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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Bc. Dorota Turoniova

Skolitel: RNDr. Miloslav Machagek, Ph.D.

Konzultant: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.

Nazev diplomové prace: In vitro hodnoceni cytotoxicitniho plsobeni novych

potencidlnich antituberkulotik ze skupiny aromatickych

nitrolatek

Kazdoro¢né se objevi vice nez 10 miliont novych pfipadli onemocnéni
tuberkul6zou. Nedostatek a nedostupnost 1ékt, Spatna diagnostika, ale predevsim
nevhodna 1écba komplikuji eradikaci tuberkulézy. Uz tak zdvazné onemocnéni se
tuberkulozy, predevs§im tzv. MDR-TB a XDR-TB. Diky chromozomalnim mutacim,
které bakterie €ini rezistentni k 1€kim, je potieba stale vyvijet a€inné nové latky, které by
nahradily dosavadni 1€ky, které jsou Casto toxické a s tim je spojen vyskyt nezadoucich

ucinkd.

Vyzkumna skupina z Katedry organické a bioorganické chemie, Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy zabyvajici se fadu let vyzkumem novych
antituberkulotik vytvofila nové struktury aromatickych nitrolatek s velmi vysokym
antimykobakteridlnim uCinkem. Cilem této diplomové prace bylo in vitro stanovit

cytotoxicitu deviti novych latek z této skupiny.

Hodnoceni cytotoxicity bylo provadéno na nenadorovych bunéénych liniich 3T3
a HaCaT. Pomoci testu vychytavani neutralni cervené byla stanovena Zivotaschopnost
bunc¢k. Naésledné¢ byla za pouziti konfokalni mikroskopie pofizena fotograficka
dokumentace bunék znacenych specifickymi fluorescencnimi sondami MitoTracker Red

CMXRos, Hoechst 33342 a ActinGreen 488. Diky témto sondam bylo mozné zvyraznit



mitochondrie, jadra bun¢k a aktinova vlakna v buiice a zhodnotit vliv cytotoxického

ucinku latek na tyto bunécné struktury.

Diky cytotoxicitnim experimenttim jsme zjistili, ze latky nevykazuji Zadnou, nebo
jen nizkou toxicitu az do limitu jejich rozpustnosti v kultivacnim médiu a fotograficka
dokumentace rovnéz potvrdila diky nepfitomnosti zmén u bunécnych organel netoxicky
ucinek za pouzitych experimentdlnich in vitro podminek. VSechny latky se jevi jako

velice nadéjni kandidati pro dalsi preklinické hodnoceni potencialnich AT.

Kli¢ova slova: antituberkulotika, in vitro hodnoceni cytotoxicity, aromatické nitrolatky,
substituované oxadiazoly, cytotoxicita, test vychytavani neutralni ¢ervene, flourescencni

mikroskopie



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Depatrment of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Dorota Turoniova

Supervisor: RNDr. Miloslav Machacek, Ph.D.

Consultant: doc. PharmDr. Jaroslav Roh, Ph.D.

Title of diploma thesis: In vitro assessment of cytotoxic action of novel potencial

nitro group-containing antitubercular agents

More than 10 million new cases of tuberculosis occur every year. Lack of efficient
antituberculotic drugs and their unavailability, poor diagnostic and especially
inappropriate treatment are drawbacks complicating and even precluding eradication of
tuberculosis. An already serious disorder has become even more serious in the last years,
especially because of the occurrence of drug-resistant tuberculosis, especially MDR-TB
and XDR-TB. Due to chromosomal mutations that make bacteria resistant to drugs it is
still necessary to develop new effective drugs to replace those in current use, which are

often toxic and associated with the occurrence of side effects.

The research group at the Department of Organic and Bioorganic Chemistry,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University, which has been researching
new antitubercular agents for many years, has created new structures of aromatic
nitrocompounds with very high antimycobacterial effect. The aim of this diploma thesis

was to in vitro evaluate the cytotoxicity of nine new compounds from this group.

Assessment of cytotoxicity was performed on non-malignant 3T3 and HaCaT cell
lines. Using the neutral red uptake assay the cells viability was determined.
Microphotographs of the cells labeled with specific fluorescence probes MitoTracker Red
CMXRos, Hoechst 33342 and ActinGreen 488 were taken using confocal microscopy to

assess changes on mitochondria, nuclei and actin fibers, respectively.



Due to cytotoxicity experiments we found that the compounds have shown
negligible or very low cytotoxicity up to the limit of their solubility in cell culture
medium. Photographic documentation has shown absence of morphological changes of
the cells which further confirmed non-toxic effect of studied antituberculotic drugs. All
studied compounds appear to be very promising candidates for further pre-clinical

evaluation of potential antitubercular agents.

Key words: antitubercular agents, in vitro cytotoxicity assessment, aromatic
nitrocompounds, substituted oxadiazoles, cytotoxicity, neutral red uptake test, fluorescent

microscopy



SEZNAM ZKRATEK

AT

BCG
BHK21
BSA
DMEM
DMSO
DPR
FBS
HelLa
HepG2
HuH7
KB
LTBI
MDCKII
MDR-TB
MIC

NR
SCM

TB
TDR-TB

XDR-TB

Antituberkulotika

Bacille Calmette-Guérin

Fibroblasty ledvin mlad’at kiecka

Bovinni sérovy albumin

Médium pro kultivaci bunék
Dimethylsulfoxid
Dekaprenylfosforyl-f-D-ribofuran6za

Fetalni bovinni sérum

Bunky nadoru délozniho hrdla

Bunky lidského hepatocelularniho karcinomu
Burky lidského hepatocelularniho karcinomu
Kochtv bacil, Mycobacterium tuberculosis
Latentni tuberkuldza

Buiiky pochézejici ze psich ledvin
Tuberkuldza rezistentni na léky

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Neutralni Cerven

Sérum obsahujici médium

Tuberkul6za

Tuberkuléza zcela rezistentni na léky

Extenzivné rezistentni tuberkuloza
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1. UVOD

Tuberkul6za (TB) je infekéni onemocnéni, které trapi lidstvo uz od nepaméti.
I presto, ze Zijeme v 21. stoleti a 1éky pro 1ébu TB mame moznost vyuzivat vice nez
padesat let, se stimto onemocnénim stile setkdvame po celém svéte. Zavaznost
onemocnéni tkvi v jeho chronicité, dlouze se vlekouci 1€cbé, nedostatku prevence
v chudych oblastech svéta a tvorbé rezistentnich kment. Pravé proto je TB v nékterych
zemich dokonce i velmi vaznym problémem, ktery ma na svédomi velké mnozstvi Zivoti.
Ackoli byl od roku 2000 zaznamenam pozvolny pokles v poctu zemielych na toto

onemocnéni, Cisla zlstavaji porad velmi vysoka (Vasakova, 2013; WHO, 2017).

Pro udrzeni klesajici tendence poctu nemocnych s TB a mortality spojené s touto
chorobou je nutné onemocnéni véas odhalit, pacienty izolovat a 1é¢it (Vasakova, 2013;
WHO, 2017). I ptes existujici velky panel antituberkulotik se zvySuje mnozstvi ptipadi
TB rezistentni na 1éky (MDR-TB), extenzivné rezistentni TB (XDR-TB) a dokonce TB
zcela rezistentni na léky (TDR-TB), diky nimz je dilezité stile hledat a vyvijet nové
vysoce u¢inné antimykobakteridlni latky. Mnohé vyzkumy kladou diraz na relativni
toxicitu a vedlejsi ucinky 1€kt aktudlné pouzivanych pro 1é¢bu, nizkou snédsenlivost
medikamentl a na potencialni Iékové interakce antituberkulotik a antiretrovirotik v 1é¢bé
HIV-pozitivnich pacient s TB, ktefi casto, diky kombinaci s HIV, TB podléhaji
(Karabanovich et al., 2014; WHO, 2017). Vyzkum novych anituberkulotik se vyviji
v riznych smérech. At uz jde o vyvoj novych latek, ¢i modifikaci jiz znamych struktur,
rovnéZ i testovani latek pfirodniho ptivodu a také vyvoj novych lékovych forem. Snaha
je rovnéZ i o zkraceni doby 1é¢by a to diky riznym kombinacim 1ékt (Kratky a VinSova,
2010). Vyvoj nové vakciny vici TB ¢i vylepSovani stavajici BCG (bacille Calmette-
Guérin) vakciny je bohuZel velmi pomaly. Nicméné v poslednich letech se v oblasti
farmakologie TB nachazi nékolik potencidlnich 1é¢iv, které dosihly brzkych ¢i

pozd¢jsich fazi klinickych studii (Beena a Rawat, 2012).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Tuberkuloza

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, TB je zdvaznym infekénim onemocnénim. Toto
onemocnéni je vyvolano mykobakteriemi komplexu Mycobacterium tuberculosis, ktery
zahrnuje ptredevsim Mycobacterium tuberculosis (Kochtv bacil, KB), které je hlavnim
puvodcem onemocnéni, také Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microti a dal$i. Tato choroba se nevyhybé zadnym vékovym skupindm
a postihuje vSechny organy, zejména plice (Bartti, 2008; Buchta, 2002). TB se prezentuje
bud’ jako latentni forma infekce (LTBI z angl. latent tuberculosis infection, latentni

tuberkuldza) nebo jako vyvijejici se aktivni onemocnéni (Chisholm-Burns et al., 2013).

2.1.1 Epidemiologie

TB patii mezi ta onemocnéni, kterd se doposud nepodafila eradikovat. V Zebticku
infek¢énich chorob se svym vyskytem ve svété tadi na predni pticky (Bartd, 2008).
Prestoze pocet zemielych na toto onemocnéni ma klesajici tendenci, tak v roce 2016
zemielo na nasledky tuberkul6zy 1,3 mil. osob. Celkovy pocet zemielych v tomto roce,
ktery zahrnuje i nemocné, kteii byli HIV pozitivni, dosahuje téméf k 1,8 mil. osob, kteti
nezvladli boj s touto chorobou. Dle reportu Svétové zdravotnické organizace (WHO)
pocet nove nalezenych ptipadi TB za rok 2016 dosahuje 10,4 mil. Nejvice téchto pipadi
pochazi z Indie, Indonésie, Ciny, Filipin a Pakistdnu. Problémovymi jsou i &etné africké

oblasti (viz Obr. 1) (WHO, 2017).
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Obr. 1 Incidence TB v roce 2016, Upraveno (WHO, 2017)

Cesta Sifeni TB je podminénd zplsobem Zivota, stavem imunity, hygienickymi
navyky i zemépisnou polohou. Problémovymi byvaji chudé oblasti, kde je vyskyt
onemocnéni 1 mortalita vysoka. V rozvinutych zemich je situace rozdilna. Co se tyce
Ceské republiky, tak u nas je situace kolem TB velmi dobfe zvladnuté, diky pravnimu
prostfedi a organizaci péce o osoby s TB, nebo jen s podezienim na ni. Dohled na tyto
osoby je tak ucinny, Ze i ptes zruseni plosné vakcinace nedochazi k nartstu poctu jedinct
infikovanymi TB (Vasakova, 2013). Za rok 2016 onemocnélo v Ceské republice 517 osob
TBC a 26 osob této chorobé podlehlo (UZIS, 2016).

2.1.2 Patogeneze

Dtlezitou roli v patogenité mykobakterii hraje pravdépodobné fakt, Ze kyseliny
mykolové obsazené v bunécéné sténé siln€ stimuluji zanétlivou odpovéd’ hostitele.
Ve virulenci ma svou ulohu glykolipid trehaloso-6,6-dimykolat, jinak zvany cord factor,
diky némuz virulentni kmeny KB rostou v provazcich (Votava, 2003). Zalezi pak na
obranyschopnosti hostitele, na tom, zda je dostatecné silna. Pokud imunita hostitele selze,
dojde k rozvinuti onemocnéni a to mize dospét az k fatdlnimu konci. Nicméné vétSina
zdravych osob potencidlni infekci pfemutze, zvladne, a to pomoci aktivovanych

makrofagi (Tortora et al., 2016).
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KB nevytvafi zadné toxiny nebo jiné produkty, které by poskozovaly buiky.
Jejich pomalé ristové signaly nemaji zadné zameéry rychle premoct hostitele, pouze stoji
v pozadi. Nicméné jejich pfitomnost je zaznamenana imunitnim systémem hostitele,
ktery neptimo zpusobuje poskozeni tkani. Ve skutecnosti je odpovéd’ hostitele na tyto
mikroorganismy pficinou vétSiny symptomut (Schaechter et al., 2006). Mira patogenity
KB je urcena zptisobilosti pfezit vevnitf makrofagu neimunniho jednotlivce, a to diky
schopnosti omezovat snizovani pH uvnitf fagosomii a jejich nasledné splyvani
s lyzosomy. Jsou to pravé makrofagy, diky kterym dochazi k transportu piezivajicich KB

z uzlin do krve a nésledné do organi (Votava, 2003).

KB je priméarné pti¢nou respiracni infekce, ale mize byt i diseminovan pomoci
krevniho fecisté do riiznych ¢asti téla a tvofit abscesy v organech. TB se ptendsi diky
kasli, nejvice zjevnému symptomu plicni infekce, a to aerosolem od nemocného s aktivni
formou TB. Vstupni branou mliZe byt ale 1 gastrointestinalni trakt ¢i kiiZze. Sputum mize
nést zndmky krve, pokud jsou poSkozeny tkané, piipadné¢ pokud jsou cévy natolik
zerodovany, Ze prasknou a tato situace muze vyustit az ve fatalni krvaceni. Diseminovana
forma infekce se oznacuje rovnéz i jako miliarni rozsev, a to kviili mnohému vyskytu

malych wuzlikl,, které se tvofi v infikované tkani (Slonczewski a Foster, 2011;

Tortora et al., 2016).

Pokud se na cely proces podivame trochu detailnéji, tak miiZzeme rozpoznat dale
nasledujici souhrn okolnosti. Po vniknuti mikroorganismu do téla hostitele a po dosazeni
alveolti v plicich jsou bacily pohlceny makrofagy. Casto ale nékteré pieziji. V tomto
stadiu je pfitomna infekce v organismu, ale zatim se neobjevuji Zadné piiznaky
onemocnéni. Nasledné dochazi ke zmnoZeni mikroorganismi v makrofdzich diky
chemotaktické odpovédi, kterd svolava dalSi makrofagy a dalSi obranné buiiky do mista
postizeni. V tomto okamziku se vytvaii granulom. VétSina z obklopujicich makrofagt
neni ve zneSkodnovani bakterii isp&€s$na, ale uvoliiuji enzymy a cytokiny, které poskozuji
plice. Za né€kolik tydnl se s umirajicimi makrofadgy, uvolnénymi bacily z granulomu
a s formovanim kasedzni dutiny uvniti granulomu, zacinaji objevovat symptomy
onemocnéni. Jelikoz je KB aerobni organismus, tak v tomto prostfedi dobfe neroste.
Nicméné mnoho z nich ziistdva dormantnimi a slouZi jako zéklad pro pozdé&jsi reaktivaci
onemocnéni. Onemocnéni miize zlstat pouze v tomto stadiu a v tomto piipad€é dochazi
k hojeni léze a jeji kalcifikaci. Do tohoto okamziku se u nemocnych s TB jedna o primarni

TB, ze které se vétSina pacienti vyléci. V nékterych ptipadech po mésicich ¢i letech
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dochazi k progresi choroby a vznika tzv. sekunddrni TB. V tomto stadiu dochazi
k prasknuti granulomu a jiz ke zminénému milidrnimu rozsevu, pfi cemz se tvoii velmi
vcetné silného kasle, krvavého sputa, horecky s nocnim pocenim a také zietelného
vahového tbytku u nemocného a tnavy (Slonczewski a Foster, 2011; Tortora et al., 2016;

Votava, 2003).

2.1.3 Tuberkuldoza a HIV

HIV je nejdilezitéjsi riskantni faktor pro aktivni TB. Koinfekce HIV a TB
urychluji rozvoj obou chorob. Je tedy nutné, aby byly rychle diagnostikovana a lé¢ena

ob¢ tato onemocnéni (Chisholm-Burns et al., 2013).

U osob s HIV, pokud dojde k vystaveni organismu infekci, je riziko vyvinu TB
zvySené. Vétsina piipadi TB u pacientti s HIV jsou pievazné nésledkem reaktivace
pfedesle ziskané infekce, ale reaktivace mlze byt vyznamnou v populaci s vysokou

prevalenci TB (Walker et al., 2007).

Vliv HIV na epidemii TB bude nutit k vyvoji novych strategii a technologii pro

realizaci snu o eliminaci TB (Minneman, 2005).

2.1.4 Mycobacterium tuberculosis

KB je aerobni acidorezistentni ty€inka, kterou v preparatech z biologického
materidlu miZzeme nalézt samostatn¢ nebo ve shlucich. Typickou pro KB je pfitomnost
kyseliny mykolové na povrchu bakterie, ktera je pfipojend k peptidoglykanu. Diky
kyseliné mykolové je obtizné mykobakteria obarvit béZnymi barvicimi technikami,
jelikoz pravé diky ni jsou mykobakteria acidorezistentni. Pfi pouziti barvici techniky
Ziehl-Neelson se pouziva karbolfuchsin za horka, déle nasleduje diferenciace pomoci
kyselého alkoholu a cely proces je zakoncen dobarvenim malachitovou zeleni nebo
methylenovou modii. Kyselina mykolova silné vaze karbolfuchsin a ani diferenciaci
kyselym alkoholem se bakterie neodbarvi. Diky barveni dle Ziehl - Neelsona vidime
v mikroskopu acidorezistentni bakterie riZovo-Cervené na zeleném ¢i modrém pozadi

(Staley et al., 2007; Schaechter et al., 2006; Votava, 2003).

Acidorezistence neni mezi bakteriemi typickou vlastnosti. Acodorezistentni

bakterie maji voskovitou bunéénou membranu, ktera obsahuje jiz zminénou kyselinu
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mykolovou, diky které odolavaji i germicidnimu plisobeni nemocni¢nich chemikalii

a jsou rovnéz odolné i1 k vyschnuti (Schaechter et al., 2006; Tortora et al., 2016).

2.1.5 Lécba TB

Adekvatni a efektivni 1éCba je pro uzdraveni jedince nezbytna. Je také zdkladem
pro kontrolu Sifeni TB a rovnéz i pro minimalizovani vyskytu MDR-TB (Walker et al.,
2007). Je nezbytné toto onemocnéni véas diagnostikovat a 1é¢it a také provadét screening
na lékovou rezistenci a rovnéz 1 otestovat pacienta na HIV. Nezbytnym krokem u TB je

1 1zolace aktivné nemocného a tim i zabranéni dalSimu Sifeni onemocnéni (WHO, 2017).

Mykobakterie jsou znamé pro svou schopnost vytvoieni rezistence k lékim.
Kombinace minimaln¢ dvou nebo vice 1€kl je vyzadovana k piekonéni téchto prekdzek
a pro predejiti objevu rezistence béhem 1é¢by. Odpovéd’ mykobakteridlnich infekci na
1é¢bu na 1é¢bu je pomala a 1é¢ba musi byt vedena po dobu mésicii az roku, v zavislosti na

volb¢ 1¢kt (Katzung, 2007).

Monoterapie muze byt pouzita u pacientd s LTBI. Jakmile se objevi aktivni forma
TB musi byt pouzita kombinace minimalné dvou 1€k, bézn¢ se vSak pouziva kombinace
tfi €i Sty 1éka zaroven od zacatku 1écby. V tivodni fazi 1€cby bézné podava pacientovi
kombinace ¢tyf nebo péti 1€kt po dobu dvou az tii mésict. Tento stejny postup je
vyzadovan i u recidivy TB. Béhem pokracovaci faze 1é¢by, ktera trva Ctyti az pét mésict,
je pacientovi podavana kombinace dvou az tii 1¢kti. BEéhem celé 1écby je nutné, aby léky
byly nemocnému podavany za dohledu zdravotnického persondlu. U vétSiny pacientl je
minimalni délka [éCby Sest mésicti a miize trvat i dva az tfi roky, pokud se objevi rozvinuta

forma MDR-TB. (Bartd, 2008; Chisholm-Burns et al., 2013).

Antituberkulotika (AT) se d¢li na AT 1. fady, AT 2. fady a AT 3. fady. Jedna se
o bakteriocidni a bakteriostatické latky, které se v dnesni dob¢€ pouZzivaji téméf vyhradné
jen k 1écbé TB. Dle mechanismu u¢inku mizeme AT rozdélit do tif skupin. Patii k nim
inhibice proteosyntézy, inhibice syntézy bunétné stény a posledni skupinu tvoii dalsi

(ostatni) mechanismy uc¢inka (Minneman et al., 2005).

KB muze ptezivat ve Ctyfech typech prostiedi. Aktivita AT v téchto prostiedich
bude mit vliv na vybér skupiny I€ki. Oteviené plicni dutiny jsou bohaté zasobovany

kyslikem a budou obsahovat velky pocet rychle rostoucich mikroorganismii. Nicméné
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bacily v uzavienych dutinach budou trpét nedostatkem kysliku a tim padem budou rust
pomalu nebo budou necinné. Intraceluldrni mikroorganismy budou rist pomalu a to diky
nizkému intracelularnimu pH a diky nedostatku kysliku. Nékteré bacily mohou rust
nesouvisle podle toho, jak se méni jejich prostiedi. AT se lisi v jejich schopnostech zabijet
tyto rozdilné populace bacill. Izoniazid, ktery je povazovan za baktericidni, je efektivni
vuci intracelularnim organismtim. Rifampicin, taktéz baktericidni, je u€inny u nesouvisle
délicich se bacilt. Spici, neCinné bakterie bézn¢ nalézame v uzavienych 1ézich, kde se
schovéavaji pied ucinkovanim 1€kt a také pred puisobky imunitniho systému. Tyto bakterie

jsou z téla hostitele odstranovany pomoci enkapsulace (Walker et al., 2007).

2.1.5.1 AT 1. fady

Izoniazid, rifampicin, pyrazinamid, streptomycin a ethambutol jsou 1éky 1. fady
AT. Izoniazid a rifampicin jsou dva nejvice aktivni léky a ve vétSin€ ptipadld je
doporucovano je podavat spolecné jako prevenci pro vznik 1ékové rezistence. V praxi je
vétSinou terapie iniciovana kombinaci izoniazidu, rifampicinu a pyrazinamidu, ktera je
doplnéna ethambutolem ¢i streptomycinem (ktery néktefi autofi fadi mezi AT 2.tady).
U vSech pacienti by se zuvodniho izoldtu mélo provést testovdni na citlivost
antimykotik. Vysledky testi na citlivost by mély poslouzit pro vybér optimalni
kombinace 1¢kti. Testovani citlivosti miize byt zopakovano v ptipadech kdy pacientovy
kultury zlistdvaji pozitivni osm nebo vice tydnii béhem 1écby (Chisholm-Burns, 2013;

Katzung, 2007).

Podavani vySe zminénych AT nese ssebou jistd rizika. AT maji mnoho
periferni nervy. Hepatitida a periferni neuropatie jsou typickymi nasledky 1écby
izoniazidem. Mnohé zavazné nezadouci u€inky ma 1 rifampicin. I ten je hepatotoxicky,
nefrotoxicky ¢i miZeme po jeho uZivani zaznamenat i trombocytopenii. Velkym
problémem u rifampicinu je rovnéz i1 indukce vétSiny izoforem cytochromu P450, diky
niZ je mnoho zlékd rychleji eliminovano z organismu. Streptomycin je ototoxicky
nervu. Hepatotoxicky Uc¢inek vykazuje i pyrazinamid (Katzung, 2007; Koda-Kimble
et al., 2005).
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2.1.5.2 AT 2. fady

Alternativni 2. fada AT zahrnuje amikacin, kanamycin, capreomycin, viomycin,
enviomycin, cykloserin, terizidon, ethionamid, prothionamid, kyselinu

paraaminosalicylovou a fluorochinolony (Beena a Rawat, 2012).

Vétsina preparatt 2. fady AT ma nizsi t¢innost viici KB a podstatné vyssi toxicitu.
Obecné jsou pouzivany v piipadeé 1écby I€kové rezistence u TB, v piipadé€, ze selze
klinickd odpovéd’ na konvenéni terapii, v pfipadé vaznych Ié¢bu omezujicich
nezadoucich uc¢inkt nebo pokud odborny dohled rozhodne, ze 1€cba témito preparaty je
nutnd i pres zavaznost nezadoucich ucinkii. U mnoho 1€ka z této fady nebylo pevné
stanoveno davkovani, neni zndm objev rezistence a ani vyvoj nezddoucich G¢inkt a jejich
riziko v dlouhodobém vyhledu. U 1ékt, u kterych jsou nezddouci G¢inky znamy, se pak
jednéd o nefrotoxicitu, neurotoxicitu, ototoxicitu, hepatotoxicitu, rizné hematologické
potize a mnoho dalSich zdvaznych zdravotnich potizi. [ u AT 2. fady je nutné provadét

testy citlivosti na AT (Chisholm-Burns, 2013; Katzung, 2007; Minneman, 2005).

2.1.5.3 AT 3. Fady

Do tieti fady AT se tadi latky, které se pouzivaji pro 1écbu TB, ale nejsou fazeny
mezi AT prvni a druhé fady. Latky 3. fady AT nejsou velmi G€¢inné nebo jejich efektivita
jesté nebyla pevné stanovena. Radime zde linezolid, rifabutin, makrolidy, vitamin D,

thioacetazon, thiorizadin a arginin (Beena a Rawat, 2012).

2.1.6 Rezistentni formy TB a jejich 1écba

Ackoli uc¢inné léky na TB jsou dostupné jiz fadu let, tak 1écba TB neni
jednoduchou zaleZitosti. Rezistence vii€i AT neni novym problémem. UZ ve Ctyficatych
letech dvacatého stoleti, a to kratce po predstaveni streptomycinu, se objevily ptipady
ziskané 1€kové rezistence. Stejny zavér méla 1 izoniazidova monoterapie. Nasledné studie
ukazaly, Ze vyskyt lékové rezistence miize byt minimalizovdn pomoci podavani
kombinace vice 1ékli a diky pln€ dohlizenému léCebnému rezimu (directly observed
treatment short course, DOTS). Globalni zatéz 1ékove rezistentnich kment TB zistava
Spatn€ kvantifikovdna, nebot’ rutinni mikroskopie rozpadu sputa neni schopna odlisit
lékoveé rezistentni kmen od kment citlivych na lécbu. Lepsi pfistup k rychlym

molekularnim metodam, jako je XpertMTB/FIF, také tradi¢ni testovani rezistence
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na léky, stejné¢ jako prizkumy prevalence provedené v mnoha nastavenich vysokého
zatizeni, pomalu zvySuji kvalitu dat. Problémovou se v dne$ni dob¢ jevi i migrace lidi.
I pfes zavedeny vstupni screening se v neendemickych oblastech vyskytuji mezi
imigranty ptipady TB. S bézn¢ dostupnymi diagnostickymi testy je obtizné identifikovat
latentni infekci s MDR-TB kmeny nebo detekovat reinfekci u osob, které navstivily

oblast s vyskytem TB (Marais, 2016).

MDR-TB je definovana jako ptipad, kdy KB se stdva rezistentnim minimaln¢ vici
izoniazidu a rifampicinu. Mikrobidlni rezistence k AT délime na primarni a ziskanou.
Primarni 1€kova rezistence se vyskytuje u pacientd, u ktefi jsou hostiteli rezistentni kment
na léky, a pfitom u nich neni zaznamenana piedesla 1écba TB. Ziskana 1ékova rezistence
se vyskytuje u pacientd, ktefi jsou hostiteli rezistentnich kmenti a jiz byli nékdy predtim
léceni AT minimalné po dobu jednoho mésice, véetné selhdni 1écby a relapst (Herfindal,

2000; Koda-Kimble, 2005).

Lécba MDR-TB vyzaduje vice toxické AT. 2. fady, diky kterym je 1écba finan¢né
kontrolovanych 1é¢ebnych strategii. Lécebna doporuceni pro MDR-TB zahrnuji podavani
pyrazinamidu a minimaln¢ Ctyfi G€inné 1éky z druhé fady AT. Lécba musi byt vedena
minimalné po dobu dvaceti mésicl se ctyimi t€innymi latkami s prerusenym podavanim
injekénich ptipravkll na konci osmého meésice terapie, ale to jen za ptredpokladu,

ze odpovéd’ na lécbu v intenzivni fazi je pozitivni (Field et al., 2012).

XDR-TB je komplikovangj$i formou MDR-TB, kdy souhrn rezistentni latek je
rozsifen jeste o fluorochinolonové antibiotika a souc¢asné také o capreomycin, kanamycin

¢i amikacin. Kombinace XDR-TB s HIV/AIDS ma smrtelné nasledky (Bartd, 2008).

V porovnani s MDR-TB je 1é€ba XDR-TB jesté vice ¢asoveé narocnd a je rovnéz
1 drazsi, jelikoZ je nezbytné pouzit latky z tfeti fady AT. BohuZel podéavani téchto 1€kt je
spojeno s vétsim vyskytem vedlejSich i€inkd, nez je tomu u prvni ¢i druhé fady AT. Tento
druh TB se vyznacuje 1 vyssi mortalitou. Diky agresivni 1écb¢ a komplexnimu pfistupu je
pravdépodobnost vyléceni pacienta bez HIV vyssi nez 60 %. Pti 1é¢bé rezistentnich forem
TB se AT prioritné vybiraji shora dolii (viz Tab. 1). Pokud se objevi rezistence na dané

1é¢ivo, vétSinou se pokracuje v 1é€beé s nékterym nasledujicim AT.
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Tab. 1 Soucasné dostupna AT. Upraveno (Marais, 2016)

1.

Skupina — 1éky prvni fady AT — oralni podani

Skupina — injekéné podavané AT

Skupina — Fluorochinolony

Skupina — ordlné podavané bakteriostatické

latky

Skupina — latky s nejasnou u€innosti

Nové latky

[zoniazid
Rifampicin
Ethambutol
Pyrazinamid
Streptomycin

Kanamycin
Amikacin
Capreomycin
Streptomycin

Moxifloxacin
Levofloxacin
Ofloxacin

Ethionamid

Prothionamid

Cykloserin

Terizidon

Kys. Paraaminosalicylova

Clofazimin

Linezolid

Thiacetazon
Imipenem/Meropenem
Izoniazid (ve vysokych davkach)
Clarithromycin

Bedachilin
Delamanid

Od roku 2012 zname dalsi druh TB. TDR-TB je vysoce rezistentni na léky TB,

ktera svou rezistenci pfevySuje XDR-TB. Nejen 1 diky tomuto 1écebn& naroénému druhu

TB je nutné vyvijet dalsi latky, které by G€inné 1é¢ily TB (Zumla et al., 2013).

Lékove rezistentni TB vznika diky tomu, Ze bacily maji samovolny, pfedvidatelny

pocet chromozomalnich mutaci, které proptij¢uji bacilim rezistenci vici 1éktim. Jedna se

o rozpojené mutace, proto dany 1€k nema co do ¢inéni s rezistenci na nesouvisejici latku.

Na zéklad¢ znalosti, Ze mutace nejsou spojené, je postaven zakladni princip terapie. Diky

monoterapii, nepravidelnému uzivani 1€kti, vynechani jednoho nebo vice I[éCiv,

suboptimalni davky, nedostatecného poctu aktivnich 1é¢iv v 1é¢ebném rezimu, slabé
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absorpci 1éktl, se miize ndchylny kmen stat rezistentnim viici vice 1éktim béhem nékolika
mesict. Toto jsou hlavni diivody, pro¢ jsou plné dohlizené 1écebné rezimy dulezité pro
uzdraveni nemocného s TB (Willey et al., 2014). Diky nespravnym lécebnym postuptim

se cely proces uzdraveni nemocného stava ekonomicky narocnym (Herfindal, 2000).

2.1.7 Oc¢kovani

Zakladni, soucasné pouzivanou vakcinu BCG vyvinuli Albert Calmette a Camille
Guérin mezi 1éty 1906 a 1919. Pouzili tehdy atenuovany kmen Mycobacterium bovis.
Prvni testovani na lidech probéhlo v roce 1921. Navzdory obtiznému startu tato vakcina
zlstava jedinou licencovanou vakcinou proti TB a byla podana jiz vice nez 4 miliarddm

osob (Kaufmann, 2013).

Vakcina BCG zachranila Zivot mnoho détem bez dopadu na prevalenci. BCG je
preexpozi¢ni vakcinou, ktera ptsobi preventivné po omezenou dobu a tim padem
oddaluje, ale ne nutné predchdzi vzniku aktivnimu onemocnéni. Navic je obecné
pfedpokladdno, Ze imunita vyvoland vakcinou ani neptfedchdzi, ani neeliminuje TB

infekci (Kaufmann, 2013).

Ockovani hraji dtlezitou roli v prevenci a kontrole infekénich onemocnéni.
Nanestésti jedina licencovana preventivni vakcina proti TB, je v prevenci vici plicni TB,
hlavni nakazlivé form¢ TB, u dospélych neefektivni. Proto je dulezité vyvijet nové
vakciny pro kontrolu a prevenci TB. Nové vakciny jsou vyvijeny tak, aby nahradily

stavajici vakcinu, nebo aby ji zesilily (Gong, Liang, Wu, 2018; Coppola et al., 2018).

BCG vakcina byla také spojena s celkovym sniZzenim détské mortality a to diky
stimuluyjici imunitni odpovédi. Pro zlepSeni G€innosti BCG byly vyvinuty dvé hlavni
strategie. Prvni z nich zahrnuje vyvoj rekombinantni zivé mykobakterialni vakciny s lepsi
ucinnosti a bezpecnosti vakciny. Druhou strategii je zesileni BCG podjednotkovymi

vakcinami obsahujicimi mykobakterialni antigeny (Kaufmann a Nieuwenhuizen, 2018).

V predklinickych studiich byla testovana Siroka Skala kment rekombinantnich
BCG-rBCG a podjednotkovych vakcin. V klinickych studiich se nyni nachéazi pouze
jedina rBCG vakcina, a to VPM1002 vakcina (Kaufmann a Nieuwenhuizen, 2018).
VPM1002 vakcina se momentalné naléza v II/IIT fazi klinického testovani u dospé€lych

s vylécenou tuberkul6zou a ocekédva 10% recidivu (relaps nebo reinfekci) po dobu
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12 mésich sledovani (Voss et al., 2018). Dalsi kandidatni vakciny v klinickych studiich
zahrnuji inaktivované celobunééné vakciny, atenuované kmeny mykobakterii a boostery
podjednotkovych vakcin, které jsou zaméiené prevazné na Uzky rozsah antigent.
Testovani kandidati na vakcinu v piedklinickych modelech mtize byt uzitecné pro
identifikaci nejslibnéjSich kandidatt, ktefi stoji za posunuti vpted do klinickych studii.
Celkové se zda byt pravdépodobné, Ze 1ze dosdhnout lepsiho vakcina¢niho rezimu proti
TBC, ale piekonani stavajicich limiti v ochranném ucinku bude jesté vyzadovat nové

pristupy (Kaufmann a Nieuwenhuizen, 2018).

V Global Tuberculosis Report 2017 mizeme rovnéz najit informace
o licencované Vaccae ™ vakcing. Jde o specificky lyzat, ktery byl licencovan Cinskym
ufadem pro potraviny a léciva jako imunoterapeuticky prostfedek ke zkraceni 1é¢by

tuberkulozy u pacientii s TB citlivou na léky (WHO, 2017).

V Ceské republice se rovndZ pouziva k vakcinaci kmen Mycobacterium bovis
a to v podob¢ zivé vakciny. Tato vakcina nezaru€uje stoprocentni ochranu vii¢i nemoci,
ale zabrafiuje vyvinu zivot ohrozujicim forméam, jako jsou TB meningitida a miliarni TB
(Bartd, 2008). Od podzimu roku 2010 je vakcinace proti TB nepovinna. Povinné se ockuji
pouze novorozenci, pobyvajici v rizikovém prostiedi, kde by mohlo dojit k ndkaze
a brzkému vyvinu onemocnéni. Dobrovolna vakcinace ditcte, ktera se provadi na zaklade

ptéani rodict, je mozna aZ po Sestém mésici veku ditéte (Vasakova, 2013).

2.1.8 Nadéje v oblasti farmakologie

Je t€zkeé uveftit, Ze stale bojujeme proti patogenu, ktery strasSil lidskou rasu po tisice
let, a ptesto TB nepiestava infikovat miliony svétové populace a nepiestava ani zabijet.
Objev antibiotik, jako je streptomycin (objeveny v roce 1944) a "zlaty vek" antibiotického
léciva, ktery na to nasledoval, vedl k objevu izoniazidu a pyrazinamidu (1952),
ethambutolu (1961) a rifampicinu (1963). Tato antituberkulotika ziistavaji zadkladnimi
kameny terapie dodnes. Po schvaleni rifampicinu v roce 1967 existovala pauza ptes
40 let az do schvéleni bedachilinu v roce 2012. Nanestésti jiz mnoho let ale tato

antituberkulotika nezvladaji TB stoprocentné 1é¢it (MikuSova a Ekins, 2017).

I ptes existujici vakcinu, je stale kriticky potfebné vyvijet nové AT kvili velkému
poctu osob s momentalné se vyvijejicim aktivnim onemocnénim a kviili velmi velkému

poctu osob s LTBI, ktefi jsou v ohrozeni, Ze se u nich vyvine aktivni forma choroby.
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Nové léky jsou potiebné pro zkraceni délky lécby TB, ktera je vnimava k 1ékim,
pro zlepSeni 1écebnych moznosti a vysledki u pacientii s MDR-TB a pro zaruceni
efektivnéj$iho a kratSiho rezimu 1éCby u pacientii s LTBI. Velmi dilezité je rovnéz i to,
aby léky byly levné a dostupné, a to nejen v rozvinutych zemich, ale hlavné
1 v rozvojovych oblastech (Minneman, 2005; Tomioka, 2014; Vasakova, 2013). Snahou
rovnéz je, aby novy 1ék mél i dobrou oralni biologickou dostupnost. Dal§imi pozadavky
jsou zjednoduseni 1éCby, nizky vyskyt nezddoucich ucinkl, U¢innost proti 1ékové
rezistentnim formam TB ¢i sniZzené interakce s jaternimi enzymy CYP450 (Field et al.,
2012). Po dekadach opomijeni tohoto sméru vyzkumu je zde néjaka nadéje ve vyvoji

novych AT.

Zda se, ze zpusob, jak ptemoci TB v dnesni dobé, je vyvinout latky takové,
aby se jednalo o nové struktury a mély novy zptsob ucinku. To vyzaduje cileny screening
novych molekul proti riznym kmenUm Mcobacterium tuberculosis. Aby se vyfteSila
rezistence vuci 1éktim, byly zkoumany alternativni latky k t€ém jiz stdvajicim. Jedna se
o chinoliny, diaminy, chinolony, fluorochinolony, nitroimidazoly, terpenoidy,

isonikotiny, oxazolidinony, pyrimidiny, puriny a dalsi (Beena a Rawat, 2012).

V prvni, druhé ¢i treti fazi klinickych studii se nachazi 17 1é¢ivych piipravka pro
lécbu TB, ktera je citliva k 1ékiim, MDR-TB a také LTBI. Mezi t€émito Iéky najdeme osm
novych 1€k, jako je: delpazolid, GSK-3036556, OPC-167832, PBTZ169, pretomanid,
Q203, SQ109 a sutezolid. Dalsi dva léky bedachilin a delamanid jiZ ziskaly zrychlené
nebo podminéné regulacni schvaleni, a to na zakladé vysledkl z IIb faze klinickych
studii. Léky, jako jsou klofazimin, linezolid, levofloxacin, moxifloxacin, nitazoxanid,

rifampicin a rifapentin jsou nadale testovany (WHO, 2017).

2.1.8.1 Bedachilin (TMC207)

Jak jiz bylo zminéno Bedachilin (Obr. 2) je prvnim lékem, ktery byl schvalen pro
1é¢bu TB od doby, kdy byl objeven rifampicin. Po vice nez Ctyficeti letech se objevil na
trhu 1€k s novym mechanismem U¢inku. Bedachilin se fadi mezi diarylchinoliny a jeho
cilem je ATP-syntaza, zivotné dilezity enzym pro vytvareni energie v mykobakterii.
Bedachilin se k tomuto enzymu vaze v centralni oblasti jeho ¢ podjednotky, dojde
k zastaveni procesu vyroby energie a k inhibici mykobakteridlni reprodukce, diky ¢emuz
ma bedachilin baktericidni u¢inky vii¢i replikujicim se, tak i vic¢i spicim mykobakteriim
(Field, 2015; Gaulooze et al., 2015; Nguyen et al., 2016).
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Obr. 2 Chemicka struktura bedachilinu

Bedachilin se pouziva jako souc¢ast kombinovaného lécebného rezimu plicni TB,
ktera je rezistentni na léky, zejména MDR-TB. Ohledné bezpec¢nosti bedachilinu se neda
dospét k ur€itému zavéru, jelikoz jeSté nebyla dokoncena treti faze klinickych studii
u tohoto 1éku (Gaulooze et al., 2015; Singh et al., 2017). S podavanim bedachilinu se ale
1 poji dvé vyznamné neptiznivé skutecnosti. Bedachilin mtize mit za nasledek prodlouzeni
QT intervalu na EKG a rovnéZ v klinickych studiich byla zaznamenana zvySena imrtnost
bedachilinu ve srovnani s 1é¢bou placebem, jehoz diivod nebyl dodnes nalezen. Z tohoto
davodu by mél byt bedachilin pfedepisovan pouze v piipadech, kdy nejsou k dispozici
alternativni moznosti 1é¢by. I ptesto, Ze je bedachilin novym lé¢ivem, se mizeme setkat
s rezistenci vu¢i nému. Tento fakt je velmi alarmujici a je potfeba vyvinout takové
postupy uzivani bedachilinu, aby rezistence vii¢i nému nevznikala a nové 1é¢ivo nebylo

ztraceno (Gaulooze et al., 2015; Nguyen et al., 2017).

2.1.8.2 Delamanid (OPC-67683)

Delamanid (Obr. 3) se fadi mezi dihydroimidazooxazoly a stejné€ jako bedachilin
se pouziva pro 1écbu MDR-TB. Jeho ucinek vii¢i mykobakteriim pravdépodobné spociva
v inhibici syntézy kyseliny mykolové, které jsou slozkami mykobakteridlni bunécné
stény. Delamanid inhibuje jak kyselinu metoxymykolovou, tak i ketomykolovou.
Delamanid nepiisobi vii¢i grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim, coZz se miize
projevit jako vyhoda pro pouziti jen pro mykobakteridlni infekce a tim i1 proti vzniku
rezistence vuci 1éku. Tato latka je prolécivem, takze k ziskani svého antituberkulotického
ucinku vyzaduje aktivaci. Pfedpoklada se, ze aktivace delamanidu je zprostfedkovana
prostiednictvim mykobakteridlniho koenzymového systému F420.20 (Lewis a Sloan,

2015; Szumowski a Lynch, 2015).
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Obr. 3 Chemicka struktura delamanidu

na léky. Je u¢inny vaci replikujicim se 1 vici nereplikujicim se bakteriim, vici
intracelularnim i extracelularnim baciliim. V klinickych studiich delamanid prokazal sviij

Casny baktericidni ucinek s vyznamnym zlepSenim konverze sputa (Fujiwara et al., 2018)

Stejné jako badachilin i delamanid ma kardiotoxické ucinky. Zbylé nezadouci
ucinky, které se u tohoto AT vyskytly, byly vice méné béznymi nezadoucimi ucinky

(Szumowski a Lynch, 2015).

2.1.8.3 Pretomanid (PA-824)

Po bedachilinu a delamanidu je pretomanid tteti 1é¢ivem nachdzejicim se ve treti
fazi klinickych studii. Pretonamid (Obr. 4) je momentalné testovan pro lécbu MDR-TB
arovnéz i XDR-TB (WHO, 2017). Stejn¢ jako delamanid i pretomanid inhibuje syntézu
mykolovych kyselin a rovnéz vykazuje nizkou MIC vi¢i mykobakteridlnim kmentm.
Toto 1é¢ivo je v klinickych studiich podavéano v kombinaci s dal§imi AT (D”Ambrosio
et al., 2015). Je efektivni viici replikujicim i nereplikujicim se organismim. Pretomanid,
stejn€ jako né€kolik dalsi 1éCiv, je méné efektivni, pokud neni poddvan v kombinaci

s pyrazinamidem (Murray et al., 2015).
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Obr. 4 Chemicka struktura pretomanidu
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Pretomanid se fadi mezi nitroimidazoly a je prolé¢ivem, a tak vyzaduje pro ziskani
svého antimykobakteridlniho u€inku aktivaci. Déje se tak cestou F420 dependentni
glukoza-6-fosfatdehydrogenazy. Aktivace produkuje des-nitro metabolit, ktery
produkuje reaktivni formy dusiku, coz vede k coz vede k poklesu intracelularniho ATP
a anaerobnimu usmrcovani. Toto je druhy zplsob, jak toto 1é¢ivo piisobi vuci
mykobakteriim. Pretomanid vykazuje sterilizacni i baktericidni G¢inek (Olaru et al.,

2015).

2.1.8.4 SQI109

Latka SQ109 (Obr. 5), 1,2-ethylendiamin, je analogem ethambutolu
a momentaln¢ se nachazi ve fazi II klinickych studii. Toto 1éCivo je GCinné vuci
replikujicim 1 nereplikujicim se bakteriim diky cileni MmpL3 genu transmembranového
transportéru, diky kterému se kyselina mykolova inkorporuje do mykobakteridlni
bunééné stény. Uéinek SQ109 je srovnatelny s izoniazidem a vyssi nez u ethambutolu.
Vyhodnou se zda byt i kombinace SQ109 s izoniazidem a rifampicinem, jelikoz efekt je
synergicky. Toto zjiSténi by mohlo pfispét ke zlepSeni 1écby TB. Hlavnim cilem
v budoucnosti 1é¢iva SQ109 je nahrazeni ethambutolu v 1é€bé TB (Olaru et al., 2015;
Sacksteder et al., 2012).

CH, CH,

)\/\/K/\ N
H,C NH

3

Obr. 5 Chemicka struktura SQ109

2.1.8.5 Sutezolid (PNU-100480)

Sutezolid (Obr. 6) pafi mezi oxazolidony a ma baktericidni ucinek. Jeho
mechanismus G&inku tkvi v inhibici proteosyntézy. Uginnost sutezolidu se porovnatelna
sizoniazidlem a v kombinaci s pyrazinamidem ma synergicky ucinek. Vyskyt
mezilékovych interakci u sutezolidu je nizky, jelikoz neinhibuje CYP3A4 enzym
(Jadhavar et al., 2015).

28



(0]

E

\\\\\\\ )J\
/ \ SN

S N N

>/O
(e}
Obr. 6 Chemicka struktura sutezolidu

Mezi nezadouci ucinky sutezolidu zda se nepatii prodlouzeni QT intervalu na
kardiogramu a suprese kostni dfené, ale stale existuji obavy tykajici se potencidlni

neurotoxicity a hepatotoxicity (Olaru et al., 2015)

2.1.8.6 PBTZ169

Latka PBTZ169 (Obr. 7) patii do skupiny benzothiazinini a vykazuji silny
inhibi¢ni u¢inek vici mykobakteridlnim kmentim, které jsou citlivé na 1é¢bu, 1 vaci
rezistentnim kmentim, zejména k 1é€bé MDR-TB. Podstatou antituberkulotického u¢inku
PBTZ169 je cileni dekaprenyl fosforyl-BD-rib6za- 2" -epimerazy (Lv et al., 2018). Tento
heterodimerni enzym obsahuje proteiny DprEl a DprE2. DprEl je klicovym enzymem
v biosyntéze dekaprenylfosforyl-B-D-arabinofuran6zy a  prekurzor  slozky
mykobakteridlni buné¢né stény arabinogalaktanu, jejichz syntéza zacina
dekaprenylfosforyl-B-D-ribofuran6zou-DPR. DprEl je zapojen do prvniho kroku
konverze DPR na dekaprenylfosforyl-D-2-ketoerytro-pentofurandézu (Borsari et al.,

2017).
NO, O
FsC

Obr. 7 Chemicka struktura PBTZ169
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2.1.8.7 Delpazolid (LCB01-0371)

Delpazolid (Obr. 8) je oxazolidinon s cyklickym amidrazonem. Jeho
mechanismus u¢inku spociva ve vazb¢ na 23S ribozomalni RNA 50S podjednotky, ¢imz
(Cho et al., 2017). Delpazolid vykazuje dobrou biologickou dostupnost po peroralnim
i po intravenéznim podani. Klinické testovani probiha v USA a v Jizni Koreji

(Karpiuk a Tyski, 2017).

o)

-
OO

Obr. 8 Chemicka struktura delpazolidu

2.1.9 Potencidlni AT ze skupiny aromatickych nitrolatek

Na Farmaceutické fakulté¢ v Hradci Kralové mé vyzkum v oblasti vyvoje novych
AT dlouholetou tradici. Ve spolupraci s dal$imi institucemi jako je Zdravotni ustav
v Ostravé a Centrum biologické ochrany v Téchotiné se provadi antimykobakterialni
hodnoceni vyvinutych latek. Pro svou antimykobakteridlni aktivitu byly studovany
mnohé slouceniny. Mezi zkoumané latky s aktivitou proti multirezistentnim kmenim

patii rovnéZ 1 heterocykly (Waisser, 2014).

V neddavné dobé bylo vyzkumnymi skupinami ve svété studovano nékolik
potencialnich latek s antimykotickym ucinkem, které ve své struktufe obsahuji
nitroskupinu. Mnohé studie zabyvajici se témito latkami nadale pokracuji. Jedna se o jiz
zminény delamanid ¢i pretomanid nebo benzothiazinony. Déle se jedna o latky TBA-354,

CGI-17341 a dalsi potencialni AT (Karabanovich et al., 2017).

V této diplomové préci byly testovany derivaty oxadiazoll. Derivaty fenyl-1,3,4-
-oxadiazoll jsou znamé diky svym rtiznorodym plsobenim a vykazuji antifungalni,

-----

et al., 2013). 2,5-disubstituované oxadiazoly prokazaly ucinnost i vici extrémné

rezistentnim mykobakteriilnim kmentim. Na Katedfe organické a bioorganické chemie,
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Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové, Univerzit¢ Karlové byla nasyntetizovana série
derivati oxadiazolt. Z latek T6030 a T6797 byly odvozeny analogy k naslednému
prostudovani jejich vztahu mezi strukturou a aktivitou vii¢i mykobakterialnim kmentim,

k jejich cytotoxicité a selektivité.

Syntéza oxadiazolového derivatu probé¢hla dle schématu na Obr. 9. V prvnim
kroku byl metylester ptfipraven Fisherovou esterifikaci karboxylové kyseliny, nebo za
pouziti komeréné dostupného metylesteru. Ten reagoval s hydrazin hydratem v etanolu
za vzniku acylhydrazidu, ktery dale reagoval se sirouhlikem v bazickém etanolu za tvorby
2-substituovaného-1,3,4,-oxadiazol-5-thiolu. V poslednim kroku dochazi k alkylaci
oxadiazolu za pritomnosti tetrabutylamonia bromidu a vznikne nitrosubstituovany

2-aryl-5-benzsulfanyl-1,3,4-oxadiazol (Karabanovich, 2016).

N——N N—

TR e S W

NH-NH,

Obr. 9 Schéma pripravy oxadiazolového derivatu-R'-4-CH3Ph, R*-3,5-(NO3):Ph. Upraveno
(Karabanovich et al., 2016)

Utinna latka s internim oznaenim T6030 (Obr.10) poslouzila jako vzor pro
syntézu dalSich analog. Latky T6733 (Obr. 12), T6734 (Obr.13) a T6735 (Obr. 14) jsou
karbanalogy a T6725 (Obr. 11) je aminovym analogem latky T6030. Analogy T6030 byly
odvozeny pro studium vlivu atomu siry na uc¢inek latek (Karabanovich et al., 2016). Latka
T 6797 (Obr. 18) byla nasyntetizovana v dal§i sérii derivati oxadiazol, aby se
prozkoumal vliv struktury latek a jejich aktivitu, zejména jaky ma vliv pfimé napojeni
3,5-dinitrofenyl skupiny k heterocyklu na antimykobakterialni Gi€inek syntetizovanych

latek.

N—N NO,

4 )\S T6030

O
MIC-0,03uM

NO,

Obr. 10 Studovana latka T6030
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N—N NO,

Obr. 11 Aminovy analog T6725

N——

Obr. 12 Karbanalog T6733

N—N NO,

@%)\/\Q

Obr. 1311 Karbanalog T6734

Obr. 1412 Karbanalog T6735
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Latka T6797 byla ptipravena syntetickou cestou vyobrazenou na Obr. 19. Pomalym
pfidanim hydrazin hydratu do ledové studené suspenze metyl-3,5-benzodtu v etanolu
vedlo k formovani hydrazidu. Ten nasledné reagoval se sirouhlikem a KOH ve vodé¢ pii
90°. Tato reakce vyustila k formaci dvou produktl, pticemz pro latku T6797 byl dulezity
5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-thiol. Ten byl pfeveden na 2-alkylsulfanyl-5-(3,5-
-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazol =~ diky  alkylaci = oxadiazolu-2-thiolu s riznymi
alkylhalogenidy v acetonitrilu v pfitomnosti trietylaminu. Diky modifikaci této reakce
byl ziskan derivat oxadiazolu, T6797. Z T6797 byly odvozeny karbanalogy T6722
(Obr. 17), T6693 (Obr. 15) a T6694 (Obr. 16) opét se zamérem prozkoumani vlivu

pritomnosti atomu siry na ucinek latky (Karabanovich, 2017).

Oo—
T6693
MIC-0,125uM
N/N

O,N
Obr. 135 Karbanalog T6693
O,N
Cl
T6694
0o
\ / MIC-0,125uM

O,N N—N

Obr. 16 Karbanalog T6694
OyN

N—
4 T6722
(0]
MIC-0,03uM

Obr. 147 Karbanalog T6722
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Obr. 18 Studovana latka T6797
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Obr. 15 Schéma pripravy 2-alkylsulfanyl-5-(3,5-dinitrofenyl)-1,3,4-oxadiazolového derivatu. Upraveno
(Karabanovich, 2017).

34



3. CILE PRACE

— hodnoceni cytotoxicity u novych potencidlnich antituberkulotik ze skupiny
aromatickych nitrolatek (T6030, T6693, T6694, T6722, T6725, T6733, 6734,
T6735 a T6797) na nemalignich bunécnych liniich 3T3 a HaCaT

— zhotoveni fotografick¢é dokumentace bunécnych linii 3T3 a HaCaT
a sledovani zmén u bunéCnych struktur vlivem toxického pusobeni
hodnocenych latek

— porovnani cytotoxického plsobeni latek

— stanoveni typu bunééné smrti pomoci pritokové cytometrie
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4. METODICKA CAST

4.1 Vybaveni pro praci s bunéénymi liniemi
- sterilni vanicky s vickem, plastové - (Eppendorf, Némecko)

- sterilni sérologické pipety (TTP, Svycarsko) — plastové pipety o objemu 5, 10, 25ml,

jednotlivé balené

- elektrické pipetovaci nastavce BiohitMidi Plus — (Biohit, Finsko)

- sterilni Pasteurovy pipety — (Brand, Némecko) — plastové, jednotliveé balené

- automatické pipety - (Eppendorf, Némecko) — rizny objem

- Biirkerova komtirka - (Brand, Némecko) — sklenéna

- sterilni kultivaéni nadoby-plocha dna 75 cm2 — (T75, TTP, Svycarsko) — plastové

- sterilni mikrozkumavky s vickem (Eppendorf, Némecko) — plastové, o objemu 1,5 ml

a2 ml

- automatickd osmikandlova mikropipeta e-PET BioHit (BioHit Finsko) — rozsah 50-

1200 pl
- sterilni $picky k pipetdm (Eppendorf, Némecko) — plastové, riizny objem

- sterilni 96-jamkové mikrotitraéni desticky — (TTP, Svycarsko) — s plochym dnem,

plastové
- sterilni Petrtho misky (WillCo Wells, Nizozemi) — plastove

- kadinky (ThermoFisherScientific, Ceska republika) — sklenéné
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4.2 Latky ke kultivaci bunék

- médium pro kultivaci bunék DMEM (DMEM-Dulbecco’s modified Eagle’s medium;

Lonza, Belgie)

- HEPES pufr (IM 4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina; Sigma,

Némecko)

- PBS pufr (Sigma, Némecko / MP Biomedicals, USA); fosfatovy puft, tablety

- fetalni bovinni sérum (FBS; Lonza, Belgie) tepeln¢ inaktivované

- trypsin/EDTA (Lonza, Belgie) — 10x koncentrovany T/E, 0,5% trypsin a 0,02% EDTA

- penicilin/streptomycin (Lonza, Belgie) - (P/S),

10000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu

4.3 Studované latky

- latka T6030 (syntéza Ing. G.
- latka T6733 (syntéza Ing. G.
- latka T6725 (syntéza Ing. G.
- latka T6797 (syntéza Ing. G.
- latka T6735 (syntéza Ing. G.
- latka T6722 (syntéza Ing. G.
- latka T6734 (syntéza Ing. G.
- latka T6693 (syntéza Ing. G.

- latka T6694 (syntéza Ing. G.
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4.4 Chemikalie a reagencie

. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr
. Sychra a Mgr

. Sychra a Mgr

- neuralni Cerven (Sigma, Némecko; NR-neutral red), 3,3 mg/ml

- peroxid vodiku (Sigma, Némecko), 3% roztok
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- trypanova modi (Sigma, Némecko), 0,4% roztok

- paraformaldehyd (Sigma, Némecko)

- fixa¢ni roztok pro NR (1% roztok CaCl2 v 0,5% formaldehydu)

- lyza¢ni roztok pro NR (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% EtOH)
- pufr PBS (Phosphate Buffered Saline; Sigma, Némecko) pH 7,2-7,4
- dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, Némecko) > 99,9%

- ethanol (Penta, Ceska republika) — absolutni, p.a &istota

- purifikovana ultracistd voda (Millipore, USA)

- Triton X-100 (Sigma, Némecko)

- blokovaci roztok (3% BSA v PBS pufru; Sigma, Némecko)

- fluorescenéni sonda ActinGreen 488 (MolecularProbes, USA)

- fluorescenéni sonda Hoechst 33342 (MolecularProbes, USA)

- fluorescen¢ni sonda Mito Tracker Red CMXRos (MolecularProbes, USA)

4.5 Technické vybaveni laboratore

- vodni lazent (Memmert, Némecko)

- ultrazvukova lazen (Elma, Némecko)

- deskova tfepacka (Heidolph, Némecko)

- vortex IKA MS3 basic (IKA, Némecko)

- analytické vahy Sartotius CP2225D (Sartotius AG; Némecko)

- bunécné inkubdatory (Sanyo a Esco) s termostatem a regulaci koncentrace CO2
- box s lamindrnim proudénim BioAirTopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)

- mikrocentrifuga Hermle Z 300 (HERMLE Labortechnik, Némecko)
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- tfepatka k tfepani mikrotitracnich desticek HeidolphTitramax 100 (Heidolph

Instruments, Némecko)

- multifunkéni ¢teCka mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 PRO (Tecan Group
Ltd.; Svycarsko)

- invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

- konfokalni Nikon A1+ (Nikon, Japonsko)

4.6 In vitro hodnoceni cytotoxicity

4.6.1 Priprava kultiva¢niho media

Jelikoz byly vSechny cytotoxicitni experimenty provadény in vitro, bylo nutné
nahradit bunikdm extracelularni tekutinu kultivaénim médiem. Kultivaéni médium je
nezbytné pro kultivaci bun¢k v podminkach in vitro. Diky vhodnému obsahu Zivin
poskytuje médium buitkam podminky pro jejich rtist a diferenciaci in vitro. Pro kultivaci
bunécnych linii 3T3 a HaCaT, které byly zvoleny pro cytotoxicitni experimenty, bylo
pouzito DMEM médium se suplementy. Pied ptipravou kultivaéniho média byly vSechny
suplementy 1 zakladni médium pifedehiaty ve vodni lazni na 37°C. Jak pfi ptipravé
kultiva¢niho média, tak i pfi dalSich krocich testovani cytotoxicity je velmi dilezité dbat
na sterilitu, proto pracujeme asepticky v laminarnim boxu. V prvnim kroku se z lahve
s médiem odebere 50 ml média, které je nahrazeno ptidanim 50 ml FBS (10%), 5 ml
HEPES pufru (1%) a 5 ml P/S (1%). VSe se promiché a hotové kultivacni médium je

skladovano v lednici.

4.6.2 Bunécna linie HaCaT a 3T3

HaCaT bunécné linie je linii aneuploidnich imortalizovanych nenddorovych
keratinocytl ziskanych z lidské kiize dosp€lého jedince. Tento typ bun€k je ve vyzkumu
Siroce vyuzivan, jelikoz maji velmi rozvinutou schopnost diferenciace a proliferace.
Oproti tomu 3T3 bunééna linie pochazi z ze zviteciho zdroje, a to z embryi laboratornich
mysi Swiss albino a jedna se o fibroblasty. Bunécné linie, které byly pouZity pro
experimenty, pochazeji z Americké bunééné banky (American Type Culture Collection)
v Rockville, ve stat¢ Maryland v USA. Obé bunécné linie dosahuji urcitého poctu

39



bunéénych cykll, pasdzi a poté se na nich zac¢ind projevovat proces starnuti. Kdyz
bunécna linie dosdhne kritického poctu pasazi a jiz neni schopna dalsi diferenciace
a proliferace v pozadujicim rozsahu, je nutné sahnout po buné¢né linii s nizkym poctem

pasazi.

4.6.3 Zachazeni s bunéénymi liniemi a jejich kultivace

Aby buniky byly schopné ptezit v in vitro podminkach, a zaroven si zachovaly
svou schopnost proliferace, a tim i reprodukovatelnost vysledki, je nutné jim poskytnout
takové prostiedi, které by napodobovalo prostiedi jejich pfirozeného vyskytu. Je nezbytné
zvolit vhodné kultivaéni médium i kultivacni nddoby. V neposledni fad¢ je nutné zajistit

také vyhovujici teplotni a tlakové prostiedi a rovnéz i potfebnou vlhkost prostiedi.

Pro kultivaci HaCaT i 3T3 buné¢né linie byly zvoleny T75 kultiva¢ni nadoby, kde
byly buniky resuspendovany v médiu a ponechany v inkubatoru pii 37 °C, za stalé
vlhkosti a 5% obsahu CO; v atmosféfe. Obnova pasdze byl provadéna co 3-4 dny,

dle potfeb bunék, aby se jim dostavalo dostatek Zivin.

4.6.4 Pasazovani

Bunky se v kultivaénim meédiu za jim vyhovujicich podminek dokazi
exponencialné mnozit. Exponencidlni nartist mizeme pozorovat do t¢ doby, nez zacne
dochézet k ubytku Zivin a rist se zacne zpomalovat. Déje se tak diky inhibi¢nim
mechanismim Kazdé 3 — 4 dny té€sné pfed zafatkem inhibice rlstu se provadélo

pasazovani bunek.

Vytvafeni subkultur, tzv. pasazovani, se provadi ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu. VSechny latky pouzivané pti pasdzovani byly pted zahajenim prace
vytemperovany ve vodni ldzni na 37 °C. Po odstranéni ptivodniho média se bunky
2x oplachly PBS pufrem po 5 ml a pufr se pokazdé odsal. Nasledné byl piidan 1 ml
trypsin/EDTA (v pfipadé HaCaT bun€k 2 ml). Uzaviend lahev s buitkami se nechala
inkubovat pti 37 °C u 3T3 bunék po dobu maximaln¢ 5 minut a v piipadé¢ HaCat bunécné
linie 10-15 minut. Pisobenim trypsinu v inkubatoru dochazi ke §té€peni extracelularnich
bilkovin a buiiky, které byly pfichyceny ke dnu kultivacni lahve, se diky tomu ze dna
uvolni. Po uplynuti daného €asu se trypsinované buiiky vyjmuly z inkubatoru a piisobeni

trypsinu bylo zastaveno pfidanim 9 ml kultivaéniho média (sérum obsahujici médium,

40



SCM) a buiky vném byly resuspendovany. Podle aktudlniho nardstu bunéck
a predchoziho pasdzovaciho poméru se potfebny objem bunék pienesl do nové lahve
a doplnil se pozadovanym mnozstvim SCM. Lahev byla uzaviena a vlozena

do inkubdtoru na 3 — 4 dny tak, aby bylo pokryté dno kultivaéni ldhve z ptiblizn€ 90 %.

4.6.5 Stanoveni po¢tu Zivych bunék

Pro zajisténi stejnych podminek u experimentu a pro jeho reprodukovatelnost bylo
nutné znat pocet zivych bunck, ktery se pak pouzije pro experiment. Diky trypanové
modfi, ktera prochézi pies plazmatickou membranu dovnitt do buniky, mtizeme rozeznat
7ivé bunky od mrtvych. Zivé buiiky jsou totiz schopny vypudit barvivo zpét z buriky,
mrtvé bunky tuto schopnost postradaji. V Biirkerové komurce se pak provadi piepocet
bunék. Zivé buiiky poté v mikroskopu vidime jako bezbarvé kulaté utvary, mrtvé buiiky

jsou obarveny tmavé modré.

V mikrozkumavce se smichaly resuspendované buiiky z pasaZzovani s trypanovou
modii v poméru 1:1. Smés se promichala a nechala se chvili inkubovat. Po opétovném
promichani se na obé strany Biirkerovy komirky naneslo po 10ul suspenze.

Po mikroskopickém spocitani nasledoval prepocet bun€k na 1 ml bunécné suspenze.

4.6.6 Nasazovani bunék

Testovani cytotoxicity latek se provadi v 96-jamkovych destickach. Proto je nutné
pted experimentem nasadit buiiky do desticek. Po stanoveni poc¢tu bunék a jejich ptepoctu
na mililitry buné¢né suspenze se pozadované mnozstvi bunék smichalo s vypoctenym
mnozstvim predehiatétho SCM, aby pocet bun€k odpovidal 100 000 bunck/ml.
Promichand suspenze byla pipetovana do desticek v objemu 100 pl. Desticky s buiikami
byly vloZeny do inkubatoru a byly v ném ponechéany pti 37 °C 1 den. Po 24 hodinach

buiiky narostly a byly pfipraveny k pouZiti pro experiment.

4.6.7 Prevedeni testovanych latek do roztoku

Pted zahajenim experimentu bylo nutné ptipravené latky T6030, T6693, T6694,
T6722, T6725, T6733, T6734, T6735 a T6797 prevést z ptivodni krystalické podoby
do roztoku. Diky rozdilné rozpustnosti latek v bezvodém DMSO byly ptipraveny zasobni

41



roztoky o koncentraci 0,02 — 0,2 M. Tyto piipravené roztoky byly skladovany

v uzavienych mikrozkumavkach ve tmé za pokojové teploty.

Pfed nasazovanim testovanych latek se musely vytvofit z jednotlivych zasobnich
roztokli roztoky pracovni. Zasobni roztoky bylo nutné rozmichat na vortexu, ptipadné
u zasobnich roztokli, ve kterych testované latky za dobu svého skladovani
vykrystalizovaly, byla pouzita ultrazvukova lazen pro rozbiti krystalli a nasledné se
vzorky stoCily v mikrocentrifuze. Dukladné rozmichané zésobni roztoky nasledné byly
pipetovany do mikrozkumavek s vicky a nasledné¢ doplnény predehiatym SCM tak,
ze byly vytvoreny pracovni roztoky o koncentracich 1 — 500uM. Roztoky byly opét

dikladné promichany na vortexu.

4.6.8 Nasazovani testovanych latek

Den piedem piipravené desticky s nasazenymi buiikami se vytahly z inkubatoru
a jeden sloupec bunék se usmrtil pfiddnim letalni davky peroxidu vodiku. Tento sloupec
poslouzil pozdéji pro odecteni pozadi pii stanoveni zivotaschopnosti bunék. Do Sesti
sloupci byly v tripletech napipetovany dobfe rozmichané pracovni roztoky
o koncentracich 1, 10, 50, 100, 200 a 500uM prtislusné testované latky. Ve zbylych
jamkach bylo vyménéno médium, které pfedem bylo vytemperovano na 37°C. Jamky
s médiem poslouzily jako neovlivnéné kontroly. Tento postup se opakoval jak u bunééné
linie 3T3, tak i u HaCaT buné¢né linie. Desticky opét byly vlozeny do inkubatoru po dobu

72 hodin. Po inkubaci nasledovalo hodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k.

4.6.9 Hodnoceni Zivotaschopnosti bunék

Hodnoceni Zivotaschopnosti bunck je nedilnou soucasti hodnoceni cytotoxicity.
Diky hodnoceni Zivotaschopnosti (viability) bunck, stanovime pomér mezi zivymi
a mrtvymi bunkami, coz ndm dd odpovéd’ na to, zda jsou testované latky toxické,

¢i nikoliv a v jakych koncentracich.

Test neutrdlni Cervené cytotoxicit je zaloZen na schopnosti Zivych bunék
vychytdvat a vazat NR. NR je pozitivn€ nabité barvivo, které pasivné difunduje pies
bunénou membranu bunék, akumuluje se v bunécné cytoplazmé a uchovava v kyselém
prostfedi lysosomu. Princip testu spo¢ivd ve skuteCnosti, Ze pouze Zivé builky jsou

schopny absorbovat a vazat NR, zatimco tato schopnost klesad v poskozenych nebo
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mrtvych buiikdch. MnoZstvi nahromadéné NR je tedy piimo imérné mnozstvi zivych

bun¢k v bunécné kultuie (Ittiyavirah et al., 2014; Perez et al., 2017).

Po tfidenni inkubaci bun€k s latkami nasledovalo stanoveni zivotaschopnosti
bunék. K pfedem predehiatému médiu se ptidala NR o vysledné koncentraci 40 pg/ml.
Tento roztok byl pipetovan k bunkam. Poté buiiky byly ponechany v inkubatoru 2 hodiny.
Po skonceni inkubace byla barva z desti¢ek odstranéna a nasledovala fixace fixaénim
roztokem (100pl) po dobu 15 minut. Po odstranéni fixa¢niho roztoku byly bunky
2x oplachnuty 100ul PBS pufru a po jeho odstranéni byl pfidan lyzacni roztok (200ul).
Po 30 minutach lyzace bunc¢k na tfepacce se zmeéfila spektrofotometricky zmétila
absorbance na multifunkéni ¢tecce mikrotitracnich desticek Tecan Infinite 200M Pro pii
vlnové délce 540nm. Zivotaschopnost bunék byla porovnavana s neovlivnénou kontrolou

a vysledek byl vyjadren v procentech této kontroly.

4.6.10 Zpracovani dat

Ziskané vysledky méfeni byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel
2016 (Microsoft Corporation, USA). Ze zpracovanych vysledkii byly poté vytvoreny
grafy kjednotlivym latkdm a stanovena hodnota ICso. Rovnéz probéhlo statistické
zpracovani dat formou one-way ANOVA metody s Bonferroniho post hoc testem, to vse
v softwaru GraphPad Prism verze 6.04 (GraphPad Software, USA). Vysledky
testovanych latek byly porovnany s kontrolami a zprimérovany a na vysledky, které
odpovidaly *p < 0,05, **p < 0,01 a ***p < 0,001 bylo pohlizeno jako na statisticky

vyznamné. Hodnoty v grafech jsou uvadény jako priméry se smérodatnou odchylkou.

4.7 Fotograficka dokumentace

Zamérem zhotoveni fotografické dokumentace bylo sledovani ptipadnych
morfologickych zmén bunék vlivem pilisobeni studovanych latek. Pro znazornéni
bunéénych struktur (jadra, mitochondrie a aktinovy cytoskelet) byly pouzity
fluorescen¢ni sondy. S pouzitim konfokdlniho laserového rastrovaciho mikroskopu
Nikon Al+ (Nikon, Japan) byly pofizeny snimky ptedem obarvenych bunécnych
kompartmentii ve ¢tyfech konfokalnich fezech tak, aby se pokryl cely objem preparatu

v zorném poli 20% objektivu.
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4.7.1 Barveni vzorkii pro fotografickou dokumentaci

Po inkubaci bun¢k se studovanymi latkami néasledovalo barveni 0,3 uM
MitoTracker Red CMXRos po dobu 20 minut v inkubatoru. Poté se buiiky oplachly
a inkubovaly 5 minut s ¢istym médiem k odstranéni zbytkti nenavazané sondy. Nasledné
se bunky fixovaly 15 minut pfedehfdtym fixa¢nim roztokem (3,6% paraformaldehyd
v SCM). Po fixovani se buiiky 3x oplachly PBS pufrem po dobu 5 minut na deskové
ttepacce. Od tohoto kroku se vse provadi na deskové tiepacce. V dalsim kroku se nechal
15minut plsobit permeabilizacni roztok (0,5% Triton X-100 v PBS) a opét se bunky
3x oplachly PBS pufrem. Po hodinovém ptisobeni blokaéniho roztoku (3% BSA v PBS).
Déle nasleduje barveni aktinovych vlaken 30 min ActinGreen 488 (7 kapek/10ml PBS;
MolecularProbes, USA) a barveni jader fluorescenc¢ni sondou Hoechst 33342 (5ul/10ml
PBS) po dobu 20 minut. Nakonec se bunky oplachnou 2x PBS pufrem a 10 minut

purifikovanou ultracistou vodou (Millipore, USA).

4.7.1.1 Barveni mitochondrii

MitoTracker Red CMXRos je cervené fluorescencni barvivo, které obarvuje
aktivni mitochondrie v Zivych buiikdch. Tato fluorescenéni sonda je vhodnd pro
experimenty s vicebarevnym znacenim, protoze jeji Cervend fluorescence je dobie

odliSena od zelené fluorescence dalSich sond (MolecularProbes, 2008).

4.7.1.2 Barveni aktinovych vliken

ActinGreen 488 ReadyProbes Reagent je selektivni vysoce afinitni F-aktinova
sonda konjugovana s jasnymi fotostabilnimi zelené fluoreskujicim barvivem Alexa Fluor
488. Faloidin je bicyklicky peptid, ktery je bézné pouzivany v zobrazovacich aplikacich
pro selektivni znaceni F-aktinu. Fluorescen¢né¢ znaceny faloidin ma neékolik vyhod oproti
protilatkdm pro znaceni aktinu, vcetné prakticky identickych vazebnych vlastnosti
s aktinem z riznych druht rostlin a zvifat a nizké nespecifické vazby (ThermoFisher

Scientific, 2018).

4.7.1.3 Barveni jader

Modré fluorescencni barvivo Hoechst 33342 je vitalni barvivo, které barvi

nukleové kyseliny. Fluorescence tohoto barviva je velmi citlivd na konformaci DNA
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a stav chromatinu v bunkédch. V dusledku toho mlze detekovat stupen jaderného

poskozeni (MolecularProbes, 2005).
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5. VYSLEDKY

5.1 Latka T6030

Hodnoceni cytotoxicity latky bylo provedeno na nenaddorovych bunéénych liniich
3T3 a HaCaT. Testované¢ koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 puM. Latka
neprojevila svou toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostiedi. Diky
mikroskopickym kontrolam v pribéhu hodnoceni Zivotaschopnosti bun¢€k bylo zjisténo,
ze latka je ve vysSich koncentracich nerozpustna — od koncentrace 50 uM precipituje
a vytvari krystaly. Vysledky hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech
(Obr. 20 a 21).
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Obr. 16 Grafické znazornéni zZivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6030. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend Sipka oznacuje koncentraci, od které byl piekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 17 Grafické zndazornéni Zivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6030. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.2 Latka 6693

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 puM. Latka neprojevila
statisticky vyznamnou toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostiedi. Diky
mikroskopickym kontrolam v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka
je ve vyssich koncentracich nerozpustna a od koncentraci mezi 50 a 100 uM vytvari

krystaly. Vysledky hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 22 a 23).
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Obr. 18 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tiidenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6693. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend Sipka oznacuje koncentraci, od které byl piekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 19 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6693. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.3 Latka 6694

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 puM. Latka neprojevila
statisticky vyznamnou toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostiedi. Diky
mikroskopickym kontrolam v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka
je ve vyssich koncentracich nerozpustna a od koncentrace 50 uM vytvaii krystalky.

Vysledky hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 24 a 25).
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Obr. 20 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T 6694. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 21 Grafické znazorneni zZivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tiidenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6694. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.4 Latka 6722

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 puM. Latka neprojevila
toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostfedi. Diky mikroskopickym
kontroldm v pribéhu hodnoceni viability buné¢k bylo zjisténo, ze latka je ve vysSich
koncentracich nerozpustna a od koncentrace 100uM vytvari krystalky. Vysledky

hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 26 a 27).

S 100
: ]
[ =
-
2
.
o2
[ =2
o <
5% t
£ X 50
@ =
(1]
)
(o]
=
*N

0

1 10 100 1000
Koncentrace (uM)

Obr. 22 Grafické znazornéni Zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T 6722. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 23 Grafické znazornéni Zivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6722. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci , od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.5 Latka 6725

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 uM. Latka neprojevila svou
toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodném prostiedi. Diky mikroskopickym
kontroldm v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka je ve vysSich
koncentracich nerozpustna a v koncentracich od 10 do 50 uM zacinad precipitovat.

Vysledky hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 28 a 29).
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Obr. 24 Grafické znazornéni Zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tiidenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6725 Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 25 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6725. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena §ipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.6 Latka 6733

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 uM. Latka neprojevila svou
toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodném prostiedi. Diky mikroskopickym
kontroldm v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka je ve vyssich
koncentracich nerozpustna a precipituje jiz v koncentracich od 100 do 200 uM. Vysledky

hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 30 a 31).
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Obr. 26 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6733. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 27 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunek HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6733. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.7 Latka 6734

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 uM. Latka neprojevila svou
toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostfedi. Diky mikroskopickym
kontroldm v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka je ve vyssich
koncentracich nerozpustnd a od koncentrace 50 uM vytvaii krystalky. Vysledky

hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 32 a 33).
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Obr. 28 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6734. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 29 Grafické zndazornéni Zivotaschopnosti bunék HaCaT testovanych na vychytavani NR po tiidenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6734. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.8 Latka 6735

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 puM. Latka neprojevila
toxicitu az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostfedi. Diky mikroskopickym
kontroldm v pribéhu hodnoceni viability bun¢k bylo zjisténo, ze latka je ve vyssich
koncentracich nerozpustna a od koncentrace 50/100 uM vytvaii krystaly. Vysledky

hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 34 a 35).
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Obr. 30 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6735. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 31 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunek HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6735. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervena §ipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.9 Latka 6797

Testované koncentrace byly zvoleny v rozsahu 1-500 uM. Latka neprojevila svou
toxicitu u bunécné linie 3T3 az do jejiho limitu rozpustnosti ve vodnim prostiedi,
ale u bunécné linie HaCaT doSlo ke znaénému poklesu viability bunék. Diky
mikroskopickym kontroldm v pribéhu hodnoceni viability bun€k bylo zjisténo, ze latka
je ve vyssich koncentracich nerozpustna a od koncentrace 50 uM vytvaii krystalky.

Vysledky hodnoceni cytotoxicity jsou zobrazeny nize v grafech (Obr. 36 a 37).
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Obr. 32 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunék 3T3 testovanych na vychytavani NR po tridenni

inkubaci s hodnocenou latkou T6797. Opakovani n=4, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervenda Sipka oznacuje koncentraci, od které byl prekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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Obr. 33 Grafické znazornéni zivotaschopnosti bunek HaCaT testovanych na vychytavani NR po tridenni
inkubaci s hodnocenou latkou T6797. Opakovani n=3, *p < 0.05, **p < 0.01 a ***p < 0.001.
Cervend Sipka oznacuje koncentraci, od které byl piekrocen limit rozpustnosti v kultivacnim médiu.
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5.10 Vysledky fotografické dokumentace

Z ptedchozich cytotoxicitnich experimenti bylo zjisténo, ze latky nebyly ve vétsing
ptipadl toxické az do jejich limitu rozpustnosti v kultivatnim médiu. Z tohoto zjisténi
jsme vyvodili pouzité koncentrace, ve kterych latky byly jesté rozpustné a nevytvarely

krystalky. Diky pofizenym snimkiim jsme se mohli potvrdit piedesle ziskané vysledky.

5.10.1 Kontrolni vzorek 3T3

Obr. 34 Vysledné snimky 3T3 bunék kontrolniho vzorku po obarveni specialnimi fluorescencnimi sondami.
Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vsech ti fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a
FITC. Vpravo nahore je jednd o snimek porizeny s Cy3 filtrem po obarveni mitochondrii
Sfluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na snimku miizeme vidét obarvena
jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI filtrem. Na poslednim snimku
vpravo dole jsou zaznamendna aktinova viakna obarvend fluorescencni sondou ActinGreen 488 za
poucziti FITC filtru. Méritko odpovida 100 um.
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5.10.2 Kontrolni vzorek HaCaT

Obr. 35 Vysledné snimky HaCaT bunék kontrolniho vzorku po obarveni specialnimi fluorescencnimi
sondami. Vlevo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri fluorescencnich filtrii pro Cy3,
DAPI a FITC. Vpravo nahove je jedna o snimek porizeny s Cy3 filtrem po obarveni mitochondrii
fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na snimku miizeme vidét obarvena
jadra bunek po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI filtrem. Na poslednim snimku
vpravo dole jsou zaznamenana aktinova vidakna obarvena fluorescencni sondou ActinGreen 488 za

poucziti FITC filtru. Méritko odpovida 100 um.
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5.10.3 T6030 3T3

Obr. 36 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6030 a po obarveni
specidlnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouZiti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miiZzeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zazmamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-10uM.
Meritko odpovida 100 um. Na zZadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.4 T6030 HaCaT

Obr. 37 Vysledné snimky HaCat bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6030 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-10uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky
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5.10.5 T6693 3T3

Obr. 38 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6693 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky
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5.10.6 T6693 HaCaT

Obr. 39 Vysledné snimky HaCaT bunek porizené po inkubaci s testovanou latkou T6693 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkit nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.7 T6694 3T3

Obr. 40 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6694 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.8 T6694 HaCaT

Obr. 41 Vysledné snimky HaCaT bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6694 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vldkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.9 T6722 3T3

Obr. 42 Vysledné snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6722 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.10 T6722 HaCaT

Obr. 43 Vysledné snimky HaCaT bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6722 a po obarveni
specidalnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouZiti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miiZzeme vidét obarvend jadra bunék po pouZziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zazmamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.11 T6725 3T3

Obr. 44 Vysledné snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6725 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-10uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.12 T6725 HaCaT

Obr. 45 Vysledné snimky HaCaT bunék poiizené po inkubaci s testovanou ldtkou T6725 a po obarveni
specidalnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o sloZeny snimek po pouZiti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jednd o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miiZzeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
Sfluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzita koncentrace latky-10uM.
Meritko odpovida 100 um. Na zZadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.13 T6733 3T3

Obr. 46 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6733 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmeny bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.14 T6733 HaCaT

Obr. 47 Vysledné snimky HaCaT bunék porizené po inkubaci s testovanou ldtkou T6733 a po obarveni
specidlnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jednd o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
Sfluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzita koncentrace latky-50uM.
Meritko odpovida 100 um. Na zZadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.15 T6734 3T3

Obr. 48 Vysledné snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6734 a po obarveni
specidalnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o sloZeny snimek po pouZiti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jednd o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miiZzeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
Sfluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzita koncentrace latky-10uM.
Meritko odpovida 100 um. Na zZadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.16 T6634 HaCaT

Obr. 49 Vysledné snimky HaCaT bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6734 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvena
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-10uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.

Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.17 T6735 3T3

Obr. 50 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6735 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.18 T6735 HaCaT

Obr. 51 Vysledné snimky HaCaT bunek porizené po inkubaci s testovanou latkou T6735 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vsech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-50uM.
Meéritko odpovida 100 um. Na Zadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.19 T6797 3T3

Obr. 52 Vysledne snimky 3T3 bunék porizené po inkubaci s testovanou latkou T6797 a po obarveni
specialnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o slozeny snimek po pouziti vSech tri
fluorescencnich filtrit pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miizeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
fluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzitd koncentrace latky-10uM.
MeéFitko odpovida 100 um. Na zdadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované latky.
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5.10.20 T6797 HaCaT

Obr. 53 Vysledné snimky HaCaT bunék porizené po inkubaci s testovanou ldtkou T6797 a po obarveni
specidalnimi fluorescencnimi sondami. Vievo nahore se jedna o sloZeny snimek po pouZiti vSech tri
fluorescencnich filtrii pro Cy3, DAPI a FITC. Vpravo nahore je jedna o snimek porizeny s Cy3
filtrem po obarveni mitochondrii fluorescencni sondou MitoTracker Red CMXRos. Vievo dole na
snimku miiZzeme vidét obarvena jadra bunék po pouziti fluorescencni sondy Hoechst 33342 s DAPI
filtrem. Na poslednim snimku vpravo dole jsou zaznamendna aktinova vidkna obarvend
Sfluorescencni sondou ActinGreen 488 za pouziti FITC filtru. Pouzita koncentrace latky-10uM.
Meritko odpovida 100 um. Na zZadném ze snimkii nepozorujeme zmény bunécnych struktur.
Fotografie tedy potvrzuji netoxicky ucinek testované ldtky.
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6. ZAVERY

Potencialni antituberkulotika T6030, T6693, T6694, T6722, T6725, T6733,
T6734, T6735 a T6797 byly testovany in vitro a v ndmi zvolenych experimentalnich
podminkach neprojevily ve vétSiné piipadi cytotoxicky ucinek az do jejich limita
rozpustnosti ve vodnim prostiedi. Ve vyssSich koncentracich latky precipitovaly ve formé

krystall. Krystalizace se objevovala u koncentraci 10-200 uM v zavislosti na dané latce.

Zhotovena fotograficka dokumentace, u které byly pouzity fluorescen¢ni sondy
a nasledn¢ byly fotografie byly potizeny diky konfokalnimu mikroskopu, neprokézaly
zadné zmény bunécnych struktur, jelikoz byly pouZity nizsi koncentrace, pfi nichz latky
jesté nekrystalizovaly, a to potvrdilo ziskané vysledky, ze latky neprokéazaly zadnou

toxicitu az do limitu rozpustnosti ve vodnim prostiedi.

Nékteré latky (T6030, T6694, T6722 a T6733) projevily statisticky vyznamné
snizeni Zzivotaschopnosti u vySSich koncentraci pfesahujici limit rozpustnosti
v kultivaénim médiu u bunééné linie 3T3. Latka T6693 zde také projevila toxicitu,
ale diky vysoké variabilité u koncentraci pfesahujici limit rozpustnosti nebyl tento pokles
statisticky vyznamny. Naproti tomu u bunécné linie HaCaT se toxické plisobeni latek
ve vétsiné pripadi neprojevilo. Vyjimkou byla latka T6797, kde doslo k vyznamnému
poklesu viability u koncentraci, kdy latka precipitovala v roztoku. Zadny z uvedenych

poklesti Zivotaschopnosti vS§ak nedosahl hodnoty ICso.

Stanovit typ bunééné smrti nebylo bohuZzel z technickych diivodi mozné, a to diky

dlouhodobé¢ zavad¢ a nefunk¢nosti priitokového cytometru.
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7. DISKUZE

Diky velkému poctu osob nakazenych TB a vzhledem k alarmujicimu nartstu
piipadi na 1éky rezistentni TB, zejména MDR-TB je potieba stale vyvijet nové latky,

které by pomohly rozvoj TB kontrolovat a zastavit jeji Sifeni.

Tato prace se vénuje in vitro hodnoceni cytotoxicity potencidlnich AT ze skupiny
aromatickych nitrolatek. V této praci se jednalo o substituované oxadiazoly. Nejen na
Farmaceutické fakult¢ UK se provadi vyzkum novych potencidlnich AT, ale i n¢kolik
dalsich vyzkumnych skupin po celém svété se vénuje této problematice. Na zaklade
nékolika publikovanych praci zkoumajicich oxadiazoly, jako potencidlni AT, se Bakal
a Gattani (2011) rozhodli vytvofit nékolik efektivnich heterocyklickych latek
s antimykobakterialni aktivitou pomoci finanén¢ nenarocné syntézy. Vysledkem jejich
prace byly 2,5-disubstituované oxadiazoly s pfitomnosti siry v struktuie latky. Jejich
nejslibnéjsi latky s MICso od 0,11 do >0,20 uM vykazovaly baktericidni G¢inek a jejich
cytotoxicita se pohybovala v pfijatelném rozmezi. Jedna z vytvorenych latek dokonce

byla stejné ulinna jako izoniazid a vykazovala antimykobakteridlni aktivitu vici

25 rliznym izolatim.

Studie Rane ef al. (2013) se zabyvala 1,3,4-oxadiazoly na bazi 4-nitropyrolu.
Vytvotené latky prokazaly slibnou antimykobakterialni aktivitu, a poukéazaly tim na fakt,
ze tento druh potencialnich AT, netoxicky k savéim bunkam ma velmi dobry potencial

pro dalsi zkoumani a jejich modifikaci pro zisk lepSich AT.

Aromatické nitrolatky maji mnoho podob. V publikovanych vysledcich studie
Papadopoulou et al. (2017) se miZeme docist o riznych slouceninich na bazi
nitrotriazolu/imidazolu s antimykobakteridlni aktivitou. Vysledky této prace potvrzuji,
ze spravné vyvinutd molekula amidu na bazi 3-nitro-1,2,4-triazolu vykazuje rovnéz
antituberkuloticky ucinek. Bohuzel vtéto studii zkoumané 2-nitroimidazoly

¢1 4-nitroimidazoly tento uc¢inek neprokazaly.

Substituované oxadiazoly a thiazoly jsou zkoumdany pravé pro své Siroké
spektrum U€inkt. Cui et al. (2012) se ve své studii vénuje fungicidnimu ucinku

2,5-disubstituovanych-1,3,4-oxadiazolovych derivati u rostlin. Syntetizované latky
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prokézaly i antitumordzni ti€inek. Rizné substituované derivaty oxadiazoll a thiadiazol
s dobrou antibakterialni, antifungalni, antivirovou, protizanétlivou, protinadorovou
a jinou aktivitou zkoumaji i Rezki et al. (2015) a Pal et al. (2014). Ucinek
1,3,4-thiadozoli ptisuzuji =N-C-S fragmentu molekuly.

Béhem poslednich 40 let byly vyvinuty pouze dvé latky, které byly schvalené pro
1écbu TB — bedachilin a delamanid. Obé¢ tyto latky obsahuji ve své molekule
nitroskupinu. Dalsi latky, které maji tuto skupinu zakomponovanou jsou studovany

(Karabanovich et al., 2016).

Na Farmaceutické fakulté UK se vyzkumné skupiny zabyvaji vyvojem AT, vcetné
AT ze skupiny substituovanych tetrazol. Karabanivich ef al. (2014) ve své studii uvadi
derivaty tetrazoll obsahujici dinitrofenylovy fragment. Tato studie prokézala, Ze mnoho
sloucenin pottebuje tento fragment molekuly pro svou vysokou anitimykobakterialni

ucinnost.

Vsechny latky vtéto praci studované in vitro, obsahuji v molekule
dinitrofenylovy fragment. Némecek ef al. (2017) v publikované praci uvadi, Ze zména
polohy 3,5-dinitrofenylového fragmentu (tzn. piimy nebo nepfimy kontakt
s oxadiazolem) nema zadny vliv na in vitro antimykobakteridlni Uc¢innost proti
replikujicim se mykobakteridlnim kmenim. Dozviddme se, ze antimykobakteridlni
aktivita zaleZi na typu obsaZeného heterocyklu v molekule. Ve studii syntetizované
oxadiazoly mély vyssi aktivitu nez tetrazoly. Tvrzeni o poloze 3,5-dinitrofenylového
kterymi se zabyva tato diplomova prace, které bylo provedeno na k AT citlivému kmeni
Mycobacterium tuberculosis My 331/88, sedmi MDR/XDR kmenech Mycobacterium
tuberculosis, na netuberkuloznim kmenu M. kansasii My 235/80 a na klinicky
izolovaném kmenu 6509/96, pti¢emz referen¢ni latkou byl izoniazid. MIC latky T6030
byla 0,03 uM a jejiho reverzniho analogu T6797 1 uM, pficemz v molekule latky byl
obsaZen atom siry. Latka neobsahujici siru ve své struktuie (T6735) méla MIC 32 uM
a jeji reverzni analog T6797 mél nékolikrat niz§i MIC rovnajici se 0,125 uM. MIC
ostatnich latek, které jsou derivaty latek T6030 a T6797, se pohybuje v rozmezi
0,05 uM-32 uM. VSechny derivaty vykazovaly vyssi aktivitu nez souCasné dostupné AT
prvni fady. Karabanovich et al. (2016) v publikaci uvadi, Ze poloha dvou nitro-skupin ma

dilezity vliv na aktivitu latek. 3,5-dinitrosubstituované derivaty, které byly studované

78



v jejich praci, mély vyssi aktivitu nez 2,4-dinitrosubstituované derivaty. Co se tyce
pfitomnosti siry v molekule latek testovanych v této praci tak se nedd fict, ze by
pritomnost siry zvysila €i snizila antimykobakteridlni aktivitu. U latky T6030 se zda, ze
derivaty od ni odvozené, které pak jiz siru neobsahovaly, tak maji vyssi MIC. U latky
T6797 se to jevi naopak. Vliv siry tedy nejde v tomto ptipad¢ ohodnotit a vliv na aktivitu

potencidlnich AT budou mit jiné substituenty pfitomné v molekulach.

V literatufe se nachazi jen nékolik publikovanych studii vénujicich se
aromatickym slouceninam s antituberkulotickym ucinkem a jejich in vitro hodnoceni
cytotoxicity. Rane et al. se vénovali syntéze a hodnoceni 1,3,4-oxadiazolli na bazi
4-nitropyrrolu, které nevykazovaly zadnou toxicitu vici savéim bunkam. Postup i
vysledky hodnoceni cytotoxicity vSak publikovany nejsou. Bakal a Guttani (2011), ktefi
se zabyvali vyvojem 2,5-disubstituovanych oxadiazold, provedli cytotoxicitni hodnoceni
na bunééné linii HepG2 (human hepatocellular carconoma cells — bunky lidského
hepatocelularniho karcinomu) a BHK21 (Baby hamster kidney fibroblasts —
fibroblasty ledvin mlad’at kiecka). Cytotoxicita jejich studovanych latek se nachazela
v prijatelném rozmezi. Karabanovich et al. (2016) testovali substituované oxadiazoly za
pouziti HuH7 (human hepatocellular carcinoma — buiky lidského hepatocelularniho
karcinomu), HalLa (human cervical epitheloid carcinoma — bunky nadoru délozniho
hrdla), MDCKII-MDR1 (Madin-Derby canine kidney cells pernamently expressing
human efflux transporter MDR1 — buiiky pochazejici ze psich ledvin trvale exprimujici
lidsky efluxni transportér MDR1) bunécnych linii, byla pouZita i HepG2 linie a byla
prokdzana nizk4 toxicita studovanych latek. Karabanovich et al. ve studii z roku 2017
pouzili MDCK, HepG2 a HuH7 bunécné linie a zjistili, Ze hodnota ICso byla vyssi nez
30 uM.

V navaznosti na ptedchozi vyzkum potencidlnich AT, byly vramci této
diplomové prace latky syntetizované Ing. G. Karabanovich, Ph.D., Mgr. P. Sychrou
a Mgr. J. Némeckem, podrobené cytotoxicitnim experimentim na bunécnych liniich 3T3
a HaCaT. Koncentrace studovanych latek byla zvolena v rozmezi 1 — 500uM. VSechny
hodnocené latky prokéazaly nizkou cytotoxicitu aZz do limitu rozpustnosti ve vodném
prostiedi. Nékteré latky (T6030, T6694, T6722 a T6733) projevily statisticky vyznamné
sniZeni Zivotaschopnosti u koncentraci pfesahujici limit rozpustnosti v kultivacnim médiu
u bunééné linie 3T3. Latka T6693 zde také projevila toxicitu,

ale diky vysok¢ variabilité u koncentraci ptesahujici limit rozpustnosti nebyl tento pokles
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statisticky vyznamny. Na rozdil od bunécné linie 3T3, u které byl zaznamenan vyssi
toxicky ucinek, toxické piisobeni latek u bunécné linie HaCaT nebylo ve vétsiné piipadii
zaznamenano. Vyjimku tvofila latka T6797, kde doslo k vyznamnému poklesu viability
u koncentraci, kdy latka precipitovala vroztoku. Zadny zuvedenych poklest

zivotaschopnosti v§ak nedosahl hodnoty ICso pii pouzitych koncentracich.

Diky nizké cytotoxicité a vysoké ucinnosti viici mykobakteriim se latky T6030,
T6693, T6694, T6722, T6725, T6733, T6734, T6735 a T6797 jevi jako velice nadéjni
kandidati pro dalSi preklinické hodnoceni potencialnich AT. Velky vyznam
cytotoxického hodnoceni je i v poznani, které latky se potiebuji jesté¢ optimalizovat,
¢i v jakém sméru by se vyzkum latek mél ubirat, aby byla vytvoiena takova AT, ktera
diky své tc¢innosti a bezpecnosti nahradi stavajici nevyhovujici 1éky. A tim i pomiize

dohliZet na globalni stav TB a regulovat vyskyt tohoto onemocnéni.
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