Streszczenie

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

Tradycyjnie, identyfikacja 1 charakterystyka substancji chemicznych uczulajacych skore
wymagata zastosowania testow in Vvivo. Obecnie w celu ograniczenia do$wiadczen
przeprowadzanych na zwierzg¢tach stosuje si¢ metody alternatywne opierajagce 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 Organizacj¢ Wspotpracy
Gospodarczej i Rozwoju (OECD) uwzgledniajg cztery kluczowe elementy (ang. Key event, KE)
w mechanizmie dziatania uczulajacego na skore: 1) molekularng interakcje z biatkami skory; ii)
reakcje zapalng keratynocytow (KC); iii) aktywacje komoérek 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 klasyfikacje badane;j
substancji jako uczulajacej lub nieuczulajace;.

Celem rozprawy bylo 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 punktéw koncowych metody wiasciwych
dla keratynocytow i komoérek dendrytycznych oraz okreslenie metody wspolnej hodowli dla
tych dwoch typow komorek. W pierwszym etapie prac weryfikowano profil uwalniania
wybranych cytokin zapalnych przez 3 typy keratynocytdw po ekspozycji na substancje
uczulajaca. Stwierdzono, ze produkcja cytokin jest uzalezniona od typu komorek, stezenia
komorek oraz czasu ekspozycji komoérek. W kolejnym etapie prac weryfikowano, czy na

poziom cytokin zapalnych uwalnianych przez keratynocyty ma wplyw obecno$¢ komorek



dendrytycznych. Efektem pierwszych etapow badan byt wybor dwoch typow komorek
tj, keratynocytow noworodkowych (NHEK-neonatal) oraz komoérek DC-podobnych THP-1
jako najlepszego uktadu komoérek hodowanych w kokulturze. Wyselekcjonowano rowniez
dwie cytokiny zapalne tj. IL-1 alfa oraz 1L-18 jako potencjalne punkty koncowe finalnej
metody. W trzecim etapie badan oceniono wpltyw sposobu prowadzenia wspolnej hodowli
(kokultura posrednia, kokultura bezposrednia) keratynocytéw i komoérek dendrytyczych na
ekspresj¢ antygendéw powierzchniowych na komorkach 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 nastgpujace 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 IL-18 w mediach pohodowlanych
metoda ELISA-xMAP oraz ocena ekspresji antygenu CD54 na komoérkach THP-1
metoda cytometrii przeptywowe;.

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

Wyniki badan potwierdzily 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 monokulturoweyj.



