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Cile prace

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovani literdrni reSerSe na téma
diplomové prace, tedy sepsani obecnych informaci tykajicich se vyvoje 1éCiv,

vysokokapacitniho screeningu a testovani cytotoxicity.

Hlavnim cilem praktické ¢asti této prace, jak vyplyva z jejiho nazvu, bylo testovani
cytotoxicity  novych  potencidln¢  bioaktivnich  slou¢enin v podminkach

vysokokapacitniho screeningu. To zahrnovalo ne€kolik dil¢ich cili:

1) ptiprava testovanych latek na analyzu,

2) testovani cytotoxicity, zpracovani naméfenych dat, vypocet 1C50, rozdéleni
testovanych latek podle jejich cytotoxické aktivity a analyza naméfenych
vysledkii,

3) implementace nového testu na stanoveni cytotoxickych ucinkd latek, ktery je

zaloZen na méteni produkce ATP.



1 UVOD

Vyvoj 1éCiv je dlouhy a slozity proces, ktery zahrnuje nejmodernéj$i multidisciplindrni
pristupy. Do procesu vyvoje léCiv je zapojeno mnoho riiznorodych piirodovédnych
obort, at’ uz se jedna o 1ékaiskou chemii, biochemii, molekularni biologii ¢i genomiku
(Guido et al., 2011). Krom¢ slozitosti procesu vyvoje je navic cely proces velmi
nakladny. Odhaduje se, ze vyvoj jednoho nového 1é¢iva, od zacatku vyvoje az po jeho
uvedeni na trh, stoji pfiblizné 1,4 miliardy USD (Lombardino a Lowe, 2004).

I ptes vysoké naklady je vSak vyvoj novych IéCiv beze sporu nezbytnym procesem.
V soucasn¢ dob¢ stale existuje spousta nemoci, k jejichz 1é€bé neni zndma zadna
medikace a pacienti s témito chorobami jsou odkazani pouze na lécbu podpirnou
a symptomatickou. Z toho divodu je nutné se vyvojem 1é¢iv intenzivné zabyvat, jelikoz
vyvoj Iéku na tyto nemoci mé potencial zachranit velké mnozstvi lidskych zivotii, nebo

alespon zéasadné zlepSit kvalitu zivota pacientd.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vyvoj léciv

Jedna se o velmi komplexni proces, ktery vyzaduje spolupraci mnoha riiznych
védeckych obort. V soucasné dobé je nastésti zndmo mnozstvi 1éCiv, diky nimz je
zajiSténa péce o pacienty trpici mnoha chorobami, at’ uz se jedna o bakteridlni,
parazitarni a virové infekce, artritidu, astma, osteoporézu, kardiovaskularni
onemocnéni, cukrovku nebo tfeba o psychiatrickd onemocnéni. I kdyZ mnohdy neni
mozné pacienty pln¢ vylécit, diky dostupnym I€klim je alesponi zajiSténa vySsi kvalita

jejich zivota (Eder a Herrling, 2016).

2.1.1 Historie vyvoje

Zaklad modernich védeckych experimentl polozil jiz v roce 1267 Roger Bacon, ktery
popsal neustéle se opakujici cyklus, ktery je slozen z pozorovani, nasledného vysloveni
hypotézy, provedeni experimentu a jeho nezavislého ovéteni (Trist, 2011). Jako pocatek
moderniho vyvoje 1€¢iv se udavd konec devatenactého stoleti, kdy ptisobili Claude
Bernard, Louise Pasteur, Robert Koch, Paul Ehrlich ¢i Joseph Lister. Zaroveii v tomto
obdobi zacalo dochazet k rychlému pokroku v oblasti organické chemie. V minulém
stoleti doSlo k objeviim mnoha 1éCiv, kterd vyznamné ovlivnila lékarskou praxi. VétSina
Z nich vsak byla zalozena na etnobotanickych znalostech a mnohdy byla k objeviim
nutnd velka davka Stésti. Mezi 1éCiva, ktera byla béhem tohoto obdobi objevena, fadime
napiiklad penicilin, aspirin nebo steroidni hormony, pficemz vSechny z nich jsou

do dnesni doby stale hojné vyuzivany (Eder a Herrling, 2016).

2.1.2 Moderni vyvoj 1é¢iv

S ptichodem modernich metod molekularni biologie a s novymi poznatky o lidském
genomu se vyvoj lé¢iv do znacné miry zménil. Diky témto znalostem je produkovéano
stale vétsi mnozstvi latek, které by se mohly stat potencidlnimi 1é¢ivy. AvSak i kdyz je
testovano stale vice latek, pocet té€ch, které by uspély a byly uvedeny na trh, je ¢im dal
tim mens$i. Naopak ale za poslednich nckolik desetileti rostou ndklady na vyvoj,

za kazdych deset let se naklady pfiblizné zdvojnasobi (Matthews et al., 2016).
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V minulosti byl vyvoj lé¢iv zaloZzen na chemocentrickém pfistupu, kdy vyvoj novych
lé¢iv probihal bez znalosti cile, viac¢i kterému lé¢iva plsobila, a bez znalosti
mechanismu U¢inku potencidlnich 1éCiv. V souCasné dobé je vyvoj léCiv zalozen
na piistupu, ktery klade diiraz na cil, vii¢i kterému je pozadovano plsobeni daného
léciva. Tato zména piistupu $la ruku v ruce s vyvojem ve farmaceutickém primyslu
(zejména vyvoj in vitro testt, vyvoj vysokokapacitniho screeningu- HTS,
fragmentovaného screeningu- FBS, krystalografie; Eder a Herrling, 2016).

Pfi vyuziti in vitro testll (zejména HTS) pro detekci novych potencialné aktivnich
slou¢enin jsou pomoci téchto testli typicky identifikovany stovky nebo tisice ,,hitd",
které jsou vybrany pro dalsi analyzu. V zavislosti na sloZitosti pouzitého testu muze
mnoho sloucenin reagovat (inhibovat nebo interferovat) s jinymi slozkami testu a ne
jenom s pozadovanym proteinem. Tim dochazi ke zvySovani poctu falesné pozitivnich
vysledkil, coZz ma za nasledek nutnost zvySeni kontroly kvality a piesnosti in vitro testt
tak, aby byl minimalizovan pocet falesnych vysledki a aby byla snizena chybovost HTS
(Guido et al., 2011).

2.1.3 Kroky vyvoje novych 1é¢iv

Soucasny vyvoj novych 1éCiv je =zaloZzen jak na empirickém pfistupu, tak
na deduktivnim uvazovani (Trist, 2011). Vyroba nového léCivého piipravku trva
v pruméru 12 let, z nichz témét polovina je v€novana in vitro studiim (Jaroch et al.,
2018). Jedna se o komplikovany proces, ktery 1ze rozd€lit na ¢tyii po sobé jdouci kroky:
objev nového potencialniho 1éCiva, preklinické testovani, klinické testovani a schvaleni
regula¢nimi organy (Obr. 1).

Na zacatku vyvoje nového Ié¢iva je tfeba vybrat cil, na ktery by novy 1ék m¢él
pusobit. Poté je stanovena metodika, pomoci které budou testovany reakce cile
S testovanymi slou¢eninami. Témito testy jsou ziskany ,hity*, ze kterych jsou vybrani
potencialni kandidati na nova 1é€iva. Cely proces probiha do tohoto okamziku pouze
in vitro, pticemz tato prvni faze trva zhruba 3-5 let. VéEtSina testovanych latek v prvni
fazi vSak bohuzel selhdva.

Poté ptechazi vybrani kandidati do druhé faze (do preklinickych testit), ktera trva 1-2
roky. V této fazi jsou kromé in vitro testli zapojeny i testy in vivo (zejména testy
na zvifecich modelech). Dochazi k testovani toxicity a nékterych dalSich vlastnosti
vybranych kandidatti (Matthews et al., 2016). Mezi tyto vlastnosti patfi ADME, coz

je zkratka popisujici absorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci latky. Zejména
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se testuje schopnost kandidata projit stfevni sténou, schopnost jeho pohybu mezi
jednotlivymi  bunéénymi kompartmenty, metabolismus kandidata a nasledné
mechanismus jeho vylu¢ovani (Doogue a Polasek, 2013). Latky, které v této fazi uspéji,
postupu;ji do faze klinického testovani (Matthews et al., 2016).

Klinické testy maji tfi faze- I, 11 a 1. Ve fazi I jsou vybrané latky poprvé podany
Clovéku (,.first time in human“- FTIH). Tato cast klinického testovani klade diraz
zejména na bezpeCnost podavanych latek. Jakmile jsou ziskdny pozadované udaje
0 bezpecnosti, kandidati postupuji do faze II, kdy latku dostane urcita populace
pacientii. V této fazi ma byt definitivné potvrzena bezpecnost a klade se diiraz na
prokéazani Gc¢innosti. Pokud jsou data ziskana z fize II uspokojiva, je umoZnén postup
kandidata do faze III. V této fazi je jiz latkou 1é€en vyznamny pocet pacientil a jejim
cilem je potvrzeni dfive ziskanych dat (Trist, 2011). Faze klinického testovani je
nejdelsi a maze trvat 6-7 let.

Pokud jsou data ziskana v klinickych testech uspokojiva, je podana zadost
0 schvaleni 1é¢iva regulacnimi organy. Proces schvalovani trva obvykle 1-2 roky a poté
miuze byt 1é¢ivo uvedeno na trh (Matthews et al., 2016). Regula¢nimi organy, které
schvaluji uvedeni 1é¢iva na trh, jsou Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) nebo
Evropska agentura pro lécivé ptipravky (EMA). Ani po uvedeni na trh vSak kontrola
léciva nepiestava, bezpecnost a i€innost lé¢iva je kontrolovana priabézné po celou dobu,

kdy se 1é¢ivo vyskytuje na trhu (Duelen et al., 2019).

Objev léciva Preklinické testy Klinické testy Schvalovani
5000 - 10000 250 S o
. o] . 1 1é¢ivo
sloucenin sloucenin sloucenin
| II I
3-5 let 1-2 roky 6-7 let 1-2 roky

Obr. 1: Faze vyvoje 1é¢iva (upraveno podle Matthews et al., 2016).
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Celym procesem vyvoje léCiv projde jen malé mnozstvi latek. Udava se, ze z 5000-
10000 sloucenin v prvni fazi vyvoje se do preklinickych testi dostane ptiblizné
250 sloucenin. Z nich je do klinického testovani vybrano zhruba 5 sloucenin a z téchto
latek nakonec uspéje jen 1, ktera je uvedena na trh (Matthews et al., 2016). Jednim
z dtivodu je, ze regulaéni Gfady vyzaduji vyrazné vyssi ucinnost, nez jaka je u latek,
které jsou jiz na trhu (Trist, 2011). Jelikoz vétSina latek selze jiz v prvni nebo druhé fazi
vyvoje, je jednim ze zakladi uspéchu mit dostate¢né znalosti o biologické podstaté
choroby, vii¢i které je hledano 1écivo. Diky tomu je poté mozné urc¢it vhodny cil 1é€iva.
Dal$im podstatnym piedpokladem k uspéchu je dostupnost kvalitnich preklinickych
testl, které musi byt dostatecné citlivé a spolehlivé a které umoziuji ovéfeni

bezpecnosti testovanych latek (Matthews et al., 2016).

2.1.4 Formy testii ve vyvoji 1é¢iv
2.1.4.1 Testy vyuzivajici bunécné kultury

Po mnoho let jsou buné¢né kultury jednim z nejdalezitéjSich zdroji informaci o novych
kandidatech na IéCiva. K testovani vlivu latek na bunécné linie jsou obvykle pouzivany
klasické (2D) buné¢né kultury. Vyuziti buné¢nych kultur na in vitro testovani pisobeni
sledovanych latek na konkrétni organ je velmi vhodné, jelikoZ mohou byt pouzity
bunééné kultury odvozené ptimo z daného orgénu. Nevyhodou téchto metod je jejich
nedostateCna slozitost, jelikoz dostatecné neimituji prostfedi v pavodni tkani
(Jaroch et al., 2018). Na druhou stranu je vSak jejich pouzivani snadné a pohodiné.
Velkou vyhodou je, ze je lze snadno vyuzit pii miniaturizovanych testech a tudiz
piizpisobit do HTS podminek. Z toho divodu je jejich pouzivani stale velmi rozsifené
(Schneider, 2018).

I ptesto je vSak snaha o neustdlé zdokonalovani bunéénych modelu tak, aby se jejich
vlastnosti co nejvice ptiblizily vlastnostem plvodni tkan€. Proto jsou kromé 2D kultur
vytvateny 3D kultury, které v soucasné dobé nejlépe napodobuji interakce mezi
bunikami (Duelen et al., 2019). Pii provadénych testech je ve 2D kulturach dostupnost
testované slouceniny pro kazdou buiiku stejna. Oproti tomu u 3D kultur pisobi
testovana sloucenina pouze na okrajové vrstvy bunék. Kromé toho u 3D kultur dochazi
Kk expresi proteint tak, jako se oekava u puvodnich tkani. 3D kultury maji vSak také
své nevyhody. Jelikoz neumoziuji proniknuti chromoforii a fluorofori do wvnitinich

vrstev, dochazi k tvorbé falesnych vysledkii. V neposledni fad¢ je nevyhodou i finanéni
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stranka. Naklady na zafizeni a kultivaci takovych kultur jsou totiz velmi vysoké
(Jaroch et al., 2018).

Ani vyuziti 3D modelli vSak neni ve vSech situacich idedlni. Spole¢nym problémem
2D i 3D kultur je, Ze jsou tvofeny pouze jednou linii bun€k, coz neodpovida situaci
v organismu (Jaroch et al., 2018). Proto jsou vytvatreny ,kokultury*. Jedna se o kultury,
ve kterych je v jedné jamce béhem experimentu ptitomno vice typi bunek (vice linif).
To ssebou nese zna¢né vyhody. Hlavni vyhodou takovych kultur je, Ze se mohou
snadno navzajem ovliviiovat. K ovlivnéni miize dochazet bud’ pfimym kontaktem,
nebo nepiimo prostfednictvim mediatoru, které vylucuji do média. Tim je jesté o néco
Iépe napodoben stav v piivodnim organismu (Paschos et al., 2015). Nevyhodou takovy
kultur je vSak nutnost vlastnit specialni zatizeni pro kokultivaci, ktera jsou velmi draha
a techniky kultivace takovych linii jsou komplikované. Proto pouziti kokultur neni ptili§

vhodné pro podminky HTS (Jaroch et al., 2018).

2.1.4.2 Testy vyuzivajici laboratorni zvirata

Veskeré preklinické studie novych 1€¢iv vyzaduji testovani na zvifecich modelech. Jsou
poslednim stupném v sérii mnoha preklinickych testii a pfimo piedchazi klinickym
studiim (Jaroch et al., 2018). Vyuzivani laboratornich zvifat vSak vyvolava spoustu
otazek, zejména etickych, jelikoz nékteré testy mohou zvifatim zplsobovat bolest
a utrpeni (Xia et al., 2008). Z toho divodu byla snaha o nastaveni pravidel pro praci
s laboratornimi zvitaty. V roce 1959 Russell a Burch definovali pravidlo 3R, které
se stalo zékladem soucasnych etickych principi pro humanni praci se zvitaty
(Jaroch et al., 2018). Toto pravidlo zahrnuje 3 body: ,replace*- nahradit, ,reduce*-
snizit pocet a ,refine- zjemnit. ,,Replace®, tedy nahradit, znamend, Ze ma byt neustala
snaha nahradit testy na zvifatech in vitro metodami a to vSude tam, kde je to mozné.
»Reduce®, tedy snizit, znamend, Zze ma byt snaha zmenSit pocet testovanych zvifat
pouze na nejnutnéj$i mnozstvi. ,Refine®, tedy zjemnit, znamend, Ze ma byt snaha
o nejvice eliminovat stres a bolest zvifete a to nejen béhem testi, ale béhem celé doby
chovani zvifete (Richmond, 2002). V roce 2005 bylo k pravidlu 3R pfiddno jesté
»rehabilitation® a pravidlo je proto vsoucasné dob& nc¢kdy uvadéno jako 4R
(Pereira a Tettamanti, 2005).

Testovani na zvifecich modelech s sebou nese velkou spoustu vyhod, které souvisi
zejména s jejich podobnosti s ¢lovékem. Dalsi velkou vyhodou je, Ze pti aplikaci

testovanych latek na zvifeci modely lze ptimo sledovat distribuci 1éku v daném zvifeti
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a naslednou reakci 1é¢iva na pozadovany cil. Tim je mozno potvrdit a kvantifikovat

ptimy tc¢inek 1éku na organismus (Rudin a Weissleder, 2003).

2.1.4.3 Virtualni studie

Vypocetni technika se stile vice zacind prosazovat ve vSech odvétvich vyzkumu.
V poslednich letech byla vykonna technika a ziskané nové poznatky transformovany
do metod, které mély velky dopad na moderni vyvoj 1é¢iv. V soucasné dob¢ existuji dva
hlavni ptistupy k virtudlnim studiim. Prvnim pfistupem je strukturni virtualni screening
(structure-based virtual screening- SBVS). Tento screening se opira o znalost 3D
struktur cilovych proteini. Na zaklad¢ této znalosti je mozné vybrat slouc¢eniny podle
jejich komplementarity s vazebnym mistem. Druhym pfistupem je virtualni screening
zalozeny na ligandu (ligand-based virtual screening- LBVS). Pfi tomto screeningu
nejsou potiebné zaddné informace o proteinu, ale k vyhleddvani v databazi novych
molekul se pouzivaji slouceniny, o kterych je zndmo, Ze se vazi na protein se stejnou
biologickou aktivitou. Velmi vyhodné je propojeni virtualniho screeningu a HTS.
Virtudlni screening lze totiz pouzit na vybér predpoklddanych vhodnych kandidata,
¢imz se snizi pocet latek, které je tieba fyzicky otestovat pomoci HTS (Guido et al.,

2011).

2.1.5 Zdroje novych potencidlnich 1é¢iv

Dostatek dobrych zdrojii potencialnich latek je zasadni podminkou pro vyvoj novych
l1éciv. Zdroje 1é¢iv je mozné obecné¢ rozdélit do tfi hlavnich skupin: ptirodni latky,

analogy znamych latek anebo jiz znama a jinde pouzivana 1é¢iva (Obr. 2).

zdroje novych potencialnich lé¢iv

TR, analogy jiZ pouzivana
znamych latek 1é¢iva
A4
| primé | | strukturni | | funkéni

Obr. 2: Prehled zdroj novych potencialnich 1éciv.
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2.1.5.1 Prirodni latky

Ptirodni produkty jsou historicky hlavnim zdrojem novych chemickych latek. Po staleti
byl vyvoj 1é¢iv na zékladé prirodnich produkti oblasti velkého zdjmu jak ze stran
I¢kaiskych a védeckych komunit, tak 1 ze strany farmaceutického pramyslu.
Rozmanitost ptirodnich latek totiz poskytuje témef neomezeny zdroj novych kandidatt
na léCiva (Amirkia a Heinrich, 2015). Spole¢né¢ se svymi derivaty tvoii piirodni
produkty v soucasnosti témé 30 % dostupnych nizkomolekularnich 1é¢iv. Jednim
Z hlavnich cild pfi snaze objevit nova léc¢iva zaloZzend na prirodnich produktech,
je identifikace a vybér konkrétnich slou¢enin zodpovédnych za pozadovanou vlastnost.
Obecné plati, ze jakmile byl identifikovan vzorek se slibnou biologickou aktivitou,
provedou se dalsi biologické testy, aby se izolovaly aktivni slozky. Izolace aktivnich
slozek je moZné dosdhnout diky velkym pokrokim v extrakci, purifikaci
a v analytickych a spektroskopickych technikach (Guido et al., 2011).

Piikladem tspésného vyvoje 1éku z piirodnich produkti je objev paclitaxelu
protinadorovych 1é¢iv, jehoz mechanismem plsobeni je stabilizace mikrotubuli
(Obr. 3). Pouziva se k 1é¢bé rakoviny prsu, vaje¢nikii a nemalobuné¢nych karcinomi
plic (Kingston, 2007). Tento i dalsi objevy naznacuji, Ze vyuzivani pfirodnich produktd
k identifikaci kvalitnich potencialnich aktivnich latek bude 1 nadale dtlezitou soucasti

vyvoje novych lé¢iv (Guido et al., 2011).

profaze

pozdni mitoza

0,1% DMSO

30 nM Taxol

Obr. 3: Vliv Taxolu na stabilizaci mikrotubult (upraveno podle Leung a Cassimeris, 2019).
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2.1.5.2 Analogy znamych latek

DalSim zdrojem novych potencidln¢ aktivnich latek je tvorba analogii z jiz zndmych
sloucenin. Analogy jsou takové molekuly, které jsou strukturné nebo farmakologicky
podobné s ptivodni slouceninou. Nové vytvofené analogy jsou rozdéleny do ti skupin
na zadkladé typu analogie: piimé analogy (molekuly vykazujici chemické
a farmakologické podobnosti), strukturni analogy (molekuly vykazujici strukturni
podobnosti) a funk¢éni analogy (chemicky odlisné molekuly vykazujici podobné
farmakologické vlastnosti).

Do prvni kategorie spadaji latky, které jsou vylepSenymi verzemi komercéné
dostupnych 1é¢iv. Tyto typy analogi maji lepsi farmakologické a farmakodynamické
vlastnosti a do této skupiny spadaji napiiklad inhibitory HMG-CoA reduktasy. Druhou
kategorii jsou strukturni analogy. Do této kategorie jsou fazeny slouCeniny, které byly
pfi vyvoji navrzené jako strukturni analogy ptivodniho leku, ale které ziskaly novou
biologickou aktivitu. Jako zastupce takovych latek muize byt uveden naptiklad
sildenafil. Posledni kategorie je popisovana jako funk¢ni analogy. Do této kategorie
spadaji molekuly, které sice nemaji zadnou strukturni podobnost, ale u kterych byla
pozorovana podobna funkce (Wermuth, 2006). V soucasné dobé¢ je navrhovani analogi
zna¢né podpofeno in silico technikami, jelikoz aplikace pocitacové techniky zna¢né
usnadnila hledani analogti a souvislosti mezi strukturou a aktivitou latek (Guido et al.,

2011).
2.1.5.3 Vyutziti jiZz pouzivanych 1é¢iv
Jinou moznosti je vyuziti latek, které jsou v soucasné dobé jiz pouzivany v klinické
praxi. Tyto latky vzhledem K jejich velkému mnozstvi pfedstavuji bohaty zdroj novych
potencidlnich 1é¢iv. Proces, pii kterém jsou zndmé latky pouzity k jinym ucelim, byva
nazyvan jako ,drug repurposing®. Pfi tomto procesu jsou aplikovany dva hlavni
ptistupy. Principem prvniho pfistupu je snaha o nalezeni nového terapeutického cile pro
lé¢ivo s uritym znamym mechanismem ucinku. Druhy pfistup ma za cil naopak nalézt
nové dosud nepopsané mechanismy U¢inku urcitého léc¢iva. V soucasné dobé je jiz
znamo nékolik takovych léCiv. Mezi léCiva, ktera jsou vyuzivana i k jinému ucelu,
nez byl plivodni zamér, patii naptiklad talidomid, metformin nebo fenretinid.

Vyhodou tohoto procesu je nejen dostupnost takto vyuzivanych latek, ale zejména

fakt, Ze je ve vet§iné piipadli znamy mechanismus jejich ucinku. Navic u takovych
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sloucenin jiz diive probéhly preklinické testy, které proto neni nutné opakovat. Diky
tomu je usetien nejen Cas, ale i ndklady investované do vyzkumu. I ptes velky potencial
ma vSak vyuziti tohoto pfistupu své limitace, jelikoz faze II a III klinického testovani
zustavaji nezménény a léCivo jimi musi pii procesu vyvoje projit (Kone¢ny et al.,

2015).

2.2 Vysokokapacitni screening

Vysokokapacitni screening neboli HTS (High Throughput screening), je metoda
zaloZzend na souCasném testovani velkého poctu chemickych latek za ucelem
identifikace potencidlnich kandidati na nova Iéc¢iva. Puvodné byl vyvinut
farmaceutickym primyslem, avSak v soucasné dobé se vyuziva i v akademické sféfe
(Xia et al., 2008).

Pfed rokem 1985 byl veskery screening provadén manudlng, diky cemuz byla
kapacita screeningovych metod znaéné¢ omezend a bylo mozné otestovat jen fadoveé
nékolik stovek vzorka tydné (Entzeroth et al., 2009).

Diky pokrokiim v molekularni biologii a genetice a zaroven diky narlstajicimu
mnozstvi nové produkovanych chemickych slou¢enin byly na HTS systémy kladeny
stale vétsi naroky (zvySovala se poptavka) a tudiz bylo tieba vylepsit jejich vlastnosti.
Z toho divodu proSly HTS technologie v druhé poloviné devadesatych let revoluci.
Tato revoluce vedla k vyvoji ultraHTS (uHTS) metod, ¢imz se zna¢né zvysil pocet
vzorkt, které mohly byt testovany za jeden den. Jestlize pomoci ptivodnich HTS metod
bylo mozno otestovat tisice vzorkii denn¢, po zavedeni uHTS se tento pocet zvysil
na 100 000 a vice vzorkli otestovanych za jeden den. ZvySeni kapacity vSak mélo
za nasledek zvyseni poptavky po reagenciich, které jsou pottebné k pribehu screeningu.
I kdyz byla okamzitou reakci vyssi produkce téchto latek, nabidka nebyla dostatecna.
HTS laboratofe proto byly donuceny upravit prib&h testt, coz vedlo k jejich
miniaturizaci (Hertzberg a Pope, 2000).
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2.2.1 Miniaturizace a automatizace

HTS testy se standardn¢ provadé¢ji v mikrotitracnich destickach (Obr. 4), které maji
definovany standardni format (naptiklad pfesné definovanou pozici a vysku jamek pro
jednotlivé typy desek). Diky tomu je zajisténa kompatibilita desek s vétSinou HTS
zafizeni. V souCasné dob¢ jsou za minimalni format povazovany 96-jamkové desticky.
Jelikoz je vSak neustdld snaha o zvySovani kapacity a o soucasné snizovani naklada
testt, byly z96-jamkového formatu odvozeny dalsi. Nejpouzivangjsi z nich jsou
desticky s 384 a 1536 jamkami, dostupné jsou vSak i1 desky obsahujici 2288, 3456
a 9600 jamek (Entzeroth et al., 2009).

Dalsim dilezitym aspektem miniaturizace testli je manipulace s testovanymi latkami.
Hlavnim cilem byl vyvoj zatizeni schopnych rychlého pfenosu malych objemi latek,
které¢ by odpovidaly miniaturizovanym formatim. Miniaturizace s sebou vSak nese
i nékolik problémd, zejména s ucpavanim, tvofenim bublin plynu nebo s nadmérnym
odparovanim reak¢nich latek (Hertzberg a Pope, 2000).

Zaroven s miniaturizaci testl byla rozvijena 1 jejich automatizace, které bylo
dosazeno zavedenim robotickych zatizeni do HTS laboratofi. Diky tomu mohou byt
testy provadény rychleji a snizil se i poet manipula¢nich krokt. Miniaturizace
a automatizace krom¢ zvySeni kapacity a rychlosti testi také znacné snizily ndklady,
jelikoz neni pouzivano tolik spotiebniho materidlu. Uvadi se, ze pouZzitim

miniaturizovanych formata lze usettit az 97 % nakladi (Entzeroth et al., 2009).
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Obr. 4: Typy mikrotitranich desek. A- deska s96 jamkami, B- deska s 384 jamkami.
(https://en.wikipedia.org/wiki/Microplate, navstiveno dne 15. 4. 2021)
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2.2.2 Skladovani vzorku

Vzorky jsou obvykle skladovany v suchém, inertnim a chladném (-20°C - +4°C)
prostiedi, aby se zabranilo degradaci a srazeni uskladnénych slouc¢enin. Jednou z forem
skladovani vzorki je skladovani ve formé kapalin. Standardné jsou vzorky rozpustény
v dimethylsulfoxidu (DMSO). Toto rozpoustédlo je vhodné hned z nékolika divodi.
Prvnim znich je, ze se v ném rozpousti vétSina chemickych sloucenin. Druhym
divodem je, ze malé mnozstvi DMSO (0,1%- 1%) neovliviiuje prubéh vétSiny testt.
Navic je idedlnim rozpoustédlem 1 z hlediska ptfepravy vzorkd, jelikoZ ma teplotu tani
az 18,5 °C.

Jinou moznosti je skladovani vzorki ve forme suchych filma. Tato forma skladovani
chemickych slou¢enin méa své vyhody i1 nevyhody. Vyhodou je, Ze je snizena citlivost
vzorkl k oxidaci. Naopak nevyhodou je, ze ne vSechny slouceniny mohou byt opétovné

rozpustény ve vhodném rozpoustédle (Entzeroth et al., 2009).

2.2.3 Chemické knihovny

Chemické slou€eniny uréené k HTS testim jsou obvykle seskupovany do chemickych
knihoven, které vétSinou obsahuji né€kolik set tisic slou¢enin (Entzeroth et al., 2009).
Neékteré knihovny mohou dosahnout velikost 1-2 milionti latek (Eder a Herrling, 2016).
V chemickych knihovnach jednotlivych spole¢nosti jsou dlouhd Iéta ukladany latky
objevené (pfirodni) nebo syntetizované danou spolecnosti, kterd knihovnu vlastni.
V osmdesatych letech vSak doslo k rozvoji kombinatorické chemie, kterd umoznila
rychlou syntézu velkého mnozstvi sloucenin. V té dob¢ zacaly historicky tvofené
knihovny ztracet na dulezitosti, protoze se piedpokladalo, ze veskeré pozadované latky
mohou byt rychle syntetizovany. To vSak bylo brzy vyvraceno, jelikoz se ukézalo,
7ze nové syntetizované kombinatorické knihovny jsou zdvislé spiSe na chemickych
parametrech nez na potencialni biologické aktivité. Plivodni chemické knihovny se tak
opét staly cennym zdrojem biologicky aktivnich slouc¢enin (Eder a Herrling, 2016).

Aby byly knihovny povazovany za kvalitni, musi byt splnéno n€kolik podminek.
Hlavni podminkou je, Ze knihovna musi mit dostate¢nou diverzitu a latky v ni musi byt
dostatecné rozmanité, napiiklad strukturné riznorodé. Pokud by knihovna obsahovala
pouze latky s podobnou chemickou strukturou, Sance identifikovat ,hity” v takové
knihovné by byla znaéné nizka. Neméné dilezité je, aby knihovna obsahovala latky

Vv dostate€ném mnozstvi a kvalité. V pocatcich HTS testl nebyly knihovny skladovany
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za optimalnich podminek a u nékterych latek dochazelo ke zménam a piipadné
I k degradaci. Behem HTS testu pak byly testovany jiné latky, nez které byly ukladany
do knihoven a tim dochézelo ke Spatné interpretaci vysledkd. Nastésti se toto jiz témet
ned¢je, jelikoz jsou latky vétSinou skladovany ve vhodnych podminkach
(Entzeroth et al., 2009).

2.2.4 Typy HTS testi

Volba vhodného HTS testu je zasadnim krokem celého procesu. Testy vyuzivané v HTS
by mély spliiovat né€kolik kritérii, zejména by mély byt biologicky relevantni, citlivé,
robustni a ekonomické. Obecné jsou HTS testy rozdélovany na dvé skupiny, na testy
biochemické a na testy bunééné (Blay et al., 2020). Prehled typt HTS testl je uveden
v tabulce (Tab. 1).

2.2.4.1 Biochemické testy

Biochemické testy jsou zaloZzeny na pouziti purifikovanych cilovych proteinii zdjmu.
Obvykle je pti téchto testech méfena vazba ligandu na protein nebo inhibice aktivity
proteinu in vitro. Mechanismus biochemickych testi je zpravidla =zaloZen
na kompetitivni inhibici, kdy musi testovana latka vytésnit jiny znamy ligand nebo
substrat cilového proteinu zajmu (Blay et al., 2020). Mezi biochemické testy se fadi

napiiklad radiometrické, fluorescencni a kolorimetrické testy.

Tab. 1: Prehled typt HTS testti.

radiometrické testy

biochemické .
fluorescencni testy

testy
kolorimetrické testy
‘ ' testy na bazi tetrazoliovych soli
testy Zivotaschopnosti bunck
testy zalozené na méteni ATP
bunécné testy testy zalozené na sekundarnich poslech

testy zalozené na reportérovych genech

mikroskopické testy
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2.2.4.1.1 Radiometrické metody

Plvodnim hojné pouzivanym typem metod v HTS jsou radiometrické metody. I kdyz je
snaha o omezovani téchto metod kvili zndmym potizim pfii jejich pouzivani, v malé
mife jsou stale vyuzivany. Hlavnimi nevyhodami pii aplikaci téchto metod je zejména
jejich nebezpecnost a limitovana stabilita reagencii (Hertzberg a Pope, 2000). Ptikladem
radiometrickych metod je tieba scintilani proximitni test (scintallation proximity assay-
SPA; Cook, 1996). Tento test je vhodny pro pouziti v HTS podminkéch, jelikoz mtize
byt adaptovan na testy v 1536-jamkovych destickach (Hertzberg a Pope, 2000).

2.2.4.1.2 Fluorescen¢ni metody

Fluorescen¢ni metody z velké Casti nahradily radiometrické metody a staly se jednou
z hlavnich detekénich metod pouzivanych v HTS. Tato metoda je pro HTS velmi
vhodna, jelikoz ma obvykle velkou senzitivitu a je zna¢né flexibilni (Blay et al., 2020).
Diky tomu je umoznéna snadna miniaturizace a aplikace v UHTS testech, metoda byla
aplikovana na méfeni v 1536-jamkovych destickach (Haupts et al., 2000). Jedinou
velkou nevyhodou této metody je omezeni na fluorogenni substraty a soucasné
nedostatek novych fluorescen¢nich znacek. Z toho divodu je snaha alespon upravit
stavajici fluorescencni znacky tak, aby mély co nejlepsi jas a fotostabilitu (Hertzberg
a Pope, 2000). Ptikladem pouzivanych fluorescencnich metod jsou fluorescencni
anizotropie (fluorescent anisotropy- FA) nebo casové odliSeny pienos energie (time-

resolved energy transfer- TRET; Haupts et al., 2000).

2.2.4.1.3 Kolorimetrické testy

Dalsim typem biochemickych testi jsou kolorimetrické testy. Principem téchto testii
je méfeni enzymatické aktivity, které probiha na zakladé detekce zmény barvy. Zména
barvy se obvykle projevi v prib¢hu reakce a nasledné je detekovana spektrofotometrem.
Diky tomu lze provadét jak kvantitativni tak i kvalitativni méfeni (Yu et al., 2011).
Enzymaticka aktivita je obvykle méfena prostrednictvim urcit¢ho biochemického
markeru, ktery je do méfené enzymatické reakce zapojen. Velmi Casto se jedna
0 NADH a NADPH, které v reakci nasledné slouzi jako zdroje elektronti. Diky nim
dochazi k redukei specifickych barviv, coZ ma za nasledek poZadovanou zménu barvy,
ktera je detekovdna. Vyhodou kolorimetrickych test je jejich snadnd proveditelnost

a finan¢ni nenaroc¢nost (Prabst et al., 2017).
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2.2.4.2 Bunécné testy

Dalsim typem HTS testi jsou bunééné testy. Hlavnim rysem bunécnych testl
je skute¢nost, ze je vysledek ovlivnén metabolismem bun¢k a ne jen konkrétnimi
molekulami (Blay et al., 2020). K bunéénym testim jsou vyuzivany bunééné kultury.
RozliSujeme dva typy bunécnych kultur, primarni a imortalizované. Primarni buné¢né
kultury jsou kultury odebrané piimo z pozadované tkané. Tyto kultury se vSak v HTS
testech Casto nepouzivaji, jelikoz nejsou dostatecné stabilni a zivotaschopné a proto
nejsou vhodné pro dlouhodobé experimenty. Imortalizované kultury tyto limitace
nemaji a proto jsou obvykle pouzivané¢ pro HTS experimenty. I tyto linie vSak maji
urcité nevyhody, jelikoz mohou Casem ziskat jiné vlastnosti, nez méla piivodni tkan
(Jaroch et al., 2018). Jednim typem imortalizovanych linii jsou reportérové bunééné
linie. Tyto linie obsahuji reportérové geny, jako je luciferasa nebo B-galaktosidasa, které
jsou funkéné spojené s dobie definovanymi regulaénimi sekvencemi. Pouziti téchto linii
v HTS testovani je velmi vyhodné, protoze mohou poskytovat vysoce reprodukovatelné
a snadno méfitelné vysledky. Navic mohou byt navrzeny tak, aby kvantifikovaly
indukci nebo potlaCeni na urovni transkripce velmi specifickych bunécnych
molekuldrnich cili (Natsch a Emter, 2015).

Bunécné linie jsou obvykle dostupné ve dvou formatech. Bud’ jsou ve formatu bunék
naoCkovanych na pfilnavy plastovy material, nebo jako buiky péstované v suspenzi
(Jaroch et al., 2018). Pti pouziti standardnich kultiva¢nich metod dochazi v pribéhu
experimentu ke zménam v kultivanim médiu, zejména k vyCerpani zZivin
a k nahromadéni odpadnich metabolickych produktd. Diky tomu je snaha kultivovat
bunky v bioreaktorech, kde lze pravidelnou kontinualni vyménou média snaze
napodobovat podminky in vivo (Ginai et al., 2013).

Bunécéné testy jsou vyuzivany zejména v piipadech, kdy neni znamy molekularni cil,
pozadovany cil neni moZno testovat biochemickymi metodami anebo pozorovany
fenotyp existuje pouze u celistvych bunck. Do bunéénych testi se fadi testy
zivotaschopnosti bunék, testy zaloZzené na sekundéarnich poslech, testy zaloZené
na reportérovych genech a mikroskopické testy (Blay et al., 2020). Jelikoz byly
v praktické cCasti této prace pii testovani cytotoxicity latek pouZity testy
zivotaschopnosti bunék, budou tyto testy blize popsany. Mezi testy Zivotaschopnosti
bun€k fadime dve skupiny testl: testy na bazi tetrazoliovych solich a testy zalozené

na méreni ATP.
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2.2.4.2.1 Testy na bazi tetrazoliovych soli

Tento typ testl je zaloZen na redukci tetrazoliovych soli. K redukci doch4dzi pomoci
mitochondridlnich dehydrogenas, pficemz redukci tetrazoliovych soli vznikaji
formazany (Huang et al, 2004). Detekce vzniklych formazani probiha
spektrofotometricky pii vinové délce 490 nm (Lai et al., 2014).

Tato metoda je v souCasné dobé Siroce vyuzivana, jelikoz je velmi efektivni
a finan¢né¢ nenaro¢na. Puvodné bylo ktémto testd pouzivano MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid; Huang et al., 2004). Redukované
soli MTT vSak nejsou rozpustné¢ ve vod¢, a proto byly navrZzeny alternativni formy
MTT, které tvofi ve vodé rozpustné formazany (Obr. 5; Goodwin et al., 1995). Jednou
z takovych forem je MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-
(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium). Reakce probihd na stejném principu, jako je popsan
vySe - zivotaschopné bunky pfeménuji tetrazoliovou sl na barevny rozpustny
formazanovy produkt, pficemz mnoZstvi vytvofeného formazanového produktu je
piimo umérné poctu zivych bunék v jamce (Fard et al., 2015). Na rozdil od MTT
pozaduje MTS k probéhnuti reakce jesté ptidani PMS (phenazin methosulfat), ktery
slouzi jako akceptor elektroni. Tim dochazi k urychleni bioredukce a k rychlejsi

produkci formazani (Goodwin et al., 1995).

NAD* NADH

o CH

0—§—0

N
N
>< .

HOOCH,CO, N-NH
HOOCH,CO, N-N s I N S._CH,
r N
N CH -
N CH
CH,
MTS Formazan

Obr. 5: Redukce MTS za vzniku formazanového produktu (Riss et al., 2016).

24



2.2.4.2.2 Testy zaloZené na méreni ATP

Jinym typem testl zivotaschopnosti bunck jsou testy zalozené na méteni ATP. Jedna
se o nejrychlej$i a nejcastéji vyuzivanou metodu pii méfeni zivotaschopnosti bunék
vV podminkach HTS (Riss et al., 2016). Principem metody je, ze dochazi k detekci ATP
luciferin-luciferasovou reakci (Obr. 6). Pfi této reakci jsou luciferin a ATP pfeménéni
na oxoluciferin a viditelné svétlo. Viditelné svétlo je poté detekovano, pricemz intenzita
svétla odpovida mnozstvi ATP, které bylo vytvofeno piezivsimi buitkami (Paciello et
al., 2013). Pii poskozeni bun€k dochazi ke ztraté integrity membrany, coz ma
za nasledek ztratu schopnosti bunék syntetizovat ATP. ATP, které ztstalo v cytoplasmé,
je navic rychle spotfebovano endogennimi ATPasami. Diky tomu dochazi k poklesu
detekovaného signalu (Riss et al., 2016).

ATP luminiscen¢ni testy maji spoustu vyhod. Jednou z nich je jejich vysoka citlivost.
Pomoci tohoto typu testl je mozno detekovat méné nez 10 bunc¢k v jedné jamce
(Blay et al., 2020). Dalsi vyhodou je, Ze je v soucasné dobé k jejich provedeni potiebné
pouze jediné ¢inidlo a vysledny luminiscencni signal lze detekovat po dobu az n¢kolika
hodin. Detekéni €inidlo obsahuje detergent pro lyzu bun€k, inhibitory ATPasy pro
stabilizaci uvolnéné¢ho ATP, luciferin jako substrat a stabilni formu luciferazy, ktera
katalyzuje reakci a diky které¢ je moznd bezproblémova aplikace testu do podminek
HTS. Vyhodou oproti testim na bazi tetrazoliovych soli je navic skute¢nost, zZe neni

nutné se spoléhat na inkubaci substratu s zivymi bunkami za ucelem vzniku barevné¢ho

produktu (Riss et al., 2016).

Ziva bunka

luciferasa
H COOH
O\GEZHNj + ATP = viditelné svétlo
S

luciferin

Obr. 6: Luciferin-luciferasova reakce. Luciferin a ATP reaguji v pfitomnosti luciferasy
za vzniku viditelného svétla (upraveno podle Riss et al., 2016).
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2.3 Cytotoxicita

Termin cytotoxicita se pouziva k popisu kumulativniho G¢inku slouceniny za dané
casové obdobi na pocet bunck, at’ uz mé za nasledek apoptézu, nekrozu nebo snizeni
rychlosti buné¢éné proliferace (Xia et al., 2008). Testovani cytotoxicity pomoci HTS
metod je zasadni pro zvyseni pravdépodobnosti tspéchu v detekci novych potencialnich
1é¢iv, jelikoZ je tim mozno identifikovat slouc¢eniny s malou nebo zéddnou cytotoxicitou,
které byly ptivodné identifikovany jako ,.hity” (Lee et al., 2020).

Testovani cytotoxicity se pouziva k predpoveédi nezadoucich ucinkd testovanych
latek na c¢loveéka (Xia et al., 2008). Puvodné ktomu byla vyuzivana vyhradné
laboratorni zvifata, zejména hlodavci (Jaroch et al., 2018). Vychazi se u nich
z ptedpokladu, ze na zvifata budou mit testované latky stejny vliv, jako by mély
na cloveéka. Je provadéna Skala toxikologickych testl, které jsou zaméfeny zejména
na oralni, dermalni, reproduk¢ni a vyvojovou toxicitu a imunotoxicitu (Xia et al., 2008).

Testovani toxicity na zvifecich modelech vSak s sebou nese i spoustu nevyhod.
Hlavni nevyhodou je, Ze odliSné druhy mohou reagovat na testovanou latku odlisné
(Duelen et al., 2019). Zatimco konzervativni geny koduji metabolické drahy, proteiny
a bunééné transportéry u vSech savcl stejné, v reakci na xenobiotika se vyskytuji
mezidruhové rozdily (Jaroch et al., 2018). DalSim problémem je vysoka cena takovych
testl a jejich ¢asova narocnost (Duelen et al., 2019).

Vzhledem k vySe uvedenym nevyhodam testovani na laboratornich zvifatech byl
kladen diraz na vyuziti alternativnich metod. Jako nejvhodnéjsi z nich se jevi vyuziti
bunéénych kultur. K testovani cytotoxicity na bunéfnych kulturdach se vyuziva
kvantitativni HTS (qHTS). Jelikoz se pii1 pivodnim HTS testuje obvykle jen jedna
koncentrace testované latky (obvykle 10 uM nebo vyssi), vyskytuje se pii vyhodnoceni
velké mnozstvi faleSné pozitivnich nebo falesné negativnich vysledkl. Naproti tomu
u gqHTS jsou jednotlivé testované latky testovany ve vice koncentracich a je sledovana
rozdilnd reakce na danou latku pfi jeji zvySujici se koncentraci. Tim je umoZnéno
presnéjsi hodnoceni biologické aktivity testované latky. (Xia et al., 2008).

In vitro testovani je zaloZzeno obvykle na méfeni bunééné smrti nebo inhibice
bun&cné proliferace. Pokud vSak neni znam mechanismus plsobeni testované latky
na burky, je velmi obtizné ptevést ziskané poznatky do in vivo podminek. Proto je
kladen stale vétsi diiraz na vyzkum souvisejici s mechanismy ptisobeni a nikoli pouze

na stanoveni stupn¢ inhibice (Jaroch et al., 2018).
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Jako méfitko tc€innosti inhibice bunck zplsobené testovanou latkou je nejCastéji
povazovana hodnota polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace IC50. Je to hodnota,
kterd urCuje koncentraci testované latky potifebnou k 50% inhibici biologického cile
in vitro. Hodnota IC50 je obvykle zjistovana experimentalné z ,,dose-response kiivky

(kiivky zéavislosti procenta inhibice na davce; Bag a Ghorai, 2016).

2.3.1 Metody detekce pri testovani cytotoxicity

Volba vhodné metody pro vyhodnoceni testu na cytotoxicitu je nejdtlezitéjSim bodem
celého procesu. Historicky se ke zhodnoceni vlivu testovanych latek vyuzivalo ptimé
méfeni poctu bunck. JelikoZ vSak méfeni cytotoxicity probihd obvykle
V miniaturizovanych formatech na mikrotitra¢nich deskach, pfimé méteni poctu bunck
se ukazalo jako velmi nevyhodné a zdlouhavé. Z toho divodu zacaly byt k detekci
cytotoxicity testovanych sloucenin vyuzivany metody nepiimé (Chan et al., 2013). Tyto
metody jsou zalozené na riznych funkcich buné€k, jako je naptiklad permeabilita
bunééné membrany, aktivita urcitého enzymu, produkce ATP nebo produkce koenzymu
(Aslantiirk, 2017). Nepiimé metody tedy neurcuji absolutni mnozstvi ptezivsich bungk,
ale vychazi se u nich z ptedpokladu, ze mezi poctem bunck a signalem, ktery je pti

pouziti dané metody detekovan, existuje linearni vztah (Chan et al., 2013).

2.3.1.1 Ovéreni kvality testu

Pro ovéfeni kvality provedeného testu slouzi Z’-faktor. K vypoctu Z’'-faktoru jsou
vyuzita pouze kontrolni data, neni tedy nijak ovlivnén testovanymi latkami. Z’-faktor
je vypocitan dle nasledujiciho vzorce:

(30c++30c-)

Z' =1 ,
[Me+—He-|

kde oc+ je standardni odchylka pozitivnich kontrol, o.. je standardni odchylka
negativnich kontrol, pe+ je primér signalu pozitivnich kontrol a pc. je primér signalu
negativnich kontrol. V ptipadé HTS je potiebné, aby hodnota Z’-faktoru byla alesponi
0,5. Jestlize je vypocitand hodnota Z’-faktoru mensi, znamena to, Ze u pouzitého testu

pravdépodobné nedoSlo k optimalizaci a ze tento test neni pro dané vyuziti vhodny
(Zhang et al., 1999).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3. 1 Material

3.1.1 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Analytické vahy (Scaltech)

Centrifuga 5810R (Eppendorf)

CO, inkubator (Thermo Fisher Scientific)

Echo 550 (LabCyte)

EnVision Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)

FlowBox HeraSafe (Thermo Fisher Scientific)

Multidrop Combi Reagent Dispenser (Thermo Fisher Scientific)
pH metr Ultra Basic (P-LAB)

Vortex IKA Genius 3 (P-LAB)

Vyrobce (stat): Eppendorf (Némecko), LabCyte (USA), Perkin Elmer (USA), P-LAB
(Ceska republika), Scaltech (USA), Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.2 Pouzité chemikalie

5-fluoruracil (Sigma-Aldrich)

Aktinomycin D (APEXBIO)

CellTiter-Glo® 2.0 Reagent (Promega)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,) (Lach-Ner)
Dimethysulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)
Doxorubicin hydrochloridum (Teva Pharmaceuticals)

Ethanol 99% (Dr. Kulich Pharma)
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Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na;HPO,4 * 12H,0) (LachNer)
Chlorid draselny (KCI) (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich)

Mitomycin C (APEXBIO)

MTS reakéni pudr (Promega)

Phenazin methosulfat (PMS) (Sigma-Aldrich)

Semi-synthetic paclitaxel (Sigma-Aldrich)

Vyrobce (stat): APExBIO (USA), Dr. Kulich Pharma (Ceska republika), Lach-Ner
(Ceska republika), Merck&Co. Inc. (USA), NORDIC Pharma (Ceska republika),
Promega (USA), Sigma-Aldrich (USA), Teva Pharmaceuticals (Ceska republika)

3.1.3 Pouzité roztoky

70% Ethanol: 707 ml 99% ethanol, 293 ml destilovana voda

10x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g Na2HPO4.12H20, 2 g KH2PO4, rozmichano

v 800 ml destilované vody, pH upraveno na 6,8
1x PBS: 100 ml 10x PBS, 900 ml destilovana voda, pH upraveno na 7,4

roztok PMS: 0,1 g PMS rozpusténo ve 20 ml 1x PBS, roztok byl rozpipetovan po 1 ml

do mikrozkumavek, uchovano zamrazeno

roztok MTS: 2g MTS reak¢niho pudru rozpustény v 1 litru 1x PBS, pH upraveno na 6-

6,5, roztok rozdavkovan po 100 ml, uchovano zamrazeno
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3.1.4 Pouzité bunécné linie a jejich charakteristika

A549 (ATCC,USA)- nadorova bunécna linie, adherentni, pivod linie: adenokarcinom
plic, kultiva¢ni médium: DMEM

BJ (ATCC, USA) - nenadorova bunécna linie, adherentni, ptivod linie: fibroblasty,
kultiva¢ni médium: EMEM

CCRF-CEM (ATCC,USA) - nadorova buné&na linie, suspenzni, ptuvod linie: akutni

lymfoblasticka leukémie, kultivatni médium: RPMI-1640 médium

CEM-DNR (Laboratof tkafovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR) - nadorovd bunééna linie, suspenzni, ptvod linie: akutni

lymfoblasticka leukémie, kultivaéni médium: RPMI-1640 médium

HCT116 (Horizon, UK) - nadorova bunécna linie, adherentni, ptivod linie: kolorektalni

karcinom, kultivatni médium: McCoy médium

HCT116 p53 -/- (Horizon, UK) - nadorova bunécna linie, adherentni, puvod linie:

kolorektalni karcinom, kultivaéni médium: McCoy médium

HEK293 (ATCC) — nenadorova bunéc¢na linie, adherentni, ptivod linie: embryonalni

bunky ledvin, kultiva¢ni médium: EMEM

K562 (ATCC,USA) - nadorova bunétna linie, suspenzni, puvod linie:

erytromyeloblastickd leukémie, kultivacni médium: Iscové médium

K562-TAX (Laboratof tkanovych kultur, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP
Olomouc, CR) - nadorovd bunéénd linie, suspenzni, ptvod linie:

erytromyeloblastickd leukémie, kultivaéni médium: Iscové médium

MRC-5 (ATCC,USA) - nenadorova buné¢na linie, adherentni, ptavod linie: fibroblasty,
kultivacni médium: EMEM

U20S (Dr. Martin Mistrik, Ustav molekularni a translaéni mediciny UP Olomouc, CR)
- nadorova bunécnd linie, adherentni, piivod linie: osteosarkom, kultivaéni médium:

McCoy médium
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3.2 Metody

3.2.1 Stanoveni cytotoxicity na urovni HTS pomoci kolorimetrického
MTS testu

3.2.1.1 Priprava testovanych latek

Slouceniny uréené k testovani byly ulozeny ve Sroubovacich vialkach ve form¢ 10 mM
roztoku v DMSO a byly skladovany pii -20°C. Pfed samotnym testovanim byly
slouCeniny rozmrazeny a rozpipetovany na 384-jamkovou zdrojovou desku. V piipadé
primarniho screeningu, pii kterém byly testovany latky pouze v jedné koncentraci, byly
vSechny testované latky napipetovany do 384-LVD zdrojové desticky. Do jednotlivych
jamek bylo pipetovano vzdy 12 ul dané latky, koncentrace latek byla 10 mM. V ptipadé
sekundarniho screeningu byly do 384-PP zdrojové desticky pipetovany pouze aktivni
latky. Ty byly na desce ve tfech koncentracich: 10 mM, 1 mM a 0,1 mM. RozloZeni

jednotlivych koncentraci na desce je ukdzano na obrazku 7.

1 2 3 4
A 10 mM 1mM 10 mM 1mM
B 0,1 mM 0,1 mMm
C 10 mM 1mM 10 mM 1mM
D 0,1 mM 0,1 mMm

Obr. 7: Rozlozeni jednotlivych koncentraci testovanych sloucenin pro sekundarni screening na
zdrojové desce. Kazda sloucenina byla na desce ve tfech koncentracich: 10 mM, 1 mM
a 0,1 mM.
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3.2.1.2 Primarni screening

Prvnim krokem pfi primarnim screeningu byla pfiprava desek s bunikami. Pfi tomto
testu byly pouzity 384-jamkové desky. Na desky bylo do prvniho a posledniho sloupce
napipetovano RPMI médium (30 pl), které slouzilo jako slepy vzorek. Do ostatnich
sloupcti (2-23) byla napipetovana piipravena bunécna suspenze (bunky v RPMI médiu),
do kazdé jamky 30 pl. Koncentrace jednotlivych linii jsou uvedeny v tabulce 2. Mezi
pipetovanim jednotlivych linii musela byt pipetovaci kazeta vzdy proplachnuta
etanolem a Cistym médiem, aby se zamezilo promichéani jednotlivych bunéénych linii.
Takto ptipravené desky byly uloZzeny do inkubatoru s 37°C a 5 % CO..

Dalsi den byly k buiikdm ptidany testované slouceniny. Pomoci bezkontaktniho
pipetovaciho pfiistroje Echo 550 (fizeného softwarem Echo Plate Reformat) byly do
ur¢enych jamek napipetovany kontroly. Jako pozitivni kontroly byly pouzity
mitomycin C (10 mM) a aktinomycin D (0,1 mM), jako negativni kontrola bylo pouzito
DMSO (0,5 % DMSO). Samotné testované latky byly pipetovany za pomoci softwaru
Echo CherryPick. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 150 nl testovanych
slou¢enin o plvodni koncentraci 10 mM, takze findlni koncentrace v jednotlivych
jamkach byla 50 uM. Kazda sloucenina byla pipetovana v triplikatech, na jedné desce
tedy bylo mozZné testovat 98 latek. RozloZeni latek na desce je zndzornéno na obrazku 8.

Po ukonéeni pipetovani byly desky ulozeny do inkubatoru (37°C, 5 % CO»).

Tab. 2: Koncentrace bunék v pipetované suspenzi.

bunécna linie pocet b?gﬁl:l?)a jamku pocet bunék v 1 ml
CCRF-CEM 1,2x103 4x 104
CEM-DNR 5x102 1,6 x 104

K562 8x102 2,7 x10%
K562-TAX 5x102 1,6 x 104
A549 5x102 1,6 x 104
HCT116 8x102 2,7 x 104
HCT116 p53-/- 8x 102 2,7 x 10
U20S 8x102 2,7 x 104

BJ 2,1x103 7 x 104

MRC5 2,1x103 7 x 104
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

A B ® L L L L L L L H H H H H H H c © @ © © © c B
11B1 | 11.C1 | 1111 | 2112 | 3118 | 4114 | 5115 | 6116 | 7.0L7 | 21H2 | 3.1.H3 | 41H4 | 51H5 | 6.1.H6 | 7.1H7 | 81H8 | 21.C2 | 3.1.C3 | 41.C4 | 51.C5 | 6.1.C6 | 7.1.C7 | 8.1.C8 | 3.1.B3
B 1 2851 1 1HH1 S11 S12 S.13 S§.151 | S152 | S153 | S29.1 | S.29.2 | S29.3 | S431 | S432 | S433 | S57.1 | S57.2 | S57.3 [ S711 | S712 | S713 | S851 | S.85.2 | S.853 3 ZBBS
c 13?51 l:Hl s21 | s22 | S23 | S161 | S.162 | S163 | S30.1 | S.302 | S30.3 | S441 | S.442 | S443 | S581 | S582 | S583 | S721 | S.722 | S723 | S.861 | S.86.2 | S.86.3 33?53
D a 4?51 a ;Hl S31 | 832 | S33 | S171 | S172 | S173 | S3L1 | S312 | S313 | S451 | S452 | S453 | S50.1 | S592 | S593 | S731 | S732 | S733 | S87L | S872 | S873 | . 4833
E l:Bl l:Hl S4.1 S.42 S.43 S§181 | S182 | S183 | S321 | S322 | S323 | S46.1 | S462 | S463 | S60.1 | S60.2 | S.60.3 | S741 | S742 | S743 | S881 | S.882 | S883 35?53
F a E?Bl a ;‘Hl S51 | 852 | S53 | S191 | S192 | S193 | S331 | $332 | S333 | S471 | S472 | S473 | S6L1 | S612 | S613 | S751 | S752 | S753 | S891 | S892 | S893 | . 533
G a 7851 a GHHl S61 | 862 | S63 | S201 | S202 | S203 | S341 | S342 | S343 | S4B1 | S482 | S483 | S621 | S622 | S623 | S761 | S762 | S763 | S0L | 02 | S03I | 4 7553
H 1551 17’?:_” Ss71 | s72 | S73 | Ss211 | S212 | S21.3 | S351 | S.352 | S353 | S49.1 | S.492 | S49.3 | S631 | S.632 | S633 | S77.1 | S772 | S77.3 | S9L1 | S912 | SOL3 3553
1 a b_a 9‘1{19 S81 | S82 | S83 | S221 | S222 | 223 | S361 | S362 | S363 | S50.1 | S502 | S503 | S641 | S642 | S643 | S781 | S782 | S783 | S921 | S22 | 923 | 4 BBBE
J EZI._LS 9.2'._L9 S9.1 S92 $.9.3 §231 | S232 | S233 | S37.1 | S37.2 | S37.3 | S511 | S512 | S513 | S651 | S652 | S.653 [ S79.1 | S.79.2 | S79.3 | S93.1 | S932 | S933 S.ISBS
K o ;‘La 9.3ITL9 $10.1 | S10.2 | S.103 | S241 | S242 | S243 | S381 | 5382 | S.383 | S521 | S522 | S523 | S66.1 | S.66.2 | S.66.3 | S.80.1 | S.802 | S80.3 | S941 | S.942 | S94.3 3.1? o
L o ALLs 9.4‘.19 SILL | S112 | S113 | 251 | 252 | 253 | S39.1 | 392 | S39.3 | S531 | S532 | S533 | S67.1 | S67.2 | S67.3 | S8LL | S8L2 | S8L3 | S951 | S952 | S953 | 4 1? 9
™M “'_‘Le 9.5LL9 S121 | S122 | S123 | S261 | S262 | S.263 | S40.1 | S402 | S.403 | S54.1 | S542 | S543 | S681 | S.682 | S683 | S821 | S.822 | S823 | S96.1 | S.962 | S.96.3 3_15‘33
N a GITLE %'TLQ S131 | S132 | S133 | S27.1 | S27.2 | S27.3 | SALL | S412 | S4L3 | SS5.1 | S552 | S553 | S60.1 | S69.2 | S69.3 | S831 | S832 | S833 | SOTL | S972 | S973 |, 1;3 o
o E7I._L8 9.7'._L9 S141 | S142 | S143 | S281 | S282 | S283 | S421 | S422 | S423 | S56.1 | S562 | S563 | S70.1 | S70.2 | S70.3 | S841 | S842 | S843 | S981 | S982 | S983 3.1?!33
p B Cc Cc Cc C C Cc Cc Cc Cc C C Cc Cc Cc Cc C C Cc Cc Cc Cc C B
2.1.B2 | 9.1.C9 [10.1.C10{11.1.C11|12.1.C12 [13.1.C13|14.1.C14 |15.1.C15 | 16.1.C16 | 17.1.C17 [ 18.1.C18 [ 19.1.C19 | 20.1.C20 | 21.1.C21 | 22.1.C22 | 23.1.C23 | 24.1.C24 | 25.1.C25 | 26.1.C26 | 27.1.C27 | 28.1.C28 | 29.1.C29 [30.1.C30 | 3.16.B3

Obr. 8: Rozlozeni testovanych sloucenin na desce. B- slepy vzorek, C- bufiky bez oSetieni, H-
negativni kontrola, L- pozitivni kontrola, S- testované slouCeniny.

Po 72-hodinové inkubaci bunck s testovanymi latkami byly desky vytazeny
Z inkubatoru a do kazdé jamky byly pomoci piistroje MultiDrop Combi napipetovany
4 ul roztoku MTS+PMS. Poté byly desky opét vlozeny do inkubatoru k inkubaci (37°C,
5 % COy). Zhruba za hodinu byly desky vytazeny a pomoci pfiistroje EnVision
Multimode Plate Reader byla zméfena v jednotlivych jamkéach absorbance vzorki pti
vinové délce 490 nm. Naméfend data byla pfenesena do softwaru Dotmatics, ktery
pomoci PI analyzy stanovil pro kazdou latku hodnotu PI (procento inhibice). VSechny
latky byly testované ve tfech technickych a ve dvou biologickych opakovanich.

PI, neboli procento inhibice, je udaj udavajici procento bunck, které jsou pii dané
koncentraci jiz nezivotaschopné (inhibované). PI byl vypocitan nasledovné:

Pl = 100 — —X=CMIN_, 10,

|[cmax—Cmin|

pficemz X; je naméfena hodnota pro danou testovanou slouceninu, cyn je minimdlni
signdl a cuax je maximalni signdl. Na zakladé¢ hodnot PI byly vSechny testované
slouCeniny rozfazeny do dvou skupin- na aktivni a neaktivni. Jako prahova hodnota
bylo ureno 50 %. Slouceniny, jejichz PI bylo vétsi nez 50 %, byly tedy oznafeny

za aktivni a slouceniny, jejichZ PI bylo mensi nez 50 %, byly oznaceny za neaktivni.
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3.2.1.3 Sekundarni screening

Sekundarni screening byl proveden na 384-jamkovych deskach. Prvni den byly
do desek do sloupcti 2-23 napipetovany jednotlivé bunééné linie (koncentrace linii jsou
uvedeny v tabulce 2), do prvniho a posledniho sloupce bylo jako slepy vzorek
napipetovano ¢isté médium. Pipetovani probihalo pomoci pfistroje MultiDrop Combi,
ktery do kazd¢ jamky nanesl 30 pl bunécné suspenze (bunky v RPMI médiu). Takto
ptipravené desky byly ulozeny do inkubatoru, ve kterém byla teplota 37°C a 5 %
koncentrace CO..

Nasledujici den byly bunky oSetfeny testovanymi slou¢eninami. Pomoci
bezkontaktniho pipetovaciho ptistroje Echo 550 (software Echo Plate Reformat) byly
do urCenych jamek napipetovany pozitivni kontroly (10 pM mitomycin C a 0,1 uM
aktinomycin D) a negativni kontrola (0,5% DMSO). Testované slouceniny byly ulozeny
ve 384-PP zdrojové desce ve 3 koncentracich (10 mM, 1 mM a 0,1 mM). Pfenos
testovanych sloucenin do jamek s bunikami byl zprostiedkovan zatfizenim Echo 550
(Dose-Response software). Kazda sloucenina byla pipetovana v duplikatech v sedmi
riznych koncentracich, dle tabulky 3. Na jedné desticce tedy bylo mozné otestovat
celkem 21 latek, jejichz celkové rozlozeni je zobrazeno na obrazku 9. Stejny postup byl

opakovan pro vSechny desky. Takto oSetiené desky byly opétovné ulozeny do

inkubatoru (37°C, 5 % CO,).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 2

A B ® L L L L L L L H H H H H H H © © ® ® ® ® © B
1181 | 11C1 | 3113 | 4114 | 5115 | 6116 | 71L7 | 8118 | 9119 | 21H2 | 31H3 | 41H4 | 51H5 | 6.1H6 | 7.1H7 | 81H8 | 31.C3 | 41.C4 | 51.C5 | 61.C6 | 7.1.C7 | 8.1.C8 | 9.1.C9 | 3.1.B3
B 12?51 ll’?‘Hl S11 Ss12 S13 S.14 S.15 S.16 S17 S§151 | S152 | S.153 | S154 | S.155 | S156 | S.157 | S291 | S29.2 | S.293 | S294 | S295 | S.29.6 | S29.7 32?83
c a 3?51 a ;Hl S21 | S22 | S23 | S24 | S25 | S26 | S27 | S161 | S162 | S163 | S164 | S165 | S166 | S167 | S301 | S302 | S303 | S304 | S305 | S306 | S307 | . fBB
D a 4551 l‘zHHl S31 | 832 | S33 | 834 | S35 | 836 | S37 | SI71 | S172 | S173 | S174 | S175 | S176 | S177 | S3L1 | S312 | S313 | S314 | S35 | S316 | S3L7 | 4853
E 15?51 lAHHl S41 | s42 | S43 | s44 | s45 | s46 | S47 | S181 | S182 | S183 | S.184 | S185 | S.186 | S.187 | S321 | S322 | S.323 | S324 | 5325 | S.326 | S327 3553
F a SBI a ;Hl S51 | 852 | S53 | S54 | S55 | S56 | S57 | S191 | S192 | S193 | S194 | S195 | S196 | S197 | S331 | $332 | $333 | S334 | S35 | $336 | S337 | GBBS
G 17?51 lG’T‘Hl S6.1 S.6.2 S.6.3 S.6.4 S.6.5 S.66 S.6.7 S$.20.1 | S20.2 | S20.3 | S204 | S205 | S206 | S20.7 | S341 | S342 | S343 | S344 | S345 | S346 | S347 37?83
H a ;51 a 7HH1 S71 | 872 | S73 | S74 | S75 | S76 | S77 | S211 | S212 | S213 | S214 | S215 | S216 | S217 | S351 | $352 | $353 | $354 | S355 | $356 | S3T | . fBa
1 1‘1LL1 2‘1|“L2 S81 | S82 | SB83 | S84 | S85 | S86 | S87 | S221 | S222 | S223 | S224 | S225 | S226 | S227 | S361 | S362 | S363 | S364 | S365 | S366 | ST | 4 BBBB
J 12'11 Z.ZLLZ S9.1 S92 $.9.3 S.9.4 S.95 596 $9.7 S§.231 | S232 | S233 | S234 | S235 | S236 | S237 | S371 | S37.2 | S373 | S374 | S375 | S37.6 | S37.7 S.IEBS
K a ;Ll 2.3LL2 S101 | 102 | S103 | 5104 | S105 | S10.6 | S10.7 | S241 | S242 | S243 | S244 | S245 | S246 | S247 | S38.1 | S382 | S383 | 5384 | S385 | S386 | ST | 4 lf o
L 1;11 Z.ALLZ S111 | S112 | S113 | S114 | S115 | S116 | S117 | S251 | S252 | S.253 | S254 | S255 | S.256 | S.257 | S.39.1 | S39.2 | S.39.3 | S394 | S395 | S.396 | S.39.7 3‘15‘33
™M a 5'_‘“ Z.SLLZ S121 | S122 | S123 | S124 | S125 | S.126 | S127 | S261 | S.262 | S26.3 | S.264 | S.265 | S.266 | S.26.7 | S40.1 | S.40.2 | S.403 | S40.4 | S.405 | S.406 | S40.7 3_15 o
N 1‘6LL1 246‘LL2 S131 | 8132 | S133 | S134 | S135 | S136 | SA37 | S27.1 | S27.2 | S27.3 | S27.4 | S275 | S276 | S27.7 | SALL | S4L2 | S4L3 | S4L4 | SALS | SALE | SALT |4 j 9
o 17'11 2.7LLZ S141 | S142 | S143 | S144 | S145 | S146 | S147 | S281 | S282 | S283 | S284 | S285 | S286 | S287 | S421 | S422 | S.423 | S424 | S425 | S426 | S427 3.1?!33

b B ® ® ® c © ® ® ® ® © © ® ® ® ® © © ® ® ® ® © B
2182 | 21.C2 |10.1.C1011.1.C11|12.1.C12|13.1.C13|14.1.C14|15.1.C15 |16.1.C16|17.1.C17 |18.1.C18 [ 19.1.C19|20.1.C20 | 21.1.C21 | 22.1.C22 | 23.1.C23 | 24.1.C24 | 25.1.C25 | 26.1.C26 | 27.1.C27 | 28.1.C28 | 29.1.C29 | 30.1.C30 | 3.16.B3

Obr. 9: Rozlozeni testovanych slouc¢enin na desce. B-slepy vzorek, C- buiiky bez oSetieni, H-
negativni kontrola, L- pozitivni kontrola, S- testované slouCeniny.
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Tab. 3: Pipetované objemy testovanych sloucenin a jejich koncentrace.

koncentrace zasobniho . .. finalni koncentrace v
pipetovany objem (nl)

roztoku (mM) jamce (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

Po 72-hodinové inkubaci bunék s testovanymi latkami byl k buiikdm do jednotlivych
jamek ptidan roztok MTS+PMS. Cely postup byl shodny s postupem u primarniho
screeningu. VSechny latky byly testované ve dvou technickych a ve tfech biologickych
opakovéanich. Naméfena data byla pfenesena do softwaru Dotmatics, kde byla pro
jednotlivé testované latky pomoci IC50 analyzy stanovena kiivka zavislosti procenta
inhibice na koncentraci latky a byla vypocitdna hodnota IC50. Hodnoty 1C50 byly

exportovany do MS Excel, kde byly nasledné zpracovany.

3.2.2 Zavedeni luminiscen¢niho ATP testu do podminek HTS

3.2.2.1 Méreni zavislosti intenzity signalu na po¢tu bunék v jamce

Prvni den byly na bilou 384-jamkovou desku vysazeny pomoci pfistroje MultiDrop
Combi bunky linie HEK293 a to tak, ze ve tfech sloupcich bylo do kazdé jamky
nasazeno 500 bun€k ve 25 pl suspenze, v dalSich tiech sloupcich 800 bunck ve 25 pnl
suspenze a V dalSich tfech sloupcich 1 000 bunék ve 25 pl suspenze. Deska byla
nasledné€ uloZena do inkubatoru s 37°C a 5 % COa,.

Po 48-hodinové inkubaci byla deska vytaZzena z inkubatoru a ponechdna 30 minut pfi
pokojové teploté. Po uplynuti této doby byl k bunkam pomoci ptistroje MultiDrop
pfidan CellTiter-GLO 2.0 Reagent, 20 ul do kazdé jamky. Deska byla déana
na michacku a jeji obsah byl 2 minuty michan, ¢imZ byla indukovana lyze bunék. Poté
bylo michéni zastaveno a deska byla 10 minut inkubovana pfi pokojové teploté, coz

vedlo ke stabilizaci luminiscenéniho signalu. Pomoci pfistroje EnVision Multimode
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Plate Reader byla zméfena luminiscence a data byla ulozena v programu MS Excel.

Naméiena data byla nasledné déale zpracovéna.

3.2.2.2 Validace ATP testu pro HTS podminky

Prvni den bylo nejprve na 384-jamkovou desku OptiPlate naneseno pomoci pfistroje
MultiDrop Combi do prvniho a posledniho sloupce kultivacni médium, které slouzilo
jako slepy vzorek (25 ul média do kazdé jamky). Do ostatnich sloupct (2-23) bylo
naneseno do kazdé jamky 25 pl bunééné suspenze HEK293, ptfi¢emZ koncentrace byla
1000 bunék na jednu jamku. Takto pfipravené desky byly uloZeny do inkubétoru (37°C,
5% COy).

Dalsi den byly na buiiky pomoci pfistroje Echo Labcyte 550 aplikovany pozitivni
(20 uM mitomycin C, 0,1 uM aktinomycin D, 10 uM doxorubicin) a negativni kontroly
(0,1% DMSO), vzdy o objemu 25 nl. Rozlozeni kontrol na desce je zobrazeno
na obrazku 10. Poté byly desky opét ulozeny do inkubatoru s 37°C a 5 % CO,.

Po 72-hodinové inkubaci byly desky vytazeny a ponechany 30 minut na pokojové
teploté. Po uplynuti této doby byl k deskdm pomoci ptistroje MultiDrop Combi ptidan
Glo Reagent, 20 ul do kazdé¢ jamky. Poté byla deska jednu minutu michéna.
Po ukonceni michani byla deska nechana inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté.

Intenzita luminiscence byla nasledné¢ méfena pomoci piistroje EnVision Plate Reader.

1 2 3 4 5 & 7 8 £l 10 | 11 | 12 | 13 14 | 15 | 16 | 17 [ 18 | 15 [ 20 | 21 | 22 | 23 24
A B NC PC__ [MitC PC |ActD PC_|DOX0| B
B B NC PC_ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
C B NC PC_ [MitC PC |Act.D FC_|DOX0| B
o B NC PC_ [MitC PC |ActD PC_|DOX0| B
E B NC PC  [MitC PC |Act.D PC |DOXO| B
F B NC PC  [MitC PC |Act.D PC |DOXO| B
G B NC PC__ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
H B NC PC_ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
I B NC PC_ [MitC PC |Act.D FC_|DOX0| B
] B NC PC_ [MitC PC |Act.D FC_|DOX0| B
K B NC PC_ [MitC PC |ActD PC_|DOX0| B
L B NC PC  [MitC PC |Act.D PC |DOXO| B
M B NC PC__ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
N B NC PC__ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
o B NC PC_ [MitC PC |Act.D PC_|DOX0| B
P B NC PC_ |[MitC PC |Act.D FC |DOX0| B

Obr. 10: Rozlozeni pozitivnich a negativnich kontrol na desce. B- slepy vzorek, NC- negativni
kontrola (0,1% DMSO), PC- pozitivni kontrola (Mit.C- mitomycin C, Act.D- aktinomycin D,
Doxo- doxorubicin).
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3.2.2.3 Porovnani testovani cytotoxicity pomoci luminiscen¢niho ATP
testu a pomoci kolorimetrického MTS testu

Prvni den byly pfipraveny 384-jamkové desky dvou typui- OptiPlate a SpectraPlate.
Deska OptiPlate byla vyuzita ke stanoveni cytotoxicity pomoci luminiscen¢niho méfeni
ATP a deska SpectraPlate byla vyuzita ke stanoveni cytotoxicity pomoci MTS.
Na desky bylo do kazdé jamky napipetovano 1000 bunék (ve 25 ul suspenze). Poté byly
desky uloZeny do inkubatoru (37°C, 5 % CO5,).

Nasledujici den byla k bunkam pomoci bezkontaktniho pipetovaciho ptistroje Echo
550 ptidéna cytostatika, kazdé v duplikatech v osmi koncentracich. Aktinomycin D byl
aplikovan v koncentracich 500 nM, 125 nM, 31,25 nM, 7,81 nM, 1,95 nM, 0,49 nM,
0,12 nM a 0,03 nM. Ostatni cytostatika byla aplikovana v koncentracich 50 uM,
12,5 uM, 3,125 uM, 0,781 uM, 0,195 uM, 0,049 uM, 0,012 uM a 0,003 uM. RozloZeni
cytostatik na desce je zobrazeno na obrazku 11. Takto oSetfené desky byly opét uloZeny

do inkubatoru (37°C, 5 % CO,).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A DMSO

B DMSO

C DMsO | 500nM | 125nM [31,25nM[ 7,81aM | 1,95nM [ 0,49nM | 0,22nM | 0,03nm
D DMSO | 500nM | 125nM [31,25nM| 7,81aM | 1,95nM | 0,49nM | 0,22nM | 0,03nm
E DMSO | 50uM | 12,5uM [3,125uM 0,781 um]| 0,195 um | 0,049 um| 0,012 v 0,003 um
F DMSO | 50uM | 12,5uM |3,125uM 0,781 M| 0,195 um | 0,049 um | 0,012 v 0,003 um
G DMSO | 50uM | 12,5uM [3,125 uMm|0,781 M 0,195 um | 0,049 um| 0,012 v 0,003 um
H DMSO | 50uM | 12,5uM [3,125 uM|0,781 M 0,195 um | 0,049 um| 0,012 pm| 0,003 um
| DMSO | 50uM | 12,5uM [3,125uM|0,781 um] 0,195 um | 0,049 um| 0,012 pm| 0,003 um
J DMSO 3,125 uM| 0,781 um] 0,195 uM [ 0,049 uM| 0,012 M| 0,003 uvt
K DMSO

L DMSO

M DMSO

N DMSO

0 DMSO

P DMSO

Obr. 11: RozloZeni cytostatik na desce. Oranzova- aktinomycin D, modra- mitomycin C,
zelena- paclitaxel, Zluta- doxorubicin, ¢ervena- 5-fluoruracil.
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Po 72-hodinové inkubaci bunék s cytostatiky byla provedena detekce. Deska
Optiplate byla nejprve vytazena z inkubatoru a nechana 30 minut na pokojové teplot¢.
Poté k ni byl pridan CellTiter-GLO 2.0 Reagent, 20 ul do kazdé jamky. Deska byla
jednu minutu michana na pfistroji MultiDrop Combi a nasledné byla opét nechana
na pokojové teploté, tentokrat po dobu 10 minut. Nakonec byla pomoci pfistroje
EnVision Multimode Plate Reader zméfena luminiscence a naméfend data byla
zpracovana v programu Dotmatics.

K buiikdm na desce SpectraPlate byly piidany 4 pl roztoku MTS+PMS a dale
nasledoval postup jako v kapitole 3.2.1.2. Naméfena data byla zpracovana softwarem
Dotmatics. Pomoci IC50 analyzy byly vypocitany hodnoty IC50 pro jednotliva
cytostatika a tyto hodnoty byly exportovany do MS Excel. Ziskana data z obou typt

testl byla porovnana mezi sebou.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni cytotoxicity na irovni HTS pomoci kolorimetrického
MTS testu

4.1.1 Primarni screening

plate |well| sample id Pl |pass| conc |inc

1 (Plat= 1)| B3 |LEMDO023545(36.949

1 (Plate 1)| B4 |LEMD0023545|24.108
1 (Plate 1)| BS |LEMD0023545 | 19.568
1 (Plate 1)| C3 |LEMD0023546 | 34.484
1 {Plate 1)| C4 |LEMD0023546 | 20.087
1 (Plate 1)| C5 |LEMD0023546|17.622

1 (Plata 1)| D3 |LEMOOO23547 |37.597
1 (Plate 1)| D4 [LEMOD023547 | 22.81
1 (Plate 1)| DS |LEMOD023547 | 18.141
1 (Plat= 1)| E3 |LEM0O023548(38.116
1 (Plat= 1)| E4 |LEMDO023548(25.145

1 (Plate 1)| E5 |LEMD0023548 | 16.584
1(Plate 1)| F3 |LEMD0023543 |43.175
1 (Plate 1)) F4 |LEMD002354% 20,165
1 (Plate 1)| F5 |LEMD0023548| 23.2
1 (Plate 1)| G3 |LEMD0023550|75.326

1 (Plata 1)| G4 |LEMDO023550(75.343
1 (Plate 1)) G5 |LEM00023550| 76.38
1 (Plate 1)| H3 |LEM00023551 (37,5597
1 (Plate 1)| H4 |LEMDO023551 26.313
1 (Plat= 1)| HS5 |LEM00023551(17.752

1 (Plat= 1)| I3 |LEMDO023552(35.133
1(Plate 1)| 14 |LEM00023552(28.128
1 (Plate 1)| I5 |LEMO0023552(17.622
1 (Plat= 1)| 13 |LEM0O023553(39.154
1 (Plat= 1)| 14 |LEMDO023553(25.275
1 (Plat= 1)| 15 |LEMDO023553(21.124

1 (Plate 1)| K3 |LEMOOO23554(58.091
1 (Plate 1)| K4 |LEM00023554|51.606
1 (Plat= 1)| K5 |LEMD0023554(53.681
1 (Plat= 1)| L3 |LEMOO023555(70.154
1 (Plat= 1)| L4 |LEMDO023555(65.355

1 (Plata 1)| L5 |LEMOOO23555(62.112
1 (Plate 1)| M3 |LEM00023555(47.325
1 (Plat= 1)| M4 | LEMD0023556(44.731
1 (Plat= 1)| M5 | LEMDOO2355%(40.062

Obr. 12: Ukazka zobrazeni vysledki ziskanych primarnim screeningem. Zelena tecka- aktivni
slouceniny, Cervena tecka- neaktivni slouceniny.
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Na obrazku 12 je ptiklad vysledka, které byly ziskany pfi primarnim screeningu. Béhem
tohoto méteni bylo testovano 88 sloucenin (kazdéd o koncentraci 50 pM), kterymi byly
ovlivnéné testované¢ bunécné linie. Naméfené hodnoty byly vyhodnoceny v programu
Dotmatics a pro jednotlivé latky jsme ziskali hodnoty PI. Na obrazku je vidét, ze pro
kazdou slouceninu byly ziskany 3 hodnoty PI a to proto, ze kazda slouc¢enina byla na
jedné desce testovana ve tfech technickych opakovanich.

Na zékladé vyslednych hodnot PI, které byly primérem Sesti hodnot ziskanych pii
ttech technickych opakovanich a dvou biologickych opakovanich, byly vsSechny
testované slouceniny rozfazeny na aktivni a neaktivni. Slouceniny, jejichz PI bylo vétsi
nez 50 %, byly oznaceny za aktivni. Témto slouceninam je na obrazku 12 ptifazena
zelena tecka. Slouceniny, jejichz PI bylo mensi nez 50 %, byly oznaceny za neaktivni
ana obrazku 12 jim je pfifazena Cervend teCka. Na zdklad¢ tohoto kritéria bylo
roziazeno vSech 88 testovanych sloucenin. Jako je ukazano na obrazku 13, do skupiny
neaktivnich latek bylo zafazeno 38 sloucenin (43 % ze vSech testovanych sloucenin)
a do skupiny aktivnich latek bylo zatfazeno 50 sloucenin (57 %).

Nasledné bylo provedeno dalsi tfizeni. Testované slouceniny byly na zakladé
ziskanych hodnot PI opét roziazeny na aktivni a neaktivni, avSak tfizeni nebylo
provedeno celkoveé pro vSechny testované bunécné linie (jako v pfedchozim piipad¢),

ale pro jednotlivé linie samostatné.

M aktivni

M neaktivni

Obr. 13: Graf zobrazujici procentualni zastoupeni aktivnich a neaktivnich latek v 88
testovanych slouceninach. Zpracovano v programu MS Excel.
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Tab. 4: Rozdé&leni aktivnich a neaktivnich latek pro jednotlivé testované bunécéné linie.

= o
5z & 2
i 8 2 3 RO
o N N (@)
S . 6 @™ &6 & 8 8 & §
< o O o I I ¥ ¥ = D
neaktivni 59 73 39 51 57 57 58 48 66 54
latky
aktivni 33 16 49 37 31 31 30 40 22 34
latky

Ziskané pocty aktivnich a neaktivnich latek pro jednotlivé bunécné linie jsou
uvedeny v tabulce 4. Pro lepsi pfehlednost byla data pievedena do grafického zobrazeni
a jsou ukazana na obrazku 14. Z vysledki vyplyva, ze nejvice aktivnich latek bylo
identifikovano u bunéénych linii CCRF-CEM a K562-TAX, naopak nejmén¢ aktivnich

B neaktivni latky
W aktivni [atky
¢ '»

v &0

latek bylo identifikovano u bunécnych linii MRC-5 a BJ.

100
90

8
7
6
5
4
3
2
1
0
,\?“

b .
N

pocet sloucenin
o o o o o o o

o

bunécna linie

Obr. 14: Grafické zobrazeni aktivnich a neaktivnich latek pro jednotlivé bun&né linie. Modra-
neaktivni latky, Cervena- aktivni latky. Zpracovano v programu MS Excel.
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Tab. 5: Hodnoty Z’-faktoru pro jednotlivé desky pfi primarnim screeningu.

bunécna linie prvni opakovani druhé opakovani
A549 0,77 0,86
BJ 0,68 0,66
CCRF-CEM 0,70 0,69
CEM-DNR 0,59 0,62
HCT116 0,78 0,75
HCT116P53-/- 0,57 0,66
K562 0,71 0,75
K562-TAX 0,54 0,57
MRC5 0,64 0,61
U20S 0,86 0,90

Pro kazdou desku byl vypocitan Z’-faktor, ktery slouzi k ovéfeni kvality
provedeného testu. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 5. Pro testy provadéné
v podminkach HTS je pozadovéno, aby byla hodnota Z’-faktoru vétsi nez 0,5. VSechny

ziskané hodnoty tento pozadavek spliuji.

4.1.2 Sekundarni screening

Nasledné¢ byl u 50 slouCenin, které byly identifikovany jako aktivni, proveden
sekundarni screening. V tomto piipad¢ jiz nebyly testovany slouceniny jen v jedné
koncentraci, ale testovanych koncentraci bylo sedm pro kazdou testovanou latku
a kazdou bunécnou linii. Méfenim byla ziskana pro kazdou latku a kazdou bunéénou
linii hodnota 1C50. IC50 je hodnota, ktera urcuje koncentraci testované latky potfebnou
k 50 % inhibici biologického cile in vitro.

Ukazka vysledku méfeni je na obrazku 15. V levé ¢asti obrazku je v prvnim sloupci
uvedeno ID testované slouceniny, ve druhém sloupci je uvedeno procento inhibice
u konkrétni koncentrace, ve tfetim sloupci je testovand koncentrace a Vv poslednim
sloupci je intenzita méfeného signilu (absorbance). V pravé cCasti obrazku je graf
zavislosti procenta inhibice na koncentraci testované latky. Pod grafem je uvedena
hodnota IC50, kterd je zaroven vyznacena i svislou ¢arou v grafu. Vysledna hodnota
IC50 (vypocitana jako pramér minimaln€ Sesti hodnot) byla ziskdna pro vSechny
buné&cné linie a vSechny testované slouceniny. V piipadé latky LEM00023512 vSak
nebylo mozZné v rozsahu testovanych koncentraci hodnotu IC50 ziskat. Proto byla tato
latka znovu testovana v niz8§im rozsahu koncentraci (nejvyssi koncentrace byla 5 uM).

Vysledky jsou ukdzany na obrazku 16.
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testované latky, druhy sloupec- procento inhibice konkrétni koncentrace, tieti sloupec- testovana
koncentrace, ¢tvrty sloupec- absorbance. Prava c¢ast: graf zavislosti procenta inhibice na
koncentraci testované latky.
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Slouc¢eniny byly pro kazdou bunécnou linii na zdklad¢ ziskanych hodnot IC50
rozdéleny do tfech skupin: na latky mirné cytotoxické, cytotoxické a extra cytotoxické.
Za mirn¢ cytotoxické latky jsou povazovany ty, jejichz hodnota IC50 je Vrozmezi
50 uM- 10 uM. Do latek cytotoxickych fadime ty latky, jejichz IC50 je v rozmezi
10 uM-1 puM. Jako extra cytotoxické poté povazujeme latky, jejichz hodnota IC50
je mensi nez 1 uM. Pocty testovanych sloucenin, které spadaji do jednotlivych skupin
pro jednotlivé bunétné linie, jsou uvedeny v tabulce 6, respektive po grafickém
pfevedeni na obrazku 17. Pro nékteré bunééné linie nejsou Udaje kompletni

a to z diivodu nutnosti opakovani méfeni.

Tab. 6: Rozdéleni aktivnich latek na mirné cytotoxické (IC50 Vv rozmezi 50 uM — 10 uM),
cytotoxické (IC50 vrozmezi 10 uM- 1 uM) a extra cytotoxické (IC50 mensi nez 1 uM)
pro jednotlivé bun&éné linie.

mirné cytotoxické cytotoxické extra cytotoxické
A549 25 3 8
BJ 14 2 0
CCRF-CEM 21 10 11
CEM-DNR 22 5 9
HCT116 19 3 9
HCT116p53- 20 2 9
K562 16 4 8
K562-TAX 26 5 9
MRC-5 18 2 1
U20S 23 2 9
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Obr. 17: Grafické zobrazeni rozdéleni latek pro jednotlivé bunééné linie na zékladé velikosti
jejich IC50. Cervena- extra cytotoxické (IC50 mensi nez 1 pM), oranzova- cytotoxické (IC50
vrozmezi 10 uM- 1 uM), zluta- mirn¢ cytotoxické (IC50 v rozmezi 50 uM — 10 puM).
Zpracovano v programu MS Excel.

Nasledné byl ze ziskanych hodnot IC50 vypocitan pro jednotlivé testované
slouc¢eniny terapeuticky index (TI). Terapeuticky index je hodnota, kterd nam ftika,
nakolik je dand sloucenina selektivni vii¢i nddorovym bunéénym liniim. Jeho vypocet

se provadi na zakladé hodnot IC50 testované latky pro jednotlivé bunécné linie takto:

aritmeticky pramér hodnot IC50 nenadorovych linii

TI =

aritmeticky pramér hodnot 1C50 nadorovych linii

Cim vy3si tedy hodnota TI je, tim dana latka selektivnéji piisobi na nddorové linie. Jako
zastupci nenadorovych linii byly pouzity linie BJ a MRC-5, jako nadorové jsou
pocitany vSechny ostatni testované linie (A569, CCRF-CEM, CEM-DNR, HCT116,
HCT116p53-, K562, K562-TAX, U20S).
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Tab. 7: Slouceniny s nejvyssim TI. Cervend jsou zvyraznény sloudeniny, které se jevi jako
zajimavé (jejich TI je vy$si nez 30).

S o ks 2g g g L Y dx 8T
z £ 23888z 298 882 §
IO_OEOIZ/|3:512 50 0,034 0,018 0,029 0,017 0,021 0,013 0,03 0,018| 2222,22
IO_OEOZ/IS’-SIO 50 49,75 026 0,13 0,23 0,13 0,19 0,13 0,23 290,94
5&';/;511 50 0,21 0,15 0,086 0,086 008 0,1 0,042 0,082 0,087] 281,68
I6(I)E()l;A3;517 50 50 044 019 026 0,215 0,19 0,11 0,14 0,2 238,10
I(;(I)EOZ/IS’-ZSG 50 50 0,69 0,057 045 059 0,63 0,036 0,055 0,09 153,96
5&?&509 47,05 4452 0,76 0,22 034 032 062 0,15 0,27 0,33 121,69
5&?&515 50 1349 0,7 029 036 045 066 015 0,36 0,34 76,73
I(;(I)EO';/I?:_516 26,17 12,37 0,74 019 027 024 047 011 0,25 0,28 60,45
'5(')50';"3:507 46,47 2463 149 065 086 061 071 044 072 078 | 4543
IO_(I)EO';/I?:SOS 50 48,01 21,77 8,41 13,92 15,12 1285 555 13,13 16,05 3,67
IO_(I)EO';/I?:S% 50 50 10,98 5,23 1491 13,39 19,18 25,43 12,21 19,77 3,30
I()_(;E()l;/l3-563 50 50 12,62 6,78 13,19 15,82 19,93 27,61 10,33 22,79 3,10

V tabulce 7 jsou uvedeny testované slou¢eniny, které maji nejvyssi TI. Slouceniny

v v

r

povazovany ty slouceniny, jejichz TI je vyssi nez 30. Z tabulky vyplyva, ze takovych

sloucenin bylo identifikovdno 9 (oznaceny cervenym rameckem). Nektera data

Vv tabulce stejn¢ jako v ptfedchozich ptipadech chybi, opét je to dasledek nutnosti

opakovani experimentu.

Stejné¢ jako Vv piipadé primarniho screeningu byl i u sekunddrniho screeningu

vypocitan pro jednotlivé desky Z’-faktor, ktery slouzi k ovéfeni kvality testu. Hodnoty

Z’-faktoru jsou uvedeny vtabulce 8. U vsech desek bylo dosaZeno minimalni

poZadované hodnoty Z’-faktoru, tedy hodnoty vyssi nez 0,5.
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Tab. 8: Hodnoty Z’-faktoru pro jednotlivé desky pii sekundarnim screeningu.

bunécna linie prvni opakovani druhé opakovani tteti opakovani
A549 0,77 0,74 0,72
BJ 0,58 0,65 0,73
CCRF-CEM 0,82 0,58 0,68
CEM-DNR 0,67 0,69 0,67
HCT116 0,84 0,86 0,73
HCT116P53-/- 0,69 0,76 0,59
K562 0,76 0,81 0,70
K562-TAX 0,86 0,72 0,82
MRC5 0,80 0,82 0,81
U20S 0,69 0,82 0,86

4.2 Zavedeni luminiscen¢niho ATP testu do podminek HTS

4.2.1 Méreni zavislosti intenzity signalu na po¢tu bunék v jamce

Tento test slouzil k potvrzeni linedrni zévislosti intenzity naméfené¢ho signalu na poctu
bunék v jamce. Bunky byly do jamek vysazeny ve tfech koncentracich, kazda
koncentrace do tfech sloupcti 384-jamkové desky. Z dat ziskanych po méfeni
luminiscence byl pro kazdou koncentraci vypocitan aritmeticky pramér. Nasledné byl
vytvofen graf zavislosti intenzity signalu na poc¢tu buné€k, ktery je zobrazen na obrazku
18. Z grafu jasné vyplyva, ze zavislost je linearni. Koeficient determinace R? je roven

ptiblizné 0,98.

2500000

R?=0,9812
2000000 ==
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1500000

1000000
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500000

0 200 400 600 800 1000 1200

pocet nasazenych bunék

Obr. 18: Graf zavislosti intenzity signalu na po¢tu nasazenych bunék.
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4.2.2 Validace ATP testu pro HTS podminky

Pfi tomto testu bylo provedeno méteni vlivu cytostatik na bunéénou linii HEK293
za G¢elem validace ATP testu v HTS podminkach. Pfi testu byla pouzita tfi cytostatika
(mitomycin C, aktinomycin D a doxorubicin) jako pozitivni kontroly a 0,1% DMSO
jako negativni kontrola. Méteni bylo provedeno ve dvou biologickych opakovanich.

Ze ziskanych vysledkl byl pro kazdou pozitivni kontrolu (tedy kazdé cytostatikum)
vypocitan Z'-faktor. Ziskané hodnoty Z’-faktoru jsou uvedeny v tabulce 9.

Poté byl z hodnot vypocitan primérny Z’-faktor, jehoZ hodnota byla 0,68. JelikoZ
je vypocitana primérna hodnota vys$i nez 0,5, je tento test vhodny pro pouziti
V podminkach HTS.

Kromé vypoltu Z’-faktoru byla naméfend data vyuzita k zobrazeni distribuce
luminiscen¢niho signalu na celé desce. Data byla zobrazena dvéma zptisoby, které jsou
zobrazeny na obrazku 19. Prvnim zplsobem je zobrazeni po tadcich (A), druhym
zpusobem je zobrazeni po sloupcich (B). Diky tomuto dvojitému zobrazeni je mozné
najit ptipadné presné misto na desce, kde by luminiscen¢ni signal byl ovlivnén okolnimi

vlivy.

Tab. 9: Hodnoty Z’-faktoru pro jednotlivé pozitivni kontroly. Méfeni bylo provedeno ve dvou
opakovanich.

prvni opakovani druh¢é opakovani
Z’- faktor mitomycin C 0,75 0,64
Z’-faktor aktinomycin D 0,72 0,59
Z’-faktor doxorubicin 0,73 0,65

48



2

1stexp, 12/04/2021

oo | el [rontreated]
a0 B L ‘:"’:
- . A - [ ] LI ] ..‘ rAR.D
e gy -"':'l-'-., Igm LR Y sl. o
By ..'l ..'F-'...|'*|' - . -l.l. . []
500000 : - afs, o Han rl. - ‘k.l e L FE. .
JIPRIRN TR I N e
2000 bl |
=1
E 2500000
A 000
L300
100000 +
,“ ,f: e w8 Xe Xe ) '.1‘ -v" —,‘. %o -\.“ %o x,. .I‘ »
o # + + 0+ 0+ o+ o+ 0+ 0+ o,
o N @ n % 10 14 18 1m 26 20 26 28 30 E- T
well number, by row then column
1st exp. 12/04/2021
o . = n
" . L .
o S T Y R R LA A,
ST AT T P S AN
ma‘ * . . .-l " n B [TL ..ll- .i [y a®
i e [ 1 - n 1 - L] .
B - o e
2000000 EOMI0
it €
1500000 + + Ao D
#Doxo
o A . + -I + -+ -~ -+ —

B 32 &

wellnumber, by column then row

Obr. 19: Zobrazeni distribuce luminiscenéniho signalu na celé desce. 1- prvni biologické opakovani, 2- druhé biologické opakovani. A- zobrazeni po fadcich,

B- zobrazeni po sloupcich.

B4 B0 56 112 18 14 180 1% 1 208 M 140 2% 27 288 304 30 3% 3 3@ 3

49

RLU

RLU

LU AR A U LU *sunk
450000 . WCals [non-treatad)
ADMSD

=Mt €

e L i'l -a."\llil" 'JF. ... AaD
? L] |

a ~ "h L) l . o

S Ly
- [
1500000
0000
1500000 +
et
* X £ x ¥ X . 3 % ¥ ¥ X &
o B e s B L R S R
P P P A S S S S S S S S S S
% 48 s 95 10 14 188 m 26 0 5 - e 3% 380
well number, by row then column
2nd exp. 15/04/2021
ssomen
" n
s | -~ :
oy, s §u f l‘ =
N TN R
assooen | (] = - |,l m.
x [} .
o e -ul\." 'h'i\. '?'."'.'.‘ '!'#I
oo -— gy -yl %
.
200 |
200000 + 4 Blank
Cets [non created]
130000 | ADMSD
Mt €
0000 + LA D
-
0000 + ‘“‘,n,.

? . u .
0 16 3 4 B4 B0 96 11 13 18 160 1% 10 26 1M MO 25 M N8 30 3N 3B 3 388 B

o

wellnumber, by column then row



4.2.3 Porovnani testovani cytotoxicity pomoci luminiscené¢niho ATP
testu a pomoci kolorimetrického MTS testu
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Obr. 20: Souhrnné zobrazeni vysledkd ziskanych z ATP luminiscenéniho testu. 1- prvni
opakovani, 2- druhé opakovani. A- aktinomycin D, B- mitomycin C, C- paclitaxel, D-
doxorubicin, E- 5-fluoruracil.
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Obr. 21: Souhrnné zobrazeni vysledkd ziskanych z MTS testu. 1- prvni opakovani, 2- druhé
opakovani. A- aktinomycin D, B- mitomycin C, C- paclitaxel, D- doxorubicin, E- 5-fluoruracil.
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Bylo provedeno méfeni vlivu cytostatik na bunky linie HEK293 pomoci
luminiscenéniho ATP testu a kolorimetrického MTS testu. M¢feni bylo provedeno
za ucelem porovnani téchto dvou moznosti detekce. Souhrny ziskanych vysledkl jsou
zobrazeny na obrazku 20 (data z luminiscen¢niho testu) a na obrazku 21 (data z MTS
testu). Méteni bylo pro kazdé cytostatikum provedeno ve dvou opakovanich, ktera jsou
V obrazcich zobrazena pod Cisly 1 a 2. Jednotlivé fadky oznacené pismeny udavaji
pouzita cytostatika.

Z namétenych dat byla ziskana pro kazdé cytostatikum a kazdé opakovani hodnota
IC50. Z hodnot IC50 byl pro kazdé cytostatikum vytvotfen aritmeticky prumér a data
byla zanesena do tabulky 10. V piipadé MTS testu mohla byt pouzita vSechna data,
avsak v ptipadé ATP luminiscen¢niho testu dvé cytostatika, paclitaxel a 5-fluoruracil,
nevykazovala Zadnou aktivitu.

Jednotlivé aritmetické priméry IC50 pro tfi cytostatika (aktinomycin, mitomycin
a doxorubicin) byly mezi sebou porovnany a to tak, ze pro kazdé cytostatikum byla
porovnana hodnota ziskana pi1 detekci pomoci luminiscenéniho testu a pii detekci
pomoci MTS testu. Porovnani je zobrazeno na obrazku 22. Z grafu vyplyva, ze u MTS
testu jsou detekované hodnoty IC50 niz§i nez u luminiscen¢niho ATP testu. Pomér mezi

hodnotami z luminiscenéniho testu a MTS testu vSak zistava podobny.

Tab. 10: Hodnoty ziskané méfenim vlivu cytostatik na linii HEK293, detekce pomoci
luminiscen¢niho ATP testu a kolorimetrického MTS testu.

luminiscenéni- luminiscenéni test- MTS test- IC50 I C'\g(-)r_ S E‘i’sr:;ér
test IC50 (uM)  IC50- priimér (LM) (M) (ME/I)
. . 0,0048 0,0019
aktinomycin 0,00495 0,00185
0,0051 0,0018
. . 0,3961 0,1747
mitomycin 0,4663 0,1676
0,5365 0,1605
. >50 0,071
paclitaxel 0,11085
>50 0,1507
. 0,7482 0,4727
doxorubicin 0,87105 0,48665
0,9939 0,5006
. >50 10,925
5-fluoruracil 11,7345
>50 12,544
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Obr. 22: Grafické porovnani hodnot IC50 tfi cytostatik ziskané pomoci luminiscen¢niho ATP
testu a kolorimetrického MTS testu. Modra- MTS test, Cervena- luminiscenéni ATP test.
Zpracovano v programu GraphPad Prism 9.
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5 DISKUZE

HTS je metoda zalozend na screeningu velkych chemickych knihoven vici
pozadovanému molekuldrnimu cili (Ashenden, 2018). Chemické knihovny obsahuji
statisice latek, které maji odliSnou strukturu a vlastnosti (Entzeroth et al, 2009). Kvalitni
chemické knihovny obsahuji latky, jejichz zakladni biologické vlastnosti dtlezité pro
vyvoj lé¢iv (fyzikalni, chemické i1 biologické) jsou jiz znamé. Mezi nejvyznamnéjsi
vlastnosti téchto latek patii naptiklad jejich agregace, rozpustnost, interference
S béZnymi bioluminiscenénimi reportéry a jejich cytotoxické, antibakterialni
a antifungalni G¢inky. Toto tzv. ,,bioprofilovani* umoZnuje v ranych fazich identifikovat
latky, které mohou ovliviiovat naméfend data. Tim je mozné redukovat fale$Sné€ pozitivni
vysledky (naptiklad z divodu autofluorescence nebo inhibice luciferazy).

Diplomova prace je zaméfena na testovani cytotoxickych ucinkii novych latek
v unikatni knihovnd UMTM (Ustav molekularni a translaéni mediciny). Obecnd
se nejcastéji vHTS na testovani cytotoxicity nejvice vyuzivaji kolorimetrické
a luminiscen¢ni metody. Prvni kol praktické casti diplomové prace se zabyva
stanovenim cytotoxicity 88 sloucenin na trovni HTS. Byl vyuZzit kolorimetricky MTS
test, ktery je v HTS podminkach standardné pouzivany (Veselovska et al., 2020;
Borkova et al., 2019). Tento test je zalozen na méfeni metabolické aktivity
mitochondrialnich dehydrogenas (Huang et al., 2004). V primarnim screeningu byly
na bunky aplikovany slouceniny v koncentraci 50 puM, testovani probihalo na deseti
riznych bunéénych liniich. Cilem bylo prvni rozdéleni latek na aktivni a neaktivni.
Rozdéleni bylo provedeno na zéklad¢ hodnot PI, které byly méfenim ziskany. Hodnota
PI, neboli procento inhibice, nam fika, kolik procent bun¢k pii dané koncentraci bylo
inhibovano. Za hrani¢ni hodnotu v tomto testu bylo zvoleno 50 %. Slouceniny, jejichz
PI bylo vyssi nez 50 %, tedy inhibovaly vice nez 50 % bunék v jamce. Takové
slouceniny byly vyhodnoceny jako aktivni. Naopak slouceniny s PI niz§im nez 50 %
neinhibovaly dostate¢né mnozstvi bun¢k v jamce a byly vyhodnoceny jako neaktivni.
Pomoci priméarniho screeningu bylo vyhodnoceno 57 % (50) aktivnich sloucenin a 43 %
(38) neaktivnich sloucenin.

Aktivni slou€eniny byly nasledné¢ vybrdny a byl u nich proveden sekundarni
screening. U tohoto screeningu jiZ neni testovana latka pouze v jedné koncentraci, ale je
pouzito koncentraci nékolik (v ptipadé této prace konkrétné sedm). Vice koncentraci je

pouzito ke konkrétn&jsi detekci zmén, ke kterym dochédzi v jamkéach s buikami pii
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aplikaci riznych koncentraci testované latky. Tento test slouzil k pfesnéjSimu urceni
davky, ktera je nutna k dosazeni pozadované inhibice (Xia et al., 2008). Obvykle je
pozadovéno, aby bylo inhibovano 50 % bunék. Je tedy zjistovana poloviéni inhibi¢ni
koncentrace, oznacovana jako IC50 (Bag a Ghorai, 2016). Na zakladé¢ této koncentrace
byly testované slouceniny rozdéleny do tii skupin. Slouceniny, jejichz koncentrace
potfebna k inhibici 50 % bunék vjamce byla relativné¢ vysokd, byly zafazeny
do skupiny mirn¢ cytotoxickych sloucenin, naopak slouc¢eniny s velmi nizkou polovi¢ni
inhibi¢ni koncentraci byly zafazeny do skupiny extra cytotoxickych slouenin. VSechny
ostatni slouceniny, jejichz IC50 byla mezi témito dvéma skupinami, byly zatazeny
do skupiny cytotoxickych slou¢enin. Jelikoz vSak kazda bunécna linie vykazuje vici
testovanym latkam odliSnou citlivost, slouceniny zafazeny do jedné skupiny pro jednu
buné€nou linii byly u odlisné bunééné linie zatfazeny do skupiny jiné. Nejvice citlivé
byly nadorové linie CCRF-CEM a K562-TAX, nejméné citlivé byly naopak nenadorové
linie BJ a MRC-5.

Ze ziskanych hodnot IC50 byl nasledné pro kazdou aktivni slouceninu vypocitan
terapeuticky index. Ten je vypoc€itan jako podil aritmetického priméru hodnot 1C50
nenadorovych linii a aritmetického priméru hodnot IC50 nadorovych linii. Rika nam
tedy, jak dand testovand sloucenina ovliviiuje nadorové linie. Jelikoz je cilem najit
slouc¢eniny, které by cytotoxicky pusobily na nadorové linie, ale nenadorové linie
by neovlivnily, jsou hledany slouceniny s co nejvyssi hodnotou terapeutického indexu.
Jako hrani¢ni hodnota byla pro TI urcena hodnota 30 a slouceniny, které maji hodnotu
TI vys$si jsou povazovany za terapeuticky zajimavé. Takovych latek bylo v této praci
identifikovano devét.

Druhym tkolem v praktické ¢asti bylo zavedeni luminiscen¢niho testu, ktery sleduje
produkci ATP, do podminek HTS. Tento test se velmi Casto pouziva v podminkach
HTS (Swiss et al., 2013; Sykes a Avery, 2009; Mackey et al., 2006). Byla potvrzena
line4rni zé&vislost intenzity signalu na poc¢tu bunék v jamce. To je dulezité vzhledem
k dalsimu méfeni, kdy je mozné na zakladé naméfeného signalu v kontrolni jamce
a Vv jamce oSetfené testovanou slouceninou urcit koncentraci testované latky, pii které je
inhibovana polovina bun€k jamky. Byla provedena validace testu pro HTS podminky,
kdy byl stanovovan Z’-faktor pro tfi cytostatika. Vysledky ukazuji, Ze test poskytl
homogenni signal a vykazoval dostate¢ny rozdil mezi pozitivni a negativni kontrolou.
Vysledny Z’-faktor byl 0,68, tedy odpovida podmince, Ze musi byt vyssi nez 0,5 (Sykes
a Avery, 2009) a byla tudiz potvrzena vhodnost tohoto testu pro podminky HTS.
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Nésledn¢ bylo provedeno méfeni k porovnani ATP Iluminiscen¢niho testu
a kolorimetrického MTS testu. Na méteni bylo pouzito pét riznych cytostatik, u kterych
je znama cytotoxicka aktivita. Kazdé cytostatikum bylo méfeno v osmi koncentracich,
aby bylo nasledné¢ mozné urcit hodnotu IC50. U obou testii byla pouzita stejna bunééna
linie (HEK293) a testy byly provadény soubézné, aby bylo co nejvice zamezeno
ovlivnéni okolim. Ziskané hodnoty IC50 z jednotlivych testli byly nasledné porovnany.
Bylo zjisténo, ze hodnoty IC50 jsou u kolorimetrického MTS testu nizsi nez u ATP
luminiscenéniho testu.

Mohly byt vSak porovnany hodnoty IC50 pouze pro tfi cytostatika, jelikoz pii pouziti
ATP luminiscen¢niho testu byl pro paclitaxel a 5-fluoruracil detekovan stejny signal
jako v ptipadé negativni kontroly a tudiz u nich nebyl pozorovan zadny cytotoxicky
efekt. V piipadé paclitaxelu jiz bylo publikovano, Ze po jeho aplikaci doslo ke zvySeni
luminiscen¢niho signalu. Paclitaxel pravdépodobné piisobi na luciferasu a ovliviiuje
ji tak, ze luciferasa nasledné poskytuje vyssi luminiscenéni signal (Theile et al., 2013).
Diky tomu tedy mohla byt naméfena hodnota signalu, kterd odpovidala hodnotdm
signalu u neovlivnénych jamek.

V piipadé 5-fluoruracilu bylo publikovano, ze nizkd koncentrace 5-fluoruracilu
zpusobuje lehké zvySeni hladiny mitochondrialniho ATP. Po aplikaci 5-fluoruracilu sice
dochazi k poskozeni mitochondrii, ale diky kompenzacni funkci mitochondrii dochéazi
ke zvySeni obsahu ATP (Zhang a Ma, 2018). Na zaklad¢ téchto informaci je mozno
usoudit, ze tento typ testu neni pro detekci cytotoxicity paclitaxelu a 5-fluoruracilu
vhodny.

Pfi srovnani bioluminiscenCnich testli a testl vyuzivajicich tetrazoliové soli
(naptiklad MTS) jsou bioluminiscencni testy asi stokrat citlivéjsi. Bioluminiscencni
testy jsou také mnohem rychlejsi, na probéhnuti a ustaleni reakce potiebuji pouze
n€kolik minut, zatimco testy na bazi tetrazoliovych soli i nékolik hodin (Fan a Wood,
2007). Na druhou stranu jsou luminiscenéni testy zna¢né drazsi (Mueller et al., 2004;
Petty et al., 1995). Dalsi nevyhodou bioluminiscenénich testii je, ze nékteré latky
mohou ovliviiovat luciferasu a tim zptsobovat falesné vysledky, tak jako bylo popsano
vySe (Theile et al., 2013). Fale$né vysledky vSak mohou byt i u testli vyuZzivajicich
tetrazoliové soli (Karakas et al., 2017, Funk et al., 2007). Bez ohledu na zvolenou
metodu je vSak dilezZité pro reprodukovatelnost vysledki pracovat s kontrolovanym
a konzistentnim zdrojem bunécnych linii, aplikovat vhodné koncentrace pouzZivanych

reagencii a dodrZovat inkubacni Casy.
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti diplomové prace byly zpracovany V soucasnosti dostupné informace
tykajici se tématu prace. Byly popsany obecné poznatky o vyvoji 1é¢iv (historickém
I modernim) a byl popsan proces vyvoje nového 1é¢iva, od prvnich laboratornich testt
az po jeho uvedeni na trh. Déle byly popsany zdroje novych 1éCiv a testy, které se pti
vyvoji  1é¢iv  vyuzivaji. Druhy usek teoretické ¢asti prace byl vénovan
vysokokapacitnimu screenigu, jehoz zapojeni je pii vyvoji novych 1é¢iv velmi dilezité.
Byl popsén princip a vyvoj (véetné nutnosti miniaturizace a automatizace) tohoto typu
screeningu, byly popsany chemické knihovny a formy uskladiiovani vzorkl uréenych na
screening. Poté byly popsany nejcastéji vyuZzivané testy, které byly aplikovany do
podminek vysokokapacitniho screeningu- biochemické a bunécné. Posledni usek
teoretické cCasti prace byl v€novan cytotoxicité, jejimu testovani a moznostem jeji
detekce.

V prvnim useku praktické Casti prace bylo cilem otestovat cytotoxicitu 88 sloucenin
s vyuzitim MTS testu. Nejdiive byly dodané slouceniny ptipraveny tak, aby mohly byt
testovany v prostiedi HTS. Poté byl proveden primarni screening vSech 88 dodanych
sloucenin, pfi kterém byly ziskany hodnoty PI. Na zakladé PI byly testované slouceniny
rozdéleny na aktivni a neaktivni. Bylo vybrano 50 sloucenin, které byly vyhodnoceny
jako aktivni, a s témito slouceninami bylo déle pracovano. Byla testovana odpoveéd
jednotlivych bunéénych linii na rozdilné koncentrace téchto latek (sekundarni
screening), ¢imz byla ziskana pro kazdou testovanou slouceninu hodnota IC50.
Na zaklad¢ IC50 byly latky rozd€leny na mirn¢ cytotoxické, cytotoxické a extrémné
cytotoxické a byl vypocitan jejich terapeuticky index.

V dalSim tseku praktické casti bylo cilem zavedeni luminiscencniho ATP testu
do podminek HTS. Nejprve byla potvrzena linearni zavislost intenzity ziskaného
signdlu na poctu vysazenych bunék a byla provedena validace testu. Poté byl testovan
vliv cytostatik na bunéfnou linii HEK293 a byla porovndna data ziskana

luminiscenénim ATP testem a kolorimetrickym MTS testem.

57



7/ LITERATURA

Amirkia V., Heinrich M. (2015): Natural products and drug discovery: a survey of stakeholders
in industry and academia. Front Pharmacol 6, 237.

Ashenden S.K. (2018): Screening Library Design. Methods Enzymol 610, 73-96.

Aslantiirk O .S. (2017): In Vitro Cytotoxicity and Cell Viability Assays: Principles, Advantages,
and Disadvantages, Genotoxicity - A Predictable Risk to Our Actual World. IntechOpen 1-17.

Bag A., Ghorai P.K. (2016): Development of Quantum Chemical Method to Calculate Half
Maximal Inhibitory Concentration (IC50 ). Mol Inform 35, 199-206.

Blay V., Tolani B., Ho S.P., Arkin M.R. (2020): High-Throughput Screening: today's
biochemical and cell-based approaches. Drug Discov Today 12, 1807-1821.

Borkova L., Frydrych 1., Jakubcova N., Adamek R., Liskova B., Gurska S., Medvedikova M.,
Hajduch M., Urban M. (2019): Synthesis and biological evaluation of triterpenoid thiazoles
derived from betulonic acid, dihydrobetulonic acid, and ursonic acid. Eur J Med Chem. 185,
111806.

Cook N. D. (1996): Scintillation proximity assay: a versatile high-throughput screening
technology. Drug Discovery Today 7, 287-294.

Doogue M.P., Polasek T.M. (2013): The ABCD of clinical pharmacokinetics. Ther Adv Drug
Saf 4, 5-7.

Duelen R., Corvelyn M., Tortorella I., Leonardi L., Chai Y.C., Sampaolesi M. (2019):
Medicinal Biotechnology for Disease Modeling, Clinical Therapy, and Drug Discovery and
Development. Springer, strany 89-128.

Eder J., Herrling P.L. (2016): Trends in Modern Drug Discovery. Handb Exp Pharmacol 232,
3-22.

Entzeroth M., Flotow H., Condron P. (2009): Overview of high-throughput screening. Curr
Protoc Pharmacol 9.

Fan F., Wood K.V. (2007): Bioluminescent assays for high-throughput screening. Assay Drug
Dev Technol 5, 127-36.

Fard J.K., Jafari S., Eghbal M.A. (2015): A Review of Molecular Mechanisms Involved in
Toxicity of Nanoparticles. Adv Pharm Bull 5, 447-54.

Funk D., Schrenk H.H., Frei E. (2007): Serum albumin leads to false-positive results in the XTT
and the MTT assay. Biotechniques 43, 178-182.

Ginai M., Elsby R., Hewitt C.J., Surry D., Fenner K., Coopman K. (2013): The use of
bioreactors as in vitro models in pharmaceutical research. Drug Discov Today 18, 922-35.

Goodwin C.J., Holt S.J., Downes S., Marshall N.J. (1995): Microculture tetrazolium assays: a
comparison between two new tetrazolium salts, XTT and MTS. J Immunol Methods 179, 95-
103.

Guido R.V., Oliva G., Andricopulo A.D. (2011): Modern drug discovery technologies:
opportunities and challenges in lead discovery. Comb Chem High Throughput Screen 14, 830-9.

Haupts U., Ridiger M., Pope A.J. (2000): Macroscopic versus microscopic fluorescence
techniques in (ultra)-high-throughput screening. Drug Discovery Today 5, 3-9.

58



Hertzberg R.P., Pope A.J. (2000): High-throughput screening: new technology for the 21st
century. Curr Opin Chem Biol 4, 445-51

Huang K.T., Chen Y.H., Walker A.M. (2004): Inaccuracies in MTS assays: major distorting
effects of medium, serum albumin, and fatty acids. Biotechniques 37, 406-412.

Chan G.K., Kleinheinz T.L., Peterson D., Moffat J.G. (2013): A simple high-content cell cycle
assay reveals frequent discrepancies between cell number and ATP and MTS proliferation
assays. PLoS One 8.

Jaroch K., Jaroch A., Bojko B. (2018): Cell cultures in drug discovery and development: The
need of reliable in vitro-in vivo extrapolation for pharmacodynamics and pharmacokinetics
assessment. J Pharm Biomed Anal 147, 297-312.

Karakas D., Ari F., Ulukaya E. (2017): The MTT viability assay yields strikingly false-positive
viabilities although the cells are killed by some plant extracts. Turk J Biol 41, 919-925.

Kingston D.G. (2007): The shape of things to come: structural and synthetic studies of taxol and
related compounds. Phytochemistry 68, 1844-54.

Kone¢ny P., Gurska S., Znojek P., Schadich E., Hajduch M., Dzubak P. (2015): Reprofilovani
jako Uspésna strategie hledani novych 1é¢iv. Farmakologicka lécba 4, 12-18.

Lai Y., Xiang M., Liu S., Li E., Che Y., Liu X. (2014): A novel high-throughput nematicidal
assay using embryo cells and larvae of Caenorhabditis elegans. Exp Parasitol 139, 33-41.

Lee O.W., Austin S., Gamma M., Cheff D.M., Lee T.D., Wilson K.M., Johnson J., Travers J.,
Braisted J.C., Guha R., Klumpp-Thomas C., Shen M., Hall M.D. (2020): Cytotoxic Profiling of
Annotated and Diverse Chemical Libraries Using Quantitative High-Throughput Screening.
SLAS Discov 25, 9-20.

Leung J.C., Cassimeris L. (2019): Reorganization of paclitaxel-stabilized microtubule arrays at
mitotic entry: roles of depolymerizing kinesins and severing proteins. Cancer Biol Ther 20,
1337-1347.

Lombardino J.G., Lowe J.A. (2004): The role of the medicinal chemist in drug discovery-then
and now. Nat Rev Drug Discov 3, 853-62.

Mackey Z.B., Baca A.M., Mallari J.P., Apsel B., Shelat A., Hansell E.J., Chiang P.K., Wolff B.,
Guy K.R., Williams J., McKerrow J.H. (2006): Discovery of trypanocidal compounds by whole
cell HTS of Trypanosoma brucei. Chem Biol Drug Des 67, 355-63.

Matthews H., Hanison J., Nirmalan N. (2016): "Omics"-Informed Drug and Biomarker
Discovery: Opportunities, Challenges and Future Perspectives. Proteomes 4, 28.

Mueller H., Kassack M.U., Wiese M. (2004): Comparison of the usefulness of the MTT, ATP,
and calcein assays to predict the potency of cytotoxic agents in various human cancer cell lines.
J Biomol Screen 9, 506-15.

Natsch A., Emter R.(2015): Reporter cell lines for skin sensitization testing. Arch Toxicol 89,
1645-68.

Paciello L., Falco F.C., Landi C., Parascandola P. (2013): Strengths and weaknesses in the
determination of Saccharomyces cerevisiae cell viability by ATP-based bioluminescence assay.
Enzyme Microb Technol 52, 157-62.

Paschos N.K., Brown W.E., Eswaramoorthy R., Hu J.C., Athanasiou K.A.(2015): Advances in
tissue engineering through stem cell-based co-culture. J Tissue Eng Regen Med 9, 488-503.

59



Pereira S., Tettamanti M. (2005): Ahimsa and alternatives -- the concept of the 4th R. The
CPCSEA in India. ALTEX 22, 3-6.

Petty R.D., Sutherland L.A., Hunter E.M., Cree I.A. (1995): Comparison of MTT and ATP-
based assays for the measurement of viable cell number. J Biolumin Chemilumin 10, 29-34.

Prabst K., Engelhardt H., Ringgeler S., Hiibner H. (2017) Basic Colorimetric Proliferation
Assays: MTT, WST, and Resazurin. Methods Mol Biol 1601, 1-17.

Richmond J. (2002): Refinement, reduction, and replacement of animal use for regulatory
testing: future improvements and implementation within the regulatory framework. ILAR J 43,
63-8.

Riss T.L., Moravec R.A., Niles A.L., Duellman S., Benink H.A., Worzella TJ., Minor L. (2016):
Cell Viability Assays. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/.

Rudin M., Weissleder R. (2003): Molecular imaging in drug discovery and development. Nat
Rev Drug Discov 2, 123-31.

Schneider G. (2018): Automating drug discovery. Nat Rev Drug Discov 17, 97-113.

Swiss R., Niles A., Cali J.J., Nadanaciva S., Will Y. (2013): Validation of a HTS-amenable
assay to detect drug-induced mitochondrial toxicity in the absence and presence of cell death.
Toxicol In Vitro 27, 1789-97.

Sykes M.L., Avery V.M. (2009): A luciferase based viability assay for ATP detection in 384-
well format for high throughput whole cell screening of Trypanosoma brucei brucei
bloodstream form strain 427. Parasit Vectors 2, 54.

Theile D., Spalwisz A., Weiss J. (2013): Watch out for reporter gene assays with Renilla
luciferase and paclitaxel. Anal Biochem 437, 109-10.

Trist D.G. (2011): Scientific process, pharmacology and drug discovery. Curr Opin Pharmacol
11, 528-33.

Veselovska L., Kudlova N., Gurska S., Liskova B., Medvedikova M., Hodek O., Tloustova E.,
Milisavljevic N., Tichy M., Perlikova P., Mertlikova-Kaiserova H., Tryl¢ova J., Pohl R.,
Klepetarova B., Dzubak P., Hajdach M., Hocek M. (2020): Synthesis and Cytotoxic and
Antiviral Activity Profiling of All-Four Isomeric Series of Pyrido-Fused 7-Deazapurine
Ribonucleosides. Chemistry 26, 13002-13015.

Wermuth C.G. (2006): Similarity in drugs: reflections on analogue design. Drug Discov Today
11, 348-54.

Wikipedia: https://en.wikipedia.org/wiki/Microplate (15. 4. 2021).

Xia M., Huang R., Witt K.L., Southall N., Fostel J., Cho M.H., Jadhav A., Smith C.S., Inglese
J., Portier C.J.,, Tice R.R., Austin C.P. (2008): Compound cytotoxicity profiling using
guantitative high-throughput screening. Environ Health Perspect 116, 284-91.

Yu K., Hu S., Huang J., Mei L.H. (2011): A high-throughput colorimetric assay to measure the
activity of glutamate decarboxylase. Enzyme Microb Technol 49, 272-6.

Zhang J.H., Chung T.D., Oldenburg K.R. (1999): A Simple Statistical Parameter for Use in
Evaluation and Validation of High Throughput Screening Assays. J Biomol Screen 4, 67-73.

60



8 SEZNAMPOUZITYCH ZKRATEK

ADME
ATCC
DMEM
DMSO
EMA
EMEM
FA
FBS
FDA
FTIH
HTS
IC50
LBVS
MTS

MTT
PI
PMS
qHTS
SBVS
SPA
TI
TRET
uHTS
UMTM

absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace
American tissue and cultures collection
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

Evropské agentura pro 1é¢ivé pripravky
Eagle’s minimum essential medium
fluorescencni anizotropie

fragmentovany screening

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv

poprveé podano Cloveéku (,,first time in human®)
vysokokapacitni screening

polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace
virtualni screening zalozeny na ligandu
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)
-2H-tetrazolium
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid
procento inhibice

phenazin methosulfat

kvantitativni HTS

strukturni virtualni screening

scintilaéni proximitni test

terapeuticky index

casove odliSeny pienos energie

ultraHTS

Ustav molekularni a translaéni mediciny
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