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Nazov diplomovej prace: Testovanie vplypu novo nasyntetizovanych latok na viabilitu

buniek in vitro

Vyskum avyvoj novych substancii zamyslanych k terapeutickému pouzitiu je
narocny a dlhotrvajuci proces. NeodmysliteI'nou sti¢ast’ou tohto procesu za ucelom zaistenia
bezpecnosti, U¢innosti a kvality nového lieiva st preklinické aneskor aj klinické
hodnotenie lieciv.

Tato praca je zamerana na Stadie cytotoxicity, ktoré su nevyhnutnou sucastou
preklinického hodnotenia lieciv. Vplyv potenciondlnych lie¢iv bol testovany na bunkovom
modeli in vitro. Boli pouZité bunky bunkovej linie HepG2, odvodenej od dobre
diferencovaného hepatocelularneho karcindmu. Sledovanym parametrom bola viabilita, teda
zivotaschopnost’ buniek. Pocas experimentu sa testovalo 9 latok o 9 roznych koncentraciach
v koncentranom rozmedzi 1-1000 pM. Testované boli latky s antimykobakteridlnym
posobenim, ktorych zdkladnd chemicka Struktira bola odvodend od antituberkulotika
isoniazidu. Sledovana bola viabilita buniek po 24 a 48-hodinovom pdsobeni jednotlivych
latok na HepG2 bunky. Viabilita buniek bola stanovena pomocou kolorimetrického MTS
testu, pri ktorom dochddza kredukcii ¢inidla na farebny produkt formazan Ilen
v zivotaschopnych bunkach.

Vysledky experimentu st zndzornené graficky ako zavislost' percenta viability
buniek bunkovej linie HepG2 na koncentracii testovanej latky. Vypoctom boli ziskané
taktieZ hodnoty strednych inhibi¢nych koncentracii ICso pre jednotlivé skimané latky.

Z vysledkov vyplyva, Ze latka HE-4H je prakticky netoxicka, ostatné latky boli

toxické az vo vysokych koncentraciach, radovo niekolko stovkach az tisickach uM,

v zévislosti na testovane;j latke.



Abstract
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Student: Dominika Sebova
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Research and development of new substances intended for terapeutical use is very
difficult and time consuming process. Preclinical and clinical studies are essential part of
this process in order to ensure safety, efficacy and quality of a new drug.

This thesis is focused on cytotoxicity studies, that form important part of preclinical
studies of a new substance. An effect of potential drugs was tested in vitro on a cellular
model. Cells of the HepG2 cell line, derived from well-differentiated hepatocellular
carcinoma, were used in our experiment. The monitored parameter was cell viability. During
the experiment, 9 substances with 9 different concentrations in concentration range
1-1000 uM were tested. Substances, that were tested had antimycobacterial effect and their
basic chemical structure was derived from the antituberculotic drug isoniazide. Cell viability
was monitored after 24 and 48 hours of incubation of individual substance with HepG2 cells.
Cell viability was determined by using colorimetric MTS assay, in which the reagent is
reduced on coloured product formazan only in viable cells.

The results of the experiment are shown on graphs as a dependance of the percentage
of cell viability of the HepG2 cell line on the concentration of tested substance. The half

maximal inhibitory concentration, ICso, was calculated for all tested substances.

The results show that the substance HE-4H is practically non-toxic, other substances
had cytotoxic effect only in high concentrations, in the order of magnitude of several

hundreds to thousands pM, depending on the tested substance.
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2 Uvod

Vyskum a vyvoj novych lieCiv je stale sa rozvijajuci proces. V minulosti spocival
prevazne v pozorovani ucinku extraktov zroznych rastlin, pripadne jednoduchych
chemickych latok na zivy organizmus. Dnes je skor zamerany na rozsiahly screening
vel'kého mnozstva latok, pricom sa sleduje ich schopnost’ interagovat” so Specifickym
molekulovym cielom, ¢i schopnost’ vyvolat’ Specificki bunkovli odpoved’. RozliSujeme
viacero pristupov vo vyskume a vyvoji novych substancii. Medzi pristupy veduce k vyvoju
novych potenciondlnych lie€iv patri napriklad chemickd obmena znamych molekul veduca
k vzniku me-too analdégov, nové pouzitie uz znamej latky ¢i obmena Struktury latok
prirodné¢ho povodu, ale aj vyvoj na zdklade poznatkov o mechanizme Uc¢inku ¢i pripadne

Strukture ciel'ového receptora (Goodman a kol., 2011, Katzung a kol. 2012).

Po ukonceni zdkladného vyskumu, ktory nam poskytuje latky potenciondlne vhodné
pre dalsi vyskum, nasleduje faza preklinického a neskér klinického hodnotenia lieciv.
Preklinické a klinické $tadie st nevyhnutné pre zaistenie zékladnych poziadaviek na liecivo,
ktorymi su bezpecnost’, ucinnost’ a kvalita. Stcast'ou preklinického hodnotenia su aj testy
cytotoxicity. Ciel'om toxikologickych §tadii je identifikovat’ potencialnu toxicitu latky na
Pudsky organizmus a taktiez predpovedat’ riziko pred prvym podanim substancie ¢loveku.
Testy cytotoxicity su zakladnymi testami pre stanovenie bezpec¢nostného profilu latky,
prebiehaju in vitro na izolovanych bunkach resp. bunkovych modeloch, pricom sa sleduje
rast buniek, pripadne ich morfologické zmeny. Testy cytotoxicity predchadzaji testom in
vivo, ktoré prebiehajii na zvieracich modeloch v ramci preklinického hodnotenia lieciv
(Souckova, 2015, Rang, Dale, 2012, Katzung a kol., 2012).

Vyskum a vyvoj novych lie€iv je ddlezity nielen z hl'adiska hl'adania moZznej terapie
zatial nelieciteI'nych ochoreni, ale je taktieZ potrebny pre hl'adanie novych moZznosti v terapii

ochoreni, pri ktorych vznika rezistencia na uZ zname a pouZivané lieciva.

Takymto ochorenim je aj tuberkuldza, ktora patri celosvetovo medzi pomerne Casté
infekéné choroby. Velkym problémom z hladiska terapie mykobakteridlnych infekcii je
prave rozvoj rezistencie mykobaktérii voci dostupnym liecivam, ktory vedie k stapajucim
poctom mykobakteridlnych infekcii. Rezistencia mykobaktérii ale aj toxicita pouzivanych
lieciv je podnetom pre vyskum a vyvoj novych latok s antimykobakteridlnym posobenim
ako aj pre vypracovanie novych protokolov pre lieCbu pacientov sucasne dostupnymi

lie¢ivami (Tomioka a kol., 2006).



3 Teoreticka ¢ast’

3.1 Bunkova smrt’

Bunkova smrt’ je nevratny proces, charakterizovany zastavou funkcie jednotlivych
organel, dochéadza taktiez k ukonceniu riadenych biochemickych procesov a v neposlednom
rade k rozpadu bunky (Kittnar a kol., 2011).

Tento dej prebicha dvoma hlavnymi cestami, a to apoptézou a nekrozou.

3.1.1 Apoptoza

Apoptdza, nazyvana tieZ programovana bunkové smrt’ alebo bunkova samovrazda, je
nevyhnutnou sti¢astou Zivota bunky. Je to dolezity proces, ktory zabezpeCuje regulaciu
poctu buniek behom vyvoja, eliminiciu abnormalnych, nebezpecnych a nefunkénych alebo
poskodenych buniek. Uplatituje sa napriklad pri formovani prstov behom embryonalneho
vyvoja ¢i odstranovani nefunkénych buniek nervového systému. Apoptézu mozeme
pozorovat’ taktiez pri chemickom a mikrobiologickom poskodeni réznych organovych
systémov. Jednd sa o dej fyziologicky, ktory sa vyskytuje behom vyvoja organizmu, ale aj v
dospelosti a vystupuje ako mechanizmus udrzania homeostazy organizmu (Elmore, 2007,
Tower, 2015, Kinloch et al., 1999).

NaruSena apoptéza hra rolu v patofyziologii viacerych chordb, ako st napriklad
neurodegenerativne  ochorenia  (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba),
osteoartrdza, nddorové ochorenia, autoimunitné ochorenia a mnoh¢ d’alSie patologické stavy
(Rang, Dale, 2012).

Pri apopt6ze dochadza k Strukturdlnym zmenam, prvé zmeny sa objavuji na bunkovom
jadre, kde dochadza ku kondenzécii jadrového chromatinu. Dochadza taktieZ k zmrSteniu
bunky, charakteristické je zmenSenie bunky az o 30 %. Bunky nadobudaju sféricky tvar
s hladkym povrchom, pri¢om plazmatickd membrana zostdva intaktnd, moze sa taktiez
vyskytovat’ zviacSené endoplazmatické retikulum a kondenzédcia mitochondrii. Nakoniec
nastava rozpad bunky do apoptotickych teliesok roznej velkosti, vid. Obr. 1. Apoptotické
telieska su ndsledne odstrailované fagocytdozou makrofagmi. Na rozdiel od nekrézy
nedochadza k vyliatiu obsahu bunky do medzibunkového priestoru a nasledne k rozvoju
zapalu. Rozsah apoptdézy je Castokrat obtiazné odhadnat’ kvoli rychlemu pohlteniu

apoptotickych teliesok aich fragmentov fagocytmi. Biochemickym znakom apoptozy je
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strata mitochondridlneho membranového potencialu, co sa moze vyuzivat aj v réznych
testoch na detekciu (Sladek, 2007, Trump a kol., 1997, Elmore, 2007, Kerr a kol., 1972,
Wyllie et al., 1980).

Apoptéza (zmritenie bunky, Rozpad do apoptotickych Fagocytéza apoptotickych

kondenzicia chromatinu) teliesok teliesok, bez zapalovej
reakcie
2 @
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Obr. 1 Hlavné znaky procesu apoptdzy a nekrozy.
Prevzaté z: Gewies (2003)

3.1.2 Kaspazy

Kazda bunka je naprogramovana pre bunkova smrt’ v pripade nedostatku ATP ¢i
naruSenia plazmatickej membrany. Programovand bunkova smrt je realizovana
prostrednictvom intracelularnej proteolytickej kaskady. KI'icovymi enzymami su proteazy
(t.j. enzymy, ktoré Stiepia proteiny) s cysteinom v aktivnom mieste, nazyvané kaspazy.
Kaspazy su v bunke syntetizované vo forme zymogénov, teda neaktivnych prekurzorov
enzymov, ktoré st nasledne ¢iastocnou proteolyzou vyvolanou Specifickymi aktivaénymi
faktormi aktivované na funkéné enzymy (Fink, 2005).

Kaspéazy st zloZené z jednej N-koncovej prodomény a taktieZ jednej velkej a malej
podjednotky, pricom prodoména je obvykle odstranena pri premene zymogénu na aktivny
enzym. Aktivované kaspazy su tetraméry, ktoré obsahuju dve indentické vel’ké podjednotky
a taktiez dve identické malé podjednotky. RozliSujeme dve zdkladné skupiny kaspdz-

kaspazy, ktoré sa u€astnia procesu apoptozy a kaspazy, ktoré hraji rolu v zapalovej reakcii.
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Medzi zapalové kaspdzy patri kaspaza-1, -4, -5, -12 u ¢loveka a kaspaza-1, -11, -12 u mysi.
Apoptotické kaspazy su kaspaza-3, -6, -7, -8, -9, ktoré ndjdeme u vSetkych cicavcov
(Mcllwain a kol., 2013, Papaliagkas a kol., 2007).

Apoptotické kaspazy sa d’alej rozdel'uju na inicia¢né a efektorové. Iniciacné kaspazy
(kaspaza-2, -8, -9, -10) su zodpovedné¢ za aktivaciu dalSich kaspaz. Exekutorové
(efektorové) kaspazy (kaspaza-3, -6, -7) zodpovedaju za vlastny proces apoptodzy. Proces
apoptozy vyzaduje dodanie energie vo forme ATP, ak nie je dostatok ATP k dispozicii
prechadza apoptoza do procesu nekrozy (Kroemer, 2009, Mcllwain a kol., 2013).

3.1.3 VonkajSia a vnutorna cesta aktivacie apoptozy

Rozlisujeme dve hlavné cesty aktivacie apoptézy — vnutornu a vonkajSiu. Vonkajsia
cesta je charakterizovanad pritomnost'ou receptorov smrti v cytoplazmatickej membrane
bunky. Po vdzbe ligandu na receptor dochadza k aktivécii iniciaénych kaspaz (napr. kaspaza
8), nésledne k Stiepeniu exekutorovych kaspaz (napr. kaspdza 3) az vznikaji apoptotické
telieska, vid’ Obr. 2. Najznamej$im receptorom smrti je Fas repector, na ktory sa viaze jeho
prisluiny ligand, Fas Ligand. Dalsim prikladom je TNF (tumor necrosis factor) receptor,
ktory viaze TNFa, ¢i TRAILRI receptor (TNF related apoptosis inducing ligand receptor 1),
na ktory sa viaze prislusny ligand — TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand)
(Elmore, 2007, Ashkenazi, Dixit, 1998).

Vo vnutornej (mitochondrialnej) ceste hraji rolu pro-apoptotické signaly, ako
napriklad oxidac¢ny stres, toxiny, poSkodenie DNA, radidcia, hypoxia atd’. Tieto signaly vedil
k zmendm na vnatornej mitochondridlnej membrane, ktoré vylstuji v otvorenie
mitochondridlneho poéru, stratu mitochondridlneho transmembranového potencidlu
a uvolnenie pro-apoptotickych proteinov do cytosolu. Zaroven dochddza k zmene pomeru
pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteinov, ktoré sa nachadzaji v mitochondriach
(Alberts a kol. 2005, Fink, 2005, Czabotar a kol., 2014).

Velkt rolu vindukcii procesu apoptdézy hraji proteiny rodiny Bcl-2 (B-cell
lymphoma/leukemia-2 gene). Patri sem priblizne 15 zastupcov, pricom niektoré st pro-
apoptotického charakteru, tie sa d’alej delia do dvoch kategoérii - multidoménové (Bak, Bax,
Bok) a BH3 only proteiny (Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Hrk, Noxa, Puma), ktoré obsahuju len
jednu doménu. Medzi proteiny rodiny Bcl-2 patria taktiezZ proteiny anti-apoptotického

charakteru (Al, Bcl-B, Bcl-W, Bcl-XL, Bcl-2, Mcl-1). BH3 only proteiny aktivuju
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multidoménové pro-apoptotické druhy proteinov a tym narusuju funkciu anti-apoptotickych
proteinov Bcl-2 rodiny ( Czabotar a kol., 2014, Papaliagkas a kol., 2007).

V mechanizme aktivacie mitochondrialnej cesty sa uplatiuje aj protein p53, ktory
reaguje na nevratné poskodenie DNA aktivaciou d’alSich mechanizmov. Protein p53
stimuluje expresiu niektorych proteinov rodiny Bcl-2 ako st Bax a BH3 only proteiny,
pricom dochadza k dejom, ktoré vyustuju v uvolnenie cytochrému c v mitochondriach.
Nasledne dochéadza k aktivacii iniciacnej kaspazy, v tomto pripade kaspazy 9, vid. Obr. 2
(Rang, Dale, 2012, Papaliagkas a kol., 2007).

Obe cesty aktivacie apoptdzy pokracuju aktivaciou efektorovych kaspaz (na Obr. 2
kaspaza 3), ktorych poésobenim dochadza k vyssie uvedenym morfologickym zmenam v
bunke az nasledne vznikaji apoptotické telieska. Apoptotické bunky produkuji viacero
signalov, ktoré vedu k ich rozpoznaniu a likvidacii makrofagmi. Medzi tieto signély patria
napriklad chemotaktické faktory, ktoré su zodpovedné za lokalne nahromadenie makrofagov

(Fink, 2005).
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Obr. 2 Schéma vnutornej a vonkajsej cesty apoptozy.
Prevzaté z: Rang, Dale (2012)

3.1.4 Nekroza

Nekroza, neprogramovand bunkova smrt' alebo nahla bunkovd smrt, je dejom
nefyziologickym (patologickym). Jedna sa o zmeny, ktoré sa deju v bunkéch alebo tkanivach
ako nasledok ich poskodenia a odumretia. Vyvolavaji ju rézne vplyvy na bunku ako
napriklad infekéné agens (baktérie, virusy, huby, paraziti), hypoxia, teplo, toxiny, volné
radikaly, radidcia atd’. Nie vSetky druhy bunkovej smrti st nevyhnutne nasledované

procesom nekrozy. Typickym prikladom st orgdny, resp. tkanivd zakonzervované
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formaldehydom, u ktorych dochddza k rychlej bunkovej smrti, no k nekroze tkaniva
nedochéadza (Adigun a kol., 2020, Trump a kol., 1997).

Pri tomto procese dochadza k zvacSeniu bunky a nabobtnaniu organel, dezintegracii
jadra, strate asymetrie aj integrity bunkovej membrany a to bez potreby dodania energie.
Dochadza k cytolyze, teda plazmatickd membrana praskd a obsah bunky sa vylieva do
okolia. V désledku pdsobenia enzymov z intracelularneho obsahu na okolné tkanivo vznika
obvykle v mieste nekrozy zapal (Sipek, 2012, Adigun a kol., 2020, Wyllie et al., 1980).

Proces nekrozy sa odohrava vo viacerych stadiach. Prvym je Stddium reverzibilnych
zmien, identické s akutnym poskodenim bunky, kde dochadza k poruche vo funkcnosti
bunky. V tejto fazi mézeme, ale nemusime pozorovat mikroskopické a makroskopické
zmeny Vv postihnutej oblasti, zalezi to na rozsahu posSkodenia tkaniva a taktiez na sile
nekrogenného podnetu.

Nasleduje stadium ireverzibilnych zmien a degradacie, kedy dochadza k totdlnemu
rozvratu vnutorného prostredia bunky. Prejavuje sa poklesom pH, inaktivaciou pre bunku
zivotne ddlezitych enzymov a dochadza k destrukcii kompartmentov v bunke. Toto §tadium
plynulo prechadza do faze autolyzy a heterolyzy. Autolyza (autodegradécia) je rozklad
nekrotického tkaniva jeho vlastnymi lyzozomdlnymi enzymami, hydroldzami. Naopak
heterolyzou rozumieme rozklad buniek a tkaniva enzymami, ktoré pochadzaju z okolia.

Koneénou fazou nekrdzy je Stadium hojenia a rezidudlnych zmien (LF1, 2010).

3.2 Vyvoj lietiv

Vyvoj nového lieku je Casovo aj finan¢ne narocny proces, ktorého ciel'om je najst’ latku
s vyhodnej$imi vlastnostami ako maji latky momentdlne pouZzivané vo farmakoterapii.
Vyskum spojeny s vyvojom novych latok ako potencionalnych lieciv je vel'mi drahy a riziko
neuspechu je vel'ké. Néaklady na vyvoj nového lieku st odhadované priblizne na 1 miliardu
americkych dolarov. Vyskum od pociato¢nej faze az po findlny produkt je Casovo
odhadovany na 12-15 rokov, no moZe trvat’ aj ovel'a dlhSie. Tento proces mézeme rozdelit
do 3 fazi — zékladny vyskum, preklinické hodnotenie a klinické hodnotenie lieciv, vid’. Obr.

3 (Brodniewicz-Proba, 2008, Hughes a kol., 2011).
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preklinické testovani, postmarketingové

vyzkum a vjvoj klinicky vyzkumn a vyvoj NDA review dedovinr
1-3 roky 2-10let 1-3 roky
(pramér 18 mésict) (prameér 5 let) (prdmér 2 roky)
zprava
o bezpeénosti
B B
! Iia’dost Izprava Iregistrovém’
poca‘tecnl oregistraci opribéhu SUKL
synteza u SUKL registrace (v USA FDA)
(v USA FDA)

doba vyzkumu a vyvoje ve farmaceutickém primyslu
B doba posuzovéni a rozhodovéni SUKL (v USA FDA)

FDA - Food and Grug Administration, NDA - New Drug Application

Obr. 3 Vyvoj nového lieciva od pociatocnej syntézy az po registraciu a vyuzitie v klinickej praxi.
Prevzaté z: Souckova (2015)

Zdrojom novych latok (potencionalnych liec¢iv) moze byt modifikacia uz znamych
Struktar, objavenie novych ucinkov uz pouzivanych lieciv ¢i syntéza analogov prirodnych
latok. Z pomerne vysokého mnozstva nasyntetizovanych substancii (priblizne 15 000) pocas
zakladného vyskumu, pokracuje len maléd ¢ast’ do preklinického a klinického hodnotenia

(Lincova, Farghali, 2002).

3.3 Preklinicka faza hodnotenia lieCiv

Preklinicka faza prebieha na viacerych urovniach vyskumu a zahiia in vitro aj in vivo
testy. In vitro modely st napriklad izolované bunky, tkaniva alebo organy. In vivo testy
prebiehaju na zvieracich modeloch ¢iuz na zdravych jedincoch alebo v niektorych pripadoch
aj na jedincoch s modelovym ochorenim, tieto jedince st ziskané umelym navodenim
patologického stavu u zdravého oranizmu. Tato Cast’ vyvoja nového lie¢iva ma za tlohu
overit’ biologicku aktivitu testovanej substancie, odhadntt’ prinos a riziko jej pdsobenia na
Zivy organizmus a v neposlednom rade ziskat C¢o najviac informécii z oblasti
farmakokinetiky a farmakodynamiky pred zahajenim klinického hodnotenia a teda pred
prvych podanim testovanej latky ¢loveku. V priebehu testovania je nutné dodrziavat’ zasady
spravnej laboratérnej praxe (GLP, good laboratory practice) (Souckova, 2015, Rang, Dale,
2012, Polson a kol., 2012).
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Preklinicka faza vyskumu sa ¢leni na 4 stupne:
1. Farmakologicky screening
2. Farmakodynamicka Studia
3. Farmakokineticka stadia
4

Stadie toxicity — akutna, chronicka a $pecidlna toxicita (Rang, Dale, 2012).

Uvodnou §tidiou v preklinickom testovani je farmakologicky screening, ktorého
ucelom je stanovit’ zakladny farmakologicky profil testovanej latky, t.j. objasnit’ jej i¢innost’
a selektivitu. Tato faza zahfna velky pocet relativne jednoduchych testov, ktoré prebiehaji

in vitro na izolovanych organoch ¢i bunkovych liniadch (Starobova a kol., 2006).

Testy farmakokinetiky st zamerané na absorpciu, distribliciu, metabolizmus a exkréciu
latky. Farmakodynamika sa zaobera posobenim latky v organizme. Tieto testy prebiehaju na
niekol’kych trovniach — molekularna, bunkové, organova uroven a testy na urovni celého

organizmu (Starobova a kol., 2006, Honek, 2017).

Testy v preklinickej fazi vyskumu vyzaduji vel'’ké mnozstvo experimentalnych zvierat,
cielom je znizit’ mnoZstvo pouzitych zvierat ale zdroven zachovat’ spol'ahlivost’ testov, preto
sa stale viac vyuZzivaju tkanivové modely a pocitatové programy.

Z preklinickej faze vyskumu vyplyvaji indikéacie potenciondlneho lieciva, davky pre
prveé podanie ¢loveku v klinickom hodnoteni lie€iv, o¢akavané neziaduce ucCinky, toxicita a

bezpecnost’ latky (Honek, 2017).

3.4 Stidie toxicity

Ulohou toxikologickych §tadii je ur¢it’ stupet toxicity §tudovanej latky, stanovit’ vztah
medzi davkou a neziadicimi u¢inkami a taktiez stanovit’ aké organy toxicita postihuje. Tieto
Stiidie poskytuju informécie o nebezpeci a riziku, ktoré vyplyva z podania Studovanej latky
a pripadne ako vieme tomuto riziku predchadzat’. Toxicita je v priebehu preklinickej faze
testovanad in vivo na 2 az 3 druhoch zvierat. V pripade, Ze z terapeutick¢ho hladiska
predpokladdme dlhodobé podavanie latky, musi pokracovat’ Stadium toxicity substancie aj
pocas klinickej faze a to za ti€elom ziskania informacii o dlhodobej toxicite latky (Rang,

Dale, 2012; WHO, 2004).
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3.4.1 Akutna toxicita

RozliSujeme viacero studii toxicity. Prvou je Stadia akutnej toxicity (toxicita po podani
jednej davky substancie), jej cielom je urcit’ organ, ktory latka svojou toxicitou postihuje. V
ramci tejto Stadie sa stanovi LDso (stredna letdlna davka), ktord vyjadruje thyn 50 %
jedincov po podani tejto davky. Latka je obvykle testovand na dvoch réznych druhoch
experimentalnych zvierat, no vzdy to musi byt 1 hlodavec a 1 nehlodavec. Testovana latka
je podavana v roznych koncentraciach a sleduje sa jej efekt na organizmus po dobu 14 dni.
Stanovenie LDso vyzaduje vel'ké mnozstvo experimentalnych zvierat, preto sa tento test uz
nepouziva. Dnes preferujeme stanovenie maximadlnej tolerovanej davky — MTD, ktora
vyjadruje maximdlnu davku latky bez Specifického toxického ucinku a bez
neakceptovatel'nych neziaducich u¢inkov. MTD nésledne sluZi na stanovenie davky, ktora
bude prvy krat podana ¢loveku v ramci klinického hodnotenia lie¢iv (Parasuraman, 2011,

FDA, 2010).

3.4.2 Chronicka toxicita

Dalsou fazou je $tadium chronickej toxicity (toxicita po opakovanom podéavani
substancie) za ucelom zisku informacii o toxicite latky pri dlhodobom uZzivani. Latka sa
testuje na dvoch zvieracich druhoch, opét’ na 1 hlodavcovi a 1 nehlodavcovi. Doba trvania
Studie prevySuje 90 dni. V priebehu Stidie sa sleduju hematologické a biochemické
parametre, fyziologické funkcie a zmeny spravania experimentdlnych zvierat. Na zaver
testovania sa odoberie tkanivo z rozli€nych casti zvierat a hodnotia sa makroskopické a

histopatologické zmeny (Parasuraman, 2011, Takagi a kol., 2005).

3.4.3 Dalsie testy toxicity

Dalsimi testami st v rAmci §tidie toxicity si testy $pecialnej toxicity, ktoré zahfaju:
1. testy reprodukcnej toxicity, ktoré prebiehajii na samcich aj samicich zvieracich
modeloch.
2. testy genotoxicity (mutagenity), ktorych ciel'om je rozpoznat’ potencionalne mutécie
¢1 poskodenie chromozémov buniek.

3. testy karcinogenity, ktoré odhalia pripadny kancerogenny efekt na organizmus.
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4. testy lokélnej tolerancie, pri ktorych sa cesta podania substancie musi zhodovat’ so
zamys$lanou cestou podania huménnym subjektom v klinickom hodnoteni

(Brodniewicz-Proba, 2008, WHO, 2004, Honek, 2017, Mohs a kol., 2017).

3.5 Klinické hodnotenie lie¢iv

Ak potencionalne liecivo uspesne prejde preklinickou fazou vyskumu, postupuje do
klinického hodnotenia na Tl'udskych subjektoch, ktoré sa deli do 4 fazi, ktoré na seba
nadvézuju, pripadne sa moézu CiastoCne prekryvat. Zakladné znaky jednotlivych fazi
mdzeme vidiet’ v tabul’ke 1.

1. Féaza— prvé podanie lieciva cloveku

2. Faza —ivodna klinicka Studia

3. Faza —rozSirena klinicka Studia

4. Faza — post-marketingova Studia
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Tab. 1 Typické charakteristiky fazi 1-4 klinického hodnotenia lieciv.

1.faza 2.faza 3.faza 4.faza
prvé prvé podanie roz§irena post-
podanie pacientom Studia marketingova
¢loveku Studia
Pocet 10-100 50-500 stovky—tisicky tisicky
subjektov subjektov subjektov subjektov subjektov
Druh zdravi pacienti pacienti pacienti
subjektov dobrovolnici,
vynimocne
pacienti
Typ otvorena randomizovana, randomizovana, otvorena
Studie stadia kontrolovana, kontrolovana, Stadia
moze byt moze byt
zaslepena zaslepena
Ciel’ bezpecnost’, ucéinnost’, potvrdenie NU,
Studie znasanlivost’  rozsah davok ucinku vo compliance,
viacsej LI
populacii
Trvanie mesiace az 1 1-2 roky 3-5 rokov variabilné
rok
Naklady 10 mil.USD 20 mil.USD 50-100 -
mil.USD
Uspesnost’ 50 % 30 % 25-50% -

Modifikované podl'a: Goodman a kol. (2011)

V pociatocnej f4zi dochadza k prvému podaniu testovanej substancie ¢loveku. Testuje

sa na malom pocte zdravych dobrovol'nikov (10-20 0s6b), vynimo¢ne na pacientoch, napr.

pacientoch s onkologickym ochorenim, kde je podanie latky zdravému ¢loveku nevhodné

alebo v pripade, ked’ neti€inkuje Ziadna dostupnd liecba. V tejto fazi st zndme informacie o

liecive vyplyvajuce len z preklinického hodnotenia, preto je potrebna vysoka opatrnost’ pri

podavani lie¢iva a preto sa obvykle podava len jednorédzovo alebo kratkodobo. Do klinického
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hodnotenia lie¢iv nesmu byt zaradené zranite'né osoby ako su napriklad deti a tehotné Zeny.
Cielom je overit’ bezpecnost’, toleranciu a znaSanlivost’ hodnotenej latky a ziskat’ zakladné
informacie o farmakokinetike a farmakodynamike latky v Tudskom organizme
(Brodniewicz-Proba, 2008, Souckova, 2015, Starobova, 2006).

Ak je lie¢ivo v prvej fazi KHL vyhodnotené ako bezpeéné pokracuje do druhej faze. V
uvodnej klinickej Studii sa lieivo po prvy krat podava malému poctu — desiatky az stovky —
pacientov v predpokladanej indikécii. Cielom je overit’ a doplnit’ farmakologické udaje,
sledovat’ neziadice ucinky atd’. Hlavnym cielom ale zostava hodnotenie bezpecnosti a
tolerancie latky (Brodniewicz-Proba, 2008).

V tretej fazi je cielom stanovenie terapeutickej hodnoty (pomer benefit/risk),
preukazuje sa ucinnost’ a bezpecnost’ latky na vel’kom pocte pacientov — stovky az tisice.
Jedna sa o multicentrické Studie, ktoré prebiehaju vo viacerych Statoch a taktiez vo viacerych
klinickych centrach. Dopliuji sa taktiez udaje o farmakokinetike, farmakodynamike a
neziadtcich u¢inkoch latky. Studie v tretej fazi st ¢asto:

1. Kontrolované — lieCivy pripravok je porovnavany s kontrolnou skupinou, ktorou
mdze byt placebo (neti¢inna latka v rovnakej liekovej forme ako hodnoteny liecivy
pripravok) alebo Standardna liecba daného ochorenia (komparator).

2. Randomizované — subjekty hodnotenia su nahodne rozdeleni do pokusnych skupin.

3. Zaslepené — pouziva sa z dovodu zvysenia objektivity experimentu. Pacient nevie
do akej pokusnej skupiny bol zaradeny, a teda ¢i uZiva liek alebo placebo.

4. Dvojito zaslepené — pacient ani lekar nevedia do akej pokusnej skupiny bol pacient
zaradeny. PouZiva sa v pripade ak porovnavame latky s rozdielnymi liekovymi
formami, napr. tablet a injekénd forma pripravku. Pacient v tomto pripade uZiva
obe formy (Suchy, 2009).

Po ukonceni rozsirenej klinickej Stidie podava vyrobca Ziadost’ o registraciu lie€iva na
SUKL. Nasledne ak je lie¢ivo Gspesne zaregistrované a pouzivané k terapii nastava 4. faza
vyvoja — post-marketingova Stidia. Hlavnym cielom post-marketingove;j stadie je sledovat’
bezpecnost’, detekovat’ vzacne neZiadlice u€inky latky, ktoré je mozné odhalit’ len na velkom
pocte pacientov. Sleduje sa taktieZ vyskyt novych liekovych interakcii a ucinky pri
dlhodobom podévani.

Tato faza trva aj niekolko rokov a je zaloZena na spontannom hlaseni neziaducich
ucinkov. Ziskané informdcie slizia k doplneniu registracného materidlu, prehodnoteniu
pouzivania lie€iva. Niekedy moZe nastat’ situdcia, Ze lieCivo je na zéklade informacii z post-
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marketingovej Stadie stiahnuté z trhu na zéklade rozhodnutia vyrobcu alebo kontrolného

uradu (Souckova, 2015, Starobova, 2006).

Klinické hodnotenie lieciv (KHL) povoluje prislusna Statna autorita. Po¢as KLH je
nutné postupovat’ podla zasad spravnej klinickej praxe (GCP), Studovana latka sa testuje na
zdravych dobrovolnikoch aj pacientoch. Cielom KHL je preukézat’ terapeuticka ucinnost’,
bezpecnost v stanovenych indikacidch a davkach, stanovit neziadice ucinky,

kontraindikacie a liekové interakcie testovanej substancie (Rang, Dale, 2012).

3.6 Preklinické a klinické Stidie generickych liekov

Genericky lie€ivy pripravok je pripravok, ktory obsahuje rovnaku lie€iva latku, ma
rovnak silu, liekova formu a cestu podania ako originalny liecivy pripravok (FDA, 2017.

V momente, ked vyprSi origindlnemu lie¢ivému pripravku patentova ochrana, je
umoznené generickym pripravkom vstlipit na trh. Podmienkou registracie generika je
preukdzanie jeho farmakokinetickej bioekvivalencie s referenénym lie¢ivym pripravkom.
Ak je preukazana bioekvivalencia, predpoklada sa, ze sa vysledky a zistenia v preklinickych
aj klinickych $tadii orgindlneho pripravku budt vzt'ahovat aj na pripravok genericky
vzhl'adom na jeho vel'mi podobné zloZenie (Andrade, 2015).

Ciel'om bioekvivalen¢nych studii je preukézat’ zhodné vlastnosti generika s originadlom.
V ramci tychto $tadii sa hodnoti len farmakokinetika, ked’ze vlastnosti origindlu uz pozname

a u generika predpokladdme podobné vlastnosti (Andrade, 2015).

Sleduju sa zakladné parametry ako st plocha pod krivkou (AUC), maximalna
koncentracia (Cmax), Cas maximalnej koncentracie od podania (Tmax) a Cas dosiahnutia
polovice maximalnej koncentracie (Ti2). Hodnoty tychto parametrov musia byt s 90 %
spolahlivostou v rozmedzi 80 — 125 % referencného lieciva, vtedy moéZeme povedat’, ze

pripravky st navzdjom zamenitelné (Andrade, 2015, Brodniewicz-Proba, 2008).

3.7 Invitro testy viability a cytotoxicity

In vitro testy cytotoxicity novo nasyntetizovanych latok st zdkladnymi testami v
preklinickom $tadiu vyskumu liec¢iv. Predchadzaji testom na zvieracich modeloch a st

sucast’ou zékladného screeningu pri vyvoji lieciv.
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Pri vybere vhodnej metody testovania viability (zivotaschopnosti) buniek musime brat’
do tvahy viacero faktorov. Je potrebné si uvedomit’ aky vystup nam dand metoéda poskytne,
ako meriania korelujii s viabilitou buniek a aké st limitacie pouzitych reagentov a
chemikalii.

Dnes su k dispozicii rozne typy testov, ktoré sa liSia vo svojich meraniach a vystupoch
— testy zalozené na urceni poctu mftvych buniek (testy cytotoxicity), testy indikujiice pocet
zivych buniek (testy wviability), testy udavajuce celkovy pocet buniek, pripadne
mechanizmus bunkovej smrti (napr. apoptoza) (Promega, 2006).

Testy indikujuce pocet zivych buniek st zalozené na detekcii metabolickych
biomarkerov ako st napriklad aktivita ATP a mitochondridlnej reduktazy ¢i aktivita
homeostatickych (“housekeeping”) enzymov. Téato enzymova aktivita je priamo Gmerna

poctu zivych buniek (Niles a kol., 2009).

3.8 Antimykobakteriilne posobiace latky

Medzi hlavné mykobakterialne infekcie vyskytujuce sa u ¢loveka patria tuberkul6za,
spOsobend infekénym agens Mycobacterium tuberculosis a lepra, ktorej povodcom je
Mycobacterium leprae. Velkym problémom u mykobakteridlnych infekcii je rezistencia
mykobaktérii k vicSine antibiotik. Mycobakteridlna infekcia sa taktiez moze urcity cas
nachadzat’ v latentnej (spiacej) fazi, co vo vysledku vedie k uplnej rezistencii k vacSine
lie¢iv, pripadne k velmi nizkemu uéinku tychto lie¢iv. Daldim aspektom neuéinnosti
mnohych latok je mykobakteralna bunkova stena bohata na lipidy, ktora je nepriepustna pre
mnoho latok (Katzung a kol., 2012, Rang, Dale, 2012).

V liecbe mykobakteridlnych infekcii je nutné pouZzit’ kombinaciu 2 a viacerych lieCiv,
aby sme prediSli rozvoju rezistencie. Terapia trva mesiace aZ roky, pretoze odpoved’
infekéného agens na lieCbu je pomald. Liecba tuberkuldzy spociva v inicidlnom podavani
Stvorkombindcie isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol alebo streptomycin po dobu
priblizne 2 mesiacov. V pokracovacej fazi, po dobu 4 mesiacov, je podavana
dvojkombinacia isoniazid a rifampicin. Pri zlyhani terapie prvou liniou lieciv s
antimykobakteridlnym G¢inkom sa prechddza na kombindcie s druhou liniou

antituberkulotik, vid’. Tab.2. (Katzung a kol., 2012, Ritter a kol., 2008).
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Tab. 2 Antimikrobialne latky v terapii tuberkul6zy.

Liecivo

Davka (dospeli)

Prva linia (poradie podPla preferencie)

Isoniazid 300 mg/d

Rifampicin 600 mg/d
Pyrazinamid 25 mg/kg/d
Etambutol 15-25 mg/kg/d
Streptomycin 15 mg/kg/d

Druha linia

Amikacin 15 mg/kg/d

Kyselina aminosalicylova 8-12 g/d
Kapreomycin 15 mg/kg/d
Ciprofloxacin 1500 mg/d, rozdelena
Klofazimin 200 mg/d

Cykloserin 500-1000 mg/d, rozdelena
Etionamid 500-750 mg/d
Levofloxacin 500 mg/d

Rifabutin 300 mg/d

Rifapentin 600 mg 1-2x tyzdenne

Modifikované podla: Katzung a kol. (2012)

Medzi najucinnejSie latky vyuzivané v terapii tuberkulézy patri

charakterizovany malou molekulou a dobrou rozpustnost'ou vo vode. Po chemickej stranke
sa jedna o hydrazid kyseliny nikotinovej, vid’ Obr. 4. Isoniazid je proliecivo, jeho aktivna
forma vznikd po aktivacii bakteridlnymi enzymami. Mechanizmus u¢€inku spociva
v inhibicii syntézy kyseliny mykolovej, ktord je nevyhnutnou stcastou mykobakterialne;
bunkovej steny. Liecivo sa absorbuje z gastrointestinalneho traktu, metabolizmus prebieha
v peceni, acetyldciou prostrednictvom pecenovej N-acetyltransferdzy. Metabolizmus
isoniazidu je zavisly na genetickych faktoroch, urychlych acetylatorov je plazmaticky
polocas rovny 1 hodine, naopak u pomalych acetylatorov sa plazmaticky polo¢as pohybuje
okolo 3 hodin, preto je u nich liecba efektivnejSia. Neziaduce Gc€inky sprevadzajlce terapiu
isoniazidom su zavislé na davke lieCiva, medzi najcastejSie patri alergickd koZzna reakcia
Dal§imi neziadicimi u¢inkami st hortcka,

prejavujuca sa napriklad vyrdzkou.
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hematologicka toxicita, nespavost’, lieckovo navodeny lupus erythematosus, neuropatia.
Najzavaznej$im neziadiicim G¢inkom je hepatotoxicita, ktora moéze byt az fatalna. Isoniazid
je silnym inhibitorom isoforiem cytochromu P450 — CYP 2C19, CYP 3A4 aslabym
inhibitorom isoformy CYP 2D6, moze preto dochddzat k znizenej exkrécii suCasne
podavanych lieciv, ktoré sa metabolizuju cez tieto isoformy, Co vedie k zvySenej
plazmatickej koncentracii danych lieciv. Medzi lie€iva, ktoré takto interaguju s isoniazidom
patria napriklad antikonvulziva karbamazepin a fenytoin (Katzung a kol., 2012, Ritter a kol.,

2008, Rang, Dale, 2012, Goodman a kol., 2011, Martinkova, 2018).

N
X

Z

CONHNH,

Isoniazid

Obr. 4 Chemicka Struktura isoniazidu.
Prevzaté z: Katzung a kol. (2012)

3.9 Testované latky

Testované latky maju antimykobakterialné posobenie. Zakladna Struktira (vid’ Obr. 5)
je odvodena od antituberkulotika isoniazidu. V tabulke 3 moZeme vidiet' prehl'ad
chemickych nazvov a molekulovych hmotnosti jednotlivych latok. Jednotlivé latky su estery
odvodené od zakladnej Struktiry, liSiace sa substituentom R. Prehl'ad substituentov R na
zékladnej Struktire je uvedeny v tabulke 4. Struktirny vzorec latky HE-INAFT je

znézorneny osobitne na obrazku 6.
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Tab. 3 Prehl'ad testovanych latok, ich chemicky nazov a molekulova hmotnost’.

Latka Chemicky nazov Mr
HE-4H fenyl-(£)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 283,29
HE-4Me p-tolyl-(E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 297,31
HE-40Me 4-methoxyfenyl-(E)-2-(2- 313,31
isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat
HE-4F 4-fluorfenyl-(E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 301,28
HE-4Cl 4-chlorfenyl-(E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 317,73
HE-4Br 4-bromfenyl-(E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 362,18
HE-IRGAS  5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenyl-(£)-2-(2- 478,71
isonikotinoylhydrazinyliden)propanoéat
HE-THYM  4-isopropyl-2-methylfenyl-(£)-2-(2- 339,40
isonikotinoylhydrazinyliden)propanoéat
HE-INAFT  naftalen-1-yl-(E)-2-(2-isonikotinoylhydrazinyliden)propanoat 333,35
N\
l =

CHj

Obr. 5 Vseobecna sStruktura latok HE-4H az HE-THYM, odvodena od isoniazidu (zvyraznena

Cast).
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Tab. 4 Prehl’ad substituentov R u jednotlivych testovanych latok.

Latka R

HE-4H H

HE-4Me 4-CHs

HE-4OMe 4-CH30

HE-4F 4-F

HE-4Cl 4-Cl

HE-4Br 4-Br

HE-IRGAS 5-Cl-2-(2,4-dichlorfenoxy)

HE-THYM 2-CHj3-4-isopropyl

N
| S
Z
N i /|
CHj;

Obr. 6 Struktura latky HE-INAFT, odvodena od isoniazidu (zvyraznena Gast).
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4 Ciel prace

Hlavnym cielom diplomovej prace bolo posudit’ cytotoxicitu novo nasyntetizovanych
latok, potencionalnych antimykobakteridlne pdsobiacich lieCiv, na Zivotaschopnost’ buniek
hepatocelularného karcinomu (bunkovej linie HepG2) v in vitro podmienkach po 24 resp.
48 hodinovom posobeni studovanych latok na bunky.

Sucasne bolo potrebné teoretické stidium dostupnych informécii zo zadanych zdrojov

a databaz.
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S Experimentalna ¢ast’

5.1

Material

Centrifugaéna skamavka so §rubovacim uzaverom (TPP, Svajéiarsko)
Jednokanalové pipety (Eppendorf, USA)

Kultivaéné fPage (TPP, Svajéiarsko)

Mikroskumavky (Eppendorf, USA)

Sklenené Pasteurove pipety (Sigma Aldrich, USA)

Sterilné nepyrogenné pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Svajéiarsko)
Sterilné polypropylenové falkonky (TPP, Svajéiarsko)
Sterilné Spicky (Eppendorf, USA)

Viackanalové pipety (Eppendorf, USA)

96-jamkové kultivaéné dosticky (TPP, Svajéiarsko)
Nesterilné latexové rukavice (VWR, USA)

5.2 Chemikalie

CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega,
USA)
Dimetylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich, USA)
Etanol denaturovany 70 %
Fostatovy pufor (PBS, pfipraveny na pracovisti)
Kultivacné médium DMEM (Sigma Aldrich, USA)
Fetalne bovinné sérum (Biotech)
Neesencidlne aminokyseliny (Sigma Aldrich, USA)
0,25% Trypsin-EDTA Solution (Sigma Aldrich, USA)
Testované latky s oznaenim:

o HE-4H

o HE-4Me

o HE-40Me

o HE-4F

o HE-4Cl
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o HE-Br

o HE-IRGAS
o HE-THYM
o HE-INAFT

5.3 Pristrojové vybavenie

e Analytické vahy (Boeco, Nemecko)

e Box s laminarnym pradenim (TopSafe 1.8 Bioair Instruments, Taliansko)
¢ Bunkovy inkubéator (Sanyo, Japonsko)

¢ Dostickovy spektrofotometer Infinite M200 TECAN (Nemecko)

e Miesacka

¢ Plynovy kahan

e Svetelny mikroskop (Optika Microscopes, Taliansko)

e Vakuova odsévacka

e Vodna kupel TW12 (Julabo, Nemecko)

5.4 Bunkovy model

Pri in vitro testovani viability sme pouzili bunkovu liniu HepG2.

HepG2 bunkova linia znazornend na Obr. 7 pochadza z dobre diferencovaného
hepatocelularného karcindomu, ktory je celosvetovo piatym najcastejSim nadorovym
ochorenim. Vyhodnymi vlastnostami HepG2 bunkovej linie su jej neobmedzena zivotnost,
stabilny fenotyp, vysoka dostupnost’ a predovsetkym I'ahka manipulacia s bunkami (Donato,
2015). Téato bunkova linia ma vysoky proliferacny potencidl. Je vhodna a preto aj
najCastejS§ie pouzivana Vv in vitro testoch metabolizmu a hepatotoxicity novo
nasyntetizovanych lie¢iv ako lacnejSia a dostupnejSia alternativa primarnych l'udskych

hepatocytov v pociato¢nych fazach vyskumu (Fanelli, 2016).
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HepG2 Cells

Obr. 7 Bunkova linia HepG2 pod mikroskopom.
Prevzaté z: Fanelli (2016)

5.5 Metodika
5.5.1 CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS)

MTS test je kolorimetrickd metdda, ktora sluzi na detekciu poctu Zivych buniek pri
testovani cytotoxicity latok zamyslanych k terapeutickému pouZzitiu. VyuZziva schopnost’
viabilnych buniek redukovat’ zluceninu tetrazolia, [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS), v pritomnosti PMS
(fenazin metosulfatu) na farebny produkt, formazan, ktory je rozpustny v médiu. Reakcia
premeny Zzlto sfarbeného MTS na purpurovy formazan je znazornena na Obr. 8 (Peternel et
al., 2009, Arab et al., 2016, Belcher a kol., 2017).

Konverziu MTS na vo vode rozpustny formazan zabezpecuju enzymy dehydrogenazy,
ktoré st pritomné v metabolicky aktivnych bunkach. Nasledne je merand absorbancia
priamo z 96-jamkovej dosticky, kde su kultivované bunky a to pri vinovej dizke 490
nanometrov. Absorbancia je priamo imerna mnozstvu vzniknutého formazanu. Plati teda,
ze s klesajiicou viabilitou buniek klesa ich schopnost’ produkovat’ farbivo a preto analogicky

klesa aj hodnota absorbancie (Promega, 2020, Anonym, 2020, Teicher, Andrews, 2004).
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Obr. 8 Redukcia MTS na formazan.
Prevzaté z: Kuete a kol. (2017)

5.5.2 Kultivacia buniek

Bunky bunkovej linie HepG2 sme kultivovali v kultivacnych fTasSkéch za pouzitia
média DMEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium doplnené o 10 % FBS (fetalne
bovinné sérum) al % neesencidlnych aminokyselin. Kultivovali sme v bunkovom
inkubétori pri teplote 37 °C a 5% CO; a vo vlh¢enej atmosfére, pretoze tieto podmienky sa
najviac priblizuju podmienkam in vivo. Pravidelne sme mikroskopicky kontrolovali uroven

proliferacie buniek a ak bola dostato¢na (priblizne 80%) bunky sme pasazovali.

5.5.3 Pasazovanie buniek

Pasazovanie prebiehalo v lamindrnom boxe. Do boxu sme si pripravili v§etky potrebné
sterilné pomocky, pricom médium, trypsin a fosfatovy pufor sme pred tym zahriali vo
vodnom kupeli na 37 °C, aby sme bunkam nespdsobili teplotny Sok. Pracovali sme za
aseptickych podmienok. VSetky pomocky a chemikalie potrebné k pasazi buniek sme pred
vstupom do laminarneho boxu oSetrili 70% etanolom, aby sme prediSli kontaminacii, ktora
by nésledne mohla sposobit’ skreslené vysledky testu.

Z kutivacnej fl'aSe s bunkami sme opatrne odsali sklenenou Pasteurovou pipetou staré
médium. Nésledne sme k bunkam pridali 6 ml fosfatového pufru (PBS), aby sme odstranili
zbytky starého média, potom sme PBS odsali sklenenou Pasteurovou pipetou a pridali sme
3 ml trypsinu, ktory napomohol bunkdm uvolnit’ sa z povrchu kultiva¢nej nddoby. Bunky
sme vloZili na par minat spat’ do inkubatora, ¢im sme eSte viac podporili ich uvolnenie z
povrchu kultivacne;j flaSe.

Do novej kultivacnej flase sme napipetovali Cerstvé medium DMEM. Po chvili sme

vybrali bunky z inkubatora a mechanickym poklepanim steny nadoby o dlan sme eSte
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napomohli ich uvolneniu. K bunkdm sme pridali 3 ml média na neutralizaciu trypsinu, ktory
by bol pre ne pri dlh§om pdsobeni toxicky. Roztok sme rozsuspendovali za pravidelného
nasavania a vypustania suspenzie pipetou pritlacenou o stenu nadoby. Nasledne sme Cast’
suspenzie pridali k médiu do novej kultivacnej fT'ase a novu pasaz sme ulozili na kultivaciu
do inkubatora.

Zbytok suspenzie sme nariedili za pouzitia média na pozadovanu koncentraciu buniek

(t.j. 200 000 buniek na 1 ml).

5.5.4 Nasadenie buniek na dosticku

Pomocou multikanalovej pipety sme nasadili 100 ul suspenzie buniek do kazdej jamky
96-jamkovej dosticky, kultivovali sme 24 hodin v bunkovom inkubatore pri teplote 37 °C
a5 % obsahu CO; a vo vlhéenej atmosfére. Pripravili sme aj kontrolnu dosticku, kde sme
napipetovali do kazdej jamky 100 pl média bez buniek.

Po uplynuti 24 hodin sme k bunkam pridavali roztoky testovanych latok. Obvodové
jamky dosticky sme nevyuzivali priamo na testovanie, ked’Ze tekutina v nich ma tendenciu

vysychat’, ¢o by viedlo k thynu buniek.

5.5.5 Priprava roztokov testovanych latok

Testovali sme 9 latok, kazd z nich sme testovali v 9 koncentraciach — 1000, 500, 250,
100, 50, 25, 10, 5a 1 uM.

Pripravili sme si zasobné roztoky kazdej latky o 9 r6znych koncentraciach, a to 100,
50,10 a 1 mM. PoZadované koncentracie testovanych latok v jamkach 96-jamkovej dosticky
sme ziskali riedenim zasobnych roztokov latok dimetylsulfoxidom (DMSO) do kone¢ného
objemu 1 ml podl'a tabulky 5.

K riedeniu roztoku o vysSej koncentracii na roztok o nizSej koncentracii sme pouzili

zmieSavaciu rovnicu.

Ci-Vi=C2- V2
Vi=Cs- Vo Cy
Vbmso = V2-Vi

V1 = objem zasobného (koncentrovanejSieho) roztoku testovanej latky v ml

V> = objem roztoku testovanej latky o pozadovanej koncentracii v ml (vzdy 1 ml)

33



Ci = koncentrécia zasobného (koncentrovanejSieho) roztoku testovanej latky

C> = pozadovana koncentrécia testovanej latky

Vbwmso = objem dimetylsulfoxidu

Tab. 5 Riedenie zadsobnych roztokov testovanych latok na pozadované koncentracie.
Riedenim vznikol 1 ml roztoku latok v DMEM médiu. Pomocou DMSO bola upravena
celkova koncentracia tohto rozpustadla v médiu na 1 %.

Pozadované koncentracie Zasobné koncentricie testovanych latok

testovanych latok

100mM S0mM 10mM 1mM

DMSO

1000 pM

500 pM

250 pM

100 pM

50 pM

25 pM

10 pM

SpM

1 pM

1% DMSO

10% DMSO

10 pl

10 pl

Sul

2ul

1wl

0,5 ul
1wl
0,5 ul

8 ul

oul

9,5 ul

10 pl

100 pl
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5.5.6 Stidium cytotoxicity

Po 24 hodinach kultivacie buniek na 96-jamkovej dosti¢ke sme k nim pridavali roztoky
testovanych latok. Zaroven bola pouzita kontrola 100 % toxicity, t.j. pozitivna kontrola
(bunky v médiu s 10 % roztokom DMSO, ktory je pre bunky toxicky) a kontrola vplyvu
DMSO na bunky, t.j. negativna kontrola (bunky v médiu s 1 % roztokom DMSO, ktory je
pre bunky netoxicky), vid'. Obr. 9. Po pridani testovanych latok k bunkdm, sme bunky uloZzili
do inkubatora na kultivaciu po dobu 24 resp. 48 hodin za Standardnych podmienok. Po
uplynuti tohto ¢asu sme do jamiek pridali MTS z kitu CellTiter 96 a inkubovali sme 2
hodiny. Po uplynuti inkubacnej doby sme vybrali plato z inkubatora a nechali ho vychladnat’

na pokojovu teplotu, potom sme zmerali absorbanciu pri 490 nm.

Obr. 9 96-jamkova dosticka s 2 testovanymi latkami v koncentracnom rozmedzi 1-1000 pl, do
obvodovych jamiek bolo napipetované PBS, aby sa prediSlo vysychaniu buniek.

5.5.7 Vyhodnotenie experimentu

Vyhodnocovali sme pocet zivych buniek kolorimetricku metédou za pouzitia MTS,
kde dochéadza k redukcii pridaného MTS viabilnymi bunkami. Pri tejto reakcii dochadza k
vzniku farbiva, nazyvaného formazan, ktoré je rozpustné v médiu.

Pre vyhodnotenie experimentu sme merali absorbanciu pomocou dostickového
spektrofotometra pri vinovej dizke 490 nm. Namerané hodnoty sme spracovali v programe
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Microsoft Excel a $tatisticky vyhodnotili v programe GraphPad Prism 8. Z hodndt namerane;j
absorbancie sme vypocitali parametre ako st smerodatnd odchylka a percento viability
buniek.

Graficky sme zobrazili vysledky taktiez pomocou programu GraphPad Prism 8, kde
sme vyuzivali nasledujici parameter: percento viability, koncentracia testovanej latky a
smerodatnd odchylka odpovedajuca danému percentu viability. Vypocitali sme, taktiez
pomocou tohto programu, hodnoty strednych inhibi¢nych koncentracii ICso pre vSetky
testované latky. Hodnota parametru ICso udava koncentraciu latky, ktora je potrebna na
znizenie viability buniek o 50 %. Plati vztah, ze ¢im nizSia je hodnota ICso, tym nizsia
koncentrécia testovanej latky je pre bunky toxicka, teda latka s nizSou hodnotou ICso je pre
organizmus viac toxicka ako latka s vySSou hodnotou, pretoze k usmrteniu buniek staci

niz8ia koncentracia hodnotenej latky.
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6 Vysledky

Vyhodnotili sme viabilitu buniek bunkovej linie HepG2 po 24 a 48 hodinovej inkubacii
s testovanymi latkami. Vysledky experimentu si znazornené graficky ako percento viability
buniek v zavislosti na koncentracii testovanej latky na Obr. 10 az Obr. 27. Tabul'ka 6 uvadza
suhrn hodnét ICso pre jednotlivé testované latky.

Z tabulky 6 je patrné, Ze najviac cytotoxicka bola latka HE-IRGAS, naopak latka

HE-4H bola pre bunky v testovanom koncentra¢nom rozmedzi prakticky netoxicka.

Tab. 6 Prehl'ad hodndt ICsg testovanych latok po 24 a 48 hodinovej inkubacii.

Latka ICsopo 24 h ICsopo 48 h
HE-4H NS NS
HE-4Me 4047 uM 48887 uM
HE-40OMe 4871 uM 13722 uM
HE-4F 4848 uM 2552 uM
HE-4Cl 5753 uM 3858 uM
HE-4Br 2195 uM NS
HE-IRGAS 227,9 uM 34,77 uM
HE-THYM 1723 uM 6425 uM
HE-INAFT 807,2 uM 539 uM

37



6.1 Latka HE-4H

Na obrazku 10 je znazornena viabilita buniek po inkubdcii s latkou HE-4H po dobu 24
hodin. Viabilita po inkubacii po dobu 48 hodin je znazornena na obrazku 11. Latka HE-4H
bola pre bunky linie HepG2 prakticky netoxicka ako po 24 tak aj po 48 hodinovej inkubacii.

Hodnota ICso sa v tomto pripade nedala stanovit’ (NS).

HE-4H
IC50= NS
150+
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%
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Obr. 10 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-4H.
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Obr. 11 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-4H.
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6.2 Latka HE-4Me

Latka HE-4Me vykazovala cytotoxicky efekt na bunky az v koncentraciach znacne
prevysujucich niekol’ko stoviek uM po 24 hodinovom pdsobeni (Obr. 12). Po 48 hodinach
inkubacie sme opét’ pozorovali rovnaky efekt (Obr. 13). Hodnota ICso u tejto latky znacne

prevySovala najvysSiu testovanu koncentraciu, litka HE-4Me bola v testovanych

koncentraciach pre bunky netoxicka.

HE-4Me
ICso >1000 l,lM
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Obr. 12 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinove;j aplikacii latky HE-4Me.
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Obr. 13 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-4Me.
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6.3 Latka HE-4OMe

Pri testovani viability buniek bunkovej linie HepG2 sme u latky HE-4OMe pozorovali
cytotoxicky efekt az pri koncentracii radovo v niekol'ko stovkach pM (Obr. 14, 15), mo6zeme
teda povedat’, ze latka aj v tomto pripade nebola v testovanych koncentraciach cytotoxicka.

Hodnota ICso vypocitana pomocou software GraphPad PRISM mnohonasobne prevySovala

najvyssiu testovanu koncentraciu.

HE-40Me
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Obr. 14 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-4OMe.
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Obr. 15 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-4OMe.
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6.4 Latka HE-4F

Na obrazkoch 16 a 17 mozeme pozorovat, ze Studovand latka HE-4F vykazovala
mierne znizenie viability buniek linie HepG2 az v koncentracidch znacne prevySujucich
niekol’ko stoviek uM po 24 hodinovom pdsobeni. Po 48 hodinach inkubacie sme pozorovali

rovnaky efekt, avsak Studovana latka pdsobila cytotoxicky uz pri nizsich koncentraciach.

HE-4F
ICso > 1000 uM
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Obr. 16 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-4F.
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Obr. 17 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinove;j aplikacii latky HE-4F.
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6.5 Latka HE-4Cl

Grafické znazornenie na obrazkoch 18 a 19 znazoriuje vplyv latky HE-4Cl na viabilitu
buniek bunkovej linie HepG2. Z grafov je patrné, Ze latka pdsobila cytotoxicky az vo
vysokych koncentraciach, moézeme konstatovat’, ze v testovanom koncentranom rozmedzi
bola latka HE-4ClI netoxicka. Aj u tejto latky sme zaznamenali vysoké hodnoty ICso.
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Obr. 18 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-4CL.
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Obr. 19 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinove;j aplikacii latky HE-4Cl.
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6.6 Latka HE-Br

Latka HE-Br vykazovala cytotoxicky efekt na bunky linie HepG2 az vo
vysokych koncentraciach, podobne ako predchadzajuce latky. Hodnota ICso po 24
hodinovom pdsobeni bola vysSia ako najvysSia testovana koncentracia (vid. Obr.20),

hodnota ICso po 48 hodinovom pdsobeni sa v tomto pripade nedala stanovit’ (vid’. Obr.21).
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Obr. 20 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinove;j aplikacii latky HE-Br.
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Obr. 21 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-Br.

43



6.7 Latka HE-IRGAS

Latka HE-IRGAS bola, spomedzi vSetkych testovanych latok, pre bunky bunkovej linie
HepG2 najviac cytotoxické ako po 24, tak aj po 48 hodinach inkubécie (moZeme vidiet’ na
obrazkoch 22, 23). Pokles viability buniek o 50% bol zaznamenany pri koncentracii 227,9
UM po 24 hodinach respektive 34,77 uM po 48 hodinach inkubacie.
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Obr. 22 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-IRGAS.
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Obr. 23 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-IRGAS.
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6.8 Latka HE-THYM

U latky HE-THYM sme pozorovali cytotoxické pdsobenie po 24 hodinach inkubacie
pri koncentracii radovo v stovkach uM (Obr. 24). Rovnaky efekt tejto latky bol pozorovany
aj po 48 hodinovej inkubacii (Obr. 25). Hodnota ICso po 24 hodinach bola mierne zvySena

oproti najvyssej testovanej koncentracii, po 48 hodinach bola tdto hodnota uz radovo

omnoho vyssia.
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Obr. 24Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-THYM.
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Obr. 25 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-THYM.
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6.9 Latka HE-INAFT

Na obrazku 26 mézeme pozorovat’, ze latka HE-INAFT posobila na bunky linie
HepG2 cytotoxicky v koncentracii niekol’ko stovkdch uM po 24 hodinovej inkubdcii. Z
obrazka 27 vyplyva, ze po 48 hodinach vykazovala latka toxicitu uz pri nizsich
koncentraciach. Pokles viability o 50% nastal pri koncentracii radovo v stovkach uM.
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Obr. 26 Viabilita HepG2 buniek po 24 hodinovej aplikacii latky HE-INAFT.
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Obr. 27 Viabilita HepG2 buniek po 48 hodinovej aplikacii latky HE-1NAFT.
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7 Diskusia

Vyvoj novych lie¢iv ma vyznamné miesto v modernom zdravotnictve. Vyvoj nového
lieku prinaSa moznosti do terapie doposial’ nelieCitelnych chordb, pripadne dochadza k
zlepseniu vlastnosti doposial’ pouzivanych lieCiv v terapii ¢i elimindcii ich neziaducich
ucinkov. Zékladnymi parametrami lieCiva st jeho ucinnost’, bezpecnost’ a kvalita, preto je
nevyhnutné pred uvedenim lieCiva na trh urobit’ mnozstvo testov, ktoré¢ zahfiiaju aj testy
cytotoxicity (Svihovec a kol., 2018).

Tuberkuldza je celosvetovo jednym z najcastejSich mykobakteridlnych ochoreni. Jedna
sa o infekéné ochorenie, ktorého povodcom je Mycobacterium tuberculosis. V poslednych
rokoch boli zaznamenané Coraz CcastejSie pripady vyskytu rezistentnych kmenov
mykobaktérii voci dostupnym antituberkulotikam a taktiez oraz CastejSie pripady vyskytu
multirezistentnych kmenov. Rezistencia je zdvazny problém, ktory vznika nasledkom
génovej mutacie v M. tuberculosis. V klinickej praxi sa jej snazime predchadzat’
kombinéciou viacerych dostupnych antituberkulotik. Vzdy je nutné v terapii pouzit
kombindciu minimalne 2 lieCiv s antimykobakteridlnym posobenim. Zakladni schému
terapie tvori inicidlne podavanie Stvorkombinécie lie€iv (isoniazid, rifampicin, pyrazinamid
a etambutol alebo streptomycin) po dobu 2 mesiacov, nasledne sa 4 mesiace podava
dvojkombinacia lie€iv (isoniazid, rifampicin). K vzniku multirezistentnych kmenov baktérii
vyznamne prispieva aj non-compliance zo strany pacientov, ktord taktiez prispieva aj k
zvysujucej sa mortalite. Prave z dovodu Coraz CastejSieho vyskytu multirezistencie je nutné
vyvijat' nové latky s antimykobakterialnou aktivitou. Dal§im stimulom pre vyvoj novych
antituberkulotik moze byt relativne vysoky hepatotoxicky potencial sti€asne pouzivanych
antimykobakteralnych lie€iv, pricom kombindcia viacerych antituberkulotik vykazuje
synergisticky U¢inok na hepatotoxicitu v porovnani s monoterapiou. LepSie poznanie
mykobaktérii by mohlo byt napomocné pri vyvoji novych lieciv, resp. hl'adani novych
cielov, voci ktorym bude u¢inok lie€iva zamerany (Palomino, Martin, 2014, Katzung a kol.,
2012, Singh a kol., 2011).

V experimentalnej Casti diplomovej prace sme sa zaoberali Studiom cytotoxicity latok
s preukdzanym antimykobakteridlnym pdsobenim. Zakladnd chemickd Struktura
testovanych novo nasyntetizovanych latok je odvodend od antituberkulotika isoniazidu,
ktoré je lieCivom prvej linie v terapii tuberkul6zy. Jednotlivé latky sa odliSuju substituentom

R na zékladnej Strukture.
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Viabilita buniek bola hodnotend in vitro po 24 a 48 hodindch inkubdcie s prisluSnou
testovanou latkou. V experimente bola pouzitd bunkova linia HepG2, pochéadzajica
z hepatocelularného karcindmu, ktora sa povazuje za zlaty Standard pri testovani
cytotoxicity v in vitro podmienkach. Bunky bunkovej linie HepG2 boli pouzité ako lacnejSia
alternativa primarnych l'udskych hepatocytov, ktoré st drahé, vzacne kvoli nedostatku
darcov, vyzaduji zlozitejSie laboratorne uchovévanie a vyznacuju sa velkou mierou
heterogenity. HepG2 bunky sice maji schopnost’ vyluCovat Specifické pecenové
plazmatické proteiny, no v porovnani s primarnymi [ludskymi hepatocytmi je ich
biotransformacna aktivita vel'mi nizka. V experimente bola pouzitd kolorimerickd metdda
(MTS test), pri ktorej dochadzalo k chemickej redukcii reagentu (MTS) na farebny produkt
(formazan) ato vplyvom enzymatickej aktivity pritomnej len vo viabilnych bunkach
(Bulutoglu a kol., 2020, Frohlich, 2018).

Sledovanym parametrom pre urcenie miery cytotoxického pdsobenia testovanych
latok bola hodnota strednej inhibi¢nej koncentracie ICso, ktord predstavuje koncentraciu
potrebnu na zniZenie viability buniek o 50%.

Vacsina novo nasyntetizovanych latok, ktoré boli testované, nemala v testovanom
koncentratnom rozmedzi 1-1000 uM cytotoxicky efekt na bunky bunkovej linie HepG2.
Testovana latka HE-4H sa javila po 24 aj 48 hodinéach inkubécie ako netoxicka v testovanom
koncentratnom rozmedzi, jej hodnota ICso sa nedala stanovit. Hodnoty ICso pre latky
HE-4Me, HE-4OMe, HE-4F, HE-4Cl, HE-4Br, HE-THYM prevysSovali hodnotu najvyssej
testovanej koncentracie ako po 24, tak aj po 48 hodinach inkubacie s HepG2 bunkami.
Hodnoty ICso sa u tychto latok pohybovali v rozmedzi 1723-48887 uM . U latok HE-IRGAS
a HE-1INAFT bolo zaznamenané cytotoxické pdsobenie na bunky radovo v stovkach uM,
priCom najviac cytotoxickd bola latka HE-IRGAS s hodnotami 1Cs0227,9 uM po 24
hodinovej inkubdcii a 34,77 uM po 48 hodinovej inkubécii. V pripade, Ze posledné dve
zmienované latky nebudi vykazovat vyrazne lepSie vysledky v dalSich preklinickych
testoch, by bolo vhodné sa z toxikologického hl'adiska zamerat’ na ostatné latky skupiny,
ktoré vykazuju aspoit orad vyssie hodnoty ICso, teda nizSiu cytotoxicitu. Vyradenie
neucinnych latok a latok neperspektivnych z hl'adiska ich cytotoxicity je prinosné taktiez
z hl'adiska redukcie poctu pouZitych laboratornych zvierat v ramci preklinického hodnotenia
lieciv.

U latok HE-4Me, HE-4OMe a HE-THYM bola zaznamenana hodnota I1Cso po 48
hodinach inkubécie vysSia ako hodnota po 24-hodinovom posobeni latky na bunky.

48



Ocakévali sme vysSie hodnoty strednej inhibi¢nej koncentracie ICso po 24 hodinovej
inkubdcii a naopak nizsie hodnoty ICso po 48 hodinovej inkubacii, ked’ze latka posobila na
bunky dlhsi ¢as. Predpokladali sme teda, Ze ¢im dlhSie bude latka na bunky posobit’, tym
niz8ia koncentracia latky bude stacit’ na usmrtenie 50% buniek. Odchylka mdze byt dana
faktom, ze vicsina latok sa javila v testovanom koncentratnom rozmedzi ako netoxické,
preto stanovend hodnota ICso nemusi byt’ presnd, u niektorych latok sa dokonca nedala tato
hodnota stanovit. Dal§ou moZnostou vysvetlenia moze byt adapticia buniek na toxicky
efekt skimanych latok v case. Ked’Zze sa jedna o vyvojové latky, nevieme s urcitostou
odhadnut’ ich celkové posobenie na bunky, ak by latky podporovali bunkovu proliferaciu,
mohlo by ddjst’ k zvySeniu poctu buniek, ¢o by sa v naSom pripade prejavilo zvySenim
metabolickej aktivity, pomocou ktorej ur€ujeme viabilitu buniek a to by sa nasledne
prejavilo vy$Sou hodnotou ICso. Odchylka mohla taktieZ vzniknit' pri vypocte strednej
inhibi¢nej koncentracie, ¢i pri spracovani a analyze dat.

Hodnota ICso isoniazidu bola podl'a studie kolektivu autorov Vaviikova a kol. (2011)
stanovena pre HepG2 bunky na 6,26 uM. Vyvojové latky v porovnani s isoniazidom maju
vyrazne vys$sie hodnoty strednych inhibi¢nych koncentracii (ICso), vykazuju teda vyrazne
nizsiu cytotoxicitu na HepG2 bunky. Ak by sme brali ohl'ad len na toto hladisko, tak st
vSetky skumané latky vhodné na dalSie testovanie, pretoze vykazuju vyrazne nizSiu
cytotoxicitu (hodnoty ICso s o niekol’ko radov vysSie) neZ izoniazid. KedZe sa ale jedna
0 novo nasyntetizované latky, nemame este k dispozicii tidaje o Gi¢innej koncentracii danych
latok v terapii a preto momentalne nemozeme posudit’ ich bezpecnost’ (Vavtikova a kol.,

2011).
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8 Zaver

Cielom diplomovej prace bolo wur¢it vplyv novo nasyntetizovanych latok
s preukazanym antimykobakteridlnym podsobenim na viabilitu buniek vin vitro
podmienkach. V experimente bola pouzitd bunkovd linia HepG2 pochadzajica
z hepatocelularneho karcindmu. Sledovand bola viabilita buniek po 24 a 48-hodinove;j
inkubacii s jednotlivymi testovanymi latkami. Viabilita bola hodnotena prostrednictvom
kolorimetrickej metédy CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(MTS test). Namerané hodnoty boli Statisticky spracované a bola urcend hodnota stredne;j

inhibi¢nej koncentracie ICso pre jednotlivé skimané latky.

Zo ziskanych hodndt vyplyva, Ze najviac cytotoxickd bola latka HE-IRGAS
s hodnotami 1Cs0227,9 uM po 24 hodinach a 34,77 uM po 48 hodinach inkubacie. Druhou
v poradi bola latka HE-1NAFT s hodnotami ICso 807,2 uM po 24 hodinach a 539 uM po 48
hodinach inkubécie. U latky HE-4H nebolo moZzné stanovit hodnotu ICso, pretoze
v testovanom koncentraénom rozmedzi bola pre bunky netoxicka. Hodnota ICsou ostatnych

latok znaéne prevySovala najvyssiu testovant koncentraciu.

Vsetky hodnotené novo nasyntetizované latky s antimykobakteridlnym pdsobenim
su vhodné pre d’alSie preklinické hodnotenie za predpokladu, ze antimykobakteridlne u¢inna
koncentracia pre jednotlivé latky je niZSia ako ich hodnota ICso. V pripade, Ze
antimykobakteridlne G¢inna koncentracia bude u vsetkych latok radovo rovnaka, bolo by
potrebné zvazit d’alSie preklinické testovanie dvoch najviac toxickych latok HE-IRGAS
a HE-1NAFT, ktorych hodnoty ICso st asponi o 1-2 rady niZSie nez je tomu u ostatnych
testovanych latok. V pripade, ak by boli hodnoty G¢innej koncentracie a strednej inhibi¢ne;j

koncentrécie blizke, je nutné v d’alSom preklinickom hodnoteni postupovat’ vel'mi opatrne.
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