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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva studiem cytotoxicity osmi vybranych nové syntetizovanych
sulfonamidt, které by mohly byt do budoucna pouzitelné jako antibakterialni latky.
Pro testovani cytotoxického ucinku sulfonamidi byly pouzity dvé rtizné metody. Prvni
metodou byl test vyluCovani trypanové modfi, Sjehoz pomoci byla stanovena viabilita a
proliferace u bunééné linie Jurkat. Druhou pouZzitou metodou byla analyza bunék v realném
¢ase pomoci systému XCELLigence RTCA SP, kdy byl na zakladé méfeni zmén impedance
stanovovan bunéény index U bunééné linie A549.

Vsechny testované sulfonamidy vykazovaly uritou miru cytotoxicity. Jako nejvice
toxické se ukéazaly sulfonamidy SA9 a SA10, u kterych dochéazelo s jejich vzrastajici
koncentraci k Gplné inhibici bun&né proliferace. Sulfonamidy oznacené jako SA5, SAG6,
SA7, SA8, SA1l a SAI12 vykazovaly pfi nejvyssi testované koncentraci pouze mirny
antiproliferacni ti¢inek na ob& bunééné linie, a tudiz se jevi jako perspektivni slouceniny pro

dal$i studium.

KLICOVA SLOVA

sulfonamidy, cytotoxicita, test vylu¢ovani trypanové modii, xCELLigence, A549, Jurkat



ANNOTATION

This thesis deals with the study of cytotoxicity of eight selected new synthesized
sulfonamides, which could be used in the future as antibacterial agents. To test the cytotoxic
effect of sulfonamides were used two different methods. The first method was trypan blue
exclusion assay, which established viability and proliferation at Jurkat cell line. The second
method was the real-time cell analysis using the xCELLigence RTCA SP system, where the
cell index on cell line A549 was determined based on impedance changes.

All tested sulphonamides exhibit some degree of cytotoxicity. The most toxic were the
sulphonamides SA9 and SA10, which are increasing their concentration to completely inhibit
cell proliferation. Sulphonamides designated as SA5, SA6, SA7, SA8, SA1l and SA12
exhibited only a mild antiproliferative effect at both cell lines at the highest test concentration

and therefore proved promising compounds for further study.
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UvoD

Bakterie jsou nedilnou soucasti naseho zivota i1 zivota na Zemi. V lidském téle vytvaieji
pfirozenou mikrofloru, v ptirodé jsou dulezitou slozkou mnoha ekosystému. Existuji miliony
bakterii, podrobn¢ popsano je ale pouze nékolik tisic druhi. Z medicinského hlediska jsou
vsak dulezité jen ty, které jsou schopné kolonizovat lidské télo, at’ jiz fyziologicky ¢i
patologicky. Pokud dojde k oslabeni organismu, napiiklad vlivem stresu nebo onemocnéni,
mohou bakterie snaze prostupovat do téla a zpusobit infekci. Bakteridlni infekce jsou stale
veétSim problémem, protoze stoupa pocet bakteridlnich kment rezistentnich na dosud
pouzivand antibiotika. Stoupd proto tlak na vyvoj novych chemickych sloucenin
s antibakterialnimi vlastnostmi.

Sulfonamidy jsou derivaty kyseliny p-aminosulfonové a jejich spoleénym strukturnim
zakladem je sulfanilamid. Pro své vyznamné antibakteridlni ucinky jsou pouzivané k 1é¢be
bakterialnich infekci. Jejich bakteriostaticky Géinek spo¢iva v kompetitivni inhibici syntézy
kyseliny dihydrolistové, ze které si mikroorganismy vytvareji kyselinu listovou. Ta je
dilezitym kofaktorem v syntéze purint (Padberg, 2015). Krom¢é svého antibakterialniho
uc¢inku maji sulfonamidy protinadorovou aktivitu. Nejvyraznéjsi protinadorovy ucinek je u
sulfonamidl a jejich derivatii, které inhibuji enzym karbonickou anhydrdzu. Své vyuziti
nachazeji nékteré sulfonamidy také jako diuretika, inhibitory cyklooxigenaz, antiepileptika,

antiarytmika nebo antimykotika.
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1 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace bylo stanovit potencialni cytotoxické ucinky osmi nové syntetizovanych
sulfonamidt, které by mohly byt do budoucna pouzity jako nové antibakteridlni latky.
Teoreticka Cast prace méla za cil seznamit se s liter&rnimi (daji o sulfonamidech, jejich
struktufe, rozd€leni, mechanismu antimikrobialniho pisobeni, zastupcich, jejich praktickém
pouziti a toxicité. Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit cytotoxicitu syntetizovanych

sulfonamid® pomoci testu vylucovani trypanové modii a systému xCELLigence RTCA SP.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie antibakterialnich latek

Utinek antibakterialnich latek byl znamy jiz ve starém Egypté, kde byly pouZivany pii
procesu mumifikace. Ve stiedovéku byl pouzivan plesnivy chléb k 1é¢b¢ hnisavych ran
(Stone a Darlingtonova, 2003). Prvni védecké objevy piisly az o nékolik stoleti pozdé&ji. Bylo
tomu v 70. letech 19. stoleti, kdy Louis Pasteur poprvé pozoroval inhibici ristu jednoho
mikroorganismu pod vlivem jiného. Ve stejném obdobi byly pozorovany také antibiotické
ucinky u n€kterych plisni rodu Penicillium. V 90. letech 19. stoleti pak byly objeveny
antibakterialni G¢inky i u jinych druhtt mikroorganismu, napiiklad rod Pseudomonas
aeruginosa nebo Escherichia coli (Aminov, 2010).

Jeden z nejvyznamnéjSich milnikd v historii antibakterialnich latek je vSak spojovan se
jménem skotského lékate Alexandra Fleminga, ktery roku 1928 objevil Géinek plisné
Penicillium notatum. Ta svou specifickou substanci, pozdéji pojmenovanou jako penicilin,
zpusobovala inhibici stafylokokt. Béhem 2. svétové valky se pak podafilo dvojici Howard W.
Florey a Ernst Chain tuto substanci vyizolovat v dostatecném mnozstvi a vytvofit z ni Cisty
penicilin, ktery byl vyuzivan k 1é¢b¢ celé fady onemocnéni (Heatley, 1984).

Mezi antibakteridlni latky se vedle antibiotik fadi také chemoterapeutika, tedy latky
vyrobené syntetickou cestou. Chemoterapeutika byla objevena a pouzita zhruba ve stejném
obdobi jako antibiotika, tedy zacatkem 20. stoleti. Za zakladatele chemoterapie je povazovan
némecky lékat Paul Ehrlich, ktery jako prvni objevil a uspéSné pouzil 1€k proti syfilitide,
Salvarsan (Aminov, 2017). Ve 30. letech 20. stoleti byla v Némecku hojné syntetizovana
nova azobarviva, u kterych se predpokladaly antibakterialni G¢inky. V roce 1932 bylo
syntetizovano cervené barvivo, Prontosil rubrum. Nicméné bylo zjisténo, ze tento sulfonamid
na bakterie in vitro nepisobi. O to vétsi piekvapeni bylo, kdyz o par let pozd¢ji G. J. Paul
Domagk objevil, ze je prontosil in vivo G¢inny proti infekcim vyvolanym mino jiné i
hemolytickymi streptokoky. Béhem provadénych zkousek se nasledné zjistilo, ze in vivo ma
antibakteridlni Uc¢inek pouze samotny sulfonamid tzv. Prontosil album, tedy bezbarva
substance. Zminény ucinek je mozny diky konverzi prontosilu na sulfanilamid, ktery je jeho
aktivni latkou (Greenwood, 2010). Sulfanilamid se poté stal strukturnim zakladem celé této
skupiny 1é¢iv a obménami jeho molekuly se podafilo pripravit celou fadu novych a daleko
ucinnéjsich 1éciv. Protoze vSak po jejich aplikaci doSlo k rychlému rozvoji zkiizenych

rezistenci, pfistoupilo se na podavani sulfonamidi v kombinaci s tzv. diaminopyrimidiny.
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Postupné pak prichazely dalsi objevy ze skupiny nitrofuranovych chemoterapeutik,
nalidixové kyselina a dalsi.

Vyroba a pouzivani antibakterialnich latek prudce vzrostla po skonceni 2. svétové valky,
kdy byly objeveny dalsi latky. V poslednich letech se ale zaCiname potykat s ¢im dal
CastéjSim  problémem rezistence mikroorganismii na pouzivana antibiotika a

chemoterapeutika. Je proto nutny vyvoj novych ucinnych latek.

2.2 Sulfonamidy

Sulfonamidy jsou antibakterialni chemoterapeutika, ktera tvoii z hlediska své struktury
jednu z nejuzaviengjich a nejjednotnéjSich skupin 1é¢iv. Konkrétné se jedna o derivaty
kyseliny p-aminosulfonové a jejich spoleénym strukturnim zakladem je sulfanilamid
(vizObr. 1). Ve své struktufe obsahuji sulfonamidovou skupinu —SO,—NH,. Vsechny
sulfonamidy maji benzenov¢ jadro, li§i se mezi sebou postrannimi fetézci. Na jadro jsou bud’
pfipojené rizné radikdly pies amidoskupinu (SO,NHR), nebo mize dojit k rliznym
substitucim aminoskupiny (-NH;). Diky témto zménam vznikaji slouceniny s odlisnymi

fyzikalnimi, chemickymi, antibakterialnimi a farmakologickymi vlastnostmi (Katzung, 2006).

HoN S

Obrazek 1 — Struktura sulfanilamidu (Muntingh, 2011).

Obecné se jednd o bilé, krystalické latky slabé kyselé povahy, s nahotklou chuti. Ve vodé
jsou obvykle malo rozpustné. Jejich ionizovana forma je ve vodé rozpustnd, neionizovana
forma je rozpustnd v tucich. Liposolubilita je vyznamna pro transport pies bunécné
membrany, rozpustnost ve vod¢ pak pro transport krvi a t€lnimi tekutinami. Rozpustnost
sulfonamidt je zavisla predevsim na pH okoli (Trejbalova a Trejbal, 1988). V kyselém
prostiedi snadno krystalizuji, coz mize vést az k blokad¢ ledvinnych tubula (Hynie, 2003).
Vétsina sulfonamidt je pfipravovana ve formé sodnych soli, které maji stfedn¢ dobrou
rozpustnost a jsou pouzivané pro intravendzni aplikaci.

K tomu, aby byly sulfonamidy pln¢ ucinné, je nutna piitomnost benzenového jadra ve
struktute. Dale je dilezité, aby byla zachovédna p-poloha. Aromaticka aminoskupina mtize byt

nahrazena azo-, azid- nebo nitro- skupinou. Sulfonamidova skupina mize byt nahrazena
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pouze nejblize podobnou -COOH skupinou, a to jen v piipad¢ nahrazeni pouze jednoho H,
aby byla zachovana kyselost (Wenke et al., 1990).

Sulfonamidy se vétSinou podavaji peroralné a velmi rychle se vstiebavaji ze zaludku a
tenkého stfeva do krevniho ob¢hu a z néj do tkani a télesnych tekutin (napt. mozkomisni mok,
placenta, mlééna zlaza). Cast absorbovanych sulfonamidi se vaze na proteiny krevni plazmy
a Cast zastava volna (Katzung, 2006). Sulfonamidy, vazané na bilkoviny, nemaji
antibakterialni uc¢inek. Predpoklada se, ze na bilkovinu vazany sulfonamid ma ulohu jakési
zasobarny, ze které se sulfonamid postupné uvolfiuje. To je diivod, pro¢ nékteré sulfonamidy
zustavaji v krvi déle (Melichar, 1987). V jatrech jsou sulfonamidy metabolizovany pfedevs$im
acetylaci nebo oxidaci. Kromé¢ toho mohou byt konjugované s kyselinou glukuronovou a
sulfatem (Katzung, 2006). Acetylované sulfonamidy jsou méné rozpustné a toxictéjsi,
glukuronoidy a sulfaty jsou zase 1épe rozpustné nez volné sulfonamidy. Z toho divodu se
nedoporucuje soucasné se sulfonamidy podavat kyselina octova nebo preparaty, které ji
uvolnuji (napt. kyselina acetylsalicylova). Vznikalo by vétsi mnozstvi neaktivni acetylované
formy sulfonamidd, a tim by vzrostlo i riziko vzniku krystald sulfonamidu v ledvinach nebo
mocovych cestach (Melichar, 1987). Rozpustné sulfonamidy se vylucuji hlavné glomerularni
filtraci do moci, v mensi mife jsou vylucované zluci, slzami nebo mlékem. Nevyhodou
pouzivani sulfonamidt pro terapeutické ucely je jejich mensi Géinnost v porovnani
s antibiotiky a pomalej§i nastup UCinku, ktery pfichdzi aZz po urcitém obdobi latence
(Trejbalova a Trejbal, 1988).

Terapie sulfonamidy je spojena s vyskytem ¢astych nezadoucich u¢inkid. Nékteré z nich
mohou byt pro svou zavaznost divodem pieruseni terapie. Typické jsou alergické reakce,
nejcastéji v podobé koptivky nebo fotosenzitivity, které se objevuji zhruba 5 az 10 dni
po zahdjeni 1é¢by sulfonamidy. Jak jiz bylo zminéno, acetylované sulfonamidy jsou méné
rozpustné. Pfi nizkém piijmu tekutin mize dojit k precipitaci 1é¢iva v moci a vzniku krystalt
sulfonamidu v ledvindch sjejich naslednym poskozenim (Martinkova et al., 2007).
U pacientll s geneticky podminénym deficitem enzymu glukdzo-6-fosfat dehydrogenazy
vznik4 hemolytickd anémie (Kvétina et al., 2000). Sulfonamidy se nesmi podavat gravidnim
ani kojicim Zzenam, protoze nejsou bezpecné pro novorozence, ktefi maji nevyzraly
enzymaticky system. Sulfonamidy mohou u novorozenct vytésnit bilirubin z jeho vazby na

plazmatické bilkoviny a zvysit tak riziko vzniku jadrového ikteru (Kester et al., 2012).
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2.2.1 Klasifikace sulfonamidu
Sulfonamidy lze rozdélit podle spektra a doby ucinnosti do tfi skupin: klasické
sulfonamidy, sulfonamidy s protrahovanym u¢inkem a sulfonamidy s potencovanym

antimikrobnim 0¢inkem.

2.2.1.1 Klasické sulfonamidy

Do této skupiny se fadi velké mnozstvi sulfonamidu, naptiklad sulfanilamid, sulfathiazol,
sulfamethoxazol ¢i kyselina sulfoxylovd. Obecné maji kratSi pisobnost, nez sulfonamidy ze
zminénych dal$ich dvou skupin. Jejich polocas vylouceni se pohybuje v rozmezi od 5 do 12
hodin (Kvétina et al., 2000).

2.2.1.2 Sulfonamidy s protrahovanym udinkem

Tyto latky maji delsi pisobnost nez klasické sulfonamidy a obvykle staci niz§i davka.
Pti peroralni aplikaci je to jen jednou denné. Po peroralnim podani jsou rychle absorbovany a
distribuovany, nicméné maji prodlouzeny eliminacni polocas a pomérné dlouho setrvéavaji
v séru (rozmezi 24 az 48 hodin). Pomalé vylucovani ledvinami je ovlivnéno jejich vysokou
vazbou na bilkoviny. Vazi se vice jak 85 % (Kvétina et al., 2000). Mezi tyto sulfonamidy se

fadi naptiklad sulfadoxin, sulfadimetoxin, sulfamethoxypyridazin ¢i sulfapyrazol.

2.2.1.3 Sulfonamidy s potencovanym antimikrobnim u¢inkem

Patfi sem sulfonamidy, které jsou kombinované s diaminopyrimidiny. PouZivaji se pro
rozsifeni spektra Uc¢innosti (Kvétina et al., 2000). Timto zpisobem ziskdme z piivodné
bakteriostatickych latek, tj. sulfonamid a diaminopyrimidin, latky baktericidni. Kombinaci se
umozni snizeni davkovani jednotlivych slozek, ¢imZ se sniZi riziko rozvoje nezadoucich
ucinkit a snizi se 1 jejich toxicita na organizmus pacienta (Trejbalova a Trejbal, 1988).
Nejcastéji se pouzivaji sulfonamidy v kombinaci trimetoprimem (kotrimoxazol) nebo

daiveridinem.
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2.2.2 Antimikrobialni aktivita sulfonamidi
Sulfonamidy maji silné bakteriostatické G¢inky. Jedna se o strukturni analogy kyseliny p-
aminobenzoové (PABA), (viz Obr. 2), které jsou schopné ji vytésnit z vazby mechanismem

kompetitivni inhibice.

NH, NH,
COOH SO,NH,
PABA Sulfonamid

Obrazek 2 — Porovnani struktury p-aminobenzoové kyseliny a sulfonamidu (upraveno podle Ehinger, 2015).

Kyselina p-aminobenzoova je dilezitou latkou pro metabolismus a rast nékterych bakterii
a paraziti (napf. kokcidie), ktefi ji vyuzivaji k syntéze kyseliny listové. Bakterie si syntetizuji
de novo kyselinu dihydrogenlistovou (dihydrofolat) z dihydrogenpterinu, kyseliny p-
aminobenzoové a kyseliny glutamové. Tim, ze sulfonamidy nahradi PABA v syntéze
dihydropteroatu, dojde k inhibici enzymu dihydropteroat syntetazy, ktery vykonava tuto
syntézu. Kyselina dihydrogenlistova je potom redukovana na Kkyselinu listovou pomoci
enzymu dihydrofolat reduktazy, ktery je inhibovany trimetoprimem (Maddison et al., 2008).
Takto vznikaji nefunkéni analogy znemoziujici tvorbu funkéniho 4-hydroxyfolatu
(kyseliny listové), (viz Obr. 3). Nasledné dojde k porucham syntézy purinl, pro néz je
kyselina listovd nezbytnym koenzymem, a nasledné také porucham nukleovych kyselin.
Dusledkem je zamezeni dal$iho rdstu mikroorganismu a poruchy v procesu deleni bunék
(Hynie, 2003, Katzung, 2006). Rust mikroorganismu vSak mize byt obnoven v piipadé, ze
jsou Vv prostiedi s vyraznym nadbytkem PABA, napt. hnis nebo pii podani lokalnich anestetik.
Antibakteridlni G¢inky maji kromé samotnych sulfonamidi také jejich derivaty, které maji ve
sve molekule iont kovu. Nejvice studované kovové ionty jsou kobalt, méd’, nikl a zinek
(Chohan et al., 2012).

20



p-aminobenzoova kyselina + Pteridin

SULFONAMIDY [::} \1L Dilydropteroal symietdza

Kyselina dihydropteroova

Dikyerofolat synidza

Kyvselina dihydroegenlistova

TRIMETOPRIM [:[>1L Dihydrafolit reduktiza

Kyselina listova

Obrazek 3 — Inhibice syntézy folatu sulfonamidy a trimetoprimem (upraveno podle Bockstael a VVan Aerschot,
2009).

Mikrobialni spektrum vSech pouzivanych sulfonamidd je obecné stejné. Sulfonamidy
inhibuji jak grampozitivni, tak 1 gramnegativni bakterie a také né&které prvoky jako jsou
kokcidie a Toxoplasma spp. V piipadé pouziti vice sulfonamidi najednou se zvétSuje jejich
spektrum u¢inku. V takovém ptipadé jsou uc¢inné na kmeny Staphylococcus, Streptococcus,
Salmonella, Pasteurella a Escherichia coli. Naopak vysoce rezistentni jsou vuéi
sulfonamidim kmeny Pseudomonas, Proteus, Clostridium, Leptospira spp. a vétSina
chlamydii.

Zivocisné buiiky a rovnéz i n&které bakterie jsou viiéi sulfonamidiim rezistentni. Je to
proto, ze tyto buiikky nemaji potfebné¢ enzymy pro syntézu kyseliny listové a nejsou tedy
schopné si ji syntetizovat. Jsou pIn¢ odkazané na jeji piijem z exogennich zdroji (Wenke et
al., 1990). Rezistence na sulfonamidy miize byt jak na chromozomalni, tak 1 na plazmidové
urovni. Vzniklé pozménéné proteiny, snizujici afinitu, jsou nejcastéj$im piikladem vzniklé
rezistence. Naptiklad u stafylokoki je chromozomalné zprostiedkovana rezistence na
sulfonamidy zptisobena mutaci genti kodujicich enzym dihydropteroat syntetdzu a rezistence
zprostiedkovand plazmidy je zapfi¢inéna mutaci gent, které koduji dihydrofolat reduktazu.
Plazmidem zprostfedkovana sulfonamidova rezistence u stfevnich gramnegativnich bakterii je
Casto spojena s odolnosti na ampicilin a tetracyklin (Boothe, 2016).

Utinek sulfonamidii muiZe byt blokovan nadbytkem kyseliny p-aminobenzoové.

Existuji vSak i jiné latky, které mohou v organismu kyselinu uvoliiovat. Tuto vlastnost maji
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vSechny snadno hydrolyzovatelné derivaty PABA, napiiklad anestetika ze skupiny derivati
kyseliny p-aminobenzoove (napt. prokain). Je znama cela fada dalSich sloucenin, které ptisobi
nekompetitivné na aktivitu sulfonamidi. Jednd se napiiklad 0 nékteré aminokyseliny
(napt. methionin, serin) déale pak purinové a pyrimidinové baze (Melichar, 1987). U¢innost
sulfonamidi mize byt dale sniZzena vyraznym piebytkem albuminu, autolyzatu tkdn¢ nebo

endogennich produktti degradace proteinti.

2.2.3 Antifungalni aktivita sulfonamidia

Sulfonamidy jsou pouzivané predev§im pro jejich silné antibakteridlni ucinky.
Nicméné diky jejich antifungalnim vlastnostem nachazeji stale vétsi uplatnéni v klinické
praxi. V soucasné dob¢ existuje nékolik sulfonamidovych sloucenin, které se pouzivaji
vramci prevence vyskytu plisiovych onemocnéni. AvSak stale Cast&ji se setkavame
s rezistenci na tyto slouceniny. Proto se syntetizuji nové aktivni slouéeniny s potencialni
antifungalni aktivitou. Vyznamné antifungalni vlastnosti vykazuji Schiffovy baze odvozené
od sulfonamidi a jejich komplexti kovii obsahujici kobalt (Co®"), m&d’ (Cu?"), nikl (Ni?"),
stiibro (Ag') a zinek (Zn**), (Chohan et al., 2012). N&které kovové komplexy sulfonamidii
(napt. Ag'" a Zn?* -sulfadiazin) se pouzivaji pfi prevenci vzniku bakteridlni infekce u
popélenin. U stiibrného sulfadiazinu byly navic pozorované silné antifungalni vlastnosti, které
z n¢j délaji klinicky Siroce pouzivanou slouceninu pro 1éébu popaleninovych infekei (Belll et
al., 2005).

In vitro byl prozatim prokdzan vyznamny antifungalni ucinek proti zastupcim rodu
Candida (C. albicans, C. glaberata), rodu Aspergillus (A. flavus, A. fumigatus), Microscopum
canis, Fusarium solani (Chohan et al., 2012), Saccharomyces cerevisiae (Bellu et al., 2005) a

Trichosporon asahii (Kratky et al., 2017).

2.3 Sulfonamidova lé¢iva

Jak jiz bylo zminéno, vSechny sulfonamidy maji ve své struktufe benzenové jadro, na které
je navazany ur€ity substituent. Substituci riznych skupin ziskavame latky liSici se svymi
vlastnostmi. Sulfonamidy jsou pouZzivané piedevSim jako antibiotika pii 1é€bé mocovych
infekci. Nicméné se nevyuzivd pouze jejich antibakteridlnich vlastnosti. PouZzivaji se jako
diuretika, antidiabetika, antiflogistika, antivirotika (Scozzafava, et al., 2003) a vyuziva se i

jejich antifungalni aktivity.
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Sulfonamidova 1é¢iva mizeme podle jejich chemické struktury rozdélit do tfi riznych

skupin (viz Obr.

4):

sulfonylarylaminy,

sulfonamidy bez arylaminové skupiny a

sulfonamidova 1é¢iva obsahujici sulfonamidovou skupinu (Johnson et al., 2005). Rozdily ve

struktufe jednotlivych skupin jsou zobrazené na obrazku 5. Sulfonylarylaminy jsou

sulfonamidy, které maji sulfonamidovou skupinu pfipojenou piimo k benzenovému kruhu a

v poloze N4 maji nesubstituovanou aminoskupinu (-NH;). Sulfonamidy bez arylaminové

skupiny maji sulfonamidovou skupinu pfipojenou k benzenovému kruhu nebo jiné cyklické

struktufe, ale v poloze N; neni aminova skupina. V piipadé sulfonamidovych 1é¢iv

obsahujicich sulfonamidovou skupinu neni sulfonamidova ¢ast pfimo spojena s benzenovym

kruhem nebo jinou cyklickou strukturou.

‘ Sulfonamidovi lédiva

] | v
Sulfonylarylaminy ‘ Sulfonamidy bez arylaminové ‘ Sulfonamidovi skupina
¥ skupiny (]
Antibiotika MNaratriptan Thutihd
Sulfanilamid Sumatriptan ~ Sotalol
Sulfamethoxazol Topiramat Probenecid
Zonisamid
] ¥ L] ¥ v v
Inhibitory karbonické Sulfonylureizy Kli¢kovi diuretika Thiazidy COX-2 inhibitory Proteizové inhibitory
anhydrizy Tolbutamid Furoserud Hydrochlorothiazid Celecoxib Amprenavir
Acetazolamid Chlorpropamid Torsemid Methylclothiazid Valdecoxib Fosamprenavir
Methazolamid Acetohexamid Bumetatud Chlorthalidon
Dorzolamid Tolazamid Indapamid
Glimepind Metolazon
Glipizid Diazoxid
Glybund

Obrazek 4 — Rozdéleni sulfonamidovych 1é¢iv dle chemické struktury: COX-2 inhibitory — inhibitory
cyklooxygenazy 2 (upraveno podle Johnson et al., 2005).

Sulfonylarylaminy

Sulfonamidy bez
arylaminove skupiny

Sulfonamidovi skupina

S

s

0O N

Sulfamethoxazol

)| Yot

Acetazolamid

Almetriptan

o-N

Zonisamid

Obréazek 5 — Strukturni rozdil u t¥id sulfonamidovych 1éka (upraveno podle Ghimire et al., 2013).
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2.3.1 Sulfonylarylaminy

Sulfonylarylaminy jsou pouzivany jako sulfonamidova antibiotika, avSak pfitomnost
arylaminove skupiny je spojenda s ¢astymi nezadoucimi G¢inky téchto 1é¢iv. Mezi nezadouci
ucinky pti 1écbé sulfonamidy patii nauzea, zvraceni, bolest hlavy nebo ospalost
(Lochman, 1990). Avsak jen né&které ztéchto vedlejSich ucinkd jsou zprosttedkované
specifickou imunitni odpovédi a Ize je tak klasifikovat jako skutecné alergické reakce.
Prave alergické reakce anafylaktického typu, tedy IgE-zprostiedkovana kopiivka a anafylaxe,
jsou pomérn¢ vzacné. Stejn¢ tak jako reakce vyvolané IgG protilaitkami (hemolyticka
anémie). Nejcastéjsim nezddoucim projevem jsou vyrazky v podobé makulopapulézniho az
urtikarialniho exantému, mize se objevit i fotosenzibilizace (Schnyder a Pichler, 2013).
Vétsina koznich projevi ma vSak pouze prechodny charakter a vymizi po vysazeni 1éku.
U nékterych citlivych jedinci mize dojit po podani sulfonylarylamind k rozvoji zavaznych
Zivot ohrozujicich reakci, jako je Stevens-Johnsoniv syndrom nebo toxicka epidermalni
nekrolyza (Slatore et al., 2004). Dal§im problémem je pomérné vysoky vyskyt neZzadoucich
u¢inkl (vyrazky) u HIV pozitivnich pacientii, kterym jsou podavany sulfonamidove léky.
Hojné podavany byl kotrimoxazol, pouZivany jako prevence a lécba oportunnich infekci u
HIV pozitivnich. Vyskyt vyrazky byl vyssi nez u bézné populace (Schnyder a Pichler, 2013).

V minulosti se vedly diskuze o zktizené reaktivité mezi sulfonaylarylaminy, sulfonamidy
bez arylaminové skupiny a léky obsahujici sulfonamidovou skupinu. Zadné studie vsak
nepotvrdily, Ze by mezi témito skupinami 1€kt dochazelo ke zkiizené reaktivité. Piesto bylo
navrzeno paradigma, podle kterého budou pacientim, s alergii na sulfonylarylaminy,
podavany sulfonamidy bez arylaminové skupiny nebo léky obsahujici sulfonamidovou
skupinu pouze v piipadg, ze alternativni 1é¢ba nebude mozna (Johnson et al., 2005).

Nejznaméjsim sulfonamidovym antibiotikem je kotrimoxazol. Tento sulfonylarylamin je
pouzivany pii 1écbé mocovych infekci a infekci dychacich cest. Je slozeny z trimetoprimu a
sulfamethoxazolu. Tato kombinace navzajem potencuje ucinky obou 1éCiv, pfi¢emz dochdzi
k ovlivnéni hned dvou klicovych enzymii v syntéze kyseliny listové. Konkrétné se jedna o
dihydropteroat syntetdzu a dihydrofolat reduktazu (Trejbalova a Trejbal, 1988).
Sulfamethoxazol inhibuje dihydropteroat syntetazu, ktera za normalnich podminek
(bez pritomnosti sulfonamidi) zaclenuje PABA do struktury kyseliny listové. Trimetoprim
inhibuje dihydrofolat reduktazu, zodpovédnou za oxidaci pii syntéze deoxythymidin
monofosfatu (dTMP) z deoxyuridin monofosfatu (dUMP). Takto se zabréni syntéze purint a
pyrimidint, ¢imz nedojde ksyntéze zakladnich aminokyselin a bilkovin v bakterii
(Wormser et al., 1982).
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2.3.2 Sulfonamidy bez arylaminoveé skupiny
V ramci této skupiny dale rozliSujeme 6 podskupin: sulfonylureazy, inhibitory karbonickeé
anhydrazy, klickova diuretika, thiazidy, COX-2 inhibitory a proteazové inhibitory. Funkce,

vyuziti a zastupci jednotlivych podskupin jsou uvedeny nize.

2.3.2.1 Sulfonylureazy

Sulfonyluredzy byly objeveny v roce 1942, kdy bylo béhem vyzkumt zpozorovano, ze
nékteré¢ sulfonamidy navozuji hypoglykémii u pokusnych =zvifat. Jako prvni byla
syntetizovana latka karbutamid (1-butyl-3-sulfonylmoc¢ovina). Tato sloucenina byla prvni
sulfonylureazou, ktera se pouzivala pro 1é¢bu diabetes mellitus 2. typu (Zimmerman, 1997).
Nasledné vSak byla z trhu stahnuta, protoze se po jejim podavani objevily nepiiznivé Géinky
na kostni dien. Do 60. let 20. stoleti byly sulfonylureazy délené do dvou generaci. LéKy prvni
generace, jako jsou tolbutamid a chlorpropamid, se jiz v dnes$ni dobé& nepouzivaji. Glimepirid,
glipizid a glyburid jsou v soucasné dobé& uzivané sulfonylureazy druhé generace. VSechny
léky druhé generace jsou stejné ucinné ve snizovani koncentrace glukdzy v krvi. Lisi se mezi
sebou v absorpci, metabolismu a v davkovani (Sola et al., 2015).

Hlavnim G¢inkem sulfonylureaz je zvysSeni koncentrace inzulinu v plazmé, proto jsou tyto
slouCeniny ucinné pouze v piipad€, Ze B-buinky pankreatu neprodukuji dostatek inzulinu.
Zvyseni hladiny inzulinu v plazmé je zptisobeno dvéma divody. Za prvé dochazi ke stimulaci
pankreatickych B-buné¢k, které vylucuji vice inzulinu a za druhé dochézi ke snizeni jaterni
clearence inzulinu (Ghosh a Collier, 2012). Co se ty¢e samotného mechanismu ud¢inku,
sulfonyluredzy se vdzou na specificky receptor SUR 1, ktery se nachazi na povrchu 3 — bunck
pankreatu (Nagashima et al., 2004). Dochazi k zablokovani priichodu K* iontl pies ATP
dependentni kanal. Pfenos draselnych iontli je zastaveny a bunécnd membrana je
depolarizovand. Dochazi ke ztrat€¢ napéti na povrchu bunécné membrany, které zabranuje
diftzi Ca** iontii do cytosolu. Zvyseny pritok vapniku do B-bungk zpiisobuje kontrakei aktin-
myozinového komplexu zodpovédného za exocytdzu inzulinu, ktery je vyluGovany ve velké
mite (Proks et al., 2002).

Kromé¢ B-bunék pankreatu piisobi sulfonylureazy i1 na jiné buiiky. Po jejich podavani bylo
zaznamenano zvySeni poctu inzulinovych receptorii na povrchu adipocytd, monocytl
(Olefsky a Reaven, 1976) a erytrocytii u pacientli s chronickym onemocnénim (Sola et al.,
2015). V pribéhu let byla popsana fada extrapankreatickych u¢inkt sulfonylureovych 1ékda.
Byly zaznamenané piimé ucinky na jatra a tukovou tkan, které ziejm¢ souvisi
s antidiabetickym  pusobenim  sulfonyluredz. V piipadé¢ jater dochazi k inhibici
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triacylglycerolové lipdzy. Piimy G¢inek na tukovou tkan se projevuje inhibici lipolyzy, se
kterou souvisi i1 inhibice triacylglycerolové lipazy, dale pak dochdzi ke zvySenému
vychytavani a oxidaci glukozy. U néckterych pacienti byla pozorovana aktivace
adenylatcyklazy, inhibice adenosin-3°, 5°-monofosfatdiesterdzy a sniZeni stfevni absorpce
glukdzy (Seino, 2012). Mezi zaznamenané UCinky, které nesouviseji s antidiabetickou
aktivitou, patii zvySena kontraktilita srdce a inhibice agregace desticek.

Lécba sulfonyluredzami je obvykle dobfe snasena, avSak u citlivéjSich jedincti se mohou
objevit nezadouci ucinky. NejbéznéjSim nezadoucim projevem je hypoglykémie, ktera se
Castéji vyskytuje po podavani dlouhodobé pusobicich sulfonyluredz, jako jsou chlorpropamid
a glibenklamid (Holstein et al., 2001). Nicméné i ostatni sulfonyluredzy mohou zpusobit
hypoglykémii. Obvykle kni dojde po nadmémé davce. Dobrou prevenci vzniku
hypoglykémie je zahajeni 1écby sulfonyluredzami pii nizkych davkach, pticemz davkované
mnozstvi mize byt postupné zvySovano v rozmezi 2 az 4 tydni. Mezi dalsi Casté nezadouci
ucinky patii nauzea a kozni reakce. ObCas mohou byt zaznamenané abnormalni hodnoty
jaternich testl. Vzacné se miiZe objevit i fotosenzitivita (Sola et al., 2015). Nekteré studie
naznacuji, ze sulfonyluredzy mohou ovlivnit funkci a ¢innost srdce (Kasznicki a Drzewoski,
2014).

2.3.2.2 Inhibitory karbonické anhydréazy

Karbonické anhydrazy (CA), nebo také anhydrazy kyseliny uhlic¢ité, jsou metaloenzymy,
které katalyzuji hydrataci oxidu uhli¢itého za vzniku hydrogenuhli¢itanového iontu a protonu,
zapojenych do mnoha biochemickych procest (Supuran, 2008). Existuje celkem 12 izoforem
lidské karbonické anhydrazy, ptfi¢emz vSechny maji ve svém aktivnim misté ionty zinku.
Pét izoforem CA (CA |, CA 11, CA 11, CA VIl a CA XIlI) je cytosolickych, izoforma CA IV
je membranoveé vazana, CA VI je sekrecni protein, CA VA a CA VB jsou mitochondridlni a
zbylé tfi izofomy enzymu (CA IX, VA XII a CA XIV) jsou transmembranové proteiny
(Vaskeviciené et al., 2017). Zminéné izoformy se nachazeji v riznych tkanich a bunécnych
prostorech, kde se ucastni dilezitych biologickych procest, jako jsou glukoneogeneze,
lipogenze, resorpce kosti a udrZzovani acidobazické rovnovahy (Mete et al., 2016). Vedle
fyziologickych déji se karbonické anhydrazy podileji na udrzovani fyziologického pH uvniti
nadorovych bunék, které jsou v hypoxickém stavu. VSechny tyto zminéné procesy jsou
potencidlnim terapeutickym cilem. Lze vyuZit inhibice nebo aktivace CA pii 1é€bé tady
poruch, jako je edém, glaukom, epilepsie, rakovina nebo obezita. Inhibice téchto enzymd je

jiz nékolik desetileti klinicky vyuzivana pii 1écbé systémoveé pisobicich glaukomt
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(Supuran, 2008). Dtive byly inhibitory CA pouzivané jako slaba acidifikujici diuretika
pusobici v proximalnim tubulu ledvin (viz Obr. 6), kde inhibuji reabsorpci bikarbonat.

Nejvice pouzivanymi CA inhibitory jsou primarni sulfonamidy a jejich derivaty, zvlasté
aromatické a heterocyklické sulfonamidy jsou specifickymi a G¢innymi inhibitory (Mete et
al., 2016). VsSechny inhibitory na bazi sulfonamidi jsou charakteristické tim, ze je
sulfonamidova &ast schopna vézat na Zn*" ionty v aktivnim misté CA. Na sulfonamidovou
kostru Ize navazat substituenty s riiznou chemickou povahou, a tak ovlivnit vazebnou afinitu a
selektivitu ligandu pro izoformy CA. V soucasné dobé je stale nejvice pouzivanym
inhibitorem acetazolamid a methazolamid. Pravdépodobné velky potencial maji slouceniny,
které maji na své benzensulfonamidové ¢asti substituovany halogen. Byl studovany vliv
substituce chloru nebo bromu v meta poloze jak pro afinitu, tak pro selektivitu k CA
izoenzymim. Dibromo meta- substituované slouceniny vykazovaly vice jak desetinasobnou
selektivitu pro mitochondridlni izoenzym CA VB, nez zbylych 11 katalyticky aktivnich
lidskych karbonickych anhydréz. Tyto slouéeniny by mohly byt pouzity pro dalsi vyvoj jako
inhibitory tohoto izoenzymu, ktery je spojeny s onemocnénim centralniho nervového systému
a obezitou (Vaskeviciené et al., 2017).

Castym nezadoucim u¢inkem 1é&by inhibitory karbonické anhydrazy je snizené vyludovani
amoniaku. Protoze dochazi ke ztrat¢ bazi, vznika metabolickd acidéza. Ta inhibuje dalsi
ucinek inhibitorti CA, tudiZ jejich diuretické ptsobeni béhem n¢kolika dni navzdory dal§imu
podavani ustava. Pt¥i dlouhodobé 1é¢bé vznika vyraznd ztrata drasliku. Proto je nutna

substituce kalia a ¢asté kontroly jeho hladin (Liillmann et al., 2004).

2.3.2.3 Thiazidy

Thiazidy byly do klinické praxe uvedeny v 50. letech 20. stoleti pro 1é¢bu hypertenze. Tato
skupina diuretik byla objevena pii hledani silngjSich diuretik odvozenych ze starSich
inhibitori karbonické anhydrazy typu acetazolamidu. Sulfonamidové skupina na jadie zlstala
zachovana a stejné tak i ¢asteéna schopnost inhibovat CA. Pro ziskani novych vlastnosti
téchto sloucenin byl do blizkosti sulfonamidové skupiny navdzan atom chloru (Sinha a
Agarwal, 2015; Liillmann et al., 2004). Piesnéji feCeno, jsou thiazidy derivaty benzothiazinu,
mezi néZ patii hydrochlorothiazid a chlorothiazid. Do této skupiny se dale ftadi
farmakologicky podobna 1é¢iva oznaCovana jako thiazidova diuretika a zahrnuji metolazon,
chlorthalidon a indapamid. Jelikoz vSechna tato l1éCiva maji stejny mechanismus ptisobeni,

jsou pro jednoduchost souhrnné oznaovana jako thiazidy (Sinha a Agarwal, 2015).
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Nejdulezitéjsi ucinek benzothiazidovych derivati je jejich schopnost inhibovat resorpci
sodnych a chloridovych iontl na po¢atku distalniho kanalku (viz Obr. 6). Inhibice je dana
porusenim kotransportéru Na* a CI” iontf, ktery se nachazi na membrané tubularnich bunék.
Pravdépodobn¢ dochazi k obsazeni vazebného mista pro CI" na transportnim proteinu
(Duarte a Cooper-DeHoff, 2014). Po podani vysokych davek se dostate¢né projevi i inhibice
karbonické anhydrazy v proximalnim tubulu, takZe se pfi souCasném vyluCovani
hydrogenuhli¢itanu stava moc¢ alkalickou. Dochéazi také ke zvySenému vyluCovani kalia.
To je dano jednak zvySenymi davkami thiazidt, inhibujici karbonickou anhydrazu, ale také
niz§imi davkami sodiku, protoze uz neni dostatek sodiku na vyménu kalia v distalni ¢asti
nefronu (Lillmann et al.,, 2004). ZvySené vyluCovani sodiku je spojené také
s antihypertenznim G¢inkem. Kromé tohoto ucinku navic thiazidy zvySuji ucinek i jinych
antihypertenziv a zabranuji rozvoji rezistence vic¢i adrenergnim blokatortim a vazodilataénim
piipravkam, které jsou pouzivany pii 1é¢bé pacientd s hypertenzi (Shah et al, 1978).

Thiazidy se vstfebavaji v gastrointestindlnim traktu a silné se vdzou na plazmatické
bilkoviny, coz omezuje jejich filtraci v glomerulu. Aby mohly byt dopraveny do mista jejich
pusobeni, musi byt aktivné secernovany transportérem organickych aniontli v proximalnim
tubulu (Blowey, 2016).

Thiazidova diuretika jsou obvykle dobie snasena. U nékterych citlivéjSich jedinct se mize
objevit slabost, svalové kieCe, impotence nebo metabolické zmény (Lincovd a
Farghali, 2007). Zavaznym nezadoucim u¢inkem je hypokalemie, ktera je zpuisobena ztratami
drasliku ledvinami. Na pocatku déletrvajici terapie thiazidy miize dojit ke zvySeni hladin
krevnich lipid, nicméné se toto navySeni b&hem 1écby vrati k fyziologickym hodnotdm
(Lalmann et al., 2004). Dale se uvadi pozitivni ucinek 1é¢by thiazidovymi diuretiky na zdravi
kosti. Zvysuje se denzita kosti a dochazi ke snizeni rizika zlomenin. Tento ochranny ucinek je
ale Uzce spojeny s davkovanim a délkou trvani 1é¢by. Po ukonceni terapie tyto G¢inky vymizi
(Caudarella et al., 2015). Vsechna thiazidova diuretika snadno prostupuji placentou a také se
objevuji v matefském mléce, proto se tyto latky nepodavaji v téhotenstvi ani v obdobi laktace
(Lalmann et al., 2004).

2.3.2.4 Kli¢kova diuretika

Ve srovnani s inhibitory karbonické anhydrazy a thiazidy se jedna o velmi silna diuretika.
Nejvice uzivanym zastupcem této skupiny je furosemid, u kterého Ize najit strukturni

podobnost s thiazidy. Ostatni klickova diuretika, torsemid a bumetanid, maji odliSnou
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strukturu od thiazidd a od furosemidu se 1i§i pouze svymi sekunddrnimi vlastnostmi
(Lallmann et al., 2004).

Jejich hlavni uéinek spo¢iva v inhibici Na* + K" + CI kotransportéru v silné &asti
vzestupného raménka Henleovy kli¢ky (viz Obr. 6). V disledku toho je blokovan transport
NaCl z tubult do intersticia a dochazi ke sniZzeni osmotického tlaku (Oh a Han, 2015).
Zvysena exkrece sodiku osmoticky strhava vodu, zvysuje se diuréza a sekrece H a K* iontli
Vv distdlnim tubulu. Takto mulze byt vyvoldna metabolickd alkal6za. Zaroven dochazi
k vyludovani Ca®" a Mg®" iontti (Martinkova et al., 2007).

Biologicka dostupnost klickovych diuretik je po peroralni aplikaci velmi variabilni.
U furosemidu se udava rozmezi 10 — 90 % (Oh a Han, 2015). Jeho biologicka dostupnost
mize byt zlepSena, pokud je podavan pied jidlem. Po peroralnim podani se diureticky ucinek
objevuje do 1 hodiny a pfetrvava 6 — 8 hodin. Po intraven6zni aplikaci je nastup G¢inku do
30 minut a setrviva 3 — 6 hodin (Martinkov4 et al., 2007). Furosemid je z velké ¢asti vazan na
plazmatické bilkoviny a dopravovan do proximalniho tubulu, kde je sekretovan pomoci
organickych transportérii. Zhruba polovina furosemidu je vylucovana v nezménéné formé
glomerularni filtraci a druha ¢ast je v ledvindch metabolizovéana na glukuronid (Oh a Han,
2015). Silny a rychle nastupujici diureticky ucinek téchto diuretik se vyuziva predevSim
k mobilizaci a vylou¢eni edémové tekutiny pii organovém edému. Klickova diuretika ptisobi
pfi edémech, které jsou podminéné hepatalné, rendln€ i kardialn¢ (Liillmann et al., 2004).
Furosemid ma navic vazodilataéni Gc¢inek, kterym se sniZuje pfedtiZzeni srdce (mira naplnéni
srdce krvi), a proto se pouziva u akutnich stavli jako je méstnava srde¢ni insuficience, plicni
edém, hyperkalcémie nebo hypertonicka krize (Lincova a Farghali, 2007).

Nezadouci ucinky klickovych diuretik vychazi z jejich uéinkd. Zahusténi krve zvySuje jeji
viskozitu, a tim i odpor, ktery je kladeny na proudéni krve. To zvySuje i riziko vzniku
tromboz (Liillmann et al., 2004). U nékterych jedincth mlize dochézet k naruseni rovnovahy
elektrolyti. Se zménami elektrolytového sloZeni endolymfy souvisi 1 vznik docasné
ototoxicity, kterd byla zaznamenana pii podavani vysokych davek furosemidu (Oh a Han,
2015). Déle byly zaznamenany gastrointerstinalni obtize, exantémy a pii dlouhodobé terapii

se u nékterych pacientl objevilo svalové napéti a 1ytkové kiece (Lincova a Farghali, 2007).

29



Inhibitory karbonické Thiazidova
anhydrazy diuretika

CORTEX el B
MEDULA

= H HFH Kligkova
— t 1 i diuretika

Proximélni L =
tubulus L

" \\ 7 Tenké ascendentni
il ‘ raménko Henleovy klicky

Obréazek 6 — Mista pusobeni diuretik sulfonamidového typu (upraveno podle Mende, 1990).

2.3.2.5 COX-2 inhibitory

Cyklooxigenaza je enzym zodpovédny za syntézu prostaglandinti a tromboxant z kyseliny

arachidonové. V organismu se vyskytuje ve tfech izoformach: cyklooxigendza 1 (COX-1),
cyklooxigendza 2 (COX-2) a cyklooxigenaza 3 (COX-3), (Lulmann et al., 2004).
Izoenzym COX-1 je oznacovan jako konstitutivni, protoze je stabilné ptfitomny v organismu
(Sauter et al., 2008). Katalyzuje syntézu prostaglandint, které zajist'uji fyziologické funkce,
predevSim zajist'uji ochranu Zalude¢ni sliznice a zvySuje krevni pritok ledvinami. Dale je
zapojeny do procesu aktivace krevnich desticek. COX-1 je diileZity pro syntézu tromboxanu
A2 (TxA;), produkovaného aktivovanymi krevnimi destickami. TxA; zvySuje jejich
adhezivitu a indukuje vazokonstrikci (Lincova a Farghali, 2007). lzoenzym COX-2 je
oznacovan jako inducibilni (Sauter et al., 2008). Jeho koncentrace za¢ne stoupat po pisobeni
zanétlivych faktorG (Funk a FitzGerald, 2007). Katalyzuje tvorbu prostaglandinti jako
odpovéd’ na zanétlivy stimul. Napomahd tak rozvoji zanctu, bolesti a zvySeni teploty.
Izoenzym COX-3 se nachadzi vsrdci avcentrdlnim nervovéem sytému, s nejvetsi
pravdépodobnosti v pfednim hypotalamu. Selektivné je inhibovany paracetamolem 1
neékterymi nesteroidnimi protizanétlivymi léky (NSAIDs). Inhibice COX-3 reprezentuje
mechanismus analgetického a antipyretického U¢inku téchto 1€ka. Tento jev byl zatim
dokazan jen u laboratornich zvifat (Botting a Ayoub, 2005).

Izoenzymy COX-1 a COX-2 jsou inhibované NSAIDs, vcetn¢ aspirinu, ibuprofenu a
indomethacinu. Inhibice COX-2 vede k fadé nezadoucich ucinkt, napf. gastrointestinalnim

viedim nebo renalni toxicité. Proto se hledaji nové farmakologicke latky, které selektivné
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inhibuji COX-2. V soucasné dobé jsou nejpouzivanéj$i dvé léCiva, a to celecoxib a
valdecoxib. Celecoxib je pouzivan vradmci prevence vzniku rakoviny prsu. Lécba
celecoxibem, spojena s kardiovaskularnim rizikem a jeho uzivani jako chemopreven¢niho
¢inidla, je zpochybniovana. Je proto potfeba stanovit optimalni davku celecoxibu, ktera
minimalizuje kardiovaskularni riziko a pfi niz soucasné zlistane zachovan ochranny uc¢inek
proti rakoviné prsu (Sauter et al., 2008).

Stale zkoumana je také role zanétu, pohanéného COX-2, u Alzheimerovy choroby a
karcinomu tlustého stieva. U Alzheimerovy choroby je COX-2 ve vétsi mife exprimovany
kolem zanétlivych plakil v centralnim nervovém systému a u karcinomu tlustého stfeva se
extrémné zvysuje jeho exprese. Bylo prokazano, ze u pacientll uzivajici NSAIDS je nizsi
indicience a pomalej$i progrese Alzheimerovy choroby a snizuje se rychlost ristu sttevnich

polypi (Brooks, 2000).

2.3.2.6 Proteazové inhibitory

Pozadavky na protivirovou terapii jsou v zasad¢ totozné jako na latky pouzivané k terapii
infekci vyvolanych bakteriemi, houbami nebo prvoky. Lé¢ivo by mélo selektivné ovliviiovat
virus, aniZ by poSkozovalo metabolismus infikovanych bunék nebo ostatnich zdravych bunék
hostitelského organismu (Lilmann et al., 2004). Tyto naroky byvaji obtizné splnitelné,
protoze viry nemaji vlastni metabolicky aparat, a proto pro své rozmnozovani potiebuji
aktivni metabolismus hostitelské builky. Antivirova lé€iva zasahuji na rlznych uUrovnich
virové infekce, od vstupu virionu do bunky, ptes replikaci v jadie az k tvorbé novych viriont,
které jsou nasledné vyplaveny do buiiky. Byla vyvinuta fada protivirovych 1éCiv, pficemz
nejvetsi rozvoj priSel az se vznikem celosvétove rozsifené epidemie AIDS. V soucasné dobé
existuje fada antivirotik, z nichZ je vétSina urcena pravé pro lécbu infekce HIV a AIDS.
Vedle nich jsou vyuzivana antivirotika pro lécbu onemocnéni zplsobenych virem
hepatitidy B, chiipky, herpes simplex nebo onemocnéni zpusobena cytomegalovirem
(Scozzafava, 2003).

Proteazové inhibitory jsou 1éCiva inhibujici aktivni misto HIV-protedzy (HIV-PR).
Tento enzym je dilezity pro produkci zralého infek¢niho viru a $té€pi syntetizované virové
polypeptidy béhem replikace na strukturni proteiny, které jsou dulezité pro sestaveni obalu
viru a aktivni enzymy. Inhibici protedzy je zabranéno novym vindm infekce (Scholar, 2007).

HIV-PR (viz Obr. 7) je dimerickd aspartatova proteaza, ktera je tvofena dvéma
identickymi, nekovalentné¢ védzanymi podjednotkami. Kazdd tato podjednotka obsahuje

99 aminokyselinovych zbytkli. Aktivni misto enzymu se nachdzi na rozhrani dimeru a
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obsahuje dva katalytické zbytky kyseliny asparagové. Vazebné misto pro substrat je slozené
ze dvou ekvivalentnich zbytkli z kazdé podjednotky. Na jedné stran¢ je lemované dvéma
zbytky kyseliny asparagové a na druhé strané dvojici antiparalelnich B-vlasenkovych struktur
oznacovanych ,klapky“. Tyto klapky jsou vysoce flexibilni a po vazbé inhibitoru podléhaji
strukturnim zménam (Lv et al., 2015). HIV-PR $tépi nékteré jinak tézko hydrolyzovatelné
peptidové vazby, napt. Typr-Pro a Phe-Pro. Pravé této schopnosti se vyuziva pii konstrukci

novych proteazovych inhibitort (Scozzafava, 2003).

Klapky*

Dimerizaéni doména .

Obrazek 7 — Struktura HIV-protedzy v komplexu s inhibitorem (upraveno podle Lv et al., 2015).

V sou¢asné dobé& existuje 10 inhibitord HIV-PR schvalenych Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA). Patii k nim napt. amprenavir, fosamprenavir, nelfinavir, tipranavir,
sachinavir, indinavir, atd. (Lv et al., 2015). Vzhledem Kk nejniz§imu vyskytu nezadoucich
ucinki je nejcastéji pouzivanym inhibitorem proteaz nelfinavir. Kazdy z téchto inhibitori je
bohuzel spojeny se specifickymi zménami genotypu, které ziejmé ptispivaji k fenotypoveé
rezistenci viru. Z tohoto divodu je doporucena kombinovana terapie alespon dvou az tii latek
soucasné, aby se zabranilo vzniku rezistence HIV (Scholar, 2007). Vznik zktizené rezistence
mezi jednotlivymi latkami této skupiny je komplexni pochod a je pfedmétem dalSich
vyzkumt.

VétSina téchto inhibitord je pfi dlouhodobé 1écbé doprovazena nezddoucimi Ucinky.
NejcastéjSimi vedlejsimi G¢inky jsou metabolické syndromy, jako je dyslipidémie, rezistence
na inzulin, lipodystrofie nebo lipoatrofie (Fantry, 2003). Dale byla zaznamenana

kardiovaskularni a cerebrovaskularni onemocnéni. Mezi méné zavazné nezadouci projevy
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patii gastrointestinalni potize s nevolnosti a prijmy (Liilmann et al., 2004). Podavani
inhibitord HIV-PR bylo také spojeno se zvySenou spontanni krvacivosti u pacientti s hemofilii
typu A a B (Katzung, 2006).

V soucasné dob¢ je snaha optimalizovat chemickou strukturu proteazovych inhibitort, aby
byly co nejvice omezeny nezadouci tcinky. Potenciondlnim feSenim by mohly byt scafoldy,

které by tvorily nové ,,leSeni* inhibitortt HIV-PR (Lv et al., 2015).

2.3.3 Sulfonamidova lé¢iva se sulfonamidovou skupinou

Jak jiz bylo uvedeno na zacatku kapitoly 2, u sulfonamidovych 1é¢iv obsahujicich
sulfonamidovou skupinu, neni sulfonamidova ¢ast piimo spojena s benzenovym kruhem nebo
jinou cyklickou strukturou. Mezi tato 1é¢iva se fadi latky s rozlicnym G¢inkem. Patii sem
antiarytmika (napf. sotalol, ibutilid), antiepileptika (napf. zonisamid, topiramat), antiuratika
(napt. probenecid) a agonisté 5-hydroxytryptaminovych (5-HT) receptorti (napt. sumatriptan,
naratriptan), které se pouzivaji na zmirnéni intenzity migrény a klastrovych bolesti hlavy
(Ghimire et al., 2013). Mechanismus ucinku, neZzadouci ptiznaky a dal$i informace o

jednotlivych lé¢ivech jsou uvedeny nize.

2.3.3.1 Antiarytmika

Arytmie vznikaji na zakladé poruchy tvorby vzruchu, poruchy sifeni vzruchu nebo jejich
kombinaci (Lincova a Farghali, 2007). Pfi¢inou vzniku arytmie muze byt degenerativni
onemocnéni, mistni ischemie nebo nekréza myocytt pfi infarktu myokardu. Terapie arytmii
zavisi na typu arytmie, délce jejiho trvani, zavaznosti a stavu srde¢niho svalu. Hlavnim cilem
lécby je obnoveni normaélniho srdecniho rytmu, poptipadé prevence tézSich arytmii
(Vitovec et al., 2017). Srde¢ni arytmie mohou byt lé¢eny bud’ nefarmakologickymi metodami,
naptiklad elektrickou defibrilaci, chirurgickymi metodami, nebo antiarytmiky (Martinkova et
al.,, 2007). Antiarytmika ovliviiuji hemodynamiku a kontraktilitu srde¢niho svalu.
Podle klasifikace Vaughana Williamse existuji celkem 4 tiidy antiarytmik, Ktera puisobi
riznym mechanismem. Zejména na elektrické déje a iontové kanaly na membrané srdecnich

bunék (Frumin et al., 1989). Antiarytmika, ktera patii mezi sulfonamidova léCiva se

sulfonamidovou skupinou, jsou sotalol a ibutilid.
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Sotalol

Jednd se o neselektivni B blokator, ktery navic vykazuje antiarytmické vlastnosti III. téidy
antiarytmik. Hojné je pouzivany k udrZzeni normalniho srdecniho rytmu u pacientii s zivot
ohrozujicimi ventrikularnimi arytmiemi (Gordon a Kittleson, 2008).

Sotalol se neselektivné vaze na Bl- a B2-adrenergni receptory, ¢imz brani aktivaci
receptoru jejich stimula¢nim ligandem (katecholaminy), (Bertrix et al., 1986). V pfipad¢, ze
se prislusny katecholamin nenavaze na receptor, komplex G-proteini spojeny s timto
receptorem nemuze aktivovat produkci cyklického AMP, ktery je zodpovédny za aktivaci
Ca®" kanald. SniZeni aktivace kalciovych kanali ma za nasledek sniZeni intracelularniho
vapniku. V srde¢nich bunkach je vapnik dulezity pro generovani elektrickych signala
pii kontrakci srde¢niho svalu (Kassotis et al., 2003). S niz§im mnozstvim vapniku v buiikach
dochazi ke snizeni elektrickych signdli pottebnych ke kontrakci svalu. Tim se prodlouZzi ¢as
potiebny pro pfirozenou napravu kontrakce vyvolanou arytmii. Jak jiz bylo zminéno, sotalol
vykazuje antiarytmické vlastnosti antiarytmik III. tfidy. Konkrétné blokuje draselné kanaly,
¢imz dochazi k inhibici efluxu K* iontd (Dasgupta, 2012). To vede k prodlouzeni doby pro
vytvoreni dals§iho elektrického signalu v komorovych myocytech. Toto prodlouzeni se v dobé
pted vznikem nového signalu potiebného ke kontrakci podili na upravé arytmii tim, ze se
snizi potencial pfed¢asné nebo abnormalni kontrakce komor (Kassotis et al., 2003).

Biologicka dostupnost sotalolu je vice jak 90 % a jeho plny G¢inek se projevuje do 2,5 — 4
hodin po peroralni aplikaci. V nezménéné form¢ je vylu¢ovan ledvinami a jeho elimina¢ni
polocas je zhruba 12 hodin (Jaeggi a Tulzer, 2010). U pacientii s dysfunkei ledvin vzrista
jeho plazmaticka koncentrace a zvySuje se riziko toxicity (Darbar, 2013). Déle se vylucuje i
do matef'ského mléka. Z toho divodu by matky béhem uzivani sotalolu nemély koyjit.

Nezadouci Gginky souviseji s jeho mechanismem puisobeni. Castym nezadoucim téinkem
je Unava, bradykardie, bronchospasmus a dyspnoe. Ve vzécnych piipadech mize dojit
k srde¢nimu selhani nebo plicnimu edému (Darbar, 2013). Hlavnim problém terapie
sotalolem je vyskyt tzv. torsade de pointes neboli polymorfni ventrikularni arytmie. Jedné se
o specificky druh abnormalniho srdecniho rytmu, ktery muize vést Kk nahlé¢ srdec¢ni smrti.
Prodlouzeni QT intervalu v dusledku podavani sotalolu muize zvysit riziko vzniku tohoto
abnormalni srde¢niho rytmu (Romero a Woosley, 2013). Dle FDA by nem¢l byt sotalol

pouzivan u osob se syndromem dlouhého QT intervalu, kardiogennim Sokem a astmatem.
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Ibutilid

Ibutilid je vysoce G¢inné antiarytmikum III. tfidy. Po chemické strance se jedna o derivat
methansulfonamidu, ktery ma strukturni podobnost se sotalolem. Od sotalolu se 1isi tim, ze
pfednostné aktivuje pomalé proudéni Na' iontd do buiiky misto aby blokoval proudéni
K" iontfi z buiiky (Vitovec et al., 2017). Zablokovanim kanalu pro K™ ionty prodluzuje trvani
akéniho potencialu u kardiomyocyti a in vivo zvysuje refrakternost srde¢nich sini a komor
(Darbar, 2013). Daéle zptsobuje zpomaleni sinusové frekvence a v zavislosti na davce
prodluzuje QT interval. Ibutilid je indikovan pfi akutni fibrilaci sini a arteridlnim flutteru.
Arterialni flutter je druh srde¢ni arytmie, jejimz ptvodem je abnormalni Sifeni srde¢niho
vzruchu srde¢nimi piedsinémi. Bez 1é¢by vede tento stav k fibrilaci sini (Issa et al., 2012).

Biologicka dostupnost ibutilidu po peroralnim podani je pomérné nizka. Pohybuje se mezi
20 — 50 %. Kromé peroralni aplikace mize byt podan také intraven6zné. Bud’ v nezfedéné
formé, nebo ziedény ve fyziologickém roztoku jako infuze po dobu 10 minut. Polocas
eliminace ibutilidu je variabilni, pohybuje se v rozmezi 2 —12 hodin (praimérné 6 hodin).
LéKk je eliminovan piedevs§sim oxidaénim metabolismem jater s postupnou B-oxidaci na osm
metabolitd, které Ize detekovat v moc¢i (Romero a Woosley, 2013).

Nejvyznamnéj$i neZadoucim Uc¢inkem ibutilidu je polymorfni ventrikularni arytmie, ktera
je spojend s prodlouzenim QT intervalu. Mezi dalsi vedlejsi ucinky patii bradykardie a
hypotenze, u malého poctu pacientll se objevila nauzea a bolesti hlavy (Shukla et al., 2009).
Z divodu mozZného teratogenniho a embryocidniho Uc€inku se ibutilid nesmi podavat

t¢hotnym a kojicim zenam (Vitovec et al., 2017).

2.3.3.2 Antiepileptika

Antiepileptika, dle starSich oznaeni antikonvulziva, jsou léky, které se pouzivaji pro

snizeni rizika vyskytu epileptického zachvatu nebo na zastaveni jeho prubchu. Patii sem
Siroké spektrum 1éciv, ktera se diky svym dalSim acinktim fadi 1 do jinych 1ékovych skupin.
Napiiklad v psychiatrii se pouzivaji pro 1écbu nékterych psychiatrickych poruch, zejména
depresi a maniodepresivni psychdzy nebo v neurologii pti chronické bolesti (Chambers a
Schaefer, 2015). Mechanismus ucinku se u jednotlivych antiepileptik 1isi. Obecné lze fici, ze
pomahaji stabilizovat membrany nervovych bunék. V mozku zesiluji u¢inek tzv. tlumivého
neurotransmiteru y-aminomaselné kyseliny (GABA) a naopak inhibuji vliv tzv. aktiva¢niho
neurotransmiteru glutaméatu (Rogawski a Loscher, 2004).

Z hlediska klinického uziti antiepileptik je dulezité spravné zhodnotit typ epilepsie.

Jednotlivé druhy =zachvati totiz reaguji jen na néktera z dostupnych antiepileptik.
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Z historického hlediska Ize antiepileptika rozd¢lit do tfi generaci. Prvni generaci 1€k, které
Jjsou nejdéle pouzivané, jsou barbituraty (Liillmann et al., 2004). Do druhé generace 1€kt patii
karbamazepin, kyselina valproova, fenobarbital nebo clonazepam (Martinkova et al., 2007).
Treti generaci antiepileptik pak piedstavuji lamotrigin, vigabatrin, felbamat ¢i zonisamid a
topiramat. Posledni dvé zminéna 1é¢iva (zonisamid, topiramat) jsou sulfonamidova 1é¢iva
obsahujici sulfonamidovou skupinu.

Cilem podani antiepileptik je ziskani rychlé kontroly nad kieCemi s minimalni nezadouci
reakci. Ztoho davodu je upfednostiiovana monoterapie pied kombinovanou 1é¢bou
(Martinkovéa et al., 2007). Kombinovana terapie zvySuje riziko vzniku lékové interakce a

pravdépodobné i teratogenni t¢inky (Chambers a Schaefer, 2015).

Zonisamid

Zonisamid je sulfonamidové antiepileptikum nové generace, které se pouZziva pro terapii
pacienti s parcidlnimi zachvaty nebo sekundarné generalizovanymi tonicko-klonickymi
zachvaty. Bylo zjisténo, Ze je ucinny u pacienti, u kterych nezabiraji ostatni antikonvulziva.
Z chemického hlediska se jedna o 1,2-benzisoxazol-3-methansulfonamid (Leppik, 2004).
Pfesny mechanismus puasobeni zonisamidu neni znam. Pfedpokladd se vSak, Ze blokuje
sodikové a T-kalciové iontové kanaly, coz vede k potlaeni neuralni hypersynchronizace.
Hypersynchronizace je vyrazné zvyseni poétu synchronizovanych, vzajemné spolupracujicich
neuront, které je charakteristickym projevem epileptického zachvatu (Fisar et al., 2009).
Zonisamid dale potencuje dopaminergni a serotonergni neurotransmisi zvySenim
extracelularnich hladin téchto monoamini (Ueda et al., 2003). Dale miZe potencovat funkci
GABA prostfednictvim interakci v allosterickém misté vazby nebo ovlivnénim transportu
GABA (Baulac, 2006).

Vzhledem k tomu, Ze ma& zonisamid na svém postrannim fetézci sulfamoylovou skupinu,
predpokladalo se, Zze by Iéfivo mohlo vyvolat své antikonvulzivni u¢inky podobnym
zpusobem jako Kk nému piibuzna sloucenina acetazolamid, ktera inhibuje zachvatovou
aktivitu, tj. inhibici karbonické anhydrdzy. Nicméné, kdyz byl zonisamid porovnavan
s acetazolamidem in vivo, zonisamid mél pouze slabou inhibi¢ni aktivitu CA, vyzadujici
100 az 1000krat vyssi davky nez acetazolamid, aby se dosahlo rovnocenné inhibice. Tudiz
inhibice CA byla jako primarni mechanismus ptisobeni zonisamidu vylou¢ena (Leppik, 2004).

Jeho biologickd dostupnost je velmi vysokd, udava se 95 %, a neni ovlivnéna jidlem.
Po peroralnim podani se velmi rychle vstfebavd a maximalni plazmatické koncentrace

dosahuje po 2 — 5 hodindch po podani (Zaccara a Specchio, 2009). Zonisamid je
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metabolizovan predevsim jaternim cytochromem P450, Castecné pak ledvinami. Ma velmi
dlouhy elimina¢ni polocas, ptiblizn€ 63 hodin, ktery je delsi nez u ostatnich antiepileptickych
1ékt. Muze proto trvat 1 —2 tydny nez dojde Kk dosazeni jeho ustalené plazmatické
koncentrace po zahajeni 1é¢by ( Baulac, 2006).

Béhem uzivani zonisamidu se mohou objevit nezadouci G¢inky. Nejcastéjsimi nezadoucimi
projevy jsou ospalost, zavraté a ztrata hmotnosti. Mohou se objevit bolesti biicha, nevolnost

nebo kopfivka. Zminéné nezadouci G¢inky béhem 1é¢by vymizi (Papich, 2016).

Topiramat

Topiramat je antikonvulzivni 1éCivo, které je indikovano v pfidatné terapii i monoterapii
zachvatli dospélych a déti starSich 2 let. U déti je také indikovan pro terapii Lennox-
Gastautova syndromu (Sommer et al.,, 2013). Lennox-Gastautiv syndrom je jedna
a Sestym rokem zivota. Je charakterizovan vyskytem riiznych typu epileptickych zachvatu,
EEG néalezem, psychomotorickym opozdénim a behaviordlnimi poruchami (Ryzi, 2011).
Déale se pouziva jako prevence vzniku migrén. Z chemického hlediska se jedna o
monosacharid substituovany sulfaméatem, ktery vykazuje mirnou schopnost inhibovat CA
typu 1l a IV (Mastik, 2008). Uginky topiramétu na zminéné izoenzymy CA mohou piispivat
k vedlejsim ucinkim 1éku (Porter et al., 2012). Proto je nutné u lééeného zajistit zvyseny
pfijem tekutin, aby se omezilo riziko tvorby ledvinovych kament. Pfesny mechanismus jeho
antikonvulzivniho pusobeni neni znam. Byla prokézana inhibice sodikovych a kalciovych
kanalti, navic potencuje aktivitu GABA. Konkrétné zvysuje frekvenci aktivace GABAAa
receptord a zvySuje schopnost GABA indukovat vstup chloridovych iontd do neuronu
(Kuba, 2010). Topiramat také blokuje glutamatové receptory podtypu AMPA (Braga et al.,
2009).

Topiramat je po peroralnim podani velmi dobie absorbovan a maximalni plazmatické
koncentrace dosahuje po 2 — 4 hodinach (Walker a Sander, 1996). Jeho biologicka dostupnost
je okolo 80 % a minimalné se vaze na plazmatické proteiny, z pouhych 9 — 17 %.
Topiramat neni rozsahle metabolizovan. Zhruba 70 % je vylouceno moéi v nezménéné
podobé a zbylych 30 % je pfeménéno hydroxylaci, hydrolyzou a glukuronidaci v jatrech na
Sest metabolitt (Latini et al., 2008).

Castym nezadoucim u¢inkem pfi uZivani topiramatu je parestézie, dale nauzea, zvraceni,
zavraté, Unava, snizeni chuti a pokles na vaze. Vzacnéji se objevuji poruchy koncentrace a

pam¢éti. V piipadé, Ze se objevi poruchy zraku, jsou indikaci k vysazeni léku (Mastik, 2008).
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V piipad¢ uzivani topiramatu v téhotenstvi je zvySené riziko nizké porodni hmotnosti
unovorozencii a posSkozeni plodu. U kojencu, kteti byli in utero vystaveni uG¢inkim

topiramatu, je vyssi riziko rozsté€pu rtu nebo rozstépu patra (Chambers a Schaefer, 2015).

2.3.3.3 Antiuratika

Antiuratika jsou léCiva slouzici k terapii dny. Dna je zavazné revmatické metabolické
onemocnéni charakterizované zvySenou hladinou kyseliny mocové v krvi. Charakteristicky je
vznik krystalti kyseliny mocové, které se ukladaji predevsim v kloubnich pouzdrech, §lachach
a okolnich tké&nich (Chen a Schumacher, 2008). Zde vyvoléavaji lokalni, imunitné
zprostfedkovanou zanétlivou reakci. Nasledné zanétlivé zmény pak mohou vést k
degenerativnim kloubnim zménam (Martinkova et al., 2007). Hyperurikémie muze byt
vyvoland celou fadou faktorii, véetné Spatné Zivotospravy nebo genetickych dispozic.
Pfi¢inou hyperurikémie muze byt bud’ snizené vyluCovani kyseliny mocové ledvinami
v disledku snizené glomerularni filtrace, nebo zvySena produkce kyseliny mocové
(Lallmann et al., 2004). To muze byt zpusobeno napiiklad zvySenym piijmem purini
VvV potravé, zvysenou degradaci nukleovych  kyselin ¢  zvySenou  aktivitou
fosforibosylpyrofosfat amidotransferazy, klicového enzymu v syntéze purini (Grassi a
De Angelis, 2012).

Antiuratika se déli na dvé zakladni skupiny, a sice na 1é¢iva napomahajici vylu¢ovani
kyseliny mocové, tzv. urikosurika, a na 1é¢iva blokujici syntézu kyseliny mocové
(Martinkové et al., 2007). Piikladem 1é¢iva blokujici syntézu kyseliny mocové je alopurinol,
ktery kompetitivné inhibuje xanthinoxiddzu. Tento enzym katalyzuje pfeménu purinii na
kyselinu moc¢ovou. Lé¢ivem, které napomaha vylu¢ovani kyseliny mocové, je probenecid.

Hlavnim cilem terapie je ptredchazet zachvatim dny. To znamend dlouhodobé snizit
koncentraci kyseliny mocové, a to bud sniZzenim jeji tvorby, nebo zvySenim jejiho
vyluCovani. Potla¢i se tak ukladani soli kyseliny mocové do kloubii a zabrani se

degenerativnim kloubnim zménam.

Probenecid

Probenecid, neboli kyselina 4-[(dipropylamino) sulfonyl] benzoova, je latka, ktera inhibuje
transportér organickych aniontti (OAT) v bazolateralni membrané bunék proximalniho tubulu.
OAT regeneruje kyselinu mocovou zmoci a vraci ji do plazmy. Pokud je pfitomen
probenecid, OAT se s nim pifednostné vaze, namisto kyseliny mocové, a je omezena jeji

reabsorpce (Fromm a Kim, 2011). Probenecid navic inhibuje uratové transportéry-1
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(URAT 1) naapikalni membrané proximalniho tubulu a dochazi rovnéz ke snizeni jeji
reabsorpce (Perez-Ruiz et al., 2012). V diasledku toho je tedy vylucovano vétsi mnozstvi
kyseliny moc¢ové moc¢i, a naopak Vv plazmé se jeji koncentrace snizuje. Kromé kyseliny
mocové inhibuje probenecid i renalni transport dalSich sloucenin, jako jsou kyselina
aminohypuronovg, kyselina aminosalicylovd, kyselina panthotenovd nebo sulfonyluredzy
(Silverman et al., 2008).

Kromé jeho primarniho pouziti je nékdy podavan jako doplitkové 1é¢ivo k penicilinu,
popiipad¢ dal§im B-laktamovym antibiotikiim. Bylo totiz prokézéano, ze probenecid inhibuje
tubularni sekreci zminénych antibiotik a dochazi tak ke zvysSeni jejich plazmatické
koncentrace. Pro rizna antibiotika bylo zaznamenano dvojnasobné az ¢tyfnasobné navyseni
(Shorr, 2007).

Probenecid je dostupny pouze ve formé tablet. Velmi dobfe se vstiebava a své maximalni
plazmatické koncentrace dosahuje za 4 hodiny po peroralni aplikaci. Ze 75 — 95 % je vazan na
plazmatické bilkoviny, pfedevs§im na albumin. Probenecid se pfevazné metabolizuje v jatrech
na glukuronid a je vylucovan ledvinami ve formé& monoacylglukuronidu. Mald cast je
vyloucena v nezménéné formé. Jeho elimina¢ni polocas je v rozmezi 6 — 12 hodin v zavislosti
na davce (Perez-Ruiz et al., 2012).

Béhem uzivani probenecidu se mohou vyskytnout nezadouci ucinky. Velmi Casto se
objevuje nevolnost, zvraceni, zavraté, bolest hlavy a ¢asté moceni (Perez-Ruiz et al., 2012).
Tyto nezadouci u¢inky behem 1éEby vétsinou mizi, jak se télo pfizptsobuje 1é¢ivému
ptipravku. U citlivéjSich jedincti muize vzniknout zavazna alergickd reakce v podobé otokt

V misté obliceje a krku nebo potiZze s dychanim (Shorr, 2007).

2.3.3.4 Adqgonisté 5-HT receptoru

5-HT receptory, nebo téz serotoninové receptory, jsou skupinou receptorti sprazenych
s G —proteinem, které zprostfedkovavaji excita¢ni a inhibi¢ni neurotransmisy. Nachazeji se
v centralnim a perifernim nervovém systému. Na zakladé jejich farmakologického profilu,
primarnich sekvenci odvozenych od cDNA a mechanismu signalni transdukce, jsou
rozdélovany do 7 t¥id (Barnes a Neumaier, 2011). 5-HT receptory moduluji uvoliovani
mnoha neurotransmitert, jako jsou GABA, glutamat nebo dopamin, a taktéz uvolnovani
hormont. Tyto receptory jsou aktivovany serotoninem, ktery je jejich pfirozenym ligandem
(Nichols a Nichols, 2008).

Serotonin je bioaktivni latka, kterd se nachazi v krevnich desti¢kach, bunkach

gastrointestinalniho traktu a v centralnim nervovém systému. Mimo jiné hraje dtlezitou roli
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V patofyziologii migrény. U pacientl s migrénou je poruSeny metabolismus serotoninu a
Vv ptipadé jeho intraven6zniho podani dojde ke zmirnéni bolesti (Brar a Saadabadi, 2017).
Bolest hlavy, hlavni rys migrény, mize byt zptisobena tfemi mechanismy: nadmérnou dilataci
extrakranidlnich a intrakranialnich artérii, aktivaci trigeminovaskularniho systému
s naslednym uvolnénim vazoaktivnich neuropeptidii a agregaci krevnich desti¢ek uvoliujicich
serotonin (Lullmann et al., 2004).

V terapii migrény se rozliSuji dvé skupiny I€ka: profylakticka antimigrenika a akutni
antimigrenika. Cilem podavani profylaktickych antimigrenik je sniZeni frekvence a intenzity
zachvatl bolesti hlavy. K prevenci migrény se pouzivaji latky ze skupiny B-blokatori
(metopronol), blokatord kalciovych kanald (flunarizin), antiepileptik (valproat) a dalsi
(Lincova a Farghali, 2007). V ptipadé akutnich zachvatli migrény jsou lékem prvni volby
triptany. Triptany jsou silnymi agonisty receptorti 5-HT1p a 5-HT1g a né€které se siln¢€ vazi na
5-HTf receptory. Prvnim syntetizovanym a pouzivanym triptanem byl sumatriptan. Nasledné
vznikly triptany druhé generace. To jsou triptany syntetizované po sumatriptanu, které jsou
schopné prostoupit hematoencefalickou bariérou a vykazuji lepsi farmakokinetické vlastnosti.
(Moskowitz a Buzzi, 2010). Mezi triptany patii téz sulfonamidova lé¢iva se sulfonamidovou

skupinou sumatriptan a naratriptan.

Sumatriptan

Sumatriptan (3- [2- (dimethylamino) ethyl] —N-methylindol-5-methansulfonamid) je prvni
triptan, ktery byl syntetizovan v poloviné 80. let 20. stoleti a byl zaveden pro 1é¢bu migrény a
Klastrovych bolesti hlavy (Moskowitz a Buzzi, 2010). Jednd se o selektivniho agonistu
serotoninu, ktery selektivné ptisobi na 5-HT; receptory, konkrétné 5-HT1p a 5-HT1g. Primarni
l1é¢ebny Ucinek sumatriptanu spociva v inhibici uvoliiovani peptidu ptibuzného kalcitoninu
(CGRP), ktery zpasobuje senzibilizaci nociceptivnich neurontt trojklaného nervu.
Tato inhibice je zfejm¢ uskuteCniovana prostiednictvim agonistického ptsobeni sumatriptanu
na receptory 5-HT;. Avsak jak agonismus 5-HT;p;s receptori inhibuje uvoliiovani CGRP,
neni dosud pIné pochopeno (Brar a Saadabadi, 2017).

Sumatriptan Ize podavat oralng, intranasalng, subkutanng, rektalné a nové je téz dostupny
ve formé transdermalni naplasti. Rektalné podavany sumatriptan je ucinny u akutnich
migrénovych zachvatd a vede k vyraznému zmirnéni symptomt béhem dvou hodin.
V praskové nosni formé je ucinny predevSim u pocatecnich zachvatli migrény, kdy bylo
prokazané rychlej$i zmirnéni bolesti v porovnani s peroralni aplikaci. Subkutanni podéani

sumatriptanu je povazované za nejucinnéj$i formu u akutnich migrénovych zachvati,
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nicméné je spojené se zvySenym vyskytem nezadoucich Gc¢ink (Napoletano et al., 2014).
Po perordlnim a subkutdnnim podéni je sumatriptan rychle absorbovan. Avsak jeho
biologicka dostupnost je v piipadé perordlniho podani pouze 14 % v porovnani s podkoznim
podanim, u které¢ho je dostupnost témét 100 %. Sumatriptan je primarné metabolizovan
jaterni monoaminooxidazou A na kyselinu 2-{5-[(methylsulfamoyl)methyl]indol-3-yI}
octovou, ktera je nasledné konjugovana s kyselinou glukuronovou. Tyto metabolity se
vylucuji moci a zluci a pouze 3 % plvodni dédvky sumatriptanu se vylu€uji v nezménéné
formé¢ (Ellfolk a Hultzsch, 2015). Poloc¢as eliminace sumatriptanu se pohybuje v rozmezi 1 az
4 hodiny.

Sumatriptan je obvykle dobie snasen, nicméné u citlivéjsich jedincti mize pisobit mirnym
sedativnim ucinkem (ospalost, Unava). Dale mize zpisobit pfechodné zvyseni krevniho tlaku.
Nejcastéjsim nezadoucim ucinkem u subkutanné podavaného sumatriptanu je reakce v misté
vpichu injekce (Brar a Saadabadi, 2017). Sumatriptan by nemél byt podavan pacientim

s vyrazné zvySenym krevnim tlakem a s koronarni skler6zou (Lillmann et al., 2004).

Naratriptan

Naratriptan, neboli N-methyl-2-[3-(I-methylpiperidin-4-yl)-IH-indol-5yl]ethansulfonamid
je antimigrenozni 1ék druhé generace triptanti. Je indikovan k terapii akutnich zachvatd
migrény, véetné silnych pulzujicich bolesti hlavy, doprovazenych nevolnosti a fotofobii
(Lambert, 2005). V soucasné dobé se vyuziva vramci kratkodobé profylaxe menstruacni
migrény a migrény asociované s menstruaci, kdy se podava 3 az 6 dni v obdobi menstruace
(Estemalika a Tepper, 2013). Stejn¢ jako sumatriptan je selektivnim agonistou 5-HTp a 5-
HTig receptord. Receptory 5-HTig se vyskytuji pievazné v intrakranialnich (mozkovych a
durélnich) cévéch. Jednim z mechanismti ptsobeni naratriptanu je vazba na tyto receptory
S naslednou kontrakci intrakranidlnich cév, jejichz dilatace a edém piispivaji ke vzniku
migrény (Donaldson et al., 2002). Naratriptan vykazuje pouze slabou, poptipadé nevykazuje
zadnou afinitu k ostatnim subtyptim serotoninovych receptort, coz je divodem nizkého poctu
vyskytu nezadoucich ucinka (Massiou, 2001). Dalsim mechanismem plisobeni naratriptanu je
periferni neuronalni inhibice snaslednym potlacenim neurogenniho zanétu a blokady
extravazace substance P, vyznamného mediatoru, ktery je soucasti etiopatogeneze migrény.
Naratriptan dale inhibuje aktivitu trojklaného nervu tim, Ze blokuje trigemino-cervikalni
ptenos, dilezity spousté migrendzniho zachvatu.

Svymi strukturnimi i farmakologickymi vlastnostmi se podoba sumatriptanu, nicméné

naratriptan je lépe absorbovatelny a ma vyssi biologickou dostupnost, okolo 74 %.
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Vétsina naratriptanu, zhruba 70 %, se vyluCuje moc¢i Vv nezménéné formé, zbyla Cast je
metabolizovana izoenzymy cytochromu P450 na neaktivni metabolity (Lambert, 2005).
Naratriptan ma v porovnani s ostatnimi triptany dlouhy elimina¢ni polocas, 5 az 8 hodin, coz
ptispiva k jeho dlouhodobému téinku (Silberstein, 2007).

Naratriptan je mezi triptany nejlépe snaSenym IéCivem s nejmensim mnozstvim
nezadoucich ucéinka (Ferrari et al., 2001). Ojedin€le se mohou vyskytnout nezadouci ucinky,
jako jsou spavost, tlak a tiha na hrudi, parestezie, slabost a zavraté. V piipadé, ze se néktery

s nezadoucich uc¢inku objevi, obvykle brzy odezni (Lambert, 2005).

2.3.4 In vitro cytotoxicita sulfonamidu

Sulfonamidy a jejich derivaty maji své nezastupitelné misto mezi 1éCivy. Své uplatnéni
nachazeji pii 1é¢bé infekci mocového ustroji, popaleninovych stavli nebo v ramci prevence
plistovych onemocnéni. Kromé¢ vyznamnych antibakteridlnich a antifungélnich vlastnosti
maji sulfonamidy a jejich komplexy i vyraznou protinddorovou aktivitu proti riznym druhim
rakoviny (Suthar et al., 2013). Nejvyznamnéjsi protinddorovou aktivitu vykazuji sulfonamidy
a jejich derivaty jako inhibitory karbonické anhydrazy. Ghorab et al. (2014) navrhli a
syntetizovali nové pyrrolové a pyrrolopyrimidinové derivaty, které nesou biologicky aktivni
sulfonamidovou ¢ast. U téchto derivati byl otestovan jejich cytotoxicky ucinek proti bunécné
linii rakoviny prsu. Vsechny testované sulfonamidy byly u¢inné&jsi, popiipadé stejné ucinné
jako doxorubicin, ktery byl pouZity jako pozitivni kontrola. Inhibi¢ni schopnost sulfonamida
byla hodnocena proti lidskym cytosolovym izoformdm karbonické anhydrazy, hCA 1 a
hCA Il, a transmembréanovym isoformam hCA IX a hCA XIl, které jsou exprimovany
Vv riznych typech nadorid. Témét vSechny testované sulfonamidy byly 6 — 8 krat G€innéj$i nez
acetazolamid, znamy inhibitor CA. V dalsi studii se Durgun et al. (2017) zabyvali syntézou a
charakterizaci 4-(2-methylacetamid) benzensulfonamidovych derivatd, které by mohly byt
novym potencionalnim protinddorovym lé¢ivem s nizkou toxicitou na nenadorové bunky. U
téchto derivati byla testovana jejich antimikrobidlni a cytotoxicka aktivita. Antimikrobidlni
aktivita byla testovana proti dvéma druhtim kvasinek (Candida albicans a Saccharomyces
cerevisiae), grampozitivnim (Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus)
a gramnegativnim (Escherichia coli, Escherichia  aerogenes,  Klebsiella ~ pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa) mikroorganismiim. Proti kvasinkach nebyla zaznamenana zadna
ucinnost. Z pouzitych mikroorganismt byla zaznamendna nejvétSi antibakteridlni aktivita
benzensulfonamidovych derivatd v koncentraci 1,2 mg/disk, proti Bacillus subtilis,

Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Cytotoxicita derivatd byla testovana vuéi sedmi
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bunéénym liniim: bunkam lidského adenokarcinomu prsu, karcinomu lidské prostaty,
kolorektalniho adenokarcinomu, karcinomu délozniho ¢ipku a buiikam embryonalnich ledvin.
VSechny slou¢eniny vykazovaly stiedné velkou nebo velkou cytotoxicitu v rozmezi
koncentraci 85 — 124 pg/ml vii butikam karcinomu délozniho ¢ipku. U ostatnich testovanych
nadorovych linii byl zaznamenan cytotoxicky ucinek benzensulfonamidovych derivati pii
koncentracich vys§ich nez 250 pg/ml. Zadny z testovanych derivati nemél vyrazny toxicky
ucinek na nenadorové bunky.

Mirian et al. (2011) syntetizovali nové sulfonamidové derivaty s cilem nalézt noveé
sulfonamidovych derivat: 4-acetamido-4-substituovany fenylbenzensulfonamid, 4-amino-4-
substituovany fenyl-benzensulfonamid, 4-azido-4-substituovany fenyl-benzensulfonamid a 4-
methylsulfamido-4-substituovany fenyl-benzensulfonamid. U vSech slouc¢enin byla testovana
jejich cytotoxicka aktivita na bunéénych liniich karcinomu délozniho ¢ipku a adenokarcinomu
prsu. Vsechny testované sulfonamidy vykazovaly proti buitkdm karcinomu délozniho ¢ipku
cytotoxicky uc¢inek v koncentraénim rozmezi 100 — 1000 pg/ml a snizily pteziti bunék na
mén¢ jak 50 %.

Oblast vyzkumu se dale orientuje na komplexy na bazi kovi. Piedpoklada se, Ze tyto
komplexy hraji zasadni roli pfi interakci s urcitymi cilovymi bunikami a mikroorganismy.
Centralni kovovy iont obsazeny v komplexech hraje dilezitou roli v mnoha biologickych
procesech (Mondeli et al., 2008). Napiiklad komplexni slouceniny cisplastiny tvoii zaklad
ucinnych cytostatik (Dasari a Tchounwou, 2014), nebo nanostiibro ma vyznamné baktericidni
a fungicidni u¢inky (Kim et al., 2007). Studium interakci sulfonamida s ptechodnymi kovy je
dilezitou soucasti vyzkumu bioanorganické chemie. Kovovy komplex vykazuje Casto lepsi
vlastnosti a uinnost nez samotny kovovy ligand. Na zakladé téchto poznatkii byly
syntetizovany nové komplexy Ni?*, Pd** a Pt*" iontdi se sulfamethoxazolovym ligandem.
U vSech téchto komplexti byla in vitro testovana antibakterialni aktivita a cytotoxicita.
Antibakterialni ucinek byl testovan proti kmenim Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae a Staphylococcus aureus. Komplexy Pd?* a Pt** jontd
se sulfamethoxazolovym ligandem vykazovaly pfi koncentraci 12,5 pg/ml vyrazny inhibi¢ni
inek proti viem testovanym bakteriim. Komplex s Ni’* ionty vykazuje pouze velmi malou
antibakterialni aktivitu. Cytotoxicky uéinek téchto komplexti byl testovan proti tiem
naddorovym bunéénym liniim: chronické myelogenni leukémii, adenokarcinomu tlustého
stfeva a karcinomu prsu. Vsechny testované komplexy vykazovaly velmi dobry cytotoxicky
efekt pii koncentraci 100 pg/ml (Bouchoucha et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje a pomiicky

svételny mikroskop Nikon Eclipse E 200 — Nikon, Japonsko
svételny mikroskop Primo Vert — Carl Zeiss, Némecko
Biirkerova komtrka

CO; inkubator Memmert INC 108 — Fischer Scientific
centrifuga Heraeus Labofuge 400 — Thermo Scientific
topna lazen SWB-10L-1 — Major Science, Taiwan
biohazard box tiidy I ESCO BSC — ESCO, Singapur
ptistroj xCELLigence RTCA SP — Roche, Svycarsko
ptistroj CASY TT — Roche, Svycarsko

software CASY

RTCA software 1. 2. 1. 1002

software GraphPad QuickCalcs — GraphPad Software, USA
software Microsoft Excel 2010 — Microsoft, USA

Ostatni pomitcky: automatické pipety, sterilni $picky na pipety, automaticky pipetor,

sérologické pipety o objemech 5, 10 a 25 ml, centrifuga¢ni zkumavky, kultivaéni nadoby,

Pasteurovy pipety, mikrozkumavky Eppendorf, 96-ti jamkové E-desti¢ky, zkumavky CASY.

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

minimal essential medium (MEM) — Life Technologies, USA
RPMI 1640 médium — Life Technologies, USA

fetalni bovinni sérum (FBS) — Life Technologies, USA
antibiotika: penicilin — streptomycin — Life Technologies, USA
trypsin — Life Technologies, USA

L-Glutamin — Life Technologies, USA

pyruvat sodny — Life Technologies, USA

HEPES — Life Technologies, USA

neesencialni aminokyseliny — Life Technologies, USA
dimetylsulfoxid (DMSO) — Carl Roth GmbH, Némecko

ultracista destilovana voda — LONZA, SV}'/carsko
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e fosfatovy pufr (DPBS) — Gibco —

e 0,4% trypanova modi — Life Technologies

e 70% ethanol

e testované sulfonamidy 5 — 12 (viz Tab. 1) — Ustav organické chemie a technologie,

Univerzita Pardubice
e CASY ton— Roche, Svycarsko

Tabulka 1 — Pfehled testovanych sulfonamidi.

Invitrogen, USA

Oznaceni C e
sulfonamidu Vzorec Systematicky nazev
SA5 H3C 3-chloro-N-[(1R)-1-(6-fluoro-1,3-
>*CH3 benzothiazol-2-yl)-2-
N 0\\,, methylpropyl]-4-
F E methylbenzensulfonamid
CygH18CIFN,0,S;, M.H. = 412,93
SA6 3-chloro-N-[(1S)-1-(6-fluoro-1,3-
N \_CHa benzothiazol-2-yl)-2-
/@[ A ,/ methylpropyl]-4- _
F NH‘ : methylbenzensulfonamid
CygH15CIFN;O,S;, M.H. = 412,93
SA7 3-fluoro-N-[(1R)-1-(6-fluoro-1,3-
benzothiazol-2-yl)-2-
\\ // methylpropyl]benzensulfonamid
DF
Cy7H16F2N,055;, M.H. = 382,45
SA8 sC\_ 3-fluoro-N-[(1S)-1-(6-fluoro-1,3-
N CHa benzothiazol-2-yl)-2-
/@[\ \ \\ // methylpropyl]benzensulfonamid
F S
CiH16FaN205S;, M.H. = 382,45




SA9 3-chloro-N-[(1R)-1-(6-fluoro-1,3-
benzothiazol-2-yl)-2-
VA methylpropyl]benzensulfonamid
NH-8
Gm
Ci17H16CIF;N20,S,, M.H. = 398,90
SA10 HaC\-_ 3,5-difluoro-N-[(1S)-1-(6-fluoro-
h\l\ FCHs 1,3-benzothiazol-2-yl)-2-
/@: Y //0 methylpropyl]benzensulfonamid
- 8 NH-5
as
F
CarHisF3N, 025, M.H. = 400,44
SA11 N-[(1R)-1-(6-fluoro-1,3-
benzothiazol-2-yl)-2-
/E:[ \\ ,/ methylpropyl]-4-
; methylbenzensulfonamid
Hy
C18H19FN20252, M.H. = 378 48
SA12 N-[(1S)-1-(6-fluoro-1,3-
S \_ng benzothiazol-2-yl)-2-
| —S methylpropylj-4-
Fu \V/ methylbenzensulfonamid
CHs
CigH1oFN,0,5;, M.H. =378,48

3.2.1 Priprava médii

Kultivaéni médium pro bunéénou linii A549 bylo ptipraveno z MEM média, do kterého

bylo pfidano 10% FBS, HEPES a pyruvat sodny, oba v objemu 500 ul na 50 ml roztoku a

penicilin — streptomycin v objemu 250 pl na 50 ml roztoku.

Kultivaéni médium pro bunéénou linii Jurkat bylo pfipraveno z RPMI média, do kterého
bylo pifidano 10% FBS, pyruvéat sodny, L-glutamin, HEPES a neesencidlni aminokyseliny,

vSe v objemu 2 ml na 200 ml roztoku a penicilin — streptomycin v objemu 1 ml na 200 ml

roztoku.
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Inaktivaéni médium bylo pfipraveno z RPMI média a FBS. Pro pfipravu 100 ml roztoku

bylo pouzito 80 ml RPMI média a 20 ml FBS.

Roztok PBS byl ptipraven ziedénim koncentrovaného DPBS pomoci ultracisté destilované

vody v poméru 1:10.

3.2.2 Priprava koncentraéni fady sulfonamidii

Pozadované koncentrace sulfonamidi pro stanoveni cytotoxicity pomoci testu vyluCovani
trypanové modfi a systému xCELLigence RTCA SP byly pfipraveny ze zasobnich roztoki
testovanych sulfonamidii o koncentraci 100 000 pg/ml. Zasobni roztoky, pouzité pro test
s trypanovou modii, byly fedény ultracistou vodou dle tabulky 2. Zasobni roztoky pouzité pro
systém xCELLigence RTCA SP, byly fedény taktéz ultracistou vodou dle tabulky 3.

Tabulka 2 — Redéni zasobnich roztoki sulfonamidii pro test s trypanovou modi.

Vysledrzis;mgentrace Objem sulfonamidu Objem vody (ul)
100 100 pl zasobniho roztoku 0
50 50 ul ze z&sobniho roztoku 50
25 30 pl (z roztoku o ¢ =50 pg/ml) 30
10 24 pl (z roztoku o ¢ = 25 pg/ml) 30
1 6 ul (z roztoku o ¢ = 10 pg/ml) 54

Tabulka 3 — Redéni zasobnich roztokii sulfonamidii pro systém xCELLigence RTCA.

Vysledna . S
koncentrace Objem sulfonamidu V?dbje(ml) Celkoz/yl)objem
(ug/mi) Y i

100 8 ul (c =2 000 pg/ml) 392 400

50 100 pl (z roztoku o ¢ = 100 pg/ml) 100 200

25 100 pl (z roztoku o ¢ = 50 pg/ml) 100 200

10 100 pl (z roztoku o ¢ = 25 pg/ml) 150 250

1 10 pl (z roztoku o ¢ = 10 pg/ml) 90 100

3.3 Pouzité bunécné linie
K hodnoceni cytotoxicity syntetizovanych sulfonamidt byla pouzita buné¢na linie A549.
Jedna se o adherentni linii epitelialnich bunék lidského adenokarcinomu plic. Buné¢na linie

A549 byla pouzita do 20. pasaze. Dale byla pouzita suspenzni bunééna linie Jurkat, ktera
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predstavuje lidské lymfoblasty akutni T-bunééné leukémie. Bunééna linie Jurkat byla pouzita

do 19. pasaze. Obé bunééné linie pochazi z Evropské shirky buné¢nych kultur (ECACC).

3.3.1 Pasazovani a pocitani bunék

3.3.1.1 Pasazovani bunécéné linie A549

Pasazovani bylo provadéno pii konfluenci bunék v rozmezi 70 — 90 %. Konfluence byla
zkontrolovdna pod svételnym mikroskopem. Pred zacatkem prace byly vSechny potiebné
roztoky (PBS, trypsin, kultiva¢ni a inaktiva¢ni médium) vytemperovany ve vodni lazni na
teplotu 37°C.

Pivodni kultivaéni médium bylo odsato pomoci automatického pipetoru a do kultivacni
nadoby napipetovany 3 ml PBS, kterym byly oplachnuty mrtvé buiky. Po odpipetovani PBS
byly napipetovany 3 ml trypsinu a kultivaéni nadoba byla umisténa na 9 minut do inkubatoru.
Béhem inkubace byla pfipravena centrifugacni zkumavka se 3 ml inaktivacniho média. Po
uplynuti inkuba¢ni doby byl trypsin s uvolnénymi buiikami dikladné resuspendovan a cely
objem pienesen do pfipravené centrifugani zkumavky s inaktivacnim médiem. Kultivaéni
ldhev byla omyta 3 ml PBS, které byly pfiddiny do centrifugacni zkumavky se
ztrypsinizovanymi bufikami. Zkumavka byla sto¢ena v centrifuze pii 1500 ot./min po dobu 5
minut. Nasledné byl supernatant odsat pomoci Pasteurovy pipety a peletka bun¢k byla
resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média.

Mnozstvi a viabilita bun€k byla stanovena pomoci ptistroje CASY TT. Do zkumavky
CASY, ktera obsahovala 10 ml CASY ton, bylo napipetovano 100 pl dikladné promichané
bunétné suspenze a prométfeno. Bunky byly nasazeny do novych kultivacnich nadob,

vy¢tvercovany a inkubovany pii 37°C v CO; inkubatoru.

3.3.1.2 Pasazovani bunééné linie Jurkat

Pasazovani bylo provadéno pii konfluenci bunék v rozmezi 70 — 90 %. Konfluence byla
zkontrolovéna pod svételnym mikroskopem. Pred zacatkem prace byly vSechny potiebné
roztoky (PBS a kultiva¢ni médium) vytemperovany ve vodni lazni na teplotu 37°C.

Pivodni kultivaéni médium obsahujici buiiky bylo pfepipetovano do piipravené
centrifugaéni zkumavky. Puvodni kultivaéni nadoba byla oplachnuta 3 ml PBS, ktery byl
odsat a ptidan do centrifugacni zkumavky. Zkumavka byla sto¢ena pti 1500 ot./min po dobu
5 minut. Nasledn¢ byl pomoci Pasteurovy pipety odsat supernatant do odpadu a peletka bun¢k

byla resuspendovana v 1 ml kultivaéniho média.
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Mnozstvi a viabilita bun¢k byly stanoveny pomoci pfistroje CASY TT. Do zkumavky
CASY, ktera obsahovala 10 ml CASY ton, bylo napipetovano 100 ul dikladné promichané
bunécné suspenze a promeétfeno. Buinky byly nasazeny do novych kultiva¢nich nédob,

vyCtvercovany a inkubovany pii 37°C v CO, inkubatoru.

3.4 Stanoveni proliferace a viability bunék pomoci testu vylu¢ovani

trypanové mod¥i

Viabilita, neboli zivotaschopnost bungk, je definovana jako schopnost bunék mnozit se a
vykazovat metabolickou aktivitu v danych podminkach. Hlavnim hodnoticim kritériem je
integrita cytoplazmatické membrany buriky. U Zivych bunék je membrana neporusena, a tudiz
i nepropustna pro malé molekuly s kladnym nebo z&pornym nébojem. V piipad¢é poruseni
cytoplazmatické membrany je tomu naopak (Celis, 2006). Z tohoto divodu jsou pro tyto testy
pouzivana barviva s nizkou molekulovou hmotnosti, nesouci kladny nebo zaporny naboj. U
poskozenych nebo mrtvych bunék prostupuje barvivo dovnitf, kde se vaze na proteiny a
buitka modra. Nejcastéji se pro hodnoceni viability bun¢k pouziva kyselé azobarvivo

trypanova modr (sodna siil toluidin-diazo-diamino-naftoldisulfonove kyseliny), (viz Obr. 8).

NH_ H.N
OH HO,
NaO3;S Q Q SO3Na
N N
Q N Vi Q
N N
SOzNa NaO4,S

CHj CH,

Obrazek 8 — Chemicka struktura trypanové modie (Barahuie, et al., 2014).

Vyhodnoceni testu lze provadét manualné pomoci hemocytometru a svételného
mikroskopu. Ziskdvame tak piesné vysledky, avSak tento postup je cCasové naro€ny.
Z toho divodu byla metoda pln€ automatizovana, ¢imz se vyrazné zkratila doba pro
vyhodnoceni testu (Louis a Siegel, 2011).

Test vyluovani trypanové modie je jednoduchy na provedeni, finanéné nenaro¢ny a
ziskané vysledky jsou snadno interpretovatelné. Nevyhodou je pomérné silny cytotoxicky
ucinek trypanové modie. Proto by meéla byt viabilita bunék vyhodnocena co nejrychleji,
maximaln¢ do 15 minut po smichani bunééné suspenze s barvivem (Altman et al., 1993).
Touto metodou nelze rozlisit nekrotické buiiky od bunék zaniklych v disledku apoptodzy
(Louis a Siegel, 2011).
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3.4.1 Postup

Viabilita a proliferace byla stanovena u buné¢né linie Jurkat po 24 a 48 hodinach po
ovlivnéni sulfonamidy. Byly testovany koncentrace sulfonamida v rozmezi 1 — 100 pg/ml
(jednotlivé koncentrace byly pfipraveny podle tabulky 2), pfi¢emz kazda koncentrace byla
zhotovena v triplikatu. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1% DMSO, ke kterému byly
vztazeny vSechny vysledky. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 5% DMSO.

Nejdiive byly bunky pasadzovany a spocitany pomoci ptistroje CASY TT. Nasledné bylo
do kultivaéni nadoby pipetovano kultiva¢ni médium a suspenze bunék tak, aby byl celkovy
objem 5 ml. Bunky byly nasazeny v poctu 200 000 bun€k na 1 ml. Poté byla pfipravena
koncentraéni fada testovaného sulfonamidu a buniky byly ovlivnény jednotlivymi
koncentracemi sulfonamidu. Testovany sulfonamid byl pipetovan v objemu 5 pl na falkonu.
Takto napipetované kultiva¢ni nadoby byly vloZzeny do inkubatoru na 24 hodin.

Nésledujici den byl odebran 1 ml bunééné suspenze zkazdé kultivaéni nadoby.
Na ¢tvereek parafilmu bylo napipetovano 10 pl trypanové modfi. Odebrand bunécna
suspenze byla dukladné resuspendovana, nasledné z ni bylo odebrano 10 pl a smichéano
s trypanovou modii. Do pfipravené Biirkerovy komurky bylo napipetovano 10 pl suspenze a
pod mikroskopem (Ph1, 200x) byl v 25 zornych polich komirky (viz Obr. 9) hodnocen pocet
zivych/mrtvych bungk. Viabilita bunék byla vypocitana podle rovnice 1. Hodnoty viability

triplikat byly nésledné€ zprimérovany a zaneseny do grafl.

_ pocet Zivych bunék - 100

iabilita [©
viabilita [%] celkovy potet bunék 1)

Kromé viability byla hodnocena i proliferace bunék, ktera byla vypocitana podle rovnice

2. Hodnoty proliferace triplikata byly taktéZz zpraimérovany a zaneseny do grafii.

proliferace = @ pocet Zivych bunék - 10 000 - 2

()
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poéitaci komiirka

kryei skligko

Obrazek 9 — Birkerova komurka: (A) miizka komurky, (B) pohled ze strany (upraveno podle Caprette, 2006).

3.5 Analyza proliferace bunék pomoci systemu xCELLigence RTCA SP

Systém XxCELLigence RTCA (Real-time cell analyzer) SP (single plate) je unikatni
technologie, ktera umoziuje sledovat a analyzovat jednotlivé bunky v redlném case bez
nutnosti jakéhokoliv barveni ¢i znaceni bunék. Pomoci tohoto systému je mozné monitorovat
celou fadu bunéénych procest, jako jsou adheze, proliferace a diferenciace, viabilita ¢i zmény
Vv ramci cytoskeletu buiiky. Tento systém je déale hojné vyuzivan pii studiu vyvoje novych
1€¢iv, v toxikologii, mikrobiologii ¢i virologii (Tlrker et al., 2017).

Cely systém je slozeny ze 4 Casti: kontrolni jednotky RTCA, analyzatou RTCA, RTCA
stanice a E-desticky. Kontrolni jednotka RTCA je tvofena pifenosnym pocitacem a
replikdtorem porti. V pocitaci je instalovany opera¢ni systém a potiebny software pro
vyhodnoceni naméfenych dat. RTCA analyzator je elektricky analyzator, ktery ptenasi signal
mezi kontrolni jednotkou a RTCA stanici. Do RTCA stanice se vklada E-destic¢ka a to celé je
umisténé v CO, inkubatoru pro zajisténi optimalnich podminek pro rist bun¢k. E-desticka je
podobna bézn¢ pouzivanym destickam. Hlavni rozdil mezi nimi je v tom, ze kazda jamka této
desticky obsahuje na svém dné zlatou mikroelektrodu. Kryt desticky je navrzen tak, aby
dochézelo k co nejmensimu odpatfovani tekutiny. Pro zabranéni kondenzace se doporucuje
pouzivat desticku v teplotnim rozmezi 15°C az 40°C s vlhkosti do 98 % (ACEA Bioscience,

2013). Jednotlivé komponenty systému XCELLigence jsou vyobrazené na obrazku 10.
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(1) Kontrolni jednotka
RTCA

(2) Analyzator RTCA

(3) E-desticka (96 jamek)

(4) RTCA stanice

Qr

Obrazek 10 — Komponenty systému xCELLigence RTCA SP: (1) Kontrolni jednotka RTCA, (2) Analyzator
RTCA, (3) E-desticka, (4) RTCA stanice (upraveno podle Zheng et al., 2013).

Podstatou systému je monitorovani bun¢k ptisedlych na dno 96ti jamkové E-desticky.
Kazda jamka této desticky ma na svém dné umisténé zlaté mikroelektrody (Solly et al., 2004).
Testované buitky musi byt adherentni nebo u nich musi byt adheze uméle vyvolana. Samotna
detekce je zalozena na méfeni zmén impedance, tedy elektrického odporu pro stiidavy proud,
na dné jamky (Xing et al., 2005). Adherentni bunky funguji jako izolator na povrchu
elektrody a ovliviiuji iontové prostiedi na rozhrani elektrody a roztoku, ¢imz se zvySuje
impedance. Cim silngji buiiky adheruji, nebo &im vice je bunék piisedlych na dno jamky, tim
je hodnota impedance vyssi. Mira impedance se poté vyjadiuje v bezrozmérnych jednotkach,
jako tzv. cell index (CI), (Hamidi et al., 2017).

Hlavni vyhodou systému xCELLigence RTCA SP je moznost sledovat zmény bunééného
indexu Vv realném case, a to i po dobu nékolika dni. Kontinualni monitorovani bunék
umoznuje sledovat procesy, které neni mozné zaznamenat pomoci standardnich ,,end-point*
metod. Béhem rlstu bunck je mozné k bunkam ptidavat chemickou slouc¢eninu nebo jinou
bunénou suspenzi, ktera ovlivni naslednou proliferaci, morfologii a adhezi zkoumanych

bunék (Vondrackova et al., 2010). Prabéh RTCA analyzy je zobrazeny na obrazku 11.
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Obrazek 11 — Pribéh RTCA analyzy: (1) Pfidani bungk, (2) Pfidani toxinu, (3) Automatické monitorovani.
Prabéh detekce bunék: A. Pfed ptidanim bungk je CI nulovy; B. Po ptidani bunék dochazi k narstu impedance a
CI; C. Proliferace pfisedlych bunék je provazena zvySovanim jejich CI; D. Po pfidani toxické latky buiky
postupné odumiraji a dochazi k poklesu CI (upraveno podle Xing et al., 2006).

3.5.1 Postup

Nejprve byla provedena pasaZz bunécné linie A549 a nasledné byly buiky spocitany
pomoci piistroje CASY TT. Do vSech jamek E-desticky bylo pipetovano 100 pl média a
celd desticka byla vlozena do RTCA stanice umisténé v inkubatoru. V jednotlivych jamkéach
E-desticky bylo prométfeno pozadi a zkontrolovana funkénost vSech elektrod. Nasledné byla
desti¢ka vyjmuta z inkubatoru a do jamek bylo napipetovano 90 ul bunééné suspenze tak, aby
ptfipadlo 7 000 bun€k na jamku. Takto pfipravena desticka byla vloZena zpét do RTCA
stanice do inkubatoru. Druhy den byly buniky ovlivnény 10 pl testovaného sulfonamidu
s ptislusnou koncentraci 1 — 100 pg/ml. Kazda koncentrace byla zhotovena v tetraplikatu.
Do zvolenych jamek byl pfidan DMSO v objemu 10 ul, tak aby byly jeho koncentrace
vjamce 0,1 % a 5%. Vliv testovanych sulfonamidi byl monitorovan 3 dny a poté byl

experiment ukon¢en. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci RTCA softwaru 1. 2. 1. 1002.
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3.6 Statistick4 analyza

Vyhodnoceni vysledkti bylo provedeno v programu Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft, Redmond, WA, USA) a pomoci softwaru GraphPad QuickCalcs (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). VSechny statisticky hodnocené experimenty byly provedeny
v n = 3. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. Data byla hodnocena

jako parametricka. Pro porovnani vysledkl byl pouzit neparovy t-test na hladiné vyznamnosti

5 %.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni proliferace a viability bunék pomoci trypanové modri

Pro test vyluCovani trypanové modii byla pouzita buné¢na linie Jurkat. Tato linie byla
ovlivnéna jednotlivymi sulfonamidy v rozmezi koncentraci 1 — 100 pg/ml, ptic¢emz kazda
koncentrace byla zhotovena v triplikatu. Pro piesnéj$i porovnani ziskanych vysledk byly
pouzity dvé kontroly, které byly taktéz zhotoveny v triplikatech. Jako negativni kontrola byl
pouzit 0,1% DMSO, ke kterému byly vztazeny vysledky. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
5% DMSO. Tato koncentrace DMSO je pro buiiky smrtelnd a nedochazi k obnové bunécné
proliferace. Pocitani bunék bylo provadéno po 24 a 48 hodinové inkubaci. Mnozstvi zivych
(neobarvené) a mrtvych (modré) bunék bylo pocitano ve 25 ¢tvercich Biirkerovy komurky.
Ze ziskanych hodnot byla pro kazdou koncentraci vypocitana primérna proliferace

Z mnozstvi zivych bunék a primérnd viabilita zZ procentudlniho zastoupeni zivych bunék.

Na obrazku 12 jsou zobrazeny buiky Jurkat poté, co byly ovlivnény jednotlivymi
koncentracemi testovanych sulfonamidi SA5 a SA6 a nasledné obarveny 0,4 % trypanovou
modfi. V jednotlivych ¢astech obrazku je vZdy zobrazena ¢ast miizky Biirkerovy komirky
s buitkami. U negativni kontroly — 0,1% DMSO (A) lze pozorovat velké mnozstvi zivych
nepoSkozenych bunék témét v kazdém ctverci miizky. Ve velmi omezeném mnozstvi se zde
vyskytuji mrtvé buiky. Tato pouzitd koncentrace nijak neporuSuje bunécnou proliferaci.
U pozitivni kontroly — 5% DMSO (B) je typicky vyskyt vét§iho po¢tu mrtvych bunék.
Zivé buiiky se zde vyskytuji pouze ziidka. P¥i koncentraci 1 pg/ml sulfonamidu SA6 (C) Ize
pozorovat velké mnozstvi zivych bungk, zfidka 1ze nalézt mrtvé bunky. Stav u koncentrace
10 pg/ml sulfonamidu SA6 (D) je téméf srovnatelny S predchozi koncentraci. Prevazuje zde
velké mnozstvi Zivych bun€k nad mrtvymi. Pti koncentraci 25 pg/ml sulfonamidu SA6 (E)
stale prevazuje vétsi mnozstvi zivych bun¢k nad mrtvymi. Nicméné pocet zivych bunék je
oproti predeslym dvéma koncentracim niz$i. U koncentrace 50 pg/ml sulfonamidu SA5 (F)
pozvolna stoupa podet mrtvych bundk. Zivé buiiky jsou piitomny V men$im mnoZstvi.
U koncentrace 100 pg/ml sulfonamidu SA6 (G) se projevuje vyrazny cytotoxicky ucinek.

Zivé buiiky se zde vyskytuji ziidka, pfevazuji zde poskozené a mrtvé buiiky.
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Obrézek 12 — Test vylu¢ovani trypanové modii u bunééné linie Jurkat: (A) negativni kontrola — 0,1% DMSO,
(B) pozitivni kontrola — 5% DMSO, (C) 1 pg/ml SA6, (D) 10 pg/ml SA6, (E) 25 pg/ml SA8, (F) 50 pg/ml SA5,
(G) 100 pg/ml SA6. Pouzité méfitko pedstavuje velikost 20 um, foceno ve fazovém kontrastu, zvétseno 200x.

4.1.1 Sulfonamid SA5

V grafu 1 je zndzornén UCinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SAS na proliferaci
bunééné linie Jurkat. Jiz po 24 hodinach je zde viditelny statisticky vyznamny pokles bunééné
proliferace u vSech pouzitych koncentraci testovaného sulfonamidu. Po 48 hodinach doslo
k vyznamnému poklesu proliferace u vsech testovanych koncentraci, kromé koncentrace
1 pg/ml. Vyraznéjsi cytotoxicky ucinek sulfonamidu SAS5 je patrny po 48 hodinach u
koncentrace 100 pg/ml, kde doslo k vice jak polovi¢énimu sniZeni proliferace v porovnani

s negativni kontrolou.
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V grafu 2 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA5 na viabilitu
bunééné linie Jurkat. Viabilita je u koncentraci 1 — 50 pug/ml po 24 i 48 hodindch témét
totozna s negativni kontrolou. U nejvyssi testované koncentrace, 100 pg/ml, doSlo ke

statisticky vyznamnému poklesu viability.

Graf 1 — Proliferace bunééné linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA5. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tise¢ka znazoriuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcti znaci, Ze uvedend data jsou na
hlading vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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Graf 2 — Viabilita bunééné linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA5. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcii znaci, ze uvedena data jsou na
hlading vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.2 Sulfonamid SA6

V grafu 3 je znazornén Ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA6 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. U vSech testovanych koncentraci doSlo ke statisticky vyznamnému
poklesu proliferace po 24 i 48 hodinach. Vyrazny cytotoxicky ucinek sulfonamidu SA6 se
projevil u koncentrace 100 pg/ml, pti které doslo k vice jak poloviénimu poklesu bunécné
proliferace.

V grafu 4 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA6 na viabilitu
bunééné linie Jurkat. Viabilita je u koncentraci 1 — 50 pg/ml po 24 i 48 hodindch témét
totoznd s negativni kontrolou. U nejvyssi testované koncentrace, tedy 100 pg/ml, doslo ke
statisticky vyznamnému poklesu viability v obou ¢asovych intervalech. Vyrazny cytotoxicky
ucinek sulfonamidu SA6 je patrny po 48 hodinach u koncentrace 100 pg/ml, kde doslo k vice

jak polovi¢nimu poklesu viability oproti kontrole.

Graf 3 — Proliferace bunééné linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA6. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaéi, Ze uvedena data jsou na
hlading vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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Graf 4 — Viabilita buné¢né linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA6. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tise¢ka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcti znaci, ze uvedena data jsou na
hladin¢ vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.3 Sulfonamid SA7

V grafu 5 je znazornén Gcinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA7 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. V porovnéni snegativni kontrolou je zde patrné, ze se zvySujici
koncentraci sulfonamidu dochazi k poklesu proliferace. Po expozici sulfonamidu bunikami
Jurkat byl u vsech testovanych koncentraci SA7 zaznamenén statisticky vyznamny pokles
proliferace po 24 i1 48 hodinach. Koncentrace 100 pg/ml byla extrémné cytotoxicka jiz po 24
hodinach.

V grafu 6 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA7 na viabilitu
bunééné linie Jurkat. Po 24 hodinach je zfetelny statisticky vyznamny pokles viability u
koncentrace 50 pg/ml. U koncentrace 100 pg/ml je viabilita jiz po 24 hodindch na nulové

hodnotg, coz svédéi o silném cytotoxickém efektu.
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Graf 5 — Proliferace bunééné linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA7. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazorfiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaéi, Ze uvedend data jsou
na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Graf 6 — Viabilita bun&¢né linie Jurkat po pasobeni sulfonamidu SA7. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova usecka znazorfiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaéi, Ze uvedena data jsou
na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.4 Sulfonamid SAS8

V grafu 7 je znazornén Ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SAS8 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. Koncentrace 1, 10 a 25 pg/ml jsou téméf shodné s negativni kontrolou
jak po 24, tak i po 48 hodinach. Vsechny ziskané hodnoty jsou u téchto koncentraci statisticky
vyznamne oproti negativni kontrole. U koncentrace 50 pg/ml je po 24 hodinich zaznamenany
vyrazny pokles bunécné proliferace a u koncentrace 100 pg/ml je hodnota proliferace jiz po
jednom dni na nulové hodnoté. Pii vysokych koncentracich je tedy testovany sulfonamid SAS8

statisticky vyznamné cytotoxicky.

V grafu 8 je zndzornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA8 na viabilitu
bunééné linie Jurkat. Viabilita bunééné linie je u koncentraci 1, 10 a 25 pg/ml téméf totozna
S kontrolou. Hodnoty viability u koncentrace 50 pg/ml jsou po 24 i 48 hodinach nizsi,
Vv porovnani s negativni kontrolou. Pfi koncentraci 100 pg/ml je viabilita na nulové hodnoté.
Pii vysokych koncentracich 50 a 100 pg/ml je testovany sulfonamid SA8 cytotoxicky a

ziskané hodnoty jsou pfi téchto koncentracich statisticky odlisné od negativni kontroly.

Graf 7 — Proliferace bunééné linie Jurkat po pusobeni sulfonamidu SA8. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaéi, Ze uvedend data jsou
na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Graf 8 — Viabilita bun&¢né linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA8. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcti znaci, ze uvedena data jsou
na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.5 Sulfonamid SA9

V grafu 9 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA9 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. U vSech testovanych koncentraci je zfetelny statisticky vyznamny pokles
hodnot. Vyrazny cytotoxicky ucinek sulfonamidu SA9 je patrny po 48 hodinach u
koncentrace 50 pg/ml, kde doslo kvice jak poloviénimu poklesu oproti kontrole.
Pii koncentraci 100 pg/ml je hodnota proliferace nulova. Pii této koncentraci je sulfonamid

SA9 vysoce toxicky.

V grafu 10 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA9 na viabilitu
bunécné linie Jurkat. Viabilita je u koncentraci 1, 10, 25 a 50 pg/ml po 24 hodinach témér
totozna s negativni kontrolou. Po 48 hodinach jsou hodnoty u vSech testovanych koncentraci,
kromé& koncentrace 1 pg/ml, statisticky vyznamné snizené oproti negativni kontrole.
Vyjimkou je koncentrace 100 ug/ml, u které je jiz po 24 hodinach hodnota viability nulova.

Pfi nejvyssi testované koncentraci je sulfonamid SA9 vysoce cytotoxicky.
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Graf 9 — Proliferace bunééné linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA9. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole — 0,1 % DMSO. Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znadi, ze
uvedend data jsou na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odlis$na od kontroly.
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Graf 10 - Viabilita bun&¢né linie Jurkat po ptsobeni sulfonamidu SA9. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcti znaci, Ze uvedena data jsou
na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.6 Sulfonamid SA10

V grafu 11 je zndzornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA10 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. Jiz po 24 hodinach je zde viditelny postupny statisticky vyznamny
pokles bunééné proliferace u vSech pouzitych koncentraci testovaného sulfonamidu. Po 48
hodinéach jsou hodnoty u vsech testovanych koncentraci, kromé koncentrace 1 pg/ml, oproti
negativni kontrole snizené a na hlading statistické vyznamnosti. Vyrazny cytotoxicky tuc¢inek
sulfonamidu SA10 je patrny po 48 hodinach u koncentrace 50 pg/ml, kde doslo k vice jak
polovi¢nimu poklesu oproti negativni kontrole. Pfi koncentraci 100 pg/ml je hodnota
proliferace nulovd. Ob& zminéné koncentrace jSOU statisticky vyznamné snizené oproti

negativni kontrole.

V grafu 12 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA10 na viabilitu
bunééné linie Jurkat. Viabilita buné¢né linie je u koncentraci 1, 10 a 25 pg/ml po 24 i 48
hodinach téméf totozna s kontrolou. U koncentraci 50 a 100 pg/ml doslo po 24 hodinéach ke
statisticky vyznamnému poklesu hodnot. Po 48 hodinach je u koncentrace 50 pug/ml vice jak
polovi¢ni pokles viability a u koncentrace 100 pg/ml je viabilita nulova. Pfi vysokych
koncentracich, 50 a 100 pg/ml, je testovany sulfonamid SA10 vysoce cytotoxicky a ziskané

hodnoty viability jsou pfi téchto koncentracich statisticky odlisné od negativni kontroly.

Graf 11 — Proliferace bun&tné linie Jurkat po pusobeni sulfonamidu SA10. Vysledky byly vztazeny
k negativni kontrole. Chybova usecka znazorfiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcii znali, Ze
uvedena data jsou na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Graf 12 — Viabilita bunééné linie Jurkat po pasobeni sulfonamidu SA10. Vysledky byly vztazeny k negativni.
Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaci, ze uvedend data jsou na hladiné
vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.7 Sulfonamid SA11

V grafu 13 je znazornén G¢inek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA11 na proliferaci
bunécné linie Jurkat. U vsSech pouzitych koncentraci doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu bunécné proliferace po 24 i 48 hodinach. Nejvyraznéjsi cytotoxicky ucinek
sulfonamidu SA1l je u koncentrace 100 pg/ml, kde doSlo k vice jak polovi¢énimu poklesu

proliferace oproti negativni kontrole.

V grafu 14 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA11 na viabilitu
buné¢né linie Jurkat. Viabilita bunécné linie je u koncentraci 1, 10, 25 a 50 pg/ml po 24 i 48
hodinach téméft totozna s negativni kontrolou. Toxicky G¢inek sulfonamidu SA11 se objevuje
az pii koncentraci 100 pg/ml, pii které doslo k vice jak poloviénimu poklesu viability.

Viabilita je pfi koncentraci 100 pg/ml statisticky vyznamné odlisna od kontroly.
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Graf 13 — Proliferace bunétné linie Jurkat po pusobeni sulfonamidu SA1l. Vysledky byly vztazeny
k negativni kontrole. Chybova usecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupci znadi, Ze
uvedend data jsou na hlading vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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Graf 14 — Viabilita bun&éné linie Jurkat po pusobeni sulfonamidu S11. Vysledky byly vztaZeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znaéi, ze uvedena data jsou
na hladiné vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.1.8 Sulfonamid SA12

V grafu 15 je zndzornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA12 na proliferaci
bunééné linie Jurkat. Bunétna proliferace je po 24 hodinach u koncentraci 1, 10, 25 a
50 pg/ml  téméf totozna s negativni kontrolou. Po 24 hodinach doslo ke statisticky
vyznamnemu poklesu proliferace pouze u koncentrace 100 pg/ml. Naopak po 48 hodinéch
doslo ke statisticky vyznamnému poklesu bunécné proliferace u vSech testovanych
koncentraci. Nejvyraznéjsi cytotoxicky uc¢inek sulfonamidu SA12 je u koncentrace
100 pg/ml, kde po 48 hodinach doslo k vice jak poloviénimu poklesu proliferace oproti
negativni kontrole.

V grafu 16 je znazornén ucinek jednotlivych koncentraci sulfonamidu SA12 na viabilitu
buné¢né linie Jurkat. Viabilita je u koncentraci 1, 10, 25 a 50 pg/ml po 24 i 48 hodinach témét
totozna s negativni kontrolou. K mirnému poklesu viability doslo pii koncentraci 100 pg/ml.

Hodnoty viability jsou pfi této koncentraci statisticky odlisné od negativni kontroly.

Graf 15 — Proliferace bun&tné linie Jurkat po pusobeni sulfonamidu SA12. Vysledky byly vztazeny
k negativni kontrole. Chybova usetka znazorfiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupct znadi, Ze
uvedena data jsou na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odlisna od kontroly.
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Graf 16 — Viabilita buné&né linie Jurkat po psobeni sulfonamidu SA12. Vysledky byly vztazeny k negativni
kontrole. Chybova tsecka znazoriiuje smérodatnou odchylku. Symbol * u sloupcti znaci, ze uvedena data jsou
na hladin€ vyznamnosti p < 0,05 odli$na od kontroly.
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4.2 Stanoveni cytotoxicity sulfonamida systémem XCELLigence RTCA SP

Pro stanoveni cytotoxicity a antiproliferacni aktivity sulfonamidi byla pouzita adherentni
bunécna linie A549. PouzZité roztoky testovanych sulfonamidi byly v koncentraénim rozmezi
1 — 100 pg/ml. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1 % DMSO, ktery v pouzité koncentraci
neovliviiuje bunécnou proliferaci. 0,1% DMSO je ve vSech grafech znazornén zelenou
barvou. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 5% DMSO, ktery v této pouzité koncentraci
zastavuje bunécny rist a dochazi k postupnému odumirdni bunék. Zastava proliferace a
nasledné odumieni bunék se projevi poklesem CI k nulové hodnoté. Kiivka pozitivni kontroly

je ve vSech grafech znazornéna ¢ernou barvou.

4.2.1 Sulfonamid SA5

Vliv sulfonamidu SAS5 na bunéCnou linii A549 je zobrazen na grafu 17. Kiivky
koncentraci 1 — 50 pg/ml téméf kopiruji kiivku proliferace kontrolnich bunék po celou dobu
méfeni. U koncentrace 100 pg/ml doslo po ovlivnéni sulfonamidem k mirnému poklesu

r~r

proliferace. Ke konci testu se vSak i u této koncentrace blizi hodnota CI negativni kontrole.
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Graf 17 — Vliv sulfonamidu SAS5 na bunéénou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly bunky ovlivnény.
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4.2.2 Sulfonamid SA6

Vliv sulfonamidu SA6 na buné&¢nou linii A549 je zobrazen na grafu 18. U koncentraci 1,
10 a 25 pug/ml doslo k nepatrnému narastu CI oproti negativni kontrole. Zhruba od 80. hodiny
meéfeni uz kiivky u vSech vySe zminénych koncentraci kopiruji kiivku negativni kontroly.
U koncentrace sulfonamidu 50 pg/ml doslo k mirnému zpomaleni proliferace, které je
charakterizované niz$im CI oproti negativni kontrole. Nicméné i zde mizeme fici, Ze kiivka
predstavujici koncentraci 50 pg/ml, stale kopiruje kiivku negativni kontroly. Kratce po
ptidani sulfonamidu v koncentraci 100 pg/ml doslo k vyraznému poklesu ClI. Sulfonamid
SAG6 zpusobuje pii nejvyssi testované koncentraci, 100 pg/ml, vyznamnou inhibici bunééné

proliferace.

Graf 18 — Vliv sulfonamidu SA6 na bunéénou linii A549. gipka znazoriuje ¢as, kdy byly bunky ovlivnény.
— 0,1% DMSO —5% DMSO —1 pg/ml— 10 pg/ml —25 pg/m — 50 pg/ml — 100 pg/ml
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4.2.3 Sulfonamid SA7

Vliv sulfonamidu SA7 na bunécnou linii A549 je zobrazen na grafu 19. Ktivky u
koncentraci 1, 10 a 25 pg/ml téméi kopiruji kiivku negativni kontroly. Pti koncentraci 50
png/ml doslo k nepatrnému poklesu CI oproti negativni kontrole. Avsak ke konci méteni doslo
k mirnému narastu CI tak, Ze kiivka pfedstavujici koncentraci 50 pg/ml byla téméf totozna
s kiivkou negativni kontroly. Téméf okamzit¢ po pfidani sulfonamidu v koncentraci
100 pg/ml doslo k poklesu CI. Ackoliv dochazelo od 64. hodiny méfeni k opétovnému riistu
bungk, vykazuje sulfonamid SA7 pfi nejvyssi testované koncentraci vyrazny antiproliferacni

ucinek.

Graf 19 — Vliv sulfonamidu SA7 na buné¢nou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly buriky ovlivnény.
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4.2.4 Sulfonamid SA8

Vliv sulfonamidu SA8 na bunéénou linii A549 je zobrazen na grafu 20. Po ovlivnéni
bunék sulfonamidem v koncentracich 1, 10 a 25 pg/ml nedoSlo k zadnému poklesu CI a
kiivky u téchto koncentraci kopiruji kiivku negativni kontroly. K nepatrnému zpomaleni
proliferace doslo pii koncentraci 50 pg/ml. Nicmén¢ od 80. hodiny méteni se hodnota CI
dostala na hodnotu CI negativni kontroly. Pomérné vyrazny pokles CI lze pozorovat u
koncentrace 100 pg/ml kratce po ovlivnéni sulfonamidem SAS8. V tomto ptipadé buiky
pomalu proliferovaly. Ke konci méfeni doslo k pozvolnému nartustu CI. Nicméné hodnoty CI
zustaly pod hodnotami CI negativni kontroly. Sulfonamid SA8 ma pfi koncentraci 100 pg/ml

antiproliferacni t¢inek.

70



Graf 20 — Vliv sulfonamidu SA8 na bunéénou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly bunky ovlivnény.
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4.2.5 Sulfonamid SA9

Vliv sulfonamidu SA9 na bunécnou linii A549 je zobrazen na grafu 21. V tomto ptipad¢,
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je bunéfnd proliferace zavisla na koncentraci sulfonamidu. Se vzrhstajici koncentraci

v

sulfonamidu SA9 dochazi ke klesani hodnot CI, coz odrazi postupné zpomalovani proliferace.

Antiproliferacni G¢inek pouzitého sulfonamidu se vyrazné projevuje pii koncentraci 50 pg/mi.

Velmi silny cytotoxicky ucinek vykazuje sulfonamid pfi koncentraci 100 pg/ml, kdy téméf

okamzité¢ po ovlivnéni bunék doslo k uplné inhibici bunééné proliferace. Hodnoty CI se

v tomto piipadé blizi hodnotdm pozitivni kontroly, kterou byl 5% DMSO.

Graf 21 — Vliv sulfonamidu SA9 na bun&cnou linii A549. Sipka znazortiuje as, kdy byly buiiky ovlivnény.
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4.2.6 Sulfonamid SA10

Vliv sulfonamidu SA10 na buné¢nou linii A549 je zobrazen na grafu 22. Stejné jako
v piipadé sulfonamidu SA9, je i u sulfonamidu SA10 proliferace bun¢k zavisla na
koncentraci. S nartstajici koncentraci dochazi ke zpomalovani ristu bun€k. Pfi nejvyssich
pouzitych koncentracich sulfonamidu 50 a 100 pg/ml se projevuje silny cytotoxicky ucinek.
V téchto dvou ptipadech dosSlo okamzité po ovlivnéni bunék k zastaveni jejich rastu. Kiivky

koncentraci 50 a 100 pg/ml kopiruji od 42. hodiny méfeni kiivku pozitivni kontroly.

Graf 22 — Vliv sulfonamidu SA10 na bunéénou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly butiky ovlivnény.
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4.2.7 Sulfonamid SA11

Vliv sulfonamidu SA11 na bunéénou linii A549 je zobrazen na grafu 23. U koncentraci 1,
10, 25 a 50 pg/ml doslo ke zpomaleni ristu bunék. U vSech téchto koncentraci zustaly
hodnoty Cl pod hodnotami kontrolnich bun¢k az do ukonéeni méteni. Antiprolifera¢ni u¢inek
sulfonamidu SA1l se vyrazné projevil az pii koncentraci 100 pg/ml, kdy byla proliferace

bunék znac¢né zpomalend.
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Graf 23 — Vliv sulfonamidu SA11 na bunéénou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly butiky ovlivnény.

— 0,1% DMSO —5% DMSO —1 pg/ml— 10 pg/ml —25 pg/m — 50 pg/ml — 100 pg/ml

120 v T T

1

- SAll

Normalizovany Cell index

ET i 1
e 150 3z 480 840 80.0 5.0

Cas [hod]

4.2.8 Sulfonamid SA12

Vliv sulfonamidu SA12 na bunéénou linii A549 je zobrazen na grafu 24. U koncentraci 1 —
50 pg/ml jsou hodnoty CI téméf totozné s kontrolnimi bunikami. Nepatrné zpomaleni
bunééné proliferace mizeme u téchto koncentraci pozorovat od druhého dne méfeni.
V ptipad€ koncentrace 100 pg/ml je hodnota CI oproti negativni kontrole sniZzend. Ke konci
méfeni se ale proliferace pozvolna zrychluje a hodnota CI se dostava na totozné hodnoty se
zbylymi pouzitymi koncentracemi. Sulfonamid SA12 tedy nevykazuje Zadny vyraznéjsi

cytotoxicky vliv na bunéény rist.

Graf 24 — Vliv sulfonamidu SA12 na bunénou linii A549. Sipka znazoriuje ¢as, kdy byly buiky ovlivnény.

— 0,1% DMSO — 5% DMSO —1 pg/ml— 10 pg/ml —25 pg/m — 50 pg/ml — 100 pg/ml

T v T

f SA12

JURPURRRPRS

2.0

EL I .

20

Normalizovany Cell index

Cas [hod]

73



5 DISKUZE

Cilem podavani antibakterialnich latek je zniCeni pltivodce onemocnéni nebo alespoi
zastaveni jeho rastu, aniz by byl poskozen hostitelsky organismus. V poslednich desitké&ch let
bylo ziskdno mnoho riznych antibakterialnich latek, proto je dnes mozné 1é¢it téméf vSechna
bézna bakteridlni onemocnéni. BohuZzel Casté, nékdy az zbytecné, podavani antibiotik vedlo
k tomu, Ze i na dfive G¢inna antibiotika jsou né€které dneSni bakterialni kmeny rezistentni.
Typickym piikladem vzniku bakterialni rezistence vici antibiotikim je Meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus, neboli MRSA (Tiemersma et al., 2004). Tento kmen zpusobuje
obtizn¢ 1écitelné nosokomidlni ndkazy a vankomycin, ktery se pouziva pro 1é€bu onemocnéni
zpiisobené timto kmenem, pfestava byt G¢inny. Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) by se mélo co nejdtive zastavit Sifeni rezistentnich bakterialnich kmenti. Toho lze
docilit nékolika zptisoby. Za prvé by méli 1ékafi predepisovat antibiotika pouze v ptipadé, ze
je pacient skutecné pottebuje. Dalsim dulezitym opatfenim je stfidani druhi antibiotik, aby se
bakteriim znemoznilo vybudovat si na konkrétni antibiotikum rezistenci. A pak je tu dusledné
dodrzovani hygienickych navykii. Pfesto vSechno bude ale nutné se zaméfit na vyzkum a
vyvoj novych tcinnych slou€enin, které by nahradily dosud existujici antibiotika.

Vyzkum a vyvoj nového léCiva je dlouhodoby a finanéné nakladny proces, ktery trva
nékolik let. Pfed samotnou klinickou aplikaci je nutné provést farmakologickeé a toxikologické
testy dané slouCeniny a pfedpovédet jeji terapeuticky Ui€inek a toxicitu pro cilovy organismus
(Starobova et al., 2006). Preklinické studie se nejprve provadéji na in vitro modelech
(buné¢né kultury, tkang€, organy), kde se sloucenina testuje =z hlediska toxicity a
farmakologickych vlastnosti. Detailnéji se zkouma mechanizmus u¢inku a vliv davky na
toxicitu a snasenlivost (Souckova et al., 2015). Po testech in vitro se pak sloucenina testuje
invivo. Na in vivo modelech se studuji a ovéfuji zakladni farmakokinetické vlastnosti,
vyvijeji se analytické metody na stanoveni dané latky zplazmy nebo moci.
Cilem preklinickych studii je zhodnoceni nové G¢inné latky z hlediska bezpecnosti, i€¢innosti
a potencialu pro klinické pouziti (Mangipudy et al., 2014). Klinicky vyvoj nového léku
probiha zpravidla ve 4 fazich, z nichz kazda je tvofena souborem klinickych hodnoceni, ktera
na sebe navazuji nebo se castecné piekryvaji.

V této diplomové praci byl testovan cytotoxicky ucinek osmi vybranych nové
syntetizovanych sulfonamidi, které byly pouzity v koncentra¢nim rozmezi 1 — 100 pg/ml. Pro
zjisténi cytotoxicity byly pouzity dvé rozdilné nadorové bunécné linie. Prvni byla suspenzni

bunééna linie Jurkat, ktera predstavuje lidské lymfoblasty akutni T-bunétné leukémie.
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Druhou pouzitou bunénou linii byla A549, piedstavujici adherentni linii epitelialnich bunék
lidského adenokarcinomu plic. Jako negativni kontrola byl pouzit 0,1 % DMSO a pozitivni
kontrolou byl 5 % DMSO, ktery pii této koncentraci zpusobil zastaveni buné¢ného ristu a
odumirani bunék. Pro stanoveni cytotoxicity byly pouzity dvé nezavislé metody, Systém
XCELLigence RTCA SP a kolorimetrick& end-point analyza test vylu¢ovani trypanové modfi.

Prvni pouzitou metodou pro zjisténi antiproliferaéniho a cytotoxického ucinku osmi
vybranych sulfonamidid byl systém xCELLigence RTCA SP, ktery monitoroval prubéh
bunécné proliferace v realném cCase. K tomuto testu byla pouzita bunécnd linie A549, u niz
byl sledovan vliv testované latky po dobu 72 hodin. U prvniho testovaného sulfonamidu,
s ozna¢enim SAS5, nebyl prokazan zadny cytotoxicky ucinek. Pti koncentracich 1 — 50 pg/ml
nebyl nijak ovlivnén rast bunék a vysledky byly totozné s negativni kontrolou.
Teprve pii koncentraci 100 ug/ml doslo k mirnému zpomaleni proliferace. Sulfonamid SA6
taktéz nevykazoval v rozmezi koncentraci 1 — 50 pg/ml zadny vyrazny antiprolifera¢ni ani
cytotoxicky ucinek. V koncentraci 100 ug/ml zpusobil snizeni CI, cemuz odpovida zpomaleni
bunééného rastu v porovnani s negativni kontrolou.

Analyza sulfonamidi SA7 a SA8 poskytla velmi podobné vysledky. Oba sulfonamidy
nevykazovaly pifi koncentracich 1 —25 pg/ml Zadnou antiproliferac¢ni aktivitu a ziskané
kiivky byly totozné s kiivkou negativni kontroly. Pfi koncentraci 50 pg/ml doslo v ptipadé
obou sulfonamid k mirnému poklesu hodnoty CI. AvsSak ke konci analyzy doslo
K pozvolnému zvySovani CI, které odrazelo postupné zrychlovani bunécného rustu.
V okamziku ukonceni testu jiz bunky proliferovaly stejné jako bunky negativni kontroly.
Aantiprolifera¢ni uc¢inek sulfonamidi SA7 a SAS8 pii koncentraci 50 pg/ml je pravdépodobné
pouze docasny. Pomérné vyrazny pokles CI jsme pozorovali pti koncentraci 100 pg/ml kratce
po ovlivnéni sulfonamidy SA7 a SAS8. V obou piipadech buniky pomalu proliferovaly a az ke
konci méteni doslo k pozvolnému narustu CI. Pfesto zustaly hodnoty Cl pod hodnotami CI
negativni kontroly.

Vysoka cytotoxicita byla zaznamenana v ptipad¢ sulfonamidi SA9 a SA10. Cytotoxicky
ucinek obou sulfonamidt byl siln¢ zavisly na jejich koncentraci. Postupné zvysovani jejich
koncentrace zptlsobilo klesani rychlosti bunééného ristu. V pfipad€ sulfonamidu SA9 doslo
k velmi vyraznému poklesu CI pii koncentraci 50 ug/ml, avSak ke konci analyzy byl
zaznamenan pozvolny nartst CI. Silny antiprolifera¢ni G¢inek sulfonamidu SA9 je tedy
zfejm¢ pouze docasny. Po piiddni SA9 v koncentraci 100 pg/ml doslo témét okamzité
K inhibici bunécné proliferace. Hodnoty Cl se v tomto ptipadé blizily hodnotdm pozitivni

kontroly, kterym byl 5% DMSO. Sulfonamid SA10 mél velmi silny cytotoxicky ucinek pfi
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koncentracich 50 a 100 pg/ml. V piipadé¢ obou téchto koncentraci doSlo po piidani
sulfonamidu k okamzité inhibici proliferace. Hodnoty CI byly takika totozné s hodnotou CI
pozitivni kontroly. Skute¢nost, Zze je cytotoxicky ucinek nékterych sulfonamidt zavisly
na koncentraci, potvrzuji ve studii Swapna et al. (2013), ktefi testovali krome
antibakterialnich vlastnosti také cytotoxicitu sulfonamidomethanti spojenych do mono- a bis-
heterocykltt na bunééné linii A549. Vyrazné snizeni viability zaznamenali v rozmezi
koncentraci 100 — 200 pg/ml. Naopak vice jak 75% zivotaschopnost bunék byla pozorovana,
pokud byly sulfonamidy v koncentracich do 12,50 pg/ml.

Dalsim ndmi testovanym sulfonamidem byl sulfonamid SA11, ktery pisobil vice ¢i méné
antiproliferacné ve vSech testovanych koncentracich. Pfi koncentracich 1, 10, 25 a 50 pg/ml
doslo k mirnému zpomaleni bunééného ristu. Hodnoty CI ztstaly pod hodnotami kontrolnich
bunc¢k az do ukonfeni méfeni. Vyrazny antiproliferacni Gc¢inek SA1l se projevil aZ pfi
koncentraci 100 ug/ml, kdy byla hodnota CI vyrazné niz$i v porovnani s Cl kontrolnich
bun¢k. Poslednim testovanym sulfonamidem v této praci byl sulfonamid SA12, ktery nemél
stejné jako sulfonamid SAS téméf zadny antiprolifera¢ni u¢inek. V ptipadé této latky byly pfi
koncentracich 1 -50 pg/ml hodnoty CI téméf totozné s kontrolnimi buitkami. Pouze nepatrné
zpomaleni bunééné proliferace jsme mohli u téchto koncentraci pozorovat od druhého dne
méfeni. Pti koncentraci 100 pug/ml byla hodnota CI oproti negativni kontrole lehce snizena.
Ke konci méfeni se vSak proliferace pozvolna zrychlovala a hodnota Cl se dostavala na
totozné hodnoty se zbylymi pouzitymi koncentracemi.

Pro nezavislé ovéteni G¢inku sulfonamida na proliferaci a viabilitu bun¢k Jurkat byl pouzit
test vyluCovani trypanové modii. Trypanova modrt je kyselé azobarvivo, které ma schopnost
prostupovat do porusenych ¢i mrtvych bunék, kde se hromadi v intracelularnim prostoru.
Bunky tak ziskavaji typické modré zbarveni. Naopak buriky s neposkozenou plazmatickou
membranou zlistdvaji bezbarvé. Vyhodnoceni bylo provadéno pomoci svételného mikroskopu
Nikon Eclipse E 200 (Nikon, Japonsko) po 24 a 48 hodinach po ovlivnéni. Sulfonamid SA5
byl po SA12 druhym nejméné toxickym sulfonamidem a mél pouze mirny antiproliferaéni
u¢inek. Po ovlivnéni bunék Jurkat sulfonamidem SAS5, byl zaznamenan velmi pozvolny
pokles proliferace s rostouci koncentraci sulfonamidu. Lépe byl tento pokles viditelny po 48
hodinach. Ze ziskanych dat je patrné, Ze pti koncentraci 100 pg/ml byla zastavena proliferace
bunék a jejich pocet byl po 24 i 48 hodinach témét totozny. Viabilita bun¢k byla pii
koncentracich 1 — 50 pg/ml srovnatelnd s viabilitou kontrolnich bunék. K jejimu mirnému
poklesu doslo pii koncentraci 100 pg/ml po 48 hodinach. Ziskana data neodpovidaji vysledku

Z méteni pomoci systému xCELLigence, kde sulfonamid SAS snizil bunécnou proliferaci az
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pii koncentraci 100 pg/ml. Rozdil je pravdépodobné zplsoben odlisnym principem obou
testll. Systém xCELLigence méfi zmény impedance a vysledna CI kiivka odrazi nejen pocet a
viabilitu, ale také morfologii bun¢k. Naopak test s trypanovou modii je vyhodnocovan
pomoci svételného mikroskopu a drobné zmény v morfologii bunék tak nelze zaznamenat.
Sulfonamid SA6 nezpusoboval pfi koncentracich 1 — 50 pg/ml zadny vyraznéjsi pokles
bunééné proliferace v porovnani s negativni kontrolou. Viabilita bun€k byla u vSech téchto
koncentraci srovnatelna s negativni kontrolou. Velky pokles proliferace a viability nastal po
48 hodindch pii koncentraci 100 pg/ml, kdy se projevil cytotoxicky ucinek sulfonamidu.
Ziskaneé vysledky koreluji s vysledky z xCELLigence. Dalsim testovanym sulfonamidem byl
SA7, ktery nemé&l v koncentracich 1 — 25 pg/ml  vyrazngjsi antiprolifera¢ni G¢inek. Pfi
koncentraci 50 pg/ml byla proliferace oproti negativni kontrole snizena vice jak o polovinu a
v koncentraci 100 pg/ml byl SA7 extrémné cytotoxicky jiz po 24 hodinach. Stejné tak i
viabilita byla v pfipadé koncentraci 1 — 25 pg/ml totozna s negativni kontrolou. Zietelngjsi
pokles viability byl zaznamenan az po 48 hodinach pii koncentraci 50 pg/ml. Pti koncentraci
100 pg/ml byla bunééna viabilita jiz po 24 hodinach na nulové hodnoté. Ziskané vysledky
témé&f odpovidaji vysledkim z XxCELLigence. Vyjimkou jsou data u koncentrace 100 pg/ml.
V tomto ptipad¢ byl testem s trypanovou modii zjistén silny cytotoxicky efekt, kdy byl rast
bunék zcela zastaven. Analyza systémem xCELLigence ale prokazala pouze velmi silny
antiproliferacni u€inek. I ptesto zacaly buniky od 64. hodiny méfeni znovu proliferovat.
Testovani sulfonamidu SA8 pfineslo velmi podobné vysledky jako u sulfonamidu SA7. To
je dano ziejmé tim, ze jsou dané slouceniny izomery. Sulfonamid SA8 nevykazoval
v koncentracich 1 — 25 pg/ml vyrazngjsi antiprolifera¢ni uéinek. Pfi koncentraci 50 pg/ml
byla i zde proliferace snizena vice jak o polovinu oproti negativni kontrole a v koncentraci
100 pg/ml byl SA8 extrémné cytotoxicky jiz po 24 hodinach. Rovnéz viabilita byla pfti
koncentracich 1 — 25 pg/ml totozna s negativni kontrolou. Ztetelny pokles bunééné viability
byl zaznamenan az po 48 hodinach pfi koncentraci 50 pg/ml. Pfi koncentraci 100 pg/ml byla
bunééna viabilita jiz po 24 hodinach na nulové hodnoté. Také u SA8 vysledky koreluji s daty
ziskanymi systémem xCELLigence, podobné¢ jako u sulfonamidu SA7. Vyjimkou jsou opét
vysledky pfi koncentraci 100 pg/ml, kdy se sulfonamid SA8 v testu s trypanovou modii jevi
silné cytotoxicky. V piipadé systému xCELLigence byl vsak zjistén pouze silny
antiproliferacni Uc¢inek, navzdory kterému ale bunky od 64. hodiny méfeni znovu
proliferovaly. Jak jiz bylo zminéno vyse, monitorovani bun¢k systémem xCELLigence nam
poskytuje informace i o sebemensi zméné v morfologii bunék, kterou svételnym

mikroskopem nelze zachytit.
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U sulfonamidi SA9 a SA10 byla zjisténa cytotoxicita, zavisla na koncentraci. Vyrazny
cytotoxicky ucinek obou sulfonamidu byl patrny po 48 hodinach u koncentrace 50 pg/ml, kde
doslo k vice jak polovi¢nimu poklesu oproti negativni kontrole. Pfi koncentraci 100 pg/ml
byla hodnota proliferace nulova. Stejn¢ tak i viabilita pti koncentracich 50 a 100 pg/ml obou
sulfonamidt vyznamn¢ klesla. Po 48 hodinach byl zaznamenan u koncentrace 50 pg/ml vice
jak polovicni pokles viability a u koncentrace 100 pg/ml byla viabilita nulova. Pti vysokych
koncentracich, 50 a 100 pg/ml, byly testované sulfonamidy SA9 a SA10 vysoce cytotoxicke.
Zavislost cytotoxického ucinku obou sulfonamidt na hodnoté koncentrace byla potvrzena i
systémem xCELLigence.

V ptipad¢é sulfonamidu SA1l nebyl rast bunék pii koncentracich 1 — 50 pg/ml téméft
ovlivnén. Stejné tak i viabilita bunék byla vtomto koncentra¢nim rozmezi Srovnatelna
s negativni kontrolou. Velmi silny antiprolifera¢ni G¢inek byl zaznamenan az pti nejvyssi
testované koncentraci 100 pg/ml, kdy byl rast bunék téméf zastaven a pokles bunétné
viability byl vice jak o polovinu v porovnéni snegativni kontrolou. | vtomto ptipadé
vysledky testu s trypanovou modii koreluji se ziskanymi daty z XCELLigence.

Nejmensi cytotoxicitu vykazoval sulfonamid SA12. Jeho nejvyrazngjsi cytotoxicky ucinek
byl pfi koncentraci 100 pg/ml, kde doslo po 48 hodinach k vice jak poloviénimu poklesu
proliferace oproti negativni kontrole. Avsak v porovnani s pusobenim ostatnich sulfonamidi
ve stejné koncentraci, zde byl pokles proliferace nejmensi. Viabilita bun€k byla po ptisobeni
sulfonamidu SA12 téméf totozna s kontrolou po 24 i 48 hodindch. Pouze nepatrny pokles
viability byl zaznamenan pti koncentraci 100 pg/ml. Tyto vysledky koreluji s daty ziskanymi
ze systemu XCELLigence. Nase vysledky testovani sulfonamidu SA12 se shoduji se studii
Mondal et al. (2017). Jimipouzité derivaty sulfonamidi také nevykazovaly Zzadnou
podstatnou cytotoxicitu pii koncentraci 100 pg/ml.

Vysledky této prace se pomérné obtizné porovnavaji s vysledky ostatnich studii, které se
zaméiuji na urceni cytotoxicity noveé syntetizovanych sulfonamidi nebo jejich derivatl. A to
zejména z toho duvodu, ze se jednotlivé studie lisi pouzitymi bunécnymi liniemi, zvolenou
metodou detekce cytotoxicity a pfedevSim testovanymi sulfonamidy ¢i sulfonamidovymi
derivaty. Vysledky testu vyluCovani trypanové modii pro stanoveni viability, provedeného
v této diplomové praci, vykazuji vramci testovanych sulfonamidi ur¢itou podobnost.
U zadného z testovanych sulfonamidi nebyl p#i koncentracich 1 — 25 pg/ml zaznamenan
vyrazn&j§i vliv na viabilitu bunék. Statisticky vyznamny pokles viability oproti kontrolnim

bunkam byl zaznamenan az pii koncentracich 50 a 100 pg/ml.
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Ve studii Marwaha et al. (2014) pouzili pro stanoveni cytotoxicity N-acetylovanych
derivati sulfamethoxazolu a sulfafurazolu proti HeLa buitkam XTT test. Zadny z testovanych
derivati nezpusobil pii koncentraci 50 pg/ml po 24 i 48 hodinach snizeni viability bunék o
vice jak 70 %. Take nami testované sulfonamidy nezpisobily pti koncentracich do 50 pg/ml
pokles zivotaschopnosti bunék o vice nez 60 %. Vyjimkou byly pouze sulfonamidy SA8 a
SA10, které pti zminéné koncentraci po 48 hodinach snizily viabilitu na 30 %. V této studii
dale zjist'ovali antibakterialni u¢inek N-acetylovanych derivata vuci chlamydiim. Ukézalo se,
ze tyto derivaty maji silné baktericidni u¢inky, coz naznacuje, ze nezasahuji do syntézy folatu
jako bézné sulfonamidy, ale ptisobi jingym dosud neznamym mechanismem (Marwaha et al.,
2014).

Castelli et al. (2000) zjistovali, jak se zméni antibakterialni a cytotoxicky ucinek
sulfimidazolu, pokud bude podavan s trimetoprimem. Sulfimidazol byl pfi nejvyssi
koncentraci 80 pug/ml pro Vero buiky in vitro jen nepatrné toxicky, at’ byl pouzity samostatné
nebo ve spojeni strimetoprimem. Navic, pokud byl podéavéan s trimetoprimem, doslo
k rozsifeni jeho antibakterialniho spektra.

Sulfonamidy, které jsou v komplexu s ionty pfechodnych kovl, maji lepsi antimikrobialni
a antifungalni vlastnosti a vyssi u¢innost nez samotny kovovy ligand. Dulezita je vSak volba
kovového iontu. Dikazem je studie dvojice Chohan a Shad (2012), ktefi syntetizovali tii
rizné benzensulfonamidy, tvotici komplexy sionty médi, kobaltu, niklu a zinku. Nejlepsi
antimikrobialni a antifungalni vlastnosti m&ly komplexy obsahujici Zn?* ionty. Jejich hodnoty
MIC byly vrozmezi 1.341 x 107 az 6.743 x 10° M/ml. Naopak nejvétsi cytotoxicitu
vykazovaly vSechny komplexy sionty médi. Také ve studiich Diaz et al. (2016) a
Bouchoucha et al. (2018) byl potvrzen vliv druhu kovového iontu na vlastnosti celé
slouceniny.

Vyznamné antibakterialni a antifungalni vlastnosti vykazuji také Schiffovy baze odvozené
od sulfonamidu a jejich derivatu, coz bylo potvrzeno v nékolika studiich. Ve studii Kratky et
al. (2012) vykazovaly nejlepsi antibakterialni wc¢inek Schiffovy béaze, odvozené od
sulfonamidovych derivatd, proti Mycobacterium kansasii a Staphylococcus aureus, vcetné
kmene MRSA. Hodnoty ICs pti 24 a 48 hodinach byly 15,62 a 31,25 pg/ml v uvedeném
poradi. Antibakteridlni a cytotoxickd aktivita Schiffovych bazi odvozenych od
sulfamethoxazolu a sulfathiazolu byla potvrzena také ve studii Mondal et al. (2015), kde se
vyrazna cytotoxicita sulfonamidt projevila pifi nejvyssich koncentracich 800 a 1000 pg/ml.
Ackoliv jsme vna$i praci pouzili jiné rozmezi koncentraci, nachazime s touto praci

podobnost. Nami pouzité sulfonamidy SA7, SA8, SA9 a SA10 vykazovaly silnou toxicitu
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také az pii dvou nejvysSich pouzitych koncentracich 50 a 100 pg/ml. Velmi dobry
antibakterialni a antifungalni G¢inek Schiffovych bazi byl potvrzen ve studiich
Chohan (2008), Chohan et al. (2010), Anacoma et al. (2015) a Mondal et al. (2017).
Sulfonamidy maji kromé své antibakterialni a antifungalni aktivity také protinddorovy
uc¢inek. Nové potencidlni protinddorove sulfonamidy testovali ve své studii Lee et al. (2011),
ktefi hodnotili in vitro cytotoxicitu dvaceti B13 sulfonamid vici bunéénym liniim A549 a
HT-29 pomoci MTT testu. B13 sulfonamidy s dlouhymi alkylovymi fetézci byly 2krat az
3krat u¢innéjsi nez bézné B13 ceramidové analogy. Ve studii Mirian et al. (2011) testovali
na viabilitu bunéénych liniich HeLa, MDA-MB-468 a MCF-7 pomoci testu redukce
tetrazoliové soli MTT. Podobné jako vnasi praci i zde bylo prokazano, ze v nizkych
koncentracich do 20 pg/ml nemaji jimi testované sulfonamidy vyraznéjs$i vliv na viabilitu
bunék. Cytotoxicky u¢inek se projevil az v koncentraénim rozmezi 100 — 1000 pg/ml. Také
ve studii Al-Khayal et al. (2017) zjistovali antiprolifera¢ni ti¢inek aminobenzensulfonamidu
jako nového protinadorového ¢inidla. Systtmem xCELLIgence RTCA bylo zjisténo snizeni

buné¢né viability na 18 % po 24 hodinach.
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6 ZAVER

Pomoci dvou nezavislych metod, testu vyluCovani trypanové modii a Systému
XCELLigence RTCA SP, byla testovana cytotoxicita osmi vybranych nové syntetizovanych
sulfonamidu. Jejich cytotoxicky ucinek byl testovan na bunkach lidského adenokarcinomu
plic A549 a lidskych lymfoblastech akutni T-buné¢né leukémie Jurkat.

Vsechny testované sulfonamidy vykazovaly urCitou miru cytotoxicity. Jako nejvice
toxické se ukazaly sulfonamidy SA9 a SAI10, u kterych dochéazelo s jejich vzrastajici

koncentraci k uplné inhibici bunééné proliferace. Naopak nejméné cytotoxické byly

sulfonamidy SA5 a SA12.
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