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Testovani biomaterialli - cytotoxicita
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Material prichazejici do kontaktu s lidskym organismem (biomaterial) musi byt testovdn na mnohé
vlastnosti. Prvotné se charakterizuji fyzikalni a chemické vlastnosti biomaterialu, které ovliviuji napf.
bunécnou adhezi ¢i smacivost povrchu. Nesmirné podstatou ¢dasti vyvoje biomaterialu je kontrola jeho
biokompatibility - interakce s hostitelem a cytotoxicita materidlu. Ovéreni biokompatibility materidlu
je nezbytné, at ma slouZit pro budouci aplikaci jako pomocny material (hadicky, stfikacky), doéasny
material (fixatory zlomenin, Sici material, kosmetické pfipravky), ¢i dlouhodoby implantat (umélé cévy,
kloubni nadhrady).

Interakce biomateridlu s organismem mohou byt rlizné: bio-inertni (zirkonicitad keramika), bio-aktivni
(hydroxyapatit) nebo resorbovatelné (polymery na bazi kyseliny polymlécné). Ve vsech ptipadech se
ale nesmi jednat o materidl toxicky, ktery by uvolfioval latky, pfimo nebo nepfimo zabijejici buriky, Ci
ktery by pozménil bunécny fenotyp. Testovani cytotoxicity probiha primdrné in vitro testy - na
bunécénych kulturach. Je nutné zjistit, zda biomateridl nebude pfimo ¢i nepfimo ovliviiovat bunécnou
morfologii, apoptdzu/nerdzu, metabolickou aktivitu, bunééné déleni apod.

Rada materidld, resp. biomaterial(i vyZzaduje pfi jejich ptipravé poufziti latek jeZ jsou samy o sobé vysoce
toxické. Tyto latky jsou vSak pouZziti pouze jako pomocné pro proces a pred pouzitim takového
materialu je nutné jejich dokonalé vymyti. | relativné malé mnoZstvi (reziduum) maze zpUsobit toxické
uciny na bunécéné drovni. Pfikladem je to napf. SDS nebo enzymy pfi decelularizaci tkani, vysoce tékava
rozpoustédla jako je napt. chloroform pro ptipravu nanovlaken apod.

Existuji tfi zakladni postupy, které se vyuZivaji pro uréeni biokompatibility. Zkouska pfimym kontaktem,
kdy se testovany materidl vlozi pfimo do bunécné kultury. Zkouska nepfimym kontaktem, kdy se
bunécna kultura nejprve prekryje napf. agarovym gelem a nasledné se materidl umisti na takto
zpevnény povrch. Treti a nejcitlivéjsi zkouskou je tvorba extraktu (elucni test). U tohoto typu testu se
nejprve do prislusného pufru (media) vlozi testovany material a tento pufr se nasledné prida k bunécné
kulture.

PFi ndvrhu in vitro testd a volbé metody testovani cytotoxicity je dulezité zvazit mnoZstvi a délka
expozi¢ni davky, budouci umisténi a zplsob pouziti biomateridlu, moznost metabolické pfemény latky
na toxicky produkt napf. jaternimi bunkami. Souhrnné se musi posoudit, zda in vitro testy budou
alespon c¢astecné odpovidat in vivo prostredi. Poté, co vystavime bunécnou kulturu testovanému
biomateridlu, existuje mnoho parametrd, které se vyuZivaji na méreni cytotoxicity. Jako priklady si
uvedeme pozorovani morfologie, stanoveni poctu bunék a metabolickou aktivitu.

Morfologie

V pribéhu testovani je mozné pfimo pozorovat zmény tvaru bunék pomoci invertovaného mikroskopu
s fazovym kontrastem. Zmény je také mozné primo pozorovat na ¢asosbérnych videich tzv. live cell
imaging. Pro pozorovani vnitfnich struktur je vhodna fluorescenéni/konfokalni mikroskopie. Pomoci
specifickych fluorescencéné znacenych protilatek je moiné obarvit jednotlivé struktury organel,
cytoskeletu ¢i samotné proteiny.

Pocet bunék

Pro kvantifikaci bunék se vyuzivd mnoho pristupl v zavislosti na moznostech dané laboratore.
Nejsnazsi, bézné uzivand metoda pro urceni celkového poctu Zivych/mrtvych bunék je poditani pomoci
hemocytomeru, Ci pfistroji pro automatické pocitani bunék. Na odliseni mrtvych bunék se vyuziva
barveni napf. trypanovou modfi, ktera pronika pfes permeabilizovanou membranu mrtvych bunék.
Dal$i metodou je pratokova cytometrie, kterd pomoci fluorescenéniho znaceni odlisuje Zivé/mrtvé
buriky. Vyhodou této metody je moZnost stanoveni mnozstvi bunék v rliznych fazich bunééného cyklu
(G1/S/G2/M/G, faze) a obarveni specifickych membranovych proteini. Mezi dal$i metody patfi
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LIVE/DEAD eseje, které odlisuji zivé a mrtvé buriky dle enzymatické aktivity Zivych bunék. Pro
kvantifikaci se také pouZiva srovnani celkového mnozZstvi proteinl nebo DNA. Proteiny ¢i DNA se
separuji z bunécéného lyzdtu a ndsledné se mnoizstvi vizualizuje pomoci elektroforézy nebo PCR
(polymerdzova retézova reakce).

Metabolicka aktivita
Na stanoveni metabolické aktivity bunék se vyuZiva cela fada metod zamérenych na enzymy Zivych
bunék. Casto se jednd o kolorimetrické eseje (napf. MTT, XTT), kdy metabolicky aktivni buriky
preménuji svymi enzymy substrat na metabolit méfitelny pti dané vinové délce.

7 7
Zadant:
Otestovat cytotoxicitu pfipravenych nanovlakennych nosic¢d elu¢nim testem s cilem pozorovat zmény
v morfologii bunék pomoci svételné a fluorescencni mikroskopie.

Pristroje:
e  Systém na pripravu nanovldken
e Laminarni box
e CO2 inkubator
e Invertovany mikroskop s fazovym kontrastem a fluorescenci
e Zafizeni na pfipravu ultraCisté vody
e Centrifuga
e pH-meter
e Analytické vahy

Dalsi pomticky:
e Kultiva¢ni medium
e Bunécna kultura - nasazena na Sesti jamkové kultivaéni desce (24-well) v cca 60% konfluenci
e Sterilni nddoba pro ptipravu eluatu
e Fixac¢ni Cinidlo na buriky (70% etanol / 4%paraformaldehyd)
e Fluorescencni barva na aktin (fluorescenéné znaceny phalloidin)
e Fluorescencni barva na jadra (DAPI/hoechst)
e 10% roztok Tritonu X-100 v qH,0
e Sterilni qH20
e Sterilni PBS
e Sterilni pinzeta

Priprava nanovladkennych nosici

Priprava polymeru
1. NavaZte a odmérte latky potrebné pro pfipravu polymeru pro zvlaknéni— pracujte
v digestofi, a pouZivejte sklenéné nadoby
a. PCL granulat — celkovy podil bude 9% hmotnostné
b. Rozpoustédlo roztok chloroformu, etanolu a kys. Octové v poméru 8:1:1
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2.

Pfipraveny roztok polymeru dejte rozvolnit do tfepacky

Priprava plosného nanovldkenného nosice pomoci bezjehlového emitoru

1.
2.

7.

Doplite polymer do 5 ml sttikacky
Pfipravte systém pro vlaknéni — zakladni nastaveni
a. Pripravte dvoukanalovy emitor pro bezjehlové zvldknéni
b. Pfipravte kolektor typu plosnd deska a umistéte na jeho povrch vrstvu sterilni
netkanné textile
c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, pfipojte k ddvkovaci polymeru
Nastavte depozicni parametry
a. Depozi¢nivzdalenost 15 cm
b. Nastavte zdkladni napéti 35 kV
c. Davkovany objem nastavte na 100 ul/min
d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 10 |/min
Spustte vlaknici proces
a. Postupné zvysujte depozicni napéti dokud nedojde ke vzniku vldknici trysky, cca. 40 —
50 kV dle stupné rozvolnéni polymeru
b. V pfipadé, Ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany objem
na ca. 120-140 ul
Deponujte po dobu 15 minut
Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s pfipravenymi vlakny, pomoci skalpelu tyto vlakna
odrfiznéte podélné a poté rozdélte na ¢tverce 10 x 10 mm a nechte po dobu 30 min
sterilizovat pod UV zarenim, nebo proplachnénte.
Sterilni vldkna dale zpracujte podle protokolu pro testovani cytotoxicity.

Priprava trojrozmérného nanovlakenného nosice pomoci bezjehlového emitoru

1.
2.

Doplrite polymer do 5 ml stfikacky
PFipravte systém pro vlaknéni — zakladni nastaveni
a. Pripravte dvoukanalovy emitor pro bezjehlové zvldknéni
b. Pripravte kolektor typu draténa deska
c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, pfipojte k ddvkovaci polymeru
Nastavte depozi¢ni parametry
a. Depozi¢ni vzdalenost 15 cm
b. Nastavte zakladni napéti 40 kV
c. Davkovany objem nastavte na 100 ul/min
d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 10 I/min
Spustte vlaknici proces
a. Postupné zvysujte depozi¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vlaknici trysky, cca. 45 —
50 kV dle stupné rozvolnéni polymeru
b. V pfipadé, Ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany objem
na ca. 120-140 ul
Deponujte po dobu 15 minut
Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s pfipravenymi vldkny, pomoci sbérace tyto vldkna
odeberte. VZdy odeberte celou fadu, poté sbérac otocte o 90° a odberte dalsi fadu, tak aby
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doslo k vrstveni do formy 3D konstruktu. Pfipravny konstrukt rozdélte na ¢tverce 10 x 10 mm
a nechte po dobu 30 min sterilizovat pod UV zafenim, nebo proplachnéte.
7. Sterilni vlakna dale zpracujte podle protokolu pro testovani cytotoxicity.

Priprava extraktu z nanonosici
Material pro testovani cytotoxicity je nutné nejprve vysterilizovat v zavislosti na vlastnostech
materialu. V ptipadé nanovldken je nejvhodné;jsi UV sterilizace pfip. ethanol.

1. 1/2vzorkd pouze sterilizujeme pomoci UV
2. 2/2 polovinu vzorkl pred sterilizaci 5x proplachneme pomoci dH20 a PBS v tfepacce, vidy po
dobu 10 min, cilem je vymyti zbylych rezidui rozpouctédel

Do sterilnich nadob obsahujicich 6 ml kultivacniho media v laminarnim flow boxu vloZte sterilni

testovany material a v inkubacnim boxu pti 37°C nechte extrahovat latky do media po dobu alespon
24h.

Obrazek 1 PFiprava extraktu pro testovani cytotoxicity

A. Kultivace bunék s toxickym materidlem

V pfedem pripravené kultivaéni desce (6-well) s burikami vyménite v prislusnych jamkach kultivaéni
medium za medium, které bylo alespon 24h v kontaktu s testovanym biomaterialem. Do dalSich
pfislusnych jamek vioZte testovany materidl napfimo. Nechejte v inkubaénim boxu pfes noc.

Fixace a fluorescencni barveni

1. Odeberte veskeré kultivacni medium a buriky jemné oplachnéte 3 ml PBS

2. Pridejte 3 ml fixacniho Cinidla na 15min

3. Odsajte fixacni ¢inidlo a buriky jemné oplachnéte 3 ml PBS

4. V ptipadé fixaci paraformaldehydem je nutné burky permeabilizovat 0,1% Tritonem - 10 min
v 3 ml PBS

5. Pridejte fluorescencni barvu na aktin a bunééna jadra fredéné v 3 ml PBS na 30min ve tmé

6. Oplachnéte alespon 2x v 3 ml PBS
7. Pozorovani na fluorescenénim mikroskopu
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Obrazek 2 Buriky ASC - Fluorescencné znaceny aktin - ¢cerveny a modfe znacena jadra

L)

Obrazek 3 Buriky ASC - pozorovani morfologie. Kontrolni rostouci linie vlevo a vpravo buriky kultivované s
olovénym dratem pres noc.
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