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Neodmyslitel'nou stcastou vyvoja lieCiv su in vitro testy, pomocou ktorych
moézeme predpovedat’ toxicitu lieCiv. Dnes vicSina testov vyuziva pre rast buniek
jednoduchu 2D Struktiru, no do popredia sa coraz viac dostava 3D Struktura
pripominajiica podmienky in vivo. Cielom prace bolo stanovenie cytotoxicity in vitro
vybranych xenobiotik s pomocou 2D a 3D bunkového modelu. Predmetom sktimania
boli latky zo skupiny antimykotik (amfotericin B, ketokonazol), NSAIDs (diklofenak,
ibuprofen), antipyretik (paracetamol, fenacetin), d’alej latky azid sodny, tamoxifén,
para-aminosalicylova kyselina, methanol a ethanol. Pre zistenie cytotoxicity bola
pouzita Standardnd kolorimetricka metoda (CellTiter 96®) zalozena na reduk¢nom
stanovovani metabolicky aktivnych buniek. Na testovanie latok bola vybrana
Standardnd linia 'udskych pecenovych buniek HepG2. Boli kultivované v monovrstve
alebo 3D forme pomocou technologie Alvetex “Scaffold vyuzivajiica vysoko porézny
zosietovany polystyrén. Pre postidenie toxicity testovanych latok bol zvoleny parameter
inhibi¢nej koncentracie 1Csy umoziiujici porovnanie cytotoxicity latky v rdmci 2D a 3D
kultary a latok medzi sebou. Zo zistenych hodndt ICsy vyplyva, Ze bunky kultivované
v 3D prostredi, ktoré viac napodobtiuje in vivo podmienky, boli bunky odolnejsie voci
vysSim koncentraciam testovanej latky ako v 2D prostredi. NajvysSiu cytotoxicitu
na2D a 3D modeli HepG2 buniek vykazoval amfotericin B, pricom najnizsiu
cytotoxicitu vykazoval fenacetin. Cytotoxicky Uc¢inok fenacetinu bol pomerne nizky,
atak presni hodnotu ICsy sa nam nepodarilo urCit' a pravdepodobne lezi mimo
rozhrania testovanych koncentracii. Pomocou CellTiter 96® sa nam podarilo ziskat’ ICs
pre takmer vSetky testované latky, co nam umoznilo porovnat’ cytotoxicitu latky medzi
2D a 3D modelmi HepG2 buniek. Na zaklade udajov zistenych in vitro mézeme zhrntt’,

ze 3D model predstavuje vhodnejsi ndstroj na predikciu toxicity indukovanu liekmi.



Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Student: Simona Hvolkova

Supervisor: PharmDr. Jana Ramos Mandikova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Cytotoxicity testing on 2D and 3D model of human liver cells.

An inherent part of drug development are in vitro assays, which might be helpful
in prediction of drug toxicity. Nowadays, the majority of assays use simple 2D
structures for cell growth, but 3D structures with similar conditions to in vivo
are becoming more popular. The goal of the study was to assess the cytotoxicity
of selected xenobiotics in vitro by both 2D and 3D cell models. The research subjects
were drugs from the group of antimycotics (amphotericin B, ketoconazole), NSAIDs
(diclofenac, ibuprofen), antipyretics (paracetamol, fenacetine), sodium azide, tamoxifen,
para-aminosalicylic acid, methanol and ethanol. For determination of cytotoxicity,
the standard colorimetric method (CellTiter 96%) based on reductive assessment
of metabolic active cells was used. For drug testing it was used human standard line
of liver cells HepG2. The cells were cultivated in monolayer or in 3D form with
the Alvetex“Scaffold technology using high porous networked polystyrene.
The parameter of inhibition concentration ICsy was chosen for toxicity assessment
of tested drugs and it enabled the comparison of drugs cytotoxicity based on 2D and 3D
cultures and between each other. Measured values of 1Csy show that cells cultivated
in 3D conditions, which are more similar to in vivo conditions, were more resistant
against higher concentrations of tested drugs compared to 2D conditions.
Amphotericin B showed the highest cytotoxicity in both 2D and 3D model HepG2 cells
and phenacetine showed the lowest cytotoxicity in the same conditions.
The cytotoxicity effect of phenacetine was relatively low, and therefore, the certain
value of I1Csy was not possible to determine, and it was likely occurring out the interface
of tested concentrations. With CellTiter 96® assay it was possible to gain ICs, for almost
all tested drugs and it enabled us to compare cytotoxicity of substances in 2D and 3D
models of HepG2 cells. As a conclusion of the findings of in vitro assays the 3D model

represents more suitable tool for prediction of drugs induced toxicity.
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1 Zoznam skratiek

2D Dvojrozmerna Struktira

3D Trojrozmerna Struktura

CellTiter 96 CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay

DILI Liekovo navodena hepatotoxicita (Drug-induced liver injury)

DMSO Dimethylsulfoxid

ECM Extracelularny matrix

EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina

GSH Glutathion

HepG2 Bunkova linia 'udskych pecenovych buniek

ICso Koncentracia vyjadrujica redukciu viability buniek na 50 %

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)
-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium

NAD' Nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma

NADH Nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma

NAPQI N-acetyl-p-benzochinoniminu

NSAID Nesteroidné protizapalové lieky

PAS Kyselina p-aminosalicylova

PBS Fosfatovvy pufor

PES Phenazin ethylsulfat

P450 Cytochrom P450

SD Smerodajna odchylka



2 Uvod

KaZzdodenné objavovanie novych chemickych latok s farmakologickym
potencialom predstavuje vyzvu na vyvoj novych metod k stadiu toxicity lieciv. Ciel'om
je predpovedat’, zistit a predist neocakdvanej a oneskorenej liekovej toxicite pred
pokusmi na zvieratdch a predovSetkym pred expoziciou T'ud'mi. Testy na toxicitu
su neoddelitelnou sucastou vyvoja liekov (Costa et al. 2014). Pred samotnym
testovanim je dolezit¢é si urCit vhodny sledovany parameter a vybrat vhodny

experimentalny model.

In vitro modely znamenaju uZzitoény nastroj na stanovenie toxicity lieCiva.
Predstavujii niekol’ko vyhod, ktoré su zvyraznené ich schopnostou pripominat
podmienky podobné invivo. Bolo vSak vyvinuté usilie o dosiahnutie novych
a citlivejSich modelov. Ukazalo sa, Zze 3D model poskytuje medzibunkové interakcie,
ktoré chybaji v beZzne pouzivanych 2D kultarach, a ktoré ovplyviiuji organizaciu
a architektaru buniek ako aj penetraciu lieCiva, mnohobunkovu rezistenciu, terapeuticku

odpoved’ alebo hypoxiu (Celli et al. 2014).

Tato diplomovd praca je zamerand na testovanie cytotoxicity vybranych
xenobiotik s potencidlnym  hepatotoxickym ucfinkom. Praca uvadza prehl’ad
a charakteristiku testovanych latok, metodiku, pouZzity test na urcenie cytotoxicity a jeho

princip. Dalej sumarizuje a porovnava dosiahnuté vysledky.

Na testovanie cytotoxicity latok bol vybrany bunkovy model HepG2, ktory
je vhodny pre Stadium hepatotoxicity. Bunky boli kultivované v 2D a 3D Struktire.
Cytotoxicita latok bola vyjadrena ako ICsy, ¢o je koncentracia vyjadrujuca redukciu
zivotaschopnosti buniek na 50 % z maximalnej Zivotaschopnosti. Tento parameter nam

umoznil kvantitativne porovnat’ toxicitu medzi testovanymi latkami.



3 Teoreticka Cast’

3.1 Toxicita a hepatotoxicita lieciv

Liekovo navodena toxicita lie¢iv

Prevazna vicSina lieciv a toxinov vstupuje do organizmu cez gastrointestinalny
trakt, v menSej miere su absorbované cez plica, kozu alebo su do organizmu aplikované
parenteralne. Kazda telu cudzia latka je eliminovand bud® v nezmenenej forme,
alebo je podrobend vplyvu metabolickych enzymov, ktoré tato latku menia na viac
hydrofilnu a lepSie eliminovatel'ni. V niektorych vzéacnejSich pripadoch moéze dojst’
k neschopnosti latku eliminovat’ a k rozvoju niektorych toxickych reakcii spojenych

s kumulaciou lie¢iv alebo k vzniku toxickejSich vedl'ajSich metabolitov (Lee 2003).

Toxicita lie¢iv moze byt rozdelend do niekol’kych pomyselnych kategorii, ktoré
zavisia od mechanizmu uc¢inku lieciv, imunitnych odpovedi exponovanych jedincov,
bioaktivity niektorych metabolitov lie¢iv a v neposlednom rade od genetickych

rozdielov spojenych s metabolizmom lie¢iv (Guengerich 2011).

Liekovo navodena hepatotoxicita lieiv

Liekovo navodena hepatotoxicita (DILI — Drug-induced liver injury) predstavuje
jeden zhlavnych klinickych problémov stcasnej doby a je mozné ju rozdelit’
do 3 skupin; hepatocelularna (zvySenie alanin transamindzy), cholestatickd (zvySenie
alkalin fosfatazy) alebo kombinovana forma (Bissell et al. 2001; Hussaini a Farrington
2007). Tato reakcia je tazko predikovatel'na a da sa povazovat’ za vzacnu. Incidencia
v populacii sa uvadza cca 1:10 000 az 1:100 000 a je zavisld na miere toxicity lieCiva,
a tak isto na citlivosti exponovanych jedincov na podané lieciva a iné telu cudzie latky.
Medzi skupiny lie¢iv s najvyraznejsSim potencidlom vzniku DILI st radené¢ NSAID
(Nonsteroidal anti-inflammatory drugs), antibiotikda, a v poslednych rokoch taktiez

statiny (Bjornsson 2015, Lee 2003).

Hoci st lie¢ivda v mnohych pripadoch metabolizované bez vyrazného vplyvu
na pecenové funkcie, kazdy rok st zaznamenavané niektoré zdvazné alebo fatilne
liekové reakcie ovplyviiujuce funkciu pecene. Niektoré latky vplyvom peceniového
metabolizmu produkuji vedl'ajSie metabolity, ktoré mdzu sposobovat’ toxické reakcie
a su Casto ovplyviiované davkou podaného lieCiva, pripadne su bez priamej zavislosti

na podanej davke (Baerg a Kimberg 1970; Mitchell et al. 1973). Medzi hlavné
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mechanizmy vzniku DILI patri TNF-a aktivovand apoptdéza, inhibicia
mitochondrialnych funkcii a vznik novych antigénov. Rizikové faktory veduce
k rozvoju DILI su vek, pohlavie a geneticky polymorfizmus pefetiovych enzymov
napr. cytochrém P450 (Hussaini a Farrington 2007).

Vicsina idiosynkratickych liekovych reakcii sa objavuje medzi 5. — 90. dilom
uZzivania, a niektoré latentné formy DILI mézu vzniknat az po 12 mesiacoch uzivania
rizikovych lieCiv. Po vysadeni lie¢iva mdze v niektorych pripadoch dojst’ k postupnej
reparécii peceniovych enzymov, napr. u cholestatického peceniového poskodenia moze
naprava trvat’ az jeden rok, v inych pripadoch mézu byt nasledky fatalne alebo viest’
k transplantacii peCene pacienta (4bboud a Kaplowitz 2007).

Za jeden zhlavnych problémov DILI sa d& povazovat pecenové zlyhanie
s indicenciou 13 — 17 % a mortalitou okolo 80 % (Bjornsson et al. 2005, O'Grady et al.
1989). Hlavny znak pecCetiového =zlyhania je zhorSujuca sa Zzltacka spojend
so zvySujucim sa protrombinovym ¢asom a encefalopatiou bez znamky chronického
pecenového ochorenia (O'Grady 1993).

Prikladom latky s hepatotoxickym ucinkom moéze byt v dnesnej dobe popularny
acetaminophenol (paracetamol) vyznacujici sa antipyretickym a analgetickym
ucinkom. K pecenovej toxicite moze dojst dvoma spdsobmi, a to bud’ na ziklade
dlhodobého prekrocenia odporticanej dennej davky, alebo v spojitosti s liekovymi
problémami a interakciami lie¢iv. V obidvoch pripadoch dochadza k enzymatickej
indukcii a k vyCerpaniu glutathionu (donoru SH-skupin), ktory je potrebny
k metabolizmu a eliminacii toxického metabolitu N-acetyl-p-benzochinoniminu

(NAPQI) (Seeff et al. 1986).

3.2 Testovanie cytotoxicity in vitro

Prvé modely pre urcovanie toxicity lie¢iv a ich metabolitov boli in vivo modely
(malé zivociSne druhy napr. mysi, potkany, kraliky, psy), ktoré mézu byt pouzité
v akutnej alebo chronickej toxicite (Costa 2014). Existuje vSak niekol'’ko nedostatkov
in vivo metdd. Dolezitym obmedzenim je medzidruhova variabilita medzi zvieratom
a ¢lovekom (diZka Zivota, odlisné fyziologické a biochemické procesy), o komplikuje
extrapolaciu vysledkov na cloveka, ktoré su ziskané testovanim na zvierati

(Blaauboer 2002, Devlin 2005).

Délezitym pilierom pri procese vyvoja novych liekov su in vitro testy, zalozené

na bunkdach, ktoré poskytuju jednoduchy, rychly a ndkladovo efektivny nastroj. Tymto
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sa zabranuje rozsiahlemu a ndkladnému testovaniu na zvieratdch (Edmondson et al.

2014).

Cytotoxickd analyza in vitro je rozSirena z dévodu dopytu pre testovanie
bezpecnosti xenobiotik a novych lie€iv s cielom minimalizovat’ rizik4 pre zdravie 'udi
(Ceriotti et al. 2007). Latka je povazovana za cytotoxickll v pripade, Ze ovplyviiuje
rychlost’ replikacie, sposobuje vyrazné zmeny v morfoldgii alebo vedie k znizeniu
celkovej viability. Za zmienku stoji, Ze jej ucinok zavisi nielen od expozicie zluceniny,
ale aj od mechanizmu cytotoxicity (Niles et al. 2009). Vysledky -cytotoxicity
su zaloZené na bunkovej reakcii, ktord vznika na zéklade pdsobenia liekov, latok alebo

vplyvom vonkajsich podnetov (Edmondson et al. 2014).

Vol'ba vhodného in vitro testu

Vol'ba vhodného testu zavisi od informacii, ktoré budu na konci experimentu

merané (Anonym 2015).

Na testovanie cytotoxicity je dostupnych mnozstvo in vitro testov. VSeobecne
ich mdzeme rozdelit na tri skupiny. Prvii predstavuju testy zivotaschopnosti,
kde ukazovatel'om toxicity latky je pocet zivych buniek. Dalej su to testy cytotoxicity,
kde indikatorom toxicity je pocet mftvych buniek a testy detekujiice apoptozu, ktoré

poukazuji na mechanizmus smrti buniek (Riss a Moravec 2004).

Postupy testov cytotoxicity zahffiaju kultivaciu buniek, expoziciu buniek
testovanou (cytotoxickou) latkou a nasledné posudenie buniek pomocou kratkodobych,
¢i dlhodobych testov (Ceriotti et al. 2007). Testy zalozené na bunkovych kultirach
poskytuji moznost’ testovania doby expozicie lieCiva v rdéznych koncentraciach

(Costaet al. 2014).

Viabilita, ¢i toxicita buniek v jednotlivych testoch sa detekuje na zdklade
merania jedného alebo viacerych parametrov cytotoxicity. Patri medzi ne testovanie
membranovej integrity, stanovenie zivotaschopnosti buniek alebo meranie bunkovej

aktivity (Xu et al.2004).
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Vol'ba vhodného in vitro modelu

Druh povodu a typ buniek pouzitych v Studiach cytotoxicity st ur€ované cielom

planu alebo ciel'om lieku, ktory je skimany (4nonym 2015).

In vitro testy na cytotoxicitu su zvycajne robené bud na transformovanych,
nesmrtelnych bunkovych liniach, ktoré st 'ahko dostupné a udrziavatel'né aj napriek
tomu, Ze vykazuju abnormalne chovanie, alebo na primarnych bunkach. Primarne
kultiry maji tak(lt vyhodu, Ze blizSie reprezentuju fyziologickli situaciu in vivo
(Stacey 2001). Reakcia na testované zluCeniny moéze byt ovplyvnena mnohymi
faktormi, ako je kultivatné médium, vymena plynov, odparovanie kvapaliny alebo

okrajovy efekt (Anonym 2015).

Testy in vitro robené na bunkovych modeloch, ktoré predstavuji organ
kritického pdsobenia testovanych latok, podavaju vyznamné informacie o moznych
mechanizmoch toxického posobenia potencionalneho lieiva. Experimenty na bunkove;j
urovni nemozu reprezentovat’ kompletni odpoved’ celého organizmu, no napriek tomu

tvoria nezastupitel'nu sucast’ preklinického skusania (Giriet al. 2010).

3.3 Pouzita bunkova linia

HepG2 bunkova linia

V sucasnosti je HepG2 najcastejSie pouzivanou bunkovou liniou na hodnotenie
hepatotoxicity. Tieto bunky najlepsie charakterizuji peceniové bunkové linie. Ziskavaju
sa z tkaniva pecene, ktord méa dobre diferencovany hepatocelularny karcinom. HepG2
bunkami st vyluCované typické plazmatické proteiny peCene (transferin, albumin,
plazminogén, fibrinogén alebo a-2-makroglobulin). Podiel'aju sa na biotransformaécii

mnohych xenobiotickych zlucenin (Gomez-Lechon et al. 2014; LeCluyse et al. 2012).

3.4 Pouzité bunkové modely
Testy robené na bunkach st kl'icovym nastrojom pre hodnotenie potencialu

ucinnosti novej zluceniny vo vyvoji lieCiv (Suparna 2014).

Bunky prirodzene rastu v extracelularnom matrixe (ECM). Tvori ho komplexna
Struktara, vd’aka ktorej su bunky schopné navzijom komunikovat’ prostrednictvom
biochemickych a mechanickych podnetov. Tieto signaly ovplyviiuju proliferaciu,

diferenciaciu a mnozstvo d’al§ich bunkovych funkcii (Suparna 2014).
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3.4.1 2D bunkovy model
Tento model je povazovany za zlaty Standard in vitro modelu pre hodnotenie

metabolizmu a toxicity lie¢iv (Gomez-Lechon et al. 2014).

Jednoducha vrstva adherentnych buniek rastie na plochom dvojrozmernom (2D)
substrate, ktory dalej moze byt upraveny proteinmi ECM (napr. kolagénom,
fibronektinom, lamininom alebo matrigelom). Monovrstva sbunkami umoziuje
ziskavat’ z média homogénne mnozstvo zivin a rastovych faktorov pre rast buniek
(Huang et al. 2013). Bunkovy skelet je modifikovany na splo$tentt morfolégiu a okolité
bunky st spolu v kontakte len po obvode (Justiceet al. 2009). V ddsledku tejto zmeny
tvaru buniek dochadza k znizeniu polarizdcie buniek, zniZeniu tvorby ZI€ovych
kanalikov a strate dolezitych signalnych drah, ktoré su nevyhnutné pre normdalnu

funkciu hepatocytov (Godoy 2013; Gomez-Lechon et al. 2014).

S 2D bunkovym modelom sa spaja mnoZzstvo nedostatkov. 2D bunkovy model
nie je schopny dostatoéne napodobnit podmienky in vivo a fyziologicku
relevanciu/konstrukéné usporiadanie. V dosledku toho, 2D testy bunkovych kultar
niekedy poskytuju zavadzajlice a nepredvidateIné hodnoty pre in vivo odpovede.
Je oCividné, ze prevedenie eukaryotickych buniek do dvojrozmernej Struktiry
neodzrkadl'uje podmienky ndjdené v nativnom tkanive. Biologické reakcie
ako napriklad expresia receptorov, transkripéna expresia, migracia buniek a apoptoza,
sa vyrazne liSia od povodného organu alebo tkaniva, v ktorom vznikaju. Sled tychto

reakcii je zaloZeny na ¢asovej a priestorovej usporiadanosti (Haycock 2011).

2D bunkovy model je pravdepodobne prili§ jednoduchy a prehliada parametre,
ktoré su rozhodujuce pri fyziologickej funkcii buniek (Haycock 2011).

3.4.2 3D bunkovy model

3D model pontika mikroStruktarované trojrozmerné prostredie, v ktorom mozu
bunky rast’ in vitro. Zakladom metddy je matrica, ktord slizZi pre rast buniek. Povod
matrice méze byt prirodny (Zelatina, kolagén, fibrinogén atd’.) alebo synteticky
(polyméry). Zamerom je ¢o najviac napodobnit’ prirodzené usporiadanie, kde hlavnym
aspektom je pordzna Struktira uréend velkostou asvojou distribiciou. Porovita
Struktira hra dolezitti ulohu v bunkovej migracii, adhézii, tvorbe tkaniv, mechanickej

stabilite a difzii zivin (Luckert et al. 2017, Sobral et al. 2011).
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Kultivované bunky v 3D modeli preukazuji znaky, ktoré su blizsie ku komplexu
in vivo (Vinci et al. 2012). Rastiice bunky v 3D modeli tvoria na matrici agregaty alebo
sféroidy. Tie st zloZzené zbuniek rdznych faz (proliferujicich, apoptickych,
pokojovych, hypoxickych a nekrotickych). Vrchna vrstva sféroidu/agregatu, ktora
je vpriamom kontakte smédiom, je zlozend zo Zivotaschopnych a mnoziacich
sa buniek. Interakcie medzi bunkami a interakcie bunka-ECM lepSie napodobiiuji
prostredie, ktoré sa nachadza in vivo. Morfoldgia buniek je podobna prirodzenému tvaru
buniek vtele (Edmondson et al. 2014). Kyslik, rastové faktory a ziviny z média
su prijimané jadrom bunky v mensej miere. Zostavaju teda v pokojnom alebo

hypoxickom stave (Mehta et al. 2012).

Aj napriek tomu, ze 3D model predstavuje lepSie podmienky pre in vitro
kultivaciu v porovnani s beznym 2D modelom, chyba mu komplexny cievny systém.
Ten podporuje tkaniva in vivo pre okyslicenie, prijem zivin a odvoz odpadu. Bunky
dosledkom  predstaveného faktu vykondvaju tieto funkcie iba  diftziou
(Edmondson et al. 2014). Model 3D nielenze ovplyviluje priestorovi organizaciu
povrchovych receptorov buniek, ale aj vizby buniek. Uvedené aspekty v 3D modeloch
maji  vplyv na transdukciu signdlu, expresiu génov a bunkové spravanie
(Shield et al. 2009, Zietarska et al. 2007). Tabulka 1 uvadza zakladné rozdiely medzi
2D a 3D modelom.

Tab. 1 Zakladné rozdiely medzi 2D a 3D modelom.

2D model 3D model
Neprirodzeny a pretiahnuty tvar bunky Prirodzenejsi tvar bunky
Neprirodzené interakcie medzi bunkami Prirodzenejsie interakcie medzi bunkami
Bunky tvoria monovrstvu Bunky tvoria viac vrstiev
ZhorSena expanzia kmenovych buniek ZlepSena expanzia kmenovych buniek
Odlisné spravanie buniek v porovnani Porovnatel'né spravanie buniek
s in vivo bunkami s in vivo bunkami

Alvetex®Scaffold 96jamkova dosticka

Na nasledujuce experimenty bola pouzitd Alvetex“Scaffold 96jamkova dosticka
od firmy Reinnervate, UK. Ide o flexibilni plochu umoziujicu zlepSenie in vitro testov

a tkanivovych modelov, ktoré napodobnuju lepsi rast in vivo buniek.
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Dosticka, ktora je urCena na jednoduché a rutinné pouzitie, je vyrobena
z &ierneho plastu. Na dne kazdej jamky sa nachadza Alvetex“Scaffold, ¢o je vysoko
porézny a inertny material (polystyrén) (Obr. 1) Pozostava z 200 pm hrubej membrany,
ktora formuje 3D Struktiru. Po aplikécii buniek a ich prilnuti rasti na povrchu alebo
v poréznej matrici. Alvetex“Scaffold udrzuje 3D tvar jednotlivych bunick a zaroven
umoziuje, aby bunky ostali pohromade. Nésledkom toho vznika Struktira a interakcie
medzi bunkami, ktoré su vhodné pre normalnu funkciu tkaniv (Reprocell’, Alvetex
2017, Reprocell’, Alvetex 2017). Obrazok 2 znazorfiuje rozdiel v §truktire buniek v 2D
a 3D modeli.

AlvetexEScaffold porézny
materidl v kazdej jamke

Obr. I Alvetex"Scaffold 96jamkové dosticka.

2D bunkova kultara 3D bunkova kultara

Obr. 1 Porovnanie Struktiry buniek 2D modelu (A, B) a 3D modelu (C, D). A a B znazornuju rast
buniek na beznom 2D povrchu, kde bunky nadobudaju typicka splosteni morfologiu. Bunky
horizontalne pokryvaji Siroky povrch plochy (A) a vertikdlne maju redukovanu vysku (B). C a D
znazoriiuju Alvetex®Scaffold ,kde si bunky viac zachovavaji kvadrovitd Struktaru a 3D §truktiru

(Reprocellz, Alvetex 2017).
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3.5 Metoda na hodnotenie cytotoxicity in vitro

Redukcia tetrazolinovych zlu¢enim

Existuji rézne metddy, ktoré sa moézu pouzivat na odhadovanie poctu
zivotaschopnych buniek (Riss a Moravec 2004). Tetrazolinové soli maju Siroké pouzitie
vdaka svojim chemickym a biologickym vlastnostiam. Tie zavisia od pozitivne
nabitého kvartérneho tetrazolinového kruhu, ktory obsahuje Styri atdomy dusika. Hlavna
Struktira ma na sebe naviazané tri aromatické skupiny, zvycajne fenylové (Berridgeet

al. 2005), (Obr. 3).

Vzorec zdkladnej Struktiry tetrazolinovej soli bol vytvoreny v . ChemBioDraw® Ultra

13.0, 2014 (Obr. 3).

Ry
RigeN

X | />_R3

N~

Obr. 3 Zékladna Struktura tetrazolinovej soli. X ~
je anioén, R; a R; su fenylové skupiny a R, je
fenylova alebo 2-tiazolylova skupina. Jednotlivé

fenyly mézu byt sibstituované.

Redukcia tetrazolinovych zluc¢enin je ukazovatelom Zivotaschopnosti buniek.
Tato reakcia je meritkom urcitych aspektov metabolizmu alebo aktivity enzymov
buniek. Usmrtenim buniek dochédza k rychlemu poklesu schopnosti premeny substratu
na produkt (Riss a Moravec 2004). Tetrazolinové soli sa v zna¢nej miere pouzivaju
v bunkovej proliferacii, enzymovych testoch a v testoch cytotoxicity. V kazdom z nich
su tieto soli metabolicky redukované na farebné konec¢né produkty (formazany),

naruSenim tetrazolového kruhu (Berridge et al. 2005).

CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96®)

Kit CellTiter 96® je kolorimetrickou metédou, ktord sa vyuZiva na stanovenie
poctu zivotaschopnych buniek (4dnonym 2015). Metabolicky aktivne bunky redukuju
tetrazolinovu zluceninu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-
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sulfophenyl)-2H tetrazolium (MTS) na farebny formazan (Obr.4). Tento produkt

je priamo rozpustny v pouzitom bunkovom médiu a maximalnu absorbanciu dosahuje

pri 490 nm (Capasso et al. 2003).

NAD* NADH
H
M. .M.
. G g. CHy
_ 0—5—0
N N I
EHJ ‘..‘"CH'._
SOy
'_—/501 f__\;:"-
/A ! i
(_:/ "'.:-. )'_—_-/
,>'—‘—'/ HOOCH,CO N ~NH
HoooH,co NN = hes \, m NS 5 ~CHs
o S . g _CH- /
| \“ e P Nt N—
o N—{ CH;,
CH;
MTS Formazan

Obr. 4 Redukcia tetrazolinovej zluceniny MTS na farebny produkt formazan za pomoci
buniek, ktoré st metabolicky aktivne. Phenazin ethylsulfat (PES), ako prechodny akceptor
elektronov, prenasa elektrony z NADH na tato redukciu (Riss 2013).

Vdaka zlepSeniu tetrazolinového c¢inidla nie je nutné rozpustat zrazeninu
formazanu, ¢im sa metdda stava komfortnejSou. Formazan, vd’aka svojmu negativnemu
naboju, prispieva k svojej rozpustnosti v bunkovom médiu, a zarovein obmedzuje
permeabilitu bunky pre tetrazolinové ¢inidlo (Scudiero et al. 1988). V dosledku tohto
javu sa tetrazolinové cCinidlo pouziva v kombinacii s fenazin ethylsulfitom (PES).
PES je latka, ktord ma zvySenu chemicku stabilitu, a tym v kombinacii s MTS zaistuje
stabilny roztok. PES (prechodny akceptor elektrénov) prenikd do intracelularneho

priestoru zivotaschopnej bunky, kde na seba naviaze redukény ekvivalent
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[napr. z molekul NADH za vzniku NAD" (nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana
forma)]. Elektrony z cytoplazmy alebo plazmatickej membrany st po opusteni bunky
prenaSané do kultivaéného média, ¢im ulah¢uju redukciu MTS na farebny formazan

(Berridge et al. 2005, Riss 2013 Berridge a Tan 1993; Anonym 2015).

Vzniknuté mnozstvo produktu (formazanu) je priamo Umerné poctu
zivotaschopnych buniek v bunkovej kultare (Anonym 2015). V pripade, Ze klesa
metabolicka aktivita buniek z dovodu ich poSkodenia, znizuje sa schopnost’ buniek
redukovat’ MTS, a tym aj tvorba farebného formazanu. Nasledne sa tento mnoZstevny
pokles formazanu prejavi ako zniZzend hodnota jeho absorbancie, co zodpoveda poklesu
zivotaschopnosti buniek (Berridge a Tan 1993; Cory et al. 1991). Absorbancia

formazanu je merana pri 490 nm (Chakrabarti et al. 2000).

Vyhodami CellTiter 96° je jednoduchost pouZivania metddy, eliminacia
solubilizacnych krokov pre rozpustenie formazanu a opakovatelnost merania.
Pri viacndsobnom merani je potrebné dodrziavat konStantné podmienky

(Anonym 2015, Riss 2013).

3.6 Testované latky
V nasledujucich  experimentoch  boli  pouzit¢é xenobiotikd  z réznych
terapeutickych skupin. Su to latky, ktoré su metabolizované cez pecent a su rizikové

z hl'adiska hepatotoxicity. V terapeutickych davkach vSak predstavuju bezpecné lieciva.

Struktirne vzorce testovanych latok boli vytvorené v programe ChemBioDraw®

Ultra 13.0, 2014 (Obr. 5 — 15)

3.6.1 Nesteroidné antiflogistika (NSAIDs)

NSAIDs st skupinou latok, ktord je vo velkej miere uzivana pre svoj
protizapalovy, antipyreticky a analgeticky ucinok (7erzi et al. 2017). Je znamych
mnoho pripadov, pri ktorych uZivanie NSAIDs sposobilo vdzne poSkodenie pecene
(Rubenstein a Laine 2004). Vzhl'adom na Siroké uzivanie tychto lieCiv sa kladie velky
vyznam na skimanie pecenového poskodenia suvisiaceho s uzivanim NSAIDs

(Agundez et al. 2011).

Na experimenty boli vybrané dve testované latky z tejto skupiny.
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Diklofenak (Obr. 5)

Diklofenak alebo chemicky (2,6-dichlorfenyl)aminobenzénoctovd kyselina
je Siroko uzivané NSAID pri liecbe reumatickych porach, osteoartritid a ankyl6znych
spondylitid. Dalej sa vyuziva ako Gl'avové lietivo pri terapii bolesti. Jeho pedefiova
toxicita bola preukdzand v niekolkych S$tadidch a prevaznd cast’ bola popisana
ako akutne pecenové poSkodenie. ZvySok pripadov zodpovedal chronickej hepatitide.
Presny mechanizmus pecenovej toxicity nie je znamy, ale pravdepodobne dochadza

k tvorbe neoantigénu, ktory posobi hepatotoxicky (Bort et al. 1999, Giri et al. 2010).

Cl

NH
Cl OH

Obr. 5 Diklofenak

Ibuprofen (Obr. 6)

Ibuprofen alebo chemicky 2-(4-isobutylfenyl)propanova kyselina. Primarne
je vpeCeni metabolizovany oxiddciou a hlavnymi metabolitmi st 2-hydroxy
ibuprofen a 2-karboxy ibuprofen. Tieto metabolity nemajii vyrazni farmakologicka
aktivitu. DalSou hlavnou metabolickou cestou ibuprofénu je konjugacia s kyselinou
glukurénovou za vzniku acylglukuronidov (A4/-Nasser 2000). Castillo et al. (1995)
naznacuje, ze kovalentna vizba ibuprofén-glukuronid s pazmatickymi proteinmi

je dolezitou pricinou toxicity.

CH,

H,C OH
CH;, o)

Obr. 6 Tbuprofen
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3.6.2 Antipyretika

Na experimenty boli vybrané dve testované latky z tejto skupiny.
Paracetamol (Obr. 7)

Paracetamol alebo acetaminophen, chemicky N-(4-hydroxyfenyl)acetamid
je bezne uzivané analgetikum a antipyretikum. V predpisanych davkach je dobre
znaSanym lie¢ivom. Predavkovanie je vSak najcastejSou pricinou liekmi vyvolaného
ochorenia pefene a akutneho zlyhania peCene na celom svete. PoSkodenie pecene
nie je vyvolané samotnou latkou, ale jeho metabolitom (N-acetyl-p-benzochinon), ktory
vznikda v pe€eni pomocou CYP enzymov. Za normdalnych okolnosti sa vSak tento
produkt metabolizmu detoxikuje konjugéciou s glutathionom (GSH) (Giriet al. 2010;
Kalantzi et al. 2006).

o)
Y—cH,
HOONH

Obr. 7 Paracetamol
Fenacetin (Obr. 8)

Fenacetin nepredstavuje hepatotoxické lieivo pre cCloveka ani pri viacSom
predavkovani. Celkova toxicita fenacetinu predstavuje asi jednu tretinu toxicity
paracetamolu a dokonca vazne pripady dokazuju malé alebo Ziadne poskodenie pecene

(Zimmerman 1999).

Obr. 8 Fenacetin
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3.6.3 Antimykotika

Na experimenty boli vybrané dve testované latky z tejto skupiny.
Ketokonazol (Obr. 9)

Ketokonazol patri medzi azolové antimykotikd, ktoré su najCastejSie uzivané
na lieCenie hubovych infekcii (Haegler et al. 2017). Ide o heterocyklické syntetické
zlti€eniny so Sirokym antimykotickym spektrom. Inhibuji cytochrom P450 (CYP),
¢ovedie k nedostatku ergosterolu a ku akumulacii 14a-methylovanych sterolov
v hubovych bunkovych membranach. Garcia Rodriguez LA et al. (1999) uvadzajq,
ze cytotoxicky ucinok ketokonazolu je spojeny nielen s materskou zliceninou,

ale aj s N-deacetyl ketokonazolom hlavného metabolitu.

"
")

Obr. 9 Ketokonazol

Amfotericin B (Obr. 10)

Amfotericin B je polyénové antimykotikum. Jeho intravendzna aplikécia
je zdkladom pre terapiu tazkych a zivot ohrozujucich systémovych infekcii.
sa na sterol (ergosterol) hubovej membrany, ¢im sa v membrane vytvoria pdry, ¢o vedie
k strate i6novej rovnovahy a k bunkovej smrti (Chudzik et al. 2017; Sau et al. 2003).
Na druhej strane jeho vysoka afinita k biologickym membranam mdze vyvolat’ zmeny
vo funkciach bunkovej membrany, z Coho plynie organova dysfunkcia. Najvicsia
distribicia amfotericinu B je do peCene, kde ovplyviiuje jej funkcie. Predpoklada
sa, ze interferuje s peCelovym mikrozomalnym oxiddzovym systémom, ktory
je zodpovedny za biotransformaciu velkého spektra réznych endogénnych

a exogénnych latok (Inselmann et al. 2002).
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Obr. 10 Amfotericin B

Azid sodny (Obr. 11)

Azid sodny ma SirSie vyuzitie. Okrem pouzitia v automobilovych airbagoch
sa vyuziva ako herbicid, insekticid, fungicid, baktericid a nematocid. V klinickych
laboratoriach  sa pouziva ako konzervacnd latka v ¢Cinidlach. Azid sodny
sa do organizmu c¢loveka dostava cez dychacie cesty alebo prostrednictvom koze
a po absorbcii sa metabolizuje v pe€eni. Primarnym ucinkom azidu sodného na l'udsky
organizmus je hypotenzia. Presny mechanizmus toxicity azidu sodného vsSak
nie je zndmy, no niektori autori tvrdia, Ze moze byt spojeny s tvorbou oxidu dusnatého

po konverzii azidu sodného (Chang a Lamm 2003).

Obr. 11 Azid sodny
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3.6.4 Antiestrogény

Na experimenty bola vybrana jedna testovana latka z tejto skupiny.
Tamoxifén (Obr. 12)

Tamoxifén alebo chemicky dimetylamin je vyuzivany pri hormonalnej liecbe
pre pacientov, ktori vykazuji estrogen-receptorovo pozitivnu rakovinu pfs. Ponuka
ulavu pre pacientov s metastatickym ochorenim a znizuje riziko recidivy a smrti
v dosledku rakoviny pfs (Ribeiro et al. 2014). Tamoxifén sa pomocou cytochroému P450
metabolicky aktivuje na elektrofilné medziprodukty, ktoré oxiduji enzymy v peceni,
¢o vedie k nadprodukcii reaktivnych druhov kyslika zodpovednych za oxidacné

poskodenie pecene (Jena et al. 2015).

(o
LT

Obr. 12 Tamoxifén

3.6.5 Antituberkulotika

Na experimenty bola vybrana jedna testovana latka z tejto skupiny.

Kyselina p-aminosalicylova (PAS) (Obr. 13)

PAS je radend do druhej linie antituberkulotik a je vSeobecne povazovana
sa bakteriostatické Cinidlo pre Mycobacterium  tuberculosis. KvoOli  znamej
hepatotoxicite PAS sa dnes uprednostiiuji na liecbu tuberkuldzy lieCiva s niz§im
hepatotoxickym  potencialom  patriace do  prvej linie  antituberkulotik

(Minato et al. 2015)
NH,

HO

O~ OH

Obr. 13 Kyselina p-aminosalycilova
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3.6.6 Methanol a Ethanol
Methanol (Obr. 14)

Methanol je spojeny s vyraznym vplyvom na spravnu funkciu pecetiovych
buniek. Pri jeho metabolizacii dochddza ku vzniku formaldehydu a kyseliny mravce;.
Tieto latky vykazuju celkovo toxicky charakter. Pri intoxikécii methanolom taktiez
dochadza k mitochondridlnemu poskodeniu a k tvorbe kyslikovych radikélov, ktoré

spolocne so vzniknutymi metabolitmi zvySuju hepatotoxické ucinky methanolu

(Becker 1983).

H,C”

Obr. 14 Methanol

Ethanol (Obr. 15)

Chronickd spotreba ethanolu sposobuje poskodenie pecene komplexnym
spdsobom, ktory zahfiia oxidacny stres, hypoxiu, zvySenie reguldcie protizapalovych

cytokinov a defekty v energetickom metabolizme (Venkatraman et al. 2004).

cH

_CH
HO ~ 2

Obr. 15 Ethanol
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4 Ciele prace
* Cielom diplomovej prace bolo stanovit cytotoxicitu in vitro 11 vybranych

testovanych latok s vyuzitim vhodného bunkového modelu za pomoci

kolorimetrickej metody CellTiter 96°.

+ Kultivovat’ zvolenti bunkovu liniu I'udskych peceniovych HepG2 buniek na 2D a 3D

Struktire.

* Vyhodnotit' ziskané experimentalne vysledky, porovnat namerané¢ hodnoty

jednotlivych latok na 2D a 3D urovni a latok medzi sebou navzajom a vypracovat’

diplomovu pracu podl’a platnych poZiadavok.
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S Experimentalna ¢ast’

5.1 Pouzity material

5.1.1 Pristroje a pomocky
* Laminarny box Micrological safety cabinet TOP — SAVE 1,8 Bio air instruments

s.r.l., Taliansko)
* 96 jamkova dosticka ¢ira (NUNC, dodavatel’ Scholler, Praha)
« Alvetex“Scaffold 96 jamkova dosticka cierna pre 3D testovanie (Reinnervate, UK)
« Sterilné, nepyrogenné sklenené pipety 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Svajéiarsko)
« Sterilné polypropylenové falkonky 15 ml, 50 ml (TPP, Svajéiarsko)
* Mikroskop OPTIKA, Microscopes, XDS-1 R (OPTIKA Microscopes, Taliansko)
* Inkubator (Sartorius stedim biotech GmbH, Nemecko)
« Sterilna kultiva¢na nadoba 75 cm? (TPP, Svajéiarsko)
» Mikroskiimavky Eppendorf (ep T.I.P.S. Standard 2 — 200 pul, 50 — 1000 ul, Nemecko)
* Pasteurove sklenené pipety (Brand GMBH, Nemecko)
« Miesacka Bio Vortex V, (Biotech, Ceska republika)
« Centrifuga Multi — (Spin MSC — 6000 Biosan, Biotech, Ceské republika)
* Analytické vahy (Boeco, Nemecko)
* Ultrazvukova kupel’ (Ecoson)
* Elektricky vibracny strojcek Lab Dancer (IKA — Werke, Nemecko)
* Vodna kupel’, TW 12 (Julabo, Nemecko)
« Dosti¢kovy analyzator TECAN Infinite 200 M (Svajéiarsko)
* Viackanalové pipety Discovery Comfort (HTL, Pol'sko)

* Jednokanalové pipety s variabilnym objemom Eppendorf Research a Eppendorf

Research Plus (Eppendorf Czech & Slovakia s.r.0.)
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« Spicky Eppendorf s variabilnym objemom (Hamburg, Nemecko)

5.1.2 Chemikalie

* Kultivacné médium: Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), 500
ml (Sigma Aldrich, USA) spridavkom 10 % fetdlneho bovinného séra (PAA
Laboratories, Biotech, Praha), 1% L-glutaminu (Sigma-Aldrich, USA) a 1 %
neesencialnych aminokyselin (Sigma -Aldrich, USA)

* Fosfatovy pufor PBS (Phosphate Buffered Saline, pH = 7,4) (NaCl, KCl, Na2HPO4,
NaH2PO4 - PENTA, Ceské4 Republika)

* Trypsin/EDTA roztok (0.25%, Trypsin/EDTA solution) (Sigma-Aldrich, USA)
* Dimethylsulfoxid (DMSO, for molecular biology, > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA)
* CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96®)

* Testované latky amfotericin B, ketokonazol, diklofenak, fenacetin, ibuprofen,
paracetamol, para-aminosalicylova kyselina (PAS), azid sodny, tamoxifén, ethanol

a methanol (Sigma Aldrich, USA)

5.1.3 Bunkovy model
V tejto praci sme pouzili bunky HepG2 (pasdze 4-17) (European Collection
of Cell Cultures, Salisbury, UK).

5.1.4 Testované latky
Tabulka 2. uvadza pouzité latky pri experimentoch, ich sumarne vzorce

a molarne hmotnosti.
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Tab. 2 PouZité latky pri experimentoch, ich sumarny vzorec a molarna hmotnost’.

Nazov latky Molarna hmotnost’

Sumarny vzorec

(g/mol)

Amfotericin B C47H73NO 7 924,08
Ketokonazol Cr6HogC1oN4O4 531,44
Diklofenak C14H;;,CLLNO, 318,13
Fenacetin Ci1oH13NO, 179,22
Ibuprofen C13Hi50, 206,28
Paracetamol CsHoNO, 379,70
Kyselina p-aminosalicylova
(BAS) C7H7NO;3 153,14
Azid sodny NaNj 65,01
Tamoxifén CyHyoNO 371,52
Etanol C,HqO 46,07
Metanol CH,O 32,04
5.2 Metody

Nami uréené latky boli testované na cytotoxicitu in vifro na modeli T'udskej

bunkovej linie HepG2. Na testovanie nagich 11 latok bol pouzity kit CellTiter 96°.

5.2.1 Priprava fosfatového pufru

V tabulke 3 su uvedené pouzité chemikalie na pripravu fosfatového pufru
(PBS), ich mnozstvo na dany objem (2 litre), ich molarna hmotnost’ a ich jednotlivé

koncentracie v pufri .Navazky latok sme doplnili destilovanou vodou do pozadovaného

objemu. Pomocou NaOH sme upravili pH pufru na 7,4 za pouzitia pH-metra.
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Tab. 3 Priprava fosfatového pufru.

Navazka Molarna hmotnost’ Koncentracia v pufry
Chemikalie
(8 (g/mol) (mM)
NaCl 16,01 58,44 136,98
KCl 0,42 77,55 2,71
Na,PO4.12H,0 7,16 358,14 10,00
NaH,PO,. 2H,0 3,12 156,01 10,00

5.2.2 Bunkova kultivacia

Pouzit¢ HepG2 bunky boli pravidelne kultivované v kultivacnej nadobe
v bunkovom médiu Minimum essential medium eagle o definovanom zloZeni
(10 % fetalne bovinné sérum, 1 % aminokyselina L-glutamin, 1 % neesencidlne
aminokyseliny). Kultivacia prebiehala v sterilnom inkubatore pri 37 °C v riadenej
atmosfére (5 % CO, a vysoka relativna vlhkost’). Tieto podmienky najviac napodobiiuju
prostredie in vivo. Po urcitej dobe bunkového rastu a delenia (2 — 3 dni) boli bunky

mikroskopicky kontrolované a spasaZzované.

Pred samotnym pasédZovanim, ktoré prebiehalo v lamindrnom boxe, boli nadoby
s PBS pufrom, médiom a trypsinom zahriate vo vodnom kupeli na 37 °C po dobu
30 min. Pred pracou v laminarnom boxe bol vSetok materidl oSetreny 70 % etanolom,

aby sa zabranilo kontaminécii z nesterilného prostredia.

Z kultiva¢nej nadoby s HepG2 bunkami bolo opatrne odsaté staré¢ kultivacné
médium. K bunkdm bolo pomocou pipety pridanych 10 ml PBS, ktorym sme preplachli
bunky od starého kultivaéného média. Tento roztok bol opdt odsaty. Pridanim
0,25 % trypsinu/EDTA doslo k uvolneniu buniek od povrchu kultivatnej nadoby
auvolneniu medzibunkovych spojov. Uvolneniu buniek sme taktiez napomohli
mechanickym poklepanim rukou na kultivacnu nadobu. VlozZenim nadoby s bunkami
HepG2 do inkubatora na 2 min. sme urychlili uvolnenie buniek. Po dlhSom posobeni

trypsinu na bunky mohlo déjst’ kich poskodeniu. Uginok trypsinu sme inaktivovali
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pridanim nového kultivaéného média. Pravidelnym nasdvanim pipetou a jej spitnym

vypustanim sa vzniknutd suspenzia dostatocne premiesala.

Cast’ bunkovej suspenzie z pasaZe bola nasadena do novej kultivaénej nadoby
snovym médiom a dalej kultivovand. Zo zvySnej Casti suspenzie bolo odobranych
dvakrat po 10 pul a aplikovanych na Biirkerovu komorku. Prostrednictvom Biirkerovej
komorky sme uréili pocet bunieck v 1 ml suspenzie. Dal§im krokom bolo nariedenie
bunkovej suspenzie pomocou kultivaéného média na pozadovanu koncentraciu
5x10* buniek/200 pl. Po nariedeni sme pripravenii suspenziu nasadili pomocou
multikanalovej pipety do 96jamkovej dosticky (5x10*buniek/jamka). Stdasne bola
pripravend kontrolnd testovacia dosSticka, ktord v kazdej jamke obsahovala
200 pl kultivaéného média bez buniek. Nasledovala inkubacia pri 37 °C v atmosfére
sytenej 5 % CO; po dobu 24 hodin. Po tejto inkubdcii sme k bunkdm pridavali DMSO
(kapitola 5.2.3) alebo testované latky (kapitola 5.2.7).

Pocas experimentov sme sa snazili vyhnut rohovému efektu tym, Ze sme
po obvode 96jamkovej dosticky napipetovali samotné médium bez buniek. Rohovy
efekt sa moze prejavit rychlejSim vysychanim kultivacného média v okrajovych

jamkach testovacej dosticky, ¢im by mohlo ddjst’ k skresleniu vysledkov.

5.2.3 Zistenie optimalnej koncentracie dimethylsulfoxidu
DMSO je jedno znajpouzivanejSich organickych rozpuStadiel pre velké

mnozstvo organického materialu.

Takmer vSetky nami pouzité latky s rozpustné v tomto rozpustadle okrem

azidu sodného, ktory sme rozpustili v destilovanej vode.

Toxicita dimethylsulfoxidu (DMSO) bola testovand na bunecnej linii HepG2
buniek. Nariedenim DMSO za pomoci kultivatného média bolo ziskané DMSO
v roznych inhibi¢nych koncentraciach (0,5 % — 10 %). Takto pripravené koncentracie
DMSO boli nasadené¢ do jednotlivych triplikatov jamiek s bunkami. Sucasne boli
pripravené kontroly pre 100 % zivotaschopnost' buniek, tzn. bunky pritomné
v 200 pul média v jamke, kontrola pozadia absorbancie DMSO (médium bez buniek
snami zvolenymi koncentrdciami DMSO) a kontrola pozadia absorbancie média

t.J. médium bez buniek a bez DMSO.
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Nasledovala inkubacia po dobu 24 h pri 37 °C vatmosfére 5 % CO..
Po 24 h sme do kazdej jamky pridali 20 pl ¢inidla — tetrazolinovej soli (MTS). Dalej
doslo ku inkub4cii pri 37 °C po dobu 2 h a nasledne k meraniu absorbancie pri vinove;j
dizke 490 nm na dosti¢kovom analyzatore TECAN. Po ziskani hodnét absorbancie sme
dopocitali aritmeticky priemer, smerodajni odchylku (SMODCH) a relativou
smerodajnu odchylku (relat. SMODCH). Od hodnét priemernej absorbancie (bunky
vmédiu spolu s koncentraciou DMSO) boli od¢itané priemerné hodnoty pozadia
absorbancie DMSO (médium bez buniek s DMSO). Naslednym vynasobenim ¢islom
sto a vydelenim hodnotou, ktord bola ziskand odc¢itanim pozadia média

od 100 % zivotaschopnosti buniek sme vypocitali percentualnu Zivotaschopnost’ buniek.

5.2.4 Linearita bunkovej odpovede

Pred experimentmi bolo potrebné zistit lienaritu bunkovej odpovede,
ktora je funkciou hustoty pri sadeni buniek. Do triplikdtov na 96jamkovej dosti¢ke 2D
a 3D modeli, boli nasadené rdozne pocty buniek HepG2 (1000 — 150 000 buniek).
Po nariedeni roztoku s kultivacnym médiom bolo s multikandlovou pipetou
injikovanych 200 pl do kazdej jamky. Pre kazdy casovy interval bola nasadend
96jamkova dosticka 2D i1 3D modelu. Zvolené inkubdcie boli vykonané v Casoch
24 h, 48 h a 72 h. Inkubdacia prebiehala pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére. Po kazdom dni
(24 h) bolo k bunkam pridanych 40 ul MTS ¢inidla a inkubécia prebiehala d’alej urcita
dobu (2 h). Po tejto dobe bolo odobratych 100 pl do novej dosticky a odmerana
absorbancia pomocou dosti¢kového analyzatora TECAN (pri vlnovej dizke 490 nm).

Po 3 dnoch bola vyhodnotena linearita bunkovej odpovede.

5.2.5 Priprava roztokov testovanych latok

Pre experimenty bolo pouzitych 11 latok. Osobitne pre kazdi naSu latku bolo
zvolené¢ vhodné rozpitie inkubacnych koncentracii (Tab. 5 a Tab.6). Najskor bola
pripravend zasobna koncentracia skimanych latok, kde doleziti tlohu zohravala ich
rozpustnost’ v rozpust'adle. Ako najvhodnejsie rozpustadlo pre vacsinu latok sme zvolili
DMSO. Azid sodny sme rozpustali v destilovanej vode. Z roztokov s najvysSou
koncentraciou bola pripravena rada rdznych koncentracii metdédou postupného riedenia

(Tab. 4). Vo vicsine pripadov Slo o desat’ koncentracii pre kazdua latku.
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Tab. 4 Tlustraéna ukazka pripravy série zasobnych roztokov (A — J) s roznymi koncentraciami

testovanej latky. V tomto pripade ide o amfotericin B.

Zasobna Riedenie
Riedenie
Roztok koncentracia Objem DMSO
Objem roztoku
(nM) (D
()
A 2000 0 90
B 1000 45 A 45
C 500 45B 45
D 250 45C 45
E 100 36 D 54
F 50 45 E 45
G 25 45 F 45
H 10 36 G 54
I 5 45 H 45
J 1 181 72

K vypoctu menej koncentrovaného roztoku z koncentrovanejSieho roztoku bol

pouzity nasledovny vzorec:

Cp
_X VB = VA
Cy

Vi = Va= Vpumso
VA — objem roztoku A
Vg — celkovy objem roztoku
Vpumso - objem pouzitétho DMSO
CA — koncentrécia roztoku A

cg — koncentracia roztoku B
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Tab. 5 Rozmedzie inkubacnych koncentracii (uM) testovanych latok pouZitych pri experimentoch.

Nazov latky Rozmedzie inkubac¢nych koncentracii
(uM)
Amfotericin B 0,01 -20
Ketokonazol 0,05 -150
Diklofenak 1-1000
Fenacetin 100 -20 000
Ibuprofen 1-1000
Paracetamol 10-25000
Kyselina p-aminosalicylova (PAS) 10-15000
Azid sodny 10 -6000
Tamoxifén 0,1-100

Tab. 6 Rozmedzie inkubacnych koncentracii (%) DMSO a testovanych latok pouZitych

pri experimentoch.

Rozmedzie inkubaénych koncentracii

Nazov latky %)

DMSO 0,5-10
Etanol 0,5-10
Metanol 0,5-10

5.2.6 Priprava dosticky pre 3D experimenty

Priprava dosticky pre experimenty bola vykonana podla postupu odporucaného
vyrobcom. Dosticka 3D bola vybrata v sterilnom prostredi (laminarny box) z jeho
povodného obalu. Postupne sa do kazdej jamky na dosticke pridalo
100 pl 70 % ethanolu. Po opatrnom odsati 70 % ethanolu bolo do jamky pridanych
200 pl kultivaéného média. Tento krok by mal nasledovat’ ihned’, aby bolo znizené
riziko vysychania dosti¢ky v dosledku postupného vyparovania ethanolu. Nésledne opét’
doslo k odsatiu kultivacného média a k pridaniu 100 pl toho istého kultivacného média.

Dosticka s médiom bola umiestnena do inkubatora v podmienkach 37 °C s 5 % CO,

34



atmosférou po dobu 5 min. Nésledne bola dosticka vybratd a médium sa odsalo. Takto

pripravena 3D dosti¢ka bola nachystana na sadenie HepG2 buniek.

5.2.7 Inkubacia buniek s testovanymi latkami a vykonanie testu CellTiter 96"
Dvadsat’styri hodin po nasadeni buniek bola kazda koncentracia testovanej latky
pridana k nasadenym bunkdm. Do kontrolnej a testovacej 2D a 3D dosticky bolo
injikovanych 2 ul z kazdej koncentracie do jednotlivych triplikatov. Kontrolna dosticka
sluzila na kontrolu viacerych parametrov. Slo o kontrolu interakcie medzi testovanou
latkou a Cinidlom (MTS), a tiez o kontrolu pozadia média. Zaroven bola pripravena
kontrola maximalnej Zivotaschopnosti (bunky v kultivaénom médiu), kontrola vplyvu
DMSO rozpustadla (bunky v kultivabnom médiu s1 % DMSO) a kontrola
100 % toxicity (bunky v médiu s 10 % DMSO). Po priprave testovacej a kontrolnej
dosticky nasledovala inkubacia po dobu 24 h pri37 °C a 5 % CO,. Potom bolo
do kazdej jamky pridanych 40 pl ¢inidla MTS zkitu CellTiter 96 a nasledovala
inkubacia po dobu 2 h. Z 3D dosticky bolo odobranych 100 pl do novej, priechl'adnej 2D
dosticky. Vzapiti bola odmerana absorbancia pomocou dostiCkového analyzatora

TECAN (pri vinovej dizke 490 nm).

5.2.8 Vyhodnotenie experimentalnych hodnot

Ziskané experimentalne hodnoty sme Statisticky spracovali v programe Microsoft
Excel 2010 pre 2D model, 3D model a kontrolu. Z udajov absorbancie v tripkatoch sme
vramci jednotlivych koncentracii vypocitali ich priemer, smerodajni odchylku
arelativnu smerodajnii odchylku vzorcom [(smerodajnd odchylka * 100)/priemer].
Prostrednictvom programu GraphPad Prism sme vyhodnotili koncentra¢ni zévislost’
cytotoxicity. Pomocou hodnét koncentracie, percentudlnej zivotaschopnosti a relativnej
smerodajnej odchylky bol zostrojeny graf zavislosti Zivotaschopnosti (os Y)
na logaritme koncentracie (os X). Pomocou modelu nelinedrnej regresie sme ziskali
hodnotu ICsy. Je to hodnota vyjadrujica koncentraciu testovanej latky, ktora spdsobi
inhibiciu Zivotaschopnosti na 50 % zo 100 % Zivotaschopnosti. Cim niz§iu hodnotu

ICsp ma testovana latka, tym je toxickejSia na bunky.
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6 Vysledky

6.1 Optimalizacia koncentracie DMSO

Pred vykonanim experimentov s testovanymi latkami bolo nutné stanovit’ mozné
cytotoxické posobenie rozpustadla DMSO na bunky. Testovalo sa koncentracné
rozmedzie DMSO (0,5 % — 10 %) po 24-hodinovej inkubécii s bunkami.
Obrazok 16 zobrazuje konkrétne koncentracie DMSO a ich cytotoxicky ucinok.
So zvySujicou sa koncentrdciou DMSO bola znizovana zivotaschopnost’ buniek.
V zavislosti od tychto vysledkov bola v nasledujucich experimentoch pouzita

1 % koncentracia DMSO rozpustadla.
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Obr. 16 Cytotoxicky G¢inok DMSO na HepG2 bunky testovany pomocou metddy CellTiter 96%. Bunky
i kontroly boli inkubované v2D (A) a3D (B) modelu v triplikatoch za pozadovanych podmienok
(24 hod, 37 °C, 5 % CO, atmosféra) a pri zvysujlcej sa koncentracii DMSO (0,5 % — 10 %). Hodnoty
su prezentované ako aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov.Z grafu zavislosti

zivotaschopnosti (%) na koncentracii DMSO bola zistena I1Csy.
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6.2 Stanovenie linearity bunkovej odpovede

Linearita bunkovej odpovede bola hodnotena pomocou metddy CellTiter 96°.
Skumali sme lienaritu absorbancie na zaklade mnozstva nasadenych buniek.
Na obrazkoch 17 — 19 je zndzornena zavislost absorbancie na zvySujucom sa pocte
buniek hodnotend po casovych intervaloch 24 h (Obr. 17), 48 h (Obr. 18) a 72 h
(Obr. 19). Z grafov je zrejmé, ze najlepSie vysledky boli dosiahnuté¢ u 2D a 3D
modeloch po kratSej dobe inkubacie a pri menSom pocte nasadenych buniek. Po prvom
dni inkubécie (Obr. 17 A a 17 B) sa v oboch pripadoch tento vztah javil ako linearny
pri pouziti mensieho poctu buniek (asi do 50 000 buniek na jamku). Pre nasledujuce

experimenty sme teda zvolili inkubaciu 24 h a 50 000 buniek na jamku.
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Obr. 17 Linearita bunkovej odpovede po prvom dni (inkubécia 24 h) stanovend pomocou CellTiter 96®
na 2D (A) a 3D (B) bunkovom modeli. Bunky boli inkubované v triplikatoch. Hodnoty s prezentované

ako aritmetické priemery £ SD nameranych vysledkov.

39



C)

2D model
1.0~
0.8-
o
O
% 0.6
0
o
b 0.4-
0
(4+)
0.2
0.0 1 1 | 1
0 50000 100000 150000 200000
pocet buniek/jamka
D)
3D model
1.0-
(3°]
[T
c
(4%}
2
8 0.5
e
(4+]
0.0 T T T 1
0 50000 100000 150000 200000

pocet buniek/jamka

Obr. 18 Linecarita bunkovej odpovede po druhom dni (inkubacia 48 hod) stanovena pomocou
CellTiter 96" na 2D (C) a 3D (D) bunkovom modeli. Bunky boli inkubované v triplikatoch. Hodnoty

su prezentované ako aritmetické priemery £ SD nameranych vysledkov.
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Obr. 19 Linearita bunkovej odpovede po tretom dni (inkubacia 72 h) stanovena pomocou CellTiter 96
na 2D (E) a 3D (F) bunkovom modeli. Bunky boli inkubované v triplikatoch. Hodnoty st prezentované

ako aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov.
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6.3 Stanovenie cytotoxicity pomocou CellTiter 96°
Pre zistenie toxikologického parametru ICsy sme testovali cytotoxické posobenie

jednotlivych latok na Zivotaschopnost HepG2 buniek pocas 24-hodinovej inkubécie.

Na nasledujucich obrazkoch 20 — 30 st grafy, ktoré znazorfiuji zavislost’
zivotaschopnosti buniek HepG2 (%) na rastiicej koncentracii testovanych latok
na HepG2 bunky. Koncentracia xenobiotik (uM alebo mM) je vyjadrena

ako logaritmicka hodnota.
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Obr. 20 Cytotoxicky u¢inok amfotericinu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96® na Girovni
2D (A) a 3D (B) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
amfotericinu. Inkubécia prebiehala 24 hod. pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované

ako aritmetické priemery = SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre

amfotericin.
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Obr. 21 Cytotoxicky uginok ketokonazolu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96" na trovni
2D (C) a 3D (D) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujucej sa koncentracii
ketokonazolu. Inkubacia prebichala 24 h pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola odc¢itana ICsy pre

ketokonazol.
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Obr. 22 Cytotoxicky G¢inok azidu sodného na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96 na tirovni
2D (E) a 3D (F) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
azidu sodného. Inkubécia prebiehala 24 h pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére. Hodnoty su prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre azid sodny.
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Obr. 23 Cytotoxicky u¢inok paracetamolu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96® na arovni
2D (G) a 3D (H) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
paracetamolu. Inkubécia prebiehala 24 h pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola odc¢itana ICsy pre

paracetamol.

46



2D model

IC50 > 20,00 mM

75+

viabilita (%)
3

N
(&)
1

=]

0.01 1 100

)
a
1

koncentracia fenacetin (mM)

J)
3D model

150 - IC50 > 20,00 mM

125+

100¢

-q
(4]
1

........................................................................

viabilita (%)
S

N
(3)}
1

0.01 1 100

-25-
koncentracia fenacetin (mM)

Obr. 24 Cytotoxicky u¢inok fenacetinu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96" na trovni 2D
(D a 3D (J) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
fenacetinu. Inkubacia prebiehala 24 h pri 37°C a 5% CO, atmosfére. Hodnoty s prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre fenacetin.
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Obr. 25 Cytotoxicky u&inok ibuprofenu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96® na arovni 2D
(K) a 3D (L) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvysujicej sa koncentracii
ibuprofenu. Inkubdcia prebiehala 24 h pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty si prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre ibuprofen.
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Obr. 26 Cytotoxicky uginok diklofenaku na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96" na urovni
2D (M) a 3D (N) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
diklofenaku. Inkubacia prebichala 24 h pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako
aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre diklofenak.
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Obr. 27 Cytotoxicky uginok tamoxifénu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96® na trovni 2D

(O) a 3D (P) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii

tamoxifénu. Inkubacia prebiehala 24 h pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre tamoxifén.
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Obr. 28 Cytotoxicky uginok PAS na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96" na trovni 2D (Q)
a 3D (R) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikdtoch pri zvysujicej sa koncentracii PAS.
Inkubacia prebiehala 24 h pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako aritmetické

priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre PAS.
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Obr. 29 Cytotoxicky uginok methanolu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96 na trovni 2D
(S) a 3D (T) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujicej sa koncentracii
methanolu. Inkubéacia prebiehala 24 h pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty su prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre methanol.
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Obr. 30 Cytotoxicky Gginok ethanolu na HepG2 bunky testovany pomocou CellTiter 96 na urovni 2D
(U) a 3D (V) modelu. Bunky i kontroly boli inkubované v triplikatoch pri zvySujucej sa koncentracii
ethanolu. Inkubéacia prebichala 24 h pri 37 °C a5 % CO, atmosfére. Hodnoty st prezentované ako

aritmetické priemery + SD nameranych vysledkov. Z vysledného grafu bola od¢itana ICs, pre ethanol.
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Tabul'ka 7 a 8 uvadza este raz pre prehl'adnost’ suhrn vsetkych zistenych hodnot

ICsg testovanych latok s pouzitim 2D a 3D bunkovych modelov HepG2.

Tab. 7 Suhrnny prehPad zistenych hodnét ICs, testovanych latok s pouZitim 2D a 3D bunkovych
modelov HepG2.

Nazov litky ICso (1M) ICso (nM)
2D model 3D model
Amfotericin 7,37 7,16
Tamoxifén 12,78 32,43
Ketokonazol 16,89 30,30
Azid sodny 323,90 >6000
Diklofenak 399,30 632,00
Ibuprofen 529,9 750,30
Kyselina p-amiosalicylova (PAS) 1907 2816
Paracetamol 9750 10880
Fenacetin >20000 >20000

Tab. 8 Hodnoty I1Csy (%) DMSQO, methanolu a ethanolu.

ICso (%) ICs0 (%)
Nazov latky

2D model 3D model
DMSO 3,02 4,41
Methanol 4,79 5,10
Ethanol 7,39 9,59
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7 Diskusia

Hlavnym organom pre metabolizmus lie¢iv a xenobiotik je peceni, ¢im sa stava
hlavnym cielom pre poskodenie sposobené liekmi. Na poskodeni buniek pecene
sa podiel'aju niektoré¢ molekuldrne mechanizmy vyvolané priamo lieCivom alebo
jeho metabolitmi, dosledkom ¢oho vznikaji akutne a chronické ochorenia pecene

(Gomez -Lechon et al. 2014, Luckert et al. 2017).

Hepatotoxicita vyvoland lie¢ivami predstavuje velky klinicky problém.

Predstavuje 50% vSetkych pripadov akatneho zlyhania pecene (Dambach 2005).

Pre tuto skutoCnost’” sme si na testovanie cytotoxicity vybrali bunkovi liniu
HepG2 zludského hepatocelularneho karcinomu. Téato nadorovd linia m& mnohé
vyhody ako schopnost neobmedzene sa delit, dostupnost, lahkd manipulacia
a nenaro¢né podmienky na kultivaciu (Svachova 2015). Vzhl'adom na to, Ze tradiénd 2D
bunkova kultira ma obmedzené schopnosti reprodukovat’ fyziologické podmienky
(napr. vlastnosti buniek alebo chovanie buniek v organizme) sme sa rozhodli
pre porovnanie pouzit' 3D bunkovu kultiru, ktord viac napodobiiuje podmienky in vivo

(Edmondson et al. 2014). Studované latky tak boli testované na 2D aj na 3D modeli.

Na stanovenie cytotoxicity naSich 11 testovanych latok sme pouzili Standardnu
kolorimetricki metodu CellTiter 96, ktord je zaloZend na redukénom stanoveni
metabolicky aktivnych buniek. Dochadza k redukcii tetrazolinového ¢inidla MTS
na farebny produkt (formazan), ktorého mnozstvo je detekované absorbancne
aje priamo umerné zivotaschopnym bunkdm. PocCas experimentov vSak moéze byt
pozadie absorbancie Ciastocne ovplyvnené, a to typom pouzitého bunkového média,
pH, typom séra, pripadne dobou vystavenia svetlu. Pri dlhsej expozici svetla moze byt’
spontannost’ redukcie tetrazolinovej soli urychlend (4nonym 2015). Aby sme zamedzili
vzniku vysokého pozadia absorbancie, snazili sme sa ¢inidlo vystavovat’ svetlu
v ¢o najmensej miere, aby nedochadzalo k zbyto¢nému ovplyvneniu vysledkov. Podl'a
vyrobeu kitu CellTiter 96° odporugana doba inkubéacie buniek s MTS &inidlom je 1 —
4 hodiny (Anonym 2015). Pocas prvého experimentu sme bunky spolu s ¢inidlom
inkubovali po dobu 4 h. Vzhl'adom na evidentné rozdiely v absorbancii uz pocas 2-
hodinove] inkubacie sme sa rozhodli skratit’ inkuba¢ny c¢as dalSich experimentov.
Pred testovanim cytototxicity jednotlivych latok na 2D a 3D modeli bolo potrebné

navolit’ vhodny pocet buniek na jamku testovacej dosticky. Zistovali sme taky pocet
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buniek, aby medzi mnozstvom buniek v jednej jamke a absorbanciou bola linearna
zavislost. Linearita bunkovej odpovede hodnotend pomocou metédy CellTiter 96"
sa prejavila asi v pocte 50 000 buniek na jamku. Pri vySSom pocte buniek na jamku
dochadzalo k nelinearite, ¢o mohlo byt sposobené prekrytim buniek navzijom alebo
znizenym prijmom Zzivin z kultivaéného média. Pri experimentoch na 2D a 3D modeli

sme teda pouzili hustotu 50 000 buniek na jamku v 200 pl kultivacného média.

Ako indikator miery toxicity testovanych latok bol zvoleny parameter ICs.
Tento parameter predstavuje hodnotu koncentrécie latky, ktora vyvold 50 % maximélne
bunkové poskodenie, teda smrt’. Po odmerani absorbancie boli za pomoci grafu od¢itané
ICso pre kazdu testovanu latku. S narastajucou koncentraciou latok sa zvySovala ich
cytotoxicita a zniZzovala ICs,. Prostrednictvom tejto inhibi¢nej koncentracie bolo mozné

porovnat’ latky medzi sebou na urovni 2D modelu a 3D modelu a latok navzajom.

Vykonavanie testov cytotoxicity in vitro komplikovala zhorSend rozpustnost’
testovanych latok vo vode. Pre takmer vsetky testované latky (okrem azidu sodného,
ktorého rozpustnost’ bola lepsia vo vode) sme pouzili ako rozpustadlo zluceninu
DMSO, ktora je pre bunky vSeobecne toxickd. Aby sme zabranili tomuto toxickému
posobeniu DMSO na bunky, museli sme u vykondvanych experimentov zaistit’, aby
koncentracia DMSO v inkuba¢nom médiu s pozadovanou koncentraciou Studovanej
latky nepresahovala 1 % (Katrnoskova 2017). Nase vysledky cytotoxického pdsobenia
DMSO na bunky poukazujt, ze koncentracia 1 % DMSO ovplyviiuje viabilitu buniek
len ve'mi malo (Obr. 16). Stcastou kazdého testu na cytotoxicitu bola preto vel'mi

dodlezita kontrolnd vzorka buniek s 1 % DMSO, ktora zaistovala validitu experimentov.

Bunky HepG2 vykazovali cytotoxicki odpoved’ na zvySujucu sa davku
koncentracie testovanej latky. Odpovede sa 1iSili medzi 2D a 3D kultirami. VSeobecne
znasich vysledkov vyplyva, ze bunky kultivované v 3D prostredi boli schopné viac
tolerovat’ vysSie koncentracie testovanej latky. Dovodom moze byt skutocnost,
ze bunky rastice v 2D prostredi maji abnormélnu Struktaru a zvy€ajne st pod stresom,
¢im sa stavaju menej tolerantné k traumam. Zatial’ Co bunky rastiuce v 3D prostredi maju
Struktaru pripominajicu svoje nativne prostredie, a preto si menej nachylné na tlak
prostredia. Dokazy naznacuju, ze Uprava podmienok bunkového rastu mozu radikalne

ovplyvnit’ spravanie buniek v reakcii na chemické ¢inidla (Bokhari et al. 2007).
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Jednou z testovanych terapeutickych skupin boli antimykotikd. Na testovanie
cytotoxicity in vitro sme si vybrali latky amfotericin B a ketokonazol. Z vysledkov
je zreymé, ze vykazovali rddovo vyssi cytotoxicky potencial na 2D a 3D modeli HepG2
buniek v porovnani s ostatnymi testovanymi latkami. Zich chemickej Struktury
(Obr. 9— 10) mdézeme vyvodit, Ze ide o lipofilnejSie latky v porovnani s ostatnymi
testovanymi latkami, ¢o im umoznuje jednoduchsi prienik do buniek, a tym zvySenu

toxicitu na ich funkcie.

Podl'a hodnoty ICs testovanych antimykotik na 2D a 3D kulture vykazoval

vy$siu cytotoxicitu amfotericin B nez ketokonazol.

U amfotericinu B sa hodnoty ICsy pre 2D model (7,37 uM) a 3D model
(7,16pM) HepG2 buniek vyrazne nelisili. V stilade s nasimi vysledkami taktiez mnohé
Studie ukazuju, ze bunkova viabilita v 3D kultare pocas prvych dni (I — 5 dni)

nie je signifikantne odliSna v porovnani s 2D kultarou (Edmondson et al. 2014).

Na druhej strane ketokonazol preukazal pdsobenim na bunky dvojndsobne
vySSie cytotoxické pdsobenie na 2D model (ICso = 16,89 pM) v porovnani s 3D
modelom (ICO =30,30 uM). ZvySenu rezistenciu voci lie¢ivam v 3D kultare mézeme
prisudzovat’ ich obmedzenej fuzii cez sféroidy a hypoxii, o ktorej sa ukazalo, ze vedie
k aktivacii génov, ktoré sa podielaju na prezivani buniek ak citlivosti na liecivo

(Edmondson et al. 2014).

Studovand latka tamoxifén (antiestrogén) sa preukdzala ako jedna
z najcytotoxickejSich spomedzi testovanych latok. Po 24-hodinovej inkubécii ré6znych
koncentracii tamoxifénu s HepG bunkami sme zistili hodnotu ICsy 12,78 uM pre 2D
model a 32,43 uM pre 3D model. Gao et al. (2016) uvadzaja, ze aj kratkodoba liecba
tamoxifénom moze sposobovat’ hepatotoxicitu a zmenu morfolégie na mikroskopicke;j

a ultrastrukturnej rovni.

V ramci naSich testovanych latok sa kyselina para-aminosalicylova javila
ako jedna znajmenej cytotoxickych latok. V liecbe tuberkuldozy sa vSak pouziva
zriedkavo a prednost’ sa ddva novSim silnej$im latkam, ktoré maju vysSiu aktivitu

(Anonym 2017).

Dalsou sledovanou skupinou boli NSAIDs. Z nadich zistenych hodnot

ICso vyplyva, Ze vysSiu cytotoxicitu na bunky vykazuje diklofenak (ICso pre 2D model
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71€399,30 uM apre 3D model 632,00 uM) nez ibuprofen (ICsy pre 2D model
7€ 5299 uM apre 3D model 750,30 uM). Jedna zo stadii, ktora testovala toxicitu
diklofenaku na bunkovej linii HepG2 pocas 24-hodinovej inkubacie wuvadza
ICs50= 763 uM (Bort et al. 1999). Tato hodnota pre 2D model vykazuje vyssiu odolnost’
oproti ICsg zistenej na nasom 2D a 3D modeli. Jednym z dovodov moze byt, ze v tejto
studii bol pouzity odlisny test (MTT test) na zistenie Zivotaschopnosti buniek. Bunky
s aktivnym metabolizmom prevadzaja farbivo MTT na produkt, ktory je nerozpustny
vo vode a pred zmeranim absorbancie musi byt rozpusteny. Pouzivaju sa na to rozli¢né
metody (Svachovd 2015). V pripade nasho MTS testu nebola potrebna Ziadna dal$ia
uprava. V dosledku réznych podmienok alebo chemickych uprav moéze dochadzat
k znaénym rozdielom v hodnotach zistenych pomocou tychto rozdielnych testov
(Wang et al. 2010). Dalsou zveci, ktordA moze ovplyviiovat rozdielnost vysledkov
je pouzita hustota buniek na jamku. Pri nasom testovani bola pouzitd nizSia
koncentracia buniek na jamku ako u 2D tak u 3D Struktiry, ¢o ulahCovalo prienik

Studovanej latky k bunkdm a ich néaslednu cytotoxicitu.

Zo vsetkych testovanych latok sa najmenej toxicky prejavovali latky zo skupiny
antipyretik — paracetamol a fenacetin. Fenacetin predstavuje priblizne jednu tretinu
toxicity paracetamolu, ¢o nam potvrdili aj naSe zistené hodnoty ICsy. Presna
hodnotu ICsy pre fenacetin sa nam vSak nepodarilo zistit z dovodu relativne nizkej

hepatotoxicity.

Nase zistené hodnoty ICsy pre paracetamol boli priblizne rovnaké ako uvadzaju iné
Studie. Pre 2D model bola zistena hodnota 1Csy 9,75 mM a pre 3D model 10,88 mM.
Pre porovnanie uvadzame hodnotu ICs, paracetamolu, ktora bola zistena firmou
Reinnervate. Po 24 hod. inkubécii s bunkovou liniou HepG2 ¢inila ICsy pre 2D model
11,9 mM a pre 3D model 15,7 mM (Reprocell’, Alvetex 2017). Z hodndt vyplyva, Ze
bunky kultivované v 3D Struktire su viac odolné voci toxickému podsobeniu
paracetamolu. Co sa tyka paracetamolu inkuba¢na doba 24 h moze byt prili§ kratka
na to, aby vyjadrila peceniové poSkodenie spdsobené paracetamolom, ktoré vznika s 2 —

4 diovym oneskorenim (Wang, 2010).
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Poslednymi testovanymi latkami boli methanol a ethanol. Na zaklade vysledkov
vykazoval methanol vysSiu cytotoxicitu nez ethanol ako pre 2D, tak pre 3D model.
Do6vodom je metabolizacia methanolu, pri ktorej vznikd formaldehyd a kyselina

mravcia. Tieto metabolity sa vyznacuju vysokou toxicitou na pecenové bunky.

Vzhl'adom na staly rozvoj hepatocytovych 3D modelov in vitro sa ndm
nepodarilo néjst’ niektoré Uidaje pre porovnanie naSich zistenych hodnot. VSeobecne
vsak moézeme usudit, ze tento rozvoj prispieva k poskytnutiu presnejSich tdajov

o cytotoxicite latok.
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8 Zaver

» K testovaniu cytotoxicity in vitro vybranych latok bola pouzitd kolorimetricka
metdda CellTiter 96® meriaca metabolicka aktivitu buniek, pomocou ktorej sme

uspesne stanovili parameter ICs, vSetkych 11 testovanych latok.

* Na testovanie latok bola pouzitd Standardnd linia peceniovych HepG2 buniek
kultivovand na monovrstve a 3D Stukture vyuzivajuca vysoko porézny material
Alvetex"Scaffold. Stanovené hodnoty ICs, pre jednotlivé latky signalizuju vyssiu

odolnost’ HepG2 buniek v 3D Struktire v porovnani s 2D Struktarou.

* V experimentoch sa ndm uspeSne podarilo stanovit’ cytotoxicitu takmer vSetkych
latok. U latky fenacetinu (u 2D aj 3D modelu) a latky azidu sodného (u 3D modelu)
ide o pribliznt hodnotu. Pravdepodobne tato hodnota lezi mimo testované

koncentra¢né rozmedzie latky.

» NajvysSiu cytotoxicitu na pecCenové bunky mal amfotericin B zo skupiny

antimykotik a najmenej cytotoxicky posobil fenacetin zo skupiny antipyretik.
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