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Souhrn

Vysokokapacitni skrining je jednou z nejnovéjsSich technik, ktera je Siroce vyuzivana pro
objev 1ékti ve farmaceutickém primyslu. Ve srovnani s tradiénimi metodami pro skrining
1€kt vynika svoji jednoduchosti, rychlosti, nizkymi naklady a vysokou uc¢innosti. Slouzi ke
stanoveni aktivity velkého poctu latek vaci rGznym biologickym ciliim. Vyuziva roboty,

detektory a software, které reguluji cely proces a umoziuji sérii analyz chemickych latek.

V této praci byla provedena validace MTS testu cytotoxicity v HTS laboratofi. Testovani
komerénich chemickych knihoven LOPAC se provadélo u nédorovych i nenadorovych
bunécnych linii v 384- a 1536- jamkovém formatu. Ziskana data byla zpracovana v programu

Dotmatics a statisticky vyhodnocena.



Summary

High-throughput screening is one of the latest techniques, which are widely used for drug
discovery in the pharmaceutical industry. Compared with traditional methods for screening
drugs stands out for its simplicity, speed, low cost and high efficiency. HTS is used to
determine the activity of a large number of substances to various biological targets. HTS uses
robots, detectors and software that regulate the process and enables the analysis of chemical

substances.

In this Thesis were validated the MTS cytotoxicity assay in HTS laboratory. Testing of
commercial chemical libraries LOPAC was performed in tumor and non-tumor cell lines in
384- and 1536- well plates. The data were processed in the program Dotmatics and

statistically evaluated.



Podékovani

Timto bych rdda podc¢kovala své vedouci Ing. Soni Gurské, PhD. za odborné vedeni mé
diplomové prace, trpélivost pii vysvétlovani dané problematiky a cenné rady pti zpracovani.
Dale bych podékovala MUDr. Petru Dzubakovi, Ph.D. za moznost vypracovat svoji praci na
tomto pracovisti a viem pracovnikiim Laboratofe experimentilni mediciny z Ustavu
molekularni a translacni mediciny, Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
zvla§té pak Renaté Burianové. Prace byla podpofena projektem MSMT (Narodni program
udrzitelnosti, LO1304).



Obsah

(RO 1 o) v 1o T TP PUPRTRRN 9
2 UVOQ oo 10
3 Soucasny stav feSené ProblemMatiKy ........coiiviiiiiiiiiiiiiiiie e 11
3.1 Vysokokapacitni skrining (High-throughput screening - HTS) .......ccccoovevvvieiiiieieenne. 11
3,11 MINTALUMIZACE ...t 12
3.1.2 AULOMALIZACE......cveviiieiei i 13

3. L3 MELOAY VHTS ...t te e sreenteenee e 14
3.1.3.1 Bezbunééné testy (biochemical assays, cell-free assays) ........ccocvvererieneninnnns 14
3.1.3.1.1 InhibiCe @NZYMIUL........ccviiriiiiiieiiiiee e 14
3.1.3.1.2 Receptor-ligand vazebné teSty ........c.cueiviieerieiiiieiiee e 15
3.1.3.1.3 Interakce protein-peptid/DNA ..o 15

3.1.3.2 Bunééné testy (cell-bDased aSSaYs)........ccouririririeieieiiriseeee e 15
3.1.3.2.1 Testy zalozené na druhych poslech (second messenger assays)................. 17
3.1.3.2.2 Reportér-gen testy (repOrter-gene aSSaYS) .........cerererereereerrerseseresesiesens 17
3.1.3.2.3 Testy zivotaschopnosti bunék (cell proliferation assays) .........ccc.ceevereene. 18
3.1.3.2.3.1 Testy na bazi tetrazoliovych SOli.........ccceviriiiiiiiiiiiic 19
31323 L L IMITS et 19

3132312 MTT, XTT, WST-1 ..ot 20

3.1.3.2.3.2 Testy zaloZené na redukci resazurinu a stanoveni ATP....................... 21
3.1.3.2.3.2.1 REAUKCE rESAZUNINU ....c.oviviiiireiirisiiiiiee et 21

3.1.3.2.3.2.2 ATP S ... 22

3.1.4 Testovani cytotoxicity V HTS ... 23

3.2 Chemickeé KNTNOVIY ...oc.oiiiiiiiiiiiicii s 25

4 EXperimentalnd CASE ......c.oiviiiiiiiiiiriiie e 27
LY B 1< o T | T U TP U PP RPN 27
4.1.1 Seznam a ptiprava pouZitych roztoktll, chemikalie............cccoeviiiiiiiiiiiiici 27
4.1.2 Seznam a pfiprava pouZzitych kultivacnich médii ...........coccvviiiiiiiiiii 29
4.1.3 PTIStrOJOVE VYDAVENI.....oiiiiiiiiiiiiiciiiiie i 30
4.1.4 BUNECNE TINIC....eiutiiiiiiiiie ittt sttt ettt et n e e nnn e 31

4.2 METOATKE ...ttt ettt e 32

4.2.1 PasdZovani buné€cnych 1nii.........ocoviiiiiiiii e 32



4.2.2 Testovani MyKOPIASINY .....coiviiiiiiiiiiiiiiiie e 33

4.2.3 Piiprava bunécnych linii na eXperiment...........cccuveiiiieiiieeiiiieesiee e 34
4.2.4 Testovangé latky a jejich PIPIava .....ccccoccvviiiiiiiiiie e 34
4.2.5 Skrining vhodnych pozitivnich kontrol pro testy cytotoxicity v HTS ........cccovivee 35
4.2.5.1 Ovlivnéni bun€k pomoci CytostatiK..........ccovvrviiiiiiiiiiicc e 35
4252 MTSHESE ... 36

4.2.6 Prvni (primarni) testovani LOPAC Knihoven ..........c.ccoovviiiiiiiiiiicic e 37
4.2.6.1 Ovlivnéni bunék LOPAC knithovnami ..........cccocveiiiiiiiiiiiiiciie e 37
4.2.6.2 MTSHESE ... 37

4.2.7 Druh¢ (sekundarni) testovani aktivnich latek z LOPAC0...........cccocveviveiviieiiinens 38
4.2.7.1 Ovlivnéni bunék knihovnou LOPACO0 .......ccccoiiiiiiiieicieee e 38
272 MTSHESE ... s 38

S VYSIEAKY .. 39
5.1 Stanoveni vhodnych pozitivnich kontrol pro testy cytotoxicity v HTS..........cccovvnnenne. 39
5.2 Prvni (primarni) testovani LOPAC knihoven..........cccoccoiiiiiiiiiiciiiccec e 43
5.3 Druhé (sekundarni) testovani aktivnich latek z LOPACO0 ..........ccocovvviiiiniieiiiiisiieens 45

B DIHSKUZE ... 49
T ZZAVET ..ttt E e R et bt R et R e e R et Rt e Re e b e e Re e n e nnreenne 51
8 LITEIALUIE ...t 52
9 Seznam pouzitych zkratek a Symbolll ..........cccooviiiiiiiiiii 57

1O PHIONY ..o 60



1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se vysokokapacitniho

skriningu biologicky u¢innych latek pomoci testti na bunéénych liniich.

V experimentalni Casti prace jsem se seznamila s chodem laboratofe tkanovych kultur
a pracovala s lidskymi nadorovymi i nenadorovymi buné¢nymi liniemi ve sterilnich
podminkach. Hlavnim cilem diplomové prace byla validace testu cytotoxicity MTS v HTS

formatu vyuzitim komer¢nich chemickych knihoven LOPAC.



2 Uvod

Po celéd desetileti se pro testovani cytotoxicity vyuzivalo podavéani vysokych davek riiznych
latek laboratornim zvifattim s cilem urcit presnou davku a identifikovat potencidlni neptiznivé
ucinky. Ziskanim prvni imortalizované linie HeLa v 50. letech minulého stoleti zacal rozvoj
testovani cytotoxicity v in vitro podminkach a upustilo se od po¢ate¢nich pokust na zvitatech
(Wetmore, 2015). Tlak na farmaceutické firmy, aby dokazaly otestovat velké mnozstvi latek
v kratkém case, vedl ke vzniku vysokokapacitniho testovaciho systému (high-throughput

screening, HTS).

Jednd se 0 multidisciplinarni obor zahrnujici analytickou chemii, biologii, biochemii,
syntetickou chemii, molekularni biologii, automatiza¢ni techniku a informatiku. Hlavni trendy
jsou zaméfeny na vyvoj neizotopovych detekénich systémi a buné¢nych testt (Sittampalam
et al,, 1997). V soucasnosti farmakologické spole¢nosti povazuji HTS za hlavni pilif

V procesu objevovani novych 1é¢iv.

Hlavnim cilem HTS je identifikovat z velkého mnoZstvi otestovanych slou€enin aktivni latky
(Shun et al., 2011), tzv. ,,hity”, které jsou zakladem dalSich specifickych testovani. Pocet
identifikovanych hitl je nejcastéji v rozmezi 0,5 az 3 % z celkového poctu otestovanych latek

V zavislosti na pouzité metodé.
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3 Soucasny stav reSené problematiky
3.1 Vysokokapacitni skrining (High-throughput screening - HTS)

High-throughput screening neboli vysokokapacitni skrining je proces zalozeny na testovani
velkého mnozstvi chemickych latek proti vybranym cilim nebo bunéénym fenotyptim (Shun
et al.,, 2011). Jedna se o jednu z nejnovéjSich technik pouzivanych pro objev 1éku ve
farmaceutickém primyslu. Zacala se vyvijet v 70. letech 20. stoleti (Inglese et al., 2006) a pro
ureni vychozich bodi pi#i hledani novych 1éku byla poprvé pouzita v 80. letech
(Wigglesworth et al., 2015). Pfi jednom z prvnich skriningti byl objeven 1€k Tolvaptan, ktery
slouzi jako antagonista receptoru vasopresinu V2, jenz se vyuziva k 1écbé hyponatrémie

(nizké hladiny sodiku v krvi), (Toda et al., 2016).

Do roku 1990 bylo pomoci HTS mozné otestovat tisice sloucenin za den (Hertzberg et Pope,
2000). Od té doby se HTS vyvinulo v plnohodnotnou disciplinu, kterd umoznila objev fady
1é¢iv (Mayr et Bojanic, 2009), napt. kyseliny all-trans-retinové, anti-CD20 protilatek, anti-
CD34 monoklonalnich protilatek nebo 1ékit Maravirok ¢i Eltrombopag (Liu et al., 2004).
V roce 2005 byl osekvenovan cely lidsky genom, ktery se skladd z 3 000 megabazi, tj. vice
nez 100 000 gend (Mayr et Bojanic, 2009), a také tada dal$ich genomu rtiznych patogent,
jako jsou mikroorganismy, bakterie a viry (Sittempalam et al., 1997). Ty dodaly stovky az
tisice novych potencialnich biologickych cila (Mayr et Bojanic, 2009, Zang et al., 2012),
které bylo potieba dale otestovat. Na druhé stran¢ rozvoj kombinatorni chemie ve velké mife
prispél k vysokému naristu latek, které potiebovaly byt rychle a kvalitné otestovany (Inglese
et al., 2006). V soucasnosti HTS zvladne za den otestovat 10 000 az 100 000 sloucenin (Mayr
et Bojanic, 2009) a pHTS je definovan skriningem vice nez 100 000 sloucenin za den
(Wolcke et Ullmann, 2001; Szymanski et al., 2012). K urychleni skriningu slou¢enin doslo
diky vysokému stupni automatizace a rychlé detekci (Mayr et Bojanic, 2009). HTS i pHTS
jsou povazovany za kli¢ové prvky pii hledani 1ékd mezi chemickymi slou¢eninami (Mayr

et Bojanic, 2009; Hertzberg et Pope, 2000).

Testy pro HTS vyzaduji maly objem vzorku, vysokou vykonnost a kapacitu, ale také
adekvatni citlivost, reprodukovatelnost a pfesnost, aby bylo mozné rozlisit obrovské mnozstvi
sloucenin, které pokryvaji celé spektrum aktivity (Zhang et al., 1999; Korn et Krausz, 2007).
Proto miniaturizace, robotika a senzitivni metody detekce signalu patii mezi zakladni znaky

HTS (Mayr et Bojanic, 2009).
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3.1.1 Miniaturizace

Potieba zvySeni poctu chemickych sloucenin pro testovani a s tim souvisejici zvySeni poctu
molekularnich cilt vedla k potfebé miniaturizace HTS testi (Mayr et Bojanic, 2009). Pii
pfichodu HTS na zacatku 90. let se ve vétsiné farmaceutickych a biotechnologickych
spolec¢nosti jako hlavni skriningovy format (Sundberg, 2000; Szymanski et al., 2012)
vyuzivaly mikrotitraéni desti¢ky s 96 jamkami na desti¢ce (viz Obr. 1), (Sittampalam et al.,
1997). Nicméné v poslednim desetileti byl silny tlak smérem k typim desti¢ek, které by mély
stejnou velikost (Mayr et Bojanic, 2009), ale vyssi kapacitu a niz$i pracovni objem (Hertzberg
et Pope, 2000).

96- jamkova desticka 384- jamkova desticka 1536- jamkova desticka
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8 latek DR 21 latek DR 84 latek DR
8 kontrol 21 kontrol ~ 70 kontrol

Obr. 1: Ruzné typy mikrotitra¢nich desti¢ek pouzivanych v HTS

Prvni vyvoj vedl k 384- jamkovym destickam (viz Obr. 1), (Sittampalam et al., 1997), které
pojmou 4x vice vzorkll nez 96- jamkové desticky, obsahuji niz§i objem latek (Sundberg,
2000) a tim snizuji naklady na ¢inidla (Sittampalam et al., 1997). VétSina vSech testd, at’ uz na
bunééném nebo biochemickém principu muiize byt piizptisobena 384- jamkovému formatu bez
jakychkoliv problémi. Tento format se vyuZziva pro skladovani nebo pro skriningové testy

u vétsiny farmaceutickych a biotechnologickych spolecnosti (Mayr et Bojanic, 2009).

Nékolika korporacim se podafilo bud’ ¢asteéné, nebo celkové piizptisobit své procesy 1536-
jamkovym destickam (viz Obr. 1), (Sittampalam et al., 1997; Sundberg, 2000). Bylo
zaznamenano nékolik piipadi biologickych testl v 3456- jamkovych desti¢kach, ale tyto testy
se stale vyvijeji a Celi fad¢ technickych piekazek (Sundberg, 2000; Mayr et Bojanic, 2009;
Szymanski et al., 2012). Nékteré spolecnosti od 3456- jamkového formatu upustily a radéji
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vyuzivaji 384- a 1536- jamkové formaty (Hertzberg et Pope, 2000). Je tfeba poznamenat, ze
velmi nizké objemy vyrazné ovlivituji pomér povrchu k objemu a obCas maji dramatické
dasledky pro absorpci a stabilitu Cinidla (Mayr et Bojanic, 2009). Nékteré testy mohou byt
vtomto formatu tézko proveditelné vzhledem kcitlivosti na konecné koncentrace

dimethylsulfoxidu (DMSO), (Sundberg, 2000).
3.1.2 Automatizace

Pro provadéni HTS je potieba zatfizeni, které umoziiuje otestovat desetitisice az statisice
sloucenin v kratkém casovém useku (Hertzberg et Pope, 2000). Uskutecnéni takového kvanta
testll v realném Case je mozné diky automatizaci systému (Inglese et al., 2006), ktera slouzi
k eliminaci chyb zpusobenych lidskym faktorem (Shaffer, 2005). Samotna automatizace
zahrnuje (1) roboticky manipulaéni systém, (2) pfesné pipetovaci zafizeni, (3) citlivé

detektory a (4) kontrolni software (Hong et al., 2009).

Roboticky systém je zastoupeny robotickymi rameny a softwarem, ktery kontroluje cely
proces. Robotickd ramena pfemistuji testovaci destiCky mezi jednotlivymi pfistroji

(inkubatory, pipetovaci zafizeni, centrifugy, readery,...).

Vzhledem k tomu, ze se vétSina skladovanych sloucenin vyskytuje v roztoku, je dilezitou
soucasti HTS laboratofi presné pipetovaci zafizeni (Shaffer, 2005). K béznym pipetovacim
pristrojim, které prostfednictvim pipetovacich kazet dokdzi pomoci peristaltické pumpy
rychle pipetovat do 96-, 384- a 1536- jamkovych desticek objemy v rozsahu 1-3000 pl, patii
naptiklad Multidrop Combi a BioTek EL406.

Jelikoz je jednim z potencidlnich zdroji chyb manipulace s kapalinami, vznikl bezdotykovy
manipulator s kapalinami Echo, ktery pouziva soustfedénou akustickou energii (ultrazvuk)
k vystieleni kapky z povrchu kapaliny. Vzhledem k tomu, Ze je zatizeni Echo bezdotykové,
dochazi k eliminaci kontaminace a nevznikd Zadny odpad. Echo nahrazuje ostatni zasobniky,
nepouziva Spicky, je velmi pfesné a eliminuje spotfebu materidlu bez dopadu na zivotni
prostiedi. Ptistroj Echo poskytuje tu vyhodu, ze kontroluje objem, vysku hladiny v jamce
a koncentraci vody ve sloucenindch pomoci znamé rychlosti zvukovych vin skrz vodu

a DMSO (Shaffer, 2005).

Pro automatizaci se vyuzivaji citlivé detektory, které jsou zalozeny na méfeni riznych end
pointli, jako napiiklad luminiscence, fluorescence a absorbance (EnVision, ViewLux,

MicroBeta, FLIPR). Pro HighContent analyzu slouzi zobrazovaci vysokorychlostni systémy

13



s inkubatorem a konfokalnim mikroskopem k vyzkumu biologickych reakci v Zivych bunkach

(CellVoyager, Operetta), (Ko et kol., 2013).

3.1.3 Metody v HTS

Metody, vhodné pro HTS musi byt jednoduché, piesné, rychlé a snadno automatizovatelné
(Shoemaker et al., 2002). Testy, které spliuji tyto podminky, mohou byt rozdéleny do dvou
kategorii na bezbunécné testy (biochemical assays, cell-free assays) a bunééné testy (cell-
based assays), (Shoemaker et al., 2002; Zang et al., 2012).

3.1.3.1 Bezbuné¢né testy (biochemical assays, cell-free assays)

Bezbunécné, neboli biochemické testy, zejména inhibice enzymil a receptor-ligand vazebné
testy byly diive hlavnimi pilifi HTS ve farmaceutickém prumyslu, ov§em v soucasnosti se od
téchto testll upousti. Pti téchto testech se specifickd vazba nebo afinita testovanych sloucenin
provadi v homogennich reakcich, které umoziuji transfer latek ze zkumavek do 96- nebo 384-

jamkovych desti¢ek (Zang et al., 2012).
3.1.3.1.1 Inhibice enzymii

Inhibice enzymi je dé&j, pfi némZ je schopnost enzymu katalyzovat reakci sniZena vazbou
urcité latky tzv. inhibitoru. Vyuziva se v zakladni diagnostice a in vitro testech pii studiu jevi

zahrnujicich 1ékové interakce (Hong et al., 2009).

Inhibici enzymové aktivity délime na reversibilni inhibitory, které nevratné blokuji
enzymovou aktivitu tim, Ze s enzymem vytvafeji velmi pevny kovalentni komplex enzym-
inhibitor a reversibilni inhibitory, které se déli na kompetitivni, nekompetitivni
a akompetitivni. Pii kompetitivni inhibici soutézi substrat a inhibitor o aktivni misto, pfi
nekompetitivni inhibici se inhibitor vaze na molekulu enzymu do jiného mista neZ substrat,
ale nebrani tvorbé produktu, a pti akompetitivni inhibici vazba substratu na enzym piedchazi

vazbé enzymu (teprve vazba substratu na enzym vytvaii vazebné misto pro inhibitor).

Techniky pro stanoveni inhibice enzymi vyuzivaji elektrochemické metody (potenciometrie,
ampérometrie, polarografie, konduktometrie), optické metody (spektrofotometrie,
fluorometrie, luminiscence), manometrické a radiometrické metody nebo ostatni metody do

kterych spada naptiklad titrace nebo viskozimetrie (Zang et al., 2012).
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3.1.3.1.2 Receptor-ligand vazebné testy

Interakce receptor-ligand hraje klicovou roli v biologickych systémech a méfeni jejich
interakce je dualezit¢é ve farmaceutickém vyvoji. Vyuzivd razné testy pro skrining
a kvantifikaci interakce. Receptor-ligand vazebné testy se déli na radioaktivni
a neradioaktivni. Radioaktivni testy jsou velmi jednoduché a reprodukovatelné, ale hlavni
nevyhodou je, ze jsou nebezpecné pro lidské zdravi a vytvareji radioaktivni odpad, ktery
vyzaduje zvlastni laboratorni podminky a jeho zpracovani je pomérné¢ drahé. To vedlo
k vyvoji neradioaktivnich testti zalozenych na optickych metodach, jako je fluorescenéni
polarizace (FP), fluorescencni rezonan¢ni pifenos energie nebo povrchovd plasmonova
rezonance. Receptor-ligand vazebné testy mohou byt vyuzity mnoha zptsoby, napiiklad pro
zakladni vyzkum, pro skrining novych chemickych entit, objev endogennich ligandu a také

pro stanoveni neznamého mnozstvi analytu (De Jong et al., 2005).
3.1.3.1.3 Interakce protein-peptid/DNA

Mezi nejjednodussi biochemické testy v HTS patii pfimé posouzeni interakci proteind
s peptidy, pii které se vyuziva technika fluorescen¢ni polarizace (Shoemaker et al., 2002). FP
je metoda velmi Casto vyuzivana v HTS. JestliZe je fluorescentni molekula osvicena svétlem
urcité vinové délky, ¢ast svétla absorbuje. Po n¢kolika nanosekundéach je absorbované svétlo
emitovano, ale s jinou, del§i vlnovou délkou. Po vazbé na makromolekulu je pozorovan
ubytek depolarizace ligandu, ¢ehoz se vyuZziva pro stanoveni vazebnych parametri. Stupeni
polarizace emitované fluorescence zavisi na délce excitovaného fotonu a mobilité fluoroforu.
Jestli bude emitované svétlo polarizované ¢i ne, zavisi na moZnosti fluoroforu rotovat
v roztoku. Fluorescen¢ni polarizaci je mozné vyuzit pro studium pohybu molekul v roztoku

nebo pro studium interakci na molekulové urovni (De Jong et al., 2005; Du, 2015).
3.1.3.2 Bunécné testy (cell-based assays)

Aplikace biochemickych testli jsou velmi omezené, protoZze ne vSechny proteiny mohou byt
purifikovany nebo piipraveny zplisobem, ktery je vhodny pro biochemické méfeni (Zang
et al., 2012). Biochemické testy maji své limity, protoze mezi chovanim Ikt v bunééném
a bezbunécném prostiedi jsou velké rozdily (Szymanski et al., 2012). Proto testovani toxicity
postupné sméfuje kin vitro testim vyuZzivajicim bunky, které poskytuji véasné uréeni

cytotoxicity (Zang et al., 2012). Bunééné testy umoznuji na zakladé posouzeni specifi¢nosti
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a ucinnosti charakterizovat potencialni 1é¢iva pomoci vyhodnoceni jejich ucinkli v buitkach

(Szymanski et al., 2012).

V soucasné dob¢ se tyto testy pouzivaji ve vice nez polovin€ vSech HTS a tzv. ADMET
(absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace a toxicita) testii v rané fazi objevu 1éCiv.
Vsechny HTS bunécné testy se provadi v multijamkovych destickach, protoze mohou byt
snadno miniaturizovany pro ziskani vyssi kapacity (Zang et al., 2012). Poskytuji informace
o povaze farmakologicky aktivnich sloucenin v uréitém receptoru nebo iontovém kandlu
(Szymanski et al., 2012), jsou Siroce pouzivany k analyze U¢inkli sloucenin na bunécnou
aktivitu, vCetn¢ velikosti jadra, mitochondridlniho membranového potencialu, intracelularni
hladiny vapniku, priichodnosti membran a poctu bunck (Zang et al., 2012). Prezentuji cile
Vv prislusném bunééném kontextu a poskytuji model transportu a sérové vazanych proteind.
Nicméné bunécné testy poskytuji multiplexni molekularni cile a tak zisk ,,hiti* vyzaduje dalsi

testovani vymezujici povahu jejich Gi¢innosti proti cilim (Shoemaker et al., 2002).

Bunééné testy vhodné pro HTS délime zejména do 3 kategorii na: second messenger assays,

reporter gene assays a cell proliferation assays (Sundberg, 2000; Zang et al., 2012), (viz Tab.
).

Typ testu Mechanismus nebo metoda Priklad
S d Sledovani pfenosu signalu po Fluorescencni molekuly, které reaguji na zmény
econ
aktivaci receptoru na bunééném v intracelularni koncentraci Ca’*, membranovém
messenger .
povrchu potencialu, pH atd.

Kvantifikace receptoru spfazeného s G-proteinem
(GPCR) pomoci GPCR zeleného fluorescen¢niho

proteinu

Reporter Monitorovani bunééné odpovédi na

gene transkripci/translaci

Cell Monitorovani celkového ristu Sledovani virem vyvolanych cytopatickych ucinki
proliferation/ | bun¢k nebo smrti v reakci na vnéjsi | na bunénou proliferaci po redukci tetrazoliovou

cytotoxicity podnéty nebo stres soli na formazan

Tab. I: Hlavni typy bunénych testi vyuzivajicich HTS pii skriningu 1é¢iv (pievzato

a upraveno z: Zang et al., 2012)
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3.1.3.2.1 Testy zaloZené na druhych poslech (second messenger assays)

Tyto testy sleduji prenos signalu z aktivovanych receptort na bunééném povrchu (Sundberg,
2000), méfi rychlé, prechodné fluorescencni signaly (Szymanski et al., 2012). Koncept
druhych posli byl vyvinut pfed vice nez 50 lety Earlem Sutherlandem, ktery obdrzel
Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu v roce 1971 za identifikaci druhého posla cAMP.
Druzi poslové jsou také oznacovani jako intraceluldrni signalni molekuly. Vytvaieji se uvnitf
buniky po stimulaci prvniho posla a jsou vysoce konzervativni v biologii a pfitomny v kazdé
bunice. Druhé posly lze manipulovat na Urovni prvnich posli aktivaci odpovidajicich
receptord a ligandi slouzicich jako agonist¢é nebo blokovanim prvniho posla pomoci
druhych posli na trovni receptori,, konkrétné GPCR (Seifert, 2015). Second messenger
assays se nejcastéji pouzivaji k méteni mnozstvi cAMP (CAMP assays) a vapniku (calcium

assays), (Zang et al., 2012).

Testy zaloZzené na méfeni intracelularniho vapniku vyuzivaji rizna fluorescencni barviva
k mé&feni zmén koncentrace vapniku pomoci spektrofotometru (Sheth et al., 2013). Barvivo
pronikd pfes bunécnou membranu a aktivuje se v buiice. Jakmile je barvivo aktivni, vdze se na
intracelularni vapnik a fluoreskuje (Thomsen et al., 2005). K tomuto testu je potieba velké
mnozstvi substratu a v disledku odbarvovani dochazi ke snizovani fluorescenéniho signalu
s Casem. Proto doSlo k upravé téchto testi pomoci fluorescenéni Ctecky, ktera umoziuje
mens$i mnozstvi substratu a vyssi vykonnost diky vyuziti mikrotitra¢ni desticky (Liu et Abell,

2006).

Pro méfeni mnozstvi cAMP se vyuzivd ELISA test. Tento test je zaloZen na schopnosti
rozpustného cAMP soutézit s navazanou alkalickou fosfatazou (AP) - konjugovanou s anti-
cAMP protilatkou na imobilizovany cAMP. Povrchové vazany, imobilizovany komplex anti-
CAMP-AP je neptimo tmeérny koncentraci cAMP v extraktu. Pro kalibraci testu se vyuziva
znama koncentrace rozpustného cAMP (Sigma-Aldrich, 2016).

3.1.3.2.2 Reportér-gen testy (reporter-gene assays)

Sleduji bunééné reakce na urovni transkripce/translace (Sundberg, 2000) a ukazuji na
pfitomnost nebo absenci genového produktu, ktery odrazi zmény v signalu vnitrobunéénych

déju (Szymanski et al., 2012).
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Jedna se o sestfih transkripéni kontroly cilového genu (gen, ktery kontroluje biologickou
expresi a funkci cilového onemocnéni) se sekvenci kodujici reportérovy gen do vektoru.
Tento vektor je pak transfekovan do bunécné linie za ucCelem konstrukce vhodného
detek¢niho systému, ktery reaguje na modulaci cile. Ptiklady reportérovych gent jsou enzymy
jako napftiklad chloramfenykol acetyltransferaza, alkalicka fosfataza, svétluskova a bakterialni
luciferdza nebo P-galaktosidaza. Tyto enzymy mohou byt detekovany pii velmi nizkych
hladinach  pomoci  kolorimetrickych, chemiluminiscenénich, fluorescen¢nich  nebo
bioluminiscen¢nich produkti specifickych substratt (Sittampalam et al., 1997). U bunéénych

linii se nejcastéji vyuziva GFP protein a luciferaza.

GFP protein byl izolovany z mediazy Aequorea victoria a zachovava si své fluorescencni
vlastnosti, pokud je rekombinantni protein GFP exprimovany v prokaryotickych
nebo eukaryotickych buiikach (Kanda et al., 1998). Pro expresi fluorescence nejsou potieba
zadné exogenni substraty a kofaktory (Chalfie et al., 1994). GFP proteiny jsou zaméfeny na
konkrétni subcelularni organely a struktury, v€etné jadra, plazmatické membrany, cytoskeletu
a Golgiho aparatu (Kanda et al., 1998) a vyuzivaji se zejména K monitorovani genové exprese

a lokalizace proteinti vV zivych organismech (Chalfie et al., 1994).

Luciferazy jsou oxidativni enzymy znamé piedevSsim diky své bioluminiscenci.
Bioluminiscen¢ni signaly vznikaji prostfednictvim monooxygenace luciferinu za vyuziti O;
a ATP. Nejcastéji se vyuzivaji luciferazy odvozené ze svétlusky Photinus pyralis a mofské

macesky Renilla reniformis (Johnson et al., 2014).
3.1.3.2.3 Testy zivotaschopnosti bunék (cell proliferation assays)

Tyto testy slouzi ke sledovani celkového/zadného ristu bunék jako odpovéd’ na vné&jsi
podnéty (Sundberg, 2000). Jsou snadné, avSak zdlouhavé v porovnani S bezbunéénymi testy

(Szymanski et al., 2012).

Testy zivotaschopnosti bun€k jsou vyuzivany pii skriningu velkého mnozstvi chemickych
latek a urCeni jejich cytotoxicity na rizné bunky (Tominaga et al., 1999). Tyto testy se bézné
vyuzivaji pro vyzkum bunééné smrti proto, ze: 1. umoziuji soucasnou analyzu velkého poctu
vzorkl, 2. nepotiebuji specialni laboratorni vybaveni, 3. jsou k dispozici Kity, které Casto
obsahuji patficné kontroly, 4. jsou pomérné¢ hospodarné (ve srovnani s imunologickymi
technikami), (Galluzzi et al., 2009). Velkou vyhodou téchto testl je, Ze nepouzivaji

radioaktivni latky (Tominaga et al., 1999).

18


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982298701563
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960982298701563

3.1.3.2.3.1 Testy na bazi tetrazoliovych soli

Testy zivotaschopnosti bunék, které vyuzivaji tetrazoliové soli se staly jednim z nejCastéji
pouzivanych metod pro méfeni metabolické aktivity bun¢k v bunétné biologii (Berridge
et al., 2005). Tyto testy se pouzivaji pro testovani cytotoxickych ucinka na slouéeniny, méfeni
vysledkiit bunééné proliferace a pro multiplexing jako wvnitini kontrola pfi stanoveni
zivotaschopnych bunék v prub&hu jinych bunéénych testd (Niles et al., 2009; Riss et al.,
2013). Ve vétsiné standardnich kultivacnich podminek ma inkubace substratu
s zivotaschopnymi bunkami za nasledek signal, ktery je pfimo imérny poctu zivych bunék.
Kdyz bunky umiraji, rychle ztraceji schopnost pievést substrat na produkt. Tento rozdil
poskytuje zaklad pro mnoho bézné pouzivanych testl zivotaschopnosti bun¢k (Berridge et al.,
2005).

Nevyhodou téchto testl je, Ze pfeména slouenin pomoci mitochondridlnich enzymti muze
odrazet metabolické zmény, které nemusi nutné korelovat s poctem Zivotaschopnych bunék.
Nadmeérna spoteba média a hustota bunék jsou velmi Casté situace, které vedou k vyraznému

potlaceni mitochondrialnich funkci (Galluzzi et al., 2009).

Tyto testy (respektive slouceniny) se déli do 2 zakladnich kategorii na: tetrazoliové derivaty
prvni generace, kde patfi MTT test, ktery obsahuje kladny ndboj a snadno pronikda do
eukaryotickych Zivotaschopnych bunék a tetrazoliové derivaty druhé generace, do kterych
spadaji MTS, XTT a WST-1 testy, které jsou zaporn¢ nabité a nepronikaji snadno do bun¢k
(Berridge et al., 2005).

3.1.3.2.3.1.1 MTS

Principem 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H
tetrazolia (MTS) je pfeména MTS pomoci mitochondrialni dehydrogenazy (pfi teploté 37 °C)
v metabolicky aktivnich bunkach na ve vodé rozpustny formazanovy produkt, ktery se snadno
kvantifikuje pomoci spektrofotometrie (ELISA reader), (Lai et al., 2014). Pii MTS testu se
vyuziva zéporny naboj formazanového produktu k rozpusténi v médiu a k omezeni bunécéné
permeability tetrazoliem. Tetrazoliové reagencie se pouzivaji v kombinaci s meziprodukty
¢inidel akceptoru elektronu, jako jsou phenazin methylsulfat (PMS) nebo phenazin ethylsulfat
(PES), které pronikaji ptes zivé bunky a redukuji bunky, které mohou ptevést tetrazolium na
rozpustny formazan (Berridge et al., 2005; Riss et al., 2013), (viz Obr. 2). Tento formazanovy

produkt ma maximalni absorbanci pfi 490 nm a je pfimo Umérny poctu Zivych bunék
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Vv kultuie (Lai et al., 2014). Mnozstvi formazanu, které bunky produkuji je zavislé na riznych
faktorech, jako naptiklad bunécna linie, pocet bunék, pH média, ptitomnost séra atd. Proto je

k u¢inné citlivosti MTS testu potieba pecliva optimalizace testu (Jacobsen et al., 1996).
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Obr. 2: Meziprodukt elektronového akceptoru PES ptevadi elektrony z NADH v cytoplasmé

na ve vodé rozpustny formazan (pievzato z: Riss et al., 2013)

Vyhodou MTS testu je snadnost pouziti, rychlost, spolehlivost ur€eni toxicity a efektivita
(Malich et al., 1997). Na rozdil od MTT, ktery je ve vodé nerozpustny a vyzaduje
rozpousténi, které je Casové narocné a zvysuje riziko mikrobidlni kontaminace testu (Stevens
a Olsen, 1993), jsou tetrazoliové derivaty druhé generace, jako jsou jiz zminéné MTS, XTT
a WST-1 metabolizovany na netoxické, ve vodé rozpustné produkty, které¢ voln¢ pronikaji
kultivaénim supernatantem a neohrozuji Zivotaschopnost kultur. Tento faktor je velmi
dulezity v HTS, jelikoz dochazi ke zjednoduseni a zkracuje se doba testovani (Galluzzi et al.,
2009).

3.1.3.23.12 MTT, XTT, WST-1

MTT, celym nazvem 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid (Riss et al.,
2013) funguje na principu mitochondrialni dehydrogenazy, ktera pfeménuje zluty, ve vodé
rozpustny meziprodukt na fialovy, ve vodé nerozpustny formazan (Mosmann, 1983), ktery se

hromadi uvnitt bunék ve formé krystali (Galluzzi et al., 2009). Proto spektrofotometricka
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kvantifikace vyzaduje lyzi bunck a rozpusténi formazanovych krystalli ptfes noc, ty jsou
ovSem cytotoxické i v malych mnozstvich (Galluzzi et al., 2009; Lai et al., 2014). Mnozstvi
vytvoifeného formazanu je piimo umérné po¢tu metabolicky aktivnich bun¢k (Young et al.,

2005) a méfi se spektrofotometricky pii 570 nm (Tada et al., 1986).

Stépenim XTT, 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxidu, pomoci dehydrogenazy v metabolicky aktivnich bunkach se ziska
vysoce zbarveny formazanovy produkt (Roehm et al., 1991), ktery je rozpustny ve vodé
(Scudiero et al., 1988).

WST-1 je tetrazoliova sil, ktera v kontaktu s metabolicky aktivnimi bunkami $tépi formazan
pomoci mitochondridlnich dehydrogendz. Formazanové barvivo je poté méfeno pomoci
spektrofotometru pii vinové délce 420-480 nm. Cim tmavsi je formazanové barvivo, tim vétsi

je pocet metabolicky aktivnich bunék (Fritz, 2007).
3.1.3.2.3.2 Testy zaloZené na redukci resazurinu a stanoveni ATP

3.1.3.2.3.2.1 Redukce resazurinu

Resazurin je redoxni indikator, ktery slouzi ke sledovani bunééné permeability a vyuZziva
podobné postupy, jako tetrazoliové slouceniny. Muze byt rozpustén ve fyziologickych
pufrech (coz mé za nasledek modré zbarveni roztoku) a ptidava se pfimo do buné¢k v kultute
v homogennim formatu (Niles et al., 2009). Zivotaschopné buiiky s aktivnim metabolismem
mohou redukovat resazurin na resorufin, ktery ma rizové zbarveni a fluoreskuje (Riss et al.,
2013), (viz Obr. 3).

NADH NAD*

HO. \///\H/oﬁ/;o Ho\@oﬁo
x N7 NF x NZ NF

|
o

Resazurin Resorufin

Obr. 3: Struktura resazurinu a jeho produktu resorufinu (ptevzato z: Riss et al., 2013)
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Vyhodou tohoto testu je, Ze je relativné levny, pouzivd homogenni format a je citlivéjsi nez
tetrazoliové testy (Niles et al., 2009). Nevyhody zahrnuji moznost fluorescen¢ni interference

Z testovanych sloucenin a ¢asto piehlizené pfimé toxické uéinky na bunky (Riss et al., 2013).
3.1.3.2.3.2.2 ATP test

Me¢éieni ATP pomoci luciferazy je nejCastéjsi, nejrychlejsi a nejcitlivéjsi metoda pouzivana
pro odhad poctu zivych bun¢k v HTS (Riss et al., 2013). Je velmi efektivni, protoze téméf
vSechna vstupni energie se transformuje na svétlo, které je ptimo umérné koncentraci ATP
(Paciello et al., 2013). Princip spo¢iva v tom, ze nezivotaschopné bunky nejenze ztraci
celistvost membrany a schopnost syntetizovat ATP, ale také obsahuji endogenni ATPasy,
které rychle vycerpavaji stavajici ATP v cytoplazmé (Riss et al., 2013). Pro kvantifikaci ATP
se vyuziva luciferdza, ktera generuje luminiscencni signal, ktery je pfimo umérny poctu

zivych bunék (Niles et al., 2009), (viz Obr. 4).

Prestoze byla luciferaza pouzivana pro méfeni ATP uz od svého objevu v roce 1963 (Paciello
et al., 2013), teprve nedavno bylo objeveno ¢inidlo, které ma po ptidani do homogenniho

testu za nasledek luminiscenéni signal, ktery sviti hodiny (Niles et al., 2009).

Viable Cell

H COOH Luciferase
O\GE::HN]/ + ATP ——— Light
S

Luciferin

Obr. 4: Zjednodusené reakéni schéma ukazuje ATP a luciferin jako substraty pro luciferazu,

ktera vytvaii svétlo (pievzato z: Riss et al., 2013)

ATP test je méné nachylny k artefaktiim nez jiné testovaci metody a vede K vyvoji stabilnich
testlh pro HTS, které odolavaji bunécné lyzi a jsou odolng€jsi vii¢i luciferazovym inhibitorim
(Paciello et al., 2013). Ma tu vyhodu, ze nedochazi k inkubaci zivotaschopnych bunék se

substratem (¢ehoz vyuzivaji tetrazoliové soli nebo resazurin) pro vznik barevné slouceniny,
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¢imz dochazi k eliminaci potencialnich zdroji chyb. Tento test je také Siroce vyuzivan

I v 1536- jamkovém formatu (Riss et al., 2013).
3.1.4 Testovani cytotoxicity v HTS

Ve farmaceutickych firmach se do testovani dostdva velké mnozstvi latek, ze kterych je
potifeba vyselektovat aktivni latky. Z tohoto divodu se nejCastéji pii prvnim (primarnim)
testovani sleduje aktivita vSech latek pii jedné stanovené koncentraci (Shoemaker et al., 2002;
Shun et al., 2011). Pii vyhodnocovani tohoto typu experimenti se sleduje inhibice
zivotaschopnosti bunék pii dané koncentraci, ktera je vyjadiena pomoci procenta inhibice
(PI). P1 se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

Xi-Cppy

Pr=100—-=—"="-x100

Cuter Cuan|

Kde Cn oznacuje prameér negativnich kontrol a Cax prumér pozitivnich kontrol a Xi je
nezpracované méieni i-t€¢ slouceniny. Tato metoda odstranuje variabilitu mezi jednotlivymi
destickami odectenim priméru negativnich kontrol a vyd€lenim absolutniho rozdilu mezi
negativnimi a pozitivnimi kontrolami. Slouc¢eniny, které vykazuji procento inhibice vétsi nez
prahovou hodnotu (napiiklad >50 %) jsou povazovany za ,hit“, tedy aktivni (Shun et al.,
2011).

Pokud se zkoumana sloucenina vyhodnoti jako aktivni, tj. zplisobuje vic nez 50% inhibici
zivotaschopnosti bungk, je zafazena do druhého (sekundarniho) testovani. V tomto kroku se
pro kazdou aktivni latku urci hodnota IC50. Slou¢eniny s malym nebo zddnym tc¢inkem jsou
z dalsich testt vyfazeny (TDI, 2016). IC50 latky slouzi k vyhodnoceni slou¢enin testovanych
pii vice koncentracich. Tento parametr je ¢asto vyuzivan pravé pro vyhodnoceni testl
cytotoxicity (Stepanenko et Dmitrenko, 2015). Hodnota IC50 se uréuje z tzv. dose-response
kiivky. Na svislé ose se nachazi viabilita bunék (v %) a koncentrace (log ¢) na ose vodorovné.
Ur¢i se maximalni a minimalni inhibice. IC50 je koncentrace, pti které kiivka prochéazi 50%
inhibici (rist bunécné populace je inhibovan na polovinu) a vypocte se jako inflexni bod na

sigmoid¢ (Astashkina et al., 2012).

V HTS je velmi dilezité ptesné provedeni vSech testl. Pouze testy vysoké statistické jakosti
mohou byt pouzity pro spravnou analyzu dat (Mayr et Bojanic, 2009). Pro zjisténi kvality

testl se vyuziva tzv. Z faktor. Z" faktor se vypocita ze vzorce:
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Cour ~Coam|

Z faktor =1—

Kde smin @ Smax jsou standartni odchylky MIN a MAX Kkontrolnich signald. Cun a Cuax
oznaCuji pramér pozitivnich a negativnich kontrol (Shun et al., 2011). Z’ faktor je
bezrozmérna, statistickd veli¢ina charakteristickd pro kazdy HTS test. Poskytuje uZzite¢ny
nastroj pro vyhodnoceni kvality testu, a proto se pouziva pro optimalizaci a validaci testu.
Pokud je Z faktor dostatecné vysoky (vétsi jak 0,5) za definovanych podminek, pak muze byt
test pouzit v HTS (Zhang et al., 1999).
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3.2 Chemické knihovny

Chemické knihovny vznikaji za pomoci kombinatorni chemie, kterou lze definovat jako
systematické a opakované kovalentni spojovani vhodnych typii stavebnich blokl rtzné
struktury, které vedou ke vzniku velkych souborii riznych chemickych sloucenin-
chemickych knihoven. Prvnimi chemickymi knihovnami byly knihovny peptidd piipravené
Merrifieldovou technikou syntézy peptidii na pevné fazi (za tuto techniku ziskal Merrifield
vr. 1984 Nobelovu cenu za chemii). Cilené¢ vytvareni chemickych knihoven se vyuziva

predevsim ve farmakologickém skriningu (Hampl et al., 2007).

Existuji dva druhy chemickych knihoven: experimentalni HTS knihovny (eHTS) a virtualni
HTS knihovny (VHTS). Knihovny eHTS piedstavuji chemické slouceniny, které jsou
testovany v laboratofi, VHTS jsou tvoteny 3D reprezentaci chemickych slouc¢enin testovanych
S pouzitim vypocetnich metod. Konstrukce obou typli knihoven si jsou podobné a oba

zpusoby - experimentalni 1 vypocetni se vzajemné dopliiuji pfi vyzkumu I1ék.

Prvni chemické knihovny se staly popularni v poloving¢ 90. let. Knihovny zahrnovaly az
1 milion malych molekul sloucenin, které byly testovany relativné rychle béhem nékolika dnti
az tydnt. Ackoliv tyto vysledky vedly k nékolika vyznamnym uspéchiim, nenaplnily sva

oc¢ekavani. Toto bylo nazyvano jako tzv. prvni generace chemickych knihoven.

Behem nékolika poslednich let doslo k rozsdhlému vyzkumu HTS knihoven s cilem vylepSit
jejich schopnosti hledani novych 1é¢iv, vznikla tzv. druha generace chemickych knihoven.
pouzivané pro vybér jednotlivych sloucenin. Volba sloucenin je zalozena na dvou Siroce
pouzivanych konstrukénich strategiich: diversity- oriented design (vytvatreni knihoven s velmi
riznorodymi soubory chemickych sloucenin) a target- oriented design (vytvareni knihoven,

které jsou zaméfeny na konkrétni chemotypy, molekuly nebo t¥idy slou¢enin), (Casey, 2005).

Jednim ztypi eHTS knihoven je komer¢ni knihovna LOPAC (ze zkratky Library Of
Pharmacologically Active Compounds). LOPAC1280 obsahuje 1280 farmakologicky
ucinnych latek, které pokryvaji Siroké spektrum biologickych oblasti (Hirota et al., 2008).
Schéma znazornéni jednotlivych latek v LOPAC1280 je zobrazeno na Obr. 5. Knihovna
obsahuje latky, které jsou kandidaty pro uspéSny vyvoj a také tzv. ,,zlaté standardy*, ty jsou
velmi dobfe charakterizované a je znama jejich aktivita (Lai et al., 2008). Tyto latky jsou

ucinné v oblasti bunécné signalizace a neurotransmise. LOPAC knihovny obsahuji mnoho
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1€k, které jsou v soucasné dobé na trhu anebo stale v klinickych studiich, jako napfiklad
Fluoxetin, Atorvastatin nebo Montelukast. Proto skriningové vysledky ziskané z testovani na
lidskych bunikach mohou mit vyznamny dopad na pouzivani téchto 1é¢iv (Hirota et al., 2008;
Tanaka et al., 2013).

Cell Signaling
Other 9% Adenosine 4%

b

Adrenergic 8%

Phosphorylation 8% Histamine 2%

__— Cholinergic 6%
Cell Stress 4% —

Dopaminergic 9%
s e ——
Lipids 4% | ™ GABAergic 3%
P ! s Glutamatergic 7%
lon Channels 6% . /
/ Opioid 2%
G Protein 3% /
Gene Regulation 3% / Serotonergic 6%

Hormones 3% /
Apoptosis/Cell Cycle 2% Other 1%

Obr. 5: Procentualni zastoupeni jednotlivych latek v LOPAC1280 (Sigma-Aldrich, 2014)

LOPAC90 obsahuje vice nez 25 volné prodavanych 1ékt v¢etné Sildenafilu, Celecoxibu nebo
Sunitinibu. LOPAC90 knihovny slouzi k doplnéni LOPAC1280, ale i jako samostatna

knihovna.

Chemické knihovny kédované pomoci DNA jsou dal§im typem eHTS knihoven. Ptedstavuji
slibné néstroje pro objevovani vazebnych molekul k proteinlim, které nds zajimaji. Jednotlivé
latky z knihovny jsou pfipojeny k odlisnym sekvencim DNA, které slouzi jako identifikace
amplifikovanych ¢arovych kodi. Na rozdil od konvencnich chemickych knihoven umoziuji
DNA koédované knihovny skrining velkych soubort slouc¢enin najednou, kdy se jednotlivé
molekuly mohou jednozna¢né identifikovat z velké smési sloucenin a soucasné i kvantifikovat

(Scheuermann et Neri, 2015).
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Seznam a priprava pouzitych roztokii, chemikalie
TK H,O
- Destilovana voda
Sterilni autoklavovana destilovanéd voda uchovavand v chladici mistnosti.
70% Ethanol
- 99% EtOH (Dr. Kulich Pharma, CR); TK H,0
Bylo smichano 70 ml 99% EtOH s 29 ml TK H0.
10x PBS

- NaCl (Sigma-Aldrich, USA); KCI (Sigma-Aldrich, USA); Na,HPO,.12H,0 (Lach-
Ner, s.r.0., CR); KH,PO, (Lach-Ner, s.r.o., CR)

80 g NaCl; 2g KCI; 32,1 g Na;HPO4.12H,0 a 2 g KH2PO4 bylo rozmichano v 800 ml
destilované vody. Po dokonalém rozpusténi bylo doplnéno do 1 litru destilovanou vodou. pH
takto pfipraveného roztoku bylo upraveno na 6,8 pomoci 0,1mol/l HCI nebo 0,1mol/l NaOH.

Zasobni roztok byl autoklavovan a skladovan pfi laboratorni teploté.
1x PBS
- 10x PBS; sterilni TK H,0

Ve flow boxu bylo smichdno 100 ml 10x PBS a 900 ml TK H>O. pH 1x koncentrovaného
zasobniho roztoku bylo upraveno na 7,4 pomoci 0,1mol/l HCI nebo 0,1mol/l NaOH. Roztok

byl uchovavan v lednici.
PMS
- PMS (Promega, USA); 1x PBS

0,1 g PMS bylo rozpusténo ve 20 ml 1x PBS, rozdavkovano po 1 ml do mikrozkumavek

a zamrazeno v -14°C.
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Roztok MTS
- MTS reak¢ni pudr (Promega, USA); 1x PBS

20 MTS reak¢niho pudru bylo rozpusténo v 1 litru 1x PBS za vzniku ¢isté Zlutého roztoku
s vyslednou koncentraci 2 mg/ml. pH bylo upraveno na 6 — 6,5 pomoci IN HCI. Zasobni
roztok byl posléze rozdavkovan po 100 ml do sklenénych lahvi, obalen alobalem pro

zamezeni styku se svétlem a zamrazen pii -80 °C.
Aktinomycin D

- Aktinomycin D v koncentraci 0,5 mg/ml (Merck & Co. Inc., USA); DMSO (Sigma-
Aldrich, USA)

1 ml DMSO byl sterilni stiikackou pienesen do lahvicky obsahujici aktinomycin D
a promichan na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml. Poté byl obsah po 60 ul ptenesen do

mikrozkumavek a zamrazen pti -14 °C.
Mitomycin C

- Mitomycin C v koncentraci 10 mg/ml (NORDIC Pharma, CR); DMSO (Sigma-
Aldrich, USA)

1 ml DMSO byl sterilni sttika¢kou ptenesen do lahvi¢ky obsahujici mitomycin C a promichan
na vyslednou koncentraci 10 mg/ml. Poté byl obsah po 60 ul ptenesen do mikrozkumavek

a zamrazen pii -80 °C.
Lyza¢ni pufr

- 1M TRIS-HCI (Sigma-Aldrich, USA); 5M KCI (Sigma-Aldrich, USA); TRITON X-
100 (Sigma-Aldrich, USA)

Bylo navazeno 7,88 g 1M TRIS-HCI, rozpusténo ve 40 ml destilované H,O a pH upraveno na
8,3 pomoci NaOH perli¢ek (MikroCHEM, Slovenska republika), poté byl odmémym valcem
doplnén objem do 50 ml. Nasledn¢ bylo navazeno 18,64 g SM KCI a rozpusténo ve 40 ml
destilované H,O a objem doplnén do 50 ml. Do sklenéné lahve bylo pfeneseno 1 ml TRIS-
HCI, 1 ml KCl a 1 ml TRITON X-100 a pfidano 97 ml destilované H,O. Takto pfipraveny

zasobni roztok byl uchovavan v lednici.
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Cytostatika

- Aktinomycin D (Merck & Co. Inc., USA)

- Mitomycin C (NORDIC Pharma, CR)

- Gemcitabine hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)

- Irinotecan hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)

- Imatinib mesylate (Sigma-Aldrich, USA)

- Semi-synthetic paclitaxel (Sigma-Aldrich, USA)

- Doxorubicin hydrochloridum (DOXO), (Teva Pharmaceuticals, CR)
- Daunorubicin hydrochloride (DNR), (Teva Pharmaceuticals, CR)

4.1.2 Seznam a priprava pouzitych kultiva¢nich médii

Vsechna kultivaéni média byla pfipravena i ve varianté bez antibiotik (penicilinu

a streptomycinu) pro ovéfeni pfitomnosti mykoplasmy.
McCoy médium:

- McCoy’s 5SA médium (Sigma-Aldrich, USA); fetalni bovinni sérum (FCSI) 10%
(PAN-BiotechGmbH, Némecko); L-glutamin (L-glu) v koncentraci 200 mmol/Il
(Sigma-Aldrich, USA); penicilin (PNC) + streptomycin (STM), (Sigma-Aldrich,
USA)

Sterilni kultiva¢ni médium bylo pfipraveno ve flow boxu smichanim 450 ml McCoy’s 5A
média s 50 ml FCSI, dale bylo pfidano 7,5 ml L-glu v koncentraci 200 mmol/l a 5 ml smé&si
PNC a STM (zfedéného 100x). Vznikly roztok byl napojen na vakuum a zfiltrovan ptes filtr
od firmy TPP (Techno PlasticProducts AG, Svycarsko) do plastové lahve a uchovavan

v lednici k pozdéjsimu pouziti.
RPMI-1640 médium:

- RPMI-1640 médium (Sigma-Aldrich, USA); FCSI 10% (PAN-BiotechGmbH,
Némecko); PNC + STM (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni kultivaéni médium bylo pfipraveno ve flow boxu smichanim 450 ml RPMI-1640,
50 ml FCSI a 5 ml smési PNC + STM (zfedéného 100x). Vznikly roztok byl napojen na
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vakuum a zfiltrovan pies filtr od firmy TPP (Techno PlasticProducts AG, Svycarsko) do

plastové lahve a uchovavan v lednici k pozdé€jsimu pouziti.
Iscové médium:

- Iscove’s modified dublecco’s médium (Sigma-Aldrich, USA); FCSI 10% (PAN-
BiotechGmbH, Némecko); PNC + STM (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni kultivaéni médium bylo pfipraveno ve flow boxu smichanim 450 ml Iscove’s
modified dublecco’s média, 50 ml FCSI a 5 ml smési PNC + STM (ztedéného 100x)

a uchovavano v lednici k pozdéjsimu pouziti.
Dublecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

- DMEM-Eagle s L-glutaminem (Sigma-Aldrich, USA); FCSI 10% (PAN-
BiotechGmbH, Némecko); PNC + STM (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni kultiva¢ni médium bylo pfipraveno ve flow boxu smichanim 450 ml DMEM-Eagle
s L-glutaminem, 50 ml FCSI a 5 ml smési PNC + STM (zfedéného 100x). Vznikly roztok byl
napojen na vakuum a zfiltrovan ptes filtr od firmy TPP (Techno Plastic Products AG,

Svycarsko) do plastové lahve a uchovavan v lednici k pozdgjsimu pouZiti.
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)

- MEM-Eagle s L-glutaminem (Sigma-Aldrich, USA), pyruvat sodny (Sigma-Aldrich,
USA), FCSI 10% (PAN-BiotechGmbH, Némecko), neesencialni aminokyseliny
(Sigma-Aldrich, USA), PNC + STM (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilni kultiva¢ni médium bylo pfipraveno ve flow boxu smichanim 450 ml MEM-Eagle,
5 ml pyruvatu sodného, 50 ml FCSI, 500 ul neesencialnich aminokyselin a 5 ml smési PNC +
STM (ztedéného 100x). Vznikly roztok byl napojen na vakuum a zfiltrovan ptes filtr od firmy
TPP (Techno Plastic Products AG, Svycarsko) do plastové lahve a uchovavan v lednici

K pozdéjsimu pouziti.
4.1.3 Pristrojové vybaveni

- Flow box HeraSafe (ThermoScientific, USA)
- COyinkubator (ThermoScientific, USA)
- Svételny mikroskop (Olympus, Japonsko)
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- Vortex IKA Genius 3 (P-LAB, CR)

- Centrifuga (Eppendorf, Némecko)

- Temperovana vodni lazen (Memmert, Némecko)

- Analytické vahy (Scaltech, USA)

- pH metr (P-LAB, CR)

- Echo 550 (LabCyte, USA)

- Echo 555 (LabCyte, USA)

- Tecan Freedom EVO (Tecan, Svycarsko)

- Michacka MR Hei-Tec (Heidolph Instruments GmbH, Némecko)

- EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, USA)

- EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, USA)

- Biotek EL406 Washer dispenser (BioTek Instruments, USA)

- PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies, USA)

- X-peel Automated Microplate Seal Removal (Brooks Life Science Systems, USA)
- SteriStore Self-Sterilizing Automated Incubator (HighResBiosolutions, USA)

- TundraStore Automated Low Temperature Freezer (HighResBiosolutions, USA)
- Vi-cell (BeckmanCoulter, CR)

- Roboticky systém (HighResBiosolutions, USA)

4.1.4 Bunécné linie

- MRC-5 (American Tissue and Cultures Collection- ATCC,USA)

- BJ(ATCC, USA)

- Ab549 (ATCC,USA)

- U20S (Dr. Martin Mistrik, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP Olomouc,
CR)

- HCT116 (Horizon, UK)

- HCT116 p53 -/- (Horizon, UK)

- CCRF CEM (ATCC,USA)

- CEM DNR(Laboratof tkafiovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR)

- K562 (ATCC,USA)

- K562-TAX (Laboratof tkafovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR)
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Tab. II: Piehled pouzivanych bunécnych linii

nenadorové bunééné druh o g
linie s paad puvod kultiva¢ni médium
MRC-5 adherentni fibroblasty EMEM
BJ adherentni fibroblasty EMEM
nadorové bunééné druh o . e aa
T TS puvod kultiva¢ni médium
A549 adherentni adenokarcinom plic DMEM
U20S adherentni osteosarkom McCoy médium
HCT116 adherentni kolorektalni karcinom McCoy médium
HCT116 p53-/- adherentni kolorektalni karcinom McCoy médium
CCRF-CEM suspenzni | oxutni lymfoblastickd RPMI-1640 médium
leukémie
CEM-DNR suspenzni akutni lymfoblasticka RPMI-1640 médium
leukémie
K562 suspenzni frytrf)nl_yeloblastlcka Iscové médium
eukémie
K562-TAX suspenzni erytrf)nl_yeloblastlcka Iscové médium
leukémie
4.2 Metodika

4.2.1 Pasazovani bunéénych linii

Bunééné linie byly uchovavany v plastovych lahvich o objemech 25 ml a 50 ml (Techno

Plastic Products AG, Svycarsko). Pro experimenty bylo vyuZito 10 bun&nych linii (viz Tab.

).

Buniky musi byt pasdZovany kazdy druhy den, aby nedoslo ke 100% konfluenci, pii které
dochazi k odumirani bunék. Adherentni buriky byly zkontrolovany pod mikroskopem a obsah
kultivaéni 1dhve vylit do odpadu, ¢imZ se odstranilo star¢ médium. Poté doSlo k promyti asi
4 ml 1x PBS pufru pomoci sterilni stiikacky a vSe bylo opét vylito do odpadu. Nasledné bylo
do kultivaéni lahve napipetovano 1 ml TrypLE (Gibco, Life Technologies, USA). TrypLE se
vyuziva jako ndhrada enzymu trypsinu a slouzi k uvolnéni bunék ze dna kultivaéni lahve.
Kultiva¢ni lahev byla uzaviena a opatrné naklanéna k dosazeni rovnomérného rozprostieni
TrypLE po celé plose lahve a vlozena asi na 3 minuty do termostatu nastaveném na 37 °C. Po

uplynuti pozadované doby byla kultiva¢ni lahev vyjmuta z termostatu a zkontrolovana pod
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mikroskopem, zda jsou bunky jiz uvolnény z podkladu. Kultivacni lahev byla nékolikrat
naklanéna, aby doslo k odlepeni bun€k z kultiva¢niho podkladu. Pasobeni TrypLE bylo
zastaveno piidanim 10 ml odpovidajiciho média. Poté byl obsah kultiva¢ni ldhve promichan
pomoci postupného nasavani do pipety a nasledného vypousténi (bylo potieba obsah lahve
nenapénit). Cely obsah kultivaéni 1ahve byl pielit do 50 ml falkony a z ni byl odebran 1 ml do
kyvety, ve které se pomoci pfistroje Vi-cell uréuje zivotaschopnost bun¢k, viabilitu bun¢k
a pocet bun¢k v 1 ml bunécné suspenze. Mezitim byla falkona s celym objemem kultivacni
lahve vloZena do centrifugy a stocena na 5 minut pii 1200 otackach a 20° C. Po stoceni byl
obsah falkony slit do odpadu, na dn¢ zdstala tzv. peleta. Ta byla resuspendovana piidanim
vypocitaného mnozstvi média a opatrné postupné nasdvana a vysavana z pipety. Nasledné
bylo do kultivacni ldhve napipetovano 15 ml pfislusného média a ptidano vypocitané
mnozstvi bunééné suspenze. Kultivacni ldhev byla zkontrolovdna pod mikroskopem a vloZena

do dalsiho pasazovani do termostatu nastaveném na teplotu 37 °C a 5 % CO, v atmosféte.

Suspenzni bunééné linie neadheruji na povrch kultivacni ldhve, ale nachdzeji se volné
rozptylené po celé nadobé, proto nesmi byt obsah kultivacni lahve vylit. Kultiva¢ni lahev byla
vyjmuta z termostatu a zkontrolovana pod mikroskopem. Cely obsah kultiva¢ni lahve byl
ptelit do 50 ml falkony a z ni byl odebran 1 ml do kyvety. Kyveta byla vlozena do piistroje
Vi-cell. Do kultivaéni lahve bylo naneseno 15 ml pfislusného média a vypocitané mnozstvi
bunétné suspenze. Kultivaéni ldhev byla zkontrolovana pod mikroskopem a vloZena do

piiStiho pasaZzovani do termostatu.
4.2.2 Testovani mykoplasmy

Jednou tydné bylo potieba bunééné linie otestovat na piitomnost mykoplasmy, ktera
zpiisobuje odumirani bunék. Pro testovani mykoplasmy byly bunécéné linie uchovavany

v médiich, kterd byla pfipravena bez pouziti antibiotik.

U adherentnich bunécnych linii bylo potfeba odlit pilku média a Skrabkou seSkrabnout plochu
o velikosti pfiblizné 2x2 cm, obsah kultivacni lahve byl pielit do 15 ml falkony.
U suspenznich bunéénych linii bylo z kultiva¢ni 1dhve ptelito do 10 ml falkony pfiblizné 5 ml
bunécné suspenze. Obsah kultivacni ldhve byl pielit do 15 ml falkony a z ni byl odebran 1 ml
do kyvety, ktera byla vloZzena do pfistroje Vi-cell, ktery urcil pocet bunék v 1 ml bunécné
suspenze. Na lyzat bylo zapotiebi 0,25x10° bunék. Toto mnoZstvi bylo vydéleno poétem
bunék v 1 ml. Vypocitany objem byl pienesen do 15 ml falkony a sto¢en Vv centrifuze na
7 min pii 2500 rpm a 20 °C. Supernatant byl odsat a na dn¢ falkony ponechana pouze peleta.
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Nasledné bylo pfidano 100 pl lyza¢niho pufru, obsah byl resuspendovan a pienesen do
mikrozkumavky. Do mikrozkumavky bylo pfiddno 0,5 pl proteindzy K a vloZzeno do
inkubatoru pies noc pii teploté¢ 37 °C. Nasledn¢ byla pfitomnost mykoplasmy otestovana

pomoci PCR reakce.
4.2.3 Priprava bunécénych linii na experiment

Nejdiive probéhlo pasazovani bungk, které je popsano v kapitole 4.2.1 Pasdzovani bunécnych
linii az po bod, kdy doslo k vypocitani poctu bun¢k v 1 ml na pfistroji Vi-cell a bunécna
suspenze byla stocena. Experiment probihal na deseti bunéénych liniich (MRC-5, BJ, A549,
U20S, HCT116, HCT116 p53-/-, CCRF-CEM, CEM-DNR, K562, K562-TAX). Kazda
bunécna linie potfebovala pro experiment jiny pocet bunék, ktery byl vypocitan z vysledku

analyzéru.

Byly pfichystany 384- jamkové a 1536- jamkové desticky. Kazda bunécna linie byla nanesena
na jeden druh desticky. Na pristroji Biotek EL406 se u 384- jamkovych desticek vzdy do
prvniho a posledniho sloupce pipetovalo 30 pl média, které slouzilo jako blank a do vSech
ostatnich jamek 30 pl dané bunécné suspenze. Do 1536- jamkovych desticek bylo naneseno
6 ul blanku a 6 pl bunécné suspenze. Aby nedoslo k promichani jednotlivych bunéénych linii
mezi sebou, bylo potieba po napipetovani kazdé bunécné linie kazetu promyt ethanolem
a médiem. Desti¢ky byly vloZeny do SteriStoru, ve kterém byla nastavena teplota 37 °C,
vihkost byla 95 % a obsah 5 % CO; a 20 % O, v atmosféfe.

4.2.4 Testované latky a jejich priprava

VSechny testované latky (cytostatika, LOPAC90, LOPAC1280) byly uskladnéné v 96-
jamkovych panelech Tube Rack se Sroubovatelnymi vialkami o koncentraci 10 mM v DMSO
pfi -20 °C. Pfed experimentem se pfichystaly 384- jamkové zdrojové (source) desticky
s testovanymi latkami pomoci pfistroje Tecan. Na zdrojové desticce se nachazelo 96 latek ve

4 koncentracich 10; 1; 0,1 a 0;01 mM, schéma rozloZeni je na Obr. 6.
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Obr. 6: Schéma rozlozeni latek ve zdrojové desti¢ce

Takto ptipravené desticky byly zalepeny hlinikovou f6lii na
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157 °C a skladovany v TundraStoru pti 16 °C a vihkosti 20 %.

4.2.5 Skrining vhodnych pozitivnich kontrol pro testy cytotoxicity v HTS

4.2.5.1 Ovlivnéni bunék pomoci cytostatik

Po 24 hodinach od nasazeni byly desticky s buitkami vyjmuty ze SteriStoru a source plate
s cytostatiky z TundraStoru. Source plate byla sto¢ena na 1000 otacek, 2 min, pii laboratorni

teploté. Pomoci pfistroje Echo 550 byla cytostatika ptenesena na 384- jamkové desticky,

ooooooooooooo

-

......

ooooooo

-

oooooo

......

ooooooooo

pfistroji PlateLock pfi teploté

kazdé cytostatikum bylo naneseno v dubletech a v 7 koncentracich podle tabulky ¢. 1.
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Tab. I1l: Objem nanesenych cytostatik a jejich koneéné koncentrace u 384- jamkovych

desticek
koncentrace zasobniho roztoku pipetovany objem konec¢na koncentrace

[mM] [ni] [uM]

10 150 50
10 375 12,5
10 10 3,125
22,5 0,781
5 0,195
0,1 15 0,048
0,1 5 0,012

1536- jamkové desticky byly ovlivnény na pfistroji Echo 555, kazda latka byla nanesena

v dubletech a 7 koncentracich podle tabulky ¢. V.

Tab. IV: Objem nanesenych cytostatik a jejich kone¢né koncentrace u 1536- jamkovych

desticek
koncentrace zasobniho roztoku pipetovany objem konec¢né koncentrace

[mM] [nl] [uM]

10 30 50
10 75 12,5
1 18,75 3,125
1 45 0,781
0,1 11,7 0,195
0,1 3 0,048
0,01 7,2 0,012

Vsechny desticky, na kterych byly naneseny buiiky, cytostatika a kontroly byly vloZeny na

72 hodin do SteriStoru.

4.2.5.2 MTS test

Roztok MTS byl vyjmut z mrazaku, kde byl skladovan pti -18 °C a vlozen do temperované
vodni 1azn&. Po rozmrazeni byl do roztoku pfidan 1 ml PMS. Ptiprava jednotlivych roztoki je
uvedena v kapitole 4.1.1 Seznam a priprava pouzitych roztokii, chemikalie. Ze SteriStoru byly
vyjmuty 384- a 1536- jamkové panely a pomoci pfistroje Biotek EL406 bylo do v§ech jamek
u 384- jamkovych desticek naneseno 4 ul MTS a u 1536- jamkovych desti¢ek 1 ul MTS. Poté
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byly panely vloZeny asi na 90 minut do SteriStoru. Desti¢ky byly priibézné kontrolovany, zda
jiz dochazi k zabarveni. Jakmile byly vSechny panely zabarveny, byly vyjmuty ze SteriStoru.
Na piistroji EnVision Multimode Plate Reader byla zméfena absorbance ve vSech jamkach pii
vinové délce A = 490 nm. Vysledky byly uloZeny v programu MS Office Excel 2007
a zpracovany v programu Dotmatics, kde byly ziskany hodnoty IC50. Nasledné byly
vyhodnoceny priméry dat, smérodatné odchylky a proveden t test.

Kazdé cytostatikum a koncentrace byly na kazdém druhu desticky testovany ve

3 opakovanich.

4.2.6 Prvni (primarni) testovani LOPAC knihoven

4.2.6.1 Ovlivnéni bunék LOPAC knihovnami

Po 24 hodinach byly desticky s buiikami vyjmuty ze SteriStoru a source plate s latkami
Z TundraStoru. Source plate byla stocena na 1000 otacek, 2 min, pii laboratorni teploté. Na
pristroji Echo 550 byly latky naneseny na 384- jamkové desticky. U LOPAC90 byly latky
z 1 source plate pieneseny do 1 desti¢ky s buiitkami. U LOPAC1280 knihovny byly latky
z 1 source plate preneseny do 4 desti¢ek s buiikami. Do vSech desticek bylo pipetovano 150 nl

latek pro dosazeni 50 uM koncentrace a VSechny byly analyzovany v dubletech.

Vsechny desticky s buiitkami obsahovaly pozitivni a negativni kontrolu. Jako negativni
kontrola slouzil DMSO, ktery se uchovava pfi laboratorni teploté. Jako pozitivni kontroly
byla z ptedchoziho experimentu zvolena cytostatika aktinomycin D a mitomycin C.
Aktinomycin D se uchovava pii -18 °C a mitomycin C pii -80 °C. VSechny desticky
S bunikami, latkami a kontrolami byly vloZeny na 72 hodin do SteriStoru, ve kterém byla

nastavena teplota 37 °C; vlhkost 95 % a 5 % CO, a 20 % O, v atmosféie.

4.2.6.2 MTS test

Barveni desticek a méteni absorbance bylo provedeno stejnym zplisobem, jako je popsano
v kapitole 4.2.5.2 MTS test.
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4.2.7 Druhé (sekundarni) testovani aktivnich latek z LOPAC90

4.2.7.1 Ovlivnéni bunék knihovnou LOPAC90

V tomto experimentu se dale testovaly latky z LOPAC90 knihovny, které byly jiz testovany
v kapitole 4.2.6 Prvni (primadrni) testovani LOPAC knihoven pii 50 uM koncentraci. Latky,
které po nasledném vyhodnoceni v programu Dotmatics vySly jako aktivni, se dale testovaly
pfi 7 koncentracich. Z celkem 90 testovanych latek bylo u bunétné linie A549 aktivnich
31 latek, u BJ 23 latek, u MRC-5 bylo aktivnich 27 latek, u HCT116p53-/- to bylo 32 latek,
u U20S 31 latek, u HCT116 31 latek, u K562-TAX 50 latek, u CCRF-CEM 46 latek, u CEM-
DNR 42 latek a u K562 se dale testovalo 34 latek. Naneseni latek probihalo stejnym
zpusobem, jako je popsano v kapitole 4.2.5.1 Ovlivnéni bunék pomoci cytostatik. U kazdé
bunécné linie byly pozitivni jiné latky, proto se protokoly na piistrojich Echo 550 1 Echo 555

musely pro kazdou bunéénou linii upravit zv1ast’.

VSechny desti¢ky obsahujici bunky, latky a kontroly byly vloZeny na 72 hodin do SteriStoru.

Kazda latka byla nanesena v dubletech a 7 koncentracich.
4.2.7.2 MTS test

Barveni desticek a méteni absorbance bylo provedeno stejnym zptisobem, jako je popsano

v kapitole 4.2.5.2 MTS test.

Vétsina krokli vyse popsaného testovani se provadéla v robotickém rezimu, ktery byl fizeny

prostifednictvim programu Cellario.
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5 Vysledky

Ptenos jakychkoli testt do HTS a 384- jamkového formatu vyzaduje precizni validaci,
zam&fenou na biologickou a farmakologickou relevanci a robustnost metody. Z tohoto
divodu bylo na panelu 10 bunécnych linii testovano nejen vice cytostatik jako mozné

pozitivni kontroly, ale i chemicka knihovna LOPAC.
5.1 Stanoveni vhodnych pozitivnich kontrol pro testy cytotoxicity v HTS

Pro spravné vyhodnoceni cytotoxickych ucinkl testovanych latek jsou dulezité stabilni
pozitivni a negativni kontroly, resp. minimalni a maximalni signal. Proto byly vSechny
bunééné linie ovlivnény 8 cytostatiky s riznym mechanismem G¢inku (viz tabulka V), (Spano
et al., 2007; Ensafi et al., 2014; Cavalcante et Monteiro, 2014; Bobenic¢ova et al., 2014; Gacic
et al., 2016; Barbuti et Chen, 2015; Yang et al., 2014).

Tab. V: Porovnani mechanismu tG¢inku cytostatik

cytostatikum mechanismus ucinku
aktinomycin D inhibice transkripce
mitomycin C alkylace, interkalace do DNA
gemcitabine analogie pyrimidint
irinotecan inhibice topoizomerazy |
imatinib inhibice tyrosin-kinazy
paclitaxel hyperstabilizace mikrotubulti
DNR inhibice topoizomerazy II, interkalace do DNA
DOXO inhibice topoizomerazy II, interkalace do DNA

Pro kazdé cytostatikum byla stanovena hodnota IC50 a smérodatnd odchylka. Ovlivnéni
probihalo na 384- a 1536- jamkovych destickach. Ziskané hodnoty IC50 pro dané
cytostatikum z 384- a 1536- jamkové desticky byly porovnany vyuzitim t testu, ke zjisténi
jestli jsou mezi 384- a 1536- jamkovou destickou statistické rozdily. Vysledky jsou zobrazeny
v tabulce VI a VII. Tabulka VI znazornuje vysledky u adherentnich bunéénych linii a tabulka
VII vysledky u suspenznich bunéénych linii. Nejvice statisticky vyznamnych rozdilt v 1C50
hodnotach jednotlivych cytostatik stanovenych na 384- a 1536- jamkovych destickach bylo
pozorované na bunéfnych liniich A549 a U20S, na rozdil od bunétnych linii HCT116
a HCT116 p53-/-, kde byly rozdily nejmensi.
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Ve vSech bunéénych liniich, nadorovych i nenddorovych, byl pozorovany silny cytotoxicky
ucinek cytostatik DNR, DOXO, aktinomycinu D a mitomycinu C. Jelikoz DNR a DOXO maji
fluorescenéni vlastnosti, jako pozitivni kontroly (low control, minimalni signal) byly zvoleny
aktinomycin D a mitomycin C. Tato cytostatika byla pouzivana jako pozitivni kontroly ve
vSech nasledujicich experimentech. Jako negativni kontrola (high control, maximalni signal)
byl ve vsech experimentech zvolen DMSO, protoze v tomto rozpoustédle byly vSechny latky

uskladnéné.
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Tab. VI: Hodnoty IC50 pro testovana cytostatika u adherentnich buné¢nych linii

Modfe jsou znazornény vysledky ziskané z 384- jamkovych paneli a Cervené vysledky ziskané z 1536- jamkovych paneli. Zelené jsou
podbarveny vysledky, mezi nimiz byl zjistén statisticky rozdil. Data piedstavuji primérné hodnoty IC50 [v uM] = SD

MRC-5 BJ A549 U20S HCT116 HCT116 p53-/-
N 0,006+0,0020 0,213+0,018 0,004+0,001 0,002+0,0004 0,0002:+0,00004 0,0008:+0,0002
0,006+0,0007 0,002+0,0009 0,001+0,0003 0,0008+0,0003 | 0,0002+0,00006 0,0008+0,0001
S— 3,425+1,008 24,115+4,187 0,576+0,183 2,297+0,641 0,393+0,190 1,972+0,809
0,673+0,022 16,691+7,475 0,294+0,155 0,893+0,421 0,464+0,300 1,689+0,462
S >50+0 >50+0 0,050+0,006 0,181 0,028+0,006 0,408+0,135
>50+0 >50+0 0,177+0,148 0,055+0,029 0,040+0,028 0,189+0,129
o ocan 46,991+2,857 >50+0 35,570+7,191 29,105+6,695 4,470+1,650 10,029+0,319
44,210+5,399 49,838+0,456 10,461+5,217 12,007+5,344 4,517+3,819 13,831+6,104
S 31,167+3,419 49,838+0,396 38,038+1,871 43,107+5,489 28,143+3,789 36,699+7,041
28,094+4,449 49,392+1,717 44,01046,271 30,326+4,185 37,403+13,498 27,543+4,462
paclitaxel >50+0 >50+0 <0,0122+0 0,037+0,010 <0,00122+0 <0,00122+0
>50+0 >50+0 0,017+0,0108 0,013+0,005 0,0067+0,005 0,015+0,013
ONR 0,813+0,109 1,026+0,237 0,242+0,045 0,149+0,032 0,042+0,014 0,122+0,041
0,979+0,322 0,946+0,123 0,068+0,022 0,041+0,011 0,041+0,021 0,092+0,033
DOXO 2,539+0,463 1,206+0,055 0,810+0,120 0,321+0,038 0,079+0,011 0,358+0,090
2,873+1,015 1,041+0,053 0,337+0,223 0,179+0,061 0,107+0,047 0,369+0,093
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Tab. VII: Hodnoty IC50 pro testovana cytostatika u suspenznich bunéénych linii

Modfe jsou znazornény vysledky ziskané z 384- jamkovych paneli a Cervené vysledky ziskané z 1536- jamkovych paneli. Zelené jsou
podbarveny vysledky, mezi nimiz byl zjis$tén statisticky rozdil. Data piedstavuji primérné hodnoty IC50 [v uM] = SD

CCRF-CEM CEM-DNR K562 K562-TAX
. . 0,0004+0,00007 0,005+0,0007 0,0003+0,00006 0,002+0,0002
actinomycin D
0,0003+0,000006 0,005+0,0023 0,0004+0,00002 0,003+0,0004
. . 0,058+0,015 0,635+0,080 0,542+0,145 0,231+0,082
mitomycin C
0,053£0,009 0,69610,288 0,459+0,085 0,361+0,085
. 0,016x0,001 0,104+0,015 0,101+0,055 0,049+0,006
gemcitabine

0,01040,004 0,104+0,030 0,073+0,027 0,071+0,007

. 0,481+0,109 30,75743,262 3,469+1,444 21,815+3,101
irinotecan

0,279£0,049 31,43346,184 1,777+0,205 23,691+3,283

imatinib 18,017+1,299 27,037+1,736 0,146+0,029 22,057+4,040

19,171+2,787 24,182+2,460 0,118+0,009 22,261+0,880

. <0,00122+0 0,732+0,045 <0,00122+0 0,298+0,077
paclitaxel

0,003+0,0008 0,866+0,173 0,0031+0,0005 0,57210,123

DNR 0,003+0,0007 0,658+0,027 0,019+0,005 0,20210,063

0,005+0,0009 0,840+0,471 0,018+0,0004 0,356+0,027

DOXO 0,011+0,002 1,064+0,156 0,071+0,035 0,316%0,099

0,01040,002 1,567+0,552 0,066+0,009 0,93310,192
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5.2 Prvni (primarni) testovani LOPAC knihoven

V primarnim testovani se na vSech bunéfnych liniich sledoval uc¢inek latek z knihoven
LOPAC90 a LOPACI1280 pii jedné (50 uM) koncentraci. Testovani probihalo na 384-
jamkovych destickach (Obr. 7). Kazda latka byla otestovana 6X ve 2 biologickych

opakovanich.

1 2 3 4 3 6 7 8 9 0 | 11 12 13 14 15 16 17 18 | 19 20 21 22 23 [ 24

BpEe| L |L|L|L|L|L|L|H|H]|H|H|RBR|H|H|pe]lelelelele|e|s
1,1,81,1,€ 1,1.L| 2,0.L | 31L |41L |51L[610| 710 21H|31H|41H|51H | 61H|7.1.H|81H|21,6|31,C|41,C | 51,C|6,1,C 7.1.C 81.C|3,1,6

B 1_?_5 1:'1*:,_' 511 51,2 51,3 515,1/515,2 5,15,3/5,.25,1 5,29,2 5,29,3/5,43,1/5,43,2|5,43,3/5,57,1 5,57,2|5,57,3/5,71,1/5,71,2 5,71,3 5,85,1/5,85,2/5,85,3 3_35

clySal15m 521 522 523 516,151625163530,1530,2/530,3 54,1 54,2 544,3/5,5,15,58,2 5,583 5,72,15,72,2 5,72,3 5,86,1,5,86,2/5,86,3 3 5 5

D 1_35 1:;':,_' 53,1|53,2| 53,3 517,1517,2/5,17,3(5,31,1/5,31,2/5,31,35,45,15,45,2/5,45,3 5,59,1|5,59,2|5,59,3(5,73,1(5,73,2/5,73,3/5,87,1 5,87,2 5,87,3 3.35

E 1_2_5 1::':,_' 541 542 | 54,3 518,15,18,2 5,18,3 5,32,1 5,32,2 5,32,3/5,46,1|5,46,2 |5,46,3 5,60,1 5,60,2 5,60,3(5,74,1/5,74,2 5,74,3 5,88,1/5,88,2/5,88,3 3.2.5

B | H
1,68 15H
G 1_-?,_5 1:;H 5,61 | 562 | 563 520,1520,2 5,20,3 5,34,1 5,34,2 5,34,3/5,48,1/5,48,2|5,48,3 5,62,1 5,62,2 5,62,3|5,76,1/5,76,2 5,76,3 5,90,1/5,90,2/5,90,3 3_-?,_5
B | H
1,8B1,7.H
I 3:1L:|__ s:h_- 581 582 583 52215222 5.22,3 5,36,1 5,36,2 5,36,3/5,50,1/5,50,2 |5,50,3 5,64,1 5,64,2|5,64,3/5,78,15,78,2 5,78,3 5,92,1/5,92,2/5,92,3 3.2_5

] S.IE.L. 9.'2]_, 551 59,2 59,3 52315232 523,3 5371 5,37,2 5,37,3/5,51,1/5,51,2|5,51,3 5,65,1 5,65,2 5,65,3/5,79,1/5,79,2 5,79,3 5,93,1/5,93,2/5,53,3

B
F 368

551 552 553 519,15,19,2 5,19,3 5,33,1 5,33,2 5,33,3/5,47,1/5,47,2|5,47,3 5,61,1 5,61,2|5,61,3/5,75,1/5,75,2 5,75,3 5,89,1/5,89,2/5,89,3

H S.1 | 5,72 | 57,3 [5,21,1(5,21,2(5,21,3|5,35,1|5,35,2| 5,353 |519,1|549,2|5,49,3|5,63,1|5,63,2|5,63,3(5, 77,1 (5, 77,2 (5,77,3|5,91,1(5,91,2/5,91,3

B
388

B
3,10,
K s.IE.L. 5«.:|T.|_- 5,10,1'5,10,2/5,10,3 5,24,1/5,24,2/5,24,3 5,38,1/5,38,2/5,38,3 5,52,1|5,52,2 5,52,3 5,66,1(5,66,2 5,66,3(5,80,1 5,80,2/5,80,3 5,94,1/5,94,2/5,94,3 3_151_
L S.k.L- 5.:|_- 5,11,1/5,11,2/5,11,3 5,25,1/5,25,2|5,25,3 5,39,1/5,39,2/5,39,3 5,53,1|5,53,2 5,53,3 5,67,1/5,67,2|5,67,3(5,81,1 5,81,2/5,81,3 5,95,1 5,95,2/5,95,3 3.152.
M S_SL_L_ 9.5L.|_- 5,12,1/5,12,2/5,12,3 5,26,1/5,26,2|5,26,3 5,40,1/5,40,2/5,40,3 5,54,1|5,54,2 5,54,3 5,68,1(5,68,2 5,68,3(5,82,1 5,82,2|5,82,3 5,96,1 5,96,2 5,96,3 3_153_

L 513,15,13,25,13,35,27,1/5,27,2 5,27,3 5,41, 1/5,41,2/5,41,3 5,55,1 5,55,2 5,55,3/5,69,1/5,69,2/5,69,3/5,83,1/5,83,2 5,83,3/5,97,1/5,97,2/5,97,3 z 134

L
NizgLlagL

0 B;kL- 9:'?]_. 5,14,1/5,14,2/5,14,3/5,28,1 5,28,2 5,283 5,42,1 5,42,2 5,42,3|5,56,1|5,56,2 |5,56,3 5,70,1 5,70,2|5,70,3|5,84,15,84,2 5,84,3 5,98,1/5,98,2/5,98,3 3_155_

Blc|lc|lclclelele|lc|c|lcleclcleclelec|leclec|lec|eclelc|t]|B
2,1,B91,C/101) 111, 121, 131, 141, 151, 1611714181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 27,1, 28,1, 291, 30,1, 316,

P
Obr. 7: Rozlozeni testovanych latek na 384- jamkové desti¢ce pii primarnim testovani (B-
blank, C- bunky bez ovlivnéni, H- high control/negativni kontrola, L-low control/pozitivni

kontrola, S-sample/testované latky)

V programu Dotmatics se pro kazdou latku stanovila hodnota PI, na zaklad€ které se latky
rozdélily na aktivni (PI vyssi nez 50) a neaktivni (PI niz§i nez 50). Z divodu velkého
mnozstvi dat je na obrazku 8 uvedeny pouze zkraceny piiklad vypocitanych PI hodnot

nahodné zvolenych latek z LOPAC knihovny pro buné¢nou linii CCRF-CEM.
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E_I]I-ME-

1 (Plate 1)| B3 |LEMODDDG641| 102.86 50.0uM
1 (Plate 1) B4 |LEMODDDG641]104.52 50.0uM| +
1 (Plate 1) BS |LEMODDDG641]104.76 S0.0uM| +
1 (Plate 1) C3 |LEMODDDGS01|104.76 s0.0uMml = v @B
1 (Piate 1) C4 |LEMODDDGB01|104.28 50.0uM| +
1 (Plate 1) C5 |LEMODDDGB01|105.23 S0.0uM| +
1 (Plate 1) D3 |LEMODDDE6S1| 104.52 spouml & ¥ @3
1 (Plate 1)] D4 |LEMODDDG6S1|104.76 50.0uM| +
1 (Plate 1) DS |LEMODDDEES1| 104.76 50.0uM| +
1 (Plate 1) E3 |LEMODDDES11|-4.5454) ] |s0.0um| =+ &0 @
1 (Plate 1)) E4 |LEMODDD6311|-2.474 | ] |50.0uMm| +
1 (Plate 1)) E5 |LEMODDDE311|0.3723| [} |s0.0uMm| =
1{Plate 1)| F3 |LEMODDDGEE1| 46.16 | [ |50.0umf = & 3
1 (Plate 1) F4 |LEMODDDE661|51.379 50.0uM| +
1 (Plate 1)) F5 |LEMODDDE6S1| 4616 | [ [s0.0uMm| =
1 (Plate 1)) G3 |LEMODDDS321|-0.8134 [} [50.0um| + 1% B3
1 (Plate 1)) G4 |LEMDDDDE&21-4.8464) [ |50.0um| +
1 (Piate 1)) G5 [LEMODDDEE21/-7 2185 [ |50.0um| =
1 (Plate 1) H3 |LEMODDDGET1| 75.103 SO.0uM| =+ @
1 (Plate 1) H4 |LEMODDDG6T1| 76.052 50.0uM| +
1 (Plate 1) HS |LEMODDDE6T1|75.514 50.0uM| +
1 (Plate 1)| 13 |LEMODDDG831|104.52 SoOuM| + v @
1 (Plate 1) 14 |LEMODDDG831/101.67 50.0uM| +
1 (Plate 1)| 15 |LEMODDDG831|104.99 50.0uM| +
1 (Plate 1)| J3 |LEMODDDG62199.775 SoOuM| + v @
1 (Plate 1)| J4 |LEMODDDDEGS1| 101.2 50.0uM| +
1 (Plate 1)| J5 |LEMODDDE681|100.96 50.0uM| +

Obr. 8: Procento inhibice ristu CCRF-CEM bungk, ptiklad zobrazeni vysledkt v programu

Dotmatics

Z obou knihoven bylo celkem otestovano 1370 latek. Nejvice latek, které byly identifikovany
jako aktivni, se nachézelo v bunéénych liniich K562-TAX (480 latek) a CCRF-CEM
(484 latek). Podle piedpokladu se jako nejméné citlivé ukazaly byt nenadorové bunécné linie
BJ (128 latek) a MRC-5 (165 latek). Pocet identifikovanych aktivnich latek pro vSechny

buné¢né linie je souhrnné zobrazen v tabulce VIII.
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Tab. VIII: Pocet identifikovanych aktivnich latek u LOPAC1280 a LOPAC90

buné&cna linie pocet aktivnich latek LOPAC1280 | pocet aktivnich latek LOPAC90
MRC-5 138 27
BJ 105 23
A549 199 31
U20S 223 31
HCT116 269 31
HCT116 p53-/- 279 32
CCRF-CEM 438 46
CEM-DNR 355 42
K562 338 34
K562-TAX 430 50

5.3 Druhé (sekundarni) testovani aktivnich latek z LOPAC90

Latky z knihovny LOPAC90, které se pfi primarnim testovani chovaly jako aktivni,
postoupily do druhého (sekundarniho) testovani. V tomto kroku bylo cilem stanovit hodnotu
IC50 pro danou latku a bunécnou linii. Testovani se provadélo na 384- a 1536- jamkovych

destickach. Schéma destic¢ky je znazornéno na obrazku 9.
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Obr. 9: RozlozZeni testovanych latek na 384- jamkové desticce pii sekundarnim testovani (B-
blank, C- buiky bez ovlivnéni, H- high control/negativni kontrola, L-low control/pozitivni

kontrola, S-sample/testované latky)
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Pro kazdou latku se koncentracni zévislost sledovala ve 3 biologickych experimentech
a Vv kazdém biologickém experimentu méla latka 2 opakovani. VSechna ziskana data byla
zpracovana v programu Dotmatics, kde byly vypocitané primérmé hodnoty IC50

a smérodatné odchylky.

Z divodu velkého mnozstvi latek a ziskanych dat jsou vysledky zobrazeny v ptiloze ve formé
grafi. U kazdé bunécné linie byly zvyslednych hodnot IC50 vypocteny praméry
a smérodatné odchylky. Pomoci t testu byl na zakladé vypocitané hodnoty p (hladina
statistické signifikantnosti, p<0,05 *; 0,01>p>0,001 **; p<0,001 ***) stanoveny statisticky

rozdil mezi hodnotami IC50 ziskanymi z 384- a 1536- jamkovych paneli.

V grafu v pfiloze 1 je porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych destickach pro
bunécnou linii MRC-5. Z 27 testovanych latek byl statisticky vyznamny rozdil vypocitany
u 10 latek. Na ose x jsou zndzornény LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50 [v uM].

Graf v ptiloze 2 znazoriiuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych desti¢kach pro
bunécnou linii BJ. Na této bunécné linii bylo ovéfovano 23 latek. U 8 latek byl stanoven
statisticky rozdil mezi panely a zbyvajicich 15 latek bylo bez statistického rozdilu. Na ose
x jsou znazornény LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50 [v uM].

Graf v ptiloze 3 zobrazuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych desti¢kach pro
bunéCnou linii A549. U této bunééné linie byly provadény testy 31 latek. U 8 latek byl
stanoven statisticky rozdil mezi 384- a 1536- jamkovymi panely. Na ose x jsou zndzornény

LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50 [v uM].

Graf v ptiloze 4 znazoriiuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych desti¢kach pro
bunécnou linii U20S. Na této bunécéné linii bylo testovano 31 latek. Z toho u 19 latek byl
stanoven statisticky rozdil mezi 384- a 1536- jamkovymi panely a u 12 latek nebyl zadny
statisticky rozdil. Na ose x jsou znazornény LEM koédy latek a na ose y hodnoty IC50 [v uM].

Na grafu v ptiloze 5 je porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych destickach pro
bunécnou linii HCT116. Na této buné&cné linii bylo testovano také 31 latek. U 17 z nich byl
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stanoven statisticky rozdil mezi 384- a 1536- jamkovymi panely a u zbyvajicich 14 byl
statisticky rozdil nulovy. Na ose x jsou znazornény LEM koédy latek a na ose y hodnoty IC50
[v uM].

Graf v piiloze 6 znazoriuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych desti¢kach pro
buné¢nou linii HCT116 p53-/-. Na této buné¢né linii bylo testovano 32 latek. U 17 latek byl
statisticky rozdil mezi 384- a 1536- jamkovymi panely a u 15 latek statisticky rozdil nebyl.
Na ose x jsou znazornény LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50 [v uM].

Na grafu v piiloze ¢islo 7 je znazornéno porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek
z knihovny LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych
destickach pro bunéénou linii CCRF-CEM. Na této bunééné linie bylo testovano 46 latek.
U 23 latek byl statisticky rozdil mezi 384- a 1536- jamkovymi destickami a u zbylych 23
latek statisticky rozdil nebyl. Na ose x jsou zndzornény LEM kody latek a na ose y hodnoty
IC50 [v uM].

Graf v piiloze 8 znazoriiuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych destickach pro
bunéénou linii CEM-DNR. Na této bunécné linii bylo celkem testovano 42 latek. Z nichz
u 27 latek byl stanoven statisticky rozdil mezi jednotlivymi typy panelii a u 15 latek
statisticky rozdil nebyl. Na ose x jsou znazornény LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50
[v uM].

Na grafu v pfiloze ¢islo 9 je znazornéno porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek
z knihovny LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych
destickach pro bunécnou linii K562. U této bunééné linie bylo testovano 34 latek. U 14 latek
byla stanovena statisticka odchylka a u zbylych 20 latek nebyla zjiSténa statistickd odchylka
mezi 384- a 1536- jamkovymi panely. Na ose x jsou zndzornény LEM kody latek a na ose
y hodnoty IC50 [v uM].

Graf v ptiloze 10 znazoriiuje porovnani IC50 hodnot ziskanych testovanim latek z knihovny
LOPAC90 na 384- (modré znacky) a 1536- (Cervené znacky) jamkovych desti¢kach pro
bunéénou linii K562-TAX. Na této linii bylo testovano celkem 50 latek. Mezi 31 latkami byl
zjistén statisticky rozdil. Na ose x jsou znazornény LEM kody latek a na ose y hodnoty IC50
[v uM].
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V tabulce IX je uvedené procento latek, u kterych se hodnota IC50 vypocitana z experiment
na 384- jamkové desticce signifikantné odliSuje od hodnoty IC50 vypocitané z experimentt
na 1536- jamkové desticce. Ve vétsiné bunécnych linii byl pozorovany rozdil v IC50 az

u poloviny z celkové testovanych latek.

Tab. IX: Podet aktivnich latek u LOPAC 90

bunééna linie | pocet aktivnich latek | statisticky rozdilné IC50 u 384- a 1536- wp [%]
MRC-5 27 37,03
BJ 23 34,78
A549 31 25,80
U20S 31 61,29
HCT116 31 56,84
HCT116 p53-/- 32 53,13
CCRF-CEM 46 50
CEM-DNR 42 64,29
K562 34 41,18
K562-TAX 50 62

Pro kazdou testovanou desticku byl vypocitany Z" faktor, ktery vyhodnocuje kvalitu testu.
Primémé hodnoty Z° faktoru pro jednotlivé bunééné linie jsou zobrazeny v tabulce X.
Nejvyssi Z” faktor byl u obou typt desti¢ek dosazen u bunéénych linii K562-TAX a CEM-
DNR. Naopak nejnizsi byl u MRC-5 a BJ (viz tabulka X).

Tab. X: Primérné hodnoty Z" faktoru u 384- a 1536- jamkovych desti¢ek

bunécna linie 7’ faktor 384- wp | Z’ faktor 1536- wp
MRC-5 0,620 0,632
BJ 0,563 0,742
A549 0,702 0,771
U20S 0,683 0,749
HCT116 0,755 0,698
HCT116 p53-/- 0,670 0,672
CCRF-CEM 0,680 0,651
CEM-DNR 0,832 0,763
K562 0,784 0,700
K562-TAX 0,799 0,827
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6 Diskuze

HTS testy se vyuzivaji ve farmaceutickych, vyzkumnych a vyvojovych spole¢nostech a jsou
zakladnim nastrojem vyvoje 1é¢iv. Odhaduje se, ze HTS pfispélo Kusporam ve vysi
130 miliont dolard a je potieba asi o 0,8 roku mén¢ k vyvoji nového 1éku. To je diivod, proc¢

jsou HTS metody tak rozsifené (Szymanski et al., 2012).

Ptenos jakychkoliv metod do HTS podminek je slozity a ¢asové naro¢ny proces vyzadujici
biologickou a farmakologickou validaci. Sleduje se stabilita reagencii, jednotnost signalu na
testovaci desticce a reproducibilita vysledkii. V ramci testovani jednotnosti signalu se méfi
maximalni a minimalni signal, ktery musi byt zvolen tak, aby interval mezi maximalnim
a minimalnim signidlem byl dostate¢ny pro detekci testované latky. Pfi testech cytotoxicity
pfedstavuje v experimentech maximalni signal negativni kontrola, coz byva nejcasteji pouZzité
rozpoustédlo (napf. DMSO) a minimalnim signdlem je pozitivni kontrola. Stanoveni
univerzalni pozitivni kontroly pro testy cytotoxicity v HTS je naro¢né, protoze se testovani
uskuteciiuje na Siroké Skéale bunéénych linii a byl to jeden zcili diplomové prace.
Z testovanych 8 cytostatik s riznym mechanismem u¢inku na vybranych 10 bunéénych liniich
lidského pivodu se jako nejcitlivéjsi cytostatika podle piredpokladu ukazala byt
aktinomycin D a mitomycin C, které byly zvoleny jako vhodné pozitivni kontroly pro dalsi
testovani. Aktinomycin D zplsobuje inhibici transkripce (Szczepanik et al., 2004) a pisobi na
vSechny faze bunécéného cyklu (Spano et al., 2007) a mitomycin C funguje na principu
alkylace a interkalace do DNA (Rjiba-Touati et al., 2015). Jako velmi citlivé se ukazaly byt
1 DNR a DOXO, ale ty vykazuji fluorescenci a mohou ovliviiovat naméfené hodnoty. Nizké
smérodatné odchylky potvrzuji reprodukovatelnost signdlu v riznych biologickych

opakovanich.

Hlavnim cilem diplomové prace byla validace testu cytotoxicity MTS v HTS podminkéch
pouzitim chemickych knihoven LOPAC90 a LOPAC1280. V primarnim testovani se na
zaklad¢ cytotoxickych ucinki latek pti jedné koncentraci (50 uM) vyselektovaly aktivni latky,
pii které byly v sekundarnim testovani stanoveny hodnoty IC50. Kromé ojedinélych ptipadi
byly smérodatné odchylky hodnot IC50 ziskanych ze 3 biologickych opakovéani nizsi nez
30 % z primérné hodnoty IC50. Priméry Z° faktoru, které byly stanoveny pro kazdou
desti¢ku, ktera prosla analyzou v programu Dotmatics, neklesly pod hodnotu 0,5. Provedené
testy vykazovaly podle Z" faktoru srovnatelnou kvalitu testii. U 384- jamkovych formath byla

priméma hodnota Z° faktoru 0,7088 a u 1536- jamkovych formatd 0,7205.
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Na zakladé uvedenych vysledka je mozné potvrdit, Ze MTS test cytotoxicity je vhodny pro
HTS podminky.

V dalsim kroku se hodnoty IC50 latek pro jednotlivé linie z 384- jamkového formétu
porovnaly sIC50 hodnotami stanovenymi pro 1536- jamkovy format pro zjisténi, zda
miniaturizaci do$lo ke statistickym rozdilim mezi obéma typy desti¢ek. V budoucnosti by
pfesun testovani cytotoxicity MTS testem z 384- do 1536- jamkovych desticek zvysil
vykonnost a zaroven snizil naklady (Bosse et al., 2000) pii skriningu velkych chemickych
knihoven. Ve vsech svétovych laboratotich dochazi k prechodu z 384- jamkového formétu na
1536- jamkovy format (Berg et al., 2000). Pfi miniaturizaci neni dostacujici, Ze test mize byt
proveden Vv mensim objemu, musi také wudrzet pfijatelnou kvalitu dat (Bosse
et al., 2000). V literatufe je uvedeno, Ze 384- a 1536- jamkové typy desti¢ek dosahuji
Vv testech srovnatelnych hodnot (Sorg et al., 2002). OvSem u 1536- jamkovych desticek byva
oproti 96- a 384- jamkovym desti¢kam zji§téna nizsi citlivost signalu (Berg et al., 2000). Cim
niz8$i objemy latek jsou v jednotlivych jamkach, tim vyraznéjsi je pomér povrchu k objemu
(Mayr et Bojanic, 2009). Ne¢které testy mohou byt v 1536- jamkovém formatu tézko
proveditelné vzhledem k citlivosti na kone¢né koncentrace DMSO (Sundberg, 2000). U vice
neZ poloviny testovanych latek byl zjistén statisticky rozdil mezi IC50 hodnotami u 384-
a 1536- jamkovych desticek. Mohlo by to byt zplisobené tim, Ze v pribéhu testovani dochazi
ke snizovani mnozstvi DMSO, diky tomu, Ze je velmi hygroskopické a rychle absorbuje vodu

z ovzdusi. Voda urychluje degradaci a mize dojit k rozkladu slouceniny.

Vysledky ziskané diplomovou praci potvrzuji vhodnost a kvalitu testli cytotoxicity MTS
na 384- jamkovych destickdch v HTS podminkach. Miniaturizace testu do formatu 1536-

jamkové desticky vyzaduje dalsi testovani.
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[ Z.aveér

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byla validace testu cytotoxicity MTS
vV HTS podminkach. Prvni testy byly zaméteny na identifikaci vhodné pozitivni kontroly,
ktera musi mit spolehlivy ucinek ve vsech bunécénych liniich. Ze skupiny 8 cytostatik, které
se liSily svym mechanismem piisobeni, byly vybrany 2 cytostatika, a to aktinomycin D
a mitomycin C. Na validaci MTS testu byly vyuzity komercéni chemické knihovny LOPAC90
a LOPAC1280. Primarni skrining obou typt chemickych knihoven byl provadén pouze pfti
1 koncentraci, pfi niz se stanovila hodnota PI. Do dalsiho testovani postoupily latky, ve
kterych vysla hodnota PI nad 50 %. V sekundarnim skriningu byly pouZity pouze aktivni
latky z chemické knihovny LOPAC90, v némz byly latky otestovany v 7 koncentracich pro
uréeni IC50. Na zakladé smérodatnych odchylek a vypocitaného Z” faktoru se MTS test
povazuje za vhodny v HTS podminkach.

Stanovené IC50 hodnoty u cytostatik a latek z knihovny LOPAC90 na 384- jamkovych
destickach byly porovnany s hodnotami IC50 z 1536- jamkovych desti¢ek. Ve vétsing piipadi
byl mezi jednotlivymi hodnotami IC50 zaznamenany statisticky rozdil. Nejmensi statisticky
rozdil mezi jednotlivymi typy destic¢ek (25,80 %) byl zjistén u bunécné linie A549, na druhé
stran¢ nejveétsi statisticky rozdilné hodnoty IC50 (64,29 %) byly stanoveny u bunécné linie
CEM-DNR. Vyuziti 1536- jamkovych desti¢ek na stanoveni cytotoxicity pomoci MTS v HTS

laboratofi vyZaduje dalsi testovani.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ADMET absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace a toxicita
AP alkalické fosfataza

ATCC American tissue and cultures collection
ATP adenosintrifosfat

cAMP cyklicky 3'-5'-adenosinmonofosfat
DMEM Dublecco’s modified Eagle’s medium
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNR daunorubicin

DOXO doxorubicin

DR dose-response

eHTS experimentalni chemické knihovny
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
EMEM Eagle’s minimum essential medium
FCSI fetalni bovinni sérum

FP fluorescen¢ni polarizace

GFP zeleny fluorescenc¢ni protein

GPCR receptor sprazeny s G-proteinem

HTS vysokokapacitni skrining

IC50 koncentrace, pti které zahyne 50 % bunék
LEM laboratof experimentalni mediciny
L-glu L-glutamin
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LOPAC knihovna farmakologicky aktivnich sloucenin

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

sulfonyl)-2H tetrazolium

MTT 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difenyltetrazoliumbromid

NADH nikotinamidadenindinukleotid

PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova fetézova reakce

PES phenazin ethylsulfat

pH potential of hydrogen

Pl procento inhibice

PMS phenazin methylsulfat

PNC penicilin

SD smérodatna odchylka

STM streptomycin

TK H,O sterilni autoklavovana destilovana voda

VHTS virtualni chemické knihovny

wp well plates

WST-1 5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2,-(4-nitrofenyl)-2H-tetrazolium
XTT 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-

2H-tetrazolium hydroxid

Seznam bunéénych linii:
A549 buné¢na linie adenokarcinomu plic

BJ bunécéna linie koZnich fibroblastu
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CCRF-CEM

CEM-DNR

HCT116

HCT116 p53-/-

K562
K562-TAX
MRC-5

U20S

bunécna linie akutni lymfoblastické leukémie

bunécnd  linie  akutni  lymfoblastické leukémie  rezistentni

k daunorubicinu
bunécéna linie kolorektalniho karcinomu

bunééna linie kolorektalniho karcinomu s potlatenym genem pro

protein p53

bunécna linie erytromyeloblastické leukémie

buné¢na linie erytromyeloblastické leukémie rezistentni k paclitaxelu
bunécna linie fibroblastil

bunécéna linie osteosarkomu
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bunééné linie HCT116 p53-/-
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bunécéné linie K562-TAX
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