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Souhrn:

Tato bakalafska prace je zaméfena na testovani cytotoxicity in vitro. V praci jsou
rozdéleny a popsany druhy tkénovych kultur, na kterych se provadéji cytotoxické testy
invitro. Jsou zde popsany mechanismy bunéfného poskozeni toxikanty a hodnoceni
cytotoxicity in vitro. Pro toto hodnoceni je dulezitd volba experimentalniho modelu, ¢asova
a koncentrac¢ni zavislost cytotoxicity pozitivni a negativni kontrola.

Ve druhé casti je prace zaméiena na uceleny prehled jak tradicnich, tak modernich
zpusobu testovani cytotoxicity in vitro. Testy jsou rozdéleny do jednotlivych slupin dle toho,

s jakymi bunéénymi organelami se reakce uskuteciuji.

Klicova slova:
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Summary:

The present bachelor thesis is focused on in vitro cytotoxicity testing. Different types of
tissue cultures that undergo in vitro cytotoxicity testing are divided and described in this
thesis. Furthermore the mechanisms of cellular damage by toxicants are described as well as
an evaluation of in vitro cytotoxicity. The choice of the experimental model, time and
concentration dependence of cytotoxicity and positive and negative checking is essential to
the evaluation process.

The second part of the thesis offers a coherent overview of both traditional and modern
ways of in vitro cytotoxicity testing. The tests are divided into groups depending on which

cellular organelles participate in reactions.

Keywords:

Acute toxicity, cell cultures , cytotoxicity assays in vitro.
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1. UVOD

Téma ,testovani cytotoxicity in vitro je velice aktualni. In vitro metody vyuzivajici
bunécné kultury se staly nenahraditelnym nastrojem nejen v biologickém a lékarském
vyzkumu, ale vyuzivaji se také pfi vyrobé vakcin, ockovacich latek, enzymt, hormont
a dalsich proteinti pro lécebné a diagnostické ucely. Nezastupitelnou ulohu maji také
pii testovani toxicity latek a 1€¢iv. Neustale se vyvijejici védni obory provadeji mnozstvi
vyzkumu, pii nichz jsou vyuzivany testy cytotoxicity. K testovani zkoumanych latek je
Vv soucasné dob¢ vyuzivano velké mnozstvi riznych metod. Pfi tzv. end- point analyzach, tedy
vsech klasickych testech, jako je napt. XTT (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide), MTT (methyl-thiazolyl- tetrazolium) je stav bun¢k znam pouze
v momenté¢ vyhodnocovani daného experimentu. Dnes vSak jiz existuji analyzy v redlném
¢ase, diky kterym mizeme monitorovat bunky béhem celého experimentu.

Cilem této bakalaiské prace je tedy podat uceleny prehled literatury zabyvajici se
testovanim cytotoxicity in vitro. Pozornost je vénovana popisu (princip, moznosti praktického
vyuziti, finan¢ni, materidlni a Casova narocnost, vyhody, nevyhody) jak tradi¢nich tak
modernich zplisobl testovani cytotoxicity in Vvitro. Prace se zabyva také mechanismy
pusobeni toxikantd, principy hodnoceni cytotoxicity in vitro a bunéénymi kulturami

vyuZzivanymi pro in vitro studie cytotoxicity.
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2. AKUTNI TOXICITA

Toxicita neboli jedovatost znaci miru vlivu, jakym plsobi jedovaté latky na Zzivé
organismy. Védecky obor zabyvajici se t€émito vlivy, jejich pfi¢inami a disledky je vSeobecné
znamy jako toxikologie.

Toxicita mize byt chronickd nebo akutni. Rozdil mezi akutni a chronickou toxicitou je
takovy, ze vSechny chemikalie vyvolaji akutni toxicitu v dostatecn¢ vysoké davce, zatimco
véechny chemikélie nevyvolaji chronickou toxicitu. Casto se jako odkaz na akutni toxicitu
cituje fraze: ,,VSechny véci jsou jedy...jen davka urcuje jed.“ V tomto piipadé i benigni latky
budou vyvolavat akutni toxicitu, pokud budou podavany v dostatecné¢ veliké davce. Avsak
zvySovani davek chemické latky nezarucuje, ze chronické toxicity bude nakonec dosazeno.
Ke chronické toxicité obvykle dochazi pii davkach nizsich nez u téch, které vyvoldvaji akutni
toxicitu.

Utinky akutni toxicity oby&ejné byvaji spojované s timrtnosti. Z kvantitativniho hlediska
jsou tyto efekty méfené. Oznacuji se pak jako smrtelna davka 50 (LDsp), efektivni davka 50
(EDsp), letalni koncentrace 50 (LCsp) a efektivni koncentrace 50 (ECsp). LDsp a EDsp
predstavuji davku materialu, kterd zptsobi smrt u 50ti % lé¢ené populace. Obvykle jsou
normalizovany na hmotnosti zvifete. ECso nebo LCso piedstavuji koncentraci materialu, které
byl organismus vystaven a ktera zplsobila uhynuti u 50ti % z exponované populace. Obvykle
jsou normalizovany do prostfedi, kterému je organismus vystaven. Tyto kroky akutni toxicity

vedou ke zjisténi stupné toxicity [1].
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3. BUNECNE KULTURY

Jako bunécné kultury jsou oznacovany rostlinné, zivocisné nebo lidské bunky, které jsou
péstovany mimo télo v laboratofi. Tato technika péstovani bun€k je nazyvana technikou

in vitro.
3.1 HISTORIE

Prvni pokusy na tkanovych kulturach zacaly probihat jiz na poc¢atku 19. stoleti: roku 1885
Wilhelm Roux dokazal udrzet po urcitou dobu zivé explantované kufeci embryonalni buniky
Vv uméle pripraveném teplém a slaném médiu. Nepodafilo se vSak, aby se bunky mnozily
stejnym zpusobem jako pfi metod¢ in vivo. Poté dochazelo ke vzniku novych poznatki
vtomto odvétvi. Ve Ctyficatych letech 20. stoleti byly objeveny prvni uspéSné pokusy
0 zaloZzeni bunécéné kultury. V této bunécné kultuie se builky mnozily a piezivaly
po omezenou, ale delsi dobu. Techniky tkanovych kultur se postupné jen zdokonalovaly.

Tkéanové kultury zacaly byt od osmdesatych let 20. stoleti béznou soucasti vyzkumi
a slouzily 1 k vyrob¢ priimyslovych protilatek, nékterych chemikalii a 1ékt. Nepostradatelnou

funkci zaujimaji tkanové kultury v molekularni biologii, ve vyvoji novych 1€kt apod [2].

3.2 PRACE S BUNECNYMI KULTURAMI

Pti praci s tkanovymi kulturami je nutné, aby vSechny pouzivané chemikalie a pomucky
byly sterilni a aby neobsahovaly nékteré toxické latky, jejichz i stopové mnozstvi by tkanové
kultury mohlo bézné¢ kontaminovat. Dale jsou kromé& obvyklého vybaveni navic nutné
I specialni pomticky a pfistroje. Tyto techniky patii k tém finanéné nakladnéjsim, a proto jsou

pripravované ve specialnich laboratotich vySkolenymi pracovniky.

Prace s kazdou buné¢nou linii zahrnuje tfi faze:
1) izolace bunécného kmene
2) udrZovani bunécné linie a jeji expanze

3) vyuziti namnozenych bunék v pokusu

Co se tyka vlastnosti bunécnych linii, vétSina z nich ma omezenou zivotnost, to
znamena, ze po urc¢ité dobe se prestanou delit. Pouze nékteré tkanové kultury jsou nesmrtelné.
Jedna se naptiklad o bunky, které byly ziskany znddorti. V tomto piipadé mluvime
0 kontinudlnich bunécnych liniich. I v tomto ptipad¢ si buiiky ponechdvaji schopnost regulace
bunécného déleni. Pokud ji ale ztrati a buniky se za¢nou d¢lit nekontrolovatelné, poté mluvime

o transformované bunécné linii. Transformované bunécéné linie jsou nadorové a jsou
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nesmrtelné. Je u nich mozné neomezené pasazovani, jelikoz u takovych bunck nedochézi
ke starnuti kultury (ke zkracovani telomer).

Pro rist bunéénych linii je tfeba vhodny povrch ¢i suspenze; kultivatni nadoby
se specialnimi kultivaénimi médii. Ta obsahuji potiebné slozky: ionty, zdroje energie,
vitaminy, aminokyseliny, rastové faktory a dalsi. Buné¢éné linie rostou optimaln€ ve sterilnim
prostiedi, pfi teploté 37°C, za zvlhéené atmosféry se zvySenym mnozstvim oxidu uhli¢itého.

Pfi nasazeni bunék, které jsou izolované z pokusného zvifete, vznikaji tzv. primokultury.
Tyto buitky mohou byt izolované jak ze zvitecich, tak lidskych organi. Nasledné dochazi
k mnozeni bun€k po vytvofeni souvislé jednoduché vrstvy, ktera se nasledné uvolni
od kultivacni nadoby. Vznikla suspenze se poté nafedi a prenese se do novych sterilnich
kultivaénich nadob. Cely tento postup pojmenovavame jako pasaz a nové kultuie se fika
subkultura [3].

Primarni kultury maji oproti nadorovym buiikam vyhodu v tom, ze blizce reprezentuji
fyziologickou situaci in vivo, maji specifické funkce, jsou vysoce diferencované a nejsou
transformované. Pfinasi s sebou ale i fadu problémi: pii diferenciaci bunék muze dochazet
K postupnému vymizeni ptivodniho fenotypu; existuje zde interindividualni variabilita; jejich
vyuziti musi byt bezprostiedné po jejich piiprave; zdroj experimentalniho materidlu, ktery je
izolovén z lidskych organt, je kvili etickym normam a odlisné legislativé limitovan

Kromé primarnich buné¢nych linii existuje jest€ druha hlavni skupina bunéénych kultur
pro in vitro studie cytotoxicity, a to jsou komeréni nadorové linie. Hlavnimi zdroji linii jsou
dvé svétové organizace ECACC (European Collection of Cell Cultures) a ATCC (American
Tissue and Cultures Collection). Linie dodavané témito organizacemi maji doporucené

kultivaéni podminky a definovany fenotyp [4].

3.3 TYPY BUNECNYCH KULTUR
Bunééné systémy vyuZzivaji pro studie n€kolik druhii experimentalniho usporadani:
Suspenzni bunééné kultury
Z veétsi cCasti se jedna o krevni bunky, které je mozné kultivovat i po delsi dobu
a u kterych za podminek v in vitro ¢asto dochazi k reprodukci. Vyhodou tohoto systému je
zajisténi homogennich koncentracnich vztahli a moznost dobrého promichavani. Naopak mezi
nevyhody fadime nutnost separace média od bunék pro dalsi studie [2].

Pro vyuziti bunéénych suspenznich kultur je nezbytné udrZet vysokou kvalitu

kultivovanych bun€k. Rozbor obrazu je dilezity pro realizaci jednoduchého, neinvazivniho
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a objektivniho hodnoceni bunék suspenzni kultury. Mezi faktory hodnoceni patii barva,

tempo rustu, tvar a velikost [5].

Obr.1:Suspezni bunééné kulturY; A) burky pti zvétseni 10X; B) buriky pti zvétseni 20X [6].

Adherentni bunééné kultury

Vewvr .

Tento systém patii k nejcastéjSimu experimentalnimu uspotfaddani, co se prace
S bunéénymi kulturami lidskych i zivoéisnych bungk in vitro tyka. Kultivovani bunék probiha
prevazné v plastovych kultiva¢nich lahvich, deskach ¢i vice-jamkovych deskach. Je zde nutna
faze ptilnuti (adherence), ke které slouzi elektrostaticky nabité plasty. U nékterych typt bunék
je tieba fixace na substrat, kterym miize byt napt. elastin, kolagen. Ke kultivaci vétSiny typt
bunék jsou pouZzivana komeréné dodavana specidlni kultivaéni média. Tato média obsahuji
vhodné kombinace vitaminti, hormont, nutrietl, esencialnich substrati atd. Pro proliferaci
a diferenciaci bun¢k se do médii pfidava fetdlni teleci sérum bohaté na ristové faktory.
Ptidavaji se také acidobazické indikatory pro kontrolu kvality kultivaéniho média. Bunééné
kultury se ¢asto kultivuji za pritomnosti antibiotik a udrzuji se ve specidlnich inkubatorech,

obvykle pfti teploté 37 °C v atmosféie 5% CO, [7].
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Obr. 2:Adherentni bun&¢né kultury; A) buniky pii zvétseni 10X; B) buniky pii zvétseni 20X [8].

Imobilizované buiky

Do této skupiny se zahrnuji rizné typy bungk, které se fixuji napiiklad do dutych vlaken.
Je tfeba obstarat bunkdm jak optimalni pfisun zivin, tak zarovenn odvod metabolickych
zplodin. V této souvislosti hovotfime o tzv. bioreaktoru, jenz zajistuje tyto schopnosti. Systém
je unikatni v tom, zZe umi simulovat cirkulaci v krevnim fe€isti ¢i v organech. Jeho nevyhodou
je zna¢na technickd narocnost, kvili niZ systém nelze vyuZivat ve velké mife. Za ptidavku
antibiotik a za optimalnich podminek lze systém casto udrzovat funkéni po dobu nékolika
dnt. Vyuzivéd se fixace izolovanych bun€k z organt (hepatocyty) a také proliferujicich

nadorovych bunék. SlouZi k fixaci izolovanych bunék a k proliferaci nadorovych bunék [9].
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4. MECHANISMY PUSOBENI TOXIKANTU

Pro spravnou funk¢nost bunky je dilezité, aby veskeré zivotni d&je odehravajici se
Vv bunice probihaly v pofadku. K disfunkci buiitky mohou vést Skodlivé zasahy jak dédicné, tak
1 ziskané.

Cytotoxické chemické latky ptisobi pfimo na bunécné slozky bez predchozi metabolické
premény. Tyto latky na bunécné trovni, které mohou vyvolavat bunéné poskozeni pomoci
riznych mechanismi, nazyvame toxikanty. Interakce pfimo cytotoxickych latek s glutationem
(coz je tripeptid slozeny z aminokyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu se nachazi
Vv buiikdch zivocicht, rostlin i bakterii a patfi k nejsilnéjSim antioxidantiim; pfitom se podili
na metabolismu cizorodych latek, na syntéze nukleovych kyselin, na vzniku bilkovin
a prostaglandinti, transportu aminokyselin, odstraiiovdni toxind a karcinogeni, spravné funkci
imunitniho systému, prevenci bunck pied oxida¢nim stresem a pii aktivaci fady enzymi
v organizmu) oslabuje antioxida¢ni obranu buriky.

Bunécné poskozeni je definovano jako odchyleni se buniky od bézného fyziologického
stavu do stavu abnormalniho, kdy se vétSinou jedna o ireversibilni d&j (pozn. existuji
reparacni mechanismy). Existuji dva druhy bunééného poskozeni.

U prvniho typu dochézi k piimé destrukci poSkozenim bunécnych struktur- v buiice poté
zacina oxidacni poskozeni lipidl, nukleovych kyselin, proteinti- nasledné se naruSuje integrita

bunéénych membran ¢i cytoskeletu [10].

PoSkozeni vyvolavaji:

- latky reaktivni — chinony (napftiklad antrachinon);

- radikalové slouceniny (peroxidy, hydroperoxidy);

- volné radikaly (ROS, RNS);

- elektrofilni slouceniny;

- alkyla¢ni ¢inidla (cis-platina);

- organicka rozpoustédla (tetrachlormetan, toluen);

- silné kyseliny (kyselina sirovd) a zasady (hydroxid sodny);
- tézké kovy (Pb, Hg) apod.

Druhym typem demonstrace toxicity in vitro je nedestruktivni interakce se subcelularnimi
entitami, tj. inhibice enzymd, blokace iontovych kanalti, antagonismus receptord nebo
interference s cytoskeletem (phalloidintoxickychhub) ¢i DNA (chemoterapeuticka alkyla¢ni

¢inidla). Bunka poté nasledné naptiiklad uhyne v disledku inhibice proteosyntézy, inhibice
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replikace DNA, naruSeni dynamiky mikrotubuld, inhibici ATP-dependentnich iontovych
pump apod. Jak ve druhém, pak i v prvnim pfipad¢ ve vlastni bunécné toxikologii poté

hodnotime soubor parametri vypovidajicich o toxickém poskozeni buiiky [11].

4.1 APOPTOZA A NEKROZA

Dojde-li k buné¢nému poskozeni, kdy se buiika dostava do abnormalniho stavu, mize
dojit k zaniku buiiky. Obé&t’ jednotlivych bunék je nutnd pro preziti organismu. V normalnim
ptipad¢, kdyZ je organismus v pofadku, se jednd o fyziologickou bunéénou smrt, kterd je
nedilnou soucasti transformace embryonalnich analogli na plné vyvinuté organy. To ma také
zasadni vyznam na regulaci poctu bun€k v rtiznych tkdnich. Fyziologickd bunécnd smrt
zahrnuje aktivaci vnitiniho sebevraZedného programu, coZ ma za nasledek usmrceni bunky.
Tento proces se nazyva apoptoza [12].

Naproti tomu existuje patologickd bunécnd smrt, kterda neni regulovana vlastnimi
bunéénymi signaly a vede k trvalému poskozeni organismu. Tuto patologickou smrt bunck
nazyvame nekr6zou a mohou ji vyvolavat rizna poSkozeni na buné¢né celistvosti (ischémie,
popaleniny a toxiny). Nekrdza nastane, kdyZ poSkozeni nevratn€ naruSuje Zivotné dilezitou
bunécnou strukturu anebo bunécné organely a nevyvolava apoptdzu. Patologicka smrt bunky

ovSem muze vyplyvat z apoptozy, napiiklad diky vliviim virti ¢i ionizujiciho zatfeni [13].

ik Opl;n;n in Cell Biology
Obr. 3: Tustrace morfologickych zmén mezi umirajicimi buiikami apoptézou a nekrézou; (a) normalni

burika; (b) automaticka burika; (c) apopticka burika; (d) nekroticka buiika [14].
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5. HODNOCENI CYTOTOXICITY IN VITRO

Tkanové kultury se vyuzivaji pro hodnoceni toxicity akutni, ne chronickeé.
Pro hodnoceni in vitro cytotoxicity volime v praxi nejvhodnéjsi experimentalni parametr

na zéklad¢ mechanismu bunééného poskozeni, u kterého nejcasteji hodnotime:

1) integritu buné¢nych membran

2) funkci mitochondrii- sem zafazujeme napiiklad MTT test, XTT test, syntézu
ATP, membréanovy potencial

3) proteosyntézu, obsah celkovych proteinti, expresi specifickych proteind
a sekreci specifickych proteint

4) funkci lysozomi- patii sem barveni neutralni ¢erveni

5) nukleové kyseliny- jejich obsah a syntézu; stanovuje se zde jak DNA, tak RNA

6) specifické funkéni parametry

Pii hodnoceni je velmi dileZité zvolit si vhodny experimentalni model. Cast&ji
pro moznost zpracovani a ziskani vysledki velkych sérii vzorkli se vyuziva zpracovavani
na mnoho-jamkovych kultivacnich deskach. Jamek maji desticky 96. Hodnoti se tii zakladni

parametry:

Mechanismus ucinku

Pfi hodnoceni mechanismu u¢inku musime zvolit vhodny modelovy toxin. Ten slouzi
K tzv. pozitivni kontrole. Tento toxin diky svym vlastnostem urCuje zptsob bunééného
poSkozeni. Pro piiklad uvedu toxin tetrachlormetan pro oxida¢ni poSkozeni metabolické
aktivace; D- galaktosami pro viralni poskozeni; paracetanol pro elektrofilni uspotfadani; tert-
butylhydroperixid pro radikalové poskozeni. Zarovenje dulezité zvolit tzv. negativni kontrolu-
tj. rozpoustédlo pro eliminaci jeho vlivu na bunééné funkce. To znamend, ze tento material
nevyvolava cytotoxickou reakci. Nejcastéji se voli voda ¢i dimethylsulfid. Méné Casto pak

aceton, etanol.

Casova zavislost cytotoxicity

Casovou zavislost cytotoxicity volime bud’ kratké ¢asové intervaly, coZ je pocitano od puil
hodiny po $est hodin, anebo intervaly del§i, které jsou od 24 hodin po 72 hodin. Casova
zavislost ndm jednak vypovidd o mechanismu poskozeni, o sekundarnich d&jich vedoucich

k poskozeni a o metabolické aktivaci, ktera nasledné vede k cytotoxicité.
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Koncentracni zavislost cytotoxicity

Koncentra¢ni zavislost cytotoxicity nebo také tzv. dose-response analyza vznika
pusobenim zkoumané latky v koncentra¢ni $kale na buiiky. Koncentraéni $kala byva obvykle
velmi Siroka, proto se voli logaritmické odstupnovani koncentraci. V koncentracni zavislosti
také Casto mluvime o tzv. hodnoté ICsp, kterou zname také pod pojmem half maximal
inhibitory concentration. Tato hodnota vypovida o toxicité latek za danych experimentalnich
podminek, za daného ¢asu a v daném bunéném typu. Jedna se tedy o koncentraci latky, ktera
vyvola 50% maximalni bun&né poskozeni ¢ili smrt. Cim toxiGt&jsi je substance, tim nizsi
vykazuje hodnotu ICsp Pokud tuto hodnotu pievedeme do grafické zavislosti, pak nam ji
prezentuje hyperbolickd kiivka. Pokud vsSak vyuzijeme logaritmické vyneseni koncentrace,
poté dostaneme sigmoidni kiivky nejriizngjsiho charakteru.ICsq se pak vypocte jako inflexni
bod na sigmoidé. Pti sledovani ¢asové zavislosti toxicity se hodnoty 1Csg uvadéji pro dany ¢as

[15, 16].

Cells only - — dose-response
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Obr. 4: Kfivka ICsCervend ozna¢ena kiivka- dose response zna¢i koncentraéni zavislost cytotoxicity,
zelené oznafena ICsy znacdi bod, ve kterém latka vyvola u organismu 50% poskozeni. Tento bod se ziska jako

prumér souétu pramérné absorbance IC, (méfi se jen médium) a ICyqy (méfi se jen bunky) [17].
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6. TESTY CYTOTOXICITY IN VITRO

Testovani bunécnych kultur je vyvijeno predevSim proto, aby se vyzkum nemusel
uskute¢novat na lidech ¢i zvifecich organismech. V minulosti bylo testovani na zivych
organismech celkem bézné (napf. stanoveni letalni davky LDsg). Dnes je testovani toxicity
na bunéénych kulturach alternativou, kterd se snazi pfiblizit kvalitam testovani na Zivych
tvorech.

In vitro cytotoxické testy jsou obvykle provadény na transformovanych, nesmrtelnych
bunéénych liniich a primarnich bunikdch. Nesmrtelné bunécné linie jsou snadno dostupné
a udrzovatelné, piestoze Casto vykazuji abnomalni chovani. Primarni buniky jsou skutecné
povazovany za lep$i volbu jako modelové systémy pro predikci toxikologického chovani,
ackoliv existuji v omezeném mnozstvi a trpi davkovymi obménami v disledku potieby
izolovat je Cerstveé pro kazdou studii.

Prediktivni hodnota cytotoxickych in vitro testi je zalozena na myslence ,,zakladni
cytotoxicity, a to ze toxické latky ovliviyji zakladni funkce bunék, které jsou pro vsechny
buiiky spolecné. Toxicita tak mlze byt naméfena na zédkladé bunééného posSkozeni. Vyvoj
cytotoxickych testl in vitro byl potiebny pro rychlé vyhodnoceni potencialni toxicity velkého
mnozstvi sloucenin, aby zarovenn byly omezeny pokusy na zvifatech a aby byly zkouSky
pokud mozno provadény s malym mnoZzstvim slouceniny. Dikazy o uzitenosti téchto testil
vedlo mnoho farmaceutickych firem k provéteni slozeni 1€kt a k odstranéni potencialné
toxickych latek [18].

Stale se vSak hledaji nové alternativni metody. Za timto ucelem byl nedavno proveden
test s lidskymi mezenchymalnimi kmenovymi buitkami (hMSCs) in vivo, ktery poprvé ukazal,
ze MSC izolované z lidské kostni dfené¢ mohou byt s jistotou pouzivané v této oblasti
toxikologie. MSC ptedstavuji dobry pfislib pro rozvoj testt in vitro a mohly by nakonec
nahradit, zlep$it nebo predstihnout soucasné prediktivni modely v toxikologii [19].

Rozsitené pouzivani cytotoxickych analyz in vitro je odtivodnéno stupnujici se poptavkou
po testovani bezpeCnosti xenobiotik, novych 1éCiv, potravinovych piisad a kosmetiky
S hlavnim cilem- minimalizovat rizika pro lidské zdravi. Kromé& toho jsou cytotoxické testy
bézné pouzivané pro vyvoj proti-nddorovych 1ékia. Postupy testii zahrnuji kultivaci bunék,
expozici bun€k cytotoxickou latkou a nasledné posouzeni poskozeni bunck pomoci
kratkodobych ¢i dlouhodobych testti [21]. Existuji tii zakladni parametry, na kterych je
meéfeni zaloZzeno. Prvnim z nich je méfeni bunécné aktivity, druhym parametrem je testovani
membranové integrity. Poslednim parametrem je stanoveni viability bunék, nebot’ mrtvé

bunky jsou oddéleny od bunééné kultury a jsou odplaveny médiem [18].
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Vyzkum cytotoxickych Gc¢inki na bunécné linie primarnich bunék se v soucasné dobé¢ stal
jiz béznou metodou. Cilem je, aby bylo mozno toxické latky snaze identifikovat, aby testy
nebyly slozité, bylo je mozno opakovat a aby nebyly nakladné. Existuje naptiklad PAN I
cytotoxicka soustava od Xenometrix, kterd umoziuje pouzit 4 bézné pouzivané cytotoxické
testy postupné na jednom mobilnim vzorku. Takovy postup mé fadu vyhod. Je 4krat mensi
spotieba testujici latky, nez kdyz se provadi test jednotlivymi testy. Dale je zvySena
pravdépodobnost identifikovat toxické slouceniny a je snizena spotieba cennych primarnich
bunék. Pravé test PAN I kombinuje testy extracelularni laktat-dehydrogenazy (LDHe)
pro méfeni integrity membran, dale pak XTT test pro mitochondridlni aktivitu, test neutralni
¢erveni (NR) pro hodnoceni lysozomalni ¢innosti a v posledni fadé také SRB test pro celkovy
obsah bilkovin. Jinak je ale také béZné vykonavat testy zvlast. Na nasledujicich strankach

rozebereme vybrané vyznamnéj$i cytotoxické testy, které se v dnesni dobé bézné pouzivaji

[21].

Cytotoxicity Test Systems
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MErB e (~. % E - Respiratory toxicity
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Obr. 5: Idealni schéma bunék znazorfujici parametry uzivané k méfeni cytotoxicity a jejich odpovidajici
efekty na bunééné organely. Glucose (glukoza; metabolicka aktivita); MTT/ XTT (testy mitochondrialnich
funkei); Cristal violet (krystalova violet’; test podle obsahu a syntézy NK); Sulforhodamine B (Sulforhodamin B,
buné¢na proliferace, test pro celkovy obsah proteint); LDH (test integrity bunééné membrany); acid phospatase
(kysela fosfataza) [22].

Ptrestoze pouzivani testl zjiSt'ujicich cytotoxicitu je zna¢né pohodlné a slouZzi jako rychla
metoda zkoumajici zivotaschopnost bunék, tak vSechny nize zminéné testy maji své nevyhody

a musi byt pouzivany s opatrnosti [23].
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Zakladnim pozadavek na testy je takovy, aby testy byly objektivni, kvantitativni,
reprodukovatelné a schopny automatizace. Existuje vétsi pocet testl, které dobie spliuji tato
kritéria.

Cytotoxické testy se vyhodnocuji riiznymi zpiisoby. Nejcastéji se vysledek testlh hodnoti
pomoci pritokové cytometrie, kolorimetrie spektrofotometrie, fluorescenéni mikroskopie
a pomoci luminometru.

Pritokova cytometrie je jednou z modernich laboratornich metod, kterd v poslednich
letech dosdhla vyrazného technologického rozvoje a predstavuje dnes zcela béznou
a dulezitou soucast klinické praxe. Princip spoc¢ivd v méfeni a analyze fyzikélnich
a chemickych vlastnosti buniky pii prichodu laserovym paprskem. Pomoci priatokové
cytometrie miizeme vySetfovat jakékoliv imunofluorescencné oznacené bunétné suspenze.
Umoziuje diferenciaci populaci bunék a zjisténi ptesnych poctl bunék obsazenych v suspenzi
vzorku na zaklad¢ jejich riznych optickych vlastnosti [24].

Kolorimetrie je opticka metoda, kterd je zaloZend na porovnavani intenzity zabarveného
roztoku o neznamé koncentraci s roztokem, jehoz koncentrace je stejnd, ale zname jeji
hodnotu Mezi objektivni kolorimetrické kolorimetry Spektrofotometr je technicky slozity
a dokonaly pfistroj, ktery stanovuje vlastnosti vzorku na zakladé pohlcovani svétla v riznych
vlnovych délkach spektra. VInovou délku monochromatického svétla I1ze u pfistroje libovolné
nastavit anebo lze méfit ¢ast absorp¢niho spektra v ur¢itém tseku vinovych délek [25].

Fluorescence je druh luminiscence. Princip luminescence je takovy, Ze samovolné zafeni
latek vzniké jako prebytek zatfeni télesa nad Urovni jeho tepelného zafeni v dané spektralni
oblasti pfi dané teploté. Toto zafeni trva 1 po skonceni budiciho ucinku, jelikoz zafeni
dozniva. Pokud po odstranéni zdroje ozafovani latky vymizi, mluvime o fluorescenci.

Fluorescencni mikroskopie umoZiiuje zobrazit urcité latky obsaZené v buikéach
| v minimalnim mnozstvi. Princip této metody spociva vtom, Ze specialni chemické
latky= fluorochromy jsou po dopadu svétla, které ma kratsi vinovou délku, ozareny svétlem
s delsi vinovou délkou. Vychazi tedy svétlo jiného zbarveni [26].

Luminometr tedy detekuje a pocitd kvantitu ATP. Princip detekce spociva v reakci, pfi
nizZ je vydavéano svétlo z luciferinu vyvolané enzymem luciferdzou. Luminometr kombinuje
fotodetektor s piistrojovym vybavenim pro vykon, ktery se vyjadfuje jako relativni svételné
jednotky [27].
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6.1 TESTY INTEGRITY BUNECNE MEMBRANY

Bunéénd membréna je nezbytnd pro zivot bunék, jeji naruSeni znamend odumfeni bunky.
Je tvorena dvojvrstvou fosfolipidi, které jsou protkany proteinovymi mustky, které slouzi
K transportu latek.

Testy spocivaji v poruseni membranové integrity, vymezené¢ vychytavanim barviva,
pro které je pii normalni situaci bunééna membrana nepropustnd (napi. trypanova modr),
nebo uvolnénim barviva, které je ve viabilnich buiikdch normalné zadrzovano (napft. laktat

dehydrogenaza).

6.1.1 Trypanova modf

Test trypanovou modii je dalsim vhodnym ukazatelem pro urceni Zivotaschopnosti bunék.
Principem této metody je selektivni propustnost plazmatické membrany Zivé buiiky

stim predpokladem, ze mé buiika pln€¢ zachované membranové i1 funkéni aktivity.
Trypanovd modi je kyselé azobarvivo, odvozené od toluidinu, které zbarvuje mrtvé bunky
modie. Trypanova modf prostupuje pouze do mrtvych bunék s naruSenou strukturou
plazmatické membrany. Barvivo se poté hromadi na membrané mrtvé ¢i poskozené buiky
a tim lze odlisit mrtvé a Zivé buiky. Zivé bunky, které maji intaktni plazmatickou membranu
a zlUstavaji nezbarvené timto barvivem. Pfipadné jsou obarveny jen lehce. Modré barvivo
nikdy nepronika do neporusenych, zivych bunék [28].

Zivotnost bun&k je klasifikovana jako pomér poétu zivych bun&k proti celkovému poétu
bun¢k, kam zafazujeme zivé i mrtvé bunky. Detekce Zzivotnosti bunék se vyhodnocuje

optickym mikroskopem [28, 29].

NH, OH

HO
NaO,;5 gg SO;Na NaO:._S ‘c S0;Na

Obr. 6:Chemicky vzorec trypanové modti [30].

Kromé barviva trypanové modfi se pii zjistovani integrity bunééné membrany pouZzivaji
| jina barviva: pripidium jodid;ethidium homodimer-1;TOTO-1 aTOPRO-3.

Propidium jodid chemickym vzorcem 3,8-Diamino-5-[3-(diethylmethylammonio)propyl]-
6-phenylphenanthridiniumdiiodide je fluorescenéni barvivo pro nukleové kyseliny. Obarvuje
mrtvé bunky, které se pak hodnoti pritokovou cytometrii. Ethidium homodimer-1 je

fluorescencni barvivo cervené barvy. Pronika do buné¢k poskozenou membranou a vaze se
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do nukleovych kyselin. TOTO-1 je dalsi z barev fluorescenc¢niho charakteru. Barvivo TOTO-
1 je slozené ze dvou molekul thiazolové oranzi (TO). Barvivo se vaze na DNA strukturu.
TOPRO-3 je ¢ervené barvivo.

Detekce zivotnosti bun€k se V ptipadé¢ proidium jodidu, ethidium homodimeru-1,
TOTO-1 a TOPRO-3 vyhodnocuje fluorescen¢nim mikroskopem nebo prutokovou cytometrii
[31].

6.1.2 LDH test

LDH test je elegantni biochemicka metoda, kterd slouzi ke stanoveni bunécné
cytotoxicity. LDH neboli enzym laktat-dehydrogendza je rozpustny enzym pfitomny
Vv cytosolu vétSiny eukaryotickych bunék savci [32]. Laktat-dehydrogenazovy test je zalozen
na méfeni ¢innosti pravé tohoto enzymu. Laktat- dehydrogenaza je velmi stabilni enzym,
ktery je odolny proti rozkladu protedz a v dostateéném mnozstvi se vyskytuje v cilovych
buiikach. Takovychto podobnych enzymii neni mnoho, nicméné vsSudypifitomny LDH je
mimotadné¢ vhodny pro takovyto postup [33]. Tento enzym je ukazatelem nenavratného
poskozeni buriky, jez odumfiela [34]

LDH se uvolnuje do kultivaéniho média po bunééné smrti v disledku posSkozené
plazmatické membrany. ZvySeni LDH aktivity v kultufe supernatantu je umérna poctu
lyzovanych bunék. K méteni LDH ¢innosti slouZzi cytotoxicky LDH testovaci kit s pfidanou
reakéni smési, kterd obsahuje: laktit, NAD+, NADPH oxiddzu a INT. LDH katalyzuje
redukci NAD+ na NADH za pfitomnosti L- laktatu, zatimco tvorba NADH mize byt métena
ve sprazené reakci, ve které tetrazoliova stl INT je redukovana na formazanovy produkt.
(Obr. 8) Mnozstvi vysoce barevného a rozpustného formazanu miize byt métena pii hodnoté
490 nm pomoci spektrofotometru. Pro vétSinu kit probiha reakce a ¢teni vysledki z testovaci
desticky s 96 jamkami [34,35].

Uvedeny test ma znacné vyhody: neexistuje zadny urceny cas vydaje na oznaCovani

bunék. Test je spolehlivy, rychly a jeho vyhodnoceni je jednoduché [33].

27



Lactwe Acid Pyruvic Acid
COO (I 00

Ol l—(l'—ll LDH - (I"“
CHa /\\ CH,
NAD+ NADHMH+ I

I
”_(7 —
=N oo SN
O_('t e Tt O_('\ | 2
N-} lapiorase \=.’\ +
H ‘ \Q
NO; NO,

Formazan Salt (red) tetrazolium salt {yellow)

(INT)

Obr. 7:Schéma kvantitativniho stanoveni LDH. Uvolnény LDH v bun&¢nych supernatantech z poskozenych
bunék je zakladem pro stanoveni cytotoxicity. Kvantifikovan pomoci své katalytické aktivity ve spojeni

s enzymem diaphorazou [36].

6.2 TESTY MITOCHONDRIALNICH FUNKCI

Mitochondrie pfedstavuji konstantni organelu vSech zivocisnych bunék. Mitochondrie
patii mezi membranové organely. Skladd se ze dvou samostatnych biomembran- vnitini
avngjsi, z mezi-membranového prostoru a matrix, coz je hustd hmota velice bohata
na proteiny, Hlavni funkci mitochondrie je tfi fazova aerobni respirace (glykolyza, Krebstv
cyklus a oxidativni fosforylace), coz je sled metabolickych reakci, ve kterém jsou oxidovany
organické latky na CO; a H,0, a uvolnéna energie je uskladnéna jako ATP [28].

Do testli zalozenych na mitochondridlni funkci fadime skupinu testi zamétenych
na stanoveni mitochondrialnich dehydrogenaz. Déle skupinu zaloZenych na membranovém

potencidlu mitochondrii a také test, ktery funguje pomoci detekce ATP.

6.2.1 Stanoveni aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz

Tyto cytotoxické testy jsou zalozeny na funkci mitochondridlnich dehydrogenaz, které
redukuji tetrazoliové soli. Mezi testy patii napi. MTT-test, XTT-test, MTS-test, WST-1 test
a WST-8 test.

6.2.1.1 MTT test

Tento test byl poprvé popsan Mosmannem Vv roce 1983. Jedné se o kolorimetricky test
slouzici k méfeni aktivity bunéfnych enzymi. V soucasné dobé se kolorimetrické testy
provadeji pomoci tetrazoliové soli-thiazolylbluetetrazolium bromide, ¢asto oznacovaného
jako MTT, jehoz chemicky vzorec je (3-[4,5- dimethyl-2- thiazolyl]-2,5- diphenyl-2H-
tetrazolium bromid), ktery se Siroce pouzivd pro hodnoceni cytotoxicity, Zivotaschopnosti
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bungk, k proliferacnim studiim v bunééné biologii a k metabolické analyze normalnich
a nadorovych bunék [37].

MTT tvoii nazloutly vodny roztok. Barvivo redukuji mitochondridlni dehydrogenazy,
které¢ ve spojeni s endoplazmatickym retikulem, endozomy a plazmatickou membranou,
enzymu dychaciho fetézce a chemickych latek ucastnicich se metabolické aktivity bunék, se
pfeménuje na ve vod¢ nerozpustny fialové- modry formazan. Formzan, ktery je rozpustny
pouze V tucich, miize byt extrahovan pomoci organickych rozpoustédel a je vyhodnocovan
spektrofotometricky. Mnozstvi vytvofeného formazanu ukazuje reduk¢ni potencial
cytoplasmy a zivotaschopnost bunék. Od zacatku pouzivani metody se za disledek testu
povazuje snizeni aktivity mitochondridlnich dehydrogenaz v zivych bunkach a za misto, kde
dochazi k redukci a formaci formazanu, jsou povazovany mitochondrie. V soucasnosti se
rozsifila mySlenka, Ze mitochondridlni sukcindt dehydrohenazy zivych bunék redukujici
MTT odpovida mnozstvi formazanu, a ten je pfimo umérny poctu zivych bunék [38].
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Obr. 8: Chemicky vzorec MTT a jeho zredukovany formazanovy produkt [39].

Detekce a kvantifikace formazanu se provadi pomoci spektrofotometru- specidlni ctecky
pfi 570nm. Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi Zivych bun€k (¢im tmavsi barva
a tedy vyssi absorbance, tim vyssi procento zivych bunék [37].

Vyhodné je pouzit test i pro kolorimetrickou kvantifikaci bunétné proliferace,
zivotaschopnosti a cytotoxicity. Test MTT byl také ptizptisoben ke kvantifikaci cytotoxické
aktivity a riistu inhibicni aktivity cytokinill. Zaroven je test jednim z nejrozsirenéjSich, které se
pouzivaji pro bunéfnou proliferaci. Je jednoduchy, vyhodnoceni Ize provést
I multiskenovanim spektrofotometry, pomoci kterych se mohou vySetfit rtizné vzorky
najednou. Tento test je také velmi pfesny a bezpeny a nepouzivaji se pii ném radioaktivni

latky.
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Pfi stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu je nutné brat v tivahu existenci nékterych
redukénich Cinidel a inhibitorti dychaciho fetézce, které mohou zptisobit snizeni efektu MTT
formazanové formace. Bylo také zjisténo, ze MTT je vyrazné ovlivnén fadou parametri,
jakymi jsou pH média, obsah D-glukozy V rastovém médiu a bunéna koncentrace

pyridinovych nukleotidi [40].

6.2.1.2 XTT test

Tetrazoliova sul- 2,3-bis[2- methoxy- 4- nitro-5- sulfophenyl]- 2H- tetrazolium-5-
carboxanilide je chemicky nazev pro XTT. Jedna se o rozSifend metoda slouzici k méteni
zivotaschopnosti bun¢k a k proliferaci. Bunééna proliferace mize byt hodnocena v mnoha
ohledech. Spole¢n¢ s MTT testem se ho pouziva jako jednoduchého, rychlého a spolehlivého
testu, ktery je zaloZzen na zédkladé tetrazoliovych soli.

Zivotaschopnost a proliferace jsou zaloZzeny na kapacité mitochondrialnich dehydrogenéz,
které v zijicich bunkach redukuji XTT na ve vod¢ rozpustny, oranzové zbarveny formazanovy
produkt. Mnozstvi formazanu se méfi pomoci spektrofotometru, ktery odhaduje relativni
zivotnost bunck. K této pfreméné dochazi jen v zivych bunkach. Vzorek lze kvantifikovat
méfenim absorbance pii vlnové délce 475 nm [41].

Proces redukujici tetrazoliovou stl predstavuje cely komplex d&i a neni dosud
kompletné vysvétlen. Redukce téchto barviv zavisi na NADH a NADPH koncentracich uvnitt
bunék, které se méti pomoci redoxniho potencidlu v bunikach. Redoxni potencial je vyjadieni
miry schopnosti redoxniho systému pievést jednoho z reakcnich partnerti do oxidovaného
stavu. Nicméné tato redukce zavisi na meziproduktech elektronovych akceptord, jako je
phenazinmethylsulfat.

Tetrazoliové produkty jsou rozpustné a téméf netoxické. Test XTT je kolorimetrickou
metodou. Test XTT, pfestoze je provadén velmi podobnym zptsobem jako test MTT, ma tfi
hlavni vyhody: vyssi citlivost, vysS§i dynamicky rozsah a menSi potfebnou manipulaci.
Pozitivnim duasledkem je sniZzené riziko vzniku chyb. Jeho nevyhodu je nemoznost vytvofit
standardni kalibra¢ni kiivku, protoze pouzité tetrazoliové soli jsou citlivé na velkou Skalu

riznych proménnych [42].
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Obr. 9: Chemicky vzorec XTT formazanu [43].

6.2.1.3 MTS test

MTS (3-(4,5- dimethylthiazol- 2- yl)-5-(3- carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-
2H- tetrazolium) cytotoxicky test je zalozen na principu redukce tetrazoliové smési
zivotaschopnymi buiitkami do intenzivné zbarven¢ho produktu Za béznych kultivacnich
podminek je mnozstvi vzniklého barevného formazanu piimo imérné poctu zivotaschopnych
bungk.

Formazanové produkty vzniklé¢ bioredukci MTS jsou piimo rozpustné v kultivacnim
médiu, a proto je neni nutné rozpoustét, cozZ je krok nutny pro MTT test.

Vyhodami testu je snadné pouZiti, pfesnost a rychla indikace toxicity [29].
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Obr. 10: Struktura MTS [44].

6.2.1.4 WST-1 test

WST-1 ( 2- (4- iodophenyl)-3-(4- nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)- 2H- tetrazolium )
je urcen k pouziti spektrofotometrické kvantifikaci ristu bun€k a ke zjiStovani jejich
zivotaschopnosti. Jednd se o chemosenzitivni, kolorimetricky test, ktery je obdobné jako
cytotoxické testy MTT, XTT a MTS zalozeny na S$tépeni tetrazoliové soli pomoci

mitochondrialnich dehydrogenéz v Zivych buikéch.
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Vyhodou testu je, ze WST-1 ¢inidlo je rozpustné ve vod¢, neni tfeba provadét specialni
krok pro rozpousténi. WST-1 je daleko stabilngjsi nez u testt MTT a XTT. Skladovani ¢inidla
probiha pfi teploté 2-8°C po dobu nékolika tydnt, aniz by u n¢ho doslo ke snizeni kvality.
Nevyhodou muize byt snad jen to, ze oproti XTT testu dochazi k pomalejSimu obarveni

u bunék [45].
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Obr. 11: Struktura WTS-1 a jeho formazanového produktu [46].

6.2.1.5WST-8 test

Test WST-8 ((2-(2- methoxy-4- nitrophenyl)-3- (4- nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)-
2H-tetrazolium).je snadno pouzitelnym nastrojem pro studium indukce a proliferace bunék
vin vitromodelech. Test je opét zalozen na extracelularni redukci WST-8 NADH-
dehydrogenazou produkovanou mitochondriemi.WST-8 produkty jsou rozpustné, odpada tedy
krok nutny k rozpusténi produktu. MnozZstvi formazanového barviva v buiikdch vytvofeného
pomoci dehydrogenaz je pfimo imérné poctu zivotaschopnych bunék.

WST-8 je stabilng€jsi nez jiné tetrazoliové soli, coz se hodi pii delsi inkubacni dobé.
Detekce vysledku je také citlivéjsi nez u jinych tetrazoliovych soli. Kromé toho je tato metoda

spolehliva a snadno pouzitelna [47].
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Obr. 12: Struktura WTS-8 a jeho pfeména na jeho formazanovy produkt [48].
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6.2.2 Membranovy potencidl mitochondrii

Pouze ziva bunka ma funkéni mitochondrie, které vykazuji membranovy potencidl.
Mitochondrialni membrana hraje kliCcovou roli v membranovém potencidlu. Vnitini strana
membrany ma negativni potencial, ktery interferuje s fluorescencni barvou tak, Ze pouze
funkéni mitochondrie vykazuje fluorescenci.

Existuje celd Skala mitochondridlnich aktivit, kterd je spojend s membranovym
potencialem: syntéza ATP, vapnik- pfijem a uvoliiovani, transport enzymovych prekurzora
do mitochondrie i syntézu proteinti.

Vyuziva se cela fada lipofilnich barviv, které se hromadi v mitochondriich a jejichz
fluorescence je piimo imérna pravé membranovému potencialu:tetramethylrhodaminemethyl
ester (TMRM); tetramethylrhodamineethyl ester (TMRE); rhodamine 123 (6-amino-9-(2-
methoxycarbonylphenyl) xanthen-3-yliden); 5'6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide(JC-1) a (3,3'-diehexiloxadicarbocyanine iodide
[DIOC6(3)].

TMRE je Cervené barvivo, které se distribuje pies mitochondrialni membrany. Neni

toxické a buiikky mohou byt kultivovany v pfitomnosti nizké koncentrace TMRE.

(CHz)N

Obr. 13: Struktura TMRE [49].

TMRM podobna molekula jako TMRE. Je to bunétné, kationové, Cerveno-oranzoveé

fluorescenéni barvivo.

Obr. 14: Struktura TMRM [50].

33



Rhodamine 123je dalsiz barviv tentokrat zelené barvy. Barvivo slouzi k pozorovani

membranového potencialu mitochondrii. Barvivo je bez cytotoxickych efekta.

H,N

Obr. 15: Struktura rhodaminu 123 [51].

JC-1 je metachromatické, lipofilni, kationtové fluorescenéni barvivo, které se hromadi

ve zdravych mitochondriich a vykazuje ¢ervenou barvu.

[DIOC6(3)] je fluorescencni barvivo pouzivané pro detekci zmény membranového
potencialu. Je velmi citlivé a je zobrazeno zelenou barvou [52].
Detekce membranového potencidlu probihd za pomoci fluorescenéni mikroskopie nebo

pratokové cytometrie.

6.2.3 Syntéza ATP

Test syntézy ATP funguje pomoci detekce adenosintrifosfatu (ATP) a reakce luciferin-
luciferazy, ktera vykazuje zna¢ny pfislib v in vitro cytotoxickych testech [53].

ATP je hlavnim zdrojem energie pro vSechny Zivé organismy. Bez ohledu na jejich zdroj
je veskera energie, at’ uz z chemické oxidace nebo vstiebavanim svétla, preménéna Zivymi
bunikami na ATP. Tato forma energie je pak zékladem pro vSechny procesy, které ji potiebuji,
véetné biosyntézy, pohybu a rozmanitych funkci v zivém organismu [54].

Funkce mitochondrii spociva v pfeméné energie ADP na ATP. Celkovy vytézek aerobni
respirace je 36 molekul ATP.

Pokud by mitochondrialni funkce piestala, proces oxidativni fosforylace ustane a bunky
zemfou.

Proces oxidativni fosforylace uziteCny pro posuzovani zivotaschopnosti bunc¢k. ATP
koncentrace a ATP/ADP pomér poskytuji index, ktery vyjadiuje energeticky stav buiky.
Tvorba ATP je fizena gradientem vodikovych iontd rozvinutych pfes vnitini stranu
mitochondridlni membrany a mitochondridlni membrdnovy potencidl je potom dalSim
kvantitativnim znakem slouzicim k posuzovéni funkce mitochondrii. Pokles zastoupeni ATP

je znamkou toxického posSkozeni bunky. Mitochondrie jsou také castecné zodpovédné
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zaudrzbu redoxniho stavu bunky. Testy na zjiStovani redoxniho stavu jsou casto
klasifikovany jako testy na mitochondridlni funkei [55].

ATP je detekovan pomoci metody ATP bioluminiscence pomoci komplexu luciferasa-
luciferin. Jedna se o enzym, ktery je extrahovan ze svétlusek rodu Photinusse substratem
zvanym luciferin.

Od roku 1885 byla bioluminiscence pfedmétem védeckych vyzkumii. Test ATP byl
nejprve vyvinut jako test pro zjisténi zivotaschopnost bunék. Az v roce 1947 W.D.McElroy
poprvé ukazal a dokazal, ze svétlo emitované v prubéhu reakce je pfimo umérné mnozstvi
ATP. Tato reakce vypada nasledovng:

D-Luciferin + ATP + O, ---->Luciferase; Mg®*--->Oxyluciferin + AMP + PPi + CO, + hv

V piitomnosti kysliku a hofeénatych iontd je luciferin pfeveden na oxyluciferin a ATP je
pfevedeno na AMP, coZ je adenosin monofosfat s uvolnénim pyrofosfore€nanu a emisi svétla
v rozsahu vinovych délek 470-700 nm [56].

Tento mikrotitracni ATP test vyzaduje pomérné malo bunck a je proto velmi vhodny
pro hodnoceni cytotoxicity vyuzivajici tkanové bunky jakoZ i bun&tné linie. U vysledku je
pocet pfimo umérny obsahu ATP a poctu bunék pies nejméné ¢tyii méfeni [53].

Intenzita ATP emitovaného zafeni je méfena luminometrem, dostupnym a spolehlivym
piistrojem pouZivanym k méfeni chemickych a bioluminiscenénich reakci. Oproti ostatnim
analytickym metoddm ma fadu vyhod - mimoféadnou citlivost, Siroky dynamicky rozsah,
levnou instrumentaci. Vznik novych luminiscen¢nich testd ¢ini tuto techniku velmi

perspektivni [57].
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Obr. 16: Struktura ATP [58].

6.3 TESTY FUNKCE LYSOZOMU
6.3.1 Test neutrdlni ¢erveni

Test neutrdlni cerveni patii kjedné znejpouzivangjSich metod pro vyhodnocovani
cytotoxického efektu chemickych latek na tkanovych kulturach. Je to dobie znama

kvantitativni kolorimetricka metoda [59].
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Princip testu je zalozen na skutecnosti, ze pokud jsou bunky v kontaktu s neutralni
¢erveni, zivotaschopné bunky hromadi barvivo ve svych lysosomech a buiiky se tedy obarvi,
zatimco mrtvé buiiky nejsou schopné ani akumulovat ani udrzet barvivo.

Pti testu dochazi k tomu, ze zivotaschopna bunka absorbuje slabé kationtové barvivo-
neutralni Cerven, chemickym nazvem (3- Amino- 7-dimethylamino- 2 -methylphenazine
hydrochloride), které dale pomoci pasivni difuze pronika pfes bunéénou membranu a hromadi
se intracelularné v lysozomech (lysozomalni pH < cytoplazmatické pH), kde se barvivo vaze
na zéaporn¢ nabitou lysozomalni matrix. Mrtvé bunky tuto schopnost ztraceji.

Barvivo mize byt pouzito pfed nebo az po vystaveni toxickych latek. Vysledkem je
intenzita obarveni neutralni ¢erveni v bunééné populaci, které je pfimo umérné mnozstvi
zivotaschopnych bun¢k v této populaci. Detekce pak probiha nejcastéji spektrofotometricky
anebo i fluorometricky [60].

O toxicit¢ nam také poskytuje informace tzv. stupen inhibice rlstu souvisejici
s koncentraci zkouSené slouceniny. Tento faktor je uzite¢ny pro detekci chemickych latek
selektivne ovliviiyjicich lysozomy, a tak snaze detekuje specificky mechanismus uc¢inku.
Kazd4 chemikalie majici lokalizovany u€inek na lysozomech bude mit za nasledek umeéle
vytvoteny pokles poctu bun€k a jejich zivotaschopnosti. Naptiklad, chlorochin fosfat
specificky méni lysozomalni pH, a tim ma vétsi vliv na vychytavani neutralni Cervené
nez vétSina chemikalii, coz vede k nadhodnoceni toxické koncentrace.

Jednou z hlavnich nevyhod tohoto testu je srazeni barviva do viditelnych, jemnych
krystali vypadajicich jako jehlice. Pokud tento jev nastane, je méfeni nepfesné. Srazeniny
jsou vyvolané nékterymi chemikaliemi a Ize je v urcité fazi postupu vizualn€ kontrolovat.
Kontrola je tedy velmi dilezita pro bezchybné méfeni [29].

I pfi tomto testu mohou vzniknout chyby. Napiiklad pokud nechame bunky déle
na médiu, mize dojit k vyplavovani barviva do fixa¢niho roztoku. Dal§im zdrojem chyb muze
byt nerovnomeérné odpatrovani tekutiny v jamkach a v neposledni fadé také moznost neutralni
Cervené precipitovat pii skladovani latky.

Jedna se o levnou a jednoduchou metodu, kterda ma Siroké pouziti a umoznuje

automatizaci [59].
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Obr. 17: Chemicky vzorec neutralni ¢ervené [61].
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6.4 TESTY OBSAHU CELKOVYCH PROTEINU
6.4.1 SRB test

SRB neboli sulforhodamin B je fluorescen¢ni barva, které¢ se také vyuziva k testovani
toxickych latek. SRB test byl vyvinut Skehanema jeho kolegy pro méieni latek indukujicich
cytotoxicitu a proliferaci bunék pro Sirokou Skalu screeningovych aplikaci. V roce 1985 byla
testovaci metoda prezentovana narodnim institutem rakoviny a v souvislosti s timto testem
byla zminéna cela fada Iéki urcenych k 1é¢bé nadoru [62].

Princip je zalozen na schopnosti proteinového barviva sulforhodaminu B vazat se
elektrostaticky a Vv zavislosti na pH na proteinové aminokyselinové zbytky kyseliny
trichloroctové (TCA) fixovanych bunck. V mirn¢€ kyselém prostfedi se na protein barvivo
vaze a pfi mirnych zakladnich podminkach miize byt z bun¢k extrahovano a rozpusténo
pro méieni [63].

Samotny postup testu neni narocny. Provadi se v 96ti jamkové desti¢ce. Buiky
S barvivem stac¢i zafixovat a vysuSit a desticka je povazovdna za stabilni a muize byt
hodnocena, aniz by se snizovala kvalita a piesnost vysledku testu.

Mnozstvi navazané¢ho sulforhodaminu B je tumérné celkovému mnozstvi bunéénych
proteind, a tudiz 1 celkovému poctu bun¢k v kultute. Rist bunék je urceny optickou hustotou.
Detekce je spektrofotometricka pii vinové délce 540 nm.

SRB test je vhodny pro velkou Skalu screeningu léka. Je rychly, levny, jednoduchy, polo-
automatizovany. SRB test je nedestruktivni a neomezené stabilni metodou. I pfesto, Ze
vykazuje test SRB obdobné vyhody jako test MTT, je tato metoda méné Casové ndrocna

a jednodussi. Vysledek méfeni je stabilni a je méné citlivy na environmentalni vykyvy [62].

0
. ON
o - g

(Lo

Obr. 18:Chemicka struktura sulforhodaminu B [64].

37



6.4.2 Stanoveni proteint dle Bradfordové

Jednouz dalsich hojné vyuzivanych metod ke zjisténi proteinii je metoda dle Marion
Bradford, ktera byla poprvé popsana v roce 1976. Metoda je zalozena na vazb¢ barviva
Coomassie Brilliant blue G250 na proteinové molekuly v kyselém prostiedi. Na nepolarni
¢ast proteinu se vaze trifenylmetanova skupina a na bazické skupiny ve vedlejsich fetézcich
aminokyselin se vaze aminosulfoskupina. Cervené barvivo se po reakci s proteinem stane
intenzivné modrym. Barevna zména je imérna mnozstvi proteinu a je ji mozné meéfit
spektrometricky ptfi 595 nm. Tato metoda je destruktivni, tzn.:ze po jedné analyze je vzorek
znovu nepouzitelny. Vyhodou je rychlé zpracovani testu. Nevyhodou je pak nesluéitelnost
s povrchové aktivnimi latkami, které se bézné pouzivaji k rozpusténi membranovych proteind

[65, 66].

Obr. 19:Chemicka struktura Coomassie Brilliant blue [67].

6.5 TESTY EXPRESE SPECIFICKYCH PROTEINU
6.5.1 Western blot

Jednou z hojné pouzivanych technik detekce proteinti je Western blot (WB) analyza. WB,
také znamy jako protein blot nebo imunoblot, se vyvninul ze Southernblotu (coZ je technika
pro detekci DNA) a z Northernblotu (technika pro detekci RNA). Western blot je zakladni
technika ktera slouzi k imunochemické detekci latek proteinové povahy za pouziti protilatek.
Pii Western blotu dochazi k pfenosu proteinti separovanych pomoci SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného)
do absorpéni membrany. Jednotlivé proteiny se nasledné detekuji pomoci specifickych
protilatek, Vizualizace mize byt pomoci barevné reakce, fluorescence nebo
chemiluminiscence. WB je vykonnym nastrojem pro detekci a charakterizaci velkého
mnozstvi proteinli a zejména téch proteind, které jsou Vv buiikkdch exprimovany v malém

mnozstvi. Zalezi na tom, jaky cytotoxicky ucinek se od dané latky ocekava. Nejcasteji latky
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zasahuji do regulace bunécného cyklu nebo plisobi genotoxicky. Z téchto diivodii se nejcastéji
pomoci techniky WB stanovuje proteiny p53 a y-H2AX.

P53 je tumor supresorovy protein ktery hraje klicovou tulohu pfi regulaci biologické
odpovédi na poskozeni DNA. Jeho néazev pochazi ze skutecnosti, ze ma molekulovou
hmotnost 53 kilodaltont pfi analyze metodou SDS-PAGE. Tumor supresorovygen p53 koduje
jaderny fosfoprotein, ktery je rozhodujici pro ftizeni bunééného cyklu a prevenci
nekontrolovatelné proliferace bunék, ktera mize vést k rakoving.

Méfeni indukce proteinu p53 muze byt ulinnym nastrojem pro identifikaci
environmentalnich genotoxind [68, 69].

Jako dalsi protein se velmi Casto stanovuje y-H2AX. Kdyz dojde k poskozeni DNA, at’ uz
endogenné (apoptdza, posSkozeni oxidativnim stresem) nebo exogenné (chemikalie, radiace),
vznikd dvoufetézcové preruSeni a poté nasleduje fosforylace histonu, H2AX. H2AX je
varianta rodiny proteinti kterd je soucasti hisonu v nukleozému. Protein je foforylovan
kinazami jako je napi. ATM a ATM-Rad-3. Tento nové fosforylovany protein se nazyva y-
H2AX a je klicovym faktorem Vv procesu lokalizace poSkozené DNA a jeji nasledné opravy
[70].
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Obr. 20: Schéma provedeni western blotu [71].

Mezi nevyhody WB pafi Casova a finanéni naro¢nost a potfeba mit primarni protilatku
proti danému proteinu. WB metoda nebyla nikdy standardizovana a mnoho proménnych musi
byt stanoveno empiricky pro kazdou dvojici protein-protilatka. Naopak hlavni vyhodou je

jednoznacna identifikace proteinu i ve slozité smési proteint.
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6.6 STANOVENI CYTOTOXICITY V REALNEM CASE

V dnesni dobé patii testovani latek na bunééné trovni k nutné soucasti mnoha védeckych
vyzkumi a experimentl. Doneddvna ovSem neexistovala metoda, kterd by sledovala
dynamické procesy v bunécné populaci, ke kterym patii napt. proliferace, bunécna smrt apod.
Pralom v tomto odvétvi zpusobil objev systému xCELLigence, ktery je schopen sledovat tyto
dynamické procesy v realném case, ¢imz se li§i od end-point analyz. U end-point analyz,
k nimZ patfi vSechny ostatni testy, je vysledek testu znam pouze v momenté vyhodnoceni;
pribéh se nedd monitorovat. Zatimco u testii vreadlném cCase jsou bunécné udalosti
monitorovany od pocatku experimentu az po jeho konec. xCELLigence tak nabizi zcela
novou moznost monitorovani a analyzy bunék [72].

V soucasné dob¢ existuji tii typy systému xCELLigence. Prvnim z nich je RTCA (Real
Time Cell Analyser) SP (single plate), dalsimi jsou RTCA DP (dual plate) a RTCA MP (multi
plate). VSechna tfi zafizeni xCELLigence RTCA (bunécného analyzatoru v redlném case) se
skladaji z:

- RTCA analyzatoru

- RTCA stanice

- RTCS tidici jednotky
- E- desticky/ desticek

Jedinym rozdilem mezi vySe zminénymi druhy pfistroji je pocet desticek. RTCA SP
slouzi k monitorovani pouze jedné desticky s 96- jamkami. RTCA DP a RTCA MP umi
paralelné monitorovat a analyzovat vétSi pocet destiek, a to az tfti u RTCA DP a azZ Sest
uRTCA MP [73]. RTCA stanice s E-destickou ¢i destickami je umisténa uvnité bézného
bunécéného kultivaéniho inkubatoru. RTCA fidici jednotka a RTCA analyzator jsou umistény
mimo tento inkubétor.

" RoA Arataer

E-Plate 96
RTCA SP Station

Obr. 21: RTCA pfistroj [74].
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Princip metody je zalozen na méfeni impedance. Impedance je odpor pro elektricky
stiidavy proud dané frekvence. Vkladané slabé elektrické napéti vede ke vzniku elektrického
pole mezi elektrodami, které vzajemné plisobi s iontovym prostfedim rtstového média, jez je
pfitomné v jamkach. Méfena impedance je impedanci bun¢k piisedlych ke dnu jamek. Pii
metod¢ jsou tedy pouzitelné pouze adherentni buniky. Pokud samy buniky adherence nejsou
schopny docilit, pak jim 1ze pomoci stimulaci ¢i pokrytim dna jamek pomoci tak, aby byly
prichyceny ke dnu. Pfilnuti bun¢k na dno desticky, tedy povrch elektrod, vede k vysSim

hodnotam elektrické impedance [73].

Cells
®

Gold electrode l l

Device Station

£ 00" 070 OO OO (© sses == o
A 16x sensor device B  CO, incubator C Electronic sensor analyzer

Obr. 22: Schéma principu RTCA pfistroje [75].

Je vSsak mozné, ze buiky Spatné ptilnou ke dnu anebo nejsou piitomny vibec, pak je
hodnota elektrické impedance rovna nule. Naopak ¢im vice bunék je ptfisedlych na povrchu
elektrod, tim vyssi bude mit hodnotu elektrické impedance. Namétena elektrickd impedance
je vyjadfovana jako CI (cell index, bunétny index) [75]. Bunény index je odvozeny
Z relativnich zmén métené elektrické impedance. Je to bezrozmérna velicina. CI vypovida

0 stavu bune¢k.

Monitorovani v redlném case tedy spociva v tom, ze hodnoty elektrické impedance jsou
zobrazovany nasledné jako CI, jsou méfeny v urcitych €asovych intervalech a tyto hodnoty
jsou nasledné zcela automaticky zanaSeny do grafu, ktery se zobrazi na displeji. Vysledkem

jsou ktivky, které jsou zavislé na ¢ase a buné¢ném indexu [72].
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Obr. 23: Znazornéni bunétného indexu v zavislosti na buiikach a Case. A) nejsou piitomy buiiky,CI1=0;
B) buriky se pfidavaji, CI vzrista; C) butiky rostou, hodnota CI je v této fazi nejvyssi; D) buiiky umiraji, CI
klesa [75].

Systém xCELLigence lze pouzit k analyze bunééné proliferace a diferenciace; viability;
bunééné adhezi; bunééné smrti; méfeni cytotoxickych uc€inkl latek na buiky; bunécné
zprostiedkované cytotoxicite; aktivaci i funkci bunécnych receptori; i migrace bunék.

Mezi vyhody této metody patii to, ze je tato metoda neinvazivni, coZ znamend, ze
pfi testovani neni potfeba Zadné znaceni ani barveni. Monitorovani bunécnych udélosti
probiha v podminkach nejblizsich piirozenému bunéénému prostiedi. U¢inky na buiiky je
mozno mefit kratkodobé v ramci nekolika minut, tak 1 dlouhodobé (n€kolik dni). Je to metoda
relativné jednoducha- vysledky jsou velice spolehlivé a kvalitni a nahrdvani dat je zcela

automatizovano pocitatem, pouziti softwaru je také velmi snadné [73].

6.7 TESTY OBSAHU A SYNTEZY NUKLEOVYCH KYSELIN
6.7.1 BrdU test

Za ,zlaty standard“ pro posouzeni bun&éného ristu byl povazovan *H-TdR neboli 3H
thymidin. Testovani touto latkou mélo fadu nevyhod, a proto byly vyvijeny nové testovaci
metody. Kromé jinych vznikl i BrdU test, jenz spliiuje potfebu pro citlivou, spolehlivou
ajednoduchou metodu pro hodnoceni kvality a zZivotaschopnosti buné¢k. Ve srovnani
S ostatnimi testy, které by nahradily ,zlaty standard”, je BrdU test tou nejcitlive)si
a nejreprodukovatelnéjsi metodou, ktera vykazala nejvyssi stimulacni index [76].

Stimula¢ni index (SI) zna¢i pomér v cpm pro stimulované kultury lymfocytid oproti

nestimulovanym kulturam lymfocytd. Normalni hodnota Sl je >5 pro antigen stimulujici
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a>100 pro mitogen stimulujici odpoveéd’. SI v ptipadé BrdU testu je zfetelné nizsi, nez bylo
,»u zlatého standardu a nachazi se v rozmezi 7-8 pro mitogenni odpovédi [77].

BrdU, jinymi nazvy 5’bromo-2’deoxy-uridine neboli bromodeoxyuridine , je analogem
prekurzoru DNA-thymidinu (coz je derivat uridinu) a muze byt specificky za¢lenén do DNA
Vv buiikdch a pokracuje ptes S (syntéza DNA) fazi bunécného cyklu. Anti-BrdU specifické
protilatky mohou byt pouzity k identifikaci bun¢k, u kterych probiha syntéza DNA béhem
expozice BrdU. Pocet bunék je stanoven v S fazi bunééného cyklu na zéklad¢é fluorescencni
mikroskopie. Toto fluorescenéni barveni s BrdU poskytuje neradioaktivni techniku
s vysokym rozlisenim pro stanoveni poctu jednotlivych buné¢k [78].

Nedavno byl popsan novy pfistup k detekci BrdU v mnozicich se bunkach- tzv.
ultrafialové indukovand detekce (UVID). Vzhledem ke své mirné povaze UVID metoda miize
byt soubézn¢ kombinovédna s detekci jinych bunéénych markerd, jako jsou antigeny
napovrchu bun¢k a mohou byt pouzity k analyzovani bunécného cyklu a distribuci
specifickych subpopulaci v heterogenni bunééné suspenzi. UVID metodika byla vyvinuta
za ucelem umozZnit soubéZnou detekci bunéénych antigenli a BrdU. Ackoliv ukazky jeho
pouziti pro fenotypové odliSeni heterogennich nadorovych bunék byly popsany, uziti testi
pro studium farmakologickych u¢inki na lidské lymfocyty zatim nebyly hodnoceny [85].
Studie ukazuji, Zze UVID je jednoduchd a zivotaschopna metoda, ktera by méla najit Siroké
spektrum uziti v imunologickych a farmakologickych testech [79].

Objevily se studie zabyvajici se méfenim bunétné proliferace ve spojitosti s adenomy,
rakovinou tlustého stfeva a rozdilnym sloZzenim pfijimané potravy. Zakladni hypotézou je, Ze
konkrétni sloZeni stravy snizuje nebo zvysuje miru bunécné proliferace, coz nasledné¢ miize
sniZit nebo zvysit pocet adenomatdznich polypl, které jsou povazovany za prekurzory
pro rakovinu tlustého stfeva. Kli¢ovym aspektem takového studia bylo méfeni bunécné
proliferace pravé pomoci BrdU testi [80].

Jelikoz BrdU po zaclenéni do DNA pokracuje do S faze bunécného cyklu, je mozné
detekovat tuto latku nejen fluorescenéni mikroskopii, ale diky S fazi byvé k detekci pouzivana
také pratokova cytometrie [81].

BrdU muze byt pouzit jako dopliujici nastroj pro hodnoceni zivotaschopnosti embryi-
naptiklad procento bun¢k se zaclenénim BrdU do nové syntetizovanych DNA bylo vyznamné
vyssi u koniskych embryi nez u kozich. Vysledky studie prokdzaly, ze u konskych embryi
BrdU test muize byt pouzit [82].

Pfi tomto testu je tfeba brat v uvahu potencidlni toxicitu a postranni efekty BrdU. BrdU je

totiz toxicka a mutagenni latka. A s integraci s halogenovymi slouceninami do DNA se
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stabilita DNA vyrazn¢ zméni, coz ma za nésledek zvysujici se riziko zmény sesterskych
chromatid, mutaci a ruSeni DNA zdvojeni vlakna v bunikach, které obsahuji BrdU [83].

Je rozdil ve vlivu BrdU in vitro a in vivo. BrdU in vitro zabranuje diferenciaci
embryonalnich bun¢k bez ovlivnéni bunécného déleni nebo Zivotaschopnosti bun¢k a zvysuje
schopnost v kostni dfeni u dospélych k ziskdni mezenchymalnich kmenovych bunék, které se
dale mohou diferenciovat do nervovych a sitnicovy bunék, coz muze pfivodit znacéné
komplikace v téle organismu jako napiiklad nadorové bujeni [84].

Je to jednoducha, citliva, neradioaktivni, pomérné rychld a relativné¢ levna metoda
pro méfeni DNA syntézy v kultivovanych buiikéch.

0O
Br.
| NH

HO N O

Lod

OH
Obr. 24: Struktura BrdU [85].
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7. ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo podat uceleny piehled literatury, ktera se zabyva
testovanim cytotoXicity in vitro. Zamérem tedy bylo pfiblizeni druhti a funkci tkanovych
kultur, snimiz se pii testovani cytotoxicity pracuje. Prace se zabyva také mechanismy
pusobeni toxikantt a popisuje vyhodnocovani cytotoxicity in vitro.

Stézejni otazkou prace je popis nejcastéji pouzivanych jednotlivych testi, jak tradi¢nich
tak modernich, jimiz je mozZno zjiStovat cytotoxicitu na tkanovych kulturach. Testy jsou
rozdéleny do jednotlivych skupin dle toho, Sjakymi bunéénymi organelami se reakce
uskutecnuji.

Pro hodnoceni in vitro cytotoxicity se v praxi voli nejvhodné&jsi experimentalni parametr
na zakladé mechanismu bunééného poskozeni, u kterého hodnotime nésledujici. Pro vySetfeni
integrity bunééné membrany se pouzivaji LDH testy a testy trypanovou modfi. Pro zkoumani
funkce mitochondrii se vyuzivaji MTT testy, XTT testy, MTS testy, WST-1 testy, WST-8
testy, dale testy diky syntéze ATP a testy na membranovy potencidl mitochondrii. Pro obsah
celkovych proteinli se uplatiiuji SRB testy a metoda dle Bradfordové. Pro zkoumani exprese
specifickych proteinti aplikujeme Western blot. Pro vysetfeni funkce lysozymt se pouziva
barveni neutrdlni Cerveni. Pro zkoumani nukleovych kyselin, jejich obsahu a syntézy se
uplatiuje predev§im BrdU test. K modernimu trendu soucasné doby patii test zaloZeny
na stanoveni cytotoxicity v redlném case.

Pozornost je také vénovana praktickému vyuziti testi s ohledem na finan¢ni, materialni
a casovou narocnost, dale na vyhody a nevyhody.

Jiz v sou€asné dobé je Skala testll na zjiStovani cytotoxicity na bunéénych kulturach mnohem
Sir$i a s ohledem na rozvoj védy lze ocekavat, Ze se jejich pocet bude nadale zvySovat a jejich

provedeni bude jednodussi.
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