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SÚHRN 

Skríning cytotoxicity in vitro a mechanizmus pôsobenia prírodných a synteticky pripravených látok 
využiteľných v chemoterapii nádorov

Cieľom práce je poskytnúť stručný prehľad o aktuálnej situácii v oblasti skríningu cytotoxického účinku
a mechanizmu pôsobenia prírodných a syntetických látok využiteľných v chemoterapii nádorov. Medzi v súčas-
nosti najčastejšie sa vyskytujúce a najzávažnejšie ochorenia patria onkologické ochorenia, ktoré predstavujú pre
človeka život ohrozujúce riziko. Vážnou komplikáciou protinádorovej terapie je neadekvátna terapeutická odpo-
veď, ktorá je zapríčinená rezistenciou ľudského organizmu na používané liečivá, chemoterapeutiká. A práve rezi-
stencia je jednou z hnacích síl, ktoré nás neustále nútia vyhľadávať nové protinádorovo účinné liečivá, či už prí-
rodného alebo syntetického pôvodu. Dnes sa bežne a rutinne používa na vyhľadávanie nových potenciálnych
cytostatík primárny skríning in vitro, pri ktorom sa rôznymi metódami sleduje citlivosť nádorových buniek ras-
túcich in vitro na cytotoxické látky. Vlastnosti potenciálnej protinádorovej zlúčeniny sú charakterizované rôz-
nymi parametrami, medzi ktoré patrí antiproliferačná aktivita, sledovanie štrukturálnych a funkčných zmien
cytoplazmovej membrány, zmien v obsahu bunkových proteínov, resp. nukleových kyselín, zmien metabolizmu
buniek, zmien bunkového cyklu, indukcia apoptózy, enzýmová aktivita (dihydrofolátreduktázy, proteináz, pro-
teínkináz, topoizomeráz, tymidylátsyntetázy), vplyv na mitochondrie, cytoskelet bunky, telomerázová aktivita
atď. Sledovaním týchto parametrov súčasne sledujeme aj mechanizmus účinku cytotoxicky účinnej látky. 

K ľ ú č o v é  s l o v á: nádorová transformácia buniek – cytotoxicita – smrť bunky – bunkový cyklus – 
cytoskelet
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SUMMARY

Cytotoxicity Screening and Mode of Action of Natural and Synthetically Prepared Compounds Usable in
Tumour Chemotherapy

The paper reviews the current approaches to cytotoxic effect screening and mode of action of natural and
synthetic compounds usable in tumour chemotherapy. Oncological diseases belong to the most frequently
occurring and the most serious diseases that threaten millions of human lives. A serious complication of
anticancer therapy is an inadequate therapeutic answer which is caused by the resistance of the human organism
to the employed drugs, chemotherapeutic agents. Therefore the resistance is one of the driving forces which
constantly force us to search for new anticancer effective drugs of natural or synthetic origin. Primary screening
in vitro, in which by different methods the sensitivity of cancer cells growing in vitro to cytotoxic compounds
is monitored, is commonly and routinely used for searching for new potential cytostatics today. The properties
of a potential anticancer compound are characterized by different parameters, which include antiproliferative
activity, monitoring of structural and functional changes in the cytoplasmic membrane, changes in cell proteins
and nucleic acids content, cell metabolism changes, cell cycle changes, induction of apoptosis, enzymatic
activity (dihydrofolate reductase, proteinases, proteinkinases, topoisomerases, tymidylatsynthetase), effect on
mitochondria, cell cytoskeleton, telomerase activity, etc. By monitoring these parameters, the mode of action of
a cytotoxically effective compound can be followed up.
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Medzi v súčasnosti najčastejšie sa vyskytujúce a najzá-
važnejšie ochorenia patria onkologické ochorenia, ktoré
predstavujú pre človeka život ohrozujúce riziko. Vážnou
komplikáciou protinádorovej terapie je neadekvátna tera-
peutická odpoveď, ktorá je zapríčinená rezistenciou ľud-
ského organizmu na používané liečivá, chemoterapeutiká.
A práve rezistencia je jednou z hnacích síl, ktoré nás neu-
stále nútia vyhľadávať nové protinádorovo účinné liečivá,
či už prírodného alebo syntetického pôvodu. 

V rámci stratégie vyhľadávania nových protinádoro-
vých látok sa výskum sústreďuje na dva hlavné prístupy,
na zlepšenie farmakologických a terapeutických vlast-
ností klasických cytostatík a vývoj nových účinných
látok zasahujúcich do bunkovej proliferácie, signálnych
dráh, regulačných procesov, procesov metastázovania
atď. Vlastnosti potenciálnej protinádorovej zlúčeniny sú
charakterizované rôznymi parametrami, medzi ktoré pat-
rí antiproliferačná aktivita, sledovanie štrukturálnych
a funkčných zmien cytoplazmovej membrány, zmien
v obsahu bunkových proteínov, resp. nukleových kyse-
lín, zmien metabolizmu buniek, zmien bunkového cyklu,
indukcia apoptózy, enzýmová aktivita (dihydrofolátre-
duktázy, proteináz, proteínkináz, topoizomeráz, tymidy-
látsyntetázy), vplyv na mitochondrie, cytoskelet bunky,
telomerázová aktivita atď. Sledovaním týchto paramet-
rov súčasne sledujeme aj mechanizmus účinku cytoto-
xicky účinnej látky. 

Nové cytotoxické a biologické látky s rôznymi mecha-
nizmami účinku sa vyznačujú protinádorovou aktivitou
tak, že zasahujú molekulové dráhy a mechanizmy „pre-
žitia” nádorovej bunky. A práve v posledných rokoch je
jednou z hlavných tém výskumu bunkovej a molekulovej
biológie, ako aj experimentálnej onkológie programova-
ná smrť bunky – apoptóza. Lepšie porozumenie mecha-
nizmom apoptózy môže prispieť k vývoju nových prístu-
pov v nádorovej terapii.

Nádorová transformácia buniek

Na živý organizmus neustále pôsobia chemické, fyzi-
kálne a biologické účinky, ktoré môžu viesť k mutačným
zmenám v jeho bunkách. Akumulácia mutácií v génoch
kontrolujúcich rast bunky môže viesť k jej aktivácii – ini-
ciácii. Za vhodných okolností sa iniciovaná bunka
v dôsledku promócie môže zmeniť na prvý stupeň nádo-
rovej bunky, ktorý je charakterizovaný preneoplastický-
mi léziami. V dôsledku genetických zmien sa vznikajúca
neoplastická bunka stáva nesmrteľnou a sebestačnou
v neobmedzenom raste. Súčasne ovplyvňuje svoje okolie
vo svoj prospech a stáva sa rezistentnou k normálnym
homeostatickým regulačným mechanizmom organizmu.
Ďalším stupňom vo vývoji preneoplastickej bunky je
premena na malígnu bunku. Proces vzniku nádorovej
bunky je stupňovitý, pričom v prvých fázach je zvratný,
ale so zvyšujúcim sa počtom mutácií v somatickej bunke
sa šanca na spätný zvrat nádorovej bunky na normálnu
zmenšuje. Hlavnú úlohu pri primárnom vzniku nádoro-
vej bunky zohrávajú zmeny spôsobené poškodením
génov, a to aktiváciou protoonkogénov na nádorové
onkogény, inaktiváciou nádorových supresorových
génov (antionkogénov) a mutáciou v génoch zodpoved-

ných za opravu DNA, v dôsledku čoho nastáva deregulá-
cia bunkového cyklu a apoptózy a rozvíjajú sa ďalšie zna-
ky nádorového fenotypu ako napríklad narušenie opravy
DNA, chromozómová instabilita, narušenie medzibun-
kovej komunikácie a interakcií medzi bunkami a extra-
celulárnym substrátom, inhibícia diferenciácie a replika-
tívnej senescencie, zmeny v metabolizme, podpora
angiogenézy a zmena migračných vlastností buniek).
V konečnom dôsledku sa to prejaví nekontrolovaným
rastom a delením nádorových buniek, čiže ich nádoro-
vou transformáciou 1–5).

Na detekciu mutácií v génoch sa používa polymerázo-
vá reťazová reakcia (PCR), prepis RNA na DNA
a následná PCR (RT-PCR), hybridizácia podľa Souther-
na, detekcia polymorfizmu jednoreťazcovej DNA alebo
dvojzávitnicovej DNA a sekvenovanie DNA 1, 2). PCR je
metóda s veľmi širokým použitím, pričom môže odhaliť
jednu malígnu bunku na 105-106 normálnych buniek 6).
Mutácia génu, ktorá vedie k expresii proteínu rozdielnej
veľkosti, sa dá odhaliť pomocou testu na poškodený pro-
teín. Ak mutácia spôsobí tvorbu nového restrikčného
miesta v DNA získanej polymerázovou reťazovou reak-
ciou, detekcia mutácie sa dá uskutočniť štiepením prí-
slušnou restrikčnou endonukleázou. Nasleduje gélová
elektroforéza, ktorá umožňuje detekciu poškodeného
génu 1, 7).

Nádorová transformácia buniek vzniká postupným
nahromadením genetických zmien, pri ktorej dochádza
k aktivácii alebo inaktivácii signálnych dráh kontrolujú-
cich bunkový cyklus delenia, apoptózu, replikačnú schop-
nosť, mobilizáciu zdrojov substrátov, angiogenézu atď.
Jadrové hormonálne receptory predstavujú skupinu sig-
nálnych molekúl nachádzajúcich sa v jadre. Sú to malé
lipofilné molekuly. Ligandy týchto receptorov sú napr.
steroidné hormóny, tyreoidálne hormóny a kyselina reti-
nová. Aktivovaný receptor sa viaže na DNA v oblasti pro-
mótora, a tak priamo reguluje transkripciu príslušných
génov 5). Medzi jadrové hormonálne receptory patrí aj
množstvo v nedávnej dobe objavených proteínov, ktorých
aminokyselinová sekvencia má rôzny stupeň príbuznosti
a ktoré nemajú známe ligandy – „orphan“ receptory.
Medzi „orphan“ receptory patria proliferátorom peroxi-
zómov aktivované receptory (PPaRs), pečeňové recepto-
ry X (LXRs), pregnanovaný receptor X (PXR), konštitu-
tívny androstanový receptor (CAR) a farnezoidný
receptor X (FXR). Ukázalo sa, že týmito hormónmi
sprostredkované signálne dráhy zasahujú do regulácie
metabolizmu glukózy, lipidov a rôznych liekov 8, 9). Proli-
ferátorom peroxizómov aktivované receptory (PPaRs α
ß/δ, γ) je skupina jadrových hormonálnych receptorov
s funkciou transkripčného faktora, ktorý reguluje expre-
siu génov zainteresovaných v množení peroxizómov,
metabolizme lipidov, raste buniek, ich diferenciácii alebo
proliferácii a v zápalových procesoch. PPaR sa význam-
ne podieľajú na bunkovej diferenciácii, keď ovplyvnením
tohto receptoru spojeného s receptorom kyseliny 9-cis-
-retinovej (RXR) pri heterodimerizácii PPaRs s RXR
dochádza k väzbe na DNA 5, 10–12).

Inou cestou k nádorovej transformácii je blokovanie
apoptózy alteráciou proteínov apoptotickej kaskády,
napr. mitochondriálneho proteínu Bcl-2, ktorý inhibuje
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apoptózu, ak je nadmerne alebo neprimerane exprimova-
ný 5, 10, 13–15). 

Transformované bunky vykazujú zvýšené vychytáva-
nie glukózy pre vyššiu afinitu glukózového transportéru
v membráne (nižšia KM). Ďalej u nich chýba povrchový
fibronektín, ktorý majú kľudové bunky a ktorý udržuje
ich tvar. Zmeny cytoskeletových elementov (aktínové
mikrofilamenty nie sú difúzne rozptýlené, ale sa kon-
centrujú pri povrchu) sú príčinou zvýšenej mobility
povrchových proteínov. Ďalším znakom nádorových
buniek je neprimeraná sekrécia transformujúcich rasto-
vých faktorov α a β (TGF α a ß) a ďalších rastových fak-
torov, ktoré riadia normálny vývoj embryonálnych bu-
niek. TGF α sa považuje za autokrinný mitogén
niektorých nádorov, ktorý stimuluje syntézu DNA a má
angiogénne účinky. Ide o analóg epidermálneho rastové-
ho faktoru (EGF), ktorý je secernovaný nádorovými bun-
kami a ktorý sa viaže na EGF-receptor a navodí tak jeho
trvalú stimuláciu. TGF ß inhibuje proliferáciu, migráciu
endoteliálnych buniek a stimuluje tvorbu inhibítorov
proteáz. Nádorové bunky tiež produkujú plazminogéno-
vý aktivátor, čo je proteáza premieňajúca plazminogén
na plazmín. Vysoká tvorba plazmínu nádorovou bunkou
pomáha penetrácií cez bazálnu lamínu. Mikroprostredie
(stroma), v ktorom sa nádorové bunky nachádzajú, má
taktiež vplyv na progresiu. Bolo dokázané, že metalo-
proteinázy stromálneho proteínového matrixu (MMP)
hrajú významnú úlohu v bunkovej proliferácii, diferen-
ciácii, remodelácii extracelulárneho matrixu, pri angio-
genézii a bunkovej migrácii. Mechanizmy pôsobenia
MMP zahŕňajú proteolytické štiepenie rastových fakto-
rov, ktoré sa stávajú dostupnými pre bunky, degradáciu
extracelulárneho matrixu umožňujúceho pohyb buniek
tkanivami a štiepenie signálnych receptorov potrebných
pre bunkovú migráciu 5, 16).

Pre dodávku živín a transport produktov metabolizmu
nádorov potrebujú nádory vlastnú vaskularizáciu. Angio-
genéza vzniká pučaním a inváziou endoteliálnych buniek
z existujúcich ciev ako odpoveď na mnohé extracelulár-
ne signály – ako vaskulárny endoteliálny rastový faktor
(VEGF) a fibroblastový rastový faktor (FGF-1 a -2).
VEGF je angiogenetickým faktorom, endoteliálnym
bunkovo špecifickým mitogénom a vaskulárnym per-
meabilným faktorom. VEGF ako multifunkčný mitogén
až 50 000-násobne viac zvyšuje mikrovaskulárnu perme-
abilitu ako histamín. Priamo stimuluje endoteliálny rast
a angiogenézu a predpokladá sa, že jeho zvýšená pro-
dukcia ovplyvňuje v dôsledku zvýšenej vaskulárnej per-
meability angiogenézu, tumorogenézu, metastázovanie
ako aj tvorbu malígnych efúzií 1). 

Zistilo sa, že nádorové bunky obsahujú enzým charak-
teru ribonukleoproteínu – telomerázu, ktorá je schopná
predlžovať teloméry, a tým umožňuje bunkám vyšší ale-
bo neobmedzený počet delení. V tkanive benígnych
nádorov a v normálnom tkanive sú hodnoty telomerázy
nízke až nulové. Neprítomnosť telomerázy spôsobuje
starnutie bunky, zastavenie jej proliferačnej aktivity a jej
zaniknutie. Zvýšená aktivita telomerázy je naopak záru-
kou trvalej proliferačnej aktivity a spôsobuje „nesmrte-
ľnosť nádorovej bunky“ 6, 10). 

Za kľúčový regulačný faktor, tzv. „strážca genómu

bunky“, sa považuje nádorový – supresorový gén p53,
ktorý monitoruje poškodenie DNA a indukuje zastavenie
bunkového cyklu vo fáze G1 alebo navodenie apoptózy.
Proteín p53 sa nachádza na chromozóme 17. Produkt
génu proteínu p53 sa viaže na DNA, čím stimuluje ďalší
gén, ktorého produkt proteín p21 sa viaže s cyklín –
dependentnou kinázou 2 (cdk2), ktorá stimuluje bunkové
delenie. Ak proteín p21 utvorí komplex s cdk2, bunka nie
je schopná pokračovať v ďalšom kroku bunkového dele-
nia, a tým sa zablokuje oprava poškodenej DNA alebo
apoptóza. Takto sa hromadia chyby v genetickom mate-
riále bunky. Mutáciou zmenený proteín p53 nie je schop-
ný efektívne sa viazať na DNA, v dôsledku čoho proteín
p21 nie je k dispozícii na zastavenie bunkového delenia.
Týmto spôsobom sa bunky dostávajú mimo kontroly
bunkového delenia, čo má za následok vznik nádorovej
bunky 1, 5, 10).

Na testovanie ovplyvnených nádorových bunkových
kultúr v médiách sa používa ľudská nádorová kolónová
metóda (metóda klonogénnych alebo nádorových kme-
ňových buniek, HTCA), ktorá skúma rast a chemosenzi-
tivitu klonogénnych nádorových buniek. Kolóny rastúce
v HTCA sú zložené z nádorových buniek a klonogénne
bunky v nádorových kolóniách majú vlastnosť samoob-
novy. Ďalej sa používa inhibičné testovanie populácií
a receptorové štúdie adhéznych signálnych molekúl,
medzi ktoré patrí kadherín. Kadherín je transmembráno-
vý proteín, ktorý sa zúčastňuje bunkovej adhézie. Hrá
veľmi dôležitú úlohu pri udržaní integrity multicelulár-
nych organizmov, pri diferenciácii buniek a vytváraní
štruktúr 5, 17). 

Častou komplikáciou pri nádorových ochoreniach je
mnohopočetná lieková rezistencia (MDR). Jej výskyt sa
najčastejšie spája s prítomnosťou transmembránového
P-glykoproteínu (P-gp), ktorý má schopnosť prenášať
xenobiotiká von z bunky. Výsledkom tejto aktivity je
nedostatočná vnútrobunková koncentrácia niektorých
liečiv používaných pri chemoterapii. P-gp patrí do rodi-
ny ABC (ATP-viažúce proteíny) transportných proteínov
podobne ako aj proteín príbuzný s mnohopočetnou lie-
kovou rezistenciou (MRP). Keďže množstvo týchto pro-
teínov je na povrchu buniek pomerne nízke, používajú sa
cytometrické testy, ktoré umožňujú stanovenie ich fukč-
nej aktivity. Využívajú sa fluorescenčné substráty, ako
napríklad JC-1 alebo R123 v kombinácii s inhibítormi
aktivity cyklosporínu A alebo PSC833 (pre P-gp) a pro-
benecidom (pre MRP). Meria sa rozdiel bunkovej kon-
centrácie substrátu bez a v prítomnosti inhibítora 1, 5).

Cytotoxický účinok prírodných a syntetických látok

Predklinický skríning protinádorovo účinných látok na
in vivo systémoch je nielen zložitý, časovo a ekonomic-
ky náročný, ale ako testovací model používa živé zviera-
tá. Preto sa bežne na vyhľadávanie nových potenciálnych
cytostatík používa primárny biologický, resp. biochemic-
ký skríning in vitro, pri ktorom sa sleduje citlivosť nádo-
rových buniek rastúcich in vitro na cytotoxické látky. 

Cytotoxicita predstavuje reverzibilné poškodenie bun-
ky, ktoré sa stráca po uplynutí určitého času od preruše-
nia expozície toxickou látkou alebo ireverzibilné poško-
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denie dôležitých funkcií, ktoré môže viesť k trvalým
nežiadúcim následkom až k smrti 18). 

Cytotoxicitu delíme na bazálnu (všeobecnú), orgáno-
vošpecifickú a organizačnú cytotoxicitu. Bazálna cytoto-
xicita predstavuje vplyv na základné procesy, ktoré
zahŕňajú štruktúry a funkcie (integrita bunkovej mem-
brány, mitochondriálna aktivita, syntéza DNA a proteí-
nov) spoločné pre všetky bunky v organizme vrátane
bunkových membrán, mitochondrií, chromozómov, ribo-
zómov a lyzozómov. Za látku s bazálnym cytotoxickým
účinkom sa považuje látka, ktorá už pri nízkych alebo
stredných koncentráciách inhibuje bunkovú proliferáciu.
Orgánovošpecifická cytotoxicita predstavuje účinok lát-
ky na špecializovanú funkciu charakteristickú pre určitý
bunkový typ. Látky, ktoré interferujú s produktami meta-
bolizmu alebo sekrécie, taktiež interferujú s orgánovo-
špecifickými a organizačnými funkciami. Na štúdium
bazálnej cytotoxicity sa používajú nediferencované bun-
kové línie, zatiaľ čo orgánovošpecifická toxicita sa štu-
duje v primárnych kultúrach s diferencovanými bunkami
z rôznych orgánov a organizačná toxicita sa študuje
nepriamo v bunkových kultúrach skúmaním substrátov
alebo produktov metabolizmu 19). 

Predklinický skríning cytotoxicity umožňuje hodnote-
nie veľkého počtu chemicky rozličných látok, rýchle
vyraďuje neúčinné látky, odhaľuje látky s najväčšou účin-
nosťou a zároveň umožňuje štúdium mechanizmu účinku
cytotoxicky účinnej látky. 

Na sledovanie cytotoxického účinku látok in vitro sa
používajú rôzne bunkové modely, rôzne koncové body
a rôzne metódy. 

Ako bunkové modely sa na sledovanie cytotoxických
účinkov používajú bunkové línie izolované z nádorov
zvierat a ľudí. Zo zvierat sa na izoláciu buniek používajú
myš, potkan, škrečok, králik, pes, opica atď. Z orgánov
sa na získavanie bunkových kultúr najčastejšie používajú
pľúca, pečeň, obličky, srdce, sval, nervové a retikuloen-
dotelové systémy. 

Medzi koncové body používané na charakterizáciu
cytotoxicity študovaných zlúčenín patrí vitalita buniek,
bunková morfológia, proliferácia buniek, poškodenie
membrány, syntéza nukleových kyselín a proteínov,
metabolické účinky 20). 

Výber metód na sledovanie vitality a cytotoxicity závi-

sí od testovanej látky, od povahy bunkovej odpovede
a terčových buniek. Metódy delíme na krátkodobé testy
vitality, ku ktorým patrí vitálne a supravitálne farbenie,
uvoľňovanie 51Cr a metabolické testy (sledovanie zmien
v glykolýze, respirácii, inkorporácii rádioaktívne znače-
ných prekurzorov na sledovanie množstva DNA, RNA
a proteínov); dlhodobé testy vitality, ktoré sledujú proli-
feračnú aktivitu nárastom počtu buniek (rastová krivka)
alebo schopnosťou syntézy DNA a bielkovín a analýza
bunkovej proliferácie (značenie jadrovej DNA proliferu-
júcich buniek 5-bromo-2`-deoxy-uridínom (BrdU) v prie-
tokovej cytometrii, chemiluminiscencii a kolorimetrii);
a mikrotitračné metódy. Mikrotitračné metódy sú ekono-
micky výhodné a rýchle skríningové metódy využívajúce
96-jamkové platničky, založené na stanovení určitých
biochemických parametrov. Jednou z často používaných
mikrotitračných metód je MTT test, ktorý je založený na
schopnosti mitochondriálnych sukcinátdehydrogenáz
redukovať rozpustnú tetrazóliovú soľ – MTT (3-(4,5-
-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazólium bromid) –
žltej farby na formazánový produkt tmavomodrej farby
(obr. 1). Produkt sa akumuluje vo vnútri bunky, pretože
nemôže preniknúť cez cytoplazmovú membránu. Posky-
tuje nám informácie o integrite a aktivite mitochondrií
a umožňuje určiť mieru životaschopnosti alebo počtu
buniek. Fotometricky určená absorbancia formazánu zod-
povedá množstvu vitálnych buniek. Mŕtve bunky MTT na
formazán nemenia 22). Ďalej sa používa NR test založený
na meraní absorpcie a akumulácie neutrálnej červenej
(NR) lyzozómami a vakuolami živých buniek; KB test
založený na meraní množstva naviazaného farbiva kena-
cidovej modrej (KB) na proteíny nelyzovaných buniek;
uridínový test založený na meraní inkorporácie uridínu
pri biosyntéze makromolekúl 20, 23).

Vlastnosti potenciálnej protinádorovej látky sú cha-
rakterizované rôznymi parametrami, medzi ktoré patrí
antiproliferačná aktivita, sledovanie štrukturálnych
a funkčných zmien cytoplazmovej membrány, zmien
v obsahu bunkových proteínov, resp. nukleových kyse-
lín, zmien metabolizmu buniek, zmien bunkového cyklu,
indukcia apoptózy, enzýmová aktivita, vplyv na mito-
chondrie, cytoskelet bunky, telomerázová aktivita atď.
Sledovaním týchto parametrov súčasne sledujeme aj
mechanizmus pôsobenia cytotoxicky účinnej látky 23). 
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Obr. 1. Molekulárna štruktúra MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazólium bromid) a jeho príslušný reakčný produkt
– formazán 21)
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Antiproliferačný účinok látky na nádorovú bunku ras-
túcu v kultúre sa sleduje jej pridaním do kultivačného
média a určením jej stupňa cytotoxicity. Miera účinku sa
vyjadruje hodnotami inhibičnej koncentrácie, ktorá
spôsobí 20, 50, 80, 90 a 100 % inhibíciu rastu buniek
(IC20, IC50, IC80, IC90 a IC100) 

23). Hodnota IC50 menšia ako
4 μg/ml je limitom stanoveným Národným onkologic-
kým inštitútom (NCI) v USA na zaradenie zlúčeniny ako
potenciálneho protinádorového liečiva 24). 

Cytotoxický účinok môže byť spôsobený rôznym
mechanizmom účinku xenobiotík, ktoré možu atakovať

bunku v závislosti od koncentrácie, času pôsobenia
a druhu bunkovej línie. Miestom zásahu xenobiotík
v bunke môže byť bunková organela, bunková membrá-
na, molekula, enzým, receptor, signálna dráha, bioche-
mický proces, bunková proliferácia a regulačný proces.
Xenobiotiká sa podľa zásahového – „terčového” miesta
delia na „jednoterčové” látky, ktoré zasahujú do jedného
miesta („terča”) až na „multiterčové” látky s viacerými
zásahovými miestami.

Hlavnými mechanizmami cytotoxického účinku látok
na úrovni bunky je poškodenie bunkových membrán,
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Tab. 1. Rozdielne znaky a význam nekrózy a apoptózy 21)

nekróza apoptóza

morfologické znaky – strata membránovej integrity – výbežky plazmatickej membrány, 

ale nedochádza k strate integrity 

membrány

– hromadenie chromatínu 

pri jadrovej membráne

– začína napučaním cytoplazmy – začína zmršťovaním cytoplazmy 

a mitochondrií a kondenzáciou jadra

– končí úplnou lýzou bunky – končí fragmentáciou bunky 

na menšie telieska

– nedochádza k tvorbe váčkov – tvorba membránovo viazaných 

váčkov (apoptických teliesok)

– rozpad (napučanie) organel – porušenie mitochondrií spôsobené 

tvorbou pórov spojených 

s proteínmi Bcl-2 rodiny

biochemické znaky – strata regulácie iónovej homeostázy – prísne regulovaný proces spojený 

s aktiváciou a enzýmovými krokmi

– nepotrebuje žiadnu energiu – proces závislý na energii (ATP) 

(pasívny proces, prebieha tiež (aktívny proces, neprebieha 

pri teplote 4 °C) pri teplote 4 °C)

– náhodné štiepenie DNA (DNA škvrna – nenáhodná mono- a oligo- 

po agarózovej gélovej elektroforéze) nukleozomálna fragmentácia DNA

(rebrík po agarózovej gélovej 

elektroforéze)

– postlytická DNA fragmentácia – prelytická DNA fragmentácia

(= neskorý prípad smrti)

– uvoľnenie rôznych faktorov 

(cytochróm c, AIF) mitochondriami 

do cytoplazmy

– aktivácia kaspázovej kaskády

– zmeny v membránovej asymetrii 

(napr. premiestnenie fosfatidylserínu 

z cytoplazmovej na vonkajšiu 

stranu membrány)

fyziologický význam – ovplyvňuje skupinu susediacich buniek – ovplyvňuje jednotlivé bunky

– vyvolaná nefyziologickými poruchami – vyvolaná fyziologickými podnetmi 

(atak komplementu, lytické vírusy, (nedostatok rastových faktorov,   

hypotermia, hypoxia, ischémia, zmeny v hormonálnom prostredí)

metabolické jedy)

– fagocytóza makrofágmi – fagocytóza susednými bunkami 

alebo makrofágmi

– významná zápalová reakcia – žiadna zápalová reakcia
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interakcia medzi receptorom a ligandom, väzba na mak-
romolekuly, interferencia s tvorbou bunkovej energie,
poškodenie homeostázy vápnika, zásah do bunkového
cyklu a zmeny v jadre 25). Tieto zmeny môžu viesť na
úrovni bunkových kultúr k inhibícii proliferácie a až
k bunkovej smrti. 

Smrť bunky

Ak sa bunka ocitne v prostredí, ktoré je nezlúčiteľné
s jej existenciou, zomrie. Smrť bunky môže byť fyziolo-
gická – smrť starnutím, patologická – smrť poškodením
a programovaná – smrť samovraždou 26). Bunky, ktoré sú
poškodené, napr. mechanickým poškodením alebo vysta-
vením toxickým látkam, podstupujú zmeny charakterizo-
vané napučaním buniek a ich organel, únikom bunkové-
ho obsahu a zápalom okolitých tkanív. Bunky zomierajú
nekrózou 27). Na rozdiel od nekrózy, apoptóza predstavu-
je organizovaný, na energii závislý proces, ktorý vedie
k bunkovej smrti. Je charakterizovaná organizovaným
kolapsom bunky s tvorbou vakovitých výbežkov, celko-
vým zvraštením bunky, kondenzáciou chromatínu, frag-
mentáciou DNA a absenciou zápalovej reakcie. Tento
spôsob bunkovej smrti je fyziologický, geneticky riadený
a má základný význam pre vývoj tkanív a homeostázu 28). 

Nekrotické a apoptické bunky sú charakterizované
rôznymi morfologickými a biochemickými prejavmi
(tab. 1).

Nekróza – poškodenie cytoplazmovej membrány 
pri nekróze

Cytoplazmová membrána nádorových buniek je veľmi
dôležitým miestom pre selektívny chemoterapeutický
zásah, ktorý spôsobuje poškodenie bunky vedúce k bun-
kovej smrti. Podľa použitej metódy sledovania sa bunko-
vé poškodenie delí do troch skupín: odchýlky od nor-
málnej bunkovej morfológie, poškodenie normálnej
bunkovej funkcie a zvýšenie permeability cytoplazmovej
membrány 23).

Odchýlky od normálnej bunkovej morfológie sa sle-
dujú mikroskopicky pomocou svetelného alebo elektró-
nového mikroskopu. Najčastejšie sa pozoruje zmena
veľkosti a tvaru bunky, ako aj zmeny chromatínu a jadra
(pyknóza, hyperchromatóza, karyorexa, karyotexa,
karyolýza), vznik intracelulárnych inklúznych teliesok,
vakuolizácia cytoplazmy, zmena objemu cytoplazmy,
kondenzácia mitochondrií, zmeny v počte organel a tvor-
ba pórov v membráne 29). Pri takýchto pozorovaniach sa
používajú rôzne spôsoby kontrastného farbenia. Novou
metódou na detekciu zmien bunkovej morfológie je digi-
tálna 3D-mikroskopia, ktorá umožňuje sledovať veľkosť
a povrch bunky bez predošlého farbenia počas samotné-
ho procesu zmien v bunkovej morfológii 30). Iným spôso-
bom na odlíšenie zmenenej bunky od pôvodného stavu je
sledovanie zmenenej bunkovej deformability, ktorá je
spôsobená zmenami v cytoskelete bunky. Osobitnú sku-
pinu tvoria pozorovania jadier a jadierok, pričom sa sle-
duje ich počet, tvar, veľkosť a tvorba deformácií (zvlne-
nie, vrúbkovanie, tvorba lalokov) 31).

Zmeny permeability cytoplazmovej membrány vedú

k porušeniu integrity (celistvosti), čo je jednou z charak-
teristík bunkovej smrti – nekrózy. K patologickej smrti
(nekróze) dochádza pôsobením extrémnych podmienok
odlišných od fyziologického stavu. K nekróze dochádza
pri hypotaxii, hypoxii, ischémii, ataku komplementu,
pôsobením toxínov, inhibítorov iónových púmp, inhibí-
torov metabolizmu a lytických vírusov. V prvom štádiu
sa znižuje schopnosť udržiavať homeostázu, čo vedie
k influxu vody a extracelulárnych iónov, predovšetkým
Ca2+. Bunka zväčšuje svoj objem, bunkové organely
napučiavajú a dochádza k úbytku glykogénových zásob.
V posledných štádiách sa bunkové organely a cytoplaz-
mová membrána rozpadajú, bunkový obsah sa vylieva do
okolitého prostredia a spôsobuje zápalovú reakciu 32).

Zvýšenú permeabilitu cytoplazmovej membrány mož-
no sledovať priamo alebo nepriamo. Priamou metódou je
pozorovanie tvorby membránových pórov elektrónovým
mikroskopom 33). Nepriame sledovania sú založené na
meraní signálu vnikajúcich extracelulárnych molekúl
alebo unikajúcich intracelulárnych molekúl, ktoré sa cez
cytoplazmovú membránu za normálnych okolností
netransportujú. Z extracelulárnych molekúl, ktoré vstu-
pujú do bunky pri zvýšenej permeabilite, sa využíva
napr. trypánová modrá, neutrálna červená, fluoresceín
alebo 51Cr. Jedným z najpoužívanejších spôsobov zisťo-
vania poškodenia integrity biologických membrán je
uvoľňovanie „markerového enzýmu“ laktátdehydrogená-
zy (LDH, EC 1.1.1.27), resp. cytoplazmatických enzý-
mov z bunky do extracelulárneho prostredia. LDH je
enzým široko rozšírený v živočíšnej a rastlinnej ríši. Ten-
to enzým má dôležitú úlohu v glykolytickom metaboliz-
me 32).

Apoptóza

Apoptóza je spôsob bunkovej smrti, ktorá sa vyskytu-
je za normálnych fyziologických podmienok. Pri apoptó-
ze dochádza k odstraňovaniu nadbytočných, nežiadúcich
a poškodených buniek; spontánne vzniká v nádorových
bunkách 28). Môže byť indukovaná reaktívnymi kyslíko-
vými druhmi, chemoterapeutickými liečivami, UV žiare-
ním, zvýšením teploty, odstránením rastových faktorov,
hormónmi. Pri apoptóze dochádza k scvrknutiu bunky,
kondenzácii cytoplazmy a chromatínu, fragmentácii nuk-
leárnej DNA a k tvorbe výbežkov plazmatickej membrá-
ny 21, 34), čo následne vedie k tvorbe apoptických teliesok,
membránovo viazaných mechúrikov líšiacich sa veľkos-
ťou a zložením 27). Apoptózové telieska sú pohltené mak-
rofágmi alebo susednými bunkami bez účasti zápalovej
reakcie. Apoptóza je spojená so zmenami plazmatickej
membrány (premiestnenie fosfatidylserínu z vnútornej
strany plazmatickej membrány na vonkajšiu vrstvu),
cytoplazmy, mitochondrií (strata membránového poten-
ciálu, uvoľnenie špecifických proteázových aktivátorov
apoptózy, cytochrómu c, faktora indukujúceho apoptózu
(AIF) do cytoplazmy), proteínovej syntézy a internuk-
leozómovým štiepením DNA katalyzovaným endonukle-
ázami 21, 27, 35). 

Na základe charakteristických apoptických zmien sa
na detekciu alebo kvantifikáciu apoptických buniek pou-
žívajú rôzne metódy, medzi ktoré patria farbenie fluores-
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cenčnými farbivami, DNA gélová elektroforéza, anne-
xín-V väzba, kaspázová enzýmová aktivita, TUNEL (ter-
minálna deoxynukleotidylová transferáza (TdT) spojená
s dUTP nick koncovým značením) metóda. 

Živé a mŕtve bunky môžu byť rozlíšené aj na základe
farbenia rôznymi fluorescenčnými farbivami, ktoré sa
viažu na DNA. Bunky s poškodenou permeabilitou plaz-
matickej membrány sa zafarbia, zatiaľ čo nepoškodené
(živé) bunky sa nefarbia farbivami, ktoré nepreniknú do
plazmatickej membrány. Najčastejšie používané farbivá
na fluorescenčnú mikroskopiu a prietokovú cytometriu
sú akridínová oranž, Hoechst 33342, Hoechst 33258,
DAPI, etídium bromid a propídium jodid 21, 36) (obr. 2). 

Detekcia DNA fragmentov gélovou elektroforézou je
jedna z metód, ktoré sa používajú na identifikáciu bu-
niek, v ktorých prebieha apoptóza. Fragmentácia inter-
nukleozomálnej DNA je charakteristickým znakom apo-
ptózy. Počas apoptózy, aktivované nukleázy štiepia
chromatínovú štruktúru DNA na fragmenty obsahujúce
50–300 kilobáz a následne na menšie DNA fragmenty
s dĺžkou 180–200 bázových párov, ktoré môžu byť extra-
hované z buniek a vizualizované horizontálnou agarózo-
vou gélovou elektroforézou spojenou s farbením etídium
bromidom 38). 

Na dôkaz fragmentácie DNA v apoptotických bun-
kách sa meria pomer nízkomolekulovej cytosolovej
DNA k vysokomolekulovej DNA (nízkomolekulová
DNA sa pri apoptóze zvyšuje) (Cell Death Detection
ELISA kit). Iná metóda používa tzv. jednobunkovú gélo-
vú elektroforézu (Comet AssayTM), ktorá je založená na
skutočnosti, že denaturované naštiepené fragmenty DNA
účinkom elektrického prúdu (pri elektroforéze) migrujú
von z apoptotickej bunky, zatiaľ čo nefragmentovaná
DNA v bunke zostáva. Dôkaz apoptózy spočíva v detek-
cii chvosta kométy, ktorá sa pozoruje fluorescenčným
mikroskopom 5).

Jednou z často používaných metód je metóda väzby
fluorescenčného farbiva annexínu-V založená na pre-
miestnení fosfatidylserínu (PS) z vnútornej vrstvy na
vonkajšiu stranu plazmatickej membrány, kde sa na PS
viažu konjugáty annexínu-V, annexín-V FITC (annexín
V–fluoresceín izotiokyanát). Na detekciu apoptických
buniek touto metódou sa používa prietokový cytometer
alebo fluorescenčný mikroskop 39). 

Kaspázy zohrávajú dôležitú úlohu v procese apoptó-
zy, ktorá je indukovaná nadmernou expresiou kaspázy 3.

Medzi dôležité ciele kaspáz patria cytoplazmatické
a jadrové proteíny, ako napr. keratín 18 a poly (ADP-
-ribózo)polymeráza (PARP). Pri použití syntetických
peptidov sa kaspázy rozdeľujú na tri skupiny na základe
štyroch aminokyselinových amino zakončení ich štie-
piaceho miesta. Kaspázy 1, 4 a 5 štiepia substráty obsa-
hujúce sekvenciu WEXD (Trp-Glu-X-Asp), kde X je
variabilné. Kaspázy 2, 3 a 7 štiepia substráty so sekven-
ciu DEXD (Asp-Glu-X-Asp) a kaspázy 6, 8 a 9 upred-
nostňujú sekvenciu LEXD (Leu-Glu-X-Asp) alebo
VEXD (Val-Glu-X-Asp). Meranie kaspázovej enzýmo-
vej aktivity s fluorometrickými a kolorimetrickými pep-
tidovými substrátmi a detekcia kaspázového štiepenia
s použitím protilátok na kaspázy umožňujú štúdium
apoptických procesov 39, 40). 

Na detekciu apoptických buniek sa často používa
TUNEL (terminálna deoxynukleotidylová transferáza
(TdT) spojená s dUTP nick koncovým značením) metó-
da, v ktorej sa exogénne TdT používa na katalyzovanie
templátovo nezávislého pridávania bromodeoxyuridíntri-
fosfátov (Br-dUTP) k voľným 3’ hydroxylovým koncom
jedno- alebo dvojvláknových DNA fragmentov, ktoré sú
charakteristické pre apoptické bunky. Po inkorporácii
značený bromodeoxyuridín (BrDU) môže byť identifiko-
vaný FITC konjugovanými anti-BrDU protilátkami
a analyzovaný použitím prietokového cytometra alebo
fluorescenčného mikroskopu 41).

Signálne dráhy apoptózy

Do procesu programovanej bunkovej smrti sú zahrnu-
té dve hlavné apoptické dráhy, vnútorná – mitochon-
driálna dráha a vonkajšia – dráha cez smrtiaci receptor
(obr. 3). 

Proces apoptózy indukovaný spustením smrtiacich
aktivátorov (napr. FasL) viažúcimi sa na receptory (napr.
Fas) na povrchu bunky je charakterizovaný aktiváciou
rodiny intracelulárnych cysteínových proteáz, kaspáz 43).
Táto väzba umožňuje interakciu s cytoplazmovo viaza-
ným adaptorovým proteínom FADD a prokaspázou-8,
ktorá aktivuje kaspázu 8. Aktivácia kaspázy 8, podobná
kaspáze 9 vo vnútornej dráhe, označovaných ako iniciá-
torové kaspázy, vedie k aktivácii efektorových kaspáz,
kaspázy 3 a 7, a degradačnej fáze apoptózy 44). 

Mitochondriálna apoptická dráha je charakterizova-
ná ako odpoveď na rôzne formy bunkového stresu
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Obr. 2. Živé (a) a apoptotické – mŕtve (b) myšacie leukemické L1210 bunky detekované fluorescenčnou mikroskopiou po značení
fluorescenčnými farbivami Hoechstom 33342 a propídium jodidom 37)
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(poškodenie DNA, odobratie rastových faktorov, pôso-
benie cytotoxických liečiv, poruchy bunkového cyklu,
pôsobenie ROS). V mitochondrii dochádza k jej permea-
bilizácii otvorením rôznych mitochondriálnych membrá-
nových pórov v závislosti od smrtiacich podnetov. Toto
vedie k strate mitochondriálneho membránového poten-
ciálu (Δφm)45) a uvoľneniu cytochrómu c, faktora indu-
kujúceho apoptózu (AIF), proteínu Smac/Diablo (druhý
aktivátor kaspáz odvodený od mitochondrie/proteín
s nízkym pI priamo viažúci inhibítor proteínov apoptó-
zy), endonukleázy G, kaspázy 2 alebo kaspázy 9 z mito-
chondriálneho medzimembránového priestoru do cyto-
solu. Cytochróm c aktivuje a viaže sa s aktivačným
faktorom-1 apoptózovej proteázy (Apaf-1), ktorý spolu
s ATP a prokaspázou-9 vytvára komplex nazývaný apo-
ptozóm, ktorý je schopný aktivovať kaspázy 1, 2, 3, 4
a autokatalyticky aj kaspázu 9 28, 46).

Kaspáza 8 a kaspáza 9 aktivujú kaspázu 3 proteolytic-
kým štiepením a kaspáza 3 potom štiepi životne dôležité
jadrové a cytoplazmatické proteíny alebo iné kaspázy, čo
vedie k apoptóze 47).

Na regulácii apoptických dráh sa podieľajú proteíny
Bcl-2 rodiny, ktoré regulujú mitochondriálnu apoptickú
dráhu a to prostredníctvom antiapoptických proteínov
ako napr. Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w a proapoptických proteí-
nov ako napr. Bax, Bak, Bid, Bad, Bik 28, 48). Ďalej sú to
inhibítory kaspáz, predstaviteľmi ktorých sú inhibítory
proteínov apoptózy (IAPs), ktoré priamo inhibujú akti-
vovanú kaspázu 3 a kaspázu 7 a blokujú aktiváciu kaspá-
zy 9 49) a tumorový supresorový proteín p53, ktorý je
aktivovaný rôznymi podnetmi ako napr. protinádorovými
liečivami, žiarením, expresiou onkogénov, poškodením
DNA alebo odobratím rastových faktorov. Proteín p53
pracuje ako kontrolný proteín pri zastavení bunkového

cyklu, oprave DNA a apoptickej bunkovej smrti. Regulu-
je membránovú expresiu smrtiacich receptorov ako napr.
Fas a jeho priamym transkripčným cieľom je predstaviteľ
Bcl-2 rodiny zvyšujúci apoptózu, proteín Bax 50). Na
regulácii apoptických dráh sa podieľajú aj inhibítory
aktivácie kaspáz, medzi ktoré patrí bunkový proteín inhi-
bujúci FLICE, cFLIP. cFLIP inhibuje apoptózu cez smr-
tiace receptory špecifickou interakciou s FADD a pro-
kaspázou-8. K tejto interakcii nedochádza pred
spustením smrtiacich receptorov 51). 

Bunkový cyklus 

Súbor špecifických procesov prebiehajúcich v bunke,
ktoré vedú k rozdeleniu materskej bunky na dve genetic-
ky identické dcérske bunky sa nazýva bunkový cyklus.
Bunkový cyklus sa skladá z interfázy, ktorá zahŕňa G1,
S (syntetická fáza) a G2 fázu, a z mitózy (M fázy), ktorej
výsledkom je karyokinéza a cytokinéza 53). Súčasťou
bunkového cyklu je G0 fáza, v ktorej sú bunky v stave
proliferačného pokoja. Pri nádorových bunkách je fáza
G0 súčasťou G1 fázy 1). 

Bunkový cyklus je regulovaný fosforyláciou a defos-
foryláciou sprostredkovanou proteínkinázami nazýva-
nými cyklín-dependentné kinázy (Cdk), ktoré sa enzý-
movo aktivujú naviazaním štrukturálnych proteínov,
cyklínov 1).

Bunka vstupuje do G11 fázy bunkového cyklu fosfory-
láciou hlavnej brzdy bunkového cyklu, nádorového sup-
resorového génu, proteínu Rb. Následne dochádza
k uvoľneniu transkripčného faktora E2F, ktorý aktivuje
syntézu cyklínu D, ktorý sa viaže a aktivuje Cdk 4 alebo
Cdk 6, a cyklínu E, ktorý spolu s Cdk 2 môže pôsobiť ako

106

Obr. 3. Signálne apoptické dráhy 42)
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prepínač restrikčného bodu. Bunky v G0 fáze sú udržo-
vané nefosforylovaným proteínom Rb a podobnými biel-
kovinami p107 a p130 53). 

G1 fáza je regulovaná okrem stimulátorov aj inhi-
bítormi proteínkináz INK, medzi ktoré patria proteí-
ny p15 a p16, ktoré inhibujú aktivitu Cdk partnerov
cyklínu D a zabraňujú tak prechodu z G1 fázy do
S fázy bunkového cyklu. Ďalším inhibítorom cyklín-
dependentných kináz je proteín p21, ktorý môže
pôsobiť počas trvania celého bunkového cyklu. Pro-
teín p21 je pod kontrolou nádorového supresorového
proteínu p53 a označuje sa ako „strážca genómu bun-
ky“. Zabraňuje replikácii poškodenej DNA normál-
nymi bunkami a podporuje apoptózu. Niektoré mole-
kuly s chybnými proteínmi p53 umožňujú bunkám
prenesenie poškodenej DNA do dcérskych buniek,
ktorých hromadenie môže viesť k vzniku nádorom.
Viac ako 50 % ľudských nádorov má defektný gén
p53. S fáza bunkového cyklu je regulovaná proteín-
kinázovou aktivitou cyklínu A spojeného s Cdk 2.
V G22 fázy dominantný cyklín Cdk 1 (označovaný ako
Cdc 2) nahradzuje Cdk 2, viaže sa buď s cyklínom
A, alebo cyklínmi typu B a katalyzuje fosforyláciu
proteínov. Cyklíny typu B zostávajú aktívne počas
celej M fázy 1, 52). 

V súčasnosti je na sledovanie bunkového cyklu vyso-
ko rozvinutá a používaná prietoková cytometria. Prieto-
ková cytometria je založená na analýze a detekcii zmesi
buniek na základe ich rozdielnej schopnosti viazať určité
fluorescenčné farbivo alebo protilátku označenú farbi-
vom. Medzi takéto metódy patrí meranie DNA obsahu
buniek s využitím farbív viažúcich sa na DNA metódou
farbenia DNA jedným farbivom ako napr. propídium
jodid, etídium bromid, Hoechst farbivá, hlavne Hoechst
33342 a Hoechst 33258, mitramycín, DAPI, chromomy-
cín; farbenie bromodeoxyuridínom na štúdium bunkovej
kinetiky a DNA plus antigén farbenie. Pomocou prieto-
kovej cytometrie sa dá určiť percento buniek v G0/G1,
S a G2/M fáze 21). 

Na obrázku 4 je znázornená reprezentatívna distribú-
cia DNA obsahu v priebehu bunkového cyklu. V prípa-
de normálnych diploidných buniek rastie obsah DNA
(vyjadrený v intenzite fluorescencie) od hodnoty ozna-
čovanej ako 2C (v G0/G1 fáze) počas celej S fázy, až do-
siahne hodnotu 4C, v ktorej zostáva počas G2 fázy
a v mitóze. Po rozdelení pôvodnej bunky vzniknú 2
dcérske bunky, každá s DNA obsahom 2C. Každý reál-
ny histogram DNA distribúcie vykazuje v okolí svojho
maxima určitú variáciu, ktorá môže byť spôsobená roz-
dielmi v obsahu DNA jednotlivých buniek, procedúra-
mi farbenia a inštrumentálnymi chybami. Mierou tejto
variácie je koeficient variability (CV), v kvalitných
meraniach dosahujúci hodnoty menšie ako 2 %.
Keďže G a M fázy bunkového cyklu majú podobný
obsah DNA, jednoduchým DNA-meraním sa nerozlí-
šia. Tak isto je tomu u G0 a G1 fázy. Na rozlíšenie tých-
to fáz sa vyvinuli metódy využívajúce rôznu fluores-
cenciu používaného farbiva (akridínová oranž), ktoré sa
viaže na dvojreťazcovú a jednoreťazcovú DNA a rôznu
schopnosť denaturácie DNA v mitotických a interfázo-
vých bunkách 54).

Cytoskelet eukaryotickej bunky

Cytoskelet je vysoko dynamická štruktúra, ktorá pod-
lieha neustálej reorganizácii počas toho, ako bunka mení
svoj tvar, delí sa a reaguje na zmeny vo svojom okolí.
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Obr. 4. Distribúcia bunkového cyklu (histogram populácie
proliferujúcich buniek)

Obr. 5. Mikrotubulový (hore) a aktínový (dole) cytoskelet
v keratocytoch, vizualizované imunofluorescenciou podľa 57)
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Skladá sa z troch základných typov proteínových vlá-
kien, z mikrofilamentov – aktínových vlákien, mikrotu-
bulov a intermediárnych filamentov. 

Organizácia aktínového cytoskeletu zohráva kľú-
čovú úlohu v rôznych bunkových procesoch, vrátane
delenia buniek, cytokinézy, nádorového rastu, pohy-
bu buniek, bunkového rastu vlásočníc počas angioge-
nézy a v morfologických zmenách bunkového povr-
chu. Zmeny v štruktúre cytoskeletu môžu byť
spôsobené rôznymi faktormi, medzi ktoré patrí pôso-
benie xenobiotík, liečiv, oxidačný stres, žiarenie,
vírusy a niektoré cytoskeletálne inhibítory schopné
indukovať apoptózu alebo cytoskeletálne proteíny,
ktoré sú substrátmi pre proteolytické štiepenie. Lát-
ky interferujúce buď s polymerizáciou mikrotubulov,
ako napr. vinkristín a kolchicín, alebo s depolymeri-
záciou mikrotubulov, napr. paklitaxel, indukujú apo-
ptózu v ovplyvnených bunkách. Proces apoptózy
môže byť indukovaný narušením štruktúry a funkcie
mikrotubulov. Aktínové inhibítory, napr. cytochalasí-
ny, poškodzujú sieť mikrofilamentov v bunkách,
v ktorých dochádza k apoptóze depolymerizáciou
aktínových vlákien; v týchto bunkách nie je apoptó-
za spojená s klasickými morfologickými znakmi.
Cytoskeletálne proteíny sú substrátmi pre kaspázy,
ktorých činnosť môže spôsobiť kolaps štruktúry cyto-
skeletu v apoptických bunkách. Proteolýza fodrínu,
cytoskeletálneho proteínu, oslabuje organizáciu mik-
rofilamentov, čo vedie k tvorbe výbežkov plazmatic-
kej membrány 55, 56). 

Na štúdium zmien cytoskeletu sa používajú napr.
imunocytochemické metódy, medzi ktoré patrí fluo-
rescenčná mikroskopia, prietoková cytometria
a imunoprecipitácia. Fluorescenčná mikroskopia je
založená na naviazaní špecifickej protilátky na
F-aktín alebo phalloidínu značených fluorescenčným
farbivom (obr. 5). Phalloidín je toxín muchotrávky
Amanita phalloides, ktorý sa konjuguje so zeleným
fluorescenčným farbivom, fluoresceínom (FITC –
fluoresceínizotiokyanát). Phalloidín sa používa na
značenie, identifikáciu a kvantifikáciu F-aktínu fixo-
vaného formaldehydom po následnej permeabilizá-
cii, pretože znemožňuje depolymerizáciu a stabilizu-
je aktínové vlákna zodpovedné za pohyb bunky 58).
Prietoková cytometria sa používa na kvantifikáciu
cytoskeletálnych proteínov a jej výhoda spočíva
v tom, že fluorescenčné žiarenie je priamo úmerné
špecifickým bunkovým zložkám, môže byť detekova-
ná aj nízka koncentrácia farbiva v bunke a pomocou
intracelulárnych enzýmov môže dôjsť k fluorescencii
aj nefluorescenčných zlúčenín. Imunoprecipitácia
založená na tvorbe komplexu medzi antigénom pro-
teínu a antigén-špecifickou monoklonálnou alebo
polyklonálnou protilátkou umožňuje analýzu proteí-
nov cytoskeletu 59). 

Práca bola podporovaná Agentúrou na podporu vedy a techniky na

základe Zmluvy č. APVT-20-007304 a Grantovou agentúrou VEGA

SR projektom č. 1/0058/03, 1/1173/04 a 1/2448/05.
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NOVÉ KNIHY

Nové vydání katalogu podává aktuální informace o současném sta-
vu hromadně vyráběných léčivých přípravků, které 478 výrobců dodá-
vá na trh v SRN.

Shodně s předchozím vydáním katalog uvádějí dva rejstříky: abe-
cední seznam názvů přípravků a rejstřík léčivých látek. Jako tam i zde
hlavní obsah tvoří až v dalším monograficky zpracované informace
o jednotlivých HVLP v rámci 88 terapeutických skupin. Z celkového
počtu 8829 HVLP katalogu ne chemicky definované připadá 7002,
zatímco 797 jsou přípravky rostlinného původu, 365 jsou organopre-
paráty a enzymy a 674 je homeopatik.

Zajímavější pro odbornou veřejnost jsou především informace
o změnách, ke kterým v novém vydání došlo. Méně důležité je zjištění,
že se přestaly vyrábět přípravky více než desítky vývojově překona-
ných, tedy obsoletních léčiv. Zajímavější budou informace o přípravcích
do terapie zaváděných nových léčiv, jelikož ty se pravděpodobně v krát-
ké době objeví i u nás. Je jich zhruba na dvě desítky. Jsou to například
psychoanaleptikum atomoxetin (STRATTERA), antiepileptikum zoni-
samid (ZONEGRAN), dvě antiparkinsonika, tj. rasagilin (AZILECT)

jako inhibitor MAO-B a tolkapon (TASMAR) jako inhibitor COMT,
anticholoinergikum darifenacin (EMSELEX) nebo z koronárních tera-
peutik ivabradin (PROCORALAN).

Z dalších jsou to ještě dva glukokortikoidy, tj. ciklesinid
(ALVESCO) jako antiastmatikum a loteprednol (LOTEMYX) jako
oftalmologické antiflogistikum, z antagonistů aldosteronu eplerenon
(INSPRA) a z antiagregancií anagrelid (XAGRID), který je již u nás
jako THROMBOREDUCTIN. V terapii poruch vápníkového hospo-
dářství se nově uplatňují z analogů vitaminu D paraklcitol
(ZEMPLAR) a u osteoporóz distroncium-ranelát (PROTELOS).
Z antineoplastik jsou novými erlotinib (TARCEVA) pro terapii
metastáz plicních nádorů a monoklonální protilátka bevacizumab
(AVASTIN) pro nádory střevního traktu. Ze skupiny orfan drugs jsou
novými nitisinon (ORFADIN), inhibitor 4-hydroxyfenylpyruvát-di-
oxygenasy jako léčivo hereditární tyrosinémie a kyselina karglumová
(CARBAGLU), která se podává u hyperamonémií z nedostatku N-ace-
tylglutamát-syntasy.

Pro uživatele s příslušným technickým vybavením je katalog k dis-
pozici i v různých elektronických verzích (ROTE LISTE POCKET PC,
ROTE LISTE WIN CD, ROTE LISTE PALM OS).
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