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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie
Studentka: Katefina Kafurikova
Vedouci: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni jaterni toxicity in vitro

Pfedmétem diplomové prace bylo hodnoceni toxicity nové syntetizovanych latek
na bunéfném modelu reprezentujicim jaterni bunky. Testované latky byly dodany
z Katedry organické a anorganické chemie, Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy jakozto potencionalni antifungalni léCiva a IéCiva
ucinna na Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MK-NO2-1, MK-NO2-2,
DAB-5-K, PABA-Me-5, PABA-Et-5, MK-F-1, PABAN-3, PABAN-5, MK-F-2, MK-
CFs-1, MK-CF3- 2).

Pro stanoveni toxicity byly vyuZity dvé metody. Prvni metoda je zaloZzena na
méfeni metabolické aktivity bunék pomoci redukce tetrazolinu na barevny
produkt. Druha metoda detekuje mnoZstvi uvolnéného LDH jako markeru
cytotoxicity. Jako bunéfny model byla pouzita bunécna linie lidskych bunék
hepatomu HepG2. K posouzeni miry viability a cytotoxicity byl pouzit parametr
ICs0 a ECs0

Vysledné hodnoty za vyuZiti prvni metody ukazaly, Ze vSechny testované latky
vykazovaly urcitou miru toxicity vici jaterni tkani. Nejtoxictéjsi latkou je MK-CFs-
2. Pouzity standard (amfotericin B) muZeme na zakladé naméfenych hodnot
oznacit za netoxickou latku vici burikam linie HepG2. Druhou metodu nebylo

kvuli nizké senzitivité testu mozné vyhodnotit.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology and Toxicology
Student: Katefina Kafunkova

Supervisor: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Evaluation of liver toxicity in vitro

The subject of the diploma thesis is toxicity evaluation of newly synthesised
substances on a cellular model representing a hepatocyte. The tested
substances have been provided by the Department of Organic and Bioorganic
Chemistry at the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University , as
potential antifungal pharmaceuticals and medicine effective against Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MK-NO2-1, MK-NO2-2, DAB-5-K, PABA-Me-5,
PABA-Et-5, MK-F-1, PABAN-3, PABAN-5, MK-F-2, MK-CF3-1, MK-CF3- 2).

In order to determine the toxicity we have implemented two methods. The first
method is based upon measuring metabolic activity of cells by means of reducing
tetrazolium to a colored product. The second method detects the amount of LDH
released as a marker of toxicity. The human hepatoma cell line HepG2was used
as amodel. . The IC50 and EC50 parameters were used to assess the degree of

viability and cytotoxicity.

The final values obtained from the first method indicated all tested substances
showed a certain level of toxicity to the hepatic tissue. MK-CF3-2 is the most toxic
substance. Based on the obtained values, the used standard (amfotericin B) can
be considered as non-toxic substance to the HepG2 cells. The second method

could not be evaluated due to the low level of sensitivity of the test.
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1. Seznam zkratek

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintrifosfat

CHO Bunécné klony vajecniku kie€ika Cinského

DMEM Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium

DMSO Dimethylsulfoxid

ECso Stfedni efektivni koncentrace 50 %

HEK293 Linie embryonalni ledvinné tkané

HelLa Bunky nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacks

HepG2 Standardni bunécna linie lidskych jaternich bunék

ICs0 Inhibi&ni koncentrace potfebna k inhibici procesu na 50 %
INT Jodonitrotetrazolium

LDH Laktatdehydrogenaza

MABA Kyselina 3-aminobenzoova

MIC Minimalni inhibiéni koncentrace

MRSA Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

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

-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium]

MTT [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid]
N.A. Nelze urcit

NAD* Nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma

NADH Nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat


https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t

NSO Linie ziskana z mysiho myelomu
PABA Kyselina para-aminobenzoova
PBS Fosfatovy pufr

PES Fenazin ethosulfat



2. Uvod

Testy cytotoxicity jsou dnes dulezitou soucasti vyvoje a testovani novych léCiv
pro zajisténi bezpeénosti pro lidsky organismus. Uginkem cytotoxickych latek
muze dochazet v bunkach k poskozeni membrany, naruSeni homeostazy
a enzymatickych procesu, které jsou dllezité pro Zivotaschopnost bunék. Proto
kontakt s takovou latkou mnohdy zpusobuje bunécnou smrt. Cytotoxiny ovSem
mohou zpUsobit i reakci celého organismu. Testovani cytotoxicity in vitro novych

léCivych latek je proto soucasti preklinickych studii (Kubicova et al. 2016).

K testovani cytotoxicity bylo vyvinuto mnoho metod. Proto je tfeba pfi vybéru
vhodného testu zvazit napfiklad citlivost metody, mozZnosti detekce, vlastnosti
testovanych slou€enin a vybér bunécné linie, abychom dospéli k pfesnym
vysledkim (Riss et al. 2004).

Cilem mé prace bylo stanovit cytotoxicitu 11 novych potencionalné antifungalnich
a antiMRSA latek, a porovnat ziskané vysledky se zvolenym standardem.
Cytotoxicitu jsme studovali na standardni bunécné linii HepG2. Na této linii jsme
pomoci dvou vybranych testl zaméfenych na bunécnou viabilitu a cytotoxicitu

méfili miru toxicity stanovenim parametru ICso a ECso.
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3. Teoreticka cast
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3.1. Cytotoxicita

Cytotoxicitou, nazyvame schopnost chemické latky zpusobit poSkozeni burky.
Kontakt s takovouto latkou (cytotoxinem) muze zpUsobit pfimé naruSeni
bunéénych struktur nebo procest nutnych pro zZivotaschopnost buriky a maze
vést kjejimu trvalému poskozeni nebo apoptdéze C&i nekroze. Apoptdzou
rozumime programovanou smrt burfiky vyvolanou fyziologickymi signaly, naopak
nekréza je patologicky stav, ktery vznika poruSsenim membrany, a tedy zménou
homeostazy a nasledné lyzy buriky. DalSim projevem muze byt zanétliva reakce,
kterou bohuzel nemuzZzeme spolehlivé testovat in vitro, protoZe i kdyZ vznika na
bunéfné urovni, projevuje se systémové. Také se mulze stat, Ze bunka
cytotoxickou latku metabolizuje a neprojevi se navenek zadny efekt. Mira
poskozeni bunky je zavisla na koncentraci latky, expozici, pfijmu Zivin nebo
teploté (Kubicova et al. 2016, Freshney, 2011, Miret et al. 2006).

3.2. Metody stanoveni cytotoxicity

Stanoveni miry cytotoxicity je nezbytnou soucasti vyvoje novych léCivych latek
pro zajisténi bezpecnosti. Soucasti testu byva kultivace bunék, vystaveni bunék
zkoumane latce a nasledné zhodnoceni jejich stavu. Testy délime do nékolika

skupin podle zkoumanych parametrt (Peternel et al. 2009, Riss et al. 2004).

Prvni ze zkoumanych parametrd je viabilita, tedy zivotaschopnost bunék.
Vysledkem test( viability je pocCet zivych bunék. Mezi takovéto testy patfi
napfiklad testy zaloZzené na redukci resazurinu €i tetrazolinu, u kterych méfime
metabolickou aktivitu jako marker Zivotaschopnosti bunék. DalSi test viability je
zalozen na stanoveni ATP (Riss et al. 2004, Anonym 2006). Druhym typem testu
je test cytotoxicity. V tomto testu je pro nas vysledkem pocet mrtvych bunék.
Méfenym parametrem muze byt mnozstvi uvolnéného LDH z buriky nebo aktivita
protedz. Posledni typ testu detekuje bunéfnou smrt (apoptdzu). Zkoumanym

parametrem je zde kaspazova aktivita (Anonym 2006).
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3.2.1. Test redukce tetrazolia

Soli tetrazolia patfi mezi nejpouzivangjsi sloueniny k méfeni metabolické
aktivity bunék, a tedy i jejich viability. Nejpouzivanéjsi slouceninou tetrazolia je
MTT (3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] - 2,5-diphenyltetrazolium bromid). Nazloutly
roztok MTT se rozStépenim tetrazolinového kruhu redukuje pomoci redukcnich
Cinidel pfitomnych v burikach (NADH a NADPH) na fialovy nerozpustny
formazan, proto se musi pouzit organické rozpoustédlo DMSO
(dimethylsulfoxid), aby mohl byt test spektofotometricky vyhodnocen, a to pfi
vinové délce 590 nm. Schopnost této barevné pfemény maji jenom Zivé bunky.
Proto hodnota absorbance vypovida o mnozstvi Zivych bunék. DalSi, hojné
pouzivanou slou¢eninou tetrazolia je MTS. MTS se na rozdil od MTT redukuje na
rozpustny formazanovy produkt, a proto nemusi byt uz nijak upravovan
rozpousténim. Komer¢nim kitem, obsahujicim roztok MTS je napfiklad CellTiter
96® AQueous One Solutio nebo MTS Reagent Powder (Anonym 2012, Riss et
al. 2004, Berridge 2005).

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

CellTiter 96® AQueous One Solution je kolorimetricka metoda, diky které
stanovujeme bunéénou Zivotaschopnost v testech proliferace nebo cytotoxicity.
Béhem tohoto testu je Cinidlo MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] jakozto inertni sl
tetrazolinu, redukovano na tmavy formazanovy produkt (viz Obr. 1). Redukce
probiha pfedevsim pomoci mitochondrialnich enzymu zivych bunék NADH nebo
NADPH a dalSich redukénich €inidel pfitomnych v metabolicky aktivnich burikach

(glutathion, kyselina akorbova) (Salgado et al. 2002, Anonym 2006).

Do této reakce je zapojen také PES (fenazin ethosulfat), ktery diky své zvySené
chemické stabilité umozZnuje vznik stabilniho roztoku PES a MTS. MTS se
v pfitomnosti PES, méni na ve vodé rozpustny barevny formazanovy produkt,
u kterého mizeme zaznamenat absorbanci pfi 490 nm pomoci spektrofotometru.
Intenzita zbarveného produktu je pfimo umérna poctu zivych bunék a dobé

inkubace, ktera bézné trva 1-4 hodiny (Cory et al. 1991, Anonym 2012).
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Obr.1 Chemicky vzorec premény tetrazolinové soli na tmavé zbarveny

zredukovany formazanovy produkt.

Pfevzato z: Anonym (2012)

3.2.2. Test redukce resazurinu

Testy redukce resazorinu, komeréné znamé jako CellTiter-Blue nebo AlamarBlue
jsou testy zalozené na redukci modfe zbarveného resazorinu na rlizové zbarveny
fluorescenc¢ni produkt resorufin. Tato reakce probiha diky souasné pfeméné
cytozolického redukéniho &inidla NADH na NAD* (viz Obr. 2) (McGaw et al.
2014).

Poskozené buriky nejsou schopné tuto reakci provést. Vysledkem nam tedy je
mnozstvi vznikleho barevného produktu, které je umérné poctu Zivych,
metabolicky aktivnich bunék. Po ubé&hnuti inkubacni doby (1-4 hodiny) mizeme
zahajit méfeni vysledného mnozstvi resorufinu. Nejcastéji stanovujeme miru
fluorescence pomoci fluorometru. Hodnotit mizeme také mérenim absorbance
pomoci spektofotometru, tato hodnota ale neni dostatec¢né citliva. Vzhledem
k tomu, Ze pfi provedeni tohoto testu nedochazi k destrukci bunék, vyuziva se
Casto kombinovani tohoto testu sjinymi testy cytotoxicity. Tento proces
nazyvame multiplexovani. Kombinovat mizeme napfiklad s testy, pfi kterych
stanovujeme kaspazovou aktivitu. Diky moznosti multiplexovani mame moznost
shromazdovat vice dat z jednoho vzorku (O’Brien et al. 2000, Sittampalam 2004,
Anonym 2006).
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Dfive byla tato metoda vyuzivana pro hodnoceni kvality spermatu nebo
kontaminace mléka. Nyni se s oblibou vyuziva na testy cytotoxicity a bunécné
proliferace. Provedeni tohoto testu je velmi spolehlivé, levné, pomérné rychlé

a jednoduché. Vysledky jsou citlivéjSi nez u testld redukce tetrazolia.

NADH NAD*
HO /;\T,O\T P HO_ |,OUO
S 8 e
S “xrrr ~ = N/ P
o
Resazunn Resorufin

Obr. 2 Chemicky vzorec redukce resazurinu na rizové zbarveny fluorescenéni

resorufin.

Pfevzato z: Riss et al. (2013)

3.2.3. Test stanoveni ATP

ATP je nukleotid pfitomny ve vSech zivych metabolicky aktivnich eukaryotickych
burikach. Jeho funkci je zajiStovani energie pro chod organismu a udrzovat
homeostazu buriky. Vzhledem k faktu, Ze posSkozené umirajici buriky nemaji
schopnost tvorby novych molekul ATP a pfitomné ATPazy rychle odstrani
zbyvajici molekuly z cytoplazmy, nabizi se nam moznost vyuzit této skutecnosti

pro méreni poctu zivych bunék v ramci testl cytotoxicity (McGaw et al. 2004).

Test zahajime pfidanim Cinidla, které obsahuje detergent, pro naru$eni integrity
bunééné membrany a vyplaveni ATP do media, a inhibitory ATPaz, které maji
tendenci stale rozkladat ATP v zivych burikach. DalSi sloZzkou Cinidla je enzym
luciferaza, ktery za pfitomnosti ATP a luciferinu dokaze generovat
bioluminiscenéni signal, ktery je zavisly na mnozstvi ATP (viz Obr. 3). Tento
signal muzeme méfit pomoci luminometru (Crouchet al. 1993, Sittampalam 2004,
Anonym 2006).
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Testovani je velmi rychlé, jelikoz luminiscencni signal je detekovatelny jiz po 10
minutach a vydrzi az 5 hodin. DalSi vyhodou je extrémné vysoka citlivost, a tedy
i moznost detekovat i méné nez 10 bunék na jamku. Nevyhodou je, Ze pfi tomto
testu dochazi klyze bunék, a tedy i jejich usmrceni. Proto jsou buniky jiz
nepouzitelné pro dalSi testovani. Komer¢né dostupnym testem je napfiklad
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Anonym 2006, Niels et al.
(2008).

COOH Luciferase = o=
HO 5 N j/ o S Nj/
}—{ . _ }—{ - )
N s +HTP1—:'? |'|.I'|q2+ M 5 ..._-'.‘-.I,JP+P3|+-,_,::)_.,+LQI|'.
Beetle Luciferin Dxyluciterin

Obr. 3 Schéma reakce dulezité pro vznik luminiscenéniho signalu a detekce ATP.

Pfevzato z: Anonym (2009)

3.2.4. Test uvoliovani LDH

Testy LDH (laktatdehydrogenaza) patfi mezi testy cytotoxicity, béhem kterych se
hodnoti nezivotaschopnost bunék, na rozdil od pfedchozich testu. Pokud dojde
k poSkozeni bunék, dochazi k poruseni membrany a uvolnéni urcitych latek do
media, tyto latky nam mudzou slouzit jako markery pro detekci toxicity. Jednim
z takovych markerl je napfiklad LDH, jehoz uvolfovani je detekovano napfiklad
prostfednictvim komercniho testu CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity
Assay (McGlaw 2014, Sittampalam 2004).

CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Tato kalorimetrickd metoda je neradioaktivni alternativou testu cytotoxicity
uvoliiovanim chromu (®'Cr). Test uvoliiovani ®'Cr je zaloZzen na méfeni
radioaktivniho chromu uvolnéného z lyzovanych umirajicich bunék. Tento test
byl vyvinut jiz v roce 1968 a stale je jednim z nejpouzivanéjSich testu cytotoxicity.
Jelikoz je ®'Cr radioaktivni, a tedy zdravi $kodlivy a provedeni testu je finanéné

narocné, kvlli potfeb& gamma C&teCky, pfistupuje se v dneSni dobé radéji
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k neradioaktivnim variantam, jako je pravé test CytoTox 96® Non-Radioactive

Cytotoxicity Assay (Karimi et al. 2014).

Test je zalozen na kvantitativnim méfeni LDH uvolnéného z poSkozené bunky do
media. LDH neboli laktatdehydrogenaza je stabilni glykolyticky enzym
nachazejici se bézné v cytosolu bunék. Poskozenim plazmatické membrany
bunék se tento enzym uvolni do media, téméf stejnym zpusobem jako 5'Cr je
uvolnovan v radioaktivnich testech (Anonym 2016a). Mnozstvi uvolnéného LDH
je umeérné poctu lyzovanych bunék a méfi se 30minutovym enzymatickym testem
(Boas et al. 2006, Anonym 2016a).

Po pfidani reakéni smési, ktera obsahuje laktat, NAD*, NADPH oxidazu a INT
(jodonitrotetrazolium) nejdfive LDH katalyzuje redukci NAD* na NADH a H*
a soucasné dochazi k oxidaci laktatu na pyruvat. Poté enzym diaforaza za vyuziti
NADH a H* katalyzuje redukci fialové tetrazolinové soli INT na cerveny
formazanovy produkt. (viz Obr. 4). Intenzita zbarveni formazanu je umérna poctu
lyzovanych bunék. Méfime tedy absorbanci, a to pfi hodnoté 490 nm, pomoci
spektrofotometru. Reakce a méreni vétSinou probiha na testovacich destickach

s 96 jamkami (Anonym 2016a).

Leaky Cell
LDH
e

LDH

Lactate ——— > Pyruvate

A

NAD+ NADH

Formazan <——— INT
Diaphorase

Obr. 4 Schéma uvolnovani LDH z poSkozenych bunék.

Pfevzato z: Anonym (2016a)
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3.2.5. Test detekce apoptozy

Béhem testl apoptdzy zkoumame aktivitu kaspaz (proteazy ucastnici se
apoptoézy). Jednim ze zpusobl vyhodnocovani je test fluorescence. B&hem
tohoto testu se po pfidani substratu a pufru ke vzorku ze substratu odstépi
peptidova sekvence a nasledné dochazi k silné fluorescenci. Fluorescence je
umérna poctu aktivovanych kaspaz. DalSim typem jsou velmi citlivé testy, pfi

kterych kaspazovou aktivitu detekujeme pomoci luminiscence (Anonym 2009).

3.3. Bunééné kultury

Bunécné kultury jsou izolované bunky ziskané z zivého organismu. Buriky jsou
péstovany mimo organismus Vv kultivaCnhich nadobach obsahujicich zivné
médium, které poskytuje bunkam ziviny potfebné pro dalSi rust. Kultivacni
medium obsahuje potfebné Ziviny: aminokyseliny, které jsou dilezitym zdrojem
dusiku, glukéza jakozto zdroj energie nebo rastové faktory pro urychleni ristu.
DalSimi dulezitymi slozkami média jsou vitaminy a mineraly. Pro spravny ruast
bunék jsou dulezité dalSi parametry: idealni pH = 7,4, teplota pfi 37 °C, slozeni
atmosféry je vzduch s pfidavkem 5 % COg; dale se udrzuje relativni vihkost, a to
90 %. Buriky se uchovavaji zmrazené v tekutém dusiku ¢i v mrazaku na -80 °C

a rozmrazuji se v dobé potreby (Palsson et al, 2004).

Kultury mizeme rozdélit podle zpUsobu ristu bunék na adherentni a suspenzni.
Bunky adherentnich kultur jsou pfichyceny pomoci elektrostatickych sil nebo
extracelularnich protein (nej€astéji pomoci kolagenu) v kultivaCnim mediu na
dné nadoby. Adherentni kultury mGzeme ziskat napfiklad z jaterni nebo ledvinné
tkané. Naopak pro suspenzni kultury je typické, Ze nepotiebuji ukotveni a mohou
byt tedy volné rozprostieny v mediu. Pro vyménu media je proto dulezitym
krokem oddélit bufiky od média pomoci centrifugace. Takovéto kultury se

ziskavaji predevsim z bunék krevniho obéhu (Vejrazka 2008, Anonym 2016b).

Vyznam bunécnych kultur je pfedevsim v oblasti vyvoje a ovéfovani bezpec€nosti
novych IéCiv. Dale se vyuzivaji napfiklad k vyrobé& enzym, tkaniovém inZenyrstvi,

diagnostice virovych onemocnéni, vyrobé vakcin a genetice (Bartova 2014).
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3.3.1. Primarni bunééné kultury

Primarni kultury vznikaji pfimym oddélenim ztkané pomoci enzymatického
pusobeni trypsinu. Buriky v mediu proliferuji az do stavu pokryti celé kultivaéni
nadoby. V tuto chvili je nutné kulturu nafedit a pfenést do novych kultivacnich
nadob s Cerstvym mediem, kde mulze dojit k dalSimu rUstu a vzniku takzvané
sekundarni kultury. Tomuto procesu fikame pasazovani. Kultury vzniklé
pasazovanim primarnich kultur ziskanych pfimo z Zivych organd jsou na rozdil
od pUvodni kultury genotypové a fenotypové uniformni. Po nékolika pasazich
dochazi ke starnuti bunky a zkracovani telomer, coz ma za nasledek

neschopnost bunky se nadale délit (Bartova 2014, Vejrazka 2008).

3.3.2. Bunécné linie

Bunécné linie jsou imortalizované buriky, které na rozdil od primarnich kultur maji
neomezenou moznost proliferace. Ziskavany jsou pfedevSim z nadorovych
bunék, a proto jsou vysoce diferenciované a Iépe se mnozi. Dal8i moznost vzniku
bunécné linie je transformace z primarnich kultur. Uniformitu linii mizeme ziskat
napfiklad umélym klonovanim bunék. Mezi nejznamejSi bunécné line patfi
napfiklad HelLa (buriky nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacks), HEK293 (linie
embryonalni ledvinné tkané), CHO (bunécéné klony vajecniku kie€ika Cinského),
NSO (linie ziskana z mySiho myelomu) nebo nami testovana linie HepG2
(Bartova 2014, Maskova 2019).

3.3.3. Hep G2

Bunécna linie HepG2 je imortalizovanou linii pochazejici z bunék karcinomu jater
kavkazského chlapce. Poprvé byla popsana roku1979 Barbarou Knowlesovou
a jejimi kolegy (viz Obr. 5). Tato linie je diky svym vlastnostem s oblibou
pouzivana na in vitro testy metabolismu IéCiv a cytotoxicity. Na rozdil od
primarnich hepatocytl jsou buriky této linie pIné diferenciované, maji vysokou
zivotnost a pomérné stabilni fenotyp. Také se vyznacuji vysokou mirou
proliferace, snadnou manipulaci a dostupnosti. Buriky HepG2 jsou adherentnimi

burikami, jejichz kultivace probiha v plastovych kultivaénich lahvich. Buriky
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rostou v malych agregatech jako monovrstvy a jsou senzitivni na stimulaci
ristovymi hormony. Maiji schopnost vylu¢ovat fadu dualezitych plazmatickych
proteiny, jako je napfiklad fibrinogen, plazminogen, transferrin nebo albumin
(Lépez-Terrada 2009).

Jednou z hlavnich nevyhod pouzivani této linie je metabolicka rozdilnost oproti
hepatocytliim. Buriky hepatomu neexprimuji takové mnozstvi biotransformacnich
enzym, u€astnicich se prvni faze metabolismu. Aktivita téchto enzymu byva o tfi
az Ctyfi fady niz8i nez v jaternich burikach a byva detekovatelna jen citlivymi
technikami, a proto dochazi k zhor$eni metabolismu xenobiotik. Konjugacni faze
metabolismu zlstava pIiné zachovana. Pravé diky této skutecnosti se linie HepG2
nepouziva pro testovani toxicity metabolitd (Donato et al. 2014, Gomez-Lechon
et al. 2008).

Low Density High Density

Obr. 5 Mikroskopicky snimek bunék HepG2.

Pfevzato z: Anonym (2016c)
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3.4. Testované latky

Testované latky byly dodany z Katedry organické a anorganické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kraloveé, Univerzity Karlovy, jakozZto potencionalni
antifungalni 1éCiva a léCiva uc€inna na Meticilin-rezistentni Staphylococcus

aureus.

Testované latky s pracovnim oznacenim MK-NO2-1, MK-NO2-2, DAB-5-K, PABA-
Me-5, PABA-Et-5, MK-F-1, PABAN-3, PABAN-5, MK-F-2, MK-CF3-1, MK-CF3- 2
fadime z chemického hlediska mezi analoga iminl kyseliny para-aminobenzoové

a mezi analoga 3,5-dijodsalicylidenovych Schiffovych bazi.

Pro upravu kyseliny para-aminobenzoové byly vyuzity rGzné modifikace
struktury. Testované latky s oznacenim DAB vznikaji duplikaci iminovych vazeb
derivatl kyseliny 3-aminobenzoové (MABA), ktera je polohovym izomerem
kyseliny para-aminobenzoové. Vznikaji tedy derivaty kyseliny 3,5-
diaminobenzoové. Testované latky s oznaCenim PABA a PABAN jsou estery
a amidy puvodnich imind kyseliny para-aminobenzoové. Tyto analoga vykazuji
oproti puvodnim latkam vyS$Si lipofilitu a tedy i lepSi prostup bakterialni bunéénou
sténou (Kratky et al. 2020).

Analoga typu 3,5-dijodsalicylidenovych Schiffovych bazi byly syntetizovany z 3,5-
dijodosalicylaldehydl a primarnich aminu (viz Obr. 6). Tyto latky testujeme pod
oznacenim MK. VSechny testované derivaty této struktury maji na aromaticky
kruh zavedeny dva atomy jodu. VloZzenim halogenu do molekuly dochazi
k zvySeni propustnosti pfes membrany a hematoencefalickou bariéru, a tedy

i k zvySeni biologické aktivity (Xu et al. 2010).

[ CHO Ri—NH, [ NN

OH OH

Obr. 6 Syntéza Schiffovych bazi.

Pfevzato z: Xu et al. (2010)
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3.5. Pouzité standardy

3.5.1. Amfotericin B

Amfotericin B (viz Obr. 7) je vysoce ucinna antifungalni latka patfici mezi
polyenova antimykotika. Diky Sirokému spektru pusobeni se vyuziva pfi 1é¢bé
zivot ohrozujicich infekci, jako je napfiklad systémova kandidéza, aspergil6za
nebo kryptokokova meningitida. Dale se vyuziva k 1éEbé lokalnich mykdz, infekci

centralniho nervového systému a nékterych protozoalnich infekci (Ulozas 2010).

Chemicky se jedna o makrocyklicky laktonovy kruh, jehoz zaklad je slozen
z lipofilniho polyenového fetézce a hydrofilniho polyhydroxylového Fetézce.
Polyenovym fragmentem makrocyklu se amfotericin navaze na lipofilni €ast
erogosterolu v plazmatické membrané houbového organismu. Hydrofilni
fragment makrocyklu vytvafi v membrané poér, ktery zpuUsobi naruseni
permeability, unik iontd, a tedy i snizeni funkce membrany (Hartl et al. 2012,
Vardanyan 2006).

Obr. 7 Strukturni vzorec amfotericinu B.

Pfevzato z: https://www.chemicalbook.com/CAS/GIF/1397-89-3.gif
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Amfotericin B se kvuli Spatné rozpustnosti ve vodé nevstiebava po peroralni
aplikaci, a proto musi byt aplikovan parenteralni cestou. Parenteralni podani je
spojeno s vysokou toxicitou, ktera je zplsobena podobnosti sav€ich a houbovych
bunécnych membran. NejvétSim problémem pfi podavani amfotericinu B je jeho
nefrotoxicita. Renalni toxicita je zplsobena navazanim makrocyklu na tubularni
buné€nou membranu. Nezadouci u€inky amfotericinu B se daji snizit pouZzitim
vhodné technologickeé upravy (liposomalni Iékové formy, zpracovani do komplexu
s lipidy, koloidni disperze) (Kelly 2010, Hartl et al. 2012).
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4. Cil prace

e Cilem této prace je stanovit cytotoxické pusobeni 11 novych vyvojovych

latek in vitro na jaterni bunécné linii HepG2.

e Srovnani cytotoxického puUsobeni testovanych latek se zvolenymi

standardy.

e Vzajemné srovnani vysledkl ziskanych pomoci dvou riznych metod.
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5. Experimentalni ¢ast
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5.1.

5.1.1.

5.1.2.

Pouzity material

Pristroje

Desti¢kovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Svycarsko)

Inkubator (Shel Lab, USA)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS—1R (OPTIKA Microscopes, Italie)
Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Némecko)

Laminarni box: Micrological safety cabinet TOP— SAVE 1,8 (Bioair

instruments, Italie)

Vodni lazen, TW 12 (Julabo, Némecko)

Orbitalni tfepacka IKA® LabDancer (IKA-Werke GmbH & Co., Némecko)
Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

DalSi pouzity material

96-jamkové mikrotitraéni destigky, &iré (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni lahve 25 cm?, 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Sklenéné Pasteurovi jednorazové pipety (Sigma Aldrich, USA)
Jednorazové plastové pipety 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Svycarsko)

Automatické jednokanalové pipety Eppendorf Research® plus 5 — 50 pl,
10 — 100 pl, 100 — 1000 ul (Eppendorf, Némecko)
Automaticka pipeta Discovery 50—-300 pl (HTL, Polsko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Spicky na pipety Eppendorf 0,1-20 ul, 20—200 pl (Eppendorf, Némecko)
Falkonky 15 ml, 50 ml (TPP, Svycarsko)

Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)
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5.1.3.

Chemikalie

Testované latky (MK-NO2-1, MK-NO2-2, DAB-5-K, PABA-Me-5, PABA-Et-
5, MK-F-1, PABAN-3, PABAN-5, MK-F-2, MK-CF3-1, MK-CF3- 2)

Amfotericin B (Sigma-Aldrich, USA)

DMSO (dimethyl sulfoxid pro molekularni biologii> 99,9 %) (Sigma-
Aldrich, USA)

Fetalni hovézi sérum (Sigma-Aldrich, USA)

Chemikalie na pripravu fosfatového pufru (NaCl, KCI, Na,HPO,,
NaH,PO,,) (PENTA, Ceska republika)

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

Trypsin (0,25 %, Trypsin—EDTA Solution) (Sigma-Aldrich, USA)
L-glutamin 200 mM (Sigma-Aldrich, USA)
MEM (Non-essential Amino Acid Solution) (Sigma-Aldrich, USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
USA)

CytoTox 96R Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA)

5.1.4. Testovana bunécna linie HepG2

Lidské imortalizované jaterni buriky (Human hepatocellular liver carcinoma cell

line, HepG2) ziskané z ATCC (American Type Culture Collection; USA). Bunécna

linie (pasaz 15-16) byla kultivovana v 75 cm? kultivacnich lahvich v bunééném

médiu DMEM (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované medium) (Sigma-Aldrich,
USA) s L-glutaminem (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA), 10 % fetalniho hovéziho
séra (PAA, Rakousko) a 1 % neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA).
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5.1.5. Testované latky

K testu bylo vyuZito 11 vyvojovych latek s potencionalni antifungalni a antiMRSA

aktivitou. Strukturni vzorce a chemické nazvy testovanych latek jsou uvedeny

v tabulce 1. Latky byly pfipraveny na Katedfe Organické a Bioorganické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Tab. 1 Seznam testovanych latek

Testovana latka Strukturni vzorec

Chemicky nazev

MK-NO2-1 NO,
LT
N
W@g
|
MK-NO2-2 H
| X N
L
|
DAB-5-K (o)
OH
| OH
N
//
: N=—/ OH
Cl
|
Cl
PABA-Me-5 o)

2,4-dijod-6-{[(4-
nitrofenyl)imino|methyl} fenol

2,4-dijod-6-{[2-(4-
nitrofenyl)hydrazinyliden]methy
1} fenol

3,5-bis[(5-chlor-2-hydroxy-3-
jodbenzyliden)amino]benzoova
kyselina

methyl-4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-
jodbenzyliden)amino]benzoat
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PABA-Et-5

MK-F-1

PABAN-3

PABAN-5

MK-F-2

MK-CF3-1

ethyl-4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-
jodbenzyliden)amino|benzoat

2-{[(4-
fluorfenyl)imino |methyl }-4,6-
dijodfenol

4-[(5-chlor-2-hydroxy-3-
jodbenzyliden)amino]-N-
fenylbenzamid

4-[(2-hydroxy-3,5-
dijodbenzyliden)amino]-N-
fenylbenzamid

2-{[2-(4-
fluorfenyl)hydrazinyliden]methy
1}-4,6-dijodfenol

2,4-dijod-6-({[4-
(trifluormethyl)fenyl]imino } met
hyl)fenol

2,4-dijod-6-({2-[4-
(trifluormethyl)fenyl]hydrazinyli
den}methyl)fenol
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5.2. Pouzité metody

5.2.1. Priprava fosfatového pufru o pH=7,4

Fosfatovy pufr se pfipravil navazenim potfebného mnozstvi jednotlivych
komponent a doplnénim destilovanou vodou na pozadovany objem. Pro
koneCnou upravu bylo tfeba upravit pH pomoci hydroxidu sodného na 7.,4.

Pouzité komponenty na pfipravu fosfatového pufru jsou znazornény v tabulce 2.

Tab. 2 Slozeni fosfatového pufru (1000 ml)

Molarni hmotnost

Sloucenina [g/mol] Koncentrace [g/l]
NaCl 58,44 16,010
KCI 74,55 0,420
NazHPO4.12H20 358,14 7,160
NazHPO4.2H20 177,99 3,120

5.2.2. Priprava testovanych latek

Vzhledem ke Spatné rozpustnosti testovanych latek ve vodé bylo potfeba pro
pripravu vzorku pouzit DMSO (dimethyl sulfoxid). DMSO je vysoce polarni
organické rozpoustédlo, které je jiz v nizkych koncentracich pro buriky toxicke,

proto jeho koncentrace v kone€ném vzorku nepfesahla 1 %.

Pfed samotnym testem a napipetovanim bunék na destiCku, je tfeba provést
pasazovani. Cely tento proces probiha v laminarnim boxu, ktery nam umoznuje
pracovat ve sterilnim prostfedi bez mikroorganismi. Pasazovani jsme zahajili
odstranénim starého média a oplachnutim 6 ml PBS. Po odsati PBS jsme
k burikam pfidali 3 ml trypsinu a nechali 2 minuty inkubovat. Po uplynuti inkubacni
doby se bunky zkontrolovali pod mikroskopem, zda se jiz odlepuji a pfidalo se 6

ml Cerstvého média, které obsahuje sérum, pro zastaveni ucinku trypsinu. Po
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resuspendaci bunék jsme pFenesli 1 ml obsahu do nové kultivaéni lahve
s Cerstvym médiem a nechali inkubovat pfi 37 °C a 5 % atmosféfe oxidu
uhli¢itého.

Bunécnou linii HepG2 jsme nasadili na 96-jamkovou desti¢ku v po¢tu 15 000

bunék/100 ul/jamku. Pfed pfidanim testovanych latek byly bunééné linie 24 hodin

inkubovany pfi 37 °C v atmosféfe 5 % oxidu uhli€itého.

K bunkam jsme napipetovali v triplikatech testované latky v osmi koncentracich
(1, 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pM). Zaroven jsme pro kazdou koncentraci
pfipravili nebunééné kontroly testovanych latek s médiem (100 pl pfislusného
média + 1 pl testované latky). Dale jsme provedli kontrolu pro stanoveni 100 %
zivotaschopnosti bunék (buriky ve 100 pl kultivaniho média + 1 % DMSO),
kontrolu pro stanoveni 0% zivotaschopnosti bunék (bunky ve 100 pl kultivacniho
meédia + 10 % DMSO) a kontrolu samotného média (pouze 100 ul kultivaéniho
meédia). VSechny kontroly byly také pfipraveny v triplikatech. Po naneseni
testovanych latek na desti¢ku byly vzorky opét 24 hodin inkubovany v 37 °C v 5

% atmosfére COa.

5.2.3. Stanoveni cytotoxicity metodou CellTiter 96® AQueous One Solution

Cell Proliferation Assay

Po naneseni testovanych latek a ukonceni inkubacéni doby (24 hodin) jsme
ke vzorku pfidali 20 pl Cinidla MTS a nechali dalSich 90 minut inkubovat za
stejnych podminek (pfi teploté 37 °C v5 % atmosféfe COz2.). Nasledné jsme

zméfili absorbanci pfi vinové délce 490 nm na destiCkovém analyzatoru TECAN.

Vysledné hodnoty absorbance jsme zpracovali v programech Microsoft Excel
2016 a GraphPad Prism 8.02. Nejdfive jsme pomoci programu Microsoft Excel
vytvofili primér z hodnot absorbanci triplikatu v jednotlivych koncentracich.
Z téchto hodnot jsme ziskali smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou
odchylku. Stejny postup jsme aplikovali na nebunécné kontrolni vzorky. Z téchto
Ciselnych udaju jsme ziskali procenta vysledné viability (Zzivotaschopnosti) pro
v8echny koncentrace testovanych latek. Vysledna hodnota viability se ziskava

z nasleduijici rovnice:
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A —
b Tk 4100

04 viability =
Y% viability Avigo — A

Ab = zprumeérovana hodnota absorbance triplikatu bunék o stejné koncentraci

testované latky

Ak = zpramérovana hodnota absorbance triplikatu nebunécné kontroly o stejné

koncentraci testované latky
Am = zprumérovana hodnota absorbance triplikatu daného kultivaéniho média

Avioo = zprimérovana hodnota absorbance triplikatu kontroly 100 % viability
(Anonym 2012)

Dale jsme data vlozili do programu GraphPad Prism 8.02, ve kterém jsme ziskali
inhibicni kfivky testovanych latek (grafy zavislosti viability na koncentraci
testované latky) a za pomoci modelu nelinearni regrese jsme urcili hodnotu ICso.
Toxikologicky parametr ICso udava koncentraci zkouSené latky majici za

nasledek uhyn 50 % bunécné populace.

5.2.4. Stanoveni cytotoxicity metodou CytoTox 96® Non-Radioactive

Cytotoxicity Assay

Po pfidani testovanych latek na destiCku a 24hodinové inkubaci pfi 37 °C v 5 %
atmosféfe CO2 jsme pFenesli 50 yl vzorku ze vSech jamek na novou desticku.
Nasledné jsme pfidali do kazdé jamky 50 pl €inidla CytoTox 96® ohfatého na
pokojovou teplotu (Cinidla se skladuji v— 20 °C, chranéna pfed svétlem). Destic¢ku
jsme poté zakryli neprihlednym materialem, aby byla chranéna pred svétlem
a inkubovali jsme 30 minut pfi pokojové teploté. Po ukonc&eni inkubace jsme do
kazdé jamky pfidali 50 pl ,Stop Solution®, odstranili jsme nezadouci bubliny
injek¢ni jehlou a zméfili jsme absorbanci pfi vinové délce 490 nm. Méfeni muselo

probéhnou do 1 hodiny po podani ,Stop Solution®.
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V programu Microsoft Excel 2016 jsme zprimeérovali vysledné hodnoty
absorbance triplikatl téZze koncentrace a z téchto dat jsme urcili smérodatnou
a relativni smérodatnou odchylku. Nasledné jsme pomoci nasledujiciho vzorce
ziskali procenta vysledné cytotoxicity pro jednotlivé koncentrace testovanych
latek:

Aoy — A
% cytotoxixity = =" %100

max

Aexp = zprumeérovana hodnota absorbance triplikatu bunék o stejné koncentraci

testované latky

Amax = zprumérovana hodnota absorbance triplikatu maximalniho mnozZstvi

uvolnéného LDH

Am = zprumérovana hodnota absorbance triplikatu daného kultivacniho média
(Anonym 2012)

V programu GraphPad Prism 8.02 jsme na zavér ziskali toxikologicky parametr
ECso, ktery je definovan jako koncentrace latky, ktera zplsobi u 50 % testovanych

organismd maximalniho dosazitelného efektu.
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6. Vysledky

6.1. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation

Assay

Tabulka 3 pfehledné shrnuje testované latky a standard spole¢né s namérenymi

hodnotami ICs0. Tento parametr vyjadfuje miru cytotoxicity méfenych latek vici

bunécné linii HepG2. Bunky byly s latkami inkubovany 24 hodin v koncentracnim

rozmezi 0,1-500 uyM.

Tab. 3 Hodnoty ICso testovanych latek za pouZiti metody CellTiter96

Testovana latka ICs0 (uM) Rozsah Pasaz
koncentraci (uM)
MK-NO2-1 56,27 1-500 P15-16
MK-NO2-2 66,59 1-500 P15-16
DAB-5-K 53,25 1-500 P15-16
PABA-Me-5 78,04 1-500 P15-16
PABA-Et-5 56,35 1-500 P15-16
MK-F-1 51,20 1-250 P15-16
PABAN-3 74,44 1-500 P15-16
PABAN-5 64,73 1-500 P15-16
MK-F-2 46,24 1-500 P15-16
MK-CF3-1 65,83 1-500 P15-16
MK-CFs- 2 15,84 1-250 P15-16
Amfotericin B > 500 1-500 P15-16
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Cytotoxicita testovanych potencialné antimikrobnich vyvojovych latek na linii
jaternich bunék HepG2 je graficky vyjadifena na obrazcich 9-11. Grafy vyjadiu;ji
zavislost viability bunék na koncentraci testované latky. Jako standardni latku

jsme si vybrali amfotericin B.
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Obr.8 Cytotoxické plsobeni latek PABA-Me-5, PABA-Et-5, PABAN-3 a PABAN-
5 na bunécénou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

Na obrazku 8 je znazornéna zavislost zivotaschopnosti bunécéné linie HepG2 po
24hodinové inkubaci s testovanymi latkami PABA-Me-5, PABA-Et-5, PABAN-3
a PABAN-5. Z téchto hodnot byl nasledné zjistén parametr ICso0. Tyto latky byly
testovany v triplikatech v koncentracich 1-500 uM. VSechny 4 znazornéné
testované latky maji podobnou hodnotu ICso, a to niz§i nez 100 uM. NejvySsi
cytotoxicitu z této skupiny ma PABA-Et-5, jejiz ICs0 56,35 uM. Sefazenim téchto
latek dle jejich rostouci toxicity ziskame fadu: PABA-Me-5 < PABAN-3 < PABAN-
5 < PABAETt-5.
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Obr.9 Cytotoxické pasobeni latek MK-F-1, MK-F-2, MK-CF3-1 a MK-CF3-2 na
bunécnou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

Na obrazku 9 jsou znazornény grafy zavislosti viability na koncentraci
testovanych latek MK-F-1, MK-F-2, MK-CF3-1 a MK-CF3-2 u bunééné linie
HepG2. Z téchto parametri byl nasledné zjistén toxikologicky parametr ICso.
Latky byly inkubovany 24 h sruznymi koncentracemi (1-500 uM), a to
v triplikatech. VSechny znazornéné latky maji ICso < 100 uM. NejvysSi cytotoxicitu
vykazuje latka MK-CF3-2, ktera ma hodnoty ICso pod 20 yM. MK-CF3-2 je zaroven

sviwvivs

rostouci toxicity, ziskame nasledujici fadu: MK-CF3-1 < MK-F-1 < MK-F-2 < MK-
CFs-2.
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Obr. 10 Cytotoxické pusobeni latek MK-NO2-1, MK-NO2-2 a DAB-5-K

a standardu Amfotericin B na bunécénou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

Na obrazku 10 je znazornéna zavislost zivotaschopnosti bunék linie HepG2 na
koncentraci testovanych latek MK-NO2-1, MK-NO2-2, DAB-5-K a amfotericinu B.
Z téchto parametry jsme ziskali toxikologicky parametr ICso. Latky byly 24 h
inkubovany a testovany v triplikatech v koncentraCnim rozmezi 1-500 pM.
VSechny znazornéné latky maji podobnou hodnotu ICso, a to nizsi nez 100 uM.
Nejvyssi cytotoxicitu vykazuje latka DAB-5-K (53,25 uM). Pfi sefazeni latek podle
vzristajici toxicity ziskame Fadu: MK-NO2-2 < MK-NO2-1 < DAB-5-K.
Amfotericin B je na zakladé naméfenych hodnot > 500 uM mozné oznacit za
netoxicky.
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6.2. CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

V tabulce 4 jsou shrnuty testované latky spole¢né s namérenymi hodnotami ECso.
Tento parametr vyjadfuje koncentraci testované latky, pfi které uhyne 50 % bunék
linie HepG2.

Tab. 4 Hodnoty ECso testovanych latek za pouziti metody CellTiter96

Rozsah N
Testovana latka ECso (uM) ] Pasaz
koncentraci (uM)

MK-NO2-1 N.A. 1-500 P15-16
MK-NO2-2 0,1059 1-500 P15-16
DAB-5-K N.A. 1-500 P15-16
PABA-Me-5 N.A. 1-500 P15-16
PABA-Et-5 N.A. 1-500 P15-16
MK-F-1 N.A. 1-250 P15-16
PABAN-3 N.A. 1-500 P15-16
PABAN-5 N.A. 1-500 P15-16
MK-F-2 N.A. 1-500 P15-16
MK-CF3-1 N.A. 1-500 P15-16
MK-CF3- 2 N.A. 1-250 P15-16

Cytotoxicita testovanych potencialné antimikrobnich vyvojovych latek na linii
bunék HepG2 je graficky vyjadfena na obrazcich 11-13. Grafy vyjadfuji zavislost

cytotoxicity bunék na koncentraci testované latky.
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a PABAN-5 na bunécénou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

11 Cytotoxické pusobeni latek PABA-Me-5, PABA-Et-5, PABAN-3

Na obrazku 11 jsou znazornény grafy zavislosti cytotoxicity k bunééné linii HepG2
po 24hodinoveé inkubaci testovanych latek PABA-Me-5, PABA-Et-5, PABAN-3
a PABAN-5. Z téchto hodnot byl nasledné zjiStovan parametr ECso. Latky byly

testovany v triplikatech v koncentracich 1-500 pyM. Jak je znazornéno na grafu,

ECso nelze urcit, ddvodem tohoto vysledku muze byt nizka senzitivita testu.
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Obr.12 Cytotoxické pusobeni latek MK-F-1, MK-F-2, MK-CF3-1 a MK-CF3-2 na
bunécnou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

Na obrazku 12 je graficky znazornéna zavislosti cytotoxicity na koncentraci
testovanych latek MK-F-1, MK-F-2, MK-CF3-1 a MK-CF3-2 u bunééné linie
HepG2. Z téchto hodnot byl nasledné zjiStovan toxikologicky parametr ECso, ktery
kvuli nizké citlivosti testu nelze, také v tomto pfipadé urcit. Latky byly inkubovany
24 h v rozmezi koncentraci 1-500 yM, a to v triplikatech.
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Obr. 13 Cytotoxické pusobeni latek MK-NO2-1, MK-NO2-2 a DAB-5-K na
bunécnou linii HepG2 pfi inkubaci 24 h.

Na obrazku 13 je znazornéna zavislost cytotoxicity bunék linie HepG2 na
koncentraci testovanych latek MK-NO2-1, MK-NO2-2 a DAB-5-K. Z téchto
parametru jsme ziskali toxikologicky parametr ECso. Latky byly inkubovany 24 h
a testovany v triplikatech v koncentraénim rozmezi 1-500 pM. Kvdli nizké

senzitivité testu, jsme hodnotu ECso ziskaly pouze u jedné latky MK-NO2-2.
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7. Diskuse

Predmétem diplomové prace bylo in vitro stanoveni cytotoxicity 11 novych latek
s potencialnimi antiMRSA a antifungalnimi ucinky na jaterni buné&céné linii HepG2.
K testovani jsme vyuzily dvé odliSné kalorimetrické metody (test bunécné viability
a test cytotoxicity) a vysledky jsme porovnali s cytotoxickym pusobenim
standardu — amfotericinu B. Mezi testované slou€eniny syntetizované na Katedre
Organické a Bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v
Hradci Kralové patfila analoga iminG kyseliny para-aminobenzoové (DAB-5-K,
PABA-Me-5, PABA-Et-5, PABAN-3, PABAN-5) a analoga 3,5-
dijodsalicylidenovych Schiffovych bazi (MK-NOz2-1, MK-NO2-2, MK-F-1, MK-F-2,
MK-CF3-1, MK-CFs- 2).

Vzhledem k Castému podavani Sirokospektralnich antibiotik v nemocni¢nim
prostfedi a naslednému vyvoji bakterii, dochazi v posledni dobé k vzrustajici
rezistenci antibiotik na MRSA. Onemocnéni rezistentnim kmenem bakterie
Staphylococcus aureus je spojeno s vysokou morbiditou a vyuzivanim zdroju
zdravotni péce. Jelikoz mira rezistence a pocCet multirezistentnich kmenu
neustale roste, léCba infekce zpusobené timto patogenem se stava mnohem
slozitéjSi (Guo et al. 2020, Thampi et al. 2015). V posledni dobé byl zaznamenan
také narust rezistence vuci nékterym antifungalnim latkam, coz maze zpusobit
znacny problém pfi [é€bé vaznych mykotickych infekci. OvSem ve srovnani
s antibiotiky neni rezistence k antifungalnim latkam tak Casta (Arendrup et al.
2017). Vzhledem k témto faktim vznikla potfeba vyvoje novych I|éCiv proti
rezistentnim infekcim. Jednou z moznosti vyvoje novych IéCiv je modifikace

pavodni ucinné struktury tvorbou analogt nebo proléciv.

Experiment byl provadén na vhodném bunééném modelu — standardni linii
lidskych jaternich bunék (HepG2) ziskané z ATCC, s cilem posoudit mozZnou
organovou toxicitu studovanych slou€enin. K hodnoceni in vitro toxicity téchto

latek byly vyuzity dvé kalorimetrické metody sledujici rizné parametry.

Prvni pouzitou metodou byl test redukce tetrazolia, u kterého byla méfena
metabolicka aktivita jako marker zivotaschopnosti bunék. Jako komercné
dostupny kit, obsahujici slou€eninu tetrazolia MTS jsme vyuZili CellTiter 96®

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Tato metoda je zaloZena na
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redukci MTS pomoci mitochondrialnich enzym( Zzivych bunék na barevny
formazanovy produkt, ktery vznika pouze v metabolicky aktivnich burikach. Proto
hodnota méfené absorbance vypovida o mnozstvi Zivych, metabolicky aktivnich
bunék. Z namérenych hodnot absorbance jsme nasledné ziskali inhibini kfivky
testovanych latek a pomoci modelu nelinearni regrese jsme urcili hodnotu ICso,
ktera udava koncentraci zkousené latky majici za nasledek uhyn 50 % bunécné

populace.

Jako druhou metodu jsme pouZili komerc¢ni test CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay. V tomto testu je pro nas vysledkem pocet mrtvych bunék a je
zaloZen na kvantitativnim méfeni LDH uvolnéného z cytosolu bunék do media.
PoruSenim integrity cytoplazmatické membrany dochazi k vyplaveni LDH do
extracelularniho prostoru, kde se vlivem oxidacné — redukéni reakce tvofi
barevny formazanovy produkt, ktery Ize stanovt spektofotometricky. Intenzita
zbarveni formazanu je umérna poctu lyzovanych bunék. Z vysledné absorbance
jsme ziskali procenta cytotoxicity testovanych latek a urcili toxikologicky parametr
ECso, ktery vyjadfuje koncentraci testované latky, pfi které uhyne 50 % bunék linie
HepG2.

Latky byly testovany na 96-jamkové desti¢ce v po¢tu 15 000 bunék/100 pl/jamku.
Testovany byly vzdy v triplikatech v koncentracnim rozmezi 1-500 yM a po dobu
24 h inkubovany pfi 37 °C v atmosféfe 5 % oxidu uhli¢itého. PouZité koncentrace
musely byt u 2 latek (MK-F-1 a MK-CF3- 2) omezeny kvili nizSi rozpustnosti. Tyto
dveé latky byly testovany v koncentraci jen do 250 uM. Hlavnim dlvodem snizeni
koncentrace u téchto latek bylo vysrazeni latek pfi vy$Si koncentraci a vypadnuti

do media.

Pro kazdou koncentraci jsme v ftriplikatech pfipravili nebunééné kontroly
testovanych latek s médiem, kontrolu 100 % zivotaschopnosti bunék, kontrolu

pro stanoveni 0% zivotaschopnosti bunék a kontrolu samotného média.

Vzhledem k nizké rozpustnosti testovanych latek ve vodé bylo nutné pro pfipravu
vzoru vyuzit polarni rozpoustédlo DMSO. Toto rozpoustédlo je ovdem toxické pro
veskeré bunky jiz v nizkych koncentraci. Z tohoto divodu bylo nutné zajistit, aby
koncentrace v kone€ném vzorku nepfesahla 1 %, abychom zabranili toxickému
pusobeni DMSO na burky HepG2.
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Z vyslednych hodnot ICso testu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay je patrné, Zze vSechny testované latky pusobi toxicky na jaterni
bunky. Pokud bychom sefadili latky dle jejich rostouci toxicity, ziskame
nasledujici fadu: PABA-Me-5 < PABAN-3 < MK-NO2-2 < MK-CF3-1 < PABAN-5
< PABA-Et-5 < MK-NO2-1 < DAB-5-K < MK-F-1 < MK-F-2 < MK-CF3-2. Vysokou
cytotoxicitu vykazuje slou€enina MK-CFs-2, ktera ma hodnotu I1Cso 15,84 pM,
ostatni slou€eniny maji podobné hodnoty ICso a fadime je mezi stfedné toxické
latky. Hodnota ICso amfotericinu B je vy$Si nez testované koncentraCni rozmezi
tohoto experimentu (1-500 uM). Z naméfenych dat vypliva, Ze amfotericin B ma

nizkou jaterni toxicitu vuci bunkam linie HepG2.

Vyhodnoceni metody CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay se
nedalo uskuteCnit kvuli nizké senzitivité testu. Hodnotu ECso ziskaly pouze
u jedné latky — MK-NO2-2.
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8. Zaver

V této praci se nam podafilo stanovit cytotoxicitu 11 novych vyvojovych
latek s potencialnim antifungalnim a antiMRSA u¢inkem na standardni

bunécné linii lidskych jaternich bunék HepG2.

Vysledky prace ukazaly, Zze vSechny testované latky mohou mit urcity
cytotoxicky ucinek na jaterni tkan. Jako standard byl vyuzit 1ék —
amfotericin B. Z naméfenych dat vypliva, ze amfotericin B ma nizkou

jaterni toxicitu vuci bunikam linie HepG2

Latky byly testovany pomoci dvou metod sledujicich rizné parametry.
Vysledna hodnota ICso ziskana za vyuZiti metody CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay ukazala, ze jsou vSechny slouceniny
pomérné vyrazné toxické s hodnotou parametru ICso pohybujici se
testovanych latek. Z vysledku testu CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay toxikologicky parametr ECso nelze urcit, ddvodem

tohoto vysledku mohla byt nizka senzitivita testu.

46



9. Literatura

Arendrup, M. C., & Patterson, T. F. (2017). Multidrug-Resistant Candida:
Epidemiology, Molecular Mechanisms, and Treatment. The Journal of Infectious
Diseases, 216(suppl_3), S445-S451. doi:10.1093/infdis/jix131

Anonym: Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay, Technical Bulletin,
Promega. In: Promega. 2009, 18.

Anonym: Cell Culture Basics Handbook: Gibco® Cell Culture Basics Certification.
Thermo Fisher Scientific, 2016 (b)

Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Assay, Technical Bulletin,
Promega. In: Promega. 2012, 12.

Anonym: CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, Promega, Technical
Bulletin, 2009 c, 1-12.

Anonym: CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay: Instructions for Use
of Product [online]. Promega Corporatio, 2016 (a).

Anonym: Hep G2 [HEPG2] (ATCC® HB-8065™). ATCC [online]. Teddington,
2016 [cit. 2020-04-12]. Dostupné z: https://www.Igcstandards-

atcc.org/products/all/HB-8065.aspx?geo_country=cz#characteristics (c).

Anonym: Protocols & Aplications Guide, Promega, 2006, 1-24.

47


https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB-8065.aspx?geo_country=cz#characteristics
https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB-8065.aspx?geo_country=cz#characteristics

Bartova E. Bunécné a tkanoveé kultury. In: Biologie a genetika pro bakalare. 2014.
Dostupné z URL:
https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teoriebunecne_a_tkanove_kultury. Datum
pristupu: 13. 4. 2020.

Berridge MV, Herst PM, Tan AS. Tetrazolium dyes as tools in cell biology: New
insights into their cellular reduction. Biotechnology Annual Review, 2005;11:127-
152.

Boas, U., Christensen, J.B. and Heegaard, P.M.H. Dendrimers in Medicine and

Biotechnology: New Molecular Tools. Royal Society of Chemistry, 2006, 179 s.

Cory, A.H. et al.: Use of an aquesous soluble tetrazolium/formazan assay for cell

growth assays in culture. Cancer Commun, 1991; 3: 207-21.

Crouch, S. P. M., Kozlowski, R., Slater, K. J., & Fletcher, J. (1993). The use of
ATP bioluminescence as a measure of cell proliferation and cytotoxicity. Journal
of Immunological Methods, 160(1), 81-88. doi:10.1016/0022-1759(93)90011-u

Donato, M. T., Tolosa, L., & Gémez-Lechdn, M. J. (2014). Culture and Functional
Characterization of Human Hepatoma HepG2 Cells. Protocols in In Vitro
Hepatocyte Research, 77—-93. doi:10.1007/978-1-4939-2074-7_5

Freshney, 1. (2001). Cell Biology and Toxicology, 17(4), 213-230.
doi:10.1023/a:1012572930721

48



Gomez-Lechon, M., Donato, M., Lahoz, A., & Castell, J. (2008). Cell Lines: A Tool
for In Vitro Drug Metabolism Studies. Current Drug Metabolism, 9(1), 1-
11. doi:10.2174/138920008783331086

Guo, Y., Song, G., Sun, M., Wang, J., & Wang, Y. (2020). Prevalence and
Therapies of Antibiotic-Resistance in Staphylococcus aureus. Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology, 10. doi:10.3389/fcimb.2020.00107

Hartl, J. Farmaceuticka chemie V. 2., nezmén. vyd. Praha: Karolinum, 2012.
ISBN 978-80-246-2129-6.

Karimi MA, Lee E, Bachmann MH, et al. Measuring cytotoxicity by
49ioluminiscence imaging outperforms the standard chromium-51 release
assay. PloS One. 2014;9(2):e89357. Published 2014 Feb  19.
doi:10.1371/journal.pone.0089357

Kelly, K. J. (2010). Acute Kidney Injury. Comprehensive Toxicology, 169—
196. doi:10.1016/b978-0-08-046884-6.00808-3 .

Kratky, M., Konecna, K., BrokeSova, K., Maixnerova, J., Trejtnar, F., VinSova,
J. Optimizing the structure of (salicylideneamino)benzoic acids: Towards

selective antifungal and anti-staphylococcal agents. 2020. (¢lanek v revizi)

Kubicova, P., Novak, J., Sovadinova, |. Novy pfistup pfi stanoveni akutni

systémoveé toxicity. Chemicke listy. 2016, 110, s. 110-118.

49



Lopez-Terrada, D., Cheung, S. W., Finegold, M. J., & Knowles, B. B. (2009). Hep
G2 is a hepatoblastoma-derived cell line. Human Pathology, 40(10), 1512—
1515. doi:10.1016/j.humpath.2009.07.003

Maskova, Jana a Peter Dartsch. Vyuziti bunéCnych kultur v Iékarském
vyzkumu [online]. Fulda, 2019 [cit. 2020-04-19]. Dostupné z: https://www.bicom-
optima.cz/texts/prof-peter-dartsch-biorezonance-bunecne-
kultury.pdf?fbclid=IwAR2Ax4rWBWNVsQRq7ZmXmOgw38FhNwYCeNkW8vF8
VFI7ZWNOIDs8U8W5FICcAnonym.

McGaw, L. J., Elgorashi, E. E., & Eloff, J. N. (2014). Cytotoxicity of African
Medicinal Plants Against Normal Animal and Human Cells. Toxicological Survey
of African Medicinal Plants, 181-233. doi:10.1016/b978-0-12-800018-2.00008-x

Miret, S., De Groene, E. M., & Klaffke, W. (2006). Comparison of In Vitro Assays
of Cellular Toxicity in the Human Hepatic Cell Line HepG2. Journal of
Biomolecular Screening, 11(2), 184—-193. doi:10.1177/1087057105283787

Niles, A. L., Moravec, R. A., & Riss, T. L. (2008). Update onin vitrocytotoxicity
assays for drug development. Expert Opinion on Drug Discovery, 3(6), 655-669.
doi:10.1517/17460441.3.6.655

OBrien PJ, Wilson |, Orton T, Pognan F. Investigation of the Alamar Blue (resazurin)
fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. European Journal
of Biochemistry 2000;267:5421-5426.

Palsson, Bernhard. a Sangeeta BHATIA. Tissue engineering. Upper Saddle
River, N.J.: Pearson Prentice Hall, c2004. ISBN 01-304-1696-7.

50


https://www.bicom-optima.cz/texts/prof-peter-dartsch-biorezonance-bunecne-kultury.pdf?fbclid=IwAR2Ax4rWBWNVsQRq7ZmXmOgw38FhNwYCeNkW8vF8vFl7WNOlDs8U8W5FlCcAnonym
https://www.bicom-optima.cz/texts/prof-peter-dartsch-biorezonance-bunecne-kultury.pdf?fbclid=IwAR2Ax4rWBWNVsQRq7ZmXmOgw38FhNwYCeNkW8vF8vFl7WNOlDs8U8W5FlCcAnonym
https://www.bicom-optima.cz/texts/prof-peter-dartsch-biorezonance-bunecne-kultury.pdf?fbclid=IwAR2Ax4rWBWNVsQRq7ZmXmOgw38FhNwYCeNkW8vF8vFl7WNOlDs8U8W5FlCcAnonym
https://www.bicom-optima.cz/texts/prof-peter-dartsch-biorezonance-bunecne-kultury.pdf?fbclid=IwAR2Ax4rWBWNVsQRq7ZmXmOgw38FhNwYCeNkW8vF8vFl7WNOlDs8U8W5FlCcAnonym

Peternel, L., Kotnik, M., Prezelj, A., & Urleb, U. (2009). Comparison of 3
Cytotoxicity Screening Assays and Their Application to the Selection of Novel
Antibacterial Hits. Journal of Biomolecular Screening, 14(2), 142-
150. doi:10.1177/1087057108329452.

Riss et al. Cell Viability Assays. In: National Center for Biotechnology Information.
2016. Dostupné na URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/.
Datum pfistupu: 5. 4. 2020.

Salgado, A. J., Gomez, M. E., Chou, A., Coutinho, O. P., Reis, R. L., Hutmacher,
D. W. Preliminary study on the adhesion and proliferation of human osteoblasts

on starch-based scaffolds Materials. Science and Engineering. 2002, 20, s. 27 —
33.

Sittamplan, Sitta a Abigail Grossman. Assay Guidance Manual. Eli Lilly &
Company and the National Center for Advancing Translational Sciences,
Bethesda, 2004.

Thampi, N., Showler, A., Burry, L., Bai, A. D., Steinberg, M., Ricciuto, D. R,, ...
Morris, A. M. (2015). Multicenter study of health care cost of patients admitted to
hospital with Staphylococcus aureus bacteremia: Impact of length of stay and

intensity of care. American Journal of Infection Control, 43(7), 739-744.

Ulozas, E. (2010). Amphotericin B-Induced Nephrotoxicity. Comprehensive
Toxicology, 347-357. doi:10.1016/b978-0-08-046884-6.00818-6.

Vardanyan, R. S., & Hruby, V. J. (2006). Antifungal Drugs. Synthesis of Essential
Drugs, 535-547. doi:10.1016/b978-044452166-8/50035-2.

51



Vejrazka, M. Bunécéné kultury. Bioprojekty. Praha: 1. Iékafska fakulta Univerzity
Karlovy. 2008: 1-16.

Xu, S.-P., Lv, P.-C., Shi, L., & Zhu, H.-L. (2010). Design, Synthesis, and
Pharmacological Investigation of lodined Salicylimines, New Prototypes of

Antimicrobial Drug Candidates. Archiv Der Pharmazie.

52



