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PRZEDMIOT: Neauvia Stimulate to biokompatybilny, wstrzykiwalny wypełniacz z kwasem hialuronowym (HA) (26 mg / ml) PEG połączony krzyżowo z 1% 
hydroksyapatytu wapnia (CaHA), służący do augmentacji tkanek miękkich twarzy, zapewniający wypełnienie tkanek, a następnie proces neokolagenezy w celu poprawy 

jakości skóry. 

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

MATERIAŁ I METODY: Zaproponowany model eksperymentalny, mimo że jest systemem in vitro, pozwala na wyprowadzenie użytecznych informacji w celu 
przewidywania możliwej aktywności produktu w dalszym stosowaniu in vivo. Ludzkie keratynocyty (komórki HaCaT) potraktowano produktem przez 24 h przy 
wzrastających stężeniach produktu, względem próbek kontrolnych (komórki niepotraktowane). 

WYNIKI: Oceniono bezpieczeństwo biologiczne testowanego produktu, stosując różne metody: test MTT, test NRU, test Kenacid Blue. Ponadto oceniono jakikolwiek 
możliwy wpływ na strukturę, morfologię i żywotność komórek. 

WNIOSEK: Podsumowując, wyniki uzyskane różnymi metodami pokazują, że produkt Neauvia Stimulate® nie powoduje żadnego efektu cytotoksycznego i nie wpływa 
na prawidłową strukturę i morfologię kultur komórkowych. 
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Wprowadzenie 
 

 

Neauvia Stimulate (MatexLab SA, Lugano, CH) to produkt łączący czysty kwas hialuronowy pochodzenia 
probiotycznego (Bacillus Subtilis) połączony krzyżowo z PEG (glikol polietylenowy) i mikrocząsteczki (o 

rozmiarach 10-12 m) hydroksyapatytu wapnia w niskim stężeniu (1%). Produkt można uznać za „kompozytowy" 

wypełniacz (całkowicie biokompatybilny i degradowalny), z efektami objętościowymi, typowymi dla 
skrzyżowanego wypełniacza polimeru HA [1] [2] [3] i aktywnością kolagenezy. To ostatnie jest wynikiem działania 
hydroksyapatytu wapnia, który stymuluje autoprodukcję kolagenu przez skórę [4] [5] [6]. 

Celem niniejszej pracy jest ocena bezpieczeństwa biologicznego in vitro, pod względem 
cytotoksyczności oraz modyfikacji struktury komórkowej i morfologii, po potraktowaniu ludzkich keratynocytów 
hodowanych in vitro za pomocą produktu Kwas Hialuronowy Hydrożel 26 mg / ml PEG skrzyżowany z 
Hydroksyapatytem Wapnia 1% (Partia 160517-26-1 / 2 PEG), o nazwie Neauvia Stimulate. Zaproponowany 
model eksperymentalny, mimo że jest systemem in vitro, umożliwia wyprowadzenie użytecznych informacji w 
celu przewidywania możliwej aktywności produktu w dalszych zastosowaniach in vivo. 

 

Materiały i metody 

Przygotowanie próbki 

Produkt Neauvia Stimulate został zważony i rozpuszczony w stężeniu 5 mg / ml w kompletnym podłożu 
utworzonym przez DMEM z 10% płodową surowicą bydlęcą (FBS), jednym mM L-glutaminy i antybiotykami (100 
UI / ml penicyliny i 100 μg / ml streptomycyny). SLS (Laurylosiarczan Sodu), dobrze znana substancja 
cytotoksyczna, została użyta jako pozytywna substancja kontrolna i została przygotowana w sposób opisany dla 
produktu. 

Hodowle komórkowe 

Keratynocyty są najbardziej reprezentowanym typem komórek w komórkach epidermy. Wyrastają one z 
podstawy naskórka, gdzie komórki rozmnażają się, a następnie migrują na powierzchnię skóry, tworząc lipidy, 
naturalne czynniki hydratacji i keratynę. Ludzkie unieśmiertelnione keratynocyty stosowane w teście były ludzką 
linią komórkową (HaCaT, kod BS CL 168). Linię komórkową hodowano w warunkach całkowitej sterylności i 
utrzymywano w inkubacji w 37 ° C z 5% atmosferą dwutlenku węgla (CO2). 

Test cytotoksyczności (test MTT) 

Test MTT jest kolorymetrycznym testem cytotoksyczności stosowanym do testowania proliferacji i 
żywotności komórek w oparciu o wydajność mitochondrium. MTT, sól tetrazolowa, która w przypadku aktywności 
metabolicznej komórek jest redukowana z wysoce redukującego środowiska mitochondrialnego żywych komórek 
poprzez działanie dehydrogenazy mitochondrialnej. Redukcja MTT prowadzi do tworzenia się kryształów 
formazanu (ryc. 1) - nierozpuszczalnych w pożywce hodowlanej, ale rozpuszczalnych w DMSO - które nadają 
typowo purpurowy kolor mitochondriom żywych komórek. Natomiast w uszkodzonych lub martwych komórkach, 
ponieważ brakuje aktywnych mitochondriów, MTT nie ulegnie redukcji, dając mniej intensywny fioletowy kolor [7]. 
Dla celów weryfikacji bezpośredniego związku między oddychaniem komórkowym a żywotnością, MTT jest 
uważany za dobry test identyfikacji niecytotoksycznych stężeń produktu Neauvia Stimulate. 

 

 

Rysunek 1: Redukcja MTT w formazanie. Reakcja jest katalizowana przez dehydrogenazę bursztynianową. 

 

W celu przygotowania testu, komórki HaCaT homogenicznie wysiewano na 96-zbiorniczkowych płytkach 

przy gęstości 1,5 x 10
4 

komórek na zbiorniczek i inkubowano w 37 ° C z atmosferą nawilżoną 5% CO2. Po 24 

godzinach komórki potraktowano (sześć powtórzeń dla każdego z ośmiu różnych stężeń), zaczynając od 
stężenia 5 mg / ml aż do końcowego 0,039 mg / ml przez seryjne rozcieńczenie 1: 2. Komórki traktowane SLS 
zastosowano jako pozytywną substancję kontrolną (Ctrl +, stężenie początkowe 5 mg / ml w pożywce pełnej). 

Inkubację prowadzono przez 24 godziny. Następnie, dziesięć μl roztworu MTT (5 mg / ml w PBS) 
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dodano do komórek HaCaT w 37 ° C na dwie godziny. Pożywkę następnie usunięto i do komórek dodano 100 μl 
DMSO. Następnie mierzono absorbancję przy długości fali 570 nm za pomocą czytnika mikropłytek. Żywotność 
komórek obliczono, mierząc różnicę gęstości optycznej każdego z ośmiu stężeń badanego produktu, 
dotyczących substancji kontrolnej (komórki niepotraktowane) (8). Dane przetworzono przy użyciu Photox v. 2.0 
dla obliczenia IC50, które jest stężeniem produktu, określającym 50% żywotności komórek. 

 

Test cytotoksyczności (test NRU) 

Test cytotoksyczności NRU jest testem kolorymetrycznym opartym na zdolności żywych komórek do 
włączenia barwnika do lizosomów [9]. Neutralna czerwień (NR, Sigma) jest słabym kationowym barwnikiem, 
który łatwo przenika przez błony komórkowe i akumuluje się wewnątrzkomórkowo w lizosomach, zapewniając w 
ten sposób bezpośrednią informację o integralności błony komórkowej i pośrednio o żywotności komórek. W 
celu przygotowania testu komórki wysiano i potraktowano jak opisano wcześniej. Następnie komórki badano 
pod mikroskopem z kontrastem fazowym i płukano w PBS. Następnie dodano sto µl pożywki NR i komórki 
inkubowano przez trzy godziny w 37 ° C, 5% CO2. Po usunięciu pożywki dodano roztwór kwasu octowego w 

celu wyodrębnienia NR z komórek, a odczyt absorbancji przeprowadzono przy długości fali 540 nm za pomocą 
czytnika mikropłytek (Tecan Sunrise). Żywotność komórek obliczono jak opisano wcześniej.  

 

Test cytotoksyczności (test Kenacid Blue) 

Test Kenacid Blue jest kolorymetrycznym testem cytotoksyczności stosowanym do testowania 
żywotności komórek w oparciu o zdolność barwnika do wiązania białek komórkowych [10]. System testowy 
Kenacid Blue mierzy całkowitą biomasę poprzez barwienie białek (całkowita biomasa) za pomocą specjalnie 
opracowanego barwnika, tworząc prosty, dokładny i wysoce powtarzalny test. W celu przygotowania testu 
komórki wysiano i potraktowano jak opisano wcześniej. Komórki następnie przepłukano PBS i utrwalono 3% 
roztworem glutaraldehydu przez 20 minut w temperaturze pokojowej. 50 μl roztworu Kenacid Blue Acid Stain 
dodano do każdego zbiorniczka na 20 minut, w temperaturze pokojowej. Pod koniec inkubacji pożywkę 
następnie odrzucono, a komórki przemyto roztworem kwasu octowego (5% w 10% etanolu). Na koniec do 
każdego zbiorniczka dodano 100 μl roztworu do ekstrakcji Kenacid Blue Assay Extraction Solution na 20 minut, 
w temperaturze pokojowej, delikatnie wstrząsając. Następnie absorbancję odczytywano przy długości fali 570 i 
690 nm za pomocą czytnika mikropłytek. Przeżywalność komórek obliczono jak opisano wcześniej. 

 

Ocena żywotności komórek 
Żywotność komórek oceniano za pomocą komercyjnego zestawu "LIVE / DEAD" (Life Technologies Ltd), który 
wykorzystuje dwa różne probierze fluorescencyjne, barwnik z czerwonymi fluorescencyjnymi kwasami 
nukleinowymi, jodek propidyny i zielono-fluorescencyjne zabarwienie SYTO® dziewięć do oznaczania żywych i 
martwych komórek. SYTO 9 przenika wszystkie komórki, zarówno z nienaruszonymi jak i uszkodzonymi błonami. 
Jodek propidyny natomiast przenika tylko komórki z uszkodzonymi błonami, powodując zmniejszenie 
fluorescencji barwników SYTO 9, gdy obecne są oba barwniki. W celu przygotowania testu komórki 
homogenicznie wysiewano na szklane szkiełka nakrywkowe (22 x 22 mm), umieszczano na szalkach Petriego 
(35 x 10 mm), przy gęstości 1 x 105 komórek i inkubowano w 37 ° C z atmosferą nawilżoną, 5 % CO2. Po 24 

godzinach komórki potraktowano dwoma stężeniami produktu, równymi 2,5 mg / ml i 1,25 mg / ml, wykazując, że 
są niecytotoksyczne i mają najlepszą rozpuszczalność w pożywce hodowlanej. Po 24 godzinach traktowania, 
odpowiednią mieszaninę dwóch barwników podano ba każdą płytkę, na czas 15 minut. Próbki były następnie 
chronione przed światłem i analizowane za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej. 

 
Ocena morfologii komórek 
Barwienie hematoksyliną i eozyną (EE), powszechnie stosowane w badaniu mikroskopowym tkanek 

zwierzęcych i rutynowej histopatologii, zastosowano do oceny jakiegokolwiek możliwego wpływu na hodowle 
komórkowe po potraktowaniu produktem Neauvia Stimulate. W celu przygotowania testu komórki wysiano i 
traktowano jak opisano w poprzednim akapicie. Pod koniec traktowania komórki przemyto i utrwalono w 
metanolu; następnie do każdego szkiełka dodano roztwór 1% hematoksyliny-eozyny. Po ostrożnym usunięciu 
plam, szkiełka nakrywkowe zostały zamontowane na szkiełkach mikroskopowych w celu przyspieszenia 
suszenia. 

 
Ocena struktury komórek 
W celu zbadania wpływu na cytoszkielet w wyniku potraktowania produktem Neauvia Stimulate® do 

wykrycia mikro-włókien F-aktyny w immunofluorescencji zastosowano fluorescencyjną cząsteczkę falloidyny 
[11]. W celu przygotowania testu komórki wysiano i traktowano jak opisano wcześniej. Po traktowaniu, komórki 
HaCaT utrwalano 4% paraformaldehydem przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a następnie inkubowano z 
przeciwciałem Alexa Fluor® 488 falloidyny w temperaturze pokojowej. Po tym okresie nadmiar falloidyny i 
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wszelkie osady usunięto poprzez dwa kolejne płukania PBS i jądra wybarwione Hoechst 33258. Następnie 
szkiełka nakrywkowe zamontowano na płytkach mikroskopowych i analizowano za pomocą mikroskopii 
konfokalnej. 

 
Wyniki 
 

Wyniki przedstawiono na wykresach i obrazach zawierających pomiary uzyskane w testach 
cytotoksyczności komórkowej i ocenę żywotności komórek, struktury i morfologii po traktowaniu produktem 
Neauvia Stimulate w odniesieniu do kontrolnych komórek HaCaT. Dane zaprezentowane jako średnia z co 
najmniej dwóch niezależnych eksperymentów wykonanych w trybie pojedynczym. 
 

Ocena cytotoksyczności komórkowej 
Komórki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny ośmioma różnymi stężeniami produktu 

Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednią pozytywną próbą kontrolną, w celu zidentyfikowania możliwego efektu 
cytotoksycznego w kulturach komórkowych i stężeń do zastosowania w poniższym teście. 

Rys. 2 pokazuje wyniki badań cytotoksyczności. Można zauważyć, że przy wszystkich badanych 
stężeniach i we wszystkich trzech testach produkt Neauvia Stimulate nie powodował zmniejszenia żywotności 

komórek, więc w obliczeniu wartości IC50, produkt nie wykazywał aktywności cytotoksycznej. 

Stężenia 1,25 mg / ml i 2,5 mg / ml wybrano do następujących testów ze względu na najlepszą ich 
rozpuszczalność w pożywce hodowlanej.
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Rys. 2: Grafiki przedstawiające żywotność komórek uzyskaną po 24 godzinach traktowania komórek HaCaT za pomocą produktu Neauvia 
Stimulate®. (A): test MTT; (B) test NRU; (C) Test Kenacid Blue 

 

 

Ocena żywotności komórek 

Komórki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny stężeniami 1,25 mg / ml i 2,5 mg / ml 
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednią pozytywną próbą kontrolną. Ryc. 3 pokazuje reprezentatywne 
obrazy uzyskane za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego wyników testu LIVE / DEAD. Analizując obrazy, 
jasne jest, że żadne z dwóch badanych stężeń nie determinuje zmienności żywotności komórek i że liczba 
wybarwionych komórek w zieleni (żywa) jest porównywalna do próby kontrolnej (komórki niepotraktowane). W 
przeciwieństwie do tego, widoczna jest zmiana żywotności po potraktowaniu SLS, ze zmniejszeniem całkowitej 
liczby obserwowanych komórek i zwiększoną śmiertelnością (komórki zabarwione na czerwono), w porównaniu 
do próby kontrolnej. 

Ocena morfologii komórek 

Komórki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny dwoma poprzednio opisanymi stężeniami 
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednią pozytywną próbą kontrolną. 
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Rys. 3: Obrazy uzyskane przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego wybarwień z zestawem LIVE / DEAD po 24 godzinach traktowania 
produktem Neauvia Stimulate®. A) Ctrl (komórki nietraktowane); B) SLS (Ctrl +); C) produkt 2,5 mg / ml; D) produkt 1,25 mg / ml 

Rys. 4 pokazuje reprezentatywne obrazy w mikroskopii optycznej wyników testu hematoksyliną-eozyną 
dla każdego testowanego stanu. Żadne z dwóch stężeń produktu nie zmienia morfologii komórki w porównaniu z 
niepotraktowaną próbą kontrolną. Widoczna jest również zmiana w morfologii komórek indukowana przez SLS, z 
zauważalnym spadkiem całkowitej liczby obserwowanych komórek i modyfikacją prawidłowej morfologii komórek 
HaCaT w porównaniu z ujemną próbką kontrolną. 

 

 

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

 

Ocena struktury komórek 

Komórki HaCaT inkubowano i traktowano przez 24 godziny dwoma wcześniej opisanymi stężeniami 
produktu Neauvia Stimulate®, wraz z odpowiednią pozytywną próbą kontrolną. Rys. 5 pokazuje 
reprezentatywne obrazy w mikroskopii konfokalnej wyników uzyskanych poprzez ocenę struktury cytoszkieletu. 
Analizując obrazy, jasne jest, że żadne z dwóch badanych stężeń nie determinuje zmiany w strukturze 
cytoszkieletu (barwionego na zielono) w porównaniu z próbą kontrolną (komórki niepotraktowane). W 
przeciwieństwie do tego, oczywiste jest, że struktura uległa zmianom po potraktowaniu SLS, ze zmniejszeniem 
znakowanej F-aktyny i zmniejszeniem całkowitej liczby obserwowanych komórek. 
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Rys. 5: Obrazy uzyskane za pomocą mikroskopu konfokalnego, barwienia za pomocą falloidyny po 24 godzinach traktowania produktem 
Neauvia Stimulate®. A) Ctrl (komórki niepotraktowane); B) SLS 0,1 mg / ml (Ctrl +); C) produkt 2,5 mg / ml; D) produkt 1,25 mg / ml 

Dyskusja 

Z wyników uzyskanych za pomocą testów in vitro można wywnioskować, że produkt Neauvia Stimulate® 
nie wywołuje żadnego efektu cytotoksyczności po 24-godzinnym działaniu w ludzkich keratynocytach w 
badanych warunkach. Co więcej, analizy przeprowadzone przy dwóch stężeniach wykazały najlepszą 
rozpuszczalność w pożywce do hodowli komórkowej, nie powodują żadnych zmian w żywotności komórek, 
morfologii komórek i strukturze komórek, wykazując wyniki porównywalne z komórkami kontrolnymi, które nie 
były traktowane. 
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