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Anotace:
Bakalarska prace je vénovana in vitro metodam vyuzivajici se pro testovani

cytotoxicity, coZ je nezbytnou soucasti vyzkumu nového lé¢iva. Ten zahrnuje preklinické
a klinické studie in vivo, ale také studie pocitacové simulace in silico. Prace je zaméfena na
testovani potencionalné ucinnych latek a jejich biologické aktivity pomoci vhodnych modelt

a testt, jejich popisu a zptisobu vyuziti.

Klicova slova: In vitro testy, cytotoxicita, biologicka aktivita, modely kiize, viabilita,

preklinické testy, 3R

Title: In vitro testing of substances with potential therapeutic effect

Annotation:

The bachelor thesis is devoted to in vitro methods used for cytotoxicity testing,
a necessary part of the research of new drug. Tem includes preclinical and clinical studies
invivo, but also computer simulation in silico. The work is focused on the testing
of potentially active substances and their biological activity using suitable models and tests,

their description and use.
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Uvod

Bakalaiska prace je zaméfena na in vitro metody, pomoci kterych testujeme
cytotoxicitu.

U vSech latek, at’ uz 1é¢ivych nebo vyuzivanych v kosmetickém primyslu, je potieba
overit jejich zdravotni nezavadnost. To délame v prvnich krocich pravé pomoci téchto testd,
kterymi dokazeme stanovit jestli, nebo do jaké miry je dana latka toxicka. Tento zpusob
testovani je sofistikovanéj$i, levngj$i a Casto irychlej$i, nez difive vyuzivané testy
in vivo, ke kterym se vyuzivala testovaci zvifata. Tyto metody je maji zastoupit a tak snizit
utrpeni a zabranit 0jmé na zdravi zvitat. Tyto testy byly pro né velmi zatézujici, stresujici,
bolestivé, zdlouhavé a prakticky ve vSech pfipadech kviili témto studiim musela umirat.

O vyvoj téchto alternativnich metod, jako vhodnych, ale plnohodnotnych nahrad se
tedy zaslouzili jistym zpisobem iochranci zvitat, ktefi bojovali za jejich prava. Jedna
z nejnove€jSich zmén nastala pii piijeti konceptu 3R, jehoz cil je pravé snizeni utrpeni a poctu
potiebnych zvitat ve vyzkumech. Soucasné se tyto metody stale vyvijeji, a modely pro
testovani toxicity se neustéle inovuji, aby vysledky byly co nejpfesnéjsi a bylo je tak mozné
interpretovat i pro invivo vyzkum.Toho se snazime docilit zejména tim, Ze se pokousime
vytvofit strukturné velmi podobné prostiedi pro ptasobeni latky.

Jestlize je latka toxicka, zpusobuje poSkozeni bunék, naruSuje jejich fyziologickou
funkci, nebo zptsobuje programovanou bunéénou smrt neboli apoptézu. Pravé na této
skuteCnosti se tyto testy zakladaji a vyuzivaji tedy moznosti detekce Zivotaschopnych,
popiipadé¢ usmrcenych bunék, nebo detekuji enzymatické zmény, zplisobené zménou
vnitinich pochodu v bunice. K tomu vyuzivame mnoha metod, které jsou dnes bézné dostupné,
jako jsou kolorimetrické testy, mezi které patii zejména testy MTT nebo XTT, fluorescencni
metody (resazurinovy test) nebo testy enzymatické (LDH test). Vétsina téchto testl vyuziva
k detekci barevnou zménu, kterou je mozné métit spektrofotometricky, a intenzitu zbarveni je
mozno vztahnout ke koncentraci.

Ziejm¢ nejvétsi nevyhodou téchto testi spociva vtom, Ze proces pii aplikaci
potencionalné toxické latky nemtizeme témito jednoduchymi testy sledovat v case, ale pouze

odecist vysledné zmény na bunécéné kultufe. To v dnesni dobé fesi bunécné analyzatory.
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1 Testovani toxicity
Toxicita je negativni vliv na testované systémy a je vyvolana u¢inkem dané latky nebo

jejich smési. Mira negativni reakce je ddna mnoha faktory, jako jsou napiiklad koncentrace
latky nebo doba, po jakou byl systém dané latce vystaven. Tuto dobu nazyvame expozici.
Dulezité jsou i faktory, které ovliviuji celkovy fyziologicky stav. Mezi tyto faktory patii
ovlivnéni teploty nebo regulace pfijmu zivin. Testovani toxicity zahrnuje soubor
experimentl, béhem kterych pozorujeme zmény organismu vystaveného urcitym
podminkdm, a ur¢ité davce zkoumané latky, ato v porovnani stémi, které ji vystaveny
nebyly, nebo jsme zvolili jiné podminky [1].

Potenciondln¢ cytotoxické latky jsou schopny indukovat bunéénou smrt. Na to
se zaméfuji i testy, kterymi cytotoxicitu prokazujeme. Indikujeme tedy bunéénou smrt neboli
apoptdzu. Jednéd se 0 mechanismus bunécné smrti, kterou vyhodnocujeme mnoha rtiznymi
metodami. Timto studujeme v zavislosti na Case a davce toxické u¢inky latky na bunky.
Béhem testovani pozorujeme u¢inky na bunécny cyklus, ale také mechanismus u¢inku a typ
zpusobené toxicity. Sem patii naptiklad bazalni cytotoxicita, coz je vnitini schopnost latky
zpusobit bunéénou smrt, a to v dasledku poskozeni jejich zakladnich bunécnych funkci. Testy
cytotoxicity nam odhaluji podrobnéjsi udaje 0 probihajicich d&jich, jako jsou
genotoxicita, mutagenita nebo programovana buné¢nd smrt. Dale sem fadime akutni
systémovou toxicitu. Tyto Udaje se ziskavaji zejména testy in vivo. Zda je toxicita akutni
uréuje predevS§im mira poskozeni vnitinich funkci buné¢k [2].

In vitro metody jsou nejen alternativou, ale také nahradou za pouzivané in vivo metody.
Doslova v piekladu znamena termin in vitro ,,ve skle® a jednoduse znamena testovani bez
pouziti zvitat. Tyto metody vyuzivaji zejména pouziti bunéénych nebo tkanovych
systému, ale i izolovanych organu [3].

Toto testovdni ma& mnoho vyhod oproti testovani v organismu jako celku
na zviratech, ato jak z ekonomické stranky, tak iz davodu testovat pomoci in vitro metod
pfimo na konkrétnim typu lidskych bunck (naptiklad kozni keratinocity). Vyhodou je také
mensi ¢asova naro¢nost, ale i eticky nahled na danou problematiku. Mimo jiné jsou vétSinou
spolehlivéjsi, a poskytuji nam dobrou experimentalni kontrolu uré¢enych davek chemikalii [4].

Testovani na bunkach ma samoziejmé isvé nevyhody, mezi které patii napiiklad
to, ze latku nevidime fungovat v systému jako celku, atak mame pouze omezeny nahled

na specifickou organovou toxicitu [1].
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1.1 Koncept 3R

Dnes se zabyvame zejména rozvojem alternativnich metod, které se tidi konceptem 3R.
Ten zahrnuje redukci v po¢tu vyuzivanych zvifat na bezprostfedné nutné minimum, jejich
vhodnou alternativni nahradu a zjemnéni, tedy snizeni jejich utrpeni. Odtud tedy pochazi
nazev 3R (Reduction, Replacement, Reinement). Tento koncept zahrnuje fyziologii zaloZzenou
na farmakokinetickém modelovani, metody bez uziti savci, variace tkanovych a buné¢nych
kultur nebo naptfiklad lidské klinick¢é studie vyuzivajici metody mikrodavek
a epidemiologickych studii [5].

V Ramci konceptu 3R se snazime aktualni in vivo metody upravovat nebo nahrazovat
tak, aby dochazelo k co nejvétsimu snizeni pouZzivani testovanych zvitat, a tak i jejich utrpeni.
Proto byly pro testovani akutni oralni toxicity vyvinuty a validovany zejména tii hlavni
alternativy snizujici mnozZstvi potiebnych zvirat. Témi jsou zejména metody vyuzivajici
stanoveni tfidy akutni toxicity ATC( Acute Toxicity Class ) OECD423 OECD Organisation
for Economic Co-operation and Development (Organizace pro hospodatrskou spolupraci
arozvoj) metoda zvySovani a snizovani davky (UDP; OECD 425) a metoda fixni davky
(FDP; OECD 420), timto je nahrazen diive pouzivany test OECD401, ktery nepatfi do
seznamu doporucovanych testu jiz od roku 2002 [6].

K omezeni jak utrpeni zvifat i jejich pouziti pfispivame taky tim, ze kazda metoda, ktera
se dnes vyuzivd, aplikuje vice davek v fad¢, kdy prvni davku nazyvame jako vychozi davku,
kterou uréime pravé z jiz dostupnych dat in vitro nebo in vivo testt, sledovani cytotoxicity
in vitro nebo mizeme také pouzit takzvané nastielové in vivo studie s pouze omezenym
poctem pouzitych zvifat [7].

Mezi nejSetrn€jsi metody patii metoda FDP Fixed Dose Procedure (Metoda fixni davky)
ato hlavné proto, Ze U této metody neni nutné Gimrti zvifete. Zde se orientujeme podle jiz
zjisténé toxicity, kterou jsme dokazali predeslymi napiiklad in vitro testy, ¢imz se zcela
vyhneme jakékoliv expozici zivych jedincd, a tim jejich umrti [8].

V pfipad€ inhalacni systémové toxicity miZzeme pouzit jako nihradu dosavadné
pouzivaného in vivo testu napiiklad ATC. Metoda FDP se pro testovani tohoto typu toxicity
prozatim nevyuziva. DalSim typem je akutni systémova dermalni toxicita, ktera je zatfazena az
na konec hlavné proto, ze zde existuje jen velmi mald pravdépodobnost intoxikace touto
cestou. Hlavni smérnici, zda tyto latky vibec testovat je zejména to, zda dand latka muze
absorbovat pres kiizi. V tomto piipade by bylo mozné v budoucnu vyuzit i metodu FDP [9].

Metody, které nyni pouzivadme pro stanovovani akutni systémové toxicity, mizeme

rozdélit do tfech zakladnich kategorii ato na organové — specifické testy, toxikokinetické
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metody a testy cytotoxicity. Srovnani alternativnich metod pro stanoveni systémové toxicity
shrnuje tabulka €. 1.

Toxikokinetika popisuje procesy absorpce, metabolismu, distribuce a exkrece latky.
Zabyva se tedy osudem dané latky v organismu. Studovanou latku a jeji metabolity potom
stanovujeme jak v tkanich a télnich tekutinach, tak iv exkrementech testovanych objektu.
Toxikokinetika ndam pomaha stanovovat akutni systémovou toxicitu pii aplikaci na in vitro
modely, ato zejména za vyuziti bunéénych organel, lidskych hepatocyti nebo mikrosomu
bohatych na metabolické enzymy, které stanovujeme v prvni fazi probihajici v jatrech
(Biotransformaci). Dale hodnoceni permeability pfes intesitnalni sténu (bariéry jako naptiklad
tkan — krev) v in vitro modelech obsahujici intestinalni buiky, afinitu latek k plazmatickym
proteinim a distribuci latky vtéle na zadkladé rozdélovacich koeficienti mezi tkanémi
a plazmou [7,10].

Jako dalsi sem fadime organové-specificke testy toxicity. Abychom mohli vybrat vhodny
in vitro model, je tfeba zvolit vhodny typ lidskych bungk, tkani, nebo jejich organovych
soustav. Zde je nutno zvolit zvlastni podminky pro uchovani kultur, zejména kviili zabranéni
ztraté¢ funkénosti, nebo morfologickym zménam. S tim musime takeé vybrat nejen vhodnou
referencni latku, ale izvolit ovéfeny korelujici parametr toxicity ato pro kazdy organovy
systém [11].

Tabulka 1 Ptehled alternativnich metod pro stanoveni akutni systémové toxicity Whitehead, A, 2004

Akutni systémova toxicita Test Koncept 3R Ucel testu Validace  Implementace

Ordlni

Stanoveni tiidy akutni toxicity ~ In vivo  |pocet Stanoveni toxicity OECD TG"423

ATC in vivo

Metoda fixni davky FDP Invivo  |pocet/ utrpeni Stanoveni toxicity OECD TG 420
in vivo

Postup zvySovani a sniZovani Invivo  |pocet Stanoveni toxicity ICCVAM OECD TG 425

davky UDP in vivo

Test NHK NRU" Invitro  |pocet Stanoveni vychozi ICCVAM Nawh OECD TG
davky in vivo

Test 3T3 NRU* Invitro  |pocet Stanoveni vychozi ICCVAM  Nawrh OECD TG
davky in vivo ECVAM
Skrining netoxickych
Latek

Inhalacni

Stanoveni tiidy akutni toxicity ~ In vivo  |pocet Stanoveni toxicity OECD TG 436

ATC in vivo

Metoda fixni davky FDP Invivo  |pocet/utrpeni  Stanoveni toxicity Navrh OECD TG
in vivo 433

Dermdini

Metoda fixni davky FDP Invivo  |pocet/ utrpeni Stanoveni toxicity Navrth OECD TG
in vivo 434

Dermdlini penetrace

In vitro absorpce kiizi Invitro | pocet Stanoveni penetrace OECD OECD TG 428
pres kizi

Hematotoxicita

Test CFU-GM' Invivo  |potet Akutni neutropenie, ECVAM  Nawh OECD TG

nahrazeni nahrada za testovani

na 2. zvifecim druhu

Toxokinetika

cryoHepaRG Invitro | pocet Metabolismus — ECVAM
primami lidské hepatocyty Invitro | pocet indukce enzymi
cytochromii P450
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1.2 Toxicita in vitro

Testovani toxicity je nezbytnou soucasti kazdé studie novych IéCiv a stejné tak jsou
dulezité pro uréovani hygienickych norem. Své vyuziti maji také v potravinatstvi i pramyslu.
Je vhodné takeé stanovit toxicitu in vitro (cytotoxicitu) zejména u nové syntetizovanych latek
s potencionalnim biologickym ucinkem urcit i jejich vliv na bunéénou uroven. Podle typu
latky je moZné odhadnout (mechanismu u¢inku), které organy jsou nejvice
ohrozeny, a tak vybrat spravnou tkanovou kulturu. Z toho vyplyva dalezitost vybéru vhodné
tkanové kultury. V nékterych pfipadech je vhodné pouziti Kkultur specializovanych
bunék, jakymi jsou naptiklad epidermélni keratinocyty nebo hepatocyty, jako model pro
vyzkum mechanismu hepatotoxicity [1].

Abychom zjistili pfesny mechanismus ucinku U nové objevenych latek, je zapotiebi
je testovat jak in vitro, tak in vivo. Nemusime ale objevovat stale nové latky, mnohdy staci
modifikovat jiZ znamou strukturu specifickym zplsobem tak, aby byly vylepSeny jeji u€inky
nebo potla¢ena pfiliSna cytotoxicita. V tomto piipadé se zabyvame zejména receptorovymi
a enzymatickymi  studiemi. VétSinou je vSak snaha objevovat nové  struktury

s vlastnim, novym, ,,lepS§im“ mechanismem téinku [12].

1.2.1 Markery cytotoxicity

Diky témto markerim jsme schopni urcit stresové reakce na zneciStovani Zivotniho
prostiedi, teplotni zmény a jiné zmény prostiedi je mozno je rozdélit na markery bunécné
a biochemické.

Mezi piiznaky, které miizeme pozorovat, jSOU zejména zmény na bunééné Grovni, mezi
které patfi napiiklad zména exprimovanych molekul na povrchu buiky, zména v jejim
tvaru, mnozstvi  produkovanych enzymi, velikosti, deformace nebo posSkozeni
organel posuzujeme tedy celkovou morfologii buiiky. Velmi dilezita je detekce ve zménach
bunééné syntézy enzymil a proteinll. Tyto zmény jsme schopni detekovat metabolickym
znacenim, imunochemicky nebo ¢cDNA sondou [13].

Touto metodou jsme schopni zjistit mnozstvi mRNA. Enzymy znacime takzvanymi
chromogennimi substraty, kterych mame k dispozici mnoho. Mezi ty nejsledovanéjsi patii
cytochrom P-450, ktery zodpovida za detoxikaci. Pti jeho sledovani mizeme tedy detekovat
potencionalné nebezpe¢né latky ato podle druhu expresovaného cytochromu.
Tyto cytochromy nové oznacujeme jako proteiny P450. Je to jeden z velmi dileZitych
enzymu, ktery se podili na metabolismu latek télu cizich (xenobiotik) a tim, ze molekuly

cizich latek méni na polarn€jsi molekuly ausnadiiuje tak jejich vylucovani a zaroven
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zabranuje jejich shromazd'ovani. Vedle toho muze dochazet ale ipfeména na bioaktivngjsi
latky, coz neni vzdy vyhodou. Cinit aktivngj§imi mohou totiz jak API, tak ityto latky
modifikovat na mutagenni nebo karcinogenni. U nékterych 1é¢iv maji schopnost dokonce
enzymy, které se podileji na metabolismu xenobiotik, jsou mikrosomalni monooxygenasy
(oxidasy), které maji predevsim funkci smisenou (MFO), z angl. ,,mixed function oxidases".
Zde jako terminalni oxidasa plsobi zejména hemovy enzym cytochrom P450 [14].

Dale zde muzeme zahrnout i hemové enzymy peroxidasy, které pusobi samostatné.
Ty mohou byt jak specifické (prostaglandin H) tak i nespecifické) [15].

Tyto latky jsou v téle zodpovédné zejména za 1. fazi biotransformace chemickych latek
— detoxikace a Il. faze — eliminace. Pomah Iatku tedy eliminovat a exkrekovat z organismu
[16].

ROH RH
i |
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IH ‘-\\\'._' — +
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Obréazek 1Struktura Cytochromu P450 Obrazek 2 Cyklus cytochromu P450
William et al., 2003 Anzenbacher &Anzerbachova, 2001

1.2.2 Testy cytotoxicity
Cytotoxické testy délime podle rliznych kritérii, jako jsou naptiklad riizné organismy

a kultury, které latce vystavujeme, dale koncentrace a doba expozice. Podle doby je mozné je
rozdélit na akutni, subchronické a chronické. Rozdil mezi chronickymi a subchronickymi
stanovuje zejména davka zkoumané latky.

In vitro metody pro testovani cytotoxicity pomoci kultivovanych bunék jsou
bézné, a Casto se vyuzivaji pro citliva stanoveni chemikalii, protoze jsou rychlé, ekonomické
a nevyzaduji pouziti zvifat. Mezi tyto metody patii napiiklad: MTT test, neutralni Cerven
nebo krystalova violet. Tyto jsou velmi znamé a vyuZzivaji se velmi dlouho. Jedna se

0 barviva, kterA méni barvu v zavislosti na zivotaschopnosti bunék, a tim umoziuji
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kolorimetrické stanoveni viability bunék [1]. Pfehled parametrti, pomoci kterych cytotoxicitu
hodnotime, je uveden v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2 Piehled parametri hodnoceni cytotoxicity,
O’BRIEN PJ, HASKINS JR., 2006

1. Buné¢na membrana a jeji propustnost

uvolnéni buné&¢ného obsahu z buriky (napf. test s laktatdehydrogenasou)
prinik barviva do bunky (test S tryptanovou modii)

2. Jadro a buné¢na proliferace

pocet bun¢k

velikost jadra: zmenSeni nasledkem apoptozy a nabobtnani ve fazi inhibice
syntéza proteinu (napf. inkorporace 14C-methioninu)

inkorporace triciovaného thymidinu DNA

mnozstvi barviva v lysozomech ¢i mitochondriich

3. Mitochondrie a energeticka homeostaza

oxidace barviva (redukce tetrazoliovych soli MTT, MTS)
koncentrace ATP (luciferasovy test)

spotieba kysliku (napt. kyslikovymi elektrodami)

syntéza proteinii mitochondrii a nukleovych kyselin

mnozstvi mitochondrialni hmoty, které se akumuluji v mitochondriich

4. Antioxida¢ni systém a oxidativni stres

produkty oxidace (test s dihydroethidinem, dichlorfluoresceinem)
antioxida¢ni mechanismy (napf. glutathion, enzymy antioxida¢niho systému
rezistentni na barevnou oxidaci)

oxidace makromolekul (test s malondialdehydem, 8- hydroxyguanosinem)

5. Likvidace bunék prostiednictvim lysozomi ¢i makromolekul

fosfolipidasa (test s nilovou Gerveni — barvivem hromadicim se v lysozomech)
elektronovou mikroskopii lysozomi

vakuolizace

autofagie

6. Bun&ény utvar a cytoskelet

rozruseni plasmatické membrany

7. Systém regulace vapniku

koncentrace celkového ionizovaného vapniku

8. Pienos signalu transdukci a adaptivni geneticka exprese

translokace jadra (napf. vztaZzeni imunochemického barveni na NF-kB se zanétem
a AP-1 a Nrf2 s oxidativnim stresem)

9. Zanik bunky a apoptéza
- kondenzace a lobulace jadra
aktivace kaspasy
uvolnéni fosfatidylserinu, anexint
imunochemie
fragmentace DNA
oznacenim dUTP zavedenim terminalni deoxynukleotidyl-transferasy
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10. Intermedi&rni metabolismus a aktivita specifickych enzymi nebo koncentrace metaboliti

zkousky bunécnych lyzath jako klicovych enzymu

metabolismus antioxidantl a antioxidacni systém transport iontli

11. Uginnost zaloZena na funkcich Zivych bungk
zkousky zaloZené na funkci Zivych bungk, ve kterych jsou hodnoceny bunééné funkce,
které mohou byt inhibovany cytotoxicitou

1.2.2.1 MTT test

N~ -
®_</ ’}1 Mitochondrial reductase @_«N NH

~N®

NENS N

B

© |
S / >>N
87)\
(MTT: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- (2E,42)-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan

2,5-diphenyltetrazolium bromide)) 560 nm
ax

Im

Obrazek 3 Pfeména MTT na formazan,
Spatzengger, M., Jaeger, W. 1995

Jedno z nejvyuzivanéjSich metod je metoda MTT, coz je 3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -
2,5-difenyltetrazolium bromid. Je to ve vodé rozpustnd tetrazoliova stl, ktera se podle st€peni
tetrazolioveho kruhu sukcinat dehydrogenasou v mitochondriich pievede na nerozpustny
formazan. Ten je nepropustny pro bunééné membrany, aproto se hromadi ve zdravych
bunikach. Redukce MTT muze byt také zprostiedkovana NADH nebo NADPH uvnitt buiiky
[20].

Umoznuje rychlé hodnoceni bunééné proliferace a cytotoxicity. Jednd se
0 kolorimetrickou metodu pro méfeni bunééného metabolismu. Mnozstvi vzniklych krystala
formazanu je Umérny poctu bunék a jejich ¢innosti. Méfenim absorbance métime optickou
hustotu a vysledna hodnota odpovida poétu piezivajicich bunék atim is metabolickou
aktivitou. V soucasnosti je tato metoda nejCast&ji vyuzivana pro testovani rychlosti rdstu
bun¢k a méfeni cytotoxicity. Tato metoda vSak pomérné ¢asoveé narocna [21].

V bunéénych kulturach je tfeba dbat na peclivé promyti ato z divodu odstranéni
maximalniho poc¢tu interferujicich fytochemikalii ato jiz pted pfidanim tetrazoliového
barviva.Tetrazoliové testy mohou byt ovlivnény mnoZstvim aktivitou mitochondrii, to
ovliviiuji naptfiklad flavonoidy. Ty indukuji zastavu G2/M bunécného cyklu, po cemZz
nasleduje bunééna smrt nadorovych bunék. V disledku blokace G2/M bunék je skryto vétsi

mnozstvi mitochondrii a z toho vyplyva také vétsi redukéni kapacita [22].
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1.2.2.2 XTT test
Podobnou metodou je metoda XTT. Jednd se také o kolorimetrickou metodu, ktera

vyuziva 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT),
coz je tetrazoliové barvivo, pomoci kterého jsme schopni zjistit mnozstvi zivotaschopnych
bunék, které urcuje pfitomnost mitochondiralnich dehydrogenas. Ve vod¢ se XTT pieménuje

na oranzové barvivo formazan [23].

1.2.2.3 MTS test
Jedna se o biochemicky test, kterym stanovujme bunéfnou Zivotaschopnost

a proliferaci. MTS nebo-li 3- (4,5-di-methylthiazol-2-yl) -5- (3-karboxymethoxyfenyl) -2-
(4 - sulfofenyl) -2H-tetrazolium) je test, ve kterém je toto barvivo redukovano na hnédy
formazan a to diky NADPH nebo NADP, které jsou produkovany mitochondrialnimi enzymy
v zivych bunkéch. Intenzita barveni je pfimo umérnd mnozstvi viabilnich bunék. Se zvySenim
intenzity barveni roste také mmnozstvi Zivotaschopnych bunck, coz znamena bunécnou

proliferaci. Intenzitu barveni opét vyhodnocujeme spektrofotometricky [24].

1.2.2.4 WST -1 metoda
Jednd se o méfeni metabolické aktivity, ato pomoci 4- [3- (4-jodfenyl) -2-

(4 nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio] -1,3-benzendisulfonat). Test je vyuzivan k monitorovani
toxickych u¢inkl na bunky (savéi a jing). Tento test ma podobny princip jako test MTT a to je
reakce s mitochondrialni sukcinat — tetrazolium reduktazou. Poté opét indikujeme barevnou
zménu zpusobenou pireménou na barevny formazan. Zde je vSak produkt oproti produktu

z metody MTT vice rozpustny ve vodé [25].

1.2.2.5 Sulforhodamin B test (SRB) test

Indikétor je jasné rizové aminoxantathenové barvivo se dvéma sulfonovymi skupinami.
Jeho histochemicka struktura se velmi podoba napiiklad Coomassie brilantni
modfi, bromfenolové modii nebo naftol Zluté soli, které se obecné vSechny vyuzivaji pro
proteinové znacenti.

V mirn¢ kyselych podminkach se SRB vaze na zéakladni proteinové aminokyselinové
zbytky ve stabilnich bunkach. Jeho citlivost je srovnatelna s citlivosti nékterych
fluorescenCnich barviv. Linearita tohoto testu je velmi vysoka atimto parametrem tak
prevySuje itesty jako jsou Lowry nebo Bradford testy. Vyhodou je hlavné malé fedéni
vzorki, coz vede K mensi chybé v analyze vzorkl s vysokym obsahem bilkovin. Zména barvy
vzorku je rychld, stabilni a viditelna. Lze je také méfit v Sirokém rozsahu vinovych délek.

Zachyceni koncového bodu zprostiedkovava vhodné optimalizovany protokol, diky ¢emuz
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nemusi byt vysledky méfeny v pfedem stanovenou dobu. Ve chvili, kdy pfi této metod¢
zvolime suSeni vzorkli vzduchem, je mozné je skladovat po neomezenou dobu, ato bez
snizeni kvality vzorku. Lze vyuzit také tris — solubilizovany SRB. Ten je také stabilni
pomérné dlouhou dobu, ale jen za ptedpokladu, ze pti skladovani nedochéazi k odparovani.
Tris sloucenina vSak miize poskodit morfologii bunék nebo zménu proteinové struktury
buiiky. Po modifikaci této metody ji lze také vyuzit pro slabé adherentni jednovrstvé bunky
nebo pfilnavé kultury, vrhajici plovouci buiky do okolniho média, nebo imalé shluky.
Pomoci SRB testu je mozno zachytit riznou citlivost lidskych nadorovych linii k cisplating
a fluoracillu. Metoda poskytuje citlivé méfeni 1ékové cytotoxicity v kultufe. Oproti metodam
XTT nebo MTT scitd mnoho vyhod jako naptiklad vétsi rychlost, citlivost nebo jednoduchost
[26].

SRB se vyuziva pro méfeni obsahu bunéénych bilkovin. Barvivo se vdze na zasadité
aminokyseliny celularnich proteind a vyhodnocujeme je kolorimetricky, stejné jako metody
MTT nebo XTT. Touto metodou mizeme stanovit odhad, kolik proteinii se v bufice vaze

a tim mtzeme tedy stanovit i jejich mnozstvi [27].

1.2.2.6 LDH test
Laktat dehydrogenaza je parametr velmi vyuzivany jak v toxikologii, tak v chemickeé

diagndéze pro hodnoceni miry poSkozeni bun¢k, bunéénych kultur iorganovych systémd.
LDH je velmi dilezity glykolyticky enzym, ktery je ptfitomny prakticky ve vSech tkénich
[28].

Metoda je zalozena na méfeni aktivity LDH v tkanich savcu. Jednou z nejCastéji
vyuzivanych metod tohoto stanoveni je spektrofotometrie, kterd byla popsdana Vassaultem
v roce 1983, ktery kvantifikoval pfeménu pyruvatu na laktat. Méteni této konkrétni metody
probihd pii 30°C. Aktivita LDH je méfena jako mnoZstvi pfeménéného pyruvatu
S nepfetrzitym monitorovanim hladiny absorbance, coz zplsobuje oxidace NADH ato pfi

339 nm [29].

1.2.2.7 Tests trypanovou mod¥ri
Tento test vyuziva tropanové modii, jako barviva, které barvi pouze mrtvé bunky.

TudiZ po obarveni bunc¢k timto barvivem muizeme mikroskopicky vyhodnotit mnoZstvi
viabilnich, respektive poskozenych bunék. Celkové pocty vyhodnocujeme pomoci Biirkerovy
komurky [30].
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1.2.2.8 Metoda neutralni ¢ervené
Je ur¢end k méfeni bunécné viability. Dale se pouziva také jako indikéator cytotoxicity

pro kultury s primarnimi hepatocyty ajinymi bunéénymi liniemi. Zivé buiiky navaZzou
neutralni ¢erven, ktera je koncentrovana uvnitt lysozomu [20].

Vysledky se hodnoti spektroforometricky a linearné koreluji s po¢tem viabilnich
bunék. Pti fyziologickém pH, coZ je i pH vhodné pro bunécné linie, je ndboj nulovy a tak
je barvivu umoznéno proniknout membranou pasivni difuzi. Po proniknuti lysozomu, kde je
pH nizsi, se barvivo kladné nabiji, a tim je zamezen jeho dalsi prostup.

Vyuzivame zde pufrovanych médii, kterd brani zméné pH, coZz by mohlo ovlivnit
prostup barviva. Pouzitim vysSich koncentraci nebo delsi inkubacni doby, nizsi teploty nebo

pH, miiZe vést k vysrazeni neutralni cervené [31].

1.2.2.9 Resazurinova metoda
Jedné se o fluorescen¢ni metodu, jejiz podstata je v barveni resazurinem. Sledujeme

tedy kdy je podil non-fluorescenéniho resazurinu snizen, ato 0 pocet metabolicky aktivni
buniky latkou resorcin, ktera je fluorescentni. V tomto piipad€ je tedy fluorescence piimo
umérna poctu viabilnich bun¢k. Piesnéji je tieba fluorescenci sledovat v priabéhu ¢asu a tak
stanovit potfebny Cas k dosazeni ur¢ité minimalni a maximalni hodnoty fluorescence. Tyto
Casové body odpovidaji poétu zivotaschopnych bunék, tento parametr pak porovname

s vychozim poc¢tem Zivotaschopnych buné¢k [32].

1.3 Toxicita in vivo
In vivo testy jsou pro testované subjekty zatézujici, poSkozeni zptsobuje jiz po kratké

expozici a negativné je ovliviiuje ijako celek. Tyto testy se vétSinou provadéji zejména na
vySSich obratloveich, coz lze oznacit za ,.testy na zvifatech®. Timto zpisobem nelze piesné
prozkoumat piimy mechanismus u¢inku novych latek. To vSe vede ke stalému vyvoji in vitro
metod, které snizuji samotnou potiebu zvitat, ale i jejich utrpeni. Stejné jako mnoho dalSich
metod je tyto metody nejdiive v ramci zmén, které v nynéj$i dob¢ probihaji nutné validovat.
Testy na zvifatech, jestlize neni k dispozici jind funkéni ndhrada, je dle dneSni platné
legislativy mozné vyuzit jen v piipadé, ze v ramci testovani cytotoxicity, bylo v evropské unii
pfijato nafizeni REACH, které se tyka registrace, hodnoceni kvili ochrané, povolovani
aomezovani ruznych chemickych latek, ato hlavné kvuli ochrané zdravi i zivotniho
prostiedi. Alternativni metoda miZe byt ta, kterd se fidi konceptem 3R. Ten byl popsan

vhodnymi efektivnimi metodami jiz v roce 1959 a zabyva se pravé alternativami, které by je
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mohly nahradit. Témi jsou in vitro, zvifata nebo také pocitacové simulace a matematické
modely [33].

Vysledek hodnotime pomoci ex-vivo metody, které vyuzivaji bunééné kultury, tkané,
organy nebo pocitatovou modelaci, pomoci kterych stanovime dvé zakladni hodnoty, ato
jsou stfedni letalni davka (LDso) a stfedni letalni koncentrace (LCso). Tyto hodnoty statisticky
stanovuje davka, nebo latka, kterou jsme podali jednorazové, a zptisobi tmrti u 50% zvifat
V testované skupiné koncentraci studované latky. Tyto postupy jsou normovany
mezinarodnimi institucemi, jako je napiiklad Organizace pro hospodaiskou spolupraci

arozvoj (OECD) [34].

1.4 Toxicita in silico
Jedné se 0 metody pocitacové, které maji také za ucel snizit poCet zvitat, ale hlavné

spliuji podminky 3R. Tyto metody vyuzivaji toxikologické udaje stanovené testy in vivo, na
zéklad¢ kterych vytvari predikéni pocitaové modely. Vlastni proces potom probiha
vypoctem, ktery predpoklada, jak je zkoumana latka toxicka. Je také potieba pouzivané udaje
z pokust a jinych studii vyuzit obecné. Nejéastéji pouzivanou metodu pro tento postup je
QSAR (z angl. Quantitative Structure Activity Relationships, tj. kvantitativni vztahy mezi
chemickou strukturou jednotek a jejich biologickou ¢innosti) [35].

In silico testy mizeme rozdélit na rizné typy, jakymi jsou modely vyuzivajici
kineticko-fyziologickych simulaci nebo jinych biologickych podobnosti, vyuzivajici souboru
znalosti  apravidel (PBMS) modely vytvofené avyhodnocované  pocitatem
(QSAR), modely, které vyuzivaji alometrickych rovnic ve specializovaném systému, modely
pracujici na principu molekulové grafiky, které byly vytvofeny ptistroji a nakonec modely
vyuzivajici umélou neuronovou sit’ (ANN), nebo jeji kombinace.

Tyto metody samoziejmé nemusi byt uplné pfesné ani nemusi naprosto odpovidat
skutecnosti. To zavisi hlavné na tom, jak byly dodrzeny podminky pii pokusu (zahrnuti doby
expozice v€k podobn¢). To vSe ovliviiuje konenou spravnost vysledku. Velmi dilezité je
také zahrnout konkrétni interakce mezi pouzitymi latkami pii pokusu. Nakonec je
samoziejmosti stanovit pravdépodobnost spravnosti téchto metod [36].

Nejpouzivangj$i metodou je metoda QSAR, ato zejména proto, Ze mad mezi vSemi
metodami nejvétsi moznost vyuziti, jejimz zakladem je souvislost mezi souborem
vztahi, chemickou konstituci a miry biologickych ucinkt v praxi, a lze tak brat ohled na

vysledky pfi studiu cytotoxicity latek vyzkum této metody zacal jiz v roce 1973 [37].
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Jedn& se o0 soubor matematickych rovnic, které jsou schopny vypocitat, jak velky je
biologicky ucinek latek. K tomu vyuzivaji pravé znalosti chemické struktury, kterou udavaji
jeji fyzikalné-chemické vlastnosti, topologické indexy a kvantové-chemické indexy.

Nejveétsi problémy stale zstavaji v pouzitych biologickych experimentalnich datech.
Tomu se snazime zabranit hlavné dodrzenim piesné danych podminek véetné dob expozice
v probihajicich biologickych procesech. To plati v ptipadé¢ ustaleného
stavu, extratermodynamicka pravidla, ato pouze za predpokladu, Ze biologicka u¢innost je
dana kritickym stupném, ktery nam udéava ucinnost. V takovém piipad¢ se rovnovazna
konstanta méni v zavislosti na zméné Gibbsovy energie, ktera se zde sklada z jednotlivych
¢initeld podilejicich se na biologické aktivité, a v tom ptipad€ také na zménach ve struktuie

molekuly, jakymi mohou byt hydrofobita, polarita nebo stérické vlastnosti [38].

2 Biologicka aktivita 1éCiv

Kwvuli potiebé pracovat s intercelularnimi a intracelularnimi signaly pro bunécnou
diferenciaci a proliferaci se snazime inovovat dosud znamé metody tak, aby byly nejen co
nejpresnéjsi, ale také korelovaly se studiemi in Vvivo, coZ je nezbytné pro jejich pieneseni do
praxe.

Velmi dilezitou tlohu v biologické aktivité maji piedevs§im diferenciace a proliferace.
Ty se odehravaji na trovni malych molekul a jejich receptoru, které jsou umistény na jejich
povrchu. Miizeme rozliSovat rizné typy receptorti, mezi které patii napiiklad receptory
rozpoznavajici steroidni hormony, hormony S§titné Zzlazy, retinoidy, ale také nékteré
vitaminy, které jsou jadernymi transkripénimi faktory, a podileji na genové regulaci. Tyto
receptory a ptibuzné genové podobné rodiny jsou také schopny rozpoznavat nékteré
chemikélie (napfiklad dioxiny). Aktivni latky tedy vyuZivaji interakce s receptorem
a vyuzivaji nasledné aktivace genové regulace. Aktivita je pak ddna funkci latky, ne jeji
strukturou. Pro spusténi uc¢inku je nutné, aby dand latka splhovala pozadavek na afinitu
a vnitini aktivitu pro dany receptor, coz je znazornéno na obrazku ¢. 4.

Toto plsobeni latek pfes receptory, které je zpiisobeno chemikdliemi, ma vyznam
zejména pro funkcni toxikologii. Funkéni toxikologii pak urcujeme zejména funkci latek a ne
jejich strukturu. Kultury obsahujici lidské bunky mohou byt transportovany pomoci
molekularnich struktur obsahujici specificky receptor a reportérovy gen pro dany receptor.
Potom testujeme zejména vazbu chemického ligandu na receptor, jeho obsazeni,

afinitu, vnitfni  aktivitu agenovou aktivaci. Chemicky, neznamy biologicky nebo
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toxikologicky ucinek zjistime na zaklad¢ toho, zda byl spustén panel obsahujici receptorové
bunky. Uginek zkoumané latky je tedy vyvolan receptorem zprostiedkovanou genovou
aktivaci, kterou jsme schopni detekovat a tim zjistime, zda dana latka je biologicky aktivni,
nebo ma ijiné ucinky (cytotoxicita a dalsi). Na zakladé znamych u¢inkti mizeme pak
stanovovat iucinky latek neznamych, které mechanismus téinku mohou mit podobny.
Sledujeme pak tedy pro konkrétni skupinu danou receptorovou skupinu, a ptipadny téinek na
organismus a jeho odezvu. Napiiklad v ptipadé estrogenového receptoru sledujeme pomérné
Siroky panel receptori, do kterého fadime estrogenovy receptor, progesteronovy
receptor, androgenni receptor, receptor pro thyroidni hormon, dioxin receptor nebo excitaéni
aminokyselinové receptory a mnoho dalSich.

Pochopeni téchto procest je dulezité, protoze se S jejich pomoci snazime mechanismy
ucinku zobecnit, a to pravé na zakladé toxikologickych reakci a biologické funkce. Chemicka
latka, ktera bude podobna, by méla vice predvidateln€, srozumitelné toxikologické u¢inky a to
praveé v zavislosti na dobé expozice a vySce davky. Timto zplisobem také stanovujeme profil
chemické latky, ktery je velmi dulezity z hlediska epidemiologie. V podstaté tedy hledame
vétsinou latky podobné jiz latkam, které byly objeveny, a vime, jak pusobi, a jejich
modifikaci tedy vytvofime novou modifikovanou formu této latky, ato vétSinou s lepSim
u¢inkem nebo jinymi vyhodami jako je napiiklad zamezeni n¢kterym nezddoucim ucinkim.
Jen malo kdy nebo nahodou objevime zcela novou léCivou latku a podafi se zcela piesné
identifikovat jeji mechanismus ucinku, aby bylo jisté, Zze pouziti takové latky nebude
nebezpecné (latka ipfes cilené pisobeni mize byt pro organismus toxicka atudiz by jeji
budouci vyuziti bez upravy stavajicich vlastnosti nebyla mozna). U zcela neznamé latky pak
musime mit alesponi pfedpoklad, v jaké oblasti plsobi, abychom dale ptizpusobili testy

a objasnili jeji vlastni biologickou aktivitu, dalsi uc¢inky na organismus jako celek [42].

BLOKOVANI HORMONU HORMONALNI ODPOVED

TOXICKALATKAB ___HORMON TOXICKA LATKA A
%

3

. *. ODPOVED
HORMONALNI RECEPTOR " | EEE]

* HORMONU

.. ZADNA
" ODPOVED

Obréazek 4 Vazebna mista receptoru a vyvolani odpovédi na zakladé¢ afinity a vnitini aktivity, Barral,
E. 1997
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2.1 Testovani lé¢iv
Muzeme jej rozdélit do tfech hlavnich stadii, mezi které patifi zakladni

vyzkum, preklinicky vyzkum a klinicky vyzkum. Nové je také lze rozdélit na stadia vyzkumu

in silico, in vitro a in vivo.

2.1.1 Insilico metody v preklinickém vyzkumu
Do prvniho stadia patii tedy metody in silico. Zde maji hlavni vyuziti metody izolace

syntézy  nebo  ,docking”  (spojeni). Dale  nasleduje testovani  takzvanych
»leading structure®, neboli vad¢ich struktur, které nam odhaluji strukturni prototypy
s farmakologickym ucinkem. Cilem je urit vidéi molekulu, ukteré se piedpoklada
farmakologicky G¢inek a zaroven nizka toxicita. Dale testujeme syntetizované a modifikované
latky odvozené od této viadéi struktury. Dale sledujeme pfesny mechanismus Géinku a to
zejména z hlediska biochemickych procesi na bunééné areceptorové urovni. Dnes se
zaméfujeme zejména na studium signalnich mechanismti uvnitf bunky ataké
farmakogenomiku. Ktomu se vyuziva fyzikalné-chemickych metod ato khodnoceni
interakci biomakromolekul. Tyto biomakromolekuly ptirozen¢ obsahuji ligandy, které jsou
stézenim pro urceni u¢inné molekuly. To vSe probihd pocitaCovym modelovanim. Pii
stanoveni této funk¢ni molekuly pfechazime do dalsiho stadia vyzkumu, a to preklinického.

Zde se dostdvdme k vlastni syntéze G¢inné latky neboli API (active pharmakological
ingredient). To nam slouzi zejména k Gpravé pozd¢jsiho vyrobniho postupu. Také zde
stanovime rozkladné a metabolické produkty. Nasleduji zatézové testy API, kdy ji vystavime
stresovym podminkdm a sledujeme jeji stabilitu ato jak v kratkodobych testech, které
zahrnuji testovani rozpustnosti a jinych fyzikalné-chemickych vlastnosti, tak v dlouhodobych
testech. Soucasné hledame nejvhodnéjsi 1ékovou formu pro danou API. To zavisi zejména na
jejim mechanismu u¢inku. Poté opakujeme stabilitni zkousky V tentokrat jiz v dané lékové
formé. VSechny postupy, které vyuzivame pro testovani, musi odpovidat podminkdm spravné
laboratorni praxe (GLPGood laboratory practice). Vyroba pak podléha spravné vyrobni praxi
(GMP good manufacturing practice). VSechny vysledky se pak zaznamenavaji do piesn€ dané
dokumentace nazyvané DMF Drug masters file. Ta pozdéji slouzi jako podklad k registraci
léCiva.
2.1.2 Invitro stadium preklinického vyzkumu

Zde testujeme zejména na bunéénych a organovych modelech toxicitu potencionélniho
léciva, ale také jeji farmakologické vlastnosti. Prehled parametrt, které hodnotime, in vitro

u biologické aktivity se nachézi v tabulce ¢. 3. Také zde ovéfujeme mechanisSmus ucinku
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a stanovujeme LDspa LCso. Pravé timto krokem se snazime snizit pocet pokusnych zvifat,
nelze je uplné nahradit, protoze jsou pro preklinicky vyzkum stale nezbytné. Pravé proto se
in vitro testovanim zabyvame zejména mirou toxicity, kterda odrazi miru bezpe€nosti uziti
latky. Pfi testovani na zvifatech vyuzivame faktu, ze na organismus puasobi latka jako na celek
a vidime tak ovlivnéni celych orgdnovych soustav se vSemi vazbami v ném jako celku.
Netestujeme pouze na zdravych jedincich, také na jedincich s uméle vyvolanym patologickym
onemocnéni, které simuluje situaci, ve které bude dana latka vyuzivana [40].

Pouzivame in vitro stanoveni riznych parametri Ié¢iva, diky kterym muizeme
ptedpovidat naptiklad jeho absorpci in vivo. Pfi velmi vhodné stanoveném postupu mize pak
tato metodika slouzit jako nahrada za klinické studie biologické dostupnosti ato pouze
Vv pfipadé schvéleni pfislusnym statnim organem vynechani zkousky ekvivalence. Vyvoj této
metody tedy ptispél hlavné ke kontrole 1é¢iv a k bezpec¢nosti, diky nalezeni metod pro
sledovani disoluce s vysokou rozliSovaci schopnosti. Pti stanoveni na zakladé zjisténych
farmakokinetickych parametrii 1ze poté ihned zavést postupy jiz ve stadiu formulace atim
upravit lékovou formu ataké kontrolovat kvalitu. Tato metoda vyuzivda modelovani
S vyuzitim matematickych vztahi mezi parametry in vivo a in vitro [41]. Parametry in vitro
tedy ziskdvame vhodnymi disolu¢nimi metodami. Mezi hodnoty in vivo potom patii hlavné
plazmatické koncentrace 1éCivé latky na Case. Stanoveni in vivo a in vitro poté sklddame do
linearnich nebo nelinearnich zavislosti. In vitro stanoveni vyuzivame zejména pii hodnoceni
peroralnich ptipravku s fizenym uvoliovanim, protoze zde je absorbance vice zavisla na jeho
uvolnéni. Vyuziti ma vsak i u Ié¢iv, které se uvoliuji ihned [42].

Tabulka 3 Parametry hodnocené pii stanoveni biologické aktivity
O’Brien PJ, Haskins JR., 2006

1. Oxidativni fosforylace

inhibice komplexii (komplex I: rotenonem, fenofibratem, komplex II, IV:
kyanidem, komplex V: oligomycinem, deplece koenzymu Q: amitryptilinem)
oxidacné€ — redukeni reakce: chinony

rozpojovace transportu elektrond pti syntéze ATP: protonofrony, tolkaponem,
flutamiden, kokainem, furosemidem, mastnymi kyselinami

2. B-oxidace mastnych kyselin

-----

zenskymi, pohlavnimi hormony, salicylaty

3. Krebstv cyklus

inhibice akonitasy: peroxidem, fluoroacetatem
sikcinatdehydrogenasy: metamfetaminem, malonatem
a — ketoglutarat dehydrogenasa: salicylovou kyselinou

4. Transport pies mitochondridlni membranu

inhibice pfenosu adeninovych nukleotidii: zivoduniem
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5. Propustnost mitochondrialnich pora

otevieni port prostiednictvim reaktivniho kysliku, dusiku, Zluc¢ovych kyselin,
lonidamidu a dalsich cytostatik (vedouci ke ztraté membranového potencialu
a aktivaci apoptdzy)

6. Proliferace

inhibice DNA polymerasy vy prostfednictvim inhibitort reverzni transkriptasy
inhibice syntézy proteinti: oxazolidinovymi antibiotiky
mutace mitochondrialni DNA: oxidativni poskozeni etanolem

7. Oxidativni stres

nedostatek glutationu: paracetamolem
oxida¢né — redukéni reakce
reaktivni metabolity

2.1.3 Invivo stadium preklinického vyzkumu

Tato studie je bezpochyby velmi dulezita proto, ze hlavné kdyz je studovana latka
aktivni a mélo toxicka in vitro, nemusi tomu byt stejné ve studiich in vivo. Tyto testy nam
poskytuji uceleny nahled na pusobeni potenciondlné¢ ucinné latky jako na celek, kde
nepozorujeme biologicky ucinek pouze na bunécéné urovni, ale také na urovni orgdnoveé
soustavy a ovlivnéni celkové fyziologie zivého organismu [43].

Zde kromé zédkladnich farmakokinetickych vlastnosti vyvijime také vhodné analytické
metody pro stanoveni dané latky z biologického materialu, kterym je plazma nebo moc. To je
dulezité pro pozd¢jsi sledovani metabolismu vylucovani u lidi. Dale provadime studie
subchronické a chronické toxicity ale také specialni testy na mutagenitu, teratogenitu nebo
karcinogenitu.
2.1.3.1 Mutagenita

Nejcastéji urCujeme mutagenitu in vivo pomoci transgennich mysi, protoze maji ve
svém genomu zabudovan bakteriofag A, ktery je nositelem takzvaného vedouciho neboli
»lead genu®, ktery je exprimovan ve vSech buiikach v téle téchto mysi a umime ho uméle
aktivovat, ¢imZ zpisobime reakci, kdy dochazi ke vzniku novych fagovych bunék, z nichz
kazda nese jeden ,lead gen“. Mutagenitu poté sledujeme v externich bakterialnich
kulturéch, kdy ,,lead gen“ vneseme do mikroorganismu Escherechia Coli, pro kterou je velmi
infekéni a proto na ni miZeme pozorovat zmény jako je lyza nebo vznik rlznych plaki.
Sledujeme tedy aktivitu tohoto genu, protoZe prave ten je také represorem p-galaktosidasy. 3 -
galaktosidasa je enzym, ktery dokaze $tépit X-GAL (chromogenni obdoba laktosy) ato za
vzniku modrého zbarveni. Tato reakce zpisobuje to, ze pii reakci a vzniku plaku nevznika

plak bezbarvy, ale modry [44].
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Cilem je zjistit mozné poskozeni genetické informace jedincti. Mutagenita zpusobuje
nejcastéji bodovou mutaci, deleci ur€ité ¢asti DNA nebo chromozomu v chromozomalni
fad¢, chromozomalni translokace, duplikace, inverze, aberace nebo chromosomové zlomy.

Mnoho z téchto chromozomalnich zmén zpisobuji nejcastéji nadorové bujeni. Latky
mnohdy nejsou mutagenni samy o0 sob&, ale na mutagenni se méni az v disledku
detoxika¢nich mechanismil v organismu. Tyto ucinky potom sledujeme na mikroorganismech
ptitomnych v téle testovaného zvifete. Tato metoda se nazyva hostietelem z prosttedkovana
metoda neboli “host mediated assay* [45].

Test provedeme tak, ze mikrooranismus, ktery byl diive vystaven studované latce
injekéne aplikujmeme zvifeti do dutiny bfisni, a po urcité dob& bakteriec odebereme zpéta
zjisStujeme U nich piipadné mutace.Vhodnymi mikroorganismy pro tyto testy jsou napiiklad
bakterie zrodu Salmonella nebo Neurospora. Vysledky poté porovnavame s vysledky
invitro [46]. Pro zjisténi bézné detekovatelné mutagenity pouzivame velmi cCasto test
dominantni letalni mutace (DLM) dominant lehal assay [47].Sleduje poskozeni DNA, které
vede ke smrti heterozygotniho jedince, to zplisobuji nejcastéji pravé chromozomové aberace.
Test provadime podanim subchronické davky mysim samctim, u kterych se nasledné sleduje
spermatogeneze-respektive stav zarode¢nych bunék, a schopnost rozmnozovani ato jejich
piipusténim k mySim samicim, které latce nebyly vystaveny. Nasledovné je usmrtime
a poc¢itame mnozstvi zlutych télisek, protoze pravé ty jsou odpovédné za vyzivu zarodku.

Spocitame tedy ¢asn¢ usmrcené zarodky a diky tomu ur¢ime mutacni index (MI).

ocet casné usmrcenych zarodku
MI=2 4 ¥ 100

celkovy pocet zarodkl
Timto testem neni mozno sledovat také bodové mutace, ty sledujeme na rostlinach

popiipad¢ na bakteriich [48].

2.1.3.2 Karcinogenita
Témito testy srovnavame cetnost vzniku nadorl U zvitat vystavenych latce plsobici

karcinogenné. Srovnani vztahujeme na skupinu kontrolnich jedinct, ktefi této latce nebyli
vystaveni. Kontrolni skupina je velmi dileZitou soucasti hlavné z diivodu zji§téni piivodu
karcinogenity, kterd nemusi byt zplisobena testovanou latkou, ale vnéjSimi vlivy z prostiedi
nebo rtiznymi virovymi infekcemi, protoze toto riziko je nejvétsi pii testovani a mysich nebo
krysach, které jsou k virovym infekcim velmi nachylné. Nejcastéji zde jako testované
subjekty tedy vyuzivame mysi, krysy nebo psy. Je velmi dilezité vzhledem k témto aspektim
stanovit spravnou délku trvani testu. Ten miZe trvat od n€kolika mésicii U krys az po nékolik

let u psi, minimalni doba trvani je vSak 90 dnd. Subjekty musi byt co nejvice izolovany
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a chranény ptred zevnimi vlivy, které by mohly zptisobovat nddorové bujeni. Proto jsou velmi
casto umistovany do karantén a vyzivovany pouze syntetickou stravou. Na konci testu jsou
v8echny testované objekty usmrceny a jsou patologicky hodnoceny (fyziologické a nddorové
zmény). Tyto testy trvaji velmi dlouho, je potieba velké mnozZstvi zvifat a proto zde davame

prednost testim in vitro, mezi které patii naptiklad Amesav test [49].

2.1.3.3 Teratogenita
Pokracujeme stanovenim vhodné davky, kterou bychom vyuzivali v praxi.

Tu hodnotime pti vztazeni davky na nezadouci G€inky, které rovnéz sledujeme. Pro tyto ucely
musime vyuzit dva druhy zvitat, z nichZ jeden musi byt hlodavec (myS domaci, kiecek
syrsky, potkan obecny nebo morcée domaci) ajeden nehlodavec (kralik doméci, kocka
doméci, pes domaci, prase domaci. Z vysledki tesi na zvifatech odvodime maximalné
tolerovanou davku organismem, kterou pozd¢ji budeme podavat v 1. fazi klinického zkouseni.
Cilem testt preklinického zkouSeni jak jiz bylo zminéno je zejména stanoveni bezpecnosti
podani lé¢iva, jeho maximalni davka, zjiSténi nezadoucich ucinka a zaroven jeji ucinnosti
[50]. U téchto studii se musime fidit etickymi standardy zejména v zachazeni s laboratornimi
zvifaty a to v souladu s GLP. Testy lze provadét pouze v akreditovanych, k tomu uréenych
laboratofich [51].

2.1.3.4 Interakce s kiizi a okem
Kuze je soubor bunék se stejnou funkci — jedna se tedy o organ, ktery tvoii télu

piirozenou bariéru proti vn€jsim Skodlivym vliviim. Testuji se hlavné dermalni ptipravky pro
lokalni pouziti a to zejména proto, ze chemické latky obsazené v téchto ptipravcich mize kuzi
poskozovat a mira poskozeni je dana citlivosti daného jedince k latce a take jeji koncentraci
a vlastnostmi [52]. Jako modelové organismy v tomto testu vyuzivame hlavné bilé kraliky
(albiny) abilé mysi, kterym na kazi aplikujeme testovanou latku a pozorujeme dermalni
zmény. Doba potiebna pro testovani se zde 1iSi a mize trvat v fddu dnl az let. Tato doba se
odviji zejména od velikosti povrchu aplikace na testovaném zviteti, poCtem zvitat ve skupiné
a pravidelnosti vymény testované latky. Test probiha tak, ze v misté aplikace oholime srst
a poté na ni upevnime sterilni kryti s testovanou latkou. Podle délky testu je mizeme rozdélit
na akutni, které trvaji dny, stfedné dlouho trvajici (v ramci mésict) a chronické, které trvaji
i roky.

Do vysledki se zaznamenava zejména stupenn a druh poskozeni v misté aplikace.
Vétsinou se jedna o erythemii aedém, vdlouhodobé expozici vSak muizeme pozorovat

I poskozeni vnittnich organti — proto béhem doby expozice sledujeme celkovy stav zvifete

30



ato ne jen zjeho chovani, ale i vnitini fyziologické zmény vnitinich organt. Nejvétsi
pozornost je zde vénovana sledovani karcinogennich markerd, protoze se vétSina
karcinogennich latek vstfebava praveé pres kiizi. Pro testovani vlivu potenciondlné toxickych
latek na kdzi je nyni nejvyuzivanéj$im testem Landsteinertv test [44]. Tento test patii mezi ty
viibec nejrychlejsi. Probiha tak, Ze se testovanému objektu (praseti a jiné) subkutanné aplikuje
testovana latka. Jako vSechny i tato metoda ma své nevyhody, mezi které patii hlavné to, ze
touto cestou nejsme schopni zjistit vSechny projevy, které by mohly nastat u clovéka. Proto
tuto metodu dopliiujeme 0 metodu dle Roudabushe [53]. Ta je pozménéna 0 to, Ze testovanou
latku aplikujeme do uméle vytvofenych poranéni a to rozpusténou v sadle, dioxanu a acetonu
ato v poméru 1:2:7. Po uplynuti dvou dnii aplikaci opakujeme, ale tentokrat ve vyssi davce.
Tyto testy maji vyuziti pouze pro primarni dermalni toxicitu. Pro toxicitu oka se vyuziva
metoda dle Draize [54]. Tento test probiha tak, ze testovanou latku zvifeti (nejcastéji

kralikovi) aplikujeme ptimo do oka a sledujeme jeho zménu tfi dny.

2.1.3.5 Testy odezvy imunitniho systému
Hypersenzitivitu i hyposenzitivitu mohou vyvolavat latky zvané hapteny a mohou vést

az ke smrti. Proto je nezbytné na zvifatech testovat izmény v imunitnim systému tudiz
sledujeme i organy lymfatického systému, mezi které patii thymus, mandle, slezina a s nimi
spojené periferni organy. Sledujeme pak tedy smiSenou odpovéd’ lymfocyti neboli
,MixedLymphocyte Response Assay“ [55], ato po podani latky, protoze ji vyuzivame jako
hlavni indikator pro uméle chemicky navozenou imunosupresi. Zménu pak hodnotime na T -
lymfocytech, které izolujeme ze sleziny, atestujeme jejich proliferaci v systému tkanovych
kultur, kromé toho zjistujeme také aktivitu NK bunék neboli ,natures killers®. Tyto
specifické buniky maji v organismu velmi specifickou ulohu odstranovani poskozenych
somatickych bungk. Jejich poskozeni pak miize zaptiCinit nddorové bujeni nebo komplikace

skrytych infekci, proto je velmi dulezité je stanovit [56].

2.1.4 In homo stadium klinického vyzkumu

Tento vyzkum maé stadia, obsahujici soubor klinického hodnoceni, které na sebe
musi navazovat, nebo se alespon ¢aste¢né piekryvat. Jednotlivé faze vyzkumu jsou:

I. Faze — Prvni podéani aktivni farmaceutické substance (API) ¢lovéku
(,,human pharmacology*)

Il. Faze- sledované 1é¢ebné podani lé¢iva (,,Therapeutic exploratory®)

[11. Faze- 1é¢ebné podani 1é¢iva za ielem potvrzeni terapeutického ucinku
(,,Therapeutic confirmatory*)

IV. faze — klinické pouziti API (,,Therapeutic use*)
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Kwvili vyuzivani lidskych jedinct v této casti studie je nutnd Uprava celé klinické
studie zakonem ¢&. 378/2007 Sb., o0 1éCivych latkach a pfipadnych zménach nékterych
zakond, ato zejména ve vykladu nasledujicich ptfedpist. Detailnéji jej popisuje vyhlaska
&. 226/2008 Sb. o spravné klinické praxi (GCP). Utad, ktery fesi problematiku tohoto
odvétvi, se nazyvéa statni Gtvar pro kontrolu 1é&iv (SUKL), ktery spolupracuje s etickymi

komisemi.

2.1.4.1 1. Faze
Zde se poprvé hodnocend API podava par, maximaln€¢ do desitek jedincim. Latku

podavame az na vyjimky pouze zdravym jedincim. Vyjimkou jsou napiiklad onkologicky
nemocni pacienti, protoze v tomto piipad€ je podani takovéto 1é€ivé latky zdravému jedinci
nevhodné. Dalsi jedinci, kterym latka nemlze byt podana, jsou takzvané zranitelné
osoby, kterymi jsou déti, t€hotné Zeny, osoby nezpusobilé k pravnim tkonim nebo ty, které
byly této zptsobilosti zbaveny. Aplikace 1é€¢iva probiha jednorazoveé nebo kratkodobé, a to na
takzvanych Klinicko-farmakologickych jednotkach ,Phase | Units“. Zde neni hlavnim
parametrem hodnoceni G¢innost, ale hlavné bezpec¢nost, sndsenlivost a sledovani nezadoucich
ucinki, které nam indikuji vhodnost zvolené davky. Toho docilime postupnym zvySovanim
davky a sestavenim davkovaciho planu pro dal$i navazujici faze. Cilem je tedy objasnéni
zakladnich farmakologickych a farmakokinetickych vlastnosti, na zakladé kterych urujeme
vyslednou terapeutickou davku, ale také urime, s jakym ¢asovym odstupem je mozné latku

aplikovat.

2.1.4.2 1. Faze

K druhé fazi ptistupujeme pouze v piipadé, ze je 1éCivo podle piedeslych hodnoceni
bezpecné. Zde studovanou latku poddvame 10 — 100 jedincim, kteti byli do studie
vybréni, jako vhodni kandidati. Cilem tohoto hodnoceni je zejména ovéfeni
farmakodynamického ucinku na organismus, ale také zjisténi dalSich farmakokinetickych
vlastnosti 1é¢iva a v neposledni fadé také ovlivnéni 1é¢iva probihajici nemoci u daného
jedince, kterému byla 1éciva latka poskytnuta. Soubézné sledujeme hodnoty ucinné latky

a jejich metabolitii v plazmé.

2.1.4.3 111. Faze
Do této faze se opét prestupuje jen za predpokladu dobrych vysledki z piedeslé studie

II. Féaze. Poté postupujeme metodou multicentrické studie, ktera je schopnd prokéazat uc¢innost
hodnocené latky na velkém mnozstvi lidskych jedinci s danym onemocnénim. Tyto studie

probihaji vétsinou s kontrolou, coz znamena pouziti srovnavaci latky jakou je naptiklad
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placebo nebo jiz vyuzivané 1é¢ivo pro lé¢bu dané nemoci. Kontrolou muze byt i zkoumana
latka v jiné davce. Pacienti jsou zde také rozfazovani nahodnym vybérem. Zaroven jsou
zaslepené nebo dvojité zaslepené, coz znamend, Ze pacient, nebo pacient ani lékaf nevi, do
jaké skupiny byl pacient zarazen. Tato faze hlavné shromazduje co nejvice dulezitych
podkladt pro to, aby dané testované 1é¢ivo mohlo byt registrovano. Hodnoti se zde zejména
ucinnost latky proti dané mu onemocnéni, a jeji uspésnost v jeho 1€cbé. V piipadé€, ze tato
faze potvrdi vhodnou miru nezadoucich G¢inku pii dané déavce, kterd je farmakologicky

a farmakokineticky u¢innd miizeme pokracovat registraci 1é¢iva.

2.2 Registrace nového léciva
Kazdy 1é¢ivy pripravek musi projit registraci. Tento postup je vymezen zékony

o0 lécivech ¢. 378/2007 Sb. a vyhlaskou €. 228/2008 Sb. o registraci 1éCivych piipravki.
Registrace je velmi zdlouhavy proces, ktery je nezbytny pro zavedeni 1é€iva na trh. Je k nému
nutné predlozit veskerou dokumentaci z vyzkumu a vyvoje 1éCiva, ktera se zacina tvoftit jiz
samotnym objevem potenciondlné aktivni latky. Tyto dokumenty tedy popisuji vSechny
vysledky vSech provedenych testd dané latky samotné a pozdé&ji i v Iékové formé, a to véetné
zaznamu z vysledka klinickych studii I-III. Zhodnoceni této dokumentace je velmi dilezité
pro prokazatelnost bezpeCnosti a ucinnosti lécivého piipravku. Podle néj je také tvoten
seznam kontraindikaci a davek léc¢ivého piipravku. To jsou vSe informace, ze kterych se
sestava pribalova informace daného léCiva, ktera je nezbytnou soucasti kazdého lécivého
piipravku, ktery je na trhu dostupny [57]. Vysledkem takzvané ,rozhodnuti 0 registraci‘ po
které je mozno dany ptipravek uvést na trh a bézné jej vyuzivat pro terapeutické ucinky. Je
mozné jej nazvat také ,poregistracnim klinickym hodnocenim®. Sledujeme zde piipadny
vyskyt znamych i neznamych nezadoucich Gé¢inki, které peclivé dokumentujeme. Mimo to

sledujeme také umrtnost neboli mortalitu pacientti v zavislosti na pouzivani toho Ié¢iva [58].

preklinické testovani, postmarketingové

vz & Vvoj klinicky vyzkum a vyvoj NDA review St
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ocatecni Zados v e )
§ R oregistraci opribéhu SUKL
syntéza wuSUKL registrace (v USA FDA)

{v USA FDA)
doba vyzkumu a vyvoje ve farmaceutickém pedmyslu
B doba posuzovani a rozhodovani SUKL (v USA FDA)

Obrézek 5 Vyvoj nového léciva,
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2.3 Dopliiky stravy

V dnesni dobé jsou dopliiky stravy velmi rozSifenymi preparaty pro, které maji slouzit
k zlepSeni postavy, hubnuti nebo napiiklad doplnéni chybéjicich vitamind, minerald nebo
stopovych prvku. V poslednich letech nastava velky rozmach obchodu s témito produkty a to

zejména kvili velké skale reklam, sméfovanych praveé na uzivani téchto latek.

Vyroba téchto latek se nyni fidi zakonem 0 potravindch a jsou zde popsany jako typ
potravin, které jsou uréené k pfimé spotiebé ato v piipadé, Ze obsahuji velky podil
vitamint, mineralti nebo i jinych latek, které pro organismus maji néjaky vyzivujici nebo také
fyziologicky ucinek. Cilem téchto latek je tedy doplnit télu potiebné latky, které se mu
nedostavaji v dostate¢né miie z bézné stravy a tim zlepsuji aktualni fyziologicky stav [60].

Jednou z latek, které zcela jisté doplnky stravy nesmi obsahovat, jsou anabolické
latky. Podle noveého trestniho zakoniku z roku 2010 patii jakakoliv manipulace s témito
latkami, jako je pfechovavani tak nabizeni na trhu a distribuce téchto latek, za jinym téelem
nez lé¢ebnym trestné. V Ceské republice spadaji dopliiky stravy pod dohled Statni
zem&délské a potravinaiské inspekce (SZPI). V piipad¢ zjisténi pritomnosti nékterych z vyse

zminénych latek nasleduje proces ve spolupraci s Narodni protidrogovou centralou [61].

3 Testovani latek s potencidlem k regeneraci tkané a hojeni ran
3.1 Lidska kiize

Kuze je hlavni cilovou tkani pro exogenni Skodliviny a chrani nas ptfed raznymi
Skodlivymi riziky nebo UV zafenim. Kuze se skladd zrtznych vrstev, kterymi jsou
stratum corneum (neZivotaschopna), epidermis (zivotaschopna), dermis a hlubsi podkozni
tkang. Nejvzdalenéjsi epidermis se skldda ze Supinkovatého epitelu, ktery se sklada hlavné
z keratinocytii. Tyto buiiky se podileji na termindlni diferenciaci, kterd usti az sestavé
stratum corneum. Tato vrstva se sklada z koordinovanych keratinocytt a je velmi u¢innou
bariérou velkému mnozstvi latek, se kterymi ptijdeme kazdy den do styku. Kize ma dvé
hlavni funkce a to ochranu pied vysusenim a ochrana pied nebezpec¢im z Zivotniho prostiedi
jakymi nejsou jen chemikalie, ale také bakterie nebo UV zafeni. Keratinocyty vsak hraji také
velmi dilezitou tlohu pfi imunitni odpovédi epidermis, protoze praveé ony vyvolavaji imunitni
odpovéd’, vétsinou ve formé zanétlivé reakce [62]. Komunikuji s fibroblasty a endotelovymi
buitkami, ale také s bunkami imunitni odpovédi [63]. Podrazdéni pokozky se pak projevuje
lokaln€¢ vznikla, neimunogenni zanétlivd reakce, ktera se objevi téméf ihned po kontaktu

s danou latkou.
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Chemické latky se dosud testuji, a drazdivé potencialy jsou stale vyhodnocovany
testem na zvitatech. Aplikujeme tedy danou latku, a pozorujeme viditelné zmény jako je
erytém nebo [64]. Nyni lze vSak tyto testy nahradit vhodnymi testy in vitro. Pro tyto testy
vyuzivame zejména organotypovych koznich ekvivalentl, protoze jsou velmi podobné
konstituci lidské kuaze. Iritace se velmi S$patné hodnoti ato zejména kvili nejasnym

mechanismim spusténi bunééné odezvy na podrazdéni.

3.1.1 Mechanismy vedouci k podrazdéni kiize:
Kazda chemicka latka, ktera se uziva topicky, je potencionalné vice ¢i méné drazdiva.

To je zpisobeno hlavné jejim molekularnim sloZenim, konkrétné se tyto molekuly skladaji
Z hydrdrofilni ¢asti a hydrofobni ¢asti. Tyto molekuly ptisobi jako emulgatory a jsou schopny
snizovat povrchové napéti a tvofit micely ajsou ve vétSiné piipadi nezbytnou soucasti
kazdého topického 1éCivého piipravku nebo kosmetiky. Mohou také interagovat s lipidy
ptirozené se vyskytujicimi na kdzi, proto vyuziti surfaktatntti i emulgatort mize vyvolat
podrazdéni kize [65].

Vsechny xenobiotika, vtéto form& nejprve zpusobuji naruSeni funkce bariéry
stratum corneum a sekundarné vytvari drazdivy potencial na buiikach pokozky.

Odumielé keratinocyty obsahuji velké mnoZstvi keratinu a jsou propojeny tésnymi
Spoji s desmosomy, intercelularni prostor je potom vyplnén takzvanym lipidovym cementem.
Ten se sklada z riznych lipidi, hlavné ceramidt, ale také z neutrdlnich latek jako jsou
cholesteroly, jejich esterti nebo volnych mastnych kyselin [66].

Dréazdivé latky zptsobuji hlavné delipidaci a denaturaci koznich bilkovin.
To zpiisobuje zménu ve slozeni lipidové stény a narusuje tak funk¢nost této ochranné bariéry
[69]. Povrchov¢ aktivni latky tedy naruSuji bunééné membrany koznich bunék, coz mize vést
K uvolnéni cytoplasmy [67].

Cytoplasma keratinocyti vSech dermalnich bun€k obsahuje prozanétlivy cytokin
interleukin 1-a(IL — 1- a), ktery indukuje zanétlivou reakci, kdy tento interleukin
pak indukuje expresi dalSich prozanétlivych cytokind jako je interleukin 6 (IL-6) nebo
interleukin 8 (IL-8) a fosfolipasu A2 (PLA2) [68]. Podrazdéni membrany vsak je mozné
vyvolat naptiklad také velkym poskozenim keratinocytti, protoze ne vzdy dochazi k vzniku
zanétlivé reakce. Jako ptiklad mize byt spoustécem oxidacni stres po podrazdéni [69].

Keratinocyty produkuji reaktivni druhy kysliku (ROS), které zptsobuji pravé oxidaéni

stres. ROS potom funguji jak druzi poslové areaguji na urovni aktivity fosforylovanych
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proteini a proteinové Kinazy [63]. Proto tyto buriky vSak mohou také zpusobit poSkozeni
oxidac¢nich nukleovych kyselin, proteinli, membranovych lipida

Testovaci modely k hodnoceni podrazdéni pokozky in vitro vyuZzivaji k popisu
pusobeni chemickych latek a jejich mechanismy obecné zasady toxikologie. Tato biologicka
aktivita zavisi na mnoha faktorech, jako je koncentrace chemikalie, doba expozice, specifita
exponovaného mista nebo rychlost penetrace a vnitini toxicky potencial latky. Nejhiie
se stanovuje pravé mira penetrace a drazdivy potencial latky. Tyto parametry je stile nutno

stanovovat experimentalng.

3.2 Ekvivalent lidské kiize
Jedna se zptisob vyroby obdoby lidské ktize a to pomoci organotypni ko — kultivace.

Je slozena z lidskych dermalnich fibroblasti v matrici obsahujici kolagen aje ptekryta
lidskymi keratinocyty — ty tvofi vrstvenou epidermis. Tento modelovy systém se vyuziva jako
model pro testovani dermatotoxicity in vitro a studium ucinka testovanych latek, které se
aplikuji topicky na kiZi vystavenou vzduchu. Pro hodnoceni viability pouZivame
kolorimetricky test MTT ato pro zjisténi mitochondrialni funkce hodnotime také na Case
a davce zavislé postupné uvoliovani prozanétlivych mediatori jako jsou prostaglandin
E2, prostacyklinu nebo (IL-1a). Tyto organotypové kozni kultury lze vyuzivat jako modelovy
syst¢tm pro studium nékterych aspekti chemicky indukovaného kozniho podrazdéni.
Na zaklad¢ provadénych studii asi 30 krat propustnéjs$i nez lidska kiize. Je samoziejmé, Ze je
nutné, aby Gdaje z uméle vytvorenych modelu kuze korelovaly s idaji na kuzi lidské. Proto se
tyto modely neustale vyvijeji a upravuji tak, aby tdaje byly co nejpodobnéjsi a tak byly také
spolehlive [70].

3.3 Tkanové modely

Vyuziva se zejména kombinace keratinocytd a fibroblasti za tuc¢elem vyhodnotit
drézdivé potencidly latek, biologicky aktivnich substanci nebo kosmetiky. Keratinocyty hraji
velmi dilezitou roli pii iniciaci a regulaci podrdzdéni pokozky [65]. Epidermalni modely kiize
jsou velmi rozsifené, a pro testy in vitro jsou nezbytné. Pfi testovani se upfednostiiuji pied
mnohovrstevnych keratinocytovych kultur spise modely simulujici kizi ato zejména pro
nizkou rozpustnost ve vod¢ a moznost testovat rizné koncentrace latek a sledovat ptipadné
vyvolané drazdivé odpovédi v mnohovrstvych keratinocytech. Vysledky z mnohovrstvych
bunéénych linii je velmi obtizné dat do souvislosti ke studii in vivo a je slozité je dobre
interpretovat. Dva zakladni druhy rekonstituované ktize jsou epidermalni ekvivalenty a plné

ekvivalenty kize s vicevrstevnymi lidskymi keratinocyty, které jsou péstované na
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fibroblastech. Epidermalni ekvivalenty se skladaji z vicevrstevnych variaci lidskych
keratinocytli a jsou péstované na rtznych syntetickych matricich. PIné ekvivalenty kiize se
naopak péstuji na kolagenovych matricich ve vzdusném médiu. Rozhrani keratinocytii obou
téchto systému simuluje organizovany Stratum corneum, a tak se podoba funk¢ni bariéte.

Rekonstituované lidské epidermalni modely kize pro testovani in vitro se velmi rychle
rozviji a objevuje se stale vice distributori a mezi ty nevyuZivanéj$i a nejznaméjsi patii
zejména EpiDerm, Episkin, Apligraf a SkinEthic.

Vsechny tyto modely se sklddaji z primarnich keratinocyti na matricich obou
dermalnich slozek nebo na nebiologické matrici.

Keratinocyty jsou schopny se plné diferencovat atvofit tak rekonstituovanou
pokozku, neni tomu tak ale u jejich izolované formy.

In vitro modely pro studium penetrace do lidské kiize jsou velmi dulezité pro veskery
vyzkum avyvoj pro farmaceuticky ikosmeticky primysl a pravé lidska ktze souzi jako
vibec nejlepsi mozny model pro tyto in vitro studie. Lidkou kizi v8ak nelze bézné pouzivat
pro jakékoliv vyzkumy a to zejména kvili pravnimu a etickému hledisku, ale kvili zvySujici
se poptavce pravé po téchto modelech jsou dostupné zdroje hlidany a omezeny piedpisy.
Jsou také stanoveny komeréné dostupné modely kiize [71].

Nejdiive hodnotime morfologické zmény. Ty hodnotime jak makroskopicky tak
mikroskopicky. Nehodnotime tedy jen vzhled, ale také detaily ultrastruktury modeld.

Velmi dilezité je také urCit sloZeni kiize a to zejména z hlediska sloZeni lipidickych
slozek. Toto sloZeni uruje nejen propustnost a flexibilitu, ale také propustnost biologicky
aktivnich latek. Pravé proto modely kiize musi odpovidat v co nejvice bodech kuzi
skutecné, a tak se co nejvice priblizit slozeni nativni kiize. Toto sloZeni urCujeme vétSinou
analytickymi metodami jako je tenkovrstvd chromatografie (TLC) nebo vysokouéinna
kapalinova chromatografie (HPLC) [72].

Dilezité jsou také biochemické markery, které nam piiblizuji proces diferenciace.
Patti zde predevSim bilkoviny, jejich prekurzory aenzymy. V idedlnim piipadé by mély

odpovidat tém, které se fyziologicky nachéazeji v pfirozené tkani.

3.3.1 Testované parametry:

3.3.1.1 Fototoxicita
Latku, o které vime, ze je fototoxicka aplikujeme na model a ten potom vystavime UV

zafeni 0 riznych vinovych délkach, a sledujeme vyvolani fototoxické reakce.
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3.3.1.2 Drazdivost
Na kozni model aplikujeme latky drazdivého charakteru asledujeme biochemické

a histologické zmény modelu. Pro tyto testy se vyuziva napiiklad modelu Epiderm.

3.3.1.3 Udaje o transportu
Tento parametr uruje schopnost absorpce 1é¢ivého pripravku kazi. Jeho absorbované

mnozstvi do modelu se méfi v zavislosti na ¢ase. Timto parametrem stanovujeme piedevsim

funkci bariéry

3.3.1.4 Korozivita
Model vystavime korozivni latce a data vyhodnocujeme experimentalné.

3.4 Konkrétni typy koznich modeli

3.4.1 SkinEthic
Jedné se o francouzskou firmu, ktera byla zaloZena v roce 2006 a zabyva se vyrobou

modely umélé lidskeé ktiZe.

Tento model je morfologicky velmi podobny lidské kiizi a viem jejim hlavnim
strukturam, které jiz byly zminény vySe [73]. Strukturné obsahuje desmozomy déale
keratohyalinové granule, lamelarni granule, hemidesmosomy s plaky, komponenty
lamina dense a kotevni vlakna, tato struktura je vSak podobnéjsi spise podkladové membrané.
Tyto struktury byly potvrzeny elektronovou mikroskopii [74].

Od pravé tkan¢ se liSi hlavné skutecnosti, Ze tento model v celé struktuie obsahuje
lipidové kapénky, a jejich nejvétsi mnozstvi se nachazelo v bazalni vrstvé. Byly objeveny
také stiidavé elektronové husté afidké lipidové lamelarni plochy ato v mezibunééném
prostoru a prostotru stratum corneum

Velmi dilezitou soucéasti je ptresné slozeni lipida vdaném systému. Mezi
ty nejdiilezitéjsi patii aramidy, ty se Cisluji dle jejich polarity od Cisla 1 vys. Jejich prekurzory
jsou gukosylceramidy.

V tomto koznim modelu je vy$s§i obsah ceramidu 2 oproti skute¢né koncentraci v tkani
a aramid 7 naopak chybi [72].

Biochemické markery obsazené v modelu jsou keratin 1, keratin 10, SPRR, SPRR3,
loricrin, involucrin a transglutaminasy.

Z toho loricrin v granulované vrstvé a involucrin a transglutaminasy v suprabazalnich
vrstvach, jako je tomu fyziologicky v lidské kazi. Navic vSak tento model obsahuje keratin 6
a antilekoproteinasovy kozni derivat (SKALP), které se v ni neobjevuji. V tomto modelu se
vyskytuji kvili specifickym ucinkim. SKALP pusobi jako epitelidlni inhibitor serinové
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protedzy v psoriatické epidermis. V lidské kazi se nachazi pouze v piipadé diferenciace
prolin bohaty protein (SPRR) a involucrin je prekurzor pro bilkoviny, ty jsou vsitény za
katalyzy enzymem tranglutaminasou, které jsou obdobou etap keratinizace, to napoméaha
vytvoreni spravné a kompletni bariéry [75]. Pro detekci fytotoxicity vyuziva uvolnéni LDH
jako markeru pro viabilitu bun¢k a zvySuje uvoliovani interleukinu 8 a expresi jeho mRNA
[76].

Tento model je funkéné velmi podobny lidské kuzi ato v mnoha ohledech
a testovanych smeérech. Jedinou nevyhodou je znacné vySS$i propustnost atedy mensi
bariérova schopnost oproti lidské kazi, tento model je proto nepouZitelny pro testovani
transportnich dat, které nelze pfenést na skute¢nou lidskou kiZi. Ostatni testované parametry

vSak timto smérem jsou velmi dobie reprodukovatelné.
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Obrazek 6Morfologie modelu SkinEthic,
Cohen, C. et. al. 2002

3.4.2 EpiSkin

Tento model se komeréné prodava ve formé 12 jamkovych desticek a obsahuje
bovinni kolagenové matrice typu I, které prestavuji dermis pokryté tenkym filmem lidského
kolagenu. Na tento systétm po dvou tydnech umistime stratifikovanou diferencovanou
epidermis [78]. Hlavni vyuziti tohoto modelu je pro testovani drazdivych (iritujicich latek.
Pro testovani penetrace 1éCiva do kiize je potieba specidlni Upravy ato v podob¢ kultivace
keratinocytu pted vlastnim pfenosem do ptipraveného kolagenového substratu [79].

Morfologicky obsahuje vSechny hladiny koZnich vrstev, li§i se pouze model
modifikovany pro testy penetrace léCiva, které obsahuji vétsi pocet bunéénych vrstev ve
srovnani s béznymi fyziologickymi preparaty stratum corneum. Buinky vtomto modelu
zaujimaji také jiné uspofadani oproti nativnimu modelu ato zejména v suprabazalni
oblasti, kde buiiky maji spise tvar kubicky a v hornich vrstvach jsou naopak spise ploché.

SloZeni lipida v tomto modelu je velmi obdobné jako u lidské ktze, srovnatelné je

mnozstvi fosfolipidt tak aramidd a glukosfingolipida. To plati pro zakladni i upraveny model,
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az na fosfolipidy, které jsou v upraveném modelu niz$i. AvSak chybél ceramid 7, ceramidy 5
a 6 byly neobvykle nizké a ceramid 2 se vyskytoval v mnohem vét§im mnozstvi. Znatelny
rozdil je také v mnozstvi volnych mastnych kyselin a esterti cholesterolu [74]. Tento model
obsahuje velké mnozstvi nékterych tiid lipida, které je nevysvétlitelné a nevi se, zda by to
mohlo ovlivnit bariérové vlastnosti toho modelu, protoze bariérové vlastnosti jsou
prisuzovany spise celkovému obsahu lipidi nez vyssimu obsahu lipidi nékterych jednotlivych
tiid.

Obsazenymi biochemickymi markery jsou Keratin, keratin 10, keratin 6, SKALP,
SPRR2, SPRR3, involucrin a transglutaminasy.

Keratin 1 a 10 jsou obsazeny ve vrstvach spinosum a stratum granulosum, keratin 6 ve
v8ech vrstvach stejné jako involucrin a trransglutamazy. SKALP a SPRR2, SPRR3 také ve
stratum granulosum. Loricrin se v tomto modelu nevyskytuje

Fototoxické latky je mozno identifikovat pomoci detekce uvolnéného interleukinu 1
releasy, ktery se vyskytuje pravé pii kontaktu modelu s fotoxickou latkou [80].

Jako u ptedchoziho modelu je potieba testovat také reakci na podrazdéni a jeji
srovnani s nativni kuzi. V téchto testech byl model vystaven riznym povrchové aktivnim
latkdm a sledovali jsme jak uvolnovani cytokinu tak interleukia (IL-1a) popfipadé poskozeni
bariéry, coz muzeme sledovat napiiklad pomoci fluoresceinu, ktery je velmi dobrym
detektorem pro zmény propustnosti. Vysledky téchto testti potvrdily, ze tato bariéra je méné
citlivd, nez nativni bariéra in vivo. Dal§i moznosti testovani je vystaveni modelu ozonu
a sledovat pak tvorbu proteinovych karbonyli pomoci ELISA. V tomto testu potom
hodnotime oxidac¢ni stres a to za pomoci fluorogenni sondy. Tento test vykazoval srovnatelné
vysledky jako pii pouziti lidskych keratinocytt.

Viabilita bunék se zde opét posuzuje pomoci LDH testu, MTT testu a sledovanim IL -

lo. Zivotaschopnost bundk byla testovana po pouziti rtiznych kosmetickych piipravki
a vysledky opét byly srovnatelné s testy in vivo [81].

Déle byla testovana permeabilita a celkova propustnost pro biologicky aktivni latky po
aplikaci na tento model. Vysledky se liSili s pouZitymi latkami, nicméné vétSinou korelovaly
stesty in vivo. Zna¢nou nevyhodu vsak piestavuje pomérné rychlé dosazeni transportniho

maxima oproti lidské kazi [82].
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Obrazek 7 Morfoloie modelt EpiSkin,
a) obycejny, b) modifikovany pro penetracni testy
Portes, P. et. al. 2002.

3.4.3 Epiderm

SpoleCnost, kterd vyrabi tento model, nabizi také modifikaci tohoto modelu ato
naptiklad s obsahem melanocytti, rekonstruovany rohovy epitel a dalsi.

Tento model je popisovan jak modelem normalnich lidskych epidermalnich
keratinocytl, které byly kultivovany tak, aby vytvarely vicevrstevny vysoce diferenciovany
model pokozky. Tento model je opét srovnatelny s lidskou epidermis, coz je cil téchto
dermalnich in vitro modeli. Nejvétsim rozdilem je péstovani keratinocyti na
polykarbonatovych filtrech a absence kotveni kize a epidermis jako je tomu v nativni tkani.

Tento model mé Sirokou Skalu poctu vrstev viabilnich bunck, coz se odviji od typu
modelu a vede taky k riznym epidermalnim tloustkam a to od 28 az do 100nm. Podkladova
membrana se skladd ze hemidesmosomu U vétSiny modeli.

Bunky maji kulaty az sloupcovy tvar a kultury neobsahuji lipidové kapénky jako
nativni preparat. Obsah lipidi se skoro nelisi, ale v kazdém modelu je variabilni. Pocet vrstev
i jejich uspotadani je velmi podobny jako v lidské kazi

Biochemické markery zde jsou keratin 1, keratin 10, keratin 6, SKALP, SPRR2 dale
SPRR3, loricrin, involucrin, transglutaminasa

Z toho keratiny i transglutaminasa a involucrin jsou obsazeny ve vSech suprabazalnich
vrstvach, SKALP v stratum spinosum, SPRR2 ve vrstvé stratum granulosum, ale neni

obsazen v modelu pro testovani penetrace, loricrin také ve vrstvé stratum granulosum [83].
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Tento model vykazoval opét velmi dobrou korelaci v porovnani s lidskou kuzi.
Biologicka dostupnost byla také srovnatelna s testy in vivo, avsak opét bylo diive dosazeno
transportniho maxima [84].

Vsechny zminéné modely kiize jsou velmi blizkou obdobou lidské ktize s odlisSnostmi
jen v ne€kterych aspektech, velmi podobné je také biochemické i morfologické sloZeni.
Vyuziti maji nejen pfi testovani toxicity nebo fototoxicity, ale do jisté miry také pro testovani
transportu 1éCiv a jejich studie. | kdyZ jsou tyto modely ve vétSing piipadt propustnéjsi nez
lidska ktze, coz je dano konzisten¢nimi vlastnostmi tkani, je lidska kiize velmi variabilni
a proto se presto vyuzivaji.

Nizsi bariérové vlastnosti modeli kize jsou pfisuzovany zejména deskvamaci
a nekeratinizovanym mikroskopickym lozisktim [86].Tento problém lze ¢aste¢né fesit pomoci

vyuziti dermis in vitro, ¢imz zahrneme celkovou tloustku pokozky [85].

Obrazek 8Morfologie modelu Epiderm,
Dossou, K.G. et al.1994

keratin 10 keratin 6 keratin 10 keratin 6

\-- |
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Obrézek 9 Porovnani morfologii pouzivanych tkanovych modeld

Imunohistochemické barveni keratinu 10 a 6 ve svislé poloze se znatelnou expresi keratinu 10 ve
vSech suprabazalnich vrstvach, a) EpiDerm, b) EPI-606A, c) EpiSkin, d)EpiSkin modifikovany, e)
SkinEthic, f) RE-RED, Rouget, r. et al. 1994
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4 Testovani latek s protizanétlivym tacinkem
4.1 Aktivace imunitniho systému

Hlavni funkci imunitniho systému je pfedev$im obrana organismu pied cizorodymi
latkami jako sou mikroorganismy nebo viry, ale ilatky toxické, nebo jiné, které maji
nezadouci negativni ucinek na organismus. Mechanismy protilaitkou nebo bunécné imunity
pusobi zejména proti latkam chovajici se jako antigeny, nebo jej nesou na svém povrchu.
Podle toho, zda dochazi k reakci organismu na konkrétni antigen nebo dochazi k nespecificke
obrané organismu ji, miZeme rozdélit na specifickou a nespecifickou. Nespecificka imunita je
vrozena a patii zde napiiklad bariérové mechanismy (kuze) a zahrnuje fagocytarni schopnosti
leukocytd @ monocyto - makrofagového systému. Specificka imunita potom zahrnuje reakci
organismu proti konkrétnimu antigenu, se kterym se organismus jiz v minulosti setkal.
Tu zajistuji T a B-lymfocyty, kdy B- lymfocyty tvofi plazmatické bunky, odpovédné za
tvorbu protilatek a T- lymfocyty zprostfedkovavaji bunéénou odpoveéd’.Dochazi k ni zejména
ve chvili, kdy je naruseno wvnitfni prostfedi organismu. Tento stav vede ke kaskadé

reakci, kterou spousti imunitni systém, ktery nasledné produkuje cytokiny [87].

4.2 Markery zanétu
Pro urceni rozsahu zanétlivé reakce organismu se v klinické praxi pouzivaji zejména

stanoveni IL-6, prokalcitocinu (PCT) a proteiny akutni faze (APP), mezi které patii naptiklad
C-reaktivni protein (CRP). Dochazi ale také k syntéze mnoha dalSich bilkovin, jako jsou
sérum protein amyloid A, kysely alfa glykoprotein, haptoglobin, fibrinogen a mnoho dalSich.
K jejich syntéze dochazi pievazné v jatrech. Tyto markery se vyznacuji hlavné tim, Ze
v prvnich dnech akutni faze zvysuji svou detekovatelnou koncentraci az 0 25%, ale v piipadé

naptiklad C reaktivniho proteinu mnohokrat vice [88].

4.2.1 Interleukin 6

Je zejména protizanétlivym cytokinem, ktery piiznivé ovliviiuje organismus
a indukuje syntézu proteinti akutni faze v jaternich burnikach, stimuluje B-lymfocyty a tim také
reguluje protilatkovou odpoved..

Jeho zdrojem jsou zejména makrofagy a polymorfonuklearni leukocyty, ale také T-
lymfocyty. Jeho uplatnéni neni vSak pouze pti zanétlivych reakcich, ale také v patogenezi
nadorovych onemocnéni napiiklad mnohocetného myelomu, nebo nékterych chronickych
zanétlivych chorob jako je napfiklad revmatoidni artritid. Jen tento interleukin je schopen
zobrazit celkovy pohled na reakci akutni faze spolu se zm€nami jaternich proteinti. Je hlavnim

regulatorem pro pozitivni i negativni APP, ale i pro syntézu CRP.
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4.2.2 Prokalcitonin PCT
Za fyziologickych okolnosti jej produkuje §titna zlaza C-buiikami. Vznika konkrétné

proteolyzou piislusného prohormonu. Po tom, co je intracelularné rozStépen z néj dale
vznikaji: kalcitonin, N-termindlni fragment prokalcitoninu a C-terminélni fragment
katakalcinu. Za fyziologickych podminek dochazi ktplné pieméné na Kkalcitonin
a nedochédzhi k uvolnéni prokalcitoninu [89]. Jeho syntézu stimuluji zejména bakterialni
endotoxiny, cytokiny, systémové mykotické a jiné infekce. Jeho velky koncentraéni vzestup
mohou indukovat naptiklad IL-6 spolu s TNF-a atento vzestup lze zaznamenat jeSté pied

vzristem hladiny CRP [90].

423 CRP
Jednd se o protein akutni faze (APP). Je to vlastné y-globulin, ktery je syntetizovan

V jatrech.

Je velmi vhodnym indikatorem prub&hu zanétlivé reakce v organismu diky jeho dobré
sledovatelnosti, ale také diky tomu, Ze v patologickych stavech stoupd az na stonasobky své
normalni hodnoty v organismu. Rozhodujici pro to, jestli bude syntetizovan nebo ne, fidi IL-
6, ktery je produkovan hepatocyty v jatrech[91].

Je jednim z dominantich proteini akutni faze a jeho koncentrace se muze zvysit az
tisickrat. Vice vzrasta v pfipad¢ bakterialnich infekci, méné potom u mykobakterialnich
a parazitarnich infekci. K vzestupu jeho koncentrace dochazi vramci 6-10 hodin, ale
maximalné do 48 hodin. Hladina se do fyziologickyh hodnot vrazi také pomérné rychle a to
Vv ramci zhruba 4 dnt [92].

4.2.4 TNFa (tumor nekrotizujici faktor o)
Jeho biologicky ucinek spofiva zejména v indukci prozanétlivych cytokinti jako jsou

IL-1, IL6 a dalsi), ale také aktivuje neutrofily, eozinofily a indukuje tvorbu proteint akutni
faze v jatrech asoucasné stimuluje aktivaci a diferenciaci osteoklasti a snizuje jejich
umrtnost. Kromé toho zvySuje také permeabilitu endotelu, kterd je nezbytnd pro usnadnéni
migrace leukocytu. ZvySuje také expresi adhezivnich molekul na endotelidlnich bunkach
a leukocytech je zodpovédny za uvolnéni prokoagulacnich latek a potlacuje aktivitu
lipoproteinové lipazy a to v adipocytech.

Bé&zn¢ se mechanismus zanétlivé reakce sklada ze tiech fazi. Nejprve dochazi k akutni
cévni odpovédi, ktera je spojena zejména s vazodilatci, zvySenim permeability Zilni stény

a neutrofilni infiltraci. Tato faze trva pouze 24 hodin. Ve druhé fazi, ktera trva nékolik
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dni, dochazi k bunééné odpovédi, a infiltraci monocyty a lymfocyty. Posledni faze zahrnuje
chronickou buné¢nou odpoveéd’, kdy dochazi k destrukci a nasledné reparaci poskozené tkan¢.
U chronickych zanétt je pravé TNFa faktorem, ktery zpuisobuje stalost zanétlivého
procesu a tak bréni regeneraci a zahojeni. Pravé z toho divodu by blokace toho faktoru méla
byt stéZenim mechanismem pro lé¢bu zanétlivych stava.
Mezi jednu z nejvyuzivanéjsich latek pro blokaci TNF-a dnes patii Infliximab, u které
sledujeme vyuziti zejména pro Crohnovu nemoc, Revmatoidni artritidu nebo ankylozujici

spondylartritidu, ale nyni se studuje jeho G¢inek i na zanét tracniku [93].

4.2.5 B-glukany
Jedna se konkrétné o polymer B-glukosy s fyziologickym u¢inkem. Hromadné se

oznacuji jako modifikatory biologické odpovedi a podle jejich mechanismu ucinku je Ize délit
mezi cytokiny, které jsou zprostfedkovately mezi builkami imunitniho systému
a imunomodulatory které imunitni systém ovliviiuji ato pozitivné nebo negativné. Jejich
uc¢inek spoCiva zejména ve zvySeni fagocytarni a proliferativni aktivity fagocytl. Jejich
ucinek lze pozorovat také na makrofazich, které jsou soucasti nespecifického imunitniho

systému [94].

4.3 Metody pro stanoveni protizanétlivych a protivirovych markeri
Pro hodnoceni téchto markeri se vyuziva zejména metody ELISA (enzym-linked

immunosorbent essay)., PCR a semikvantitativni PCR [95].

4.3.1 ELISA test
Koncentrace cytokini hodnotime v médiu odebraném z kultivovanych bun¢k, které

byly ovlivnény testovanou latkou[96].

Princip toho testu spociva ve schopnosti proteini vazat se na pevny povrch
(polyesterova mikrotitra¢ni desti¢ka). To se muze dit dvéma zpusoby, ato nespecificky
adsorpci na povrch, nebo specificky, kdy se specificky uchyti pomoci dalsi protilatky
specifické k danému antigenu, toho vyuziva ,,sandwichova“ ELISA. Ve chvili, kdy je antigen
navazan, pridame sérum nebo supernatant, jehoZ soucasti je specificka protilatka, na kterou se
vaze antigen. Ten se zna¢i enzymem, kterym mize byt napiiklad kienova peroxidasa nebo
alkalicka fosfatasa a takto znaceny se vaze s protilatkou. Pfidanim latky reagujici se znacicim
enzymem dochazi k chromogenni reakci, kterou vznikne barevny produkt, atim vyvolame
detekovatelny signal, ktery nam umoziuje kvantitativni analyzu protilatky ve vzorku, a to na

zaklad¢ jeho intenzity [97].
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m»Sandwichova®“ ELISA vyuziva dvou protilatek, kdy jedna se vaze na antigen
a zaroven na desticku a druha se vaze k antigenu a sekundarni protilatce, kterd je znacena
enzymem. V ptipad¢€, Ze je standartni antigen v dostatecné kvalité, je tato metoda velmi
ptesna a rychld.

Kompetitivni ELISA se vyuziva jen tehdy, jestlize nejsou K dispozici dvé
protilatky, které by se vazaly soucasné na cilovy antigen. Nazyva se kompetitivni pravé kvuli
prabéhu testu, protoze vlozena protilatka se navaze na desticku a po pridani antigenu dochazi
k soutézeni (kompetici) 0 vazebné misto mezi protildtkou, ktera se nachazi volné
Vv roztoku, a tou, ktera je jiz navazana na desti¢ce. Plati zde, opak, nez je tomu u sandwichové
ELISY, protoze zde plati nepfima timéra pii vyhodnocovani signalu, atudiz s rostouci
koncentraci antigenu ve vzorku se snizuje intenzita detekovaného signalu barevného produktu

z chromogenni rekce [98, 99, 100].

43.2 PCR
Principem je amplifikace specificke sekvence DNA, kterd je komplementarni

k hybridiza¢ni sondé. V testovanem useku DNA nesmi dochazet k bodovym mutacim.

Testovanou DNA je tieba nejdiive tepelné denaturovat a to pii teploté 90°C. Pti této
teploté dochazi k rozvoliiovani vodikovych mustki, které spojuji purinové a pyrimidinove
baze, které jsou komplementarni k nukleotidim a déli tak jednotlivé fetézce DNA. Timto
docilime jednoifetézcové DNA, ktera v dalsi fazi vytvaii matrix pro syntézu nového
komplementarniho fetézce. To se déje enzymatickym procesem, ktery je zahajen nasednutim
,primeru®, (oligonuklotidi) a od jejich 3" konce zacind syntéza nového fetézce, a k jeho
nasednuti dochazi v mist¢ komplementarni sekvence matricového fetézce. To probiha pii
teploté 60°C. Jednotlivé nukleotidy se potom fadi do fetézce dle komplementarity bazi.
Polymerasa zde zajiStuje propojeni cukrii fosfodiesterickou vazbou do hlavniho fetézce.
Pro polymeraci fetézce je vSak optimalni teplota 72°C a vysledkem je nové vytvofeny usek
dvouietézcové DNA. Dale nasleduje druhy cyklus, ktery opét zacind denaturaci tentokrat jiz
zdvojeného fetézce DNA, kde opét nasedaji od 3" konce a vzniknou tak nové 4 molekuly
fetézce DNA. Z toho vyplyva, ze kazdym dalsim cyklem (cykli mize byt az 40) dochazi ke
zdvojnasobeni stavajicich dvoutetézcovych DNA [101].

Urcujeme zde empiricky amplifika¢ni profil PCR, ktery kromé& poctu cykli zahrnuje
také teplotni a casové udaje 0 pribéhu jednotlivych fazi cykld, ale také udaje o teplotnich

zménach v jednotlivych cyklech a dalsi [102].
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DalSim typem je Nested PCR, coz je modifikaci stavajici metody PCR. Rozdil je
v amplifikaci, ktera zde ma dvé faze, v prvni diky jedné dvojici primert dosahneme delsi
sekvence nukleové kyseliny, které jsou preneseny k vnitin¢ specifickému useku
dvoutetézcové DNA, apoté jiz nasleduje druha faze, kdy amplifikujeme kratkou wvnitini
sekvenci. Produkt poté detekujeme pomoci gelové elektroforézy, tato metoda je vysoce
specifickd a ma velkou vytéznost [103].

Tato metoda se velmi vyuziva ipro testovani pfitomnosti virt, atak je nezbytnou

soucasti sledovani latek s protivirovym efektem, kdy sledujeme jeho pfitomnost [104].
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Obrazek 10 Reakce PCR, Zornikova, G., 2012

5 Testovani cytostatik

Regulaci bunééného cyklu ovlivituji zejména specialni proteinové komplexy, které
obsahuji dvé zakladni podjednotky, kterymi jsou (cykliny cyklin-dependentni Kkinasy).
Tyto slouceniny také zodpovidaji za organizovany piechod bunééného bujeni z prvni do
druhé faze. Obecné somatické buiiky absolvuji postupné Ctyfi faze, které jsou nutné pro jejich
reprodukci: syntéza DNA, G1 fazi, bunééné déleni a G2 fazi. G1 a G2 faze jsou ruzné dlouhé
faze, které probihaji mezi syntézou DNA abunéénym délenim. Pravé v Gl se aktivné
uplatiuji cykliny D, které tvoii funkéni komplexy s CDK4 a CDKG®, ale také cykliny C, které
interaguji s CDK8 nebo cyklin E spolu s CDK2. Tyto proteiny se uplatiiuji zejména na
fosforylaci dalsich proteind, bez kterych by nedochazelo ke G2 fazi, ale také tvofi stavebni
proteiny, ze kterych se skladd mitoticky aparat. Pro regulaci téchto proteinii vyuZivame

takzvané CDK inhibitory, které inhibuji cyklinové komplexy a zastavuji bunéény cyklus v G1
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nebo G2 fazi. Tyto inhibitory se vSak podileji také na diferenciaci, starnuti buriky, ale i na jeji
apoptdze. K jejich inhibici lze vyuzit napiiklad syntetické inhibitory CDK.

Protinaddorové latky mohou inhibovat nddorové linie mnoha zpiisoby. Nejcastéji je to
pravé inhibice rtznych cyklin dependentnich kinas. Stézenim je také inhibice CAMP, cGMP
nebo protein kinasy atak ovlivituje bunéény cyklus dané nadorové linie, nebo zplsobuje
fizenou bunécnou smrt. Cilem je snizit CDK4 aktivitu, inhibovat CDK7 a CDK9, coz jsou
kinasy aktivujici RNA syntézu.

Utinnost protinddorovych 16¢iv stanovujeme bud’ na specidlnich nadorovych linii
vyizolovanych napiiklad z mysi, nebo také na izolovanych bunkach konkrétniho pacienta.

Sledujeme zejména cytotoxicitu téchto 1éCiv, pomoci cytotoxickych testi jako je

MTT test [105].
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6 Zavér

Metody pro stanoveni cytotoxicity in vitro jsou velmi dileZité pro vyzkum 1é¢iv a jsou
zasadni i pro jejich vyvoj. Lé¢iva nesmi byt pro organismus toxicka, a tyto testy jsou hlavnim
parametrem, ktery urluje, zda je mozné danou novou latku uvést na trh abezpeéné ji
pouzivat.

Vyuzivame zde rtznych metod stanovujici toxicitu in vitro, kterd poukazuje na
cytotoxicitu testované latky. Pro tyto testy jsou velmi dilezité modely slozené z buné¢nych
linii, které se mohou skladat z lidskych nebo zvifecich bunék. V dnesni dobé je vSak mozné
testovat i na konkrétni kultute ze specifickych bunék, které byly izolovany od pacienta, nebo
se mize jednat O bunky ur¢itého typu (napiiklad hepatocyty). Této moznosti vyuzivame
zejména pii testovani cytostatik, kde je tieba velmi individualni pfistup a stanoveni u¢inné
1€cby, prave pro daného pacienta s urcitym typem nadorovych bunék.

Rozsituje se také vyuzivani bunécnych kultur simulujici lidskou kazi, které vyuzivame
zejména pro testovani latek pusobicich ptes kizi, mezi které patii dermatologicka 1é¢iva nebo
kosmetické piipravky. Témito testy lze stanovit i jiné parametry, jako je naptiklad penetrace.
Tou lze stanovit schopnost latky vstiebavat se pies kizi, coz je pro jeji ptisobeni nezbytné.
Dals§imi parametry mtize byt napiiklad korozivita nebo drazdivost. Bez téchto modeli by se
dnes neobesel ani kosmeticky pramysl, ktery je hojné vyuziva pro testovani ptipravki pied
uvedenim na trh, ato zejmeéna diky rychlosti provedeni, ale také Setrnosti ke zvifatim. Tyto
modely maji za ukol co nejvice napodobit lidskou kuzi a vSechny vrstvy, ze kterych se
fyziologicky sklada.

Mimo jiné se také v dnesni dobé rozviji pomérné nové odvétvi testovani, kterym je
pocitatové modelovani. Tyto testy se nazyvaji in silico a vyuzivaji schopnosti pocitacové
simulace pusobeni latky na systém. Tento systém pracuje zejména s parametry, které jsou
0 dané latce jiz zname, a vyuziva je pro predpoklad puisobeni latky. | tato metoda mtize vyuzit
nékterych vysledkt stanovenych pomoci testi in vitro.

Déle se zabyva hodnocenim pro a protizanétlivych markertt (cytokin). Ty lze
detekovat riznymi metodami. Velmi ¢asto vyuZzivanou je pravé zminiovana ELISA, kterou
muzeme rozlisit na dva zakladni typy, a to podle zptsobu jejiho provedeni. Volba mezi nimi
zavisi hlavné na dostupnosti testovanych protilatek. Dulezita je ale také metoda PCR, ktera je

vyuzivana pro detekci virgQ.
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