Specjalistyczne metody badan materiatow, 2014

Biologiczna ocena wyrobow

medycznych
Testy in vitro



In vitro vs in vivo | ex vivo

http://sexymammy.fotolog.pl/in-vitro-wedlug-disy,1370470
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http://www.pnas.org/content/104/22/9266/F2.expansion.html|

| Ex Vivo Gene Therapy |

Fibroblast calls Stem cells
J4
http://www.biochem.arizona.edu/miesfeld/teaching/Bioc471-2/pages/Lecture25/Lecture25.html



Badania cytotoksycznosci w hodowlach kultur tkankowych

(komorki ludzkie, mysie oraz hodowle mikrobiologiczne)

Test kolorymetryczny (MTT)

Pomiar aktywnosci enzymow komorkowych
zdolnych redukowaé barwnik tetrazolium (MTT)
do nierozpuszczalnego produktu formazanu
dajacego purpurowe zabarwienie

Start of MTT Reduction End of MTT Reduction

http://www.iivs.org/scientific-services/laboratory-

services/phototoxicity
/3-d-phototoxicity/step-by-step/

Test Live-dead

Mikroskopowe lub cytofluorymetryczne badanie
przezywalnosci komorek z wykorzystaniem
podwadjnego znakowania fluorescencyjnego o e 21 July 2012, Pages 53255332
Kalceina (zielony) — komorki zywe

lodek propidyny (czerwony) — komaérki matrwe

http://www.immunochemistry.com/products/

!:LS RED 7-AAD

T 107
FL1 GREEN CFSE



Testy materiatow kontaktujgcych sie z krwig

- adhezja ptytek
- aktywacja ptytek

Testy po kontakcie z krwi z powierzchnia

- spontaniczna agregacja ptytek krwi
- markery aktywacji ptytek krwi

07122010 BW-1 krew

100

Selektyna P

kontrola — czerwony
stal - Zielony
P&S-13- rozowy
P&S-14 - niebiesk
PSS-15 — 2oty

Aktywny receptor fibrynogenu

kontrola — czerwony
stal — zielony
PS8-13- rézowy
PS3-14 — niebieski
P55-15 - 2oty

100




Materiat biologiczny

- 0socze krwi

ptytki krwi

komorki srodbtonka

Plasma (55%)

White blood cells
and platelets (<1%)

Red blood cells (45%)
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Metody

zwilzalnosc¢ i energia powierzchniowa . —

adhezja ptytek krwi do powierzchni wraz
z charakterystyka stanu ich aktywacji

podatnos¢ powierzchni na
powstawanie biofilmu bakteryjnego




Metody cd.

spontaniczna agregacja ptytek krwi
po kontakcie z powierzchniq

aktywacja ptytek krwi (ekspresja Selektyny P
i aktywnego receptora fibrynogenu),

o
zmiany w morfologii krwi ™7 >

zmiany w profilu transkryptomu komérek &,
$rdédbtonka po kontakcie z powierzchnia. . -

zmiany w profilu proteomu komdrek
$rodbtonka po kontakcie z powierzchnig,



OPRACOWANIE TECHNOLOGII INZYNIERII MATERIAZOWEJ,
INZYNIERII POWIERZCHNI I BIOINZYNIERII
DLA POTRZEB PROTEZ SERCA
PW/P01-PBZ-MNiSW/2007

Biologiczna ocena nowych
biomateriatow opracowanych
dla potrzeb konstrukciji

| wytwarzania sztucznego serca
Raport koncowy (nr 12/2010)

Bogdan Walkowiak

Centrum Doskonatosci NANODIAM,
Centrum Zaawansowanych Technologii BioTechMed,
Instytut Inzynierii Materiatowe] Politechniki todzkie|



Zestawienie badanych prébek

Nazwa materiatu dostarczona przez Koordynatora

Numer probki w ruchu wewngtrznym

Chronothane 55D PSS-03
Ti6Al4V PSS-04
Polistyren PSS-05
P11P2 PSS-06
TiN-PP PSS-07
S16 PET-DLA 60% PV PSS-08
NAPHB PSS-09
NODAX PSS-10
PVP5 PSS-11
PVPI15 PSS-12
RFMS PSS-13
MVRF PSS-14
CFC55 PSS-15
C-Ag-IBAD PSS-16
PVP5-1 PSS-17
PVP5-2 PSS-18
PVP5-3 PSS-19
PVP5-4 PSS-20
PVP5-5 PSS-21
BIOMATE I PSS-22
BIOMATE II PSS-23
ARLT — blysk PSS-24
ARLT — mat PSS-25




Politechnika Ltodzka
Instytul Inzynierii Malerialowej

Fakdad Bicifizyki
00-024 bedg, ol Stefancskiegs 115 budynek ATE

Welfax 042 6371 2355, c-mail bopdan.walbonsda kit pbd z.pl
. Lédz, 10 lipea 2011
RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN
DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYEKONAWCA:
Oznaczenie probld wg. Zleceniodawcy: ARLT - mat 1. Pomuiar kata zerilzania drinz Witold 3zymatiski

Oznaczenie probld w ruchu wewnetrznym: PS5-25

WYNIKI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIKEI WPOSTACILICZEOWES
o Odchylenie
Lp. Materiat Kat z[::]gz]ama standardowe
[deg]
13 =tal medyczna ATST
1 316L £4,98 3,66
polerowana
2 PEE-25 82,65 1,27
Wartosd p
=1,
Al p<0,0001
i ine)

OPIS WYNIEOW:

Do badan dostarczono probki polimerowe w fornie krazkow o Sredrdey Zram. Zgodrie . Sgodnie ze wshazaniern zleceniodswey badano powierzchnie matowss. Obserwowana makroskopowo
powierzchrda byla wolna od zanieczyszezed. Dla probek oznaczomrch pizez zlecemdodawre jako AFLT-mat wykonano poraiary kata meilzania (CA). Pomiam dokonano metods bezposredniego
poruary geometril kropli wody spoczineajgee] na powierzchnd badane) (woda dejonizowana, objetogeé 3pl. Uzyskane wartoécl kata mwilzamia wekazwg, Ze powlerzchnia badanego materalu jest
hypdrofobowa. Do sprawdzenia istotnogel zidan w wartogel kata zwilzania wrkorzystano analize warianeji (ANOWVA). Test wirkazat, Ze mig dzy gruparai {gropa kontrolva 1 PS5 25) worstepjs Zrodany
istotre statystycznie.

SPIS ZAL ACZNIEOW: PODPIS WYKONAWCTY: PODPIS KIEROWNIEA ZADANIA:
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Politechnika Lodzka

Instytul Inzynierii Malerialowej

Fakdad Biofizyki
00-024 bedg, ul. Stefancskiogs 115 bodynek AT8
elfax 042 631 2355, c-mail bopdanwalbowiabia pod zpl Lédﬁ, 6 lipca 5011
RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN
DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYEONAWCA:
Oiznaczenie prébid wg Zleceniodawey ARLT — mat 2. Ocena adsorpeji biatek osocza drinz. Witold Szymafisk

Oznaczenie probki w michu wewnetrznym: PSS-25

WYNIEI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIEI W POSTACI LICZBOWEJ

0,037
0,036 =
0,035
0,034 Iaterial Absorbancja [A U]
0,033
0,032
0,031

0,03
0,029
0,028

0,027 _
PSS-25 AIS1-316L

T ATST 3161 0,0332 40,0027
PSS-25 0,0303 40,0025

ilosé bialka a.u.

OPIS WYNIEOW:

Do badan dostarczono probli poliveerowe w forrde kragkdw o srednicy Bmun. . Sgodede ze wskazaniem zleceniodawey badano matows powierzchmde prébek. Obserwowane makroskopowo
powierzchrde bydy wolne od zandeczyszezeti. Dla probek oznaczongych pzez zleceniodawc e jako ARLT — mat przeprowadzono oceng adsorpeji biatek osocza krwd metody enzyatyezng z detekeja
haramg przy pomocy spektrofotoraet TV-Vis.

SPIS ZAL ACZNIEOW: PODPIS WYKEONAWCY: PODFPIS EIEROWNIEA ZADANIA:




02- Adsorpcja biatek osocza
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Politechnika todzka

Instviul Inzynierii Malerialowej

Zakdad Biclizyki

- 924- bodg, ol Sefancwskiogs 115 budynek AT

Welfax 042 631 23 35, c-mailwallbowiak. boadand@gmailoom

Ladz, 21.06.2011

RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN

DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYEONAWCA:

Oznaczenie prébkd wg. Zleceniodawey: ARLT 3. #dherja phytek ke dr Wiestawa Okrdj

Oznaczenie probki w ruchn wewnetrznym: PSS 25 mar Magdalena Walkowiak-Proybeyto
WYNIKI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIKI W POSTACILICZBOWEJS

PSS 25 STAL 316 L
liczba
plytelk krwi 1,04 & 0,50 265+041
na 100 um?

OPIS WYNIK OW:

Do jednogodainnym kontakcie prébli P33 25 2 pelng krwig cyvtrynianows na powierzchni probki stwierdzono obecnodt dost licznych plytek krwi w
pestact dendrytyozne] zaadherowanych réwnomiernie do powierzchni (fot. 1,2). Jednakze, ze wzgledu na bardze zrdinicowang powierzchnie badane]
probki analiza licghy 1 stopnia aktywac)i piytek krwi byla utrudniona Jako probli referencyine) uzyto stali medycene] ATST 316 1, na powierzchni
ktérej zachserwowano liczne, réwnomiernie rozmieszczone agregaty piythowe (fot. 3,47

SPIS ZAL ACEZNIKOW: PODPIS WYKEONAWCY: PODFPIS KIEROWNIKA ZADANTIA:
- zalgeznik do raportu




03- Adhezja ptytek krwi

Adhezja plytek krwi

Srenia liczba plytek krwi na powierzchni

ferencyjnej - 3,33 /100um2
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|Politechnika todzka

Insbvtut Inzvnieri Malerialowe

Laklad Bicfizyki
ao-24 bodg, ol Sefancwskiogs 1715 budynelk AT
leliax D42 631 2335, e-mail wa lkowiak bosdani pmailoom Léd.’?_',, 51 06.2011
RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN
DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYKONAWCA:
Oznaczenie probld wg. Zleceniodawey: ARLT 4. motfologia krwi dt Wiestawa Okrdi
Oznaczenie probld w michu wewnetrznym: PSS 25 mear Magdalena Walkowdak-Proybyto
WYNIETI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIETI W POSTACI LICZBOWEJS
cev e Comitol 1 pe———— Control 2 oeee- PEZ25 r—— ATETZLG
probka | kontrola |kontrela | PSS 25 | ATST
il 2 316L
i ¢ F F
liczha
phytek 185 232 189 178
[tys/ul]
OPIS WYNIKOW:

Probki kontrolne oznaczone mamerami 1 1 2 to cytrynianowa krew pelna ktdra nie zostala poddans kontaktowd z powierzehnig badanego biomateriahy, Wykonano analizg
motfologiczng krwi tuz po pobrani (kontrola 17, Hastepna snaliza hematologiczna dotyezyla kowi poddane] kontaktowi = ocendanymi probkami (PSS 25 oraz probka referencyina
AISL 316L). Oceniano rdwniez morfologie krwi pozostawions ber komtaldu z biomateriatami, a podlegajacy standardowym procedurom eksperymentu (kontrola 2. Przy
zachowatych prawidtowsch parametrach morfologiczoyeh kewi w prdbce krwi poddane kontaltow z badanym materiatem P33 25 zaobserwowano niewielks zmiang liczhy phytek
ki,

SPIS ZAL ACENIKOW: PODPIS WYKONAWCY: PODPIS KIEROWNIKEA ZADANIA:
- Zestaw danyeh z analizatora hematologicznego dla kewi przed i po
kontakedie z badatyrmi materiatami




04 - Morfologia krwi

morfologia - liczba ptytek
lic=zba ptytek dla prébki referencyjnej - 150 000/ul
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Politechnika Lodzka

Inst¥iul Inzyvnierii Materialowe]

Laklad Biofizyki
O0-124 bodg, ul. Stefanoveskiog 115 bodynek A18
welfax C42 631 2335, comail bopdan s llowda ki pood e pl
_ FodZ, 14 lipca 2011
RAPORT Z PRZEFROWADZONYCH BADAN
DANE PROBKI: RODZAT TESTU WYKONAWCA:
Cznaczenie probli wg. Zleceniodawey: ARLET - muat 3. agregacja pivtel w pelne] krwi dr Wiestawa Okrd, mgx IMagdalena Walkowiak-Przyioio
Oznaczenie problki w micho wewnetrznym: PSS-25

WYNIET W POSTACT GRAFICZNET WYNIET W POSTACTI LICZBOWET
17063011 BW-laaw 17062011 BW-krew+ PS5 35

o]t & r,=_1||| Pl Ohszar %o komdrek w obszarze

: ‘ Kontrola PSS-25

i f Rl 100,00 100,00

= 3 " " R2 8,8 12,6
i PRI YRS, FRE R P ' ll”l;:" i II"llu_‘ il IlliJ' it Ihuj" '
L 1w ey (] 1} e

Eontrola PE5-25

OPIS WYNIKOW:

Agregacis plytek w pelne) krwi badane z vzyciem cytofluorymetry preepltywowe go rejestruiac przeplyw 20 000 komérek. Badania przeprowadzone
dla ket poddane] uprzednio kontaktowi 2 biomateriatami P35-25 1 dla krwi kontrolne], nie bedace] w kontakeie z zadnym materiatem MNa
uzyskanych z cytefluerymetru obrazach obezar Bl obejmuje wazystkie badane komdrlki plythowe, B3 — prawidlowe, pojedyncze plytld krwi, a obszar
E2 zawiera agregaty plytkowe MNa podstawie uzyskanych wynikéw mozemy wnioskowat, 78 badany materiat P35-25 w niewielkim stopniu zwieksza
spontaniczng agregacie plytel

SPIS ZAL ACEZNIK oW PODPIS WYEKONAWCY: PODPIS EIEROWNIEA ZADANIA:
- zatgcznik do raportu




iczna agregacja ptytek krw

05 - Spontan
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Politechnika todzka

Instylul Inzynierii Malerialowej

Laklad Biclizyki

00024 biodg, ol Stefancwskiegs 115 budynek AT8

lelfax 042 6371 2335, c-mail bopdanwalkowiabda pood z.pl

Lédz, 14 lipeca 2011

RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN

DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYKONAWCA:
Oznaczenie probld wg. Zleceniodawey: ARLT - s 8. aktywacja plytek wpelne] lawi dr Wieshawa Okrd), rgr Wagdalena Walkowiak-Preyhylo
Oznaczenie probki w michu wewngttznym: PSS-25

WYNIKI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIKI W POSTACI LICZBOWEJ
Przeciwciata PAC-1/FITC anty CD62/PE
B, - Mediana | Srednia = Mediana | Srednia
N— 1, kantrola 148 435 324 3328
1 Kbl L braz - F535 2. PS5-25 195 659 2199 597z
w &
=
: 2
Z ;
=] - i : -
10° 10" 10* 10° 1
FTC-A
OPIS WYNIEOW:

Wik badane go biomateriaha na aktywracie receptordw obecnych na powierzchni phytek krwi analizovwano z ugyeiem znakowanych FITC przeciweial skierowanych preeciw
aktywrnema receptorowt dla fibornogen (GEIILII LD PAC-1 (wykres 2 lewe)) oraz preeciw 3elekivnie P znakowanych PE (CDELTFE) (wyvkees  prawe)). Ekspresis receptordw na
phrtkach kewi w obecnogel lub nieobecnoded (kontrold) 1 badanego materiaba PE3-25 okredlano z ugyciem cytofluntrmetig prze phrerowe gzo. Dia prabld PES-25 zaobserrowano
niewielki wzrost ekspozyeii aktywnej formy receptora fibrynogenu (PAC-17 i bardzo znaczacy wzrost ekspozyeii Sele ko P

SPIS ZAL ACZNIEOW: PODPIS WYKEONAWCY: PODFPIS EIEROWNIEA ZADANIA:

- Zalgcznik do rapottu




Ekspresja Selektyny P
kspresja Selektyny P dla proby referencyjnej w stosunku do kontroli

06 - Aktywacja ptytek krwi (Selektyna P)
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06 - Aktywacja ptytek krwi (PAC-1)

w stosunku do kontroli wynosi 120%c

Ekspresja aktywnego receptora fibrymogenu
srednia ekspresja aktywnego receptora fibrynogenu dla probki referencyjnej
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Politechnika Lodzka

Instytut Inzynierii Materiatowe)

Laklad Biclizyki
0024 bz, ul Stiefanoweskicogs 115 budynek AT
eliax D42 631 23 35, comail wallowia k. bepdange gpmailoom Eéds 3 lipca 2011
RAPORT Z PRZEPROWADZONYCH BADAN
DANE PROBEKI: RODZAJTESTU WTEKONAWCA:
Oznaczetde probld wg. Zleceniodawoy: ARLT- mat 7. ocenia powstawania hinfilm balderyineso dr Witold Jakubowrsk

Oznaczetde probld w rochu wewnetrznym: PRS-28

WYNIEI W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIEI W POSTACI LICZBOWEJ
A HFlynki gredrua o baktern w polu widzerda
L

Kontrola (stal)  srednia flogc bakteri w polu widzenda 1062,5 + 90,3
proc. kontroli 100%% gred. Traych 98,57 £ 0,755
gred. proc. Zajmoveane] powistzohnd 26,47 £ 5.55%

Dradrail ol R

PSS-25 gredria ilogc hakterii w poln widzerda nepoliczalne
proc. kontroli niepoliczalne red. syaych
gred. proc. Zajmowans] powierzehnd  rdepoliczalne

OPIS WYNIKOW:
Hodowla przeprowadzona w dwich niezaledyeh powtorzeniach (28 06.201 1. Material dostatezony sterylny.
Mlateriat badany o oznaczeniu kodowym PEE-25 jest polimerem wykamyacy autoflunrescencie. Wiykonano barwienie fluorescencyjne, jednak nie bybo mozlive zliczenie bakterii

martwyrch, am @wych, Powierzechiia materiahy charakteryzowata sig wysoks chropowatogeig, widoczne byly pojedyneze bakterie, jednak niemozliwe byto miarodane okreslerie
ichilogei

SPIS ZAL ACZNIEOW: PODPIS WYEONAWCY: PODFPIS KIEROWNIEKA ZADANIA:
- trzy fotografie powierzehum badanych probek

(&, B, C-pow. 10000
- trzy fotografie powierzehnd polerowane] stali AL 316L (D, E, F)




07 - Biofilm bakteryjny
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Powstawanie biofilmu bakte
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Politechnika todzka

Insbylul Inzyvnieri Malerialowej

Faklad Biciizyki

O0-024 Lodg, ol Sefanowskiego 1715 budynek AT

elia 042 631 23 55, comail bopdan salbe niabis poboad z.pl

Lodz, 2011-07-07

RAPORT Z PRZEPROWADZONY CH BADAN

DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYKONAWCA:
Oznaczenie probld wg Zleceniodawey: ARLT-mat . Proliferacia komdrek srodbionka dr inz. Piotr Komorowski
Ozaczenie probki w mchy wewnetrznym: PSS-25

WYNIKI' W POSTACI GRAFICZNEJ WYNIEI W POSTACI WYKRESTU

Ocena proliferacy | cytotokyy oo

40

l y W Egntrols
¢ g L — m Sanl bfedrpcms AIS1 1161
Department of _E‘muhvs:’;?s TUL i - 96 o PY§-25
1
g ..
PES-25 _ i ="

OPIS WYNIEOW:

Do oceny tolerancii komorek srddblonka na obecnodé biomateriahy przeprowadzono badanda warostu komorek frddblonka na powierzehnd biomateriaby PES-235. Praby kontrolne
stanowily komdrki nie poddane kontaktowi z biomateriatem oraz komdrki poddane kontaktowi ze staly medyczng Obserwacie prowadzono z ougyciem mikroskopu
fluorescencynego 1 znacenikdw fluorescencyinych, kalceing 1 bromek etydimy znaloyacego komorki fvwe 1 martwe . Przedstawiono prevkiadowe zdjecia wykonane po 45 godz.
hodowli w obecnogci badane) probki. Zaobserwowano wzrost proliferacyi komorek na badane) powierzchod PES-25. Probka P33-21 nie wykazywala cytotoksyeznoge.

SPIS ZAL ACZNIEOW: PODPIS WYKONAWCY: PODPIS EIEROWNIEA ZADANIA:
zatgeznik do rapottu
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nadekspresja supresja
. - : kontrola | probka referencyjna| proébka badana | probka referencyjna | prébka badana
Politechnika t odzka PSS-15 30 20 26 10 4
Instylul Inzyvnierii Malerialowej
Lakdad Biofizygki
arkn24 beedg, ul sefancwwskiegs 115 bodynek A8
lelfax 042 G371 2335, - mail: bx ILIJ.-II'l.W'.I"h wia b umed adz pl
. Lédz, 2010-01-10
RAPORT Z FRZEFROWADZONY CH BAD AN
DANE PROBKI: RODZAJ TESTU WYEKONAWCA:

O znaczende probld wg. Zleceniodawey: CFC 55

9. ekspresja gendw cyklu komarkowego

gy ing. Piotr Komorowski

Oznaczende probli w michu wewnetrznym: PSS-15

WYNIEI W POSTACI GRAFICZNEJ

5 ' 3
4

Gsecen 8 2 Geccend  eeeses-®

Eontrola Stal AISI 3161 Pss-15

WYNIEI W POSTACILICZBOWE]

1,:—!,4,.,1 ||] %.'.-p ; {I‘zq.:,' L e J,;;,L;a;a,[,.q,f{,-- {44

1

OPIS WYNIK OW:

10 gendw.

odpovwiedzialny za faze G2 1 przejicie z G2, p 0Y-GTEE]

W hodowli kentrelne] komérek irddblonka 1 w hodowli tych komdrek na powierzehni prébek PS5-15 1 stali medyeznej AIST 3161 elespresji ulegle 30
gendw. Dla prébla PEE-15 zackserwowano werost ekspresii 26 gendw 1 gupresji 4 gendw. Dla stali medyczne) - warost ekepresji 20 gendw 1 supresi

23 to geny odpowiedzialne za faze G1 1 preejécie z G1/5- (porvoja genu na macierzy: $-ANAPCS, p. 57-CDKNS - p.62-CTUIL], gen odpowiedzialny za
punkt kontrolny w cyklu kemdrkowym- p.62-CUL7 | gen edpowiedzialny za faze 5 ireplikacie DNA- p. 04 PONA, geny fazy G2 1 przejscie = G2IN-
pd2-BIRCS, p d7-CONE, p.61-CES2, p.81-KFNAZ, gen odpowiedzialny za faze M- p 33-CDC20 craz geny odpowiedzialne za regulacie cyklu
komdtkowege, p.J7-CCNBI, p.28-CONH, p.42-CDEE, p.33-CDC20, pSO-CDENIA, p80-CESIE, p.Q0-MEIG7, p.04-POUNA, p.22-CCOND3, gen

SPIS ZAL ACZNIKOW:
Zatgrenik do raportn

PODPIS WYEONAWCY:

PODPIS KIEROWNIEA ZADANIA:




09 - Ekspresja genow cyklu komérkowego

Poréwnanie ekspresji genéw cyklu komérkowego M total
B nadekspresja
500 B supresja

450

- ka kS (9% [ ] s
wn = (4] = wn =
= = = = = =
L ] ] ] ] 1

procent prébki referencyjnej

PS5-03 PSS-04 PSS-06 PSS-07 P55-08 PS5-15 PSS5-16
probka




probka referencyjna

probka badana

Politechnika Lodzka

PSS-15 184

99

Instytul Inzynierii Matarialowej

Zaklad Biclizyki

00024 bedg, ul. Stefanoskiega 115 budynek Als

weliax 42 631 23 35, comail boedan walbosiabes omed. ede. pl

RAPORT Z PRZEFPROWADZONYCH BADAN

Ladz, 2011-01-06

DANE PROBET: RODZAT TESTU WYKOMNAWCA:
Oznaczende prdbkd wg. Zlecendodawey: CFC 55 10. ocena proteom komdrek drédblonka — tagr ing. Piotr Komorowski
Oznaczende probld w rachu wewnetrznym: PE3-15 elelktroforeza 20
WYNIEI W POSTACI GRAFICZNEJ Zmiany w el spresp
S T e . =i ;! T S
s = = Tl L - T
Gl e 1 .-_ﬂa-.: " 13 ﬂ'l-.:' -
- - - - - - 3!
. ’ pars - * | . b " .
— " - i :1_2'_; ': -" —_—— — - & -'-..- o
kontrola Stal ATET 3161 PEE-15 kontrola Stal ATSTZ16L1
Zmiany w ekspresp Wybrane abszary najwiekszych zmian w elspresji bialek (lontrola-stal)
> . e | £/ : |t %
- Lot v 3 e 5 I : - ! T' ~ . "' -‘-;"J - . o
) omion B 4N e i e
. a ¥ |
Eontrola IEs-15 1 region 2 region 3 region 4 region
Wybrane ohszary najwiekszych zinian w el:spresji bialek (kontroela-stal i kontrela-PSS-15)
4 e - | - & " i ) ‘& sau 3 B ‘An! !
) | QN s gy e S8
Sregion G region 1l region 1 region 3 region 4 region Sregon G region

OPIS WYNIKOW:

Do okreslenia zmian w ekspresji hiatek wykorzystano technike 2D-DIGE. W prihce P55-15, 99 spotow uleglo istotnej zmianie w ekspresji w stosunku do koniroli, w stali
medycznej 184, Najwieksze zmiany nastapily w hialkach o dufej masie czasteczkowej w calym hadanym zakresie pH (4-7). Isioine zmiany w ekspresji pepiydow =g

zaznaczone zielona linia.

SPIS ZALACZNIKOW:
Zalacznik do ravoriu

PODPTS WYKONAWCY:

PODPIS KIEROWINIKA ZADANIA:




10 - Proteom komorek srodbtonka

Zmiany w ekspresji peptyddow
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PSsS-03 PSS-04 PSSsS-06 PSS-07F PSS-08 PSS-15 PsSsS-16
probka
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11 - Identyfikacja peptydow
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11 - Identyfikacja peptydow

+97

66

-I-:IS

M

Nr Symbol w Prawdopodobi|  llost Pokrycie
peptydu| bazie MBCI | Nazwa peptydu Cpis enstwo (%) |peplydow (%)
P13645, | K1C10_HUMAN Kaeratin type | cytoskelatal 1 Cytokeratin 10 CK 10, 100 ] 11,3
1 P02795 |FETUA HUMAMN Alpha-2-HS-glycoprotein-Fetuin-A 100 4 875
2 POZ795  |FETUA HUMAM Alpha-2-HS-glycoprotein-Fetuin-A 100 4 975
Q&3RS3_HUMA,
3 Q53R33 M Futative uncharacterzed protein DDEFZ 98.5 1 1.2598
4 PO101S | ANGT_HUMAN | Angiotensinogen pracursor Sarpin A8 Conlains Angiolensin 1 8.5 1 1,86
5 P35527 | K1CH_HUMAN Keratin type | cyloskelatal 8 Cytokeratin 8 CK 9 100 4 7,54
& Q9P157 | ALBU_HUMAN Serum albumin precursor 100 5 6,08
7 Q9P157 | ALBU_HUMAN Serum albumin precursor 100 5 6.08
] PO2545 LMMA_HUMAN Lamin AC 70 kDa lamin Renal carcinoma antigan 100.0 9 14,1566
g PE3261 | ACTG_HUMAN Actin cyloplasmic 2 Gamma actin A7 ] 31,47
10 PEOTOS | ACTB_HUMAMN Aclin eytoplasmic 1 Beta actin 51,5 10 344
11 P12004 PCHA_HUMAN Prolifarating cell nuclear PCMA Cyclin 100 ] 18,77
12 PO7195 | LDHB_HUMAN L lactate dehydrogenase B chain EC 111 27 100 B 22,76




Poréwnanie badanych parametrow PSS-03 - PSS-05

Porownanie PSS-03 (Cronothane 50) z prébka referencyjng
AISI316L

===referencja
—=—PSS-03

kat zwilzania
250,00

prolifereacja komorek

srodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny adhezja ptytek

\ ,‘
aktywacja ptytek krwi S ‘ morfologia
CD-62 \ /X - liczba plytek krwi
aktywacja ptytek k _

PAC-1 spontaniczna agregacja

Porownanie PSS-04 (Ti6Al4V) z probka referencyjng AISI316L

==referencja
—=—PS§S-04

kat zwilzania
150,0

prolifereacja komorek

$rédblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny

adhezja ptytek

morfologia
- liczba ptytek krwi

aktywacja ptytek krwi
CD-62

aktywacja plytek ki
PAC-1

Poréwnanie PSS-05 (Polistyren) z probka referencyjng
AISI316L

===referencja
—=—PSS-05

kat zwilzania

prolifereacja kombrek

srodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny

adhezja ptytek

aktywacja ptytek krwi
CD-62

morfologia
- liczba ptytek krwi

Porownanie Chronothane 50, Ti6Al4V oraz Polistyrenu z

probka referencyjna AISI316L ——referencia
==—PSS-03
kat zwilzania —=—PSS-04
——PSS-05

. . ) 250,00
B ars ol || adsorpcja bialek
0

biofilm bakteryjny AA?‘,& E A‘

: adhezja plytek
el
P
aktywacja ptytek krwi ""EV,, morfologia
/

CD-62 - liczba plytek krwi

aktywacja ptytek k

PAC-1 spontaniczna agregacja




Poréwnanie badanych parametrow PSS-06 - PSS-09

Poréwnanie PSS-06 z probka referencyjng AISI316L

=== referencja
-=—PS58-06

kat zwilzania

prolifereacja komaérek
$rodbtonka

biofilm bakteryjny

CD-62

Poréwnanie PSS-07 z probka referencyjna AlISI316L

=== referencja
== PS§8-07

kat zwilzania

200,0

pro;erg?ja;)c}gantgpqa biatek

biofilm bakteryjny lmy’“ adhezja plytek

N |

‘ :‘V' morfologia - liczba plytek
[\

CD-62 krwi
spontaniczna agregacja

Porownanie PSS-08 z probka referencyjng AISI316L

-=-referencja

kat zwilzania -—P$Ss-08
200,00
pm“f;:jiﬁf ntgmorek adsorpcja biatek
biofilm bakteryjny adhezja plytek

morfologia - liczba plytek
Krwi

Poréwnanie PSS-09 z probka referencyjng AlSI316L

=== referencja
==—PS§S-09

kat zwilzania
200,00

prolifereacja komorek

$rodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny adhezja plytek

morfologia - liczba plytek

CD-62 krwi




Poréwnanie badanych parametréow PSS-10 - PSS-13

Poréwnanie PSS-10 z prébka referencyjng AISI316L

kat zwilzania
200,0

prolifereacja komorek
srodbtonka

biofilm bakteryjny

CD-62

spontaniczna agregacja

=== referencja
==—P355-10

morfologia - liczba ptytek
krwi

Poréwnanie PSS-11 z prébka referencyjng AlISI316L

kat zwilzania

-=-referencja
——PSS-11

200,00

prolifereacja komorek adsorpcja biatek

‘I‘gg‘%\'

CD-62 krwi

spontaniczna agregacja

adhezja ptytek

czba ptytek

Poréwnanie PSS-12 z prébka referencyjng AlISI316L

kat zwilzania

prolifereacja komoérek

$rodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny

CD-62

spontaniczna agregacja

-=-referencja
--—PS35-12

adhezja piytek

morfologia - liczba piytek
Krwi

Poréwnanie PS$S-13 z probka referencyjna AlISI316L

kat zwilzania

=== referencja
-=—P§8-13

200,0

prolifereacja komorek

$rédblonka ‘w:“ s
-,

biofilm bakteryjny

CD-62 krwi

spontaniczna agregacja

morfologia - liczba ptytek




Porownanie badanych parametrow PSS-14 - PSS-17

Poréwnanie PSS-14 z probka referencyjng AlSI316L

kat zwilzania
200,00

prolifereacja komorek

$rodbtonka adsorpcja biatek

A
AT

X
biofilm bakteryjny PA\ /N
|w~‘
Y
o

aktywacja ptytek krw
CD-62

=== referencja
-=—PS5-14

adhezja ptytek

' maorfologia - liczba ptytek

Krwi

Poréwnanie PSS-15 z probka referencyjng AlSI316L

=== referencja

kat zwilzania -—PSS-15
200,0
prolifereacja komorek T
arsablorika dsorpcja biatek
biofilm bakteryjny adhezja plytek

CD-62

spontaniczna agregacja

morfologia - liczba ptytek
krwi

Poréwnanie PSS-16 z probka referencyjng AlSI316L

kat zwilzania
200,0

prolifereacja komorek
srodbtonka

biofilm bakteryjny — \
ey
[\

CD-62

=== referencja
-=—PSS-16

[BERN

' morfologia - liczba ptytek

krwi

Porownanie PSS-17 z probka referencyjng AISI316L

kat zwilzania

prolifereacja komorek

srodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny

CD-62

-=-referencja
==—PS§S-17

adhezja plytek

morfologia - liczba ptytek
krwi




Poréwnanie badanych parametréow PSS-18 - PSS-21

Poréwnanie PSS-18 z probka referencyjng AlSI316L

=-=-referencja

kat zwilzania =—PSS-18
150,00
Droh;e:geda:%antgmorek @‘ adsorpcja biatek
0
o ‘
biofilm bakteryjny A‘l" adhezja plytek

SN
—I

spontaniczna agregacja

morfologia - liczba ptytek
krwi

Poréwnanie PSS-19 z préobka referencyjng AISI316L

kat zwilzania
300,00

prolifereacja komorek
srodbtonka

biofilm bakteryjny

aktywacja ptytek krwi
CD-62

aktywacja piyt
PAC-1

=== referencja
==—PS55-19

morfologia - liczba ptytek
Krwi

Poréwnanie PSS-20 z probka referencyjng AISI316L

kat zwilzania
150,00

prolifereacja komorek
srodbtonka

biofilm bakteryjny

aktywacja ptytek krwi
CD-62

-=-referencja
==—PSS-20

morfologia - liczba ptytek
Krwi

Poréwnanie PSS-21 z prébka referencyjng AISI316L

-=-referencja

kat zwilzania -=—PSS-21
pm“?rg%ﬁf nigmorek adsorpcja biatek
biofilm bakteryjny adhezja plytek

CD-62

morfologia - liczba plytek
Krwi




Poréwnanie badanych parametrow PSS-22 - PSS-25

Poréwnanie PSS-22 z probka referencyjng AlSI316L

=== referencja
-=—PS55-22

kat zwilzania

300,0
prolifereacja komorek

$rodbtonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny & adhezja plytek

morfologia - liczba ptytek

CD-62 krwi

spontaniczna agregacja

Poréwnanie PSS-23 z prébka referencyjng AlISI316L

kat zwilzania

-=-referencja
-=—PS8-23

200,00

prolifereacja komorek
srodbtonka

biofilm bakteryjny

CD-62 krwi

A
)\

spontaniczna agregacja

@‘ adsorpcja biatek
RN

“%’{\‘ adhezja plytek
b

' morfologia - liczba ptytek

Poréwnanie PSS-24 z probka referencyjng AISI316L

=== referencja
-=—PSS-24

kat zwilzania

150,0
prolifereacja komorek

$rodblonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny adhezja plytek

morfologia - liczba ptytek

CD-62 krwi

Poréwnanie PSS-25 z prébka referencyjng AISI316L

kat zwilzania
150,00

prolifereacja komérek

érodbtonka adsorpcja biatek

biofilm bakteryjny

aktywacja ptytek krwi
CD-62

aktywacja ptytek k
PAC-1

-=referencja

——PSS-25

adhezja ptytek

morfologia - liczba ptytek
krwi




Porownanie zmian w ekspresji genow CC i w profilu proteomu

PSS-03 Zmiany w ekspresji genéw CC i w profilu proteomu PSS-04 Zmiany w ekspresji genow CC i w profilu proteomu
Kk ja genow CC - nadekspresja g k j ow CC dek j i
ekspres - ekspresja genow - nadekspresja
200,00 —AISI316L 100,00 — AISI316L

elektroforeza 2D - supresja

ekspresja genow CC - supresja elektroforeza 2D - supresja ekspresja genow CC - supresja

elektroforeza 2D - nadekspresja elektroforeza 2D - nadekspresja
PSS-06 Zmiany w ekspresji genéw CC i w profilu proteomu PSS-07 Zmiany w ekspresji genéw CC i w profilu proteomu
kspresja genéw CC - nadekspresj ==reclo v i ~—PSS07
ekspresja genéw - nadekspresja — AISI316L e spreslaz%%ng\év - nadekspresja — AISI316L

elektroforeza 2D - supresja ekspresja genow CC - supresja elekiroforeza 2D - supresja

%— ekspresja gendw CC - supresja

elektroforeza 2D - nadekspresja elektroforeza 2D - nadekspresja




Porownanie zmian w ekspresji genow CC i w profilu proteomu

PSS-08 Zmiany w ekspresji genéw CC i w profilu proteomu

——PSS-08
ekspresja gendw CC - nadekspresja — AISI316L
140,00
120
0
0

elekiroforeza 2D - supresja ; ekspresja genow CC - supresja

elektroforeza 2D - nadekspresja

PSS-15 Zmiany w ekspresji genow CC i w profilu proteomu

——PS5-15
—AISI316L

ekspresja genéw CC - nadekspresja
300,00

elektrofareza 2D - supresja ekspresja genow CC - supresja

\ (

elektroforeza 2D - nadekspresja

PSS-16 Zmiany w ekspresji genow CC i w profilu proteomu

——PSS-16

ekspresja gendw CC - nadekspresja — AISI316L

elektroforeza 2D - supresja ekspresja genow CC - supresja

elektroforeza 2D - nadekspresja




Zalecenie Koordynatora

,Opracowanie, w oparciu o zaproponowang metodyke badawczg, protokotu badan, ktéry
wprowadzony zostanie do pakietu rutynowych badan wykazujgcych witasciwosci biologiczne
materiatow, niezbednych do wykonania w procesie certyfikacji wyrobu medycznego”

Zalecane testy

=+ poziom pozadany
— AlISI316L

adsorpcja biatek

prolifereacja komérek srédbtonka adhezja ptytek

biofilm bakteryjny

morfologia - liczba ptytek krwi

aktywacja ptytek krwi CD-62 spontaniczna agregacja

aktywacja ptytek krwi PAC-1




Sktad Zespotu wykonujgcego testy

Dr inz. Witold Szymanski testy 01,02

Dr Wiestawa Okrdj testy 03,04,05,06
Mgr Magdalena Walkowiak-Przybyto testy 03,04,05,06
Dr Witold Jakubowski test 07

Dr inz. Piotr Komorowski testy 08,09,10

w pracy nad materiatami PSS-01 - PSS-06, to jest do dnia
23 lutego 2010 roku, w pracach uczestniczyty:

Prof. dr hab. Zofia Pawtowska UMED
Dr Hanna Jerczynska UMED



Wykorzystanie organizmow modelowych w badaniach
nowych biomateriatow
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