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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Barbora Osinkova

Skolitel: RNDr. Jana Maixnerova Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni potencidlniho cytotoxického piisobeni

experimentalnich latek in vitro

Ptedmétem této diplomové prace bylo vyhodnoceni cytotoxického potencidlu
nové syntetizovanych latek in vitro na bunééném modelu HepG2, coz je bunécna linie
ziskana z lidského jaterniho karcinomu. Testované latky byly syntetizovany v ramci
Univerzity Karlovy na Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové (GUAM, GUAM-NH;, THIOSEMIK, GUAM-2, GUAM-6, GUAM-
11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1, GUAM-6-3). Tyto latky jsou
zkoumany pro predpokladané antimikrobialni ptisobeni vi¢i G+ bakteriim a houbam

nebo pro schopnost inhibovat cholinesterazy.

Pro in vitro stanoveni cytotoxicity bylo vyuzito komeréni kolorimetrické metody
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, jejiZ principem je méteni
metabolické aktivity bun€k na zdkladé redukce tetrazoliové soli MTS na barevny
formazan. Pro stanoveni poctu Zivotaschopnych bun¢k a vyhodnoceni cytotoxického
potencidlu zkoumanych latek na HepG2 bunécnou linii bylo vyuZito stiedni inhibi¢ni
koncentrace 1Cso. Ziskané hodnoty byly nésledné porovnavany s lékovymi standardy —

tamoxifenem a amfotericinem B.

Z vysledku ziskanych provedenim MTS testu vyplyva, Ze pomérné nizka hodnota
ICso vétSiny experimentalnich latek (pod 100 pM) ukazuje na jejich vyznamny
cytotoxicky potencidl vic¢i HepG2 bunécné linii. Nejvetsi cytotoxicky potencidl vici
HepG2 bunécné linii byl vyhodnocen u latky GUAM-11. Zanedbatelny cytotoxicky
potencial viaci HepG2 bunkdm naopak vykazovaly latky GUAM-12, GUAM-NHo,
GUAM a THIOSEMIK s hodnotami ICso > 500 uM.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Student: Barbora Osinkova

Supervisor: RNDr. Jana Maixnerova Ph.D.

Title of diploma thesis: Determination of potential cytotoxic effect of experimental

substances in vitro

The subject of this master’s thesis was to evaluate the cytotoxic potential of newly
synthesized substances in vitro in the cell model HepG2, which is cell line obtained from
a human liver carcinoma. These substances were synthesized within the Department of
Organic and Bioorganic Chemistry at the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
Charles University (GUAM, GUAM-NH,, THIOSEMIK, GUAM-2, GUAM-6, GUAM-
11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1, GUAM-6-3). These substances are
being investigated for assumed antimicrobial activity against G+ bacteria and fungi or for

their ability to inhibit cholinesterases.

The commercial colorimetric method CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay was used for in vitro determination of cytotoxicity, the principle of
which is to measure the metabolic activity of cells based on the reduction of the
tetrazolium salt of M TS to coloured formazan. The half-maximal inhibitory concentration
ICso was used to determine the number of viable cells and for evaluation of cytotoxic
potential of the experimental substances on the HepG2 cell line. The obtained values were

subsequently compared with drug standards — tamoxifen and amphotericin B.

The results obtained by carrying out the MTS assay showed that the relatively low
ICso value of most experimental substances (below 100 uM) indicates their significant
cytotoxic potential against the HepG2 cell line. The greatest cytotoxic potential against
the HepG2 cell line was evaluated for GUAM-11. In contrast, substances GUAM-12,
GUAM-NH2, GUAM and THIOSEMIK with ICs¢ values > 500 uM showed negligible

cytotoxic potential against HepG2 cells.
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1 Seznam zkratek

AD
AChE
ACh
ATP
BuChE
CFDA-AM
DMSO
DNA
FBS
GF-AFC
HepG2
ICso
IGF-1
LDH

MTS

MTT
NAD"
NADH
NADPH

NR

Alzheimerova choroba
acetylcholinesteraza

acetylcholin

adenosintrifosfat
butyrylcholinesteraza
5-karboxyfluorescein diacetat
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina

fetalni bovinni sérum
glycylfenylalanyl-aminofluorokumarin
lidska bunécna linie hepatoblastomu
sttedni inhibi¢ni koncentrace
inzulinu podobny rtistovy faktor 1
laktatdehydrogenéaza

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium)

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfostat

neutralni ¢erven



NRU
PBS
PES
PMS
SERM
SRB
TGF-B
WSTs
WST-1

WST-8

XTT

neutral red uptake (pfijem neutralni cervenc)

fosfatovy pufr

fenazin ethylsulfat

fenazin methylsulfat

selektivni modulatory estrogenovych receptori

sulforhodamin B

transformujici rastovy faktor 8

ve vode rozpustné tetrazoliové soli (water-soluble tetrazolium salts)
2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium

2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-

tetrazolium

2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid



2 Uvod

Hepatotoxicita je spolu s kardiotoxicitou jednim z nejcastéjSich divodi stazeni
1é¢iv ztrhu. Pii vyvoji novych 1éCiv je stézejni provadét rizné bezpecnostni
a toxikologické studie. Mezi tyto studie fadime napftiklad in vitro nebo in vivo stanoveni

cytotoxicity. (Giordanetto 2018)

Cytotoxicita je zasadni charakteristikou nové vyvijenych slouc¢enin, pomoci niz je
mozné odhadnout bezpecnostni rizika dané latky po podani ¢lovéku. Studie cytotoxicity
ohrozeni zdravi pacientli, vyhnulo se vyznamnym finan¢nim ztratdm a nemarnil se ¢as

s vyvojem neperspektivnich sloucenin. (Bacskay et al. 2018)

V dnesni dobé je cytotoxicita testovana zejména na in vitro modelech
(izolovanych bunkach, tkdnich ¢i organech), které predikuji cytotoxicitu in vivo
a minimalizuji pouziti laboratornich zvifat. Z divodu komplexniho ptsobeni 1é¢iva na
organismus se zatim nepodafilo vyvinout takovy in vitro model, ktery by umoznil
porozumét celé farmakokinetice i farmakodynamice vyvijené latky a pln€ nahradil pouziti

pokusnych zvitat. (Giordanetto 2018)

Cilem teoretické casti je seznamit s problematikou vyvoje novych léCiv
a rozliénymi metodami stanoveni bunécné viability a cytotoxicity in vitro. Dale bylo
cilem strucné shrnout poznatky o antimikrobnich 1é¢ivech, inhibitorech cholinesteraz,
bunéénych kulturach a na zavér definovat bunécnou linii HepG2 spolu se standardy,

kterych bylo vyuZito v praktické ¢asti diplomové prace.

Prakticka cast diplomovéa prace se zabyva stanovenim cytotoxicity in vitro
11 novych vyvojovych latek (GUAM, GUAM-NH, THIOSEMIK, GUAM-2, GUAM-
6, GUAM-11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1, GUAM-6-3). Tyto latky
jsou zkoumany pro svoji potencidlni antimikrobni aktivitu proti grampozitivnim
bakteriim a houbam, dale je u nich predpokladano inhibi¢ni plisobeni na cholinesterazy.
Jako bunéény model byla vyuZzita HepG2 bunécna linie. Ke stanoveni stfedni inhibi¢ni
koncentrace ICso byla zvolena kolorimetrickd metoda CellTiter 96 ® AQueous One

Solution Cell Proliferation Assay.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Vyvoj novych lé¢iv

Vyzkum a vyvoj novych chemickych latek se dostal do popiedi zajmu na konci
19. stoleti, a to pfedevsim diky syntéze acetylsalicylové kyseliny chemikem Hoffmanem
spolecné¢ s uvedenim Aspirinu na trh némeckou firmou Bayer. Vyrazny rozmach
farmaceutického prumyslu byl zaznamenan ve druhé poloving 20. stoleti, a proto je toto
obdobi n¢kdy oznacovano jako ,,zlata éra“. Doslo k objevu a vyvoji znaéného mnozstvi
novych biologicky aktivnich latek, které jsou dodnes vyuzivané v terapeutické praxi
a v mnoha piipadech stale nenahraditelné. V ramci Ceskoslovenska bylo vyvinuto vice
nez 45 originalnich 1é¢iv, a to zasluhou zejména Vyzkumného tUstavu pro farmacii
a biochemii v Praze a Ceskoslovenské akademie v&d, na kterou poté navazala Akademie
véd Ceské republiky. Jako piiklady latek vyvinutych v Ceskoslovensku lze uvést
moxastin-teoklat (Kinedryl), kombinaci propyfenazonu s paracetamolem a kofeinem
(Valetol), dosulepin (Prothiaden) nebo benzododecinium-bromid (Ajatin). (KrSiak 2006,
Nicolaou 2017, Dolezal 2018)

Vyvoj novych sloucenin, jakozto potencidlnich IéCiv, je velmi slozity,
multidisciplinarni a vicefazovy proces, do néhoZ vstupuji tzv. kandidatni molekuly
vyselektované ze zdkladniho vyzkumu. Tyto molekuly néasledné prochéazeji jednotlivymi
vyvojovymi fazemi, ve kterych jsou podrobeny detailnimu zkoumani. Proces vyvoje
1é¢iva se jednoduse rozdéluje do dvou etap — preklinické faze a navazujici klinické faze.

(Giordanetto 2018, Suchy 2009)

Preklinicka faze ptfedchazi klinickému hodnoceni a jejim hlavnim ucelem
je vyhodnoceni potencialniho bezpecnostniho rizika a dale testovani ucinnosti vyvijené
latky. V preklinickych studiich dnes dominuji zejména in vitro metody, pii kterych
se vyuziva bunécnych, tkaiiovych ¢i organovych modell a diky tomu Ize minimalizovat
vyuziti pokusnych zvifat v ramci in vivo metod. In vivo metody vSak stile hraji
v preklinickém hodnoceni nezastupitelnou roli a dosud se nepodafilo najit vhodnou
alternativu, kterd by pIné nahradila vyuziti laboratornich zvitat pfi vyvoji novych léciv.
V této fazi jsou zahrnuty farmakologické studie (farmakodynamiky i farmakokinetiky),
toxikologické studie sloZzené ze zkouSek akutni 1 chronické toxicity, v€etné€ specialnich

zkousek hodnoticich teratogenitu nebo kancerogenitu. Dale zde v ramci farmaceutického
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hodnoceni probihaji zkouSky na prokazani identity, slozeni, Cistoty Ci stability dané latky.
Vsechny soucasti preklinické faze musi byt v souladu s podminkami Spravné laboratorni

praxe. (KrSiak 2006, Souckova et al. 2015)

Pokud Ié¢ivo splni vSechny podminky v ramci preklinické faze, nasleduje faze
klinického hodnoceni, ve které dochazi k prvnimu podani léCiva Clovéku. Klinické
hodnoceni se déli do Ctyt fazi. Prvni tfi faze se fadi do predregistracni ¢asti, posledni faze
pak nastupuje po registraci 1é¢iva na trh. Kazda faze se provadi za jinym ucelem. V prvni
fazi je dana latka poprvé podéana ¢loveku, respektive malé skupince dobrovolnikli — cilem
je ziskat prvni informace o snaSenlivosti a bezpecnosti 1éCiva, o jeho zakladni
farmakokinetice a nastavit rozsah davkovani. Druhd faze probihd na vétsi skupiné
(desitky az stovky) pacientli s danym onemocnénim a jiz si klade za cil zhodnotit (mimo
bezpecnost a snasenlivost) také terapeutickou UcCinnost 1éCiva. Tieti faze pak slouzi
k prokazani terapeutické ucinnosti i bezpec¢nosti 1é¢iva na velkém poctu pacientil (tisice)
— vyvijené 1éCivo se zde CcCasto srovndva s placebem nebo standardni lécbou
(tzv. kontrolované studie). Poregistracni faze probiha u redlné populace pacientl
v podminkach bézné klinické praxe, kde se sleduje dlouhodoba bezpe¢nost, shromazd'uji
se informace o moznych rizicich, ale 1 pfinosech (napf. rozsifeni indikacniho spektra).
Klinické hodnoceni musi probihat v souladu se zasadami Spravné klinické praxe. (Krsiak

2006, Souckova et al. 2015, Suchy 2009)

Za vyvojem léCiv se skryvaji vysoké financni, ¢asové 1 persondlni naroky. Vyvoj
jednoho 1é¢iva trva v pruméru 12 az 15 let a vyzaduje Siroky mezioborovy tym. Na konci
90. let 20. stoleti ¢inily naklady na vyzkum a vyvoj 200-300 milionii americkych dolart.
Recentni studie publikovana ¢asopisem JAMA udava, ze primérné néklady na vyzkum
avyvoj léCiva v USA Cinily v letech 2009 az 2018 zhruba 1,3 miliardy americkych
dolarti. V ptedchozich studiich se dokonce odhadovaly primérné néklady az k castce
2,8 miliard americkych dolard. Finan¢né nejnaro¢néjsi je III. faze klinického hodnoceni,
na kterou se v nékterych ptipadech vynalozi az 90 % vSech nakladf. Rostouci trend
nakladi je pozorovan zejména z diivodu stale prisn€jSich podminek na bezpecnost 1é¢iv
a vyssich poZadavkil na t€innost 1é¢iv. (Blass 2015, Nicolaou 2014, Souckova et al. 2015,

Wouters et al. 2020)

Mimo finan¢ni, Casovou a personalni naro¢nost se vyvoj 1€¢iv potyka také s velmi

nizkou UspéSnosti, a tedy nejistym vysledkem celého procesu. Do preklinického



hodnoceni se z 10 000 novych chemickych slouc¢enin dostane prumérné 250 z nich. Pouze
1 z 10 molekul projde uspésné klinickym hodnocenim a stane se registrovanym lécivem.
Zhruba 34 % kandidatnich molekul pak projde Gspésné z II. faze do III. faze klinického
hodnoceni. V¢étsina molekul je vyfazena z divodu bezpecnostnich rizik nebo
nedostate¢né terapeutické ucinnosti. Pravdépodobnost uspésného vyvoje 1é¢iva, které
bude registrovano a uvedeno na trh je zhruba 1:5 000-10 000. (Blass 2015, Giordanetto
2018, Ritter et al. 2020)

3.2 Cytotoxicita a jeji vyznam ve vyvoji novych 1é¢iv

Cytotoxicita je dle Eisenbranda et al. (2002) potencidl slouceniny vyvolat
bunéénou smrt. Definice podle Celika (2018) zase charakterizuje cytotoxicitu jako

schopnost skodlivych latek nebo mediatorovych bunék nicit zivé bunky.

Pro vyvoj uspé$ného léCiva je zpravidla nutné, aby IéCivo nevykazovalo
cytotoxicitu vaci lidskym bunkam. Hepatotoxicita a kardiotoxicita vyvolana 1éCivy
Jiz béznou soucasti rané faze vyvoje potencidlnich 1é¢iv a u kandidatnich slouc¢enin neni
vyznamny cytotoxicky potencial tolerovan (s vyjimkou protinddorovych 1éc¢iv).

(Blass 2015, Celik 2018, Anonym 2022d)

Ukézalo se, Ze molekuly s vysokym cytotoxickym potencidlem (ICso pod 10 pM)
maji daleko vyssi pravdépodobnost selhani jiz v ranych bezpecnostnich studiich, a proto
muize testovani cytotoxicity léCiv vyznamné€ uSetfit cas 1 ndklady sniZenim
pravdépodobnosti netspéchu v preklinické nebo klinické fazi vyvoje potencidlniho

1é¢iva. (Anonym, 2022d, Giordanetto 2018)

3.3 Metody stanoveni cytotoxicity a bunécné viability in vitro

Stanoveni cytotoxicity a bunééné viability je vyuZzivané zejména pro ,,screening
bunééné odpovedi na 1é¢ivo nebo jinou chemickou latku. V dnesni dobé rozeznavame
Sirokou skalu metod pro stanoveni cytotoxicity ¢i bunécné viability in vitro. Tyto metody
jsou zalozené na hodnoceni funkénich zmén v buiice — zmény metabolické aktivity,
permeability bunééné membrany, produkce ATP, uvoliiovani enzymil, pfijem barviv

apod. (Adan et al. 2016)



Jednotlivé metody pro stanoveni cytotoxicity a bunécné viability in vitro si lze
rozdelit podle charakteru méfeni do ¢ty skupin: mikroskopické metody zalozené na
schopnosti  vylouceni barviva, kolorimetrické metody, fluorometrické metody

a luminometrické metody. (Aslantiirk 2018, Kamiloglu et al. 2020)

Mikroskopické metody zalozené na schopnosti vylouceni barviva lze oznacit jako
tzv. vitalni testy. Jejich podstatou je skutecnost, Ze se v uhynulych bunikach hromadi tzv.
vitalni barviva z divodu neschopnosti vylucovat barvivo aktivnim transportem ven
zbuiiky, a proto zistavaji takové buiiky obarvené. Zivé buiiky naopak ziistavaji
neobarvené, jelikoZ maji integritu membrany zachovalou a vykazuji schopnost aktivniho
transportu barviva ven z buiiky. Mezi vitalni barviva se fadi naptiklad eosin, erythrosin,
kongo cerven nebo nejCastéji vyuzivand trypanova modi. Procentudlni viabilita
v bunééné kultute se ndsledné urcuje mikroskopicky pomoci Biirkerovy komurky, kdy se
pocitaji obarvené (poSkozené) buiiky a neobarvené (zivé) buiky. (Adan et al. 2016,

Aslantiirk 2018, Philips 1973, Vejrazka 2004)

Kolorimetrické metody vyuzivané pro stanovovani in vitro cytotoxicity a bunééné
viability jsou velmi oblibené diky jejich jednoduchému provedeni. Podstatou
jednotlivych kolorimetrickych testd je méfeni uréitych biochemickych markert
k vyhodnoceni metabolické aktivity bunck. Principem kolorimetrickych testil je pouZiti
chemickych cinidel, které po reakci s bunéénou kulturou méni své zbarveni v zavislosti
na viabilité¢ bunék. Barevné produkty jsou pak méfeny spektrofotometricky pii dané
vlnové délce a vystupem je urcitd hodnota absorbance. Ze ziskanych hodnot absorbance
lze dale urcit procentudlni viabilitu ¢i cytotoxicitu v dané bunétné kulture. Mezi
kolorimetrické metody fadime Sirokou skélu testli, pfiCemz nejvétsi skupinu tvoii testy
vyuzivajici jako Cinidla rizné typy tetrazoliovych soli. Tetrazoliové soli jsou kvarterni
amonioveé soli, které se redukuji na barevné formazany. Mezi nejvice vyuzivané
tetrazoliové soli patii 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
(MTT), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-karboxymethoxyfenyl]-2-[4-sulfofenyl]-2H-
tetrazolium (MTS), 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid (XTT) a dale nov¢js$i generace ve vode rozpustnych tetrazoliovych soli
(WSTs). Kromé testl s tetrazoliovymi solemi vSak do této kategorie tadime
1 laktatdehydrogendzovy test, ktery vyuziva jako indikator cytotoxicity mnoZstvi
uvolnéného enzymu laktatdehydrogenazy (LDH) z cytoplazmy bunék poskozenych po

jejich inkubaci s vyvijenou latkou (zdravé buiiky tento enzym neuvoliuji). Na podobném
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principu je zalozen test s neutrdlni ¢erveni (NRU), ve kterém vystupuje jako indikator
cytotoxicity mira absorpce neutralni ¢ervené v bunééné kultute po inkubaci s vyvijenou
latkou (pouze zdravé bunky jsou schopné piijimat barvivo a ukladat ho v lysozomech).
Jako dalsi ptiklad lze uvést test se sulforhodaminem B (SRB) nebo test s krystalovou

violeti. (Aslantiirk 2018, Blass 2015, Kamiloglu et al. 2020)

Fluorometrické metody jsou zalozeny na méteni fluorescence daného vzorku
s vyuzitim nefluorescencénich vitalnich barviv, které jsou v zivé bunice konvertovany na
latky schopné emitovat fluorescencni zareni. Toto zéafeni se poté detekuje pomoci
fluorescencniho mikroskopu, fluorometru, fluorometrické ¢tecky mikrodesticek nebo
pratokového cytometru. K takovymto barvivim se fadi naptiklad 5-karboxyfluorescein
diacetat (CFDA-AM), ktery je intracelularné konvertovan esterazami na fluoreskujici
karboxyfluorescein nebo dale vitdlni barvivo Alamarovda modf (AlamarBlue) neboli
resazurin, které je pteménéno na fluoreskujici resorufin. Kromé barviv v§ak mohou byt
vyuzivany i dalsi latky, jez pfeménou v butice vysilaji fluorescenéni signal — napiiklad
fluorogenni proteazovy substrat glycyl-fenylalanyl-aminofluorokumarin (GF-AFC), diky
némuz Ize nasledné detekovat zivé bunky podle proteazové aktivity, kterd u poskozenych
bunck neprobiha. Fluorometrické metody se v mnohém podobaji predeslym metodam,
ale maji také fadu vyhod, a to naptiklad vyssi citlivost oproti kolorimetrickym metodam.

(Adan et al. 2016, Aslantiirk 2018, Kamiloglu et al. 2020)

Posledni skupinou jsou luminometrické metody, jejichZ princip je podobny jako
u fluorometrickych metod — v obou ptipadech dochéazi k pteméné chemické energie na
svételnou energii. V piipadé luminometrickych metod vSak neni potfeba dodavat vnéjsi
zdroj zéafeni pro excitaci elektrond. Je zde vyuZivana existence luminoforti, coz jsou latky
schopné generovat svétlo zpravidla v disledku zmény vnéjSiho prostiedi (pH, teplota
apod.). Toto svételné zafeni je poté detekovano pomoci luminometrické Ctecky
mikrodesticek. Vyhoda luminometrickych metod spocivda v jejich rychlém
ajednoduchém provedeni. Mezi luminometrické metody patfi naptiklad
adenosintrifosfatovy (ATP) test, jehoz podstatou je preména luciferinu na oxyluciferin
katalyzovana luciferazou v pfitomnosti ATP a hotecnatych iontli za souasného vyzareni
svétla. Existuje zde pfimy vztah mezi intenzitou luminiscenéniho signélu a intraceluldrni
koncentraci ATP, jenzzde vystupuje jako hlavni indik4tor viability bunék. DalSim
prikladem je test viability v realném Case vyuzivajici enzym luciferazu z vnéjsiho zdroje

a pro-substrat, ktery je spolecné s luciferazou pfidavan jako ¢inidlo k bunééné kultute.
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Pro-substrat je pak prostfednictvim metabolickych pochodli Zivotaschopnych bunék
redukovan na substrat, ktery je nasledné vyuzivan luciferdzou ke generovani
luminiscenéniho signalu. (Aslantiirk 2018, Kamiloglu et al. 2020, Safaréik et al. 2018,
Riss et al. 2013)

Pro jednotlivé metody existuji také rizné komercni sety. Jako piiklad lze uvést
komercni kolorimetricky test CellTiter 96 AQueous One Solution Assay od firmy
Promega pouzity pfi in vitro testovani cytotoxicity experimentalnich latek v ramci této

diplomové¢ prace.

Pro potfeby diplomové se dale zaméiime pouze na kolorimetrické testy

vyuzivajici tetrazoliové soli.

3.4 Kolorimetrické metody vyuZzivajici tetrazoliové soli

Tetrazoliové soli jsou velmi casto vyuzivané slouceniny k detekci
zivotaschopnych bunék prostfednictvim méfeni jejich metabolické aktivity. Jedna se
o kvarterni amoniové soli, které jsou bezbarvé nebo pouze slab& zbarvené a jejichz
redukci dochéazi k pfeméné na jasné zbarvené formazanové produkty. (Berridge et al.

2005)

Tetrazoliové soli délime do dvou kategorii podle jejich ndboje na pozitivné nabité
a negativné nabité. Pozitivné nabité slouceniny jsou schopné samy vstupovat do bunék
amezi tyto slouceniny fadime tetrazoliovou sil MTT. Negativné nabité slouceniny
naopak nejsou schopné samy pronikat do buiiky a je pro né typickd kombinace
s intermediarnim akceptorem elektroni, ktery slouzi jako pfenaSec elektront a usnadiiuje
tak redukci tetrazoliové soli na barevné zbarveny formazan. Negativné nabité tetrazoliové

soli jsou MTS, XTT a ve vod¢ rozpustné WSTs. (Riss et al. 2013)

3.4.1 MTT test

MTT test je velmi populdrni metoda vyvinutd v roce 1983 Mosmannem pro
stanoveni bunécéné viability v rdmci proliferacnich a cytotoxickych testd. Principem je
redukce ve vodé rozpustné Zluté tetrazoliové soli MTT na fialové zbarveny ve vodé
nerozpustny formazan, ktery se ve formé krystalki hromadi v buiice. Tento proces

probihd pouze u metabolicky aktivnich bungk, jelikoZ je zavisly na aktivité



mitochondridlnich enzymii (zpravidla dehydrogenaz nebo oxidoreduktaz) vyuzivajicich
jako  donory elektroni molekuly nikotinamidadenindinukleotid = (NADH),
nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADPH) apod. Zdravé a metabolicky aktivni
bunky tak vykazuji vysokou miru redukce MTT na formazan, zatimco v mrtvych ¢i
metabolicky neaktivnich buiikach k pfeméné na barevny produkt nedochdzi. (Almutary

a Sanderson 2016, Adan et al. 2016, Bahuguna et al. 2017, Berridge et al. 2005)

Koncentraci formazanu stanovujeme spektrofotometricky po rozpusténi jeho
krystalki ve vhodném organickém rozpoustédle (napiiklad v dimethylsulfoxidu —
DMSO) zpravidla pii 540 az 570 nm. Redukujici mnozstvi MTT je pfimo umeérné
mnozstvi vzniklého formazanu. Namétfena absorbance je pak linearné imérna poctu
zivotaschopnych bun¢k v buné¢éné kultute. (Adan et al. 2016, Bahuguna et al. 2017, Blass
2015)

Na obrazku 1 je znazornéna redukce zlut¢ MTT tetrazoliové soli na barevny

formazan za ptitomnosti NADH a mitochondridlnich enzymu (reduktaz).

= NADH NAD* =
Br ky x
NN N-NH
N AL NS N AL NS,
| III,' ‘N 1 LY . fl N 1 p )
&\ {/) CH;4 N f?} CH;4
MTT Formazan

Obr. 1 Redukce MTT tetrazoliové soli na barevny formazanovy produkt za
soucasné oxidace redukované formy NADH na oxidovanou formu NAD®. Reakce je
katalyzovana mitochondridalnimi reduktazami. Prevzato

z: hitps..//'www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F1/

3.4.2 XTT test

Jedna se o kolorimetrickou metodu, ktera je v principu velmi podobnad MTT testu.

V této metodé se vSak vyuzivé jiného typu ve vodé rozpustné tetrazoliové soli — XTT 2,3-
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bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilidu. Zatimco u MTT
testu vznika formazanovy produkt nerozpustny ve vod¢ a jeho krystalky je nutné jeste
pied detekci rozpustit v organickém rozpoustédle, u XTT testu vznikd redukci XTT
oranzovy a ve vod¢ rozpustny formazanovy produkt, coz je hlavni vyhoda oproti MTT
testu. Na reakci se opét podili mitochondridlni enzymy. Diky eliminaci solubiliza¢niho
kroku je tedy XTT test Casoveé usporngjsi. Dalsi postup je opét shodny s MTT testem —
spektrofotometricky se méti barevny produkt pii vinové délce kolem 470 nm. Z vysledné
absorbance se dale stanovi bunécna viabilita. Intenzita zbarveni je pfimo umérna poctu
zivotaschopnych bun€k. Reakci lze urychlit pfiddnim intermediarniho akceptoru

elektronti. (Aslantiirk 2018, Berridge et al. 2005)
Na obrazku 2 je znazornéna redukce tetrazoliové soli XTT na oranzové zbarveny

a ve vode rozpustny formazanovy produkt prostfednictvim mitochondridlnich enzymd.

NO2

o) NO»
H
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A \/_-/ |T-| S04 1 Na' _NH
N S5 = N
NH N=— a metabolism
-
M = S0,
0 NO, |
Hs NO;

O H
/ 30\0
XTT Formazan
Obr. 2 Redukce tetrazoliové soli XTT za pomoci mitochondrialnich enzymii na ve

vode rozpustny a oranzove zbarveny  formazan. Prevzato z:

https://www.researchgate.net/figure/Principle-of-XTT-assay_figl 279778205
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3.4.3 MTS test (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay)

MTS test je kolorimetrickd metoda urend pro stanoveni bunécné viability
v testech proliferace i cytotoxicity. V této metod¢ je vyuzivano Owenovo ¢inidlo, coz je
tetrazoliova sul MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium. Spolu s XTT a WSTs ma tetrazoliova sil MTS schopnost
redukovat se v metabolicky aktivnich buiikach na barevny formazanovy produkt, ktery je
rozpustny v bunééném médiu. Tento fakt je nespornou vyhodou oproti MTT testu, jelikoz
diky tomu odpada solubiliza¢ni krok. V dne$ni dobé se MTS test vyuzivd zejména
v podobé komercniho kitu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay. (Anonym 2012, Riss et al. 2013)

Dal8im rozdilem od MTT testu je pouZiti dvou reagentii — tetrazoliové soli MTS
a intermediarniho akceptoru elektronti. Tento akceptor je schopny pronikat do
zivotaschopnych bunék, prenéset elektrony z redukénich ekvivalenti NADH a vyuzit je
k redukci MTS na ve vodé rozpustny formazanovy produkt. Takovou latkou mize byt
napt. fenazin ethylsulfat (PES) a fenazin methylsulfat (PMS). Reakce probihd pouze
u zivotaschopnych bunék s aktivnim metabolismem prostiednictvim NAD(P)H-

dependentnich enzymi. (Anonym 2012, Kamiloglu et al. 2020, Riss et al. 2013)

Nasledné je spektrofotometricky métena absorbance pii vinoveé délce 490 nm.
MnozZstvi vzniklého barevného formazanu je pfimo tmeérné poctu Zivotaschopnych

bunék. (Anonym 2012)
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Na obrazku 3 je zobrazena redukce tetrazoliové soli MTS na formazanovy
produkt a pfenos elektronu pomoci PES, ktery slouzi jako intermedidrni akceptor
elektrontt z NADH na tetrazoliovou stil MTS za vzniku NAD" a barevného

formazanového produktu, ktery je rozpustny ve vode¢.

NAD* NADH
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Obr. 3 Schéma reakce MTS testu: intermedidrni akceptor elektronii —
fenazinethylsulfat (PES) prenasi elektron z NADH na tetrazoliovou siil MTS za vzniku
oxidované formy NAD' a barevné zbarveného formazanového produktu. Prevzato z:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/ficure/mttassays.F6/

3.44 WSTs testy

WSTs (angl. water soluble tetrazolium salts) je novéjSi generace ve vodé
rozpustnych tetrazoliovych soli, které se za ucasti mitochondridlnich dehydrogenaz
redukuji na vysoce rozpustné formazanové produkty. Jednd se o negativné nabité
tetrazoliové soli vyzadujici pro prichod do bunky pfitomnost intermediarniho akceptora
elektronti. RozliSujeme WST-1, WST-3, WST-4, WST-5, WST-8 a WST-9. Nejvice
vyuzivanymi je stl WST-1 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium a WST-8 2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-
2H-tetrazolium. (Chamchoy et al. 2019, Kamiloglu et al. 2020)

13


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/

Testy s WSTs jsou v principu velmi podobné jako naptiklad MTT test, nicméné
vznikly formazan je rozpustny v bunééném médiu (a v porovnani s XTT a MST testem
je vznikly produktem jesté rozpustnéjsi), diky cemuz odpadé solubiliza¢ni krok. WST-1
test je podobné citlivy jako XTT test, ale oproti nému je méné¢ toxicky. WST-8 je ze vSech
vyse uvedenych metod nejcitlivéjsi. Vyhodou téchto testli je také jejich stabilita
a rychlost. (Chamchoy et al. 2019, Kamiloglu et al. 2020, Ngamwongsatit et al. 2008,
Scarcello et al. 2020)

Metoda s WSTs je opét vyuzivana ke stanoveni bunécné viability a detekce
probiha spektrofotometricky. Ziskana absorbance formazanového produktu je pak piimo
umérnd metabolické aktivité, resp. zivotaschopnosti bun¢k. (Chamchoy et al. 2019,

Kamiloglu et al. 2020, Scarcello et al. 2020)

3.5 Cholinesterazy a jejich inhibitory

Jiz velmi dlouho se vi, ze za odbouravani, tj. hydrolyzu acetylcholinu (ACh)
z neurondlnich synapsi v centrdlni nervové soustavé (CNS) jsou zodpovédné
dva zékladni enzymy — acetylcholinesterdza (AChE) rozkladajici ACh na cholin
s acetatem a butyrylcholinesteraza (BuChE) $tépici ACh za vzniku cholinu a kyseliny
maselné. Timto enzymatickym procesem (viz. Obr. 4) je synapticky pfenos ukoncen
a cholin, ktery se pfi tomto procesu uvolnil je recyklovdn a opétovné ptenesen do
neuronalnich zakonceni, kde je vyuZzit pro novou syntézu ACh. Obecné se tedy jedna
o enzymy, jejichZ hlavni roli je snizit koncentraci ACh (pfipadné dal$ich estert cholinu)
v neurondlnich synapsich a utlumit cholinergni neurotransmisi v CNS. (Atatreh et al.

2019, Svihovec et al. 2018)

Ackoliv oba enzymy AChE 1 BuChE odbouravaji ACh, existuji mezi nimi vyrazné
odli$nosti. Lisi se jejich substratova specificita, enzymova kinetika, exprese, aktivita

v riznych ¢astech CNS, ale i genova regulace. (Lane et al. 2006)
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Obr. 4 Odbouravani acetylcholinu acetylcholinesterazou a butyrylcholinesterdzc
(ACh = acetylcholin, AChE = acetylcholinesterdza, BuChE = butyrylcholinesteraza, ChA
= cholinacetyltransferazy, CoA = koenzym A. Prevzato a upraveno

https://europepmc.org/article/PMC/3733526

Ptikladem odliSnosti téchto enzyml muze byt jejich distribuce v lidském
organismu a jejich specificita k ACh. AChE je enzym vazany na membrané, vysoce
specificky pro acetylcholin, ktery se nachazi ve vysoké koncentraci v CNS. BuChE je
naproti tomu enzym, ktery Sté€pi 1 jiné estery cholinu (butyrylcholin a propionylcholin)
a v CNS dosahuje fadové nizsich koncentraci nezZ AChE. V CNS je BuChE lokalizovana
zejména v gliovych a epitelidlnich bunikach, ale spise je distribuovana mimo CNS. Uvadi
se, ze koncentrace BuChE v lidském téle je az 10x vyssi, nez je koncentrace AChE.

(Atatreh et al. 2019, Lane et al. 2006, Svihovec et al.)

Ukazuje se, ze pti nekterych neurodegenerativnich chorobach slouzi BuChE jako
klicovy koregulator hladin ACh v CNS. Pfikladem takového onemocnéni mize byt
Alzheimerova choroba (AD). Zatimco hladiny AChE v urcitych c¢astech CNS se
zhorSenim progrese AD klesaji az o 85 %, hladiny BuChE s progresi onemocnéni rapidné
stoupaji, ¢imz inhibice BuChE pii terapii AD nabyva na vyznamu. (Atatreh et al. 2019,
Mushtaq et al. 2014)
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Cholinergni deficit spojeny se zvySenou aktivitou cholinesteraz je typickym
nalezem u neurodegenerativnich onemocnéni, jako je naptiklad AD. V terapii AD, ale
piipadné i dalSich typt demence, se proto jako kognitiva vyuzivaji v klinické praxi prave
tzv. inhibitory cholinesteraz (zejména inhibitory AChE), které reverzibiln¢ ¢i
ireverzibiln¢ blokuji tyto enzymy a zpomaluji tak progresi onemocnéni spojenych

s cholinergnim deficitem. (Mushtaq et al. 2014)

3.5.1 Inhibitory acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

Jak uz bylo zminéno AChE a BuChE jsou hlavni enzymy odbouravajici ACh
a z toho diivodu se stavaji hlavnim terapeutickym cilem pfi terapii onemocnéni spojenych
s cholinergnim deficitem. Mechanismem U¢inku inhibitort cholinesterdz je reverzibilni,
pseudoireverzibilni nebo ireverzibilni vazba na AChE a v mensi mife i BuChE, ¢imz

dochazi k posileni cholinergni aktivity a zamezeni degradace ACh. (Svihovec et al. 2018)

Mezi ireverzibilni inhibitory cholinesterdz se fadi organofosfaty, které se v terapii
nevyuzivaji, ale nasly vyuziti jako pesticidy nebo jsou zneuzivany jako bojové latky.

(Ritter et al. 2020, Svihovec et al. 1018)

Periferni reverzibilni inhibitory cholinesterdz se v souhrnu vyuzivaji k 1é¢bé
myastenia gravis, stfevni atonie, atonické obstipace, atonie mocového méchyie,
pooperacéni retence moci, centralni a periferni parézy nebo jsou vyuzivany pii otravach
anticholinergiky ¢i ke zvraceni myorelaxacniho uc¢inku depolarizujicich myorelaxancii.
Radi se sem edrofonium, ambenonium, neostigmin, pyridostigmin, distigmin
a fysostigmin. (SPC pfipravku Syntostigmin, SPC ptipravku Mestinon, SPC pfipravku
Ubredit, SPC piipravku Mytelase, Svihovec et al. 2018)

Pro symptomatickou 1écbu lehké az stfedné zdvazné AD ¢i jinych typt demence
se vyuzivaji centralni reverzibilni inhibitory cholinesteraz — donepezil a galantamin anebo

pseudoireverzibilni inhibitor cholinesterdz — rivastigmin.

Mezi reverzibilni inhibitory selektivni k AChE tfadime donepezil a galantamin.
Tyto latky se navaZou na enzym a vytvoii s nim reverzibilni komplex pomoci slabych
vazebnych sil, v disledku ¢ehozZ je enzym reverzibilné blokovan po dobu, kdy je latka

pfitomna v krevni plazmé. Galantamin je navic alostericky modulator na nikotinovych
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acetylcholinovych receptorech, ¢imz zesiluje vlastni €inek ACh. (Lane 2006, Marques

et al. 2010, SPC ptipravku Galantamin Mylan, SPC ptipravku Donepezil Mylan)

Rivastigmin je pseudoireverzibilni neselektivni inhibitor AChE a BuChE.
Mechanismus ucinku rivastigminu spoc¢iva v kovalentni vazb¢ na tyto enzymy a tvorbé
komplexu, ktery zpusobi jejich doCasnou inaktivaci a znemozni jim tak degradovat ACh.
Aktivita enzymu se navraci cca za 9 hodin od podani inhibitoru. (Marques et al. 2010,

SPC Rivastigmin Actavis)
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3.6 Antimikrobialni lééiva

Mezi antimikrobidlni 1é¢iva fadime latky, které piisobi na mikroorganismy a jsou
tak vyuzivany k prevenci a 1écb¢ infekci u lidi, zvitat i rostlin. Tato Ié¢iva se mohou
rozliSovat dle riznych kritérii. Podle piivodu rozliSujeme latky pfirodni, polosyntetické
a syntetické. Déle délime antimikrobidlni lé¢iva podle toho, zda maji schopnost inhibovat
rust mikroorganismti na mikrobiostatickd nebo mikrobicidni, pokud maji schopnost
pfimo dané mikroorganismy =zabijet. Nejzasadnéjsi déleni je pak podle typu
mikroorganismu, proti kterému latka ptisobi. RozliSujeme antibiotika (proti bakteriim),
antivirotika (proti viriim), antimykotika (proti houbam) a antiparazitika (proti parazitim).

(Asif 2017)

Tato prace je vénovana nové syntetizovanym latkam, u kterych je pfedpokladana
riznd mira aktivity proti grampozitivnim (G+) bakteriim nebo houbam. Z tohoto diivodu

se vice zamétime na tyto skupiny 1é¢iv.

3.6.1 Antibiotika u¢inna proti G+ bakteriim

G+ bakterie maji silnou peptidoglykanovou bunécnou sténu o tloust’ce az 80 nm,
pod kterou je dale cytoplazmatickd membréna. Podle Gramova barveni se G+ bakterie
jevi jako fialové nebo modie zbarvené (gramnegativni bakterie jsou zbarvené rizové az
cervené). Mezi takové bakterie fadime napiiklad stafylokoky, streptokoky, bacily,
klostridia nebo listerie. (Asif 2017, Sizar a Unakal 2022)

Mezi antibiotika s Sirokym spektrem ucinku pusobicich 1 proti G+ bakteriim
fadime betalaktamova antibiotika (peniciliny a cefalosporiny), ktera cili na membranové
proteiny (proteiny vazajici penicilin), tim narusuji bakterialni bunécnou sténu nebo jeji
syntézu a navozuji bunécnou smrt — jejich ucinek je tedy baktericidni. Na irovni bunécné
stény piisobi také glykopeptidy, které brani syntéze bakteridlni bunécné stény vazbou na
lipid I (prekurzor peptidoglykanového fetézce) a déale napiiklad fosfomycin nebo
daptomycin. (Ritter et al. 2020, Singh et al. 2017)

Zasahem do syntézy bakteridlnich proteinti mohou inhibovat rist G+ bakterii
antibiotika ze skupiny tetracyklind, aminoglykosidd, makrolidii, oxazolidindiont, dale
linkosamidy, amfenikoly, streptograminy nebo napiiklad fusidova kyselina. Uginek

téchto antibiotik je tedy bakteriostaticky. (Ritter et al. 2020, Singh et al. 2017)
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Poslednim mistem zasahu je bakteridlni DNA, a to naruSeni jeji syntézy, struktury
anebo zasah do replikace bakterialni DNA. Antibiotika, kterd timto mechanismem ucinku
pusobi maji bakteriostaticky efekt. Ptikladem mohou byt fluorochinolony nebo
fidaxomicin a nitroimidazoly, které se vyuzivaji pro 1€cbu klostridialnich infekci. (Ritter

et al. 2020, Singh et al. 2017)

Siroké spektrum bakterii (gramnegativnich i grampozitivnich) si jiz bylo schopné
vyvinout rezistenci vii¢i soucasn¢ vyuzivanym antibiotikim. V posledni dob¢ je mira
rezistence velmi znepokojiva, a tak je velmi dilezité soustiedit se ve vyzkumu a vyvoji
novych 1éCiv zejména na objevovani antibiotickych 1éCiv s alternativnimi mechanismy
ucinku, které budou plisobit i na mikroorganismy rezistentni viici soucasné 1é¢be. (Singh

etal. 2017)

3.6.2 Antimykotika

Antimykotika jsou latky vyuzivané k terapii nebo profylaxi mykotickych
onemocnéni, tedy infekei vyvolanych mikroskopickymi houbami. Tyto patogeny mohou
napadat nejen kuzi a sliznice, ale také jednotlivé vnitini organy, coz je nebezpecné
zejména u imunokompromitovanych pacientii. Jako ptiklad patogennich hub lze uvést
rod Aspergillus, Cryptococcus nebo rod Candida, ktery je nejcastéjSim plvodcem

slizni¢nich infekci. (Campoy a Adrio 2017, Horak 2010)

Podle mista plsobeni rozliSujeme antimykotika systémova (napt. amfotericin B,
echinokandiny) a lokalni (napf. nystatin, natamycin). Dale je moZné rozliSovat
antimykotika fungistatickd inhibujici rast a replikaci bunék hub (vétSina antimykotik)
nebo fungicidni, ktera pfimo navozuji bunéénou smrt (napt. amfotericin B). (Asif 2017,

Horédk 2010)

Mechanismem ucinku je nejcastéji cileni na zakladni stavebni slozku bunéénych
membran hub — ergosterol. Existuji antimykotika inhibujici biosyntézu ergosterolu
(azolova antimykotika, allylaminy a morfoliny) nebo antimykotika, kterd tvoii
s ergosterolem vazbu a tim naruSuji permeabilitu bunéné membrany (polyenova
antimykotika). Dal§imi slozkami bunééné membrany, na které lze cilit jsou sfingolipidy
— takto ptsobi napiiklad antimykotikum aureobasidin A. Dalsi antimykotika mohou cilit
na syntézu dileZitych soucasti bunééné stény — polysacharid B-glukan (echinokandiny)

nebo chitin (polyoxiny). Cilem antimykotik mohou byt i nukleové kyseliny (antimetabolit
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flucytosin), proteiny (napi. tavaborol, sordarin) nebo mikrotubuly (griseofulvin).

(Campoy a Adrio 2017, Pianalto a Alspaugh 2016)

Antimykotika jsou tedy primarné kategorizovany do né€kolika hlavnich skupin.
RozliSujeme polyenova antimykotika, azolova antimykotika, antimetabolity (analoga
pyrimidinu), nejnovéjsi skupinu antimykotik — echinokandiny, dale morfoliny, inhibitory
mitdzy (griseofulvin), polyoxiny nebo topicky pouzivané allylaminy, pfipadné ostatni
antimykotika (aureobasidin A, nikkomycin Z, sordarin, tavaborol atd.). (Asif 2017,
Campoy a Adrio 2017, Pianalto a Alspaugh 2016)

V soucasné dob¢ lze pozorovat nejen vyznamny nardst oportunnich mykotickych
onemocnéni u imunokompromitovanych jedinct, ale také stale rychlejsi rozvoj rezistence
vuci stavajicim antimykotikiim (vyvoj rezistence vic¢i dostupnym antimykotikiim je
mnohem rychlej$i nez vyvoj novych antimykotik). Jednim z hlavnich divodti vzniku
rezistence je fungistatické ptisobeni vétSiny antimykotik, s vyjimkou amfotericinu B ze
skupiny polyeni a nckolika dalSich sloucenin (napf. triazold vorikonazolu
a posakonazolu). V porovnani s poctem dostupnych antibiotickych latek je ocividné, ze
pocet dostupnych antimykotik je velmi omezeny. Vyzkum a vyvoj novych
antimykotickych latek totiz ztézuje fyziologickd podobnost mezi buiikami hub, jakozto
eukaryotickych organismil a jejich eukaryotickych hostiteld, coZz vysvétluje toxické
pusobeni mnoha antimykotik i vii¢i orgdnovym systémim c¢lovéka (napt. ledviny, jatra).
Z divodu nartistu rezistence, ale i vzhledem k nedostate¢né znalosti cill, které jsou
specifické pouze pro buiiky hub je nutné vénovat stale vétsi pozornost vyzkumu a vyvoji
novych antimykotik, a to pfedev§Sim objevovani novych mechanisml U¢inkl a cili
antimykotik specifickych pro houby. (Asif 2017, Campoy a Adrio 2017, Pianalto
a Alspaugh 2016)
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3.7 Bunééné kultury

3.7.1 Typy bunéénych kultur

RozliSujeme 3 zakladni typy bunécnych kultur: primarni bunécné kultury

(primokultury), bunécné linie a bunécné kmeny.

Primérni kultura neboli primokultura se skladd z bunc¢k pfimo izolovanych
z lidské ¢i zviteci tkané (kardiomyocyty ze srdce, hepatocyty z jater atd.). Izolace bunck
pak mulze probihat enzymaticky prostfednictvim proteolytickych enzymi (trypsinem,
kolagenéazou aj.) anebo mechanickym zplisobem. Po izolaci z tkédn€ se bunky umist'uji do
plastovych ¢i sklenénych kultivacnich nddob s zivnym médiem, kde jsou schopné rlst
a délit se. Podle zavislosti na adhezi dale rozliSujeme kultury adherentni, které pro svij
rust vyzaduji ukotveni ke kultivaénimu povrchu anebo kultury suspenzni, které
nevyzaduji ukotveni ke kultivaénimu povrchu, volné se ,,vznési*“ a proliferuji v zivném
médiu. V momenté, kdy buiiky obsadi vSechen dostupny substrat, tzn. ve stavu 100%
konfluence, dochazi k inhibici jejich rastu a je proto nutné ptenést bunky do jiné
kultivacni lahve s Cerstvym zivnym médiem pro zajisténi jejich optimalniho ristu
prostfednictvim cerstvych zivin a vétsi kultivacni plochy. Tento proces je znamy jako
pasaZovani neboli subkultivace a ziskavame tak bunécné linie. (Anonym 2016, Anonym

2020, Freshney 2005)

Bunécéné linie vznikaji pasdZovanim (subkultivaci) z priméarni bunécné kultury.
Bunécné linie odvozené od primarnich kultur maji pouze omezenou zivotnost v disledku
geneticky podminéného replikativniho starnuti bunc¢k neboli procesu senescence, pfi
kterém se u vétSiny bunék zkracuji termindlni sekvence DNA zvané telomery a takové
buiky po uréitém poctu bunéénych cykli ztraci schopnost bunéného deéleni. Tyto
bunécné linie oznacujeme jako tzv. nespojité (konecné) bunécné linie. Existuji vSak
bunécné linie, které replikacni starnuti nevykazuji, mohou se neomezené délit a byt
nesmrtelné — tyto bunécné linie pak oznacujeme jako tzv. spojité (kontinualni). Takové
bunééné linie mohou vznikat budto znespojitych bunéénych linii procesem
transformace, ktery miiZze byt spontanni nebo miZe byt vyvolan pomoci virt, chemikalii
¢1 radiace anebo miZze jit o nadorové bunétné linie s bunkami, které byly plvodné

izolované z néddort. (Anonym 2016, Freshney 2005)
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Bunéény kmen je subpopulaci bunééné linie, kterd byla pozitivné selektovana
z bunééné kultury pomoci klonovani ¢i jiné selekéni metody. Bunéény kmen nese urcité
specifické rysy a oproti rodi¢ovské bunééné linii proSel riznymi genetickymi zménami.
Jedna se o kultury diploidnich bunék (na rozdil od buné¢né linie, kde mohou byt buniky
aneuploidni), které zanikaji cca po 40-50 pasazich. (Anonym 2016, Vrzalova 2020)

3.7.2 Bunécna linie HepG2

HepG?2 je lidska epitelidlni bunécnad linie (viz. Obr. 5) zaloZena piivodné v roce
1979, od roku 1980 patentovana a uvedena v repozitafi organizace American Type
Culture Collection (ATCC) jako bunééna linie odvozena z jaterni tkdné 15letého bélocha
s dobie diferenciovanym hepatocelularnim karcinomem. Zhruba o 30 let pozdéji vSak
Lopez-Terrada et al. (2009) pfisel s pfevratnym ¢lankem, ve kterém uvadi, ze piivodem
bunécné linie neni hepatoceluldrni karcinom, ale epitelidlni hepatoblastom. (Lopez-

Terrada et al. 2009)

Low Density High Density

Obr. 5 Bunécna linie HepG2. Prevzato z: HepG2 [HEPG2] | ATCC

Jedna se o trvalou, adherentni buné¢nou linii vyuzivanou nej¢astéji pro studium
farmakokinetiky — metabolismu 1é¢iv a studium hepatotoxicity v ramci in vitro studii.

(Donata et al. 2014)

HepG2 jsou epitelidlni, netumorigenni a intenzivné proliferujici buiiky. Jsou
diferenciované pro vykonavani rozlicnych metabolickych funkci typickych pro jatra

vcetné produkce a sekrece riznych plazmatickych proteind atd. (Donata et al. 2014)
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Hlavni nevyhodou HepG2 bun¢k je v§ak omezena exprese enzymu a transportért,
které metabolizuji 1é¢iva. Napiiklad chybi dilezité enzymy cytochromu P450 ucastnicich
se 1. oxidativni faze metabolismu 1éCiv, jelikoz je v HepG2 bunkéch vyrazné nizsi
exprese genil pro tyto enzymy nez v primarnich hepatocytech, coz komplikuje studie

metabolismu 1é¢iv. (Donata et al. 2014)
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3.8 Pouzité standardy

3.8.1 Amfotericin B

Amfotericin B je Sirokospektré antimykotikum produkované bakterii
Streptomyces nodosus, které se spole¢né s natamycinem a nystatinem fadi do skupiny
makrocyklickych polyenovych antibiotik. Byl objeven v roce 1954 a i dnes je povazovan
za jeden z nejvétsich uspechii 20. stoleti. V zavislosti na jeho koncentraci a na citlivosti
patogenu vykazuje amfotericin B fungistaticky az fungicidni efekt. (Rozsypal 2008, SPC
pripravku Abelcet lipid complex)

Obr. 6 Struktura amfotericinu B. Prevzato z:

https://eo.drugbank.com/drugs/DB0068 1

Zaklad struktury amfotericinu B (viz. Obr. 6) tvoii 38¢lenny makrocyklicky
laktonovy kruh, na kterém je mimo jiné navazano 7 volnych hydroxylovych skupin, coz

zajiSt'uje amfifilni charakter 1é¢iva. (Cavassin et al. 2021)

Amfotericin B se jako jediny zastupce z polyenovych antibiotik vyuziva pro
systémovou lécbu, a to zejména Zivot ohrozujicich invazivnich mykoéz, ptipadné
protozoalnich infekci — napt. kandiddz, aspergiloz, kryptokokdz, leishmanioz, kokcidioz
a dalsich zavaznych chorob. Aplikace je zpravidla intraven6zni z divodu nizké peroralni
biologické dostupnosti nebo také intratekalni v piipadé CNS infekci jako je naptiklad
meningitida vyvolana patogenem Coccidioides immitis. Mimo systémovou aplikaci lze

amfotericin B vyuzit i v topické a lokalni terapii. (Cavassin et al. 2021, Rozsypal 2008)
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Vyhodou amfotericinu B neni pouze jeho Siroké spektrum ucinku, ale také

minimalni vyskyt rezistentnich patogend. (Cavassin et al. 2021)

Hlavnim mechanismem uc¢inku amfotericinu B je jeho vazba na ergosterol, ktery
predstavuje zakladni strukturni slozku bunééné membrany hub. Timto zpiisobem dochazi
k tvorbé port v membrané, k porusSeni jeji celistvosti a uniku dulezitych intracelularnich
iontl z buiiky, coz ve finéle vede k jejimu zéniku. Dal$im mechanismem amfotericinu B
je oxidativni poskozeni buitky hub pomoci indukce volnych radikald, které peroxiduji
membranové lipidy a podili se tak na destrukci buiiky. (Cavassin et al. 2021, Rozsypal
2008)

Limitujicim faktorem amfotericinu B jsou nezadouci ucinky vychdzejici z jeho
mechanismu ucinku. Amfotericin B se totiz kromé ergosterolu vaze s niz$i afinitou také
na steroly zivocisnych bunék — tzn. diky vazbé na membranovy cholesterol v riznych
tkanich mize vykazovat potencidlni akutni toxicitu. Amfotericin B naptiklad ptisobi
nefrotoxicky diky vazbé na membranovy cholesterol v ledvinnych tubulech

a glomerulech. (Svihovec et al. 2018)

3.8.2 Tamoxifen

Tamoxifen je antineoplastické hormonalni 1éCivo ze skupiny selektivnich
modulatort estrogenovych receptord, tj. selective estrogen receptor modifiers (SERM).
V zasad¢ se jedna o antiestrogen, ale v nékterych tkanich se mize chovat také jako
estrogen nebo vykazovat smiSenou aktivitu. Naptiklad v prsni zlaze a dé€loze se chova
jako antagonista estrogenovych ER-a receptortl, a naopak v jatrech, kardiovaskularnim
systému a kostech vystupuje jako agonista na estrogenovych ER-f receptorech. (Jordan

2003, Svihovec et al. 2018)
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Jednd se o relativné malou molekulu s nesteroidni strukturou na bazi
trifenylethylenu (viz. Obr. 7), kterd je vyuzivana pfedevsim k adjuvantni 1é¢bé karcinomu
prsu u zen s pozitivnimi axilarnimi uzlinami, 1é¢bé metastazujiciho karcinomu prsu
umuzl i zen anebo k terapii anovulacni neplodnosti. Ackoliv je tamoxifen vyuzivan
primarné k 1é¢bé nebo chemoprofylaxi hormon-dependentnich karcinomi prsu, ukazuje
se 1 jeho mozné plsobeni na nadory hormondlné nezavislé. (Anonym 2022a, Manna

a Holz 2016, SPC tamoxifen, Svihovec et al. 2018)

HyC

o]

CHs
Obr. 7 Struktura tamoxifenu. Prevzato z:

https://eo.drugbank.com/drugs/DB00675

Mechanismem ucinku tamoxifenu v terapii nadort pozitivnich na estrogenové
receptory je zejména vazba na jaderné estrogenové receptory ve tkéanich citlivych na
estrogen, kde plsobi jako kompetitivni inhibitor a brani tak vazb¢ estrogenu. Pfednostni
vazba tamoxifenu na estrogenni receptory zpiisobi potlaceni signalnich funkci téchto
receptor. Ve findle tak tamoxifen potlacuje rGst naddorG a podporuje apoptozu
nadorovych bunck, které exprimuji estrogenové receptory. Mechanismus ucinku
v indikaci hormondalné nezavislych naddorti neni zcela objasnény, ale zda se, Ze je ucinek
zavisly na davce — v nanomolarnich koncentracich plisobi tamoxifen pouze na nadorové
buiiky pozitivni na estrogenové ER receptory, nicméné v mikromolarnich koncentracich
Jiz pusobi také na nadorové bunky negativni na estrogenové ER receptory. (Anonym

2022a, Anonym 2022b, Campbell 2001, Manna a Holz 2016, SPC piipravku Tamoxifen)

Nevyhodou tamoxifenu jsou pak jeho nezadouci Uc¢inky. U postmenopauzalnich

zen dochazi kvili antiestrogenni aktivité¢ tamoxifenu k tibytku kostni hmoty a vys$§imu
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riziku vzniku osteopordzy, zatimco u premenopauzdlnich Zen je kostni denzita
zachovana. Dal$im zdvaznym nezaddoucim uc¢inkem s mnohonasobné vyssim vyskytem
u postmenopauzalnich Zen je riziko karcinomu endometria. Mimo tyto nezadouci ucinky
muze tamoxifen, krom¢ méné zavaznych ucinkl (navaly horka, dysmenorea, nauzea,
zvraceni, alopecie nebo vaginalni krvaceni), vykazovat CNS toxicitu, hepatotoxicitu
a hematotoxicitu, coz limituje bézné vyuzivani tamoxifenu v terapeutické praxi. I ptes
vSechny rizika je vSak tamoxifen celosvétoveé nejvice predepisovanym antineoplastikem,
které jiz zachranilo Zivot milionim pacientii s karcinomem prsu. (LukeSova a Kopecky

2014, SPC pripravku Tamoxifen)

Guo et al. (2009) studovali uc¢inky tamoxifenu na bunécénou proliferaci, bunéény
cyklus a apoptéozu in vitro svyuzitim bunécné linie HepG2. Zjistili, ze jiz pfi
mikromolarnich koncentracich tamoxifenu lze pozorovat antiproliferativni ucinek na
buitkky HepG2. Zhao et al. (2014) pak ve svém clanku udéava, Ze tamoxifen ve vysoké
davce (nad 20 uM) vykazuje cytotoxicky Uc€inek na buniky linie HepG2. Z toho diivodu
je mozné tamoxifen vyuzivat jako kontrolni slouceninu pfi testovani cytotoxicity

potencionalnich 1é¢iv na HepG2 bunééné linii.
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4 Cile prace

Cilem diplomové prace bylo stanovit in vitro potencidlni cytotoxicitu
11 vyvojovych latek (GUAM, GUAM-NH,, THIOSEMIK, GUAM-2,
GUAM-6, GUAM-11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1,
GUAM-6-3) s potencidlnim antimikrobidlnim a antifungélnim uc¢inkem na
HepG2 bunéénou linii.

Porovnat zjisténé hodnoty miry cytotoxicity 11 testovanych latek se

zvolenymi lékovymi standardy.
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzity material

5.1.1 Pristroje a pomicky

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

e (O inkubator (Shel Lab, USA)

e Orbitalni tfepacka IKA® LabDancer (IKA-Werke GmbH & Co., Némecko)

e Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen GmbH, Némecko)

e Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

e Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

e Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, Némecko)

e Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Italie)

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

e Kaultiva¢ni lahve (TPP, Svycarsko)

e 96-jamkové mikrotitracni desticky, ¢iré (TPP, Svycarsko)

e Mikrozkumavky Eppendorf 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml (Eppendorf, Némecko)

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

e Automatickd multikanalova pipeta Discovery Comfort 50-300 pl (HTL, Polsko)

e Jednordzové plastové pipety 5 ml, 10 ml, 25 ml (Techno Plastic Products — TPP,
Svycarsko)

e Sterilni, nepyrogenni sklen&né pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Svycarsko)

e Spicky na pipety Eppendorf 0,1-20 ul; 20-200 pl (Eppendorf, Némecko)

e Falkony (TPP, Svycarsko)

e Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)

5.1.2 Testované latky a dalSi chemikalie

o Testované latky: GUAM, GUAM-NH,;, THIOSEMIK, GUAM-2, GUAM-6,
GUAM-11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1, GUAM-6-3
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(Katedra organické a bioorganické chemie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Karlova)

e Fosfatovy pufr o pH 7,4 (Phosphate Buffer Saline; PBS — obsahuje NaCl, KCl,
Na;HPO4, NaH,PO4) (PENTA, Ceska republika)

e Trypsin (0,25%, Trypsin-EDTA (ethylendiamintetraoctovd kyselina)) (Sigma-
Aldrich, USA)

e Dulbeccovo a Eagolovo modifikované médium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA)

e L-glutamin (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA)

e Fetalni bovinni sérum (Fetal bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich, USA)

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

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

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

e Amfotericin B (Sigma-Aldrich, USA)

e Tamoxifen (Sigma-Aldrich, USA)

5.1.3 Testované latky

K experimentu bylo vyuzito 11 latek syntetizovanych na Katedfe organické
a bioorganické chemie, Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
Jedna se o latky ze skupiny aminoguanidint, u nichz se pfedpokladé urcitd mira inhibice
AChE a BuChE a/nebo antimikrobidlni plisobeni proti houbam a G+ bakteriim. Zkratky,

chemické nazvy a strukturni vzorce téchto latek shrnuje tabulka 1.
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Tab. 1 Prehled zkratek, chemickych nazvii a strukturnich vzorcii testovanych latek

ZKkratka Chemicky nazev Strukturni vzorec
H NH,.HCI
GUAM aminoguanidin-hydrochlorid HoN~ \”/ 2
NH
1,3-diaminoguanidin-hydrochlorid Hod
GUAM-NH, HN" 7 NHz.HCI
NH
S
THIOSEMIK thiosemikarbazid N AL
N~ “NH,
H
H
(E)-2-(2-hydroxy-3,5- X _N NH
GUAM-2 dijodbenzyliden)hydrazin-1- N \}//
karboximidamid-hydrochlorid OH NHy.HCI
|
(E)-2-[(5-nitrofuran-2- ~ H NH
yl)methylen]hydrazin-1- NN
GUAM-6 karboximidamid \ ) NH
O,N
(E)-2-[(5-nitrothiofen-2- <« N NH
yl)methylen]hydrazin-1- o N \n/ ?
GUAM-I karboximidamid \ s NH
O,N
HN
NH,
(£2)-2-(2-oxoindolin-3- N—NH

GUAM-12 yliden)hydrazin-1-karboximidamid : {

/
O
N
H
H
(By-2-(2- | N
GUAM-18 karbamimidoylhydrazinyliden) \N/’/|—|
methyl]-4,6-dijodfenyl-acetat o 2
I O)‘\
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H
(E)-2-(3,5- | \N,N NH
dijodbenzyliden)hydrazin-1-
GUAM-19 karboximidamid NH,
|
N

yl)methylen]semikarbazid

H

(E)-N'-(2-hydroxy-3,5- ! N/NYNH
GUAM-2-1 dijodbenzyliden)hydrazinkarboxim HN

idhydrazid-hydrochlorid OH "NH,.HCI

I
S
-1-[(5-ni - NH

GUAM-6-3 (E)-1-[(5-nitrofuran-2 ON_ o NNk 2

5.1.4 Bunécny model

Bunééna linie HepG2 (American Type Culture Collection — ATCC; USA) je
odvozena z jaterni tkan¢ 15letého bélocha s dobfe diferenciovanym hepatocelularnim
karcinomem. Lopez-Terrada et al. (2009) vSak ve svém c¢lanku uvadi, ze ptivodem

bunécné linie neni hepatocelularni karcinom, ale epitelidlni hepatoblastom.

5.2 Pouzité metody

5.2.1 Priprava fosfatového pufru o pH 7,4

Pro ptipravu fosfatového pufru (PBS) o pH 7,4 se navaZzilo definované mnoZzstvi
komponent, které bylo kvantitativné pievedeno do kadinky a nasledné doplnéno
destilovanou vodou na pozadovany objem. Ve finéle bylo zapotiebi s vyuzitim pH metru
a hydroxidu sodného upravit pH na hodnotu 7,4. Jednotlivé komponenty PBS jsou

uvedeny v tabulce 2.
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Tab. 2 Komponenty fosfatového pufru, jejich moldarni hmotnost a koncentrace

uvedenych latek v 1 litru pufiu

Nizev sloueniny Molarni hmotnost Koncentrace
[g/mol] [g/1]
NaCl 58,44 16,010
KCl 74,55 0,420
Na;HPO4.12H>0 358,14 7,16
Na;H>P04.2H,0 177,99 3,12

5.2.2 Priprava bunécné linie HepG2

Bunéénd linie HepG2 je uchovavana hluboce zmrazend s piidavkem
kryoprotektivniho ¢inidla (DMSO nebo glycerolu) zpravidla v tekutém dusiku, a proto
byva prvnim krokem jeji rychlé rozmrazovani. Nésleduje krok centrifugace a odstranéni
supernatantu s kryoprotektivnim ¢inidlem. Poté se bunécnd peleta resuspenduje

v Cerstvém zivném médiu, prenese do kultivaéni nadoby a inkubuje.

Pro ucely této diplomové prace byla vyuZita bunécna linie, ktera se jiz nékolikrat
pasdzovala ainkubovala v kultivaénich lahvich 75 cm? v inkubatoru pii 37 °C
v atmosfére 5% CO,. Z divodu eliminovani rizika kontaminace se s buitkami pracovalo
pouze ve sterilnim prostitedi laminarniho boxu. Pfedméty vkladané do prostoru
laminarniho boxu byly vZdy pfedem oSetiovany 70% ethanolem (v€etné nadoby

s buitkami) a vika nddob ptipadné ozehnuty nad plamenem.

Dal$im krokem bylo pasadzovani (tzv. subkultivace), coz je proces, pii kterém
dochazi k vyméné starého zivného média za nové pro zajisténi optimalniho ristu bunck.
Nejdiive se odsélo staré médium a nadoba se proplachla 6 ml PBS o pH 7,4. Po odsati
pufru nasledovala ,trypsinizace®, kdy byly pfidany 3 ml trypsinu, se kterym se buiiky
nechaly po dobu 1-2 minut inkubovat v inkubatoru pifi 37 °C v atmosfére 5% COo.
Trypsin enzymaticky uvolnil pfisedlé buiiky ze dna kultivaéni nadoby, coZ se nasledné
mikroskopicky zkontrolovalo (mélo by byt uvolnéno alespont 90 % buné¢k). Poté bylo

k bunécné suspenzi piidano zhruba dvojndsobné mnozstvi Cerstvého zivného média, do
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n¢hoz se ptidalo fetalni bovinni sérum (FBS), které zastavilo ptisobeni trypsinu a dale byl
doplnén L-glutamin s neesencidlnimi aminokyselinami. Nakonec se provedla
resuspendace bunc¢k a byl odebran findlni vzorek. Nasledné se s vyuzitim Biirkerovy
komiirky mikroskopicky stanovil pocet bunék a pomoci nasledujiciho vzorce byla

vypocitana koncentrace ¢astic v 1 ml suspenze:

a x 10*

n

X =

x vyjadiuje koncentraci bun¢k v 1 ml suspenze, a predstavuje stanoveny pocet bunck
v 1 ¢tverci Biirkerovy komirky a n vyjadiuje pocet spocitanych Etvercii v Biirkerové

komurce.

Po pasazovani bylo odebrano 0,8 ml suspenze zivného média s buiikami do nové
kultivaéni lahve s 11,2 ml Cerstvého zivného média a nasledovala inkubace pti 37 °C

v atmosfére 5% COs.

Nasledné¢ byly nasazovany buiiky na 96jamkovou desticku, pricemz se do kazdé
jamky napipetovalo 15 000 bunék ve 100 pl média. Poté byly desti¢ky s buiikami vlozeny
do inkubdtoru a nechaly se inkubovat zhruba 24 hodin pfii teploté 37 °C v prostiedi
5% COo.

5.2.3 Priprava roztoku testovanych latek

K experimentu bylo vyuZito 11 novych vyvojovych latek, jejichz souhrn je

uveden vySe v tabulce 1. Jako standardy byly zvoleny amfotericin B a tamoxifen.

V prvnim kroku bylo nutné navazit si potfebné mnoZstvi testovanych latek na
analytickych vahach a dale je rozpustit ve vhodném rozpoustédle. Jelikoz se jednd o latky
ve vodé nerozpustné, byl zde jako rozpoustédlo vyuzit dimethylsulfoxid. DMSO je
nejcasteji vyuzivané organické rozpoustédlo pro 1é¢iva nerozpustné ve vode, které se vSak
jiz v nizkych koncentracich chova k buitkkdm toxicky. Zanedbatelnou toxicitu k zivym
buiikam vykazuje DMSO v koncentraci do 1 %, a proto bylo pii naSem experimentu

vyuZzito této maximalni koncentrace k rozpusténi testovacich latek.

Pro tento experiment byly ptfipraveny 3 zasobni milimolarni roztoky o koncentraci

50mM, 10 mM a 1mM, ze kterych se dale pfipravily mikromolarni roztoky
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v koncentraénim rozmezi 1 uM az 500 uM (tzn. 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM, 250 uM a 500 uM).

Jako pozitivni kontrola s 0% viabilitou poslouZzily buiiky s 10% roztokem DMSO
v médiu, ktery v této koncentraci spolehlivé zajistuje usmrceni vSech zivych bunck.
Negativni kontrolou se 100% viabilitou pak bylo samotné zZivné médium s 1% DMSO
a bunkami. Déle byly pfipraveny pro kazdou koncentraci nebunééné kontroly

testovanych latek s médiem (100 pl/jamka).

5.2.4 Stanoveni cytotoxicity metodou CellTiter 96® AQueous One

Solution Cell Proliferation Assay

Pro stanoveni cytotoxicity byla vyuzita metoda CellTiter 96® AQueous One

Solution Cell Proliferation Assay.

Bunky s Zivhym médiem byly nasazeny do 96jamkovych desti¢ek a nasledné
k nim bylo napipetovano 100 pl roztoku 11 testovanych latek v riznych koncentracich
od 1 uM az po 500 uM (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 puM, 50 uM, 100 uM, 250 uM a 500
uM).

Vsechny testované latky o riznych koncentracich se pipetovaly v triplikatech, kdy
se bunééné meédium opatrné odsélo a nasledné se k buitkdm pomoci pipety ptidalo 100 pl
testované latky spolu s pozitivni a negativni kontrolou, ktera byla pipetovana rovnéz
v triplikatech. Negativni kontrolu tvofily cisté bunky s Zivnym médiem a pozitivni
kontrolou byl 10% roztok DMSO v médiu s buiikami. Bylo nutné pracovat peclive, ale
zaroven dostatecné rychle, aby nedoSlo k usmrceni bunék. Poté se builky pifesné na

24 hodin inkubovaly v inkubatoru pii 37 °C v atmosféfe 5% COx.

Ptesn€ po 24hodinové inkubaci bylo do jednotlivych jamek napipetovano 20 ul
¢inidla CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent a nechalo se inkubovat 90 minut

pii teploté 37 °C v atmostéte 5% COa.

Dale bylo nutné napipetovat ,,pozadi, které sestdvalo ze samotnych roztokl
testovanych latek a ¢inidla. Tento krok byl nezbytny pro zjisténi mozné interference dané
testované latky s pouzitym Cinidlem. Pozadi se nanaSelo v duplikatech. Také bylo tifeba

provést tzv. nebunécnou kontrolu tvofenou ¢istym médiem s ¢inidlem.
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Po ukonceni inkubac¢ni doby byla spektrofotometricky métena absorbance pomoci

destickového analyzatoru TECAN pfi vinové délce A =490 nm.

Ziskana data byla déale zpracovana pomoci tabulkového softwaru Microsoft Excel
2018 a statistického softwaru GraphPad Prism 9.2.0. Nejprve se pomoci programu
Microsoft Excel 2018 vytvoftil primér z hodnot absorbanci namétenych u jednotlivych
triplikatd testovanych latek o shodné koncentraci. Dale byla vypoctena smérodatna
odchylka a relativni smérodatnd odchylka pro posouzeni miry pfesnosti méteni. Stejny
postup se vyuzil 1 pro hodnoty absorbanci pozitivnich a negativnich kontrol, véetné
nebunécné kontroly. Od priméru byla odectena nebunécna kontrola a ze ziskanych
hodnot se nasledné urcila procentudlni viabilita pro jednotlivé koncentrace testovanych

latek dle nésledujiciho vzorce:

. iy sz - Ap
viabilita [%] = ——— x 100
AleO - Am
A,z znaci zprimérovanou hodnotu absorbance triplikatu bunek s testovanou latkou o dané
koncentraci s ¢inidlem, 4, ptedstavuje zprimérovanou hodnotu absorbance duplikéatu
testované latky o dané koncentraci bez bunck s ¢inidlem (tj. pozadi), 4, je zprimerovana
hodnota absorbance triplikatu daného kultivacniho média s ¢inidlem a 4,700 pak znamena

zpriméerovanou hodnotu absorbance triplikdtu negativni kontroly s ¢inidlem (100%

viabilita).

Na zavér byla data zpracovana ve statistickém programu GraphPad Prism 9.2.0.,
ktery sestrojil inhibi¢ni kiivky testovanych latek a na zdkladé modelu nelinedrni regrese
byla urcena hodnota stiedni inhibi¢ni koncentrace ICso, coZ je toxikologicky parametr
udavajici koncentraci testované latky, pii které dochazi k 50% inhibici Zivotaschopnosti

bunék.

36



6 Vysledky

6.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

V tabulce 3 jsou shrnuty nazvy testovanych latek a standardd spolu
s experimentalné zjisténymi hodnotami ICso. Parametr ICso byl pouzit k posouzeni
cytotoxického potencidlu 11 novych vyvojovych latek s potencidlnim antimikrobialnim
a antifungéalnim uc¢inkem, a to v intervalu 24 hodin na standardni bunécné linii HepG2.
Cytotoxicky ucinek latek GUAM, GUAM-NH,, THIOSEMIK, GUAM-2, GUAM-6,
GUAM-11, GUAM-12, GUAM-18, GUAM-19, GUAM-2-1, GUAM-6-3 je graficky
znazornén na obrazcich 8 az 10 a na obrazku 11 jsou znazornény kiivky standardnich
latek tamoxifenu a amfotericinu B. Vysledky v grafech jsou prezentovany jako

% viability.

Tab. 3 Experimentalné zjistené hodnoty ICsy testovanych latek a standardii za

poucziti metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Nazev latky Hodnota ICso [pM]
GUAM > 500
GUAM-NH> > 500
THIOSEMIK > 500
GUAM-2 54,66
GUAM-6 9,973
GUAM-11 5,215
GUAM-12 > 500
GUAM-18 31,29
GUAM-19 9,203
GUAM-2-1 121,8
GUAM-6-3 29,72
Amfotericin B > 500
Tamoxifen 19,56
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Obr. 8 Cytotoxické pusobeni testovanych latek GUAM, GUAM-NH>,
THIOSEMIK a GUAM-2 na bunécnou linii HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku 8 jsou zndzornény grafy zavislosti viability bun€k na rostouci
koncentraci testovanych litek GUAM, GUAM-NH., THIOSEMIK a GUAM-2.
Testované¢ latky byly inkubovany s buiikami v triplikatech a po dobu 24 hodin o stejnych
koncentracich v rozmezi 1 az 500 uM. Z grafii na obrazku 8 je mozné odvodit, ze nejvyssi
cytotoxicitu vici bunkdm HepG2 vykazuje GUAM-2 s namétenou hodnotou ICso 54,66
uM. Grafy naobrdazku 8 dale ukazuji, Ze testované latky GUAM, GUAM-NH»
a THIOSEMIK lze povazovat za slouCeniny se zanedbatelnou cytotoxicitou, protoze
jejich naméiené hodnoty ICso jsou vyssi jak 500 uM, tedy jsou netoxické. Setazenim
téchto latek dle klesajici toxicity vi¢i buikdm HepG2 se vytvoii nasledujici tada:

GUAM-2 > GUAM-NH: > THIOSEMIK > GUAM.
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Obr. 9 Cytotoxické pusobeni testovanych latek GUAM-6, GUAM-11, GUAM-12
a GUAM-18 a bunécnou linii HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Obrazek 9 zachycuje grafy zavislosti bunééné viability na rostouci koncentraci
dalsich 4 testovanych latek: GUAM-6, GUAM-11, GUAM-12 a GUAM-18. Testované
latky byly inkubovany s buiikkami v triplikdtech a po dobu 24 hodin o stejnych
koncentracich v rozmezi 1 az 500 pM. Z grafti na obrazku 9 lze vyvodit, Ze nejvyssi
cytotoxicitu vi¢i HepG2 bunkam vykazuje GUAM-11 snaméfenou hodnotou
ICs0 5,215 pM, silné cytotoxicky ucinek viaci HepG2 buiikam byl naméfen i u latky
GUAM-6, kde byla naméiena hodnota ICso 9,973 uM a také u latky GUAM-18
s hodnotou ICso 31,29 uM. Naopak zanedbatelnou cytotoxicitu je mozné€ pozorovat
u GUAM-12, jelikoZ jeho namétend hodnota ICsp je vyS$si nez 500 uM. Sefazenim téchto

latek podle klesajici toxicity vznikne nasledujici fada: GUAM-11 > GUAM-6 > GUAM-
18 > GUAM-12.
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Obr. 10 Cytotoxické pusobeni testovanych latek GUAM-19, GUAM-2-1 a
GUAM-6-3 na bunécnou linii HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku 10 jsou znazornény grafy zavislosti viability bunék HepG2 na rostouci
koncentraci testovanych latek GUAM-19, GUAM-2-1 a GUAM-6-3. Testované latky
byly inkubovéany s buiikami v triplikatech a po dobu 24 hodin o stejnych koncentracich
v rozmezi 1 az 500 uM. Na zaklad¢ graft z obrazku 10 je mozné konstatovat, ze vSechny
tfi latky jsou siln¢ cytotoxické viuci HepG2 bunééné linii. Nejvyssi cytotoxicitu vici
HepG2 buikam vykazuje GUAM-19 s hodnotou ICso 9,203 uM, dalsi v potadi je GUAM-
6-3 s namétenou hodnotou ICso 29,72 uM a nejméné cytotoxicky z téchto latek se ukéazal
GUAM-2-1 s namétenou hodnotou ICso 121,8 uM. Cytotoxicita vici HepG2 buitkam
klesa v tomto potfadi: GUAM-19 > GUAM-6-3 > GUAM-2-1.
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Obr. 11 Cytotoxicke piisobeni testovanych latek GUAM-19, GUAM-2-1 a GUAM-
6-3 na bunécnou linii HepG2 po 24hodinové inkubaci.

Na obrazku 11 jsou znazornény grafy zavislosti viability bun€k HepG2 na rostouci
koncentraci standardd — tamoxifenu a amfotericinu B. Na zéklad¢ grafi z obrazku 11 lze
konstatovat, ze tamoxifen s hodnotou ICso 19,56 uM vykazuje vyrazny cytotoxicky
ucinek na bunécnou linii HepG2 na rozdil od amfotericinu B, jehoZ cytotoxicky potencial

je na HepG2 buné¢nou linii zanedbatelny, jelikoZ jeho naméfena hodnota ICso dosahovala

hodnot vysSich nez 500 uM.
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7 Diskuse

In vitro testovani cytotoxicity je dnes zdsadni soucasti raného vyvoje léCiv.
Vzhledem k neznalosti v§ech u¢inkl vyvijenych 1€¢iv na organismus ¢lovéka je obzvlast
dualezité predejit jejich ptipadné toxicité. In vitro testovani je tak jedna z moznosti pro
ajedna zcest, kterd cCasteCné¢ nahrazuje in vivo toxikologické testovani v ramci
preklinického vyvoje. In vitro stanoveni cytotoxicity umoziuje zastavit vyvoj
neperspektivnich latek jiz v rané fazi vyvoje a diky tomu snizuje nakladnost na vyvoj
1&¢iv a Setii Cas, které by byl v rdmci vyvoje obétovan. (Bacskay et al. 2018, Giordanetto

2018)

Cilem této diplomové prace bylo in vitro stanovit a dale posoudit cytotoxické
pusobeni nové syntetizovanych latek ze skupiny aminoguanidinii na HepG2 bunécnou
linii. Cytotoxicky potencial latek byl stanoven a porovnan prostfednictvim
toxikologického parametru ICs (stfedni inhibi¢ni koncentrace), ktery udava koncentraci,
pfi které dochazi k 50% sniZeni viability bun€k v bunééné populaci. Hodnoty ICso byly
ziskany pomoci komercné dostupné kolorimetrické metody CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay, ktera je vyuzivana ke stanoveni bunécné viability.
Ziskané hodnoty byly rovnéz porovnavany s lékovymi standardy — amfotericinem B,
ktery je znamy svym nefrotoxickym plisobenim a tamoxifenem, ktery ma hepatotoxicky

uc¢inek. (Lukesova a Kopecky 2014, Svihovec et al. 2018)

Z diivodu omezené rozpustnosti testovanych latek ve vod¢ bylo zapotiebi pouZit
organické rozpoustédlo DMSO. JelikoZz se jednd o latku, kterd piisobi ve vysSich
koncentracich toxicky, vyuzila se maximalné 1% koncentrace. Latky byly testovany pro
kazdou koncentraci v triplikdtech. Koncentrace jednotlivych testovanych latek se

pohybovaly v rozmezi 1-500 pM.

Hepatotoxicita je jednim z nejcastéjSich divodi ukonceni vyvoje potencidlniho
1é¢iva v pozdnich fazich vyvoje nebo stazeni 1é¢iv z trhu. Z tohoto diivodu je nezbytné
vcasné detekovat hepatotoxicky ucinek 1éciv pred jejich podanim zvifatim nebo pired
vstupem do klinické faze vyvoje. Z tohoto diivodu byla pro tento experiment zvolena,
jako bunéény model, HepG2 standardni bunécné linie odvozend z lidské jaterni tkané.

(Gerets et al. 2012, Giordanetto 2018)
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Pro stanoveni bunécné viability byla vyuzita kolorimetrickd metoda MTS v ramci
komeréniho kitu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, ktery se
sklada z tetrazoliové soli MTS a intermediarniho akceptoru elektroni PES. Metoda je
zaloZena na principu redukce ve vodé rozpustné tetrazoliové soli MTS na barevny ve
vod¢ nerozpustny formazan. Tato redukce probihd pouze u metabolicky aktivnich bunék
a proto plati, ze ¢im metabolicky aktivnéjsi buiika je, tim intenzivnéji jsou zbarvené

formazanové produkty. (Riss et al. 2013)

Pfednost MTS metody (kitu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay) spociva v rychlém, pfesném, jednoduchém a relativné levném
provedeni. Metoda je také vysoce spolehliva, bezpecna a reprodukovatelna. Tuto metodu
je mozné vyuzit pro méteni bunécné viability ¢i cytotoxicity u adherentnich i suspenznich
typl bunék. S vyhodou lze provadét i vicenasobné ¢teni absorbance, nicméné je nutné
opatrné manipulovat s destickami pii jejich opétovném vkladani do inkubatoru a snazit
se udrzovat konstantni prostfedi. Také je potfeba mit na paméti, Ze by inkubacni doba

nem¢la prekrocit 4 hodiny. (Adan et al. 2016, Aslantiirk 2018, Riss et al. 2013)

Nevyhodou MTS metody (kitu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay) je limitovana citlivost, dlouhd doba inkubace, prace s vysokym
poctem bunék, toxicita ¢inidel k buiice a neschopnost rozlisit cytostaticky a cytotoxicky
ucinek zkousené latky. Vysledné hodnoty absorbance mohou byt také ovlivnény délkou
inkubac¢ni doby, typem pouzité bunécné linie, poctem bun¢k a mnoZstvim piidan¢ho

detekéniho €inidla. (Adan et al. 2016, Aslantiirk 2018, Kamiloglu 2020)

Jako standardy byly zvoleny lécivé latky tamoxifen a amfotericin B. Tamoxifen
je antineoplastické hormonalni 1é¢ivo ze skupiny SERM, jehoz limitujicim faktorem jsou
zejména CNS toxicita, hematotoxicita a hepatotoxicita. V experimentu vystupuje jako
pozitivni kontrola pro svijj antiproliferativni a cytotoxicky u¢inek na HepG2 bunécnou
linii pii koncentraci nad 20 uM. (Guo et al. 2009, Zhao et al. 2014) Z;jiSténa hodnota ICso
tamoxifenu byla 19,56 uM. Amfotericin B je Sirokospektré polyenové antimykotikum,
které je znamé zejména pro své nefrotoxické pusobeni. Na zakladé namérené hodnoty
ICs0 > 500 uM je mozné oznacit amfotericin B jako latku, kterd nepisobi cytotoxicky na

HepG2 bunécnou linii a nevykazuje tak Zadné znamky hepatotoxického plisobeni.

Z vysledkli métfeni je mozné vyvodit zavér, ze vétSina testovanych sloucenin

vykazuje pomérné vysoké cytotoxické plisobeni na bunécnou linii HepG2. Pokud si
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sefadime dané slouceniny dle zvysujici se hodnoty ICso (tj. dle klesajiciho cytotoxického
potencidlu latek) ziskdme nésledujici potadi: GUAM-11 > GUAM-19 > GUAM-6 >
GUAM-6-3 > GUAM-18 > GUAM-2 > GUAM-2-1 >> GUAM-12 =~ GUAM-NH; =
GUAM = THIOSEMIK. Jako latka s nejvyssim cytotoxickym potencialem se ukdzala
v experimentu slou¢enina GUAM-11 s hodnotou ICso 5,215 pM. Naopak nejméné
toxickymi slouCeninami v experimentu se ukazaly latky GUAM-12, GUAM-NH,,
GUAM a THIOSEMIK.

Hodnota ICso vétSiny testovanych latek se pohybovala pod hodnotou nebo blizko
hodnoty 100 uM. Pouze GUAM-12, GUAM-NH>, GUAM a THIOSEMIK m¢ly hodnotu
ICs0 nad 500 uM. Je nutné uptesnit, ze slouceniny GUAM, GUAM-NH; a THIOSEMIK
se stanovenou hodnotou ICso nad 500 uM byly vyhodnoceny jiz na zacatku experimentu
spiSe jako vychozi slouceniny pro dalsi modifikaci a biologicka aktivita u nich neni ptili$

o¢ekavana.

Z hlediska hepatotoxicity se bez ohledu na biologickou aktivitu jevi jako
perspektivni latky pro dalsi vyvoj GUAM, GUAM-NH2, GUAM-12 a THIOSEMIK,
jelikoz jejich cytotoxické piisobeni na HepG2 buné¢nou linii bylo v tomto experimentu

zanedbatelné.

Obecné vidim jako velmi dilezité, aby lé¢ivo nevykazovalo vyznamny
cytotoxicky potencidl, s vyjimkou cytostatickych 1€Civ. V této praci jsou zkoumany latky,
které mohou byt potencialné vyuzivané v terapii mykotickych ¢i bakteridlnich infekci.
V této oblasti, kde se rapidnim tempem rozviji rezistence bakterii a hub na vétSinu
soucasn¢ vyuzivanych 1€€iv, se ,,hraje* o €as 1 finan¢ni prostiedky, které se usetii prave
v€asnym zkoumanim cytotoxicity v ranych fazich vyvoje. Je zde potieba vyvinout takové
lécivo, které bude dostatecné selektivni k buitkkdm patogenli a nebude tedy pfevaZovat
riziko 1écby (nezddouci ucinky — hepatotoxicita, nefrotoxicita apod.) nad jeji
prospésnosti. Stejné tak je tomu u potencidlnimu vyuziti téchto latek pro inhibici
cholinesteraz, které hraji vyznamnou roli pfi Alzheimerové demenci ¢i jinych typech
demenci. S ohledem na dlouhodobé pouzivani téchto 1€€iv je nutné opét zajistit minimalni

nezédouci U€inky a vyznamnéjsi cytotoxicky potencial je u takovych latek nezadouci.
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8 Zavér

Podarilo se uspésné stanovit cytotoxicky ucinek in vitro 11 novych vyvojovych
latek s potenciadlnim inhibi¢nim pisobenim na cholinesterdzy a antimikrobnim t¢inkem
proti G+ bakteriim a houbam na bunéénou linii HepG2 odvozenou z lidské jaterni tkané.
Pro stanoveni bunécné viability in vitro se vyuzila kolorimetrickd metoda CellTiter 96 ®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Pomoci toxikologického parametru ICso
byla porovnédna cytotoxicita testovanych latek s cytotoxickym plisobenim standardi —
tamoxifenu a amfotericinu B. Z naméfenych dat vyplyva, ze tamoxifen je vyrazné
cytotoxicky vaci HepG2 bunécné linii, zatimco amfotericin B vykazuje pouze

zanedbatelny cytotoxicky potencial vici této linii.

Cytotoxicky potencidl testovanych latek klesd v nasledujicim potadi: GUAM-11
> GUAM-19 > GUAM-6 > GUAM-6-3 > GUAM-18 > GUAM-2 > GUAM-2-1 >>
GUAM-12 = GUAM-NH; = GUAM = THIOSEMIK. Latky GUAM-11, GUAM-19
a GUAM-6 jsou toxictéjsi nez tamoxifen. Nejvétsi cytotoxicky potencial byl stanoven
u slou¢eniny GUAM-11 s hodnotou ICso 5,215 uM. Zanedbatelnou cytotoxicitu
(s hodnotou ICso > 500 pM) vici HepG2 bunééné linii vykazuji v testovaném
koncentratnim rozmezi pouze slouceniny GUAM, GUAM-12, GUAM-NH,
a THIOSEMIK.
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10 Piilohy

Piiloha 1 GUAM (cervene), GUAM-NH: (zelené), negativni kontrola (zlute),
pozitivni kontrola (modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 bunkami pri 37 °C
v atmosfére 5% CO2 a 90minutové inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One

Solution Reagent.

Piiloha 2 THIOSEMIK (cervene), GUAM-2 (zelené), negativni kontrola (Zlute),
porzitivni kontrola (modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 bunkami pri 37 °C
v atmosfére 5% CO2 a 90minutové inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One

Solution Reagent.



Piiloha 3 GUAM-6 (cervene), GUAM-11 (zelené), negativni kontrola (zlute),
porzitivni kontrola (modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 bunkami pri 37 °C
v atmosfére 5% CO:z a 90minutové inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One

Solution Reagent.

Piiloha 4 GUAM-12 (cervenée), GUAM-18 (zelené), negativni kontrola (Zluté),
pozitivni kontrola (modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 bunkami pri 37 °C
v atmosfére 5% CO2 a 90minutové inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One

Solution Reagent.



Piiloha 5 GUAM-19 (cervené), GUAM-2-1 (zelené), negativni kontrola (zZlute),
porzitivni kontrola (modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 bunkami pri 37 °C
v atmosfére 5% CO2 a 90minutové inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One
Solution Reagent.

Piiloha 6 GUAM-6-3 (cervené), negativni kontrola (Zluté), pozitivni kontrola
(modre) po 24hodinové inkubaci s HepG2 buitkami pri 37 °C v atmosfére 5% CO2 a

90minutove inkubaci s cinidlem CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent.



