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SOFTWARE PRO ANALYZU VIABILITY
BUNEK PO PUSOBENI TOXICKYCH
AGENS A PRO STANOVENI 50%
INHIBICNI KONCENTRACE

Jaromir Gumulec, Dagmar Chudobové, Kristyna Cihalova, Michal Masatik, Ivo
Provaznik, Karel Bastl, Vojtéch Adam a René Kizek
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‘ Ceské republiky pro cilenou modifikaci cévnich nahrad

FUNKCNI VZOREK - TYP G PODLE RIV

Nazev: Software pro analyzu viability bunék po ptsobeni toxickych agens a pro
stanoveni 50% inhibi¢ni koncentrace.

Oblast techniky

Pfedmétem funkéniho vzorku je matematicky model slouzici k vyhodnoceni
biologickych experimenti. Tento model vyuziva funkci aplikace Microsoft Excel pro
automatizované vyhodnocovani viability bunék riznych typu a stanoveni hodnoty ICsg
(koncentrace potiebné pro 50% inhibici rustu bakteridlni kultury) z dat ziskanych riznymi
metodickymi pfistupy.
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Dosavadni stav techniky

Kalkulace padesatiprocentni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) je soucasti komercnich
software slouzicich k analyze viability bun€k fady vyrobcu, napiiklad systém xCelligence
(Acea biosystems, inc.). Nicméné, komer¢ni feSeni nejsou oteviend pro analyzy jinych
vyrobct a jinych metod. Matematicky zaklad kalkulace je vSak vSeobecné znam.

Podstata technického feSeni

Datovym vstupem do kalkuldtoru je koncentra¢ni zéavislost méfeného parametru
odrazejiciho viabilitu, nebo jiného, u néhoz je ocekavana sigmoidedlni zavislost na
koncentraci. Parametrem, odrazejicim viabilitu mtize byt pocet bunék, vysledek MTT testu ¢i
jiného testu, vysledek absorbance (napt. stanovené ptistrojem Multiskan EX), ¢1 fada jinych.
Tato vstupni data jsou proloZzena metodou nejmensich ¢tverci do sigmoidedlni na déavce
zavislé kiivky. Ta slouzi jako samotna graficka reprezentace viability a je optimalizovana pro
pouziti v publikacich. Z této funkce je dale odeétena hodnota ICsy a vystup také umoziuje
stanoveni korela¢niho koeficientu.
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Piehled vyobrazeni
-
ID | Cells XY date 10613 wpoiitat | vypocitatola|  vymazat | |
Input data
Units i
compound concentration o 10 25 50 75 100 125 225 300 350
compound cells B 152 161 0.66 0.22 017 0.06 011 0.09 0.00 -0.03
1.80 189 0.95 0.16 0.02 0.06 0.08 0.09 -0.08 -0.06
compound cells B 178 0.40 0.20 0.18 0.16 0.25 0.19 0.11 0.15 0.12
1.66 0.32 0.16 0.31 0.20 0.17 011 0.20 0.19 0.24
compound cells C 171 167 162 124 0.58 0.09 0.10 0.04 0.07 -0.01
137 184 137 124 0.74 0.29 0.05 0.04 0.05 0.01
compound cells D 171 167 162 124 0.58 0.09 0.09 0.04 0.07 -0.01
137 184 137 1.24 0.74 0.29 0.05 0.04 0.05 0.01
Results
* compound 1 - * cornpound 2 - * compound 3 - * compound 4 -
100% + oellspl; 100% 4 caﬁrspEl 100% + aeﬁl;pc 100% + [EllSPD
75% 1 T5% 1 75% 1 75%
£ g g z
2 509 - 2 s0% 2 509 2 s50%
= = = =
25% 4 25% 25% 25%
o
0% 0% 0% 0% A
ﬂ 10 100 1000 ﬂ'] 10 100 1000 ﬂ1 10 100 1000 ﬂ'] 10 100 1000
compound 1 [uM] compound 2 [pM] compound 3 [pM] compound 4 [pM]
data displayed as mean * 1 standard deviation
substance vs. cells 1C-50
compound 1- cells B 23.9 pMm Data fitted with sigmoideal dose-response CUrVe using logistic regression by least
compound 2-cells B 5.6 pM squares method.
compound 3 - cells C 62.3 uM
compound 4 - cells D 62.3 uMm

PRIPRAVEN

Piiklady uskute¢néni technického reseni

Ptiklad 1
Priprava testovanych komponent (napr. komplex nanocastic stiibra s chitosanem)

K 0,1 g chitosanu (M, = 140000 - 220000) rozpusténého v 9 ml vody s pfidavkem 0,1 ml
kyseliny octové byl pfidan 1 ml roztoku AgNO;s; (0,034 g/10ml). Roztok byl dikladné
promichan a ponechén k reakci po dobu 1 h. Pak byl ptidan pevny NaBH, (20 mg). Doslo
ihned k tvorbé pény a zméné zbarveni do hnédé. Smés byla dikladné michana po dobu 3 h.
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Takto pfipraveny roztok byl pouzit pro naneseni na cévni nahradu. Inhibicni efekt ICsp = 1,0
HM.

Priklad 2
Priprava bakterialni kultury

24 hodinova narostla bakteridlni kultura byla na spektrofotometru Spekord nafedéna na
absorbanci 0,1 a byla dale pouzita pro smichani s testovanymi komponenty na mikrotitracni
desti¢ce vyuzité pro méieni absorbance na piistroji Multiskan. Vysledné hodnoty absorbance
jsou zaneseny do tabulky Excel, ze které jsou vygenerovany sigmoidni kiivky, potazmo
hodnoty ICs

Prumyslova vyuzitelnost

Benefit tohoto zafizeni spociva v moznosti analyzovat libovolna na koncentraci
zavisla data, u nichz je oCekavana sigomoidealni zavislost — typicky analyza toxického
pusobeni latek na buiiky (prokaryotické, eukaryotické). Tento software tak muize byt vyuzit
k analyze ICsp z dat naméfenych fadou piistroji stanovenych fadou metod. Jedinym
pozadavkem je mit data vyexportovana do podoby tabulky. Jednoduchost uzivatelského
rozhrani a automaticka kalkulace ¢inni nastroj snadno vyuzitelny pro rutinni uziti v laboratofi.



