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SOUHRN 

 Předloţená diplomová práce se zabývá problematikou srovnání různých způsobů 

vyhodnocení testů cytotoxické aktivity u nádorových linií. Teoretická část je věnována 

přehledu v současnosti pouţívaných chemoterapeutik, preklinickému hodnocení lékové 

odpovědi, buněčné odpovědi na léčiva a in vitro metodám testování buněčné odpovědi. Dále 

je zařazena i stručná charakteristika pouţitých testovacích látek. Náplní experimentální části 

bylo studium aktivity 5-fluorouracilu a nokodazolu na zvolených buněčných modelech (linie 

HCT 116 a BxPC3) pomocí MTT eseje a barvení trypanovou modří ve dvou zvolených 

časech (po 48 a 72 hodinách). Ze stanovených hodnot IC50, relativních a frakčních viabilit 

vyplývá, ţe oba testy poskytují odlišné informace o cytotoxických vlastnostech testovacích 

látek. Pro získání nejpřesnějších výsledků a kompletního popisu stavu buněčné populace 

je tedy  nejvhodnější kombinovat více metod pro stanovení cytotoxicity současně.  

 

 

 

 



 

ii 

 

Bibliographical identification:  

Author’s first name and 

surname:  
Bc. Tereza Kumrová 

Title:  
Comparison of different methods of evaluation for cytotoxic 

activity tests in tumor cell lines 

Type of thesis:  Master´s 

Department:  
Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of Science, 

Palacký University, Olomouc 

Supervisor:  Mgr. Jitka Prachařová, Ph.D. 

The year of presentation:  2025 

Keywords: 
tumour cells, anticancer drugs, in vitro cytotoxicity testing, 

fractional viability, relative viability 

Number of pages:  57 

Number of appendices:  0 

Language:  Czech 

 

SUMMARY 

The presented thesis deals with comparison of various methods of evaluation 

of cytotoxic activity tests in tumour cell lines. The theoretical part is devoted to the overview 

of currently used chemotherapeutics, preclinical evaluation of drug response, cellular 

responses to drugs and in vitro techniques for testing cellular response. A brief description 

of the test substances is also included. The aim of the experimental part of the diploma thesis 

was to study the activity of the test substances 5-fluorouracil and nocodazole on selected cell 

models (HCT 116 and BxPC3 cell lines) using the MTT assay and trypan blue exclusion test 

at two selected time points (after 48 and 72 hours). The obtained IC50 values, along with 

relative and fractional viabilities, indicate that the two assays provide different types 

of information regarding the cytotoxic properties of the tested substances. To obtain the most 

accurate results and a comprehensive description of the cell population, it is therefore most 

appropriate to combine multiple cytotoxicity assessment assays simultaneously.  
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SEZNAM SYMBOLŮ A ZKRATEK 

5-FU 5-fluorouracil 

ACD Náhodná buněčná smrt, z angl. accidental cell death  

APAF1 Apoptotickou proteázu aktivující faktor 1 

ApoBs Apoptotická tělíska, z angl. apoptotic bodies 

ATP Adenozintrifosfát, z angl. adenosine triphosphate 

AUC Plocha pod křivkou, z angl. area under the curve 

CNT2 
Koncentrativní nukleosidový transportér, z angl. concentrative nucleoside 

transporters 

DHFU 5,6-dihydro-5-fluorouracil  

DISC 
Signalizační komplex indukující buněčnou smrt, z angl. death-inducing 

signaling complex 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DPD Dihydropyrimidin dehydrogenáza 

EBM z angl. evidence-based medicine 

EC50 Polovina maximální efektivní koncentrace 

ECCAC z angl. European Collection of Authenticated Cell Cultures 

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová, z angl. ethylenediaminetetraacetic acid 

Emax Maximální efektivní koncentrace 

ENT1 Ekvilibrativní nukleosidový transportér 1 

ENT2 Ekvilibrativní nukleosidový transportér 2 

FdUDP Fluorodeoxyuridin difosfát, z angl. fluorodeoxyuridine diphosphate  

FdUMP Fluorodeoxyuridin monofosfát, z angl. fluorodeoxyuridine monophosphate 

FdUTP Fluorodeoxyuridin trifosfát, z angl. fluorodeoxyuridine triphosphate 

FUDP Fluorouridin difosfát, z angl. fluorouridine diphosphate 

FUDR Fluorodeoxyuridin, z angl. fluorodeoxyuridine 

FUMP Fluorouridin monofosfát, z angl. fluorouridine monophosphate  

FUR Fluorouridin 

FUTP Fluorouridin trifosfát, z angl. fluorouridine triphosphate   

GTP Guanozintrifosfát, z angl. guanosine triphosphate 

IC50 Polovina maximální inhibiční koncentrace 

LDH Laktátdehydrogenáza 
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-

tetrazolium 

MTT 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid 

NBT 
2,2′-bis(4-nitrofenyl)-5,5′-difenyl-3,3′-(3,3′-dimethoxy-4,4′-difenylen)-

ditetrazolium chlorid 

NOCO nokodazol 

NTC 2-(4-nitrofenyl)-3,5-difenyl-2H-tetrazolium chlorid 

OPRT Ororát fosforibosyl transferáza, z angl. orotate phosphoribosyltransferase  

PBS Fosfátový pufr, z angl. phosphate buffered saline 

Rb Retinoblastomový protein 

RCD Regulovaná buněčná smrt, z angl. regulated cell death   

ROS Reaktivní kyslíkové radikály, z angl. reactive oxygen species 

RR Ribonukleotid reduktáza 

s. o. Směrodatná odchylka 

SASP z angl. senescence associated secretory phenotype 

SMAC z angl. second mitochondria-derived activator of caspases 

TK Thymidin kináza 

TNBT 
2,2',5,5'-tetra-p- nitrofenyl - 3,3´- (3,3´- dimethoxy - 4,4´- difenylen)-

ditetrazolium chlorid 

TNFα Faktor nádorové nekrózy α, z angl. tumor necrosis factor α   

TP Thymidin fosforyláza, z angl. thymidine phosphorylase  

TS Thymidylát syntáza 

TuD Tubulin-GDP 

UK Uridin kináza  

UP Uridin fosforyláza, z angl. uridine phosphorylase  

XIAP X-vázaný apoptózu blokující protein, z angl. X-linked inhibitor of apoptosis 
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1 ÚVOD

Rakovina je závaţné onemocnění, se kterým se celosvětově potýkají miliony lidí. 

Současná protinádorová léčba je však zdlouhavá a zatíţená celou řadou váţných vedlejších 

účinků. Ne vţdy je moţné dosáhnout kompletního vyléčení, a pokud rakovinné buňky 

vykazují rezistenci, je účinek terapie značně omezen. Řešením těchto problémů je vývoj 

nových, účinnějších a hlavně bezpečnějších chemoterapeutik. Tento proces je nicméně 

finančně i časově velmi náročný. 

Nedílnou součástí výzkumu je hodnocení cytotoxického, případně antiproliferativního 

účinku kandidátních léčiv. Asi nejrozšířenějšími in vitro testy cytotoxicity jsou eseje zaloţené 

na redukci tetrazoliových solí mitochondriálními dehydrogenázami (MTT, MTS, XTT atd.). 

V rámci těchto esejí dochází k normalizaci na kontrolu a obvyklým výstupem je hodnota IC50. 

I přes to, ţe se v současnosti jedná o „zlatý standard“ pro hodnocení toxických vlastností 

látek, nemusí být získané výsledky zcela přesné. V podstatě kaţdá metoda, včetně výše 

zmíněných esejí, je zatíţena určitými chybami. Pokud jsou tyto nepřesnosti způsobené 

například vyhodnocením odhaleny, je moţné je zohlednit, případně eliminovat a zefektivnit 

tak celý proces vývoje nových léčiv. 
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2 CÍLE PRÁCE 

- Shromáţdit odbornou literaturu a sepsat rešerši na dané téma. 

- Vybrat vhodný model pro laboratorní testování. 

- Studovat aktivitu vybraných látek na modelových buňkách s vyuţitím MTT testu.  

- Vyhodnotit výsledky výše zmíněného testu (zohlednění T48, T72 MTT a počtu ţivých 

a mrtvých buněk před MTT – barvení trypanovou modří, stanovení frakční viability), 

diskutovat výsledky. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST  

3.1 Současná léčiva užívaná v chemoterapii 

Rakovina je závaţným zdravotně-sociálním problémem 21. století a podle odhadů 

je celosvětově příčinou téměř kaţdého šestého úmrtí. U muţů je nejčastěji diagnostikována 

rakovina prostaty, plic, jater, ţaludku a kolorekta. U ţen pak rakovina prsu a děloţního čípku 

(Bray et al., 2024). Rakovina je multigenní onemocnění charakterizované celou řadou znaků, 

zejména metabolickými změnami v nádorových buňkách (Ohshima et Morii, 2021, Pavlova 

et al., 2022). Vyţaduje tedy komplexní léčbu, která kromě chirurgického zákroku 

a radioterapie můţe zahrnovat také chemoterapii.  

Chemoterapií se rozumí léčba chemickými látkami, přičemţ v současnosti uţívaná 

chemoterapeutika nepůsobí cíleně. Dostávají se však zejména do rychle se dělících buněk       

a na základě mechanismu jejich účinku je lze rozdělit do několika skupin. 

Mezi nejrozšířenější řadíme alkylační činidla, antimetabolity, inhibitory mitotického vřeténka, 

inhibitory topoizomeráz a antibiotika (Bukowski et al., 2020).  

Nejdéle uţívanými protinádorovými léčivy jsou alkylační činidla, která jsou pouţívána 

jiţ od 40. let minulého století (Goodman et al., 1946). Jejich cytotoxický účinek spočívá 

v přenosu alkylových funkčních skupin na DNA. Při pouţití bifunkčních alkylačních činidel 

dochází k trvalému zesíťování DNA řetězců, coţ následně narušuje proces replikace 

a transkripce. Dále můţe alkylace vyvolat chybné párování nukleotidů, které vede ke vzniku 

mutací. Vzhledem k mechanismu účinku můţe být léčba alkylačními činidly spojena 

se vznikem sekundárních nádorů (Weber, 2015). V současnosti je uţíván například 

dakarbazin a temozolomid k léčbě metastatických melanomů (Wilson et Schuchter, 2016) 

nebo temozolomid a prokarbazin při léčbě maligních gliomů (Kaina, 2023). 

Velmi rozsáhlou skupinou protinádorových léčiv jsou antimetabolity. Strukturně jsou 

antimetabolity analogy přirozeně se v buňce vyskytujících metabolitů. V uţším slova smyslu 

se jedná o analoga purinových a pyrimidinových bází, nukleosidů, nukleotidů a analoga 

kyseliny listové. (Pezzela et al., 2019). Antimetabolity blokují syntézu nukleových kyselin 

kompeticí s normálními deoxyribonukleotidy. Pokud dojde k jejich začlenění 

do prodluţujícího se vlákna DNA, představují sterické překáţky pro pohyb replikačních 

vidliček. Některé antimetabolity mohou iniciovat apoptózu přímo skrze aktivaci apoptozomu, 

prostřednictvím epigenetických modifikací (Ewald et al., 2008) či inhibicí některých enzymů 
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(Hruba et al., 2023). V rámci terapie je řada antimetabolitů podávána ve formě proléčiv 

a k jejich aktivaci dochází aţ prostřednictvím aktivačních enzymů (kináz) v buňce. 

Antimetabolitů je dnes v praxi pouţíváno velké mnoţství, například cytrabin a fludarbin 

k léčbě hematoonkologických malignit nebo 5-fluorouracil při léčbě rakoviny kolorekta 

a prsu (Hruba et al., 2023).  

Inhibitory dělicího vřeténka, jinak také známé jako mitotické jedy, jsou efektivní 

při léčbě hematologických i solidních nádorů (Jordan et Wilson, 2004). Tato léčiva se mohou 

ve specifických místech vázat na molekuly tubulinu a to jak v roztoku, tak také ve struktuře 

mikrotubulů (Mukhtar et al., 2014). Mikrotubuly jsou vysoce dynamická proteinová vlákna, 

která neustále procházejí polymerací a depolymerací a jsou zcela zásadní pro řadu buněčných 

procesů, včetně mitózy (Gudimchuk et McIntosh, 2021). Mitotické jedy narušují polymerační 

dynamiku mikrotubulů a způsobují vznik aberantního dělicího vřeténka (Mukhtar et al., 

2014). Výsledkem působení těchto chemoterapeutik je zastavení buněčného cyklu v M fázi 

a často i následná iniciace apoptózy (Jordan, 2002). Na základě mechanismu účinku lze tato 

léčiva rozdělit do dvou skupin – na mikrotubuly stabilizující a mikrotubuly destabilizující 

látky. Mezi tzv. mikrotubuly stabilizující látky, které stimulují polymeraci mikrotubulů, 

řadíme paklitaxel, docetaxel (Mukhtar et al., 2014) či novější taxany jako kabazitaxel 

(Muggia et Kudlowitz, 2014). Vinca alkaloidy jako vinkristin, vinblastin nebo vindesin 

naopak polymeraci mikrotubulů inhibují a jsou označovány jako mikrotubuly destabilizující 

látky (Mukhtar et al., 2014).  

Cílem chemoterapeutik mohou být také pro buňku důleţité enzymy jako například 

topoizomerázy (Baglini et al., 2021). Topoizomerázy obecně katalyzují změny v topologii 

dvoušroubovice DNA. Tyto enzymy vytváří přechodné jedno-, nebo dvouřetězcové zlomy, 

které umoţňují rozvolnění a rozvinutí DNA během replikace, transkripce či rekombinace 

(Dehshahri et al., 2020, Singh et al., 2023). Látky cílící na tyto enzymy označujeme 

jako inhibitory topoizomeráz a řadíme sem například irinotekan, topotekan, etoposid, 

belotekan apod. (Delgado et al., 2018, Thomas et Pommier, 2019). Tato léčiva obvykle 

po navázání na topoizomerázu brání její vazbě na DNA, nebo naopak stabilizují a zpevňují 

komplex enzym-DNA. V obou případech je však výsledkem trvalé poškození DNA 

a znemoţnění průběhu replikace (Dehshahri et al., 2020).  

Velmi podobný mechanismus účinku má také antibiotikum doxorubicin (Tacar et al., 

2013). Kromě doxorubicinu se při léčbě nádorových onemocnění uţívají i další 
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antracyklinová antibiotika jako například mitoxantron nebo adriamycin. 

Z neantracyklinových pak bleomycin nebo aktinomycin (Gao et al., 2020). Mechanismus 

účinku jednotlivých antibiotik je i vzhledem k jejich struktuře značně rozmanitý (Kwok et al. 

2017). 

3.2 Preklinické hodnocení lékové odpovědi biologicky aktivních látek 

Klinická fáze testování kaţdého léčiva je předcházena fází preklinickou, při které 

je odpověď na biologicky aktivní látku studována prostřednictvím in vitro a in vivo testů. 

In vitro studie, tedy studie „ve zkumavce“ a testy na zvířatech – in vivo, jsou v současnosti 

nenahraditelným nástrojem pro posouzení bezpečnosti a účinnosti kandidátního léčiva 

před vlastním klinickým výzkumem (Zhou et al., 2021). 

 První dochované zmínky o testování na zvířatech za účelem biomedicínského 

výzkumu jsou datovány do 4. století př. n. l. do starověkého Řecka, kdy byly prováděny 

operace a pitvy zejména za účelem studia anatomie. V následujících stoletích testování 

na zvířatech umoţnilo pochopení celé řady anatomických principů (Hajar, 2011, Franco, 

2013). Toto rozsáhlé experimentování a testování poloţilo základy EBM (evidence-based 

medicine) praxi (Zeng et al., 2015).  

Zvířecí modely jsou v současnosti zásadní pro vývoj nových léčiv a medicínské 

techniky, hodnocení účinnosti experimentálních přípravků či testování bezpečnosti 

nejrůznějších nemedicínských produktů, například kosmetiky (Kabene et Baabel, 2019, Sakat 

et al., 2022). Nejčastěji jsou ve výzkumu vyuţívány různé druhy hlodavců, plazů, dále 

také králíci, některé druhy ryb a bezobratlých (Sakat et al., 2022).  

I přes to, ţe je testování na zvířatech značně regulováno, vyvolává rozsáhlou debatu. 

V praxi by měla být implementována opatření, která omezí stres a bolest zapojených zvířat. 

Pokud je to moţné, měly by být zváţeny jiné metody testování, které ţivočichy nezahrnují 

vůbec. Pokud to moţné není, měly by být vyuţity fylogeneticky niţší druhy a počet zvířat 

by měl být sníţen na minimum (Stokes et Marsman, 2013). Vzhledem k limitům a etickým 

problémům, které se pojí s vyuţitím zvířecích modelů, byly vyvinuty alternativní formy 

testování.  

Těmito alternativami se rozumí dnes hojně vyuţívané in vitro metody. Konkrétně 2D 

buněčné kultury, 3D buněčné kultury, dále také organoidy, mikrofyziologické systémy 

jako orgány na čipech, synteticky připravené tkáně apod. Pro propojení preklinického 
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testování a vlastní klinické fáze vývoje léku slouţí rychle se zdokonalující in silico přístupy 

(Zhou et al., 2021).  

Zavedené buněčné kultury představují jednoduchý, rychlý a relativně levný způsob 

jak testovat efektivitu a toxicitu kandidátního léčiva. Buňky v těchto kulturách buďto vytváří 

vrstvy a v takovém případě se jedná o adherentní buněčné linie, nebo se nacházejí volně 

v médiu a jde o kultury suspenzní. Tyto modely nicméně neodráţejí komplexitu tkání 

mnohobuněčných organismů (Groff et al., 2021, Zhou et al., 2021) a představují spíše 

homogenní materiál vhodný k porozumění fungování buňky jako takové (Ravi et al., 2015). 

Věrnější napodobení reálných podmínek poskytují 3D buněčné kultury. Jejich hlavní 

předností je moţnost sledovat vzájemné buněčné interakce a hlavně interakce matrix-buňka, 

které 2D modely postrádají (Habanjar et al., 2021). Nejpokročilejšími modely jsou 

pak organoidy a tzv. orgány na čipech. Organoidy jsou v podstatě in vitro miniatury orgánů, 

které obsahují několik různých buněčných typů a napodobují funkci a dokonce i architekturu 

daného orgánu (Xu et al., 2018).  Orgány na čipech potom poskytují všechny výhody 

organoidů, ale kromě toho umoţňují na buňky působit i vnějšími biomechanickými 

a elektrickými podněty (Ahmed et Teixeira, 2022). 

3.3 Buněčná odpověď na léčiva 

Vliv léčiva na buňku je dán celou řadou faktorů – například dávkou účinné látky, jejím 

uptakem, efluxem a záleţí také na fázi buněčného cyklu, ve kterém se buňka právě nachází 

(Tilsed et al., 2022). Působení léčivého přípravku se navíc můţe měnit v čase, protoţe buňky 

mohou v průběhu léčby nabývat rezistence vůči pouţitému přípravku (Vasan et al., 2019). 

Rezistence můţe být zapříčiněna zejména sníţenou akumulací léčiva v buňce,                                

a to ať uţ v důsledku jeho zrychleného výdeje, sníţeného příjmu či intenzivního odbourávání 

na netoxické produkty. Dále zvýšenou intenzitou oprav poškozené DNA či schopností 

nádorových buněk uniknout apoptóze. Právě vznik rezistencí dnes představuje jednu 

z hlavních výzev při léčbě onkologických onemocnění (Pan et al., 2016).  Navíc bylo 

experimentálně zjištěno, ţe mezi jednotlivými nádorovými buňkami existují stochastické 

genetické, epigenetické a transkriptomické rozdíly. Tato heterogenita potom značně ovlivňuje 

citlivost nádoru na jednotlivá chemoterapeutika (Dagogo-Jack et Shaw, 2018).   

3.3.1 Buněčná smrt  

Proces buněčné smrti existuje v několika formách a můţe být vyvolán nejrůznějšími 

vnějšími i vnitřními podněty (Xu et al., 2019). Buněčnou smrt je moţné na základě etiologie, 
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morfologie, biochemických charakteristik a následků pro organismus rozdělit do dvou 

kategorií – na regulovanou buněčnou smrt (RCD) a náhodnou buněčnou smrt (ACD) 

(Galluzi et al., 2018). 

Náhodnou buněčnou smrtí se rozumí neregulovaná nekróza (Majno et Joris, 1995). 

Nekróza je formou pasivní buněčné smrti, která nastává v podstatě okamţitě po vystavení 

extrémnímu fyzickému, chemickému nebo mechanickému stresu (Galluzi et al., 2018). Často 

je spojená také se vznikem zánětlivé reakce (Newton et al., 2024). 

Hlavní formou regulované buněčné smrti je apoptóza. Tento termín jako první pouţil 

australský patolog J. F. R. Kerr v roce 1972 (Kerr et al., 1972). Apoptóza někdy také 

označovaná jako buněčná sebevraţda je proces zcela zásadní pro udrţení homeostázi 

v mnohobuněčném organismu. Průběh apoptózy je přísně regulovaný a evolučně 

konzervovaný. Fyziologicky je apoptóza důleţitá pro embryogenezi i postnatální vývoj,         

při kterém se podílí například na regeneraci a remodelingu tkání (Kerr et al., 1972, 

Balaji et al., 2021). Je také přirozenou ochranou před vznikem zhoubných onemocnění 

(Tong et al., 2022). Pokud je však apoptóza aktivována nadměrně, můţe dojít ke vzniku 

neurodegenerativních, autoimunitních či srdečních chorob (Li et al., 2021). 

Proces apoptózy můţe probíhat dvěma způsoby – vnější nebo vnitřní cestou (Galluzi 

et al., 2018, Balaji et al., 2021), přičemţ výsledkem obou mechanismů je aktivace speciálních 

cysteinových proteáz – kaspáz, které zprostředkují vlastní proces buněčné smrti 

(Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021). Obvykle se jedná o reakci tolerogenní, či nulovou, 

tedy kompletně bez vlivu na imunitní systém (Kroemer et al., 2013). 

Vnitřní apoptotická cesta je vyvolána působením vnitřních faktorů jako je například 

hypoxie, replikační stres, poškození DNA, poruchy při mitotickém dělení, defekty 

mikrotubulů, aktivace onkogenů nebo zvýšení koncentrace reaktivních kyslíkových radikálů 

(ROS). Tento signál je následně přenesen do mitochondrií, coţ vede ke zvýšení permeability 

jejich vnější membrány a vyplavení apoptotických faktorů jako je SMAC (second 

mitochondria-derived activator of caspases) protein do cytoplazmy. SMAC inhibuje X-vázaný 

apoptózu inhibující protein (XIAP), čímţ ruší jeho fyzickou vazbu s kaspázami. Současně 

je z mitochondrií uvolňován také cytochrom C, který se váţe na APAF1 (apoptotickou 

proteázu aktivující faktor 1), ATP a prokaspázu 9 za vzniku tzv. apoptozomu. Apoptozom 

následně štěpí pro-kaspázu 9 a vzniklá iniciační kaspáza 9 poté proteolyticky aktivuje 

výkonné kaspázy 3, 6 a 7 (Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021).  
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Vnější apoptotická cesta je na rozdíl od té vnitřní aktivována vazbou vnějších ligandů 

jako TNFα (faktor nádorové nekrózy α) nebo Fas ligand na tzv. receptory smrti. Aktivace 

receptorů smrti vede k tvorbě signalizačních komplexů indukujících buněčnou smrt (DISC). 

DICS následně autoproteolyticky aktivuje prokaspázu 8 a částečně prokaspázu 10. Jiţ aktivní 

kaspáza 8 je uvolněna do cytosolu, kde aktivuje další výkonné kaspázy (Galluzi et al., 2018, 

Balaji et al., 2021). Srovnání vnější a vnitřní apoptotické cesty je znázorněno na Obrázku 1.  

Projevy apoptózy jsou shodné jak v případně vnějšího, tak v případě vnitřního 

mechanismu, přičemţ hlavním projevem je tvorba apoptotických tělísek (ApoBDs). 

Apoptotická tělíska jsou malé váčky, které vznikají rozpadem buněk, jeţ zahájily proces 

programované buněčné smrti. Před kompletním rozpadem a vznikem ApoBDs buňky 

procházejí rozsáhlými změnami – smršťují se a dochází k pyknóze, tedy k trvalé kondenzaci 

jaderného chromatinu. To je následováno karyorexí, neboli fragmentací jádra. V sprůběhu 

celého procesu se rozpadá cytoplazmatická membrána. Vzniklá apoptotická tělíska jsou 

následně pohlcena fagocytujícími buňkami, zejména makrofágy a neutrofily a degradována. 

Tento finální krok je prevencí před vylitím nebezpečného materiálu z ApoBDs a následným 

rozvojem zánětu (Xu et al., 2019). 

Kromě apoptózy bylo objeveno ještě několik dalších alternativních mechanizmů 

regulované buněčné smrti – feroptóza, nekroptóza, pyroptóza, kuproptóza, alkaliptóza, 

či autofágie (Galluzi et al., 2018, Balaji et al., 2021, Chen et al., 2021). Na tyto další formy 

buněčné smrti je moţné zacílit v rámci terapie chemorezistentních nádorů, které jsou schopny 

uniknout apoptóze (Balaji et al., 2021). 
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Obrázek č. 1: Srovnání vnější a vnitřní apoptotické cesty (převzato a upraveno z Balaji et al., 

2021). APAF1: apoptotickou proteázu aktivující faktor 1, SMAC: z angl. second 

mitochondria-derived activator of caspases, XIAP: X-vázaný apoptózu blokující protein 

Vnitřní apoptotická cesta Vnější apoptotická cesta 
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3.3.2 Snížení intenzity až úplné zastavení proliferace 

Rozhodnutí zda buňka zahájí buněčný cyklus a zda dojde k vlastnímu rozdělení, 

je ovlivněno celou řadou vnitřních i vnějších faktorů. Buňka vstupuje do buněčného cyklu 

pouze za vhodných podmínek, při kterých dochází k fosforylaci specifických proteinů včetně 

p107, p130 a retinoblastomového proteinu (Rb). Pokud není Rb protein fosforylován, brání 

svojí vazbou na chromatin transkripci genů, jeţ jsou zásadní pro proliferaci. Pokud jsou 

zmíněné proteiny fosforylovány a buněčný cyklus je zahájen, je regulován kaskádou enzymů 

označovaných jako cyklin-dependentní kinázy, které jsou řízeny regulačními proteiny cykliny  

(Pack et al., 2019). V rámci buněčného cyklu existuje několik kontrolních bodů, skrze které 

buňka prochází. Pokud je při některé z kontrol odhalena chyba, musí být opravena, jinak není 

buňka schopná pokračovat do další fáze buněčného cyklu (Barnum et O’Connell, 2014). 

Vnějším signálem zastavujícím buněčný cyklus a zpomalujícím proliferaci můţe být 

například vysoká denzita buněk charakteristická sníţenou koncentrací růstových faktorů 

(Pack et al., 2019). Vnitřním signálem pak můţe být poškození intracelulárních struktur, 

zejména DNA, vyvolané účinnou dávkou chemoterapeutika, vlivem ionizujícího záření 

při radioterapii či aktivace onkogenů (Wang et al., 2022).  

Toto stádium stagnace můţe být dočasné, ale také trvalé označované jako senescence 

(He et Sharpless, 2017). Senescencí se rozumí nevratné zastavení buněčného cyklu, které 

je charakteristické indukcí antiproliferativních molekul jakými jsou inhibitory 

cyklin-dependentních kináz p16 a p21. Tyto inhibitory prostřednictvím defosforylace aktivují 

Rb protein a p53 signální dráhu (Pack et al., 2019, Yasuda et al., 2023).  

Chemoterapie bohuţel nevyvolává senescenci pouze v abnormálních nádorových 

buňkách, ale také v buňkách nenádorových. Buňky s tímto senescentním fenotypem 

se nepodrobují apoptóze, v organismu se postupem času hromadí a produkují značné 

mnoţství tzv. SASP faktorů (chemokiny, interleukiny, růstové faktory a proteázy). To vede 

k rozvoji SASP fenotypu (senescence-associated secretory phenotype) a paradoxně 

také k další progresi onemocnění. Navíc nádorové buňky, které se dostaly do stavu 

senescence prostřednictvím terapie, často vykazují rezistenci vůči uţitému léčivu a současně 

mají také vyšší metastatický potenciál (Yasuda et al., 2023).  
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3.3.3 Cytotoxicita a cytostáze v klinickém hodnocení léčiv 

Většina léčiv dnes uţívaných k léčbě rakoviny se řadí mezi tzv. cytotoxické látky. 

Tyto látky vyvolávají buněčnou smrt trvalým narušením integrity DNA, případně interferencí 

s procesem buněčného dělení (Blakeley et Grossman, 2012). Tato léčiva nejefektivněji 

usmrcují rychle se dělící buňky, kterými jsou jednak nádorové buňky, ale také buňky 

gastrointestinálního traktu, imunitního systému nebo vlasové folikuly. Z toho vyplývá, 

ţe uţívání těchto látek vede jednak ke zmenšení nádoru, ale také k celé řadě váţných 

vedlejších účinků, včetně myelosuprese nebo alopecie (Serkova et Eckhardt, 2016). Právě 

existence vedlejších účinků je hnací silou pro vývoj nových šetrnějších léčiv, která působí 

na cíle specifické pro nádorové buňky. Tato cílená léčiva mohou působit cytotoxicky, avšak 

část z nich se řadí mezi tzv. cytostatika. Cílem těchto látek není vyvolání buněčné smrti, 

ale sníţení proliferace, migrace a angiogeneze (Blakeley et Grossman, 2012). Nasazení těchto 

léčiv tedy nemusí vést ke zmenšení nádoru, ale ke zpomalení aţ zastavení jeho růstu, 

coţ je ţádoucí například v metastatické fázi onemocnění (Kummar et al., 2006, Blakeley 

et Grossman, 2012, Serkova et Eckhardt, 2016) Tato forma léčby obvykle nevede 

ke kompletnímu vyléčení pacienta, ale i přes to je cenná, protoţe zvyšuje délku doţití 

a kvalitu ţivota. Případný odlišný mechanismus účinku konvenčních chemoterapeutik 

a cílených léčiv (širší terapeutické okno, niţší dávkování, delší doba pro nástup účinku 

cílených léčiv) je pak třeba zohlednit také v rámci klinického výzkumu (Kummar et al., 

2006).  

Zda léčivo vykazuje cytotoxické nebo cytostatické vlastnosti není jednoduché určit, 

tyto vlastnosti se vzájemně nevylučují. Celá řada chemoterapeutik vyvolává u buněk 

senescenci, kdy nedochází k proliferaci, ale ani nejsou aktivovány proapoptotické signální 

dráhy (Wang et al., 2022). 

3.4 In vitro metody testování buněčné odpovědi  

Hodnocení buněčné odpovědi in vitro je nedílnou součástí vývoje nových léčiv 

a v praxi je realizováno nejrůznějšími metodami. Asi nejjednodušším, ale zároveň 

také nejméně efektivním způsobem hodnocení cytotoxicity je sledování morfologických změn 

na buňkách po vystavení testované látce pomocí mikroskopu (Shokrzadeh et Mondaloo, 

2017). Pokud je látka cytotoxická, budou se buňky po histologickém barvení (např. 

hematoxylinem) jevit kulaté, případně oválné a intenzivně zbarvené. Typicky 
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je pozorovatelná také změna velikosti, buňky jsou menší a cytoplazma zahuštěná. Chromatin 

silně kondenzuje a dochází k fragmentaci jádra (Elmore, 2007, Chen et al., 2024).  

Efektivnější neţ studium morfologie jsou testy cytotoxicity ve vícejamkových deskách, 

v nichţ jsou buňky zvolené buněčné linie ošetřeny širokým spektrem koncentrací testované 

látky a následně po určitou dobu inkubovány (Hafner et al., 2016, Harris et al., 2016). 

V závislosti na způsobu vyhodnocení a výpočtu pak výstupní informací těchto testů můţe být 

relativní nebo frakční viabilita. Pouţívanější relativní viabilita popisuje ţivotaschopnost 

populace ošetřené testovanou látkou, která je vztaţena na neošetřenou kontrolu. Frakční 

viabilita pak definuje podíl ţivých a mrtvých buněk v rámci jedné (ošetřené) populace. 

Většina léčiv do určité míry ovlivňuje jak proliferaci, tak také buněčnou smrt, ale rozsah 

indukované inhibice proliferace a buněčné smrti se mezi jednotlivými léčivy liší (Schwartz 

et al., 2020).   

V současnosti jsou techniky pro měření viability často multiplexovány, coţ znamená, 

ţe je viabilita jednoho vzorku analyzována více metodami najednou. Měření více parametrů 

současně zvyšuje šanci odhalit toxické účinky látek. Tento přístup také zkracuje čas potřebný 

k analýze, sniţuje spotřebu materiálu a tím i náklady testování. Navíc pokud jsou jednotlivé 

testy prováděny samostatně, existuje mezi nimi variabilita způsobená buňkami, materiálem 

a vybavením, na kterém jsou experimenty prováděny. V případě multiplexingu jsou tyto 

rozdíly značně omezeny (Gerets et al., 2011). 

3.4.1 Relativní viabilita 

Relativní viabilitu lze měřit různými metodami, přičemţ mezi ty nejpouţívanější patří 

kolorimetrické eseje zaloţené na redukci tetrazoliových solí mitochondriálními 

dehydrogenázami (McCauley et al., 2013, Stockert et al., 2018). Mezi tyto soli řadíme ţluté 

MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), které je přeměňováno 

na ve vodě nerozpustné formazanové krystaly, které je třeba rozpustit v organickém 

rozpouštědle, například v DMSO. Tento krok je vynechán při pouţití MTS (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyphenyl)-2(4-sulfonyl)-2H-tetrazolium) a XTT 

(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5 sulfofenyl)-5-[(fenylamino)-karbonyl]-2H-tetrazolium). Obě 

tyto soli jsou redukovány na v médiu rozpustný formazanový produkt. MTS 

je metabolizováno za vzniku fialového zbarvení, XTT pak za vzniku oranţového zbarvení 

(Adan et al., 2016, Kabakov et Gabai, 2018, Shokrzadeh et Mondaloo, 2017). Kromě výše 

uvedených nejznámějších tetrazoliových solí existují také další, jako například NBT, NTC 
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nebo TNBT, které jsou uţívány v histochemických analýzách (Stockert et al., 2018). 

Výhodou těchto esejí je nízká cena a široké spektrum vyuţití. Naopak nevýhodou je poměrně 

dlouhá doba experimentu, toxicita výchozích látek i vznikajících produktů a omezená citlivost 

(Adan et al., 2016) 

Další testy cytotoxicity zaloţené na metabolismu buňky jsou LDH 

(laktátdehydrogenáza) esej, barvení Almarovou modří či kalcein-AM esej (Adan et al., 2016). 

V rámci LDH eseje je měřena aktivita cytoplazmatického enzymu laktátdehydrogenázy 

uvolněného do kultivačního média z poškozených buněk (Kumar et al., 2018). Tato metoda 

má relativně nízkou citlivost a během experimentu můţe dojít ke kontaminaci vzorků 

endogenní LDH, coţ můţe vést k falešně pozitivním výsledkům (Adan et al., 2016).  

Velice jednoduchou metodou je barvení Almarovou modří. Almarová modř 

je netoxické barvivo, které je v buňce metabolicky přeměňováno na růţově fluoreskující 

resofurin. Intenzita fluorescence je přímo úměrná metabolismu a tedy i viabilitě buněk 

ve vzorku (Dinh et al., 2024).  

Kalcein-AM esej jak uţ její název napovídá, vyuţívá diester kalcein-AM. Ten je 

rozpustný v lipidech a pasivně prochází cytoplazmatickou membránou. Po transportu 

do buňky je esterázami rozštěpen za vzniku kalceinu, který je uţ hydrofilní a akumuluje 

se v ţivých buňkách s intaktní plazmatickou membránou. Po excitaci kalcein vydává zelený 

fluorescenční signál, který je následně kvantifikován (Neri et al., 2001). 

Dalším hojně uţívaným a vysoce citlivým testem cytotoxicity je ATP esej. V rámci 

tohoto testu je sledována hladina ATP, které je energetickým zdrojem buňky. Pokud je buňka 

jakkoliv poškozena, sniţuje se jeho produkce. V rámci eseje je k ošetřeným buňkám přidán 

enzym luciferáza a jeho substrát luciferin. Luciferin je v přítomnosti ATP luciferázou 

oxidován na oxyluciferin. Tato změna je doprovázena chemiluminiscencí, přičemţ vznikající 

světlo je následně detekováno a kvantifikováno (Crouch et al., 1993).  

Dále existují testy hodnotící cytotoxicitu na základě detekce syntézy DNA, hodnocení 

formace kolonií apod. (Adan et al., 2016, Shokrzadeh et Mondaloo, 2017).    

Výstupem většiny těchto esejí je tzv. „dose-response“ křivka. Ta je obvykle 

sigmoidního tvaru a popisuje závislost buněčné odpovědi na dávce. Z těchto křivek lze 

odvodit dnes hojně uţívané komparativní farmakologické parametry jako „maximal effective 

concentration“ (Emax), „half-maximal effective concentration“ (EC50), „half-maximal 
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inhibitory concentration“ (IC50) či plochu pod křivkou (AUC) (Hafner et al., 2016, Harris 

et al., 2016). I přes to, ţe jsou „dose-response“ křivky standardním způsobem vyhodnocení 

in vitro testů cytotoxicity, mohou poskytovat zkreslené informace o účinnosti testované látky 

(Haibe-Kains et al., 2013) a to zejména při tzv. „end-point“ metodách, tedy pokud jsou výše 

uvedené parametry určovány pouze na základě počtu/stavu buněk na konci experimentu 

(Single et al., 2015, Hafner et al., 2016, Harris et al., 2016).  

3.4.2 Frakční viabilita 

Při měření frakční viability je třeba do výpočtů zahrnout i tzv. mrtvou frakci, která 

je při testech měřících relativní viabilitu často ignorována. Stanovení frakční viability 

je poměrně náročné, protoţe je potřeba získat větší mnoţství dat, neţ při měření relativní 

viability. Kromě podílu ţivých a mrtvých buněk, je totiţ nutné stanovit také celkový počet 

buněk v dané populaci. Normalizace vůči kontrole se při měření frakční viability neprovádí. 

Vyuţívány jsou zejména techniky single-cell analýzy jako průtoková cytometrie 

(Schwartz et al., 2020).  

Nicméně pokud je v průběhu experimentu zachována mrtvá frakce, je moţné frakční 

viabilitu měřit i prostřednictvím některých kolorimetrických a fluorimetrických testů. 

Barvení trypanovou modří je zaloţeno na aktivním vylučování barviva ţivými buňkami 

s intaktní cytoplazmatickou membránou. Usmrcené buňky trypanovou modř pouze absorbují 

a získávají tak sytě modré zbarvení (Strober, 2015, Chan et al., 2020). Tato metoda 

je jednoduchá a relativně levná (Adan et al., 2016), nicméně poměrně málo citlivá 

a subjektivní. Vyhodnocení by mělo proběhnout do několika minut od přidání barviva, 

po určité době totiţ trypanová modř začíná pronikat i do ţivotných buněk. Dále buňky, které 

v době měření právě procházejí apoptózou a nejsou ještě zcela usmrceny, mohou barvivo 

z části vylučovat. Naopak buňky, jejichţ membrána je pouze dočasně poškozena, mohou být 

částečně obarveny a chybně vyhodnoceny jako mrtvé (Altman et al., 1993, Strober, 2015). 

Vlastní barvení můţe být ovlivněno také přítomností séra v médiu (Bhuyan et al., 1976). 

Pokud je třeba vysoce přesné stanovení frakční viability, je moţné barvení trypanovou modří 

vyhodnotit pomocí průtokové cytometrie (Avelar-Freitas et al., 2014). 

Značení propidium jodidem je zaloţeno na stejném principu jako barvení trypanovou 

modří. Propidium jodid je fluorochrom, který se interkaluje do dvoušroubovice DNA              

a po excitaci emituje světlo červené barvy (Crowley et al., 2016). V kombinaci 
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s Annexinem V nebo fluorochromem Hoechst 33342  je značení propidium jodidem moţné 

pouţít pro rozlišení programované buněčné smrti a nekrózy (Kabakov et Gabai, 2018).  

V současnosti jsou k dispozici také vysoce specializované eseje, které umoţňují 

na základě buněčných markerů a příjmu fluorescenčního barviva měřit podíl mrtvých a ţivých 

buněk v reálném čase paralelně ve velkém mnoţství vzorků (Forcina et al., 2017). 

3.5 Charakteristika testovacích látek 

V rámci experimentální části diplomové práce bylo pracováno se dvěma látkami, 

pyrimidinovým antimetabolitem 5-fluorouracilem a destabilizátorem mikirotubulů 

nokodazolem.  

3.5.1 5-fluorouracil 

Fluoropyrimidinové léčivo 5-fluorouracil je řazeno do skupiny antimetabolitů. 

Syntetizováno bylo jiţ v 50. letech minulého století (Duschinsky et al., 1957) a v roce 1962 

jej schválil americký úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Alzahrani et al., 2023). Jak uţ název 

napovídá, strukturně se jedná o uracil. V pozici 5 pyrimidinového kruhu je však vodík 

substituován atomem fluoru (viz Obrázek 2) (de Bono et Twelves, 2001, Vodenková et al., 

2019). 

 

Obrázek č. 2: Struktura 5-fluorouracilu 

V současnosti je 5-fluorouracil chemoterapeutikem uţívaným k léčbě širokého spektra 

nádorových onemocnění, zejména pak rakoviny kolorekta (McQuade et al., 2017) a prsu 

(Johnston et Kaye, 2001). Dále také vaječníků, prostaty, slinivky břišní nebo jater (Walko 

et Lindley, 2005). 5-fluorouracil je rozpustný ve vodě. Nejčastěji je podáván intravenózně 

ve formě infuze (Lee et al., 2016) a v některých případech pak také orálně (Vodenková et al., 

2019). Pro zvýšení efektivity léčby je v různých reţimech kombinován s dalšími léčivy 

jako například s irinotekanem (Montagnani et al., 2010, Tummala et al., 2023), cisplatinou 

nebo oxaliplatinou (Giacchetti et al., 2000, Al-Batran et al., 2019). Mezi vedlejší účinky 
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5-fluorouracilu patří myelosuprese (Ishibashi et al., 2021), reprodukční (Naren et al., 2022, 

Pirzaman et al., 2023) a kardiální toxicita (Alter et al., 2006, More et al., 2021) 

nebo mukozitida (Ribeiro et al., 2016). Právě rozsah a závaţnost vedlejších účinků spolu 

s dalšími faktory jako krátký biologický poločas, nízká absorpce a biodostupnost pouţití 

5-fluorouracilu značně limitují (Entezar-Almahdi et al., 2020). Za účelem sníţení vlivu těchto 

negativních faktorů  byla vyvinuta řada proléčiv, například tegafur, doxifluridin či kapecitabin 

(Hashimoto et al., 2020).    

 Ihned po administraci je více neţ 80 % 5-fluorouracilu katabolizováno 

dihydropyrimidin dehydrogenázou (DPD) na neaktivní 5,6-dihydro-5-fluorouracil (DHFU). 

Tato deaktivační reakce probíhá zejména v játrech, protoţe právě v nich je enzym DPD 

abundantní (Diasio et al., 1989, Longley et al., 2003, Miura et al., 2010). Do buňky 

je 5-fluorouracil transportován prostřednictvím ekvilibračních nukleosidových transportérů 

ENT1/2 a koncentračního nukleosidového transportéru CNT2 (Kunicka et al., 2016, 

Hruba et al., 2023).  

Aby 5-fluorouracil vykazoval účinek, musí být po vstupu do buňky kaskádou reakcí 

transformován na jeden ze tří aktivních metabolitů, coţ je znázorněno na Obrázku 3. Aktivace 

můţe být přímá prostřednictvím ororát fosforibosyl transferázy (OPRT) nebo nepřímá 

přes fluorouridin (FUR) za katalýzy uridin fosforylázy (UP) a uridin kinázy (UK). Takto 

vzniklý fluorouridin monofosfát (FUMP) je fosforylován aţ na fluorouridin trifosfát 

(FUTP), který svojí inkorporací poškozuje RNA. Druhou variantou je fosforylace FUMP 

pouze do druhého stupně na fluorouridin difosfát (FUDP). FUDP můţe být následně 

ribonukleotid reduktázou (RR) konvertován na fluorodeoxyuridin difosfát (FdUDP). 

Ten je fosforylován na fluorodeoxyuridin trifosfát (FdUTP), který následně můţe být 

začleněn do dvoušroubovice DNA, čímţ způsobí její fragmentaci. Defosforylací FdUDP 

vzniká fluorodeoxyuridin monofosfát  (FdUMP). Ten však můţe vznikat i alternativně přes 

fluorodeoxyuridin (FUDR) prostřednictvím thymidin fosforylázy (TP) a thymidin kinázy 

(TK). FdUMP potom vystupuje jako ireverzibilní inhibitor thymidylát syntázy (TS), vytváří     

s ní ternární komplex a sniţuje tak její aktivitu. Díky tomu je inhibována syntéza 

deoxythymidin monofosfátů, které jsou potřeba při replikaci. Právě inhibice thymidylát 

syntázy je zřejmě hlavním mechanismem účinku 5-fluorouracilu (Longley et al., 2003, 

Vodenková et al., 2019, Hruba et al., 2023).     
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Obrázek č. 3: Metabolismus 5-fluorouracilu (převzato a upraveno z Longley et al., 2003). 

5-FU: 5-fluorouracil, DPD: dihydropyrimidin dehydrogenáza, DHFU: 5,6-dihydro-5-

fluorouracil, TP: thymidin fosforyláza, FUDR: fluorodeoxyuridin, UP: uridin fosforyláza, 

OPRT: ororát fosforibosyl transferáza, TK: thymidin kináza, FUR: fluorouridin, UK: uridin 

kináza, FUMP: fluorouridin monofosfát, FdUMP: fluorodeoxyuridin monofosfát, 

TS: thymidylát syntáza, FUDP: fluorouridin difosfát, RR: ribonukleotid reduktáza, 

FdUDP: fluorodeoxyuridin difosfát, FUTP: fluorouridin trifosfát, FdUTP: fluorodeoxyuridin 

trifosfát 



 

 

18 

 

3.5.2 Nokodazol 

Nokodazol je syntetická látka s antimitotickou aktivitou, vyvinutá de Brabanderem  

v 70. letech minulého století původně jako potenciální protinádorové léčivo 

(de Brabander et al., 1976). Strukturně je odvozen od 2-aminobenzimidazolu. Na Obrázku 4 

je znázorněno, ţe v pozici 2 je však amino skupina nahrazena methoxykarbonylovou funkční 

skupinou a v pozici 6 je navázána thiofen karbonylová funkční skupina (Kumar Nayak et al., 

2006) 

 

Obrázek č. 4: Struktura nokodazolu 

Nokodazol lze zařadit do stejné skupiny antimitotik jako kolchicin, mezi 

tzv.  destabilizátory mikrotubulů. Obecně lze říci, ţe tyto látky působí buď depolymerizaci 

mikrotubulů, případně brání jejich další polymerizaci (Čermák et al., 2020). 

Nokodazol je vysoce afinitní k β-tubulinu, na který se prostřednictvím vodíkových 

můstků váţe a mění tak konformaci αβtubulinového dimeru (Xu et al., 2002, Khattab 

et Al-Karmalawy, 2021). Vazba je reverzibilní a vazebné místo se částečně překrývá 

s vazebným místem pro kolchicin (Wang et al., 2016), pro který je nokodazol v podstatě 

kompetitivním inhibitorem (Xu et al., 2002, Florian et Mitchison, 2016). Nokodazol také 

zvyšuje GTPázovou aktivitu tubulinu. Rychlejší štěpení GTP vede k tvorbě tzv. TuD 

podjednotek (tubulin-GDP), coţ značně modifikuje mikrotubulární dynamiku (Vasquez et al., 

1997). Kromě mikrotubulů nokodazol cílí také na některé onkogenní kinázy, například ABL, 

c-KIT, BRAF, MEK1, MEK2 a MET. Vodíkovými můstky se váţe na ATP-vazebné domény 

těchto kináz a inhibuje tak jejich aktivitu, coţ je třeba vzít do úvahy při hodnocení jeho 

protinádorové aktivity (Park et al., 2012). 

Účinek nokodazolu na mikrotubulární systém buňky je silně koncentračně závislý. 

Zatímco vysoké (mikromolární) koncentrace vedou k úplné depolymerizaci mikrotubulů, 

nízké koncentrace narušují mikrotubulární dynamiku. V závislosti na dávce, dochází 

k fragmentaci centrozomů, zvyšuje se počet a délka astrálních mikrotubulů, naopak centrální 

mikrotubuly jsou zkráceny. Častým úkazem jsou také chromozomy nacházející se mimo 
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metafázní destičku (Jordan et al., 1992, Vasquez et al., 1997). Při kompletní depolymerizaci 

vznikají oligomery ve formě prstenců, případně dochází ke spiralizaci protofilament (Amos, 

2011). 

Z výše uvedených projevů jasně vyplývá, ţe účinek nokodazolu je nejvíce patrný 

na buňkách procházejících mitózou. Aberantní dělicí vřeténko, které při vystavení nokodazolu 

vzniká, není schopno správně zachytit a rozdělit chromozomy. Kontrolní systémy 

tedy inhibují přechod buňky z metafáze do anafáze a to v konečném důsledku vede 

k zastavení proliferace a k buněčné smrti (Cho et al., 2006, Stanton et al., 2011, Čermák 

et al., 2020). Za určitých okolností můţe buňka vynechat proces cytokineze. Poté vstupuje 

do abnormální G1 fáze, ve které se nachází v tetraploidním stavu. Tento jev nastává zejména 

při dlouhodobém působení mitotického jedu (Hong et al., 1999, Čermák et al., 2020). 

Dle Blajeski et al. (2002) mohou mikrotubuly destabilizující látky způsobit zastavení 

proliferace také v G2 fázi buněčného cyklu. 

Nokodazol je hojně vyuţíván v primárním výzkumu, například pro synchronizaci 

buněk v M-fázi buněčného cyklu (Zieve et al., 1980). A i přes to, ţe není v současné době 

schválen pro lékařské účely (Khattab et Al-Karmalawy, 2021, Nicolai et al., 2021) existuje 

celá řada pre-klinických studií dokazujících jeho terapeutický potenciál (Beswick et al., 2006, 

Cho et al., 2006, Khattab, 2020) 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Biologický materiál 

Lidská adherentní nádorová linie HCT 116 odvozená z karcinomu tlustého střeva, 

získaná z ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, kat.č. 91091005). 

Lidská adherentní nádorová linie BxPC3 odvozená z adenokarcinomu slinivky břišní, 

získaná z ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures, kat.č. 93120816). 

4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

Použité chemikálie: 

o 5-fluorouracil (Sigma-Aldrich, kat.č. 343922) 

o Nokodazol (Sigma-Aldrich, kat.č. 487928) 

o Médium RPMI 1640 w/ L-Glutamine (Biosera, kat.č. LM-R1640/500) 

o Médium DMEM High Glucose w/ Stable Glutamine w/ Sodium Pyruvate (Biosera, 

kat.č. LM-D1110/500) 

o Trypsin – EDTA Solution 10× (Sigma-Aldrich, kat.č. T4174) 

o DMSO p.a. (Penta, kat.č. 12640-11000) 

o Trypan blue solution (0,4%) (Sigma-Aldrich, kat.č. T8154) 

o MTT (Duchefa Biochemie, kat.č. M1415.0005) 

o Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, kat.č. P4333) 

o Fetální bovinní sérum (Sigma-Aldrich, kat.č. F0850) 

o Chlorid sodný (Sigma-Aldrich, kat.č. S9888) 

o Chlorid draselný (Sigma-Aldrich, kat.č. P3911) 

o Dihydrogentetraoxofosforečnan draselný (Sigma-Aldrich, kat.č. P5655) 

o Hydrogentetraoxofosforečnan sodný dodekahydrát (Sigma-Aldrich, kat.č. 04273) 

Použité roztoky: 

o 10× PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 32,1 g Na2HPO4 .12H2O a 2 g KH2 PO4 rozpustit v 800 

ml deionizované vody, upravit pH na hodnotu 7,4 pomocí NaOH  

o 1× PBS: smíchat 100 ml 10× PBS roztoku s 900 ml deionizované vody 

o 0,5% roztok MTT: ve 100 ml nesterilního roztoku 1× PBS rozpustit 0,5 g MTT, 

následně roztok přefiltrovat 

https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/hct-116
https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/bxpc-3
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o Plnohodnotné médium DMEM/RPMI1640: do obou médií přidat 5 ml 

streptomycinu (o koncentraci 10 μg∙ml
-1

) a penicilinu (o koncentraci 10 U∙ml
-1

) 

a 50 ml 10% (w/v) fetálního bovinního séra inaktivovaného při 56 °C  

Laboratorní pomůcky  

o 96jamkové desky (TPP) 

o 24jamkové desky (TPP) 

o Kultivační lahve 25 cm
2 

a 75 cm
2 

(TPP) 

o Centrifugační zkumavky 15 ml a 50 ml (TPP) 

o Automatické pipety o rozsahu 0,1 aţ 2 µl; 0,5 aţ 10 µl; 5 aţ 50 µl; 20 aţ 200 µl 

a 100 aţ 1000 µl (HTL) 

o Automatická pipeta multikanálová o rozsahu 10 aţ 100 µl (Eppendorf) 

o Špičky k automatickým pipetám o objemu 10 µl (Ahn, Eppendorf) 

o Špičky k automatickým pipetám o objemu 200 µl (Ahn, Eppendorf) 

o Špičky k automatickým pipetám o objemu 1000 µl (Eppendorf, GoldenGate) 

o Sérologické pipety o objemu 5 ml; 10 ml a 25 ml (Capp) 

o Pipetor (TPP) 

o Ředicí plasty (Biologix) 

o Laboratorní plastové misky (Biologix) 

o Mikrozkumavky 0,6 ml; 1,75 ml a 2 ml (Biocentrix, Eppendorf) 

o Škrabka na adherentní buněčné linie (Sarstedt) 

o Komůrky do automatické počítačky buněk (Bio-Rad) 

o Stojan na zkumavky (TPP) 

o Stojan na mikrozkumavky (LLG) 

o Injekční stříkačka 20 ml (Braun) 

o Filtr na injekční stříkačky s velikostí pórů 0,45 µm (TPP) 

o Folie (Parafilm) 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

o Inkubátor MCO-18ACUV-PE (Panasonic) 

o Vodní lázeň SB-12L (Benchmark) 

o Stolní centrifuga miniSpin plus (Eppendorf) 

o Stolní centrifuga myFUGE
TM

Mini (Benchmark) 

o Centrifuga SIGMA 3-18K (Sartorius)  
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o Vortex V-1 plus (bioSan) 

o Třepačka Orbital shaker OS-20 (Boeco) 

o Laminární box SafeFAST Classic 212 (FASTER) 

o Inverzní mikroskop NIB-100 (Novel Optics) 

o Fotoaparát Canon DS126621 (Canon) 

o Multifunkční modulární reader SPARK (Tecan) 

o Automatická počítačka buněk TC20
TM

 (Bio-Rad) 

o Laboratorní váhy HM-200 (A&D) 

o Systém pro úpravu vody Direct-Q 3 UV (Merck Milipore) 

o Lednice a mrazák (Liebherr) 

4.4 Softwarové vybavení  

o GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism Software) 

o Microsoft Office Excel (Microsoft) 

4.5 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.5.1 Kultivace buněk, sazení  

V rámci experimentální části byly vyuţity dvě adherentní nádorové buněčné linie lišící 

se svým původem a rychlostí dělení. Nádorová buněčná linie HCT 116 odvozená z karcinomu 

tlustého střeva, která jedním buněčným cyklem projde za 18 hodin (Esch et al., 2020) 

a nádorová buněčná linie BxPC3 odvozená z adenokarcinomu slinivky břišní s délkou 

buněčného cyklu 48 aţ 60 hodin (Tan et al., 1986).  

Buňky nádorových linií HCT 116 i BxPC3 byly dlouhodobě uchovávány v tekutém 

dusíku v připravených alikvotech o objemu 1 ml. Před vlastní kultivací bylo třeba buňky obou 

linií rozmrazit. Rozmrazení bylo provedeno dle standardního protokolu.  

Kultivace probíhala v kultivačních lahvích T75 a T25 v kompletních kultivačních 

médiích s přídavkem penicilinu (10 U·ml
-1

), streptomycinu (10 μg·ml
-1

 ) a 10% (w/v) tepelně 

inaktivovaného fetálního bovinního séra. Pro buněčnou linii HCT 116 bylo vyuţíváno 

Dulbeccovo modifikované médium (DMEM) a v případě buněčné linie BxPC3 pak médium 

RPMI 1640. Buňky byly uchovávány v inkubátoru ve 37 °C v 5% CO2 atmosféře. Po celou 

dobu experimentů byly buňky pravidelně pasáţovány. Buněčná linie HCT 116 byla 

pasáţována vţdy dvakrát týdně, linie BxPC3 pouze jednou.  
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 Před pasáţí byly buňky zkontrolovány pod mikroskopem a byla zhodnocena jejich 

konfluence. Pasáţ byla obvykle provedena, kdyţ konfluence dosáhla 90 % a více. Celý proces 

vţdy probíhal za aseptických podmínek v laminárním boxu. V prvním kroku bylo odsáto staré 

kultivační médium a buňky byly opláchnuty 1× PBS. Následně byl na 3 minuty připipetován 

roztok trypsin/EDTA. Po uvolnění buněk ode dna kultivační lahve bylo přidáno dostatečné 

mnoţství čerstvého kultivačního média. Buňky linie BxPC3 bylo třeba sklízet za pomoci 

speciální škrabky. Následně byly buňky důkladně resuspendovány, byl změřen jejich počet 

a viabilita pomocí automatické počítačky TC20
TM

. Na závěr bylo příslušné mnoţství buněk 

přeneseno do nové kultivační lahve s čerstvým kultivačním médiem a ta byla umístěna zpět 

do inkubátoru. Objemy jednotlivých látek byly vţdy přizpůsobeny objemu kultivační lahve, 

se kterou bylo pracováno (viz Tabulka č. 1).  

Tabulka č. 1: Objem PBS, roztoku trypsin/EDTA a média v pouţívaných kultivačních 

lahvích 

 Kultivační lahev 25 cm
2 

(T25) 

Kultivační lahev 75 cm
2 

(T75) 

1× PBS 3 ml 5 ml 

Trypsin/EDTA 0,5 ml 1 ml 

Celkový objem média v lahvi 4 ml 15 ml 

  

Na kultivační lahev T25 bylo sazeno mezi 250 a 500 tisíci buněk. Na lahev T75 potom 

mezi 750 tisíci a 1 milionem buněk v závislosti na rychlosti jejich růstu. Současně s pasáţí 

byly buňky také sazeny na desky pro jednotlivé experimenty. 

4.5.2 Test cytotoxicity (MTT esej) 

Relativní viabilita byla měřena prostřednictvím kolorimetrického MTT testu. Tento 

test je zaloţen na přeměně rozpustné ţluté methyltetrazoliové soli, tzv. MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustný fialový formazan  (1-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-difenylformazan). Tato konverze je moţná pouze 

v metabolicky aktivních buňkách a je zprostředkována mitochondriálními dehydrogenázami. 

Mnoţství vzniklých formazanových krystalů je tedy přímo úměrné aktivitě mitochondriálních 

dehydrogenáz a tedy i ţivotnosti buněk (Mosmann, 1983, Grela et al., 2018).  
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 MTT esej byla prováděna ve 48 a 72 hodinovém módu. První den byly buňky 

vysazeny na 96jamkové desky. V případě linie HCT 116 bylo sazeno 1500 buněk na jamku, 

u linie BxPC3 pak 5000 buněk na jamku, a to vţdy ve 100 µl kultivačního média. Takto 

připravené desky byly uloţeny v inkubátoru do druhého dne. Po 24 hodinách následovalo 

ošetření 5-fluorouracilem a nokodazolem v příslušných koncentracích (viz Tabulka 2). Obě 

léčiva byla rozpuštěna v DMSO a ředěna v kultivačním médiu, přičemţ koncentrace 

rozpouštědla nikdy nepřesáhla 1 % (v/v).  

Tabulka č. 2: Výsledný rozsah koncentrací testovacích látek v 200 µl média při MTT eseji 

 Koncentrace 5-fluorouracilu  Koncentrace nokodazolu  

HCT 116 0,781-200 µmol·l
-1

 0,098-25 µmol·l
-1

 

BxPC3 0,488-250 µmol·l
-1

 0,01-5 µmol·l
-1

 

 

Takto ošetřené byly buňky inkubovány po dobu 48 a 72 hodin za standardních 

kultivačních podmínek. Po uplynutí tohoto času, tedy čtvrtý, respektive pátý den bylo 

k buňkám přidáno 10 µl 0,5% MTT. Poté následovala 4 hodinová inkubace. Po ní bylo 

z desky odstraněno médium. Do kaţdé jamky bylo napipetováno 100 µl 100% DMSO a desky 

byly na 30 minut umístěny na třepačku. Po úplném rozpuštění formazanových krystalů byla 

spektrofotometricky proměřena intenzita vzniklého fialového zbarvení při vlnové délce 

570 nm (reference při 630 nm). Získané hodnoty byly dále zpracovávány v programech Excel 

a GraphPad Prism 8 a byla vypočtena relativní viabilita dle vzorce:  

                    [ ]   
                                     

                                      
      

4.5.3 Barvení trypanovou modří  

Barvení trypanovou modří je jednoduchá kolorimetrická metoda, která funguje 

na principu aktivního transportu modrého azo barviva derivovaného z toluidinu skrze 

buněčnou membránu (González-Martín-Moro, 2022). Po přidání barviva jsou mrtvé buňky 

výrazně modře obarveny. Ţivé buňky, které mají intaktní buněčnou membránu, naopak 

barvivo aktivně transportují ven (Avelar-Freitas et al., 2014, Chan et al., 2020, Strober, 

2015). Prostřednictvím této metody byla měřena tzv. frakční viabilita.  

 Experimenty byly prováděny stejně jako MTT esej v 48 a 72 hodinovém módu, 

ale ve větších, 24 jamkových deskách. Sazeno bylo vţdy 50 000 buněk na jamku v 250 µl 
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kultivačního média. Takto připravené desky byly po dobu 24 hodin uloţeny v inkubátoru. 

Poté byly buňky ošetřeny zvolenými koncentracemi 5-fluorouracilu a nokodazolu 

(viz Tabulka 3).  

Tabulka č. 3: Výsledná koncentrace 5-fluorouracilu a nokodazolu v 500 µl média při barvení 

trypanovou modří 

5-fluorouracil 3,13 µmol·l
-1

 25 µmol·l
-1

 150 µmol·l
-1

 200 µmol·l
-1

 

Nokodazol 0,098 µmol·l
-1

 0,195 µmol·l
-1

 0,391 µmol·l
-1

 0,781 µmol·l
-1

 

 

Roztoky obou látek byly připraveny a naředěny stejně jako při MTT eseji. Ošetřené 

buňky byly inkubovány za standardních kultivačních podmínek po dobu 48, respektive 

72 hodin. Aby bylo měření validní, bylo třeba uchovat i mrtvé buňky. Proto bylo z kaţdé 

jamky odebráno kultivační médium a přeneseno do řádně označené 1,75ml mikrozkumavky. 

Následně byly ţivé přisedlé buňky promyty 250 µl roztoku 1× PBS, přičemţ oplachové PBS 

následně uchováváno nebylo. Po promytí bylo k buňkám připipetováno 100 µl roztoku 

trypsin/EDTA. Po 4 minutách v inkubátoru bylo do jamek napipeptováno 500 µl příslušného 

kultivačního média a buňky v něm byly důkladně resuspendovány. Buněčná suspenze byla 

následně kvantitativně přenesena do mikrozkumavky k odpovídající dříve odebrané mrtvé 

frakci. Obsah zkumavky byl důkladně promíchán. Poté bylo v 0,6ml mikrozkumavce 

smícháno 10 µl buněčné suspenze s 10 µl 0,4% roztoku trypanové modři a byla změřena 

buněčná viabilita na automatické počítačce TC20
TM

. Smíchání buněčné suspenze a trypanové 

modři bylo vţdy provedeno těsně před vlastním měřením viability. Výpočet frakční viability 

proběhl dle vzorce: 

                  [ ]   
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Výběr nádorových linií a testovacích látek 

Prvním úkolem předkládané diplomové práce bylo vybrat vhodný model pro testování 

relativní a frakční viability, konkrétně zvolit vhodné buněčné linie a látky pro testování. 

Pro experimentální práci byly vybrány dvě lidské nádorové linie. Linie HCT 116 odvozená 

z karcinomu tlustého střeva a linie BxPC3 odvozená z adenokarcinomu pankreatu. Hlavním 

kritériem při výběru těchto buněčných linií byla délka jejich buněčného cyklu, přičemţ cílem 

bylo vybrat linie, jeţ se v tomto parametru co nejvíce liší. Buněčná linie HCT 116 byla 

zvolena jako rychle se dělící, buněčná linie BxPC3 pak jako pomalu se dělící.  

Od výběru nádorových linií se následně odvíjela volba testovacích látek. Testovací 

látky byly nejdříve hledány na základě nádorových onemocnění, ze kterých jsou vybrané 

buněčné linie odvozeny. Dalším hodnotícím parametrem byl mechanismus jejich účinku. 

Pro přehlednost nebyly voleny kombinace léčiv, ale pouze samostatné látky. 

Cílem bylo opět zvolit dvě různorodé sloučeniny. Jako zástupce cytotoxických látek 

byl vybrán 5-fluorouracil. Nokodazol byl zvolen jakoţto zástupce látek cytostatických. 

Nokodazol momentálně není schváleným léčivem, nicméně je hojně vyuţíván v primárním 

výzkumu a v laboratoři byl dostupný.  

5.2 Měření relativní viability pomocí MTT eseje 

Pomocí MTT eseje byla měřena relativní viabilita, přičemţ veškeré výsledky byly 

normalizovány na kontrolu. Kontrolní buňky byly kultivovány v médiu a v médiu 

s přídavkem vehikula (DMSO). Výstupem byla hodnota IC50, coţ je koncentrace, při které 

látka vykazuje 50 % svého maximálního inhibičního účinku (Aykul et Martinez-Hackert, 

2016). Experimenty byly nejdříve prováděny na buněčné linii HCT 116 a aţ následně na linii 

BxPC3. Pro přehlednost výsledků je souhrnná Tabulka č. 6 rozdělena na dílčí části a ty jsou 

uvedeny v textu, který se k nim odkazuje.  

 Na základě publikací (Zhao et al., 2022, Zhang et al., 2022, Ardil et Alper., 2022) bylo 

prvotní rozmezí koncentrací testovacích látek pro MTT esej na buněčné linii HCT 116 

nastaveno na 0,195 µmol·l
-1 

aţ 100 µmol·l
-1

. Po prvním MTT testu se nicméně ukázalo, 

ţe v tomto rozsahu koncentrací nebude hodnota IC50 získána ani pro jednu z testovacích látek. 

Rozsah koncentrací byl tedy přehodnocen. Pro 5-fluorouracil bylo nutné testované rozmezí 

koncentrací zvýšit. Naopak pro nokodazol bylo třeba počáteční koncentraci sníţit. V rámci 
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dalších testů bylo rozmezí koncentrací nastaveno na 0,781 aţ 200 µmol·l
-1 

pro 5-fluorouracil 

a 0,049 aţ 25 µmol·l
-1

 pro nokodazol. V případě nokodazolu byl rozsah koncentrací z důvodu 

úspory testovací látky ještě jednou sníţen, a to na 0,01 aţ 5 µmol·l
-
1. Účinek obou testovacích 

látek byl hodnocen po 48 a 72 hodinách.  

 Hodnota IC50 5-fluorouracilu 48 hodin po ošetření odpovídala 44,3 ± 7,4 µmol·l
-1

, 

po 72 hodinách pak 11,0 ± 1,5 µmol·l
-1

 (viz Tabulka č. 4). Hodnota IC50 5-fluorouracilu byla 

po 72 hodinové inkubaci 4× niţší neţ po 48 hodinové inkubaci.  

Tabulka č. 4: Hodnoty IC50 (v µmol·l
-1

) a směrodatné odchylky získané MTT esejemi 

pro obě testovací látky, nádorová linie HCT 116  

 

5-fluorouracil Nokodazol 

48 h 72 h 48 h 72 h 

IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. 

HCT116 44,3 7,4 11,0 1,5 0,095 0,016 0,036 0,011 

Výsledky jsou uvedeny jako průměry ± směrodatná odchylka (s. o.) získané ze tří nezávislých měření 

provedených v duplikátu  

Závislost viability buněk nádorové linie HCT 116 na koncentraci 5-fluorouracilu 

je zobrazen v Grafu č. 1. „Dose response“ křivka ukazuje, ţe viabilita buněk klesá se rostoucí 

koncentrací léčiva. Nástup účinku 5-fluorouracilu je pozvolný a s prodluţujícím se časem 

se účinek zvyšuje.  

 

Graf č. 1: Závislost viability nádorové linie HCT 116 na koncentraci 5-fluorouracilu [µM] 

48 a 72 h po ošetření 
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Nokodazol při všech provedených MTT testech vykazoval výrazně vyšší účinek 

a to i při niţších koncentracích neţ 5-fluorouracil. Po 48 hodinové inkubaci byla hodnota IC50 

nokodazolu 0,095 
 

± 0,016 µmol·l
-1

, po 72 hodinách potom 0,036 ± 0,011 µmol·l
-1

 

(viz Tabulka č. 4). Zaznamenán byl tedy téměř trojnásobný pokles – rozdíl mezi jednotlivými 

časy není tak výrazný jako u 5-fluorouracilu. Účinek různých koncentrací nokodazolu 

na buňky nádorové linie BxPC3 po 48 i 72 hodinách je zobrazen na Grafu č. 2.  

 

Graf č. 2: Závislost viability nádorové linie HCT 116 na koncentraci nokodazolu [µM] 

48 a 72 h po ošetření  

Srovnání působení 5-fluorouracilu a nokodazolu po 48 hodinách je znázorněno 

na Grafu č. 3. Z tohoto grafu vyplývá, ţe účinek nokodazolu nastupuje při niţších 

koncentracích a mechanismus účinku je pravděpodobně jiný neţ u 5-fluorouracilu. Průběh 

křivek také ukazuje, ţe 5-fluorouracil nedosahuje stejně vysokého účinku jako nokodazol, 

a to ani v nejvyšších testovaných koncentracích. IC50 5-fluorouracilu je pro tento čas téměř 

466× vyšší neţ IC50 nokodazolu (viz Tabulka č. 4). 

Porovnání účinku obou látek po 72 hodinách je znázorněno na Grafu č. 4. Zde 

je patrné, ţe se účinek 5-fluorouracilu přiblíţil maximálnímu pozorovanému účinku 

nokodazolu více, neţ tomu bylo po 48 hodinách. Při srovnání hodnot IC50 však stále 

nalezneme výrazný rozdíl. Hodnota IC50 5-fluorouracilu je téměř 306× vyšší, z čehoţ 

vyplývá, ţe nokodazol byl v rámci této buněčné linie potentnějším léčivem.  
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Graf č. 3: Závislost viability nádorové linie HCT 116 na koncentracích testovacích 

látek [µM] 48 h po ošetření  

 

 

Graf č. 4: Závislost viability nádorové linie HCT 116 na koncentracích testovacích 

látek [µM] 72 h po ošetření 

 V počátcích práce s buněčnou linií BxPC3 bylo vyuţito optimalizace provedené 

na linii HCT 116. Rozptyl koncentrací pro 5-fluorouracil byl nejdříve nastaven 

na 0,781 µmol·l
-1 

aţ 200 µmol·l
-1

. Stanovení hodnoty IC50 však nebylo v rámci tohoto 

rozmezí příliš úspěšné. Rozsah koncentrací byl následně upraven na 0,488 µmol·l
-1

 aţ 250 
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µmol·l
-1

. Koncentrace nokodazolu byla pro všechna měření zachována v rozsahu 

0,01 µmol·l
-1 

aţ 5 µmol·l
-1

. 

Tabulka č. 5: Hodnoty IC50 (v µmol·l
-1

) a směrodatné odchylky získané MTT esejemi 

pro obě testovací látky, nádorová linie BxPC3  

 

5-fluorouracil Nokodazol 

48 h 72 h 48 h 72 h 

IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. 

BxPC3 104,2 13,3 13,1 1,8 0,045 0,005 0,032 0,006 

Výsledky jsou uvedeny jako průměry ± směrodatná odchylka (s. o.) získané ze tří nezávislých měření 

provedených v duplikátu  

 Hodnota IC50 5-fluorouracilu při vyhodnocení po 48 hodinách odpovídala 

104,2 ± 13,3 µmol·l
-1

 a po 72 hodinách 13,1 ± 1,8 µmol·l
-1 

(viz Tabulka č. 5). 

Mezi jednotlivými časy je tedy zjevné výrazné sníţení, konkrétně 8×. Závislost viability 

buněk nádorové linie BxPC3 na koncentraci 5-fluorouracilu je zobrazena na Grafu č. 5. 

Z tohoto grafu vyplývá, ţe s rostoucí koncentrací a s prodluţujícím se časem, se zvyšuje 

účinnost testovací látky. Obdobný průběh má také „dose response“ křivka 5-fluorouracilu 

pro buněčnou linii HCT 116. 

 

Graf č. 5: Závislost viability nádorové linie BxPC3 na koncentraci 5-fluorouracilu [µM] 

48 a 72 h po ošetření 



 

 

31 

 

Hodnota IC50 nokodazolu 48 hodin po ošetření odpovídala 

0,045 ± 0,005 µmol·l
-1

a po 72 hodinách pak 0,032 ± 0,006 µmol·l
-1

 (viz Tabulka č. 5). Jedná 

se o nejméně výrazné sníţení hodnoty IC50 ze všech testovaných variant – pouze 1,4×.           

Z Grafu č. 6 je patrné, ţe účinek nokodazolu na buněčnou linii BxPC3 je značný jiţ 

po 48 hodinách. Průběh „dose response“ křivek odpovídá průběhu sledovanému u nádorové 

linie HCT 116.  

 

 

Graf č. 6: Závislost viability nádorové linie BxPC3 na koncentraci nokodazolu [µM] 

48 a 72 h po ošetření 

Účinek 5-fluorouracilu a nokodazolu na buněčnou linii BxPC3 po 48 hodinách 

je znázorněn na Grafu č. 7. Hodnota IC50 5-fluorouracilu je 2316× vyšší neţ IC50 nokodazolu 

(viz Tabulka č. 5). Na Grafu č. 7 je vidět, ţe opět ani nejvyšší testovaná koncentrace 

5-fluorouracilu nedosahuje stejného účinku jako řádově niţší dávky nokodazolu. 

Po 72 hodinách je patrný stejný trend (viz Graf č. 8), i kdyţ nejvyšší testované 

koncentrace 5-fluorouracilu se k maximálnímu pozorovanému účinku nokodazolu přibliţují 

více. IC50 5-fluorouracilu je 409× vyšší neţ IC50 nokodazolu (viz Tabulka č. 5). Podobný 

průběh křivek bylo moţné pozorovat také u linie HCT 116. 
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Graf č. 7: Závislost viability nádorové linie BxPC3 na koncentracích testovacích látek [µM] 

48 h po ošetření 

 

Graf č. 8: Závislost viability nádorové linie BxPC3 na koncentracích testovacích látek [µM] 

72 h po ošetření  

Celkově z provedených MTT esejí a získaných hodnot IC50 vyplývá, ţe potentnější 

testovací látkou byl v případě obou linií nokodazol (viz Tabulka č. 6). U 5-fluorouracilu byl 

na druhou stranu viditelný výraznější pokles viability mezi studovanými časy. Z pohledu léčiv 

byl 5-fluorouracil účinnější na nádorové linii HCT 116, nokodazol potom na linii BxPC3. 
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Tabulka č. 6: Souhrnné výsledky – hodnoty IC50 (v µmol·l
-
1) a směrodatné odchylky získané 

MTT esejemi pro obě testovací látky, nádorová linie HCT 116 i BxPC3 

 

5-fluorouracil Nokodazol 

48 h 72 h 48 h 72 h 

IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. IC50 s. o. 

HCT116 44,3 7,4 11,0 1,5 0,095 0,016 0,036 0,011 

BxPC3 104,2 13,3 13,1 1,8 0,045 0,005 0,032 0,006 

Výsledky jsou uvedeny jako průměry ± směrodatná odchylka (s. o.) získané ze tří nezávislých měření 

provedených v duplikátu  

Z tvaru křivek popisujících závislost viability na koncentraci 5-fluorouracilu (viz Graf 

č. 1 a 5) vyplývá, ţe by bylo vhodné testovat i vyšší koncentrace léčiva. Na rozdíl 

od  nokodazolu, nebylo ani jednou dosaţeno plateau fáze a je tedy moţné, ţe při vyšších 

koncentracích by se viabilita buněk ještě dále sniţovala. Průběh křivek také odpovídá 

mechanismu účinku testovacích látek. 

5.3 Měření frakční viability prostřednictvím barvení trypanovou modří 

Pomocí barvení trypanovou modří byla stanovována frakční viabilita. Na rozdíl          

od MTT esejí nebyla v rámci těchto měření provedena normalizace na kontrolu. Experimenty 

stejně jako v případě MTT esejí byly nejdříve prováděny na buněčné linii HCT 116                

a aţ následně na linii BxPC3. Koncentrace testovacích látek byly stanoveny na základě 

výsledků MTT testů. Pro 5-fluorouracil byly zvoleny koncentrace 3,125; 25; 150 a 200 

µmol·l
-1

, pro nokodazol pak 0,098; 0,195; 0,391 a 0,781 µmol·l
-1

. Kontroly byly zachovány 

jako při MTT esejích, nicméně pro přehlednost jsou v grafech zaneseny pouze kontroly bez 

vehikula (kontroly s vehikulem vykazovaly viabilitu srovnatelnou s kontrolami bez něj). 

Vyhodnocení proběhlo opět po 48 a 72 hodinách. Získaná data byla statisticky vyhodnocena 

pomocí Studentova t-testu, přičemţ hodnota p < 0,05 byla povaţována za statisticky 

signifikantní. Experimenty byly prováděny v triplikátu a ve třech nezávislých opakováních. 

Frakční viabilita buněk nádorové linie HCT 116 48 a 72 hodin po ošetření 

5-fluorouracilem je znázorněna na Grafu č. 9 a č. 10. Z Grafu č. 9 vyplývá, ţe 48 hodin 

po ošetření je stále více neţ 50 % buněk ţivotných a to i v případě nejvyšší pouţité 

koncentrace. Po 72 hodinách je patrný pokles viability buněk kultivovaných s přídavkem 150 

a 200 µmol·l
-1 

5-fluorouracilu. Právě mezi těmito hodnotami byl nalezen statisticky 

významný rozdíl. U koncentrace 25 µmol·l
-1 

také došlo ke sníţení viability, nicméně tento 



 

 

34 

 

pokles nebyl statisticky signifikantní. Z grafů lze dále vyčíst, ţe s prodluţujícím se časem 

účinek 5-fluorouracilu roste. 

 

Graf č. 9: Frakční viabilita nádorové 

linie HCT 116 48 h po ošetření 5-FU 

 

Graf č. 10: Frakční viabilita nádorové 

linie HCT 116 72 h po ošetření 5-FU 

 Frakční viabilita buněk linie HCT 116 po ošetření nokodazolem je znázorněna 

na Grafech č. 11 a 12. V tomto případě byl statisticky signifikantní rozdíl nalezen 

mezi koncentracemi 0,195 µmol·l
-1 

a 0,391 µmol·l
-1

. Mezi nejvyšší a nejniţší uţitou 

koncentrací nokodazolu statisticky významný rozdíl nalezen nebyl. Z toho lze usuzovat, 

ţe nokodazol v koncentraci 0,781 µmol·l
-1

 vyvolal maximální pozorovanou, případně jí 

blízkou odpověď jiţ po 48 hodinách. 

 

Graf č. 11: Frakční viabilita nádorové 

linie HCT 116 48 h po ošetření NOCO 

 

Graf č. 12: Frakční viabilita nádorové 

linie HCT 116 72 h po ošetření NOCO 
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Ze srovnání Grafů č. 9, 10, 11 a 12 vyplývá, ţe nokodazol sníţil viabilitu buněk linie 

HCT 116 více a současně v niţších koncentracích neţ 5-fluorouracil. Na základě toho lze 

konstatovat, ţe nokodazol je potentnější testovací látkou neţ 5-fluorouracil.   

 Výsledky měření frakční viability buněk nádorové linie BxPC3 48 a 72 hodin 

po ošetření 5-fluorouracilem jsou znázorněny na Grafech č. 13 a 14. U této buněčné linie byl 

pozorován výraznější pokles viability po ošetření 5-fluorouracilem neţ u buněk linie HCT 

116. Pomocí t-testu (p < 0,05) byl statisticky signifikantní rozdíl odhalen u nejvyšších uţitých 

koncentrací – 150 a 200 µmol·l
-1

. Všechny testované koncentrace 5-fluorouracilu, včetně 

nejniţší usmrtily více neţ 50 % buněk. 

 

Graf č. 13: Frakční viabilita nádorové 

linie BxPC3 48 h po ošetření 5-FU 

 

Graf č. 14: Frakční viabilita nádorové 

linie BxPC3 72 h po ošetření 5-FU 

Frakční viabilita buněk linie BxPC3 48 a 72 hodin po ošetření nokodazolem 

je znázorněna na Grafech 15 a 16.  Statisticky signifikantní rozdíl byl pomocí t-testu 

(p < 0,05) nalezen pouze u koncentrace 0,195 µmol·l
-1

.   
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Graf č. 15: Frakční viabilita nádorové 

linie BxPC3 48 h po ošetření NOCO 

 

Graf č. 16: Frakční viabilita nádorové 

linie BxPC3 72 h po ošetření NOCO 

Obě látky jiţ po 48 hodinách usmrtily více neţ 50 % buněk (viz Graf 13, 14, 15 a 16), 

nicméně nokodazol opět sniţoval viabilitu buněk linie BxPC3 výrazněji neţ 5-fluorouracil 

v řádově niţších koncentracích a lze tedy konstatovat, ţe je na pro tuto buněčnou linii 

potentnější. Ze srovnání Grafů č. 9, 10, 13 a 14 vyplývá, ţe celkově byl účinek 

5-fluorouracilu na buněčnou linii BxPC3 výraznější neţ na linii HCT 116. Nokodazol taktéţ 

vykazoval vyšší potenci pro linii BxPC3 (viz Graf č. 11, 12, 15 a 16).  

Z výsledků barvení trypanovou modří vyplývá, ţe pro obě buněčné linie je potentnější 

testovací látkou nokodazol. Stejně jako MTT eseje i barvení trypanovou modří potvrdilo, 

ţe 5-fluorouracil vyţaduje delší inkubační dobu pro plné rozvinutí účinku a naopak, ţe účinek 

nokodazolu nastupuje rychleji. 

5.4 Srovnání relativní a frakční viabillity na příkladu 5-fluorouracilu  

Na základě MTT eseje nelze určit, zda buňky prošly apoptózou a jsou mrtvé, 

nebo u nich došlo k zastavení proliferace, případně k sníţení metabolické aktivity. To je 

při testování třeba rozlišit a moţné to je například srovnáním relativní viability získané MTT 

esejí a frakční viability změřené pomocí barvení trypanovou modří.   

Srovnání relativní a frakční viability buněk linie HCT 116 48 a 72 hodin po ošetření 

5-fluorouracilem o koncentraci 150 µmol·l
-1

 je zobrazeno v Grafu č. 17. Z grafu je patrné,    

ţe frakční viabilita získaná pomocí barvení trypanovou modří je výrazně vyšší neţ relativní 

viabilita změřená MTT esejí, přičemţ rozdíl je signifikantnější 72 hodin po ošetření.  
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Graf č. 17: Srovnání relativní a frakční viability buněk linie HCT 116 48 a 72 h po ošetření 

5-fluorouracilem o koncentraci 150 µmol·l
-1

 

 V Grafu č. 18 je znázorněno srovnání relativní a frakční viability buněk nádorové linie 

BxPC3 48 a 72 hodin po ošetření. Po 72 hodinách je frakční a relativní viabilita téměř totoţná 

a ani pomocí t-tetu nebyl mezi hodnotami nalezen statisticky signifikantní rozdíl. Po 48 

hodinách rozdíl mezi frakční a relativní viabilitou výraznější, přičemţ relativní viabilita 

je vyšší.  

 

Graf č. 18: Srovnání relativní a frakční viability buněk linie BxPC3 48 a 72 h po ošetření 

5-fluorouracilem o koncentraci 150 µmol·l
-1

 

 Při srovnání Grafů 17 a 18 lze vidět, ţe výraznější rozdíly mezi relativní a frakční 

viabilitou byly zaznamenány u rychle se dělící nádorové linie HCT 116. To naznačuje,         

ţe cytotoxicita 5-fluorouracilu pro linii HCT 116 by mohla být v důsledku namnoţení 

kontroly nadhodnocena.  
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5.5 Hodnocení rozsahu apoptózy pomocí inverzního mikroskopu 

Veškerým experimentům předcházela vizuální kontrola buněk pomocí inverzního 

mikroskopu s následnou fotografickou dokumentací (foceno při zvětšení 20×). Po ošetření 

buněk testovacími látkami byly pozorovány charakteristické projevy apoptózy jako změna 

objemu, fragmentace jader i celých buněk. (viz Obrázek č. 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 a 13). 

Sledován byl také dobrý stav kontrolních populací (viz Obrázek č. 9 a 14).  

 

Obrázek č. 5: Nádorová linie HCT 116 48 h 

po ošetření 5-FU o koncentraci 200 µM 

 

Obrázek č. 6: Nádorová linie HCT 116 72 h 

po ošetření 5-FU o koncentraci 200 µM 

 

Obrázek č. 7: Nádorová linie HCT 116 48 h 

po ošetření NOCO o koncentraci 0,781 µM 

 

Obrázek č. 8: Nádorová linie HCT 116 72 h 

po ošetření NOCO o koncentraci 0,781 µM 

 

Obrázek č. 9: Kontrolní buňky nádorové 

linie HCT 116 
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Obrázek č. 10: Nádorová linie BxPC3 48 h 

po ošetření 5-FU o koncentraci 200 µM 

 

Obrázek č. 11: Nádorová linie BxPC3 72 h 

po ošetření 5-FU o koncentraci 200 µM 

 

Obrázek č. 12: Nádorová linie BxPC3 48 h 

po ošetření NOCO o koncentraci 0,781 µM 

 

Obrázek č. 13: Nádorová linie BxPC3 72 h 

po ošetření NOCO o koncentraci 0,781 µM 

 

Obrázek č. 14: Kontrolní buňky nádorové 

linie BxPC3 
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6 DISKUSE 

Předloţená diplomová práce si kladla za cíl studovat aktivitu dvou testovacích látek 

na zvolených buněčných modelech pomocí dvou in vitro testů cytotoxicity – MTT eseje 

a barvení trypanovou modří. Pomocí obou těchto testů je hodnocena buněčná viabilita,         

ale vţdy jiného charakteru. MTT esejí je měřena tzv. relativní viabilita, při barvení 

trypanovou modří pak viabilita frakční. Tyto testy byly vybrány záměrně, protoţe jsou 

v Laboratoři molekulární biofyziky a farmakologie dobře zavedeny. Navíc je MTT esej dnes 

povaţována za „zlatý standard“ pro hodnocení cytotoxicity potenciálních léčiv 

a je v primárním výzkumu rutinní záleţitostí. Tato metoda nicméně vykazuje celou řadu 

limitací, které je třeba vzít v úvahu před zahájením vlastních experimentů. Dnes je moţné 

dohledat mnoho publikací, které se problematice srovnání různých testů cytotoxicity věnují 

(Borenfreund et al., 1988, Petty et al., 1995, Schröterová et al., 2009, Zwolak, 2013).  

Experimenty byly prováděny na nádorové linii HCT 116 odvozené 

z kolorektálního  karcinomu a na linii BxPC3 odvozené z adenokarcinomu slinivky břišní. 

Testovacími látkami byl 5-fluorouracil a nokodazol. Oba testy byly vyhodnocovány po 48 

a 72 hodinách. 

V rámci experimentální části se podařilo úspěšně stanovit frakční viabilitu buněk 

i hodnoty IC50. Na základě těchto získaných výsledků lze konstatovat, ţe potentnější testovací 

látkou jak pro linii HCT 116, tak také pro linii BxPC3 byl nokodazol. Dále lze říci, ţe obě 

metody poskytují značně odlišné výsledky. Nesoulad v hodnocení viability pomocí MTT 

eseje a přímého počítání buněk zaznamenali například také Stepanenko et Dmitrenko (2015) 

nebo Zwolak (2013). 

Viabilita buněk byla na základě barvení trypanovou modří ve většině případů výrazně 

vyšší neţ viabilita stanovená MTT testy. Větší diskrepance byly nalezeny u vyhodnocení 

po 48 hodinách. Tyto rozdíly mohou naznačovat, ţe MTT esej nadhodnocuje cytotoxické 

účinky testovaných látek. Buňky, které jsou metabolicky méně aktivní nebo je ovlivněna 

jejich proliferace totiţ mohou být na základě MTT eseje nesprávně determinovány jako 

mrtvé. Sníţený metabolismus však neovlivní výsledky barvení trypanovou modří. Při něm 

se tyto buňky budou stále jevit jako ţivotné.  

Dalším faktorem, který by potenciálně mohl k pozorovaným rozdílům přispět je 

i nadhodnocení viability, které popisuje Altman (1993). Podle něj jsou buňky v raných fázích 
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apoptózy  schopné barvivo částečně vylučovat a mohou tak být nesprávně vyhodnoceny jako 

ţivotné.  

Vysoké směrodatné odchylky a naopak niţší viabilita (ve srovnání s výsledkem MTT 

eseje) zaznamenaná u linie BxPC3 po ošetření 5-fluorouracilem byla pravděpodobně 

zapříčiněna způsobem provedení a vlastní metodikou. Zpracování vzorků pro toto barvení je 

mnohokrokový proces, který zahrnuje trypsinizaci a sklizení buněk. Právě proces trypsinizace 

představoval největší riziko sníţení viability vzorku. Příliš dlouhá expozice trypsinu totiţ 

můţe vést k usmrcení původně ţivých buněk. Obě buněčné linie byly adherentní, nicméně 

během trypsinizace se chovaly odlišně. Buňky linie HCT 116 se ode dna desky uvolňovaly 

snadno. S buňkami linie BxPC3 byla práce komplikovanější. Ani po prodlouţené inkubaci 

s trypsinem se od podkladu téměř neuvolňovaly. Buňky tedy bylo potřeba sklízet škrabkou. 

Po uvolnění se navíc drţely v okrajích jamek destičky a bylo nutné je důkladně 

resuspendovat. Po sklizení příslušné buněčné populace vţdy pro jistotu proběhla také kontrola 

dna jamky pomocí mikroskopu. Proces sklizení však byl pro buňky poměrně náročný 

a v průběhu mohlo dojít k jejich mechanickému poškození.  

Pro vlastní počítání buněk nebyla v rámci experimentů vyuţívána Bürkerova komůrka, 

ale automatická počítačka TC20
TM 

od společnosti Bio-Rad. Vlastní hodnocení, zda je buňka 

obarvená, či nikoliv tedy nebylo zatíţeno lidským faktorem. Drobnou překáţku představovalo 

rozmezí (5×10
4 

aţ 1×10
7 

buněk/mililitr), ve kterém pouţitá počítačka pracuje. Sklizené 

mnoţství buněk bylo po aplikaci zejména vysokých koncentrací testovacích látek velmi nízké. 

Buňky byly také silně naředěné a v některých případech počítačka nebyla schopná 

koncentraci buněčné suspenze změřit. Celkově lze říci, ţe reprodukovatelnost barvení 

trypanovou modří byla ve srovnání s MTT esejemi niţší. Před nepřesnostmi stanovování 

viability pomocí barvení trypanovou modří varovala jiţ Tennant (1964) a to zejména, pokud 

je předpokládaná viabilita buněčné populace niţší.  

Další nevýhodou barvení trypanovou modří bylo, ţe neposkytovala ţádnou informaci 

o buněčném metabolismu (Schwartz et al., 2020). 

Ze získaných výsledků dále vyplývá, ţe obě metody jsou poměrně dobré 

pro demonstraci závislosti účinku testované látky na čase. Nokodazol i 5-fluorouracil 

ve vysokých koncentracích způsobovaly signifikantní sníţení viability u obou buněčných 

linií, nicméně jednotlivé linie vykazovaly odlišnou sensitivu k testovacím látkám. Na základě 

hodnot IC50 byla vůči nokodazolu rezistentnější linie HCT 116. Vůči 5-fluorouracilu pak 
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buněčná linie BxPC3, coţ odpovídá předpokladu. Mechanismus účinku 5-fluorouracilu totiţ 

spočívá v inhibici thymidylát syntázy a v interferenci s replikací DNA (Longley et al., 2003, 

Voděnková et al., 2020, Hruba et al., 2023), z čehoţ vyplývá, ţe na rozdíl od nokodazolu, 

se účinek 5-fluorouracilu bude postupně s časem a prodělanými buněčnými cykly výrazněji 

zvyšovat. To MTT esej potvrdila a stejných výsledků dosáhl také například Ardil et Alper 

(2022). 

Poměrně překvapivé však bylo, ţe rozdíl v poklesu hodnot IC50 5-fluorouracilu 

byl dvakrát větší právě pro pomalu se dělící linii BxPC3. I kdyţ je tento rozdíl moţný, nebylo 

očekáváno, ţe bude aţ tak výrazný. 

Čím je tato sledovaná skutečnost způsobena, není jasné. Jednou z moţných variant 

je sníţení viability kontrolních buněk linie HCT 116. Při vyhodnocení MTT eseje dochází 

k normalizaci na tyto kontrolní buňky a předpokládá se, ţe jejich viabilita je 100% (Krebs 

et al., 2018). Pokud tomu tak není a ţivotnost kontroly je nějakým negativním způsobem 

ovlivněna, můţe dojít ke zkreslení výsledku testu. V tomto případě buňky linie HCT 116 

rostly velmi rychle a při vizuální kontrole před vlastní MTT esejí dosahovaly vţdy (téměř) 

100% konfluence. Právě vysoká konfluence můţe negativně ovlivňovat viabilitu buněk.  

Při srovnání frakční a relativní viability byly větší rozdíly zaznamenány naopak u linie 

HCT 116. U linie BxPC3 nebyl po 72 hodinách rozdíl zaznamenán, po 48 hodinách rozdíl 

zaznamenán byl, nicméně menší neţ u linie HCT 116. Vzhledem k tomu, ţe se buňky linie 

HCT 116 dělí přibliţně třikrát rychleji neţ buňky linie BxPC3, je moţné, ţe hodnota IC50 

5-fluorouracilu byla u linie HCT 116 ovlivněna intenzivním nárůstem neošetřených 

kontrolních buněk. Pokud se buňky kontroly intenzivně dělí, dochází v důsledku normalizace 

k nadhodnocení cytotoxického účinku testované látky a tedy i ke sníţení hodnoty IC50.   

Kromě výše uvedených nedostatků MTT eseje způsobených zejména nutností 

normalizace vůči kontrole můţe být účinek testované látky nadhodnocen, či podhodnocen 

v důsledku dalších faktorů. Jak uvádí Stepanenko et Dmitrenko (2015) expozice některým 

léčivům můţe v buňkách vyvolat metabolické adaptivní změny, které mohou zasáhnout také 

dehydrogenázy zajišťující redukci MTT. Podle Ulukaya et al., 2004 je také vhodné před esejí 

ověřit, zda testované léčivo s MTT chemicky neinteraguje. Navíc určitou diskrepanci 

do výsledků vnáší také případné promývací kroky (Campling et al., 1991). Naopak výhodou 

MTT eseje oproti barvení trypanovou modří je určitě moţnost automatizace a menší časová 

náročnost. 
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7 ZÁVĚR 

Předloţená diplomová práce se zabývá problematikou faktorů ovlivňujících vyhodnocení 

in vitro testů cytotoxicity. Teoretická část je věnována zejména preklinickému hodnocení 

lékové odpovědi biologicky aktivních látek, apoptóze a ovlivnění proliferace. Uveden je také 

přehled in vitro metod pro studium relativní a frakční viability, stručný výčet v současnosti 

uţívaných chemoterapeutik a krátká charakteristika uţitých testovacích látek. Náplní 

experimentální části diplomové práce bylo provedení MTT esejí a tzv. trypan bue exclusion 

eseje (barvení trypanovou modří). Pracováno bylo se dvěma odlišnými buněčnými liniemi 

a dvěma testovacími látkami. Vyhodnocení experimentů probíhalo vţdy po 48 a 72 hodinách. 

Prostřednictvím MTT testů byly úspěšně stanoveny hodnoty IC50 pro obě testovací látky 

na obou buněčných liniích. Tyto hodnoty byly následně srovnávány s výsledky barvení 

trypanovou modří. Obě metody potvrdily, ţe 5-fluorouracil i nokodazol ve vysokých 

koncentracích významně sniţují viabilitu. Potence testovacích látek zjištěná jednotlivými 

testy se však výrazně lišila. Ve většině případů barvení trypanovou modří vykazovalo větší 

viabilitu neţ MTT esej.  

. Bylo dokázáno, ţe MTT esej i barvení trypanovou modří mají své nedostatky. 

V případě obou metod můţe dojít k nadhodnocení, případně podhodnocení viability, 

respektive cytotoxických vlastností testovaných látek. Barvení trypanovou modří neposkytuje 

informace o metabolické aktivitě buněk. Na základě MTT eseje pak nelze určit, zda buňky 

prošly apoptózou, či jsou pouze metabolicky méně aktivní. Výsledky hodnocení cytotoxicity 

jsou navíc závislé na mechanismu účinku testované látky, čase vyhodnocení, ale také 

na rychlosti proliferace buněčné linie, na které jsou experimenty prováděny. Závěrem tedy lze 

konstatovat, ţe pro získání uceleného obrázku o viabilitě buněčné populace a toxicitě 

studované látky je nejvhodnější současně kombinovat více různorodých in vitro technik. 
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