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Jaterni a ledvinnd tkan je béhem podavani farmakologické terapie Casto
vystavena vysokym davkam Xenobiotik. V pribéhu preklinického zkouSeni mizeme
pomoci testl in vitro piedpovidat potencialni toXicitu 1é¢iv, a tak pfedchazet vyskytu
moznych zavaznych nezadoucich u¢inkt v klinické praxi. Cilem této rigordzni prace
bylo stanoveni cytotoxicity 4 latek s potencialnim antituberkulotickym u¢inkem
na vhodnych bunéénych modelech s vyuzitim vybranych metod testovani in vitro.
Dalsim tkolem bylo porovnat cytotoxické plsobeni testovanych latek mezi sebou
a s kyselinou 4-aminosalicylovou  (PAS), ktera je jiz mnoho let znama
svou antituberkulotickou aktivitou. Testované slouceniny tvofily 3 derivaty na bazi
salicylanilidovych diethyl fosfati a kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova. K posouzeni
cytotoxického potencidlu jsme vyuzili parametr inhibicni koncentrace ICso.
V této experimentalni praci jsme pouzili metody stanovujici bunéénou metabolickou
aktivitu, aminopeptidazovou aktivitu, uvoliiovani laktatdehydrogenazy a aktivitu
kaspaz 3 a 7. Jako experimentalni modely jsme zvolili standardni linii lidskych
jaternich bunék (Hep G2) a standardni linii lidskych ledvinnych bunék (HK-2).
V testech viability vykazovaly vSechny testované slouceniny vyssi toxicky efekt
v buiikach Hep G2 nez v bunkach HK-2. Derivaty na bazi salicylanilidovych diethyl
fosfath  plsobily v  testech viability vice cytotoxicky nez  kyselina
4-(trifluormethyl)benzoova a PAS. VétSina sloucenin  vyvolala  uvolnéni
laktatdehydrogenazy pouze ve vysSich koncentracich. Potencial vSech testovanych
slou¢enin k navozeni kaspazové aktivity v obou bunécnych liniich byl nizky.
Na zavér lze konstatovat, Zze se ndm zvolenymi metodami podafilo stanovit parametr
ICs0 testovanych latek a zaroven provést srovnani cytotoxického ucinku testovanych

latek mezi sebou a se standardni slou¢eninou PAS.
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During pharmacologic therapy, tissues of liver and kidney are frequently
exposed to high doses of xenobiotics. Via in vitro assays during preclinical testing,
we are able to predict potential toxicity which helps to prevent the possible serious
adverse drug reactions in clinical practice. The aim of this rigorous thesis was to state
the cytotoxic profile of 4 potential antituberculotic drug candidates using appropriate
cell models and in vitro assays. Another aim was to compare the cytotoxic effect
of the tested compounds among themselves and to 4-aminosalicylic acid (PAS)
which antituberculotic activity is known for many years. The tested substances were
3 salicylanilide diethyl phosphate-based derivatives and 4-(trifluormethyl)benzoic
acid. For the cytotoxic potential assessment, we used the parameter half maximal
inhibitory concentration ICso. We have used methods determining the cell metabolic
activity, aminopeptidase activity, lactate dehydrogenase leakage and activity
of 3/7 caspases in this experimental work. As the experimental model was chosen
human liver (Hep G2) and kidney (HK-2) standard cell lines. In cell viability assays,
all tested compounds showed more toxic effect inHep G2 cells in comparison
to HK-2 cells. Salicylanilide diethyl phosphates werein cell viability assays more
cytotoxic than 4-(trifluormethyl)benzoic acid and PAS. The most of the compounds
caused lactate dehydrogenase leakage only at higher concentrations. The potential
of the compounds to activate caspases in both cell lines was low. As a conclusion
could be claimed that by the chosen methods we managed to set ICso parameter
of the tested compounds and compared the cytotoxic effects of the tested compounds

among themselves and to PAS.
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1 Seznam zkratek

AFC
BCA
BGG
BSA
CellTiter96

CellTiterBlue
CellTiterFluor
CytoToxOne

DMEM
DMSO
EFPIA

GF-AFC
Hep G2
HIV
HK-2
ICs0

ICL

LDH
LTBI
MDR-TB
MEM
MIC
MTS

NAD*
NADH
NADPH
PAS

Aminofluorokumarin

Kyselina bicinchoninova

Hovézi gamma globulin

Hovézi sérovy albumin

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay
CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay
CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity
Assay

Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium
Dimethyl sulfoxid

Evropskd  federace  farmaceutického  pramyslu
a asociaci

Glycyl-fenylalanyl-aminofluorokumarin

Bunécna linie lidskych jaternich bunék

Virus lidské imunodeficience

Bunécéna linie lidskych ledvinnych bunék

Inhibi¢ni koncentrace potebna k inhibici procesu

na 50 %

Isocitratlyaza

Laktatdehydrogenaza

Latentni tuberkul6zni infekce

Multilékove rezistentni tuberkuloza

Eaglovo minimélni esencidlni médium

Minimalni inhibi¢ni koncentrace
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium
Nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma
Nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

Kyselina 4-aminosalicylova



PBS

SD

TB
Z-DEVD-R110

Fosfatovy pufr

Smérodatna odchylka

Tuberkuldza
Bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-
asparagin) Rhodamin 110



2 Uvod

Vyvoj inovativnich 1é¢iv je Casové a financné velice ndro¢nym procesem.
U kazdého nové vyvijeného 1é¢iva jsou provadéna preklinickd a klinicka testovani,
ktera spadaji pod pfisnou kontrolu statnich i mezinarodnich autorit (Svikovec 2002).
Uvadi se, ze z 10 000 nové syntetizovanych sloucenin je pouze jedna
z nich registrovana a zavedena na trh, tedy uspéSné zafazena do terapie.
Doba mezi vznikem 1é¢iva a jeho uvedenim na trh se pohybuje okolo 12 — 13 let.
Naklady na vyvoj azkouSeni jednoho nového piipravku byly vroce 2012
odhadovany na 1,172 miliard EUR. Celkové investice inovativnich farmaceutickych
spole¢nosti na vyvoj novych a u¢inngjsich 1é¢iv v Evropé za rok 2013 ¢inily vice nez
30 miliard EUR (EFPIA 2015).

Nezadouci G¢inky 1€¢iv jsou zpuisobeny méné ¢i vice znamymi mechanismy
s odlisn¢ manifestovanymi projevy toxicity. Toxicité 1é¢iv jsou nejéastéji vystavena
jatra, ledviny a srdce. Mnoho novych 1ékti musi byt stazeno z trhu po odhaleni
jejich nezadoucich uc¢inkd, zejména hepatotoxicity (napf. antituberkulotika).
Zatim neexistuje za4dné jednoduché feSeni v predikci téchto nezddoucich Uc€inka
(Anonym 2011a, Giri et al. 2010, Xu. et al. 2004).

Stanoveni cytotoxicity in vitro u nové vyvijenych latek tvofi nezbytnou
soucast jejich preklinického testovani. Testy cytotoxicity ndm umoznuji odliSit
toxické latky od netoxickych, ¢imZ poskytuji cennou informaci o bezpe€nostnim
profilu danych slouc¢enin. MiiZzeme je délit dle markerti, které detekujeme na testy
viability, cytotoxicity a apoptozy. Na jiném principu jsou zaloZeny testy zabyvajici se
pratokovou cytometrii. Vyznamné je také pouziti multiparametrickych
screeningovych testll, které mohou naptiklad detekovat vice markerti hepatotoxicity
souCasn¢ a tim mohou zajistit lepsi piedpovéd moznych nezadoucich w¢inku
zkousené latky (Anonym 2011b, Gémez-Lechon et al. 2010, Wigg et al. 2003).

Tato rigordzni prace navazuje na predchozi diplomovou praci (Katrnoskova
2014) a poskytuje nové vysledky v oblasti testovani cytotoxicity latek s potencialnim
antituberkulotickym u¢inkem na 2 rdznych bunéénych modelech s vyuZitim
vybranych metod méfeni bunécné viability, cytotoxicity a apoptozy. Cytotoxicky
ucinek testovanych latek je srovnavan s Kkyselinou 4-aminosalicylovou (PAS),

ktera ma svuj historicky vyznam v antituberkulotické terapii.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Testy cytotoxicity in vitro

Vyhodnoceni hepatotoxického a nefrotoxického potencidlu sloucenin hraje
dulezitou roli pfi vyzkumu a vyvoji novych IéCiv. Testy in vitro provadéné
na bunécnych modelech reprezentujicich organ kritického pusobeni studovanych
latek poskytuji dilezité informace o moznych mechanismech toxického pusobeni
potencialniho 1é¢iva. Pfestoze experimenty na bunécné urovni nemohou predstavovat
komplexni odpovéd’ celého organismu, tvofi nezastupitelnou soucast preklinického
zkouseni (Giri et al. 2010, Perazella et al. 2009, Tostmann et al. 2007).

Na trhu existuje nepfeberné mnozstvi testti cytotoxicity in vitro pro detekci
riaznych bunéénych markerd, které mohou stanovit pocet mrtvych bunék (testy
cytotoxicity), pocet zivych bunck (testy viability), celkovy pocet bunék
¢i mechanismus bunécné smrti (napt. apoptdza). Proto muze byt nékdy obtizné vybrat
ty, které by nejvice vyhovovaly a spliiovaly nase cile (Anonym 2011b).

Bunky, jez jsou vystaveny pisobeni cytotoxické latky, reaguji riznymi
zpusoby. Nekteré bunééné linie mohou Skodlivé agens metabolizovat, aniz se projevi
jeho nezadouci Uc¢inky, ale u vétSiny bunék dochazi po pulsobeni toxinu
k apoptotickému ¢i nekrotickému procesu (Miret et al. 2006, Saraste a Pulkki 2000).

Pokud bychom se na danou problematiku podivali detailnéji, zjistime,
ze apoptdza a nekrdza predstavuji pouze extrémni konce z Siroké Skaly moznych
morfologickych a biochemickych umrti bunék. EXxistuje vice typi bunécné smrti.
Mezi pét hlavnich lze fadit apoptozu, nekrozu, autofagii, paraptdézu a autoschizu.
Kvili c¢astecnému piekryvani a sdileni signalnich drah mezi témito riznymi
mechanismy bunééné smrti je obtizné uvést absolutni definici pro jednotlivé typy

(Saikumar a Venkatachalam 2009).

Apoptoza

VSechny mnohobunééné organismy maji mechanismy pro niceni
svych vlastnich bunék. PouZzivaji je za ucelem své obrany, udrzeni spravného vyvoje,
homeostazy a pfirozeného starnuti. Proces programované bunééné smrti tedy
apoptozy lze rozdelit do ctyf fazi. V prvni fazi mame podnét, ktery vyvola

apoptotickou odpovéd’. Timto podnétem mulZe byt externi signal zachyceny



prostiednictvim povrchovych receptoru (Fas, tumor nekrotizujici faktor receptor 1),
nebo signal pfimo z builky. Vnitini cesta aktivace je vyvoldna napf. poSkozenim
DNA, pisobenim latek ¢i toxinl, zafenim nebo absenci rustového faktoru.
V druhé fazi dochazi k detekci tohoto signalu a k jeho nésledné transdukci
k efektoriim apoptozy. Faze tfeti zahrnuje efektorové proteazy, které jsou aktivovany
v pribéhu apoptotického procesu a také pozitivni a negativni reguldtory
téchto proteaz (napt. Bcl-2). Ctvrta faze apoptozy je tzv. posmrtna faze, v niz dochazi
ke kondenzaci bunééného chromatinu a degradaci DNA. Zbuiky vznikaji
apoptoticka téliska, ktera obsahuji ribozomy, morfologicky intaktni mitochondrie
a jaderny material. In vivo (ale ne nutn¢ in vitro) jsou umirajici buiiky (apoptoticka
téliska) rychle rozpoznany a fagocytovany makrofdgy nebo pohlceny okolnimi
burikami. In vitro apoptoticka téliska a zbyvajici bunétné fragmenty bobtnaji
anakonec podléhaji lyze. Tuto terminalni fazi probihajici in vitro oznacujeme
jako sekundarni nekrozu (Cotter a Al-Rubeai 1995, Earnshaw et al. 1999, Chang
a Yang 2000, Miret et al. 2006, Vaux a Strasser 1996).

Hlavnimi mediatory apoptotické kaskady jsou intracelularni cysteinové
proteazy oznaCované jako kaspazy (caspases = cysteinyl-aspartic-acid-proteases)
(Earnshaw et al. 1999, Reed 2000). RozliSujeme 14 kaspaz ptitomnych v savcich
bunikach. Dle jejich funkci je rozdélujeme do tii skupin na zanétlivé (1, 4, 5, 11, 12,
jsou zapojeny v apoptotickém procesu (Rastogi a Sinha 2009).

Kaspazy jsou ve vétsiné bunéénych typti exprimovany ve formé neaktivnich
zymogenl, které ziskdvaji svoji aktivni formu po proteolytickém Stépeni.
Tyto zymogeny se skladaji z n€kolika domén — N-terminalni prodomény, velké
podjednotky a malé podjednotky. Aktivace kaspazy zahrnuje S$tépeni zymogenu
v mist¢ kyseliny asparagové, tedy v oblasti mezi velkou a malou podjednotkou
a odstranéni prodomény. Aktivni centrum je tvoieno heterodimerem, ktery se sklada
Z jedné velké a jedné malé podjednotky. Pln¢ aktivni kaspazou je tetramer slozeny
ze dvou heterodimerti (Anonym 2011c). Takovyto mechanismus aktivace plati pouze
pro efektorové kaspazy tedy 3, 6 a 7 (viz Obr. 1). Inicia¢ni kaspazy 2, 8, 9 a 10 jsou
aktivovany dimerizaci, coz vede ke konformacni zméné, ktera generuje aktivni misto.
Tato problematika je stale pfedmétem studia (Boatright a Salvesen 2003, Boatright
et al. 2003, Rastogi a Sinha 2009, Ribe et al. 2008).



Procaspase Zymogen (32-56kDa)
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Active Caspase Tetramer

Obr.1 Schéma aktivace efektorovych kaspaz Horni ¢ast obrazku znazornuje
neaktivni formu kaspazy (procaspase zymogen), ktery je slozen z N-terminalni
prodomény (prodomain) a velké a malé podjednotky (large subunit a small subunit).
Pii aktivaci kaspazy dochazi ke S$tépeni mezi velkou a malou podjednotkou
a k odstranéni prodomény. Dolni ¢ast obrazku zachycuje dva heterodimery (kazdy se
skladd z jedné velké a jedné malé podjednotky). Plné aktivni kaspazou je tetramer
sloZeny ze dvou heterodimeri (active caspase tetramer).

Ptevzato z: Anonym 2011c

Nekroza

Pokud bunky vystavime podminkam extrémné odliSnym od fyziologickych
(napt. podchlazeni), dochazi k jejich nekroze. Dale miize nekrozu vyvolat puisobeni
toxinti nebo nékteré patologické stavy — ischémie. Mezi morfologické znaky bunééné
nekrozy fadime otok organel, rozpousténi nuklearniho chromatinu (karyolyza), ¢asné
poskozeni cytoplazmatické membrany s ptipadnou ztratou jeji integrity a uvolnéni
intracelularniho obsahu (véetné lysozomalnich enzymi) do extracelularnich prostor.
Pro nekro6zu je charakteristickd zanétliva reakce. Pravé vyvolanim zanétu se nekroza
1i8i od apoptozy. Pii apoptotickém procesu dochazi k poSkozeni cytoplazmatické
membrany az velmi pozdé (pii pohlceni mrtvych bunck sousednimi buitkami
¢i makrofagy), coz vyvolava pouze malou ¢i zadnou zanétlivou reakci. Aktivita
enzymu v extracelularnim prostoru (laktatdehydrogenédza, adenylatkinaza) mize byt
pouzita ke stanoveni nekrozy. Test, jehoz principem je uvoliovani

laktatdehydrogenazy (LDH) do extracelularniho prostoru (viz dale v textu) je tedy



indikatorem nekrotického procesu, avSak nerozliSuje mezi typem bunééné smrti, tedy
primarni a sekundarni nekrézou (Chan et al. 2013, Miret et al. 2006, Saikumar
a Venkatachalam 2009).

Piestoze nekrdza byla dlouho povazovana za ndhodnou formu bunééné smrti,
neékteré udaje naznacuji, ze mize byt také naprogramovana. Pokud buiika neni
schopna apoptozy (defekt v apoptotickém zafizeni, inhibice apoptozy) dochazi
v takovéto bunce k nastoleni nekrozy. Nekroticky proces indukuje zanétlivou reakci,
ktera brani hromadéni poSkozenych ¢i aberantnich buné€k a iniciuje opravu poskozené
tkan¢. Tento zpusob bunécné smrti se proto zda byt dilezitym terapeutickym
nastrojem pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Leist a Jaattela 2001, Nicoreta et al.
1998, Saikumar a Venkatachalam 2009, Zong et al. 2004).

Obecné uvodni informace k metodam cytotoxicity in vitro jsou k dispozici

Vv piedchozi praci autorky, na kterou tato prace navazuje (Katrnoskova 2014).

Nasledujici podkapitoly (3.1.1 — 3.1.5) popisuji principy metod cytotoxicity
pouzitych v nasich experimentech. V zavéru této kapitoly je uveden obrazek 5, ktery

prehledné znazornuje zvolené testy cytotoxicity in vitro.

3.1.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Tuto kolorimetrickou metodu, zalozenou na stanoveni reduk¢ni kapacity
bunky, fadime mezi testy viability. V metabolicky aktivni bunce jsou piitomny
koenzymy NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a NADH
(nikotinamidadenindinukleotid), které maji redukéni schopnost. Cinidlo MTS
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] s pfidavkem slou¢eniny fenazin ethosulfat (PES) je soucasti komer¢niho
Kitu. PES je latka se zvysenou chemickou odolnosti zajistujici stabilitu roztoku (MTS
a PES). Tetrazoliové ¢inidlo MTS tzv. Owenovo ¢inidlo je redukovano piedevsim
diky NADH a NADPH (¢astecné se na této reakci podileji také dalsi redukéni Cinidla,
ktera jsou obsazena v metabolicky aktivnich buinkach napt. kyselina askorbova
a glutathion) na barevny rozpustny produkt formazan. Umirajici buiiky tuto schopnost
premény MTS na formazan nemaji (Anonym 2012, Berridge a Tan 1993, Stockert
etal. 2012).



Zaporny naboj formazanu piispiva k jeho rozpustnosti v kultivacnim médiu
a zérovenl limituje bunéfnou permeabilitu tetrazoliového cinidla. Latky jako PES
¢i fenazin methosulfat (akceptory elektronti) pronikaji do intracelularniho prostoru,
kde na sebe navazou redukéni ekvivalenty [napi. z molekul NADH za vzniku NAD*
(nikotinamidadenindinukleotid — oxidovana forma)] a poté se vrati zpét
do kultivacniho média, ¢imz usnadnuji redukci dané tetrazoliové slouceniny
na produkt formazan (viz Obr. 2). Mnozstvi absorban¢né detekovaného formazanu je
pifimo umérné poctu Zzivotaschopnych bunék. Hodnota absorbance detekovaného
formazanu je zavisla na koncentraci substratu MTS a PES, inkubacnim case a poctu
zivotaschopnych bun¢k (kazda bunécna linie mize mit rizné metabolické naroky).
Z téchto duvodu je dulezité provedeni optimalizace metody (Berridge et al. 2005,
Riss et al. 2016, Scudiero et al. 1988).
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Obr. 2 Reakéni schéma premény slouc¢eniny MTS na produkt formazan Latka

fenazin ethosulfat (akceptor elektrontt) pronikne do intracelularniho prostoru, kde

na sebe navaze redukéni ekvivalenty pochazejici z molekul NADH za vzniku NAD™.



Poté tato sloucenina ptrechdzi zpét do kultivatniho média, kde diky ni dochazi
k redukci tetrazoliové slou¢eniny MTS na barevny produkt formazan.
Pievzato z: Riss et al. 2016

Doplnujici informace k této metodé¢ jsou k dispozici v piedchozi praci

autorky, na kterou tato prace navazuje (Katrnoskova 2014).

3.1.2 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Tuto metodu, ktera je jako ptedchozi zkouska zaloZzena na redukéni schopnosti
neporuSenych zivych bunék, fadime mezi testy viability. Prostfednictvim tmavé
modrého barviva resazurinu (soucasti komerc¢niho kitu) detekujeme metabolickou
kapacitu bun¢€k. Po proniknuti resazurinu do intracelularniho prostoru dochazi
v disledku pasobeni nékolika ridznych redoxnich enzymii (mitochondriélni,
cytozolické a mikrozomalni) k jeho redukci na rizovy produkt resorufin, ktery je
vysoce fluorescen¢ni.  Fluorescen¢ni  resorufin  muze  difundovat zpét
do extracelularniho prostoru. Nezivé buiky ztraceji rychle svou metabolickou
aktivitu, proto resazurin neni redukovan a ke vzniku fluorescenéniho signalu
nedochazi. Buné¢nou viabilitu v tomto testu muzeme zaznamenat také absorban¢né,
avSak tato metoda je oproti fluorescenénimu méfeni méné citliva (Anonym 2016,
Gonzalez a Tarloff 2001, O'Brien et al. 2000).

Pfeména resazurinu na resorufin je ireverzibilni. Pokud testujeme vysoké
mnozstvi bunék v dlouhém inkubaénim ¢ase, muze dochazet k sekundarni redukéni
reakci, ve které je fluorescencni produkt resorufin redukovdn na bezbarvy
nefluorescencni hydro-resorufin — tato reakce je reverzibilni. Proto je nutna
optimalizace pocateéniho mnozstvi bunék a doby inkubace bunék s timto Cinidlem
(Anonym 2016, Erb a Ehlers 1950, O'Brien et al. 2000, Vandemark et al. 1945).

Mnozstvi detekovaného resorufinu je piimo imérné poctu Zivotaschopnych
bunék. Rozsah linearity a dolni mez detekce zavisi na druhu bunék a jejich schopnosti
redukovat resazurin. Odlisnd redukéni schopnost riznych typti bunék mulze byt
ovlivnéna rozdilnou metabolickou kapacitou bunécnych linii a také délkou bunécné
inkubace s ¢inidlem tohoto testu (Anonym 2016).

PrestoZe nekteré studie informuji o netoxickém pisobeni resazurinu na bunky
(Ahmed et al. 1994), jiné ukazuji, Ze resazurin muze ovlivnit bunéénou viabilitu

Vv zavislosti na koncentraci a expozi¢ni dobé (Gloeckner et al. 2001, Squatrito et al.
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1995). Inkubacni doba resazurinu s buitkami by tedy méla byt co nejkratsi, ale
zaroven dostatena pro zachovani citlivosti metody. Tento test lze s vyhodou
provadét soucasné S dalS$imi metodami cytotoxicity in vitro napf. S metodou
zalozenou na Stanoveni kaspazové aktivity. Ziskdme tak vice informaci
0 mechanismu cytotoxického pusobeni testovanych sloucenin. Nevyhodou tohoto
testu je mozny vyskyt interference mezi ¢inidlem a sloueninami s vyraznym
reduk¢énim potencidlem (kyselina askorbova, glutathion, koenzym A, dithiothreitol)
nebo slou¢eninami vykazujicimi vlastni fluorescenci (Anonym 2016, Niles et al. 2009,
Riss et al. 2016).

3.1.3 CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

Tuto metodu, stanovujici proteazovou aktivitu intaktnich Zivotaschopnych
bungk, fadime mezi testy viability. Cinidlo GF-AFC
(glycyl-fenylalanyl-aminofluorokumarin), jez je soucasti komeréniho kitu, vstupuje
pouze do bunék s neporusenou membranovou integritou (cytoplazmatickd membrana
je pro tuto latku permeabilni). Konstitutivni a konzervované protedzy
(aminopeptidazy), které jsou ptitomné v zivych savéich bunkach, mohou $tépit tento
peptidovy substrat GF-AFC za vzniku fluorescencniho produktu AFC
(aminofluorokumarin) (viz Obr. 3). Fluorescenéni signal je piimo umérny poctu
zivotaschopnych bunék (Anonym 2015b, Niles et al. 2007).

U vySe zminénych aminopeptidaz nebyl nalezen zadny polocas rozpadu
v zivych buiikach, avSak pfi ztraté integrity bunécné membrany (bunécné smrti)
dochazi k jejich uvolnéni do extracelularniho prostoru, kde béhem nékolika sekund
zZtraci svou protedazovou aktivitu. Proto jsou tyto protedzy pouzivany jako markery
bunééné viability. Substrit GF-AFC je pomérné netoxicky k Zivotaschopnym
buiikdm. Dalsi vyhodou této metody je moznost soucasného provadeéni s dalSimi testy
cytotoxicity in vitro napt. s metodou stanovujici kaspazovou aktivitu (Anonym 2015b,
Niles et al. 2009, Riss et al. 2016).
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Obr. 3 Schematické znazornéni metody zaloZené na proteazové aktivité Zivvch

bunék Substrat GF-AFC (live-cell substrate) pro protedzy pfitomné v zivych
bunkach (active live-cell protease) vstupuje pouze do bun€k s neporusenou
membranovou integritou (live cell) — cytoplazmaticka membrana je pro tuto latku
permeabilni. Tyto protedzy (aminopeptiddzy) Stépi tento peptidovy substrat GF-AFC
za vzniku fluorescen¢niho produktu AFC.

Pievzato z: Anonym 2015b

3.1.4 CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay

Tuto fluorescen¢ni metodu, urcujici pocet nezivotaschopnych bunék, fadime
mezi testy cytotoxicity. Pfi ztraté integrity bunééné membrany dochazi k uvolnéni
laktatdehydrogenazy (LDH) do extracelularniho prostoru (bunééného média).
Tento cytoplazmaticky enzym, vSeobecné piitomny v eukaryotickych burkach, je
pomeérn¢ stabilni (poloCas rozpadu LDH uvolnéné z bunék do extraceluldrniho
prostoru ¢ini pfiblizn€ 9 hodin) a je produkovan v dostate¢ném mnozstvi. Diky
témto vlastnostem je tedy s vyhodou pouzivan jako ukazatel bunééné smrti (Anonym
2009, Niles et al. 2009).

LDH je schopna oxidovat laktat na pyruvat. Béhem této reakce jsou redukéni
ekvivalenty pfeneseny na NAD* za vzniku jeho redukované formy NADH. Néasledné
jsou redukéni ekvivalenty Z NADH pienaSeny enzymem diafordzou na tmavé modré
barvivo resazurin, které je takto redukovano na razovy produkt resorufin. Laktat,
resazurin, diafordza a NAD" jsou soudasti komer¢niho kitu. Resorufin je stanovovan
fluorescencné. Lze jej detekovat také absorbancné, avSak tato metoda nedosahuje
takové citlivosti méfeni. Mnozstvi produkovaného resorufinu je pifimo Umérné

uvolnéné LDH z mrtvych bun€k. To znamena, ze ¢im vys$i cytotoxicky potencial
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bude testovana latka mit, tim vy$$i bude hodnota fluorescenéniho signalu. Cinidlo
tohoto testu nema toxicky vliv na zivé bunky, diky tomu lze tuto zkousku provadét
pfimo v bunécné kultufe. Rizné bunééné linie obsahuji odlisné mnozstvi LDH,
proto je doporuceno optimalizovat pocateéni pocet bunék (Anonym 2009b,
Chan et al. 2013, Niles et al. 2009).

3.1.5 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay

Tato metoda je zaloZena na stanoveni kaspaz, které jsou aktivovany pouze
pfi apoptotickém procesu. Substrat Z-DEVD-R110 [Bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-
glutamyl-L-valyl-L-asparagin) Rhodamin 110], jenz je soucasti komeréniho kitu,
obsahuje peptidovou sekvenci DEVD. Tato sekvence je specificky rozpoznatelna
aktivovanymi kaspazami 3 a 7, které vykonavaji vlastni proces apoptozy Vv savéich
bunkach (Anonym 2009a, Slee et al. 2001, Talanian et al. 1997). Reak¢ni ¢inidlo dale
obsahuje pufr — Setrné rozruSuje buniky a zaroven podporuje kaspazovou aktivitu.
Po pridani reakéniho ¢inidla tohoto testu k bunfikam dochazi k jejich lyze.
Pokud v buiikach probéhla po predeslém cytotoxickém pisobeni testované latky
apoptoza, dojde za pfislusSny cCasovy interval Kuvolnéni aktivovanych kaspaz.
Tyto kaspazy stépi substrat Z-DEVD-R110 (odstranéni peptidové sekvence DEVD)
za vzniku siln¢ fluorescenéniho produktu Rhodaminu 110 (viz Obr. 4). Hodnota
fluorescence je piimo tmérna poctu aktivovanych kaspaz 3 a 7 uvolnénych z bunék
(Anonym 2009a).

Pfed provedenim této metody je vhodnd optimalizace pocatecniho poctu
bunék a inkubacni doby. Nizky pocet bun¢k a minimalni apoptotickd indukce muze
vyzadovat delsi inkubaéni ¢as (maximalné 18 hodin). Tuto metodu lze provadét

soucasn¢ S nékterymi metodami cytotoxicity in vitro (Anonym 2009a).

S-DEVD-MH O MH-DVED-£ HzM o MH;

a Caspase-3/7

-

Non-fluorescent
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Obr. 4 Reakéni schéma znazornujici tvorbu fluorescenéniho produktu

Rhodaminu 110 Pokud v buikach probéhla po piedeslém cytotoxickém pulsobeni

testované latky apoptoza, dojde po pfidani Cinidla tohoto testu k bunécné lyze
a k uvolnéni aktivovanych kaspaz 3 a 7. Tyto kaspazy $tépi nefluorescenéni substrat
Z-DEVD-R110 (odstranéni peptidové sekvence DEVD) za vzniku zeleného siln¢
fluorescen¢niho produktu Rhodaminu 110.

Prevzato z: Anonym 2009a
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Obr.5 Znazornéni_jednotlivych metod cytotoxicity in_vitro pouZitych v naSich experimentech Ukazatel¢é vybranych metod
cytotoxicity detekovali pocet Zivotaschopnych bun¢k (oznaceni VIABLE: CellTiter-96® AQueous One Solution Assay, CellTiter-Blue®
Assay, CellTiter-Fluor™ Assay), podet nezivotaschopnych bunék (oznaéeni NECROSIS: CytoTox-ONE™ Assay) ¢&i aktivitu kaspaz

3a7,jez je dikazem apoptotického procesu (oznaceni APOPTOSIS: Apo-ONE® Caspase-3/7 Assay).
Autorkou obrazku je: PharmDr. Jana Ramos Mandikovd, Ph.D.



3.2 Stanoveni koncentrace proteinu — Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Tato Kkolorimetricka metoda slouzi ke stanoveni koncentrace (kvantifikaci)
proteinu. Test je zaloZzen na biuretové reakci — protein je schopen v alkalickém
prostiedi redukovat méd’naté ionty (Cu?*) na ionty médné (Cu'*). Sodna sil BCA
(kyselina bicinchoninovd), jez je soucasti komeréniho kitu, je stabilni, ve vodé
rozpustnd sloucenina. Toto Cinidlo tvoii v alkalickém prostiedi s médnymi ionty
intenzivné zbarveny komplex (dvé molekuly BCA a jedna molekula Cu*), ktery je
kolorimetricky detekovan (viz Obr. 6). Absorbance fialového, ve vodé rozpustného
chelata¢niho produktu je pfimo umérna koncentraci proteinu. Na intenzitu zbarveni
reakéniho produktu ma vliv makromolekularni struktura proteinu, pocet peptidovych
vazeb a pfitomnost ¢tyf aminokyselin (cystein, cystin, tryptofan a tyrosin). Neznamé
koncentrace proteinli jsou stanoveny na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky proteinu o znamé
koncentraci (napf. pomoci standardu BSA — hovézi sérovy albumin, BGG — hovézi
gamma globulin). Nevyhodou stanoveni je moznost interference ¢inidla tohoto testu
s nékterymi slouceninami. Mezi latky negativné ovliviiujici toto stanoveni fadime
mimo jiné slouceniny s vyraznym redukénim potencidlem, slouceniny z fad silnych
kyselin nebo zasad ¢i chelata¢ni cCinidla. Konkrétn¢ lze uvést napt. kyselinu
askorbovou, katecholaminy, lipidy ¢i kyselinu mo¢ovou (Anonym 2015a, Smith et al.
1985, Wiechelman et al. 1988).

o
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Obr. 6 Schematické znazornéni vzniku chelataéniho produktu Horni ¢ast

obrazku zachycuje biuretovou reakci — protein je schopen v alkalickém prostiedi
redukovat méd’naté ionty (Cu?*) na ionty méd’né (Cu'*). V druhém reakénim kroku

tvoii v alkalickém prostfedi sodna siil BCA s médnymi ionty intenzivné zbarveny

15



komplex (dvé molekuly BCA a jedna molekula Cul*), jeZz je kolorimetricky
detekovan.

Pievzato z: Smith et al. 1985

3.3 Tuberkul6za a testované slou¢eniny

3.3.1 Tuberkuléza

Infekéni onemocnéni tuberkuloza (TB) je nejcastéji zpuisobeno bakteridlnimi
kmeny z komplexu Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum). Mén¢ castymi piavodei jsou
tzv. netuberkulotické (atypické) bakterie jako Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium kansasii a dalsi. K pfenosu onemocnéni dochazi
predevsim inhalacni cestou — kapénkovou infekci. Typicky postihuje plice, ale mize
probihat i extrapulmonarné (WHO 2015).

V roce 2014 celosvétové onemocné€lo touto chorobou 9,6 miliont lidi
a 1,5 milionu lidi nemoci podlehlo. TB je nejcastéjsi pfic¢inou Gmrti u 0sob
nakazenych virem lidské imunodeficience (HIV). Roku 2015 byla 1/3 umrti HIV
propukne béhem zivota pouze u 5 — 15 % lidi z celkového poctu infikovanych
Mycobacterium tuberculosis (2 — 3 miliardy lidi na svété). To znamena, Ze piiblizné
jedna tfetina svétové populace je postizena latentni tuberkuldzni infekci (LTBI).
Jedinec postizeny LTBI ma pozitivni tuberkulinovy test (imunitni reakce na antigeny
Mycobacterium tuberculosis je pozitivni), ale nema klinické ptiznaky aktivni TB
aneni ani pfenaSeCem tohoto onemocnéni. Pro vétSinu pacienti s LTBI neni
tuberkul6za smrtelnd, nejvetsim nebezpecim je mozna reaktivace tohoto onemocnéni
(rozvinuti aktivni TB) a nésledné Sifeni této nakazy. Vysokou pravdépodobnost
reaktivace maji hlavné lidé s oslabenym imunitnim syst¢émem (HIV pozitivita,
podvyziva, diabetes, podavani imunosupresivni terapie) (Horsburgh CR Jr 2004,
Lin a Flynn 2010, WHO 2015).

Pii inhalacni nakaze TB dochazi k premisténi Mycobacterium tuberculosis
do dolnich cest dychacich. Alveolarni makrofagy zde pomoci svych povrchovych
receptoril tohoto patogena rozpoznaji a nasledné je jimi fagocytovan. Poté tyto bunky
imunitniho systému spousti sloZitou signaliza¢ni kaskadu vedouci k syntéze rtiznych

chemokinl a cytokini. Vysledkem je pfiliv dal§ich imunitnich bunék (dendritické
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bunky, lymfocyty a vice makrofagii) do mista infekce. Déale dochdzi k vytvoreni
organizované kulovité struktury tzv. granulomu. Uprostifed granulomu se nachazeji
infikované makrofagy, které jsou obklopeny dalSimi buiikami imunitniho systému.
Piestoze primarni ulohou granulomt je zabranéni Sifeni infekce, bakterie v nich
mohou piezivat po cela desetileti v latentni (klidové) fazi — obdobi dormance.
Pfi naruseni imunity hostitele nebo urcitymi genetickymi faktory se mohou bakterie
reaktivovat a vyvolat smrt infikovanych makrofagt. Smrti infikovanych makrofagt
dochazi v centru granulomu ke vzniku nekrotické zony (kasedzni zéna). Granulom se
mize rozpadnout a uvolnit bakterie do dalSich oblasti plic a umoznit tak jejich Sifeni
v celém organismu, coz vyvold klinickou manifestaci onemocnéni. Dale dochazi
k pfenosu této infekce na dalsi osoby v disledku uvolnéni patogenu z infikovanych
kapicek pti kasli (Hatzios a Bertozzi 2011, Lin a Flynn 2010, Silva Miranda et al.
2012).

Piivodce TB ma tedy dimysiné mechanismy k pteziti v hostitelském prostredi
a k ziskavani zakladnich zivin. Objasnéni téchto molekularnich pochoda
a metabolickych procesu, které umoziuji ptezivani Mycobacterium tuberculosis
v organismu a také prechod do latentni faze, je nezbytné v rdmci objevovani novych
terapeutickych cili v boji proti této globalni nemoci (Hatzios a Bertozzi 2011, Kratky
et al. 2014, Lin a Flynn 2010).

3.3.2 Kyselina 4-aminosalicylova

Kyselina 4-aminosalicylova (PAS) je jiz mnoho let znama jako efektivni
l1é¢ivo proti tuberkuloze. Jeji antituberkulotickou aktivitu objevil Jorgen Erik
Lehmann ve ¢étyficatych letech minulého stoleti (Lehmann 1946). Soucasné
pouzivana antituberkulotika mtizeme dle jejich GCinnosti a zavaznosti piipadnych
nezadoucich ucinkt rozdélit do dvou linii. Mezi 1éCiva prvni linie fadime isoniazid,
rifampicin, pyrazinamid a ethambutol. Streptomycin, amikacin, kapreomycin,
ethionamid, cykloserin, levofloxacin, moxifloxacin a PAS patfi mezi 1é¢iva druhé
volby. Lé¢iva druhé linie jsou méné G€innd a mohou castéji vyvolat nezadouci ucinky
(Somasundaram et al. 2014, WHO 2015, WHO 2008).

PAS pisobi bakteriostaticky na Mycobacterium tuberculosis a je indikovana
jako soucast kombinované 1écby multilékoveé rezistentni tuberkulézy (MDR-TB).
MDR-TB je forma tuberkulozy zpisobena bakteriemi, které jsou rezistentni
k isoniazidu a rifampicinu, coz jsou nejucinnéjsi léc¢iva prvni volby. Odhaduje se, ze
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v roce 2014 se u 480 000 lidi na svété vyvinula MDR-TB. Pfic¢inou vzniku rezistence
na antituberkulotickou terapii mize byt napt. neadekvatni 1é¢ebny rezim, intolerance
preparatl, Spatna spoluprace pacienta, predcasné ukoncéeni 1é¢by ¢i geneticka mutace
bakterii (Anonym 2011d, Bartii 2007, WHO 2015).

Mezi ¢asté nezadouci ucinky PAS fadime pfedev§im nauzeu, zvraceni, prijem
a hypotyredzu (zvysené riziko hypotyredzy hrozi hlavné pii soucasném uzivani
ethionamidu). Mezi méné Casté nezadouci ucinky patii hepatotoxicita, alergické
reakce, zvétSeni Stitné zlazy, malabsorbéni syndrom, zvySeni protrombinového ¢asu

a horecka (Anonym 2011d, WHO 2008).

3.3.3  Salicylanilid diethyl fosfaty

Testované latky s pracovnim oznacenim P5.Al, P6.Al1 a P8.Al ftadime
Z chemického  hlediska  ksalicylanilid  diethyl  fosfatim {diethyl-[2-
(fenylkarbamoyl)fenyl]fosfaty}. Je to skupina sloucenin odvozena od molekul
kyseliny salicylanilidové s navadzanou substituovanou kyselinou fosforecnou.
Vsechny hodnocené slouceniny vykazuji in vitro aktivitu proti testovanym kmentiim
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium kansasii
s hodnotou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 8-62,5 uM. Ve srovnani
sisoniazidem je antimykobakterialni U¢inek na  Mycobacterium  avium
a Mycobacterium kansasii naSich testovanych latek vys§i. Pfi porovnani se
slouceninou PAS vykazuji navic i vyssi antituberkuloticky efekt na Mycobacterium
tuberculosis. Oproti jinym slou¢eninam z fad derivatt salicylanilid diethyl fosfatt
nevykazuji zkouSené slouceniny vyznamnou antifugdlni a antibakteridlni aktivitu
(Vinsova et al. 2014).

Nekteré derivaty salicylanilidii vykazuji mirnou inhibici mykobakterialni
isocitratlydzy (ICL), coz je enzym majici zasadni roli v metabolismu mastnych
kyselin Mycobacterium tuberculosis a je zodpovédny za perzistenci této bakterie.
Bylo dokazano, ze narusenim ICL genu dochazi k oslabeni bakterialni virulence
(bez ovlivnéni bakterialniho ristu béhem akutni faze infekce). ICL také
pravdépodobné prispiva k adaptaci této bakterie na hypoxii (Krdtky et al. 2014,
Kratky et al. 2012, McKinney et al. 2000).

Antimykobakteridlné pusobici salicylanilid diethyl fosfaty byly jiz diive
testovany s 5 mykobakterialnimi enzymy, které hraji u Mycobacterium tuberculosis

dilezitou roli vudrzeni LTBI. Jsou to tyto enzymy: isocitratlyaza,
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L-alanindehydrogenaza, chorismatmutéza, lysin g-aminotransferaza
a pantothenatsyntetaza. V danych podminkach zkouSeni bylo zjisténo, ze
nase testované slouceniny (na rozdil od jinych derivati na bazi salicylanilidi)
nevykazuji inhibici mykobakterialni ICL. AvSak byla u nich zaznamenédna vyznamna
aktivita proti L-alanindehydrogenaze. Dal$i mykobakterialni enzymy jsou inhibovany
az pii vyssich koncentracich testovanych sloucenin. Také bylo zjisténo, ze
pfi testovani in vitro neexistuje zadna ptima korelace mezi hodnotami MIC proti
aktivné rostouci Mycobacterium tuberculosis a inhibici testovanych enzymi, které
jsou dulezit¢ pro klidovy stav bakterie. Vysledky experimentu tedy potvrzuji, ze
mechanismus uc¢inku salicylanilid diethyl fosfatd je komplexnéjsi a inhibice téchto
enzymu pouze piispiva k jejich celkové antimykobakterialni aktivité (Krdtky et al.

2014).

3.3.4 Kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova

Posledni latkou, kterou fadime mezi nase testované slouceniny, je kyselina
4-(trifluormethyl)benzoova  (4-CFs-BA).  Mycobacterium  tuberculosis  byla
Vv podminkach zkousSeni zcela necitlivda na koncentraci 1 000 puM kyseliny
4-(trifluormethyl)benzoové. Mirny antimykobakterialni ucinek byl zaznamenan
pouze na Mycobacterium kansasii (MIC > 250 uM). Na Mycobacterium avium
nepusobila testovana latka zadnym antimykobakteridlnim efektem
(MIC >1000 uM). Tato sloucenina byla jiz dfive testovana na antibakterialni
aktivitu. V podminkach zkouSeni zadny antibakteridlni ucinek nevykazovala
(MIC > 500 uM) (Kratky et al. 2013).

Charakteristika testovanych latek (podkapitoly 3.3.3 — 3.3.4) byla castecné

prevzata z predchozi prace autorky (Katrnoskova 2014).
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4

Cile prace
Pfedmétem této rigorézni prace je stanovit cytotoxické pusobeni 4 latek

S potencialnim antituberkulotickym ucinkem [kyselina

4-(trifluormethyl)benzoova a 3 derivaty na bazi salicylanilid diethyl fosfata].

Zvolit metody testovani in vitro, které sleduji rizné ukazatele bunécné viability,

cytotoxicity a apoptdzy.

Vybrat bunééné modely testovani reprezentujici organy kritického piisobeni
xenobiotik a nasledné provést srovnani toxického ucinku studovanych latek

na zvolenych bunéénych liniich.
Kvantitativné porovnat namétené hodnoty miry cytotoxicity 4 latek

s potencialnim antituberkulotickym uc¢inkem mezi sebou a se standardni latkou

(kyselina 4-aminosalicylova).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material

5.1.1 Pristroje a zaFizeni

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Némecko)

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

Inkubator (Shel Lab, USA)

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

Laboratorni tiepacka KS — 15 Control, Buhler, s inkuba¢nim nastavecem TH 15
(Johanna Otto GmbH, Némecko)

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS — 1R (OPTIKA Microscopes, Italie)
Pipetovaci nastavec SWIFTPET (HTL, Polsko)

Vahy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

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

Vyhiivané magnetické michadlo ICA RCT basic safety control (ICA, Némecko)

5.1.2 DalSi pouzity material

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

96jamkové mikrotitra¢ni desticky, tmavé (Corning, USA)
Automaticka pipeta Discovery series pipettes 50—300 ul (HTL, Polsko)
Automatické pipety Discovery autoclavable 5-50 pul, 10—100 pl, 100—1000 pl (HTL,
Polsko)

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

Kultivaéni ldhve 75 cm? (TPP, Svycarsko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)

Sterilni, nepyrogenni sklenéné pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Svycarsko)
Spi¢ky Eppendorf 0,1-20 pl, 20200 pl (Eppendorf, Némecko)

5.1.3 Pouzité Kity
Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay (Promega, USA)
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
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CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega, USA)

CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay (Promega, USA)

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega, USA)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA)

5.1.4 Studované latky a dalSi dilezité chemikalie

Testované slouceniny P5.1A, P6.1A a P8.1A byly syntetizovany na Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity
Karlovy

DMSO (dimethyl sulfoxid pro molekularni biologii > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA)

Chemikalie na fosfatovy pufr (PBS) NaCl, KCI, Na,HPO,, NaH,PO,, pH = 7,4 byly
ziskany od firmy PENTA (Ceské republika)

Kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina  4-amino-2-hydroxybenzoova  (4-aminosalicylova  kyselina, = PAS)
(Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (0,25 %, Trypsin — EDTA Solution) (Sigma-Aldrich, USA)

5.1.5 Pouzité bunécné linie a média
Hep G2 bunécna linie

Lidské jaterni bunky (The human hepatocellular liver carcinoma cell line,
Hep G2) byly ziskany z Health Protection Agency Culture Collections (ECACC,
UK). Bunécna linie (pasaz 5—12) byla rutinné kultivovana v 75 cm? kultiva¢nich
lahvich v bunééném médiu MEM (Eaglovo minimalni esencialni médium)
(Sigma-Aldrich, USA) s L-glutaminem (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA),
10 % fetalniho hovéziho séra (PAA, Rakousko) a neesencidlnich aminokyselin
(Sigma-Aldrich, USA).

HK-2 bunééna linie

Lidské ledvinné bunky (Human Kidney cell line, HK-2) byly ziskany
z American Type Culture Collection (ATCC, USA). Bunécna linie (pasaz 5—8) byla
rutinné kultivovdna v 75 cm? kultivacnich lahvich v bunééném médiu DMEM

(Dulbeccovo  a Eaglovo modifikované médium)  (Sigma-Aldrich, USA)
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s L-glutaminem (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetalniho hovéziho séra
(PAA, Rakousko)

5.2 Testované latky
Pro testovani byly vybrany 4 reprezentativni latky s rtiznou cytotoxicitou
z piedchozi prace autorky (Katrnoskova 2014). Strukturni vzorce s nazvy testovanych

latek a s parametrem lipofility log P jsou piehledné uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1 Chemické nazvy, strukturni vzorce a log P testovanvch latek

Testovana Strukturni vzorec Chemicky nazev Log P
latka testované latky testované latky
4-CF3-BA COOH  4- 2,9395
/©/ (trifluormethyl)benzoova
FsC kyselina
P5.1A 0 4-chlor-2-[(3- 3,57716
cl fluorfenyl)karbamoyl]fe
N ' nyl-diethyl-fosfat
®
0-P-0
e
P6.1A F 4-chlor-2-[(4- 3,57716
/©/ fluorfenyl)karbamoyl]fe
@ nyl-diethyl-fosfat
?
ﬁ o
o)
P8.1A F 5-chlor-2-[(4- 3,57716
fluorfenyl)karbamoyl]fe
d nyl-diethyl-fosfat
f'; J
O
PAS 0 4-amino-2- 1,0562
hydroxybenzoova
OH kyselina
H,N OH
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Strukturni vzorce Vv tabulce 1 ptipravil PharmDr. Mgr. Martin Kratky, Ph.D.
pomoci programu ChemBioDraw Ultra 13.0. Parametr lipofility log P testovanych

sloucenin jsme stanovili pomoci stejného programu.

5.3 Pouzité metody

5.3.1 Priprava fosfatového pufru

V tabulce 2 jsou uvedeny vSechny komponenty PBS pufru vcetné jejich
koncentraci. Po navazeni jednotlivych slozek na analytickych vahach a nasledném
doplnéni do pozadovaného objemu destilovanou vodou, jsme museli upravit pH

fosfatového roztoku (pomoci NaOH) na hodnotu 7.4.

Tab. 2 Priprava fosfatového pufru

Sloucenina Molarni hmotnost [g/mol] Koncentrace
v pufru [M]
NaCl 58,44 0,137
KCI 77,55 0,0027
Na2HPO4.12H20 358,14 0,01
NaH2PO4.2H20 156,01 0,01

Popis vyse uvedeného postupu pti ptipravé fosfatového pufru a tabulka 2 byly

pouzity z pfedchozi prace autorky, na kterou tato prace navazuje (Katrnoskova 2014).

5.3.2 Bunécéné kultivace

Bunécné linie Hep G2 a HK-2 pouzité v naSich experimentech byly rutinné
kultivovany dle doporucenych postupii dodavatele. Pfed samotnym nasazenim
bunécnych linii Hep G2 a HK-2 na 96jamkové mikrotitracni desticky jsme museli
bunky zpasazovat. Ke kultivaci Hep G2 bun¢k jsme pouzili kultivaéni médium MEM
obohacené o ptislusné suplementy, pro HK-2 buiiky jsme pouZili kultivaéni médium
DMEM s prislusnymi suplementy (viz podkapitola 5.1.5). Buiky jsme kultivovali
pii teplot¢ 37 °C v 5% atmosféte CO, V inkubatoru. Déle jsme bunky prubézné
mikroskopicky kontrolovali, abychom zjistili miru konfluence bunék a vyloucili
pfitomnost kontaminace. DalSi prace s buiikami probihaly v lamindrnim boxu.
Po odsati star¢ho kultivaéniho média, oplachu buné€k roztokem PBS a jeho nasledném
odsati jsme aplikovali trypsin, ktery umoznil rozvolnéni a odd€leni bun¢k ode dna
kultivaéni lahve. Inaktivaci trypsinu jsme zajistili pfidanim nového ptislusného
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kultivacniho média k buikdm a provedli jsme resuspendaci vzniklé smési. Prvni ¢ast
takto pfipravené bunécné smeési jsme premistili do centrifugacni zkumavky, z které
jsme odebrali vzorek v objemu 10 pl a ten pievedli na Biirkerovu komurku. Pomoci
Biirkerovy komitrky jsme zjistili pocet bunék a nasledné¢ z n€¢ho spocitali ptislusné
nafedéni bunék, které bude vyhovovat nasim cilom. Cast média s buiikami jsme
prenesli do nové kultivaéni lahve a nechali inkubovat na naSe dalsi experimenty.

Diky metodé Pierce™ BCA Protein Assay Kit jsme experimentalné¢ urcili
optimalni mnoZzstvi bun¢k na jednu jamku. Na zéklad¢ vyhodnocenych vysledki této
metody (viz kapitola 6.1) jsme se rozhodli u vSech nasledujicich testi pro obé
bunééné linie pouzit koncentraci 10 000 bun¢k/100 ul (na jednu jamku), tedy
960 000 bun¢k/9 600 pl (na celou testovaci desticku). Poté jsme odebrali potiebné
mnozstvi bunck z centrifugacni zkumavky a nafedili jej kultivaénim médiem
do pozadované koncentrace (10 000 bun€k/100 pul). Po promichani jsme
multikanalovou pipetou aplikovali 100 pl této bunééné suspenze do kazdé jamky
96jamkové mikrotitracni desticky. Inkubace obou bunéénych linii pfed pridanim
studovanych latek probihala u vSech testii cytotoxicity po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C v 5% atmosfétre COx.

Postup bunécnych kultivaci byl ¢astecné prevzat z predchozi prace autorky,

na kterou tato prace navazuje (Katrnoskova 2014).

5.3.3 Priprava testovanych liatek

Piiprava testovanych latek byla castecné prevzata z predchozi prace autorky
(Katrnoskova 2014).

Z divodu Spatné rozpustnosti testovanych latek ve vodé¢ bylo
k jejich rozpusténi u vSech experimentti pouzito rozpoustédlo DMSO. Latka DMSO
je jiz v nizkych koncentracich pomérné cytotoxicka, proto inkuba¢ni koncentrace
DMSO v kultivacnim médiu v naSich experimentech neptfesdhla 1 % (k 100 pl
bunééné suspenze jsme piidali 1 pl roztoku ptislusné testované latky). Inkubaéni
koncentrace testovanych latek jsou vzdy stokrat niz$i nez jejich zasobni koncentrace.
Pri¢inou je konecné ziedéni roztoku studovanych latek po jejich ptidani k bunkam

Vv pfislusném kultivaénim médiu.
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5.3.4 Stanoveni koncentrace proteinu — Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Tato metoda byla provedena u pouzitych bunécnych linii Hep G2 a HK-2
z divodu optimalizace poctu sazenych bunék na jednu jamku. Nejdfive jsme si
piipravili 96jamkovou mikrotitraéni desti¢ku, kde jsme v triplikatech nasadili rizné
pocty bun¢k na jamku na 100 ul. Pro bunéénou linii Hep G2 jsme zvolili: 125; 1 250;
2 500; 5 000; 10 000; 20 000; 40 000; 80 000 a 160 000 bunék na jamku.
Pro bunécnou linii HK-2 jsme zvolili: 156; 313; 625; 1 250; 2 500; 5 000; 10 000;
20 000 a 40 000 bun€k na jamku. Inkubace bun¢k Hep G2 probihala v kultivacnim
médiu MEM obsahujicim pfislusné suplementy. Pro inkubaci bun¢k HK-2 jsme
pouzili kultivaéni médium DMEM rovnéz obsahujici pfislusné suplementy. Inkubacni
¢as Cinil 48 hodin pfi teploté¢ 37 °C v 5% atmosfére CO,. Staré kultivacni médium
jsme odsali a nasledn¢ jsme ptidali 20 pl lyza¢niho ¢inidla (100 mM NaOH v Tritonu
X 0,5 %) do kazdé jamky 96jamkové mikrotitraéni desticky. Lyza¢ni ¢inidlo jsme
nechali pusobit pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny na tiepacce. Mezitim jsme si
vhodnym fedénim pfipravili koncentrace standardi BSA dle protokolu pouzitého
kitu. Nasledn¢ jsme pfipravené koncentrace standarda (0—2 000 pg/ml) napipetovali
v mnozstvi 20 ul na jamku 96jamkové mikrotitra¢ni desticky. Tabulka 3 ukazuje
objemy pouzitého rozpoustédla (100 mM NaOH v Tritonu X 0,5 %) a hovéziho
sérového albuminu pii pfipraveé téchto standardi. V dalsim kroku jsme si ptipravili
¢inidlo BCA (smichanim ¢inidla A a ¢inidla B z pouzitého kitu v poméru 50 : 1),
které jsme nasledné napipetovali v mnozstvi 200 pl do kazdé jamky 96jamkové
mikrotitra¢ni desticky obsahujicich vzorky i standardy. Nasledovalo 30sekundové
tiepani desticky na tiepacce. Po 30minutové inkubaci pfiteploté 37 °C v 5%
atmosféfe CO, byla desticka ochlazena na laboratorni teplotu a prob&hlo méfeni
absorbance pfi vlnové délce 562 nm na destickovém analyzatoru TECAN. Naméfené
vysledky jsme zpracovali v programu Microsoft Excel 2007. Odecetli jsme
prumérnou  hodnotu  absorbance slepého  vzorku (absorbance pozadi)
od zprimérovanych hodnot absorbanci vSech BSA standardii a stanovovanych
vzorkl. Poté jsme sestrojili kalibracni kiivku, na jejimZz zdkladé jsme urcili
koncentrace proteinu [ug/ml] a mnozstvi proteinu V jedné jamce [pug] pro dany pocet
bun¢k. K tomuto urceni jsme dospéli dosazenim hodnoty absorbance proteinu
0 neznamé koncentraci do rovnice kalibracni kiivky proteinu o zndmé koncentraci
[ug/ml]: y = 0,0004x + 0,0303 a nasledném piepocitani této koncentrace na jednu
jamku, tedy [pg].
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Tab. 3 Priprava standarda BSA

Oznaceni Objem Objem standardu  Vysledna

zasobniho rozpoustédla [ul] BSA [ul] koncentrace

roztoku BSA [ug/ml]

1 0 300 zasobniho 2 000
roztoku ¢islo 1

2 125 375 zasobniho 1500
roztoku €islo 1

3 325 325 zasobniho 1000
roztoku €islo 1

4 175 175 zasobniho 750
roztoku €islo 2

5 325 325 zasobniho 500
roztoku Cislo 3

6 400 100 zasobniho 400
roztoku ¢islo 3

7 325 325 zasobniho 250
roztoku Cislo 5

8 900 100 zasobniho 200
roztoku Cislo 5

9 325 325 zasobniho 125
roztoku 7

10 950 50 zasobniho 100
roztoku ¢islo 7

11 400 100 zasobniho 25
roztoku Cislo 9

12 1000 0 0 = slepy

vzorek

BSA = hovézi sérovy albumin

Rozpoustédlo: 100 MM NaOH v Tritonu X 0,5 %

535 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Provedeni této metody bylo Caste¢né pievzato z ptredchozi prace autorky
(Katrnoskova 2014).

Ob¢ bunééné linie jsme sadili v poc¢tu 10 000 bun¢k/100 ul (na jednu jamku),
tedy 960 000 bunék/9 600 ul (na celou testovaci desti¢ku). Inkubace bunéénych linii
probihala pfed pfidanim testovanych latek po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C v 5% atmosféte COz. Pro inkubaci bunééné linie Hep G2 jsme po celou dobu
pokusu pouzivali kultivaéni médium MEM obsahujici fetalni sérum (pfesné slozeni
viz kapitola 5.1.5). Pro inkubaci bunék HK-2 jsme pouzivali kultivaéni médium
DMEM rovnéz obsahujici fetalni sérum (piesné slozeni viz kapitola 5.1.5). VSechny

koncentrace testovanych latek jsme napipetovali v mnozstvi 1 pl do pfislusnych
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jamek 96jamkové mikrotitracni desti¢ky s buné&¢nou linii Hep G2 nebo HK-2.
Testované latky jsme aplikovali minimalné v osmi koncentracich v triplikatech
pro kazdou koncentraci. Zaroven jsme pro kazdou koncentraci V triplikdtech
pripravili nebunécné kontroly (100 pul piislusného média + 1 pl testované latky).
Dalsi ptipravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanoveni celkové viability
(buiiky ve 100 pl kultivacniho média), kontrolu pro stanoveni 0% viability (bunky
ve 100 pul kultivaéniho média + 10% DMSO), kontrolu 100% viability (bunky
ve 100 pl kultiva¢niho média + 1% DMSOQO) a nebunétnou kontrolu piislusného
kultivacniho média (100 pl kultivacniho média). Testované latky jsme inkubovali
24 hodin pii teploté 37 °C v 5% atmosféie CO.. Po uplynuti 24hodinové inkubace
jsme do kazdé jamky s bunikami, testovanymi latkami i kontrolami pfidali 20 ul
¢inidla MTS dle pracovniho protokolu pouzitého kitu. Cinidlo MTS jsme nechali
pusobit po dobu 90 minut pfi teploté 37 °C v 5% atmosféte CO. Nésledovalo méteni
absorbance na destickovém analyzatoru TECAN pfi vinové délce 490 nm.

Vysledné absorbanéni hodnoty vzorkli jsme zpracovali Vv programech
Microsoft Excel 2007 a GraphPad Prism 5.02. Nejdiive jsme v programu Microsoft
Excel 2007 zprimérovali hodnoty absorbance triplikatti bunék o stejné koncentraci
testovanych latek, urc¢ili jejich smérodatnou odchylku a relativni Smérodatnou
odchylku. Stejny postup jsme opakovali i u hodnot absorbance triplikatd
nebunéénych kontrol. Nakonec jsme ztéchto ciselnych udaji ziskali procenta
vysledné viability pro jednotlivé koncentrace testovanych latek. Vypocet vysledné
viability pro jednotlivé koncentrace testovanych latek probihal dle niZe uvedené

rovnice:

(aAb-ak) x 100

Avygy — Am

% viability =

Ab = zprumérovana hodnota absorbance triplikatu bunék o stejné koncentraci testované latky
Ak = zpriimérovand hodnota absorbance triplikdatu nebunécéné kontroly o stejné koncentraci testované ldtky
Am = zprumérovand hodnota absorbance triplikatu daného kultivacniho média

Avio = zpriumeérovana hodnota absorbance triplikatu kontroly 100% viability

Nakonec jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za pouziti modelu nelinearni

regrese urCili toxikologicky parametr ICso testovanych latek. ICso je inhibi¢ni
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koncentrace, ktera je nutna ke snizeni viability (nebo cytotoxicity) bunééné populace

na 50 % hodnoty maximalni (kontrolni) viability (nebo cytotoxicity).

5.3.6 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

Ob¢ bunééné linie jsme sadili v po¢tu 10 000 bun¢k/100 pul (na jednu jamku),
tedy 960 000 bunék/9 600 ul (na celou testovaci desti¢ku). Inkubace bunéénych linii
probihala pted piidanim testovanych latek po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C v 5% atmosféie CO2. Nejdiive jsme museli zjamek s inkubovanymi
bunéénymi liniemi Setrné odsat kultivacni média MEM a DMEM obsahujici fetalni
séra. Po odsati ptislusného média nasledovala aplikace novych kultivaénich médii
MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) — obé bez obsahu fetalniho séra. Tato kultivaéni
média jsme aplikovali multikanalovou pipetou v mnoZzstvi 100 pl na jamku. VSechny
koncentrace testovanych latek jsme v mnozstvi 1 pl na jamku napipetovali
do prislusnych jamek 96jamkové mikrotitracni desticky s bunkami Hep G2 nebo
HK-2. Testované latky jsme aplikovali miniméaln¢ v osmi koncentracich v triplikatech
pro kazdou koncentraci. Zaroven jsme pro kazdou koncentraci testované latky
pfipravili nebunééné kontroly v triplikatech (100 pl piislusného kultivaéniho média
+ 1 pl testované latky). Dalsi pfipravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanoveni
celkové viability (bunky ve 100 ul kultiva¢niho média), kontrolu pro stanoveni 0%
viability (bunky ve 100 pl kultivaéniho média + 10% DMSO), kontrolu 100%
viability (buiiky ve 100 ul kultiva¢niho média + 1% DMSO) a nebunéénou kontrolu
ptislusného kultiva¢niho média (100 pl kultivacniho média bez obsahu fetalniho
séra). Inkubace bunék a piislusnych kontrol s testovanymi latkami probihala 24 hodin
pii teploté 37 °C Vv 5% atmosféte CO2. Po 24hodinové inkubaci jsme ptidali 20 pl
Cinidla CellTiter-Blue® do kazdé jamky s bufikami, testovanymi latkami
a nebunéénymi kontrolami dle pracovniho protokolu pouzitého kitu. Z divodu
fotosenzitivity ¢inidla probihala vSechna prace po pfidani tohoto ¢inidla v zatemnéné
mistnosti. Nasledovalo umisténi vSech 96jamkovych mikrotitraénich desticek
na ttepacku Kk dosazeni intenzivniho 10sekundového tiepani. Inkubace desticky
S bunécnou linii HK-2 a desticky s jejimi nebunéénymi kontrolami s ¢inidlem trvala
po dobu 40 minut pii teploté 37 °C v 5% atmosféie CO2. Desticky s bunkami Hep G2
a prislusnymi nebunéénymi kontrolami jsme inkubovali po dobu 60 minut pfi teploté
37 °C v 5% atmosféte CO». Nasledovalo 10sekundové tiepani a zméfeni fluorescence

pti vlnovych délkach 560 nm a 590 nm na destickovém analyzatoru TECAN.
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Naméfené vysledky jsme nasledné zpracovali v programech Microsoft Excel
2007 a GraphPad Prism 5.02. Nejdiive jsme v programu Microsoft Excel 2007
zprimérovali hodnoty fluorescence triplikatti bunék o stejné koncentraci testovanych
latek, urcili jejich smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou odchylku. Stejny
postup jsme opakovali i u hodnot fluorescence triplikatd nebunéénych kontrol.
Nakonec jsme ztéchto Cciselnych tudaji ziskali procenta vysledné viability
pro jednotlivé koncentrace testovanych latek. Vypocet % viability probihal dle nize

uvedené rovnice:

- b—Fk
% viability = (Fb—Fk) x 100

Fuil:ll:l — Fm

Fb = zprumerovana hodnota fluorescence triplikatu bunek o stejné koncentraci testované latky
Fk = zpriimérovand hodnota fluorescence triplikdtu nebunécéné kontroly o stejné koncentraci testované ldtky
Fm = zprumérovanda hodnota fluorescence triplikatu daného kultivacniho média

Fvioo = zpriimérovand hodnota fluorescence triplikatu kontroly 100% viability

Nakonec jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za pouziti modelu nelinearni

regrese urcili toxikologicky parametr ICsp testovanych latek.

5.3.7 CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

Ob¢ bunécéné linie jsme sadili v poc¢tu 10 000 bunék/100 pul (na jednu jamku),
tedy 960 000 bunek/9 600 pl (na celou testovaci desticku). Inkubace bunéénych linii
probihala pfed pfidanim testovanych latek po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C v 5% atmosféie CO2. Nejdiive jsme museli zjamek s inkubovanymi
bunéénymi liniemi Setrné odsat kultivaéni média MEM a DMEM obsahujici fetalni
séra. Po odsati ptisluSného média nasledovala aplikace novych kultiva¢nich médii
MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) — obé& bez obsahu fetalniho séra. Tato kultiva¢ni
média jsme aplikovali multikanalovou pipetou v mnozstvi 100 ul na jamku. VSechny
koncentrace testovanych latek jsme v mnozstvi 1 pl na jamku napipetovali k bunééné
linii Hep G2 a HK-2 na 96jamkové mikrotitracni desticky. Testované latky jsme
aplikovali minimaln¢ v osmi koncentracich v triplikatech pro kazdou koncentraci.
Ptipravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanoveni celkové viability (buiky
ve 100 pl ptislusného média), kontrolu pro stanoveni 100% toxicity (buiiky ve 100 pl
ptislusného média + 10% DMSO) a kontrolu 100% viability (buniky ve 100 pl
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piislusného média + 1% DMSO). Inkubace bun¢k a piislusnych kontrol probihala
24 hodin pfi teplote 37 °C v 5% atmosféte CO». Po 24hodinové inkubaci jsme ptidali
100 pl ¢inidla CellTiter-Fluor™ do kazdé jamky s buiikami, testovanymi latkami
i kontrolami dle pracovniho protokolu pouzitého kitu. Z duvodu fotosenzitivity
¢inidla probihala vSechna prace po piidani tohoto Cinidla v zatemnéné mistnosti.
Po kratkém protfepani vSech desticek nasledovala 90minutova inkubace desticky
s bunécnou linii HK-2 a desticky S ptislusnymi kontrolami a 40minutova inkubace
desticky s buné¢nou linii Hep G2 a desticky s piislusSnymi kontrolami pfi teploté
37 °C v 5% atmosféie CO2. Po uplynuti pozadované doby inkubace jsme zaznamenali
fluorescenci pti vinové délce 400 nm a 505 nm na destickovém analyzatoru TECAN.
Naméfené vysledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007
a GraphPad Prism 5.02. Nejdfive jsme v programu Microsoft Excel 2007
zprimérovali hodnoty fluorescence triplikatti bunck o stejné koncentraci testovanych
latek, urcili jejich smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou odchylku. Nakonec
jsme ziskali procenta vysledné viability pro jednotlivé koncentrace testovanych latek.

Vypoclet % viability probihal dle niZe uvedené rovnice:

(Fb—Ftapg) % 100

% viability =

Frygp — Flapn

Fb = zprumerovana hodnota fluorescence triplikatu bunék o stejné koncentraci testované latky
Ftioo = zpriimérovana hodnota fluorescence triplikatu kontroly 100% toxicity

Fvioo = zpriimérovand hodnota fluorescence triplikatu kontroly 100% viability

Na zavér jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za pouziti modelu nelinearni

regrese urcili toxikologicky parametr ICsg testovanych latek.

5.3.8 CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay

Obé¢ bunééné linie jsme sadili v poc¢tu 10 000 bun€k/100 pl (na jednu jamku),
tedy 960 000 bunék/9 600 ul (na celou testovaci desti¢ku). Inkubace bunéénych linii
probihala pted pifidanim testovanych latek po dobu 24 hodin pifi teploté
37 °C v 5% atmosfére CO2. Nejdiive jsme museli zjamek s inkubovanymi
bunéénymi liniemi Setrné odsat kultivaéni média MEM a DMEM obsahujici fetalni

séra. Po odsati prislusného média néasledovala aplikace nového kultivaéniho média
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DMEM (Hep G2 i HK-2). Toto kultivaéni médium jsme aplikovali multikanalovou
pipetou v mnozstvi 100 pl na jamku. VSechny Koncentrace testovanych latek jsme
v mnozstvi 1 pl najamku napipetovali k bunéénym liniim Hep G2 a HK-2
na 96jamkovych mikrotitracnich destickach. Testované latky jsme aplikovali
Minimaln€ v osmi koncentracich v triplikatech pro kazdou koncentraci. Ptipravené
kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanoveni celkové viability (buiiky ve 100 pl média
DMEM), kontrolu pro stanoveni 100% toxicity (bunky ve 100 pul média DMEM
+10% DMSO) a kontrolu 100% viability (buiky ve 100 pul média DMEM
+ 1% DMSO). Inkubace bun¢k s testovanymi latkami probihala 8 hodin pfi teploté
37 °C v 5% atmosfére CO2. Po uplynuti inkubacni doby jsme testovaci desticky
ponechali 30 minut pfi laboratorni teploté. K jednomu triplikatu na kazdé desti¢ce
(jamky obsahujici 100 pl kultivaéniho média DMEM s buiikami nebo 100 pul média
DMEM bez bunék) jsme ptidali 2 pl lyza¢niho roztoku (kontrola maximalniho
uvolnéni LDH, neni zahrnuto ve vypoctu). Z téchto triplikatt jsme ziskali hodnotu
kontroly maximalni fluorescence uvolnéné LDH. Lyzaéni roztok jsme takto
napipetovali 15 minut pfed pfidanim ¢inidla pouzitého kitu. Nasledovalo ptidani
100 pl ¢inidla CytoTox-ONE™ do kazdé jamky s bufikami, testovanymi latkami
i kontrolami dle pracovniho protokolu pouzitého kitu. Z divodu fotosenzitivity
¢inidla probihala vSechna prace po piidani tohoto Cinidla v zatemnéné mistnosti.
Po 30sekundovém tfepani jsme vSechny desticky inkubovali 10 minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti ¢asového intervalu jsme do kazdé jamky pfidali 50 pl cinidla
pro zastaveni reakce (Stop Solution). Nasledovalo 10sekundové tfepani a méfeni
fluorescence pii vinové délce 560 nm a 590 nm na desti¢kovém analyzatoru TECAN.

Namétené vysledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007
a GraphPad Prism 5.02. Nejdiive jsme v programu Microsoft Excel 2007
zpramé&rovali hodnoty fluorescence triplikatlh bunék o stejné koncentraci testovanych
latek, urcili jejich smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou odchylku. Nakonec
jsme ziskali procenta vysledné cytotoxicity pro jednotlivé koncentrace testovanych

latek. Vypocet % cytotoxicity probihal dle nize uvedené rovnice:

(Fb—Fuvgp) % 100

% cytotoxicity =

Ftypp — Frapo

Fb = zprimérovand hodnota fluorescence triplikatu bunek o stejné koncentraci testované latky
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Ftioo = zpriimérovana hodnota fluorescence triplikatu kontroly 100% toxicity

Fvioo = zpriamérovand hodnota fluorescence triplikatu kontroly 100% viability

Na zavér jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za pouziti modelu nelinearni

regrese urcili toxikologicky parametr ICsg testovanych latek.

5.3.9 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay

Ob¢ bunééné linie jsme sadili v poc¢tu 10 000 bun¢k/100 ul (na jednu jamku),
tedy 960 000 bun¢k/9 600 ul (na celou testovaci desti¢ku). Inkubace bunéénych linii
probihala pfed pfidanim testovanych latek po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C v 5% atmosféte CO2. Nejdiive jsme museli zjamek s inkubovanymi
bunécnymi liniemi Setrné odsét kultivaéni média MEM a DMEM obsahujici fetalni
séra. Po odsati prislusného média nasledovala aplikace novych kultivacnich médii
MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) — obé bez obsahu fetalnich sér. Tato kultiva¢ni
média jsme aplikovali multikanalovou pipetou v mnoZzstvi 100 pl na jamku. VSechny
koncentrace testovanych latek jsme v mnozstvi 1 ul na jamku 96jamkové
mikrotitracni desticky napipetovali k bunécéné linii Hep G2 a HK-2. Testované latky
jsme aplikovali ve tfech koncentracich v triplikatech pro kazdou koncentraci.
Tyto koncentrace jsme zvolili na zakladé vysledkd piedchozich testu cytotoxicity
in vitro (viz kapitoly 6.2 — 6.5). Ptipravené kontroly zahrnovaly: negativni kontrolu
apoptotického procesu (bunky ve 100 pl pfislusného média + 1% DMSO),
nebunéénou kontrolu kultivacniho média (100 pl pfislusného média). Inkubace bunék
a ptisluSnych kontrol s testovanymi latkami probihala 5 hodin pfi teploté 37 °C v 5%
atmosféfe CO2. Nasledné jsme napipetovali 100 pl ¢inidla Apo-ONE® Caspase-3/7
do kazdé jamky s bunkami, testovanymi latkami i kontrolami dle pracovniho
protokolu pouzitého kitu. Po 30sekundovém tfepani jsme vSechny desticky
inkubovali po dobu 30 minut v zatemnéné mistnosti pii laboratorni teploté.
Po uplynuti inkubacniho intervalu jsme zaznamenali fluorescenci pii vinové délce
499 nm a 521 nm na destickovém analyzatoru TECAN.

Nameétené vysledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007
a GraphPad Prism 5.02. Nejdiive jsme v programu Microsoft Excel 2007
zpriimérovali hodnoty fluorescence triplikatti bunek o stejné koncentraci testovanych
latek, ur¢ili jejich smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou odchylku. Vypocet

kaspazovée aktivity probihal dle niZze uvedené rovnice:
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. Fb % 100
kaspazova aktivita = E—
n

Fb = zprumerovana hodnota fluorescence triplikatu bunek o stejné koncentraci testované latky

Fn = zpriumérovana hodnota fluorescence triplikatu negativni kontroly

Na zavér jsme v programu GraphPad Prism 5.02 sestrojili graf srovnavajici
kaspazovou aktivitu testovanych latek s negativni kontrolou apoptotického procesu
a s vyznacenou statistickou vyznamnosti. Statisticka signifikance rozdili primérnych
hodnot sledovaného parametru byla hodnocena pomoci t-testu podle Microsoft Excel
2007. Statisticka vyznamnost na hladiné p < 0,05 je oznaCena *, statisticka
vyznamnost na hladiné p < 0,01 je oznafena ** a statistickd vyznamnost na hlading

p <0,001 je oznaCena ***.

5.3.10 Korelacni studie

Pomoci programu Microsoft Excel 2007 jsme provedli korelaéni studii
mezi hodnotami ICsp a log P testovanych sloucenin a také korelace hodnot ICsg
testovanych sloucenin mezi metodami CellTiter96 (CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay), CellTiterBlue (CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay), CellTiterFluor (CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay) a CytoToxOne
(CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay).
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni koncentrace proteinu — Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Obrazek 7 znazornuje prabeh kalibracni kiivky, na zakladée kterého jsme chtéli
urcit nezndmé koncentrace proteinii obsaZzenych ve vzorcich bunécénych linii HK-2
aHep G2 pfipravenych zriznych pocéti bunék. Graf popisuje zavislost
mezi koncentraci hovéziho sérového albuminu — vyjadfeno jako koncentrace BSA
[ug/ml] a naméfenou absorbanci. Absorbance hovéziho sérového proteinu je pfimo

umeérna jeho koncentraci.

0,9
y =0,0004x+0,0303
0,8 R?=0,9931 .-

absorbance

0 500 1000 1500 2000 2500
koncentrace BSA - hovézi sérovy albumin [pg/ml]

Obr. 7 Kalibra¢ni kiivka metody BCA Koncentraéni fada hovéziho sérového

albuminu (BSA) byla inkubovana s ¢inidlem kitu pti 37 °C po dobu 30 minut
a nasledné byla métena absorbance pii 562 nm. Data jsou prezentovana jako priméry

+ SD (smérodatna odchylka) naméfenych vysledki (s odectenou hodnotou pozadi).

Obrazek 8 popisuje vztah mezi poctem bunék Hep G2 v jamce a koncentraci
proteinu ve stejné jamce. Tento vztah se jevil jako linearni pfi pouziti mensiho poctu
bunék v experimentu (asi do poc¢tu 40 000 bun€k na jamku). Dalsi prubéh kiivky

muzeme popsat jako nelinearni.
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Obr. 8 Zavislost koncentrace proteinu na po¢tu bunék Hep G2 v jedné jamce

Hep G2 bunky byly sazeny v ruznych poctech na jamku v 96jamkové desticce
v triplikdtech a nasledné zlyzovany. V piipravenych vzorcich byla vypocitana
koncentrace proteinu metodou BCA. Data jsou prezentovana jako priméry + SD

namétenych vysledku.

Obrazek 9 vyjadiuje vztah mezi poétem bunék HK-2 v jamce a koncentraci
proteinu ve stejné jamce. Tento vztah se jevil jako linearni pii pouziti mensiho poctu
bunek v experimentu (asi do poc¢tu 10 000 bunék na jamku). Dalsi prabéh kiivky

muzeme popsat jako nelinearni.
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Obr. 9 Zavislost koncentrace proteinu na po¢tu bunék HK-2 v jedné jamce HK-2

buiiky byly sazeny v rtiznych poctech na jamku v 96jamkové desticce V triplikatech
a nasledné zlyzovany. V pfipravenych vzorcich byla vypocitana koncentrace proteinu

metodou BCA. Data jsou prezentovana jako praméry + SD namétenych vysledkd.

6.2 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

V tabulce 4 jsou pro piehlednost souhrnné uvedeny testované latky
s jejich hodnotami 1Csg. Tento parametr jsme vyuzili k posouzeni cytotoxického
potencialu zkouSenych latek na bunéfnych liniich Hep G2 a HK-2. Hodnoty
% bunééné viability, ze kterych jsme nasledné stanovili parametr ICso, jsme ziskali

pomoci metody CellTiter96.

Tab. 4 Hodnoty I1Cso testovanych latek za pouZiti metody CellTiter96

Testovana latka 1Cs0 [uM] 1Cs0 [nM]
Hep G2 HK-2
4-CF3-BA 717,90 1 266,00
P5.1A 12,46 17,04
P6.1A 31,49 > 100,00
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P8.1A 29,67 54,22

PAS 2 263,00 4 678,00

1Cs0= inhibi¢ni koncentrace

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v bunkdch Hep G2 méfeny metodou
CellTiter96 je znazornén na obrazku 10. Vysledky jsou prezentovany jako % viability
testovanych bun¢k. Ze ziskanych vysledkt byla zjisténa hodnota ICso studovanych

sloucenin.

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v bunkach HK-2 méfeny metodou
CellTiter96 je znazornén na obrazku 11. Vysledky jsou prezentovany jako % viability
testovanych bunck. Ze ziskanych vysledkl byla zjisténa hodnota ICsp studovanych

sloucenin.
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Obr. 10 Cytotoxické puasobeni testovanvch sloucenin na bunéénou linii Hep G2

za pouziti metody CellTiter96 Hep G2 bunky byly inkubovany po dobu 24 hodin
S riznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné¢ byla zjiSténa
% viability bun€k. Data jsou prezentovana jako primeéry + SD naméfenych vysledkd.

Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsp testovanych latek.
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Obr. 11 Cytotoxické pusobeni testovanvch slouéenin na bunéénou linii HK-2

za pouziti_metody CellTiter96 HK-2 bunky byly inkubovany po dobu 24 hodin

S riznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné byla zjiSténa
% viability bun€k. Data jsou prezentovana jako priméry £ SD namétenych vysledku.

Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsp testovanych latek.
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6.3 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay

V tabulce 5 jsou pro pichlednost souhrnné uvedeny testované latky
s jejich hodnotami ICso. Tento parametr jsme vyuzili k posouzeni cytotoxického
potencialu zkouSenych latek na buné¢nych liniich Hep G2 a HK-2. Hodnoty
% bunécné viability, ze kterych jsme nasledné stanovili parametr ICso, jsSme ziskali

pomoci metody CellTiterBlue.

Tab. 5 Hodnoty ICso testovanych latek za pouziti metody CellTiterBlue

Testovana latka 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM]
Hep G2 HK-2
4-CF3-BA 1 086,00 > 2 000,00
P5.1A 100,60 322,30
P6.1A 63,47 391,30
P8.1A 78,24 211,90
PAS 2 047,00 4 493,00

1Cs0= inhibi¢ni koncentrace

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v bunkach Hep G2 meéfeny metodou
CellTiterBlue je znadzornén na obrazku 12. Vysledky jsou prezentovany
jako % viability testovanych bun€k. Ze ziskanych vysledki byla zjisténa hodnota

ICs0 studovanych sloucenin.

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v bunkach HK-2 méfeny metodou
CellTiterBlue je znadzornén na obrazku 13. Vysledky jsou prezentovany
jako % viability testovanych bunék. Ze ziskanych vysledki byla zjisténa hodnota ICso

studovanych sloucenin.
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Obr. 12 Cytotoxické piasobeni testovanych slou¢enin na bunéénou linii Hep G2

za pouziti metody CellTiterBlue Hep G2 bunky byly inkubovany po dobu 24 hodin

S riznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné¢ byla zjiSténa
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% viability bunck. Data jsou prezentovana jako priméry = SD namétenych vysledkd.

Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsp testovanych latek.
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Obr. 13 Cytotoxické piusobeni testovanych slou¢enin na bunéénou linii HK-2

za pouziti metody CellTiterBlue HK-2 bunky byly inkubovany po dobu 24 hodin

Sriznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nésledné byla zjiSténa
% viability bunck. Data jsou prezentovana jako pruméry £ SD namétenych vysledki.

Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsp testovanych latek.

6.4  CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay

V tabulce 6 jsou pro pichlednost souhrnné uvedeny testované latky
s jejich hodnotami ICso. Tento parametr jsme vyuzili k posouzeni cytotoxického
potencialu zkouSenych latek na bunénych liniich Hep G2 a HK-2. Hodnoty
% bunécné viability, ze kterych jsme ndsledné stanovili parametr ICsp, jsme ziskali

pomoci metody CellTiterFluor.

Tab. 6 Hodnoty ICso testovanych latek za pouziti metody Cell TiterFluor

Testovana latka 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM]
Hep G2 HK-2

4-CFs-BA > 2 000,00 1821,00
P5.1A 24,52 254,80
P6.1A 24,20 285,00
P8.1A 40,20 207,70

PAS 4 669,00 3 369,00

1Cs0= inhibi¢ni koncentrace

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v bunkach Hep G2 meéfeny metodou
CellTiterFluor je znazornén na obrazku 14. Vysledky jsou prezentovany
jako % viability testovanych bunék. Ze ziskanych vysledkl byla zjisténa hodnota ICso

studovanych sloucenin.

Cytotoxicky tucinek testovanych latek v bunkdch HK-2 méfeny metodou
CellTiterFluor je znazornén na obrazku 15. Vysledky jsou prezentovany
jako % viability testovanych bunék. Ze ziskanych vysledki byla zjisténa hodnota ICsg

studovanych sloucenin.
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Obr. 14 Cytotoxické pusobeni testovanych slou¢enin na bunéénou linii Hep G2

za pouziti_metody CellTiterFluor Hep G2 bunky byly inkubovany po dobu

24 hodin s rtiznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné byla
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zjisténa % viability bunék. Data jsou prezentovéana jako priméry + SD naméfenych

vysledki. Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsg testovanych latek.
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Obr. 15 Cytotoxické piusobeni testovanych slouéenin na bunéénou linii HK-2
za pouziti metody CellTiterFluor HK-2 buniky byly inkubovany po dobu 24 hodin
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s riznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné¢ byla zjiSténa
% viability bun¢k. Data jsou prezentovana jako praméry = SD namétenych vysledkd.

Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsp testovanych latek.

6.5 CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay

V tabulce 7 jsou pro ptehlednost souhrnné uvedeny testované latky s jejich
hodnotami ICsg. Tento parametr jsme vyuzili K posouzeni cytotoxického potencialu
zkousenych latek na bunéénych liniich Hep G2 a HK-2. Hodnoty % cytotoxicity,
ze kterych jsme nasledné stanovili parametr ICsp, jsme ziskali pomoci metody

CytoToxOne.

Tab. 7 Hodnoty ICso testovanych latek za pouziti metody CytoToxOne

Testovana latka 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM]
Hep G2 HK-2
4-CF3-BA > 2 000,00 > 3 000,00
P5.1A 370,70 207,70
P6.1A > 600,00 178,60
P8.1A > 400,00 449,60
PAS > 10 000,00 > 15 000,00

ICs0 = inhibi¢ni koncentrace

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v buiikdach Hep G2 méfeny metodou
CytoToxOne je zndzornén na obrazku 16. Vysledky jsou prezentovany
jako % cytotoxicity testovanych bunék. Ze ziskanych vysledka byla zjisténa hodnota

ICs0 studovanych sloucenin.

Cytotoxicky ucinek testovanych latek v buinkach HK-2 meéfeny metodou
CytoToxOne je zndzornén na obrazku 17. Vysledky jsou prezentovany
jako % cytotoxicity testovanych bunék. Ze ziskanych vysledka byla zjisténa hodnota

ICso studovanych sloucenin.
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Obr. 16 Cytotoxické pisobeni vybranych testovanvch slouéenin na bunéénou

linii Hep G2 za pouziti_metody CytoToxOne Hep G2 burnky byly inkubovany

po dobu 8 hodin s riznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné
byla zjisténa % cytotoxicity bunc¢k. Data jsou prezentovana jako priméry + SD

48



naméienych vysledkl. Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICso testovanych

latek.
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Obr. 17 Cytotoxické pisobeni vybranych testovanych slou¢enin na bunéénou

linii HK-2 za pouziti metody CytoToxOne HK-2 buiky byly inkubovany po dobu

8 hodin sriznymi koncentracemi testované latky v triplikatech a nasledné¢ byla
zjiSténa % cytotoxicity bun€k. Data jsou prezentovana jako priméry + SD
namétenych vysledkii. Analyzou téchto dat jsme ziskali parametr ICsg testovanych

latek.

6.6 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay

Obrazek 18 znazoriuje aktivitu kaspaz 3 a 7 v testovanych bunéénych liniich
Hep G2 a HK-2. Po S5hodinové inkubaci studovanych latek s buiitkami jsme
nezaznamenali, Zze by néktera z testovanych koncentraci sloucenin zpusobila

vyraznou indukci apoptoézy ve srovnani s negativni kontrolou (buiiky ve 100 ul
ptislusného média + 1% DMSO).
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Obr. 18 Aktivita kaspaz 3 a 7 ve studovanych bunéénvch liniich Hep G2 a HK-2

po_pusobeni prislusnych koncentraci testovanych latek Obr. 18 a) Po pisobeni

testovanych koncentraci studovanych sloucenin na bunééné linii Hep G2 nedochézi
Ve srovnani s negativni kontrolou k vyrazné indukeci apoptozy.
Obr. 18 b) Po ptisobeni testovanych koncentraci studovanych sloucenin na bunééné

linii HK-2 nedochazi ve srovnani s negativni kontrolou k vyrazné indukci apoptozy.
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6.7 Hodnoty ICso testovanych latek za pouziti vybranych metod

-----

cytotoxicity in vitro na zvolenych buné¢nych liniich Hep G2 a HK-2.

Tab. 8 Hodnoty ICso testovanych sloucenin za pouziti 4 riznvch metod bunééné viability/cytotoxicity na bunéénych liniich Hep G2
a HK-2

CellTiter96  CellTiter96  CellTiterBlue  CellTiterBlue  CellTiterFluor  CellTiterFluor  CytoToxOne  CytoToxOne

Testy viability Test cytotoxicity
Testovana 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM] 1Cs0 [uM]
latka Hep G2 HK-2 Hep G2 HK-2 Hep G2 HK-2 Hep G2 HK-2
4-CF3-BA 717,90 1 266,00 1 086,00 > 2 000,00 > 2 000,00 1821,00 > 2 000,00 >3 000,00
P5.1A 12,46 17,04 100,60 322,30 24,52 254,80 370,70 207,70
P6.1A 31,49 > 100,00 63,47 391,30 24,20 285,00 > 600,00 178,60
P8.1A 29,67 54,22 78,24 211,90 40,20 207,70 > 400,00 449,60
PAS 2 263,00 4 678,00 2 047,00 4 493,00 4 669,00 3369,00 > 10 000,00 > 15 000,00

1Cso0 = inhibi¢ni koncentrace



6.8 Korelaéni studie

Kur¢eni mozné souvislosti mezi lipofilnim charakterem a cytotoxicitou
testovanych sloucenin jsme u zkoumanych latek stanovili hodnoty log P (viz Tab. 1).
Nejvice cytotoxické latky P5.1A, P6.1A a P8.1A byly nejvice lipofilni. PAS byla
z nasich latek nejméné lipofilni a zaroven i nejméné cytotoxicka (viz Tab. 8).

Ziskana data z jednotlivych testti buné¢né viability jsme mezi sebou porovnali
v ramci korelacni studie. Srovnani téchto dat vykazuje vysoky stupen korelace.
Korela¢ni koeficient mezi metodami CellTiter96 a CellTiterBlue je 0,9795 v Hep G2
a 0,9049 v HK-2 bunkach, mezi metodami CellTiter96 a CellTiterFluor je 0,9799
v Hep G2 a 0,9701 v HK-2 bunikach a mezi metodami CellTiterBlue a CellTiterFluor
je 0,9999 v Hep G2 a 0,9811 v HK-2 burikach.

Ziskana data z testd bunééné viability jsme porovnali s daty z testu bunécné
cytotoxicity CytoToxOne. Srovnani téchto dat vykazuje vysoky stupen korelace.
Korela¢ni koeficient mezi metodami CellTiter96 a CytoToxOne je 0,9773 v Hep G2
a 0,9966 v HK-2 bunkach, mezi CellTiterBlue a CytoToxOne je 0,9146 v Hep G2
a0,8677 v HK-2 bunkach a mezi CellTiterFluor a CytoToxOne je 0,9153 v Hep G2
a 0,9475 v HK-2 bunkach.
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7 Diskuze

Piedmétem rigordzni prace bylo stanoveni cytotoxického pusobeni 4 latek
S potencidlnim antituberkulotickym ucinkem. K testovanym sloucenindm patfila
kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova (4-CFs-BA) a derivaty na bazi salicylanilid
diethyl fosfatd (P5.1A, P6.1A a P8.1A). Tyto latky byly vybrany z piedchozi prace
testovanych sloucenin (Katrnoskova 2014). Nasim ukolem bylo kvantitativni
srovnani naméfenych hodnot miry cytotoxického puisobeni testovanych sloucenin
mezi sebou a se standardni slou¢eninou (kyselina 4-aminosalicylova). K dosazeni cilt
této prace bylo nutné vybrat a nasledné experimentalné provést n€kolik komeréné
dostupnych testii cytotoxicity in vitro sledujici rizné ukazatele bunécéné viability,
cytotoxicity a apoptdzy. Zvolenych 5 metod hodnotilo metabolickou aktivitu zivych
buné¢k, ¢innost aminopeptidaz v neporusenych Zivotaschopnych bunkach, uvoliovani
LDH z bunék s porusenou membranovou integritou nebo kaspazovou aktivitu, jez je
dikazem apoptotického procesu. Testovani slou¢enin probihalo na standardni linii
lidskych jaternich bunék (Hep G2) a standardni linii lidskych ledvinnych bunék
(HK-2). Pro vybér zvolenych buné¢nych linii jsme se rozhodli z téchto diavodu:
Pravé jaterni a ledvinna tkan je nejcastéji vystavena toxickému ptsobeni podavanych
xenobiotik. Limitujicim faktorem soucasné pouzivanych antituberkulotik je cCasto
jejich hepatotoxicky efekt (Perazella et al. 2009, Tostmann et al. 2007).

Pied samotnym testovanim cytotoxického potencialu studovanych latek byla
u obou bunéénych linii provedena optimalizace poétu sazenych bunék na jednu jamku
za pouziti komer¢né dostupné metody Pierce™ BCA Protein Assay Kit.
Tato kolorimetricka metoda nam slouzila ke stanoveni neznamé koncentrace proteinti
obsazenych ve vzorcich bunéénych linii HK-2 a Hep G2 pfipravenych z riznych
pocti bunek. Hledali jsme takovy pocet bunék, pii kterém bude platit linearni vztah
mezi koncentraci proteinu v jedné jamce a mnozstvim bunék v téze jamce. U bunééné
linie Hep G2 se tento vztah jevil jako linearni asi do poctu 40 000 bun¢k na jamku.
U bunécné linie HK-2 se tento vztah jevil jako linearni asi do poc¢tu 10 000 bun¢k
na jamku. Oproti buitkdm Hep G2 vykazovaly bunky HK-2 v podminkach naSeho
experimentu pomalejsi rist. Divodem mohla byt nizsi metabolicka aktivita bunék
HK-2 ¢i jejich omezena moznost proliferace pii vyS$im pocétu bunék v jamce.

Zanelinearni  zavislost  pfi vysSich  koncentracich bun€k Vvjedné jamce
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(> 40000 buneék Hep G2 na jamku, >10000 bunék HK-2 na jamku) muze byt
zodpovédnd zménénd metabolickd aktivita bun€k a jejich snizeny piijem Zzivin
z kultiva¢niho média. Zda se, ze pii vy$§im poctu bunék v jamce muze dochazet
k jejich agregaci. Naopak pti menSim poc¢tu bunék v jamce je pravdépodobné riziko
agregace nizsi a bunky tak ziskavaji vétsi mnozstvi zivin z kultivaéniho média. Také
testované latky maji snazsi piistup k jednotlivym bunkam pii jejich nizsi koncentraci
(Anonym 2012). Z diavodu vzajemného srovnavani cytotoxického efektu testovanych
slouc¢enin na jaterni a ledvinné bunky, byla zvolena u obou bunécnych linii stejna
koncentrace 10 000 bunék na jamku (ve 100 pl pfislusného kultiva¢niho média), kdy
platil linearni vztah mezi koncentraci proteinu v jedné jamce a mnozstvim bunék
Vv téze jamce (viz Obr. 8-9).

Provadéni testovani cytotoxicity in vitro komplikovala nedostate¢na
rozpustnost studovanych latek ve vodé¢. Jako rozpoustédlo testovanych sloucenin
jsme pouzili slou¢eninu DMSO. Abychom eliminovali mozné toxické pulsobeni
DMSO na buiikky na minimum, zajistili jsme u vSech provadénych experimentt,
aby koncentrace tohoto rozpoustédla v inkuba¢nim médiu s pozadovanou koncentraci
testované latky neptesahovala 1 % (Katrnoskova 2014, Lin a Will 2012). Studované
latky byly v testech cytotoxicity in vitro aplikovany v triplikatech pro kazdou
koncentraci. Pti testovani bylo tfeba vybrat vhodné koncentra¢ni rozmezi pro kazdou
testovanou latku individudln€, abychom doséhli co nejptfesnéjSich vysledkd.
Dale jsme si museli zvolit takové kontroly, které by zamezily vyskytu falesné
pozitivnich ¢i negativnich vysledkli. Ne vsSechny pouzité¢ kontroly byly zahrnuty
do zavérecného vypoctu % viability/cytotoxicity. Ne&které z kontrol slouzily
jako tzv. ,,vnitini kontrola® pro ovéfeni spravnosti prubéhu experimentu a také
vylouceni moZné kontaminace. Jako ukazatel miry toxicity testovanych latek byl
vybran parametr inhibi¢ni koncentrace ICsp, jez umoZznuje kvantitativni porovnani
cytotoxicity latek mezi sebou a se standardni slouc¢eninou.

Metody hodnotici bunécnou viabilitu CellTiter96 a CellTiterBlue jsou obé
zalozeny na redukénim stanoveni metabolicky aktivnich bunck. V kolorimetrické
metod¢ CellTiter96 dochazi predevsim diky slouc¢eninam NADH a NADPH k redukci
tetrazoliového c¢inidla MTS na barevny produkt formazan, jenz je detekovan
absorbanéné. V metodé CellTiterBlue je barvivo resazurin v disledku pisobeni
n¢kolika riiznych redoxnich enzymu pfeménéno na rtizovy produkt resorufin, ktery je

vysoce fluorescencni. Nezivé bunky ztraceji svou metabolickou aktivitu a ke vzniku
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absorb¢niho nebo fluorescenéniho signalu nedochazi (Anonym 2012, Anonym 2016).
Dle doporuc¢eni vyrobce pouzitého kitu CellTiter96 by mélo byt inkubacni rozmezi
pusobeni c¢inidla MTS 1-4 hodiny. Na zéklad¢ ziskanych hodnot méfeni jsme se
rozhodli inkubovat testované latky s ¢inidlem MTS po dobu 90 minut, z divodu jiz
dobie zfetelnych rozdili v absorbanci. Doporuéené inkuba¢ni rozmezi ptsobeni
¢inidla CellTiter-Blue® dle vyrobce pfislusného kitu bylo 1-4 hodiny. V pouzité
metod¢ CellTiterBlue byla jiz pfi 2hodinové inkubaci bun¢k HK-2 i Hep G2
s CellTiter-Blue® ¢&inidlem hodnota fluorescence mimo rozsah méfeni,
z tohoto divodu bylo nutné zkraceni inkubacniho Casu. Dobie zictelnych rozdilt
ve fluorescenci bylo dosazeno pii 60minutové inkubaci bunék Hep G2 a ptislusnych
kontrol s CellTiter-Blue® ¢inidlem a pfi 40minutové inkubaci v ptipadé bun¢k HK-2
a prislusnych kontrol s CellTiter-Blue® ¢inidlem. Mezi stanovenymi hodnotami 1Cso
testovanych sloucenin byla za pouziti téchto dvou metod prokazana vysoka korelace.
Vysledky popisujici podobny trend v klesdni bunééné viability pti srovnani MTS
aresazurinu jsou uvedeny iV publikaci dalsich autort, ktefi testovali cytotoxické
pusobeni tamoxifenu za pouziti stejnych metod na bunééné linii Hep G2 (Riss
a Moravec 2004). Z vyslednych hodnot ICsp je patrné, ze kapacita obou bunéénych
linii byla k redukci tetrazoliového barviva MTS vyssi, nez k redukci resazurinu
(viz Obr. 10—13). Divodem muze byt jiny reakéni mechanismus srovnavanych metod
¢i rozdily v méfeni absorbance a fluorescence. Vzhledem k fotosenzitivit¢ MTS
aresazurinu probihala inkubace testovanych latek s ¢inidly bez ptistupu svétla,
abychom pftedesli zvySeni pozadi fluorescence ¢i absorbance. Ve fluorescencnim
stanoveni metody CellTiterBlue jsme se snazili snizit fluorescenci pozadi na minimum
také tim, Ze jsme vymeénili pfislusna kultiva¢ni média obsahujici fetdlni sérum
za odpovidajici bunééna média bez séra (dle doporuceni testovaciho protokolu dané
metody). Pfesto nemiizeme uplné vyloucit vliv ptipadné vyssi fluorescence pozadi
na zvyseni hodnot ICso testovanych latek. Stanoveni bunécné viability u metody
CellTiterBlue zméfenim absorbance nepfineslo reprodukovatelné vysledky
za podminek experimentu.

Podstatou metody CellTiterFluor, kterou také fadime k testim urcujici
bunéCnou viabilitu, je stanoveni protedzové aktivity v intaktnich Zivych bunkéch.
Dle doporuceni protokolu daného kitu by se mél inkubacni Cas pusobeni ¢inidla
CellTiter-Fluor™ pohybovat okolo 30 minut (prodlouzeni inkubacni doby v ur¢itém

Casovém rozmezi zvysuje citlivost metody, maximalni inkubac¢ni ¢as ¢ini 3 hodiny).
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Z dtvodu zvyseni citlivosti metody probéhla inkubace bun¢k Hep G2 a piislusnych
kontrol s ¢inidlem CellTiter-Fluor™ 40 minut a inkubace bunék HK-2 a pfislusnych
kontrol s ¢inidlem CellTiter-Fluor™ byla 90 minut. Stejné jako u metody
CellTiterBlue byla i u metody CellTiterFluor vyménéna kultiva¢ni média obsahujici
fetalni sérum za odpovidajici buné¢na média bez obsahu fetalniho séra (fetalni sérum
mize obsahovat detekovatelné mnozstvi protedz, na zakladé jejichz aktivity je
stanovena bunécna viabilita v pouzitém testu, proto by piitomnost fetalniho séra
mohla vést ke zkreslenym vysledkim) (Anonym 2015b). Piestoze jsme se
fluorescenci pozadi snazili vyménou médii snizit na minimum, hodnoty nebunéénych
kontrol ptislusnych koncentraci testovanych latek jsme z divodu vysoké fluorescence
pozadi do vysledného vypoctu viability nezahrnovali. Nejvyssi korelacni koeficient
byl stanoven pravé mezi metodami CellTiterBlue a CellTiterFluor. Pozitivni shodu
v korelaci muze podporovat fluorimetricky charakter obou méteni. Testované latky
pravdépodobné po 24 hodinach inkubace naruSuji buniky do takové miry, ze nejsou
schopny pokracovat v redukci resazurinu a ve Stépeni peptidového substratu GF-AFC
(viz Obr. 12-15).

Dle vyhodnocenych vysledkli testii bunécné viability vykazovaly témét
ve vSech pfipadech bunky Hep G2 vyssi citlivost K cytotoxickému puasobeni
testovanych latek ve srovnani s buikami HK-2. Cytotoxicita studovanych sloucenin
byla pfi testovani obou bunécnych liniich zavisla na sile aplikované davky. Hodnoty
ICs0 nékterych sloucenin nebyly stanoveny vzhledem k omezené rozpustnosti
testovanych sloucenin v daném médiu za podminek experimentu. Ve vSech
provadénych testech viability (inkubacni doba testovanych latek s buiikami byla vzdy
24 hodin) pusobila nejméné cytotoxicky sloucenina PAS, nasledovana latkou
4-CF3-BA zpravidla s 2—3 krat niz8i hodnotou ICsg. Derivaty na bazi salicylanilid
diethyl fosfatd (P5.1A, P6.1A a P8.1A) vykazovaly tadoveé vyssi cytotoxicky
potencidl na ob¢ testované bunécné linie v porovnani se slouceninami 4-CF3-BA
aPAS (viz Tab. 8). Tyto vysledky jsou v souladu surc¢enymi hodnotami log P
testovanych latek (viz Tab. 1). Vyssi cytotoxicky potencial derivati na bazi
salicylanilid diethyl fosfati mutize byt tedy zpusoben jejich lipofiln€jsim charakterem,
diky kterému jsou schopné lepsiho priiniku do buiiky a puasobit tak vice toxicky.

Metodu CytoToxOne fadime mezi testy stanovujici pocet nezivotaschopnych
bun¢k. Bunky s poruSenou integritou cytoplazmatické membrany uvoliuji LDH

do extracelularniho prostoru, kde dochazi vlivem oxida¢né-redukénich procest
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k tvorb¢ reakéniho produktu resorufinu, jez je fluorescenéné stanovovan (Anonym
2009b). Dle informaci od vyrobce je tato metoda citliva na ptitomnost pyruvatu, ktery
mize mit vliv na hodnoty fluorescen¢niho signalu (zvySené mnozstvi pyruvatu muze
zapficinit inhibici tvorby reakéniho produktu). Fetalni sérum obsazené v piislusném
kultivacnim médiu muze zvysit pozadi fluorescence. Vzhledem k tomuto zjiSténi
jsme se rozhodli u stanoveni ICsp touto metodou pouzit kultivaéni médium DMEM,
které neobsahuje pyruvat ani fetilni sérum u obou bunéénych liniich.
Kwvuli fotosenzitivit¢ resazurinu a resorufinu probihala inkubace testovanych latek
po piidani ¢inidla CytoTox-ONE™ bez pfistupu svétla, abychom piedesli zvySeni
pozadi fluorescence. Piestoze jsme se fluorescenci pozadi snazili uvedenymi
opatfenimi snizit na minimum, hodnoty nebunécnych kontrol piislusnych koncentraci
testovanych latek jsme z divodu vysoké fluorescence pozadi do vysledného vypoctu
cytotoxicity nezahrnovali. Zjisténa koncentrace testovanych sloucenin, kterd snizuje
maximalni uvoliovani LDH z mrtvych bunék (maximalni cytotoxicita) na jednu
polovinu (ICso) byla pii pouziti této metody u vétSiny testovanych latek nékolikrat
vyssi nez hodnota 1Cso v testech bunééné viability. Ackoli piimé srovnavani testt
viability a cytotoxicity je z dtvodu jinych reakénich mechanismi a odliSnych
inkubac¢nich dob testovanych latek s bunkami (24 hodin testy viability, 8 hodin
u metody CytoToxOne) obtizné, mizeme fici, ze namétené hodnoty 1Csg testovanych
latek spolu pozitivné koreluji. Vyssi hodnoty ICso pii pouziti metody CytoToxOne
mohou byt zplisobeny kratsi inkubacni dobou, béhem niz se testovanym substancim
nepodarilo poskodit integritu cytoplazmatické membrany tak velkého poctu bunék,
a proto nedoslo kuvolnéni LDH ve vétsSim mnozstvi, jak se dle vysledka testd
viability mohlo predpokladat. 8hodinovou expozi¢ni dobu jsme zvolili vzhledem
ke kratkému poloc¢asu rozpadu LDH (9 hodin) uvolnéné z bunék do ptislusného
kultivaéniho média (Anonym 2009b). Nejméné cytotoxicky pusobila na obé bunécné
linie sloucenina PAS, nasledovana latkou 4-CFs-BA. Nejvice cytotoxické byly
dle ziskanych hodnot ICsp slouceniny P5.1A, P6.1A a P8.1A (viz Obr. 16—17).
U studované slouc¢eniny PAS nabyvala % cytotoxicity v celém koncentracnim
rozmezi testovanych latek obou bunécnych linii zdpornych hodnot. Vysvétlenim
mize byt netoxicky ucinek PAS vdanych podminkdch experimentu,
a proto nedochazelo k zadnému uvolnéni LDH ani po 8 hodinach inkubace
testovanych latek s buiikkami. VI1iv na snizeni vysledné fluorescence mohla mit také

mozna interakce PAS s komponenty kitu. Studované latky P5.1A aP6.1A
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zpusobovaly vétsi uvoliovani LDH v bunkach HK-2. Oproti vysledkiim testl
viability pilsobily tedy tyto latky vice cytotoxicky nabunky ledvinné linie
(viz Tab. 8).

Posledni pouzitou metodu Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay
fadime mezi testy detekujici bunécnou apoptozu. Dle doporuceni protokolu dané¢ho
kitu byla inkubace testovanych latek a kontrol s Apo-ONE® Caspase-3/7 Cinidlem
30 minut. Béhem S5hodinové inkubace testovanych sloucenin s bunkami jsme
nezaznamenali, Ze by néktera z Koncentraci testovanych latek zpusobila vyraznou
indukci apoptotického procesu v porovnani s negativni kontrolou (viz Obr. 18).
Pro srovnani uvadime studii, ktera popisuje silny nariist aktivity kaspaz 3/7 v bunikach
HK-2 po jejich Shodinovém vystaveni zndmému induktoru apoptdzy staurosporinu
(Wu et al. 2009). Nase testované slouceniny pravdépodobné tedy nepatii mezi latky
indukujici apoptozu.

Hodnoty ICso slouceniny PAS byly ve vSech provadénych testech viability
viadu mM a tuto slouceninu ztohoto diivodu muizeme povazovat za pomérné
netoxickou. Ziskané vysledky in vitro tak odpovidaji sledovani in vivo, které ukazuje,
7ze PAS je dobfe tolerovana u pacientli na davkovacim rezimu 4 ¢ dvakrat denné
(Peloquin et al. 1999). Latky P5.1A a P6.1A shodn¢ vykazuji wc¢innost
proti Mycobacterium tuberculosis pii MIC = 8 uM. MIC latky P8.1A proti tomuto
patogenu ma hodnotu 16 uM (Vinsova et al. 2014). Z divodu malych rozdil mezi
hodnotami ICsp a MIC slouéenin P5.1A, P6.1A a P8.1A nepatii pravdépodobné
tyto slou¢eniny mezi vhodné kandidaty pro dalsi testovani v rdmci 1é¢by tuberkuldzy.
Slou¢enina 4-CF3-BA vykazuje pomérné nizkou cytotoxicitu, avSak nedosahuje
dostate¢ného efektu na potlaceni patogenti tohoto onemocnéni (MIC > 1 000 uM
pro Mycobacterium tuberculosis). Vzhledem ke své nizké antimykobakterialni
aktivit¢ také nespliiuje parametry vhodného Ié¢iva pro antituberkulotickou terapii

v

(Kratky et al. 2013). Z vyse uvedenych divodu je proto nutné hledat vhodnéjsi latky,

cv v

dostatecnym  antimykobakterialnim  ptisobenim.  OvSem k  pochopeni
farmakokinetického profilu testovanych latek a k potvrzeni vysledkd testh

cytotoxicity in vitro jsou v budoucnu zapotiebi dalsi studie.

58



Zavér
Podaftilo se nam stanovit cytotoxické ptisobeni 4 testovanych latek s potencidlnim

antituberkulotickym u¢inkem [kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova a 3 derivaty

na bazi salicylanilid diethyl fosfati].

Testovani in vitro probihalo za pouziti metod CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell  Proliferation  Assay, CellTiter-Blue® Cell  Viability  Assay
a CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay, které se fadi k testim urcujicich
bunécnou viabilitu. Dale byla pouzita metoda CytoTox-ONE™ Homogeneous
Membrane Integrity Assay detekujici bunéfnou cytotoxicitu a Apo-ONE®

Homogeneous Caspase 3/7 Assay odkazujici na bunécnou apoptdzu.

Jako experimentalni modely byly pouzity standardni linie lidskych jaternich
bunek Hep G2 a standardni linie lidskych ledvinnych bunék HK-2. Hodnoty ICso
stanovené v testech viability naznacuji vyS$si hepatotoxicky potencidl studovanych

sloucenin nez nefrotoxicky.

Nejvyssi cytotoxicitu na obé testované bunééné linie vykazovaly derivaty na bazi
salicylanilid diethyl fosfatt (P5.1A, P6.1A a P8.1A), méné cytotoxicky pusobila
kyselina 4-(trifluormethyl)benzoova a nejméné cytotoxicka byla standardni

slouc¢enina kyselina 4-aminosalicylova.

59



9 Seznam pouZité literatury

Ahmed SA, Gogal RM, Walsh JE. A new rapid and simple non-radioactive assay
to monitor and determine the proliferation of lymphocytes: An alternative
to [*H]thymidine incorporation assays. Journal of Immunological Methods
1994;170:211-224.

Bartt V. Tuberkuléoza a jeji rezistentni formy. Interni medicina pro praxi

2007;9:372-373.

Berridge MV, Herst PM, Tan AS. Tetrazolium dyes as tools in cell biology: New
insights into  their cellular reduction. Biotechnology Annual Review
2005;11:127-152.

Berridge MV, Tan AS. Characterization of the cellular reduction of 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide  (MTT):  Subcellular
localization, substrate dependence, and involvement of mitochondrial electron
transport in MTT reduction. Archives of Biochemistry and Biophysics
1993;303:474-482.

Boatright KM, Renatus M, Scott FL, Sperandio S, Shin H, Pedersen IM, Ricci JE,
Edris WA, Sutherlin DP, Green DR, Salvesen GS. A unified model for apical caspase
activation. Molecular Cell 2003;11:529-541.

Boatright KM, Salvesen GS. Caspase activation. Biochemical Society
2003;70:233-242.

Cotter TG, Al-Rubeai M. Cell death (apoptosis) in cell culture systems. Trends
in Biotechnology 1995;13:150-155.

60



Earnshaw WC, Martins LM, Kaufmann SH. Mammalian Caspases: Structure,
activation, substrates, and functions during apoptosis. Annual Review
of Biochemistry 1999;68:383-424.

Erb RE, Ehlers MH. Resazurin reducing time as an indicator of bovine semen
capacity. Journal of Dairy Science 1950;33:853-864.

Giri S, Nieber K, Bader A. Hepatotoxicity and hepatic metabolism of available drugs:
current problems and possible solutions in preclinical stages. Expert Opinion on Drug
Metabolism & Toxicology 2010;6:895-917.

Gloeckner H, Jonuleit T, Lemke HD. Monitoring of cell viability and cell growth
in hollow-fiber bioreactor by use of the dye Alamar Blue. Journal of Immunological
Methods 2001;252:131-138.

Gomez-Lechén MJ, Lahoz A, Gombau L, Castell JV, Donato MT. In vitro evaluation
of potential hepatotoxicity induced by drugs. Current Pharmaceutical Design
2010;16:1963-1977.

Gonzalez RJ, Tarloff JB. Evaluation of hepatic subcellular fractions for Alamar Blue
and MTT reductase aktivity. Toxicology in Vitro 2001;15:257-259.

Hatzios SK, Bertozzi CR. The regulation of sulfur metabolism in Mycobacterium
tuberculosis. PLOS Pathogens 2011;7:8 s.

Horsburgh CR Jr. Priorities for the treatment of latent tuberculosis infection
in the United States. The New England Journal of Medicine 2004;350:2060-2067.

61



Chan FKM, Moriwaki K, De Rosa MJ. Detection of necrosis by release of lactate
dehydroegnase aktivity. Methods in Molecular Biology 2013;979:65-70.

Chang HY, Yang X. Proteases for cell suicide: functions and regulation of caspases.
Microbiology and Molecular Biology Reviews 2000;64:821-846.

Katrnoskova S. Stanoveni cytotoxicity latek s potencidlnim antituberkulotickym
ucinkem. Diplomova prace. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta, Hradec

Kralové, 2014:67 s.

Kratky M, Novotna E, Saxena S, Yogeeswari P, Sriram D, Svarcova M, Vingova J.
Salicylanilide diethyl phosphates as potential inhibitors of some mycobacterial

enzymes. Scientific World Journal 2014;4:6 s.

Kratky M, Vinsova J, Novotnd E, Mandikova J, Trejtnar F, Stolafikova J.
Antibacterial aktivity of salicylanilide 4-(trifluormethyl)benzoates. Molecules
2013;18:3674-3688.

Kratky M, VinSova J, Novotna E, Mandikova J, Wso6l V, Trejtnar F, Ulman V,
Stolatikova J, Fernandes S, Bhat S, Liu JO. Salicylanilide derivates block
Mycobacterium tuberculosis through inhibition of isocitrate lyase and methionine
aminopeptidase. Tuberculosis 2012;92:434-439.

Lehmann JE. Para-aminosalicylic acid in the treatment of tuberculosis. Lancet
1946;247:15-16.

Leist M, Jaattela M. Four deaths and funeral: From caspases to alternative
mechanisms. Nature Reviews Molecular Cell Biology 2001;2:589-598.

62



Lin PL, Flynn JL. Understanding latent tuberculosis: A moving target. Journal
of Immunology 2010;185:15-22.

Lin Z, Will Y. Evaluation of drugs with specific organ toxicities in organ-specific
cell lines. Toxicological Sciences 2012;126:114-127.

McKinney JD, Bentrup KH, Muifioz-Elias EJ, Miczak A, Chen B, Chan WT,
Swenson D, Sacchettini JC, Jacobs WR Jr, Russel DG. Persistence of Mycobacterium
tuberculosis in macrophages and mice requires the glyoxylate shunt enzyme
isocitrate lyase. Nature 2000;406:735-738.

Miret S, De Groene EM, Klaffke W. Comparison of in vitro assays of cellulartoxicity
in the human hepatic cell line Hep G2. Journal of Biomolecular Screening
2005;11:184-193.

Nicoreta P, Leist M, Ferrando-May E. Intracellular ATP, a switch in the decision

between apoptosis and necrosis. Toxicology Letters 1998;102-103:139-142.

Niles AL, Moravec RA, Hesselberth PE, Scurria MA, Daily WJ, Riss TL.
A homogeneous assay to measure live and dead cells in the same sample by detecting
different protease markers. Analytical Biochemistry 2007;366:197-206.

Niles AL, Moravec RA, Riss TL. In vitro viability and cytotoxicity testing
and same-well multi-parametric combinations for high throughput. Current Chemical
Genomics 2009;3:33-41.

O'Brien PJ, Wilson I, Orton T, Pognan F. Investigation of the Alamar Blue
(resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
European Journal of Biochemistry 2000;267:5421-5426.

63



Perazella M. Renal vulnerability to drug toxicity. Clinical Journal of the American
Society of Nephrology 2009;4:1275-1283.

Peloquin CA, Berning SE, Huitt GA, Childs JM, Singleton MD, James GT.
Once-daily and twice-daily dosing of p-aminosalicylic acid granules. American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 1999;159:932-934.

Rastogi RP, Sinha RP. Apoptosis: molecular mechanisms and pathogenicity. EXCLI
Journal 2009;8:155-181.

Reed JC. Mechanisms of apoptosis. The American Journal of Pathology
2000;157:1415-1430.

Ribe EM, Serrano-Saiz E, Akpan N, Troy CM. Mechanisms of neuronal death
in disease: defining the models and the players. Biochemical Journal
2008;415:165-182.

Riss TL, Moravec RA. Use of multiple assay endpoints to investigate the effects
of incubation time, dose of toxin, and plating density in cell-based cytotoxicity

assays. Assay and Drug Development Technologies 2004;2:51-62.

Saikumar P, Venkatachalam MA. Apoptosis and cell death. In: Cagle PT, Allen TC,
eds. Basic Concepts of Molecular Pathology, Springers US 2009;2:29-40.
ISBN 0-387-89625-0.

Saraste A, Pulkki K. Morphologic and biochemical hallmarks of apoptosis.
Cardiovascular Research 2000:45:528-537.

Scudiero DA, Shoemaker RH, Paull KD, Monks A, Tierney S, Nofziger TH, Currens
MJ, Seniff D, Boyd MR. Evaluation of a soluble tetrazolium/formazan assay for cell

64



growth and drug sensitivity in culture using human and other tumor cell lines. Cancer
Research 1988;48:4827-4833.

Silva Miranda M, Breiman A, Allain S, Deknuydt F, Altare F. The tuberculosis
granuloma: An unsuccessful host defence mechanism providing a safety shelter

for the bacteria? Clinical and Developmental Immunology 2012, 14 s.

Slee EA, Adrain C, Seamus JM. Executioner caspase-3, -6, and -7 perform distinct,
non-redundant roles during the demolition phase of apoptosis. The Journal
of Biological Chemistry 2001;276:7320-7326.

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD,
Fujimoto EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC. Measurement of protein using
bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry 1985;150:76-85.

Somasundaram S, Ram A, Sankaranarayanan L. Isoniazid and rifampicin
as therapeutic regimen in the current era: A review. Journal of Tuberculosis Research
2014:2:40-51.

Squatrito RC, Connor JP, Buller RE. Comparison of a novel redox dye cell growth

assay to the ATP bioluminiscence assay. Gynecologic Oncology 1995;58:101-105.

Stockert JC, Blazquez-Castro A, Canete M, Horobin RW, Villanueva A. MTT assay
for cell viability: Itnracellular localization of the formazan product is in lipid
droplets. Acta Histochemica 2012;114:785-796.

Svihovec J. Vyvoj a registrace novych 1égiv. In: Lincova D, Farghali H et al.
Zakladni a aplikovana farmakologie, Galen 2002;1:47-56. ISBN 80-7262-168-8.

65



Talanian RV, Quinlan Ch, Trautz S, Hackett MC, Mankovich JA, Banach D, Ghayur
T, Brady KD, Wong WW. Substrate Specificities of Caspase Family Proteases.
The Journal of Biological Chemistry 1997;272:9677-9682.

Tostmann A, Boeree MJ, Aarnoutse RE, de Lange WC, van der Ven AJ, Dekhuijzen
R. Antituberculosis drug-induced hepatotoxicity: Concise up-to-date review. Journal
of Gastroenterology and Hepatology 2007;23:192-202.

Vandemark NL, Mercier E, Salisbury GW. The methylene blue reduction test and its
relation to other measures of quality in bull semen. Journal of Dairy Science
1945;28:121-128.

Vaux DL, Strasser A. The molecular biology of apoptosis. Proceeding of the National
Academy of Sciences of the United States of America 1996;93:2239-2244.

VinSova J, Kozic J, Stolafikova J, Mandikova J, Trejtnar F, Buchta V. Salicylanilide
diethyl phosphates: Synthesis, antimicrobial aktivity and cytotoxicity. Bioorganic
& Medicinal Chemistry 2014;22:728-737.

WHO. Global tuberculosis report — 20th ed. Zeneva: World Health Organization
2015:192 s. ISBN 92-4-156505-9.

WHO. Guidelines for the programmatic management of drug-resistant tuberculosis.

Zeneva: World Health Organization, emergency update 2008:247 s.
ISBN 92-4-154758-1.

Wigg AJ, Phillips JW, Wheatland L, Berry MN. Assessment of cell concentration
and viability of isolated hepatocytes using flow cytometry. Analytical Biochemistry
2003;317:19-25.

66



Wiechelman KJ, Braun RD, Fitzpatrick JD. Investigation of the bicinchoninic acid
protein assay: ldentification of the groups responsible for color farmation. Analytical
Biochemistry 1988;175:231-237.

Wu Y, Barber L, Jayachandra S, Hanumegowda UM, Adams SP. Multiplexed assay
of cytotoxicity in HK-2 cells for detection of renal proximal tubule injury potential
of compounds. Toxicology in vitro 2009;1170-1178.

Xu JJ, Diaz D, O'Brien PJ. Applications of cytotoxicity assays and pre-lethal
mechanistic assays for assessment of human hepatotoxicity potential.
Chemico-Biological Interactions 2004;150:115-128.

Zong WX, Ditsworth D, Bauer DE, Wang ZQ, Thompson CB. Alkylating DNA
damage stimulates a regulated form of necrotic cell death. Genes & Development
2004;18:1272-1282.

67



Webové reference:

Anonym. Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay, Technical Bulletin,
Promega. In: Promega. 2009a, 18. Dostupné na URL:

http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulleti

ns/0/apoone%20homogeneous%20caspase%203%207%20assay%20protocol.pdf.
Piistup 18.12. 2016.

Anonym. Apoptosis, protocols & applications guide, Promega. In: Promega. 2011c,

23. Dostupné na URL: https://worldwide.promega.com/resources/product-guides-

and-selectors/protocols-and-applications-quide/apoptosis/. Ptistup 18.12. 2016.

Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Assay, Technical Bulletin,
Promega. In: Promega. 2012, 12. Dostupné na URL:
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulleti
ns/O/celltiter%2096%20aqueous%200ne%20solution%20cell%20proliferation%20as
say%20system%?20protocol.pdf. Ptistup 18.12. 2016.

Anonym. CellTiter-Blue® Cell Viability Assay, Technical Bulletin, Promega.
In: Promega. 2016, 16. Dostupné na URL:
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulleti
ns/101/celltiter-blue%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf. Ptistup 18.12.
2016.

Anonym. CellTiter-Fluor™ Cell Viability Assay, Technical Bulletin, Promega.
In: Promega. 2015bh, 14. Dostupné na URL:
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulleti
ns/101/celltiter-fluor%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf. Pristup 18.12.
2016.

68


http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/0/apoone%20homogeneous%20caspase%203%207%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/0/apoone%20homogeneous%20caspase%203%207%20assay%20protocol.pdf
https://worldwide.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/apoptosis/
https://worldwide.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/apoptosis/
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/0/celltiter%2096%20aqueous%20one%20solution%20cell%20proliferation%20assay%20system%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/0/celltiter%2096%20aqueous%20one%20solution%20cell%20proliferation%20assay%20system%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/0/celltiter%2096%20aqueous%20one%20solution%20cell%20proliferation%20assay%20system%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/celltiter-blue%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/celltiter-blue%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/celltiter-fluor%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/celltiter-fluor%20cell%20viability%20assay%20protocol.pdf

Anonym. Cell viability protocols & applications guide, Promega. In: Promega.

2011b, 23. Dostupné na URL: http://worldwide.promega.com/resources/product-

guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/cell-viability/. Ptistup 18.12.
2016.

Anonym. CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay, Technical
Bulletin, Promega. In: Promega. 2009, 15. Dostupné na URL:
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulleti
ns/101/cytotox-

one%20homogeneous%20membrane%20integrity%20assay%20protocol.pdf. Piistup
18.12. 2016.

Anonym. Drug-resistant tuberculosis: a survival guide for clinicians — 2nd ed.
In: University of California San Francisco. San Francisco, Curry International
Tuberculosis Center and California Department of Public Health 2011d:266.
Dostupné na URL:
http://www.currytbcenter.ucsf.edu/sites/default/files/mdrtb_book 2011 1.pdf.
Pristup 18.12. 2016.

Anonym. Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Instructions. Thermo Fisher Scientific
Inc, Pierce Biotechnology. In: Thermo Fisher Scientific. Thermo Scientific, Rockford
USA 20154, 7. Dostupné na URL:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MANQ011430 Pierce BCA_Prot
ein_Asy UG.pdf. Pristup 18.12. 2016.

Anonym. Pre-clinical Toxicology, Research & Applications, Advaced Microplates,
Biocroi Limited. In: Biocroi Limited. Dublin: Biocroi Limited 2011a. Dostupné
na URL: http://www.advancedmicroplates.com/Research-Applications/pre-clinical-
toxicology.html. Pristup 18.12. 2016.

69


http://worldwide.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/cell-viability/
http://worldwide.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/cell-viability/
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/cytotox-one%20homogeneous%20membrane%20integrity%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/cytotox-one%20homogeneous%20membrane%20integrity%20assay%20protocol.pdf
http://worldwide.promega.com/~/media/files/resources/protocols/technical%20bulletins/101/cytotox-one%20homogeneous%20membrane%20integrity%20assay%20protocol.pdf
http://www.currytbcenter.ucsf.edu/sites/default/files/mdrtb_book_2011_1.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0011430_Pierce_BCA_Protein_Asy_UG.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0011430_Pierce_BCA_Protein_Asy_UG.pdf
http://www.advancedmicroplates.com/Research-Applications/pre-clinical-toxicology.html
http://www.advancedmicroplates.com/Research-Applications/pre-clinical-toxicology.html

EFPIA. The Farmaceutical Industry in Figures. In: European Federation
of Pharmaceutical Industries and Associations, Fact & Figures. European Federation
of Pharmaceutical Industries and Associations Brusel: 2015: 27. Dostupné na URL:
http://www.efpia.eu/uploads/Figures_2015 Key data.pdf. Piistup 18.12. 2016.

Riss TL, Moravec RA, Niles AL, Benink HA, Worzella TJ, Minor L. Assay guidance
manual: Cell viability assay. In: National center for Biotechnology Information.
Bethesda (MD): Eli Lilly & Company and the National Center for Advancing
Translational Sciences 2016, 30. Dostupné na URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/pdf/Bookshelf NBK144065.pdf.
Pristup 18.12. 2016.

70


http://www.efpia.eu/uploads/Figures_2015_Key_data.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/pdf/Bookshelf_NBK144065.pdf

