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CWICZENIE 3:

Cytotoksycznosc biomateriatu

Wprowadzenie

1. Hodowle komoérkowe - podstawowe pojecia

Pojecie hodowli komoérkowych okre§la proces hodowli komorek
wyizolowanych z organizméw roslinnych i zwierzecych w odpowiednio
dobranym S$rodowisku, umozliwiajagcym ich przezycie oraz namnazanie sie.
Najczesciej komoérki izolowane sa z tkanek organizmu metodami enzymatycznymi
lub mechanicznymi. Niektére typy komoérek (np. progenitorowe) moga byé
izolowane bezposrednio z krwi z zastosowaniem techniki wirowania w gradiencie
gestosci.

Wyréznia sie dwa gtéwne typy kultur komérkowych:

¢ hodowla pierwotne - hodowla komoérek pobranych bezposrednio z organizmu
dawcy, namnazanych w warunkach in vitro az do momentu osiagniecia stanu
pelnej konfluencji (stan, w ktérym namnozone komoérki zajmuja catg
powierzchnie wzrostu dostepna w danym naczyniu hodowlanym); po
osiggnieciu ok. 80% konfluencji komérki s3 pasazowane (przenoszone do
nowego naczynia hodowlanego zawierajgcego $wieze medium hodowlane)

e linie komérkowe - po kilku pasazach hodowla pierwotna staje sie linig
komorkowa, wyréznia sie linie:

o normalne - komoérki zdolne do okreslonej liczby podziatéw, mozna je
utrzymacé przy zyciu przez kilka miesiecy, a czasem lat, lecz po okreslonej
liczbie pasazy komérki starzeja sie i obumieraja; liczba podziatéw zalezy od
rodzaju narzadu, z ktoérego wywodzi sie linia komérkowa, typu
hodowanych komérek oraz wieku organizmu z ktérego pobierano tkanke
do zaktadania linii komérkowej

o unie$miertelnione (ciggte) linie komérkowe - komérki charakteryzujace
sie nieokreSlonym czasem zycia, najczesciej poliploidalne i pochodzenia
nowotworowego, co zapewnia im mozliwo§é nieokreSlonej liczy
podziatéw;ciagla linie komoérkowa mozna takze uzyska¢ z komoérek
prawidtowych w wyniku ich transformacji, czyli zmiany materiatu
genetycznego, proces transformacji moze zachodzi¢ spontanicznie lub by¢
celowo indukowany (chemicznie lub przy uzyciu wiruséw)
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W zalezno$ci od typu hodowanych komérek wyréznia sie:

e komorki adherentne - komérki wykazujace zdolnosé do adhezji do podtoza,
rosng w formie monowarstwy pokrywajacej powierzchnie wzrostu w
naczyniu hodowlanym,

e komorki nieadherentne- nieprzylegajace do podtoza, rosnace w zawiesinie

2. Morfologia komérek
Komorki hodowane w warunkach in vitro wykazuja trzy podstawowe typy
morfotyczne:

e typ fibroblastopodobny - komoérki adherentne, o wydtuzonym ksztalcie

e typ nabtonkowy - komorki adherentce, o strukturze kostki bukowej

e typ limfoblastopodobny - komérki nieadherentne, sferyczne
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1. Testy cytotoksycznosci in vitro

Obowiazujace prawo wymaga, aby wszystkie nowe zwigzki o charakterze
potencjalnych lekéw, podlegaty szeroko zakrojonym badaniom w celu oceny
aktywnosSci cytotoksycznej, przed skierowaniem ich do badan klinicznych.
Badania cytotoksycznosci czasteczek potencjalnych lekéw sa wiec niezbedne do
okres$lenia ich prawidtowego dziatania oraz bezpieczenstwa leku. Badania te
pozwalajg na ustalenie zakresu dawek i uzyskanie danych na temat mechanizmu
dziatania leku. Hodowle komoérkowe stanowia doskonata alternatywe dla badan
na zwierzetach. Zastosowanie badan na liniach komérkowych pozwala na szybkie
i tatwe zbadanie proceséw komoérkowych przy uzyciu matych ilosci badanej
substancji, duza zaleta jest powtarzalno$¢. Bardzo wazny jest wybor odpowiedniej
linii komérkowej, dlatego dla wtasciwej oceny nalezy uzyé¢ jak najwiecej linii
komoérkowych o zréznicowanej wrazliwosci.

Zakres badan wyrob6éw medycznych Scisle okreslaja odpowiednie akty prawne.
Norma obowiazujaca w Polsce przewiduje 3 testy dla oceny dziatania toksycznego
wyrobéw medycznych, w zaleznosci od rodzaju materiatu, z ktérego jest
wykonany i przeznaczenia a takze okres§la m.in. warunki przygotowania i hodowli
do poszczegdlnych testow, rekomendowane linie komoérkowe, warunki
przygotowania préby badanej i kontroli, kryteria uzyskanych efektéw. Opisane
procedury pozwalaja na jakosciowa i iloSciowa ocene toksycznosci wyrobu
medycznego.

Miara cytotoksycznosci, ICso, jest stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja

komorek zostaje zahamowana w 50% w stosunku do komérek w probie
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kontrolnej. Do oceny cytotoksycznosci badanego zwigzku stosuje sie takze
wartosci:

-ICyo - stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja komérek zostaje zahamowana w
10%

w stosunku do komérek kontrolnych, tzw. pierwsza dawka toksyczna;

-ICo - stezenie zwiazku, przy ktérym proliferacja komoérek zostaje zahamowana
w 920%
w stosunku do komoérek kontrolnych, tzw. dawka letalna.

Standardowy przebieg krzywej odpowiedzi na dawke, z ktérej mozna wyznaczy¢

parametr ICso:

Krzywa odpowiedzi na dawke
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Standardowo proces oceny cytotoksycznosci danego zwigzku polega na kontakcie
zwiazku przez okre$lony czas i w okreS§lonych warunkach z wybranym typem
komérek. Nastepnie czynnik analizowany jest usuwany i przeprowadzane s3 testy
cytotoksycznoSci (bezposrednio po usunieciu czynnika badanego lub po uprzedniej
kilkudniowej hodowli komérek)

Najczes$ciej analizowanymi parametrami podczas wykonywania testow

cytotoksycznosci sa:
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v’ Zywotno$¢ komoérek
v' Aktywnos$¢ metaboliczna
v Szybkos¢ proliferacji
A. Ocena zywotno$ci komorek
Najprostszym i najczesciej stosowang metoda oceny zywotnosci komoérek jest

barwienie barwnikami réznicujacymi komérki martwe i zywe. Do testéw tych

naleza:

i) Barwienie btekitem trypanu

ii) Barwienie estrem kalceiny/jodkiem propidyny
iii) Barwienie czerwienig neutralna

iv)  Barwienie oranzem akrydyny/bromkiem etydyny (rys.1)

Late Apoptosis

. Necrosis

Viable

Early
Apoptosis

Rysunek 1: Komérki wybarwione para barwnikéw oranz akrydyny/bromek

etydyny

B. Ocena aktywnosci metabolicznej komoérek
Do najpopularniejszych testéw cytotoksycznosci oceniajgcych aktywnosé
metaboliczng komérek zaliczamy testy wykorzystujace konwersje soli
tetrazolowych oraz testy wykorzystujace redukcje resazuryny.
i) Testy oparte o wykorzystanie soli tetrazolowych
v testy mierzace aktywno$ci dehydrogenazy mitochondrialnej (testy
MTT/MTS/XTT), oparte s3 na zdolnosci enzymu dehydrogenazy

mitochondrialnej do przeksztatcania, rozpuszczalnej w wodzie soli
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tetrazolowej (MTT, MTS lub XTT) do kolorowego produktu - formazanu (rys.2);
w przypadku testu MTT produkt jest nierozpuszczalny w wodzie i wymaga
rozpuszczenia w rozpuszczalnikach organicznych, testy MTS i XTT sa
natomiast wygodniejsza wersja testu, w ktorej produkt reakcji jest w peini

rozpuszczalny w wodzie
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Rysunek 2: Konwersja soli MTT do formazanu pod wptywem NADH.
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Rysunek 3: Standardowy przebieg testu MTT.

v’ testy mierzgce aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej (test LDH) podobnie
do testow MTT oraz MTS jest testem kolorymetrycznym, oparty na pomiarze
ilosci dehydrogenazy mleczanowej (ang. /lactate dehydrogenase, LDH),

wewnatrzkomoérkowego enzymu cytoplazmatycznego, uwalnianego z komorki
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do medium hodowlanego na skutek jej lizy. Badanie polega na okresleniu ilosci
LDH uwolnionej z martwych komoérek poprzez pomiar reakcji enzymatycznej
konwersji soli tetrazolowej do barwnego formazanu w nadsaczach znad

komérek inkubowanych z badanym czynnikiem (rys.4).
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Rysunek 4: Zasada dziatania testu LDH.
ii) Testy oparte o wykorzystanie resazuryny

Kolejng grupe testéw mierzacych aktywno$§é metaboliczng komoérek s3 testy
oparte o wykorzystanie konwersji resazuryny do resorufiny (rys.5). Resazuryna,
ma niebieska barwe oraz posiada zdolno$¢ przenikania do komérek. Zywe
komérki majg zdolnosé przeksztatcania resazuryny w rezorufine, ktéra jest ma
czerwona barwe i wykazuje zdolnosci fluorescencyjne. Nazwy handlowe testow

opratych naresazurynie to m.in. AlamarBlue® oraz PrestoBlue®.
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Rysunek 5: Konwersja resazuryny do resorufiny.

C. Ocena szybkosci proliferacji komérek

Innym sposobem analizy zywotnosci jest analiza szybkosci proliferacji
komorek w oparciu o szybkos¢ syntezy DNA. Przyktadem takiego testu moze by¢

test BrdU - (ang. bromodeoxyuridine, BrdU). Bromodeoksyurydyna jest
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syntetycznym analogiem nukleozydu tymidyny inkorporowanym do DNA w
dzielagcej sie komoérce. Detekcja BrdU za pomoca specyficznego przeciwciata
sprzezonego z enzymem oraz reakcja enzymatyczna powyzszego enzymu Zz
barwnym substratem pozwala na kolorymetryczng analize zdolnoSci

proliferacyjnych komérek.

2. Ocena cytotoksycznosci biomateriatu

Mianem biomateriatu okre§la sie materiat pochodzenia sztucznego lub

naturalnego, przeznaczony do stosowania w systemach biologicznych w celu

leczenia, diagnozowania, wspomagania lub =zastapienia (czeSciowego lub

catkowitego) chorej tkanki lub narzadu (na podstawie M. Natecz ,Biocybernetyka i

Inzynieria Biomedyczna”).

Biomaterialty obejmuja szeroka grupe materiatow, w =zaleznosci od
materiatu uzytego do ich wytworzenia wyréznia sie:

v' Biomaterialy metaliczne - glownie wykonane z tytanu oraz jego stopow,
stosowane w ortopedii (endoprotezy, klamry do zespalajace ztamane kosci)
oraz kardiochirurgii (stenty naczyniowe, elementy sztucznych zastawek
serca), materialy metaliczne charakteryzuja sie bardzo korzystnymi
wtasciwosciami mechanicznymi (wysoka odporno$é¢ na korozje zmeczeniows,
pekanie, wytrzymato$é na rozcigganie i zginanie)

v' Biomaterialy ceramiczne - oparte gléwnie o fosforany wapnia, szeroko
stosowane do wypeiniania ubytkéw kostnych i zebowych, charakteryzuja sie
wysoka biozgodnoscia i zdolnoscig do biodegradacji, co umozliwia stopniowa
odbudowe ubytku przez rozwijajaca sie tkanke

v Biomaterialy polimerowe - najliczniejsza i najbardziej zréznicowana grupa
materiatéw, stosowane, jako protezy (protezy serca, protezy naczyn
krwionosnych), systemy terapeutyczne (nosniki lekéw, opatrunki), elementy
wspomagajace w chirurgii (nici i kleje chirurgiczne), obecnie biomateriaty
polimerowe, co raz cze$ciej wykorzystywane sg w inzynierii tkankowej, jako

rusztowania wspomagajace rozwoj komoérek i tkanek
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Laboratorium Inzynierii Biomedycznej Wydziatu Inzynierii Chemicznej i
Procesowej zajmuje sie otrzymywaniem szeregu materiatow wykorzystywanych
w medycynie oraz analiza ich wtasciwosci, rowniez w modelach in vitro, z

wykorzystaniem hodowli komoérkowej. Ponizej zaprezentowano zdjecia

wybranych materiatéw wytwarzanych w Laboratorium (rys.7).

Protezy naczyn
krwionos$nych

Implanty
kostne

Protezy serca

Rysunek 6: Przykladowe biomateriaty otrzymywane lub modyfikowane w
Laboratorium Inzynierii Biomedycznej WICHiP PW.

Biozgodno$é materiatu medycznego jest oceniana in vitro poprzez kontakt
materiatu z komoérkami. Szczegdtowe zasady przeprowadzania testéw okresla
norma ISO. Testy moga by¢ przeprowadzone:

v metoda bezpoSrednig - bezposredni kontakt analizowanego materialtu z
warstwa komorek,

v' metoda posrednig - z uzyciem ekstraktéw materiatu uzyskanych poprzez
inkubacje materiatu z medium hodowlanym, najcze$ciej w temperaturze 37°C
przez okres 24 godzin

Po okre$lonym czasie kontaktu (na ogét 24 godziny) analizowana jest zywotnos¢
komérek z zastosowaniem testow cytotoksycznosci okreslajacych wplyw
czynnika toksycznego na zywotnosé komoérek. Testy te wykorzystujg aktywnosé
enzymatyczna enzymoéw znajdujacych sie w zywych komérkach, ktére katalizujg
przemiany metaboliczne okreslonych zwiazkéw dodawanych do medium,
powodujac zmiane w absorbancji roztworu.
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CGWICZENIE 3

3.1. Test cytotoksycznosci
3.2. Barwienie materiatu do analizy konfokalnej

3.1. Test cytotoksycznosci

Odczynniki:

- roztwor PrestoBlue (10x stezony)

- roztwor czynnika toksycznego

- roztwor czynnika badanego (Tween 20 w stez. 1 ug/ml w medium hodowlanym)

Wykonanie éwiczenia:

1. Przygotowac roztwory badanych substancji w 4 stezeniach: 1, 0.5, 0.1, 0.01 ug/ml w
medium hodowlanym, kazdy roztwoér w objetosci 1ml/osobe

2. Usuna¢ pozywke z dotkéw plytki 96-dotkowej

Przeptuka¢ komoérki PBS

4. Do kolejnych kolumn dodaé (100 ul/dotek): medium (KN), medium z dodatkiem
czynnika toksycznego (KP) oraz roztwory czynnika badanego w kolejnosci
wzrastajacych/malejacych stezen

5. Plytke umiesci¢ w inkubatorze na okres min. 1h (w miare mozliwosci dtuzej)

6. Usunaé roztwory, przeptukaé komérki PBS

7. Do kazdego dotka doda¢ po 90 ul medium hodowlanego oraz 10ul PrestoBlue, w
ten sam  spos6b  przygotowaé¢  dodatkowa kolumne zawierajaca
medium+PrestoBlue bez komérek (blank) - tgcznie 7 kolumn (patrz rysunek)

8. Plytke inkubowaé w 37°C przez 1h (min. 15 minut)

9. Odczytac fluorescencje dla Ex/Em = 560/590 nm
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Analiza wyniku
1. Obliczy¢ $rednig dla blank oraz kontroli KN
2. Obliczy¢ zywotnosé dla kazdego z n pomiaréw zgodnie z formuta:
zywotno$¢ Xn [%] = ((Xn-AVR B)/(AVR KN- AVR B))*100%,
AVR B - $rednia fluorescencja dla blank
AVR KN - §rednia fluorescencja dla KN

Xn - warto$¢ fluorescencji dla "n" pomiaru prébki X

3. Policzy¢ i przedstawic graficznie §rednig zywotnosé KN, KP, X1, X2, X3, X4 wraz z
odchyleniem standardowym SD

5. Wyznaczy¢ graficznie zalezno§¢ zywotno$é-dawka oraz oszacowaé warto$¢ IC50 (0§ x w
skali log, regresja liniowa)
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3.2. Barwienie materiatu do analizy konfokalnej

Materiaty:

Plytka 48-dotkowa z komérkami rosnacymi na powierzchni materiatow
Roztwor paraformaldehydu

Roztwor DAPI (opcjonalnie: Alexa)

Roztwor Triton

PBS

klej utrwalajacy (opcjonalnie)

Wykonanie:

1.

2.

Materiaty polimerowe wraz z rosngcymi na ich powierzchni komérkami wyjaé z
inkubatora
Usuna¢ medium hodowlane, materiaty delikatnie (!) przeptukac¢ PBS (2x)

UWAGA: przy plukaniu postepowaé delikatnie, uwazaé, zeby materialty nie
przekrecity sie na druga strone (komérki rosna na gérnej powierzchni materiatu)

3.

W N oL

1L
12.

Materiaty zalaé¢ roztworem PFA (UWAGA: prace z PFA wykonywaé pod
dygestorium - zwiazek toksyczny!)

Plytke owingé parafilmem i inkubowaé w temperaturze pokojowej 15 minut
Ptukanie PBS 3x5 min, RT, wytrzasarka

Permeabilizacja w 0,2% Triton X-100, 8 min, RT

Ptukanie PBS 3x5min, wytrzasarka

Materiaty zala¢ 100 ul roztworu DAPI, 6 minut, RT, w ciemno$ci

Plukanie PBS 3x5min, RT, wytrzasarka, w ciemnosci

. Opcjonalnie (je$li barwienie aktyny): inkubacja z roztworem AlexaFluor Phalloidin,

20 minut, RT

Plukanie PBS 3x5min, RT, wytrzasarka, w ciemnosci

Na szkietko nakrywkowe (cienkie) natozy¢ krople kleju utrwalajacego z DAPI
(opcjonalnie), na kropli umie$ci¢ materiaty strong z komérkami do kropli, przykry¢
drugim szkietkiem nakrywkowym, zabezpieczy¢ lakierem do paznokci. Zawinaé¢ w
folie, trzymac w ciemnosci.
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