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Evaluation of active substances and drugs in vitro - cell models and selected
assays

Intensive search for new drugs necessitates the development
of quick and reliable methods for their evaluation. These
methods, already at the stage of laboratory tests, are intended
to allow obtaining the broadest possible knowledge about

the mechanisms of action, absorption and transport of the
drug, determine its therapeutic concentration, half-life and
metabolism, and should be repeatable and relatively cheap.
Currently, almost all processes important in the context of the
effectiveness of therapy can be assessed based on tissue and
cell cultures. It is possible not only to keep any cells alive, but
also to construct spatial cultures where the interactions of
cells with each other - just like in vivo - are multidirectional.
Improving and refining the methods of cultivating human cells
- from highly differentiated cells to stem cells - allows for the
creation of a research model that largely reproduces most of the
processes occurring in the body and reflects the relationships
there. Additionally, in vitro research allows for the simultaneous
assessment of multiple drug evaluation parameters as well

as the identification of the precise cells and structures within
an organ or organism that are affected by the tested drug.
Simple methods have become widely available for assessing
the cytotoxicity and genotoxicity of compounds, selecting
optimal concentrations of test substances with respect to their
effects on selected cells and organs, assessing changes at the
molecular level, transport across membranes, and finally drug
biotransformation processes. Assessment of the drug in terms
of LADME (liberation, absorption, distribution, metabolism,
excretion) - the processes to which each drug is subjected

in the body can be almost entirely carried out in laboratory
conditions. The results obtained in vitro are important both in
terms of general knowledge about the action of a given drug
and for determining the directions of development of technology
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for attaining its most effective form. This, in turn, opens a new
path - the implementation of personalized therapy.

The aim of the work was to present the reader with increasing
possibilities in this area and to show the enormous progress that
has been made in recent years in extracorporeal research models
mapping the course of the body’s reaction to a potential drug or
other xenobiotics. The authors also wanted to show and compare
information on new, in their own way very complicated, but also
simple in their concept, in vitro models, with specific assays used

(both for 2D and 3D cultures) to assess the effect of a drug or other
xenobiotic on cells in cultures - thus indicating that these are
accessible methods and technologies that could be introduced into
curently operating laboratories.

Keywords: evaluation of the drug, 3D cell cultures, in vitro, toxicology
evaluation.
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Wstep

Ciagle poszukiwania nowych lekéw wymu-
szaja opracowanie szybkich i wiarygodnych
metod ich oceny. Ogdélnoswiatowe tenden-
cje odchodzenia od prac na zwierzetach oraz
potrzeba mozliwie maksymalnego skrdéce-
nia czasu badan (przy zachowaniu odpowied-
niego poziomu bezpieczeristwa dla potencjalnego
pacjenta) zwracaja uwage naukowcéw na kultury
tkankowe i komérkowe jako modelu badawczego.
Celem pracy jest przedstawienie czytelnikowi
mozliwos$ci w tym zakresie i pokazanie ogrom-
nego postepu, jaki w ostatnich latach dokonat
sie odnosnie pozaustrojowych modeli badaw-
czych odwzorowujacych przebieg reakcji orga-
nizmu na potencjalny lek lub inne ksenobiotyki.
Podjeto prébe pokazania i zestawienia informa-
cji dotyczacych nowych, na swéj sposéb skom-
plikowanych, ale i prostych w swej koncepcji
modeli in vitro z konkretnymi oznaczeniami,
jakie si¢ wykonuje (zaréwno dla hodowli 2D, jak
i 3D) do oceny wplywu leku lub innego kseno-
biotyku na komérki w hodowlach. Wskazujac
tym samym, ze obecnie nie s3 to juz tak niedo-
stepne metody i technologie jak kiedys, ktérych
nie daloby sie wprowadzi¢ do wiekszosci funk-
cjonujgcych pracowni.

Praca powstala na bazie szerszego opracowania
dotyczacego nowych metod stosownych do analizy
lekéw iinnych ksenobiotykéw w ukladzie in vitro,
w ramach realizacji potrzeb na cele dydaktyczne.
Dane przedstawione w opracowaniu pochodza
gléwnie z publikacji pozyskanych z internetowej
bazy danych PubMed z zakresu medycyny i nauk
biologicznych, a wybrane informacje skupiaja sie
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na zagadnieniach, ktére budzity najwieksze zain-
teresowanie stuchaczy.

Gléwne kierunki oceny leku dotyczg: skutecz-
nosci dzialania, bezpieczerstwa stosowania leku
oraz jego jakosci. Podstawowe procesy, ktérym
podlega kazdy lek w organizmie, okreslane jako
LADME (ang. liberation, absorption, distribu-
tion, metabolism, excretion), przez lata byly oce-
niane w oparciu o wyniki doswiadczen in vivo
prowadzonych na zwierzetach oraz obserwacji
pacjentéw i ochotnikéw w badaniach klinicz-
nych. Obecnie dla skrécenia czasu trwania oceny
leku i mozliwosci szybszego wprowadzenia go na
rynek, coraz czesciej i w coraz wiekszym zakre-
sie badania prowadzone sg na hodowlach komor-
kowych. Mozliwe jest nie tylko utrzymanie przy
zyciu dowolnych komérek, ale konstruowanie
hodowli przestrzennych, gdzie wzajemne oddzia-
tywania komdrek na siebie, podobnie jak in vivo,
sg wielokierunkowe - tworzenie tzw.: ekwiwa-
lentéw tkanek, odtwarzanie warunkow zwigza-
nych z przeplywem krwi przez obszary zasiedlone
komérkami, a nawet odtwarzanie w duzym stop-
niu przepltywu plynéw ustrojowych kolejno przez
kilka hodowli komérek charakterystycznych dla
konkretnych narzadéw (watroba, nerki, pluco,
miesnie itd.). Dodatkowo, badania prowadzone
w warunkach in vitro umozliwiaja réwnoczesne
wykonywanie oznaczen odnoszacych sie do réz-
nych aspektéw oceny leku i ulatwiaja wskazanie,
na ktére konkretnie komorki i struktury w obre-
bie danego narzadu i organizmu dziata badana
substancja.

Europejska Kolekcja Hodowli Komérkowych
(ang. European Collection of Authenticated Cell
Cultures, ECACC), Niemiecka Kolekeja Mikroor-
ganizmoéw i Kultur Komoérkowych (ang. German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures,
DSMZ) czy Amerykarnski Bank Tkanek (ang. Ame-
rican Type Culture Collection, ATCC) posiadaja
material pochodzacy od ludziizwierzat, reprezen-
tujacy rézne wiasciwosci, wywodzacy sie z réz-
nych narzadéw i tkanek - prawidlowych i cho-
robowo zmienionych [1-3]. Stwarza to ogromne
mozliwo$ci prowadzenia badan na komdrkach,
ktére sg realnie najbardziej narazone na dzialanie
leku. Z kolei oznaczenia wykonane na hodowlach
komérek pobranych od konkretnego pacjenta nie
tylko poszerzaja wiedze ogélna dotyczaca dzia-
tania danego leku, wyznaczajg kierunki rozwoju
technologii otrzymywania najskuteczniejszej
formy i postaci leku, ale tez staja sie waznym ele-
mentem terapii personalizowanej.

Na podstawie badan prowadzonych na hodow-
lach komérkowych w warunkach in vitro doko-
nuje si¢ wstepnej selekcji potencjalnych sub-
stancji leczniczych, oceniajac ich wplyw na
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wybrane modele komdérkowe. Etap ten jest nie-
zwykle istotny, poniewaz pozwala wyloni¢ spo-
$réd ogromnej liczby substancji te, ktére wywie-
raja na komorki pozadane efekty (np. ograniczaja
proliferacje komdérek nowotworowych, dzialaja
przeciwzapalnie, nasilaja synteze okreslonych
bialek itp.). Dodatkowo pozwala ograniczy¢ do
minimum wykorzystanie zwierzat laboratoryj-
nych podczas badan przedklinicznych, ktére sa
jednak niezbedne do sprawdzenia farmakoki-
netyki potencjalnych lekéw. Dopiero po etapie
badan przedklinicznych i wyeliminowaniu sub-
stancji nie wykazujacych pozadanego dzialania
lub substancji toksycznych, mozliwe jest rozpo-
czegcie podawania lekéw ludziom w fazie badan
klinicznych, obejmujacych poczatkowo niewielka
grupe ochotnikéw. W trakcie tego etapu badar
moze sie okazad, ze substancja ktéra pozytywnie
przeszla etap badan przedklinicznych jest w orga-
nizmie czlowieka metabolizowana odmiennie
niz u zwierzat i wykazuje dzialanie toksyczne.
Dopiero wykluczenie tego dziatania daje pod-
stawe do rozpoczecia badan klinicznych na wiek-
szej grupie pacjentow.

Wilasciwosci fizykochemiczne leku

Punktem wyjscia kazdego badania sa wiasci-
wosci fizyczne i chemiczne analizowanych sub-
stancji. Potencjal terapeutyczny leku uzalezniony
jest od lipofilno$ci, zdolnosci do dyfuzji oraz roz-
puszczalnosci. Klasyfikacja BCS (ang. Biopharma-
ceutics Classification System) umozliwia szybkie
powiazanie cechy biologicznej z cecha fizyczna,
dzigki czemu mozna przewidzieé dostepnosé bio-
logiczng i wplyw na nig czynnikéw technolo-
gicznych. Klasa I - substancje o wysokiej dostep-
nosci farmaceutycznej i biologicznej, dobrze
rozpuszczalne i szybko sie wchlaniajace. Klasa II
- substancje slabo rozpuszczajace sie, ktérych
biodostepnosc jest okreslona mozliwosciami roz-
puszczenia sie danej substancji. Klasa III - sub-
stancje dobrze rozpuszczalne, ale stabo przeni-
kajace; substancja lecznicza uwalnia sie szybko,
ale jest powoli wchlaniana. Klasa IV - substancje
slabo rozpuszczalne i stabo przenikajace - sub-
stancje o niskiej dostepnosci farmaceutycznej
ibiologicznej [4].

Skuteczno$¢, miejsce oraz okreslony czas dzia-
tania substancji leczniczej zalezy od odpowiednio
zaprojektowanej postaci leku. Dzieki procesom
technologicznym mozliwe jest zwiekszenie wchia-
niania substancji leczniczych, np. z przewodu
pokarmowego, ktére cechuja sie mala dostepnoscia
biologiczna po doustnym podaniu leku. Uzyskanie
pozadanej szybko$ci uwalniania substancji zawar-
tej w leku zalezy m.in. od postacileku, modyfikacji
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jego skladu czy wielkosci czastek. Wielko$é nie
powinna przekraczac¢ 30 pm, a jezeli jest to sub-
stancja bardzo trudno rozpuszczalna mozna np.
zastosowac postac¢ zmikronizowang [5]. W przy-
padku nanoczgsteczek wiadomo o wyjatkowym
zestawie wlasciwosci w zakresie dostarczania
substancji leczniczych: bardzo wysoka zdolnogé
upakowania substancji aktywnych, dlugotrwale
i kontrolowane ich uwalnianie, stabilnos$é¢, a takze
mozliwo$¢ ukierunkowanego dostarczania leku.
Dodatkowo, aby zwiekszy¢ indeks terapeutyczny,
gléwnie w przypadku miejscowego stosowania
leku, nanoczasteczki moga by¢ wigzane z hydro-
zelami, tworzgc hybrydowy biomaterial [6].

Przenikanie substancji leczniczych
przez bariery biologiczne - transport
przez blony

Wechianianie substancji leczniczej zwiazane jest
z pokonaniem bariery biologicznej w postaci war-
stwy komérek nablonkowych, czesto z warstwa
$luzu. Szybkos¢ procesu wchlaniania jest zalezna
od ukrwienia w miejscu wchlaniania, zdolnosci
przenikania substancji przez blony komérkowe,
wielkos$ci czasteczek, postaci chemicznej (sdl,
ester lub wolny zwiazek, forma krystaliczna) czy
pH srodowiska [5]. Szybkos¢ i stopiert wehlaniania
substancji leczniczej w duzej mierze moze réwniez
zalezed od interakeji z innymi substancjami obec-
nymi w srodowisku (np. w przewodzie pokarmo-
wym interakcji ze skladnikami zywnosci), co jest
coraz cze$ciej obiektem zainteresowan naukow-
c6w [7]. Wymienione zjawiska do niedawna byly
badane tylko na organizmach zywych. Obecnie
wiele z tych proceséw mozna oceniac¢ na hodow-
lach komérkowych lub innych modelach w ukla-
dzie in vitro.

Metabolizm leku

Wiekszo$¢ lekéw metabolizowana jest w watro-
bie, ktéra posiada uklady mikrosomalne zawiera-
jace szereg enzymow. W pierwszym etapie docho-
dzi tam do hydrolizy, utleniania oraz redukc;ji,
ktére prowadza do aktywacji, inaktywacji lub
nie wplywaja na dzialanie substancji leczniczej.
W drugim etapie zachodza procesy sprzegania
substancji leczniczej lub produktéw powstalych
w pierwszej fazie, umozliwiajace wydalenie leku
z organizmu. Pled¢, wiek, choroby watrobowe,
alkohol oraz inne uzywki, czynniki genetyczne
i srodowiskowe mogg istotnie wplywad na przebieg
tych proceséw. Zmniejszona zdolno$¢ metabolizo-
wania lekéw u nowo narodzonych dzieci wynika
z niewyksztalcenia jeszcze ukladéw enzyma-
tycznych, a u oséb starszych jest efektem stabszej
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aktywnosci enzyméw mikrosomalnych [8]. Naj-
wieksze znaczenie dla biotransformacji lekéw
ma grupa enzymow mikrosomalnych - rodzina
cytochromu P450 - CYP3A, CYP1A2, CYP2C9,
CYP2D6 oraz CYP2C19 [9]. Pamieta¢ nalezy, ze
hamowanie lub indukecja enzymoéw metabolicz-
nych w watrobie przez jeden lek moze wplynac na
metabolizm innych stosownych lekéw. Albassam
i wsp. [10] prowadzac badania z wykorzystaniem
mikrosoméw watrobowych wskazali, na podsta-
wie hamowania przez tymochinon aktywnos$ci
metabolicznej enzyméw mikrosomalnych cyto-
chromu P450, na mozliwos¢ interakcji badanego
przez nich zwigzku z lekami, ktére sg metabolizo-
wane przy udziale zwilaszcza CYP2C9. Z kolei Zhou
i wsp. [11] podobny mechanizm wykazali pro-
wadzgc badania na mikrosomach watrobowych
z plantainozydem D zawartym w roslinie Plantago
asiatica, ktéry nieznacznie hamowal aktywnos¢
CYP1A2,CYP2D6i CYP3A.

Badania przeprowadzane na zwierzetach w tym
zakresie, mimo ze bardzo wazne, maja ograni-
czong warto$¢, poniewaz istnieja spore réznice
w szlakach metabolicznych watroby u réznych
gatunkéw. W przemysle farmaceutycznym coraz
czesdciej wykorzystuje sie wiec modele in vitro -
zaczynajac od mikrosoméw, poprzez transfeko-
wane linie komérkowe, az po hodowle pierwot-
nych ludzkich hepatocytéw (ang. primary human
hepatocytes, PHH). Ze wszystkich wymienio-
nych modeli najczesciej wykorzystuje sie PHH,
poniewaz zapewniaja one przeprowadzanie badan
z duzg wydajnoscia, a komorki wykazujag wszyst-
kie charakterystyczne transportery, kofaktory
oraz enzymy [12]. I tak np. pierwotne ludzkie
hepatocyty, jak i mikrosomy watrobowe wykorzy-
stano do oceny metabolizmu iwermektyny - leku
przeciwpasozytniczego, ktéry ma tez dzialanie
przeciwwirusowe, w tym przeciwko SARS-CoV-2,
wykazujac, ze iwermektyna jest metabolizowana
glownie przy udziale CYP3A4 [13]. Analizujac
mikrosomy watrobowe poddane dzialaniu atalu-
renu ustalono, ze gléwnym szlakiem metabolicz-
nym tego leku jest bezposrednia glukuronidacja,
a nie metabolizm zachodzacy przy udziale cyto-
chromu P450 [14].

Wydalanie leku

Wydalanie to ostatni etap zwigzany z obecno-
$cig leku w organizmie, polegajacy na usunieciu
substancji leczniczej lub jej metabolitu z organi-
zmu. Wydalanie moze odbywac sie kilkoma, nie-
zaleznymi od siebie drogami, przez: nerki - mocz,
gruczoly $linowe - §lina, watrobe - z61¢, pluca -
wydychane powietrze, gruczoly potowe w ské-
rze - pot, gruczoly mleczne - mleko. Najczestsza
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i najwazniejsza droga wydalania leku z organi-
zmu jest wydalanie go przez nerki wraz z moczem
i obejmuje: przesaczanie klebuszkowe, aktywne
wydzielanie kanalikowe oraz bierna i aktywna
resorpcje zwrotna. Wszystkie wymienione pro-
cesy zachodza w réznych odcinkach nefronu.
Dzieki przesaczaniu kiebuszkowym do moczu
pierwotnego dostaja sie substancje, ktére nie sg
zwigzane z bialkamii wystepuja w postaci wolne;j.
Zwiazki niezjonizowane ulegaja resorpcji zwrotnej
biernej w kanalikach nerkowych, zgodnie z gra-
dientem stezen oraz w zalezno$ci od rozpuszczal-
nosci w lipidach, pH i pKa. Szczegdlne znaczenie
W procesie resorpcji zwrotnej ma pH, a takze sto-
pieri dysocjacji zwiazku [5].

Ocena in vitro dzialania substancji
aktywnych i lekéw

Hodowle tkankowe i komérkowe

Do niedawna badania prowadzono gléwnie na
hodowlach jednowarstwowych-dwuwymiaro-
wych (2D) na réznych plaskich podlozach. Naj-
czesciej byly to hodowle komdrek jednego rodzaju
wywodzacych sie z réznych narzadéw i tkanek
(hepatocyty, miocyty, fibroblasty, melanocyty,
komorki plue, srédblonka, krwi) lub kokultury
zawierajace mieszanine komodrek charaktery-
stycznych dla danej tkanki czy narzadu. Obecnie
banki tkanek oferuja cale panele komérek wywo-
dzacych sie np. z réznego rodzaju zmian choro-
bowych - najczesciej nowotworéw razem z linia
komoérek prawidlowych pochodzacych z tego
samego narzadu. Jest to zwykle kilka lub kilkana-
$cie linii tak dobranych, aby reprezentowane tam
byly komérki z réznych miejsc ogniska pierwot-
nego czy przerzutéw, komorki z réznymi recep-
torami i ekspresja réznych bialek enzymatycz-
nych, adhezyjnych, transportujacych. W tabeli 1
przedstawiono dostepne w ATCC panele nowo-
tworéw: piersi - panel ogdlny to 45 linii, szyjki
macicy - 4 linie, watroby - 7 linii, zoladka -
6 linii, mézgu - 4 linie, trzustki - 7 linii i inne [3].
Do kazdego panelu - dla kazdej linii dostarczany
jest certyfikat analiz i karta produktu. Linie moga
by¢ dobrane pod katem okreslonych zmian gene-
tycznych, aktywnosci lub jej braku, regulatoréw
cyklu komorkowego (p53, EGRF, BRAF,PI3K, AKT)
i wielu innych.

Coraz cze$ciej w badaniach wykorzystuje sie juz
tréjwymiarowe modele komorek (3D), ktére lepiej
oddaja wzajemne relacje przestrzenne komorek.
Do tego rodzaju hodowli nalezg: wielokomérkowe
sferoidy, organoidy, hodowle na rusztowaniach,
hydrozelach oraz narzady na chipach [15]. Modele
hodowli tréjwymiarowej promuja rézne poziomy
réznicowania komérek i organizacji tkanek, ktére
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Tabela 1. Panele nowotworowe dostepne w ATCC [3].
Table 1. Cancer panels available at ATCC [3].

Mézg PFSK-1, A172, SW1088, Daoy
Glowa i szyja A-253, SCC-15, SCC-25, SCC-9, FaDu, Detroit 562
Ptuco NCI-H2126, NCI-H1299, NCI-H1437, NCI-H1563, NCI-H1573, NCI-H1975, NCI-H661

184B5, AU-565, BT-20, BT-474, BT-483, BT-549, CAMA-1, DU4475, HCC38, HCC70, HCC202, HCC1187, HCC1395, HCC1419, HCC1428, HCC1500, HCC1569,
Pier$ HCC1599, HCC1806, HCC1937, HCC1954, HCC2157, HCC2218, Hs 578Bst, Hs 578T, MCF7, MCF 10A, MCF10F, MCF-12A, MDA-kb2, MDA-MB-134-VI,

panel ogdlny MDA-MB-157, MDA-MB-175-VII, MDA-MB-231, MDA-MB-361, MDA-MB-415, MDA-MB-436, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR-3, T47D,
UACC-812, UACC-893, ZR-75-1, ZR-75-30
Pieré HCC1599, HCC1937, HCC1143, MDA-MB-468, HCC38, HCC70, HCC1806, HCC1187, DU4475, BT-549, Hs 578T, MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-157,

rak potréjnie ujemny  MDA-MB-453, BT-20, HCC1395

Zotadek KATOIIl, NCI-N87, SNU-16, SNU-5, AGS, SNU-1
Trzustka Capan-2, Panc 10.05, CFPAC-1, HPAF-II, SW 1990, BxPC-3, AsPC-1
Watroba SNU-475, C3A, SNU-449, PLC/PRF/5, SNU-387, SK-HEP-1, SNU-423

Szyjka macicy Ca-Ski, DoTc2 4510, SiHa, C-33-A

Jajnik PA-1, Caov-3, SW 626, SK-0V-3

Pecherz moczowy

5637, HT-1197, HT-1376, RT4, SW780, T-24, TCCSUP, UM-UC-3

nie s3 mozliwe w konwencjonalnych systemach
hodowli 2D. Zyskaly one szczegdélna popularnosé
w wyjasnianiu biologii nowotworéw - przerzu-
téw, opornosci na leki czy nawrotéw choroby.
Hodowle te s3 wykorzystywane réwniez do oceny
toksycznos$ci badanych lekéw. Sferoidy i orga-
noidy watroby oraz narzady na chipach sg coraz
czesciej wykorzystywane do badari metabolizmu
leku. Tak zwane narzady na chipach - organ-on-
-a-chip, pozwalaja na badanie fizjologii czlo-
wieka w konteks$cie wybranego narzadu, umozli-
wiaja opracowanie nowych modeli choréb in vitro
imoga réwniez stuzy¢ jako zamienniki dla badan
nazwierzetach [16]. W ostatnich latach tworzy sie
coraz bardziej zlozone urzadzenia mikroprzeply-
wowe w celu uzyskania kontrolowanego mikro-
$rodowiska do manipulacji oraz dlugotrwatego
réznicowania sie réznych typéw hodowanych
komérek. Opracowano urzadzenie mikroprzeply-
wowe, ktére zawiera bioreaktor zlozony z dwdéch
réwnoleglych mikrokanaléw, oddzielonych cienka
przepuszczalng membrang, do oceny wysokich
wymagan metabolicznych hodowli pierwotnych
hepatocytéw. Poczatkowo produkeja takich syste-
mow byla oparta na kosztownej i zlozonej mikro-
obrébee krzemu. Obecnie opracowano juz systemy
mikroprzeplywowe wykonane z polidimetylo-
siloksanu (ang. polydimethylsiloxane, PDMS).
Charakteryzuja sie one bardzo wysoka przepusz-
czalnoscig gazu [17] i przezroczysto$cig optyczna,
co umozliwia przeprowadzenie w czasie rzeczy-
wistym réznych pomiaréw [18]. Rozwdj mikro-
inzynierii pozwala na tworzenie nowych modeli
in vitro, ktére odtwarzaja coraz bardziej skom-
plikowane struktury 3D obecne w narzadach oraz
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integruja kluczowe dynamiczne, mechaniczne
i chemiczne sygnaly. Opracowano mikroprze-
plywowa platforme kokulturowa, pozwalajaca na
komunikacje pomiedzy réznymi typami tkanek.
Integracja wielu typéw narzadéw w jeden chip
(body-on-chip) jest szczegdlnie przydatna w zro-
zumieniu farmakodynamiki i farmakokinetyki
lekéw [19].

Waznym rozdzialem w badaniach tréjwymia-
rowych in vitro bylo wprowadzenie do hodowli
komoérek macierzystych - embrionalnych komérek
macierzystych (ang. embryonic stem cells, ESC),
a nastepnie indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych (ang. induced pluripotent
stem cells, iPSC). Wykazano, ze w takich przypad-
kach organoidy samoorganizuja sie podobnie jak
w narzadach in vivo i mogg intensywnie rosnac
w hodowli przy zachowaniu stabilno$ci genomo-
wej. Wykazano ich szczegdlna przydatno$é w two-
rzeniu modeli choréb zaburzend neurodegenera-
cyjnych, neurorozwojowych, psychiatrycznych,
neurookulistycznych, ale i wielu innych [20]. Poja-
wily sie firmy oferujace organoidy komercyjne,
a liczba oczekujacych na patenty w tym zakresie
ciagle rosnie.

Liczba nowych metod i testéw oferowanych
na rynku i opisywanych przez naukowcéw z réz-
nych o$rodkéw badawczych z jednej strony poka-
zuje ogromne potencjalne mozliwosci wyko-
rzystania metod in vitro do testowania lekéw,
w kazdym mozliwym aspekcie z odwzorowaniem
warunkoéw panujacych w organizmie, ale z drugiej
strony zmusza do wyselekcjonowania, sprawdze-
nia, wystandaryzowania, znormalizowania oraz
legalizacji wybranych metod do oceny leku - co
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przy takim szybkim rozwoju nauki w tym zakresie
czesto bywa trudne. Wiele organizacji podejmuje
dzialania na tym polu. The Innovation & Quality
Microphysiological Systems (IQ MPS) Affiliate -
konsorcjum firm farmaceutycznych i biotechno-
logicznych w ramach Miedzynarodowego Kon-
sorcjum na rzecz Innowacji i Jakosci w Rozwoju
Farmaceutycznym (IQ Consortium) wraz z Food
and Drug Administration (FDA) przygotowuja
odpowiednie opracowania dotyczace zlozonych
modeli in vitro (ang. complex in vitro models,
CIVM) i technologii systeméw mikrofizjologicz-
nych (ang. microphysiological systems, MPS),
ktére moga by¢ wykorzystywane w ocenie lekéw.
Organizacje te wypracowaly ogélny konsensus
w sprawie CIVM i ich stosowania w ocenie LADME
oraz ocenie bezpieczenistwa leku, wskazujac na
koniecznos¢ zréznicowania metod w kontekscie
uzytkowania (ang. contexts of use, COU). Odno-
szg sie one zaréwno do komérek zwierzecych, jako
gléwnego modelu badan przedklinicznych in vivo
stosowanego do tej pory, jak réwniez do komdrek
ludzkich [21].

Transport przez blony - ocena

w warunkach in vitro

Mozliwosci transportu przez blony danego leku
mozna oceniaé przeprowadzajac badania z wyko-
rzystaniem sztucznie otrzymanych blon fosfoli-
pidowych. Zeby przeprowadzi¢ doswiadczenia
dotyczace aktywnosci bialek blonowych stosuje
sie blony rekonstytuowane, ktére zawieraja jedno
lub kilka biatek, umozliwiajac badanie struk-
tury i dynamiki kanaléw wystepujacych w blo-
nach biologicznych, to znaczy pomiar przeptywu
jonéw przez pojedynczy kanal w blonie [22]. Do
pomiaru stosowane sa odpowiednie elektrody.
Metoda pomiaru aktywnosci kanaléw jonowych
powierzchni calej blony komérkowej to voltage-
-clamp, a pomiary dla matych fragmentéw blon,
tzw. latek (ang. patch) z niewielka liczba kana-
16w jonowych to metoda patch-clamp [23]. Ta
ostatnia metoda umozliwia rozréznienie pradéw,
ktore plyna przez pojedyncze kanaly i jest obec-
nie tzw. zlotym standardem w pracowniach elek-
trofizjologii.

Aby uzyskaé¢ odpowiedZ na temat mechani-
zmo6w transportu biernego i aktywnego substancji
leczniczej, a takze przeprowadzaé badania doty-
czace szybkosci transportu substancji przez blony,
wykorzystuje si¢ modele kultur nablonka jelito-
wego in vitro. Stosowane linie najczesciej wywo-
dza sie z gruczolakéw jelita grubego, ale moga
réwniez pochodzi¢ z eksplantéw prawidlowych
tkanek, ktoére zostaly pobrane z organizmu czlo-
wieka w zwigzku z innymi badaniami lub zabie-
gami. Najlepiej poznanymi komérkami nabtonka
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jelitowego sa komorki linii Caco-2 i HT29. Sa to
komérki nowotworowe, ale wiele ich cech przy-
pominajacych enterocyty prawidlowe pozwala
na zastosowanie ich do oceny transportu réznych
substancji przez blony [24, 25]. Komérki Caco-2
wywodzg sie z ludzkiego gruczolakoraka jelita
grubego [1-3] i produkuja wiele enzyméw oraz
bialek transportowych, bioracych udziat w trans-
porcie aminokwaséw, peptydéw, cukréw oraz
witamin, a takze wytwarzaja bialka opornosci
wielolekowej - glikoproteine P (P-gp) [26]. Wyka-
zuja wzrost adherentny na stalych powierzch-
niach i mikroporowatych membranach, gdzie
charakteryzuja sie zdolnoscia do spontanicz-
nego réznicowania w czasie hodowli w komoérki
podobne pod wzgledem morfologicznym i funk-
cjonalnym do prawidlowych enterocytéw [27]. Po
2-3 tygodniach prowadzenia hodowli w pozywce
DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
w standardowych warunkach (temperatura 37°C,
5% stezenie CO,, state nasycenie parg wodna),
komorki tworza monowarstwe, w ktérej wyka-
zuja charakterystyczna dla enterocytéw biegu-
nowos¢ - jadro komérkowe umiejscowione jest
w czesci podstawnej komorki, a w cze$cei szezy-
towej widoczny system mikrokosmkéw tworzy
tzw. rabek szczoteczkowy. Komérki Caco-2 two-
rza $ciste polaczenia miedzy soba, produkuja ami-
nopeptydazy, alkaliczng fosfataze, sacharazy [28].
Analizujac mozliwo$ci transportu badanej sub-
stancji, komorki hoduje sie w specjalnych naczy-
niach z insertami. W wewnetrznym naczyniu dno
tworzy porowata membrana, na ktérej umieszcza
sie komorki, a w zewnetrznym naczyniu umiesz-
cza sie pozywke. Dostep do pozywki w tym ukia-
dzie pozwala na wytworzenie wysokiego stopnia
spolaryzowania komorek. Ich wzrost i namnaza-
nie trwa az do osiggniecia stanu konfluencji [26].
Pomoca w ocenie spéjnosci monowarstwy koméo-
rek linii Caco-2 sg pomiary szybko$ci transportu
znakowanych hydrofilnych substancji markero-
wych (inulina, mannitol, glikol polietylenowy)
lub oporu elektrycznego TEER (ang. transepithe-
lial electrical resistance) miedzy naczyniami [28].
Roztwor leku lub innej substancji badanej umiesz-
cza sie w naczyniu wewnetrznym - na komor-
kach i po okreslonym czasie inkubacji, wykonuje
sie pomiary tej substancji w pozywce naczynia
zewnetrznego. Jest to wskaznik przebiegu trans-
portu badanej substancji przez $ciany jelita [26].
Oznaczenia prowadzi si¢ réwnolegle ze zwiaz-
kami referencyjnymi, ktérych poziom wchlania-
nia u ludzi jest znany, takimi jak atenolol (slaba
przepuszczalno$é, pasywny transport parako-
morkowy) i propranolol (wysoka przepuszczal-
nosé, pasywny transport transcelularny) [27].
Problemem zwigzanym z komdérkami Caco-2 jest
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stosunkowa slaba ekspresja cytochromu P450
i wieksze zageszczenie komoérek w poréwnaniu
z prawidlowymi enterocytami [26].

W warunkach in vitro mozliwe jest okresle-
nie, jakiemu rodzajowi transportu podlega badana
substancja - transport bierny czy aktywny. Jezeli
substancja przenika przez monowarstwe komor-
kowa w temperaturze 4°C, to uznaje sie, ze sub-
stancja ulega transportowi pasywnemu. Przeni-
kanie w temperaturze 37°C, przy jednoczesnym
braku lub matym przenikaniu przy 4°C, swiad-
czy o transporcie aktywnym. Pamieta¢ jednak
nalezy, ze transport aktywny zalezy nie tylko od
temperatury, ale réwniez od stezenia skladnika
i pH buforu transportowego [28]. Opracowano
kilka modeli, ktére wykorzystuja rusztowania
3D, aby pomdc komdérkom Caco-2 i organoidom
w osiggnieciu uktadu przestrzennego odpowia-
dajacemu warunkom panujacym in vivo, ktéry
pomaga w réznicowaniu i zwieksza znaczenie
fizjologiczne badan [29].

Kolejna linia komdérkowa, wykorzystywana
réwnie czesto w badaniach co Caco-2, to linia
gruczolakoraka jelita grubego - HT-29, uznawana
za reprezentatywna dla nablonka jelita grubego.
Komodrki tej linii wykazuja morfologie typowa dla
komorek nablonkowych, jednak nie réznicujq sie
do form tworzacych rabek szczoteczkowy. Duza
cze$¢ populacji komérek HT-29 stanowia za to
komorki kubkowe odpowiedzialne za tworzenie
duzej ilosci $luzu jelitowego (szczegdlnie mutant
HT29 MTX). Komérki HT-29 posiadaja mutacje
prowadzaca do nadprodukeji biatka p53, receptora
urokinazy i witaminy D, lecz nie maja receptora
dla aktywatora plazminogenu. Wykazuja wraz-
liwos¢ na wirusy HIV (ang. human immunode-
ficiency virus ) i LAV (ang. lymphadenopathy-
-associated virus) [3].

Bardziej zlozonymi modelami przewodu pokar-
mowego, ktore sg ostatnio testowane, to organo-
idy nablonkowe przewodu pokarmowego - samo-
organizujace si¢ tréjwymiarowe (3D) hodowle ww.
komérek lub komérek konkretnego pacjenta, osa-
dzone w macierzy zewnatrzkomérkowej zawiera-
jacej duze ilosci lamininy, wzrastajace w podlozu
wzbogaconym o specyficzne czynniki wzro-
stu. Organoidy nablonkowe pochodzace z pier-
wotnych dorostych komérek zoladka nazywane
sg gastroidami, jelita cienkiego - enteroidami
i okreznicy - kolonooidami. Organoidy nablon-
kowe moga tez by¢ wytwarzane poprzez réznico-
wanie in vitro z ludzkich embrionalnych komé-
rek macierzystych (ang. human embryonic stem
cells, hESC) lub ludzkich indukowanych pluripo-
tencjalnych komoérek macierzystych (ang. human
induced pluripotent stem cell, hiPSC). Induko-
wane organoidy jelitowe uwazane sg za najbardziej
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reprezentatywne dla warunkdéw jelitowych panu-
jacych in vivo, a protoké! réznicowania organo-
idéw jelitowych sprzyja wytwarzaniu mezen-
chymy [29].

Waznym zagadnieniem w badaniach biofar-
maceutycznych, obok badar dotyczacych trans-
portu przez $ciane jelita, jest transport przez
skoére. Do oceny tego zjawiska wykorzystuje sie
metody in vitro z uzyciem fragmentéw skoéry
ludzkiej, badania na ekwiwalentach skéry, bada-
nia mikroskopowe, pomiar transepidermalnej
ucieczki wody czy badania w specjalnej komorze
dyfuzyjnej Franza [30]. W zaleznosci od rodzaju
prowadzonych badan mozna wykorzystac tutaj:
jednorodne hodowle (keratynocytéw, fibrobla-
stéw, melanocytow, komorek Langerhansa),
hodowle komérek genetycznie modyfikowanych
czy komoérek w réznych stadiach transformacji
iréznicowania, kokultury réznych typéw komo-
rek (np. keratynocyty z melanocytami i fibro-
blastami, keratynocyty z komérkami ukladu
odpornosciowego itp.) oraz tréjwymiarowe sub-
stytuty naskorka, skéry wilasciwej oraz pelnej
grubosci substytuty skéry. Sa one juz dostepne
komercyjnie, np. ekwiwalenty naskérka - Epi-
skin (ludzkie keratynocyty hodowane na kola-
genie - mozliwe koricowe réznicowanie z funk-
cjonalng warstwa rogows), EpiDerm (ludzkie
keratynocyty noworodka, tworzace wysoce
zréznicowany i wielowarstwowy model), Ski-
nEthic Rhe (zrekonstruowany ludzki naskérek
- keratynocyty hodowane sa na poliweglano-
wym filtrze na granicy faz powietrze-pozywka),
Epidermal Skin test (EST1000) (model naskérka
zawierajacy w pelni zréznicowany naskérek
skladajacy sie zywych i zrogowacialych warstw).
Pelnej grubosci ekwiwalenty skéry to Testskin
oraz EpiDermFT (noworodkowe skérne fibro-
blasty z noworodkowymi ludzkimi keratyno-
cytami w strukturze wielowarstwowej), Strata
Test (model pelnej grubosci skéry z keranocytami
NIKS - progenitorowe keratynocyty), Advanced
Skin Test 2000 (AST2000) (model pelnej grubosci
skory z fibroblastami i keratynocytami) [30-32].

Liczba choréb ukladu oddechowego oraz §wia-
towa pandemia COVID-19 dowiodly ogromnej
potrzeby wypracowania modeli in vitro odda-
jacych funkcjonowanie ukladu oddechowego
i nasladujacych schorzenia tego ukiadu. Zwro-
cono tez uwage na fakt, ze wykorzystywane w tym
zakresie modele zwierzece w duzym stopniu nie
oddaja zlozonosci proceséw, jakie zachodza u czlo-
wieka (uznaje sie, Zze 80% niepowodzeri w oce-
nie skuteczno$ci lekéw testowanych na zwierze-
tach, a przeznaczonych dla ludzi, wynika z réznic
w funkcjonowaniu ukladu oddechowego u zwie-
rzat i czlowieka) [33].

585



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryonic-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryonic-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/induced-pluripotent-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/induced-pluripotent-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mesenchyme
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mesenchyme

Wykorzystanie ludzkich komdrek jako modelu
transportu lekéw w plucach jest ograniczone do
linii komérkowych drég oddechowych. Ustalone
linie komoérkowe nablonka pecherzykéw pluc-
nych, jak np. A549 czy TTI, sa tu nieprzydatne,
poniewaz nie tworzg warstw komérkowych o wia-
$ciwosciach barierowych reprezentatywnych dla
nablonka pluc. Do oceny in vitro wchlaniania
przez nablonek oddechowy od lat wykorzysty-
wano komdrki linii Calu-3 (komérki surowicze
gruczoléw podsluzéwkowych o wysokiej aktyw-
nosci P-gp i zdolnosciach wydzielniczych) [34]. Do
badan transportu i wychwytu czasteczek, ktdére
moga by¢ dostarczane z powietrzem wdycha-
nym, dobrym modelem sg komérki linii 16HBE14
- komorki ludzkiego nablonka oskrzelowego [18],
do odtworzenia bariery pecherzykowej - komorki
AEC I (komorki plaskonablonkowe, ktére two-
rza brukowang strukture w glebokich obszarach
oddechowych, stanowiac ponad 90% powierzchni
pecherzykéw plucnych) oraz AEC I (komérki
wydzielajace $rodek powierzchniowo czynny
(PS)). Opisywane sa tez badania na pierwotnych
komérkach AEC (ang. human aortic endothelial
cells, hAEC), komérkach srédblonka mikrona-
czyniowego pluc czlowieka (ang human cardiac
microvascular endothelial cells, A\MVECh), pra-
widlowych ludzkich komérkach nabtonka oskrzeli
(ang. normal human bronchial epithelial cells,
NHBE), komérkach pierwotnych nablonka peche-
rzykéw pluenych (ang. primary human pulmo-
nary alveolar epithelial cells, pHPAEC) [33].
Zwraca sie przy tym uwage na to, ze tradycyj-
nie prowadzona hodowla komérek nabtonko-
wych drég oddechowych, polegajaca na zanurze-
niu komoérek w pozywece, nie oddaje wlasciwych
warunkéw pracy tych komérek i wskazuje sie na
przydatnosc zastosowania wkladek zawierajacych
porowate blony i opartych na interfejsie powie-
trze-ciecz. Dodatkowo taki sposéb prowadzenia
hodowli przyczynia sie do zréznicowania popu-
lacji komorek nablonkowych, silniejszej integral-
nosci monowarstwy i zwiekszonego wydzielania
$rodka powierzchniowo czynnego [33].

Kaluzhny i wsp. [35] stworzyli na granicy faz
pozywka-powietrze model 3D nablonka rogéwki,
ktéry moze by¢ wykorzystany podczas opracowy-
wania nowych lekéw okulistycznych. Przepusz-
czalno$¢ modelu, integralno$c i zywotnosé, a tym
samym jego uzyteczno$¢ potwierdzona zostata
oceng przenikania przez barier¢ dwéch lekow
okulistycznych - latanoprostu i bimatoprostu.

Bardzo waznym aspektem dziatania lekéw
jest ocena zdolno$ci pokonywania bariery krew-
-mézg. Od lat stosowano tu komorki srédblonka
naczyni mézgowych krowy BBMECs (ang. bovine
brain microvessel endothelial cells) i PBMECs

586

(ang. porcine brain microvessel endothelial
cells) - komorki srédblonka naczyn mézgowych
$wini. Jednak réznice w ekspresji wielu bialek
iaktywno$ci transporteréw, wynikajace z pocho-
dzenia komdrek, sa powodem do odchodzenia od
tego modelu. Obecnie do badarh w tym zakresie
rekomenduje sie komorki ludzkie i kokultury -
hodowle ludzkich komérek srédblonka, astrocy-
téw i perycytéw. Komorki srédblonka mikrona-
czyniowego ludzkiego mézgu (ang. human brain
microvascular endothelial cells, HBMEC) tworzg
ciasne polgczenia, ktére w naturalnych warun-
kach reguluja wymiane skladnikéw odzywcezych,
tlenu, jonéw i metabolitéw miedzy krazaca krwia
a plynami zewnatrzkomérkowymi tkanki nerwo-
wej. Astrocyty odgrywaja kluczows role w roz-
woju i funkcjonowaniu mézgu poprzez regulacje
fenotypu komorek srédblonka i kontrole komu-
nikacji komérka-komérka za posrednictwem
takich czynnikéw jak: transformujacy czynnik
wzrostu-f (ang. transforming growth factor-B,
TGFB), neurotroficzny czynnik pochodzenia gle-
jowego (ang. glial cel derived neurotrophic fac-
tor, GDNF) czy podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastéw (ang. basic fibroblast growth fac-
tor, bFGF). Astrocyty reguluja wymiane czaste-
czek do i z mézgu, ktére kontroluja i moduluja
efekty neurotoksyczne oraz utrzymuja home-
ostaze moézgu - zwigzane jest to z wysoka eks-
presja klaudyny (np. klaudyna-3, klaudyna-5),
cytoplazmatycznego biatka okludens (ang. zonula
occludens, ZO) oraz czasteczek adhezyjnych [36].
Ponadto, wskazuje si¢, ze w modelu tym trady-
cyjne pélprzepuszczalne membrany powinny byé
zastepowane blonami biologicznymi opartymi
na bialkach macierzy zewnatrzkomoérkowej lub
hydrozelami nasladujacymi blaszke podstawna,
aby zapewni¢ bliski kontakt komdérka-komorka
[37]. Najnowoczesniejsze modele pokonywania
bariery krew-mozg u czlowieka (ang. blood brain
barier, BBB) in vitro to obecnie: 1) w modelu sta-
tycznym - hodowle z wkiladkami Transwell;
2) w modelu dynamicznym - systemy mikro-
przeplywowe i hodowle z systemami wldékien
nasladujacych naczynia krwionosne [36]. Sys-
temy statyczne skladaja sie z dwéch przedzia-
16w oddzielonych pélprzepuszczalng membrang
z tworzywa sztucznego, w ktérej zachodzi dyfu-
zja pionowa. Ten model hodowli obejmuje mono-
warstwe komorek srédblonka (ang. endothe-
lial cells, EC) na blonie wkladki Transwell oraz
w studzience - hodowle astrogleju. W mode-
lach bezkontaktowych komdérki astrogleju rosna
na dnie plytki hodowlanej, natomiast w mode-
lach kontaktowych rosng po przeciwnej stro-
nie blony Transwell [38, 39]. Zastosowanie tech-
nik obrazowania superrozdzielczego, takich
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jak skaningowy mikroskop elektronowy (ang.
environmental scanning electron microscopuy,
ESEM), mikroskopia $wiatla strukturalnego (ang.
structured illuminated microscopy, SIM), mikro-
skopia wymuszonej emisji (ang. stimulated emis-
sion depletion, STED) i mikroskopia lokalizacji
pojedynczych czasteczek fluoroforow (ang. sin-
gle-molecule localization microscopy, SMLM),
umozliwia obrazowanie ciasnych i przylegajacych
polaczert w nanoskali, ktére pojawiaja sie jako
sie¢ punktéw styku miedzy zewnatrzkomoérko-
wymi klaudynami, okludynami i innymi biatkami
transblonowymi.

Waznym aspektem dzialania leku na orga-
nizm jest jego wplyw na nerki - toksycznosé
jest jednym z najczestszych zdarzen niepoza-
danych zglaszanych podczas opracowywania
leku. Uszkodzenie moze dotyczy¢ migzszu nerki
lub funkcjonowania blony kanalikéw nerko-
wych odpowiedzialnych za wydalanie i reab-
sorpcje jonéw i zwiazkéw. Brak dokiadnych
predykeyjnych modeli hodowli komérkowych
i niewiarygodnos¢ badan na zwierzetach stwa-
rzaja potrzebe lepszego podejscia do rekapitu-
lacji czynnosci nerek in vitro. Miara reabsorp-
cji z kanalikéw nerkowych moga by¢ wyniki
uzyskane na hodowlach MDCK (komoérki kana-
lika dystalnego nerki psa) czy hodowlach komé-
rek LLC-PK1 (komorki kanalika proksymalnego
nerki §wini). Jednak ze wzgledu na pochodzenie
widoczne sg tu réznice funkcjonalne w odniesie-
niu do komérek ludzkich. Wsréd ponad 20 réz-
nych typéw komorek nerek, ktére moga byé
potencjalnymi celami ksenobiotykéw, komérki
nablonka kanalikéw proksymalnych (ang. renal
proximal tubular epithelial cells, PTEC) sa naj-
cze$ciej opisywane w uszkodzeniach nerek. Ze
wzgledu na duzg liczbe transporteréw wierzchol-
kowych i podstawno-bocznych odgrywaja one
kluczowa role w modulowaniu przeptywu wielu
lekéw i endogennych substratéw. Najczesciej opi-
sywane transportery wystepujace w nerkach to
OAT1 (ang. organic anion transporter 1), OAT3
(ang. organic anion transporter 3), OCT2 (ang.
organic cation transporter 2) i MATE1 (ang. mul-
tidrug and toxin extrusion protein 1). Najwiecej
w korze nerkowej jest OCT2 i MATE 1. Niektérzy
autorzy wskazuja, ze chetnie wykorzystywane
do tej pory modele in vitro - linie HK-2 i LLC-
-PK1 nie majg waznych transporteréw nerko-
wych, takich jak OAT1 i OAT3, a wiec wykazuja
niska predykecyjno$é¢ w wykrywaniu nefrotok-
syczno$ci. Dobrym modelem sa natomiast pier-
wotne PTEC, ktére cechuje silna ekspresja wielu
waznych biatek transportujacych i dobra przewi-
dywalnos$é. Opisano tez unie§miertelnione PTEC
(ciPTEC) z nadekspresja OAT1 i PTEC pochodzace
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z komdrek macierzystych o wysokiej predykeyj-
nosci w ocenie nefrotoksycznosci [40]. W litera-
turze znajduje si¢ jednak wiele publikacji przed-
stawiajacych wyniki badan odnoszacych sie do
nefrotoksyczno$ci wykonanych na hodowlach
HK-2. HK-2 to linia wywodzaca si¢ z prawidlo-
wych komdrek czesci proksymalnej kanalika ner-
kowego, ktére zostaly unie§miertelnione przez
human papilloma virus 16 (HPV-16) E6/E7, a na
podstawie analizy Southern i FISH stwierdzono,
ze linia pochodzi od pojedynczej komérki [3]. Sa
one zdolne do glukoneogenezy, o czym $wiadczy
mozliwos¢ wytwarzania i przechowywania gli-
kogenu. Badanie, w ktérym bezposrednio poréw-
nywano komorki HK-2 z pierwotnymi ludzkimi
komorkami nablonka kanalikéw proksymal-
nych wykazalo, ze w optymalnych warunkach
hodowli sa one morfologicznie i funkcjonalnie
podobne, co bylo tez podstawa wykorzystywania
ich przez diugi czas jako modelu do oceny nefro-
toksycznoscei [41].

W oparciu o badania in vitro Zhu i wsp. [42]
podjeli prébe okreslenia mechanizmu wydalania
przez nerki bestatyny - dipeptydu o wlasciwo-
$ciach przeciwnowotworowych i immunomodu-
lujacych. Na podstawie badar przeprowadzonych
z wykorzystaniem transfekowanych linii komér-
kowych hOAT1-HEK293 i hOAT3-HEK293
(HEK293 - linia komérkowa wyprowadzona
z embrionalnych ludzkich komérek nerki), wyka-
zano, ze proces wydalania bestatyny w nerkach jest
zalezny od obecno$ci transporteréw OAT1 i OAT3.
Z kolei Zhang i wsp [43] wykorzystujac w bada-
niach te same linie komérkowe (hOAT1-HEK 293,
hOAT3-HEK293) wykazali, ze mechanizm wyda-
lania bentysrepiny - dipeptydu fenyloalanino-
wego, badanego pod katem wykorzystania u cho-
rych z zakazeniem wirusem zapalenia watroby
typu B (ang. hepatitis B virus, HBV), jest nieza-
lezny od transporteréw OAT1 i OAT3, natomiast
jeden z metabolitéw bentysrepiny jest wydalany
z udzialem transportera OATS3.

Powstaly juz tez systemy mikroprzeply-
wowe wylozone zywymi ludzkimi komérkami
nablonka nerki z ciaglym przeplywem pozywki,
ktére nasladuja kluczowe funkcje kanalika bliz-
szego ludzkiej nerki. Pierwotne komdérki nabtonka
nerki wyizolowane z ludzkich kanalikéw bliz-
szych sg hodowane na gérnej powierzchni powle-
kanej macierzg zewnatrzkomoérkowa, porowatej,
poliestrowej membrany, ktéra dzieli gléwny kanat
urzadzenia na dwa sasiednie kanaly - kanal swia-
tta kanalika nerkowego i kanal odpowiadajacy
czescisrédmiazszowej. Ekspozycja monowarstwy
nablonkowej na przeplywajacy plyn powoduje
zwiekszong polaryzacje komérek nabtonkowych
i tworzenie pierwotnych rzesek w poréwnaniu

587




z tradycyjnymi systemami hodowli Transwella.
Komorki w tych systemach wykazuja znacz-
nie wiekszy transport albuminy, wchilanianie
zwrotne glukozy, aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej
iaktywnos$¢ transportera blonowego Pgp. Wyka-
zano, ze systemy te bardziej nasladuja odpowiedz
in vivo niz komoérki w konwencjonalnych warun-
kach hodowli [44].

Wplyw leku na narzady i tkanki - ocena

w warunkach in vitro

Badania dotyczace wplywu danej substancji
aktywnej/leku na poszczegdlne narzady mozliwe
sa dzieki dostepnosci obecnie prawie wszyst-
kich typéw komérek pobranych z réznych narza-
déw od pacjentéw chorujacych na rézne choroby.
Pozwala to zaplanowa¢ liczne badania na hodow-
lach komdrek jednego rodzaju, wywodzacych sie
z réznych narzadéw i tkanek. ,Narzady na chi-
pach” pozwalaja na ocene dzialania danej sub-
stancji w kontekscie specyficznym dla wybra-
nego narzadu, umozliwiaja opracowanie nowych
modeli choréb in vitro i moga stuzyd jako zamien-
niki badani na zwierzetach [16]. Ze wzgledu na
ograniczenia dotyczace obszernosci tekstu publi-
kacji i przy uwzglednieniu narzadéw, ktoére naj-
czesciej wehodzg w kontakt z lekiem (w nawig-
zaniu do drég podania leku) autorzy dokonali
przegladu aktualnego piSmiennictwa i podsumo-
wania w odniesieniu do modeli in vitro: zotadka,
watroby, jelita i nerki.

Zoladek in vitro

Opisano wiele modeli organoidéw Zzotadka
myszy, a w ostatnim czasie réwniez zbudowa-
nych z komérek ludzkich pochodzacych zaréwno
z pierwotnej ludzkiej tkanki zotadka, jak i hiPSC.
Prowadzono réwniez badania na kokulturach
mysich pluripotencjalnych gastroidéw pochodza-
cych z komérek macierzystych z autologicznymi
komérkami odpornosciowymi i unieSmiertel-
nionymi komérkami mezenchymalnymi zoladka
(badania dotyczace infekeji H. pylori, nowo-
tworéw zoladka, zrozumienia progresji choroby,
oceny toksycznosci leku i farmakokinetyki) [29].
W badaniach na liniach nowotworowych AGS,
MKN45 i MKN74 wykazano antyproliferacyjne
dzialanie metforminy w odniesieniu do nablonko-
wych, rakowych komorek zoladka. Dowiedziono
tez, ze metformina wplywa na ekspresje genéw
regulatoréw cyklu komérkowego (GADD45, p21,
E2F11PCNA), zatrzymujac komérki w fazie GO/G1.
W hodowlach 3D opisane dzialanie metforminy
skutkowalo ograniczeniem formowania agrega-
téw komorek nowotworowych [45].

Zoladek na chipie opisali juz Lee i in. [46] -
kom6rki uzyskano z ludzkich pluripotencjalnych
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komérek macierzystych hPSC (ang. human plu-
ripotent stem cells) hodowanych w Matrigelu.
Organoidy umieszczano w specjalnie zaprojek-
towanej platformie wyposazonej w pompe pery-
staltyczng pozwalajaca nasladowaé rytmiczne
skurcze zoladka. Ta replika ,,mikrofizjologii”
zoladka moze by¢ wykorzystana do oceny szyb-
kosci rozpuszczania na przyklad doustnych sta-
tych postaci leku.

Watroba in vitro

Modelowanie metabolizmu lekéw w watrobie
ma kluczowe znaczenie dla wartosci leku. Poczat-
kowo badania in vitro w tym zakresie prowa-
dzono na $wiezo wyizolowanych hepatocytach,
zréznicowanych komoérkach HepaRG (komorki
unie$miertelnione zachowujace wiele cech pier-
wotnych ludzkich hepatocytéw - morfologie,
ekspresje kluczowych enzymdéw metabolicz-
nych i transportery lekéw; w przeciwieristwie do
komorek HepG2 i Fa2N-4, komoérki HepaRG maja
wysoka aktywnos$¢ P450 i calkowita ekspresje
wszystkich receptoréw jadrowych; wykorzysty-
wane do oceny potencjalnych interakcji lek-lek)
lub komérkach nowotworowych [47]. W ostatnim
dziesiecioleciu opracowano rézne modele watroby
z wykorzystaniem pierwotnych lub indukowa-
nych pluripotencjalnych komérek macierzystych
(iPSC). Watroba na chipie lub inne systemy mikro-
fizjologiczne wykazuja duzy potencjal w ocenie
wlasciwosci farmakokinetycznych i toksyczno$ci
lekow [48]. Wybér odpowiedniego rodzaju komé-
rek pochodzacych z watroby zalezy od przewidy-
wanego dzialania leku. Hodowla komoérek Kupf-
fera z hepatocytami moze odtworzy¢ czynniki
zapalne, ktére indukuja toksycznos¢ watroby.
Kokultura komérek Kupffera z komérkami sréd-
blonka, komérkami gwiazdzistymi i cholangio-
cytami moze miec znaczenie przy badaniu efek-
téw lekéw. Pojawily sie sferoidy watrobowe 3D lub
mikrotkanki ludzkiej watroby (ang. human liver
microtissues, hLiMTs), skladajace si¢ z samoza-
gregowanych pierwotnych ludzkich hepatocy-
téw, ktére moga poprawic zdolnos$c oceny mecha-
nizméw hepatotoksycznosci [49]. Opracowano
tez system zlozonej kokultury, ktéry pozwala na
kontrole interakcji homotypowych hepatocytéw
iheterotypowych z komérkami zrebu (ang. micro-
patterned hepatocyte coculture, MPCC) i zapew-
nia lepsza predykeyjnos¢. Taki model jest dostepny
narynku pod nazwg HepatoPac i sklada sie z wielu
wysp hepatocytéw otoczonych komdérkami zrebu
umieszczonymi na plytce wielodolkowej - jest
narzedziem do przewidywania prawdopodobnych
wynikéw in vivo w odniesieniu do transportu,
toksyczno$ci oraz metabolizmu lekéw i kseno-
biotykéw [50].
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Jelita in vitro

Hodowle enterocytéw opisywano od dawna
w kontekscie oceny transportu przez blony. Opra-
cowano tez enteroidy w oparciu o komoérki z ludz-
kiej i mysiej tkanki pierwotnej. Sg one gléwnie
wykorzystywane jako modele procesu choro-
bowego do badania interakeji gospodarz-pato-
gen. Wypracowane do tej pory modele organ-
-on-a-chip jelita cienkiego w wiekszosci sa
zasiedlane weze$niej opisywanymi komoérkami
Caco-2 i HT-29, pochodzacymi z gruczolakoraka
jelita grubego. Hodowle reprezentujace okrez-
nice to hodowle kolonocytéw i komérek im towa-
rzyszacych pochodzacych od myszy, $win, nie-
toperzy, a w ostatnich kilkudziesieciu juz latach
- od czlowieka. W 2011 r. opracowano i opisano
hodowle organoidéw nablonkowych z mysiej
i ludzkiej okreznicy. Wyprowadzono réwniez
organoidy ludzkiej okreznicy z hiPSC. Kolonoidy
sa wykorzystane do badania choréb genetycznych
takich jak np. mukowiscydoza jako model cho-
réb zakaznych (ludzki rotawirus, E. Coli, SARS-
-CoV-2), do badari przesiewowych lekéw i sub-
stancji wspomagajacych walke z rakiem jelita
grubego. Chipy okreznicy okazaly si¢ przelo-
mem w badaniu ludzkiej blony $luzowej okrez-
nicy. Warstwa $luzowa okreznicy jest pierwsza
linia obrony przed inwazyjnymi patogenami i sil-
nie wplywa na rozpuszczalnos$é¢ zwigzkéw mole-
kularnych w poblizu komdrek, tym samym jest
kluczowym czynnikiem w badaniach dotycza-
cych przepuszezalnoscei lekéw. W 2021 r. opraco-
wano mysi chip okreznicy ze zlozona mikrobiota,
co znacznie poszerza zakres mozliwych badan
w ukladzie in vitro zwigzanych z funkcjonowa-
niem i rolg okreznicy [29].

Nerkiin vitro

Badania zwigzane z nerkami prowadzone sg
z wykorzystaniem pierwotnych komérek pobra-
nych ze §wiezej tkanki nerkowej, ktére zachowuja
zréznicowane cechy dla kilku pasazy w hodowli.
Takie komoérki maja ograniczong dostepnosé, a ich
cechy moga sie znacznie réznié¢ w zaleznosci od
pacjenta. Poniewaz pierwotne komorki nerki nie
sa niesmiertelne, s3 mniej odpowiednie do edy-
¢ji genomu w poréwnaniu z pluripotencjalnymi
komoérkami macierzystymi. Obecnie wyzwa-
nia zwigzane z pozyskiwaniem komorek stano-
wig istotng przeszkode w stosowaniu systeméw
mikrofizjologicznych (MPS) do modelowania cho-
réb nerek. Brak podocytéw w MPS nerki ograni-
cza réwniez zdolno$¢ do badania mechanizmdéw
filtracji klebuszkéw nerkowych. Kilka lat temu
podjeto préby réznicowania ludzkich pluripoten-
cjalnych komoérek macierzystych i udato sie stwo-
rzy¢ ludzkie organoidy nerkowe przypominajace
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prymitywne macierze nefronowe. Cechg charak-
terystyczng organoidéw nerkowych jest tworze-
nie dystalnych kanalikéw, kanalikéw blizszych
i podocytow (komérek filtrujacych) w sasiadu-
jacych segmentach wzdiuz osi dystalnej do bliz-
szej. Organoidy nerek z mutacjami nokautujacymi
w genach PKD1 lub PKD2 tworzg nawet duze tor-
biele [51].

Najczesciej wykonywane testy
w badaniach prowadzonych in vitro

Liczba komorek (cytotoksycznosé
zwiazkow, zywotnosé, proliferacja
komorek)

Wykonywane na hodowlach oznaczenia to
gléwnie: cytotoksycznosé¢ i genotoksycznosé
zwigzku, uszkodzenia DNA, dobdr optymalnych
stezeri leku, odzialywania z r6znymi komérkami,
wplyw na uklad odpornosciowy, ocena moleku-
larnego mechanizmu dzialania, ocena wybranych
proceséw biotransformacji leku. Przy okreslaniu
dzialania toksycznego poszczegélnych zwigzkéw
i wyznaczaniu (przyblizonego zakresu) stezenia
terapeutycznego wykorzystuje sie powszechnie
stosowane testy na zywotnosé, cytotoksycznosé
czy proliferacje, takie jak: barwienie blekitem try-
panu, DAPI, oranzem akrydyny, bromkiem ety-
dyny, testy MTT, XTT, WST, znakowanie izoto-
pami, czule testy fluorescencyjne, oznaczanie
uwalniania z komérek dehydrogenazy mleczano-
wej i wiele innych [52].

Najczesciej stosowane metody do oznaczania
wzglednej liczby komérek (w odniesieniu do liczby
komoérek w hodowlach kontrolnych) to testy kolo-
rymetryczne wykorzystujace sole tetrazolowe do
ilosciowego okreslenia stezenia NAD(P)H i aktyw-
nosci enzymatycznej dehydrogenaz zaleznych
od NAD(P). Redukcja barwnika tetrazolowego
odzwierciedla tu w duzym stopniu liczbe komérek
w hodowli, jednak uzyskane wyniki sg tez zalezne
od stezenia glukozy i aktywnosci metabolicznej
komorek. Polaczenie testéw na bazie tetrazolu
z testem ATP moze by¢ nowatorskim sposobem
monitorowania komérkowego metabolizmu glu-
kozy. Wykazano, ze krétkotrwate wycofanie glu-
kozy i glutaminy z hodowli ma niewielki wplyw
na wewnatrzkomoérkowe poziomy ATP, ale silne
dziatanie hamujace na redukcje barwnika tetra-
zolowego. Jednak dlugotrwale wycofanie glu-
kozy i glutaminy prowadzi do wyczerpania ATP
w komorkach i ostatecznie do $mierci komdrek.
Testy na bazie tetrazolu sg bardziej wrazliwe na
komoérkowe blokery metaboliczne niz testy ATP,
tak wiec moga by¢ dobrym wyborem do bada-
nia lekéw lub inhibitoréw ukierunkowanych na
komoérkowy metabolizm glukozy. Uwzgledniajac
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fakt, ze komdérki nowotworowe pobieraja wie-
cej glukozy i majq bardziej aktywny metabolizm
glukozy niz komoérki prawidlowe, testy wyko-
rzystujace tetrazol moga by¢ pomocne w identy-
fikacji typéw nowotwordéw i opracowaniu lekéw
przeciwnowotworowych ukierunkowanych na
komoérkowy metabolizm glukozy [53]. Wartos¢é
uzyskanych wynikéw znaczaco ros$nie po zasto-
sowaniu w odniesieniu do tej samej hodowli kilku
testéw o innej zasadzie dzialania, np. wyzna-
czanie liczby komdérek na podstawie barwnika
wigzacego sie z DNA, aktywnosci metabolicz-
nej komoérek (zywe komoérki) i enzymu uwalnia-
nego z martwych komoérek. Obecnie dostepne sa
juz gotowe zestawy do réwnoczesnego oznaczania
W tej samej prébce 2-3 parametréw, tzw. zestawy
multipleksowe. Barwniki, ktére nie moga prze-
nikac przez nienaruszone blony plazmatyczne,
takie jak na przyklad blekit trypanu lub jodek
propidyny, znakuja tylko martwe komorki. Inne
barwniki, takie jak ester acetoksymetylowy kal-
ceiny (calcein-AM), moga by¢ stosowane do selek-
tywnego znakowania zywych komérek. Dzieki
wlasciwosciom lipofilowym moga latwo przeni-
ka¢ do komorek, gdzie sq hydrolizowane przez
esterazy wewnatrzkomorkowe, a powstajace pro-
dukty (wykazujace fluorescencje) zatrzymywane
sa w komorce. Jedna z najbardziej wiarygod-
nych metod badania §mierci komoérki jest pomiar
wycieku skladnikéw komérkowych (najezesciej
enzymow) z uszkodzonych komoérek. Najezesciej
oznaczenia w tym zakresie dotycza dehydroge-
nazy mleczanowej (ang. lactate dehydrogenase,
LDH) - zestawy do fluorometrycznego lub kolo-
rymetrycznego wykrywania LDH. Stosowane sg
tez, chociaz znacznie rzadziej, oznaczenia utraty
aktywnosci kinazy adenylowej i dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej w martwych komor-
kach. Gotowe zestawy do oznaczania enzymoéw
zostaly na tyle uproszczone, ze wystarcza doda-
nie odczynnika do hodowli i wykonanie pomiaru
spektrofotometrycznego. Niedogodnoscia tych
metod jest jednak wplyw czynnikéw fizykoche-
micznych, takich jak np. pH pozywki hodowla-
nej na aktywnos$¢ enzymow i mozliwos$é prze-
klamywania wynikéw. Dobdr réznych testéw
i punktéw czasowych pomiaru moze pomoc usta-
li¢ zaréwno, czy dana substancja niszczy komorki
doprowadzajac je do $mierci, czy tez w pierwszym
rzedzie blokuje ich cykl komérkowy i podzialy
[54]. Pozwala tez na ustalenie wielu przydatnych
wskaznikéw, takich jak LC50 (ang. lethal concen-
tration dla 50% populacji komérek), EC50 (ang.
effective concentration dla mierzonejzmiennej),
NOEC (ang. no observed effect concentration -
najwyzsze stezenie, przy ktérym nie obserwuje sie
istotnych efektéw dzialania substancji badanej),
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LOEC (ang. lowest observed effect concentra-
tion - najnizsze stezenie, przy ktérym pojawia sie
istotny efekt dzialania danej substancji).

Fototoksycznos¢

Uznanym i wiarygodnym testem na fototok-
sycznoscé réznych zwigzkow jest test 3ST3NRU. Test
przeprowadzany na komdrkach linii 3T3 w obec-
nodci lub przy braku §wiatla UV - cytotoksycz-
nosc ocenia sie na podstawie wychwytu czerwieni
obojetnej po ekspozycji na badang substancjei UV.
Metoda ta zostala zatwierdzona do przewidywania
ostrej fototoksycznosci réznych substancji u zwie-
rzatiludzi in vivo . Jest uwzgledniona w wytycz-
nych OECD (ang. Organisation for Economic Co-
-operation and Development ) i zostala wlaczona
do wielu rozporzadzenn WE dotyczacych oceny
bezpieczeristwa chemicznego (metoda zweryfi-
kowana przez Naukowy Komitet Doradczy EURL
ECVAM (ESAC)) [55].

Pirogennosé

Wiarygodnym testem wykonywanym w ukia-
dzie in vitro jest test na pirogenno$¢ réznych sub-
stancji, polegajacy na pomiarach interleukiny-1b
i interleukiny-6 w hodowlach monocytéw/lim-
focytow [56].

Genotoksycznosc

Hodowle in wvitro daja duze mozliwo-
$ci w zakresie ustalenia potencjalnego dziala-
nia genotoksycznego badanej substancji. Uzna-
wane sg tutaj oznaczenia wykonane na komérkach
chioniaka myszy L5178Y Tk+/-, znane jako test
mutacji genu kinazy tymidynowej. Umozliwia on
detekcje szerokiego spektrum uszkodzen gene-
tycznych, a pomiar mutacji kinazy tymidynowej
pozwala na wykrycie réznego rodzaju zaburzen
genetycznych (zgodnie z wytycznymi OECD) [39].
Innym pomocnym badaniem w tym zakresie jest
test mikrojader (ang. Micronucleus Assay, MNA).
Mikrojadra to fragmenty chromosoméw nieprawi-
dlowo rozdzielonych podczas podziatu komérko-
wego lub wynik zlamania chromosomdéw. Bada-
nia przeprowadza sie m.in. na komdérkach jajnika
chomika chiriskiego CHO-K1 poddanych dzia-
taniu badanej substancji. Ocena dotyczy stopnia
uszkodzen chromosoméw na poziomie pojedyn-
czej komorki (wytyczne OECD) [57].

Toksycznosc skérnaioczna

Duzym udogodnieniem w badaniach toksycz-
nosci skérnej i ocznej jest mozliwosé wykorzysta-
nia substytutéw naskérka i skory (testy in vitro
na Episkin, EpiDerm, Prediskin i innych), cho-
ciaz pamietac nalezy, ze w tym przypadku nie
wypracowano metody, ktéra w pelni pozwolilaby
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Rycina 1. Obrazy mikroskopowe hodowli komérkowych HT-29 barwionych: A i B - Annexin-V-FLUOUS Staining Kit - barwienie

jodkiem propidyny (czerwona fluorescencja) i aneksyna V (zielona fluorescencja); powiekszenie x200 [zdjecia wlasne].
Figure 1. Microscopic images of HT-29 cell cultures stained: A and B - Annexin-V-FLUOUS Staining Kit - staining with propidium

iodide (red fluorescence) and annexin V (green fluorescence); x200 magnification [own photos].

zastapi¢ test wybroczyn na teczéwce oka kro-
lika (test Draize’a) [56]. Liczba testéw jakie mozna
wykonaé na hodowlach w warunkach in vitro jed-
nak ciagle ro$nie i przybywa tez informacji doty-
czacych zaleceri ich stosowania (np. wytyczne
OECD), wiarygodnosci uzyskiwanych wynikéw
i mozliwo$ci wykorzystania do badani nowych
lekéw czy ich modyfikowanych postaci.

Cytotoksycznosc - rodzaje smierci

komdrek

Cytotoksycznos¢ wigze sie z okreslonym szla-
kiem $mierci komoérki. Rozréznianie rodzaju
$mierci komérkowej jest istotng informacja doty-
czaca dzialania lek6éw.

Apoptoza komérek rozpoznawana jest z zasto-
sowaniem testéw na aktywno$¢ kaspaz, zmian
blonowych, fragmentacji DNA i zmian mitochon-
drialnych. Aktywnosc¢ kaspaz w komdrce podczas
apoptozy prowadzi do rozszczepienia okreslonych
substratéw, ktére pézniej mozna tatwo wykryé
jako markery aktywacji kaspaz. Najcze$ciej sto-
sowane s3 tu metody immunoblotu, immunoflu-
orescencjiicytometrii przeplywowej. Wéréd cech
wczesnej apoptozy identyfikuje sie lokalizacje
fosfatydyloseryny (ang. phosphatidylserine, PS)
w obrebie blony komérkowej. Rozréznienie komé-
rek apoptotycznych od nieapoptotycznych jest
mozliwe z zastosowaniem aneksyny-V i nieprze-
puszczalnego dla komoérek barwnika jodku pro-
pidyny - komérki wezesnoapoptotyczne i apop-
totyczne sa wybarwiane aneksyna-V, a komoérki
nekrotyczne z naruszong ciggloscia blony - jod-
kiem propidyny (rycina 1).

Fragmentacja DNA podczas apoptozy prowadzi
do specyficznych peknie¢ DNA z wytworzeniem
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fragmentéw wielokrotnosci 180 par zasad. Do
identyfikacji fragmentéw DNA stosowana jest
elektroforeza zelowa - komorki apoptotyczne
wykazuja charakterystyczng drabine DNA, pod-
czas gdy komérki martwicze wykazuja rozmaz
losowo zdegradowanego DNA [52]. Z kolei test
kometowy (ang. comet assay), w ktérym prze-
prowadza sie elektroforeze jadrowego DNA poje-
dynczych komoérek unieruchomionych w zelu
agarozowym, pozwala wykry¢ pekniecia poje-
dynczych nici DNA oraz podwdjne pekniecia tan-
cuchéw DNA. Komérki poddawane sg lizie alka-
licznej, z jadra komérkowego uwalniane jest DNA,
anastepnie przeprowadzana jest elektroforeza. Po
rozdziale, DNA wybarwia sie barwikami fluore-
scencyjnymi lub solami srebra (DAPI - 4°,6-Dia-
midino-2-phenylindol, bromek etydyny i SYBR
Green). Wedréwka fragmentéw DNA jest zalezna
od stopnia fragmentacji materialu genetycznego,
co w obrazie mikroskopowym przypomina wygla-
dem komete (,,glowa” odpowiada miejscu, w kt6-
rym unieruchomiono komdérke przed liza, a ,,ogon”
stanowia fragmenty uszkodzonego DNA) [58].

Inng metoda szeroko stosowana do badania
i pomiaru fragmentacji DNA jest technika znako-
wania konica dUTP oparta na tworzeniu pgknieé
DNA generowanych przez endonukleaze. Frag-
mentacja DNA jest oceniana ilo§ciowo za pomoca
mikroskopii fluorescencyjnej lub cytometrii prze-
plywowej [52].

Nekroza identyfikowana jest przede wszyst-
kim w obrazie mikroskopowym komdrek - pecz-
nienie organelli i calych komoérek prowadzace
do ich rozpadu. Opisywane sa réwniez biomar-
kery komérek martwiczych, takie jak: izome-
raza peptydyloprolilowa A (cyklofilina A, CYPA),
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Tabela 2. Metody wykorzystywane w ocenie toksycznosci in vitro.

Table 2. Methods used to assess in vitro toxicity.

Testy cytotoksycznosci podstawowej

Oceniany parametr

Zywotno$¢ komérek - na podstawie aktywnosci wybranych enzyméw

barwienie estrem kalceiny.

Zywotnos¢, proliferacja komérek, cytotoksycznos¢ badanej substancji/
leku - na podstawie aktywnosci metabolicznej komédrek

test MTT;
test XTT;
test WST.

Zywotno$¢ komérek, cytotoksycznosé badanej substancji/leku
- na podstawie stanu integralnosci btony komérkowej

barwienie btekitem trypanu;
barwienie jodkiem propidyn;
barwienie bromkiem etydyn;
test LDH.

Zywotnos¢ komérek, cytotoksycznos¢ badanej substancji/leku
- na podstawie wigzania z DNA

barwienie oranzem akrydyny;
barwienie DAPI;

barwienie bromkiem etydyny;
barwienie jodkiem propidyny.

Uszkodzenie DNA

elektroforeza zelowa;
technika znakowania korica dUTP;
test kometowy.

Apoptoza komérek

oznaczenie lokalizacji fosfatydyloseryny w btonie komdrkowej
(np. barwienie aneksyna V);
barwienie DAPI.

Nekroza komérek

oznaczanie biomarkeréw komérek martwiczych CYPA i HMGBL.

Fototoksycznos¢

test 3T3NRU.

Pirogennos¢

pomiar IL-1b, IL-6 w hodowlach monocytéw/limfocytéw.

Genotoksycznos¢

test mutacji genu kinazy tymidynowej;
test mikrojader.

Toksyczno$¢ skorna

testy z wykorzystaniem substytutéw naskérka i skory.

zewnatrzkomoérkowe uwalnianie grupy o wyso-
kiej mobilnosci box 1 (HMGB1) - bialka wiazg-
cego chromatyne niehistonowsg regulujace trans-

krypcje.

W przypadku ferroptozy komoérek widoczne
sa mniejsze mitochondria o zwiekszonej gestosci,

ktére mozna latwo zidentyfikowac [52].

Metody pomiaru autofagii obejmuja mikrosko-
pie elektronowg do ilosciowego oznaczania auto-
fagosomoéw, immunoblotting do wykrywania
lipidacji taricucha lekkiego 1 biatka 3 zwigzanego
z mikrotubulami (znanego réwniez jako LC3) lub
mikroskopie immunofluorescencyjna do monito-
rowania redystrybucji LC3. Ostatnio opracowane
testy umozliwiaja okres$lenie statusu fosforylacji
substratéw z krytycznych kinaz regulatorowych
autofagii, takich jak kinaza mTORC1 i UNC51-

-podobna 1 [52].

W tabeli 2 przedstawiono podsumowanie naj-
czesciej wykonywanych testéw pozwalajacych
ocenia¢ dzialanie toksyczne substancji bedacych

potencjalnymi lekami w badaniach in vitro.

Podsumowanie

Tradycyjne metody przeprowadzania testow
potencjalnych lekéw i substancji aktywnych na
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zwierzetach z jednaj strony budza coraz wiecej
watpliwosci natury etycznej, a z drugiej czesto
nie sg w stanie przewidzie¢ skutecznosci u ludzi.
Nieustanny rozwdj oraz postep technologiczny
dotyczacy hodowli tkankowych i komérkowych
pozwalaja na przeprowadzanie wielu badan, ktére
sa niezbedne do wprowadzenia nowych lekéw na
rynek, w warunkach in vitro. Nowe technologie
pomagaja w rozwijaniu technik i metod badaw-
czych lepiej odwzorowujacych procesy zachodzace
w organizmach. Hodowle narzadowe na chipie
mozna wykorzystac¢ do oceny dziatania i wplywu
lekéw na rézne organy i okreslania ich wiasci-
wosci farmakokinetycznych na wyzszym pozio-
mie funkcjonalno$ci niz dawniej. Zdolnos¢ do
integracji funkcjonalnych mimetykéw narzadéw
takich jak watroba, jelita, pluca i skéra na chipach,
moze znaczaco przyczynic sie do opracowania
nowych postaci lekéw ilepszych drég ich dostar-
czania. Jednak pomimo ogromnego postepu, jaki
dokonat sie w badaniach in vitro, wcigz w wiek-
szo$ci przypadkow stanowia one jednak wstep
i punkt wyjscia do niezbednych badar przedkli-
nicznych prowadzonych na zwierzetach i préb
klinicznych. Etap badan in vitro jest niezwykle
istotny, poniewaz pozwala ograniczy¢ liczbe zwie-
rzat laboratoryjnych wykorzystywanych podczas
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opracowywania nowych lekéw, ale ze wzgledu
na liczne ograniczenia - niejednokrotnie podczas
badar in vitro trudno jest odzwierciedli¢ zlozone
procesy fizjologiczne zachodzace w organizmie -
nie jest wiec mozliwe i by¢ moze nigdy nie bedzie
calkowite zastgpienie badan na zwierzetach bada-
niami in vitro.
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