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Wykaz skrotow:

ABCD (ang. Airborne Contact Dermatitis) — kontaktowe zapalenie skory wywotane alergenami
rozprzestrzeniajacymi si¢ droga powietrza

ACD (ang. Allergic Contact Dermatitis) — alergiczne zapalenie skory

AOP (ang. Adverse Outcome Pathways) — $ciezki niekorzystnych skutkéw

APC (ang. Antigen Presenting Cells) — komorki prezentujace antygen

ATP — adenozynotrifosforan

AUC (ang. Area Under Curve) — pole pod krzywa ROC

BSA (ang. Bovine Serum Albumin) — bydleca albumina surowicy

CYP (ang. Cytochrome P450) — cytochrom P450

DC (ang. Dendritic Cells) — komorki dendrytyczne

DCYA (ang. Dansyl Cysteamine) — cysteamina dansylu

DEP (ang. Diesel Exhaust Particulate) — czasteczki spalin z silnikow Diesla

DPBS (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) — buforowana fosforanem sél fizjologiczna
Dulbecco

EDTA (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid) — kwas etylenodiaminotetraoctowy

FBS (ang. Fetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydlgca

GPMT (ang. Guinea Pigs Maximisation Test) — Test maksymalizacji na §winkach morskich

HaCaT (ang. Immortalized Human Keratinocytes) — unie$miertelniona linia keratynocytéw cztowieka
HPLC (ang. High Performance Liquid Chromatography) — wysokosprawna chromatografia cieczowa
HPLC/MS-MS (ang. High Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometer) —
wysokosprawna chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometria mas

ICD (ang. Irritant Contact Dermatitis) — kontaktowe zapalenie skory z podraznienia

IFNgamma - interferon-gamma

IgM — immunoglobuliny klasy M

IL — interleukina

KC (ang. Keratinocytes) — keratynocyty

KE (ang. Key Event) — kluczowe zdarzenie

LC (ang. Langerhans Cells) — komorki Langerhansa

LLNA (ang. Local Lymph Nodes Assay) — test lokalnych weztéw chtonnych

LLOQ (ang. Lower Limit of Quantification) — dolna granica oznaczalnosci

mBrB (ang. monobromobimane) — monobromobiman

MFI (ang. Mean Fluorescence Intensity) — srednia intensywnos$¢ fluorescencji

MIE (ang. Molecular Initiating Event) — faza inicjacji molekularnej

moDC (ang. Monocyte Derived Dendritic Cells) — komorki denrytyczne réznicowane z monocytow

MP (ang. Microplastics) — mikroplastik
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MUTZ-3 — linia komoérkowa ludzkiej ostrej biataczki szpikowe;j
MTT (ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) - bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy
NAC - N-(2-(1-naftylo)acetylo)-L-cysteina
NAL - a-N-(2-(1-naftylo)acetylo)-L-lizyna
NHEK (ang. Normal Human Epidermal Keratinocytes) — ludzkie keratynocyty naskorka
NK (ang. Natural Killer) — nieswoiste komorki limfoidalne, ktore wykazuja spontanicznie wtasciwosci
cytotoksyczne (,,naturalni zabdjcy”)
NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — magnetyczny rezonans jadrowy
NP (ang. Nanoplastics) — nanoplastik
OECD (ang. Organisation for Economic Cooperation and Development) — Organizacja Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju
PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) — buforowana fosforanem sol fizjologiczna
PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) — reakcja fancuchowa polimarazy
pDC (ang. Plasmacytoid Dendritic Cells) — plazmocytoidalne komoérki dendrytyczne
PM (ang. Prediction Model) — model predykcyjny
QSAR (ang. Quantitive Structure-Activity Relationship) — ilosciowa zalezno$¢ migdzy strukturg a
reaktywnoscia
REACH (ang. Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals) — Rozporzadzenie w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow
RFI (ang. Relative Fluorescence Intensity) — wzgledna intensywnos¢ fluorescencji
RhE (ang. Reconstructed Human Epidermis) — zrekonstruowany ludzki naskorek
ROC (ang. Receiver Operating Characteristic) — krzywa ROC
Sl (ang. Stimulation Index) — indeks stymulacji
ROS (ang. Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu
RT-PCR — (ang. Real Time Polymerase Chain Reaction) — reakcja tancuchowa polimarazy w czasie
rzeczywistym
THP-1 — linia komérkowa ludzkiej biataczki monocytowej
TNF-alfa (ang. Tumor Nerosis Factor alfa) — czynnik martwicy nowotworow alfa
TTC (ang. Threshold of Toxicological Concern) — prog zagrozenia toksykologicznego
U937 — ludzka promonocytarna linia komorkowa
UN GHS (ang. Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals) — Globalny

Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow ONZ
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Streszczenie

Alergiczne kontaktowe zapalenie skory (ACD) uznawane jest za najbardziej
rozpowszechniong form¢ immunotoksycznosci u ludzi, dlatego jest waznym parametrem
branym pod uwage w ocenie zagrozenia i ryzyka chemikaliow. ACD moze by¢ wywotywane
przez substancje chemiczne, substancje zapachowe i konserwanty, wzrost wystepowania
chorob alergicznych skorelowany jest rowniez ze wzrostem uprzemystowienia
| zanieczyszczenia $rodowiska. Do typowych substancji i czynnikow zanieczyszczajacych
srodowisko o dziataniu uczulajacym naleza: czasteczki spalin z silnikow Diesla (DEP);
elementy z tworzyw sztucznych, gumy i kleju; konserwanty; metale; leki; mikroplastik (MP)
i nanoplastik (NP).

Tradycyjnie, identyfikacja i charakterystyka substancji chemicznych uczulajacych skore
wymagata zastosowania testow in Vvivo. Obecnie w celu ograniczenia doswiadczen
przeprowadzanych na zwierzetach stosuje si¢ metody alternatywne opierajace si¢ na
metodologii tzw. Sciezek niekorzystnych skutkéw (ang. Adverse outcome pathways, AOP),
ktore stanowig Kluczowy element oceny ryzyka u ludzi stosowany w toksykologii predykcyjnej.
Obecnie wykorzystywane metody alternatywne zatwierdzone przez Organizacje Wspolpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) uwzgledniaja cztery kluczowe elementy (ang. Key event, KE)
w mechanizmie dziatania uczulajgcego na skore: 1) molekularng interakcj¢ z biatkami skory; ii)
reakcj¢ zapalng keratynocytow (KC); iii) aktywacje komodrek dendrytycznych (DC); iv)
proliferacje limfocytow. Kazdemu z kluczowych elementow odpowiada odrgbna metoda
badawcza. W zwigzku z tym konieczne jest wykonanie kombinacji kilku testow w celu
uzyskania informacji rownowaznych do testow in vivo, pozwalajacych na klasyfikacj¢ badanej
substancji jako uczulajacej lub nieuczulajace;j.

Celem rozprawy byto opracowanie metody in vitro oceniajacej potencjal uczulajacy
badanych substancji, ktora konsoliduje przynajmniej dwa kluczowe etapy reakcji alergicznej,
tj. etap reakcji zapalnej keratynocytow (KC) oraz aktywacji komoérek dendrytycznych (DC).

Przeprowadzone badania miaty na celu okreslenie punktow koncowych metody wtasciwych
dla keratynocytow i komoérek dendrytycznych oraz okre§lenie metody wspdlnej hodowli dla
tych dwoch typow komorek. W pierwszym etapie prac weryfikowano profil uwalniania
wybranych cytokin zapalnych przez 3 typy keratynocytow po ekspozycji na substancje
uczulajaca. Stwierdzono, ze produkcja cytokin jest uzalezniona od typu komorek, stezenia
komorek oraz czasu ekspozycji komorek. W kolejnym etapie prac weryfikowano, czy na

poziom cytokin zapalnych uwalnianych przez keratynocyty ma wplyw obecnos¢ komorek
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dendrytycznych. Efektem pierwszych etapow badan byt wybor dwoch typow komorek
tj, keratynocytow noworodkowych (NHEK-neonatal) oraz komoérek DC-podobnych THP-1
jako najlepszego uktadu komorek hodowanych w kokulturze. Wyselekcjonowano réwniez
dwie cytokiny zapalne tj. IL-1 alfa oraz IL-18 jako potencjalne punkty koncowe finalnej
metody. W trzecim etapie badan oceniono wpltyw sposobu prowadzenia wspdlnej hodowli
(kokultura posrednia, kokultura bezposrednia) keratynocytéw i komoérek dendrytyczych na
ekspresje antygenow powierzchniowych na komoérkach dendrytycznych. Wyniki tego etapu
wykazaty, ze optymalnym rodzajem kokultury keratynocytow i komorek dendrytycznych jest
kokultura bezposrednia oraz antygen powierzchniowy CD54 moze by¢ stosowany jako punkt
koncowy w finalnej metodzie kokulturowe;.

Na podstawie przeprowadzonych prac okreslono nastepujace warunki finalnej metody
kokultury KC/DC:

« keratynocyty: NHEK-neonatal,

« komorki dendrytyczne: THP-1,

« rodzaj kokultury: bezposrednia,

« Czas ekspozycji na materiaty badane: 24 h,

« punkty koncowe: pomiar stezenia IL-1 alfa oraz 1L-18 w mediach pohodowlanych
metoda ELISA-xMAP oraz ocena ekspresji antygenu CD54 na komoérkach THP-1
metoda cytometrii przeptywowe;j.

W ostatnim etapie prac weryfikowano zdolno$¢ opracowanej metody do oceny potencjatu
uczulajacego 14 substancji o znanym dziataniu uczulajgcym 1 nieuczulajagcym. Wykazano, ze
najlepszym modelem predykcyjnym oceniajacym potencjat uczulajacy jest model stosujacy
oceng ekspresji antygenu CD54 oraz poziomu IL-18 w mediach pohodowlanych. Stosujac ten
model predykcyjny prawidtowo sklasyfikowano wszystkie badane substancje uczulajace (9/9),
oraz cztery z pigciu substancji nieuczulajacych (4/5).

Wyniki badan potwierdzity teze gtdéwna rozprawy o mozliwosci zastosowania metody
integrujacej dwa kluczowe elementy tj. reakcje zapalng keratynocytéw oraz aktywacje komorek
dendrytycznych do oceny potencjalu uczulajacego na skoére. Dodatkowo, stwierdzono wieksza
zdolno$¢ metody kokulturowej do wykrywania substancji wymagajacych aktywacji

metabolicznej (prohaptenéw) w poréwnaniu do metody monokulturowe;j.
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Abstract

Allergic contact dermatitis (ACD) is considered to be the most prevalent form of
immunotoxicity in humans, therefore it is an important endpoint taken into account in the
assessment of the hazard and risk of chemicals. ACD may be induced by chemicals, fragrances
and preservatives, the increase in the incidence of allergic diseases is also correlated with the
increase in industrialization and environmental pollution. Common environmental sensitizing
substances and pollutants include: diesel exhaust particulate (DEP); plastic, rubber and glue
components; preservatives; metals; medicines; microplastic (MP), and nanoplastic (NP).

Traditionally, the identification and characterization of skin sensitizing chemicals has
required the use of in vivo testing. Currently, in order to limit animal experiments, alternative
methods are used based on the so-called Adverse outcome pathways (AOPs), which are
currently a key component of human risk assessment in predictive toxicology. Currently used
alternative methods approved by the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) address four key elements in the mechanism of skin sensitization: i)
molecular interaction with skin proteins; ii) keratinocyte inflammatory response (KC); iii)
activation of dendritic cells (DC); iv) lymphocyte proliferation. Each of the key elements has a
separate test method. Therefore, it is necessary to perform a combination of several tests to
obtain information equivalent to in vivo tests allowing the classification of the test substance as
sensitizing or non-sensitizing.

The aim of the dissertation was to develop an in vitro method assessing the sensitizing
potential of the tested substances, which consolidates at least two key events of the allergic
reaction, i.e. the keratinocyte inflammatory reaction (KC) and the activation of dendritic cells
(DC).

The aim of the research was to determine the endpoints of the method appropriate for
keratinocytes and dendritic cells and to define the method of co-culture for these two types of
cells. In the first stage of the work, the profile of the release of selected inflammatory cytokines
by 3 types of keratinocytes after exposure to a sensitizing substance was verified. The
production of cytokines was found to be dependent on cell type, cell concentration and the
duration of cell exposure. In the next stage of work, it was verified whether the level of
inflammatory cytokines released by keratinocytes was influenced by the presence of dendritic
cells. The result of the first stages of the research was the selection of two types of cells, i.e.
neonatal keratinocytes (NHEK-neonatal) and DC-like THP-1 cells as the most appropriate
system of cells cultured in a co-culture. Two inflammatory cytokines, i.e. IL-1 alpha and IL-
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18, were also selected as potential endpoints of the final method. In the third stage of the study,
the influence of the method of co-culturing (indirect co-culture, direct co-culture) keratinocytes
and dendritic cells on the expression of surface antigens on dendritic cells was assessed. The
results of this step showed that the optimal type of keratinocyte and dendritic cell co-culture is
direct co-culture and the CD54 surface antigen can be used as the end point in the final co-
culture method.

Based on the experiments carried out, the following conditions of the final KC/DC co-
culture method were determined:

. keratinocytes: NHEK-neonatal,

« dendritic cells: THP-1,

. type of co-culture: direct,

« exposure time to the tested substances: 24 h,

. endpoints: measurement of IL-1 alpha and IL-18 concentration in post-culture media by
ELISA-xMAP method and evaluation of CD54 antigen expression on THP-1 cells by
flow cytometry.

In the last stage of the works, the ability of the developed method to assess the sensitizing
potential of 14 substances known to be sensitizing and non-sensitizing was verified. It has been
shown that the best predictive model for assessing sensitization potential is the model using the
assessment of CD54 antigen expression and the level of IL-18 in post-culture media. Using this
predictive model, all sensitizing substances tested (9/9) and four of the five non-sensitizing
substances (4/5) were correctly classified.

The results of the research confirmed the main thesis of the dissertation on the possibility
of using a method that integrates two key events, i.e. the inflammatory reaction of keratinocytes
and activation of dendritic cells for the assessment of skin sensitization potential. Additionally,
a greater potential of the co-culture method for the detection of substances requiring metabolic

activation (prohaptens) was found compared to the monoculture method.
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1.  Wprowadzenie

Skora jako najwigkszy organ ciata pokrywajacy jego cala zewngtrzng powierzchnie stanowi
pierwsza barier¢ przeciw patogenom, promieniowaniu UV oraz chemikaliom. Zbudowana jest
z trzech warstw: naskorka, skory wilasciwej i tkanki podskornej (Rysunek 1.1.). Tkanka
podskorna sktada si¢ z tkanki thuszczowej i tacznej. Skora wlasciwa utworzona jest z wiokien
kolagenowych, elastyny oraz komorek: fibroblastow, mastocytow, komoérek krwi, w tej
warstwie skory znajduja si¢ naczynia i nerwy. Najbardziej zewnetrzng warstwa skory, narazong
bezposrednio na dziatanie czynnikéw zewnetrznych, jest naskorek zbudowany z nastepujacych
warstw, zaczynajac od najbardziej zewngtrznej warstwy:

a) warstwa rogowa (tac. stratum corneum),

b) warstwa jasna (tac. stratum lucidum) — wystepujaca tylko w miejscach gdzie skora jest

gruba np. na podeszwach stop,

C) warstwa ziarnista (tac. stratum granulosum),

d) warstwa kolczysta (fac. stratum spinosum),

e) warstwa podstawna (fac. stratum basale).

Gléwnymi komorkami naskorka sg keratynocyty, melanocyty, komorki Langerhansa (komorki

dendrytyczne) oraz komorki Merkla.

— Stratum basale

Komoérka Merkla melanocyt keratynocyty komoérka
Langerhansa

Rysunek 1.1. Schemat budowy skéry (na podstawie (Visscher i in., 2014)).
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Problemy skorne zwigzane z kontaktem z chemikaliami to stale rosngcy problem
srodowiskowy i1 zdrowotny. Ekspozycja §rodowiskowa na substancje chemiczne w miejscu
pracy oraz podczas zwyktych, codziennych aktywnosci moze prowadzi¢ do wystgpienia takich
schorzen skory jak:

a) kontaktowe zapalenie skory,

b) choroby tkanki tacznej,

c) depigmentacja chemiczna,

d) rak skory (English i in., 2003).

Dwa gltowne rodzaje kontaktowego zapalenia skory uwzgledniajagce mechanizm
patofizjologiczny to: kontaktowe zapalenie skory z podraznienia (ang. Irritant Contact
Dermatitis, ICD) oraz alergiczne kontaktowe zapalenie skory (ang. Allergic Contact
Dermatitis, ACD).

ICD stanowi wigkszos¢ przypadkow kontaktowego zapalenia skéry spowodowanego
ekspozycja na czynniki chemiczne, fizyczne i mechaniczne wystepujace w miejscu pracy.
Rozwija si¢ w wyniku bezposredniego uszkodzenia naskdrka przez czynniki draznigce, co
prowadzi do rozwoju zapalnej, nieimmunologicznej reakcji naskorka (Novak-Bili¢ i in., 2018;
Tan i in., 2014). Po przeniknig¢ciu do warstwy rogowej naskorka, substancja draznigca dziata
cytotoksycznie na keratynocyty prowadzac do uwalniania cytokin 1 chemokin zapalnych
i aktywacji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej (Rustemeyer i in., 2011). Aktywacja
i migracja do naskorka komorek zapalnych takich jak neutrofile, limfocyty, makrofagi
I komorki tuczne przyczynia si¢ do intensyfikacji stanu zapalnego (Bains i in., 2019). Do
najczestszych przyczyn ICD mozna zaliczy¢ powtarzajacy si¢ kontakt z wodg oraz ekspozycje
na detergenty/srodki czyszczace, rozpuszczalniki, kleje, chemikalia kwasne 1 zasadowe, sole
metali i srodki dezynfekujace (Nguyen i in., 2021).

Alergiczne kontaktowe zapalenie skory, jest najcze$ciej wystepujaca forma
immunotoksycznosci w populacji ludzkiej (Kimber i in., 2002). Szacuje si¢, ze 15-20%
populacji ogo6lnej cierpi na ACD spowodowane przez jedng lub wiecej substancji chemicznych,
najczesciej nikiel, substancje zapachowe i konserwanty (Peiser i in., 2012; Thyssen i in., 2007).
Wykazano réwniez, ze w duzych aglomeracjach miejskich wzrasta czgsto$¢ wystepowania
chorob alergicznych, w tym ACD, w populacji dzieci i mtodziezy, co prawdopodobnie
zwigzane jest z dorastaniem w warunkach nasilonego zanieczyszczenia powietrza
(Czarnobilska, 2017). Zanieczyszczenia wystepujace w powietrzu mogg wywotywaé ACD nie
tylko bezposrednio, ale rowniez posrednio poprzez zaburzenie rOwnowagi immunologicznej

organizmu, wptyw na produkcj¢ mediatoré6w zapalnych oraz efekt adiuwantowy (Jenerowicz
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Iin., 2012). Efektem adiuwantowym charakteryzuja si¢ czasteczki spalin z silnikow Diesla
(ang. diesel exhaust particulate - DEP), ktore stanowig gtdéwng sktadowa pytu zawieszonego
W duzych aglomeracjach miejskich, dodatkowo, DEP wzmacniaja objawy alergiczne u 0sob
uczulonych (Chehregani i in., 2008). Obecnos¢ alergenu w powietrzu moze wywotaé postac
rozsiang ACD obejmujaca skorg odstonigtych czesci ciata (ang. airborne contact dermatitis -
ABCD) (Kieé-Swierczynska 1998). W literaturze opisano szereg czynnikow
zanieczyszczajacych powietrze (Tabela 1.1.), mogacych przyczyni¢ si¢ do rozwoju ABCD.
Substancje te mozna podzieli¢ na pochodzenia roslinnego i nie pochodzace ze zrodet
ro$linnych. W przypadku alergendw pochodzenia ros$linnego, gtownymi substancjami
odpowiedzialnymi  za wywotanie reakcji  alergicznej po ekspozycji sg laktony
seskwiterpenowe, ktérymi pokryte sa kwiaty, liScie, todygi 1 pytki tych roslin. Narazenie
W powietrzu moze nastgpi¢ poprzez bezposredni kontakt z laktonami seskwiterpenowymi
pokrywajacymi pytek lub poprzez uwolnienie tych chemikaliow do powietrza poprzez spalanie
(Schloemer i in., 2015).

Tabela 1.1. Alergeny wystepujgce w powietrzu moggce wywota¢ ABCD (Schloemer i in., 2015; Handa
iin., 2011; Bonamonte i in., 2020).

Grupa substancji Przykiady

Konserwanty metyloizotiazolinon, formaldehyd, chlorek benzalkoniowy

zywica epoksydowa, zywica formaldehydowa, zywica
fenolowo-formaldehydowa, akrylany, izocyjaniany,
dibutylotiomocznik

Elementy z tworzyw
sztucznych, gumy i kleju

Partenium ambrozjowate (Parthenium hysterophorus),
Rosliny, zywice naturalne i rodzina Compositae (ambrozja, nawloc¢, stonecznik),
alergeny drzewne kalafonia sosnowa, propolis, drzewa tropikalne, wrotycz
maruna (Tanacetum parthenium)

Leki budezonid, omeprazol, olanzapina, tetrazepam, statyny

Metale ztoto, rtec, nikiel

Narastajgcym problemem w ostatnich latach jest powszechna obecno$¢ mikroplastiku (ang.
microplastics - MP) i nanoplastiku (ang. nanoplastics — NP) w srodowisku wodnym,
atmosferze 1 glebie. Wykazano, negatywny wplyw MP 1 NP na organizm w modelu

zwierzecym, zalezny od wielkosci 1 ksztattu czastek, stezenia, tadunku oraz drogi ekspozycji.
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Stwierdzono miedzy innymi toksyczno$¢ zotadkowo-jelitowa, hepatotoksyczno$¢ oraz
neurotoksycznos¢ (da Silva Brito i in., 2022). Wptyw MN i NP na organizm cztowieka jest
obecnie przedmiotem intensywnych badan. Gléwnym zrodiem ekspozycji na MP i NP
u cztowieka jest droga pokarmowa i inhalacyjna, moze wystapi¢ rowniez ekspozycja skorna,
jednak obecnie dostgpnych jest niewiele danych na ten temat (Rubio i in., 2020). Najnowsze
badania jednak wskazuja, ze internalizacja MP przez tkanke nabtonkowa moze prowadzi¢ do
ekspozycji komorek takich jak komorki dendrytyczne (DC), makrofagi/monocyty czy komorki
T. W badaniach in vitro, stwierdzono zwigkszone uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS
ang. reactive oxygen species) przez komorki DC-podobne takie jak THP-1, U937, oraz
uwalnianie cytokin zapalnych przez lini¢ unie$miertelnionych, ludzkich keratynocytow
HaCaT, a wigc dwa gléwne typy komorek, ktoére zaangazowane sa w rozwoj alergicznego
kontaktowego zapalenia skory (Gautam i in., 2022).

Ze wzgledu na wysoka czestos¢ wystepowania ACD w populacji ludzkiej, dziatanie
uczulajgce na skore (ang. skin sensitization) stanowi punkt koncowy dla zdrowia cztowieka,
ktory jest uwzgledniany w ocenie zagrozen i ryzyka chemikaliow (OECD 2014). Informacje na
temat potencjatu dziatania uczulajacego na skor¢ sa wymagane przez rozne akty prawne,
szczego6lnie Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny,
udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow (ang. Registration,
Evaluation, Authorisation of Chemicals, REACH). Celem rozporzadzenia REACH jest
zapewnienie wysokiego poziomu ochrony zdrowia ludzkiego i $rodowiska (Clouet i in., 2017).
Rozporzadzenie weszto w zycie 1 czerwca 2007 r. zastepujac dotychczasowe przepisy, ktore
nie zapewnialy wystarczajacych danych na temat wpltywu znacznej czgéci substancji na
zdrowie cztowieka i ekosystem. Zgodnie z wczesniejszym systemem kontroli chemikaliow,
istniaty odrgbne zasady dla ,,istniejacych” substancji (substancji, ktore byly obecne na rynku
europejskim w latach 1971-1981) i ,,nowych” substancji (substancji, ktore pojawity si¢ na
rynku europejskim po 19 wrzesnia 1981 r.). Obowigzek szczegotowych badan dotyczacy tylko
,howych” substancji uniemozliwial skuteczng kontrole ryzyka stwarzanego przez substancje
wprowadzone na rynek europejski przed 1981 rokiem. Dzigki wprowadzeniu REACH
wszystkie substancje zostaly objete wspdlnym systemem oceny ryzyka, REACH dotyczy
wszystkich substancji chemicznych, zarowno tych wykorzystywanych w procesach
przemystowych, jak i1 stosowanych na co dzien, np. w farbach, srodkach czystosci, odziezy,
meblach czy sprzecie elektrycznym. Substancje niezarejestrowane nie moga by¢ wprowadzane
do obrotu ani stosowane w Unii Europejskiej. Podstawowymi celami systemu stworzonego

przez rozporzadzenie REACH s3:
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a) ochrona zdrowia ludzi i $rodowiska,

b) zapewnienie wysokiego poziomu bezpieczenstwa w miejscu pracy,

C) utrzymanie i wzmocnienie konkurencyjnosci europejskiego przemystu chemicznego,

d) integracja dziatan europejskich z dziataniami miedzynarodowymi,

e) promowanie alternatywnych metod oceny ryzyka substancji chemicznych w celu

zmniejszenia liczby badan przeprowadzanych na zwierzgtach.

Rozporzadzenie REACH uregulowalo kwestie bezpieczenstwa stosowania chemikaliow
w UE, natomiast niezwykle istotne dla bezpieczenstwa cztowieka i $rodowiska jest rowniez
postepowanie z odpadami. Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/98/WE z dnia
19 listopada 2008 r. ustanowila $rodki stuzace ochronie $rodowiska i zdrowia ludzkiego
poprzez zapobieganie i zmniejszanie negatywnego wplywu wynikajacego z wytwarzania
odpadow 1 gospodarowania nimi. Szczegdlne postgpowanie dotyczy odpadow
niebezpiecznych. Produkcja, zbieranie, przewdz, magazynowanie i przetwarzanie odpadéw
niebezpiecznych nalezy przeprowadza¢ w warunkach gwarantujacych ochrong $rodowiska
i zdrowia ludzkiego (EU, 2008). Za odpady niebezpieczne uznawane sg rowniez odpady
posiadajace wilasciwosci uczulajace skorg. Zgodnie z ustawa z dnia 14 grudnia 2012 r.
0 odpadach, mozna dokona¢ zmiany klasyfikacji odpadoéw niebezpiecznych na odpady inne niz
niebezpieczne, po wykazaniu, ze nie posiadajg one wlasciwosci odpadow (Dz. U. 2013 poz.
21). Zatem ocena dziatania draznigcego i uczulajacego jest istotnym badaniem w kontekscie
bezpieczenstwa srodowiskowego zaré6wno substancji wprowadzanych do obrotu i stosowania,
jak réwniez odpaddéw powstajacych w procesach produkcyjnych.

Standardowa ocena dziatania uczulajgcego na skorg obejmowata badania z wykorzystaniem
systemoéw badawczych in vivo. W ramach Organizacji Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju
(ang. Organization for Economic Cooperation and Development, OECD) istniejg 4 glowne
wytyczne opisujace testy oceniajace dziatanie uczulajacego na skore:

a) OECD TG 406: Test maksymalizacji na $winkach morskich (GPMT) i test Buehlera,
b) OECD TG 429: Dziatanie uczulajace na skorg — Test lokalnych weztow chtonnych (LLNA),
c) OECD TG 442A: Dziatanie uczulajace na skorg - Test lokalnych weztow chtonnych: DA

(LLNA:DA),

d) OECD 442B: Dziatanie uczulajace na skorg — Test lokalnych weztow chtonnych: BrdU-

ELISA lub FCM Tabela 1.2.).
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Tabela 1.2. Charakterystyka testow in vivo stosowanych w ocenie dzialania uczulajgcego na skore
(OECD 2021b; 2010a; 2010b; 2018a).

Nazwa testu OECD TG 406 OECD TG 429 OECD TG 442A OECD 442B
System -
badawczy Swinka morska Mysz (CBA/J)

GPMT: min. 10

zwierzat w grupie
narazanej, 5 zwierzat

Liczba . ; .. .
; w grupie kontrolnej, minimum 4 zwierzeta/grupe
zwierzqt Lo .. ) -
w grupach test Buehlera: min. 20 minimum trzy grupy narazane + dwie grupy kontrolne

zwierzat w grupie
narazanej, 10 zwierzat
w grupie kontrolnej

Czas _trwanla 23-25 dni 6 dni minimum 8 dni minimum 6 dni
badania
Wskaznik . . Zawartos¢ Zawartos¢
. " . inkorporacja . 5-bromo-2-
proliferacji Nie dotyczy 3H-metvlotvmidvn adenozynotrifosforanu dezoksvurvdvn
limfocytow ylotymidyny (ATP) yuryayny
(BrdU)
radioaktywna nieradioaktywna
. Metoda ELISA
Ocena reakcji
Metoda . S . L . -
: skornych i objawéw | Zliczanie impulséw | Pomiar (BrdU-ELISA)/
pomiaru Klini h - . . . Cytometria
Inicznyc B-scyntylacji bioluminescencji
przeptywowa
(BrdU-FCM)
Wskaznik stymulacji (SI) przy dawkach wielokrotnych: stosunek
Wynik Nie dotyczy sredniej proliferacji w grupie badanej do $redniej proliferacji

w grupie kontrolnej.

W wytycznej OECD TG 406 stosowanej przez dziesigciolecia, jako system badawczy stosuje
si¢ kawi¢ domowg, jako gatunek preferowany do testow uczuleniowych. Pozostate wytyczne
sg przeznaczone do stosowania u myszy (OECD 2021b). Test LLNA in vivo w duzej mierze
zastapit testy oparte na $winkach morskich (Gwaltney-Brant, 2014) oferujac wiele korzysci,
zwlaszcza ograniczenie i udoskonalenie wykorzystania zwierzat (Williams i in., 2015). W
tescie LLNA ocenia si¢ indukcje proliferacji limfocytow w lokalnych weztach chtonnych
okolicy ucha, ktore stanowi miejsce aplikacji badanej substancji. Proliferacja limfocytow
wywolana przez substancj¢ uczulajgca jest proporcjonalna do zastosowanej dawki,
a zastosowanie znaczonego radioaktywnie materiatu (np. tymidyny) pozwala na pomiar stopnia
uczulenia za pomocg licznika scyntylacyjnego. Pozostale dwie metody to nieradioaktywne
modyfikacje testu LLNA, ktore mierzg aktywacje limfocytéw za pomocg metody
bioluminescencyjnej (LLNA:DA) Ilub testu ELISA (BrdU-ELISA) oraz cytometrii
przeptywowej (BrdU-FCM) (Tabela 1.2.).

Globalny Zharmonizowany System Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow ONZ
(ang. Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals, UN GHS)

definiuje czynnik uczulajacy skore jako substancje lub mieszaning, ktoéra prowadzi do reakcji
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alergicznej wystepujacej po kontakcie ze skorg. System GHS klasyfikuje substancje jako
substancje uczulajace (kategoria 1) jesli istnieja dowody, ze substancja moze wywolaé
uczulenie przez kontakt ze skérg u znacznej liczby oséb lub jesli odpowiednie testy na
zwierzetach daty pozytywne wyniki. Substancje, ktore uzyskaly wyniki negatywne uznaje si¢
za substancje niesklasyfikowane, czyli nieuczulajace (brak kategorii). Jezeli dostgpne sa
wystarczajace dane, nalezy dokona¢ subklasyfikacji substancji kategorii 1 wedtug sity dziatania
uczulajgcego na podkategori¢ 1A lub 1B (Tabela 1.3.). Subkategoryzacja opiera si¢ glownie na
analizie danych dotyczacych zwierzat lub ludzi (UN 2021 Ib United Nations 2021).

Tabela 1.3. Subkategoryzacja substancji uczulajgcych wg UN GHS na podstawie testow
przeprowadzanych na zwierzetach (UN 2021 Ib United Nations 2021)

Subkategoria | Definicja Kryteria in vivo

. . e LLNA: warto$¢ EC3 < 2%
Substancje Wylf?qu 4CC | o Test maksymalizacji na $winkach morskich:
wysokg czgstos¢ odsetek odpowiedzi > 30% zwierzat uwaza si¢ za pozytywny
Ylvlyibti%(;\;;aﬁg v h%dZI przy $rodskornej dawce indukceyjnej < 0.1%, lub
Vi ryzujace odsetek odpowiedzi > 60% zwierzat uwaza si¢ za pozytywny
sie znaczna sita P . . 0 0
1A . . ) przy $rodskornej dawce indukcyjnej > 0.1% do < 1%
dziatania u zwierzat .
i mogace wywolywaé o Test Buehlera:
uczulenia u ludzi odsetek odpowiedzi >15% zwierzat uwaza si¢ za pozytywny
Mozna rowniez wziad przy dawce indukcyjnej aplikowanej naskorkowo < 0.2%, lub
pod uwage nasilenie odsetek odpowiedzi > 60% zwierzat uwaza si¢ za pozytywny
reakcji. przy dawce indukcyjnej aplikowanej naskérkowo > 0.2% do <
20%
e LLNA: warto$¢ EC3 >2%
e Test maksymalizacji na $winkach morskich:
e Odsetek odpowiedzi pomiedzy > 30% a < 60% zwierzat przy
$rodskornej dawce indukcyjnej > 0.1% do < 1%, lub

Substancje wykazujace
niska do umiarkowane;j
czestos¢  wystgpowania
u ludzi i/lub niskg do

umiarkowanej sife Odsetek odpowiedzi > 30% zwierzat przy $rodskornej dawce
1B dziatania u zwierzat indukeyjnej > 1%

i mozna przypuszczaé, | ® 1estBuehlera:

ze moga powodowaé Odsetek odpowiedzi pomiedzy > 15% z < 60% zwierzat przy

uczulenie u ludzi. dawce indukcyjnej aplikowanej naskorkowo > 0.2% do < 20%

Mozna réwniez wziac lub,

pod uwage nasilenie Odsetek odpowiedzi > 15% przy dawce indukcyjnej stosowanej

reakcji. naskorkowo > 20%

EC3: stezenie substancji chemicznej wymagane do wywolania  trzykrotnego wzrostu aktywnosci
proliferacyjnej komoérek weztow chtonnych (SI > 3)

Obecnie istnieje konieczno$¢ ograniczania badan na zwierzgtach wynikajaca z aspektow
regulacyjnych i etycznych, zgodnie z wprowadzong po raz pierwszy w 1959 roku przez zasada
3R (Russell i in., 1959), ktorej celem jest:

a) redukcja (ang. Reduction), czyli zmniejszenie liczby zwierzat wykorzystywanych

w eksperymentach,
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b) udoskonalenie (ang. Refinement), czyli stosowanie metod ograniczajacych cierpienie
I niepokoj zwierzat,
C) zastgpienie (ang. Replacement), czyli stosowanie metod, w ktorych zastepuje si¢

zwierzeta innymi systemami badawczymi.

Alternatywne metody oceny ryzyka promowane przez REACH staly si¢ niezbedne we
wspotczesnej toksykologii i ekotoksykologii. Istnieja 4 podstawowe systemy stosowane W celu
czesciowego lub pelnego zastgpienia zwierzat w eksperymentach toksykologicznych:

a) metody in silico, czyli symulacje komputerowe i modele matematyczne, takie jak
Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR), Threshold of Toxicological
Concern (TTC) i inne,

b) metody in chemico, metody chemiczne oceniajagce wlasciwosci badanej substancji
poprzez reakcje z odpowiednim materiatlem, bez uzycia komorek ludzkich lub
zwierzgcych,

c) metody in vitro takie jak: hodowle pierwotne, pierwotne linie komorkowe, ustanowione
linie komorkowe, zrekonstruowane tkanki 3D,

d) metody ex vivo czyli metody wykorzystujace izolowane tkanki i narzady zwierzece
(Kandarovaiin., 2011).

Wprowadzanie metod alternatywnych w obszarze oceny dziatania uczulajacego na skore stato
si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu metodologii tzw. $ciezek niekorzystnych skutkow (ang.
Adverse outcome pathways, AOP), ktore stanowia obecnie kluczowy element oceny ryzyka
u ludzi, stosowany w toksykologii predykcyjnej (Vinken 2013). Koncepcja AOP opiera si¢ na
zalozeniu, ze toksyczno$¢ danej substancji jest wynikiem jej pierwszego kontaktu oraz
interakcji z poczatkowym kluczowym elementem w organizmie. Zgodnie z ta koncepcja, AOP
jest sekwencja zdarzen obejmujaca faze inicjacji molekularnej (ang. Molecular Initiating Event,
MIE) oraz zdarzenia posrednie prowadzace do niepozadanego efektu na poziomie jednostki lub
populacji (OECD 2014). W przypadku uczulenia skory metody alternatywne mierzg lub
przewiduja kluczowe zdarzenia (ang. key events, KE) w $ciezkach niekorzystnych skutkow.
W mechanizmie uczulenia skory mozna wyr6zni¢ nastepujace kluczowe zdarzenia (Rysunek
1.2)):

a) KE1 - molekularne zdarzenie inicjujace, kowalencyjne wigzanie substancji

elektrofilowych z centrami nukleofilowymi w biatkach skory,

b) KE2 - aktywacja keratynocytow,
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c) KE3 - aktywacja komorek dendrytycznych,

d) KE4 - proliferacja komorek T.
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Rysunek 1.2. Dziafanie uczulajqce na skore — sciezka niekorzystnych skutkéow (na podstawie (OECD
2014)).

Zainteresowanie metodami niezwierzgcymi oceniajgcymi potencjat uczulajacy na skore
ro$nie w ostatnich latach (Rysunek 1.3.). Z jednej strony jest to zwigzane z regulacjami
prawnymi obowigzujacymi w Europie (Ezendam i in., 2016). W 2009 roku wprowadzono w
Europie zakaz testowania nowych sktadnikow kosmetycznych na zwierzgtach (EU, 2009). W
2013 roku siédma poprawka do dyrektywy kosmetycznej Unii Europejskiej wprowadzita
catkowity zakaz testowania na zwierze¢tach wszystkich sktadnikow kosmetykow (Basketter
i in., 2022). Dodatkowo, aktualizacja rozporzadzenia REACH z 2017 r. wymaga stosowania
metod in vitro i in silico jako metod pierwszego wyboru (Sauer i in., 2016; EC 2016). Do
rozwoju tych metod przyczynia si¢ rowniez wzrost wystgpowania chorob alergicznych

skorelowany ze wzrostem uprzemystowienia 1 zanieczyszczenia Srodowiska.
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2. Wstep
2.1. Mechanizm powstawania ACD

Keratynocyty oraz komorki dendrytyczne skory zwane komorkami Langerhansa petnig
kluczowa rol¢ w immunologicznym procesie indukcji ACD.

ACD to zapalna dermatoza rozwijajaca si¢ W wyniku wielokrotnego kontaktu skory
z drobnoczgsteczkowymi zwigzkami chemicznymi zwanymi alergenami kontaktowymi lub
haptenami, ktére majg zdolno$¢ aktywacji uktadu odpornosciowego w mechanizmie
nadwrazliwosci typu opodznionego. ACD przebiega w dwoch fazach: fazie indukcji (faza
aferentna) oraz fazie petnoobjawowe;j (faza eferentna). Faza indukcji obejmuje wszystkie etapy,
poczawszy od pierwszego kontaktu z alergenem do rozwoju uczulenia. Faza petnoobjawowa
rozpoczyna si¢ po kolejnym kontakcie z haptenem u wcze$niej uczulonej osoby i prowadzi do
wystapienia objawow ACD (Rysunek 2.1.) (Martins i in., 2011).

Pierwszym etapem fazy aferentnej jest oddziatywanie alergenu z biatkami skory. Hapteny
to mate reaktywne czasteczki o masie czasteczkowej ponizej 500 Da, ktére same w sobie nie
sg immunogenne, ale wiaza si¢ z peptydami i biatkami, dzigki czemu sa rozpoznawane przez
uktad odpornosciowy (Bos i in., 2000). Dane literaturowe wskazuja, ze rozmiar czasteczki
haptenu nie jest parametrem decydujacym 0 wlasciwosciach uczulajacych, ale jej reaktywnos¢
zwigzana z zdolnoscig do interakcji elektrofil-nukleofil (Roberts i in., 2018). Hapteny to
akceptory elektronéw (elektrofile), ktore reaguja z bogatymi w elektrony aminokwasami
(nukleofilami) poprzez wigzanie kowalencyjne, cO prowadzi do stabilizacji czasteczki.
Aminokwasy bedace celem haptendéw to lizyna, cysteina, histydyna, metionina czy tyrozyna
(Martins i in., 2011; Martin i in., 2018). Wigzanie kowalencyjne moze powstawa¢ rowniez
w reakcjach z udzialem wolnych rodnikéw. Hapteny moga wigza¢ si¢ z biatkami réwniez
niekowalencyjnie czego przyktadem sg jony metali tworzace z biatkami stabilne chelaty za
posrednictwem wigzan koordynacyjnych (Karlberg i in., 2008).

Nie wszystkie hapteny maja zdolno$¢ bezposredniego reagowania z biatkami skory. Czgs¢
z nich, tzw. prohapteny i prehapteny wymagaja wstepnej aktywacji do produktow posrednich
majacych zdolno$¢ wigzania z biatkami skory. Prehapteny to substancje aktywowane poza
skora na drodze przemian abiotycznych takich jak utlenianie czy fotoaktywacja, bez udziatu
uktadow enzymatycznych (Karlberg i in., 2013). Prohapteny wymagaja natomiast aktywacji
metabolicznej (enzymatycznej), ktora zachodzi w obrgbie skory (Aptula i in., 2007). Enzymy
skorne obejmujg uktad cytochromu P450 (CYP) wykazujacy aktywnos$¢ oksydazowsa (Karlberg
i in., 2013) monooksygenazy, dehydrogenazy, esterazy, amidazy oraz transferazy (Chipinda

27



iin., 2011). Za posrednictwem tych uktadow enzymatycznych, skoéra aktywnie uczestniczy
w procesie detoksykacji ksenobiotykow. Modyfikacja ich struktury chemicznej zwigksza
hydrofilnos¢ i utatwia eliminacje z organizmu. Jednak, w trakcie tego procesu mogg powstawaé
wysoce reaktywne zwigzki posrednie, pozostajace w skorze wystarczajaco dtugo, aby utworzy¢
kompleksy hapten-biatko (Vocanson i in., 2009). Wigkszo$¢ haptenow posiada reszty
lipofilowe umozliwiajace penetracje warstwy rogowej naskorka (Stratum corneum)
(Lepoittevin i in., 2000).

Pierwszy kontakt haptenu ze skorg wyzwala szereg reakcji o charakterze
immunologicznym. Po zwigzaniu haptenu z biatkami skory powstaja kompleksy, ktore sa
wchtaniane przez komorki prezentujace antygen (ang. antigen presenting cells, APC).
Gtéwnymi komorkami APC dla alergenéw kontaktowych sa naskorkowe komoérki Langerhansa
(ang. Langerhans cells, LC) i skorne komorki dendrytyczne zlokalizowane w skorze wlasciwe;j
(ang. Dendritic cells, DC) (Romani, 2012). Aplikacja haptenu na skore¢ aktywuje rowniez
keratynocyty (ang. Keratinocytes, KC), ktore poprzez uwalniany czynnik martwicy
nowotworow alfa (TNF-alfa), pobudzaja dojrzewanie APC i ich migracj¢ do lokalnych weztow
chlonnych. W lokalnych weztach chtonnych komorki prezentujace antygen aktywuja limfocyty
T CD4+/CD8+, ktore proliferujag do limfocytow T pamigci (Xu i in., 1996). Kontakt haptenu ze
skora prowadzi réwniez do uwolnienia endogennych glikolipidéw, ktore sg prezentowane
komorkom NK (ang. Natural Killer) przez skorne komorki dendrytyczne, co prowadzi do
uwalniania interleukiny 4 (IL-4). W obecnosci IL-4 dochodzi do aktywacji limfocytow B, ktore
rozpoczynaja produkcj¢ immunoglobuliny klasy M (IgM) (Gober i in., 2008).

Faza petnoobjawowa nastepuje po kolejnym kontakcie z tym samym alergenem. Komorki
T efektorowe 1 pamigci wytwarzaja wysoki poziom cytokin. Aktywowane limfocyty T migruja
z weztow chtonnych do Krwi, a nastepnie do obszaru skory, ktory miat kontakt z alergenem.
Migracja limfocytéw do odpowiedniego miejsca jest regulowana przez chemokiny i czasteczki
adhezyjne (Xu i in., 2000). Efektorowe limfocyty T uwalniajg prozapalne cytokiny, takie jak
interferon-gamma (IFN-gamma) i promuja eliminacje¢ haptenizowanych komorek, co prowadzi

do rozwoju klasycznej wysypki zapalnej (Kaplan i in., 2012).
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2.2. KEL. Charakterystyka metod

Stosowana powszechnie wytyczna OECD TG 442C dotyczaca pierwszego kluczowego
zdarzenia (KE1) w zakresie dziatania uczulajacego na skorg tj. zdarzenia inicjacji molekularnej
zostaly przyjete przez OECD i obejmujg trzy metody in chemico:

a) bezposredni test reaktywnos$ci peptydow (DPRA),

b) test reaktywnosci pochodnych aminokwasow (ADRA),

c) kinetyczny test bezposredniej reaktywnosci peptydow (kDPRA) (OECD 2022a).

W metodzie DPRA stosowane sg syntetyczne peptydy zawierajace lizyng i cysteine, ktore
sg inkubowane przez 24 godziny z nadmiarem substancji chemicznej. Podczas inkubacji
nastgpuje niekowalencyjne wigzanie peptydow i badanej substancji. Nastgpnie, st¢zenie
peptydow ocenia si¢ za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja UV
(HPLC-UV). Substancje klasyfikuje si¢ do jednej z czterech klas reaktywnosci na podstawie
ubytku peptydoéw cysteiny i lizyny. DPRA wykorzystuje peptydy o niskiej absorpcji UV
(Yamamoto i in., 2015), aby uzyska¢ odpowiednig czuto$¢ detekcji, koncowe stezenie badanej
substancji chemicznej musi by¢ wysokie (100 mM), co uniemozliwia analiz¢ substancji stabo
rozpuszczalnych. Wada tej metody jest mozliwos$¢ nieprecyzyjnego pomiaru stezenia peptydow
ze wzgledu na wystepowanie zjawiska koelucji, czyli wymywania dwoch lub wigkszej liczby

zwigzkow z kolumny chromatograficznej w tym samym czasie (Natsch i in., 2008).
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Wady metody DPRA zostaty zniwelowane w metodzie ADRA. Zastosowanie pochodnych
aminokwasow tj. N-(2-(1-naftylo)acetylo)-L-cysteiny (NAC) i a-N-(2-(1-naftylo)acetylo)-L-
lizyny (NAL) (Yamamoto i in., 2015; Fujita i in., 2014) pozwolito zredukowaé st¢zenie
koncowe badanej substancji chemicznej 100 razy (1 mM) (Akimoto i in., 2020) co daje
mozliwo$¢ badania substancji stabo rozpuszczalnych. W metodzie ADRA zastosowano
detekcje przy diugosci fali = 281nm, wiec nawet jesli testowana substancja chemiczna jest
wspoteluowana z NAC lub NAL, nie bedzie to mialo wplywu na oznaczenie iloSciowe
peptydow, o ile sama testowana substancja chemiczna nie absorbuje promieniowania UV przy
281 nm. Wada metody ADRA jest podatno$¢ NAC na utlenianie, zwtaszcza w obecno$ci nawet
niewielkiej koncentracji jonow metali. Mozna temu zapobiec poprzez dodanie kwasu
etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) w niskim stezeniu, ktéry bedzie kompleksowal obecne
w podtozu jony metali (Fujita i in., 2018). Ostatnie badania potwierdzily mozliwos¢
wykorzystania ADRA do oceny mieszanin stosowanych w sktadnikach kosmetycznych, dzigki
zastosowaniu stezenia wagowego, a nic molowego (Yamamoto i in., 2019). Analize substancji
wiclosktadnikowych umozliwia roéwniez metoda ADRA-FL. Zastosowanie detekcji
fluorescencji zredukowato liczbe pikow na chromatogramie, dzigki czemu uzyskano
pojedynczy ostry pik oraz stabilng lini¢ bazowa (Fujita i in., 2019).

W metodzie KDPRA, zastosowano tylko peptyd cysteinowy, w zwigzku z czym substancje
uczulajagce reagujace wylacznie z lizyng, takie jak niektore halogenki acylu, fenole lub
aldehydy, nie moga by¢ analizowane ta metoda. W kDPRA stosuje si¢ rownolegle pie¢ stezen
materiatu badanego (5; 2,5; 1,25; 0,625 oraz 0,3125 mM) oraz 6 czasow inkubacji materiatu
badanego z peptydem cysteinowym (10, 30, 90, 150, 210 i 1440 min). W celu okreslenia
resztkowego stezenia cysteiny stosuje si¢ monobromobiman (mBrB), ktéry reaguje
Z niezwigzanymi ugrupowaniami cysteinowymi tworzac fluorescencyjny kompleks (OECD
2022a).

W metodach in chemico znalazly zastosowanie rozne metody detekcji, a takze typy
substancji nukleofilowych (Tabela 2.1.). W metodzie spektroskopii NMR zaproponowano N-
butyloaming i 1-butanotiol jako substytuty nukleofilowych grup aminowych i tiolowych
odpowiednio, lizyny i cysteiny. Metoda ta zapewnia szybka wstepna oceng reaktywnosci
substancji chemicznej 1 pozwala na zastosowanie roztworow wodnych i1 niewodnych
(Sanderson i in., 2016). W innej metodzie opartej na NMR, zastosowano tioldansylocysteaming
(NMR-DCYA) ze wzgledu na jej charakterystyczne widmo NMR i minimalng interferencje
z wigkszoscig elektrofilow (Chittiboyina i in., 2015). DCY A zastosowano réwniez w metodzie

opartej na fluorescencji — High Throughput Screening method (HTS-DCYA), w ktorej addukt
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reakcji jest oznaczany ilo§ciowo w sposob bezposredni (Avonto i in. 2015). Dzigki tej metodzie
mozliwa jest ocena reaktywnos$ci calej mieszaniny nawet wtedy, gdy udziat poszczegdlnych
sktadnikow jest nieznany (emisje fluorescencji mozna ekstrapolowaé jako catkowitg liczbe
adduktow DCY A w roztworze). Oszacowano, ze metoda HTS-DCY A jest wystarczajgco czula,
aby umozliwi¢ detekcje wysokoreaktywnych zwigzkow wystepujacych w facznym stezeniu
2— 3% w/w (Avonto i in., 2018). Z kolei wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona
z tandemowg spektrometria mas (HPLC/MS-MS) zwigkszyta mozliwos¢ identyfikacji
substancji niekowalencyjnie wigzacych si¢ z peptydami lub substancji chemicznych
z naktadajacymi si¢ pikami z kazdym z peptydow. Metoda HPLC/MS-MS jest skuteczniejsza
W ocenie zwigzkow stabo rozpuszczalnych w wodzie (Zhang i in., 2018).

W przeciwienstwie do metod wymagajacych drogiego sprzetu, w metodzie spektro-DPRA
nieprzereagowany peptyd zawierajacy cysteing i grup¢ aminowa nieprzereagowanego peptydu
zawierajacego lizyng wykrywa si¢ odpowiednio za pomocag spektrofotometru UV-VIS
i fluorymetru. Gtowng zaletg tej metody jest skrocenie czasu pomiaru do 10 minut w
porownaniu z DPRA (22-26 h), jednak wadag tej metody sg trudnosci w szacowaniu potencjatu
uczulajacego pre/prohaptenow oraz substancji wysoce lipofilnych (Jeong i in., 2013; Cho i in.,
2014; Cho i in., 2019). Problem z prawidtlowym 0szacowaniem prohaptenow pojawia si¢
réwniez w metodzie wykorzystujacej glutation i cysteamine zamiast syntetycznych peptydow
(Nepal i in. 2018). Pozostatosci cysteaminy i glutationu po inkubacji z badanymi substancjami
przeprowadza si¢ do pochodnych przy uzyciu chlorku 4-(4-
dimetyloaminofenyloazo)benzenosulfonylu (DABS-CI), w wyniku tej reakcji powstaja bardzo
stabilne kompleksy (do 48 h). Poniewaz w metodzie tej uzywany jest bufor octanowy o pH 4,5
istnieje ryzyko uzyskania nieprawidtowych wynikéw dla silnie zasadowych chemikaliow. Aby
zwigkszy¢ potencjal wykrywania prohaptenow, zastosowano system utleniania peroksydazy
chrzanowej i nadtlenku wodoru (HRP/P) w metodzie PPRA (Peroxidase Peptid Reactivity
Assay) (Gerberick i in., 2009). Metoda PPRA zostala rowniez sprawdzona pod katem
wykrywania alergenow oddechowych, jednak nie wykazuje w tej kwestii przewagi nad metoda
DPRA (Lalko i in., 2013).

Przyktadem metody spetniajacej element szlaku zwigzanego z ekspresja biatek jest test
interakcji alergen-peptyd/biatko (APIA). APIA koncentruje si¢ na poczatkowych procesach
haptenacji w ludzkiej skorze 1 ocenia interakcje migdzy potencjalnymi alergenami a biatkami

lub peptydami zwigzanymi ze skorg (Bauer i in., 2011).
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Tabela 2.1. KE1. Zestawienie metod

) Liczba | Dokladnosé | Swoistos¢ | Czulosé
Metoda |  RoUZ) | Stosowany ) dayeh | Pl | 0| D | zgan
detekcji nukleofil
w porownaniu do LLNA
syntetyczny
peptyd
DPRA HPLC-UV zawierajacy 157 80 77 80 (OECD
; 2022a)
cysteing
ilizyne
NAC, (OECD
ADRA HPLC-UV NAL 124 79 92 74 2022a)
KDPRA detekcja peptyd 180 85 86 84 (OECD
fluorescencji cysteinowy 2022a)
NAC, (Fujitaiin.,
ADRA-FL HPLC-FL NAL 47 - - - 2019)
. n-
spektroskopia . i i i (Sanderson
NMR NMR butylamina, | 8 i in., 2016)
1-butanotiol
NMR- spektroskopia (Chittiboyina
DCYA NMR DCYA 17 i i i iin., 2015)
HTS- detekcja (Avonto
DCYA fluorescencji DCYA 33 82 %0 8 iin, 2015)
peptyd
HPLC/ HPLC/ cysteinowy 18 i i i (Zhang i in.,
MS-MS MS-MS peptyd 2018)
lizynowy
HPLC/ peptyd i i i (Gerberick
PPRA MS-MS cysteinowy 15 iin., 2009)
spektrometria peptyd-21, (Dietz iin.,
APIA masowa eotvd-20 3 - - - 2013)
MALDI-TOF | PePY!
UV-VIS peptyd
Spectro- | spektrofotome | cysteinowy (Choiin.,
DPRA -tria/ peptyd 40 825 86,7 80 2014)
fluorymetria lizynowy
Metoda
Z uzyciem
matych cysteamina (Nepal i in.,
endoge- HPLC - PDA glutation 30 %3 82 100 2018)
nnych
substancji

,» —» brak danych
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2.3. KE2. Charakterystyka metod

W ramach KE2 oceniana jest aktywacja keratynocytéw. Keratynocyty stanowig dominujacy
typ komorek naskorka, ktore w procesie keratynizacji stopniowo przeksztatcaja sie, tworzac
rézne warstwy, kazda o odmiennej specyfice.
Aktywacje keratynocytdow mozna oceni¢ na podstawie:

a) aktywacji szlakow biochemicznych,

b) analizy ekspresji genow i biatek,

c) oceny produkcji cytokin prozapalnych.

2.3.1. KE2. Metody oceniajace aktywacje szlakow biochemicznych

Kilka metod opiera si¢ na pomiarze aktywacji szlaku Nrf2 (Tabela 2.2.). Aktywnos¢
czynnika transkrypcyjnego Nrf2, gtéwnego regulatora stresu oksydacyjnego i elektrofilowego,
jest ujemnie regulowana przez biatko Keap1 (Helou i in., 2019), ktore jest celem dla haptenow
(Dinkova-Kostova i in., 2017). Zmiany konformacyjne w Keapl prowadza do akumulacji
czynnika transkrypcyjnego Nrf2, powodujac jego translokacje do jadra i aktywacje genow
zaleznych od elementu odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE) (Natsch, 2009; Emter i in., 2010;
Dinkova-Kostova i in., 2005; Kansanen i in., 2013).

Dwa testy opisane w wytycznych OECD nr 442D, tj. ARE-Nrf2 luciferase KeratinoSens™
I ARE-Nrf2 luciferase LuSens, wykorzystuja uniesmiertelnione adherentne linie komorkowe
pochodzace z ludzkich keratynocytow (KC). Gen reporterowy lucyferazy zostat stabilnie
wstawiony do keratynocytow pod kontrolg elementu ARE ludzkiego genu AKRIC2
(KeratinoSens™) (Emter i in., 2010) lub szczurzego genu Ngo1 (LuSens) (Ramirez i in., 2014).
Ilo$ciowy pomiar luminescencji wynikajacej z indukcji genu lucyferazy w komorkach po
ekspozycji na badang substancje jest wskaznikiem aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego Nrf2
(OECD 2022b). Rownolegle ocenia si¢ zywotno$¢ komoérek za pomocg bromku 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT). Jako alternatywny pomiar lub
zamiast testu MTT zaproponowano ocen¢ zywotnosci opartg na resazurynie, niewymagajaca
lizy komorek (Emter i in., 2015).

Aby zwigkszyé mozliwosé wykrywania prohaptendw, w tescie Keratinosens™ zastosowano
frakcje S9 pochodzgca z watroby szczura (Natsch i in., 2013a) lub frakcje S9 uzupetniong
enzymami ludzkiego cytochromu P450 (Huth i in., 2017).
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Do wykrywania czynnikoéw uczulajacych skore w wyrobach medycznych opracowano
reporterowa lini¢ komorkowa MDA-ARE charakteryzujaca si¢ wysoka ekspresja Nrf2
i Keapl. Pozwolito to na skrocenie czasu inkubacji i zastosowanie soli fizjologicznej z buforem
fosforanowym (PBS) jako pozywki indukcyjnej bez wpltywu na zywotno$¢ i proliferacje
komorek (Mertl i in., 2019). Z kolei w celu zwigkszenia czutosci zastosowano lini¢ komorkowa
MCF7 ARECc32 pochodzaca z linii komoérek ludzkiego raka sutka MCF7, zawierajaca
o$miokrotne powtorzenie sekwencji ARE. Test z uzyciem tej linii komérkowej charakteryzuje
si¢ dobrg czutoscig w identyfikacji umiarkowanych, silnych i skrajnych alergenéw oraz wysoka

swoistoscig (Natsch i in., 2007).

Tabela 2.2. KE2. Zestawienie metod oceniajgcych aktywacje szlakéw biochemicznych.

Doktadnosé Swoistosé Czutosé
ini i % % % ,
T I el e AT
4 w poréwnaniu do LLNA
ARE-NIf2 Transgeniczna linia
Luciferase komérkowa 145 77 72 79 (OECD
KeratinoSens . 2022b)
KeratinoSens™
Test
ARE-Nrf2 . ..
Luciferase Tran§gen|czna linia 72 74 74 74 (OECD
komorkowa LuSens 2022b)
LuSens test
Reporterowa (Natsch
MCF7 AREc32 linia komérkowa 102 83 86,6 81,4 iin,,
MCF7 AREC32 2007)
Reporterowa (Mertl
MDA-ARE linia komorkowa 22 - 100 92 iin,,
MDA-ARE 2019)
Keratinosens™ | Transgeniczna linia (Emter
— modyfikacja z komorkowa 35 - - - iin.,
resazuryna KeratinoSens™ 2015)
. . (Natsch
. Transgeniczna linia bt
Keratinosens- , iin.,
S9 komoérkowa 77 - - - 2013a)
KeratinoSens™
. Transgeniczna linia (Huth
Keratinosens- , .
S9/P450 komorkowa 2 - - - rin.,
KeratinoSens™ 2017)
=, brak danych
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2.3.2. KE2. Metody oceniajgce ekspresje genow

Do oceny aktywacji keratynocytow stosowane sg rowniez metody oceniajace ekspresje
genow (Tabela 2.3.).
Ludzka linia komoérkowa HaCaT zostala zastosowana do analizy genow metoda iloSciowe;j
reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR) w metodzie HaCaT cell
model assay. Gloéwnym ograniczeniem tej metody jest brak mozliwosci oddzielenia substanciji
nieuczulajacych od bardzo stabych substancji uczulajacych (McKim i in., 2010).
Ten sam system testowy zastosowano rowniez W metodzie profilowania genéw HaCaT (Veen
I in., 2013). Ekspresj¢ genéw odpowiedzi na stres oksydacyjny (HMOX1, STC2, ADM i SRD1)
oraz gendéw zwigzanych z odpowiedzig zapalng (CFOS i FosL1) analizuje si¢ za pomocg
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) po 4 godzinach ekspozycji
komorek HaCaT.
W metodzie SenCeeTox komoérki HaCaT zastgpiono modelem 3D — zrekonstruowanym
ludzkim naskorkiem (RhE) (McKim i in., 2012). RhE nasladuje strukture i organizacje skory,
ma zréznicowany naskorek i warstwe rogowa (Stratum corneum), umozliwia oceng sily
dziatania uczulajacego (Galbiati i in., 2018), stosowanie miejscowe i wykazuje wlasciwosci
metaboliczne. Natomiast model Episkin 3D jest wykorzystywany w tescie SENS-IS opartym
na analizie dwoch grup gendw istotnych dla procesu uczulenia: redoks i SENS-IS (Cottrez i in.,
2015).
Weczesna faza uczulenia skory (indukcja cytokin zapalnych 1 szlaki genow cytoprotekcyjnych)
oceniana jest w tescie EpiSensA za pomocg RT-PCR. Poczatkowo mierzono ekspresj¢ trzech
genow (ATF3, DNAJB4 i GCLM) (Saito i in., 2013). Nastegpnie, test zostat zmodyfikowany
poprzez wlaczenie analizy ekspresji czwartego genu dla IL-8. Ogodlna czuto$¢ i doktadnosé
EpiSensA jest relatywnie wyzsze niz w istniejacych testach in vitro (DPRA, KeratinoSens i h-
CLAT) (Saito i in., 2016).
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Tabela 2.3. KE2. Metody oparte na analizie ekspresji genow

) Doktadnosé Swoistos¢ | Czutosé .
Metoda Gen markerowy | Model é‘;zzzi [%] [%] [%] Zrédlo
y w poréwnaniu do LLNA
. ATF 3; GCLM 83,3- (Saito
EpiSensA DNAIBA 3D 16 87,5 - 100 75-100 100 | iin.2013)
ATF 3;
modyfikacja GCLM (Saito i in.,
EpiSensA DNAJB4; 3D 12 90 78 94 2017)
1L-8
REDOX:
17 genoéw, (Cottrez
SENS-IS SENS-IS: 3D 150 96,6 95,2 97,7 iin., 2016)
21 genow
NQO1,
AKRI1C2, TXN,
IL8, ALDH3A, L.
n';'ggeﬂ;:;' HMOX1, MafF, | 2D 58 84 92 81 (i'r\]"CZK(;Td)'
y GCLC, .
CYP1A1l, MT1,
MT2
Nrf2/ARE, L.
SenCeeTox AhR/XRE, 3D 11 - - - (il:lﬂczK(;Té)l
Nrfl/MRE "
HMOX1, STC2
Profilowanie ADM, SRD1,
, cFOS, FosL1, (Veeniin.,,
ﬁzré:o;vr DNMT3b, 2D 39 96,2 100 95 2013)
RBMS5, CDK12,
ARD37
=, brak danych

2.3.3. KE2. Metody oceniajgce produkcje cytokin zapalnych

Ostatni typ metod KE2 opiera si¢ na ocenie cytokin prozapalnych, gtéwnie IL-18, IL-6
oraz IL-l1alfa (Tabela 2.4.).

Interleukina 18 odgrywa kluczows role w indukcji ACD poprzez promowanie odpowiedzi
immunologicznej typu Th-1, wzmacniajac wydzielanie mediatoréw prozapalnych, takich jak
TNF-alfa, IL-8 i IFN-c (Cumberbatch i in., 2001). Do identyfikacji alergenéw kontaktowych
na podstawie stezenia IL-18 ocenianego w lizacie komérkowym metodg ELISA zastosowano
lini¢ komorek skory podobnych do nablonka, pochodzaca z normalnej ludzkiej skory, NCTC
2544 (Corsini i in., 2009). Wszystkie testowane substancje uczulajace, w tym prohapteny,
wywotywaly zalezny od dawki wzrost stezenia IL-18. Punktem krytycznym okazato si¢
wykorzystanie komorek w odpowiednim czasie, od 3 tygodni do 5 miesigcy po rozmrozeniu
(Corsini i in., 2012). Natomiast zastosowanie linii komorkowej HaCaT, dato duza liczbe

wynikow falszywie ujemnych (19 z 24 substancji uczulajacych zostalo blednie

36




zidentyfikowanych), uzyskano nastgpujaca doktadno$é, czutosc i swoisto$¢ dla 41 substancji:
57,2%; 22,2%; 91,7% (Veen i in., 2014). Model RhE pochodzacy z prawidtowych ludzkich
keratynocytow zostat wykorzystany w tescie ekwiwalentu naskorka IL-18 (EE) (Galbiati i in.,
2012). Stezenie IL-18 w supernatantach pohodowlanych po 24 godzinach inkubacji z badang
substancjg chemiczng oznacza si¢ ilo§ciowo za pomoca specyficznego testu ELISA. Wyniki
przedstawia si¢ jako wskaznik stymulacji (SI), tj. stosunek uwolnionej IL-18 do podstawowej
IL-18 znajdujacej si¢ na naskorku kontrolnym z naniesionym obojetnym rozpuszczalnikiem
(diluentem). Poziom IL-18 stosuje si¢ do odroznienia substancji uczulajacych od
nieuczulajacych, natomiast na podstawie zywotnosci komorek ocenia si¢ sile dzialania
uczulajacego.

W tescie HaCaSens mierzy si¢ poziom IL-6 oraz IL-1 alfa metoda ELISA w supernatantach
po 24 h inkubacji z badanymi substancjami chemicznymi (Jung i in., 2016). Klasyfikacja
substancji jest dokonywana roéwniez za pomocg wskaznika stymulacji (SI). Substancje
nieuczulajace charakteryzuja si¢ SI < 3 zaré6wno w przypadku IL-1a, jak i IL-6. Jesli dla
przynajmniej jednej z cytokin SI> 3 substancje okresla si¢ jako uczulajace. Dla testu HaCaSens
potwierdzona zostata czulo$¢ 75%, swoisto§¢ 83% 1 dokladno$¢ 77% przy uzyciu 22
zakodowanych substancji. Podczas badania walidacyjnego czulos¢ testu potwierdzono na
poziomie 81,8%, swoistos¢ na poziomie 87,5 %, a doktadno$¢ na poziomie 83,3%
w identyfikacji substancji uczulajacych skore (Chung i in., 2018). Dla zoptymalizowanego
testu HaCaSens, w ktorym zredukowano liczbe dawek substancji badanej z czterech do trzech
wykazano czutos¢ 83,3%, swoistos¢ 80,0% i doktadnos¢ 81,8% (Jeon i in., 2019).

Do oceny KE2 na podstawie analizy IL-1 alfa oraz makrofagowego biatka zapalnego 2 (MIP-
2) zastosowano linig komérek mysich HEL-30 (Son i in., 2013). Potaczenie tych punktow
koncowych dalo najbardziej wiarygodny wynik, tj. ogdélna doktadnosé: 86% (19 z 22).
W innym badaniu z uzyciem linii HEL-30 wykazano spjna zalezno$¢ dawka—odpowiedz dla
IL-1 alfa oraz IL-18 w przeciwienstwie do linii komorkowej HaCaT, gdzie nie mozna byto

oceni¢ 3 z 4 badanych substancji chemicznych (Och i in., 2005).
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Tabela 2.4. KE2. Metody oparte na ocenie produkcji cytokin

. Doktadnos¢ Swoistos¢ | Czutos¢ Drodi
Metoda | Ofnaczana ) System | Liczba [%] [%] [%] o
cytoxina estowy anye W poréwnaniu do LLNA
2D/ .
NCTC 2544 IL-18 NCTC 33 97 94,1 100 | (Galbiat
IL-18 2544 iin, 2012)
HaCaT 2D/ - (Veeniin.,
IL-18 IL-18 HaCaT 41 57,2 91,7 22,2 2014)
3D/ (Gibbs
IL-18 EE IL-18 RhE 27 95 - - iin., 2013)
HaCaSens 2D/ (Chung
IL-10, IL-6 HaCaT 20 83.3 87,5 81,8 iin., 2018)
Zoptymalizo- .
IL-1a 2D/ (Jeoniin.,
wany IL-6 HaCaT 22 81,8 80 83.3 2019)
HaCaSens
HaCaT/ e |20 |, (Ochiin.,
HEL30 IL-18 /HaCaT 2005)
'15}1'30 IL-1a 2D/ HEL- 22 86 (Soniin.,
MIPoa MIP-2 30 2013)
*w porownaniu do badan na cztowieku
=, Drak danych

2.4. KE3. Charakterystyka metod

Kluczowe zdarzenie KE3 dotyczy aktywacji komorek dendrytycznych (DC), ktore
specjalizujg si¢ w przetwarzaniu i prezentacji antygenow limfocytom za pomoca glownego
kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC). DC prezentujg peptydy gléwnie za posrednictwem
MHC Klasy Il rozpoznawanego przez limfocyty T CD4+. Mozliwa jest rowniez prezentacja
peptydow limfocytom T CD8+ za pomocg MHC klasy | (Zeromski i in., 2007). Tylko komoérki
dendrytyczne mogg prezentowac¢ antygen naiwnym limfocytom T (bez uprzedniego kontaktu
z antygenem). Po ekspozycji na hapten DC migrujg z naskorka do lokalnych weziow chionnych
przez naczynia limfatyczne skory (Lukas i in., 1996) i dojrzewaja, aby stac si¢ bardziej wydajna
komorka prezentujaca antygen (Gober i in., 2008), co skutkuje zwigkszong ekspresja roznych
markeréw btony komoérkowe;j, takich jak CD40, CD54, CD80, CD83, CD86 (Ste¢pnik i in.,
2003) oraz wytwarzaniem prozapalnych cytokin m.in. TNF-alfa, 1L-6, IL-8, IL-1 beta.
Zestawienie metod KE3 przedstawiono w Tabeli nr 2.5,

Nastepujace metody przyjete przez OECD w ramach wytycznej nr 442E pozwalajg odrdznié
substancje uczulajace skore tj. kategorie 1 GHS ONZ od nieuczulajacych:

» test aktywacji ludzkich linii komérkowych (h-CLAT),

» Test aktywacji linii komorkowej U937 (U-SENS),
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» Test genu reporterowego interleukiny-8 (test IL-8 Luc),
> Genomic Allergen Rapid Detection (GARD™)
Metoda h-CLAT wykorzystuje zdolnos¢ komorek dendrytycznych i monocytéw do ekspresji
markerow powierzchniowych, tj. CD86 i CD54, po 24 godzinach ekspozycji na badang
substancj¢ chemiczng. Do tego celu stosuje si¢ linig komorkowa ludzkiej biataczki
monocytowej THP-1 pochodzaca z krwi obwodowej mezczyzny z ostrg biataczkg monocytowa
(Tsuchiya i in., 1980), ktora stuzy jako surogat komorek dendrytycznych (Saito i in., 2013).
Z kolei w metodzie U-SENS, znanej dawniej jako MUSST (Myeloid U937 Skin Sensitization
Test), wykorzystuje si¢ ludzka lini¢ komorek chloniaka histiocytarnego, U937. Ten typ
komorek reaguje na kontakt z substancjami uczulajagcymi poprzez zwigkszenie ekspresji CD86
w sposob zalezny od dawki po 48 godzinach narazania (Python i in., 2007). Poziom markerow
powierzchniowych mierzy si¢ metoda cytometrii przeplywowej po wybarwieniu komorek
przeciwciatami  znakowanymi fluorochromem. Oblicza si¢ wzgledng intensywnosc
fluorescencji (RFI) markerow powierzchniowych w poréwnaniu z kontrolg rozpuszczalnikowa
(OECD 2022c). Lini¢ komdrkowa U937 wykorzystuje si¢ rowniez w teScie aktywacji U-937.
Komorki hoduje si¢ w obecnosci IL-4 w celu indukcji fenotypu podobnego do komorek
dendrytycznych (Python i in., 2007). Nastepnie komorki poddaje si¢ dziataniu testowanych
substancji chemicznych i analizuje metoda cytometrii przeptywowej pod katem ekspresji CD86
oraz analizuje si¢ ekspresje genow IL-1 beta i IL-8 przy uzyciu qRT-PCR. Pojedynczy marker
nie jest wystarczajacy do wiarygodnej oceny aktywacji DC. Najlepsze rezultaty uzyskuje si¢
oznaczajac ekspresje antygenu CD86 1 zywotno$¢ komoérek po 24 godzinach 1 72 godzinach
inkubacji, a poziom IL-8 metodg ELISA tylko po 72 godzinach. W przypadku watpliwych
wynikéw mozna zastosowa¢ dodatkowg analize ekspresji genu IL-1 beta i IL-8 po 24 godzinach
ekspozycji.

Ze wzgledu na mozliwo$¢ uzyskania wynikow fatszywie ujemnych dla substancji
nierozpuszczalnych w wodzie (zwlaszcza substancji o logKow > 2), zmodyfikowano test h-
CLAT poprzez zastosowanie innej metody ekspozycji, tj. krotkotrwatej ekspozycji na medium
dyspersyjne ciektej parafiny (LP h-CLAT) (Narita i in., 2018). Komorki THP-1 krotko (przez
5 minut) naraza si¢ na badane substancje chemiczne rozproszone i rozcienczone w parafinie
(LP). Nastgpnie komorki sa przemywane, ponownie zawieszane w pozywce hodowlanej
I inkubowane przez 24 godziny w standardowych warunkach (37°C, 5% CO3). Zastosowanie
wielopoziomowej strategii taczacej oryginalny test h-CLAT ze zmodyfikowanym testem h-

CLAT zapewnia wysoka czuto$¢ i doktadnos¢, odpowiednio 95% 1 88%. Jednak metoda
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wykorzystujaca LP moze by¢ nieodpowiednia dla prohaptenow i substancji nierozpuszczalnych
w LP (Narita i in., 2018).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1223/2009 wprowadzito zakaz
testowania produktéw 1 sktadnikow kosmetycznych na zwierzgtach, w zwiazku ztym,
w standardowym te$cie h-CLAT zastapiono sktadniki pochodzenia zwierzgcego produktami
niezwierzecymi. Zastapiono ptodowsa surowicg bydleca (FBS) ludzka surowica (HS), bydleca
albumine surowicy (BSA) ludzkg albuming surowicy (HSA) oraz zastosowano przeciwciala
pochodzenia niezwierzgcego (Edwards i in., 2018). Stosujac metode wolng od produktow
pochodzenia zwierzecego (animal free h-CLAT) uzyskano prawidlowe wyniki substancji
walidacyjnych. Obecnie autorzy metody daza do wiaczenia modyfikacji niezwierzgcej do
wytycznej OECD 442E. Inni badacze zaproponowali hodowlg komérek THP-1 przy uzyciu
pozywki wolnej od FBS pochodzenia zwierzgcego, tj. pozywki RPMI-1640 z dodatkiem HL-
1™ Jub pozywki X-VIVO™ 10 (serum free h-CLAT). Jednak zastosowanie pozywki X-
VIVO™ 10 wymagato modyfikacji kryteriow akceptacji testu bieglosci, poniewaz komorki
THP-1 hodowane bez FBS byly bardziej podatne na sity hydrodynamiczne, w tym napre¢zenia
$cinajgce podczas kilkukrotnego wirowania probek i ponownego zawieszania osadu. Pomimo
niewielkich korekt oryginalnego protokotu, mozliwe byto prawidtowe przewidzenie potencjatu
uczulajacego dziesigeiu substancji walidacyjnych (Marigliani i in., 2018).

Powyzsze metody wykorzystuja linie komorkowe o wydluzonym okresie namnazania,
pochodzace gtdownie z nowotworow krwiotworczych, co moze mie¢ pewne wady. Ustanowione
linie komorkowe moga charakteryzowaé si¢ niestabilno$cig genomowa oraz niedoborem
metabolicznym lub sygnalizacyjnym, dlatego tez w metodach oceniajacych ekspresje
antygenow powierzchniowych indukowanych przez substancje uczulajace wykorzystuje sig
rowniez komorki pierwotne (pgpowinowe lub z krwi obwodowej) (Santos i in., 2009).
Zastosowanie znalazty plazmocytoidalne komorki dendrytyczne (pDC) uzyskane z ludzkich
DC wytworzonych z komoérek progenitorowych CD34+ pochodzacych z krwi pepowinowe;j
(Ayehunie i in., 2009) oraz komorki dendrytyczne pochodzgce z monocytow krwi obwodowe;j
(PBMDC) (Reuter i in., 2011). Jako punkt koncowy, stosuje si¢ cytometryczny pomiar
ekspresji antygenu CD86. Kluczowa kwestia w metodach wykorzystujacych komorki
pierwotne jest wstepna ocena ekspresji antygenu CD86, komoérki z podwyzszong ekspresja tego
antygenu (CD86 > 50%) powinny by¢ wykluczone z analizy. Dobre wyniki w przewidywaniu
alergenéw kontaktowych uzyskuje si¢ oznaczajac poziom IL-8 oraz oceniajac ekspresje
antygenow CD83 i CD86 (moDC IL-8 assay) (Toebak i in., 2006). Do tego celu wykorzystuje

si¢  komodrki dendrytyczne pochodzace z monocytow (moDC) wyizolowane
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z heparynizowanych, wzbogaconych w leukocyty kozuszkow leukocytarnych od réznych
dawcow metoda wirowania w gradiencie gestosci. Stwierdzono, ze stezenie IL-8 wzrasta po
ekspozycji komorek na czynniki uczulajgce i spada po ekspozycji na czynniki draznigce.
Oprécz komorek pochodzenia ludzkiego, stosuje si¢ rowniez mysie komoérki pierwotne tj.
komorki dendrytyczne pochodzace ze szpiku kostnego (BMDC) (Pépin i in., 2007). Przy
uzyciu cytometrii przeplywowej ocenia si¢ zmiany w ekspresji antygenow MHCII, CDA40,
CD54 1 CD86. Dla 20 badanych substancji chemicznych uzyskano czuto$¢ 69% i doktadnosé
75% (Battais i in., 2017).

llosciowe zmiany w ekspresji IL-8 zwigzane z aktywacja komorek dendrytycznych oznacza
si¢ w tescie 1L-8 Luc wykorzystujagcym stabilng reporterowsg lini¢ komoérkowa pochodzacg z
THP-1, THP-G8. THP-G8 charakteryzuje si¢ ekspresja genéw Stable Luciferase Orange (SLO)
i Stable Luciferase Red (SLR) pod kontrolg IL-8 i dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu
(promotor kontroli wewnetrznej GAPDH). Pomiar ilo$ciowy indukcji genu lucyferazy
przeprowadza si¢ przez wykrywanie luminescencji. Po reakcji z D-lucyferyna, dwie lucyferazy
emitujg rozne kolory (OECD 2022b; Takahashi i in., 2011). Mechanizm nadprodukcji IL-8
przez komorki THP-1 po ekspozycji na czynniki uczulajace jest zwigzany ze szlakami MAPK
(kinaza biatkowa aktywowana mitogenem) i jest silnie indukowany subtoksycznym (60-90%
zywotnosci) stezeniem substancji uczulajacych skore (Nukada i in., 2008).

Stosuje si¢ rowniez wykrywanie antygenow powierzchniowych z jednoczesng analiza
cytokin w supernatantach z hodowli (CD86 and IL-8 release assay). Potaczenie analizy
ekspresji antygenu CD86 oraz wydzielania IL-8 pozwala na przewidywanie dziatania
uczulajgcego z doktadnos$cig 95,2% i czutoscig 93,5% (Parise i in., 2015).
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Tabela 2.5. KE3. Podsumowanie metod.

Doktadnosé Swoistosé¢ Czulos¢
Metoda oo commrek | dangen = Ll - Zrdio
Y y W poréwnaniu do LLNA
i ekspresja i (OECD
h-CLAT CD86/CD54 THP-1 142 85 66 93 2022¢)
LP ekspresja (Narita
h-CLAT CD86/CD54 THP-1 132 88 70 % iin., 2018)
animal free ekspresja i i i i (Edwards
h-CLAT CD86/CD54 THP-1 10 iin., 2018)
serum free ekspresja i i i i (Marigliani i
h-CLAT CD86/CD54 THP-1 10 in., 2018)
U-SENS | ekspresjaCD86 | U-937 | 166 86 65 o1 (OECD
2022c)
PBMDC ekspresja i i i (Reuter
assay CD86 PBMDC | 12 iin., 2011)
ekspresja
BMCDs MHC 11/ (Battais
assay CD40/ BMCD |20 S - 69 1 jin. 2017)
CD54/CD86

pDC ekspresja (Ayehunie
assay CD86 pDC 45 1 86 9 i in., 2009)
) poziom THP- (OECD

IL-8 LUC IL-8 Gs 113 89 53 96 20220)
ekspresja
GARD™ genow SenzaC (OECD
skin ~ 196 ell & 87,6 89,9 87,2 2022¢)
transkryptow
ekspresja genow: i
Vitosens CREM, RO I & 89 97 82 (I'*Iz"yggggg)s
CCR2 B
ekspresja genow:
Trxrl, Hmox1,
FSDC Ngol, Cxcl10 (Neves i in.,
assay -szlaki FSDC 18 94 100 92 2013)
sygnalowe p38
MAPK oraz JNK
CD86/

IL-8 poziom IL-8, i i (Parise i in.,
release ekspresja CD86 THP-1 31 9.2 935 2015)
assay

Test . ..

. oziom IL-8, (Python i in.,
aktywacji P . U-937 16 - - -
U-937 ekspresja CD86 2007)
poziom IL-8,
ILr-nBOSsSa ekspresja CD86 moDC 12 - - - i i(rTOZ%%IES)
Y oraz CD83 B
i . i i i i i (Nukada
IL-8 Luc poziom 11-8 THP-1 23 iin., 2008)

Aktywacje komorek dendrytycznych mozna ocenia¢ na podstawie analizy ekspresji genow.
W metodzie Genomic Allergen Rapid Detection (GARD) badana jest ekspresja genow
komorek linii SenzaCells, ktora ma ludzkie pochodzenie mieloidalne o cechach zblizonych do

komorek dendrytycznych. Mierzonych jest 196 transkryptow uczestniczacych w szlakach
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sygnatlowych zaangazowanych w rozpoznawanie obcych substancji i dojrzewanie DC
(sygnatura predykcji GARD) (Johansson i in., 2011). Metoda GARD pozwala na oceng sity
dziatania uczulajacego (kategorie 1A, 1B i brak kategorii) (Zeller i in., 2017). W inngj
metodzie, VITOSENS oceniana jest ilosciowo ekspresja dwoch genow za pomocg qPCR w
komoérkach DC34+. Test VitoSens skutecznie odréznia chemikalia uczulajace od
nieuczulajagcych na podstawie ekspresji modulatora elementu reagujacego na cykliczny
monofosforan adenozyny (CREM) i receptora biatka chemotaktycznego monocytow 1 (CCR2)
po 6 godzinach ekspozycji (Hooyberghs i in., 2008). Do analizy ekspresji genéw i profili
sygnalizacji wewnatrzkomérkowej mozna rowniez wykorzystac lini¢ komorek dendrytycznych

pochodzenia ptodowego ze skory myszy (FSDC) (Neves i in., 2013).

2.5. KE4. Charakterystyka metod

Wspotczesne alternatywne metody oceniajace uczulenie skory skupiajg si¢ na analizie KE1-
KES3. Uwaza si¢, ze wlaczenie metod KE4 zwigkszy doktadno$¢ i powtarzalnos¢ predykcji
(Nagahata i in., 2022). Czwarte kluczowe zdarzenie opiera si¢ na aktywacji i proliferacji
limfocytow T w lokalnych weztach chtonnych. Ta koncowa faza uczulania jest oceniana za
pomocy testow lokalnych weztow chtonnych (LLNA) opisanych we wcze$niej wspomnianych
wytycznych OECD 429, 442A, 442B.

Niezwierzeca alternatywa dla KE4, test pobudzania ludzkich limfocytow T in vitro (hnTCPA)
jest metoda, w ktorej wyeliminowano glowne ograniczenia, tj. niskg czestotliwos¢ naiwnych
limfocytow T o specyficznosci dla danej substancji chemicznej we krwi obwodowej oraz
potencjalnie wysoki prog aktywacji tych limfocytow. Komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j
(PBMC) (np. z kozuszka leukocytarno-ptytkowego lub 300-500 ml swiezej heparynizowanej
krwi) od jednego zdrowego dawcy sa wykorzystywane jako zrodto komorek dendrytycznych
pochodzacych z monocytéw (moDC) i naiwnych limfocytow T. MoDC inkubuje si¢ przez noc
z badang substancjg chemiczng w nietoksycznym stezeniu (zywotnos$¢ komorek > 80%)
W obecnosci lipopolisacharydow (LPS) lub TNF-alfa, co umozliwia generowanie epitopow
komorek T. Naiwne limfocyty T i zmodyfikowane chemicznie moDC sg hodowane wspolnie,
opcjonalnie w obecnosci komorek odzywczych, kostymulujacego przeciwciata CD28 i cytokin.
Po 10 dniach wytwarzanie IFN-c i TNF-alfa przez komorki T jest wykrywane po ponownej
prowokacji przez chemicznie zmodyfikowane moDC (Richter i in., 2013). Wykazano, ze
pobudzanie komorek T swoistych dla alergenu jest ograniczone przez kilka subpopulacji
komorek odpornosciowych obejmujacych komoérki dendrytyczne CD1a™9, komorki T CD25+

i komoérki regulatorowe CD56+. Eliminacja tych subpopulacji komoérek moze znacznie
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poprawi¢ czuto$¢ metody hTCPA do wykrywania stabych substancji uczulajacych (Vocanson
iin., 2014).

W testach dotyczacych aktywacji ludzkich limfocytow powszechnie wykorzystuje si¢ lini¢
komorkowa Jurkat. Jest ona réwniez stosowana do wykazania wczesnej aktywacji komorek T
wywotywanej przez substancje uczulajace na podstawie indukcji antygenu CD69 oznaczanego
metoda cytometrii przeptywowej. W metodzie tej nie stosuje si¢ komoérek prezentujacych

antygen, co znacznie upraszcza procedure wykonania testu (Hou i in., 2020).

2.6. Metody z wykorzystaniem kokultur

Obecnie stosowane metody uwzgledniajg tylko jeden typ komorek zwigzany z konkretnym
kluczowym zdarzeniem w procesie uczulenia skory, nie uwzgl¢dniaja interakcji
miedzykomorkowych zachodzacych in vivo. Zastosowanie metody kokultury, w ktorej
hodowane s3 co najmniej dwie populacje komorek pozwala na wzajemne oddziatywanie
pomiedzy réznymi typami komorek bioracych udziat w procesie uczulenia skory nasladujac
procesy w niej zachodzace (Goers i in., 2014). Metody wspolnej hodowli integruja glownie
dwa rodzaje komorek: keratynocyty i komorki dendrytyczne i sa stosowane w réznych
formatach hodowli, moga by¢ oparte na dwuwymiarowych (2D) oraz trojwymiarowych (3D)

modelach hodowli komorkowych.

2.6.1. modele 2D

W metodzie LCSA (loose-fit co-culture-based sensitisation assay) stosuje si¢ pojedyncza
warstwe ludzkich adherentnych KC oraz nieprzylegajace monocyty (Schreiner i in., 2007).
Keratynocyty uzyskuje si¢ ze skory otrzymanej jako materiat resztkowy po zabiegach chirurgii
plastycznej, podczas gdy monocyty izoluje si¢ z krwi dorostych lub z koncentratu leukocytow,
stosujac koktajle cytokin indukujace roznicowanie komorek prekursorowych do niedojrzatych
komorek podobnych do komoérek dendrytycznych. Nastepnie, te dwa typy komoérek hoduje sie
wspolnie w pozywce bez surowicy w obecnosci interleukiny-4 (IL-4), czynnika stymulujgcego
tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw (GM-CSF) oraz transformujacego czynnika
wzrostu beta (TGF-b). Po 48 godzinnej inkubacji komorek z materialem badanym, komorki
nieprzylegajace analizuje si¢ metodg cytometrii przeptywowej w celu oceny ekspresji CD86.
Metoda LCSA pozwala na kategoryzacje sity dziatania uczulajgcego na podstawie wartosci
EC50, tj. stezenia substancji, ktore wywoluje wzrost ekspresji antygenu CD86 > potowie
maksymalnego wzrostu. Ustalono nastgpujace kategorie sity dziatania uczulajacego:

<12,5 uM: skrajne;
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<50 uM: silne;

<100 pM: umiarkowane;

>100 uM: stabe.

Substancje, ktore nie wywolujg znaczacego wzrostu ekspresji antygenu CD86 do
maksymalnego testowanego st¢zenia, uznaje si¢ za substancje nieuczulajgce. Wazng zaleta tego
testu jest aktywnos$¢ metaboliczna zapewniana przez keratynocyty w poréwnaniu z innymi
metodami, ktore opierajg sie wylgcznie na komorkach dendrytycznych (Sonnenburg i in.,
2015).

Podczas gdy metodg LCSA mierzy si¢ aktywacj¢ komorek dendrytycznych, za pomocg
innej metody, LCSA-ly, mozliwy jest jednoczesny pomiar dodatkowego punktu koncowego
dla limfocytoéw (Frombach i in., 2018). Metoda LCSA-ly obejmuje trzy kluczowe zdarzenia
w AOP (KE2, KE3, KE4) dla uczulenia skory przez zastosowanie systemu trojkulturowego
sktadajacego si¢ z pierwotnych keratynocytow, komorek dendrytycznych pochodzacych
z monocytéw oraz limfocytow. Analizowano przydatnos¢ kilku markerow powierzchniowych
limfocytow (CD44, CDI119, CDI124 i IL-23R) oraz cytokin (IFN-gamma, IL-4, IL-17)
w supernatantach z hodowli komodrkowych mierzonych odpowiednio metoda cytometrii
przeptywowej i metoda ELISA. Poniewaz markery CD44 i CD124 oraz cytokina IL-4 byty
stale wykrywane w limfocytach od wszystkich dawcéw, wydaja si¢ one by¢ najbardziej
obiecujagcymi parametrami odczytu dla przysztych testow uczuleniowych (Frombach i in.,
2018). W celu uzyskania optymalnie reagujacych limfocytow, ktore sa rowniez czescig
jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (PBMC), obowigzkowe jest stosowanie $wiezych,
nie kriokonserwowanych PBMC.

W przeciwienstwie do metody LCSA, w ktorej stosuje si¢ komorki pierwotne, zaproponowano
wspothodowle komorek THP-1 i NCTC 2544 (Meloni i in., 2010). NCTC 2544 wysiewa si¢ na
24-studzienkowe;j plytce i hoduje si¢ do konfluencji. Nastepnie, na t¢ sama ptytke wysiewa si¢
komorki THP-1 i poddaje ekspozycji na substancje badane przez 24 h. Przy uzyciu metody RT-
PCR ocenia si¢ ilosciowo ekspresje gendéw CD86, CD54, 1L-8 oraz beta-aktyny. Geny CD86,
CD54, IL-8 stanowia biomarkery uczulenia skory, natomiast ekspresja genu beta-aktyny
stanowi endogenng kontrole. Metoda ta pozwala tylko na identyfikacje silnych substancji
uczulajgcych na podstawie ekspresji genu IL-8. Dlatego istnieje potrzeba optymalizacji
warunkow eksperymentalnych w celu wykrywania stabiej reagujacych substancji chemicznych
(Meloni i in., 2010).

Inng metoda, ktdra proponuje zastosowanie ustalonych linii komorkowych, jest test aktywacji

wspoélnej hodowli (COCAT) z komoérkami HaCaT i THP-1(Henneniiin., 2017). Komorki THP-
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1 umieszcza si¢ na konfluentnych keratynocytach HaCaT, hodowane wspolnie komorki sg
poddawane ekspozycji na substancje badane. Aktywacje¢ komorek dendrytycznych ocenia sig¢
przez pomiar ekspresji CD54 i CD86 w komorkach THP-1 przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Kokultura potencjalnie zwigksza reakcje komoérek na uczulajgce substancje
chemiczne, umozliwiajac wykrywanie prohaptenéw i wspierajac identyfikacje sity dziatania
uczulajacego na skore.

Istnieje rowniez kilka metod wykorzystujacych zarowno komorki pierwotne, jak i ustalone
linie komorkowe. W metodzie wykorzystujacej ludzkie Kkeratynocyty pochodzace
zZ pozostatosci tkanek po operacjach plastycznych oraz komorki THP-1 mierzy si¢ ekspresje
CDB86 i CD54 na komorkach THP-1 za pomoca cytometrii przeptywowej po 24h ekspozycji
kokultury (Caoii in., 2012). W metodzie tej zastosowano kokulture posrednia z wykorzystaniem
insertow, ktoérych dno wykonano z membrany poliestrowej grubosci 10 um z porami 0,4 pum.
Keratynocyty znajduja si¢ w gornej komorze, natomiast komérki THP-1 znajduja si¢ w dolnej
komorze ptytki 12-dotkowej. Zastosowanie wspolnej hodowli keratynocytow i komorek
dendrytycznych wzmocnito ekspresj¢ antygenu CD86 na komorkach THP-1. W poréwnaniu
Z monokulturowymi komoérkami THP-1, zwiekszona ekspresja antygendw wystapila réwniez
przy nietoksycznym stezeniu substancji uczulajacych. Jest to przyktad segregowanej wspolnej
hodowli, w ktorej komorki nie kontaktujg si¢ ze sobg bezposrednio, ale poprzez czynniki
rozpuszczalne (Thélu i in., 2020).

Aby poprawi¢ wykrywanie haptenow 1 prohaptenéw, zaproponowano metode
wykorzystujaca wspolng hodowle sktadajaca sie¢ z komorek Langerhansa (LC) pochodzacych
z MUTZ-3, keratynocytow HaCaT i pierwotnych fibroblastow (FB) (Lee i in., 2018).
Zastosowanie fibroblastow, bedacych zrodlem wielu cytokin i chemokin, moze zwigkszaé
ekspresj¢ cytochromu P450 w keratynocytach, a w konsekwencji zwigksza¢ mozliwo$¢
wykrycia substancji uczulajacych wymagajacych aktywacji metabolicznej (Luu-The i in.,
2009). Pomiar trzech markerow tj. zewnatrzkomorkowego poziomu IL-8, MIP-18 i GM-CSF
pozwolit na uzyskanie 91% doktadnosci. Metoda ta umozliwia rowniez oszacowanie sily

dziatania uczulajacego z og6lng doktadnoscia 83%.

2.6.2. Modele 3D

Zaletg zastosowania modelu 3D jest mozliwos¢ miejscowego stosowania substancji
chemicznej oraz integracja wszystkich zdarzen zachodzacych w poczatkowej fazie uczulenia

(funkcja bariery, biodostepnos¢, interakcja komorek nabtonka KC/DC, dojrzewanie DC)
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(Ouwehand i in., 2011a). Tego rodzaju metody wykorzystujg trojwymiarowe modele naskorka
tj. zrekonstruowany ludzki naskorek (RhE) lub ekwiwalent skory (SE).

Tréjwymiarowy model RhE, ktory sktada si¢ z normalnych keratynocytow naskorka
pochodzacych od cztowieka (NHEK) ma kilka zalet w poréwnaniu z tradycyjnymi hodowlami
komoérkowymi:

« RhE nasladuja strukture i organizacje naskorka, poniewaz sg oparte na keratynocytach,
maja zroznicowany naskorek 1 warstwe rogowa naskorka,

o model RhE moze by¢ réwniez wykorzystany do oceny sity dziatania uczulajacych
skore (Galbiati i in. 2018),

o modele RhE umozliwiajg nanoszenie badanej substancji chemicznej na ,,skorg”
Z mniejszymi ograniczeniami dla substancji badanej i wykazuja zdolno$¢ metaboliczng

podobng do ludzkie;j.

SE to bardziej zaawansowane modele ekwiwalentu skory o petnej grubosci, sktadajace si¢
z RhE zawierajacego dodatkowo fibroblasty i inne typy komorek, takie jak komorki
odpornosciowe (Thélu i in., 2020). W modelach 3D wykorzystywane sg komorki dendrytyczne
z roznych zrddet. Opisano rozne subpopulacje DC o réznych funkcjonalno$ciach, w zaleznos$ci
od poziomu ekspresji okreslonych markerow powierzchniowych, ich statusu aktywacji
i lokalizacji anatomicznej. Dwie glowne podgrupy komorek dendrytycznych to
plazmocytoidalne DC (pDC) i mieloidalne DC (mDC) (Vittorakis i in., 2014).
Plazmocytoidalne DC zastosowano z ludzkim naskorkowym modelem RhE (EpiDerm™,
MatTek) w metodzie wspolnej hodowli oceniajgcej uczulenie skory. W pierwszym etapie testu
inserty tkanek RhE umieszcza si¢ na granicy faz powietrze-ciecz nad pDC zawieszonymi
W pozywce, a nastepnie poddaje ekspozycji na badang substancje chemiczng przez 4 godziny
wspodlnej inkubacji. Drugim etapem testu jest oddzielne hodowanie tkanek RhE i pDC przez
dodatkowe 20 godzin. Metoda ta wykorzystuje dwa punkty koncowe: pomiar ekspresji
antygenu CD86 na komorkach dendrytycznych metoda cytometrii przeptywowej oraz pomiar
stezenia IL-18 w pozywce RhE. Z trzech niezaleznych eksperymentow badacze uzyskali
srednig doktadnos$¢ 89%, czutos¢ 100% i swoistos¢ 67% (Troese i in., 2015).
Istnieje kilka metod wykorzystujgcych komorki Langerhansa uzyskane przez rdznicowanie
komorek MUTZ-3 (MUTZ-LC).

Model RhE Episkin® (SkinEthic, Francja) - rekonstytuowana hodowla organotypowa
ludzkich keratynocytéw tworzacych wielowarstwowy zréznicowany naskorek na macierzy

kolagenowej i MUTZ-LC sg hodowane jako dwie populacje komoérek oddzielone porowata
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btona (Ouwehand i in., 2011a). Po 48 godzinach narazania RhE ocenia si¢ zywotno$¢ RhE przy
uzyciu testu MTT i mierzy si¢ ekspresj¢ antygenéw CD54 i CD86 na komérkach MUTZ-3, jak
réwniez zywotno$¢ DC metodg cytometrii przeptywowej z jodkiem propidyny.

Komoérki MUTZ-3, ktore sa zroznicowane do LC (MUTZ-LC) za pomoca koktajlu cytokin
(GMCSF + TNF-alfa + TGF-betal) sa rowniez wykorzystywane z modelem ekwiwalentu
naskorka (VUMC-EE). Substancje chemiczne w subtoksycznych stezeniach (zywotno$¢ >
70%) naktada si¢ miejscowo na EE przez nasycony krazek bibuly filtracyjnej przez 24 godziny.
Po usuni¢ciu dysku, hodowlg zbiera si¢ 24 godziny p6zniej (faczny czas 48 godzin). Posrednio
traktowane komoérki MUTZ-LC sprawdza si¢ pod katem ekspresji  antygendow
powierzchniowych CD86 i CD54, a takze mierzy si¢ zywotno$¢ z uzyciem jodku propidyny.
Zywotno$¢ EE po 48 godzinach jest okre$lana w tescie MTT. Wstepne wyniki nie wykazaty
zwicgkszonej ekspresji antygenow powierzchniowych na MUTZ-3 i MUTZ-LC w modelu
kokultury w poréwnaniu z modelem monokultury. Jednak zaleta stosowania kokultury jest
uwzglednienie funkcji bariery naskorkowej oraz mozliwo$¢ zastosowania zwigzkow
hydrofobowych (Ouwehand i in., 2011a).

W innej metodzie MUTZ-LC taczy si¢ z odpowiednikiem petnej grubosci skory (RealSkin),
jednak zestaw powszechnie stosowanych antygenéw powierzchniowych (CD86, CD54)
i cytokin (IL-18) zostat rozszerzony 0 27-cytokinowy screening i funkcjonalny test chemotaksji
uwzgledniajacy ztozonos¢ mechanizmu uczulenia skory (Lee i in., 2014). RealSkin, model
skory o pelnej grubosci z EpiSkin™, sktada si¢ z odpowiednika skoéry z siecia kolagenu
rozpuszczalnego w kwasach 1 normalnymi ludzkimi fibroblastami, pokrytymi uwarstwiona,
dobrze zr6znicowang warstwg naskorka pochodzaca od normalnego dorostego cztowieka. Po
48 godzinach narazenia RealSkin, w supernatancie ocenia si¢ 27 ludzkich cytokin przy uzyciu
testu Bio-plex. Dodatkowo, ekspresj¢ antygenow CD86 i CD54 analizuje si¢ za pomoca
cytometrii przeptywowej, jak rowniez zdolno$¢ migracji MUTZ-LC w obecnosci CCL19 za
pomoca hemocytometru. Przeprowadzone badania wykazaty, ze metoda z wykorzystaniem
pelnego panelu cytokin uzyskata jedynie 75% doktadnos$¢ przy niskiej czutosci 67%
I swoistosci 83% w kategoryzacji substancji uczulajacych. Aby poprawi¢ wydajnos¢ metody,
dokonano selekcji cech. Zawgzenie liczby cytokin do: IL-12, IL-9, VEGF, IFN-y dato najlepsza
skutecznos$¢ klasyfikacji, gdzie doktadnos¢, czutos¢ 1 swoistos¢ wyniosty 92%.

Nie tylko linia komorkowa MUTZ-3 jest wykorzystywana w modelach wspolnej hodowli
3D, linia komoérkowa THP-1 znalazla rowniez zastosowanie jako zrédto komorek

dendrytycznych.
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Model taczacy RhE z THP-1 w segregowanej kokulturze pozwala na ocen¢ dojrzewania
komorek dendrytycznych w ich naturalnym S$rodowisku, poniewaz komorki THP-1 sa
wysiewane pod zrekonstruowanym ludzkim naskoérkiem (Schellenberger i in., 2019).
Natychmiast po wysianiu komérek THP-1 na modele skéry naktada si¢ rosnace st¢zenia
testowanych substancji chemicznych i inkubuje przez 24 godziny. Po inkubacji RhE sa
usuwane, a komorki THP-1 sg zbierane i ekspresja powierzchniowa CD86, CD54, CD40
i HLA-DR na zywych komorkach THP-1 jest analizowana przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Wzrost ekspresji antygenow CD86, CD54, CD40 i HLA-DR na komoérkach
THP-1 oblicza si¢ jako krotno§¢ zmiany $rednich intensywnosci fluorescencji (MFI) miedzy
komodrkami eksponowanymi na substancje badane i rozpuszczalnik. Zaleta tej metody jest
mozliwos¢ badania stabo rozpuszczalnych w wodzie substancji i mieszanin po zastosowaniu
miejscowym oraz ocena aktywacji DC z uwzglednieniem wrodzonej odpowiedzi
keratynocytow indukowanej przez zastosowane zwigzki i1 ewentualnie produkty wtdrne
generowane przez uwarstwione keratynocyty.

Komercyjnie dostegpne modele 3D skéry w duzej mierze nie zawieraja komorek
immunokompetentnych (Bock i in., 2018). Istnieje kilka metod kokultury 3D, w ktorych
MUTZ-LC sg integrowane z odpowiednikiem ludzkiej skory.
W pelni uwarstwiony naskorek ze wszystkimi charakterystycznymi warstwami naskorka zostat
uzyskany przez wysiewanie na wierzch macierzy kolagenowej zawierajacej fibroblasty,
mieszaning pierwotnych ludzkich keratynocytow i MUTZ-3-LC przez 24 godziny, a nastgpnie
model hoduje si¢ w uktadzie powietrze-ciecz (ALI). Ocena histologiczna po 10 dniach
wykazala, ze obecnos¢ MUTZ-3-LCs nie miata wplywu na rdéznicowanie naskorka (Laubach
iin., 2011).
Zachowanie komorek dendrytycznych pod wptywem substancji uczulajacych 1 draznigcych
zweryfikowano za pomocg systemu testowego SE-LC. Krazki nasgczone substancjami
badanymi naktadano miejscowo na warstwe¢ rogowa SE-LC na 16 godzin. Migracje MUTZ-LC
znaskorka SE oceniano metoda cytometrii przeptywowej. Na podstawie wynikoéw stwierdzono,
ze dojrzewanie i migracja MUTZ-LC do kompartmentu skérnego SE po ekspozycji na alergen
zalezy od chemokiny CXCL12 i nie jest zalezna od chemokiny CCL5. Po miejscowej
ekspozycji na substancje draznigce MUTZ-LC migruja w sposob zalezny od CCL5 i CXCL12
I podlegaja zmianie fenotypowej zaleznej od IL-10 w komorki podobne do makrofagow w
kompartmencie skory (Kosten i in., 2015).

Migracja pochodzacych z MUTZ komorek podobnych do LC z przedziatu naskorka do

skory zostala potwierdzona w innych badaniach, w ktorych komorki Langerhansa zostaty
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wiaczone do zrekonstruowanej ludzkiej skory (RhS). Dodatkowo w badaniu poréwnano dwa
typy immunokompetentnych modeli skory: MUTZ-LC-RHS oraz MoLC-RHS (komorki
podobne do LC pochodzenia monocytowego) (Bock i in.,, 2018). Oceniano
zewnatrzkomoérkowe uwalnianie IL-6, IL-8 i IL-18 metodg ELISA, oraz ekspresje gendéw
ATF3, CD83, CXCR4, IL-1p, IL-18, PD-L1 metoda RT-PCR. Poréwnanie MUTZ-LC-RHS
I MoDC-RHS wykazato, ze integracja MUTZ-LC lub MoLC z RHS nie zmienita normalnego
réznicowania naskorka i s3 one wysoce porownywalne z ludzkg skora ex vivo. Stwierdzono, ze
produkcja IL-6 i IL-8 w odpowiedzi na skrajnie uczulajacy skore 2,4-dinitrochlorobenzen
(DNCB) jest wyzsza w poréwnaniu z referencyjnym modelem RhS bez komorek LC, jednak w
MUTZ-LC-RHS warto$¢ IL-6 nie byla istotna, dlatego MoLC-RHS wydaja si¢ lepszym
modelem do oceny wydzielania cytokin. Ocena poziomu IL-18 jest szeroko stosowana,
poniewaz wykazano, ze odgrywa kluczowa rolg¢ w wywotywaniu alergicznego kontaktowego
zapalenia skory (Cumberbatch i in., 2001). Nie stwierdzono jednak podwyzszonego stezenia
tej interleukiny w supernatancie, jak rowniez zwigkszonej ekspresji tego genu, dlatego powinna
ona by¢ przedmiotem dalszych badan.

Badano rowniez naskorek zawierajacy LC pochodzace z MUTZ-3 oraz komoérek krwi
pepowinowej CD34+. Uzyskano model 3D zawierajacy MUTZ-LC bez uprzedniej indukcji
roznicowania prekursoréw MUTZ-3. Odkrycia te sugeruja, ze srodowisko keratynocytow jest
wystarczajacym zrédlem sygnatu do réznicowania komorek. Model RhE-LC zawierajacy LC
pochodzace z CD34+ wykazal wzrost ekspresji genow kodujacych markery dojrzewania
komorek DC (CCR-7, CD80 i CD83) po 24 lub 48 godzinach od ekspozycji na substancje
uczulajace. Jednak odpowiedz zalezata od rodzaju narazenia (miejscowo — substancje badane
byty rozprowadzone za pomoca nylonowego dysku lub ogdlnoustrojowo — substancje badane
byty rozpuszczone w pozywce) i rodzaju substancji uczulajacej, dlatego model ten takze

wymaga dodatkowych badan (Ouwehand i in., 2011b).
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3.

Cel i tezy pracy

Celem pracy byto opracowanie metody aczacej minimum dwa kluczowe etapy w zakresie

dziatania uczulajacego na skore tj. reakcji zapalnej keratynocytow i aktywacji komorek

dendrytycznych.

Po zapoznaniu si¢ z doniesieniami literaturowymi sformutowano nastepujace tezy pracy:

Teza gtowna: Mozliwe jest opracowanie metody badawczej z zastosowaniem kokultury

keratynocytow i komoérek dendrytycznych, ktora bedzie taczyta przynajmniej dwa kluczowe

etapy w zakresie dziatania uczulajacego na skore, odpowiednia do oceny dziatania haptenow

I prohaptendw.

a)

b)

Tezy czastkowe:

ocena potencjatu uczulajacego substancji badanych mozliwa jest na podstawie poziomu
cytokin zapalnych keratynocytow hodowanych w kokulturze 2z komoérkami
dendrytycznymi,

mozliwa jest ocena potencjatu uczulajacego substancji badanych na podstawie ekspresji
antygenow powierzchniowych na komorkach dendrytycznych hodowanych w kokulturze
z keratynocytami,

kokultura keratynocytow i1 komorek dendrytycznych jest lepszym modelem predykcyjnym
potencjatu uczulajgcego substancji badanych niz modele monokulturowe; predykcja
wlasciwosci  uczulajacych  dokonuje si¢ na podstawie ekspresji antygenow
powierzchniowych komorek dendrytycznych oraz poziomu cytokin zapalnych

keratynocytow hodowanych w kokulturze KC/DC.
Zakres rozprawy obejmowat:

Etap | — ocena profilu uwalniania cytokin zapalnych przez trzy typy keratynocytéw
(keratynocyty pierwotne pochodzace od dawcow noworodkowych (NHEK- neonatal),
keratynocyty pierwotne pochodzace od dawcow dorostych (NHEK-adult) oraz komorki
uniesmiertelnionej linii komorkowej pochodzace z ludzkich keratynocytow) po ekspozycji
na substancj¢ uczulajaca w zalezno$ci od czasu ekspozycji (5 h, 18 h, 24 h, 48 h) oraz
stezenia komorek (0,5x, 1x, 2,5x, 5x 10%/ml).

Celem tego etapu, byto okreslenie optymalnych warunkéw (czas ekspozycji oraz stgzenie

komorek) do uzyskania jak najwyzszej produkcji cytokin zapalnych w poréwnaniu do
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b)

d)
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kontroli rozpuszczalnikowej po ekspozycji na substancje uczulajaca. Na podstawie
uzyskanych wynikow zawezono liczbe cytokin zapalnych oznaczanych w drugim etapie
pracy oraz wykluczono z kolejnego etapu badan keratynocyty, ktore produkowaty cytokiny
zapalne na niewystarczajgcym poziomie. Ustalono warunki eksperymentalne (czas
ekspozycji, stezenie keratynocytow), w ktorych produkcja cytokin byla najwigksza
(Rysunek 3.1.).

Etap Il - ocena profilu uwalniania cytokin zapalnych przez dwa typy keratynocytow
(keratynocyty pierwotne pochodzace od dawcow noworodkowych (NHEK- neonatal),
keratynocyty pierwotne pochodzace od dawcow dorostych (NHEK-adult) hodowanych w
kokulturze bezposredniej z komorkami dendrytycznymi (THP-1 lub MUTZ-3) po
ekspozycji na trzy substancje uczulajace i dwie substancje nieuczulajagce. W tym etapie
zastosowano stezenie keratynocytoOw oraz czas ekspozycji wyznaczone na podstawie
pierwszego ectapu badan. Celem etapu II badan, byla ocena wptywu komodrek
dendrytycznych na uwalnianie cytokin zapalnych przez keratynocyty. Do trzeciego etapu
projektu wybrano optymalne zestawienie typu komorek KC/DC sposrod wszystkich
testowanych kokultur, pozwalajace na rozrdznienie substancji uczulajagcych od
nieuczulajacych na podstawie poziomu wybranych cytokin. Wybrano najlepiej rokujace
cytokiny do finalnej metody kokulturowej (Rysunek 3.2.).

Etap Il — ocena ekspresji antygenéw powierzchniowych na komoérkach dendrytycznych
hodowanych w kokulturze z keratynocytami po ekspozycji na trzy substancje uczulajace
I dwie substancje nicuczulajgce.

Celem tego etapu byla weryfikacja mozliwos$ci oceny potencjatu uczulajagcego materiatow
badanych na podstawie ekspresji antygenéw powierzchniowych komoérek dendrytycznych
hodowanych w roznych rodzajach kokultury z keratynocytami. Oceniono wptyw rodzaju
kokultury (kokultura bezposrednia, kokultura posrednia) oraz czasu ekspozycji (24 h, 48 h)
na ekspresj¢ antygenow powierzchniowych. W celach poréwnawczych zastosowano
réwniez monokulture komorek dendrytycznych. Wybrano optymalny rodzaj kokultury
(bezposrednia, posrednia), czas ekspozycji oraz antygen powierzchniowy do oceny
wlasciwosci uczulajacych (Rysunek 3.3.).

Etap IV — celem etapu byla ocena zdolnosci opracowanej metody kokultury do oceny
potencjatu uczulajgcego wybranych materialow badanych o znanych wiasciwosciach
uczulajacych 1 nieuczulajacych. W etapie IV jako punkty koncowe metody zastosowano
analize cytokin zapalnych w mediach pohodowlanych oraz analize antygenu

powierzchniowego na komodrkach dendrytycznych.



Na podstawie uzyskanych w IV etapie wynikdéw okreslono optymalne wartosci odciecia dla
wybranych punktow koncowych metody. Oceniono zdolno$¢ metody do poprawnej

klasyfikacji potencjatu uczulajacego 14 substancji badanych stosujac siedem modeli
predykcyjnych.
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1x i .
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IL-1alfa

et IL-6
L1 » NHEK-neonatal 2,5x10°

komarek/ml (48 H
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K <
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. - » NHEK-adult
Keratinosens™  f ey @iy @ 5,18, 24, 48h : 1x10%komérek/ml (48 h)
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3 sstezlen ;o;no;ek. w mediach \ R k J
19X, 1X, Z,9X; oX \.
105 Komerekml pohodowlanych metoda jf‘ﬂ, S
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Rysunek 3.1. Schemat eksperymentow przeprowadzonych w etapie I badan
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Rysunek 3.2. Schemat eksperymentow przeprowadzonych w etapie II badan
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Rysunek 3.2. Schemat eksperymentow przeprowadzonych w etapie 111 badan
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Rysunek 3.3. Schemat eksperymentow przeprowadzonych w etapie IV badan
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4.  Materialy

4.1. Biologiczny system badawczy

4.1.1. Keratynocyty (KC)

W pracy zastosowano nastepujace systemy badawcze:

a) Unie$miertelniona linia komoérkowa pochodzaca z ludzkich keratynocytow.

b) Normal Human Epidermal Keratinocytes neonatal (NHEK-neonatal) — ludzkie

keratynocyty naskorka noworodka, pulowane.

c) Normal Human Epidermal Keratinocytes adult (NHEK-adult) — ludzkie keratynocyty

naskorka dorostych, pulowane.

Charakterystyke keratynocytow przestawiono w Tabeli 4.1.

Tabela 4.1 Keratynocyty zastosowane w projekcie badawczym — podstawowe informacje

System badawczy

Charakterystyka

Uniesmiertelniona
linia komoérkowa
pochodzaca z ludzkich

keratynocytow

Typ komorek: uniesmiertelnione ludzkie keratynocyty
Pochodzenie: linia HaCaT
Wiasciwos$ci wzrostu: komorki adherentne

Dostawca: Givaudan (Szwajcaria)

NHEK-neonatal

Typ komorek: keratynocyty
Pochodzenie: naskorek noworodka, komorki pulowane od dawcow
Wiasciwosci wzrostu: komorki adherentne

Dostawca: Lonza (Szwajcaria)

NHEK-adult

Nazwa: NHEK-adult,

Typ komorek: keratynocyty

Pochodzenie: naskorek dorostych, komorki pulowane od dawcow
Wiasciwosci wzrostu: komorki adherentne

Dostawca: PromoCell (Niemcy)
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4.1.2. Komérki dendrytyczne (DC)

Podczas badan stosowano dwa typy komorek DC-podobnych:
a) linia komérkowa THP-1 - linia komorkowa ludzkiej biataczki monocytowej,

b) linia komérkowa MUTZ-3 - linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki szpikowe;.

Charakterystyke komorek DC-podobnych przedstawiono w Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Charakterystyka komorek dendrytycznych

Nazwa THP-1 MUTZ-3

Krew obwodowa mgzczyzny z

ostra biataczka mielomonocytowa
(AML FAB M4)

krew obwodowa 1-rocznego dawcy plei

Pochodzenie meskiej z ostra bialaczka monocytowa

Typ komorek Monocyty okragte, blastopodobne komorki
Wiasciwosci komorki rosngce w zawiesinie

wzrostu:

Dostawca: CLS (Niemcy) DSMZ ( Niemcy)

4.2. Odczynniki
4.2.1. Odczynniki do hodowli komérek in vitro

Zastosowano nastepujace odczynniki do hodowli komorek:

« pozywka hodowlana KBM™ Gold Keratinocyte Growth Basal Medium (Lonza, Basel,
Szwajcaria);

« suplementy KGM™ Gold™ SingleQuots™ (Lonza, Szwajcaria);

« pozywka hodowlana Keratinocyte Growth Medium 2 (PromoCell, Niemcy);

« suplementy Keratinocyte Growth Medium 2 SupplementMix (PromoCell, Niemcy);

o roztwor CaCl (PromoCell, Niemcy);

« pozywka hodowlana MEM (ang. Minimum Essential Medium) (Sigma-Aldrich, USA);

« pozywka hodowlana RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium),
(Corning, USA);

« plodowa surowica bydlgca FBS (ang. Fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, USA);

o roztwor penicylina/streptomycyna/L-glutamina: (Sigma Aldrich, USA);

o L-glutamina (ScienCell, USA);
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4.2.2.

4.2.4.

4.2.5.

trypsyna (Sigma Aldrich, USA);
Barwniki do oceny zywotnoS$ci komorek

trypan blue (Sigma Aldrich, USA);
alamarBlue (Thermo Fisher Scientific, USA);

jodek propidyny PI (ang. propidium iodide) (Sigma Aldrich, USA);

. Odczynniki do analizy cytometrycznej

kulki kalibracyjne guava easyCheck ™ Kit (Merck, Niemcy);

buforowana fosforanem sol fizjologiczna Dulbecco bez dodatku jondéw wapnia
i magnezu DPBS (ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) (Sigma-Aldrich, USA);
albumina bydleca, frakcja V (BSA) (ang. Bovine serum albumin) (Merck, Niemcy);
ludzkie globuliny frakcja Cohna I, 111 (Sigma-Aldrich, USA);
mysie, monoklonalne przeciwciata skierowane przeciw ludzkiemu antygenowi CDS86,
sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny (BD Pharmingen, USA);

mysie, monoklonalne przeciwciata skierowane przeciw ludzkiemu antygenowi CD54,
sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny (Agilent Dako, USA);
mysie przeciwciata IgG sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny (BD Pharmingen,

USA).
Odczynniki do analizy cytokin

Zestaw Milliplex® Ludzkie cytokiny/chemokiny/czynniki wzrostu (Millipore
Corporation, USA),
0,1 N NaOH (Avantor, Polska).

Sprzet

inkubator: Binder C170 E3 (Tuttlingen, Niemcy);

komora laminarna: BioTectum GR8 (Bielsko-Biata, Polska);

licznik komoérek: Countess 11 FL (LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornia, USA);
wiréwka: LMC-4200R (BioSan, J6zefow, Polska);

mikroskop odwrocony: MW50 (Opta-Tech, Warszawa, Polska);

waga analityczna: RadWag AS62.R2 Plus (RadWag, Radom, Polska);

autoklaw: Stern Weber SW22 (Stern Weber, Warszawa, Polska);

automatyczne pipety: 0,5 — 10uL, 20-200 pL, 100-1000 pL, pipeta 8-kanatowa 20-200

uL (HTL, Warszawa, Polska/ Eppendorf, Hamburg, Niemcy);
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o myjka ultradzwigkowa model PS:30A (Adverti, £6dz, Polska);

« Czytnik mikroptytek FluoStar Omega (BMG LabTech, Ortenberg, Niemcy);
o cytometr przeptywowy GUAVA (Luminex Corporation, Austin, TX, USA);
« czytnik Magpix (Luminex Corporation, Austin, TX, USA);

4.2.6. Materialy zuzywalne

o plytki 96-dotkowe ze stozkowym dnem;

o plytki 96-dotkowe z ptaskim dnem:;

o plytki 24-dotkowe z ptaskim dnem;

o butelki hodowlane 75 cm2, probéwki 1,5 / 2 ml;

« sterylne zbiorniki na odczynniki (do pipet wielokanatowych);
« inserty ThinCertTM Greiner nr kat. 662641;

o filtry strzykawkowe 0,22 um (Bionovo, Legnica, Polska);

« probowki typu Falcon (15, 50 ml);

o probowki typu Eppendorf 1,5 ml.

4.3. Materialy badane

Wrykorzystano szereg materiatéw charakteryzujacych si¢ znanym dziataniem uczulajacym na
skore oraz substancji nieuczulajagcych, w tym substancje o dziataniu draznigcym. Zastosowane
materialy badane reprezentuja r6zne nasilenie dzialania uczulajacego, sa dostepne komercyjnie
oraz charakteryzuja si¢ danymi referencyjnymi uzyskanymi w badaniu in vivo tj. The local
lymph node assay (LLNA) (Tabela 4.3.). Jako rozpuszczalniki do materialdow badanych
stosowano:

. dimetylosulfotlenek (DMSQO) (VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA)

« 0l fizjologiczna 0.9% (Fresenius Kabi Polska Sp.z.0.0., Warszawa, Polska)
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Tabela 4.3. Charakterystyka materiatow badanych (na podstawie (OECD 2022a; 2022b)

Stan Prognoza in vivo . Czysto$¢
Nazwa Nr CAS skupienia (LLNA) Rozpuszczalnik [%] Producent
23 £ . subst. uczulajaca
eugenol #° (EU) 97-53-0 ciecz (staba) DMSO 99
creosol 2% (MMP) 03-516 | ciecz | °UPSt uczulajaca DMSO >98
(umiarkowana)
4-phenylenediamine : j
phenylenediamine 106-50-3 | cialo state | SUOStUCAAIACa | logiczna 98
(pPD) (silna)
methylaminophenol . subst. uczulajaca
55 A 1 1 >
sulfate (metol) * (ME) 55-55-0 | cialo state (silna) s6l fizjologiczna >08
nickel sulfate 4 (NiSOa) 10101- cialo state SUbSt.' uczulajaca s0l fizjologiczna >98
97-0 (umiarkowana) Si
igma-
2- b o Aldrich,
mercaptobenzothiazole * | 149-30-4 | ciato state | “ooo Uezuiajaca DMSO 97 USA
(2MBT) (umiarkowana)
. 5989-27- . subst. uczulajaca
. 4 DM 7
R(+) — Limonene * (DL) 5 ciecz (staba) SO 9
cinnamyl alcohol # (CA) | 104-54-1 | ciato state subst. uczulajaca DMSO 98
(staba)
lactic acid 234 (LA) 50-21-5 |  ciecz  subst. s6l fizjologiczna | ~ 90
nieuczulajaca
4-aminobenzoic acid * . subst.
-13- >
(PABA) 150-13-0 | cialo state nieuczulajaca DMSO 99
- bst. uczulajaca A
2,4-dinitrchlorobenzene su o cros
(DNCB) 1234 97-00-7 | cialo state (skrajnie DMSO >98 Organics,
uczulajaca) Belgia
imidazolidyl urea 39236- . subst. uczulajgca e .
(IM2) 469 cialo state (slaba) sol fizjologiczna BD
ethylene glycol bt i ,'\\l/:::sl:y
dimethacrylate 4 97-905 | ciecz | SUOShucRUAAcd DMSO 98
(EGDMA) (staba)
salicylic acid # (SA) 69-72-7 | cialo state . s“bSt'. DMSO BD
nieuczulajaca
. . . subst. s . Avantor,
glycerol #(GL) 56-81-5 ciecz nieuczulajaca sol fizjologiczna BD Polska
isopropanol 234 (2PR) | 67-63-0 ciecz . SUbSI'. sol fizjologiczna BD
nieuczulajaca

1, 2, 3, 4 — etapy projektu w ktérym zastosowano materiat badany

BD - brak danych
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5.  Metody badawcze
5.1. Hodowla komorkowa

Hodowlg keratynocytow (unie$miertelniona linia komoérkowa pochodzaca z ludzkich
keratynocytow, NHEK-adult, NHEK-neonatal), komoérek dendrytycznych (THP-1, MUTZ-3),
prowadzono w inkubatorze Binder w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5 = 1%

CO, oraz wilgotnosci 90 + 10%.
5.1.1. Przygotowanie pozywek hodowlanych

Wszystkie media hodowlane przygotowywano w warunkach sterylnych z wykorzystaniem
komory laminarnej BioTectum.

a) Pozywka do hodowli unie$miertelnionej linii komérkowej pochodzgcej z ludzkich

keratynocytow

Do przygotowania 100 ml pozywki hodowlanej stosowano:

e 9,1mlFBS,

o 1 ml L-glutaminy,

« 89,9 ml DMEM.

Po przygotowaniu, pozywke przechowywano w temperaturze 2-8°C do 28 dni.
b) Pozywka do hodowli NHEK-adult
Sktad pozywki do hodowli NHEK adult przedstawiono w Tabeli 5.1. Do 500 ml Keratinocyte

Growth Medium 2 dodawano 60 pl CaCl solution oraz 12,3 ml roztworu suplementow
Keratinocyte Growth Medium 2 SupplementMix. Po przygotowaniu, pozywke hodowlang

przechowywano w temperaturze 2-8°C do 6 tygodni.

Tabela 5.1. Stezenie koricowe suplementéow w pozywce do hodowli NHEK-adult.

Suplement Stezenie koncowe w poZywce
ekstrakt z przysadki bydlecej 0,004 ml/ml

hydrokortyzon 0,33 ng/ml

transferyna 10 pg/ml

adrenalina 0,39 pg/ml

CaCl: 0,06 mM

rekombinowany hEGF 0,125 ng/ml

ludzka, rekombinowana insulina Spg/ml
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c) Pozywka do hodowli NHEK-neonatal

Do 500 ml KBM™ Gold Keratinocyte Growth Basal Medium dodawano suplementy KGM™
Gold™ SingleQuots™ w nastepujacej objetosci:

« hydrokortyzon - 0,50 ml

« transferryna - 0,50 ml

« adrenalina - 0,25 ml

« GA-1000 - 0,50 ml

« ekstrakt z przysadki bydlecej - 2,00 ml
« hEGF- 0,50 ml

« insulina - 0,50 ml

Po przygotowaniu, pozywke przechowywano w temperaturze 2-8°C do 4 tygodni.
d) Pozywka hodowlana dla komérek THP-1

Do przygotowania 100 ml pozywki hodowlanej stosowano:

« 10 ml FBS inaktywowanego termicznie,

o 1 ml roztworu antybiotykéw penicylina/streptomycyna oraz L-glutaminy,

o 89 ml RPMI.
FBS inaktywowano 30 minut w temperaturze 56°C. Po przygotowaniu, pozywke
przechowywano w temperaturze 2-8°C do 4 tygodni.

e) Pozywka hodowlana dla komoérek MUTZ-3

Do przygotowania 100 ml pozywki hodowlanej stosowano:

« 68 ml MEM,

« 20 ml FBS inaktywowanego termicznie,

« 10 ml pozywki kondycjonujacej pochodzacej z hodowli komorek nowotworu pecherza
moczowego linii 5637. Komorki 5637 hodowano w pozywce hodowlanej RPMI
zawierajacej 10% FBS, 1% L-glutaminy. Uzyskane medium kondycjonujace filtrowano
przy uzyciu filtru strzykawkowego o S$rednicy poréow okoto 0,2pm. Medium
przechowywano w temp. -80°C.

« 1 ml roztworu antybiotykow penicylina/streptomycyna,

« 1 ml L-glutaminy.
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5.1.2. Pasazowanie komorek

Komérki adherentne (KC) tj. unieSmiertelniona linia komérkowa pochodzaca z ludzkich
keratynocytow, NHEK-adult oraz NHEK-neonatal pasazowano po uzyskaniu konfluencji 70-
80%. W celu przeniesienia komérek do nowego naczynia hodowlanego, przy uzyciu pompy
prozniowej usuwano medium, nastgpnie ptukano warstwe komorek DPBS, po czym dodawano
0,25% roztworu trypsyny w ilosci umozliwiajacej pokrycie catej powierzchni naczynia
hodowlanego, okoto 1 ml/ 25 cm? (objetosci 1 ml w przypadku butelki T25 i 3 ml — T75),
inkubowano w 37°C przez 2-10 minut. Odklejanie komorek od podtoza monitorowano przy
uzyciu mikroskopu odwroconego. Gdy wigkszos¢ komorek przybrata kulisty ksztalt,
neutralizowano dziatanie trypsyny przez dodanie surowicy (minimum 300 pl na 1 ml trypsyny).
Nastepnie wirowano komorki (220 g, 5 minut, 20°C). Osad zawieszano w 1 ml medium
hodowlanego, z czego pobierano 20 pl zawiesiny komoérek do liczenia przy uzyciu
automatycznego licznika komorek.

Komorki rosngce w zawiesinie (DC) tj. THP-1, MUTZ-3 byty zbierane z naczynia
hodowlanego do probowki wiréwkowej i wirowane (250 g, 5 minut, 20°C). Osad zawieszano
w 1 ml medium hodowlanego, z czego pobierano 20 pl zawiesiny komorek do liczenia przy
uzyciu automatycznego licznika komorek.

Po okresleniu stezenia, komorki wysiewano w st¢zeniach zalecanych przez dostawce linii
komorkowej lub przez metodg badawczg (Tabela 5.2.), nastgpnie umieszczano w inkubatorze

i prowadzono dalszg hodowle.

Tabela 5.2. Zalecana gestosé hodowli komorkowej

Rodzaj komorek Zalecana gestos¢ hodowli
NHEK-adult 5000 komérek/cm?
NHEK-neonatal 3,500 komdrek/cm?

THP-1 0,1 - 0,8 x 10® komoérek/ml
MUTZ-3 0,4 — 1 x 108 komorek/ml

5.1.3. Liczenie komérek przy uzyciu automatycznego licznika komoérek

Do liczenia komoérek w $swietle widzialnym uzywano automatycznego licznika komorek
Countess Il FL. Korzystano z komory wielokrotnego uzytku (komora Biirkera) oraz roztworu

biekitu trypanu 0,4% wybarwiajacego martwe komorki.
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Pobierano 20 pl z zawiesiny komorek po wirowaniu (zawieszonych w 1 ml pozywki
hodowlanej) i mieszano z 20 ul 0,4% bi¢kitu trypanu, naktadano potowe objgtosci mieszaniny

na komore Biirkera a nastepnie wykonywano analiz¢ na liczniku komorek.
5.2. Metody kokultury

Celem rozprawy byto opracowanie metody wspdlnej hodowli, czyli kokultury dwoch
rodzajow komorek petnigcych kluczowg role w procesie uczulenia skory, czyli keratynocytow
1 komoérek dendrytycznych. Metody w ktéorych hodowane sa co najmniej dwie populacje
komoérek z mozliwoscia kontaktu na réznych poziomach uwzgledniaja wzajemne
oddziatywanie pomig¢dzy roznymi typami komoérek zaangazowanych w proces uczulenia skory.
W projekcie zastosowano dwa rodzaje kokultury, kokultur¢ posrednig oraz kokulture

bezposredniag (Rysunek 5.1.).

A B

ThinCert ™

ptytka
24-dotkowa

Rysunek 5.1. Schemat kokultury posredniej (A) oraz kokultury bezposredniej (B) (KC — keratynocyty,
DC — komorki dendrytyczne)

W uktadzie kokultury posredniej stosowano inserty zawierajace blone potprzepuszczalna,
ktéra pozwalala na swobodny przeptyw uwalnianych przez komorki substancji, natomiast ze
wzgledu na rozmiar porow, komorki nie miaty mozliwos$ci przemieszczania pomigdzy dwoma
przedziatami. Stosowano inserty typu ThinCert™ charakteryzujace si¢ duzym zageszczeniem

poréw (2x108 x cm?) o $rednicy 0,4 um przedstawione na Rysunku 5.2.
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ThincertTM
Dotek plytki
24 -dotkowej
Komoragorna
Porowata membrana
Komora dolna

Rysunek 5.2. Schemat dotka plytki z insertem Thincert™ wykorzystywanym do utworzenia kokultury
posredniej (A) oraz zdjecie plytki 24-dotkowej z insertami (B) (https://biokom.com.pl)

W gornej komorze wysiewano keratynocyty w specyficznej dla nich pozywce, do dolnej
komory dodawano tej samej pozywki. Po 24 h inkubacji, w goérnej komorze wymieniano
pozywke hodowlang na $wieza, z dolnej komory usuwano pozywke keratynocytowsq
I dodawano komorki dendrytyczne w specyficznej dla nich pozywce. W przypadku kokultury
posredniej, stosowano dwa typy ekspozycji tj. jednoczesng ekspozycje keratynocytow oraz
komorek dendrytycznych (zwane dalej narazeniem KC/DC) lub tylko ekspozycje
keratynocytow (zwane dalej narazeniem KC). W pierwszym typie ekspozycji, materiaty badane
byly dodawane zaré6wno do komory gornej, w ktorej znajdowaty si¢ keratynocyty, jak i do
komory dolnej, w ktorej znajdowaty si¢ komorki dendrytyczne. W drugim typie ekspozycji,
materiaty badane byly naktadane tylko na keratynocyty znajdujace si¢ w gornej komorze
(Rysunek 5.3.A).

Kokulture bezposrednig uzyskiwano hodujac dwa typy komorek w jednym dotku ptytki 24-
dotkowej. Najpierw na ptytke wysiewano keratynocyty w specyficznej dla nich pozywce
hodowlanej a nastgpnie inkubowano 24 h. Po 24 h usuwano pozywke i dodawano komorki

dendrytyczne w specyficznej dla nich pozywce (Rysunek 5.3.B).
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1) wymiana medium KCw
insercie na Swieze

NHEK -neonatal

ACACHK
Medium KC l

3) Kokultura poérednia KC/DC

2) Dodanie THP -1 w medium DC
na dno dotkéw plytki 24-dotkowej
24h w /

B
NHEK -neonatal THP -1 Ekspozycja na
lub lub materialy
NHEK - adult MUTZ -3 badane
i i
Medium KC Zmiana na medium DC

Rysunek 5.3. Schemat wykonania kokultury posredniej (A) oraz kokultury bezposredniej (B)
5.3. Ocena zywotnosci komoérek

5.3.1. Test alamarBlue

Test alamarBlue jest testem metabolicznym wykorzystujacym zdolno$¢ zywych komérek do
redukcji niebieskiego, niefluoryzujacego barwnika resazuryny, do rézowego, fluoryzujacego
barwnika, resorufiny. Test alamarBlue stosowano do oceny zywotnosci komoérek adherentnych

oraz komorek zawiesinowych.
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5.3.1.1. Woysiewanie komorek

Komoérki adherentne - komorki wysiewano na czarng plytke 96-dotkowa w gestoscei 1,5 x 10%
komorek/dotek, w objetosci 200 ul. Ze wzgledu na to, ze keratynocyty sa komorkami
adherentnymi, ptytki z komérkami inkubowano wstgpnie 24 h w celu przyczepienia komoérek
do podtoza (37 £ 1°C, 5 + 1% CO2, RH =90 + 10%).

Komoérki zawiesinowe - komorki w stezeniu 2 x 10° komoérek/ml wysiewano na czarna ptytke

96-dotkowa w dniu narazania w objetosci 90 pl komoérek/dotek (1,8 x 10° komoérek/dotek).
5.3.1.2. Przygotowanie materialow badanych

Materialy badane rozpuszczalne w DMSO: Przygotowywano roztwor podstawowy materiatu
badanego w stezeniu 500 razy wyzszym od stezenia ekspozycyjnego. Nastepnie przygotowano
odpowiednie stezenia robocze poprzez rozcienczanie roztworu podstawowego w DMSO.
Kazde stgzenie robocze rozcienczano 250 razy (w celu narazenia DC) lub 125 razy (w celu
narazenia KC) pozywka wzrostowa odpowiednig dla typu narazanych komorek uzyskujac
stezenia aplikacyjne.

Materialy badane rozpuszczalne w soli fizjologicznej: Przygotowywano roztwor
podstawowy materiatu badanego w stezeniu 100 razy wyzszym od stezenia ekspozycyjnego.
Nastepnie przygotowano odpowiednie stezenia robocze poprzez rozcienczanie roztworu
podstawowego w soli fizjologicznej. Kazde stezenie robocze rozcienczano 50 razy (w celu
narazenia DC) lub 25 razy (w celu narazenia KC) pozywka wzrostowa wiasciwa dla narazanych

komorek uzyskujac stezenia aplikacyjne.
5.3.1.3. Ekspozycja komérek

W przypadku KC, po 24 godzinnym okresie wstepnej inkubacji usuwano pozywke hodowlana
z ptytki 96-dotkowej i dodawano 135 ul swiezej pozywki hodowlanej wlasciwej dla narazanych
komorek oraz 45 pl kazdego stezenia aplikacyjnego do dotka plytki 96-dotkowej (koncowa
objetos¢: 180 pl/dotek). W przypadku DC, do dotkéw zawierajacych 90 pl zawiesiny
komoérkowej dodawano 90 pl materiatlu badanego w stezeniu aplikacyjnym (koncowa objetosc:
180 ul/dotek). Jako kontrole rozpuszczalnikowg stosowano DMSO w stezeniu 0,2% Ilub
pozywke hodowlana.

Plytki 96-dotkowe mieszano recznie a nastepnie inkubowano 24 h (37 + 1°C, 5 £ 1% CO2, RH
= 90 + 10% ). Wszystkie stezenia materialow badanych oraz kontroli rozpuszczalnikowej

stosowano w tripletach. Eksperymenty wykonano w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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5.3.1.4. Odczyt fluorescencji

Po 24 h ekspozycji, do kazdego dotka dodawano 20 pl odczynnika alamarBlue (st¢zenie
koncowe 10%). Komorki inkubowano 2 h w temperaturze 37°C, po czym mierzono poziom
fluorescencji, przy uzyciu czytnika FluoStar. przy dlugosciach fal: Awzb. = 544 nm, Aem. = 590

nm. Zywotno$¢ komoérek obliczano z ponizszego wzoru:

. ;s $rednia fluorescencja komoérek narazanych
zywotno$¢ [%] = ] i x 100 1)

$rednia fluorescencja kontroli rozpuszczalnikowej

5.3.2. Ocena zywotnosci komorek z uzyciem jodku propidyny (PI)

Jodek propidyny jest barwnikiem fluorescencyjnym przenikajacym przez naruszong blone
komorkowa martwych lub uszkodzonych komoérek wiazac si¢ nastgpnie z DNA i RNA. Oceng
zywotnosci komoérek przy uzyciu jodku propidyny przeprowadzano z wykorzystaniem
cytometru przeplywowego Guava. W tym celu, bezposrednio przed pomiarem
cytometrycznym, komorki zawieszano w 190 ul buforu (DPBS z 0,1% (w/v) BSA) a nastepnie
dodawano 10 pl jodku propidyny o stezeniu 12,5 pg/ml uzyskujac stgzenie koncowe jodku
propidyny rowne 0,625 pg/ml. Podczas analizy cytometrycznej, Pl wzbudzany byt niebieskim
laserem (488nm). Zywotno$¢ komoérek oceniano na podstawie intensywnoéci fluorescencji PI
wychwyconego przez martwe komorki (Rysunek 5.4.). Zywotnoéé komérek byta

automatycznie obliczana przez cytometr zgodnie z ponizszym wzorem:

liczba zywych komorek

x 100 (2)

zywotnos¢ [%] =
Y [ A)] liczba wszystkich komorek

n_ Plot PO3, gated on PO1.R1

—1Live dead
179.41 20.48
—~ =]
g
— ]
:'.: ]
O S
w) E
©
= ]
D ~
s o
c i3
© 3
[9p] ]
v
S o
wn 1—|§
o 1Rr2 R3

ML | ML | ALY | MR | T
10° 10t 102 10° 10* 10°
Red-B Fluores... (RED-B-HLog)

Rysunek 5.4. Cytometryczna analiza Zywotnosci komorek na podstawie wychwytu jodku propidyny
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5.4. Wyznaczanie wartosci CV75

Na podstawie wynikow oceny zywotnosci komorek wyznaczano wartos¢ CV75. Jest to stezenie
substancji chemicznej, ktore umozliwia utrzymanie zywotnosci komorek na poziomie 75%.
Wartos¢ CV75 obliczano z krzywej zaleznosci dawka-odpowiedz (Rysunek 5.5.) za pomoca

interpolacji log-liniowej przy uzyciu nastgpujacego rOwnania:

log CV75 = (75—c)xlogl;—_(c75—a)xlogd o

Gadzie:
a - jest minimalng wartoscia zywotnosci komorek powyzej 75%
C - jest maksymalng warto$cig Zywotno$ci komorek ponizej 75%

b id - to stezenia przy ktorych zywotnos¢ komorek osigga warto$¢ a oraz ¢

100 s
S \
g
£ 50 ¢ \
~O H 1\
3 :‘:
§ P T \
N P
™ 0 ! T 2 4
b d
1 10 100 1000

Stezenie materiatu badanego [pg/ml]

Rysunek 5.5. Krzywa zaleznosci dawka — odpowied? dla Zywotnosci komorek

Wartos¢ CV75 byta istotnym parametrem stuzacym do okreslenia stezen ekspozycyjnych (TC)
badanych substancji.

5.5. Oznaczanie stezenia cytokin metoda ELISA - XMAP
5.5.1. Zasada oznaczenia

Cytokiny zapalne mierzono w mediach pohodowlanych przy uzyciu aparatu Magpix
w technologii XMAP z zastosowaniem kulek magnetycznych. Dzigki zastosowaniu kulek
magnetycznych o odmiennych kodach kolorystycznych mozliwe jest jednoczesne badanie

wielu analitow w pojedynczym dotku 96-dotkowej mikroptytki. Zasada oznaczania jest
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podobna jak w metodzie ,kanapkowej” ELISA (Keith, 2020). Przeciwciata wychwytujace,
specyficzne wzgledem danego antygenu sg kowalencyjnie zwigzane z powierzchnig
okreslonych kulek magnetycznych barwionych fluorescencyjnie réznymi stosunkami dwoch
fluoroforow. Dzigki takiemu sposobowi barwienia kulki sg klasyfikowane do jednego ze 100
unikalnych regionow. Antygeny obecne w probce wiaza si¢ ze specyficznymi przeciwciatami
(zwigzanymi z kulkami magnetycznymi). Po serii plukan, w celu usunigcia niezwigzanych
biatek dodaje si¢ specyficznych biotynylowanych przeciwciat detekcyjnych. Na koncu
dodawany jest koniugat streptoawidyny i fikoerytryny, w wyniku czego powstaje finalny
kompleks. Streptoawidyna taczy si¢ z biotynylowanymi przeciwcialami. Fikoerytryna jest
barwnikiem, ktory pelni role znacznika fluorescencyjnego. Detekcja fluorescencji odbywa si¢
za posrednictwem diod elektroluminescencyjnych i systemu optycznego do rozpoznawania
kulek magnetycznych (klasyfikowania ich na podstawie adreséw spektralnych) i nastgpnie
detekcji promieniowania emitowanego przez fikoerytryng zwigzang z analitem. Intensywnos$¢

sygnatu stanowi podstawe analizy ilo$ciowe;.
5.5.2. Procedura oznaczania cytokin

Media pohodowlane przechowywane w temperaturze -20°C + 10°C przed analizg rozmrazano,
worteksowano a nastepnie wirowano (250 g, 5 minut). Przygotowano odczynniki

W nastepujacy sposob:

a) Kulki magnetyczne zwigzane z przeciwciatami:
Kulki magnetyczne sonikowano w tazni wodnej ultradzwigkowej przez 30 s a nast¢pnie
worteksowano 1 minute. Nastgpnie wymieszano po 60 pl kazdego rodzaju kulek
magnetycznych i dodano diluentu do koncowej objetosci 3 ml.

b) Materiaty kontrolne:
Rozpuszczono materiaty kontrolne 1 1 2 dostgpne w zestawie w 250 pl wody dejonizowanej,
nastepnie wymieszano i zworteksowano. Pozostawiono fiolke na 5 — 10 minut w temperaturze
pokojowe;j.

¢) Bufor ptuczacy:
Stezony 10x bufor rozcienczono poprzez dodanie 540 ml wody dejonizowanej do 60 ml buforu.

d) Standardy:
Dodano 250 ul wody dejonizowanej do standardu podstawowego Human Cytokine Standard
(Standard 7), worteksowano. Po okolo 10 minutach przygotowano seryjne rozcienczenia

standardu podstawowego przy uzyciu buforu (Rysunek 5.6.):

69



i e I s s A s A s O e

Standard 200 pl 200 pl 200 ul 200 ul 200 ul 200 pl
podstawowy
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Standard 7 Standard 6 Standard 5 Standard 4 Standard 3 Standard 2 Standard 1

Rysunek 5.6. Schemat przydotowywania standardow do badan

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ w ponizszy sposob:
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c)
d)

e)

f)

9)

h)

)

K)

Dodano 200 pl buforu do kazdego dotka ptytki 96-dotkowej, zaklejono folig,
wytrzasano przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.

Zlano bufor, dodano po 25 ul standardéw, materiatdow kontrolnych do odpowiednich
dotkow.

Dodano 25 pl buforu do dotkéw przeznaczonych na badane probki.

Do dotkéw zawierajacych standardy, materialy kontrolne dodano 25 pl wiasciwego
medium hodowlanego.

Do dotkow przeznaczonych na materialty badane dodano po 25 pl probek (medium
pohodowlane).

Do kazdego dotka dodano 25 pl kulek magnetycznych, ptytke zaklejono folig
i inkubowano okoto 18 h w temperaturze 2-8°C wytrzasajac.

Po inkubacji usunigto zawartos¢ dotkow i trzykrotnie ptukano buforem. Czynnosci
wykonywano przy uzyciu magnesu w celu unieruchomienia kulek magnetycznych na
dnie ptytki.

Po ptukaniu, do kazdego dotka dodano po 25 pl przeciwciala detekcyjnego, zaklejono
folig, inkubowano 1 h w temperaturze pokojowej wytrzasajac.

Nastepnie dodano do kazdego dotka po 25 ul kompleksu streptoawidyna-fikoerytryna,
zaklejono folig, inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowej wytrzasajac.

Po inkubacji, usunigto zawarto$¢ dotkdw a nastgpnie trzykrotnie ptukano przy uzyciu
magnesu w celu unieruchomienia kulek magnetycznych na dnie plytki.

Po ptukaniu, do kazdego dotka dodano 150 pl ptynu okrywowego, wytrzasano 5 minut.



I) Wykonano pomiar S$redniej intensywnosci fluorescencji (MFI) na analizatorze
MAGPIX, na podstawie krzywej standardowej obliczono ste¢zenie poszczegodlnych
cytokin w mediach pohodowlanych.

m) Na podstawie stezenia cytokin produkowanych przez komorki pod wpltywem
ekspozycji na materiaty badane oraz kontrole rozpuszczalnikowa obliczano indeks
stymulacji (SI), czyli wskaznik okreslajacy procentowa produkcje cytokin przez

narazane komorki w poréwnaniu z kontrola rozpuszczalnikowa.

stezenie cytokiny po narazeniu na materiat badany

SI [%] = x100  (4)

stezenie cytokiny po narazeniu na kontrole rozpuszczalnikowa

5.6. Ocena ekspresji antygenéw powierzchniowych na komérkach THP-1

Ekspresje¢ antygenéw powierzchniowych CD54 oraz CD86 badano przy uzyciu cytometru
przeptywowego na komoérkach THP-1. Eksperyment wykonywano zgodnie z ponizszym
protokotem:

a) zebranie komorek:

Po inkubacji z materialem badanym, komorki THP-1 przeniesiono z ptytki 24-dotkowej do
probowek i przeptukano dwukrotnie 1000 ul buforu (DPBS z 0,1% (w/v) BSA). Po przemyciu
komorek, do kazdej probowki dodano 600 pl roztworu blokujacego (0,01% (w/v) roztwoér
globulin (frakcja Cohna) w buforze) i inkubowano 15 minut w 4°C, w ciemno$ci. Nastepnie,
z kazdej probowki przygotowano 3 porcje zawiesiny komorkowej po 180 pul, ktore
umieszczono na plytce 96-dotkowej ze stozkowym dnem.

b) Przygotowanie roztworéw przeciwciat:

Przygotowano odpowiednig obj¢tos¢ roztworow przeciwcial w buforze zgodnie z tabelg 5.3.

Tabela 5.3. Przygotowywanie roztworéw przeciwcial

Przeciwciato Objetos¢ przeciwciata/dotek Caik;;t;iéiicﬁi@;io;ﬁz,z?ezlz;woru
Anty-CD86 6 pl 50 ul
Anty-CD54 3ul 50 ul

1gG 3pul 50 ul

c) Inkubacja z przeciwciatami:
Ptytke 96-dotkowa odwirowano (250 g, 4°C, 5 minut), odlano supernatant, a do kazdej peletki
komorkowej dodano 50 pl roztworu odpowiedniego przeciwciata. Po delikatnym wymieszaniu
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ptytke inkubowano w 4°C, w ciemnosci przez 30 minut.

Po inkubacji, komoérki przeptukano dwukrotnie buforem (150 pl buforu/dotek) a nastepnie
zawieszono w 190 ul buforu. Bezposrednio przed pomiarem cytometrycznym dodano 10 pl
jodku propidyny o stezeniu 12,5 pg/ml.

d) Analiza cytometryczna:

Ekspresja antygenéw CD86 oraz CD54 analizowana byta cytometrycznie. Zywotno$é komorek
oceniano na podstawie wychwytu jodku propidyny. 10 000 zywych komorek (PI-negatywne)
analizowano pod katem ekspresji antygenu CD54 oraz CD86. Zmiany w ekspresji antygenow
powierzchniowych byly wyrazane jako wskaznik stymulacji SI obliczany zgodnie z ponizszym

wzorem:

MFIla—MFIb
MFIc—MFId

SI[%] = x 100 )

Gdzie:

A — érednia intensywnos¢ fluorescencji (MFI) komorek traktowanych materiatem badanym

B — $rednia intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) kontroli izotypowej traktowanej materialem
badanym

C — érednia intensywno$¢ fluorescenciji (MFI) kontroli rozpuszczalnikowe;j

D — S$rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) kontroli izotypowej traktowanej
rozpuszczalnikiem

5.7. Zastosowane protokoly badawcze

5.7.1. Etap I - profil uwalniania cytokin zapalnych przez rézne rodzaje

keratynocytow hodowanych w monokulturze

W pierwszym etapie badan wykonano oznaczenie uwalniana cytokin zapalnych przez
keratynocyty hodowane jako monokultura, pod wptywem substancji uczulajacej - DNCB.
Zastosowano trzy rodzaje keratynocytow:

a) komorki pierwotne NHEK-neonatal,

b) komorki pierwotne NHEK-adult,

€) komorki unie$miertelnionej linii komorkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytow.
Keratynocyty wysiewano na ptytki 24-dotkowe w stezeniach 0,5x; 1x; 2,5x; 5x10° komérek/ml
w objetosci 500 pl. Inkubowano 24 h (37 £ 1°C, 5 £ 1% CO2, RH =90 + 10%) w celu adhezji
komorek do podtoza. Po 24 h godzinach usuwano pozywke i dodawano do dotkow po 500 pl
DNCB w stezeniu koncowym rownym CV75 (warto§¢ CV75 wyznaczono zgodnie z punktem
5.4. na podstawie wynikow zywotnosci keratynocytow w tescie alamarBlue przeprowadzonym
zgodnie z punktem 5.3.1. Najpierw przygotowywano roztwor podstawowy DNCB w DMSO,

a nastepnie rozcienczano roztwoér podstawowy w pozywce wzrostowej wlasciwej dla danego
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typu keratynocytow, tak aby stezenie koncowe DMSO nie przekraczato 0,2%. Jako kontrole
rozpuszczalnikowg stosowano DMSO w stgzeniu koncowym 0,2%. Komoérki inkubowano
z DNCB przez okres: 5h, 18 h, 24 h, 48 h (37 + 1°C, 5+1% CO2, RH=90+10%). Eksperymenty
wykonano w trzech powtdérzeniach. Po zakonczeniu ekspozycji, zbierano medium
pohodowlane, ktore przechowywano w temperaturze -20°C = 10°C do momentu wykonania
oznaczenia cytokin. W dniu oznaczenia, po rozmrozeniu, trzy probki medium pohodowlanego
dla okreslonego warunku eksperymentalnego byty laczone w celu oceny stezenia cytokin.
Oznaczano w mediach pohodowlanych cytokiny: IL-1 alfa, IL-6, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-
18 oraz TNF-alfa metoda ELISA-XMAP zgodnie z metodyka opisang w punkcie 5.5.
Eksperyment ten miat na celu:

a) okreslenie optymalnego st¢zenia keratynocytow oraz optymalnego czasu ekspozycji
keratynocytow na substancje uczulajaca w celu uzyskania jak najwigkszej produkcji
cytokin,

b) wstepng selekcje keratynocytow do Il etapu badan z zastosowaniem kokultury
bezposredniej KC/DC.

5.7.2. Etap Il - profil uwalniania cytokin zapalnych przez keratynocyty

hodowane w kokulturze bezposredniej z komorkami dendrytycznymi

W drugim etapie projektu, cytokiny zapalne oznaczane byly w mediach pochodzacych
z kokultury bezposredniej keratynocytow i komorek dendrytycznych w celu weryfikacji, czy
kokultura ma wptyw na poziom cytokin zapalnych oraz czy ten marker moze by¢ wykorzystany
jako punkt koncowy w finalnej metodzie kokulturowej. Eksperyment ten miat rowniez na celu
okreslenie najlepszej kombinacji keratynocytow z komorkami dendrytycznymi w uktadzie
kokultury bezposredniej KC/DC, pozwalajacej na oceng dziatania uczulajacego na podstawie
poziomu cytokin zapalnych. Stosowano kokultury bezposrednie keratynocytow NHEK-
neonatal oraz NHEK-adult w 5 kombinacjach z komoérkami dendrytycznymi THP-1 oraz
MUTZ-3 (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4. Schemat kokultury bezposredniej KC/DC

N kokultury Komﬁfli?tg:rfgr{/tgczne stszenilig)éngrek/ml ekstéiilcji
1 NHEK-neonatal/THP-1 2,5 x 10%/2x108 48h
2 NHEK-neonatal/MUTZ-3 2,5 x 10%/2x10° 48h
3 NHEK-adult/THP-1 2,5 x 10°/2x10° 5h
4 NHEK-adult/THP-1 1 x 10%/2x10° 48h
5 NHEK-adult/MUTZ-3 1 x 105/2x10° 48h

Wszystkie uktady kokulturowe byty poddawane ekspozycji na 3 substancje o znanym dziataniu
uczulajagcym (DNCB, MMP, EU) oraz dwie substancje nieuczulajace (2PR, LA).
Materialy badane stosowane byly w trzech stezeniach (0,1x; 0,5x; 1IXTC — treatment
concentration) wyznaczonych na podstawie obliczonej wartosci CV75 dla poszczegdlnych
typow komorek, zgodnie z metodyka opisang w punkcie 5.3.1. oraz 5.4.
Materiaty badane przygotowywano w nastgpujacy sposob:

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w soli fizjologicznej:
Przygotowano roztwory wyj$ciowe materiatow badanych w stezeniu 100-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w DMSO:
Przygotowano roztwory wyjsciowe materialow badanych w st¢zeniu 500-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o przygotowanie roztworow roboczych:
Poprzez rozcienczenia roztworu wyj$ciowego, przygotowano odpowiednie stezenia materiatu
badanego (0,1x; 0,5x; 1x TC); odpowiednio w soli fizjologicznej lub DMSO. Nastepnie kazde
stezenie materialu badanego rozpuszczalnego w soli fizjologicznej rozcienczono 50x
W pozywce wzrostowej a kazde stezenie materialu badanego rozpuszczalnego w DMSO
rozcienczono 250x w pozywce wzrostowej w celu uzyskania stezenia aplikacyjnego.
Na ptytke 24-dotkowa wysiewano po 500 pl keratynocytow na dotek (NHEK-neonatal, NHEK-
adult) w stezeniach przedstawionych w Tabeli 5.4. a nastgpnie inkubowano 24 h (37 £ 1°C, 5
+1% CO2, RH=90+ 10%). Po 24 h, usuwano medium hodowlane i naktadano po 500 pl/dotek
komorek dendrytycznych THP-1 lub MUTZ-3 w stezeniach przedstawionych w Tabeli 5.4.,
a nastgpnie po 500 pl odpowiednich stgzen aplikacyjnych materialdow badanych. Stosowano

kontrole rozpuszczalnikowa tj. DMSO w stezeniu koncowym 0,2% lub medium hodowlane.
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Przeprowadzono dwie niezalezne serie eksperymentéw, w kazdej z nich stosowano po trzy
powtdrzenia dla kazdego stgzenia materiatlu badanego. Po zakonczeniu ekspozycji, zbierano
medium pohodowlane, taczono z trzech powtdrzen a nastepnie przechowywano w temperaturze
-20°C £+ 10°C do momentu wykonania oznaczenia cytokin. Oznaczano w mediach
pohodowlanych cytokiny: IL-1 alfa, IL-6 oraz IL-18 metoda ELISA-XMAP zgodnie
z metodyka opisang w punkcie 5.5.

5.7.3. Etap Il - ocena ekspresji antygenow powierzchniowych komorek
denrytycznych hodowanych w réznych rodzajach kokultury z

keratynocytami

W trzecim etapie projektu przeprowadzono eksperymenty oceniajace ekspresje antygenow
powierzchniowych CD54 oraz CD86 na komorkach dendrytycznych hodowanych w réznych
rodzajach kokultury, bezposredniej i posredniej z keratynocytami. Konkretne typy komorek
dendrytycznych i keratynocytéw zostaty wybrane na podstawie wynikow uzyskanych w etapie
II. Stosowano nastepujace uklady:

a) kokultura posrednia z zastosowaniem insertéw ThinCert™ z jednoczesnym narazeniem

keratynocytow oraz komorek dendrytycznych (narazenie KC/DC),

b) kokultura po$rednia z zastosowaniem insertéw ThinCert™ z narazeniem
keratynocytow (narazenie KC),

c) kokultura bezposrednia KC/DC,

d) monokultura DC.

Komoérki przygotowywano w nastgpujacy sposob:

o Komorki THP-1 odwirowano (250g, 20°C, 5 min.), zawieszono w §wiezej pozywce

wzrostowej w stezeniu 2 X 10% komorek/ml.

« Komoérki NHEK-neonatal 24 h przed badaniem wysiewano w stezeniu 2,5x10°
komorek/ml na odpowiednig ilo$é dotkow ptytki 24-dotkowej lub inserty ThinCert™ w
objetosci 500 pl. W przypadku stosowania insertoéw, dodawano 500 pl pozywki
wiasciwej dla KC do dotka w ktérym znajdowat si¢ insert.

Komoérki poddawano ekspozycji na 3 substancje o znanym dziataniu uczulajacym (DNCB,
MMP, EU) oraz dwie substancje nieuczulajace (2PR, LA). Materialy badane stosowane byly
w czterech stgzeniach (1,2X; 1x; 0,5x; 0,1x TC). Wartosci TC dla materiatdéw badanych zostaty
wyznaczone w etapie Il badan. Materiaty badane przygotowywano w nastepujacy sposob:

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w soli fizjologicznej:
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Przygotowano roztwory wyjsciowe materiatow badanych w stezeniu 100-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w DMSO:

Przygotowano roztwory wyjsciowe materiatow badanych w stezeniu 500-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o przygotowanie roztworow roboczych:

Poprzez rozcienczenia roztworu wyj$ciowego, przygotowano odpowiednie stezenia materiatu
badanego (0,1x; 0,5x; 1x; 1,2x TC); odpowiednio w soli fizjologicznej lub DMSO. Nastepnie
kazde stezenie materiatu badanego rozpuszczalnego w soli fizjologicznej rozcienczono 50x
W pozywce wzrostowej a kazde stezenie materialu badanego rozpuszczalnego w DMSO
rozcienczono 250x w pozywce wzrostowej w celu uzyskania st¢zenia aplikacyjnego.
Ekspozycje komoérek przeprowadzano w nastepujacy sposob:

. Kokultura posrednia — narazenie KC/DC. Na dno czystej plytki 24-dotkowej
ptaskodennej wysiewano 500 pl zawiesiny komoérkowej THP (liczba komorek:
1x10%dotek) a nastepnie dodano 500 pl roztworu materialu badanego w pozywce
wiasciwej dla komoérek THP-1. Do dotka przekladano insert z wysianymi dzien
wczesnie] KC do ktorego nastepnie dodawano 250 ul pozywki whasciwej dla KC oraz
250 pl materialu badanego w pozywce wilasciwej dla KC.

« Kokultura posrednia — narazenie KC. Na dno czystej ptytki 24-dotkowej ptaskodennej
wysiewano 500 pl zawiesiny komorkowej THP (liczba komérek: 1x10%dotek)
a nastgpnie dodawano 500 ul pozywki wiasciwej dla komorek THP-1. Do dotka
przektadano insert z wysianymi dzien wczesnie] KC do ktorego dodawano 250 pl
pozywki wlasciwej dla KC oraz 250 pl materiatu badanego w pozywce wilasciwej dla
KC.

« Kokultura bezposrednia - na dno plytki 24-dotkowej plaskodennej zawierajacej wysiane
dzien wczesniej KC wysiewano 500 ul zawiesiny komérkowej THP-1 w pozywce
wiasciwej dla THP-1 (liczba komérek: 1x108/dotek), a nastgpnie dodawano 500 pl
materiatu badanego w pozywce wilasciwej dla DC.

« Monokultura THP: 500 ul zawiesiny komoérkowej wprowadzano do odpowiedniej
liczby dotkéw w czystej plytce 24-dotkowej ptaskodennej (liczba komorek:
1x105/dotek), a nastepnie dodawano 500 pl roztworu materialu badanego w pozywce
wilasciwej dla DC.

Dodatkowo, stosowano kontrolg rozpuszczalnikowa tj. DMSO w stezeniu koncowym 0,2% lub

medium hodowlane. Ptytki mieszano recznie a nastgpnie inkubowano 24 h oraz 48 h (37 + 1°C,
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5+ 1% CO2 RH = 90 + 10%). Przeprowadzono trzy niezalezne serie eksperymentéw. Po
zakonczeniu ekspozycji, zbierano komorki THP-1, a nastgpnie wykonywano analize
cytometryczng antygenéw powierzchniowych CD86 oraz CD54 zgodnie z metodyka opisang

w punkcie 5.6.

5.7.4. Etap IV - walidacja metody kokulturowej KC/DC

Celem ostatniego etapu badan byla weryfikacja zdolnosci ustalonej metody kokultury
bezposredniecj NHEK-neonatal/THP-1, do oceny potencjatu uczulajgcego 14 substancji.
Komérki NHEK-neonatal wysiewano w stezeniu 2,5x10° komérek/ml na odpowiednig liczbe
dotkéw plytki 24-dotkowej w objetosci 500 pl. Po 24 h z dotkéw usuwano pozywke hodowlana.
Komorki THP-1 odwirowano (2509, 20°C, 5 min.), zawieszono w §wiezej poZywce wzrostowej
W stezeniu 2x10° komoérek/ml. Na dno ptytki 24-dotkowej ptaskodennej zawierajacej wysiane
dzien wczesniej KC wysiewano 500 ul zawiesiny komorkowej THP-1 w pozywce wiasciwej
dla THP-1 (liczba komérek: 1x108/dotek) a nastepnie dodawano 500 pl materiatu badanego w
pozywce wilasciwej dla DC.
Komorki poddawano ekspozycji na 9 substancji o znanym dziataniu uczulajacym (DNCB, pPD,
ME, CA, DL, 2MBT, IMZ, EGDMA, NiSOs — Tabela 4.3.) oraz pig¢ substancji
nieuczulajacych (2PR, LA, SA, PABA, GL — Tabela 4.3.). Materiaty badane stosowane byly w
czterech stezeniach koncowych (0,1x; 0,5x; 1x; 1,2x TC) wyznaczonych na podstawie
wynikéw cytotoksycznosci wartosci CV75 dla poszczegdlnych typow komorek, zgodnie
z metodyka opisang w punkcie 5.3.1 oraz 5.4. Materialy badane przygotowywano w
nastepujacy sposob:

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w soli fizjologicznej:
Przygotowano roztwory wyjsciowe materiatlow badanych w stezeniu 100-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o Mmaterialy badane rozpuszczalne w DMSO:
Przygotowano roztwory wyjsciowe materialdéw badanych w st¢zeniu 500-krotnie wyzszym niz
stezenie TC.

o przygotowanie roztworow roboczych:
Poprzez rozcienczenia roztworu wyjsciowego, przygotowano odpowiednie stezenia materiatu
badanego (0,1x; 0,5x; 1x; 1,2x TC); odpowiednio w soli fizjologicznej lub DMSO. Nastepnie
kazde stgzenie materiatu badanego rozpuszczalnego w soli fizjologicznej rozcienczono 50x
W pozywce wzrostowej a kazde stezenie materialu badanego rozpuszczalnego w DMSO

rozcienczono 250x w pozywce wzrostowej w celu uzyskania stezenia aplikacyjnego.
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Dodatkowo, stosowano kontrole rozpuszczalnikowg tj. DMSO w stezeniu koncowym 0,2% lub
medium hodowlane.

Plytki mieszano r¢eznie, a nastgpnie inkubowano 24 h oraz 48 h (37 = 1°C, 5+ 1% CO2, RH =
90 + 10%). Przeprowadzono dwie niezalezne serie eksperymentow. Po zakonczeniu ekspozycji,
zbierano komoérki THP-1 oraz medium pohodowlane. Oznaczano ekspresj¢ antygenu
powierzchniowego CD54 na komoérkach THP-1 zgodnie z metodyka opisang w punkcie 5.6. W
mediach pohodowlanych oznaczano poziom IL-1 alfa oraz IL-18 metodg ELISA-XMAP

zgodnie z punktem 5.5.

5.8. Statystyka

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono w programie Statistica 10
z wykorzystaniem testu t-Studenta. Wartosci p<0,05 uznawano za statystycznie istotne.
Oceng jakosci klasyfikatora oraz ustalenie warto$ci odcigcia wykonano na podstawie krzywych
ROC przy uzyciu metody stycznej w programie PQStat v. 1.8.4.

Oceny modeli predykcyjnych dokonywano na podstawie nastepujacych parametrow:

o Czulo$¢ - opisuje zdolno$¢ metody do wykrywania przypadkow posiadajacych dang
ceche, czyli do wykrywania substancji uczulajacych:

y N -
czuto$¢ (ang. sensitivity) = —— (6)
o Swoisto§¢ — opisuje zdolno$¢ metody do wykrywania przypadkéow nie

posiadajacych danej cechy, czyli do wykrywania substancji nieuczulajacych:

swoistos$¢ (ang. specificity) = TI\,TiVFP ()

« Doktadnos¢ - opisuje prawdopodobienstwo uzyskania prawidtowego wyniku przy

wykorzystaniu danej metody.

TP+TN (8)

doktadno$¢ (ang. accuracy) = ~

Gdzie:

TP — liczba wynikow prawdziwie dodatnich (ang. true positive)
FN — liczba wynikow fatszywie ujemnych (ang. false negative)
TN — liczba wynikéw prawdziwie ujemnych (ang. true negative)
FP — liczba wynikow falszywie dodatnich (ang. false positive)

N — liczba materialéw badanych
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6. Wyniki

6.1. Etap | - profil uwalniania cytokin zapalnych przez rézne rodzaje

keratynocytow hodowanych w monokulturze.
6.1.1. Ocena cytotoksycznosci DNCB wobec keratynocytow

Pierwszym etapem badan byta ocena cytotoksyczno$ci DNCB w stosunku do trzech réznych
rodzajow keratynocytow. W tym celu zastosowano test alamarBlue oceniajacy zywotno$é
komorek. Test przeprowadzono po 24 h inkubacji keratynocytéw z DNCB stosowanym
W os$miu stezeniach koncowych.

DNCB, substancja kategoryzowana jako skrajnie uczulajaca charakteryzowata si¢ wysoka
cytotoksycznoscig w stosunku do wszystkich badanych typoéw keratynocytow, nie stosowano
w analizie cytotoksycznosci stezen DNCB wyzszych niz 10 pg/ml.

Najbardziej wrazliwym na dzialtanie DNCB typem komorek okazaty si¢ keratynocyty
pochodzenia noworodkowego NHEK-neonatal. Znaczacy spadek zywotnos$ci obserwowano juz
przy stezeniach koncowych DNCB w przedziale 0,63 — 1,25 pg/ml, przy stgzeniu DNCB
rownym 2,50 pg/ml stwierdzono zywotno$¢ komorek ponizej 10%. Statystycznie istotny
spadek zywotno$ci w pordwnaniu do kontroli rozpuszczalnikowej stwierdzono juz przy
stezeniu DNCB rownym 1,25 pg/ml.

Mniejszg wrazliwoscig na dziatanie DNCB charakteryzowatly si¢ keratynocyty pochodzace
od dawcow dorostych tj. NHEK-adult, ktore odznaczaty si¢ znaczacym spadkiem Zywotnosci
przy stezeniach koncowych DNCB w przedziale 1,25 — 2,50 pg/ml osiagajac $srednig zywotnosé
na poziomie 20% przy stezeniu DNCB rownym 2,50 pg/ml. Statystycznie istotny spadek
zywotno$ci w porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowe] stwierdzono od st¢zenia DNCB
réwnego 2,5 pg/ml.

Komorki unie$miertelnionej linii komorkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytow
charakteryzowaty si¢ najmniejszg dynamika spadku zywotnos$ci w obecnosci wzrastajacych
stezen DNCB posérod stosowanych keratynocytow. Przy stezeniu koncowym 2,50 ug/ml
odznaczaly si¢ ponad dwukrotnie wyzsza zywotnoscig niz komoérki NHEK-adult oraz
pieciokrotnie wyzsza zywotnoscig w poréwnaniu do komoérek NHEK-neonatal. Statystycznie
istotny spadek zywotnosci keratynocytow unie$miertelnionej linii komorkowej obserwowano

dopiero przy stezeniu DNCB rownym 5 ug/ml (Rysunek 6.1.).
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Rysunek 6.1. Zywotnosé komorek po 24 h ekspozycji na wzrastajqce stezenia DNCB wyznaczona przy
uzyciu testu alamarBlue. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej i odchylenia
standardowego z trzech niezaleznych pomiarow. Do oceny istotnosci statystycznej zastosowano test t-
Studenta, * oznacza wartosci statystycznie istotne w poréownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej
(0,2% DMSO) p <0,05

6.1.2. Wyznaczenie wartosci CV75 dla keratynocytow

Na podstawie wynikéw cytotoksycznosci DNCB wobec keratynocytdéw wyznaczono
wartosci CV75, ktore obliczano z krzywej zaleznosci dawka — odpowiedZ metodg interpolacji
log — liniowej. Warto§¢ CV75 oznacza stezenie DNCB przy ktorym stwierdza si¢ 75%
zywotno$¢ komoérek w poréwnaniu do zywotnosci komoérek w obecnosci kontroli
rozpuszczalnikowej tj. 0,2% DMSO (Rysunek 6.2.).

Najwyzszg $rednig warto$¢ CV75 tj. 1,29 ug/ml uzyskano w przypadku komorek NHEK-adult.
Srednie stezenie DNCB, ktére spowodowato §mieré 25% tych komoérek byto okoto dwukrotnie
wyzsze niz w przypadku komorek uniesmiertelnionej linii komérkowej pochodzacej z ludzkich
keratynocytow, ktore uzyskaty najnizsza srednig wartos¢ CV75 wsrdd wszystkich ocenianych

keratynocytow tj. 0,65 ug/ml (Tabela 6.1.).
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Rysunek 6.2. Krzywe zaleznosci dawka — odpowiedz na podstawie ktérych wyznaczano wartos¢ CV75
metodq interpolacji log-liniowej. Zywotnosé keratynocytéw po 24 h inkubacji z DNCB okreslona przy
uzyciu testu alamarBlue. Keratynocyty narazano na DNCB w stezeniach koricowych 0,04 — 10 ug/mi.

Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich wykonano trzy powtorzenia
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Tabela 6.1. Podsumowanie wartosci CV75 wyznaczonych na podstawie wynikow cytotoksycznosci

DNCB (n=3)

CV75 [%]

Seria pomiarowa Uniesmiertelniona linia
NHEK - neonatal NHEK - adult komorkowa pochodzgca
z ludzkich keratynocytow

Seria | 1,19 1,29 0,67

Seria Il 0,66 1,25 0,62

Seria 0,75 1,32 0,51

CV75
£+ SD 0,87 +0,28 1,29+ 0,04 0,65+ 0,08

6.1.3. Analiza stezenia cytokin zapalnych keratynocytow w mediach

pohodowlanych monokultur KC

6.1.3.1. Profil zewnatrzkomérkowego uwalniania IL-1 alfa

Na podstawie analizy wynikéw IL-1 alfa w mediach pohodowlanych mozna zauwazy¢, ze
stezenia interleukiny réznig si¢ w znaczacy sposOb pomigdzy stosowanymi modelami
komorkowymi juz na poziomie podstawowego wydzielania tj. w obecnosci kontroli
rozpuszczalnikowej DMSO. Najbardziej reaktywne okazaly si¢ keratynocyty NHEK-adult,
ktore w warunkach spoczynkowych produkowaty IL-1 alfa w stezeniach przekraczajacych 200
pg/ml we wszystkich stezeniach komorek jak rowniez punktach czasowych osiagajac wartosci
przekraczajace nawet 1000 pg/ml. Keratynocyty NHEK-neonatal charakteryzowaty si¢ nizsza
produkcja podstawowa IL-1 alfa. Z wyjatkiem jednego protokotu eksperymentalnego (czas
ekspozycji 18 h, stezenie komorek 2,5 x 10%ml), obserwowano stezenia podstawowe IL-1 alfa
ponizej 200 pg/ml. W przypadku keratynocytow NHEK-neonatal oraz NHEK-adult, wszystkie
oznaczone stezenia IL-1 alfa przekraczaty wartos¢ LLOQ, czyli dolng granic¢ oznaczalno$ci
rowng 4,80 pg/ml. Natomiast w przypadku komorek unie$miertelnionej linii komorkowe;
pochodzacej z ludzkich keratynocytéw, z wyjatkiem jednego protokotu eksperymentalnego
(czas ekspozycji 48 h, stezenie komérek 1 x 10°/ml), nie stwierdzono produkcji IL-1 alfa
zarowno w warunkach podstawowych jak i w przypadku ekspozycji na substancj¢ uczulajaca

(Rysunek 6.3.).
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W przypadku keratynocytow, ktore po ekspozycji na substancj¢ uczulajaca wyprodukowaty
zewnatrzkomorkowo IL-1 alfa w stezeniu przekraczajacym wartos¢ LLOQ (NHEK — neonatal,
NHEK — adult) obliczono wartosci SI wg wzoru (4). Zaréwno keratynocyty pochodzace od
dawcow noworodkowych jak i od dawcow dorostych wykazaty zblizony profil uwalniania IL-
1 alfa w odpowiedzi na ekspozycje na substancj¢ uczulajgca. Nie obserwowano znaczgcego
wzrostu stezenia te] cytokiny w poréwnaniu z kontrola rozpuszczalnikowa stosujac
keratynocyty w dwoch najnizszych stezeniach 0,5x oraz 1x10° komoérek/ml. Komorki
stosowane w stezeniu 2,5x10%/ml wyprodukowaty najwiecej IL-1 alfa w stosunku do kontroli
rozpuszczalnikowej, NHEK-neonatal po 48h ekspozycji, NHEK-adult juz po 5 h ekspozycji na
DNCB. W najwyzszym stezeniu komoérek produkcja IL-1 alfa po ekspozycji na substancje
uczulajaca gwattownie maleje osiggajac warto$ci zblizone do stezenia uzyskanego w kontroli

rozpuszczalnikowej (Rysunek 6.4.).
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Rysunek 6.3. Profil uwalniania interleukiny IL-1 alfa pod wphywem substancji uczulajgcej DNCB
i kontroli rozpuszczalnikowej DMSO przez keratynocyty NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz
komorki uniesmiertelnionej linii komoérkowej pochodzqcej z ludzkich keratynocytow (C) w zaleznosci od
stezenia komorek oraz czasu ekspozycji na DNCB i DMSO. Stezenie interleukiny IL-1 alfa oznaczane
byto w mediach pohodowlanych pulowanych z trzech niezaleznych eksperymentow metodq ELISA-
XMAP
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Rysunek 6.4. Wartosci wskaznika stymulacji SI dla keratynocytow NHEK-neonatal oraz NHEK-adult
uzyskanych w roznych przedziatach czasowych i przy roznych stezeniach komorek. Linia przerywana

ustawiona jest na poziomie wartosci kontroli rozpuszczalnikowej

6.1.3.2. Profil zewngtrzkomérkowego uwalniania IL-6

Na podstawie analizy wynikow IL-6 w mediach pohodowlanych mozna zauwazy¢, ze
stezenia interleukiny r6znig si¢ pomiedzy stosowanymi modelami komoérkowymi na poziomie
podstawowego wydzielania tj. w obecnosci kontroli rozpuszczalnikowej DMSO, jednak
W mniejszym stopniu niz w przypadku IL-1 alfa. Stwierdzono zewnatrzkomérkowe uwalnianie
IL-6 przez wszystkie typy keratynocytow, we wszystkich protokotach eksperymentalnych
(Rysunek 6.5.).

Analizujac wartosci SI, nie stwierdzono produkcji IL-6 powyzej poziomu produkowanego
przez komorki narazane na kontrole rozpuszczalnikowa w stezeniu najnizszym tj. 0,5x10°
komorek/ml we wszystkich modelach badawczych. Zewnatrzkomoérkowe wydzielanie 1L-6
przez keratynocyty NHEK-adult byto najbardziej zroznicowane. Stwierdzono wzrost stgzenia
IL-6 w poréwnaniu do kontroli rozpuszczalnikowej w kilku punktach czasowych przy st¢zeniu
komorek 1x oraz 2,5x10%ml. W najwyzszym stezeniu komorek nie obserwowano wzrostu

wartosci SI powyzej wartosci kontroli rozpuszczalnikowej (Rysunek 6.6.).
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Rysunek 6.5. Profil uwalniania interleukiny IL-6 pod wptywem substancji uczulajgcej DNCB i kontroli
rozpuszczalnikowej DMSO przez keratynocyty NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komorki
uniesmiertelnionej linii komorkowej pochodzqcej z ludzkich keratynocytow (C) w zaleznosci od stezenia
komorek oraz czasu ekspozycji na DNCB i DMSO. Stezenie interleukiny IL-6 oznaczane byto w mediach
pohodowlanych pulowanych z trzech niezaleznych eksperymentow metodg ELISA-XMAP
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W przypadku keratynocytow NHEK-neonatal stwierdzono jeden ostry pik produkcji IL-6 po
48 h ekspozycji komérek stosowanych w stezeniu 2,5x10°/ml, uzyskana wartoéé SI = 276,8%
byta najwyzszg wartoscig SI dla IL-6 stwierdzong wérod wszystkich modeli badawczych.

Z kolei komorki unie$miertelnionej linii komoérkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytow
okazatly si¢ najmniej reaktywne sposrod wszystkich modeli badawczych, w ich przypadku

uzyskano najnizsze wartosci SI (Rysunek 6.6.).
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Rysunek 6.6. Wartosci wskaznika stymulacji SI dla keratynocytow NHEK-neonatal oraz NHEK-adult
uzyskanych w roznych przedzialach czasowych i przy roznych stezeniach komorek. Linia przerywana

ustawiona jest na poziomie wartosci kontroli rozpuszczalnikowej

6.1.3.3. Profil zewnatrzkomoérkowego uwalniania IL-18

W przypadku IL-18, stwierdzono zewngtrzkomorkowa produkcje interleukiny tylko
w przypadku NHEK-neonatal oraz NHEK-adult. Nie stwierdzono produkcji IL-18 przez
komorki uniesmiertelnionej linii komoérkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytow powyzej
wartosci LLOQ tj. 0,64 pg/ml w zadnych warunkach eksperymentalnych. Obserwowano
podstawowe wydzielanie IL-18 w obecnosci kontroli rozpuszczalnikowej na bardzo niskim
poziomie, czesto ponizej wartosci LLOQ w przypadku komorek NHEK-neonatal. Komorki
NHEK-adult okazaty si¢ bardziej reaktywne w warunkach podstawowych (Rysunek 6.7.).
Najwyzsza produkcje IL-18 przez komoédrki NHEK-neonatal stwierdzono w najnizszym

stosowanym stezeniu 0,5x10° komérek/ml po 24h ekspozycji na substancje uczulajacg. Wraz
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ze wzrostem stezenia komoérek produkcja I1L-18 wyraznie maleje, a w wyzszych stezeniach
komorek tj. 1x; 2,5x oraz 5x10° komérek/ml zewnatrzkomoérkowa produkcja 1L-18 ulega
zahamowaniu w poréwnaniu z kontrolg rozpuszczalnikowa.

W przypadku komorek NHEK-adult, stwierdzono st¢zenia przewyzszajace stezenie
obserwowane w kontroli rozpuszczalnikowej we wszystkich czasach inkubacji oraz wszystkich
stezeniach wysiewanych komorek. Najwyzsze stg¢zenia I1L-18 oraz warto§¢ SI obserwowane
byty po 24 h inkubacji w przypadku komérek wysiewanych w stezeniu 0,5x10° komérek/ml;
5h inkubacji w przypadku komérek wysiewanych w stezeniu 2,5x10° komérek/ml. Dla tych
stezen i czasow inkubacji uzyskano najwyzsze wartosci SI wsrdd wszystkich badanych

rodzajow komorek oraz cytokin zapalnych (Rysunek 6.8.).
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Rysunek 6.7. Profil uwalniania interleukiny IL-18 pod wptywem substancji uczulajqgcej DNCB i kontroli
rozpuszczalnikowej DMSO przez keratynocyty NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) w zaleznosci od
stezenia komorek oraz czasu ekspozycji na DNCB i DMSO. Stezenie interleukiny IL-18 oznaczane byto
w mediach pohodowlanych pulowanych z trzech niezaleznych eksperymentow metodg ELISA-XMAP
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Rysunek 6.8. Wartosci wskaznika stymulacji SI dla keratynocytow NHEK-neonatal oraz NHEK-adult
uzyskanych w roznych przedzialach czasowych i przy roznych stezeniach komorek. Linia przerywana

ustawiona jest na poziomie wartosci kontroli rozpuszczalnikowej

6.1.3.4. Profil zewnatrzkomérkowego uwalniania TNF-alfa oraz 1L-12 (p40), IL-
12 (p70)

Na podstawie analizy wynikow TNF-alfa w mediach pohodowlanych mozna zauwazy¢, ze
jego stezenia roznig si¢ w znaczacy sposob pomiedzy stosowanymi modelami komdorkowymi
juz na poziomie podstawowego wydzielania tj. w obecno$ci kontroli rozpuszczalnikowej
DMSO. Najbardziej reaktywne okazaly si¢ keratynocyty NHEK-adult, ktore w warunkach
spoczynkowych produkowaty TNF-alfa przy dluzsze; ekspozycji, wzrost stezenia
obserwowano po 24 i 48 h od rozpoczgcia inkubacji z kontrola rozpuszczalnikowa. Przy
kréotszym czasie ekspozycji tj. 5 1 18 h podstawowe uwalnianie TNF-alfa bylo nizsze od
wartosci LLOQ réwnej 6,40 pg/ml. Podstawowe uwalnianie TNF-alfa przez komérki NHEK-
neonatal we wszystkich protokotach eksperymentalnych nie przekraczalo wartosci LLOQ
(Rysunek 6.9.). W przypadku komorek uniesmiertelnionej linii komérkowej pochodzacej z
ludzkich keratynocytow nie stwierdzono produkcji TNF-alfa powyzej wartosci LLOQ zaré6wno

w warunkach podstawowych jak i po ekspozycji na substancj¢ uczulajaca.
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Rysunek 6.9. Profil uwalniania interleukiny TNF alfa pod wplywem substancji uczulajgcej DNCB i
kontroli rozpuszczalnikowej DMSO przez keratynocyty NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B)
W zaleznosci od stezenia komorek oraz czasu ekspozycji na DNCB i DMSO. Stezenie TNF-alfa
oznaczane byto w mediach pohodowlanych pulowanych z trzech niezaleznych eksperymentow metodg
ELISA-XMAP.

Biorac pod uwage keratynocyty NHEK-neonatal, tylko w trzech przypadkach stwierdzono
stezenie przekraczajagce warto$¢ dolnej granicy oznaczalnosci tj. w przypadku komorek
wysianych w stezeniu 1x10° komoérek/ml po 18 h ekspozycji oraz komérek wysiewanych
W stezeniu 2,5x10° komorek/ml po 24 i 48h ekspozycji. Wartosci SI w tych przypadkach
osiggnety wysokie warto$ci, odpowiednio:

SI= 341,9% dla komérek wysianych w stezeniu 1x10° kom./ml po 18h ekspozycii,

SI= 240,9% dla komérek wysianych w stezeniu 2,5x10° kom./ml po 24h ekspozycji,

SI= 562,7% dla komérek wysianych w stezeniu 2,5x10° kom./ml po 48h ekspozycji.
Keratynocyty NHEK-adult uzyskaty nizsze warto$ci SI w poréwnaniu z keratynocytami
NHEK-neonatal. Po 24h inkubacji komérek wysianych w stezeniu 1 x 10° komérek/ml
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uzyskano warto$¢ SI na poziomie 136,1%. Wyzsze wartosci SI uzyskano po 5h inkubacji,
SI=224,1% oraz po 24h inkubacji, SI=155,2% w przypadku komoérek wysianych w st¢zeniu
2,5x10° komoérek/ml (Rysunek 6.10.).

Nie stwierdzono produkcji zewnatrzkomoérkowej 1L-12 (p40) oraz 1L-12 (p70) przez zaden
z trzech typow stosowanych keratynocytow. We wszystkich warunkach eksperymentalnych
stezenie tych interleukin byto nieoznaczalne lub ponizej wartosci LLOQ = 6,40 pg/ml dla IL -
12 (p40) oraz LLOQ = 0,88 pg/ml dla IL -12 (p70).
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Rysunek 6.10. Wartosci wskaznika stymulacji SI dla keratynocytéw NHEK-neonatal oraz NHEK-adult
uzyskanych w roznych przedziatach czasowych i przy roznych stezeniach komorek. Linia przerywana
ustawiona jest na poziomie wartosci kontroli rozpuszczalnikowej.

6.1.4. Etap | - podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikow, do etapu Il badan zakwalifikowano keratynocyty
NHEK- neonatal i keratynocty NHEK-adult. Ze wzglgdu na minimalng zewngtrzkomorkowa
produkcje¢ cytokin zapalnych nie stosowano komorek linii komérkowej pochodzacej z ludzkich
keratynocytow.

Sposrod oznaczanych w etapie | cytokin zapalnych, do etapu Il badan wybrano IL-1 alfa,
IL-6 oraz IL-18.
Sposrod wszystkich stosowanych w etapie | protokotéw eksperymentalnych wybrano

nastepujace do etapu Il badan:
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a) NHEK-neonatal — stezenie 2,5x10° komérek/ml, czas ekspozycji 48 h;
b) NHEK-adult - stezenie 2,5x10° komérek/ml, czas ekspozycji 5 h;
¢) NHEK-adult - stezenie 1x10° komoérek/ml, czas ekspozycji 48h.

6.2. Etap Il - profil uwalniania cytokin zapalnych przez keratynocyty hodowane

W kokulturze bezposredniej z komorkami dendrytycznymi
6.2.1. Ocena cytotoksyczno$ci materialow badanych wobec KC i DC

W kolejnym etapie badan oceniono cytotoksycznos¢ 5 substancji badanych wobec dwoch
rodzajow keratynocytow tj. NHEK-neonatal, NHEK-adult oraz komérek dendrytycznych, czyli
THP-1, MUTZ-3. Zastosowano trzy substancje o znanym dziataniu uczulajacym:

« DNCB - substancja o skrajnym dziataniu uczulajacym,

« MMP - substancja o umiarkowanym dziataniu uczulajacym,

« EU — substancja o stabym dziataniu uczulajagcym,
oraz dwie substancje nieuczulajace tj, LA oraz 2PR. Do oceny cytotoksyczno$ci zastosowano
test alamarBlue oceniajacy zywotno$¢ komorek. Test przeprowadzono po 24 h inkubacji
komorek z badanymi substancjami stosowanymi w o$miu stezeniach koncowych.

Najbardziej wrazliwe na dzialanie DNCB okazaly si¢ keratynocyty pochodzenia
noworodkowego NHEK-neonatal. Statystycznie istotny spadek zywotno$ci w poréwnaniu
Z kontrolg rozpuszczalnikows tj. 0,2% DMSO obserwowano przy wszystkich zastosowanych
stezeniach DNCB. Poczawszy od stezenia DNCB réwnego 1,56 ug/ml, zywotno$¢ komorek
NHEK — neonatal obnizyta si¢ istotnie do wartosci ponizej 20%.

Keratynocyty NHEK-adult charakteryzowata nizsza wrazliwo$¢ na dziatanie DNCB,
statystycznie istotny spadek zywotnosci obserwowano w stezeniu DNCB réwnym 1,25 pg/ml.

W przypadku komorek MUTZ-3 obserwowano statystycznie istotng, niewielka redukcje
zywotno$ci we wszystkich zastosowanych stezeniach, jednak znaczacy spadek zywotnosci
komorek MUTZ-3 nastapit po ekspozycji na DNCB w stezeniu 1,95 pg/ml, osiggajac wartosci
ponizej 20% przy stezeniu rownym 3,90 pg/ml. Najmniejsza cytotoksycznos¢ wykazat DNCB
w stosunku do komoérek THP-1. Statystycznie istotny spadek zywotnosci komorek ponizej 20%
obserwowano dopiero przy stezeniu rownym 7,81 ug/ml (Rysunek 6.11.).

W przypadku narazenia komorek na substancj¢ o umiarkowanym dziataniu uczulajacym tj.
MMP najbardziej wrazliwym typem komorek ponownie byly keratynocyty NHEK-neonatal, w
przypadku ktorych obserwowano statystycznie istotny spadek zywotnosci w poréwnaniu do

kontroli rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO) we wszystkich zastosowanych stezeniach. Nieco
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mniej wrazliwe na dziatanie MMP okazaly si¢ komorki MUTZ-3, w przypadku ktoérych do
statystycznego obnizenia zywotno$ci doszto przy stezeniu MMP rownym 31,25 pg/ml. W
przypadku komorek NHEK-adult, statystyczng istotno$¢ uzyskano przy st¢zeniu 125 ug/ml.
Najmniej wrazliwe ponownie byly komorki THP-1, statystycznie istotny spadek ich zywotnosci
stwierdzono dopiero w stezeniu MMP réwnym 250 pg/ml.

Dynamika zmian zywotnosci komodrek po ekspozycji na EU byla podobna do zmian
obserwowanych po narazeniu na MMP. Poczawszy od st¢zenia EU 31,25 ug/ml obserwowano
statystycznie istotny spadek zywotnosci wszystkich typow komorek z wyjatkiem THP-1,
w przypadku ktorych dopiero stgzenie EU rowne 250 pg/ml wywotato taki efekt (Rysunek
6.12.).

Substancja nieuczulajaca, 2PR nie wykazala cytotoksyczno$ci nawet w maksymalnym
stezeniu uzytym w tescie tj. 5000 pg/ml, stwierdzono przy tym stezeniu zywotnos$¢ wszystkich
typow komorek powyzej 80% w porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej (medium
hodowlane). Druga z substancji nieuczulajacych tj. LA, ktora jest materialem 0 znanym
dziataniu draznigcym wywotala statystycznie istotny spadek zywotnosci wszystkich komorek
w maksymalnym stezeniu tj. 5000 pg/ml do wartosci ponizej 20% w poroéwnaniu do kontroli

rozpuszczalnikowej tj. medium hodowlanego (Rysunek 6.13.).
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Rysunek 6.11. Zywotnos¢ komérek THP-1 (A), MUTZ-3 (B), NHEK-neonatal (C) oraz NHEK-adult (D)
po 24 h ekspozycji na wzrastajqce stgzenia DNCB wyznaczona przy uzyciu testu alamarBlue. Wyniki
przedstawiono w postaci wartosci sredniej i odchylenia standardowego z trzech (NHEK-adult, MUTZ -
3) lub dwéch (NHEK-neonatal, THP-1) niezaleznych pomiaréow. Do oceny istotnosci statystycznej
zastosowano test t-Studenta. * oznacza wartosci statystycznie istotne w poréownaniu do kontroli
rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO), p <0,05
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Rysunek 6.12. Zywotnos¢ komérek po 24 h ekspozycji na wzrastajgce stezenia MMP (4) oraz EU (B)
wyznaczona przy uzyciu testu alamarBlue. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej
i odchylenia standardowego z trzech niezaleznych pomiaréw. Do oceny istotnosci statystycznej
zastosowano test t-Studenat. * oznacza Wartosci statystycznie istotne w poréownaniu do kontroli
rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO): p <0,05
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Rysunek 6.13. Zywotnos¢ komorek po 24 h ekspozycji na wzrastajqce stezenia LA (4) oraz 2PR (B)
wyznaczona przy uzyciu testu alamarBlue. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej
i odchylenia standardowego z trzech (2PR) lub dwoch (LA) niezaleznych pomiaréw. Do oceny
istotnoSci statystycznej zastosowano test t Studenta. * oznacza Wartosci statystycznie istotne
W poréwnaniu do kontroli rozpuszczalnikowej (medium hodowlane), p <0,05
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6.2.2. Wyznaczenie wartosci CV75 oraz st¢zenia ekspozycyjnego

Na podstawie wynikéw cytotoksycznosci materiatéw badanych wobec keratynocytéw
NHEK-neonatal, NHEK-adult i komorek dendrytycznych THP-1, MUTZ-3 wyznaczono
warto$ci CV75, ktore obliczano z krzywej zaleznosci dawka — odpowiedz metoda interpolacji
log — liniowej. Wartos¢ CV75 oznacza stezenie materialow badanych przy ktérym stwierdza
sie 75% zywotno$¢ komorek w poroéwnaniu do zywotnosci komodrek w obecno$ci kontroli
rozpuszczalnikowej tj. 0,2% DMSO w przypadku DNCB, MMP, EU lub medium hodowlanego
w przypadku LA oraz 2PR (Rysunek 6.14 — 6.18).

Najwyzsza srednig wartos¢ CV75 dla wszystkich substancji uczulajacych uzyskaty komorki
THP-1. W przypadku DNCB bylo to st¢zenie 2,22 pg/ml, prawie trzykrotnie wyzsze niz w
przypadku pozostatych rodzajow komorek, dla ktorych wartos¢ CV75 miescita si¢ w granicach
0,72 — 0,80 pg/ml. W przypadku MMP, stezenie powodujace $mier¢ 25% komoérek THP-1
(287,23 pg/ml) byto ponad pigciokrotnie wyzsze w stosunku do najwrazliwszego typu komorek
tj. NHEK — neonatal (40,91 ug/ml). Komoérki MUTZ-3 oraz NHEK-adult charakteryzowaty sie
zblizong wartosciag CV75 po narazeniu na MMP. Mniejsza zmienno$¢ obserwowano
w przypadku EU. Wartosci CV75 w przypadku obydwu typu keratynocytoéw sa bardzo
zblizone, natomiast najwyzsza wartos¢ CV75 obserwowana w przypadku komoérek THP-1 nie
przekracza dwukrotnej wartosci stezenia wyznaczonego dla keratynocytow.

W przypadku substancji nieuczulajacej LA, wyznaczone wartoSci CV75 sa zblizone we
wszystkich typach komorek osiagajac wartos¢ okoto 3000 ug/ml. Podobnie w przypadku 2PR,
dla ktorego nie ma mozliwosci wyznaczenia stezenia CV75 ze wzgledu na brak
cytotoksycznos$ci w zastosowanym przedziale stezen (Tabela 6.2.).

Wyznaczone wartosci CV75 postuzylty do wyznaczenia stezen ekspozycyjnych (TC)
stosowanych w dalszym etapie badan, tj. analizie wptywu kokultury bezposredniej
keratynocytow z komoérkami dendrytycznymi na uwalnianie cytokin zapalnych przez
keratynocyty oraz analizy wplywu réznych rodzajow kokultury KC/DC na ekspresje
antygenow powierzchniowych na komorkach dendrytycznych. Jako stezenie ekspozycyjne,
ktére byto bazg do wyznaczania kolejnych stezen materiatdéw badanych wyznaczono warto$¢
CV75 wrazliwszego typu komorek w danym uktadzie kokulturowym. Takie podejs$cie miato na
celu zapobieganie nadmiernej cytotoksycznosci w stosunku do jednego rodzaju komorek,
szczegolnie w uktadach kokulturowych, w ktorych obserwowano duza roznice w wartosciach

CV75 pomigdzy komoérkami (Tabela 6.3.).
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Rysunek 6.14. Zywotnos¢ keratynocytow NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komérek
dendrytycznych THP-1 (C) i MUTZ-3 (D) po 24 h inkubacji z DNCB w stezeniach korncowych 0,03 —

250 wg/ml okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich

wykonano trzy powtérzenia
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Rysunek 6.15. Zywotnosé keratynocytéw NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komdrek
dendrytycznych THP-1 (C) i MUTZ-3 (D) po 24 h inkubacji z MMP w stezeniach koncowych 3,90 —
1000 wug/ml okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich
wykonano trzy powtorzenia
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Rysunek 6.16. Zywotnos¢ keratynocytow NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komérek
dendrytycznych THP-1 (C) i MUTZ-3 (D) po 24 h inkubacji z EU w stezeniach koricowych 3,90 — 1000
ug/ml okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich

wykonano trzy powtorzenia
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Rysunek 6.17. Zywotnosé keratynocytéw NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komdrek
dendrytycznych THP-1 (C) i MUTZ-3 (D) po 24 h inkubacji z LA w stezeniach koncowych 7,80 — 1000

ug/ml okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich

wykonano trzy powtorzenia
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Rysunek 6.18. Zywotnos¢ keratynocytow NHEK-neonatal (A), NHEK-adult (B) oraz komérek
dendrytycznych THP-1 (C) i MUTZ-3 (D) po 24 h inkubacji z 2PR w stezeniach koricowych 7,80 — 5000
ug/ml okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich
wykonano trzy powtorzenia
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Tabela 6.2. Wyznaczone wartosci CV75 dla badanych materiatow

. . CV75 [ug/mli]
Z\g]gézrrz]ai onsﬁz;:gwa Keratynocyty Komorki dendrytyczne
y P NHEK - neonatal | NHEK - adult THP -1 MUTZ - 3
| 0.61 0,78 2.03 1,01
T 0,80 0,45 2,86 0,72
DNCB i 0,79 0,94 0,87 0,66
CV 75 0,73+ 0.10 0,72+ 0.25 2224117 0,80=0.19
X+ SD
| 24.45 99,73 263,39 82,97
T 46,01 106,60 300,41 117,02
MMP i 52,56 118,16 297,88 76,89
g;g 40,91 + 14,59 106,839,902 | 287.23+2068 | 92292163
| 114,45 90,54 214,52 14842
T 141,54 117,00 170,52 122,33
EU i 96,73 140,88 190,13 110,77
CV75x+
o 11691+2274 | 11614+2518 | 192,52+2205 | 127,17 +19,29
| >1000 >1000 >1000 >1000
1 >1000 >1000 >1000 >1000
A i 2706,36 2765,03 3503,39 3164,37
IV 2792.62 2831,00 2781,88 2810,06
cv;g XE 1 0749491 61.00 | 279806+ 4671 | 3142,63 510,19 | 298721 + 250,53
| >1000 >1000 >1000 >1000
1 >1000 >1000 >1000 >1000
2PR i >5000 >5000 >5000 >5000
cv 57[5) X+ >5000 >5000 >5000 >5000

Tabela 6.3. Stezenia ekspozycyjne dla roznych uktadow kokultury

Stezenie ekspozycyjne TC [ug/ml]

R j kokul
odzaj kokultury DNCE MMP EU " p—-
NHEK —
neonatal/THP -1 0,73 41 117 2750 5000
NHEK — neonatal/
MUTZ -3 0,73 41 117 2750 5000
NHEK — adult/
THP- 1 0,72 107 116 2800 5000
NHEK —
adult/MUTZ - 3 072 92 116 2800 5000
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6.2.3. Analiza stezenia cytokin zapalnych keratynocytow w mediach

pohodowlanych kokultur KC/DC

6.2.3.1. Kokultura bezposrednia NHEK-neonatal z komérkami THP-1 oraz
MUTZ-3

W uktadzie monokultury, kiedy zastosowano komoérki NHEK-neonatal w stezeniu 2,5x10°
komoérek/ml, stwierdzono po 48 h ekspozycji na substancj¢ uczulajaca wzrost wartosci SI
w przypadku IL-1 alfa oraz IL-6 w poréwnaniu do kontroli rozpuszczalnikowej (Rysunek 6.4.,
6.6.). Z kolei najwigkszy wzrost IL-18 odnotowano przy nizszym stezeniu komorek, 0,5x10°
komorek/ml po 18 h ekspozycji na substancj¢ uczulajaca (Rysunek 6.8.). Na podstawie
wynikow przedstawionych na Rysunku 6.19. mozna stwierdzié, ze wspolna hodowla komorek
NHEK-neonatal z komoérkami dendrytycznymi oraz rodzaj komoérek dendrytycznych majg

wplyw na profil uwalniania cytokin przez komoérki NHEK-neonatal.

Dodatek komoérek dendrytycznych THP-1 do hodowli spowodowat zahamowanie produkcji
IL-6 pod wptywem substancji uczulajacych po 48 h ekspozycji. Stwierdzono tylko wzrost
wartosci SI w przypadku substancji draznigcej tj. LA w stezeniu 1375 pg/ml. Natomiast,
stwierdzano statystycznie istotny wzrost warto$ci SI dla IL-1 alfa w przypadku wszystkich
substancji uczulajacych. Ciekawe jest uzyskanie najwyzszych wartosci SI dla substancji
0 stabym dziataniu uczulajacym (EU) i1 najnizszych wartosci SI dla substancji o silnym
dziataniu uczulajgcym (DNCB). Wysokie wartosci SI dla IL-1 alfa (bez istotnosci
statystycznej) uzyskano w przypadku substancji nieuczulajacej tj. LA w dwoch najwyzszych
stezeniach: 2750, 1375 pg/ml. Analogiczna sytuacja wystgpuje w przypadku I1L-18. W zwiazku
z tym mozna zastanowic si¢ nad zastosowaniem nizszych st¢zen np. <1000 pg/ml aby zapobiec
nieprawidtowej klasyfikacji LA jako substancji uczulajacej na podstawie uwalniania IL-1 alfa
i IL-18 w tym systemie badawczym. Nie uzyskano statystycznie istotnego wzrostu wartosci SI
w przypadku substancji nieuczulajacej 2PR dla zadnej z oznaczanych cytokin. W odréznieniu
do monokultury NHEK-neonatal, w uktadzie NHEK-neonatal/THP-1 stwierdzono
statystycznie istotny wzrost Sl dla 1L-18 w przypadku substancji o silnym oraz umiarkowanym
dzialaniu uczulajacym. W przypadku monokultury NHEK-neonatal stosowanej w stezeniu
2,5x10° komoérek/ml, nie stwierdzono wzrostu wartosci SI dla IL-18 w Zadnym punkcie

czasowym (Rysunek 6.8.).
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Profil uwalniania cytokin w kokulturze NHEK-neonatal z komérkami MUTZ-3 r6zni si¢
od kokultury keratynocytéw z komoérkami THP-1. Nie stwierdzono warto$ci SI
przekraczajacych warto$¢ kontroli rozpuszczalnikowej dla IL-6 oraz IL-18 po ekspozycji
komorek na wszystkie substancje uczulajgce. Znaczacy wzrost wartosci SI dla IL-18
obserwowano z kolei w przypadku substancji nieuczulajacej 2PR. Statystycznie istotny wzrost
SI, ale przy zdecydowanie nizszych wartosciach niz w kokulturze z komorkami THP-1,
obserwowano w przypadku umiarkowanej (MMP) i stabej (EU) substancji uczulajgcej
(Rysunek 6.19.).
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Rysunek 6.19. Charakterystyka uwalniania cytokin zapalnych w ukladzie kokultury bezposredniej
NHEK-neonatal/THP-1 (A) oraz NHEK-neonatal/MUTZ-3 (B). Komorki narazano przez 48 h na
wybrane substancje uczulajgce oraz substancje nieuczulajgce. Stosowano komérki NHEK-neonatal
W stezeniu 2,5x10° komorek/ml oraz THP-1/IMUTZ-3 W stezeniu 2x10%ml. Cytokiny oznaczano
W mediach pohodowlanych metodq ELISA-xMAP. Przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty,
W kazdym z nich pulowano medium pohodowlane z trzech powtorzen dla kazdego stezenia materiatu
badanego. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia

przerywana wskazuje warto$¢é odniesienia tj. kontroli rozpuszczalnikoweyj.

porownywano do kontroli rozpuszczalnikowej przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*
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6.2.3.2. Kokultura bezposrednia NHEK-adult z komérkami THP-1 i MUTZ-3

Po ckspozycji komorek NHEK-adult na substancje uczulajagcg DNCB obserwowano
zroznicowane w czasie 1 zalezne od stezenia komodrek zewnatrzkomorkowe uwalnianie cytokin.
Zastosowanie komérek NHEK-adult w stezeniu 2,5x10° komérek/ml we wspdlnej hodowli
z komorkami dendrytycznymi THP-1 spowodowato zmiang profilu uwalniania cytokin po 5 h
ekspozycji na substancje uczulajace i nieuczulajgce. W przypadku IL-1 alfa, ktora bylta
dominujacg cytoking stwierdzang w monokulturze NHEK -adult, nie stwierdzono wartosci SI
powyzej wartosci uzyskanych w kontroli rozpuszczalnikowej dla Zadnego materiatu
uczulajgcego. Analogiczna sytuacja miata miejsce w przypadku IL-6. Stwierdzono tylko
niewielki wzrost wartosci SI dla IL-18 po narazeniu na substancje uczulajace. 5 h ekspozycja
na substancje nieuczulajace wywotata niewielki wzrost wartosci SI dla wszystkich cytokin
(Rysunek 6.20. A).

Zastosowanie w kokulturze z komoérkami THP-1, komérek NHEK-adult w nizszym
stezeniu 1 x 10° komérek/ml oraz wydtuzenie czasu ekspozycji do 48 h przyczynito sie do
wzrostu wydzielania cytokin (Rysunek 6.20. B). Stwierdzono wzrost warto$ci SI dla IL-1 alfa
dla wszystkich substancji uczulajacych, statystycznie istotny w przypadku DNCB. W
przypadku IL-6 stwierdzono statystycznie istotnie wzrost SI po ekspozycji na substancje
umiarkowanie (MMP) i stabo uczulajacg (EU). Nie stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu
dla IL-18 po narazeniu na substancje uczulajace, pomimo uzyskania wartosci SI
przekraczajacych warto$¢ kontroli rozpuszczalnikowej. Podobnie jak w kokulturze NHEK-
neonatal/THP-1 stwierdzono statystycznie istotny wzrost wartosci SI dla IL-1 alfa dla
substancji nieuczulajacej (W stosunku do kontroli) tj. LA w dwoch najwyzszych st¢zeniach:
2800, 1400 pg/ml. Analogiczna sytuacja wystepuje w przypadku IL-6. Uzyskane wyniki
wskazujg na mozliwos¢ zastosowania nizszych stezen w kolejnych badaniach np. <1000 ug/ml,
aby zapobiec nieprawidlowe] klasyfikacji LA jako substancji uczulajacej na podstawie
uwalniania IL-1 alfa i IL-6 w tym systemie badawczym.

Zastosowanie kokultury bezposredniej NHEK-adult z komoérkami MUTZ nie daje
mozliwo$ci odrdznienia substancji uczulajacych od substancji nieuczulajacych. Nie
stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu warto$ci SI Zzadnej z cytokin po ekspozycji na
substancje uczulajgce, natomiast obserwowano znaczny wzrost wartosci SI w przypadku

ekspozycji na substancj¢ nieuczulajacag LA (Rysunek 6.21.).
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Rysunek 6.20. Charakterystyka uwalniania cytokin zapalnych w uktadzie kokultury bezposredniej
NHEK-adult/THP-1. Komorki narazano przez 5 h (A) oraz 48 h (B) na wybrane substancje uczulajgce
oraz substancje nieuczulajgce. Komérki NHEK-adult stosowano w stezeniu 2,5x10° komérek/ml (4) lub
1x10° komérek/ml, komorki THP-1 stosowano w stezeniu 2x10° komérek/ml. Cytokiny oznaczano
w mediach pohodowlanych metodq ELISA-xMAP. Przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty,
W kazdym z nich pulowano medium pohodowlane z trzech powtorzen dla kazdego stezenia materiatu
badanego. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia
przerywana wskazuje wartos¢ odniesienia tj. kontroli rozpuszczalnikowej. Uzyskane wartosci SI

porownywano do kontroli rozpuszczalnikowej przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*
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Rysunek 6.21. Charakterystyka uwalniania cytokin zapalnych w ukiadzie kokultury bezposredniej
NHEK-adult/MUTZ-3. Komérki NHEK-adult stosowano w stezeniu 1x10° komorek/ ml, komorki MUTZ-
3 stosowano w stezeniu 2x10° komérek/ml. Komorki narazano przez 48 h na wybrane substancje
uczulajgce oraz substancje nieuczulajqce. Cytokiny oznaczano w mediach pohodowlanych metodg
ELISA-xMAP. Przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty, w kazdym z nich pulowano medium
pohodowlane z trzech powtorzen dla kazdego stezenia materiatu badanego. Wyniki przedstawiono
W postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje wartosé
odniesienia tj. kontroli rozpuszczalnikowej. Uzyskane wartosci SI porownywano do kontroli

rozpuszczalnikowej przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*
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6.2.4. Etap Il - podsumowanie

Na podstawie oceny uwalniania IL-1 alfa mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie systemu
badawczego NHEK-neonatal/THP-1 umozliwia identyfikacje zarowno skarajnych (DNCB),
umiarkowanych (MMP) jak i stabych substancji uczulajacych (EU) oraz prawidlowsa
identyfikacj¢ substancji jako nieuczulajace (LA, 2PR). Kokultura keratynocytéw
noworodkowych z komoérkami MUTZ-3 umozliwita identyfikacje umiarkowanej i stabej
substancji uczulajgcej. Natomiast w przypadku kokultury komorek NHEK -adult z komérkami
THP-1 oraz MUTZ-3 stwierdzono nieprawidlowa klasyfikacje substancji nieuczulajacej LA
jako uczulajaca, uzyskujac statystycznie istotny wzrost wartosci SI w porownaniu do kontroli
rozpuszczalnikowej.

Statystycznie istotny wzrost wartosci SI dla IL-6 obserwowany w przypadku kokultury
NHEK-adult/THP-1 wystepuje zaréwno w przypadku substancji uczulajacych jak
I nieuczulajacych, dlatego IL-6 w tym systemie badawczym nie jest odpowiednim markerem
do oceny witasciwosci uczulajagcych. Rowniez w pozostatych systemach badawczych nie jest
mozliwa identyfikacja substancji uczulajagcych na podstawie poziomu IL-6, poniewaz nie
stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu jej stezenia po narazeniu na badane materiaty
W poroéwnaniu z kontrolg rozpuszczalnikowa.

Na podstawie uwalniania IL-18 mozliwa jest identyfikacja substancji uczulajacej
skrajnie oraz umiarkowanie w systemie kokultury NHEK-adult/THP-1, nie uzyskano
podwyzszonego poziomu IL-18 w przypadku substancji o stabym dziataniu uczulajacym tj. EU,
natomiast substancje nieuczulajace zostaly prawidlowo zidentyfikowane. Statystycznie istotny
wzrost stezenia IL-18 stwierdzono réwniez po 5 h inkubacji z MMP w systemie kokultury
NHEK-adult/THP-1, jednak w przypadku tego zestawu komoérek uzyskano rowniez
nieprawidlowy wzrost IL-18 w przypadku substancji nieuczulajace;.

Reasumujac, na podstawie zestawienia lacznego wynikdéw statystycznie istotnych
uzyskanych w kokulturze bezposredniej z réznymi typami KC/DC mozna stwierdzi¢, ze
najlepszym systemem badawczym do oceny Substancji uczulajacych jest uktad kokultury
NHEK-neonatal/THP-1 z 48 h ekspozycja. Najmniej wydajna okazala si¢ integracja
keratynocytow NHEK-adult z komérkami MUTZ-3, gdzie uzyskano tylko wzrost cytokin
zapalnych w przypadku substancji nieuczulajacych. Natomiast integracja keratynocytéw
NHEK-adult z komérkami THP-1 data najbardziej zréznicowane wyniki (Tabela 6.4.). Do
etapu III badan zostaly wybrane komorki NHEK-neonatal oraz THP-1. Ustalono, ze w finalne;j

metodzie kokulturowej bedzie oznaczana I1-1 alfa oraz IL-18.
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Tabela 6.4. Zestawienie statystycznie istotnych wynikow wartosci SI (p <0,05) uzyskanych w kokulturze
bezposredniej roznych typow KC/DC. Wartosci SI statystycznie istotne (+), wartosci SI bez istotnosci
statystycznej (-)

Rodzaj IL

Czas ekspozycji/
Rodzaj systemu
badawczego

Substancja badana / stezenie [xTC]

DNCB

MMP

EU

LA

2PR

0,5

TC

0,1

TC

0,5
X
TC

0,1
X
TC

0,5
X
TC

0,1
X
TC

0,5
X
TC

0,1

TC

0,5

TC

0,1

TC

IL - lalfa

48 h INHEK-
neonatal/THP-1

+

+

+

+

48 h/NHEK-
neonatal/MUTZ-3

5 h/NHEK-adult
ITHP-1

48 h/NHEK -adult
ITHP - 1

48 h/NHEK-adult
/IMUTZ-3

IL-6

48 h/INHEK-
neonatal /THP-1

48 h INHEK-
neonatal /IMUTZ-3

5 h/NHEK-adult
ITHP-1

48 h/NHEK-adult
ITHP -1

48 h/NHEK-adult
/IMUTZ -3

IL-18

48 h/NHEK-
neonatal /THP-1

48 h/NHEK-
neonatal /MUTZ-3

5 h/NHEK-adult
ITHP-1

48 h/NHEK- adult
ITHP-1

48 h/NHEK-adult
IMUTZ -3
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6.3. Etap I1l - ocena ekspresji antygeno6w powierzchniowych komérek
dendrytycznych hodowanych w réznych rodzajach kokultury z

keratynocytami

6.3.1. DNCB

W przypadku najsilniejszej substancji uczulajacej, stwierdzono statystycznie istotny wzrost
ekspresji antygenu CD54 tylko po 24 h (kokultura posrednia — narazenie KC/DC).
W przypadku antygenu CD86 nie stwierdzono istotno$ci statystycznej w zadnym protokole
eksperymentalnym, co w gtéwnej mierze spowodowane bylo znacznym rozrzutem wynikow
W obrgbie testowanego wariantu eksperymentu. Jednak pomimo braku istotno$ci statystycznej,
mozna zwrdci¢ uwage na Wzrost ekspresji antygenu CD54 oraz CD86 po 48 h ekspozycji
w przypadku kokultury posredniej KC/DC oraz monokultury (Rysunek 6.22.).
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Rysunek 6.22. Efekt dziatania DNCB na ekspresje antygenow powierzchniowych CD86 (A) i CD54 (B)
komorek THP-1 hodowanych w obecnosci keratynocytéw NHEK-neonatal w réznych ukiadach
kokultury [ub bez obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal przez 24 h oraz 48 h. Eksperymenty
przeprowadzono w trzech niezaleznych seriach pomiarowych, wyniki analizy cytometrycznej
przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje
wartoS¢ odniesienia tj. kontrole rozpuszczalnikowq. Uzyskane wartosci S| porownywano do kontroli
rozpuszczalnikowej tj. DMSO przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05* Stosowano stezenia koncowe
DNCB rowne 0,1x, 0,5x, 1x, 1,2x TC
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6.3.2. MMP

W przypadku MMP, substancji uczulajacej o umiarkowanej sile dzialania stwierdzono
statystycznie istotny wzrost ekspresji antygenu CD54 zaréwno po 24 h jak i 48 h ekspozyciji.
Najsilniej wyrazony wzrost warto$ci S| obserwowano w uktadzie kokultury bezposredniej po
24 h ekspozycji, w trzech najwyzszych stezeniach MMP uzyskano wyniki statystycznie istotne.
Najnizszg ekspresje antygenu CD54 po 24 h ekspozycji odnotowano w uktadzie monokultury
THP-1. W przypadku kokultur posrednich otrzymano zr6znicowane wyniki po 24 h ekspozycji.

Po 48 h ekspozycji wyzsze wartosci Sl uzyskano w przypadku dwoch systemow kokultury
posredniej. Statystycznie istotny wzrost SI obserwowano w przypadku kokultury posrednie;j
Z jednoczesng ekspozycja keratynocytow i komoérek dendrytycznych, jednak wartosci te byty
nizsze niz w przypadku kokultury bezposredniej po 24 h ekspozycji. W przypadku kokultury
bezposredniej i monokultury uzyskano nizsze wartosci S| bez istotnosci statystycznej po 48 h
ekspozycji (Rysunek 6.23. A).

Indukcja antygenu CD86 byta stabsza niz antygenu CD54, wystapita gtownie po 48 h
inkubacji komoérek z materiatem badanym. Po 24 godzinnej ekspozycji na MMP uzyskano
poréwnywalne wyniki dla wszystkich systemow badawczych. Uzyskane wartosci Sl
nieznacznie przekroczyly warto$¢ uzyskang dla kontroli rozpuszczalnikowej. Statystycznie
istotny wzrost uzyskano tylko w najwyzszym stezeniu MMP w obydwu uktadach kokultury
posredniej (Rysunek 6.23. B).

Po 48 h ekspozycji, wartosci SI w przypadku kokultury bezposredniej nie przekroczyly
warto$ci wskaznika kontroli rozpuszczalnikowej we wszystkich stezeniach. Niewielkie wzrosty
S, istotne statystycznie w najwyzszym stezeniu uzyskano dla kokultury posredniej w ktorej
narazano tylko komorki NHEK-neonatal. Najwyzszy wzrost wartosci S| obserwowano
w systemie kokultury posredniej z jednoczesng ekspozycja keratynocytow ikomorek

dendrytycznych oraz w monokulturze THP-1.
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Rysunek 6.23. Efekt dzialania MMP na ekspresje antygenow powierzchniowych CD54 (A) i CD86 (B)
komorek THP-1 hodowanych w obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal w réznych uktadach
kokultury lub bez obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal przez 24 h oraz 48 h. Eksperymenty

przeprowadzono w trzech niezaleznych seriach pomiarowych, wyniki analizy cytometrycznej

przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje

wartos¢ odniesienia tj. kontrole rozpuszczalnikowq. Uzyskane wartosci SI porownywano do kontroli

rozpuszczalnikowej tj. DMSO przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*. Stosowano stezenia koncowe
MMP réwne 0,1x, 0,5x, 1x, 1,2x TC
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6.3.3. EU

W przypadku EU, substancji o stabej sile dziatania uczulajacego stwierdzono statystycznie
istotny wzrost ekspresji antygenu CD54 zaréwno po 24h jak i 48h ekspozycji.
Najsilniej wyrazony wzrost wartosci SI obserwowano w uktadzie kokultury bezposredniej po
24 h ekspozycji, we wszystkich stezeniach MMP uzyskano wyniki statystycznie istotne.
Najnizszg ekspresje antygenu CD54 po 24 h ekspozycji odnotowano w uktadzie kokultury
posredniej, w ktorej poddawano ekspozycji na materiat uczulajgcy tylko keratynocyty. Z kolei
w kokulturze posredniej w ktérej narazano obydwa typy komoérek (KC i DC) uzyskano
zdecydowanie wyzsze wartosci Sl, w tym statystycznie istotne. W przypadku monokultury,
rowniez uzyskano wyniki istotnie statystycznie w dwoch najwyzszych stezeniach EU, jednak
uzyskane wartosci SI byty o okoto 50% nizsze od uzyskanych w kokulturze bezposredniej

I posredniej z jednoczesng ekspozycja KC/DC (Rysunek 6.24. A).

Indukcja ekspresji antygenu CD86 byla mniej nasilona niz antygenu CD54. Po 24
godzinach ekspozycji uzyskano niewielki wzrost wartosci S| w trzech systemach badawczych:
kokulturze posredniej z narazeniem KC, kokulturze bezposredniej oraz monokulturze.
Najwyzsze wartosci uzyskano w uktadzie kokultury posredniej z jednoczesng ekspozycja
komorek NHEK-adult i THP-1. Po 48 h ekspozycji najwyzsze wartosci SI uzyskano rowniez
w przypadku kokultury posredniej z ekspozycja KC/DC jednak bez istotno$ci statystyczne;.
Wyniki statystycznie istotne uzyskano natomiast w przypadku kokultury posredniej
z ekspozycja tylko jednego typu komorek tj. keratynocytow NHEK-neonatal (Rysunek 6.24.
B).
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Rysunek 6.24. Efekt dziatania EU na ekspresje antygenéw powierzchniowych CD86 (A) i CD54 (B)
komorek THP-1 hodowanych w obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal w réznych uktadach
kokultury lub bez obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal przez 24 h oraz 48 h. Eksperymenty
przeprowadzono w trzech niezaleznych seriach pomiarowych, wyniki analizy cytometrycznej
przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje
wartos¢ odniesienia tj. kontrole rozpuszczalnikowq. Uzyskane wartosci SI porownywano do kontroli
rozpuszczalnikowej ¢. DMSO przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*. Stosowano stezenia koricowe
EU rowne 0,1x, 0,5x, Ix, 1,2x TC
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6.34. LA

Po 24 godzinach ekspozycji na substancje nieuczulajacg LA, nie stwierdzono statystycznie
istotnego wzrostu ekspresji antygenu powierzchniowego CD54 na komoérkach THP-1
W zadnym systemie badawczym. Stwierdzono niewielkie wzrosty warto$ci SI ponad warto$¢
kontroli rozpuszczalnikowej w przypadku monokultury, byly to jednak wyniki nieistotnie
statystycznie. Jednak po dluzszej, 48 h ekspozycji stwierdzono juz statystycznie istotny wzrost

ekspresji antygenu CD54 w uktadzie monokultury (Rysunek 6.25. A).

Nie stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu ekspresji antygenu CD86 w zadnym
systemie badawczym, po 24 h ekspozycji jak i po 48 h ekspozycji. Jedyne przypadki wzrostu
ekspresji CD86 powyzej wartosci obserwowanej w kontroli rozpuszczalnikowej stwierdzono
w przypadku kokultury posredniej z jednoczesnym narazeniem KC/DC oraz w monokulturze

THP — 1 (Rysunek 6.25. B).
6.3.5. 2PR

Po 24 h ekspozycji komorek na substancje nieuczulajaca 2PR stwierdzono dwa przypadki
statystycznie istotnego wzrostu ekspresji antygenu CD54 w ukladzie kokultury bezposrednie;j.
Po 48 h ekspozycji w zadnym z systemow badawczych nie stwierdzono indukcji antygenu
CD54 Rysunek (6.26. A).

Nie stwierdzono zwigkszonej ekspresji antygenu CD86 w zadnym ze stosowanych
systemow badawczych zaréwno po 24 h ekspozycji, jak 1 po 48 h ekspozycji na 2PR (Rysunek
6.26. B).
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Rysunek 6.25. Efekt dziatania LA na ekspresje antygenéw powierzchniowych CD54 (A) i CD86 (B)

komorek THP-1 hodowanych w obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal w réznych uktadach
kokultury lub bez obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal przez 24 h oraz 48 h. Eksperymenty

przeprowadzono w  trzech niezaleznych seriach pomiarowych, wyniki analizy cytometrycznej

przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje

wartoS¢ odniesienia tj. kontrole rozpuszczalnikowq. Uzyskane wartosci S| porownywano do kontroli

rozpuszczalnikowej tj. medium hodowlanego przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05* Stosowano

stezenia koncowe LA rowne 0,1x, 0,5x, Ix, 1,2x TC
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Rysunek 6.26. Efekt dziatania 2PR na ekspresje antygenow powierzchniowych CD54 (A) i CD86 (B)
komorek THP-1 hodowanych w obecnosci keratynocytow NHEK-neonatal Ilub bez obecnosci
keratynocytow NHEK-neonatal przez 24 h oraz 48 h. Eksperymenty przeprowadzono w trzech
niezaleznych seriach pomiarowych, wyniki analizy cytometrycznej przedstawiono w postaci wartosci
Sredniej i odchylenia standardowego. Linia przerywana wskazuje wartos¢ odniesienia tj. kontrole
rozpuszczalnikowg. Uzyskane wartosci SI porownywano do kontroli rozpuszczalnikowej tj. medium
hodowlanego przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*. Stosowano stezenia konicowe 2PR rowne 0, Ix,

0,5x, 1x, 1,2x TC
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6.3.6. Ocena wplywu réznych metod hodowli na zywotno$¢ komérek THP-1

Zywotno$¢ komoérek THP-1 oceniano podczas analizy cytometrycznej antygendow
powierzchniowych CD54/CD86 we wszystkich systemach badawczych. Biorac pod uwagg, ze
stosowano stezenia ekspozycyjne wilasciwe dla wrazliwszego typu komorek, czyli
keratynocytow, nie spodziewano si¢ negatywnego wptywu stosowanych materiatow badanych
na zywotno$¢ komorek THP-1, ze wzgledu na duzg réznice w wartosci CV75 pomigdzy
komorkami THP-1 oraz keratynocytami, z wyjatkiem LA (Tabela 6.2.).

Po 24 h ekspozycji na DNCB oraz 2PR nie stwierdzono statystycznie istotnego spadku
zywotnosci komorek THP-1 w porownaniu z kontrolg rozpuszczalnikowa. Niewielkie spadki
zywotnosci stwierdzono w przypadku ekspozycji na EU oraz MMP. Najwigksza
cytotoksyczno$¢ stwierdzono w przypadku ekspozycji komorek na najwyzsze stezenie LA.
Zastosowanie st¢zenia 1,2 x TC spowodowato znaczacy spadek zywotnosci komorek THP-1
poniewaz, warto$ci CV75 nie roznily si¢ znaczaco pomigdzy komorkami NHEK-neonatal,
a THP-1. Obnizenia zywotno$ci komorek THP-1 nie stwierdzono w przypadku kokultury
posredniej, w ktorej narazane byly tylko komoérki NHEK-neonatal znajdujace si¢ gornym
kompartmencie insertow.

Po 48 h godzinach ekspozycji nastgpit kilku lub kilkunastoprocentowy spadek Zywotnosci
komorek w poréwnaniu do ekspozycji 24 h, jednak nie stwierdzono obnizenia zywotnoS$ci
komorek THP-1 ponizej wartosci 60% po ekspozycji na wszystkie materialty badane
z wyjatkiem LA. 48 godzinna ekspozycja na DNCB wywotata statystycznie istotny spadek
zywotnosci tylko w przypadku kokultury posredniej z jednoczesng ekspozycjg KC 1 DC. Ten
system badawczy okazat si¢ najbardzie; wrazliwy po 48 h ekspozycji wsrod wszystkich
stosowanych w eksperymencie, poniewaz statystycznie istotne obnizenie zywotnosci
obserwowano rowniez po ekspozycji na MMP, EU oraz LA. Najmniej wrazliwy okazat si¢
system kokultury bezposredniej, w przypadku ktérego nie stwierdzono istotnego obnizenia
zywotnosci po 48 h ekspozycji na wszystkie substancje z wyjatkiem LA. 48 h ekspozycja
komorek THP-1 na najwyzsze ste¢zenie LA spowodowata znaczny spadek zywotnosci komorek
ponizej 20% we wszystkich systemach badawczych z wyjatkiem kokultury posredniej, w ktorej

narazano tylko keratynocyty (Rysunek 6.27., 6.28.).
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Rysunek 6.27. Zywotnos¢ komérek THP-1 po 24 h i 48 h inkubacji z substancjami o dziataniu
uczulajgcym: DNCB (A), MMP (B) oraz EU (C) w roznych uktadach kokultury oraz monokulturze.
Zywotnosé okreslano przy uzyciu analizy cytometrycznej z zastosowaniem jodku propidyny (n=3).
Uzyskane wartosci porownywano do kontroli rozpuszczalnikowej przy uzyciu testu t-Studenta przy p <

0,05*
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Rysunek 6.28. Zywotnos¢ komorek THP-1 po 24 h i 48 h inkubacji z substancjami nieuczulajgcymi: LA
(4), 2PR (B) w réznych uktadach kokultury oraz monokulturze. Zywotnosé okreslano przy uzyciu analizy
cytometrycznej z zastosowaniem jodku propidyny (n=3). Uzyskane wartosci poréwnywano do kontroli

rozpuszczalnikowej przy uzyciu testu t-Studenta przy p < 0,05*
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6.3.7. Etap Il - podsumowanie

Uwaza si¢, ze substancje uczulajace indukujg ekspresje antygendw powierzchniowych
CD86 oraz CD54 na komoérkach THP-1. Biorac pod uwage te informacje, sprawdzono, czy
antygeny CD86 oraz CD54 mogg stuzy¢ jako punkty konicowe oceniajace potencjal uczulajacy
badanych substancji w metodzie kokulturowej. W tym celu przeprowadzono eksperymenty, w
ktorych rozne rodzaje kokultury keratynocytow NHEK-neonatal z komorkami THP-1
poddawano ekspozycji na znane substancje uczulajace tj. DNCB, MMP, EU oraz substancje
nieuczulajace takie jak LA oraz 2PR. Dodatkowo, analiza antygendéw powierzchniowych na
komorkach THP-1 hodowanych w uktadach kokulturowych pozwolita na ocene, czy takie
ztozone uktady w wydajniejszy sposob umozliwig szacowanie potencjatu uczulajacego
substancji klasyfikowanych jako prohapteny, czyli wymagajacych wczesniejszej aktywacji
metabolicznej. Powszechnie wiadomo, ze metody monokulturowe nie sg niezawodne podczas
oceny takich substancji. W celach porownawczych przeprowadzono eksperyment
z wykorzystaniem monokultury THP-1, ktory pozwolit zweryfikowaé doniesienia literaturowe.
Na podstawie uzyskanych wynikow (Tabela 6.5.) mozna stwierdzi¢, ze:

a) substancje uczulajace silniej indukowaty wzrost ekspresji antygenow powierzchniowych na
komorkach THP-1 po 24 h ekspozycji niz po 48 h ekspozycji,

b) substancje uczulajace silniej indukowaty wzrost ekspresji antygenu CD54 po 24 h ekspozycji
niz antygenu CD86,

c) antygen CD86 byl indukowany tylko w uktadach kokultury posredniej po 24 h. Po 48 h
ekspozycji antygen byt indukowany w uktadach kokultury posredniej oraz rowniez w uktadzie
monokultury,

d) antygen CD86 nie byt indukowany w uktadzie kokultury bezposredniej po 24 h oraz 48 h
ekspozycji na materiaty uczulajace,

C) najbardziej wydajnym systemem identyfikujacym substancje uczulajace bedace
prohaptenami (MMP, EU) jest uktad kokultury bezposredniej, co stwierdzono na podstawie
ekspresji antygenu CD54 w poréwnaniu z pozostatymi systemami badawczymi stosowanymi
w badaniu,

d) system kokultury bezposredniej identyfikuje prohapteny w nizszych stezeniach niz uktad

monokultury.
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Tabela 6.5. Zestawienie wynikow statystycznie istotnych ekspresji antygenow powierzchniowych CD86
oraz CD54 na komorkach THP-1. Wyniki statystycznie istotne (+), wyniki bez istotnosci statystycznej
(), I —kokultura posrednia z jednoczesng ekspozycjg KC/DC, Il — kokultura posrednia z ekspozycjg KC,
I11 — kokultura bezposrednia, IV — monokultura

Czas ekspozycji / system badawczy / rodzaj antygenu

Stezenie
materiafu
badanego I [ 1] v I I [ v

XTC
[xTC] cbj¢cb|cb|cb|(cb|cbjcb|cb|cb|cb|cb|chb|CcDh|CD|CD | CD
86 54 86 54 86 54 86 54 86 54 86 54 86 54 86 54

24h 48h

DNCB
12xTC
DNCB
1xTC
DNCB
05xTC
DNCB
0,1xTC
MMP
1,2xTC
MMP
1xTC
MMP
05xTC
MMP
0,1 xTC
EU
12xTC
EU
1xTC
EU
05xTC
EU
0,1xTC
LA
12xTC
LA
1xTC
LA
05xTC
LA
0,1xTC
2PR
1,2xTC
2PR
1xTC
2PR
05xTC
2PR
0,1xTC

- + - - - - - - - - - - - - - -
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Na podstawie powyzszych wnioskéw stwierdzono, ze uktad kokultury bezposredniej NHEK-
neonatal/THP-1 z 24 h ekspozycja bedzie stosowany w finalnej metodzie kokulturowe;j,
pomimo uzyskania w tym uktadzie wynikow pozytywnych dla substancji nieuczulajacej 2PR.
Statystycznie istotny wzrost ekspresji CD54 uzyskano przy wysokich stgzeniach 2PR tj. 6000
oraz 5000 pg/ml, dlatego w kolejnym ectapie badan i finalnej opracowanej metodzie
maksymalne stezenie materiatu badanego ustalono na 1000 ug/ml w celu eliminacji wynikow

fatszywie pozytywnych dla substancji nieuczulajgcych.

6.4. Etap IV - walidacja metody kokulturowej KC/DC
6.4.1. Ocena cytotoksycznosci materialow referencyjnych wobec KC i DC

W ostatnim etapie eksperymentéw dokonano oceny cytotoksycznosci znanych substancji
uczulajacych 1 nieuczulajacych w stosunku do komoérek wykorzystanych w kokulturze
bezposredniej tj. keratynocytéw NHEK-neonatal oraz komorek dendrytycznych THP-1. W tym
celu zastosowano test alamarBlue oceniajacy zywotnos¢ komorek. Test przeprowadzono po 24
h inkubacji komorek z badanymi substancjami stosowanym w o§miu stezeniach koncowych.

Najsilniejsze substancje uczulajace tj. pPD, ME oraz DNCB (Tabela 4.3.) charakteryzowaty
si¢ najsilniejsza cytotoksycznosciag w stosunku do stosowanych komorek. Reakcja komorek
NHEK-neonatal oraz THP-1 na narazenie pPD byta podobna, poczawszy od stezenia 7,8 ug/ml
nastepuje systematyczny spadek zywotnosci obydwu typu komorek. Istotny spadek Zywotnosci
komorek NHEK-neonatal obserwowano przy stezeniu ME rownym 12,50 pg/ml, natomiast w
przypadku komoérek THP-1 stwierdzono statystycznie istotny spadek Zywotnosci juz w st¢zeniu
7,8 pg/ml. Narazenie komoérek na DNCB wywotalo podobny wptyw na keratynocyty jak
i komorki dendrytyczne. Istotne obnizenie zywotnosci do wartosci okoto 20% stwierdzono przy
stezeniu DNCB rownym 125 pg/ml (Rysunek 6.29.).

Wsrod substancji umiarkowanie uczulajacych, bardziej cytotoksyczny dla komorek NHEK-
neonatal okazat si¢ 2 MBT, ktory wywotal istotny spadek Zywotnosci juz w stezeniu 62,5
pug/ml. W przypadku drugiej z substancji umiarkowanie uczulajacych tj. NiSOg, statystycznie
istotne obnizenie zywotnosci keratynocytow obserwowano dopiero w stezeniu 500 pg/ml. W
przypadku ekspozycji komorek THP-1 na 2MBT stwierdzono istotne obnizenie zywotnosci
przy stezeniu 125 pg/ml, natomiast po 24 h ekspozycji komoérek THP-1 na NiSOg,
obserwowano spadek zywotnosci w wyzszym stezeniu tj. 250 pg/ml (Rysunek 6.30.).

Wsrdd substancji  stabo uczulajacych, najsilniejsza cytotoksycznos$cia w stosunku do

keratynocytow charakteryzowat si¢ IMZ, wywotujac silny spadek zywotnos$ci ponizej S0% w
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stezeniu 31,25 pug/ml. Komoérki THP-1 charakteryzowaly si¢ nieco wyzsza zywotnoscig po
narazeniu na IMZ w poréwnaniu do keratynocytow. Analogiczne obnizenie zywotnosci
komoérek NHEK-neonatal oraz THP -1 stwierdzono po narazeniu na DL w stezeniu 250 ug/ml.
Ekspozycja komorek na CA skutkowala istotnym obnizeniem zywotno$ci keratynocytow
ponizej wartosci 50% przy st¢zeniu 500 ug/ml, natomiast zywotnos¢ komérek THP-1 obnizyta
si¢ do tej wartosci juz w stezeniu 250 ug/ml. Najmniejsze wihasciwosci cytotoksyczne w
stosunku do keratynocytéw wykazat EGDMA, ktory wywotat statystycznie istotne obnizenie
zywotnosci w najwyzszym stezeniu tj. 1000 ug/ml. EDGMA nie wykazatl wlasciwosci
cytotoksycznych w stosunku do komoérek THP-1, w zadnym z testowanych stezen nie
stwierdzono istotnego obnizenia zywotno$ci komorek.

Ekspozycja komérek NHEK-neonatal oraz THP-1 na substancje uczulajace taki jak: GL, 2PR
oraz LA nie wywotata obnizenia zywotnosci komorek ponizej wartosci 80%, pomimo
stwierdzenia kilku przypadkow statystycznego obnizenia zywotno$ci w poréwnaniu do kontroli
rozpuszczalnikowej. Statystyczne obnizenie zywotnosci komoérek ponizej wartosci 80%
stwierdzono w przypadku dwoch substancji nieuczulajacych tj. SA oraz PABA, gtéwnie w
przypadku komérek NHEK-neonatal (Rysunek 6.31.).
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Rysunek 6.29. Zywotnos¢ komoérek po 24 h ekspozycji na wzrastajgce stezenia substancji silnie
uczulajgcych: pPD (A), ME (B) oraz skrajnie uczulajgcej DNCB (C) wyznaczona przy uzyciu testu
alamarBlue. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego z trzech
(ME, DNCB) lub dwéch (pPD) niezaleznych pomiaréw. Do oceny istotnosci statystycznej zastosowano

test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne w poréwnaniu do kontroli rozpuszczalnikowej: *p <0,05.
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Rysunek 6.30. Zywotnosé¢ komérek po 24 h ekspozycji na wzrastajgce stezenia substancji umiarkowanie
uczulajgcych: 2MBT (A), NiSOs (B) oraz substancji o stabym dziataniu uczulajgcym: DL (C), CA (D),
IMZ (E) oraz EGDMA (F) wyznaczona przy uzyciu testu alamarBlue. Wyniki przedstawiono w postaci

wartosci Sredniej i odchylenia standardowego z trzech niezaleznych pomiarow. Do oceny istotnosci
statystycznej zastosowano test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne w porownaniu do kontroli
rozpuszczalnikowej: *p <0,05
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Rysunek 6.31. Zywotnosé komérek po 24 h ekspozycji na wzrastajgce stezenia substancji nieuczulajgce:

GL (4),

PABA (B), SA (C), 2PR (D), LA (E) wyznaczona przy uzyciu testu alamarBlue. Wyniki

przedstawiono w postaci wartosci Sredniej i odchylenia standardowego z trzech niezaleznych pomiarow.
Do oceny istotnosci statystycznej zastosowano test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne
W porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej: *p < 0,05
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6.4.2. Wyznaczenie wartosci CV75 oraz stezenia ekspozycyjnego

Na podstawie wynikéw cytotoksycznosci materiatbw badanych wobec keratynocytow
NHEK-neonatal oraz komorek dendrytycznych THP-1 wyznaczono wartosci CV75, ktore
obliczano z krzywej zaleznos$ci dawka — odpowiedZ metoda interpolacji log — liniowej. Warto$¢
CV75 oznacza stezenie materiatdw badanych przy ktoérym stwierdza si¢ 75% zywotno$¢
komorek w porownaniu do zywotnosci komorek w obecnosci kontroli rozpuszczalnikowej tj.
0,2% DMSO lub medium hodowlanego (Rysunek 6.32 — 6.35.).

W przypadku substancji silnie uczulajacych tj. pPD, ME oraz DNCB uzyskano zblizone
wartosci CV75 dla keratynocytéw i komorek dendrytycznych, maksymalna réznica wynosita
okoto 20%.

Komorki charakteryzowaty si¢ zroznicowana reakcja na ekspozycje na substancje
umiarkowanie uczulajace. Zdecydowanie mniej wrazliwe na dzialanie NiSOs okazaly si¢
keratynocyty, dla ktorych warto§¢ CV75 byla wyzsza o okolo 63% od wartosci CV75 dla
komorek THP-1. Natomiast w przypadku 2MBT, komorki THP-1 charakteryzowaty si¢ ponad
czterokrotnie wyzszg wartoscig CV75 od komoérek NHEK-neonatal.

Uzyskano zblizone wartosci $rednie CV75 w przypadku ekspozycji komorek na DL oraz
CA. Wigkszg réznice pomigdzy wartosciami CV75 dla komorek NHEK-neonatal oraz THP-1
stwierdzono w przypadku EGDMA oraz IMZ, wartosci CV75% dla keratynocytow byly
zdecydowanie nizsze niz dla komorek THP-1. W przypadku EGDMA nie wyznaczono wartos$ci
CV75 dla THP-1 ze wzgledu na brak cytotoksycznosci we wszystkich badanych stezeniach.

W przypadku wszystkich substancji nieuczulajacych tj. GL, LA, SA, PABA oraz 2PR nie
wyznaczono wartosci CV75 dla komorek THP-1, poniewaz w zadnym testowanym stezeniu
nie stwierdzono obnizenia zywotno$ci ponizej 75%. W przypadku keratynocytéw, nie bylo
mozliwe wyznaczenie wartosci CV75 ze wzgledu na brak cytotoksycznosci po ekspozycji na
GL, LA oraz 2PR, natomiast PABA oraz SA spowodowat spadek zywotnosci keratynocytow
ponizej wartosci 75% i mozliwe byto wyznaczenie warto$ci CV75 (Tabela 6.6.).

Wyznaczone wartosci CV75 postuzyly do wyznaczenia stezen ekspozycyjnych (TC). Jako
stezenie ekspozycyjne, wyznaczono wartos¢ CV75 wrazliwszego typu komorek (Tabela 6.6.).
W ostatnim etapie eksperymentéw zastosowano materiaty badane w nastepujacych stezeniach:

1,2x, 1x, 0,5%, 0,1x TC.
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Rysunek 6.32. Zywotnos¢ NHEK-neonatal oraz THP-1 po 24 h inkubacji z substancjami uczulajgcymi
(DNCB, pPD, ME, NiSO4) w stezeniach koncowych 7,80 — 1000 ug/ml okreslona przy uzyciu testu
alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich wykonano trzy powtorzenia
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Rysunek 6.33. Zywotnos¢ komérek NHEK-neonatal oraz THP-1 po 24 h inkubacji z substancjami
uczulajgcymi (2MBT, DL, IMZ, CA) w stezeniach koncowych 7,80 — 1000 ug/ml okreslona przy uzyciu
testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich wykonano trzy powtorzenia
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Rysunek 6.34. Zywotnos¢ komérek NHEK-neonatal oraz THP-1 po 24 h inkubacji z substancjami
uczulajgcymi (EGDMA) oraz nieuczulajqcycmi (SA, LA, GL) w stezeniach koncowych 7,80 — 1000 pg/ml
okreslona przy uzyciu testu alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich wykonano

trzy powtorzenia
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Rysunek 6.35. Zywotnos¢ komérek NHEK-neonatal oraz THP-1 po 24 h inkubacji z substancjami
nieuczulajgcymi (2PR, PABA) w stezeniach koricowych 7,80 — 1000 ug/ml okreslona przy uzyciu testu
alamarBlue. Wykonano trzy serie pomiarowe, w kazdej z nich wykonano trzy powtorzenia
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Tabela 6.6. Zestawienie wartosci CV75 oraz stezen ekspozycyjnych (TC)

CV75 [ug/ml]
Material TC
badany NHEK - neonatal THP -1 [ug/mi]
| I 1 %+SD | 1 m %+ SD
1,68 £
DNCB | 1,59 0,92 2,53 o5 1,87 2,02 207 | 1984011 | 1,70
17.81 £ 1801 =
0PD 1319 | 1637 | 2387 Lo 1309 | 2094 | 2002 429 18,00
ME 9,26 3,78 8,69 7526‘; 5,39 5,98 624 | 5874043 | 6,00
) 210,78 129,08 =
NiSOs | 9699 | 11089 | 42474 | 2L | 14730 | 8935 | 15049 s 130,00
74.68 + 341,05
2MBT | 7714 | 5604 | 9085 1yes | 3875L | 20459 | 20855 | O 75,00
132,84 165,04
DL 8L83 | 14662 | 17004 | e’ | 18545 | 17406 | 13562 | o0 133
19.98 = 40,90
IMZ 2040 | 1947 | 20,06 017 4353 | 3195 | 4722 e 20,00
159.95 & 16945 | 141,42
CA 19212 | 16075 | 126,99 oty | 9839 | 15642 13783 140,00
EGDMA | 622 | 66375 | 737.90 62‘;’575; >1000 | >1000 | >1000 NA 680,00
SA 17383 | 552,98 | 8974 2;‘%?; >1000 | >1000 | >1000 NA 250,00
LA >1000 | >1000 | >1000 NA >1000 | >1000 | >1000 NA 1000
GL >1000 | >1000 | >1000 NA >1000 | >1000 | >1000 NA 1000
PR | >1000 | >1000 | >1000 NA >1000 | >1000 | >1000 NA 1000
PABA | 43832 | 42503 | 198,92 3f§' ;102 4i >1000 | >1000 | >1000 NA 350
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6.4.3. Analiza ekspresji antygenu CD54 na komérkach THP-1 oraz IL-1 alfai IL-

18 w mediach pohodowlanych

Po 24 h inkubacji uktadu kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/THP-1 z 14
substancjami badanymi (9 substancji uczulajacych, 5 substancji nieuczulajacych) oceniano
ekspresje antygenu powierzchniowego CD54 na komoérkach THP-1 stosujgc analizg
cytometryczng oraz oznaczano stezenie IL-1 alfa oraz IL-18 w mediach pohodowlanych
metoda ELISA — xMAP. Uzyskane wyniki porownywano do wynikéw uzyskanych po
narazeniu komorek na kontrole rozpuszczalnikowe tj. 0,2% DMSO oraz medium hodowlane
obliczajac wartosci SI, dla cytokin IL-1 alfa oraz IL-18 wg wzoru (4), dla antygenu CD54 wg
wzoru (5).

W przypadku substancji uczulajacych takich jak: DNCB, pPD, NiSO4, oraz 2MBT
stwierdzono tylko statystycznie istotny wzrost ekspresji antygenu CD54, bez statystycznie
istotnego wzrostu wartosci SI dla IL-1 alfa oraz IL-18, pomimo uzyskania wysokich warto$ci
SI. Z kolei statystycznie istotny wzrost wartosci SI tylko dla IL-1 alfa oraz 1L-18 obserwowano
w przypadku nastgpujacych substancji uczulajacych: IMZ, CA, EGDMA. Jednoczesny,
statystycznie istotny wzrost wartosci SI dla antygenu CD54, IL-1 alfa oraz IL-18 stwierdzono
po inkubacji komoérek z dwiema substancjami uczulajagcymi: ME oraz DL.

Nie uzyskano statystycznie istotnego wzrostu ekspresji CD54 lub poziomu IL-1 alfa oraz
IL-18 dla wszystkich substancji nieuczulajacych (GL, LA, PABA, 2PR) wyjatkiem SA,
w przypadku ktorego stwierdzono istotny wzrost ekspresji antygenu CD54 (Rysunek 6.36-
6.38.).
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Rysunek 6.36. Zestawienie wynikow ekspresji antygenu CD54 oraz produkcji IL-1 alfa i IL-18
W mediach pohodowlanych uzyskanych w uktadzie kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/ THP-1 po
24 h ekspozycji na: DNCB (A), pPD (B), ME (C), NiSOa4 (D), 2MBT (E) oraz DL (F). Ekspresje antygenu
CD54 mierzono przy uzyciu cytometru przeptywowego, cytokiny oznaczano metodq ELISA — XMAP.
Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej i odchylenia standardowego z dwoch niezaleznych
pomiarow. Do oceny istotnosci statystycznej zastosowano test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne
w porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO lub medium hodowlane): *p <0,05
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Rysunek 6.37. Zestawienie wynikow ekspresji antygenu CD54 oraz produkcji IL-1 alfa i IL-18
W mediach pohodowlanych uzyskanych w uktadzie kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/ THP-1 po
24 h ekspozycji na: IMZ (A), CA (B), EGDMA (C), SA (D), LA (E) oraz GL (F). Ekspresje antygenu
CD54 mierzono przy uzyciu cytometru przeptywowego, cytokiny oznaczano metodg ELISA — XMAP.
Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej i odchylenia standardowego z dwoch niezaleznych
pomiarow. Do oceny istotnosci statystycznej zastosowano test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne
w porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO lub medium hodowlane): *p < 0,05
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Rysunek 6.38. Zestawienie wynikow ekspresji antygenu CD54 oraz produkcji IL-1 alfa i 1L-18
W mediach pohodowlanych uzyskanych w uktadzie kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/ THP-1 po
24 h ekspozycji na: 2PR (A), PABA (B).Ekspresje antygenu CD54 mierzono przy uzZyciu cytometru
przeplywowego, cytokiny oznaczano metodg ELISA — XMAP. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci
Sredniej i odchylenia standardowego z dwoch niezaleznych pomiarow. Do oceny istotnosci statystycznej
zastosowano test t-Studenta. Wartosci statystycznie istotne w poréownaniu do  kontroli
rozpuszczalnikowej (0,2% DMSO lub medium hodowlane): *p <0,05

6.4.4. Ocena poprawnosci klasyfikatora oraz wybor optymalnej wartosci odci¢cia
dla antygenu CD54, IL-1 alfa oraz IL-18 na podstawie analizy krzywych
ROC

Aby metoda kokulturowa byla uznana za warto$ciowa, powinna dawac¢ jak najmniej
btednych klasyfikacji. W celu oceny zdolno$ci metody kokulturowej do rozrdznienia substancji
pozytywnych (uczulajacych) od substancji negatywnych (nieuczulajacych) postuzono sie¢
krzywymi ROC (receiver operating characteristics), ktore sa graficznym przedstawieniem
efektywnos$ci modelu, zapewniajac tgczny opis czutosci i swoisto$ci metody (Rysunek 6.39.).
Na podstawie wielkosci pola pod krzywa ROC (AUC — area under curve) mozna stwierdzic, ze
najdoktadniejsza klasyfikacj¢ wynikow jako pozytywne i negatywne mozna uzyskaé¢ na
podstawie ekspresji antygenu CD54 (AUC = 0,82) oraz poziomu IL-18 (AUC = 0,81). Poziom
IL-1 alfa moze by¢ rowniez stosowany jako klasyfikator, poniewaz pole pod krzywg przyjmuje
warto$¢ wyzsza niz warto$¢ uznawana za niesatysfakcjonujaca tj. 0,5 (AUC = 0,62), jednak ten
klasyfikator bedzie mniej skuteczny w poréwnaniu do CD54 oraz IL-18.

Jezeli punkt koncowy charakteryzuje si¢ wysoka wartoscia AUC, mozliwe jest
wyznaczenie wartosci odciecia. Na podstawie $rednich wartosci SI dla CD54, IL-1 alfa oraz
IL-18 ustalono warto$ci odcigcia na podstawie ktoérych mozliwa bedzie identyfikacja substancji

uczulajacych i substancji nieuczulajacych.
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Wybrano nastgpujace wartosci odcigcia pozwalajace na rozrdznienie substancji uczulajacych

od substancji nieuczulajacych (Rysunek 6.40.):

a)
b)

c)

Wartos$¢ SI = 81 dla antygenu CD54,
Wartos¢ SI= 177,51 dla IL-1 alfa,
Wartos$¢ SI = 189,82 dla IL-18.

Poniewaz warto$¢ odciecia uzyskana dla antygenu CD54 (SI=81%) jest nizsza niz

przyjmowana warto$¢ kontroli rozpuszczalnikowej (100%), zdecydowano o podwyzszeniu

warto$ci odciecia do 100%, aby unikngé klasyfikacji kontroli rozpuszczalnikowej jako

substancji uczulajacej. W zwiazku z tym, substancje beda klasyfikowane jako uczulajace, jezeli

warto$¢ SI dla antygenu CD54 >100%.

Optymalna warto$¢ odcigcia powinna zapewni¢ jak najmniejszag liczbe btgdow. Analizujac

warto$ci czulo$ci, swoisto$ci oraz dokladnosci dla trzech punktéw koncowych mozna

stwierdzi¢, ze:

a)

b)

c)

d)

Najwicksza zdolno$¢ do wykrywania substancji uczulajacych bedzie miat test
oceniajacy ekspresje antygenu CD54 (czutos¢ 0,89);

Najmniejszg zdolno$¢ do wykrywania substancji uczulajagcych bedzie sie¢
charakteryzowata metoda wykorzystujaca oceng poziomu IL-1 alfa (czutos¢ 0,33);
Najlepsza metoda umozliwiajacg wykrywanie substancji nieuczulajgcych jest metoda
z zastosowaniem pomiaru poziomu IL-18 (swoisto$¢ 1,0);

Najmniej efektywng metoda do wykrywania substancji nieuczulajacych jest metoda
oceniajaca ekspresje antygenu CD54 (swoistos¢ = 0,80);

Najwyzsze prawdopodobienstwo uzyskania prawidlowego wyniku, zardéwno
pozytywnego jak i negatywnego charakteryzuje metod¢ wykorzystujaca oceng ekspresji
antygenu CD54 (doktadnos¢ = 0,86);

Najnizsze prawdopodobienstwo uzyskania prawidlowego wyniku, zaréwno
pozytywnego jak i negatywnego charakteryzuje metode wykorzystujacg jako punkt
koncowy ocene poziomu IL-1 alfa (doktadno$¢ 0,55) (Tabela 6.7.).
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Rysunek 6.39. Zestawienie krzywych ROC dla CD54 (A), IL-1 alfa (B) oraz IL-18 (C) z uwzglednieniem
punktu odciecia wyznaczonego metodq stycznej przy uzyciu programu PQOStat v. 1.8.4.

Tabela 6.7. Charakterystyka punktéow konicowych uzyskana na podstawie krzywej ROC przy
wyznaczonych punktach odcigcia

Punkt koncowy | Punkt odcigcia Czutos¢ Swoistos¢ Doktadnosé AUC
CD54 81 0,89 0,80 0,86 0,82

IL -1 alfa 177,51 0,33 0,95 0,55 0,67
IL-18 189,82 0,56 1,0 0,71 0,81
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6.4.5. Klasyfikacja materialow badanych

Uzyskane $rednie wartosci SI dla wszystkich parametréw poddano ocenie na podstawie
przyjetych wartosci odcigcia. W przypadku uzyskania wartosci rownych lub wyzszych od
przyjetych wartos$ci odcigcia uznawano wynik za pozytywny. Jezeli uzyskane wyniki byty
nizsze od przyjetych wartosci odcigeia klasyfikowano je jako negatywne (Tabela 6.8, 6.9.).
Badane materiaty byly klasyfikowane jako substancje uczulajace, jezeli w jakimkolwiek
stezeniu uzyskaly wynik pozytywny dla danego punktu koncowego. Badane materialy byty
klasyfikowane jako substancje nieuczulajace, jezeli we wszystkich testowanych stezeniach
uzyskaty wynik negatywny dla danego punktu koncowego. Aby ustali¢ optymalny model
predykcyjny (PM) do oceny potencjatu uczulajacego sprawdzono wszystkie mozliwe
kombinacje trzech punktéw koncowych:

a) PM1 — ocena ekspresji CD54,

b) PM2 — ocena poziomu IL-1 alfa,

c) PM3 - ocena poziomu IL-18,

d) PM4 — ocena poziomu IL-1 alfa + 1L-18,

e) PM5 — ocena ekspresji CD54 + poziom IL-1 alfa,

f) PMG6 — ocena ekspresji CD54 + poziom IL-18,

g) PM7 — ocena ekspresji CD54 + poziom IL-1 alfa + poziom IL-18.

Poszczegolne modele predykcyjne oceniono obliczajac czuto$é, swoisto$¢ i doktadnosé dla
kazdego z nich (Tabela 6.10.).

Najlepsza zdolno$¢ do wykrywania substancji uczulajacych wykazaly trzy modele
predykcyjne PMS5, PM6, PM7, a wigc modele taczace analizg ekspresji antygenu CD54 z oceng
cytokin zapalnych w rdéznych kombinacjach. Za pomoca tych modeli poprawnie
sklasyfikowano wszystkie zastosowane substancje uczulajace (9/9) uzyskujac czuto$é rowng
1,00. Z kolei najwyzsza swoisto$¢, czyli zdolnos¢ metody do wykrywania substancji
nieuczulajgcych stwierdzono w przypadku modelu predykcyjnego PM3, czyli analizy tylko
jednego punktu koncowego tj. poziomu IL-18. Wszystkie stosowane substancje nieuczulajace
(5/5) zostaty prawidlowo zaklasyfikowane, model predykcyjny PM3 charakteryzowat si¢
swoistoscig rowng 1,00 jako jedyny wsroéd wszystkich analizowanych modeli predykcyjnych.
Najwyzsza doktadnoscig, a wigc zdolno$cig uzyskania poprawnego wyniku zaréwno
pozytywnego jak i negatywnego odznaczala si¢ metoda z zastosowaniem oceny ekspresji
antygenu CD54 i poziomu IL-18 (PM6). Zastosowanie tych dwoch punktow koncowych
pozwolito na poprawng identyfikacje wszystkich badanych substancji z wyjatkiem SA, ktory
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zostat nieprawidtowo sklasyfikowany jako substancja uczulajaca (13/14). Zastosowanie tylko
analizy poziomu IL-1 alfa (PM2) skutkowato uzyskaniem najnizszej doktadnosci rownej 0,71.
Na 14 badanych substancji, przy uzyciu PM2 nieprawidtowo sklasyfikowano az 4 z nich
(10/14), trzy substancje uczulajgce sklasyfikowano jako nieuczulajace (pPD, NiSOs, 2MBT)

oraz jedng substancj¢ nieuczulajaca (2PR) btednie uznano za substancje uczulajaca.

Tabela 6.8. Ocena uzyskanych wynikow (SI) dla substancji uczulajgcych na podstawie przyjetych
wartosci odcigcia. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej z dwoch pomiarow, stosSowano
nastepujgce wartosci odcigcia dla wyniku pozytywnego: CD54 > 100, IL-1 alfa > 177,51, IL-18 >
189,82. Wyniki pozytywne zaznaczono na niebiesko, negatywne na zielono

Stezenie materiatu Srednie wartosci SI [%]
Material badany b?g"’.‘r”g?o CD54 IL-1alfa IL -18
12xTC 306 345,74 693,90
1xTC 129 126,48 161,76
DNCB 0,5 XTC 105 133,75 171,27
0,1xTC 122 216,39 343,96
12x7TC 366 132,01 463,27
D 1xTC 295 102,35 473,34
0,5 XTC 235 110,83 435,61
0,LxTC 103 62,29 74,63
12xTC 177 104,21 55,65
VE 1xTC 158 213,42 196,07
0,5 XTC 106 153,73 155,94
0,1xTC 115 182,60 189,82
12x7TC 400 166,74 112,44
_ 1xTC 515 156,10 76,85
NSO 0,5 XTC 410 72,33 36,42
0,LxTC 119 107,50 119,43
12xTC 691 4,42 582,59
1xTC 714 5,57 303,05
2MBT 0,5 XTC 460 9,84 285,34
0,1xTC 109 51,08 81,74
12x7TC 237 116,92 228,04
oL 1xTC 261 212,22 275,37
0,5 XTC 192 229,04 259,05
0,LxTC 92 118,44 166,91
12xTC 125 177,51 204,91
Mz 1xTC 90 271,12 268,96
0,5 XTC 81 98,94 147,50
0,1xTC 88 140,85 223,28
12x7TC 26 511,25 380,73
1xTC 53 245,72 473,31
EGDMA 0,5 XTC 46 166,43 150,66
0,LxTC 73 138,14 159,43
12xTC 147 292,63 347,45
A 1xTC 140 274,54 170,58
0,5 XTC 89 14326 108,11
0,1xTC 83 56,20 141,28
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Tabela 6.9. Ocena uzyskanych wynikoéw (SI) dla substancji nieuczulajgcych na podstawie przyjetych
wartosci odciecia. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej z dwoch pomiarow, stosowano
nastepujgce wartosci odciecia dla wyniku pozytywnego: CD54 > 100, IL-1 alfa > 177,51, IL-18 >
189,82. Wyniki pozytywne zaznaczono na niebiesko, negatywne na zielono

L ) Srednie wartosci SI [%]
Stezenie materiatu

Materiat badany b?ﬂi”g%" CD54 IL-1alfa IL-18
12xTC 283 141,30 175,01
SA 1xTC 216 149,13 144,80
0,5 XTC 121 175,20 103,10
0,1xTC 92 89,16 54,46
1,2xTC 80 163,05 167,90
LA 1xTC 71 100,19 100,82
0,5 XTC 72 69,01 99,97
0,1xTC 66 94,55 106,54
1,2xTC 66 63,16 83,79
1xTC 71 60,92 57,54
el 0,5 XTC 71 88,85 110,08
0,1xTC 71 127,59 155,97
12xTC 72 77,36 93,81
1xTC 74 97,20 162,70
2PR 0,5 XTC 69 112,30 163,08
0,1xTC 73 243,33 171,43
12xTC 64 53,09 42,72
PABA 1xTC 65 61,77 60,35
0,5 XTC 71 148,60 129,92
0,1xTC 61 53,02 39,91

Tabela 6.10. Charakterystyka modeli predykcyjnych na podstawie czutosci, swoistosci oraz doktadnosci

prel\él)?lgceyljny PM 1 PM 2 PM 3 PM 4 PM 5 PM 6 PM 7

Czuto$é 0,89 0,67 0,89 0,89 1,00 1,00 1,00
Swoistos¢ 0,80 0,80 1,00 0,80 0,60 0,80 0,60
Doktadnosé 0,86 0,71 0,92 0,86 0,86 0,93 0,86
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7. Dyskusja

Podstawa do opracowania metod alternatywnych do oceny dziatania uczulajacego na skore
jest wiedza na temat kluczowych zdarzen wystepujacych w tym procesie (KE1 — KE4)
zintegrowana w $ciezke niekorzystnych wynikow (AOP) (OECD 2014). Aktualnie,
zatwierdzone do celow regulacyjnych metody alternatywne obejmujg tylko jedno kluczowe
zdarzenie w procesie uczulenia skory. W zwigzku z tym konieczne jest wykonanie kombinacji
kilku testow w celu uzyskania informacji rownowaznych do testow in vivo, pozwalajacych na
klasyfikacje badanej substancji jako uczulajgcej lub nieuczulajacej (OECD 2021a). Wydaje sig,
ze rozwigzaniem tych niedogodno$ci moze by¢ zastosowanie metod wykorzystujacych
kokultury. Metody wspolnej hodowli dwoch lub wigkszej liczby populacji komodrek
umozliwiajg komunikacj¢ miedzykomorkowa oraz nasladuja mikrosrodowisko, pomagajac
wypetni¢ luke pomigdzy metodami monokulturowymi, a modelami zwierzgcymi (Goers i in.,
2014). W zakresie oceny dziatania uczulajgcego na skorg, metody kokulturowe pozwalajg na
integracje kilku kluczowych zdarzen w jednym tescie, dodatkowo w wigkszym stopniu
odzwierciedlajg procesy in vivo, co moze przyczynic si¢ do zwigkszenia zdolnosci predykcyjne;j
metody (Thélu i in., 2020).

Alergiczne kontaktowe zapalenie skory charakteryzuje si¢ skomplikowanym
mechanizmem o podtozu immunologicznym (Ton¢i¢ i in., 2011). Kluczowymi komorkami
bioracymi udziat w tym procesie sa keratynocyty i komorki dendrytyczne, dlatego metody
kokulturowe skupiaja si¢ na integracji tych dwoch typow komorek (Albanesi, 2010; Ainscough
iin., 2013). Strategie wyboru odpowiedniego typu systemu badawczego sg rozne. Zastosowanie
znalazty komorki pierwotne jak i linie uniesmiertelnione. W zakresie kluczowego zdarzenia
KE2, czyli aktywacji keratynocytow stosowane s3 gldwnie linie ustanowione takie jak:
KeratinoSens™ (Emter i in., 2015; Natsch i in., 2013a; Huth i in., 2017), LuSens™ (OECD
2022a, 442), HaCaT (McKim i in., 2012; Veen i in., 2013; Chung i in., 2018), NCTC2544
(Corsini i in., 2012). Zastosowanie linii uniesmiertelnionych moze wigza¢ si¢ z uzyskaniem
niespojnych wynikéw, ze wzgledu na:

a) mozliwo$¢ wystepowania zmiennosci genotypowej oraz fenotypowej na wysokich

pasazach,

b) zaburzone mechanizmy sygnatowe,

€) zmniejszong aktywno$¢ metaboliczng (Kaur i in., 2012; Santos i in., 2009).
Prawidlowa regulacje wzrostu 1 rdéznicowania, jak rowniez podobienstwo fenotypowe

do komorek normalnych zachowujg komorki pierwotne, jednak charakteryzuja si¢ ograniczona
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dhugoscig zycia, czy zmiennos$cig pomiedzy dawcami (L Berg i in., 2014). Biorac pod uwage
powyzsze zalety i wady systemow badawczych unie$miertelnionych oraz pierwotnych
komorek, zdecydowano o zastosowaniu W ramach KE2 obydwu typéw komorek w celach
poréwnawczych. Keratynocyty sg komorkami, ktére mozna pozyskaé w tatwy sposéb, np. jako
material resztkowy po zabiegach chirurgicznych. Podczas badan stosowano dwa typy
keratynocytow pierwotnych, pochodzace od dawcéw noworodkowych komoérki NKEK-
neonatal (Lonza) oraz pochodzgce od dawcow dorostych komorki NHEK-adult (Promocell),
pozyskane od renomowanych dostawcow. Aby ograniczy¢ wady wynikajgce z zastosowania
komorek pierwotnych oraz ich mozliwy wptyw na uzyskane wyniki, stosowano komorki
taczone od wielu dawcoéw, maksymalnie do 10 pasazu. W ten sposob ograniczono zmiennos¢
pomiedzy dawcami, mozliwy dryft genetyczny oraz zaburzenie funkcji komorek mogace
wystgpi¢ na wyzszych pasazach. Dodatkowo, zastosowano Kkeratynocyty uniesmiertelnionej
linii komoérkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytéw, czyli HaCaT. Drugim typem
komorek zastosowanych do opracowania metody kokulturowej byty komorki dendrytyczne,
ktorych aktywacja stanowi trzeci kluczowy element w procesie uczulenia skory (KE3). W
przeciwienstwie do keratynocytow, pierwotne komorki dendrytyczne sg trudne do pozyskania,
poniewaz stanowiag w naskorku niewielka, 2-4% populacje komoérek, sg trudne do
wyizolowania oraz do utrzymania w rutynowej hodowli komorkowej (Ayehunie i in., 2009). Z
tego powodu, w metodach bazujacych na aktywacji DC, najczesciej wykorzystuje sie DC
otrzymywane z prekursorow krwi obwodowe;j, szpiku kostnego lub krwi pepowinowej (Santos
i in., 2009). NajczeSciej stosowane sg monocyty CD14+ uzyskiwane z krwi obwodowej lub
hematopoetyczne komorki progenitorowe CD34+ pozyskiwane z krwi obwodowe;j,
pepowinowej lub szpiku kostnego (Reuter i in., 2011; Toebak i in., 2006; Hooyberghs i in.,
2008). Ten sposdb pozyskiwania DC charakteryzuje si¢ bardzo duzg zmiennoscig komorek oraz
skomplikowanymi protokotami uzyskiwania DC z prekursorow. Alternatywnie, zrodtem DC
moga by¢ uniesmiertelnione linie DC — podobne. W pracy doktorskiej wykorzystano dwie z
nich, tj. linie THP -1 oraz MUTZ-3. Pod wzgledem wtasciwosci morfologicznych,
funkcjonalnych, jak i markerow réznicowania, komorki THP-1 przypominajg pierwotne
monocyty 1 makrofagi i sa szeroko stosowane w badaniach odpowiedzi immunologiczne;.
Zkolei zaleta komorek MUTZ-3 jest ich fizjologiczne podobienstwo do komoérek
dendrytycznych (Chanput i in., 2014).
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7.1. Profil uwalniania cytokin zapalnych przez rézne rodzaje keratynocytow

hodowanych w monokulturze

Jednym z istotnych elementow opracowywania metody kokulturowej byl wybor

odpowiednich markerow aktywacji keratynocytow.
Podczas procesu uczulenia, hapteny wywotujg bezposrednig zapalng aktywacje keratynocytow,
co prowadzi do uwalniania szeregu cytokin zapalnych (Albanesi, 2010). Do najczesSciej
opisywanych mediatorow reakcji zapalnej keratynocytow uwalnianych pod wplywem
substancji uczulajacych naleza: IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-
18, TNF-alfa (Kydonieus i in., 1999). W pierwszym etapie badan zweryfikowano, czy wybrane
typy keratynocytow (NHEK-neonatal, NHEK-adult, unie$miertelniona linia komoérkowa
pochodzaca z ludzkich keratynocytow) produkuja mediatory zapalne w odpowiedzi na
ekspozycje na substancj¢ uczulajaca tj. DNCB oraz czy produkcja jest zalezna od stezenia
komorek i czasu ekspozycji na alergen. Sposrod mediatorow zapalnych opisywanych w
literaturze wybrano nast¢pujace: 1L-1 alfa, IL-6, IL-12 (p40), IL-12 (70), IL-18 oraz TNF-alfa.
Uzyskane wyniki pozwolity na wstgpna selekcje typu keratynocytow oraz zawezenie
oznaczanych cytokin w dalszych etapach badan.

IL-12 , ktora silnie stymuluje proliferacj¢ limfocytow T, jest heterodimerem zbudowanym
z dwoch podjednostek: p40 oraz p35. Chociaz dane literaturowe potwierdzaja produkcje tej
cytokiny przez keratynocyty (Aragane i in., 1994), nie stwierdzono zewnatrzkomorkowego
uwalniania podjednostki p(40) jak i postaci heterodimerycznej IL-12 (p70) przez zastosowane
w badaniach keratynocyty. We wszystkich przypadkach st¢zenie IL-12 byto nieoznaczalne lub
ponizej dolnej granicy oznaczalnosci zastosowanej metody ELISA-XMAP, czyli LLOQ=6,40
pg/ml dla 1L-12(p40) oraz LLOQ=0,88 dla IL-12(p70). Natomiast nie sprawdzano
wewnatrzkomoérkowej produkcji IL-12 w lizacie komorkowym.

Keratynocyty wykazuja réwniez zdolno$¢ do produkcji TNF-alfa (Kock i in., 1990).
Analizujac uzyskane wyniki, stwierdzono roznice w produkcji TNF-alfa pomigdzy
keratynocytami pochodzacymi od dawcow noworodkowych i dawcow dorostych. Skoéra
noworodkow jest dojrzata anatomicznie, jednak w pierwszych latach zycia wystepuja
odrgbnosci funkcjonalne w poréwnaniu ze skorg dorostych (Stamatas i in., 2011).
Udowodniono, ze keratynocyty noworodkowe produkuja wicksze ilosci TNF-alfa
W odpowiedzi na inaktywowane termicznie mikroorganizmy w poréwnaniu do keratynocytow
noworodkowych (Iram i in., 2012). Analogiczng sytuacj¢ stwierdzono po ekspozycji na

substancje uczulajacg DNCB. Wprawdzie keratynocyty NHEK-adult byty bardziej reaktywne

148



od keratynocytow noworodkowych, tzn. produkowaty TNF-alfa zarowno w warunkach
podstawowych (narazenie na kontrole rozpuszczalnikowa) jak i po narazeniu na DNCB prawie
we wszystkich zastosowanych warunkach eksperymentalnych, jednak w przypadku
keratynocytow noworodkowych 0znaczono zdecydowanie wyzsze st¢zenia TNF-alfa. Poziom
TNF-alfa w przypadku NHEK-neonatal mie$cit si¢ w granicach 15-36 pg/ml, podczas gdy
maksymalne stezenie TNF-alfa w przypadku NHEK-adult bylo rowne 18,31 pg/ml. Aby
osiggna¢ tak wysokie wartosci, keratynocyty noworodkowe potrzebowaty jednak dhluzszej
ekspozycji na substancje uczulajacg. W porownaniu do kontroli rozpuszczalnikowej, najwyzsze
wartoéci SI (SI = 562%) stwierdzono po 48 h ekspozycji komérek w stezeniu 2,5 x 10%/ml.
Keratynocyty od dawcow dorostych najwyzszg wartos¢ SI (S1=224,1%) osiagnely juz po 5 h
inkubacji komoérek z DNCB stosowanych w tym samym st¢zeniu co NHEK-neonatal.
W przypadku komorek unie$miertelnionej linii komorkowej pochodzacej z  ludzkich
keratynocytow nie stwierdzono produkcji TNF-alfa powyzej wartosci LLOQ zaréwno w
warunkach podstawowych jak i w przypadku ekspozycji na substancj¢ uczulajgca.

Jedyna cytoking oznaczona w mediach pohodowlanych po ekspozycji komorek
uniesmiertelnionej linii komoérkowej pochodzacej z ludzkich keratynocytow byta IL-6. Linia ta
jest genetycznie zmodyfikowang linig komorkowa, wywodzaca si¢ z linii unie$miertelnionych
ludzkich keratynocytow (HaCaT). Zawiera gen Swietlika regulowany w taki sposob, ze swiatto
jest emitowane w przypadku kontaktu komorek z alergenem (OECD 2022b). Modyfikacja
genetyczna przyczynita si¢ prawdopodobnie do utraty zdolnosci komoérek do produkcji cytokin
w porownaniu do linii HaCaT. Na bazie linii HaCaT powstato kilka metod wykorzystujacych
zdolno$¢ tych komorek do produkeji miedzy innymi IL-1 alfa, IL-6 czy IL-18 pod wptywem
substancji uczulajacych (Veen i in., 2014; Jung i in., 2016).

Badajac wptyw gestosci komorek na produkcje IL-6 przez keratynocyty zaobserwowano,
ze komorki nie produkowaty IL-6 powyzej poziomu produkowanego przez komoérki narazane
na kontrole rozpuszczalnikowa w najnizszym stezeniu tj. 0,5x10° komoérek/ml we wszystkich
modelach badawczych. Najwyzsze wartosci SI (SI=268%) stwierdzono po 48 h ekspozyciji
komérek NHEK -neonatal stosowanych w stezeniu 2,5x10%/ml, co byto najwyzsza wartoscig SI
stwierdzong wsrdd wszystkich stosowanych modeli badawczych. Takie samo st¢zenie komorek
uznano za optymalne dla wydzielania IL-6 przez innych badaczy oceniajacych produkcje
mediatorow zapalnych przez komorki HaCaT (Jung i in., 2016).

Produkowana przez keratynocyty IL-18 nalezy do rodziny cytokin IL-1 (Garlanda i in.,
2013) i poprzez indukcje wytwarzania IFN-gamma wzmacnia odpowiedz komorek Thl

(Sanders i in., 2016). Poniewaz odgrywa kluczowa role w indukcji ACD, jest szeroko
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stosowana w metodach oceniajacych potencjal uczulajacy na skorg, jednak nie zawsze
z oczekiwanym rezultatem. Veen i in. uzyskal nieprawidlowe wyniki 19 substancji na 24
testowane, stosujgc lini¢ komérkowg HaCaT i oznaczenie IL-18 jako wskaznik substancji
uczulajacej (Veen i in., 2014). Przyczyng takich rezultatéw moglo by¢ zastosowanie zbyt
wysokiego stezenia komorek (3,75 x 10°/dotek) lub analizy produkcji wewnatrzkomoérkowe;.
Najwyzsza produkcje IL-18 przez komorki NHEK-neonatal stwierdzono w najnizszym
stosowanym stezeniu tj. 0,5x10° komoérek/ml. Wraz ze wzrostem stezenia komorek produkcja
IL-18 wyraznie malata, a w wyzszych stezeniach komorek tj. 1x; 2,5x oraz 5x10° komérek/ml,
zewnatrzkomérkowa produkcja IL-18 ulegta zahamowaniu w poréwnaniu z kontrolg
rozpuszczalnikowa. W przypadku komérek NHEK -adult, stwierdzono st¢zenia przewyzszajace
stezenie obserwowane w kontroli rozpuszczalnikowej we wszystkich czasach inkubacji oraz
wszystkich stezeniach wysiewanych komorek, jednak najwyzsza warto§¢ SI obserwowano
réwniez w najnizszym stezeniu komorek. Te obserwacje potwierdzaja wyniki uzyskane dla
innej linii komorkowej keratynocytow tj. NCTC2544 (Corsini i in., 2009). Analiza
wewnatrzkomorkowej produkeji IL-18 data dobre rezultaty przy zastosowaniu komorek
W nizszych stezeniach tj. 1,5 — 2,5 x10°/ml (500 ul), zastosowanie stezenia komérek powyzej
5x10°/ml powodowalo zanik produkcji IL-18. Tak wiec, produkcja IL-18 w znacznym stopniu
zalezy od stezenia komorek, nie jest natomiast zalezna od sposobu oznaczania tej cytokiny tj.
czy oznaczana jest wewnatrzkomorkow0 czy zewngtrzkomorkowo (Tabela 7.1.). Jednak
oznaczanie produkcji zewnatrzkomorkowej cytokin w poréwnaniu do wewnatrzkomorkowe;
jest prostsze technicznie. Zaleta oznaczania zewnatrzkomorkowego cytokin przy uzyciu
najczesciej stosowanej metody ELISA jest brak koniecznosci lizowania komorek oraz

dodatkowego oznaczania stezenia biatek w celu korekeji wyniku.

Tabela 7.1. Zestawienie podstawowych informacji na temat metod oceniajgcych produkcje IL-18

System badawczy Sposob oznaczania IL-18 Liczba komdérek/dotek Zrédlo

HaCaT Wewnatrzkomorkowa IL-18 3,75 x 10%dotek Veeniin.

NCTC 2544 Wewnatrzkomoérkowa IL-18 | 0,75 — 1,25 x 10%dotek Corsini i in.

NHEK — neonatal

4 _ 5 .
NHEK - adult Zewnatrzkomorkowa IL-18 0,25 x 10°/dotek Badania wlasne
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Ostatnig z ocenianych cytokin w mediach pohodowlanych byta IL-1 alfa. IL-1 pobudza
proliferacje¢ keratynocytow oraz inicjuje szybka odpowiedz immunologiczng, prowadzac do
ekspresji innych cytokin takich jak IL-6, IL-8 i TNF, (Uchi i in., 2000; Kondo, 1999).

Keratynocyty noworodkowe 1 pochodzace od dawcow dorostych wykazaty zblizony profil
uwalniania IL-1 alfa w odpowiedzi na ekspozycje na substancj¢ uczulajaca. Nie obserwowano
znaczacego wzrostu wartosci SI stosujac keratynocyty w dwoch najnizszych stezeniach 0,5
oraz 1x10° komoérek/ml. Komorki stosowane w stezeniu 2,5x10°%/ml wyprodukowaty najwiccej
IL-1 alfa w stosunku do kontroli rozpuszczalnikowej, NHEK-adult juz po 5 h ekspozycji na
DNCB, NHEK-neonatal dopiero po 48h ekspozycji. W najwyzszym stezeniu komorek
produkcja IL-1 alfa gwaltownie malata osiggajac wartosci zblizone do stezenia uzyskanego
w kontroli rozpuszczalnikowe;j.

Na podstawie wynikow poziomu cytokin zapalnych uzyskanych w monokulturze
keratynocytow, wybrano keratynocyty pierwotne (NHEK-neonatal, NHEK-adult) do drugiego
etapu badan. Sposrod wszystkich oznaczanych w monokulturze cytokin wybrano IL-1 alfa, IL-

6 oraz IL-18 jako najlepiej rokujace markery dziatania uczulajacego.

7.2. Profil uwalniania cytokin zapalnych przez keratynocyty hodowane w

kokulturze bezposredniej z komorkami dendrytycznymi

W drugim etapie badan zastosowano kokulture bezposrednig keratynocytow NHEK-
neonatal oraz NHEK-adult z liniami komérek DC-podobnych tj. THP-1 oraz MUTZ-3 aby
zweryfikowaé, czy komorki dendrytyczne wptyna na profil wydzielania cytokin przez
keratynocyty. W tym celu zastosowano kokulture bezposrednig, ktora zapewnia maksymalny
kontakt miedzy komoérkami, zarowno bezposredni jak i poprzez rozpuszczalne mediatory
(Bogdanowicz i in., 2013). Rozszerzono panel substancji badanych, ponownie zastosowano
DNCB jako substancje skrajnie uczulajacg, dodatkowo uzyto substancji o umiarkowanym
dziataniu uczulajagcym (MMP), stabo uczulajacym (EU), oraz substancje nieuczulajace (2PR,
LA). MMP oraz EU to prohapteny, czyli substancje wymagajace aktywacji metaboliczne;.
Obecnie stosowane metody opierajace si¢ na jednym z KE, charakteryzuja si¢ niska
doktadnoscig w przewidywaniu potencjatu uczulajacego tego typu substancji (Urbisch i in.,
2016). Uwaza si¢, ze metody kokulturowe, szczegdlnie te zawierajgc komorki, ktore sg zrodlem
uktadow enzymatycznych (keratynocyty, fibroblasty) moga w wydajniejszy sposob wykrywaé
prohapteny (Lee i in., 2018).

Komoérki MUTZ-3 zostaly zastosowane w kokulturze jako komorki niezréznicowane. Juz

wiele lat temu stwierdzono, ze niezrdéznicowane komorki MUTZ-3 oraz komorki THP-1
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wykazuja silng 1 specyficzng reakcj¢ na substancje uczulajace w przeciwienstwie do innych
DC-podobnych linii komérkowych takich jak: U937, KG-1, HL-60 czy K-562 (Azam i in.,
2006). Jednak, zastosowanie kokultury keratynocytoéw z komorkami MUTZ-3 nie przyniosto
oczekiwanych rezultatow. Nie stwierdzono statystycznie istotnego wzrostu wartosci SI dla IL-
1 alfa, IL-6 oraz IL-18 po ekspozycji kokultury na substancje uczulajace w zadnym protokole
badawczym. Podwyzszone wartosci SI dla IL-1 alfa i IL-18 obserwowano tylko w przypadku
najwyzszego stezenia substancji skrajnie uczulajagcej (DNCB), w przypadku kokultury
komorek MUTZ-3 z keratynocytami pochodzacymi od dawcow dorostych. Niestety,
obserwowano réwniez statystycznie istotny wzrost SI dla IL-1 alfa w przypadku substancji
nieuczulajacej tj. LA w tym ukfadzie kokultury. Zestawienie komorek MUTZ-3
Z keratynocytami noworodkowymi wywotato niewielki wzrost wartosci SI dla IL-1 alfa po
ekspozycji na prohapteny (MMP, EU).

Odmienng sytuacj¢ obserwowano w kokulturze keratynocytow z komoérkami THP-1,
szczegdlnie w zestawieniu z keratynocytami noworodkowymi. Zastosowanie systemu
badawczego NHEK-neonatal/THP-1 umozliwito identyfikacj¢ zarowno skrajnych (DNCB),
umiarkowanych (MMP) jak i slabych substancji uczulajacych (EU) oraz prawidlowa
identyfikacj¢ substancji jako nieuczulajgce (LA, 2PR) na podstawie poziomu IL-1 alfa oraz IL-
18. Moze to potwierdzaé teze, ze interakcja pomig¢dzy keratynocytami i komoérkami THP-1 jest
aktywnym mechanizmem inicjowanym przez komoérki THP-1, ktore stymulujg keratynocyty
do wigkszej produkcji cytokin (Thélu i in., 2020; Balszuweit i in., 2014). Statystycznie istotny
wzrost wartosci SI dla IL-1 alfa oraz IL-18 osiagnal najwyzsze wartosci w przypadku
ekspozycji na prohapteny (MMP, EU) a nie najsilniejsza, zastosowang substancj¢ uczulajacg
DNCB, co moze potwierdza¢ zwigkszong zdolno$¢ kokultury NHEK-neonatal/THP-1 do
aktywacji tego typu substancji. Zastosowanie kokultury komérek THP-1 z keratynocytami
pochodzacymi od dawcoéw dorostych skutkowato nadmierng aktywacja komorek i produkceja
cytokin rowniez po ekspozycji na substancje nieuczulajgce. Stwierdzono statystycznie istotny
wzrost wartosci SI zarowno dla IL-1 alfa, IL-6, jak i IL-18 w przypadku ekspozycji na LA
I 2PR. Reasumujac, najlepszym systemem badawczym do oceny substancji uczulajacych, w
tym prohaptenow, jest uktad kokultury NHEK-neonatal/THP-1 z zastosowaniem poziomu IL-
1 alfa oraz IL-18 jako wskaznikow substancji uczulajacych. Najmniej wydajna okazata sig¢
integracja keratynocytow NHEK-adult zkomorkami MUTZ-3, gdzie uzyskano wzrost poziomu
cytokin zapalnych tylko w przypadku substancji nieuczulajacych. Natomiast integracja

keratynocytow NHEK-adult z komdrkami THP-1 skutkowala uzyskaniem wynikow fatszywie
pozytywnych.
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Jednym z celéw czastkowych rozprawy byta weryfikacja mozliwos$ci integracji dwoch
kluczowych zdarzen procesu uczulenia skory (KE2 i KE3). Na podstawie wynikow uzyskanych
w dwoch pierwszych etapach projektu, zdecydowano, ze kokultura komorek NHEK-
neonatal/THP-1 umozliwi ocene reakcji zapalnej keratynocytow na podstawie zwickszonej
produkcji IL-1 alfa oraz IL-18 po ekspozycji na substancje uczulajace. Kolejnym, trzecim
etapem opracowywania metody byla integracja punktu koncowego wtasciwego dla aktywacji

komorek dendrytycznych.

7.3. Ocena ekspresji antygenow powierzchniowych komoérek dendrytycznych

hodowanych w réznych rodzajach kokultury z keratynocytami

Interakcja zachodzaca miedzy keratynocytami a komoérkami dendrytycznymi jest reakcja
obustronng. Z jednej strony komoérki THP-1 pobudzajg keratynocyty do wydzielania cytokin,
z drugiej strony keratynocyty zwigkszajg aktywacje¢ komorek dendrytycznych w odpowiedzi na
substancje uczulajace. Uwaza si¢, ze substancje uczulajace indukujg ekspresje antygenow
powierzchniowych CD86 oraz CD54 na komorkach THP-1 (Sakaguchi i in., 2006). Ohtani i in.
wykazali, ze uwalniany przez keratynocyty adenozynotrifosforan (ATP) dziala synergistycznie
z haptenem powodujac dojrzewanie komorek dendrytycznych (Ohtani i in. 2009). Wzajemne
oddziatywania pomig¢dzy keratynocytami a komérkami dendrytycznymi moga by¢ realizowane
poprzez komunikacj¢ migdzykomorkowa o roznym nasileniu (Thélu i in., 2020). W badaniach
zweryfikowano, czy rodzaj oraz czas kontaktu keratynocyty-komorki dendrytyczne ma wptyw
na ekspresj¢ antygenow powierzchniowych na komorkach THP-1. Zastosowano nastepujace
typy systeméw badawczych:

a) kokultura bezposrednia umozliwiajaca kontakt bezposredni typu komorka-komorka

(sygnalizacja jukstakrynowa),

b) kokultura posrednia, w ktorej dwa typy komoérek znajdujg sie¢ w osobnych

kompartmentach (sygnalizacja parakrynna).

W kokulturze posredniej zastosowano dwa typy ekspozycji komorek. W jednym typie
kokultury posredniej poddawano ekspozycji tylko keratynocyty NHEK-neonatal znajdujace si¢
w gornej komorze uktadu (narazenie KC), w drugim typie ekspozycji, dodatkowo narazano
komorki dendrytyczne THP-1 znajdujace si¢ w dolnym kompartmencie (narazenie KC/DC).
Dodatkowo, zastosowano rowniez monokulture THP-1 w celach poréwnawczych. Wszystkie
typy hodowli komoérkowej poddawano ekspozycji na substancje uczulajace (DNCB, MMP,

EU) oraz nieuczulajgce w dwoch przedziatach czasowych tj. 24 h oraz 48 h.
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Analiza cytometryczng antygenow powierzchniowych po 24 h ekspozycji na prohapteny
EU oraz MMP, wykazata, znacznie wyzsza ekspresje antygenu CD54 niz antygenu CD86 we
wszystkich systemach badawczych. Poziom ekspresji antygenu CD54 byt zdecydowanie
wyzszy w systemach kokulturowych niz w monokulturze THP-1. Najwyzsze wartosci SI dla
antygenu CD54 stwierdzono w kokulturze bezposredniej, co sugeruje, ze bezposredni kontakt
komorek zwicksza ekspresj¢ tego antygenu w wiekszym stopniu niz oddziatywanie parakrynne.
Wartosci SI dla antygenu CD54 w uktadzie kokultury bezposredniej byly okoto dwukrotnie
wyzsze niz te uzyskane w monokulturze THP-1 (Tabela 7.2.). Wydtuzenie inkubacji do 48 h
nie wplyngto w znaczacy sposob na zwigkszenie wydajnosci metody w wykrywaniu substancji
uczulajacych.

Co ciekawe, zarowno MMP jak i EU uzyskaly negatywne wyniki w tescie oceniajacym
KEZ2 tj. metodzie Keratinosens™. Stosujac strategie oceny materiatéw badanych na podstawie
wynikow uzyskanych z trzech badan oceniajacych rozne zdarzenia kluczowe (KE), badacze
uzyskali dla EU prawidlowa klasyfikacje (substancja uczulajaca) uzyskujac dwa pozytywne
wyniki w badaniach DPRA oraz tescie aktywacji linii komorkowej U-937 (Natsch i in., 2013b).
Jednak MMP, zostat sklasyfikowany jako substancja nieuczulajaca, poniewaz uzyskano dwa
negatywne wyniki na trzy wykonane badania, co jest niezgodne z predykcja uzyskang w tescie
LLNA, uznajagca MMP za substancj¢ uczulajacg (Natsch i in., 2013b). Stosujac kokulture
bezposrednia komorek NHEK-neonatal oraz THP-1, uzyskano prawidtowa klasyfikacje
obydwu prohaptenow (MMP, EU) jako substancje uczulajace po wykonaniu jednego badania,
uzyskujac statystycznie istotny wzrost produkcji cytokin zapalnych przez keratynocyty (KE2)
oraz wzrost ekspresji antygenow powierzchniowych na komoérkach THP-1 (KE3). Potwierdza
to hipotezg, ze metoda kokulturowa jest bardziej wydajna w wykrywaniu prohaptenow, co jest
spojne z wynikami uzyskanymi w innych badaniach (Eskes i in., 2019; Galbiati i in., 2020).

Wydaje si¢, ze keratynocyty pierwotne maja wystarczajaca aktywnos$¢ metaboliczng.
Wykazano, ze NHEK charakteryzuja si¢ ekspresja r6znych enzymoéw CYP, w szczegolnosci
CYPI1ALI, 1B1, 2B6, 2E1, oraz 3A (Baron i in., 2001). Szczegdlnie istotne s3 enzymy CYP1A1,
poniewaz pelnig istotng role w przeksztatcaniu prohaptenow do aktywnych form (Bergstrom
iin., 2007). Proponowana kokultura dwoch rodzajow komorek (NHEK-neonatal/THP-1)
okazala si¢ modelem badawczym wystarczajagcym do oceny potencjalu uczulajacego
prohaptenéw. Nie bylo potrzeby stosowania dodatkowych komorek aktywujgcych
keratynocyty np. fibroblastow tak jak w metodzie trikulturowej wykorzystujacej kom.

Langerhansa, keratynocyty HaCaT oraz pierwotne skorne fibroblasty (Lee i in., 2018).
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Tabela 7.2. Ekspresja antygenéw powierzchniowych CD54, CD86 na komorkach THP-1 w réznych
uktadach kokultury NHEK-neonatal/THP-1 i monokulturze THP-1. Przedstawiono wartosci sSrednie
Z trzech pomiarow cytometrycznych wykonanych po 24 h inkubacji z prohaptenami. Statystycznie istotne
wartosci SI zaznaczono na niebiesko

Rodzaj systemu badawczego/ekspresja antygenu powierzchniowego [S1%]
Materiat , . . .

I e e I

CD86 CD54 CD86 CD54 CD86 CD54 CD86 CD54
EU12xTC 177 338 115 163 130 306 120 195
EU1xTC 210 336 123 164 129 341 135 180
EU05xTC 143 185 112 147 115 253 96 115
EUO0,1xTC 104 118 104 138 98 179 93 91
MMP 1,2x TC 146 187 128 178 130 216 127 134
MMP 1 x TC 111 156 132 171 126 229 131 125
MMP 0,5x TC 124 134 102 147 113 175 125 130
MMP 0,1 x TC 97 114 98 105 73 128 104 102

Poniewaz stwierdzono duze réznice wrazliwosci komorek THP-1 oraz NHEK-neonatal na
badane substancje uczulajace, zdecydowano o zastosowaniu w kokulturze st¢zenia materiatu
badanego wiasciwego dla wrazliwszego typu komorek aby nie spowodowa¢ nadmiernej
cytotoksycznosci drugiego typu komorek. Zastosowanie w kokulturze duzo nizszego stezenia
ekspozycyjnego DNCB niz w monokulturze, moglo przyczyni¢ si¢ do ograniczonej indukcji
ekspresji antygenow powierzchniowych na komérkach THP-1 po 24 h ekspozycji. Wydtuzenie
ekspozycji do 48 h, wywotato wzrost ekspresji antygenu CD54 oraz CD86 w tych systemach
badawczych, w ktorych narazano komorki THP-1 oraz stosowano barier¢ oddzielajaca dwa
typy komorek (monokultura THP-1; kokultura posrednia/narazenie KC/DC) (Tabela 7.3.).
Takie wyniki mogg rowniez sugerowac, ze w systemie kokultury bezposredniej mogto dojs¢
do dezaktywacji DNCB. DNCB jest substancjg, ktora jest detoksykowana przez sprzg¢ganie
z glutationem warunkowane przez enzym S-transferazg glutationowa (GST), ktorej aktywno$¢

wykazuja keratynocyty (Pickard i in., 2009; Kazem i in., 2019).
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Tabela 7.3. Ekspresja antygenow powierzchniowych CD54, CD86 na komorkach THP-1 w réznych
uktadach kokultury NHEK-neonatal/THP-1 i monokulturze THP-1. Przedstawiono wartosci Srednie
Z trzech pomiarow cytometrycznych wykonanych po 24 h inkubacji z DNCB. Statystycznie istotne

wartosci SI zaznaczono na niebiesko

Rodzaj systemu badawczego/ekspresja antygenu powierzchniowego [S1%]
Material
Czas badany/ Kokultura posrednia, | Kokultura posrednia, Kokultura i
ekspozycji stezenie narazenie KC/DC narazenie KC bezposrednia KC/DC Monokultura THP-1
[XTC]
CD86 CD54 CD86 CD54 CD86 CD54 CD86 CD54
DNCB
12xTC 113 126 104 96 62 84 121 124
DNCB 113 94 9 86 78 83 147 113
1xTC
24h DNCB
0.5% TC 104 92 100 88 82 113 87 103
DNCB
01xTC 109 107 103 96 68 117 92 92
DNCB
12xTC 229 444 116 75 91 66 285 169
DNCB 172 295 121 81 90 62 250 147
1xTC
48h DNCB
0.5x TC 100 90 101 98 73 87 132 99
DNCB
01xTC 97 83 126 87 99 95 98 91

Duzo nizsze st¢zenia materiatdw badanych stosowane w metodach kokulturowych, z jednej
strony mogg zmniejszy¢ czutos¢ takiej metody w wykrywaniu substancji uczulajacej, z drugiej
strony moga zwiekszy¢ jej zastosowanie w przypadku substancji trudno rozpuszczalnych.
Wykazano, ze metoda kokultury bezposredniej, daje pozytywne rezultaty w nietoksycznych dla
THP-1 st¢zeniach materiatu badanego, co potwierdzito doniesienia innych badaczy (Cao 1 in.,
2012). Po 24 godzinach ekspozycji kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/ THP-1 na
substancje uczulajace, zywotnos$¢ komorek THP-1 przyjmowata wartosci powyzej 90%. Jest to
pozytywny efekt, w porownaniu do metod monokulturowych stosujacych komorki THP-1,
gdzie wykazano, wzrostu ekspresji antygenu CD54/CD86 ma miejsce w stgzeniach
subcytotoksycznych (Miyazawa i in., 2007; Sakaguchi i in., 2006).

Na podstawie uzyskanych wynikow, stwierdzono, ze uklad kokultury bezpos$redniej
NHEK-neonatal/THP-1 byl najlepszym sposrod testowanych, systemem badawczym do oceny
substancji uczulajacych na podstawie ekspresji antygenu powierzchniowego CD54 oraz
poziomu cytokin IL-1 alfa, IL-18, pomimo uzyskania w tym uktadzie wynikéw pozytywnych
dla substancji nieuczulajacej 2PR. Statystycznie istotny wzrost ekspresji CD54 uzyskano przy
wysokich stezeniach 2PR tj. 6000 oraz 5000 pg/ml, dlatego ustalono stosowanie w metodzie
finalnej maksymalnego stezenie materiatu badanego rownego 1000 ug/ml w celu eliminacji

wynikow falszywie pozytywnych dla substancji nieuczulajacych.
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7.4. Walidacja metody kokulturowej KC/DC

W toku przeprowadzonych eksperymentow oraz analizy uzyskanych wynikow ustalono
warunki eksperymentalne dla metody kokulturowej lgczacej dwa kluczowe zdarzenia
W procesie uczulenia skory tj. KE2 oraz KE3.

W metodach kokulturowych 2D opracowanych w ostatnich latach wykorzystuje si¢
glownie linie ustanowione keratynocytow (Thelu i in. 2020). Cze$¢ badaczy stosuje
keratynocyty linii komorkowej HaCaT (Balszuweit i in., 2014; Hennen i in., 2017; Frombach
I in., 2017; Lee i in., 2018, Eskes i in., 2019; Karri i in., 2021), stosowana jest rowniez linia
komoérkowa NCTC 2544 (Meloni i in., 2010, Galbiati i in., 2020).

Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, okazato si¢, ze sposréd wykorzystanych w pracy
keratynocytéw, zaréwno pierwotnych jak i ustanowionych, najlepsze rezultaty uzyskano
stosujgc komorki pierwotne pochodzenia noworodkowego tj. NHEK-neonatal. Keratynocyty
pierwotne zostaly rowniez zastosowane w kokulturze posredniej (Schreiner i in., 2007; Cao
iin. 2012), kokulturze bezposredniej z PBMC (Frombach i in., 2018). W ostatnio
przedstawionej metodzie kokulturowej zastosowano keratynocyty pierwotne wysiewane na
inserty w celu keratynizacji tj. utworzenia wielowarstwowej struktury (Sawada i in., 2022).
W stosowanych obecnie do celow regulacyjnych metodach oceniajacych KE2 nie stosuje si¢
komorek pierwotnych (OECD 2022b).

Jako komorki DC-podobne, w opracowanej metodzie zastosowano komorki THP-1, ktore sg
czesto stosowane w metodach oceniajacych dziatanie uczulajace na skére (Meloni i in. 2010;
Hennen 1 in., 2011; Cao 1 in., 2012; Sawada 1 in., 2022). Jako najefektywniejsza metode
kokultury, w ktorej uzyskano najwigksza aktywacje¢ keratynocytow oraz komorek
dendrytycznych wybrano kokulture bezposrednia.

Istotng kwestia w metodach kokulturowych jest wybdr odpowiedniego stezenia
ekspozycyjnego (TC) dla badanych materiatéw, poniewaz metody te wykorzystuja rozne typy
komorek réznigce si¢ czesto wrazliwoscia na badane substancje. W metodach
monokulturowych stosowane sg st¢Zenia subcytotoksyczne, jednak w toku prac wykazano, ze
w kokulturze bezposredniej dochodzi do aktywacji komorek juz w stgzeniach nietoksycznych.
Z tego powodu, zdecydowano o zastosowaniu st¢zenia materiatu badanego witasciwego dla
wrazliwszego typu komorek. Jest to podej$cie odmienne do stosowanych przez innych badaczy,
ktorzy oceniajg cytotoksyczno$¢:

a) dla uktadu kokulturowego (Lee i in., 2018, Karri 2021),

b) tylko dla komorek dendrytycznych (Galbiati i in., 2020),
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c) zaréwno dla monokultur jak i kokultury (Cao i in., 2012),

d) nie stosuja wstepnej oceny cytotoksycznosci (Hennen i in., 2011, Sawada i in., 2022).

Ostatnim kluczowym elementem byt wybor punktéw koncowych dla opracowanej
metody. Zatozeniem poczatkowym byla integracja dwoch punktéw koncowych, tj. markera
stanu zapalnego keratynocytow oraz markera aktywacji komoérek dendrytycznych. Na
podstawie uzyskanych wynikow wybrano trzy markery, ktére okazaly si¢ najlepsze
w warunkach kokultury bezposredniej. Dla komérek THP-1 zastosowano analiz¢ antygenu
powierzchniowego CD54, poniewaz analiza ekspresji antygenu CD86 nie przyniosta
oczekiwanych rezultatow. Porownujac wyniki ekspresji antygenéw powierzchniowych CD54
oraz CD86 na komodrkach dendrytycznych z wynikami innych badaczy, mozna stwierdzic¢, ze
komoérki DC-podobne charakteryzujg si¢ rdznicami w ekspresji antygenow powierzchniowych
zaleznymi od rodzaju uzytych komoérek DC-podobnych oraz rodzaju uzytych keratynocytow.
Na przyktad, Schreiner i in. stosujac kokulture bezposredniag ludzkich keratynocytéw oraz
komorek Langerhansa uzyskanych poprzez stymulacj¢ monocytow izolowanych z PBMC,
stwierdzit zadowalajaca indukcj¢ ekspresji antygenu CD86 pod wplywem substancji
uczulajacych (Schreiner i in., 2007). Z kolei kokultura bezposrednia oraz posrednia komorek
THP-1 i keratynocytéw HaCaT skutkowata indukcja ekspresji obydwu antygenéw tj. CD54
oraz CD86 (Hennen i in., 2017; Cao i in., 2012). Jezeli chodzi o warto$ci odcigcia dla antygenu
CD54 ustalong przy uzyciu krzywych ROC, okazata si¢ ona nizsza w porownaniu do metody
monokulturowej stosujacej komorki THP-1 tj. OECD 442E. Substancje badane, ktore
powodowaty wzrost indukcji antygenu powierzchniowego CD54 powyzej 100% uznawano za
substancje uczulajace, w przypadku metody OECD 442E substancje uznaje si¢ za uczulajace
gdy CD54 > 200% (OECD 2022c).

Za najbardziej warto§ciowe markery stanu zapalnego keratynocytow w uktadzie kokultury
uznano IL-1 alfa oraz IL-18. W przypadku metod kokulturowych 2D najcze¢$ciej stosowany jest
tylko marker oceniajgcy aktywacje komoérek dendrytycznych (Hennen i in., 2011; Cao i in.,
2012, Frombach i in., 2017). Inni autorzy stosujgcy drugi punk koncowy w metodach 2D
stosowali gtownie oznaczenie IL-6 oraz IL-8 (Balszuweit i in., 2014). Oznaczanie IL-1 alfa
oraz IL-18 jest szerzej stosowane w metodach 3D wykorzystujacych modele
zrekonstruowanego naskorka (RhE) lub ekwiwalenty skory (EE) (Chau i in., 2013; Troese i in.,
2016; Bock i in., 2018). Wyznaczone podczas walidacji metody wartosci odcigcia dla
oznaczanych cytokin oscyluja wokét wartosci dwukrotnie przekraczajacej warto§¢ kontroli

rozpuszczalnikowej (dla IL-1 alfa = 177,51%, dla IL-18 = 189,82%) podobnie jak w modelu
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3D wykorzystujacym pDC oraz ludzki naskorkowy model RhE tj. EpiDerm™ (Troese i in.
2015).

Ostatnim etapem badan byta walidacja ustalonej metody kokulturowej polegajaca na ocenie
potencjatu uczulajgcego 14 substancji referencyjnych o znanym dziataniu uczulajgcym badz
nieuczulajagcym. Poniewaz opracowana metoda kokulturowa, integruje dwa kluczowe
zdarzenia tj. KE2 oraz KE3, zastosowano substancje, ktore wykorzystywane sa rutynowo
do oceny metod stosujgcych monokultur¢ KC oraz monokultur¢ DC (OECD 2022b; OECD
2022c).

W pierwszej kolejnosci okreslono cytotoksyczno$¢ materialow badanych, osobno
w stosunku do keratynocytéw NHEK-neonatal oraz komérek THP-1, w celu wybrania stezenia
ekspozycyjnego (TC) dla kokultury. Jako stezenie ekspozycyjne, stosowano wartos¢ CV75
wrazliwszego typu komorek, w wigkszosci przypadkéw byla to wartos¢ wyznaczona dla
keratynocytow NHEK-neonatal. Poniewaz w wielu badaniach, wykazano, ze efekt
cytotoksyczny indukuje produkcj¢ mediatoréw zapalnych przez keratynocyty (Jung i in., 2016),
zastosowano nastepujace stezenia koncowe: 0,1x; 0,5x; 1x; 1,2x TC. Analogicznie do obecnie
stosowanej, zwalidowanej metody h-CLAT, przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty
(OECD 2022c). Biorgc po uwage eckspresje antygenu CDS54, dwie substancje zostaly
nieprawidlowo sklasyfikowane. Substancja stabo uczulajagca EGDMA, zostata sklasyfikowana
jako nieuczulajagca, w zadnym z zastosowanych st¢zen nie stwierdzono indukcji antygenu
CD54 powyzej ustalonej warto$ci odciecia tj. 100%. Prawdopodobnie, stezenie ekspozycyjne
uzyte do ekspozycji kokultury bylo zbyt niskie do aktywacji komoérek THP-1, poniewaz
odpowiadato wartosci wyznaczonej dla wrazliwszych keratynocytow (680 pg/ml). Dla
komoérek THP-1 nie wyznaczono wartosci CV75, ze wzgledu na brak zywotnosci
W najwyzszym testowanym stezeniu tj. 1000 pg/ml. Natomiast EGDMA wywotato znaczacy
wzrost poziomu IL-1 alfa oraz IL-18, ponad dwukrotnie przekraczajac wartosci odcigcia
wyznaczone dla tych parametrow. Zastosowanie monokultury keratynocytéw HaCaT nie
przyniosto takiego efektu, Jung i in. nie uzyskali wzrostu IL-1 alfa oraz IL-6, klasyfikujac
EDGMA jako substancje nieuczulajacg (Jung i in., 2016). Przypadek EGDMA potwierdza tezg,
ze komorki dendrytyczne dziatajg synergistycznie z haptenem prowadzac do zwigkszonej
aktywacji keratynocytow i uwalniania cytokin zapalnych.

Druga substancja niepoprawnie sklasyfikowang na podstawie ekspresji antygenu CD54 byt
kwas salicylowy (SA). SA, substancja nieuczulajaca, wywolala statystycznie istotny wzrost
ekspresji antygenu CD54. Kwas salicylowy, jest zrodtem fatszywie pozytywnych wynikoéw

uzyskiwanych za pomocg metod alternatywnych. Jako substancja draznigca data falszywie
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pozytywny wynik w metodzie KE1 tj. DPRA (Natsch i in., 2013b), w metodzie KE2 tj. h-CLAT
(Nukada i in., 2012) jak rowniez w metodzie kokulturowej COCAT integrujacej komorki
HaCaT i THP-1 (Eskes i in., 2019). Na podstawie tych danych, mozna stwierdzi¢, ze kwas
salicylowy wywotuje aktywacje komoérek dendrytycznych, natomiast nie wptywa pobudzajaco
na keratynocyty, poniewaz nie uzyskano wzrostu poziomu I1-1 alfa oraz 11-18 dla tej substanc;ji.

Substancja, ktora nie wykazata wzrostu poziomu IL-1 alfa oraz IL-18 byt siarczan niklu
(NiSOg4). Podobna sytuacja miata miejsce w innych metodach bazujgcych na pomiarze cytokin
zapalnych i1 wigzano ten fakt z ograniczong zdolnoscig siarczanu niklu jako dodatniego kationu
do przechodzenia przez blong komoérkowa jako (Veen i in., 2014; Jung i in., 2016). Zgodnie
z wynikami prezentowanymi przez innych autorow, siarczan niklu wywotatl silng indukcje
ekspresji antygenu CD54 (Nukada i in., 2012).

Zastosowanie trzech punktéw koncowych dato mozliwo$¢ weryfikacji siedmiu réznych
modeli predykcyjnych. Najnizszag zdolnoscig predykcyjng charakteryzowal si¢ model
wykorzystujacy jako marker ocene poziomu IL-1 alfa (PM2). Na 14 badanych substancji, przy
uzyciu PM2 nieprawidlowo sklasyfikowano az 4 z nich (10/14), uzyskujac czutos¢ 67%,
swoistos¢ 80% a dokladnos¢ 71%. Trzy substancje uczulajace sklasyfikowano na podstawie
tego parametru jako nieuczulajace (pPD, NiSOs, 2MBT) oraz jedna substancj¢ nieuczulajaca
(2PR) blednie uznano za substancj¢ uczulajaca. Najlepszg zdolnos¢ do wykrywania substancji
uczulajagcych wykazaty trzy modele predykcyjne PMS, PM6, PM7, a wigc modele taczace
analiz¢ ekspresji antygenu CD54 z oceng cytokin zapalnych w réznych kombinacjach. Za
pomoca tych modeli poprawnie sklasyfikowano wszystkie zastosowane substancje uczulajace
(9/9) uzyskujac czutos¢ rowng 100%. Z kolei najwyzsza swoisto$¢, czyli zdolno$¢ metody do
wykrywania substancji nieuczulajacych stwierdzono w przypadku modelu predykcyjnego
PM3, czyli analizy tylko jednego punktu koncowego tj. poziomu IL -18. Wszystkie stosowane
substancje nieuczulajace (5/5) zostaty prawidtowo zaklasyfikowane, model predykcyjny PM3
charakteryzowat si¢ swoistoscig réwng 100% jako jedyny wsrdd wszystkich analizowanych
modeli predykcyjnych.

Najwyzsza dokladno$cig, a wiec zdolno$cia uzyskania poprawnego wyniku zaréwno
pozytywnego jak i negatywnego odznaczala si¢ metoda z zastosowaniem oceny ekspresji
antygenu CD54 i poziomu IL -18 (PM6). Zastosowanie tych dwoch punktéw koncowych
pozwolito na poprawng identyfikacje wszystkich badanych substancji z wyjatkiem SA, ktory

zostal nieprawidtowo sklasyfikowany jako substancja uczulajaca (13/14).
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Opracowana metoda badawcza jest interesujaca alternatywa dla testow wykorzystujacych

monokultury gdyz:

do jej zastosowania nie jest konieczna zgoda komisji etycznej,

materialy i aparatura konieczna do jej wykonania stanowig typowe wyposazenie
laboratorium analitycznego,

moze by¢ tatwo implementowana w innych laboratoriach, poniewaz wykorzystuje
powszechnie stosowane metody tj. ELISA i cytometri¢ przeptywowa,

skraca czas badania taczagc KE2 i KE3, protokdt eksperymentalny nie wymaga
aktywacji komorek (kilka-kilkanascie dni) lub hodowli modeli naskérka (okoto 3
tyg.),

obniza koszty badania poprzez integracj¢ KE2 oraz KE3; zastosowanie tatwo
dostepnych typéw komorek; brak zastosowania dodatkowych materiatow
zuzywalnych np. insertow,

pozwala na obnizenie stezenia ekspozycyjnego materialu badanego, przez co
umozliwia badanie substancji i materiatéw stabo rozpuszczalnych,

zastosowanie stezenia wagowo/objetosciowego materiatbw badanych moze
pozwoli¢ na analiz¢ probek srodowiskowych oraz mieszanin o nieznanym sktadzie,
charakteryzuje si¢ wysoka czutoscig (100%), swoistoscig (80%) oraz doktadnoscia
(93%).
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8.  WhnioskKi

Przedstawione wyniki pozwalajg na potwierdzenie tezy pracy sformutowanej przed
przystapieniem do badan. Zakres pracy zostal zrealizowany, a zatozone cele glowny

I czastkowe zostaty osiaggniete.

Na podstawie wynikow przedstawionych w rozprawie sformutowano nastgpujgce wnioski:

1. Opracowana metoda kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/THP-1 tgczy minimum

dwa kluczowe etapy w zakresie dziatania uczulajgcego na skore, to jest KE2 i KE3.

2. Najbardziej wydajnym rodzajem kokultury KC/DC do oceny dziatania uczulajacego na
skore jest kokultura bezposrednia odzwierciedlajagca w wigkszym stopniu procesy in

Vivo.

3. Najwyzsza zdolnoscig predykcyjng charakteryzuje si¢ model PM6, w ktérym jako
metod¢ oceny reakcji zapalnej keratynocytow (NHEK-neonatal) wykorzystano
oznaczenie 1L-18 w mediach pohodowlanych, natomiast dla oceny aktywacji komorek
dendrytycznych zaproponowano ocene ekspresji antygenu CD54 na komoérkach THP-
1.

4. Metoda kokulturowa jest bardziej wydajna w wykrywaniu prohaptenéw. Zastosowanie
kokultury bezposredniej NHEK-neonatal/THP-1 pozwala na identyfikacje¢ prohaptenow
W nizszych st¢zeniach niz uktad monokultury. Kokultura bezposrednia komorek
NHEK-neonatal oraz THP-1, pozwala na prawidtowa klasyfikacje prohaptenéw jako
substancji uczulajacych po wykonaniu jednego badania i daje statystycznie istotny
wzrost produkcji cytokin zapalnych przez keratynocyty (KE2) oraz wzrost ekspresji

antygenoéw powierzchniowych na komoérkach THP-1 (KE3).

5. Model badawczy kokultury bezposredniej KC/DC wykazuje wigksza aktywnos¢

metaboliczng niz systemy monokulturowe.

6. Cytotoksyczno§¢ badanego materiatu jest specyficzna dla typu komorek dlatego

konieczne jest wyznaczanie wartosci CV75 dla keratynocytow 1 komorek
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dendrytycznych wystepujacych w kokulturze i stosowanie w badniach zasadniczych

koncentracji substancji badanej, wtasciwej dla komoérek wrazliwszych.

. Kokultura bezposrednia KC/DC integrujgca dwa typy komorek o réznej wrazliwosci na
materialy badane skutkuje obnizeniem stezenia ekspozycyjnego, dzigki czemu wzrasta
mozliwo$§¢ badania  substancji  stabiej rozpuszczalnych w  stosowanych

rozpuszczalnikach.

Optymalny czas narazenia komorek na badane materialy wynosi 24 h, poniewaz
substancje uczulajace silniej indukuja wzrost ekspresji antygenéw powierzchniowych

na komoérkach THP-1 po 24 h niz po 48 h ekspozyciji.

Kierunki dalszych badan

W przysztosci, mozna podjac probe optymalizacji ustalonej metody poprzez:

. Ustalenie innej metody wyboru stezen ekspozycyjnych, w celu uniknigcia wynikow
falszywie ujemnych np. poprzez oceng cytotoksycznosci w stosunku do kokultury.

. Oszacowanie wartosci odcigcia dla wybranych punktéw koncowych poprzez analizg
wiekszej liczby substancji uczulajacych o rdznej sile dziatania.

. Ustalenie modelu oceny sity dziatania uczulajacego przy zastosowaniu opracowanego
modelu badawczego, czyli mozliwosci subkategoryzacji substancji do kategorii 1A lub
1B.

. Przeprowadzenie badan migdzylaboratoryjnych w celu poréwnania i1 weryfikacji

uzyskanych wynikow.
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10. Zalaczniki

10.1. Etap | - profil uwalniania cytokin zapalnych przez rézne rodzaje

keratynocytow hodowanych w monokulturze - dane zréodlowe

Tabela 10.1. Ocena cytotoksycznosci DNCB wobec keratynocytow

seria | stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
Zywotnosé [%] 184,20 | 147,88 | 127,88 | 154,45 | 69,23 7,43 3,83 3,89
seria Il stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
x‘ % Zywotnosé [%] 143,00 | 146,29 | 54,71 | 78,79 | 25,32 9,76 11,37 7,69
'f § seria Ill stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
z < zZywotnosé [%] 127,61 | 121,89 | 162,93 | 88,89 | 35,74 | 10,57 8,48 8,20
seria | stezenie [ug/m] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
= Zywotnosé [%] 110,00 | 108,18 | 203,03 | 93,53 | 76,34 | 47,28 | 28,01 | 15,39
s seria Il stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
Q Zywotnosé [%] 105,81 | 124,65 | 108,17 | 109,31 | 75,06 | 10,49 5,56 6,23
% . stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00

seria Il
z Zywotnos¢ [%] 108,60 | 120,95 | 113,65 | 120,55 | 80,94 8,75 3,56 3,78
5 o seria | stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
-g % N = Zywotnosé [%] 98,21 | 90,37 | 88,72 | 75,24 | 72,88 | 43,79 | 11,64 | 39,54
E ’é s “gﬁ seria Il stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00

(3] <

s E —§ S é Zywotnosé [%] 117,00 | 94,25 | 93,35 | 73,52 | 60,90 | 57,20 | 3532 | 22,71
-g g i;, .ﬁ :g; seria 11l stezenie [ug/ml] 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00 10,00
DEazx Zywotnosé [%] 93,70 | 81,75 | 82,62 | 71,86 | 71,37 | 56,35 | 20,77 | 54,27

Tabela 10.2. Monokultura NHEK-neonatal - stezenie cytokin zapalnych w mediach pohodowlanych

B Stgégnie Material Marker stanu zapalnego [pg/ml]
Czas ekspozycji [li("l’g?/rniﬁ badany IL-Za IL-6 '(t 415 '(;7%; IL-18 TNFa
05 DNBC 70,16 0,62 - 0,56 1,74 0,66
' DMSO 67,44 2,85 - 0,56 1,18 0,21
1 DNBC 125,40 3,68 - 0,56 2,88 3,14
5h DMSO 117,55 9,69 - 0,49 2,40 0,55
25 DNBC 182,55 5,93 - 0,49 2,61 2,24
' DMSO 187,65 16,05 - 0,42 3,57 1,56
5 DNBC 160,57 4,80 - 0,34 2,45 1,22
DMSO 169,94 6,92 - 0,56 2,81 1,11
05 DNBC 101,66 2,90 - 0,42 4,90 3,14
' DMSO 71,32 4,88 - 0,49 - 0,55
1 DNBC 111,66 16,63 - 0,86 1,04 21,88
18h DMSO 102,72 12,50 - 0,49 - 0,89
25 DNBC 191,95 12,66 - 0,38 0,54 3,54
' DMSO 235,97 22,90 - 0,45 0,76 2,58
5 DNBC 195,26 7,69 - 0,34 1,29 2,35
DMSO 169,68 8,55 - 0,49 1,15 1,84
05 DNBC 170,73 9,55 - 0,42 2,77 3,71
' DMSO 132,38 21,44 - 0,34 - 2,46
1 DNBC 134,28 6,20 - 0,31 - 2,01
o4 h DMSO 136,72 8,67 - 0,34 0,26 1,90
25 DNBC 102,19 11,41 - 0,42 0,51 15,42
' DMSO 81,70 10,23 - 0,49 - 1,11
5 DNBC 67,05 2,32 - 0,34 0,48 2,58
DMSO 70,34 4,56 - 0,42 - 2,13
05 DNBC 126,58 10,57 - 0,34 - 5,06
' DMSO 132,10 15,58 - 0,42 - 3,71
1 DNBC 192,56 8,62 - 0,42 1,22 3,54
48h DMSO 169,83 9,89 - 0,42 - 2,97
25 DNBC 133,44 24,80 - 0,49 0,79 36,01
' DMSO 69,85 8,96 - 0,34 - 2,92
5 DNBC 0,01 0,73 - 0,27 - -
DMSO 0,20 0,97 - 0,34 - -
N Wartos$¢ ponizej dolnej
- stezenie nieoznaczalne . .
granicy oznaczalnosci
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Tabela 10.3. Monokultura NHEK-adult. Stezenie cytokin zapalnych w mediach pohodowlanych.

Czas

Stezenie komorek

Marker stanu zapalnego [pg/ml]

ekspozycji [x10%/ml] Material IL-/a IL-6 | IL-12 (p40) | IL-12 (p70) IL-18 TNFa.
05 DNBC 422,28 2,07 0,02 0,64 4,24 1,11
’ DMSO 401,02 573 0,41 0,64 343 1,11
1 DNBC 593,59 6,85 0,02 0,49 6,65 2,69
sh DMSO 661,74 15,47 0,02 0,64 576 1,68
. DNBC 184545 75,02 0,80 0,79 15,28 14,34
: DMSO 1009,50 35,67 0,02 0,49 6,65 337
: DNBC 866,65 41,82 0,02 0,49 6,10 416
DMSO 802,90 37,31 0,41 0,56 3,80 2,69
05 DNBC 323,66 12,28 0,41 0,64 3,07 6,19
: DMSO 339,31 14,75 0,41 0,71 1,73 2,46
L DNBC 580,74 40,57 0,41 0,71 573 6,65
18h DMSO 537,08 25,54 0,02 0,56 2,08 518
. DNBC 389,33 13,60 0,02 0,49 3,98 3,93
’ DMSO 449,89 17,96 - 0,56 3,28 427
: DNBC 531,98 22,31 0,02 0,64 12,80 461
DMSO 585,14 23,74 0,41 0,71 957 461
05 DNBC 450,09 743 0,99 0,49 10,07 2,80
: DMSO 388,86 23,23 - 0,42 0,35 3,93
L DNBC 612,81 66,21 0,80 071 3,98 15,82
oah DMSO 912,17 71,93 0,80 0,86 1,57 11,62
. DNBC 1004,73 81,71 0,41 0,49 6,21 14,00
: DMSO 690,01 50,81 - 0,49 0,68 9,02
5 DNBC 855,66 60,13 0,02 0,42 5,25 10,66
DMSO 984,17 77,65 0,02 0,56 2,95 14,23
05 DNBC 201,35 581 0,41 0,56 2,97 518
’ DMSO 284,11 4746 0,41 0,56 1,04 857
1 DNBC 555,75 218,07 0,80 0,64 7,06 17,74
a8h DMSO 609,68 90,14 0,80 0,71 4,61 17,63
. DNBC 600,34 94,59 0,80 0,64 6,97 18,31
: DMSO 603,39 62,81 0,80 0,56 537 15,93
5 DNBC 773,66 19,79 0,80 0,71 2948 11,28
DMSO 741,06 24,25 0,80 0,64 15,86 12,30
Lo Warto$¢ ponizej dolnej
- stezenie nieoznaczalne . o
granicy oznaczalnos$ci
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Tabela 10.4. Monokultura komoérek uniesmiertelnionej linii komoérkowej pochodzqcej z ludzkich

keratynocytow. Stezenie cytokin zapalnych w mediach pohodowlanych

Cuas lftgignii Motorial Markelll'_ stlaznu zapalr:igcl)z[pg/ml]
.- omore, ateria - -
ekspozycji [x10/mi] IL-1a IL-6 (p40) (070) I1L-18 TNFa
05 DNBC 0,09 1,16 - - 0,34 -
' DMSO 0,28 4,02 - - 0,34 -
1 DNBC 0,64 4,21 - - 0,27 -
5h DMSO 2,17 7,21 - - 0,27 -
25 DNBC 0,14 5,02 - - 0,27 -
' DMSO 0,40 8,16 - - 0,34 -
5 DNBC 0,44 1,94 - - 0,13 -
DMSO 0,56 1,98 - - 0,27 -
05 DNBC 0,02 4,72 - - 0,27 -
' DMSO 0,85 14,25 - - 0,27 0,10
1 DNBC 0,90 12,60 - - 0,13 0,10
18h DMSO 0,40 12,68 - - 0,20 0,10
25 DNBC 0,35 16,71 - - 0,27 0,21
' DMSO 0,26 10,76 - - 0,20 0,10
5 DNBC 0,20 8,47 - - 0,20
DMSO 0,26 10,62 - - 0,20
05 DNBC 0,87 5,19 - - 0,13 -
' DMSO 1,26 5,46 - - 0,27 -
1 DNBC 0,54 7,06 - - 0,20 -
24 DMSO 0,79 12,44 - - 0,27 0,32
25 DNBC 1,06 18,78 - - 0,20 0,72
' DMSO 4,63 21,93 - - 0,20 0,32
5 DNBC 3,60 12,15 - - 0,27 -
DMSO 4,09 18,55 - - 0,34 0,44
05 DNBC 3,56 15,04 - - 0,27 0,55
' DMSO 1,85 18,19 - - 0,27 1,34
1 DNBC 6,13 27,44 - - 0,27 3,03
48h DMSO 7,22 43,97 - - 0,34 3,25
25 DNBC 4,27 18,23 - - 0,34 1,22
' DMSO 4,67 28,41 - - 0,42 1,34
5 DNBC 2,52 15,87 - - 0,27 0,44
DMSO 1,55 8,32 - - 0,27 0,10
- stezenie nieoznaczalne Wartos¢ ponizej dolne;
granicy oznaczalnos$ci

Tabela 10.5 Monokultura NHEK — neonatal. Wartosci SI

SteZenie Czas ekspozycji Wartosci SI [%]
komorek [
[x10%/ml] IL-/a IL-6 IL-12 (p40) | IL-12 (p70) IL-18 TNF-«
5 104,0 - - - 1475 -
0,5 18 1425 59,4 - - 765,6 -
24 129,0 44,5 - - 432,8 -
48 95,8 67,8 - - - -
5 106,7 38,0 - - 120,0 -
1 18 108,7 133,0 - - 162,5 3419
24 98,2 715 - - - -
48 1134 87,2 - - 190,6 -
5 97,3 36,9 - - 73,1 -
25 18 81,3 55,3 - - - -
’ 24 125,1 1115 - - - 240,9
48 191,0 276,8 - - 1234 562,7
5 94,5 69,4 - - 87,2 -
5 18 115,1 89,9 - - 112,2 -
24 95,3 50,9 - - - -
48 - 75,3 - - - -

Stezenie cytokiny ponizej
LLOQ
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Tabela 10.6. Monokultura NHEK — adult. Wartosci ST

SteZenie Czas ekspozycji Wartosci SI [%]
komdrek [h]
[x105/mi] IL-Ia IL-6 IL-12 (p40) IL-12 (p70) IL-18 TNF-a
5 105,3 36,2 - - 123,6 -
05 18 95,4 83,3 - - 177,5 -
24 1157 32,0 - - 1573,8 -
48 70,9 12,2 - - 285,6 -
5 89,7 44,3 - - 115,5 -
1 18 108,1 158,8 - - 275,0 103,9
24 67,2 92,1 - - 252,6 136,1
48 91,2 2419 - - 153,1 100,6
5 182,8 210,3 - - 229,7 224,1
25 18 86,5 75,7 - - 121,0 -
' 24 145,6 160,8 - - 9174 155,2
48 99,5 150,6 - - 129,9 114,9
5 107,9 112,1 - - 160,3 -
5 18 90,9 94,0 - - 133,8 -
24 86,9 774 - - 177,7 74,9
48 104,4 81,6 - - 185,9 91,7
Stezenie cytokiny ponizej
) LLOQ
Tabela 10.7. Monokultura uniesmiertelnionej . Wartosci SI
Stezenie Czas ekspozycji Wartosci SI [%5]
komorek
[XL09/mi] [hl IL-Ia IL-6 IL-12 (p40) IL-12 (p70) IL-18 TNF-a
5 - 289 - - - -
05 18 - 331 - - - -
24 - 95,1 - - - -
48 - 82,7 - - - -
5 - 58,4 - - - -
L 18 - 99,4 - - - -
24 - 56,8 - - - -
48 84,9 62,4 - - - -
5 - 615 - - - -
18 - 155,3 - - - -
25 24 - 85,6 - - - -
48 - 64,2 - - - -
5 - 98,0 - - - -
5 18 - 79,8 - - - -
24 - 65,5 - - - -
48 - 190,7 - - - -

I:l Stezenie IL-1a ponizej LLOQ
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10.2. Etap Il - profil uwalniania cytokin zapalnych przez keratynocyty
hodowane w kokulturze bezposredniej z komorkami dendrytycznymi — dane

zrodlowe

Tabela 10.8. Wyniki testu cytotoksycznosci - DNCB

seria | stezenie[ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
D= Zywotnos¢ [%] 95,02 77,92 12,75 10,36 10,37 10,79 10,39 9,87
ﬁ § seria Il Stezenie [ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
Ig Zywotnosé [%] 92,73 75,56 15,14 12,83 14,26 14,97 19,14 18,62
Zc seria Il stezenie [ug/ml] 0,04 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00
Zywotnosé [%] 173,79 154,61 117,31 193,00 70,65 11,44 7,36 7,29
seria | stezenie[ug/ml] 0,04 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00
' Zywotnosé [%] 122,39 94,00 97,34 95,86 87,54 48,02 10,96 11,02
ﬁ = seria Il Stezenie [ug/ml] 0,04 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00
I3 Zywotnos¢ [%] 95,63 80,03 78,34 79,75 70,49 37,03 7,95 6,39
z seria Il stezenie [ug/ml] 0,04 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,50 5,00
Zywotnos¢ [%] 140,70 117,74 115,25 117,33 103,71 54,48 11,69 9,40
seria | stezenie [ug/ml] 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50 125,00
o Zywotnos¢ [%] 124,56 160,38 14,84 7,81 17,93 11,41 7,85 8,57
a seria Il Stezenie [ug/ml] 0,98 1,95 3,91 7,81 15,63 31,25 62,50 125,00
E Zywotnosé [%] 117,74 95,27 58,47 36,76 16,85 10,83 10,35 23,38
seria Il stezenie [ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
Zywotnosé [%] 83,88 76,89 65,41 38,12 10,77 15,42 7,08 28,98
seria | stezenie [ug/ml] 0,03 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,90
@ Zywotnosé [%] 85,01 82,90 94,90 96,61 89,96 77,28 30,23 13,11
{:‘ seria Il Stezenie [ug/ml] 0,03 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,90
D Zywotnos¢ [%] 76,97 75,06 85,93 87,48 81,45 69,98 23,37 11,87
2 seria Il stezenie [ug/ml] 0,03 0,06 0,12 0,24 0,49 0,98 1,95 3,90
Zywotnos¢ [%] 77,08 85,11 83,18 94,04 89,76 54,85 21,55 8,40

Tabela 10.9. Wyniki testu cytotoksycznosci - EU

seria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
- Zywomosé [%] 90,78 75,52 82,48 80,04 7393 74,80 65,58 48,08
BT | qoria ) |Stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
IS Zywomosé [%] 95,47 90,01 90,53 79,02 72,64 71,02 71,83 69,31
Z = | erian |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00

Zywomosé [%] 11407 | 102,69 | 9252 83,18 76,09 70,01 71,25 60,28
seria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
. Zywomosé [%] 100,90 | 86,53 82,04 79,55 71,04 64,71 61,32 65,86
S5 | coria ) |_Stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
I3 Zywomosé [%] 95,92 84,39 84,33 82,02 74,26 64,16 65,28 59,94
z seria 1| |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
Zywomosé [%] 10820 | 92,78 87,98 85,31 76,17 69,39 65,76 47,60
seria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
. Zywomosé [%] 12696 | 13784 | 13503 | 118,83 | 108,74 | 6544 67,26 17,95
& | coria 1 [Stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
T Zywotnosé [%] 10658 | 11571 | 11411 | 99,76 91,29 54,93 56,47 15,07
seria 1| |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
Zywotnosé [%] 11536 | 17297 | 11202 | 10708 | 9881 59,46 20,37 16,31
seria | | _stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
o Zywomosé [%] 11386 | 102,17 | 88,10 79,55 81,86 54,17 36,93 16,10
N [ oria 1 [_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
5 Zywomosé [%] 142,04 | 12350 | 90,39 80,90 74,81 50,45 27,25 12,07
2 seria || |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
Zywomosé [%] 132,87 | 11449 | 89,35 79,97 7395 45,23 23,90 11,03
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Tabela 10.10. Wyniki testu cytotoksycznosci - MMP

woria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
D= Zywotnosé [%] 8055 | 83,25 70,49 50,98 53,61 51,92 36,12 17,03
S E [ rian |_Steionie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
IS Zywotnosé [%] 84,12 78,60 82,24 | 6927 69,65 | 49,01 52,15 25,60
2 S [ rian | stezenic [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00

Zywomosé [%] 9045 | 84,49 85,60 71,31 70,73 5024 | 5624 | 3145
woria | |_stezenic [ug/ml] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
. Zywomosc [%] | 11839 | 10939 | 99,08 99,66 63,08 57,33 51,49 63,38
X5 [ oria ) |_Steenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
I3 iywomosc [%] | 11869 | 10279 | 9374 | 92,74 | 67,93 61,55 5430 | 6843
= soria || |_stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
iywomosc [%] | 12727 | 11022 | 10052 | 9944 | 72,84 | 66,00 | 58,23 52,80
woria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
. iywomosé [%] | 10404 | 12020 | 112,86 | 99,45 7824 | 1882 28,08 19,76
& | oria 1| |_Stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
T iywomosé [%] | 14102 | 15163 | 152,97 | 13479 | 10604 | 8832 38,06 26,78
seria || |_stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
iywomosc [%] | 13147 | 12715 | 12826 | 11302 | 8892 89,58 31,91 22,46
seria | |_stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
o ywomosc [%] | 16037 | 10458 | 80,93 79,81 6804 | 7065 7340 | 7371
N [ eria 1| |_Stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
5 iywomosc [%] | 11455 | 8864 | 90,77 87,17 73,72 64,72 51,08 37,88
= seria || |_stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
iywomosc [%] | 13999 | 98,83 87,15 77,52 69,09 6240 | 5534 | 5524
Tabela 10.11. Wyniki cytotoksycznosci — LA
— | eriat |_stezenic fug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
g Zywomoscé [%] | 11674 | 9172 | 11404 | 101,04 | 106,76 | 10611 | 11664 | 10168
S [ eorian |_Stezenic [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
2 Zywomosc [%] | 10040 | 107,63 | 11350 | 88,63 90,26 96,74 | 9035 95,41
o | seria | stezenie [ug/mi] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
] 1l Zywotnosé [%] 89,84 | 8781 8454 | 9340 | 10327 | 11479 | 8448 1,63
Z | Seria | stezenie [ug/mi] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
IV iywomosc [%] | 13425 | 107,89 | 101,33 | 8591 87,36 8340 | 8755 8,96
seria | |_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
= Zywomosc [%] | 14310 | 13687 | 12185 | 13909 | 12645 | 11571 | 107,50 | 146,70
3 11 [_stezenie [ug/mi] 7,80 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
T e iywotnosé [%] | 12263 | 9121 | 101,78 | 8813 83,72 86,92 91,75 96,56
X [Tseria | _stgzenie [ug/mi] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
I 1l Zywotnosé [%] 86,85 92,44 | 8485 | 11374 | 8629 | 12217 | 8757 1,01
Z [ “seria |_stezenie [ug/mi] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
IV Zywomnosé [%] 97,35 96,24 | 9924 | 11841 | 10251 | 11635 | 9117 1,05
seria | |_stezenie [ug/mi] | 7,80 1560 | 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
iywomosc [%] | 193,84 | 13189 | 124,98 | 11880 | 10873 | 10853 | 9431 | 11971
o | seria 1| |_stezenie [ug/mi] 7,80 1560 | 3125 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
T iywomosc [%] | 12884 | 11657 | 10910 | 10445 | 9933 98,86 94,45 98,00
T [ seria | _stezenie [ug/mi] | 39.06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
1l Zywomosc [%] | 163,83 | 12900 | 11012 | 11583 | 14348 | 12812 | 14243 392
Seria | _stezenic [ug/ml] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
IV iywomosé [%] | 10697 | 10792 | 9252 | 11068 | 12705 | 11337 | 87,97 3,82
seria | |_stezenie [ug/mi] | 780 15,60 31,25 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
iywomosc [%] | 14650 | 109,70 | 99,60 | 11350 | 10300 | 9538 | 12165 | 19111
@ | sorian |_SteZenie [ug/mi] | 7,80 1560 | 3125 62,50 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
N iywomosc [%] | 10156 | 10004 | 9577 | 11271 | 9218 | 10384 | 10858 | 149,85
S | seria | stezenie [ug/mi] | 39,06 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
= 1l iywomosc [%] | 10535 | 9562 9339 | 10464 | 11795 | 13376 | 11212 2,94
seria | _stezenic [ug/ml] | 39,06 7813 | 15625 | 312,50 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
IV iywomosé [%] | 13649 | 10841 | 102,66 | 92,81 88,01 91,09 87,47 13,54
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Tabela 10.12. Wyniki testu cytotoksycznoscéi — 2PR

oria| |_Stezenic [ugnl] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 250000 | 500000
= Zywomosé [%] | 13348 | 13393 | 12279 | 13114 | 11247 | 107,79 | 9728 | 10215

X8 [ oy LStezenie [ug/mi] | 780 1560 | 3125 | 6250 | 12500 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
z3 Zywomosé [%)] | 14253 | 14617 | 12832 | 14051 | 11126 | 11076 | 9632 | 10383

woria 1 |_stezenic [ug/mi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
Gywomosé [7%] | 15174 | 12823 | 11426 | 101,65 | 9677 | 9546 | 90,99 | 9594

= | ey |_Stezenic [ug/ml] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 125000 | 250000 | 500000
3 Gywomosé [%] | 11188 | 11546 | 10581 | 120,40 | 102,23 | 9262 | 7927 | 10643

s _ stezenie [ug/ml] | 39,06 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
x| sl T omosé /25 | 13598 | 13420 | 12655 | 11952 | 8699 | 9939 | 11105 | 13225

T | vy |_stefenie fugm] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 125000 | 250000 | 500000
Sywomosé [%] | 15255 | 94,16 | 9243 | 8557 | 10362 | 97.89 | 10037 | 91,42

woria| |_steienic [ugmi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 250000 | 500000
ywomosc [%] | 14839 | 12688 | 10759 | 11352 | 10182 | 10274 | 97,99 | 9530

7 . sigzenic [ug/ml] | 39,06 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
T | el omosé [%] | 12772 | 11880 | 10003 | 9642 | 9843 | 9722 | 9810 | 8525

oria 1l |_steenie [ug/mi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 500,00
Gowomosé [%] | 222,95 | 18480 | 11634 | 9L77 | 15824 | 23523 | 9812 | 96,14

woria| |_steienic [ugmi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 250000 | 500000

- Gywomosé [7%] | 15045 | 11937 | 10344 | 10690 | 10944 | 11283 | 11134 | 14037

N [ iy |_Stefenie [ug/mi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 125000 | 250000 | 500000
2 Gywomosé [%] | 13763 | 12071 | 11017 | 8735 | 10540 | 9964 | 9715 | 9381

oria 1l |_stezenie [ugmi] | 3906 | 7813 | 15625 | 31250 | 62500 | 1250,00 | 2500,00 | 5000,00
Gywomosé [%] | 14366 | 12600 | 11499 | 9649 | 9711 | 9659 | 8929 | 97,92

Tabela 10.13. Stezenie cytokin zapalnych oraz wartosci SI. Kokultura bezposrednia 48 h NHEK —
neonatal/THP-1

L IL-1 IL-6 IL-18
Stezenie
; 0,
material E)n;dt;;leaég Stezenie [pg/ml] SI[%] Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%]
[xTC] Seria | Seria X SD | Serial Seria X SD | Serial Seria X SD

Il I I
1xTC 55,49 | 48,58 | 160,52 | 14,38 | 49,7 53,47 | 54,3 55,16 | 5,65 10,19 | 172,38 | 18,71
DNCB 05xTC 38,04 | 39,87 | 120,20 | 4,52 41,7 | 136,35 | 58,7 27,74 | 554 12,97 | 196,15 | 56,70
0.1x TC 47,68 | 27,39 | 115,72 | 43,76 | 43,1 | 335,76 | 88,6 10,85 | 6,24 10,08 | 179,69 | 5,54

1xTC 80,74 | 112,13 | 297,70 | 69,78 | 33,5 | 164,63 | 55,0 11,07 | 6,95 12,74 | 213,92 | 25,66
MMP 05xTC 69,15 | 64,88 | 206,75 | 8,41 350 | 162,18 | 56,1 13,62 | 9,26 11,97 | 239,44 | 30,27
0.1x TC 62,55 | 68,49 | 202,19 | 13,84 | 24,6 | 192,92 | 50,7 6,49 14,01 | 33,68 | 504,06 | 154,74
1xTC 137,80 | 115,02 | 389,93 | 48,00 38,7 | 13241 | 553 24,49 | 533 11,53 | 180,08 | 42,34
EU 05xTC | 101,99 | 105,21 | 319,67 | 8,42 38,4 187,7 | 62,9 1294 | 7,76 3,50 | 141,17 | 109,49
0.1x TC 43,65 | 56,80 | 155,03 | 29,37 | 33,1 | 303,17 | 74,5 17,55 | 10,96 8,09 | 228,05 | 114,11
1xTC 184,99 | 60,68 | 451,17 | 194,33 1,0 3,64 3,4 0,67 37,12 | 15,17 | 574,93 | 721,89
LA 05xTC 80,53 | 89,87 | 360,45 | 147,41 | 28,4 | 348,78 | 200,3 | 118,16 | 5,49 57,82 | 203,13 | 60,25
0.1x TC 33,79 | 39,28 | 15531 | 67,59 | 31,2 | 109,63 | 1089 | 27,80 | 3,02 9,02 63,32 | 3533
1xTC 26,17 | 25,553 | 107,64 | 34,47 26,3 | 85,74 | 889 27,11 | 6,57 9,73 | 116,73 | 106,60

2PR 05xTC 23,81 | 26,90 | 107,42 | 44,78 19,2 | 103,68 | 81,6 3,85 6,68 2,12 | 102,17 | 131,74
0.1xTC 36,51 | 44,74 | 173,75 | 81,44 28,7 | 109,69 | 103,6 | 20,28 7,44 13,16 | 136,74 | 114,28

DMSO 0,2% 32,51 | 32,31 - - 53,3 348,9 - - 3,55 5,49 - -

medium - 31,43 | 19,34 - - 24,3 | 122,89 - - 3,42 23,53 - -
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Tabela 10.14. Stezenie cytokin zapalnych oraz wartosci SI. Kokultura bezposrednia 48 h NHEK —

neonatal/MUTZ-3

Stezenie IL-1 IL-6 1L-18
material | materiatu | Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%]
badanego | ¢ ia | Ml ¥ | sp [seriat| M| ¥ | sp |seriat| M| x| sp
1xTC 64,69 | 60,96 | 89,47 | 2,80 12,2 | 1048 | 350 061 | 21,37 | 17,78 | 91,32 | 43,02
DNCB 05xTC 44,63 | 53,31 | 69,80 9,49 22,8 22,41 70,0 5,44 11,45 | 11,55 | 53,73 | 24,38
0.1x TC 74,22 | 86,79 | 114,74 | 13,88 | 34,4 | 37,45 | 1115 | 16,72 | 17,25 | 18,03 | 82,44 | 37,32
1xTC 73,54 | 103,65 | 126,35 | 31,67 19,7 20,59 62,5 7,56 13,02 | 13,88 | 62,87 | 28,44
MMP 05xTC 53,64 | 90,53 | 102,87 | 38,25 8,1 21 46,3 32,34 8,62 13,80 | 52,56 | 25,85
0.1xTC | 100,70 | 106,96 | 147,93 | 7,88 27,0 27,4 84,3 8,36 | 16,88 | 16,83 | 78,74 | 35,76
1xTC 94,98 | 98,71 | 137,96 | 5,23 41,0 40,99 | 127,0 | 11,35 7,93 9,30 40,30 | 18,30
EU 05xTC | 110,64 | 114,33 | 160,24 | 543 196 | 19,61 | 60,6 558 | 17,62 | 18,37 | 84,10 | 38,07
0.1xTC | 171,66 | 109,98 | 200,25 | 59,98 | 49,5 | 24,72 | 112,4 | 43,86 | 2534 | 18,24 | 101,54 | 50,37
1xTC 280,49 | 256,70 | 170,34 | 149,72 N N - - 0,63 0,63 11,79 6,46
LA 05xTC | 12557 | 68,09 | 70,38 | 75,34 | 562,6 | 449,81 | 216,6 | 64,95 | 8,52 2,18 | 98,02 | 78,56
0.1x TC 68,77 | 56,58 | 40,96 | 37,84 | 232,4 | 251,35 | 101,9 | 9,23 5,64 5,21 | 101,39 | 55,53
1xTC 67,76 | 87,83 | 4439 | 31,58 | 48,0 | 61,77 | 229 0,73 | 30,48 | 31,21 | 577,51 | 316,59
2PR 05xTC | 11352 | 67,32 | 6435 | 67,09 | 942 | 6556 | 344 | 13,49 | 3582 | 22,05 | 536,95 | 316,84
0.1x TC 71,13 | 42,61 | 40,37 | 41,96 | 1255 79,4 44,3 20,11 741 8,97 | 153,80 | 85,98
DMSO 0,2% 3251 | 32,31 - - 53,3 | 3489 - - 3,55 5,49 - -
medium - 31,43 | 19,34 - - 24,3 | 122,89 - - 342 | 2353 - -
N — stezenie
nieoznaczalne
Tabela 10.15. Stezenie cytokin. Kokultura bezposrednia 5 h NHEK — adult/THP-1
Stezenie IL-1 IL-6 IL-18
material L"{g;i:ég Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%]
Serial | Seriall X SD Serial | Seriall X SD Serial | Seriall X SD
1xTC 694,14 290,78 64,34 18,65 156,0 148,39 19,16 4,06 20,96 16,17 151,17 35,32
DNCB 0.5xTC 314,73 374,97 50,56 21,79 364,7 338,88 44,20 8,66 9,21 10,33 83,99 40,36
0.1x TC 303,24 287,89 42,26 11,86 465,1 440,52 56,98 11,92 10,05 12,14 96,37 50,73
1xTC 373,45 476,71 62,79 29,80 605,2 605,75 76,57 18,93 18,28 11,48 117,55 10,61
MMP 05xTC 490,32 504,85 71,79 24,07 625,6 604,33 77,53 17,27 18,00 10,27 110,12 2,48
0.1x TC 491,47 328,60 56,35 2,06 534,0 507,97 65,59 13,92 17,98 9,95 108,32 0,10
1xTC 337,54 487,27 61,71 33,95 575,5 633,41 77,07 24,03 12,28 14,76 117,36 61,41
EU 0.5xTC 612,03 286,81 59,41 12,66 896,0 727,96 100,82 10,30 12,47 12,58 106,06 43,81
0.1x TC 596,41 279,99 57,93 12,27 731,6 696,31 89,89 19,11 29,36 11,10 148,84 39,49
1xTC 241,46 216,27 116,83 50,87 904,7 930,1 108,64 20,07 5,81 5,60 101,41 4,62
LA 05xTC 189,74 266,11 125,77 88,02 923,9 1017,35 115,40 26,80 5,16 6,46 103,95 23,75
0.1xTC 253,77 271,32 138,33 75,46 756,9 768,27 90,24 15,87 6,73 6,19 114,69 1,43
1xTC 222,32 238,04 121,31 66,28 813,6 949,31 105,15 28,59 6,27 6,95 117,91 16,97
2PR 05xTC 208,37 242,07 120,40 71,60 818,6 1202,83 122,15 51,89 5,68 10,00 141,43 64,33
0.1x TC 180,84 189,04 97,06 51,62 1021,5 869,13 110,71 5,75 4,63 4,60 82,10 5,50
DMSO 0,2% 895,34 568,46 957,9 673,41 16,61 9,18
medium - 298,64 141,54 1050,1 757,24 5,92 5,35
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Tabela 10.16. Stezenie cytokin. Kokultura 48 h NHEK — adult/THP-1

IL-1 IL-6 I1L-18
. Stgz'e{u'e ._ SI %] .. '_
material | materialu | Stezenie [pg/ml] Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%]
badanego - Seria _ - Seria _ - Seria _
Seria | I X SD Seria | I X SD Seria | I X SD
1xTC 2268 | 94,99 | 14534 | 18,84 | 152,9 | 211,88 | 58,50 | 11,86 511 6,30 83,92 | 16,32
DNCB 05xTC 20,72 | 70,22 | 11895 | 2,35 298,3 | 256,58 | 89,38 | 11,86 6,08 7,44 99,42 | 18,81
0.1xTC 27,89 | 54,23 | 126,46 | 50,74 | 393,8 | 207,63 | 97,30 | 44,92 | 6,73 4,68 83,12 | 17,27
1xTC 47,28 | 81,46 | 205,63 | 98,39 | 4585 | 496,15 | 153,44 | 4,50 7,27 20,90 | 209,82 | 151,10
MMP 05xTC 59,06 | 106,75 | 261,04 | 117,00 | 410,5 | 424,42 | 134,25 | 0,39 9,67 5,30 | 108,64 | 40,07
0.1xTC 63,87 | 110,05 | 277,79 | 132,90 | 251,4 | 346,9 | 9595 | 19,17 | 11,75 | 14,01 | 189,35 | 32,42
1xTC 90,13 | 124,93 | 366,65 | 223,41 | 786,5 | 646,25 | 230,87 | 38,01 | 11,92 4,06 | 115,18 | 75,89
EU 05xTC 78,58 | 106,60 | 317,72 | 197,52 | 659,7 | 688,29 | 216,74 | 0,75 15,42 | 19,76 | 258,90 | 57,26
0.1xTC 48,68 | 77,44 | 206,35 | 108,90 | 388,3 | 407,73 | 127,98 | 1,02 5,38 10,05 | 114,24 | 53,79
1xTC 150,29 | 528,99 | 494,75 | 4,10 | 874,8 | 820,18 | 240,80 | 26,33 | 14,23 519 | 131,24 | 74,40
LA 05xTC 70,58 | 277,26 | 245,75 | 17,03 | 481,5 | 548,84 | 145,74 | 4,16 11,04 | 11,70 | 159,95 | 24,49
0.1xTC 58,31 | 60,68 | 124,75 | 96,63 | 302,7 | 390,1 | 97,72 | 11,25 | 6,19 6,11 | 86,27 | 891
1xTC 4758 | 7355 | 112,97 | 63,05 | 433,1 | 479,32 | 129,13 | 1,01 4,95 4,57 66,60 3,74
2PR 05XxTC | 54,48 | 53,88 | 11525 | 92,14 | 465,6 | 429,79 | 127,25 | 1531 | 3,77 | 4,47 | 58,22 | 13,45
0.1xTC 57,80 | 65,90 | 126,33 | 92,01 | 347,6 | 386,57 | 103,89 | 1,17 4,81 10,68 | 111,98 | 70,48
DMSO 0,2% 17,18 | 59,87 - - 305,1 | 316,79 - - 7,06 6,60 - -
medium - 30,2 | 107,55 - - 337,22 | 369,15 - - 7,74 3,71 - -
Tabela 10.17. Stezenie cytokin. Kokultura beposrednia 48h NHEK — adult/MUTZ-3
IL-1 IL-6 I1L-18
. Stgz'el.u'e ._ SI %] — '_
material | materialu | Stezenie [pg/ml] Stezenie [pg/ml] SI [%] Stezenie [pg/ml] SI [%]
badanego - - -
’ Seria | Selzla X SD Seria | Sellila X SD Seria |l Selli'a X SD
1xTC 269,54 | 198,48 | 185,61 | 104,92 | 311,1 | 194,02 | 28,13 | 11,24 | 47,46 | 33,25 | 175,15 | 88,57
DNCB 05xTC | 5534 | 5354 | 41,70 | 16,46 | 5154 | 486,13 | 55,18 | 6,50 3,80 450 | 17,13 | 2,69
0.1xTC | 117,43 | 50,99 | 70,90 | 59,79 | 6450 | 656,22 | 7155 | 4,62 | 1409 | 2,49 | 3951 | 4396
1xTC 243,26 | 69,39 | 136,71 | 138,25 | 786,9 | 870,6 | 90,93 | 049 | 11,04 | 592 | 37,67 | 24,94
MMP 05xTC | 9449 | 55,72 | 61,18 | 42,28 | 616,2 | 753,07 | 7492 | 486 | 10,15 | 6,60 | 36,59 | 20,16
0.1x TC 59,29 | 4896 | 42,32 | 20,97 | 652,4 | 634,28 | 70,83 | 6,84 | 10,35 | 8,35 | 40,06 | 16,69
1xTC 52,69 | 62,10 | 42,82 | 11,26 | 842,1 | 841,92 | 92,63 7,12 2,96 3,96 14,12 1,01
EU 05xTC | 90,58 | 57,72 | 59,85 | 38,82 | 860,0 | 84598 | 9389 | 830 | 10,74 | 516 | 3563 | 2570
0.1x TC 36,90 | 96,07 | 44,75 | 12,98 | 6857 | 702,37 | 76,31 | 4,56 3,71 | 17,01 | 38,08 | 27,56
1xTC 411,24 | 432,46 | 490,04 | 30,85 17,8 4,45 1,22 1,03 1,36 1,64 18,18 6,78
LA 0.5xTC | 10355 | 64,30 | 97,00 | 29,55 | 1084,8 | 933,13 | 111,49 | 11,08 | 2,82 2,13 | 32,51 | 21,39
0.1xTC 69,92 | 51,27 | 70,15 | 13,38 | 898,8 | 773,29 | 92,39 | 9,17 1,92 502 | 36,71 | 6,04
1xTC 29,86 | 52,93 | 48,32 | 20,26 | 1001,3 | 988,33 | 109,97 | 0,25 1,94 427 | 3381 | 1,48
2PR 05xTC | 32,89 | 51,98 | 49,48 | 17,02 | 7833 | 94526 | 9558 | 13,33 | 231 8,00 | 52,16 | 18,59
0.1xTC 48,72 | 37,74 | 50,07 | 7,64 | 799,7 | 840,27 | 90,65 | 3,80 8,77 3,25 | 87,34 | 85,99
DMSO 0,2% 103,75 | 178,14 - - 862,2 | 961,12 - - 19,96 | 29,55 - -
medium - 87,83 | 84,49 - - 909,09 | 900,22 - - 592 | 12,25 - -
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10.3. Etap Ill - ocena ekspresji antygenéw powierzchniowych komoérek

dendrytycznych hodowanych w roznych rodzajach kokultury z

keratynocytami — dane zrédlowe

Tabela 10.18. Kokultura posrednia — narazenie KCIDC 24 h

Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material | materiatu _ _
badany | badanego seria | seria Il seria Il X SD seria | seria Il seria 1l X SD
[ug/ml]
140,4 230 125 176 177 53 364 212 438 338 116
EU 117 317 109 203 210 104 457 161 389 336 155
58,5 161 127 140 143 17 218 159 177 185 30
11,7 83 99 130 104 24 115 102 138 118 19
49,2 173 128 137 146 24 209 170 181 187 20
MMP 41,0 145 129 61 111 45 173 225 71 156 78
20,5 99 131 142 124 22 140 141 120 134 12
4,1 7 100 115 97 19 98 112 134 114 18
0,88 103 117 120 113 9 121 122 134 126 7
DNCB 0,73 113 106 121 113 7 94 95 94 94 1
0,37 104 112 95 104 9 103 87 87 92 9
0,07 112 108 107 109 3 105 102 113 107 5
6000 129 104 80 104 24 196 136 116 149 42
PR 5000 113 98 94 102 10 187 118 124 143 38
2500 100 119 77 99 21 121 92 103 105 15
500 104 93 84 94 10 104 96 108 102 6
3300 98 547 81 242 264 58 192 53 101 79
LA 2750 75 50 80 68 16 59 26 92 59 33
1375 49 56 82 62 17 95 75 130 100 28
275 79 90 90 86 6 83 95 113 97 15
Tabela 10.19. Kokultura posrednia — narazenie KC 24h
Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material | materiatu
badany | badanego seria | seria Il seria Il X sD seria | seria Il seria Il X sb
[pg/ml]
140,4 126 121 98 115 15 138 208 143 163 39
EU 117 171 111 87 123 43 186 184 121 164 37
58,5 131 117 88 112 22 130 226 86 147 72
11,7 124 111 77 104 24 122 184 108 138 41
49,2 153 118 112 128 22 169 233 131 178 52
MM 41,0 160 128 106 132 27 182 205 127 171 40
P 20,5 121 79 105 102 21 147 182 111 147 35
41 126 79 89 98 25 109 112 95 105 9
0,88 140 101 71 104 35 86 94 109 96 12
DNC 0,73 134 89 65 96 35 91 82 84 86 5
B 0,37 131 93 75 100 28 93 95 76 88 10
0,07 140 97 73 103 34 99 97 93 96 3
6000 98 88 72 86 13 93 117 106 105 12
9PR 5000 114 88 58 86 28 132 101 90 108 21
2500 106 94 92 98 7 107 103 690 300 338
500 91 79 100 90 10 88 99 92 93 5
3300 77 62 55 65 11 96 104 96 99 5
LA 2750 80 81 49 70 18 102 90 91 94 7
1375 80 82 61 74 12 89 91 84 88 3
275 82 87 88 86 3 87 94 97 93 5
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Tabela 10.20 Kokultura beposrednia 24 h

Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material materiafu
badany badanego | serial seria Il seria 111 X SD seria | seriall | serialll X SD
[ng/mi]
140,4 217 108 66 130 78 283 335 298 306 27
117 215 107 63 129 78 400 322 300 341 53
EV 58,5 177 111 58 115 60 247 283 228 253 28
11,7 151 97 46 98 52 150 193 195 179 25
49,2 202 130 57 130 72 246 196 205 216 26
MMP 41,0 187 126 66 126 60 264 189 234 229 38
20,5 168 113 58 113 55 159 153 212 175 32
41 73 86 59 73 14 116 116 151 128 20
0,88 87 55 44 62 22 106 79 66 84 20
DNCB 0,73 114 61 59 78 31 98 85 66 83 16
0,37 129 68 50 82 41 124 91 125 113 19
0,07 106 61 38 68 35 108 86 157 117 36
6000 149 51 33 78 62 21 150 214 128 98
9PR 5000 93 62 37 64 28 190 137 177 168 28
2500 97 86 42 75 29 116 115 133 121 10
500 70 89 73 77 10 95 95 100 97 3
3300 72 154 36 87 61 27 14 9 17 9
2750 65 51 27 48 19 82 29 23 45 32
LA 1375 70 87 65 74 12 143 104 92 113 26
275 77 105 93 92 14 112 99 91 101 11
Tabela 10.21. Monokultura THP-1 24 h
Stesenic CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material materiatu
badany badanego | seria | seriall | serialll | X | SD | serial | seriall | serialll | X | SD
[ug/ml]
140,4 109 162 88 120 38 247 166 171 195 45
EU 117 102 163 140 135 30 161 150 231 180 44
58,5 115 80 91 96 18 108 97 138 115 21
11,7 119 83 77 93 23 89 78 105 91 13
49,2 123 143 115 127 14 123 149 130 134 13
41,0 119 143 131 131 12 125 119 130 125 6
MMP 20,5 139 129 106 125 17 141 139 109 130 18
4,1 105 112 95 104 9 105 108 92 102 8
0,88 73 94 195 121 65 87 156 130 124 35
DNCB 0,73 78 104 259 147 98 92 110 138 113 23
0,37 73 87 100 87 13 99 118 92 103 13
0,07 88 88 99 92 7 104 72 101 92 18
6000 148 7 101 109 36 131 107 113 117 13
PR 5000 84 99 99 94 9 100 124 119 114 13
2500 73 97 91 87 12 96 124 79 100 23
500 108 101 87 99 11 71 110 68 83 23
3300 150 250 133 178 63 100 88 113 100 12
LA 2750 140 93 130 121 25 134 120 133 129 8
1375 70 75 92 79 11 129 96 126 117 18
275 76 94 105 92 15 121 112 102 112 9
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Tabela 10.22. Kokultura posrednia — narazenie KC/DC 48h.

Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material materiatu
badany badanego | seria | seria Il seria 111 X | sD seria | seriall | serialll X | sD
[ug/ml]
140,4 195 270 120 195 75 252 311 192 252 59
117 389 199 95 228 149 532 271 160 321 191
EU 58,5 264 144 85 164 91 322 164 127 205 104
11,7 99 74 73 82 15 126 87 91 101 21
49,2 270 183 89 181 91 277 164 161 201 66
MMP 41,0 225 165 107 166 59 195 161 137 164 29
20,5 177 144 152 157 17 186 130 138 151 31
41 120 140 81 114 30 112 92 100 101 10
0,88 128 142 416 229 162 112 92 1129 444 593
DNCB 0,73 153 97 266 172 86 96 100 688 295 340
0,37 129 90 81 100 26 98 84 89 90 7
0,07 111 97 85 97 13 110 71 69 83 23
6000 73 81 64 73 9 88 63 47 66 21
PR 5000 81 99 73 84 14 121 67 55 81 35
2500 102 75 104 93 16 105 58 57 73 27
500 83 104 71 86 16 80 71 60 70 10
3300 113 136 669 306 314 37 22 102 54 43
LA 2750 115 100 189 135 48 156 78 33 89 62
1375 44 58 71 58 13 90 95 203 129 64
275 73 67 81 74 7 83 70 148 100 42
Tabela 10.23. Kokultura posrednia — narazenie KC 48 h
Stgzenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Materiat materiatu _ _
badany badanego seria | seria Il seria 11l X SD seria | seria Il seria Il X SD
[ug/mi]
140,4 163 140 185 163 23 168 227 108 168 59
EU 117 131 115 157 135 21 195 208 105 169 56
58,5 120 89 130 113 21 169 162 100 144 38
11,7 111 65 134 103 35 114 102 69 95 23
49,2 128 107 143 126 18 223 162 103 162 60
MMP 41,0 161 82 177 140 51 237 151 105 164 67
20,5 113 90 128 110 19 147 135 93 125 28
4,1 118 68 125 104 31 121 99 58 93 32
0,88 130 74 144 116 37 87 87 50 75 22
DNCB 0,73 192 52 120 121 70 93 92 58 81 20
0,37 145 48 109 101 49 105 93 95 98 6
0,07 163 67 148 126 52 99 95 68 87 17
6000 63 52 116 77 34 99 80 64 81 18
PR 5000 70 65 115 84 28 126 103 73 101 26
2500 93 72 122 96 25 114 105 81 100 17
500 91 65 131 96 33 106 93 109 103 9
3300 65 40 65 57 14 114 111 157 128 26
LA 2750 77 72 67 72 5 99 120 138 119 19
1375 91 71 74 79 11 113 107 144 121 20
275 128 88 98 105 21 100 96 120 105 13
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Tabela 10.24. Kokultura bezposrednia 48 h

Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Material materiatu
badany badanego | seria | seria Il seria 111 X | sD seria | seriall | serialll X | sD
[ug/ml]
1404 65 64 66 65 1 174 242 106 174 68
EU 117 128 60 67 85 37 285 225 70 193 111
58,5 90 52 66 70 19 182 123 60 122 61
11,7 86 40 42 56 26 123 102 57 94 34
49,2 112 56 73 80 29 190 105 70 122 62
MMP 41,0 97 74 83 85 12 170 152 79 134 48
20,5 83 53 70 69 15 145 119 70 111 38
4,1 75 38 49 54 19 107 92 68 89 19
0,88 172 44 58 91 70 102 44 53 66 31
DNCB 0,73 182 41 48 90 79 99 48 40 62 32
0,37 112 45 63 73 35 112 80 69 87 23
0,07 198 41 59 99 86 110 91 86 95 13
6000 45 47 59 50 7 95 137 75 102 32
PR 5000 45 35 60 47 13 145 111 79 112 33
2500 53 63 87 68 18 111 106 73 97 20
500 104 87 83 91 11 100 99 85 95
3300 39 53 114 69 40 4 3 8 5
LA 2750 69 49 57 58 10 63 77 32 58 23
1375 51 63 98 71 25 109 115 141 122 17
275 83 73 86 80 7 94 90 92 92 2
Tabela 10.25. Monokultura THP-1 48 h
Stezenie CD86 [RFI %] CD54 [RFI %]
Materiat materiatu _ _
badany badanego | seria | seria Il seria 111 X SD seria | seriall | serialll X SD
[ug/ml]
140,4 116 112 119 116 4 190 220 160 190 30
EU 117 117 99 137 117 19 159 186 149 165 19
58,5 134 105 114 118 15 136 164 88 129 39
11,7 150 86 107 114 33 135 119 78 111 29
49,2 192 128 179 166 34 154 138 100 130 28
41,0 208 134 320 221 94 135 140 108 128 17
MMP 20,5 156 123 205 161 41 110 118 103 110 7
4,1 99 100 137 112 22 94 105 73 91 16
0,88 95 124 636 285 | 304 101 114 293 169 | 107
DNCE 0,73 102 141 507 250 | 224 92 129 219 147 65
0,37 178 87 130 132 45 104 106 88 99 10
0,07 105 79 111 98 17 104 95 74 91 16
6000 103 97 87 96 8 100 102 83 95 10
PR 5000 138 93 75 102 32 109 117 72 99 24
2500 140 100 86 109 28 109 123 88 107 18
500 91 104 79 91 13 114 106 63 94 28
3300 243 130 280 218 78 71 122 156 116 43
LA 2750 93 59 119 90 30 159 179 163 167 10
1375 33 54 53 47 12 85 107 86 93 13
275 73 80 179 110 59 106 99 79 95 14
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Tabela 10.26. Zywotnos¢ komérek THP — 1 oceniana w analizie cytometrycznej przy uzyciu jodku
propidyny. Kokultura posrednia NHEK-neonatal/THP-1; narazenie KC/DC

Stezenie Inkubacja 24 h Inkubacja 48 h
Material materiafu
badany badanego serial | seriall | serialll X SD serial | seriall | serialll X SD
[ng/mi]
140,4 88,59 89,09 77,14 84,94 6,76 70,82 67,51 71,18 69,84 2,02
EU 117 93,24 91,73 81,40 88,79 6,45 71,02 68,03 69,07 69,38 1,52
58,5 94,64 90,21 89,39 91,41 2,83 72,69 66,35 69,58 69,54 3,17
11,7 95,70 94,01 90,79 93,50 2,49 81,44 75,22 77,66 78,10 3,14
49,2 92,82 88,88 84,08 88,60 4,38 67,83 64,92 71,73 68,16 3,42
MMP 41,0 91,37 88,98 84,98 88,44 3,23 70,89 64,17 73,12 69,39 4,66
20,5 93,68 92,24 90,18 92,03 1,76 77,95 73,44 75,39 75,59 2,26
4,1 94,92 94,19 90,17 93,10 2,56 85,39 77,42 83,62 82,14 4,18
0,88 95,49 95,55 90,14 93,73 3,10 81,90 82,76 74,27 79,64 4,68
DNCB 0,73 95,62 95,30 88,76 93,23 3,87 83,78 79,30 81,75 81,61 2,24
0,37 95,73 95,70 91,12 94,18 2,65 84,43 82,34 87,99 84,92 2,86
0,07 95,83 95,02 90,92 93,92 2,63 83,83 83,18 86,66 84,56 1,85
6000 96,41 95,14 90,81 94,12 2,94 83,50 81,54 85,42 83,49 1,94
9PR 5000 95,30 95,06 88,92 93,09 3,62 85,67 77,28 88,43 83,80 5,81
2500 9592 | 9429 | 9056 | 9359 | 275 | 8089 | 80,67 | 8829 | 8328 | 4,34
500 9595 | 9471 | 9240 | 9435 | 1,80 | 8315 | 8203 | 8816 | 8445 | 327
3300 66,16 | 2716 | 5470 | 4934 | 2004 | 352 | 11,24 | 1947 | 1141 | 7,98
A 2750 88,88 | 6853 | 8011 | 79,18 | 1021 | 86,15 | 61,27 | 4429 | 6390 | 21,05
1375 9584 | 9542 | 90,92 | 9406 | 2,73 | 8962 | 8976 | 8753 | 8897 | 1,25
275 9587 | 9456 | 91,57 | 9400 | 220 | 8389 | 8271 | 8670 | 8443 | 2,05
Tabela 10.27. Zywotnosé¢ komérek THP — 1 oceniana w analizie cytometrycznej przy uzyciu jodku
propidyny. Kokultura posrednia NHEK-neonatal/THP- 1, narazenie KC
Stezenie Inkubacja 24 h Inkubacja 48 h
Materiat materiatu
badany badanego seria|l | seriall | serialll X SD serial | seriall | serialll X SD
[ug/ml]
140,4 93,39 95,28 90,46 93,04 2,43 75,00 67,67 81,17 74,61 6,76
EU 117 94,99 94,67 91,11 93,59 2,15 65,87 71,67 79,90 72,48 7,05
58,5 95,53 94,73 91,10 93,79 2,36 75,29 78,57 82,58 78,81 3,65
11,7 96,67 93,75 92,59 94,34 2,10 83,29 88,03 82,25 84,52 3,08
49,2 93,20 94,05 89,30 92,18 2,53 68,46 76,48 82,29 75,74 6,94
MMP 41,0 94,86 92,25 89,81 92,31 2,53 76,21 80,78 82,11 79,70 3,09
20,5 96,01 94,12 89,42 93,18 3,40 78,43 86,35 83,37 82,72 4,00
41 96,24 94,88 92,98 94,70 1,64 80,72 88,77 84,61 84,70 4,03
0,88 95,74 93,78 91,93 93,82 191 86,35 91,05 84,89 87,43 3,22
0,73 96,37 94,80 91,93 94,37 2,25 84,11 91,05 84,63 86,60 3,87
DNCB 0,37 96,03 94,04 90,76 93,61 2,66 85,76 92,01 89,94 89,24 3,18
0,07 96,32 93,68 90,45 93,48 2,94 84,74 92,03 87,19 87,98 3,71
6000 93,89 94,16 91,79 93,28 1,30 87,60 90,20 83,76 87,19 3,24
PR 5000 96,08 93,97 91,70 93,91 2,19 78,71 91,07 83,55 84,44 6,23
2500 95,71 94,36 91,66 93,91 2,06 79,60 93,29 86,47 86,45 6,85
500 96,23 98,08 91,67 95,33 3,30 81,59 91,50 86,03 86,37 4,96
3300 95,40 94,86 92,07 94,11 1,79 91,08 90,19 87,55 89,61 1,83
LA 2750 95,78 94,87 92,77 94,48 1,54 89,79 92,03 86,16 89,33 2,96
1375 96,46 94,96 91,65 94,36 2,46 83,11 91,78 85,00 86,63 4,56
275 95,60 94,81 92,25 94,22 1,75 83,46 89,49 86,28 86,41 3,01
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Tabela 10.28. Zywotnos¢ komérek THP — 1 oceniana w analizie cytometrycznej przy uzyciu jodku
propidyny. Kokultura bezposrednia NHEK-neonatal/THP-1

Stezenie Inkubacja 24 h Inkubacja 48 h
Material materiatu
badany badanego serial | seriall | serialll X SD serial | seriall | serialll X SD
[ug/ml]
140,4 86,41 90,04 81,29 85,91 4,39 71,02 64,66 75,40 70,36 5,40
EU 117 92,30 91,78 83,91 89,33 4,70 71,41 66,44 76,86 71,57 5,21
58,5 94,72 93,61 90,79 93,04 2,03 75,45 71,21 80,47 75,71 4,64
11,7 96,68 94,57 93,37 94,87 1,68 77,12 81,83 89,48 82,81 6,24
49,2 92,38 93,19 89,34 91,64 2,03 71,69 74,12 76,38 74,07 2,34
MMP 41,0 94,06 93,94 90,18 92,72 2,21 74,47 76,32 80,91 77,23 3,32
20,5 94,89 93,74 92,19 93,61 1,35 77,45 81,13 85,49 81,36 4,03
4,1 96,13 96,97 93,28 95,46 1,93 78,88 86,09 90,72 85,23 5,97
0,88 96,08 95,74 94,16 95,33 1,03 79,41 89,26 92,26 86,98 6,72
DNCB 0,73 96,52 94,87 93,09 94,82 1,72 80,99 89,93 93,28 88,07 6,36
0,37 95,87 94,86 94,75 95,16 0,62 82,02 90,44 91,84 88,10 531
0,07 96,83 95,32 94,78 95,64 1,06 76,81 88,66 91,19 85,55 7,67
6000 94,68 94,93 95,50 95,03 0,42 90,85 90,18 91,01 90,68 0,44
9PR 5000 97,11 95,16 95,94 96,07 0,98 79,35 89,55 90,47 86,46 6,17
2500 97,13 94,17 95,45 95,58 1,48 80,79 90,35 92,62 87,92 6,28
500 97,94 94,86 95,79 96,20 1,58 82,84 91,98 93,53 89,45 5,78
3300 49,14 27,66 31,40 36,07 11,47 4,23 9,85 5,18 6,42 3,01
LA 2750 90,90 93,72 91,53 92,05 1,48 76,82 85,83 75,95 79,53 5,47
1375 95,44 95,56 95,98 95,66 0,28 92,23 93,56 91,01 92,27 1,28
275 97,23 95,65 94,91 95,93 1,19 82,52 93,45 91,75 89,24 5,88
Tabela 10.29 Zywotnosé¢ komérek THP — 1 oceniana w analizie cytometrycznej przy uzyciu jodku
propidyny. Monokultura THP-1
Stezenie Inkubacja 24 h Inkubacja 48 h
Materiat materiatu
badany badanego serial | seriall | serialll X SD serial | seria Il | seria lll X SD
[ug/ml]
140,4 76,24 86,62 66,76 76,54 9,93 67,56 60,23 73,59 67,13 6,69
EU 117 90,03 88,59 76,52 85,05 7,42 81,15 67,61 79,76 76,17 7,44
58,5 94,88 93,93 88,45 92,42 3,47 86,60 81,19 87,21 85,00 3,31
11,7 94,81 95,01 92,28 94,04 1,52 94,29 90,47 92,07 92,28 1,92
49,2 90,54 90,08 82,02 87,55 4,79 83,44 82,14 83,38 82,98 0,73
MMP 41,0 92,32 90,95 83,90 89,05 4,52 82,32 81,26 82,93 82,17 0,84
20,5 93,21 91,86 88,70 91,26 2,31 90,66 85,83 87,96 88,15 2,42
41 95,59 93,26 90,41 93,09 2,59 96,16 90,89 92,48 93,18 2,70
0,88 96,60 94,18 81,77 90,85 7,95 96,95 83,90 60,07 80,30 18,70
DNCB 0,73 95,96 93,92 82,91 90,93 7,02 97,70 84,13 70,44 84,09 13,63
0,37 95,37 94,74 92,33 94,15 1,60 96,71 93,17 91,39 93,76 2,71
0,07 94,78 93,37 93,09 93,75 0,91 96,88 93,69 93,63 94,73 1,86
6000 94,68 93,90 90,97 93,18 1,96 73,00 92,43 93,50 86,31 11,54
PR 5000 95,76 92,70 92,04 93,50 1,98 95,12 92,09 93,28 93,49 1,53
2500 94,88 94,22 92,40 93,83 1,28 93,95 93,21 93,41 93,52 0,38
500 95,44 93,19 92,64 93,76 1,48 96,54 92,23 92,90 93,89 2,32
3300 28,92 17,59 61,40 35,97 22,74 10,49 27,94 7,26 15,23 11,13
LA 2750 90,04 90,53 85,70 88,76 2,66 84,52 85,67 77,27 82,49 4,55
1375 94,58 95,44 91,04 93,69 2,33 96,91 93,13 93,02 94,35 2,21
275 95,15 94,31 91,40 93,62 1,97 96,44 93,57 93,17 94,40 1,78
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10.4. Etap IV - walidacja metody kokulturowej — dane zrédlowe

Tabela 10.30. Zywotnos¢ komorek THP-1 w tescie alamarBlue

stezenie [ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
DNCB seria | [%] 119,46 102,22 87,82 37,85 22,66 35,07 22,21 44,09
seria Il [%] 110,56 101,35 86,21 56,02 14,20 20,33 9,33 38,21
seria |11 [%] 132,58 113,45 97,47 42,01 25,15 38,93 2493 48,93
stezenie [ug/ml] 1,95 3,90 7,80 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00
seria | [%] 107,91 96,85 96,25 67,71 59,52 45,39 46,35 15,29
PHE seria Il [%] 85,64 92,94 95,53 80,45 67,54 36,87 35,57 8,47
stezenie [ug/ml] 3,90 7,80 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
seria |11 [%] 135,69 100,38 83,21 60,21 34,98 9,07 18,06 411
stezenie [ug/ml] 1,95 3,90 7,80 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00
seria | [%] 91,59 89,06 58,95 23,75 36,88 22,68 19,08 31,31
ME seria Il [%] 72,52 91,95 64,43 19,20 28,00 16,94 11,89 22,35
stezenie [ug/ml] 3,90 7,80 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
seria 111 [%] 96,96 64,53 28,04 11,58 19,85 11,83 7,48 13,72
stezenie [ug/ml] 7,80 15,60 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
seria | [%] 99,31 102,22 96,63 93,98 78,93 62,40 46,35 63,47
NiSO, seria 11 [%] 142,10 131,70 123,77 114,65 37,74 45,54 18,06 45,25
seria 111 [%] 84,69 89,69 87,32 87,45 82,71 53,91 35,57 50,26
seria | [%] 119,50 111,51 117,83 108,50 81,53 94,69 63,55 54,52
2MBT seria Il [%] 135,93 127,88 113,58 96,17 81,32 79,66 59,98 81,22
seria I11 [%] 124,61 132,80 129,02 121,16 84,93 81,58 55,88 47,70
seria | [%] 158,61 137,01 132,19 142,74 108,20 49,86 38,20 24,56
DL seria Il [%] 148,10 127,93 123,43 133,28 101,02 46,55 30,12 25,64
seria Il [%] 117,39 101,40 97,84 110,32 80,08 36,90 24,56 20,47
seria | [%] 102,65 96,77 93,24 55,11 57,96 53,96 26,52 19,59
IMZ seria Il [%] 127,92 105,81 77,08 11,90 35,37 34,98 37,80 14,88
seria 111 [%] 104,28 109,93 92,61 63,04 54,24 59,24 33,40 22,61
seria | [%] 126,22 145,05 97,08 96,73 80,53 94,23 83,26 94,25
EGDMA seria 11 [%] 166,33 100,16 133,07 94,69 119,45 119,28 119,87 106,48
seria |11 [%)] 130,59 144,20 121,44 125,24 124,32 121,69 128,90 150,20
seria | [%] 161,77 154,13 127,56 128,93 46,55 13,57 30,83 10,42
CA seria Il [%] 128,06 101,25 131,89 117,50 88,78 46,18 48,90 23,70
seria 111 [%] 102,01 107,93 109,79 106,89 99,34 43,89 50,10 43,61
seria | [%] 172,80 148,39 126,88 107,59 113,52 101,82 102,74 97,99
2PR seria 11 [%] 119,78 103,25 102,68 95,44 87,39 95,03 87,26 85,48
seria 111 [%] 127,72 118,80 109,42 96,42 98,43 97,22 98,01 85,26
seria | [%] 96,37 92,93 91,16 93,71 98,83 86,92 84,48 91,93
GL seria Il [%] 129,25 124,21 108,34 109,77 94,87 82,93 81,28 76,07
seria 111 [%] 86,11 86,83 93,19 101,84 100,79 93,43 83,88 78,97
seria | [%] 193,84 131,89 124,98 118,80 108,73 108,53 94,31 119,71
LA seria Il [%] 142,03 163,83 129,00 110,12 115,83 143,48 128,12 142,43
seria 111 [%] 128,84 116,57 109,08 104,45 99,33 98,86 94,95 98,08
seria | [%] 151,89 132,50 127,61 133,31 129,31 120,94 75,20 110,78
PABA seria 11 [%] 131,74 98,85 106,54 91,84 93,58 101,93 77,89 86,55
seria |11 [%] 139,51 96,92 95,80 99,29 76,56 98,87 83,04 88,99
seria | [%] 163,59 145,05 103,95 101,93 94,26 88,27 81,53 84,73
SA seria Il [%] 91,14 83,90 103,73 84,53 107,20 135,23 133,33 143,84
seria |1l [%] 115,92 118,77 104,62 95,04 89,97 85,61 84,53 79,03
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Tabela 10.31. Zywotnos¢ komorek NHEK-neonatal w tescie alamarBlue

stezenie [ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
DNCB seria | [%] 78,51 70,95 75,83 47,52 16,74 15,01 18,16 18,26
seria Il [%] 81,20 75,60 73,02 45,76 16,12 14,46 17,45 17,58
seria |11 [%] 104,79 94,70 101,23 63,44 22,35 20,04 24,24 24,40
stezenie [ug/ml] 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00 100,00
seria | 97,07 109,57 86,26 84,57 78,82 29,88 32,57 572
PHE seria Il 91,32 75,57 67,32 55,84 30,97 23,31 7,40 5,70
stezenie [ug/ml] 7,80 15,60 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
seria 111 94,64 80,63 71,43 58,83 32,50 22,75 5,72 432
stezenie [ug/ml] 0,39 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00
ME seria | [%] 157,07 137,37 146,89 128,53 114,76 44,69 67,18 66,75
seria Il [%] 92,13 93,11 98,71 96,54 17,06 29,88 40,97 38,21
seria |11 [%] 128,61 112,48 120,28 105,25 98,49 49,08 55,00 54,65
stezenie [ug/ml] 7,80 15,60 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
seria | [%] 112,01 109,01 106,52 79,92 72,16 46,42 12,02 8,32
NiSO, seria 11 [%] 110,35 101,37 98,89 82,55 73,38 57,23 14,91 13,09
seria Il [%] 209,71 133,03 130,21 132,54 125,93 106,55 65,29 36,81
seria | [%] 123,66 11,13 94,75 81,00 61,24 66,67 67,00 73,15
2MBT seria Il [%] 119,11 110,16 94,52 71,51 49,35 48,76 47,21 46,99
seria 111 [%)] 160,79 142,11 122,19 92,35 60,20 54,40 45,13 40,58
seria | [%] 111,46 110,27 109,43 87,56 55,32 29,33 65,87 60,78
DL seria 11 [%] 142,77 155,68 152,36 160,35 86,42 36,80 25,15 19,98
seria I11 [%] 188,15 202,40 202,30 189,79 104,17 38,46 22,70 17,15
seria | [%] 93,22 95,57 42,34 27,58 46,32 57,88 61,71 54,92
IMZ seria 11 [%] 89,09 93,36 35,79 17,51 35,44 46,09 41,29 33,18
seria 111 [%)] 94,20 97,21 35,88 40,78 31,28 17,79 21,29 25,02
seria | [%] 81,06 81,70 80,78 80,20 74,00 72,05 88,17 46,36
EGDMA seria 11 [%] 93,81 88,94 91,89 91,87 94,42 107,00 96,56 43,81
seria |11 [%] 105,08 99,63 102,93 102,91 105,76 119,86 108,19 49,08
seria | [%] 112,10 98,25 104,57 93,82 86,93 67,69 65,42 27,26
CA seria Il [%] 75,72 79,52 80,50 78,10 83,03 60,90 53,07 57,17
seria |11 [%)] 101,35 83,76 82,33 76,65 75,33 60,85 12,84 32,85
seria | [%] 127,63 143,69 115,95 106,95 103,55 91,90 85,14 75.18
2PR seria 11 [%] 136,24 117,27 105,24 95,09 88,04 87,46 84,46 92,54
seria 111 [%] 135,45 114,90 103,00 90,14 88,34 86,29 83,11 86,61
seria | [%] 99,47 101,16 111,43 118,48 121,15 128,30 117,82 101,45
GL seria Il [%] 121,14 135,15 130,15 84,72 101,49 116,29 85,66 78,55
seria |11 [%] 92,57 83,16 96,88 92,42 95,04 91,15 90,22 89,83
seria | [%] 102,50 96,18 120,13 105,93 93,98 83,87 85,88 94,61
LA seria Il [%] 101,27 91,76 108,07 105,65 107,62 103,07 101,18 93,32
seria 111 [%] 99,36 96,89 93,59 88,44 84,81 83,45 87,17 90,36
seria | [%] 116,54 106,36 100,43 99,66 92,30 89,67 71,56 68,23
PABA seria Il [%] 89,11 92,63 87,12 75,25 76,64 87,84 71,07 58,69
seria 111 [%] 121,93 109,40 125,93 110,02 95,33 65,00 61,68 34,30
seria | 93,86 94,98 90,07 80,79 85,49 63,44 72,77 73,86
A seria Il 100,17 95,66 69,18 91,98 82,53 92,77 80,78 41,00
stezenie [ug/ml] 3,90 7,80 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00
seria 111 121,82 94,39 96,50 94,01 79,54 70,84 62,31 64,49

192



Tabela 10.32. Zestawienie wartosci SI cytokin zapalnych dla materiatow walidacyjnych

stezenie ST IL-1 alfa [%] SIIL-18 [%]
Materiat materiatu - - < sD _ _ < sD
badany badanego seria | seria Il seria | seria Il
[xTC]
1,2XTC 154,43 537,04 345,74 270,55 362,39 1025,40 693,90 468,82
DNCB 1xTC 71,43 181,53 126,48 77,85 65,04 258,48 161,76 136,78
05xTC 109,21 158,30 133,75 34,71 116,37 226,17 171,27 77,64
0,1xTC 106,88 325,89 216,39 154,87 188,50 499,43 343,96 219,86
1,2XTC 78,43 185,59 132,01 75,77 344,76 581,78 463,27 167,60
PHE 1xTC 88,17 116,52 102,35 20,05 678,86 267,83 473,34 290,64
05xTC 148,75 72,92 110,83 53,62 649,90 221,32 435,61 303,06
0,1xTC 37,05 87,54 62,29 35,70 87,24 62,02 74,63 17,84
12xTC 155,18 53,25 104,21 72,08 72,87 38,42 55,65 24,36
ME 1xTC 227,01 199,83 213,42 19,22 200,46 191,67 196,07 6,22
05xTC 173,68 133,77 153,73 28,22 167,41 144,48 155,94 16,22
0,1xTC 250,52 114,68 182,60 96,05 244,27 135,37 189,82 77,01
12xTC 214,34 119,15 166,74 67,31 137,26 87,62 112,44 35,10
NiSO, 1xTC 225,94 86,27 156,10 98,76 92,62 61,08 76,85 22,30
05xTC 100,43 44,23 72,33 39,74 37,09 35,76 36,42 0,94
0,1xTC 46,33 168,68 107,50 86,51 34,43 204,44 119,43 120,22
12xTC 7,36 1,47 4,42 4,16 777,10 388,07 582,59 275,08
OMBT 1xTC 2,75 8,39 5,57 3,99 206,82 399,28 303,05 136,09
05xTC 8,15 11,52 9,84 2,38 412,67 158,02 285,34 180,06
0,1xTC 46,56 57,40 51,98 7,67 90,38 73,11 81,74 12,21
12xTC 137,14 96,70 116,92 28,59 265,28 190,80 228,04 52,67
DL 1xTC 115,69 308,76 212,22 136,52 201,48 349,26 275,37 104,49
05xTC 240,16 217,93 229,04 15,72 376,56 141,54 259,05 166,18
0,1xTC 156,37 80,51 118,44 53,64 228,19 105,64 166,91 86,66
12xTC 137,72 217,29 177,51 56,26 256,38 153,43 204,91 72,80
IMZ 1xTC 190,66 351,58 271,12 113,79 260,95 276,96 268,96 11,32
05xTC 85,43 112,45 98,94 19,11 113,14 181,86 147,50 48,59
0,1xTC 143,97 137,72 140,85 4,42 273,52 173,04 223,28 71,05
12xTC 317,19 268,06 292,63 34,74 276,99 417,91 347,45 99,64
CA 1xTC 231,53 317,55 274,54 60,82 178,78 162,39 170,58 11,59
05xTC 141,10 145,42 143,26 3,05 211,15 185,07 198,11 18,44
0,1xTC 45,02 67,39 56,20 15,81 196,59 85,97 141,28 78,22
12xTC 345,26 677,24 511,25 234,75 513,89 247,56 380,73 188,33
EGDMA 1xTC 351,77 139,68 245,72 149,97 798,04 148,57 473,31 459,25
05xTC 167,49 165,38 166,43 1,49 111,55 189,78 150,66 55,32
0,1xTC 131,77 144,51 138,14 9,01 166,73 152,13 159,43 10,33
12xTC 200,61 81,99 141,30 83,88 198,38 151,64 175,01 33,05
SA 1xTC 225,64 72,63 149,13 108,19 149,29 140,30 144,80 6,36
05xTC 130,66 219,75 175,20 62,99 95,76 110,45 103,10 10,39
0,1xTC 69,55 108,78 89,16 27,74 43,84 65,07 54,46 15,02
12xTC 214,30 111,80 163,05 72,48 252,95 82,85 167,90 120,28
LA 1xTC 101,82 98,57 100,19 2,30 99,05 102,58 100,82 2,50
05xTC 107,65 30,37 69,01 54,65 168,00 31,95 99,97 96,20
0,1xTC 111,10 77,99 94,55 23,41 137,90 75,18 106,54 44,36
12xTC 66,49 59,82 63,16 4,72 118,10 49,49 83,79 48,51
GL 1xTC 58,37 63,47 60,92 3,61 63,24 51,84 57,54 8,06
05xTC 113,24 64,47 88,85 34,49 176,00 4417 110,08 93,22
0,1xTC 140,72 114,46 127,59 18,57 190,10 121,85 155,97 48,26
12xTC 116,98 37,74 77,36 56,03 169,14 18,48 93,81 106,53
2PR 1xTC 139,90 54,51 97,20 60,38 286,10 39,31 162,70 174,50
05xTC 120,46 104,13 112,30 11,54 219,81 106,34 163,08 80,23
0,1xTC 85,95 400,71 243,33 222,57 91,81 251,06 171,43 112,61
12xTC 60,55 45,63 53,09 10,55 45,01 40,44 42,72 3,23
PABA 1xTC 33,22 90,31 61,77 40,37 27,40 93,30 60,35 46,60
05xTC 205,43 91,77 148,60 80,37 178,47 81,36 129,92 68,67
0,1xTC 67,20 38,84 53,02 20,06 50,10 29,72 39,91 14,41
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Tabela 10.33. Zestawienie wartosci SI antygenu powierzchniowego dla materiatow walidacyjnych

stezenie SI CD54 [%] SI CD54 [%]
Materiat badany materiatu . . X SD
badanego [x TC] seria | seria Il
12xTC 191 420 306 162
1xTC 109 149 129 28
DNCB 0,5xTC 96 113 105 12
0,1xTC 119 125 122 4
12xTC 394 339 366 39
PHE 1xTC 262 327 295 46
0,5xTC 230 241 235 8
0,1xTC 62 144 103 59
12xTC 201 153 177 34
ME 1xTC 159 157 158 2
05xTC 92 120 106 20
0,1xTC 115 115 115 0
12xTC 389 412 400 16
. 1xTC 532 499 515 23
NSO 05X TC 454 365 410 83
0,1xTC 123 116 119 5
12xTC 708 673 691 25
1xTC 785 643 714 100
2MBT 05xTC 616 303 460 221
0,1xTC 96 122 109 19
12xTC 217 257 237 28
DL 1xTC 211 311 261 71
05xTC 208 176 192 23
0,1xTC 94 89 92 4
12xTC 137 113 125 18
IMZ 1xTC 75 105 90 21
05xTC 63 100 81 26
0,1xTC 71 104 88 23
12xTC 42 11 26 22
1xTC 59 48 53 8
EGDMA 05X TC 48 24 46 3
0,1xTC 80 67 73 9
12xTC 165 128 147 26
CA 1xTC 130 150 140 14
05xTC 98 79 89 13
0,1xTC 92 74 83 13
12xTC 69 75 72 5
1xTC 67 81 74 10
2PR 05X TC 63 75 69 8
0,1xTC 67 79 73 8
12xTC 59 72 66 9
GL 1xTC 59 83 71 17
05xTC 63 78 71 11
0,1xTC 66 75 71 7
12xTC 70 89 80 13
LA 1xTC 56 86 71 21
05xTC 62 82 72 15
0,1xTC 58 74 66 11
12xTC 53 76 64 16
1xTC 55 76 65 15
PABA 05xTC 60 82 71 15
0,1xTC 50 71 61 14
12xTC 267 298 283 22
SA 1xTC 149 282 216 94
05xTC 93 148 121 39
0,1xTC 75 109 92 24
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