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ytotoksycznos¢ jest jednym z podstawowych

mechanizméw dziatania chemioterapeutykow
stosowanych w farmakoterapii [1-3]. W oznaczaniu
aktywnosci cytotoksycznej lekow przeciwnowotworo-
wych w warunkach in vitro, stosuje sie liczne techniki
pozwalajgce na pomiar zmian zwigzanych z zaburze-
niami proceséw fizjologicznych komérek ludzkich lub
zwierzecych, powodowanych przez badang substan-
cje [4, 5). Pomiar zmian aktywnosci proceséw komor-
kowych jest przeprowadzany dla hodowli komérkowej
poddanej dziataniu badanej substancji, w odniesieniu
do kontroli stanowiacej hodowle bez leku, najczescie]
przy uzyciu technik kolorymetrycznych, fluoryme-
trycznych, bioluminescencyjnych lub izotopowych [1,
5—7]. Miarg aktywnosci cytotoksycznej badanej sub-
standji jest okreslenie steZzenia hamujacego, IC,, (ang.
inhibitory concentration), dla ktérego wzrost i prolife-
racja komérek w hodowli zostaja zahamowane w 50%,
w stosunku do wzrostu komorek kontrolnych.

Testy stosowane do oceny cytotoksycznosci po-
zwalaja na bezposredni badz posredni pomiar réznych
zmian odzwierciedlajacych aktywnosé cytotoksycz-
ng, np. liczby zywych komoérek, niekiedy w potacze-
niu z okresleniem integralnosci btony komérkowej,
oznaczeniem aktywnosci enzymatycznej zwigzanej
z metabolizmem komorki, okresleniem zdolnosci do
podziatéw komaérkowych (stopien proliferacji) czy okre-
Sleniem catkowitej zawartosci biatka lub DNA w ho-
dowli komérkowej. Na jakos¢ wynikéw badan wptywa
wiele czynnikdéw, m.in. stabilnos¢ zastosowanej linii ko-
morkowej, walidacja protokotu prowadzenia badania,
a takze optymalny dobér techniki [2, 8]. Na rynku jest
obecnie bardzo duzo testéw i rozwigzan technicznych,
dlatego nizej oméwiono te najczesciej stosowane.

Comparison of MTT and EZ4U assays applied for xenobiotics
cytotoxicity evaluation Aim of study. The aim of this study was

a comparison of MTT and EZ4U assays usefulness for doxorubicin
cytotoxicity evaluation. It was performed by following various cell lines
such as: human melanoma — ME18, — ME18/R, normal human fibroblasts
— WS-1, mouse’s fibroblasts — L929 and human cervical cells — Hela.
Results. Doxorubicin IC, values analysis obtained for all cultures used
in this study included repeatability, inside experiments variability

as a value of relative standard deviation in percents —%RSDi) and
intermediate precision (variability between experiments “%RSDb).
The highest concordance of both techniques was reflected by
followed doxorubicin IC, values (MTT IC,, = 0,28 vs. EZ4U IC, =

= 0,27 pg/ml) obtained for Hela cells with respective precision

+24 vs. +11,2%. For WS1 and L929 cell cultures IC,, values obtained

in MTT assay were almost two-fold lower than achieved by EZ4U
assays and characterized by values 0,21 and 0,22 vs. 0,44 i 0,52 ug/
ml respectively with the precision for MTT assay reflected by values
including%RSDb + 32,6 and + 35,2%, and for EZ4U assay + 5,8 and

+ 4,0% respectively. IC, for ME18 determined by MTT assay was
2,4-fold higher than by EZ4U assay (0,6 vs. 0,25 ug/ml). This values
were obtained with the precision for MTT assay +20,5%, and for EZ4U
assay + 12,0%. There was not obtained any IC, value for MR18/R

by MTT assay in tested range concentrations but by EZ4U assay IC,
reached 34,4 pg/ml and was characterized + by 5,8% precision.
Conclusions. The results obtained in this study performing by EZ4U and
MTT confirmed the usefulness of this both techniques for doxorubicin
cytotoxicity evaluation. The EZ4U assay results characterized by
considerably higher precision and repeatability (results in the article) then
MTT assay results and as an only one followed to obtain IC, values in the
ranged doxorubicin concentration for all cell lines used in this study.
Keywords: cytotoxicity, MTT assay, EZ4U assay, doxorubicin
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Jednym z podstawowych i szybkich badan jest po-
miar liczby zywych komérek, ktéry moze by¢ prze-
prowadzony posrednio z uwzglednieniem oceny
integralnosci bton komérkowych, np. w tedcie z czer-
wienig obojetna, NR (ang. neutral red), opartym na
wychwycie czerwieni przez lizosomy. Barwnik ten
przechodzi przez btone komdérkowa jedynie zywych
komorek i gromadzi sie w lizosomach. Badanie to po-

Celem pracy byto poréwnanie
uzytecznosci testow MTT oraz
EZ4U do oceny aktywnosci
doksorubicyny. Poréwnanie
to przeprowadzono

z zastosowaniem réznych linii

komérkowych, tj.: komérek
ludzkiego czerniaka — ME18,
— ME18/R, prawidtowych
fibroblastow ludzkich — WS-1,
fibroblastéw mysich — L929
oraz komérek raka szyjki
macicy — Hela.

zwala na odréznienie komérek zywych
i nieuszkodzonych od martwych lub
uszkodzonych, poprzez okreslenie licz-
by komoérek zywych, zabarwionych na
czerwono w komorze hemocytometru,
badZ spektrofotometrycznie przez po-
miar absorbancji roztworu uzyskanego
po rozpuszczeniu barwnika w 1% roz-
tworze acetonu zawierajgcego 30% eta-
nolu, po uprzednim usunieciu podtoza
hodowlanego [4]. Innym rozwigzaniem
technicznym wskazujacym na brak in-
tegralnosci bton komaérkowych, jest
pomiar aktywnosci enzymu cytopla-
zmatycznego dehydrogenazy mlecza-

nowej, LDH w podtozu hodowlanym.
Obecnos¢ tego enzymu w podtozu
Swiadczy o uszkodzeniu bton komérkowych i moze
by¢ mierzona posrednio przez wykrywanie zredukowa-
nego formazanu. W tescie LDH wykorzystuje sie reak-
cje redukgji soli tetrazoliowej do barwnego formazanu,
jako produktu dwustopniowej reakcji. W pierwszym
etapie, w wyniku przeksztatcenia mleczanu do pirogro-
nianu przy udziale LDH powstaje zredukowany dwunu-
kleotyd nikotynamidoadeninowy NADH/H+, z ktérego
przy udziale diaforazy w drugim etapie jon wodorowy
H+ jest przenoszony na sél tetrazoliowga. W efekcie po-
wstaje barwny formazan, ktérego intensywnos¢ zabar-
wienia jest mierzona spektrofotometrycznie [2, 5].

Przyktadem innego badania, rowniez wskazujace-
go na brak integralnosci bton komérkowych, jest test
NAG. Pozwala on na wykazanie obecnosci enzymu
lizosomalnego N-acetylo-beta-D-glukozaminidazy
w podtozu hodowlanym, co jest mozliwe jedynie wte-
dy, gdy komoérki sg uszkodzone. Dlatego oznaczanie
aktywnosci tego enzymu w tescie NAG jest takze sto-
sowane w badaniach cytotoksycznosci [1].

Okreslanie liczby komorek jest mozliwe przy uzy-
ciu testu z sulforodaming (SRB). Pozwala on na okre-
Slenie catkowitej ilosci biatka w badanej prébce, ktéra
jest wprost proporcjonalna do liczby komérek. Pod-
stawg tego badania jest elektrostatyczne wigzanie
sie sulforodaminy do biatek w odpowiednim pH, za-
leznym od sktadu jakosciowego aminokwaséw, po
wczesniejszym utrwaleniu komdérek kwasem tréjchlo-
rooctowym TCA. [9].

Przyktadem badania efektywnosci proceséw ener-
getycznych zachodzacych w mitochondriach, stosowa-
nego do okreslenia cytotoksycznosci, jest oznaczenie

liczby wewnatrzkomérkowego ATP [6]. Zatozeniem tej
metody jest przyjecie statej charakterystycznej liczby
ATP dla okreslonego rodzaju komérki w optymalnych
warunkach hodowli. Zmiana ilosci ATP jest proporcjo-
nalna odpowiednio do wzrostu lub spadku liczby ko-
morek, a takze do spadku efektywnosci proceséw
energetycznych w komarkach. W oznaczeniu liczby ATP
wykorzystuje sie zjawisko bioluminescencji powstaja-
ce w reakcji z lucyferaza, katalizujgca reakcje utlenie-
nia lucyferyny do oksylucyferyny z udziatem jednej
czasteczki ATP. W tym procesie emitowane jest pro-
mieniowanie Swietlne. Intensywnos¢ Swiecenia mie-
rzona jest luminometrycznie i wyrazana w fotonach.
W okresleniu liczby ATP w badanej prébce wykorzy-
stuje sie liniowa zaleznos¢ intensywnosci luminescen-
cji od liczby ATP i liczby komérek. Innym przyktadem
pomiaru aktywnosci metabolicznej zywych komoérek
jest test AB (ang. alamarBlue) z zastosowaniem resau-
ryny o barwie niebieskiej, ktéra w procesach oksydore-
dukcyjnych jest przeksztatcana w resorufine o rézowej
fluorescencji. Pomiar ilosci powstatego produktu moze
by¢ przeprowadzony spektrofotometrycznie lub flu-
orymetrycznie. Uzyskane wyniki pozwalaja ocenic ak-
tywnos¢ enzymatyczng proceséw utleniania i redukgji
w odniesieniu do kontroli [2].

Sposréd technik kolorymetrycznych jedna z naj-
czesciej stosowanych metod ilosciowych, pozwa-
lajacych na okreslenie cytotoksycznosci badanej
substancji wobec komaérek, jest test MTT opracowany
w latach 80. XX w. przez Mosmanna [10]. Wykorzystu-
je sie w nim aktywnos¢ dehydrogenazy bursztyniano-
wej, enzymu mitochondrialnego, obecnego w zywych
komorkach, ktéry przeksztatca rozpuszczalng sél
tetrazoliowa, bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
2,5-difenylotetrazoliowy, w forme zredukowanga, nie-
rozpuszczalny formazan, wytracajacy sie w postaci
krysztatow [11]. Po zmianie srodowiska i rozpuszcze-
niu krysztatow w DMSO lub izopropanolu powstaje
barwny roztwoér, ktérego intensywnosé zabarwienia
mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dtu-
goscifal 492—570 nm [1, 2, 5]. W komérkach uszkodzo-
nych, uposledzonych metabolicznie lub martwych,
formazan tworzy sie w mniejszych ilosciach lub nie
powstaje. Zmiany ilosci i aktywnosci enzymatycznej
dehydrogenazy bursztynianowej w tescie MTT sg od-
zwierciedlone w pomiarach absorbancji. Intensyw-
nos¢ barwy roztworu jest wprost proporcjonalna do
ilosci powstatego produktu i posrednio do liczby zy-
wych komérek. Uzyskanie wiarygodnych i powtarzal-
nych wynikéw z zastosowaniem testu MTT, wymaga
precyzji laboratoryjnej na wszystkich etapach testu,
ze szczegblnym uwzglednieniem ostatniego etapu,
tj.: rozpuszczania krysztatéw formazanu [1, 4].

Do oceny cytotoksycznosci substancji dostepnych
jest dzis wiele testéw komercyjnych, ktére jako substrat
wykorzystuja sél tetrazoliowa, przeksztatcang pod
wptywem dehydrogenazy w barwny, rozpuszczalny
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zwigzek, nie zas w krysztaty formazanu. Taka modyfi-
kacja skraca procedure i upraszcza koncowy etap wi-
zualizacji wynikéw, przez co zmniejsza ryzyko btedu
laboratoryjnego. Jednym z takich komercyjnych te-
stéw, wykorzystujacych zasade dziatania zblizong do
testu MTT, tj. redukcje soli tetrazoliowej, ale z modyfi-
kacja i skroceniem ostatnich etapéw wizualizacji wy-
niku, jest test EZ4U firmy Biomedica GmbH, Austria
(EZ4U. The 4th generation non radioactive cell prolife-
ration & cytotoxicity assay. www.bmgrp.com).

Celem pracy byto okreslenie uzytecznosci zasto-
sowania EZ4U do oceny cytotoksycznosci doksorubi-
cyny réznych komérek w hodowlach ludzkich i mysich
linii komérkowych oraz okreslenie powtarzalnosci
i precyzji posredniej wynikow uzyskanych z zastoso-
waniem testow MTT i EZ4U, a takze poréwnanie war-
tosci IC,  uzyskanych w obu metodach.

Materiaty i metody

Badanie obejmowato ocene cytotoksycznosci do-
ksorubicyny z zastosowaniem testu MTT oraz EZ4U
i zostato przeprowadzone z zastosowaniem pieciu
zréznicowanych linii komérkowych.

Linie komérkowe

W badaniu zastosowano nastepujace linie komor-
kowe:

1. linia ciggta fibroblastéw mysich, L929,

2. linia prawidtowych fibroblastéw ludzkich pocho-
dzenia zarodkowego, WS-1,

3. linia ciagta wyprowadzona z komérek nowotworu
szyjki macicy, Hela,

4. linia ciggta wyprowadzona z komérek ludzkiego
czerniaka ztosliwego, ME18,

5. linia ciggta, oporna na doksorubicyne, ME18/R —
wyprowadzona z ME18.

Linie komérkowe L929 i Hela pochodzity z banku
German Collection of Microorganisms and Cell Cul-
tures, linia komérkowa WS-1 z European Collection
of Cell Cultures, linia ME18 zostata przekazana z Cen-
trum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Warszawie, zas ME18/R to podlinia uzyskana
doswiadczalnie z ME18 w Zaktadzie Biochemii i Bio-
farmaceutykéw Narodowego Instytutu Lekéw [12].

Warunki hodowli

Test MTT

Przygotowanie zawiesiny komérek

Z 24 h hodowli komérek linii L929, Hela, ME18
i ME18/R oraz z 72h WS-1, bedacych w fazie wzros-
tu logarytmicznego uzyskiwano zawiesine koma-
rek przez odklejenie ich od powierzchni naczynia, po
trypsynowaniu przez ok. 2—4 min (0,05% r-r trypsyny
z EDTA, Gibco, USA) w 37°C, 5% CO,. Liczbe komérek
w 1 ml podtoza do hodowli oznaczano z zastosowa-
niem licznika Coulter Z2. Przed rozpoczeciem badan
dla kazdej linii zoptymalizowano wielkos¢ inokulum,
ktore zapewniato przynajmniej 70% pokrycia naczy-
nia. Pojedyncze badanie dla okreslonej linii stanowita
hodowla komérkowa zatozona réwnolegle na dwéch
96-studzienkowych ptytkach titracyjnych, przeznaczo-
nych do badania odpowiednio testem MTT i EZ4U. Dla
kazdej linii przeprowadzono od 2 do 4 niezaleznych
powtdrzen badania z zastosowaniem obu testow.

Zaktadanie hodowli

Na ptytki titracyjne nanoszono po 200 pl zawiesiny
komérek/studzienke o optymalnej liczbie komérek/
ml, tj. od 1,5 do 2,75 x 10* k-k/ml, w zaleznosci od linii
(tabela 1). Hodowle inkubowano przez 24 h dla wiek-
szosci linii, z wytaczeniem komoérek WS-1, ktére inku-
bowano 48-72 h w wyzej opisanych warunkach w celu
przyklejenia sie ich do powierzchni. Po inkubacji oce-
niano wzrost hodowli pod wzgledem pokrycia po-
wierzchni studzienki. Uzyskanie pokrycia powierzchni
studzienki w ok. 70% pozwalato na kontynuacje do-
Swiadczenia. Bezposrednio przed wymiang podto-
za przygotowywano 11-punktowy szereg rozcieficzen
doksorubicyny, o stezeniu wyjsciowym 2 mg/ml (Ad-
rimedac, roztwér do wstrzykiwan, 2 mg/ml, Medac,
Niemcy) w podtozu. Dla linii wrazliwych szereg ten
obejmowat rozcieficzenia doksorubicyny od 0,06 do
5,8 pug/ml, zas dla linii opornej ME18/R, przygotowa-
no dwa szeregi rozciefczen doksorubicyny, tj. od 2,9
do 92,8 ug/mloraz od 1,16 do 46,4 pg/ml. Kazdy punkt
o okreslonym stezeniu doksorubicyny byt wykonany
w 8 powtdrzeniach. Podtoze po wstepnej inkubacji
usuwano i zastepowano podtozem z odpowiednimi
stezeniami doksorubicyny. W kontroli, ktérg stanowi-
ta hodowla bez leku (kolumna 1), wymieniano podtoze
na swieze. Do kazdej kolejnej kolumny studzienek do-
dawano po 200 pl okreslonego rozcieficzenia badanej

Komorki rosty adhezyjnie w podtozu MEM (Gib-
co, USA) z dodatkiem 10% FBS (Gibco, USA) oraz 1%

Tabela 1. Optymalna, wyjsciowa gestos¢ komérek dla linii komérkowych uzytych
w oznaczaniu cytotoksycznosci przy uzyciu testow EZ4U i MTT

roztworu antybiotykéw (Gibco, USA) przygotowane-

g0 ze stezonego roztworu mieszaniny zawierajacej

o . ME18 1,5 x 10*
10 000 U/ml penicyliny G, 10 pg/ml siarczanu strepto-
mycyny oraz 25 pg/ml amfoterycyny B. Hodowle in- MEIB/R 25 x 10t
kubowano w atmosferze 5% CO,, w temp. 37°C. Czas Hela 2,75 x 10*
podwojenia, DT (ang. doubling time) wiekszosci ko- W1 25 x 10°
maorek ww. linii wynosit ok. 24 h z wyjatkiem komé-
1929 2,5 x 10*

rek WS-1, dla ktérych wynosit ok. 67 h.
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Rycina 1. Wptyw stezenia doksorubicyny w podtozu na barwe podtoza

obserwowany po 48h inkubacji hodowli komérek linii MER18/R, A) natychmiast

po dodaniu odczynnika EZ4U, B) po 4h inkubacji z odczynnikiem EZ4U. Kierunek

wzrostu stezenia doksorubicyny zaznaczono strzatka (2,9-92,8 ug/ml).

K,,— kontrola hodowli, K —kontrola tta (podtoze z doksorubicyng)

substancji w podtozu, w kolejnosci od najnizszego
(kolumna 2) do najwyzszego (kolumna 12) stezenia.
Komaérki linii ME18, ME18/R, Hela, L929 inkubowano
przez 48 h, zas komorki linii WS-1 przez 72 h w wa-
runkach opisanych wyzej. Po inkubacji komérek z do-
ksorubicyna podtoze usuwano i do kazdej studzienki
dodawano po 50 plodczynnika MTT o stezeniu 5 mg/
ml (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Niemcy). Hodowle
nastepnie inkubowano przez 4 h w wyzej wymienio-
nych warunkach. Po inkubacji ogladano wytracone
krysztaty formazanu. Ptyn znad krysztatéw usuwano
delikatnie przez odpipetowanie, nastepnie do kazdej
studzienki dodawano 100 pl r-ru DMSO (99,5%) (Lab-
scan Ltd, Irlandia) i tagodnie mieszano kilka minut
w celu rozpuszczenia krysztatéw. Absorbancje roz-
tworéw mierzono spektrofotometrycznie przy dtugo-
sci fali 492 nm z zastosowaniem czytnika ptytek iEMS
Reader MF (Labsystems Oy, Finlandia).

Tabela 2. Poréwnanie wartosci IC, doksorubicyny uzyskanych dla

poszczegblnych linii komérkowych w zaleznosci od testu zastosowanego w tej

pracy z uwzglednieniem precyzji posredniej otrzymanych wynikow (%RDSm)

ME18 0,6 [1,1] 20,5 0,25 [0,46] 12,0
ME18/R >92,8 [170,7] nie wyznaczono 34,4 [63,3] 5,8
Hela 0,28[0,5] 24,2 0,27[0,49] 11,2
WS-1 0,21[0,39] 32,6 0,440,8] 5,8
1929 0,22[0,4] 35,2 0,52[0,95] 4,0
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Zywotnosé komérek w obecnosci okreélonego
stezenia doksorubicyny obliczano, odnoszac odpo-
wiednio wartosci absorbancji uzyskane dla poszcze-
goélnych stezen leku do wartosci absorbancji komérek
kontrolnych, przyjmujac absorbancje roztworu dla ko-
morek kontrolnych za 100%. Dla wszystkich badanych
linii komo6rkowych wyznaczono wartosci IC,, tj. ste-
zenia doksorubicyny, w ktérych zywotnos¢ komérek

badanych linii byta zahamowana w 50% hodowli.

Test EZ4U

Hodowle przeznaczone do badania testem EZ4U
prowadzono wedtug protokotu dla testu MTT réw-
nolegle, do momentu zakonczenia inkubacji hodow-
li w podtozu z doksorubicyna, zgodnie z zaleceniami
producenta (EZ4U. The 4th generation non radioacti-
ve cell proliferation & cytotoxicity assay. www.bmgrp.
com). W tym tescie dodatkowo uwzgledniano kontro-
le zabarwienia podtoza dla kazdego punktu z szere-
gu rozcienczen doksorubicyny. Kazdy punkt z szeregu
rozcienczen byt wykonany w 6 powtérzeniach, zas
kontrola zabarwienia leku w podtozu w 2 powtérze-
niach (rycina 1A). Po inkubacji z doksorubicyng ba-
danie prowadzono zgodnie z protokotem producenta.
Przygotowywano roztwoér zawierajacy sol tetrazolio-
wa (odczynnik EZ4U) i bezposrednio do kazdej stu-
dzienki dodawano po 20 ul tego odczynnika. Ptytke
inkubowano przez 4 h w wyzej opisanych warunkach,
a nastepnie mierzono absorbancje w spektrofotome-
trze mikroptytkowym przy dtugosci faliA=492 i A=620,
zgodnie z zaleceniami producenta. Pomiar absorban-
cji przy dtugosci fali A=620 byt dodatkowo zalecony
przez producenta w celu korekty wynikéw o tto, po-
chodzace, m.in. od pozostatosci komérek. Podczas
obliczania wynikéw wartos¢ absorbancji mierzona
przy dtugosci fali A=492 byta pomniejszana o wartos¢

absorbancji mierzonej przy dtugosci fali A=620.
Wyniki

Optymalizacja liczby komérek

Optymalne inokulum dobrane do uzytych testow
byto zréznicowane w zaleznosci od uzytej linii. Najniz-
sz3 gestosé, tj. 1,5x10*/ml wyznaczono dla linii MER1S,
najwyzsza zas — 2,75x10*/ml dla linii Hela, dla pozo-
statych linii gestos¢ ta byta jednakowa i wynosita
2,5x10%/ml, szczegbtowe wyniki przedstawia tabela 1.

Poréwnanie wartosci IC, dla poszczegdlnych
linii w zaleznosci od zastosowanego testu
Wartosci IC, uzyskane z zastosowaniem testow
MTT i EZ4U dla poszczegoélnych linii komdrkowych
przedstawione zostaty w tabeli 2 oraz na rycinie 2.
Poréwnywalne wartosci IC,; uzyskano dla Hela
(0,28 w MTT i 0,27 ug/ml w EZ4U). Dla komaérek linii
WS-11 L929 w tescie MTT uzyskano blisko dwukrot-
nie nizsze wartosci IC, , niz w EZ4U (odpowiednio 0,21
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Rycina 2. Zaleznos¢ przezywalnosci komorek (%) od stezenia doksorubicyny (ug/ml) okreslona dla poszczegélnych linii komérkowych w testach

MTT i EZ4U. Poszczegblne powtdrzenia badania odzwierciedlajg odpowiednie kolory wykreslonych krzywych
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0,22 ug/mlyvs. 0,44 10,52 ug/mlw MTT). Dla komo-
rek ME18 w tescie MTT wartosc IC, byta 2,4 razy wyz-
sza niz w tescie EZ4U (0,6 w MTT vs. 0,25 pg/ml). Dla
komorek linii opornej ME18/R nie okreslono konkret-
nej wartosci IC,, w tescie MTT, wartos¢ ta byta wyz-
sza od gbérnego zakresu stezenia dla doksorubicyny,
tj, wyzsza niz 92,8 ug/ml i okoto trzykrotnie przekra-
czatawartosc IC,  uzyskang dla komaorek tej linii w te-
Scie EZ4U (34,4 pg/ml).

Strategia opracowania statystycznego

uzyskanych wynikéw

Wyniki badania cytotoksycznosci przedstawio-
no dla kazdej linii komérkowej w postaci zalezno-
$ci stopnia przezywalnosci komérek (wyrazonego
w procentach) od stezenia, doksorubicyny (ug/ml)
(rycina 2). Zaleznos¢ ta zostata zobrazowana dla
kazdego powtérzenia badania i uzytej linii komor-
kowej, w postaci linii o okreslonych kolorach na
wykresach, przypisanych kolejnym powtérzeniom
badania, dla obu zastosowanych testéw MTT oraz
EZ4U. Wyniki poddano obrébce statystycznej, wy-
znaczajac zmiennos¢ wewnatrz- i miedzyekspery-
mentalna, ktére wyrazono liczbowo i oznaczono
odpowiednio skrétami: RSDw i RSDm [13]. Zmien-
nos¢ wewnatrzeksperymentalna odzwierciedlata
powtarzalnos¢, zas miedzyekspery-
mentalna precyzje posrednig uzyska-

Do oceny cytotoksycznosci
substancji dostepnych

jest dzis wiele testow
komercyjnych, ktére jako
substrat wykorzystujg

s6l tetrazoliowa,
przeksztatcang pod
wptywem dehydrogenazy

w barwny, rozpuszczalny
zwiazek, nie zas w krysztaty
formazanu. Taka modyfikacja
skraca procedure i upraszcza
koficowy etap wizualizacji
wynikéw, przez co zmniejsza
ryzyko btedu laboratoryjnego.

nych wynikéw IC, (tabele 2 3).
RSDw oznaczato $rednig obliczo-
na z uzyskanych wartosci wzgled-
nego odchylenia standardowego we
wszystkich powtérzeniach badania
dla kazdego punktu z szeregu rozcien-
czen, przy czym dla testu MTT od-
powiednio z 8-krotnego powtdrzenia
punktu, zas dla testu EZ4U z 6-krot-
nego i wyrazona byta w procentach
(%RSDw) [13]. W tabeli 3 przedstawio-
no $rednie wartosci zmiennosci we-
wnatrzeksperymentalnej dla kazdej
linii z rozréznieniem uzytego testu.
Zmienno$¢ miedzyeksperymental-
na (RSDm), wyrazona w procentach,
okreslata precyzje posrednig wynikéw

uzyskiwanych danym testem. Zostata obliczona na
podstawie powtarzalnosci wartosci IC,, wyznaczo-
nych z liniowych fragmentéw krzywych przedstawia-
jacych zaleznos¢ przezywalnosci komorek od stezenia
doksorubicyny[13]. W tabeli 2 przedstawiono warto-
Sci IC,, uzyskane dla obu poréwnywanych testow.

Poréwnanie wartosci zmiennosci wewnatrz-

i miedzyeksperymentalnej

Srednie wartoéci %RDSw (tabela 3) wyznaczone
dla testu MTT ksztattowaty sie w zakresie od 7,1 dla
komarek Hela do 10,9% dla komorek ME18, przy czym
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dla poszczegblnych linii zakresy byty jeszcze szersze
i wahaty sie od kilku do nieco ponad 20%. W tescie
EZ4U odpowiednio wartosci srednie %RDSw oscylo-
waty miedzy 4,9 dla komérek ME18 i 6,4 dla komo-
rek L929, przy czym dla poszczeg6lnych linii wahaty
sie od kilku do 13,6%.

Srednie wartoéci %RDSm (tabela 2) dla testu MTT
wahaty sie w granicach od 20,5 do ponad 35%, zas dla
testu EZ4U miedzy 4 i12%.

Oméwienie wynikow

W niniejszej pracy poréwnywano dwa testy, wy-
krywajgce aktywnos¢ mitochondrialnego enzymu
dehydrogenazy bursztynianowej przez redukcje soli
tetrazoliowej do formazanu. W tescie MTT powstaje
nierozpuszczalny w srodowisku wodnym formazan
w formie krysztatow, zas$ w tescie EZ4U — rozpusz-
czony w podtozu, réwniez zredukowany zwiazek soli
tetrazoliowej [1; EZ4U. The 4th generation non radio-
active cell proliferation & cytotoxicity assay. www.
bmgrp.com]. W zwiazku z niewielkg réznica zwiaza-
ng z powstajgcym produktem koficowym, testy te
byty nieznacznie zréznicowane pod wzgledem tech-
nicznym.

Poréwnawcze badania cytotoksycznosci doksoru-
bicyny rozpoczeto od optymalizacji wyjsciowej liczby
komérek w ml, zastosowanej w prowadzonych bada-
niach. Ustalenie tego parametru i zapewnienie po-
wtarzalnych warunkéw podczas do$wiadczenia miato
bardzo istotny wptyw na wyznaczang wartosc IC,
i jej powtarzalnosé, a wiec na jakos¢ wyniku. Wyzna-
czone w opisany wyzej sposéb optymalne inokulum
zapewniato w kazdym przypadku uzyskanie w ostat-
nim dniu badania 90—100% pokrycia powierzchni
studzienek kontrolnych. W wielu pracach wykazano
wptyw wyjsciowej gestosci komdrek na wartosci ab-
sorbandjii1C, [2,14] Wstepna optymalizacja ggstosci
komérek nanoszonych na ptytke mikrotitracyjng na
podstawie oceny stopnia pokrycia po 24h i 72h, mia-
ta na celu okreslenie bezpiecznej gestosci, tj. takiej,
ktéra nie wptynetaby hamujaco na aktywnos¢ proli-
feracyjng komoérek.

W omawianej pracy do badanh cytotoksyczno-
sci wybrano doksorubicyneg, tj. lek o dobrze udoku-
mentowanej aktywnosci cytotoksycznej, ktory jest
stosowany w farmakoterapii r6znego rodzaju cho-
rob nowotworowych [3, 12]. W zwiazku z tym, w na-
stepnej kolejnosci dobrano rézne linie komadrkowe,
w wiekszosci nowotworowe [12, 15, 16].

W celu poréwnania zblizonych ze sobg w mechani-
zmie dziatania testéw MTT i EZ4U, zaplanowano duzg
liczbe powtérzen kazdego z punktow szeregu rozcien-
czen leku w pojedynczym eksperymencie. Z zamiesz-
czonych danych wynika, ze sredni %RSDw zmiennosci
wewnatrzeksperymentalnej byt o ok. 3,5% wyzszy
w tescie MTT niz w EZ4U i wynosit 7,1-10,9%. Wartosci
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uzyskane dla srednich wartosci %RSDw w tescie EZ4U
mieszcza sie w zakresie 4,9—6,4%. Zmiennos¢ we-
wnatrzeksperymentalna stanowit btad powtarzal-
nosci uzyskany dla punktéw wyznaczajacych krzywa,
za$ zmiennos¢ miedzyeksperymentalng wyznaczo-
no na podstawie powtarzalnosci wartosci IC,, wy-
znaczonej z liniowej zaleznosci fragmentu wykresu,
przedstawiajacego zaleznos¢ stopnia zahamowania
zywotnosci komérek od stezenia doksorubicyny.

Okreslajac srednig wartos¢ %RSDm dla obu te-
stow zastosowanych w tej pracy, ktérg wyznaczono
z 2—4 niezaleznych powtdrzen badania danej linii ko-
morkowej (tabela 3), wyznaczono precyzje posrednia,
tj. powtarzalnos¢ wartosci IC, | dla obu testow. Uzy-
skane dane przedstawiono w tabeli 2. Wykazano, ze
powtarzalnos¢ wartosci IC, | dla wszystkich uzytych
linii jest réowniez wieksza w tescie EZ4U. Rozrzut uzy-
skanych wartosci miesci sie w przedziale 4,0-12,0%,
podczas gdy w tescie MTT zakres wartosci %RSDm
oscylowat od kilku do 20,5%.

Biorac pod uwage rozpietos¢ zastosowanych ste-
zen doksorubicyny oraz uwzgledniajac btad wyzna-
czenia wartosci IC50 (%RSD), stwierdzono, ze oprocz
komaérek linii ME18/R, dla pozostatych linii komorko-
wych zréznicowanie wartosci IC,, uzyskanych w obu
testach jest nieistotne statystycznie, co pozwala
uznac oba testy za poréwnywalne pod wzgledem
doktadnosci oznaczenia.

Otrzymane wyniki powtarzalnosci miedzyekspe-
rymentalnej koreluja z wczesniej przedstawionymi
wynikami dla powtarzalnosci wewnatrzeksperymen-
talnej. Mniejsza doktadnos¢ wyznaczania odset-
ka przezywajacych komorek w tescie MTT (wyzsze
%RSDw), pociaga za soba wyzszy btad (%RSDm) wy-
znaczania wartosci IC, .

Dla komérek linii ME18/R nie udato sie wyznaczyé
wartosci IC,, w wybranym zakresie stezefi dokso-
rubicyny. Przy najwyzszym badanym stezeniu do-
ksorubicyny 92,8 ug/ml w tescie MTT uzyskano ok.
65% zywych komérek w stosunku do kontroli. W te-
Scie 74U dla komorek tej linii wyznaczono IC, na
poziomie 34,4 pg/ml, co Swiadczy o opornosci tej li-
nii na badany lek. Poréwnujac wartosci IC,  uzyska-
ne w obu testach dla komorek linii ME18 (wrazliwej)
stwierdzono, ze wartosci uzyskane w tescie MTT sg
ok. 2,5-krotnie wyzsze niz w tescie EZ4U. Zaobser-
wowana zalezno$¢ moze dotyczyé obu linii, co wy-
jasniatoby fakt wystepowania wartosci IC,, powyzej
wartosci 92,8 pg/ml. Warto ponadto zauwazy¢, ze
rowniez dla komdrek ludzkiego czerniaka ME18, w te-
scie MTT uzyskano najwyzszy sredni btad (10,9%)
oraz rozrzut wartosci %RSDw zmiennosci wewngtrz
eksperymentalnej (1,7-21,2%). Podczas wykonywa-
nia doswiadczen dla komérek linii ME18 i ME18/R
stwierdzono zmniejszong adhezyjnos¢ komérek tych
linii do podtoza, w poréwnaniu do pozostatych rodza-
jow linii komérkowych, uzytych w badaniach. Wynika
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z tego, ze powyzsza cecha komérek moze bezposred-
nio wptywac na precyzje posredniag metody (zmien-
nos¢ miedzyeksperymentalng). Podczas wymiany
podtoza tatwo bowiem o przypadkowe usuniecie ko-
morek ze studzienek na ptytce. W tescie MTT, oprécz
wymiany pozywki hodowlanej na podtoze z lekiem,
dokonuje sie jeszcze jednej wymiany, gdy podtoze
z lekiem zastepuje sie odczynnikiem MTT. Poniewaz
komorki sg ostabione dziataniem substancji cyto-
toksycznej (w tym przypadku doksorubicyny), tatwo
ulegaja odklejaniu od podtoza. Im mniej adherentne
komorki, tym tatwiej o wprowadzenie do do$wiadcze-
nia btedu eksperymentalnego. W tescie EZ4U nie ma
tego drugiego etapu, poniewaz odczynnik ten dodaje
sie bezposrednio do podtoza z lekiem (nie ma etapu
usuwania podtoza, tak jak w MTT) i po 4 h inkubagji
nastepuje bezposredni odczyt absorbancji roztworu.
Innowacyjnos¢ tego rozwigzania eliminuje jeszcze je-
den, bardzo krytyczny etap, wystepujacy w standar-
dowo przeprowadzanym tescie MTT, a powodujacy
pojawianie sie przypadkowych bteddw i majacy duzy
wptyw na wartos¢ IC, , tj. etap usuwania niezwigza-
nego odczynnika MTT, w celu rozpuszczenia w DMSO
powstatych w wyniku reakcji krysztatow formazanu.
Podczas usuwania odczynnika MTT czesto obser-
wowano przypadkowe odrywanie sie krysztatdw, co
wptywato na zmiane zabarwienia roztworu podda-
wanego pomiarowi absorpcji. Najwiekszy tego typu
problem stwierdzono podczas pracy z komérkami linii
ME18/R, gdzie w kontroli wystepowato bardzo duzo
krysztatow stabo przyklejonych do podtoza. Podczas
wymiany odczynnika MTT na DMSO, duza ich licz-
ba ulegata przypadkowemu usunieciu, co znacznie
obnizato wartos¢ odniesienia dla pozostatych wyni-
kow, btednie zawyzajac przedstawiong na wykresie
zaleznos¢ przezywalnosci od stezenia (rycina 1). Mo-
gto to przyczynic sie do znacznego zawyzenia war-
tosci IC,, dla tej linii i braku wyznaczenia wartosci
IC,,, W ustalonym zakresie stezen dla doksorubicy-
ny. W tescie EZ4U taki problem nie wystepowat, dla-

Tabela 3. Poréwnanie wartosci zmiennosci wewnatrz eksperymentalnej (RSD
testow MTT i EZ4U — powtarzalnosé metody

ME18 10,9 3 4,9 3
(1,7-21,2) (1,6-11,2)

ME18/R 7,25 3 5.6 4
(1,22-12,2) (0,4-13,6)

Hela 71 4 5.7 3
(0,0-11,5) (1,5-12,1)

WS-1 9,6 3 54 3
(2,2-20,5) (1,3-9.9)

1929 9.9 3 6.4 2
(3,4-15,0) (23-10,4)
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tego udato sie wyznaczyc¢ wartos¢ IC,  dla ME18/R na
poziomie 34,4 ug/ml.

W tescie EZ4U zaobserwowano wyrazny wptyw
barwy doksorubicyny na wartos¢ absorbancji. Wyso-
kie stezenia doksorubicyny spowodowaty widoczna
zmiane barwy podtoza, co obrazuje rycina 2. Rycina
ta przedstawia obraz ptytki natychmiast po dodaniu
odczynnika EZ4U (A) — widoczny jest wzrost inten-
sywnosci barwy wraz ze wzrostem stezenia doksoru-
bicyny (od lewej do prawej strony ptytki) oraz po 4 h
inkubacji z odczynnikiem EZ4U (B) — widoczne jest
zréznicowanie intensywnosci barwy doksorubicyny
zalezne od jej stezenia, szczegélnie w dwdch dolnych
szeregach studzienek, stanowiagcych kontrole zabar-
wienia tta. Z uwagi na zaobserwowany, wizualnie
i w pomiarach (dane niezamieszczone), wptyw bar-
wy doksorubicyny na wartosci absorbancji podczas
obliczen, wartosci absorbancji uzyskane z hodowli po
inkubacji z odczynnikiem EZ4U pomniejszano o war-
tosci absorbancji uzyskane dla kontroli z szeregiem
odpowiednich rozciefnczen doksorubicyny.

Ze wzgledu na wykazany w tej pracy wptyw bar-
wy doksorubicyny na kohcowe wartosci absorban-
cji, pojawia sie wniosek, ze dla badania barwnych
substancji protokét oznaczania cytotoksycznosci
zaproponowany przez wytwarce testu, powinien
uwzglednia¢ kontrole zabarwienia. W przeciwnym
wypadku zmiana absorbancji, bedaca wynikiem
wptywu barwy badanej substancji, moze znaczaco
wptywac na uzyskiwane wyniki. Podejmujac bada-
nia cytotoksycznosci warto juz na wstepie przepro-
wadzi¢ optymalizacje przebiegu eksperymentu, m.in.
pod wzgledem doboru linii komérkowej, liczby komo-
rek, czasu inkubacji z badang substancjg oraz dobo-
ru wtasciwych kontroli. W naszej pracy wydtuzenie
czasu inkubacji z doksorubicyng do 48 h dla wiekszo-
sci linii komérkowych i 72 h dla WS-1 byto zwigzanie
z proba uzyskania wyrazniejszych efektow dziatania
tego leku na badane komérki.

Badania cytotoksycznosci substancji uzywanych
w farmakoterapii nowotworéw [1-3] sg najczescie]
wykonywane z zastosowaniem uznanych i sprawdzo-
nych eksperymentalnie testéw opartych na redukgji
formazanu. Nie zawsze jednak te testy moga by¢ sto-
sowane w ocenie cytoksycznosci. Przy badaniu lekow
wptywajacych na obnizenie wewngatrzkomaérkowego
poziomu wolnych rodnikéw pojawiaja sie zmiany ko-
morkowe, ktére moga wptywac na wzrost zywotnosci
komérek i jednoczesnie na wyniki tych badan. Wyka-
zano np., ze obecnos¢ flufenazyny, leku antypsycho-
tycznego, o aktywnosci, m.in. chemioprewencyjnej
wobec komérek nowotworowych, w hodowli komér-
kowej limfocytéw moze wptywac na ocene cytotok-
sycznosci leku z zastosowaniem MTT [8]. W takich
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sytuacjach sugeruje sie zwykle zastosowanie do-
datkowych technik, umozliwiajacych badanie innych
zmian cytotoksycznych, wywotanych przez zmiane in-
nych proceséw komorkowych.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wyni-
kéw badania cytotoksycznosci doksorubicyny z za-
stosowaniem dwaoch testéw, EZ4U i MTT oraz pieciu
zréznicowanych linii komérkowych, stwierdzono, ze
obie techniki sg uzyteczne w badaniach cytotoksycz-
nosci. Wartosci IC,, uzyskane z zastosowaniem te-
stu EZ4U charakteryzowaty sie znacznie mniejsza
zmiennoscia wewnatrz- i miedzyeksperymentalna,
a przez to wyzsza powtarzalnoscia oraz precyzja po-
Srednig. Test ten pozwolit na okreslenie wartosci IC,
dla wszystkich badanych linii, byt przy tym tatwiejszy
w wykonaniu i mniej czasochtonny niz MTT.

Autorzy sktadajq podziekowania dr Beacie Gru-

ber za krytyczne przeczytanie manuskryptu tej pra-
cy ( cenne uwagi.
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