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PRZEDMIOT: Neauvia Stimulate to biokompatybilny, wstrzykiwalny wypetniacz z kwasem hialuronowym (HA) (26 mg / ml) PEG potaczony krzyzowo z 1%
hydroksyapatytu wapnia (CaHA), stuzacy do augmentacji tkanek miekkich twarzy, zapewniajgcy wypetienie tkanek, a nastepnie proces neokolagenezy w celu poprawy
jakosci skory.

CEL: Celem niniejszego badania jest ocena bezpieczenstwa biologicznego produktu (nr. 160517-26-1 / 2 PEG) z uzyciem ludzkich keratynocytéw hodowanych in
vitro.

MATERIAL | METODY: Zaproponowany model eksperymentalny, mimo ze jest systemem in vitro, pozwala na wyprowadzenie uzytecznych informacji w celu
przewidywania mozliwej aktywnosci produktu w dalszym stosowaniu in vivo. Ludzkie keratynocyty (komérki HaCaT) potraktowano produktem przez 24 h przy
wzrastajgcych stezeniach produktu, wzgledem prébek kontrolnych (komoérki niepotraktowane).

WYNIKI: Oceniono bezpieczenstwo biologiczne testowanego produktu, stosujac rézne metody: test MTT, test NRU, test Kenacid Blue. Ponadto oceniono jakikolwiek
mozliwy wptyw na strukturg, morfologig i zywotno$¢é komoérek.

WNIOSEK: Podsumowujgc, wyniki uzyskane réznymi metodami pokazujg, ze produkt Neauvia Stimulate® nie powoduje zadnego efektu cytotoksycznego i nie wptywa
na prawidtowg strukture i morfologie kultur komorkowych.

Open Access Maced J Med Sci. 1



Basic Science

Wprowadzenie

Neauvia Stimulate (MatexLab SA, Lugano, CH) to produkt tgczacy czysty kwas hialuronowy pochodzenia
probiotycznego (Bacillus Subtilis) potgczony krzyzowo z PEG (glikol polietylenowy) i mikroczagsteczki (o
rozmiarach 10-12 um) hydroksyapatytu wapnia w niskim stezeniu (1%). Produkt mozna uznac¢ za ,kompozytowy"
wypetniacz (catkowicie biokompatybilny i degradowalny), z efektami objetosciowymi, typowymi dla
skrzyzowanego wypetniacza polimeru HA [1] [2] [3] i aktywnos$cig kolagenezy. To ostatnie jest wynikiem dziatania
hydroksyapatytu wapnia, ktéry stymuluje autoprodukcje kolagenu przez skére [4] [5] [6].

Celem niniejszej pracy jest ocena bezpieczehstwa biologicznego in vitro, pod wzgledem
cytotoksycznosci oraz modyfikacji struktury komorkowej i morfologii, po potraktowaniu ludzkich keratynocytéw
hodowanych in vitro za pomocg produktu Kwas Hialuronowy Hydrozel 26 mg / ml PEG skrzyzowany z
Hydroksyapatytem Wapnia 1% (Partia 160517-26-1 / 2 PEG), o nazwie Neauvia Stimulate. Zaproponowany
model eksperymentalny, mimo ze jest systemem in vitro, umozliwia wyprowadzenie uzytecznych informacji w
celu przewidywania mozliwej aktywnosci produktu w dalszych zastosowaniach in vivo.

Materiaty i metody
Przygotowanie probki

Produkt Neauvia Stimulate zostat zwazony i rozpuszczony w stezeniu 5 mg / ml w kompletnym podtozu
utworzonym przez DMEM z 10% ptodowg surowicg bydlecg (FBS), jednym mM L-glutaminy i antybiotykami (100
Ul / ml penicyliny i 100 pg / ml streptomycyny). SLS (Laurylosiarczan Sodu), dobrze znana substancja
cytotoksyczna, zostata uzyta jako pozytywna substancja kontrolna i zostata przygotowana w sposéb opisany dla
produktu.

Hodowle komoérkowe

Keratynocyty sg najbardziej reprezentowanym typem komdrek w komaérkach epidermy. Wyrastajg one z
podstawy naskérka, gdzie komorki rozmnazajg sie, a nastepnie migrujg na powierzchnie skéry, tworzac lipidy,
naturalne czynniki hydratacji i keratyne. Ludzkie uniesmiertelnione keratynocyty stosowane w tescie byly ludzkg
linig komoérkowg (HaCaT, kod BS CL 168). Linie komérkowg hodowano w warunkach catkowitej sterylnosci i
utrzymywano w inkubacji w 37 ° C z 5% atmosferg dwutlenku wegla (CO,).

Test cytotoksycznosci (test MTT)

Test MTT jest kolorymetrycznym testem cytotoksycznosci stosowanym do testowania proliferacji i
zywotnosci komérek w oparciu o wydajnosé mitochondrium. MTT, sdl tetrazolowa, ktéra w przypadku aktywnosci
metabolicznej komoérek jest redukowana z wysoce redukujgcego srodowiska mitochondrialnego zywych komérek
poprzez dziatanie dehydrogenazy mitochondrialnej. Redukcja MTT prowadzi do tworzenia sie krysztatow
formazanu (ryc. 1) - nierozpuszczalnych w pozywce hodowlanej, ale rozpuszczalnych w DMSO - ktére nadajg
typowo purpurowy kolor mitochondriom zywych komadrek. Natomiast w uszkodzonych lub martwych komoérkach,
poniewaz brakuje aktywnych mitochondriéw, MTT nie ulegnie redukcji, dajgc mniej intensywny fioletowy kolor [7].
Dla celow weryfikacji bezposredniego zwigzku miedzy oddychaniem komoérkowym a zywotnoscig, MTT jest
uwazany za dobry test identyfikacji niecytotoksycznych stezen produktu Neauvia Stimulate.
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MTT MTT-formazan

Rysunek 1: Redukcja MTT w formazanie. Reakcja jest katalizowana przez dehydrogenaze bursztynianowq.

W celu przygotowania testu, komérki HaCaT homogenicznie wysiewano na 96-zbiorniczkowych ptytkach
przy gestosci 1,5 x 10* komdrek na zbiorniczek i inkubowano w 37 ° C z atmosferg nawilzong 5% CO,. Po 24
godzinach komorki potraktowano (sze$¢ powtdrzen dla kazdego z osmiu réznych stezen), zaczynajgc od
stezenia 5 mg / ml az do koncowego 0,039 mg / ml przez seryjne rozciehczenie 1: 2. Komorki traktowane SLS
zastosowano jako pozytywng substancje kontrolng (Ctrl +, stezenie poczatkowe 5 mg / ml w pozywce petnej).

Inkubacje prowadzono przez 24 godziny. Nastepnie, dziesie¢ ul roztworu MTT (5 mg / ml w PBS)
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dodano do komoérek HaCaT w 37 ° C na dwie godziny. Pozywke nastepnie usunigto i do komérek dodano 100 pl
DMSO. Nastepnie mierzono absorbancje przy dtugosci fali 570 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Zywotnos¢
komoérek obliczono, mierzac réznice gestosci optycznej kazdego z osmiu stezen badanego produktu,
dotyczacych substancji kontrolnej (komérki niepotraktowane) (8). Dane przetworzono przy uzyciu Photox v. 2.0
dla obliczenia ICso, ktore jest stezeniem produktu, okreslajagcym 50% zywotnosci komorek.

Test cytotoksycznosci (test NRU)

Test cytotoksycznosci NRU jest testem kolorymetrycznym opartym na zdolnosci zywych komérek do
wigczenia barwnika do lizosoméw [9]. Neutralna czerwien (NR, Sigma) jest stabym kationowym barwnikiem,
ktory tatwo przenika przez btony komérkowe i akumuluje sie wewngtrzkomoérkowo w lizosomach, zapewniajagc w
ten sposob bezposrednig informacje o integralnosci btony komérkowej i posrednio o zywotnosci komérek. W
celu przygotowania testu komorki wysiano i potraktowano jak opisano wczesniej. Nastepnie komérki badano
pod mikroskopem z kontrastem fazowym i ptukano w PBS. Nastepnie dodano sto pl pozywki NR i komorki
inkubowano przez trzy godziny w 37 ° C, 5% CO,. Po usunieciu pozywki dodano roztwdr kwasu octowego w
celu wyodrebnienia NR z komérek, a odczyt absorbancji przeprowadzono przy dtugosci fali 540 nm za pomocg
czytnika mikroptytek (Tecan Sunrise). Zywotnos$é komérek obliczono jak opisano wczesnie;.

Test cytotoksycznosci (test Kenacid Blue)

Test Kenacid Blue jest kolorymetrycznym testem cytotoksycznosci stosowanym do testowania
zywotnosci komorek w oparciu o zdolnos¢ barwnika do wigzania biatek komorkowych [10]. System testowy
Kenacid Blue mierzy catkowitg biomase poprzez barwienie biatek (catkowita biomasa) za pomoca specjalnie
opracowanego barwnika, tworzgc prosty, dokfadny i wysoce powtarzalny test. W celu przygotowania testu
komorki wysiano i potraktowano jak opisano wczesniej. Komérki nastepnie przeptukano PBS i utrwalono 3%
roztworem glutaraldehydu przez 20 minut w temperaturze pokojowej. 50 ul roztworu Kenacid Blue Acid Stain
dodano do kazdego zbiorniczka na 20 minut, w temperaturze pokojowej. Pod koniec inkubacji pozywke
nastepnie odrzucono, a komoérki przemyto roztworem kwasu octowego (5% w 10% etanolu). Na koniec do
kazdego zbiorniczka dodano 100 pl roztworu do ekstrakcji Kenacid Blue Assay Extraction Solution na 20 minut,
w temperaturze pokojowej, delikatnie wstrzgsajac. Nastepnie absorbancje odczytywano przy dtugosci fali 570 i
690 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Przezywalnos¢ komérek obliczono jak opisano wczes$niej.

Ocena zywotnosci komoérek

Zywotnos$¢é komorek oceniano za pomoca komercyjnego zestawu "LIVE / DEAD" (Life Technologies Ltd), ktory
wykorzystuje dwa rézne probierze fluorescencyjne, barwnik z czerwonymi fluorescencyjnymi kwasami
nukleinowymi, jodek propidyny i zielono-fluorescencyjne zabarwienie SYTO® dziewie¢ do oznaczania zywych i
martwych komoérek. SYTO 9 przenika wszystkie komorki, zaréwno z nienaruszonymi jak i uszkodzonymi btonami.
Jodek propidyny natomiast przenika tylko komorki z uszkodzonymi btonami, powodujgc zmniejszenie
fluorescencji barwnikéow SYTO 9, gdy obecne sg oba barwniki. W celu przygotowania testu komorki
homogenicznie wysiewano na szklane szkietka nakrywkowe (22 x 22 mm), umieszczano na szalkach Petriego
(35 x 10 mm), przy gestosci 1 x 105 komérek i inkubowano w 37 ° C z atmosferg nawilzong, 5 % CO,. Po 24
godzinach komorki potraktowano dwoma stezeniami produktu, réwnymi 2,5 mg / mli 1,25 mg / ml, wykazujgc, ze
sg niecytotoksyczne i majg najlepszg rozpuszczalnos¢ w pozywce hodowlanej. Po 24 godzinach traktowania,
odpowiednig mieszaninge dwoch barwnikdw podano ba kazdg ptytke, na czas 15 minut. Probki byty nastepnie
chronione przed Swiattem i analizowane za pomocag mikroskopii fluorescencyjne;.

Ocena morfologii komérek

Barwienie hematoksyling i eozyng (EE), powszechnie stosowane w badaniu mikroskopowym tkanek
zwierzecych i rutynowej histopatologii, zastosowano do oceny jakiegokolwiek mozliwego wptywu na hodowle
komérkowe po potraktowaniu produktem Neauvia Stimulate. W celu przygotowania testu komérki wysiano i
traktowano jak opisano w poprzednim akapicie. Pod koniec traktowania komorki przemyto i utrwalono w
metanolu; nastepnie do kazdego szkietka dodano roztwor 1% hematoksyliny-eozyny. Po ostroznym usunigciu
plam, szkietka nakrywkowe zostaty zamontowane na szkietkach mikroskopowych w celu przyspieszenia
suszenia.

Ocena struktury komoérek

W celu zbadania wptywu na cytoszkielet w wyniku potraktowania produktem Neauvia Stimulate® do
wykrycia mikro-wtékien F-aktyny w immunofluorescencji zastosowano fluorescencyjng czasteczke falloidyny
[11]. W celu przygotowania testu komorki wysiano i traktowano jak opisano wczesniej. Po traktowaniu, komorki
HaCaT utrwalano 4% paraformaldehydem przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie inkubowano z
przeciwciatem Alexa Fluor® 488 falloidyny w temperaturze pokojowej. Po tym okresie nadmiar falloidyny i
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wszelkie osady usunieto poprzez dwa kolejne ptukania PBS i jadra wybarwione Hoechst 33258. Nastepnie
szkietka nakrywkowe zamontowano na ptytkach mikroskopowych i analizowano za pomocg mikroskopii
konfokalne;j.

Wyniki

Wyniki przedstawiono na wykresach i obrazach zawierajgcych pomiary uzyskane w testach
cytotoksycznosci komérkowej i ocene zywotnosci komoérek, struktury i morfologii po traktowaniu produktem
Neauvia Stimulate w odniesieniu do kontrolnych komérek HaCaT. Dane zaprezentowane jako $rednia z co
najmniej dwdch niezaleznych eksperymentéw wykonanych w trybie pojedynczym.

Ocena cytotoksycznosci komorkowej

Komérki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny o$mioma réznymi stezeniami produktu
Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednig pozytywng probg kontrolng, w celu zidentyfikowania mozliwego efektu
cytotoksycznego w kulturach komérkowych i stezen do zastosowania w ponizszym tescie.

Rys. 2 pokazuje wyniki badan cytotoksycznosci. Mozna zauwazy¢, ze przy wszystkich badanych
stezeniach i we wszystkich trzech testach produkt Neauvia Stimulate nie powodowat zmniejszenia zywotnoSci
komorek, wiec w obliczeniu wartosci ICso, produkt nie wykazywat aktywnosci cytotoksycznej.

Stezenia 1,25 mg / ml i 2,5 mg / ml wybrano do nastepujgcych testéw ze wzgledu na najlepszg ich
rozpuszczalnosé w pozywce hodowlane;j.
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Rys. 2: Grafiki przedstawiajgce zywotnos¢ komorek uzyskang po 24 godzinach traktowania komorek HaCaT za pomocg produktu Neauvia
Stimulate®. (A): test MTT; (B) test NRU; (C) Test Kenacid Blue

Ocena zywotnosci komoérek

Komorki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny stezeniami 1,25 mg / ml i 2,5 mg / ml
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednig pozytywng prébg kontrolng. Ryc. 3 pokazuje reprezentatywne
obrazy uzyskane za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego wynikow testu LIVE / DEAD. Analizujgc obrazy,
jasne jest, ze zadne z dwdch badanych stezen nie determinuje zmiennosci zywotnosci komoérek i ze liczba
wybarwionych komérek w zieleni (zywa) jest porownywalna do proby kontrolnej (komérki niepotraktowane). W
przeciwienstwie do tego, widoczna jest zmiana zywotnosci po potraktowaniu SLS, ze zmniejszeniem catkowitej
liczby obserwowanych komorek i zwiekszong $miertelnoscig (komorki zabarwione na czerwono), w poréwnaniu
do préby kontrolnej.

Ocena morfologii komoérek

Komérki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny dwoma poprzednio opisanymi stezeniami
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednig pozytywng prébg kontrolna.
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Rys. 3: Obrazy uzyskane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego wybarwien z zestawem LIVE / DEAD po 24 godzinach traktowania
produktem Neauvia Stimulate®. A) Ctrl (komorki nietraktowane); B) SLS (Ctrl +); C) produkt 2,5 mg / ml; D) produkt 1,25 mg / ml

Rys. 4 pokazuje reprezentatywne obrazy w mikroskopii optycznej wynikow testu hematoksyling-eozyng
dla kazdego testowanego stanu. Zadne z dwdch stezen produktu nie zmienia morfologii komérki w poréwnaniu z
niepotraktowang probg kontrolng. Widoczna jest réwniez zmiana w morfologii komérek indukowana przez SLS, z
zauwazalnym spadkiem catkowitej liczby obserwowanych komoérek i modyfikacjg prawidtowej morfologii komorek
HaCaT w poréwnaniu z ujemng prébkg kontrolng.

bW

R . A s B2 °

Rys. 4: Obrazy z mikroskopu optycznego zwigzane z barwieniem EE po 24 godzinach traktowania komérek HaCaT za pomocg produktu
Neauvia Stimulate®. A) préba kontrolna (nietraktowane komoérki); B) SLS (Ctrl +); C) produkt 2,5 mg / ml; D) produkt 1,25 mg / ml

Ocena struktury komoérek

Komorki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny dwoma wczesniej opisanymi stezeniami
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednig pozytywng probg kontrolng. Rys. 5 pokazuje
reprezentatywne obrazy w mikroskopii konfokalnej wynikow uzyskanych poprzez ocene struktury cytoszkieletu.
Analizujgc obrazy, jasne jest, ze zadne z dwodch badanych stezen nie determinuje zmiany w strukturze
cytoszkieletu (barwionego na zielono) w poréwnaniu z probg kontrolng (komérki niepotraktowane). W
przeciwienstwie do tego, oczywiste jest, ze struktura ulegta zmianom po potraktowaniu SLS, ze zmniejszeniem
znakowanej F-aktyny i zmniejszeniem catkowitej liczby obserwowanych komérek.
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Rys. 5: Obrazy uzyskane za pomocg mikroskopu konfokalnego, barwienia za pomocg falloidyny po 24 godzinach traktowania produktem
Neauvia Stimulate®. A) Ctrl (komorki niepotraktowane); B) SLS 0,1 mg/ml (Ctrl +); C) produkt 2,5 mg / ml; D) produkt 1,25 mg / mi

Dyskusja

Z wynikoéw uzyskanych za pomocg testéw in vitro mozna wywnioskowaé, ze produkt Neauvia Stimulate®
nie wywotuje zadnego efektu cytotoksycznosci po 24-godzinnym dziataniu w ludzkich keratynocytach w
badanych warunkach. Co wiecej, analizy przeprowadzone przy dwoch stezeniach wykazaly najlepsza
rozpuszczalnos¢ w pozywce do hodowli komorkowej, nie powodujg zadnych zmian w zywotnosci komorek,
morfologii komorek i strukturze komorek, wykazujgc wyniki porownywalne z komdrkami kontrolnymi, ktére nie
byly traktowane.
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