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Streszczenie

Opracowanie metod hodowli komoérkowej in vitro stanowi jedno z najwazniejszych osiggnig¢ 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 komérkowych pozwolity na poznanie wielu mechanizméw komérkowych,
a takze przyczynily sie¢ do testowania nowych lekow oraz opracowaniu szczepionek. Powszechnie
stosowane metody hodowli komérkowej stosowane w badaniach biomedycznych nie odzwierciedlajg
warunkOw in vivo, jednak umozliwiajg uzyskanie powtarzalnych wynikéw przy relatywnie niskim koszcie.

Obecnie jednym z najwigkszych wyzwan jest opracowanie trojwymiarowego (3D) modelu hodowli
komérkowej, ktory pozwoli na doktadniejsze odwzorowanie warunkow fizjologicznych in vivo. Analiza
hodowli komdrkowych opiera si¢ przede wszystkim na metodach optycznych, analizie mikroskopowej
morfologii komorek, ich barwieniu i testach punktu koficowego. Waznym aspektem jest mozliwos¢
wykorzystania czujnikoéw pozwalajagcych m.in na pomiar zewnatrzkomoérkowych czasteczek sygnatowych
podczas catej hodowli. W ostatnich latach wzrasta wykorzystanie metod elektrochemicznych w analizie
hodowli komérkowej, ze wzgledu na mozliwo$¢ miniaturyzacji oraz integracji czujnikow
elektrochemicznych w uktadach mikroprzeplywowych.

W niniejszej pracy doktorskiej zostala podjeta tematyka wykorzystania elektrochemicznych czujnikéw
tlenu, glukozy oraz pomiaréw impedancji w analizie parametr6w metabolicznych w statycznych hodowlach
komorkowych. Dodatkowym zagadnieniem byt temat warstw przeciwporostowych, ktére umozliwiajg
dhugoterminowe badaniach w hodowlach komérkowych 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 prézni oraz elektrod wytworzonych metoda druku 3D. Elektrody ztote
w opracowanej matrycy 8-elektrodowej charakteryzowaly sie czutoscia na poziomie 76,8 + 6.5 nA/% w
zakresie niskich stezen (2 -18 % Oy).

Rownolegle identyfikowano warstwe przeciwporostowa umozliwiajaca dilugoterminowe pomiary w
hodowlach komérkowych z wykorzystaniem elektrod weglowych. Prowadzono pomiary w pozywce
hodowlanej z wykorzystaniem ponad 11 r6znych zwigzkéw o whasciwosciach przeciwprorostowych, a jako



modelowa warstwe katalizatora wykorzystano syryngladazyne wykazujacg charakterystyczng liniowa
zalezno$é maksimum piku redukcji/utlenienia w zaleznosci od pH roztworu oraz stabilno$¢ w roztworach
buforowych. Prowadzone pomiary technika woltamperometrii cyklicznej oraz woltamperometrii pulsow
réznicowych wykazaly, ze modyfikacja na bazie krzemianu jest najbardziej skutecznym material
przeciwporostowy dla elektrod weglowych w hodowli komoérkowej. Sygnat badanej warstwy wskaznikowej
byt widoczny przez caty czas trwania eksperymentu, a test AlamarBlue i analiza mikroskopowa nie
wykazala znaczacych efektow toksycznych dla linii komoérkowej HeLa.

W drugim etapie pracy prowadzono badania z wykorzystaniem opracowanej matrycy 8-elekirod zlotych
wytworzonych w procesie napylania prowadzonego w wysokiej prézni. W hodowli komérek 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$¢ komérek linii HepG2 w poréwnaniu do testu z wykorzystaniem plytki 96-dotkowe;.

W  trzecim etapie pracy opracowang macierz elektrod wykorzystano w  pomiarach
w tréjwymiarowej hodowli komérek linii huCHo oraz HepG2 na rusztowaniach hydrozelowych w
warunkach statycznych. Do enkapsulacji komoérek wykorzystano pétsyntetyczny hydrozel GelMa.
Przeprowadzono analize zmiany tlenu oraz impedancji w hodowli 3D w obnizonych warunkach st¢zenia
tlenu (5% O) oraz podczas inkubacji z roztworem acetaminofenonu. Ze wzgledu na znaczng $rednicg
wykorzystywanego uktadu pomiarowego oraz Srednice matrycy hydrozelowej, obserwowano rozpuszczenie
matrycy hydrozelu podczas 72h hodowli. W pracy wskazano potrzebne zmiany w architekturze
wykorzystywanego ukladu pomiarowego, ktére w przysztosci pozwola na doktadniejsza analizg
parametréw metabolicznych metodami elektrochemicznymi.
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