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Badanie aktywnosci

cytotoksyczne| produktow

leczniczych 1 wyrobow

medycznych

Streszczenie:

Obowiqzujqce prawo wymaga, aby no-
we zwiqzki i materiaty potencjalnie mo-
gqce mie¢ zastosowanie w terapii, pod-
legaty badaniom w celu oceny ich
aktywnosci cytotoksycznej. Wprawdzie
badania cytotoksycznosci in vitro nie
w petni oddajq dziatanie toksyczne in vi-
vo, lecz mogq by¢ doskonatq wskazdwkg
dotyczqcq mechanizmu oddziatywania
na komdrke. W celu oceny aktywnosci
cytotoksycznej badanych jest szereg pa-
rametréw zwiqzanych z zywotnosciq ko-
morki, takich jak: integralnos¢ btony ko-
mdrkowej, metabolizm, zdolnos¢ do
replikacji. Wrazliwos¢ komérki na dziata-
nie danego czynnika wyrazana jest war-
tosciq IC,

Stowa kluczowe:
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Summary:

Legislation demands that new therapeu-
tic agents are subjected to rigorous cyto-
toxicity testing before they are progressed
to the clinic. Although in vitro cytotoxici-
ty is not necessarily directly related to in
vivo toxicity, it can indicate a selective
mode of action for a compound. For esti-
mation of cytotoxicity a range of param-
eters can be investigated, including cell
viability, cell metabolism and cell repli-
cation. Sensitivity of cells to tested agents
is defined on the basis of IC, values ob-
tained in used tests.
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bowigzujace prawo wymaga, aby
Owszystkie nowe zwigzki o charak-
terze potencjalnych lekéw, pod-
legaty szeroko zakrojonym badaniom
w celu oceny aktywnosci cytotoksycz-

nej, przed skierowaniem ich do badan kli-
nicznych. W zaleznosci od przeznaczenia
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leczniczego danego zwiazku, aktywnos¢
cytotoksyczna jest aktywnoscia pozada-
na, jak to ma miejsce w przypadku cy-
tostatykdw, stosowanych w chorobach
nowotworowych lub jest parametrem
dyskwalifikujgcym. Zwigzki chemiczne
oddziatujg na komorke w rézny sposéb
zaburzajac jej procesy fizjologiczne, a za-
istniate zmiany w tych procesach mozna
obserwowac stosujac rézne techniki po-
miarowe jak np.: kolorymetrie, fluoryme-
trie, bioluminescencje czy pomiar scyn-
tylacyjny w przypadku uzycia izotopdw
promieniotwaorczych.

Szybki rozwoj hodowli komérek ssa-
czych, jako alternatywy dla badan z uzy-
ciem zwierzat, stworzyt mozliwos¢ wyko-
nania pierwszych badan przesiewowych
z zywa komorka in vitro. | chociaz bada-
nia in vitro aktywnosci cytotoksycznej nie
moga catkowicie zastapi¢ badan toksycz-
nosci in vivo, to jednak przy odpowiednio
dobranych testach moga okresli¢ poten-
cjalny mechanizm oddziatywania na ko-
morke i dalszy kierunek badan.

Testy aktywnosci
cytotoksycznej

Wybér metody badania aktywnosci
cytotoksycznej zalezy w duzym stop-
niu od informacji o charakterze badane-
go zwigzku i mozliwosci interakcji z zy-
wym organizmem lub jego sktadowymi.
Aktywnos¢ cytotoksyczng mozna oce-
ni¢ poprzez bezposredni lub posredni
pomiar zmian zachodzacych w komor-
ce poddanej dziataniu danego zwiazku
w odniesieniu do uktadu kontrolnego -
hodowli komorek bez badanego zwiaz-
ku lub ze zwigzkiem, o ktérym wiadomo,
ze jest cytotoksyczny w okre$lonym za-
kresie stezen. Stosowanych jest caty sze-
reg testow do oceny aktywnosci cyto-
toksycznej wykorzystujacych:

—zmiany w integralnosci btony komdrkowej
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- aktywnos¢ enzymow zwigzanych z me-
tabolizmem komorki
—zdolnos¢ komérki do podziatdw, czyli
proliferacji
- zmiany w zawartosci biatka lub materia-
tu genetycznego
Miara aktywnosci cytotoksycznej jest
wartos¢ stezenia badanego czynnika ha-
mujgcego zywotnos¢ komorki - 1C,  (ang.
inhibitory concentration), czyli takie je-
go stezenie, przy ktérym proliferacja ko-
morek zostaje zahamowana w 50 proc,,
w odniesieniu do uktadu kontrolnego.

Barwniki...

Jedna z podstawowych metod bezpo-
$redniego pomiaru zywotnosci komorek
w hodowli, jest okreslenie liczby zywych
lub martwych komorek poprzez zastoso-
wanie odpowiednich barwnikéw, ktére
w zaleznosci od stanu btony komorkowej
albo wnikaja do wnetrza komorki albo po-
zostajg na jej powierzchni. Najczesciej do
barwienia przyzyciowego stosowany jest,
bfekit trypanu lub czerwien obojetna:

— Btekit trypanu (BT) barwi wytacznie
martwe komorki, péZnoapoptotyczne
lub nekrotyczne, nie wnikajac do cytopla-
zmy komérek zywych, co jest zwigzane
ze zmiana w integralnosci btony komor-
kowej. Komorki z zabarwiona na ciem-
noniebiesko btona komorkowa zliczane
s w komorze hemocytometru, w mikro-
skopie swietlnym'?,

— Czerwieni obojetna (NR - neutral red)
rowniez pozwala na odréznienie komorki
zywej od martwej. Barwnik ten przechodzi
na drodze transportu biernego do cytopla-
zmy jedynie komorek zywych, z wydajnym
procesem naprawy uszkodzen wywota-
nych przez badany czynnik i nagromadza
sie w lizosomach. Zabarwione na czerwo-
no komorki zliczane sg w komorze hemo-
cytometru lub po odpowiednim przygoto-
waniu hodowli, intensywnos¢ zabarwienia,
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proporcjonalna do liczby zywych komdérek,
mierzy sie spektrofotometrycznie®,

... i enzymy

Dziatanie cytotoksyczne badanych
czynnikdw mozna takze okresli¢ meto-
dami posrednimi, np. poprzez aktywnos¢
enzymow komdrkowych:

- Dehydrogenaza mleczanowa (test
LDH), enzym cytoplazmatyczny, na sku-
tek zmian w integralnosci btony komor-
kowej przemieszcza sie z komorki do po-
zywki hodowlanej. Obecny w podtozu
hodowlanym enzym przeksztatca sol te-
trazoliowg w barwny formazan, a inten-
sywnos¢ zabarwienia mierzona jest spek-
trofotometrycznie®.

- N-acetylo-beta-D-glukozaminida-
za (test NAG), enzym lizosomalny, ktéry
tak jak LDH, w przypadkach uszkodzenia
komorki przechodzi do podtoza hodow-
lanego. Oznaczenie jego aktywnosci
w podtozu moze by¢ miarg dziatania cy-
totoksycznego®.

- Dehydrogenaza bursztynianowa (test
MTT), enzym mitochondrialny obecny
w zywych komdrkach, ktéry redukuje roz-
puszczalny w wodzie bromek tetrazoliowy
do formazanu, wytracajacego sie w pod-
tozu, w postaci nierozpuszczalnych, sza-
ro-fioletowych krysztatéw. Intensywnos¢
zabarwienia roztworu po rozpuszczeniu
krysztatow, mierzona spektrofotometrycz-
nie, jest miarg zywotnosci komorek’®,

Test MTT jest obecnie najczesciej stoso-
wany do oceny dziafania cytotoksyczne-
go i zalecany jako referencyjny, przez mie-
dzynarodowe organizacje normotwércze.
Niedawno pojawita sie na rynku modyfi-
kacja tego testu pod nazwa EZ4U, gdzie
efektem koncowym reakcji pomiedzy en-
zymem a solg tetrazoliowa nie s kryszta-
ty formazanu, a rozpuszczalny w podtozu
barwny zwiazek, co upraszcza procedure
i zmniejsza ryzyko popetnienia btedu®.

Oszacowanie liczby zywych komorek
w hodowli jest mozliwe takze przy uzy-
ciu testu z sulforodaming (SRB). Podsta-
wa metody jest elektrostatyczne wigza-
nie biatka w srodowisku o odpowiednim
pH z sulforodaming i spektrofotometrycz-
ny pomiar intensywnosci zabarwienia.
llos¢ biatka w probie jest wprost propor-
¢jonalna do liczby zywych komorek. Mo-
zemy takze oceni¢ liczbe zywych komé-
rek w hodowli poprzez zawartos¢ w nich
DNA, wiekszos¢ uszkodzen powoduje za-
hamowanie jego syntezy'. Najczesciej
w tym celu stosuje sie wbudowywanie
prekursorow syntezy DNA, takich jak try-

towana tymidyna — [H*] tymidyna i po-
miar scyntylacyjny promieniowania 3.
Bardziej wyrafinowana metoda pozwa-
lajgca na ocene wielkosci uszkodzen po-
wodowanych przez badany czynnik i za-
poczatkowania proceséw fizjologicznej
$mierci, jest barwienie komorek aneksyna
V i jodkiem propidyny (Pl). We wczesnej
apoptozie fosfatydyloseryna usytuowana
po wewnetrznej stronie btony komdrko-
wej przemieszcza sie na zewnatrz i wigze
z aneksyna V. Jednoczesnie jodek propi-
dyny pozwala na obserwacje integralno-
$ci btony komorkowej zwigzang z proce-
sem nekrozy'. Ta procedura umozliwia
rozréznienie komorek:
— We wczesnej apoptozie
- w pbznej fazie apoptozy
- zywych, nieapoptotycznych
— komdrek nekrotycznych.

Linie komorkowe

Niezmiernie wazny w badaniach tok-
sycznosci in vitro jest dobdr odpowied-
niej linii komorkowej. Tak jak kazdy zywy
organizm, komérki wywodzace sie z réz-
nych tkanek i réznych gatunkow, bedzie
cechowata rézna wrazliwosc na te sa-
ma substancje. Dlatego tez dla wiasciwej
oceny nalezy uzyc jak najwiekszej ilosci li-
nii komorkowych o zréznicowanej wrazli-
wosci'*. Nalezy takze zwrdci¢ uwage na
fakt, ze testy stosowane do oceny dziata-
nia cytotoksycznego nie sg rGwnowazne.
Wartosci IC,  uzyskane w roznych testach
dla tej samej linii komorkowej i tej samej
substancji, moga sie niekiedy znacznie
rozni¢. Metody oparte na liczeniu zabar-
wionych komérek dajg ocene dos¢ su-
biektywna, zalezng od wprawnego oka
oceniajacego, metody oparte np. na po-
miarach spektrofotometrycznych sg bar-
dziej obiektywne idajg wyniki zblizone
do stanu faktycznego?*™.

Wyroby medyczne

Odrebnym dziatem w badaniach cyto-
toksycznosci jest badanie wyrobéw me-
dycznych. W odréznieniu od produktow
leczniczych, gdzie zakres badan jest uza-
lezniony od przeznaczenia terapeutyczne-
go zwiazku i nie ma ograniczer odnosnie
testow ilinii komorkowych, zakres badan
wyrobow medycznych scisle okreslaja od-
powiednie akty prawne. Monografie doty-
czace badania cytotoksycznosci znajduja
sie w farmakopeach: polskiej i amerykan-
skiej oraz publikacjach NIL™16",

Jednakze podstawowym dokumentem
obowigzujacym przy ocenie toksycznosci
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wyrobéw medycznych jest norma PN-EN

ISO 10993-5:2009, Biologiczna ocena wy-

robéw medycznych — Cze$c 5: Badania

cytotoksycznosci in vitro™. Norma przewi-

duje 3 testy dla oceny dziatania toksycz-

nego wyrobow medycznych, w zalezno-

$ci od rodzaju materiatu, z ktérego jest

wykonany i przeznaczenia:

— test bezposredniego kontaktu

— test dyfuzji w agarze

— test na wyciggach

Norma okresla:

— warunki przygotowania hodowli do po-
szczegolnych testow

- rekomendowane linie komdrkowe

— warunki przygotowania proby badanej

i kontroli
- niezbedne ilosci proby badanej
- rodzaj materiatu zastosowanego jako

kontrola pozytywna i negatywna
— warunki ekstrakgji
— kryteria oceny uzyskanych efektow

Opisane procedury pozwalaja na ja-
kosciowa iilosciowa ocene toksyczno-
$ci wyrobu medycznego. Zgodnie z nor-
ma w tescie na wyciggach oceniane s3
zmiany morfologiczne komérek wywo-
tane przez wyekstrahowane substancje
z badanego materiatu, w odniesieniu do
5-stopniowej skali toksycznosci:

— stopien 0: wyréb nietoksyczny (pojedyn-
cze wewnatrzplazmatyczne ziarnistosci)

— stopien 1: wyrdb stabo toksyczny (ok. 20
proc. komorek zaokraglonych i odlepiaja-
cych sie, pojedyncze komorki rozerwane)
- stopien 2: wyréb umiarkowanie toksycz-
ny (ok. 50 proc. zaokraglonych, umiarko-
wana liza komorek, zahamowanie prolife-
racji w ok. 50 proc.)

— stopien 3: wyrdb $rednio toksyczny (ok.
70 proc. komérek zaokraglonych i odle-
piajacych sie, zaawansowana liza komo-
rek, zahamowanie proliferacji)

— stopien 4: wyrdb silnie toksyczny (prak-
tycznie zniszczona hodowla)

Podobnie wyglada ocena jakosciowa
w przypadku testu bezposredniego kon-
taktu itestu dyfuzji wagarze ztym, ze
oceniany jest zakres uszkodzenia hodow-
li pod lub poza badanym wyrobem (wiel-
kos¢ strefy zmienionych morfologicznie
komaorek lub zahamowania wzrostu).

Dla oceny ilosciowej zmian w zywot-
nosci komarek, norma PN-EN ISO 10993-
5:2009 zaleca stosowanie testu z czerwie-
nig obojetna (NR), MTT lub jego odmiany
XTT a takze testu tworzenia kolonii.

Poprawne przeprowadzenie proce-
dury oceny aktywnosci cytotoksycznej
zwigzku lub wyrobu medycznego, wy- p
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} maga dysponowania odpowiednio wy-
posazonym laboratorium i odpowiednio
przeszkolong kadra. Zaktad Biochemii
i Biofarmaceutykéw Narodowego Insty-
tutu Lekéw posiada akredytacje Polskie-
go Centrum Akredytacji, AB 774 i Euro-
pejskiego Dyrektoriatu ds. Jakosci Lekéw
(European Directoriate for the Quality of
Medicines & Health Care), EDQM/MJA-032,
w zakresie badania cytotoksycznosci, jak
rowniez w zakresie oceny dziatania ge-
notoksycznego (test Amesa).
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