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1 SEZNAM ZKRATEK 

ADME Adsorpce, distribuce, metabolismus a eliminace léčiva v organismu 

ATP Adenosinftrifosfát 

DAB-3 3,5-bis[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]benzoová kyselina 

DMEM Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium 

DMSO Dimethyl sulfoxid 

ECACC Health Protection Agency Culture Collections 

HepB3 Buněčná linie lidských jaterních buněk 

HepG2 Standardní buněčná linie lidských jaterních buněk 

HL-60 Buněčná linie lidských leukemických buněk 

IC50 Koncentrace snižující buněčnou viabilitu na 50% 

MABA-3 3-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]benzoová kyselina 

MABA-5 3-[(5-chlor-2-hydroxy-2-jodbenzyliden)amino]benzoová kyselina 

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyfenyl)-2-(4-

sulfofenyl)-2H-tetrazolium] 

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-dienyltetrazolium bromid 

NADH Nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

PABA Kyselina para-aminobenzoová 

PABA-Et Ethyl-(4-amino)benzoát 

PABA-Et-3 Ethyl-4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]benzoát 
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PABA-Me-3 Methyl-4-[(2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)amino]benzoát 

PBS Fosfátový pufr 

PC-3 Buněčná linie lidských prostatických rakovinných buněk 

PES Fenazin ethosulfát 

UVB

  

Ultrafialové záření typu B 
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2 ÚVOD 

Objevení a vývoj nových léčiv v posledních letech prošel velkým rozvojem. Důležitým 

faktorem při vývoji nového léku je ekonomika a technologie. Podařilo se objevit veliké 

množství nových účinných látek. Nalezení nového léku je ovšem velice zdlouhavé, je 

zapotřebí nasyntetizovat a otestovat více jak 10 000 nových sloučenin, které budou mít 

požadovaný účinek s minimálními vedlejšími účinky a toxicitou (Suchý et al. 2009). 

Nová léčiva by měla poskytnout možnost vyléčit onemocnění, na která doposud 

neexistuje účinná léčba, případně zlepšit stávající léčbu z hlediska účinnosti a 

bezpečnosti (Kriška 2006). 

Nově připravované léčebné látky podléhají v průběhu svého vývoje různým druhům 

testování. V prvních fázích je zkoumána in vitro toxicita, která tvoří důležitou součást 

úvodních fází preklinického zkoušení. V experimentu jsme testovali 6 potenciálních 

antimikrobních sloučenin ze skupiny derivátů kyseliny aminobenzoové. Cílem bylo 

stanovit cytotoxicitu těchto 6 vývojových látek a porovnat mezilátkové srovnání 

kvantitativních parametrů cytotoxicity. Cytotoxicita byla hodnocena pomocí testování 

metabolické aktivity buněk s využitím vhodného buněčného modelu – pro tento účel jsme 

proto použili standardní buněčnou linii HepG2. Buňky jater jsme mimo jiné zvolili také 

kvůli tomu, že je tento orgán často vystavován působení různých xenobiotik, mezi které 

samozřejmě řadíme i léčiva (Berridge et al. 2005). 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Vývoj léku 

Uvedení léku na trh vždy předchází dlouholetý výzkum, který je složen ze dvou fází. 

Nejprve se provádí preklinické testování, jehož součástí jsou testy na buněčných 

kulturách a na zvířatech; na něj pak přímo navazuje testování klinické (Anonym 2010). 

Preklinický vývoj zajišťuje dostatek informací o toleranci léčiva, jeho toxicitě a chování 

v organismu. Pokud je tato fáze úspěšná, může se začít s klinickými zkouškami, jež se 

provádí na lidských jedincích a doplňují se informace o účinnosti a bezpečnosti léku 

(Kostiuk 2006). Tento proces se řídí velmi přísnými pravidly (Anonym 2010). Uvádí se, 

že z 10 000 nově objevených látek je úspěšně zavedeno do preklinického zkoušení zhruba 

250, do další fáze se jich dostane  5 a pouze 1 lék je schválen a zaregistrován (Starobová 

et al. 2006). 

3.1.1 Preklinická část  

Základem celého procesu vývoje látek s terapeutickým účinkem je tzv. skríningový 

přístup. Na začátku výzkumu máme spoustu kandidátských molekul, které jsou 

podrobeny mnoha testům od molekulárních, přes buněčné, tkáňové, orgánové až po 

systémové. Na molekulární úrovni zkoumáme vazby léčiva na příslušné buněčné 

receptory, stanovuje se zde i vliv na jaterní mikrosomální enzymy P450. Velikost 

vyvolávaného účinku studujeme na úrovni buněk. Izolované orgány pak využíváme pro 

určení farmakologické účinnosti a selektivity a též se na nich provádí srovnání 

s referenčními látkami. Účelem tohoto rozsáhlého procesu (tzv. farmakologického 

skríningu) je stanovit celkový farmakologický profil látky. Pokusy na celém organismu 

jsou nevyhnutelné, protože je nutné vyzkoušet komplexní účinek látky na orgánové 

systémy se všemi vazbami. Jakmile prokážeme terapeuticky využitelný účinek léčiva, 

zkoumáme ještě jeho možné nežádoucí účinky a jejich vliv na vitální funkce (Starobová 

et al. 2006). 

Výsledkem všech těchto testů je zisk tzv. vedoucího kandidáta na úspěšné nové léčivo, 

který je dále podroben zkouškám bezpečnosti. Dalším důležitým bodem je znalost 

farmakokinetických parametrů – ADME (absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace 

léčiva v organismu), terapeutickou šíři apod. Preklinické zkoušky by měly tedy souhrnně 
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poskytnout údaje o akutní/subakutní/chronické toxicitě, teratogenitě a vlivu látky na 

reprodukci, kancerogenitě a mutagenitě (Starobová et al. 2006). 

Játra jsou nejvýznamnějším metabolickým orgánem. Jejich tkáň je tvořena jaterními 

buňkami – hepatocyty, ale nachází se v ní i fibroblasty, hvězdicovité či Itovy buňky. 

Hepatocyty jsou odpovědné za biotransformaci řady léků a xenobiotik. Jejich velkou 

výhodou je, že i při kultivaci in vitro si zachovávají své specifické detoxikační funkce. 

To znamená, že citlivě reagují na působení případné toxické látky a následně ztrácí svou 

funkčnost. Z toho vyplývá, že se hodí pro určení průměrné inhibiční koncentrace IC50. 

Jedná se o takové množství látky, při kterém ztrácí životnost polovina kultivovaných 

buněk. Všechny tyto zkoušky jsou důležité, jediným problémem může být nutnost využití 

experimentálních zvířat, a to nejméně dvou druhů (Starobová et al. 2006). 

3.1.2 Klinická část 

Pokud je lék úspěšný v preklinických testech, postupuje dále do klinického vývoje, který 

zpravidla probíhá ve 4 fázích. Úvodní studie fáze I nemají terapeutický cíl (Kostiuk 2006). 

Spíše se zjišťuje, jak lidské tělo nové léčivo toleruje. Dále pozorujeme „cestu“ látky 

v organismu – vstřebávání, dosaženou koncentraci v plasmě, způsob eliminace apod.; 

zkráceně řečeno její farmakokinetické parametry (Anonym 2010). V této první fázi se 

léčivo poprvé podává člověku, konkrétně několika desítkám zdravých dobrovolníků 

(Starobová et al. 2006). Nejdříve se podávají nízké dávky, které jsou postupně zvyšovány 

pro zisk maximální tolerované dávky (Anonym 2010). Z farmakodynamiky nás zde 

zajímá hlavně ovlivnění vitálních funkcí a účinek na jednotlivé orgány. Cílem I fáze je 

tedy zisk informací o farmakologii – jak kinetice, tak dynamice a o primární snášenlivosti 

(Kostiuk 2006, Starobová et al. 2006). 

Ve fázi II je již léčivo dáno desítkám či stovkám nemocných osob, které jsou přesně 

definovány. Ověřují se léčebné účinky látky, hledá se vhodná dávka, a v neposlední řadě 

se shromažďují další a podrobnější údaje o léku. Patří sem například dílčí studie 

kinetiky/dynamiky, biotransformace při opakovaném podání či hodnocení 

předpokládaných indikací a vyhledávání nežádoucích účinků (Anonym 2010, Starobová 

et al. 2006). 
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Fáze III je někdy nazývána rozšířenou klinickou studií. V této fázi je třeba ověřit účinnost 

léku na velkém počtu pacientů – jejich počet se pohybuje zhruba kolem tisíce. Mimo jiné 

se prokazuje i relativní bezpečnost léčiva srovnáním s léky již zavedenými a získáváme 

tak další údaje o bezpečnosti (Anonym 2010, Starobová et al. 2006). 

IV fáze probíhá v době, kdy už je lék zaregistrován (Kostiuk 2006). Ověřujeme tedy 

účinky léčiva v klinické praxi za běžných terapeutických podmínek. Zaměřujeme se 

zejména na výskyt a závažnost nežádoucích účinků či interakce s dalšími léčivy 

(Starobová et al. 2006). Zde se také mohou provádět ještě další klinická hodnocení, jako 

například zkoušení nových indikací a léčebných schémat  pro děti či stárnoucí populaci 

(Anonym 2010). 

3.2 Antimikrobní látky 

Tyto látky, jinými slovy antibiotika obecně řadíme mezi antiinfektiva – tedy léky proti 

patogenním mikroorganismům. Jejich společnou charakteristikou je selektivita účinku, 

která je zároveň podstatou antimikrobní terapie. Je dána rozdíly ve stavbě a metabolismu 

prokaryontních a eukaryontních buněk. Antibiotika pak cíleně působí na mikroby, 

přičemž hostitelský organismus by neměl být ovlivněn, natož pak poškozen. Cílem 

antibiotik je buď pouze inhibovat růst mikroorganismů, nebo je přímo usmrcovat. 

Hlavním mechanismem jejich účinku bývá inhibice syntézy buněčné stěny, což je 

výhodné, protože tuto buněčnou součást obsahují všechny bakterie kromě mykoplazmat. 

Jiným cílem antibakteriálního skríningu mohou být produkty takových esenciálních 

bakteriálních genů, které se u člověka nevyskytují (Beneš 2018, Peternel et al. 2009). 

3.2.1 Kyselina listová 

Nejdříve je potřeba vyjasnit si rozdíl mezi pojmy folát a kyselina listová, neboť se nejedná 

o synonyma. Folát (vitamin B9) je ve vodě rozpustný, esenciální nutrient – podobně jako 

vitamin B12 zprostředkovává přenos jednouhlíkatých zbytků v syntéze DNA a RNA 

(Khan a Jialal 2018, Greenberg et al. 2011). Foláty jsou mimo to nezbytné pro nespočet 

enzymatických reakcí, v nichž slouží jako kofaktory a také jsou nepostradatelné pro růst 

a správný vývoj plodu v těhotenství (Smith et al. 2008, Greenberg et al. 2011). 



12 

 

Kyselina listová je pak syntetickou formou folátu – je přítomná v uměle obohacených 

potravinách a potravinových doplňcích (Khan a Jialal 2018). Od převládající formy 

folátů vyskytujících se přirozeně ve stravě se liší tím, že je v oxidovaném stavu a má jen 

jeden konjugovaný glutamátový zbytek (Smith et al. 2008). Kyselina listová ani foláty 

nejsou metabolicky aktivní – aby se mohly podílet na buněčném metabolismu, musí 

podlehnout redukci. Nejprve dochází ke konverzi na dihydrofolát, následně na 

tetrahydrofolát a nakonec se přeměňuje na metabolicky aktivní L-methylfolát (Greenberg 

et al. 2011). Kyselina listová je klíčovou živinou jak pro růst bakterií, tak buněk 

živočišných (Scholar a Pratt 1986). Některé bakterie, jako je E.coli, si ji umí syntetizovat 

samy, člověku však chybí určité enzymy pro její tvorbu a proto musíme foláty přijímat 

v potravě (Anonym 2019a). Na Obr. 1 vidíme zdroje kyseliny listové. Na tuto látku je 

bohatá  zelená listová zelenina, žloutky, játra a citrusy (Greenberg et al. 2011). Co se týče 

struktury kyseliny listové, je složena ze tří jednotek: z pteridinového kruhu, kyseliny 

para-aminobenzoové (PABA) a glutamátu (Scholar a Pratt 1986). 

 

Obr. 1 Molekula kyseliny listové a její možné zdroje příjmu v potravinách. 

Modifikováno dle: Anonym (2019d) 

3.2.2 Sulfonamidy 

Prvním léčivem, které bylo možné využít k úspěšné léčbě bakteriálních infekcí byl 

Prontosil. Za jeho objevením stojí německý patolog Gerhard Domagk. Tato sloučenina 

patří do skupiny sulfonamidů, které byly jedny z prvních použitých antibakteriálních 

léčiv (Anonym 2017). Pro antibakteriální aktivitu tohoto typu antibiotik je nezbytná para-
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aminoskupina. Působení sulfonamidů je bakteriostatické, založené na inhibici určitých 

metabolických drah s relativně pomalým nástupem účinku. Za zpomalení inhibice jsou 

zodpovědné zásoby folátu v bakteriální buňce. Co se týká vlastní molekuly, jedná se o 

strukturální analogy kyseliny para-aminobenzoové. Díky této podobnosti mohou soutěžit 

na základě kompetitivní inhibice právě o inkorporaci této jednotky do folátu (viz Obr. 2). 

Působí tedy jako antagonisté kyseliny listové – jejich vlivem se zastaví její syntéza, čímž 

se de facto inhibuje i syntéza nukleových kyselin (Beneš 2018, Scholar a Pratt 1986). 

 

Obr. 2 Schématické znázornění strukturní podobnosti sulfonamidových antibiotik 

s kyselinou para-aminobenzoovou a způsob její inkorporace do struktury dihydrofolátu. 

Modifikováno dle: Pharmacists Pharma Journal (2014) 

Rezistence často vzniká v důsledku mutace genů, ale také například nadměrnou produkcí 

PABA – jestliže je v nadbytku a víme, že sulfonamidy účinkují na základě kompetitivní 

inhibice, je zřejmé, že se jejich efekt sníží. Jestliže antibiotikum zablokuje pro bakterii 

nezbytnou metabolickou dráhu, může mikrob jako obranný mechanismus využít nějakou 

alternativní cestu. V případě sulfonamidů jde o kompenzaci nedostatku kyseliny listové 

u enterokoků tím, že ji začnou využívat z lidského organismu, kde je jí dostatek (Beneš 

2018). 

3.2.3 Rezistence 

Mnohé bakterie přirozeně vykazují rezistenci k určitým antibiotikům, protože to přímo 

vyplývá z jejich buněčné stavby (Beneš 2018). V případě primární rezistence, která je 

poměrně vzácná, jsou všechny kmeny daného druhu odolné za každých okolností, bez 

ohledu na to, zda byly vystaveny působení antibiotik. Důvodem je daný druh bakterie a 
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jeho přirozené schopnosti. Například na mykoplazmata nepůsobí beta-laktamy, protože 

je jejich účinek zaměřen na buněčnou stěnu, kterou tento druh nemá. Sekundární 

rezistence, tzv. získaná, je navozená vystavením kmene antibiotiku (Růžička 2014). 

Rezistence mikroba na antimikrobní látky je dána buď chromozomální mutací či 

přítomností plazmidu (Růžička 2014). K jejímu rozvoji primárně vede selekční tlak 

antibiotik, v jehož důsledku se bakteriální populace kontinuálně vyvíjí a přizpůsobuje 

místním podmínkám; odlišnosti se pak vyskytují i v rámci jednoho druhu. Příkladem výše 

uvedeného jevu mohou být erytromycin-rezistentní kmeny Streptococcus pyogenes, 

jejichž rezistence je způsobena selekčním tlakem makrolidů; ukázalo se však, že pokud 

se zredukuje jejich spotřeba, dojde i k poklesu rezistence. S odolností bakterii je spojeno 

také selhávání léčby antibiotiky – čím déle léčba trvá, tím je vyšší pravděpodobnost jejího 

selhání právě v důsledku adaptace mikrobů (Beneš 2018, Kolář 2007). Neustále se 

snižuje klinická účinnost antimikrobních léčiv a navíc zaostává i vývoj látek nových. 

Není totiž snadné vyvinout účinný nový přípravek – bakteriální buňka má omezený počet 

míst, na které můžeme cílit, a nesmíme  vynechat ani finanční a časovou náročnost. 

V současnosti se výzkum ubírá hlavně směrem modifikací známých molekul léčiva, ale 

jsou i snahy o zavádění antibiotik s originální chemickou strukturou (Kolář 2007). 

3.3 Kyselina para-aminobenzoová a její deriváty 

3.3.1 Charakteristika 

Z chemického hlediska je para-aminobenzoová kyselina velmi málo rozpustná ve vodě. 

Její struktura je tvořena benzenovým jádrem substituovaným aminoskupinou a 

karboxyskupinou. Jestliže je vystavena světlu, dokáže z něj absorbovat UVB složku, 

z tohoto důvodu bývá často složkou opalovacích přípravků. Její velkou nevýhodou je, že 

přebytečnou energii emituje fotochemickou reakcí, která může způsobit poškození DNA, 

jež může vést až k rakovině kůže (Anonym 2019a).  

3.3.2 Terapeutické využití 

Toxikokinetika PABA je charakterizována rychlou orální absorpcí a majoritní 

biotransformací pomocí acetylace a následné konjugace s glycinem, méně pak 

glukuronidací. Perorálně se užívá pro léčbu různých onemocnění, například sclerodermy, 
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dermatomyositis či Peyronieho choroby. Ve vysokých dávkách však může mít vedlejší 

účinky jako nauzea, zvracení, vyrážky, methemoglobinémii až toxickou hepatitidu. 

PABA se též využívá jako marker při vyšetření moči, kde se klinicky používá jako 

indikátorová substance u testů na funkci jater a pankreatu; je totiž téměř kompletně 

eliminována v průběhu 24h. Má antifibrotické vlastnosti, proto se její draselná sůl 

využívá při léčení fibrotických poruch kůže. Co se týká jejího působení v plazmě, ukázalo 

se, že dokáže vytlačit metotrexát z vazby na plazmatické bílkoviny, čímž zvýší jeho volné 

hladiny v krvi. Zvyšuje i hladiny salicylátů, protože blokuje tvorbu kyseliny salicyluriové 

(Anonym 2019a). 

3.3.3 Alergické reakce 

PABA patří do skupiny tzv. „para“ antigenů, které mají volnou aminoskupinu v para 

poloze benzenového kruhu a často bývají senzibilizátory. (Scheuer a Warshaw 2006). 

Mnohé zdroje uvádí, že deriváty PABA mají slabý alergizační/senzibilizační potenciál. 

Zvyšující se incidence fotoalergických kontaktních dermatitid, ale svědčí o opaku 

(Anonym 2019a). Estery této kyseliny (oktyl dimethyl PABA, amyl dimethyl PABA a 

glycerol PABA) byly hojně využívány v preparátech na opalování do doby, než se 

zjistilo, že způsobují fotoalergickou reakci. V současné době se proto od jejich užívání 

upouští (Scheuer a Warshaw 2006). V 80. letech minulého století se v Norsku objevil 

případ, kdy byly na jedné dermatologické klinice pozorovány příznaky alergické reakce 

na opalovací přípravky u 23 pacientů – ekzém, zarudnutí nebo pálení kůže na obličeji po 

jejím vystavení slunci. Testy, které následovaly, prokázaly alergii na PABA u 11 z nich 

(48%), z nichž 6 mělo kontaktní alergii. Příležitostně se může vyskytovat i zkřížená 

senzitivita na deriváty, pokud je pacient alergický na sloučeniny podobné PABA, jako 

jsou například anilinová barviva či parafenylendiaminová léčiva (Anonym 2019a).  

3.4 Buněčné kultury 

V dnešní době jsou buněčné kultury základní technikou používanou pro výzkum, v čemž 

také spočívá jejich hlavní význam (Vejražka 2008). In vitro metody jsou obecně založeny 

na pěstování buněk mimo mateřský organismus. Buňky jsou pěstovány v kultivačním 

médiu, které je zdrojem všech potřebných živin a poskytuje tak ideální prostředí pro růst. 

Kultivační médium obsahuje množství solí, aminokyseliny, vitaminy, glukózu, inzulín, 
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transferin, růstové hormony a nezbytnou součástí je i fetální bovinní sérum. Jeho funkce 

spočívá v iniciaci růstu buněk. Dále mezi velmi důležité parametry pro pěstování buněk 

patří vlastnosti prostředí (teplota při 37°C, složení atmosféry je vzduch s přídavkem 5% 

CO2; dále se udržuje relativní vlhkost a to 90%). S udržením životaschopnosti buněk těsně 

koreluje pH, které je 7,4  a při jeho poklesu pod 6,5 buněčná populace umírá. Za pokles 

je zodpovědná spotřeba živin a hlavně nahromadění metabolitů; v tuto chvíli je potřeba 

vyměnit staré médium za nové. Prakticky se to provádí procesem zvaným „pasážování“ 

buněk, při kterém se vezme část buněk a přenese se do čerstvého média. (Bártová 2014, 

Kočárek et al. 2006). 

3.4.1 Charakteristika 

Pokus francouzského lékaře A. Carrela, během kterého byla tkáň kuřecího srdce vložena 

do živného roztoku, kde byla schopna přežít několik let. Tímto pokusem dokázal, že i 

orgány vyňaté z těla lze dlouhodobě udržet naživu; dal tedy v podstatě základ 

experimentům na buněčných kulturách (Kočárek et al. 2006). Kultury jsou složeny 

z izolovaných diploidních buněk a pěstují se ve speciálních kultivačních nádobách, kde 

zpravidla rostou v jedné vrstvě, tzv. monolayeru. Primární kultury pochází přímo 

z organismu a nejčastěji se připravují rozvolněním tkání a enzymatickým natrávením 

jejich matrix. (Bártová 2014, Vejražka 2008). Dochází zde k vyselektování buněk, tzn. 

že přežívají jen ty, které jsou lépe přizpůsobené daným podmínkám (Kočárek et al. 2006). 

Při zakládání primární kultury můžeme vyjít buď z buněk nádorových, nebo z buněk 

normální tkáně. U normálních buněk je potíž s jejich omezenou životností; po několika 

pasážích zestárnou, což obnáší i změnu jejich vlastností a zastavení dělení. Obrovským 

pozitivem buněk nádorových je právě fakt, že nestárnou – můžeme je nazývat 

imortalizovanými buňkami či kontinuálními liniemi (Vejražka 2008). 

3.4.1 Vznik linií 

Linie je kultura buněk, která se může neomezeně dělit a má tedy prakticky neomezenou 

životnost. Tento projev je dán přítomností telomerázy, která zabraňuje zkracování 

telomer a tedy i stárnutí buňky. Nesmrtelné linie jsou buď charakteru izolovaných 

nádorových buněk, u kterých selhaly regulační mechanismy buněčného cyklu, nebo 

vznikají transformací (Kočárek et al. 2006).  
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Tím, že pokusy probíhají na jednom buněčném typu, nedochází k interakci s jinými 

tkáněmi a výsledky jimi pak nejsou ovlivněny. Mezi další výhody patří, že jsme schopni 

v relativně krátké době získat dostatek homogenního materiálu pro další experimenty 

(Vejražka 2008). Nesmíme zapomenout na to, že některé pokusy, například stanovení 

letální dávky, lze ze zvířat přesunout na buněčné kultury. (Bártová 2014). Bohužel jsou 

přítomná i jistá omezení, z nichž nejvýznamnější je zejména kultivace buněk 

v nefyziologickém prostředí – je to dáno složením média, které přímo neodráží stav 

v organismu, ale také tím, že izolované buňky nemají možnost komunikovat, případně si 

měnit různé substance s jinými buněčnými typy. Na základě těchto faktorů se může 

změnit fenotyp buněk a jejich vlastnosti se pak nemusí přesně shodovat s vlastnostmi 

stejných buněk v organismu. Při experimentech je tedy třeba pamatovat na to, že se jedná 

pouze o in vitro model (Vejražka 2008). 

3.4.2 Využití 

Buněčné linie se primárně uplatňují ve farmakologii, konkrétně ve vývoji nových léčiv, 

kde se na nich provádí testy toxicity. Využití nacházejí i v mnoha dalších oblastech, 

například při kultivaci nitrobuněčných parazitů či v genetice (Bártová 2014). Své místo 

zaujímají také při výrobě různých bílkovinných molekul, zejména monoklonálních 

protilátek (Vejražka 2008). Linie jsou mimo to široce užívaným modelem zhoubných 

nádorů; bývají užívány nejen pro diagnostiku rakoviny, ale též pro vyvíjení nových 

způsobů její léčby. Zde je však nezbytné správně vyhodnotit vhodnost konkrétních 

buněčných linii pro testování, při jejich nesprávném použití může dojít ke zkreslení 

výsledků daných experimentů (Zhao et al. 2017). 

3.5 HepG2 

Pro náš experiment jsme použili lidské jaterní buňky HepG2, které jsou znázorněny na 

Obr. 3. Tato imortalizovaná linie byla izolována z jaterní tkáně dospívajícího 

kavkazského muže s dobře vyvinutým hepatocelulárním karcinomem. Buňky jako takové 

rostou v monolayerech a malých agregátech; morfologicky jsou buňkami epiteliálními 

s průměrně 55 chromozomy (Anonym 2019c). Vzhledem k tomu, z jakého onemocnění 

buňky pochází, jsou vysoce diferencované. Co se týče jejich produktů, dokáží uvolňovat 

albumin, alfa2-makroglobulin, alfa1-antitrypsin, transferin či plasminogen a odpovídají 
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na stimulaci lidským růstovým hormonem (Anonym 2019b). HepG2 buňky vykazují 

určité shodné vlastnosti s další hojně využívanou linií jaterních buněk – HepB3. Díky 

jejich podobnosti se využívají pro studie stejného typu – například pro studium rakoviny 

jater a toxicity. Spojujícím prvkem je typická přestavba chromozomu 1, ovšem liší se 

počtem chromozomů na buňku (Qiu et al. 2014). 

 

Obr. 3 Mikroskopický snímek buněk HepG2. Převzato od: autorky linie HepG2 

Při dobré kultivaci se formují apikální a basolaterální buněčné povrchy tak, že 

připomínají strukturu jater in vivo; mají tedy mimo jiné i mnoho genotypových rysů 

normálních jaterních buněk (Anonym 2019b, Anonym 2019c). Tyto buňky jsou 

netumorogenní a dokáží exprimovat většinu enzymů metabolizujících léčiva; jsou proto 

důležitým prvkem při vyšetření jaterního metabolismu. Mnoho toxických metabolitů se 

vytváří právě v tomto orgánu a linii lze tedy s výhodou využít pro studium cytotoxického 

potenciálu chemických látek na játra. Brzké rozpoznání lékově vyvolané hepatotoxicity 

je důležitým krokem při výběru tzv. kandidátních léčiv v průběhu generování nových 

léčebných substancí. Jako určité omezení HepG2 lze pokládat jejich relativně nízkou 

metabolickou kapacitu, pokud je srovnáváme s primárními hepatocyty; co se týče 

enzymové výbavy, mají nízké hladiny cytochromů, avšak hladiny enzymů druhé fáze 

biotransformace jsou normální, s výjimkou UDP-glukuronosyltransferázy. Kvůli tomuto 

stavu jsou HepG2 buňky vhodné pro testování toxicity parentních molekul, ale už ne tolik 

pro testování toxicity jejich metabolitů (Anonym 2019c, Gerets et al. 2012, Qiu et al. 

2014).  
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3.6 Cytotoxicita 

Cytotoxický efekt studované látky se může projevit několika způsoby: může docházet ke 

změně buněčné morfologie, změnám v růstu a v krajním případě až k buněčné smrti; 

může se ale také stát, že buňka reagens metabolizuje a tudíž se v dané buněčné linii 

neprojeví žádný efekt (Miret et al. 2006). Některé sloučeniny mohou být toxické na 

všechny typy buněk v podobných koncentracích, jindy se zase cytotoxicita odvíjí od typu 

buňky a sloučeniny pak vykazují tzv. specifickou toxicitu. Proto se doporučuje testovat 

látku na dvou různých liniích, přičemž každá z nich má jinou senzitivitu k cytotoxinu 

(Peternel et al. 2009). 

3.6.1 Cytotoxický skríning 

Tento proces probíhá v souvislosti s objevováním a vývojem nových antibakteriálních 

léčiv. Jeho cílem nezbytně není nalezení nejvhodnější antimikrobní sloučeniny, ale jde 

spíše o nalezení aktivních míst, která mají vlastnosti dostačující k tomu, aby mohla být 

látka úspěšným léčivem. Cytotoxická esej je významnou cestou hodnocení nových léčiv, 

neměla by však být interpretována jako definitivní výsledek selektivní toxicity (Peternel 

et al. 2009). Kombinací různých metod získáme širokou škálu informací, díky nimž 

dokážeme lépe zhodnotit potenciální cytotoxicitu dané sloučeniny. Právě díky skríningu 

lze předvídat bezpečnost látek a případně eliminovat toxické sloučeniny již v raném 

stadiu vývoje (Miret et al. 2006). 

3.6.2 Metody hodnocení cytotoxicity 

Primárně se eseje využívají pro zjištění, zda mají testované molekuly vliv na proliferaci, 

či zda je jejich efekt přímo cytotoxický. Všechny principy metod jsou obecně založeny 

na myšlence, že buňky po své smrti rychle ztrácí schopnost měnit daný substrát na 

produkt; z tohoto důvodu je důležitý počet životaschopných buněk na konci experimentu 

(Riss et al. 2013). Kvantitativně tedy cytotoxicitu můžeme hodnotit uvolněním určitých 

buněčných složek, jako jsou laktátdehydrogenáza či adenylátkináza a měřením jejich 

aktivit. Metabolická aktivita se měří redukcí – ať už na tetrazoliové barvivo nebo na 

fluorescenční produkt v případě resazurinu; posledním způsobem je detekce ATP pomocí 

bioluminiscence – tento způsob je spolehlivým markerem životaschopnosti buněk 

(Peternel et al. 2009). 
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3.6.3 Tetrazoliové soli 

Jedná se o nejvíce rozšířené indikátory buněčného metabolismu. Existují dvě generace 

tetrazoliových solí; do první skupiny se řadí snad nejznámější MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]- 2,5-dienyltetrazolium bromid), do druhé patří MTS ([3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium]). 

Nová generace se odlišuje se tím, že formuje ve vodě rozpustné formazanové produkty. 

Ty jsou charakteristické negativním nábojem, který je zodpovědný za to, že nedokážou 

vstupovat do buněk. Redukce původní soli na deriváty – formazany, je tedy situována na 

buněčný povrch. Měří se buněčná proliferace za předpokladu, že redukce barvy je 

exponenciálně úměrná počtu žijících buněk (Berridge et al. 2005). Sůl má kladně nabitý 

kvartérní tetrazolový kruh se čtyřmi dusíky, který tvoří centrální strukturu; ta je dále 

obklopena třemi aromatickými skupinami. Pozitivní náboj tetrazolového jádra je 

vyrovnáván negativně nabitou sulfonovou skupinou na jednom z fenylových kruhů, čímž 

se tvoří kyselá vnitřní sůl. MTS a MTT jsou si ve své podstatě podobné, rozdíl mezi nimi 

spočívá v záporných sulfonových skupinách, které propůjčují MTS schopnost rozpouštět 

formazanový produkt v médiu, na druhou stranu tento náboj ztěžuje pohyb přes 

membrány. V důsledku těchto vlastností je více pravděpodobné, že redukce pomocí 

elektronových akceptorů bude zaprvé extracelulární a zadruhé bude zahrnovat přenos 

elektronů transmembránovými receptory. Barevnou přeměnu tetrazoliové soli způsobuje 

rozpad tetrazolového kruhu (Berridge et al. 2005). 

3.6.4 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

Tato kolorimetrická metoda se řadí mezi testy viability a slouží pro určení počtu 

životaschopných buněk (Anonym 2012). Stanovujeme zde redukční kapacitu buněk – 

měříme enzymovou aktivitu spojenou s buněčným metabolismem a utilizací NAD(P)H 

(Berridge et al. 2005). Buňky jsou schopné přeměnit činidlo na produkt právě díky těmto 

koenzymům, které jsou produkovány dehydrogenázovými enzymy v metabolicky 

aktivních buňkách. Činidlo se užívá v kombinaci s elektronovým akceptorem fenazin 

ethosulfátem (PES). Přídavek této látky má vícero významů; zaprvé zvyšuje chemickou 

stabilitu roztoku a páruje elektrony, zadruhé je schopen penetrovat živé buňky, redukovat 

se v cytoplazmě (resp. na buněčném povrchu) a následně buňku opustit a přeměňovat 

tetrazolium na finální produkt, jak je znázorněno na Obr. 4 (Anonym 2012, Riss et al. 
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2013). V malé míře probíhá i neenzymatická redukce v nepřítomnosti akceptoru 

(Berridge et al. 2005). Redukce se projeví také barevnou změnou ze světle žluté na 

červenofialovou. Platí, že čím je zbarvení tmavší, tím více je přítomno živých buněk. 

Množství vzniklého produktu je tedy přímo úměrné počtu životaschopných buněk. Mrtvé 

buňky se vyskytují v jamkách světlých, kde nedošlo k přeměně MTS, protože umírající 

buňky tuto schopnost postrádají (Anonym 2012). Zformované formazany se chovají jako 

pseudoroztoky, díky čemuž lze monitorovat jejich optickou hustotu v průběhu inkubace. 

(Fedotcheva et al. 2017). 

 

Obr. 4 Reakce přeměny tetrazoliové soli na tmavě zbarvený, redukovaný produkt. 

Modifikováno dle: Promega (2012) 
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4 CÍLE PRÁCE 

•  Předmětem této práce je stanovit cytotoxicitu vývojových látek 

s potenciálním  antimikrobiálním účinkem in vitro na buněčných modelech. 

• Provést mezilátkové srovnání kvantitativních parametrů cytotoxicity. 
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5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

5.1 Přístrojové vybavení a použitý materiál 

Destičkový analyzátor (TECAN, Infinite M200, Švýcarsko)  

Inkubátor (Shel Lab, USA)  

Laminární box: Micrological safety cabinet TOP   ̶ SAVE 1,8 (Bioair instruments, Itálie) 

Mikroskop OPTIKA Microscopes, XDS  ̶  1R (OPTIKA Microscopes, Itálie)  

Pipetovací nástavec SWIFTPET (HTL, Polsko) 

Vodní lázeň, TW 12 water bath (Julabo, Německo) 

Váhy Kern & Sohn GmbH (Kern & Sohn GmbH, Německo) 

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Německo) 

Automatická pipeta Discovery series pipettes 50 ̶ 300 µl (HTL, Polsko)  

Automatické pipety Discovery autoclavable 5 ̶ 50 µl, 10  ̶ 100 µl, 100 ̶ 1000 µl (HTL, 

Polsko)  

5.2 Použité kity 

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

5.3 Další použitý materiál  

96jamkové mikrotitrační destičky, čiré (TPP, Švýcarsko) 

Kultivační láhve 75 cm² (TPP, Švýcarsko)  

Jednorázové plastové pipety 10, 25 ml (TPP, Švýcarsko)  

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Eppendorf, USA)  

Rukavice latexové, nesterilní (VWR, USA)  
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Sterilní, nepyrogenní skleněné pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Švýcarsko)  

Špičky Eppendorf 0,1 ̶ 20 µl, 20 ̶ 200 µl (Eppendorf, USA) 

5.4 Použité buněčné linie 

Lidské jaterní buňky HepG2 (pasáž 16) (Health Protection Agency Culture Collections - 

ECACC, Salisbury, GB) 

5.5 Studované látky a další chemikálie 

Testované látky (PABA-Et, PABA-Et-3, PABA-Me-3, DAB-3, MABA-3, MABA-5) 

DMSO (dimethyl sulfoxid pro molekulární biologii > 99,9 %) (Sigma-Aldrich, USA) 

Chemikálie pro PBS (NaCl, KCl, Na₂HPO₄, NaH₂PO₄,) (PENTA, Česká republika) 

DMEM (Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium) (Sigma-Aldrich, USA) s 1% L-

glutaminem (Sigma-Aldrich, USA), 10% hovězího fetálního séra (PAA, Rakousko) a 1% 

neesenciálních aminokyselin (Sigma-Aldrich, USA) 

Fetální hovězí sérum (Sigma-Aldrich, USA) 

MEM (Non-essential Amino Acid Solution) (Sigma-Aldrich, USA) 

Trypsin (0,25 %, Trypsin  ̶  EDTA Solution) (Sigma-Aldrich, USA) 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) 

5.6 Charakteristika látek 

K experimentu bylo využito 6 nově syntetizovaných látek s potenciální antimikrobní 

aktivitou; v níže uvedené Tab. 1 jsou přehledně shrnuty vzorce a názvy testovaných 

sloučenin. Látky byly připraveny Katedrou Organické a Bioorganické chemie 

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové. 
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Tab. 1 Seznam testovaných látek 

Zkratka Chemický název Strukturní vzorec 

PABA-Et ethyl-(4-amino)benzoát 

(benzokain) 

  

PABA-Me-3 methyl-4-[(2-hydroxy-3,5-

dijodbenzyliden)amino]benzoát 

 

 

PABA-Et-3 ethyl-4-[(2-hydroxy-3,5-

dijodbenzyliden)amino]benzoát 

 

 

DAB-3 3,5-bis[(2-hydroxy-3,5-

dijodbenzyliden)amino]benzoová 

kyselina 

 

MABA-3 3-[(2-hydroxy-3,5-

dijodbenzyliden)amino]benzoová 

kyselina 

 

MABA-5 3-[(5-chlor-2-hydroxy-2-

jodbenzyliden)amino]benzoová 

kyselina 
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5.7 HepG2 

Pro experiment jsme použili pouze jeden typ buněk, a to standardní linii lidských jaterních 

buněk HepG2. Buňky byly získány z ECACC (Health Protection Agency Culture 

Collections). HepG2 linie (pasáž 16) byla kultivována v 75cm2 lahvích v buněčném 

médiu  DMEM obohaceném o příslušné složky. Kultivace proběhla v inkubátoru při 37°C 

v 5% atmosféře CO2. 

Před nasazením samotných buněk na 96-jamkovou destičku je potřeba nejprve buňky 

zpasážovat. Tyto práce se prováděly v laminárním boxu. Samotný proces probíhá tak, že 

nejprve odsajeme staré médium, buňky opláchneme několika ml PBS – po odsátí pufru 

přidáme 2 ml trypsinu a lahev vložíme na 1-3 minuty do inkubátoru. Tento enzym slouží 

k uvolnění buněk ode dna kultivační lahve. Do lahve s buňkami pak přidáme čerstvé 

médium, které obsahuje sérum, čímž se zastaví působení trypsinu a provedeme 

resuspendaci. Menší část celkového objemu (1 ml) přeneseme do lahve s novým médiem 

a necháme inkubovat – tento proces nazýváme tažení linie. Zbylou suspenzi ještě dále 

naředíme (pro lepší pozorovatelnost buněk), odebereme 10 µl do Bürkerovy komůrky, 

odkud spočítáme počet buněk. Suspenzi pak rozdělíme pomocí multikanálové pipety do 

96-jamkové destičky. Konečná koncentrace byla 15 000 buněk ve 100 µl média v jamce. 

5.8 Příprava fosfátového pufru 

Fosfátový pufr (PBS) jsme využívali k oplachu buněk v kultivační nádobě během procesu 

pasážování; nejprve jsme dle Tab. 2 navážili požadovaná množství jednotlivých 

komponent, doplnili do celkového objemu 1l destilovanou vodou a nakonec upravili pH 

na hodnotu 7,4; k tomuto účelu jsme použili NaOH. 
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Tab. 2 Složení fosfátového pufru 

Složka Molární hmotnost 

(g/mol) 

Koncentrace 

v roztoku (M) 

NaCl 58,44 0,137 

KCl 77,55 0,0027 

Na2HPO4.12H2O 358,14 0,01 

NaH2PO4.2H2O 156,01 0,01 

 

5.9 Příprava látek 

Nejprve je potřeba látky naředit; vzhledem k jejich struktuře jsou velmi špatně rozpustné 

ve vodě, z toho důvodu byly ředěny pomocí dimethyl sulfoxidu (DMSO). Toto 

rozpouštědlo je však poměrně toxické, proto jeho inkubační koncentrace nebyla vyšší než 

1%. Zkoumané látky byly inkubovány s buněčnou suspenzí v následující koncentrační 

řadě: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 a 1 000 µM. Pro rozmezí koncentrací 1-1000 µM se 

pipetoval vždy 1 µl naředěné látky do 100 µl média; Každá z látek byla aplikována 

v triplikátech a inkubována 24h. Mimo testované látky je ještě nutné napipetovat 

kontroly, které pak využíváme pro výpočet životaschopnosti buněk. Kontrolu 100% 

viability buněk jsme získali přidáním 1 µl DMSO k buňkám; 100% lýza buněk je 

zajištěna pomocí 2 µl Tritonu X.  

5.10 Vlastní cytotoxické stanovení 

Buněčnou linii jsme nasadili v počtu 15 000 buněk na jamku. V mikrotitrační destičce 

byl vždy napipetován přesný objem média a to 100 µl.  

Po uplynutí 24h inkubace látek s buňkami při teplotě 37°C v 5% atmosféře CO2 destičky 

mikroskopicky zkontrolujeme, zda se v jednotlivých jamkách nevysrážely látky. Poté 

přidáme do každé jamky 20 µl činidla MTS a necháme inkubovat dalších 90 minut za 

stejných podmínek. 
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Následně změříme absorbance látek na destičkovém analyzátoru TECAN při vlnové 

délce 490 nm. Výsledky jsme nejprve zpracovali v Microsoft Excel, kde jsme vytvořili 

průměr z hodnot absorbancí pro jednotlivé koncentrace zkoumaných látek, vypočítali 

směrodatnou odchylku a další parametry. Z naměřených dat jsme poté v programu 

GraphPad Prism 7 sestrojili příslušné inhibiční křivky a jejich analýzou pomocí nelineární 

regrese jsme stanovili hodnotu IC50. Výsledná viabilita pro všechny koncentrace se 

stanovala pomocí následující rovnice: 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =
(𝐴𝑏 − 𝐴𝑘) 𝑥 100

𝐴𝑣100 − 𝐴𝑚
 

Ab = průměrná hodnota absorbance triplikátů buněk stejné koncentrace testované látky 

Ak = průměrná hodnota absorbance triplikátu nebuněčné kontroly stejné koncentrace 

testované látky 

Am = průměrná hodnota absorbance triplikátu kultivačního média 

Av100 = průměrná hodnota absorbance triplikátu kontroly 100% viability (Anonym 2012) 
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6 VÝSLEDKY 

V Tab. 3 jsou shrnuty všechny testované látky s příslušnými hodnotami IC50; tento 

parametr byl využit jako ukazatel cytotoxické aktivity zkoumaných sloučenin na 

buněčnou linii HepG2. 

Tab. 3 Hodnoty IC50 testovaných látek získané metodou CellTiter96 

Látka IC50 (µM) Koncentrační spád (µM) 

PABA-Et ˃ 1000 1-1000 

PABA-Et-3 14,8 1-250 

PABA-Me-3 215,1 1-1000 

DAB-3 19,55 1-250 

MABA-3 13 1-500 

MABA-5 87,1 1-500 

 

Cytotoxický účinek 6 vývojových látek s potenciálním antimikrobiálním účinkem na 

buněčné linii HepG2 je uveden na Obr. 5 a Obr. 6. Výsledky jsou udány jako % viability. 

Data jsou prezentovány, jako průměry ± SD naměřených hodnot, ze kterých jsme 

stanovili parametr IC50 našich testovaných látek. 
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Obr. 5 Cytotoxické působení látek DAB-3, PABA-Et-3 a MABA-3 na buněčnou linii 

HepG2 při inkubaci 24h. 

Na tomto obrázku jsou umístěny grafy závislosti buněčné viability na koncentraci dané 

látky, tedy cytotoxické působení testovaných látek na vybranou buněčnou linii. 

Testované látky byly inkubovány 24h s různými koncentracemi a to v triplikátech. 

Vidíme, že všechny 3 látky mají inhibiční koncentraci IC50 po 24h menší než 20 µM – 

DAB-3 má hodnotu 19,55, PABA-Et-3 14,8 a MABA-3 13. Zde tedy máme zobrazeny 

grafy těch látek, které vykazují poměrně vysokou cytotoxicitu na linii HepG2 buněk. 

Vzestupným seřazením látek dle jejich rostoucí toxicity získáme následující řadu: 

MABA-3 ˃ PABA-Et-3 ˃ DAB-3.  
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Obr. 6 Cytotoxické působení látek PABA-Et, PABA-Me-3 a MABA-5 na buněčnou linii 

HepG2 při inkubaci 24h. 

Na Obr. 6 jsou umístěny grafy závislosti buněčné viability na koncentraci dané látky, tedy 

cytotoxické působení testovaných látek na vybranou buněčnou linii. Testované látky byly 

inkubovány 24h s různými koncentracemi a to v triplikátech. U těchto grafů lze 

konstatovat, že látky PABA-Et (IC50 ˃ 1 000), PABA-Me-3 (IC50 215,1) i MABA-5 

(IC50 87,1) mají mnohem nižší cytotoxický potenciál než látky na Obr. 5. Pokud látky 

opět seřadíme dle vzrůstající toxicity, získáme tuto řadu: MABA-5 ˃ PABA-Me-3 ˃ 

PABA-Et. 
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7 DISKUSE 

Experimentální určení cytotoxického působení s 6 nově nasyntetizovanými potenciálními 

antimikrobními léčivy jsme prováděli na buněčné linii zejména z důvodu, že není možné 

jakoukoli vývojovou látku podat přímo člověku. Ve vývojové fázi léčiva totiž zatím ještě 

nejsou známy veškeré účinky látky na organismus, její komplexní působení, vhodná 

dávka ani její nežádoucí účinky. Z těchto důvodů by tedy bylo velmi riskantní podání 

testované látky rovnou člověku. Proto je nezbytné, aby vývojové látky prošly procesem 

preklinického zkoušení, kam patří i testy na buněčných kulturách (Starobová et al. 2006). 

V této práci jsme se snažili stanovit in vitro toxicitu těchto látek na vhodném buněčném 

modelu – lidských jaterních buňkách HepG2. Pro posouzení toxicity byla využita 

kolorimetrická metoda: CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, 

založená na redukci tetrazoliové sloučeniny MTS na formazanový produkt a jeho 

následné spektrofotometrické detekci. Standardní toxikologický parametr IC50 byl 

určujícím ukazatelem toxicity sloučenin. Platí, že čím je tento parametr nižší, tím je 

testovaná látka toxičtější.  

Cytotoxicitě našich 6 testovaných derivátů para-aminobenzoové kyseliny se věnuje jen 

velmi málo klinických studií, jelikož se povětšinou jedná o látky v raném stádiu vývoje. 

Výjimku tvoří PABA-Et, která se již běžně užívá v praxi jako lokální anestetikum pod 

názvem benzokain(zdroj). Dle výsledků našeho experimentu se z hlediska cytotoxicity 

nejedná o nebezpečnou látku. Mezi její rizika však patří zejména produkce nadměrného 

množství methemoglobinu při kontaktu s krví či jaterními enzymy, což působí 

methemoglobinémii, jak uvádí Hartman et al. ve své studii zabývající se schopností 

benzokainu tvořit methemoglobin in vitro. 

V roce 2013 byl proveden experiment, ve kterém se testovaly jiné deriváty sulfonamidů 

– arylpropylové sloučeniny, které mají potenciální cytotoxickou aktivitu. Pokus byl 

proveden za použití MTT eseje, jež je podobná námi využité MTS eseji. Testování však 

probíhalo na odlišných liniích buněk – PC-3 (rakovinné buňky prostaty) a HL-60 

(leukemické buňky). Výsledky ukazují, že dlouhé alkylové řetězce a 1R, 2R konfigurace 

propylové skupiny jsou důležité pro cytotoxickou aktivitu arylpropylových sulfonamidů. 

Malé hydrofobní skupiny na fenylovém kruhu a sulfonamidová skupina mohou zase 

zvyšovat biologickou aktivitu. 21 arylpropylových sloučenin se pohybovalo v hodnotách 
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IC50 v rozmezí 20,7 – 267,3 µM, což odpovídá těm námi testovaným látkám, které jsme 

považovali za poměrně toxické (Hwang et al. 2013). 

Testování cytotoxicity in vitro bylo složitější o to, že jsme nejprve museli vyřešit 

rozpustnost látek. Testované látky se velice špatně rozpouští ve vodě a tak jsme použili 

jako rozpouštědlo DMSO - to je samo o sobě toxické na buňky, proto jsme museli zajistit, 

aby koncentrace rozpouštědla v mediu nepřesáhla 1%. (Lin a Will 2012). Testované látky 

jsme aplikovali v triplikátech a to pro každou koncentraci. 

Lze říci, že sloučeniny, které jsme testovali, vykazují významné rozdíly v cytotoxicitě. 

Když je seřadíme dle klesajících hodnot IC50 (a tedy dle zvyšující se toxicity), vyplyne 

nám toto pořadí: PABA-Et  PABA-Me-3  MABA-5  DAB-3 ≈ PABA-Et-3 ≈ 

MABA-3. Nejméně toxickou sloučeninou se jeví PABA-Et – její toxický vliv na 

buněčnou linii HepG2 se projevuje až při koncentracích vyšších než 1000 µM. PABA-

Me-3 má sice o něco vyšší toxický účinek, nicméně můžeme tvrdit, že obě látky jsou 

perspektivními sloučeninami z hlediska dalšího vývoje.  Zbylé čtyři látky (MABA-5, 

DAB-3, PABA-Et-3, MABA-3) mají již vyšší toxicitu i při relativně nízkých 

koncentracích jsou schopny nenávratně poškodit a usmrtit jaterní buňky. Příčinou vysoké 

cytotoxicity u DAB-3, PABA-Et-3 a MABA-3 by mohl být společný strukturní prvek 

těchto tří sloučenin – (2-hydroxy-3,5-dijodbenzyliden)aminoskupina.  

Na grafech látek PABA-Et-3 a DAB-3 můžeme pozorovar, že jsou v nich zahrnuty 

koncentrace jen do 250 µM, ne až do 1 000 µM, což bylo původní koncentrační rozpětí. 

U látek MABA-3 a MABA-5 jsou zahrnuty jen koncentrace do 500 µM. Důvodem je, že 

že se tyto látky i po zopakování pokusu při vyšších koncentracích vysrážely a vypadly z 

inkubačního média. Vyšší koncentrace tedy nebyly zahrnuty do výsledků.  

Ze získaných dat můžeme usoudit, že u všech látek vyjma PABA-Et a PABA-Me-3 byla 

prokázána poměrně vysoká toxicita. Je proto zapotřebí hledat další látky, které by 

vykazovaly nižší cytotoxický potenciál a současně měly antimikrobní účinky.  
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8 ZÁVĚR 

V této práci jsme stanovovali a porovnávali cytotoxicitu 6 nových vývojových látek 

s potenciálním antimikrobním efektem náležících mezi deriváty kyseliny para-

aminobenzoové. Látky byly testovány in vitro na standardním experimentálním modelu 

na linii jaterních buněk HepG2. Stanovili jsme toxikologický parametr IC50 za využití 

metody CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, která určuje 

buněčnou viabilitu. 

Při porovnání toxikologického parametru IC50 zkoumaných látek, lze vzájemně látky 

seřadit dle vzrůstající toxicity takto: PABA-Et  PABA-Me-3  MABA-5  DAB-3 ≈ 

PABA-Et-3 ≈ MABA-3. Jako nejméně toxická byla stanovena sloučenina PABA-Et. 

Další látkou, která by mohla být nadějná z možnosti dalšího vývoje je PABA-Me-3.  

Další zbývající testované látky MABA-5, DAB-3, PABA-Et-3, MABA-3 jsou poměrně 

výrazně toxické s hodnotou parametru IC50 pohybující se řádově v rozmezí od 10 µM do 

100 µM.  
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