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Abstrakt:

Vysokokapacitny skrining je pomerne nova technika, ktord sa vo velkej miere vyuziva pri
objave liekov vo farmaceutickom priemysle. Tato technika umoziuje stanovenie aktivity
vel'kého mnozstva latok a ma mnoho vyhod v porovnani s tradicnymi metédami skriningu.
K vyhodam tejto metddy patri jej rychlost’, jednoduchost’, nizke naklady a vysoka ucinnost’.

Ciel'om tejto prace bolo stanovenie cytotoxickych ucinkov in vitro novych chemickych latok
z unikitnej UMTM kniznice. Tieto latky boli testované na nadorovych a nenadorovych
bunkovych liniach v 385- jamkovych dostickach. Stanovenie cytotoxickych ucinkov bolo
prevedené pomocou MTS testu v HTS podmienkach. Pri primarnom skriningu bolo celkovo
otestovanych 72 latok a z nich vyselektovanych 24 neaktivnych latok, na zaklade hodnoty PI.
V sekundarnom skriningu boli otestované len aktivne latky z primarneho skriningu a nasledne
boli stanovené hodnoty IC50 v programe Dotmatics.
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High throughput screening is quite a new technique, that is used in discovery of drugs in
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5-(2,4-disulfonatofenyl)-3-(4-jodfenyl)-2,-(4-nitrofenyl)-2H-tetrazolium

2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)  carbonyl]2H-
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bunkova linia adenokarcinomu pltc
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bunkova linia kolorektalného karcindmu
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MRC-5

U20S

bunkova linia erytromyeloblastickej leukémie
bunkova linia erytromyeloblastickej leukémie rezistentnej k paclitaxelu
bunkova linia fibroblastov

bunkova linia osteosarkdmu
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1 UVOD

KIacovou otazkou vo vyskume biotransformacie lie¢iv bolo vytvorenie spolahlivej
extrapolacie z modelov in vitro ¢i in vivo do klinickej praxe (Ishiyama et al., 1996). Postupom
¢asu preto doslo k pouzivaniu testov na réznych tkanivach, ktoré sluzia aj k stanoveniu
toxicity latok. Tieto testy sa radia medzi prvé pouzité in vitro metody (Tolosa et al., 2014). In
vitro testovanie cytotoxicity poskytuje informacie pre klasifikaciu zlicenin z hladiska
bezpecnosti. Tieto metdédy meraji zivotaschopnost’, integritu bunkovej membrany, bunkovu
proliferaciu a metabolicka aktivitu. Najpouzivanej$im néstrojom v bunkovej biologii pre
stanovenie bunkovej viability, proliferacie a metabolickej aktivity buniek od cicavcov az po
mikrobialny pévod sa stali tetrazoliové soli (Sumantran, 2011; Tsukatani et al., 2009).
Najbeznejsie zo spomenutych tetrazéliovych soli pri skriningovych metédach sai MTT
a MTS, ktoré meraju mitochondridlnu enzymaticka aktivitu na zaklade ¢oho je mozné odlisit

zivotaschopné proliferujiuce bunky od buniek mitvych (McGowan, 2013).

ZvySovanim mnoZstva novych molekul vyZadoval vyvoj HTS technoldgii vEasné testovanie
vel'kého mnozstva zlicenin (Schnecke a Bostrom, 2006). HTS sa v stcasnosti bezne
pouzivaju v spojeni s vypoctovymi metdodami a informacnymi technolégiami na skiimanie
interakcie chemikalii s biologickymi systémami in vitro aj in vivo (Ticeet et al., 2013). HTS
preto uspeSne umoziuje skrining velkych chemickych kniznic na generovanie zaznamov

potrebnych v medicinskej chémii pri vyskume liekov (Thorne et al., 2010).

Na stanovenie cytotoxicity nasich 72 testovanych latok bola pouzitd kolorimetrickd metdda
CellTiter 96® (MTS) zaloZzena na stanoveni metabolicky aktivnych buniek. Hodnota IC50
bola stanovena pomocou kvantitativneho metabolitu MTS, kedy dochadza k jeho redukcii na
farebny produkt formazan. MnoZstvo formazanu bolo nasledne detekované meranim

absorbancie a je priamo umerné Zivotaschopnym bunkam (Tokarenko et al., 2018).



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie reSerSe na tému bakalarskej prace.
2. Stanovenie cytotoxickych uc¢inkov novych chemickych latok na Grovni HTS, primarny
a sekundarny skrining.

3. Stanovenie hodnoty IC50 a rozdelenie podla cytotoxickych Géinkov.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Akutna toxicita

Typické vyskumné modely v toxikologii sa pdvodne spoliehali na testovanie na
zvieratach, za ucelom stanovenia nepriaznivych efektov chemikalii s komerénym alebo
ekologickym vyznamom (Bucher a Portier, 2004). Preto boli prvé vyuzivané modely pre
stanovenie toxicity lie¢iv a ich metabolitov modely in vivo (malé zivocisne druhy ako mysi,
potkany, kraliky), ktoré sa vyuzivali pre stanovenie akttnej alebo chronickej toxicity (Costa,
2014). Testovanie na zvieratach sa vyuzivalo hlavne pre ich dobrt prognozu l'udskej toxicity,
ktora sa pohybovala okolo 70-80% (Olson et al., 2000). Existuje vSak niekol'’ko nedostatkov
in vivo metéd. Dolezitym obmedzenim je medzidruhova variabilita medzi zvieratami
a ¢lovekom (dizka Zivota, odlisné fyziologické a biochemické procesy), ¢o komplikuje
extrapolaciu vysledkov na ¢loveka, ktoré st ziskané testovanim na zvieratdch (Blaauboer et

al., 2002; Devlin et al., 2005).

Vyvoj nového medicinskeho produktu je dlhotrvajuci a finan¢ne naro¢ny proces, hlavne kvoli
regulatnym odporucaniam tykajucich sa kvality, bezpecnosti a ucinnosti. V sti¢asnosti je
vel’ky zaujem zvysit' u€innost’ a vyvoj lieciv a tieZ rychlejSie poskytnit’ nové medicinske
produkty lepsSej kvality pre verejnost. Jednou z moznosti ako uSetrit’ ¢as a ndklady, tiez
s ohl'adom na ochranu zvierat, bolo predstavenie novej alternativnej metddy bez klinickych
testov (Ukelis et al., 2008). Ked'ze prislo v Eurdpskej unii k postupnému zakazu testovania
kozmetiky na zvieratach, ¢o spdsobilo problémy v priemysle, bolo nutné najst’” vyhovujuce
rieSenie. (Pauwels a Rogiers, 2010) Alternativnou nahradou in vivo testov sa stali testy in
vitro (Ukelis et al., 2008), ktoré umoziuju testovat’ stovky az tisice chemikalii s velkym
mnozstvom biologickych odpovedi (Houck a Kavlock, 2008) v rovnakom ¢ase, ¢o sluzi na
predpovedanie akutnej toxicity a tym K urychleniu vyvoja lie¢iv (Ukelis et al., 2008). Vo
farmaceutickom priemysle sa preto vo velkom zacali vyuzivat' v testovani lie¢iv bunkové
testy, ktoré Ciasto¢ne spojili rozdiely medzi analyzami na molekularnej urovni a testami na
zvieratach. Okrem toho, nahradenie testov in vivo metodami in vitro, sa preukazalo ako

efektivne a etické riesenie v prospech zvierat (Wu et al., 2010).

V roku 1985 Willi Halle skonstruoval model pre vztah regresie medzi in vitro a in vivo na
zaklade dat toxicity ziskanych z mysi a potkanov. V tomto vzt'ahu pouzil hodnoty IC50 (in
vitro inhibi¢na koncentracia) (Halle et al., 2003) a LD50 (in vivo priemerna maximalna letalna

davka) (Sedykh et. al., 2011). Podl'a Halleho vysledku nam pozitivna korelacia medzi in vivo
9



ain vitro datami umoznuje predpovedat’ potencialnu toxicitu xenobiotik alebo klasifikovat
latky na zaklade toxicity (Ukelis et al., 2008). Predpoklada sa, ze bunkova zivotaschopnost’ je
funkciou koncentracie lietiv. Zivotaschopnost’ je popisana sigmoidnou funkciou s dvoma
parametrami. Jeden parameter uruje hodnotu IC50 vzhl'adom ku maximalnej pouzitej

koncentracie a druhy parameter uréuje smernicu (slope). (Vis et al., 2016).

3.2 Hodnotenie cytotoxicity in vitro

Délezitym pilierom pri procese vyvoja novych liekov st in vitro testy, zalozené na
bunkovych kultarach, ktoré poskytuju jednoduchy, rychly a nakladovo efektivny nastroj.
Tymto sa predchadza rozsiahlemu, ndkladnému a ¢asovo naro¢nému testovaniu na zvieratach
od ktorého sa tiez uptsta v ramci etickych noriem (Raies a Bajic, 2016; Edmondson et al.,
2014).

Cytotoxicita je jeden z najdolezitejSich indikatorov pre biologické vyhodnotenie in vitro
Stadie (Aslantiirk, 2017). lde o ¢o najpresnejSie imitovanie a predpovedanie biologickej
odpovedi zivych organizmov (Kijanska et al., 2016), preto je cytotoxicka analyza in vitro
roz§irena z dovodu dopytu pre testovanie bezpecnosti novych lieciv s cielom minimalizovat
rizikd pre zdravie l'udi (Ceriotti et al., 2007). Chemikalie ako lieCiva a pesticidy, maju
rozdielne cytotoxické mechanizmy in vitro, ako napriklad destrukcia bunkovej membrany,
predchadzanie syntézy proteinov, ireverzibilné viazanie k receptorom a mnohé d’alSie
(Aslantiirk, 2017). Za uc¢elom stanovenia bunkovej smrti spdsobenou tymito mechanizmami
je potreba vyuzivat lacné, spolahlivé, reprodukovatelné a kratkodobé cytotoxické analyzy.
V sucasnosti sa tieto analyzy pouzivaju aj v onkologickom vyskume na vyhodnotenie toxicity

a rastovej inhibicii nadorovych buniek pocas vyvoja lie¢iv (Ishiyama et al., 1996).

Analyzy cytotoxicity a bunkovej viability in vitro maji mnoho vyhod, ato rychlost,
redukované néklady, automatizacia a pouzitie I'udskych buniek. V niektorych pripadoch mézu
byt ovel'a spolahlivejSie ako ur€ité in vivo testy na zvieratach (Aslantiirk, 2017). Nevyhodou
vSak moze byt testovanie prevazne na nadorovych bunkovych liniach s podstatnou
abnormalnou funkciou. Taktiez absencia biologickej kinetiky v metddach in vitro moze viest

k nespravnej interpretacii dat (Saeidnia et al., 2015).

Bunky st povazované za mitve ak spiiiaji aspoii jedno z nasledujiicich kritérii: plazmaticka
membrana stratila svoju integritu, bunka sa rozpadla na apoptické Casti tela alebo jednotlivé

fragmenty tela bunky st pohltené susednymi bunkami (Kepp et al., 2011). Latka je

10



povazovana za cytotoxicku v pripade, ze ovplyviiuje rychlost’ replikécie, spdsobuje vyrazné
zmeny v morfologii alebo vedie k znizeniu celkovej viability. Za zmienku stoji, ze jej G€inok
zavisi nielen od expozicie zlG¢eniny, ale aj od mechanizmu akym cytotoxicitu spdsobuje
(Niles et al., 2009). Vysledky cytotoxicity st zalozené na bunkovej reakcii, ktord vznika na
zaklade posobenia lickov, latok alebo vplyvom vonkajSich podnetov (Edmondson et al.,

2014).

3.3 Bunkové testy

Bunkové a tkanivové kultury boli vyvinuté uz od 19. storocia so zdujmom Studovania
aktivity buniek izolovanych z ich pdévodnych tkaniv, analyzovania bunkovej viability
a delenia v in vitro systémoch (Rodriguez-hernandez et al., 2014). In vitro modely bunkovych

kultar st vyhodné a tiez Setriace Cas pri vyskume kandidatov lieciv (Fang a Eglen, 2017).

V sucasnosti je vyuzivané Siroké spektrum cytotoxickych analyz vo sfére toxikologie
a farmakologie. VolI'ba vhodnej metddy spomedzi vSetkych je dolezitd pre ziskanie spravnych
a spolahlivych vysledkov. Pri vol'be metdd cytotoxicity a bunkovej viability treba zvazit
viaceré parametre, ako testované zluc¢eniny, mechanizmy detekcie a tiez Specifitu a senzitivitu
(Aslantiirk, 2017).

Testy zivotaschopnosti buniek st jednym z najCastejSie pouzivanych fenotypovych testov pri
objavovani lieckov (Swinney a Anthony, 2011; Zheng et al., 2013). Neregulovana bunkova
smrt’ je spojend s mnohymi ludskymi chorobami, vritane rakoviny, neurodegenerécie
a mitvice (Kepp et al., 2011). Malé molekuly, ktoré moézu modulovat’ zivotaschopnost
buniek, st preto nadejnymi kandidatmi na potencialne terapeutika rakoviny (zabijanie buniek)
a neurodegenerativnych poruch (zachrana buniek) (Botham, 2004). Skrining Zivotaschopnosti
buniek by preto mohol slizit' ako primarny test na identifikdciu zlucenin, ktoré nicia
rakovinové bunky alebo exogénne patogény vratane baktérii, hub a parazitov, alebo ako test
na vylucenie zlicenin s neziaducou cytotoxicitou, ¢o pomaha urcit’ osud testovanych zlicenin

pri objavovani a vyvoja lickov (Kepp et al., 2011).

Testy Zivotaschopnosti buniek v zasade spadaju do dvoch kategoérii: testy, ktoré priamo
deteguju bunkova smrt vitdlnymi farbivami, a testy, ktoré meraju nahradné biomarkery
zivotaschopnosti vratane mitochondridlnej aktivity, bunkového metabolizmu alebo aktivity
enzymov spojenych so Zivotaschopnostou buniek. Hlavné vyzvy v testoch zivotaschopnosti

buniek st dvojaké: 1) rézne bunkové linie mézu reagovat’ na rovnaké chemikalie s r6znou
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citlivostou a v testoch Zivotaschopnosti buniek neexistuje ziadna jedina bunkova linia, ktora
by bola reprezentativna alebo presved¢iva a 2) bunkova smrt’ je dynamicky proces, zatial’ ¢o
test zivotaschopnosti buniek je viac-menej staticky moment. V chemicky indukovanych
testoch cytotoxicity niektoré chemikalie vyvolavaju rychlu cytotoxicitu modulaciou rychlo
reagujucich cielov, ako su i6nové kandly, zatial' o niektoré reagujii pomaly interferenciou

s drahami bunkového cyklu (Hsieh et al., 2011).

7Zdé4 sa, ze vyvazend sthra medzi apoptdzou, autofagiou a regulovanou nekrézou urcuje
bunkovy koncovy bod, ktorda zahffia niekolko centrdlnych efektorovych molekul smrti
fungujicich ako mediatory pre prezitie alebo smrt’ (Nikoletopoulou et al., 2013). Situdcia sa
stdva eSte zlozitejSou pri zvazovani cytostatickych vlastnosti zlicenin. Cytostatické zluceniny
nezabijaju bunky, ale naopak vyvoldvaju inhibiciu bunkovej proliferacie a rastu.
Identifikované mechanizmy zahtiiajii poskodenie DNA, inhibiciu DNA polymerazy, zvySenu

onkogénnu signalizaciu, oxidaény stres a cytoskeletalnu inhibiciu (Rixe a Fojo, 2007).

3.3.1 Typy bunkovych kultar

Podrla spdsobu kultivacie mdzeme bunkové kultiry rozdelit’ do dvoch kategorii:
a) Suspenzné bunkové kultary.

Z vel’kej casti ide o krvné bunky, pri ktorych dochadza k reprodukcii aj v podmienkach in
vitro a je mozné ich kultivovat’ aj po dlhsiu dobu. Velkou vyhodou tohto systému je ich
homogénna koncentracia a tym aj dobrd moznost’ premieSania. Nevyhodou vSak je nutnost’

separacie buniek od média v pripade pouzitia v d’al$ej Stadii (Bhojwani a Razdan, 1996).

Pre vyuzitie bunkovych suspenznych kultur je potrebné udrzat’ vysoku kvalitu kultivovanych
buniek. Rozbor obrazu je nutny pre realizdciu neinvazivneho, jednoduchého a objektivneho
hodnotenia buniek suspenznej kultary. Medzi faktory hodnotenia sa radi tvar, velkost’, farba

a tempo rastu (Aitken-Christie et al., 1995).
b) Adherentné bunkové kultary.

Co sa tyka prace s adherentnymi bunkovymi kultarami v podmienkach in vitro, & uz
ludského alebo zivocisneho poévodu, je tento systém jeden z najpouzivanejsSich
experimentalnych usporiadani. Kultivovanie buniek prebieha v plastovych kultivaénych

fl'asiach, doskéch alebo aj viac-jamkovych doskach. Pri tychto bunkovych kultarach je nutné
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prilnutie na povrch, k ¢omu sluzia elektrostaticky nabité plasty. Od povrchu sa oddel'uju bud’
mechanicky alebo enzymaticky (Darzynkiewicz, 2005).

Ku kultivacii vacSiny typu buniek st komeréne dodavané Specidlne média. Tieto média
obsahuju potrebné mnozstvd a kombindcie vitaminov, horménov, esencidlnych substratov
a mnohych d’alSich potrebnych latok. Pre zabezpecenie proliferacie a diferenciacie buniek sa
do médii pridéva telacie fetalne sérum bohaté na rastové faktory. Bunkové kultiry sa Casto
krat kultivuji za pritomnosti antibiotik a udrzuju sa v Specialnych inkubétoroch, obvykle pri

teplote 37 °C v atmosfére 5% CO, (Darzynkiewicz, 2005).

3.3.2 2D a 3D bunkové modely

Pociatky pouzitia bunkovych kultur sa uvadzaju od experimentu pana Roucha, ktory
vykonal prvy bunkovy test, kedy potvrdil, ze bunky izolované zo zivych tkaniv su schopné

prezit' v roztoku podobnom in vivo podmienkam (Rodriguez-hernandez et al., 2014).

Klasické bunkové kultury, zndme ako 2D bunkové kultury, predstavuji osvedcéeni metddu
a vhodny bunkovy model (Souza et al., 2018). Patria sem imortalizované bunkové¢ linie,
kmenové bunky alebo primarne bunky a vyuzivaju sa ako najcastej$i model na hodnotenie
cytotoxicity in vitro. Typ buniek =zavisi od navrhnutej aplikdcie nanomateridlov
a ocakavanych in vivo cielovych organov (Jones a Grainger, 2009). V ramci 2D modelu
bunky rastii na plochych diskoch na ktoré adherujii a rozmnoZujl sa za vzniku monovrstvy
prilnutych buniek na plastovy povrch. AvSak monovrstvy bunkovych kultar maju tieZ svoje
obmedzenia, ako odli§né bunkové interakcie (neposkytuju interakcie medzi bunkami, bunkou
a matrix), nepritomnost’ Struktirnej architektury, mechanickych a biochemickych signalov
pritomnych v in vivo prostredi. Z uvedenych dévodov in vitro testy nemozu uplne odpovedat’

testom vykonanym in vivo (Antoni et al., 2015; (Chen et al., 2019; Souza et al., 2016).

Napriek tomu, Ze v poslednych desatrociach bola rychlost’ identifikdcie potencialnych
terapeutickych liekov vyrazne zvysSena, je pocet liekov, ktoré nakoniec prejda klinickymi
skiSkami a dostani sa na trh, ve'mi nizky (Van Hunsel, 2017). VicSina kandidatov
potencialnych liekov hodnotenych v laboratoriu v praxi vykazuju bud nizku klinicka
ucinnost’ alebo nepripustnil toxicitu. Medzi mnohymi dévodmi je jedno zjavné vysvetlenie, Ze
konvenéné bunkové modely in vitro na skrining liekov su zalozené na reakciach buniek
kultivovanych v dvojrozmernych monovrstvach na plochych pevnych plastovych doskach, co

je (Kenny et al. 2007; Lee et al., 2007) dramaticky odlisné od fyziologickych podmienok.
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Napriklad rast nadoru in vivo ma ovela zlozitejSiu Struktaru, ktora obsahuje rakovinové
bunky, stromalne bunky a extracelularnu matricu (Wurtzel a Mao, 2017; James et al., 2012).
Tieto zlozky sa nielen navzajom spéjaju, ale vytvaraju aj mikroprostredie na podporu rastu
rakovinovych buniek, invazie, ako aj ochrana nadorovych buniek pred poskodenim (Liu et al.,

2018).

3D kultary boli jednym z najlepSich rieSeni napodobnujuce in vivo systémy vacSiny
bunkovych typov, ¢im su povazované za spojovacie mosty pri vyhodnoteni protirakovinovych
liekov medzi in vitro a in vivo. Zistilo sa, Ze 3D modely kompenzuji vela nedostatkov
vyskytujucich sa pri 2D bunkovych kultirach (Weng et al., 2019). Vyuzivaji vyhody jednak
jednoduchosti a l'ahkosti pouzitia 2D bunkovej kultary, a tieZ niektoré vlastnosti podobné
zvieraciemu modelu in vivo (Li et al., 2017). Vzhl'adom k tomu je mozné vykonavat’ testy
s vysokou klinickou relevantnostou pre analyzu skriningu, posobenia a rezistencie
protinadorovych liekov (Souza et al., 2018). Tento model vykazuje premenné vlastnosti ako
zmeny pH, hypoxia, r6zne Skdly bunkového delenia, dormanciu, rezistenciu voci lie¢ivam
a apoptoze ¢im sa blizi k napodobneniu prostredia in vivo nadorovych buniek. Jednym
z kIi¢ovych znakov 3D bunkovych kultur je to, Ze sféroidny tvar pravdepodobne podporuje
tvorbu hypoxického mikroprostredia, ktoré ovplyvituje bunkovy metabolizmus. V ddsledku
toho je 3D systém jeden z hlavnych pokrokov v tejto oblasti, reprezentujiic najlepSieho
kandidata pre skrining lie€iv proti rakovine a Studia v oblasti vyvoja nadorov (Imamura et al.,

2015; Liu et al., 2018).

3.4 Testy stanovenia cytotoxicity a Zivotaschopnosti buniek

Testy analyzujice Zivotaschopnost’ buniek slizia k stanoveniu celkového popripade
ziadneho bunkového rastu, ako odpoved’ na vonkajSie podnety (Sundberg, 2000). Prevedenie
testov je relativne nenaro¢né, avSak v porovnani s bezbunkovymi testami ¢asovo naro¢nejsie

(Szymanski et al., 2012).

Bunkov¢ testy zahfiiaju r6zne metody, ktoré meraju bunkovu proliferaciu, toxicitu, produkciu
markerov, motilitu, aktivaciu Specifickych signalnych drdh a zmeny morfologie (Michelini et
al.,, 2010). Velké mnozstvo, zuvedenych testovacich metdd, je zalozené na réznych
bunkovych funkciach, ako je enzymova aktivita, permeabilita bunkovej membrany,
adherencia buniek, produkcia ATP, produkcia koenzymu a aktivita absorpcie nukleotidov.
Tieto metddy by sa dali v zasade rozdelit’ do réznych kategorii: (I) metddy vylicenia farbiv,

(napr. Trypan Blue assay), (I) metody zaloZzené na metabolickej aktivite, (II1) test ATP, (IV)
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test sulforhodaminu B, (V) proteazovy test markerov Zivotaschopnosti, a (V1) testy syntézy
buniek DNA (Adan et al., 2016). Na zaklade postdenia G¢innosti a $pecifickosti umoziuju
charakterizovat’ potencialne lie¢iva pomocou vyhodnotenia ich G¢inkov na bunky (Szymanski

etal., 2012).

3.4.1 Testy integrity bunkovej membrany

Test zalozeny na vylucovani farbiva (dye exclusion assay) sa pouziva na stanovenie
poc¢tu zivotaschopnych buniek pritomnych v bunkovej suspenzii. Zistilo sa, ze integrita
bunkovej membrany je zakladnym kritériom na odliSenie buniek mitvych od zivych. Test
zaloZzeny na principe, zZe Zivé bunky maju intaktné bunkové membrany, ktoré vylucuju urcité
farbiva, ako je trypanovéa modrd, eozin alebo propidium, zatial’ ¢o mftve bunky nie, t.j. mftve
bunky zostavaju zafarbené. lde 0 jednoduchu a rychlu techniku merania zivotaschopnosti
buniek. Problémom vsak je, ze Zivotaschopnost' sa uruje nepriamo z integrity bunkovej
membrany. Je teda mozné, Ze Zivotaschopnost’ bunky mohla byt narusend (merané podla
kapacity rastu alebo funkcie), aj ked je jej membranova integrita (aspoil prechodne)
zachovana. Naopak, integrita bunkovej membrany moéze byt abnormalna, ale bunka je

schopna reparacie a tym sa stat’ plne Zivotaschopnou (Kroemer et al., 2009; Strober, 2015).

Farbiva schopné selektivne preniknit’ do cytoplazmy odumretych buniek sa teda Siroko
pouzivali ako vitalne farbiva. Metoda trypanovej modrej (TB) je velmi Castym testom na
hodnotenie cytotoxicity v experimentalnych stadiach (Avelar-Freitas et al., 2014), kedy mrtve
bunky absorbuji TB do cytoplazmy kvoli strate membranovej selektivity, zatial' o Zivé
bunky zostadvaju nezafarbené (Tennant, 1964). Relativny pocet mftvych a Zivych buniek sa
teda ziska optickou mikroskopiou spocitanim poctu zafarbenych (mftvych) a nezafarbenych
(Zivych) buniek pomocou Neubauerovej komory. Ak sa tento konvencny test vylucenia TB
pouziva pre vel'’ké mnozstvo vzoriek, moze poskytnut’ vysledky s nizkou presnost'ou z dévodu
dlhého casoveho tseku a potrebného intenzivneho mikroskopického vysetrenia (Kim et al.,
2011).

SofistikovanejSou metdédou merania zivotaschopnosti buniek je stanovenie vylicenia farbiva
prietokovou cytometriou. To sa da urobit’ pomocou trypanovej modrej, pretoze tento protein
sa viaze na proteiny a potom vysiela fluorescencny signdl, ktory sa da detegovat’
v prietokovom cytometri (pri 660 nm, pri naviazani na hovidzi sérovy albumin). Alternativne

je mozné vylucenie merat’ pomocou inych farbiv emitujucich svetlo, ako je propidium jodid
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(P1) (Strober, 2015). Podobne ako TB, PI ma tieZ schopnost’ sa penetrovat’ do mrtvych buniek
a tak vytvarat komplex s DNA (Riccardi a Nicoletti, 2006).

3.4.2 Testy zaloZené na metabolickej aktivite

Na stanovenie poc¢tu buniek sa pouzivaji metabolické testy, ako je Alamar Blue, vo
vode rozpustna tetrazoliové soli a 3- (4,5-dimetyltiazol-2-yl) -2,5-difenyl-tetrazéliumbromid,

ktoré boli po6vodne vyvinuté na stanovenie bunkovej toxicity (Quent et al., 2010).

3.4.2.1 Alamar Blue

Alamar Blue sa za poslednych 50 rokov §iroko pouzival v §tidiach zivotaschopnosti
buniek a cytotoxicity v rade biologickych a environmentalnych systémov. VSeobecne sa jeho
pouzitie uplatiiuje na rézne aspekty monitorovania bunkového zdravia ( Ashmed et al., 1994;
O’Brien et al., 2000), apoptdzy, funkcie a kontroly bunkového cyklu, toxikoldgie testovanych
latok v medicine a pri hodnoteni rizik pre Zivotné prostredie, cytotoxicity a testovanie
antimikrobialnej citlivosti. Alamar Blue pontka vela vyhod oproti tetrazoliovym

soliam(Hamid et al., 2004; White et al., 1996).

Ide o liedivo resazurin (nazov IUPAC: 7-hydroxy-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-6n), tiez
znamy ako diazorezorcinol, azoresorcin, resazoin alebo resazurin, ktory je rozpustny vo vode,
stabilny v kultivatnom prostredi, je netoxicky a priepustny cez bunkové membrany. Vdaka
tomu je povolené nepretrzité sledovanie buniek v kultire. Je to modré nefluorescencné
farbivo, ktoré sa redukuje na ruzovo sfarbeny, vysoko fluoreskujici resorufin (Kreft a Kreft,
2009). Pretoze indikatorové farbivo prijima elektrony, meni sa z oxidovaného,
nefluorescencného, modrého stavu na redukované, fluorescencné, ruzové (Page et al., 1993).
Okrem mitochondrialnych reduktaz su potrebné aj d’alSie enzymy ako napriklad diaforazy
(Matsumoto et al., 1990), NAD(P)H a flavin reduktaza , ktoré mozu redukovat’ Alamar Blue.
Zmena z oxidovaného na redukovany stav umoziuje flexibilitu detekcie, pri ktorej mézu byt’
merania kvantitativne ako kolorimetrické a fluorometrické udaje alebo kvalitativne ako
viditel'na zmena farby indikujiica pritomnost’ alebo nepritomnost’ Zivotaschopnych buniek

(Rampersad, 2012).

3.4.2.1 LDH test

Dal$ou beznou metddou na stanovenie cytotoxicity je LDH test, ktory je zaloZena na
merani aktivity cytoplazmatickych enzymov uvolnovanych poSkodenymi bunkami.

Klucovym podpisom pre nekrotické bunky je permeabilizécia plazmatickej] membrany. Tuto
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udalost’ je mozné kvantifikovat’ v prostredi tkanivovych kultir meranim uvolfiovania enzymu
laktatdehydrogenazy (LDH). V kombindcii s inymi metdédami je meranie uvolniovania LDH

uzito¢nou metddou na detekciu nekrézy (Chan et al., 2013).

LDH je stabilny, rozpustny, cytoplazmaticky enzym, ktory sa nachadza takmer vo vsetkych
bunkach (Burd a Usategui-Gomez, 1973). Tento enzym katalyzuje premenu pyruvatu na L-
laktat so sprievodnou premenou NADH na NAD" pocas glykolyzy a katalyzuje reverzné
reakcie pocas Coriho cyklu (Decker a Lohmann-Matthes, 1988; Nachlas et al., 1960). LDH sa
rychlo uvolfiuje do supernatantu bunkovej kultiry, ked’ je poskodena plazmatickd membrana,
¢o je kl'icovy znak buniek podlichajicich apoptdze, nekroze a inym formam bunkového

poskodenia (Kumar et al., 2018).

Na detekciu uniku LDH do bunkového kultivacného média sa v tomto teste pouziva
tetrazoliova sol’. V prvom kroku LDH produkuje redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH), ked katalyzuje oxidéciu laktdtu na pyruvat. V druhom kroku sa tetrazoliova sol
prevedie na sfarbeny formazanovy produkt pomocou novo syntetizovaného NADH
v pritomnosti akceptora elektronov (Korzeniewski a Callewaert, 1983). MnozZstvo
formazéanového produktu je mozné kolorimetricky kvantifikovat’ Standardnou spektroskopiou.
Test spociva v predpoklade, Ze zvySenie mnoZstva formazanu produkovaného v supernatante
kultary priamo koreluje s Zivotaschopnost'ou buniek. Z dovodu linearity testu sa moze pouzit’
na vypocet percentualneho podielu nekrotickych buniek vo vzorke (Kaja et al., 2015; Chan et
al., 2013).

3.4.2.2 Testy zaloZené na redukcii tetrazéliovych soli (tetrazolium reduction assays)

Tetrazoliové soli sa stali jednym z najbeznejSie pouzivanych néstrojov v bunkovej
biologii na meranie bunkovej viability, proliferacie (Sumantran, 2011) a metabolickej aktivity
buniek od cicavcov az po mikrobidlny povod (Tsukatani et al., 2009). Metody zalozené na
tertrazoliovych soli su efektivne, bezne pouZivané a cenovo nendro¢né¢ (Mosmann, 1983),
a preto sa vyuzivaju po mnoho rokov na odliSenie zivych buniek od buniek mftvych. Tieto
soli st redukované na formazany pdsobenim cytochromového systému zivych buniek, kde

vniknutd farebnd zmena je priamo umerna viabilite skimanej kultary (Cory et al., 1991).

Na detekciu zivych buniek bolo pouzitych mnoho variant tetrazoliovych zlucenin. K najviac
pouzivanym zluc¢enindm patria MTT, MTS, XTT a WST-1 (Rampersad, 2012). Tieto
zluceniny spadaji do dvoch zakladnych kategorii : 1) MTT ktoré je kladne nabité a 'ahko
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prenika do zivej eukaryotickej bunky a 2) zluc¢eniny ako MTS, XTT a WST-1, ktoré su
negativne nabité, a preto nie su schopné I'ahkej penetracie do zivej bunky. Druha skupina
zlucenin sa preto pouziva s prechodnym elektronovym akceptorom, ktory je schopny prenéasat’
elektrény z cytoplazmy a tym umoznit’ redukciu tetrazdlia na farebny produkt formazan (Riss
et al., 2013). Tetrazdliové soly su vo vSeobecnosti cytotoxické, pretoze redukciou vzniknuté
krystaly formazanu musia byt rozpustené v DMSO ¢i HCL/isopropanole, ktoré ni¢ia skimané

bunky (Mosmann, 1983).

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid) tetrazolium
reduction assay (Nga et al. 2020) bola prva homogénna analyza bunkovej viability, navrhnuta
pre 96- jamkovt dosticku, ktora bola vhodna pre vysokokapacitny skrining (Mosmann T.
1983). MTT je kalorimetricka analyza zaloZena na redukcii Zltej solubilnej molekuly MTT na
fialovy produkt formazan vo forme krystalov (Sylvester P. W. 2011). K Stiepeniu dochadza
prostrednictvom mitochondridlnych enzymov ako sukcinat dehydrogenaza (Stone et al. 2009),
na membrane metabolicky aktivnych buniek (McGowan et al 2011). Ked’Ze je MTT T'ahko
redukovatel'ny, ¢asto krat nevyzaduje redoxny prostriedok ako phenazin metylsulfat (PMS)
(Cory et al. 1991). Tato metdda bolo prvy krat vyuzitd Mossmanom, na detekciu proliferacii
a prezitia buniek. Vyhodou analyzy je jej presnost’ a rychlost’, vd’aka ¢omu si tito metoda
ziskala nezastpitelni Ulohu v merani viability buniek. Nevyhodou vsak je, Ze MTT
produkuje nerozpustny produkt formazan, ktory vyzaduje nasavanie média a pridanie
rozpustadla pre rozpustenie krystalikov, aby bolo mozné zmerat’ absorbanciu (Roehm et al

1991).

Kvantita formazanu (priamo imerna poctu zivych buniek) je merand pri absorbancii 570 nm
pomocou spektrofotometra (Kumar et al. 2018). Ked bunky zomru, stratia schopnost’
premeny MTT na formazan, z toho dévodu farebna zmena sluzi ako uzitocny marker len

zivych buniek (Marshall N. J. 1995).

MTS test (5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethyl-thiazoly)-3-(4-sulfophenyl)
tetrazolium) patri ku kalorimetrickym metédam (Ganguly et al., 2006). Tato analyza funguje
na principe redukcie soli, na farebny vo vode rozpustny produkt formazan, pdsobenim
mitochondrianeho enzymu dehydrogenazy (O Toole et al., 2003), ktory je exprimovany iba
v metabolicky aktivnych, inak povedané v Zivotaschopnych bunkéach (obr. 2). Mnozstvo
vyprodukovaného formazanu je preto priamo umerné poctu pritomnych zivotaschopnych

buniek (Mikus a Steverding, 2000) ktory je detegovany priamo pri 490 nm (Malich et al.,
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1997). AvsSak pre dosiahnutie odpovedajicej citlivosti MTS testu je nutnd dokladna
optimalizacia, vzhl'adom k tomu, ze mnozstvo vyprodukovaného formazanu zavisi na
faktoroch ako pocet buniek, pH média, pouzitd bunkova linia atd’ (Jacobsen et al., 1996).
Formazanové produkty, ktoré vznikli bioredukciou MTS, st priamo rozpustné v kultivacnom
médiu, a preto ich nie je nutné rozpustat’ ako pri teste MTT (Castell a Gmez-Lechn, 1996).
Z tohto dovodu je MTS test povazovany za alternativhu metédu k MTT, kedy dochadza k
tvorbe formazanu, ktory je rozpustny vo vode a je menej toxicky. Z dovodov uvedenych
vyssie, sa test MTS sa vyuziva preferencne pred testom MTT v mnoho Stadiach (O Toole et
al., 2003). Test MTS je jednoduchy, rychly, vysoko reprodukovatelny a vhodny pre skrining
lieciv, identifikaciu izolatov rezistentnych k lieivam a tiez pri Stadie kinetiky rastu (Berg et

al., 1994).
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Obr. ¢. 1: Redukcia tetrazoliovej soli MTS na cerveny formazanovy produkt, metabolicky

aktivnymi bunkami (prevzaté z: McCauley, et al. 2013)

Rovnako ako XTT, bioredukcia MTS vyzaduje pridanie intermedidarneho elektrénového
akceptoru phenazin metylsulfatu (PMS) (Buttke et al., 1993) alebo phenazin etylsulfatu (PES)
prenikajuce cez zivé bunky a tym moZu previest tetrazélium na rozpustny formazan
(Goodwin et al.,, 1995). Svojim vykonom je MTS test konkurujuci s ostatnymi
toxikologickymi testami, pretoze poskytuje idedlne vlastnosti na meranie cytotoxicity (je
lahko pouzitelny, rychly, spolahlivy a pomerne lacny). Mo6Ze sa preto pouZit’ na rdzne

toxikologické hodnotenie latok (Berg et al., 1994; Cory et al., 1991).
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3.4.3 Testy produkcie ATP

Vzhladom k tomu, Ze testy ako dye exclusion assay interferujti alebo dokonca
poskodzuju chod bunky patria k terminalnym testom. Preto boli vyvinuté iné testy, ktoré
nepriamo meraju zivotaschopnost’ buniek kvantifikaciou redukcie intracelularneho prostredia
pomocou indikatorovych metabolickych markerov a pontkaji mensie obmedzenia ako iné
metddy. Pri testoch, ktoré kvantifikuju intracelularne ATP (stav ATP buniek odraza
energetickl kapacitu a Zzivotaschopnost buniek), naznacuje koncentracia ATP pocet

zivotaschopnych buniek v tejto kultare (Rampersad, S. N., 2012).
Test ATP je vysoko citliva a vSestrannd metdda na meranie cytotoxicity (Tahara et al., 2017).

Bolo vyvinutych vela metdéd hodnotenia cytotoxicity na preskimanie viability a proliferacie
kultivovanych buniek v pritomnosti r6znych chemickych latok (Cook a Mitchell, 1989).
Z rdznych pouzivanych cytotoxickych testov je ATP metoda najlahSia na vykonanie a tiez
najviac Setrna k c¢asu, na rozdiel od testov ako MTT a NRU (neutral red uptake), ktoré
vyzaduju absorpciu latok bunkou. Z toho dévodu je ATP Siroko pouzivana pre hodnotenie

bunkovej viability.

ATP test vyuziva bioluminiscenciu ako indikator poctu Zivych buniek. Je to rychly,
jednoduchy a citlivy test cytotoxicity (Kuzmits et al., 1986). ATP test moze byt pouZity
k vyhodnoteniu fungujicej integrity zivych buniek, vzhladom k tomu, ze vSetky bunky
vyzaduju ATP pre bunkové funkcie (Augustine et al., 2007) . Tento test je Specialne vyhodny,
pretoze jeho aplikacia ma 100-nasobne vyssiu senzitivitu ako MTS test (Tahara et al., 2017).
Vysoka citlivost’, univerzalnost’, rychlost, a jednoduchost’ ATP testu je dovodom vysoko

odporucanej metddy cytotoxickych testov (Castano a Tarazona, 1994).

3.4.4 Testy bunkovej proliferacie s pouZzitim nukleotidovych analégov

Testy bunkovej proliferdcie monitoruji aktivne sa deliace bunky, vyjadrené bud’ ako
skuto¢ny pocet aktivnych buniek, alebo ako pomer proliferujicich k neproliferujucim bunkam
v kulture (Quent et al., 2010; Stoddart, 2011). Bunky v pokojovom stave, ktoré su zdravé, ale
neproliferujt, sa nedeteguju pomocou testov bunkovej proliferacie. Meranie syntézy DNA sa
pouzilo ako Specificky marker v aktivne sa deliacich bunkach. V tychto testoch sa k bunkam
pridaju oznacené nukleotidové analdgy (napr. [3H] -tymidin alebo 5-brom-2'-deoxyuridin
[BrdU]), ktoré sa inkorporuju do replikovanej DNA pocas fazy S bunkového cyklu. Mnozstvo

oznacen¢ho nukleotidu sa potom kvantifikuje bud’ pomocou merania celkového mnozstva
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oznatenej DNA v populacii buniek alebo spocitania poctu oznafenych jadier pod
mikroskopom. Rychlost’ rastu buniek bude urcovat’ rychlost’ bunkového obratu, ktord urcuje
inkuba¢ni dobu s oznaCenymi nukleotidovymi analégmi. Kvantifikacia obsahu DNA
v bunkach na zaklade radioizotopickych testov predstavuje urcité problémy ako pracnost,
problémy s manipulaciou, skladovanim a likvidaciou. Preto sa analyza castejSie robi na
prietokovom cytometri a ako nukleotidovy analdg sa pouziva BrdU. Nevyhodou tiez je, ze
ide o0 konec¢ny test. Su tiez ¢asovo narocné a Casto krat dochadza k vzniku chyb, najmi pre

vysokokapacitné aplikacie (Quent et al., 2010; Longo-Sorbello et al., 2005).

Testy zalozené na DNA neodrazaju bunkovy metabolicky stav a vyzaduju kalibra¢na krivku
na odhad poctu buniek. Markery bunkovej proliferacie suvisia nielen s procesom bunkového
delenia, ale aj s d’alSou bunkovou aktivitou vratane malignity, metastaz a $tadia delenia

rakovinovych buniek (Chung et al., 2017).

3.5 Vysokokapacitny skrining (High-troughput screening, HTS)

Vysokokapacitny skrining sa vo velkej miere pouZziva pri vyskume lie¢iv, na zéklade
¢oho je bezne definovany ako automaticky proces testovania potencialnych kandidatov lieCiv
(Wang et al.,, 2012). Techniky vysokokapacitného skriningu st kriticky potrebné pre
efektivny skrining farmaceuticky vyznamnych zlucenin. Proces identifikacie novych ciel'ov je
zaloZeny na rozsiahlom mnozstve technologii zahfiajucich bioinformatiku, kombinatorickl
chémiu a HTS. Spolo¢nou vlastnostou tychto technologickych platforiem je vytvorenie
efektivnejSej platformy zaloZenej na vedomostiach, v ramci vyvoja lie€iv, na urychlenie
vyskumu a pomocou extrapoldcie skratit' ¢as vyvoja s cielom zabezpecit, aby sa nové
chemické subjekty (NCE) dostali ¢o najrychlejsie na trh (Buehler a Rashidi, 2005). Rychly
pokrok vysoko kapacitného skriningu umoznil paralelnt analyzu tisicky reakcii s cielom
identifikovat’ ucinné zluceniny pre konkrétny biologicky proces. Viac¢Sina sucasnych
technoldgii HTS zahfna robotiku na automaticki manipuléciu s kvapalinami a doStickami
(96-, 384- a 1536-jamkova), vd’aka comu je mozné testovanie stoviek az tisicov chemikalii

sticasne (Judson et al., 2014).

Masivne Udaje ziskané zo Studii HTS poskytuji vedcom novu viziu biologickych t¢inkov
testovanych zluéenin. V désledku toho sa tiez vyvijalo usilie o zdiel'anie udajov, aby boli tieto
udaje l'ahko dostupné pre komunity. HTS tudaje st ukladané prostrednictvom PubChem do
dvoch oblasti: vysledok aktivity a aktivna koncentracia. Vysledok aktivity identifikuje

zliceninu bud’ ako chemicku sondu (tj. pozitivna kontrola HTS analyzy) alebo kvalitativne
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transformuje experimentalne udaje do jednej z nasledujucich kategorii: aktivna, neaktivna,
nespecifikovana alebo neotestovana. Na druhej strane aktivna koncentracia uklada HTS data
kvantitativne, ako hodnotu koncentracie v uM ako presne definované biologické koncové
body, ¢o predstavuje polovi¢ni maximalnu odpoved’ aktivity (napr. IC50 a EC50) (Russo
a Zhu, 2016).

Co sa tyka vzoriek pre HTS, je nutné ich pripravit’ tak aby sa prisposobili potrebam vysoko
automatizovaného systému. Standardné rozpustadlo je DMSO, vzhl'adom k tomu, Ze vicsina
zliCenin je v nom dobre rozpustnd a malé kvantity (~1%) neinterferuja s vacsinou
biochemickych testov. Vzorky pre HTS st prevazne skladované v mikrotitraénych dostickach
v suchom, inertnom a chladnom prostredi aby sa predislo degradacii a precipitacii zli¢enin
(Entzeroth et al., 2009).

3.5.1 Pokrok v metode HTS

V priebehu 90. rokov boli poskytnuté investicie do zdkladnej technoldgie od vyrobcov
atiez  biotechnologickych  spoloc¢nosti. Tato investicia umoznila automatiziciu
a miniaturizaciu analyz, zber dat, analyzu dat a nové formaty biologickych testov (Houston et
al., 2011). Vzhladom k niz$ej spotrebe Cinidiel a vzoriek, doslo k zniZeniu finan¢nych
nakladov. V stc€asnosti bezné rutiny fungujice na principe HTS preferencne vyuZzivaji

bunkové kultary na proces skorého vyvoja lie¢iv (Bank et al., 2006).

Z HTS sa vyvinula rozvinuta disciplina, ktora je kI'ai¢ovym zdrojom pre vyvoj liekov atiez
stavebnym kamenom pri rozsirovani biomedicinskych znalosti (Macarron et al., 2011). R6zne
technoldégie na miniaturizdciu testov, automatizaciu laboratorii a robotiku umoziuju
testovanie chemickych zli¢enin v biologickych systémoch pomocou HTS a uHTS (Mayr,
2009). Skrining chemickych kniznic pomocou procesov HTS a uHTS je relativne nova
disciplina, ktora sa zacala praktizovat’ asi pred 10-15 rokmi (Macarron, 2006) pociato¢nymi
pokusmi o skrining zbierok prirodnych produktov/extraktov (Pereira a Williams, 2009). Do
rokov 1985, sa skrining vykondval viac menej manudlne s po¢tom spracovanych vzoriek
v rade niekol’kych stoviek za tyzden. Validacia HTS metddy vo vyskume asperlicinu Changa
et al. (1986), spolu so snahou skratit’ ¢as procesu uvedenia lieCiva na trh, sposobilo posun
v metode HTS. Postupne tak doslo k nahradeniu HTS za uHTS s vykonom >100 000
testovanych vzoriek voci jednému Specifickému ciel'u za den (Sundberg, 2000), zatial’ co HTS

je definovany poctom testovanych zlucenin v rozmedzi 10 000-100 000 za deii. Spolo¢ne sa

technologie HTS a uHTS povazuju za kl'aicové prvky pre doplnenie udajov pri vyvoji lieCiv
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s novymi chemickymi zlieninami a novymi mechanizmami podsobenia (Mayr, 2009).

Porovnanie pévodného skriningu s HTS metodou je zhrnuty v tabulke 1.

Tab. ¢. 1: Porovnanie pévodného skriningu a skriningu na 96-jamkovej dosticke v HTS

(Prevzaté z: Pereira a Williams, 2009)

Povodny skrining Vysokokapacitny skrining (HTS)
Skumavka 96-jamkové dosticky
Vel’ky objem na test ~1 ml Maly objem na test 50-100 ul
Hmotnost’ zluc¢enin ~5-10 mg Hmotnost’ zlu¢enin ~1 ug
Zlozky testy pridavané jednotlivo Zlozky testy pridavané stiCasne
Zluceniny vo forme prasku — vlastné rieSenie Zlt¢eniny vo forme roztoku — DMSO
Prevedenie pomalé a pracné Prevedenie rychle a u¢inné (~1 min/dosticku)
Skrining 1000 — 10 000 zlucenin
Skrining 20 — 50 zluc¢enin /tyzden/laboratorium
/tyzden/laboratorium
Obmedzené mnoZstvo a roznorodost’ zlucenin | Neobmedzené mnoZstvo a réznorodost’ zlucenin

3.5.2 Potreba miniaturizacie

Zvysujuci sa pocet chemickych zlucenin na testovanie a sucasné zvySenie poctu
molekularnych cielov moZe byt prisposobeny len pomocou zna¢nej miniaturizcie analyzy
HTS (Mayr, 2009). Na pociatku HTS a v polovici 90. rokov boli mikrotitraéné dosticky
(MTP) s 96 jamkami na dosticku (96w-MTP) hlavnym formatom pre manipulaciu a skrining
zluCenin vo vécSine farmaceutickych a biotechnologickych spolo¢nosti. AvSak pocas
poslednych desatro¢i doslo k tlaku smerom Kk vyvoju rovnakého typu dosticky ale s va¢sim
mnozstvom jamiek ako boli tie pévodné. Prvym zdokonalenim bol 384w-MTP, ktory pojme
Styrikrat viac vzoriek ako 96w-MTP. Typicky objem s ktorym sa pracuje pri 384w-MTP je
v rozmedzi 25-100 pl celkového objemu, kedy typicky objem na jamku je priblizne 50 pl.
Viacsia cast’ vSetkych biochemickych alebo bunkovych testov je mozné bez problémov
adaptovat’ na 384w-MTP a tento format bol zavedeny ako volitelny forméat pri skriningovych

metodach u vacsiny farmaceutickych a biotechnologickych spolo¢nosti (Moraga, 2006).
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Obr. ¢&. 2: Trend miniaturizacie pri skriningu. Obrazok ukazuje rézne typy mikrotitracnych
dosti¢iek pouzivanych pri vysokokapacitnom skriningu. Na zaciatku a v polovici 90. rokov
boli hlavnym formatom skriningu mikrotitratné dosticky s 96 jamkami (96w-MTP). Tento
typ dosticiek bol v poslednych rokoch vo vel'kej miere nahradeny 384- jamkovymi dostickami
a v niektorych pripadoch 1536- jamkovymi dostickami (384w-MTP, 1536w-MTP) (prevzaté
z: Mayr a Bojanic, 2009)

Mnozstvo spolocnosti prispdsobilo procesy spracovdvania zlucenin a skrining na format
dosticky s 1536 jamkami (Klumpp et al., 2006). Typicky pracovny objem pri 1536w-MTP je
v rozmedzi 2.5-10 ul celkového objemu, s objemom priblizne 5 ul na jamku (Brandish,
2006). V sucasnosti sa 0d 96-jamkového formatu v HTS upusta a Standardne sa pouzivajh
384- a1536- jamkové dosticky (Rose, 1999), vzhl'adom k tomu, Zze priemyselny vyvoj
poukazuje smerom k 384- jamkovému Standardu a 1536- jamkovej MTP ako k hlavnym
formatom dosti¢iek pre testovanie zlu¢enin v budtcnosti (Mayr a Fuerst, 2008).
Miniaturizacia spolu s robotickou integraciou procesov do zna¢nej miery prispela
k vyznamnému zvySeniu efektivnosti procesov za poslednych 10 rokov (Mayr a Bojanic,

2009).

3.5.3 Automatizacia

So znizujlicim sa pracovnym objemom a pouZzitim 1536-jamkovych dosticiek, sa stal
proces prenosu latok velmi naroény, vzhladom ktomu Ze bolo nutné predist
medziproduktovému riedeniu. V tomto kroku bola zlomova automatizacia systému,

reprezentovana technologiou akustického vystrel'ovania kvapiek (ultrazvuk) pre davkovanie
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nanolitrovych az pikolitrovych objemov. Tato technologia moze kompenzovat' rozdiely vo
viskozite kvapalnych vzoriek a d’alSie odchylky vznikajtice pri v transporte vzoriek (Entzeroh
et al., 2009). Sucasné metody HTS typicky pozostavaju z robotického manipulaéného
systému, pipetovaciecho =zariadenia, citlivych detektorov a softvérov pre spracovanie
a kontrolu dat. Kombinacia spomenutych komponentov umoznuje subezné vykonanie tisicky

biochemickych, genetickych, proteomickych a farmakologickych testov (Hong et al., 2009).

Vzhl'adom ktom, ze cCastou pri¢inou vzniku chyb je manipulacia s kvapalinami, bol
vyndjdeny bezdotykovy manipulator s kvapalinami Echo 550. Tento pristroj poziva
sustredentt akusticktl energiu (ultrazvuk) k vystrelovaniu kvapiek z povrchu kvapaliny.
Vdaka tomu, ze ide o bezdotykové zariadenie je eliminovand kontamindcia vzoriek a tiez
nedochadza k vzniku odpadu. Pristroj Echo 550 je vel'mi presny, nepouziva ziadne Spicky
a tym eliminuje dopad na zivotné prostredie. Velkou vyhodou tohto pristroja je kontrolovanie

objemu, vySky hladiny v jamkéch a koncentracii vody v zli€eninach (Shaffer, 2005).

3.5.4 Vyhodnotenie testovv HTS

Pri prvom (primarnom) skriningu sa sledované latky testuju pri jednej stanovenej
koncentracii, a to z toho dovodu Ze sa do testovania dostava vel’ké mnozstvo latok, z ktorych
je nutné vyselektovat' len aktivne latky (Shoemaker et al., 2002; Shun et al., 2011). Pri
vyhodnoteni takéhoto primarneho skriningu sa pozoruje inhibicia Zivotaschopnosti buniek,
ktora je vyjadrend pomocou percenta inhibicie (PI). PI sa vypocita podla nasledujuceho

vzorca.

PI=100— %xlﬂﬂ

Cwmin ide o priemer nizkeho signalu (low signal), Cmax priemer najvysSieho signalu (zivé
bunky) a Xi je nespracované meranie i-tej zli¢eniny. Zluceniny vykazujuce percento inhibicie

vécsie ako prahovi hodnotu (napriklad >50%) st povazované za aktivne (Shun et al., 2011).

Pokial’ je skiimana zli¢eniny v primarnom skriningu vyhodnotena ako aktivna, je nasledne
podrobend druhému (sekundérnemu) skriningu. Pri tomto testovani sa pre kazdl aktivnu latku
stanovuje hodnota IC50 (TDI, 2016). Hodnota IC50 sa urcuje z takzvanej dose-response

krivky. Zvisla os definuje viabilitu buniek v % a vodorovna os zasa koncentraciu, ktord sa
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udava v logaritmickej stupnici. Hodnota IC50 je kvantitativne meradlo, ktoré stanovuje

polovi¢nu inhibi¢nu koncentraciu latok (Astashkina et al., 2012; Vis et al., 2016).

V HTS sa velky doraz kladie na presnost’ prevedenia vsSetkych testov. Pre zistenie kvality
vykonanych testov v HTS sa vyuziva Z" faktor (Mayr a Bojanic, 2009). Z" faktor je mozné
vypocitat’ podl'a nasledujiceho vzorca:

Z fakior =1 - 3ux + )

CHZ{X o E.IIIH

SmIN @ Smax predstavuju Standardné odchylky MIN a MAX kontrolnych signalov. Rovnako
ako pri Pl hodnote Cyn @ Cmax oznaCuji priemer pozitivnych a negativnych kontrol.
Z’ faktor je bezrozmernd, Statistickd veli¢ina charakteristicka pre kazdy HTS test. VyuZiva sa
pre optimalizaciu a validaciu testu a tym poskytuje uzito¢ny nastroj pre vyhodnotenie kvality
testu (Entzeroth et al., 2009). Hodnota Z' > 0,5 znamena vynikajuci test. Test s 0 < Z' <0,5 sa
povazuje za hranicny ale mdze byt pouzity pre HTS, Casto krat je vSak potrebna d’alSia

optimalizacia. Testy so Z' <0 nie st vhodné pre HTS (An a Tolliday, 2010).

3.6 Chemické kniZnice

Kniznice zlu¢enim, tiez zname ako chemické kniznice, je subor réznych uskladnenych
chemikalii alebo virtualnych chemickych zlicenin pre HTS testovanie. Koncept kniznice
zlicenin sa dostal do popredia sucasne s predstavenim kombinatorickej chémie a HTS
v oblasti vyvoja lie€iv. Prvé kniZnica zluCenin pozostavali zo zliCenin generovanymi
kombinatorickou syntézou, taktiez vSak existuji kniZnice postavené na zaklade tradiCnej
syntézy, prirodnych produktov alebo fytochemikalii (Paricharak et al., 2016; Spears a Brown,
2017).

Kniznica zlicenin moze zahinat’ uskladnené chemikalie a kK nim relevantné informacie ako
chemicka S$truktiru, Cistotu, kvantitu a fizykdlnochemickt charakterizaciu kazdej zlozky.
Virtualne kniZnice zli€enin zahfnaju 2D alebo 3D Struktirne zobrazenie chemickych zlozZiek,
ktoré si pouzité pre vypoctové metddy ain silico skrining. Existuje mnozstvo kniznic
dostupnych komercne. Ide napriklad o kniznice LOPAC, ENZO, Prestwick. Tieto kniznice
obsahuju zluceniny, kktorych vlastnosti su uz zname a su vhodné na validaciu novych metod
v HTS. Kjednej znajvacsich chemickych kniznic patri napriklad ChemBridge kniznica

zlucenin, ktord pontka zliceniny pre skrining vo vysokej kvalite, vratane skriningovych
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zlucenin podobnym liekom, zalozenych na rozvijani poziadaviek vyvoja lieCiv (Nahar

a Sarker, 2018).

Kniznice mozu byt pripravené, tak aby dosahovali maximdlnu Struktirnu diverzitu alebo
sucelom podsobenia na konkrétny cielovy protein alebo rodinu, Specificku terapeuticku
oblast’, trasa riadenia alebo na zaklade ich kombinacie. Napriek tomu ze v su¢asnosti existuje
cez 10°% molekul podobnych liekom, len malé ¢ast’ z nich ma predpoklad sa stat’ terapeuticky
relevantnymi a mozu vytvorit’ uspe$ni skupinu spomedzi potencidlnych molekul (Paricharak

etal., 2016).

Ak st kniznice zlucenin cielené voéi Specifickej biologickej rodine, hovorime o focused-
knizniciach, ktoré st Casto navrhnuté pre dobre prestudované cielové miesta, ako napr.
G protein sprazené¢ receptory (GPCRs), kinazy a v urCitych pripadoch aj i6nové kanaly
(Paricharak et al., 2016). VSeobecne, pre cielové triedy so zndmymi chemotypmi alebo
s dodato¢nymi informaciami k interakcii medzi Struktirou a ligandom, fokusované kniznice
zaznamenavaju vacSie mnozstvo aktivnych latok ako kniznice zalozené na diverzite.
Fokusované kniznice dramaticky zniZzuju pocet zluCenin na hodnotenie experimentélnej
aktivity a zvySuju pocet aktivnych inhibitorov ndjdenych v biologickych testoch. Vdaka
pozoruhodnému pokroku vo vypocétoch a v skriningovych nastrojoch in silico, v priebehu
niekol’kych desatro¢i, sa virtualna HTS stala popularnejSou medzi vedcami zaoberajucimi sa

objavovanim liekov (Nahar a Sarker, 2018).

Pre tvorbu, skladovanie a spravu zlozenych kniznic st nevyhnutné vypoctové pomocky v
roznych fazach. Vécsina kniznic je zorganizovana s informac¢nymi technologiami, ako
barkddovanie a zoradenie v databazy na zaklade pribuznosti jednotlivych zloziek. Robotika je
navySe nevyhnutnd na zaclenenie zlucenin do vacsSich chemickych kniznic. Vacsina kniznic
pontka zluc¢eniny v rozpustadle DMSO a v roznych skriningovych formatoch, napriklad

kniznica LOPAC je ponukana v 96-jamkovom formate (Nahar a Sarker, 2018)

Volba chemickej kniznice je vel'mi ddlezité pri kazdom virtudlnom skriningu zaloZenom na
Struktare zlucenin. Skrining vhodného suboru zlicenin a vysokou mierou diverzity, vyrazne
zlepSuje uspesnost’ v programoch vyskumu lie¢iv (Spear a Brown, 2017). Vysledok
akéhokol'vek vysoko vykonného (virtudlneho) skriningu je nakoniec zaloZeny na kvalite
samotného zberu zltcenin. Zle navrhnuté kniznice, ktoré nemaju dostatoénii rozmanitost’,
mozu mat’ za nasledok identifikdciu malého mnozstva aktivnych latok (Ma et al., 2015). Na

pociatkoch skriningu boli skupiny kniznic katalbgované na papieri a skladované v menej ako
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optimalnych podmienkach. Mnoho z tychto zli¢enin sa nasledne vyparilo, rozlozilo alebo boli
zmesou rozlozenych produktov. Casto krat bola identifikacia aktivnych latok naro¢na, pretoze
material vo vzorkovej skimavke nebol ten povodny, ktory bol popisany v pociatocnej
registracii a tiez preto, ze resyntetizovany material nevykazoval podvodnu aktivitu pozorovanu
VHTS teste. V suCasnosti su jednotlivé zluCeniny v kniznici vSeobecne dobre
charakterizované. Zluceniny su triedené podla Struktarnych odliSnosti alebo podobnosti
(Willett et al., 1998). Okrem iného v priebehu Casu tiez doslo k znizeniu poctu testovanych
zltCenin, ktoré bolo sprevadzané zlepSenim ich kvality (Schnur, 2008). Napokon sa ako
najlepSie ukézali alternativne pristupy kladiuce doraz na kvalitu zlucenin pred velkostou
kniznic. Usilie navrhnat dokladnejsie stratégie vyberu zloziek malo 2 ulohy/ciele: zlepsit
pomernu pocetnost’ aktivnych latok/zaznamov alebo znizit' percento opotrebovania zistenych
poCas vyhodnotenia aktivnych latok. Jednym z vysledkov bola zvySend ucCinnost

skriningového procesu (Paricharak et al., 2016).
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4 MATERIALY A METODY
4.1 Biologicky material
Bunkové linie: V3etky bunkové linie boli zmrazené a uskladnené na UMTM.

e Ab549 (ATCC, USA)

e BJ(ATCC, USA)

e MRC-5 (ATCC, USA)

e CCRF CEM (ATCC, USA)

e CEM DNR (Laboratof tkaiovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR)

e K562 (ATCC, USA)

e KB562-TAX (Laboratoi tkanovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR)

e HCT116 (Horizon, UK)

e HCT116 p53-/- (Horizon, UK)

e U20S (Dr. Martin Mistrik, Ustav molekularni a transla¢ni mediciny UP Olomouc,
CR)

Tab. €. 2: Prehl'ad pouzitych nenadorovych bunkovych linii.

Nenadorové bunkové ) )
Druh usporiadania Péovod Kultivaéné médium
linie
BJ aherentné kozné fibroblasty EMEM
MRC-5 adherentné plucne fibroblasty EMEM

29




Tab. €. 3: Prehl'ad pouzitych nadorovych bunkovych linii.

Nadorové bunkové

Druh usporiadania Povod Kultiva¢né médium
linie
A549 adherentné adenokarciném pl'ic DMEM
HCT116 adherentné kolorektalny karcinom McCoy médium
HCT116 p53-/- adherentné kolorektalny karcinom McCoy médium
U20S adherentné osteosarkom McCoy médium
akutna lymfoblasticka
CCRF-CEM suspenzné RPMI-1640 médium
leukémia
akutna lymfoblasticka
CEM-DNR semisuspenzné RPMI-1640 médium
leukémia
erytromyeloblasticka
K562 suspenzné Iscové médium
leukémia
) erytromyeloblasticka )
K562-TAX semisuspenzné _ Iscové médium
leukémia

4.2  Pouzité chemikalie sipravy a roztoky

Pouzité chemikalie

e 99% Etanol (Dr. Kulich Pharma, CR)

e NaCl (Sigma-Aldrich, USA)
e KCI (Sigma-Aldrich, USA)
e NayHPO,.12H,0 (LachNer, s.r.o., CR)
e KH,PO, (Lach-Ner, s.r.o., CR)
e Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)
e Aktinomycin D (APEXBIO)
e Mitomycin C (APExBIO)

e Phenazin methosulfat (Sigma - Aldrich, USA)

e Testované latky z unikatnej UMTM chemickej kniZnice
e CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (CellTiter 96®)
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Pouzité roztoky a ich priprava
70% Etou: Bolo zmieSané 70,7 ml 99% Etou s 29,3 ml H,0.

10x PBS (6,8): V 800 ml destilovanej vody bolo rozpustené 80 g NaCl; 2g KCI; 32,1¢g
Na;HPO4.12H,0 a 2 g KH,PO4. Po dokonalom rozpusteni pridanych latok, bol objem
doplneny na 1 1 destilovanou vodou. pH pripraveného roztoku bolo upravené pomocou
0,1mol/l HCI alebo 0,1mol/l NaOH na hodnotu 6,8. Takto pripraveny zasobny roztok bol

sterilizovany autokldvovanim a skladovany pri laboratérnej teplote.

1x PBS (pH 7,4): Bolo zmiesané 100 ml 10x PBS s900 ml H,O vo flow boxe. pH

vzniknutého roztoku 1x PBS bolo upravené na hodnotu 7,4. Roztok sa uskladnil v chladnicke.

MTS: V 500 ml 1x PBS bolo rozpustené 1 g MTS reakéného prasku za vzniku zltého roztoku
s vyslednou koncentraciou 2 mg/ml. Optimalne pH roztoku by malo odpovedat hodnotadm
Vv rozmedzi 6 — 6,5. Zasobny roztok bol prefiltrovany a nasledne rozdavkovany po 100 ml do
sklenenych flia§ obalenych alobalom pre zabranenie styku so svetlom a zamrazeny na -20 °C.

Pred pouzitim sa k roztoku MTS pridal 1 ml PMS (5 mg/ml)

PMS: V 20 ml 1x PBS bolo rozpustené 0,1 g PMS. Roztok bol rozdavkovany po 1 ml do

mikroskiimaviek a zmrazeny na -14°C.

Aktinomycin D: 1 mg prasku aktinomycinu D bol rozpusteny v 1 ml DMSO a rozdavkovany

po 60 ul do mikroskumaviek. Uchovavané zmrazené v mikroskiimavkach pri -20 °C.

Mitomycin C: 10 mg prasku mitomycinu C bol rozpusteny v DMSO a rozdavkovany po 60 ul

do mikroskumaviek. Uchovavané zmrazené v mikroskiumavkach pri -80 °C.

Testované latky: Testované latky boli rozpustené v DMSO o koncentracii 10 mM

a uskladnené pri -20°C.

4.3 Pristroje a vybavenie

e Flow box HeraSafe (ThermoScientific, USA)

e CO; inkubator (ThermoScientific, USA)

e Centrifuga (Eppendorf, Nemecko)

e pH meter (P-LAB, CR)

e Miesacka MR Hei-Tec (Heidolph Instruments GmbH, Nemecko)
e Multidrop Combi (ThermoScientific, USA)
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e Echo 550 (LabCyte, USA)

e Echo 555 (Labcyte, USA)

e EnVision Multimode Plate Reader (Perkin ElImer, USA)

e PlateLoc Thermal Microplate Sealer (Agilent Technologies, USA)
e TundraStore (ResBiosolutions, USA)

4.4  Pouzité experimentilne vyhodnocovacie postupy

Latky z jedineénej chemickej UMTM kniZnice boli testované na cytotoxicitu in vitro

na 10 bunkovych liniach. Na testovanie tychto latok bol pouzity kit CellTiter® (MTS).

4.4.1 Priprava bunkovych linii na experiment

Testovanie bolo vykonané na desiatich bunkovych linidch (BJ, MRC-5, A549,
HCT116, HCT116 p53-/-, CCRF-CEM, CEM-DNR, K562, K562-TAX, U20S). Boli
prichystané 384- jamkové dosticky kde kazda bunkové linia bola rozpipetovand na jednu
dosticku. Kazdé bunkova linia pouzitd v experimente vyzadovala iny pocet buniek, ktory bol
stanoveny pred experimentom (Tab. 4). Pomocou pristroja Multidrop Combi bolo
napipetované 30 ul RPMI média do prvého a posledného stipca, ¢o sliizilo ako blank. Do
vSetkych ostatnych jamiek bolo napipetované 30 pl bunkovej suspenzie. Po napipetovani
kazdej bunkovej linie bolo potrebné kazetu premyt etanolom a nasledne médiom, aby sa
prediSlo kontamindcii medzi jednotlivymi bunkovymi liniami. Po napipetovani média

a bunkovej suspenzie boli dosticky vlozené do inkubatoru (37°C, 5 % CO2).

Tab. ¢&. 4: Prehl'ad poctu buniek jednotlivych bunkovych linii na jamku/1 ml/30 ml.

Bunkova linia Pocet buniek na jamku | Pocet buniek na ml Bunkova suspenzia
CCRF-CEM 1,2 x 10° 4 x 10 1,2 x 10°
CEM-DNR 5 x 10 1,6 x 10 0,48 x 10°
K562 8 x 10° 2,7 x 10 0,81 x 10°
K562-TAX 5 x 10 1,6 x 10 0,48 x 10°
A549 5x 10° 1,6 x 10°* 0,48 x 10°
HCT116 8 x 10 2,7 x 10 0,81 x 10°
HCT116 p53-/- 8 x 10 2,7 x 10 0,81 x 10°
U20S 8 x 10 2,7 x 10 0,81 x 10°
BJ 39x10° 1,3x10° 3,9x10°
MRC5 3,9x10° 1,3x10° 3,9 x10°
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4.4.2 Priprava testovanych latok

Testované latky boli uskladnené v 96- jamkovych doskach Tube Rack s koncentraciou
10 mM v DMSO pri -20 °C. Pred experimentom boli prichystané 384- jamkové zdrojové
(source) dosticky s testovanymi latkami. Pre primarny skrining boli testované latky na
zdrojovej dosticke v jednej koncentracii odpovedajucej 10 mM. Pre sekundarny skrining sa na
zdrojovej dosticke nachadzala kazda testovand latka v troch koncentraciach: 10 mM, 1 mM
a 0,1 mM). Takto pripravené¢ dosticky boli zalepené hlinikovou foliou pomocou pristroja

PlateLock a skladované v TundraStore pri 16 °C a vilhkosti 20 %.

4.4.3 Ovplyvnenie buniek testovanymi latkami— primarny skrining

Po 24 hodinach boli testovacie dosticky s bunkami vybraté z CO, inkubéatoru.
Z TundraStoru bola vybrata zdrojova dosticka s testovanymi latkami a stocena na centrifuge
na 1000 otacok po dobu 2 mintt. Latky boli prenesené na 384- jamkové dosticky pomocou
pristroja Echo 550 (software CherryPick). Do vSetkych dosti¢iek boli v tripletoch

napipetované latky s objemom 150 nl s vyslednou koncentraciou 50 uM.

Okrem testovanych latok, boli na dosticku obdobnym spdsobom prenesené tiez pozitivne
a negativna kontroly (obr.) pomocou pristroja Echo 550 (software Plate Reformat).. Ako
pozitivne kontroly boli pouzité cytostatika aktinomycin D a mitomycin C. Ako negativna
kontrola bol zvoleny roztok DMSO. VsSetky dosticky s bunkami, latkami, pozitivnou
a negativnou kontrolou boli vloZené do CO; inkubatoru na 72 hodin. VSetky latky boli

testované v troch technickych a dvoch biologickych opakovaniach.
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1 2 3 4 5 6 7 8 2 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21 2z 23 24

A B = L L L L L L L H H H H H H H = C C L5 = = 15 B
1811101 1111 2112 3113 4114 5115 6116 7117 21H2Z 31H3 41H4 51HS 61H6 71H7 B1HB 2102 31C3 41C4 | 5105|6106 71C7 81C8 3183
B LZ?EL L.JI:IHJ S11 512 513 5151 5152 5153 5231 5232 S293 5431 5432 5433 5571 5572 5573 5711 5712 5713 5851 5852 5853 3.:33
c 1.3?3]. ]..:HJ 521 522 523 5161 5162 5163 5301 5302 5303 5441 5442 5443 5581 5582 5583 5721 5722 5723 5861 5862 5863 3.3?33
D 1‘531 ]..:H:l il 532 8§33 5171 5172 5173 5311 5312 5313 5451 54587 5453 5591 5592 5583 5731 5737 5733 5871 5872 5873 3.:33
E 1‘5?31 L.d’:‘HJ S4,1 542 S43 5181 5182 5183 £321 5322 5323 5461 5462 5463 5601 S602 S603 5741 5742 5743 5881 5882 5883 3.:33
F :LE?BL ]..'S,HHJ S51 552 553 5181 5192 5193 5331 5332 5333 S471 5472 5473 5611 5612 5613 5751 5752 5753 5891 5892 5893 3.:33
G l,fﬂl l.f’:H] S.6.1 562 563 5201 5202 5203 5341 5342 5343 5481 5482 5483 5621 5622 5623 5761 5762 5763 5901 5902 5903 E,fB]
H 1‘;31 ]..;‘H:l S7.1 S §73 5211 5212 5213 £351 5352 5353 5491 5492 5493 5631 5632 5633 5771 5777 5773 5911 5912 5913 3.:33
| B.IL.LB B.JL.LS S81 582 S83 5221 5222 5223 5361 5362 5363 5501 5502 5503 5641 S642 S643 5781 5782 5783 5921 5922 5923 3.:33
1 B.]L.LB B.ZL.LE! 531 592 583 5231 5232 53233 5371 5372 5373 S5B11 5512 5513 5651 5652 5653 5731 5732 5733 58931 5832 5933 3.1333
K E.EL.LB 9.3L.L9 S101 S102 5103 5241 S5242 5243 5381 5382 S383 5521 5522 5523 5661 5662 5663 S5B01 S5B02 5803 5941 5942 5943 3.1?,33
L B.4L.LB 9.4L.L9 S111 s5112 5113 5251 53252 5253 L5391 5392 S$393 5831 5832 58323 5671 5672 5672 5811 5812 5813 5951 5952 5953 3.15-33
M B.SL.LB B.SL.LS 5121 5122 5123 5261 5262 5263 5401 5402 S403 5541 5542 5543 5681 5682 5683 5821 5822 5823 5361 592 5963 3.12-33
N B,EL,LB g GL,LCJ S131 S132 5133 S271 S272 S273 S411 S412 S413 S551 5552 55853 S691 S692 SB932 5831 58327 5833 5971 S972 5973 3,14‘3‘33
o BJL.LB 9_7L,L9 S141 S142 5143 5281 53282 SI2B3 5421 5422 S423 5561 5562 5563 5701 5702 5702 SB41 S5B42 5843 5981 5982 5983 3.1:33
B B c Cc c C
21B291C910.1C10111,C1112,1,C12131,C1314,1,C14151C1516,1.C1617,1,C1718.1,C1819,1 C1920,1,C2021,1,C21221.C 1C2324,102425,1C2526,1,C2627,1,C2728,1,C2829,1,C2930,1.C303,16,83

Obr. &. 3: Priklad usporiadania testovanych latok na 384-jamkovej dosticke pri primarnom
skriningu (B- blank, L- pozitivna kontrola, C- bunky bez pridanych latok, H- negativna

kontrola, S- testované latky).

4.4.4 Ovplyvnenie buniek testovanymi latkami — sekundarny skrining

Pri druhom experimente sme d’alej testovali latky z priméarneho skriningu, ktoré boli
vyhodnotené pomocou programu Dotmatics ako aktivne. Vyhodnotené aktivne latky sa
nasledne d’alej testovali v sekundarnom skriningu pri 7 koncentraciach. Po 24 hodinach boli
testovacie dosticky s bunkami vybraté z CO; inkubatoru. Z TundraStoru bola vybratd
zdrojova dosticka s testovanymi latkami a stocend na centrifige na 1000 otacok po dobu 2

minut.

Nanesenie negativnej a pozitivnej kontroly prebiehalo obdobnym spoésobom ako pri
primarnom skriningu. Ako pozitivne kontroly boli opdt’ pouzité cytostatika aktinomycin D

a mitomycin C a ako negativna kontrola bol zvoleny roztok DMSO.

Testované latky boli prenesené na 384- jamkové doSticky pomocou pristroja Echo 550
(software DoseResponse). Do vSetkych dosti¢iek boli prenesené testované latky
s odpovedajucim objemom a koncentraciou (vid’ tab. C. 5). Dosticky obsahujice bunky,
kontroly alatky boli vlozené na 72 hodin do CO, inkubatoru. Vsetky latky boli testované

Vv dvoch technickych a troch biologickych opakovaniach.
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Tab. & 5: Kone¢na koncentracia nanesenych cytostatik a ich objem v 384- jamkovej dosticke.

Source koncentracia (mM) Transfer volume (nl) Konec¢na koncentracia (uM)
1. 10 150,00 50,000
2. 10 37,50 12,500
3. 10 10,00 3,333
4. 1 22,50 0,749
5. 1 5,00 0,167
6. 0,1 15,00 0,049
7. 0,1 5,00 0,017

445 Metoda MTS

Roztok MTS, skladovany v mraziacom boxe pri -18 °C, bol vybrany ponechani pri
izbovej teplote, az do jeho rozmrazenia, potom bol vlozeny do vodného kupela (37°C). 384-
jamkové dosticky boli vybraté z CO, inkubétoru a nasledne bolo k bunkam pridanych 4 pl
MTS do vSetkych jamiek, pomocou pristroja Multidrop Combi. Nasledne boli dosticky
inkubované v CO; inkubatore na 2 — 4 hod. Po zafarbeni boli dosticky vybraté z CO,
inkubatoru. Na pristroji EnVision Multimode Plate reader bola zmerand absorbancia pri
vlnovej dizke A = 490 nm vo vietkych jamkach. Hodnoty absorbancii boli ulozené v programe

MS Office Excel a spracované pomocou programu Dotmatics.

4.4.6 Spracovanie nameranych dat

Pri primérnom skriningu boli namerané hodnoty absorbancii spracované v programe
Dotmatics, kde sa pre kazdu latku vypocitala hodnota PI (percento inhibicie). Na zéklade tejto
hodnoty boli vyselektované aktivne latky pre nasledujtci sekundarny skrining. Za aktivne sa

povazuju latky s hodnotou PI vysSou ako 50%.

Pri sekundédrnom skriningu aktivnych latok bola v programe Dotmatics stanovena hodnota
IC50 na zaklade 7 koncentracii danej latky, pomocou modelu nelinedrnej regresie. Tato
hodnota vyjadruje koncentraciu testovanej latky, sposobujica 50 % inhibiciu zivotaschopnosti
zo 100 % zivotaschopnosti buniek. So znizujicou sa hodnotou IC50 sa zvySuju toxické

ucinky testovanej latky na bunky.

35




5 VYSLEDKY

5.1 Primarny skrining novych litok z UMTM chemickej kniZnice

Celkovo bolo v nasom experimente otestovanych 72 latok zunikatnej UMTM
chemickej kniznice. Pri primérnom testovani boli vSetky tieto latky testované pri rovnake;j
koncentracii, ktora odpovedala 50 uM. Testovanie prebiehalo na 384- jamkovych dosti¢kach.
V programe Dotmatics sa stanovovala hodnota PI pre kazdu latku, na zéklade ¢oho sa latky
rozdelili na aktivne a neaktivne. Za aktivne latky sa povazuju tie, pre ktoré plati vztah PI > 50
a naopak za neaktivne latky s hodnotou PI < 50 pre jednotlivé bunkové linie. Na obrazku ¢. 4

mozeme vidiet’ priklad vypocitanych PI hodnot v programe Dotmatics pre dant kniznicu.

R T O
B +

1 (Plate 1)| B3 | LEMO0023445| 15.283 50.0uM v 3
1 (Plate 1)| B4 |LEMDO023445| 14,551 . 50.0uM S

1 (Plate 1)| BS |LEMD0023445| 14.401 . 50.0uM S

1 (Plate 1)| C3 |LEMO0023446| 90.318 50.0uM| & | ¥ D)
1 (Plate 1)| C4 |LEMDO023445| 59.338 50.0uM S

1 (Plate 1)| C5 |LEM00023446| 91.883 50.0uM B¢

1 (Plate 1)| D3 | LEM00023447| - v B
1 (Plate 1)

1 (Plate 1)| D5 |LEM00023447 |-

1 (Plate 1)| E3 |LEMO0D023448| 24.209 v 3
1 (Plate 1)| E4 |LEMD0023448| 22.444

1 (Plate 1)| ES |LEMD0023448| 20.384

1 (Plate 1)| F3 |LEMO0023449 | 19.795 v 3
1 (Plate 1)| F4 |L | 10.085

1 (Plate 1)| F5 |LEMD0023449| 15.185

1 (Plate 1)| G3 | LEMO0023450 | 87.964 50.0uM| + | v @)
1 (Plate 1)| G4 |LEMD0023450| 90.024 50.0uM S

1 (Plate 1)| G5 | LEM00023450| 85.708 50.0uM S

1 (Plate 1)| H3 | LEM00023452| 30.781 . 50.0uM| + ¥ B
1 (Plate 1)| H4 | LEMD0023452| 33.331

1 (Plate 1)| HS |LEM00023452| 37.549

1 (Plate 1)| I3 |LEMO0023453 v B
1 (Plate 1)| 14 |LEM0O0023453

1 (Plate 1)| IS |LEM0O023453

1 (Plate 1)| 13 |LEMO0023454 v B
1 (Plate 1)| 14 |LEM00023454| 2

1 (Plate 1)| 15 |LEMO0023454

1 (Plate 1)| K3 |LEMO0023455 v B
1 (Plate 1)| K4 | LEM00023455

1 (Plate 1)| K5 | LEM00023455

1 (Plate 1)| L3 |LEMO0023456 v B
1 (Plate 1)| L4 |LEM0O0023456

1 (Plate 1)| L5 | LEMO0023456

1 (Plate 1)| M3 | LEMOO023457 v B
1 (Plate 1)| M4 | LEM0O023457

1 (Plate 1)| M5 | LEM00023457

Obr. ¢&. 4: Zobrazenie vysledkov v programe Dotmatics, odpovedajice inhibicii rastu urditej

bunkovej linie .
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Na zdklade hodndt PI vypocitanych pomocou programu Dotmatics boli stanovené za
najmenej citlivé bunkové linie voci testovanym latkam linie BJ, kde ndm ako aktivne vyslo 5
latok a MRC-5 spoctom aktivnych latok 10. Naopak najviac aktivnych latok bolo
identifikovanych v bunkovych liniach K562-TAX s poc¢tom aktivnych latok 39 a CCRF-CEM
s 38 aktivnymi latkami. Prehlad identifikovanych aktivnych latok pre vSetky bunkové linie je
zhrnuty v tabul’ke €. 6.

Tab. &. 6: Pocet identifikovanych aktivnych latok z UMTM kniznice.

Bunkova linia Pocet aktivnych latok Pocet neaktivnych latok
z UMTM kniZnice z UMTM KkniZnice

CCRF-CEM 38 34
CEM-DNR 25 47
K562 14 58
K562-TAX 39 33
A549 14 58
HCT116 14 58
HCT116 p53-/- 15 57
u20S 19 53
BJ 5 67
MRC5 10 62

Zo vsetkych otestovanych latok (72) nam vyslo 24 latok ako neaktivne, s hodnotou Pl
< 50 pri vSetkych bunkovych linidch (graf €. 1).

M aktivne latky (Pl > 50)

H neaktivne latky (PI < 50)
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Graf ¢. 1: Vyhodnotenie primarneho skriningu celkového poctu testovanych latok (72) na

zéaklade hodnot PI.

5.2 Sekundarny skrining aktivnych litok z UMTM chemickej kniZnice

Latky, ktoré nam vysli ako aktivne pri primarnom skriningu sa nasledne testovali po
druhy krat v sekundarnom skriningu. Latky boli testované v 7 koncentraciach, kedy sa
stanovovala hodnota IC50 v programe Dotmatics. Hodnota IC50 bola stanovena z grafu na

zaklade zavislosti percenta inhibicie (%) na koncentracii pouzitej latky (obr. €. 5).

_ loo

#

S 75

=

£ 5o

=]

B 25

on

& o _ a =

[ER

=

12

o
gg =S8 77T =ES
= =

Concentration (M)

[ IC50: 18257 (7. 1568 - 46.572) =
glope=2 652 min=11_341 max=110.000 enr=55 585 R"=0.5824

Obr. ¢&. 5: Cytotoxické ucinky latky LEM23460 na bunkovu liniu CCRF-CEM.

Na zéklade vypocitanych hodndt IC50 boli latky rozdelené na neaktivne, stredne
cytotoxické, cytotoxické a vysoko cytotoxické (Tab. ¢. 7). Testovanie prebiehalo v 384-

jamkovych dostickéch.

Tab. & 7: Rozdelenie latok na zaklade hodnoty IC50, vypocitanej z dat zo sekundarneho

skriningu pomocou programu Dotmatics.

IC50 stanovené v programe Dotmatics Rozdelenie latok
>50 Neaktivne
50 uM - 10 uM Stredne cytotoxické
10 uM -1 uM Cytotoxické
<1uM Vysoko cytotoxické
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NajcitlivejSie na testované latky reagovala bunkova linia CCRF-CEM, ktora
vykazovala r6zne miery cytotoxickych ucinkov k danym latkam. Pri tejto bunkove;j linii bolo
zaznamenanych 13 cytotoxickych latok (IC50= 10 uM — 1 uM), ¢o bol najvyssi zaznamenany
pocet, a 2 latky spdsobujlice vysokl cytotoxicitu. Pri sekunddrnom skriningu aktivnych latok
nam najvyssiu toxicitu (IC50 < 1 uM) vykazovali 4 latky pri bunkovych linidch K562
a K562-TAX. V dvoch pripadoch (LEM 11967 a LEM 23460) nebolo mozné v rozsahu
testovanych koncentracii vypocitat hodnotu IC50 pre bunkovt liniu K562. Z tohto dovodu
boli tieto latky pretestované v nizSom koncentratnom rozsahu, kedy najvysSia testovana
koncentracia bola 5 uM. Vysledky st na obr. ¢. 6. Hodnoty IC50 tychto 2 latok pre ostatné

bunkové linie neboli podobne nizke a su v tabul’ke ¢. 8.

a)
_ 1o
_ 100 £
E3 c 5
p 5 715
S 75 =
& =
E 5o £ 0
.T; h=]
L L 35
3 g
= i
g0 g
& a
= 2 Z 2 oommW S8R = o oo I~ T~
(=] o (=13 =13
Concentration (uM) Concentration (M)
[ 1C50: <0.0122 M pass 21 1C50: <0.0122 M pass

slope=1.500 min=15.000 max=110.000 err=>10000 R*=A217. 1587 5jqpe=1.500 min=15.000 max=110.000 err==10000 R*=-736 8771

BE' 100 az.a 1ad = . p
é 75 g 75
Z 5 £ 50
e 5
E 25 w25
o on
1'3 i} 'g 0
) o
= =
L5 [
o o —
= = s 9 = 3 = = = g = 3
§ s = S s = 2 =2 g g ==
=1 = = [=]
o o
Concentration (UM) Concentration (uM)
B 1C50: 0.0005 (0.0003 - 0.0007) M pass B 1cs0: 0.0005 (0.0004 - 0.0006) M pass

slope=2_566 min=15.000 max=100.000 er=267 028 R<=0 9682 slope=2.213 min=15.000 max=100.000 emr=170.551 Ri=0.9790

Obr. & 6: Cytotoxické uc¢inky latky LEM 23460 na bunkovt liniu K562, a) pri testovani
v koncentraénom rozsahu 50 — 0,012 uM b) pri testovani v koncentraénom rozsahu

5-0,0012 uM
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Tab. €. 8: Porovnanie cytotoxickej aktivity latok LEM 11967 a LEM 23460 na jednotlivych

bunkovych linidch
CCRF- | CEM- HCT116p5 K562- | MRC-
A549 BJ HCT116 K562 U20S
CEM DNR 3-/- TAX 5
LEM
20,07 | 25,48 6,98 0,13 13,74 15,12 0,00026 0,62 17 8,3
11967
LEM
23460 14,46 | 19,19 | 15,63 1,07 15,58 10,79 0,00039 0,64 46,9 12,46

Naopak za najmenej citlivii bunkovua liniu mézeme povazovat’ BJ, kde nebola zaznamenana

ani jedna latka spdsobujuca vysoku cytotoxicitu ¢i toxicitu alen 5 latok posobilo stredne

cytotoxicky (IC50 v rozsahu 50 uM - 10 uM). Prehl'ad cytotoxickych G¢inkov testovanych

latok na jednotlivé bunkové linie je zobrazeny v grafe €. 2.
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Graf ¢. 2: Rozdelenie testovanych latok na zaklade ich toxicity.

Pre kazdu dosticku, ktora je analyzovana v programe Dotmatics sa automaticky vypocita

Z’ faktor. Priemerné hodnoty Z" faktorov pre primarny a sekundéarny skrining st zobrazené

v tabul’ke ¢. Vo vSetkych pripadoch bola hodnota nad 0,5 ¢o potvrdzuje kvalitu prevedeného
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testu. Najvyssi Z” faktor bol dosiahnuty u bunkovej linie A549 a K562. Naopak najnizsi bol

u bunkovej linie BJ a K562-TAX.

Tab. ¢ 9: Vypocitany Z” faktor pre jednotlivé bunkové linie.

1.experiment | 2.experiment | 3.experiment | 4.experiment | Priemer
A549 0,81 0,90 0,72 0,80 0,81
BJ 0,81 0,54 0,53 0,54 0,61
CCRF-CEM 0,74 0,71 0,87 0,84 0,79
CEM-DNR 0,66 0,64 0,81 0,87 0,75
HCT116 0,82 0,80 0,74 0,78 0,79
HCT116p53-/- 0,72 0,77 0,83 0,82 0,79
K562 0,88 0,83 0,68 0,85 0,81
K562-TAX 0,51 0,54 0,70 0,69 0,61
MRC5 0,59 0,65 0,69 0,65 0,65
uU20S 0,66 0,65 0,89 0,75 0,74
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6 DISKUSIA

KIacova otazka vo vyskume biotransformacie l'udskych lieCiv je ako wvytvorit
spol'ahlivé extrapolacie z modelov in vitro ¢i in vivo do klinickej praxe (Anderson a Krewki,
2008). Vyznamnu ulohu tu zohravaju bunkové testy, ktoré minimalizuju rozdiely medzi
zjednoduSenymi biochemickymi analyzami a testovanim na zvieratich. Tieto testy sa vo
vel'kej miere vyuzivaju pri skriningu suboru zlucenin s cielom zistit' mozny vplyv latky na
bunkové delenie ¢i priame efekty cytotoxicity, ktoré nasledne moézu viest’ az k bunkovej smrti
(Riss et al., 2013; Bhadriraju et al., 2002). ZvySujice sa mnozstvo latok aich potreba
v€asného testovania postupne viedlo k vyvoju technologii umoziujucich testovanie viacerych
vzoriek v rovnaky ¢as Vdaka metdde HTS vykonanej v multijamkovej dosticke je mozné
testovat’ stovky az tisice chemikalii s velkym mnozstvom biologickych odpovedi (Houck

a Kavlock, 2008).

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo vyhodnotenie cytotoxickej aktivity novych
chemickych latok z unikatnej UMTM chemickej kniznice vykonanych na 8 nadorovych
liniach (A549, HCT116, HCT116 p53-/-, CCRF-CEM, CEM-DNR, K562, K562-TAX,
U20S) a dvoch nenadorovychliniach (BJ a MRC) v podmienkach HTS. Na vybranych 10
bunkovych liniach T'udského pdvodu boli pouzité cytostatika aktinomycin D a mitomycin C,
ako pozitivne kontroly, vzhl'adom k tomu, Ze bunkové linie pouZité v experimente st voci
nim vysoko citlivé. Pouzité cytostatikum aktinomycin D pdsobi inhibicnym u¢inkom na
transkripciu a mitomycin C zasa sposobuje alkylaciu a blokuje RNA a DNA replikaciu.
(Wallau et al., 2005; Koba a Konopa, 2005). Ako negativna kontrola bolo v exeprimente
pouzité rozpustadlo DMSO. Primarny skrining sa prevadzal pri jednej koncentrécii,
odpovedajucej 50 puM, kedy bolo vyselektovanych 24 neaktivnych latok na zaklade ich
cytotoxickych tcinkov. Nésledne sa v sekundarnom skriningu pre vybrané aktivne latky (48)

stanovovala hodnota IC50.

Dany parameter predstavuje koncentraciu latky, ktora vyvolava bunkové poskodenie
anasledna smrt’ v 50-tich percentach bunkovej populadcie. Pre dané aktivne latky boli
stanovené hodnoty IC50 po zmerani absorbancie prostrednictvom programu Dotmatics.
Bunkové zivotaschopnost’ je funkciou koncentracie lie¢iv , ktord je adekvatne popisana
sigmoidnou funkciou. Dalej tiez mdézeme povedat, Ze Zivotaschopnost’ buniek je 100 %

Vv pripade absencie lie¢iva aV pripade dostatocne vysokej davky, mdze hodnota napokon
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dosiahnut’ aj 0 %. Tieto modely ponukaju uc¢inny sposob ako vytvérat’ a zluCovat’ informacie

z vel'’kého mnozstva dose-response (Vis et al., 2016).

VSeobecne vécsina aktivnych latok, ktoré sme testovali, vykazovala na nddorovych
bunkovych linidch strednu cytotoxicitu. Cytotoxické az vyrazne cytotoxické ucinky sme
zaznamenali hlavne v suspenznych bunkovych liniach aich rezistentnych klonoch, menej
Casto V ostatnych nadorovych linidch. Najvyraznejsi cytotoxicky uc¢inok bol zaznamenany
vplyvom latok LEM 11967 a LEM 23460 na bunkach K562, pricom na ostatnych liniach tieto
latky vykazovali hlavne stredné cytotoxické, prip. cytotoxické ucinky. Latka LEM 11967 je
dasatinib, ktord sa radi k zli¢eninam druhej generacie s inhibi¢énym uc¢inkom na BCR-ABL
(Rixe et al., 2007). BCR-ABL je Philadelpsky chromozom, ktory vznika faziou medzi génom
v oblasti zlomu klastra (BCR) a génom ABLI1 a jeho vyskyt je charakteristicky pre chronickt
myeloidnu leukémiu (CML). Produktom tejto fuzie je protein Ber-Abl, v ktorom je
naruSenych niekol’ko autoregula¢nych vlastnosti proteinu tyrozinkinazy Abl, ¢o vedie k jeho

konstitutivnej aktivite (Druker et al., 2002).

Dasatinib je efektivny pri lie¢be viac ako v polovici imatinib (IM) rezistentnych pacientov.
V stcasnosti sa preukazalo, ze nové inhibitory tyrozinkindzy druhej generacie (ako je
dasatinib) st G¢inné pri zastaveni onkogénnej aktivity vac¢Siny mutantov BCR-ABL. Dasatinib
je v sucasnosti implementovany do prvej linie liecby, je 300-krat uCinnej$i ako IM pri
inhibicii BCR-ABL a ¢o viac, ma malo vedl'ajSich uc¢inkov (Okabe et al., 2008). Dasatinib
a imatinib ovplyviiuji expresiu viacerych cyklin dependentnych kindz, cyklinov a génov
zodpovednych za bunkové delenie v priebehu cyklov. Tieto regulatory sa ucastina v G1/S
a G2/M prechode aich znizena hladina génovej expresie (a teda znizena aktivita) su
nevyhnutné pre zastavenie bunkového cyklu v pociatocnom S§tadiu. Okrem iného tiez
ovplyviiujii  expresiu mitotickych inhibitorov. Pravdepodobne downregulacia/inaktivacia
velkého mnozstva génov zapojenych do bunkového cyklu posobi ako predpoklad apoptozi
v dasatinib a imatinib ovplyvnenych CML bunkach. Chronicka myeloidna leukémia, je jedna
z pomerne rezistentnych voci lie¢ivam, no vykazuje vysoka citlivost’ vo¢i PKI (Nunoda, et al.
2007).

43



H
bNWNKwH -

Obr. ¢&. 7: Chemicka Struktara dasatinibu (Chen, R. a Chen, B. 2015).

Druhou latkou, ktora vykazovala vysoku mieru cytotoxicity na bunkovej linii K562
bola latka LEM 23460. Ide o karboranovy derivat s naviazanym dasatinibom, ¢o vysvetl'uje
jeho vyraznu cytotoxicitu voci K562 bunkam. Tieto 2 sledované latky boli vysoko aktivne na
danej linii, ztoho dovodu, Ze bunky K562 boli izolované z pacientky s CML, ¢o je linia
pozitivna na ber-abl fuziu ktorej produktom je philadelphsky chromozom (Druker et. al.
2002).

Ziskané vysledky cytotoxickych ucinkov testovanych latok su sucastou bioprofilovania
unikatnej UMTM chemickej kniznice a su dolezitou informaciou pre d’alie testovanie latok

ako aj pre chemikov, ktori tieto latky nasyntetizovali.
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7 ZAVER

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo stanovenie cytotoxickych uc¢inkov novych
chemickych latok v HTS podmienkach, pomocou MTS testu. Ako pozitivne kontroly boli
zvolené 2 cytostatika a to aktinomycin D a mitomycin C. Celkovo bolo otestovanych 72 latok
z unikatnej UMTU chemickej kniZnice, zktorej bolo pri primarnom skriningu
vyselektovanych 24 latok neaktivnych. Priméarny skrining sa vykonaval pri 1 koncentracii
u vSetkych latok, stanovila sa hodnota PI, kedy sa za neaktivne latky povazovali tie, ktorych

hodnota PI nepresiahla 50%.

Z vysledkov hodnét PI vypocitanych pomocou programu Dotmatics boli stanovené za
najmenej citlivé bunkové linie, voci testovanym latkam, linie BJ kde nam ako aktivne vySlo 5
latok a MRC-5 spoctom aktivnych latok 10. Naopak najviac aktivnych latok bolo
identifikovanych v bunkovych liniach K562-TAX s poctom aktivnych latok 39 a CCRF-CEM
s 38 aktivnymi latkami.

V sekunddrnom skriningu sa nasledne testovali len aktivne latky z chemickej kniZnice
UMTU. Latky boli testované v 7 koncentraciach na zaklade &oho boli stanovené hodnoty

IC50 pomocou programu Dotmatics.

Pri sekunddrnom skriningu sme celkovo testovali 48 aktivnych latok, ktoré boli nasledne
rozdelené do Styroch skupin podla hodnoty IC50 stanovenej v programe Dotmatics.
Z nameranych vysledkov sme stanovili za najcitlivejsiu bunkovu liniu CCRF-CEM, pri ktorej
sme pozorovali 2 latky s vysoko cytotoxickym a 13 latok s cytotoxickym uc¢inkom. Najvyssia
miera cytotoxicity bola dosiahnutd pri bunkovych linidch K562 a K562-TAX, ktora bola
zaznamenana pri latkach LEM 11967 a LEM23460.
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