Fizjologiczne techniki badan

Techniki oznaczania aktywnosci cytotoksycznej
zwiazkow chemioterapeutycznych in vitro

Wstep:

Oznaczanie cytotoksycznosci zwiazkow chemioterapeutycznych wobec komorek
w hodowlach in vitro stanowi wazny wstep dO0 ogolnie pojmowanych badan
toksykologicznych, niezbednych do okreslenia prawidlowego dzialania oraz bezpieczenstwa
leku. Zastosowanie modeli komoérkowych w badaniach toksykologicznych posiada wiele
zalet, takich jak: szybko$¢ i tatwos$¢ badania proceséw komodrkowych i molekularnych,
powtarzalno$¢, mozliwos¢ stosowania niewielkich ilo$ci badanych substancji, czy mozliwosé
pracy na komorkach Iudzkich. Do ilosciowego okreslenia aktywno$ci cytotoksycznej
zwigzkdéw chemioterapeutycznych wykorzystuje si¢ rdznego rodzaju testy komorkowe. Kazdy
test sktada si¢ z tych samych etapow:
1. Inkubacja komorek z testowanym zwigzkiem przez okreslony czas i przy wzrastajacych
stezeniach;
2. Oznaczenie okre$lonego parametru np.
» liczby komorek
»  proliferacji komoérek
» funkcjonowania btony komorkowej
+ aktywnos$ci mitochondriow
* aktywnosci enzymow zwigzanych z metabolizmem komorki
» inkorporacji barwnikéw do lizosomow
» calkowitej zawarto$¢ biatka czy DNA w komorce
« zahamowania syntezy DNA
Czesto stosowane testy oznaczania aktywnosci cytotoksycznej zwigzkoéw
chemioterapeutycznych opierajg si¢ na badaniu integralnosci btony komorkowej, poniewaz
wszystkie trwate uszkodzenia blony komorkowej prowadza do $mierci komorki. Szereg
innych technik mierzy zywotnos¢ komorek poprzez analize ich aktywno$ci metabolicznej.
W testach okreslajacych zmiany w integralnosci btony komdérkowej, badane komorki
inkubuje si¢ z roztworem barwnika o dodatnim fadunku. Zastosowany barwnik nie wnika do

zywych komorek, a w komorkach umierajacych (gdy btona zostanie trwale uszkodzona i



nastepuje zanik potencjatu pomiedzy zewngtrzng a wewnetrzng strong btony), przenika do
ich wnetrza barwigc cytoplazme lub/i jadro. Najpowszechniej stosowanym barwnikiem z tej
grupy jest blekit trypanu, ktory wybarwia komodrki martwe (pdznoapoptotyczne i
nekrotyczne) na kolor niebieski. Komorki wybarwione blekitem trypanu zliczane sa
manualnie w mikroskopie $wietlnym. Obecnie dostepne sg aparaty do automatycznej analizy
liczby i zywotnosci komoérek barwionych bigkitem trypanu np. Countess Automated Cell
Counter (Invitrogen), TC20™ Automated Cell Counter (Bio-Rad). Innym przyktadem
barwnika stosowanego do przyzyciowej analizy zmian w integralnosci btony komoérkowej jest
barwnik fluorescencyjny - jodek propidyny (PI). PI wnika do wnetrza komorek martwych i
interkaluje z kwasami nukleinowymi, wykazujac czerwong fluorescencje.

Najczesciej stosowanym testem do analizy aktywnosci metabolicznej komorki jest test
MTT. Test MTT jest oparty na zdolnosci enzymu - dehydrogenazy mitochondrialnej do
przeksztalcania pomaranczowej, rozpuszczalnej] w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego formazanu, bedacego
ciemnoniebieskim produktem powyzszej reakcji. Po rozpuszczeniu krysztatow formazanu w
DMSO lub izopropanolu, powstaje barwny roztwoér, ktorego intensywno$¢ zabarwienia
mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dtugosci fal 492-570 nm. Ilo$¢ barwnego
zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywno$ci oksydacyjnej mitochondriow
komorki, a w $ciSle okreslonych warunkach dos$wiadczalnych do liczby aktywnych
metabolicznie (Zywych) komoérek w populacji. Test MTT moze by¢ tez uzywany do
okreslania zywotno$ci komorek w populacjach komorek juz nie dzielacych sig, ale aktywnych
metabolicznie. Test MTT jest obecnie najczes$ciej stosowany do oceny dziatania
cytotoksycznego i zalecany jako referencyjny przez migdzynarodowe organizacje
normotworcze. Test MTS stanowi z kolei udoskonalong wersje testu MTT, w ktorej produkt
reakcji konwersji soli tetrazolowej przez dehydrogenazg powstaje w obecnosci PMS (ang.
phenazine methosulfate) i jest w petni rozpuszczalny w wodzie.

Miarg aktywnos$ci cytotoksycznej testowanego zwigzku jest warto$¢ stezenia ICsg
(ang. inhibitory concentration), czyli takie jego stezenie, przy ktorym proliferacja/zywotnos¢
komorek zostaje zahamowana w 50%, w odniesieniu do kontroli. W celu wyznaczenia
warto$ci ICsp nalezy wykonaé wykres zaleznosci okre$lonego parametru np. Zywotnos¢
komorek (wyrazone jako procent w stosunku do kontroli, ktorg przyjmuje si¢ za 100%) od
stezenia badanego zwigzku - krzywa dawka-efekt (Ryc.1).
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Ryc. 1. Wykres zalezno$ci stezenia zwigzku od obserwowanego efektu.

Cwiczenie ma na celu praktyczne zapoznanie si¢ z wybranymi testami zywotnosci komoérek

(test z bigkitem trypanu, okreslenie liczebnosci komorek, test MTT) i przeprowadzenie

poprawnej analizy otrzymanych wynikow.

Wykonanie ¢wiczenia:

I. Manualna i automatyczna analiza liczby i zywotnosci komérek barwionych blekitem

trypanu.

Analiza manualna

1. Przygotowa¢ badang zawiesing komorek (1-kontrola, 2-komorki traktowane

zwigzkiem chemioterapeutycznym).
W tym celu 1 ml zawiesiny komorek przenies¢ do ependorfy i odwirowaé. Po zlaniu
nadsaczu komorki zawiesi¢ w 0.5 ml PBS.

2. Zmiesza¢ 1 czg$¢ zawiesiny komorek z 1 czescig 0,4% roztworu biekitu trypanu (np.
20 uL zawiesiny komorek z 20 pL biekitu trypanu).

3. Inkubowa¢ nie dtuzej niz 2 minuty.

4. Nanies¢ 10 pL mieszaniny do hemocytometru (komora Biirkera).



5.

6.

Zliczy¢ komorki zywe (niewybarwione) i martwe (wybarwione na niebiesko) pod
mikroskopem (powigkszenie 400x).

Liczy¢ komorki lezace wewnatrz kwadratow o boku 1/20 mm z catej siatki zgodnie z
zasadg dwoch bokow.

Okresli¢ odsetek komorek zywych zgodnie ze wzorem:

catkowita liczba komorek zywych x 100%

Komorki zywe (%) =
catkowita liczba komorek

7. Okresli¢ liczbe komorek zgodnie ze wzorem:

c=nlv

gdzie: ¢ — liczba komorek,
n — srednia ze zliczen (na jeden kwadrat),
V - objetos¢ komory.

Analiza automatyczna

1. Zawiesing komorek wybarwiong blekitem trypanu (patrz punkty 2 i 3 z analizy
manualnej) nanie$¢ na ptytke (Countess® cell counting chamber slide).
2. Liczbe 1 zywotnos¢ komorek analizowaé¢ w aparacie Countess Automated Cell
Counter (Invitrogen).
Il. Test MTT

W czasie ¢wiczen zostana wykonane punkty 3-7 (ze wzgledu na dlugi czas inkubaciji komorek

zr-rem MTT)

1.

Po uplywie X godz. inkubacji komorek kontrolnych i traktowanych zwigzkiem
(w czterech réznych stezeniach), do kazdej studzienki ptytki wielodotkowej dodaé
objetos¢ r-ru MTT réwng 10% objetosci dotka (np. dla ptytki 24-dotkowej na 1ml
zawiesiny komorek doda¢ 100 uL MTT).

Inkubowa¢ 4 godz. (w inkubatorze).

Powstate krysztaty formazanu rozpusci¢ kwasnym izopropanolem.

W tym celu do kazdej studzienki ptytki wielodotkowej doda¢ objeto$¢ izopropanolu

réwng objetosci zawiesiny komoérek (np. do 1 ml zawiesiny komorek doda¢ 1 ml



izopropanolu). Krysztaly formazanu rozpusci¢ poprzez delikatne rozpipetowanie, a
nastepnie otrzymane roztwory (1 mL) przenie$¢ do kuwet.

4. Zmierzy¢ spektrofotometrycznie absorpcje roztworéw przy dtugosci fali 540 nm.

5. Opracowac otrzymane wyniki:

- Obliczy¢ $rednie wartosci absorpcji dla kazdego stezenia testowanego zwigzku oraz
dla kontroli.

- Wyznaczy¢, jaki procent wartosci uzyskanej dla komorek kontrolnych (100%)
stanowig wyliczone S$rednie wartosci absorpcji (A) dla poszczegdlnych stezen
testowanego zwiazku.

A ieania komorek traktowanych zwigzkiem x 100%

% kontroli = -
A ¢ eqnia komorek kontrolnych

7. Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci zywotnosci komorek (% kontroli) od stezenia
testowanego zwigzku. Z powyzszego wykresu odczytaé¢ wartos¢ parametru ICs.

Wymagania:

- student potrafi wymieni¢ zasady oznaczania aktywno$ci cytotoksycznej zwigzkow
chemioterapeutycznych in vitro;

- student zna zasady testow do analizy cytotoksyczno$ci: testu z bigkitem trypanu i testu
MTT;

- student potrafi na podstawie uzyskanych wynikow okresli¢ aktywnos$¢ cytotoksyczna

testowanych zwigzkow.
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