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Anotace

Bakalafska prace je vénovana prehledu dostupnych metod pro testovani cytotoxicity in
vitro. Vyuziti buné¢nych linii pii testovani cytotoxicity a pichledu nejéastéji vyuzivanych
nadorovych bunécnych linii. Prace je také zaméfena na monitorovani cytotoxicity v realném
case systémem xCELLigence a na porovnani vysledkt ziskanych syst¢émem xCELLigence
s klasickymi metodami méficich proliferaci bunécnych linii. Soucasti prace je navrh
praktického experimentu pro testovani cytotoxicity syst¢émem xCELLigence na bunécné linii

SKBR3.

Klicova slova: in vitro testy, cytotoxicita, viabilita, proliferace, bunétné linie,

XCELLigence systém

Title:

In vitro toxicity, cell proliferation and cell viability testing

Annotation:

The bachelor's thesis is devoted to the overview of the available in vitro cytotoxicity
testing methods. Use of cell lines for the cytotoxicity testing and there is a list of the most
used tumor cell lines. The essay is also focused on monitoring cytotoxicity by real-time
XCELLigence system and to compare the results obtained using XCELLigence system with
classic cell proliferation measuring methods. Part of the essay is a practical proposal to test

the cytotoxicity on SKBR3 cell line using XCELLigence system.

Keywords: in vitro tests, cytotoxicity, viability, proliferation, cell lines, XxCELLigence

system
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0 UVOD

Vyzkum a vyvoj novych léCiv jsou neodmyslitelné spjati s testovanim bezpecnosti
vyvinutych 1€kt na lidské zdravi. Stejné tak nezdvadnost kosmetickych pfipravka je nutné
testovat pied uvedenim vyrobku na trh. V minulosti byly pro tento typ testovani hojné
vyuzivany testy in vivo s pouzitim zivych zvifat. Testy byly pomérné finanéné nakladné a
drastické, zvitata byla pfi testech znetvoiena a umirala pomalu ve velkych bolestech. Tento
postup vyvolal nevoli nejen u ochranct zvitat, ale také u bézné populace a po celém svété
byly vedeny kampan¢ proti testovani 1ékt a kosmetiky na zvitatech. Dal$im problém in vivo
testl byla slozita extrapolace dat, ziskanych testovanim na laboratornich zvifatech, na
¢lovéka. Tyto problémy byly hlavnim divodem pro omezeni in Vivo testi a pozornost se
pfesunula na vyvoj testu in vitro.

Testy probihajici v prostiedi in vitro se staly nejen levn&jsi, ale hlavné humanngjsi
variantou pro testovani bezpecnosti 1é¢iv a kosmetiky. Prostfedim pro tento typ testu je
zkumavka nebo hodinové¢ sklicko, diky tomu je mozné otestovat velky pocet vzorkl za kratky
Cas. Prvni test, ktery byl proveden in vitro, byl test na urceni mutagenity latek provedeny Dr.
Brucem Amesem v roce 1971. Nejvyhodnéjsi vlastnosti testi v in vitro prostfedi je moznost
zkoumat vzorky na bunétné a molekularni urovni. K testovani navic mohou byt pouZity
lidské bunécné linie a tkané, ¢imZ odpadé nutnost extrapolace ziskanych dat a testy jsou tak
cytotoxicita. Cytotoxicita je schopnost chemické latky poSkodit nebo zahubit buniku. Pro
odhaleni cytotoxicity byla vyvinuta cela fada in vitro cytotoxickych testt.

Mezi nejcastéji aplikované in vitro testy cytotoxicity patii kolorimetrické metody jako
je MTT, XTT nebo MTS, vyuzivajici pro stanoveni toxicity zménu zbarveni pouzitych
reagencii. Dal8i hojn€ vyuzivané jsou luminiscen¢ni a fluorescenéni metody jako naptiklad
ATP bioluminiscencni metoda. Neposledni moznosti je testovat zivotaschopnost bunéck
pomoci analyzatort castic.

Nevyhodou téchto jednoduchych metod je nemoznost sledovéani testovanych bunék
beéhem experimentu v redlném case. Klasické testy poskytuji pouze konecny vysledek, ale
neni mozné zjistit U¢inek chemické latky na bunky v jednotlivych ¢asovych bodech. Tento
problém vyftesil vynalez pfistroje xCELLigence RTCA (Real — Time Cell Analyzer), ktery

pomoci kiivky zaznamenava bunécnou odpoveéd’ v daném casovém intervalu.
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1 TESTY INVITRO CYTOTOXICITY

Latinské slovni spojeni in vitro je do ¢estiny piekladano jako ve zkumavce nebo mimo
zivé télo [1]. Jedna se tedy o testy, které jsou provadény ve zkumavkach, na sklicku nebo
Petriho miskach v laboratofich, s vyuzitim tkanovych kultur a buné¢nych linii. In vitro testy
byly vyvinuty jako alternativa k testovani na zvitatech. Jednim z dtivoda byla rostouci kritika
spole¢nosti na hrubé a kruté zachazeni se zvitaty [2].

V toxikologii byl in vitro test poprvé pouzit v roce 1971 Dr. Brucem Amesem a slouzil
K uréeni mutagenity latek [3]. Dnes tento test nese nazev po svém objeviteli Amestv test. In
vitro metody poskytuji prostiedi pro snadnou manipulaci se vzorky a jejich peclivou kontrolu.
Na rozdil od in vivo metod, umoziuji zkoumani na bunécné a molekularni Grovni, jsou levné,
snadno automatizované a piinaseji rychlé vysledky. Nejvétsi vyhodou in vitro testa vsak je, ze
mohou byt pouzity lidské tkdné¢ a bunky, a tak je odstranéna potifeba extrapolace dat
Z laboratornich zvifat na ¢loveka. Ziskané vysledky tak maji pfimy vyznam pro hodnoceni
bezpecnosti 1é¢iv na lidské zdravi [4].

Cytotoxicita je potencial chemické latky zplsobit bunénou smrt pomoci zmén
v bunécném chovani a v bunéénych procesech [5]. Testy in vitro cytotoxicity se pouZzivaji ke
stanoveni u¢inkt chemickych a toxickych latek na bunikach rozmnozujicich se in vitro. Tyto
testy zahrnuji jednoduché metody, které méfi viabilitu neboli Zivotaschopnost bunék
vystavenych testované latce. Takové metody sleduji ucinek 1é¢iv na rist neboli proliferaci
bunék a integritu jejich membrany, sleduje se vyloucené barvivo. Patii zde také metody, které
méfi viabilitu bun€k nepfimo prostfednictvim posouzeni schopnosti bunky redukovat
slouceniny jako jsou XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulpfofenyl)-2H-tetrazolium-5-
karboxanilid), MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid), MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazolium),
SRB (sulforhodamin B) a resazurin nebo vytvofit ATP (adenosintrifosfat). Vyhoda je, ze tyto
metody jsou jednoduché a diky pouziti 96- jamkovych desti¢ek je mozné proméfit velky
pocet vzorkli za kratkou dobu. Dalsi testy méfi napiiklad schopnost buiiky zaclenit
radioaktivné znac¢eny thymidin do DNA nebo existuje ¢asové naro¢na klonovaci metoda [6].

Testy cytotoxicity pomahaji oddélit toxické materialy od netoxickych a davaji nam
zpravu o tom, zda latka nebo extrakt obsahuje vyznamné mnozstvi biologicky Skodlivych
chemikalii [7]. Jsou dilezité naptiiklad pro urCeni nezavadnosti pitné vody nebo kvality
kosmetickych a farmaceutickych vyrobku. V takovém ptipadé ma dikaz o cytotoxicité

negativni dopad. Pfi testovani by meély byt pouzity testy s nejvyssi citlivosti, aby byly
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minimalizovany faleSn¢ negativni vysledky. Pozitivni dopad ma vSak ve vyvoji 1€k proti
rakoving, v takovém piipadé by mély byt testy konzervativnéjsi, aby se piedeslo faleSné

pozitivnim vysledktim [8].

1.1 UéinKky toxické latky na buiiky

V piipadé, Ze jsou bunky v kontaktu s toxickou latkou, reaguji rtiznymi zpusoby.
Toxické ¢inidlo mize byt metabolizovano a nelze pozorovat zadné ucinky na konkrétni
bunécné linii. Pokud jsou buiky vystaveny extrémnim podminkdm, které se velmi lisi od
fyziologickych nebo latce poskozujici bunéénou membranu, nastava bunécna smrt, nekroza.
Pti nekroze dochéazi k prasknuti buiikky a cytoplasma, véetné lysozomalnich enzymt, je
uvolnéna do extracelularni tekutiny. Aktivita téchto enzyml v extracelularnim médiu je
pouzita pifi stanoveni stupné nekrdézy. Za fyziologickych podminek miize buiika spéachat
bunécnou sebevrazdu neboli apoptézu. Apotoéza je indukovéna fyziologickymi signaly
(napiiklad zménami v hormondlnim prostiedi buniky) nebo apoptickymi slouceninami

(napriklad kyselina maselnd) [7].
1.2 Hodnoceni cytotoxicity

1.2.1 LDsoa LCso
V in vitro prostiedi se hodnoti akutni toxicita, jedna se o toxicitu, ktera je vyvolana

v disledku kratkodobého vystaveni toxické latce. Toxickd uc¢innost chemické latky je métena
jako stfedni letalni davka 50 (LDsp) nebo stfedni letalni koncentrace 50 (LCsp). Je to
koncentrace toxické latky, ktera je schopna usmrtit 50% exponované populace. V ptipadé in
vitro cytotoxicity jde o populaci bunék. Cytotoxicita se hodnoti pomoci kiivky zavislosti
odpovédi na davce latky, tzv. dose-response kiivky, kdy se vynese na osy zavislost
koncentrace neboli davky toxické latky (na osu x se vynasi logaritmus koncentrace) na
procentualni vyjadieni prezivsich bun€k (osa y), jedna se tedy o odpovéd na toxin (response)

vyjadienou v procentech. Kiivka ma esovity tvar [9].

1.2.2 EC50aIC50

Cytotoxicita je také hodnocena pomoci hodnot ECsy a 1Cs9. Hodnota stiedni u¢inné
koncentrace ECsy je uzitecnd naptiiklad pifi testovani 1ékd, v takovém pripadé udava
koncentraci 1éku, kterd poskytuje 50% z maximalni aktivity 1éku. Jinymi slovy, pokud je lek
cytotoxicky, predstavuje ECsq koncentraci latky, kterd je potiebnd pro usmrceni 50%

populace. Jestlize testovany 1¢ék inhibuje navazani ligandu na receptor, je to tzv. antagonista,
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poté se uziva oznaceni ICsg stfedni inhibi¢ni koncentrace. Jinymi slovy jde o koncentraci,
ktera zptsobi 50% inhibici, naptiklad rastu bunky [10].
Vysledné hodnoty jsou stejné jako hodnoty LDsg a LCso zpracovany v dose-response

kiivce, ktera je zndzornéna na obrazku ¢. 1.

(a) 100 N
Full agonist

X 50 -

] Partial agonist
>

)

(=5

=

o]

ECs

I : I 1 1
107 10 1077 1078 10°°

log koncentrace

Obrazek €. 1: ,,Dose-response* (kiivka zavislosti odpovédi na davce latky) kfivka, prevzato z [10]

1.3 Kolorimetrické metody

Kolorimetrické metody jsou zaloZeny na méfeni absorbance pouzitych barviv pomoci
spektrofotometru. Vzorky jsou spolu s reagenciemi davkovany mikropipetami nejcastéji do
96- jamkovych desticek, existuji i 24- a 48- jamkové. Desti¢ky se inkubuji vétSinou 1 az 4
hodiny za danych podminek pii urcité teploté. Nakonec jsou vzorky vyhodnoceny pii dané
vlnové délce pomoci ¢teCky mikrotitraénich desticek (plate reader), takovou ¢teCkou je

384

naptiklad spektrofotometr SpectraMax® Plus™" (Obrazek ¢. 2) od spolecnosti Molecular

Devices [6, 11].
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Obrazek & 2: SpectraMax® Plus®* Absorbance Microplate Reader, prevzato z [11]

1.3.1 MTT test

MTT test je prvni kolorimetrickd metoda, ktera byla poprvé predstavena v roce 1986
[12]. Test je vyuzivan k hodnoceni viability, proliferace a cytotoxicity bunék. Zluty solubilni
roztok tetrazoliové soli MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) je
redukovan v zivych a metabolicky aktivnich buiikach mitochondrialnimi dehydrogenazami a
redukénimi ¢inidly na purpurové zbarvenou srazeninu formazanu [5, 13]. Redukce MTT na
formazan (Obrazek €. 3, Obrazek €. 4) je omezena pii cytotoxickém poskozeni nebo zni¢eni
bunky [5]. K rozpusténi formazanu je potieba silného detergentu. Za nejlepsi rozpoustédlo je
povazovan dimethylsulfoxid (DMSO), aplikuje se zejména tam, kde zistava v jamkach
pouzité mikrotitraéni desticky velké mnozstvi zbytkového média [14]. Stupeit zabarveni
roztoku se poté hodnoti spektrofotometricky pti vlnové délce 540 nm. Mira absorbance je
pfimo umérna poctu zivych bungk, to znamend, ze ¢im tmavsi je zbarveni roztoku, tim vyssi
je procento zivych bunék [15].

Tato metoda ma vSak né€kolik nevyhod. Pracovnici jsou pfi provadéni tohoto testu
vystaveni velkému mnoZstvi nebezpe¢ného dimethylsulfoxidu, ktery ma skodlivé ucinky také
na laboratorni vybaveni. Dalsi nevyhodou je nedostate¢na redukce MTT nékterych lidskych

bunéénych linii. Tato omezeni vedla k vyvoji alternativniho XTT testu [5].
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Obrazek ¢. 3: Princip redukce MTT na formazan, pievzato z [16]

Zacatek redukce MTT Konec redukce MTT

Obrazek €. 4: Zacatek a konec redukce MTT, pievzato z [17]

1.3.2 XTT test

XTT metoda byla poprvé pouZita v roce 1988 pro stanoveni viability bun¢k. Solubilni
sloucenina XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulpfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) je
Vv zZivych bunikidch redukovéana na ve vodé rozpustny oranzovy formazan. Na rozdil od MTT
testu tedy nemusi byt u XTT metody pouzito rozpoustédlo. Mnoho bunéénych linii
neredukuje XTT stejné ucinné jako MTT. Do reakce je proto pfidavan fenazin methosulfat
(PMS). Po tomto ptidavku dojde k vyraznému zvySeni bunétné redukce XTT. Stupen
zabarveni roztoku ziskané¢ho redukci XTT je pfimo umérny poctu zivych bun¢k ve vzorku.
Absorbance pii spektrofotometrickém stanoveni se méti pii vinové délce 475 nm [12, 5, 18].
Diky v§em témto aspektim je pouziti XTT preferovanéjsi nez MTT.

Existuji dalsi modifikované tetrazoliové soli jako je MTS a WST-1, které maji znacné

vyhody oproti MTT [5].
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1.3.3 MTS metoda

MTS neboli (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-
2H-tetrazolium) je redukovana zivymi buiikami na rozpustny formazan, stejné jako tomu je u
metody XTT a MTT. Vyhodou slouceniny MTS je, Ze je rozpustnéjsi a netoxicka, pouzité
bunky tak mohou byt vraceny do média a znovu pouzity. Stejné jako u metody XTT je nutny

ptidavek PMS. M¢éfteni absorbance probiha pti vinové délce 490 nm [6].

1.3.4 WST-1metoda

Jednoducha a ptesna metoda vyuzivajici jako reakcni ¢inidlo tetrazoliovou sl WST-1
(4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen  disulfonat),  které je
redukovano mitochondrialnimi dehydrogendzami v zivych buiikach na formazan. Jako
ukazatel poctu zivych bunék je zméfena absorbance vzniklého formazanu pti 440 nm. Cely
test mize byt proveden v jedné mikrotitracni desti¢ce, neni potieba pouzivat rozpoustédlo
[19]. Vyloucenim rozpoustéciho kroku je snizeno riziko vzniku potencialnich chyb a doba
ptipravy vzorku je zkracena [20]. Metoda WST-1 je rychlejsi citlivéjsi nez MTT, XTT nebo
MTS metoda [19].

1.3.5 Sulforhodamin B (SRB) test

SRB test byl vyvinut pro méfeni celkového obsahu bilkovin v séru. Po zméfeni celkové
bilkoviny je potom mozné urcit poCet bunék. Princip této metody spocivd ve schopnosti
bazickych aminokyselin, které se nachdzeji v bunkach, véazat negativné nabité rtzové
fluorescenéni barvivo sulforhodamin B. Cim vysi je podet bunék, tim vice barviva se navaze.
Po fixaci a rozpadu bunck se barvivo uvolni a zbarveni vysledného roztoku je tak
intenzivnéjsi a absorbance je vyssi [12].

SRB metoda je jednoduchd, citlivd, dobfe reprodukovatelnd, na rozdil od Casové
naroénych MTT a XTT testl je rychld a finan¢né vyhodnéjsi. Poskytuje vétsi linedrni rozsah,
stabilni koncové ukazatele a neni zavisla na aktivit¢ mitochondrii. Navic mize byt SRB test
Vv pribehu barveni v n¢kolika krocich pterusen [12, 5, 6].

Ptes vSechna tato pozitiva ma SRB test i jednu nevyhodu. Pro fixaci bun¢k je nutny
pfidavek kyseliny trichloroctové, pfi pfidani vétsiho mnozstvi miiZze dojit k uvolnéni bunék a

vysledky testu jsou znehodnoceny [6].

1.3.6 LDH test
Laktatdehydrogenaza (LDH) je glykolyticky tetramerni enzym skladajici se ze dvou
podjednotek znamych jako M a H podjednotky. Podjednotky se navzajem kombinuji a vznika
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tak 5 isoenzymu My, M3H, M;H,, MH3 a Hy. Pti poskozeni tkané, kdy dochdzi k usmrceni a
praskani bunék, je laktatdehydrogenaza vylucovana do krve a jeji zvySenou produkci je
mozné zjistit krevnim testem [21].

LDH test na rozdil od MTT testu slouzi k ureni poctu mrtvych bunék v kultufre.
V disledku  poskozeni  bunééné  membrany  dochazi  kuniku  intracelulérni
laktatdehydrogenazy do kultivaéniho média. Extracelularni laktatdehydrogendza je
indikatorem nevratné bunéné smrti. Laktatdehydrogendaza ma schopnost katalyzovat
reverzibilni reakci premény pyruvatu na laktat pii spottebé NADH. Této schopnosti LDH je
vyuzivano pfi urCovani koncentrace extracelularni laktatdehydrogendzy v médiu. K méteni
koncentrace LDH slouzi rizné diagnostické kity, napfiklad kit slouzici k detekci cytotoxicity
od firmy Roche Diagnostics [5, 22, 23].

1.3.7 Test cytotoxicity s Neutralni cerveni

Metoda s neutralni Cerveni je zaloZena na pouziti supravitalniho barviva neutralni
cervené jako cytotoxického indikatoru. Jedna se o citlivy test, specidlné vyvinuty pro
testovani toxickych latek. Metoda je vyuzivana k méfeni bunééné smrti nebo poskozeni bunék
ucinkem toxickych chemikalii. Neutralni ¢erven je zabudovana do lysozomi zivych savc¢ich
bunék, pfi poSkozeni povrchu buiiky nebo lysozomalnich membran dojde k poklesu absorpce

barviva. [5]

N NH
AN

~

N

Obrazek €. 5: Neurdlni Cervenn pievzato z [24]

1.3.8 Test viability trypanovou modii

Jednoducha a levna metoda pro rychlé zhodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k. Pfi tomto
testu je vyuZivano toho, Ze Zivé buiiky jsou pro barvivo trypanovou modi nepropustné. Zivé
buniky pifi kontaktu sroztokem trypanové modii zastavaji bezbarvé, zatimco buiky
S poruSenou integritou membrany maji tmavé modré zbarveni. Trypanova modi je nejCastéji

pouzivané barvivo pfi pocitani bun¢k a pfi hodnoceni viability. Buiiky se pocitaji pod
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mikroskopem pomoci pocitacich komurek naptiklad Biirkerovy pocitaci komirky (Obrazek ¢.
7) [6].

Biirkerova komtrka je sklenéna desticka, na které jsou vyryty dvé pocitaci miizky, po
prikryti téchto miizek krycim sklickem vznika prostor na pocitani bun€k o hloubce 0,1 mm.
Miizky jsou rozdéleny pomoci tii car na devét ¢tvercovych poli o délce strany 1 mm. [24].
Buiiky se po¢itaji v malych &tvercich, jejichz plocha je 1/400 mm? a objem &ini 1/4000 mm?®
nebo ve velkych ¢tvercich o plose 1/25 mm?, dal§i moZnosti je pocitat bunky ve velkych
obdelnicich s plochou 1/200mm? (Obrazek &. 6) [25]. Pied samotnym pocitanim se vy&isténa
a osuSena komurka zakryje krycim sklickem a naplni se pomoci Pasteurovy pipety
testovanym roztokem. Pfi plnéni se dba na to, aby nevznikaly vzduchové bubliny. Takto
pfipravena komirka se umisti na stolek mikroskopu a buiiky se sleduji pfi zvétSeni 20x nebo
40x [24]. Pocitaji se pouze bunky, které se nachézeji uvnitt zvolené¢ho geometrického tvaru a
dotykaji se, zevniti i zvenku, ndmi zvolenych dvou stran (horni a leva strana nebo dolni a

prava strana) [25].

0,05 mm

0,2 mm

Obrazek ¢. 6: Pocitaci mtizka Biirkerovy komurky, ptevzato z [26]
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Obrazek €. 7: Biirkerova pocitaci komirka, pfevzato z [26]

NH» H:N
OH HO
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SO3H HO3S
Obrazek €. 8: Trypanova modf, pfevzato z [27]

1.4 Stanoveni viability pomoci analyzatoru castic

1.4.1 Vi-CELL analyzator

Pro rychlou analyzu bun¢k byl zaveden automaticky systém Vi-CELL analyzator
(Beckman Coulter, Obrazek ¢. 9) [6]. Vi-CELL analyzator automaticky stanovuje pomoci
trypanové modii nejen Zivotaschopnost bungk, ale také je schopen podat informaci o poctu,
velikosti nebo koncentraci bunék. Pfistroj je schopen analyzovat az deset vzorkll najednou.
Vi-CELL analyzator mtze byt nastaven na ruzné typy bunék, tato funkce bere v tivahu
parametry jako je pramér bungk, jas, shlukovani bunék nebo cirkulaci, coz umoznuje velmi

pfesné a rychlé méteni. Vysledky jsou dostupné béhem nékolika minut [28].
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Obrazek €. 9: Analyzator Vi-CELL XR, pfevzato z [28]

1.4.2 Cedex analyzator

Dalsi moznosti automatického stanoveni bunécné viability trypanovou modii je piistroj
Cedex (Obrazek ¢. 10), jeden z prvnich komerc¢né dostupnych automatizovanych systému pro
pocitani bunék. Systém sméSovaci komoru, ve které se misi dany objem vzorku s roztokem
trypanové modii, takto namichany a obarveny roztok je pfecerpan do pritokové cely, zde
software vyhodnoti ziskané mikroskopické snimky. Takto mtize byt rychle a pfesné

analyzovano az 20 snimku pro kazdy vzorek [29].

Obrazek €. 10: Cedex analyzator, pfevzato z [30]

1.4.3 Z2 coulter counter

Z2 coulter counter (Obrazek ¢. 11) je piistroj pro zjisténi poctu, koncentrace a velikosti
bunék. Metoda je zaloZena na tzv. coulter principu, tedy méteni elektrické impedance. Pouziti

této techniky je vSestranné a zajist'uje presné a rychlé vysledky [31].

22



Obrazek €. 11: Z2 coulter counter, pievzato z [31]

1.4.4 CASY technologie

Systém CASY je neinvazivni metoda bez nutnosti znaceni, kterd pracuje na principu
propousténi elektrického proudu (ECE — Electrical Current Exclusion) skrz bunéénou
membranu Zivych a nezivych bunék. Vzorek bunék je odsavan pies méfici por, kterym
prochazi elektricky proud. Zivé buiiky maji neporusenou membranu, pies kterou elektricky
proud neprochazi, diky tomu jsou zobrazeny ve své skuteéné velikosti. Mrtvé buiky jsou
z divodu porusené membrany propoustéjici elektricky proud zobrazeny ve velikosti svého
buné¢ného jadra [32]. Pro analyzu bunék jsou k dispozici CASY model TT (Obrazek ¢. 12) a
CASY model TTC, tyto analyzatory jsou schopny rychle a pfesné vyhodnotit bunécnou

viabilitu, koncentraci, objem, agregaci a bunécné zbytky [32, 33].

Obrazek €. 12: Casy model TT, pfevzato z [33]
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1.4.5 Systémy Cellavista a IncuCyte

Cellavista (Obrazek ¢. 13) je mobilni systém zalozeny na zobrazovaci analyze bun¢k
kombinujici techniku zobrazeni ve svétlém poli s inovativni fluorescen¢ni optikou. Analyza je
velmi rychla, vyhodou je také vysoka kvalita zobrazeni. Cellavista se vyuziva pro vyzkum
kmenovych bunék, zkoumani ucinku 1€kt na bunécné procesy, cytotoxicitu a proliferaci

bunék [34].

Obrazek €. 13: Systém Cellavista, pfevzato z [34]
IncuCyte (Obrazek ¢. 14) je systém umoznujici dlouhodobé snimani zivych bunék
Vv Case, tato zobrazovaci technika tedy pomaha lepé porozumét bunécnému ristu, chovani a
morfologii bunék. Systém umozZiuje umistit mikroskop dovniti inkubatoru, diky tomu je
systém obzvlast¢ vhodny pro dlouhodobé monitorovani bunééného rustu, jelikoz nejsou

buiiky béhem testovani ruSeny a eliminuji se tak piipadné problémy [35].

o =

-
b LU TTTTTETTERCCT
UL =3

Obrazek €. 14: Systém IncuCyte, prevzato z [35]

1.5 Luminiscencni a fluorescen¢ni metody
Jedna se o velmi citlivé metody, které jsou zaloZeny na méfeni intenzity fluorescence ¢i

luminiscence barviv. Pro hodnoceni se vyuziva velmi citlivych a rychlych HTS (high-
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throughput screening) a HCS (high-content screening) systémt. HTS systém je slozen
z laboratornich robotii a mikrofluidnich ¢ipti v kombinaci s 96-, 384- a 1536- jamkovymi
destickami, proméifovano je obrovské mnozstvi vzorku. V pfipadé HCS se jedna o

automatizovanou mikroskopii [5].

1.5.1 ATP bioluminiscen¢ni metoda
je jednim z nejcitlivéjSich ukazatelti pfi métfeni zivotaschopnosti bun€k [5]. Poskozeni bunky
vede nejen ke snizeni syntézy ATP, ale také k ubytku endogenni ATP z diivodu uvolnéni
enzymu ATPéazy. Posuzovani metabolické funkce prostfednictvim bunééného obsahu ATP se
Siroce vyuziva pii méfeni bunécné toxicity napiiklad pfi testovani bezpecnosti 1éCiv [36].
Nejcitlivéjsi a nejspolehlivéjsi metoda pro méfeni ATP je bioluminiscen¢ni metoda
zalozend na reakci, pifi které dochdzi za plsobeni enzymu luciferazy k rozkladu substratu D-
luciferinu. Pfeménu D-luciferinu na oxyluciferin pohani ATP za pfitomnosti kysliku,
hotecnatych ionti a luciferdzy. Vznikly oxyluciferin produkuje chemiluminiscenéni signal

(svétlo srozsahem vlnovych délek 470 — 700 nm), jehoz intenzita je pfimo umérna

koncentraci ATP. Prvnim, kdo tento jev objasnil, byl v roce 1947 W. D. McElroy [36, 37].

Prubéh Reakce popisuje sumarni rovnice:

luciferaza

D-luciferin + ATP + O, + Mg?* ————> oxyluciferin + AMP + PP; + hv

M¢éteni chemiluminiscen¢niho signalu se provadi na luminometru [6].

1.5.2 Resazurinovy test

Resazurin znamy také jako ,,Alamar Blue” je reduk¢ni barvivo, které se vyuziva pro
méfeni cytotoxicity a Zivotaschopnosti bun€k v rtiznych bunéénych liniich. Resazurin je
pfeveden mitochondridlnimi reduktdzami na fluorescenéni barvivo resorufin. Zdravé bunky
redukuji resazurin G¢innéji neZ mrtvé nebo umirajici buiiky. Reakce je doprovazena zménou
barvy z indigo modré na fluorescenéni riizovou. Barvivo resorufin lze snadno monitorovat
pomoci klasického spektrofotometru, spektrofluorimetru nebo spektrofotometrickou ¢teckou
mikrotitra¢nich destic¢ek [38, 39].

Resazurin na rozdil od MTT nebo XTT neni toxicky, proto mohou byt buiiky vystavené

tomuto barvivu vraceny zpét do kultury nebo mohou byt pouzity pro jiné ucely [6].

25



1.5.3 Kalcein-AM metoda

Kalcein-AM neboli acetoxymethyldiacetylesterkalceinu je derivat fluoresceinu
slouzici jako indikator bunécné viability a cytotoxicity. Lipofilni vitalni barvivo kalcein-AM
rychle vstupuje do zivych bunék, kde je pfeveden intracelularnimi esterazami na kalcein,
ktery produkuje intenzivné zelenou fluorescenci (vlnova délka 530nm). Kalcein je zadrzovan
Vv buiikdch s neporusenou plasmatickou membranou. Nehydrolyzované substraty a jejich
fluorescen¢ni produkty jsou z umirajicich bun¢k nebo z bunék s poSkozenou plasmatickou
membranou rychle vytlaCovany [5]. Fluorescencni signal proto vydavaji pouze zivé

neposkozené bunky.
1.6 Ostatni metody

1.6.1 3H-thymidin inkorporace

Metoda je zaloZena na zaclenéni radioaktivniho nukleosidu, 3H-thymidinu, do novych
vlaken chromosomalni DNA bcéhem mitotického bunééného déleni. Mt se radioaktivita
DNA bungk, s cilem ur¢it rozsah buné¢ného déleni, jako reakci na testovanou latku. Vyhodou
metody je pfimé méteni proliferace [40].

Nevyhoda metody spociva v pouziti radioaktivity, kdy je potfeba rozsahla ptiprava
vzorku, ktery je b&hem testu znien [6]. Z téchto divodid byl vyvinut BrdU test, ktery

odstranil nutnost pouziti radioizotopu [40].

1.6.2 BrdU test
BrdU neboli bromdeoxiuridin(5-brom-2-deoxyuridin) je pyrimidinovy analog
thymidinu, ktery je béhem S-fdze bunéfného cyklu selektivné zaclenén do bunécné DNA.

Detekci replikace DNA v builkdch umoznuje specificka reakce monoklonalnich protilatek

s BrdU [41].
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2 PRIMARNI BUNECNE KULTURY

Pro testovani toxicity chemickych latek in vitro jsou velmi cennym nastrojem primarni
tkanové kultury, buné¢né kultury a bunééné linie. Primarni buné¢na kultura neboli
primokultura je kultura skladajici se z bun¢k, které byly odebrany piimo z organismu [42].
Ziskava se pfimo z fragmentu tkdn¢ nebo také z materialu, ktery vznikne po enzymovém c¢i
mechanickém rozruseni tkané [43]. Je tvofena pouze jednim typem bunék, tyto buiky se
uchovavaji ve sklenénych nebo umélohmotnych nadobkach, které jsou naplnény médiem a
jsou ponechany v termostatu pii 37°C. Primokultura existuje pouze n¢kolik dni, do té¢ doby
nez se bunky zacnou d¢lit a dokud neni kultura poprvé uspésné subkultivovana.
K subkultivaci neboli pasdzovani se pfistupuje v okamziku, kdy jsou z média vycerpany
ziviny a mnozici se buiiky dosdhnou netinosného poctu. Pti pasdzovéni se odebere ¢ast bunék
a spolu s novym médiem se pienese do jiné kultiva¢ni misky, tento postup se pravidelné
opakuje a bunécna kultura je tak dlouhodobé uchovavania. Zmény pocetnosti bunék
Vv zavislosti na ¢ase zaznamenava tzv. rastova kiivka, jeji prubéh vyjadiuje proliferaci bunék

v kultuie [42, 44].

2.1 Primarni kultury hepatocytia

Pro testovani toxicity chemickych latek in vitro jsou velmi vhodné primarni kultury
hepatocytti. Lidské hepatocyty jsou Spatné dostupné, proto se jaterni buinky odebiraji
z potkanich jater. Hlavnim problémem je, Ze biotransformacni enzymy primarnich kultur
hepatocytii rychle ztraci svou aktivitu a diferencuji se smérem k metabolismu fetdlnich
hepatocyti. Dochazi ke sniZzeni exprese funkénich a morfologickych hepatocyti in vitro.
Klesa také funkéni kapacita jaternich bunék a zaroven dochazi k poklesu aktivity a obsahu
cytochromu P450, zvysSuje se exprese P-glykoproteinu. Pro zachovani dobrého stavu a
zpomaleni diferenciace primokultury hepatocytt je dobré se co nejblize piiblizit in vivo stavu
a zvolit vhodné kultivaéni podminky. Nej€astéjsi zplsob kultivace hepatocytl je jejich
pfichycenim na plastové povrchy kultivaénich nadob, které¢ jsou potazené slozkou

extracelularni matrix. Jedna se o konvenéni formu ,,monolayeru® (rist v jedné vrstvé). Pro

wvewr

P450 [45].
Cytochrom P450, ve zkratce CYP, je enzymaticky systém, ktery metabolizuje
cizorodé chemické latky, se kterymi télo piijde do styku. Dalsi jeho funkci je syntéza télu

vlastnich dutlezitych latek, jako napiiklad steroidnich hormont. Je velmi dtlezity pro
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biotransformacéni procesy xenobiotik, podili se na tvorbé cholesterolu, zlucovych kyselin,
steroidl, prostacyklind a tromboxanu Aj. Cytochrom P450 se snadno pfeméiuje na inaktivni
formu. Jeho obsah v lidskych tkanich zavisi na mnoha faktorech (napiiklad v€k, pohlavi,
konzumace alkoholu), koncentrace muze za ur¢itych podminek v daném organu ¢i tkéani

extrémné nartst [46].

2.2 Primarni kardiomyocyty

jak z hlodavcu, tak z lidskych tkani v dostate¢né vysoké vytéznosti, coz bylo pirekazkou
Vv pouziti téchto bun¢k pfi testovani kardiotoxicity. Az zdokonaleni technologie diferenciace
embryonalnich a zejména indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék poskytlo
fyziologicky relevantni model pro testovani bezpec¢nosti 1é€iv, tj. kardiomyocyty odvozené z
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Kardiomyocyty jsou pouzivané pievazné
pro testovani kardiotoxicity vredlném case systémem xCELLigence, ¢ehoz je hojné

vyuzivano pti vyvoji novych 1€k [59].

2.3 Pluripotentni kmenové bunky

Dal8i moZnosti pro testovani toxicity je pouziti pluripotentnich kmenovych bunék.
Pluripotentni kmenové buiky jsou zcela nediferencované bunky, rizné diferencované buiky
z nich teprve vznikaji. Kmenova builka se mlZe vicekrat rozdélit, diky tomu vznikne nova
buiika se stejnym nebo vysSim stupném diferenciace. Podle signald, které kmenové bunka
dostava od sousednich bunék, a také podle potieb organismu, se rozhodne o typu nové bunky.
Kmenova buiika, ktera dosahne kone¢ného stupné diferenciace, ztraci schopnost se dale délit.
Jeji Zivot je ukoncen smrti zptisobenou vnéjsimi faktory nebo apoptozou [56].

Kmenové buiika, kterd byla umeéle vytvofena z obycejné bunky ztéla dospélého
jedince, se nazyva indukovana pluripotentni kmenova buika (iPSC — induced pluripotent
stem cell). ZiPSC muze v téle vzniknout kterakoliv buiika [57]. Indukované kmenové bunky
jsou schopny neomezeného mnozeni a lze je vypéstovat kazdému z jeho vlastnich koznich
bunék [58] Z indukovanych pluripoternich kmenovych bunék odvozené kardiomyocyty jsou

velmi dulezité pro testovani kardiotoxicity [59].
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3 BUNECNE LINIE

Po prvni Gspésné subkultivaci se z primokultury stava bunécna linie. Bunécné linie
zanikajici po 40 az 50 d€lenich se nazyvaji diploidni bunécné linie nebo také bunécné kmeny
[44]. Divodem starnuti a odumirani téchto bun¢k je inhibice produkce telomerazy a
zkracovani telomer.

Druhym typem je tzv. imortalizovand neboli kontinudlni bunécna linie, kterd je
schopna neomezeného déleni (pasdzovani) a Ize ji uchovavat po libovolné dlouho dobu. Stala
produkce telomerazy zajiStuje témto buiikdm nesmrtelnost [42, 43]. Nevyhoda tohoto typu
bunék je, ze imortalizace méni jejich vlastnosti a funkce [47]. Kontinualni bunécné kultura je
aneuploidni, jeji bunky maji vétsi pocet chromosomu nez in vivo buriky, ze kterych vznikly.
Vznik takovychto buné€k je podminén mutacemi, které vedou k nekontrolovanému déleni, coz
souvisi s karcinogenitou. Normalni buniky nejsou takového déleni schopny, proto se lidské
bunécné linie S neomezenym poctem déleni ziskavaji z bunek izolovanych z nadorti [42, 48].

Hlavnimi zdroji buné¢nych linii a primarnich bunéénych kultur jsou organizace ATCC
(American Tissue and Cultures Collection) a ECACC (European Collection of Cell Cultures).
ATCC byla zalozena roku 1925 a mimo jiné vlastni sbirku vice 3400 lidskych, zvifecich a
rostlinnych bunécnych linii. European Collection of Cell Cultures vznikla v roce 1984. Sbirka
ECACC obsahuje ptes 40 000 bun&cnych linii [49, 50].

Z laboratofi jsou poté buniky dodavany vyzkumniklim po celém svété ve zmrazené
formé. Zmrazené bun&cné linie mohou byt skladovany dlouhodobé a pfti potiebé je 1ze snadno

[ 24

pouze lidské linie, které byly ziskany eticky a odebrany ptisn¢ kontrolovanymi postupy [51].

3.1 Prehled nadorovych linii

Po prostudovani odbornych materiald jsem dosla k zavéru, Ze mezi nejvice vyuzivané
nadorové bunécné linie pro testovani cytotoxicity in vitro patii: lidska bunéc¢na linie HeLa,
lidské nadorové bunécné linie HepG2 a novéjsi hepatomova linie HepaRG, dale potom

bunééna linie z vajecniku a z plic ¢inského kiecka CHO a CHL.

3.1.1 Bunécna linie HeLa
Buné¢na linie HeLa byla na pocatku jedinou dostupnou kontinualni lidskou bunéénou
linii. Tato bunécné linie byla izolovdna americkym biologem Georgem Otto Geyem v fijnu

roku 1951 z karcinomu délozniho kréku Henrietty Lacksové. Henrietta kratce po odbéru
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bunck ve 31 letech, 8 mésicti od objeveni naddoru, zemiela na nasledky metastaz. Jeji bunky
jsou vyuzivany v biomedicinském primyslu dodnes. Poprvé byly buiiky pouzity v roce 1954
pii testovani nové vakciny proti polioviru.

Ptipad Henrietty Lacksové vyustil dokonce v soudni spor, jelikoz G. O. Gey odbér
bun¢k provedl bez konzultace a ani Henriettina rodina dlouho nevédéla, Ze jsou jeji bunky
pouzivany v laboratofich po celém svéte. O tomto piipadu bylo napsano nékolik knih,

nejnovejsi z nich byla vydana roku 2010 a nese nazev Nesmrtelny zivot Henrietty Lacksové

[42, 52].

3.1.2 Hepatomové bunécné linie

Na rozdil od primérnich kultur lidskych hepatocyt maji hepatomové bunécné linie
nékolik vyhod. Hlavni vyhodou je jejich nesmrtelnost a kontinudlni rist, dalSim pozitivem je
jejich veelku stabilni fenotyp [53], i pfesto je u nich pomérné ¢asto zaznamenana genotypova
nestabilita, kterd se milze projevit zménami fenotypu béhem kultivace [45]. Kultivacni
podminky jsou pro bunééné linie méné narocné nez je tomu u primokultur [53]. Buiky si
uchovavaji jen nékteré, pro hepatocyty specifické funkce.

Linie lze ziskat pouZzitim virového vektoru, kterym je napiiklad virus SV 40, dalsi
moznosti je fuze hepatocytu s hematomovou bunkou, kdy dochazi ke vzniku hybridni
bunécné linie. Je mozné vyuzit lidské, potkani 1 prase¢i hepatocyty, kazdy typ ma jiny stupen
zachovanych funkci hepatocytu a exprese biotransformacnich enzymii [45]. Pro testovani

cytotoxicity se nejvice vyuziva bunécna linie HepG2.

3.1.3 Nadorové bunécné linie HepG2 a HepaRG

HepG2 je jednou znejvyuzivangj$ich jaternich bunéénych linii pro studium
hepatotoxicity. Buiiky byly poprvé izolovany v roce 1980 z primarniho hepatoblastomu [54].
Morfologie bunék se podoba jaternim parenchymalnim buiikdm, buiiky syntetizuji a vylucuji
nekolik, pro lidské buiikky charakteristickych proteinii. Exprese hlavnich jadernych
transportérii a metabolickych enzymi (naptiklad cytochrom P450) je vice nez 50 krat niZsi,
nez je tomu u hepatocytil izolovanych in vivo a primarni kultury. Rozdily v expresi enzymd 1.
a II. faze mlze vést k podhodnoceni nebo nadhodnoceni toxicity nékterych chemickych latek
[51]. Mezi enzymy 1. faze patii CYPIA, CYP2B, CYP34 a CYP2E. Pro vytvoreni
realistictéjSiho modelu pro méteni hepatotoxicity byla provedena transfekce metabolickych
enzymu do bunécného systému [54]. HepG2 bunécna linie je pouzivana k hodnoceni toxicity

chemickych latek a 1¢k1, a také k testovani genotoxicity [S1].
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Dalsi lidskou jaterni bunécnou linii je HepaRG, jedna se o linii, ktera byla izolovana z
hepatocelularniho karcinomu. Buiky maji znaky dobfe diferenciovaného hepatocytu.
Exprimuji vysoké hladiny cytochromti P450 (véetné CYP 1A2, 2B6, 2C9, 2E1 a 3A4),
enzymu II. faze (GST - glutathion-s-transferaza, thioredixinu, UGT - uridin-5-difosfat-
glukuronosyltransferaza) a riznych proteinli. Koncentrace nuklearnich receptori CAR
(konstitutivni androstanovy receptor) a PXR (pregnanovy X receptor) je na podobné urovni
jako u primarnich kultur lidskych hepatocytii. HepaRG je prvni jaterni linii, u které byla

zjisténa vysoka koncentrace nuklearniho receptoru CAR [51].

3.1.4 Prostatické bunécné linie PNT1A a PC-3

PNTIA je bunééna linie ziskana imortalizaci normalnich epitelovych bunék prostaty
dospé€lého jedince transfekci s plasmidem obsahujicim genom SV40. Primarni kultura byla
odebrana post-mortem z normalni prostatické tkan¢ muze ve véku 35 let.

PC-3 je nddorova bunécna linie odvozena ze 4. stupné adenokarcinomu prostaty. Byla

odebrana z metastazi nachazejicich se v kosti 62 let starého muze [55].
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4 xCELLigence RTCA (REAL - TIME CELL ANALYZER)

Systém xCELLigence (Obrazek ¢. 15) umoznuje sledovat a analyzovat bunky
nachazejici se v desti¢ce v redlném Case a to 1 po dobu nékolika dni. Je vyuzivan ke kontrole
kvality bunck, meéfeni proliferace, sledovani zivotaschopnosti bunck, stanoveni
cytotoxického ucinku latek, bunééné prilnavosti, morfologie bunék a funkce bunécné bariéry

[60, 61].

4.1 Slozeni xCELLigence RTCA pristroje
Kazdy xCELLigence systém se sklada ze 4 hlavnich ¢asti:
+ RTCA stanice
* RTCA analyzatoru
* RTCA pocitace s integrovanym softwarem

* jednorazové E-desticky

4.1.1 RTCA stanice

RTCA stanice je umisténa do standardniho inkubatoru pro tkanové kultury, ktery
zajidt'uje fizenou teplotu 15 az 40°C, relativni vlhkost 98% a je naplnén 5% CO, [62]. Ulohou
RTCA stanice je pienaSet signal vznikajici v E-desticce do RTCA analyzéatoru, kde je
zpracovan. Podle poctu pouzitych 96- jamkovych E-desti¢ek se rozdé€luji jednotlivé stanice na
RTCA SP (Single Plate), DP (Dual Plate) a MP (Multi Plate) stanice, o tom vice v kapitole
4.2 [63].

4.1.2 RTCA analyzator
RTCA analyzator je fizen RTCA softwarem a slouzi k méfeni elektrické impedance

v riznych frekvencich signalu. Jeho tkolem je zpracovani a analyza zmétenych dat, rychlé
méfeni a automatické frekvenéni skenovani. Priméma doba méteni pro jednu jamku v E-
desticce je 150 milisekund, coz je ptiblizn¢ 15 sekund pro celou 96- jamkou desticku. RTCA

analyzator je spolu s pfenosnym pocitacem umistén mimo inkubator [63].

4.1.3 RTCA pocitac s integrovanym softwarem
RTCA kontrolni jednotku pfedstavuje pfenosny pocita¢ s mobilnim aplikatorem portl

a instalovanym softwarem. Software je navrzen tak, aby poskytoval uZzivateli jednoduché
ovladani pfistroje a plynuly provoz pii provadéni experimentu [63]. Diky RTCA softwaru je
uzivatel schopen ziskat parametry jako je primérna hodnota, maximalni a minimalni hodnota,

standardni odchylka (SD), bunécny index (CI), stfedni G¢innd koncentrace (EC50), stfedni
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inhibiéni koncentrace (IC50), vie je doplnéno o piislusnou grafiku. Udaje v hodnotach

bunééného indexu (CI) Ize exportovat do Excelu pro jakykoliv typ matematické analyzy [62].

4.1.4 E-desticka
Jadrem systému xCELLigence je jednorazova 96- jamkova E-desticka, ktera ma

podobnou funkci jako standardni mikrotitracni desticka. Na rozdil od mikrotitracni desticky
jsou na dn¢ jamek E-desticky zabudovany zlaté mikroelektrody pokryvajici povrch dna jamky
z 80%. Viko E-desticky je upraveno tak, aby dochazelo pouze k minimalnimu odpatovani.

Pocet desticek je zéavislosti na typu pouzitého piistroje rizny [63].

__— RTCA Control Unit
RTCA Analyzer

— E-Plate 96

RTCA SP Station

Obrazek €. 15: Slozeni pfistroje XCELLigence RTCA SP, prevzato z [61]

4.2 Typy zakladnich xCELLigence RTCA pristroji

Pro rtizné experimenty jsou k dispozici 3 typy XCELLigenece RTCA pfistroju lisicich
se v poctu E-desti¢ek: RTCA Single Plate (SP), RTCA Multi Plate (MP) a RTCA Dual Plate
(DP). RTCA SP stanice se sklada zjedné 96- jamkové E-desticky (E-plate), stanice je
schopnd pfepinat métfeni na riizné jamky. Pfednosti RTCA SP je rychla doba méteni, ktera je
mensi nez 10 nebo 60 sekund pro 96 jamek, vykonnost, jednoduché nastaveni a spolehlivost.
RTCA MP stanice (Obrazek ¢. 16) se sklada ze Sesti 96- jamkovych E-desticek, nejvetsi
vyhodou je flexibilita. RTCA DP stanice (Obrazek €. 17) je slozena ze tii 16- jamkovych E-
desticek [63, 64].
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Obrazek €. 17: Stanice RTCA DP, pievzato z [64]

4.3 Jak xCELLigence pracuje

Testovani systémem xCELLigence je zaloZzeno na méfeni zmén elektrické impedance,
které jsou vyvolany interakci mezi testovanymi builkami a zlatymi mikroelektrodami
ulozenymi na dn¢€ jamek E-desticek [65, 63]. Bunky se v prib&hu ¢asu mnozi a obsazuji tak
veétsi povrch mikroelektrod, ¢imz méni elektrickou impedanci. RTCA test tak muze
poskytnout informace o viabilité a proliferaci bunék [66]. Nevyhoda systému xCELLigence je
vV moznosti mé&fit pouze adherentni buniky, které jsou pfichyceny k mikroelekroddm nebo
buiiky, u nichZ je adheze vyvolana urcitou latkou [60].

Elektricka impedance je mira celkového odporu, ktery je kladeny vuci stiidavému
proudu. Pouziti impedance pfi bunééném odectu bylo poprvé popsano v roce 1993 Giaeverem
a Keesem. [67]. Napéti na elektrodach je asi 20mV. Impedance méfena mezi elektrodami
Vv jednotlivych jamkach je zavisla na geometrii elektrody, koncentraci iontu v jamce a na tom
zda jsou bunky napojeny na elektrody. Mira impedance je pfimo umérna sile adherence bun¢k
a poctu bunék ptichycenych na dné¢ jamky. Impendace se vyjadiuje pomoci hodnot CI neboli
bunécného indexu, coz je relativni zména zméfené elektrické impendace reprezentujici stav

bunk [60, 68].

4.3.1 Bunécny index (CI)
Monitorovani impedance v realném cCase se odrazi ve vypoctu bezrozmérné veliCiny,

kterd se nazyva ,bunéény index (CI)”. Vzorec pro vypocet bunécné¢ho indexu ma tuto
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podobu: Cl= (R — Ri)/ F, kde Ry, predstavuje hodnotu impedance v ¢ase n, Ry vyjadiuje
hodnotu impedance pied vloZzenim bunc¢k do jamek a F je faktor, ktery je konstantni pro
pristroj za dané aktualni frekvence (naptiklad 10Q pro 50kHz) [68].

Na obrazku €. 18 je znazornéno, jak se impedance a zaroven s ni i bunécny index méni
Vv zavislosti na raznych situacich. Jestlize nejsou buiky k elektrodam spravné ptfichyceny
nebo nejsou pritomny vibec, je zména impedance nulova CI neboli bunécny index roven nule
[58]. Jsou-li buniky piitomny a adherovany k povrchu elektrod, pisobi jako izolatory ménici
iontové prostiedi na rozhrani elektroda/roztok, coz vede ke zvySovani impedance [62].
Srostoucim poctem prichycenych bunék a zvySujici se adhezi, stoupa také hodnota
impedance a CI. Ziskané hodnoty bunééného indexu jsou nakonec RTCA softwarem
zpracovany v podob¢ grafu [63].

V piipadé, ze je k bunikam v jamce E-desticky aplikovana cytotoxicka latka a bunky
zacnou odumirat a snizovat sviij pocet, dojde k poklesu métené impedance na elektrodé, ¢imz
se také snizi hodnota CI [60]. Nékdy muze dojit k situaci, ze k bunkam aplikovana toxicka
latka zpiisobi rozsifeni bunc¢k nebo vytvorfeni shluku, coz vede k vytvofeni vétsi kontaktni
plochy (vétsi splyvavosti bun€k) mezi buiikami, proto senzory na elektrodach a hodnota CI
vzroste. Takto zptisobeny nartist hodnot CI je vyrazny a rychly, avSak piechodny a dochazi

k nému v ¢asnych nebo pozdnich fazich expozice toxinu [65].
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Obrazek ¢. 18: Princip analyzy bunék v realném ¢ase: (1) nasazeni bunék na elektrody ; (2) pridavek toxické
latky; (3) automatické monitorovani stavu bunék, ktery je vyjadien bunéénym indexem (CI): A. CI=0, stav pied
vlozenim bun¢k na elektrody; B. Buiiky jsou pfitomny, roste hodnota CI i impedance; C. Bunky se neustale
mnozi a pokryvaji stale vétsi plochu mikroelektrod, dochazi k prudkému nartastu impedance, coz vede k
velkému zvySeni hodnot CI; D. Buniky po vystaveni toxické latce umiraji, klesa CI, pievzato z [65]

4.3.2 Normalizovany bunécny index (NCI)

K porovnani vysledkti ziskanych z riznych jamek se pouziva normalizovany bunécény
index neboli NCI, ktery byl vypocten podle vzorce NCI= Clij / Clymi_time. Oznaceni Cly; ve
vzorci udava hodnotu CI v daném casovém okamZiku a Clpmi time zna¢i hodnotu CI ve
vybraném normalizovaném c¢ase. Diky tomu je pro vSechny jamky hodnota normalizovaného
bunééného indexu ve vybraném ¢asovém bodu rovna 1, jednd se o posledni ¢asovy bod pred

ptidavkem zkoumané latky [69].

4.4 Monitorovani cytotoxicity pomoci systému xCELLigence

Velmi dilezitou aplikaci systému xCELLigence je monitorovani cytotoxickych uc¢inkt
toxickych latek na bunky v realném cCase. Zkoumané bunécné linie, naptiklad nadorové
bunécné linie HeLa, jsou vloZeny do 96- jamkové E-desticky a sledovany RTCA pfistrojem
ve zvolenych ¢asovych intervalech (napfiklad kazdych 15 minut) po dobu 20 az 24 hodin,
poté jsou k buitkam pfiddny zkoumané latky o riznych koncentracich, pti¢emz kazda z latek
ma jiny mechanismus uc¢inku. Po tomto oSetieni jsou buiiky dale sledovany po urcitou dobu

(vétSinou 3 - 7 dni), béhem které jsou do grafu zaznamenavany hodnoty Cl v zavislosti na

Case [63].
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Béhem jednoho testu je mozné sledovat ucinky n€kolika raznych latek najednou,
v grafu je tak mozné pozorovat dynamickou zménu stavu bunék, vyvolanou toxickymi
latkami s riznymi charakteristickymi mechanismy tc¢inku. Vysledny tvar kiivky vypovida o
mechanismu ucinku testované latky a je pro kazdou latku charakteristicky. Diky tomu, je
mozné vypocitat koncentraci toxické latky, kterd vyvolala bunénou odpovéd’ cilové buiiky,
v kazdém zaznamenaném casovém bod¢ [61]. Vypocet hodnot stfedni inhibic¢ni koncentrace
(IC50) umoziuje kvantifikace pomoci RTCA softwaru, kdy je kiivka vykreslena v podobé
esovité ,,dose-response kiivky, hodnoty ¢asu na ose x jsou nahrazeny logaritmem
koncentrace [63].

Jakmile je experiment ukoncen, je pro statistickou analyzu kiivka znazornujici
hodnoty bunééného indexu v zévislosti na Case normalizovdna na ¢asovy bod pted zacatkem
expozice. V grafu je tedy zaznamenana zavislost normalizovaného buné¢ného indexu na Case
(Obrazek ¢. 19) [69].

Vysledkem experimentu bylo zjisténi, Zze pro kazdou slouceninu je charakteristicky
urcity tvar kiivky, ktery z&visi na koncentraci slou¢eniny, jejim mechanismu t¢inku a také na
case jejiho plsobeni na buniky. Vysledky mohou byt pouZity pro pfedpovidani mechanismu

pusobeni latek, u kterych neni jejich mechanismus uc¢inku dosud znam [63].
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Obrazek €. 19: Zobrazeni cytotoxickych ucinkt riznych latek na HeLa bunky, z pfistroje RTCA, pievzato z
[63]

4.5 Testovani kardiotoxicity systémem xCELLigence
Kardiotoxicita je velkym problémem ve vyvoji novych 1é¢iv a byva hlavnim divodem

pro stazeni nového 1éku z trhu. Vétsina z téchto 1€kt zasahuje do komplikovaného prichodu
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iontl pfes membranu kardiomyocytli, dochazi k preruseni elektrické aktivity a zastavé srdce.
Nicmén¢ 1éky jako napiiklad antracykliny patfici do skupiny chemoterapeutik mohou
zpusobit kardiotoxicitu pfimym strukturadlnim nebo bunénym poskozenim. Farmaceutické
spolecnosti proto pii vyvoji podrobuji nové l1éky sérii prisnych testli, které odhali potencialni
nezadouci Uc€inky jesté pred zavedenim léku na trh. Technicky néarocné testy posuzujici
celkovou odpovéd’ srde¢niho svalu na podévany 1€k s pouzitim zivych zvitat byly nahrazeny
xCELLigence ,,RTCA cardio systémem (Obrazek ¢. 20) [59].

Piistroj ,,RTCA cardio“ je schopen citlivé posuzovat funkci kardiomyocyti a
kardiotoxicity. Méfeni probiha v realném Case neinvazivné ve fyziologickych podminkach za
pouziti 96- jamkové E-desticky. K testovani jsou vyuZzivany kardiomyocyty odvozené z
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC) nebo primarni kardiomyocyty [70].
Bylo zjisténo, ze proarytmické slouceniny vytvareji charakteristicky profil tepové frekvence,
ktery mize byt ukazatelem rizika vzniku arytmii [59].

Ptistroj ,,RTCA cardio® nabizi moznost kratkodobého nebo dlouhodobého méteni.
Kratkodobé meéteni probihd v fadu nékolika milisekund, dlouhodobé méfeni muze trvat
nckolik dni az tydnii. Pfistroj je schopen méfit zmény viability bunék a kontraktility
myokardu najednou, v ramci jednoho experimentu [70]. Diky vlastnostem, které jsou popsany
vyse, je technologie xCELLigence velmi vhodna pro vcéasné preklinické hodnoceni
bezpecnosti 1é¢ivych latek [59].

RTCA Cardio Control Unit —
RTCA Cardio Analyzer

RTCA Cardio Station

Obrazek €. 20: Slozeni ,,RTCA cardio® pfistroje, pievzato z [59]

4.5.1 Princip xCELLigence ,,RTCA cardio“ pristroje
Ptistroj xCELLigence ,,RTCA cardio* se slada ze Ctyt Casti: 96- jamkové E-desticky
s mikroelektrodami umisténymi na dné jamek, z ,,RTCA cardio” stanice umisténé

V bunééném inkubatoru, RTCA kontrolni jednotky, kterd fidi software a prubézné zobrazuje
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ziskand data a posledni ¢asti je RTCA analyzator, jehoz funkci je pfijem a vysilani
elektronickych signalit mezi fidici jednotkou a stanici [59].

Ptistroj xCELLigence ,,RTCA cardio* pracuje na stejném principu jako xXCELLigence
RTCA SP, tedy méfi zmény elektrické impedance pomoci zlatych mikroelektrod, které
pokryvaji dno jamek v E-desticce. Hodnoty elektrické impedance jsou nasledné ptevedeny na
bunécny index znaceny CI a ziskana data se zobrazi na obrazovce pocitace v podob¢ grafu.

Rychly sbér dat probéhne za 12,6 ms, béhem kterych je proméiena celda 96- jamkova desticka
[59, 61].

4.6 Monitorovani bunécné viability a proliferace systémem
xCELLigence

Bézné metody hodnotici bunéénou viabilitu a proliferaci celych bunéénych populaci,
napiiklad MTT a XTT testy, jsou ¢asové naro¢né a nejsou schopny zaregistrovat velmi malé a
rychlé zmény v bunééné morfologii. Uinky studovanych latek, které jsou aplikované na
buiiky pii riiznych experimentech, jsou vysoce dynamické a piisobi nejen na viabilitu buné¢k,
ale také na jejich proliferaci, adhezi a zménu morfologie. Bézné kolorimetrické metody
mohou analyzovat pouze koncovy stav bunécné populace, nejsou schopny zachytit uéinky
latky na bunku v pribehu Casu, ani dynamiku ristu bun¢k. Tyto nedostatky vytesil systém
xCELLigence, ktery je idedlnim néstrojem pro meéfeni viability, proliferace a cytotoxicity

bun¢k v redlném case, bez nutnosti znaceni [55].
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5 KORELACE DAT

5.1 Korelace dat ziskanych systémem xCELLigence s daty ziskanych

mérenim WST-1 metodou
Pfi experimentu se vyhodnocuje cytotoxicita nejprve systémem xCELLigence

V redlném case a nasledné¢ pomoci kolorimetrické WST-1 metody, vysledky méfeni jsou na
konci experimentu vzajemné porovnany. Buriky jsou nejprve umistény do 96- jamkové E-
desticky, pocCet bun¢k na jamku se pohybuje v rizném rozmezi ve vzestupné fad¢. Poté je
desticka umisténa do bézného CO, inkubatoru, ve kterém je udrzovana stald teplota 37°C ,
95% vlhkost a 5% CO,. Po ukonceni méfeni cytotoxicity pomoci RTCA analyzatoru jsou

zaznamenany hodnoty CI neboli bunééného indexu a na fadu ptichazi metoda WST-1 [63].

5.1.1 Princip WST-1 metody
Tetrazoliovd sil WST-1 je redukovéna dehydrogenazami, které se nachazeji

vV mitochondriich Zivych bunék, na formazan, jehoz absorbance je métitkem pro pocet zivych

bunék v testovaném médiu [19].

5.1.2 Postup provedeni WST-1 metody

Do kazdé jamky v E-desti¢ce obsahujici 200ul kultury se pfida 20ul ¢inidla WST-1.
Po 4 hodinové inkubaci pti 37°C se desticka dikladné¢ mich4 po dobu 1 minuty v orbitalni
tfepacce a supernatant se poté pievede do nové 96- jamkové desticky. WST-1 metoda je
vyhodnocena pomoci ELISA ¢tecky pii 480 nm a referen¢ni vlnové délce 680 nm nebo
pomoci fotometru pii 437 nm s referen¢ni vinovou délkou 690 nm. Jako slepy vzorek slouzi
jamky bez bunék obsahujici kompletni médium a WST-1 cinidlo. Hodnoty zmétené
absorbance neboli optické hustoty a hodnoty CI z méfeni systémem xCELLigence byly

vyneseny do grafu proti po¢tu bunek [63, 69].

5.2 Srovnani WST-1 testu a systému xCELLigence
Vysledek testu lze vycist z grafu (Obrazek ¢. 21), oba testy vykazuji srovnatelny

linedrni dynamicky rozsah a citlivost. Data ziskana RTCA analyzatorem v podob¢ impedance
a hodnot CI mohou byt pfimo srovnatelnd s jednobodovym testem bunécné proliferace jako

je WST-1 metoda [63].
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Obrazek ¢. 21: Porovnani hodnot bunééné proliferace, které byly zméfeny pomoci RTCA SP piistroje a WST-1
testu, pfevzato z [61]

5.3 Porovnani metody MTT se systémem xCELLigence pri zkoumani
ucinkii fenethyl isothiokyanatu (PEITC) na plicni nadorové
bunécné linie A549 a H1299

5.3.1 Fenethyl isothiokyanat (PEITC)
Fenethyl isothiokyanat (PEITC) je latka zndma pro svij antikarcinogenni potencial,

fenethyl isothiokyanat obsahuje zelenina jako feficha a v men$i mife také Cinské zeli a
kotenova zelenina. PEITC je v lidském téle metabolizovan cestou kyseliny merkapturové,

ktera je vyluCovdna mo¢i [71].

5.3.2 Princip MTT testu
Princip metody spociva v redukci zlutého vodného roztoku MTT v metabolicky

aktivnich bunikach na nerozpustny modrofialovy formazan. Nasledné je formazan extrahovan
pomoci organického rozpoustédla a absorbance roztoku je zméfena spektrofotometrem.

Intenzita zbarveni roztoku je imérna poctu zivych bunék [13].

5.3.3 Provedeni MTT testu na bunéc¢nych liniich A549 a H1299
Po pfevedeni bunéénych kultur do 96- jamkové desticky byl proveden test MTT.

Absorbance vysledného roztoku byla proméfena pii vinové délce 570 nm. Viabilita bunék
byla pievedena na procento redukce MTT a dale byla vyhodnocena 50% letalni davka LDsg
[71].
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5.3.4 Monitorovani proliferace bunécnych linii A549 a H1299 systémem
xCELLigence
Zkoumané bunécné linie byly vlozeny do 16- jamkové E-desticky. Kazdych 20 minut

po dobu 24 hodin byla sledovana proliferace méfenim impedance. Nasledn¢ bylo médium
odstranéno a k bunkdm byla kontinudln€ aplikovana sloucenina PEITC o pfisluSnych
koncentracich. Stav bun¢k byl dale sledovan v realném case po dobu 72 hodin. V prvni
hodin¢ meéfeni byla impedance zmétfena kazdych 15 minut, v nésledujicich 2 hodinach
kazdych 30 sekund a nakonec kazdych 20 minut az do ukoncéeni testu. Nakonec byl

vyhodnocen normalizovany bunéény index NCI [71].

5.4 Zhodnoceni a porovnani metod MTT a systému xCELLigence
Ob¢ metody vyhodnotily, ze buiiky H1299 jsou na latku PEITC vice citlivé nez bunky

A549. Vyrazné snizeni viability bunék HI1299 bylo testem MTT pozorovano po 72
hodinovém pusobeni nejvyssi koncentrace PEITC, coZ se odrazilo v rozdilech hodnot LDsg.
Analyza systémem xCELLigence vykazovala stejny trend, bez ohledu na nizsi cytotoxicky
ucinek. Vysledky také jasné ukazuji, ze PEITC inhibuje rast A549 bunék v zavislosti na
koncentraci. Zavislost bunééné viability na Case, byla u obou zkoumanych bunécnych linii
pozorovana pouze pii vysSich davkach PEITC, to mize znamenat, Ze niz§i davky neovliviiuji
proliferaci bunék. Experiment prokazal, ze vysledky testu MTT (Obrazek ¢. 22) a systému
XCELLigence (Obrazek ¢. 23 a Obrazek ¢. 24) jsou srovnatelné [71].

=

E 100‘?_,—5

Q

>

.Q- 754

=

o]

O

S

B B0 -

E: <& A549, 24 h

= O AS49, 72 h

Q254

= & H1299, 24 h

D ©C H1299, 72 h

O 9 e ———
1065 1060 1055 1050 1045

PEITC concentration [M]

Obriazek & 22: Uinek PEITC na viabilitu bunék A549 a H1299 stanoveny MTT testem. Buiiky byly vystaveny
ruznym koncentracim PEITC po dobu 24 a 72 hodin, pievzato z [71]
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Obrazek €. 23: Monitorovani inhibice ristu bun¢k A549 v redlném case, systémem xCELLigence. Rtizné
koncentrace PEITC byly aplikovany na buiiky po 24 hodinach, hodnoty NCI odrazejici buné¢nou adhesi a
proliferaci byly zaznamenavany v riznych intervalech po 72 hodin. pfevzato z [71]
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Obrazek €. 24: Monitorovani inhibice riastu bunék H1299 v realném case, systémem xCELLigence. Latka
PEITC o vhodnych koncentracich byla aplikovana na bunky po 24 hodinach, hodnoty NIC odrazejici bunéénou
adhesi a proliferaci byly zaznamenavany v rliznych intervalech po 72 hodin. pievzato z [71]
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6 NAVRH REALNEHO EXPERIMENTU PRO TESTOVANI
SYSTEMEM xCEL Ligence

6.1 Cytotoxicita latky XY testované na bunécné linii SKBR3
Pristrojem x-CELLigence byla testovana cytotoxicita latky XY Vv koncentratnim

rozmezi od 1 do 250 uM, pro experiment byla zvolena bunécna linie SKBR3. Do kazdé
jamky bylo naneseno 40 000 bun¢k a 200 ul média, do jamek Al — A5 bylo nepipetovano
pouze médium a do jamek B1 — B5 médium spolu s buiitkami. Pro kontrolu zivych bunék
byly pouzity jamky C1 — C5, zde byl k médiu s buikami ptidan 0,1% roztok DMSO. Pro
kontrolu mrtvych bunék byly pouzity buitky D1 — D5, do téchto bun¢k byl k médiu s buiikami
pridan 5% roztok DMSO. Do ostatnich jamek byla nepipetovana latka XY o rtznych
koncentracich rozpusténa v roztoku 0,1% DMSO, schéma davkovani latky XY je znazornéno

V tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1: Davkovani latky XY do jednotlivych jamek (A —H), bb (buiiky)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Médium Médium Médium Médium Médium 12,5 | 125 | 12,5 | 125 | 125
uM uM uM uM uM
Médium_bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | 20 20 20 20 20
uM uM uM uM uM
Médium bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | 35 35 35 35 35
0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% uM uM uM uM uM
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
Médium bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | Médium bb | 55 55 55 55 55
5% DMSO | 5% DMSO | 5% DMSO | 5% DMSO | 5% DMSO | uM uM uM uM uM
1 uM 1 uM 1 uM 1 uM 1 uM 100 100 100 100 100
uM uM uM uM uM
2,5 uM 2,5 uM 2,5 uM 2,5 uM 2,5 uM 150 150 150 150 150
uM uM uM uM uM
4,5 uM 4,5 uM 4,5 uM 4,5 uM 4,5 uM 250 250 250 250 250
uM uM uM uM uM
7,5 uM 7,5 uM 7,5 uM 7,5 uM 7,5 uM
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Tabulka €. 2: Schéma davkovani pouzitych reagencii do E-desticky, bb (burky)

Jamka Typ bunék | Pocet bunék

Cl1-C5 SKBR3 40 000 Medium _bb DMSO 0,1% = kontrola zZivé bb
D1-D5 |SKBR3 40 000 Medium_bb_DMSO 5% = kontrola mrtvé bb
E1-E5 SKBR3 40 000 LATKA XY 1.00 uM

F1-F5 SKBR3 40 000 LATKA XY 2.50 uM

G1- G5 SKBR3 40 000 LATKA XY 4.50 uyM

H1-H5 | SKBR3 40 000 LATKA XY 7.50 uM

A6-A10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 12.50 uM

B6-B10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 20.00 pM

C6-C10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 35.00 uM

D6-D10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 55.00 pM

E6-E10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 100.00 uM

F6-F10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 150.00 pM

G6-G10 | SKBR3 40 000 LATKA XY 250.00 uM

6.2 Priibéh experimentu

Sledovani bunék linie SKBR3 systémem X-CELLigence probihalo po dobu 5 dnd.
Prvni den byly buiiky naneseny na E-desticku, tak aby kazda jamka obsahovala 40 000 bunck
a 200 pl média. Druhy den byla sledovana odpovéd’ bun¢k na latku XY (rozpusténé v 0,1 %
DMSO), okamzik ptidavku latky XY ke sledovanym buikdm byl vztaZzen k bunénému
indexu o hodnot¢ 1.

Ptistroj x-CELLigence méfil po celou dobu experimentu pomoci zlatych
mikroelektrod umisténych na dné¢ jamek E-desticky zmény elektrické impedance. Hodnoty
elektrické impedance byly pomoci softwaru prevedeny na hodnoty normalizovaného

bunécného indexu (NCI) a promitnuty do vysledného grafu (obrazek €. 25) v zavislosti na Case.
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Obrazek ¢. 25: Vysledny graf — testovani cytotoxicity latky XY na bunééné linii SKBR3 pomoci systému
XCELLigence
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Obrazek €. 26: Obsah jamek E-desticky, dopliyjici obrazek k vyslednému grafu (obrazek ¢. 25)

6.3 Vyhodnoceni experimentu

Prabéh kiivek vysledného grafu ukazuje, Ze jamky E1 — ES (rizova kiivka) a F1 — F5
(svétle modra kiivka) bunky neovliviiyji, coZ potvrzuji plynule rostouci hodnoty NCI. Jamky
Gl — G5 a H1 — H5 rast nadorovych bunék naopak stimuluji. Z grafu dale vyplyva, ze
testovana latka XY je pro bunénou linii SKBR3 toxicka od koncentrace 12.50 uM (bunky
A6 — A10). Tento fakt potvrzuje oranzovo-bézova kfivka, ktera zac¢ind po uplynuti asi 50
hodin klesat, diky snizujicim se hodnotam NCI. U vyssich koncentraci latky XY je
cytotoxicky uc¢inek na buniky rychlejsi, pro poskozeni bun€k je nutnd kratSi doba. U
koncentrace 250 uM klesa viabilita bun¢k linie SKBR3 jiz po 33 hodinach puisobeni latky
XY. Inhibice ristu bun€k je tedy zavisld na koncentraci a délce trvani expozice latky XY.
Spravnost experimentu potvrzuji kontroly, pro mrtvé buiiky vykazuje kfivka nulové hodnoty

NCI, naopak pro zivé bunky maji hodnoty NCI rostouci trend, tvar kiivky je linearni.
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7 ZAVER

Testy in vitro cytotoxicity jsou dilezitym nastrojem v oblasti vyzkumu novych 1é¢iv a
to hlavné ve vyvoji 1€k na rakovinu. Zjisténi, ze byt jen jedina z pouzitych léCivych latek ma
toxické ucinky na bunky, je divodem pro neuvedeni takového léku na trh. Pro odhaleni
cytotoxicity chemickych latek slouzi velka fada testt in vitro toxicity. Cytotoxicita mtze byt
stanovena kolorimetrickymi metodami, mezi které patii MTT, XTT, WST-1, sulforhodamin B
a LDH testy, testy cytotoxicity s neutralni ¢erveni a trypanovou modii. Dostupné jsou rovnéz
luminiscenéni a fluorescen¢ni metody jako je ATP bioluminiscen¢ni metoda, resazurinovy
test a kalcein-AM metoda. Do své prace jsem také zahrnula principy BrdU testu a 3H-
thymidin inkorporace. V dnesni dobé se Casto vyuziva analyzatorti ¢astic Vi-CELL, Cedex,
Z2 coulter counter, CASY, Cellavista nebo IncuCyte, kterymi je mozné stanovit viabilitu a
sledovat proliferaci bunék. Nejmoderngj$im zpusobem testovani cytotoxicity je systém
xCELLigence RTCA umozZiujici sledovat u¢inky chemickych latek na buniky Vv redlném case
po celou dobu experimentu. Vysledné kiivky vypovidaji o chovani bun¢k v jednotlivych
¢asovych bodech, coz je pro védce velmi cennd informace.

Pro testovani cytotoxicity in vitro jsou také velmi dilezité bunééné linie a primarni
bunééné kultury, mezi nejuZivané&jsi patii primokultury hepatocyti a kardiomyocytl,
nadorové bunécné linie HeLa, HepG2, HepaRG, prostatické bunééné linie PNT1A a PC-3 a
hepatomové bunécné linie.

Vyvijené 1éky mohou byt nebezpetné hlavné z hlediska kardiotoxicity. Pfistroj
xCELLigence ,,RTCA cardio* nahradil naro¢né testy provadéné na laboratornich zvifatech.
UmozZnil tak testovat kardiotoxicitu na primarnich kardiomyocytech v jejich fyziologickém
prostiedi v redlném case. Diky tomu jsou dnes nebezpecné 1éky odhaleny diive a nemohou
tak pasobit neptiznive na lidské zdravi.

Na rozdil od ostatnich testli cytotoxicity ma xCELLigence mnoho vyhod, prace se
syst¢tm je pohodlnd a diky softwaru také pomémné jednoduchd. Bunky jsou béhem
experimentu umistény do inkubatoru a nejsou ruSeny, to piinasi presnéjsi vysledky. Analyza
systétmem xCELLigence je rychla a neni nutné bunky znacit a znehodnocovat tak vysledky.
Nejvétsim pfinosem je ovSem sledovani bunék v redlném case. Diky v§em témto vyhoddm je
velmi pravdépodobné, ze systém xCELLigence v budoucnosti pIn¢ nahradi klasické in vitro
testy cytotoxicity, jejichz vysledky jsou sice srovnatelné, coz potvrzuji rtizné experimenty

porovnavajici tyto dvé metody méteni, avSak provedeni je slozitéjsi a hlavné pracnéjsi.
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