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Streszczenie

Opracowanie metod hodowli komorkowej in vitro stanowi jedno z najwazniejszych
osiggni¢¢ biologii eksperymentalnej poprzedniego stulecia. Pozwala ona na
wyizolowanie komorek z tkanek oraz ich hodowle w warunkach fizjologicznych poza
organizmem macierzystym. Dotychczas prowadzone badania z wykorzystaniem
hodowli komoérkowych pozwolity na poznanie wielu mechanizméw komorkowych,
a takze przyczynily si¢ do testowania nowych lekéw oraz opracowaniu szczepionek.
Powszechnie stosowane metody hodowli komodrkowej stosowane w badaniach
biomedycznych nie odzwierciedlaja warunkow in vivo, jednak umozliwiajg uzyskanie
powtarzalnych wynikdéw przy relatywnie niskim koszcie.

Obecnie jednym z najwickszych wyzwan jest opracowanie trojwymiarowego (3D)
modelu hodowli komoérkowej, ktory pozwoli na dokladniejsze odwzorowanie
warunkow fizjologicznych in vivo. Analiza hodowli komoérkowych opiera sie przede
wszystkim na metodach optycznych, analizie mikroskopowej morfologii komorek,
ich barwieniu i testach punktu koncowego. Waznym aspektem jest mozliwos¢
wykorzystania czujnikéw pozwalajagcych m.in na pomiar zewnatrzkomérkowych
czgsteczek sygnatowych podczas catej hodowli. W ostatnich latach wzrasta
wykorzystanie metod elektrochemicznych w analizie hodowli komorkowej, ze
wzgledu na mozliwo$¢ miniaturyzacji oraz integracji czujnikéw elektrochemicznych
w uktadach mikroprzeptywowych.

W ninigjszej pracy doktorskiej =zostata podjeta tematyka wykorzystania
elektrochemicznych czujnikéw tlenu, glukozy oraz pomiaréw impedancji w analizie
parametréw metabolicznych w statycznych hodowlach komorkowych. Dodatkowym
zagadnieniem byt temat warstw przeciwporostowych, ktore umozliwiaja
dlugoterminowe badaniach w hodowlach komoérkowych przy zachowaniu stabilnosci
sygnatu.

W pierwszym etapie pracy identyfikowano katalizator reakcji redukcji tlenu
umozliwiajacy pomiar przy niskim nadpotencjale na réznych rodzajach elektrod,
w tym elektrod ztotych wytworzonych w procesie napylania prowadzonym
w wysokiej prozni oraz elektrod wytworzonych metoda druku 3D. Elektrody ztote
w opracowanej matrycy 8-elektrodowej charakteryzowaty si¢ czulo$cig na poziomie
76,8 = 6.5 nA/% w zakresie niskich stezen (2 -18 % Oy).

Réwnolegle  identyfikowano — warstwe  przeciwporostowg  umozliwiajgca
dlugoterminowe pomiary w hodowlach komérkowych z wykorzystaniem elektrod
weglowych. Prowadzono pomiary w pozywce hodowlanej z wykorzystaniem ponad



11 réznych zwiazkéw o wilasciwosciach przeciwprorostowych, a jako modelowa
warstwe katalizatora wykorzystano syryngladazyng wykazujaca charakterystyczng
liniowa zalezno$¢ maksimum piku redukcji/utlenienia w zaleznosci od pH roztworu
oraz stabilno§¢ w roztworach buforowych. Prowadzone pomiary technikg
woltamperometrii cyklicznej oraz woltamperometrii pulsow réznicowych wykazaty,
ze modyfikacja na bazie krzemianu jest najbardziej skutecznym materiat
przeciwporostowy dla elektrod weglowych w hodowli komoérkowej. Sygnal badanej
warstwy wskaznikowej byl widoczny przez caly czas trwania eksperymentu, a test
AlamarBlue i analiza mikroskopowa nie wykazata znaczacych efektow toksycznych
dla linii komorkowej HeLa.

W drugim etapie pracy prowadzono badania z wykorzystaniem opracowanej matrycy
8-elektrod ztotych wytworzonych w procesie napylania prowadzonego w wysokiej
prozni. W hodowli komoérek linii HepG2 analizowano zmiany stezenia tlenu
i glukozy, a takze impedancji podczas inkubacji z roztworem DMSO oraz
acetaminofenonu. Wyniki testu AlamarBlue po inkubacji z acetaminofenonem
wykazaty znacznie obnizong zywotno$¢ komorek linii HepG2 w poréwnaniu do testu
z wykorzystaniem ptytki 96-dotkowe;.

W trzecim etapie pracy opracowang macierz elektrod wykorzystano w pomiarach
w tréjwymiarowej hodowli komorek linii huCHo oraz HepG2 na rusztowaniach
hydrozelowych w warunkach statycznych. Do enkapsulacji komoérek wykorzystano
pOtsyntetyczny hydrozel GelMa. Przeprowadzono analiz¢ zmiany tlenu oraz
impedancji w hodowli 3D w obnizonych warunkach stezenia tlenu (5% O,) oraz
podczas inkubacji z roztworem acetaminofenonu. Ze wzgledu na znaczna $rednice
wykorzystywanego uktadu pomiarowego oraz $rednice matrycy hydrozelowej,
obserwowano rozpuszczenie matrycy hydrozelu podczas 72h hodowli. W pracy
wskazano potrzebne zmiany w architekturze wykorzystywanego uktadu
pomiarowego, ktore w przysztosci pozwola na dokladniejsza analize parametrow
metabolicznych metodami elektrochemicznymi.

Stowa kluczowe: elektrochemiczne czujniki tlenu, macierze czujnikowe, warstwy
przeciwporostowe, HepG2, hodowle komoérkowe 3D



Abstract

The development of in vitro cell culture methods is one of the most important
achievements of experimental biology in the last century. It allows cells to be isolated
from tissues and cultured under physiological conditions outside the parent organism.
Research conducted to date using cell cultures has led to the discovery of many
cellular mechanisms and has contributed to the testing of new drugs and the
development of many vaccines. Commonly used cell culture methods in biomedical
research do not reflect in vivo conditions, but they do allow for reproducible results at
a relatively low cost.

Currently, one of the biggest challenges is to develop a three-dimensional (3D) cell
culture model that will allow for a more accurate representation of physiological
conditions in vivo. The analysis of cell cultures is primarily based on optical methods,
microscopic analysis of cell morphology, staining, and endpoint tests. An important
aspect is the possibility of using sensors that allow, among other things, the
measurement of extracellular signalling molecules throughout the entire culture. In
recent years, the use of electrochemical methods in cell culture analysis has been
increasing due to the possibility of miniaturization and integration of electrochemical
sensors in microfluidic systems.

This dissertation concerns the use of electrochemical oxygen sensors in the analysis
of metabolic parameters in static cell cultures. An additional topic was anti-fouling
coatings, which enable long-term research in cell cultures while maintaining signal
stability.

In the first stage of the work, an oxygen reduction reaction catalyst was identified that
enabled measurement at low overpotential on various types of electrodes, including
sputtered gold electrodes and 3D printing electrodes. The gold electrodes in the
developed 8-electrode sensor array were characterized by a sensitivity
of 76.8 £ 6.5 nA/% in the low concentration range (2-18% O,).

At the same time, an anti-fouling layer was identified that enabled long-term
measurements in cell cultures using carbon electrodes. Measurements were carried
out in culture medium using more than 11 different compounds with anti-fouling
properties. Syringladazine was used as a model catalyst layer, exhibiting
a characteristic linear dependence of the reduction/oxidation peak potential on the pH
of the solution and stability in buffer solutions. Measurements using cyclic
voltammetry and differential pulse voltammetry showed that silicate-based
modification is the most effective anti-fouling material for carbon electrodes in cell



culture. The signal of the tested indicator layer was visible throughout the experiment,
and AlamarBlue tests and microscopic analysis showed no significant toxic effects on
the HeLa cell line.

In the second stage of the work, experiments were conducted using a developed sensor
array of 8 sputtered gold electrodes. In HepG2 cell culture, changes in oxygen and
glucose concentrations and impedance were analyzed during incubation with DMSO
and acetaminophenone. The results of the AlamarBlue test after incubation with
acetaminophen showed significantly reduced viability of HepG2 cells compared to
the test using a 96-well plate.

In the third stage of the work, the developed sensor arrays were used in measurements
in a three-dimensional culture of huCho and HepG?2 cells on hydrogel scaffolds under
static conditions. A half-synthetic GelMa hydrogel was used for cell encapsulation.
An analysis of oxygen change in 3D culture was performed under reduced oxygen
conditions (5% O,) and during incubation with acetaminophenone. Due to the large
diameter of the measurement system used and the diameter of the hydrogel matrix,
dissolution of the hydrogel matrix was observed during 72 hours of culture. The study
indicated necessary changes in the architecture of the measurement system used,
which will allow for more accurate analysis of metabolic parameters using
electrochemical methods in the future.

Keywords: electrochemical oxygen sensors, sensor arrays, antifouling layers, HepG2,
3D cell cultures



Wykaz uzywanych skrotow:

2D — dwuwymiarowy (ang. two-dimensional)
3D — tréjwymiarowy (ang. three-dimensional)
3R — zasada (ang. Replacement, Reduction, Refinement)

ADME — wchianianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie (ang. adsorption,
distribution, metabolism, excretion)

ATCC — amerykanska kolekcja hodowli komoérkowych (ang. American Type Culture
Collection)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine serum albumine)
CAD - projektowanie wspomagane komputerowo (ang. Computer Aided Design)
CE — przeciwelektroda (ang. counter electrode)

CoTMPP - 5,10,15,20-Tetrakis(4-metoksyfenylo)-2 1H,23H-porfina kobaltu(Il) (ang.
5,10,15,20-Tetrakis(4-methoxyphenyl)-21H,23H-cobalt(Il) porphyrin)

CoTPP - 5,10,15,20-Tetrafenylo-21H,23H- porfina kobaltu(Il) (ang. 5,10,15,20-
Tetrapheny-21H,23H-cobalt(Il) porphyrin)

CTB — Test zywotnosci komorek CellTiter-Blue® (ang. CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay)

CV — woltamperometria cykliczna (ang. Cyclic Voltammetry)
DAPI — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
DCM - dichlorometan (ang. dichloromethane)

DMEM - podstawowe medium do hodowli komérek (ang. dublecco essential medium
eagle)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, (ang. deoxyribonucleic acid)

DoF — stopien funkcjonalizacji (ang. degree of functionalization)

DPV — woltamperometria réznicowa impulsowa (ang. Differential Pulse Voltammetry)
ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

EFPIA — Europejska Federacja Przemystu Farmaceutycznego i Stowarzyszen (ang. The
European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations)

EIS — elektrochemiczna impedancja spektroskopowa (ang. Electrochemical impedance
spectroscopy)

EMA - Europejska Agencja Medyczna (ang. European Medical Agency)
ESCs — komoérki macierzyste (ang. Embryonic stem cells)

EURL ECVAM - Laboratorium referencyjne UE ds. alternatyw dla badan na
zwierzgtach (ang. EU Reference Laboratory for alternatives to animal testing).

FA — FiloAlfa



FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)
FDA — amerykanska agencja Zywnosci i Lekow (ang. US Food and Drug Administration)

FeTMPPCI — chlorek 5,10,15,20-Tetrakis(4-metoksyfenylo)-21H,23H-porfiryny
zelaza(Ill) (ang. 5,10,15,20-Tetrakis(4-methoxyphenyl)-21H,23H-porphyrin iron(Ill)
chloride)

FRET - rezonansowy transfer energii Forstera (ang. Forster Resonance Energy Transfer)
GCE - elektrody z wegla szklistego (ang. glassy carbon electrode)

GDH - dehydrogenaza glukozowa (ang. glucose- 1-dehydrogenase)

GelMa — metakrylan zelatyny (ang. gelatin methacryloyl)

GFP - zielone fluorescencyjne biatko (ang. green fluorescent protein)

hAD-MSC - ludzkie komoérki macierzyste pochodzace z tkanki thuszczowej (ang.
human adipose tissue—derived mesenchymal stem cells)

HEMA — metakrylan hydroksyetylu (ang. hydroxyethyl methacrylate)

HEPES — kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor)

HTS — badanie przesiewowe o wysokiej przepustowosci (ang. High-throughput
screening)

iPSC — indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste (ang. induced pluripotent
stem cells)

ITF — Grupa Zadaniowa ds. Innowacji (ang. Innovation Task Force)
ITO — elektrody na bazie ITO (ang. Indium tin oxide)

LAP — Fosfinian litu i 2,4,6-trimetylobenzoilu (ang. Lithium-Phenyl-2,4,6-
trimethylbenzoylphosphinat)

LIG — elektrody indukowane laserowo (ang. Laser-Induced Graphene electrodes)
LPE — elektrody z grafitu otdéwkowego (ang. lead pencil electrode)
MA - zelatyna metakryloilowa (ang. methacrylic anhydride)

MnTPPCI - chlorek 5,10,15,20-Tetrafenylo-21H,23H-porfiryny manganu(IIl) (ang.
5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23H-manganese(lll) porphyrin chloride)

mRNA — matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

MSC — mezenchymalne komorki macierzyste (ang. Mesenchyma stem cells)
NAM — nowe metodologie (ang. New Approach Methodologies)

OPD - o-fenylenodiamina (ang. o-phenylenediamine)

ORR - reakcja redukcji tlenu (ang. oxygen reduction reaction)

PANI — polianilina (ang. polyanilin)



PBS — buforowana fosforanami sol fizjologiczna (ang. Phosphate-Buffered Saline)
PCL - poli(e-kaprolakton) (ang. poly(e-caprolactone))

PDGF - plytkowy czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factor),

PDLA — kwas poli-D-mlekowy (ang. poly-D-lactic acid)

PDMS - poli(dimetylosiloksan) (ang. polydimethylsiloxane)

PEDOT - poli(3,4-etylenodioksytiofen) (ang. poly(3,4-ethylenedioxythiophene))
PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)

PEGDE - eter diglicydylowy poli(glikolu etylenowego) (ang. Poly(Ethylene Glycol)
Diglycidyl Ether)

PEO - polioksyetylen (ang. polyoxyethylene)
PLLA — kwas poli-L-mlekowy (ang. poly-L-lactic acid)

PLL-PEG - poli(L-lizyna)-g-poli(etyleno glikol) (ang. poly(L-lysine)-g-poly(ethylene
glycol))

PM — Print-me

poliHEMA - poli(2-hydroksyetylmetakrylat) (ang. poly(2-hydroxyethyl methacrylate))
PP — Proto-Pasta

PPy — polipirol (ang. polypyrrole)

PTh — politiofen (ang. polythophene)

PVA — poli(alkohol winylowy) (ang. poly(vinyl alcohol))

PVC - poli(chlorek winylu) (ang. poly(vinylchloride))

PVP - poli(4-winylopirydyna) (ang. poly(4-vinylpyridine))

RE — elektroda odniesienia (ang. reference electrode)

RNA - kwasy rybonukleinowe (ang. ribonucleic acid)

SPE — elektrody drukowane metodg sitodruku (ang. screen printed electrode)

SWV — woltamperometria prostokatna (ang. Square Wave Voltammetry)

TERT - odwrotna transkryptaza telomerazy (ang. telomerase reverse transcriptase)
TGF-b — transformujacy czynnik wzrostu-b (ang. transforming growth factor -beta),

TMA — chlorek trimetoksysililopropylo-N,N,N-trimetyloamoniowy, (ang.
trimethoxysilylpropyl-N, N, N-trimethylammonium chloride)

TMOS — tetrametoksysilan (ang. tetramethoxysilane)

VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor),

WE - elektroda pracujaca (ang. working electrode)
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Wstep

Proces opracowania oraz wprowadzenia nowych lekow na rynek jest dhugi
i niezwykle kosztowny. Trwa on okoto od 7 do 15 lat, a koszty przekraczaja 1 mld
euro. Pierwsze etapy obejmujg badania podstawowe (w tym identyfikacj¢ czasteczki
o potencjale leczniczym), badania przedkliniczne in vitro (z wykorzystaniem
dwuwymiarowych hodowli komorkowych), badania in vivo z wykorzystaniem
zwierzat. Kolejnym krokiem jest ocena aktywnosci i bezpieczenstwa leku u ludzi
w badaniach klinicznych od I do III fazy. W badaniach klinicznych oceniane sa
bezpieczenstwo 1 tolerancja leku, ustalana jest optymalna dawka (faza I/II), oraz
ocenie jest poddawana skuteczno$¢ leku dla danego wskazania. W fazie III
prowadzone s3 badania poréwnawcze celem potwierdzenia skuteczno$ci
i bezpieczenstwa leku na duzej grupie pacjentdéw w porownaniu do standardowych
terapii. Po wprowadzeniu leku na rynek prowadzony jest dodatkowo proces
monitorowania leku pod wzgledem bezpieczenstwa, skutecznosci oraz dziatan
niepozadanych w dlugoterminowym stosowaniu.

A7 30% lekow jest odrzucana na etapie badan klinicznych, ze wzgledu na niedoktadne
odwzorowanie tkanek i narzadoéw in vivo w dwuwymiarowym modelu komorkowym
oraz w modelu zwierzecym. Z tego wzgledu, opracowuje si¢ trojwymiarowe hodowle
komoérkowe, ktore zapewniajaca lepsze zrozumienie ztozonych interakcji miedzy
komoérkami oraz duzo lepiej odwzorowuja warunki in vivo. W przeciwienstwie do
prostych hodowli dwuwymiarowych, umozliwiaja one wzrost komorek
w prawidtowym kierunku o okreslonej polarnosci, a takze wydzielanie czasteczek
sygnatowych 1 okreslonych bialek w normalnych poziomach, tak jak w organizmie
cztowieka.

Obecnie wyrdznia si¢ wiele metod tréjwymiarowych hodowli komorkowych, w tym
hodowli sferoidalnych oraz opartych na rusztowaniach. Hodowle 3D oparte na
rusztowaniach hydrozelowych umozliwiaja jednorodne rozmieszczenie komorek
w calej objetosci hydrozelu, dobrg dyfuzja matych czasteczek i hydrofilowych
czasteczek biologicznych. Ponadto hydrozele sa transparentne, co pozwala na
wykorzystanie technik mikroskopowych podczas hodowli.

Analiza hodowli komoérkowych opiera si¢ przede wszystkim na metodach
optycznych, analizie mikroskopowej morfologii komorek, ich barwieniu i testach
punktu koncowego. Waznym aspektem jest mozliwo$¢ wykorzystania czujnikow
pozwalajacych m.in na pomiar zewnatrzkomorkowych czasteczek sygnatowych
podczas catej hodowli. W ostatnich latach wzrostlo wykorzystanie metod
elektrochemicznych w analizie hodowli komorkowej, ze wzgledu na mozliwosé
miniaturyzacji oraz integracji czujnikow elektrochemicznych w uktadach
mikroprzeptywowych. Ich duza zaletg jest analiza w czasie rzeczywistym. Pomiary
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zmian st¢zenia tlenu i glukozy mogg dostarczy¢ wielu informacji na temat zZywotnos$ci
komorek, ktore moga by¢ wykorzystane w testach cytotoksycznosci podczas
testowania nowych lekow.

Niniejsza praca doktorska porusza tematyke wykorzystania technik
elektrochemicznych w analizie parametrow metabolicznych komorek w hodowlach
komoérkowych in vitro, a w szczegdlnosci zmian stgzenia tlenu. Gléwnym celem pracy
bylo opracowanie macierzy elektrodowej, ktora umozliwitaby jednoczesng analize
stezenia tlenu oraz glukozy w trojwymiarowej hodowli komoérkowej na rusztowaniach
hydrozelowych. Kluczowym aspektem bylo uzyskanie powtarzalnego sygnatu na tych
samych czujnikach tlenu na jednej macierzy. W ramach pracy opracowano rowniez
warstwe przeciwporostowa powierzchni elektrod, pozwalajaca na dlugoterminowe
pomiary w pozywce hodowlane;j.

Praca doktorska sktada si¢ z sze$ciu rozdzialow. Rozdziat pierwszy jest rozdziatem
teoretycznym, w ktorym opisywane sa metody hodowli komoérkowych — réznice
pomiedzy dwuwymiarowg oraz trojwymiarowa hodowla komorkowa, metody
hodowli sferoidalnych oraz opartych na rusztowaniach, metody analizy hodowli
komoérkowej, a takze wykorzystywane metody badawcze.

Kolejne rozdziaty przedstawiaja wyniki badan wiasnych. Rozdziat drugi opisuje
wplyw polimerow przewodzacych oraz makrocyklicznych zwiazkéw metali
przejsciowych na przesunigcie potencjatu poczatku fali katalitycznej w procesie
redukcji tlenu na komercyjnych elektrodach ztotych, -elektrodach ztotych
wytworzonych metoda napylania w wysokiej prozni oraz elektrodach wytworzonych
metoda druku 3D. Przedstawiona jest rowniez charakterystyka elektrod LIG oraz
proby wytworzenia elektrod metoda fotolitografii.

Rozdzial trzeci przedstawia badania nad warstwami przeciwporostowymi. Opisane s3
badania 11 wybranych materiatow o wilasciwosciach przeciwporostowych oraz
wpltyw pozywki hodowlanej na ich stabilno§¢. W dalszej czesci rozdzialu
przedstawiony jest wplyw srodowiska hodowli komoérkowej komorek linii HeLa na
warstwy TMOS, PLLA oraz PLL-PEG. Opisane wyniki zostaly opublikowane
publikacjinr 1.

Rozdzial czwarty opisuje badania z wykorzystaniem elektrod zlotych napylanych
metodg w wysokiej prézni w dwuwymiarowych hodowlach komoérkowych.
Przedstawiono wyniki dotyczace pomiardéw analizy st¢zenia tlenu, glukozy oraz
adhezji komoérek do podioza prowadzonych w hodowli komorek linii HepG2 —
w warunkach kontrolnych (18% O,), w warunkach obnizonego stgzenia tlenu (5%
0,), a nastgpnie podczas inkubacji z roztworem DMSO oraz acetaminofenonu.
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Rozdziatl pigty opisuje badania z wykorzystaniem syntetycznego hydrozelu GelMa.
Pierwsza cze$¢ rozdziatu jest poswigcona ocenie wpltywu inkubacji acetaminofenonu
na komorki linii HepG2 enkapsulowane w hydrozelu GelMa z wykorzystaniem
analizy mikroskopowej, barwienia roznicowego i testu cytotoksycznosci. W drugiej
czesci przedstawione sa pomiary elektrochemiczne redukcji tlenu w hodowli 3D
w obnizonych warunkach stgzenia tlenu (5% O,) oraz podczas inkubacji z roztworem
acetaminofenonu.

Ostatni rozdzial jest rozdziatem podsumowujacym. Przedstawione sa w nim
najwazniejsze wnioski oraz propozycje dotyczace zmiany w architekturze
wykorzystywanego uktadu pomiarowego.

Niniejsza praca doktorska powstata w ramach projektu NCBiR LIDER/38/01381/L-
9/17/NCBR/2018 ,, Trojwymiarowe podioza ze zintegrowanym multielektrodowym
uktadem pomiarowym do zastosowan w hodowlach komorkowych i farmacji”.

Prace badawcze opisane w rozdziale 5 oraz niektore eksperymenty z rozdziatu 4
zostaly wykonane podczas stazu badawczego na Uniwersytecie Leibniz w Hanowerze
w Niemczech w Instytucie Chemii Technicznej w grupie badawczej Dr Antoniny
Lavrentievy. Wyjazd odbyt si¢ w ramach programu Erasmus+.

W trakcie studiow odbyl si¢ rowniez staz badawczy na Uniwersytecie Presbiteriana
Mackenzie w Sdo Paulo, w grupie Dr Cecilii de Carvalho Castro e Silva w ramach
programu STER Umiedzynarodowianie Szkot Doktorskich NAWA. W ramach stazu
wykonano elektrody LIG, opisane w rozdziale 2.

POLISH NATIONAL AGENCY
FOR ACADEMIC EXCHANGE

Narodowe Centrum \
Badan i Rozwoju
Erasmus+
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1. Wykorzystanie hodowli komérkowych w badaniach
naukowych

1.1. Wprowadzenie

Opracowanie metod hodowli komérkowej in vitro stanowi jedno z najwazniejszych
osiggnig¢ biologii eksperymentalnej poprzedniego stulecia. Pozwala ona na
wyizolowanie komorek z tkanek zwierzgcych lub roslinnych oraz ich namnozenie
i hodowle w warunkach fizjologicznych poza organizmem macierzystym!'.
Wyizolowane komoérki hodowane sag w pozywkach hodowlanych (ang. cell culture
medium), ktore zawieraja sktadniki odzywcze, hormony oraz czynniki wzrostu
niezbedne do ich prawidlowego wzrostul®. Wiekszo$¢ komorek tworzy kultury
adherentne, ktore rosng w postaci monowarstwy (struktura ptaska, dwu-wymiarowa),
na plaskiej powierzchni butelki hodowlanej, ktora zapewnia mechaniczne wsparcie
dla wzrostu komorek. Pozostate komorki np. komorki krwiotworcze szpiku rosna
w postaci wolnej w zawiesinie.

Poczatki hodowli komorkowych siegajg konca XIX wieku, kiedy zostaty podjete
pierwsze proby wyizolowania komoérek z tkanek czy umieszczenia ich catych
fragmentéw w naturalnych pozywkach, takich jak osocze lub limfa®*. Jednym
z przetomowych wydarzen byto wyizolowanie tkanki embrionalnej zaby w 1907 roku
przez Rossa Granville'a Harrisonal®, z ktorej mogly wytworzy¢ sie wtdkna nerwowe
(np. rdzen) oraz jednoczesna obserwacja powstawania i rozwoju tej tkanki nerwowej
poza macierzystym organizmem!®., Innym waznym zdarzeniem byla mozliwo$é
kilkudniowej hodowli embrionu kurczecia w ogrzewanym roztworze soli
fizjologicznej przez Wilhelma Roux!”.

Oba te wydarzenia stanowity poczatek wykorzystania badan in vitro w badaniach
biologicznych, szczegélnie wirusologii. Mozliwo$¢ hodowli komorek poza
organizmem zywym miata kluczowe znaczenie nie tylko w rozwoju szczepionek
i lekoéw, ale takze w zrozumieniu procesow biochemicznych w ludzkim organizmie.
Opracowanie odpowiednich pozywek hodowlanych!?!, zastosowanie odpowiednich
warunkéw do hodowli takich jak temperatura, pH czy stala zawarto$¢ CO;
w atmosferze, tak aby warunki hodowli byty jak najbardziej zblizone do warunkow
fizjologicznych; sterylno§¢ pracy oraz wykorzystanie odpowiednich naczyn
hodowlanych®®, przyczynily sie do ograniczenia zakazen oraz do wydtuzenia zycia
otrzymanych linii komorkowych.
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Przetomowym momentem w rozwoju technik hodowli komérkowej byto pobranie
komorek nowotworowych od pacjentki chorej na nowotwor szyjki macicy — Henrietty
Lacks?!. Wyizolowane komorki okazaty si¢ doskonatym narzedziem badawczym,
bowiem w przeciwienstwie do innych komorek, wyrdzniaty si¢ szybkim tempem
wzrostu, nieskonczong liczba podziatéw oraz tatwa adaptacja do warunkéw hodowli.
Umozliwily one ogromny postep w badaniach biomedycznych bez ciaglej
koniecznosci izolacji nowych komoérek z tkanek, uzyskujac wysoka zywotno$¢
komoérek w hodowli przy braku zmienno$ci genotypowego i fenotypowego materiatu

badawczego pomiedzy eksperymentamil'-1,

W przeciwienstwie do komorek nowotworowych, komorki pierwotne bezposrednio
izolowane z zywej tkanki sa bardziej reprezentatywnym modelem warunkéw in vivo.
Zachowuja one fenotypowa niezmienno$¢, funkcje oraz markery komorkowe przez
kilka pierwszych tygodnil’!®. Chociaz koszty badan z udzialem komorek
pierwotnych sa znacznie wyzsze w porownaniu do badan z komodrkami
nowotworowymi, to otrzymane wyniki sa zdecydowanie bardziej zblizone do
warunkow in vivo. Istotng wada komorek pierwotnych jest ich ograniczony potencjat
wzrostu i odmienne zachowanie w stosunku do tych samych bodzcoéw (np. cytokin
prozapalnych).

W ludzkich komorkach somatycznych, po kazdym cyklu komorkowym fragment
chromosomu znajdujacy si¢ na jego koncu (telomer), ktéry chroni chromosomy przed
degradacja Iub zapobiega aberracjom chromosomowym, ulega skrdceniu w wyniku

problemu replikacji koncal''l.

Niedostateczna ekspresja telomerazy, enzymu
odpowiadajacego za odbudoweg telomerow, powoduje ich skrocenie z kazdym
podziatem komoérkowym. Gdy telomer osiggnie pewng ograniczong dlugos¢, zwang
»limitem Hayflicka” nastgpuje zahamowanie proliferacji i rozpoczyna si¢ mechanizm
apoptozy komorkowej!'?. Komorki nowotworowe charakteryzujg si¢ wysoka
aktywnos$cia telomerazy, ktora aktywnie dobudowuje skracany telomer.

W efekcie komorki nowotworowe nabywaja ceche niesmiertelnosci.

Unie$miertelnienie komoérek prowadzi do uzyskania tzw. stalej linii komorkowe,
ktora zapewnia niezmienno$¢ genotypowa oraz fenotypowsg materiatu badawczego.
Mozna ja uzyska¢ w sposob sztuczny oraz indukowany poprzez wymuszenie ekspresji
odwrotnej transkryptazy telomerazy (TERT ang. telomerase reverse transcriptase)'’!
lub nadmierna ekspresje wirusowych onkogendéw w celu zaktocenia kontroli cyklu
komorkowegol'¥l,  Transfekcja, czyli wprowadzenie onkogennych wirusow do
komorek moze by¢ przeprowadzona na kilka sposobow takich jak: fuzja komorek,
mikroiniekcja DNA/RNA, wprowadzenie wektoréow  retrowirusami lub
adenowirusami, elektroporacja, enkapsulacja DNA w liposomach lub metodami
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precypitacji fosforanem wapnia lub fosforanem strontu!!'. Unie$miertelnienie
komorek mozna uzyskac¢ rowniez z wykorzystaniem czynnikow kancerogennych oraz

na drodze napromieniowanial!'®l.

Kolejnym znaczacym wkladem w rozw6j nauk biologicznych bylo uzyskanie
w 1975 roku hybrydowych linii komérkowych, ktére wytwarzaly przeciwciala.
W kolejnych latach uzyskano komorki macierzyste pochodzace z zarodkéw mysich
(1981), oraz ludzkich (ang. Embryonic stem cells, ESC) w 1998 rokul'’l. Obecnie
komorki macierzyste sg szeroko wykorzystywane w modelowaniu chorob, badaniach
przesiewowych lekow oraz w terapii komorkami macierzystymi. Pod wyptywem
odpowiednich czynnikow mogg si¢ roéznicowacé si¢ we wszystkie znane tkanki.
W 2006 r. Shinya Yamanaka opracowal nowa technologi¢ tworzac ,,indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste” (iPSC, ang. induced pluripotent stem cells).
Po wprowadzeniu odpowiednich genow do komoérek somatycznych, nastepuje ich
przeprogramowanie do stanu pierwotnego, a nastepnie przeksztalcenie si¢ w komorki
pluripotencjalne. Zaréwno iPSC mysie, jak i ludzkie maja zdolno$¢ roznicowania si¢
do wielu typow komorek we wszystkie tkanki procz trofoblastul'®!. Obecnie coraz
czesciej wykorzystuje si¢ komorki krwi, zamiast komorek somatycznych.

1.2. Porownanie hodowli dwuwymiarowych i trojwymiarowych modeli
komorkowych in vitro

Dwuwymiarowe hodowle komoérkowe (2D) sa dobrze poznane, a ze wzgledu na
niskie koszty hodowli, prostot¢ prowadzenia badan, wysoka powtarzalno$¢ wynikow
oraz tatwo$¢ monitorowania zywotno$ci i morfologii komoérek s3 powszechnie
wykorzystywane w rutynowych testach. Niestety jest to uproszczony model
komoérkowy, ktory niedoktadnie odwzorowuje warunki in vivo. W organizmach
wielokomorkowych ~ komoérki  oddziatuja ze  sobg  poprzez — macierz
zewnatrzkomorkowa (ECM, ang. Extracellular matrix), ktéra sktada sie¢ m.in. z biatek
adhezyjnych, proteoglikanow, kolagenéw zewnatrzkomérkowych oraz czynnikow
wzrostu, cytokin i chemokin (Rysunek 1.1.). Po izolacji komorek, te naturalne
struktury tkanek sg tracone, co moze mie¢ istotny wptyw na interakcje komorka-
komorka i komorka-macierz!'® 2, odpowiedzialne za wiele funkcji komérkowych
m.in. proliferacje¢ i réznicowanie komorek, ekspresje genow i biatek, reakcje na

bodzce czy metabolizm lekow!?226],
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A Hodowla 2D B Hodowla 3D

@ Proliferative cells

Quiescent cells

Hypoxic cells

—— Extracellular matrix ECM

Rysunek 1.1. Schematyczne przedstawienie poréwnania hodowli w monowarstwie (2D) oraz
trojwymiarowej hodowli komoérkowej. Rysunek wykonano na podstawie: 27,

Proces izolacji komorek z tkanki wigze si¢ ze zmiang warunkow fizycznych
i chemicznych otoczenia, a co za tym idzie nieprawidtowym odbiorem bodzcow
mechanicznych?®?), poniewaz komorki nie znajdujg sie¢ juz w naturalnym
srodowisku 3D. Tracg one swojg polarno$¢ i zréznicowany fenotyp?®!. Komorki
adherentne maja zdolno$¢ do przeksztatcania sit mechanicznych swojego otoczenia
w sygnaly biochemiczne poprzez transdukcje mechaniczng”. W hodowli 2D
komorki nienowotworowe wykrywaja sztywno$¢ podtoza, prowadzac do przebudowy
cytoszkieletu i przyjecia sptaszczonej morfologii na powierzchniach ptaskich®!,
podczas gdy w warunkach in vivo proces migracji jest zalezny od mechanicznych
i sterycznych wlasciwosci matrycy. W hodowli 2D gldéwnie jest ona zalezna od bialek
adhezyjnych (integryny)?*). Wyraznie jest to widoczne na przyktadzie hodowli
fibroblastow, ktore roznig si¢ rozmieszczeniem bialek adhezyjnych w hodowli 2D

i 3D, co skutkuje przyjeciem réznych ksztattow na podiozu 2DB%33,

Zmiany
wewnagtrz komorki zachodza réwniez na poziomie molekularnym, co mozna
zaobserwowa¢ w zmianach splicingu mRNA, poziomach ekspresji bialek i genow,
topologii i biochemii komorek**37!, Zmiana morfologii komoérek indukuje zmiany nie
tylko w organizacji struktur wewnatrz komorek, ale takze w wielu funkcjach

komorek, wydzielaniu i sygnalizacjil®®*%,
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Zmiany w roznicowaniu komorek in vitro mozna zaobserwowaé na przyktadzie
komorek macierzystych w hodowlach trojwymiarowych. Mezenchymalne komorki
macierzyste (MSC, ang. Mesenchyma stem cells) hodowane w sferoidach
(trojwymiarowych  strukturach komorkowych) wykazuja znaczne rdznice
w morfologii i ekspresji genow w porownaniu do MSC w hodowli 2D. MSC czesto
zmniejszaja swoja zdolno$¢ replikacyjna podczas hodowli 2D, co uniemozliwia ich
wykorzystanie w badaniach*”, Podobnie wykazano wazng role osteocytow,
dojrzatych komorek tkanki kostnej, w przerzutach do kosci i zastosowaniach
inzynierii tkankowej, obserwujac mechanizmy réznicowania ludzkich osteoblastow
(komorek kosciotworczych) w osteocyty w hodowli 3D,

Hodowle 3D umozliwiaja zachowanie odpowiedniej polarnosci komorek. Ich
polaryzacja in vivo zalezy zardwno od typu komorki, jak i otaczajacego
mikrosrodowiska. Komorki nablonkowe sg spolaryzowane i charakteryzuja si¢
powierzchnig szczytowa, ktora jest zwrdcona w strong¢ ptyndéw ustrojowych lub
$wiatla narzadu i powierzchnig podstawng skierowana zazwyczaj w strong tkanki
tacznej. Powierzchnia podstawna jest polozona na btonie podstawnej, zbudowanej
z kolagenu typu IV, W przypadku hodowli 2D polaryzacja komorek nabtonkowych
zostaje utracona, natomiast hodowla 3D pozwala na ponowne jej odtworzenie!*],
Zupehie inaczej jest w przypadku fibroblastow, ktére w hodowli 2D przyjmuja tzw.
gorng (grzbietowa) i dolng (brzuszng) powierzchni¢. Po ponownym umieszczeniu
w mezenchymalnej matrycy 3D fibroblasty tracg sztuczna polaryzacje grzbietowo-
boczng i odzyskujg swoja morfologie in vivol*+*),

Wzrost komoérek w monowarstwie powoduje identyczna ekspozycje wszystkich
komorek na te sama ilo$¢ czynnikow wzrostu i sktadnikow odzywczych z pozywki.
Natomiast w warunkach in vivo w przypadku komoérek nowotworowych ich
dostepnos¢ jest bardziej zroznicowana ze wzgledu na naturalng architekture masy
guzal??, Istotnym czynnikiem jest rowniez dostep do tlenu. W przypadku warunkow
in vivo czesto panuja warunki niedotlenienia, lub dostgpnosc¢ tlenu jest ograniczona,
a w warunkach in vitro dostep do tlenu jest nieograniczony“®*”). W hodowli 2D
wigkszos$¢ komorek znajduje si¢ na tym samym etapie rozwoju, w przeciwienstwie do

warunkow in vivol?34849],

Obecnos¢ ECM moze rowniez wpltywaé na odpowiedz komorkowa podczas badania
aktywnosci lekow, powodujac wzrost opornosci komorek na badane zwiazki lub
wzmacniajac ich skuteczno$¢ll.

w hodowlach 2D skutkuje ich zmniejszong opornoscig na lekit

Bezposrednia ekspozycja komorek na leki
4951521 4 ponadto moze
indukowa¢ przedwczesna apoptozel®®. Leki cytostatyczne, takie jak cisplatyna,
doksorubicyna i 5-fluorouracyl, = wykazuja  réznice w  aktywnosci
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przeciwnowotworowej w hodowli sferoidalnej (3D), jak i w monowarstwie!?, Moze
mie¢ na to wplyw kilka czynnikow, takich jak geometria systemu, w tym
niewystarczajgca dystrybucja lekow w obrebie sferoidul®], niedotleniony rdzen
w jego wnetrzu®# lub indukowanie wydzielania czynnika wzrostul®). Zréznicowane
rozmieszczenie receptorow na powierzchni komoérek w systemach 2D i 3D wptywa
na skuteczno$¢ ich wigzania z lekiem®”, W Tabeli 1.1. przedstawiono najwazniejsze
r6znice pomigdzy hodowla 2D i 3D.

Tabela 1.1. Poréwnanie hodowli dwuwymiarowych i tréjwymiarowych modeli
komoérkowych

Typ Hodowli: 2D 3D Odniesienia:
Tanie, komercyjnie Czasochtonne, indywidualnie ~ [20]
Koszty dostepne butelki zaprojektowana architektura
prowadzenia i plytki hodowlane, uktadu zwigksza koszty, brak
hodowli pozywki i testy standardowych testow
komorkowe
., Niewielkie, Hodowle 3D doktadniej [20,21]
Podobienstwo . . . . .
.. niezachowane nasladuja tkanki i narzady in
do warunkow in .
) naturalne struktury Vivo
e tkanek
Interakcije Brak petnej interakcji Przywrocenie interakcji [19,20,22,28]
komodrkowe komorka-komorka komoérka-komorka
odpowiedzialne i komorka-macierz i komoérka-macierz
za wiele funkcji zewnatrzkomorkowa. zewnatrzkomoérkowa
komorkowych
- Nieograniczony - Mozliwa obecno$¢ gradientu [28,46-49]
sktadnikéw odzywczych
- Taka sama ilo$¢ - Zréznicowany dostegp do
sktadnikow tlenu, sktadnikow
odzywczych odzywczych, metabolitow
i czynnikow wzrostu i czgsteczek sygnalizacyjnych
Dostep do dla wszystkich
pozywki i tlenu komorek.

- Zwigkszone - Rdzne etapy cyklu
prawdopodobienstwo  komoérkowego (np.
, ze wigcej komorek  nekrotyczny, proliferacyjny)
jest na tym samym
etapie cyklu
komoérkowego.
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Komorki sptaszczone,  Zachowany fenotyp, polarnos¢  [22.31,43-

wydtuzone, brak i morfologia - zblizone do 4]
Charakterystyka  zréznicowanego warunkow in vivo
komorek fenotypu, odmienna
polaryzacja niz
warunkach in vivo
Stabe roéznicowanie Wystepuie h . L, [40.41]
MSC ystepuje heterogenicznosc¢
Zmiany w splicingu Podobna ekspresja genow, — [32-35]
Mechanizmy @RNA, eksl,aresji sPlicing, .topologia i .
molekularmne biatek i .ge.n(?w, ) blochemla.kon.lorek jak w
topologii i biochemii modelach in vivo
komorek
Komorki majg wigksza [28,49-52]
Niewielka opornos¢ na  oporno$¢ na leczenie
Dziatanie lekow  leki, farmakologiczne,
na komorki Mozliwa indukcja Doktadniejsze
wczesnej apoptozy odwzorowanie dziatania

leku

1.3. Metody otrzymywania trojwymiarowych hodowli komérkowych

Ze wzgledu na niedoktadne odwzorowanie fizjologicznych warunkéw przez
dwuwymiarowe hodowle komoérkowe, w badaniach nad opracowaniem nowych
srodkow leczniczych lub szczepionek wykorzystuje si¢ czgsto model zwierzecy. Jest
on szczego6lnie przydatny podczas analizy farmakokinetycznej, czyli wyznaczenia
drogi substancji leczniczej w organizmie. Jest on przedstawiany za pomocg akronimu
ADME (ang. adsorption, distribution, metabolism, excretion) czyli wchlanianie,
dystrybucja, metabolizm oraz wydalanie).

Badania z udziatem zwierzat od lat sg przedmiotem krytyki, glownie ze wzgledow
etycznych, ale rowniez na niedoktadne odwzorowanie fizjologii cztowieka. Z tego
wzgledu od lat prowadzone sa badania nad opracowaniem tréjwymiarowego (3D)
modelu hodowli komoérkowej, ktory jak wykazano doktadniej odzwierciedla warunki
in vivo. Opracowano wiele modeli tréjwymiarowych hodowli komoérkowych, w tym
sferoidy (ang. spheroids), ko-kultury (model ztozony z co najmniej dwdch rodzajow
komorek), kultury 3D na podlozu hydrozelowym lub polimerowym, uktady

w mikroprzeptywie, organoidy i systemy organ-on-a-chip®*>",
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1.3.1. Metody oparte na naturalnych wlasciwosciach komorek do agregacji -
sferoidy

Jednym z najbardziej powszechnych modelowych uktadéw 3D sa sferoidy czyli
sferyczne agregaty komorkowe. Sg to samoorganizujace si¢ skupiska komorek, ktore
tworzg si¢ w warunkach uniemozliwiajacych przyleganie komorek do podtozal®”.
Podstawowa rolg w tworzeniu sferoidow odgrywaja wlasciwosci adhezyjne komorek
i bialek cytoszkieletu, ktore sa odpowiedzialne za integralno$¢ mechaniczng poprzez
generowanie naprezen mechanicznych w agregacie. W wielu badaniach sferoidy sa
traktowane jako tkanka unienaczyniona, w ktorej nieefektywny transport dyfuzyjny
tlenu i matych czasteczek prowadzi do niedoboru skladnikéw odzywczych
i akumulacji metabolitow w ich centralnej czgsci. Sferyczna geometria hodowli
stanowi doskonaty model dla dynamicznych proceséw zachodzacych w guzach
litychP®®), szczegdlnie pozbawionych naczyn krwiono$nych. Sferoidy komorek
nowotworowych sag dobrym modelem do badania procesu angiogenezy zachodzacej
w poczatkowo unienaczynionej tkance oraz do uzyskiwania kultur nasladujacych
guzy in vivo pod wzgledem heterogenicznosci komoérkowej ze wzgledu na
wykorzystanie réznych populacji komorek do tworzenia sferoidéw, takich jak
komoérki nowotworowe 1 fibroblasty, monocyty lub komorki $rédbtonka.
W poréwnaniu do kultur dwuwymiarowych, sferoidy charakteryzuja si¢ zwickszong
odpornoscig na chemio- i radioterapiel®”).

Istnieje kilka metod uzyskiwania hodowli sferoidalnych (Rysunek 1.2.), w tym
metoda wiszace] kropli (ang. hanging drop), hodowle rotacyjne, w butelce
z mieszadlem lub w butelce obracajacej si¢ rotacyjne wokot osi poziomej; hodowla
na podtozu nieadhezyjnym (ang. Liquid overlay) takim jak agar, agaroza lub niektore
syntetyczne polimery (np. poly-HEMA), dodatek nanowtokien polimerowych oraz
zawieszenie komorek w zelach biatkowych lub peptydowychl®”),

26



Metoda wiszjcej kropli Hodowla na podtozu nieadhezyjnym
(a) qce) P! (b) P Zyjny!

2l © OO
Metody
statyczne

(c) Hodowla na podtozach z mikrowzorami

Agar > > >

(d) Hodowle rotacyjne (e) Uktady mikroprzeptywowe
Metody [e—
dynamiczne - )

Rysunek 1.2. Metody hodowli sferoidalnych — metoda wiszacej kropli (A), hodowla na
podtozu nieadhezyjnym (B), hodowla na podtozach z mikrowzorami (C), hodowle rotacyjne
(D) oraz w uktadach mikroprzeptywowych. Rysunek wykonano na podstawie: [°],

Jedna z najczesciej uzywanych metod jest metoda wiszacej kropli, ktora pozwala na
uzyskanie dobrze kontrolowanej wielkoSci sferoidow 1 ko-kultur réznych
komorek3%7. Cho¢ nie wymaga ona specjalistycznego sprzetu, jest metoda
czasochtonng i nie pozwala na uzyskanie sferoidéw na duza skale. Metoda ta pozwala
jedynie na uzyskanie sferycznej geometrii hodowli i prowadzi do powstania
srodowiska o wysokiej sile §cinajacej. Hodowle tworzy si¢ poprzez umieszczenie
kropli zawiesiny komorek wewnatrz sterylnej powierzchni pokrywy szalki
hodowlanej lub ptytki wielodotkowej. Po odwrdceniu ptytki krople sg utrzymywane
razem przez napiecie powierzchniowe, a komorki sa skoncentrowane na dnie kropli
poprzez sity grawitacji®. Obecnie coraz cze$ciej wykorzystywane sg komercyjnie
dostepne plytki m.in. plytki wiszace Perfecta3D®, systemy wiszgcej kropli
GravityPLUS™ lub wiszace plytki SPL3D™. Umozliwiajg one hodowlg sferoidow
metodg wiszacej kropli na wickszg skale o duzej powtarzalnosci. Odpowiednio
zaprojektowany ksztatt plytki pozwala na stabilng hodowle sferoidow i minimalizuje
parowaniel®®). Inng mozliwo$cig sg 96-dotkowe okragtodenne mikroptytki, ktore
pozwalaja na kontrolowanie rozmiarow sferoidu, utrzymujac go na dnie dotka.
Utatwia to wymiang pozywki, bez uszkodzenia kultury.

Atrakcyjng metoda rowniez wydaje si¢ metoda hodowli na podtozu nieadhezyjnym,
ze wzgledu na niskokosztowos¢ metody, latwo$§¢ w uzyciu oraz mozliwosé
sterylizacji w autoklawie. Niestety hodowle z wykorzystaniem agaru czy agarozy
moga by¢ wykorzystane tylko przez kilka dnil®®!. Znacznie lepszym odpowiednikiem
sa syntetyczne polimery (np. poly-HEMA), ktére cho¢ wymagaja dlugiego
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przygotowania, umozliwiajg dlugoterminowg hodowlel?'"), Dostepne sg rowniez
komercyjne uktady do hodowli na nieadhezyjnych podtozach m.in. mikroptytki
Nunclon™ Sphera™ z dnem w ksztalcie litery U, mikroptytki sferoidalne Corning®
lub ptytki dotkowe Biofloat™.

Hodowla rotacyjne w bioreaktorach pozwalaja na uzyskanie sferoidow na wigksza
skale, jednak czas takiej hodowli jest bardzo diugi. Dodatkowo niemozliwa jest
precyzyjna kontrola wielkosci i ksztattu sferoidu, a komorki wrazliwe na napr¢zenia
$cinajace nie mogg by¢ wykorzystywane.

1.3.2. Metody oparte na rusztowaniach

Metody hodowli sferoidéw opieraja si¢ na samoagregacji komorek i nie sg dodatkowo
wzbogacane w macierz zewnatrzkomorkowa (ECM), zauwazono jednak, ze czes$¢
komorek wydziela biatka ECM!®Y, umozliwiajac naturalne interakcje komorka-ECM.
Brak macierzy zewnatrzkomoérkowej moze negatywnie wpltywac na wzrost komorek,
prowadzac czesto do apoptozy. Przykladem sa fibroblasty, ktoére wykazuja
ograniczony wzrost w hodowlach bez ECM!®?, Regulacja proliferacji, roznicowania,
sygnalizacji komorkowej i1 organizacji cytoszkieletu jest wynikiem dynamicznych
zmian sktadnikow ECM zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i podczas stanow
chorobowychl*6364  Szczegblnie wazne sg glikoproteiny, czynniki wzrostu
wydzielane przez ECM (np, transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-b, ang.
transforming growth factor -beta), czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF
ang. platelet derived growth factor), czynnik wzrostu hepatocytow (HGF, ang.
hepatocyte growth factor), enzymy proteolityczne i inhibitory proteaz!*’!. Obecno$é
ECM jest szczegOlnie wazna w modelu chorob nowotworowych in vitrol®-%%. Moze
znaczaco wplyna¢ na odpowiedz komorek po podaniu lekow np. zwigkszajac ich
skuteczno$¢, zmieniajgc mechanizm dziatania lub powodujac oporno$¢l®”#81, Adhezja
mi¢dzy komodrkami a biatkami ECM, w ktorej posredniczy glownie system
receptorow transblonowych integryn, jest waznym czynnikiem modulujacym
odpowiedz na chemioterapeutyki i terapie celowane w onkologii lub na inne podejscia
terapeutyczne, takie jak immunoterapia, radioterapia lub radiochemioterapial®’.
Waznym aspektem ECM jest rowniez regulacja przestrzennego rozmieszczenia
sktadnikow odzywczych, gazow (takich jak tlen i tlenek azotu) oraz rozpuszczalnych
czgsteczek efektorowych. Odpowiednie gradienty sg niezbedne do regulacji
podstawowych procesow komorkowych?4!,

Wprowadzenie macierzy zewnatrzkomorkowej do modelu hodowli kultur 3D
rozszerza mozliwosci tworzenia bardziej fizjologicznych warunkéw. Zastosowanie
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réznych biomateriatdow, zarowno pochodzenia naturalnego, jak i syntetycznego,
zapewnia mechaniczne wsparcie dla komorek i przyczynia si¢ do ich wzrostu, adhezji
i migracji we wszystkich kierunkach*’l. Macierz zewnatrzkomoérkowa ma inny sktad
biatlek w zalezno$ci od rodzaju tkanki®*7 Syntetyczne biomaterialy mogg by¢
wzbogacone w czynniki wzrostu lub biologicznie aktywne czasteczki, ktore
zwiekszajg proliferacje komorek lub promujg okreslony fenotyp komorek!®!,

Rusztowania czyli tzw. scaffoldy (ang. scaffolds), sa to fizyczne, trojwymiarowe
podtoza do hodowli komorek, imitujace naturalne srodowisko tkanki w organizmie.
Pochodzace z naturalnych zrodet w szczego6lnosci kolagen typu I oraz typu IV, zele
fibrynowe, kwas hialuronowy lub stromalny ECM*¥, s zwykle pierwszym wyborem
jako matryca 3D. Maja naturalnie wystepujace ligandy adhezyjne i s3 tatwo
przemodelowywane przez komorki, by nada¢ im odpowiednig strukture i wlasciwosci
mechaniczne. Zastosowanie naturalnych biomaterialow jest ograniczone ze wzgledu
utrudniona modyfikacje ich struktury. Przyktadem moze by¢ kolagen, dla ktorego
niemozliwa jest zmiana sztywno$ci bez jednoczesnej zmiany porowato$ci
i wprowadzenia dodatkowych ligandow adhezyjnych. Dodatkowo naturalne polimery
charakteryzuja si¢ czesto staba wytrzymatoscig mechaniczna, a takze sa wrazliwe na
dziatanie zmiennego pH i podwyzszonej temperatury!’!,

Biomateriaty syntetyczne pozwalaja na precyzyjng kontrole réznych wilasciwosci
materialu takich jak rozmiar i rozmieszczenie poréw, geometria, wiasciwos$ci
mechaniczne (wytrzymato§¢ na rozcigganie, modut sprezysto$ci), mozliwosé
wbudowania ligandow stymulujacych komorki i biatka ECM. Szeroki wybor
biomaterialdéw pozwala dobranie odpowiedniego materialu pod katem modelu
i funkcji tkanek. Biomateriaty powinny by¢ biokompatybilne i charakteryzowacé si¢
odpowiednig biodegradowalnos$cia. Jako sztuczne rusztowania sg przede wszystkim
stosowane polimery (np. hydrozele, PEG), materialy ceramiczne (np. bioaktywne
szkta) lub tytan. Niestety ich nienaturalny charakter moze powodowac¢ niechciane
oddziatywania miedzy komorkami a biomateriatamil’?, a takze wydzielanie wlasnych
biatek ECM, co moze doprowadzi¢ do zmiany fenotypu komorek!”3],

Hydrozele sg szeroko stosowane jako rusztowania dla kultur komérkowych 3D, ze
wzgledu na podobne wilasciwosci do natywnego ECMI®. Sg to uktady koloidowe,
ktore sktadaja si¢ z wysokouwodnionych hydrofilowych polimeréw naturalnych (np.
kolagen, kwas hialuronowy, fibrynogen, alginiany) lub syntetycznych (np. alkohol

74731 - Otrzymywanie hydrozeli

poliwinylowy (PVA), glikol polietylenowy (PEG)!
nastgpuje poprzez wymieszanie zawiesiny komorkowej z prekursorem hydrozelu,
a nastepnie ekspozycje na rozne czynniki zewnetrzne takich jak promieniowanie UV,

okreSlona temperatura czy obecno$¢ czynnikow  sieciujgcych!’®.  Zaletg
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wykorzystania hydrozeli jest ich przejrzystos¢, umozliwiajagca obserwacje rosngcych
w nich komorek, jednorodne rozmieszczenie komorek w catej objetosci hydrozelul™
oraz dobra dyfuzja matych czasteczek i hydrofilowych czgsteczek biologicznych!””,
Glownym ograniczeniem w stosowaniu hydrozeli na bazie naturalnych biomateriatlow
jest ich zréznicowanie miedzy partiami oraz ograniczona mozliwo$¢ kontroli
wlasciwosci biofizycznych. Wykorzystanie syntetycznych hydrozeli umozliwia
modulacje wlasciwosci biofizycznych na przyktad takich jak sztywnos¢ hydrozelu,
jednak nie oddajg one ztozonej struktury ECMU®1,

Rusztowania mozna réwniez uzyska¢ metodg tzw. prefabrykacji lub modutéw (ang.
prefabricated scaffolds) z wykorzystaniem biodruku 3D (ang. bioprinting),
stereolitografii, separacji faz polimeru, liofilizacji, spieniania gazu (ang. gas
Jfoaming)!™). Szczegodlnie czesto wykorzystywang metodg jest metoda biodruku 3D,
ktora tworzy zywa tkanke przy uzyciu technologii addytywnej (druku
przestrzennego). Druk 3D moze przeksztalci¢ modele 3D stworzone przy uzyciu
projektowania wspomaganego komputerowo (CAD, ang. Computer Aided Design)
w obiekty fizyczne poprzez osadzanie hydrozelu zawierajacego komorki, zwanego
rowniez biotuszem, warstwa po warstwiel®). Jako biotusz, wykorzystuje si¢ takie
hydrozele jak kolagen i jego pochodne, chitozan, alginian Iub agaroza. Ze wzgledu na
zmniejszong wytrzymato§¢ mechaniczng hydrozeli, sa one taczone z syntetycznymi
polimerami jak PLLA lub PCL wydrukowanym przy uzyciu stereolitografii lub
modelowania 3D. Moga one jednak wykazywac niska biokompatybilno$¢ i ulegaé
niekontrolowanej degradacji. Ograniczenia wykorzystania metody biodruku 3D
obejmujg wyzwania techniczne w szczeg6lnosci rozdzielczo$ci i1 szybkosci
drukowania, a takze skalowalno$ci i matg réznorodno$¢ dostepnych biomateriatow!®!,

Integracja nauk biologicznych i mikroinzynierii doprowadzita do opracowania
urzadzen mikroprzeptywowych (Rysunek 1.3.) zaprojektowanych do kontrolowania
i manipulowania ptynami w mikroskali oraz umozliwiajgcych precyzyjne analizy!®*.
Wytwarzanie kanatow mikroprzeptywowych (100 - 1000 um) opiera si¢ glownie na
technikach litograficznych, pozwalajacych na projektowanie nieskonczonej liczby

831 Metoda migkkiej litografii (ang. soft litography) umozliwia szybkie

geometrii
prototypowanie i przenoszenie mikrowzoréw w elastomerowym materiale na bazie -
poli(dimetylosiloksanu)  (PDMS)®4%1 Wielkg zaletgy PDMS jest jego
biokompatybilno$¢, stabilno$¢ chemiczna, przepuszczalnos¢ dla gazow i integralnose
z pomiarami optycznymi, w tym niska autofluorescencja i transparentnos¢ w szerokim
zakresie widma UV-VIS umozliwiajagca bezposrednie obrazowanie komorek
w uktadach do hodowli komorkowej®®!. Mikrosystemy przeptywowe umozliwiaja
dostarczanie w trybie ciagglym $§wiezych substancji odzywczych, tlenu oraz usuwanie

produktdow przemiany materii czy metabolitow z hodowli®¥!. Uzyskanie
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trojwymiarowej hodowli komoérek w uktadach mikroprzeptywowych wymaga
zastosowania specjalnej geometrii uktadu poprzez wykorzystanie mikrorowkow (ang.
microgrooves) lub mikrostupkow (ang. micropillars)®#8. Innym sposobem moze
by¢ hodowla na podtozu hydrozelowym, poprzez wprowadzenie zawiesiny komorek
wymieszanej z prekursorem hydrozelu lub hodowla sfereoidéw w mikrokomorach.
Mikrosystemy przeptywowe staty si¢ cennym narzgdziem w modelowaniu ludzkich
tkanek, zwlaszcza modeli naczyn krwionos$nych, wysokoprzepustowych badaniach
przesiewowych lekow i analizie pojedynczych czasteczek.

Rysunek 1.3. Przyktadowy uktad mikroprzeptywowy[Zdj¢cie wlasne].

Poczatkowo uktady mikroprzeplywowe byly wykorzystywane w procesach
przemystowych. Szybko staly si¢ rowniez niezbednym narzedziem w badaniach
biomedycznych. Pozwolily one na odzwierciedlenie warunkow in vivo, poprzez
hodowanie nie tylko kultur 3D, ale rowniez modeli catych narzagdow czy tkanek!®.
Platformy organ-on-a-chip zintegrowane z ukladami mikroprzeptywowymi
umozliwilty uzyskanie uproszczonych modeli catych narzadow lub tkanek,
w ktorych mozna bada¢ ich wybrane funkcje m.in. metabolizm watroby, perfuzje
naczyh ptucnych czy funkcje bariery skory®. Hodowanie catych narzadow stato si¢
mozliwe dzigki embrionalnym lub indukowanym pluripotencjalnym komoérkom
macierzystym, ktore tworza samoorganizujaca si¢ struktur¢ 3D, nasladujaca

podstawowg ztozono$¢ funkcjonalng, strukturalng i biologiczng narzadu®'-21,
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1.4. Regulacje prawne dotyczgce tréjwymiarowych hodowli komérkowych

Modele zwierzece sa szeroko stosowane w badaniach biomedycznych, szczegolnie
w zrozumieniu patofizjologii choréb cztowieka, opracowywaniu nowych substancji
leczniczych i nowych metod diagnozowania, a takze testowaniu bezpieczenstwa
produktow niemedycznych stosowanych w przemysle i rolnictwiel®* 1. Wedtg
raportu komisji Europejskiej w 2022 r. wykorzystano tacznie 9 237 542 zwierzat
laboratoryjnych (gtéwnie gryzoni, takich jak myszy, szczury, chomiki i $winki
morskie) w badaniach biomedycznych i okoto medycznych. Chociaz jest to znacznie
mniej niz w poprzednich latach, liczba zwierzat jest nadal wysokal®®. Badania na
modelach zwierzecych sa nieocenionym narzedziem, ze wzgledu na informacje
dotyczace adsorpcji i metabolizmu lekow eksperymentalnych, ktorych nie jest
w stanie zapewni¢ nawet najbardziej zaawansowany model trojwymiarowej hodowli
komoérkowej. Koncepcja 3R (ang. Replacement, Reduction, Refinement), ktora opisat
w 1959 r. William Russell®”! zakladala zastosowanie alternatywnych metod,
pozwalajacych unikna¢ badan z udziatlem zwierzat (ang. replacement), ograniczy¢
ilo§¢ zwierzat wykorzystanych w badaniach (ang. reduction) i zminimalizowaé
cierpienie jakiego moga do$wiadczy¢ zwierzeta oraz poprawi¢ ich dobrostan (ang.
refinement) — Rysunek 1.4. Koncepcja ta jest kluczowa nie tylko z etycznego punktu
widzenia, ale takze ze wzgledu na fizjologiczne i anatomiczne réznice micdzy
zwierzetami, a ludzmi.

Regulacje prawne dotyczace udzialu zwierzat w badaniach zapoczatkowato
w Europie opracowanie Deklaracji Helsinskiej w 1964 r., w ktorej podkreslono, ze
»badania biomedyczne z udziatem ludzi musza by¢ zgodne z ogdlnie przyjetymi
zasadami naukowymi; powinny opiera¢ si¢ na odpowiednich eksperymentach
laboratoryjnych i na zwierzetach oraz na wszechstronnej znajomosci literatury
naukowej !, Zasade wykorzystania zwierzat w celach naukowych na terenie Unii
Europejskiej okresla obecnie Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych.
Na terenie Polski obowigzuje dodatkowo Ustawa z dn. 15 stycznia 2015 1. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych Iub edukacyjnych (Dz.U. 2015,
poz. 266, z pozn. zm.). Kazde badanie z udzialem zwierzat laboratoryjnych musi
rowniez uzyska¢ zgode Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach (LKE).
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Rysunek 1.4. Wdrozenie zasady 3R w projektach badan eksperymentalnych. Rysunek
wykonano na podstawie: 1.

Wyeliminowanie badan z udziatem zwierzat w sektorze farmaceutycznym stanowi
globalne wyzwanie 1 wymaga  wspoOlpracy przedsigbiorstw
farmaceutycznych, jak i organow regulacyjnych, takich jak amerykanska Agencja

zarOwno

Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. Food and Drug Administration) czy Europejska
Agencja Medyczna (EMA, ang. European Medical Agency).

Hodowle 3D, organoidy czy technologie organ-on-a-chip sa biologicznie zlozone
i charakteryzuja si¢ duza zmiennoscig. Pomimo komercyjnie dostgpnych testow
i substancji chemicznych, ich ograniczona odtwarzalno$¢ pomigdzy laboratoriami,
sprawia, ze uzyskane wyniki nie s3 w pelni wiarygodne w kontekscie podejmowania
decyzji terapeutycznych. Istotng kwestia w przypadkach klinicznych jest czas, ktory
wplywa na przewage dostepnej diagnostyki genomicznej. Najbardziej krytycznym
aspektem jest nadal brak standaryzacji 1 walidacji metod hodowli komorek 3D.

Dopiero niedawno EMA powotata nowa grupe robocza ds. ,,Akceptacji regulacyjnej
podej$cia nowych metodologii (NAM, ang. New Approach Methodologies) w celu
NAM zdefiniowano jako podejscie,
metodologie, technologi¢ lub kombinacje, ktore moga dostarczy¢ informacji na temat

ograniczenia testbw na zwierzetach”.

zagrozen chemicznych i oceny ryzyka bez testow na zwierzgtach, w tym wszystkie
podejscia in vitro.

33



Obecnie producenci nowych lekoéw, srodkoéw terapeutycznych i szczepionek sa
zobowigzani do potwierdzenia ich skutecznosci i bezpieczenstwa dla ludzi, opierajac
si¢ na testach w tym badan z udziatem zwierzat na etapie przedklinicznym. W czerwcu
2025 r. Europejska Federacja Przemystu Farmaceutycznego i Stowarzyszen (EFPIA,
ang. The European Federation of Pharmaceutical Industries and Associations)
opublikowata rekomendacje dotyczace stopniowego wycofywania testow na
zwierzetach oraz wykorzystania NAM, uwzgledniajac zacie$nianie wspolpracy
pomiedzy sektorem prywatnym i publicznym, ulepszanie systeméw udostepniania
danych i ich ochrony oraz zbudowanie zaufania spoteczenstwa do bezpieczenstwa
lekéw z wykorzystaniem NAM. W raporcie EFPIA podkreslono, ze obecnie zadna
alternatywna metoda nie moze jednocze$nie zastapi¢ wszystkich testow na
zwierzetach. Nakreslony plan rozwoju NAM zaktada okreslenie rodzajow badan,
ktére mozna zastapi¢ dostgpnymi technologiami, alternatywnymi do badan na
zwierzetach, aby priorytetowo potraktowac badania i rozwdj w obszarach, w ktorych
obiecujace metody bez udzialu zwierzat nadal wymagaja walidacji oraz wskazaé
obszary, w ktorych badania naukowe obecnie nie oferujg wiarygodnej alternatywy.
Przyjecie modelu alternatywnego  prawdopodobnie  bedzie  wymagato

przedefiniowania sposobu przeprowadzania oceny ryzyka u ludzit'°,

Istnieje jednak ryzyko, ze przedsigbiorcy na rynku farmaceutycznym wcigz beda
sceptycznie nastawieni do wykorzystania technologii NAM, jako jedynej $ciezki
oceny ryzyka bezpieczenstwa lekow. Od 2019 r. EMA rozpoczeta spotkania dla
przedsigbiorstw, zwane Grupa Zadaniowg ds. Innowacji EMA (ITF, ang. Innovation
Task Force), ktore sg okazjg do rozpoczgcia dialogu dotyczacych innowacyjnego
podejscia do oceny skutecznosci i bezpieczenstwa lekow. Tylko do 2023 r. odbytlo sig
kilka spotkan, a w wiekszosci z nich uczestniczyli przedstawiciele matych i §rednich
przedsiebiorstw. Najczestszymi tematami omawianymi z EMA byly bezpieczenstwo,
toksykologia, opracowywania nowych lekow i ich skuteczno$¢. Podczas dyskus;ji
pojawil si¢ rowniez temat technologii liver-on-a-chip czyli modelu watroby in vitro,
nasladujacy funkcje i architekture narzadu. Zauwazono potrzebe bardzo wczesnego
wsparcia z regulacyjnego punktu widzenia, poniewaz czg$¢ proponowanych modeli

in vitro zostata opisana zbyt og6lnie!'*!l,

Firmy obawiajg si¢ publikacji zwlaszcza negatywnych danych na modelach in vitro,
oraz dodatkowych zadan potwierdzenia oceny ryzyka na modelu zwierzgcym przez
organy regulujace. Poza tym utrata danych na wyltgcznos¢ obarczona jest przede
wszystkim duzym kosztem finansowym. Potrzebne sg zatem nowe regulacje
dotyczace przechowywania i ochrony danych, a takze globalne przyzwolenie
organdw regulujacych na wykorzystanie nowych technologii i jednomys$lnosé¢
dotyczaca braku wymogu obowigzkowych testow z udziatem zwierzat.
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Jednym z wazniejszych etapow regulacji nowych technologii jest walidacja nowych
metod badawczych, ktorym na terenie UE zajmuje si¢ Laboratorium referencyjne UE
ds. alternatyw dla badan na zwierzgtach (EURL ECVAM ang. EU Reference
Laboratory for alternatives to animal testing). Badania z wykorzystaniem technologii
organ-on-a-chip, sa obecnie mato wydajne, a przy tym kosztowne i czasochtonne. Ze
wzgledu na wiele mozliwosci zastosowan jednego uktadu zalecane jest zdefiniowanie
prostego kontekstu zastosowania pozwalajacego na jego walidacje!'*?!. Dodatkowym
pomystem jest stworzenie odrebnych osrodkdéw zajmujacych sie testowaniem nowych
technologii, ktoére wspomoga transfer technologii organ-on-a-chip z laboratoriow
badawczych do przemystu.

1.5. Metody oceny procesow biologicznych na poziomie komorkowym
w hodowli komérkowej

1.5.1. Metody oceny proceséw biologicznych na poziomie komdérkowym
w hodowli komoérkowej

Analiza morfologiczna komorek jest integralng czes$cia kazdego eksperymentu
biologicznego. Pozwala ona na obserwacj¢ zardéwno catych hodowli komérkowych,
jak i pojedynczych elementow komorki. Mikroskopia jasnego pola (ang. Bright-field
microscopy) jest podstawowg technikg obrazowania pojedynczych komorek i tkanek,
jednak ze wzgledu na niskg zdolno$¢ rozdzielcza, mozliwos¢ precyzyjnej obserwacji
struktur wewnatrzkomérkowych jest ograniczona. Mikroskopia fluorescencyjna
utatwia  badanie  ich  lokalizacji = komodrkowej  poprzez ~ barwienie
poszczegdlnych struktur z wykorzystaniem fluorochroméw, wizualizacje DNA
np. z wykorzystaniem barwnika DAPI (ang. 4'6-diamidino-2-phenylindole) czy
aktywnosci promotorow lub wydajnosci transfekcji poprzez wykorzystanie zielonego
biatka fluorescencyjnego (GFP, ang. green fluorescent protein). QObecnie
wykorzystuje si¢ szereg metod analitycznych, ktore pozwalaja na generowanie wielu
danych w jednym eksperymencie tzw. badania przesiewowe o wysokiegj
przepustowosci (HTS, ang. High-throughput screening). Szczegblnie cenna jest
analiza w czasie rzeczywistym, ktora pozwala monitorowaé stan komorki podczas
trwania calego eksperymentu. Zaawansowane techniki obrazowania dostarczaja
dynamicznych informacji wizualnych na temat dynamiki komoérek, morfologii,
mobilno$ci i waznych markeréw funkcjonalnych!'®!. Implementacja czujnikdéw
umozliwia monitorowanie st¢zenia metabolitow 1 elektrofizjologii w czasie

rzeczywistyml! 04105,

Mozliwe jest rowniez monitorowanie  aktywnosci
wewnatrzkomorkowej za pomocg metody rezonansowego transferu energii Forstera
(FRET ang. Forster Resonance Energy Transfer) i bioluminescencjil!®. Dodatkowo
sekwencjonowanie genomiczne, epigenomiczne i transkryptomiczne umozliwia

poznanie genomu, zidentyfikowanie kluczowych mutacji umozliwiajac kompleksowe
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zrozumienie zachowania komodrek w stanach chorobowych, a takze ich odpowiedzi

na zmiany $rodowiskowe lub leczeniel!?7).

Trojwymiarowe hodowle komorkowe niosa ze sobg nie tylko wiele mozliwosci, ale
takze wiele wyzwan. Opracowanie prawidtowego uktadu do hodowli 3D jest bardzo
waznym aspektem. Zazwyczaj sktada si¢ on z wielu elementéw, co powoduje
ograniczenie mozliwo$ci zautomatyzowania zmiany pozywki czy podawania
substancji leczniczych wydtuzajgc czas pracy!!%. Istotnym elementem jest rowniez
uzyskanie powtarzalno$ci wynikéw i skalowalno$¢ uktadu, ktéry oddaje wybrang
funkcje tkanek lub narzadéw. Obecne stosowane metody do oceny parametréw
hodowli 2D, sg rowniez czgsto wykorzystywane w hodowlach 3D. Przyktadem moze
by¢ cytometria przeptywowa umozliwiajagca wieloparametryczng analize
pojedynczych komorek, ich cech morfologicznych, monitorowanie wielu procesow
komorkowych m.in. apoptozy czy ekspresji biatek!!%:1%!. Analiza komérek w hodowli
3D z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej jest mozliwa poprzez
poeksperymentalng ekstrakcje komorek z rusztowan i sferoidow, uniemozliwiajac
cigglo$¢ prowadzenia takiej hodowlit' 1!,

Glownym wyzwaniem dla hodowli komorek 3D jest wizualizacja tkanek i komorek
w trzecim wymiarze. Mikroskopia konfokalna umozliwia skanowanie obrazéw
o wysokiej rozdzielczoéci, a nastgpnie ich naktadanie na siebie na rdznych
ptaszczyznach ogniskowych generujac obraz 3D. Ich znaczna wada jest ograniczona
predkos¢ obrazowania ze wzgledu na ich zalezno$¢ od skanowania waskiego ogniska
$wiatla. Dodatkowo nadmiar §wiatla tta moze powodowac efekty fotouszkodzenia
i fotowybielenial''!l. Mikroskopia dwufotonowa i wielofotonowa rowniez wydajg si¢
atrakcyjne gtownie ze wzgledu na ich dwukrotng gleboko$¢ penetracji w porownaniu
z mikroskopig konfokalng. Wada tych metod jest niska rozdzielczo$¢ i generowanie
$wiatla o duzym natezeniu moggcym powodowaé efekty fototoksyczne!??,
Obrazowania o wysokiej rozdzielczo$ci silnie rozpraszajacych probek o duzej
wysokosci 1 ztozonych strukturach geometrycznych sa obecnie ograniczone przez
stabg penetracje $wiatla, rozpraszanie $wiatta optycznego i absorpcje $wiattal!!?],
Ponadto wykonywanie zdjg¢ za pomoca obiektywow o wickszym powigkszeniu (40-
60x) znacznie wydhuza czas obrazowania i ich p6zniejszg analize. Utworzone pliki

charakteryzujg si¢ znacznym rozmiarem!!!3],

Monitorowanie parametrow metabolicznych w trojwymiarowej hodowli komorkowej
moze wydawaé si¢ stosunkowo latwe, ale integracja czujnikow w ukladzie
mikroprzeptywowym lub w statycznych matrycach 3D czgsto stanowi wyzwanie.
Porownanie st¢zen czasteczek metabolicznych (np. glukozy) lub pH w przeplywie
w mikrokanale przed i za mikrokomora hodowlang znajdujgcg si¢ w ukladzie
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mikroprzeptywowym moze pokaza¢ zmiane stezenia metabolitu lub pH w czasiet'!¥,
jednak bezposredni dostep czujnika do komorki jest utrudniony ze wzgledu na rozktad
komorek w catej przestrzeni mikrokomory hodowlane;j!!'> nalezy rowniez wzia¢ pod
uwagg transport bardziej ztozonych substancji. W srodowiskach statycznych, takich
jak sferoidy lub hodowla na podlozu hydrozelowym, ze wzgledu na dyfuzje
i ograniczony transport metabolitOw, zmierzone warto$ci nie zawsze s3
reprezentatywnel!'>, Ponadto wykorzystanie mikroczujnikow jest ograniczone tylko
do wykrywania substancji pozakomodrkowych. Umieszczenie czujnikéw wewnatrz
sferoidow jest istotne i moze dostarczy¢ informacji o warunkach niedotlenienia
migdzy komodrkami. Wiaze si¢ to jednak z ryzykiem wplywu na zachowanie komorek.
Odpowiednia pozycja czujnikow ma znaczenie dla odczytu, poniewaz wiaze si¢
z obecnos$cig gradientow np. tlenu lub transportem masy wewnatrz mikrokanalow lub
mikrokomory.

1.5.2. Wykorzystanie czujnikéw w ocenie aktywnosci metabolicznej komoérek
w hodowlach komérkowych

Czujnik jest definiowany jako samowystarczalne, zintegrowane urzadzenie, ktére
przeksztalca informacje chemiczng na uzytecznie analityczny specyficzny sygnat
1161 Moze on pochodzi¢ z reakcji chemicznej, wlasciwosci

fizycznej lub miedzyczasteczkowego rozpoznawania  receptora-analit

ilosciowy lub potilosciowy!

w biosensorach. Czujnik chemiczny sklada si¢ z receptora i1 przetwornika
fizykochemicznego (Rysunek 1.5.). W przypadku bioczujnikéw, receptorem moga
by¢ enzymy, mikroorganizmy, organelle komorkowe, receptory komorkowe,
antygeny i przeciwciala, oligonukleotydy i aptamery (krotkie fragmenty DNA lub
RNA)!M7, Ze wzgledu na rodzaj przetwornika, czujniki mozna podzieli¢ na
elektrochemiczne (potencjometryczne, amperometryczne, i konduktometryczne),
optyczne, masowe i kalorymetryczne.

Warstwa
bioreceptorowa

¥

P
Przetwornik Wzmacniacz sygnatu Detektor Interfejs pomiarowy

Rysunek 1.5. Zasada dziatania czujnika analitycznego.
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1.5.3. Metody optyczne w ocenie aktywnoS$ci metabolicznej komorek

Czujniki stosowane w analizie parametréw hodowli komoérkowej sg najczesciej oparte
na detekcji optycznej lub elektrochemicznej, zapewniajac wysoka czuto$¢ oraz
selektywno$¢l!'81201 - Czujniki optyczne opierajg si¢ na wykrywaniu zmian
parametréw optycznych, takich jak absorpcja, luminescencja, rozpraszanie lub
wspOlczynnik zatamania $wiatta'?!l, Istotng zaletg jest nieinwazyjno$é pomiarow,
poniewaz odczyt nie wymaga fizycznego polaczenia migdzy detektorem, a elementem
czujnikowym!'"”! i moze by¢ zintegrowany z przezroczystymi platformami
mikroanalitycznymi lub wykorzystywany za pomoca zamknietych ptytek dotkowych
i indywidualnie zaprojektowanych systemow do hodowli komoérkowej o unikatowej
architekturze. W przeciwienstwie do pomiaréw elektrochemicznych, substancja
oznaczana nie jest zuzywana, dlatego jej stezenie jest state w czasiel'??). Najczesciej
stosowane metody optyczne opierajg si¢ na detekcji fluorescencyjnej, ze wzgledu na
niskie stg¢zenia metabolitow lub oznaczanych markeréw w $rodowisku hodowli
komoérkowe;j.

Bezznacznikowe systemy detekcji (ang. label-free detection) pozwalaja na
bezposrednie pomiary bez konieczno$ci modyfikacji analitul'*), W optodach,
chemoczujnikach optycznych, znacznik jest osadzony w matrycy na koncowce
czujnika'?*, Podczas pomiaru, dioda poprzez wskaznik o$wietlony $wiatlowodem
wykrywa zmiang intensywnosci fotoluminescencji, absorpcji lub odbicia skorelowana
ze stezeniem analitu.

W  przypadku optody wykorzystywanej do okreslenia zawartosci tlenu
w medium hodowlanym, tlen czasteczkowy jest wykrywany poprzez wygaszanie
fluorescencji, dzigki barwnikowi fluorescencyjnemu unieruchomionemu na koncu
swiattowodu (Rysunek 1.6.). Typowymi wskaznikami do wykrywania tlenu sa
kompleksy = metali, np.  ruten(Il) tris-4,7-difenylo-1,10-fenantroliny!!*
unieruchomiony w hydrofobowych matrycach w celu uniknigcia kompleksowania
pomigdzy jonami metalu we wskaznikach, a jonami obecnymi w probee!'?]. Optyczne
czujniki tlenu maja wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenng i mogg by¢ stosowane
w probkach o malych objetosciach!'?. Ze wzgledu na efekt fotowybielania,
dlugoterminowa stabilnos¢ jest ograniczona.
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Rysunek 1.6. Zasada dziatania optod $wiatlowodowych. Rysunek wykonano na podstawiel!24],

1.5.4. Metody elektrochemiczne w ocenie aktywnosci metabolicznej komérek

Czujniki elektrochemiczne charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia i selektywnoscig dla

roznych substancji oznaczanych!!!s

1. Istotng zaletg jest ich wysoka rozdzielczo$é
czasowa 1 przestrzenna!'*®!, Fatwa miniaturyzacja i integracja z platformg
mikroprzeptywowa pozwalajg na wykrywanie wielu substancji jednocze$niel!!*!1],
Zastosowanie czujnikow elektrochemicznych jest ograniczone przez zuzycie analitu
i wymagania dotyczace oprzyrzadowania elektrochemicznego!!'sl. Do oceny
parametréw metabolicznych stosuje si¢ przede wszystkim czujniki oparte na
potencjometrycznej i amperometrycznej metodzie detekcji, istotne jest réwniez
wykorzystanie elektrochemicznej impedancji spektroskopowej do oceny adhezji

podtoza.
e Woltamperometria

Woltamperometria jest jedng z podstawowych technik elektroanalitycznych, w ktorej
nate¢zenie pradu jest mierzone po przylozeniu napigcia do elektrody. W rezultacie
wykreslana jest krzywa zalezno$ci natgzenia pradu od przylozonego potencjatu
nazywana woltamperogramem (1), ktoéry jest odpowiednikiem widma uzyskanego
w spektroskopii. Dostarcza jakosciowych 1 ilosciowych danych na temat

elektroaktywnych czgsteczek biorgcych udziat w reakcji utleniania lub redukcjil!?”.

i=f(E) (1
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Obecnie najczescie] wykorzystuje si¢ uktad pomiarowy, ktory sktada si¢ z trzech
elektrod - elektrody pracujacej (WE, ang. working electrode), elektrody odniesienia
(RE, ang. reference electrode) 1 przeciwelektrody (CE, ang. counter electrode), ktore
tworza obwdd elektryczny. Wszystkie elektrody sa podiaczone do potencjostatu
o wysokiej impedancji wyjsciowej, ktéry pozwala na polaryzacje elektrody i pomiar
pradu.

Elektroda pracujaca jest polaryzowalng elektroda o niewielkiej powierzchni, na ktore;
zachodzi reakcja elektrodowa bedaca podstawa pomiaru. Najczgsciej wykorzystuje
si¢ elektrody wykonane z wegla (np. grafit, diament, wegiel szklisty) lub metali
szlachetnych (np. ztoto, platyna) w zaleznosci od warto$ci standardowego potencjatu
reakcji utleniania/redukcji substancji oznaczane;.

Elektroda odniesienia (referencyjna) jest potogniwem o stalym i odtwarzalnym
potencjale. Jest to tak zwana elektroda niepolaryzowana, czyli elektroda, ktorej
potencjat nie ulega zmianie podczas przeptywu pradu. Powinna charakteryzowac sie
rowniez niskim potencjatem dyfuzyjnym i oporem elektrycznym. Jako elektrody
odniesienia najczgsciej stosuje si¢ elektrode kalomelowa Iub chlorosrebrowa.

Trzecig elektroda stosowana w ukladzie pomiarowym jest przeciwelektroda, ktora
zapewnia staly potencjal elektrody odniesienia, poprzez zapewnienie obwodu dla
przeptywu pradu zwigzanego z reakcjami na elektrodzie pracujacej. Najczesciej jako
przeciwelektroda jest wykorzystywany drut wykonany z platyny lub grafitu
o znacznie wiekszej powierzchni niz powierzchnia elektroda pracujace;.

W woltamperometrii sygnatem analitycznym jest prad zwiazany z redukcjg lub
utlenianiem oznaczanych substancji na powierzchni elektrody pracujacej. Podczas
reakcji chemicznej, powstaje gradient stgzenia, prowadzacy do przemieszczania si¢
substratu z roztworu ogdlnego w kierunku powierzchni elektrody. Powstajacy prad
jest znany jako prad faradajowski (ang. Faradaic current), anodowy (-) lub katodowy
(+). Natezenie pradu zalezy nie tylko od liczby elektronéw bioracych udziat w reakcji,
ale takze od rozmiaru, ksztattu i materiatu elektrody!'?*].

Wielkos¢ pradu zalezy od szybkosci reakcji utleniania lub redukcji, na ktdrg wpltywaja
dwa czynniki: szybkos$¢, z jakg substraty i produkty sg transportowane do i z elektrody
oraz szybko$¢ przeniesienia fadunku pomiedzy elektrodg a substratem w roztworze.
Transport czgsteczek w strong elektrody podczas reakcji jest ztozong funkcja
wszystkich trzech rodzajow transportu - dyfuzji, migracji i konwekcji. W typowych
warunkach pomiaru woltamperometrycznego dazy si¢ do ograniczenia wplywu
migracji poprzez dodatek elektrolitu podstawowego o wysokim stezeniu. Pomiar
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zachodzi w warunkach statycznych (brak konwekcji), dlatego to wptyw dyfuzji ma
najwicksze znaczenie. Dyfuzja zachodzi, gdy stgzenie czasteczki lub jonu na
powierzchni elektrody zmienia si¢ w stosunku do roztworu ogélnego. Podczas
przytozenia potencjatlu stezenie substancji oznaczanej na powierzchni zmniejsza sig,
a jej czasteczki dyfunduja z roztworu ogolnego w kierunku elektrody. Obszar,
w ktérym zachodzi dyfuzja, nazywany jest warstwa dyfuzyjna, a jej szeroko$¢
zwicksza si¢ wraz z czasem przylozonego potencjatul!®l. W ogniwie
woltametrycznym mierzony jest prad dyfuzyjny.

Drugim czynnikiem wptywajacym na natezenie pradu jest szybko$¢ ruchu elektronéw
miedzy elektrodami i substancjg oznaczang. Jesli przeniesienie tadunku na granicy faz
elektroda-roztwor zachodzi znaczaco szybciej niz transport substratow do elektrody,
na powierzchni elektrody stezenie formy utlenionej i zredukowanej substancji
elektroaktywnej bedzie spetniato rownanie Nernsta (2). W takim wypadku mozemy
moéwi¢ o reakcji odwracalnej. W przeciwnym razie gdy przeniesienie tadunku na
granicy faz zachodzi znacznie wolnej, rownanie Nernsta nie zostaje spelnione,
a reakcja jest nieodwracalnal!®],

_ 0, RT , cox(0)
E=E"+ = In 2ea(0.0) 2)

gdzie:

E - potencjat elektrody [mV],

E° - standardowy potencjat elektrody [mV],
R - stata gazowa [J/mol-K],

T - temperatura (K),

F - stata Faradaya [C/mol],

n - tadunek jonu,

cox - stezenie formy utlenionej,

CRred - Stezenie formy zredukowane;.

Kinetyka reakcji elektrodowych jest opisana rownaniem Butlera-Volmera. Definiuje
ono zalezno$¢ nat¢zenia pradu od potencjatu elektrody dla reakcji, ktora jest
kontrolowana przeniesieniem tadunku na powierzchni elektrody, a nie transportem
masy. Rownanie Butlera-Volmera jest czgsto nazywane roéwnaniem
fenomenologicznym, bowiem wywodzi si¢ ono z obserwacji podobienstwa do
rownania Arrheniusa (3), ktore zaktada, ze szybko$¢ reakc;ji jest funkcja wyktadnicza
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pewnej energii aktywacjil'*®l. W przypadku reakcji elektrodowych energia aktywacji
przyjmuje funkcje warto$ci przytozonego potencjatu.

Eq
k=A-exp(—12) 3)

gdzie:

k — szybko$¢ reakcji [(dm®)™!/mol™!s],

A - wspolczynnik steryczny,

E. - energia aktywacji [kJ/mol].

Miarg polaryzacji elektrody jest nadnapiecie #, ktore okresla rdéznicg potencjatow

pomiedzy potencjatem przyktadanym do elektrody £, a potencjatem rownowagowym

E()(4)Z

n=E-E 4)

Dla procesu katodowego i anodowego state szybkosci przyjmuja odpowiednio
warto$¢ ke, ka(5, 6):

ke = ko - exp [— 2= (E — Eo)] ()
ko = ko - exp [F22 (B — Eo)] (©6)

gdzie:

ko - standardowa stata szybkosci reakcji [(dm?)™!/mol™'s],
o, - wspotczynnik przeniesienia fadunku,

E - potencjal przyktadanym do elektrody [V],

Eo - potencjat rownowagowy [V].

Podczas stanu réwnowagi dla procesu elektrodowego zaklada si¢ rownos¢ stezen
formy utlenionej i1 zredukowanej, dlatego szybkosci poszczegolnych sktadowych
reakcji — utlenienia i redukcji, jak rowniez szybko$¢ catego procesu wyznaczana
w warunkach standardowych sa sobie rowne. Prad okreS$lany rownaniem Butlera-
Volmera jest suma pradu katodowego i anodowego (7) — Rysunek 1.7.

42



Ty 200 -

150 -
J‘oo
0 -

r T T 8- T 1
-600 -400 -200 400 600

s n/mv
-1go
450 4 —total current

——forward cathodic
00 backward anodic

Rysunek 1.7. Schemat zaleznosci pradu catkowitego, utleniania oraz redukcji w reakcji
przeniesienia jednego elektronu w roéwnaniu Butlera — Volmeral!3!,

anF (1-a)nF

i = ko - [CRea®XP [— = (E = Eo)] = Coxexp [ ——(E —Ep]l (7)

gdzie:

Ey - potencjat rownowagowy [V],
Co — stezenie reagentu na powierzchni elektrody [mol/cm?], wyznaczane z réwnania
Nernsta-Plancka lub prawa Ficka w przypadku dyfuzji.

e Woltamperometria cykliczna

Woltamperometria cykliczna (CV, ang. Cyclic Voltammetry) jest jedna
z powszechnych technik elektroanalitycznych w badaniach fizykochemicznych.
Umozliwia szybkie uzyskanie istotnych informacji o procesie elektrodowym:
kinetyce procesu (odwracalnosci), procesu adsorbcji na elektrodzie oraz mechanizmu
reakcji. Wiasciwa interpretacja zmian ksztattu woltamperogramu (polozenia pikow,
ich liczby, natezenia pradu) pozwala m.in. na okre§lenie kolejnosci reakcji,
reaktywnosci powstajacego produktu posredniego czy tez kinetyki reakcji
chemicznej!"!,

Uktad pomiarowy zazwyczaj sklada si¢ z trzech elektrod. Rejestrowane jest nat¢zenie
pradu podczas liniowej zmiany potencjatu od wartosci E; do wartosci E,, a pozniej
z powrotem od E, do Ei, ze stalg szybkoscig v, zwang szybko$cig skanowania
(Rysunek 1.8.).
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Rysunek 1.8. Zmiany potencjatu w czasie t[132,

W przypadku reakcji odwracalnej na woltamperogramie pojawiaja si¢ dwa piki
(Rysunek 1.9.): pik pradu katodowego E,« — zwigzanego z reakcja redukcji oraz pik
pradu anodowego E,, — zwigzanego z reakcja utleniania, gdy produkty katodowej
redukcji ulegna utlenieniu. Oba procesy zachodza na powierzchni tej same;j elektrody
pracujacej w ramach jednego cyklu. W procesie odwracalnym, w temperaturze 25°C,
réznica migdzy potencjatami pikéw wynosi (8):

0,059

AE = Epa - Epc = T (8)
gdzie,
n -liczba elektronow biorgca udziat w reakcji.
Epa
i
Epa/2 ipa B
A L
E E
—
P TEperz
Epc

Rysunek 1.9. Przyktadowa krzywa woltamperometryczna zarejestrowana podczas pomiaru
metoda woltamperometrii cyklicznej!'*¥. E,, — potencjal piku pradu anodowego, E,c -
potencjal piku pradu katodowego, ipa - szczytowy prad anodowy , i, - szczytowy prad
katodowy, E° - potencjat redukcji formalnej, A - poczatek cyklu potencjatu, ; B - punkt,
w ktérym cykl potencjalu ulega odwrdceniu.
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Natezenie pradu dla procesow odwracalnych w maksimum (ekstremum) jest
okreslony rownaniem Randlesa-Sevcika (9):

ip = (2,69 105)n*/2ADY/2v1 /2, ©
gdzie:

n — liczba elektronow,

A — powierzchnia elektrody pracujacej [cm?],

D — wspotczynnik dyfuzji depolaryzatora [cm?/s],
v — szybko$¢ zmiany potencjatu [V/s],

C — stezenie depolaryzatora [mol/cm?].

¢ Techniki pulsowe

Réznicowa woltamperometria pulsowa (DPV, ang. Differential Pulse Voltammetry)
oraz woltamperometria fali prostokatnej (SWV, ang. Square Wave Voltammetry) to
dwie najpopularniejsze techniki pulsowe wykorzystywane w analizie chemicznej.
Umozliwiajg one rozroznienie pradu faradajowskiego, zwiazanego z reakcja
zachodzaca na elektrodzie, od pradu pojemnosciowego, ktory powstaje w wyniku
fadowania podwojnej warstwy elektrycznej na granicy faz elektroda/elektrolit
w roztworach o niskim stezeniu depolaryzatora. Obie techniki wyrdznia szybkos¢,
precyzja i duza czuto$¢ pomiaru, ktéore pozwalajg na oznaczanie sladowych ilosci
substancjil!?”,

Przy skokowej zmianie potencjatu, warto$ci obu pradow wzrastaja, jednak prad
faradajowski maleje znacznie wolniej od pradu pojemnosciowego, co pozwala na
rozroéznienie obu pragdow (Rysunek 1.10.). Prad pojemnosciowy jest proporcjonalny
do wielkosci przytozonego potencjatu i maleje wyktadniczo w czasie, natomiast prad

faradajowski maleje z pierwiastkiem kwadratowym z czasul'*].
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Rysunek 1.10. Spadek pradu faradajowskiego (Ir) i pradu pojemnosciowego (Ic) wraz
z uptywem czasu od natozenia pulsul'?”],

Technika DPV pierwotnie zostala opracowana jako metoda pomiaru
z wykorzystaniem kroplowej elektrody rteciowej, w ktorej jeden puls przypadat na
przeptyw jednej kroplil'?”), W DPV na liniowg zmiane potencjalu nakladana jest
modulacja pulsowa o stalej wysokosci 10-100 mV, a prad mierzony jest dwukrotnie
na poczatku i(z) i na koncu pulsu i(z;). Ro6znica nat¢zenia pradu wynosi (10):

i =i(t) —i(ty) (10)
Wysokos¢ piku jest proporcjonalna do stezenia oznaczanej substancji (11):

1/2
_ NFADg,3Cred

(61)max - 7'[1/2(‘[—‘[’)1/2 (pp (1 1)

gdzie:

n - liczba elektronow,

F - stala Faradaya [C/mol]

A - powierzchnia elektrody pracujacej [cm?],

Dred - wspotczynnik dyfuzji depolaryzatora [cm?/s],
Cred - stezenie depolaryzatora [mol/cm?],
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¢p - bezwymiarowy parametr zwigzany z napi¢ciem, ktory jest obliczany za pomoca
technik komputerowych.

W SVW modulacja pulsowa jest naktadana na schodkowo zmieniajgcy si¢ potencjat
(Rysunek 1.11). Podobnie jak w DPV natezenie pradu mierzone jest dwukrotnie na
poczatku pulsu pierwotnego (dodatniego) i na koncu pulsu powrotnego (ujemnego).
W przypadku reakcji odwracalnej, puls powrotny powoduje odwrotng reakcje
produktu pulsu pierwotnego, czyli ponowne utlenienie produktu powstatego podczas
pulsu dodatniego, powodujac przeptyw pradu. Natezenie pradu piku jest
proporcjonalne do stgzenia substancji oznaczanej (12):

_ nPADY i
- 7t1/2tzlj/2

Al Ag, (12)

gdzie:

t, — szerokos¢ pulsu
Avy, - bezwymiarowy parametr zwigzany z napigciem, ktdry jest obliczany za pomoca
technik komputerowych.

Sampling of iy

v

Rysunek 1.11. Schemat zmian potencjalu w woltamperometrii fali prostokatnej!'*!l. AE; -
roéznica potencjatlow miedzy dwoma kolejnymi stopniami schodéw, Egy - amplituda fali
prostokatnej, f - czestotliwosc.
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e Chronoamperometria

Chronoamperometria jest technika potencjostatyczng, w ktdrej potencjal elektrody
pracujacej jest ustalony na statym poziomie (13), w efekcie dostajemy wykres
zalezno$ci pradu reakcji elektrodowej od czasu (14)134,

E = const (13)
[=1(t) (14)

Elektroda jest polaryzowana od potencjatu E1, w ktorym nie zachodzi utlenianie lub
redukcja elektroaktywnych czasteczek, do potencjatu E2 gdzie rejestrowany prad jest
zwigzany z reakcja elektrodowa. Przeptyw pradu jest wtedy zgodny z réwnaniem
Cottrella (15). Natezenie pradu maleje wykladniczo wraz z uptywem czasu, ze
wzgledu na zmniejszenie gradientu stgzenia substratow przy powierzchni elektrody —
Rysunek 1.12.135],

A B

L
L J

Rysunek 1.12. Schemat zmiany potencjalu przyktadanego do elektrody pracujacej (A).
Przyktadowa krzywa chronoamperometryczna (B).

Ksztatt krzywej dla wysokich nadpotencjatow okreslany jest przez zalezno$¢:

nFACDY/?
1) = T mam (15)
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gdzie:

n - liczba przeniesionych elektronow,

F - stata Faradaya [C/mol].

A - powierzchnia elektrody pracujacej [cm?],
C - stgzenie [mol/cm?],

D - wspotczynnik dyfuzji [cm?/s],

t—czas [s].

¢ Potencjometria

Potencjometria nalezy do najstarszych technik instrumentalnych. W tej technice
wykorzystywana jest zalezno§¢ pomigdzy aktywnos$cia oznaczanego jonu,
a potencjatem elektrody. W trakcie pomiaru rejestrowana jest roznica potencjatu
elektrycznego pomigdzy dwoma elektrodami - elektroda pracujaca i1 elektroda
odniesienia przy bardzo matym przeplywie pradu (warunki bezpragdowe)!*®!, ktore sg
podlaczone do interfejsu pomiarowego o wysokiej impedancji wejsciowej!'3”).
W analizie potencjometrycznej rdznica potencjalow migdzy potencjatem elektrody,
a aktywno$cig oznaczanego jonu jest opisana rownaniem Nernsta (16)!138!:

E=E"+ X 1og (@) (16)
ZF
gdzie:

E — potencjat elektrody [mV],

E° — standardowy potencjat elektrody [mV],
R — stata gazowa [J/mol-K],

T — temperatura (K),

F — stata Faradaya [C/mol],

z — fadunek mierzonego jonu,

a; — aktywnos$¢ mierzonego jonu.

W analizie aktywno$ci metabolicznej hodowli komoérkowych stosuje si¢ przede

wszystkim potencjometryczne czujniki pH!'?%! oparte na tlenkach metali, takich jak
tlenek irydu[|20,1397|4|] lub tlenek rutenu[l427144].
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¢ Elektrochemiczna impedancja spektroskopowa

Elektrochemiczna impedancja spektroskopowa (EIS, ang. Electrochemical
impedance spectroscopy) jest technika elektrochemiczna, wykorzystywang do
charakteryzacji powierzchni probki, proceséw elektrodowych czy powierzchni
miedzyfazowych!*1461  Jest to metoda o wysokiej czulo$ci, pozwalajgca na
wyznaczenie oporu przeniesienia tadunku i pojemnosci podwdjne] warstwy
elektrycznej**. W hodowli  komorkowej elektrochemiczna  impedancja
spektroskopowa jest wykorzystywana do analizy proliferacji, mikroruchu komorek

czy apoptozy!!4”!,

Impedancja procesu faradajowskiego, jest czesto przedstawiana jako szeregowe

polaczenie o opornosci zastepczej R, i pojemnosci zastepezej Cs - Rysunek 1.13. [148],

Rs

——

Rc
Cs

Rysunek 1.13. Schematyczne przedstawienie obwodu zastgpczego EIS. R. - opornosé
catkowita, Ry — oporno$¢ zastepcza, Cs - pojemnosci zastepcza.

Pojemnos¢ elektryczna charakteryzuje zdolno$¢ kondensatora do gromadzenia
fadunku. W przypadku podiaczenia napigcia stalego kondensator jest fadowany do
momentu osiggniecia napigcia zrodta. W przypadku pradu zmiennego kondensator
faduje si¢ i roztadowuje si¢ cyklicznie z tg samg czgstotliwoscig. Zmiany impedancji
wynikajag m.in. z adsorpcji produktéw na elektrodzie, dyfuzji depolaryzatora w
poblizu elektrod (tzw. impedancja Warburga) lub impedancji przeniesienia
tadunku!'*¥. Zgodnie z prawem Ohma dla pradu stalego natezenie pradu I jest
proporcjonalne do jego napigcia U. W przypadku pradu zmiennego impedancja Z
wyraza zalezno$¢ pomigdzy przytozonym napigciem E, a natezeniem pradu / (17):

_E®
Z=10 (17)
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Gdy do elektrody zostanie przytozony prad zmienny o matej amplitudzie (18):
E; = E,sin (wt) (18)
otrzymany sygnal bedzie mial posta¢ (19):
I; = Ipsin (wt + @) (19)
dla (20):

w = 2nf (20)

gdzie:

® - zmiennos¢ katowa,
¢ — kat fazowy.

Graficzng reprezentacja fluktuacji napigcia przemiennego jest funkcja sinusoidalna
(Rysunek 1.14.). W przypadku idealnego rezystora prad i napigcie oscyluja w fazie
(dla @ = 0), i napigcie i prad osiggajg maksimum w tym samym momencie.
W przypadku kondensatora napigcie i prad oscylujg przesunigte w fazie (dla ¢ = 90°).

Ad

N\ [/
N NS

Rysunek 1.14. Schematyczne przedstawienie fluktuacji napigcia przemiennego w fazie.
Otrzymana impedancja bedzie wyraza¢ si¢ wzorem (21):

_ @ __ Epsin (wt)
- I(t) - Ipsin (wt—¢@)

Z(w) (21)
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Korzystajac ze wzoru Eulera, impedancja moze by¢ przedstawiona jako liczba
zespolona (22):

Z(w) = Zy(e)/? - et (22)
Mozna ja przedstawi¢ w postaci wektorowej (23):

Z=7—jz" (23)
gdzie (24):

j=v=1 (24)

Jedng z mozliwos$ci przedstawienia wynikow pomiaru EIS jest wykres Nyquista
Rysunek 1.15.). Jest to krzywa w zaleznosci (25):

Zim = [ (Zge) (25)
Kontrola
Z’ A Kontrola dyfuzyina
kinetyczna
——
Rs Rs + Rc
>
ZII

Rysunek 1.15. Wykres Nyquista dla uktadu elektrochemicznego.

Typowy uktad pomiarowy do pomiaru impedancji sktada si¢ z trzech elektrod —
elektrody pracujacej, odniesienia oraz przeciwelektrody. W trakcie pomiaru
przyktadane jest state napigcie na ktore jest naktadane napigcie sinosuidalne o matej
amplitudzie w wybranych zakresach czgstotliwosci.
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2. Opracowanie macierzy elektrodowej do hodowli komorkowej

2.1. Wprowadzenie

Monitorowanie metabolizmu w hodowlach komodrkowych koncentruje si¢ na
katabolicznym szlaku glukozy, ktora jest glownym zrodlem energii dla aktywnosci
komorkowejl!). Zostalo to przedstawione w duzym uproszczeniu na Rysunku 2.1.,
gdzie glukoza jest jedynym sktadnikiem odzywczym dostarczanym w pozywce
hodowlanej. Szlak metaboliczny glukozy jest warunkowany dostgpem tlenu
w hodowli, dlatego istotna jest znajomo$¢ i monitorowanie warunkéw tlenowych
w hodowli komorkowej.

Czujniki wykorzystywane w hodowlach komoérkowych in vitro pozwalajg jedynie na
monitorowanie parametrow zewnatrzkomorkowych. Zastosowanie bioczujnikéw
glukozy, mleczanéw, oraz czujnikéw pH i tlenu pozwala oceni¢ wzrost komorek,
a takze wptyw podawanych ksenobiotykow na ich zywotnosc.
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Rysunek 2.1. Schemat rozktadu glukozy na drodze tlenowej oraz beztlenowej w komorkach
zwierzgcychl,
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Pierwszym etapem rozktadu glukozy jest glikoliza, ktéra zachodzi w cytozolu.
Glukoza jest rozkladana na czasteczki pirogronianu, nastgpnie w warunkach
tlenowych, pirogronian jest przeksztatcany w mitochondrium do acetylokoenzymu A,
ktory wchodzac w cykl Krebsa przeksztalcany jest do CO, z wytworzeniem
czasteczek NADH, FADH, oraz GTP lub ATP. Dalej nastgpuje fosforylacja
oksydacyjna w ktorej dalsza energia jest pozyskiwana poprzez redukcje tlenu do
wody!?. W warunkach beztlenowych pirogronian jest rozktadany do mleczanu, ktory
wydalany na zewnatrz komorki moze by¢ réwniez monitorowany za pomocg
bioczujnikow w hodowli.

Do oznaczania st¢zenia glukozy oraz mleczanéw zazwyczaj wykorzystuje si¢
bioczujniki enzymatyczne ze wzgledu na wysoka specyficzno$¢ enzymow, jak
rowniez na stabilno$¢ w wysokiej temperaturze oraz pHP!. Sg one unieruchamiane
w membranie lub bezposrednio na elektrodach. Nastgpnie przeksztatcaja
odpowiadajacy kazdemu z enzymoéw substrat tworzac produkt uboczny, ktéry jest
utleniany lub redukowany na odpowiednio spolaryzowanej elektrodzie.

W przypadku detekcji glukozy najczeSciej wykorzystywane sa amperometryczne
czujniki oparte na enzymatycznym rozktadzie przez oksydaze glukozowa. Jednak
wykorzystuje si¢ rowniez inne enzymy jak heksokinaze lub glukozo-1-dehydrogenaze
(GDH ang. glucose-1-dehydrogenase), ktore charakteryzuja si¢ nizsza
specyficznoscia i stabilnoscia, ale w procesie rozkladu nie zuzywaja czasteczek
tlenu. W czujnikach glukozy wykorzystuje si¢ rowniez mediatory redoks,

umozliwiajace pomiaru elektrondw przenoszonych z enzymul®,

Do oznaczania tlenu czasteczkowego najczesciej wykorzystywane sa czujniki
optyczne, ktore dzialaja na zasadzie efektu wygaszenia spowodowanego przez tlen
z barwnikiem fluorescencyjnym lub fosforescyjnym (Rozdziat 1.5.3.). Ze wzgledu na
mozliwo$¢ miniaturyzacji oraz integracji z uktadem mikroprzeptywowym, coraz
czesciej wykorzystuje sie elektrochemiczne metody do oznaczania tlenu w pozywce
hodowlanej. Wykorzystywane sa metody amperometryczne m.in. oparte na
bezposrednim pomiarze na elektrodzie platynowej lub ztotej>®), na membranowe;j
elektrodzie tlenowej Clarka®!'%, czujniki typu ISFET!'!! oraz metoda SECM!2],

Najbardziej rozpowszechniona w metodach oznaczania tlenu czasteczkowego
w roztworach jest elektroda tlenowa Clarka. Jej gldéwnym elementem jest
potprzepuszczalna membrana, zabezpieczajgca uktad przed wptywem zanieczyszczen
na elektrody. W klasycznym ujeciu elektroda Clarka jest uktadem dwuelektrodowym,
ktory stanowi elektroda platynowa lub ztota (katoda), na ktorej zachodzi redukcja
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tlenu oraz elektroda chlorosrebrowa zanurzona w roztworze elektrolitu KCI
(anoda)!'):

4Ag + 4Cl™ — 4AgCl + 4e (26)
0, + 4H* + 4e - 2H,0 (27)

W hodowlach komodrkowych najczgéciej wykorzystuje si¢ zminiaturyzowang
elektrode Clarka opartg na technologii cienkowarstwowej!'%. Zaletg wykorzystania
tego typu czujnika jest ograniczenie wptywu substancji zaklocajacych pomiar, oraz
obecnych w pozywce hodowlanej substancji dzialajacych toksycznie na elektrodg
w tym tzw. fouling elektrod (Rozdziat 3)!%,

Wykorzystanie bezposredniej metody oznaczania tlenu umozliwia jednoczesne
wykorzystanie wielu czujnikéw w jednym uktadzie (z jedna elektroda odniesienia
i przeciwelektroda) oraz ich rozmieszczenie w roznych miejscach uktadu, przede
wszystkim bezposrednim w kontakcie z komorkamil!l,

Mechanizm redukcji tlenu na elektrodach jest zalezny nie tylko od pH $rodowiska
reakcji, ale rowniez od rodzaju powierzchni elektrody i katalizatoral'*!), Moze
zachodzi¢ w procesie dwu- lub czteroelektronowym:

0, + 4H* + 4e > 2H,0 (28)
0, + 2H* + 2e - H,0, (29)

Na elektrodzie platynowej reakcja redukcji tlenu zachodzi w procesie dwuetapowym.
W pierwszym etapie wytwarzany jest nadtlenek wodoru, ktory ulega dalszej redukcji
do wody!'®!. Ze wzgledu na wrazliwo$¢ platyny na zanieczyszczenia oraz jej wysokg
ceng zaczgto poszukiwac innych rozwigzan. Reakcja redukcji tlenu (ORR ang. oxygen
reduction reaction) ma istotne znaczenie w wielu procesach m.in. w ogniwach
paliwowych, gdzie wykorzystywana jest w szerokim zakresie temperatur w pH
kwasnym i zasadowym!'”). Wiele opracowanych katalizatorow jest dedykowanych
pracy w tych wilasnie skrajnych warunkach.

W $rodowisku o neutralnym pH mechanizm reakcji ORR jest znaczniej mniej
zglebiony. Uwaza si¢, ze kinetyka procesu dwuelektronowego ORR oraz
selektywno$¢ H>O, sg ograniczone w $rodowisku o pH zblizonym do obojetnego
(6<pH<9)!'8, Opracowane katalizatory oparte na zwigzkach nieorganicznych lub
weglu powoduja ogromny nadpotencjat aktywacji podczas pomiaru, co powoduje
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niskg aktywno$¢ katalityczng!'"y. Wykorzystanie enzyméw takich jak lakaza lub
oksydaza bilirubiny jako katalizatorow w ORR niweluje problem powstawania
nadpotencjaldéw w pH 7, ale ich niska wytrzymalo$¢ oraz wysoki koszt skutkuje
matym zainteresowaniem!'”),

Interesujagcym materialem katalitycznym sg zwiazki M-N-C, sa to najczesciej
makrocykliczne zwigzki metali przejsciowych (M) takich jak zelazo, mangan, kobalt
lub nikiel. Opieraja si¢ na potgczeniu porfiryn i ftalocyjanin z jonami metali.
Charakteryzuja si¢ one wysoka aktywnos$cia katalityczng, jednak nie sg trwale,
a redukcja tlenu przebiega z wytworzeniem nadtlenku wodoru. Po raz pierwszy
ftalocyjanine kobaltu wykorzystano w ORR w 1964 rokul"), a kilka lat pozniej
bardziej aktywny uklad dimeru porfiryny dikobaltu!*”
zwiagzki ftalocyjaniny z metalami w reakcji redukcji O, wykazuja trend aktywno$ci
w nastepujgcej kolejnosci: Fe(Il) > Co(II) > Ni(Il) > Cu(ID!'3!, Jest to zwigzane
z potencjalem jonizacji kompleksu makrocyklicznego metalul?*?l.  Jeden
z matematycznych modeli opisuje rowniez wpltyw poziomu energetycznego orbitali
w atomach metali wystepujacych w metaloporfirynach na zachodzacy mechanizm
ORR. Pokazuje on, ze w przypadku zwiazkow zelaza bardziej prawdopodobny jest
mechanizm czteroelektronowy, w ktorym tlen jest redukowany do wody, podczas gdy
w tych samych zwigzkach w ktérym atomem metalu jest kobalt, w procesie
dwuelektronowym zachodzi redukcja do nadtlenku wodoru!?*,

. Badania wykorzystujace

Oksydaza cytochromu C, ktéra w ostatnim etapie rozktadu tlenu jest odpowiedzialna
za transportu elektronow, czyli redukcje O, do wody ma dwa centra katalityczne -
Fe(Il) fragmentu hemu-a3 oraz Cu(ll) fragmentu CuB — Rysunku 2.2. Szybki transfer
czterech elektrondw i protonu przez biatkowe srodowisko centrum koordynacyjnego
rozszczepia podwodjne wigzanie O=0 bez powstawania potproduktu jakim jest
czasteczka nadtlenku¥. Obecno$¢ biatka wptywa nie tylko na stabilno$¢ pH, ale
takze zapewnia stabilno$¢ termodynamiczng oraz petni funkcje elektrokatalityczng!®!.
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Rysunek 2.2. Schemat oksydazy cytochromu C?],

Zastosowanie polimerow przewodzacych takich jak polianilina (PANI), politiofen
(PTh), polipirol (PPy), poli(3,4-etylenodioksytiofen) (PEDOT) czy poli(4-
winylopirydyna) (PVP) jako matrycy dla zwiazkow makrocyklicznych moze
wplywa¢ na wydajno$¢ redukeji tlenu®. Badania z PPy wyraznie wykazaly, ze
przewodnictwo i porowato$¢ polimeru pozwalaja na lepszy dostgp do miejsc
katalitycznych niz w przypadku elektrod planarnych oraz wykorzystania samych
zwigzkéw makrocyklicznych. Wyniki badan wskazujg, ze makrocykliczne zwigzki
Co sg bardziej stabilne, ale mniej aktywne niz makrocykliczne zwigzki Fe.

Jednym z takich katalizatorow moze by¢ roéwniez uktad Fe-N/C, oparty na
aminonaftalenie. Przeprowadzone doswiadczenia pokazaty, Zze podobnie jak
w $rodowisku kwasnym, redukcja tlenu z wykorzystaniem tego katalizatora przebiega
w procesie czteroelektronowym, bezposrednio do czgsteczki wody!?. Przejscie
z mechanizmu kwasowego do zasadowego dla elektrokatalizatoréw Fe-N/C zachodzi
przy zasadowych warto$ciach pomigdzy pH 10, a pH 12, co wskazuje, ze zalezno$¢
mechanizmu reakc;ji jest silnie zwigzana z pKa deprotonacji nadtlenku wodoru(?%-2"),

Jednym z ciekawych rozwigzan moze by¢ rowniez wykorzystanie materiatdw NiSe
domieszkowanych Co. Wstepne badania pokazaly w ich przypadku wysoki wptyw
mechanizmu dwuelektronowego w neutralnym srodowisku (pH = 8,4) w poréwnaniu
do materiatow niedomieszkowanych. Zwigkszony transfer elektronéw z Co do Ni, jest
przypisywany wyzszej elektroujemnosci Ni w porownaniu do Col'®!,

66



Procedure napylania ztotych elektrod wykonywatam wraz z prof. dr hab. Martinem Jonsson-
Niedziotka oraz dr Karthika Kappalakandy Valapil. Mgr. Joanna Dolinska wykonata elektrody
metoda druku 3D. Elektrody metoda fotolitografii zostalty wykonane przez z dr inz. Emili¢
Witkowska-Nery, dr Karthik¢ Kappalakandy Valapil oraz dr. Cecili¢ de Carvalho Castro e
Silva.

2.2. Materialy i metody

2.2.1. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

e  Waga analityczna (Mettler Toledo),

e Myjka ultradzwigkowa (EMAG Technologies),
e Mieszadlo z funkcja grzania (IKA),

e pH-metr (Mettler Toledo),

e Pipety automatyczne (Eppendorf),

e Grawerka laserowa CO, (GCC),

e Napylarka (Leica EM MEDO020),

e Profilometr (Bruker ContourGT).

2.2.2. Materialy

o Elektrody z wegla szklistego (Mineral),

e Elektrody ztote (Mineral),

e Papier Scierny o gradacji 1200, 800, 600,

e Plytki ITO (Delta Technologies),

e Podloze BOROFLOAT® 33 (SCHOTT),

e Target do napylania ztota (Mennica Metale Sp. z 0.0.),

e Target do napylania chromu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),
e Target do napylania tytanu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),
e Folia transparentna (Xerox),

e Elektrody wytworzone metodg druku 3D (Print-Me, Proto-Plasta, FiloAlfa),
e  Probowki typu eppendorf (Bionovo),

o Koncoéowki do pipet (Gilson).

2.2.3. Odczynniki

4-Aminotiofenol (Aldrich); alkohol izopropylowy (99,8%, Linegal Chemicals),
aceton (99,8%, Linegal Chemicals) 5,10,15,20-Tetrafenylo-21H,23H- porfina
kobaltu(Il) (CoTPP) (Aldrich); 5,10,15,20-Tetrakis(4-metoksyfenylo)-21H,23H-
porfina kobaltu(Il) (CoTMPP) (Aldrich); chlorek 5,10,15,20-Tetrafenylo-21H,23H-
porfiryny manganu(lll) (MnTPPCI) (Aldrich); chlorek 5,10,15,20-Tetrakis(4-
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metoksyfenylo)-21H,23H-porfiryny zelaza(Ill) (FeTMPPCI) (Aldrich); chlorek
potasu (Sigma-Aldrich); dichlorometan (Sigma Aldrich); etanol (99,8%, POCH);
hydroxymetylferrocene (abcr), kwas siarkowy (IV) (95% Chempur); pirol (Merck),
wodorotlenek potasu KOH (>99,99%, Sigma Aldrich).

Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane z wykorzystaniem standardowego szkta
laboratoryjnego stanowigcego wyposazenie laboratorium. Uzyte odczynniki
charakteryzowaly si¢ czystoscig analityczna i byly przechowywane zgodnie
z zaleceniami producenta.

Do sporzadzania wodnych roztwordw wzorcowych oraz  buforowych
wykorzystywano wod¢ demineralizowang z systemu Sartorius Arium Comfort I,
o rezystancji rownej 18.2 MQ-cm.

2.3. Metody badan

2.3.1. Pomiary elektrochemiczne

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono za pomoca potencjostatu Autolab
PGSTAT30, kontrolowanego przez oprogramowanie GPES (Eco Chemie) oraz
potencjostatu PalmSens 4 potencjostatu PalmSens4 z modulem MUXS8-R2
kontrolowanego przez oprogramowanie PSTrace (wersja 5.8-5.10). W Sdo Paulo
pomiary elektrochemiczne prowadzono za pomocg potencjostatu Metrohm Autolab
PGSTAT204 kontrolowanego przez oprogramowanie Nova (wersja 2.1.5). Pomiary
wykonano w uktadzie trojelektrodowym skladajagcym si¢ z wybranej elektrody
pracujacej, elektrody odniesienia Ag/AgCl (3 M KCIl) (IJ Cambria Scientific Ltd.)
o $rednicy 2 mm oraz drutu platynowego o S$rednicy 1 mm (Mennica Metale
Sp. z 0.0.) jako elektrody pomocnicze;.

2.3.2. Przygotowanie elektrod
Do badan przedstawionych w niniejszym rozdziale wykorzystano:

e komercyjne elektrody ztote o $rednicy 3 mm,

o clektrody zlote wytworzone za pomocg procesu napylania w wysokiej prozni,

o clektrody ITO-Au wytworzone przy uzyciu plotera laserowego CO:
a nastgpnie za pomocg procesu napylania w wysokiej prozni,

o clektrody wytworzone metoda druku 3D,

o clektrody grafenowe indukowane laserowo (LIG),

e clektrody wytworzone metoda fotolitografii.
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Elektrody z wegla szklistego oraz komercyjne elektrody ztote przygotowano poprzez
polerowanie powierzchni elektrod przy uzyciu AlOs o ziarnistosci 1 pm, 0,3 pum
i 0,05 pum a nastepnie optukanie w wodzie dejonizowanej i Wwysuszenie
w temperaturze otoczenia. Elektrody zlote dodatkowo czyszczono w 0,01 M
roztworze H,SOj.

Elektrody ITO-Au oraz elektrody ztote przygotowano poprzez poddanie elektrod
zanurzonych w roztworze (1) izopropanolu oraz (2) wody zdemineralizowanej
dziataniu ultradzwigkow przez 15 min.

Elektrody zmodyfikowano poprzez:

e PPy - depozycje elektrochemiczng na elektrodzie z 1 mM roztworu PPy
w 10 mM PBS o pH 7,4; zakres potencjatu od 1,0 V do -0,2 V, szybkos¢
skanowania 50 mV/s, 5 cykli?®!,

e PTh - zanurzenie elektrod na 2h w 10 mM roztworze 4-ATP w EtOH*’!

e PANI - depozycje elektrochemiczng na elektrodzie w 0,5 M roztworze H2SO4
zawierajacym 0,1 M aniliny oraz 0,05 mM FeTSPP; zakres potencjatu od 0,2
V do 0,8 V; szybkos$¢ skanowania 20 mV/s, 8 cykli!

oraz:

e  CoTPP - nakroplenie na elektrod¢ 10 uL 1 mM roztworu CoTPP w CH:Cl,,
e CoTMPP - nakroplenie na elektrod¢ 10 uL 1 mM roztworu CoTMPPCI

w CHQCIQ,

e FeTMPPCI - nakroplenie na elektrode 10 pL. 1 mM roztworu FeTMPPCI
w CHzClz,

e  MnTPPCI - nakroplenie na elektrod¢ 10 pL. 1 mM roztworu MnTPPCl
A% CHzClz[Sl].

2.3.3. Proces napylania elektrod

Procedura napylania byla wykonywana przeze mnie przy pomocy dr Karthika
Kappalakandy Valapil oraz prof. dr hab. Martinem Jonsson-Niedziotka.

Jako material bazowy =zostalo wykorzystane podloze BOROFLOAT® 33
o wymiarach 25 mm x 25 mm x 5 mm, na ktorg najpierw zostata napylona warstwa
tytanu (1) lub chromu (2) o grubosci 10 nm, a nastepnie warstwa zltota o grubosci
100 nm. Warstwa chromu lub tytanu zostala naniesiona za pomoca procesu napylania
w wysokiej prozni (o wartosci 10~ mbar), natomiast warstwa zltota zostala naniesiona
w wysokiej prozni o warto$ci 102 mbar. Do tego procesu wykorzystano okragly
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kawatek (1) tytanu lub (2) chromu oraz ztota o $rednicy 50 mm. Podczas napylania
probki zostaty umieszczone na obrotowym uchwycie.

W badaniach wykorzystano elektrody wytworzone w procesie fotolitografii, elektrody
przygotowane z wykorzystaniem grawerki laserowej CO, oraz wytworzonej maski
(Rysunek 2.3.).

Rysunek 2.3. Maska z pozwalajaca na precyzyjne napylenie zlotych elektrod w procesie
napylania w wysokiej prozni.

2.3.4. Proces wytworzenia elektrod ITO-Au

Metoda wytworzenia elektrod ITO (ang. indium tin oxide) zostala opracowana
i opisana w pracy doktorskiej Dr Karthiki Kappalakandy Valapil®*>#], Szklane ptytki
o wymiarach 25 mm x 25 mm x 1,1 mm pokryte ITO (~130 nm, Rs = 5-15 Q/sq)
zostaty pokryte tasma kaptonowa, a nastepnie przy uzyciu oprogramowania CAD oraz
grawerki laserowej CO; o nastgpujacych parametrach: predkos¢ 2,0, moc 1% i PPI
(impulsy na cal) 1500, geometria uktadu elektrod zostata odwzorowana na ptytce.
Nastepnie tasma z powierzchni nieelektrodowej zostata zdjeta (elektrody pozostaty
zakryte kaptonem), a podtoze ITO zostalo wytrawione w roztworze 1,15 M KOH
w 80% etanolu. Po zdjeciu tasmy z powierzchni elektrod, elektrody zostaly poddane
dziataniu ultradzwiekdéw przez 15 min w roztworze acetonu, izopropanolu i wody!*%,

Po wytworzeniu elektrod ITO, na tej samej powierzchni przygotowano elektrody
w procesie napylania w wysokiej prozni opisane w Rozdziale 2.3.3. przy uzyciu
maski, zakrywajac poloweg otworow, tak aby ztoto nie zostato napylone na elektrody
ITO (Rysunek 2.4.).
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Rysunek 2.4. Macierz elektrodowa na ktorej przygotowana cztery elektrody ITO (kolor biaty)
oraz elektrody ztote przygotowane w procesie napylania w wysokiej prozni (kolor zotty).

2.3.5. Proces wytworzenia elektrod LIG

Elektrody LIG (ang. Laser-Induced Graphene electrodes) zostaly przygotowane
podczas stazu na Uniwersytecie Presbiteriana Mackenzie w Sdo Paulo. Geometria
uktadu elektrod zostata odwzorowana poprzez wygrawerowanie laserem na tasmie
poliimidowej Kapton® przy uzyciu oprogramowania CAD oraz grawerki laserowe;j
zgodnie z literaturg®*.,

2.4. Wyniki i dyskusja

Celem badan zaprezentowanych w niniejszym rozdziale bylo wytworzenie elektrod,
ktére umozliwia pomiar metabolizmu w hodowlach komoérkowych, zaréwno
w hodowlach 2D jak i 3D. W pierwszym etapie badan skoncentrowano si¢ na
elektrodach umozliwiajacych pomiar tlenu czasteczkowego, w hodowlach
neuronalnych. Potencjat spoczynkowy komorek nerwowych wynosi -0,07 V, z tego
wzgledu w pierwszym kroku podjeto si¢ zidentyfikowania katalizatora, ktory
umozliwitby przeprowadzenie reakcji redukcji tlenu w pozywce hodowlanej o pH 7,4
przy niskim nadpotencjale. W kolejnych krokach podjeto probe wytworzenia oraz
scharakteryzowania elektrod, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane w hodowlach
komoérkowych.

2.4.1. Dobor katalizatora redukcji tlenu w niskim nadpotencjale

W pierwszym kroku oceniono mozliwos¢ wykorzystanie takich materiatow jak
makrocykliczne zwigzki metali przejsciowych — CoTPP, CoTMPP, FeTMPPCI oraz
MnTPPCl w procesie redukcji tlenu na elektrodach ztotych o $rednicy 3 mm.
Dodatkowo oceniono wptyw polimeroéw przewodzacych (PPy, PANI oraz PTh) na
proces redukcji tlenu. Badane elektrody pokryte warstwa wybranych materiatow
analizowano w roztworach o roznej zawartosci tlenu — w roztworze odtlenionym
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poprzez argonowanie roztworu argonem technicznym oraz w roztworze bedacym
w réwnowadze z powietrzem. Wyniki przedstawiono na Rysunkach 2.5.-2.8.

Na woltamperogramach zarejestrowanych dla elektrod zmodyfikowanych
metaloporfirynami w roztworze buforowym bedacym w réwnowadze z powietrzem
o pH 7,4 zaobserwowano piki katodowe (Rysunek 2.5.). Podczas pomiaru
W roztworze nasyconym argonem sa niewidoczne lub znacznie zmniejszone, dlatego
mozna to przypisa¢ procesowi redukcji tlenu. Potencjaty poczatku fali katalitycznej
redukcji tlenu (potencjat onset ang. onset potential) wynosza -0,01 V oraz -0,016 V
odpowiednio dla zwigzkéw FeTMPPCI oraz CoTMPP. Natomiast dla pozostatych
zwigzkow jest on przesunigty w strong negatywnych potencjalow i wynosi
odpowiednio -0,075 Vi-0,11 V dla zwigzkéw CoTPP i MnTPPCI.
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Rysunek 2.5. Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych modyfikowanych
makrocykliczne zwigzki metali przejsciowych — CoTPP, CoTMPP, FeTMPPCI oraz
MnTMPPCI w roztworze PBS o pH 7,4 w rownowadze z powietrzem (linia ciggla) oraz
roztworze nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko$§¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

Analiza zarejestrowanych krzywych dla elektrod pokrytych dodatkowg warstwa

polimeru wskazata jedynie znaczny wplyw PPy na proces redukcji tlenu
w $rodowisku obojetnym w roztworze buforowym o pH 7,4. Na zarejestrowanej
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krzywej zaobserwowano zanik piku katodowego w roztworze nasyconym argonem.
Wptyw PTh zaobserwowano jedynie w $rodowisku kwasnym w roztworze
buforowym o pH 4,0. W przypadku modyfikacji PTh/FeTMPPCI potencjat poczatku
fali katalitycznej redukcji tlenu ulegl przesunigciu w strong pozytywnych
potencjatoéw. Warto$¢ potencjalu onset dla modyfikacji wynosi 0,12 V. Natomiast
zastosowanie dodatkowej warstwy polianiliny nie przyniosto oczekiwanych
rezultatow (Rysunek 2.6.).
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Rysunek 2.6. Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych modyfikowanych
warstwg polimeréw przewodzacych PANI, PPy, oraz PTh, a nastgpnie FeTMPPCI
w roztworze PBS o pH 7,4 w réwnowadze z powietrzem (linia ciggla) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

Na zarejestrowanych krzywych dla elektrod pokrytych warstwy polipirolu
i kompleksem porfiryna-metal nie zaobserwowano znaczacego wplywu dodatkowe;j
warstwy polimeru na warto$¢ potencjatu poczatku fali katalitycznej redukcji tlenu
(Rysunek 2.7.). Warto$¢ potencjalow dla wszystkich modyfikacji zostata przesunigta
w stron¢ negatywnych potencjatow. Potencjaty poczatku fali katalitycznej redukcji
tlenu wynosza odpowiednio -0,12 V, -0,013 V, -0,016 V, -0,083 V dla zwigzkow
FeTMPPCI, CoTPP, CoTMPP oraz MnTPPCIl. Dla modyfikacji PPy/FeTMPPCI
otrzymano trzykrotnie wyzsza warto$¢ natezenia pradu niz dla pozostatych
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kompleksow. Jest jednak ona poréwnywalna dla obu modyfikacji (z FeTMPPCI oraz
PPy/FeTMPPCIl). W przypadku modyfikacji PPy/CoTPP otrzymana warto$¢
natezenia pradu jest dwukrotnie nizsza niz dla modyfikacji bez warstwy polipirolu.
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Rysunek 2.7. Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych modyfikowanych
makrocyklicznymi zwigzkami metali przejsciowych — CoTPP, CoTMPP, oraz FeTMPPCI
oraz dodatkowa warstwg polimeru — PPy/CoTPP, PPy/CoTMPP oraz PPy/FeTMPPCI
w roztworze PBS o pH 7,4 w rownowadze z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

Porownujac zarejestrowane krzywe dla elektrody ztotej niemodyfikowanej oraz
modyfikowanej pirolem, a takze metaloporfiryna (Rysunek 2.8.), mozna zauwazyc¢,
ze mimo modyfikacji ,zakres potencjatu” redukcji tlenu pozostaje podobny.
Dodatkowo mozna zaobserwowac, ze warto$¢ natgzenia pradu z wyjatkiem
PPy/CoTPP dla wszystkich modyfikacji jest podobna.
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Natezenie pradu [pA]

-3,5 1 —— Elektroda ztota bez modyfikacji

-1,2 -1 —0I,8 -06 -04 -02 0 02 04
E/V vs Ag/AgCI (1M KCI)

Rysunek 2.8. Woltamperogram cykliczny uzyskany dla elektrody zlotej bez modyfikacji
w roztworze PBS o pH 7,4 w réwnowadze z powietrzem (linia ciggla) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybkos$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

2.4.2. Ocena mozliwosci wykorzystania elektrod w pomiarze metabolizmu
w hodowlach komérkowych

2.4.2.1. Ocena mozliwosci wykorzystania elektrod zlotych wytworzonych za
pomocg procesu napylania w wysokiej prézni.

W drugim etapie badan oceniono wptyw wybranego PPy/ FeTMPPCI na ztotych
elektrodach o $rednicy 1,75 cm? wytworzonych za pomocg procesu napylania
w wysokiej prozni. Wykorzystano trzy typy elektrod: uktad o$miu elektrod ztotych
(1) oraz czterech elektrod ztotych i czterech elektrod ITO (2) o geometrii uktadu
przedstawionej na Rysunku 2.4., na ktorej osiem elektrod zostato umieszczonych
w okregu na ptytce o wymiarach 25 mm x 25 mm oraz elektrody napylane na folii
transparentnej o tej samej Srednicy (3).

Na poczatku badano odpowiedz wszystkich elektrod w roztworze 1 mM Fc(MeOH),
0, M KCI w celu analizy powierzchni elektrod oraz ich sygnalow
elektrochemicznych. Nastepnie elektrody zmodyfikowano warstwa polipirolu oraz
wybranym zwigzkiem makrocyklicznym — TMPPFeCl, podobnie jak w Rozdziale
2.4.1. Wyniki przedstawiono na rysunkach 2.9.-2.12.

Elektrody ITO zostalty wykorzystane przez dr Karthike Kappakalandy Valapil
w ramach pracy doktorskiej do pomiaréow elektrochemicznej impedancji
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spektroskopowej w celu badania adhezji komoérek na elektrodach. Z tego powodu
postanowiono potaczy¢ na jednej matrycy elektrody ITO do badania adhezji komorek
oraz elektrody zlote do oznaczania tlenu w hodowli komoérkowej. Podczas analizy
woltamperogramow zarejestrowanych w roztworze 1 mM Fc(MeOH), w 0,1 M KC1
zauwazono znaczacg roéznice w wysoko$ciach otrzymanych pikoéw zardwno pikow
redukcji jak i utlenienia (Rysunek 2.9.). Z tego powodu postanowiono zrezygnowaé
z tej metody wytwarzania elektrod, a pomiary impedancji przeprowadzi¢ na
elektrodach ztotych.

Proces napylenia wykonywano w wysokiej prozni. Poczatkowo do wyznaczenia
zakresu powierzchni elektrod zostala wykorzystana tasma klejgca (Scotch), na ktorej
z wykorzystaniem grawerki laserowej CO, wycinano ksztalt elektrod. W p6zniejszych
etapach pracy wykorzystywano maske, ktora pozwolita omingé proces samego
wycinania. Proces ten pozwolitl na uzyskanie elektrod o wysokiej powtarzalnosci
(Rysunek 2.9.). Analiza profilometryczna pozwolita oceni¢ rzeczywista wysokos¢
naniesionej warstwy ztota (Rysunek 2.10.). Poczatkowo proces napylania odbywat si¢
dla zadanych ustawien 100 nm warstwy zlota, a nastepnie zwigkszono napylona
warstwe do 150 nm. Niestety w obu przypadkach nie uzyskano zadanej warstwy zlota,
a o0 prawie trzy razy mniejsza w obu przypadkach. Wysoko$¢ elektrod roznita sie
migdzy sobg + 0,5 nm dla elektrod uzyskanych w jednym procesie. Nie znaleziono
korelacji dla polozenia podtoza elektrody podczas procesu napylania. Zmierzona
srednica elektrod (powierzchni aktywnej) byta zblizona do $rednicy otworu maski
wykorzystywanej podczas procesu napylania. Roznica wyniosta 0,20 mm (Rysunek
2.11.).
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Rysunek 2.9. Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych za pomoca
procesu napylania w wysokiej prozni — elektrody ITO/Au (1), elektrody zlote (2) w roztworze
1 mM Fe(MeOH), w 0,1 M KCl. Szybko$¢ zmian potencjatu 100 mV/s.
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Rysunek 2.10. Przekrdj wysokosci $ciezki elektrycznej elektrod ztotych wytworzonych na
podtozu BOROFLOAT® 33 wyznaczonej za pomocg profilometru.

Rysunek 2.11. Zdjecie powierzchni aktywnej elektrody zlotej wytworzonej na podiozu
BOROFLOAT® 33 utworzone za pomocg analizy profilometryczne;.

W kolejnym etapie elektrody ztote zostaty zmodyfikowane wybranym zwigzkiem
PPy/FeTMPPCI. Analiza zarejestrowanych krzywych (Rysunek 2.12.) dla elektrod
niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych warstwa polipirolu i Fe TMPPCI wykazata
znaczne przesuni¢cie potencjatu onset dla elektrod zmodyfikowanych. Wartosé
potencjalu wynosi -0,153 V dla elektrody niemodyfikowanej i -0,28 V dla
modyfikacji PPy/FeTMPPCI. W pordéwnaniu do elektrod krystalicznych ztotych jest
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to znaczace przesuniecie potencjatu onset w kierunku negatywnych potencjatow.
Proces modyfikacji wykonano kilkukrotnie. Pomimo réznicy w oknie potencjatu
w wykonywanych pomiarach oraz braku pomiaru w roztworze nasyconym argonem
dla drugiego procesu modyfikacji, mozna zauwazy¢ znaczng roznice w przesunicciu
pomiedzy odpowiedzig dla elektrody zlotej niemodyfikowanej i dla modyfikacji
PPy/FeTMPPCI. Cho¢ w przypadku modyfikacji elektrod na jednej macierzy proces
ten wydaje si¢ powtarzalny, duzo trudniej otrzymac ten sam sygnat pomiedzy samymi
macierzami elektrod.
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Rysunek 2.12. Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod zlotych wytworzonych za
pomoca procesu napylania w wysokiej prozni — bez modyfikacji (Au), elektrod ztotych
modyfikowanych tylko warstwa polipirolu (Au/PPy) oraz elektrod ztotych modyfikowanych
warstwg polipirolu oraz FeTMPPCl (Au/PPy/FeTMPPCl) w roztworze PBS o pH 7,4
w rownowadze z powietrzem (linia ciggla) oraz roztworze nasyconym argonem (linia
przerywana). Szybkos$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

2.4.2.2. Ocena mozliwosci wykorzystania elektrod wytworzonych za pomoca
druku 3D

W kolejnym etapie zbadano mozliwos¢ wykorzystania elektrod o $rednicy 3 mm
wytworzonych za pomocg druku 3D — Rysunek 2.13. Elektrody zostalty wykonane
w ramach wspotpracy z mgr. Joanna Dolinska. Elektrody zostaly wytworzone
z filamentu z kwasu polimlekowego (PLLA) z dodatkiem wegla zakupionego od
trzech réznych producentéw - Proto-Pasta (PP), FiloAlfa (FA) oraz Print-me (PM).
Elektrody zostaty zmodyfikowane nanoczastkami zlota.
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Rysunek 2.13. Elektroda wytworzona metoda druku 3D.

W pierwszym etapie badano odpowiedz wszystkich elektrod w roztworze 1 mM
Fc(MeOH), 0,1 M KCl w celu analizy powierzchni elektrod oraz ich sygnatow
elektrochemicznych. Nastepnie elektrody zmodyfikowano warstwa polipirolu oraz
wybranym zwiazkiem makrocyklicznym — CoTPP, podobnie jak w Rozdziale 2.4.1.
Wyniki przedstawiono na Rysunkach 2.14-2.16.

Dla elektrod PP uzyskano najlepszy sygnat elektroanalityczny w roztworze 1 mM
Fc(MeOH), w 0,1 M KCI. W przypadku elektrod FA uzyskano przesuniccie
maksimum piku utleniania w kierunku dodatnich potencjatow, natomiast sygnat piku
redukcji byl znaczniej mniejszy. Dla elektrod FA modyfikowanych czastkami ztota,
uzyskano piki utlenienia i redukcji o podobnej wysokosci. Dodatkowo na krzywej
zaobserwowano dodatkowe piki prawdopodobnie spowodowane zanieczyszczeniem
powstatym podczas modyfikacji elektrod. W przypadku elektrod PM roéwniez
uzyskano przesuniecie maksimum piku utleniania w kierunku dodatnich potencjatow.
Modyfikacja elektrod PM nanoczastkami ztota wyraznie zwickszyla pojemno$¢
elektrody.
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Rysunek 2.14. Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych metoda
druku 3D z PLLA zakupionego od réznych producentéw - Proto-Pasta (PP), FiloAlfa (FA)
oraz Print-Me (PM) w roztworze 1 mM Fc(MeOH), w 0,1 M KCIl. Inset pokazuje krzywa
uzyskang dla elektrody PM. Szybko$§¢ zmian potencjatu 100 mV/s.

Nastepnie odpowiedz elektrod niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych
nanoczastkami ztota analizowano w roztworze buforowym PBS o pH 7,4 o rdznej
zawartos$ci tlenu — w roztworze odtlenionym poprzez argonowanie roztworu argonem
technicznym oraz w roztworze bedacym w réwnowadze z powietrzem. W obu
przypadkach dla elektrod niemodyfikowanych PP i FA na krzywej zaobserwowano
wyrazny pik katodowy (Rysunek 2.15), ktory jest nie widoczny na krzywej
zarejestrowanej podczas pomiaru w roztworze nasyconym argonem (PP) lub jest on
wyraznie zmniejszony (FA). Podobnie jak na elektrodach ztotach mozna to przypisaé
procesowi redukcji tlenu. Potencjat onset dla elektrody PP wyniost -0,75 V, a dla FA
-0,36 V. W przypadku elektrod niemodyfikowanych PM nie uzyskano stabilnego
sygnatu podczas pomiaru w roztworze buforowym.
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Natezenie pradu [uA]
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E/V vs Ag/AgCl (1M KCl)

Rysunek 2.15. Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych metoda
druku 3D z PLLA od firmy Proto-Pasta (PP) i FiloAlfa (FA). Krzywe uzyskane dla elektrod
nie modyfikowanych w roztworze buforowym PBS o pH 7,4 w réwnowadze z powietrzem
(linia ciagla) oraz roztworze nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko§¢ zmian
potencjalu 10 mV/s.

Modyfikacja elektrody nanoczastkami zlota pozwolita na przesunigcie potencjatu
onset w strone negatywnych potencjatdow (Rysunek 2.16.). Dla elektrody PP/Au
wyniost -1.0 V, a dla FA/Au -0,75 V. Podobnie jak podobnie w poprzednim
podrozdziale sprawdzono wplyw polipirolu oraz zwigzku FeTMPPCIL. Pozwolito to
na przesuniecie potencjatu onset w strong pozytywnych potencjatéw. Dla elektrody
PP/Au/PPy/FeTMPPCI wyniost -0.11 V, a dla FA/Au/PPy/ FeTMPPCI -0,17 V.
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Rysunek 2.16. Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych metoda
druku 3D z PLLA od firmy Proto-Pasta (PP) i FiloAlfa (FA). Krzywe uzyskane dla elektrod
modyfikowanych nanoczastkami ztota (goérny wiersz) oraz elektrod modyfikowanych
nanoczastkami zlota, a nastgpnie PPy oraz FeTMPPCI (dolny wiersz) w roztworze buforowym
PBS o pH 7,4 w rownowadze z powietrzem (linia ciggla) oraz roztworze nasyconym argonem
(linia przerywana). Szybko$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

2.4.2.4. Ocena mozliwos$ci wykorzystania elektrod LIG

W kolejnym etapie zbadano mozliwo$¢ wykorzystania grafenowych elektrod
indukowanych laserowo (LIG) na podiozu poliimidowym. Elektrody zostaly
wykonane podczas stazu na Uniwersytecie Mackenzie w Sdo Paulo pod opieka
dr Cecili de Carvalho Castro e Silva.

Na poczatku elektrody zostaly wytworzone wg wzoru nr 1 (Rysunek 2.17.), jednak
zauwazono brak przewodnosci na calej elektrodzie. Prawdopodobnie jest to
spowodowane specyficznym sposobem prowadzenia wigzki laserowej, ktdra przy
fragmencie zakrgtu traci potaczenie z poprzednim fragmentem elektrody. Podobny
problem zauwazono przy prostych, ale dlugich elektrodach. Elektrody wzmocniono
srebrnym przewodzacym klejem i wyznaczono powierzchni¢ pracujaca elektrod
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(wzér nr 2). Elektrody scharakteryzowano w roztworze 10 mM Fc(MeOH), w 0,1 M
KCL

Wzoér nr 1l Wzor nr 2

Rysunek 2.17. Elektrody LIG.

Podczas analizy woltamperogramow uzyskanych dla elektrod LIG zauwazono rdzna
wielko$¢ krzywych uzyskanych dla poszczegdlnych elektrod podczas jednego druku
(Rysunek 2.18.). Najczgsciej uzyskiwano podobna wysoko$¢ pikow utleniania
i redukcji dla dwoch srodkowych i1 brzegowych elektrod. Jednak, rowniez pomigdzy
matrycami wielkos¢ elektrod byla rézna. Jednym z powodéw moze by¢ niedoktadne
wyznaczenie obszaru samej elektrody. Dodatkowo wycigte fragmentu folii
poliimidowej z nadrukowanymi elektrodami zginaty si¢, co moglo wptywacé na sygnat
podczas pomiaru. Podczas pomiaréw elektrochemicznych zwrdocono uwage na
problem braku rozseparowania elektrod (Rysunek 2.19.).
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Rysunek 2.18. Woltamperogram cykliczny uzyskany dla elektrod LIG w roztworze 10 mM
Fc(MeOH), w 0,1 M KCI. Szybko$¢ zmian potencjatu 30 mV/s.
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Rysunek 2.19. Analiza mikroskopowa rozseparowania elektrod LIG przestawiajaca elektrody
nierozseparowane (A) oraz odpowiednio rozseparowane (B).

2.4.2.3. Ocena mozliwos$ci wykorzystania elektrod wytworzonych w procesie
fotolitografii

W tym etapie zbadano mozliwos¢ wykorzystania elektrod wytworzonych w procesie
fotolitografii. Elektrody zostaly wykonane dwukrotnie w dwodch réznych
laboratoriach przez dr inz. Emilia Witkowskg-Nery, dr Karthikag Kappalakandy
Valapil oraz dr. Cecilig de Carvalho Castro e Silva, natomiast w zadnym procesie nie
uzyskano powtarzalnych elektrod, ktéore mozna by wykorzysta¢ w dalszych
badaniach.

Elektrody poddano analizie profilometrycznej, podczas ktorej zauwazono liczne
nierownosci mogace wptywa¢ na sygnal pomiaru. Dodatkowo zauwazono brak
cigglosci powierzchni elektrod. Podczas drugiego procesu wytwarzania elektrod, na
etapie oddzielenia fotorezystu oraz pokrywajacej go cienkiej warstwy czg$¢ substratu
zostata usunigta razem z fotorezystem powodujac zniszczenie czesci elektrod,
szczegolnie obszaru samej elektrody (Rysunek 2.20.).

1.6 ym
14 pm
1.2pm
1pm
0.8 um
0.6 ym
0.4 ym

0.2 ym

Opm

Rysunek 2.20. Analiza profilometryczna dla fotorezystu podczas wytwarzania elektrod
metodg fotolitografii (A) oraz analiza mikroskopowa elektrod po etapie oddzielenia
fotorezystu od substratu (B).

&4



2.5. WhniosKki

Opisane w niniejszym rozdziale prace badawcze skupialy si¢ na zidentyfikowaniu
materialu umozliwiajacego przeprowadzeniu reakcji redukcji tlenu w niskim
nadpotencjale, a takze na ocenie mozliwosci wykorzystania roznego typu elektrod w
monitorowaniu tlenu czasteczkowego w hodowli komorkowej. Poczatkowy etap
badan zostal przeprowadzony na komercyjnych elektrodach zlotych. Analiza
wynikow badan potwierdzila niewielki wptyw modyfikacji elektrod za pomoca takich
jak polimery przewodzace i makrocykliczne zwigzki metali przejsciowych na reakcje
redukcji tlenu w porownaniu na elektrodach zltotych do wynikéw uzyskanych na
elektrodach zlotych wytworzonych w procesie napylania bez modyfikacji oraz
elektrod wytworzonych metoda druku 3D.

Proces napylania elektrod ztotych umozliwit otrzymanie trwatych elektrod o tej samej
powierzchni aktywnej nie tylko na jednej macierzy elektrodowej, ale rowniez na
wielu macierzach, co umozliwia ich dalsze wykorzystanie w hodowli komodrkowe;.
Ze wzgledu na brak powtarzalnego sygnatu po modyfikacji elektrod polipirolem oraz
metaloporfiryna, zrezygnowano w dalszej czesci pracy z modyfikowania elektrod.
Obecnie w wielu badaniach w hodowlach komoérkowych do oznaczania lub
monitorowania stezenia tlenu wykorzystuje si¢ elektrody oparte tylko na czystych

1351 ze wzgledu na skomplikowanie

metalach szlachetnych (niemodyfikowanych)!
procesu fabrykacji oraz konieczno$¢ prowadzenia dodatkowych badan toksycznos$ci

lub jego braku na komorki.

W ramach badan sprawdzono roéwniez mozliwo$§¢ wykorzystania elektrod
wytworzonych metoda druku 3D. Oceniono negatywnie wptyw nanoczastek ztota na
przesunigcie poczatku potencjatu fali katalitycznej tlenu (potencjat onset) w strone
negatywnych potencjalow. Dodatkowo otrzymano znacznie wigksze warto$ci
natezenia pradu niz dla samych elektrod nie pokrytych nanoczastkami ztota. Cho¢
dodatkowa modyfikacja elektrod poprzez elektrochemiczng depozycje polipirolu oraz
zwigzkiem porfiryny pozwolila na znaczace przesunigcie potencjatu onset w strong
pozytywnych potencjalow, konieczna jest jednak optymalizacja pod wzgledem
stabilno$ci modyfikacji w pozywce hodowlanej, a takze ewentualnego braku
toksycznego wptywu na komorki.

Obecnie istniejg nieliczne doniesienia wykorzystania elektrod LIG w hodowlach
komorkowych. Ich zaleta jest porowata struktura oraz prosta synteza w postaci
jednoetapowego procesu bezposrednio na docelowym materialeP®!, jednak
wystepujace znaczne roznice pomigdzy poszczegdlnymi partiami(macierzami)
elektrod obecnie uniemozliwiajg ich wykorzystanie na szersza skalgl*”).
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Proces fotolitografii jest stosowany migdzy innymi w procesach fabrykacji uktadow
mikroprzeptywowych, ze wzgledu na mozliwos¢ wytworzenie elektrod
o skomplikowanych ksztattach z wysokg precyzja (ponizej 5 nm)i*®l. Jednak jest on
wieloetapowy 1 wymaga pracy na specjalistycznym sprzgcie w warunkach
o podwyzszonej czystosci (tzw. clean roomach). Problemy z odwzorowaniem
stanowia gldwnga przeszkode na poczatkowym etapie pracy wytworzenia ukladéw do
hodowli komorkowych, dlatego czesto poszukiwane sg inne rozwigzanial*”),
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3. Warstwy przeciwporostowe w analizie elektrochemicznej
w hodowli komorkowej

3.1. Wprowadzenie

Dhugoterminowe pomiary elektrochemiczne w hodowlach komorkowych moga
stanowi¢ wyzwanie ze wzgledu na pojawiajgcy si¢ problem tzw. biofoulingu!'.
Pozywka hodowlana jest zlozona 2z wielu biatek, peptydow, lipidow
i polisacharydow!?, ktore sg tatwo adsorbowane na powierzchni elektrody poprzez
niespecyficzne wigzania, a wydluzajacy si¢ czas pomiaru prowadzi do tworzenia
nieprzepuszczalnej warstwy na powierzchni czujnika negatywnie wptywajac na jego
charakterystyke analityczngl®!. Warunki dynamiczne/przeptywowe, np. w ukladach
mikroprzeptywowych, zmniejszaja problem biofoulingu, jednak w warunkach
statycznych zjawisko to jest bardziej widoczne. Akumulacja niepozadanych
czasteczek na powierzchni czujnika elektrochemicznego moze prowadzi¢ do spadku
czulosci 1 powtarzalnosci, zmniejszajac jego dlugoterminowa stabilnos¢, a tym
samym prowadzi¢ do pojawienia si¢ znacznego szumu tta, ktéry moze wptywac na
oznaczanie docelowej substancji, szczegdlnie przy niskich stezeniach!*>,

Istnieje kilka metod zapobiegania trwalej adsorpcji na powierzchni elektrod, ktore
zmniejszaja lub eliminuja warstwe adsorbatu na elektrodzie. Migdzy innymi jest to
dodatek do analizowanej probki rozpuszczalnikdw organicznych lub $rodkéw
powierzchniowo czynnychl®l, ktére zwickszajg rozpuszczalno$é produktow reakcji
pokrywajacych  powierzchni¢ elektrody. W celu desorpcji  czasteczek
zaadsorbowanych na elektrodzie czgsto wykorzystywane sg rowniez techniki
elektrochemiczne. Aby usunaé¢ z powierzchni elektrody pracujacej niepozadane
czasteczki mozna przylozy¢ do elektrody pojedynczy puls katodowy/anodowy lub

78] Powstawanie tlenu czgsteczkowego w wyniku przytozenia

sekwencje pulsow!
dodatnich potencjalow, moze spowodowac utlenianie zaadsorbowanej warstwy, ale
jednoczesnie wplynaé¢ negatywnie na komorki. Wspomniane metody moga byc
réowniez szkodliwe w przypadku powierzchni modyfikowanych katalizatorami
chemicznymi lub biologicznymi, powodujac ich degradacj¢ lub fizyczne oderwanie.
Istnieje prawdopodobienstwo, ze rozklad katalizatora moze doprowadzi¢ do
niepozadanych reakcji ubocznych prowadzac do zaburzenia $rodowiska hodowli

komoérkowej np. poprzez zmiane pH, a w efekcie dziata¢ szkodliwie na komorki.

Ze wzgledu na wrazliwo$¢ komoérek na bodzce mechaniczne i biochemiczne
najbardziej odpowiednia metoda ochrony przeciwporostowej (ang. antifouling) sa
pasywne bariery w postaci powtoki (warstwy) na powierzchni elektrod, ktore
zapobiegaja niepozadanej adsorpcji na ich powierzchni obecnych w badanej probce

89



czgsteczek. Warstwy ochronne minimalizujg interakcje z potencjalnie szkodliwymi
substancjami poprzez zmian¢ hydrofobowosSci/hydrofilowosci, minimalizacje
oddzialywan elektrostatycznych lub oddziatywan sterycznych!®!%. Dobrze dobrana
powloka powinna by¢ réwniez biokompatybilna, naturalnie oboj¢tna i nie reagowac
ze §rodowiskiem probki. Ze wzgledu na réznorodno$¢ probek biologicznych proces
dobrania odpowiedniej warstwy ochronnej powinien by¢ starannie przeprowadzony.

Wykorzystanie polimerdw, takich jak glikol polietylenowy (PEG), polioksyetylen
(PEO), polyortofenyloediamina, kwas polimlekowy (PLLA), Nafion® czy zwigzki
zwitterjonowe, jako warstw przeciwporostowych znane jest od dziesieciolecil.
Charakteryzuja si¢ niska toksycznoscig, biokompatybilno$cia, niskim kosztem oraz
fatwoscig funkcjonalizacji elektrod. Jedna z najczesciej wybieranych warstw
ochronnych s3 warstwy oparte na PEG i jego pochodnych, ktére sa szeroko
wykorzystywane w zastosowaniach biomedycznych. PEG jest syntetycznym
polimerem tlenku etylenu o zréznicowanych dtugosciach tancucha polimerowego.
Charakteryzuje go biokompatybilno$¢ oraz wtasciwosci hydrofilowe, ktore wzrastaja
wraz z dtugoscig tancuchal¥. PEG o dtuzszych tancuchach polimerowych wykazuje
rowniez wieksze wlasciwosci przeciwporostowe, niz zwigzki o krotszych tancuchach
polimerowych'l,.  Mechanizm przeciwporostowy opiera si¢ zarO6wno na
oddzialywaniach sterycznych, jak i silnej warstwie hydratacyjnej, ktora powstaje
przez zwigzanie czasteczki wody z kazdg jednostka glikolu etylenowego w tancuchu
PEG!'?. TIstotng cecha PEG jest mozliwo$¢ funkcjonalizacji grup koncowych,
podobnie jak w przypadku polipeptydow. Zwiazki PEG s3 uwazane za ,zloty

standard” jako powtoki przeciwporostowe!],

Istotnym polimerem stosowanym w medycynie regeneracyjnej jako warstwy
ochronne m.in. implantow jest PLLA. Jest to syntetyczny, biokompatybilny
i biodegradowalny polimer!'3], ktéry w poréwnaniu do stereoizomeru - PDLA,
zapewnia wyzszg stabilno$¢ chemiczng i odporno$¢ na degradacje!'¥. PLLA
charakteryzuje sie rowniez hydrofobowoscig!'*!. Niestety niekontrolowana degradacja
PLLA, powoduje hydroliz¢ i zmiang lokalnego pH z powodu tworzenia kwasnych
produktow ubocznychl!'®l,

Podobne wtasciwosci hydrofobowe wykazuje polichlorek winylu, ktory skutecznie
zmniejsza adhezje biatek!'”! i zapewnia dlugoterminowg stabilno$¢ w probkach
krwil'®l, Inny rodzaj mechanizmu przeciwporostowego wykazuje Nafion®,
perfluorosulfonowany polimer®), ktory, gdy jest ujemnie natadowany w roztworach
wodnych, moze zapobiega¢ adsorpcji poprzez odpychanie elektrostatyczne!'”). Z kolei
polifenylenodiamina jest jednym z polimeréw wykorzystywanych w czujnikach

stosowanych do pomiaréw in vivol?*?!l, Charakteryzuje si¢ permselektywnoscia,
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pozwalajac na swobodny przeptyw czasteczek tlenu oraz nadtlenku wodoru blokujac
czasteczki o wigkszej srednicy.

Jako warstwy ochronne wykorzystywane sa rowniez hydrozele o trojwymiarowej
strukturze wytworzone w procesie kowalencyjnego sieciowania z naturalnych lub
syntetycznych polimerow!'®), Charakteryzujg si¢ wiasciwo$ciami hydrofilowymi.
Pokrycie elektrody przez hydrozele zapewnia nie tylko fizyczng bariere utrudniajaca
dostep do powierzchni elektrody, ale rowniez zapobiega adsorpcji poprzez sity
hydratacji zwigzanej warstwy wody??. Hydrozele na bazie PEG i PVA sa
biokompatybilne!'?) i stabilne w roztworach biologicznych, a hydrozele
poliakrylanowe moga wykazywa¢ odwracalne pecznienie (wzrost objetosci) wraz ze
zmieniajaca si¢ odpowiedzig na bodziec (tj. pH i temperature) poprzez ich
natadowane grupy funkcyjnel®!, umozliwiajgc oznaczanym czasteczkom tatwg
dyfuzje w specznialej warstwie zelu. Hydrozele czgsto sa wykorzystywane
w inzynierii tkankowe;j.

Warto rowniez zwrdci¢ uwage na naturalnie obojetne krzemianowe materiaty zol-zel,
ktore sa biokompatybilne i charakteryzuja si¢ wyzsza stabilno$cig mechaniczng
i termiczng niz hydrozele®. Pozwala to na szeroki zakres zastosowan m.in.
w ochronie $rodowiska lub biomedycynie, gdzie membrany polimerowe
i krzemionkowe znajdujg powszechne zastosowanie ze wzgledu na ich stabilnosé,
biokompatybilno$¢ i tatwos¢ aplikacjil®®!. Ze wzgledu na wysoka porowato$¢, sg one
czesto wykorzystywane do immobilizacji enzyméw w czujnikach. Zmiang
porowatosci warstw krzemianowych mozna uzyska¢ poprzez dodatek kationu

tetrametyloamoniowego, ze wzgledu na obecno$¢ uporzgdkowanych defektow!*®!,

Czesto jako warstwa ochronna wykorzystywane sa rowniez biatka, a szczeg6lnie
albumina surowicy bydlecej (BSA)!?".. BSA jest czesto stosowana jako biologiczny
wzorzec zanieczyszczenia w testach stabilnosci elektrod, jego modyfikacja czujnikow
za pomoca BSA w kontrolowanych warunkach pozwala zredukowaé szum tla
i zmniejszy¢ adhezje komorek?®!. Zaktad si¢ bowiem, ze dalsza adsorpcja czasteczek
z roztworu zmieni sygnat tylko w niewielkim stopniu. Wada tej metody jest proteoliza
lub denaturacja BSA w okreslonych warunkach, zmniejszajac skutecznosé¢
przeciwporostowa!®®), a takze czeSciowe blokowanie powierzchni ze wzgledu na
mniejszg Srednice czgsteczek niz czgsteczka BSAPY. Struktura zaadsorbowanego
BSA i rozktad fadunku na powierzchni elektrod zalezy rowniez od pH roztworu, co

moze wplywa¢ na wlasciwosci przeciwporostowe i stabilno$¢ elektrodt*!-21,

W ostatnich latach, rowniez materialty weglowe, takie jak grafen, nanorurki
i nanowtokna weglowel**3# czy arkusze grafitowel®, zaczgto wykorzystywaé jako

91



materialy przeciwporostowe ze wzgledu na ich rozwinietg powierzchnie, wlasciwosci
elektrokatalityczne i przewodno$¢ elektryczng!!'*. Szczegdlnie wyrdzniajgcym
materiatem jest nanodiament, ktory podobnie do diamentu ma wysoka stabilno$§¢
elektrochemiczng, ze wzgledu na wigzania sp® P73 Jego niska toksyczno$é
i mozliwo$¢ funkcjonalizacji umozliwia potencjalne wykorzystanie w badaniach

biomedycznych.

Jak wspomniano wcze$niej, ocena powloki przeciwporostowej jest kluczowa
w procesiec opracowywania czujnikdéw. Do kazdego zastosowania nalezy
indywidualnie dobra¢ mechanizm ochronny. W przypadku czujnikow
wykorzystywanych w hodowli komorkowej, najlepszym podejsciem  jest
zastosowanie warstw opartych na wlasciwosciach odpychajacych. Chociaz powloka
przeciwdrobnoustrojowa uwalniajaca substancje aktywne (np. chlorheksydyna/
antybiotyk/tlenek azotu/srebro) jest doskonatym podejsciem do wszczepialnych
urzadzen medycznych, proces zabijania istniejagcych drobnoustrojéw w Srodowisku

4041 Rowniez warstwy

hodowli komoérkowej moze mie¢ niepozadane skutkil
ochronne oparte na fotoaktywnych nanoczastkach tlenkéw metali nie sa odpowiednie
ze wzgledu na efekty uboczne w postaci powstawania reaktywnych form tlenu (ROS),

ktore sg wysoce szkodliwe dla komorek!>43),

Podczas analizy wyboru odpowiedniej warstwy ochronnej nalezy wzigé pod uwage
warunki pomiarowe probek rzeczywistych, takie jak temperatura, pH i ztozonos¢
sktadu probki analitycznej. W badaniach biologicznych powszechnie stosuje si¢
metody inkubacji/ptukania, pozwalajace na ocen¢ dlugoterminowej stabilnosci
czujnika. Zazwyczaj ocena stabilno$ci warstwy przeciwporostowej wymaga dodania
do analizowanego roztworu probnika redoks, jak w przypadku badania stabilnosci
warstw przeciwporostowych w obecnosci albuminy z dodatkiem probnika redoks
[Ru(NH;)6]*" 4 lub FeMeOH w celu zbadania wplywu roznej porowatosci elektrod
w obecnosci albuminy lub fibrynogenul*!. Mozliwa jest rowniez ocena stabilnosci
czujnika poprzez inkubacje w pozywkach biologicznych o zlozonym sktadzie
np. w obecnosci BSA, a nast¢pnie pomiar czutosci dedykowanego czujnika w ciagu
kilku dni inkubacji. Metoda ta jest zwykle stosowana do oceny bioczujnikéw opartych
na unieruchomionych enzymach*®l. Innym sposobem jest ocena stabilno$ci warstw
przeciwporostowych poprzez unieruchomienie katalizatora na powierzchni elektrod
przez pokrycie go warstwg ochronng. Zaletg tej metody jest stabilno$¢ warstwy, ze
wzgledu na brak lokalnej zmiany pH czy dodatkowych reakcji ubocznych. Jednak
utrudniona jest ocena mozliwosci dyfuzji w warstwie ochronnej czasteczki do
powierzchni elektrody.
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Badania przedstawione w niniejszym rozdziale zostaly przeprowadzone
we wspolpracy z mgr. inz. Zuzanng Zambrowska. Wyniki zostaty opublikowane
w czasopiSmie ACS OMEGA:

E. Jarosinska, Z. Zambrowska, E. Witkowska-Nery, Methods of Protection of
Electrochemical Sensors against Biofouling in Cell Culture Applications. ACS Omega
2024, 9, 4572-4580

3.2. Materialy i metody
3.2.1. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

e  Waga analityczna (Mettler Toledo),

e Myjka ultradzwigkowa (EMAG Technologies),

e pH-metr (Mettler Toledo),

e Mieszadto z funkcja grzania (IKA),

o  Wytrzagsarka typu vortex (bioSan),

o Grawerka laserowa CO, (GCC),

e Pipety automatyczne (Eppendorf),

e Inkubator HERA-Cell 150 (Biogenet),

o Komora laminarna (ThermoFisher),

e Odwrocony mikroskop fluorescencyjny (Nikon Eclipse Ti-S),

e Czytnik ptytek wielodotkowych (Synergy HTX Multi-Mode Reader
(BioTek Instruments),

e Hemacytometr (Countess II Cell Counter).

3.2.2. Materialy

e Wkiady do oléwka mechanicznego Pentel Ain Stein 2B 0,2 (Pentel
Co.Ltd.),

o Elektrody drukowane metodg sitodruku (BVT Technologies),

e Elektrody z wegla szklistego (Mineral),

e Plytki ITO (Delta Technologies),

e Szklane kapilary borokrzemianowe (o 1,6 mm) (Science Product),

e Klej srebrny (Pelco Silver Paint 16062, Ted Pella),

e Drut miedziany,

e Papier $cierny o gradacji 1200, 800, 600,

o Butelki do hodowli komorkowej (Sarstedt),

e Plytka 96-dotkowa (Greiner Bio-One),
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e Plytki hodowlane TC Dish 35 (Sarstedt),

e Plytki do liczenia komoérek (ThermoFisherScientific),
e Pipety serologiczne (Sarstedt),

e Probowki typu Falcon 15 ml (Sarstedt),

e Probowki typu Falcon 50 ml (Sarstedt),

e Probowki typu eppendorf (Bionovo),

o Koncéwki do pipet (Gilson).

3.2.3. Odczynniki

Albumina surowicy bydlecej (BSA), (Sigma Aldrich); Benacure 1173 (2-hydroksy-
2-metylo-1-fenylo-1-propanon), bromowodorek poli-L-lizyny (Sigma Aldrich),
chlorek trimetoksysililopropylo-N,N,N-trimetyloamoniowy (TMA) (>98%, Sigma
Aldrich); dichlorometan (DCM) (Sigma Aldrich); etanol (99,8%, POCH); eter 2-
nitrofenylooktylowy (>99%, Sigma Aldrich), eter diglicydylowy poli(glikolu
etylenowego) (PEGDE) (Sigma Aldrich); HEPES (>99,5%, Sigma Aldrich);
hydroxymetylferrocene (abcr), kwas chlorowodorowy HCl (POCH); metakrylan
hydroksyetylu (HEMA) (ABCR); metanol (>99. 8%, Sigma Aldrich); Nafion® (Sigma
Aldrich); n-winylo-2-pirolidynon (Sigma Aldrich); o-fenylenodiamina (>98%, Sigma
Aldrich); PBS pH 7,4 (ROTH); poli(chlorek winylu) (PVC) (Sigma Aldrich);
syryngaldazyna (99%, Sigma-Aldrich); tetrahydrofuran (>99. 8%, POCH);
tetrametoksysilan (TMOS) (POCH); weglan monometoksy-PEG-nitrofenylu (Sigma
Aldrich); wodorotlenek potasu KOH (>99,99%, Sigma Aldrich); wodoroweglan
amonu (Chempur).

Wszystkie eksperymenty zostaly wykonane uzywajac standardowego szkla
laboratoryjnego stanowigcego wyposazenie laboratorium. Wykorzystane odczynniki
charakteryzowaly si¢ czystoscia analityczng i byly przechowywane zgodnie

z zaleceniami producenta.

Do sporzadzania wodnych roztworéw wzorcowych oraz buforowych
wykorzystywano wode demineralizowang z systemu Sartorius Arium Comfort I,
o rezystancji rownej 18.2 M Q -cm.

3.3. Metody badan

3.3.1. Pomiary elektrochemiczne

Wszystkie pomiary elektrochemiczne przeprowadzono za pomocg potencjostatu
Autolab PGSTAT30, kontrolowanego przez oprogramowanie GPES (Eco Chemie)

94



oraz potencjostatu PalmSens 4 kontrolowanego przez oprogramowanie PSTrace
(wersja 5.8). Pomiary wykonano w ukladzie trdjelektrodowym skladajacym sig
z wybranej elektrody pracujacej, elektrody odniesienia Ag/AgCl (1 M KCl) (IJ
Cambria Scientific Ltd.) o §rednicy 2 mm oraz drutu platynowego o $rednicy 0,5 mm
(Mennica Metale Sp. z 0.0.) jako elektrody pomocnicze;j.

3.3.2. Przygotowanie elektrod

Do badan przedstawionych w niniejszym rozdziale wykorzystano elektrody
wykonane z wegla szklistego (GCE, ang. glassy carbon electrode), elektrody z grafitu
otdéwkowego (GPE, ang. pencil graphite electrode, czasem nazywane LPE ang. lead
pencil electrode), elektrody drukowane metoda sitodruku (SPE, ang. screen printed
electrode) oraz elektrody ITO.

Elektrody z wegla szklistego przygotowano poprzez polerowanie powierzchnig
elektrod przy uzyciu Al,O; o ziarnistosci 1 um, 0,3 pm i 0,05 um a nastepnie
optukanie w wodzie dejonizowane] i wysuszenie w temperaturze otoczenia.

Elektrody SPE zostaty przygotowane poprzez czyszczenie w 0,5 M roztworze H2SO4
oraz przylozeniu potencjatu 1,5 V w roztworze Na>COs3 przez 2 min.

Elektrody ITO zostaly przygotowane poprzez wycigcie ploterem laserowym na
szklanych ptytkach pokrytych ITO (~130 nm, Rs = 5-15 (/sq), a nastepnie
oczyszczono poprzez poddanie elektrod zanurzonych w roztworze (1) izopropanolu
oraz (2) wody zdemineralizowanej dziataniu ultradzwiekoéw przez 15 min.

Elektrody otéwkowe przygotowano poprzez umieszczenie wkiadu do otdwka
mechanicznego Pentel Ain Stein 2B 0,2 w szklanej kapilarze (o 1,6 mm) i jego
zabezpieczenie poprzez podgrzanie jednego konca kapilary z wykorzystaniem palnika
Bunsena. Na drugim koncu kapilary, do otéwka zostal przyklejony miedziany drut za
pomoca przewodzacego kleju srebrnego, a nastgpnie zanurzony w goracym kleju
w celu ustanowienia stabilnego pofaczenia elektrod. Powierzchni¢ elektrod
polerowano papierem $ciernym o gradacji 1200, 800, 600, a nastepnie przy uzyciu
papieru do kopiowania. Przygotowane elektrody scharakteryzowano poprzez wstepny
pomiar CV w roztworze FcMeOH, a nastepnie elektrody o podobnej charakterystyce
pradowo-napieciowej zostaly wypolerowane przy uzyciu Al,O3 o ziarnistosci 1 pm,
0,3 um i 0,05 pm.
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3.3.3. Modyfikacja elektrod

W celu modyfikacji elektrod syryngaldazyna, elektrody =zostalty zanurzone
w roztworze 0,5 mg/ml syryngaldazyny w etanolu na 60 s, a nastgpnie pozostawione
do suszenia w temperaturze otoczenia*’.

W celu modyfikacji elektrod warstwa ochronng, elektrody modyfikowano poprzez:

e Nafion® - (1) nakroplenie 5 ul Nafionu na powierzchnie elektrody i pozostawienie
do wyschnigcia w temperaturze otoczenia; (2) trzykrotnie zanurzenie elektrody
w 5% roztworze Nafionu i suszenie w temperaturze 120°C przez 30 min[#4849],

¢ Poli-o-fenylenodiamina - zanurzenie elektrody w 300 mM roztworze
o-fenylenodiaminy (OPD) w roztworze buforowym PBS pH 7,4, nastepnie
przylozenie napigcia 700 mV vs Ag/AgCl 3 M KCl przez 15 min.

¢ PVC - nakroplenie roztworu polimeru na powierzchni¢ elektrody (33 mg PVC
1 66 mg eteru 2-nitrofenylooktylowego w 500 pl THF) na powierzchnig elektrody
i pozostawanie do wyschniecia w temperaturze otoczenia. Stosunek polimeru do
plastyfikatora zostal wybrany na podstawie skiadu elektrod jonoselektywnych®!l,

e PLLA - nakroplenie roztworu polimeru (0,1 g PLLA w 3 ml DCM zmieszano
z 1 g NH4HCO:s) na powierzchni¢ elektrody, i umieszczenie elektrody w wodzie
destylowanej o temperaturze 85°C na 5 min, a nast¢gpnie w wodzie destylowane;j
o temperaturze otoczenia na 20 min. w celu wygaszenia reakcji. Elektrody

pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze pokojowej®2.

¢ PEDGE - nakroplenie roztworu na powierzchnig elektrody (100 mg PEGDE, 10
ul glicerolu w 990 ul wody destylowanej) i suszenie elektrody w temperaturze
55°C przez 2h3,

e poliHEMA - nakroplenie roztworu wyjsciowego HEMA na powierzchni¢
elektrody, a nastgpnie umieszczenie pod lampg UV (365 nm) i naswietlanie przez
5 min. Roztwér wyjsciowy wykonano poprzez zmieszanie HEMA z n-winylo-2-
pirolidynonem w stosunku molowym 3:2. Roztwor odtleniono z uzyciem argonu.
Nastepnie dodano 50 pl Benacure 1173 (2-hydroksy-2-metylo-1-fenylo-1-
propanon)B4l,

¢ TMOS - nakroplenie roztworu wyjsciowego na powierzchni¢ elektrody
i pozostawienie do wyschniecia przez 24h. Roztwor wyjsciowy przygotowano
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poprzez zmieszanie 62,5 pl zwigzku TMOS, 15,6 pul wody destylowanej oraz
3,4 ul 0,04 M HCI, i poddanie mieszaniny dziataniu ultradzwigkow na lodzie przez
20 minut. Po tym czasie pobrano 25 pl mieszaniny i dodano do niej 25 pl roztworu
buforowego o pH réwnym 5,0. Nastgpnie ponownie pobrano 25 pl nowej
mieszaniny, dodano 225 pl roztworu buforowego o pH rownym 5,0. Za kazdym
razem nowg mieszaning poddawano dzialaniu ultradzwickoéw na lodzie przez
3 min. Nastgpnie pobrano 12,5 pl przygotowanego roztworu i 112,5 pl wody
destylowanej, doktadnie wymieszano za pomoca wytrzasarki typu vortex.

e TMA/TMOS - nakroplenie roztworu (270 pl TMOS, 30 pl TMA, 5 pl 11 M HCl,
185 ul metanolu w 75 pl wody destylowanej) na powierzchnie elektrody
i pozostawienie do wyschniecia w temperaturze otoczenial>).

¢ BSA - (1) nakroplenie 10 pl roztworu (150 mg BSA, 100 mg PEGDE, 10 pL
glicerolu w 990 ul wody destylowanej) na powierzchnie elektrody i suszenie
w temperaturze 55°C przez 2h, (2) inkubacje elektrody w roztworze 100 mg/ml
BSA przez 2h¥2,

¢ PLL-PEG - nakroplenie 10 pl roztworu wyjsciowego na powierzchni¢ elektrody
i pozostawienie do wyschniecia przez 24h. Roztwor wyjsciowy przygotowano
poprzez rozpuszczenie 5 mg bromowodorku poli-L-lizyny w 0,1 ml 50 mM
roztworu buforowego boranu sodu (SBB) o pH 8,5. Nastgpnie dodano 0,2 g
weglanu  monometoksy-PEG-nitrofenylu. Reakcj¢ prowadzono przez 6h
w temperaturze pokojowej. Mieszaning reakcyjng przefiltrowano przez filtr
o wielko$ci porow 0,45 umb6l.

e Nanodiament - nakroplenie 5 pl roztworu (10 ul TMA/TMOS w 1 ml H,O
z 3 mg ND) na powierzchnig elektrody i pozostawienie do wyschniecia na 24hl7,

3.3.4. Hodowla komoérkowa

W badaniu wykorzystano ludzka lini¢ komorkowa raka szyjki macicy — Hela
z amerykanskiej kolekcji hodowli komorkowych (ATCC, ang. American Type
Culture Collection, Manassas, USA). Komoérki hodowano jako standardowag
monowarstw¢ w pozywce DMEM o niskiej zawartosci glukozy (Instytut Immunologii
i Techniki Doswiadczalnej, Wroctaw, Polska), wzbogaconej o 10% FBS (Gibco), oraz
streptomycyne [10 000 U ml!], penicyling [10 mg ml'] 1% v/v (Sigma-Aldrich).
Hodowle prowadzono w standardowych warunkach (37°C, 5% CO.). Po osiggnigciu
przez komorki konfluencji na poziomie 80-90%, przeprowadzano procedurg pasazu.

97



Do odklejenia komorek od powierzchni uzywano 0,25% roztworu Trypsyna-EDTA
(Sigma-Aldrich).

3.3.5. Metody oceny proliferacji i Zzywotnosci komorek

W celu okreslenia proliferacji komoérek wykonano test z wykorzystaniem odczynnika
AlamarBlue (Bio-Rad), zgodnie z protokotem producenta. Przeprowadzono trzy
kontrole w trzech powtorzeniach: (1) komoérki z alamarBlue (kontrola pozytywna),
(2) komorki z 1% Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) (kontrola negatywna) oraz (3) sama
pozywka z barwnikiem ($lepa proba). Test przeprowadzono z wykorzystaniem phytki
96-dotkowe;.

Na kazdy dotek (w szesciu powtodrzeniach) naniesiono 20-30 pl warstwy
przeciwporostowej i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 48h. Po tym czasie na
kazdy dotek pokryty warstwa ochronng wysiano komorki linii HeLa (okoto 7500
komorek na dotek), nastgpnie ptytke inkubowano w temperaturze 37°C przez 4h.
Gestos¢ zawiesiny komorkowej okreslono za pomoca hemacytometru. Intensywnosé
fluorescencji mierzono w pozywce hodowlanej wolnej od czerwieni fenolowe;j
(w celu wyeliminowania fluorescencji tla), z wykorzystaniem czytnika plytek
wielodotkowych Synergy HTX Multi-Mode Reader przy dlugosci fali wzbudzenia
590 nm (filtr 590/20) i dlugosci fali emisji 560 nm (filtr 560/20).

3.3.6. Uklad pomiarowy

Uktad pomiarowy w hodowli komérkowej sktadat si¢ z szalki hodowlanej na ktore;
zainstalowano zmodyfikowang elektrode z grafitu otowkowego (GPE). W celu
umieszczenia elektrod pracujacych, wypalono maty otwor z boku szalki hodowlane;j
za pomoca goracego metalowego preta, elektrode umieszczono wewnatrz
i ustabilizowano z wykorzystaniem kleju na gorgco. W badaniach wykorzystano lini¢
komoérkowa HeLa, ktora zostata wysiana na szalki hodowlane. Po osiagnieciu przez
komoérki konfluencji na poziomie 80-90%, przeprowadzano procedurg pasazu,
podobnie jak w Rozdziale 3.3.4. Elektroda pracujaca znajdowata si¢ w hodowli
komoérkowej przez caly czas trwania eksperymentu, elektroda odniesienia
i przeciwelektroda byly umieszczane w pozywce hodowlanej tylko na czas pomiaréw
(Rysunek 3.1.).
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Rysunek 3.1. Uktad pomiarowy z wykorzystaniem zmodyfikowanych elektrod GPE. WE —
elektroda pracujaca, RE — elektroda odniesienia, CE — przeciwelektroda.

3.4. Wyniki i dyskusja

Celem badan zaprezentowanych w niniejszym rozdziale byto zidentyfikowanie
warstwy przeciwporostowej, ktora moglaby postuzy¢ jako warstwa ochronna
w dlugoterminowych pomiarach przeprowadzonych w hodowli komodrkowej,
poniewaz tak jak opisano wczesniej, niespecyficzna adsorpcja zwigzkow
wystepujacych w pozywce hodowlanej na powierzchni elektrod moze prowadzi¢ do
zmniejszenia czutosci i selektywnosci czujnikow, a takze ich stabilnosci.

Na podstawie literatury, wybrano, a nastgpnie przebadano ponad 10 modelowych
zwigzkdw reprezentujacych rozne grupy o wiasciwosciach przeciwporostowych pod
katem modyfikacji powierzchni elektrod. Mikroczujniki elektrochemiczne
wykorzystywane w pomiarach w hodowlach komoérkowych sg oparte na metalach
szlachetnych lub weglul®®, dlatego w niniejszych badaniach skupiono si¢ na
modyfikacjach powierzchni weglowych.

Jako modelowy zwiazek warstwy katalizatora wybrano syryngaldazyne, ze wzgledu
na jej tatwa adsorpcje na powierzchniach weglowych oraz charakterystyczng liniowa
zalezno$¢ maksimum piku redukcji/utlenienia w zalezno$ci od pH roztworu®’.
Warstwa syryngaldazyny zachowuje stabilno§¢ na powierzchni elektrody
w roztworach buforowych, jednak szybko ulega degradacji w roztworach o bardziej
ztozonym sktadzie, zapewniajagc doskonate narzedzie do badania stabilnoSci warstw
przeciwporostowych (Rysunek 3.2.). Dodatkowo wplyw potencjalu maksimum piku
od pH umozliwia badanie wplywu warstwy przeciwporostowej na lokalne warunki
pomiarowe na elektrodzie.
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Rysunek 3.2. Woltamperogram cykliczny (CV) otrzymany z wykorzystaniem GCE
zmodyfikowanej syryngaldazyna w roztworze buforowym o pH 7,4 (A) i pozywce do hodowli
komérkowych (B).

3.4.1. Wybor elektrod

Pierwszym krokiem opisywanych badan byta modyfikacja elektrod syryngaldazyna,
a nastepnie warstwa ochronng. Na poczatku w tym celu wykorzystano standardowe
komercyjne elektrody z wegla szklistego (@ = 3 mm), ze wzgledu na ich powszechng
dostepnos¢ oraz tatwa adsorpcje syryngaldazyny na powierzchniach weglowych.
Niestety podczas modyfikacji  powierzchni  zaobserwowano  peknigcia,
nierownomierne rozlozenie warstwy oraz brak przyczepnosci niektorych badanych
materiatow. Z tego wzgledu zdecydowano si¢ powtorzy¢ czes¢ badan na elektrodach
0 mniejszej powierzchni.

Kolejne badania przeprowadzono na komercyjnych, wielokanalowych elektrodach
weglowych wykonanych metoda sitodruku (SPE) o $rednicy 1 mm, elektrodach ITO
oraz na elektrodach z grafitu otowkowego (GPE) (Rysunek 3.3.).

T Y

100 pm‘

Rysunek 3.3. Elektroda grafitowa Skala 100 pm.
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Sposréd wymienionych elektrod, tylko wykorzystanie elektrod GPE pozwolilo na
uzyskanie powtarzalnego, stabilnego sygnatu pochodzacy od syryngaldazyny, oraz
charakterystyczng zalezno$¢ przesunigcia maksimum piku od pH roztworu (Rysunek
3.4.). Materialem, ktory zastosowano jako materiat elektrodowy byt wysokiej jakosci
grafit, umieszczony w szklanej kapilarze. Elektrody grafitowe wyrdzniaja si¢ wysoka
stabilno$cia chemiczng i mechaniczna, zapewniajac dobra czulo$¢ i powtarzalnos¢.
Charakteryzujg si¢ rowniez nizszym pradem tta umozliwiajac analize niskich st¢zen
i matych objetosci bezposrednio w probkach rzeczywistych>-0,
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Rysunek 3.4. Woltamperogram cykliczny otrzymany z wykorzystaniem elektrod GCE, LPE
oraz ITO zmodyfikowanych warstwa syryngaldazyny w 0,1 M roztworze buforu
fosforanowego o réznych wartosciach pH. Szybkos¢ zmian potencjatu: 100 mV/s.

Przeprowadzone pomiary metodg CV z wykorzystaniem elektrod ITO pokrytych
warstwg syryngaldazyny nie pozwolity na uzyskanie tak powtarzalnych wynikow.
Cho¢ sygnal pochodzacy od syryngaldazyny byl widoczny na zarejestrowanych
woltamperogramach, nie zauwazono charakterystycznego przesunigcia maksimum
piku w strong¢ nizszej wartosci potencjalu podczas pomiaréw w roztworach
buforowych. Podobnie wykorzystanie SPE (Rysunek 3.5.), nie pozwolito na
otrzymanie stabilnej warstwy syryngaldazyny. Dodatkowe czyszczenie elektrod
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z wykorzystaniem H>SOs4 i Na,CO; nie przyniosto oczekiwanych rezultatow.
Prawdopodobnie dodatkowy sygnal pochodzit od obecnych na -elektrodzie
zanieczyszczen pochodzacych z elektroaktywnych sktadnikow pasty, ktore oddziatuja
z syryngaldazyna. Takie zanieczyszczenia sg powszechne w tuszach weglowych SPE,
jednak zwykle nie majg one tak duzego wptywu na wynik koncowy™™. Na podstawie
uzyskanych wynikéw do dalszych badan wybrano elektrody grafitowe.
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Rysunek 3.5. Woltamperogramy cykliczne otrzymane z wykorzystaniem elektrody SPE
niemodyfikowanej w roztworze buforowym o pH 6,0, w roztworze Fc(MeOH), oraz SPE
zmodyfikowanych warstwa syryngaldazyny w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego
o pH 6,0. Inset przedstawia pomiar dla SPE zmodyfikowanych warstwa syryngaldazyny
w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o pH 6,0. Szybkos$¢ zmian potencjatu 100 mV/s.

3.4.2. Ocena stabilno$ci wybranych warstw przeciwporostowych

W celu okreslenia stabilno$ci wybranych warstw przeciwporostowych, a takze ich
mozliwos$ci wykorzystania w dtugoterminowych badaniach w hodowli komoérkowe;,
przeprowadzono pomiar metodg woltamperometrii cyklicznej w roztworach
buforowych o réznym pH, z wykorzystaniem elektrod LPE zmodyfikowanych
syryngaldazyng, a nastgpnie warstwg ochronng. Syryngaldazyna ulega odwracalnej
jednoetapowej reakcji elektrodowej z teoretyczng zmiang potencjalu formalnego
0 59 mV na jednostke pH w temperaturze 25 °C (Rysunek 3.6.). To specyficzne
potozenie pikdéw utleniania i redukcji syryngaldazyny w roztworach buforowych

102



o roznym pH wraz z ksztaltem woltamperogramow pozwolitlo oceni¢ wptyw
ztozonego roztworu, jak pozywka komorkowa na poszczegélne materialty
przeciwporostowe i ich wplyw na modelowy zwigzek redoks aktywny uzyty do
modyfikacji elektrody. W badaniu przetestowano jedenascie réznych materiatow,
w tym polimery, hydrozele, materialy zol-zel, biatka i nanomateriaty weglowe.
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Rysunek 3.6. Mechanizm jednoetapowej reakcji syryngaldazyny.

Testy cytotoksycznosci pozwalajg na oceng zywotnosci komorek i ich aktywnosci
metabolicznej i1 sa wykorzystywane w badaniach przesiewowych lekéw
przeciwnowotworowych. Potencjalne wykorzystanie czujnikdéw elektrochemicznych
w testach cytotoksycznosci i mozliwo$¢ monitorowania metabolitow w czasie
rzeczywistym wymaga zastosowania warstwy przeciwporostowej, aby utrzymaé
stabilno$¢ czujnika w catym czasie pomiaru. Leki cytostatyczne moga zaréwno
powodowa¢ zatrzymanie cyklu komodrkowego, jak i modyfikowa¢ metabolizm
komoérkowy. W przypadku $mierci komorki o morfologii nekrotycznej sygnat jest
obserwowany do$¢ szybko, natomiast czesto efekt cytostatyczny jest obserwowany
po dhuzszym czasie inkubacji komoérek np. w przypadku testu z wykorzystaniem
dehydrogenazy mleczanowej. Dluzsza inkubacja moze wzmacnia¢ efekt
cytotoksyczny lekow, dlatego w niektorych przypadkach wazna jest wydtuzona
inkubacja komorek z roztworem leku®'. Z tego wzgledu zalozono, ze poszukiwana
warstwa przeciwporostowa powinna by¢ stabilna w $rodowisku hodowli
komorkowej, co najmniej 3 tygodnie i przez taki czas prowadzono badania oceny
obecnosci sygnatu syryngaldazyny z wykorzystaniem metod elektrochemicznych.
W pierwszym etapie przeprowadzono pomiar z wykorzystaniem wszystkich elektrod
modyfikowanych w roztworach buforowych, nastepnie elektrody inkubowano
w medium komoérkowym przez 3 tygodnie. W trakcie inkubacji tj. po 3h, po 24h, po
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1 tygodniu, po 2 tygodniach oraz po 3 tygodniach obserwowano zmiany odpowiedzi
syryngaldazyny w roztworach buforowych.

Pierwsza grupa zwiazkéw ktorg przebadano byly polimery (Rysunek 3.7.).
Powierzchnie elektrody pokryto warstwg Nafionu z wykorzystaniem dwoch metod,
jednak zadna z nich nie pozwolita na utworzenie stabilnej warstwy. Zauwazono, ze
jedynie metoda, w ktérej Nafion nakroplono na powierzchnie¢ elektrody pozwolita
uzyskac stabilng barierg fizyczng i zaobserwowac¢ na woltamperogramach zalezne od
pH piki zaré6wno redukcji jak i utleniania syryngaldazyny. Jednak nie uzyskano
stabilnego sygnatu, a intensywno$¢ pikdw malata z kazdym kolejnym cyklem
polaryzacji. Prawdopodobnie syryngaldazyna rozpuscita si¢ podczas etapu
modyfikacji warstwa ochronna.

Podobnie negatywny wptyw na otrzymanie spodziewanego sygnatu syryngaldazyny
miato pokrycie powierzchni elektrod warstwg PVC i OPD. Po pokryciu powierzchni
elektrody warstwa PVC zaobserwowano znaczne zmniejszenie sygnalu
syryngaldazyny. Dodatkowo miata ona negatywny wptyw na rozseparowanie pikow.
W przypadku warstwy OPD, nie zaobserwowano sygnatu, lub byl on prawie
niewidoczny niezaleznie od pH roztworu. Brak sygnalu moze by¢ zwigzany
z korzystniejszym oddziatywaniem fenylenodiaminy z powierzchnig elektrody
i desorpcjg probki redoks podczas polimeryzacji.

Jedynie pokrycie warstwg PLLA 1 PLL-PEG pozwolito na otrzymanie stabilnego
sygnatu. Pokrycie elektrod warstwa PLLA spowodowato zwigkszenie pojemnosci
elektrod. Na krzywych otrzymano wyrazne piki utleniania i redukcji, ktore byly
widoczne réwniez po 3 tygodniach inkubacji w pozywce hodowlanej. W przypadku
obu warstw zaobserwowano oczekiwane przesuniccie pikow w stron¢ nizszych
wartos$ci potencjatu wraz ze wzrostem pH roztworu buforowego (~50 mV/dec).
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Rysunek 3.7. Woltamperogramy cykliczne uzyskane z wykorzystaniem elektrod GCE
zmodyfikowanych syryngaldazyna oraz pokryte wybranymi warstwami ochronnymi:
Nafionem i OPD oraz z wykorzystaniem elektrod grafitowych zmodyfikowanych
syryngaldazyna oraz pokryte wybranymi warstwami ochronnymi: OPD, PLLA oraz PLL-
PEG. Pomiary prowadzono w roztworach buforowych o réznych wartosciach pH. Szybkosé
zmian potencjalu: 100 mV/s.

Kolejng badang grupe zwiazkow stanowily hydrozele. W pracy wykorzystano dwa
hydrozele poliHEMA i PEGDE. Podobnie jak w przypadku warstwy PLLA, w obu
przypadkach mozna bylo zaobserwowaé zwigkszenie pojemnosci elektrody.
W przypadku warstwy poliHEMA na krzywej woltamperometrycznej mozna
zaobserwowac¢ wyrazne piki utlenienia i redukcji, w pozycji zaleznej od pH. Podczas
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wielokrotnych pomiaréw w roztworach buforowych nie zaobserwowano pogorszenia
sygnatu, jednak dlugoterminowa inkubacja w pozywce komoérkowej spowodowata
catkowita utrate sygnatu. W drugim tygodniu inkubacji nie zaobserwowano sygnatu
na woltamperogramie. Z kolei w przypadku hydrozelu PEDGE, sygnat byt mniej
widoczny, a z kazdym kolejnym skanem obserwowano jego powolny spadek. Po
pierwszym tygodniu inkubacji sygnat zanikt.

W pracy porownano réwniez dwa rdézne krzemianowe materiaty zol-zel o rdznej
porowatosci, utworzone przez sieciowanie tetrametoksysilanu (TMOS) Ilub
tetrametoksysilanu z chlorkiem trimetoksysililopropylo-N,N,N trimetyloamoniowym
(TMA) — TMOS/TMA. Obie modyfikacje elektrod pozwolity na obserwacj¢ dobrze
rozwinigtych pikéw utleniania/redukcji na krzywej. Inkubacja elektrod pokrytych
warstwa TMA/TMOS w pozywce hodowlanej, spowodowata catkowita utratg
sygnatu po 24h. W przypadku warstwy TMOS, sygnal wcigz byt widoczny na
zarejestrowanych krzywych po 3 tygodniach inkubacji w pozywce hodowlane;.
Przesunigcie piku zalezne od pH wynosito prawie ~60 mV/dec dla pikéw redukcji, co
jest warto$cig zblizona do teoretyczne;.

Jak wspomniano wcze$niej wlasciwosci przeciwporostowe wykazuje rowniez BSA.
Zostaly wykorzystane dwie metody modyfikacji elektrod. W przypadku
bezposredniego nakroplenia roztworu BSA na elektrode, nie zaobserwowano sygnatu
syryngaldazyny na woltamperogramie. Druga metoda, w ktorej BSA zostalo
zmieszane z PEDGE, pozwolita na obserwacj¢ niewielkiego sygnatu syryngaldazyny
ma uzyskanym woltamperogramie. Uzyskane wyniki w tym przypadku byly
analogiczne do tych uzyskanych dla hydrozelu poliHEMA, jednak warstwa byla
mniej stabilna, a jej fragmenty miaty tendencj¢ do odrywania si¢ podczas pomiarow.

Ostatnig warstwa ochronng, byla warstwa oparta na czasteczkach nanodiamentu
w matrycy TMA/TMOS. Zaobserwowane wyniki byly analogiczne do czystej
warstwy krzemianowej i nie zaobserwowano zadnego wzmocnienia spowodowanego
obecnoscia nanodiamentu. Na krzywej mozna zaobserwowal wyraznie
zarejestrowane piki utleniania/redukcji, jednak po pierwszych 24h inkubacji sygnat
catkowicie zanikt. Wyniki uzyskane na pozostatych warstwach pokazano na Rysunku
3.8.
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Rysunek 3.8. Woltamperogramy cykliczne uzyskane z wykorzystaniem elektrod grafitowych
zmodyfikowanych syryngaldazyng oraz pokryte wybranymi warstwami ochronnymi: TMOS,
TMA/TMOS, PEDGE, poliHEMA oraz z wykorzystaniem elektrod GCE zmodyfikowanych
syryngaldazyng oraz pokryte wybranymi warstwami ochronnymi: BSA oraz ND. Pomiary
prowadzono w roztworach buforowych o réznych wartosciach pH. Szybko$¢ zmian
potencjatu: 100 mV/s.
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3.4.3. Ocena wplywu Srodowiska hodowli komérkowej na stabilno$¢ warstw
przeciwporostowych

W poprzednim kroku zidentyfikowano warstwy przeciwporostowe, ktore mogltyby
postuzy¢ jako warstwa ochronna w dlugoterminowych pomiarach przeprowadzonych
w hodowli komoérkowej. Kolejnym etapem badan byla ocena wptywu Srodowiska
hodowli komodrkowej na ich stabilno$¢. FElektrody grafitowe modyfikowane
syryngaldazyng, zostaly pokryte odpowiednig warstwg ochronng: PLLA, TMOS
i PLL-PEG. Nastepnie elektrody zostaly przymocowane do $ciany ptytki do hodowli
tkankowej, tak aby nie dotykaly dna ptytki hodowlanej (Rysunek 3.1.). Na ptytke
wysiano komorki linii HeLa o gestosci 10° komorek /ml, a elektrody pozostaly
zanurzone w pozywce hodowlanej przez caly czas trwania eksperymentow (warunki
pomiaru: 5% CO,, 37°C). Komorki linii HeLa zostaty wykorzystane jako modelowa
linia komorkowa ze wzgledu na ich wysoki wskaznik proliferacji®® Ocena
stabilno$ci warstw ochronnych zostala oparta na pomiarach DPV i wysokosci
otrzymanych pikow. Pomiary byly prowadzone w trakcie inkubacji tj. po 3h, po 24h,
po 72h, po 1 tygodniu, po 2 tygodniach oraz po 3 tygodniach. Jako 100% wysokosci
piku DPV, wzigto sygnat z poczatku eksperymentow, czyli tuz po wysianiu komorek
linii HeLa na ptytke i dodaniu pozywki hodowlane;.

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwazono bezposredni wpltyw §rodowiska
hodowli komérkowej na zastosowang warstwe przeciwporostowa. Jednak wszystkie
trzy materiaty spetnity swoja funkcje i wptynely w pewnym stopniu pozytywnie na
spontaniczng absorpcj¢ czasteczek biologicznych obecnych w pozywce hodowlane;.
Otrzymane wyniki pokazuja, ze sygnat pochodzacy od syryngaldazyny zmniejsza si¢
wraz z dlugoscig inkubacji w hodowli (Rysunek 3.9. — 3.10.). Zauwazono, ze
najwicksza zmiana sygnatu jest obserwowana podczas pierwszych trzech godzin
inkubacji. Powierzchnia otrzymanego sygnalu pochodzacego od syryngaldazyny
zmniejszyta sie tylko o jedna czwarta w przypadku modyfikacji PLLA, o potowe
w przypadku dwoch pozostatych modyfikacji. Badania wykazaly, ze sygnat
pochodzacy od syryngaldazyny jest najdtuzej obserwowany dla modyfikacji TMOS,
i w tym wypadku moze by¢ rejestrowany az do 6 tygodni. Natomiast w przypadku
modyfikacji PLL-PEG, sygnat jest wyrazny tylko do 2 tygodni, a dla modyfikacji
PLLA calkowitg utrate sygnalu zaobserwowano juz po 72 godzinach.
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Rysunek 3.9. Krzywe uzyskane metoda DPV dla elektrod grafitowych modyfikowanych
syryngaldazyna i pokrytych warstwa ochronng PLLA, TMOS i PLL-PEG podczas
3- tygodniowej inkubacji elektrod w srodowisku hodowli komorkowej komorek linii HeLa
w uktadzie przedstawionym na Rysunku 3.1.
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Rysunek 3.10. Spadek sygnatu syryngaldazyny w trakcie 3-tygodniowej inkubacji w hodowli
komorkowej komorek linii HeLa. Odchylenie standardowe obliczone dla N=6.

W celu okreslenia cytotoksycznosci zwigzkow wykorzystywanych w powyzszych
warstwach przeciwporostowych przeprowadzono dodatkowo test z wykorzystaniem
barwnika AlamarBlue. Analiz¢ cytotoksyczno$ci przeprowadzono po 24h od
wysiania komorek na warstwy przeciwporostowe pokrywajace dotki na ptytce 96-
dotkowej ze szklanym dnem.

Wyniki testu AlamarBlue przedstawione na Rysunku 3.11. niejednoznacznie
pokazuja wptyw wykorzystanych zwigzkéw na zywotno$¢ komorek. Uzyskane
wyniki wskazuja na niska zywotnos¢ komorek rosngcych na warstwie PLLA i PLL-
PEG. Jednak na zdjeciach wyraznie widaé, ze komorki linii HeLa w przypadku
warstwy PLL-PEG nie byly prawidlowo przyczepione do podtoza. Cz¢$¢ z nich
mogla nie przyklei¢ si¢ prawidlowo do podtoza i zosta¢ wymyta podczas zmiany
pozywki przed wykonaniem testu. Podobnie w przypadku warstwy PLLA,
nieprzyklejone komorki zostalty wymyte, dlatego otrzymano niskg Zzywotnosc.
W przypadku warstwy TMOS, uzyskano duzo wyzszg zywotno$¢ (50% w stosunku
do kontroli), jednak na zdjeciach mozna zaobserwowac, ze roOwniez w tym przypadku
czegs¢ komorek nie przykleita si¢ prawidtowo. Obnizona zywotnos¢ komorek moze
by¢ potwierdzeniem wlasciwosci przeciwporostowych przebadanych warstw.
Przeprowadzone pomiary elektrochemiczne wskazujg na znaczace obnizenie sygnatu
w miarg uptywu czasu kontaktu z pozywka hodowlang, dlatego brak prawidlowe;j
adhezji komorek oraz ich wymycie moze wskazywa¢é na wlasciwosci
przeciwporostowe. Nalezaloby jednak rozszerzy¢ badanie biokompatybilnosci na
przyktad poprzez wydhuzenie suszenia ptytki po pokryciu wybranymi materiatami lub
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dodatkowa analizg sladowa roztworu po przeplukaniu dotka szczegolnie ze wzgledu

na rozpuszczalniki organiczne uzyte do pokrycia warstw elektrod. Zdjecia komorek
przedstawiono na Rysunku 3.12.
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Rysunek 3.11. Ocena zywotnosci komorek linii HeLa po 24h hodowli na warstwach
przeciwporostowych na plytce 96-dotkowej dla warstwy TMOS, PLL-PEG oraz PLLA,
w stosunku do komorek rosngcych na dotku niepokrytym warstwa przeciwporostowa.
Odchylenie standardowe obliczone dla N=6.

Rysunek 3.12. Zestawienie zdje¢ z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wplyw
warstw przeciwporostowych na zywotnos¢ komorek linii HepG2 po 24h hodowli komédrek
z wykorzystaniem ptytki 96-dotkowej. Skala 100 pm.
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3.5. Wnioski

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze dlugoterminowe pomiary w bardziej
ztozonych probkach biologicznych takich jak pozywka hodowlana znaczgco
wpltywaja na odpowiedz wykorzystywanego czujnika. Pozwolity one na
zidentyfikowanie warstwy przeciwporostowej, ktéra mogtaby postuzy¢ jako warstwa
ochronna na elektrodach weglowych w dlugoterminowych pomiarach w hodowli
komorkowej. Do oceny warstw zostat wybrany probnik redoks, syryngaldazyna, ktora
zostala pokryta powierzchnia elektrody w pierwszym etapie modyfikacji. Pozwolito
to na przetestowanie nie tylko efektu ochronnego modyfikacji przeciwporostowej, ale
takze jej wpltyw na elektroaktywng modyfikacje elektrody. Jest to cecha czgsto
pomijana w tego typu badaniach. Powszechnie stosowane warstwy, takie jak Nafion,
polifenylenodiamina i PVC, mialy negatywny wplyw na syryngaldazyne, co
uniemozliwilo oceng wpltywu pozywki hodowlanej na stabilnos¢ tych warstw.

Modyfikacja TMOS zostata zidentyfikowana jako najbardziej skuteczny materiat
przeciwporostowy w hodowli komodrkowej, poniewaz sygnal z warstwy
wskaznikowej byt widoczny przez caly czas trwania eksperymentu, a test
cytotoksycznosci nie wykazal wyraznych efektéw toksycznych dla linii komorkowej
HeLa. Eksperymenty przeprowadzone przy uzyciu PLLA i PLL-PEG pokazuja, ze
obie warstwy moga byC rowniez stosowane jako powloka przeciwporostowa,
szczegolnie w krotszych pomiarach, w ktérych spontaniczna absorpcja znieksztatca
wyniki. Wyniki wskazuja, ze pierwsze godziny kontaktu warstw przeciwporostowych
z pozywka hodowlang najbardziej wptywaja na rejestrowany sygnal. W ciagu
pierwszych trzech godzin powierzchnia piku zmniejszyta si¢ dla warstwy PLLA
o0 jedng czwartg, a dla modyfikacji TMOS o potowe.

Obecne w literaturze badania nad warstwami przeciwporostowymi pokazujg szeroki
zakres zastosowan czujnikoéw w zlozonych prébkach biologicznych takich jak probki
krwi, surowicy, czy osocza, jednak badania te nie skupiajg si¢ nad dtugoterminowa
stabilnoscia warstw, a nad obnizeniem granicy detekcji lub umozliwieniem
bezposredniej analizy np. biomarkeréw we krwi. Podawana stabilno$¢ bioczujnika
jest sprawdzana poprzez krétkie pomiary oznaczania substancji, pomi¢dzy ktorymi
czujnik jest przechowywany w warunkach obnizonej temperatury, a wigc nie jest
narazony na bezposrednie dziatanie $rodowiska probkill. Takie badania sg czesto
podejmowane w konteks$cie badan in vivo gdzie istnieje potrzeba dlugoterminowych
badan w czasie rzeczywistym!*,

Warto rowniez zauwazy¢, ze w przeciwienstwie do czujnikow, ktore sa oparte na
selektywnoS$ci receptora biologicznego np. enzymoéw, antygenow lub aptamerow,
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czujniki pozwalajace na detekcje bezznacznikows, sg znacznie bardziej podatne na
niespecyficzng adsorpcje na powierzchni czujnikow!*.
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4. Ocena mozliwosci wykorzystania opracowanej macierzy
elektrodowej do monitorowania hodowli komoérkowych

4.1. Wprowadzenie

Watroba jest gtownym organem odpowiedzialnym za metabolizm ksenobiotykoéw
i odgrywa kluczowa role w farmakokinetyce klinicznej. Ocena parametréw
fizjologicznych watroby ma kluczowe znaczenie w opracowaniu nowych lekow!!.,
Watroba przede wszystkim sktada si¢ z komorek watrobowych — hepatocytow, ktore
stanowig okoto 70-80% masy watroby, z komorek gwiazdzistych, komoérek Kupffera,
komorek NK (ang. natural killer cells) oraz fibroblastow!?,

Gtownym celem przemiany ksenobiotykow, substancji obcych, nienaturalnych dla
organizmu cztowieka jest zwiekszenie ich polarnosci, co utatwia ich wydalanie.
W pierwszej fazie zachodza reakcje hydroksylacji katalizowane m.in. przez enzymy
zaliczane do grupy cytochromu P450 oraz reakcje hydrolizy. Druga faza polega na
kolejnym przeksztalceniu poprzez metylacje lub sprzeganie z kwasem glutaronowym,
siarczanami lub glutationem®.

Ksenobiotyki w wyniku przeksztalcenia w pierwszej fazie moga ulec zaréwno
aktywacji, lub dezaktywacji. Aktywacja zwiazkéw chemicznych moze spowodowac
uszkodzenie komoérek poprzez nastgpcze wigzanie z biatkami czy czasteczka
DNA/RNA, dlatego w procesie badan przedklinicznych bardzo waznym etapem sa
badania in vitro, szczegodlnie przeprowadzone na komorkach watrobowych (Rysunek
4.1.).

Faza | (enzymy grupy cytochromu P450)
* hydroksylacja

* oksydatywna dezaminacja Faza Il
* epoksydacja = reakcje sprzegania z kwasem
* desulfurylacja glukuronowym/siarkowym/octowym,
* redukcja zwigzkow nitrowych lub glutationem
*  Metylacja

® &

/ Detoksyfikacja (Faza 1/11) Cansteczka nieaktywna

‘ Bioaktywacja (Faza 1/11) ‘

Zwigzek wyjsciowy

Uszkodzenie DNA @

7

Modyfikacja biatek

Uszkodzenie mitochondridw
/'
ROS

Stres oksydacyjny ——

Rysunek 4.1. Schematyczne przedstawienie rozktadu ksenobiotykoéw w organizmie. Rysunek
wykonano na podstawie: B4,
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Tak zwanym zlotym standardem w toksykologii sa badania przeprowadzane na
zwierzetach oraz badania in vitro komorkach pierwotnych™. Badania z udziatem
modeli zwierzgcych pozwalaja oceni¢ taczny wpltyw wszystkich parametrow
farmakokinetycznych i efektow farmakologicznych badanych substancji. Z kolei
komoérki pierwotne maja istotny wplyw na fizjologicznie istotng ekspresje
kofaktoréw, enzymow i blonowych transporterow lekow!®. Istotnym czynnikiem
ograniczajagcym wykorzystanie komorek pierwotnych jest utrata aktywnosci
metabolicznej w ciggu kilku godzin lub dni po wysianiu na hodowli 2DU!, a takze
roéznice mi¢dzy osobnikami i zmiany komdrkowe spowodowane procedura izolacji
powodujgce roznice w wynikach eksperymentow!®),

Ze wzglgdu na mozliwo$¢ nieograniczonej proliferacji, ustalone linie komorkowe
takie jak HepG2, HepaRG oraz Huh7 sg rowniez wykorzystywane w badaniach
toksykologicznych. Linia HepG2 charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja genow
biorgcych udzial w przemianie ksenobiotykow fazy II°), jednak bardzo niska
ekspresja enzymow metabolizujacych leki w fazie I (oprocz CYP2B6) ogranicza jej
wykorzystanie. Komorki linii HepG2 sa czgsto modyfikowane genetycznie w celu
stabilnej ekspresji enzymoéw z grupy CYP. Dodatkowo komorki tej linii zachowatly
swoje pierwotne cechy jak zdolno$¢ do syntezy albuminy i magazynowania
glikogenu!'®'"), Komorki linii Huh7 wykazujg ekspresje gendw metabolizujgcych leki
ksenobiotyczne fazy 1 i I, a takze gendow niektorych kluczowych transkryptow
specyficznych dla hepatocytow!!'?. Linia komorkowa HepaRG to linia pochodzaca
z guza watroby, ktéra wykazuje podobienstwo do hepatocytow. Komorki posiadaja
stabilny fenotyp i1 zdolno$¢ ekspresji enzymoéw metabolizujacych leki w obu fazach.
Pomimo tego wykorzystanie komorek linii HepaRG czgsto nie jest wystarczajace
w ocenie toksykologicznej, ze wzgledu na ekspresje enzyméw fazy I, ktore
odpowiadajg tylko za 30% metabolizowanych lekoéw dostepnych na rynkul®13],

Mozliwos¢ roznicowania si¢ indukowanych pluripotencjalnych  komorek
macierzystych (iPSCs) w hepatocyty daje im istotng przewage nad innymi rodzajami
badan in vitro. Obecnie generowane komorki iPSC nie wykazujg funkcji dorostych
komoérek watroby, natomiast wykazuja zdolno$¢ do syntezy albuminy,
magazynowania glikogenu i ekspresji CYP, dlatego przypominajg bardziej doroste
pierwotne hepatocyty niz rozne linie komorkowe raka watroby!*l.

Metody oceny toksykologicznej proponowanych substancji leczniczych opierajg si¢
na punktach koncowych cytotoksycznosci jak zachowanie integralnosci bton
komoérkowych, zawarto$¢ metabolitdw komoérkowych lub zachowane funkcje
mitochondriéw i lizosomow!!#!. Zastosowanie szerokiego zakresu stezen badanego
zwigzku pozwala na okreslenie krzywej dawka-odpowiedz oraz wyznaczenie m.in.
wspotczynnika IC50 okreslajagcego polowe minimalnego stezenia do zahamowania
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aktywnos$ci biologicznej. Waznym jest szczegélnie monitorowanie biomarkerow
metabolizmu ze wzgledu na mozliwo$§¢ wczesnych zmian w specyficznych
sktadnikach strukturalnych, biochemicznych czy metabolicznych. Moga prowadzi¢
one do zmian w funkcjonalnos$ci komoérek nie powodujgc ich $miercil'®). Najbardziej
reprezentatywna wydaje si¢ by¢ ocena aktywno$ci mitochondriow, lizosomow,
zawartosci ATP w komorkach, wskaznika poboru tlenu przez komorkil'® czy
aktywnosci kaspaz-314,

Pomiary stezenia tlenu w hodowli komodrkowej mogg dostarczy¢ informacji
dotyczacej utraty funkcji mitochondriow, ze wzgledu na udzial tlenu w procesie
fosforylacji oksydacyjnej!'”.. Jednak w hodowlach in vitro monitorowanie zuzycia
tlenu przez komorki wydaje si¢ by¢ dos¢ trudnym zadaniem nie tylko ze wzgledu na
obecny tlen w powietrzu atmosferycznym, ale rowniez na odzwierciedlenie samych
warunkow in vivo. Natlenienie poszczegélnych organow rdzni si¢ migdzy soba,
a dodatkowo jest ono znacznie nizsze niz poziom tlenu w inkubatorze do hodowli
komorkowej!!®!.  Istotng kwestia jest roéwniez umiejscowienie czujnikow.
Wykorzystanie uktadow mikroprzeptywowych umozliwia pomiar réznicy pomiedzy
kanalem wejsciowym, a wyjsciowym!'”), a wiec rzeczywiste wykorzystanie tlenu
dostarczanego z pozywka hodowlang oraz tworzenie gradientu dostarczanych gazoéw
(w tym tlenu) do komorek. Z drugiej strony wydaje sie wazne, aby czujniki tlenu
znajdowaly si¢ jak najblizej komorek jednoczesnie powodujac jak najmniejsza
ingerencje w ich wzrost?. W hodowlach 3D czujniki powinny znajdowac si¢ w calej
objetosci hodowli, aby umozliwi¢ jak najdoktadniejsze odwzorowanie stgzenia tlenu
na réznej wysokosci hodowli. Istotng kwestig jest rowniez wybor materiatu samego
uktadu. Ze wzgledu na przepuszczalno$¢ gazéw, w tym dyfuzji tlenu, do hodowli
najczeSciej wykorzystywane sg elementy wykonane z PDMSE!. Z kolei brak
przepuszczalno$ci tlenu jest wazny w przypadku hodowli, w ktdérych wymagana jest
precyzyjna kontrola poziomu tlenu. Elementy silikonowe, szklane lub oparte na kleju
epoksydowym tiolowo-enowym, zwanym ostemerem nie przepuszczajg tlenu!??,

Badania zaprezentowane w niniejszym rozdziale zostaly wykonane we wspotpracy
z mgr. inz. Weronikg Goral (bioczujniki glukozy). Wraz z prof. Martinem Jonsson-
Niedziotka wykonatam procedurg napylania ztotych elektrod. Czgs¢ przedstawionych
badan byta zrealizowana w ramach stazu na Uniwersytecie Leibniza w Hanowerze.
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4.2. Materialy i metody
4.2.1. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

e Inkubator do hodowli linii komérkowych z podigczeniem CO, (Biogenet),

e Inkubatorze do hodowli linii komérkowych C16 (Labotect Labor Technik-
Gottingen GmbH),

e Komora laminarna (ThermoFisher),

e  Mikroskop fluorescencyjny (Zeiss),

e (Czytnik ptytek wielodotkowych Fluoroskan Acent (Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, USA),

o (Czytnik ptytek wielodotkowych Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek
Intruments),

e Urzadzenie do obrazowania komorek - Incucyte® SX1 Live-Cell Analysis
System (Sartorius),

e Hemacytometr (Countess II Cell Counter),

o  Waga analityczna (Mettler Toledo),

o Wirowko-worteks (Combi-Spin),

e Napylarka (Leica EM MED020),

e Grawerka laserowa CO, (GCC),

e Optoda tlenowa (PyroScience).

4.2.2. Materialy

o Komercyjne elektrody ztote (Mineral),

e Plytki ITO (Delta Technologies),

e Podloze Borofloat®33 (SCHOTT),

e Folia transparentna (Xerox),

e Target do napylania ztota (Mennica Metale Sp. z 0.0.),
e Target do napylania chromu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),
e Target do napylania tytanu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),
e  Probowki typu eppendorf (Bionovo),

e Koncowki do pipet (Gilson),

e Probowki typu Falcon 15 ml (Sarstedt),

e  Probowki typu Falcon 50 ml (Sarstedt),

e Pipety serologiczne (Sarstedt),

e Plytki do liczenia komorek (ThermoFisherScientific),

o Butelki do hodowli komorkowej (Sarstedt),
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o  Plytki 96-dotkowe oraz 48- dotkowe (Greiner Bio-One, CELLSTARR).
4.2.3. Odczynniki

Acetaminofenon  (Sigma-Aldrich), aldehyd  glutarowy  (Sigma-Aldrich),
metylosulfotlenek (DMSO) (Sigma-Aldrich), glukoza (ChemPur), oksydaza
gluzkozowa (Sigma-Aldrich), tabletki PBS (ROTH).

Wykorzystane odczynniki charakteryzowaly sie czystoscia analityczng i byly
przechowywane zgodnie z zaleceniami producenta. Do sporzadzania wodnych
roztworow wzorcowych oraz buforowych wykorzystywano wod¢ demineralizowang
z systemu Sartorius Arium Comfort I, o rezystancji rownej 18.2 MQ-cm.

4.3. Metody badan
4.3.1. Pomiary elektrochemiczne

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono za pomoca potencjostatu oraz PalmSens
4 kontrolowanego przez oprogramowanie PSTrace (wersja 5.8 oraz 5.9). Pomiary
wykonano w uktadzie trojelektrodowym sktadajacym si¢ z wybranej elektrody
pracujacej, elektrody odniesienia Ag/AgCl (1 M KCIl) o $rednicy 2 mm (IJ Cambria
Scientific Ltd.) oraz drutu platynowego o $rednicy 0,5 mm (Mennica Metale Sp. z
0.0.) jako elektrody pomocnicze;j.

4.3.2. Uklad pomiarowy

W ramach projektu LIDER pt. , Trojwymiarowe podiloza ze zintegrowanym
multielektrodowym ukladem pomiarowym do zastosowan w hodowlach
komoérkowych i farmacji” dr Karthika Kappalakandy Valapil opracowata
niskokosztowe elektrody ITO do pomiarow elektrochemicznej impedancji
spektroskopowej (EIS) w celu monitorowania adhezji komorek na elektrodach. Z tego
wzgledu postanowiono polaczy¢ w ramach jednej macierzy elektrody ITO oraz
elektrody ztote w celu monitorowania zawartosci tlenu w pozywce hodowlanej
(Rozdziat 2.4.2.1), a co za tym idzie wykorzysta¢ uktad pomiarowy, ktory zostat
uprzednio opracowany w ramach pracy magisterskiej Amy Leson, pt. ,,Design and
assessment of a microfluidic nanomaterial-based biosensing platform ">,
Ostatecznie w niniejszym rozdziale wykorzystano tylko elektrody ztote na ktorych
przeprowadzono pomiar EIS, detekcji tlenu oraz pomiar stezenia glukozy.
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Geometria uktadu opiera si¢ na okraglej komorze hodowlanej o $rednicy 10 mm
i wysokosci 6 mm. Uktad pomiarowy zostal wykorzystany do hodowli hepatocytow
(komorki HepG2) oraz komorek HeLal?*! w pomiarach adhezji komorek do podtoza.
Przekro6j uktadu pomiarowego przedstawiono na Rysunku 4.2. a zdjecie uktadu na

Rysunku 4.3.
AgAGCI
REF
PDMS well l |

Glass slide with
the ITO electrodes

Rysunek 4.2. Przekrdj uktadu pomiarowego do statycznych hodowli komérkowych.

Rysunek 4.3. Zdjecie uktadu pomiarowego do statycznych hodowli komdrkowych.

4.3.3. Przygotowanie elektrod
Do badan przedstawionych w niniejszym rozdziale wykorzystano komercyjne

elektrody ztote (o $rednicy 3 mm) oraz macierz 8-elektrodowa, na ktorej byly
wytworzone elektrody ztote o nominalnej $rednicy 1,75 mm za pomoca procesu
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napylania w wysokiej prézni. Proces napylania przeprowadzono podobnie jak
w Rozdziale 2.3.3.

Na macierzy utworzono trzy czujniki glukozy (oparte na modyfikacji oksydazy
glukozowej), na trzy kolejnych elektrodach prowadzono pomiar tlenu, a na dwodch
pozostatych pomiar EIS. Schemat przedstawiono na Rysunku 4.4.

Czujniki
glukozy
) Czuijniki
oo tlenowe
8
0e@
Pomiar EIS

Rysunek 4.4. Schematyczne przedstawienie macierzy czujnikowej wykorzystanej
W niniejszym rozdziale.

Elektrody przygotowano poprzez poddanie elektrod zanurzonych w roztworze (1)
izopropanolu oraz (2) wody zdemineralizowanej dziataniu ultradzwigkow przez 5-10
min.

e Pomiar oznaczania stezenia tlenu

Monitorowanie tlenu opiera si¢ o amperometryczng redukcje rozpuszczonego tlenu
w pozywce hodowlanej na elektrodzie zlotej przy potencjale -0,6 V.

Pomiar dla uzyskania krzywej kalibracji prowadzono w inkubatorze C16 (Labotect
Labor Technik-Gottingen GmbH) z doprowadzeniem azotu technicznego, ktory
regulowatl zawartos¢ tlenu wewnatrz inkubatora.

Ze wzgledu na mozliwos¢ zakazenia w hodowli komérkowej, pomiar redukcji tlenu
prowadzono bez dodatkowej modyfikacji elektrod zlotych. Pozwolito to na
doktadniejszg sterylizacje elektrod tuz przed wysiewem komorek do uktadu.

e Pomiar oznaczania stezenia glukozy

W niniejszej pracy do oznaczania glukozy wykorzystano bioczujniki oparte
o enzymatyczng reakcje rozktadu glukozy katalizowanej przez oksydaze glukozowa,

123



ktora jest unieruchomiona na elektrodzie. Powstaty nadtlenek wodoru jest utleniany
na elektrodzie z metalu szlachetnego!®!.

Elektrody do detekcji glukozy zmodyfikowano poprzez nakroplenie 1 pl roztworu
oksydazy glukozowej o stezeniu 1 mg/ml oraz sieciowaniu przez 10 min. w obecnosci
aldehydu glutarowego. W przypadku komercyjnych elektrod ztotych po nakropleniu
roztworu elektroda byla inkubowana w 20% roztworze aldehydu glutarowego przez
10 min.

e Pomiar EIS

Badania przeprowadzano przy napieciu 0,2 V, w zakresie czestotliwosci
od 50 do 150 Hz.

4.3.4. Pomiary optyczne

Pomiary optyczne detekcji tlenu w pozywce hodowlanej przeprowadzono
z wykorzystaniem optody tlenowej (PyroScience) w temperaturze 37°C.

4.3.5. Przygotowanie ukladu do badan

Przed rozpoczeciem hodowli komorkowej elementy uktadu poddano procesowi
sterylizacji. W tym celu elementy komory hodowlanej inkubowano przez 30 min.
w 70% roztworze etanolu, a pozostate elementy uktadu przemyto roztworem etanolu.
Nastepnie  wszystkie elementy (lacznie 2z elektrodg) poddano dziataniu
promieniowania ultrafioletowego pod komorg laminarna.

4.3.6. Hodowla komoérkowa

W badaniach wykorzystano ludzka lini¢ komorkowa raka watroby — HepG2
z ATCC. Komorki hodowano jako standardowa monowarstwe w pozywce DMEM
o niskiej zawartosci glukozy (Instytut Immunologii i Techniki Do$wiadczalnej,
Wroctaw, Polska) o 10% FBS (Gibco), oraz streptomycyne [10 000 U ml™'],
penicyling [10 mg ml'] 1% v/v (Sigma-Aldrich). Hodowle prowadzono
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO;). Po osiagnieciu przez komorki
konfluencji na poziomie 80-90%, przeprowadzano procedur¢ pasazu. Do dysocjacji
komorek od powierzchni uzywano 0,25% roztworu Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich).

Przed kazdym pomiarem przeprowadzono etap pasazu komorek, a nastgpnie
okreslano gesto$¢ zawiesiny komorkowej za pomocg hemacytometru. Zawiesing
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komorkowg o okreslonej gestosci komorek wysiewano do uktadu pomiarowego. Po
24h przygotowano rozcienczenia badanych zwigzkéw (DMSO oraz acetaminofenon)
w pozywce hodowlanej. Jako pozywke hodowlang stosowano pozywce DMEM
o niskiej zawartosci glukozy o 10% FBS, oraz streptomycyne, penicyling oraz
amfoterycyne B [250 pug/ml] (PPA laboratories).

4.3.7. Metody oceny proliferacji i Zzywotno$ci komérek
e Test Proliferacji CTB

W celu okreslenia zywych/martwych komorek, komoérki inkubowano w 10%
roztworze z odczynnikiem CTB (Promega) w pozywce DMEM, przez 4h
w temperaturze 37°C, nast¢pnie analizowano za pomocg wielofunkcyjnego czytnika
ptytek Fluoroskan Acent przy dlugosci fali wzbudzenia 544 nm i dtugosci fali emisji
590 nm. Gestos¢ zawiesiny komorkowej okreslono za pomoca komory Biirkera.
Dodatkowo przeprowadzano kontrole negatywng (komoérki z 1% Triton-X 100
(Thermo Fisher)) oraz pozytywna (komorki nie traktowane zwigzkiem).

o Test AlamarBlue

W celu okreslenia proliferacji komorek po pomiarach elektrochemicznych wykonano
test z wykorzystaniem odczynnika AlamarBlue (Bio-Rad)"?%). Komérki w uktadzie
pomiarowym inkubowano z 10% roztworem AlamarBlue w pozywce DMEM przez
4h w temperaturze 37°C. Rownolegle na ptytce 24-dotkowej przeprowadzano
kontrole pozytywna (komorki nie traktowane zwigzkiem) oraz negatywna (komorki
z 1% Triton-X 100 (Thermo Fisher)) w trzech powtorzeniach. Gestos¢ zawiesiny
komoérkowej okreslono za pomoca hemacytometru. Nastepnie po przeniesieniu
inkubowanej pozywki hodowlanej na ptytke 96- doltkowa, analizowano ja
z wykorzystaniem czytnika plytek Synergy HTX Multi-Mode Reader przy dtugosci
fali wzbudzenia 590 nm (filtr 590/20) i dtugosci fali emisji 560 nm (filtr 560/20).

Oba testy opierajg si¢ na przeksztatcaniu barwnika redoks (rezazuryny) przez zywe
komorki we fluorescencyjny produkt koncowy (rezorufing). Komorki niezdolne do
zycia szybko traca zdolno§¢ metaboliczng i w zwigzku z tym nie generuja sygnatu
fluorescencyjnego.
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4.4. Wyniki i dyskusja

Celem badan zaprezentowanych w niniejszym rozdziale byta ocena opracowanej
macierzy elektrodowej oraz wykorzystanego ukladu pomiarowego w pomiarze
parametréw metabolicznych w szczeg6lnosci analizy stezenia tlenu w hodowlach
komoérkowych.

4.4.1. Mozliwos¢ wykorzystania elektrod ztotych do monitorowania parametrow
metabolicznych komérek w pozywce hodowlanej

4.4.1.1. Mozliwos¢ wykorzystania elektrod zlotych do oznaczania tlenu
czasteczkowego w pozywce hodowlanej

W pierwszym etapie badan oceniono mozliwo$¢ wykorzystania ztotych elektrod
wykonanych w procesie napylenia w prézni do monitorowania zmian zawarto$ci tlenu
w pozywce hodowlanej. Najpierw wyznaczono krzywa kalibracji w pozywce
hodowlanej dla kolejnych stezen tlenu: 21%, 12,5%, 7%, 5%, 1%, a nast¢pnie
sprawdzono trzykrotnie odpowiedz elektrod dla dwoch réznych stezen tlenu 12,5%
oraz 7%.

Monitorowanie tlenu opiera si¢ 0 amperometryczng redukcje rozpuszczonego tlenu
w pozywce hodowlanej na elektrodzie zlotej przy potencjale -0,6 V. Zostat on
wybrany w oparciu o badania opisane w Rozdziale 2. Pomiar prowadzono w odstgpie
15 min., przez 8 h dla kazdego kolejnego stezenia.

Na Rysunku 4.5. przedstawiono krzywa kalibracji dla elektrod znajdujacych si¢ na
jednej macierzy. Czulos¢ elektrod w temperaturze 37°C wyniosta —76,8 + 6,5 nA/%
zawarto$ci tlenu inkubatorze (dla n=6). Zaktadajac, ze przy 1% tlenu w powietrzu
w inkubatorze, w pozywce hodowlanej jest 10 puM tlenu rozpuszczonego
w pozyweel?728, czutos§é elektrod wynosi —7,7 + 0,6 nA/ uM.
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Rysunek 4.5. Krzywa kalibracji uzyskana dla elektrod ztotych wytworzonych w procesie
napylania w wysokiej prézni w pozywce hodowlane;j.

Na Rysunku 4.6. mozna zaobserwowa¢ odpowiedz dla elektrod dla dwéch réznych
stezen tlenu podczas 70h pomiaru. Przy kazdej kolejnej zmianie st¢Zenia réznica si¢
zmniejszata i wynosita kolejno -0,59 + 0,12 pA; -0,56 + 0,07 pA 0,55 += 0,5 pA,
w czasie 6,25h (dla n=8). Obserwowany jest ciagly spadek czulosci, co
prawdopodobnie wynika z adsorpcji na powierzchni elektrod czasteczek obecnych
w pozywce hodowlanej. Mozna zatem zauwazy¢ jak istotne jest pokrycie elektrod
warstwa przeciwporostowa, ktéra umozliwi kilkudniowe pomiary a jednocze$nie nie
wplynie negatywnie na czulos¢ wykorzystywanych czujnikow.

12,5% 7% 12,5% 7% | 12,5% 7%

-0,4 1
=064 /a r-
2 / : R

o ° ° g
3 T R S
-8.. -0,8 4 ° '. ° \ °
fa e . ° v
Q_ L]
2 . L__,'.
c
-1 4 .
2 A
L >
©
Z 424
1,4 4
T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
Czas [h]

Rysunek 4.6. Odpowiedz elektrod ztotych dla pomiaru w dwoch réznych stezeniach 12,5%
oraz 7% w pozywce hodowlanej. Potencjal redukcji tlenu -0,6 V.
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W celu potwierdzenia dziatania elektrod przeprowadzono rowniez rownolegly pomiar
metodg optyczng z wykorzystaniem optody tlenowej. Na Rysunku 4.7. mozna
zaobserwowa¢  rownolegly skok natgzenia pradu  zarejestrowany na
woltamperogramie oraz wartosci tlenu dla optody podczas dodawania natlenowanego
roztworu do roztworu pomiarowego. Pomiar przeprowadzano w roztworze
buforowym PBS o pH 7.4.
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Rysunek 4.7. Porownanie dziatania optody tlenowej (kolor zielony) oraz pomiaru reakcji
redukcji tlenu na elektrodzie ztotej (kolor niebieski) wytworzonej w procesie napylania
w wysokiej prézni w roztworze buforowym PBS o pH 7,4. Potencjat redukc;ji tlenu -0,6 V.

Powyzsze wyniki potwierdza mozliwo$¢ uzycia elektrod ztotych wytworzonych
w procesie napylenia w wysokiej prozni do monitorowania zmian st¢zenia tlenu
w pozywce hodowlanej. W trakcie kalibracji zauwazono, ze czas stabilizacji elektrod
podczas wymuszonych zmian stezenia tlenu jest do$¢ dlugi (ponad 8h), dlatego
wydaje si¢ wazne aby podczas kolejnych pomiaréw w hodowli komérkowej czas
pomiedzy wysiewem komorek, a zmiana pozywki lub dodatkiem zwigzku byt
mozliwie wydtuzony.

4.4.1.2. WyKorzystanie pomiaréw elektrochemicznej impedancji
spektroskopowej (EIS) w hodowli komdrkowej

Wykorzystanie elektrod ITO w pomiarze elektrochemicznej impedancji
spektroskopowej w monitorowaniu adhezji komoérek na powierzchni elektrod zostato
potwierdzone przez dr Karthike Kappalakandy Valapil®*??). W niniejszej pracy, do
identycznego pomiaru wykorzystano elektrody ztote, przede wszystkim ze wzgledu
na uproszczenie procesu fabrykacji macierzy elektrod jak opisano w Rozdziale
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24.2.1. W pomiarach wykorzystano te same parametry pomiarowe, badania
przeprowadzono przy napigciu 0,2 V, w zakresie cze¢stotliwosci od 50 do 150 Hz.

Pomiary byty prowadzone z wykorzystaniem zawiesiny komoérkowej o gestosci
1 x 10° komorek/ml, ktora zostata dodano po 4h pomiaru EIS w samej pozywce
hodowlanej. Pod koniec pomiaru dodawano trypsyng (enzym proteolityczny) w celu
dysocjacji komorek, czyli ich odlaczenia od powierzchni. Standardowo trypsyna jest
wykorzystywana w procesie pasazowania, czyli procesie przenoszenia komorek do
nowej butelki hodowlanej. Wytworzone wigzania peptydowe pomigdzy biatkami
adhezyjnymi, a powierzchnia naczyn hodowlanych sa rozcinane, umozliwiajac
przeniesienie komorek do nowej butelki.

Wyniki przedstawione na Rysunku 4.8. potwierdzg mozliwo§¢ uzycia elektrod
ztotych wytworzonych w procesie napylenia w wysokiej prozni do monitorowania
zmian adhezji komorek na powierzchni elektrod w hodowli komérkowej. Pomiar byt
prowadzony na czterech elektrodach, jednak uzyskano odmienny sygnat.
Prawdopodobnie bylo to spowodowane nieréwnomiernym roztozeniem komorek
w calej komorze hodowlanej. Konstrukcja gornego elementu komory hodowlanej,
z zalozenia uniemozliwia réwnomierne rozlozenie komorek, zatem bedzie to
widoczne na otrzymanym sygnale impedancji. W pierwszym etapie pomiaru
w pozywce hodowlanej na dwoch elektrodach po 4h uzyskano stabilizacje sygnatu
(elektroda nr 4 i 2), natomiast na dwoch kolejnych (elektroda nr 1 i 3) sygnat miat
tendencje wzrostowa. Podobny sygnat uzyskano dla elektrod ITO w pozywce
hodowlanej. Po dodaniu zawiesiny komoérkowej widzimy skok sygnatu, a nastepnie
stabilizacje sygnalu dla trzech elektrod. Dodanie trypsyny spowodowalo zmiang
sygnatu, chociaz nie uzyskano spodziewanego sygnatu jak w przypadku elektrod
ITO®™!. Zauwazono mniejszg powtarzalno$¢ sygnatu w przypadku elektrod ztotych
w porownaniu do elektrod ITO. Jednym z powodéw mogt by¢ delikatniejszy proces
czyszczenia elektrod ztotych, ze wzgledu na wrazliwo$¢ napylonej warstwy.
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Rysunek 4.8. Pomiar impedancji na elektrodzie ztotej podczas hodowli komorek linii HepG2.
Czgstotliwos¢ 72,1 Hz.

4.4.1.3. Mozliwo$¢ wykorzystania elektrod zlotych w pomiarach stezenia glukozy

Na tym etapie badan oceniono mozliwos¢ wykorzystania ztotych -elektrod
wykonanych w procesie napylenia w préozni do monitorowania st¢zenia glukozy
w pozywce hodowlane;j.

Rozktad glukozy zachodzi wedtug ponizszego réwnania (30):

G
D — glucose + H,0 + 0, = D — gluconic acid + H,0, (30)

W pierwszym etapie wytwarzany jest nadtlenek wodoru, ktéry nastgpnie jest
rozktadany na elektrodzie ztotej. Na podstawie pomiaru technikg woltamperometrii
cyklicznej z wykorzystaniem komercyjnych elektrod ztotych w roztworze buforowym
do ktérego byl dodawany nadtlenek wodoru wyznaczono potencjat utleniania H,O»
-0,3 V.

W dalszym kroku wyznaczono krzywa kalibracji (Rysunek 4.9.) dla kolejnych stezen:
1 mM, 10 mM oraz 100 mM z wykorzystaniem dla elektrod ztotych modyfikowanych
glukoza. Dla 5 elektrod uzyskano podobny sygnal, jednak byl on odwrotny do
spodziewanego. Dla stezenia 100 mM uzyskano nizsze wartos$ci natgzenia pradu niz
nalezato by si¢ spodziewac, a wigc krzywa powinna przebiega¢ w odwrotng strong.
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Rysunek 4.9. Krzywa kalibracji dla elektrod zlotych wytworzonych w procesie napylania
w wysokiej prozni modyfikowanych oksydazg glukozowa. Potencjat utleniania H>O; -0,3 V.

Przeprowadzono zatem dodatkowy pomiar technika woltamperometrii cyklicznej
w roztworze buforowym PBS o pH 7,4, i nastgpnie z roztworem glukozy
o stezeniach 5 mM, 20 mM oraz 100 mM. Jak wida¢ na przedstawionym na Rysunku
4.10. woltamperogramie zaobserwowano sygnat redukcji tlenu, dla ktérego potencjat
poczatku fali katalitycznej redukcji tlenu wynosit -0,2 V. Zatem wyznaczony
potencjat dla redukcji nadtlenku wodoru jednoczesnie miescit si¢ w zakresie warto$ci
potencjatu dla redukcji tlenu. Mierzona odpowiedz dla opracowanych czujnikow byta
prawdopodobnie bezposrednio sygnalem tlenu, poniewaz enzymatyczne utlenianie
glukozy opisane w rownaniu (30) zuzywa tlen, zmiana natezenia pradu redukcji tlenu
nadal moze by¢ miarg ilosci glukozy w roztworze, jak pokazano na Rysunku 4.10.
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Rysunek 4.10. Woltamperogram cykliczny uzyskany na elektrodzie zlotej w roztworze
buforowym PBS o pH 7,4 oraz w roztworach glukozy o st¢zeniach 5 mM, 20 mM, 100 mM.
Szybko$¢ zmian potencjatu 40 mV/s.

4.4.2. Monitorowanie parametrow metabolicznych metoda elektrochemiczna
w hodowli komérkowej HepG2

W  pierwszym etapie prowadzonych badah przeprowadzono pomiary
elektrochemiczne oznaczenia tlenu czgsteczkowego w pozywce hodowlanej
w warunkach kontrolnych. Pomiar prowadzono przez 48 h, poczatkowo jedynie
w pozywce hodowlanej, do ktorej po 4 h dodano zawiesing komorkowa o gestosci
1 x 10° komoérek/ml. W koncowym etapie dodano trypsyne podobnie jak
w poprzednich pomiarach z wykorzystaniem EIS.

Analizujac uzyskane wyniki (Rysunek 4.11.) mozna zauwazy¢ poczatkowy wzrost
wartosci natezenia pradu (wartos$ci natezenia pragdu maja znak ujemny, gdyz zwigzane
sa z reakcja redukcji tlenu na powierzchni elektrody, czyli procesem katodowym),
a wiec wzrost lokalnego st¢zenia tlenu przy powierzchni elektrody. Prawdopodobnie
jest to wynik dodatku zawiesiny komorkowej w §wiezej pozywce, a wigc rowniez
zmiany temperatury pozywki w samym ukladzie, co wplywa na nat¢zenie pradu.
W tym czasie nastepuje proces opadania komoérek na dno ukladu oraz adhez;ji
komorek do podloza. Zatem lokalne stezenie zmieni si¢ dopiero w momencie
w ktorym wszystkie komorki przyczepia si¢ prawidlowo do dna komory hodowlane;.
Po okoto 5h od momentu dodania zawiesiny komorkowej obserwowano spadek
warto$ci natezenia pradu, czyli spadek stezenia tlenu przy powierzchni elektrody.
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Pomiar prowadzono na o$miu elektrodach 1 na wszystkich obserwowano ten sam
trend odpowiedzi pradowej podczas pomiaru.

Po analizie mikroskopowej (okoto 22h pomiaru) ponownie zarejestrowano wzrost
wartos$ci natezenia pradu (od 22h do 30h trwania eksperymentu), a nastepnie jego
spadek (po 30h trwania pomiaréw). Zmiany te sg zarowno spowodowane zmiang
temperatury w uktadzie, po ponownym umieszczeniu uktadu w inkubatorze, jak
i wynikiem dyfuzji tlenu przez PDMS. Migdzy 30, a 45 godzing pomiaru widac
bezposredni wptyw zuzycia tlenu przez komorki. Warto nadmieni¢, ze hepatocyty
wykazuja wysokie zapotrzebowanie na tlen®”. Dodatkowo badania literaturowe
wskazujg na znaczng roéznice w zmierzonych wartosciach stezenia tlenu na dnie
hodowli komorkowej?® oraz dla ustawiefi inkubatora hodowlanego.

Waznym aspektem pomiaréw elektrochemicznych jest to, ze natezenie pradu
elektrodowego zalezy od zmiany temperatur. Istotng kwestig jest czulos¢ elektrod na
zmiane¢ temperatury, jak rowniez na otwieranie/zamykanie drzwiczek od inkubatora,
a nawet niezamierzone poruszenie kabli.
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Rysunek 4.11. Rejestracja natezenia pradu dla czujnika tlenu podczas 48h hodowli komorek
linii HepG2 w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO,). Potencjat redukcji
tlenu -0,6 V.

Spadek stezenia tlenu moze by¢ roéwniez skutkiem pojawienia si¢ zakazenia
w hodowli komoérkowej lub uktadzie pomiarowym, dlatego bardzo wazna jest
doktadna sterylizacja uktadu przed pomiarem, a takze mozliwos¢ analizy
mikroskopowej uktadu w trakcie trwania eksperymentu. W trakcie jednego
z pomiarow zauwazono spadek stgzenia tlenu (spadek warto$ci nat¢zenia pradu) oraz
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gwalttowny wzrost mierzonych wartosci EIS (Rysunek 4.12.), a dodatkowa analiza
mikroskopowa po zakonczeniu pomiaru wykazata duza ilo§¢ komorek grzybow
w uktadzie. Z tego powodu w dalszych badaniach stosowano dodatkowy antybiotyk
w pozywce hodowlanej — amfoterycyng B, a pomiar zaczynano juz po wysianiu
komorek w uktadzie.
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Rysunek 4.12. Zestawienie wynikow uzyskanych dla czujnika tlenu (kolor niebieski) oraz
pomiaréw EIS (kolor ré6zowy) podczas hodowli komorek linii HepG2 w standardowych
warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO,) w ktorej pojawilo si¢ zakazenie grzybicze. Potencjat
redukc;ji tlenu -0,6 V.

Amfoterycyna B jest polienowym antybiotykiem stosowanym w celu zapobiegania
zakazen grzybami i drozdzamiP®!. Mechanizm dzialania polega na wigzaniu
hydrofobowej czg$ci czasteczki amfoterycyny B z czgécig ergosterolowa btony
komorkowej grzyba tworzac agregat, ktéory tworzy kanaly transblonowe.
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Depolaryzacja btony, wzrost jej przepuszczalnosci dla protonéow i kationow
jednowartosciowych oraz stabilizacja kanatow przez utworzenie dodatkowych
wigzan wodorowych powoduje spadek aktywnosci, wyciek cytoplazmy i $mieré
komorki grzybal®?, Amfoterycyna B moze wykazywa¢ dziatanie toksycznel®*!, jednak
ze wzgledu na nawracajace zakazenia na tym etapie prac, uznano ze zastosowanie
dodatkowego antybiotyku przewyzsza potencjalne ryzyko zwigkszenia toksycznosci
dla komorek pozwalajac osiggna¢ glowny cel pracy jakim jest ocena mozliwosci
dzialania samych elektrod w hodowli komdrkowe;.

Na tym przyktadzie wida¢ jak bardzo wazna jest praca z hodowla in vitro w sterylnych
warunkach. Zakazenia mogga si¢ pojawia¢ w wyniku uzycia niesterylnych materiatow,
podczas pracy pod komorg laminarng w ktorej nie sg zmienianie regularnie filtry lub
nawet mogg zostac przeniesione z innej hodowli w inkubatorze hodowlanym.

W trakcie badan sprawdzono rowniez sygnat pochodzacy od elektrod znajdujacy si¢
na dwoch réznych wysoko$ciach. Dodatkowe elektrody napylone na folii
umieszczono pomigdzy elementem PDMS a dodatkowym fragmentem komory
hodowlanej w ktorej umieszczana jest elektroda odniesienia. Najpierw sprawdzono
ich odpowiedz w standardowych warunkach hodowlanych (21% O, 5% CO»),
a nastgpnie w warunkach obnizonego stezenia tlenu (5% O, 5% CO»).

Podczas analizy wynikow (Rysunek 4.13.) stwierdzono znaczaco rdzne natgzenie
przeplywajacego pradu. Wynika to z r6znych materiatow, na ktére zostata napylona
warstwa ztota. Wyraznie wida¢, ze w trakcie, gdy stezenie tlenu na powierzchni
komory hodowlanej maleje, to na wysoko$ci 6 mm rejestrowane stezenie tlenu ro$nie.
Ciagly wzrost jest prawdopodobnie spowodowany procesem parowania, a wigc
zmniejszenia si¢ warstwy dyfuzyjne;j. Istotny jest rowniez fakt, ze komorki wystepuja
jedynie na powierzchni komory hodowlanej, a wigc obecny tlen w warstwie
przyelektrodowej elektrody gornej nie jest zuzywany. Ciekawy jest rowniez fakt, ze
dla elektrody gornej w warunkach obnizonego stezenia tlenu (5% O», 5% CO»),
obserwowany sygnat jest staty, podczas gdy elektroda na powierzchni komory
hodowlanej rejestruje ciagly wzrost zuzycia tlenu.
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Rysunek 4.13. Rejestracja natgzenia pradu dla czujnikow tlenu podczas 25h hodowli komorek
linii HepG2 w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO,) oraz przy obnizonym
stezeniu tlenu (37°C, 5% O, 5% COy) dla elektrod znajdujacych si¢ na roznych wysokosciach.
Potencjat redukc;ji tlenu -0,6 V.

Na Rysunku 4.14. pokazano pomiar kontrolny (bez komorek) w warunkach
obnizonego stgzenia tlenu (5% O,, 5% COy). Ksztaltt uzyskanej krzywej jest podobny
do krzywej uzyskanej podczas kalibracji elektrod. Czas odpowiedzi wynosi okoto 6h.
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Rysunek 4.14. Pomiar kontrolny (bez komoérek) w warunkach obnizonego stezeniu tlenu
(37°C, 5% 0., 5% CO»). Potencjat redukcji tlenu -0,6 V.
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4.4.2.1. Wplyw roztworu DMSO na zywotno$¢ komorek linii HepG2

W przypadku lekéw terapeutycznych, ktore sg nierozpuszczalne w wodzie stosuje si¢
rozpuszczalniki organiczne takie jak DMSO, etanol lub metanol®. DMSO jest
szeroko stosowane w badaniach in vifro m.in. do krioprezerwacji komorek ze wzgledu
na wysokg temperature zamrazanial®®! oraz rozcienczanie lekow ze wzgledu na silne
oddzialywanie z fosfolipidami wspomagajace dostarczenie lekow przez blony
komorkowe, pomimo mozliwych efektow cytotoksycznych na komorkil®¢l,

Rozne typy komoérek moga reagowa¢é w odmienny sposéb na dziatanie
rozpuszczalnikow. Znaczacy wplyw ma dodatkowo stezenie podawanego
rozpuszczalnika. W celu okre§lenia wptywu DMSO na komorki HepG2 badania
rozpoczgto od testow wstepnych z wykorzystaniem plytki 96-dotkowej. Test
prowadzono z wykorzystaniem zawiesiny komoérkowej o gestosci 1 x 10°
komorek/ml, a oceng wptywu DMSO przeprowadzono po 24h od wysiania komorek.
Komorki inkubowano z roztworem DMSO o stezeniach 1% oraz 10% przez 24h.
Stezenia wybrano na podstawie literatury®®. W celu okreSlenia proliferacji
i zywotno$ci komorek w otrzymanych przeprowadzono test z wykorzystaniem
barwnika CTB.

Otrzymane wyniki badan (Rysunek 4.15.) potwierdzajg toksyczny wpltyw 10%
roztworu DMSO na zywotno$¢ komorek linii HepG2. Zaobserwowano wyrazny
spadek zywotnosci komorek o prawie 98% w stosunku do kontroli. Natomiast podanie
1% DMSO spowodowalo spadek zywotnosci komorek tylko o 35%.
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Rysunek 4.15. Wplyw DMSO na zywotnos¢ komorek linii HepG2 na ptytce 96-dotkowej
w odniesieniu do kontroli nietraktowanej zwiagzkiem.
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Na Rysunku 4.16. przedstawiono zdjgcia komorek linii HepG2 przed podaniem oraz
po 2h i 24h inkubacji z DMSO. Na zdjeciach wyraznie wida¢ wptyw 10% DMSO na
komorki. Na zdjeciu po 2h wida¢ mozna dostrzec mate pecherzyki tzw. ciatka
apoptyczne $wiadczace o procesie apoptozy. Po 24h mozna dostrzec pojedyncze
ciatka apoptyczne. Dominuja komorki o zmniejszonym okraglym ksztalcie, nie
tworzace spojnych agregatow jak w przypadku zywych komorek linii HepG2.
Poréwnanie pojedynczych zdje¢ dla kontroli i dla 1% DMSO moze wydac si¢
podobne. W przypadku 1% DMSO po 2h inkubacji wida¢ pojedyncze ciatka
apoptyczne, natomiast po 24h inkubacji s one niewidoczne. Mozna natomiast
dostrzec rozptaszczony ksztatt komorek oraz formujace si¢ agregaty.

Analiza mikroskopowa jest szczeg6lnie wazna w przypadku podawania zwigzkéw
o nieznanym mechanizmie dziatania. W krétkich odstgpach czasowych pozwala na
obserwacje drobnych zmian niewidocznych po dtugim czasie inkubacji.
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Rysunek 4.16. Zestawienie zdje¢ z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wpltyw
DMSO o stezeniu 1% oraz 10% na morfologie komorek linii HepG2 po 24h ekspozycji
komorek na DMSO na ptytce 96-dotkowej w standardowych warunkach hodowlanych (37°C,
5% CO,). Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Incucyte® SX1 Live-Cell Analysis System
(Sartorius) pozwalajacym na jednoczesng inkubacje¢ i analiz¢ mikroskopowa. Skala 200 pm.

139



W nastepnym etapie badan przeprowadzono pomiary elektrochemiczne oznaczania
tlenu czasteczkowego w pozywce hodowlanej (cztery elektrody) oraz pomiary EIS do
porownania adhezji komorek na powierzchni elektrod (cztery elektrody). Pomiary
prowadzono z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 107
komorek/ml, a oceng wptywu DMSO przeprowadzono po 8h od wysiania komorek.
Komorki inkubowano z roztworem DMSO o stezeniu 10% przez 24h. Stezenie
wybrano na podstawie wczesniejszych badan z wykorzystaniem barwnika CTB.
Zatozono, ze otrzymany sygnal odda toksyczny wplyw na komorki linii HepG2
i poshuzy jako kontrola negatywna do dalszych badan. Dodatkowo przeprowadzono
pomiar kontrolny bez wysiewu komorek, z podaniem 10% DMSO do komory
hodowlanej. Wyniki przedstawiono na Rysunku 4.17.
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Rysunek 4.17. Zestawienie wynikéw uzyskanych z czujnikéw tlenu (kolor niebieski) oraz
pomiaréw EIS (kolor rézowy) podczas kontroli (bez komorek) oraz 32h hodowli komorek linii
HepG2 podczas 24h inkubacji komorek linii HepG2 z 10% roztworem DMSO.

W przypadku czujnikéw tlenu w hodowli w trakcie pierwszych 8h obserwowano
spadek warto$ci natgzenia pradu. Nastgpnie po dodaniu DMSO obserwowano
gwaltowny wzrost warto$ci natezenia pradu trwajacy ok 3,5h, a potem jego powolny
spadek. Wzrost warto$ci nat¢zenia pradu $wiadczy o wzroscie lokalnego stezenia
tlenu czasteczkowego przy powierzchni elektrody. Podczas oddychania
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komorkowego tlen jest pobierany z otoczenia przez komorki, natomiast podczas
wymuszonej apoptozy nastepuje gwattowne zahamowanie zuzycia tlenu, zatem
wzrost st¢zenia tlenu spowodowany jest prawdopodobnie apoptoza wigkszo$ci
komorek. Podczas pomiaru kontrolnego (bez komodrek) zaobserwowano skok
natgzenia pradu, a p6zniej stabilizacje natezenia pradu i powolny spadek.

W przypadku pomiarow EIS w obu przypadkach zarejestrowano najpierw stabilny
sygnat, a nastgpnie po dodaniu 10% DMSO wzrost wartosci impedancji przez kolejne
24h. Poprzednie badania, a takze dane literaturowe potwierdzaja toksyczny wptyw
10% stezenia DMSO na komorki linii HepG2. Z tego wzgledu mozna przypuszczaé,
ze sygnat EIS otrzymany po dodaniu DMSO jest zwigzany z dodatkiem samego
zwigzku i zmiang przewodnosci roztworu.

Z obserwacji pomiaréw przedstawionych na Rysunkach 4.17., 4.12. oraz 4.8. mozna
zauwazyC, ze metoda EIS jest metodg bardzo czula na kazda nawet najmniejsza
zmiang w uktadzie pomiarowym. Dodanie do pozywki badanych lekow, trypsyny czy
pozywki hodowlanej bedzie wptywato na zmiane sity jonowej w roztworze, a co za
tym idzie zmiang przewodnosci roztworu. Z tego wzgledu konieczne jest
przeprowadzenie dodatkowych badan oddzielnie dla kazdej podawanej substancji,
szczegolnie w pozywce hodowlanej, ktorej sklad jest bogaty w biatka, cukry
antybiotyki, ktore dodatkowo wraz z uplywem czasu mogg sedymentowac¢ na dno
i by¢ przyczyna niezamierzonej adsorpcji na powierzchni elektrod (tzw.
antyfoulingu).

4.4.2.2. Wplyw acetaminofenonu na zywotno$¢ komérek linii HepG2

Jednym ze zwigzkow, ktory dziata toksycznie na watrobe jest acetaminofenon. Jest to
hydroksylowa pochodna acetanilidu. Znany pod r6zng nazwg handlowa, stosowany
jest jako lek o dziataniu przeciwbolowym i przeciwgoragczkowym. Moze prowadzi¢
do trwalego uszkodzenia watroby, gdy bedzie podawany w wysokich dawkach®”),
W celu okreslenia wpltywu acetaminofenonu na komorki linii HepG2 badania
rozpoczgto od przeprowadzenia testu zywotnosci z wykorzystaniem ptytki 96-
dotkowe;j.

Test prowadzono z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 10°
komoérek/ml, a oceng wpltywu acetaminofenonu przeprowadzono po 24h od wysiania
komorek. Komorki inkubowano z roztworem acetaminofenonu o st¢zeniach 1 mM,
5 mM, 10 mM, 20 mM oraz 50 mM przez 24h. Stgzenia wybrano na podstawie
literatury®*#%, W celu okre$lenia proliferacji i zywotno$ci komorek przeprowadzono
test z wykorzystaniem barwnika CTB.
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Analiza uzyskanych wynikow (Rysunek 4.18.) potwierdzita toksyczny wplyw
acetaminofenonu na komorki linii HepG2. Zauwazono, ze wraz z podaniem
wiekszego stezenia zwigzku, uzyskiwano mniejsza zywotnos¢ komorek. Podanie
acetaminofenonu o stezeniu 50 mM najbardziej wptyneto na zywotnos¢ komorek,
ktora wyniosta 20%. Przy stezeniu 1 mM oraz 5 mM efekt toksyczny byl prawie
niezauwazalny i poréwnywalny z kontrola (komorki bez podania zwiazku).

100

50

—_

——

zywotnos$¢ komérek [%]

T T T T T
1mM 5mM 10 mM 20 mM 50 mM

Stezenie acetaminofenonu

Rysunek 4.18. Wptyw acetaminofenonu na zywotnos¢ komorek linii HepG2 na ptytce 96-
dotkowej w odniesieniu do kontroli nietraktowanej zwiazkiem.

Na Rysunku 4.19. przedstawiono zdjecia komorek linii HepG2 po 24h inkubacji
z acetaminofenonem. Na zdjeciach obrazujacych wptyw niskich stezen (1 mM, 5 mM,
10 mM) zmiany sa prawie niewidoczne. Mozna zaobserwowac¢ rozptaszczony ksztatt
komorek oraz formujace si¢ agregaty. Dla stezenia 20 mM mozna zaobserwowac
zmniejszong liczbe¢ komorek w poréwnaniu do kontroli. Obecne sg zywe komorki
o splaszczonym ksztalcie. Natomiast wyraznie wida¢ wptyw 50 mM zwiazku.
Komorki majg zmniejszony, okragly ksztatt. S one podobne do komérek po inkubacji
z 10% DMSO.
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200 pm

Rysunek 4.19. Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wpltyw
acetaminofenonu o stezeniach 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM oraz 50 mM na morfologi¢
komorek linii HepG2 na plytce 96-dotkowej w standardowych warunkach hodowlanych
(37°C, 5% CO,). Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Incucyte® SX1 Live-Cell Analysis System
(Sartorius) pozwalajacym na jednoczesng inkubacje¢ i analiz¢ mikroskopowa. Skala 200 um.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analizy zmiany st¢zenia tlenu i glukozy
w pozywce hodowlanej poprzez pomiary elektrochemiczne oraz pomiary EIS do
porownania adhezji komorek na powierzchni elektrod w hodowli komorkowej linii
HepG2 podczas inkubacji z roztworem acetaminofenonu o stgzeniach 1 mM, 10 mM
oraz 50 mM. Zostaly one wybrane na podstawie literatury oraz wczesniej
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przeprowadzonego testu na zywotnos¢ komorek z wykorzystaniem odczynnika CTB
(Rysunek 4.18.). Wybrano dwa skrajne stgzenia dla ktorych uzyskano znacznie
roézniacy si¢ zywotnos¢. Dodatkowo postanowiono przeprowadzi¢ pomiar z uzyciem
stezenia 10 mM, aby sprawdzi¢ mozliwos$¢ rozréznienia sygnatu przy rdznej wartosci
zywotnos$ci komorek.

Na poczatku przeprowadzono pomiar kontrolny aby oceni¢ wplyw acetaminofenonu
na zmian¢ przewodnos$ci roztworu. Pomiar EIS byl prowadzony w pozywce
hodowlanej z dodaniem roztworu acetaminfenonu o stezeniu 10 mM oraz 50 mM. Na
Rysunku 4.20. mozemy zaobserwowa¢ skok impedancji w momencie podania
roztworu do ukladu, ktory byl réwniez widoczny podczas dodania DMSO do
roztworu (Rysunek 4.17.). Po podaniu zwiazku do roztworu obserwowano spadek
wartosci impedancji.

11000 4 Zmiana roztworu acetaminofenonu o stezeniu:
10 mM 50 mM
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Rysunek 4.20. Wptyw dodania roztworu acetaminofenonu o stgzeniu 10 mM oraz 50 mM na
pomiar impedancji w pozywce hodowlane;j.

Oceng wplywu acetaminofenonu na komoérki linii HepG2 prowadzono
z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 10° komoérek/ml, ktora byta
wprowadzona do uktadu pod komorg laminarng. Pomiary prowadzono przez 48h,
a ocen¢ wplywu przeprowadzano po 24h od wysiania komorek do uktadu. Analiza
mikroskopowa byta prowadzona przed wlaczeniem pomiaru, aby sprawdzi¢ obecno$¢
komoérek na dnie komory hodowlanej, a takze po jego zakonczeniu. Nastepnie
przeprowadzono test z wykorzystaniem odczynnika AlamarBlue. Tak jak pokazano
na Rysunku 4.4. wykorzystano macierz 8-elektrodowa. Pomiar stezenia tlenu
prowadzono na trzech elektrodach, pomiar st¢zenia glukozy na trzech elektrodach
i pomiar EIS na pozostaltych dwoch. Wyniki przedstawiono na Rysunkach 4.21-4.24.
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W przypadku czujnikéow tlenu w trakcie pierwszych 24h zaobserwowano ciagly
spadek warto$ci natezenia pradu dla wybranych stezen zwigzku. Mozna byto réwniez
zaobserwowaé podobny trend wahan natezenia pradowego, obserwowany dla
pomiaréw w hodowli komorek linii HepG2 (Rysunek 4.10.). Nastepnie po dodaniu
roztworu acetaminofenonu, obserwowano skok natgzenia pradu dla wszystkich
pomiaréw. W przypadku stezenia 1 mM oraz 50 mM obserwowano do$¢ stabilny
sygnal przez pierwsze godziny po podaniu zwigzku. Dla st¢zenia 10 mM
obserwowano dalszy logarytmiczny wzrost natezenia pradu, ktory po 10h zaczat si¢
stabilizowac.

W przypadku czujnika do monitorowania adhezji komorkowej przez pierwsze 24h dla
wszystkich stgzen obserwowano wzrost wartosci impedancji §wiadczacy o adhezji
komoérek na powierzchni elektrod. Po podaniu zwigzku acetaminofenonu
obserwowano rozny sygnat w zaleznosci od stezenia koncowego roztworu. Dla
stezenia 1 mM obserwowano stabilizacje warto$ci impedancji, dla 10 mM
zaobserwowano skok impedancji, a nastgpnie stabilizacj¢ sygnatu, dla 50 mM
obserwowano powolny spadek impedancji, $wiadczacy o dysocjacji cze$ci komorek.
W przypadku dwodch najwyzszych stezen obserwowano skok wartosci impedancji
(cho¢ w przypadku 50 mM byt on minimalny), ktéry otrzymano réwniez dla pomiaru
kontrolnego — pomiar impedancji z roztworem acetaminofenonu bez obecno$ci
komorek (Rysunek 4.20.).

Jak zauwazono w Rozdziale 4.4.1.3. otrzymane czujniki glukozy nie byly
bezposrednia odpowiedzig zwigzana ze stgzeniem glukozy, a ze zmieniajacym sig
stezeniem tlenu. Jest to istotna wada czujnikéw elektrochemicznych w stosunku do
czujnikdéw optycznych, ktore nie ‘zuzywaja’ oznaczanej substancji. W przypadku tych
czujnikéw podobnie jak w przypadku czujnikéw tlenu poczatkowo obserwowano
logarytmiczny spadek wartosci natgzenia pradu, a nastgpnie dla stezenia 1 mM
stabilizacje natezenia pradu, dla 10 mM ponowny wzrost, a dla 50 mM spadek ponizej
wartosci natgzenia pradu przed zmiang pozywki.

W przypadku powyzszych pomiaréw uzyskano powtarzalno$¢ sygnatu pomiarow,
jednak istotne jest aby w hodowli komorkowej umiesci¢, wigcej niz jeden czujnik tego
samego rodzaju. Powodem wuzyskania niejednorodnego sygnalu moze by¢
nier6wnomierna dystrybucja komorek w komorze hodowlanej i w poblizu elektrod.
W przypadku powyzszych pomiarow wysianie komoérek pod komora laminarng
1 pozniejsze umieszczenie elektrody odniesienia i przeciwelektrody pozwolilo na
bardziej rownomierne roztozenie komorek w komorze i podobny sygnal, niz
w przypadku pomiaréw gdzie komorki byly dodawane do komory hodowlanej
w trakcie pomiaru (Rysunkach 4.8. oraz 4.11.).
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Rysunek 4.21. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski), pomiarow
EIS (kolor ré6zowy) oraz pomiaréw czujnika glukozy (kolor zolty) podczas 24h inkubacji
komorek linii HepG?2 z roztworem acetaminofenonu o st¢zeniu 1 mM.
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Rysunek 4.22. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski), pomiarow
EIS (kolor ré6zowy) oraz pomiaréw czujnika glukozy (kolor zolty) podczas 24h inkubacji
komorek linii HepG2 z roztworem acetaminofenonu o stezgniu 10 mM.
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Rysunek 4.23. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski), pomiaréw

EIS (kolor rézowy) oraz pomiaréw czujnika glukozy (kolor zotty) podczas 24h inkubacji
komorek linii HepG2 z roztworem acetaminofenonu o stg¢zeniu 50 mM.
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Zestawiajac wyniki otrzymane w uktadzie pomiarowym (Rysunek 4.24.) z analizg
przeprowadzong z wykorzystaniem 96-dotkowej plytki, mozna ponownie
zaobserwowaé trend zwigzany z zahamowaniem proliferacji przy wigkszym
podawanym stezeniu. Zaobserwowano jednak znaczaco obnizong Zywotno$¢
szczegoOlnie dla stezenia 1 mM oraz 10 mM. Dla 1 mM uzyskano zywotno$¢ na
poziomie 63%, natomiast dla 10 mM na poziomie 36%, podczas gdy na ptytce 96-
dotkowej stezenia te wyniosty odpowiednio 95% oraz 73%. Dla 50 mM uzyskano
zywotno$¢ na poziomie 10% w badanym uktladzie.
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Rysunek 4.24. Wplyw acetaminofenonu na zywotnos¢ komorek linii HepG2 w uktadzie
pomiarowym w odniesieniu do kontroli nietraktowanej zwiazkiem.

Zaprezentowane wyniki uzyskane metodami elektrochemicznymi nie pozwalaja na
numeryczne okreslenie zywotnosci komorek na tym etapie badan, dlatego istotne sa
dodatkowe testy zywotnosci pozwalajace na okreslenie koncowej wartoSci.
Dodatkowa zewnetrzna kalibracja elektrod np. z wykorzystaniem metod optycznych
na poczatku i na koncu pomiaru mogtaby pozwoli¢ na dokladniejsze okreslenie
stezenia tlenu podczas calego pomiaru. Wada takiego rozwigzania jest otrzymanie
dodatkowego sygnatu w trakcie otwierania/zamykania drzwi od inkubatora czy
poruszenia catym uktadem podczas umieszczania optody tlenowej w uktadzie.
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4.5. Whnioski

Zaprezentowany szereg badan w niniejszym rozdziale potwierdza mozliwos$ci
wykorzystanego uktadu w monitorowaniu hodowli komorkowych, takich jak zuzycie
tlenu oraz adhezja komoérek do powierzchni. Analiza mikroskopowa oraz wyniki
uzyskane za pomocg testu AlamarBlue potwierdzajg zgodno$¢ wynikow uzyskanych
w uktadzie pomiarowym oraz na ptytce 96-dotkowej. Niestety wyniki uzyskane
metodami elektrochemicznymi nie pozwalaja na numeryczne okreslenie zywotnosci
komoérek na tym etapie badan, dlatego istotne sa dodatkowe testy zywotnosci
pozwalajace na okreslenie koncowej warto$ci. Dodatkowa przewaga testow
z wykorzystaniem metod optycznych na ptytkach wielodotkowych jest mozliwosé
wykonania wielu powtdrzen podczas jednego eksperymentu.

Opracowana macierz elektrodowa pozwolila na uzyskanie podobnych sygnatéw dla
kazdej elektrody, ale jak zauwazono powtarzalno$¢ sygnatu jest zwigzana rowniez
z rownomierng dystrybucja komoérek w komorze hodowlanej. Zastanawiajgca jest
rowniez obnizona zywotno$§¢ komorek linii HepG2 w ukladzie, zwigzana
prawdopodobnie z wlasciwosciami adhezyjnymi lub samym skladem podstawy
macierzy elektrodowe;.

Prowadzenie pomiaréw elektrochemicznych niestety nie pozwala na réwnoczesna
analiz¢ mikroskopowa, bez przerwania samych pomiaréw, co ma znaczacy wptyw na
rejestrowany sygnat. Ma to szczeg6lny wptyw na pomiary stezenia tlenu w hodowli,
bowiem nawet jednorazowe otwarcie drzwi inkubatora, moze zaburzy¢ rownowage
stezenia tlenu. Powrdt sygnalu do wartosci natezenia pradu przed wyjeciem ukladu
z inkubatora trwal okolo 5h, co uniemozliwiato dokladno$¢ podczas krotkich
pomiaréw lub wydluzyloby same pomiary poprzez oczekiwanie na powrot sygnatu
do wartosci rownowagowych.

Negatywnie natomiast oceniono opracowane bioczujniki glukozy, ktore okazaty si¢
mato powtarzalne, nie tylko pomigdzy macierzami, ale rowniez na jednej macierzy,
do czego przyczynit si¢ Zle wybrany potencjal. Wykorzystanie oksydazy glukozowej
w bioczujnikach glukozy jest do$¢ powszechne ze wzgledu na wysoka specyficznosé¢
enzymu, a takze na niskie koszty i stabilno$¢ czujnikow!*!l. Jednak posredniczaca
w reakcji czasteczka tlenu dodatkowo wplywa na zmiang st¢zenia tlenu w komorze
hodowlanej. W dalszej czgéci projektu nalezaloby rozwazy¢ bioczujnik oparty
o dehydrogezang glukozy Iub czujniki nieenzymatyczne, ktore nie wplywajg tak
znaczgco na stezenie tlenu*?, By¢ moze rowniez wykorzystanie elektrod ITO/Au
pozwoliloby na opracowanie bioczujnikoéw glukozy przy jednoczesnym
wykorzystaniu elektrod ztotych do monitorowanie stezenia tlenu.
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Kolejnym aspektem zaprezentowanych badan jest wykorzystanie architektury
proponowanego ukladu pomiarowego. Zaprojektowana komora hodowlana
o $rednicy 10 mm jest poréwnywalna z powierzchnig dotka znajdujacego sie na ptytce
48-dotkowej, co w przypadku wielu powtdrzen zwigksza wykorzystanie pozywki
hodowlanej i1 zawiesiny komodrkowej potrzebnych do otrzymania istotnie
porownywalnych wynikow.

Otwarta architektura komory hodowlanej jednocze$nie sprzyja podawaniu
dodatkowych zwigzkow w celu badania ich wptywu na komoérki bez zbednego
otwierania potencjalnej pokrywy oraz poruszania catym ukladem powodujac
dodatkowy sygnat podczas pomiaru. Z drugiej strony taki uktad sprzyja wysokiemu
parowaniu, powodujac mozliwe zatgzanie toksycznych substancji znajdujacych sig
w pozywce hodowlanej, a takze utatwia przenoszenie si¢ zakazen.

Zastosowanie podstawy uktadu o nizszej wysokosci (5 mm) umozliwitoby obserwacje
mikroskopowe na podstawowym mikroskopie optycznym odwroconym, jednak wcigz
sama konstrukcja uktadu nie pozwala na wykonanie zdjg¢ w wigkszym przyblizeniu.
Uniemozliwia réwniez barwienie roznicowe i1 obserwacje mikroskopowe na
mikroskopie konfokalnym.
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5. Ocena mozliwosci wykorzystania opracowanej macierzy elektrodowej do
monitorowania tréojwymiarowych hodowli komérkowych

5.1. Wprowadzenie

Postep technologiczny w dziedzinie biomaterialdow pozwala na wprowadzenie
réznorodnych uktadéow do hodowli komoérkowych, umozliwiajac kontrolowanie
sygnatow mechanicznych, kompozycyjnych i strukturalnych, a tym samym
doktadniejsze odwzorowywanie warunkow in vivolll. Szczeg6lnie wyrdzniajg sie
rusztowania  hydrozelowe, ktore nasladuja istotne elementy macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM)P, a ich wiasciwoéci mechaniczne sg podobne do
wlasciwosci tkanek miekkich. Ponadto wspomagaja adhezje komorek oraz
umozliwiajg dyfuzje tlenu oraz sktadnikéw odzywczychl®!. Istotng cechg jest ich
transparentno$¢, ktora umozliwia obrazowanie komorek.

Mozna wyr6zni¢ zardwno hydrozele pochodzenia naturalnego takie jak kolagen,
fibrynogen czy alginiany, jak i hydrozele syntetyczne na bazie polietylenoglikolu
(PEG) czy poliakryloamidu (PA). Czesto w hydrozelach stosowane sa materiaty
potsyntetyczne (hybrydowe), kwas hialuronowy, polipeptydy lub zelatyna
metakryloilowa (GelMa). Hydrozele pochodzenia naturalnego zapewniajg obecno$é
adhezyjnych ligandéw, a takze sygnatow endogennych, ktére sprzyjaja interakcjom
miedzykomorkowym. Jednak ich zlozonos$¢ oraz zmienno$¢ utrudniaja zrozumienie
procesow proliferacji, roznicowania i migracji badanych komorek!.

W ostatnich latach pojawilo si¢ szczeg6lne zainteresowanie wykorzystaniem GelMa.
Jego duzg zaletg jest mozliwo$¢ kontrolowania wtasciwo$ci mechanicznych poprzez
zmiang stgzenia, stopnia funkcjonalizacji (DoF, ang. degree of functionalization),
rodzaju zastosowanego fotoinicjatora oraz czasu ekspozycji na promieniowanie
UVB!L GelMA, podobnie jak zelatyna, posiada sekwencje bioaktywne (np. arginina-
glicyna-kwas asparaginowy) odpowiedzialne za adhezje komodrek oraz miejsca

czasteczki odpowiedzialne za degradacje komorkowg!®”!,

GelMA wyrdznia si¢ doskonata biokompatybilno$cia, degradowalnoscia 1 niskim
kosztem produkcji. Synteza hydrozelu opiera si¢ na bezposredniej reakcji zelatyny
z bezwodnikiem metakrylowy (MA ang. methacrylic anhydride) w buforze
fosforanowym o pH 7,4 w temperaturze 50°C. Prowadzi to do podstawienia
metakryloilowego do reaktywnych grup aminowych 1 hydroksylowych reszt
aminokwasowych (Rysunek 5.1.)P!. Tlo§¢ dodawanego MA warunkuje stopief
podstawienia metakryloilowego, co ma wplyw m.in. na modul sprezystosci
hydrozelul®. Proces sieciowania GelMa pod wplywem ekspozycji na promieniowanie
UV, z uzyciem  foroinicjatorow  takich  jak  2-hydroksy-1-[4-(2-
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hydroksyetoksy)fenylo] -2-metylo-1-propanon (Irgacure 2959)!3%) oraz s6l fosfinianu
acylu litu (LAP)!,

o
o o
H HN
PN XY Lhe
—_ W )
HO PBS, 50 °C 7

NH, NH,

NN’iNH RG D

Rysunek 5.1. Reakcja zelatyny i bezwodnika metakrylowego w celu substytucji grup
podstawowych metakryloilowych. Modyfikacja zachodzi w grupach aminowych
i hydroksylowych!!!,

Rusztowania hydrozelowe GelMa sa szeroko stosowane w trojwymiarowych
hodowlach komorkowych. Komodrki zawieszone w GelMa wykazuja wysoka
zywotnos$¢ (>80%).

Badania zaprezentowane w niniejszym rozdziale zostaly wykonane podczas stazu
w Niemczech na Uniwersytecie Leibniza w Hanowerze (Leibniz Universitdt
Hannover) w grupie dr Antoniny Lavrentievy w Instytucie Chemii Techniczne;.

5.2. Materialy i metody
5.2.1. Aparatura i drobny sprzet laboratoryjny

e Inkubator do hodowli linii komoérkowych z podtgczeniem CO,
(ThermoFisher),

e Inkubator do hodowli linii komérkowych C16 (Labotect Labor Technik-
Gottingen GmbH),

e Komora laminarna (ThermoFisher),

e  Mikroskop odwrécony fluorescencyjny z kontrastem fazowym (Olympus),

e Czytnik ptytek wielodotkowych Fluoroskan Acent (Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, USA),
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e Urzadzenie do obrazowania komorek - Incucyte® SX1 Live-Cell Analysis
System (Sartorius),

e (Cytation™ 5 Imaging Multi - Mode Reader (BioTek Instruments),

e Optical O, Measurement System (ibidi OPAL),

e Waga analityczna (Mettler Toledo),

o  Wirowko-worteks (MiniSpin Eppendorf AG),

e Napylarka (Leica EM MEDO020),

e Crosslinker UV (SUNLU Biolinker).

5.2.2. Materialy

e CPOx-mikroczujniki tlenu, pomaranczowe (ibidi),

e Filtry PES (Sigma -Aldrich),

e Podloze BOROFLOAT® 33 (SCHOTT),

e Target do napylania ztota (Mennica Metale Sp. z 0.0.),

e Target do napylania chromu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),

e Target do napylania tytanu (Mennica Metale Sp. z 0.0.),

e  Probowki typu eppendorf (Sarstedt),

o Koncowki do pipet (VWR),

e Probowki typu Falcon 15 ml (Sarstedt),

e Probowki typu Falcon 50 ml (Sarstedt),

e Pipety serologiczne (Sarstedt),

e Komora Biirkera (Sigma -Aldrich),

o Butelki do hodowli komoérkowej (Sarstedt),

e Plytki 96-dotkowe, 48-dotkowe oraz 6-dotkowe (Greiner Bio-One,
CELLSTARR).

5.2.3. Odczynniki

Acetaminofenon (Sigma-Aldrich), tabletki PBS pH 7,4 (Sigma-Aldrich), chlorek
potasu (Sigma-Aldrich); hydroxymetylferrocene (abcr).

Wykorzystane odczynniki charakteryzowaly si¢ czysto$cig analityczng i byly
przechowywane zgodnie z zaleceniami producenta. Do sporzadzania wodnych
roztworéw wzorcowych oraz buforowych wykorzystywano wode demineralizowang
z systemu Sartorius Arium Comfort I, o rezystancji rownej 18,2 MQ-cm.
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5.3. Metody badan
5.3.1. Pomiary elektrochemiczne

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono za pomoca potencjostatu oraz PalmSens
4 kontrolowanego przez oprogramowanie PSTrace (wersja 5.8 oraz 5.9). Pomiary
wykonano w uktadzie trojelektrodowym sktadajacym si¢ z wybranej elektrody
pracujacej, elektrody odniesienia Ag/AgCl (1 M KCl) (IJ Cambria Scientific Ltd.)
o $rednicy 2 mm oraz drutu platynowego o $rednicy 0,5 mm (Mennica Metale Sp. z
0.0.) jako elektrody pomocnicze;j.

Pomiary prowadzono w inkubatorze do hodowli komorkowych z doprowadzeniem
CO; oraz N, C16 (Labotect Labor Technik-Gottingen GmbH).

5.3.2. Uklad pomiarowy

W badaniach wykorzystano uktad pomiarowy opisany w Rozdziale 4.3.2.

5.3.3. Przygotowanie elektrod

Do badan przedstawionych w niniejszym rozdziale wykorzystano elektrody ztote
o érednicy 1,75 mm za wykonane za pomocg procesu napylania w wysokiej prozni.
Proces napylania przeprowadzono podobnie jak w Rozdziale 2.3.3.

Na macierzy elektrod wykorzystano cztery elektrody pomiaru oznaczania tlenu oraz

cztery elektrody do pomiaru elektrochemicznej impedancji spektroskopowej (EIS) —
Rysunek 5.2.

N\ — | Czujnik tlenu

Pomiar EIS —

Rysunek 5.2. Schematyczne przedstawienie macierzy czujnikowej wykorzystanej
W niniejszym rozdziale.
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e Pomiar oznaczania stezenia tlenu

Monitorowanie tlenu opiera si¢ o amperometryczng redukcje rozpuszczonego tlenu
w pozywce hodowlanej na elektrodzie zlotej przy potencjale -0,6 V.

Ze wzgledu na mozliwos¢ zakazenia w hodowli komorkowej, pomiar redukcji tlenu
prowadzono bez dodatkowej modyfikacji elektrod ztotych. Pozwolilo to na
doktadniejszg sterylizacje elektrod tuz przed wysiewem komorek do uktadu.

e Pomiar EIS

Badania przeprowadzano przy napieciu 0,2 V, w zakresie czgstotliwosci
od 50 do 150 Hz.

5.3.4. Przygotowanie ukladu do badan

Przed rozpoczeciem hodowli komorkowej uktad poddano procesowi sterylizacji.
W tym celu kazdy element oraz wykorzystywana elektrod¢ przemyto 70% roztworem
etanolu, a nastgpnie uktad poddano dziataniu promieniowania ultrafioletowego
(lampa UV-C) — Purion UVC Box, przez 10 min o mocy 2400 J/m?.

5.3.5. Hodowla komorkowa

W pracy wykorzystano dwie linie komorkowe. W pierwszej cze$ci prowadzono
badania z wykorzystaniem ludzkich komoérek macierzystych pochodzacych z tkanki
thuszczowej (hAD-MSC ang. human adipose tissue—derived mesenchymal stem cells)
zroznicowane w chondrocyty (huCho-HRE3) zakupione od Engineered Cells for
Science and Pharma. Komorki hodowano jako standardowa monowarstwe w pozywce
huChon (Inscreen) wzbogaconej 10% surowica ludzka (CCpro), 6% suplement huCho
(Inscreen) oraz 0,5% gentamycing (Sigma). Hodowle prowadzono w standardowych
warunkach (37 °C, 5% COx). Po osiagni¢ciu przez komorki konfluencji na poziomie
80-90%, przeprowadzano procedurg pasazu. Do odklejenia komorek od powierzchni
uzywano roztworu akutazy (Sigma-Aldrich).

W drugiej czesci pracy wykorzystano ludzka linia komérkowa raka watroby — HepG2
z ATCC. Komorki hodowano jako standardowa monowarstwe w pozywce DMEM
o wysokiej zawartosci glukozy (Sigma-Aldrich), wzbogaconej o 10% FBS (Gibco),
oraz streptomycyne [10 000 U ml!], penicyling [10 mg m1'] 1% v/v (Sigma-Aldrich)
oraz amfoterycyne B [250 ug/ml] 1% v/v (PPA laboratories). Hodowle prowadzono
w standardowych warunkach (37 °C, 5% CO;). Po osiagnigciu przez komorki
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konfluencji na poziomie 80-90%, przeprowadzano procedure pasazu. Do odklejenia
komoérek od powierzchni uzywano 0,25% roztworu Trypsyna/EDTA (Sigma-
Aldrich).

5.3.6. Przygotowanie matrycy hydrozelowej

W badaniu wykorzystano hydrozel GelMa A5 o podanych wtasciwosciach (Tabela
5.1.), ktérg zsyntezowano w dniu 28 czerwca 2021 r. zgodnie z metodg opracowana
przez Shirahama and Lee!'?. Przygotowanie hydrozelu GelMa wykonywano na
podstawie procedury opracowanej przez A.G. Lavrentievg!’. W badaniach
wstepnych uzyto silikonowych form do utworzenia trojwymiarowych hodowli
komoérkowych oraz kwadratowych wytworzonych metoda druku 3D (Rysunek 5.3.).
Formy kwadratowe byty przyklejone do powierzchni dotka na ptytce 6-dotkowe;,
natomiast silikonowe formy pozwalaly na wyjecie struktury i hodowlg¢ na ptytce.

Rysunek 5.3. Schematyczne przedstawienie form do utworzenia trojwymiarowych hodowli
komorkowych: okragte formy silikonowe o $rednicy 6 mm (A) oraz kwadratowych
wytworzonych metoda druku 3D (B).

Roztwér hydrozelu GelMA przygotowano poprzez odwazenie odpowiedniej ilosci
GelMA irozpuszczenie go w roztworze buforowym soli fizjologicznej (PBS, pH 7,4).
Roztwor GelMA inkubowano w tazni wodnej az do catkowitego rozpuszczenia
fragmentow GelMA w temperaturze 37°C. Ogrzany roztwor byt sterylizowany przy
uzyciu filtra z polieterosulfonu (PES) 0,45 pm ($rednica 10 mm).

Tabela 5.1. Wlasciwosci wybranego hydrozelu GelMa A5
Data DoF DoF Wspolezynnik
przygotowania TNBS Ninhydrin pecznienia

Modul $cinania

5% w/v 2,7 Pa, 6% w/v

30.5% 16,3 Pa, 6,5% 23,4 Pa

28.06.2021 ’ 20.1° 19,4 R T

8.06.20 28.1% 0.1% % 7% 98,3 Pa, 8% w/v
148,8 Pa
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5.3.7. Hodowla komorek na rusztowaniach hydrozelowych

Hodowlg komorek w warunkach statycznych na rusztowaniach hydrozelowych
przeprowadzano na plytkach 24-dotkowych do pomiaréw wstepnych oraz
w zaprojektowanym uktadzie do pomiardéw elektrochemicznych (Rysunek 4.3.).

W celu enkapsulacji komérek w hydrozelu (Rysunek 5.4.), przeprowadzono etap
pasazu komorek, a nastgpnie okreslano gesto$¢ zawiesiny komorkowej za pomoca
komory Biirkera. Zawiesing komorkowg o gestosci komoérek 10° komorek/ml
zawieszano w odpowiedniej ilosci przygotowanego hydrozelu (rozdzial 5.3.6.)
i umieszczano w silikonowych cylindrycznych formach (o $rednicy 6 mm) Iub
bezposrednio na elektrodach w uktadzie. Jako fotoinicjator wykorzystano fenylo-
2,4,6-trimetylobenzoilofosfinian litu (LAP). Do procesu sieciowania wykorzystano
promieniowanie UV o intensywnosci 1,2 J/cm?. Otrzymane konstrukty hydrozelowe
inkubowano na 24-dotkowych plytkach w 1000 pl pozywki DMEM o wysokiej
zawarto$ci glukozy, wzbogaconej o FBS, oraz streptomycyne [10 000 U ml™],
penicyling [10 mg ml'] 1% v/v oraz amfoterycyne B [250 pg/ml]. Pozywke
komoérkowa zmieniano co 3 dni w przypadku dtuzszej hodowli.

hydrozelu C-.-——".—._-—_D“-,\
“"-,_\_ \l‘ ! ‘o Ill
GelMa  LAP* B >(/

,::/—’-o_—““s
+ +* E—— o ;ﬁ\ o R
Sieciowanie E A '2&( ]

Zawiesina
komdrkowa

Komérki zawieszone w hydrozelu

Rysunek 5.4. Schemat przygotowania enkapsulacji zawiesiny komodrkowej w matrycy
hydrozelowej GelMa.

W badaniach wpltywu acetaminofenonu metoda elektrochemiczng, 200 pl
przygotowanej zawiesiny komorkowej zmieszanej z hydrozelem, umieszczano
bezposrednio na podtozu z elektrodami (Rysunek 5.5). Po usieciowaniu, montowano
caly uklad, a nastgpnie komorki inkubowano przez 48h w 700 pl pozywki DMEM
o wysokiej zawarto$ci glukozy wzbogaconej o FBS, oraz streptomycyng
[10 000 U ml '], penicyling [10 mg m1'] 1% v/v oraz amfoterycyne B [250 pg/ml].
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Komérki zawieszone w hydrozelu

Macierz
elektrodowa

Rysunek 5.5. Zdjecie komory hodowlanej po usieciowaniu matrycy hydrozelowej na macierzy
elektrodowej po dodaniu 200 pl pozywki hodowlane;.

5.3.8. Metody oceny proliferacji i Zywotnos$ci komoérek
e Test Proliferacji CTB

W celu okreslenia zywych/martwych komoérek, komoérki inkubowano w 10%
roztworze z odczynnikiem CTB (Promega) w pozywce DMEM, przez 4h
w temperaturze 37°C, nastgpnie analizowano za pomocg wielofunkcyjnego czytnika
ptytek Fluoroskan Acent (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, USA) przy
dlugosci fali wzbudzenia 544 nm i dtugosci fali emisji 590 nm. Gesto§¢ zawiesiny
komoérkowej okre§lono za pomoca komory Biirkera. Dodatkowo przeprowadzano
kontrole negatywna (komorki z 1% Triton-X 100 (Thermo Fisher)) oraz pozytywna
(komorki nie traktowane zwigzkiem).

e Barwienie roznicowe komorek

W celu obrazowania zywych/martwych komorek, hodowle komoérkowa na matrycy
hydrozelowej inkubowano w 3 pl roztworze Calcein-AM (Merck) 1 2,5 pl roztworu
jodku propidyny (Merck) w pozywce DMEM, przez 30 minut w temperaturze 37°C,
nastgpnie analizowano za pomoca wielofunkcyjnego czytnika ptytek Cytation™ 5
Imaging Multi-Mode Reader.
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5.4. Wyniki i dyskusja

Celem badan zaprezentowanych w niniejszym rozdziale byta ocena opracowanej
macierzy elektrodowej oraz wykorzystanego ukladu pomiarowego w pomiarze
parametréw  metabolicznych w  szczegélno$ci  analizy  stezenia tlenu
w tréjwymiarowych hodowlach komoérkowych na rusztowaniach hydrozelowych.
Dodatkowo poréwnano dziatanie czujnikdéw optycznych i elektrochemicznych.

5.4.1. Wykorzystanie czujnikéw optycznych w pomiarach stezenia tlenu
w trojwymiarowych hodowlach komoérkowych

W pierwszym etapie pracy oceniono mozliwos¢ wykorzystania czujnikéw
optycznych tlenu na przykladzie kulek tlenowych (ang. oxygen beads)
w trojwymiarowych hodowlach komoérkowych. W badaniu wykorzystano hAD-MSC
zréznicowane w chondrocyty (huCho). Reporterowe komorki (ang. hipoxia-reported
cells) zawieraly element czujnikowy HRE-dUnaG stabilnie zintegrowany z genomem
hAD-MSC poprzez transdukcje lentiwirusowa!'¥. W warunkach niedotlenienia
nastepuje stabilizacja czynnika HIF-1a, ktora aktywuje ekspresje fluorescencyjnego
biatka UnaG!'>!®l, pozwalajgca na obserwacje poczatku procesu niedotlenienia
komorek. Proces ten jest niezalezny od obecnosci tlenu czasteczkowego.

W celu okreslenia odpowiedniego stezenia GelMa oraz gestosci zawiesiny
komoérkowej, aby w ciagu kilku dni mozna bylo zaobserwowac¢ efekt $wiecenia
komorek (fluorescencji) przeprowadzono krotkie poréwnanie wybranych dwoch
stezen hydrozelu GelMa - 7% oraz 10%, a nast¢pnie porownano dwie rézne gestosci
zawiesiny komorkowej - 4 x 10° komorek/ml oraz 3 x 10° komorek/ml. Testy
prowadzono z wykorzystaniem 24-dotkowych oraz 6-dotkowych ptytek.

W pierwszym etapie enkapsulowano zawiesing komorkows o gestosci 2,5 x 10°
komorek/ml w 7% oraz 10% hydrozelu GelMa w silikonowej formie o $rednicy 6 mm
(Rysunek 5.3.). Analiz¢ mikroskopowa prowadzono po 24h oraz 48h inkubacji
w standardowych warunkach hodowlanych. Zdjecia przedstawiono na Rysunku 5.6.
Zaobserwowano, ze w przypadku matrycy hydrozelowej o stezeniu 7%, widoczna jest
fluorescencja komorek juz po 24h, natomiast w przypadku matrycy o stezeniu 10%
nie zaobserwowano fluorescencji w ciggu 48h hodowli. Silny sygnal niedotlenienia
jest obserwowany gltéwnie w centrum struktur hydrozelowych, prawdopodobnie ze
wzgledu na najsilniejsze ograniczenia dyfuzji tlenu. Zauwazono zwigkszenie
intensywnosci  fluorescencji wraz ze zmniejszeniem st¢zenia matrycy
hydrozelowej®l. Fluorescencyjna ramka woko6l kazdego hydrozelu wynika
z zalamania $wiatta podczas analizy mikroskopowe;j.
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Rysunek 5.6. Zdjgcia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wplyw réznego stezenia
matrycy hydrozelowej GelMa (7% oraz 10%) na aktywacje genow reporterowych w badanych
komorkach linii huCho, ktora nastgpita w wyniku ograniczonej dyfuzji i metabolicznego
zuzycia tlenu po 24h i 48h inkubacji w pozywce hodowlanej. Zdje¢cia uzyskane na urzadzeniu
Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na analizg
mikroskopowa w osi Z. Skala 2000 um.

W drugim etapie enkapsulowano zawiesing komoérkowg o gestosci 3 x 10°
komorek/ml oraz 4 x 10° komorek/ml w 7% hydrozelu GelMa w kwadratowej formie
o dlugosci boku 10 mm (Rysunek 5.3.). Dodatkowo hodowla zostata przykryta
szkietkiem o szerokosci 6 mm. Analiz¢ mikroskopowa prowadzono po 24h, 48h oraz
72h inkubacji w standardowych warunkach hodowlanych.

W trakcie inkubacji dla obu hodowli obserwowano rozprzestrzenianie si¢ komorek
w hydrozelu dopiero po 48h inkubacji w pozywce komoérkowej. Natomiast dopiero
po 72h zaobserwowano §wiecenie komorek. Hodowla z wykorzystaniem zawiesiny
komorkowej o gestosci 3 x 10° komorek/ml charakteryzowata si¢ mniejszg iloscig
komorek wykazujacych fluorescencje, a co za tym idzie wigkszym st¢zeniem tlenu
w rusztowaniach hydrozelowych. Dla gestosci komorek 4 x 10° komorek/ml
obserwowano fluorescencj¢ komorek w prawie calej objetosci hodowli, co
$wiadczyto o silniejszym niedotlenieniu badanej populacji. Dlatego w nastgpnym
eksperymencie wykorzystano hydrozel o mniejszym stezeniu. Obserwacje
mikroskopowe przedstawiono na Rysunku 5.7.
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Rysunek 5.7. Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wplyw gestosci
zawiesiny komorkowej (3 x 10° komorek/ml oraz 4 x 10° komoérek/ml) na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stezeniu 7% na aktywacje gendéw reporterowych, w wyniku
ograniczonej dyfuzji i metabolicznego zuzycia tlenu, w komorkach linii huCho po 72h
inkubacji w pozywce hodowlanej. Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging
Multi-Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na analiz¢ mikroskopowa w osi-Z.
Skala 3000 pm.

W kolejnym etapie enkapsulowano zawiesing komorkowa o gestosci 4 x 10°
komorek/ml 6,5% hydrozelu GelMa wraz mikroczujnikami tlenu w formie kulek.
Podobnie wykorzystano kwadratowg form¢ do utworzenia ksztalttu hodowli, ktora
przykryto szkietkiem o szerokosci 6 mm. Analiz¢ mikroskopowg prowadzono po 24h,
48h oraz 72h inkubacji w standardowych warunkach hodowlanych.

Podobnie po 48h inkubacji zaobserwowano rozprzestrzenianie si¢ komorek
w hydrozelu, a po 72h zaobserwowano fluorescencje komorek. RoGwnoczesnie po 48h
i 72h przeprowadzono analiz¢ zawarto$ci tlenu z wykorzystaniem zawieszonych
w hodowli mikroczujnikow tlenu. Jako 21% przyjeto zawartos¢ tlenu mierzong po
24h inkubacji samych mikroczujnikami tlenu w hydrozelu o stezeniu 6,5%. Wyniki
przedstawiono na Rysunkach 5.8.-5.9.
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Na zdjeciach mozna zaobserwowa¢ komorki, ktére pod wpltywem obnizonego
stezenia tlenu zaczynaja wykazywac fluorescencje. Przede wszystkim sg one
potozone w centralnej cze$ci uktadu, gdzie byto umiejscowione dodatkowo szkietko,
ktore sztucznie wytworzyto warunki niedotlenienia. Analiza st¢zenia tlenu otrzymana
z wykorzystaniem mikroczujnikow tlenu zanurzonych w rusztowaniach
hydrozelowych (Rysunek 5.9.) réwniez wskazywala obnizona zawarto$¢ tlenu
w centralnej czgsci hodowli w stosunku do jej brzegow. Obecne zastosowanie
optycznych czujnikéw tlenu umozliwia pomiar stezenia tlenu w calej objetosci
hodowli. Natomiast jego wada jest konieczno$¢ umieszczenie catego uktadu pod
odpowiednim mikroskopem fluorescencyjnym, co powoduje zmian¢ temperatury
hodowli i moze mie¢ wptyw szczegdlnie na wrazliwe komorki.

72h

—
1000 um

Rysunek 5.8. Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajgce uzyskany gradient stezen
tlenu poprzez dodatkowe szkietko mikroskopowe o szerokosci 6 mm w hodowli 3D
w komorek linii huCho z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 4 x 10°
komorek/ml na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu 6,5% po 72h inkubacji w
pozywce hodowlanej. Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode
Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na analiz¢ mikroskopowa w o0si-Z.
Skala 3000 pm.
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Rysunek 5.9. Odpowiedz czujnikéw tlenowych zawieszonych w trojwymiarowej hodowli
komorek linii huCho na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o st¢zeniu 6,5% po 48h oraz
72h inkubacji w pozywce hodowlanej. Pomiar prowadzony z wykorzystaniem
mikroczujnikow tlenu (ibidi OPAL — Optical O2 Measurement System).

5.4.2. Ocena proliferacji komoérek HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych
GelMa

W kolejnym etapie badan okre$lano mozliwo$s¢ hodowli komoérek linii HepG2
w hodowli 3D z wykorzystaniem rusztowan hydrozelowych GelMa. Na poczatku
okreslono szybko$¢ wzrostu komoérek HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych
GelMa. Hodowle 3D uzyskano na drodze enkapsulacji zawiesiny komorkowej
o gestosci 1 x 10° komoérek/ml w 10% hydrozelu GelMa. Ocene proliferacji
przeprowadzano w kazdym kolejnym dniu hodowli przez 3 dni. Na podstawie
przeprowadzonych badan zaobserwowano zwigkszenie proliferacji poprzez kolejne
dni hodowli na matrycy hydrozelowej, co szczegdlnie widoczne jest po 72h hodowli
(Rysunek 5.10.). Na zdjeciach konstruktéw hydrozelowych mozna réwniez
zaobserwowa¢ réwnomierne roztozenie komorek w przestrzeni. Komorki przyjety
okragly ksztalt, w przeciwienstwie do podtuznego, ptaskiego ksztattu w przypadku
hodowli 2D, a takze do komorek linii huCho obserwowanych w Rozdziale 5.4.1.
Zaobserwowano rowniez brak wigkszych agregatow komorkowych przez pierwsze
trzy dni hodowli w matrycy hydrozelowej, co jest zauwazalne w przypadku hodowli
2D (Rysunek 5.11.). W przypadku pozostawienia hodowli na kolejne dni,
zaobserwowano szybkie rozpuszczenie hydrozelu GelMa przy ominigciu etapu

167



zmiany pozywki, natomiast przy zmianie pozywki trojwymiarowa hodowla
utrzymywata si¢ przez okoto 10-14 dni.

2000 um 2000 pm

2000 pm k : 4 L . 3
24h 48h 72h

Rysunek 5.10. Obserwacje mikroskopowe wzrostu komorek linii HepG2 na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%. Skala 2000 pum.

Hodowla 2D Hodowla 3D

Rysunek 5.11. Obserwacje mikroskopowe morfologii komoérek linii HepG2 w hodowli 2D
oraz 3D na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%. Skala 1000 um.

5.4.3 Ocena wplywu acetaminofenonu na komoérki HepG2 w hodowli 2D i 3D

W celu okres$lenia wptywu acetaminofenonu na komoérki HepG2 w hodowli na
rusztowaniach hydrozelowych, a takze poroéwnania tych badan metoda
elektrochemiczng ten etap badan rozpoczgto od testow wstepnych okre§lenia wplywu
acetaminofenonu w hodowli 2D z wykorzystaniem 96-dotkowych plytek oraz
w hodowli 3D z wykorzystaniem 24-dotkowych plytek. W przypadku hodowli 2D
badania prowadzono z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 10°
komorek/ml, a ocene wplywu acetaminofenonu przeprowadzono po 24h od wysiania
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komoérek. Hodowlg 3D uzyskano na drodze enkapsulacji zawiesiny komorkowej
o gestosci 1 x 10° komorek/ml w hydrozelu GelMa o stezeniu 10%, a ocene wpltywu
acetaminofenonu przeprowadzono po 48h od enkapsulacji. Komoérki w obu
hodowlach inkubowano z roztworem acetaminofenonu o stezeniach 1 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM i1 50 mM przez 24h. W celu okre$lenia proliferacji i zywotnos$ci
komoérek w otrzymanych hodowlach 3D na hydrozelowych rusztowaniach,
przeprowadzono test z wykorzystaniem barwnika CTB oraz barwienie réznicowe z
wykorzystaniem jodku propidyny i kalceiny-AM.

Analiza uzyskanych wynikéw potwierdzila toksyczny wplyw acetaminofenonu
rowniez na komorki linii HepG2 w hodowli 3D z wykorzystaniem rusztowan
hydrozelowych. Na podstawie analizy wynikow przedstawionych na Rysunku 5.12.
zaobserwowano, podobny wptyw acetaminofenonu o stezeniu 1 mM oraz 5 mM na
komoérki w obu typach hodowli. W hodowli 2D zaobserwowano, ze wraz ze
zwigkszeniem stezenia acetaminofenonu, zywotno$¢ komoérek malata proporcjonalnie
do zwigkszenia st¢zenia acetominofenonu. Dla stezenia 1mM uzyskano najwigksza
zywotno$¢ w hodowli (93%), a dla stezenia 50 mM najmniejsza (18%). W hodowli
3D na podtozu hydrozelowym dla stezenia 1 mM uzyskano zywotno$¢ na poziomie
96%. Dla stezenia SmM oraz 10 mM podobnie zywotnos¢ zmalata o okoto 20%
w stosunku do kontroli. Natomiast dla stezen 20 mM oraz 50 mM uzyskano
zywotno$¢ odpowiednio mniejsza 20% i 25%. Przeprowadzone barwienie roznicowe
potwierdzitlo wyniki uzyskane metoda barwienia CTB. Na Rysunku 5.13. mozna
zaobserwowac znaczng przewage komorek martwych w przypadku najwyzszych
stezen - 20 mM oraz 50 mM.

120 ~ [P Hodowla 2D
[ Hodowla 3D

100

60

404

- ITT

T
1mM 5mM 10 mM 20 mM 50 mM
Stezenie acetaminofenonu

zywotno$¢ komorek [%]

Rysunek 5.12. Poréwnanie zywotnosci komorek linii HepG2 w standardowej hodowli 2D oraz
w trojwymiarowe] hodowli komorkowej na rusztowaniach hydrozelowych GelMa
w odniesieniu do kontroli nietraktowanej zwiagzkiem.
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Uzyskane wyniki wskazuja na znaczacy wptyw obecnosci rusztowan hydrozelowych
na proliferacj¢ i zywotnosci komorek. Rusztowania hydrozelowe mogtly stanowic
bariere utrudniajaca dyfuzje badanego zwigzku w glab struktury hydrozelowe;.
Mozna réwniez zauwazyC, ze hydrozelowe struktury, nie zostaly rozpuszczone
zachowujac okragla posta¢. Bezposrednia ekspozycja acetaminofenonu na komorki
linii HepG2 w hodowli 2D znaczaco wpltywa na wzrost cytotoksyczno$ci badanego
zwigzku. Wykonanie barwienia réznicowego potwierdzito znaczg przewage komorek
zywych w przypadku kontroli oraz stezenia 1 mM, 5 mM oraz 10 mM oraz przewage
komorek martwych w przypadku 20 mM oraz 50 mM. Obserwacje przedstawiono na
Rysunku 5.13.
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Rysunek 5.13. Barwienie roznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor zielony — komorki
zywe) oraz jodka propidyny (kolor czerwony - komoérki martwe). Inkubacja z roztworem
acetaminofenonu o st¢zeniach 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM oraz 50 mM. Skala 2000 pm.
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5.4.4. Monitorowanie parametrow metabolicznych metoda elektrochemiczng
w trojwymiarowej hodowli komorkowej komorek linii HepG2 na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa

5.4.4.1. Mozliwo$¢ wykorzystania elektrod ztotych do oznaczania tlenu
czasteczkowego w hodowli 3D na rusztowaniach hydrozelowych GelMa

W celu wykorzystania opracowanego uktadu do statycznych trojwymiarowych
hodowli komérkowych, sprawdzono odpowiedz wytworzonych elektrod podczas
zmiany stezenia tlenu. W tym celu w ukladzie umieszczono 200 pl mieszaniny
prekursora hydrozelu GelMa i poddano go sieciowaniu. Podobnie jak w Rozdziale
4.4.1.1 sprawdzono trzykrotnie odpowiedz elektrod dla dwoch réznych stezen tlenu
12,5% oraz 7%.

Przeprowadzony pomiar (Rysunek 5.14.) wykazat, ze elektrody reaguja na zmiane
stezenia tlenu réwniez w obecnosci rusztowan hydrozelowych GelMa. W poréwnaniu
do wynikow w samej pozywce komorkowej, zaobserwowano szybsza stabilizacje
czujnikdw oraz porownywalna amplitude wartosci nat¢zenia pradu w pierwszym
cyklu zmian stezenia tlenu w inkubatorze. W kolejnym cyklu amplituda byta duzo
mniejsza. Wynosita ona 0,58 + 0,02 pA; 0,43 £ 0,04 pA, w czasie 8,25h (dla n=4). Po
30h pomiaru zaobserwowano znaczne wyptaszczenie sygnatu. Zaobserwowane
zmiany mogg $wiadczy¢ o adsorbcji substancji z pozywki hodowlanej na elektrodach
tzw. foulingu i zwigkszonej odpowiedzi na hydrozel umieszczony bezposrednio na
elektrodach.

Dodatkowo przeprowadzono pomiar EIS dla ukladu w obecno$ci rusztowan
hydrozelowych. Poczatkowo przez pierwsze 4h obserwowano spadek sygnatu
impedancji, a nastgpie obserwowano wzrost wartosci EIS. Przez kolejne okoto 10h
obserwowano logarytmiczny wzrost, a potem sygnal ulegl wyptaszczeniu, Na
wszystkich 8 elektrodach otrzymano podobny trend odpowiedzi.
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Rysunek 5.14. Odpowiedz elektrod dla pomiaru w dwoch réznych stezeniach tlenu (12,5%
oraz 7%) w pozywce hodowlanej w obecnosci rusztowan hydrozelowych GelMa o stezeniu
10%. Potencjal redukcji tlenu -0,6 V.
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5.4.4.2. Ocena stabilnosci elektrod podczas pomiaréw w hodowli 3D na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa.

W trakcie pracy sprawdzono rowniez odpowiedz elektrod w roztworze 1 mM
Fc(MeOH), 0,1 M KCIl. Przed pomiarami rutynowo sprawdzano odpowiedz elektrod
w roztworze 1 mM Fc(MeOH), 0,1 M KCI, natomiast postanowiono oceni¢ rOwniez
wpltyw hydrozelu GelMa na trwalo$¢ elektrod. Jak zauwazono w niektdrych
przypadkach, material odklejat si¢ pod wptywem dlugiego nacisku elementu PDMS,
co bylo spowodowane utlenieniem warstwy chromu lub tytanu podczas procesu
napylania. Trwalo$¢ elektrod mozna bylo rowniez oceni¢ podczas czyszczenia
z wykorzystaniem ultradzwickow.

W pierwszym etapie pomiar poprowadzono przed, a nastgpnie po 48h hodowli
komorek linii HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych GelMa. Nastepnie na
wyczyszczonej  elektrodzie ponownie usieciowano matryce hydrozelowa
(o wysokosci 3 mm) bez zawiesiny komérkowej i dodano roztworu 1 mM Fc(MeOH),
0,1 M KCI. Pomiar przeprowadzono natychmiast po dodaniu roztworu i sprawdzano
odpowiedz dla réznych szybkosciach zmian potencjalu. Po uplywie 10 min
zaobserwowano pojawienie si¢ pierwszego sygnatu od probnika redox. Wyniki
przedstawiono na Rysunku 5.15.

Natezenie pradu [uA]

24

—— Przed pomiarem w hodowli 3D

Po 48h pomiarze w hodowli 3D
-4
| skan (ponowne usieciowanie GelMa)
Po 10 min. cyklowania

-0,2 0 ' 0:2 ' 0:4 ' 0:6 ' 0:8
E/V vs Ag/AgCI (1M KCI)

Rysunku 5.15. Ocena stabilnosci elektrod podczas pomiaréw w hodowli 3D na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stgzeniu 10%. Szybkos$¢ zmian potencjatu 100 mV/s
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5.4.4.2. Ocena wplywu warunkow obnizonego stezenia tlenu na proliferacje
komorek linii HepG2 w hodowli 3D na rusztowaniach hydrozelowych
GelMa

W kolejnym etapie badan sprawdzono réwniez sygnat w warunkach obnizonego
stezenia tlenu (5% O, 5% CO,). W badaniu wykorzystano elektrody zlote, ktore
zostaty wykonane metoda napylenia na szklane ptytki (Rozdziat 2.3.3.). Hodowle 3D
uzyskano na drodze enkapsulacji zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 106
komoérek/ml w hydrozelu GelMa umieszczonej bezposrednio na macierzy
elektrodowej w komorze hodowlanej o $rednicy 10 mm. Wyniki zaprezentowano na
Rysunku 5.16.

W przypadku obu pomiardéw (zaréwno kontrolnego jak i w obecnosci komorek) na
poczatku obserwowano spadek warto$ci natgzenia pradu, a wigc spadek lokalnego
stezenia tlenu w warstwie przyelektrodowej. Po 13h hodowli zmieniono zawarto$¢
stezenia tlenu w inkubatorze na 5% i obserwowano sygnat czujnikow w warunkach
obnizonej zawartosci tlenu. W przypadku kontroli obserwowano podobng odpowiedz
jak w przypadku kontroli bez matrycy hydrozelowej (Rysunek 4.14.) oraz odpowiedzi
dla pomiaru w dwoéch réznych stezeniach tlenu (Rysunek 5.14.) Logarytmiczny
spadek stgzenia tlenu przez okoto 7h, a nastepnie stabilizacje sygnatu. W przypadku
hodowli komorkowej 3D poczatkowo przez 2h obserwowano wzrost warto$ci
natezenia pradu, a nastepnie spadek warto$ci natezenia pradu (podobnie jak
w przypadku kontroli). Nastepnie obserwowano niewielki wzrost (co
prawdopodobnie wynika z problemdéw z ustawieniami inkubatora) oraz stabilizacje
sygnatu w dalszej czgéci pomiaru. Po 35h wartosci natgzenia prady nieoczekiwanie
wzrosty, a pdzniej gwaltownie spadly ponownie. Zaburzenia sygnalu w trakcie
ostatnich godzin (od 35h) pomiaru w hodowli 3D jest spowodowany naglym
problemami technicznymi z inkubatorem.
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Rysunek 5.16. Odpowiedz czujnikéw tlenu w warunkach obnizonego ste¢zenia tlenu (5% O,
5% CO;) w hodowli komorek linii HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych GelMa oraz
kontroli (matryca hydrozelowa bez obecnosci komoérek). Potencjat reduke;ji tlenu -0,6 V.

Po zakonczonym pomiarze wykonano barwienie roznicowe z wykorzystaniem jodku
propidyny (PI) i kalceiny-AM, w celu okreslenia proliferacji i zywotno$ci komorek.
Test wykonano z wykorzystaniem ptytki 24-dotkowej, dlatego niezbedna byta
dekonstrukcja uktadu i przeniesienie hodowli.

Analiza mikroskopowa przedstawiona na Rysunku 5.17, pokazata duza obecnosé¢
zywych komorek (kolor zielony). Szczegélne ich nagromadzenie zauwazono na
brzegach hodowli. Intensywnos$¢ koloru zielonego (ramki) wokot hydrozelu wynika
z zalamania $wiatla podczas analizy mikroskopowej!'¥. Na zdjeciu po prawej dla
barwienia PI widoczne sg fragmenty elektrod, ktore pozostaty na warstwie hydrozelu
na skutek przenoszenia uktadu. Na zdjeciu po lewej stabo wida¢ komodrki martwe, by¢
moze ze wzgledu wilasng fluorescencje pozostatosci po elektrodzie zlotej. Przy
doktadniejszej analizie zdjg¢ widoczne byly pojedyncze martwe komorki, jednak ich
ilo§¢ byta nieporéwnywalnie mniejsza niz komorek zywych.
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3000 um

Rysunek 5.17. Barwienie réznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor zielony — komorki
zywe) oraz jodkiem propidyny(kolor czerwony - komorki martwe). Inkubacja w warunkach
obnizonego stezenia tlenu (5%). Zdjgcia uzyskane na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging Multi-
Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na analize mikroskopowa w osi Z. Skala
3000 pm.

5.4.4.3. Ocena wplywu acetaminofenonu na komorki linii HepG2 w hodowli 3D
na rusztowaniach hydrozelowych GelMa metoda elektrochemiczna

Na podstawie wstepnych badan opisanych w Rozdziale 5.3.2. w zaprojektowanym
uktadzie do pomiarow elektrochemicznych w statycznych hodowlach komoérkowych,
przeprowadzono ocen¢ wplywu acetaminofenonu na komorki HepG2
w tréjwymiarowej hodowli na rusztowaniach hydrozelowych GelMa. W badaniu
wykorzystano elektrody ztote, ktore zostaly wykonane metodg napylenia na szklane
ptytki (Rozdziat 2.3.3.). Hodowlg 3D uzyskano na drodze enkapsulacji zawiesiny
komoérkowej o gestosci 1 x 10° komoérek/ml w hydrozelu GelMa umieszczonej
bezposrednio na elektrodzie w dotku hodowlanym o $rednicy 10 mm. Oceng wptywu
acetaminofenonu przeprowadzono po 48h od enkapsulacji. Komoérki inkubowano
z roztworem acetaminofenonu o stgzeniach 1 mM, 10 mM, i 50 mM przez 24h.
Monitorowanie poziomu rozpuszczonego tlenu w hodowli oraz adhezji komorek na
powierzchni hodowlanej przeprowadzono za pomocg czujnikéw z detekcja
elektrochemiczng. Po zakonczeniu hodowli wykonano barwienie roznicowe
z wykorzystaniem jodku propidyny i kalceiny-AM, w celu okreslenia proliferacji
i zywotnosci komoérek. Wyniki przedstawiono na Rysunkach 5.18-5.22.

W przypadku czujnikow tlenu w trakcie pierwszej godziny obserwowano wzrost
warto$ci natezenia pradu. Prawdopodobnie jest on zwigzany bardziej ze zmiang
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temperatury niz, z samymi procesami komoérkowymi. Nastepnie przez 4-5h
obserwowano gwattowny ciagly spadek wartosci natezenia pradu dla stezenia 1 mM
oraz 10 mM. Nastepnie do 48h hodowli mozna zaobserwowac na woltamperogramach
stabilny spadek wartosci natezenia pradu. Pokazuje to stabilne warunki tlenowe
w warstwie przyelektrodowej. Byt to okres, w ktorym nastgpita adhezja komoérek do
podtoza oraz ich dalsza proliferacja i podzial. Po 48h hodowli do uktadu dodawano
pozywke z roztworem acetaminofenonu.

W przypadku stgzenia 1 mM, zaobserwowano oczekiwany dalszy stabilny sygnat
pradowy, $wiadczacy o niewielkim wplywie roztworu acetaminofenonu o stezeniu
1 mM na komorki. Barwienie réznicowe pozwolito potwierdzi¢ efekt uzyskany
metoda elektrochemiczna, na Rysunku 5.22. wida¢ znaczaca przewage zywych
komorek. W przypadku inkubacji z roztworem acetaminofenonu o stezeniu 10 mM,
po podaniu zwigzku po okoto 2h zauwazono znaczacy spadek warto$ci nat¢zenia
pradu, $wiadczacy o duzym zmniejszeniu stgzeniu tlenu rozpuszczonego w medium
w warstwie przyelektrodowej.

W przypadku inkubacji z roztworem acetaminofenonu o stezeniu 50 mM, przed
zmiang pozywki obserwowano wzrost wartosci natezenia pradu, informujacy
o lokalnym wzroscie st¢zenia tlenu rozpuszczonego w warstwie przyelektrodowej, co
moglo by¢ wynikiem znaczacego rozpuszczenia si¢ podtoza hydrozelowego,
a w konsekwencji zmiany wysokosci warstwy dyfuzyjnej. Przez pierwsze 6h od
zmiany pozywki (czyli od 45h pomiaru do 51h) obserwowano dalszy wzrost wartosci
natgzenia pradu, a nastepnie nagly spadek natezenia pradu, pokazujacy zmieniajace
si¢ warunki tlenowe. Podobny sygnat (gwaltowny wzrost stezenia tlenu oraz
po6zniejszy jego spadek) uzyskano dla pomiarow w hodowli 2D z dodaniem DMSO.
By¢ moze jest to rowniez efekt toksyczny efekt dziatania acetaminofenonu,
a w konsekwencji $mierci komorek.

W przypadku pomiaréw EIS poczatkowo obserwowano sygnat podobny do sygnatu
uzyskanego w hodowli 2D w Rozdziale 4, czyli spadek, a nastepnie wzrost wartosci
impedancji do mniej wigcej 24h hodowli. Przez nastgpne 24h obserwowano
stabilizacje sygnatu, az do podania zwigzku acetaminofenonu. W przypadku stezenia
1 mM na trzech elektrodach obserwowano dalej stabilny sygnat impedancji, natomiast
dla jednej elektrody otrzymano gwaltowny wzrost wartosci impedancji. Z kolei
w przypadku stezenia 10 mM otrzymano odwrotny sygnat. Dla jednej elektrody
otrzymano stabilny sygnal, natomiast dla trzech pozostalych wzrost wartosci
impedancji. W przypadku stezenia dla 50 mM dla wszystkich elektrod obserwowano
gwattowny wzrost wartosci impedancji po podaniu zwigzku.
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Rysunek 5.18. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski) oraz
pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli oraz 24h inkubacji komorek linii HepG2
na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o st¢zeniu 10%, z roztworem acetaminofenonu
o stezeniu 1 mM.
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Rysunek 5.19. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski) oraz
pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli oraz 24h inkubacji komorek linii HepG2
na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o st¢zeniu 10%, z roztworem acetaminofenonu
o stezeniu 10 mM.
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Rysunek 5.20. Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor niebieski) oraz
pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli oraz 24h inkubacji komorek linii HepG2
na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%, z roztworem acetaminofenonu
o stezeniu 50 mM.

Po kazdym pomiarze przeprowadzono barwienie r6znicowe. Obserwacje prowadzono
z wykorzystaniem wielofunkcyjnego czytnika ptytek, dlatego bylo tez niezbg¢dna
dekonstrukcja uktadu i przeniesienie kazdej hodowli 3D na 24-dotkowa ptytke.
Podczas dekonstrukeji uktadu, po odtagczeniu elementu PDMS od plytki z elektrodami
za kazdym razem obserwowano rozlanie hodowli na szklang podstawe i brak
stabilnego ksztattu hodowli 3D (Rysunek 5.21.). Jest to wynikiem czeSciowego
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rozpuszczenia si¢ hydrozelu podczas 3 dniowej hodowli, a rowniez prawdopodobnie

niecatkowitego usieciowania hydrozelu, ze wzgledu na wigksza wysokos¢ elementu
PDMS niz wysokos¢ utworzonej hodowli na matrycy hydrozelowe;.

Rysunek 5.21. Hodowla 3D komorek linii HepG2 na rusztowaniu hydrozelowym GelMa po
dekonstrukceji catego uktadu pomiarowego.

Badania wst¢gpne z wykorzystaniem mniejszych konstruktoéw hydrozelowych
potwierdzaja prawidtowy przeptyw roztworu acetaminofenonu w hydrozelu. Mozna
zatem zalozy¢, ze wplyw acetaminofenonu w ukladzie pomiarowym byl podobny.
Niestety wykonane barwienie roznicowe oraz zdj¢cia mikroskopowe (Rysunek 5.22)
nie wskazuja jednoznacznie na istotne roznice w podawanych stezeniach. Jednym
z powodow moze by¢ rozpuszczenie fragmentow hydrozelu, rowniez widoczne na
zdjeciach.

182



1mM

10 mM

50 mM

3000 pm

Rysunek 5.22. Barwienie roznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor zielony — komorki
zywe) oraz jodkiem propidyny(kolor czerwony - komdrki martwe). Inkubacja z roztworem
acetaminofenonu o st¢zeniu 1 mM, 10mM oraz 50 mM. Zdjecia uzyskane na urzadzeniu
Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajagcym na analize¢
mikroskopowa w osi Z. Skala 3000 pum.

183



5.5. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania w niniejszym rozdziale potwierdzaja mozliwosé
wykorzystania rusztowan hydrozelowych w trojwymiarowych hodowlach komorek
linii HepG2. Testy z wykorzystaniem mniejszych konstruktéw zelowych pokazuja
zachowanie strukturalnej catosci hodowli powyzej 7 dni, przy regularnej zmianie
pozywki. Dodatkowo inkubacja komorek w roztworze z acetaminofenonem,
i p6zniejsze barwienia roznicowe wskazuja na prawidlowy przeptyw roztworéw przez
strukture hydrozelu. Potwierdza to mozliwo$¢ wykorzystania trojwymiarowych
hodowli komoérkowych na rusztowaniach hydrozelowych do badania wplywu
zwigzkow na komorki.

Przeprowadzone badania w uktadzie pomiarowym pokazujg, ze nie jest on jednak
odpowiedni do przeprowadzenia tego typu badan przy obecnej architekturze
i konieczna jest jej zmiana w dalszych pomiarach. Najwigkszym czynnikiem
wplywajacym na jest zbyt duza $rednica komory hodowlanej. Konstrukty
hydrozelowe o wigkszej Srednicy szybciej si¢ rozpuszczaja, zmieniajac dlugosé
warstwy dyfuzyjnej i znaczaco wplywajac na wyniki pomiaru.

Podczas eksperymentow, komorki zostaly enkapsulowane w objetosci 200 pl,
a sieciowanie odbylo si¢ bezposrednio w ukladzie. Powodowato to bezposrednie
»zanurzenie” elektrod w hydrozelu, a jednocze$nie pewnos$¢, ze sygnat pomiarowy
pochodzit bezposrednio z hydrozelu, a nie z pozywki komorkowej. Wykorzystanie
konstruktu zelowego o mniejszej Srednicy, mogtoby spowodowac brak uzyskania
sygnatu pomiarowego z hodowli komoérkowej, a jedynie z pozywki komdrkowej, co
na pewno pozwolito by uzyska¢ dodatkowa informacje analityczna, jednak bez
analizy mikroskopowej nie jest mozliwe okreslenie potozenia hodowli
i prawidtowego sygnatu pochodzacego z elektrod. Dodatkowo zmiana pozywki lub
podanie badanego zwigzku moze wplywa¢ na przesunigcie catego konstruktu
hydrozelowego powodujac zmiang sygnatu pochodzacego z elektrod.

Jednym z rozwigzan, ktore mozna by zastosowaé jest zmniejszenie samej komory
hodowlanej, przy jednoczesnym zmniejszeniu zastosowanych elektrod lub przy
zmnigjszeniu Srednicy elektrod, prowadzac do skomplikowania procedury
wytworzenia elektrod. Z kolei zastosowanie dodatkowego np. w postaci
ograniczajgcego objetos¢ hydrozelu np. wytworzonego za pomocg druku 3D,
siateczki z PLLA, rowniez powoduje konieczno$¢ zastosowania dodatkowej izolacji
elektrod.
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Waznym czynnikiem uktadu jest potozenie elektrod, ktore w tym uktadzie jest
mozliwe tylko na dnie komory hodowlanej. Potrzebne jest zatem zastosowanie
elektrod, ktéore umozliwity by pomiar tlenu w calej objetosci hodowli 3D nie
wplywajac negatywnie na enkapsulowane komorki. Moga one odmiennie reagowac
ze wzgledu na potozenie, a szczegdlnie usytuowanie skrajnie lub centralnie wewnatrz
rusztowan hydrozelowych, na przyktad na zmniejszenie metabolizmu.
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6. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Odwzorowanie warunkow in vivo jest jednym z najwigkszych wyzwan
technologicznych w obecnych czasach. Znaczne postepy w dziedzinie biomateriatow
umozliwity stworzenie wielu tr6jwymiarowych modeli komorkowych. Jednym z ich
kluczowych aspektow jest monitorowanie parametréw metabolicznych komorek. Jest
to mozliwe dzigki wykorzystaniu m.in. optycznych lub elektrochemicznych
czujnikdw, jednak wprowadzanie czujnikéw do uktadu powoduje wieksze
skomplikowanie architektury uktadu i samego procesu jego fabrykacji.

Integracja oraz miniaturyzacja czujnikow elektrochemicznych jest pracochtonna
i kosztowna, pozwala jednak na pomiar o wyzszej czulo$ci i krotszym czasie
odpowiedzi w poréwnaniu do metod optycznych. Dodatkowa zaletg jest mozliwos¢
integracji wielu czujnikow w jednym uktadzie umozliwiajagca pomiar wielu
metabolitow w tym samym czasie.

W zwiazku z tym w niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto probe opracowania
czujnikdow elektrochemicznych, ktére moglyby postuzy¢ w analizie parametrow
metabolicznych komoérek w hodowlach komoérkowych in vitro, a w szczegoélnosci
zmian stezenia tlenu w dlugoterminowej hodowli komorek.

W pierwszej czgéci pracy przedstawiono badania dotyczace wplywu polimerow
przewodzacych oraz makrocyklicznych zwiazkow metali przejsciowych na
przesuniecie potencjatu poczatku fali katalitycznej w procesie redukcji tlenu.
Poréwnano trzy typy elektrod - komercyjne elektrody zlote, elektrody ztote
wytworzone metoda napylania w wysokiej prozni oraz elektrody wytworzone metoda
druku 3D. Najwiekszy wptyw zastosowanych materialdéw zauwazono w przypadku
elektrod wytworzonych metodg druku 3D, co otwiera mozliwosci dalszych kierunkoéw
badan. Natomiast proces napylania elektrod ztotych umozliwil w sposob powtarzalny
otrzymanie trwatych elektrod o stabilnej aktywnej powierzchni, co pozwolito ich
dalsze wykorzystanie w hodowli komoérkowe;.

W kolejnej cze$ci zaprezentowano badania nad warstwami przeciwporostowymi
elektrod w hodowlach komérkowych. Uzyskane wyniki oraz obserwacje z kolejnych
rozdziatow potwierdzajg znaczny wptyw srodowiska hodowli komérkowej na czutosé
wykorzystywanych elektrod. Sposrod 11 wybranych materiatlow o wiasciwosciach
przeciwporostowych, najbardziej skutecznym materialem przeciwporostowym dla
elektrod weglowych w hodowli komorkowej okazata si¢ modyfikacja na bazie
krzemianu. Dodatkowy test cytotoksycznosci badanej warstwy oraz analiza
mikroskopowa nie wykazata znaczacych efektow toksycznych dla linii komorkowe;j
HeLa. Badania te obrazuja konieczno$¢ przeprowadzenia badan kazdorazowo dla
koncowej zawarto$ci analizowanej probki, bowiem zmienno$¢ sktadu pozywki
hodowlanej moze znaczaco wplyna¢ na stabilno$§¢ warstw przeciwporostowych
i charakterystyke analityczng czujnikow.
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W rozdziale czwartym i pigtym wykorzystano opracowang macierz 8-elektrodowsa
elektrod ztotych napylanych metoda w wysokiej prozni do pomiaréw w hodowlach
komoérkowych. Zaprezentowany szereg badan wilasnych potwierdza mozliwosci
wykorzystanego uktadu w monitorowaniu hodowli komodrkowych, zaréwno
dwuwymiarowych jak i trojwymiarowych hodowlach komoérkowych.

Opracowane elektrody ztote charakteryzowaly si¢ czutoscia na poziomie 76,8 + 6.5
nA/% w zakresie niskich stezen tlenu (2-18% O), czyli 7,7 £ 0,6 nA/ uM tlenu
rozpuszczonego w pozywce. Istotnym aspektem jest wptyw temperatury na mierzone
natgzenie pradu. Zauwazono, ze stabilizacja sygnalu na poczatku pomiaru miesci si¢
w czasie ok 5-10h. Opracowane elektrody jednak pozwalajg tylko na obserwacje
zmian stezenia tlenu w hodowli, a nie na pomiar ilosciowy.

Pomiar impedancji pozwolit na monitorowanie adhezji komoérek podczas inkubacji
z roztworem acetaminofenonu. Jednak w pomiarach z dodatkiem roztworu DMSO,
wpltyw zwiazku byl zauwazalnie wigkszy niz spodziewana dysocjacja komorek
z powierzchni elektrod. Istotne jest zatem wykonanie szeregu dodatkowych pomiaréw
kontrolnych i wplywu podawanych zwigzkow na przewodno$¢ roztworu. Zauwazono
réwniez mniejszg powtarzalno$¢ sygnatu pomigdzy wykorzystywanymi elektrodami,
a elektrodami ITO w pomiarze impedancji dlatego w kolejnym projekcie nalezatoby
wroci¢ do optymalizacji procesu macierzy elektrod ITO/Au.

W trakcie badan zaobserwowano rowniez obnizong zywotnos¢ komorek linii HepG2
w uktadzie pomiarowym, ktora moze by¢ zwigzana z wlasciwosciami adhezyjnymi
lub samym sktadem szklanej podstawy macierzy elektrodowej. Dlatego nalezaloby
rowniez zbada¢ doktadnie wilasciwosci adhezyjne komoérek na wykorzystywanej
macierzy. Dodatkowe pokrycie ptytki kolagenem lub fibrynogenem mogtoby utatwié¢
adhezj¢ komorek w komorze hodowlanej, jednak moze wptywac¢ réwnoczesnie na
sygnal mierzonych warto$ci natezenia pradu oraz pomiarow impedancji.

Natomiast w kolejnym projekcie nalezatoby ponownie zwréci¢ uwage na architekturg
wykorzystywanego uktadu. Jednym z wazniejszych czynnikow jest otwarta
architektura komory hodowlanej, ktora cho¢ utatwia podawanie badanych zwigzkow,
powoduje nadmierne parowanie pozywki 1 umozliwia pojawienie si¢ zakazen
w uktadzie. By¢ moze nalezatoby rozwazy¢ na macierzy elektrodowej dodanie
elektrody pseudoreferencyjnej, ktoéra umozliwitaby prace w zamknigtym uktadzie
pomiarowym. Istotnym aspektem prowadzenia hodowli sa rowniez obserwacje
mikroskopowe. Obecny uktad uniemozliwia obrazowanie w wigkszym przyblizeniu.

W kontekscie zastosowan ukladu pomiarowego w tréjwymiarowych hodowlach
komoérkowych problemem jest zbyt duza $rednica komory hodowlanej. Struktury
hydrozelowe o wigkszej Srednicy szybciej si¢ rozpuszczaja, zmieniajac dlugosé
warstwy dyfuzyjnej i znaczaco wplywajac na wyniki pomiaru. Jednym z mozliwych
rozwigzan, jest zmniejszenie samej komory hodowlanej, przy jednoczesnym
zmnigjszeniu Srednicy elektrod. Wykorzystanie kilku czujnikdéw tego samego typu,
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jest istotne, ze wzgledu na czgsto niejednorodng dystrybucje komorek w komorze
hodowlanej. Powinno si¢ rowniez rozwazy¢ zastosowanie dodatkowego
zabezpieczenia ograniczajacego przemieszczanie si¢ hydrozelu, np. wytworzonego
za pomocg druku 3D, tak aby zmiana pozywki hodowlanej lub podanie zwigzku nie
wpltywalo bezposrednio na zniszczenie matrycy hydrozelowej.

Waznym czynnikiem uktadu jest potozenie elektrod, ktore w tym uktadzie jest
mozliwe tylko na dnie komory hodowlanej. Potrzebne jest zatem zastosowanie
elektrod, ktore umozliwilyby pomiar tlenu w calej objetosci hodowli 3D nie
wplywajac negatywnie na enkapsulowane komorki. Moga one odmiennie reagowac
ze wzgledu na potozenie, a szczegdlnie usytuowanie skrajne lub centralne wewnatrz
rusztowan hydrozelowych, na przyktad na zmniejszenie metabolizmu.

Podsumowujac, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej
pozwolity na opracowanie macierzy §-elektrodowe;j, ktora umozliwita monitorowanie
stezenia tlenu oraz impedancji przez caty czas trwania hodowli komorkowej, zaré6wno
w dwuwymiarowych jak 1 trojwymiarowych hodowlach komorkowych
z wykorzystaniem rusztowan hydrozelowych.

Obecnie dostgpne komercyjne czujniki pozwalaja jedynie na pomiar jednego analitu,
natomiast, zastosowanie wielu czujnikbw na jednej macierzy elektrodowej
pozwoliloby na poznanie wplywu badanych zwiazkéw pod réznym katem.
Rozwigzanie takie moze by¢ w przysziosci wykorzystywane do rutynowych badan,
w tym w opracowaniu nowych lekéw i innych substancji w fazie przedklinicznej,
a w szczegoOlnosci moze skroci¢ czas oceny leku i pozwoli¢ na jego przejscia do
kolejnych etapéw badan.

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan sa nastepujace:

1. Istotne jest wykorzystanie, wigcej niz jednego czujnika tego samego rodzaju,
na macierzy elektrodowej, w celu zrozumienia wptywu poszczegdlnych
parametréw (np. stezenia tlenu) na zywotnos$¢ komorek.

2. Ze wzgledu na ztozony sktad pozywki hodowlanej, istotne jest stosowanie
warstw przeciwporostowych, ktore pozwolg na zachowanie czutosci
czujnikdéw w dtugoterminowych badaniach w hodowli komérkowe;.

3. Wykorzystywany uklad pomiarowy wymaga dalszych badan nad jego
architektura, szczeg6élnie w kontekscie zastosowan do pomiar6w w hodowli
3D.

4. Opracowane czujniki tlenu mogg w przyszto$ci pomoc w zdobyciu wigkszej
wiedzy na temat zmian st¢zenia tlenu podczas badan w hodowli
komorkowych 2D oraz 3D oraz wptywu badanych zwigzkoéw na komorki.
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Schematyczne przedstawienie poréwnania hodowli
w monowarstwie (2D) oraz trojwymiarowej hodowli komorkowe;j.
Rysunek wykonano na podstawie: ")

Metody hodowli sferoidalnych — metoda wiszacej kropli (A),
hodowla na podlozu nieadhezyjnym (B), hodowla na podlozach
z mikrowzorami (C), hodowle rotacyjne (D) oraz w uktadach
mikroprzeptywowych. Rysunek wykonano na podstawie: [*°l,

Przyktadowy uktad mikroprzepltywowy[Zdj¢cie wiasne].

Wdrozenie zasady 3R w projektach badan eksperymentalnych.
Rysunek wykonano na podstawie: [,

Zasada dziatania czujnika analitycznego.

Zasada dziatania optod §wiattowodowych. Rysunek wykonano na
podstawiel!24],

Schemat zaleznosci pradu catkowitego, utleniania oraz redukcji w
reakcji przeniesienia jednego elektronu w réwnaniu Butlera —
Volmeral'3!,

Zmiany potencjatu w czasie t[3%,

Przyktadowa krzywa woltamperometryczna zarejestrowana
podczas pomiaru metodg woltamperometrii cyklicznej!!*3]. By, —
potencjal piku pradu anodowego, E,. - potencjal piku pradu
katodowego, ipa - szczytowy prad anodowy , iy - szczytowy prad
katodowy, E° - potencjat redukcji formalnej, A - poczatek cyklu
potencjatu, ; B - punkt, w ktérym cykl potencjatu ulega odwroceniu.

Spadek pradu faradajowskiego (Ir) i pradu pojemnosciowego (Ic)
wraz z uptywem czasu od nalozenia pulsul'?”,

Schemat zmian potencjatu w  woltamperometrii  fali
prostokatnejt'3!. AEs - rdéznica potencjaléow miedzy dwoma
kolejnymi stopniami schoddw, Esy, - amplituda fali prostokatnej, f -
czestotliwose.

Schemat zmiany potencjatu przyktadanego do elektrody pracujace;j
(A). Przyktadowa krzywa chronoamperometryczna (B).
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Rysunek 1.13.

Rysunek 1.14.

Rysunek 1.15.

Rysunek 2.1.

Rysunek 2.2.
Rysunek 2.3.

Rysunek 2.4.

Rysunek 2.5.

Rysunek 2.6.

Rysunek 2.7.

Rysunek 2.8.

Schematyczne przedstawienie obwodu zastgpczego EIS. R. -
opornos¢ catkowita, R, — oporno$§¢ zastepcza, C; - pojemnosci
zastepeza.

Schematyczne przedstawienie fluktuacji napigcia przemiennego
w fazie.

Wykres Nyquista dla uktadu elektrochemicznego.

Schemat rozktadu glukozy na drodze tlenowej oraz beztlenowej
w komorkach zwierzecych.

Schemat oksydazy cytochromu C2%,
Maska z pozwalajaca na precyzyjne napylenie ztotych elektrod
Ww procesie napylania w wysokiej prozni.

Macierz elektrodowa na ktorej przygotowana cztery elektrody ITO
(kolor bialy) oraz elektrody zlote przygotowane w procesie
napylania w wysokiej prozni (kolor zotty).

Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych
modyfikowanych makrocykliczne zwiagzki metali przej$ciowych —
CoTPP, CoTMPP, FeTMPPCI oraz MnTMPPCI w roztworze PBS
o pH 7,4 w rbwnowadze z powietrzem (linia ciagta) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko$¢ zmian
potencjatu 10 mV/s.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych
modyfikowanych warstwa polimeréw przewodzacych PANI, PPy,
oraz PTh, a nastgpnie FeTMPPCl w roztworze PBS o pH 7.4
w rownowadze z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko§¢ zmian
potencjatu 10 mV/s.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane na elektrodach ztotych
modyfikowanych makrocyklicznymi zwigzkami metali
przejsciowych — CoTPP, CoTMPP, oraz FeTMPPCI oraz
dodatkowa warstwa polimeru — PPy/CoTPP, PPy/CoTMPP oraz
PPy/FeTMPPCl w roztworze PBS o pH 7,4 w rownowadze
z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze nasyconym argonem
(linia przerywana). Szybkos$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

Woltamperogram cykliczny uzyskany dla elektrody zlotej bez
modyfikacji w roztworze PBS o pH 7.4 w rownowadze
z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze nasyconym argonem
(linia przerywana). Szybko$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.
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Rysunek 2.9.

Rysunek 2.10.

Rysunek 2.11.

Rysunek 2.12.

Rysunek 2.13.

Rysunek 2.14.

Rysunek 2.15.

192

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych
za pomocg procesu napylania w wysokiej prozni — elektrody
ITO/Au (1), elektrody ztote (2) w roztworze 1 mM Fc(MeOH),
w 0,1 M KCIl. Szybkos$¢ zmian potencjatu 100 mV/s.

Przekrdj wysokosci Sciezki elektrycznej elektrod zlotych
wytworzonych na podlozu BOROFLOAT® 33 wyznaczone] za
pomoca profilometru.

Zdjecie powierzchni aktywnej elektrody zlotej wytworzonej na
podtozu BOROFLOAT® 33 utworzone za pomocg analizy
profilometryczne;.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod ztotych
wytworzonych za pomoca procesu napylania w wysokiej prozni —
bez modyfikacji (Au), elektrod zlotych modyfikowanych tylko
warstwg  polipirolu  (Au/PPy) oraz elektrod zlotych
modyfikowanych  warstwa  polipirolu  oraz  FeTMPPCI
(Aw/PPy/FeTMPPCl) w  roztworze PBS o pH 74
w rownowadze z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze
nasyconym argonem (linia przerywana). Szybko§¢ zmian
potencjalu 10 mV/s.

Elektroda wytworzona metodg druku 3D.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych
metoda druku 3D z PLLA zakupionego od réznych producentow -
Proto-Pasta (PP), FiloAlfa (FA) oraz Print-Me (PM) w roztworze
1 mM Fe(MeOH), w 0,1 M KCI. Inset pokazuje krzywa uzyskang
dla elektrody PM. Szybkos$¢ zmian potencjatu 100 mV/s.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych
metoda druku 3D z PLLA od firmy Proto-Pasta (PP) i FiloAlfa
(FA). Krzywe uzyskane dla elektrod nie modyfikowanych
w roztworze buforowym PBS o pH 74 w rownowadze
z powietrzem (linia ciagla) oraz roztworze nasyconym argonem
(linia przerywana). Szybko$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.
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Rysunek 2.16.

Rysunek 2.17

Rysunek 2.18.

Rysunek 2.19.

Rysunek 2.20.

Rysunek 3.1.

Rysunek 3.2.

Rysunek 3.3.

Rysunek 3.4.

Rysunek 3.5.

Rysunek 3.6.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla elektrod wytworzonych
metoda druku 3D z PLLA od firmy Proto-Pasta (PP) i FiloAlfa
(FA). Krzywe wuzyskane dla elektrod modyfikowanych
nanoczastkami ztota (gorny wiersz) oraz elektrod modyfikowanych
nanoczastkami zlota, a nastepnie PPy oraz FeTMPPCI (dolny
wiersz) w roztworze buforowym PBS o pH 7,4 w rownowadze
z powietrzem (linia ciggla) oraz roztworze nasyconym argonem
(linia przerywana). Szybkos$¢ zmian potencjatu 10 mV/s.

Elektrody LIG.

Woltamperogram  cykliczny uzyskany dla elektrod LIG
w roztworze 10 mM Fc(MeOH), w 0,1 M KCI. Szybkos$¢ zmian
potencjalu 30 mV/s.

Analiza  mikroskopowa  rozseparowania  elektrod  LIG
przestawiajaca elektrody nierozseparowane (A) oraz odpowiednio
rozseparowane (B).

Analiza profilometryczna dla fotorezystu podczas wytwarzania
elektrod metoda fotolitografii (A) oraz analiza mikroskopowa
elektrod po etapie oddzielenia fotorezystu od substratu (B).

Uktad pomiarowy z wykorzystaniem zmodyfikowanych elektrod
GPE. WE — elektroda pracujaca, RE — elektroda odniesienia, CE —
przeciwelektroda.

Woltamperogram cykliczny (CV) otrzymany z wykorzystaniem
GCE zmodyfikowanej syryngaldazyna w roztworze buforowym
o pH 7,4 (A) i pozywce do hodowli komdrkowych (B).

Elektroda grafitowa Skala 100 pm.

Woltamperogram cykliczny otrzymany z wykorzystaniem elektrod
GCE, LPE oraz ITO zmodyfikowanych warstwa syryngaldazyny
w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o réznych wartosciach
pH. Szybkos¢ zmian potencjatu: 100 mV/s.

Woltamperogramy cykliczne otrzymane z wykorzystaniem
elektrody SPE niemodyfikowanej w roztworze buforowym o pH
6,0, w roztworze Fc(MeOH), oraz SPE zmodyfikowanych warstwa
syryngaldazyny w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o pH 6,0.
Inset przedstawia pomiar dla SPE zmodyfikowanych warstwa
syryngaldazyny w 0,1 M roztworze buforu fosforanowego o pH 6,0.
Szybko$¢ zmian potencjatu 100 mV/s.

Mechanizm jednoetapowej reakcji syryngaldazyny.
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Rysunek 3.7.

Rysunek 3.8.

Rysunek 3.9.

Rysunek 3.10.

Rysunek 3.11.

Rysunek 3.12.

Rysunek 4.1.

Rysunek 4.2.

Rysunek 4.3.
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Woltamperogramy cykliczne uzyskane z wykorzystaniem elektrod
GCE zmodyfikowanych syryngaldazyng oraz pokryte wybranymi
warstwami ochronnymi: Nafionem i OPD oraz z wykorzystaniem
elektrod grafitowych zmodyfikowanych syryngaldazyng oraz
pokryte wybranymi warstwami ochronnymi: OPD, PLLA oraz
PLL-PEG. Pomiary prowadzono w roztworach buforowych
o r6znych wartosciach pH. Szybko$¢ zmian potencjatu: 100 mV/s.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane z wykorzystaniem elektrod
grafitowych zmodyfikowanych syryngaldazyng oraz pokryte
wybranymi warstwami ochronnymi: TMOS, TMA/TMOS,
PEDGE, poliHEMA oraz z wykorzystaniem elektrod GCE
zmodyfikowanych syryngaldazyng oraz pokryte wybranymi
warstwami ochronnymi: BSA oraz ND. Pomiary prowadzono
w roztworach buforowych o réznych warto$ciach pH. Szybkosé
zmian potencjatu: 100 mV/s.

Krzywe uzyskane metoda DPV dla elektrod grafitowych
modyfikowanych syryngaldazyna i pokrytych warstwa ochronng
PLLA, TMOS i PLL-PEG podczas 3-tygodniowej inkubacji
elektrod w $rodowisku hodowli komdrkowej komorek linii HeLa
w uktadzie przedstawionym na Rysunku 3.1.

Spadek sygnatu syryngaldazyny w trakcie 3-tygodniowej inkubacji
w hodowli komoérkowej komodrek linii HeLa. Odchylenie
standardowe obliczone dla N=6.

Ocena zywotnosci komorek linii HeLa po 24h hodowli na
warstwach przeciwporostowych na plytce 96-dotkowej dla
warstwy TMOS, PLL-PEG oraz PLLA, w stosunku do komorek
rosngcych na dotku niepokrytym warstwa przeciwporostows.
Odchylenie standardowe obliczone dla N=6.

Zestawienie zdj¢¢ z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace
wplyw warstw przeciwporostowych na zywotno$¢ komorek linii
HepG2 po 24h hodowli komorek z wykorzystaniem ptytki 96-
dotkowe;j. Skala 100 um.

Schematyczne  przedstawienie rozktadu  ksenobiotykow
w organizmie. Rysunek wykonano na podstawie: >4,

Przekrdj ukladu pomiarowego do statycznych hodowli
komorkowych.

Zdjecie ukladu pomiarowego do statycznych hodowli
komorkowych.
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Rysunek 4.4.

Rysunek 4.5.

Rysunek 4.6.

Rysunek 4.7.

Rysunek 4.8.

Rysunek 4.9.

Rysunek 4.10.

Rysunek 4.11.

Rysunek 4.12.

Rysunek 4.13.

Rysunek 4.14.

Schematyczne przedstawienie macierzy czujnikowej

wykorzystanej w niniejszym rozdziale.

Krzywa kalibracji uzyskana dla elektrod zlotych wytworzonych
w procesie napylania w wysokiej prézni w pozywce hodowlane;.

Odpowiedz elektrod ztotych dla pomiaru w dwoch réznych
stezeniach 12,5% oraz 7% w pozywce hodowlanej. Potencjat
redukc;ji tlenu -0,6 V.

Poréwnanie dzialania optody tlenowej (kolor zielony) oraz pomiaru
reakcji redukcji tlenu na elektrodzie zlotej (kolor niebieski)
wytworzonej w procesie napylania w wysokiej prézni w roztworze
buforowym PBS o pH 7,4. Potencjat redukgc;ji tlenu -0,6 V.

Pomiar impedancji na elektrodzie ztotej podczas hodowli komorek
linii HepG2. Czgstotliwos¢ 72,1 Hz.

Krzywa kalibracji dla elektrod zlotych wytworzonych
w procesie napylania w wysokiej prézni modyfikowanych
oksydaza glukozowa. Potencjal utleniania H,O, -0,3 V.

Woltamperogram cykliczny uzyskany na elektrodzie zlotej w
roztworze buforowym PBS o pH 7,4 oraz w roztworach glukozy
o stezeniach 5 mM, 20 mM, 100 mM. Szybkos$¢ zmian potencjalu
40 mV/s.

Rejestracja natgzenia pradu dla czujnika tlenu podczas 48h hodowli
komorek linii HepG2 w standardowych warunkach hodowlanych
(37°C, 5% CO,). Potencjat redukcji tlenu -0,6 V.

Zestawienie wynikow uzyskanych dla czujnika tlenu (kolor
niebieski) oraz pomiaréw EIS (kolor rézowy) podczas hodowli
komorek linii HepG2 w standardowych warunkach hodowlanych
(37°C, 5% CO2) w ktorej pojawilo si¢ zakazenie grzybicze.
Potencjat redukc;ji tlenu -0,6 V.

Rejestracja natezenia pradu dla czujnikéw tlenu podczas 25h
hodowli komorek linii HepG2 w standardowych warunkach
hodowlanych (37°C, 5% CO,) oraz przy obnizonym stezeniu tlenu
(37°C, 5% 0., 5% CO») dla elektrod znajdujacych si¢ na réznych
wysokosciach. Potencjal redukcji tlenu -0,6 V.

Pomiar kontrolny (bez komoérek) w warunkach obnizonego
stezeniu tlenu (37°C, 5% O, 5% CO). Potencjat reduke;ji tlenu -
0,6 V.
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Rysunek 4.15.

Rysunek 4.16.

Rysunek 4.17.

Rysunek 4.18.

Rysunek 4.19.

Rysunek 4.20.

Rysunek 4.21.

Rysunek 4.22.

Rysunek 4.23.
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Wplyw DMSO na zywotnos¢ komorek linii HepG2 na ptytce 96-
dotkowej w odniesieniu do kontroli nietraktowanej zwigzkiem.

Zestawienie zdj¢¢ z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace
wplyw DMSO o stezeniu 1% oraz 10% na morfologi¢ komorek linii
HepG2 po 24h ekspozycji komérek na DMSO na plytce 96-
dotkowej w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5%
CO»). Zdjgcia uzyskane na urzgdzeniu Incucyte® SX1 Live-Cell
Analysis System (Sartorius) pozwalajacym na jednoczesng
inkubacje i analiz¢ mikroskopowa. Skala 200 um.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnikow tlenu (kolor
niebieski) oraz pomiarow EIS (kolor rézowy) podczas kontroli (bez
komorek) oraz 32h hodowli komorek linii HepG2 podczas 24h
inkubacji komorek linii HepG2 z 10% roztworem DMSO.

Wplyw acetaminofenonu na zywotnos¢ komorek linii HepG2 na
plytce 96-dotkowej w odniesieniu do kontroli nietraktowanej
zwiazkiem.

Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wplyw
acetaminofenonu o st¢zeniach 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM oraz
50 mM na morfologi¢ komorek linii HepG2 na plytce 96-dotkowej
w standardowych warunkach hodowlanych (37°C, 5% CO).
Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Incucyte® SX1 Live-Cell Analysis
System (Sartorius) pozwalajacym na jednoczesng inkubacje i
analiz¢ mikroskopowa. Skala 200 um.

Wplyw dodania roztworu acetaminofenonu o st¢zeniu 10 mM oraz
50 mM na pomiar impedancji w pozywce hodowlane;.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski), pomiaréw EIS (kolor r6zowy) oraz pomiaréw czujnika
glukozy (kolor z6lty) podczas 24h inkubacji komorek linii HepG2
z roztworem acetaminofenonu o st¢zeniu 1 mM.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski), pomiaréw EIS (kolor r6zowy) oraz pomiaréw czujnika
glukozy (kolor z6lty) podczas 24h inkubacji komoérek linii HepG2
z roztworem acetaminofenonu o stezgniu 10 mM.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski), pomiarow EIS (kolor r6zowy) oraz pomiaréw czujnika
glukozy (kolor zolty) podczas 24h inkubacji komorek linii HepG2
z roztworem acetaminofenonu o stezgniu 50 mM.
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Rysunek 4.24.

Rysunek 5.1.

Rysunek 5.2.

Rysunek 5.3.

Rysunek 5.4.

Rysunek 5.5.

Rysunek 5.6.

Rysunek 5.7.

Wplyw acetaminofenonu na zywotno$¢ komoérek linii HepG2
w uktadzie pomiarowym w odniesieniu do kontroli nietraktowanej
zwigzkiem.

Reakcja zelatyny i bezwodnika metakrylowego w celu substytucji
grup podstawowych metakryloilowych. Modyfikacja zachodzi
w grupach aminowych i hydroksylowych!!!,

Schematyczne przedstawienie macierzy czujnikowej
wykorzystanej w niniejszym rozdziale.

Schematyczne przedstawienie form do utworzenia
trojwymiarowych hodowli komodrkowych: okragle formy
silikonowe o $rednicy 6 mm (A) oraz kwadratowych
wytworzonych metoda druku 3D (B).

Schemat przygotowania enkapsulacji zawiesiny komorkowej
w matrycy hydrozelowej GelMa.

Zdjecie komory hodowlanej po usieciowaniu matrycy
hydrozelowej na macierzy elektrodowej po dodaniu 200 pl pozywki
hodowlane;j.

Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wpltyw
roéznego stezenia matrycy hydrozelowej GelMa (7% oraz 10%) na
aktywacje genow reporterowych w badanych komorkach linii
huCho, ktora nastgpita w wyniku ograniczonej dyfuzji
i metabolicznego zuzycia tlenu po 24h i 48h inkubacji w pozywce
hodowlanej. Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging
Multi-Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na
analiz¢ mikroskopowa w osi Z. Skala 2000 pm.

Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace wplyw
gestosci zawiesiny komérkowej (3 x 10 komorek/ml oraz 4 x 10°
komorek/ml) na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stgzeniu
7% na aktywacj¢ gendw reporterowych, w wyniku ograniczonej
dyfuzji i metabolicznego zuzycia tlenu, w komorkach linii huCho
po 72h inkubacji w pozywce hodowlanej. Zdjgcia uzyskane na
urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode Reader (BioTek
Instruments) pozwalajacym na analiz¢ mikroskopowa w o0si-Z.
Skala 3000 um.
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Rysunek 5.8.

Rysunek 5.9.

Rysunek 5.10.

Rysunek 5.11.

Rysunek 5.12.

Rysunek 5.13.

Rysunek 5.14.

Rysunku 5.15.

Rysunek 5.16.
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Zdjecia z obserwacji mikroskopowych przedstawiajace uzyskany
gradient st¢zen tlenu poprzez dodatkowe szkietko mikroskopowe o
szerokosci 6 mm w hodowli 3D w komorek linii huCho z
wykorzystaniem zawiesiny komoérkowej o gestosci 4 x 10°
komorek/ml na rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu
6,5% po 72h inkubacji w pozywce hodowlanej. Zdjgcia uzyskane
na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode Reader (BioTek
Instruments) pozwalajacym na analiz¢ mikroskopowa w osi-Z.
Skala 3000 um.

Odpowiedz czujnikdéw tlenowych zawieszonych w trojwymiarowe;j
hodowli komoérek linii huCho na rusztowaniach hydrozelowych
GelMa o stezeniu 6,5% po 48h oraz 72h inkubacji w pozywce
hodowlanej.  Pomiar  prowadzony @z  wykorzystaniem
mikroczujnikéw tlenu (ibidi OPAL — Optical O2 Measurement
System).

Obserwacje mikroskopowe wzrostu komoérek linii HepG2 na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%. Skala 2000
pm.

Obserwacje mikroskopowe morfologii komodrek linii HepG2
w hodowli 2D oraz 3D na rusztowaniach hydrozelowych GelMa
o stezeniu 10%. Skala 1000 um.

Porownanie zywotnosci komoérek linii HepG2 w standardowe;j
hodowli 2D oraz w trojwymiarowej hodowli komodrkowej na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa w odniesieniu do kontroli
nietraktowanej zwigzkiem.

Barwienie roznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor
zielony — komorki zywe) oraz jodka propidyny (kolor czerwony -
komorki martwe). Inkubacja z roztworem acetaminofenonu
o stezeniach 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM oraz 50 mM. Skala
2000 pm.

Odpowiedz elektrod dla pomiaru w dwoch réznych stezeniach tlenu
(12,5% oraz 7%) w pozywce hodowlanej w obecnosci rusztowan
hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%. Potencjat redukcji tlenu -
0,6 V.

Ocena stabilnosci elektrod podczas pomiaréw w hodowli 3D na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa o stezeniu 10%. Szybkos$¢
zmian potencjatu 100 mV/s

Odpowiedz czujnikéw tlenu w warunkach obnizonego ste¢zenia
tlenu (5% O 5% CO,;) w hodowli komorek linii HepG2 na
rusztowaniach hydrozelowych GelMa oraz kontroli (matryca
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Rysunek 5.17.

Rysunek 5.18.

Rysunek 5.19.

Rysunek 5.20.

Rysunek 5.21.

Rysunek 5.22.

hydrozelowa bez obecnosci komoérek). Potencjal redukceji tlenu -0,6
V.

Barwienie rdéznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor
zielony — komorki zywe) oraz jodkiem propidyny(kolor czerwony
- komorki martwe). Inkubacja w warunkach obnizonego st¢zenia
tlenu (5%). Zdjecia uzyskane na urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging
Multi-Mode Reader (BioTek Instruments) pozwalajacym na
analiz¢ mikroskopowa w osi Z. Skala 3000 pm.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski) oraz pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli
oraz 24h inkubacji komoérek linii HepG2 na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stgzeniu 10%, =z roztworem
acetaminofenonu o stgzeniu 1 mM.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski) oraz pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli
oraz 24h inkubacji komoérek linii HepG2 na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stgzeniu 10%, z roztworem
acetaminofenonu o st¢zeniu 10 mM.

Zestawienie wynikow uzyskanych z czujnika tlenu (kolor
niebieski) oraz pomiaréw EIS (kolor r6zowy) podczas 48h hodowli
oraz 24h inkubacji komoérek linii HepG2 na rusztowaniach
hydrozelowych GelMa o stgzeniu 10%, z roztworem
acetaminofenonu o st¢zeniu 50 mM.

Hodowla 3D komorek linii HepG2 na rusztowaniu hydrozelowym
GelMa po dekonstrukeji catego uktadu pomiarowego.

Barwienie rdéznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (kolor
zielony — komorki zywe) oraz jodkiem propidyny(kolor czerwony
- komorki martwe). Inkubacja z roztworem acetaminofenonu o
stezeniu 1 mM, 10mM oraz 50 mM. Zdjecia uzyskane na
urzadzeniu Cytation™ 5 Imaging Multi-Mode Reader (BioTek
Instruments) pozwalajagcym na analiz¢ mikroskopowg w osi Z.
Skala 3000 pm.

177

179

180

181

182

183

199



Spis Tabel

Tabela 1.1. Porownanie hodowli dwuwymiarowych i trojwymiarowych 24
modeli komérkowych
Tabela 5.1. Wiasciwosci wybranego hydrozelu GelMa A5 160
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