Fizjologiczne Techniki Badan

Temat ¢wiczenia: Techniki stosowane w badaniach toksycznosci in vitro

Miarg aktywnosci cytotoksycznej badanej substancji jest okreslenie stezenia
hamujacego, ICsq (ang. inhibitory concentration), dla ktérego wzrost i proliferacja komérek w
hodowli zostajg zahamowane w 50%, w stosunku do wzrostu komorek kontrolnych.

Zwigzki chemiczne oddziatujg na komdrke w réziny sposdb zaburzajgc jej procesy
fizjologiczne, a zaistniate zmiany mozna obserwowac stosujgc rézne techniki pomiarowe jak
np.: kolorymetrie, fluorymetrie, bioluminescencje czy pomiar scyntylacyjny.

Stosowanych jest caly szereg testow do oceny aktywnosci cytotoksycznej
wykorzystujgcych:

—zmiany w integralnosci btony komadrkowej;

(1) barwnik btekit trypanu barwi wytgcznie martwe komoérki, nie wnikajgc do cytoplazmy
komodrek zywych, co jest zwigzane ze zmiang w integralnosci btony komérkowej. Komorki z
zabarwiong na ciemnoniebiesko btong komdrkowsa zliczane s3 w komorze hemocytometru,
w mikroskopie swietlnym.

(2) dehydrogenaza mleczanowa jest enzym cytoplazmatycznym (test LDH), ktory na skutek
zmian w integralnosci btony komodrkowej przemieszcza sie z komérki do pozywki
hodowlanej. W tescie LDH wykorzystuje sie reakcje redukcji soli tetrazoliowej do barwnego
formazanu, ktérego intensywnos¢ zabarwienia jest mierzona spektrofotometrycznie

- zmiany w aktywnosci lizosomow;

(1) barwnik czerwien obojetna przechodzi na drodze transportu biernego do cytoplazmy i
gromadzi sie w lizosomach. Zabarwione na czerwono komoérki zliczane sg w komorze
hemocytometru lub spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji roztworu uzyskanego
po rozpuszczeniu barwnika w 1% roztworze acetonu zawierajgcego 30% etanolu, po
uprzednim usunieciu podfoza hodowlanego.

(2) fosfataza kwasna (test PAC) jest to enzym lizosomalny nalezgcy do grupy fosfomonoesteraz.
Aktywnos$¢ enzymu jest mierzona przy pomocy przeksztatcenia p- nitrofenylofosforanu
(pPNPP) do p-nitrofenolanu (pNP), co koreluje z liczbg komérek. llos¢ produktu reakcji jest
okreslana spektrofotometrycznie

— aktywnos¢ enzymow zwigzanych z metabolizmem komérki;

(1) dehydrogenaza bursztynianowa jest enzymem mitochondrialnym (test MTT), ktory
redukuje rozpuszczalny w wodzie bromek tetrazoliowy do formazanu, wytrgcajgcego sie w
podtozu w postaci nierozpuszczalnych, szarofioletowych krysztatow. Intensywnos$é
zabarwienia roztworu po rozpuszczeniu krysztatdw, mierzona jest spektrofotometrycznie.
Test MTT jest obecnie najczesciej stosowany do oceny dziatania cytotoksycznego.

(2) N-acetylo-beta-D-glukozaminidaza jest enzymem lizosomalnym (test NAG), ktéory w
przypadkach uszkodzenia komorki przechodzi do podfoza hodowlanego.

(3) test alamarBlue pozwala na ocene aktywno$¢ enzymatyczng proceséw utleniania i
redukcji w odniesieniu do kontroli. W tescie tym resauryny o barwie niebieskiej, ktéra w
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procesach oksydoredukcyjnych jest przeksztatcana w resorufine o rézowej fluorescenciji.
Pomiar ilosci powstatego produktu moze byé przeprowadzony spektrofotometrycznie lub
fluorymetrycznie.

— zdolnos$¢ komorki do podziatéw, czyli proliferacji;

(1) najczesciej w tym celu stosuje sie wbudowywanie prekursoréw syntezy DNA, trytowana
tymidyna — [H3] tymidyna i pomiar scyntylacyjny promieniowania R.

(2) alternatywa jest bromodeoksyurydyna (ang. bromodeoxyuridine, BrdU) syntetyczny
analog nukleozydu tymidyny. Pomiaru dokonuje sie za pomocg specyficznego przeciwciata
sprzezonego z enzymem oraz reakcji enzymatycznej powyzszego enzymu z chromogennym
substratem pozwalajgcym na kolorymetryczng analize.

— aktywacja szlakdéw programowanej Smierci komorki;

(1) barwienie komédrek aneksyng V wigzgca fosfatydyloseryne, ktéra we wczesnej apoptozie
przemieszcza sie na zewnatrz btony komodrkowej. Pomiar wykonuje sie w mikroskopie
fluorescencyjnym lub z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej.
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Rycina 1. Testy stosowane do oceny cytotoksycznosSci wraz z parametrami mierzonymi.

Zastosowanie modeli komérkowych w badaniach toksykologicznych posiada wiele zalet,
takich jak: szybkos¢ i fatwosé badania proceséw komodrkowych i molekularnych, powtarzalnosé,
mozliwo$é stosowania niewielkich ilosci badanych substancji, czy mozliwosé pracy na komdérkach
ludzkich.
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Cwiczenie ma na celu praktyczne zapoznanie sie w testem Alamarblue okreslajgcym 3
cytotoksyczno$¢ poprzez pomiar aktywnos¢ enzyméw komérkowych i przeprowadzenie
poprawnej analizy otrzymanych wynikdéw.

Przed przystgpieniem do pracy:
1. umyé rece mydtem i ptynem odkazajgcym;
2. zatdzyc fartuch laboratoryjny i rekawiczki;
3. przenie$é odczynnik alamarBlue do tazni wodnej (37°C)
4. przygotowaé miejsce do pracy (pipety automatyczne, korncéwki do pipet, ptytka 96-
dotkowa, pojemnik na odpady);

Wykonanie ¢wiczenia:

Pt ~ B N
' =5 - § & 1-4hrs at 37C
Q S

alamar8lue 1) add reagent 10 cells <) ncubate J) read fucrescence 4) process data
reagent {or absorbance

Rycina 2. Schemat procedury dla testu alamarBlue .

1. Do hodowli komérkowej, traktowanej zwigzkiem cytotoksycznym w réznych
dawkach, za pomoca sterylnej pipety doda¢ odczynnik alamarBlue w ilosci
stanowigce 10 % objetosci pozywki w dotku hodowlanym;

2. Przygotowac probe slepy, poprzez dodanie do dotka z pozywka hodowlang (nie
zwierajacg komodrek) odczynnik alamarBlue jak w punkcie 1;

3. Tak przygotowana plytke wstawi¢ do inkubatora (37°C, 5% CO;) na okres 1
godziny;

4. Po inkubacji, przenie$¢ pozywke hodowlang do korespondujgcych dotkdw ptytki 96-
dotkowej;

5. Przenie$é ptytke do czytnika spektrofotometrycznego i odczyta¢ przy dtugosci fali
570nm a nastepnie przy dtugosci fali 600nm;

6. Nastepnie przeprowadzi¢ analize uzyskanych wynikdw wedtug zamieszczonych ponizej
wzordéw;

A) Na podstawie uzyskanych wynikéw poda¢ procent redukcji odczynnika alamarBlue w
prébach badanych — wyjasni¢ uzyskany wynik
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Procent redukcji alamarBlue = (02 x A1) - (O1 x A2) x 100 4
(R1 x N2)- (R2 x N1)

01 = 80586 [molowy wspdtczynniki ekstynkcji (E) dla formy utlenionej alamarBlue przy 570nm]
02 =117216 [E dla formy utlenionej alamarBlue przy 600nm]

R1 =155677 [E dla formy zredukowanej alamarBlue przy 570nm]

R2 = 14652 [E dla formy zredukowanej alamarBlue przy 600nm]

Al=..... [absorbancja dla dotka badanego przy 570nm]
A2 = ... [absorbancja dla dotka badanego przy 600nm]
Nl=...... [absorbancja dla préby Slepej przy 570nm]
N2 =...c.e. [absorbancja dla préby Slepej przy 600nm]

B) Na podstawie uzyskanych wynikéw podac¢ procent redukcji odczynnika alamarBlue w
préobach badanych wzgledem préby kontrolnej — wyjasni¢ uzyskany wynik

Réznica redukcji alamarBlue pomiedzy= (02 X A” - {01 X Az} x 100
grupa badana i kontrolng (%) (02 X F'1} _ (01 X F'2}

Pl=...... [absorbancja dla préby kontrolnej przy 570nm]
P2=....... [absorbancja dla préby kontrolnej przy 600nm]

Co student powinien umie¢
e poprawnie zaplanowa¢ przeprowadzenie badania i wskaza¢ potrzebny sprzet
niezbedny do doswiadczenia;
o okresli¢ precyzyjnie jaki parametr mierzy i jakie sg ograniczenia zwigzane z dany
typem pomiaru;
e umiec rzetelnie i starannie prowadzi¢ zapis prac laboratoryjnych;
e poprawnie analizowa¢ otrzymane wyniki;
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