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1 Uvod

Objev antibiotik znamenal obrovsky pokrok v medicing. Jejich pouzivani vyrazné
snizilo dmrtnost a zdvaznost prub¢hu infekénich onemocnéni. V soucasné dobé je
pouzivani antibiotik ohroZeno zvySujicim se poctem rezistentnich kmenii bakterii. To
vede k sniZeni uCinnosti antibiotické 1é¢by, coZz predstavuje velky zdravotni, ale také

ekonomicky problém.

V ortopedii je zdvaznou komplikaci vznik infekce kloubnich implantétii, kterd
vede k tvorbé bakteridlntho biofilmu na povrchu implantitu. Jako prevence je
pouZiviana kombinace kostniho cementu s antibiotiky.! Rezistence bakterii vici
antibiotikiim pouZzivanym v ortopedii se rovnéz stile zvysuje, a proto je potieba vyvijet

nové antibakteridlni l4tky.

Nedavno byly vyvinuty lipofosfonoxiny, u kterych byla prokdzana tc¢innost proti
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim vcetné multirezistentnich kment. Jejich
baktericidni ucinek spociva v destrukci cytoplazmatické membrany. Bylo rovnéz

prokdzano, Ze maji nizky sklon k vyvoji rezistence.?



2 Teoreticka Cast

2.1 Antibiotika

Antibiotika (ATB) jsou latky produkované bakteriemi nebo houbami. Pouzivaji se
pii 1écbe¢ infekEnich nemoci zpusobenych mikroorganismy s minimdlni toxicitou pro
eukaryotni bunky. Na bakterie ptisob{ inhibici rtstu (bakteriostaticky) nebo usmrcenim
(baktericidné). Synteticky pfipravenym antimikrobidlnim latkdm se diive fikalo
chemoterapeutika. Dnes se pojem antibiotikum pouzivd pro latky vykazujici

antibakteridlni aktivitu bez ohledu na jejich ptivod.>*

Prvni antibiotikum zvané penicilin objevil v roce 1928 Alexandr Fleming, ktery
zjistil, Ze rast bakterii druhu Staphylococcus aureus v kultivaéni misce byl inhibovan
modrou plisni z rodu Penicillium. V roce 1944 byl objeven streptomycin, posléze
chloramfenikol, tetracykliny, makrolidy a vankomycin.> Za poslednich 20 let bylo

objeveno pouze 5 novych antibakteridlnich t¥{d.°

ATB se déli podle mechanismu tcinku (inhibice syntézy bunécné stény, kyseliny
listové, inhibice proteosyntézy, inhibice funkce nukleovych kyselin, poSkozeni funkce
cytoplazmatické membriny) nebo také podle jejich chemické struktury (B—laktamova,

glykopeptidy, aminoglykosidy, makrolidy, linkosamidy, sulfonamidy atd.).’”
2.1.1 Mechanismy Gcinku antibiotik
2.1.1.1 Inhibice syntézy bunécné stény

Inhibice syntézy bunétné stény je idedlnim mechanismem pusobeni ATB, protoZe
lidské buiniky nemaji bunécénou sténu. ATB zabranuji syntéze peptidoglykanu, ktery je
nezbytnou soucasti bunécné stény grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Pokud se
bakterie nachazi ve fazi rtstu, dochdzi k jeji lyze. Patii zde napt. B-laktamovd ATB,

glykopeptidy atd.*’
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2.1.1.2 PosSkozeni cytoplazmatické membrdny

Cytoplazmatickd membrana predstavuje univerzalni cil pro antibakteridlni latky.
Morfologie membrany grampozitivnich bakterii se 1iSi od gramnegativnich.
Gramnegativni bakterie obklopuji dvé membrany, cytoplazmatickd membréana a vné&jsi
membrana sloZend pievazné z lipopolysacharidi (LPS). Grampozitivni bakterie nemaji
vn&j§i membrénu, cytoplazmatickou membranu obklopuje pouze peptidoglykan.® ATB
mohou poskodit cytoplazmatickou membranu vice zpiisoby. ATB se mohou chovat jako
detergenty, kdy zpisobi poruseni membrany a nasledné vyplaveni bunécného obsahu,
coZz ma z4 nasledek bunécnou smrt. Dal$i moznosti miiZze byt interakce s fosfolipidy
v membrang, kdy dochdzi k poSkozeni permeability a integrity membrany. N&které

ATB mohou vytvéiet péry v membran¢, coZ ma za nasledek zménu elektrochemického

gradientu a bunéénou smrt. Patif zde polymyxiny, lipopeptidy atd.’
2.1.1.3 Inhibice proteosyntézy

K inhibici syntézy proteini dochdzi na ribozomech bakteridlni buiiky. ATB se
vazou bud’ na 30S nebo na 50S podjednotku ribozomu, coz vede k inhibici translace a
elongace peptidového fetézce. Mezi inhibitory proteosyntézy fadime aminoglykosidy,

streptogaminy, linkosamidy a makrolidy.’
2.1.1.4 Inhibice funkce nukleovych kyselin

ATB, ktera zpiisobuji poruchu funkce nukleovych kyselin, pisobi baktericidné a
zasahuji do DNA a transkripce RNA. Fluorochinolony inhibuji bakteridlni enzym
gyrdzu, a tim zabrahuji predeviim spojovéni prerusenych vldken pfi replikaci DNA.!
Rifampicin zabranuje prepisu informaci z DNA do mRNA inhibici enzymu RNA

polymerizy. To m4 za ndsledek blokaci syntézy proteind.’
2.1.1.5 Inhibice syntézy kyseliny listové

Mezi inhibitory syntézy kyseliny listové patii sulfonamidy, které jsou schopny

jako fale$né substrity zabrafiovat jeji tvorbé.!°

11



2.2 Rezistence

Bakteridlni rezistence je schopnost bakterii odoldvat inhibi¢ni koncentraci ATB.
Délime ji na piirozenou a ziskanou.'''? Vzristajici odolnost bakterii ma za nasledek

selhani antibiotické 1é¢by, vys§i morbiditu a mortalitu pacientd.'>!*

2.2.1 Prirozena rezistence

Pfirozena rezistence piedstavuje vrozenou schopnost bakteridlniho druhu odolédvat
ur¢itému antimikrobidlnimu 1éCivu. Je zplisobena nepiitomnosti cilového mista,
pfirozenou produkci enzymu inaktivujici ATB, sniZenou absorpci ATB a vytlacovanim

ATB z buiiky.'
2.2.2  Ziskana rezistence

Ziskana rezistence se vyviji u bakterii, které byly zpocatku citlivé na ATB.
Vznikd mutaci genu (chromozomdlni rezistence) nebo prenosem genetické informace
od jinych rezistentnich bun&k (extrachromozomdlni rezistence).!'! Pfi mutaci gend
dochdzi ke spontdnni zméné¢ DNA, coZz zpisobuje zménu strukturnich a funkcénich
vlastnosti bakterii, napf. zménu enzymu nebo bunécné struktury, kterd nasledné¢ méni
afinitu a Gcinnost ATB.!> Pfenos genetické informace mtze byt vertikdlni (pfi
rozmnoZovani) nebo horizontdlni (z jedné bakterie na druhou).” K horizontdlnimu
pfenosu genli muze dojit transformaci (piijem DNA z okolniho prostiedi buiky),
transdukci (pfenos DNA z jedné bakterie do druhé prostfednictvim bakteriofagli) nebo
konjugaci (pfenos DNA piimym kontaktem zbunky do bunky) pomoci

extrachromozomalnich tseki DNA (plasmidi).”-!6-13

Bakterie maji rtizné mechanismy vzniku ziskané rezistence, diky kterym jsou
odolné vici ptisobeni ATB. Mezi né patii zména struktury cilového mista, vyluovani
antibiotik (efflux) =z bakteridlni bunky, tvorba inaktivujicich enzymli a zména

permeability membrany.”!!
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2.3 Antibiotika v kostnim cementu

Muskuloskeletdlni infekce kloubnich ndhrad pfedstavuje zdvaznou komplikaci,
kterd miiZze vést aZ k odstranéni implantdtu.!” DiileZitou roli vedouci k rozvoji infekce
m4 celkovy stav pacienta (napf. predchozi infekce, stav imunity atd.).!®
Muskuloskeletdlni infekce jsou spojeny s tvorbou biofilmu na povrchu implantatu.
PocateCni pfilnavost mikroorganismti zavisi na jejich fyzikdlné-chemickych
vlastnostech a schopnosti adherovat na povrch implantétu, biologickém prostiedi a také
na povrchu biomateridlu.'*!”-? Prvnim krokem tvorby biofilmu je adheze bakterii na
povrch kloubniho implantatu. Po pfilnuti bakterii dojde ke zméné jejich chovéani a
fenotypu. Aktivuji se geny, které produkuji do okoli polysacharidy, 2! které tvoii
slizkou hmotu chranici bakterie pied ucinkem antimikrobidlnich latek a imunitniho

systému hostitele.!”?? Hlavnimi ptivodci jsou streptokoky a stafylokoky.!??

Nejcastéjsi strategii v prevenci téchto infekci je pouziti kostnitho cementu neboli
polymetylmetakryldtu (PMMA) jako lokdlniho nosice ATB spole¢né se systémovym

podavanim ATB.

PMMA je jednim z prvnich biomateriald,'” ktery se v ortopedii pouZiva jiz vice
nez 60 let k fixaci kloubnich implantath pfi terapii kostnich a kloubnich infekci. Kostni
cement se stal velmi pouZivanym diky své tvdrnosti a pevnosti v kompresi.>*?
Pfipravuje se smichdnim praskového PMMA s monomernim metylmetakrylatem
(MMA) a jejich naslednou polymerizaci, pfi které PMMA tuhne a ziskavd svoji

tvrdost. 19,24,26,27

Systémové podani ATB poskytuje vysoké koncentrace v séru a moci, zatimco
lokdlni podani zajiStuje vysokou koncentraci piimo v misté infekce (tj. na povrchu
implantitu a v okolnich tkdnich).?®?° Kostni cement s obsahem ATB si vSak musi
zachovat biokompatibilitu, fixaéni a mechanické vlastnosti.!” Dfive se pouzivala tekutd
ATB kvuli jejich vys$si eluci, ale dnes se od tekutych ATB ustupuje, protoze bylo
dokézano, Ze oslabuji kostni cement a sniZuji jeho mechanickou odolnost.?**%3! ATB
zabudovand do kostniho cementu musi mit Siroké antibakteridlni spektrum (vcetné
grampozitivnich a gramnegativnich kmenti), dostateCnou baktericidni aktivitu, nizkou
miru vzniku rezistence, vysokou rozpustnost ve vodé, vyrazné uvolnovani z kostniho

cementu, musi byt dostupné v praskové formé a také musi byt chemicky a tepelné
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stabilni.!” V praxi se nejéast&ji pouZiva gentamycin, vankomycin, tobramycin, ale také
erythromycin, kolistin nebo klindamycin.?> Eluce ATB z kostniho cementu miZe byt
ovlivnéna raznymi faktory. Patii mezi né typ, pfiprava, povrchové vlastnosti a
pérovitost cementu, a mnozstvi a typ ATB.>> ATB se nejprve nékolik hodin/dnti

uvoltiuji z povrchu, poté diftzi z périi a trhlin kostniho cementu. !*!

Po zavedeni implantdtu jsou koncentrace ATB mnohem vy$$i neZ minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Po par dnech/tydnech koncentrace ATB klesa a bakterie
jsou tak dlouhodobé vystavovany nizs$i koncentraci nez je jejich MIC, coZ muze vést
ke vzniku bakteridlni rezistence.!®?* Rezistence vznikd také pomalym nebo netiplnym
prinikem ATB do biofilmu nebo Spatnou volbou ATB, na kterd dand bakterie neni
citliva.® Dal§fm faktorem muiZe byt to, Ze bakterie v biofilmu jsou v klidovém stavu,
mnozi se velmi pomalu a ATB, kterd plsobi pouze na rostouci bunky, na né
net¢inkuji.** Zddvodu rostouci rezistence jsou potiebné nové slouceniny

s antibakteridlnimi ti¢inky a nizkou ndchylnosti ke vzniku bakteridlni rezistence.!
2.3.1 Gentamycin, tobramycin

Gentamycin a tobramycin fadime mezi aminoglykosidy. Aminoglykosidy patii
mezi nejcastéji pouzivand Sirokospektrd antibiotika. Drtivd vétSina plisobi baktericidné
pfevazné na aerobni gramnegativni bakterie. Aminoglykosidy jsou multifunkéni
hydrofilni cukry, které maji nékolik aminoskupin a hydroxyskupin. Mechanismus jejich
ucinku spocivad v inhibici proteosyntézy. VaZzou se na misto A na 30S podjednotce
ribosomu, tedy misto rozpoznavani kodonu mRNA a antikodonu tRNA. Tyto interakce
ovliviiuji spravné spojovani kodonu s antikodonem, coz muize mit za nasledek tvorbu
nefunkénich proteint.**>3 V kostnim cementu se ¢asto kombinuji s vankomycinem,

protoZe tak plisobi proti §ir§imu spektru bakterif a zvysuji miru eluce.*

Ziskana rezistence bakterii k aminoglykosidim vznikd inaktivaci ATB
specifickymi enzymy. Mezi né patii acetyltransferdazy, fosfotransferizy a
nukleotidyltransferdzy. Navazani enzyml na aminoglykosidy zplisobuje zménu jejich
struktury, a to znemoziuje vazbu aminoglykosidil na cilové misto. Dal§im mén¢ ¢astym
zpisobem vzniku rezistence je mutace 30S podjednotky ribosomu nebo jeji

methylace.®
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2.3.2 Vankomycin

Vankomycin je glykopeptidové antibiotikum, které pusobi baktericidné proti
stafylokoktm, streptokoklim a dal$im grampozitivnim bakteriim. Pouziva se pfi 1écb¢
infekci vyvolanych stafylokoky rezistentnimi na methicilin (MRSA).>” V4Zou se na dvé
koncové aminokyseliny (dva alaniny) pentapeptidového fetézce enzymu, ktery se podili
na biosyntéze bunécné stény (peptidoglykanu). Zabranuji tak navazini pentapeptidu do
fetézce peptidoglykanu a naslednému zesitovani, coZ ma za nasledek naruseni syntézy

bunééné stény a naslednou osmotickou lyzu.34*

Rezistenci bakterii na vankomycin zptsobuje zména dipeptidového zbytku z D-
ala-D-ala na D-ala-D-laktat nebo na D-ala-D-serin, coz ma za nasledek nizs$i afinitu
k ATB.”*° Dalsi moZnosti je zabranéni vstupu ATB pies bunéénou sténu, zesilenim jeji

peptidoglykanové vrstvy.*
2.3.3 Erythromycin

Erythromycin je makrolidova sloucenina, kterd obsahuje mnohoclenny laktonovy

kruh, na ktery jsou pfipojeny jeden nebo vice sacharidi.*!

Makrolidy ptsobi
bakteriostaticky na grampozitivni bakterie, nékteré také na gramnegativni. Inhibuji
proteosyntézu vazbou na 50S podjednotku ribosomu v tésné blizkosti centra
peptidyltransferdzy, kterd ptedstavuje nedilnou soucdst pii vzniku proteinu.
Erythromycin blokuje enzym peptidyltransferdazu, tim zabranuje tvorbé peptidové vazby
a prodlouzZeni peptidového fetézce. To ma za nésledek predCasné oddéleni neuplnych

peptidovych fetézci.*?

Mechanismus rezistence erythromycinu spocivd v modifikaci cilového mista,
vylu¢ovani ATB (effluxu) z bakteridlni bunky a inaktivaci ATB pomoci enzymt.
Modifikace cilového mista je zprostfedkovdna methyldzou, ktera sniZuje afinitu

erythromycinu k cilovému mistu na 50S podjednotce ribosomu.*
234 Kolistin

Kolistin neboli polymyxin E patii mezi cyklické peptidy. Kationtova struktura
kolistinu se vdze na aniontové LPS ve vnéj$i membrin¢ gramnegativnich bakterii. Po

navazani na fosfatové zbytky lipidu A, dochazi k vytésnovani vapniku a hoic¢iku z
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vnéjsi membrany, coZ vede ke zmé&n¢ propustnosti membriny, tniku bunééného obsahu

a nasledné bun&éné smrti.***

Vyhodnou vlastnosti kolistinu je pomaly vyvoj rezistence, kterd souvisi s ipravou
struktury LPS ve vnéj8i membrané gramnegativnich bakterii. Dochdzi ke sniZeni
celkového zdporného naboje LPS, kladné molekuly kolistinu se tak nemohou vézat na

LPS.%»
2.3.5 Klindamycin

Klindamycin patifi do skupiny linkosamidl, které jsou ucinné proti
grampozitivnim bakteriim. Pusobi bakteriostaticky vazbou na 50S podjednotku
ribosomu, kde inhibuje enzym peptidyltransferdzu a zabraiuje tak elongaci peptidového
fetézce. Kromé toho se ma za to, Ze usnadiuje fagocytézu a intracelularni zabijeni

bakterii i pfi koncentraci 1é¢iva nizsi nez MIC.#!46

Rezistence na klindamycin se muze vyvinout ribozomdlni mutaci, kdy se do

centra ribozomdlni RNA navdZou dvé methylové skupiny.’*!
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24 Lipofosfonoxiny

Lipofosfonoxiny (LPPO) jsou neddvno objevené slouCeniny, které vykazuji
antibakteridlni aktivitu. LPPO 1. generace plsobi proti grampozitivnim bakteriim,
véetné¢ multirezistentnich kmentli, mezi které patfi napi. enterokoky rezistentni na
vankomycin nebo Staphylococcus aureus rezistentni na methicilin.>*’*% LPPO 2.
generace jsou U¢inné proti gramnegativnim patogentiim, jako jsou kmeny Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa a Salmonella enteritidis. Mechanismus jejich ucinku
spoc¢iva v destrukci cytoplazmatické membrany, coZ vede k naruSeni buiiky a nisledné

bun&¢né smrti.'*

2.4.1 Obecna struktura LPPO

Obecna struktura LPPO (Obr. 1) se skldad4 se ¢tyf moduld: nukleosidovy (ribosa +
uracil, cytosin, thymin), spojovaci (ethylfosfonova kyselina), hydrofobni (lipofilni

alkylovy fetézec — hexadecyloxypropyl, tetradecyloxyethyl atd.) a poldrni modul

(derivaty pyrrolidinu a piperidinu).>>°
9 Al
e
R3 (I)
R, OH OH

Obr. 1: Obecna struktura LPPO

o)
7N
HO,
N o
||
HO P-0 o
)
OH OH
OCygHs;

Obr. 2: Konkrétni ptiklad LPPO 1. generace (hexadecyloxypropyluridin-5'-yl-2-([3R,
4R])-3,4-dihydroxypyrrolidin-1-N-yl)ethylfosfonat)
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2.4.2 Priiklad syntézy LPPO 1. generace

Vychozi litkou pfi syntéze LPPO 1. generace (Obr. 3) byl komeréné dostupny
dimethylvinylfosfonat, ktery reagoval s 60% (v/v) vodnym pyridinem za vzniku
methylvinylfosfonatu (60 °C; pifes noc). Ten ndasledn¢ reagoval s volnou 5°-
hydroxylovou skupinou nukleosidu, ktery byl v polohdch 27,3 chrdn€ny napft. skupinou
27,3 -isopropylidenu. Tato esterifikace byla provedena pomoci
triissopropylbenzensulfonylchloridu (TPSCl) za katalyzy N-methylimidazolu v
dichlormethanu. Ziskany methylester byl izolovdn chromatografii na sloupci silikagelu
(linedrni gradient ethanolu v chloroformu). Methylova esterova skupina byla odstranéna
reakci s 60% (v/v) vodnym pyridinem (60 °C; pifes noc). Vznikld vinylfosfonova
kyselina byla izolovdna chromatografii na sloupci silikagelu (linedrni gradient smési
ethylacetat : aceton : ethanol : voda; 4:1:1:1) a ndsledné esterifikovdna alkoholem
pomoci TPSCI za katalyzy N-methylimidazolu v dichlormethanu. Vinylfosfonat byl
oddé€len chromatografii na sloupci silikagelu (linedrni gradient ethanolu v chloroformu).
Nésledovala adice sekundarniho aminu na vinylovou skupinu tzv. Michaelova adice,
kterd byla provedena zahiivanim v n-butanolu (105 °C; 4 az 12 hodin). Poté byly
chranici skupiny na nukleosidu odstranény ptsobenim HCI (0,5 mol/I) v methanolu
(pokojova teplota, pfes noc). Kone¢ny produkt byl izolovan chromatografii na sloupci

silikagelu (linedrni gradient smési ethylacetdt : aceton : ethanol : voda; 4:1:1:1).%°

II=I’—O—CH 60% pyridin IE’I)—OH
/o  e0°C /o
? ?
CHs; CHs;
1 2
9
W 5 .
R
' ° © Q " TPscl Q !
HO o) CHs / P-0 o) N-methylimidazol //—F,’-O o
>3 TPSCI OH dichlormethan (.3
N-methylimidazol (ONge) Ry o0.__0O
X dichlormethan X X
3 4 5
n-butanol
105 °C
R R
L 0 methanol T 0
v .
Ry OH OH R, o.__0
7 <

6

Obr. 3: Syntéza LPPO 1. generace
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2.4.3 Priiklad syntézy LPPO 2. generace

LPPO 2. generace (Obr. 4) byly pfipraveny stejnym zpusobem jako LPPO 1.
generace s tim rozdilem, Ze Michaelova adice byla provedena s N-(3-aminopropyl)-
N,N'-bis(tercbutyloxycarbonyl)propan-1,3-diaminem.** Produkt Michaelovy adice byl
ziskan chromatografii na sloupci silikagelu (linedrni gradient ethanolu v chloroformu
(0-10%)). Poté byly chranici skupiny odstranény ptsobenim HCl (0,5 mol/l)
v methanolu (pokojova teplota, 12 hod). Reak¢éni smés byla zakoncentrovédna piiblizné
na polovi¢ni objem na rota¢ni odparce a ptfiddna do vychlazeného ethylacetatu (20 ml).

Ziskany produkt byl filtrovan a susen.>!

Rq=Cq2H2s NH
2
Ry =Cq3Hz7 /J

R1=Cq4Hz9 Y=N
R1= CysHaq KNHZ
R1=CeHas
(0]
fJ\NH
1. PG-Y-H, nBuOH, 105 °C N/go
5 2.0,5 M HCl/MeOH 0
P-0O 0
Y—/_c')
|
R4 OH OH

Obr. 4: Syntéza LPPO 2. generace
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3 Cil prace

Stanoveni toxicity a hemolytické aktivity nové syntetizovanych lipofosfonoxinti
3. a 4. generace, které by mohly byt pouZity jako aditiva do polymethylmetakrylatovych

kostnich cementt jako prevence proti tvorbé bakteridlniho biofilmu.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Biologicky material

Mysi fibroblasty BALB/c (ECACC No. 86110401) byly zakoupeny od ECACC
(The European Collection of Cell Cultures, UK). Lidskd krev byla ziskand od
dobrovolnych dércti na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc. Odbér se
uskuteCnil pii standardnim odbéru krve dobrovolnym darcim. Odbér a zpracovani

vzorku bylo provadéno s povolenim etické komise v souladu s ¢eskou legislativou.

4.2 Chemikalie

Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM), fetdlni bovinni sérum (FBS),
fetdlni teleci sérum (NCS), stabilizovany roztok penicilinu se streptomycinem, trypsin —
EDTA (0,25% roztok), trypanovd modi (0,4% roztok), dimethylsulfoxid (DMSO),
Triton X-100, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) byly
zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (USA). NHjs, ethanol, NaCl, NaHCOs;, KCN,
K;3[Fe(CN)s] byly zakoupeny od firmy Pliva-Lachema (CR).

4.3 Roztoky

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)
10x PBS: NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/1), Na,HPO4 (0,00896 mol/l), KH2PO4
(0,00147 mol/1), pro experimenty byl zadsobni roztok 10krat zfedén.

Roztoky pro stanoveni cytotoxicity:

Zasobni roztok MTT (5 mg/ml; PBS)

Roztoky pro kultivaci bunécné linie Balb/c:

Kultiva¢ni médium: DMEM, penicilin (100 U/1), streptomycin (100 mg/1), FBS (5 %,
v/v), NCS (5 %, v/v)

Bezsérové médium: DMEM, penicilin (100 U/1), streptomycin (100 mg/1)
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Roztoky pro stanoveni hemolytické aktivity:
Fyziologicky roztok: NaCl (150 mmol/l)
Drabkintiv roztok: 1g NaHCOs;, 50mg KCN, 200 mg Kj3[Fe(CN)s] do 1 litru

deionizované vody

4.4  Testované latky

LPPO 3. a 4. generace (V66, V68, ddp050_1, ddp068_1, ddp047_1, ddp024_1, V69),
které byly poskytnuty Ustavem organické chemie a biochemie, Akademie véd CR,

V. V. 1.

4.5  Pristroje

Laminarni box MSC-9 Standard (Jouan, Francie)

Centrifuga BR4-i (Jouan, Francie)

Spectrofotometr Infinite 200 Pro (Tecan, Rakousko)

Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettrich Zentrifugen, Némecko)
Inkubator IG-750 (Jouan, Francie)

Mikroskop CK2-TR (Olympus, Japonsko)

Zatizeni pro ptipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

4.6  Spoti‘ebni material

Kultivaéni lahve, kultivaéni desky (96-jamkové), centrifugacni zkumavky (50 ml), filtry
(Techno Plastic, Biotech, CR)

Plastové zkumavky typu Eppendorf (1,5 ml) (Eppendorf, Némecko)

Automatické pipety a Spicky (Eppendorf, Némecko)

Odbérové zkumavky na krev s KsEDTA (Dialab, CR)

22



4.7 Metody

4.7.1 Stanoveni cytotoxicity

Kultivace mysich fibroblastit Balb/c
Mysi fibroblasty Balc/c byly kultivovdny v kultivaéni lahvi (75 cm?)
v kultivaénim médiu v inkubatoru pii 37 °C, v atmosféie 5% CO> a 95% vlhkosti azZ do

dosazeni monovrstvy. Poté byly pouZzity do experimentt.

Vysev bunék pro experimenty

Pied vysetim byla morfologie bunék v kultivaéni 1dhvi (75 cm?) zkontrolovdna
pod mikroskopem. Poté bylo kultivatni médium z ldhve vylito, buiiky promyty 2krat
sterilnim PBS a pfiddn 1 ml trypsinu na 2-3 minuty, aby doSlo k uvolnéni bunék
z povrchu lahve. Nésledné bylo pfidino 9 ml kultivatniho média a bunky byly
centrifugovany (25 °C, 3 min, 300 g). Supernatant byl vylit a pelet bunék byl
resuspendovan v 5 ml kultivaéniho média. Pro snadnéjsi pocitani bunék byl objem
v centrifugacni zkumavce doplnén kultivacnim médiem do 30 ml a pelet bun€k pomoci
pipety dikladné rozmichan. Z takto pfipravené bunécéné suspenze bylo odebrano 10 pl,
smichdno s 10 pl trypanové modfi, naneseno na Biirkerovu komirku a bunky byly
spoc¢itiny pod mikroskopem. Nasledn¢ byla suspenze nafedéna kultivaénim médiem
tak, aby vyslednd koncentrace byla 2x10° bun&k/ml. Buiiky byly vysety na 96-
jamkovou destiC¢ku tak, Ze do okrajovych jamek bylo napipetovano 200 pl kultiva¢niho
média a do ostatnich jamek bylo naneseno 200 pl bunééné suspenze (Obr. 5). Desticka
s buitkami byla inkubovéna v inkubdtoru pii 37 °C, v atmosféie 5% CO> a 95% vlhkosti

po dobu 24 hod.
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Obr. 5: Schéma vyseti bun€k na 96-jamkovou desticku.

Piiprava a naneseni LPPO

Zasobni roztoky V68, ddp047_1, V69 (0,49-62,5 mg/l) a V66, ddp024_1,
ddp050_1, ddp068_1 (3,9-500 mg/l) byly ptipraveny v DMSO tak, aby vysledna
koncentrace DMSO v médiu byla 0,5 % (v/v).

K 10 pl zasobniho roztoku LPPO ve zkumavce typu eppendorf (1,5 ml) bylo
pfiddno 990 ul média bez séra. Z takto ptipraveného roztoku bylo pipetovano 100 pl na
desticku a pfiddno 100 pl média bez séra. LPPO byly na desticku pipetovany dle
schématu na obr. 6. Kontrolni buiiky byly inkubovédny ve 200 pul média bez séra
s piisluSnym objemem DMSO. Po naneseni LPPO byla desticka inkubovana

v inkubétoru pii 37 °C, v atmosféie 5% CO> a 95% vlhkosti po dobu 24 hod.

m+DSMO | m+DSMO Latky m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO
m+DSMO | m+DSMO m | m+DSMO

nejvyssi koncentrace

Obr. 6: Schéma nanéSeni latek na 96-jamkovou desticku.

nejnizsi koncentrace




Stanoveni cytotoxicity

Pfi studiu cytotoxicity je obvykle stanovovédna hodnota ICso , coZ je koncentrace,
ktera usmrti 50 % testovanych bun¢k. Cytotoxicita byla stanovena pomoci
kolorimetrického MTT testu, ktery je zaloZzen na redukci Zluté tetrazoliové soli MTT na
ve vodé nerozpustné fialové krystalky formazanu. Redukce probihd mitochondridlnimi
dehydrogendzami metabolicky aktivnich bunék. MnoZstvi formazanu je pfimo imérné

poétu Zivych bunék.>?

Provedeni:

Pracovni roztok MTT byl pfipraven smichdnim 1 ml zdsobniho roztoku MTT a
10 ml média bez séra. Obsah 96-jamkové desticky byl odstranén, do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 pl pracovniho roztoku MTT a desticka byla inkubovédna (2 hod,
37 °C, inkubdtor). Poté byl pracovni roztok MTT odstranén, fialové krystalky
formazanu rozpustény pridavkem 200 pl DMSO + NHj3 (1 %, v/v) a po 5 min byla
zm¢étena absorbance pfi 540 nm. V pfipad¢€, Ze naméfend absorbance byla vySsi nez 1,
byl obsah jamek nafedén tak, Ze z kazdé jamky bylo odpipetovdno 40 ul na novou
desticku, pfidano 100 pl DMSO + NHj3 (1 %, v/v) a opét byla zméfena absorbance pii
540 nm.

Vyhodnoceni:

Z namétfenych hodnot absorbanci jednotlivych koncentraci LPPO, blanku a
kontroly byly vypocitany prumeéry, které byly ndsledné dosazeny do vzorce a vypoctena

zivotnost bunék.

<. . A, — 4,
Zivotnost bunék (%) =

———= -100
A — Ap

Ay ... absorbance vzorku (bunky inkubované s LPPO)
Ay ... absorbance blanku (DMSO+NH3)
Ax ... absorbance kontroly (buniky inkubované s DMSO)
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4.7.2  Stanoveni hemolytické aktivity

Izolace erythrocytit 7 periferni krve

Odebrané vzorky krve (6 ml), vZdy od tii dobrovolnych darct, byly z odbérovych
zkumavek obsahujicich K3EDTA pfelity do centrifugaéni zkumavky (50 ml),
promichdny a centrifugovdny (4 °C, 10 min, 1000 RCF). Supernatant (plazma) byl
odebran a pelet krvinek byl 3krat promyvan 15 ml fyziologického roztoku a
centrifugovéan (4 °C, 10 min, 1000 RCF). Zasobni suspenze erytrocytli byla nasledné

pouzita do experimentt.

Piiprava lipofosfonoxinii

Zasobni roztoky V66, ddp024_1, ddp050_1, ddp068_1, V68, ddp047_1 (3,9-
500 mg/l) a V69 (0,49-62,5 mg/l) byly piipraveny v DMSO tak, aby vysledna
koncentrace DMSO byla 0,5 % (v/v).

Piiprava 4% suspenze erythrocytii
Ze zasobni suspenze erythrocytli bylo odebrdno 3,2 ml a smichano se 76,8 ml

fyziologického roztoku.

Hemolytickd aktivita

Hemolytickd aktivita je ur€ovana na zdklad¢ uvolnéného mnoZzstvi hemoglobinu
pfi destrukci erythrocytd. MnoZstvi uvolnéného hemoglobinu bylo stanoveno
Drabkinovou metodou, kterd je zaloZena na oxidaci uvolnéného hemoglobinu kyanidem
draselnym na cyanmethemoglobin, jehoz barevnd intenzita je méfena

spektrofotometricky.>

Provedeni:

K 10 pl z&sobniho roztoku LPPO ve zkumavce typu eppendorf (1,5 ml) bylo
piidano 990 ul fyziologického roztoku. Negativni kontrola byla pfipravena smichanim
fyziologického roztoku s pfisluSnym objemem DMSO. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit Triton X-100 (findlni koncentrace 1%).

250 ul 4% suspenze erythrocyt bylo pipetovano do zkumavek typu eppendorf
(1,5 ml) obsahujicich 250 ul piislusného roztoku (LPPO, pozitivni a negativni
kontroly). Zkumavky byly inkubovany pii 37 °C, po dobu 3 hod. Kazdych 30 minut
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byly zkumavky opatrn¢ promichdny. Po 3 hod inkubaci byly zkumavky centrifugovany
(4 °C, 5Smin, 1000 RCF). Na 96-jamkovou desticku bylo do okrajovych jamek
pipetovéano 40 ul fyziologického roztoku a do ostatnich jamek 40 pl supernatantu dle
schématu na obr. 7. Nésledn¢ bylo do jamek ptiddano 200 pl Drabkinova roztoku a po

10 min byla zmétena absorbance pii 540 nm.

NaCl NaCl NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl
NaCl NaCl
NaCl NaCl
NaCl | negativni pozitivni | NaCl
NaCl | kontrola ! 2 > ! > 6 ! ; kontrola | NaCl
NaCl NaCl
NaCl NaCl
NaCl NaCl NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl
nejnizsi koncentrace nejvyssi koncentrace

Obr. 7: Schéma nanaSeni vzorkl na 96-jamkovou desticku.

Vyhodnoceni:

Z naméfenych hodnot absorbanci jednotlivych koncentraci LPPO, blanku,
negativni a pozitivni kontroly byly vypocitidny praméry, které byly ndsledn¢ dosazeny

do vzorce a vypocten index hemolyzy.

A, —A
Index hemolyzy (%) = ———

———-100
Apg — Ap

Ay ... absorbance vzorku (erythrocyty inkubované s LPPO)
Ay ... absorbance blanku (fyziologicky roztok)

Apx ... absorbance pozitivni kontroly (erythrocyty inkubované s 1% Tritonem X-100)
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4.7.3  Statistické vyhodnoceni

Experimenty zamétfené na stanoveni cytotoxicity byly provedeny v Sestipletech ve
ttech nezavislych opakovénich. Experimenty zaméfené na vyhodnoceni hemolytické
aktivity byly provedeny v tripletech ve tfech nezavislych opakovanich. Vysledky jsou

vyjadieny jako pramér + SD.

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu MS Excel 2000
(Microsoft, USA) pomoci 7-testu.
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5 Vysledky

Nisledujici kapitola shrnuje vysledky cytotoxicity a hemolytické aktivity 3. a 4.

generace lipofosfonoxind.

5.1 Studium cytotoxicity LPPO

Cytotoxicita LPPO V68, ddp047_1, V69 (0,49-62,5 mg/l) a V66, ddp024_1,
ddp050_1, ddp068_1 (3,9-500 mg/l) byla stanovena MTT testem na bunécné linii
myS$ich fibroblastti Balb/c po 24 hod inkubaci.

Vv

u kterych byla zaznamendna hodnota ICso vy$$i nezZ 100 mg/l. VySsi cytotoxicitu
vykazovaly latky V66 a ddp050_1 (Graf 3 a 4), u kterych se hodnota ICsp pohybovala
kolem 50 mg/l. NejvySs$i cytotoxicita byla zjiSténa u latek ddp047_1 (Graf 5)
s hodnotou ICso kolem 20 mg/l, a V68 a V69 (Graf 6 a 7), u kterych byla zjiSténa
hodnota ICso dokonce niz$i nez 10 mg/l. Pfesné hodnoty 1Cso £ SD (mg/1) jsou uvedeny

v tabulce 1.
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Graf 1: Vliv ddp024_1 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastii Balb/c. Hodnoty
jsou prumérem + SD ze tfi méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou

signifikantni na hladin€ 0,05; ** na hladiné 0,01.
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Graf 2: Vliv ddp068_1 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastii Balb/c. Hodnoty
jsou prumérem + SD ze tfi méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou

signifikantni na hladin€ 0,05; ** na hladiné 0,01.
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Graf 3: Vliv V66 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastli Balb/c. Hodnoty jsou

prumérem + SD ze ti{ méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou signifikantni na
hladin¢ 0,05; ** na hladin¢ 0,01.
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Graf 4: Vliv ddp050_1 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastii Balb/c. Hodnoty

jsou prumérem + SD ze tii méfeni provedenych v hexapletu. ** hodnoty jsou
signifikantni na hladin¢ 0,01.
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Graf 5: Vliv ddp047_1 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastii Balb/c. Hodnoty

jsou prumérem + SD ze tifi méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou
signifikantni na hladin€ 0,05; ** na hlading 0,01.
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Graf 6: Vliv V68 na Zivotnost bunécné linie mySich fibroblastli Balb/c. Hodnoty jsou

primérem + SD ze tff méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou signifikantni na
hladin€ 0,05; ** na hladin¢ 0,01.
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Graf 7: Vliv V69 na Zivotnost bunécéné linie mySich fibroblastli Balb/c. Hodnoty jsou

prumérem + SD ze ti{ méfeni provedenych v hexapletu. * hodnoty jsou signifikantni na
hladin¢ 0,05; ** na hladin¢ 0,01.
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5.2 Studium hemolytické aktivity

Hemolytickd aktivita LPPO ddp024_1, ddp047_1, ddp050_1, ddp068_1, V68,
V66 (3,9-500 mg/l) a V69 (0,49-62,5 mg/l) byla stanovena Drabkinovou metodou na
lidskych erythrocytech po 24 hod inkubaci.

Latky ddp024_1, ddp068_1, V66 a ddp050_1 (Graf 8, 9, 10 a 11) nevykazovaly
hemolytickou aktivitu aZ do nejvyssi testované koncentrace 500 mg/l. U latek ddp047_1
a V68 (Graf 12 a 13) byla stanovena hodnota HCso nad 100 mg/1. NejvySsi hemolytickd
aktivita byla pozorovdna u liatky V69 (Graf 14), u které byla stanovena hodnota
HCso 18,3 mg/l. Hodnoty HCso = SD (mg/1) jsou uvedeny v tabulce 1.
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Graf 8: Vliv ddp024_1 na hemolyzu erythrocytti. Hodnoty jsou primérem + SD ze ti{
meéfeni provedenych v tripletu. * hodnoty jsou signifikantni na hladin¢ 0,05; ** na

hladiné 0,01.
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Graf 9: Vliv ddp068_1 na hemolyzu erythrocytii. Hodnoty jsou primérem + SD ze ti{
meéfeni provedenych v tripletu. * hodnoty jsou signifikantni na hladiné 0,05; ** na
hladiné 0,01.

120
100
80

60

hemolyza (%)

40

* %

20

* * % * %k ok

0 aEn aln nilin . [ ] [ | [ | [
0 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50 125 250 500
koncentrace (mg/l)

Graf 10: Vliv V66 na hemolyzu erythrocytli. Hodnoty jsou primérem + SD ze tif

meéfeni provedenych v tripletu. * hodnoty jsou signifikantni na hladiné 0,05; ** na
hladin¢ 0,01.
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Graf 11: Vliv ddp050_1 na hemolyzu erythrocyti. Hodnoty jsou primérem + SD ze tf{

méfeni provedenych v tripletu. ** hodnoty jsou signifikantni na hlading 0,01.
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Graf 12: Vliv ddp047_1 na hemolyzu erythrocyti. Hodnoty jsou primérem + SD ze tf{

meéfeni provedenych v tripletu. ** hodnoty jsou signifikantni na hlading 0,01.
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Graf 13: Vliv V68 na hemolyzu erythrocytii. Hodnoty jsou primérem + SD ze tii

meéfeni provedenych v tripletu. * hodnoty jsou signifikantni na hladiné 0,05; ** na
hladiné 0,01.
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Graf 14: Vliv V69 na hemolyzu erythrocyti. Hodnoty jsou primérem + SD ze i

meéfeni provedenych v tripletu. ** hodnoty jsou signifikantni na hlading 0,01.
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Tab. 1 Hodnoty ICso stanovené na bunécné linii Balb/c a HCso stanovené na lidskych

erythrocytech po 24 hod inkubaci.

LPPO ICs0 = SD (mg/l) HCs3o + SD (mg/l)
ddp024_1 188,3 47,0 > 500
ddp068_1 100,1 % 23,6 > 500
V66 65,2 £6,0 > 500
ddp050_1 46,5 + 6,3 > 500
ddp047_1 21,7£0.8 126,0 + 12,5
V68 39+ 1,0 164,725
V69 6,3+0,8 18304
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6 Diskuze

Muskuloskeletdlni infekce kloubnich ndhrad je naro¢nou komplikaci nejen pro
ortopedy, ale zejména pro samotné pacienty, protoze muze vést az k odstranéni
implantatu. I pfes zavadéni piisnych preventivnich opatfeni neni mozné infekce
kloubnich ndhrad zcela eliminovat. V poslednich letech se tomuto tématu vénuje stile
vice pozornosti a to jak v oblasti vyzkumu, tak v klinické praxi. Pokroky a inovace
v této oblasti viak nejsou pfili§ rychlé.>*

Zékladem prevence a 1éCby zavaznych infekci pifi ortopedickych zranénich je
lokdlni aplikace antibiotik. Cilem této strategie je zvySit mistni koncentraci antibiotik
v misté poranéni bez systémového piisobeni, coZ vyznamné snizuje riziko toxicity. Ve
studiich na zvitatech, ale také v klinickych studiich bylo prokédzéano potlaceni infekce po
aplikaci antibiotik v kombinaci s kostnim cementem do rany s prokdzanou infekci nebo
s rizikem ndkazy.> K zajiténi vysokych lokdlnich koncentraci v misté poranéni se
pouzivaji riznd antibiotika, kterd musi splnovat celou fadu pozadavki jako Siroké
antibakteridlni spektrum, vhodnd forma pro zabudovéni do kostnitho cementu a termo-
stabilita.’’ 'V soucasné dobé& se nejcast&ji pouZivaji aminoglykosidy (tobramycin a
gentamicin) v kombinaci s glykopeptidy (vankomycinem), protoZze spliuji poZadovana
kritéria. AvSak zrychlujici se vznik bakteridlni rezistence viuc¢i sou¢asnym antibiotikiim
vede k naléhavé potiebé vyvoje novych ucinnych antimikrobidlnich sloucenin.
Alternativni vybér antibiotik k béZné pouzivanym aminoglykosidim a glykopeptidim
muze pomoci prizpusobit 1écbu specifickych patogenti a snizit riziko vzniku

rezistentnich kment.>?

V tomto ohledu jsou potencidlné¢ vhodnou skupinou latek
neddvno objevené lipofosfonoxiny (LPPO), které vykazuji antibakteridlni aktivitu vici
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim vcetné¢ multirezistentnich kment. LPPO
jsou navic snadno pfipravitelné a modularita jejich struktury umoziiuje dal$i dpravy a
tim optimalizaci biologickych vlastnosti.*’

Cilem bakalafské prace bylo studium cytotoxicity LPPO 3. a 4. generace na
bunécné linii mySich fibroblasti Balb/c a hemolytické aktivity na lidskych
erythrocytech. Z namétenych vysledki je zfejmé, Ze cytotoxicita koreluje
s hemolytickou aktivitou (viz. Tabulka 1). LPPO (ddp047_1, V68 a V69), u kterych
byla zjiSténa vysokd cytotoxicita (ICso 6,3-21,7 mg/l), vykazovaly také vyssi
hemolytickou aktivitu (HCso 18,3-126 mg/l). Naopak, u LPPO (ddp024_1, ddp068_1,
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V66 a ddp050_1), u kterych byla stanovena nizsi cytotoxicita (ICso 46,5-188 mg/l),
nebyla zaznamendna hemolytickd aktivita do nejvySsi testované koncentrace 500 mg/l.
Ziskané vysledky jsou unikétni, protoze LPPO jsou nov¢ piipravené a uvedené
biologické vlastnosti dosud nebyly studovany. Nicméné Seydlova a kol. publikovali
cytotoxicitu LPPO 2. generace stanovenou na lidskych fibroblastech (ICsp 29,1-
30,7 mg/l), epitelidlni bun&cné linii RPE-1 (ICso 34,8-43,0 mg/l) a lidské hepatomové
linii HepG2 (ICso 33,2-40,3 mg/1).** Podle t&chto vysledki LPPO 2. generace vykazuiji
vys§i cytotoxicitu nez LPPO 3. a 4. generace testované v této bakaldiské praci
(ddp024_1, ddp068_1, V66 a ddp050_1). RovnéZ hemolytickd aktivita stanovend
stejnymi autory pro LPPO 2. generace s hodnotami HCso v rozmezi 16-30 mg/l je
vy$si¥ ve srovndni hemolytickou aktivitou LPPO 3. a 4. generace (ddp024_1,
ddp068_1, V66 a ddp050_1), u kterych byla hodnota HCso vyssi nez 500 mg/I.

Ze ziskanych vysledkl této prace vyplyva, Ze nékteré LPPO 3. a 4. generace
(ddp047_1, V68 a V69) vykazuji stejnou cytotoxicitu a hemolytickou aktivitu jako
LPPO 2. generace, ale jsou mezi nimi slouceniny (ddp024_1, ddp068_1, V66 a
ddp050_1), které jsou méné cytotoxické a maji niz§i hemolytickou aktivitu. Pokud se
potvrdi i jejich antibakteridlni ucinek, pfedstavuji tyto liatky vhodné kandidéity pro

pouziti v klinické praxi naptiklad pii 1écbé muskuloskeletdlni infekci kloubnich néhrad.
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7 Zavér

Bakaléatskd prace se zabyvala stanovenim cytotoxicity a hemolytické aktivity noveé

syntetizovanych LPPO 3. a 4. generace.

- Byla otestovdna cytotoxicita na buné¢né linii mysich fibroblastii Balb/c pomoci
MTT testu. Ziskané hodnoty ICso u latek ddp024_1, ddp068_1, ddp050_1 a V66

jsou srovnatelné nebo vyssi v porovnani s LPPO ptedchozich generaci.

- Byla otestovdana hemolytickd aktivita na lidskych erythrocytech izolovanych
z periferni krve dobrovolnych darci za pouziti Drabkinovy metody. Ziskané
hodnoty HCso u latek ddp024_1, ddp068_1, ddp050_1 a V66 jsou vySsi

v porovnani s LPPO ptedchozich generaci.

Na zdklad¢ ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze LPPO ddp024_1, ddp068_1,
ddp050_1 a V66 jsou méné toxické a maji niz8§i hemolytickou aktivitu nez LPPO
predchozich generaci, a v ptipad¢, Ze se prokdze jejich antibakteridlni aktivita, jsou
slibnymi kandidaty pro vyuZiti v prevenci proti tvorbé bakteridlniho biofilmu a k 1€¢bé
infekei kloubnich néhrad. Dalsi studium testovanych LPPO bude pokracovat zejména

s ohledem na jejich uc¢innost a bezpecnost pii praktickém pouZiti.
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