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rawo regulujace proces rejestracji lekéw zakla-

da, ze kazda substancja o charakterze poten-
cjalnego $rodka leczniczego musi by¢ poddana ba-
daniom bezpieczenstwa jeszcze przed rozpoczeciem
fazy badan klinicznych. Sama ocena bezpieczeristwa
obejmuje zaréwno badanie aktywnosci mutagen-
nej i genotoksycznej, ktére wykluczajg ewentualny
wplyw substancji na material genetyczny, jak réw-
niez okreslenie toksyczno$ci narzadowej [1]. Dy-
rektywa 2010/63/UE z 22 wrzednia 2010 r. w spra-
wie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw
naukowych (Dz.U. UEL 276/33 z 20.10.2010) bar-
dzo wyraznie podkresla role metod in vitro i wy-
korzystania ich do oceny bezpieczeristwa kandy-
datéw na leki.

Metody alternatywne to metody wykorzystujace
modele in vitro, zgodne z zasada 3R (replacement
- zastapienie, reduction - redukeja, refinement -
udoskonalenie) [2]. Zasada ta zostala sformulowana
w 1959 r. przez dwdéch uczonych - Williama Russela
iRexa Burcha. Oznacza ona zastepowanie doswiad -
czen na zwierzetach innymi modelami badawezymi,
wykorzystujacymi m.in. linie komérkowe, bada-
nia in silico, ograniczanie liczby zwierzat wyko-
rzystywanych w eksperymentach naukowych do
statystycznie koniecznej oraz doskonalenie metod
badawczych w celu zlagodzenia bdlu, cierpienia
istresu zwierzat doswiadczalnych [3] (rycina 1).

Cytotoksycznos¢ narzadowa
- testy oparte na komorkach

Hodowle komérkowe in vitro to powszechnie
wykorzystywany model do okreslania cytotoksycz-

nosci potencjalnych lekéw, pestycydéw czy innych
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zwigzkéw chemicznych [4]. Banki komérkowe zde-
ponowane w bazach m.in. Amerykarskiej Kolek-
cji Hodowli Komérkowych, ATCC (American Type
Culture Collection) czy Europejskiej Kolekcji Zwie-
rzecych Kultur Komérkowych, ECACC (Europe-
an Collection of Animal Cell Cultures) stanowia
komercyjne Zrédlo wielu rodzajéw linii komérko-
wych, hodowli pierwotnych i szczepéw bakteryj-
nych dostepnych dla placéwek naukowych na ca-
lym $wiecie [ 5].

Wykorzystanie hodowli komérkowych jest waz-
nym etapem procesu odkrywania lekéw, zapewnia-
jacym latwe, szybkie i oplacalne narzedzie, pozwa-
lajace uniknac kosztownych badan na zwierzetach
na duza skale. Wyniki tych badan opieraja sie na
analizie komérkowej odpowiedzi na leki [6]. Oce-
niana jest zywotnos¢ komorek (m.in. za pomoca te-
stow MTT i LDH, w ktérych okresla sie odpowiednio
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Rycina 1. Kierunki badan kandydatéw na leki na etapie badan przedklinicznych
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aktywnos$c¢ dehydrogenaz mitochondrialnych i de-
hydrogenazy mleczanowej) oraz identyfikowane sg
mechanizmy oddzialywania potencjalnych lekéw
na komorki.

Wigkszo$¢ metod opartych o hodowle in vitro
wykorzystuje tradycyjne, dwuwymiarowe (2D),
jednowarstwowe hodowle komodrek na plaskich
(plastikowych lub specjalnie modyfikowanych) po-
wierzchniach. Komoérki w §rodowisku in vivo sg
otoczone przez inne komdrki i macierz pozako-
moérkows, co w konsekwencji sprawia, ze hodow-
la komérek 2D nie uwzglednia w wystarczajacym
stopniu naturalnego mikro$rodowiska. W rezul-
tacie testy wykonane w hodowli komérkowej 2D
dostarczaja niepelnych danych w poréwnaniu do

Tabela 1. Poréwnanie modeli dwu- i tréjwymiarowych [8]
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wynikéw pochodzacych z badan in vivo, dlatego
coraz wieksza uwage poswieca sie hodowlom tréj-
wymiarowym [7-9].

Zastosowanie zaréwno tréjwymiarowych ho-
dowli komérkowych, jak i modeli komérek macie-
rzystych i hodowli pierwotnych umozliwia zgroma-
dzenie danych pozwalajacych na precyzyjng ocene
skutecznosci i toksycznosci leku, na etapie badari
przedklinicznych (tabela 1).

Hepatotoksycznosé
Ocena hepatotoksycznosci stanowi decy-

dujgcy krok w rozwoju nowych lekéw. Wa-
troba jest organem najbardziej narazonym na

Hodowla 3D

komérki zachowuja swéj naturalny ksztatt

Dostepnos¢ pozywki hodowlanej

komérki w monowarstwie s3 jednakowo eksponowane na sktadniki

sktadniki odzywcze i czynniki wzrostu lub leki moga w petni nie

i badanych zwiazkéw odzywcze/czynniki wzrostu/leki, ktére s3 rozmieszczone w pozywce przenikng¢ przez sferoidy do miejsca docelowego
hodowlanej

Cykl komérkowy fatwiejsza synchronizacja hodowli, wiecej komérek znajduje sie trudna synchronizacja hodowli, komérki w wiekszosci znajduja sie
na tym samym etapie cyklu komdrkowego, poniewaz s3 w réwnym  na réznych fazach cyklu
stopniu eksponowane na czynniki badane

Ekspresja genow/biatek komérki wykazujg rézny poziom ekspresji genéw i biatek komérki wykazujg profil ekspresji genow/biatek zblizony do tych

w poréwnaniu do modeli in vivo

w tkankach in vivo

Wrazliwosé na leki

komérki s bardzo wrazliwe na dziatanie leku

komorki s czesto bardziej odporne na efekty leku w poréwnaniu
z systemami hodowli 2D, dzieki temu sg lepszymi wskaznikami
odpowiedzi na leki
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toksyczne dzialanie lekéw ze wzgledu na jej pod-
stawowa role w biotransformacji i eliminacji wiek-
szosci ksenobiotykéw. Hepatotoksyczno$¢ moze
by¢ spowodowana bezposrednio dzialaniem leku
lub jego metabolitami powstajacymi w wyniku
biotransformacji.

W badaniach mechanizmu hepatotoksycznosci
wywolywanej przez leki wykorzystywane sa bio-
markery stresu komérkowego (np. poziom gluta-
tionu, wytwarzanie reaktywnych form tlenu, akty-
wacja kaskady kaspaz) - powszechnie stosowane do
oceny toksycznosci komérek w warunkach in vitro
pochodzacych z r6znych tkanek. Dodatkowo brane
sa pod uwage parametry, ktére reprezentuja spe-
cyficzne funkcje watroby (m.in. ureogeneza, syn-
teza bialek, glukoneogeneza, metabolizm glikoge-
nu, synteza VLDL) [10-13].

Najwazniejszymi modelami do badan hepato-
toksycznosci i aktywnosci metabolicznej in vitro
sq: skrawki watroby, wyizolowane komdrki watro-
by (hodowle pierwotne), w tym metody wspdlnego
hodowania komdrek pochodzacych z ré6znych orga-
néw (kohodowle), hodowle 3D, frakcje subkomor-
kowe (mikrosomy) i watrobowe ustabilizowane li-
nie komorkowe [14].

Linie komérkowe watroby
Linie komdérkowe pochodzace z watroby uzy-
wane w badaniu hepatotoksycznosci to: Fa2N-4,

HepG2, Hep3B, PLC/PRF/5 oraz HepaRG.
Wywodza sie one najczesciej z tkanki nowotwo-

rowej. Sg atrakcyjnym narzedziem do badan in vi-

tro ze wzgledu na wysoka zdolno$¢ do proliferacji

oraz stabilny metabolizm.
Wykorzystywane sg takze komorki macierzyste:

- dojrzale komdrki macierzyste pochodzace z wa-
troby lub z komdrek niewatrobowych, np. me-
zenchymalne komérki macierzyste (MSC);

- pluripotencjalne komdérki macierzyste, repre-
zentowane giéwnie przez ludzkie embrionalne
komorki macierzyste (hESC) i indukowane przez
czlowieka pluripotencjalne komérki macierzy-
ste (hiPSC), ze wzgledu na ich zdolnos¢ do pro-
liferacji i r6znicowania w komorki hepatocyto-
podobne [14, 15].

Hodowle pierwotne

Sa zlotym standardem wsréd modeli komérko-
wych. Ze wzgledu na pochodzenie z watroby od-
zwierciedlaja one funkcjonalnos¢ ludzkiego narza-
du in vivo. Preparaty sg otrzymywane od réznych
dawcéw, przy uzyciu indywidualnych izolatéw ko-
morek, co daje mozliwos¢ analizowania szerokie-
go zakresu polimorfizméw genetycznych. Jedna
z wad stosowania pierwotnych hepatocytéw do ba-
darn toksykologicznych jest utrata fenotypu po nie-
dlugim czasie w hodowli. Funkcje specyficzne dla
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watroby, takie jak wytwarzanie albumin i ekspre-
sja enzymoéw cytochromu P450, zostaja utraco-
ne juz w ciagu pierwszych 24-48 godzin hodow-
li[15, 16].

Skrawki watroby

(Liver slices)

W tym modelu zachowana jest struktura i orga-
nizacja réznych typéw komorek watrobowych, co
umozliwia ocene potencjalnej hepatotoksycznosci
nie tylko poprzez okreslanie zywotnosci lub funk-
cjonalno$ci biochemicznej hepatocytéw, ale takze
przez analize morfologiczng tkanki.

Powszechne stosowanie ludzkich skrawkéw wa-
troby do badan toksycznosci jest limitowane przez
potrzebe dostarczania $wiezej tkanki watrobowej,
ograniczone przezycie skrawkoéw i brak dobrze
przygotowanych protokoléw prowadzenia hodow-
li, co moze negatywnie wplywac na powtarzalnosé
oraz odtwarzalnos¢ eksperymentow [16].

Mikrosomy

Mikrosomy watrobowe sa modelem do ba-
dan biotransformacji lekéw (profil metabolicz-
ny i przewidywanie klirensu watrobowego) i ba-
dari interakeji lekowych (fenotypowanie i badania
potencjalu inhibicyjnego). Pozwalaja réwniez wy-
kry¢ potencjalnie reaktywne, toksyczne, metabo-
lity leku.

Frakcja mikrosomalna zawiera enzymy I fazy
biotransformacji, mianowicie monooksygenazy cy-
tochromu P450, monooksygenazy zawierajace fla-
wine (FMO), esterazy, amidazy i hydrolazy epok-
sydowe, a takze niektdére enzymy II fazy, takie jak
np. UGT - difosfoglukuronozylotransferaze ury-

dyny [17].

Modele 3D

Oparte s3 na odtwarzaniu mikrosrodowiska
panujacego in vivo, uwzgledniajacego architek-
ture komorek 3D, zréznicowanie komoérek, in-
terakcje komorka-komorka i komérka-matryca
oraz dynamiczny przeplyw skiadnikéw odzyw-
czych. Wyrézniamy modele oparte na rusztowa-
niach, wielokomérkowe sferoidy oraz urzadzenia
mikrofluidalne.

- Modele oparte na rusztowaniach
Struktura rusztowania powinna tworzy¢ poro-
watg sie¢, aby umozliwié¢ perfuzje gazéw, sklad-
nikéw odzywczych i czynnikéw wzrostu oraz
mieé¢ odpowiednie wlasciwosci mechaniczne.
Struktury te moga by¢ wytwarzane z szerokiej
gamy materialéw, naturalnych biomaterialéw
albo syntetycznych polimeréw. Jednym z naj-
powszechniej stosowanych naturalnych bio-
materialéw w inzynierii tkankowej watroby jest
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alginian (material biokompatybilny, o niskiej
toksycznosci) [16].

- Model liver on chips - wykorzystanie technologii
mikroprzeplywu (patrz: nefrotoksycznosé - mo-
del kidney-on-a-chip).

Nefrotoksycznosé

Nerki to jeden z gléwnych organéw wydalania,
w naturalny sposéb narazony na efekty toksyczne
wywolywane przez leki. Mechanizm dzialania tok-
sycznego lekéw na komorki nerki moze polegac na:
- uszkodzeniu blony komérkowej,

- wywolywaniu stresu oksydacyjnego poprzez ge-
nerowanie wolnych rodnikéw tlenowych,

- aktywacji proceséw zapalnych,

- zakldéceniu czynnosei naczyniowej nerek [18].

Nefrotoksycznos¢ wywolana lekami moze pro-
wadzi¢ do ostrego uszkodzenia nerek (acute kid-
ney injury, AKI) lub przewleklej choroby ne-
rek [19].

Tradycyjna metoda przedklinicznych badan ne-
frotoksycznosci jest podawanie badanej substancji
ssakom (badanie in vivo). Ostre, podostre i prze-
wlekle objawy toksycznosci sg klasycznie ocenia-
ne u dwoéch gatunkéw zwierzat (jednego gryzonia
i drugiego niebedacego gryzoniem). Modele te sg
kosztowne i czasochlonne, dlatego nie jest prak-
tyczne stosowanie ich do przesiewowego badania
nefrotoksycznosci duzej liczby prébek [18].

Leki moga wywiera¢ toksyczne dzialanie na
rézne cele w nerkach. Kanalik blizszy (proksy-
malny) jest szczeg6lnie interesujacy dla badar do-
tyczacych nefrotoksycznosci, poniewaz aktywny
klirens, resorpcja, stezenie wewnatrzkomoérkowe
i kumulacja lekéw wystepuja gléwnie w tym ob-
szarze w nerce. Ciagla ekspozycja blizszego kanali-
ka na wysokie stezenie lekéw i ich toksyczne meta-
bolity, w polaczeniu z wysokim zapotrzebowaniem
na energie komoérek nabtonkowych w tym regio-
nie, czyni go szczegdlnie podatnym na szkodliwe
bodZce. W zwigzku z tym komorki kanalika prok-
symalnego stanowig jeden z podstawowych modeli
in vitro do badari nefrotoksycznosei [20].

Tabela 2. Linie komérkowe wykorzystywane w badaniach

nefrotoksycznosci [21]

HK-2 nabtonek kanalika proksymalnego czlowiek
hRPTEC nabtonek kanalika proksymalnego cztowiek
hRPTEC/TERT1 nabtonek kanalika proksymalnego cztowiek
NRK-52E nabtonek kanalika proksymalnego szczur
oK nabtonek kanalika proksymalnego opos
MDCK nabtonek kanalika dystalnego pies
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W celu uzyskania wystarczajacej korelacji z ne-
frotoksycznos$cia in vivo komoérki w hodowli po-
winny spelniaé nastepujace warunki:

- zachowad polarnosé;

- formowac nablonek z charakterystycznymi pola-
czeniami miedzykomdérkowymi (tight junction);

- zachowac cechy charakterystyczne dla nefronu,
takie jak produkeja glutationu, transport prze-
znablonkowy oraz obecno$¢ typowych enzy-

mow [21] (tabela 2).

Jednoczesne spelnienie tych warunkéw w ho-
dowli jest jednak bardzo trudne i wymaga stalego
procesu monitorowania hodowli.

W badaniach nefrotoksyczno$ci duza trudnosé
stanowi fakt, ze testy prowadzone w oparciu 0o mo-
dele komérkowe pozwalaja raczej na wykrywa-
nie nieswoistej cytotoksycznosci niz nefrotoksycz-
nosci, ktora jest efektem specyficznego stresu dla
nerki. Obecnie wieksza uwage poswieca sie de-
tekeji charakterystycznych biomarkeréw, swiad-
czacych o uszkodzeniu badZ niewydolnosci nerek
(np. biatko NGAL (Neutrophil-Gelatinase Associa-
ted Lipocalin), KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1)
markery te sg niewykrywalne w zdrowej nerce ani
w moczu) [22, 23].

Model 3D
- kidney-on-a-chip

Wiekszos¢ tych modeli opiera sie na materia-
fach matrycowych, takich jak naturalne lub syn-
tetyczne polimery, ktére zasiedla sie komdérkami
(np. komorki kanalika blizszego wyizolowane z my-
sich nerek).

Model kidney-on-a-chip stanowi wielowar-
stwowe urzadzenie mikrofluidalne, zawieraja-
ce kanal mikroprzeplywowy i porowate podloze
membranowe, pokryte ludzkimi komérkami na-
blonkowymi nerki eksponowanymi na przeplyw
plynu. Ekspozycja pojedynczej warstwy nablonka
na dynamike przeplywajacego nad hodowla ply-
nu powoduje polepszona polaryzacje komérek na-
blonka [24].

Model kidney-on-a-chip pozwala dokladniej
nasladowac $rodowisko nerek w warunkach in
vivo, w szczegolno$ci wlasciwosci przeplywu ply-
nu w nerce. Dzieki temu mozliwe jest precyzyj-
ne odwzorowanie sytuacji panujacej in vivo, a tym
samym dokladniejsza ocena bezpieczenistwa poten-
cjalnego leku wzgledem organu [25].

Neurotoksycznosé

Jest definiowana jako tymczasowe badz trwa-
te uszkodzenie mézgu, rdzenia kregowego lub
struktur obwodowego ukladu nerwowego, cze-
go objawem moze by¢ m.in. uposledzenie funkcji
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poznawczych, zespoly mdézdzkowe, zaburzenia
nerwowo-miesniowe, neuronopatie. Wybdr odpo-
wiedniego systemu neuronalnego in vitro zalezy od
konkretnych punktéw koricowych, warunkowa-
nych przez nature zjawisk neurotoksykologicznych
(degeneracja elementéw cytoplazmy neuronu, de-
generacja aksonéw lub dendrytéw, demielinizacja,
wplyw na przewodnictwo) [26].

Testy do badari neurotoksycznosci (analizuja-
ce m.in. zdolno$¢ do proliferacji, migracji, for-
mowania synaps, przeplywu jonéw badZ mielini-
zacji) oparte sg na hodowlach komérek ssaczych,
o réznym stopniu zlozonosci oraz o modele wyko-
rzystujace zwierzeta inne niz ssaki (danio prego-
wany, jezowiec morski, nicieri Caenorhabditis ele-
gans) [27].

Biorac pod uwage ztozonos$¢ ukladu nerwowe-
go i wiele aspektéw mozliwych skutkéw neurotok-
sycznych, bardzo malo prawdopodobne jest, aby
pojedynczy test obejmowal badanie pelnego spek-
trum zmian toksycznych w obrebie OUN. Propo-
nuje sie rozwigzania wykorzystujace zbidr testéw,
ktéry obejmuje testy in vitro z wykorzystaniem ko-
morek ssakéw i jeden lub dwa testy z modelami in-
nymi niz ssacze.

Modele komoérek ssaczych

Linie komérkowe

- PC12 (szczurze nadnerczowe komoérki guza
chromochlonnego); w obecnosci czynnikéw
wzrostu nerwéw (NGF) réznicuja sie do komo-
rek podobnych do neuronéw wspoétczulnych,
wykazuja takie cechy, jak: pobudliwos¢ elek-
tryczna, wydzielanie neuroprzekaznikéw (do-
pamina, noradrenalina), ekspresja receptoréw
cholinergicznych, jonotropowych (NMDA) i eks-
presja esterazy acetylocholinowe;.

- B50, IMR-32, SH-SY5Y, SK-N-SH, wywodza-
ce sie z nerwiaka zarodkowego (neuroblasto-
ma) [28, 29].

Neuronalne pierwotne hodowle

Moga pochodzic¢ z wielu réznych regionéw, m.in.
zwojow grzbietowych, hipokampa, kory mézgowej,
mozdzku, srédmézgowia. W badaniach wykorzy-
stuje sie m.in.:

- komorki ziarniste mézdzku

Hodowla moze by¢ neuronalno-glejowa, kiedy
sklada sie z okolo 85% neuronéw, 15% astrocytéw
i 5% mikrogleju lub prawie wylgcznie neuronalna,
ktéra uzyskuje sie przez dodanie czynnikéw bloku-
jacych proliferacje glejowa. Hodowle komdrek ziar-
nistych mézdzku skladaja sie gléwnie z neuronéw
ziarnistych, gléwnie glutaminergicznych i cechuja
sie wysoka ekspresje receptoréw NMDA.
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- hodowle neuronéw korowych

Skladajg sie z neuronéw, astrocytéw, oligoden-
drocytéw i komérek mikrogleju. Hodowle uznaje
sie za dojrzala po okolo 3-4 tygodniach w kulturze
imozna ja utrzymywacd przez wyjatkowo dlugi czas
(kilka miesiecy) [30].

Nerwowe komorki macierzyste

oraz komérki progenitorowe

Nerwowe komorki macierzyste (NSC) lub ko-
morki progenitorowe maja zdolno$é¢ samoodnowy
i moga generowac wszystkie trzy giéwne typy ko-
morek OUN: neurony, astrocyty i oligodendrocyty.
Moga pochodzié¢ z réznych gatunkéw, w tym gryzoni
iludzi. Trzy gléwne Zrédla komdrek macierzystych
to: pluripotencjalne embrionalne komdérki macie-
rzyste wyizolowane z blastocysty, ludzkie komor-
ki macierzyste krwi pepowinowej i multipotencjal-
ne somatyczne komorki progenitorowe pochodzace
ze szpiku kostnego lub innych tkanek, w tym OUN.

Model ten moze stuzy¢ do badania neurotok-
sycznosci w calym zakresie proceséw neurorozwo-
jowych, takich jak: proliferacja, migracja, réznico-
wanie, synaptogeneza i apoptoza [30, 31].

Model bariery krew-mézg

Waznym aspektem dzialania oraz toksyczno-
$ci lekéw jest zdolno$¢ do przenikania przez ba-
riere krew mozg (brain-blood barrier, BBB), ktéra
odgrywa kluczows role w utrzymaniu homeosta-
zy OUN. Bariera z jednej strony ogranicza transport
z krwi do mdzgu potencjalnie szkodliwych substan-
cji, z drugiej za$ pelni funkcje nos$nika - odpowie-
dzialna jest za transport substancji odzywczych do
moézgu i usuwanie metabolitéw.

Modele in vitro BBB opierajq si¢ gléwnie na ho-
dowli komdrek §rédblonka. Wykorzystuje sie réw-
niez kohodowle, w ktérych komérki $rédblonka
hodowane sa wspdlnie z astrocytami i/lub pericy-
tami, ktére odpowiadaja typom komdrek natural-
nie tworzacych BBB [32].

Kardiotoksycznosé

Kardiotoksyczno$¢ jest ciezkim dzialaniem nie-
pozadanym lekéw, obejmujacym zaréwno bezpo-
$rednie uszkodzenie serca, jak i posrednie skutki
wynikajace ze zmiany srodowiska hemodynamicz-
nego lub zdarzen zakrzepowych. Toksyczno$¢ leku
wzgledem ukladu sercowo-naczyniowego moze by¢
zwigzana miedzy innymi z:

- bezposrednim uszkodzeniem mitochondriéw,
- przerwaniem szlakéw sygnalowych kinaz,
- zahamowaniem sercowych kanaléw jonowych.

Modele in vitro do badan kardiotoksycznosci
obejmuja m.in. hodowle pierwotne kardiomiocy-
téw, immortalizowane linie komoérek sercowych
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oraz uklady, w ktérych wykorzystuje sie komor-
ki niewywodzace si¢ z kardiomiocytéw, np. ludz-
kie komorki embrionalne nerki (Human Embry-
onic Kidney, HEK) i komérki jajnika chomika
chiriskiego (Chinese Hamster Ovary, CHO), ze
stabilng ekspresja kanalu hERG (kanal hERG ma
kluczowe znaczenie dla repolaryzacji potencjalu
czynno$ciowego serca, a hamowanie jego funkcji
powoduje wydluzenie potencjatu czynnosciowe-
go komorowego i wydluzenie odstepu QT - efek-
tem tego moze by¢ arytmia, co w przypadku le-
kéw niekardiologicznych stanowi istotne dzialanie
niepozadane).

Z powodzeniem stosowane sg takze komorki ma-
cierzyste i hiPSC, ktére maja zdolnos¢ przeksztal-
cenia sie funkcjonalne kardiomiocyty pochodzenia
ludzkiego oraz modele 3D (sferoidy, modele heart-
-on-a-chip) [33, 34].

Mutagennosé i genotoksycznosé

Do oceny aktywnosci mutagennej i genotoksycz-
nej substancji chemicznych stosowane sa réznego
rodzaju modele komdrkowe, wykorzystujace za-
réwno komorki bakterii, jak i hodowle komdérek
ssaczych [35].

Zloty standard w badaniu potencjalu

mutagennego - test Amesa

Prosta budowa komodrek bakterii, ich czeste
podzialy komérkowe, umozliwiajace szybkie na-
mnazanie, a takze stosunkowa latwos$¢ hodow-
li i podatno$¢ na modyfikacje genetyczne to cechy
przemawiajace na korzys¢ uzycia modeli prokario-
tycznych w badaniach screeningowych wiasciwo-
$ci mutagennych i genotoksycznych substancji che-
micznych [36].

Test Amesa wykorzystuje zmodyfikowane szcze-
py bakteryjne Salmonella typhimurium, posiadaja-
ce mutacje w operonie histydyny. Mutanty his- nie
maja zdolnosci do syntezy aminokwasu histydyny,
dlatego nie sa zdolne do wzrostu na pozywce mi-
nimalnej, pozbawionej L-histydyny [37]. Zdolnos¢
do wzrostu na pozywce bez histydyny moze zmu-
towanym komoérkom bakteryjnym przywrdécié mu-
tacja powrotna (rewersja) do form prototroficz-
nych o fenotypie his+. W tescie Ames’a okresla sie
zdolnos¢ do wywolywania przez badang substan-
cje (kandydata na lek) mutacji powrotnych, czy-
li rewersji.

Szczepy testowe wykorzystywane w tescie
Ames’a posiadaja réwniez dodatkowe mutacje:

- Rfa, ktéra zwieksza przepuszczalnosé blony ko-
moérkowej w wyniku zmiany jej skltadnikéw lipo-
polisacharydowych;

- delecja uvrB, ktéra zmniejsza zdolno$¢ na-
prawy materialu genetycznego, polegajacej na
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wycinaniu uszkodzonych fragmentéw i zaste-

powaniu ich prawidlowymi

lub s transfekowane plazmidem pKM101, ktéry
warunkuje oporno$¢ bakterii na ampicyline oraz za-
wiera gen mucAB, powodujacy aktywacje systemu
blednej naprawy DNA. Plazmid pKM101 zwieksza
czulo$é szczepéw testowych na wykrywanie mu-
tacji indukowanych przez nitrowe i aminowe po-
chodne wielopierscieniowych weglowodoréw aro-
matycznych.

Autorzy testu zalecali stosowanie pieciu szcze-
pow bakterii: TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA
98 oraz szczep TA 100. W aktualnie prowadzonych
badaniach standardowo zaleca sie stosowanie zesta-
wu czterech szezepéw, tj.: TA 97 (szczep wrazliwy
na czynniki utleniajace), szczep TA 98, TA 100 oraz
TA 102, ktore sa wrazliwe na wieksza liczbe muta-
gendw niz szczep TA 1537.

W tescie Amesa mozna badaé potencjal muta-
genny metabolitéw, powstajacych w toku biotrans-
formacji badanego zwiazku. Bakterie, ktére wyko-
rzystywane sa w teScie Amesa nie zawieraja calego
zestawu monooksygenaz, ktére wystepuja u orga-
nizméw wyzszych. Dlatego niemozliwe jest wy-
krycie wlasciwosci mutagennych substancji, kté-
re wymagaja aktywacji metabolicznej. Aktywacje
tych zwiazkéw przeprowadza si¢ poprzez inkuba-
cje z tzw. frakeja S9, bedaca homogenatem pocho-
dzacym z watroby szczura. Frakcja S9 zawiera wiek -
szo$¢ monooksygenaz i innych enzymoéw, ktére sg
niezbedne do aktywacji metabolicznej potencjal-
nych mutagenéw.

Test mikrojadrowy in vitro -

biomarker skutkéw narazenia organizmu

na czynniki genotoksyczne

Test mikrojadrowy polega na wizualizacji mikro-
jader - struktur powstajacych na skutek nieprawi-
dlowosci, jakie zachodza podczas podziatu komérki.
Tworzenie mikrojader zwigzane jest z chromosomo-
wymi aberracjami: utrata chromosomu lub ubyt-
kiem fragmentu chromosomu. Utracone podczas
podzialu komoérki chromosomy lub ich fragmenty
tworza w cytoplazmie charakterystyczne struktu-
ry o zaokraglonym ksztalcie.

Istnieje wiele protokoléw opisujacych procedu-
re wykonania testu mikrojadrowego, jednak jedna
z uznanych metod jest ta wskazana przez wytycz-
ng OECD 487. W warunkach in vitro test mikroja-
drowy wykonywany jest na linii CHO-K1 (komorki
jajnika chomika chiriskiego) w obecnosci cytochala-
zyny B, czynnika ktéry zatrzymuje podzial komoérki
na etapie cytokinezy. Wizualizacja mikrojader opar-
ta jest o barwienie przyzyciowe komdérek za pomo-
cq barwnikéw fluorescencyjnych, np. oranz akry-
dyny lub Hoechst 33258, lub niefluorescencyjnych
(barwnik Giemsy) [38, 39].
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Podsumowanie

Modele in vitro stanowig cenne narzedzie

w procesie odkrywania i rozwoju lekéw. Pozwa-
laja zmniejszy¢ koszty badan i ryzyko wejscia do
fazy klinicznej zwigzkéw toksycznych. Niewykry-
ta wezesnie toksyczno$é moze spowodowac nie tyl-
ko wycofanie leku z procesu wchodzenia na rynek,
ale przede wszystkim kosztowac zycie wielu ludzi.
Modele in vitro pozwalaja przewidywac potencjat
genotoksyczny, hepatotoksyczny, nefrotoksycz-
ny, neurotoksyczny czy kardiotoksyczny badanych
substancji i eliminowad niebezpiecznych kandyda-
téw na leki bez narazania ludzi i zwierzat.
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