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Abstrakt
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Skolitel: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni toxicity pomoci bunééné¢ho modelu

V této praci bylo cilem zméfit a zhodnotit in vitro cytotoxicitu 22 nové
syntetizovanych latek s potencidlnim vyuzitim pro své antimykotické, antibakteridlni a
antimykobakteridlni plisobeni na standardni bunécnou linii HepG2. Latky byly
syntetizovany na Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy, a jedna se o mafenidové derivaty MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9,
MAF-10, MAF-11, MAF-12, MAF-13, MAF-14, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F», A-3-Br-5-
Cl, A-3,5-Clz, A-3,5-Br2, A-5-Br, A-THIOF, A-SA, A-3,5-I, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl, A-5-1.

Cytotoxicita byla zméfena pomoci kolorimetrické metody CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, tato metoda je zalozena na redukci MTS
na barevny rozpustny produkt formazan a latky byly srovndvany a hodnoceny dle

parametru ICso.

U 9 latek, konkrétné MAF, MAF-8, MAF-11, MAF-12, MAF-16, A-5-F,
A-3,5-F», A-SA, A-5-Cl, bylo ICso vétsi nez 500 uM, tedy tyto latky mizeme oznacit za
netoxické u HepG2 linie. DalSich 9 latek doséhlo 1Csp mezi hodnotami 168,1 a 470,3 uM,
jednalo se o tyto latky: A-3-1-5-Cl, A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Br,, MAF-14, MAF-9, A-3,5-15,
A-3,5-Cly, A-5-1, MAF-10. Tyto latky prokazaly relativné nizkou cytotoxicitu a spolu
s prvni skupinou jmenovanych latek jsou vhodné k dal§imu testovani. Nejtoxi¢téjsi se

ukazaly slouceniny A-THIOF, MAF-4 a MAF-13.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology and Toxicology
Student: Karolina Fojkesova

Supervisor: RNDr. Jana Maixnerova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Determination of toxicity using a cell model

The subject of the diploma thesis was measure and evaluate the cytotoxicity in
vitro of 22 newly synthesized substances with potential use for their antifungal,
antibacterial and antimycobacterial activity on the standard HepG2 cell line. The tested
substances were synthetized at the Department of Organic and Bioorganic Chemistry at
the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University and their chemical
structure is mafenide derivative. The compounds are MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9,
MAF-10, MAF-11, MAF-12, MAF-13, MAF-14, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F2, A-3-Br-5-
Cl, A-3,5-Clz, A-3,5-Br2, A-5-Br, A-THIOF, A-SA, A-3,5-1>, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl, A-5-1.

Cytotoxicity has been measured using the CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay, which is a colorimetric method based on the reduction of the
tetrazolium salt of MTS to the colored soluble formazan, and substances have been

compared and evaluated according to the ICso parameter.

In case of 9 substances, specifically MAF, MAF-8, MAF-11, MAF-12, MAF-16,
A-5-F, A-3,5-F2, A-SA, A-5-Cl, the ICso was greater than 500 uM, so these substances
can be considered non-toxic in the HepG2 line. The next 9 substances reached an ICso
between 168,1 and 470,3 uM, and the following substances: A-3-1-5-Cl, A-3-Br-5-Cl, A-
3,5-Br, MAF-14, MAF-9, A-3,5-1>, A-3,5-Cl,, A-5-1, MAF-10. These substances have
shown relatively low cytotoxicity and together with the first group of the above -
mentioned compounds are suitable for further testing. The most toxic substances have

shown: A-THIOF, MAF-4 and MAF-13.
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1 Seznam zkratek

ABC
AIDS
ATP
ATCC
CRP
DMSO
HeLa
HepG2
ICso
MFS

MTS

MTT
NADP*
NADPH
PES
PMS
SERM
WST-1

XTT

superrodina ATP-Binding Cassette

syndrom ziskaného selhani imunity
adenosintrifosfat

American Type Culture Collection

C-reaktivni protein

dimethylsulfoxid

bunécnd linie lidskych epitelidlnich bunék
standardni bunécna linie lidskych hepatalnich bunék
stiedni inhibi¢ni koncentrace

superrodina hlavnich facilitatorti

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

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

fenazin ethylsulfat

fenazin methylsulfat

selektivni estrogenni receptorové modulatory
(2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium)

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



2 Uvod

Hodnoceni cytotoxicity ma svou nezastupitelnou roli nejen ve vyvoji novych
1é¢iv, coz je financné 1 Casoveé velice narocny proces. NejcasteéjSimi organy, které jsou
vystaveny toxicit¢ novych 1€Civ jsou jatra, ledviny a srdce. Stanoveni toxicity in vitro na
bunécnych liniich se nejCastéji provadi na jaternich bunkach, u novych 1éCiv jsou
dalezitou soucasti preklinického testovani. V dnesni dobé je k testovani cytotoxicity
vyvinuto jiZz mnoho metod, které¢ mizeme rozdélit dle jejich mechanismu uc¢inku na
integritu bunéénych membran, funkci mitochondrii (syntéza ATP) atd. (Aslantiirk, 2018)
U latek je stanovena hodnota ICso, kterd oznacuje koncentraci testované latky, pii které
je viabilita bunék v experimentu 50 %. Nejvétsi vyhoda in vitro testovani cytotoxicity
tkvi v dostupnosti, jednoduchosti testli a v neposledni fadé omezeni testovani in vivo na
zivych laboratornich zvitatech. Diky hodnoté ICso se dd4 odhadnout pisobeni molekuly
v celém organismu, i kdyz odpoveéd’ izolovanych bunék mize byt v nékterych piipadech

odli$né od odpovédi celého organismu. (Kubicova et al., 2016)

Pfedmétem této diplomové prace je hodnoceni cytotoxicity 22 novych
potenciondlnich 1é¢iv s antimykotickou, antibakteridlni a antimykobakterialni aktivitou.
Latky budou hodnoceny na bunééné linii jaternich bunék HepG2, metodou CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, ktera je principialné zalozena na redukci
MTS Zivymi buiikami na barevny rozpustny produkt formazan. Latky budou srovnany se
standardy v podobé molekul s predikovatelnym vysledkem, paracetamolem a
tamoxifenem. Hodnoceni probéhne na zakladé¢ parametru ICso, stfedni inhibi¢ni

koncentrace.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Registrovana antimikrobialni 1é¢iva v praxi

Antimikrobidlni 1é¢iva lze v praxi oznacit také jako antibiotika ¢i antibakteridlni
chemoterapeutika. Diive byl pojem antibiotika uzivan jen v souvislosti s latkami
pfirodniho pavodu, s pfibyvajicim poctem syntetickych a semisyntetickych latek
s obdobnym ucinkem se ale zacal pouzivat souhrnné pro vSechny latky s antimikrobialni
aktivitou, bez ohledu na pivod. (Hartl et al., 2019) Antibiotika Ize obecné rozd¢lit podle
nékolika parametri, dle mechanismu ucinku, spektra G€inku na gram negativni bakterie
(G-) nebo gram pozitivni (G+) bakterie a chemické struktury. (Etebu et al., 2016)

V nasledujicich podkapitolach budou popsany antibiotika podle mechanismu tc¢inku.

3.1.1 Inhibitory syntézy bunééné stény

Mechanismem inhibice syntézy bunécéné stény pusobi antibiotika ze skupiny
B-laktamil a glykopeptidi. Cilovou strukturu U¢inku antibiotik této skupiny pfedstavuje
peptidoglykan, ktery tvofi vné&jSi kostru builky bakterie.. Léciva nemaji schopnost
peptidoglykan ptimo rozstépit, a proto ucinkuji v fetézci jeho syntézy. Zatimco B-laktamy
se vazi na transpeptidazy, coz jsou enzymy zodpovédné za piicné vazby v molekulach
peptidoglykanu, glykopeptidy interaguji s volnymi konci peptidovych fetézcli a tim
zabranuji jejich spojeni. Z tohoto faktu mj. vyplyva, Ze glykopeptidy t¢inkuji pomaleji,
nez konce peptidovych fetézci. Obecné lze vSak konstatovat, ze 1éCiva pulsobici
mechanismem inhibice syntézy peptidoglykanu se daji s vyhodou pouzit u 1é€by akutnich

infeket, kdy je nejvétsi ¢ast mikrobidlni populace ve stadiu ristu a mnoZeni. (Benes 2018)

3.1.2 Inhibitory syntézy kyseliny tetrahydrolistové

Do této skupiny fadime sulfonamidy. Mistem jejich pilisobeni je enzym
dihydropteroat syntaza, ktery katalyzuje kondenzaci kyseliny p-aminobezoové a pteridin
pyrofostatu na kyselinu dihydropteroovou, ktera je predposlednim c¢lankem vzniku
kyseliny dihydrolistové, zniz déale vznika kyselina tetrahydrolistova. (Skold, 2000)
Kyselina tetrahydrolistova je nezbytna pro mnoho biosyntetickych drah bakterie, ktera ji

vSak neni schopna pfijimat, a proto je zavisld na jeji endogenni produkci. Kyselina



tetrahydrolistova figuruje jako koenzym pii syntéze purint a pyrimidinQ. (Bury-Moné,
2014) V soucasné dobé se uziva ze skupiny sulfonamidi perordlné nejvice
sulfamethoxazol a to ve fixni kombinaci s chemoterapeutikem trimetoprimem.
Trimetoprim rovnéz pusobi v fetézci syntézy kyseliny tetrahydrolistové, konkrétné
inhibici bakteridlni reduktazy kyseliny dihydrolistové. Tato kombinace se oznacuje jako
cotrimoxazol. S vyhodou je indikovan u mocovych infekcei a infekci hornich dychacich
cest. (Masters, 2003) Dalsi z 1é¢iv sulfonamidi, sulfadiazin je vyuzivan v kombinované

terapii toxoplazmoézy. (Petersen et al., 2014)

3.1.3 Inhibitory syntézy bilkovin

Vyuzivand antibiotika inhibuji proteosyntézu v mist¢ podjednotky 70S
bakteridlniho ribozomu, konkrétné 30S a 50S. Selektivita spoc¢iva v odliSnosti ribozomu
bakterialni — prokaryotické a eukaryotni buiky, kdy druhd jmenovand nema 70S
s podjednotkami 30S a 50S, ale 80S s podjednotkami 60S a 40S. Mezi antibiotika
ucinkujici v misté proteosyntézy fadime napf. tetracykliny, aminoglykosidy, amfenikoly,

makrolidy nebo linkosamidy. (Walsh et al., 2016)

Vyznamnou skupinou inhibitord proteosyntézy jsou jiz zminéné aminoglykosidy.
Konkrétné piisobi vazbou na 30S a tim naru$i proces translace. Prvnim objevenym
lécivem této skupiny byl streptomycin, prvni U¢inny 1€k na tuberkulézu a také prvni
antibiotikum izolované z bakterii, konkrétn¢ rodu Streptomyces. (4rya, 2007) Dalsi ze
skupiny star§ich aminoglykosidii je neomycin a kanamycin, z novéjsich pak gentamicin
a amikacin. Hlavni indikace aminoglykosidli jsou vazné septické stavy, pneumonie,
infekce CNS nebo komplikované mocové infekce, kde je laboratorné stanovena citlivost
puvodce na tuto skupinu ATB. (Lincova et al., 2007) Nejvétsi riziko terapie
aminoglykosidy spociva s ototoxicit¢ a rendlni toxicité, pfiemZ ototoxicita je
ireverzibilni a vede az ke ztraté rovnovahy nebo ztraté sluchu. Naopak rendlni toxicita je
reverzibilni a pomérn¢ snadno monitorovatelna pomoci laboratornich vySetfeni moci a

krve. (Arya, 2007)



3.1.4 Limity soucasné ATB terapie

Nejvétsi omezeni v antibiotické terapii neptedstavuji nezéddouci ucinky nebo
kontraindikace, ale pravé tzv. antibioticka rezistence. Antibiotika méla v 60.—80. letech
zlaté Casy, kdy byla hojn¢ a plosn¢ podavana pacientim ve snaze vymytit infekéni
onemocnéni. Od té doby vSak vyvoj novych latek nepokracuje takovym tempem, jakym
se bakterie adaptuji a vedou az ke vzniku multirezistentnich kment. Tento fakt je nejvice
pocitovan na jednotkdch intenzivni péce a popaleninovych oddélenich. Uvadi se, ze
v disledku antibiotické rezistence umird ro¢n¢ v Evropé vice nez 33 tisic pacientl a

23 tisic pacienti v USA. (4Vex CR, 2020)

Rezistenci bakterii miizeme rozdélit na dva typy — fenotypovou a genotypovou.
Navzijem se li§i zménou genetické informace. Fenotypova rezistence neni dédicna, je
prechodna a nespociva ve zméné genetické informace bakterie. Jako hlavni ptiklady lze
uvést aktivni eflux antibiotika, rezistence casti populace ve stacionarni fazi ristu nebo
uzavieni porint, diky kterému se antibiotikum nedostane piimo do buiiky. Genotypova
rezistence naopak zavisi na zméné genomu bakterie, zejména piijeti mobilni genetické
informace, kde lze jako priklad uvést piijeti plazmidu, ktery obsahuje geny zodpovédné
za produkci enzymu rozkladajicich molekuly antibiotik, napt. beta-laktamaz. Vyvoj
antibiotické rezistence miizeme vysvétlit tzv. selekénim tlakem antibiotik, kdy méame
pfitomny jak bakterie rezistentni, tak citlivé. Pfi podani antibiotika jsou citlivé bakterie

zni¢eny, naopak kolonie rezistentnich jedinct stale roste. (Krejci, 2019)

Raciondlni terapie antibiotiky a jeji zasady jsou soucésti tzv. antibiotické politiky.
Ta ma za kol zpomalit vyvoj antibiotické rezistence a popsat zakladni pilite, dle kterych
by se méli 1ékati fidit pii indikaci té€chto 1é€iv a pii vyberu konkrétniho ptipravku. Ve
zkratce ma tedy zajistit G€innost terapie a zvysit bezpecnost pacientll. Prvnim krokem pfi
podezieni na bakteridlni infekci by mélo byt celkové zhodnoceni stavu. Klinicky obraz a
laboratorni vySetfeni, zejména hodnota CRP a leukocytli, by mély byt voditkem pro
ur¢eni druhu infekce a jeji lokalizaci. V ptipad€ nejasnych vysledkl 1ze k lokalizaci
pouZit i zobrazovaci techniky jako ultrazvuk nebo magnetickou rezonanci. Uplnou jistotu
konkrétni bakterie odpovédné za zanét ziskdme z mikrobiologického vySetfeni. Vzorek
vSak musi byt spravné zvolen a odebran idealné jesté pied podanim jakychkoli ATB.
Nejcastéji se jednd o moc¢ nebo krev. Po zohlednéni popsanych bodi by mél 1ékar

stanovit, zda zah4ji ATB terapii ¢i nikoli. Vzdy by k tomu ale mél mit raciondlni a



obhajitelny divod, nemél by byt napf. ovlivnén pozadavkem pacienta nebo rodict,
v pripad¢ détskych pacientd. Jako uvodni terapie se indikuji 1€¢iva prvni volby, zvolena
dle nejcCastéjsiho ptivodce v piipadé empirické terapie anebo po kultivaci a zjiSténi

citlivosti patogenu na konkrétni 1é¢iva. (Paterova et al., 2016)

3.2 Registrovana antimykoticka léCiva v praxi

Trendem poslednich desetileti je nartist podilu invazivnich mykotickych infekci,
které se podili na morbidit¢ a mortalit¢ pacientd zpravidla s poruchami imunity.
Paradoxem ovsSem je, Ze se jedna o nasledek pokroku dne$ni mediciny — Sirokospektra
antibiotika, transplanta¢ni programy nebo katetrizace pacienti. Dal§im rizikovym
faktorem pro vznik mykotické infekce je AIDS. Ze soucasnych antimykotik je valna
vétSina pouze k terapii koznich ¢i slizni¢nich onemocnéni. (Dolezal et al., 2006) Pti
invazivnich kandidézach se vyuziva vorikonazol a flukonazol ze skupiny azolu,
amfotericin B, a zastupci echinokandini — caspofungin, micafungin a anidulafungin.
(Riiping et al., 2008) Obecné se da fict, Ze vSechna antimykotika, az na vyjimky, ptsobi

v bunééné membrané houby, kde inhibuji syntézu ergosterolu. (Dolezal et al., 2006)

3.2.1 Azolova antimykotika

Do skupiny azolovych antimykotik fadime lé¢iva klotrimazol, ketokonazol,
ekonazol, bifonazol, flukonazol, itrakonazol aj. Posledni dvé jmenované molekuly se
vyuzivaji v terapii systémovych fungalnich infekci. Mechanismem ucinku azoli je
inhibice katalytick¢ funkce fungélniho cytochromu P450, nutného pro proménu
lanosterolu na ergosterol. To vede k naruSeni plazmatické membrany a tthynu burky.
Spektrum ucinku se spole¢né s vyvojem novych antimykotik této skupiny stale rozsituje,

nejcastéji se uzivaji v terapii lokalnich kandidéz ¢i onychomykéz. (Rozsypal, 2008)

3.2.2 Polyenova antimykotika

Polyenové antimykotika reprezentuji 1é¢iva amfotericin B, natamycin a nystatin.
Léciva této skupiny tvofi v plazmatické membrané mykotického patogenu komplex
s ergosterolem, a tim vznikne por, pres ktery butika pfichazi o bilkoviny, sacharidy,

-----

ucinku, amfotericin B je, jak jiz bylo zminéno, uzivan k terapii mykotickych infekci



ohrozujicich Zivot, a to napf. aspergilozy, kryptokokozy ¢i mukormykédzy.
Amfotericin B se zpravidla podava intraven6zné, existuje vSak i ve formé suspenze pro
imunosupresované pacienty, kde se vyuziva k dekontaminaci gastrointestinalniho traktu.
Dale se 1 vyuziva moznosti 1ékové formy na lipidovém nosic¢i nebo koloidni suspenze.
Nezadouci uc¢inky pii intravendznim podani spocivaji v rendlni toxicité, kterou vsak lze

podchytit zavodnénim pacienta a pfisunem iontl. (Dolezal et al., 2008)

3.2.3 Ostatni systémova antimykotika

Z ostatnich antimykotik uzZivanych systémové lze jmenovat flucytosin.
Mechanismem uc¢inku se jedna o antimetabolit, tedy vystupuje jako faleSna pyrimidinova
baze vribozomalni a transferové RNA. Ve vysledku tedy blokuje proteosyntézu.
Vyhodou této molekuly je jeji hydrofilita a tim vysokd biologickd dostupnost a Siroka
organova distribuce. Efekt prokazuje v terapii kandidoz, chromomykoéz a kryptokokoz.
Riziko terapie spoc¢iva ve vysoké hematotoxicité, ktera je dle vSeho zptisobena preménou
mensitho  mnozstvi molekuly flucytosinu na myelotoxicky 5-fluorouracil.

(Rozsypal, 2008)

Dalsi vyznamnou skupinou jsou rovnéz echinokandiny. Tfi zastupci skupiny
anidulafungin, caspofungin a micafungin se staly 1éCivy prvni volby u invazivnich
kandid6z. Oblibenost této skupiny je dana vysokou mirou tolerance pacienty a
farmakokinetickym profilem. (Arendrup et al., 2014) Chemicky se jednd o velké
lipopeptidové molekuly, které inhibuji syntézu B-1,3-glukanu. Tim poSkozuji mykotické
bunécné stény a pusobi fungicidné. Mezi nejcastéjs$i nezddouci G€inky patii bolest hlavy,
horecka, flebitida, uvolnéni histaminu a v krajnich pfipadech jaterni toxicita a hemolyza.

(Denning, 2003)

3.2.4 Limity soucasnych antimykotik

Jak jiz bylo zminéno, efektivni antimykoticka terapie je velmi dulezita pro preziti
zejména imunosupresovanych pacientll. V soucasnosti jsou vyuzivany pouze léCiva
skupin polyent, triazolil, echinokandinli a v adjuvantni terapii flucytosin. BohuZel se, ale
také zvySuje pocet rezistentnich kment rodu Candida, Cryptococcus a Aspergillus.
(Buda De Cesare et al., 2020) Nejvétsimi problémy jsou tedy omezeny vybér €innych
1é¢iv, jejich toxicita a v neposledni fad¢ také rezistentni kmeny hub. (Wall et al., 2020)



Pro piiklad uvedeni do problematiky rezistence byla vybrana azolova
antimykotika. Zde byly popsany hned 4 mechanismy vzniku rezistence. Prvnim z nich je
zvyseni Iékového efluxu, kdy jsou aktivovany membranové efluxni pumpy, které aktivné
snizuji intracelularni koncentraci 1€¢iva. V mykotické bunce se na rezistenci podili dva
typy efluxnich systémii — superrodina ATP-Binding Cassette (ABC) a superrodina
hlavnich facilitatortit (MFS). (Fuentefria et al., 2018)

Dalsim mechanismem rezistence je mutace cilové struktury 1é¢iva anebo jeho
snizena exprese. U azolovych antimykotik se jedna o lanosterol 14a-demethylazu, ktera
je u nékterych kment rodu Candida syntetizovana zvySenou mérou. Stane se tak v reakci
na konecnou depleci ergosterolu, kdy je vice expresovan gen ERG11, diky kterému se
zvysi produkce pravé zminéné lanosterol 14a-demethyldzy, a koncentrace 1éciva ve
vysledku nepostaci na tiplnou inhibici. Poslednim popsanym mechanismem rezistence na
azoly je zména dréhy biosyntézy ergosterolu. Pti expozici mykotické bunky azoly se
mj. v membrané akumuluje mykoticky inhibitor ristu 14a-methyl-3,6-diol, kterému je
prostiednictvim mutace genu ERG3 zabranéno v tvorbé 14a-methyl-fekosterolu. Mutace
ERG3 tedy vede k hromadéni prekurzort, které jsou schopny nahradit samotny

ergosterol. (Fuentefria et al., 2018)

3.3 Buné¢né kultury

Bunééné kultury miZzeme definovat jako laboratorni metodu, kterd umoziuje rist
eukaryotickych nebo prokaryotickych bunék ve fyziologickém prostiedi. Jsou velmi
vSestrannym nastrojem pro védecké vyzkumy, kde jejich vyhoda spoc¢iva v homogenite a
z ni vyplyvajici reprodukovatelnost vysledkd. Presnym typem kultivovanych bunck a
kultiva¢nich podminek totiZ odstranime genetické a enviromentalni proménné, které hraji
velkou roli pifi pokusech na celych orgdnovych systémech. VyuZiti nachazi bunécné
kultury naptiklad ve vyzkumech tykajicich se bunééné biologie, mechanismi §ifeni

onemocnéni a v neposledni fad¢€ testovani toxicity novych 1€Civ. (Segeritz et al., 2017)

3.3.1 Primarni kultury

Za primarni kulturu povazujeme prvni kulturu bungk, které byly izolovany z tkané

laboratorniho zviiete nebo ¢lovéka. Zivotnost takto vysazené kultury zavisi na typu



bungk, 1i8i se u normalni a nadorové bunky. Bézné bunky podléhaji starnuti, kdy se po
nékolika dé€lenich bunky piestavaji délit a méni vlastnosti. Naopak nadorové builky ve
vetsing pripadl nestarnou a snadnéji se kultivuji. Jednou z moznosti zalozeni primarni
kultury je nasazeni ptimo kousku tkédn¢ na kultivaéni médium. Touto metodou se zaklada
napf. kultura fibroblasti. Dal$i, majoritné zastoupend, metoda zahrnuje mechanické
poskozeni tkdn¢ a ndsledné natrdveni mezibunééné hmoty enzymaticky, napf.
kolagendzou Ci trypsinem. Nasledn€¢ vznikne zpravidla smés ruznych typa bunck,
k jejichz oddéleni se vyuziva jak specifita kultiva¢nich podminek pro jednotlivé typy
bun¢k, tak naptiklad rozdilna specifickd hmotnost, kterd hraje roli pii centrifugaci

(tzv. izopyknicka sedimentace). (Vejrazka, 2008)

3.3.2 Bunécné linie

Jako bunécné linie oznacujeme bunécné kultury, které se prakticky neomezené
déli a mohou se tak Sifit a vyuzivat pro vyzkumy i celd desetileti. Uplatiuji se zde
nadorové bunky diky své absenci mechanismu apopt6zy a indukce bunééné smrti. I presto
nelze u kazdé nadorové buiky predikovat vznik bunécné linie. Buiiky, které se chovaji
in vivo jako nadorové, takze se neomezené d¢li, se in vitro mohou zachovat zcela odlisné
a postupn¢ zaniknout. Algoritmus tohoto procesu jest€¢ neni zcela prozkouman.

(Mirabelli et al., 2019)

Za prvni 1zolovanou lidskou bunécnou linii oznacujeme HelLa buniky. Pochazi z velmi
agresivniho adenokarcinomu délozniho ¢ipku Henrietty Lacks, ktera mu podlehla v roce

1951. (Lucey et al., 2009)

3.3.3 Bunécéna linie HepG2

HepG2 bunééna linie byla zalozena v roce 1979 Barbarou Knowles a kol. z jaterni
tkan¢ patnactiletého pacienta (viz. Obr. 1). Pivodné byla malignita oznacena jako
hepatocelularni karcinom, pozdéji ale bylo upfesnéno, Ze se jednd o hepatoblastom.
Hepatoblastom je embryondlni malignita hepatoceluldrniho piivodu a jedna se o jeden

z nejcastéjSich primarnich nadort jater u détskych pacientl. (Lopez-Terrada et al., 2009)

Optimalni podminky pro riist HepG2 zahrnuji teplotu 37 °C a vzduch saturovany oxidem
uhli¢itym na 5 %. Kultivaéni médium se dle doporuceni vyrobce doplni bovinnim

fetalnim sérem do jeho konecné koncentrace 10 %. (Anonym, 2016 c)
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Sérum je v tomto ptipad¢ zdrojem rlstovych a adhezivnich faktord, lipid, hormont a
mineralt. Dale reguluje pH média, které by mélo odpovidat pH lidského téla, tj. 7.4.
Nevyhodou pouZiti séra je jeho vysoké cena, problémy se standardizaci a v neposledni

fad€ mozna variabilita. (Anonym, 2016 a)

Low Density High Density

Obr. 1 Mikroskopicky snimek bunécéné linie HepG2; (pfevzato z Anonym, 2016 a)

3.4 Pouzité standardy

3.4.1 Tamoxifen

Tamoxifen (viz. Obr. 2) je latka plsobici jako antiestrogen a diky tomu je jednou
z nejpouzivangjSich latek v terapii karcinomu prsu s pozitivitou estrogennich receptord.

(Ring et al., 2004)

Lécba téchto typt nddorti zahrnuje prave blokaci estrogenni signalizace, ktera je
zodpoveédna za proliferaci nadorovych bunék. Zde se uplatiuji tzv. SERM — selektivni
estrogenni receptorové modulatory, kam patii mimo tamoxifenu také raloxifen, toremifen
a dalsi. Tamoxifen je vyuZzivan i v prevenci vzniku karcinomu prsu u Zen se zvySenym
rizikem. Krome¢ benefitli vSak tato 1éCba pfinasi i rizika a nezadouci uc¢inky. U tamoxifenu
jsou vyznamnymi nezaddoucimi ucinky hluboka zilni trombodza, plicni embolie a
katarakta. Zaroven jeho estrogenni aktivita v endometriu vede k 7,5krat zvySenému riziku
vzniku nadorG endometria u pacientek s nadorem prsu. U zdravych Zen je toto riziko

1,4-5krat vyssi proti placebu. (Narod et al., 2004)
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Obr. 2 Struktura molekuly tamoxifenu, (prevzato Z:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=2733526&t=1)

3.4.2 Paracetamol

Paracetamol je jednim z nejcastéjSich 1é¢iv pouZzivanych pro analgeticky a
antipyreticky uc¢inek. Oproti nesteroidnim antiflogistikim nema protizanétlivy ucinek a
nezpusobuje vedlejsi ucinky jako drazdéni GIT ¢i kardiotoxické a rendlné toxické ucinky.

(Bertolini et al., 20006)

Kompletni mechanismus u€inku byl popsan az po vice nez 100 letech od objeveni
molekuly paracetamolu. Uéinki paracetamolu na lidsky organismus je znamo vice, at’ uz
se jednd o inhibici syntézy prostaglandini, serotoninergni u¢inky a efekt na opioidnich ¢i
kanabinoidnich receptorech. Nejvyznamnéjsi je diky antipyretickému a analgetickému
ucinku ptsobeni na syntézu prostaglandini. Prostanoidy, zahrnujici prostaglandiny a
tromboxany, jsou diky enzymu prostaglandin H> syntdzy tvofeny z arachidonové
kyseliny. Nejprve za ptitomnosti enzymu cyklooxygenazy vznika nestabilni hyperoxid
prostaglandin H», ktery se nasledné prostfednictvim peroxiddzy méni na samotné
prostaglandiny, tromboxany a prostacykliny. Zasah paracetamolu do tohoto procesu
spociva v tom, Zze plsobi jako redukéni ko-substrat pro peroxiddzu a tim blokuje jeji

fyziologickou regeneraci. (Sharma et al., 2014)

Chemickou strukturou se paracetamol (viz. Obr. 3) fadi mezi anilinové derivaty,

je oznacovan také jako acetaminofen. (Bertolini et al., 2006)
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OH
)Ol\
N
H
Obr. 3 Struktura molekuly paracetamolu; (ptevzato Z:

https://tfile.medchemexpress.com/product pic/hy-66005.gif)

Jde o slabou kyselinu, proto je z vétSiny pii fyziologickém pH nedisociovana.
Diky tomu pronikd molekula do tkané volnou difuzi. Vrcholu plazmatické hladiny
dosahuje uz za 30-60 minut po peroralni aplikaci. Co se tyCe rektalni aplikace, je
doporuceno pouzit 3-4krat vyssi davkovani (vztazeno na kg) nez pii podani per os.
Metabolizovan je konjugaci v jatrech, na glukuronid a sulfidt. Minoritni ¢ast je také
metabolizovana pres CYP450 na N-acetyl-p-benzochinonimin, ktery je néslednou
konjugaci v jatrech s gluthationem eliminovan a vyloucen ledvinami stejn€ jako v prvnim

piipadé. (Hodis, 2015)

3.5 Stanoveni cytotoxicity

Testy cytotoxicity jsou podstatnou soucasti vyvoje novych 1éciv. Jedna se o
pomérné rychlou a levnou moZznost zjistit, jak plisobi molekula potencionélniho 1é¢iva na
lidské bunky. Limitaci mlze byt vliv enviromentalnich faktorti a chyb¢jici udaje o
zavislosti toxicity na Case. (Bdcskay et al., 2018) Samotné testy cytotoxicity a viability
bunék se daji rozdélit do 4 skupin, podle principu. Jde o testy vylou€eni barviva,

kolorimetrické testy, fluorometrické a luminometrické testy. (Aslantiirk et al., 2018)

3.5.1 Kolorimetrické testy cytotoxicity

Principem téchto testli je méfeni biochemickych markert, pomoci kterych uré¢ime

metabolickou aktivitu bunék a tim jejich viabilitu. Vysledkem reakce, provadéné pfi
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téchto testech, je barevny produkt. Mira zabarveni je imérna poctu prezivsich bunck a
mefi se spektrofotometricky. (Aslantiirk et al., 2018) SlouCeniny vyuzivané pii
kolorimetrickych metodach se daji rozd¢lit do dvou skupin, dle naboje. Prvni skupinu
tvoifi MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid), jehoz
molekula je kladn€ nabitd a snadno penetruje do eukaryotickych bun¢k, kde v pripadé
zivych bunék probéhne redukce na fialovy ve vodé nerozpustny formazan, ktery se
rozpusti ve vhodném organickém rozpoustédle (napiiklad v dimethylsulfoxidu - DMSO).

(Riss et al., 2016) Schéma reakce je zobrazeno na obrazku €. 4.

= NADH NAD*
a

Br { P j___\:}'
N N4
/ .
N-N N-—NH
N NS, = =

\\/"';.\I‘-\ -',N L
{ If N -HTII = Il N "'TII \ i
AN |"q___f CH; L \ -/ CH-
5 “':
CH3 CH:‘]
MTT Formazan

Obr. 4 Schéma redukce MTT v eukaryotické buiice na formazan; (pievzato z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F1/?report=o
bjectonly)

Druhou skupinu zastupuji c¢inidla MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), XTT (2,3-bis(2-methoxy-
4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), WST-1 (2-(4-jodofenyl)-3-(4-
nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium), jejichZ molekuly maji zaporny napoj a
tim padem neprochdzi plazmatickou membranou do buiky. To je divodem, pro¢ se
uzivaji spolecné s elektronovym akceptorem, ktery pronikne do buiiky, kde je zredukovan
pomoci NADP" a NADPH, produkovanymi dehydrogendzami zivych bunék, a
v redukované forme opusti buiiku. Poté dojde k redukeci ¢inidla na formazan mimo buriku.
Jako elektronové akceptory se uplatiuji molekuly PES (fenazin ethylsulfat) a
PMS (fenazin methylsulfat). (Riss et al., 2016) Na obrazku €. 5 je znazornéné schéma

vzniku rozpustného formazanu z ¢inidla MTS za pomoci fenazin ethylsulfatu.
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Obr. 5 Redukce MTS na formazan, za ucasti molekuly PES; (pfevzato z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 144065/figure/mttassays.F6/?report=o

bjectonly)

3.5.2 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je komeréni sada pro
testovani cytotoxicity na zakladé kolorimetrie. Roztok obsahuje ¢inidlo MTS a jako
elektronovy akceptor molekulu PES. Schéma reakce je uvedeno na ptredchozim obrazku
¢. 4. Roztok se ptidava ptimo do jamek s buiikami, a po 1-4 hodinéach se zméti absorbance
pfi 490 nm. Naméfena absorbance je pfimo imérna poctu zivych bunek. (dnonym, 2012

b)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/?report=objectonly
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4 Cil prace

e Stanovit potencialni cytotoxicitu in vitro 22 vyvojovych latek pomoci testu
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay na jaterni bunécné
linii HepG2.

e Porovnat namétené hodnoty cytotoxicity 22 latek s potencidlnim antibakteridlnim

a antimykotickym tc¢inkem s 1ékovymi standardy.
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S Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzity material

5.1.1 Pristroje a pomucky

Inkubator (Shel Lab, USA)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS-1R (OPTIKA Microscopes, Italie)
Desti¢kovy analyzator TECAN (Infinite M200, Svycarsko)

Laminarni box Micrological safety cabinet TOP-SAVE 1,8 (Bioair, Italie)
Vodni lazen, TW 12 (Julabo, Némecko)

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Némecko)

Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

Orbitalni tfepacka IKA® LabDancer (IKA-Werke GmbH & Co., Némecko)
Analytické vahy (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

Kultivaéni ldhve 25 cm? a 75 cm? (TPP, Svycarsko)

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

Sklenéné Pasteurovy jednorazové pipety (Sigm Aldrich, USA)
Jednorazové plastové pipety 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Svycarsko)
Automaticka pipeta Discovery 50-300 ul (HTL, Polsko)

vV VV V V VYV VYV V V VYV V V V VYV V

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

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

Spi¢ky na pipety Eppendorf 0,1-20 pl, 20200 ul (Eppendorf, Némecko)

Falkonky 15 ml, 50 ml (TPP, Svycarsko)

Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)

YV V V V

5.1.2 Chemikalie

» Fosfatovy pufr (Phosphate Buffer Saline; PBS, pH = 7,4) — chemikalie: NaCl, KCI,
Na;HPO4, NaH,PO4 (PENTA, Ceské republika)
» DMEM (Dulbeccovo a Eagolovo modifikované médium) (Sigma-Aldrich, USA)

» Fetalni hovézi sérum (Fetal boviene serum) (Sigma-Aldrich, USA)
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» Trypsin (0,25 %, Trypsin-EDTA (ethylendiamintetraoctovd  Kkyselina))
(SigmaAldrich, USA)

» Neesencialni aminokyseliny (MEM, Non-essential Amino Acid Solution)

(SigmaAldrich, USA)

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

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

Paracetamol (Sigma-Aldrich, USA)

Tamoxifen (Sigma-Aldrich, USA)

Testované latky (MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9, MAF-10, MAF-11, MAF-12,

MAF-13, MAF-14, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F2, A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Cl2, A-3,5-Br,

A-5-Br, A-THIOF, A-SA, A-3,5-I, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl, A-5-1') (Faf UK)

YV V. V V V

5.1.3 Bunééné modely

Pro ucely experimentu byly vyuzity lidské jaterni bunky linie HepG2 ze
spole¢nosti ATCC (American Type Culture Collection, USA).
5.1.4 Testované latky

Testované latky byly vyvinuty na katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické¢ fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Maji strukturu
mafenidovych derivati s antimikrobidlnim, antifungdlnim i antimykobakterialnim

ucinkem. Jednotlivé latky a jejich vzorce jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tab. 1 Seznam testovanych latek

Kod Vzorec Nazev
o)
N /NH . 4
MAF S o mafenid-acetat;
H2N\/©/ © e )J\OH 4-(aminomethyl)benzensulfonamid-acetat
- M3

Qv _NH, .
S (E)-4-({[(5-nitrofuran-2-

MAF-4 OZN’Q\/N \/©/ o yl)methylen]amino } methyl)benzensulfonamid
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cl SN
~ 2
o)

(E)-4-{[(5-chlor-2-

MAF-8 g methoxybenzyliden)amino]methyl } benzensulfon
g NH, amid
cl Sy (E)-4-({[1-(3,5-dichlor-2-
MAF-9 n 0 hydroxyfenyl)ethyliden]amino } methyl)benzensu
OH A NH, | Ifonamid
Cl o
| SN
MAF-10 j@” n o | (B)4-{[(4-hydroxy-3,5-dijod-
HO S NH benzyliden)amino|methyl}benzensulfonamid
[ o 2
XN
MAF-11 \_6 0 (E)-4-{[(furan-2-
7 NH, ylmethylen)amino]methyl } benzensulfonamid
cl S\ (E)-4-({[1-(5-chlor-2-
MAF-12 /\©\ 0 hydroxyfenyl)ethyliden]amino } methyl)benzensu
OH O/,S\NH2 Ifonamid
| SN
MAE-13 @? n o | (B)-2.4-dijod-6-{[(4-
! j\ & "NH, | sulfamoylbenzyl)imino]methyl} fenyl-acetat
¢
|
MAF- 14 Hn 0 4-{[(2-hydroxy-3,5-
| OH $NH, dijodbenzyl)amino]methyl} benzensulfonamid
O\\ NH
MAF-16 s{ 2 | (E)-4-{[(thiofen-2-
@\/ N \/©/ ylmethylen)amino]methyl} benzensulfonamid
=~
" QU NH
807 | (B)-4-{[(5-fluor-2-
A-5-F N S hydroxybenzyliden)amino]methyl } benzensulfon
- amid
OH
F o)
5N | (B)-4-{[(3,5-difluor-2-
A-3,5-F» N \/©/ 0 hydroxybenzyliden)amino]methyl} benzensulfon
F ~ amid
OH
¢l Qv _NH, ‘
A3-L5-Cl /@\/N\/Q/ N (E)-4-{[(5-chlor-2-hydroxy-3-jod-
| =

benzyliden)amino]methyl } benzensulfonamid
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(E)-4-{[(2-hydroxy-5-jod-

A-5>-1 benzyliden)amino Jmethyl } benzensulfonamid
OH
Br 0
s\ | (E)-4-{[(5-brom-3-chlor-2-
A-3-Br-5-Cl N \/©/ hydroxybenzyliden)amino]methyl } benzensulfon
¢l ~ amid
OH
o o) :
s NHz | (E)-4-{[(3,5-dichlor-2-
A-3,5-Cl, N \/©/ ¢ hydroxybenzyliden)amino]methyl} benzensulfon
cl ~ amid
OH
Br o) .
s NH2 | (E)-4-{[(3,5-dibrom-2-
A-3,5-Bn; N \/©/ hydroxybenzyliden)amino|methyl} benzensulfon
Br ”~ amid
OH
Br O _NH
5002 | (E)-4-{[(5-brom-2-
A-5-Br N \/©/ hydroxybenzyliden)amino|methyl} benzensulfon
z amid
OH
ATHIOF 5" (E)-4-({[(5-nitrothiofen-2-
OzN"(j\/ N \/©/ yl)methylen]amino} methyl)benzensulfonamid
S Z
5 (B4
A-SA N \/O/ hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
- amid
OH
| O\\S _NH,
A-3.5] % (E)-4-{[(2-hydroxy-3,5-dijod-
o2 | N benzyliden)amino]methyl} benzensulfonamid
OH
¢! Q. _NH
s . (E)-4-{[(5-chlor-2-
A-5-Cl N \/©/ hydroxybenzyliden)amino]methyl} benzensulfon
=~

amid
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5.2 Postup experimentu

5.2.1 Priprava PBS

Vsechny latky potiebné k ptipravé fosfatového pufru (PBS) jsme navazili dle
rozpisu v tabulce ¢. 2. Nasledn¢ byly latky ptevedeny do kadinky a s pomoci
elektromagnetické michacky rozpustény v destilované vodé, ta byla poté doplnéna do
pozadovaného objemu — 1 1. Pozadovaného pH 7,4 jsme doséahli postupnym pfiddvanim
NaOH, za soustavného méfeni pH na pH metru. Dale jsme takto pfipraveny pufr

sterilizovali a byl pfipraven k pouziti.

Tab. 2 Ptiprava 1 litru PBS

Sloucenina Molekul[Z;*::liOl;]motnost Koncentrace [g/1]
NaCl 58,44 16,01
KCl 74,55 0,42
Na;HPO4.12H>0 358,14 7,16
NaH2P0O4.2H20 177,99 3,12

5.2.2 Priprava testovanych latek

Z testovanych latek jsme si nejdiive vytvoftili zasobni roztoky o koncentracich
I mM, 10 mM a 50 mM. Z diivodu jejich Spatné rozpustnosti ve vodé, jsme pouzili vysoce
polarni rozpoustédlo DMSO, které je vSak ve vysSich koncentracich pro bunky toxické,
takZe jsme dbali na maximalni obsah ve finalnich roztocich 1 %. Ze zasobnich roztokl
jsme poté ptipravili roztoky urcené k testovani, o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250,

500 pM.

5.2.3 Priprava bunééné linie

Buriky linie HepG2 byly kultivovany v kultivaénich lahvich o velikosti 75 cm?
v inkubatoru pii teploté¢ 37 °C a koncentraci CO2 5 %. Kazdy tyden byly bunky
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pasdzovany, kdy bylo nejdiive opatrné odsato médium z lahve. Déle bylo nutné omyt
ptisedlé buiiky 6 ml PBS a opét roztok odsat. Po ptidani 3 ml roztoku trypsinu a jeho
rozprostieni se ldhev umistila na 1-2 minuty zpét do inkubatoru. Po uplynuti inkubace
jsme piidali 6 ml roztoku media se sérem pro zastaveni ucinku trypsinu. Suspenzi bun¢k
jsme resuspendovali a pienesli 1 ml suspenze do Cisté lahve s kultivaénim mediem. Takto

zalozenou pasaz jsme umistili do inkubatoru na 7 dni.

Pro samotny pokus jsme buiiky nasadili na desticku o 96 jamkach, kdy v kazdé
jamce je 15 000 bungk, tj.100 pul na jamku. Pfed samotnym ptidanim roztok testovanych

latek jsme desticky umistili na 24 hodin do 37 °C v atmosféte CO2 5 %.

5.2.4 Vlastni stanoveni cytotoxicity a vyhodnoceni dat

Po uplynuti kultivaéni doby jsme desticky s buitkami vyjmuli z inkubatoru a
pfemistili do laminarniho boxu, kde jsme jiz ptidali pfipravené roztoky testovanych latek
o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM, vSechny koncentrace i kontroly byly
méfeny ve 3 jamkach. Dale jsme pfipravili kontroly 100 % zivotaschopnosti bunék, kde
byla koncentrace DMSO 1 % a 0 % zivotaschopnosti bun¢k, kde byla koncentrace
DMSO 10 %. Rovnéz jsme pripravili kontrolu kultivaéniho média — pozadi, jehoz
hodnotu absorbance jsme odecetli od namétenych vysledki u testovanych latek. Dale
jsme u kazdé koncentrace pfipravili kontrolu bez bunék, obsahujici pouze roztok latky o
prislusné koncentraci. Desticky jsme opét umistili do inkubatoru, za stejnych podminek,

na dal$ich 24 hodin.

Po uplynuti ¢asu jsme do kazdé jamky napipetovali 20 pl CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Opét jsme desticky umistili do
inkubétoru, tentokrat na 90 minut. Poté jsme zm¢éfili absorbanci na pfistroji TECAN

(Infinita M200, Austria) pii 490 nm.

Vysledky jsme pievedli do programu Microsoft Excel 2018, kde jsme hodnoty
jednotlivych jamek o shodné koncentraci testované latky zprimeérovali, déle jsme
vypocitali relativni a smérodatnou odchylku. Viabilitu bun€k jsme vypocitali dle

nasledujiciho vzorce:
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(A — Ag) X 100

o Viability =
% Viability Avigy — A

Ay = pramér z hodnot absorbance bun¢k se stejnou koncentraci testované latky

Ax = primérnd hodnota absorbance z jamek kontroly roztokt latek o ptislusné

koncentraci bez bunék

Avio0 = primérnd hodnota absorbance u jamek kontroly 100 % Zivotaschopnosti

bunék

Am = prumérna hodnota absorbance u jamek obsahujicich pouze kultivacni
médium (Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Assay, Technical
Bulletin, Promega. In: Promega. 2012)
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6 Vysledky

V nasledujici tabulce €. 3 jsou uvedeny testované latky, standardy a jejich hodnoty

ICso, vyjadiujici jejich toxicitu vici bunééné kulture HepG2.

Tab. 3 Hodnoty ICso u testovanych latek a standardt

Testovana latka | ICso [pM] Rozsah koncentraci [uM] Pasaz
MAF > 500 1-500 P 8-11
MAF-4 71,93 1-500 P 8-11
MAF-8 > 500 1-500 P 8-11
MAF-9 227,1 1-500 P 8-11
MAF-10 315,8 1-500 P 8-11
MAF-11 > 500 1-500 P 8-11
MAF-12 > 500 1-500 P 8-11
MAF-13 103,1 1-500 P 8-11
MAF-14 2253 1-500 P 8-11
MAF-16 > 500 1-500 P 8-11
A-5-F > 500 1-500 P 8-11
A-3,5-F2 > 500 1-500 P 8-11
A-3-Br-5-Cl 183,6 1-500 P 10-12
A-3,5-Cl, 279,5 1-500 P 10-12
A-3,5-Br, 189,2 1-500 P 10-12
A-5-Br 470,3 1-500 P 10-12
A-THIOF 54,38 1-500 P 10-12
A-SA > 500 1-500 P 10-12
A-3,5-1> 230,2 1-500 P 10-12
A-5-Cl > 500 1-500 P 10-12
A-3-1-5-Cl 168,1 1-500 P 10-12
A-5-1 310,9 1-500 P 10-12
Tamoxifen 19,56 1-500 P 10-12
Paracetamol >500 1-500 P 10-12

Zavislost viability bun€k na koncentraci jednotlivych testovanych latek a
standardil je zndzornéna graficky na obrazcich €. 6-11. Jak jiz bylo zminéno, jako

standardy byly pouzity tamoxifen a paracetamol.
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Obr. 6 Grafické zndzornéni cytotoxicity latek MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9,

MAF-10, MAF-11
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Z obrazku €. 6 lze vycist hodnoty ICso pro laitky MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9,
MAF-10, MAF-11. Hodnota byla zjiStétna na zéklad¢ cytotoxického pisobeni
testovanych latek o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM na bunécnou kulturu
HepG2, kdy byly bunky vystaveny latkdm po 24 hodin a inkubovany za standardnich
podminek (37 °C a v atmosféie 5 % CO»). Z vysledki 1ze urcit, Ze nejtoxictéjsi je latka
MAF-4 s 1Cs0 71,93 uM, naopak nejméné¢ toxicky se projevily latky MAF, MAF-8, MAF-
11, kde ICso, je vétsi nez 500 uM. Latky po sefazeni dle rostouci cytotoxicity utvori

nasledujici fadu: MAF, MAF-8, MAF-11 < MAF-10 < MAF-9 < MAF-4.

U latek s hodnotou ICso do 500 uM, kromé MAF-4, lze pozorovat relativné stala
hodnota viability bun¢k v koncentracich 1-100 uM. Poté nasleduje prudky pokles
viability v fadech desitek procent. Nejtoxictéjsi latka MAF-4 se 1isi tim, Ze prudky pokles
viability nastdva jiz pfi koncentraci 100 uM, a pfi nejvyssi koncentraci 500 uM je

zivotaschopnost bun¢k nulova.
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Obr. 7 Grafické zndzornéni cytotoxicity latek MAF-12, MAF-13, MAF-14,
MAF-16, A-5-F, A-3,5-F»

Z obrazku €. 7 lze vy¢ist hodnoty 1Cso pro latky MAF-12, MAF-13, MAF-14,
MAF-16, A-5-F, A-3,5-F>. Hodnota byla zjisténa na zéklad¢ cytotoxického plisobeni
testovanych latek o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM na bunécnou kulturu
HepG2, kdy byly buiiky vystaveny latkim 24 hodin a inkubovany za standardnich
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MAF-13 s ICso 103,1 uM a MAF-14 s ICso 225,3 uM, u ostatnich latek se hodnoty ICso
pohybovaly nad 500 uM. Latky po sefazeni dle rostouci cytotoxicity utvoii nasledujici

fadu: MAF-12, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F» < MAF-14 < MAF-13.

Kromé¢ nejtoxictéjsi latky na tomto obrazku MAF-13 a MAF-14, lze grafy
ostatnich latek popsat jako pomérné ptiznivé pro dalsi vyvoj a vyzkum. Jejich negativni
vliv na viabilitu bun€k v méfeném koncentracnim rozmezi je mirny, tj. hodnoty viability
klesaji o jednotky procent od koncentrace 100 pM. Naopak u dvou jmenovanych
nejtoxictejsich latek je prubeéh grafu jiny. U latky MAF-13 se pii koncentraci nad 100 uM
skokov¢ snizi viabilita bun¢k, az do nulové hodnoty pfi koncentraci 500 uM. Latka
MAF-14 se rovnéz projevila skokovym zvysSenim toxického efektu pfi koncentraci nad

100 uM, ale viabilita bun¢k v méfeném rozmezi koncentraci 1-500 uM nedosahla nuly.
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Obr. 8 Grafické zndzornéni cytotoxicity latek A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Cl», A-3,5-Br,
A-5-Br, A-THIOF, A-SA

Z obrazku ¢. 8 lze vycCist hodnoty ICso pro latky A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Cl,

A-3,5-Bry, A-5-Br, A-THIOF, A-SA. Hodnota byla zjisténa na zéklad¢ cytotoxického
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pusobeni testovanych latek o koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM na
bunécnou kulturu HepG2, kdy byly buiiky vystaveny latkdm 24 hodin a inkubovany za
standardnich podminek, tedy 37 °C a v atmosféfe 5 % CO.. Z vysledkl lze urcit, Ze
nejtoxictejsi je A-THIOF s 1Cso 54,38 uM, naopak nejméné toxicky se projevila latka
A-SA, kde ICso je vétsi nez 500 uM. Latky po sefazeni dle rostouci cytotoxicity utvori
nasledujici fadu: A-SA < A-5-Br < A-3,5-Cl, < A-3,5-Br; < A-3-Br-5-Cl < A-THIOF.

Z této skupiny latek se, jak jiz bylo fe¢eno, nejméné toxicky projevila latka A-SA,
ale rovnéz méla nejvice vyrovnany priabeh kiivky, viabilita bunék klesala postupné,
A-THIOF byl prubéh do koncentrace 50 uM relativné¢ obdobny, ale jiz u hodnoty
koncentrace 100 uM probéhl razantni pokles viability bunék o desitky procent. U
koncentrace 250 pM doséhla viability buné¢k téméf nuly. Ostatni latky z obrazku €. 8 se
do hodnoty koncentrace 100 uM jevily pomérné malo toxicky, nad tuto koncentraci se
vSak toxicita zvySila, a to nejvice u latek A-3-Br-5-Cl a A-3,5-Br,, kde se viabilita bun¢k

pti koncentraci 500 uM rovnala nule.
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Obr. 9 Grafické znidzornéni cytotoxicity latek A-3,5-I, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl,
A-5-1

Z obrazku €. 9 lze vycist hodnoty ICso pro latky A-3,5-1>, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl,
A-5-1. Hodnota byla zjisténa na zaklad¢ cytotoxického plisobeni testovanych latek o
koncentracich 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 uM na bunécnou kulturu HepG2, kdy byly
bunky vystaveny latkdm 24 hodin a inkubovény za standardnich podminek. Z vysledkt
lze urcit, Ze nejtoxictejsi je A-3-1-5-Cl s ICso 168,1 uM, naopak nejméné toxicky se
projevila latka A-5-Cl, kde ICso je vétsi nez 500 uM. Latky po setfazeni dle rostouci
cytotoxicity utvori nasledujici fadu: A-5-Cl < A-5-1 < A-3,5-I> < A-3-1-5-Cl.

Nejmirnéjsi priabeh cytotoxického ptisobeni na buiiky jsme zaznamenali u latky
A-5-Cl s hodnotou ICso > 500 uM. Na grafickém vyjadfeni jejiho toxického plisobeni
muzeme pozorovat relativné plynuly a pozvolny pokles viability bun¢k. Oproti tomu u
ostatnich latek na obrazku ¢. 9 mlizZeme vidét skokové sniZeni viability bunck, které se

pii koncentraci 500 uM rovné nule. Ostatni tfi latky se v maximalni testované koncentraci
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projevily toxicky, Vyrazny pokles hodnot Zivotaschopnosti bun¢k jsme zaznamenali od
koncentrace 250 uM.

Tamoxifen

ICso: 19,56

viabilita [%]

10 100 1000
.50 koncentrace [uM]

Obr. 10 Grafické znazornéni cytotoxicity tamoxifenu

Na obréazku €. 10 je zndzornén vliv koncentrace na viabilitu bun€k u pouzité¢ho
l1ékového standardu — tamoxifenu. Hodnota ICso 19,56 pM svéd¢i sama o sobé o vysoce
toxickém pisobeni na jaterni buitky HepG2. Rovnéz o tom svéd¢i prudky pokles viability

témét o 80 % pii zvySeni koncentrace nad 10 uM a fakt, ze v koncentraci 50 uM je

zivotaschopnost bunék skoro rovna nule.
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Obr. 11 Grafické zndzornéni cytotoxicity paracetamolu

Paracetamol jsme zvolili jako standard z opacné strany spektra neZ tamoxifen,
jakozto zéastupce méné toxickych 1é¢iv. Vysledkem méteni jeho toxického plisobeni na
jaterni buiiky HepG2 je kiivka na obrazku €. 11, znazoriiujici 100 % viabilitu bun¢k ve
vSech métenych koncentracich, kromé 50 a 100 uM. Odchylka hodnoty viability u téchto

koncentraci miize byt zplisobena chybou méfeni nebo vnéjSimi vlivy.
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7 Diskuse

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim cytotoxicity latek pomoci
bunééného modelu, standardni jaterni bunééné linie HepG2. Latky byly hodnoceny podle
ICso, hodnota byla ur¢ena pomoci komer¢niho kitu CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay. Nasledné byla zjisténa cytotoxicita latek porovnana se standardy

z fad 1éCiv, s paracetamolem (negativni kontrola) a tamoxifenem (pozitivni kontrola).

Testovani cytotoxicity mé velky vyznam ve vyvoji novych 1é¢iv. Preklinicky
vyzkum se sklada z in vitro a in vivo studii. Pravé testovani cytotoxicity in vitro, at’ uz na
bunécnych liniich nebo izolovanych organech, umoziuje velmi vyznamné omezit pocet
laboratornich zvitat, nutnych pfti in vivo studiich. (Souckova et al., 2015) Testované latky
byly syntetizovany doc. Kratkym z Katedry organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Strukturné se jedna o
mafenidové derivaty s antimikrobidlni, antifungalni a antimykobakterialni aktivitou,
celkem 22 latek - MAF, MAF-4, MAF-8, MAF-9, MAF-10, MAF-11, MAF-12, MAF-
13, MAF-14, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F2, A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Clz, A-3,5-Br2, A-5-Br, A-
THIOF, A-SA, A-3,5-1, A-5-Cl, A-3-1-5-Cl, A-5-1. Mafenid je lé€ivo sulfonamidového
typu, které se vyuziva lokaln¢ k terapii zdvaznych a hlubokych popalenin, infikovanych

bakteriemi rodu Aeruginosa a Clostridium. (Gallagher et al., 2012)

Jako bunétny model byla pouZita bunécénd linie jaternich bunék HepG?2,
standardni lidskd bunécnd linie tvofend hepatocyty. Bunky byly kultivovany na
96—jamkovych destickach pii teploté¢ 37 °C a koncentraci CO2 5 %. Pouzitd komercné
dostupnd metoda CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je
kolorimetricka metoda zaloZena na méteni metabolicky aktivnich bunék, které redukuji
tetrazoliové soli, konkrétné MTS na rozpustny barevny formazan, ktery se detekuje
pomoci spektrofotometrie. Namétené hodnoty byly upraveny a zpracovany v programech

Microsoft Excel a GraphPad Prism 8.02.

Aby bylo mozné toxicitu na jaterni bunky HepG2 kvantitativné porovnat u
jednotlivych latek, pouzili jsme parametr ICso, stfedni inhibi¢ni koncentraci. VSechny
latky byly méfeny v triplikatech o znaéné Sirokém rozmezi koncentraci 1-500 uM, pro
lep§i zachyceni koncentraci s vyznamnou toxicitou. Jako standardy jsme pouzili

tamoxifen a paracetamol.
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Problém predstavovala zhorSena rozpustnost testovanych latek ve vodé¢, kterou
jsme vyftesili zvolenim vhodného rozpoustédla, tedy DMSO. Dimethylsulfoxid je vSak
vysoce toxicka sloucenina, ¢imz by jeho zvySena koncentrace mohla vést ke zkresleni
vysledkii. Proto jsme dbali na to, aby jeho koncentrace v roztocich testovanych latek byla

maximalné 1 %. (Galvao et al., 2013)

Jak jiz bylo zminéno, toxické plisobeni na jaterni bunky HepG2 bylo porovnano
na zakladé hodnot ICso. Na zédklad¢ této hodnoty Ize latky sefadit a seskupit do skupin
A-THIOF s ICsp 54,38 uM, nasledovana MAF-4 s ICso 71,93 uM a trojici nejtoxictejSich
latek uzavira MAF-13 s ICso 103,1 uM. Do skupiny se stfedni toxicitou na jaterni bunky
HepG2 s ICso mezi 168,1 a 315,8 fadime celkem 8 testovanych latek. Srovnany od
nejtoxictéjsi po nejméné toxickou utvoii nasledujici fadu: A-3-I1-5-C1 > A-3-Br-5-Cl >
A-3,5-Br; > MAF-14 > MAF-9 > A-3,5-I, > A-3,5-Cl, > A-5-1 > MAF-10. Nejméné
toxicky s hodnotou ICso v pouzitém koncentraénim rozmezi 1-500 uM se projevila latka
A-5-Br s hodnotou ICso 470,3 uM. Ostatni latky v daném koncentracnim rozmezi
1-500 uM mély hodnotu ICso nad 500 uM. Jedna se o latky: MAF, MAF-8, MAF-11,
MAF-12, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F2, A-SA, A-5-Cl. Rozdily v cytotoxicité 1ze zfejmée

vysvétlit strukturnimi rozdily chemickych sloucenin.

Vysledné ICso u standardii, u tamoxifenu 19,56 uM (pozitivni kontrola) a u
paracetamolu (negativni kontrola) vétsi nez 500 puM, ndm potvrdilo predpokladané
pusobeni téchto 1€¢iv na jaterni buiiky linie HepG2. Tamoxifen se tedy projevil velmi
toxicky, naopak paracetamol nejevil skoro zZadnou toxicitu vii€i jaternim bunkam linie

HepG2.

Celkové lze fict, ze zejména latky z posledni skupiny, s vyslednou hodnotou
ICs0 > 500 pM, jsou potencialné vyuZitelné a vhodné pro dalsi stadia preklinickych studii.
Hodnoty ICso by se daly upfesnit rozsifenim koncentratniho rozmezi. Ale ani ostatni
latky, kromé& trojice nejtoxictéjSich, neprojevily ptiliSnou nebo vyraznou cytotoxicitu

in vitro, tudiz by se dalo pokracovat v jejich zkoumani a mozném zavedeni do praxe.



34

8 Zavér

V této praci byla zméfena a srovnana cytotoxicita na jaternich bunkéach kultury
HepG2 potencidlné vyuzitelnych latek s antimykotickou, antibakteridlni a
antimykobakterialni aktivitou, vyvinutych na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Jako standardy byly pouzity

molekuly 1é¢iv tamoxifenu a paracetamolu.

K pokusu byla vyuzita bunécéna linie lidskych hepatalnich bunék HepG2 a jiz
zavedend metoda CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Latky

byly porovnany pomoci parametru ICso.

Nejvice toxicky, se projevily testované latky A-THIOF, MAF-4 a MAF-13.
s hodnotou ICso 54,38 uM - 103,1 uM na bunéénou linii HepG2. U dalsich 10 latek: A-
3-1-5-Cl, A-3-Br-5-Cl, A-3,5-Br2, MAF-14, MAF-9, A-3,5-15, A-3,5-Cl,, A-5-1, MAF-10
a A-5-Br byla naméfena hodnota ICso od 168,1 uM do 470,3 uM. U zbyvajicich 9 latek:
MAF, MAF-8, MAF-11, MAF-12, MAF-16, A-5-F, A-3,5-F>, A-SA a A-5-Cl byla
hodnota ICso nad 500 uM. Tato hodnota nepiedstavuje riziko cytotoxického poskozeni a

proto jsou zejména tyto slouceniny jsou vhodné pro dalsi vyzkum.
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