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Abstrakt 

Univerzita Karlova  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra farmakologie a toxikologie  

Studentka: Karolína Fojkesová 

Školitel: RNDr. Jana Maixnerová, Ph.D. 

Název diplomové práce: Stanovení toxicity pomocí buněčného modelu 

V této práci bylo cílem změřit a zhodnotit  in  vitro  cytotoxicitu  22  nově 

syntetizovaných látek s potenciálním využitím pro své antimykotické, antibakteriální a 

antimykobakteriální působení  na standardní buněčnou linii  HepG2.  Látky byly 

syntetizovány na Katedře organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty 

Univerzity Karlovy, a jedná se o mafenidové deriváty MAF, MAF­4, MAF­8, MAF­9, 

MAF­10, MAF­11, MAF­12, MAF­13, MAF­14, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2, A­3­Br­5­

Cl, A­3,5­Cl2, A­3,5­Br2, A­5­Br, A­THIOF, A­SA, A­3,5­I2, A­5­Cl, A­3­I­5­Cl, A­5­I.  

Cytotoxicita byla změřena pomocí kolorimetrické metody CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, tato metoda je založena na redukci MTS 

na barevný rozpustný produkt  formazan  a látky byly srovnávány a hodnoceny dle 

parametru IC50.  

U 9 látek, konkrétně MAF, MAF­8,  MAF­11,  MAF­12,  MAF­16,  A­5­F,               

A­3,5­F2, A­SA, A­5­Cl, bylo IC50 větší než 500 µM, tedy tyto látky můžeme označit za  

netoxické u HepG2 linie. Dalších 9 látek dosáhlo IC50 mezi hodnotami 168,1 a 470,3 µM, 

jednalo se o tyto látky: A­3­I­5­Cl, A­3­Br­5­Cl, A­3,5­Br2, MAF­14, MAF­9, A­3,5­I2, 

A­3,5­Cl2, A­5­I, MAF­10. Tyto látky prokázaly relativně nízkou cytotoxicitu a spolu 

s první skupinou jmenovaných látek jsou vhodné k dalšímu testování. Nejtoxičtější se 

ukázaly sloučeniny A­THIOF, MAF­4 a MAF­13.            
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Student: Karolína Fojkesová 

Supervisor: RNDr. Jana Maixnerová, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Determination of toxicity using a cell model  

The subject of the diploma thesis was measure and evaluate the cytotoxicity  in 

vitro  of  22  newly  synthesized  substances  with  potential  use  for  their  antifungal, 

antibacterial and antimycobacterial activity on the standard HepG2 cell line. The tested 

substances were synthetized at the Department of Organic and Bioorganic Chemistry at 

the Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, Charles University and their  chemical 

structure  is mafenide derivative. The compounds  are MAF, MAF­4, MAF­8, MAF­9, 

MAF­10, MAF­11, MAF­12, MAF­13, MAF­14, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2, A­3­Br­5­

Cl, A­3,5­Cl2, A­3,5­Br2, A­5­Br, A­THIOF, A­SA, A­3,5­I2, A­5­Cl, A­3­I­5­Cl, A­5­I. 

  Cytotoxicity has been measured using the CellTiter 96® AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay, which is a colorimetric method based on the reduction of the 

tetrazolium  salt  of  MTS  to  the  colored  soluble  formazan,  and  substances  have  been 

compared and evaluated according to the IC50 parameter.  

  In case of 9 substances, specifically MAF, MAF­8, MAF­11, MAF­12, MAF­16, 

A­5­F, A­3,5­F2, A­SA, A­5­Cl, the IC50 was greater than 500 µM, so these substances 

can be considered non­toxic in the HepG2 line. The next 9 substances reached an IC50 

between 168,1 and 470,3 µM, and the following substances: A­3­I­5­Cl, A­3­Br­5­Cl, A­

3,5­Br2, MAF­14, MAF­9, A­3,5­I2, A­3,5­Cl2, A­5­I, MAF­10. These substances have 

shown  relatively  low  cytotoxicity  and  together  with  the  first  group  of  the  above  ­

mentioned compounds are suitable for  further  testing. The most  toxic substances have 

shown: A­THIOF, MAF­4 and MAF­13. 
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1  Seznam zkratek 

ABC    superrodina ATP­Binding Cassette 

AIDS    syndrom získaného selhání imunity 

ATP    adenosintrifosfát 

ATCC   American Type Culture Collection 

CRP    C­reaktivní protein 

DMSO   dimethylsulfoxid 

HeLa    buněčná linie lidských epiteliálních buněk 

HepG2   standardní buněčná linie lidských hepatálních buněk 

IC50    střední inhibiční koncentrace 

MFS    superrodina hlavních facilitátorů 

MTS   3­(4,5­dimethylthiazol­2­yl)­5­(3­karboxymethoxyfenyl)­2­(4­

sulfofenyl)­2H­tetrazolium) 

MTT    3­[4,5­dimethylthiazol­2­yl]­2,5­difenyltetrazolium bromid 

NADP+   nikotinamidadenindinukleotidfosfát – oxidovaná forma 

NADPH   nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

PES    fenazin ethylsulfát 

PMS    fenazin methylsulfát  

SERM   selektivní estrogenní receptorové modulátory 

WST­1   (2­(4­jodofenyl)­3­(4­nitrofenyl)­5­(2,4­disulfofenyl)­2H­tetrazolium) 

XTT    (2,3­bis(2­methoxy­4­nitro­5­sulfofenyl)­2H­tetrazolium­5­karboxanilid) 
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2  Úvod 

Hodnocení  cytotoxicity má svou nezastupitelnou roli nejen ve vývoji nových 

léčiv, což je finančně i časově velice náročný proces. Nejčastějšími orgány, které jsou 

vystaveny toxicitě nových léčiv jsou játra, ledviny a srdce. Stanovení toxicity in vitro na 

buněčných liniích  se  nejčastěji provádí na jaterních buňkách,  u nových léčiv jsou 

důležitou součástí preklinického testování.  V dnešní době je k testování cytotoxicity 

vyvinuto již mnoho metod, které můžeme rozdělit dle jejich mechanismu účinku na 

integritu buněčných membrán, funkcí mitochondrií (syntéza ATP) atd. (Aslantürk, 2018) 

U látek je stanovena hodnota IC50, která označuje koncentraci testované látky, při které 

je viabilita buněk v experimentu 50 %. Největší výhoda in vitro  testování cytotoxicity 

tkví v dostupnosti, jednoduchosti testů a v neposlední řadě omezení testování in vivo na 

živých laboratorních zvířatech. Díky hodnotě IC50 se dá odhadnout působení molekuly 

v celém organismu, i když odpověď izolovaných buněk může být v některých případech 

odlišná od odpovědi celého organismu. (Kubicová et al., 2016)        

Předmětem této diplomové práce je hodnocení cytotoxicity 22 nových 

potencionálních léčiv s antimykotickou, antibakteriální a antimykobakteriální aktivitou. 

Látky budou hodnoceny na buněčné linii jaterních buněk HepG2, metodou CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, která je principiálně založena na redukci 

MTS živými buňkami na barevný rozpustný produkt formazan. Látky budou srovnány se 

standardy  v podobě molekul s predikovatelným výsledkem, paracetamolem a 

tamoxifenem. Hodnocení proběhne na základě parametru  IC50, střední inhibiční 

koncentrace.                                            . 
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3  Teoretická část 

3.1  Registrovaná antimikrobiální léčiva v praxi 

Antimikrobiální léčiva lze v praxi označit také jako antibiotika či antibakteriální 

chemoterapeutika. Dříve byl pojem antibiotika užíván jen v souvislosti  s látkami 

přírodního původu, s přibývajícím počtem syntetických a semisyntetických látek 

s obdobným účinkem se ale začal používat souhrnně pro všechny látky s antimikrobiální 

aktivitou, bez ohledu na původ. (Hartl et al., 2019) Antibiotika lze obecně rozdělit podle 

několika parametrů, dle mechanismu účinku, spektra účinku na gram negativní bakterie 

(G­)  nebo  gram pozitivní  (G+)  bakterie a chemické struktury.  (Etebu  et  al.,  2016) 

V následujících podkapitolách budou popsány antibiotika podle mechanismu účinku.  

3.1.1  Inhibitory syntézy buněčné stěny 

Mechanismem inhibice syntézy buněčné stěny působí antibiotika ze skupiny         

β­laktamů a glykopeptidů. Cílovou strukturu účinku antibiotik této skupiny představuje 

peptidoglykan, který tvoří vnější kostru buňky bakterie.. Léčiva nemají schopnost 

peptidoglykan přímo rozštěpit, a proto účinkují v řetězci jeho syntézy. Zatímco β­laktamy 

se váží na transpeptidázy, což jsou enzymy zodpovědné za příčné vazby v molekulách 

peptidoglykanu, glykopeptidy interagují s volnými konci peptidových řetězců  a tím 

zabraňují jejich spojení. Z tohoto faktu mj. vyplývá, že glykopeptidy účinkují pomaleji, 

ale mají nižší šanci na vznik rezistence, neboť pro bakterii je snazší změnit transpeptidázu 

než konce peptidových řetězců. Obecně lze však konstatovat, že léčiva působící 

mechanismem inhibice syntézy peptidoglykanu se dají s výhodou použít u léčby akutních 

infekcí, kdy je největší část mikrobiální populace ve stadiu růstu a množení. (Beneš 2018) 

3.1.2  Inhibitory syntézy kyseliny tetrahydrolistové 

Do této skupiny řadíme sulfonamidy. Místem jejich působení je enzym 

dihydropteroát syntáza, který katalyzuje kondenzaci kyseliny p­aminobezoové a pteridin 

pyrofostátu na kyselinu dihydropteroovou, která je předposledním článkem vzniku 

kyseliny  dihydrolistové,  z níž dále vzniká kyselina tetrahydrolistová. (Sköld, 2000) 

Kyselina tetrahydrolistová je nezbytná pro mnoho biosyntetických drah bakterie, která ji 

však  není schopna  přijímat, a proto je závislá na její endogenní produkci.  Kyselina 
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tetrahydrolistová figuruje jako koenzym při syntéze purinů a pyrimidinů. (Bury­Moné, 

2014)  V současné době se užívá ze skupiny sulfonamidů perorálně nejvíce 

sulfamethoxazol  a  to ve fixní kombinaci s chemoterapeutikem  trimetoprimem. 

Trimetoprim rovněž působí v řetězci syntézy kyseliny tetrahydrolistové, konkrétně 

inhibicí bakteriální reduktázy kyseliny dihydrolistové. Tato kombinace se označuje jako 

cotrimoxazol. S výhodou je indikován u močových infekcí a infekcí horních dýchacích 

cest. (Masters, 2003) Další z léčiv sulfonamidů, sulfadiazin je využíván v kombinované 

terapii toxoplazmózy. (Petersen et al., 2014) 

 

3.1.3  Inhibitory syntézy bílkovin 

Využívaná antibiotika inhibují proteosyntézu v místě  podjednotky  70S 

bakteriálního ribozomu, konkrétně 30S a 50S. Selektivita spočívá v odlišnosti ribozomů 

bakteriální –  prokaryotické a eukaryotní buňky, kdy druhá jmenovaná nemá 70S 

s podjednotkami  30S  a  50S,  ale  80S  s podjednotkami  60S  a  40S.  Mezi  antibiotika 

účinkující v místě proteosyntézy řadíme např. tetracykliny, aminoglykosidy, amfenikoly, 

makrolidy nebo linkosamidy. (Walsh et al., 2016)  

Významnou skupinou inhibitorů proteosyntézy jsou již zmíněné aminoglykosidy. 

Konkrétně působí vazbou na 30S a tím naruší proces translace. Prvním objeveným 

léčivem této skupiny byl streptomycin, první účinný lék na tuberkulózu a také první 

antibiotikum izolované z bakterií, konkrétně rodu Streptomyces. (Arya, 2007) Další ze 

skupiny starších aminoglykosidů je neomycin a kanamycin, z novějších pak gentamicin 

a amikacin. Hlavní indikace aminoglykosidů jsou vážné septické stavy, pneumonie, 

infekce CNS nebo komplikované močové infekce, kde je laboratorně stanovená citlivost 

původce na tuto skupinu ATB.  (Lincová et al., 2007)  Největší riziko terapie 

aminoglykosidy spočívá s ototoxicitě a renální toxicitě, přičemž ototoxicita  je 

ireverzibilní a vede až ke ztrátě rovnováhy nebo ztrátě sluchu. Naopak renální toxicita je 

reverzibilní a poměrně snadno monitorovatelná pomocí laboratorních vyšetření moči a 

krve. (Arya, 2007)  
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3.1.4  Limity současné ATB terapie 

Největší omezení v antibiotické terapii nepředstavují nežádoucí účinky nebo 

kontraindikace, ale právě tzv. antibiotická rezistence. Antibiotika měla v 60.–80. letech 

zlaté časy, kdy byla hojně a plošně podávána pacientům  ve  snaze  vymýtit infekční 

onemocnění. Od té doby však vývoj nových látek nepokračuje takovým tempem, jakým 

se bakterie adaptují a vedou až ke vzniku multirezistentních kmenů. Tento fakt je nejvíce 

pociťován na jednotkách intenzivní péče a popáleninových odděleních. Uvádí se, že 

v důsledku antibiotické rezistence  umírá ročně v Evropě více než 33 tisíc pacientů  a         

23 tisíc pacientů v USA. (AVex ČR, 2020)  

Rezistenci bakterií můžeme rozdělit na dva typy – fenotypovou a genotypovou. 

Navzájem se liší změnou genetické informace. Fenotypová rezistence není dědičná, je 

přechodná a nespočívá ve změně genetické informace bakterie. Jako hlavní příklady lze 

uvést aktivní eflux antibiotika, rezistence části populace ve stacionární fázi růstu nebo 

uzavření porinů, díky kterému se antibiotikum nedostane přímo do buňky. Genotypová 

rezistence naopak závisí na změně genomu bakterie, zejména přijetí mobilní genetické 

informace, kde lze jako příklad uvést přijetí plazmidu, který obsahuje geny zodpovědné 

za produkci enzymů rozkládajících molekuly antibiotik, např. beta­laktamáz.  Vývoj 

antibiotické rezistence můžeme vysvětlit tzv. selekčním tlakem antibiotik, kdy máme 

přítomny jak bakterie rezistentní, tak citlivé. Při podání antibiotika jsou citlivé bakterie 

zničeny, naopak kolonie rezistentních jedinců stále roste. (Krejčí, 2019)  

Racionální terapie antibiotiky a její zásady jsou součástí tzv. antibiotické politiky. 

Ta má za úkol zpomalit vývoj antibiotické rezistence a popsat základní pilíře, dle kterých 

by se měli lékaři řídit při indikaci těchto léčiv a při výběru konkrétního přípravku. Ve 

zkratce má tedy zajistit účinnost terapie a zvýšit bezpečnost pacientů. Prvním krokem při 

podezření na bakteriální infekci by mělo být celkové zhodnocení stavu. Klinický obraz a 

laboratorní vyšetření, zejména hodnota CRP a leukocytů, by měly být vodítkem pro 

určení druhu infekce a její lokalizaci. V případě nejasných výsledků lze k lokalizaci 

použít i zobrazovací techniky jako ultrazvuk nebo magnetickou rezonanci. Úplnou jistotu 

konkrétní bakterie odpovědné za zánět získáme z mikrobiologického vyšetření. Vzorek 

však musí být správně zvolen a odebrán ideálně ještě před podáním jakýchkoli ATB. 

Nejčastěji se jedná o moč nebo krev. Po zohlednění popsaných bodů by měl lékař 

stanovit, zda zahájí ATB terapii či nikoli. Vždy by k tomu ale měl mít racionální a 
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obhajitelný důvod, neměl by být např. ovlivněn požadavkem pacienta nebo rodičů, 

v případě dětských pacientů. Jako úvodní terapie se indikují léčiva první volby, zvolená 

dle nejčastějšího původce v případě empirické terapie  anebo  po kultivaci a zjištění 

citlivosti patogenu na konkrétní léčiva. (Paterová et al., 2016)   

3.2  Registrovaná antimykotická léčiva v praxi 

Trendem posledních desetiletí je nárůst podílu invazivních mykotických infekcí, 

které se podílí na morbiditě a mortalitě pacientů zpravidla s poruchami  imunity. 

Paradoxem ovšem je, že se jedná o následek pokroku dnešní medicíny – širokospektrá 

antibiotika, transplantační programy nebo katetrizace pacientů. Dalším rizikovým 

faktorem pro vznik mykotické infekce je AIDS. Ze současných antimykotik je valná 

většina pouze k terapii kožních či slizničních onemocnění.  (Doležal et al., 2006)  Při 

invazivních kandidózách se využívá vorikonazol a flukonazol ze skupiny azolů, 

amfotericin B, a zástupci echinokandinů –  caspofungin,  micafungin  a  anidulafungin. 

(Rüping et al., 2008) Obecně se dá říct, že všechna antimykotika, až na výjimky, působí 

v buněčné membráně houby, kde inhibují syntézu ergosterolu. (Doležal et al., 2006)   

3.2.1  Azolová antimykotika 

Do skupiny azolových antimykotik řadíme léčiva klotrimazol, ketokonazol, 

ekonazol,  bifonazol,  flukonazol,  itrakonazol  aj. Poslední dvě jmenované molekuly se 

využívají v terapii systémových fungálních infekcí. Mechanismem účinku azolů je 

inhibice katalytické funkce fungálního cytochromu P450, nutného pro proměnu 

lanosterolu  na  ergosterol.  To  vede  k narušení plazmatické membrány a úhynu buňky. 

Spektrum účinku se společně s vývojem nových antimykotik této skupiny stále rozšiřuje, 

nejčastěji se užívají v terapii lokálních kandidóz či onychomykóz. (Rozsypal, 2008)  

3.2.2  Polyenová antimykotika 

Polyenová antimykotika reprezentují léčiva amfotericin B, natamycin a nystatin. 

Léčiva této skupiny tvoří v  plazmatické membráně  mykotického patogenu komplex 

s ergosterolem, a tím vznikne pór, přes který buňka přichází o bílkoviny, sacharidy, 

nukleotidy  a  v neposlední řadě o ionty. Jedná se  o  antimykotika  s nejširším spektrem 

účinku, amfotericin B je, jak již bylo zmíněno, užíván k terapii mykotických infekcí 
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ohrožujících život, a to např. aspergilózy, kryptokokózy či mukormykózy.        

Amfotericin B se zpravidla podává intravenózně, existuje však i ve formě suspenze pro 

imunosupresované pacienty, kde se využívá k dekontaminaci gastrointestinálního traktu. 

Dále se i využívá možnosti lékové formy na lipidovém nosiči nebo koloidní suspenze. 

Nežádoucí účinky při intravenózním podání spočívají v renální toxicitě, kterou však lze 

podchytit zavodněním pacienta a přísunem iontů. (Doležal et al., 2008)  

3.2.3  Ostatní systémová antimykotika 

Z ostatních antimykotik užívaných systémově lze jmenovat flucytosin. 

Mechanismem účinku se jedná o antimetabolit, tedy vystupuje jako falešná pyrimidinová 

baze  v ribozomální a transferové RNA. Ve výsledku  tedy blokuje proteosyntézu. 

Výhodou této molekuly je její hydrofilita a tím vysoká biologická dostupnost a široká 

orgánová distribuce. Efekt prokazuje v terapii kandidóz, chromomykóz a kryptokokóz. 

Riziko terapie spočívá ve vysoké hematotoxicitě, která je dle všeho způsobena přeměnou 

menšího množství molekuly flucytosinu  na myelotoxický 5­fluorouracil.              

(Rozsypal, 2008)  

Další významnou skupinou jsou rovněž echinokandiny. Tři zástupci skupiny 

anidulafungin, caspofungin a micafungin se staly léčivy první volby u invazivních 

kandidóz.  Oblíbenost této skupiny je dána vysokou mírou tolerance pacienty a 

farmakokinetickým profilem.  (Arendrup  et  al.,  2014)  Chemicky se jedná o velké 

lipopeptidové molekuly, které inhibují syntézu β­1,3­glukanu. Tím poškozují mykotické 

buněčné stěny a působí fungicidně. Mezi nejčastější nežádoucí účinky patří bolest hlavy, 

horečka, flebitida, uvolnění histaminu a v krajních případech jaterní toxicita a hemolýza. 

(Denning, 2003)   

3.2.4  Limity současných antimykotik 

Jak již bylo zmíněno, efektivní antimykotická terapie je velmi důležitá pro přežití 

zejména imunosupresovaných pacientů. V současnosti jsou využívány pouze  léčiva 

skupin polyenů, triazolů, echinokandinů a v adjuvantní terapii flucytosin. Bohužel se, ale 

také zvyšuje počet rezistentních kmenů rodu Candida, Cryptococcus a Aspergillus.  

(Buda De Cesare et al., 2020) Největšími problémy jsou tedy omezený výběr účinných 

léčiv, jejich toxicita a v neposlední řadě také rezistentní kmeny hub. (Wall et al., 2020)  
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Pro příklad uvedení do problematiky rezistence byla vybrána azolová 

antimykotika. Zde byly popsány hned 4 mechanismy vzniku rezistence. Prvním z nich je 

zvýšení lékového efluxu, kdy jsou aktivovány membránové efluxní pumpy, které aktivně 

snižují intracelulární koncentraci léčiva. V mykotické buňce se na rezistenci podílí dva 

typy efluxních systémů –  superrodina  ATP­Binding  Cassette  (ABC)  a  superrodina 

hlavních facilitátorů (MFS). (Fuentefria et al., 2018)  

Dalším mechanismem rezistence je mutace cílové struktury léčiva anebo  jeho 

snížená exprese. U azolových antimykotik se jedná o lanosterol 14α­demethylázu, která 

je u některých kmenů rodu Candida syntetizována zvýšenou měrou. Stane se tak v reakci 

na konečnou depleci ergosterolu, kdy je více expresován gen ERG11, díky kterému se 

zvýší produkce právě zmíněné lanosterol 14α­demethylázy, a koncentrace léčiva ve 

výsledku nepostačí na úplnou inhibici. Posledním popsaným mechanismem rezistence na 

azoly  je  změna dráhy biosyntézy ergosterolu. Při expozici mykotické buňky azoly se     

mj. v membráně akumuluje mykotický inhibitor růstu 14α­methyl­3,6­diol, kterému je 

prostřednictvím mutace genu ERG3 zabráněno v tvorbě 14α­methyl­fekosterolu. Mutace 

ERG3  tedy  vede  k hromadění prekurzorů, které jsou schopny nahradit samotný 

ergosterol. (Fuentefria et al., 2018) 

 

3.3  Buněčné kultury 

Buněčné kultury můžeme definovat jako laboratorní metodu, která umožňuje růst 

eukaryotických nebo prokaryotických buněk ve fyziologickém prostředí. Jsou velmi 

všestranným nástrojem pro vědecké výzkumy, kde jejich výhoda spočívá v homogenitě a 

z ní vyplývající reprodukovatelnost výsledků.  Přesným typem kultivovaných buněk a 

kultivačních podmínek totiž odstraníme genetické a enviromentální proměnné, které hrají 

velkou roli při pokusech na celých orgánových systémech.  Využití nachází  buněčné 

kultury  například ve výzkumech týkajících se buněčné biologie, mechanismů šíření 

onemocnění a v neposlední řadě testování toxicity nových léčiv. (Segeritz et al., 2017)  

3.3.1  Primární kultury 

Za primární kulturu považujeme první kulturu buněk, které byly izolovány z tkáně 

laboratorního zvířete nebo člověka.  Životnost takto vysazené kultury závisí na typu 
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buněk, liší se u normální a nádorové buňky. Běžné buňky podléhají stárnutí, kdy se po 

několika děleních buňky přestávají dělit a mění vlastnosti. Naopak nádorové buňky ve 

většině případů nestárnou a snadněji se kultivují. Jednou z možností založení primární 

kultury je nasazení přímo kousku tkáně na kultivační médium. Touto metodou se zakládá 

např. kultura fibroblastů. Další, majoritně zastoupená, metoda zahrnuje mechanické 

poškození tkáně a následné natrávení mezibuněčné hmoty enzymaticky, např. 

kolagenázou či trypsinem. Následně vznikne zpravidla směs různých typů buněk, 

k jejichž oddělení se využívá jak specifita kultivačních podmínek pro jednotlivé typy 

buněk, tak například rozdílná specifická hmotnost, která hraje roli při centrifugaci        

(tzv. izopyknická sedimentace). (Vejražka, 2008)  

3.3.2  Buněčné linie 

Jako buněčné linie označujeme buněčné kultury, které se prakticky neomezeně 

dělí a mohou se tak šířit a využívat pro výzkumy i celá desetiletí. Uplatňují se zde 

nádorové buňky díky své absenci mechanismu apoptózy a indukce buněčné smrti. I přesto 

nelze u každé nádorové buňky predikovat vznik buněčné linie. Buňky, které se chovají  

in vivo jako nádorové, takže se neomezeně dělí, se in vitro mohou zachovat zcela odlišně 

a postupně zaniknout. Algoritmus tohoto procesu ještě není zcela prozkoumán.      

(Mirabelli et al., 2019)  

Za první izolovanou lidskou buněčnou linii označujeme HeLa buňky. Pochází z velmi 

agresivního adenokarcinomu děložního čípku Henrietty Lacks, která mu podlehla v roce 

1951. (Lucey et al., 2009)  

3.3.3  Buněčná linie HepG2 

HepG2 buněčná linie byla založena v roce 1979 Barbarou Knowles a kol. z jaterní 

tkáně patnáctiletého pacienta  (viz.  Obr.  1). Původně byla malignita označena jako 

hepatocelulární karcinom, později ale bylo upřesněno, že se jedná o hepatoblastom. 

Hepatoblastom je embryonální malignita hepatocelulárního původu a jedná se o jeden 

z nejčastějších primárních nádorů jater u dětských pacientů. (López­Terrada et al., 2009) 

Optimální podmínky pro růst HepG2 zahrnují teplotu 37 °C a vzduch saturovaný oxidem 

uhličitým na 5  %.  Kultivační médium se dle doporučení výrobce doplní bovinním 

fetálním sérem do jeho konečné koncentrace 10 %. (Anonym, 2016 c) 
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Sérum je v tomto případě zdrojem růstových a adhezivních faktorů, lipidů, hormonů a 

minerálů. Dále reguluje pH média, které by mělo odpovídat pH lidského těla, tj. 7,4. 

Nevýhodou použití séra je jeho vysoká cena, problémy se standardizací a v neposlední 

řadě možná variabilita. (Anonym, 2016 a) 

 

Obr. 1 Mikroskopický snímek buněčné linie HepG2; (převzato z Anonym, 2016 a)  

3.4  Použité standardy 

3.4.1  Tamoxifen 

Tamoxifen (viz. Obr. 2) je látka působící jako antiestrogen a díky tomu je jednou 

z nejpoužívanějších látek v terapii karcinomu prsu s pozitivitou estrogenních receptorů. 

(Ring et al., 2004)  

Léčba těchto typů nádorů zahrnuje právě blokaci estrogenní signalizace, která je 

zodpovědná za proliferaci nádorových buněk. Zde se uplatňují tzv. SERM – selektivní 

estrogenní receptorové modulátory, kam patří mimo tamoxifenu také raloxifen, toremifen 

a další. Tamoxifen je využíván i v prevenci vzniku karcinomu prsu u žen se zvýšeným 

rizikem. Kromě benefitů však tato léčba přináší i rizika a nežádoucí účinky. U tamoxifenu 

jsou významnými nežádoucími účinky hluboká žilní trombóza, plicní embolie a 

katarakta. Zároveň jeho estrogenní aktivita v endometriu vede k 7,5krát zvýšenému riziku 

vzniku nádorů endometria u pacientek s nádorem prsu. U zdravých žen je toto riziko      

1,4­5krát vyšší proti placebu. (Narod et al., 2004)  



11 
 

 

Obr.  2  Struktura  molekuly  tamoxifenu;  (převzato z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imgsrv.fcgi?cid=2733526&t=l)  

3.4.2  Paracetamol 

Paracetamol  je jedním z nejčastějších léčiv používaných pro analgetický a 

antipyretický účinek. Oproti nesteroidním antiflogistikům nemá protizánětlivý účinek a 

nezpůsobuje vedlejší účinky jako dráždění GIT či kardiotoxické a renálně toxické účinky. 

(Bertolini et al., 2006)  

Kompletní mechanismus účinku byl popsán až po více než 100 letech od objevení 

molekuly paracetamolu. Účinků paracetamolu na lidský organismus je známo více, ať už 

se jedná o inhibici syntézy prostaglandinů, serotoninergní účinky a efekt na opioidních či 

kanabinoidních  receptorech. Nejvýznamnější je díky antipyretickému a analgetickému 

účinku působení na syntézu prostaglandinů. Prostanoidy, zahrnující prostaglandiny a 

tromboxany, jsou díky enzymu prostaglandin H2  syntázy tvořeny z arachidonové 

kyseliny. Nejprve za přítomnosti enzymu cyklooxygenázy vzniká nestabilní hyperoxid 

prostaglandin  H2, který se následně prostřednictvím peroxidázy mění na samotné 

prostaglandiny, tromboxany a prostacykliny. Zásah paracetamolu do tohoto procesu 

spočívá v tom, že působí jako redukční ko­substrát  pro peroxidázu a tím blokuje její 

fyziologickou regeneraci. (Sharma et al., 2014)  

Chemickou strukturou se paracetamol (viz. Obr. 3) řadí mezi anilinové deriváty, 

je označován také jako acetaminofen. (Bertolini et al., 2006)  
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Obr.  3  Struktura  molekuly  paracetamolu;  (převzato z: 

https://file.medchemexpress.com/product_pic/hy­66005.gif)  

Jde  o  slabou  kyselinu,  proto  je  z většiny při fyziologickém pH nedisociovaná. 

Díky tomu proniká molekula do tkáně volnou difuzí. Vrcholu plazmatické hladiny 

dosahuje už za 30–60 minut po perorální aplikaci. Co se týče rektální aplikace, je 

doporučeno použít 3­4krát  vyšší dávkování (vztaženo na kg) než pří podání per os. 

Metabolizován je konjugací v játrech, na glukuronid a sulfát. Minoritní část je také 

metabolizována přes CYP450 na N­acetyl­p­benzochinonimin, který je následnou 

konjugací v játrech s gluthationem eliminován a vyloučen ledvinami stejně jako v prvním 

případě. (Hodis, 2015)  

 

3.5  Stanovení cytotoxicity 

Testy cytotoxicity jsou podstatnou součástí vývoje nových léčiv. Jedná se o 

poměrně rychlou a levnou možnost zjistit, jak působí molekula potencionálního léčiva na 

lidské buňky. Limitací může být vliv enviromentálních faktorů a chybějící údaje o 

závislosti toxicity na čase. (Bácskay et al., 2018) Samotné testy cytotoxicity a viability 

buněk se dají rozdělit do 4 skupin, podle principu. Jde o testy vyloučení barviva, 

kolorimetrické testy, fluorometrické a luminometrické testy. (Aslantürk et al., 2018)  

3.5.1  Kolorimetrické testy cytotoxicity 

Principem těchto testů je měření biochemických markerů, pomocí kterých určíme 

metabolickou aktivitu buněk a tím jejich viabilitu. Výsledkem reakce, prováděné při 
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těchto testech, je barevný produkt. Míra zabarvení je úměrná počtu přeživších buněk a 

měří se spektrofotometricky.  (Aslantürk et al., 2018) Sloučeniny využívané při 

kolorimetrických metodách se dají rozdělit do dvou skupin, dle náboje. První skupinu 

tvoří MTT ((3­(4,5­dimethylthiazol­2­yl)­2,5­diphenyltetrazolium bromid), jehož 

molekula je kladně nabitá a snadno penetruje do eukaryotických buněk, kde v případě 

živých buněk proběhne redukce na fialový    ve vodě nerozpustný  formazan, který se 

rozpustí ve vhodném organickém rozpouštědle (například v dimethylsulfoxidu ­ DMSO). 

(Riss et al., 2016) Schéma reakce je zobrazeno na obrázku č. 4. 

 

Obr. 4 Schéma redukce MTT  v eukaryotické buňce na formazan;  (převzato z: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F1/?report=o

bjectonly) 

Druhou skupinu zastupují činidla  MTS  ([3­(4,5­dimethylthiazol­2­yl)­5­(3­ 

karboxymethoxyphenyl)­2­(4­sulfophenyl)­2H­tetrazolium),  XTT  (2,3­bis(2­methoxy­

4­nitro­5­sulfofenyl)­2H­tetrazolium­5­karboxanilid),  WST­1  (2­(4­jodofenyl)­3­(4­

nitrofenyl)­5­(2,4­disulfofenyl)­2H­tetrazolium), jejichž molekuly mají záporný nápoj a 

tím  pádem  neprochází plazmatickou membránou do buňky. To je důvodem, proč se 

užívají společně s elektronovým akceptorem, který pronikne do buňky, kde je zredukován 

pomocí NADP+  a  NADPH,  produkovanými dehydrogenázami živých buněk,  a 

v redukované formě opustí buňku. Poté dojde k redukci činidla na formazan mimo buňku. 

Jako elektronové akceptory se uplatňují molekuly PES (fenazin  ethylsulfát) a                 

PMS (fenazin methylsulfát). (Riss et al., 2016) Na obrázku č. 5 je znázorněné schéma 

vzniku rozpustného formazanu z činidla MTS za pomoci fenazin ethylsulfátu. 
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Obr.  5  Redukce MTS na formazan, za účasti molekuly PES;  (převzato z: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/?report=o

bjectonly) 

3.5.2  CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay je komerční sada pro 

testování cytotoxicity na základě kolorimetrie. Roztok  obsahuje činidlo MTS  a  jako 

elektronový akceptor molekulu PES. Schéma reakce je uvedeno na předchozím obrázku 

č. 4. Roztok se přidává přímo do jamek s buňkami, a po 1­4 hodinách se změří absorbance 

při 490 nm. Naměřená absorbance je přímo úměrná počtu živých buněk. (Anonym, 2012 

b)  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/?report=objectonly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK144065/figure/mttassays.F6/?report=objectonly


15 
 

4  Cíl práce 

•  Stanovit potenciální cytotoxicitu in  vitro  22 vývojových látek pomocí testu 

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay na jaterní buněčné 

linii HepG2. 

•  Porovnat naměřené hodnoty cytotoxicity 22 látek s potenciálním antibakteriálním 

a antimykotickým účinkem s lékovými standardy. 
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5  Experimentální část 

5.1  Použitý materiál 

5.1.1  Přístroje a pomůcky 

➢  Inkubátor (Shel Lab, USA) 

➢  Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS­1R (OPTIKA Microscopes, Itálie) 

➢  Destičkový analyzátor TECAN (Infinite M200, Švýcarsko) 

➢  Laminární box Micrological safety cabinet TOP­SAVE 1,8 (Bioair, Itálie) 

➢  Vodní lázeň, TW 12 (Julabo, Německo) 

➢  Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Německo) 

➢  Pipetovací nástavec SWIFTPET (HTL, Polsko) 

➢  Orbitální třepačka IKA® LabDancer (IKA­Werke GmbH & Co., Německo) 

➢  Analytické váhy (Kern & Sohn GmbH, Německo) 

➢  Kultivační láhve 25 cm2 a 75 cm2 (TPP, Švýcarsko) 

➢  96­jamkové mikrotitrační destičky, čiré (TPP, Švýcarsko) 

➢  Skleněné Pasteurovy jednorázové pipety (Sigm Aldrich, USA) 

➢  Jednorázové plastové pipety 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (TPP, Švýcarsko) 

➢  Automatická pipeta Discovery 50­300 µl (HTL, Polsko) 

➢  Automatické jednokanálové pipety Eppendorf Research® plus 5–50 µl, 10–100 µl, 

100–1000 µl (Eppendorf, Německo) 

➢  Mikrozkumavky Eppendorf 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Německo) 

➢  Špičky na pipety Eppendorf 0,1 ̶ 20 µl, 20 ̶ 200 µl (Eppendorf, Německo) 

➢  Falkonky 15 ml, 50 ml (TPP, Švýcarsko) 

➢  Rukavice latexové, nesterilní (VWR, USA) 

5.1.2  Chemikálie 

➢  Fosfátový pufr (Phosphate Buffer Saline; PBS, pH = 7,4) – chemikálie: NaCl, KCl, 

Na2HPO4, NaH2PO4 (PENTA, Česká republika)  

➢  DMEM (Dulbeccovo a Eagolovo modifikované médium) (Sigma­Aldrich, USA)  

➢  Fetální hovězí sérum (Fetal boviene serum) (Sigma­Aldrich, USA)  
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➢  Trypsin  (0,25  %,  Trypsin­EDTA  (ethylendiamintetraoctová kyselina)) 

(SigmaAldrich, USA) 

➢  Neesenciální aminokyseliny (MEM,  Non­essential  Amino  Acid  Solution) 

(SigmaAldrich, USA)  

➢  DMSO (dimethylsulfoxid pro molekulární biologii; > 99,9 %) (Sigma­Aldrich, USA)  

➢  CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)  

➢  Paracetamol (Sigma­Aldrich, USA)  

➢  Tamoxifen (Sigma­Aldrich, USA) 

➢  Testované látky (MAF,  MAF­4,  MAF­8,  MAF­9,  MAF­10,  MAF­11,  MAF­12, 

MAF­13, MAF­14, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2, A­3­Br­5­Cl, A­3,5­Cl2, A­3,5­Br2, 

A­5­Br, A­THIOF, A­SA, A­3,5­I2, A­5­Cl, A­3­I­5­Cl, A­5­I ) (Faf UK)      

5.1.3  Buněčné modely 

Pro účely experimentu byly využity lidské jaterní buňky linie HepG2 ze 

společnosti ATCC (American Type Culture Collection, USA).  

5.1.4  Testované látky 

Testované látky byly vyvinuty na katedře organické a bioorganické  chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové. Mají strukturu 

mafenidových derivátů s  antimikrobiálním, antifungálním  i antimykobakteriálním 

účinkem. Jednotlivé látky a jejich vzorce jsou uvedeny v tabulce č. 1.  

 

Tab. 1 Seznam testovaných látek 

Kód  Vzorec  Název 

MAF 
 

mafenid­acetát;  
4­(aminomethyl)benzensulfonamid­acetát 

MAF­4 
 

(E)­4­({[(5­nitrofuran­2­
yl)methylen]amino}methyl)benzensulfonamid 



18 
 

MAF­8 
 

(E)­4­{[(5­chlor­2­
methoxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

MAF­9 

 

(E)­4­({[1­(3,5­dichlor­2­
hydroxyfenyl)ethyliden]amino}methyl)benzensu
lfonamid 

MAF­10 
 

(E)­4­{[(4­hydroxy­3,5­dijod­
benzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid 

MAF­11 
 

(E)­4­{[(furan­2­
ylmethylen)amino]methyl}benzensulfonamid 

MAF­12 

 

(E)­4­({[1­(5­chlor­2­
hydroxyfenyl)ethyliden]amino}methyl)benzensu
lfonamid 

MAF­13 

 

(E)­2,4­dijod­6­{[(4­
sulfamoylbenzyl)imino]methyl}fenyl­acetát 

MAF­14 
 

4­{[(2­hydroxy­3,5­
dijodbenzyl)amino]methyl}benzensulfonamid 

MAF­16 
 

(E)­4­{[(thiofen­2­
ylmethylen)amino]methyl}benzensulfonamid 

A­5­F 

 

(E)­4­{[(5­fluor­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­3,5­F2 

 

(E)­4­{[(3,5­difluor­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­3­I­5­Cl 

 

(E)­4­{[(5­chlor­2­hydroxy­3­jod­
benzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid 
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A­5­I 

 

(E)­4­{[(2­hydroxy­5­jod­
benzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid 

A­3­Br­5­Cl 

 

(E)­4­{[(5­brom­3­chlor­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­3,5­Cl2 

 

(E)­4­{[(3,5­dichlor­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­3,5­Br2 

 

(E)­4­{[(3,5­dibrom­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­5­Br 

 

(E)­4­{[(5­brom­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­THIOF 
 

(E)­4­({[(5­nitrothiofen­2­
yl)methylen]amino}methyl)benzensulfonamid 

A­SA 

 

(E)­4­{[(2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 

A­3,5­I2 

 

(E)­4­{[(2­hydroxy­3,5­dijod­
benzyliden)amino]methyl}benzensulfonamid 

A­5­Cl 

 

(E)­4­{[(5­chlor­2­
hydroxybenzyliden)amino]methyl}benzensulfon
amid 
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5.2  Postup experimentu 

5.2.1  Příprava PBS 

Všechny látky potřebné k přípravě fosfátového pufru (PBS) jsme navážili dle 

rozpisu v tabulce č.  2. Následně byly látky převedeny do kádinky a s pomocí 

elektromagnetické míchačky rozpuštěny v destilované vodě, ta byla poté doplněna do 

požadovaného objemu – 1 l. Požadovaného pH 7,4 jsme dosáhli postupným přidáváním 

NaOH, za soustavného měření pH na pH metru. Dále jsme takto připravený pufr 

sterilizovali a byl připraven k použití. 

Tab. 2 Příprava 1 litru PBS 

Sloučenina  Molekulární hmotnost 

[g/mol]  Koncentrace [g/l] 

NaCl  58,44  16,01 

KCl  74,55  0,42 

Na2HPO4.12H2O  358,14  7,16 

NaH2PO4.2H2O  177,99  3,12 

 

5.2.2  Příprava testovaných látek 

Z testovaných látek jsme si nejdříve vytvořili zásobní roztoky o koncentracích       

1 mM, 10 mM a 50 mM. Z důvodu jejich špatné rozpustnosti ve vodě, jsme použili vysoce 

polární rozpouštědlo DMSO, které je však ve vyšších koncentracích pro buňky toxické, 

takže jsme dbali na maximální obsah ve finálních roztocích 1 %. Ze zásobních roztoků 

jsme poté připravili roztoky určené k testování, o koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 

500 µM.   

5.2.3  Příprava buněčné linie 

Buňky linie HepG2 byly kultivovány v kultivačních lahvích o velikosti 75 cm2 

v inkubátoru při teplotě 37 °C a koncentraci CO2  5 %. Každý týden byly buňky 
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pasážovány, kdy bylo nejdříve opatrně odsáto médium z lahve. Dále bylo nutné omýt 

přisedlé buňky 6 ml PBS a opět roztok odsát. Po přidání 3 ml roztoku trypsinu a jeho 

rozprostření se láhev umístila na 1­2 minuty zpět do inkubátoru. Po uplynutí inkubace 

jsme přidali 6 ml roztoku media se sérem pro zastavení účinku trypsinu. Suspenzi buněk 

jsme resuspendovali a přenesli 1 ml suspenze do čisté lahve s kultivačním mediem. Takto 

založenou pasáž jsme umístili do inkubátoru na 7 dní.  

Pro samotný pokus jsme buňky nasadili na destičku o 96 jamkách, kdy v každé 

jamce je 15 000 buněk, tj.100 µl na jamku. Před samotným přidáním roztoků testovaných 

látek jsme destičky umístili na 24 hodin do 37 °C v atmosféře CO2 5 %.   

5.2.4  Vlastní stanovení cytotoxicity a vyhodnocení dat 

Po uplynutí kultivační doby jsme destičky s buňkami vyjmuli z inkubátoru a 

přemístili do laminárního boxu, kde jsme již přidali připravené roztoky testovaných látek 

o koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 µM, všechny koncentrace i kontroly byly 

měřeny ve 3 jamkách. Dále jsme připravili kontroly 100 % životaschopnosti buněk, kde 

byla  koncentrace  DMSO  1  %  a  0  % životaschopnosti buněk, kde byla koncentrace  

DMSO  10  %. Rovněž jsme připravili kontrolu  kultivačního média –  pozadí, jehož 

hodnotu absorbance jsme odečetli od naměřených výsledků u testovaných látek. Dále 

jsme u každé koncentrace připravili kontrolu bez buněk, obsahující pouze roztok látky o 

příslušné koncentraci. Destičky jsme opět umístili do inkubátoru, za stejných podmínek, 

na dalších 24 hodin. 

Po uplynutí času jsme do každé jamky napipetovali 20 µl CellTiter 96® AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA). Opět jsme destičky umístili do 

inkubátoru, tentokrát na 90  minut. Poté jsme změřili absorbanci na přístroji TECAN 

(Infinita M200, Austria) při 490 nm.  

Výsledky jsme převedli do programu Microsoft Excel 2018, kde  jsme hodnoty 

jednotlivých jamek o shodné koncentraci testované látky zprůměrovali, dále jsme 

vypočítali relativní a směrodatnou odchylku. Viabilitu buněk jsme vypočítali  dle 

následujícího vzorce: 
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% 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =  
(𝐴𝑏 − 𝐴𝑘) × 100

𝐴𝑣100 − 𝐴𝑚
 

Ab = průměr z hodnot absorbance buněk se stejnou koncentrací testované látky 

Ak = průměrná hodnota absorbance z jamek kontroly  roztoků látek o příslušné 

koncentraci bez buněk 

Av100 = průměrná hodnota absorbance u jamek kontroly 100 % životaschopnosti    

buněk  

Am  = průměrná hodnota absorbance u jamek obsahujících pouze kultivační 

médium (Anonym. CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Assay, Technical 

Bulletin, Promega. In: Promega. 2012) 
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6  Výsledky 

V následující tabulce č. 3 jsou uvedeny testované látky, standardy a jejich hodnoty 

IC50, vyjadřující jejich toxicitu vůči buněčné kultuře HepG2.  

Tab. 3 Hodnoty IC50 u testovaných látek a standardů 

Testovaná látka  IC50 [μM]  Rozsah koncentrací [μM]  Pasáž 

MAF  ˃ 500  1–500  P 8­11 
MAF­4  71,93  1–500  P 8­11 
MAF­8  ˃ 500  1–500  P 8­11 
MAF­9  227,1  1–500  P 8­11 
MAF­10  315,8  1–500  P 8­11 
MAF­11  ˃ 500  1–500  P 8­11 
MAF­12  ˃ 500  1–500  P 8­11 
MAF­13  103,1  1–500  P 8­11 
MAF­14  225,3  1–500  P 8­11 
MAF­16  ˃ 500  1–500  P 8­11 
A­5­F  ˃ 500  1–500  P 8­11 
A­3,5­F2  ˃ 500  1–500  P 8­11 
A­3­Br­5­Cl  183,6  1–500  P 10­12 
A­3,5­Cl2  279,5  1–500  P 10­12 
A­3,5­Br2,  189,2  1–500  P 10­12 
A­5­Br  470,3  1–500  P 10­12 
A­THIOF  54,38  1–500  P 10­12 
A­SA  ˃ 500  1–500  P 10­12 
A­3,5­I2  230,2  1–500  P 10­12 
A­5­Cl  ˃ 500  1–500  P 10­12 
A­3­I­5­Cl  168,1  1–500  P 10­12 
A­5­I  310,9  1–500  P 10­12 
Tamoxifen  19,56  1–500  P 10­12 
Paracetamol  >500  1–500  P 10­12 

 

Závislost viability buněk na koncentraci jednotlivých testovaných látek a 

standardů je znázorněna graficky na obrázcích č. 6­11. Jak již bylo zmíněno, jako 

standardy byly použity tamoxifen a paracetamol. 
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Obr. 6 Grafické znázornění cytotoxicity látek MAF, MAF­4, MAF­8, MAF­9, 

MAF­10, MAF­11 
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Z obrázku č. 6  lze vyčíst hodnoty IC50 pro látky MAF, MAF­4, MAF­8, MAF­9, 

MAF­10,  MAF­11.  Hodnota  byla  zjištěna na základě cytotoxického působení 

testovaných látek o koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 µM na buněčnou kulturu 

HepG2, kdy byly buňky vystaveny látkám po 24 hodin a inkubovány za standardních 

podmínek (37 °C a v atmosféře 5 % CO2). Z výsledků lze určit, že nejtoxičtější je látka        

MAF­4 s IC50 71,93 µM, naopak nejméně toxicky se projevily látky MAF, MAF­8, MAF­

11,  kde  IC50,  je  větší než 500 µM. Látky po seřazení dle rostoucí cytotoxicity utvoří 

následující řadu: MAF, MAF­8, MAF­11 < MAF­10 < MAF­9 < MAF­4. 

U látek s hodnotou IC50 do 500 µM, kromě MAF­4, lze pozorovat relativně stálá 

hodnota viability buněk v koncentracích 1–100 µM. Poté následuje prudký pokles 

viability v řádech desítek procent. Nejtoxičtější látka MAF­4 se liší tím, že prudký pokles 

viability nastává již při koncentraci 100 µM, a při nejvyšší koncentraci 500 µM je 

životaschopnost buněk nulová. 
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Obr.  7  Grafické znázornění cytotoxicity látek MAF­12,  MAF­13,  MAF­14, 

MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2 

Z obrázku č. 7  lze vyčíst hodnoty IC50 pro látky MAF­12, MAF­13, MAF­14, 

MAF­16,  A­5­F,  A­3,5­F2.  Hodnota  byla zjištěna na základě cytotoxického působení 

testovaných látek o koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 µM na buněčnou kulturu 

HepG2, kdy byly buňky vystaveny látkám 24 hodin a inkubovány za standardních 

podmínek,  tedy 37 °C a v atmosféře 5 % CO2. Z výsledků lze určit, že nejtoxičtější je 
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MAF­13 s IC50 103,1 µM a MAF­14 s IC50 225,3 µM, u ostatních látek se hodnoty IC50 

pohybovaly nad 500 µM. Látky po seřazení dle rostoucí cytotoxicity utvoří následující 

řadu: MAF­12, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2 < MAF­14 < MAF­13. 

Kromě nejtoxičtější látky na tomto obrázku MAF­13  a  MAF­14,  lze  grafy 

ostatních látek popsat jako poměrně příznivé pro další vývoj a výzkum. Jejich negativní 

vliv na viabilitu buněk v měřeném koncentračním rozmezí je mírný, tj. hodnoty viability 

klesají o jednotky procent od koncentrace 100 µM. Naopak u dvou jmenovaných 

nejtoxičtějších látek je průběh grafu jiný. U látky MAF­13 se při koncentraci nad 100 µM 

skokově sníží viabilita buněk, až do nulové hodnoty při koncentraci 500 µM.  Látka  

MAF­14 se rovněž projevila skokovým zvýšením toxického efektu při koncentraci nad 

100 µM, ale viabilita buněk v měřeném rozmezí koncentrací 1­500 µM nedosáhla nuly.  
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Obr. 8 Grafické znázornění cytotoxicity látek A­3­Br­5­Cl, A­3,5­Cl2, A­3,5­Br2, 

A­5­Br, A­THIOF, A­SA 

Z obrázku č.  8  lze vyčíst hodnoty IC50  pro látky A­3­Br­5­Cl,  A­3,5­Cl2,                 

A­3,5­Br2, A­5­Br, A­THIOF, A­SA. Hodnota byla zjištěna na základě cytotoxického 
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působení testovaných látek o koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 µM na 

buněčnou kulturu HepG2, kdy byly buňky vystaveny látkám 24 hodin a inkubovány za 

standardních podmínek, tedy  37  °C a v atmosféře 5  %  CO2.  Z výsledků lze určit, že 

nejtoxičtější je A­THIOF s  IC50 54,38 µM, naopak nejméně toxicky se projevila látka     

A­SA, kde IC50 je větší než 500 µM. Látky po seřazení dle rostoucí cytotoxicity utvoří 

následující řadu: A­SA < A­5­Br < A­3,5­Cl2 < A­3,5­Br2 < A­3­Br­5­Cl < A­THIOF. 

Z této skupiny látek se, jak již bylo řečeno, nejméně toxicky projevila látka A­SA, 

ale  rovněž měla nejvíce vyrovnaný průběh křivky, viabilita buněk klesala postupně, 

v řádech jednotek % a bez výrazných prudkých poklesů. Naopak u nejtoxičtější látky      

A­THIOF byl průběh do koncentrace 50 µM relativně obdobný, ale již u hodnoty 

koncentrace  100 µM proběhl  razantní pokles viability buněk o desítky procent. U 

koncentrace 250 µM dosáhla viability buněk téměř nuly. Ostatní látky z obrázku č. 8 se 

do hodnoty koncentrace 100 µM jevily poměrně málo toxicky, nad tuto koncentraci se 

však toxicita zvýšila, a to nejvíce u látek A­3­Br­5­Cl a A­3,5­Br2, kde se viabilita buněk 

při koncentraci 500 µM rovnala nule.  
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Obr.  9  Grafické znázornění cytotoxicity látek A­3,5­I2,  A­5­Cl,  A­3­I­5­Cl,         

A­5­I 

Z obrázku č. 9  lze vyčíst hodnoty IC50  pro látky A­3,5­I2,  A­5­Cl,  A­3­I­5­Cl,      

A­5­I. Hodnota byla zjištěna na základě cytotoxického působení testovaných látek o 

koncentracích 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 µM na buněčnou kulturu HepG2, kdy byly 

buňky vystaveny látkám 24 hodin a inkubovány za standardních podmínek. Z výsledků 

lze určit, že nejtoxičtější je A­3­I­5­Cl  s  IC50  168,1  µM, naopak nejméně toxicky se 

projevila látka A­5­Cl,  kde  IC50  je větší než 500 µM. Látky po seřazení dle rostoucí 

cytotoxicity utvoří následující řadu: A­5­Cl < A­5­I < A­3,5­I2 < A­3­I­5­Cl. 

Nejmírnější průběh cytotoxického působení na buňky jsme zaznamenali u látky 

A­5­Cl  s hodnotou  IC50 > 500 µM. Na grafickém vyjádření jejího toxického působení 

můžeme pozorovat relativně plynulý a pozvolný pokles viability buněk. Oproti tomu u 

ostatních látek na obrázku č. 9 můžeme vidět skokové snížení viability buněk, které se 

při koncentraci 500 µM rovná nule. Ostatní tři látky se v maximální testované koncentraci 
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projevily toxicky, Výrazný pokles hodnot životaschopnosti buněk jsme zaznamenali od 

koncentrace 250 µM. 
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Obr. 10 Grafické znázornění cytotoxicity tamoxifenu  

Na obrázku č. 10 je znázorněn vliv koncentrace na viabilitu buněk u použitého 

lékového standardu – tamoxifenu. Hodnota IC50 19,56 µM svědčí sama o sobě o vysoce 

toxickém působení na jaterní buňky HepG2. Rovněž o tom svědčí prudký pokles viability 

téměř o 80 % při zvýšení koncentrace nad 10 µM a fakt, že v koncentraci 50 µM je 

životaschopnost buněk skoro rovna nule. 
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Obr. 11 Grafické znázornění cytotoxicity paracetamolu 

Paracetamol  jsme  zvolili  jako  standard  z opačné strany spektra než tamoxifen, 

jakožto zástupce méně toxických léčiv. Výsledkem měření jeho toxického působení na 

jaterní buňky HepG2 je křivka na obrázku č. 11, znázorňující 100 % viabilitu buněk ve 

všech měřených koncentracích, kromě 50 a 100 µM. Odchylka hodnoty viability u těchto 

koncentrací může být způsobena chybou měření nebo vnějšími vlivy.  
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7  Diskuse 

Tato  diplomová  práce  se  zabývala stanovením cytotoxicity látek pomocí 

buněčného modelu, standardní jaterní buněčné linie HepG2. Látky byly hodnoceny podle 

IC50, hodnota byla určena pomocí komerčního kitu CellTiter 96® AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay. Následně byla zjištěná cytotoxicita látek porovnána se standardy 

z řad léčiv, s paracetamolem (negativní kontrola) a tamoxifenem (pozitivní kontrola).  

Testování cytotoxicity má velký význam ve vývoji nových léčiv. Preklinický 

výzkum se skládá z in vitro a in vivo studií. Právě testování cytotoxicity in vitro, ať už na 

buněčných liniích nebo izolovaných orgánech, umožňuje velmi významně omezit počet 

laboratorních zvířat, nutných při in vivo studiích. (Součková et al., 2015) Testované látky 

byly syntetizovány doc.  Krátkým z Katedry  organické a bioorganické chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové.  Strukturně se jedná o 

mafenidové deriváty  s antimikrobiální, antifungální a antimykobakteriální aktivitou, 

celkem 22 látek ­ MAF, MAF­4, MAF­8, MAF­9, MAF­10, MAF­11, MAF­12, MAF­

13, MAF­14, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2, A­3­Br­5­Cl, A­3,5­Cl2, A­3,5­Br2, A­5­Br, A­

THIOF, A­SA, A­3,5­I2, A­5­Cl, A­3­I­5­Cl, A­5­I. Mafenid je léčivo sulfonamidového 

typu, které se využívá lokálně k terapii závažných a hlubokých popálenin, infikovaných 

bakteriemi rodu Aeruginosa a Clostridium. (Gallagher et al., 2012) 

Jako buněčný model byla použita buněčná linie jaterních buněk HepG2, 

standardní lidská buněčná linie tvořená hepatocyty.  Buňky byly kultivovány na                   

96–jamkových destičkách při teplotě 37 °C a koncentraci CO2 5 %.  Použitá komerčně 

dostupná metoda CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay  je 

kolorimetrická metoda založena na měření metabolicky aktivních buněk, které redukují 

tetrazoliové soli, konkrétně MTS na rozpustný barevný formazan,  který se detekuje 

pomocí spektrofotometrie. Naměřené hodnoty byly upraveny a zpracovány v programech 

Microsoft Excel a GraphPad Prism 8.02.  

Aby bylo možné toxicitu na jaterní buňky HepG2 kvantitativně porovnat  u 

jednotlivých látek, použili  jsme  parametr  IC50, střední inhibiční koncentraci. Všechny 

látky byly měřeny v triplikátech o značně širokém rozmezí koncentrací 1­500 µM, pro 

lepší zachycení koncentrací s významnou toxicitou.  Jako standardy jsme použili 

tamoxifen a paracetamol.  
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Problém představovala zhoršená rozpustnost testovaných látek ve vodě, kterou 

jsme vyřešili zvolením vhodného rozpouštědla, tedy DMSO. Dimethylsulfoxid je však 

vysoce toxická sloučenina, čímž by jeho zvýšená koncentrace mohla vést ke zkreslení 

výsledků. Proto jsme dbali na to, aby jeho koncentrace v roztocích testovaných látek byla 

maximálně 1 %. (Galvao et al., 2013)  

Jak již bylo zmíněno, toxické působení na jaterní buňky HepG2 bylo porovnáno 

na základě hodnot IC50. Na základě této hodnoty lze látky seřadit a seskupit do skupin 

s podobnou cytotoxickou aktivitou. Nejtoxičtěji se v experimentu projevila sloučena      

A­THIOF s IC50 54,38 µM, následovaná MAF­4 s IC50 71,93 µM a trojici nejtoxičtějších 

látek uzavírá MAF­13 s IC50 103,1 µM. Do skupiny se střední toxicitou na jaterní buňky 

HepG2  s  IC50  mezi 168,1 a 315,8 řadíme celkem 8 testovaných látek. Srovnány od 

nejtoxičtější po nejméně toxickou utvoří následující řadu: A­3­I­5­Cl > A­3­Br­5­Cl >  

A­3,5­Br2 > MAF­14 >  MAF­9 > A­3,5­I2 > A­3,5­Cl2 > A­5­I > MAF­10. Nejméně 

toxicky s hodnotou IC50 v použitém koncentračním rozmezí 1­500 µM se projevila látka                

A­5­Br  s hodnotou  IC50  470,3 µM. Ostatní látky v daném koncentračním rozmezí              

1­500 µM měly hodnotu IC50 nad 500 µM. Jedná se o látky: MAF, MAF­8, MAF­11, 

MAF­12, MAF­16, A­5­F, A­3,5­F2, A­SA, A­5­Cl. Rozdíly v cytotoxicitě lze zřejmě 

vysvětlit strukturními rozdíly chemických sloučenin. 

Výsledné  IC50  u standardů,  u  tamoxifenu  19,56  µM  (pozitivní kontrola) a  u 

paracetamolu  (negativní kontrola)  větší než 500 µM,  nám potvrdilo předpokládané 

působení těchto léčiv na jaterní buňky linie HepG2. Tamoxifen se tedy projevil velmi 

toxicky, naopak paracetamol nejevil skoro žádnou toxicitu vůči jaterním buňkám linie 

HepG2. 

Celkově lze říct, že zejména látky z poslední  skupiny,  s výslednou hodnotou     

IC50 > 500 µM, jsou potenciálně využitelné a vhodné pro další stádia preklinických studií. 

Hodnoty  IC50  by  se  daly  upřesnit  rozšířením koncentračního rozmezí. Ale ani ostatní 

látky, kromě trojice nejtoxičtějších,  neprojevily přílišnou nebo výraznou cytotoxicitu       

in vitro, tudíž by se dalo pokračovat v jejich zkoumání a možném zavedení do praxe.  
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8  Závěr 

V této práci byla změřena a srovnána cytotoxicita na jaterních buňkách kultury 

HepG2  potenciálně využitelných látek s antimykotickou, antibakteriální a 

antimykobakteriální aktivitou, vyvinutých na Katedře organické a bioorganické chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové. Jako standardy byly použity 

molekuly léčiv tamoxifenu a paracetamolu.  

K pokusu byla využita  buněčná linie lidských hepatálních buněk HepG2  a  již 

zavedená metoda CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Látky 

byly porovnány pomocí parametru IC50. 

Nejvíce toxicky, se projevily testované látky A­THIOF,  MAF­4  a  MAF­13. 

s hodnotou IC50 54,38 µM ­ 103,1 µM na buněčnou linii HepG2. U dalších 10 látek: A­

3­I­5­Cl, A­3­Br­5­Cl, A­3,5­Br2, MAF­14, MAF­9, A­3,5­I2, A­3,5­Cl2, A­5­I, MAF­10 

a A­5­Br byla naměřena hodnota IC50 od 168,1 µM do 470,3 µM. U zbývajících 9 látek: 

MAF,  MAF­8,  MAF­11,  MAF­12,  MAF­16,  A­5­F,  A­3,5­F2,  A­SA  a  A­5­Cl  byla 

hodnota IC50 nad 500 µM. Tato hodnota nepředstavuje riziko cytotoxického poškození a 

proto jsou zejména tyto sloučeniny jsou vhodné pro další výzkum. 
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