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Jaterní a ledvinná tkáň je během podávání farmakologické terapie často 

vystavena vysokým dávkám xenobiotik. V průběhu preklinického zkoušení můžeme 

pomocí testů in vitro předpovídat potenciální toxicitu léčiv, a tak předcházet výskytu 

možných závažných nežádoucích účinků v klinické praxi. Cílem této rigorózní práce 

bylo stanovení cytotoxicity 4 látek s potenciálním antituberkulotickým účinkem 

na vhodných buněčných modelech s využitím vybraných metod testování in vitro. 

Dalším úkolem bylo porovnat cytotoxické působení testovaných látek mezi sebou 

a s kyselinou 4-aminosalicylovou (PAS), která je již mnoho let známa 

svou antituberkulotickou aktivitou. Testované sloučeniny tvořily 3 deriváty na bázi 

salicylanilidových diethyl fosfátů a kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová. K posouzení 

cytotoxického potenciálu jsme využili parametr inhibiční koncentrace IC50. 

V této experimentální práci jsme použili metody stanovující buněčnou metabolickou 

aktivitu, aminopeptidázovou aktivitu, uvolňování laktátdehydrogenázy a aktivitu 

kaspáz 3 a 7. Jako experimentální modely jsme zvolili standardní linii lidských 

jaterních buněk (Hep G2) a standardní linii lidských ledvinných buněk (HK-2). 

V testech viability vykazovaly všechny testované sloučeniny vyšší toxický efekt 

v buňkách Hep G2 než v buňkách HK-2. Deriváty na bázi salicylanilidových diethyl 

fosfátů působily v testech viability více cytotoxicky než  kyselina 

4-(trifluormethyl)benzoová a PAS. Většina sloučenin vyvolala uvolnění 

laktátdehydrogenázy pouze ve vyšších koncentracích. Potenciál všech testovaných 

sloučenin k navození kaspázové aktivity v obou buněčných liniích byl nízký. 

Na závěr lze konstatovat, že se nám zvolenými metodami podařilo stanovit parametr 

IC50 testovaných látek a zároveň provést srovnání cytotoxického účinku testovaných 

látek mezi sebou a se standardní sloučeninou PAS. 
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During pharmacologic therapy, tissues of liver and kidney are frequently 

exposed to high doses of xenobiotics. Via in vitro assays during preclinical testing, 

we are able to predict potential toxicity which helps to prevent the possible serious 

adverse drug reactions in clinical practice. The aim of this rigorous thesis was to state 

the cytotoxic profile of 4 potential antituberculotic drug candidates using appropriate 

cell models and in vitro assays. Another aim was to compare the cytotoxic effect 

 of the tested compounds among themselves and to 4-aminosalicylic acid (PAS) 

which antituberculotic activity is known for many years. The tested substances were 

3 salicylanilide diethyl phosphate-based derivatives  and 4-(trifluormethyl)benzoic 

acid. For the cytotoxic potential assessment, we used the parameter half maximal 

inhibitory concentration IC50. We have used methods determining the cell metabolic 

activity, aminopeptidase activity, lactate dehydrogenase leakage and activity 

of 3/7 caspases in this experimental work.  As the experimental model was chosen 

human liver (Hep G2) and kidney (HK-2) standard cell lines. In cell viability assays, 

all tested compounds showed more toxic effect  in Hep G2 cells in comparison 

to HK-2 cells. Salicylanilide diethyl phosphates werein cell viability assays more 

cytotoxic than 4-(trifluormethyl)benzoic acid and PAS. The most of the compounds 

caused lactate dehydrogenase leakage only at higher concentrations. The potential 

of the compounds to activate caspases in both cell lines was low. As a conclusion 

could be claimed that by the chosen methods we managed to set IC50 parameter 

of the tested compounds and compared the cytotoxic effects of the tested compounds 

among themselves and to PAS. 
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1 Seznam zkratek 

AFC    Aminofluorokumarin 

BCA    Kyselina bicinchoninová 

BGG    Hovězí gamma globulin 

BSA    Hovězí sérový albumin 

CellTiter96  CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 

Assay 

CellTiterBlue   CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

CellTiterFluor   CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay 

CytoToxOne  CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity 

Assay 

DMEM  Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium 

DMSO    Dimethyl sulfoxid 

EFPIA  Evropská federace farmaceutického průmyslu 

a asociací  

GF-AFC  Glycyl-fenylalanyl-aminofluorokumarin 

Hep G2  Buněčná linie lidských jaterních buněk 

HIV  Virus lidské imunodeficience 

HK-2  Buněčná linie lidských ledvinných buněk 

IC50  Inhibiční koncentrace potřebná k inhibici procesu 

 na 50 % 

ICL  Isocitrátlyáza 

LDH  Laktátdehydrogenáza 

LTBI  Latentní tuberkulózní infekce 

MDR-TB  Multilékově rezistentní tuberkulóza 

MEM  Eaglovo minimální esenciální médium 

MIC Minimální inhibiční koncentrace 

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

karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium 

NAD+  Nikotinamidadenindinukleotid – oxidovaná forma 

NADH  Nikotinamidadenindinukleotid – redukovaná forma 

NADPH  Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

PAS  Kyselina 4-aminosalicylová 
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PBS  Fosfátový pufr 

SD  Směrodatná odchylka 

TB  Tuberkulóza 

Z-DEVD-R110  Bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-

asparagin) Rhodamin 110 
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2 Úvod 

Vývoj inovativních léčiv je časově a finančně velice náročným procesem. 

U každého nově vyvíjeného léčiva jsou prováděna preklinická a klinická testování, 

která spadají pod přísnou kontrolu státních i mezinárodních autorit (Švihovec 2002). 

Uvádí se, že z 10 000 nově syntetizovaných sloučenin je pouze jedna 

z nich registrována a zavedena na trh, tedy úspěšně zařazena do terapie. 

Doba mezi vznikem léčiva a jeho uvedením na trh se pohybuje okolo 12  ̶  13 let. 

Náklady na vývoj a zkoušení jednoho nového přípravku byly v roce 2012 

odhadovány na 1,172 miliard EUR. Celkové investice inovativních farmaceutických 

společností na vývoj nových a účinnějších léčiv v Evropě za rok 2013 činily více než 

30 miliard EUR (EFPIA 2015). 

Nežádoucí účinky léčiv jsou způsobeny méně či více známými mechanismy 

s odlišně manifestovanými projevy toxicity. Toxicitě léčiv jsou nejčastěji vystavena 

játra, ledviny a srdce. Mnoho nových léků musí být staženo z trhu po odhalení 

jejich nežádoucích účinků, zejména hepatotoxicity (např. antituberkulotika). 

Zatím neexistuje žádné jednoduché řešení v predikci těchto nežádoucích účinků 

(Anonym 2011a, Giri et al. 2010, Xu. et al. 2004).  

Stanovení cytotoxicity in vitro u nově vyvíjených látek tvoří nezbytnou 

součást jejich preklinického testování. Testy cytotoxicity nám umožňují odlišit 

toxické látky od netoxických, čímž poskytují cennou informaci o bezpečnostním 

profilu daných sloučenin. Můžeme je dělit dle markerů, které detekujeme na testy 

viability, cytotoxicity a apoptózy. Na jiném principu jsou založeny testy zabývající se 

průtokovou cytometrií. Významné je také použití multiparametrických 

screeningových testů, které mohou například detekovat více markerů hepatotoxicity 

současně a tím mohou zajistit lepší předpověď možných nežádoucích účinků 

zkoušené látky (Anonym 2011b, Gómez-Lechón et al. 2010, Wigg et al. 2003). 

Tato rigorózní práce navazuje na předchozí diplomovou práci (Katrnošková 

2014) a poskytuje nové výsledky v oblasti testování cytotoxicity látek s potenciálním 

antituberkulotickým účinkem na 2 různých buněčných modelech s využitím 

vybraných metod měření buněčné viability, cytotoxicity a apoptózy. Cytotoxický 

účinek testovaných látek je srovnáván s kyselinou 4-aminosalicylovou (PAS), 

která má svůj historický význam v antituberkulotické terapii. 
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3 Teoretická část 

3.1 Testy cytotoxicity in vitro 

Vyhodnocení hepatotoxického a nefrotoxického potenciálu sloučenin hraje 

důležitou roli při výzkumu a vývoji nových léčiv. Testy in vitro prováděné 

na buněčných modelech reprezentujících orgán kritického působení studovaných 

látek poskytují důležité informace o možných mechanismech toxického působení 

potenciálního léčiva. Přestože experimenty na buněčné úrovni nemohou představovat 

komplexní odpověď celého organismu, tvoří nezastupitelnou součást preklinického 

zkoušení (Giri et al. 2010, Perazella et al. 2009, Tostmann et al. 2007).  

Na trhu existuje nepřeberné množství testů cytotoxicity in vitro pro detekci 

různých buněčných markerů, které mohou stanovit počet mrtvých buněk (testy 

cytotoxicity), počet živých buněk (testy viability), celkový počet buněk 

či mechanismus buněčné smrti (např. apoptóza). Proto může být někdy obtížné vybrat 

ty, které by nejvíce vyhovovaly a splňovaly naše cíle (Anonym 2011b).  

Buňky, jež jsou vystaveny působení cytotoxické látky, reagují různými 

způsoby. Některé buněčné linie mohou škodlivé agens metabolizovat, aniž se projeví 

jeho nežádoucí účinky, ale u většiny buněk dochází po působení toxinu 

k apoptotickému či nekrotickému procesu (Miret et al. 2006, Saraste a Pulkki 2000).  

Pokud bychom se na danou problematiku podívali detailněji, zjistíme, 

že apoptóza a nekróza představují pouze extrémní konce z široké škály možných 

morfologických a biochemických úmrtí buněk. Existuje více typů buněčné smrti. 

Mezi pět hlavních lze řadit apoptózu, nekrózu, autofagii, paraptózu a autoschízu. 

Kvůli částečnému překrývání a sdílení signálních drah mezi těmito různými 

mechanismy buněčné smrti je obtížné uvést absolutní definici pro jednotlivé typy 

(Saikumar a Venkatachalam 2009). 

 

Apoptóza 

Všechny mnohobuněčné organismy mají mechanismy pro ničení 

svých vlastních buněk. Používají je za účelem své obrany, udržení správného vývoje, 

homeostázy a přirozeného stárnutí. Proces programované buněčné smrti tedy 

apoptózy lze rozdělit do čtyř fází. V první fázi máme podnět, který vyvolá 

apoptotickou odpověď. Tímto podnětem může být externí signál zachycený 
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prostřednictvím povrchových receptorů (Fas, tumor nekrotizující faktor receptor 1), 

nebo signál přímo z buňky. Vnitřní cesta aktivace je vyvolána např. poškozením 

DNA, působením látek či toxinů, zářením nebo absencí růstového faktoru. 

V druhé fázi dochází k detekci tohoto signálu a k jeho následné transdukci 

k efektorům apoptózy. Fáze třetí zahrnuje efektorové proteázy, které jsou aktivovány 

v průběhu apoptotického procesu a také pozitivní a negativní regulátory 

těchto proteáz (např. Bcl-2). Čtvrtá fáze apoptózy je tzv. posmrtná fáze, v níž dochází 

ke kondenzaci buněčného chromatinu a degradaci DNA. Z buňky vznikají 

apoptotická tělíska, která obsahují ribozomy, morfologicky intaktní mitochondrie 

a jaderný materiál. In vivo (ale ne nutně in vitro) jsou umírající buňky (apoptotická 

tělíska) rychle rozpoznány a fagocytovány makrofágy nebo pohlceny okolními 

buňkami. In vitro apoptotická tělíska a zbývající buněčné fragmenty bobtnají 

a nakonec podléhají lýze. Tuto terminální fázi probíhající in vitro označujeme 

jako sekundární nekrózu (Cotter a Al-Rubeai 1995, Earnshaw et al. 1999, Chang 

a Yang 2000, Miret et al. 2006, Vaux a Strasser 1996). 

Hlavními mediátory apoptotické kaskády jsou intracelulární cysteinové 

proteázy označované jako kaspázy (caspases = cysteinyl-aspartic-acid-proteases) 

(Earnshaw et al. 1999, Reed 2000). Rozlišujeme 14 kaspáz přítomných v savčích 

buňkách. Dle jejich funkcí je rozdělujeme do tří skupin na zánětlivé (1, 4, 5, 11, 12, 

13 a 14), iniciační (2, 8, 9 a 10) a efektorové (3, 6 a 7). Iniciační a efektorové kaspázy 

jsou zapojeny v apoptotickém procesu (Rastogi a Sinha 2009).  

Kaspázy jsou ve většině buněčných typů exprimovány ve formě neaktivních 

zymogenů, které získávají svoji aktivní formu po proteolytickém štěpení. 

Tyto zymogeny se skládají z několika domén − N-terminální prodomény, velké 

podjednotky a malé podjednotky. Aktivace kaspázy zahrnuje štěpení zymogenu 

v místě kyseliny asparagové, tedy v oblasti mezi velkou a malou podjednotkou 

a odstranění prodomény. Aktivní centrum je tvořeno heterodimerem, který se skládá 

z jedné velké a jedné malé podjednotky. Plně aktivní kaspázou je tetramer složený 

ze dvou heterodimerů (Anonym 2011c). Takovýto mechanismus aktivace platí pouze 

pro efektorové kaspázy tedy 3, 6 a 7 (viz Obr. 1). Iniciační kaspázy 2, 8, 9 a 10 jsou 

aktivovány dimerizací, což vede ke konformační změně, která generuje aktivní místo. 

Tato problematika je stále předmětem studia (Boatright a Salvesen 2003, Boatright 

et al. 2003, Rastogi a Sinha 2009, Ribe et al. 2008). 
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Obr. 1 Schéma aktivace efektorových kaspáz Horní část obrázku znázorňuje 

neaktivní formu kaspázy (procaspase zymogen), který je složen z N-terminální 

prodomény (prodomain) a velké a malé podjednotky (large  subunit a small subunit). 

Při aktivaci kaspázy dochází ke štěpení mezi velkou a malou podjednotkou 

a k odstranění prodomény. Dolní část obrázku zachycuje dva heterodimery (každý se 

skládá z jedné velké a jedné malé podjednotky). Plně aktivní kaspázou je tetramer 

složený ze dvou heterodimerů (active caspase tetramer). 

Převzato z: Anonym 2011c 

 

Nekróza 

Pokud buňky vystavíme podmínkám extrémně odlišným od fyziologických 

(např. podchlazení), dochází k jejich nekróze. Dále může nekrózu vyvolat působení 

toxinů nebo některé patologické stavy – ischémie. Mezi morfologické znaky buněčné 

nekrózy řadíme otok organel, rozpouštění nukleárního chromatinu (karyolýza), časné 

poškození cytoplazmatické membrány s případnou ztrátou její integrity a uvolnění 

intracelulárního obsahu (včetně lysozomálních enzymů) do extracelulárních prostor. 

Pro nekrózu je charakteristická zánětlivá reakce. Právě vyvoláním zánětu se nekróza 

liší od apoptózy. Při apoptotickém procesu dochází k poškození cytoplazmatické 

membrány až velmi pozdě (při pohlcení mrtvých buněk sousedními buňkami 

či makrofágy), což vyvolává pouze malou či žádnou zánětlivou reakci. Aktivita 

enzymů v extracelulárním prostoru (laktátdehydrogenáza, adenylátkináza) může být 

použita ke stanovení nekrózy. Test, jehož principem je uvolňování 

laktátdehydrogenázy (LDH) do extracelulárního prostoru (viz dále v textu) je tedy 
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indikátorem nekrotického procesu, avšak nerozlišuje mezi typem buněčné smrti, tedy 

primární a sekundární nekrózou (Chan et al. 2013, Miret et al. 2006, Saikumar 

a Venkatachalam 2009). 

Přestože nekróza byla dlouho považována za náhodnou formu buněčné smrti, 

některé údaje naznačují, že může být také naprogramována. Pokud buňka není 

schopna apoptózy (defekt v apoptotickém zařízení, inhibice apoptózy) dochází 

v takovéto buňce k nastolení nekrózy. Nekrotický proces indukuje zánětlivou reakci, 

která brání hromadění poškozených či aberantních buněk a iniciuje opravu poškozené 

tkáně. Tento způsob buněčné smrti se proto zdá být důležitým terapeutickým 

nástrojem při léčbě nádorových onemocnění (Leist a Jaattela 2001, Nicoreta et al. 

1998, Saikumar a Venkatachalam 2009, Zong et al. 2004). 

 

Obecné úvodní informace k metodám cytotoxicity in vitro jsou k dispozici 

v předchozí práci autorky, na kterou tato práce navazuje (Katrnošková 2014). 

 

Následující podkapitoly (3.1.1 – 3.1.5) popisují principy metod cytotoxicity 

použitých v našich experimentech. V závěru této kapitoly je uveden obrázek 5, který 

přehledně znázorňuje zvolené testy cytotoxicity in vitro. 

 

3.1.1 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

Tuto kolorimetrickou metodu, založenou na stanovení redukční kapacity 

buňky, řadíme mezi testy viability. V metabolicky aktivní buňce jsou přítomny 

koenzymy NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfát) a NADH 

(nikotinamidadenindinukleotid), které mají redukční schopnost. Činidlo MTS 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium] s přídavkem sloučeniny fenazin ethosulfát (PES) je součástí komerčního 

kitu. PES je látka se zvýšenou chemickou odolností zajištující stabilitu roztoku (MTS 

a PES). Tetrazoliové činidlo MTS tzv. Owenovo činidlo je redukováno především 

díky NADH a NADPH (částečně se na této reakci podílejí také další redukční činidla, 

která jsou obsažena v metabolicky aktivních buňkách např. kyselina askorbová 

a glutathion) na barevný rozpustný produkt formazan. Umírající buňky tuto schopnost 

přeměny MTS na formazan nemají (Anonym 2012, Berridge a Tan 1993, Stockert 

et al. 2012). 
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Záporný náboj formazanu přispívá k jeho rozpustnosti v kultivačním médiu 

a zároveň limituje buněčnou permeabilitu tetrazoliového činidla. Látky jako PES 

či fenazin methosulfát (akceptory elektronů) pronikají do intracelulárního prostoru, 

kde na sebe navážou redukční ekvivalenty [např. z molekul NADH za vzniku NAD+ 

(nikotinamidadenindinukleotid – oxidovaná forma)] a poté se vrátí zpět 

do kultivačního média, čímž usnadňují redukci dané tetrazoliové sloučeniny 

na produkt formazan (viz Obr. 2). Množství absorbančně detekovaného formazanu je 

přímo úměrné počtu životaschopných buněk. Hodnota absorbance detekovaného 

formazanu je závislá na koncentraci substrátu MTS a PES, inkubačním čase a počtu 

životaschopných buněk (každá buněčná linie může mít různé metabolické nároky). 

Z těchto důvodů je důležité provedení optimalizace metody (Berridge et al. 2005, 

Riss et al. 2016, Scudiero et al. 1988). 

 

Obr. 2 Reakční schéma přeměny sloučeniny MTS na produkt formazan Látka 

fenazin ethosulfát (akceptor elektronů) pronikne do intracelulárního prostoru, kde 

na sebe naváže redukční ekvivalenty pocházející z molekul NADH za vzniku NAD+. 
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Poté tato sloučenina přechází zpět do kultivačního média, kde díky ní dochází 

k redukci tetrazoliové sloučeniny MTS na barevný produkt formazan. 

Převzato z: Riss et al. 2016 

 

Doplňující informace k této metodě jsou k dispozici v předchozí práci 

autorky, na kterou tato práce navazuje (Katrnošková 2014). 

 

3.1.2 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

Tuto metodu, která je jako předchozí zkouška založena na redukční schopnosti 

neporušených živých buněk, řadíme mezi testy viability. Prostřednictvím tmavě 

modrého barviva resazurinu (součástí komerčního kitu) detekujeme metabolickou 

kapacitu buněk. Po proniknutí resazurinu do intracelulárního prostoru dochází 

v důsledku působení několika různých redoxních enzymů (mitochondriální, 

cytozolické a mikrozomální) k jeho redukci na růžový produkt resorufin, který je 

vysoce fluorescenční. Fluorescenční resorufin může difundovat zpět 

do extracelulárního prostoru. Neživé buňky ztrácejí rychle svou metabolickou 

aktivitu, proto resazurin není redukován a ke vzniku fluorescenčního signálu 

nedochází. Buněčnou viabilitu v tomto testu můžeme zaznamenat také absorbančně, 

avšak tato metoda je oproti fluorescenčnímu měření méně citlivá (Anonym 2016, 

Gonzalez a  Tarloff 2001, O'Brien et al. 2000). 

Přeměna resazurinu na resorufin je ireverzibilní. Pokud testujeme vysoké 

množství buněk v dlouhém inkubačním čase, může docházet k sekundární redukční 

reakci, ve které je fluorescenční produkt resorufin redukován na bezbarvý 

nefluorescenční hydro-resorufin − tato reakce je reverzibilní. Proto je nutná 

optimalizace počátečního množství buněk a doby inkubace buněk s tímto činidlem 

(Anonym 2016, Erb a Ehlers 1950, O'Brien et al. 2000, Vandemark et al. 1945). 

Množství detekovaného resorufinu je přímo úměrné počtu životaschopných 

buněk. Rozsah linearity a dolní mez detekce závisí na druhu buněk a jejich schopnosti 

redukovat resazurin. Odlišná redukční schopnost různých typů buněk může být 

ovlivněna rozdílnou metabolickou kapacitou buněčných linií a také délkou buněčné 

inkubace s činidlem tohoto testu (Anonym 2016). 

Přestože některé studie informují o netoxickém působení resazurinu na buňky 

(Ahmed et al. 1994), jiné ukazují, že resazurin může ovlivnit buněčnou viabilitu 

v závislosti na koncentraci a expoziční době (Gloeckner et al. 2001, Squatrito et al. 
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1995). Inkubační doba resazurinu s buňkami by tedy měla být co nejkratší, ale 

zároveň dostatečná pro zachování citlivosti metody. Tento test lze s výhodou 

provádět současně s dalšími metodami cytotoxicity in vitro např. s metodou 

založenou na stanovení kaspázové aktivity. Získáme tak více informací 

o mechanismu cytotoxického působení testovaných sloučenin. Nevýhodou tohoto 

testu je možný výskyt interference mezi činidlem a sloučeninami s výrazným 

redukčním potenciálem (kyselina askorbová, glutathion, koenzym A, dithiothreitol) 

nebo sloučeninami vykazujícími vlastní fluorescenci (Anonym 2016, Niles et al. 2009, 

Riss et al. 2016). 

 

3.1.3 CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay 

Tuto metodu, stanovující proteázovou aktivitu intaktních životaschopných 

buněk, řadíme mezi testy viability. Činidlo GF-AFC 

(glycyl-fenylalanyl-aminofluorokumarin), jež je součástí komerčního kitu, vstupuje 

pouze do buněk s neporušenou membránovou integritou (cytoplazmatická membrána 

je pro tuto látku permeabilní). Konstitutivní a konzervované proteázy 

(aminopeptidázy), které jsou přítomné v živých savčích buňkách, mohou štěpit tento 

peptidový substrát GF-AFC za vzniku fluorescenčního produktu AFC 

(aminofluorokumarin) (viz Obr. 3). Fluorescenční signál je přímo úměrný počtu 

životaschopných buněk (Anonym 2015b, Niles et al. 2007). 

U výše zmíněných aminopeptidáz nebyl nalezen žádný poločas rozpadu 

v živých buňkách, avšak při ztrátě integrity buněčné membrány (buněčné smrti) 

dochází k jejich uvolnění do extracelulárního prostoru, kde během několika sekund 

ztrácí svou proteázovou aktivitu. Proto jsou tyto proteázy používány jako markery 

buněčné viability. Substrát GF-AFC je poměrně netoxický k životaschopným 

buňkám. Další výhodou této metody je možnost současného provádění s dalšími testy 

cytotoxicity in vitro např. s metodou stanovující kaspázovou aktivitu (Anonym 2015b, 

Niles et al. 2009, Riss et al. 2016). 
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Obr. 3 Schematické znázornění metody založené na proteázové aktivitě živých 

buněk Substrát GF-AFC  (live-cell substrate) pro proteázy přítomné v živých 

buňkách (active live-cell protease) vstupuje pouze do buněk s neporušenou 

membránovou integritou (live cell) − cytoplazmatická membrána je pro tuto látku 

permeabilní. Tyto proteázy (aminopeptidázy) štěpí tento peptidový substrát GF-AFC 

za vzniku fluorescenčního produktu AFC. 

Převzato z: Anonym 2015b 

 

3.1.4 CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity Assay 

Tuto fluorescenční metodu, určující počet neživotaschopných buněk, řadíme 

mezi testy cytotoxicity. Při ztrátě integrity buněčné membrány dochází k uvolnění 

laktátdehydrogenázy (LDH) do extracelulárního prostoru (buněčného média). 

Tento cytoplazmatický enzym, všeobecně přítomný v eukaryotických buňkách, je 

poměrně stabilní (poločas rozpadu LDH uvolněné z buněk do extracelulárního 

prostoru činí přibližně 9 hodin) a je produkován v dostatečném množství. Díky 

těmto vlastnostem je tedy s výhodou používán jako ukazatel buněčné smrti (Anonym 

2009b, Niles et al. 2009). 

LDH je schopná oxidovat laktát na pyruvát. Během této reakce jsou redukční 

ekvivalenty přeneseny na NAD+ za vzniku jeho redukované formy NADH. Následně 

jsou redukční ekvivalenty z NADH přenášeny enzymem diaforázou na tmavě modré 

barvivo resazurin, které je takto redukováno na růžový produkt resorufin. Laktát, 

resazurin, diaforáza a NAD+ jsou součástí komerčního kitu. Resorufin je stanovován 

fluorescenčně. Lze jej detekovat také absorbančně, avšak tato metoda nedosahuje 

takové citlivosti měření. Množství produkovaného resorufinu je přímo úměrné 

uvolněné LDH z mrtvých buněk. To znamená, že čím vyšší cytotoxický potenciál 
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bude testovaná látka mít, tím vyšší bude hodnota fluorescenčního signálu. Činidlo 

tohoto testu nemá toxický vliv na živé buňky, díky tomu lze tuto zkoušku provádět 

přímo v buněčné kultuře. Různé buněčné linie obsahují odlišné množství LDH, 

proto je doporučeno optimalizovat počáteční počet buněk (Anonym 2009b, 

Chan et al. 2013, Niles et al. 2009). 

 

3.1.5 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay 

Tato metoda je založena na stanovení kaspáz, které jsou aktivovány pouze 

při apoptotickém procesu. Substrát Z-DEVD-R110 [Bis-(N-CBZ-L-aspartyl-L-

glutamyl-L-valyl-L-asparagin) Rhodamin 110], jenž je součástí komerčního kitu, 

obsahuje peptidovou sekvenci DEVD. Tato sekvence je specificky rozpoznatelná 

aktivovanými kaspázami 3 a 7, které vykonávají vlastní proces apoptózy v savčích 

buňkách (Anonym 2009a, Slee et al. 2001, Talanian et al. 1997). Reakční činidlo dále 

obsahuje pufr − šetrně rozrušuje buňky a zároveň podporuje kaspázovou aktivitu. 

Po přidání reakčního činidla tohoto testu k buňkám dochází k jejich lýze. 

Pokud v buňkách proběhla po předešlém cytotoxickém působení testované látky 

apoptóza, dojde za příslušný časový interval k uvolnění aktivovaných kaspáz. 

Tyto kaspázy štěpí substrát Z-DEVD-R110 (odstranění peptidové sekvence DEVD) 

za vzniku silně fluorescenčního produktu Rhodaminu 110 (viz Obr. 4). Hodnota 

fluorescence je přímo úměrná počtu aktivovaných kaspáz 3 a 7 uvolněných z buněk 

(Anonym 2009a).  

Před provedením této metody je vhodná optimalizace počátečního počtu 

buněk a inkubační doby. Nízký počet buněk a minimální apoptotická indukce může 

vyžadovat delší inkubační čas (maximálně 18 hodin). Tuto metodu lze provádět 

současně s některými metodami cytotoxicity in vitro (Anonym 2009a). 
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Obr. 4 Reakční schéma znázorňující tvorbu fluorescenčního produktu 

Rhodaminu 110 Pokud v buňkách proběhla po předešlém cytotoxickém působení 

testované látky apoptóza, dojde po přidání činidla tohoto testu k buněčné lýze 

a k uvolnění aktivovaných kaspáz 3 a 7. Tyto kaspázy štěpí nefluorescenční substrát 

Z-DEVD-R110 (odstranění peptidové sekvence DEVD) za vzniku zeleného silně 

fluorescenčního produktu Rhodaminu 110. 

Převzato z: Anonym 2009a 



 

 

 

Obr. 5 Znázornění jednotlivých metod cytotoxicity in vitro použitých v našich experimentech Ukazatelé vybraných metod 

cytotoxicity detekovali počet životaschopných buněk (označení VIABLE: CellTiter-96® AQueous One Solution Assay, CellTiter-Blue® 

Assay, CellTiter-FluorTM Assay), počet neživotaschopných buněk (označení NECROSIS: CytoTox-ONETM Assay) či aktivitu kaspáz 

3 a 7, jež je důkazem apoptotického procesu (označení APOPTOSIS: Apo-ONE®  Caspase-3/7 Assay). 

Autorkou obrázku je: PharmDr. Jana Ramos Mandíková, Ph.D. 1
4
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3.2 Stanovení koncentrace proteinu − Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit 

Tato kolorimetrická metoda slouží ke stanovení koncentrace (kvantifikaci) 

proteinu. Test je založen na biuretové reakci − protein je schopen v alkalickém 

prostředí redukovat měďnaté ionty (Cu2+) na ionty měďné (Cu1+). Sodná sůl BCA 

(kyselina bicinchoninová), jež je součástí komerčního kitu, je stabilní, ve vodě 

rozpustná sloučenina. Toto činidlo tvoří v alkalickém prostředí s měďnými ionty 

intenzivně zbarvený komplex (dvě molekuly BCA a jedna molekula Cu1+), který je 

kolorimetricky detekován (viz Obr. 6). Absorbance fialového, ve vodě rozpustného 

chelatačního produktu je přímo úměrná koncentraci proteinu. Na intenzitu zbarvení 

reakčního produktu má vliv makromolekulární struktura proteinu, počet peptidových 

vazeb a přítomnost čtyř aminokyselin (cystein, cystin, tryptofan a tyrosin). Neznámé 

koncentrace proteinů jsou stanoveny na základě kalibrační křivky proteinu o známé 

koncentraci (např. pomocí standardu BSA – hovězí sérový albumin, BGG – hovězí 

gamma globulin). Nevýhodou stanovení je možnost interference činidla tohoto testu 

s některými sloučeninami. Mezi látky negativně ovlivňující toto stanovení řadíme 

mimo jiné sloučeniny s výrazným redukčním potenciálem, sloučeniny z řad silných 

kyselin nebo zásad či chelatační činidla. Konkrétně lze uvést např. kyselinu 

askorbovou, katecholaminy, lipidy či kyselinu močovou (Anonym 2015a, Smith et al.  

1985, Wiechelman et al. 1988).  

 

 

Obr. 6 Schematické znázornění vzniku chelatačního produktu Horní část 

obrázku zachycuje biuretovou reakci  − protein je schopen v alkalickém prostředí 

redukovat měďnaté ionty (Cu2+) na ionty měďné (Cu1+). V druhém reakčním kroku 

tvoří v  alkalickém prostředí sodná sůl BCA s mědnými ionty intenzivně zbarvený 
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komplex (dvě molekuly BCA a jedna molekula Cu1+), jež je kolorimetricky 

detekován. 

Převzato z: Smith et al. 1985 

 

3.3 Tuberkulóza a testované sloučeniny 

3.3.1 Tuberkulóza 

Infekční onemocnění tuberkulóza (TB) je nejčastěji způsobeno bakteriálními 

kmeny z komplexu Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum). Méně častými původci jsou 

tzv. netuberkulotické (atypické) bakterie jako Mycobacterium avium, Mycobacterium 

intracellulare, Mycobacterium kansasii a další. K přenosu onemocnění dochází 

především inhalační cestou – kapénkovou infekcí. Typicky postihuje plíce, ale může 

probíhat i extrapulmonárně (WHO 2015).  

V roce 2014 celosvětově onemocnělo touto chorobou 9,6 miliónů lidí 

a 1,5 miliónu lidí nemoci podlehlo. TB je nejčastější příčinou úmrtí u osob 

nakažených virem lidské imunodeficience (HIV). Roku 2015 byla 1/3 úmrtí HIV 

pozitivních osob zapříčiněna touto nemocí. Uvádí se, že aktivní forma onemocnění 

propukne během života pouze u 5 − 15 % lidí z celkového počtu infikovaných 

Mycobacterium tuberculosis (2 − 3 miliardy lidí na světě). To znamená, že přibližně 

jedna třetina světové populace je postižena latentní tuberkulózní infekcí (LTBI). 

Jedinec postižený LTBI má pozitivní tuberkulinový test (imunitní reakce na antigeny 

Mycobacterium tuberculosis je pozitivní), ale nemá klinické příznaky aktivní TB 

a není ani přenašečem tohoto onemocnění. Pro většinu pacientů s LTBI není 

tuberkulóza smrtelná, největším nebezpečím je možná reaktivace tohoto onemocnění 

(rozvinutí aktivní TB) a následné šíření této nákazy. Vysokou pravděpodobnost 

reaktivace mají hlavně lidé s oslabeným imunitním systémem (HIV pozitivita, 

podvýživa, diabetes, podávání imunosupresivní terapie) (Horsburgh CR Jr 2004, 

Lin a Flynn 2010, WHO 2015). 

Při inhalační nákaze TB dochází k přemístění Mycobacterium tuberculosis 

do dolních cest dýchacích. Alveolární makrofágy zde pomocí svých povrchových 

receptorů tohoto patogena rozpoznají a následně je jimi fagocytován. Poté tyto buňky 

imunitního systému spouští složitou signalizační kaskádu vedoucí k syntéze různých 

chemokinů a cytokinů. Výsledkem je příliv dalších imunitních buněk (dendritické 
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buňky, lymfocyty a více makrofágů) do místa infekce. Dále dochází k vytvoření 

organizované kulovité struktury tzv. granulomu. Uprostřed granulomu se nacházejí 

infikované makrofágy, které jsou obklopeny dalšími buňkami imunitního systému. 

Přestože primární úlohou granulomů je zabránění šíření infekce, bakterie v nich 

mohou přežívat po celá desetiletí v latentní (klidové) fázi – období dormance. 

Při narušení imunity hostitele nebo určitými genetickými faktory se mohou bakterie 

reaktivovat a vyvolat smrt infikovaných makrofágů. Smrtí infikovaných makrofágů 

dochází v centru granulomu ke vzniku nekrotické zóny (kaseózní zóna). Granulom se 

může rozpadnout a uvolnit bakterie do dalších oblastí plic a umožnit tak jejich šíření 

v celém organismu, což vyvolá klinickou manifestaci onemocnění. Dále dochází 

k přenosu této infekce na další osoby v důsledku uvolnění patogenu z infikovaných 

kapiček při kašli (Hatzios a Bertozzi 2011, Lin a Flynn 2010, Silva Miranda et al. 

2012). 

 Původce TB má tedy důmyslné mechanismy k přežití v hostitelském prostředí 

a k získávání základních živin. Objasnění těchto molekulárních pochodů 

a metabolických procesů, které umožňují přežívání Mycobacterium tuberculosis 

v organismu a také přechod do latentní fáze, je nezbytné v rámci objevování nových 

terapeutických cílů v boji proti této globální nemoci (Hatzios a Bertozzi 2011, Krátký 

et al. 2014, Lin a Flynn 2010). 

 

3.3.2 Kyselina 4-aminosalicylová 

Kyselina 4-aminosalicylová (PAS) je již mnoho let známa jako efektivní 

léčivo proti tuberkulóze. Její antituberkulotickou aktivitu objevil Jӧrgen Erik 

Lehmann ve čtyřicátých letech minulého století (Lehmann 1946). Současně 

používaná antituberkulotika můžeme dle jejich účinnosti a závažnosti případných 

nežádoucích účinků rozdělit do dvou linií. Mezi léčiva první linie řadíme isoniazid, 

rifampicin, pyrazinamid a ethambutol. Streptomycin, amikacin, kapreomycin, 

ethionamid, cykloserin, levofloxacin, moxifloxacin a PAS patří mezi léčiva druhé 

volby. Léčiva druhé linie jsou méně účinná a mohou častěji vyvolat nežádoucí účinky 

(Somasundaram et al. 2014, WHO 2015, WHO 2008).  

PAS působí bakteriostaticky na Mycobacterium tuberculosis a je indikována 

jako součást kombinované léčby multilékově rezistentní tuberkulózy (MDR-TB). 

MDR-TB je forma tuberkulózy způsobená bakteriemi, které jsou rezistentní 

k isoniazidu a rifampicinu, což jsou nejúčinnější léčiva první volby. Odhaduje se, že 
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v roce 2014 se u 480 000 lidí na světě vyvinula MDR-TB. Příčinou vzniku rezistence 

na antituberkulotickou terapii může být např. neadekvátní léčebný režim, intolerance 

preparátů, špatná spolupráce pacienta, předčasné ukončení léčby či genetická mutace 

bakterií (Anonym 2011d, Bártů 2007, WHO 2015). 

Mezi časté nežádoucí účinky PAS řadíme především nauzeu, zvracení, průjem 

a hypotyreózu (zvýšené riziko hypotyreózy hrozí hlavně při současném užívání 

ethionamidu). Mezi méně časté nežádoucí účinky patří hepatotoxicita, alergické 

reakce, zvětšení štítné žlázy, malabsorbční syndrom, zvýšení protrombinového času 

a horečka (Anonym 2011d, WHO 2008). 

 

3.3.3 Salicylanilid diethyl fosfáty 

Testované látky s pracovním označením P5.A1, P6.A1 a P8.A1 řadíme 

z chemického hlediska k salicylanilid diethyl fosfátům {diethyl-[2-

(fenylkarbamoyl)fenyl]fosfáty}. Je to skupina sloučenin odvozená od molekul 

kyseliny salicylanilidové s navázanou substituovanou kyselinou fosforečnou. 

Všechny hodnocené sloučeniny vykazují in vitro aktivitu proti testovaným kmenům 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium a Mycobacterium kansasii 

s hodnotou minimální inhibiční koncentrace (MIC) 8−62,5 µM. Ve srovnání 

s isoniazidem je antimykobakteriální účinek na Mycobacterium avium 

a Mycobacterium kansasii našich testovaných látek vyšší. Při porovnání se 

sloučeninou PAS vykazují navíc i vyšší antituberkulotický efekt na Mycobacterium 

tuberculosis. Oproti jiným sloučeninám z řad derivátů salicylanilid diethyl fosfátů 

nevykazují zkoušené sloučeniny významnou antifugální a antibakteriální aktivitu 

(Vinšová et al. 2014). 

Některé deriváty salicylanilidů vykazují mírnou inhibici mykobakteriální 

isocitrátlyázy (ICL), což je enzym mající zásadní roli v metabolismu mastných 

kyselin Mycobacterium tuberculosis a je zodpovědný za perzistenci této bakterie. 

Bylo dokázáno, že narušením ICL genu dochází k oslabení bakteriální virulence 

(bez ovlivnění bakteriálního růstu během akutní fáze infekce). ICL také 

pravděpodobně přispívá k adaptaci této bakterie na hypoxii (Krátký et al. 2014, 

Krátký et al. 2012, McKinney et al. 2000).  

Antimykobakteriálně působící salicylanilid diethyl fosfáty byly již dříve 

testovány s 5 mykobakteriálními enzymy, které hrají u Mycobacterium tuberculosis 

důležitou roli v udržení LTBI. Jsou to tyto enzymy: isocitrátlyáza, 
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L-alanindehydrogenáza, chorismátmutáza, lysin ε-aminotransferáza 

a pantothenátsyntetáza. V daných podmínkách zkoušení bylo zjištěno, že 

naše testované sloučeniny (na rozdíl od jiných derivátů na bázi salicylanilidů) 

nevykazují inhibici mykobakteriální ICL. Avšak byla u nich zaznamenána významná 

aktivita proti L-alanindehydrogenáze. Další mykobakteriální enzymy jsou inhibovány 

až při vyšších koncentracích testovaných sloučenin. Také bylo zjištěno, že 

při testování in vitro neexistuje žádná přímá korelace mezi hodnotami MIC proti 

aktivně rostoucí Mycobacterium tuberculosis a inhibicí testovaných enzymů, které 

jsou důležité pro klidový stav bakterie. Výsledky experimentu tedy potvrzují, že 

mechanismus účinku salicylanilid diethyl fosfátů je komplexnější a inhibice těchto 

enzymů pouze přispívá k jejich celkové antimykobakteriální aktivitě (Krátký et al. 

2014). 

 

3.3.4 Kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová 

Poslední látkou, kterou řadíme mezi naše testované sloučeniny, je kyselina 

4-(trifluormethyl)benzoová (4-CF3-BA). Mycobacterium tuberculosis byla 

v podmínkách zkoušení zcela necitlivá na koncentraci 1 000 µM kyseliny 

4-(trifluormethyl)benzoové. Mírný antimykobakteriální účinek byl zaznamenán 

pouze na Mycobacterium kansasii (MIC  ≥ 250 µM). Na Mycobacterium avium 

nepůsobila testovaná látka žádným antimykobakteriálním efektem 

(MIC > 1 000 µM). Tato sloučenina byla již dříve testována na antibakteriální 

aktivitu. V podmínkách zkoušení žádný antibakteriální účinek nevykazovala 

(MIC > 500 µM) (Krátký et al. 2013). 

 

Charakteristika testovaných látek (podkapitoly 3.3.3 − 3.3.4) byla částečně 

převzata z předchozí práce autorky (Katrnošková 2014). 
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4 Cíle práce 

 Předmětem této rigorózní práce je stanovit cytotoxické působení 4 látek 

s potenciálním antituberkulotickým účinkem [kyselina 

4-(trifluormethyl)benzoová a 3 deriváty na bázi salicylanilid diethyl fosfátů]. 

 

 Zvolit metody testování in vitro, které sledují různé ukazatele buněčné viability, 

cytotoxicity a apoptózy. 

 

 Vybrat buněčné modely testování reprezentující orgány kritického působení 

xenobiotik a následně provést srovnání toxického účinku studovaných látek 

na zvolených buněčných liniích. 

 

 Kvantitativně porovnat naměřené hodnoty míry cytotoxicity 4 látek 

s potenciálním antituberkulotickým účinkem mezi sebou a se standardní látkou 

(kyselina 4-aminosalicylová). 
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5 Experimentální část 

5.1 Materiál 

5.1.1 Přístroje a zařízení 

Centrifuga 3K30H, Sigma (Laborentrifigen, Německo) 

Destičkový analyzátor (TECAN, Infinite M200, Švýcarsko) 

Inkubátor (Shel Lab, USA) 

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

Itálie) 

Laboratorní třepačka KS  ̶  15 Control, Buhler, s inkubačním nástavcem TH 15 

(Johanna Otto GmbH, Německo) 

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

Pipetovací nástavec SWIFTPET (HTL, Polsko) 

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

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

Vyhřívané magnetické míchadlo ICA RCT basic safety control (ICA, Německo) 

 

5.1.2 Další použitý materiál 

96jamkové mikrotitrační destičky, čiré (TPP, Švýcarsko) 

96jamkové mikrotitrační destičky, tmavé (Corning, USA) 

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) 

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

Kultivační láhve 75 cm² (TPP, Švýcarsko) 

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

Rukavice latexové, nesterilní (VWR, USA) 

Sterilní, nepyrogenní skleněné pipety 5, 10, 25 ml (TPP, Švýcarsko) 

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

 

5.1.3 Použité kity 

Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay (Promega, USA) 

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

CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay (Promega, USA) 

CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega, USA) 

Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA) 

 

5.1.4 Studované látky a další důležité chemikálie 

Testované sloučeniny P5.1A, P6.1A a P8.1A byly syntetizovány na Katedře 

anorganické a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Králové Univerzity 

Karlovy 

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

Chemikálie na fosfátový pufr (PBS) NaCl, KCl, Na₂HPO₄, NaH₂PO₄, pH = 7,4 byly 

získány od firmy PENTA (Česká republika) 

Kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová (Sigma-Aldrich, USA) 

Kyselina 4-amino-2-hydroxybenzoová (4-aminosalicylová kyselina, PAS) 

(Sigma-Aldrich, USA) 

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

 

5.1.5 Použité buněčné linie a média 

Hep G2 buněčná linie 

Lidské jaterní buňky (The human hepatocellular liver carcinoma cell line, 

Hep G2) byly získány z Health Protection Agency Culture Collections (ECACC, 

UK). Buněčná linie (pasáž 5−12) byla rutinně kultivována v 75 cm² kultivačních 

lahvích v buněčném médiu MEM (Eaglovo minimální esenciální médium) 

(Sigma-Aldrich, USA) s L-glutaminem (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA), 

10 % fetálního hovězího séra (PAA, Rakousko) a neesenciálních aminokyselin 

(Sigma-Aldrich, USA). 

 

HK-2 buněčná linie 

Lidské ledvinné buňky (Human Kidney cell line, HK-2) byly získány 

z American Type Culture Collection (ATCC, USA). Buněčná linie (pasáž 5−8) byla 

rutinně kultivována v 75 cm² kultivačních lahvích v buněčném médiu DMEM 

(Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium) (Sigma-Aldrich, USA) 
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s L-glutaminem (2 mM) (Sigma-Aldrich, USA) a 10 % fetálního hovězího séra 

(PAA, Rakousko) 

 

5.2 Testované látky 

Pro testování byly vybrány 4 reprezentativní látky s různou cytotoxicitou 

z předchozí práce autorky (Katrnošková 2014). Strukturní vzorce s názvy testovaných 

látek a s parametrem lipofility log P jsou přehledně uvedeny v tabulce 1.  

 

Tab. 1 Chemické názvy, strukturní vzorce a log P testovaných látek 

Testovaná 

látka 

Strukturní vzorec 

testované látky 

Chemický název 

testované látky 

Log P 

4-CF3-BA 

 

4-

(trifluormethyl)benzoová 

kyselina 

2,9395 

P5.1A 

 

4-chlor-2-[(3-

fluorfenyl)karbamoyl]fe

nyl-diethyl-fosfát 

3,57716 

P6.1A 

 

4-chlor-2-[(4-

fluorfenyl)karbamoyl]fe

nyl-diethyl-fosfát 

3,57716 

P8.1A 

 

5-chlor-2-[(4-

fluorfenyl)karbamoyl]fe

nyl-diethyl-fosfát 

3,57716 

PAS 

 

4-amino-2-

hydroxybenzoová 

kyselina 

1,0562 
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Strukturní vzorce v tabulce 1 připravil PharmDr. Mgr. Martin Krátký, Ph.D. 

pomocí programu ChemBioDraw Ultra 13.0. Parametr lipofility log P testovaných 

sloučenin jsme stanovili pomocí stejného programu. 

 

5.3 Použité metody 

5.3.1 Příprava fosfátového pufru 

V tabulce 2 jsou uvedeny všechny komponenty PBS pufru včetně jejich 

koncentrací. Po navážení jednotlivých složek na analytických vahách a následném 

doplnění do požadovaného objemu destilovanou vodou, jsme museli upravit pH  

fosfátového roztoku (pomocí NaOH) na hodnotu 7,4. 

 

Tab. 2 Příprava fosfátového pufru 

Sloučenina Molární hmotnost [g/mol] Koncentrace 

v pufru [M] 

NaCl 58,44 0,137 

KCl 77,55 0,0027 

Na2HPO4.12H2O 358,14 0,01 

NaH2PO4.2H2O 156,01 0,01 

 

Popis výše uvedeného postupu při přípravě fosfátového pufru a tabulka 2 byly 

použity z předchozí práce autorky, na kterou tato práce navazuje (Katrnošková 2014). 

 

5.3.2 Buněčné kultivace 

Buněčné linie Hep G2 a HK-2 použité v našich experimentech byly rutinně 

kultivovány dle doporučených postupů dodavatele. Před samotným nasazením 

buněčných linií Hep G2 a HK-2 na 96jamkové mikrotitrační destičky jsme museli 

buňky zpasážovat. Ke kultivaci Hep G2 buněk jsme použili kultivační médium MEM 

obohacené o příslušné suplementy, pro HK-2 buňky jsme použili kultivační médium 

DMEM s příslušnými suplementy (viz podkapitola 5.1.5). Buňky jsme kultivovali 

při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO₂ v inkubátoru. Dále jsme buňky průběžně 

mikroskopicky kontrolovali, abychom zjistili míru konfluence buněk a vyloučili 

přítomnost kontaminace. Další práce s buňkami probíhaly v laminárním boxu. 

Po odsátí starého kultivačního média, oplachu buněk roztokem PBS a jeho následném 

odsátí jsme aplikovali trypsin, který umožnil rozvolnění a oddělení buněk ode dna 

kultivační láhve. Inaktivaci trypsinu jsme zajistili přidáním nového příslušného 
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kultivačního média k buňkám a provedli jsme resuspendaci vzniklé směsi. První část 

takto připravené buněčné směsi jsme přemístili do centrifugační zkumavky, z které 

jsme odebrali vzorek v objemu 10 µl a ten převedli na Bürkerovu komůrku. Pomocí 

Bürkerovy komůrky jsme zjistili počet buněk a následně z něho spočítali příslušné 

naředění buněk, které bude vyhovovat našim cílům. Část média s buňkami jsme 

přenesli do nové kultivační láhve a nechali inkubovat na naše další experimenty.  

Díky metodě Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit jsme experimentálně určili 

optimální množství buněk na jednu jamku. Na základě vyhodnocených výsledků této 

metody (viz kapitola 6.1) jsme se rozhodli u všech následujících testů pro obě 

buněčné linie použít koncentraci 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), tedy 

960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Poté jsme odebrali potřebné 

množství buněk z centrifugační zkumavky a naředili jej kultivačním médiem 

do požadované koncentrace (10 000 buněk/100 µl). Po promíchání jsme 

multikanálovou pipetou aplikovali 100 µl této buněčné suspenze do každé jamky 

96jamkové mikrotitrační destičky. Inkubace obou buněčných linií před přidáním 

studovaných látek probíhala u všech testů cytotoxicity po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. 

 

Postup buněčných kultivací byl částečně převzat z předchozí práce autorky, 

na  kterou tato práce navazuje (Katrnošková 2014). 

 

5.3.3 Příprava testovaných látek 

Příprava testovaných látek byla částečně převzata z předchozí práce autorky 

(Katrnošková 2014).  

Z důvodu špatné rozpustnosti testovaných látek ve vodě bylo 

k jejich rozpuštění u všech experimentů použito rozpouštědlo DMSO. Látka DMSO 

je již v nízkých koncentracích poměrně cytotoxická, proto inkubační koncentrace 

DMSO v kultivačním médiu v našich experimentech nepřesáhla 1 % (k 100 µl 

buněčné suspenze jsme přidali 1 µl roztoku příslušné testované látky). Inkubační 

koncentrace testovaných látek jsou vždy stokrát nižší než jejich zásobní koncentrace. 

Příčinou je konečné zředění roztoku studovaných látek po jejich přidání k buňkám 

v příslušném kultivačním médiu. 
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5.3.4 Stanovení koncentrace proteinu − Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit 

Tato metoda byla provedena u použitých buněčných linií Hep G2 a HK-2 

z důvodu optimalizace počtu sazených buněk na jednu jamku. Nejdříve jsme si 

připravili 96jamkovou mikrotitrační destičku, kde jsme v triplikátech nasadili různé 

počty buněk na jamku na 100 µl. Pro buněčnou linii Hep G2 jsme zvolili: 125; 1 250; 

2 500; 5 000; 10 000; 20 000; 40 000; 80 000 a 160 000 buněk na jamku. 

Pro buněčnou linii HK-2 jsme zvolili: 156; 313; 625; 1 250; 2 500; 5 000; 10 000; 

20 000 a 40 000 buněk na jamku. Inkubace buněk Hep G2 probíhala v kultivačním 

médiu MEM obsahujícím příslušné suplementy. Pro inkubaci buněk HK-2 jsme 

použili kultivační médium DMEM rovněž obsahující příslušné suplementy. Inkubační 

čas činil 48 hodin při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO₂. Staré kultivační médium 

jsme odsáli a následně jsme přidali 20 µl lyzačního činidla (100 mM NaOH v Tritonu 

X 0,5 %) do každé jamky 96jamkové mikrotitrační destičky. Lyzační činidlo jsme 

nechali působit při laboratorní teplotě po dobu 1 hodiny na třepačce. Mezitím jsme si 

vhodným ředěním připravili koncentrace standardů BSA dle protokolu použitého 

kitu. Následně jsme připravené koncentrace standardů (0−2 000 µg/ml) napipetovali 

v množství 20 µl na jamku 96jamkové mikrotitrační destičky. Tabulka 3 ukazuje 

objemy použitého rozpouštědla (100 mM NaOH v Tritonu X 0,5 %) a hovězího 

sérového albuminu při přípravě těchto standardů. V dalším kroku jsme si připravili 

činidlo BCA (smícháním činidla A a činidla B z použitého kitu v poměru 50 : 1), 

které jsme následně napipetovali v množství 200 µl do každé jamky 96jamkové 

mikrotitrační destičky obsahujících vzorky i standardy. Následovalo 30sekundové 

třepání destičky na třepačce. Po 30minutové inkubaci při teplotě 37 °C v 5% 

atmosféře CO₂ byla destička ochlazena na laboratorní teplotu a proběhlo měření 

absorbance při vlnové délce 562 nm na destičkovém analyzátoru TECAN. Naměřené 

výsledky jsme zpracovali v programu Microsoft Excel 2007. Odečetli jsme 

průměrnou hodnotu absorbance slepého vzorku (absorbance pozadí) 

od zprůměrovaných hodnot absorbancí všech BSA standardů a stanovovaných 

vzorků. Poté jsme sestrojili kalibrační křivku, na jejímž základě jsme určili 

koncentrace proteinu [µg/ml] a množství proteinu v jedné jamce [µg] pro daný počet 

buněk. K tomuto určení jsme dospěli dosazením hodnoty absorbance proteinu 

o neznámé koncentraci do rovnice kalibrační křivky proteinu o známé koncentraci 

[µg/ml]: y = 0,0004x + 0,0303 a následném přepočítání této koncentrace na jednu 

jamku, tedy [µg]. 
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Tab. 3 Příprava standardů BSA  

Označení 

zásobního 

roztoku 

Objem 

rozpouštědla [µl] 

Objem standardu 

BSA [µl] 

Výsledná 

koncentrace 

BSA [µg/ml] 

1 0 300 zásobního 

roztoku číslo 1 

2 000 

2 125 375 zásobního 

roztoku číslo 1 

1 500 

3 325 325 zásobního 

roztoku číslo 1 

1 000 

4 175 175 zásobního 

roztoku číslo 2 

750 

5 325 325 zásobního 

roztoku číslo 3 

500 

6 400 100 zásobního 

roztoku číslo 3 

400 

7 325 325 zásobního 

roztoku číslo 5 

250 

8 900 100 zásobního 

roztoku číslo 5 

200 

9 325 325 zásobního 

roztoku 7 

125 

10 950 50 zásobního 

roztoku číslo 7 

100 

11 400 100 zásobního 

roztoku číslo 9 

25 

12 1 000 0 0 = slepý 

vzorek 

BSA = hovězí sérový albumin 

Rozpouštědlo: 100 mM NaOH v Tritonu X 0,5 % 

 

5.3.5 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

Provedení této metody bylo částečně převzato z předchozí práce autorky 

(Katrnošková 2014). 

Obě buněčné linie jsme sadili v počtu 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), 

tedy 960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Inkubace buněčných linií 

probíhala před přidáním testovaných látek po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Pro inkubaci buněčné linie Hep G2 jsme po celou dobu 

pokusu používali kultivační médium MEM obsahující fetální sérum (přesné složení 

viz kapitola 5.1.5). Pro inkubaci buněk HK-2 jsme používali kultivační médium 

DMEM rovněž obsahující fetální sérum (přesné složení viz kapitola 5.1.5). Všechny 

koncentrace testovaných látek jsme napipetovali v množství 1 µl do příslušných 
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jamek 96jamkové mikrotitrační destičky s buněčnou linií Hep G2 nebo HK-2. 

Testované látky jsme aplikovali minimálně v osmi koncentracích v triplikátech 

pro každou koncentraci. Zároveň jsme pro každou koncentraci v triplikátech 

připravili nebuněčné kontroly (100 µl příslušného média + 1 µl testované látky). 

Další připravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanovení celkové viability 

(buňky ve 100 µl kultivačního média), kontrolu pro stanovení 0% viability (buňky 

ve 100 µl  kultivačního média + 10% DMSO), kontrolu 100% viability (buňky 

ve 100 µl kultivačního média + 1% DMSO) a nebuněčnou kontrolu příslušného 

kultivačního média (100 µl kultivačního média).  Testované látky jsme inkubovali 

24 hodin při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO₂. Po uplynutí 24hodinové inkubace 

jsme do každé jamky s buňkami, testovanými látkami i kontrolami přidali 20 µl 

činidla MTS dle pracovního protokolu použitého kitu. Činidlo MTS jsme nechali 

působit po dobu 90 minut při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO2. Následovalo měření 

absorbance na destičkovém analyzátoru TECAN při vlnové délce 490 nm.  

Výsledné absorbanční hodnoty vzorků jsme zpracovali v programech 

Microsoft Excel 2007 a GraphPad Prism 5.02. Nejdříve jsme v programu Microsoft 

Excel 2007 zprůměrovali hodnoty absorbance triplikátů buněk o stejné koncentraci 

testovaných látek, určili jejich směrodatnou odchylku a relativní směrodatnou 

odchylku. Stejný postup jsme opakovali i u hodnot absorbance triplikátů 

nebuněčných kontrol. Nakonec jsme z těchto číselných údajů získali procenta 

výsledné viability pro jednotlivé koncentrace testovaných látek. Výpočet výsledné 

viability pro jednotlivé koncentrace testovaných látek probíhal dle níže uvedené 

rovnice:  

 

% viability =  

 

Ab = zprůměrovaná hodnota absorbance triplikátu buněk o stejné koncentraci testované látky 

Ak = zprůměrovaná hodnota absorbance triplikátu nebuněčné kontroly o stejné koncentraci testované látky 

Am = zprůměrovaná hodnota absorbance triplikátu daného kultivačního média 

Av100 = zprůměrovaná hodnota absorbance triplikátu kontroly 100% viability 

 

Nakonec jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za použití modelu nelineární 

regrese určili toxikologický parametr IC50 testovaných látek. IC50  je inhibiční 
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koncentrace, která je nutná ke snížení viability (nebo cytotoxicity) buněčné populace 

na 50 % hodnoty maximální (kontrolní) viability (nebo cytotoxicity).  

 

5.3.6 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

Obě buněčné linie jsme sadili v počtu 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), 

tedy 960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Inkubace buněčných linií 

probíhala před přidáním testovaných látek po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Nejdříve jsme museli z jamek s inkubovanými 

buněčnými liniemi šetrně odsát kultivační média MEM a DMEM obsahující fetální 

séra. Po odsátí příslušného média následovala aplikace nových kultivačních médií 

MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) − obě bez obsahu fetálního séra. Tato kultivační 

média jsme aplikovali multikanálovou pipetou v množství 100 µl na jamku. Všechny 

koncentrace testovaných látek jsme v množství 1 µl na jamku napipetovali 

do příslušných jamek 96jamkové mikrotitrační destičky s buňkami Hep G2 nebo 

HK-2. Testované látky jsme aplikovali minimálně v osmi koncentracích v triplikátech 

pro každou koncentraci. Zároveň jsme pro každou koncentraci testované látky 

připravili nebuněčné kontroly v triplikátech (100 µl příslušného kultivačního média 

+ 1 µl testované látky). Další  připravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanovení 

celkové viability (buňky ve 100 µl kultivačního média), kontrolu pro stanovení 0% 

viability (buňky ve 100 µl kultivačního média + 10% DMSO), kontrolu 100% 

viability (buňky ve 100 µl kultivačního média + 1% DMSO) a nebuněčnou kontrolu 

příslušného kultivačního média (100 µl kultivačního média bez obsahu fetálního 

séra). Inkubace buněk a příslušných kontrol s testovanými látkami probíhala 24 hodin 

při teplotě 37 °C  v 5% atmosféře CO2. Po 24hodinové inkubaci jsme přidali 20  µl  

činidla CellTiter-Blue®  do každé jamky s buňkami, testovanými látkami 

a nebuněčnými kontrolami dle pracovního protokolu použitého kitu. Z důvodu 

fotosenzitivity činidla probíhala všechna práce po přidání tohoto činidla v zatemněné 

místnosti. Následovalo umístění všech 96jamkových mikrotitračních destiček 

na třepačku k dosažení intenzivního 10sekundového třepání. Inkubace destičky 

s buněčnou linií HK-2 a destičky s jejími nebuněčnými kontrolami s činidlem trvala 

po dobu 40 minut při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO2. Destičky s buňkami Hep G2 

a příslušnými nebuněčnými kontrolami jsme inkubovali po dobu 60 minut při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Následovalo 10sekundové třepání a změření fluorescence 

při vlnových délkách 560 nm a 590 nm na destičkovém analyzátoru TECAN.  
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Naměřené výsledky jsme následně zpracovali v programech Microsoft Excel 

2007 a GraphPad Prism 5.02. Nejdříve jsme v programu Microsoft Excel 2007 

zprůměrovali hodnoty fluorescence triplikátů buněk o stejné koncentraci testovaných 

látek, určili jejich směrodatnou odchylku a relativní směrodatnou odchylku. Stejný 

postup jsme opakovali i u hodnot fluorescence triplikátů nebuněčných kontrol. 

Nakonec jsme z těchto číselných údajů získali procenta výsledné viability 

pro jednotlivé koncentrace testovaných látek. Výpočet % viability probíhal dle níže 

uvedené rovnice:  

 

% viability =  

 

Fb = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu buněk o stejné koncentraci testované látky 

Fk = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu nebuněčné kontroly o stejné koncentraci testované látky 

Fm = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu daného kultivačního média 

Fv100 = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu kontroly 100% viability 

 

Nakonec jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za použití modelu nelineární 

regrese určili toxikologický parametr IC50 testovaných látek.  

5.3.7 CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay 

Obě buněčné linie jsme sadili v počtu 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), 

tedy 960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Inkubace buněčných linií 

probíhala před přidáním testovaných látek po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Nejdříve jsme museli z jamek s inkubovanými 

buněčnými liniemi šetrně odsát kultivační média MEM a DMEM obsahující fetální 

séra. Po odsátí příslušného média následovala aplikace nových kultivačních médií 

MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) − obě bez obsahu fetálního séra. Tato kultivační 

média jsme aplikovali multikanálovou pipetou v množství 100 µl na jamku. Všechny 

koncentrace testovaných látek jsme v množství 1 µl na jamku napipetovali k buněčné 

linii Hep G2 a HK-2 na 96jamkové mikrotitrační destičky. Testované látky jsme 

aplikovali minimálně v osmi koncentracích v triplikátech pro každou koncentraci. 

Připravené kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanovení celkové viability (buňky 

ve 100 µl příslušného média), kontrolu pro stanovení 100% toxicity (buňky ve 100 µl  

příslušného média   +  10%  DMSO) a kontrolu 100% viability (buňky ve 100 µl 
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příslušného média + 1% DMSO). Inkubace buněk a příslušných kontrol probíhala 

24 hodin při teplotě 37 °C v 5% atmosféře CO2. Po 24hodinové inkubaci jsme přidali 

100 µl činidla CellTiter-Fluorᵀᴹ do každé jamky s buňkami, testovanými látkami 

i kontrolami dle pracovního protokolu použitého kitu. Z důvodu fotosenzitivity 

činidla probíhala všechna práce po přidání tohoto činidla v zatemněné místnosti. 

Po krátkém protřepání všech destiček následovala 90minutová inkubace destičky 

s buněčnou linií HK-2 a destičky s příslušnými kontrolami a  40minutová inkubace 

destičky s buněčnou linií Hep G2 a destičky s příslušnými kontrolami při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Po uplynutí požadované doby inkubace jsme zaznamenali 

fluorescenci při vlnové délce 400 nm a 505 nm na destičkovém analyzátoru TECAN.  

Naměřené výsledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007 

a GraphPad Prism 5.02. Nejdříve jsme v programu Microsoft Excel 2007 

zprůměrovali hodnoty fluorescence triplikátů buněk o stejné koncentraci testovaných 

látek, určili jejich směrodatnou odchylku a relativní směrodatnou odchylku. Nakonec 

jsme získali procenta výsledné viability pro jednotlivé koncentrace testovaných látek. 

Výpočet % viability probíhal dle níže uvedené rovnice: 

 

% viability =  

 

Fb = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu buněk o stejné koncentraci testované látky 

Ft100 = zprůměrovaná hodnota fluorescence  triplikátu kontroly 100% toxicity 

Fv100 = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu kontroly 100% viability 

 

Na závěr jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za použití modelu nelineární 

regrese určili toxikologický parametr IC50 testovaných látek.  

5.3.8 CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity Assay 

Obě buněčné linie jsme sadili v počtu 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), 

tedy 960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Inkubace buněčných linií 

probíhala před přidáním testovaných látek po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Nejdříve jsme museli z jamek s inkubovanými 

buněčnými liniemi šetrně odsát kultivační média MEM a DMEM obsahující fetální 

séra. Po odsátí příslušného média následovala aplikace nového kultivačního média 
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DMEM (Hep G2 i HK-2). Toto kultivační médium jsme aplikovali multikanálovou 

pipetou v množství 100 µl na jamku. Všechny koncentrace testovaných látek jsme 

v množství 1 µl na jamku napipetovali k buněčným liniím Hep G2 a HK-2 

na 96jamkových mikrotitračních destičkách. Testované látky jsme aplikovali 

minimálně v osmi koncentracích v triplikátech pro každou koncentraci. Připravené 

kontroly zahrnovaly: kontrolu pro stanovení celkové viability (buňky ve 100 µl média 

DMEM), kontrolu pro stanovení 100% toxicity (buňky ve 100 µl média DMEM 

+ 10% DMSO) a kontrolu 100%  viability (buňky ve 100 µl média DMEM 

+ 1% DMSO). Inkubace buněk s testovanými látkami probíhala 8 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Po uplynutí inkubační doby jsme testovací destičky 

ponechali 30 minut při laboratorní teplotě. K jednomu triplikátu na každé destičce 

(jamky obsahující 100 µl kultivačního média DMEM s buňkami nebo 100  µl   média 

DMEM bez buněk) jsme přidali 2 µl lyzačního roztoku (kontrola maximálního 

uvolnění LDH, není zahrnuto ve výpočtu). Z těchto triplikátů jsme získali hodnotu 

kontroly maximální fluorescence uvolněné LDH. Lyzační roztok jsme takto 

napipetovali 15 minut před přidáním činidla použitého kitu. Následovalo přidání 

100 µl činidla CytoTox-ONEᵀᴹ do každé jamky s buňkami, testovanými látkami 

i kontrolami dle pracovního protokolu použitého kitu. Z důvodu fotosenzitivity 

činidla probíhala všechna práce po přidání tohoto činidla v zatemněné místnosti. 

Po 30sekundovém třepání jsme všechny destičky inkubovali 10 minut při laboratorní 

teplotě. Po uplynutí časového intervalu jsme do každé jamky přidali 50  µl  činidla 

pro zastavení reakce (Stop Solution). Následovalo 10sekundové třepání a měření 

fluorescence při vlnové délce 560 nm a 590 nm na destičkovém analyzátoru TECAN.  

Naměřené výsledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007 

a GraphPad Prism 5.02. Nejdříve jsme v programu Microsoft Excel 2007 

zprůměrovali hodnoty fluorescence triplikátů buněk o stejné koncentraci testovaných 

látek, určili jejich směrodatnou odchylku a relativní směrodatnou odchylku. Nakonec 

jsme získali procenta výsledné cytotoxicity pro jednotlivé koncentrace testovaných 

látek. Výpočet % cytotoxicity probíhal dle níže uvedené rovnice:  

 

% cytotoxicity =  

 

Fb = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu buněk o stejné koncentraci testované látky 
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Ft100 = zprůměrovaná hodnota fluorescence  triplikátu kontroly 100% toxicity 

Fv100 = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu kontroly 100% viability 

 

Na závěr jsme v programu GraphPad Prism 5.02 za použití modelu nelineární 

regrese určili toxikologický parametr IC50 testovaných látek.  

 

5.3.9 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay  

Obě buněčné linie jsme sadili v počtu 10 000 buněk/100 µl (na jednu jamku), 

tedy 960 000 buněk/9 600 µl (na celou testovací destičku). Inkubace buněčných linií 

probíhala před přidáním testovaných látek po dobu 24 hodin při teplotě 

37 °C v 5% atmosféře CO2. Nejdříve jsme museli z jamek s inkubovanými 

buněčnými liniemi šetrně odsát kultivační média MEM a DMEM obsahující fetální 

séra. Po odsátí příslušného média následovala aplikace nových kultivačních médií 

MEM (Hep G2) a DMEM (HK-2) − obě bez obsahu fetálních sér. Tato kultivační 

média jsme aplikovali multikanálovou pipetou v množství 100 µl na jamku. Všechny 

koncentrace testovaných látek jsme v množství 1 µl na jamku 96jamkové 

mikrotitrační destičky napipetovali k buněčné linii Hep G2 a HK-2. Testované látky 

jsme aplikovali ve třech koncentracích v triplikátech pro každou koncentraci. 

Tyto koncentrace jsme zvolili na základě výsledků předchozích testů cytotoxicity 

in vitro (viz kapitoly 6.2 − 6.5). Připravené kontroly zahrnovaly: negativní kontrolu 

apoptotického procesu (buňky ve 100 µl příslušného média + 1% DMSO), 

nebuněčnou kontrolu kultivačního média (100 µl příslušného média). Inkubace buněk 

a příslušných kontrol s testovanými látkami probíhala 5 hodin při teplotě 37 °C v 5% 

atmosféře CO2. Následně jsme napipetovali 100 µl činidla Apo-ONE® Caspase-3/7 

do každé jamky s buňkami, testovanými látkami i kontrolami dle pracovního 

protokolu použitého kitu. Po 30sekundovém třepání jsme všechny destičky 

inkubovali po dobu 30 minut v zatemněné místnosti při laboratorní teplotě. 

Po uplynutí inkubačního intervalu jsme zaznamenali fluorescenci při vlnové délce 

499 nm a 521 nm na destičkovém analyzátoru TECAN.  

Naměřené výsledky jsme zpracovali v programech Microsoft Excel 2007 

a GraphPad Prism 5.02. Nejdříve jsme v programu Microsoft Excel 2007 

zprůměrovali hodnoty fluorescence triplikátů buněk o stejné koncentraci testovaných 

látek, určili jejich směrodatnou odchylku a relativní směrodatnou odchylku. Výpočet 

kaspázové aktivity probíhal dle níže uvedené rovnice:  
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kaspázová aktivita =  

 

Fb = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu buněk o stejné koncentraci testované látky 

Fn = zprůměrovaná hodnota fluorescence triplikátu negativní kontroly 

 

Na závěr jsme v programu GraphPad Prism 5.02 sestrojili graf srovnávající 

kaspázovou aktivitu testovaných látek s negativní kontrolou apoptotického procesu 

a s vyznačenou statistickou významností. Statistická signifikance rozdílů průměrných 

hodnot sledovaného parametru byla hodnocena pomocí t-testu podle Microsoft Excel 

2007. Statistická významnost na hladině p < 0,05 je označena *, statistická 

významnost na hladině p < 0,01 je označena ** a statistická významnost na hladině 

p < 0,001 je označena ***.  

 

5.3.10 Korelační studie 

Pomocí programu Microsoft Excel 2007 jsme provedli korelační studii 

mezi hodnotami IC50 a log P testovaných sloučenin a také korelace hodnot IC50 

testovaných sloučenin mezi metodami CellTiter96 (CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay), CellTiterBlue (CellTiter-Blue® Cell Viability 

Assay), CellTiterFluor (CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay) a CytoToxOne 

(CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity Assay). 
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6 Výsledky 

6.1 Stanovení koncentrace proteinu − Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit 

Obrázek 7 znázorňuje průběh kalibrační křivky, na základě kterého jsme chtěli 

určit neznámé koncentrace proteinů obsažených ve vzorcích buněčných linií HK-2 

a Hep G2 připravených z různých počtů buněk. Graf popisuje závislost 

mezi koncentrací hovězího sérového albuminu − vyjádřeno jako koncentrace BSA 

[µg/ml] a naměřenou absorbancí. Absorbance hovězího sérového proteinu je přímo 

úměrná jeho koncentraci. 

 

Obr. 7 Kalibrační křivka metody BCA Koncentrační řada hovězího sérového 

albuminu (BSA) byla inkubována s činidlem kitu při 37 °C po dobu 30 minut 

a následně byla měřena absorbance při 562 nm. Data jsou prezentována jako průměry 

± SD (směrodatná odchylka) naměřených výsledků (s odečtenou hodnotou pozadí). 

 

Obrázek 8 popisuje vztah mezi počtem buněk Hep G2 v jamce a koncentrací 

proteinu ve stejné jamce. Tento vztah se jevil jako lineární při použití menšího počtu 

buněk v experimentu (asi do počtu 40 000 buněk na jamku). Další průběh křivky 

můžeme popsat jako nelineární. 
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Obr. 8 Závislost koncentrace proteinu na počtu buněk Hep G2 v jedné jamce 

Hep G2 buňky byly sazeny v různých počtech na jamku v 96jamkové destičce 

v triplikátech a následně zlyzovány. V připravených vzorcích byla vypočítána 

koncentrace proteinu metodou BCA. Data jsou prezentována jako průměry ± SD 

naměřených výsledků. 

 

Obrázek 9 vyjadřuje vztah mezi počtem buněk HK-2 v jamce a koncentrací 

proteinu ve stejné jamce. Tento vztah se jevil jako lineární při použití menšího počtu 

buněk v experimentu (asi do počtu 10 000  buněk na jamku). Další průběh křivky 

můžeme popsat jako nelineární. 
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Obr. 9 Závislost koncentrace proteinu na počtu buněk HK-2 v jedné jamce HK-2 

buňky byly sazeny v různých počtech na jamku v 96jamkové destičce v triplikátech 

a následně zlyzovány. V připravených vzorcích byla vypočítána koncentrace proteinu 

metodou BCA. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

 

6.2 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

V tabulce 4 jsou pro přehlednost souhrnně uvedeny testované látky 

s jejich hodnotami IC50. Tento parametr jsme využili k posouzení cytotoxického 

potenciálu zkoušených látek na buněčných liniích Hep G2 a HK-2. Hodnoty 

% buněčné viability, ze kterých jsme následně stanovili parametr IC50, jsme získali 

pomocí metody CellTiter96. 

 

Tab. 4 Hodnoty IC50 testovaných látek za použití metody CellTiter96 

Testovaná látka IC50 [µM]  

Hep G2 

IC50 [µM] 

 HK-2  

4-CF3-BA 717,90 1 266,00 

P5.1A 12,46 17,04 

P6.1A 31,49 > 100,00 



38 

 

P8.1A 29,67 54,22 

PAS 2 263,00 4 678,00 

IC50 = inhibiční koncentrace 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách Hep G2 měřený metodou 

CellTiter96 je znázorněn na obrázku 10. Výsledky jsou prezentovány jako % viability 

testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota IC50 studovaných 

sloučenin.  

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách HK-2 měřený metodou 

CellTiter96 je znázorněn na obrázku 11. Výsledky jsou prezentovány jako % viability 

testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota IC50 studovaných 

sloučenin.  
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Obr. 10  Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii Hep G2 

za použití metody CellTiter96 Hep G2 buňky byly inkubovány po dobu 24 hodin 

s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla zjištěna 

% viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek. 
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Obr. 11  Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii HK-2 

za použití metody CellTiter96 HK-2 buňky byly inkubovány po dobu 24 hodin 

s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla zjištěna 

% viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek. 
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6.3 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

V tabulce 5 jsou pro přehlednost souhrnně uvedeny testované látky 

s jejich hodnotami IC50. Tento parametr jsme využili k posouzení cytotoxického 

potenciálu zkoušených látek na buněčných liniích Hep G2 a HK-2. Hodnoty 

% buněčné viability, ze kterých jsme následně stanovili parametr IC50, jsme získali 

pomocí metody CellTiterBlue. 

 

Tab. 5 Hodnoty IC50 testovaných látek za použití metody CellTiterBlue 

Testovaná látka IC50 [µM]  

Hep G2 

 IC50 [µM] 

 HK-2 

4-CF3-BA 1 086,00 > 2 000,00 

P5.1A 100,60 322,30 

P6.1A 63,47 391,30 

P8.1A 78,24 211,90 

PAS 2 047,00 4 493,00 

IC50 = inhibiční koncentrace 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách Hep G2 měřený metodou 

CellTiterBlue je znázorněn na obrázku 12. Výsledky jsou prezentovány 

jako % viability testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota 

IC50 studovaných sloučenin. 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách HK-2 měřený metodou 

CellTiterBlue je znázorněn na obrázku 13. Výsledky jsou prezentovány 

jako % viability testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota IC50 

studovaných sloučenin. 
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Obr. 12  Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii Hep G2 

za použití metody CellTiterBlue Hep G2 buňky byly inkubovány po dobu 24 hodin 

s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla zjištěna 
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% viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek. 
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Obr. 13 Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii HK-2 

za použití metody CellTiterBlue HK-2 buňky byly inkubovány po dobu 24 hodin 

s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla zjištěna 

% viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek. 

 

6.4 CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay 

V tabulce 6 jsou pro přehlednost souhrnně uvedeny testované látky 

s jejich hodnotami IC50. Tento parametr jsme využili k posouzení cytotoxického 

potenciálu zkoušených látek na buněčných liniích Hep G2 a HK-2. Hodnoty 

% buněčné viability, ze kterých jsme následně stanovili parametr IC50, jsme získali 

pomocí metody CellTiterFluor. 

 

Tab. 6 Hodnoty IC50 testovaných látek za použití metody CellTiterFluor 

Testovaná látka  IC50 [µM] 

 Hep G2 

IC50 [µM] 

HK-2 

4-CF3-BA > 2 000,00 1 821,00 

P5.1A 24,52 254,80 

P6.1A 24,20 285,00 

P8.1A 40,20 207,70 

PAS 4 669,00 3 369,00 

IC50 = inhibiční koncentrace 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách Hep G2 měřený metodou 

CellTiterFluor je znázorněn na obrázku 14. Výsledky jsou prezentovány 

jako % viability testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota IC50 

studovaných sloučenin. 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách HK-2 měřený metodou 

CellTiterFluor je znázorněn na obrázku 15. Výsledky jsou prezentovány 

jako % viability testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota IC50 

studovaných sloučenin. 
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Obr. 14  Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii Hep G2 

za použití metody CellTiterFluor Hep G2 buňky byly inkubovány po dobu 

24 hodin s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla 
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zjištěna % viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených 

výsledků. Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek. 

 

 

Obr. 15 Cytotoxické působení testovaných sloučenin na buněčnou linii HK-2 

za použití metody CellTiterFluor HK-2 buňky byly inkubovány po dobu 24 hodin 
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s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla zjištěna 

% viability buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD naměřených výsledků. 

Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných látek.  

 

6.5 CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous Membrane Integrity Assay 

V tabulce 7 jsou pro přehlednost souhrnně uvedeny testované látky s jejich 

hodnotami IC50. Tento parametr jsme využili k posouzení cytotoxického potenciálu 

zkoušených látek na buněčných liniích Hep G2 a HK-2. Hodnoty % cytotoxicity, 

ze kterých jsme následně stanovili parametr IC50, jsme získali pomocí metody 

CytoToxOne. 

 

Tab. 7 Hodnoty IC50 testovaných látek za použití metody CytoToxOne 

Testovaná látka IC50 [µM]  

Hep G2 

IC50 [µM] 

HK-2 

4-CF3-BA > 2 000,00 > 3 000,00 

P5.1A 370,70 207,70  

P6.1A > 600,00 178,60 

P8.1A > 400,00 449,60 

PAS > 10 000,00 > 15 000,00 

IC50 = inhibiční koncentrace 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách Hep G2 měřený metodou 

CytoToxOne je znázorněn na obrázku 16. Výsledky jsou prezentovány 

jako % cytotoxicity testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota 

IC50 studovaných sloučenin. 

 

Cytotoxický účinek testovaných látek v buňkách HK-2 měřený metodou 

CytoToxOne je znázorněn na obrázku 17. Výsledky jsou prezentovány 

jako % cytotoxicity testovaných buněk. Ze získaných výsledků byla zjištěna hodnota 

IC50 studovaných sloučenin. 
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Obr. 16  Cytotoxické působení vybraných testovaných sloučenin na buněčnou 

linii Hep G2 za použití metody CytoToxOne Hep G2 buňky byly inkubovány 

po dobu 8 hodin s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně 

byla zjištěna % cytotoxicity buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD 
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naměřených výsledků. Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných 

látek. 
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Obr. 17 Cytotoxické působení vybraných testovaných sloučenin na buněčnou 

linii HK-2 za použití metody CytoToxOne HK-2 buňky byly inkubovány po dobu 

8  hodin s různými koncentracemi testované látky v triplikátech a následně byla 

zjištěna %  cytotoxicity buněk. Data jsou prezentována jako průměry ± SD 

naměřených výsledků. Analýzou těchto dat jsme získali parametr IC50 testovaných 

látek. 

 

6.6 Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay 

Obrázek 18 znázorňuje aktivitu kaspáz 3 a 7 v testovaných buněčných liniích 

Hep G2 a HK-2. Po 5hodinové inkubaci studovaných látek s buňkami jsme 

nezaznamenali, že by některá z testovaných koncentrací sloučenin způsobila 

výraznou indukci apoptózy ve srovnání s negativní kontrolou (buňky ve 100 µl 

příslušného média + 1% DMSO). 

 

Obr. 18 Aktivita kaspáz 3 a 7 ve studovaných buněčných liniích Hep G2 a HK-2 

po působení příslušných koncentrací testovaných látek Obr. 18 a) Po působení 

testovaných koncentrací studovaných sloučenin na buněčné linii Hep G2 nedochází 

ve srovnání s negativní kontrolou k výrazné indukci apoptózy. 

Obr. 18 b) Po působení testovaných koncentrací studovaných sloučenin na buněčné 

linii HK-2 nedochází ve srovnání s negativní kontrolou k výrazné indukci apoptózy. 



 

 

6.7 Hodnoty IC50 testovaných látek za použití vybraných metod 

Tabulka 8 uvádí ještě jednou pro přehlednost souhrn všech zjištěných hodnot IC50 testovaných látek za použití různých metod 

cytotoxicity in vitro na zvolených buněčných liniích Hep G2 a HK-2. 

 

Tab. 8 Hodnoty IC50 testovaných sloučenin za použití 4 různých metod buněčné viability/cytotoxicity na buněčných liniích Hep G2 

 a HK-2 

 CellTiter96 CellTiter96 CellTiterBlue CellTiterBlue CellTiterFluor CellTiterFluor CytoToxOne CytoToxOne 

 Testy viability Test cytotoxicity 

Testovaná 

látka 

IC50 [µM] 

Hep G2 

IC50  [µM] 

HK-2 

IC50 [µM] 

Hep G2 

IC50  [µM] 

HK-2 

IC50 [µM] 

Hep G2 

IC50  [µM] 

HK-2 

IC50 [µM] 

Hep G2 

IC50  [µM] 

HK-2 

4-CF3-BA 717,90 1 266,00 1 086,00 > 2 000,00 > 2 000,00 1 821,00 > 2 000,00 > 3 000,00 

P5.1A 12,46 17,04 100,60 322,30 24,52 254,80 370,70 207,70 

P6.1A 31,49 > 100,00 63,47 391,30 24,20 285,00 > 600,00 178,60 

P8.1A 29,67 54,22 78,24 211,90 40,20 207,70 > 400,00 449,60 

PAS 2 263,00 4 678,00 2 047,00 4 493,00 4 669,00 3 369,00 > 10 000,00 > 15 000,00 

IC50 = inhibiční koncentrace 

5
1
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6.8 Korelační studie 

K určení možné souvislosti mezi lipofilním charakterem a cytotoxicitou 

testovaných sloučenin jsme u zkoumaných látek stanovili hodnoty log P (viz Tab. 1). 

Nejvíce cytotoxické látky P5.1A, P6.1A a P8.1A byly nejvíce lipofilní. PAS byla 

z našich látek nejméně lipofilní a zároveň i nejméně cytotoxická (viz Tab. 8). 

Získaná data z jednotlivých testů buněčné viability jsme mezi sebou porovnali 

v rámci korelační studie. Srovnání těchto dat vykazuje vysoký stupeň korelace. 

Korelační koeficient mezi metodami CellTiter96 a CellTiterBlue je 0,9795 v Hep G2 

a 0,9049 v HK-2 buňkách, mezi metodami CellTiter96 a CellTiterFluor je 0,9799 

v Hep G2 a 0,9701 v HK-2 buňkách a mezi metodami CellTiterBlue a CellTiterFluor 

je 0,9999 v Hep G2 a 0,9811 v HK-2 buňkách. 

Získaná data z testů buněčné viability jsme porovnali s daty z testu buněčné 

cytotoxicity  CytoToxOne. Srovnání těchto dat vykazuje vysoký stupeň korelace. 

Korelační koeficient mezi metodami CellTiter96 a CytoToxOne je 0,9773 v Hep G2 

a 0,9966 v HK-2 buňkách, mezi CellTiterBlue a CytoToxOne je 0,9146 v Hep G2 

a 0,8677 v HK-2 buňkách a mezi CellTiterFluor a CytoToxOne je 0,9153 v Hep G2 

a 0,9475 v HK-2 buňkách. 
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7 Diskuze 

Předmětem rigorózní práce bylo stanovení cytotoxického působení 4 látek 

s potenciálním antituberkulotickým účinkem. K testovaným sloučeninám patřila 

kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová (4-CF3-BA) a deriváty na bázi salicylanilid 

diethyl fosfátů (P5.1A, P6.1A a P8.1A). Tyto látky byly vybrány z předchozí práce 

autorky jako nejslibnější zástupci pro jejich nejnižší cytotoxický efekt ze všech 

testovaných sloučenin (Katrnošková 2014). Naším úkolem bylo kvantitativní 

srovnání naměřených hodnot míry cytotoxického působení testovaných sloučenin 

mezi sebou a se standardní sloučeninou (kyselina 4-aminosalicylová). K dosažení cílů 

této práce bylo nutné vybrat a následně experimentálně provést několik komerčně 

dostupných testů cytotoxicity in vitro sledující různé ukazatele buněčné viability, 

cytotoxicity a apoptózy. Zvolených 5 metod hodnotilo metabolickou aktivitu živých 

buněk, činnost aminopeptidáz v neporušených životaschopných buňkách, uvolňování 

LDH z buněk s porušenou membránovou integritou nebo kaspázovou aktivitu, jež je 

důkazem apoptotického procesu. Testování sloučenin probíhalo na standardní linii 

lidských jaterních buněk (Hep G2) a standardní linii lidských ledvinných buněk 

(HK-2). Pro výběr zvolených buněčných linií jsme se rozhodli z těchto důvodů: 

Právě  jaterní a ledvinná tkáň je nejčastěji vystavena toxickému působení podávaných 

xenobiotik. Limitujícím faktorem současně používaných antituberkulotik je často 

jejich hepatotoxický efekt (Perazella et al. 2009, Tostmann et al. 2007). 

Před samotným testováním cytotoxického potenciálu studovaných látek byla 

u obou buněčných linií provedena optimalizace počtu sazených buněk na jednu jamku 

za použití komerčně dostupné metody Pierceᵀᴹ BCA Protein Assay Kit. 

Tato kolorimetrická metoda nám sloužila ke stanovení neznámé koncentrace proteinů 

obsažených ve vzorcích buněčných linií HK-2 a Hep G2 připravených z různých 

počtů buněk. Hledali jsme takový počet buněk, při kterém bude platit lineární vztah 

mezi koncentrací proteinu v jedné jamce a množstvím buněk v téže jamce. U buněčné 

linie Hep G2 se tento vztah jevil jako lineární asi do počtu 40 000 buněk na jamku. 

U buněčné linie HK-2 se tento vztah jevil jako lineární asi do počtu 10 000 buněk 

na jamku. Oproti buňkám Hep G2 vykazovaly buňky HK-2 v podmínkách našeho 

experimentu pomalejší růst. Důvodem mohla být nižší metabolická aktivita buněk 

HK-2 či jejich omezená možnost proliferace při vyšším počtu buněk v jamce. 

Za nelineární závislost při vyšších koncentracích buněk v jedné jamce 
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(> 40 000 buněk Hep G2 na jamku, > 10 000 buněk HK-2 na jamku) může být 

zodpovědná změněná metabolická aktivita buněk a jejich snížený příjem živin 

z kultivačního média. Zdá se, že při vyšším počtu buněk v jamce může docházet 

k jejich agregaci. Naopak při menším počtu buněk v jamce je pravděpodobně riziko 

agregace nižší a buňky tak získávají větší množství živin z kultivačního média. Také 

testované látky mají snažší přístup k jednotlivým buňkám při jejich nižší koncentraci 

(Anonym 2012). Z důvodu vzájemného srovnávání cytotoxického efektu testovaných 

sloučenin na jaterní a ledvinné buňky, byla zvolena u obou buněčných linií stejná 

koncentrace 10 000 buněk na jamku (ve 100 µl příslušného kultivačního média), kdy 

platil lineární vztah mezi koncentrací proteinu v jedné jamce a množstvím buněk 

v téže jamce (viz Obr. 8−9). 

Provádění testování cytotoxicity in vitro komplikovala nedostatečná 

rozpustnost studovaných látek ve vodě. Jako rozpouštědlo testovaných sloučenin 

jsme použili sloučeninu DMSO. Abychom eliminovali možné toxické působení 

DMSO na buňky na minimum, zajistili jsme u všech prováděných experimentů, 

aby koncentrace tohoto rozpouštědla v inkubačním médiu s požadovanou koncentrací 

testované látky nepřesahovala 1 % (Katrnošková 2014, Lin a Will 2012). Studované 

látky byly v testech cytotoxicity in vitro aplikovány v triplikátech pro každou 

koncentraci. Při testování bylo třeba vybrat vhodné koncentrační rozmezí pro každou 

testovanou látku individuálně, abychom dosáhli co nejpřesnějších výsledků. 

Dále jsme si museli zvolit takové kontroly, které by zamezily výskytu falešně 

pozitivních či negativních výsledků. Ne všechny použité kontroly byly zahrnuty 

do závěrečného výpočtu % viability/cytotoxicity. Některé z kontrol sloužily 

jako tzv. „vnitřní kontrola“ pro ověření správnosti průběhu experimentu a také 

vyloučení možné kontaminace. Jako ukazatel míry toxicity testovaných látek byl 

vybrán parametr inhibiční koncentrace IC50, jež umožňuje kvantitativní porovnání 

cytotoxicity látek mezi sebou a se standardní sloučeninou. 

Metody hodnotící buněčnou viabilitu CellTiter96 a CellTiterBlue jsou obě 

založeny na redukčním stanovení metabolicky aktivních buněk. V kolorimetrické 

metodě CellTiter96 dochází především díky sloučeninám NADH a NADPH k redukci 

tetrazoliového činidla MTS na barevný produkt formazan, jenž je detekován 

absorbančně. V metodě CellTiterBlue je barvivo resazurin v důsledku působení 

několika různých redoxních enzymů přeměněno na růžový produkt resorufin, který je 

vysoce fluorescenční. Neživé buňky ztrácejí svou metabolickou aktivitu a ke vzniku 
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absorbčního nebo fluorescenčního signálu nedochází (Anonym 2012, Anonym 2016). 

Dle doporučení výrobce použitého kitu CellTiter96 by mělo být inkubační rozmezí 

působení činidla MTS 1−4 hodiny. Na základě získaných hodnot měření jsme se 

rozhodli inkubovat testované látky s činidlem MTS po dobu 90 minut, z důvodu již 

dobře zřetelných rozdílů v absorbanci. Doporučené inkubační rozmezí působení 

činidla CellTiter-Blue® dle výrobce příslušného kitu bylo 1−4 hodiny. V použité 

metodě CellTiterBlue byla již při 2hodinové inkubaci buněk HK-2 i Hep G2 

s CellTiter-Blue® činidlem hodnota fluorescence mimo rozsah měření, 

z tohoto důvodu bylo nutné zkrácení inkubačního času. Dobře zřetelných rozdílů 

ve fluorescenci bylo dosaženo při 60minutové inkubaci buněk Hep G2 a příslušných 

kontrol s CellTiter-Blue® činidlem a při 40minutové inkubaci v případě buněk HK-2 

a příslušných kontrol s CellTiter-Blue® činidlem. Mezi stanovenými hodnotami IC50 

testovaných sloučenin byla za použití těchto dvou metod prokázána vysoká korelace. 

Výsledky popisující podobný trend v klesání buněčné viability při srovnání MTS 

a resazurinu jsou uvedeny i v publikaci dalších autorů, kteří testovali cytotoxické 

působení tamoxifenu za použití stejných metod na buněčné linii Hep G2 (Riss 

a Moravec 2004). Z výsledných hodnot IC50 je patrné, že kapacita obou buněčných 

linií byla k redukci tetrazoliového barviva MTS vyšší, než k redukci resazurinu 

(viz Obr. 10−13). Důvodem může být jiný reakční mechanismus srovnávaných metod 

či rozdíly v měření absorbance a fluorescence. Vzhledem k fotosenzitivitě MTS 

a resazurinu probíhala inkubace testovaných látek s činidly bez přístupu světla, 

abychom předešli zvýšení pozadí fluorescence či absorbance. Ve fluorescenčním 

stanovení metody CellTiterBlue jsme se snažili snížit fluorescenci pozadí na minimum 

také tím, že jsme vyměnili příslušná kultivační média obsahující fetální sérum 

za odpovídající buněčná média bez séra (dle doporučení testovacího protokolu dané 

metody). Přesto nemůžeme úplně vyloučit vliv případné vyšší fluorescence pozadí 

na zvýšení hodnot IC50 testovaných látek. Stanovení buněčné viability u metody 

CellTiterBlue změřením absorbance nepřineslo reprodukovatelné výsledky 

za podmínek experimentu. 

Podstatou metody CellTiterFluor, kterou také řadíme k testům určující 

buněčnou viabilitu, je stanovení proteázové aktivity v intaktních živých buňkách. 

Dle doporučení protokolu daného kitu by se měl inkubační čas působení činidla 

CellTiter-Fluorᵀᴹ pohybovat okolo 30 minut (prodloužení inkubační doby v určitém 

časovém rozmezí zvyšuje citlivost metody, maximální inkubační čas činí 3 hodiny). 
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Z důvodu zvýšení citlivosti metody proběhla inkubace buněk Hep G2 a příslušných 

kontrol s činidlem CellTiter-Fluorᵀᴹ 40 minut a inkubace buněk HK-2 a příslušných 

kontrol s činidlem CellTiter-Fluorᵀᴹ byla 90 minut. Stejně jako u metody 

CellTiterBlue byla i u metody CellTiterFluor vyměněna kultivační média obsahující 

fetální sérum za odpovídající buněčná média bez obsahu fetálního séra (fetální sérum 

může obsahovat detekovatelné množství proteáz, na základě jejichž aktivity je 

stanovena buněčná viabilita v použitém testu, proto by přítomnost fetálního séra 

mohla vést ke zkresleným výsledkům) (Anonym 2015b). Přestože jsme se 

fluorescenci pozadí snažili výměnou médií snížit na minimum, hodnoty nebuněčných 

kontrol příslušných koncentrací testovaných látek jsme z důvodu vysoké fluorescence 

pozadí do výsledného výpočtu viability nezahrnovali. Nejvyšší korelační koeficient 

byl stanoven právě mezi metodami CellTiterBlue a CellTiterFluor. Pozitivní shodu 

v korelaci může podporovat fluorimetrický charakter obou měření. Testované látky 

pravděpodobně po 24 hodinách inkubace narušují buňky do takové míry, že nejsou 

schopny pokračovat v redukci resazurinu a ve štěpení peptidového substrátu GF-AFC 

(viz Obr. 12−15). 

Dle vyhodnocených výsledků testů buněčné viability vykazovaly téměř 

ve všech případech buňky Hep G2 vyšší citlivost k cytotoxickému působení 

testovaných látek ve srovnání s buňkami HK-2. Cytotoxicita studovaných sloučenin 

byla při testování obou buněčných liniích závislá na síle aplikované dávky. Hodnoty 

IC50 některých sloučenin nebyly stanoveny vzhledem k omezené rozpustnosti 

testovaných sloučenin v daném médiu za podmínek experimentu. Ve všech 

prováděných testech viability (inkubační doba testovaných látek s buňkami byla vždy 

24 hodin) působila nejméně cytotoxicky sloučenina PAS, následovaná látkou 

4-CF3-BA zpravidla s 2−3 krát nižší hodnotou IC50. Deriváty na bázi salicylanilid 

diethyl fosfátů (P5.1A, P6.1A a P8.1A) vykazovaly řádově vyšší cytotoxický 

potenciál na obě testované buněčné linie v porovnání se sloučeninami 4-CF3-BA 

a PAS (viz Tab. 8). Tyto výsledky jsou v souladu s určenými hodnotami log P 

testovaných látek (viz Tab. 1). Vyšší cytotoxický potenciál derivátů na bázi 

salicylanilid diethyl fosfátů může být tedy způsoben jejich lipofilnějším charakterem, 

díky kterému jsou schopné lepšího průniku do buňky a působit tak více toxicky.  

Metodu CytoToxOne řadíme mezi testy stanovující počet neživotaschopných 

buněk. Buňky s porušenou integritou cytoplazmatické membrány uvolňují LDH 

do extracelulárního prostoru, kde dochází vlivem oxidačně-redukčních procesů 
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k tvorbě reakčního produktu resorufinu, jež je fluorescenčně stanovován (Anonym 

2009b). Dle informací od výrobce je tato metoda citlivá na přítomnost pyruvátu, který 

může mít vliv na hodnoty fluorescenčního signálu (zvýšené množství pyruvátu může 

zapříčinit inhibici tvorby reakčního produktu). Fetální sérum obsažené v příslušném 

kultivačním médiu může zvýšit pozadí fluorescence. Vzhledem k tomuto zjištění 

jsme se rozhodli u stanovení IC50 touto metodou použít kultivační médium DMEM, 

které neobsahuje pyruvát ani fetální sérum u obou buněčných liniích. 

Kvůli fotosenzitivitě resazurinu a resorufinu probíhala inkubace testovaných látek 

po přidání činidla CytoTox-ONEᵀᴹ bez přístupu světla, abychom předešli zvýšení 

pozadí fluorescence. Přestože jsme se fluorescenci pozadí snažili uvedenými 

opatřeními snížit na minimum, hodnoty nebuněčných kontrol příslušných koncentrací 

testovaných látek jsme z důvodu vysoké fluorescence pozadí do výsledného výpočtu 

cytotoxicity nezahrnovali. Zjištěná koncentrace testovaných sloučenin, která snižuje 

maximální uvolňování LDH z mrtvých buněk (maximální cytotoxicita) na jednu 

polovinu (IC50) byla při použití této metody u většiny testovaných látek několikrát 

vyšší než hodnota IC50 v testech buněčné viability. Ačkoli přímé srovnávání testů 

viability a cytotoxicity je z důvodu jiných reakčních mechanismů a odlišných 

inkubačních dob testovaných látek s buňkami (24 hodin testy viability, 8 hodin 

u metody CytoToxOne) obtížné, můžeme říci, že naměřené hodnoty IC50 testovaných 

látek spolu pozitivně korelují. Vyšší hodnoty IC50 při použití metody CytoToxOne 

mohou být způsobeny kratší inkubační dobou, během níž se testovaným substancím 

nepodařilo poškodit integritu cytoplazmatické membrány tak velkého počtu buněk, 

a proto nedošlo k uvolnění LDH ve větším množství, jak se dle výsledků testů 

viability mohlo předpokládat. 8hodinovou expoziční dobu jsme zvolili vzhledem 

ke krátkému poločasu rozpadu LDH (9 hodin) uvolněné z buněk do příslušného 

kultivačního média (Anonym 2009b). Nejméně cytotoxicky působila na obě buněčné 

linie sloučenina PAS, následována látkou 4-CF3-BA. Nejvíce cytotoxické byly 

dle získaných hodnot IC50 sloučeniny P5.1A, P6.1A a P8.1A (viz Obr. 16−17). 

U studované sloučeniny PAS nabývala % cytotoxicity v celém koncentračním 

rozmezí testovaných látek obou buněčných linií záporných hodnot. Vysvětlením 

může být netoxický účinek PAS v daných podmínkách experimentu, 

a proto nedocházelo k žádnému uvolnění LDH ani po 8 hodinách inkubace 

testovaných látek s buňkami. Vliv na snížení výsledné fluorescence mohla mít také 

možná interakce PAS s komponenty kitu. Studované látky P5.1A a P6.1A 



58 

 

způsobovaly větší uvolňování LDH v buňkách HK-2. Oproti výsledkům testů 

viability působily tedy tyto látky více cytotoxicky na buňky ledvinné linie 

(viz Tab. 8). 

Poslední použitou metodu Apo-ONE® Homogeneous Caspase 3/7 Assay 

řadíme mezi testy detekující buněčnou apoptózu. Dle doporučení protokolu daného 

kitu byla inkubace testovaných látek a kontrol s Apo-ONE® Caspase-3/7 činidlem 

30 minut. Během 5hodinové inkubace testovaných sloučenin s buňkami jsme 

nezaznamenali, že by některá z koncentrací testovaných látek způsobila výraznou 

indukci apoptotického procesu v porovnání s negativní kontrolou (viz Obr. 18). 

Pro srovnání uvádíme studii, která popisuje silný nárůst aktivity kaspáz 3/7 v buňkách 

HK-2 po jejich 5hodinovém vystavení známému induktoru apoptózy staurosporinu 

(Wu et al. 2009). Naše testované sloučeniny pravděpodobně tedy nepatří mezi látky 

indukující apoptózu. 

Hodnoty IC50 sloučeniny PAS byly ve všech prováděných testech viability 

v řádu mM a tuto sloučeninu z tohoto důvodu můžeme považovat za poměrně 

netoxickou. Získané výsledky in vitro tak odpovídají sledování in vivo, které ukazuje, 

že PAS je dobře tolerována u pacientů na dávkovacím režimu 4 g dvakrát denně 

(Peloquin et al. 1999). Látky P5.1A a P6.1A shodně vykazují účinnost 

proti Mycobacterium tuberculosis při MIC = 8 µM. MIC látky P8.1A proti tomuto 

patogenu má hodnotu 16 µM (Vinšová et al. 2014). Z důvodu malých rozdílů mezi 

hodnotami IC50 a MIC sloučenin P5.1A, P6.1A a P8.1A nepatří pravděpodobně 

tyto sloučeniny mezi vhodné kandidáty pro další testování v rámci léčby tuberkulózy. 

Sloučenina 4-CF3-BA vykazuje poměrně nízkou cytotoxicitu, avšak nedosahuje 

dostatečného efektu na potlačení patogenů tohoto onemocnění (MIC > 1 000 µM 

pro Mycobacterium tuberculosis). Vzhledem ke své nízké antimykobakteriální 

aktivitě také nesplňuje parametry vhodného léčiva pro antituberkulotickou terapii 

(Krátký et al. 2013). Z výše uvedených důvodů je proto nutné hledat vhodnější látky, 

které se budou vyznačovat co nejnižším cytotoxickým potenciálem a zároveň 

dostatečným antimykobakteriálním působením. Ovšem k pochopení 

farmakokinetického profilu testovaných látek a k potvrzení výsledků testů 

cytotoxicity in vitro jsou v budoucnu zapotřebí další studie. 
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8 Závěr 

 Podařilo se nám stanovit cytotoxické působení 4 testovaných látek s potenciálním 

antituberkulotickým účinkem [kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová a 3 deriváty 

na bázi salicylanilid diethyl fosfátů]. 

 

 Testování in vitro probíhalo za použití metod CellTiter 96® AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay, CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

a CellTiter-Fluorᵀᴹ Cell Viability Assay, které se řadí k testům určujících 

buněčnou viabilitu. Dále byla použita metoda CytoTox-ONEᵀᴹ Homogeneous 

Membrane Integrity Assay detekující buněčnou cytotoxicitu a Apo-ONE® 

Homogeneous Caspase 3/7 Assay odkazující na buněčnou apoptózu. 

 

 Jako experimentální modely byly použity standardní linie lidských jaterních 

buněk Hep G2 a standardní linie lidských ledvinných buněk HK-2. Hodnoty IC50 

stanovené v testech viability naznačují vyšší hepatotoxický potenciál studovaných 

sloučenin než nefrotoxický. 

 

 Nejvyšší cytotoxicitu na obě testované buněčné linie vykazovaly deriváty na bázi 

salicylanilid diethyl fosfátů (P5.1A, P6.1A a P8.1A), méně cytotoxicky působila 

kyselina 4-(trifluormethyl)benzoová a nejméně cytotoxická byla standardní 

sloučenina kyselina 4-aminosalicylová. 
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