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1. Ocena konstrukcji komory, jakosci uzytych materialéw, ergonomii pracy oraz latwosci
przeprowadzania dekontaminacji podczas prowadzenia hodowli wybranych linii

komérkowych oraz w trakcie wykonywania testéw immunologicznych in vitro

1.1. Ocena konstrukcji komory laminarnej oraz ergonomii pracy pod komora

Ocena stabilnosci komory

Egzemplarz komory dostarczony do testowania wyposazony byt w ruchomy statyw na kotkach.
Mimo, iz takie rozwigzanie umozliwia swobodne przesuwanie komory laminarnej w
laboratorium nawet jednemu eksperymentatorowi, to sprawia rowniez, iz cala konstrukcja nie
jest stabilna. Tym bardziej, jesli stoi na ptytkach, ktore sg standardem wykonczenia wickszosci
pracowni i cze¢sto nie sg idealnie wypoziomowane. Testowana komora chwiata si¢ nawet przy
niewielkiej ingerencji. Biorac pod uwage rygorystyczne przepisy BHP, ktére nakazuja
mocowanie do $cian wszystkich sprzetow, ktore chwieja si¢ lub moga si¢ przewroci¢ (dla
przyktadu butle z gazami), rowniez komora laminarna na stelazu ruchomym powinna by¢ do

Sciany przymocowana, co niejako przekresla uzyteczno$c¢ takiego rozwigzania.

Ocena latwosci montazu poszczegolnych elementow i zakresu regulacji polozenia blatu
roboczego

Testowana komora wyposazona byla w jednolity (niedzielony) blat roboczy. Cho¢ dobor
konstrukcji blatu zalezy od preferencji eksperymentatora i jego przeznaczenia, to kazde
rozwigzanie niesie za sobg korzysci 1 wady. Blat jednolity zabezpiecza przed sptywaniem
cieczy, jest tatwiejszy w codziennym utrzymaniu czystosci pracy, a odpowiednio
wypoziomowany jest stabilniejszy. Wada takiego rozwigzania jest natomiast duza waga i
nieporgczno$¢. Aby wyjac blat spod komory w celu doktadnej dekontaminacji potrzebne sg co
najmniej dwie osoby 1 duza przestrzen w laboratorium, aby swobodnie nim manewrowac.
Blat roboczy w testowanej komorze laminarnej byt rowniez niespasowany do rozmiarow
otworu w panelu przednim, przez co przy wyjmowaniu rysowat krawedzie boczne.
Dostarczona do testow komora nie posiadata mozliwosci regulacji wysokosci potozenia blatu
roboczego, cho¢ wyposazona byla w oprogramowanie przewidziane do sterowania tg funkcja.
Wysokos$¢ potozenia blatu roboczego jest odpowiednia, jednak wyzsze osoby moga mied
problem podczas dlugotrwatego korzystania z urzadzenia. Uwazamy, iz wyposazenie komory
w statyw umozliwiajacy regulacje wysokosci potozenia blatu roboczego w znacznym stopniu

przyczyni si¢ do poprawienia ergonomii pracy z urzadzeniem.



Ocena rozmiaru i wykonania blatu roboczego

Duza powierzchnia blatu roboczego w stosunku do rozmiaréw komory pozwala na komfortowa
pracg. Dostepnos¢ do wszystkich materiatow standardowo umieszczanych pod komora podczas
pracy doswiadczalnej jest bardzo dobra. Blat roboczy zostat wykonany bardzo solidnie, nie

ugina si¢ podczas pracy.

Ocena ilosci i umiejscowienia gniazd zasilajgcych, ich zabezpieczenie, polozenie oraz
szczelnos¢ zabezpieczenia otworu stuzgcego do doprowadzenia gazu do palnika

Gniazda zasilajgce w dostarczonej komorze zostaty zaprojektowane w wystarczajacej ilosci
oraz rozmieszczone w prawidlowy sposob, ktory umozliwia wygodne z nich korzystanie. Same
gniazda zostaty bardzo dobrze zabezpieczone przed ewentualnym zachlapaniem. Zastosowane
zaSlepki bardzo dobrze izolujag roéwniez wewnetrzng cze$¢ gniazd od wnetrza komory.
Testowana komora nie zawierata otworu stuzgcego do doprowadzenia gazu do palnika.
Wyposazona zostala w dwa krany doprowadzajace gaz. Sugerujemy, aby wraz z kranami
dostarczane byly odpowiednie nasadki, ktore mozna by na nie zatozy¢ w celu zabezpieczenia
otworéw w kranach, ktorych nie da si¢ odpowiednio zdezynfekowaé. Pozostawienie tych
otworow bez zabezpieczenia moze stanowi¢ nisz¢ dla rozwoju drobnoustrojow. Sugerujemy
réwniez, aby wyposazenie komory w krany bylo opcjonalne dla kupujacego.

Natomiast gniazda USB nie zostaly w zaden sposob zabezpieczone, a ich centralne
umiejscowienie moze zwigkszy¢ ryzyko, iz stang si¢ zrodtem zakazenia drobnoustrojami lub
zostang uszkodzone (zachlapane lub zalane) podczas dekontaminacji komory a nawet podczas

jej uzytkowania.

Ocena funkcjonalnosci panelu sterujgcego pracg komory

Dostarczona do testoéw komora wyposazona zostala w dotykowy panel sterujacy stanowiacy
jednoczesnie wyswietlacz monitorujacy parametry pracy jak rowniez w tradycyjny sterownik.
Prac¢ z panelami sterujgcymi oceniamy bardzo wysoko i1 nie napotkaliSmy na problemy
podczas pracy. Panel dotykowy jest bardzo responsywny nawet, gdy uzytkownik ma zatozone
rekawiczki. Czytelno$¢ wyswietlacza jest rowniez bardzo dobra, pod r6znymi katami widzenia.
Obstuga panelu jest prosta i intuicyjna, zapoznanie si¢ z nig zajmuje kilka minut. Wskazniki
monitorowania przeptywu powietrza jak roéwniez czujniki temperatury dzialajg
bezproblemowo. Sugerujemy jednak, aby zmieni¢ nieco interface wyswietlacza, tak by
wspomniane wyzej wskazniki zajmowaly mniej miejsca lub byty ukryte w menu (dla przyktadu

z mozliwos$cig ich ukrycia lub przywrdcenia na wyswietlacz). To sprawi, ze elementy zwigzane
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ze sterowaniem pracg komory bedg mogly by¢ wieksze. Przesuwanie ikon sterowania praca
komory w menu sprawiato bowiem mate problemy osobom o grubszych palcach, ktore zamiast
trafi¢ w symbol strzatki uruchamiaty przypadkowo opcje z menu. Sugerujemy rowniez dodanie
monitorowania stanu zuzycia filtrow powietrza. Umozliwi to uzytkownikowi odpowiednio
wczesnie] zaopatrzenie si¢ w zestaw filtrow do wymiany, aby zachowaé cigglos¢ pracy
badawczej.

Nie widzimy rowniez zastosowania dla panelu monitorowania stanu komory umieszczonego
pod samg komorg, tym bardziej, iz nie jest mozliwe sterowanie pracg komory za jego pomoca.
Moglby on stuzy¢ do wylaczania swiatta (podczas dodawania substancji $§wiattoczutych) bez
konieczno$ci wyjmowania rgki spod komory, jednak musiatby zosta¢ zmieniony na panel

dotykowy.

Ocena zabezpieczenia przestrzeni wewnetrznej komory po catkowitym zamknieciu

Po zamknigciu otworu roboczego szyba bardzo szczelnie przylega do uszczelki catkowicie
izolujac wnetrze komory od otoczenia. Zastosowane rozwigzanie konstrukcyjnie oceniamy
bardzo wysoko. Nawet po pozostawieniu komory zamknigtej na kilka dni nie

zaobserwowali$my, aby wewnatrz gromadzily si¢ drobiny kurzu.

Ocena skutecznosci dziatania blokad potozenia panelu przedniego
Panel przedni komory prawidtowo blokuje si¢ na odpowiedniej wysokosci zgodnie z opcja

wybrang w menu. Nie napotkaliémy na problemy podczas uzytkowania komory.

Ocena glosnosci komory i jakosci oswietlenia

Zastosowane w komorze o$wietlenie bardzo dobrze i rOwnomiernie o$wietla catag powierzchnig
komory jednocze$nie nie meczac oczu eksperymentatora.

Komora w trybie pracy jest stosunkowo cicha, w poréwnaniu tak do komory testowej o
szerokos$ci 180cm jak 1 konkurencyjnych urzadzen. Pozwala to na komfortowe komunikowanie
si¢ dwoch osob, ktore jednoczes$nie pod nig pracuja i nie przeszkadza w prowadzeniu

niezaleznych eksperymentdow w pomieszczeniu laboratoryjnym.

Ocena dziatania alarmow zaburzenia laminarnego przeptywu powietrza, braku zasilania i
niewtasciwego potozenia panelu przedniego i przerwania procedury naswietlania lampg UV
Testowana komora w prawidlowy sposob informuje o problemach z przeptywem powietrza.

Wyswietla réwniez informacje alarmowe, je§li proces naswietlania lampa UV zostanie
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zaktocony. Sygnat dzwigkowy jest donos$ny, stycha¢ go nawet z sgsiedniego pomieszczenia, co
pozwala szybko zareagowaé na problem. Podobnie, wyswietlana jest réwniez informacja
alarmowa, jesli pojawit si¢ problem z zasilaniem. Natomiast komora nie wydaje dzwicku
alarmujacego o braku zasilania. Sugerujemy, aby wyposazy¢ komorg w taki system, pozwala
on bowiem szybko zareagowaé eksperymentatorowi.

System automatycznego sterowania praca komory, ktory oceniamy bardzo wysoko niesie za
sobg jednak problem. W przypadku braku zasilania nie ma mozliwosci mechanicznego
zamkni¢cia komory i zabezpieczenia jej wnetrza przed utratg sterylnosci.

Przy wiaczonym oswietleniu nie wida¢ migajacej na czerwono diody alarmowej. Sugerujemy,
aby wprowadzi¢ zmiany w oprogramowaniu sterujagcym o$wietleniem tak, aby $§wiatlo diody

alarmowej bylo bardziej zauwazalne dla eksperymentatora.

1.2. Ocena wytrzymato$ci materiatldw na $rodki chemiczne stosowane do dezynfekcji oraz na

zarysowania. Ocena latwosci przeprowadzenia dekontaminacji komory.

Ocena wytrzymatosci materiatow, z ktorych wykonano komore na dekontaminacje
Przez caly okres prowadzonych testow elementy komory byly poddawane dziataniu $rodkow
stosowanych do dezynfekcji chemicznej:

e 70% alkoholu etylowego,

e preparatu Neodisher,

e preparatu Puresept,

e preparatu Meliseptol,

e lagodnego mleczka do czyszczenia.
Wymienione $rodki chemiczne nanoszone byly bezposrednio na czyszczone powierzchnie,
rozprowadzane za pomocg recznikoOw papierowych i wycierane do sucha.
Zastosowane S$rodki chemiczne nie pozostawily trwatych §ladow na powierzchni elementéw
komory. Natomiast czarne uszczelki doszczelniajace boczne szyby komory, pozostawiaty

czarne pozostatosci na papierze.

Ocena tatwosci demontazu elementow blatu roboczego
Testowana komora laminarna wyposazona zostala w jednolity blat roboczy. Z tego wzgledu
element ten jest cigzki i wymaga co najmniej dwoch oséb do demontazu i montazu. W

testowanym egzemplarzu nie zostal on réwniez spasowany z otworem przednim komory, przez



co przy wyjmowaniu i wkladaniu przyciera boczne $cianki otworu przedniego, CO W

konsekwencji prowadzi do zarysowania obu elementéw (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 1).

Fot. 1 Zarysowane elementy obudowy przez blat roboczy

Sam blat, ze wzgledu na znaczne rozmiary jest do$¢ trudny w czyszczeniu, tym bardziej, iz
laboratoria nie s3 wyposazane w bardzo duze zlewy. Nie zawiera on jednak trudno dostepnych
miejsc, a otwory i krawedzie sg prawidtowo wykonane chronigc przed skaleczeniem.

Sugerujemy rowniez nawiercenie dodatkowych otworow w blacie roboczym utatwiajacych
wyjmowanie i wkladanie go do komory. Przyktadowy otwor (zamieszczony na Fot. 2), w ktory
wyposazona jest komora Thermo Sci MSC Advantage uzytkowana w Zaktadzie Immunologii

UMK przedstawiono na zdjeciu ponizej:

Fot. 2 Element blatu roboczego z otworem ulatwiajacy wyjmowanie i wkladanie w komorze

Thermo Sci MSC Advantage



Ocena tatwosci przeprowadzenia procesu dezynfekcji chemicznej komory

Konstrukcja komory zostata dobrze przemyslana, w zwigzku z powyzszym ilo$¢ trudno
dostepnych miejsc jest ograniczona a czyszczenie komory nie sprawia problemoéw. Znacznie
lepiej niz w przypadku testowanego modelu o diugosci 180cm zaprojektowano przestrzen
miedzy blatem roboczym a panelem przednim. Jest ona latwiejsza w czyszczeniu, chod
podobnie, nalezy zachowaé réwniez szczeg6lng uwagg, aby nie uszkodzi¢ czujnika poziomu
opuszczenia komory w prawym dolnym rogu.

Gniazda elektryczne sg dobrze zabezpieczone a ich doktadne wyczyszczenie nie sprawia
trudnosci. Sugerujemy jednak, aby umieszczane byly wyzej tak, aby stojace pod komorg
materiaty nie utrudnialy do nich dostepu. Problem stanowig rowniez niezabezpieczone otwory
w kranikach, ktore sg trudne do wyczyszczenia.

Bardzo wysoko oceniamy mozliwo$¢ tatwego otwarcia gérnego panelu chronigcego szybe

przednia, ktoéry pozwala na doktadne jej wyczyszczenie.

Ocena wytrzymatosci blatu roboczego na zarysowania

Material, z ktorego wykonano blat roboczy cechowat standardowa odpornosciag na
zarysowania, w przeciwienstwie do blatu, w ktéry wyposazona byla testowana komora o
dhlugosci 180cm, ktory oceniamy wyzej. Co wiecej, podczas wykonywania procedur
dekontaminacji, blat po przetarciu bardzo brudzit papier. Moze to $wiadczy¢ o utlenianiu si¢
metalu w miejscu powstatych zarysowan. Badania prowadzone w Zaktadzie Immunologii
wykazujg, iz takie zarysowania stanowig nisze sprzyjajace rozwojowi drobnoustrojow.
Sugerujemy zatem zmian¢ materiatu, z ktoérego wykonany jest blat roboczy lub pokrycie go

odpowiednig warstwa zabezpieczajacy.

Dodatkowe uwagi

Powierzchnia, z ktorej wykonany jest filtr sufitowy uniemozliwia uzycie $rodkow chemicznych
uzywanych do dezynfekcji.

Nie widzimy zastosowania 1 tym samym zasadno$ci umieszczenia panelu monitorowania stanu
komory (na Fot. 3 oznaczony jako 1). Sugerujemy zmian¢ funkcjonalnosci panelu.
Sugerujemy réwniez przeniesienie portu USB (na Fot. 3 oznaczony jako 3) z wngtrza komory,
gdzie moze stanowi¢ zrodto zakazenia lub ulec uszkodzeniu (zachlapaniu) na bok komory lub
inne fatwo dostepne miejsce. Sugerujemy réwniez zmiang funkcjonalnosci tego portu. Jak

sadzimy, stuzy on do podlaczenia myszki lub klawiatury, jednak s3 to urzadzenia peine



zakamarkow 1 mogg stanowi¢ zrodto zakazenia, stad tez nie rozumiemy, dlaczego istniataby
konieczno$¢ umieszczania ich pod komora.

Jesli port USB pozwalalby natomiast na wyswietlanie plikéw graficznych lub tekstowych na
ekranie (na Fot. 3 oznaczony jako 2), a ekran ten bytby ekranem dotykowym umozliwiajacym
przegladanie plikow, stanowitoby to rewolucyjne i znakomite rozwigzanie. Umozliwialoby to
eksperymentatorowi wyswietlanie instrukcji do doswiadczen lub ,layoutow” plytek
hodowlanych. Kartki z wydrukiem takich dokumentow sa najczesciej przyczepiane magnesami
do komory 1 eksperymentator musi odchyla¢ glowe, aby si¢ z nimi zapoznac.

Testowana komorg¢ wyposazono natomiast w wyjscie VGA, ktérego umiejscowienie na gorze
komory sprawia, ze trzeba wej$¢ na drabine, aby podiaczy¢ do niego komputer. Port VGA
sprawia roOwniez, iz konieczne jest zastosowanie odpowiedniej przejsciowki/adaptera, bowiem

wigkszo$¢ wspotczesnych komputerow wyposazona jest w port HDMI.

Fot.3 Sciana tylna komory z ekranem, portami USB i ekranem monitorowania parametrow

komory



2. Analiza skuteczno$ci dzialania filtrow powietrza i lampy ultrafioletowej w trakcie
prowadzenia hodowli linii komérkowych i wykonywania testéw immunologicznych in
vitro

2.1. Ocena skuteczno$ci dzialania filtrow powietrza

Ocena skuteczno$ci dziatania komory obejmowata sprawdzenie laminarnego przeptywu
powietrza po umieszczeniu w niej materiatow (pudetka z koncéwkami, pipety automatyczne,
wytrzasarka laboratoryjna, pipetor, pojemnik na odpady), ktére standardowo uzywane sg w

trakcie hodowli komorkowych in vitro i testow immunologicznych.

Wykonano rowniez analize skutecznosci dzialania filtrow wzglegdem drobnoustrojow
krazacych w powietrzu atmosferycznym w nastepujacych wariantach czasowych: przed
rozpoczeciem pracy pod komorg oraz po uptywie 15 minut, 60 minut, 3 i 5 godzin od chwili
wlaczenia nawiewu sterylnego powietrza. Do oceny czysto$ci mikrobiologicznej powietrza

wykorzystane zostaly nastepujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,

e HYGICULT Y+F — do oznaczania plesni i drozdzy,

e CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,

e CompactDry YM — do oznaczania ples$ni i drozdzy

e plytki odciskowe (kontaktowe) BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogdlnej liczby
drobnoustrojow;

e plytki odciskowe Sabouraud - do oznaczania drozdzy 1 plesni.

Odniesieniem do wynikow pomiarow bylo analogiczne badanie czysto$ci mikrobiologicznej
powietrza w laboratorium, w ktérym znajdowata si¢ komora. Proby pobrano z powierzchni
blatow laboratoryjnych. Uzyskane wyniki zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 1), gdzie ,-,,
oznacza negatywny wynik testu; ,,+” niewielka infekcje; ,,++” silng infekcje; ,,+++ bardzo

silng infekcje.

Tab. 1 Zestawienie wynikoéw analizy skutecznosci dziatania filtrow wzgledem drobnoustrojow

krazacych w powietrzu

Nazwa testu Wariant czasowy Testowane miejsce Wynik testu
Biocount Sabouard Przed sterylizacja | Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory $rodek -




Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory rog -

Biocount Sabouard

Po 60 min pracy

Blat komory srodek

Biocount Sabouard Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komorg)
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komora)
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory srodek -
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory rog
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza +++
komorg)
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza +++
komora)
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory srodek -
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory rog -
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Compact Dry YM Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 30 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komora)
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komorg)
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
Biocount PCA Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
Hygicult TPC Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
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CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory rog
CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory $rodek
CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory rog
CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory $rodek
CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory rog
CompactDry TC Kontrola Blat laboratoryjny (poza
komora)
CompactDry TC Kontrola Blat laboratoryjny (poza
komorg)

Obserwacja: analiza mikrobiologiczna przeprowadzona za pomocg testow Biocount
Sabouard i PCA; Hygicult TPC i YF; CompactDry TC i YM nie wykazata obecno$ci

mikroorganizméw na blacie komory.

Wykonano rowniez oceng skuteczno$ci dziatania filtrow powietrza z wykorzystaniem podloza
LB (bogatego w substancje odzywcze: peptydy, aminokwasy witaminy rozpuszczalne w
wodzie oraz weglowodany), ktére stanowi wysoce podatng na infekcje pozywke do hodowli
bakterii. Sterylng pozywke LB rozlano pod komora do szalek Petriego tak, aby tworzyta ona na
dnie kilkumilimetrowa warstwe. Pozywke rozlewano po 15 minutach, 60 minutach, 3 i 5
godzinach od wlaczenia nawiewu sterylnego powietrza. Szalki z otwartym wieczkiem
pozostawiono pod komorg na 10 minut (tak zwany test otwartej ptytki). Ocene czystosci
mikrobiologicznej wykonano z uzyciem testow HY GICULT TPC i1 CompactDry TC. Wyniki
badania zestawiono w tabeli ponizej (Tab. 2), gdzie ,,-,, oznacza brak infekcji, ,,+” oznacza

stwierdzong infekcje:

Tab. 2 Wyniki oceny skutecznosci dzialania filtrow powietrza z wykorzystaniem podtoza LB

Lokalizacja szalki Wariant czasowy Wynik

Srodek blatu komory 15’ -
60’ -
3h -
5h -
15° -
60’ -

Lewy brzeg blatu komory
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3h -
5h -
Prawy brzeg blatu komory 15° -
60’ -
3h -
5h -

Kontrola (poza komorg) 15° -
60’ -

Obserwacja: Za pomocg testu otwartej ptytki nie wykryto skazenia mikrobiologicznego w
komorze w zadnym z wariantow czasowych. Rowniez poglebiona analiza pozywki LB, za

pomoca testow Hygicult TPC i CompactDry TC nie wykazata skazenia.

Whnioski:

Badana komora w prawidtowy sposob generowata laminarny przeptyw powietrza, ktérego nie

zaburzato ustawienie na jej blacie materiatow i drobnego sprzetu laboratoryjnego.

System monitorowania przeptywu powietrza prawidlowo diagnozowat problemy z przeptywem

(po zastonigciu otwordw w blacie roboczym) i wydawat gltosny sygnat alarmowy.

Nie stwierdzono obecnosci mikroorganizmow na blacie roboczym komory, nawet po dlugim

czasie pracy urzadzenia, co potwierdza skutecznos$¢ dziatania filtrow powietrza.

2.2.  Ocena skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowego dziatania lampy UV

Ocenie podlegalo umiejscowienie lampy UV pod komorg warunkujace ekspozycje na
promieniowanie catej powierzchni blatu roboczego. Ze wzgledéw bezpieczenstwa i higieny
pracy oceniono réwniez zabezpieczenie przed wilaczeniem lampy, jesli panel przedni komory
nie jest zamkniety lub czy uniemozliwia on podniesienie panelu w trakcie naswietlania.
Oceniono mozliwo$¢ zaprogramowania czasu pracy lampy UV oraz zaprogramowania

wlaczenia lampy UV z opo6znieniem czasowym umozliwiajagce opuszczenie pomieszczenia
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badawczego przez eksperymentatora. Ocenie podlegata rowniez poprawno$¢ automatycznego
wylgczania naswietlania po zakonczeniu ekspozycji oraz wskazania licznika czasu pracy lampy
uv.

Ocena skutecznos$ci dziatania bakteriobojczej lampy UV wykonana zostata metoda kontaktowsa
z uzyciem ptytek odciskowych. Czysto§¢ mikrobiologiczna miejsc trudno dostepnych, taczenia
elementéw 1 zakrzywionych powietrzni zostata oceniona metoda wymazowa z uzyciem
zwilzonego jalowego wacika. Material do badan pobrany zostat przed i po naswietlaniu lampa
UV, stosujac standardowy czas ekspozycji 30 minut. Oceniona zostata czysto$¢
mikrobiologiczna blatu roboczego oraz zewngtrznych powierzchni materialdéw znajdujacych
si¢ pod komora (pudetka na koncoéwki, pipety automatyczne, statyw na probowki), na ktore
bezposrednio oddziatywaty promienie UV. Do oceny skutecznos$ci bakteriobdjczej lampy UV

wykorzystano nastepujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,
e CompactDry TC — do oznaczania og6lnej liczby bakterii
e ptytki odciskowe (kontaktowe) typu BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogélnej liczby

drobnoustrojow.

Wiyniki testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 3), gdzie ,,-,, oznacza brak infekcji; ,,+”

oznacza stwierdzong infekcje.

Tab. 3 Wyniki oceny skuteczno$ci dziatania bakteriobojczej lampy UV wykonanej metoda

kontaktowa
Nazwa testu Testowane miejsce Wynik przed Wynik po
sterylizacja sterylizacji
Biocount PCA Blat komory - -
Biocount PCA Pipety pod komora - -
Biocount PCA Pudetko z koncowkami pod - -
komorg
Hygicult TPC Blat komory - -
Hygicult TPC Gorny lewy rog komory (od - -
wewnatrz)
Hygicult TPC Filtr sufitowy - -
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Hygicult TPC Tylna $cianka ze stali - -
kwasoodpornej

Hygicult TPC Gumowa uszczelka wokot - -
szyb

CompactDry TC Szpary migdzy ptytami blatu - -
ze stali kwasoodpornej

CompactDry TC Gumowa uszczelka wokot - -

szyb

CompactDry TC Powierzchnia wokot gniazd - -

pradu

CompactDry TC Powierzchnia wokot i w - -

kranach

Obserwacja: Lampa UV, w ktdrg wyposazona zostata testowana komora skutecznie niszczyla
drobnoustroje na testowanych powierzchniach, zard6wno na blacie, materiatach umieszczonych

pod komora.

Skuteczno$¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV oceniono réwniez wzgledem
posiewu kultur bakterii Escherichia coli wysianych na podtozu statym (agar) na szalce Petriego.
Szalki z posiewem bakteryjnym umieszczono w wybranych miejscach na blacie roboczym (w
centralnym punkcie oraz w naroznikach), po czym poddane zostaty dzialaniu lampy UV przez
30 minut. Po zakonczeniu ekspozycji szlaki zostaty przeniesione do inkubatora ustawionego na
37°C na 24 godziny. Szalki kontrolne natychmiast po wysianiu umieszczono w inkubatorze w
temp. 37°C. Wyniki testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 4), gdzie ,,-,, oznacza brak
kolonii; ,,+” oznacza jedng kolonig; ,,++ oznacza kilka kolonii; ,,+++” 0znacza nieograniczony

wzrost bakterii.

Tab. 4 Ocena dziatania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV wzgledem posiewu kultur

bakterii Escherichia coli

Lokalizacja szalki z E. coli Wynik

Blat komory $rodek, przod -

Blat komory srodek, tyt -

Blat komory lewa strona -
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Blat komory prawa strona -

Kontrola +++
Kontrola +++
Kontrola +++

Przyktadowy wynik testu przedstawia ponizsze zdjgcie:

Fot. 4 Kontrolna szalka z posiewem E. coli (po lewej) nie poddana dziataniu promieniowania
UV (widoczne liczne kolonie bakteryjne). Po prawej posiew E. coli po zakonczeniu 30
minutowego programu sterylizacji UV. Szalka ustawiona byta w prawym brzegu blatu

roboczego (brak kolonii bakteryjnych)

Whioski:

Lampa ultrafioletowa, w ktora wyposazona zostala komora skutecznie naswietlala calg
powierzchni¢ blatu roboczego. Nie stwierdzono infekcji tak na samym blacie roboczym, jak i

na powierzchni materialdéw uzywanych pod komorag oraz w trudno dostgpnych miejscach.

Poziom zabezpieczen komory jest rowniez bardzo dobry. Mozliwe jest zaprogramowanie czasu
naswietlania, jak roéwniez opoznienia czasowego wlaczenia ekspozycji. Pozwala to na
opuszczenie pomieszczenia przez eksperymentatora, na co bardzo duza uwage zwraca
inspekcja BHP. Niemozliwe jest rowniez uruchomienie procedury naswietlania bez
opuszczenia przedniego panelu komory, jak rowniez podniesienie go w trakcie dziatania lampy
UV. Szczelnie przylegajacy przedni panel komory skutecznie zabezpiecza przed dziataniem

promieni UV.
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Po zakonczeniu naswietlania proces jest prawidlowo konczony i odpowiednia informacja
wyswietlana jest na panelu sterujacym. Podobna informacja wy$wietlana jest, gdy urzadzenie

jest ponowne uruchamiane.

Przeprowadzona procedura sterylizacji lampg UV skutecznie eliminowata posiew bakterii E.

coli w szalkach rozstawionych w roznych czeSciach blatu roboczego.

Materiat wyscielajacy gorng cze$¢ komory, ktory prawdopodobnie petni funkcje filtracyjne nie
pozwala na skuteczne czyszczenie i sterylizacje. Cho¢ w przeciwienstwie do testowanej
komory o dlugosci 180 cm, nie stwierdzono w tym miejscu infekcji, sugerujemy zmiany
konstrukcyjne majace na celu wyeliminowanie tego problemu, dla przyktadu, zastosowanie

odpowiedniej maskownicy ze stali kwasoodporne;j.

17



3. Ocena przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i

zwierzecych linii komorkowych

3.1. Badanie czysto$ci mikrobiologicznej pozywek oraz odczynnikdéw wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komérkowych

przygotowywanych pod komora laminarna

W opisywanych badaniach wykorzystano nastepujace pozywki hodowlane oraz odczynniki:

e pozywke RPMI 1640,

e pozywke DMEM,

e pozywke Medium 200,

e plodowa surowice bydleca (FBS),

e buforowang fosforanami sol fizjologiczng (PBS),

¢ medium do separacji limfocytow (LSM).

Wszystkie powyzsze pozywki i odczynniki sg powszechnie wykorzystywane w praktyce
laboratoryjnej do prowadzenia hodowli komorkowych in vitro, co wigcej sg bardzo wrazliwe
na zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Stad tez praca z ich uzyciem musi odbywaé si¢ pod

prawidlowo dzialajacg komorg laminarna.

Wszystkie pozywki i odczynniki uzyte w badaniu stanowity sterylne, komercyjne roztwory
dostarczone w butelkach zabezpieczonych plastikowa plomba. Po otwarciu butelek pod komorg

laminarng badane roztwory inkubowane byly w otwartych naczyniach hodowlanych:

e plytkach 96-dotkowych (w objetosci 200uL),

e plytkach 24-dotkowych (w objgtosci 1 mL),

e plytkach 12-dotkowych (w objgtosci 2 mL),

e Dbutelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? (w objetosci 200uL).

Sa to naczynia hodowlane najczgs$ciej uzywane w laboratorium do prowadzenia hodowli
komoérkowych in vitro, jak rowniez w do$wiadczeniach z ich wykorzystaniem.
W butelkach hodowlanych nie inkubowano ptodowej surowicy bydlecej 1 medium do separacji

limfocytow, poniewaz w praktyce laboratoryjnej nie ma przyktadoéw takiego ich uzycia.

W przebiegu badan odczynniki 1 pozywki w réznych naczyniach inkubowane byly przez 15
minut, 30 minut lub godzing. Czasy inkubacji dobrano tak, aby odpowiadaty standardowym

procedurom wykonywanym pod komora laminarng w trakcie prowadzonych badan.
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Po zakonczeniu inkubacji wszystkie roztwory zostaty zebrane do sterylnych probowek typu
falcon i1 inkubowane byly w cieplarce przez 48 h w temperaturze 35°C w celu zapewnienia

warunkéw do wzrostu mikroorganizmom, ktére mogtyby zainfekowaé badane roztwory.

Nastgpnie wykonana zostata specjalistyczna analiza czystosci mikrobiologicznej kazdego
badanego roztworu, w kazdym uzytym naczyniu hodowlanym i po kazdym z wymienionych

czasow inkubacji pod komora. Uzyto w niej komercyjnych testow:

e Hygicult TPC (do oceny ogdlnej liczby drobnoustrojow),
e CompactDry TC (do oznaczania og6lnej liczby bakterii),
e Hygicult Y+F (do oceny zakazenia ple$niami lub drozdzami),

e CompactDry YM (do oznaczania ple$ni i drozdzy).
Wyniki przeprowadzonych testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 5).

Tab. 5 Wyniki analizy czystosci mikrobiologicznej pozywek inkubowanych w réznych typach

naczyn hodowlanych pod komora

Stosowany | Naczynie Czas Wynik Wynik testu | Wynik Wynik testu
roztwor hodowlane | inkubacji | testu CompactDry | testu CompactDry
Hygicult TC Hygicult YM
TPC Y+F
Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Plytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina
Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Piytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina
Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
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Pozywka Piytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana | godzina

Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Pilytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana | godzina

Pozywka Plytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
Medium200 | dotkowa

Pozywka Plytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
Medium200 | dotkowa
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Pozywka Piytka 96- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana | godzina

PBS Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Plytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Piytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa
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PBS Plytka 12-|1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana

PBS Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana

PBS Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana | godzina

FBS Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Pilytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

FBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

FBS Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Plytka 96- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Piytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa
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LSM Ptytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Plytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiajg ponizsze zdjecia:

bakteryjnej)

butelce  hodowlanej  (brak infekcji | (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 5 Plodowa surowica bydleca (FBS) | Fot. 6 Pozywka DMEM inkubowana pod

inkubowana pod komorg przez godzing w | komora przez godzinge w butelce hodowlanej

23



Fot. 7 Pozywka DMEM inkubowana pod
komorag przez godzing w butelce hodowlanej
(brak infekcji grzybiczej lub drozdzowej)

Fot. 8 Pozywka DMEM inkubowana pod
komora przez godzing w butelce hodowlanej
(brak infekcji grzybiczej lub drozdzowej)

Fot. 9 Pozywka Medium 200 inkubowana
poza komora przez godzing w butelce

hodowlanej (znaczna infekcja bakteryjna)

Fot. 10 Plodowa surowica bydleca FBS
inkubowana poza komora przez godzing w

butelce  hodowlanej (widoczne liczne

bakteryjne)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami testowanych pozywek hodowlanych i
odczynnikow inkubowanych pod komorg laminarng w naczyniach hodowlanych. Porownanie
tych wynikow z dodatkowymi badaniami kontrolnymi prowadzonymi w niesterylnych
warunkach, poza komorg, ktore wykazaty infekcje dowodzi, iz system filtrow, w jakie komora

zostala wyposazona skutecznie chroni powietrze przed mikroorganizmami.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do
przygotowywania i korzystania z pozywek oraz odczynnikow standardowo wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komoérkowych.

3.2. Ocena przvdatno$ci komory podczas zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i

zwierzecych linii komoérkowych

W ramach oceny przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i
zwierzecych linii  komorkowych, wykonano procedury zwigzane z zakladaniem i
prowadzeniem hodowli linii ludzkich:

e komorki $rodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC; nr katalogowy C0035C),
pochodzacych z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych — ATCC (z ang.
American Type Culture Collection),

e komorki MCF-7 (Lot. 13K023), pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli
Komoérkowych (z ang. European Collection of Cell Cultures).

1 zwierzecych:

e mysie fibroblasty L929 (NCTC klon 929; numer CCL-1) pochodzacych z
Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych — ATCC (z ang. American Type
Culture Collection).

e mysie makrofagi RAW 264.7 (nr katalogowy TIB-71) pochodzacych z Amerykanskiej
Kolekcji Hodowli Komoérkowych — ATCC (z ang. American Type Culture Collection).

Wszystkie hodowle zakladane 1 pasazowane byly pod testowang komorg laminarng.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2 i
95% wilgotnos$ci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator

wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
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Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez

producenta pozywce:

Fibroblasty L929 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO?3 i czerwienig
fenolowsa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej
(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS i 1 ml roztworu antybiotykow.

Ludzkie komorki srodbtonka zyty pepowinowej HUVEC — w pozywce Medium 200 z
czerwienig fenolowa, zawierajacej 50 razy stezony roztwor o niskiej zawartosci
surowicy (LSGS) oraz mieszaning antybiotykdw 100 razy st¢zonych: streptomycyny
(100 pg/ml) i penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej
pozywki zmieszano 97 ml Medium 200, 2 ml LSGS 1 1 ml roztworu antybiotykow.
Komorki MCF-7 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCOs3 1 czerwienia
fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie plodowej surowicy bydlgcej
(FBS), mieszaning antybiotykéw 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml)
i penicyliny (100 U/ml) oraz 1% roztwér endogennych aminokwasow (NAA). W celu
przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 88 ml pozywki RPMI 1640,
10 ml FBS, 1 ml roztworu antybiotykdw oraz 1 ml NAA.

Mysie makrofagi RAW 264.7 — w pozywce DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i
czerwienig fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy
bydlecej 1 mieszaning antybiotykéw 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) 1
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki DMEM, 10 ml FBS i 1 ml roztworu antybiotykow.

Czystos$¢ mikrobiologiczng pozywek oceniono przed zalozeniem hodowli komdrkowej (w celu

wyeliminowania ryzyka, 1z komorki podczas zaktadania hodowli beda przenoszone do

zainfekowanej pozywki) oraz po wykonaniu jednego pasazu komorek, po uptywie 2-3 dni od

momentu zalozenia hodowli komodrkowej (w zaleznosci od momentu osiggniecia przez

hodowle stanu konfluencji wynoszacego 70-80%).

Do oceny czystosci mikrobiologicznej wykorzystano testy:

HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,
CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,
HYGICULT Y+F - do oznaczania plesni i drozdzy,
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e CompactDry YM — do oznaczania ples$ni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 6).

Tab. 6 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej pozywek przed zatozeniem hodowli

komorkowej 1 po wykonaniu pasazu

Linia komorkowa | Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu
doswiadczalny Hygicult CompactDry | Hygicult CompactDry
TRC TC Y+F YM
Fibroblasty L929 | Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
zalozeniem
hodowli
Fibroblasty L929 | Po pasazu negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
Komérki HUVEC | Przed negatywny negatywny negatywny negatywny
zatozeniem
hodowli
Komorki HUVEC | Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny
Komérki MCF-7 Przed negatywny negatywny negatywny negatywny
zatozeniem
hodowli
Komorki MCF-7 Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny
Makrofagi RAW | Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
264.7 zalozeniem
hodowli
Makrofagi RAW | Po pasazu negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
264.7
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiaja ponizsze zdjecia:

Fot. 11 Hodowla in vitro makrofagobw RAW
264.7 prowadzona pod komora, po pasazu (brak
infekcji bakteryjnej)

Fot. 12 Hodowla in vitro makrofagow RAW
264.7 prowadzona pod komora, po pasazu (brak
infekcji bakteryjnej)

Fot. 13 Hodowla in vitro makrofagow RAW
264.7 prowadzona pod komora, po pasazu (brak
infekcji bakteryjnej) (brak infekcji grzybiczej

lub drozdzowe;j)

Fot. 14 Hodowla in vitro makrofagow RAW
264.7 prowadzona pod komorg, po pasazu (brak
infekcji bakteryjnej) (brak infekcji grzybiczej

lub drozdzowe;)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek hodowlanych uzywanych do

prowadzenia hodowli komorkowych, ktére przygotowywane byty pod testowang komora.

Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek w trakcie prowadzenia

hodowli in vitro, po wykonaniu jednego pasazu komorek.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do

zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzgcych linii komoérkowych.

3.3. Izolacja i hodowla in vitro pierwotnych zwierzecych linii komoérkowych

Oceniona zostata czysto$¢ mikrobiologiczna hodowli in vitro komérek mononuklearnych krwi
obwodowej — PBMC (z ang. peripheral blood mononuclear cells) izolowanych pod testowang

komorg laminarng.

Zrédtem komoérek byta krew obwodowa szczura rasy WISTAR, zdrowego samca wazacego
250 g pochodzacego z jednostki uprawnionej do prowadzenia hodowli zwierzat
doswiadczalnych (zarejestrowanej przez MNiSW). Krew pobrano na sterylny roztwor
antykoagulantu (wersenian tripatasowy, KsEDTA). Procedur¢ wykonano w sterylnym
pomieszczeniu chirurgicznym z wykorzystaniem sterylnych i jednorazowych materialow
chirurgicznych. Pozostale etapy izolacji frakcji mononuklearnej (PBMC) z krwi pelnej

przeprowadzono pod testowang komorg laminarng. Sktadaty si¢ na nie:

1. Nawarstwienie krwi rozcienczonej w stosunku 1:1 sterylnym buforem PBS na roztwor
generujacy gradient gestosci — medium do separacji limfocytow (LSM) w sterylnej
proboéwce wirowkowej typu Falcon.

2. Wirowanie w gradiencie ggstosci LSM (400 x g przez 30 minut).

3. Zebranie frakcji komorek PBMC, ktora tworzy dobrze widoczny pier§cien na granicy
osocza 1 medium do separacji limfocytow.

4. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci medium do separacji limfocytow.

5. Hemoliza erytrocytow w 0,85% sterylnym roztworze chlorku amonu.

6. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci chlorku amonu.

Wyizolowane komorki PBMC hodowano nastgpnie w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-

glutaming, NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% ptodowej surowicy bydlecej
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(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 ug/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 89 ml
pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS i 1 ml roztworu st¢zonych antybiotykow.

Hodowle prowadzono na ptytkach 24-dotkowych (1 milion komorek na mililitr pozywki) w
temperaturze 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO2 1 95% wilgotnosci w inkubatorze.
W celu wyeliminowania ryzyka infekcji podczas hodowli, przed uzyciem inkubator

wysterylizowano w temperaturze 186°C.

Po uptywie 24 i1 48 godzin zawarto$¢ dotkéw zostala zebrana w celu wykonania analizy
czystosci mikrobiologicznej. Analizie poddana zostala rowniez wyjsciowa zawiesina komorek

stanowigca baze do zatozenia hodowli pierwotne;j.

Do oceny czystosci mikrobiologicznej wykorzystano testy:
e HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania og6lnej liczby drobnoustrojow,
e CompactDry TC — do oznaczania og6lnej liczby bakterii,
e HYGICULT Y+F — do oznaczania ple$ni i drozdzy,
e CompactDry YM — do oznaczania plesni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 7).

Tab. 7 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej wyjsciowej zawiesiny komorek PBMC oraz

hodowli po uptywie 24 i 48 h od zatozenia hodowli

Linia komorkowa | Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu

doswiadczalny Hygicult CompactDry | Hygicult CompactDry
TPC TC Y+F YM

PBMC Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
zalozeniem
hodowli

PBMC Po uptywie 24 h | negatywny negatywny negatywny negatywny

PBMC Po uptywie 48 h | negatywny negatywny negatywny negatywny
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiono na zdjeciach ponize;.

Fot. 15 Hodowla in vitro komorek PBMC 24

h po izolacji z krwi obwodowej

przeprowadzonej pod komorg (brak infekcji
bakteryjnej)

przeprowadzonej pod komorg (brak infekcji

Fot. 16 Hodowla in vitro komorek PBMC 24

h po izolacji z Kkrwi obwodowej

bakteryjnej) (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 17 Hodowla in vitro komorek PBMC 24

h po izolacji z krwi obwodowej
przeprowadzonej pod komorg (brak infekcji
bakteryjnej) (brak infekcji grzybiczej lub

drozdzowej)

Fot. 18 Hodowla in vitro komoérek PBMC 24

h po izolacji z krwi obwodowej

przeprowadzonej pod komorg (brak infekcji
bakteryjnej) (brak infekcji grzybiczej lub

drozdzowe;j)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami wyj$ciowej zawiesiny komoérek PBMC

stanowigcej baze do zatozenia hodowli pierwotne;.

Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywki po uptywie 24 h i 48 h od

zalozenia hodowli.

Wyniki przeprowadzonych testow swiadcza o uzytecznosci testowanej komory laminarnej do

prowadzenia izolacji i hodowli in vitro pierwotnych linii komoérkowych.
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4. Ocena przydatnosci komory do prowadzenia testow immunologicznych in vitro

4.1. Oznaczenie przezywalnosci i wskaznika proliferacji wybranych linii komdrkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w wykonywaniu oznaczen aktywnosci
metabolicznej (po 24 godzinach) oraz stopnia proliferacji (po 48 1 72 godzinach) komorek
nalezacych do czterech komercyjnych linii komoérkowych: ludzkich komorek §rdédblonka zyty
pepowinowej] HUVEC, mysich fibroblastow L1929, mysich makrofagow RAW 264.7
(wszystkie trzy linie pochodzg z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowych — ATCC; z
ang. American Type Culture Collection) oraz ludzkich komorek raka piersi MCF-7
pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych ( z ang. European Collection
of Cell Cultures). Ocena przezywalnosci i wskaznika proliferacji komorek zostata wykonana z
uzyciem testu MTT. Zasada testu MTT oparta jest na zdolnosci enzymu - dehydrogenazy
mitochondrialnej aktywnej w zywych komdrkach do przeksztalcania soli tetrazolowej (bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do niebieskiego formazanu, ktorego
intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie. Warto$¢ zmierzonej
absorbancji jest wprost proporcjonalna do ilo$ci zywych, aktywnych metabolicznie komorek
znajdujacych si¢ w dotkach plytki hodowlane;.

Wszystkie hodowle zaktadane i pasazowane byly pod testowang komorg laminarna.

Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostat w temperaturze 186°C.

Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byla w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:

e dla mysich fibroblastow L929 - pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO3 1
czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowang termicznie ptodowa surowice
bydleca (z ang. fetal bovine serum; FBS) oraz mieszaning 100 razy stezonych
antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny 1 100 U/ml penicyliny),

e dla ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawartosci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy

stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
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e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich fibroblastow L929

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji mysich
fibroblastow 1.929 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Oceng wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dilugosci fali 570 nm oraz diugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki (na Ryc. 1) przedstawiono jako $rednie wartos$ci absorbancji dla
6 dotkéw, uzyskane dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu £ btad standardowy,
ktére charakteryzowaly si¢ wysoka powtarzalnoscig w obrebie kazdego z trzech wykonanych

powtorzen opisywanego eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastéw L929

]

-

o
—

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
< 0,2

bsorbancja [570 nm - 630 nm

24h 48h 72h

Ryc. 1 Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastow 1929

Obserwacja:

Jak mozna zaobserwowaé na powyzszej rycinie wraz ze wydluzeniem czasu inkubacji,
odnotowano znaczacy wzrost liczby zywych komorek, swiadczacy o wysokim stopniu ich
proliferacji. Uzyskany wynik jest zgodny z powszechng wiedza dotyczacg zdolnosci mysich
fibroblastow 1929 do spontanicznej proliferacji, bez konieczno$ci stosowania zwigzkéw o

charakterze mitogendéw, ktorych celem jest pobudzenie tego procesu. Na podstawie
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przedstawionych rezultatbw mozna roéwniez wnioskowaé, iz podczas zakladania hodowli
komorkowej, jak i przeprowadzania samej procedury MTT z wykorzystaniem komory, nie
doszto do zainfekowania komorek patogenami. Potencjalnym sygnatem $§wiadczacym o
wystapieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek wartosci zmierzonej absorbancji ze
wzgledu na fakt, iz zainfekowane linie komodrkowe charakteryzuja si¢ obnizong

przezywalno$cia oraz spadkiem tempa proliferacji.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnos$ci i1 stopnia proliferacji komorek
HUVEC (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Ocene wykonano za pomocg testu
MTT (odczyt absorbancji przy dtugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 2) przedstawiono jako $rednie wartosci absorbancji dla 6 dotkéw, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + blad standardowy, ktére charakteryzowaty
si¢ wysoka powtarzalno$cig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtdrzen opisywanego

eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli komérek HUVEC
0,7

0,6 {
0,5
0,4

0,3

Absorbancja [570 nm - 630 nm]

24h 48h 72h

Ryc. 2 Wyniki testu MTT dla hodowli komoérek HUVEC

Obserwacja:
Uzyskane wyniki wykazaly, iz wraz z wydluZeniem czasu inkubacji nastapit wzrost liczby
aktywnych metabolicznie komoérek znajdujacych si¢ w dotkach w obrebie 96-dolkowej ptytki

hodowlanej. Komoérki HUVEC stanowig linie komorkowa, ktora nie wymaga uzycia czynnika

35



(mitogenu) indukujgcego proces ich proliferacji. Na podstawie zmierzonych wartosci
absorbancji mozna stwierdzi¢, iz uzyte podczas procedury komorki znajdowaty si¢ w
prawidlowym stanie fizjologicznym i ich procesy metaboliczne nie byty zakldcone, co w

Znaczacy sposob wyklucza wystgpienie infekcji podczas przeprowadzania calej procedury.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek raka piersi MCF-7

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji komorek
MCEF-7 (wysianych w ilosci 10 tysigcy komorek/dotek). Ocene wykonano za pomocg testu
MTT (odczyt absorbancji przy dhugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 3) przedstawiono jako $rednie wartosci absorbancji dla 6 dotkow, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + biad standardowy, ktoére charakteryzowaty
si¢ wysoka powtarzalno$cig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtorzen opisywanego

eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli komdrek MCF-7
1,6

1,4 I

1,2

0,8
0,6

0,4 T

Absorbancja [570 nm - 630 nm]

0,2

24h 48h 72h

Ryc. 3 Wyniki testu MTT dla hodowli komoérek MCF-7

Obserwacja:

Wyniki uzyskane na podstawie testu MTT jednoznacznie wskazuja, ze wraz z wydluzeniem
czasu hodowli, zwigksza si¢ liczba aktywnych metabolicznie komérek MCF-7, 0 czym
Swiadczg wyzsze warto$ci pomiaru absorbancji. Komorki MCF-7 jako klasyczna linia komorek
nowotworowych charakteryzuje si¢ wysokim tempem proliferacji. Na powyzszej rycinie
mozna takze zaobserwowac stosunkowo niewielka roznice pomigdzy wartosciami absorbancji

zmierzonymi dla komoérek inkubowanych przez 48 godzin w poréwnaniu do 72-godzinnego
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czasu hodowli. Wynika to z faktu, iz ze wzglgedu na intensywny proces proliferacji komorek
nowotworowych po uptywie 48 godzin uzyskiwany jest niemal 100% stan konfluencji, ktory
ogranicza dalsze podzialy komodrkowe. Jest to jak najbardziej pozadane zjawisko podczas
prowadzenia hodowli komorkowych. Zostato ono potwierdzone przy uzyciu mikroskopu z
odwrocong optyka 1 wskazuje jednoznacznie na prawidlowy stan fizjologiczny 1 aktywnos$¢

metaboliczng hodowanych komorek.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich makrofagow RAW 264.7

Ponizszy wykres (Ryc. 4) przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji
komoérek RAW 264.7 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Ocene wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dlugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci absorbancji dla 6 dotkéw,
uzyskane dla trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu + btad standardowy, ktore
charakteryzowaty si¢ wysoka powtarzalno$cia w obrgbie kazdego z trzech wykonanych

powtorzen opisywanego eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagéw RAW 264.7
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Ryc. 4 Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagdow RAW 264.7

Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru absorbancji wykonane po zakonczeniu testu MTT
jednoznacznie wskazujg na duzg aktywno$¢ metaboliczng mysich makrofagow RAW 264.7, o
czym $wiadczy wzrost wartosci absorbancji wraz z wydtuzeniem czasu hodowli komorek.

Badana linia komorkowa charakteryzuje si¢ bardzo duzym wskaznikiem tempa proliferacji, co
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potwierdzajg uzyskane wysokie wartosci absorbancji rz¢du przekraczajace warto$¢ 2 jednostek.
Zaobserwowano takze stosunkowo niewielkg réznice pomigdzy warto$ciami absorbancji
zmierzonymi dla komorek inkubowanych przez 48 godzin w stosunku do 72-godzinnego czasu
hodowli. Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z odwrdocong optyka, zauwazono, iz po uptywie
48 godzin hodowli niemal cala powierzchnia dotka na plytce hodowlanej byla porosnicta
zywymi komorkami o charakterystycznym wydtuzonym ksztatcie. W zwigzku z uzyskaniem
przez komorki niemal 100% stanu konfluencji, zostala ograniczona wolna przestrzen dla ich
dalszych podziatow, co ttumaczy niewielkie roznice w warto$ciach absorbancji pomig¢dzy 48-
I 72-godzinnym czasem inkubacji. Tak jak juz wspomniano powyzej, jest to zjawisko korzystne
w kontek$cie prowadzenia hodowli aktywnych metabolicznie komodrek przeznaczonych do

testow immunologicznych in vitro.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur dotyczacych oznaczania
przezywalnosci i wskaznika proliferacji czterech komercyjnie dostgpnych linii komorkowych
jednoznacznie wskazuja na przydatnos$¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w
omoOwionych testach immunologicznych in vitro (tescie MTT). W przypadku wszystkich
wykonanych analiz zaobserwowano, iz wraz z wydhuzeniem czasu hodowli nastgpowat wzrost
liczby aktywnych metabolicznie komoérek, co potwierdzaty wyniki pomiaréw absorbancji. Jest
to jak najbardziej pozadane zjawisko, ktore swiadczy o prawidlowym stanie fizjologicznym,

jak 1 o duzej aktywnos$ci metabolicznej komorek.

Na podstawie przedstawionych rezultatbw mozna rowniez wnioskowaé, iz podczas
prowadzenia hodowli komoérkowych, jak i wykonywania testow MTT z wykorzystaniem
komory nie doszto do zainfekowania badanych linii komorkowych. Potencjalnym sygnatem
swiadczacym o wystgpieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek wartos$ci zmierzonej

absorbancji.

4.2. Ocena produkcji reaktywnych form tlenu przez komodrki nalezace do wybranych linii

komoérkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w prowadzeniu fluorymetrycznych
oznaczen poziomu wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (RFT), ktore to pomiary

sa jednym z podstawowych wskaznikow stanu fizjologicznego komorek. Badania te
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przeprowadzono z uzyciem trzech komercyjnych linii komoérkowych: ludzkich komorek raka
piersi MCF-7, ludzkich komorek $rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i mysich makrofagow
RAW 264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwoch stezeniach: 1 mM oraz 0,1 mM.
[lo§¢ wolnych rodnikow w komorkach zmierzono z wuzyciem gotowego zestawu
fluorymetrycznego firmy Sigma-Aldrich (nr katalogowy MAK 143 Sigma) oraz 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (2°,7°’DCF-DA). W obu przypadkach intensywno$¢ fluorescencji byta
proporcjonalna do ilo$ci powstajacych RFT.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:
e dla ludzkich komoérek $rodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawarto$ci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
¢ dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach srodbtonka zyly
pepowinowej HUVEC

Na ponizszych wykresach (Ryc. 5 i 6) przedstawiono poziom reaktywnych form tlenu w
komorkach HUVEC (25000 na dotek) stymulowanych dwoma stezeniami nadtlenku wodoru
(0,ImM 1 ImM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT).
Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz
z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKki
przedstawiono jako $rednie + btagd standardowy stosunku warto$ci uzyskanych dla pomiaru
fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w
przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
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emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny),

uzyskanych dla 6 dolkow z komorkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtorzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komérkach HUVEC Poziom RFT w komoérkach HUVEC
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Ryc. 5 6 Poziom RFT w komorkach HUVEC oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny

(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaty, iz komorki
HUVEC stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielaja RFT w sposob dawko-zalezny. Wraz
ze wzrostem stezenia nadtlenku wodoru, komorki generuja wieksza pule RFT. Uzyskane
rezultaty potwierdzaja prawidlowy stan fizjologiczno-metaboliczny komoérek ze wzgledu na
fakt, iz tylko zywe komorki s3 w stanie produkowa¢ RFT pod wplywem zewngtrznego bodzca

indukujacego stres oksydacyjny, jakim jest nadtlenek wodoru.

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach raka piersi MCF-7

Na ponizszych wykresach (Ryc. 7 i 8) przedstawiono poziom RFT w komorkach
nowotworowych MCF-7 stymulowanych dwoma stezeniami nadtlenku wodoru (0,1mM i
ImM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT). Oznaczenia
wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z
wykorzystaniem 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKki
przedstawiono jako $rednie + btad standardowy stosunku warto$ci uzyskanych dla pomiaru

fluorescencji przy dhugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w
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przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2’,7°-dioctanu dichlorofluoresceiny),

uzyskanych dla 6 dotkow z komoérkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtdrzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komérkach MCF-7 Poziom RFT w komérkach MCF-7
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Ryc. 7 1 8 Poziom RFT w komodrkach MCF-7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny
(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaly, i1z komorki
nowotworowe MCF-7 stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielaja RFT w sposob dawko-
zalezny. Uzyskane rezultaty potwierdzaja prawidtowy stan fizjologiczno-metaboliczny
komorek ze wzgledu na fakt, iz tylko zywe komorki sg w stanie produkowa¢ RFT pod wptywem

zewngtrznego bodzca indukujacego stres oksydacyjny.

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w mysich makrofagach RAW 264.7

Na ponizszych wykresach (Ryc. 9 i 10) przedstawiono poziom RFT w makrofagach RAW
264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w stezeniach 0,ImM 1 ImM w poroéwnaniu do
komorek niczym nie stymulowanych (NT). Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej). Wyniki przedstawiono jako $rednie = btad
standardowy stosunku wartoéci uzyskanych dla pomiaru fluorescencji przy dtugosci fali

wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w przypadku zestawu firmy Sigma-
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Aldrich) oraz dtugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali emisji Aem = 528 nm (w przypadku
wykorzystania 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny), uzyskanych dla 6 dotkéow z komoérkami

dla kazdego z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu.

Poziom RFT w makrofagach RAW Poziom RFT w makrofagach RAW
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Ryc. 91 10 Poziom RFT w makrofagach RAW 264.7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaly, iz makrofagi RAW
264.7 stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielajg bardzo duze ilosci RFT w sposéb dawko-
zalezny, wprost proporcjonalny do uzytego stezenia nadtlenku wodoru. Uzyskane rezultaty
wskazuja, iz cata procedura wykonana z uzyciem komory umozliwita uzyskanie hodowli
makrofagéw - podstawowych komorek ukladu wrodzonego, ktore posiadaty zdolnos¢ do
wytwarzania RFT — jednego z podstawowych mechanizméw obronnych organizmu przed

infekcjami.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z fluorymetrycznym
oznaczaniem wewnatrzkomorkowego poziomu reaktywnych form tlenu jednoznacznie
wykazaly przydatnos$¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w opisywanych testach
immunologicznych w warunkach in vitro. W przypadku wszystkich trzech badanych linii
komorkowych zaobserwowano dawko-zalezny wzrost poziomu RFT w komorkach

stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwdch st¢zenia: 1 mM oraz 0,1 mM w poréwnaniu do

42



komorek niczym nietraktowanych (inkubowanych kontrolnie z PBS). Nadtlenek wodoru jest
powszechnie uzywanym w badaniach induktorem stresu oksydacyjnego, ktory podczas
wykonywania do$wiadczen wykorzystywany jest jako tzw. ,kontrola pozytywna” dla
uzyskiwanych wynikow. Przedstawione rezultaty zostatly potwierdzone dwoma rodzajami
testow: komercyjnym firmy Sigma oraz wykorzystujgcym zwigzek 2°,7°-dioctan
dichlorofluoresceiny. Zgodnie z zasada obu wymienionych testow, tylko komorki zywe
posiadaja zdolnos¢ produkowania RFT pod wplywem zewnetrznego bodzca indukujacego stres
oksydacyjny, jakim jest nadtlenek wodoru. Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzic,
1Z praca z uzyciem testowanej komory umozliwita hodowle badanych linii komorkowych w
warunkach sterylnych, z zachowaniem ich pelnej aktywnos$ci metabolicznej. Potencjalnym
sygnalem $wiadczacym o wystapieniu infekcji bylaby z kolei nadmierna produkcja RFT przez
komorki niczym niestymulowane. Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz praca
z uzyciem testowanej komory umozliwita hodowlg badanych linii komérkowych w warunkach
sterylnych, z zachowaniem ich pelnej aktywno$ci metabolicznej. Potencjalnym sygnatem
swiadczacym o wystapieniu infekcji bytaby nadmierna produkcja RFT przez komoérki niczym

niestymulowane.

4.3. Ocena stezenia mediatorow immunologicznych wydzielanych przez komorki wybranych

linii
W ramach procedury oceniono uzyteczno$¢ komory pod katem wykonywania oznaczen
technika immunoenzymatyczng ELISA stezenia mediator6w immunologicznych: biatka
HMGB1, interleukiny (IL)-8 oraz czynnika martwicy nowotworow-alfa (TNF-a) w
supernatantach uzyskanych po hodowli ludzkich komoérek $rodblonka zyly pepowinowej
HUVEC, mysich makrofagbw RAW 264.7 oraz ludzkich komorek raka piersi MCF-7
stymulowanych lipopolisacharydem (LPS) in vitro w trzech st¢zeniach: 100 ng/ml, 500 ng/ml
11 pg/ml.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% COz i
95% wilgotnos$ci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostat w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywece:

e dla ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200

z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy stezony roztwoOr o niskiej zawartosci
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surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykdéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy st¢zonych antybiotykéw (100 ug/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Stymulacja ludzkich komorek $rodbtonka zyly pepowinowe] HUVEC lipopolisacharydem in

vitro pod komora obejmowala nastepujace etapy:

1.

Po osiagnigciu przez komorki 70-80 % stanu konfluencji, z butelki hodowlanej usunigto
starg pozywke, wykonano proces odrywania komorek od podtoza przy uzyciu 0,025%
roztwor trypsyna/EDTA, ktéry umozliwi oderwanie komoérek od powierzchni butelki (tzw.
proces trypsynizacji), a nastepnie zliczono komorki wystgpujace w uzyskanej zawiesinie.
Komorki wysiano na 24-dotkowa ptytke hodowlang i pre-inkubowano przez 24 godziny.
Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunig¢to, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastgpnie LPS w
stezeniach koficowych: 100 ng/ml/10° komoérek, 500 ng/ml/10%i 1 pg/ml/10° komoérek.
Kazdy wariant doswiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

Ptytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia stezenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Stymulacja ludzkich komorek raka piersi MCF-7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1.

2.

Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komérek i oderwanie komoérek
od podtoza przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyna/EDTA.
Po wykonaniu zliczenia komoérek przy uzyciu komory Biirkera, komérki wysiano na 24-

dolkowa ptytke hodowlang i pre-inkubowano w inkubatorze CO- na 24 godziny.
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3. Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunigto, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10° komérek, 500 ng/ml/10° i 1 pg/ml/10° komorek.
Kazdy wariant do§wiadczalny wykonano w 6 powtdrzeniach.

4. Plytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

5. Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia st¢zenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Stymulacja mysich makrofagdbw RAW 264.7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1. Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komoérek i oderwanie komorek
od podtoza mechanicznie przy uzyciu skrobaka.

2. Zliczenie komorek przy uzyciu komory Biirkera.

3. Wysianie komorek na 24-dolkowa plytke hodowlang i pre-inkubowanie ich w inkubatorze
CO2 na 24 godziny.

4. Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usuni¢to, do studzienek
zawierajacych komoérki dodano §wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach kofcowych: 100 ng/ml/10° komérek, 500 ng/ml/10% i 1 pg/ml/10° komorek.
Kazdy wariant dos§wiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

5. Plytk¢ hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

6. Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia stezenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Immunoenzymatyczne oznaczanie technikq ELISA stezenia biatka HMGB1

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy EIAab® (nr katalogowy E0399h)
w przypadku komorek srodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i ludzkich raka piersi MCF-7
oraz zestawu EIAab® (nr katalogowy E0399m) w przypadku mysich makrofagow RAW 264.7.
Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcjg producenta
dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 11, 12 i 13) przedstawiono wyniki analizy st¢zenia biatka
HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC, MCF-7 oraz RAW
264.7 lipopolisacharydem w trzech stezeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24
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godziny. Wyniki przedstawiono jako srednie + blad standardowy w porownaniu do komoérek
kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwodch powtodrzeniach dla
kazdego z szesciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).

Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryec. 11 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem

Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 12 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek MCF-7

lipopolisacharydem
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Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagéw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryc. 13 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagow RAW
264.7 lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru stezenia HMGB-1 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC, MCF-7 i RAW 264.7 lipopolisacharydem
jednoznacznie wskazuja, iz badane komoérki pod wptywem LPS wydzielaja biatko HMGB-1.
Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi i1 wskazuja, iz testowana komora
umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komérkowych, a same komorki znajduja si¢
w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje HMGB-1 pod wplywem
czynnika stymulujgcego.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikg ELISA stezenia IL-8

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
D8000C). Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcja
producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 14 i 15) przedstawiono wyniki analizy IL-8 w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem w trzech stezeniach
(100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad
standardowy w poroéwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla
oznaczenia w dwdch powtorzeniach dla kazdego z sze$ciu niezaleznych powtdérzen danego

eksperymentu (w stosunku do kazdego stezenia LPS).
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Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 14 Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem

Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryec. 15 Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek MCF-7

lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru st¢zenia IL-8 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komoérek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem jednoznacznie
wskazuja, iz badane komorki pod wpltywem uzytego stymulatora pochodzenia bakteryjnego
wydzielaja IL-8. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi i wskazuja, iz testowana

komora umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komorkowych, a same komorki
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znajduja si¢ w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje IL-8 pod wptywem

LPS.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikq ELISA stezenia TNF-o.

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
DTAO00C) w przypadku komérek srodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i ludzkich raka piersi
MCF-7 oraz zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy MTAQOB) w przypadku mysich
makrofagow RAW 264.7. Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z
instrukcja producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 16, 17 i 18) przedstawiono wyniki analizy st¢zenia TNF-o w
supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7
lipopolisacharydem w trzech st¢zeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny.
Wyniki przedstawiono jako $rednie + blad standardowy w poroéwnaniu do komorek
kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwoch powtodrzeniach dla

kazdego z szesciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).
Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagédw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryec. 16 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagéw RAW
264.7 lipopolisacharydem
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Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 17 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem
Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 18 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek MCF-7

lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru poziomu TNF-o metoda ELISA w supernatantach uzyskanych
po stymulacji komoérek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7 jednoznacznie wskazuja, iz wraz ze
wzrostem uzytego do stymulacji stezenia LPS, komorki produkuja wigksze ilosci badanej
cytokiny. Na wykresach mozna réwniez zaobserwowac, iz poziom TNF-a uwolnionego do
medium hodowlanego przez komorki nowotworowe MCF-7 jest znacznie nizszy w poréwnaniu

do komoérek RAW 264.7 i srodbtonka naczyn HUVEC. Uzyskane wyniki sa catkowicie zgodne
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z danymi literaturowymi, ktore potwierdzajg dawko-zalezng produkcje TNF-a przez te badane
linie komorkowe stymulowane LPS. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, iz komodrki hodowane
i stymulowane pod badang komora znajdowaly si¢ w prawidlowym stanie fizjologicznym, a

same hodowle komoérkowe nie byly zainfekowane.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z oznaczaniem stezenia
mediatoréw immunologicznych (biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a) produkowanych przez trzy
badane linie komoérkowe (ludzkie komorki §rédblonka HUVEC, mysie makrofagi RAW 264.7
i ludzkie komorki raka piersi MCF-7) stymulowane lipopolisacharydem bakteryjnym
jednoznacznie wykazaly na przydatnos¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania do
tego rodzaju testow immunologicznych. Wszystkie uzyskane wyniki badan sg zgodne z danymi
literaturowymi, ktore wskazujg, iz komoérki uktadu odpornosciowego (HUVEC i RAW 264.7),
jak i nowotworowe (MCF-7) pod wplywem czynnika pirogennego (LPS) sg zdolne do
produkcji mediatorow immunologicznych, takich jak: IL-8, HMGB-1 czy TNF-a.

Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzié, iz praca z uzyciem testowanej komory
umozliwita hodowle badanych linii komoérkowych w warunkach sterylnych, z zachowaniem
ich pelnej aktywnosci metabolicznej 1 fizjologicznej. Potencjalnym sygnatem $wiadczacym o
zaburzeniach w funkcjonowaniu komorek, bytby utrata przez nie zdolnosci do wydzielania
mediatoréw immunologicznych pod wptywem LPS. Nadmierna produkcja badanych cytokin
przez komorki kontrolne, niczym niestymulowane (NT) $wiadczytaby z kolei o wystgpieniu

infekcji w prowadzonych hodowlach komérkowych.
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Podsumowanie:

e Testowana komora wyposazona zostala w system filtrow, ktore skutecznie
zatrzymuja drobnoustroje krazace w powietrzu.

e Lampa UV, w ktora wyposazona byla testowana komora skutecznie eliminowala
drobnoustroje na calej powierzchni blatu roboczego.

e Komora wlasciwie zabezpieczala odczynniki i badany material podczas zakladania
i prowadzenia hodowli ludzkich i zwierzecych linii komérkowych.

e Przeprowadzone badania wykazaly przydatnos¢ komory do prowadzenia testow

immunologicznych in vitro.

e Sugerowane jest lepsze dopasowanie blatu roboczego do rozmiarow komory (tak,
aby przy demontazu i montazu nie ocieral on o boczne $ciany) lub wyposazenie
urzadzenia w dzielony blat roboczy.

e Komora ustawiona na stelazu z koélkami jest niestabilna. Sugerowane jest
wprowadzenie zmian konstrukcyjnych poprawiajacych stabilnos¢ takiego
rozwigzania.

e Sugerowane jest usunigcie portéw USB z wnetrza komory lub odpowiednie
zabezpieczenie ich zaslepkami.

e Sugerowana jest zmiana funkcjonalnosci wyswietlacza wewnatrz komory.
Preferowana jest wymiana na ekran dotykowy wyswietlajacy zawartos¢
zewnetrznych nosnikéw wpinanych w port USB (zapisang np. w plikach pdf).
Przy czym port USB winien by¢ zlokalizowany na zewnatrz komory w latwo
dost¢pnym miejscu.

e Port VGA umiejscowiony jest w miejscu bardzo trudno dostepnym. Aby podlaczyé
nowoczesny laptop (z portem HDMI) do urzadzenia konieczny jest odpowiedni
adapter. Sugerujemy dodanie portu HDMI.

e Sugerowane jest wykonanie uszczelek w szybach bocznych komory z innego
materialu, bardziej odpornego na dekontaminacje.

e Sugerowane jest wykonanie obudowy chroniacej filtr sufitowy z materialu
umozliwiajacego dezynfekcje.

e Sugerowane jest wprowadzenie niewielkich poprawek w panelu dotykowym
sterujacym pracg komory tak, aby ulatwi¢ jego obsluge osobom o grubszych

palcach.
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Raport zbiorczy =z testowania Kkomory laminarnej o szerokosci 150 cm
w ramach realizacji zamoéwienia publicznego: ,,Przeprowadzenie prac badawczych i
rozwojowych w celu wytworzenia innowacyjnej komory do badan mikrobiologicznych w
ramach dziatania 1.1. Projekty B+R przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozw¢j 2014-2020 wspodtinansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego” na zasadach zawartych w umowie z Narodowym Centrum Badan i Rozwoju z
dnia 19 kwietnia 2016 roku zgodnie z zapisami Umowy zawartej w dniu 13.11.2017 w Toruniu,
pomiedzy ALCHEM GRUPA Sp. z o. o. reprezentowang przez Prezesa Zarzadu Pana
Bogustawa Hajdasza a Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu reprezentowanym przez
Rektora Pana prof. dr hab. Andrzeja Tretyna.

Badania wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
Pod kierownictwem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka.

Zesp6t realizujacy badania:

dr hab. Sylwia Wrotek dr Tomasz Jedrzejewski dr Jakub Piotrowski

prof. dr hab. Wiestaw Kozak



1. Ocena konstrukcji komory, jakosci uzytych materialéw, ergonomii pracy oraz latwosci
przeprowadzania dekontaminacji podczas prowadzenia hodowli wybranych linii

komérkowych oraz w trakcie wykonywania testéw immunologicznych in vitro

1.1. Ocena konstrukcji komory laminarnej oraz ergonomii pracy pod komora

Ocena stabilnosci komory

Komora laminarna dostarczona do testowania cechowala si¢ bardzo wysokg stabilnos$cig. Nie
doswiadczono, aby tak podczas procedur dekontaminacji, jak 1 samego uzytkowania
konstrukcja chwiata si¢. Ma to duze znaczenie dla uzytkownikow, ktorzy chca pod komorg

umieszczac sprzet, ktory wymaga stabilnego podtoza.

Ocena tatwosci montazu poszczegolnych elementow i zakresu regulacji potozenia blatu
roboczego

Testowana komora wyposazona byla w jednolity (niedzielony) blat roboczy. Cho¢ dobor
konstrukcji blatu zalezy od preferencji eksperymentatora i jego przeznaczenia, to kazde
rozwigzanie niesie za soba korzysci i wady. Blat jednolity zabezpiecza przed sptywaniem
cieczy, jest tatwiejszy w codziennym utrzymaniu czystosci pracy, a odpowiednio
wypoziomowany jest stabilniejszy. Wada takiego rozwigzania jest natomiast duza waga i
nieporgczno$¢. Aby wyjac blat spod komory w celu doktadnej dekontaminacji potrzebne sa co
najmniej dwie osoby i duza przestrzen w laboratorium, aby swobodnie nim manewrowac.

Blat roboczy w testowanej komorze laminarnej byt rowniez niespasowany do rozmiarow
otworu w panelu przednim, przez co przy wyjmowaniu rysowal krawedzie boczne (jak na
zdjeciu ponizej, Fot. 1). Nalezy przy tym pamigtaé, ze zawsze wszelkie zarysowania

powierzchni stanowig potencjalne siedlisko do rozwoju bakterii.



Fot. 1 Zarysowane elementy obudowy przez blat roboczy

Dostarczona do testow komora nie posiadata mozliwos$ci regulacji wysokosci potozenia blatu
roboczego. Wysokos¢ potozenia blatu roboczego jest odpowiednia, jednak wyzsze osoby moga
mie¢ problem podczas dtugotrwatego korzystania z urzadzenia. Uwazamy, iz wyposazenie
komory w statyw umozliwiajacy regulacje wysokosci potozenia blatu roboczego w znacznym

stopniu przyczyni si¢ do poprawienia ergonomii pracy z urzgdzeniem.

Ocena rozmiaru i wykonania blatu roboczego

Duza powierzchnia blatu roboczego w stosunku do rozmiaréw komory pozwala na komfortowa
prace. Dostepnos¢ do wszystkich materiatléw standardowo umieszczanych pod komorg podczas
pracy do$wiadczalnej jest bardzo dobra. Blat roboczy zostal wykonany bardzo solidnie, nie

ugina si¢ podczas pracy.

Ocena ilosci i umiejscowienia gniazd zasilajgcych, ich zabezpieczenie, poloZenie oraz
szczelnosé zabezpieczenia otworu stuzgcego do doprowadzenia gazu do palnika
Gniazda zasilajagce w dostarczonej komorze zostaty zaprojektowane w wystarczajacej ilosci.

Wszystkie trzy gniazda umieszczono jednak obok siebie przy lewej krawedzi komory (jak na



zdjeciu ponizej, Fot. 2). Wymusza to konieczno$¢ prowadzenia kabli do sprzetow, ktore
uzytkowane sg w prawej cz¢sci komory. Sugerujemy, aby jedno gniazdo przenies¢ blizej prawej

strony komory.

Fot. 2 Umiejscowienie gniazd zasilajacych

Same gniazda zostaly bardzo dobrze zabezpieczone przed ewentualnym zachlapaniem.
Zastosowane za$lepki bardzo dobrze izoluja réwniez wewnetrzng czes¢ gniazd od wnetrza
komory.

Testowana komora nie zawierala otworu stuzgcego do doprowadzenia gazu do palnika.
Wyposazona zostala w dwa krany doprowadzajace gaz. Wyposazono je rowniez w

odpowiednie zaslepki zabezpieczajace (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 3).



Fot. 3 Kran doprowadzajacy gaz zabezpieczony odpowiednia zaslepka (po prawej)

Ocena funkcjonalnosci panelu sterujgcego pracq komory

Dostarczona do testéw komora wyposazona zostala w dotykowy panel sterujacy stanowigcy
jednoczesnie wyswietlacz monitorujacy parametry pracy jak rowniez w tradycyjny sterownik.
Prace z panelami sterujagcymi oceniamy bardzo wysoko i nie napotkaliSmy na problemy
podczas pracy. Panel dotykowy jest bardzo responsywny nawet, gdy uzytkownik ma zatozone
rekawiczki. Czytelno$¢ wyswietlacza jest rowniez bardzo dobra, pod réznymi katami widzenia.
Obstuga panelu jest prosta i intuicyjna, zapoznanie si¢ z nig zajmuje kilka minut. Wskazniki
monitorowania przeptywu powietrza jak rowniez czujniki temperatury dziatajg
bezproblemowo. Sugerujemy jednak, aby zmieni¢ nieco interface wyswietlacza, tak by
wspomniane wyzej wskazniki zajmowaty mniej miejsca lub byly ukryte w menu (dla przyktadu
z mozliwo$cig ich ukrycia lub przywrdcenia na wyswietlacz). To sprawi, ze elementy zwigzane
ze sterowaniem pracg komory beda mogly by¢ wigksze. Przesuwanie ikon sterowania praca
komory w menu sprawiato bowiem mate problemy osobom o grubszych palcach, ktore zamiast
trafi¢ w symbol strzatki uruchamiatly przypadkowo opcje z menu. Sugerujemy rowniez dodanie
monitorowania stanu zuzycia filtréw powietrza. Umozliwi to uzytkownikowi odpowiednio
wcezesniej zaopatrzenie si¢ w zestaw filtrow do wymiany, aby zachowaé ciaglo$¢ pracy

badawczej.



Ocena zabezpieczenia przestrzeni wewnetrznej komory po catkowitym zamknigciu

Po zamknigciu otworu roboczego szyba bardzo szczelnie przylega do uszczelki catkowicie
izolujac wnetrze komory od otoczenia. Zastosowane rozwigzanie konstrukcyjnie oceniamy
bardzo wysoko. Nawet po pozostawieniu komory zamknigtej na kilka dni nie

zaobserwowalismy, aby wewnatrz gromadzily si¢ drobiny kurzu.

Ocena skutecznosci dziatania blokad potozenia panelu przedniego
Panel przedni komory prawidtowo blokuje si¢ na odpowiedniej wysokosci zgodnie z opcja

wybrang w menu. Nie napotkali$my na problemy podczas uzytkowania komory.

Ocena gtosnosci komory i jakosci oswietlenia

Zastosowane w komorze o$wietlenie bardzo dobrze i rOwnomiernie o$wietla catg powierzchnig
komory jednoczes$nie nie mg¢czac oczu eksperymentatora.

Komora w trybie pracy jest stosunkowo cicha, w porownaniu tak do komory testowej o
szerokosci 180cm jak i konkurencyjnych urzadzen. Pozwala to na komfortowe komunikowanie
si¢ dwoch osob, ktore jednoczesnie pod nig pracuja i nie przeszkadza w prowadzeniu

niezaleznych eksperymentéw w pomieszczeniu laboratoryjnym.

Ocena dziatania alarmow zaburzenia laminarnego przeptywu powietrza, braku zasilania i
niewtasciwego polozenia panelu przedniego i przerwania procedury naswietlania lampg UV
Testowana komora w prawidlowy sposob informuje o problemach z przeptywem powietrza

(jak na zdjeciu ponizej, Fot. 4).

Fot. 4 Monit alarmujacy o zaburzeniu przepltywu powietrza



Wyswietla rowniez informacje alarmowe, je$li proces naswietlania lampg UV zostanie
zaklocony. Sygnat dzwigkowy jest donosny, stycha¢ go nawet z sgsiedniego pomieszczenia, co
pozwala szybko zareagowaé na problem. Podobnie, wy$wietlana jest réwniez informacja
alarmowa, jesli pojawit si¢ problem z zasilaniem. Natomiast komora nie wydaje dzwigku
alarmujacego o braku zasilania. Sugerujemy, aby wyposazy¢ komorg w taki system, pozwala
on bowiem szybko zareagowaé eksperymentatorowi.

System automatycznego sterowania praca komory, ktory oceniamy bardzo wysoko niesie za
sobg jednak problem. W przypadku braku zasilania nie ma mozliwosci mechanicznego
zamkni¢cia komory i zabezpieczenia jej wnetrza przed utratg sterylnosci.

Przy wlaczonym oswietleniu nie wida¢ migajacej na czerwono diody alarmowej. Sugerujemy,
aby wprowadzi¢ zmiany w oprogramowaniu sterujagcym o$wietleniem tak, aby $§wiatto diody

alarmowej bylo bardziej zauwazalne dla eksperymentatora.

1.2. Ocena wytrzymato$ci materiatléw na $rodki chemiczne stosowane do dezynfekcji oraz na

zarysowania. Ocena latwosci przeprowadzenia dekontaminacji komory.

Ocena wytrzymatosci materiatow, z ktorych wykonano komore na dekontaminacje
Przez caly okres prowadzonych testow elementy komory byly poddawane dziataniu srodkow
stosowanych do dezynfekcji chemicznej:

e 70% alkoholu etylowego,

e preparatu Neodisher,

e preparatu Puresept,

e preparatu Meliseptol,

e ltagodnego mleczka do czyszczenia.
Wymienione $rodki chemiczne nanoszone byly bezposrednio na czyszczone powierzchnie,
rozprowadzane za pomocg r¢cznikow papierowych 1 wycierane do sucha.
Zastosowane S$rodki chemiczne nie pozostawily trwatych §ladow na powierzchni elementéw
komory. Natomiast czarne uszczelki doszczelniajace boczne szyby komory, pozostawiaty
czarne pozostalosci na papierze (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 5), nawet po wielokrotnym

czyszczeniu.



Fot. 5 Slady na papierze po czyszczeniu uszczelki w $cianie bocznej

Ocena tatwosci demontazu elementow blatu roboczego

Testowana komora laminarna wyposazona zostala w jednolity blat roboczy. Z tego wzgledu
element ten jest cigzki 1 wymaga co najmniej dwdch oséb do demontazu i montazu. W
testowanym egzemplarzu nie zostal on réwniez spasowany z otworem przednim komory, przez
co przy wyjmowaniu i wkladaniu przyciera boczne $cianki otworu przedniego, co w
konsekwencji prowadzi do zarysowania obu elementow.

Sam blat, ze wzgledu na znaczne rozmiary jest dos¢ trudny w czyszczeniu, tym bardziej, iz
laboratoria nie s3 wyposazane w bardzo duze zlewy. Nie zawiera on jednak trudno dostepnych
miejsc, a otwory 1 krawedzie sg prawidtowo wykonane chronigc przed skaleczeniem.
Sugerujemy rowniez nawiercenie dodatkowych otworéw w blacie roboczym utatwiajacych
wyjmowanie i wktadanie go do komory. Przyktadowy otwor (zamieszczony na Fot. 6), w ktéry
wyposazona jest komora Thermo Sci MSC Advantage uzytkowana w Zakladzie Immunologii

UMK przedstawiono na zdjeciu ponizej:



Fot. 6 Element blatu roboczego z otworem ulatwiajacy wyjmowanie 1 wkladanie w komorze

Thermo Sci MSC Advantage

Ocena tatwosci przeprowadzenia procesu dezynfekcji chemicznej komory

Konstrukcja komory zostala dobrze przemyslana, w zwigzku z powyzszym ilo$¢ trudno
dostepnych miejsc jest ograniczona a czyszczenie komory nie sprawia problemoéw. Znacznie
lepiej niz w przypadku testowanego modelu o dlugosci 180cm zaprojektowano przestrzen

migdzy blatem roboczym a panelem przednim (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 7).

BIioTECTUM A

Fot. 7 Szczelina miedzy blatem komory a obudowa



Jest ona tatwiejsza w czyszczeniu, cho¢ podobnie, i CO Wigcej, w przeciwienstwie do modeli o
dlugosci 180cm 1 120cm, nie umieszczono w niej czujnika potozenia panelu przedniego,
co ulatwia proces dekontaminacji. Gniazda elektryczne sg dobrze zabezpieczone, a ich
doktadne wyczyszczenie nie sprawia trudnosci.

Poniewaz testowany model ulegt uszkodzeniu w czasie transportu i1 ze wzgledow
bezpieczenstwa konieczne byto zespolenie elementéw obudowy (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 8)
niemozliwe bylo otwarcie gérnego panelu chronigcego szybe przednia w celu doktadnego

wyczyszczenia.

Fot. 8 Zespolone elementy obudowy komory

Ocena wytrzymatosci blatu roboczego na zarysowania

Material, z ktorego wykonano blat roboczy cechowat przecigtng odpornoscig na zarysowania,
przez co w trakcie pracy powstalo ich wiele (jak na zdjgciu ponizej, Fot. 9). Badania
prowadzone w Zaktadzie Immunologii wykazuja, iz takie zarysowania stanowig nisze
sprzyjajace rozwojowi drobnoustrojow. Utrudniajg rowniez utrzymanie komory w czystosci.
Znacznie wyzej oceniamy wykonanie blatu w komorze o dtugosci 180cm. Sugerujemy zatem
zmiang materiatu, z ktérego wykonany jest blat roboczy lub pokrycie go odpowiednia warstwa

zabezpieczajacay.
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Fot. 9 Zarysowania na blacie roboczym

Dodatkowe uwagi
W przeciwienstwie do wczesniej testowanych modeli, komore wyposazono w odpowiednia

ostong filtru sufitowego (jak na zdjeciu ponizej, Fot. 10).

Fot. 10 Ostona filtru sufitowego
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2. Analiza skuteczno$ci dzialania filtrow powietrza i lampy ultrafioletowej w trakcie
prowadzenia hodowli linii komérkowych i wykonywania testéw immunologicznych in
vitro

2.1. Ocena skutecznos$ci dzialania filtréw powietrza

Ocena skuteczno$ci dziatania komory obejmowata sprawdzenie laminarnego przeptywu
powietrza po umieszczeniu w niej materiatow (pudetka z koncéwkami, pipety automatyczne,
wytrzasarka laboratoryjna, pipetor, pojemnik na odpady), ktére standardowo uzywane sg w
trakcie hodowli komorkowych in vitro i testow immunologicznych.
Wykonano rowniez analize skutecznosci dziatania filtrow wzgledem drobnoustrojow
krazacych w powietrzu atmosferycznym w nastepujacych wariantach czasowych: przed
rozpoczeciem pracy pod komorg oraz po uptywie 15 minut, 60 minut, 3 1 5 godzin od chwili
wlgczenia nawiewu sterylnego powietrza. Do oceny czystosci mikrobiologicznej powietrza
wykorzystane zostaty nastgpujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,

e HYGICULT Y+F — do oznaczania ple$ni i drozdzy,

e CompactDry TC — do oznaczania og6lnej liczby bakterii,

e CompactDry YM — do 0znaczania ple$ni i drozdzy

e plytki odciskowe (kontaktowe) BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogélnej liczby

drobnoustrojow;

e plytki odciskowe Sabouraud - do oznaczania drozdzy 1 plesni.

Odniesieniem do wynikow pomiarow byto analogiczne badanie czystosci mikrobiologicznej
powietrza w laboratorium, w ktorym znajdowata si¢ komora. Proby pobrano z powierzchni
blatow laboratoryjnych. Uzyskane wyniki zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 1), gdzie ,,-,,
oznacza negatywny wynik testu; ,,+” niewielka infekcje; ,,++ silng infekcje; ,,+++ bardzo
silng infekcje.

Tab. 1 Zestawienie wynikow analizy skutecznos$ci dziatania filtrow wzgledem drobnoustrojow

krazacych w powietrzu

Nazwa testu Wariant czasowy Testowane miejsce Wynik testu
Biocount Sabouard Przed sterylizacjg | Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Przed sterylizacja | Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory rog -
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Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komora)
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komorg)
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory rog
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza +++
komorg)
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza +++
komorg)
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
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Compact Dry YM Po 30 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komora)
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza -
komorg)
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komora)
Biocount PCA Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
Hygicult TPC Kontrola Blat laboratoryjny (poza ++
komorg)
CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory rog -
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CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory $rodek

CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory rog

CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory $rodek

CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory rog

CompactDry TC Kontrola Blat laboratoryjny (poza
komora)

CompactDry TC Kontrola Blat laboratoryjny (poza
komorg)

Obserwacja: analiza mikrobiologiczna przeprowadzona za pomocg testow Biocount
Sabouard i PCA; Hygicult TPC i YF; CompactDry TC i YM nie wykazata obecno$ci

mikroorganizméw na blacie komory.

Wykonano rowniez oceng skutecznosci dziatania filtrow powietrza z wykorzystaniem podioza

LB (bogatego w substancje odzywcze: peptydy, aminokwasy witaminy rozpuszczalne w

wodzie oraz weglowodany), ktére stanowi wysoce podatng na infekcje pozywke do hodowli

bakterii. Sterylng pozywke LB rozlano pod komora do szalek Petriego tak, aby tworzyta ona na

dnie kilkumilimetrowa warstwe. Pozywke rozlewano po 15 minutach, 60 minutach, 3 i 5

godzinach od wlaczenia nawiewu sterylnego powietrza. Szalki z otwartym wieczkiem

pozostawiono pod komorg na 10 minut (tak zwany test otwartej ptytki). Ocene czystosci

mikrobiologicznej wykonano z uzyciem testow HY GICULT TPC i1 CompactDry TC. Wyniki

badania zestawiono w tabeli ponizej (Tab. 2), gdzie ,,-,, oznacza brak infekcji, ,,+” oznacza

stwierdzong infekcje:

Tab. 2 Wyniki oceny skuteczno$ci dziatania filtrow powietrza z wykorzystaniem podtoza LB

Lokalizacja szalki

Wariant czasowy Wynik

Srodek blatu komory

15°

60’

3h

5h

Lewy brzeg blatu komory 15’

60’

3h

5h

Prawy brzeg blatu komory 15°
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60’ -

5h -

Kontrola (poza komorg) 15’ -
60’ -
3h -
5h -

Obserwacja: Za pomocg testu otwartej ptytki nie wykryto skazenia mikrobiologicznego w
komorze w zadnym z wariantéw czasowych. Réwniez poglebiona analiza pozywki LB, za

pomoca testow Hygicult TPC i CompactDry TC nie wykazata skazenia.

Whioski:

Badana komora w prawidtowy sposob generowata laminarny przeptyw powietrza, ktorego nie
zaburzato ustawienie na jej blacie materiatow i drobnego sprzetu laboratoryjnego.

System monitorowania przeptywu powietrza prawidlowo diagnozowat problemy z przeptywem
(po zastonigciu otworow w blacie roboczym) 1 wydawal glosny sygnatl alarmowy.

Nie stwierdzono obecnosci mikroorganizmow na blacie roboczym komory, nawet po dlugim

czasie pracy urzadzenia, co potwierdza skutecznos$¢ dziatania filtrow powietrza.

2.2.  Ocena skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowego dziatania lampy UV

Ocenie podlegalo umiejscowienie lampy UV pod komorg warunkujace ekspozycje na
promieniowanie catej powierzchni blatu roboczego. Ze wzgledéw bezpieczenstwa i higieny
pracy oceniono rowniez zabezpieczenie przed wigczeniem lampy, jesli panel przedni komory
nie jest zamknigty lub czy uniemozliwia on podniesienie panelu w trakcie naswietlania.
Oceniono mozliwo$¢ zaprogramowania czasu pracy lampy UV oraz zaprogramowania
wlaczenia lampy UV z opo6znieniem czasowym umozliwiajace opuszczenie pomieszczenia
badawczego przez eksperymentatora. Ocenie podlegata rowniez poprawno$¢ automatycznego
wytaczania na§wietlania po zakonczeniu ekspozycji oraz wskazania licznika czasu pracy lampy
uv.

Ocena skutecznosci dziatania bakteriobojczej lampy UV wykonana zostata metoda kontaktowa
z uzyciem ptytek odciskowych. Czystos¢ mikrobiologiczna miejsc trudno dostgpnych, taczenia

elementow 1 zakrzywionych powietrzni zostala oceniona metoda wymazowa z uzyciem
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zwilzonego jalowego wacika. Material do badan pobrany zostat przed i po naswietlaniu lampg
UV, stosujac standardowy czas ekspozycji 30 minut. Oceniona zostala czystosé
mikrobiologiczna blatu roboczego oraz zewngtrznych powierzchni materialdéw znajdujacych
si¢ pod komorg (pudetka na koncowki, pipety automatyczne, statyw na probowki), na ktore
bezposrednio oddziatywaty promienie UV. Do oceny skutecznosci bakteriobojczej lampy UV
wykorzystano nastepujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogolnej liczby drobnoustrojow,

e CompactDry TC — do oznaczania ogodlnej liczby bakterii

e plytki odciskowe (kontaktowe) typu BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogodlnej liczby

drobnoustrojow.

Wyniki testoéw zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 3), gdzie ,,-,, oznacza brak infekcji; ,,+”
oznacza stwierdzong infekcje.

Tab. 3 Wyniki oceny skuteczno$ci dziatania bakteriobdjczej lampy UV wykonanej metoda

kontaktowa
Nazwa testu Testowane miejsce Wynik przed Wynik po
sterylizacja sterylizacji
Biocount PCA Blat komory - -
Biocount PCA Pipety pod komora - -
Biocount PCA Pudetko z koncowkami pod - -
komorg
Hygicult TPC Blat komory - -
Hygicult TPC Gorny lewy rog komory (od - -
wewnatrz)
Hygicult TPC Filtr sufitowy - -
Hygicult TPC Tylna $cianka ze stali - -
kwasoodpornej
Hygicult TPC Gumowa uszczelka wokot - -
szyb
CompactDry TC Szpary migdzy ptytami blatu - -
ze stali kwasoodpornej
CompactDry TC Gumowa uszczelka wokot - -
szyb
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CompactDry TC Powierzchnia wokét gniazd - -

pradu

CompactDry TC Powierzchnia wokot i w - -

kranach

Obserwacja: Lampa UV, w ktdrg wyposazona zostala testowana komora skutecznie niszczyta
drobnoustroje na testowanych powierzchniach, zaréwno na blacie, materiatach umieszczonych
pod komora.

Skuteczno$¢ dziatania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV oceniono réwniez wzgledem
posiewu kultur bakterii Escherichia coli wysianych na podtozu statym (agar) na szalce Petriego.
Szalki z posiewem bakteryjnym umieszczono w wybranych miejscach na blacie roboczym (w
centralnym punkcie oraz w naroznikach), po czym poddane zostaty dziataniu lampy UV przez
30 minut. Po zakonczeniu ekspozycji szlaki zostaty przeniesione do inkubatora ustawionego na
37°C na 24 godziny. Szalki kontrolne natychmiast po wysianiu umieszczono w inkubatorze w
temp. 37°C. Wyniki testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 4), gdzie ,,-,, oznacza brak
kolonii; ,,+” oznacza jedng kolonig; ,,++ oznacza kilka kolonii; ,,+++”’ 0znacza nieograniczony
wzrost bakterii.

Tab. 4 Ocena dziatania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV wzgledem posiewu kultur

bakterii Escherichia coli

Lokalizacja szalki z E. coli Wynik

Blat komory $rodek, przod -

Blat komory S$rodek, tyt -

Blat komory lewa strona -

Blat komory prawa strona -

Kontrola +++
Kontrola +++
Kontrola +++

Przyktadowy wynik testu przedstawia ponizsze zdjgcie:
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Fot. 4 Kontrolna szalka z posiewem E. coli (po prawej) nie poddana dziataniu
promieniowania UV (widoczne liczne kolonie bakteryjne). Po lewej posiew E. coli po
zakonczeniu 30 minutowego programu sterylizacji UV. Szalka ustawiona byta w prawym

brzegu blatu roboczego (brak kolonii bakteryjnych)

Whioski:

Lampa ultrafioletowa, w ktéra wyposazona zostala komora skutecznie naswietlala calg
powierzchni¢ blatu roboczego. Nie stwierdzono infekcji tak na samym blacie roboczym, jak 1
na powierzchni materiatdéw uzywanych pod komorg oraz w trudno dostepnych miejscach.
Poziom zabezpieczen komory jest rowniez bardzo dobry. Mozliwe jest zaprogramowanie czasu
naswietlania, jak roéwniez opoznienia czasowego wlaczenia ekspozycji. Pozwala to na
opuszczenie pomieszczenia przez eksperymentatora, na co bardzo duza uwage zwraca
inspekcja BHP. Niemozliwe jest rowniez uruchomienie procedury naswietlania bez
opuszczenia przedniego panelu komory, jak rowniez podniesienie go w trakcie dziatania lampy
UV. Szczelnie przylegajacy przedni panel komory skutecznie zabezpiecza przed dziataniem
promieni UV.

Po zakonczeniu naswietlania proces jest prawidtowo konczony i odpowiednia informacja
wyswietlana jest na panelu sterujagcym. Podobna informacja wy$wietlana jest, gdy urzadzenie

jest ponowne uruchamiane.
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Przeprowadzona procedura sterylizacji lampg UV skutecznie eliminowata posiew bakterii E.
coli w szalkach rozstawionych w roznych czesciach blatu roboczego.

Materiat wyscielajacy gorna czes¢ komory, ktory prawdopodobnie pelni funkcje filtracyjne nie
pozwala na skuteczne czyszczenie i sterylizacje. Cho¢ w przeciwienstwie do testowanej
komory o dtugosci 180 cm, nie stwierdzono w tym miejscu infekcji, sugerujemy zmiany
konstrukcyjne majace na celu wyeliminowanie tego problemu, dla przykladu, zastosowanie

odpowiedniej maskownicy ze stali kwasoodporne;j.

3. Ocena przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i
zwierzecych linii komorkowych

3.1. Badanie czysto$ci mikrobiologicznej pozywek oraz odczynnikéw wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komodrkowych

przygotowywanych pod komora laminarna

W opisywanych badaniach wykorzystano nastepujace pozywki hodowlane oraz odczynniki:
e pozywke RPMI 1640,
e pozywke DMEM,
e pozywke Medium 200,
e plodowa surowice bydleca (FBS),
e buforowang fosforanami sol fizjologiczng (PBS),

e medium do separacji limfocytow (LSM).

Wszystkie powyzsze pozywki 1 odczynniki s3 powszechnie wykorzystywane w praktyce
laboratoryjnej do prowadzenia hodowli komorkowych in vitro, co wiecej sa bardzo wrazliwe
na zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Stad tez praca z ich uzyciem musi odbywaé si¢ pod
prawidtowo dziatajacg komora laminarna.
Wszystkie pozywki 1 odczynniki uzyte w badaniu stanowily sterylne, komercyjne roztwory
dostarczone w butelkach zabezpieczonych plastikowa plomba. Po otwarciu butelek pod komorg
laminarng badane roztwory inkubowane byty w otwartych naczyniach hodowlanych:

e plytkach 96-dotkowych (w objetosci 200uL),

e plytkach 24-dotkowych (w objetosci 1 mL),

e plytkach 12-dotkowych (w objetosci 2 mL),

e Dbutelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? (w objetosci 200uL).
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Sa to naczynia hodowlane najczeséciej uzywane w laboratorium do prowadzenia hodowli

komorkowych in vitro, jak rowniez w do$wiadczeniach z ich wykorzystaniem.
W butelkach hodowlanych nie inkubowano ptodowej surowicy bydlgcej i medium do separacji
limfocytow, poniewaz w praktyce laboratoryjnej nie ma przyktadow takiego ich uzycia.
W przebiegu badan odczynniki 1 pozywki w r6znych naczyniach inkubowane byly przez 15
minut, 30 minut lub godzing. Czasy inkubacji dobrano tak, aby odpowiadaty standardowym
procedurom wykonywanym pod komorg laminarng w trakcie prowadzonych badan.
Po zakonczeniu inkubacji wszystkie roztwory zostaty zebrane do sterylnych probowek typu
falcon i inkubowane byty w cieplarce przez 48 h w temperaturze 35°C w celu zapewnienia
warunkéw do wzrostu mikroorganizmom, ktére mogtyby zainfekowac badane roztwory.
Nastgpnie wykonana zostata specjalistyczna analiza czystosci mikrobiologicznej kazdego
badanego roztworu, w kazdym uzytym naczyniu hodowlanym i po kazdym z wymienionych
czasOw inkubacji pod komora. Uzyto w niej komercyjnych testow:

e Hygicult TPC (do oceny ogdlnej liczby drobnoustrojow),

e CompactDry TC (do oznaczania og6lnej liczby bakterii),

e Hygicult Y+F (do oceny zakazenia plesniami lub drozdzami),

e CompactDry YM (do oznaczania ple$ni i drozdzy).

Wyniki przeprowadzonych testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 5).
Tab. 5 Wyniki analizy czysto$ci mikrobiologicznej pozywek inkubowanych w réznych typach
naczyh hodowlanych pod komora

Stosowany Naczynie Czas Wynik testu | Wynik  testu | Wynik testu | Wynik  testu

roztwor hodowlane inkubacji | Hyagicult CompactDry Hyagicult CompactDry
TPC TC Y+F YM

Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa

Pozywka Ptytka 96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa

Pozywka Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa

Pozywka Plytka 24- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa

Pozywka Plytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

RPMI 1640 dotkowa
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Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 dotkowa
Pozywka Butelka 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 hodowlana
Pozywka Butelka 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 hodowlana
Pozywka Butelka 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
RPMI 1640 hodowlana
Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka  96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM dotkowa
Pozywka Butelka 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM hodowlana
Pozywka Butelka 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM hodowlana
Pozywka Butelka 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
DMEM hodowlana
Pozywka Pltytka  96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
Medium200 | dotkowa
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Pozywka Pltytka  96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Pltytka 12- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny

Medium200 | hodowlana

PBS Ptytka 96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka  96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka  12- | 15 minut negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa
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PBS Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

PBS Butelka 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowlana

PBS Butelka 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowlana

PBS Butelka 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowlana

FBS Pltytka  96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Pltytka  96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 96- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka  96- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 96- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka  24- | 15 minut negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 24- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 24- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa
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LSM Ptytka 12- | 15 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 12- | 30 minut | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 12- | 1 godzina | negatywny negatywny negatywny negatywny
dotkowa

Przykladowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiaja ponizsze zdj¢cia:

Fot. 5 Plodowa surowica bydlgca (FBS)
inkubowana pod komorg przez godzing na
plytce  12-dotkowej  (brak
bakteryjnej)

infekcji

Fot. 6 Plodowa surowica bydleca (FBS)
inkubowana pod komorg przez godzing na
ptytce  12-dotkowej  (brak

bakteryjnej)

infekcji
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Fot. 7 Plodowa surowica bydlgca (FBS)
inkubowana pod komorg przez godzing na
ptytce 12-dotkowej (brak infekcji grzybiczej

lub drozdzowe;)

Fot. 8 Plodowa surowica bydleca (FBS)
inkubowana pod komorg przez godzing na
ptytce 12-dotkowej (brak infekcji grzybiczej

lub drozdzowe;j)

Fot. 9 Pozywka RPMI 1640 inkubowana
poza komorg przez godzing na ptytce 12-
dotkowej (znaczna infekcja bakteryjna)

Fot. 10 Plodowa surowica bydleca FBS
inkubowana poza komora przez godzing na
ptytce  12-dotkowej
bakteryjne)

(widoczne liczne
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami testowanych pozywek hodowlanych i
odczynnikow inkubowanych pod komorg laminarng w naczyniach hodowlanych. Poréwnanie
tych wynikow z dodatkowymi badaniami kontrolnymi prowadzonymi w niesterylnych
warunkach, poza komorg, ktore wykazaty infekcje dowodzi, iz system filtrow, w jakie komora
zostala wyposazona skutecznie chroni powietrze przed mikroorganizmami.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do
przygotowywania i korzystania z pozywek oraz odczynnikow standardowo wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komoérkowych.

3.2. Ocena przvdatno$ci komory podczas zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i

zwierzecych linii komorkowych

W ramach oceny przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i
zwierzecych linii  komoérkowych, wykonano procedury zwigzane z zakladaniem i
prowadzeniem hodowli linii ludzkich:

e komorki $rodblonka zyly pepowinowej (HUVEC; nr katalogowy CO0035C),
pochodzacych z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych — ATCC (z ang.
American Type Culture Collection),

e komorki MCF-7 (Lot. 13K023), pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli
Komorkowych (z ang. European Collection of Cell Cultures).

1 zwierzecych:

e mysie fibroblasty L929 (NCTC Kklon 929; numer CCL-1) pochodzacych z
Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowych — ATCC (z ang. American Type
Culture Collection).

e mysie makrofagi RAW 264.7 (nr katalogowy TIB-71) pochodzacych z Amerykanskiej
Kolekcji Hodowli Komoérkowych — ATCC (z ang. American Type Culture Collection).

Wszystkie hodowle zaktadane i pasazowane byly pod testowang komorg laminarna.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2 i
95% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.

Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez

producenta pozywece:
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Fibroblasty L929 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i czerwienig
fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej
(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy st¢zonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS 1 1 ml roztworu antybiotykow.

Ludzkie komorki §rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC — w pozywce Medium 200 z
czerwienig fenolowa, zawierajgcej 50 razy stezony roztwdr o niskiej zawartosci
surowicy (LSGS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny
(100 pg/ml) i penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej
pozywki zmieszano 97 ml Medium 200, 2 ml LSGS i 1 ml roztworu antybiotykow.
Komoérki MCF-7 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i czerwienig
fenolowsa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej
(FBS), mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml)
1 penicyliny (100 U/ml) oraz 1% roztwér endogennych aminokwaséw (NAA). W celu
przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 88 ml pozywki RPMI 1640,
10 ml FBS, 1 ml roztworu antybiotykdéw oraz 1 ml NAA.

Mysie makrofagi RAW 264.7 — w pozywce DMEM z 2mM L-glutamina, NaHCO3 i
czerwienig fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy
bydlecej 1 mieszaning antybiotykéw 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki DMEM, 10 ml FBS 1 1 ml roztworu antybiotykow.

Czysto$¢ mikrobiologiczng pozywek oceniono przed zatozeniem hodowli komérkowej (w celu

wyeliminowania ryzyka, iz komorki podczas zaktadania hodowli beda przenoszone do

zainfekowanej pozywki) oraz po wykonaniu jednego pasazu komorek, po uptywie 2-3 dni od

momentu zatozenia hodowli komorkowej (w zalezno$ci od momentu osiggniecia przez

hodowle stanu konfluencji wynoszacego 70-80%).

Do oceny czystosci mikrobiologicznej wykorzystano testy:

HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,
CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,
HYGICULT Y+F - do oznaczania plesni i drozdzy,

CompactDry YM — do oznaczania plesni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 6).
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Tab. 6 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej pozywek przed zatozeniem hodowli

komorkowej 1 po wykonaniu pasazu

Linia komorkowa Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu

doswiadczalny Hygicult TPC | CompactDry | Hygicult Y+F | CompactDry
TC YM

Fibroblasty L929 Przed zalozeniem | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowli

Fibroblasty L929 Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny

Komoérki HUVEC Przed zalozeniem | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowli

Komérki HUVEC Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny

Komorki MCF-7 Przed zatozeniem | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowli

Komorki MCF-7 Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny

Makrofagi RAW | Przed zatozeniem | negatywny negatywny negatywny negatywny

264.7 hodowli

Makrofagi RAW | Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny

264.7
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiaja ponizsze zdjecia:

Fot. 11 Wyjsciowa zawiesina komorek
HUVEC przygotowana pod komorg (brak

infekcji bakteryjnej)

Fot. 12 Wyjsciowa zawiesina komorek
HUVEC przygotowana pod komorg (brak

infekcji bakteryjnej)

Fot. 13 Wyjsciowa zawiesina komorek

HUVEC przygotowana pod komorg (brak

infekcji grzybiczej lub drozdzowej)

Fot. 14 Wyjsciowa zawiesina komorek
HUVEC przygotowana pod komorg (brak

infekcji grzybiczej lub drozdzowe;j)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek hodowlanych uzywanych do
prowadzenia hodowli komérkowych, ktore przygotowywane byly pod testowang komora.
Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek w trakcie prowadzenia
hodowli in vitro, po wykonaniu jednego pasazu komorek.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do

zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzgcych linii komoérkowych.

3.3. Izolacja i hodowla in vitro pierwotnych zwierzecych linii komorkowych

Oceniona zostata czystos¢ mikrobiologiczna hodowli in vitro komorek mononuklearnych krwi
obwodowej — PBMC (z ang. peripheral blood mononuclear cells) izolowanych pod testowang
komorg laminarng.

Zrodtem komoérek byta krew obwodowa szczura rasy WISTAR, zdrowego samca wazacego
250 g pochodzacego z jednostki uprawnionej do prowadzenia hodowli zwierzat
doswiadczalnych (zarejestrowanej przez MNiSW). Krew pobrano na sterylny roztwor
antykoagulantu (wersenian tripatasowy, KsEDTA). Procedur¢ wykonano w sterylnym
pomieszczeniu chirurgicznym z wykorzystaniem sterylnych i jednorazowych materialow
chirurgicznych. Pozostale etapy izolacji frakcji mononuklearnej (PBMC) z krwi pelnej
przeprowadzono pod testowang komorg laminarng. Sktadaty si¢ na nie:

1. Nawarstwienie krwi rozcienczonej w stosunku 1:1 sterylnym buforem PBS na roztwor
generujacy gradient gestosci — medium do separacji limfocytow (LSM) w sterylnej
probowce wirowkowej typu Falcon.

2. Wirowanie w gradiencie ggstosci LSM (400 x g przez 30 minut).

3. Zebranie frakcji komorek PBMC, ktora tworzy dobrze widoczny pier§cien na granicy
osocza i medium do separacji limfocytow.

4. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci medium do separacji limfocytow.

5. Hemoliza erytrocytow w 0,85% sterylnym roztworze chlorku amonu.

6. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci chlorku amonu.

Wyizolowane komérki PBMC hodowano nastgpnie w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-
glutaming, NaHCO3 1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% plodowej surowicy bydlecej
(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 89 ml

pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS i 1 ml roztworu st¢zonych antybiotykow.
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Hodowle prowadzono na ptytkach 24-dotkowych (1 milion komoérek na mililitr pozywki) w
temperaturze 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO2 1 95% wilgotnosci w inkubatorze.
W celu wyeliminowania ryzyka infekcji podczas hodowli, przed uzyciem inkubator
wysterylizowano w temperaturze 186°C.
Po uptywie 24 i 48 godzin zawarto$¢ dotkoOw zostala zebrana w celu wykonania analizy
czystosci mikrobiologicznej. Analizie poddana zostata rowniez wyjsciowa zawiesina komorek
stanowigca baz¢ do zatozenia hodowli pierwotne;.
Do oceny czystos$ci mikrobiologicznej wykorzystano testy:

e HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania og6lnej liczby drobnoustrojow,

e CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,

e HYGICULT Y+F — do oznaczania plesni i drozdzy,

e CompactDry YM — do oznaczania plesni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 7).

Tab. 7 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej wyj$ciowej zawiesiny komorek PBMC oraz

hodowli po uptywie 24 i 48 h od zatozenia hodowli

Linia komorkowa Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu
doswiadczalny Hygicult TPC | CompactDry | Hygicult Y+F | CompactDry
TC YM
PBMC Przed zalozeniem | negatywny negatywny negatywny negatywny
hodowli
PBMC Po uplywie 24 h negatywny negatywny negatywny negatywny
PBMC Po uplywie 48 h negatywny negatywny negatywny negatywny
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiono na zdjeciach ponize;j.

Fot. 15 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej

pod komorg (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 16 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej

pod komorg (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 17 Wyjsciowa zawiesina komorek

PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej

pod komorg (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 18 Wyjsciowa zawiesina komorek

PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej

pod komorg (brak infekcji bakteryjnej)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami wyjsciowej zawiesiny komorek PBMC
stanowigcej baz¢ do zatozenia hodowli pierwotne;.

Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywki po uptywie 24 h 1 48 h od
zatozenia hodowli.

Wyniki przeprowadzonych testow $wiadcza o uzytecznosci testowanej komory laminarnej do

prowadzenia izolacji i hodowli in vitro pierwotnych linii komoérkowych.
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4. Ocena przydatnosci komory do prowadzenia testow immunologicznych in vitro

4.1. Oznaczenie przezywalno$ci 1 wskaznika proliferacji wybranych linii komorkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w wykonywaniu oznaczen aktywnosci
metabolicznej (po 24 godzinach) oraz stopnia proliferacji (po 48 1 72 godzinach) komoérek
nalezacych do czterech komercyjnych linii komoérkowych: ludzkich komorek §rédblonka zyty
pepowinowej HUVEC, mysich fibroblastow L1929, mysich makrofagéw RAW 264.7
(wszystkie trzy linie pochodzg z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowych — ATCC; z
ang. American Type Culture Collection) oraz ludzkich komorek raka piersi MCF-7
pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych ( z ang. European Collection
of Cell Cultures). Ocena przezywalnosci i wskaznika proliferacji komorek zostata wykonana z
uzyciem testu MTT. Zasada testu MTT oparta jest na zdolnosci enzymu - dehydrogenazy
mitochondrialnej aktywnej w zywych komorkach do przeksztatcania soli tetrazolowej (bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do niebieskiego formazanu, ktorego
intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie. Warto$¢ zmierzonej
absorbancji jest wprost proporcjonalna do ilo$ci zywych, aktywnych metabolicznie komorek
znajdujacych si¢ w dotkach ptytki hodowlane;.

Wszystkie hodowle zaktadane i pasazowane byly pod testowang komorg laminarna.

Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.

Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byla w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:

e dla mysich fibroblastow L929 - pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i
czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowang termicznie ptodowa surowice
bydleca (z ang. fetal bovine serum; FBS) oraz mieszaning 100 razy stezonych
antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawartosci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy

stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
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e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich fibroblastow L929

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji mysich
fibroblastow 1.929 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Oceng wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dlugosci fali 570 nm oraz diugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki (na Ryc. 1) przedstawiono jako Srednie wartosci absorbancji dla
6 dotkéw, uzyskane dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu £ btad standardowy,
ktére charakteryzowaly si¢ wysoka powtarzalnoscig w obrebie kazdego z trzech wykonanych

powtorzen opisywanego eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastéw L929
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Ryc. 1 Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastow 1.929

Obserwacja:

Jak mozna zaobserwowa¢ na powyzszej rycinie wraz ze wydluzeniem czasu inkubacji,
odnotowano znaczacy wzrost liczby zywych komorek, swiadczacy o wysokim stopniu ich
proliferacji. Uzyskany wynik jest zgodny z powszechng wiedza dotyczacg zdolnosci mysich
fibroblastow 1929 do spontanicznej proliferacji, bez konieczno$ci stosowania zwigzkéw o

charakterze mitogendéw, ktorych celem jest pobudzenie tego procesu. Na podstawie
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przedstawionych rezultatbw mozna roéwniez wnioskowaé, iz podczas zakladania hodowli
komorkowej, jak i przeprowadzania samej procedury MTT z wykorzystaniem komory, nie
doszto do zainfekowania komorek patogenami. Potencjalnym sygnatem $§wiadczacym o
wystapieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek wartosci zmierzonej absorbancji ze
wzgledu na fakt, iz zainfekowane linie komodrkowe charakteryzuja si¢ obnizong

przezywalnoscia oraz spadkiem tempa proliferacji.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnos$ci i1 stopnia proliferacji komorek
HUVEC (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Ocene wykonano za pomocg testu
MTT (odczyt absorbancji przy dtugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 2) przedstawiono jako $rednie wartosci absorbancji dla 6 dotkéw, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + blad standardowy, ktére charakteryzowaty

si¢ wysoka powtarzalno$cig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtdrzen opisywanego

eksperymentu.
Wyniki testu MTT dla hodowli komérek HUVEC
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Ryc. 2 Wyniki testu MTT dla hodowli komorek HUVEC
Obserwacja:

Uzyskane wyniki wykazaly, iz wraz z wydluZzeniem czasu inkubacji nastapit wzrost liczby
aktywnych metabolicznie komoérek znajdujacych si¢ w dotkach w obrebie 96-dolkowej ptytki

hodowlanej. Komoérki HUVEC stanowig linie komorkowa, ktora nie wymaga uzycia czynnika
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(mitogenu) indukujacego proces ich proliferacji. Na podstawie zmierzonych warto$ci
absorbancji mozna stwierdzi¢, iz uzyte podczas procedury komorki znajdowaly si¢ w
prawidlowym stanie fizjologicznym i ich procesy metaboliczne nie byty zakldcone, co w

znaczacy sposob wyklucza wystgpienie infekcji podczas przeprowadzania calej procedury.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek raka piersi MCF-7

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji komoérek
MCEF-7 (wysianych w ilosci 10 tysigcy komorek/dotek). Ocene wykonano za pomocg testu
MTT (odczyt absorbancji przy dlugosci fali 570 nm oraz dtugosci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 3) przedstawiono jako $rednie warto$ci absorbancji dla 6 dotkow, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + biad standardowy, ktoére charakteryzowaty
si¢ wysoka powtarzalnoscig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtorzen opisywanego

eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli komdrek MCF-7
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Ryc. 3 Wyniki testu MTT dla hodowli komoérek MCF-7

Obserwacja:

Wyniki uzyskane na podstawie testu MTT jednoznacznie wskazuja, ze wraz z wydluzeniem
czasu hodowli, zwigksza si¢ liczba aktywnych metabolicznie komérek MCF-7, 0 czym
Swiadczg wyzsze warto$ci pomiaru absorbancji. Komorki MCF-7 jako klasyczna linia komorek
nowotworowych charakteryzuje si¢ wysokim tempem proliferacji. Na powyzszej rycinie
mozna takze zaobserwowac stosunkowo niewielka roznice pomigdzy wartosciami absorbancji

zmierzonymi dla komoérek inkubowanych przez 48 godzin w poréwnaniu do 72-godzinnego
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czasu hodowli. Wynika to z faktu, iz ze wzglgedu na intensywny proces proliferacji komorek
nowotworowych po uptywie 48 godzin uzyskiwany jest niemal 100% stan konfluencji, ktory
ogranicza dalsze podzialy komodrkowe. Jest to jak najbardziej pozadane zjawisko podczas
prowadzenia hodowli komorkowych. Zostato ono potwierdzone przy uzyciu mikroskopu z
odwrocong optyka 1 wskazuje jednoznacznie na prawidlowy stan fizjologiczny 1 aktywnos$¢

metaboliczng hodowanych komorek.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich makrofagow RAW 264.7

Ponizszy wykres (Ryc. 4) przedstawia wyniki oceny przezywalno$ci i stopnia proliferacji
komoérek RAW 264.7 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Ocene wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dlugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci absorbancji dla 6 dotkéw,
uzyskane dla trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu + btad standardowy, ktore
charakteryzowaty si¢ wysoka powtarzalno$cia w obrgbie kazdego z trzech wykonanych

powtorzen opisywanego eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagéw RAW 264.7
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Ryc. 4 Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagow RAW 264.7

Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru absorbancji wykonane po zakonczeniu testu MTT
jednoznacznie wskazujg na duzg aktywno$¢ metaboliczng mysich makrofagow RAW 264.7, o
czym $wiadczy wzrost wartosci absorbancji wraz z wydtuzeniem czasu hodowli komorek.

Badana linia komorkowa charakteryzuje si¢ bardzo duzym wskaznikiem tempa proliferacji, CO
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potwierdzajg uzyskane wysokie wartosci absorbancji rzedu przekraczajgce warto$¢ 2 jednostek.
Zaobserwowano takze stosunkowo niewielkg réznice pomigdzy warto$ciami absorbancji
zmierzonymi dla komorek inkubowanych przez 48 godzin w stosunku do 72-godzinnego czasu
hodowli. Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z odwrdocong optyka, zauwazono, iz po uptywie
48 godzin hodowli niemal cala powierzchnia dotka na plytce hodowlanej byla porosnicta
zywymi komoérkami o charakterystycznym wydtuzonym ksztatcie. W zwiazku z uzyskaniem
przez komorki niemal 100% stanu konfluencji, zostala ograniczona wolna przestrzen dla ich
dalszych podziatow, co ttumaczy niewielkie roznice w warto$ciach absorbancji pomig¢dzy 48-
I 72-godzinnym czasem inkubacji. Tak jak juz wspomniano powyzej, jest to zjawisko korzystne
w kontek$cie prowadzenia hodowli aktywnych metabolicznie komodrek przeznaczonych do

testow immunologicznych in vitro.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur dotyczacych oznaczania
przezywalnosci i wskaznika proliferacji czterech komercyjnie dostepnych linii komérkowych
jednoznacznie wskazuja na przydatnos$¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w
omowionych testach immunologicznych in vitro (tescie MTT). W przypadku wszystkich
wykonanych analiz zaobserwowano, iz wraz z wydhuzeniem czasu hodowli nastgpowat wzrost
liczby aktywnych metabolicznie komoérek, co potwierdzaty wyniki pomiaréw absorbancji. Jest
to jak najbardziej pozadane zjawisko, ktore swiadczy o prawidlowym stanie fizjologicznym,
jak 1 o duzej aktywnos$ci metabolicznej komorek.

Na podstawie przedstawionych rezultatbw mozna rowniez wnioskowaé, iz podczas
prowadzenia hodowli komoérkowych, jak 1 wykonywania testow MTT z wykorzystaniem
komory nie doszto do zainfekowania badanych linii komorkowych. Potencjalnym sygnatem
Swiadczacym o wystgpieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek wartosci zmierzone;j

absorbancji.

4.2. Ocena produkcji reaktywnych form tlenu przez komorki nalezace do wybranych linii

komoérkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w prowadzeniu fluorymetrycznych
oznaczen poziomu wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (RFT), ktore to pomiary
sg jednym z podstawowych wskaznikow stanu fizjologicznego komorek. Badania te
przeprowadzono z uzyciem trzech komercyjnych linii komoérkowych: ludzkich komorek raka

piersi MCF-7, ludzkich komorek $rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i mysich makrofagow
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RAW 264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwoch stezeniach: 1 mM oraz 0,1 mM.
Ilo§¢ wolnych rodnikow w komorkach zmierzono z uzyciem gotowego zestawu
fluorymetrycznego firmy Sigma-Aldrich (nr katalogowy MAK 143 Sigma) oraz 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (2°,7’DCF-DA). W obu przypadkach intensywno$¢ fluorescencji byta
proporcjonalna do ilosci powstajacych RFT.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostat w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:
e dla ludzkich komorek srddbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawarto$ci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy st¢zonych antybiotykdéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach srodblonka zyly
pepowinowej HUVEC

Na ponizszych wykresach (Ryc. 5 1 6) przedstawiono poziom reaktywnych form tlenu w
komoérkach HUVEC (25000 na dotek) stymulowanych dwoma st¢zeniami nadtlenku wodoru
(0,ImM 1 1mM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT).
Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz
z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKki
przedstawiono jako S$rednie + btad standardowy stosunku warto$ci uzyskanych dla pomiaru
fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w
przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny),
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uzyskanych dla 6 dotkow z komorkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtoérzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komérkach HUVEC Poziom RFT w komérkach HUVEC
55 50
I 5 1
45 40 I
£ I E 35
§ % 30
g - I % 25 g
g £ 20
g 1s x 15
i 10
5 5
0
-5 NT 0,1mMH202 1mM H202 NT 0,1 mM H202 1 mM H202

Ryc. 51 6 Poziom RFT w komoérkach HUVEC oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny
(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaly, iz komorki
HUVEC stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielaja RFT w sposdb dawko-zalezny. Wraz
ze wzrostem stezenia nadtlenku wodoru, komorki generuja wieksza pule RFT. Uzyskane
rezultaty potwierdzajg prawidlowy stan fizjologiczno-metaboliczny komorek ze wzgledu na
fakt, iz tylko zywe komorki s3 w stanie produkowa¢ RFT pod wplywem zewngtrznego bodzca

indukujacego stres oksydacyjny, jakim jest nadtlenek wodoru.

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach raka piersi MCF-1

Na ponizszych wykresach (Ryc. 7 1 8) przedstawiono poziom RFT w komorkach
nowotworowych MCF-7 stymulowanych dwoma stezeniami nadtlenku wodoru (0,1mM i
ImM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT). Oznaczenia
wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z
wykorzystaniem 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKki
przedstawiono jako Srednie + btad standardowy stosunku warto$ci uzyskanych dla pomiaru
fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w

przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
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emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny),

uzyskanych dla 6 dotkow z komoérkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtorzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komérkach MCF-7 Poziom RFT w komdrkach MCF-7
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Ryc. 7 1 8 Poziom RFT w komodrkach MCF-7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny
(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaty, iz komorki
nowotworowe MCF-7 stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielaja RFT w sposob dawko-
zalezny. Uzyskane rezultaty potwierdzajg prawidlowy stan fizjologiczno-metaboliczny
komorek ze wzgledu na fakt, iz tylko zywe komorki sg w stanie produkowa¢ RFT pod wptywem

zewnetrznego bodzca indukujacego stres oksydacyjny.

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w mysich makrofagach RAW 264.7

Na ponizszych wykresach (Ryc. 9 i 10) przedstawiono poziom RFT w makrofagach RAW
264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w stezeniach 0,1mM i 1mM w poréwnaniu do
komorek niczym nie stymulowanych (NT). Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich  (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej). Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad
standardowy stosunku wartosci uzyskanych dla pomiaru fluorescencji przy dtugosci fali
wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w przypadku zestawu firmy Sigma-

Aldrich) oraz dtugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali emisji Aem = 528 nm (w przypadku
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wykorzystania 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny), uzyskanych dla 6 dotkow z komoérkami

dla kazdego z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu.

Poziom RFT w makrofagach RAW Poziom RFT w makrofagach RAW
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Ryc. 91 10 Poziom RFT w makrofagach RAW 264.7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wykazaly, iz makrofagi RAW
264.7 stymulowane nadtlenkiem wodoru wydzielaja bardzo duze ilosci RFT w sposdb dawko-
zalezny, wprost proporcjonalny do uzytego stezenia nadtlenku wodoru. Uzyskane rezultaty
wskazuja, 1z cata procedura wykonana z uzyciem komory umozliwita uzyskanie hodowli
makrofagéw - podstawowych komorek ukladu wrodzonego, ktore posiadaty zdolno$¢ do
wytwarzania RFT — jednego z podstawowych mechanizmow obronnych organizmu przed

infekcjami.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z fluorymetrycznym
oznaczaniem wewnatrzkomorkowego poziomu reaktywnych form tlenu jednoznacznie
wykazaty przydatnos¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w opisywanych testach
immunologicznych w warunkach in vitro. W przypadku wszystkich trzech badanych linii
komorkowych zaobserwowano dawko-zalezny wzrost poziomu RFT w komorkach
stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwdch stezenia: 1 mM oraz 0,1 mM w poréwnaniu do

komorek niczym nietraktowanych (inkubowanych kontrolnie z PBS). Nadtlenek wodoru jest
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powszechnie uzywanym w badaniach induktorem stresu oksydacyjnego, ktéry podczas
wykonywania doswiadczen wykorzystywany jest jako, tzw. ,kontrola pozytywna” dla
uzyskiwanych wynikow. Przedstawione rezultaty zostaly potwierdzone dwoma rodzajami
testow: komercyjnym firmy Sigma oraz wykorzystujgcym zwigzek 2°,7’-dioctan
dichlorofluoresceiny. Zgodnie z zasada obu wymienionych testow, tylko komorki zywe
posiadaja zdolnos¢ produkowania RFT pod wplywem zewnetrznego bodzca indukujacego stres
oksydacyjny, jakim jest nadtlenek wodoru. Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzié,
1Z praca z uzyciem testowanej komory umozliwita hodowle badanych linii komorkowych w
warunkach sterylnych, z zachowaniem ich pelnej aktywno$ci metabolicznej. Potencjalnym
sygnalem $wiadczacym o wystapieniu infekcji bylaby z kolei nadmierna produkcja RFT przez

komorki niczym niestymulowane.

4.3. Ocena stezenia mediatorow immunologicznych wydzielanych przez komorki wybranych

linii
W ramach procedury oceniono uzyteczno$¢ komory pod katem wykonywania oznaczen
technika immunoenzymatyczna ELISA stgezenia mediatorow immunologicznych: biatka
HMGB1, interleukiny (IL)-8 oraz czynnika martwicy nowotworow-alfa (TNF-a) w
supernatantach uzyskanych po hodowli ludzkich komorek s$rodbtonka zyly pepowinowej
HUVEC, mysich makrofagbw RAW 264.7 oraz ludzkich komoérek raka piersi MCF-7
stymulowanych lipopolisacharydem (LPS) in vitro w trzech st¢zeniach: 100 ng/ml, 500 ng/ml
11 pg/ml.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2 i
95% wilgotnos$ci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:
e dla ludzkich komorek $rodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajagca 50 razy stezony roztwoOr o niskiej zawartosci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy

stezonych antybiotykéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
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e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Stymulacija ludzkich komorek $rodbtonka zyly pepowinowej HUVEC lipopolisacharydem in

vitro pod komora obejmowala nastepujace etapy:

1. Po osiagnigciu przez komorki 70-80 % stanu konfluencji, z butelki hodowlanej usunigto

starg pozywke, wykonano proces odrywania komoérek od podloza przy uzyciu 0,025%
roztwor trypsyna/EDTA, ktéry umozliwi oderwanie komorek od powierzchni butelki (tzw.
proces trypsynizacji), a nastepnie zliczono komoérki wystepujace w uzyskanej zawiesinie.
Komorki wysiano na 24-dotkowa ptytke hodowlang i pre-inkubowano przez 24 godziny.
Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunigto, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastgpnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10® komérek, 500 ng/ml/10®i 1 pug/ml/10® komorek.
Kazdy wariant doswiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

Ptytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probdéwek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia st¢zenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Stymulacja ludzkich komorek raka piersi MCF-7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1.

Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komérek i oderwanie komoérek
od podtoza przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyna/EDTA.

Po wykonaniu zliczenia komorek przy uzyciu komory Biirkera, komérki wysiano na 24-
dolkowa ptytke hodowlang i pre-inkubowano w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunig¢to, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10® komérek, 500 ng/ml/10®i 1 pug/ml/10® komoérek.
Kazdy wariant do§wiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

Ptytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.
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5. Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia stezenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Stymulacja mysich makrofagdbw RAW 264.7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1. Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komorek 1 oderwanie komorek
od podtoza mechanicznie przy uzyciu skrobaka.

2. Zliczenie komorek przy uzyciu komory Biirkera.

3. Wysianie komorek na 24-dolkowa plytk¢ hodowlang i pre-inkubowanie ich w inkubatorze
CO2 na 24 godziny.

4. Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usuni¢to, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastgpnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10° komérek, 500 ng/ml/10% i 1 pg/ml/10° komorek.
Kazdy wariant doswiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

5. Plytk¢ hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

6. Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia st¢zenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Immunoenzymatyczne oznaczanie technikg ELISA stezenia biatka HM GBI

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy EIAab® (nr katalogowy E0399h)
w przypadku komorek srodbtonka zyty pepowinowe; HUVEC 1 ludzkich raka piersi MCF-7
oraz zestawu EIAab® (nr katalogowy E0399m) w przypadku mysich makrofagoéw RAW 264.7.
Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcja producenta
dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 11, 12 i 13) przedstawiono wyniki analizy stgzenia biatka
HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komoérek HUVEC, MCF-7 oraz RAW
264.7 lipopolisacharydem w trzech st¢zeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24
godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad standardowy w porownaniu do komoérek
kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwoch powtodrzeniach dla
kazdego z szesciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).

47



Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komorek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 11 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek HUVEC

lipopolisacharydem

Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 12 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek MCF-7

lipopolisacharydem
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Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagéw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryc. 13 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagow RAW
264.7 lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru st¢zenia HMGB-1 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC, MCF-7 i RAW 264.7 lipopolisacharydem
jednoznacznie wskazuja, iz badane komoérki pod wptywem LPS wydzielaja biatko HMGB-1.
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi i wskazuja, iz testowana komora
umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komérkowych, a same komorki znajduja si¢
w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje HMGB-1 pod wplywem
czynnika stymulujgcego.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikg ELISA stezenia IL-8

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
D8000C). Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcjg
producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 14 i 15) przedstawiono wyniki analizy IL-8 w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komoérek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem w trzech st¢zeniach
(100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad
standardowy w poroéwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla
oznaczenia w dwodch powtorzeniach dla kazdego z sze$ciu niezaleznych powtdrzen danego

eksperymentu (w stosunku do kazdego stezenia LPS).
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Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 14 Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem
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Ryc. 15 Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek MCF-7

lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru st¢zenia IL-8 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komoérek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem jednoznacznie
wskazuja, iz badane komorki pod wpltywem uzytego stymulatora pochodzenia bakteryjnego
wydzielaja IL-8. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi i wskazuja, iz testowana

komora umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komoérkowych, a same komorki
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znajduja si¢ w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje IL-8 pod wptywem

LPS.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikq ELISA stezenia TNF-o.

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
DTAO00C) w przypadku komérek srodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i ludzkich raka piersi
MCF-7 oraz zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy MTAQOB) w przypadku mysich
makrofagow RAW 264.7. Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z
instrukcja producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 16, 17 i 18) przedstawiono wyniki analizy st¢zenia TNF-o w
supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7
lipopolisacharydem w trzech st¢zeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny.
Wyniki przedstawiono jako $rednie + blad standardowy w poréwnaniu do komorek
kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwoch powtodrzeniach dla

kazdego z szesciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).
Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagédw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryc. 16 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagéw RAW
264.7 lipopolisacharydem
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Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 17 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem
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Ryc. 18 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek MCF-7

lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru poziomu TNF-o metoda ELISA w supernatantach uzyskanych
po stymulacji komoérek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7 jednoznacznie wskazuja, iz wraz ze
wzrostem uzytego do stymulacji stezenia LPS, komorki produkuja wigksze ilosci badanej
cytokiny. Na wykresach mozna réwniez zaobserwowac, iz poziom TNF-a uwolnionego do
medium hodowlanego przez komorki nowotworowe MCF-7 jest znacznie nizszy w poréwnaniu

do komoérek RAW 264.7 i srodbtonka naczyn HUVEC. Uzyskane wyniki sa catkowicie zgodne
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z danymi literaturowymi, ktore potwierdzajg dawko-zalezng produkcje TNF-a przez te badane
linie komorkowe stymulowane LPS. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, iz komodrki hodowane
i stymulowane pod badang komora znajdowaly si¢ w prawidlowym stanie fizjologicznym, a

same hodowle komoérkowe nie byly zainfekowane.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z oznaczaniem stezenia
mediatoréw immunologicznych (biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a) produkowanych przez trzy
badane linie komoérkowe (ludzkie komorki §rédblonka HUVEC, mysie makrofagi RAW 264.7
i ludzkie komorki raka piersi MCF-7) stymulowane lipopolisacharydem bakteryjnym
jednoznacznie wykazaly na przydatnos¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania do
tego rodzaju testow immunologicznych. Wszystkie uzyskane wyniki badan sg zgodne z danymi
literaturowymi, ktore wskazujg, iz komoérki uktadu odpornosciowego (HUVEC i RAW 264.7),
jak i nowotworowe (MCF-7) pod wplywem czynnika pirogennego (LPS) sg zdolne do
produkcji mediatorow immunologicznych, takich jak: IL-8, HMGB-1 czy TNF-a.

Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz praca z uzyciem testowanej komory
umozliwila hodowle badanych linii komoérkowych w warunkach sterylnych, z zachowaniem
ich pelnej aktywnosci metabolicznej 1 fizjologicznej. Potencjalnym sygnatem $wiadczacym o
zaburzeniach w funkcjonowaniu komorek, bylby utrata przez nie zdolnosci do wydzielania
mediatoréw immunologicznych pod wptywem LPS. Nadmierna produkcja badanych cytokin
przez komorki kontrolne, niczym niestymulowane (NT) $wiadczytaby z kolei o wystapieniu

infekcji w prowadzonych hodowlach komérkowych.
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Podsumowanie:

Testowana komora wyposazona zostala w system filtrow, ktore skutecznie
zatrzymuja drobnoustroje krazace w powietrzu.

Lampa UV, w ktora wyposazona byla testowana komora skutecznie eliminowala
drobnoustroje na calej powierzchni blatu roboczego.

Komora wlasciwie zabezpieczala odczynniki i badany material podczas zakladania
i prowadzenia hodowli ludzkich i zwierzecych linii komérkowych.
Przeprowadzone badania wykazaly przydatnos¢ komory do prowadzenia testéw
immunologicznych in vitro.

Zmiany konstrukcyjne wprowadzone do testowanego modelu, w poréwnaniu do
wczesniej testowanych komoér o szerokosci 180 i 120 cm, w znaczacy sposéb
przyczynily si¢ do poprawienia sterylnosci pracy pod komora jak i latwosci

przeprowadzania dekontaminacji.

Sugerujemy przeniesienie jednego gniazda zasilajacego blizej prawej czesci
komory.
Sugerujemy poprawienie dopasowania blatu roboczego do wymiaréw komory lub

zamiang go na blat dzielony.

54



Raport zbiorczy 2z testowania Kkomory laminarnej o szerokosci 180 cm
w ramach realizacji zamoéwienia publicznego: ,,Przeprowadzenie prac badawczych i
rozwojowych w celu wytworzenia innowacyjnej komory do badan mikrobiologicznych w
ramach dziatania 1.1. Projekty B+R przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozw¢j 2014-2020 wspodtinansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego” na zasadach zawartych w umowie z Narodowym Centrum Badan i Rozwoju z
dnia 19 kwietnia 2016 roku zgodnie z zapisami Umowy zawartej w dniu 13.11.2017 w Toruniu,
pomiedzy ALCHEM GRUPA Sp. z o. o. reprezentowang przez Prezesa Zarzadu Pana
Bogustawa Hajdasza a Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu reprezentowanym przez

Rektora Pana prof. dr hab. Andrzeja Tretyna.
Badania wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
Pod kierownictwem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka.

Zespot realizujacy badania:

dr hab. Sylwia Wrotek dr Tomasz Jedrzejewski dr Jakub Piotrowski

prof. dr hab. Wiestaw Kozak



1. Ocena konstrukcji komory, jakosci uzytych materialéw, ergonomii pracy oraz latwosci
przeprowadzania dekontaminacji podczas prowadzenia hodowli wybranych linii

komérkowych oraz w trakcie wykonywania testéw immunologicznych in vitro

1.1. Ocena konstrukcji komory laminarnej oraz ergonomii pracy pod komora

Ocena stabilnosci komory

Komora laminarna dostarczona do testowania cechowata si¢ bardzo wysoka stabilnoscia. Nie
doswiadczono, aby tak podczas procedur dekontaminacji, jak i1 samego uzytkowania
konstrukcja chwiata si¢. Ma to duze znaczenie dla uzytkownikow, ktorzy chca pod komorg

umieszczac sprzet, ktory wymaga stabilnego podtoza.

Ocena tatwosci montazu poszczegolnych elementow i zakresu regulacji potozenia blatu
roboczego

Mimo rozmiaréw testowanej komory (o dlugosci 180 cm) i niewielkich rozmiarow
pomieszczenia, ktore przeznaczono do testow, komore udato si¢ bez probleméw zainstalowac.
Jest to duzy wyroznik tej konstrukcji, pozwala to bowiem na zamontowanie komory w
mniejszych laboratoriach, ktore chcg wydzieli¢ zwykle niewielkie pomieszczenia do pracy w
warunkach sterylnych. Dostarczona do testow komora nie posiadala mozliwosci regulacji
wysoko$ci potozenia blatu roboczego. Dla osoby o $rednim wzroscie, do 180 cm, nie
przysparza to wigkszych probleméw, bowiem domyslna wysoko$¢ polozenia blatu roboczego
jest odpowiednia, jednak wyzsze osoby moga mie¢ problem podczas dtugotrwatego korzystania

z urzadzenia.

Ocena rozmiaru i wykonania blatu roboczego

Bardzo duza powierzchnia blatu roboczego w dostarczonym urzadzeniu pozwala na bardzo
komfortowg prace dwoch eksperymentatoréw jednoczesnie, co sprawia, ze jednoczesnie moga
by¢ prowadzone dwa niezalezne eksperymenty. Dostepnos¢ do wszystkich materiatow
standardowo umieszczanych pod komora podczas pracy doswiadczalnej jest bardzo dobra.

Elementy blatu roboczego zostaly wykonane bardzo solidnie, nie uginaja si¢ podczas pracy.

Ocena ilosci i umiejscowienia gniazd zasilajgcych, ich zabezpieczenie, polozenie oraz
szczelnos¢ zabezpieczenia otworu stuzgcego do doprowadzenia gazu do palnika
Gniazda zasilajace w dostarczonej komorze zostaly zaprojektowane w wystarczajacej ilosci

oraz rozmieszczone w prawidlowy sposob, ktory umozliwia wygodne z nich korzystanie. Same
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gniazda zostaty bardzo dobrze zabezpieczone przed ewentualnym zachlapaniem. Zastosowane
zaslepki bardzo dobrze izoluja rowniez wewnetrzng cze$¢ gniazd od wngtrza komory.
Testowana komora nie zawierata otworu stuzacego do doprowadzenia gazu do palnika.
Wyposazona zostata w dwa krany doprowadzajace gaz. Sugerujemy, aby wraz z kranami
dostarczane byty odpowiednie nasadki, ktore mozna by na nie zatozy¢ w celu zabezpieczenia
otworé6w w kranach, ktorych nie da si¢ odpowiednio zdezynfekowaé. Pozostawienie tych
otworéw bez zabezpieczenia moze stanowi¢ nisz¢ dla rozwoju drobnoustrojow. Sugerujemy
rowniez, aby krany umieszczane byty nieco wyzej, tak by mozliwe byto umieszczenie pod nimi
materiatlow uzywanych podczas pracy z komorg. Sugerujemy roéwniez, aby wyposazenie

komory w krany byto opcjonalne dla kupujacego.

Ocena funkcjonalnosci panelu sterujgcego pracq komory

Dostarczona do testow komora wyposazona zostala w dotykowy panel sterujacy stanowigcy
jednoczesnie wyswietlacz monitorujacy parametry pracy, jak rowniez w tradycyjny sterownik.
Prace z panelami sterujgcymi oceniamy bardzo wysoko i nie napotkaliSmy na problemy
podczas pracy z urzadzeniem. Panel dotykowy jest bardzo responsywny, nawet gdy uzytkownik
ma zalozone rekawiczki. Czytelno$¢ wyswietlacza jest rowniez bardzo dobra, pod réznymi
katami widzenia. Obstuga panelu jest prosta i intuicyjna, zapoznanie si¢ z nig zajmuje kilka
minut. Wskazniki monitorowania przeptywu powietrza jak réwniez czujniki temperatury
dzialaja bezproblemowo. Sugerujemy jednak aby zmieni¢ nieco "interface” wyswietlacza, tak
by wspomniane wyzej wskazniki zajmowaty mniej miejsca lub byty ukryte w menu (dla
przyktadu z mozliwoscig ich ukrycia lub przywrocenia na wyswietlacz). To sprawi, ze elementy
zwigzane ze sterowaniem pracg komory bedg mogty by¢ wigksze. Przesuwanie ikon sterowania
praca komory w menu sprawialo bowiem mate problemy osobom o grubszych palcach, ktére
zamiast trafi¢ w symbol strzatki uruchamiaty przypadkowo opcje z menu. Sugerujemy roéwniez
dodanie monitorowania stanu zuzycia filtrow powietrza. Umozliwi to uzytkownikowi
odpowiednio wczesniej zaopatrzenie si¢ w zestaw filtrow do wymiany, aby zachowac cigglos¢

pracy badawczej.

Ocena zabezpieczenia przestrzeni wewnetrznej komory po catkowitym zamknieciu

Po zamknigciu otworu roboczego szyba bardzo szczelnie przylega do uszczelki catkowicie
izolujac wnetrze komory od otoczenia. Zastosowane rozwigzanie konstrukcyjnie oceniamy
bardzo wysoko. Nawet po pozostawieniu komory zamknigtej na kilka dni nie

zaobserwowalis$my, aby wewnatrz gromadzily si¢ drobiny kurzu.



Ocena skutecznosci dziatania blokad potozenia panelu przedniego
Panel przedni komory prawidtowo blokuje si¢ na odpowiedniej wysokosci zgodnie z opcja

wybrang w menu. Nie napotkali$my na problemy podczas uzytkowania komory.

Ocena glosnosci komory i jakosci oswietlenia

Zastosowane w komorze o$§wietlenie bardzo dobrze i rownomiernie o§wietla cata powierzchnie
komory jednoczes$nie nie megczac oczu eksperymentatora. Komora w trybie pracy jest dos¢
glosna, cho¢ nie jest to ucigzliwe dla osoby pracujgcej, nawet po kilku godzinach, to jednak

utrudnia komunikowanie si¢ dwoch 0sob pracujacych jednoczesnie pod komora.

Ocena dziatania alarmow zaburzenia laminarnego przeptywu powietrza, braku zasilania i
niewtasciwego polozenia panelu przedniego i przerwania procedury naswietlania lampg UV

Testowana komora w prawidtowy sposéb informuje o problemach z przeptywem powietrza.
Wyswietla réwniez informacje alarmowe, je§li proces naswietlania lampa UV zostanie
zaklocony. Podobnie, wyswietlana jest rowniez informacja alarmowa, jesli pojawit si¢ problem
z zasilaniem. Natomiast komora nie wydaje dzwigku alarmujacego o braku zasilania.
Sugerujemy, aby wyposazy¢ komor¢ w taki system, pozwala on bowiem zareagowal
eksperymentatorowi w takim przypadku, jesli dla przykltadu pracuje w sasiednim
pomieszczeniu, a pozostawit odczynniki pod komora.

System automatycznego sterowania praca komory, ktory oceniamy bardzo wysoko niesie za
sobg jednak problem. W przypadku braku zasilania nie ma mozliwosci
mechanicznego/rgcznego zamknigcia komory 1 zabezpieczenia jej wnegtrza przed utratg

sterylnosci.

Dodatkowe uwagi
Sugerujemy, aby zewnetrzne elementy komory (na zdjeciach ponizej, Fot. 1 i 2) bardziej do
siebie przylegaly, co nie stwarzatoby ryzyka zaczepienia o nie i nie pozostawiatoby przestrzeni

trudnych do wyczyszczenia.



Fot. 1 Odstajacy element na obudowie komory

b

Fot. 2 Niespasowane elementy obudowy komory

Panel pod blatem roboczym powinien by¢ wykonany lepiej, cho¢ jak sadzimy jest to
spowodowane faktem, iz testowano egzemplarz prototypowy, ktory nosit znamiona nanoszenia

poprawek konstrukcyjnych.

1.2. Ocena wytrzymalto$ci materiatdow na srodki chemiczne stosowane do dezynfekcji oraz na

zarysowania. Ocena latwosci przeprowadzenia dekontaminacii komory.

Ocena wytrzymatosci materiatow, z ktorych wykonano komorge na dekontaminacje
Przez caty okres prowadzonych testow elementy komory byly poddawane dziataniu srodkéw
stosowanych do dezynfekcji chemicznej:

e 70% alkoholu etylowego,

e preparatu Neodisher,

e preparatu Puresept,

e preparatu Meliseptol,



e lagodnego mleczka do czyszczenia.
Wymienione $rodki chemiczne nanoszone byly bezposrednio na czyszczone powierzchnie,
rozprowadzane za pomocg recznikoOw papierowych i wycierane do sucha.
Zastosowane $rodki chemiczne nie pozostawily trwatych §ladow na powierzchni elementow
komory. Problem stanowily natomiast uszczelki doszczelniajace boczne szyby komory, ktore
pozostawialy czarne pozostalo$ci na papierze, nawet po wielokrotnym przetarciu. Mozna
przypuszczaé, iz tego rodzaju materiat przy dhugotrwalym uzytkowaniu komory moze zaczaé

si¢ zuzywac lub stanowi¢ zrédto zagrozenia mikrobiologicznego.

Ocena tatwosci demontazu elementow blatu roboczego

Elementy blatu roboczego (na zdjeciu ponizej, Fot. 3) daja si¢ tatwo rozmontowaé i
zamontowaé, co znacznie ulatwia utrzymanie komory w czystosci mikrobiologiczne;j.
Nieznaczna waga poszczegolnych elementéw sprawia, iz do wyczyszczenia komory jak
réwniez blatu roboczego wystarczy jedna osoba. Problem stanowi jednakze wyjecie pierwszego

elementu oraz wlozenie ostatniego podczas montazu.

Fot. 3 Element blatu roboczego

Sugerujemy, aby wyposazy¢ wymienione elementy (lub tylko jeden z nich) w obrgbie otworow
wentylacyjnych w kolisty otwor na palec, ktory utatwi jego wkiadanie i wyjmowanie.
Przyktadowy otwor (zamieszczony na Fot. 4), w ktoéry wyposazona jest komora Thermo Sci
MSC Advantage uzytkowana w Zakladzie Immunologii UMK przedstawiono na zdjg¢ciu

ponizej:



Fot. 4 Element blatu roboczego z otworem ulatwiajacy wyjmowanie 1 wktadanie w komorze

Thermo Sci MSC Advantage

Same elementy blatu sg tatwe w czyszczeniu i nie posiadajg trudno dostepnych miejsc.
Sa rowniez odpowiednio zabezpieczone, chronigc laboranta przed skaleczeniem.

Ocena tatwosci przeprowadzenia procesu dezynfekcji chemicznej komory

Konstrukcja komory zostala dobrze przemyslana, w zwigzku z powyzszym ilos¢ trudno
dostepnych miejsc jest ograniczona, a czyszczenie komory nie sprawia problemow.
Takim trudno dostepnym miejscem jest na pewno przestrzen miedzy panelem przednim
komory a blatem roboczym (na zdj¢ciu ponizej, Fot. 5), ktorej wyczyszczenie przysparza

problemow.

Fot. 5 Przestrzen miedzy blatem roboczym a obudowg komory



Nalezy zachowac roéwniez szczegblng uwagg, aby nie uszkodzi¢ delikatnego czujnika poziomu

opuszczenia komory w prawym dolnym rogu (na Fot. 6). Sugerujemy przemyslenie zmian

konstrukcyjnych, aby odpowiednio zabezpieczy¢ ten element.

r

Fot. 6 Czujnik opuszczenia panelu przedniego komory

Gniazda elektryczne sa dobrze zabezpieczone a ich doktadne wyczyszczenie nie sprawia
trudnosci. Problem taki stanowig jednak niewatpliwie niezabezpieczone otwory w kranikach.

Sugerujemy wyposazenie ich w odpowiednie zaslepki.

Ocena wytrzymatosci blatu roboczego na zarysowania

Jako$¢ wykonania i powierzchni blatu roboczego oceniamy bardzo wysoko. Byta bardzo
odporna na zarysowania spowodowane przesuwaniem plastikowych ptytek hodowlanych o
ostrych krawedziach, pudetek 1 innych materiatow standardowo uzywanych podczas pracy pod

komorg laminarna.

Dodatkowe uwagi dotyczqgce konstrukcji komory

Testowana komora o dlugosci 180 cm wyposazona jest w odpowiednio dluga szybe, z ktora ze
wzgledu na charakter zastosowanego materiatu nalezy szczegodlnie uwaza¢. Sprawia to, iz
doktadne wyczyszczenie jej od wewnatrz jest nieco utrudnione.

Chtonny material, z ktorej wykonana jest gorna ,,sufitowa” cze$¢ wnetrza komory uniemozliwia
uzycie srodkow chemicznych standardowo uzywanych do dezynfekcji. Moze zatem stanowic

zrodlo zakazen, co potwierdzity badania (Procedura 2.2 niniejszego raportu).



System zamykajacy komorg i jednocze$nie doszczelniajacy jej wnetrze oceniamy bardzo
wysoko. Nie napotkaliSmy zadnych problemoéw podczas pracy. Bardzo skutecznie zabezpiecza

on wnetrze komory przed dostgpem do jej wnetrza kurzu i pyhu.



2. Analiza skuteczno$ci dzialania filtrow powietrza i lampy ultrafioletowej w trakcie
prowadzenia hodowli linii komérkowych i wykonywania testéw immunologicznych in
vitro

2.1. Ocena skutecznos$ci dzialania filtréw powietrza

Ocena skuteczno$ci dziatania komory obejmowata sprawdzenie laminarnego przeptywu
powietrza po umieszczeniu w niej materiatow (pudetka z koncéwkami, pipety automatyczne,
wytrzasarka laboratoryjna, pipetor, pojemnik na odpady), ktére standardowo uzywane sg w

trakcie hodowli komorkowych in vitro i testow immunologicznych.

Wykonano rowniez analize skutecznosci dzialania filtrow wzglegdem drobnoustrojow
krazacych w powietrzu atmosferycznym w nastepujacych wariantach czasowych: przed
rozpoczeciem pracy pod komorg oraz po uptywie 15 minut, 60 minut, 3 1 5 godzin od chwili
wlaczenia nawiewu sterylnego powietrza. Do oceny czysto$ci mikrobiologicznej powietrza

wykorzystane zostaly nastepujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,

e HYGICULT Y+F — do oznaczania plesni i drozdzy,

e CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,

e CompactDry YM — do oznaczania ples$ni i drozdzy

e plytki odciskowe (kontaktowe) BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogdlnej liczby
drobnoustrojow;

e plytki odciskowe Sabouraud - do oznaczania drozdzy 1 plesni.

Odniesieniem do wynikow pomiardw bylo analogiczne badanie czysto$ci mikrobiologicznej
powietrza w laboratorium, w ktérym znajdowata si¢ komora. Proby pobrano z powierzchni
blatow laboratoryjnych. Uzyskane wyniki zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 1), gdzie ,-,,
oznacza negatywny wynik testu; ,,+ niewielkg infekcje; ,,++” silng infekcje; ,,+++ bardzo

silng infekcje.

Tab. 1 Zestawienie wynikow analizy skutecznos$ci dziatania filtrow wzgledem drobnoustrojow

krazacych w powietrzu

Test Wariant czasowy | Testowane miejsce Wynik testu
Biocount Sabouard Przed sterylizacja | Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
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Biocount Sabouard Po 15 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 30 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 3h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Biocount Sabouard Po 5h pracy Blat komory rog -
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komorg)
Biocount Sabouard kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komora)
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory srodek -
Hygicult Y+F Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 15 min pracy Blat komory rog +
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory srodek -
Hygicult Y+F Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 60 min pracy Blat komory rog
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 3h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory $rodek -
Hygicult Y+F Po 5h pracy Blat komory rog -
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komorg)
Hygicult Y+F kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komora)
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Przed sterylizacja | Blat komory rég -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 15 min pracy Blat komory rog -
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Compact Dry YM

Po 30 min pracy

Blat komory $rodek

Compact Dry YM

Po 30 min pracy

Blat komory rog

Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 60 min pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory $rodek -
Compact Dry YM Po 3h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory srodek -
Compact Dry YM Po 5h pracy Blat komory rog -
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza | -
komora)
Compact Dry YM kontrola Blat laboratoryjny (poza | -
komorg)
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 15 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 30 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Biocount PCA Po 60 min pracy Blat komory rog -
Biocount PCA kontrola Blat laboratoryjny (poza | ++
komorg)
Biocount PCA kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komorg)
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 15 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 30 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory $rodek -
Hygicult TPC Po 60 min pracy Blat komory rog -
Hygicult TPC kontrola Blat laboratoryjny (poza | ++
komorg)
Hygicult TPC kontrola Blat laboratoryjny (poza | +++
komorg)
CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory $rodek -
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CompactDry TC Po 15 min pracy Blat komory rég
CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory $rodek
CompactDry TC Po 30 min pracy Blat komory rog
CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory $rodek
CompactDry TC Po 60 min pracy Blat komory rog
CompactDry TC kontrola Blat laboratoryjny (poza
komora)
CompactDry TC kontrola Blat laboratoryjny (poza
komorg)

Obserwacja: Za pomoca testu Hygicult Y+F wykryto skazenie mikrobiologiczne w narozniku

blatu komory po 15 minutach pracy. Wyhodowano pojedyncza koloni¢ grzybow (na zdjeciu

ponizej, Fot. 7). W pozostatych wariantach czasowych 1 za pomocg testow Biocaunt Sabouard

i Compact Dry YM infekcji grzybiczych nie stwierdzono. Podobnie, analiza przeprowadzona

za pomocg testow Biocount PCA, Hygicult TPC i CompactDry TC nie wykazala obecnos$ci

mikroorganizmow na blacie komory.

Fot. 7 Infekcja grzybicza w narozniku komory wykryta za pomoca testu Hygicult Y+F
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Wykonano rowniez oceng skuteczno$ci dziatania filtréw powietrza z wykorzystaniem podioza
LB (bogatego w substancje odzywcze: peptydy, aminokwasy witaminy rozpuszczalne w
wodzie oraz weglowodany), ktore stanowi wysoce podatng na infekcje pozywke do hodowli
bakterii. Sterylng pozywke LB rozlano pod komorg do szalek Petriego tak, aby tworzyta ona na
dnie kilkumilimetrowg warstwe. Pozywke rozlewano po 15 minutach, 60 minutach, 3 i 5
godzinach od wlaczenia nawiewu sterylnego powietrza. Szalki z otwartym wieczkiem
pozostawiono pod komorg na 10 minut (tak zwany test otwartej plytki). Oceng czysto$ci
mikrobiologicznej wykonano z uzyciem testow HY GICULT TPC i CompactDry TC. Wyniki
badania zestawiono w tabeli ponizej (Tab. 2), gdzie .,-,, oznacza brak infekcji, ,,+” oznacza

stwierdzong infekcje:

Tab. 2 Wyniki oceny skutecznosci dziatania filtrow powietrza z wykorzystaniem podtoza LB

Lokalizacja szalki Wariant czasowy Wynik

Srodek blatu komory 15° -
60’ -
3h -
5h -
Lewy brzeg blatu komory 15° -
60’ -
3h -
5h -
Prawy brzeg blatu komory 15 -
60’ -
3h -
5h -

Kontrola (poza komorg) 15° -
60’ -
3h -
5h -

Obserwacja: Za pomocg testu otwartej ptytki nie wykryto skazenia mikrobiologicznego w

komorze w Zadnym z wariantow czasowych. Rowniez poglebiona analiza pozywki LB, za
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pomoca testow Hygicult TPC 1 CompactDry TC nie wykazata skazenia.

Whioski:

Badana komora w prawidlowy sposdb generowata laminarny przeptyw powietrza, ktérego nie

zaburzalo ustawienie na jej blacie materiatoéw i1 drobnego sprzetu laboratoryjnego.

System monitorowania przeplywu powietrza prawidtowo diagnozowat problemy z przeptywem

(po zastonigciu otwordéw w blacie roboczym) i wydawat glo§ny sygnal alarmowy.

Podczas pracy pod komorg w miejscach, gdzie nie dociera promieniowanie UV mozliwe jest

przetrwanie pojedynczych komorek grzybow.

Umiejscowienie wykrytej infekcji, oraz wariant czasowy wskazuja jednak na problem z
prawidtowym funkcjonowaniem lampy UV, a nie filtrow powietrza, co potwierdzity analizy

opisane W nastgpnej czgs$ci raportu.

2.2.  Ocena skuteczno$ci przeciwdrobnoustrojowego dziatania lampy UV

Ocenie podlegato umiejscowienie lampy UV pod komorg warunkujace ekspozycje na
promieniowanie calej powierzchni blatu roboczego. Ze wzgledow bezpieczenstwa i higieny
pracy oceniono rowniez zabezpieczenie przed wlaczeniem lampy, jesli panel przedni komory
nie jest zamknigty lub czy uniemozliwia on podniesienie panelu w trakcie na$wietlania.
Oceniono mozliwo$¢ zaprogramowania czasu pracy lampy UV oraz zaprogramowania
wlaczenia lampy UV z opodznieniem czasowym umozliwiajgce opuszczenie pomieszczenia
badawczego przez eksperymentatora. Ocenie podlegata rowniez poprawno$¢ automatycznego
wylaczania na§wietlania po zakonczeniu ekspozycji oraz wskazania licznika czasu pracy lampy
uVv.

Ocena skutecznosci dziatania bakteriobojczej lampy UV wykonana zostata metoda kontaktowa
z uzyciem ptytek odciskowych. Czysto§¢ mikrobiologiczna miejsc trudno dostepnych, taczenia
elementow 1 zakrzywionych powietrzni zostala oceniona metoda wymazowa z uZyciem
zwilzonego jalowego wacika. Material do badan pobrany zostat przed 1 po naswietlaniu lampa
UV, stosujac standardowy czas ekspozycji 30 minut. Oceniona zostata czysto$¢
mikrobiologiczna blatu roboczego oraz zewngtrznych powierzchni materiatow znajdujacych

si¢ pod komora (pudetka na koncowki, pipety automatyczne, statyw na probowki), na ktore
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bezposrednio oddziatywaty promienie UV. Do oceny skutecznos$ci bakteriobdjczej lampy UV

wykorzystano nastepujace testy:

e HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,

e CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii

e plytki odciskowe (kontaktowe) typu BIOCOUNT PCA - do oznaczania ogolnej liczby

drobnoustrojow.

Wyniki testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 3), gdzie ,,-,, oznacza brak infekcji; ,,+”

oznacza stwierdzong infekcje.

Tab. 3 Wyniki oceny skuteczno$ci dziatania bakteriobojczej lampy UV wykonanej metodg

kontaktowa
Test Testowane miejsce Wynik przed | Wynik po
sterylizacja | sterylizacji

Biocount PCA Blat komory - -

Biocount PCA Pipety pod komora - -

Biocount PCA Pudetko z koncowkami pod komorg - -

Hygicult TPC Blat komory - -

Hygicult TPC Gorny lewy rég komory (od - -
wewnatrz)

Hygicult TPC Filtr sufitowy + +

Hygicult TPC Tylna $cianka ze stali - -
kwasoodpornej

Hygicult TPC Gumowa uszczelka wokot szyb - -

CompactDry TC Szpary migdzy ptytami blatu ze stali - -
kwasoodpornej

CompactDry TC Gumowa uszczelka wokot szyb - -

CompactDry TC Powierzchnia wokét gniazd pradu - -

CompactDry TC Powierzchnia wokét i w kranach - -

Obserwacja: Lampa UV, w ktorg wyposazona zostata testowana komora skutecznie niszczyla

drobnoustroje na testowanych powierzchniach, zard6wno na blacie, materiatach umieszczonych

pod komora, jak i trudno dostgpnych miejscach.
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Jednakze za pomocg testu Hygicult TPC wykryto skazenie mikrobiologiczne na materialowym
filtrze sufitowym, co obrazuje ponizsze zdjecie (Fot. 8). Przeprowadzona procedura sterylizacji
lampg UV nie eliminuje w tym miejscu drobnoustrojéw, co potwierdzito badanie wykonane po

wykonaniu procedury naswietlania.

Tcsl@.qim#z(.l.. i H:ﬁ\(.w& NP0
f)pis dodwiadczenia
e, .;.{v.)'&.kw: Y. deMebia........

Fot. 8 Skazenie mikrobiologiczne na materialowym filtrze sufitowym wykryte za pomoca

testu Hygicult TPC

Skuteczno$¢ dzialania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV oceniono réwniez wzglgdem
posiewu kultur bakterii Escherichia coli wysianych na podtozu statym (agar) na szalce Petriego.
Szalki z posiewem bakteryjnym umieszczono w wybranych miejscach na blacie roboczym (w
centralnym punkcie oraz w naroznikach), po czym poddane zostaly dziataniu lampy UV przez
30 minut. Po zakonczeniu ekspozycji szlaki zostaty przeniesione do inkubatora ustawionego na
37°C na 24 godziny. Szalki kontrolne natychmiast po wysianiu umieszczono w inkubatorze w
temp. 37°C. Wyniki testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 4), gdzie ,,-,, oznacza brak
kolonii; ,,+” oznacza jedng kolonig; ,,++” oznacza kilka kolonii; ,,+++” oznacza nieograniczony

wzrost bakterii.
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Tab. 4 Ocena dziatania przeciwdrobnoustrojowego lampy UV wzgledem posiewu kultur
bakterii Escherichia coli

Lokalizacja szalki z E. coli Wynik
Blat komory srodek, przod -

Blat komory Srodek, tyt +

Blat komory lewa strona ++
Blat komory prawa strona ++
Kontrola +++
Kontrola T4+
Kontrola +++

Przyktadowe wyniki testow przedstawiajg ponizsze zdjecia:

Fot. 9 Kontrolna szalka z posiewem E. coli
na nie poddana dziataniu promieniowania

UV (widoczne liczne kolonie bakteryjne)

Fot. 10 Posiew E. coli po zakonczeniu 30
minutowego programu sterylizacji UV.
Szalka ustawiona byta na brzegu blatu
(widoczne kolonie bakteryjne)
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| resfiondundtd Fot. 11 Posiew E. coli po zakonczeniu 30
’m»ﬂmmdulmwm minutowego programu sterylizacji UV.
T‘Z‘i‘:mm_%ﬁm """ °°l“ Szalka ustawiona byla na S$rodku blatu
Sy WP (brak kolonii bakteryjnych)

S108kes gotrabdotrany,

Whioski:

Chlonny materiatlowy filtr znajdujacy si¢ w gornej czg¢sci komory nie pozwala na skuteczne
czyszczenie 1 sterylizacj¢. Umiejscowienie lampy UV sprawia, iz nie jest on roéwniez
sterylizowany promieniami UV. Jak wskazuja wyniki badan, stanowi¢ moze zrédto infekcji.
Sugerujemy zmiany konstrukcyjne majace na celu wyeliminowanie tego problemu, dla

przyktadu, przez zastosowanie odpowiedniej maskownicy ze stali kwasoodpornej.

Poziom zabezpieczen komory jest natomiast bardzo dobry. Mozliwe jest zaprogramowanie
czasu naswietlania, jak réwniez opdznienia czasowego wiaczenia ekspozycji. Pozwala to na
opuszczenie pomieszczenia przez eksperymentatora, na co bardzo duzg uwagg zwraca
inspekcja BHP. Niemozliwe jest rowniez uruchomienie procedury naswietlania bez
opuszczenia przedniego panelu komory, jak rowniez podniesienie go w trakcie dziatania lampy
UV bez przerwania procedury sterylizacji. Co wiecej, szczelnie przylegajacy przedni panel

komory skutecznie zabezpiecza eksperymentatora przed dziataniem promieni UV.

Po zakonczeniu naswietlania proces jest prawidtowo konczony i odpowiednia informacja
wyswietlana jest na panelu sterujagcym. Podobna informacja wyswietlana jest, gdy urzadzenie

jest ponowne uruchamiane.

Przeprowadzona procedura sterylizacji lampg UV nie eliminowata rownie skutecznie bakterii
E. coli na powierzchni catego blatu roboczego. W przypadku szalek ustawionych na srodku
lampa UV dziatata prawidlowo, jednakze w przypadku szalek ustawianych przy krawedziach
blatu roboczego, nie doprowadzata do ich catkowitego wyeliminowania. Sadzimy, iz jest to

skutek zamontowania w testowanym egzemplarzu zbyt krotkiej lampy UV 1 sugerujemy
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wyposazanie urzadzenia w dluzszg lampe UV, ktora odpowiednio naswietli catg powierzchnig

komory.
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3. Ocena przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i

zwierzecych linii komorkowych

3.1. Badanie czysto$ci mikrobiologicznej pozywek oraz odczynnikdéw wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komérkowych

przygotowywanych pod komora laminarna

W opisywanych badaniach wykorzystano nastepujace pozywki hodowlane oraz odczynniki:

e pozywke RPMI 1640,

e pozywke DMEM,

e pozywke Medium 200,

e plodowa surowice bydleca (FBS),

e buforowang fosforanami sdl fizjologiczng (PBS),

¢ medium do separacji limfocytow (LSM).

Wszystkie powyzsze pozywki i odczynniki sa powszechnie wykorzystywane w praktyce
laboratoryjnej do prowadzenia hodowli komorkowych in vitro, co wigcej sg bardzo wrazliwe
na zanieczyszczenia mikrobiologiczne. Stad tez praca z ich uzyciem musi odbywac si¢ pod

prawidlowo dzialajacg komorg laminarna.

Wszystkie pozywki i odczynniki uzyte w badaniu stanowity sterylne, komercyjne roztwory
dostarczone w butelkach zabezpieczonych plastikowg plombg. Po otwarciu butelek pod komorg

laminarng badane roztwory inkubowane byly w otwartych naczyniach hodowlanych:

e plytkach 96-dotkowych (w objetosci 200uL),

e plytkach 24-dotkowych (w objgtosci 1 mL),

e plytkach 12-dotkowych (w objgtosci 2 mL),

e Dbutelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm? (w objetosci 200uL).

Sa to naczynia hodowlane najcze$ciej uzywane w laboratorium do prowadzenia hodowli
komoérkowych in vitro, jak rowniez w do$wiadczeniach z ich wykorzystaniem.
W butelkach hodowlanych nie inkubowano ptodowej surowicy bydlecej 1 medium do separacji

limfocytow, poniewaz w praktyce laboratoryjnej nie ma przyktadéw takiego ich uzycia.

W przebiegu badan odczynniki 1 pozywki w réznych naczyniach inkubowane byly przez 15
minut, 30 minut lub godzing. Czasy inkubacji dobrano tak, aby odpowiadaty standardowym

procedurom wykonywanym pod komora laminarng w trakcie prowadzonych badan.
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Po zakonczeniu inkubacji wszystkie roztwory zostaty zebrane do sterylnych probowek typu
falcon i1 inkubowane byly w cieplarce przez 48 h w temperaturze 35°C w celu zapewnienia

warunkéw do wzrostu mikroorganizmom, ktére mogtyby zainfekowaé badane roztwory.

Nastgpnie wykonana zostata specjalistyczna analiza czystosci mikrobiologicznej kazdego
badanego roztworu, w kazdym uzytym naczyniu hodowlanym i po kazdym z wymienionych

czasow inkubacji pod komora. Uzyto w niej komercyjnych testow:

e Hygicult TPC (do oceny ogdlnej liczby drobnoustrojow),
e CompactDry TC (do oznaczania og6lnej liczby bakterii),
e Hygicult Y+F (do oceny zakazenia ple$niami lub drozdzami),

e CompactDry YM (do oznaczania ple$ni i drozdzy).
Wyniki przeprowadzonych testow zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 5).

Tab. 5 Wyniki analizy czystosci mikrobiologicznej pozywek inkubowanych w réznych typach

naczyn hodowlanych pod komora

Stosowany | Naczynie Czas Wynik Wynik testu | Wynik Wynik testu
roztwor hodowlane | inkubacji | testu CompactDry | testu CompactDry
Hygicult TC Hygicult YM
TPC Y+F
Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Plytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina
Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Piytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina
Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa
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Pozywka Piytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
RPMI 1640 | hodowlana | godzina

Pozywka Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Pilytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa

Pozywka Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
DMEM hodowlana | godzina

Pozywka Plytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
Medium200 | dotkowa

Pozywka Plytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
Medium200 | dotkowa
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Pozywka Piytka 96- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa

Pozywka Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | dotkowa godzina

Pozywka Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana

Pozywka Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny

Medium200 | hodowlana | godzina

PBS Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Plytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

PBS Piytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa
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PBS Plytka 12-|1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

PBS Butelka 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana

PBS Butelka 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana

PBS Butelka 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
hodowlana | godzina

FBS Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Pilytka 96- | 1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

FBS Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Plytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

FBS Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

FBS Ptytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 96- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 96- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Plytka 96- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 24- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Piytka 24- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa
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LSM Ptytka 24- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

LSM Ptytka 12- | 15 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Ptytka 12- | 30 minut | negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa

LSM Plytka 12- |1 negatywny | negatywny negatywny | negatywny
dotkowa godzina

Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiajg ponizsze zdjecia:

Fot. 12 Pozywka RPMI 1640 inkubowana | Fot. 13 Pozywka DMEM inkubowana pod
pod komorg przez 30 minut na szalce | komorg przez 30 minut na szlace Petriego
Petriego (brak infekcji bakteryjnej) (brak infekcji bakteryjnej)
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Fot. 14 Pozywka DMEM inkubowana pod
komorg przez 30 minut na szlace Petriego
(brak infekcji grzybiczej lub drozdzowe;j)

Fot. 15 Pozywka Medium 200 inkubowana
pod komorg przez 30 minut na szlace
Petriego (brak lub

infekcji  grzybiczej

drozdzowej)

Fot. 16 Plodowa surowica bydlgca FBS
inkubowana poza komorg przez 30 minut na

szalce Petriego (znaczna infekcja bakteryjna)

Fot. 17 Plodowa surowica bydleca FBS
inkubowana poza komorg przez 30 minut na
szalce Petriego (widoczne dwie kolonie
bakteryjne)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami testowanych pozywek hodowlanych i
odczynnikow inkubowanych pod komorg laminarng w naczyniach hodowlanych. Porownanie
tych wynikow z dodatkowymi badaniami kontrolnymi prowadzonymi w niesterylnych
warunkach, poza komorg, ktore wykazaty infekcje dowodzi, iz system filtrow, w jakie komora

zostala wyposazona skutecznie chroni powietrze przed mikroorganizmami.

Wyniki przeprowadzonych testow §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do
przygotowywania i korzystania z pozywek oraz odczynnikow standardowo wykorzystywanych

podczas prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzecych linii komoérkowych.

3.2. Ocena przvdatno$ci komory podczas zakladania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i

zwierzecych linii komoérkowych

W ramach oceny przydatnosci komory laminarnej do prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i
zwierzecych linii  komoérkowych, wykonano procedury zwigzane z zakladaniem i
prowadzeniem hodowli linii ludzkich:

e komorki $rodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC; nr katalogowy C0035C),
pochodzacych z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych — ATCC (z ang.
American Type Culture Collection),

e komorki MCF-7 (Lot. 13K023), pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli
Komoérkowych (z ang. European Collection of Cell Cultures).

1 zwierzecych:

e mysie fibroblasty L929 (NCTC klon 929; numer CCL-1) pochodzacych z
Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komorkowych — ATCC (z ang. American Type
Culture Collection).

e mysie makrofagi RAW 264.7 (nr katalogowy TIB-71) pochodzacych z Amerykanskiej
Kolekcji Hodowli Komoérkowych — ATCC (z ang. American Type Culture Collection).

Wszystkie hodowle zakladane 1 pasazowane byly pod testowang komorg laminarng.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2 i
95% wilgotnos$ci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator

wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
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Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez

producenta pozywce:

Fibroblasty L929 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO?3 i czerwienig
fenolowsa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej
(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS i 1 ml roztworu antybiotykow.

Ludzkie komorki sroédbtonka zyty pepowinowej HUVEC — w pozywce Medium 200 z
czerwienig fenolowa, zawierajacej 50 razy stezony roztwor o niskiej zawartosci
surowicy (LSGS) oraz mieszaning antybiotykdw 100 razy st¢zonych: streptomycyny
(100 pg/ml) 1 penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej
pozywki zmieszano 97 ml Medium 200, 2 ml LSGS 1 1 ml roztworu antybiotykow.
Komorki MCF-7 — w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCOs3 1 czerwienia
fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie plodowej surowicy bydlgcej
(FBS), mieszaning antybiotykéw 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml)
i penicyliny (100 U/ml) oraz 1% roztwér endogennych aminokwasow (NAA). W celu
przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 88 ml pozywki RPMI 1640,
10 ml FBS, 1 ml roztworu antybiotykdw oraz 1 ml NAA.

Mysie makrofagi RAW 264.7 — w pozywce DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i
czerwienig fenolowa, zawierajacej 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy
bydlecej 1 mieszaning antybiotykéw 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) 1
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano
89 ml pozywki DMEM, 10 ml FBS i 1 ml roztworu antybiotykow.

Czystos¢ mikrobiologiczng pozywek oceniono przed zalozeniem hodowli komorkowej (w celu

wyeliminowania ryzyka, 1z komorki podczas zaktadania hodowli beda przenoszone do

zainfekowanej pozywki) oraz po wykonaniu jednego pasazu komorek, po uptywie 2-3 dni od

momentu zalozenia hodowli komodrkowej (w zaleznosci od momentu osiggniecia przez

hodowle stanu konfluencji wynoszacego 70-80%).

Do oceny czystosci mikrobiologicznej wykorzystano testy:

HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania ogdlnej liczby drobnoustrojow,
CompactDry TC — do oznaczania ogdlnej liczby bakterii,
HYGICULT Y+F - do oznaczania ple$ni i drozdzy,
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e CompactDry YM — do oznaczania ples$ni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 6).

Tab. 6 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej pozywek przed zatozeniem hodowli

komorkowej 1 po wykonaniu pasazu

Linia komorkowa | Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu
doswiadczalny Hygicult CompactDry | Hygicult CompactDry
TRC TC Y+F YM
Fibroblasty L929 | Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
zalozeniem
hodowli
Fibroblasty L929 | Po pasazu negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
Komérki HUVEC | Przed negatywny negatywny negatywny negatywny
zatozeniem
hodowli
Komorki HUVEC | Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny
Komérki MCF-7 Przed negatywny negatywny negatywny negatywny
zatozeniem
hodowli
Komorki MCF-7 Po pasazu negatywny negatywny negatywny negatywny
Makrofagi RAW | Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
264.7 zalozeniem
hodowli
Makrofagi RAW | Po pasazu negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
264.7
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiaja ponizsze zdjecia:

Fot. 18 Wzbogacona pozywka dla

fibroblastow linii L1929 sporzadzona pod
komorg(brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 19 Wzbogacona pozywka dla
fibroblastow linii L929 sporzadzona pod

komorg (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 20 Wzbogacona pozywka dla
fibroblastow linii 1929 sporzadzona pod
komorg (brak infekcji grzybiczej lub

drozdzowe;j)

Fot. 21 Wzbogacona pozywka dla
fibroblastéow linii L929 sporzadzona pod
komorg (brak infekcji grzybiczej lub

drozdzowe;j)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek hodowlanych uzywanych do

prowadzenia hodowli komorkowych, ktére przygotowywane byty pod testowang komora.

Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywek w trakcie prowadzenia

hodowli in vitro, po wykonaniu jednego pasazu komorek.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do

zaktadania i prowadzenia hodowli in vitro ludzkich i zwierzgcych linii komoérkowych.

3.3. Izolacja i hodowla in vitro pierwotnych zwierzecych linii komoérkowych

Oceniona zostata czysto$¢ mikrobiologiczna hodowli in vitro komérek mononuklearnych krwi
obwodowej — PBMC (z ang. peripheral blood mononuclear cells) izolowanych pod testowang

komorg laminarng.

Zrédtem komoérek byta krew obwodowa szczura rasy WISTAR, zdrowego samca wazacego
250 g pochodzacego z jednostki uprawnionej do prowadzenia hodowli zwierzat
doswiadczalnych (zarejestrowanej przez MNiSW). Krew pobrano na sterylny roztwor
antykoagulantu (wersenian tripatasowy, KsEDTA). Procedur¢ wykonano w sterylnym
pomieszczeniu chirurgicznym z wykorzystaniem sterylnych i jednorazowych materiatow
chirurgicznych. Pozostale etapy izolacji frakcji mononuklearnej (PBMC) z krwi pelnej

przeprowadzono pod testowang komorg laminarng. Sktadaty si¢ na nie:

1. Nawarstwienie krwi rozcienczonej w stosunku 1:1 sterylnym buforem PBS na roztwor
generujacy gradient gestosci — medium do separacji limfocytow (LSM) w sterylnej
proboéwce wirowkowej typu Falcon.

2. Wirowanie w gradiencie gestosci LSM (400 x g przez 30 minut).

3. Zebranie frakcji komorek PBMC, ktora tworzy dobrze widoczny pierscien na granicy
osocza 1 medium do separacji limfocytow.

4. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci medium do separacji limfocytow.

5. Hemoliza erytrocytow w 0,85% sterylnym roztworze chlorku amonu.

6. Odptukanie komorek buforem PBS z pozostatosci chlorku amonu.

Wyizolowane komorki PBMC hodowano nastgpnie w pozywce RPMI 1640 z 2mM L-

glutaming, NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% ptodowej surowicy bydlecej
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(FBS) oraz mieszaning antybiotykow 100 razy stezonych: streptomycyny (100 pg/ml) i
penicyliny (100 U/ml). W celu przygotowania 100 ml wzbogaconej pozywki zmieszano 89 ml
pozywki RPMI 1640, 10 ml FBS i 1 ml roztworu st¢zonych antybiotykow.

Hodowle prowadzono na ptytkach 24-dotkowych (1 milion komoérek na mililitr pozywki) w
temperaturze 37°C w atmosferze zawierajacej 5% CO2 1 95% wilgotnosci w inkubatorze.
W celu wyeliminowania ryzyka infekcji podczas hodowli, przed uzyciem inkubator

wysterylizowano w temperaturze 186°C.

Po uptywie 24 i 48 godzin zawarto$¢ dotkow zostata zebrana w celu wykonania analizy
czystosci mikrobiologicznej. Analizie poddana zostala rowniez wyjsciowa zawiesina komorek

stanowigca baze do zatozenia hodowli pierwotne;j.

Do oceny czystosci mikrobiologicznej wykorzystano testy:
e HYGICULT (HYGICULT TPC — do oznaczania og6lnej liczby drobnoustrojow,
e CompactDry TC — do oznaczania og6lnej liczby bakterii,
e HYGICULT Y+F — do oznaczania ple$ni i drozdzy,
e CompactDry YM — do oznaczania plesni i drozdzy.

Wyniki analiz zestawiono w ponizszej tabeli (Tab. 7).

Tab. 7 Wyniki oceny czystosci mikrobiologicznej wyjsciowej zawiesiny komorek PBMC oraz

hodowli po uptywie 24 i 48 h od zatozenia hodowli

Linia komorkowa | Wariant Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu | Wynik testu

doswiadczalny Hygicult CompactDry | Hygicult CompactDry
TPC TC Y+F YM

PBMC Przed negatywny | negatywny | negatywny | negatywny
zalozeniem
hodowli

PBMC Po uptywie 24 h | negatywny negatywny negatywny negatywny

PBMC Po uptywie 48 h | negatywny negatywny negatywny negatywny
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Przyktadowe wyniki testow mikrobiologicznych przedstawiono na zdjeciach ponize;.

Fot. 22 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 23 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC (brak infekcji bakteryjnej)

Fot. 24 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC (brak infekcji grzybiczej lub
drozdzowe;j)

Fot. 25 Wyjsciowa zawiesina komorek
PBMC (brak infekcji grzybiczej Ilub
drozdzowe;j)
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Whiosek:

Nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami wyj$ciowej zawiesiny komoérek PBMC

stanowigcej baze do zatozenia hodowli pierwotne;.

Podobnie, nie stwierdzono zakazenia mikroorganizmami pozywki po uptywie 24 h i 48 h od

zalozenia hodowli.

Wyniki przeprowadzonych testoéw §wiadcza o uzytecznos$ci testowanej komory laminarnej do

prowadzenia izolacji i hodowli in vitro pierwotnych linii komoérkowych.
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4. Ocena przydatnosci komory do prowadzenia testow immunologicznych in vitro

4.1. Oznaczenie przezywalno$ci 1 wskaznika proliferacji wybranych linii komérkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w wykonywaniu oznaczen aktywnosci
metabolicznej (po 24 godzinach) oraz stopnia proliferacji (po 48 1 72 godzinach) komorek
nalezacych do czterech komercyjnych linii komérkowych: ludzkich komorek $rodbtonka zyty
pepowinowej] HUVEC, mysich fibroblastow L1929, mysich makrofagow RAW 264.7
(wszystkie trzy linie pochodzg z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komérkowych — ATCC; z
ang. American Type Culture Collection) oraz ludzkich komorek raka piersi MCF-7
pochodzacych z Europejskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych ( z ang. European Collection
of Cell Cultures). Ocena przezywalnosci i wskaznika proliferacji komorek zostata wykonana z
uzyciem testu MTT. Zasada testu MTT oparta jest na zdolnosci enzymu - dehydrogenazy
mitochondrialnej aktywnej w zywych komdrkach do przeksztalcania soli tetrazolowej (bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) do niebieskiego formazanu, ktérego
intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest spektrofotometrycznie. Warto$¢ zmierzonej
absorbancji jest wprost proporcjonalna do ilo$ci zywych, aktywnych metabolicznie komorek
znajdujacych si¢ w dotkach plytki hodowlane;.

Wszystkie hodowle zakltadane i pasazowane byly pod testowang komorg laminarna.

Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostat w temperaturze 186°C.

Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:

e dla mysich fibroblastow 1929 - pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutaming, NaHCO3 i
czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowang termicznie ptodowa surowice
bydleca (z ang. fetal bovine serum; FBS) oraz mieszaning 100 razy stezonych
antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajagca 50 razy stezony roztwor o niskiej zawartosci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),

e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy

stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
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e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stgzonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich fibroblastow L929

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji mysich
fibroblastow 1.929 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Oceng wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dilugosci fali 570 nm oraz diugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki (na Ryc. 1) przedstawiono jako $rednie wartos$ci absorbancji dla
6 dotkéw, uzyskane dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu £ btad standardowy,
ktore charakteryzowaly si¢ wysoka powtarzalnoscig w obrgbie kazdego z trzech wykonanych

powtorzen opisywanego eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastéw L929
1,8
1,6
1,4
1,2

08
0,6
0,4

bsorbancja [570nm - 630 nm]

< 0,2 I

24h 48h 72h

Ryc. 1 Wyniki testu MTT dla hodowli fibroblastow 1929

Obserwacja:

Jak mozna zaobserwowal na powyzszej rycinie wraz ze wydluzeniem czasu inkubacji,
odnotowano znaczgcy wzrost liczby zywych komorek, §wiadczacy o wysokim stopniu ich
proliferacji. Uzyskany wynik jest zgodny z powszechng wiedzg dotyczacg zdolnos$ci mysich
fibroblastow 1929 do spontanicznej proliferacji, bez konieczno$ci stosowania zwigzkéw o

charakterze mitogenow, ktorych celem jest pobudzenie tego procesu. Na podstawie
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przedstawionych rezultatbw mozna roéwniez wnioskowaé, iz podczas zakladania hodowli
komorkowej, jak i przeprowadzania samej procedury MTT z wykorzystaniem komory, nie
doszto do zainfekowania komorek grzybami, bakteriami lub wirusami. Potencjalnym sygnatem
swiadczacym o wystgpieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek wartos$ci zmierzonej
absorbancji ze wzgledu na fakt, iz zainfekowane linie komérkowe charakteryzujg si¢ obnizong

przezywalnoscia oraz spadkiem tempa proliferacji.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek srodbtonka zyly pepowinowej HUVEC

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnos$ci i1 stopnia proliferacji komorek
HUVEC (wysianych w ilosci 10 tysiecy komodrek/dotek). Oceng wykonano za pomoca testu
MTT (odczyt absorbancji przy dtugosci fali 570 nm oraz dlugos$ci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 2) przedstawiono jako $rednie wartosci absorbancji dla 6 dotkéw, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + blad standardowy, ktére charakteryzowaty
si¢ wysoka powtarzalno$cig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtorzen opisywanego

eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli komérek HUVEC
0,6

0,5 I
0,4
0,3

0,2

Absorbancja [570nm - 630 nm]

0,1

24h 48h 72h

Ryc. 2 Wyniki testu MTT dla hodowli komoérek HUVEC

Obserwacja:
Podobnie, jak w przypadku fibroblastow L1929 zaobserwowano, iz wraz z wydtuzeniem czasu
inkubacji nastgpit wzrost liczby aktywnych metabolicznie komorek znajdujacych si¢ w dotkach

w obrebie 96-dolkowej ptytki hodowlanej. Komorki HUVEC stanowig linie komdrkowa, ktéra

38



nie wymaga uzycia czynnika (mitogenu) indukujacego proces ich proliferacji. Na podstawie
zmierzonych wartosci absorbancji mozna stwierdzi¢, iz uzyte podczas procedury komorki
znajdowaty si¢ w prawidlowym stanie fizjologicznym i ich procesy metaboliczne nie byty
zaktocone, co w znaczacy sposob wyklucza wystapienie infekcji podczas przeprowadzania

catej procedury.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
ludzkich komorek raka piersi MCF-T1

Ponizszy wykres przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji komoérek
MCF-7 (wysianych w ilosci 10 tysigcy komorek/dotek). Oceng wykonano za pomoca testu
MTT (odczyt absorbancji przy dhugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali referencyjnej 630 nm).
Wyniki (na Ryc. 3) przedstawiono jako $rednie wartosci absorbancji dla 6 dotkéw, uzyskane
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu + biad standardowy, ktoére charakteryzowaty
si¢ wysoka powtarzalno$cig w obrebie kazdego z trzech wykonanych powtorzen opisywanego

eksperymentu.

Wyniki testu MTT dla hodowli komdrek MCF-7
1,6

1,4 I
1,2 I

0,8
0,6 I

0,4

Absorbancja [570nm - 630 nm]

0,2

24h 48h 72h

Ryc. 3 Wyniki testu MTT dla hodowli komoérek MCF-7

Obserwacja:

Wyniki uzyskane na podstawie testu MTT jednoznacznie wskazuja, ze wraz z wydluzeniem
czasu hodowli, zwigksza si¢ liczba aktywnych metabolicznie komérek MCF-7, o czym
Swiadczg wyzsze warto$ci pomiaru absorbancji. Komorki MCF-7 jako klasyczna linia komorek
nowotworowych charakteryzuje si¢ wysokim tempem proliferacji. Na powyzszej rycinie

mozna takze zaobserwowac stosunkowo niewielka roznice pomiedzy wartosciami absorbancji
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zmierzonymi dla komorek inkubowanych przez 48 godzin w stosunku do 72-godzinnego czasu
hodowli. Wynika to z faktu, iz ze wzgledu na intensywny proces proliferacji komorek
nowotworowych po uptywie 48 godzin uzyskiwany jest niemal 100% stan konfluencji.
Oznacza to, iz prawie cata powierzchnia dotka w obrebie 96-dotkowej plytki hodowlanej
zostala porosnicta zywymi komorkami, a brak wolnej przestrzeni dla wzrostu komorek
powoduje spowolnienie tempa ich podziatéw. Jest to jak najbardziej pozadane zjawisko
podczas prowadzenia hodowli komérkowych. Zostato ono potwierdzone organoleptycznie przy
uzyciu mikroskopu z odwrocong optyka i wskazuje jednoznacznie na prawidlowy stan

fizjologiczny i aktywno$¢ metaboliczng hodowanych komorek.

Ocena przezywalnosci (po 24 h) oraz wyznaczenie wskaznika proliferacji (po 48 h i 72 h)
mysich makrofagow RAW 264.7

Ponizszy wykres (Ryc. 4) przedstawia wyniki oceny przezywalnosci i stopnia proliferacji
komoérek RAW 264.7 (wysianych w ilosci 10 tysiecy komorek/dotek). Ocene wykonano za
pomoca testu MTT (odczyt absorbancji przy dlugosci fali 570 nm oraz dlugosci fali
referencyjnej 630 nm). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci absorbancji dla 6 dotkow,
uzyskane dla trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu + btad standardowy, ktore
charakteryzowaty si¢ wysoka powtarzalno$cia w obrgbie kazdego z trzech wykonanych

powtdrzen opisywanego eksperymentu.
Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagéw RAW 264.7

2,5 I

1,5

0,5

Absorbancja [570nm - 630nm)]

24h 48h 72h

Ryc. 4 Wyniki testu MTT dla hodowli makrofagow RAW 264.7

40



Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru absorbancji wykonane po zakonczeniu testu MTT
jednoznacznie wskazuja na duzg aktywno$¢ metaboliczng mysich makrofagow RAW 264.7, o
czym $wiadczy wzrost wartosci absorbancji wraz z wydtuzeniem czasu hodowli makrofagéw.
Badana linia komorkowa charakteryzuje si¢ bardzo duzym wskaznikiem tempa proliferacji, co
potwierdzaja wysokie uzyskane wartosci absorbancji rzedu 2,5 jednostki. Podobnie, jak w
przypadku komorek raka piersi MCF-7, zaobserwowano stosunkowo niewielka roznice
pomiedzy warto$ciami absorbancji zmierzonymi dla komorek inkubowanych przez 48 godzin
w stosunku do 72-godzinnego czasu hodowli. Rowniez w tym przypadku zaobserwowano przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego z odwrdocong optyka, iz po uptywie 48 godzin hodowli niemal
cala powierzchnia dotka na ptytce hodowlanej byla porosnigta zywymi komorkami o
charakterystycznym wydtuzonym ksztalcie. W zwigzku z uzyskaniem przez komoérki niemal
100% stanu konfluencji, zostata ograniczona wolna przestrzen dla ich dalszych podziatéw, co
thumaczy niewielkie réznice w warto$ciach absorbancji pomiedzy 48- i 72-godzinnym czasem
inkubacji. Tak jak juz wspomniano powyzej, jest to zjawisko korzystne w kontekscie
prowadzenia hodowli aktywnych metabolicznie komorek przeznaczonych do testow

immunologicznych in vitro.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur dotyczacych oznaczania
przezywalnosci 1 wskaznika proliferacji czterech komercyjnie dostgpnych linii komoérkowych
jednoznacznie wskazujg na przydatnos¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w
omowionych testach immunologicznych in vitro (tescie MTT). W przypadku wszystkich
badanych linii komorkowych zaobserwowano, iz wraz z wydluzeniem czasu hodowli
nastepowal wzrost liczby aktywnych metabolicznie komorek, co potwierdzaty wyniki
pomiardw absorbancji. Jest to jak najbardziej pozadane zjawisko, ktore $wiadczy o

prawidtowym stanie fizjologicznym, jak 1 o duzej aktywnos$ci metabolicznej komorek.

Na podstawie przedstawionych rezultatow mozna roéwniez wnioskowaé, iz podczas
prowadzenia hodowli komérkowych, jak i wykonywania testu MTT z wykorzystaniem komory
nie doszto do =zainfekowania badanych linii komorkowych. Potencjalnym sygnatem
Swiadczacym o wystgpieniu infekcji bytby brak wzrostu, a nawet spadek warto$ci zmierzone;j

absorbanc;ji.
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4.2. Ocena produkcji reaktywnych form tlenu przez komorki nalezace do wybranych linii

komoérkowych

W ramach procedur oceniono uzyteczno$¢ komory w prowadzeniu fluorymetrycznych
oznaczen poziomu wewnatrzkomorkowych reaktywnych form tlenu (RFT), ktore to pomiary
sa jednym z podstawowych wskaznikow stanu fizjologicznego komorek. Badania te
przeprowadzono z uzyciem trzech komercyjnych linii komoérkowych: ludzkich komorek raka
piersi MCF-7, ludzkich komorek $rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i mysich makrofagow
RAW 264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwoch stezeniach: 1 mM oraz 0,1 mM.
Ilo§¢ wolnych rodnikow w komorkach zmierzono z uzyciem gotowego zestawu
fluorymetrycznego firmy Sigma-Aldrich (nr katalogowy MAK 143 Sigma) oraz 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (2°,7’DCF-DA). W obu przypadkach intensywno$¢ fluorescencji byta
proporcjonalna do ilo$ci powstajacych RFT.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnosci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:
e dla ludzkich komorek srddbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajaca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawarto$ci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla mysich makrofagow RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i1 czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy st¢zonych antybiotykéw (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach sréodblonka zyly
pepowinowej HUVEC
Na ponizszych wykresach (Ryc. 5 i 6) przedstawiono poziom reaktywnych form tlenu w

komorkach HUVEC (25000 na dotek) stymulowanych dwoma stezeniami nadtlenku wodoru
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(0,dmM i ImM) w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT).
Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz
z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKi
przedstawiono jako $rednie + blad standardowy stosunku wartosci uzyskanych dla pomiaru
fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (W
przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2’,7°-dioctanu dichlorofluoresceiny),

uzyskanych dla 6 dotkow z komorkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtoérzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komadrkach HUVEC Poziom RFT w komérkach HUVEC
50 45
45 I 40 I
40 . 35 I
£ €
c 35 < I
n I o0 30
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B N 25
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] 20 1] 20
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i w 15
z P 3
10 10
5 5
0 0
NT 0,1 mM H202 1 mM H202 NT 0,1 mM H202 1 mM H202

Ryc. 51 6 Poziom RFT w komérkach HUVEC oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny
(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione powyzej wyniki pomiaru fluorescencji umozliwiajace ocen¢ poziomu
wewnatrzkomoérkowych reaktywnych form tlenu (RFT) jednoznacznie wskazuja, iz stymulacja
komorek nadtlenkiem wodoru (silnym induktorem stresu oksydacyjnego) wywotuje dawko-
zalezny wzrost poziomu RFT w komoérkach w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, niczym
niestymulowanych. Obserwowane wyniki sg zgodne z doniesieniami literaturowymi, ktore
wskazuja, iz komorki aktywne metabolicznie 1 wykazujace prawidtowy stan fizjologiczny pod
wplywem nadtlenku wodoru wydzielaja duze ilo$ci RFT, co stanowi jeden z mechanizméw

reakcji immunologicznej komorek w odpowiedzi na inwazj¢ mikroorganizmow.
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Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w ludzkich komorkach raka piersi MCF-7

Na ponizszych wykresach (Ryc. 7 i1 8) przedstawiono poziom RFT w komoérkach
nowotworowych MCF-7 stymulowanych dwoma st¢zeniami nadtlenku wodoru (0,1mM i
ImM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT). Oznaczenia
wykonano z wykorzystaniem zestawu firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z
wykorzystaniem 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej).WyniKi
przedstawiono jako S$rednie + btad standardowy stosunku warto$ci uzyskanych dla pomiaru
fluorescencji przy dtugosci fali wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w
przypadku zestawu firmy Sigma-Aldrich) oraz dlugosci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali
emisji Aem = 528 nm (w przypadku wykorzystania 2’,7°-dioctanu dichlorofluoresceiny),

uzyskanych dla 6 dotkow z komorkami dla kazdego z trzech niezaleznych powtdrzen

eksperymentu.
Poziom RFT w komdrkach MCF-7 Poziom RFT w komodrkach MCF-7
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Ryc. 7 i 8 Poziom RFT w komodrkach MCF-7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu firmy
Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny
(DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji przedstawiaja poziom RFT oznaczony w
komorkach MCF-7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru. Na wykresie mozna zaobserwowac,
iz traktowanie komorek wymienionym silnym induktorem stresu oksydacyjnego powoduje
wzrost poziomu RFT w komoérkach w poréwnaniu do prob kontrolnych. Uzyskane wyniki

jednoznacznie wskazuja, iz cala procedura przeprowadzona pod komorg umozliwita uzyskanie
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aktywnych metabolicznie komoérek nowotworowych, ktore wykazywaty charakterystyczng dla

siebie zdolno$¢ do wytwarzania RFT pod wptywem nadtlenku wodoru.

Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (RTF) w mysich makrofagach RAW 264.7

Na ponizszych wykresach (Ryc. 9 i 10) przedstawiono poziom RFT w makrofagach RAW
264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w stezeniach 0,ImM i 1mM w pordéwnaniu do
komorek niczym nie stymulowanych (NT). Oznaczenia wykonano z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej). Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad
standardowy stosunku wartoéci uzyskanych dla pomiaru fluorescencji przy dtugosci fali
wzbudzenia Aex = 520 nm do fali emisji Aem = 605 nm (w przypadku zestawu firmy Sigma-
Aldrich) oraz dtugos$ci fali wzbudzenia Aex = 485 do fali emisji Aem = 528 nm (w przypadku
wykorzystania 2’,7’-dioctanu dichlorofluoresceiny), uzyskanych dla 6 dotkow z komoérkami

dla kazdego z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu.

Poziom RFT w makrofagach RAW Poziom RFT w makrofagach RAW
264.7 264.7
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NT 0,1 mM H202 1 mM H202 NT 0,1 mM H202 1 mM H202

Ryc. 91 10 Poziom RFT w makrofagach RAW 264.7 oznaczony z wykorzystaniem zestawu
firmy Sigma-Aldrich (wykres po lewej) oraz z wykorzystaniem 2°,7’-dioctanu
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) (wykres po prawej)

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru fluorescencji jednoznacznie wskazuja na wysoki poziom RFT
w mysich makrofagach RAW 264.7 stymulowanych nadtlenkiem wodoru w poréwnaniu z
komoérkami kontrolnym. Uzyskane wyniki sg catkowicie zgodne z oczekiwanymi. Makrofagi

to podstawowe komorki wrodzonego uktadu odpornosciowego, stanowigce pierwsza lini¢
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obrony przed patogenami wnikajagcymi do organizmu, ktore posiadaja zdolno$¢ zabijania
drobnoustrojéw, m.in. poprzez produkowanie duzych ilosci RFT. Na tej podstawie mozna
stwierdzié, iz cala procedura wykonana z uzyciem testowanej komory umozliwita uzyskanie
sterylnej  hodowli  zywych  makrofagow,  zachowujacych  swoja  aktywnos$¢

przeciwdrobnoustrojowg zwigzang z wytwarzaniem wolnych rodnikow.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z fluorymetrycznym
oznaczaniem wewnatrzkomérkowego poziomu reaktywnych form tlenu jednoznacznie
wykazaty przydatno$c¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania w opisywanych testach
immunologicznych w warunkach in vitro. W przypadku wszystkich trzech badanych linii
komoérkowych zaobserwowano dawko-zalezny wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu RFT
w komorkach stymulowanych nadtlenkiem wodoru w dwéch stezenia: 1 mM oraz 0,1 mM w
poréwnaniu do komoérek niczym nietraktowanych. Nadtlenek wodoru jest powszechnie
uzywanym w badaniach induktorem stresu oksydacyjnego, ktéry podczas wykonywania
dos$wiadczen wykorzystywany jest jako tzw. ,kontrola pozytywna” dla uzyskiwanych
wynikéw. Przedstawione rezultaty zostaly potwierdzone dwoma rodzajami testow:
komercyjnym firmy Sigma oraz wykorzystujacym zwigzek 2’,7’-dioctan dichlorofluoresceiny.
Zgodnie z zasada obu wymienionych testow, tylko komodrki zywe posiadaja zdolnosé
produkowania RFT pod wplywem zewnegtrznego bodzca indukujacego stres oksydacyjny,

jakim jest bez watpienia nadtlenek wodoru.

Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzi€, iz praca z uzyciem testowanej komory
umozliwita hodowl¢ badanych linii komoérkowych w warunkach sterylnych, z zachowaniem
ich pelnej aktywnosci metabolicznej. Potencjalnym sygnatem $wiadczacym o wystapieniu

infekcji bylaby nadmierna produkcja RFT przez komorki niczym niestymulowane.

4.3. Ocena stezenia mediatorow immunologicznych wydzielanych przez komorki wybranych

linii
W ramach procedury oceniono uzyteczno$¢ komory pod katem wykonywania oznaczen
technika immunoenzymatyczng ELISA stgeZzenia mediatorow immunologicznych: biatka
HMGB1, interleukiny (IL)-8 oraz czynnika martwicy nowotworéw-alfa (TNF-a) w
supernatantach uzyskanych po hodowli ludzkich komorek s$rodbtonka zyly pepowinowej

HUVEC, mysich makrofagow RAW 264.7 oraz ludzkich komoérek raka piersi MCF-7
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stymulowanych lipopolisacharydem (LPS) in vitro w trzech st¢zeniach: 100 ng/ml, 500 ng/ml
il pg/ml.
Komorki hodowano w tych samych warunkach w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2
195% wilgotnos$ci powietrza. W celu wyeliminowania ryzyka infekcji, przed uzyciem inkubator
wysterylizowany zostal w temperaturze 186°C.
Kazda z komercyjnych linii komérkowych hodowana byta w odpowiedniej, zalecanej przez
producenta pozywce:
e dla ludzkich komorek $rédbtonka zyly pepowinowej HUVEC - pozywka Medium 200
z czerwienig fenolowa, zawierajagca 50 razy st¢zony roztwor o niskiej zawarto$ci
surowicy (z ang. Low Serum Growth Supplement; LSGS) oraz mieszaning 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
¢ dla mysich makrofagdéw RAW 264.7 — pozywka DMEM z 2mM L-glutaming, NaHCO3
i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS oraz mieszanin¢ 100 razy
stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny),
e dla ludzkich komorek raka piersi MCF-7 — pozywka RPMI 1640 z 2mM L-glutamina,
NaHCO3 i czerwienig fenolowa, zawierajaca 10% inaktywowany FBS, mieszaning 100
razy stezonych antybiotykow (100 pg/ml streptomycyny i 100 U/ml penicyliny) oraz

1% roztwor endogennych aminokwasow (z ang. nonessential amino acids; NEAA).

Stymulacija ludzkich komorek $rodbtonka zvlty pepowinowei HUVEC lipopolisacharydem in

vitro pod komora obejmowala nastepujace etapy:

1. Po osiagnieciu przez komorki 70-80 % stanu konfluencji, z butelki hodowlanej usunigto
starg pozywke, wykonano proces odrywania komoérek od podioza przy uzyciu 0,025%
roztwor trypsyna/EDTA, ktory umozliwi oderwanie komorek od powierzchni butelki (tzw.
proces trypsynizacji), a nastepnie zliczono komoérki wystepujace w uzyskanej zawiesinie.

2. Komorki wysiano na 24-dotkowg ptytke hodowlang i pre-inkubowano przez 24 godziny.

3. Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunig¢to, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10® komérek, 500 ng/ml/10®i 1 pug/ml/10® komorek.
Kazdy wariant do§wiadczalny wykonano w 6 powtoérzeniach.

4. Plytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

5. Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia st¢zenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.
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Stymulacja ludzkich komorek raka piersi MCF-7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1.

Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komorek i oderwanie komorek
od podtoza przy uzyciu 0,25% roztworu trypsyna/EDTA.

Po wykonaniu zliczenia komorek przy uzyciu komory Biirkera, komoérki wysiano na 24-
dolkowg ptytke hodowlang i pre-inkubowano w inkubatorze CO- na 24 godziny.

Po zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usuni¢to, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10° komérek, 500 ng/ml/10° i 1 pug/ml/10° komorek.
Kazdy wariant dos§wiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

Ptytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia stezenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.

Stymulacja mysich makrofagow RAW 264.7 lipopolisacharydem in vitro pod komora

obejmowala nastepujace etapy:

1.

Usunigcie starej pozywki hodowlanej po 2-3 dniach hodowli komorek i oderwanie komorek
od podtoza mechanicznie przy uzyciu skrobaka.

Zliczenie komorek przy uzyciu komory Biirkera.

Wysianie komoérek na 24-dolkowsg ptytke hodowlang i pre-inkubowanie ich w inkubatorze
CO2 na 24 godziny.

Po =zakonczeniu pre-inkubacji supernatant znad hodowli usunigto, do studzienek
zawierajacych komorki dodano $wiezej sterylnej pozywki hodowlanej, a nastepnie LPS w
stezeniach koncowych: 100 ng/ml/10° komérek, 500 ng/ml/10% i 1 pg/ml/10° komorek.
Kazdy wariant do§wiadczalny wykonano w 6 powtorzeniach.

Ptytke hodowlang umieszczono w inkubatorze CO2 na 24 godziny.

Po zakonczeniu 24-godzinnej stymulacji zawarto$¢ studzienek pobrano do probowek typu
eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Supernatanty pohodowlane zamrozono w -80°C do

momentu wykonania oznaczenia st¢zenia biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-a technikg ELISA.
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Immunoenzymatyczne oznaczanie technikq ELISA stezenia biatka HMGB1

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy EIAab® (nr katalogowy E0399h)
w przypadku komorek $rodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i1 ludzkich raka piersi MCF-7
oraz zestawu EIAab® (nr katalogowy E0399m) w przypadku mysich makrofagéw RAW 264.7.
Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcjg producenta
dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc 11, 12 i 13) przedstawiono wyniki analizy st¢zenia biatka
HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC, MCF-7 oraz RAW
264.7 lipopolisacharydem w trzech stezeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 ug/ml) przez 24
godziny. Wyniki przedstawiono jako §rednie + blad standardowy w poréwnaniu do komorek
kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwoch powtodrzeniach dla
kazdego z szesciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).

Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem

(o))
o
o

(%)

o

o
—
—

N
o
o

300 I

Stezenie HMGB-1 [ng/ml]
N
o
o

=
o
o

=g
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Ryec. 11 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek HUVEC

lipopolisacharydem
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Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 12 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komoérek MCF-7
lipopolisacharydem

Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagéw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryec. 13 Stezenie HMGB-1 w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagobw RAW
264.7 lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru st¢zenia HMGB-1 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komorek HUVEC, MCF-7 i RAW 264.7 lipopolisacharydem
jednoznacznie wskazuja, iz badane komorki pod wplywem LPS wydzielaja biatko HMGB-1.
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi i wskazuja, iz testowana komora

umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komoérkowych, a same komorki znajdujg sie
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w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje HMGB-1 pod wptywem
czynnika stymulujacego.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikq ELISA stezenia IL-8

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
D8000C). Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z instrukcja
producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 14 i 15) przedstawiono wyniki analizy IL-8 w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komoérek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem w trzech st¢zeniach
(100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednie + btad
standardowy w poréwnaniu do komorek kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla
0znaczenia w dwdch powtorzeniach dla kazdego z sze$ciu niezaleznych powtdérzen danego
eksperymentu (w stosunku do kazdego st¢zenia LPS).

Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 14 Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek HUVEC
lipopolisacharydem
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Stezenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 15 St¢zenie IL-8 w supernatantach uzyskanych po stymulacji komorek MCF-7
lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru st¢zenia IL-8 przy uzyciu testu ELISA w supernatantach
uzyskanych po stymulacji komorek HUVEC i MCF-7 lipopolisacharydem jednoznacznie
wskazuja, iz badane komoérki pod wptywem uzytego stymulatora pochodzenia bakteryjnego
wydzielaja IL-8. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi 1 wskazuja, iz testowana
komora umozliwia uzyskanie sterylnej hodowli obu linii komoérkowych, a same komorki
znajdujg si¢ w takim stanie fizjologicznym, ktéry umozliwia im produkcje IL-8 pod wptywem

LPS.

Immunoenzymatyczne oznaczenia technikg ELISA stezenia TNF-a

Oznaczenia wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy
DTAOQ0C) w przypadku komorek srodbtonka zyty pepowinowej HUVEC i ludzkich raka piersi
MCF-7 oraz zestawu firmy R&D Systems (nr katalogowy MTAOQOB) w przypadku mysich
makrofagéw RAW 264.7. Wszystkie procedury zwigzane z oznaczeniami wykonano zgodnie z
instrukcja producenta dostarczong do gotowych zestawow.

Na ponizszych wykresach (Ryc. 16, 17 i 18) przedstawiono wyniki analizy stezenia TNF-a. w
supernatantach uzyskanych po stymulacji komoéorek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7
lipopolisacharydem w trzech stezeniach (100 ng/ml, 500 ng/ml i 1 pg/ml) przez 24 godziny.
Wyniki przedstawiono jako $rednie + blad standardowy w poréwnaniu do komorek

kontrolnych, niczym nietraktowanych (NT), dla oznaczenia w dwoch powtorzeniach dla
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kazdego z sze$ciu niezaleznych powtorzen danego eksperymentu (w stosunku do kazdego

stezenia LPS).
Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
makrofagéw RAW 264.7 lipopolisacharydem
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Ryc. 16 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji makrofagow RAW
264.7 lipopolisacharydem

Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek HUVEC lipopolisacharydem
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Ryc. 17 Stgzenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek HUVEC
lipopolisacharydem
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Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji
komérek MCF-7 lipopolisacharydem
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Ryc. 18 Stezenie TNF-a w supernatantach uzyskanych po stymulacji komérek MCF-7
lipopolisacharydem

Obserwacja:

Przedstawione wyniki pomiaru poziomu TNF-a metodg ELISA w supernatantach uzyskanych
po stymulacji komorek RAW 264.7, HUVEC i MCF-7 jednoznacznie wskazuja, iz wraz ze
wzrostem uzytego do stymulacji st¢zenia LPS, komorki produkuja wigksze ilo$ci badanej
cytokiny. Na wykresach mozna rowniez zaobserwowaé, iz poziom TNF-o uwolnionego do
medium hodowlanego przez komoérki nowotworowe MCF-7 jest znacznie nizszy w poréwnaniu
do komorek §rodbtonka naczyn HUVEC i RAW 264.7. Uzyskane wyniki sg catkowicie zgodne
z danymi literaturowymi, ktore potwierdzaja dawko-zalezng produkcje TNF-o przez te badane
linie komorkowe stymulowane LPS. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, iz komorki hodowane
1 stymulowane pod badang komorg znajdowaly si¢ w prawidtowym stanie fizjologicznym, a

same hodowle komoérkowe nie byly zainfekowane.

Whiosek:

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych procedur zwigzanych z oznaczaniem poziomu
mediatorow immunologicznych (biatka HMGB-1, IL-8 i TNF-o) wydzielanych przez trzy
badane linie komérkowe (ludzkie komorki srédblonka HUVEC, mysie makrofagi RAW 264.7
I ludzkie komorki raka piersi MCF-7) stymulowane lipopolisacharydem bakteryjnym
jednoznacznie wykazaly na przydatno$¢ testowanej komory pod katem jej wykorzystania do

tego rodzaju testow immunologicznych. Wszystkie uzyskane wyniki badan sg zgodne z danymi
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literaturowymi, ktore wskazujg, iz komorki uktadu odporno$ciowego (HUVEC i RAW 264.7),
jak 1 nowotworowe (MCF-7) pod wplywem czynnika pirogennego (LPS) sa zdolne do
produkcji mediatoréw immunologicznych zaangazowanych w procesy zapalne (IL-8, HMGB-

1, TNF-a), nekroze tkanek (HMGB-1) czy angiogeneze (IL-8).

Na tej podstawie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz praca z uzyciem testowanej komory
umozliwita hodowle badanych linii komoérkowych w warunkach sterylnych, z zachowaniem
ich petnej aktywnos$ci metabolicznej i fizjologicznej. Potencjalnym sygnatem $wiadczacym o
zaburzeniach w funkcjonowaniu komorek, bylby utrata przez nie zdolnosci do wydzielania
mediatoréw immunologicznych pod wptywem LPS. Nadmierna produkcja badanych cytokin
przez komorki kontrolne, niczym niestymulowane (NT) $wiadczylaby z kolei o wystapieniu

infekcji w prowadzonych hodowlach komérkowych.
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Podsumowanie:

e Konstrukcja komory jest prawidlowa, umozliwia wygodna prace dwom
eksperymentatorom jednocze$nie.

e Materialy, z ktorych wykonano komore¢ sa wysokiej jakosci i nie sprawiaja
problemow podczas przeprowadzania dekontaminacji.

e Testowana komora wyposazona zostala w system filtrow, ktore skutecznie
zatrzymuja drobnoustroje krazace w powietrzu.

e Stwierdzono problem z skutecznos$cia przeciwdrobnoustrojowego dzialania lampy
UVv.

e Komora wlasciwie zabezpieczala odczynniki i badany material podczas zakladania
I prowadzenia hodowli ludzkich i zwierzecych linii komérkowych.

e Przeprowadzone badania wykazaly przydatnosé¢ komory do prowadzenia testow

immunologicznych in vitro.

e Sugerowane jest wykonanie uszczelek w szybach bocznych komory z innego
materialu, bardziej odpornego na dekontaminacje.

e Sugerowane jest wyposazenie komory w dluzsza lampe¢ UV adekwatna do
szerokosci blatu roboczego, aby zapewni¢ odpowiednie naswietlenie jego calej
powierzchni.

e Sugerowane jest wykonanie obudowy chroniacej filtr sufitowy z materialu
umozliwiajacego dezynfekcje.

e Sugerowane jest umieszczenie otworow w elementach blatu roboczego
ulatwiajacych jego montaz i demontaz.

e Sugerowane jest wprowadzenie niewielkich poprawek w panelu dotykowym
sterujacym praca komory tak, aby ulatwi¢ jego obsluge osobom o grubszych

palcach.
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Raport zbiorczy z testowania komory laminarnej o szerokosei 120 cm
W ramach realizacji zamoéwienia publicznego: »Przeprowadzenie prac badawczych i
rozwojowych w celu wytworzenia innowacyjnej komory do badan mikrobiologicznych w
ramach dziatania 1.1. Projekty B+R przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozwdj 2014-2020 wspotfinansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego™ na zasadach zawartych w umowie z Narodowym Centrum Badaf i Rozwoju z
dnia 19 kwietnia 2016 roku zgodnie z zapisami Umowy zawartej w dniu 13.11.2017 w Toruniu,
pomigdzy ALCHEM GRUPA Sp. z o. o. reprezentowang przez Prezesa Zarzadu Pana
Bogustawa Hajdasza a Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu reprezentowanym przez

Rektora Pana prof. dr hab. Andrzeja Tretyna.

Badania wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
Pod kierownictwem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka.

Zespot realizujacy badania:

dr hab. Sylwia Wrotek dr Tomasz Jedrzejewski dr Jakub Piotrowski

Uniwersytet Mikoiaja Kopernika w Toruniu
Wydziat Biologii 1 Ochrony Srodowiska
Zakiad immunologii
ul. Lwowska 1, 87-100 Torun
tel. 56 611 25 20, 56 611 49 48, fax 56 611 25 19
(1677)

prof. dr hab. Wiestaw Kozak



Raport zbiorczy z testowania komory laminarnej o szerokosci 180 em
w ramach realizacji zaméwienia publicznego: ..Przeprowadzenie prac badawczych i
rozwojowych w celu wytworzenia innowacyjnej komory do badan mikrobiologicznych w
ramach dziatania 1.1. Projekty B+R przedsiebiorstw Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozwdj 2014-2020 wspétfinansowanego ze s$rodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego” na zasadach zawartych w umowie z Narodowym Centrum Badari i Rozwoju z
dnia 19 kwietnia 2016 roku zgodnie z zapisami Umowy zawartej w dniu 13.11.2017 w Toruniu,
pomigdzy ALCHEM GRUPA Sp. z o. o. reprezentowang przez Prezesa Zarzagdu Pana
Bogustawa Hajdasza a Uniwersytetem Mikolaja Kopernika w Toruniu reprezentowanym przez

Rektora Pana prof. dr hab. Andrzeja Tretyna.
Badania wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
Pod kierownictwem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka.

Zespot realizujgcy badania:

5) e Aalel, witbe TomeN. . Hdousl Taklh

“dr hab. Sylwia Wrotek dr Tomasz Jedrzejewski dr Jakub Piotrowski

Uniwersytet wikolaja Kopernika w Toruniu
Wydziat Biologii 1 Ochrony Srodowiska
Zakfad Immunologii
ul. Lwowska 1, 87-100 Torun

tel. 56 611 25 20, 56 611 49 48, fax 566112519 j ;
(1677) e, A T T, ~

prof. dr hab. Wiestaw Kozak




Raport zbiorczy z testowania komory laminarnej o szerokosci 150 cm
w ramach realizacji zamdwienia publicznego: ,,Przeprowadzenie prac badawczych i
rozwojowych w celu wytworzenia innowacyjnej komory do badan mikrobiologicznych w
ramach dziatania 1.1. Projekty B+R przedsigbiorstw Programu Operacyjnego Inteligentny
Rozwdj 2014-2020 wspotfinansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego™ na zasadach zawartych w umowie z Narodowym Centrum Badaf i Rozwoju z
dnia 19 kwietnia 2016 roku zgodnie z zapisami Umowy zawartej w dniu 13.11.2017 w Toruniu,
pomiedzy ALCHEM GRUPA Sp. z 0. o. reprezentowang przez Prezesa Zarzadu Pana
Bogustawa Hajdasza a Uniwersytetem Mikotaja Kopernika w Toruniu reprezentowanym przez
Rektora Pana prof. dr hab. Andrzeja Tretyna.

Badania wykonano w Zaktadzie Immunologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
Pod kierownictwem prof. dr hab. Wiestawa Kozaka.

Zespét realizujacy badania:

dr hab. Sylwia Wrotek dr Tomasz Jedrzejewski dr Jakub Piotrowski

Uniwersytet wviikotaja Kopernika w Toruniu
Wydziat Biologii 1 Ochrony Srodowiska
Zakiad Immunologii
ul. Lwowska 1, 87-100 Torun
tel. 56 611 25 20, 56 611 49 48, fax 56 611 25 19
(1677)

prof. dr };ab. Wiestaw Kozak



