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Anvandning av cellkulturer inom
traumaforskning

Sammanfattning av arbetet inom projektet

vapeneffekter pd cellnivd (E4412) under aren 2001-2003
M. Risling, A. Sondén, M. Skold, T. Landegren, J. Persson, E. Malm,
I-L. Larsson, M. Angeria och T. Kjellstrom

INLEDNING

Cellkulturer utgor idag ett vél etablerat arbetsredskap inom biomedicinsk
forskning. Mekanismer av central betydelse for cellers utveckling och déd har
kunnat klarldggas genom studier av cellkulturer. Antalet djurforsok har kunnat
begriansas patagligt genom att likemedel och andra kemiska substanser testas 1
cellkulturer.

I denna rapport beskriver vi hur cellkulturer har bdrjat anvdndas inom
forsvarsmedicinsk forskning. Vér slutsats &r att de kan utgora ett viktigt
hjdlpmedel for att undersdka verkan av nya stridsmedel med delvis okdnda
verkningsmekanismer, t ex high power microwaves (HPM). Dessutom kan
cellkulturer ge grundldggande och viktig information om ldkningsférlopp hos
skadade celler och ge goda mojligheter att undersoka om och hur olika
lakemedel paverkar reaktionen efter intraffad skada.

En forsoksmodell for undersokning av tryckvagors effekt i

cellkulturer

Med bistind frdn avdelningen for Vapen och Skydd vid FOI utvecklades den sé
kallade flyer-plate tekniken. Den bygger pa en teknik som tidigare anvénts for
att pé ett kontrollerat sétt detonera explosivdmnen. I vart fall utnyttjas en Nd-
YAG laser vars strile riktas mot en kiselplatta tickt med ett 7um tunt
kopparlager. Laserstrdlen accelererar en kopparflisa (flyer-plate) fran
kiselplattan, som nir den traffar en cellodlingsbrunn placerad ovan kiselplattan,
genererar en stotvadg. Genom att justera vétskenivan 1 cellodlingsbrunnarna gér
det att dosera forekomsten av kavitation i vétskan.

Transducer
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Glas coverslip
with cells
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Copper layer
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silica window
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stage
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Mirror 45°

Nd-YAG Laser Energy meter

Fig 1. Schematisk teckning som illustrerar principen for flyer-plate tekniken.Observera hur den
reflekterade strdlen ndr kiselplattan underifrdan (teckningen har framstdllts vid avdelningen for
vapen och skydd).



Fig 3. Fotografierna ovan illustrerar placeringen av cellodlingsbrunnar i flyerplate utrustningen.

Pé insidan av blodkérlen finns kirlendotel. For att utvdrdera effekten av de
stotvagor som bildas med flyer-plate tekniken anvindes kérlendotel celler
(HUVEC) frén vener i navelstringar frdn ménniska. Dessa endotelceller bildar
1 kultur en sammanhéngande matta. Efter exponering for stétvag och kavitation
bildas omedelbart en skada pé cellmattan. Centralt uppstér ett hal dér alla celler
ar doda eller saknas. I periferin finns en ringformad zon med skadade celler
blandade med doda celler. Storleken pa bade den centrala svarare skadan och
randzonen med skadade Overlevande celler visade sig vara mycket
reproducerbar och déarfor ldmplig som experimentmodell. Randzonen ér till
exempel ldmplig for studier av vilka substanser som kan paverka éverlevnad av
celler.




Studier av cellkulturer som exponerats for flyer plate inducerad

stotvagsskada.

Tekniken har utnyttjats for att undersdka fordndringar 1 endotelceller
(HUVEC). Forekomsten av cellddd och membranskador undersoktes.
Eventuella skador pa cellskelett undersoktes med antikroppsteknik.
Forandringar i adhesionsmolekyler av betydelse for inflammatoriska reaktioner
studerades. Dessa studier ingick 1 Anders Sondéns doktorsavhandling 2002 och
har i detalj rapporterats till kund (Sondén 2002), varfor resultaten endast
kortfattat kommer att beskrivas nedan.

Under 2003 har flyer-plate tekniken anvints for att skapa reproducerbara
skador hos nervceller med avsikt att utveckla en procedur for att undersoka
lakningsforlopp efter stotvagsskada. Resultat fran dessa undersokningar
presenterades vid det internationella Soc. Neuroscience métet i New Orleans 1
november 2003.

Kirlendotel studier

I kulturer av isotopmirkta HUVEC celler som exponerats for Flyer-plate
undersoktes frisdttning av den radioaktiva isotopen krom-51. Dessutom
anvindes upptag av fargdmnet trypanbldtt som ett mitt pa cellmembran skada.
Exponering for Flyer-plate skedde i vissa fall i nérvaro av superoxid-dismutas
och katalas (scavengers, dvs framkallar nedbrytning av fria syreradikaler).
Skadan utloste en celldod som gick att mita genom frisdttning av krom-51.
Omfattningen av denna celldéd paverkades inte av ndrvaron scavengers av fria
syreradikaler. Celler i randzonen runt skadan tog upp trypanblatt vilket visar att
manga celler 1 randzonen hade membranskador. Med hjélp av antikroppsteknik
studerades hur fria radikaler péverkar cellskelett proteinerna vimentin och
tubulin. Dessa forsok utfordes genom att HUVEC celler exponerades for
syreradikalen viteperoxid. Resultaten visade att bada proteintyperna bryts ned i
ndrvaro av véteperoxid, men att denna effekt var dvergdende. Nedbrytningen
av tubulin och vimentin uteblev vid samtidig behandling med katalas
(scavenger). En normal struktur kunde &ter observeras ca en timme efter
exponering. En motsvarande nedbrytning av tubulin och vimentin kunde ses
efter Flyer-plate exponering. Vidare kunde stressfibrer av aktin observeras.
Dessa cellskelettforandringar i endotel dr forenliga med 6kad kérlpermeabilitet
(genomslédpplighet t ex for vita blodkroppar). 1 kérlendotel har
adhesionsmolekyler stor betydelse for hur vita blodkroppar kan passera ut ur
blodbanan och invadera omgivande vdvnad. Detta dr en viktig komponent i det
inflammatoriska svaret efter en skada. I de celler som exponerades for Flyer-
plate forekom en 6kning av flera adhesions-molekyler (P-selektin, E-selektin
och ICAM-1).
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Fig. 4. Den rédbruna j‘"drgen i cellerna pa bilderna ovan visar att mdngden
adhesionsmolekyler har okat i de endotelceller som utsatts for Flyer-plate.

Slutsatser

HUVEC cellerna ar lampliga for studier av skademekanismer efter
stotvdgsskada 1 cellkulturer. I kultur bildar de tunna lager som &r litta att
beddma i mikroskop. Det dr en stor fordel att de 4r av humant ursprung, dvs
kommer frdn ménniska. Resultaten har betydelse for forstaelsen av hur en
stotvagskada kan leda till inflammation. Inflammationen ar en naturlig del av
skadereaktionen, men kan leda till att skadan férvirras.

Lakningsforlopp hos kanselnervceller efter Flyer-plate skada.

I denna studie exponerades kulturer av kénsel-nervceller som utvunnits ur
bakrotsganglier (DRG) frén rattfoster. Dessa celler bildar ldnga utskott. Ett
fungerande cellskelett d4r en nodvéndighet for att cellerna skall kunna bilda
dessa langa utskott som motsvarar nervtrddar. Efter Flyer-plate exponering
bildas samma typer av skadezoner 1 dessa kulturer som hos HUVEC cellerna.
Vid kanten mellan randzonen och den cellfria zonen péborjas efter skadan en
nybildning av nervcellsutskott. Dessa gick att folja i mikroskop och
lakningsforloppet kunde ddrmed f6ljas dag for dag.

Fig 5. Den vinstra bilden visar hur DRG kénselnerveellerna bildar ldnga utskott medan den
hogra bilden visar hur det efter Flyer-plate exponering bildas en skarp kant vid den cellfria
zonen. Viixten frdn denna kant foljs sedan i mikroskopet.
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Fig 6. Ett diagram som illustrerar hur tillvixten av nervcellsutskott kan mdtas
fran dag till dag.

Slutsatser fran denna studie

Flyer-plate ger liknande skada hos celler av ett helt annat ursprung an HUVEC,
ndmligen kénselnervceller. Flyer-plate forsok skapar goda mojligheter att
undersoka hur ldkning sker i1 cellkulturer. Eftersom skadan dr synnerligen
reproducerbar kan effekter av ldkemedelsbehandling studeras och métas. Detta
kan leda till en begrdansning av antalet djurforsok som kravs for att klarligga
om en substans dr 1dmplig for att forbattra lakningen efter en skada.

Litteratur
Kjellstrom B T, Roman N, Svensson B, Suneson A. Pressure Wave and Cavitation Effects on
Cultured Vascular Endothelial Cells (EC) Stockholm, FOA 1996, (FOA-B--96-00165-

5.4--SE

Kjellstrom B. Thomas. Cellbiologiska aspekter pa stotvagor. Stockholm, FOA 1998
(Rapporten hdmtad ur Dokumentation av Dagmarseminarium, “om funktionshindrade
vuxna”

Kjellstrom Thomas B. Kroppens kénsliga grénssnitt. En kraftig stotvdg far cellens egen
byggnadsstéllning att rasa. Cellerna pa blodkérlens insida kan visa végen till béttre
skydd for soldater.(FOA-tidningen 1998:4:35-37)

Skold M, Plantman S, Frodin M, Cullheim S, Risling M, Sondén A. Shock wave effects on
dorsal root ganglion neuron cultures - description of a novel in vitro neurotrauma
model. New Orleans, Nov. 8-12, 2003 (FOI-S--1179--SE) (Society for neuroscience, no.
955.7)

Sondén, A. Shock wave effects on the vascular endothelium, Karolinska institutet,
Akademisk avhandling, 2002

Svensson B, Roman N, Kjellstrom B T, Suneson A. The Flyer Plate Model for Studying
Biological Pressure Wave Interactions (FOA-B--96-00166-5.4--SE) (International
Journal of Microcirculation. 15.3.95. p.148)



Anvindning av tumorceller for att undersoka om vissa

kemikalier ir skadliga

Tumorceller delar sig snabbare dn andra celler. Denna forokning av cellerna ér
en kénslig process och kan forhindras med cellgifter eller kemikalier av annan
art. Fran vissa tumorer har man utvunnit sa kallade cellinjer som kan hallas vid
liv under lang tid i laboratoriemiljo. Cellerna kan frysas in och tinas upp for
senare bruk. Samma cellinjer kan anvidndas i olika studier och vid olika
laboratorier. Detta innebér att jaimforelser dr mojliga. En vanlig celltyp for
detta &ndamal &r s& kallade neuroblastomceller fran en tumdr i nervsystemet.
En sddan linje av minskligt ursprung har borjat anvidndas vid vart
laboratorium. I en forsta studie som presenterades vid den medicinska
riksstimman 2003 undersokte vi om olika typer av lim som anvinds for att
reparera vavnadsskador har toxiska (skadliga) egenskaper.

I denna studie odlades neuroblastomcellerna ut till konfluens, vilket innebér att
de bildar ett sammanhéngande lager. Centralt i brunnarna placerades en liten
mingd av de vdvnadslim som skulle undersdkas. I studien jimfordes ett lim
som marknadsfors som vivnadslim for reparation av skador pa bade hud och
inre organ (Butyl-cyanoacrylat) med ett annat (Etyl-cyanoacrylat), som nyligen
rapporterats kunna anviandas for att reparera nervskador.

Toxicitet? Ar vavnadslim giftigt?

* Human neuroblastomcellinje (SH-SY5Y)
* Celler odlades till konfluens i cellodlingsbrunnar

* Lim (0,02ul) appliceras centralt pa cellbadden

Fig 6. De jamforda limtyperna (SuperGlue=etyl-cyanoacrylat och Histoacryl=butyl-
cyanoacrylat)
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Efter applikation av lim bildades en hamningszon 1 cellodlingsbrunnen. Denna
paminner om de zoner som uppkommer i bakteriekulturer ndr man vill
undersoka effekt av antibiotika. Himningszonens storlek méttes med jamna
mellanrum. Det kunde visas att himningszonen minskade med tiden och att det
inte foreldg ndgon siker skillnad mellan de undersokta limtyperna.

Etyl-cyanoakrylat

Fig. 8 Fyra veckor efter applicering av lim kvarstod ingen ndmnvdrd hdmning.

14 dagar ) 28 dagar

Butyl-cyano Etyl-cyano Kontroll Butyl-cyano Etyl-cyano Kontroll

Fig. 9. Omfattningen av celldéd var jamforbar hos de bada limtyperna.

11



Slutsatser

Denna typ av tumorceller kan anvindas for 6verlevnadsstudier och test av olika
lakemedel eller hjdlpmedel efter trauma. Detta kan medge begrinsning av
antalet djurforsok i dessa typer av traumaprojekt samt ge Okat snabbhet i
analysarbetet.

Litteraturreferens

Walum, E., M. Risling, S. Lake, E. Ahlbom, K. Vikman and C. Arlinde. 1997. Expression of the
FP receptor in neuronal cells and the role of prostaglandin F,, as a neuroprotective agent. in
Animal Alternatives, Welfare and Ethics. L.F.M. van Zutphen and M.Balls (eds.) Elsevier,
Amsterdam, Developments in Animal and Veterinary Sciences 27:651-658

Undersokningar av eventuella biologiska effekter av high power

microwaves (HPM)

HPM ér ett exempel pd ett modernt stridsmedel med okénd effekt pa
méinniskan. P4 samma sétt som for nyutvecklade ldkemedel torde HPM déarfor
utgdra en lamplig kandidat for utviardering med moderna cellodlingstekniker. I
véra forsok har vi anvint en killa dir effekten har kunnat varieras och en
faltstyrka pé mellan 1 och 22 kV/m har kunna uppnas vid mélet. Kéllan hade
en frekvens pa 1.6 GHz och genererade pulser pa 0.55 p sekunder med en
pulsfrekvens pa 300 pulser per sekund. Vi exponerade HUVEC och
neuroblastom cellkulturer for enstaka pulser eller pulstag i upp till 5 minuter
(dvs. upp till 90000 pulser). P.g.a. pulsernas korta varaktighet forvintas ingen
uppvarmningseffekt. Cellerna omhindertogs for analys vid olika tidpunkter
(upp till 24 timmar) efter exponeringen. Kontrollceller placerades 1
exponeringskammaren under motsvarande tid, men utan att négot falt
genererades.

I HUVEC celler som exponerats for HPM kunde redan vid en filtstyrka pé
1kV/m foréndringar i cellskelettet observeras. Medan strukturen hos vimentin
protein forefoll helt opaverkad sa kunde tecken pa fragmentering av tubulin
iakttagas. Nedanstdende bilder visar utseendet hos bade kontrollceller och
exponerade celler vid immunohistokemisk undersokning, dar proteiner kan
fargas in med specifika antikroppar.

12



Vimentin, control, x 312.5

Vimentin, 15’ postexp.,
x 312.5

Fig 10. En opaverkad struktur pa cellskelett-proteinet vimentin efter HPM exponering.
Observera den tradiga filamentstrukturen hos det normala cellskelettet.

Tubulin, control, x 312.5

Tubulin, 15° postexp., x 312.5

Fig 11. Tecken pd fragmentering av tubulinfilament i HUVEC celler efter HPM exponering.
Ett tecken pa selektiv paverkan pad cellskelettet.

De exponerade cellerna analyserades #dven biokemiskt med immunoblot

(western blot). Denna undersokning bekriftade att méngden detekterbart
tubulin-protein minskade kort tid efter exponeringen.
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Fig 12. Banden i bilden ovan visar hur tubulinproteinet har minskat i prover frdn exponerade
celler (till hoger i bilden).

Motsvarande observationer kunde goras dven i1 neuroblastomceller. Detta
innebdr att forandringarna inte dr isolerade till en celltyp, utan kan utgora ett
mer generellt reaktionssitt.

Preliminéra resultat tyder pd fordndringar dven i mingden av andra proteiner.
Mingden av en tillvaxtfaktor for kérlendotel (vascular endothelial growth
factor = VEGF) forefaller att 6ka efter HPM exponering. Bdde denna 6kning
och minskningen av tubulin tyder pa att en effekt av HPM skulle kunna vara att
blodkérls genomslipplighet okar.

HUVEC endotelceller &r relativt omogna celler. Vi har nyligen lyckats
preparera fram mikrokarl fran rétthjdrna. Dessa kan placeras i odlingsmedium
och exempelvis exponeras for mikrovdgor eller Flyer-plate. Dessa mikrokérl
innehaller mogna differentierade kérlceller av den typ som har en fungerande
blod-hjdrn barridr (Blood-Brain Barrier=BBB). Det har rapporterats att
mikrovagor fran mobiltelefonsystem skulle kunna paverka funktionen i BBB
och att denna effekt skulle kunna skada hjdrnan. Det dr déarfor av intresse att
undersoka om HPM skulle kunna paverka dessa mikrokérl.

Fig 13. Mikrokdrl fran ratthjdrna. Dessa kdrl kan hallas vid liv i odlingsskdlar och
exponeras for bland annat HPM. Sd kallade basalmembran runt mikrokdrl har pa
denna bild firgats med en antikropp mot laminin protein. Detta visar att kirlen dr
intakta strdangar med sina omgivande stodjemembraner. Dessa membraner har stor
betydelse for att kirlen dven i kultur skall ha BBB egenskaper.

14



Fig 14. Mikrokdrlen pa denna bild har firgats med antikroppar mot ett protein som finns i
utrymmen mellan endotelcellerna. Denna firgning visar att de for BBB viktiga
kontaktproteinerna finns dven hos kdrl i kultur.

Slutsatser och rekommendationer

Sammantagna visar dessa studier att experiment med cellkulturer utgér ett
viktigt komplement till djurférsok inom traumatologisk forskning. Detta kan
medge en avsevird begridnsning av antalet djurforsok, vilket dr en mycket
onskvérd utveckling. Arbete med cellkulturer kan innebéra stora tidsvinster och
pa ett effektivt sdtt ge svar pd frdgor om dmnens skadlighet, samt goéra det
lattare att hitta troskeleffekter for olika typer av paverkan. Cellkulturer har
dven den fordelen att det 4r mdjligt att undersdka en celltyp i taget, vilket inte
ar mojligt vid experiment med hela djur.

Vi foreslér att cellkulturer anvinds till att faststilla troskeleffekter for HPM
verkan péd celler. Det forefaller angeldget att fora dessa experiment med
mikrovagor vidare och undersoka effekter av radio- och radarvagor, samt pd
sikt &ven de millimetervdgor som inom ndgra &r formodligen kommer att
inforas som icke-letalt (icke dodligt) anti-personellt vapen. Cellkulturer skulle
ocksa kunna vara anvéndbara for att undersoka om infraljud har biologiska
skadliga effekter.

Det édr ocksd angeldget att ytterligare bredda analysarsenalen och inkludera
tekniker for breda analyser av fOrdndringar i arvsmassan, gene-arrays.
Konfokal lasermikroskopi skulle kunna vara ett effektivt hjdlpmeder for mer
djuplodande undersdkningar av fordndringar i cellskelett och kontaktytor
mellan celler. Det vore ocksa Onskvirt att inféra metodik for studier av
jonfléden 6ver membraner. Med dylika tekniker skulle det vara mojligt att
snabbare erhélla svar pa fragor frdn Forsvarsmakten kring risker med olika nya
stridsmedelsmedel.
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