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1 SEZNAM ZKRATEK

ADME Adsorpce, distribuce, metabolismus a eliminace 1é¢iva v organismu
ATP Adenosinftrifosfat

DAB-3 3,5-bis[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino Jbenzoova kyselina
DMEM Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium

DMSO Dimethyl sulfoxid

ECACC Health Protection Agency Culture Collections

HepB3 Buné¢na linie lidskych jaternich bunek

HepG2 Standardni buné¢na linie lidskych jaternich bunék

HL-60 Buné¢na linie lidskych leukemickych bunck

ICso Koncentrace snizujici bunécnou viabilitu na 50%

MABA-3 3-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]benzoova kyselina
MABA-5 3-[(5-chlor-2-hydroxy-2-jodbenzyliden)amino]benzoova kyselina
MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyfenyl)-2-(4-

sulfofenyl)-2H-tetrazolium]

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-dienyltetrazolium bromid
NADH Nikotinamidadenindinukleotid

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PABA Kyselina para-aminobenzoova

PABA-Et Ethyl-(4-amino)benzoat

PABA-Et-3 Ethyl-4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino Jbenzoat



PABA-Me-3

PBS

PC-3

PES

UVB

Methyl-4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino Jbenzoat
Fosfatovy pufr

Buné¢na linie lidskych prostatickych rakovinnych bun¢k
Fenazin ethosulfat

Ultrafialové zateni typu B



2 UVOD

Objeveni a vyvoj novych 1é¢iv v poslednich letech prosel velkym rozvojem. Diilezitym
faktorem pfti vyvoji nového I€ku je ekonomika a technologie. Podafilo se objevit veliké
mnozstvi novych u¢innych latek. Nalezeni nového Iéku je ovsem velice zdlouhavé, je
zapotiebi nasyntetizovat a otestovat vice jak 10 000 novych sloucenin, které budou mit

pozadovany uc¢inek s minimalnimi vedlej$imi ucinky a toxicitou (Suchy et al. 2009).

Nova lé¢iva by méla poskytnout moznost vylé€it onemocnéni, na kterd doposud
neexistuje ucinnd lécba, piipadné zlepSit stavajici 1éCbu z hlediska ucinnosti a

bezpecnosti (Kriska 2006).

Nové ptipravované lécebné latky podléhaji v pribéhu svého vyvoje riznym druhim
testovani. V prvnich fazich je zkoumana in vitro toxicita, ktera tvoii dilezitou soucast
uvodnich fazi preklinick€ého zkouSeni. V experimentu jsme testovali 6 potencidlnich
antimikrobnich sloucenin ze skupiny derivati kyseliny aminobenzoové. Cilem bylo
stanovit cytotoxicitu téchto 6 vyvojovych latek a porovnat mezilatkové srovnani
kvantitativnich parametrta cytotoxicity. Cytotoxicita byla hodnocena pomoci testovani
metabolické aktivity bunék s vyuzitim vhodného bunécného modelu — pro tento ucel jsme
proto pouzili standardni bunécnou linii HepG2. Buriky jater jsme mimo jiné zvolili také
kvili tomu, Ze je tento organ Casto vystavovan pisobeni riznych xenobiotik, mezi které

samoziejmé fadime 1 1éCiva (Berridge et al. 2005).



3 TEORETICKA CAST
3.1 Vyvoj léku

Uvedeni Iéku na trh vzdy predchazi dlouholety vyzkum, ktery je slozen ze dvou fazi.
Nejprve se provadi preklinické testovani, jehoz soucasti jsou testy na bunécénych
kulturach a na zviratech; na néj pak pfimo navazuje testovani klinické (Anonym 2010).
Preklinicky vyvoj zajiStuje dostatek informaci o toleranci 1éCiva, jeho toxicité a chovani
v organismu. Pokud je tato fize uspésna, mize se zacit s klinickymi zkouSkami, jez se
provadi na lidskych jedincich a dopliiuji se informace o G¢innosti a bezpe€nosti 1éku
(Kostiuk 2006). Tento proces se fidi velmi ptisnymi pravidly (dnonym 2010). Uvadi se,
ze z 10 000 nove objevenych latek je uspé€Sné zavedeno do preklinického zkouSeni zhruba
250, do dalsi faze se jich dostane 5 a pouze 1 I€k je schvélen a zaregistrovan (Starobova

et al. 2006).
3.1.1 Preklinicka ¢ast

Zakladem celého procesu vyvoje latek s terapeutickym ucinkem je tzv. skriningovy
pristup. Na zacatku vyzkumu méame spoustu kandidatskych molekul, které jsou
podrobeny mnoha testim od molekuldrnich, pies bunécné, tkanové, organové az po
systétmové. Na molekularni Grovni zkoumame vazby IléCiva na pfislusSné bunécné
receptory, stanovuje se zde i vliv na jaterni mikrosomalni enzymy P450. Velikost
vyvolavaného tc¢inku studujeme na trovni bunék. Izolované organy pak vyuzivame pro
urceni farmakologické ucinnosti a selektivity a téz se na nich provadi srovnani
s referen¢énimi latkami. Utelem tohoto rozsihlého procesu (tzv. farmakologického
skriningu) je stanovit celkovy farmakologicky profil latky. Pokusy na celém organismu
jsou nevyhnutelné, protoze je nutné vyzkouSet komplexni uc¢inek latky na organové
systémy se vSemi vazbami. Jakmile prokdZeme terapeuticky vyuZzitelny ucinek léciva,
zkoumame jeste jeho mozné nezddouci u€inky a jejich vliv na vitalni funkce (Starobova

et al. 2006).

Vysledkem vSech téchto testi je zisk tzv. vedouciho kandidata na GspéSné nové IéCivo,
ktery je dale podroben zkouSkdm bezpe€nosti. DalS§im dileZitym bodem je znalost
farmakokinetickych parametri — ADME (absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace

léciva v organismu), terapeutickou $ifi apod. Preklinické zkousky by mély tedy souhrnné
9



poskytnout udaje o akutni/subakutni/chronické toxicité, teratogenité a vlivu latky na

reprodukei, kancerogenité a mutagenité (Starobova et al. 20006).

Jatra jsou nejvyznamnéj$im metabolickym organem. Jejich tkan je tvofena jaternimi
buitkami — hepatocyty, ale nachazi se v ni i fibroblasty, hvézdicovité ¢i Itovy buiky.
Hepatocyty jsou odpovédné za biotransformaci fady l€ki a xenobiotik. Jejich velkou
vyhodou je, Ze 1 pfi kultivaci in vitro si zachovavaji své specifické detoxika¢ni funkce.
To znamena, Ze citlivé reaguji na piisobeni ptipadné toxické latky a nasledné ztraci svou
funk¢nost. Z toho vyplyva, Ze se hodi pro ur€eni primérné inhibi¢ni koncentrace 1Cso.
Jedna se o takové mnozZstvi latky, pfi kterém ztraci Zivotnost polovina kultivovanych
bunék. VSechny tyto zkousky jsou dulezité, jedinym problémem miize byt nutnost vyuziti

experimentalnich zvifat, a to nejmén¢ dvou druht (Starobova et al. 2006).
3.1.2 Klinicka cast

Pokud je 1€k spésny v preklinickych testech, postupuje dale do klinického vyvoje, ktery
zpravidla probiha ve 4 fazich. Uvodni studie faze I nemaji terapeuticky cil (Kostiuk 2006).
SpiSe se zjistuje, jak lidské télo nové 1éCivo toleruje. Dale pozorujeme ,,cestu latky
v organismu — vstfebavani, dosazenou koncentraci v plasm¢, zptsob eliminace apod.;
zkracené feCeno jeji farmakokinetické parametry (Anonym 2010). V této prvni fazi se
lécivo poprvé podava cloveku, konkrétné nckolika desitkam zdravych dobrovolnika
(Starobova et al. 2006). Nejdiive se podavaji nizké davky, které jsou postupné zvySovany
pro zisk maximalni tolerované davky (Anonym 2010). Z farmakodynamiky nas zde
zajima hlavné ovlivnéni vitalnich funkci a G¢inek na jednotlivé organy. Cilem I faze je
tedy zisk informaci o farmakologii — jak kinetice, tak dynamice a o primérni snaSenlivosti

(Kostiuk 2006, Starobova et al. 2006).

Ve fazi I je jiz 1éCivo dano desitkam ¢i stovkam nemocnych osob, které jsou piesné
definovany. Ovétuji se lécebné ti¢inky latky, hledd se vhodna davka, a v neposledni fadé
se shromazd’uji dals§i a podrobnéjsi tidaje o 1éku. Patii sem naptiklad dil¢i studie
kinetiky/dynamiky, biotransformace pifi opakovaném podani ¢&i  hodnoceni
pfedpokladanych indikaci a vyhledavani nezadoucich ucinkdt (Anonym 2010, Starobova

et al. 2006).
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Faze 11 je nekdy nazyvana rozsifenou klinickou studii. V této fazi je tfeba ovéfit ucinnost
léku na velkém poctu pacientli — jejich pocet se pohybuje zhruba kolem tisice. Mimo jiné
se prokazuje i relativni bezpecnost lé¢iva srovnadnim s 1éky jiz zavedenymi a ziskavame

tak dal$i idaje o bezpecnosti (Anonym 2010, Starobova et al. 2006).

IV faze probiha v dobé, kdy uz je 1€k zaregistrovan (Kostiuk 2006). Ovetujeme tedy
ucinky lé¢iva v klinické praxi za béznych terapeutickych podminek. Zamétujeme se
zejména na vyskyt a zavaznost nezddoucich UCinkG ¢i interakce s dal$imi 1éCivy
(Starobova et al. 2006). Zde se také mohou provadét jesté dalsi klinicka hodnoceni, jako
naptiklad zkouseni novych indikaci a 1é€ebnych schémat pro déti ¢i starnouci populaci

(Anonym 2010).

3.2  Antimikrobni latky

Tyto latky, jinymi slovy antibiotika obecné fadime mezi antiinfektiva — tedy léky proti
patogennim mikroorganismim. Jejich spole¢nou charakteristikou je selektivita u¢inku,
ktera je zaroven podstatou antimikrobni terapie. Je dana rozdily ve stavbé a metabolismu
prokaryontnich a eukaryontnich bunék. Antibiotika pak cilené plsobi na mikroby,
piicemz hostitelsky organismus by nemél byt ovlivnén, natoz pak poskozen. Cilem
antibiotik je bud’ pouze inhibovat rist mikroorganismi, nebo je pifimo usmrcovat.
Hlavnim mechanismem jejich u¢inku byva inhibice syntézy bunécné stény, coz je
vyhodné, protoZe tuto bunécnou soucast obsahuji vSechny bakterie krom¢ mykoplazmat.
Jinym cilem antibakteridlniho skriningu mohou byt produkty takovych esencidlnich

bakterialnich geni, které se u ¢loveéka nevyskytuji (Benes 2018, Peternel et al. 2009).
3.2.1 Kyselina listova

Nejdtive je potieba vyjasnit sirozdil mezi pojmy folat a kyselina listova, nebot’ se nejedna
o synonyma. Folat (vitamin B9) je ve vod¢ rozpustny, esencialni nutrient — podobn¢ jako
vitamin B12 zprostiedkovava pienos jednouhlikatych zbytkd v syntéze DNA a RNA
(Khan a Jialal 2018, Greenberg et al. 2011). Folaty jsou mimo to nezbytné pro nespocet
enzymatickych reakci, v nichZ slouZi jako kofaktory a také jsou nepostradatelné pro rist

a spravny vyvoj plodu v t€hotenstvi (Smith et al. 2008, Greenberg et al. 2011).
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Kyselina listova je pak syntetickou formou folatu — je pfitomnd v uméle obohacenych
potravinach a potravinovych doplicich (Khan a Jialal 2018). Od pievladajici formy
folatl vyskytujicich se ptirozené ve stravé se lisi tim, Ze je v oxidovaném stavu a ma jen
jeden konjugovany glutamatovy zbytek (Smith et al. 2008). Kyselina listova ani folaty
nejsou metabolicky aktivni — aby se mohly podilet na bunééném metabolismu, musi
podlehnout redukci. Nejprve dochazi ke konverzi na dihydrofolat, nasledné¢ na
tetrahydrofolat a nakonec se pfeménuje na metabolicky aktivni L-methylfolat (Greenberg
et al. 2011). Kyselina listova je klicovou zivinou jak pro rust bakterii, tak bunék
zivocisnych (Scholar a Pratt 1986). Nékteré bakterie, jako je E.coli, si ji umi syntetizovat
samy, Clovéku vsak chybi urcité enzymy pro jeji tvorbu a proto musime folaty piijimat
v potravé (Anonym 2019a). Na Obr. 1 vidime zdroje kyseliny listové. Na tuto latku je
bohata zelena listova zelenina, Zloutky, jatra a citrusy (Greenberg et al. 2011). Co se tyce
struktury kyseliny listové, je sloZzena ze tii jednotek: z pteridinového kruhu, kyseliny

para-aminobenzoové (PABA) a glutamatu (Scholar a Pratt 1986).

Obr. 1 Molekula kyseliny listové a jeji mozné zdroje piijmu v potravinach.

Modifikovéano dle: Anonym (2019d)
3.2.2 Sulfonamidy

Prvnim léCivem, které bylo mozné vyuzit k GspéSné 1é€bé bakteridlnich infekci byl
Prontosil. Za jeho objevenim stoji némecky patolog Gerhard Domagk. Tato sloucenina
patii do skupiny sulfonamidii, které byly jedny z prvnich pouzitych antibakterialnich
1é¢iv (Anonym 2017). Pro antibakteridlni aktivitu tohoto typu antibiotik je nezbytna para-

12



aminoskupina. Plsobeni sulfonamidi je bakteriostatické, zalozené na inhibici urcitych
metabolickych drah s relativné pomalym néastupem uc¢inku. Za zpomaleni inhibice jsou
zodpovédné zasoby folatu v bakteridlni bunce. Co se tyka vlastni molekuly, jedné se o
strukturalni analogy kyseliny para-aminobenzoové. Diky této podobnosti mohou soutézit
na zaklad¢ kompetitivni inhibice prave o inkorporaci této jednotky do folatu (viz Obr. 2).
Piisobi tedy jako antagonisté kyseliny listové — jejich vlivem se zastavi jeji syntéza, ¢imz

se de facto inhibuje i syntéza nukleovych kyselin (Benes 2018, Scholar a Pratt 1986).

H
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Suffanilamid PABA Dihydrofolat

Obr. 2 Schématické znazornéni strukturni podobnosti sulfonamidovych antibiotik
s kyselinou para-aminobenzoovou a zplsob jeji inkorporace do struktury dihydrofolatu.

Modifikovano dle: Pharmacists Pharma Journal (2014)

Rezistence Casto vznika v diisledku mutace geni, ale také naptiklad nadmérnou produkci
PABA — jestlize je v nadbytku a vime, Ze sulfonamidy u€inkuji na zédklad¢ kompetitivni
inhibice, je zfejmé, ze se jejich efekt sniZi. Jestlize antibiotikum zablokuje pro bakterii
nezbytnou metabolickou drdhu, miiZe mikrob jako obranny mechanismus vyuZzit né¢jakou
alternativni cestu. V piipad¢ sulfonamida jde o kompenzaci nedostatku kyseliny listové
u enterokokt tim, Ze ji za€nou vyuzivat z lidského organismu, kde je ji dostatek (Benes

2018).
3.2.3 Rezistence

Mnohé bakterie ptfirozené vykazuji rezistenci k ur€itym antibiotikim, protoZe to piimo
vyplyva z jejich bunééné stavby (Benes 2018). V piipad¢ primarni rezistence, ktera je
pomerné vzacna, jsou vSechny kmeny dané¢ho druhu odolné za kazdych okolnosti, bez

ohledu na to, zda byly vystaveny piisobeni antibiotik. Divodem je dany druh bakterie a
13



jeho ptirozené schopnosti. Naptiklad na mykoplazmata nepiisobi beta-laktamy, protoze
je jejich ucinek zaméfen na bunéénou sténu, kterou tento druh nemd. Sekundérni

O v v

rezistence, tzv. ziskana, je navozena vystavenim kmene antibiotiku (Ruzicka 2014).

Rezistence mikroba na antimikrobni latky je dana bud’ chromozomalni mutaci ¢i
ptitomnosti plazmidu (Ruzicka 2014). K jejimu rozvoji primarné¢ vede selekcni tlak
antibiotik, v jehoz dasledku se bakterialni populace kontinualné vyviji a prizptisobuje
mistnim podminkam; odli§nosti se pak vyskytuji i v ramci jednoho druhu. Piikladem vyse
uvedené¢ho jevu mohou byt erytromycin-rezistentni kmeny Streptococcus pyogenes,
jejichz rezistence je zplisobena selekénim tlakem makrolida; ukézalo se vSak, ze pokud
se zredukuje jejich spotieba, dojde i k poklesu rezistence. S odolnosti bakterii je spojeno
také selhavani 1écby antibiotiky — ¢im déle lécba trva, tim je vyssi pravdépodobnost jejiho
selhani pravé v dusledku adaptace mikrobi (Benes 2018, Kolar 2007). Neustale se
snizuje klinickd G¢innost antimikrobnich 1é¢iv a navic zaostava i vyvoj latek novych.
Neni totiz snadné vyvinout G€inny novy piipravek — bakterialni buiika ma omezeny pocet
mist, na které mizeme cilit, a nesmime vynechat ani finan¢ni a ¢asovou naroc¢nost.

V soucasnosti se vyzkum ubird hlavné smérem modifikaci znamych molekul 1é¢iva, ale

jsou i snahy o zavadéni antibiotik s origindlni chemickou strukturou (Koldr 2007).
3.3 Kyselina para-aminobenzoova a jeji derivaty
3.3.1 Charakteristika

Z chemického hlediska je para-aminobenzoova kyselina velmi malo rozpustna ve vode¢.
Jeji struktura je tvofena benzenovym jaddrem substituovanym aminoskupinou a
karboxyskupinou. Jestlize je vystavena svétlu, dokdze z néj absorbovat UVB slozku,
z tohoto dliivodu byva €asto slozkou opalovacich ptipravki. Jeji velkou nevyhodou je, Ze
prebyte¢nou energii emituje fotochemickou reakci, ktera mtize zpiisobit poskozeni DNA,

jez mize vést az k rakoviné kiize (Anonym 2019a).
3.3.2 Terapeutické vyuziti

Toxikokinetika PABA je charakterizovana rychlou oralni absorpci a majoritni
biotransformaci pomoci acetylace a nasledné konjugace s glycinem, méné pak

glukuronidaci. Perordlné se uziva pro lécbu riiznych onemocnéni, napiiklad sclerodermy,
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dermatomyositis ¢i Peyronieho choroby. Ve vysokych davkach vSak mtize mit vedlejsi
ucinky jako nauzea, zvraceni, vyrazky, methemoglobinémii az toxickou hepatitidu.
PABA se téz vyuziva jako marker pfi vysetfeni moci, kde se klinicky pouziva jako
indikatorova substance u testll na funkci jater a pankreatu; je totiz téméet kompletné
eliminovana v pribéhu 24h. Ma antifibrotické vlastnosti, proto se jeji draselnd sil
vyuziva pti léceni fibrotickych poruch kiize. Co se tyka jejiho pisobeni v plazmé, ukazalo
se, ze dokaze vytlacit metotrexat z vazby na plazmatické bilkoviny, ¢imz zvysi jeho volné
hladiny v krvi. Zvysuje i hladiny salicylat, protoze blokuje tvorbu kyseliny salicyluriové

(Anonym 2019a).
3.3.3 Alergické reakce

PABA patii do skupiny tzv. ,para* antigenti, které maji volnou aminoskupinu v para
poloze benzenového kruhu a Casto byvaji senzibilizatory. (Scheuer a Warshaw 2006).
Mnohé zdroje uvadi, Ze derivaty PABA maji slaby alergiza¢ni/senzibilizacni potencial.
Zvysujici se incidence fotoalergickych kontaktnich dermatitid, ale svéd¢i o opaku
(Anonym 2019a). Estery této kyseliny (oktyl dimethyl PABA, amyl dimethyl PABA a
glycerol PABA) byly hojné vyuzivany v preparatech na opalovani do doby, nez se
zjistilo, ze zpisobuji fotoalergickou reakci. V soucasné dob¢ se proto od jejich uzivani
upousti (Scheuer a Warshaw 2006). V 80. letech minulého stoleti se v Norsku objevil
piipad, kdy byly na jedné dermatologické klinice pozorovany ptiznaky alergické reakce
na opalovaci ptipravky u 23 pacientii — ekzém, zarudnuti nebo paleni klize na obliceji po
jejim vystaveni slunci. Testy, které nasledovaly, prokazaly alergii na PABA u 11 z nich
(48%), znichz 6 mélo kontaktni alergii. PfileZitostné se mlze vyskytovat i zkiizena
senzitivita na derivaty, pokud je pacient alergicky na slouceniny podobné PABA, jako

jsou naptiklad anilinova barviva ¢i parafenylendiaminova 1é¢iva (Anonym 2019a).
3.4 Bunécné kultury

V dnesni dob¢ jsou bunééné kultury zakladni technikou pouZivanou pro vyzkum, v ¢emz
také spociva jejich hlavni vyznam (Vejrazka 2008). In vitro metody jsou obecné zaloZeny
na péstovani bunék mimo matefsky organismus. Bunky jsou péstovany v kultiva¢nim
médiu, které je zdrojem vSech potiebnych Zivin a poskytuje tak idealni prostfedi pro rist.

Kultiva¢ni médium obsahuje mnozstvi soli, aminokyseliny, vitaminy, glukozu, inzulin,
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transferin, ristové hormony a nezbytnou soucasti je i fetdlni bovinni sérum. Jeho funkce
spoc¢iva v iniciaci rastu bunék. Déle mezi velmi dalezité parametry pro péstovani bunék
patii vlastnosti prostiedi (teplota pii 37°C, slozeni atmosféry je vzduch s ptidavkem 5%
CO,; déle se udrzuje relativni vlhkost a to 90%). S udrzenim zivotaschopnosti bunék tésné
koreluje pH, které je 7,4 a pfti jeho poklesu pod 6,5 buné¢na populace umira. Za pokles
je zodpoveédna spotieba zivin a hlavné nahromadéni metabolitii; v tuto chvili je potieba
vymeénit staré médium za nové. Prakticky se to provadi procesem zvanym ,,pasdzovani
bungk, pii kterém se vezme cast bunék a pienese se do Cerstvého média. (Bartova 2014,

Kocarek et al. 2006).

3.4.1 Charakteristika

Pokus francouzského 1ékate A. Carrela, béhem kterého byla tkan kuteciho srdce vlozena
do zivného roztoku, kde byla schopna piezit n¢kolik let. Timto pokusem dokazal, Ze 1
organy vynaté ztéla lze dlouhodobé udrZet nazivu; dal tedy v podstaté zéaklad
experimentim na bunécnych kulturach (Kocarek et al. 2006). Kultury jsou slozeny
z izolovanych diploidnich bunék a péstuji se ve specidlnich kultivacnich nddobach, kde
zpravidla rostou v jedné vrstvé, tzv. monolayeru. Primarni kultury pochazi ptimo
z organismu a nejcastéji se pripravuji rozvolnénim tkdni a enzymatickym natravenim
jejich matrix. (Bartova 2014, Vejrazka 2008). Dochazi zde k vyselektovani bunék, tzn.
ze piezivaji jen ty, které jsou Iépe ptizptisobené danym podminkam (Kocdrek et al. 2006).
Pti zakladani primarni kultury mizeme vyjit bud’ z bun¢k nadorovych, nebo z bunék
normalni tkdn€. U normalnich buné€k je potiz s jejich omezenou zivotnosti; po n€kolika
pasazich zestarnou, coZ obnasi 1 zménu jejich vlastnosti a zastaveni déleni. Obrovskym
pozitivem bun€k nadorovych je pravé fakt, Ze nestdrnou — mlZeme je nazyvat

imortalizovanymi butikami ¢i kontinualnimi liniemi (Vejrazka 2008).

3.4.1 Vznik linii

Linie je kultura bunék, ktera se miize neomezen¢ délit a ma tedy prakticky neomezenou
zivotnost. Tento projev je dan pfitomnosti telomerazy, kterd zabranuje zkracovani
telomer a tedy i starnuti bunky. Nesmrtelné linie jsou bud’ charakteru izolovanych
nadorovych bunék, u kterych selhaly regulacni mechanismy bunécného cyklu, nebo

vznikaji transformaci (Kocarek et al. 2006).
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Tim, ze pokusy probihaji na jednom bunéném typu, nedochazi k interakci s jinymi
tkanémi a vysledky jimi pak nejsou ovlivnény. Mezi dalsi vyhody patfi, Ze jsme schopni
v relativné kratké dobé ziskat dostatek homogenniho materialu pro dalsi experimenty
(Vejrazka 2008). Nesmime zapomenout na to, ze nekteré pokusy, napiiklad stanoveni
letalni davky, lze ze zvirat presunout na bunééné kultury. (Bartova 2014). Bohuzel jsou
pritomnd 1 jistd omezeni, znichz nejvyznamnéj$i je zejména kultivace bunck
v nefyziologickém prostiedi — je to dano slozenim média, které piimo neodrazi stav
v organismu, ale také tim, ze izolované bunkky nemaji moznost komunikovat, ptipadné si
menit rizné substance s jinymi bunécnymi typy. Na zaklad¢ téchto faktorti se muize
zménit fenotyp bunck a jejich vlastnosti se pak nemusi pfesné¢ shodovat s vlastnostmi
stejnych bun€k v organismu. Pii experimentech je tedy tfeba pamatovat na to, Ze se jedna

pouze o in vitro model (Vejrazka 2008).
3.4.2 Vyuziti

Bunécné linie se primarné uplatituji ve farmakologii, konkrétné ve vyvoji novych Ié¢iv,
kde se na nich provadi testy toxicity. Vyuziti nachdzeji i v mnoha dalSich oblastech,
naptiklad pti kultivaci nitrobunéénych parazitii ¢i v genetice (Bdrtova 2014). Své misto
zaujimaji také pii vyrobé rtznych bilkovinnych molekul, zejména monoklonalnich
protilatek (Vejrazka 2008). Linie jsou mimo to Siroce uzivanym modelem zhoubnych
nadorti; byvaji uzivany nejen pro diagnostiku rakoviny, ale téz pro vyvijeni novych
zpusobu jeji 1écby. Zde je vSak nezbytné spravné vyhodnotit vhodnost konkrétnich
bunéénych linii pro testovani, pti jejich nespravném pouziti mize dojit ke zkresleni

vysledkd danych experimentl (Zhao et al. 2017).
3.5 HepG2

Pro nas experiment jsme pouzili lidské jaterni bunky HepG2, které jsou znazornény na
Obr. 3. Tato imortalizovana linie byla izolovdna z jaterni tkan€ dospivajiciho
kavkazského muze s dobfe vyvinutym hepatocelularnim karcinomem. Buiiky jako takové
rostou v monolayerech a malych agregatech; morfologicky jsou buiikami epitelidlnimi
s prumérné 55 chromozomy (Anonym 2019c). Vzhledem k tomu, z jakého onemocnéni
buiiky pochézi, jsou vysoce diferencované. Co se tyce jejich produktl, dokazi uvoliovat

albumin, alfa2-makroglobulin, alfal-antitrypsin, transferin ¢i plasminogen a odpovidaji
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na stimulaci lidskym rtstovym hormonem (4Anonym 2019b). HepG2 buiky vykazuji
urcité shodné vlastnosti s dalsi hojné vyuzivanou linii jaternich bun¢k — HepB3. Diky
jejich podobnosti se vyuzivaji pro studie stejného typu — naptiklad pro studium rakoviny

jater a toxicity. Spojujicim prvkem je typicka piestavba chromozomu 1, ovSem lisi se

poctem chromozomi na buniku (Qiu et al. 2014).

Obr. 3 Mikroskopicky snimek bun¢k HepG2. Pievzato od: autorky linie HepG2

Pii dobré kultivaci se formuji apikdlni a basolaterdlni bunécné povrchy tak, Ze
pfipominaji strukturu jater in vivo; maji tedy mimo jiné i mnoho genotypovych rysi
normalnich jaternich bun€k (4dnonym 2019b, Anonym 2019c). Tyto bunky jsou
netumorogenni a dokazi exprimovat vétSinu enzymi metabolizujicich lé¢iva; jsou proto
dillezitym prvkem pfi vySetfeni jaterniho metabolismu. Mnoho toxickych metabolitl se
vytvaii pravé v tomto organu a linii Ize tedy s vyhodou vyuZit pro studium cytotoxického
potencidlu chemickych latek na jatra. Brzké rozpoznani lékové vyvolané hepatotoxicity
je dilezitym krokem pii vybéru tzv. kandidatnich lé¢iv v pribéhu generovani novych
lécebnych substanci. Jako urcité omezeni HepG2 lze pokladat jejich relativné nizkou
metabolickou kapacitu, pokud je srovndvame s primarnimi hepatocyty; co se tyce
enzymové vybavy, maji nizké hladiny cytochromi, avSak hladiny enzymt druhé faze
biotransformace jsou normalni, s vyjimkou UDP-glukuronosyltransferdzy. Kviili tomuto
stavu jsou HepG2 bunky vhodné pro testovani toxicity parentnich molekul, ale uz ne tolik
pro testovani toxicity jejich metabolitd (Anonym 2019c, Gerets et al. 2012, Qiu et al.
2014).
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3.6 Cytotoxicita

Cytotoxicky efekt studované latky se miize projevit nékolika zptisoby: mize dochazet ke
zmén¢ bunécné morfologie, zménam v rdstu a v krajnim piipadé az k bunééné smrti;
muze se ale také stat, ze buika reagens metabolizuje a tudiz se v dané¢ buné¢né linii
neprojevi zadny efekt (Miret et al. 2006). Nékteré slou¢eniny mohou byt toxické na
vsechny typy bun¢k v podobnych koncentracich, jindy se zase cytotoxicita odviji od typu
buniky a slouceniny pak vykazuji tzv. specifickou toxicitu. Proto se doporucuje testovat
latku na dvou rGznych liniich, pfi¢emzZ kazda z nich ma jinou senzitivitu k cytotoxinu

(Peternel et al. 2009).
3.6.1 Cytotoxicky skrining

Tento proces probihd v souvislosti s objevovanim a vyvojem novych antibakterialnich
1é¢iv. Jeho cilem nezbytné neni nalezeni nejvhodnéjsi antimikrobni slouceniny, ale jde
spiSe o nalezeni aktivnich mist, kterd maji vlastnosti dostacujici k tomu, aby mohla byt
latka aspéSnym lécivem. Cytotoxicka esej je vyznamnou cestou hodnoceni novych 1éCiv,
nem¢éla by vSak byt interpretovana jako definitivni vysledek selektivni toxicity (Peternel
et al. 2009). Kombinaci riznych metod ziskame Sirokou $kdlu informaci, diky nimz
dokédzeme lépe zhodnotit potencialni cytotoxicitu dané slouceniny. Praveé diky skriningu
lze ptfedvidat bezpecnost latek a piipadné eliminovat toxické slouceniny jiz v raném

stadiu vyvoje (Miret et al. 2006).
3.6.2 Metody hodnoceni cytotoxicity

Primarné se eseje vyuzivaji pro zjiSténi, zda maji testované molekuly vliv na proliferaci,
¢1 zda je jejich efekt pfimo cytotoxicky. VSechny principy metod jsou obecné zaloZeny
na myslence, ze buniky po své smrti rychle ztradci schopnost ménit dany substrat na
produkt; z tohoto diivodu je diilezity pocet zivotaschopnych bunék na konci experimentu
(Riss et al. 2013). Kvantitativné tedy cytotoxicitu mizeme hodnotit uvolnénim urcitych
bunécnych slozek, jako jsou laktatdehydrogendza ¢i adenylatkindza a méfenim jejich
aktivit. Metabolicka aktivita se mefi redukei — at’ uz na tetrazoliové barvivo nebo na
fluorescencni produkt v ptipadé resazurinu; poslednim zplisobem je detekce ATP pomoci
bioluminiscence — tento zpiisob je spolehlivym markerem Zzivotaschopnosti bunck

(Peternel et al. 2009).
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3.6.3 Tetrazoliové soli

Jedné se o nejvice rozsifené indikatory bunééného metabolismu. Existuji dvé generace
tetrazoliovych soli; do prvni skupiny se fadi snad nejznaméjsi MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-dienyltetrazolium bromid), do druhé patii MTS ([3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium]).

Nova generace se odliSuje se tim, Ze formuje ve vodé rozpustné formazanové produkty.
Ty jsou charakteristické negativnim nabojem, ktery je zodpovédny za to, ze nedokazou
vstupovat do bun€k. Redukce ptivodni soli na derivaty — formazany, je tedy situovana na
bunéény povrch. Mé&fi se bunécna proliferace za predpokladu, Ze redukce barvy je
exponencialné imerna poctu zijicich bunék (Berridge et al. 2005). Sil ma kladn¢ nabity
kvartérni tetrazolovy kruh se ¢tyimi dusiky, ktery tvofi centralni strukturu; ta je dale
obklopena tfemi aromatickymi skupinami. Pozitivni naboj tetrazolového jadra je
vyrovnavan negativné nabitou sulfonovou skupinou na jednom z fenylovych kruhti, ¢imz
se tvoti kysela vnitini still. MTS a MTT jsou si ve své podstaté podobné, rozdil mezi nimi
spociva v zapornych sulfonovych skupinach, které propijcuji MTS schopnost rozpoustét
formazanovy produkt v médiu, na druhou stranu tento néaboj ztéZuje pohyb pies
membrany. V disledku téchto vlastnosti je vice pravdépodobné, ze redukce pomoci
elektronovych akceptorti bude zaprvé extracelularni a zadruhé bude zahrnovat pfenos
elektronti transmembranovymi receptory. Barevnou pfemeénu tetrazoliové soli zptisobuje

rozpad tetrazolového kruhu (Berridge et al. 2005).
3.6.4 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Tato kolorimetrickd metoda se fadi mezi testy viability a slouzi pro urceni poctu
zivotaschopnych bun¢k (4dnonym 2012). Stanovujeme zde redukéni kapacitu bunck —
métime enzymovou aktivitu spojenou s bunéénym metabolismem a utilizaci NAD(P)H
(Berridge et al. 2005). Bunky jsou schopné pfeménit ¢inidlo na produkt pravé diky témto
koenzymim, které¢ jsou produkovany dehydrogendzovymi enzymy v metabolicky
aktivnich buiikach. Cinidlo se uzivd v kombinaci s elektronovym akceptorem fenazin
ethosulfatem (PES). Pridavek této latky ma vicero vyznami; zaprvé zvysuje chemickou
stabilitu roztoku a paruje elektrony, zadruhé je schopen penetrovat Zivé bunky, redukovat
se v cytoplazmé (resp. na bunééném povrchu) a nasledné buiiku opustit a pfeménovat

tetrazolium na finalni produkt, jak je zndzornéno na Obr. 4 (Anonym 2012, Riss et al.
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2013). V malé mife probiha i neenzymatickd redukce v nepfitomnosti akceptoru
(Berridge et al. 2005). Redukce se projevi také barevnou zménou ze svétle zluté na
cervenofialovou. Plati, ze ¢im je zbarveni tmavsi, tim vice je pfitomno zivych bunck.
Mnozstvi vzniklého produktu je tedy ptimo imérné poctu zivotaschopnych bunék. Mrtvé
buiiky se vyskytuji v jamkach svétlych, kde nedoslo k preméné¢ MTS, protoze umirajici
buiiky tuto schopnost postradaji (Anonym 2012). Zformované formazany se chovaji jako
pseudoroztoky, diky cemuz lze monitorovat jejich optickou hustotu v pribéhu inkubace.

(Fedotcheva et al. 2017).
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Obr. 4 Reakce premény tetrazoliové soli na tmavé zbarveny, redukovany produkt.

Moditikovano dle: Promega (2012)
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4 CILE PRACE

e Predmétem této prace je stanovit cytotoxicitu vyvojovych latek
s potencialnim antimikrobialnim uc¢inkem in vitro na buné¢énych modelech.

e Provést mezilatkové srovnani kvantitativnich parametrii cytotoxicity.
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5 EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Pristrojové vybaveni a pouzity material
Destickovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Svycarsko)
Inkubator (Shel Lab, USA)
Laminarni box: Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 (Bioair instruments, Italie)
Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Itéalie)
Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)
Vodni lazen, TW 12 water bath (Julabo, Némecko)
Véhy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, Némecko)
Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Némecko)
Automaticka pipeta Discovery series pipettes 50—-300 ul (HTL, Polsko)

Automatické pipety Discovery autoclavable 5—50 pl, 10—100 pl, 100—1000 ul (HTL,
Polsko)

5.2 Pouzité kity

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
5.3 Dalsi pouzity material

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

Kultivaéni lahve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Jednorazové plastové pipety 10, 25 ml (TPP, Svycarsko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Eppendorf, USA)

Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)
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Sterilni, nepyrogenni sklenéné pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Svycarsko)
Spicky Eppendorf 0,1-20 pl, 20-200 pl (Eppendorf, USA)
5.4 Pouzité bunécné linie

Lidské jaterni bunky HepG2 (pasaz 16) (Health Protection Agency Culture Collections -
ECACC, Salisbury, GB)

5.5 Studované latky a dalSi chemikalie
Testované latky (PABA-Et, PABA-Et-3, PABA-Me-3, DAB-3, MABA-3, MABA-5)
DMSO (dimethyl sulfoxid pro molekularni biologii > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA)
Chemikalie pro PBS (NaCl, KCl, Na,HPOs, NaH.POs,) (PENTA, Cesk4 republika)

DMEM (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium) (Sigma-Aldrich, USA) s 1% L-
glutaminem (Sigma-Aldrich, USA), 10% hovéziho fetdlniho séra (PAA, Rakousko) a 1%

neesencialnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA)

Fetalni hovézi sérum (Sigma-Aldrich, USA)

MEM (Non-essential Amino Acid Solution) (Sigma-Aldrich, USA)
Trypsin (0,25 %, Trypsin — EDTA Solution) (Sigma-Aldrich, USA)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

5.6 Charakteristika latek

K experimentu bylo vyuzito 6 nové syntetizovanych latek s potencialni antimikrobni
aktivitou; v nize uvedené Tab. 1 jsou ptehledné shrnuty vzorce a nazvy testovanych
sloucenin. Latky byly piipraveny Katedrou Organické a Bioorganické chemie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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Tab. 1 Seznam testovanych latek

Zkratka Chemicky nazev Strukturni vzorec
PABA-Et ethyl-(4-amino)benzoat 0]
(benzokain) /@)J\ o
HoN
PABA-Me-3  methyl-4-[(2-hydroxy-3,5- 0
dijodbenzyliden)amino]benzoat o~
| N
N
L,
I
PABA-Et-3 ethyl-4-[(2-hydroxy-3,5- 0
dijodbenzyliden)amino]benzoat o
| N
N
L,
I
DAB-3 3,5-bis[(2-hydroxy-3,5- I I
dijodbenzyliden)amino]benzoova OH HO
kyselina | _N N |
COOCH
MABA-3 3-[(2-hydroxy-3,5- /O\

. : : o ~
dijodbenzyliden)amino]benzoova N COOH
kyseli

yselina oH

I
MABA-5 3-[(5-chlor-2-hydroxy-2-

jodbenzyliden)amino]benzoova

kyselina
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5.7 HepG2

Pro experiment jsme pouzili pouze jeden typ bunék, a to standardni linii lidskych jaternich
bunék HepG2. Bunky byly ziskany z ECACC (Health Protection Agency Culture
Collections). HepG2 linie (pasaZz 16) byla kultivovdna v 75cm? lahvich v bunééném
médiu DMEM obohaceném o pfislusné slozky. Kultivace probéhla v inkubatoru pti 37°C

v 5% atmosféie COs.

Ptfed nasazenim samotnych bunék na 96-jamkovou desticku je potieba nejprve bunky
zpasdzovat. Tyto prace se provadély v laminarnim boxu. Samotny proces probiha tak, ze
nejprve odsajeme star¢ médium, bunky oplachneme nékolika ml PBS — po odsati pufru
piidame 2 ml trypsinu a lahev vlozime na 1-3 minuty do inkubatoru. Tento enzym slouzi
k uvolnéni bun¢k ode dna kultivacni lahve. Do lahve s bunkkami pak pfidame Cerstvé
médium, které obsahuje sérum, ¢imz se zastavi pusobeni trypsinu a provedeme
resuspendaci. Mensi ¢ast celkového objemu (1 ml) pfeneseme do lahve s novym médiem
a nechame inkubovat — tento proces nazyvame tazeni linie. Zbylou suspenzi jesté dale
nafedime (pro lepsi pozorovatelnost bun¢k), odebereme 10 pl do Biirkerovy komitrky,
odkud spocitame pocet bunck. Suspenzi pak rozdélime pomoci multikanalové pipety do

96-jamkové desticky. Kone¢na koncentrace byla 15 000 bunék ve 100 ul média v jamce.
5.8 Priprava fosfatového pufru

Fostfatovy pufr (PBS) jsme vyuzivali k oplachu bunék v kultivaéni nadob¢é béhem procesu
pasazovani; nejprve jsme dle Tab. 2 navazili pozadovana mnozstvi jednotlivych
komponent, doplnili do celkového objemu 11 destilovanou vodou a nakonec upravili pH

na hodnotu 7.4; k tomuto ucelu jsme pouzili NaOH.
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Tab. 2 Slozeni fosfatového pufru

Slozka Molarni hmotnost Koncentrace
(g/mol) v roztoku (M)

NaCl 58,44 0,137

KCl 77,55 0,0027

Na2HPO4.12H20 358,14 0,01

NaH2P04.2H20 156,01 0,01

5.9 Priprava latek

Nejprve je potieba latky natfedit; vzhledem k jejich struktuie jsou velmi Spatné rozpustné
ve vod¢, ztoho divodu byly fedény pomoci dimethyl sulfoxidu (DMSO). Toto
rozpoustédlo je vSak pomérné toxické, proto jeho inkubacni koncentrace nebyla vyssi nez
1%. Zkoumané latky byly inkubovany s bunécnou suspenzi v nasledujici koncentraéni
rade: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 a 1 000 uM. Pro rozmezi koncentraci 1-1000 uM se
pipetoval vzdy 1 pl nafedéné latky do 100 pl média; Kazda z latek byla aplikovana
v triplikdtech a inkubovana 24h. Mimo testované latky je jeSté nutné napipetovat
kontroly, které pak vyuzivdme pro vypocet Zivotaschopnosti bunck. Kontrolu 100%
viability bun¢k jsme ziskali pfidanim 1 pl DMSO k buikdm; 100% lyza bunék je

zajisténa pomoci 2 ul Tritonu X.
5.10 Vlastni cytotoxické stanoveni

Bunécénou linii jsme nasadili v poctu 15 000 bun¢k na jamku. V mikrotitracni destice

byl vzdy napipetovan piesny objem média a to 100 pl.

Po uplynuti 24h inkubace latek s buiikami pti teploté 37°C v 5% atmosfére CO- desticky
mikroskopicky zkontrolujeme, zda se v jednotlivych jamkach nevysrazely latky. Poté
pfidame do kazdé jamky 20 pl €¢inidla MTS a nechdme inkubovat dal§ich 90 minut za
stejnych podminek.
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Nasledné¢ zmétime absorbance latek na destickovém analyzatoru TECAN pii vinové
délce 490 nm. Vysledky jsme nejprve zpracovali v Microsoft Excel, kde jsme vytvotili
pramér z hodnot absorbanci pro jednotlivé koncentrace zkoumanych latek, vypocitali
smérodatnou odchylku a dal§i parametry. Z naméfenych dat jsme poté v programu
GraphPad Prism 7 sestrojili ptislusné inhibi¢ni kfivky a jejich analyzou pomoci nelinearni
regrese jsme stanovili hodnotu ICso. Vysledna viabilita pro vSechny koncentrace se

stanovala pomoci nasledujici rovnice:

(Ab — Ak) x 100
Av100 — Am

% viability =

Ab = primérna hodnota absorbance triplikatd bunék stejné koncentrace testované latky

Ak = primérna hodnota absorbance triplikatu nebunécné kontroly stejné koncentrace

testované latky
Am = primérnd hodnota absorbance triplikatu kultiva¢niho média

Av100 = primérna hodnota absorbance triplikatu kontroly 100% viability (Anonym 2012)
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6 VYSLEDKY

V Tab. 3 jsou shrnuty vSechny testované latky s pfisluSnymi hodnotami ICso; tento
parametr byl vyuzit jako ukazatel cytotoxické aktivity zkoumanych sloucenin na

bunécnou linii HepG2.

Tab. 3 Hodnoty ICso testovanych latek ziskané metodou CellTiter96

Latka IC50 (uM) Koncentraéni spad (uM)
PABA-Et > 1000 1-1000

PABA-Et-3 14,8 1-250

PABA-Me-3 215,1 1-1000

DAB-3 19,55 1-250

MABA-3 13 1-500

MABA-5 87,1 1-500

Cytotoxicky ucinek 6 vyvojovych latek s potencidlnim antimikrobidlnim U¢inkem na
bunécné linii HepG2 je uveden na Obr. 5 a Obr. 6. Vysledky jsou udany jako % viability.
Data jsou prezentovany, jako priméry £ SD naméfenych hodnot, ze kterych jsme

stanovili parametr ICso naSich testovanych latek.
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Obr. 5 Cytotoxické ptisobeni latek DAB-3, PABA-Et-3 a MABA-3 na buné¢nou linii
HepG2 pfti inkubaci 24h.

Na tomto obrazku jsou umistény grafy zavislosti bunécné viability na koncentraci dané
latky, tedy cytotoxické pusobeni testovanych latek na vybranou bunécnou linii.
Testované latky byly inkubovany 24h s riznymi koncentracemi a to v triplikatech.
Vidime, Ze vSechny 3 latky maji inhibi¢ni koncentraci ICso po 24h mensi nez 20 uM —
DAB-3 ma hodnotu 19,55, PABA-Et-3 14,8 a MABA-3 13. Zde tedy mame zobrazeny
grafy té€ch latek, které vykazuji pomérn€ vysokou cytotoxicitu na linii HepG2 bunék.

Vzestupnym sefazenim latek dle jejich rostouci toxicity ziskdme nasledujici fadu:
MABA-3 > PABA-Et-3 > DAB-3.

30



PABA-Et PABA-Me-3
1501 |C50= 1271

150~ ICs0 =215,1
g\? 100+ g 1004
g s
2 3
€ 504 2 50
0 T T 1 0 L] T T L] 1
0.01 1 100 10000 0.1 1 10 100 1000 10000
koncentrace (M) koncentrace (uM)
MABA-5
150 ICs5p = 87,1
2 100
8
E
.g 504
0 T T T . 1
0.1 1 10 100 1000

koncentrace (uM)

Obr. 6 Cytotoxické ptisobeni latek PABA-Et, PABA-Me-3 a MABA-5 na buné¢nou linii
HepG2 pfti inkubaci 24h.

Na Obr. 6 jsou umistény grafy zavislosti buné¢né viability na koncentraci dané latky, tedy
cytotoxické plsobeni testovanych latek na vybranou bunécnou linii. Testované latky byly
inkubovany 24h srlznymi koncentracemi a to v triplikdtech. U téchto grafi lze
konstatovat, ze latky PABA-Et (ICso > 1 000), PABA-Me-3 (ICs50215,1) i MABA-5
(ICs087,1) maji mnohem niZsi cytotoxicky potencial nez latky na Obr. 5. Pokud latky

opét sefadime dle vzrlstajici toxicity, ziskdme tuto fadu: MABA-5 > PABA-Me-3 >
PABA-Et.
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7 DISKUSE

Experimentalni uréeni cytotoxického plisobeni s 6 nové nasyntetizovanymi potencidlnimi
antimikrobnimi IéCivy jsme provadeli na bunééné linii zejména z divodu, Ze neni mozné
jakoukoli vyvojovou latku podat ptimo ¢lovéku. Ve vyvojové fazi 1éCiva totiz zatim jeste
nejsou zndmy veskeré ucinky latky na organismus, jeji komplexni plisobeni, vhodna
davka ani jeji nezddouci ucinky. Z téchto diivodi by tedy bylo velmi riskantni podéani
testované latky rovnou ¢lovéku. Proto je nezbytné, aby vyvojové latky prosly procesem

preklinického zkouseni, kam patii i testy na bunéénych kulturdch (Starobova et al. 2006).

V této praci jsme se snazili stanovit in vitro toxicitu téchto latek na vhodném bunééném
modelu — lidskych jaternich bunikdch HepG2. Pro posouzeni toxicity byla vyuzita
kolorimetrickd metoda: CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay,
zalozena na redukci tetrazoliové slouceniny MTS na formazanovy produkt a jeho
nasledné spektrofotometrické detekci. Standardni toxikologicky parametr ICso byl

urcujicim ukazatelem toxicity sloucenin. Plati, Ze ¢im je tento parametr nizsi, tim je

vvvvvv

Cytotoxicit¢ naSich 6 testovanych derivatii para-aminobenzoové kyseliny se vénuje jen
velmi malo klinickych studii, jelikoz se povétSinou jedna o latky v raném stadiu vyvoje.
Vyjimku tvoii PABA-Et, kterd se jiz bézn¢ uziva v praxi jako lokalni anestetikum pod
nazvem benzokain(zdroj). Dle vysledkli naseho experimentu se z hlediska cytotoxicity
nejednd o nebezpecnou latku. Mezi jeji rizika vSak patii zejména produkce nadmérného
mnozstvi methemoglobinu pfi kontaktu s krvi ¢i jaternimi enzymy, coz pulsobi
methemoglobinémii, jak uvadi Hartman et al. ve své studii zabyvajici se schopnosti

benzokainu tvotit methemoglobin in vitro.

V roce 2013 byl proveden experiment, ve kterém se testovaly jiné derivaty sulfonamidii
— arylpropylové slouceniny, které maji potencialni cytotoxickou aktivitu. Pokus byl
proveden za pouZziti MTT eseje, jeZ je podobna nami vyuzité MTS eseji. Testovani vSak
probihalo na odlisnych liniich bun€k — PC-3 (rakovinné buiiky prostaty) a HL-60
(leukemické bunky). Vysledky ukazuji, Ze dlouhé alkylové fetézce a 1R, 2R konfigurace
propylové skupiny jsou dilleZité pro cytotoxickou aktivitu arylpropylovych sulfonamida.
Malé hydrofobni skupiny na fenylovém kruhu a sulfonamidové skupina mohou zase

zvySovat biologickou aktivitu. 21 arylpropylovych sloucenin se pohybovalo v hodnotach
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IC50 v rozmezi 20,7 — 267,3 uM, coz odpovida tém nami testovanym latkam, které jsme

povazovali za pomérné toxické (Hwang et al. 2013).

rozpustnost latek. Testované latky se velice Spatn¢ rozpousti ve vod¢ a tak jsme pouzili
jako rozpoustédlo DMSO - to je samo o sob¢ toxické na bunky, proto jsme museli zajistit,
aby koncentrace rozpoustédla v mediu neptesahla 1%. (Lin a Will 2012). Testované latky

jsme aplikovali v triplikatech a to pro kazdou koncentraci.

Lze ftici, ze slouceniny, které jsme testovali, vykazuji vyznamné rozdily v cytotoxicité.
Kdyz je sefadime dle klesajicich hodnot ICso (a tedy dle zvySujici se toxicity), vyplyne
nam toto potadi: PABA-Et >> PABA-Me-3 > MABA-5 > DAB-3 = PABA-Et-3 =
MABA-3. Nejmén¢ toxickou slouceninou se jevi PABA-Et — jeji toxicky vliv na
bunéénou linii HepG2 se projevuje az pii koncentracich vyssich nez 1000 uM. PABA-
Me-3 ma sice o néco vyssi toxicky ucinek, nicméné mizeme tvrdit, ze obé latky jsou
perspektivnimi slou¢eninami z hlediska dalSiho vyvoje. Zbylé ctyfi latky (MABA-S5,
DAB-3, PABA-Et-3, MABA-3) maji jiz vysS$i toxicitu i1 pii relativné nizkych
koncentracich jsou schopny nenavratné poskodit a usmrtit jaterni bunky. Pfi¢inou vysoké
cytotoxicity u DAB-3, PABA-Et-3 a MABA-3 by mohl byt spole¢ny strukturni prvek

téchto tii sloucenin — (2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)aminoskupina.

Na grafech latek PABA-Et-3 a DAB-3 mizeme pozorovar, ze jsou v nich zahrnuty
koncentrace jen do 250 uM, ne az do 1 000 uM, coz bylo piivodni koncentracni rozpéti.
U latek MABA-3 a MABA-5 jsou zahrnuty jen koncentrace do 500 uM. Diivodem je, ze
ze se tyto latky i po zopakovani pokusu pii vySSich koncentracich vysrazely a vypadly z

inkuba¢niho média. Vyss§i koncentrace tedy nebyly zahrnuty do vysledki.

Ze ziskanych dat mizeme usoudit, ze u vSech latek vyjma PABA-Et a PABA-Me-3 byla
prokazana pomérné vysoka toxicita. Je proto zapotiebi hledat dalsi latky, které by

vykazovaly niZ$i cytotoxicky potencial a soucasn€ mély antimikrobni ucinky.
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8 ZAVER

V této praci jsme stanovovali a porovnavali cytotoxicitu 6 novych vyvojovych latek
s potencidlnim antimikrobnim efektem nalezicich mezi derivaty kyseliny para-
aminobenzoové. Latky byly testovany in vitro na standardnim experimentalnim modelu
na linii jaternich bunék HepG2. Stanovili jsme toxikologicky parametr ICso za vyuziti
metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, kterd urcuje

bunécénou viabilitu.

Pii porovnani toxikologického parametru 1Csp zkoumanych latek, lze vzajemné latky
sefadit dle vzristajici toxicity takto: PABA-Et > PABA-Me-3 > MABA-5 > DAB-3 =
PABA-Et-3 = MABA-3. Jako nejméné toxicka byla stanovena slou¢enina PABA-Et.
Dalsi latkou, ktera by mohla byt nadéjna z moznosti dalsiho vyvoje je PABA-Me-3.

Dalsi zbyvajici testované latky MABA-5, DAB-3, PABA-Et-3, MABA-3 jsou pomérné
vyrazné toxické s hodnotou parametru ICso pohybujici se fadove v rozmezi od 10 uM do

100 pM.
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