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Pfedmétem této diplomové prace bylo posoudit vliv vyvojovych
antimykobakteridlné u¢innych latek na viabilitu bunék lidského hepatoceluldrniho
karcinomu (HepG2). Testovanymi latkami byly estery (HE-nMe, HE-4PHOPH, HE-
KARVA, HE-2NAFT, HE-METRO, HE-CH2PY, HE-8CHIN) a thioestery (HES-4H,
HES-nETH) antituberkulotika izoniazidu. U vSech téchto latek bylo experimentalné
prokazéano, Ze stejné jako izoniazid pusobi u mykobakterii inhibici enzymu InhA, diky
¢emuz interferuji s biosyntézou bunééné stény. Izoniazid je 1é¢ivo standardné pouzivané
v prvni linii 1é¢by TBC. Spole¢né s dal§imi antituberkulotiky prvni linie byl u tohoto
1é¢iva popséan urcity hepatotoxicky potencial. Pro zhodnoceni mozného cytotoxického
ucinku testovanych derivatl izoniazidu byla jako bunéény model zvolena standardni
bunééna linie lidskych hepatocyti HepG2. Viabilita bun€k byla hodnocena
kolorimetrickou metodou, ktera posuzuje metabolickou aktivitu bunék na zakladé
redukce tetrazoliové slou¢eniny MTS. Ziskané hodnoty byly kvantitativné porovnavany

pomoci toxikologického parametru ICs.

Z namé&fenych hodnot vyplyvd, Ze vSechny testované vyvojové latky vykazuji
velmi nizkou toxicitu na zvolenou bunécnou linii. Hodnoty ICso se pro vSechny latky
pohybuji v koncentracich >100 pM. Nejvice hepatotoxickou se ukazala latka testovana
pod oznacenim HES-4H. Latky HE-CH2PY, HE-METRO, HE-nETH, HE-nMe
nevykazovaly zadné toxické pusobeni. Z hlediska jaterni toxicity se tedy pro dalsi vyvoj

jevi jako velmi perspektivni slouceniny.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology and Toxicology
Student: Lucie Vaskova

Supervisor: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study on cytotoxicity of compounds in vitro

The subject of this diploma thesis was to assess the effect of newly synthesized
antimycobacterial substances on the viability of human hepatocellular carcinoma
(HepG2) cells. The tested substances were esters (HE-nMe, HE-4PHOPH, HE-KARVA,
HE-2NAFT, HE-METRO, HE-CH2PY, HE-8CHIN) and thioesters (HES-4H, HES-
nETH) of antituberculotic isoniazid. Experiments performed with these substances have
shown, that like isoniazid, the substances inhibit InhA enzyme in mycobacteria and
therefore interfere with cell wall biosynthesis. Isoniazid is a drug standardly used in the
first line of TB treatment. Together with other first-line antituberculotics, some
hepatotoxic potential has been reported during treatment. To assess the possible cytotoxic
effect of the tested isoniazid derivatives, the standard human hepatocyte cell line HepG2
was chosen as the cell model. Cell viability was assessed by a colorimetric method that
measures the metabolic activity of cells based on the reduction of tetrazolium compound
MTS. Obtained values were quantitatively compared using the toxicological parameter

ICso.

The measured values show that all newly synthesized substances show very low
toxicity to the selected cell line. ICso values for all substances are > 100 pM. The
substance tested under the name HES-4H has turned out to be the most hepatotoxic. The
substances HE-CH2PY, HE-METRO, HE-nETH, HE-nMe did not show any toxic
effects. In terms of liver toxicity, they therefore appear to be very promising compounds

for further development.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ADME Adsorpce, distribuce, metabolismus a eliminace IéCiva v
organismu

ATCC American Type Culture Collection

BCG Vakcina proti tuberkuldze (Bacillus Calmette-Guérin)

CADD Computer-aided Drug Design

DMEM Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium

DMSO Dimethylsulfoxid

EMA Evropskd agentura pro 1é¢ivé ptipravky (European Medicines
Agency)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)

Hep-G2 Standardni bunécna linie lidskych jaternich bun¢k

HTS High-throughput screening

ICso Inhibi¢ni koncentrace 50

INH Izoniazid (hydrazid kyseliny nikotinové)

KatG Katalaza-peroxidaza

KHL Klinické hodnoceni 1é¢iv

LBDD Néavrh 1€kt na bazi ligandt (Ligand based drug design)

LTBI Latentni tuberkul6zni infekce

LDso Stiedni letalni davka

MTD Maximalni tolerovana davka

MTS [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium], Owenovo ¢inidlo



NADH
NADPH
PBS
PES
SAR
SBDD
SUKL
TBC
TNF-a
UZIS

WHO

Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Fosfatovy pufr (Phosphate buffered saline)

Fenazin ehtosulfat (Phenazin ethosulfat)

Vztahy mezi strukturou a aktivitou (Structure-activity relationship)
Navrh 1¢ékti na bazi struktury (Structure based drug design)

Statni Gistav pro kontrolu 1é¢iv

Tuberkuldza (Tuberculosis)

Tumor nekrotizujici faktor o

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR

World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)



2 UVOD

In vitro testy cytotoxicity na bunéénych liniich jsou nedilnou soucasti
preklinického testovani nové syntetizovanych molekul. Jedna se o rychlou, bezpecnou a
ekonomicky nenaro¢nou cestu, jak posoudit zdkladni biologické vlastnosti zejména
biologicky ucinek a toxicitu. (Bacskay et al. 2017) S vyuzitim bunécnych linii rGzného
organového plivodu je mozné ziskat zakladni informace o specifické orgdnové toxicité
molekuly jesté pred podanim lidem ¢i zvifatim v ramci testovani in vivo. Je mozné takto
posoudit napiiklad toxické puasobeni na buiiky ledvin, plic, nervového systému,
reprodukéniho systému a dalSich. Vzhledem k tomu, ze vétSina 1éCiv se metabolizuje
v jatrech, je jednim z nejCastéjSich divodl ukonceni klinického hodnoceni hepatotoxicita
nove syntetizované molekuly. Testovani potenciondlni hepatotoxicity je tak dilezitou

soucasti preklinického vyzkumu. (Patel et al. 2020)

Tato diplomova prace se zabyva testovanim cytotoxického piisobeni deviti nove
syntetizovanych ~ molekul ze  skupiny derivati  izoniazidu s prokdzanou
antimykobakteridlni aktivitou. Pokusy byly provadény na lidskych jaternich buiikédch
linie HepG2. K posouzeni cytotoxicity téchto latek byl sledovan parametr ICso, tedy
sttedni inhibi¢ni koncentrace vyjadiuji 50% sniZeni Zivotaschopnosti bun¢k. Vysledné
hodnoty byly porovnavany s hodnotami ICso I€kovych standardl tamoxifenu a cisplatiny

s jiZ znamym cytotoxickym potencialem.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Vyvoj novych léciv

Vyvoj nového 1é¢iva je velice ndro¢ny a nakladny proces trvajici zpravidla déle
nez deset let. Odhaduje se, ze celkové naklady na vyzkum a vyvoj nového 1é¢iva presahuji
800 miliont USD. Vysi téchto ndklada ovliviiuji zejména vyzkum a prace vynaloZena na
vyhledavani pouzitelnych molekul, preklinické a klinické studie a rozsahlé legislativni
procesy pii zavadéni nového léciva na trh. Proces vyvoje nového 1é¢iva zahrnuje nékolik
zakladnich nezastupitelnych fazi. (Svihovec et al. 2018) Nejprve je tieba zvolit nemoc a
cilovou strukturu lé¢iva v organismu. Tou mize byt urCity bunéény typ, enzym, gen,
metabolickd drdha ¢i jiny bunéény proces. Udava se, Ze ve farmaceutickém primyslu je
v soucasné dob¢ vysSetfovano vice nez 500 potenciondlnich 1ékovych cili. Jakmile je
vybréana cilova struktura, je tieba nalézt latku, kterd na ni ma urcity regulacni tcinek.
Tedy latku s potenciondlnim terapeutickym téinkem, nazyvanou také vidci struktura ¢i

I¢kovy kandidat (tzv. lead structure, drug candidate). (Taylor 2016)

Proces objevovani novych 1é¢iv prosel v poslednich desetiletich znaénym
rozvojem. V soucasné dob& jsou pro vyvoj potenciondlnich 1é¢iv vyuzivany
experimentalni a zejména pocitacoveé pfistupy (raciondlni lékovy design). Mezi
experimentalni pfistupy se fadi metody kombinatoridlni chemie a high-throughput
screening (HTS). (Veselovsky et al. 2003) Kombinatoridlni chemie neboli syntéza
chemickych knihoven je metodika pouzivand od pocatku 90. let. Principem je
mnohonasobné provedeni reakce s riznymi substraty na polymerni matrici, coZ umoziuje
syntetizovat nékolik tisic latek soucasné. Nasyntetizované slouceniny se uchovavaji
v chemickych knihovnach. Jejich biologicky u¢inek se nasledné hodnoti skrze HTS. Tato
metoda umoziuje rychly farmakologicky screening rozsahlych sérii latek z chemickych

knihoven s vyuzitim extrémné malych mnozstvi latky. (Kuchat 2008)

V dnesni dobé vyuZzivangjsi pocitatové metody syntézy, vychazi z predpokladu,
ze  farmakologicky  aktivni  slouceniny plsobi diky jejich  interakcim
s makromolekularnimi cili v organismu, zejména proteiny a nukleovymi kyselinami.
Hlavni faktory ovlivitujici tyto interakce jsou sterickd komplementarita interagujicich
povrcht molekul, elektrostatické sily, hydrofobni interakce a vznik vodikovych mustka.

(Taylor 2016)



Racionalni design 1é¢iv s pouzitim vypocetni techniky lze souhrnné oznacit jako
Computer-aided Drug Design (CADD). Vyuziti nachazi jak ve vyvoji, tak v optimalizaci
novych léCiv. (Cozza 2017) Dva hlavni piistupy CADD jsou navrh 1€kii na bazi struktury
(structure based drug design; SBDD) a navrh 1¢kti na bazi ligandii (ligand based drug
design LBDD). Pro pouziti SBDD metod je tfeba znat 3D strukturu cilové molekuly.
Diky tomu je mozné navrhnout 1é¢ivo, které bude pfimo interagovat s cilovou strukturou.
LBDD metody se vyuzivaji v ptipadech, kdy tato struktura neni zndma, ale je jiz zndm
jiny ligand, ktery cilovou molekulu ovliviiuje. Pro vyvoj nového 1éCiva se vyuzije znalosti
o jeho fyzikalné-chemickych vlastnostech a jejich vlivu na Gcinek (tzv. structure-activity

relationship; SAR). (Yu et al. 2017, Hung et al. 2014)

Po ziskani vud¢i molekuly nésleduje jeji optimalizace. Ta méa za cil zvysit
ucinnost potenciondlniho 1é€iva, jeho afinitu k cilové struktufe a zlepSit bezpecnost
1é¢iva. (Sliwoski et al. 2014) Pozornost je v této fazi vénovéna také podrobné&jSimu
profilovani fyzikalné-chemickych vlastnosti a ovlivnéni ADME (adsorpce, distribuce,
metabolismus a exkrece 1é¢iva). Je snaha zlepsit permeabilitu pfes bunééné membrany a

rovnéz vyiesit otazku chemické stability. (Hughes et al. 2011)

Vybrana molekula poté vstupuje do preklinického a klinického hodnoceni, po
jejichZ usp&ném podstoupeni miize byt zaregistrovana a uvedena na trh. (Svihovec et al.

2018, Veselovsky et al. 2003)

3.1.1 Preklinické hodnoceni l1é¢iv

Predtim neZ je moZné nové 1é¢ivo podat lidem v ramci klinickych studii, je tfeba
otestovat celé spektrum jeho UCinkii vcetné potencionalnich vedlejSich wc€inkd.
Vysledkem preklinickych zkouSek je zjiSténi 0Udaji o farmakokinetice a
farmakodynamice lé¢iva, akutni, subakutni a chronické toxicité, Gc¢incich na funkci
reprodukéniho systému, karcinogennich ucincich a mutagenité. Provadi se i specidlni
toxikologické testy, jako napiiklad testy na mistni drazdivost. (Svihovec et al. 2018)
Dulezitym vystupem preklinickych zkousek je 1 definovani maximalni tolerované davky
(MTD), ktera nasledné slouzi k odvozeni davky poddvané v ramci 1. faze klinického
hodnoceni. (Souckova et al. 2015) I ptes provedeni rozsahlého preklinického testovani

neni mozné zarucit Uplnou bezpecnost testované latky. (Starobova et al. 2006)



Preklinické studie 1ze dle pouzitych modelil rozdélit na dvé skupiny. Prvni tvofi
in vitro experimenty, mezi néz fadime studie na izolovanych buiikach, tkanich nebo
organech. Na téchto modelech jsou zjistovany toxické a farmakologické vlastnosti nové
latky. Druhou skupinou jsou in vivo experimenty, tedy experimenty na zivych zvitecich
modelech. I pfesto, Ze v poslednich letech je snaha omezit testovani na zvitatech na
minimum, v ramci preklinického vyzkumu maji stale nezastupitelnou roli a nelze je plné
nahradit. Umoznuji totiz ovéfit ucinnost a bezpecnost potencionalniho 1éku na orgénové
systétmy se zachovalymi vazbami, které nalezneme pouze v komplexnim zivém
organismu. (Souckova et al. 2015) Stale vice jsou vyuzivany i pocitacové modely, jejich
pouziti pro predikci u¢inku Ié¢iva u ¢loveéka je vSak z vyse uvedenych diivodi omezené.

(Svihovec et al. 2018)

U vybraného zvifeciho modelu je dilezité, aby co nejvice napodoboval
fyziologické prosttedi lidského téla. Preklinické testovani pak probiha jak na zdravych
zvitatech, tak na zvifatech s navozenym modelovym onemocnénim (napft. hypertenze,
pepticky vied apod.). Na patologicky zménéném zvifecim organismu Ize sledovat u¢inek
takovych 1é¢iv, které by u zdravého zvifete nevyvolaly zadny efekt. Jedna se naptiklad o
latky s potencialné antihypertenzivnim, antipyretickym nebo analgetickym ucinkem.
(Starobova et al. 2006) Vzdy je potieba provést vySe zminéné testy minimalné na dvou
zvifecich druzich, kdy jeden z nich musi byt hlodavec a druhy nehlodavec. Casto se
vyuzivd myS domaci a potkan obecny, z nehlodavci se pak voli nejcastéji mezi kralikem
domacim, kockou doméaci, psem domacim nebo prasetem domécim. VSechny preklinické
studie jsou provadény v akreditovanych zafizenich a za dodrZeni etickych standarda
zachazeni s laboratornimi zvitaty a v souladu se spravnou laboratorni praxi. (Souckova

et al. 2015)

Zéakladem preklinického hodnoceni 1éCiv jsou testy akutni toxicity. Ty se
zpravidla provadi na dvou druzich savci, hlodavcei a nehlodavei, a jejich vysledkem je
urceni maximalni tolerované davky (MTD) a stiedni letalni davky (LDso), tedy davky,
ktera je smrtelnd pro 50 % testovanych zvitat. Lé¢ivo byva podavéano jak parenteralng,
tak i zptisobem, kterym bude podavano v klinické praxi. (Svihovec et al. 2018) B&hem
akutnich testl se efekt 1éCiva sleduje 14 dni. Dal§imi testy jsou testy subakutni,
subchronické a chronické toxicity. Ty poskytuji toxikologicky profil 1éCiva pfi
opakovaném podavani. Subakutni testy se provadi po dobu minimélné¢ 28 dni,

subchronické 90 dni. (Parasuraman 2011) U chronickych testi by délka podavani méla

6



odpovidat predpokladané dobé klinického podavani. Tyto testy poskytuji informace o
vlivu lé¢iva na zékladni organové systémy a fyziologické funkce a umoziuji prokazani
histopatologickych zmén v organismu. Dale se provadi testy reprodukcni toxicity. Ty
sleduji vliv 1é¢iva na organismus po celou dobu trvani reprodukcéniho cyklu pouzitého
modelového zvifete. Tim umozni zjistit vliv na fertilitu, pfipadnou teratogenitu a vliv na
narozena mlad’ata. Pfipadné genetické zmény sleduji testy genotoxicity. Mezi posledni
testy provadéné vramci preklinického testovani patii testy farmakodynamiky a
farmakokinetiky. Ty podavaji zdkladni informace o chovani 1é¢iva v organismu. Maji
spiSe prediktivni vahu, jelikoz jejich vysledky vyrazné ovliviiuje vybér modelového

zvifete. (Svihovec et al. 2018)

3.1.2 Klinické hodnoceni léciv

Pted schvélenim pro klinické pouziti v populaci prochéazi 1é¢ivo dale rozsdhlym
klinickym hodnocenim 1é¢iv (KHL). (Umscheid et al. 2011) KHL je systematické
testovani potenciondlniho 1é¢iva provadéné na urcitych skupindch populace (tzv.
subjektech hodnoceni) za Ucelem zjistit ¢i ovéfit klinické a farmakologické ucinky,
stanovit mozné nezadouci u€inky a ovéfit bezpecnost nebo ucinnost testovaného 1é¢iva.
(Strasik et al. 2014) Subjektem hodnoceni se muze stat jak zdravy dobrovolnik, tak
nemocny jedinec. (Anonym 2010) Kvili zapojeni lidskych subjekti do testovani je
klinické hodnoceni 1é¢iv velmi ptisné regulovano. V Ceské republice upravuje proces
KHL Zakon o lé€ivech, detailnéji pak také Vyhlaska o spravné klinické praxi. Hlavni
regulaéni autoritou v této oblasti je Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL).
Nezastupitelnou roli maji 1 tzv. etické komise. (Souckova et al. 2015). Pied schvalenim
klinické studie posuzuje SUKL zejména pomér risk-benefit (tj. pomér rizika nové 1écby
pro pacienty ku pifinosu studie), kvalitu pouzivanych 1éki a design studie (tj. vybér
pacientl, zvolené kontroly a vySetfeni, davkovani a délka 1écby, stanovené cile a
parametry zvolené k jejich prokazani). To vSe je dilezité pro ziskani objektivnich

informaci o 1é¢ivu. (Anonym 2010)

Vlastni klinické hodnoceni probiha zpravidla ve 4 fazich, které na sebe navazuji

nebo se ¢astecné prekryvaji. (Souckova et al. 2015)

I. faze klinického hodnoceni poskytuje pocatecni udaje o bezpecnosti testovaného

1é¢iva. Subjektem jsou v této fazi zdravi dobrovolnici. Vyjimku tvoii ptipady, kdy se



testuji vysoce toxické latky, napiiklad ty zamyslené k 1écbé onkologickych pacienti.
V tomto piipadé je vyuzivano nemocnych dobrovolnikil, u nichz nezabird standardni
1éCba. Zacina se velmi nizkymi davkami, které se postupné navysuji, aby bylo mozné
urcit maximalni tolerovanou davku (MTD) a navrhnout davku a davkovaci schéma pro
pouziti v II. fazi KHL. Shromazd’uji se farmakokinetické udaje, které slouzi k posouzeni
rychlosti absorpce a eliminace testovaného lé¢iva. Pokud se béhem 1. faze prokazou u
1é¢iva zavazné toxické ucinky, KHL je ukonceno. (Umscheid et al. 2011, Le Tourneau et

al. 2009)

Ve II. fazi KHL se 1é¢ivo podava v davce ¢i davkach, které byly zhodnoceny jako
bezpecné v 1. fazi. Tyto studie jsou obvykle vétsi nez studie 1. faze a 1€k je dle prisnych
kritérii poprvé podan malému poctu piesné vytipovanych nemocnych pacientd. Testuji se
zde léCebné UcCinky, bezpecnost, farmakokinetika, farmakodynamika a uptesiiuji se
informace o optimalni davce, frekvenci davkovani a vhodné cesté¢ podani pro III. fazi
KHL. (Umscheid et al. 2011) Pocet subjektli hodnoceni Ucastnicich se této faze byva
obvykle sto az nékolik set. (Starobova et al. 2006)

v

II. faze KHL se provadi u vétsi a Casto rozmanitéjsi cilové populace, pocet
dobrovolnikii se navysuje na 300 az 3000. Tyto studie se ¢asto nazyvaji potvrzovaci
studie a je snaha zde prokézat, Ze testovand latka je bud’ ucinnéjsi anebo ma méné
nezadoucich uc¢inkil nez 1écba soucasna. Vzhledem k tomu, Ze toto testovani probiha po
delsi Casové obdobi a na vétSim poctu dobrovolniki nez faze predeslé, umoziuje odhalit

1 relativné vzacné toxické uc€inky. (Umscheid et al. 2011)

Poté, co 1€k prosel 1. az III. fazi klinického hodnoceni, je mozné podat Zadost o
jeho registraci piislusné registraéni autorit&. Tou je v ptipadé Ceské republiky Statni istav
pro kontrolu 1é¢iv (SUKL), na evropské tirovni pak Evropska agentura pro 1é¢ivé
ptipravky (European Medicines Agency; EMA), v USA pak Utad pro kontrolu potravin
a lé¢iv (Food and Drug Administration; FDA). Ve chvili, kdy méa 1ék platnou registraci,
je mozné ho zacit pouzivat v ramci poskytovani zdravotni péce a KHL ptechazi do IV.

faze. (Anonym 2010)

IV. fazi KHL jsou postmarketingové studie tedy studie hodnotici G¢innost a
moznd rizika 1éku po jeho uvedeni na trh. Sleduje se hlavné vyskyt vzacnych, zavaznych
ucinki, které nebylo mozné posoudit na mensSich poc¢tech dobrovolnikll v prvnich tfech

fazich KHL. (Umscheid et al. 2011). Ptipadné se provadi dalsi KHL, také oznaované
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jako klinické hodnoceni faze ,,I1I. b“. V této fazi se zkousi nové indikace, nova lécebna
schémata ¢i uzivani 1€ku specifickymi skupinami pacientl jako jsou déti nebo stati lidé.

(Anonym 2010) Jednotlivé faze vyvoje lécivého piipravku znizoriiuje obrazek ¢.1.

preklinicke testavani, N - ) postmarketingové
vyzkum a vivoj . klinicky vyzkum a vyvoj . MDA review . sledovani .
1-3 roky 2-10 let 1-3 roky
(pramér 18 mésicd) (pramér 5 let) (pramér 2 roky)
- v abdobi m m m --
J:Adost zprava registrmrém’
catedni
pD kratkodobé testovani o registraci o pribéhu  SUKL
SUWCCI |- oyifatech u SUKL registrace (v USA FDA)
(v USA FDA)

dlouhodobé testovani B doba vyzkumu a vyvoje ve farmaceutickém primysiu
na zvifatech B doba posuzovéni a rozhodovani SUKL (v USA FDA)

Obr. 1 Jednotlivé faze vyvoje nového 1écivého ptipravku. Pievzato z: Souckova et al.

2015



3.2 Antimykobakterialni latky

Antimykobakteriadlni latky jsou latky vyuzivané v 1écbé infekci zptisobenych
zastupci rodu Mykobakterium, zejména tuberkulézy a lepry. Plisobi 1 proti
netuberkuléznim mykobakteriim, které jsou stdle Castéji identifikovany jako lidské
patogeny. V soucasné dob¢ dostupné antimykobakteridlni chemoterapeutika jsou uc¢inna
v 1écbé citlivych forem TBC, celosvétovou zdravotni prioritou je vSak vyvoj novych
antimykobakteridlnich 1é¢iv pro 1écbu rezistentnich typi tuberkulozy. (Gillespie et al.

2011)

Vsechny latky testované v této diplomové praci jsou analoga antituberkulotika
izoniazidu vykazujici antimykobakteridlni ucinky. Bylo u nich experimentalné
prokazano, ze stejné jako izoniazid pisobi inhibici enzymu InhA mykobakterii, diky
¢emuz interferuji s biosyntézou bunééné stény. Latky byly doddny Katedrou organické a

bioorganické chemie, Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy.

3.2.1 Tuberkuldza

Tuberkuléza (TBC) je celosvétoveé rozsifené infekéni onemocnéni zplisobené
bakteriemi rodu Mycobacterium. (Homolka 2016) Odhaduje se, Ze ptiblizné CEtvrtina
svétové populace je infikovana bakteriemi zpisobujicimi TBC. Dle posledni Svétové
zpravy o tuberkuldze, vydavané kazdorocné Svétovou zdravotnickou organizaci (World
Health Organization; WHO), se v roce 2019 tuberkul6zou nakazilo 10 miliona lidi a
zemielo celkem 1,4 miliont lidi. To fadi tuberkulézu mezi jednu z 10 nej€astéjsich pticin
umrti. Ze stejné zpravy dale vyplyva, Ze nejpostiZzenéjSim regionem svéta je region
jihovychodni Asie (44 % novych ptipadll), ndsledovany regionem africkym (25 % novych
piipadi). (Anonym 2020a) V Ceské republice bylo dle dat dostupnych na strankach
Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS) v roce 2019 hlaseno celkem 464
onemocnéni tuberkulozou (tj 4,3 piipadi na 100 000 obyvatel). Oproti roku 2018 se
jednalo o narust 20 ptipadi. Z dlouhodobého hlediska, ale vykazuje pocet onemocnéni

TBC v CR klesajici tendenci. (Anonym 2020b)

Nejcastéjsi patogen zptusobujici TBC je Mykobakterium tuberculosis (Mtb). Jedna
se 0 vysoce nakazlivou, pomalu rostouci, aerobni bakterii ty&inkovitého tvaru. Clovék
patii mezi jeji primarni hostitele. Bunétnd sténa Mtb ma vysoky obsah lipidl, coz
poskytuje bakteriim odolnou bariéru proti mnoha bézn¢ uzivanym Iékiim a umoziuje jim
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ptezivat v makrofazich. K pfenosu mykobakterii dochazi témét vyluéné prosttednictvim
kapénkov¢ infekce. Z tohoto diivodu jsou nejcastéji postizenym organem plice (85-90 %).

(du Toit et al. 2006, Homolka 2016)

Odhaduje se, ze po primarni infekci se tuberkuloza klinicky projevi zhruba u 5-
10 % lidi. Infekce je charakterizovana pfetrvavajicim kaslem doprovazenym tvorbou
sputa, ubytkem hmotnosti, slabosti a no¢nim pocenim. Ke klinickému rozvoji
onemocnéni ¢i jeho zhorsenému priubéhu ptispiva fada komorbidit, zejména téch, které

ovliviuji funkci imunitniho systému nakazeného jedince. (Sia et al. 2019)

3.2.2 Lécba tuberkulozy

V 1é¢bé tuberkuldzy se vyuzivaji latky souhrnné nazyvany jako antituberkulotika.
Uplatnuji se v 1é¢bé plicni i extrapulmonarni formy TBC. V praxi se déli do dvou skupin,
a to na antituberkulotika zékladni a na antituberkulotika ndhradni. Zékladni neboli 1éCiva
1. linie jsou ta, na nichz jsou postaveny standardni 1écebné rezimy TBC. Jedna se o INH,
rifampicin, pyrazinamid, ethambutol a streptomycin. Mezi antituberkulotika nahradni
patii aminoglykosidy, makrolidy, fluorochinolony, ethionamid a cykloserin. Ty jsou
vyuzivany pii rezistenci na léky prvni volby, pfi vyskytu alergii nebo zévaznych
nezadoucich U€¢inkd u nakazeného. (Amin 2006, Martinkova 2018) Minimdalni doba 1écby
je Sest mésicl. Monoterapie se nevyuziva z divodu velkého rizika rozvoje rezistence.

(Martinkova 2018)

Od roku 1927 je proti TBC dostupna ziva atenuovana BCG vakcina (bacille
Calmette-Guérin). BCG vakcina sniZuje riziko zejména diseminované tuberkuldzy u
malych déti. Jeji vliv na plicni formy TBC u dospélych se ale velmi lisi a je povaZzovan
za nedostatec¢ny. (Ernst 2018) Z tohoto diivodu se v poslednich letech intenzivné pracuje
na vyvoji nové vakciny. V poslednich 2 desetiletich proslo klinickymi studiemi vice nez
20 kandidatl na vakciny a 14 je v klinickych studiich aktivné hodnoceno. (Sable et al.
2019)

3.2.3 Izoniazid (INH)

[zoniazid (viz Obr. 2) je 1éCivo indikované v prvni linii 1é€by aktivni infekce
Mykobakterium tuberculosis. Jednda se o proléCivo, které se po podéani aktivuje

mykobakteridlnim enzymem kataldza-peroxiddazou (KatG) na aktivni metabolit.
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(Svihovec 2018, O'Connor 2020) Vysledné aktivni metabolity reaguji s NAD" za vzniku
aduktu INH-NAD, ktery inhibuje mykobakterialni enzym InhA, coz vede k zastaveni
biosyntézy mykolovych kyselin dalezitych pro formaci bunécné stény mykobakterii.
(Vilcheze et al. 2014) Tato aktivita dava INH silny baktericidni G¢inek. Izoniazid ptisobi
zejména na extracelularné a intracelularn€ rostouci Mtb, méné Uc¢inny je proti jinym

mykobakteriim. (Martinkova 2018)

NH.

= H’f
AN

Obr. 2 Strukturni vzorec izoniazidu. Pfevzato z:

https://www.chemicalbook.com/CAS/GIF/54-85-3.gif

Izoniazid se po p.o. podani rychle a téméf uplné vstiebava, cmax je dosazeno za 1-
2 hodiny. Lze podavat ii.v. INH se snadno distribuuje do vSech télesnych tkéani a tekutin.
Biodegradace probiha v jatrech, kde je acetylovan N-acetyltransferazou 2 (NAT 2) za
ucasti acetylkoenzymu A. Rychlost acetylace je podminéna geneticky. Pomalé acetylace
muze vést k vy§§im plazmatickym hladinam a zvySovat tak riziko vyskytu nezddoucich
ucinkid. INH 1 jeho metabolity jsou vyluCovany moci, mala ¢ast prechazi do stfeva.

(Svihovec 2018, Martinkova 2018, O'Connor 2020)

Pii uzivani izoniazidu byla hlaSena fada nezadoucich uéinkt. Castym je periferni
neuropatie, pravdépodobné vyvolana interferenci metabolith INH s metabolismem
vitaminu B6 (pyridoxin), coZ vede ke sniZeni mnozZstvi biologicky aktivniho B6 v téle.

(O'Connor 2020, SPC ptipravku Nidrazid)

Azu 20 % pacientl 1é€enych izoniazidem se objevuje mirné poSkozeni jater. To
se projevuje zvySenymi hladinami transamindz v séru, hyperbilirubinemii, rozvojem
ikteru, vzacné az zdvaznou hepatitidou. Klinické projevy hepatotoxicity zahrnuji horecku,
unavu, slabost, nevolnost a zvraceni. VétSina pacientl je vSak asymptomaticka a je u nich
detekovdna  pouze  zvySena  hladina  alaninaminotransferazy = (ALT) a
aspartataminotransferdzy (AST). Jejich hodnoty mohou vzrist az na pétindsobek

normdlnich hladin. Asi u 1 % pacientii mize dojit k vdznému posSkozeni jater a lécba
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izoniazidem by méla byt okamzité ukoncena. Vazné poskozeni jater vyvolané
izoniazidem je spojeno s vysSim vékem pacienta a soubéznou lécbou rifampicinem.
Vyskyt je také vyssi u pomalych acetylatorti, coz souvisi s vysSimi sérovymi hladinami

izoniazidu. (O'Connor 2020, SPC ptipravku Nidrazid)

Vzristajicim problémem v 1é¢bé izoniazidem je zvySujici se vyskyt piipadi
izoniazid-rezistentni tuberkuldzy. Rezistence je spojena s hor§imi vysledky 1écby,
relapsem onemocnéni az smrti pacientd. Rezistence je i hlavnim divodem nemoznosti
vyuzivat izoniazid v preventivni 1é¢bé TBC. (Stagg et al. 2017) Hlavnim mechanismem
vyvolavajicim INH rezistenci je mutace enzymu KatG, ktery je dilezity pro tvorbu
aktivniho metabolitu INH. Druhym castym mechanismem je mutace v promotorové

oblasti enzymu InhA. (Vilcheze et al. 2014)
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3.3 Pouzité standardy

3.3.1 Cisplatina

Cisplatina je komplexni slou¢enina obsahujici platinu. Jeji struktura je znazornéna
na Obr. 3. Je klinicky prokazano, Ze cisplatina piisobi proti riznym typim rakoviny,
vcetné sarkomil, rakoviny mékkych tkéani, kosti, svalti a krevnich cév. V praxi se pouziva
ve form¢ infuzniho roztoku k paliativni a adjuvantni 1é¢bé bronchogenniho karcinomu,
testikularniho karcinomu, ovaridlniho karcinomu, karcinomu cervixu, endometria,

prostaty a dalSich. (Dasari et al. 2014, SPC ptipravku Cisplatina Ebewe)

Cl. NH,
N/

Pt
/N
Cl” 'NH,

Obr. 3 Strukturni vzorec cisplatiny.

Ptevzato z: http://www.pharmacopeia.cn/v29240/usp29nf24s0 m17910.html

Zékladnim mechanismem téinku cisplatiny je alkylace fetézct DNA. (Svihovec
et al. 2018) Cisplatina je vyluCovéana ledvinami a mize se hromadit v proximélnich
tubulech ledvin, coz vede k nefrotoxicité. V klinické praxi se celkova prevalence
nefrotoxicity vyvolané cisplatinou blizi jedné tfetiné léCenych pacientli a obvykle se
projevuje piiblizné 10 dni po 1é¢be. U pacientii 1éCenych cisplatinou je jako zakladni
prevence nefrotoxicity zapotfebi dostateCna hydratace, kterd urychluje vylucovani
cisplatiny z ledvin a zkracuje tak dobu priichodu proximalnim tubulem. (Crona et al.

2017) V této diplomové préci byla cisplatina pouzita jako negativni kontrola.

3.3.2 Tamoxifen

Tamoxifen je 1é¢ivo spadajici do skupiny selektivnich modulatorti estrogennich
receptortl (SERM), latek, které se vyznacuji agonistickym i antagonistickym t¢inkem na
rizné podtypy estrogennich receptori. Agonisticky plsobi na estrogenni receptory
v jatrech, kostech a kardiovaskularnim systému. Antagonisticky ptisobi v déloze a mlécné

zlaze. Klinicky se tamoxifen vyuziva v adjuvantni 1é€be metastazujiciho karcinomu prsu,
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asto v kombinaci s dal§imi cytostatiky a ozafovanim. (Svihovec et al. 2018, SPC

ptipravku Tamoxifen Ebewe) Struktura tamoxifenu je znazornéna na Obr. 4.

Obr. 4 Strukturni vzorec tamoxifenu.

Pievzato z: https://img.chemicalbook.com/CAS/GIF/10540-29-1.gif

Mechanismus Uc¢inku tamoxifenu spocivd ve vazbé na estrogenni receptory
v prsni tkani. Tim se zablokuje schopnost estrogenu se na tyto receptory vazat a zastavi
se tak estrogenem zvySena bunééna proliferace. (Nazarali et al. 2014) Samotny tamoxifen
ma relativné malou afinitu k estrogennim receptorim a vétSina jeho terapeutického
ucinku pfi 1écbeé rakoviny prsu pochdzi z jeho metabolitu endoxifenu. Dulezitym
enzymem pro tuto preménu je CYP2D6. Léky, které inhibuji tento receptor tak vyrazné
snizuji G€innost tamoxifenu. (Hansten 2018) V dneSni dobé se jako hlavni 1écba u
karcinomu prsu pozitivniho na estrogenovy receptor pouzivaji u postmenopauzalnich Zen

spiSe inhibitory aromatdzy tteti generace. (Khosrow-Khavar et al. 2017)

Dlouhodobé terapie tamoxifenem je spojena s rozvojem tukovych jater, jaterni
steatdzou, cirh6zou a vzacnéji 1 s rozvojem akutniho poSkozeni jater. (Roy et al. 2019)
Bylo prokéazéano, ze tamoxifen muize inhibovat proliferaci a vyvolat apoptéozu v bunécné
linii lidského hepatoceluldrniho karcinomu (HepG2). (Sanaei et al. 2017) V této

diplomové praci byl tedy pouzit jako pozitivni kontrola.
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3.4 Bunééné kultury

Buné¢na kultura je oznaceni pro rostlinné, zivocisné nebo lidské bunky péstované
in vitro v kontrolovanych laboratornich podminkach. (Vejrazka 2008) Konkrétni
podminky pro riist a proliferaci bunék zavisi vzdy na typu pestované bunécné kultury.

(Béacskay et al. 2017)

Ve védeckém vyzkumu nachazi bunécéné linie uplatnéni jako modely pro testovani
cytotoxicity 1€Civ a jejich metabolitli, uplatiiuji se pii vyrobé vakcin a monoklonalnich
protilatek, studiu genovych funkci a syntéze biologickych sloucenin jako jsou
terapeutické proteiny. Mezi jejich velké vyhody patii nakladova efektivnost, snadné
pouziti, neomezeny piisun materidlu a vyhnuti se etickym problémiim spojenych
s vyuzitim zvifecich a lidskych tkani. Poskytuji konzistentni vzorek a tim i

reprodukovatelné vysledky. (Kaur et al. 2012)

3.4.1 Zisk bunéénych linii

cey

Bunky cerstvé izolované z zijiciho organismu nazyvame primarni kultury (téz
primokultury). Jedna se o fazi kultivace do doby, nez izolované buiiky spotiebuji veskery
substrat v médiu a dosdhnou 100 % konfluence. Primarni kultura existuje zpravidla jen
n€kolik dni, pak je nutné bunky pfevést do nového média. (Kocarek et al. 2010, Anonym
2016). Primarni kulturu je mozné zalozit n€kolika zplisoby. Prvni mozZnosti je nechat
buniky rist z celistvé odebrané tkané, v tomto ptipad¢ se zarovenn jedna o kulturu
tkanovou. Takto je mozné izolovat pouze rychle se mnoZici buniky (pf. fibroblasty), které
diky svému rychlému déleni opoustdji tkan prednostné. Castéjsim zpisobem zakladani
primarnich kultur je pfimé odebrani bunék ztkané a jejich uvolnéni jemnou
enzymatickou nebo mechanickou dezintegraci. Metody enzymatické dezintegrace jsou
v dnesni dobé& preferovanéjsi, jelikoz umoziiuji ziskat z tkané vétsi pocet Zivotaschopnych
bunék. K tomuto Ucelu jsou pouzivany zejména proteolytické enzymy jako je trypsin,
kolagenaza a elastaza. DalSi moznosti je pak odebrani bunék z jiz zavedené bunécné linie

&i bunééného kmene. (Sebek 2018, Anonym 2016)

Po prvni pasazi se z primarni kultury bunck stdva bunécnd linie. Bunécné linie
odvozené z primarnich kultur maji omezenou délku Zivota a béhem jednotlivych pasazi
pfevladaji buniky s nejvysSsi ristovou kapacitou. To ma za nasledek urcity stupent
genotypové a fenotypové uniformity bun€k v populaci. Pokud je subpopulace bunééné
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linie pozitivné selektovana z kultury napf. klonovanim, stava se z bunécné linie bunécény
kmen. V bunééném kmeni casto dochdzi k dalsim genetickym zménam oproti

parenteralni linii. (Anonym 2016)

3.4.2 Kultivaéni podminky

Pro optimélni rist a proliferaci je nutné builkkdm zajistit vhodné podminky.
Dulezitymi jsou zejména povrch kultivacni néddoby, slozeni kultivaéniho média a z n¢j
vyplyvajiciho pH a osmotického tlaku, teplota a slozeni atmosféry v inkubatoru.

(Vejrazka 2008)

Pti volbé vhodné kultivacni nadoby a vhodného povrchu pro kultivaci je nutné
brat vuvahu, zda se jednd o bunécnou linii suspenzni, kde buiniky volné¢ plovou
v bunééném médiu ¢i o linii adherentnich bun¢k (pf. HepG2), kde bunky rostou
v monovrstvach na dné kultivaéni nddoby. V ptipadé€ adherentnich linii je tfeba pouzivat

nadoby se specialng upravenym hydrofilnim povrchem. (Sebek 2018, Anonym 2016)

Vybér vhodného média zavisi na typu bunck, které maji byt kultivovany, na acelu
kultivace a zdrojich dostupnych v laboratoti. Rtzné typy bunék maji vysoce specifické
pozadavky na rist, proto musi byt nejvhodnéjsi médium pro kazdy typ bunck
experimentalné stanoveno. Média pro bunécnou kultivaci obecné obsahuji vhodny zdroj
energie a slouCeniny, které reguluji bunécny cyklus. Typické kultivaéni médium se sklada
z dopliki aminokyselin, vitaminli, anorganickych soli, glukézy, séra jako zdroje
rustovych faktorti, hormoni a faktort pro adherenci bun¢k k povrchu kultiva¢nich nadob.

Kromé Zivin pomah4 médium také udrzovat vhodnou osmolalitu a pH. (Meenakshi 2013).

Linie odvozené od lidskych bunék se kultivuji pfi teploté 37 °C, v médiu o pH
7,4. Relativni vlhkost atmosféry v inkubatoru se udrzuje kolem 90 %. To zabraiuje
odpatovani vody z kultivaéniho média a zménam koncentrace jednotlivych jeho slozek.
Atmosféra se vétSinou dale obohacuje o oxid uhli¢ity, obvykle v koncentraci 5 % COx.
Pti pouziti médii pufrovanych hydrogenuhli¢itanovym pufrem se exogenni CO: podili i

na udrZeni pH média. (Vejrazka 2008, Anonym 2016)
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3.4.3 Bunécna linie HepG2

HepG2 je bunécnd linie ziskand z lidského hepatocelularniho karcinomu. Jeji
buiiky jsou vysoce diferencované a maji mnoho genotypovych vlastnosti normalnich
jaternich bunék. Spolecné s primarnimi lidskymi hepatocyty patii mezi nejcastéji
pouzivané in vitro modely ve farmakologickych a toxikologickych studiich. V oblasti
farmacie nachazi HepG2 bunky (viz. Obr. 5) uplatnéni béhem screeningu cytotoxického

potencidlu novych chemickych entit pti vyvoji novych 1é¢iv. (Gerets et al. 2012)

@

E
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Obr. 5 Mikroskopicky snimek bunék linie HepG2. (Autorka linie 2020)

Oproti primarnim hepatocytim je vyhodou neomezend dostupnost linie, snadna
manipulace a vysokd proliferacni kapacita. Nevyhodou pak genetickd nestabilita
vyplyvajici z rakovinového pivodu linie. (Schulz et al. 2019). Hlavni omezeni linie
souvisi s nizkymi metabolickymi kapacitami ve srovnani s primarnimi hepatocyty.
HepG2 bunky vykazuji nizkou expresi a aktivitu téméf vSech enzymua 1. faze
metabolismu, zejména pak enzymi CYP3A4, CYP2A6, CYP2C9 a CYP2C19. Hladiny
enzymu 2. faze, s vyjimkou UDP-glukuronosyltransferdzy, vykazuji normalni. Maji tedy
omezenou hodnotu pro predikci jaterni biotransformace. Vzhledem k tomu jsou vhodné
spiSe pro testovani toxicity ptivodni molekuly a méné vhodné pro testovani toxicity jejich

metabolitl. (Gerrets et al. 2012, Schulz et al. 2019, Wilkening et al. 2003)

18



3.5 Testovani cytotoxicity

Iv vitro testy cytotoxicity ptredstavuji vhodny zptsob, jak stanovit cytotoxicky
ucinek potencionalniho 1é¢iva v ramci preklinického testovani. (Bacskay et al. 2017)
Mimo to se hojné vyuzivaji i v onkologickém vyzkumu, kde se kromé sledovani
toxikologickych u€inkli pouzivaji i pro stanoveni inhibi¢niho potencialu novych 1é€iv na
nadorové buiikky. Ruazné latky mohou vyvolavat cytotoxické tucinky riznymi
mechanismy. Mohou destruovat bunééné membrany, inhibovat syntézu proteind,
nevratné se vazat na bunécné receptory ¢i negativné ovliviiovat metabolické procesy v
bunice. Existuje proto i velké mnozstvi rozdilnych metod zaméfenych na stanoveni

cytotoxicity a viability bunck. (Aslantiirk 2017)

Siroce vyuzivanymi metodami pro studium viability bun&k jsou studie zalozené
na redukei tetrazoliovych soli pomoci bunéénych dehydrogendz. Jedna se o metodu, ktera
vychazi z ptedpokladu, Ze cytotoxicky plsobici latka ovliviiuje metabolickou aktivitu
buiiky. Mezi nejdéle vyuzivanou latku ze skupiny tetrazoliovych soli patii 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromidu (MTT). Ten je Ccinnosti
mitochondridlnich dehydrogendz zivych bunék redukovany na barevny produkt.
Nevyhodou je fakt, ze tento produkt neni rozpustny v bunééném médiu. (Huang et al.
2004) Je tieba ho tedy rozpustit v organickém rozpoustédle, coz do stanoveni pridava
dalsi krok a nedostatecné rozpusténi miize vést ke vzniku odchylek. Z tohoto divodu byly
vyvinuty nové tetrazoliové soli jako XTT, WST-1, WST-2 a v tomto experimentu pouzity
MTS. Tyto soli se redukuji na rozpustné derivaty formazanu. Redukci je mozné urychlit
pfidanim elektronového vazebného c¢inidla, jako je fenazin methosulfat (PMS) nebo
fenazin ethosulfat (PES). (Ginouves et al. 2014) Tento pfistup Setfi ¢as a eliminuje
potencialni chyby, jako je naptiklad ztrata bunck, ke které mize dojit pii odstranovani

kultiva¢niho média a nasledné solubilizaci buné€k pii pouziti MTT. (Huang et al. 2004)

3.5.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je kolorimetricka
metoda pouzivand pro stanoveni viability bun€k. Ve farmaceutickém vyzkumu nachazi
uplatnéni pii stanovovani cytotoxického piisobeni nové syntetizovanych molekul a
potencionalnich lé¢iv. Principem metody je redukce tetrazoliové slouceniny MTS

zivotaschopnymi buiikami na fialové zbarveny formazan, jehoz mnozstvi je nasledné

19



mozné spektrofotometricky kvantifikovat. (Aslantiirk 2017) Tato redukce je znazornéna

na obrazku 6.
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N—{ CH,
CH,
MTS Formazan

Obr. 6 Schéma redukce MTS na formazan. Pfevzato z: www.creative-
bioarray.com/support/comparison-of-different-methods-tomeasure-cell-viability.html

(Anonym)

Cinidlo obsahuje tetrazoliovou slou¢eninu [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS] a elektronovy
akceptor fenazin ethosulfat (PES). MTS je zaporn€ nabita molekula, ktera velice Spatné
pronika pies bunééné membrany. Z tohoto diivodu se v ¢inidle nachézi spole¢né s fenazin
ethosulfatem (PES), ktery zde zvySuje chemickou stabilitu roztoku obou latek a zaroven
snadno pronika pfes membrany Zivych bunék. Uvnitt bunék je PES redukovan pomoci
koenzymti NAD(P)H, produkovanych dehydrogenazami metabolicky aktivnich bunék.
Nasledné v redukované formé prechdzi pres bunéénou membranu zpét do média, kde
redukuje MTS na fialovy formazan rozpustny v buné¢ném médiu. Mnozstvi vzniklého
formazanu je pfimo umérné poctu zivych bunék. Stanoveni se provadi kolorimetrickym
méfenim absorbance pomoci spektrofotometru pii vinové délce 490 nm. (Riss et al. 2020,

Anonym 2012)
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4 CIL PRACE

e Posoudit cytotoxické plsobeni vyvojovych latek HES-4H, HE-8CHIN, HE-
4PHOPH, HE-KARVA, HE-2NAFT, HE-CH2PY, HE-METRO, HES-nETH a
HE-nME na lidské jaterni bunky linie HepG2.

e Porovnat zjisténé cytotoxické pisobeni téchto latek s cytotoxicitou lékovych

standard (cisplatina, tamoxifen).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzity material

5.1.1

5.1.2

Pristroje a pomiicky

Laminarni box Micrological safety cabinet TOP-SAVE 1,8 (Bioair instruments,
Italie)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Italie)
Inkubator (Shel Lab, USA)

Vodni lazenn TW 12 (Julabo, Némecko)

96—jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky, &iré (TPP, Svycarsko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

Pipetovaci ndstavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

Automatické jednokandlové pipety Eppendorf Research ® plus 5 — 50 pl, 10 —
100 pl, 100 — 1000 pl (Eppendorf, Némecko)

Automaticka multikanalova pipeta Discovery Comfort 50 — 300 ul (HTL, Polsko)
Jednorazové plastové pipety 5 ml; 10 ml; 25 ml (Techno Plastic Products — TPP,
Svycarsko)

Spi¢ky na pipety Eppendorf 0,1 — 20 pl, 20 — 200 ul (Eppendorf, Némecko)
Kultivaéni lahve 25¢cm?, 75cm? (TPP, Svycarsko)

Falkonky 15 ml; 50 ml (TPP, Svycarsko)

Desti¢kovy analyzator TECAN (Infinite M200, Svycarsko)

Chemikalie

Fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline; PBS, pH = 7.4) — chemikalie: NaCl,
KCl, Na,HPO4, NaH,PO4 (PENTA, Ceska republika)

DMEM (Dulbeccovo a Eagolovo modifikované médium (Sigma-Aldrich, USA)
Fetalni hovézi sérum (Fetal boviene serum) (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin 0,25% (Trypsin-EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) (Sigma-
Aldrich, USA)
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5.1.3

Neesenciadlni aminokyseliny (MEM Non-essential Amino Acid Solution) (Sigma-
Aldrich, USA)

DMSO (dimethylsulfoxid pro molekularni biologii; > 99,9 %) (Sigma-Aldrich,
USA)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
Cisplatina (Sigma-Aldrich, USA)

Tamoxifen (sigma-Aldrich, USA)

Testované latky (HES-4H, Hes-nETH, HE-nMe, HE-4PHOPH, HE-KARVA,
HE-2NAFT, HE-METRO, HE-CH2PY, HE-8CHIN) (Katedra organické a

bioorganické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Karlova)

Bunééna linie HepG2

Pro pokus byly pouzity lidské jaterni buiiky (Human hepatocellular liver

carcinoma cell line, HepG2) od spole¢nosti ATCC (American Type Culture Collection;

USA). Bun&éna linie (pasaz 8 — 12) byla kultivovédna v 75cm? kultivaénich nadobéch

v DMEM bunééném médiu (Sigma-Aldrich, USA). Médium bylo obohaceno o 1 %

neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetalniho bovinniho séra

(Sigma-Aldrich, USA).

5.14

Testované latky

K experimentu bylo pouzito devét nové syntetizovanych latek. Jejich chemické

nazvy a strukturni vzorce shrnuje Tab. 1. Latky byly pfipraveny Katedrou organické a

bioorganické chemie, Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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Tab. 1 Zkratka, chemicky nézev a strukturni vzorec testovanych latek

ZKkratka Chemicky nazev Strukturni vzorec
HES-4H S-fenyl-(E)-2-(2- o o @
isonikotinoylhydrazinyliden
ylhy yliden) N AN .
propanthioat | :
N / CH3
HES-nETH  S-ethyl-(E)-2-(2- Q ?
isonikotinoylhydrazinyliden) l AN , /N\HI\S P
propanthioat
N / CHg
HE-nME methyl-(E)-2-(2- Q e
isonikotinoylhydrazinyliden) AN . /N\ . _CHs
propanoat \
N A CH,3
HE-4PHOPH 4-fenoxyfenyl-(E)-2-(2- o o /@/\@
isonikotinoylhydrazinyliden) @)‘\H/ Nﬁ)ko
propanoat N o
HE-KARVA  2-isopropyl-4-methylfenyl- 0 o
(E)-2-(2- N /ﬁ)k
isonikotinoylhydrazinyliden) N| _ CHy
propanoat
HE-2NAFT  naftalen-2-yl-(E)-2-(2- 0 o
isonikotinoylhydrazinyliden) i AN H/Nﬁ)l\o
propanoat N _Z CHy
HE-METRO  2-(2-methyl-5-nitro-1H- o

imidazol-1-yl)ethyl-(£)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)

propanoat
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HE-CH2PY  pyridin-4-ylmethyl-(E)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden) A

propanoat N

HE-8CHIN chinolin-8-yl-(E)-2-(2-
isonikotinoylhydrazinyliden)

N
(0] (o]
propanoat
N
| X H/ X o
N A CHj

Cytotoxicita vyvojovych latek byla porovnavana se dvéma lékovymi standardy.

Jejich ptehled je uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Nazev a strukturni vzorec pouzitych standardi

Nazev latky Chemicky nazev Strukturni vzorec

Cisplatina diamindichlorplatina

Tamoxifen 2-{4-[(1Z)-1,2-difenylbut-1-
en-1-yl]fenoxy}-N,N-

dimethylethan-1-amin
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5.2 Experimentalni procedury

5.2.1 Priprava fosfatového pufru (PBS)

Jednotlivé slozky (NaCl, KCI, Na;HPO4, NaH>POs) jsme v potfebnych
mnozstvich navazili na analytickych vahach a kvantitativné ptevedli do kédinky.
V kddince jsme je za pouziti elektromagnetické michacky rozpustili, doplnili
destilovanou vodou na pozadovany objem a znovu zamichali. Pro Gpravu kone¢ného pH
pufru (pH = 7,4) jsme po malych ¢astech ptidavali hydroxid sodny (NaOH), pH bylo
sledovano pomoci pH metru. Nasledn¢ jsme roztok PBS vysterilizovali. Jednotlivé slozky

pufru jsou zndzornény v tabulce 3.

Tab. 3 Priprava 1 litru fosfatového pufru

Molarni hmotnost Koncentrace

Sloucenina
(g/mol) (g/)
NaCl 58,44 16,010
KCl 74,55 0,420
Na;HPO4.12H>0 358,14 7,16
NaH2PO4.2H20 177,99 3,12

5.2.2 Priprava roztoki testovanych latek

V experimentu jsme pouzili latky uvedené v tabulce 1. Jako standardy jsme
pouzili cisplatinu a tamoxifen. Nejprve jsme ptipravili zasobni roztoky testovanych latek.
Na analytickych vahach jsme navazili potitebné mnozstvi testované latky a rozpustili. S
ohledem na Spatnou rozpustnost testovanych latek ve vodé byl pro usnadnéni rozpousténi
pfidavan dimethylsulfoxid (DMSO). Ten je pro buiiky ve vyssich koncentracich toxicky,
proto byl pfiddvan v maximalni koncentraci 1 %. Ze zasobnich roztokli jsme nasledné
pfipravili devét roztokli riznych koncentraci v koncentratnim rozmezi 1-1000 pM.

Roztoky standardd jsme piipravili obdobnym zpiisobem.

Jako negativni kontrolu jsme pfipravili buiiky s 10 % roztokem DMSO v médiu,

jako pozitivni kontrolu jsme pouzili samotné médium s buiikami.
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5.2.3 Priprava bunéc¢né linie pro pokus

Po rozmrazeni byla bunéc¢né linie inkubovana v kultivaénich lahvich s velikosti
kultivaéni plochy 75 cm? pii teploté 37 °C v atmosféie 5 % CO». Veskera néasledna

manipulace s buiitkami probihala ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.

Bunky byly kazdy tyden pasazovany. Z kultivacni lahve jsme sterilni pipetou
odebrali staré kultivacni médium a bunky jsme oplachli fosfatovym pufrem o
fyziologickém pH 7,4. Nasledn¢ jsme pufr odsali a na dno kultivacni lahve jsme nanesli
roztok trypsinu tak, aby bylo pokryto celé dno kultivacni lahve. Buniky jsme vrétili do
inkubatoru, kde byly pfiblizné¢ 2 minuty inkubovany pfi teploté 37 °C v prostredi 5 %
COz. Po uvolnéni bun€k ze dna kultivaéni lahve jsme plsobeni trypsinu zastavili
pfiddnim pfiblizné dvojnadsobného mnozstvi bunééné¢ho média. Po 3-4 dnech od pasdze

bylo buitkdm médium vyménéno.

Pro pokus jsme bunécnou linii nasadili na 96jamkovou desti¢ku v poctu 15 000
bunek/100 pl v jedné jamce desticky. Nasledné jsme buiiky nechali inkubovat 24 hodin
pfti teploté 37 °C v prostiedi 5 % COz.

Pocet bun¢k v bunééné suspenzi jsme stanovili pocitanim za pomoci Biirkerovy

komurky a mikroskopu dle vzorce, kde:

_N-10%
=T

x = pocet bunék v 1 ml bunécné suspenze
N = pocet bunék v 1 ctverci Biirkerovy komurky

A = pocet pocitanych ctvercii v Biirkerove komurce

5.2.4 Stanoveni cytotoxicity metodou CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay

Pro kazdou z testovanych latek jsme cytotoxicitu stanovovali v deviti rliznych
koncentracich. Z jamky jsme odsali buné¢né médium a napipetovali jsme 100 pl roztoku
testované latky. VSechny koncentrace jsme na destiCku nanaseli v triplikatu. Na vSech
destickach byla zaroven v triplikdtu méfena pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni
kontrolu tvofilo 100 pl samotného bunéného média, jako negativni kontrola bylo

pipetovano 100 pl 10 % roztoku DMSO v médiu. Déle byla pro kazdou koncentraci
27



stanovena nebunécénd kontrola (desticka bez nasazenych bun¢k + 100 pl roztoku
testované latky). VSechny desticky jsme nasledné inkubovali po dobu 24 hodin pfi teploté
37 °C v atmosféie 5 % CO..

Po 24 hodinach jsme piidali 20 pl ¢inidla CellTiter 96® AQueous One Solution
Reagent. Desticky s ¢inidlem jsme inkubovali po dobu 90 minut pii teploté 37 °C a 5 %
CO». Absorbance jsme zjistovali pfi vinové délce A = 490 pomoci destickového

analyzatoru TECAN.

5.2.5 Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vysledné hodnoty absorbanci jednotlivych vzorkd jsme zpracovavali

v programech Microsoft Excel 2016 a GraphPad Prism 8.02.

V programu Microsoft Excel 2016 jsme namétfené hodnoty absorbance
testovanych latek shodné koncentrace zprimérovali a vypocetli jsme smérodatnou a
relativni odchylku. Od praméru jsme odecetli nebunéénou kontrolu (médium + buiiky) a
ze ziskanych hodnot jsme urcili procenta viability bun¢k pro jednotlivé koncentrace
testovanych latek. Viabilita byla vypocitdna podle nasledujiciho vzorce.

(Ab—Ak)*100
Av100—Am

% viability = , kde:

Ab = prumeér hodnot absorbance triplikatii bunék stejné koncentrace testované latky,

Ak = prumér hodnot absorbance triplikatii bunék nebunécnych kontrol stejné
koncentrace testované latky

Am = priimeér hodnot absorbance triplikatu daného kultivacniho média,

AvI100 = prumer hodnot absorbance triplikatii kontroly 100 % viability. (Anonym 2012)

V programu GraphPad Prism 8.02 jsme ze ziskanych dat sestrojili inhibi¢ni kiivky

a modelem nelinedrni regrese jsme urcili pro kazdou testovanou latku hodnotu ICsy.
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6 VYSLEDKY

6.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

V tabulce €. 4 jsou uvedeny vsSechny testované vyvojové latky spolecné se
zjisténymi hodnotami ICso. Parametr ICso udava stfedni inhibi¢ni koncentraci tedy
koncentraci testované latky, pii které dochazi k inhibici ristu pfesné poloviny bunécné

populace. Dale jsou v tabulce uvedeny pouzité standardy véetné zjisténych hodnot ICso.

Tab. 4 Hodnoty ICso testovanych latek a standarda

Nazev latky Hodnota ICso [pM]
HES-4H 182,1 uM
HE-8CHIN 246,7 uM
HE-4PHOPH 551 uM
HE-KARVA 625,7 uM
HE-2NAFT 682,3 uM
HE-CH2PY >1000 uM
HE-METRO >1000 uM
HES-nETH >1000 uM
HE-nMe >1000 uM
Cisplatina 283,5 uM
Tamoxifen 19,56 uM

Cytotoxicky ucinek ndmi testovanych latek je znidzornén na obréazcich 7-9.
Obrazek 10 zndzornuje cytotoxicky ucinek standardi. Obecné se jedna o latky velmi malo
toxické. VSechny vyvojové testované latky maji ICso >100 pM. Pfi porovnani se

standardy vykazuji témét vyluéné nizsi toxicitu.
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Obr. 7 Cytotoxicke plisobeni testovanych latek HES-4H, HE-8CHIN a HE-4PHOPH na

bunécnou linii HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku ¢. 7 jsou znazornény grafy zavislosti viability bunék na rostouci
koncentraci testovany latek HES-4H, HE-8CHIN a HE-4PHOPH (1-1000 uM). Bunky
byly s témito latkami inkubovany po dobu 24 hodin. Z obrazku vyplyva, Ze toxicita latek
viéi bunkam HepG2 klesa v potadi HES-4H > HE-8CHIN > HE-4PHOPH. Dle
vyslednych hodnot ICso > 180 uM, lze tyto tii latky oznacit za malo toxické.
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Obr. 8 Cytotoxické plisobeni testovanych laitek HE-KARVA, HE-2NAFT a HE-
CH2PY na bunécnou liniit HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku ¢. 8 jsou znazornény grafy zdvislosti viability bun¢k na rostouci
koncentraci testovanych latek HE-KARVA, HE-2NAFT a HE-CH2PY (1-1000 uM).
Buiiky byly s témito latkami inkubovany 24 hodin. Z obrazku vyplyva, Ze toxicita latek
vuci bunkam HepG2 klesa v pofadi HE-KARVA > HE-2NAFT > HE-CH2PY. Latky
HE-KARVA (ICsp 625,7 uM) a HE-2NAFT (ICso 682,3 uM) jsou velmi malo toxické.
Hodnota ICso pro latku HE-CH2PY je vyssi neZ testované rozmezi koncentraci 1-1000

uM.
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Obr. 9 Cytotoxicke plisobeni testovanych latek HES-METRO, HE-nETH a HE-nMe na

bunécnou liniit HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku ¢. 9 jsou znazornény grafy zavislosti viability bun¢k na rostouci
koncentraci testovanych latek HES-METRO, HE-nETH a HE-nMe (1-1000 uM). Bunky
byly s témito latkami inkubovany 24 hodin. Hodnoty ICso pro vSechny tyto latky jsou >
1000 uM. Spolecné s latkou HE-CH2PY se jedna o latky, které jsou v testovanych

koncentracich pro buitky HepG2 netoxickeé.
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Obr. 10 Cytotoxické plisobeni standardii tamoxifenu a cisplatiny na buné¢nou linii

HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku €. 10 jsou znazornény grafy zévislosti viability bun¢k na rostouci

koncentraci 1ékovych standardii tamoxifenu a cisplatiny po 24 h inkubaci. Tamoxifen

s hodnotou ICso 19,56 uM vykazuje vici HepG2 bunikam relativné vysokou toxicitu.

Cisplatina (ICso 283,5 uM) vykazuje niZsi cytotoxicky potencial.
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7 DISKUSE

Pfedmétem této diplomové prace bylo posoudit cytotoxické plsobeni noveé
syntetizovanych derivatd izoniazidu na standardni bunéc¢nou linii lidskych hepatocyti.
K porovnani cytotoxicity byl pouzit toxikologicky parametr ICso. Viabilita bun¢k byla
hodnocena pomoci komercné dostupné kolorimetrické metody CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay. Zjisténé hodnoty byly porovnavany se znamymi

lékovymi toxiny, cisplatinou a tamoxifenem.

Iy vitro testy patii mezi diillezitou soucast preklinického testovani. Pomoci téchto
testll je mozné ziskat zakladni informace o biologickém uc¢inku a potencionalni toxicité
nove syntetizovanych molekul jest¢ pred zahdjenim in vivo testovani na zvifecich
modelech ¢i lidskych dobrovolnicich. (Eske 2020) V této diplomové praci byla testovana
in vitro cytotoxicita deviti nové syntetizovanych molekul. Jedna se o thioestery (HES-
4H, Hes-nETH) a estery (HE-nMe, HE-4PHOPH, HE-KARVA, HE-2NAFT, HE-
METRO, HE-CH2PY, HE-8CHIN) antituberkulotika izoniazidu. Stejné jako u INH i u
téchto vyvojovych latek byla prokdzana antimykobakteridlni aktivita. Pisobi inhibici

enzymu InhA a interferuji s biosyntézou bunécné stény mykobakterii.

24

VétSina 1éCiv pouzivanych standardné v prvni linii 1é€by TBC, zejména izoniazid,
rifampicin a pyrazinamid, vykazuje urcité hepatotoxické ptisobeni. Pfesny mechanismus
toxického uc¢inku INH na jaterni buniky neni znam. Predpoklada se, ze pro tkané jsou
toxické volné radikaly generované monoacetylhydrazinem (MAH), ktery vznik4d béhem
metabolismu izoniazidu. (Saukonnen et al. 2006) VSechny vyvojové latky testované
v této préci jsou derivaty INH. Je tedy mozné predpokladat, Ze 1 testované derivaty INH

budou mit jisty hepatotoxicky potencial.

Jako bunéény model pro sledovani cytotoxického pilisobeni byla vybrana
standardni bunécnd linie lidskych hepatocytd (HepG2). K sledovani viability (4.
zivotnosti) bun€k byla pouzita kolorimetricka metoda CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay. Metoda je zalozena na schopnosti metabolicky
aktivnich buné€k redukovat tetrazoliovou sil MTS na barevny formazanovy produkt. Plati,
ze vice metabolicky aktivni buiiky poskytuji intenzivnéji zbarvené formazanové

produkty. Latky byly testovany v Sirokém terapeutickém rozmezi (1-1000 uM), kazda
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byla stanovena v triplikatu. S ohledem na omezenou rozpustnost testovanych latek ve
vod¢ byl behem piipravy testovanych roztokii ptiddvan DMSO. DMSO zlepsil
rozpustnost testovanych latek, zaroven se vSak jedna o latku, ktera je pro bunky ve vétsich
koncentracich toxicka. (Amin et al. 2009) Béhem pokusu byl tedy pfidavan v maximalni

koncentraci 1 %.

K posouzeni a porovnani cytotoxického piisobeni testovanych vyvojovych latek a
lékovych standardi byl pouzit toxikologicky parametr ICso. Hodnota inhibi¢ni
koncentrace 1Cso urcuje koncentraci, pii které dochazi k pfesné 50% sniZeni zivotnosti
bunék v bunécné populaci. Pro terapeuticky vyuzivana antituberkulotika se hodnoty ICso
pro buniky HepG2 pohybuji 3,75 uM pro pyrazinamid, 6,26 uM pro izoniazid a 19,57 uM
pro ethionamid. (Simkova 2012)

Ze zjisténych hodnot ICso testovanych vyvojovych latek vyplyva, ze cytotoxické
pusobeni na jaterni buiiky klesa v poradi HES-4H > HE-8CHIN > HE-4PHOPH > HE-
KARVA > HE-2NAFT > HE-CH2PY =~ HE-METRO = HE-nETH =~ HE-nMe. Nejméné
toxickymi latkami se ukazaly latky HE-CH2PY, HE-METRO, HE-nETH, HE-nMe. U
téchto latek se v ndmi pouzitém koncentracnim rozmezi (1-1000 uM) neprojevil na
pouzitou jaterni linii zadny hepatotoxicky ucinek. Pro ptipadné zjisténi hodnot ICso by
bylo tfeba testovat tyto latky v koncentracich >1000 uM. Nejvice toxickou slou¢eninou

je latka HES-4H s hodnotou ICso 182,1 pM.

Vsechny nami testované latky vykazuji vyssi hodnoty 1Cso, a tedy niZsi toxicitu
pro zvolenou bunécénou linii nez INH. Tamoxifen, ktery byl pouzit jako negativni kontrola
a u kterého bylo prokazano, ze inhibuje proliferaci a pisobi apoptozu bunék HepG2, ma
hodnotu ICso 19,56 uM. Vykazuje tedy vyrazn€ vysS§i toxicitu nez vyvojové latky
testované v této praci. Cisplatina s ICso 283,5 uM, kterd byla pouZita pro své zejména
nefrotoxické plisobeni jako negativni standard, vykazuje pfi plisobeni na buné¢nou linii
HepG2 vySS§i toxicitu neZ nami testované slouceniny, s vyjimkou latek HES-4H

(ICso 182,1 uM) a HE-8CHIN (ICs0 246, 7 pM).

Z vysledkli méfeni vyplyva, Zze vSechny testované latky vykazuji pomérné nizké
cytotoxické ptisobeni na zvolenou bunécnou linii. Slou¢eniny HE-CH2PY, HE-METRO,
HE-nETH, HE-nMe se z hlediska jaterni toxicity jevi jako perspektivni slouceniny pro

dalsi vyvoj, jelikoz v tomto experimentu nevykazovali Zadné toxické ptisobeni.
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo stanovit cytotoxické plisobeni deviti nove syntetizovanych
latek s antimykobakteridlnimi U¢inky odvozenych od antituberkulotika izoniazidu.
Testovani bylo provadéno in vitro na HepG2 bunééné linii reprezentujici lidskou jaterni
tkan. Pro stanoveni bunécné viability byla vyuzita kolorimetrickda metoda CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Cytotoxicita vyvojovych latek byla na
zaklad¢ toxikologického parametru ICso porovnavana s cytotoxickym pilisobenim

cisplatiny a tamoxifenu.

Cytotoxicita testovanych latek klesd v pofadi HES-4H > HE-8CHIN > HE-
4PHOPH > HE-KARVA > HE-2NAFT > HE-CH2PY ~ HE-METRO ~ HE-nETH ~ HE-
nMe. VSechny testované latky vykazovaly mensi cytotoxické plisobeni na buiiky linie
HepG2 nez izoniazid. Mimo latek HES-4H a HE-8CHIN, které jsou toxictéjSi nez
cisplatina, vykazuji nizsi cytotoxické pisobeni nez pouzité standardy, cisplatina a
tamoxifen. Nejvice toxickou se ukazala litka HES-4H s hodnotou ICso 182,1 uM.
Slouc¢eniny HE-CH2PY, HE-METRO, HE-nETH, HE-nMe nebyly v testovanych

koncentracich pro bunky toxické.
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