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Roviditések jegyzéke

BBB: vér-agy gat

BDNF: agyi eredetii idegsejt ndvekedési faktor
BSA: borju szérum albumin

CcAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
DCFDA: diklorodihidrofluoreszcein

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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FBS: borjusavo

FD4: fluoreszcein izotiocianattal jel6lt 4,4kDa méretti dextran
GDNF: glia eredetli idegsejt novekedési faktor
GFAP: glialis fibrillaris savas fehérje

ITS: inzulin-transzferrin-szelenium kiegészit6
1PSC: indukalt pluripotens Ossejt

MAP-2: mikrotubulus asszocialt fehérje 2
PBS: foszfat pufferelt sdoldat

PDMS: polidimetil-sziloxan

PFA: paraformaldehid

ROS: reaktiv oxigéngyok

TEER: transzendotelialis elektromos ellenallas
TGF-pB: transzformal6 novekedési faktor-3

TX: Triton X-100 detergens



1. Bevezetés
1.1. A vér-agy gat jellemzése

A veér-agy gat a keringés és a kozponti idegrendszer kdzotti dinamikus hatérfeliilet.
Elsédleges szerepe az idegi mikrokornyezet szabdlyozasa, a megfelelé miikodéshez torténd
homeosztazis fenntartasa. A vér-agy gat tdpanyagokkal és oxigénnel latja el az agyat, védelmezi
a kéros anyagokkal és korokozdokkal szemben, kommunikacios feluletet biztosit a periféria és a
kdzponti idegrendszer kozott. A gat funkcionalis alapjat a kapillaris agyi endotélsejtek alkotjak.
Ezek az 6ket koriilvevo pericitakkal, asztrocita végtalpakkal és neuronokkal egyutt hozzak létre
a neurovaszkularis egységet (1. abra, Campos-Bedolla és mtsai., 2014; Profaci és mtsai., 2020).
A pericitdk segitik a mikroerek szerkezetének stabilizalasat, hozzajarulnak a vér-agy gat
fejlodéséhez és szabalyozasahoz (Abbott és mtsai., 2010; Deli, 2011). Az asztroglia végtalpak
a mikroerek felszinét beboritva segitik a sejtek koz6tti kommunikaciot és a szisztemas keringés

és az idegrendszer kdzotti anyagatjutast (Abbott és mtsai., 2006).
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1. &bra. Agyi és periférias kapillarisok dsszehasonlitasa (Profaci és mtsai., 2020, modositva). A)
kdzponti idegrendszeri és periférias kapillarisok dsszehasonlitasa. B) Sejtkozotti kapcsolatok a vér-agy
gat endotélsejtjei kozott. C) Lazabb sejtkdzotti kapcsolatok periférias endotélsejtek kozott. D)
Fenesztralt periférias endotélsejtek.

Az agyi endotélsejtek altal l1étrehozott kapillarisok szamos tulajdonsagban kilénboznek
a periférias mikroerektdl (1. abra). A periféridas kapillarisokban jelentds a transzcellularis
vezikularis transzport, lazdbbak a sejtkozotti kapcsolatok, amelyek akar teljesen atjarhatéak,
fenesztraltak, tehat a sejtek kozott hézagok lehetnek. Ezek a tulajdonsdgok hatékony, de
kevéssé szabdlyozott anyagaramlast tesznek lehetdvé. A kozponti idegrendszeri kapillarisok

ezzel szemben szoros kapcsolatokkal flizddnek Gssze, a sejtek nem fenesztraltak, a transzcitdzis



nagyon kismértékii (Campos-Bedolla és mtsai., 2014; Profaci és mtsai., 2020). Az agyi
endotélsejteken szamos specialis transzporter figyelheté meg, amely hozzédjarul az adott
tdpanyag vagy egyeéb molekula szabalyozott &tjutaséhoz. A kozponti idegrendszer
szempontjabol kéros anyagok tavoltartasa pedig efflux pumpék segitségével torténik (Abbott
és mtsai., 2010; Campos-Bedolla és mtsai., 2014).

Az agyi endotélsejtek kdzotti szoros kapcsolatok fizikai gatat képeznek, ezzel korlatozzak
a vizoldékony anyagok és ionok sejtek kozotti (paracellularis) atjutasat. A szoros kapcsolatokat
integrans transzmembrén fehérjek alakitjak ki, mint a klaudin, az okkludin és méas adhézios
molekuldak (JAM, ESAM). Ezeket az aktin sejtvazhoz zonula occludens-1 (ZO-1) kapcsol6
fehérjék kotik, amely halézat dinamikus &talakulasra kepes. A szoros kapcsolatok
kialakitasaban és fenntartasaban fontos szerepe van az adherens junkcioknak is. Az adherens
kapcsolatokat felépit6 PECAM (vérlemezke és endotélsejt adhéziés molekula), kadherin
fehérjék és azok kapcsold fehérjéi, mint a B-katenin jelentds szerepet jatszanak jelatviteli
utakban a sejtek kozotti kapcsolddas szabalyozasa mellett (Deli, 2009).

A vér-agy gatat kialakité agyi endotélsejtek vér feloli és agy feloli oldalan specialis
szallitofehérjék talalhatdak, amelyek szigoruan szabalyozzak az anyagaramlast az agy felé és
az agy feldl a szisztémas keringés felé. Az endotélsejtek luminalis, vér feldli oldalan talalhaté
efflux pumpak megakadalyozzak az agy szdmara karos anyagok bejutasat. Azonban ezek azok
a transzporterek, amelyek a kozponti idegrendszeri betegségek kezelésére Kkifejlesztett
gyégyszer hatéanyagok nagy részeének a bejutasat is megakadalyozzak az agyba. Az agyi
mikroerek legjellemzébb efflux pumpai az ABC transzporter csalad tagjai, mint a P-
glikoprotein (ABCB1), az ABCG2 (BCRP) és a multidrog rezisztens fehérje csalad (ABCC,
MRP) (Deli, 2011). A paracellularis anyagaramlas korlatozasa, az alacsony szintii
transzcellularis vezikularis transzport, a specializalt tapanyagszallito fehérjék és az aktiv efflux
pumpak kdzosen jarulnak hozza a vér-agy gat tulajdonsagok kialakulasdhoz (Deli, 2009).

Az agyi endotélsejtek felszini toltése negativabb a periférias mikroerekhez képest, mivel
a sejtmembranban nagyobb szdmban fordulnak elé a negativ toltésti foszfatidilszerin és
foszfatidilinozitol molekulak. A glikokalix az agyi endotélsejtek luminalis felszinén levé cukor-
fehérje kopeny, ami f0ként proteoglikanokbol, glikoproteinekbdl és gliikozaminoglikanokbol
all, amelyhez szdmos negativ toltésti szulfat és szialsav molekula kapcsolodik. Egyediilalld
elhelyezkedése, Osszetétele és szerkezete negativ toltési fizikai gatként szolgal, mely
szabalyozza a kiilonb6zd toltottségili biomolekuldk agyba valo bejutasat, emellett a véraramlas
hatdsara kialakulé nyirofesziltséggel szemben mechanoszenzorként viselkedik (Ando és
mtsai., 2018; Walter és mtsai., 2021).



1.2. A vér-agy gat in vitro modellezése

A Vér-agy gattal kapcsolatos kutatasok mar tobb mint 100 évvel ezel6tt elkezdddtek. A
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban laborunk megalapit6ja, Jod Ferenc és munkatarsai voltak
az els6k, akik ragcsalokbol izolalt agyi mikroereken vizsgaltak a vér-agy gatat (Jod és
Karnushina, 1973), ezzel megtették az els6 1épést az in vitro modellek megalkotaséahoz (Joo,
1993). A sejttenyészetes Vvér-agy gat modellek fontossa valtak a gat tulajdonsdgok
tanulmanyozasaban, mikodésének megismerésében, és kilonbozo fajtait jelenleg is széles
korben alkalmazzak gydgyszerhatéanyagok atjutdsanak és hatasanak vizsgalatara (Deli és
mtsai., 2005; Deli, 2011).

Pericita Asztroglia

2. &bra. Az els6 haromsejtes primer izolalt sejttenyészetes vér-agy gat modell sejttenyésztd betéten
(Nakagawa és mtsai., 2007; 2009). Kézépen a vér-agy gat anatdmiai rajza, ahol a funkcionalis alapot az
agyi endotélsejtek alkotjak (zold), dket a pericitak boritjak be (narancssarga) és kiviilrél a rendszert
asztroglia végtalpak (kék) burkoljak. Bal felsd sarokban az agyi endotélsejt monokultira, jobb felsé
sarokban a kétsejtes asztroglia-endotél ko-kultira rajza lathatd sejttenyésztd betéten. Lent kozépen
pedig az anatomiai felépitésnek megfelelé haromsejtes vér-agy gat ko-kultira helyezkedik el (Veszelka
és mtsai., 2011, modositva).

A sejttenyészetes vér-agy gat modellek egy részét napjainkban is allati eredet(i primer
sejtek felhasznalasaval hozzak létre (2. bra; Veszelka és mtsai., 2011; Helms és mtsai., 2016).
A primer patkany sejtekbdl allo ko-kultura modellek széles kdrben alkalmazott, megbizhato, az
in vivo allatkisérletek (gyogyszer)molekula transzport eredményeivel jO61 Osszevethetd
rendszerek (Avdeef és mtsai., 2015). Kimutattak, hogy az endotélsejteket pericitakkal vagy
asztrocitakkal egyiitt tenyésztve er6sodnek a vér-agy gat tulajdonsagok, a sejtkdzotti szoros

kapcsolatokat alkotd fehérjék kifejezdése megemelkedik, a sejtréteg transzendotelialis
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elektromos ellendllasa (TEER) megnd, permeabilitasa csokken. A legerdsebb gat
tulajdonségokat akkor érték el, amikor a harom sejttipust az anatomiai elhelyezkedésnek
megfelelden tenyésztették (2. dbra, Nakagawa és mtsai., 2007; Nakagawa és mtsai., 2009).
Human primer sejtvonalak is Iéteznek, azonban ezek a sejtvonalak nehezen elérhetdek, dragak
és felhasznalasuk etikai engedelyhez kotott (Bernas és mtsai., 2010).

A primer sejtek Kinyerése, a ko-kultura rendszerek dsszeallitasa és fenntartasa anyag- és
idOigényes, valamint komoly szakértelmet, gyakorlatot igényel. A  preklinikai
gyogyszerteszteléshez pedig egyre jobban szilkségessé valtak olyan sejttenyészetes modellek,
melyek konnyebben és egyszeriibben kezelhetoek (Weksler és mtsai., 2013; Helms és mtsai.,
2016). Az els6, szeleskdrben alkalmazott human sejtvonalhoz az agyi endotélsejteket
epilepszids betegekbdl miitéti Gton eltavolitott agyszovetbdl izolaltak és immortalizaltak.
(Weksler és mtsai., 2005). A hCMEC/D3 human agyi endotél sejtvonal alkalmas patologias
folyamatok vizsgalatara (Weksler és mtsai., 2013). Azonban a szoros kapcsolat fehérjek
(klaudin-5, okkludin) alacsony szinten fejezOdnek ki, emiatt a sejtek gyenge paracellularis gatat
képeznek. fgy ez a modell csak kevéssé alkalmas endotélsejt rétegen torténd permeabilitési
vizsgalatokra (Helms és mtsai., 2016).

Az elmdlt 10-15 evben az in vitro vér-agy gat modellek kifejlesztésének legujabb iranya
az indukalt pluripotens Ossejtek (iPSC) hasznalata. Human iPSC-bdl agyi endotélsejtek is
differencialtathatok, melyek rendelkeznek a specialis vér-agy gatra jellemz6 tulajdonsagokkal,
igy alkalmasak gydgyszerhatdanyagok, valamint patoldgias folyamatok vizsgalatara
(Lippmann és mtsai., 2012). Kétlépcsos differenciacios folyamat soran olyan &ssejtekbol
létrehozott endotélsejteket is tenyésztettek, melyek magas szinten fejeznek ki adhézids
molekuldkat, ezzel segitve az immunsejtek migraciojat (Nishihara és mtsai., 2020). Az Gssejt-
alapl modellek esetén eddig nagyon nehéz volt elérni, hogy az endotélsejtek egyszerre
képezzenek erds gatat és emellett megtartsdk az agyi endotélsejtekre jellemzd specidlis
tulajdonsagokat. Csoportunk legujabb kisérleteiben 0sszeallitott és tesztelt egy kismolekula
koktélt, mely a Wnt szignalizacios utvonal aktivacidjaval erdsiti a gat tulajdonsagok
kifejez6dését, mikdzben a sejtek megtartjak endotél jellegeiket (Porkolab és mtsai., 2024).

Jelenleg az egyik legmodernebb, sokak altal alkalmazott human endotél modell olyan
vaszkularis endotélsejteken alapul, amelyeket huméan koldokzsinor vérbdl izolalt CD34*
hemopoetikus dssejtekbdl hoznak létre (Cecchelli és mtsai., 2014). Ez a sejtvonal kdnnyebben
kezelhetd, mint a primer human sejtek. Felhasznalasukkal az eredmények jol reprodukalhatéak,

€s agyi pericitakkal egyiitt tenyésztve erésebb barriert képeznek, mint a hCMEC/D3 sejtvonal.



Kisérleteinkhez ezért ezt a ko-kultdra modellt alkalmaztuk. A modellt kutatocsoportunk

kor&bban mikrofluidikai chip-eszktzben is vizsgalta (Santa-Maria és mtsai., 2021).

1.3. Mikrofluidikai in vitro vér-agy gat vizsgalati modszerek

A lab-on-a-chip mikrofluidikai és mikroelektronikai eszk6zok egyre népszeriibbek a
biologiai gatrendszerek modellezésében. Az eszkozt felépitd csatornak és a kiilonbdzo beépitett
szenzorok jo lehetGséget adnak a fiziologias koriilmények in vitro modellezésére (3. &bra). Kis
méretiiknek kdszonhetéen konnyen mozgathatok a mérdberendezésekhez, de a mérések akar az
inkubatorban is elvégezhetdk (Kincses €s mtsai., 2023; Deli és mtsai., 2024).

Felépités szerint a barrier lab-on-a-chip rendszereknek harom altalanos tipusa van (3.
abra). Az els6nél a csatorndkat por6zus milanyag membran valasztja el, ami biztositja a
tenyésztd feliiletet. Ez az elrendezés a sejtteny€sztd betétek két folyadékteres felépitésére
hasonlit (Griep és mtsai., 2013; Walter és mtsai., 2016). Ehhez hasonld, amikor a két
folyadéktér parhuzamosan fut egymassal (Deosarkar és mtsai., 2015). Egy harmadik tipusban
a csatornat hidrogél formalja, amelyet az endotélsejtek korbendnek €és a hidrogélbe agyazott
pericitakkal és asztroglidkkal kozvetlentl tudnak érintkezni (Herland és mtsai., 2016; Campisi
és mtsai., 2018). Mindharom esetben el6ny, hogy megvalosithato a folyadékaramlas, ezaltal a

fiziologias véraramlashoz hasonlo nyirofesziltség érheti az agyi endotélsejteket.
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3. abra. Vér-agy gat lab-on-a-chip modellek tipusai. Bal oldal: két folyadékteres rendszer, a csatornak
egymas felett futnak és pordzus tenyészté membrannal vannak elvalasztva. Kozépen: Két folyadékteres
rendszer, a csatornak egymas mellett futnak, van kozottiik atjaras. Jobb oldal: Hidrogél formalta csatorna
(Kincses és mtsai., 2023, mddositva).

Csoportunk els6, kiilonbozo bioldgiai barrierek modellezésére alkalmas, sajat fejlesztésii
mikrofluidikai eszkdzét 2016-ban publikalta (Walter és mtsai., 2016). A kétcsatornas, vertikalis
elrendezésti, membrannal elvalasztott barrier chipben tobb sejttipus egyiittes tenyésztésével ko-
kultdra modellek is létrehozhatdak. A rendszer arany elektrodakkal rendelkezik, amely

alkalmassa teszi a sejtréteg ellenallasasnak vizsgalatara. Az elektrodak bar lefedik a biochip



fellletét, de nagyon vékony, 25 nm vastag réteget képeznek, ezaltal nem akadalyozzak a sejtek
vizsgalhatjuk. A chip segitségével csoportunk primer patkany harmas ko-kultira modellen, és
human agyi endotélsejteken is vizsgalta a vér-agy gat tulajdonsagokat (Walter és mtsai., 2016).
Ez az eszkdz otvOzte az Osszes olyan lab-on-a-chip kdvetelményt, amely széleskorii gat
integritas vizsgalatokat tesz Iehet6vé: a teljes sejtréteg mikroszkdpozhatd (faziskontraszt és
fluoreszcens), mérheté az elektromos ellenéllds, permeabilitasi vizsgalatok végezhetéek és
tobbféle sejttipus egyutt tenyésztése is megvalodsithatd (Walter és mtsai., 2016). Lab-on-a-chip
rendszeriinkbn human  hematopoetikus  Ossejtekb6l  szdrmazo agyi endotélsejtek
felhasznalasaval kimutattuk, hogy folyadékaramlas hatdsara megemelkedett a glikokalix
alkotdelemeinek génkifejezédése és a sejtek felszini toltése még negativabba valt (Santa-Maria
¢és mtsai., 2021). A meglévo impedancia mérés mellett els6ként mértiik meg egybefliggd agyi
endotél egysejtréteg aramlasi potenciéljat, ezaltal a sejtfelszini toltésben in situ bekdvetkezett
valtozasok koveteseét is el tudjuk végezni (Kincses és mtsai., 2020).

Az lab-on-a-chip modellezés kovetkezd szintje a szerv-a-chipen (organ-on-a-chip)
rendszerek létrehozasa, tehat a szOvet vagy szerv szintii eszk6zok 6sszedllitdsa. Ezeknek a
mikroelektronikai chipeknek a célja, hogy human Ossejtek felhasznalasaval komplex és
megbizhatd modellek jojjenek létre. A human iPSC eredetii, egészséges, vagy betegekbol
szarmazé sejttipusok, vagy dsszetettebb sejtrendszerek, mint az organoidok relevansabbak a
gyogyszertesztelés soran, kérfolyamatok vizsgalatdban és csokkenthetik az allatkisérletek

szamat is (Ingber, 2022).

1.4. Az agyi organoidok jelentésége a kutatasokban

Az idegrendszeri betegségek in vitro modellezése elsésorban kétdimenzids neuronalis
sejttenyészetekkel torténik. Ezek hidnyossaga, hogy nem tudjak leképezni az emberi agy
sejthalozatanak térbeli komplexitasat, a sejtek kozotti kapcsolatokat és kommunikaciot (Smits
és mtsai., 2019; Chiaradia és Lancaster, 2020). Az 6sszetettebb, akar genetikai mddositassal
létrehozott ragesald modellek is elterjedtek, azonban az egér és az emberi agy kozotti fejlédési,
meretbeli és dsszetettségbeli killonbsegek limitalhatjak a vizsgalati lehetségeket (Chiaradia és
Lancaster, 2020). Az iPSC-alapu technikak fejlodésével lehet6ség nyilt a kozponti
idegrendszeri betegségek pontosabb in vitro modellezésére. Az agyi organoidokkal val6 munka
0j szintre emelte a gyogyszerhatéanyagok bejutasanak és hasznosulasanak vizsgalatat, és
lehetévé valt szamos kdrélettani modell létrehozasa is (Lancaster és mtsai., 2013; Choudhury
és mtsai., 2020).



Az agyi organoidok tobbfajta sejtbél allo, Gsszetett, onszervez6ds, haromdimenzids
struktarak, amelyek jol sszehasonlithatdak az emberi agy sejtszervez6déséhez. Ezekben az in
vitro modellekben az emberi agy szamos szerkezeti és ¢lettani jellemzdje megfigyelhetd, ami a
kétdimenzios sejttenyészetekbdl hianyzik. A komplex sejt-sejt kapcsolatok megléte nagyon
fontos a klinikai vizsgalatok soran tesztelt gyogyszerhatéanyagok hatasossadganak
elorejelzésében (Smits és Schwamborn, 2020; Chiaradia és Lancaster, 2020). A human iPSC
alapu in vitro rendszerek alkalmazéasa szamos 0] informéacioval szolgéalhat az emberi agyban
lejatsz6dd  folyamatok megértéséhez, kiegészitve az allatmodelleket. Fejlesztésik
elengedhetetlen az idegrendszeri betegségek megfeleld leképezéséhez, a korfolyamatok
megértéséhez (Monzel és mtsai., 2017; Nickels és mtsai., 2020).

| Fenntartas | Differenciacio

Novekedési faktorok,
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4. abra. Human kozépagyi organoidok létrehozasa (Monzel és mtsai., 2017, mddositva). hNESC:
huméan neuroepitelilis dssejtek.

Laboratoriumunkban a kisérleteink komplexitasanak ndvelésehez az in vitro vér-agy gat
modellrendszert agyi organoidok egyutt tenyésztésével el6szor statikus, sejttenyésztd betéteken
létrehozott modellen kezdtik el kiegésziteni (Mészaros és mtsai., 2023). Munkankhoz a
kdzépagyi organoidokat luxemburgi egylittmiikod6 partnereink szolgaltatjak (Smits és mtsai.,
2019; Nickels és mtsai.,, 2020). Vizsgalataink soran egészséges donorokbo6l szarmazé
kdzépagyi organoidokkal és Parkinson koros betegekb6l szarmazo 6ssejtekbdl differencialtatott
kdzépagyi organoidokkal is dolgoztunk, de a dolgozatban csak az egészséges sejtekkel torténd
kisérletek eredmeényeit mutatjuk be. Az organoidok létrehozéasanak Iépéseit a 4. abra mutatja.
Els6ként human neuroepitelialis 6ssejteket szélesztenek specialis letapadast gatld lemezre. A

haromdimenzids struktura azaltal alakul ki, hogy a sejtek nem tudnak letapadni a sejttenyésztd



lemez aljara. A sejtpopuléciot 8 napon keresztil ngvesztik a WNT és a Sonic hedgehog
jelatviteli Gtvonalakat serkentve (4. &bra, fenntartas). A folyamat soran a neuroepitelialis
6ssejtek kozépagy-specifikus dopaminerg neuronokké differencialédnak (Nickels és mtsai.,
2020). Ezutan a kialakult sejtcsomokat extracellularis matrixba agyazzak, és a sejteket
ndvekedési faktorokat és kismolekulékat tartalmazé tapfolyadékban neuronokkd és
asztrocitakka differencialtatjak (4. abra, differenciacio; Monzel és mtsai., 2017; Nickels és
mtsai., 2020). Az igy létrehozott kozépagyi organoidok 30 napos differencialtatds utan
alkalmasak kisérleti felhasznalasra (Nickels és mtsai., 2020). Kisérleteinkben 60-120 napos
organoidokat hasznaltunk.

2. Célkitilizés

Korabbi TDK munkamban 0Osszefoglaltam, hogy sikerrel hoztunk létre egy human
sejteken alapuld, in vitro ver-agy gat és kdzépagyi organoid ko-kultdra modellt statikus
sejttenyészto-betéteken. Optimalizaltuk az organoidok fenntartasat a laborkdrilményeink
kozott, beallitottuk a ver-agy gat modell és az organoidok tenyésztéséhez szlikséges
tapfolyadékok aranyat, a megfelelé agyi endotélsejt — organoid aranyt és az egyutt tenyésztés
1d6zitését is.

Jelen palyamunka célja, hogy a meglévé tudas 6tvozésével els6ként hozzunk létre egy
emberi Ossejteken alapulé in vitro lab-on-a-chip ver-agy gat és agyi organoid ko-kultura
modellt. Tervink, hogy a kordbban Kkifejlesztett, bioldgiai gatak modellezésére alkalmas
mikroelektronikai és mikrofluidikai eszkozilinket tovabbfejlesszik kozépagyi organoidok
rendszerbe épitésével. igy a vér-agy gaton végbemené folyamatok megfigyelésekor nem csak
az agyi endotélen bekovetkez6 valtozasokat, de az agyszovetet modellezé organoidokat érd
hatasokat is leirhatjuk. A modellben korszeri megkozelitéssel folyadékaramlas alatt
vizsgalhatjuk az agyi endotélsejteket, mig az agyi organoidok és a vér-agy gat modell egymasra
hatasat is tesztelhetjuk. Célunk:

1. Egy 1j tipust, human éssejteken alapuld vér-agy gat és organoid szerv-a-chipen (organ-
on-a-chip) ko-kultira modell dsszeallitasa és jellemzéese: morfologia, permeabilitasi €s
impedancia mérések, a gat tulajdonsagok meghatarozasa.

2. A rendszeren nanohordozohoz kotott fluoreszcens vendégmolekulak a vér-agy gaton
torténd atjutasanak és agyi organoidba torténd bejutasanak vizsgalata.

3. A Kklinikumban relevans, az idegsebészetben hasznalt jédtartalmi kontrasztanyag

hat4sénak agyi organoidokon torténd tesztelése.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. Vegyszerek

A Kisérleteinkhez hasznalt reagensek forgalmazoja és gyartdja a Sigma-Aldrich/Merck
Kft., Magyarorszag, hacsak masképp nem jeldltik.

3.2. Sejttenyésztés
3.2.1. Human vér-agy gat modell tenyésztése

Kisérleteinkhez human koldokzsinér vérbdl izolalt CD34™ hemopoetikus &ssejtekbdl
differencialtatott endotélsejteket hasznaltunk (Cecchelli és mtsai., 2014). Csoportunk korabban
jellemezte ezt a modellt agyi pericitdkkal val6 ko-kultiraban lab-on-a-chip eszkdzben (Santa-
Maria és mtsai., 2021). A huméan endotél- és a agyi pericita sejteket csoportunk francia
egyiittmiik6do partnere, Prof. Fabien Gosselet csoportja biztositja szamunkra (University of
Artois, Franciaorszag; etikai engedély: Bethune Maternity Hospital, Béthune, Franciaorszag,
protokoll szdma DC2011-1321). A human vaszkularis endotélsejteket a CD34" 3ssejtekbdl
differencidltattdk, majd fagyasztva taroltdk és széllitottak. Laboratdériumunkban az
endotélsejteket felolvasztast kovetéen eldszor 1-es tipust kollagénnel bevont Petri csészékben
(Corning Costar, USA) novesztettiik. A tapfolyadék alapja az endotélsejt tenyészté médium
(ECM, Sciencell, USA), melyhez 5% borjusavét (FBS, Sciencell), 1% endotélsejt novekedeési
faktort (ECGS, Sciencell) és 50 pug/ml gentamicint adtunk. Az agyi pericitakat szintén I-es
tipust kollagénnel bevont Petri-csészében (Corning Costar) novesztettiik. A tapfolyadek
Osszetétele DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Thermo Fisher Scientific, USA),
20% FBS (Pan Biotech, Németorszag), 1% GlutaMAX (stabil glutamin, Thermo Fisher
Scientific), és 50 pug/ml gentamicin volt. A human endotélsejteket a pericitakkal torténd egyiitt
tenyésztés serkenti a vér-agy gat agyi endotélsejtté torténd differencialodasra. Az

endotélsejteket maximum 7., a pericitakat pedig maximum 12. passzalasi szamig hasznaltuk.

3.2.2. Kozépagyi organoidok fenntartasa

A kozépagyi organoidokat a nemzetkozi egylittmiikodés keretén beliil luxemburgi
partnerink, Prof. Jens C. Schwamborn csoportja biztositotta szamunkra (Nickels és mtsai.,
2020). Az organoidokat neuronalis progenitor 6ssejtekbdl allitjak el6 egészséges és Parkinson-
koros betegek 6ssejtjeinek felhasznalasaval. A jelenlegi munkéaban az egészséges kdzépagyi
organoidokkal végzett Kkisérleteinket foglaljuk 0ssze. Az organoidokat 96-lyukd letapadéast
gatld lemezben (Corning Costar) hoztak létre 9 x 10° sejt/lyuk kiindulasi sejtszammal. A

sejteket egy hétig fenntartd tapfolyadékban tartottak, majd a differenciaciét kovetkezett két
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Iépésben specidlis faktorok segitségével. Ezt kovetéen az organoidokat érést segito
tapfolyadékba helyezték at, amelyben kézhez kaptuk 6ket. Az érést segit6 tapfolyadék alapjat
a DMEM/F12 és a Neurobasal sejttenyészté médiumok (Thermo Fisher Scientific) 1:1 aranya
keveréke adta. Ezt a tapfolyadékot egészitettilk ki az alabbi anyagokkal: L-glutamin (2 mM,
Thermo Fisher Scientific), B27 kiegészité (100x, Thermo Fisher Scientific), N2 kiegészt6
(200x, Thermo Fisher Scientific), dibutiril-cAMP (500 puM), BDNF (10 ng/ml agyi eredetii
idegsejt novekedési faktor, Peprotech, USA), GDNF (10 ng/ml, glia eredeti idegsejt
ndvekedési faktor, Peprotech), TGF-B3 (1 ng/ml, transzformalé novekedési faktor-f3,
Peprotech), activin A (2,5 ng/ml, Peprotech), L-aszkorbinsav (200 uM) és DAPT (10 uM (2S)
N-[(3,5-difluorfenil)-acetil]-L-alanil-2-fenil]-glicin-1,1-dimetil-etil-észter, Tocris Bioscience,
UK), gentamicin (50 pg/ml). Az agyi organoidokon heti harom alkalommal cseréltiink
tapfolyadékot (Nickels és mtsai., 2020, Veszelka és mtsai., 2021), ndvekedésiikrol rendszeresen
készitettlink faziskontraszt mikroszképos képeket (5. abra, Motic AE2000 faziskontraszt

mikroszkop, Motic Microscopy, Kina).

16. nap

5. abra. Egészséges donorbdl szarmazo 6ssejtekbdl differencialtatott kozépagyi organoidokrol készitett
faziskontraszt felvételek. Mérce: 250 pm.

3.3. A biochip felépitése

Kisérleteinkhez a csoportunk altal kifejlesztett és szabadalmaztatott mikrofluidikai
eszkoz tovabbfejlesztett valtozatat hoztuk létre (6. abra, Walter és mtsai., 2016; Santa-Maria és
mtsai., 2021). A biochip 5 6 rétegbdl tevodik Ossze szendvics-szeriien: a kiils6 boritast két
milanyag targylemez hozza létre, kdzottlik egy magasabb also (2 mm), és egy vékonyabb felsd
(0,2 mm) PDMS (dimetil-polisziloxan, Dow Inc., USA) réteg talalhatd, amelyen belul a két
csatorna hizodik. A PDMS rétegek kdzé pordzus membrant illesztiink (It4ip, Belgium; PET,

vastagsag 23 pm, porus atméré 0.45 pm, porus stirtiség 2 x 108/cm?). A csatornak szélessége
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2 mm, hosszusdga 35 mm/40 mm (fels6/als6). A chip-szendvicset milanyag csavarok fogjak

0ssze.

A) Endotélsejt UT:JT E)ﬁ

Pericita m =

6.4bra. Bioldgiai barrierek modellezésére alkalmas mikrofluidikai eszkdz. A) Sematikus abra, a
korabban jellemzett biochip oldalnézeti rajza és a tenyésztett sejtek elhelyezkedése (Santa-Maria és
mtsai., 2021, mddositva). B) Az eredeti, még organoid nélkili biochip modell feltilnézeti és oldalnézeti
fotdja.

Az organoidok integralasahoz a biochip als6 oldalara harom lyukat fartunk, melyekbe
PCR csovek kupakja helyezhetd. Ezekben az organoidok konnyen elférnek. A korabban
hasznalt elektrodak felliletét csdkkentettilk, hogy a merés szempontjabol fontos elektroda
szimmetriat megtartsuk az organoidok integralasaval egyidejlileg. A modellhez egy U],
impedancia mérésre alkalmas kétrétegli arany-platina elektroda part fejlesztettiink, amelyet a
targylemezek feluletére vakuumporlasztassal vittlink fel. Ehhez vezet6képes epoxy ragasztoval
(CW2400, ITW Chemtornics, USA) rogzitettuk a réz drotokat, melyekkel az impedancia
spektroszkdphoz tudjuk kapcsolni a biochipket. A csatornak Luer kompatibilis bevezetéseit
(inlet, Carl Roth, Németorszag) UV fényre szilarduld Norland ragasztoval (Norland Products
Inc., USA) rogzitettik.

3.4. Dinamikus vér-agy gat modell és agyi organoid ko-kultira létrehozasa

A biochipeket lezart zacsk6ban Malatec 6zon tisztito segitségével sterilizaltuk 30 percig.
Ezt kovetbéen az eszkdzok 10 percre plazmatisztitoba (PDC-002, Harrick Plasma, USA)
helyeztik. Az oxigén plazma hatasara hidrofillé valik a PDMS és a sejttenyészté membran
felszine, igy a vékony csatornakat sokkal konnyebben fel tudjuk tolteni folyadékkal. Utolsd
Iépésként a csatornakat 1 érara feltoltottiik 70% etanollal, majd 6tszor atmostuk steril desztillalt
vizzel.

A csatornakat elvalaszté por6zus membran mindkét oldalat bevontuk extracellularis

matrix fehérjékkel. Az endotélsejtek tenyésztéséhez a felsd csatornat IV-es tipusu kollagénnel

13



és fibronektinnel, az agyi pericitaknak az alsd csatornat I-es tipust kollagénnel vontuk be egy
éjszakan at 4°C-on. A kovetkez6 nap a bevonot kipipettaztuk, és a chipeket 20 percig UV
fényben hagytuk. Ezutan a csatornakat feltoltottiik human endotélsejt tapfolyadékkal, lezartuk,
és 37°C-os inkubatorba helyeztiik 6ket 1 Oréra. Ezt kovet6en a sejt nélkiili chipeken megmértitk
az impedanciat, ez az érték adja a sejtek nélkili hatteret.

El6szor a membran alsé oldalara pericitakat szélesztettiink endotélsejt tapfolyadékban
(1,5 x 10* sejt/chip). Ehhez a lezart chipeket fejjel lefelé forditottuk, és 2 drara inkubatorba
helyeztik a sejtek letapadasdhoz. Ezt kovetéen a chipeket visszaforditottuk, és az
endotélsejteket a membran felsé oldalara szélesztettiik (6 x 10 sejt/chip), ezutan vartunk Gjabb
2 Orét. A fels6 csatornan 8 oranként fecskend6pumpa segitségével frissre cseréltiik a tenyészto
tapfolyadékot (500 ul/perc, 4 perc). Ehhez a biochipek felsé csatorndit szilikon csovekkel
harmasaval vagy negyesével egyméashoz kapcsoltuk. Az els6h6z minden csoportban endotélsejt
tapfolyadékkal feltoltott 20 ml-es fecskend6t kotottiink, amelyet fecskendé pumpaba
helyeztlink. Az utolsé chip utan pedig 100 ml-es tapfolyadéktartoba vezettik bele a rendszert,
ami az elhasznalt médiumot gyiijtotte. Az also csatornaban a tapfolyadékot naponta manualisan

cseréltik.

Kozépagyi organoidok

AF A
| T_ Ee== =1 e —F
) PCR kupakok

biochipbe illesztése

\

\ Bedgyazas Geltrexbe 12 perc, 37 °C ~ 1
/ — A Geltrex ﬁ

\ megszilardul

7. &bra. Agyi organoidok mosasa, beagyazasa extracellularis matrix gélbe a PCR kupakokba (Geltrex),
és a kupakok biochipbe illesztése. A képet Biorender segitségével készitettem.

Koréabbi munkam soran optimalizaltam a vér-agy gat modell és az agyi organoidok egyiitt

tenyésztésének id6zitését. A lab-on-a-chip kisérletekben is ezt a menetrendet hasznaltuk. A vér-
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agy gat modell biochipben torténd 0sszeallitasa utan két nappal késébb az agyi organoidokat a
rendszerbe illesztettik (7. &bra). A 60-120 napos kozépagyi organoidokat DMEM/F12
tapfolyadékkal megmostuk, majd bedgyaztuk a PCR csovek kupakjaba csokkentett novekedési
faktor tartalmu extracellularis méatrixba (Geltrex, Thermo Fisher Scientific). A kupakokat steril
Petri cseszében 12 percre a 37°C-o0s inkubatorba helyeztik, hogy a Geltrex megszilarduljon.
Ezutén a kupakokat feltoltottiik tapfolyadékkal, és a biochipekbe pattintottuk 6ket (7. &bra).
Innent61 kezdve az also csatornaban human endotélsejt tapfolyadék és az agyi organoidok érését
segité tapfolyadék 1:1 aranyu elegyét tettik. A kisérletet megel6z6 napon a felsé csatornaban
1 ml/perc (0,4 dyne/cm?) folyadékaramlast hoztunk létre perisztaltikus pumpaval, hogy
modellezzilk a véraramlast, és ezzel erdsitsik az agyi endotélsejtekre jellemz6 specialis

tulajdonsagokat (Santa-Maria és mtsai., 2021).

3.5. Gatmiikodés vizsgalata
3.5.1. Elektromos impedancia spektroszkopia

A Vvér-agy gat modellek szorossaga vizsgalatanak elterjedt modja a transzendotelialis
elektromos ellendlldés (TEER) mérése, mely a sejtréteg ionokkal szembeni paracellularis

ellenallasat adja meg. A TEER valos idejii, gyors és nem invaziv mérést tesz lehetdve.

A) B)
Rlaplulyddek
B — — L

elektréda

8. &bra. A) Az egysejtréteg helyettesité aramkore, elektrodak sematikus rajza (Vigh és mtsai., 2021,
modositva). B) Az uj, csokkentett feliiletli platina/arany elektrodak oldalnézeti és fellilnézeti rajza az
organoidokat is tartalmazé biochipen (Santa-Maria és mtsai., 2021, modositva)

Az elektromos impedancia spektroszképia (EIS) tobbletinformaciot ad a gatfunkciérol a
hagyomanyos ellenallasos mérésekhez képest, ugyanis az ellenallas mellet a rendszer kapacitiv
tulajdonsagait is jellemzi és informaciot ad a sejtek morfologiai valtozasarol. Az impedancia a
valtakozo aramu rendszerben fellép6 ellenallas. Az elektromos tér hatasara a mobilis ionok az

elektromos tér iranyanak megfeleléen mozdulnak el. Az alacsony amplitadéju valtakozé
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elektromos gerjesztés hatasara a rendszer polarizalodik, mérhetd az ennek hatasara bekovetkezd
amplitudo és fazis valasz. Az impedancia frekvenciafiiggd mennyiség, az adott rendszernek
megfeleld frekvenciatartomanyban kell végezziik a mérést (Vigh és mtsai., 2021).

A gatfunkci6 vizsgalatahoz a 10 Hz — 10 kHz tartomany a legmegfelelébb, amely a
paracellularis, sejtek kdzotti iondramlast mutatja. A méréshez a chipeket fiitékamraba (37°C)
helyeztiik, ugyanis a hémérséklet valtozdsa az impedancia fluktuaciojat okozhatja. A mért
adatokat Nyquist vagy Bode diagramon abréazoltuk. A Nyquist diagram az impedancia valds és
képzetes részét, a Bode diagram pedig a frekvenciaspektrumon mért impedancia amplitidojat
és faziseltolédasat mutatja. Az impedancia értékét az EC-LAB (BiolLogic, Franciaorszag)
program segitségével jelenitjik meg.

3.5.2. Permeabilitas

Az agyi endotélsejtréteg gat funkciojara vonatkozo permeabilitasi méréseket az adott
kisérlet végen vizsgaltuk (Deli és mtsai., 2005; Walter és mtsai., 2016). Ezekhez fluoreszcein
izotiocianattal jelolt 4,4 kDa méretti dextrant (FD4) és Evans-kékkel jel6lt aloumint (EBA,
67 kDa) hasznaltunk. Az FD4 és EBA torzsoldatot 1% borju szérum albumint (BSA) és 1%
inzulin-transzferrin-szelenium kiegészit6t (ITS) tartalmazd Ringer-Hepes pufferben higitottuk
100 pg/ml ill. 167 pg/ml végkoncentracioban. A Ringer-Hepes oldat 6sszetétele: 150 mM
NaCl, 5,2 mM KClI, 2,2 mM CaCl.x2H>0, 0,2 mM MgCl>x6H20, 5 mM D-glikoz, 6 mM
NaHCOs, 10 mM Hepes, pH 7,4.

A kiserlet kezdetén a fels6 (luminalis) folyadéktérben lecseréltiik a tapfolyadékot az
FD4-et tartalmaz6 permeabilitasi oldatra (150 ul), mig az alsdé (abluminalis) folyadéktér
jelzéanyag nélkiili permeabilitasi puffert tartalmazott (400 ul, 9. ébra). A kisérlet alatt a
chipeket 37°C-on, CO; inkubatorban, sikrazo készuléken tartottuk (150 fordulat/perc, OS10

orbital shaker, BioSan, Lettorszag).

A) B)

1 1 RN P

s ) [C].A At

9. abra. A) Permeabilitds mérés sematikus abrdja az organoidokat is tartalmaz6 biochipen. B)
Latszolagos permeabilitasi egyltthatd (Papp) egyenlete az agyi endotélsejten valé anyagatjutas
meghatarozasara.
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Az atjutott jelzOanyag mennyiségét spektrofotométer (Horiba Fluorolog 3, Japéan)
segitségével hataroztuk meg (FD4 gerjesztés: 490 nm, elnyelés: 516 nm hulldamhossz; EBA
gerjesztes: 582 nm, elnyelés: 662 nm hullamhossz). A jelzéanyag sejtrétegen vald atjutasat a
latszolagos permeabilitasi egyltthatoval (Papp) jellemeztik (9. &bra, Hellinger és mtsai., 2012).
Az egyenletben a [C]a a jelzéanyag abluminalis koncentracioja, Va az ablumindlis térfogat, A
a membran felszine, és [C]L a jelzbanyag luminalis koncentracidja. Minél alacsonyabb a Papp
érték, anndl szorosabbak a sejtkdzotti kapcsolatok, jobb a modell gatmikddése, és

kifejezettebbek a vér-agy gat tulajdonsagok.

3.6. Immunfestés

A chipeket a kisérlet végén 2 percig -20 °C-o0s aceton metanol 1:1 aranyu elegyével
fixaltuk, majd 1% FBS-foszfat pufferrel (PBS) mostuk, hogy rehidrataljuk a membranon a
sejtréteget. A PBS oldat dsszetétele: 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO4, 136 mM NaCl, 6,5 mM
NaHPOsx2H-0, 1,2 mM CaCl>x2H>0, 0,5 mM MgClox6H20. Ezt kovetéen 3% BSA-PBS
oldattal blokkoltuk a nemspecifikus kotohelyeket 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten. Az
endotélsejteket nydl anti-klaudin-5 (1:200) és B-katenin (1:200, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) blokkold pufferben higitott elsddleges antitestekkel egy éjszakan at, 4 °C-on
inkubaltuk. Masnap a sejteket haromszor megmostuk PBS oldattal, majd PBS-ben higitott Cy3-
jelolt anti-nyal masodlagos antitesttel (1:400) és Hoechst 33342 magfestékkel (1:1000)
inkubaltuk a sejteket 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten. Az immunfestes befejeztével a
mintakat haromszor megmostuk PBS-sel, majd egyszer desztillalt vizzel. A biochipeket ezt
kovetden szétcsavaroztuk, és Kivettuk a membranokat a két PDMS réteg kozul, majd
targylemezre helyeztik és lefedtik o6ket (Fluoromount-G, Southern Biotech, USA). A
festéseket konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk (Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH,
Németorszag).

A koOzépagyi organoidokat 3% paraformaldehiddel (PFA) 75 percig fixaltuk
szobahdmérsékleten, majd egy éjszakan at 30%-0s szacharoz oldattal telitettiik. Ezt kdvette a
fagyasztva metszés, amelyhez az organoidokat bedgyaztuk (Optimal Cutting Temperature
oldat, Tissue-Tek, USA). Kriosztat segitségével (Leica Microsystems GmbH) 20 um vastag
metszeteket készitettink, melyeket specialis, toltéssel rendelkezé targylemezre helyeztiink
(Super Frost, Thermo Fisher Scientific). A metszeteket egyszer mostuk PBS oldattal, majd 15
percig 4°C-on 0,2% Triton X-100-PBS oldattal feltartuk az antigénkoté helyeket. Az
aspecifikus kotéhelyeket 2% normal 16 szérumot és 0,3% BSA-t tartalmazé PBS oldattal
blokkoltuk 1 6raig szobahémérsékleten. A metszeteket csirke anti-MAP-2 (1:2000), egér anti-
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B III-tubulin (1:500) és kecske anti-GFAP (1:500) els6dleges antitestekkel inkubaltuk egy
éjszakan at 4°C-on. Méasnap, haromszori mosast kovetéen PBS-ben higitott anti-csirke, -egér
és -kecske Alexa Fluor A488, A555 és A594 festékekkel jeld It masodlagos antitestekkel (1:400)
és Hoechst 33342 magfestékkel (1:500) inkubaltuk a mintakat 1 6ran at szobahdmérsékleten
Ezt kdvetéen haromszor mostuk a metszeteket PBS-el, majd egyszer desztillalt vizzel.
Veégezetul az agyi endotélsejtekhez hasonloan lefedtik a metszeteket (Fluoromount-G,
Southern Biotech) és konfokalis mikroszkdppal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH)
vizsgéltuk a mintakat.

3.7. Polipeptid nanohordozo atjutasanak és felvételének vizsgalata

A biochip rendszerben az agyi endotélsejt réteg adott anyag atjutasara valo tesztelését,
valamint az anyag organoidokba torténé bejutasat is elvégeztiuk az altalanos gat funkciokat
mérd permeabilitasi vizsgalatok mellett. Ehhez egy polipeptid, dopamint szallité nanohordozot
valasztottunk, amelyet a csoportunk statikus rendszeren tesztelt (14. abra, Mészaros es mtsai.,
2024, kézirat birdlat alatt). A polipeptid nanohordozé felszinére az agyi endotélsejteken
megtalalhat6 transzporterekhez tervezett molekulak, alanin és glutation vannak rakotve. Ezaltal
a nanopartikulumok hatékonyabban, célzottan jutnak at a vér-agy gaton, a vendégmolekulat
hatékonyabban juttathatjak be az agyi organoidba (Meszaros és mtsai., 2023; 2024). Emellett a
polipeptid nanopartikulumon Rodamin-6-G jelolés is taladlhatd, igy az atjutast
spektrofluoriméterrel (Fluorolog 3, Horiba Jobin Yvon) vizsgalhattuk. Az agyi endotélsejteken
valo atjutas mellett a nanohordozo kozépagyi organoidokba torténd bejutasat is teszteltiik.

A nanopartikulumokat 5% FBS-t tartalmazo fenolvorosmentes médiumban (ECM,
Sciencell) vettuk fel 100 ng/ml koncentracioban. Ezt az oldatot a fels6 kompartmentben 4 6ran
keresztul, 500 pl/perc sebességgel keringettik az agyi endotélsejtek felett. Az also
kompartment 5% FBS + ECM-ct tartalmazott. A kezelési id6 utan a felsé és also
kompartmenteket 6sszegytijtottiik és a Rodamin-6-G fluoreszcens jelét (gerjesztés: 525 nm;
elnyelés: 551 nm) detektaltuk spektrofluoriméterrel. Ezt kovetden még rovid, fél oras, a barrier
integritds meghatarozasara alkalmas FD4/EBA atjutast is vizsgaltunk. A korabban leirt
permeabilitési kisérletekhez hasonldan itt is meghataroztuk a modellek Papp értékét (9. abra).

A fluoreszcens vendégmolekula organoidba torténd bejutdsat is spektrofluoriméterrel
vizsgaltuk. Az organoidokat a mérést kovetéen 1% TX-desztillalt vizben oldottuk fel. A mért
értékeket fehérjemennyiségre normalizaltuk, amelynek meghatarozasa BCA kit (Pierce,

Thermo Fisher Scientific) segitségevel tortént a gyarto leirasanak megfeleléen.
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3.8. Oxidativ stressz vizsgalata

Az oxidativ stressz mértékének megéallapitasara kisérleteink soran a reaktiv oxigéngyokok
(ROS) képzoédését vizsgéltuk. Ehhez 2°-7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein diacetat reagenst
alkalmaztuk (H.DCF-DA, Molecular Probes, Life Technologies, USA), mely a sejtmembranon
diffdzidval atjut, majd a citoplazméban észterazokkal kdlcsonhatva aktivalodik, 2°-7" dikloro-
dihidro-fluoreszcein képzddik beldle az acetil-csoportok lehasitasaval. Az aktiv forma toltéssel
rendelkezik, nehezen jut ki a sejtbdl, igy felhalmozaddik a citoplazméban és kdlcsonhatasba 1ép
a reaktiv oxigéngyokokkel. A reakcié kdzben fluoreszcens dikloro-fluoreszceinné (DCF)
oxidalodik. A DCF zéld fluoreszcenciat bocsat ki 485 nm gerjesztési hullamhosszon és 525-
530 nm elnyelési hullamhosszon (Barna és mtsai., 2020).

Az organoidokat 50%-0s hiperozmolaris kontrasztanyaggal, iopamidollal kezeltik
30 percig, majd a ROS képzddést azonnal vagy 24 orat kovetd visszaallasi fazis utan vizsgaltuk.
A méréshez az organoidokat kezelést kovetéen 150 pl H.DCF-DA-t tartalmazo Ringer-Hepes
oldatban inkubaltuk 1 oran keresztil 37°C-on. Az inkubacidé kdzben soklyuku fluoreszcens
spektrofotométer (BMG Fluostar Optima Multiwell Plate Reader) segitsegével mértik a DCF
z6ld fluoreszcenciajat, ami megfelel a keletkezé reaktiv oxigéngyokok mennyiségének. A
miiszer 3 percenként vegzett méreseket (gerjesztés 485 nm, elnyelés 520 nm hullamhosszon).
Az organoidokrol ezt kovetden ¢€ldsejtes konfokalis mikroszkopidval képeket készitettliink
ugyanazokkal a beallitasokkal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH). A képeken a

fluoreszcencia intenzitast ImageJ programmal (NIH, USA) értékeltiik Ki.

3.9. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism 5.0 programot hasznaltunk
(GraphPad Software, Inc., USA). Az adatokat atlag £ S.E.M. vagy £ S.D. formaban abrazoltuk.
A vizsgalatok elemzéséhez t-tesztet végeztiink. Munkank soran a p<0,05 értéket tekintettlik

szignifikdnsnak. A képek szerkesztését ImageJ programmal végeztik.
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4. Eredmények
4.1. Kozépagyi organoidok integralasara alkalmas barrier chip 1étrehozasa
Munkank sorén sikerrel fejlesztettik tovabb a csoportunk &ltal korébban létrehozott
biochipet (10. &bra). Az (j, agyi organoidokat is magaba foglald elrendezéshez tobb valtoztatast
is el kellett végeznlink az eredeti prototipushoz képest. Tébb elektroda tipust teszteltiink,
ugyanis a meglévé elektroddkat nem tudtuk haszndlni az organoidok beillesztése miatt.
Megvaltoztattuk az elektroda alakjat és anyagat: az 10j elektroda kétrétegli, aranybol és
platindbdl késziil, a fellilete kisebb a korabbihoz képest. Az organoidok beillesztéséhez az alsé
targylemezre harom lyukat fartunk, ahova PCR csdvek kupakjaba extracellularis matrixba
agyazva konnyen be tudtuk illeszteni az organoidokat (10. abra). Az (] biochip tovabbra is
alkalmas a vér-agy gat human Ossejtekkel torténé modellezésére. Megvalosithato a felsé
kompartment automatikus tapfolyadék csereje, valamint perisztaltikus pumpaval a folytonos
folyadékaramlas.
A) : Platina

Arany
elektréd

PDMS

+ Porézus membran
+ / (PET, 0.45um)

_ PDMS

Platina

. Arany Q) Pumpa
elektrod

10. &bra. A) Organoid integralasara alkalmas biochip szendvicsszerii felépitése. Alul és felll
targylemezek hatéaroljak a rendszert, amelyeken a platina-arany elektrod helyezkedik el. Kozottiik a
csatornak PDMS lapokon beliil hizédnak. Legbeliil a por6zus membran talalhato, amely az also és felsé
tenyésztési kompartmentet valasztja el. B) A biochip felil-, oldal- és alulnézetben fotokon. C) A szerv-
a-chipen rendszeren megvalosul6 folyamatos tapfolyadék aramlas modellezése perisztaltikus pumpaval.
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4.2. A vér-agy gat modell gat tulajdonsagainak vizsgalata az organoidok jelenlétében

Kisérleteink soran els6ként azt vizsgaltuk meg, hogy az organoidok rendszerben valo
jelenléte befolyésolja-e a vér-agy gat tulajdonsagokat. Az agyi organoidokat a vér-agy gat
modell chipbe tenyésztését kovetd 2. napon illesztettiik a rendszerbe. Az egész modellt tovabbi
5 napig tartottuk egyiitt, amib6l az utols6 24 draban megvalositottuk az agyi endotélsejtek feletti
folyamatos keringetést (11. abra).

A lab-on-a-chip 0sszedllitasat kovetd minden nap impedancia mérést végeztiink az agyi
endotél sejtréteg paracellularis atjarhatdsaganak jellemzésére. Ahogy az agyi endotélsejtek
kialakitjak az egybefiiggd réteget és fejlédnek a vér-agy gat tulajdonsagok, ugy latunk
folyamatos novekedést az impedanciaban. A 6. napon a sejtek mar biztosan dsszefliggé réteget
alkotnak, ekkor inditottuk el a véraramlas modellezésére a folyamatos folyadékéaramlast
perisztaltikus pumpa segitségével a chip felsd csatornajaban az endotélsejt réteg felett. A
folyadékaramlas hatasara az impedancia kismértékben csokkent, de nem jelentésen. A kontroll
csoport és az organoidokat tartalmazé csoport impedancigja hasonld, a 7. napon is 100 Qxcm?
felett van. (11. abra, A). A 7. napon permeabilitasi vizsgalatot végeztiink: FD4 paracellularis és
EBA transzcellularis marker molekulak atjutasaval jellemeztik a gat szorossdgat. A
permeabilitas értékek alapjan a gat szorossaga jo tartomanyban volt az organoidok a rendszerbe

illesztését kovetden is (11. abra, B).

A) B)
Folyadékkeringetés FD4 EBA
— 2501 _ kontroll elinditasa 1.5+ 0.15- *
E 200 + Organoid | —_ ' °
- » ) w

é :rgapo(;d'ok t % °
:150 ozzaadasa o O 0.10+
T ' % b
3] e =)
£ 100 by =
3 o £ 0.05-
a 50 & E
E

0 . _

0 1 2 3 4 5 6 7 0.00
I1d6 (nap)

11.abra. A) Az endotél sejtréteg impedanciaja a kisérlet minden napjan. B) Permeabilitasi vizsgalatok
a kisérlet 7. napjan, 24 ora folyadékaramlast kovetéen. FD4: FITC-dextran 4,4 kDa, EBA: Evans-kék
jelolt aloumin, 67 kDa. n=4-7; t-teszt, atlag = SEM, * p<0,05.

Az egyiitt tenyésztést kovetden a rendszert aceton-metanol elegyével lefixaltuk, és
immunfluoreszcens festést vegeztiink az agyi endotélsejtek morfoldgiaja és a sejtek kozotti
szoros- és adherens kapcsolatok jellemzésére. A sejtek kdzotti klaudin-5 és B-katenin festések

a human 6ssejtes modellre tipikus, ép mintazatot mutatnak (12. dbra). Nem lattunk kulénbséget
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a kontroll és az organoidokat tartalmazd csoport kozott (12. abra). Ez alapjan elmondhatjuk,

A) Kontroll + Organoid B) Kontroll + Organoid

Klaudin-5
B-catenin

12.4bra. Human agyi endotélsejtek sejtkdzotti kapesolatainak jellemzése organoidokkal térténd egyiitt
tenyésztést kovetéen. A) Klaudin-5 szoros kapcsolat festés. B) B-katenin junkcié asszocialt molekula
festés. Zold szin: junkcios festés, kék szin: sejtmag. Mérce: 30 pum.

4.3. Agyi organoidok jellemzése a lab-on-a-chip rendszerben

A kozépagyi organoidokat felépit6 sejtek és a sejtek kdzotti kapcsolatok jellemzesehez
az organoidokat immunhisztokemiara készitettiik el6 a vér-agy gat modellel torténd egyiitt
tenyésztést kovetden. A sejteket 75 percig, 3% PFA oldattal fixaltuk szobahémérsékleten, PBS-
ben taroltuk, majd kisérlet eldtt egy €jszakan at 30%-os cukor oldatba helyeztiik dket. A
szacharéz oldat miatti vizelvonas kovetkeztében az organoidok tomorebbé valtak, és a

fagyasztva metszés soran kevesbé voltak sérulékenyek.

Blll-tubulin

13.4bra. Agyi organoidok jellemzése immunhisztokémiai festéssel. Piros szin: mikrotubulus asszocialt
fehérje-2 (MAP-2); zold szin: B-I11 tubulin vagy glidlis fibrillaris savas fehérje (GFAP); kék szin:
sejtmag. Mérce: 200 pum vagy 50 pm.
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Az organoidok immunfestéséhez 20 pm vastag metszeteket készitettik, amelyeken az
idegsejteket B-111 tubulinnal és mikrotubulus asszocialt feherjével (MAP-2), az asztrocitékat
glidlis fibrillaris savas fehérjével (GFAP) jeldltik meg (13. &bra). A B-111 tubulin az organoidok
kdrvonalat jelolte, a MAP-2 az idegsejtek nyllvanyait és sejttestjeit, és egyenletesen oszlott el
az organoid teljes feluletén. Az asztrocitakra jellemzé volt, hogy csoportokban helyezkedtek el
az organoid adott szélein.

4.4. Nanohordozok atjutasanak tesztelése

A létrehozott szerv-a-chipen modelliink anyagatjutasra torténé alkalmazasat is szerettiik
volna bizonyitani. Ezért a human &ssejtekbdl 1étrehozott vér-agy gat modellen polipeptid
nanohordoz6 veér-agy gaton torténé permeabilitasat teszteltik, valamint a nanohordozo

organoidba torténd bejutasat is kimértiik.

A) 3-PLG-dopa 3-PLG-dopa-A-GSH
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14.abra. Polipeptid nanohordozd agyi endotélsejteken keresztiili permeabilitasa és felvétele agyi
organoidokba. A) Haromkar( polipeptid nanohordoz6 dopamin hatdéanyaggal és Rodamin-6-G
fluoreszcens jeldléssel (3-PLG-dopa), valamint ezeken kivill alanin és glutation célzé ligandokkal (3-
PLG-dopa-A-GSH); B) Agyi endotélsejteken keresztiili permeabilitas. FD4: FITC-dextran 4,4 kDa,
EBA: Evans-kék jel6lt albumin, 67 kDa. C) Agyi organoidokba torténd nanopartikulum felvétel. t-teszt,
n=3-4 chip vagy organoid / csoport, t-teszt, atlag + SD, * p<0,05, *** p<0,001.
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A tesztelt polipeptid nanopartikulum alapja egy haromkart poli(y-benzil-L-glutaminsav) (3-
PLG), melyhez a kovethetéség céljabol Rodamin-6-G fluoreszcens molekula van kapcsolva. A
nanopartikulumhoz kapcsolt hatbanyag a dopamin, melyet a Parkinson-kér kezelésében
alkalmaznak. A nanohordozo két tipusat teszteltlik: a nem célzott (3-PLG-dopa), és az alaninnal
és glutationnal célzott polipeptidet (3-PLG-dopa-A-GSH) (14. A &bra).

A permeabilitasi vizsgalat soran kimutattuk, hogy mindkét tipust nanorészecske atjutott
a Vvér-agy gaton, de a célzott nanohordoz6 szignifikdnsan nagyobb mértékben a targetald
ligandok nélkuli nanopartikulumhoz képest (14. B dbra). A nanocarrierek agyi endotélsejteken
keresztlli permeabilitasat az altalanos, a gat tulajdonsdgok mérésére hasznalt fluoreszcens
molekuldkkal (FD4, EBA) is 6sszehasonlitottuk. Mind a paracellularis, mind a transzcellularis
marker atjutasa nagyon alacsony maradt. A paracellularis FD4 molekula alacsony atjutasa a
célzo ligandok nélkili nanohordozéhoz volt hasonlé (14. B abra). A celzott nanorészecske
sokkal nagyobb mennyiségben jutott be a kodzepagyi organoidokba, amely megfigyelés
alatamasztja az agyi endotélsejt rétegen keresztili permeabilitasi adatokat is (14. C abra).

4.5. Kontrasztanyag hatasa az agyi organoidokra

A szerv-a-chipen barrier eszk6zoket nemcsak anyagatjutas tanulmanyozéasara vagy
korfolyamatok vizsgalatara hasznalhatjuk, hanem a sejteket ert kozvetlen gat funkcidkat vagy
életképesseget befolyasold hatasok detektalasara is. Korabban kimutattuk, hogy az agyi
képalkoto eljardsok soran hasznalt kontrasztanyagok, mint a hiperozmolaris iopamidol
csokkenti az agyi endotélsejtek gat funkciojat patkany modellen (Matsunaga és mtsai., 2021).
Célunk volt, hogy megvizsgaljuk az iopamidol hatdsat a sajat lab-on-a-chip modelliinkén is. A
rendszerinkben ismét az agyi endotélsejteket kezeltik, azonban ezlttal a vizsgalatok
kdzéppontjaban a kbzépagyi organoidok reaktiv oxigén gyok termelésére allt.

Kisérleteinkhez 300 mgl/ml iopamidolt hasznaltunk endotélsejt médiummal felére
kihigitva, 150 mgl/ml végkoncentracioban. A rendszerbe a fels6é kompartmentbe, az agyi
endotélsejtek lumindlis oldalara helyeztik a kezel6oldatot 30 percre, majd az alsé
kompartmentbdl az organoidokat eltavolitottuk azonnal, vagy 24 Oras visszaallasi fazist
kovetéen. A 24 Oras visszaallasi fazisban a sejtek visszakaptdk az eredeti tenyészt6
médiumokat, kontrasztanyag nélkiil. A kezeléseket kdvetden az organoidokat 1 o6ran keresztiil
37°C-on inkubaltuk H>DCF-DA-t tartalmaz6 Ringer-Hepes oldatban. A DCF zdld
fluoreszcenciajat konfokalis mikroszkop segitségével mértik. Azt tapasztaltuk, hogy a reaktiv
oxigén gyok termelés akut kontrasztanyag kezelést kovetéen alacsonyabb volt, mint a kontroll

esetén, aminek az oka esetleg a sejtek életképességében bekovetkezett csokkenés lehet. Erdekes
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megfigyelés azonban, hogy a ROS mérésre hasznalt reagens Kirajzolta az organoidon belili,
sejtek kozotti kapcsolatokat, amely a kontroll organoidban dsszetett halézatot mutat, de a
kezelést kovetben a sejtek kozotti kapcesolat lecsokken (15. dbra, akut kezelés). A visszaallasi
idépontban, 24 6ras inkubaciot kovetden, az organoidokon beliili sejthdlézat helyreéallasat
tapasztaljuk, aminek a mértéke és dsszetettsége a kontrolléhoz hasonlé (15. abra, 24 éra).
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15.abra. Hiperozmolaris kontrasztanyag (lopamidol) hatdsanak megjelenitése agyi organoidokban, a
ROS méréshez hasznalt DCFDA reagenssel. Bal oldal: 30 perces akut kezelés hatésa, jobb oldal: 24 6ras
visszaallasi fazis. t-teszt, n=4-7, t-teszt, atlag + SD, * p<0,05, *** p<0,001. Mérce: 200 pum.
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5. Megbeszélés

A vér-agy gat-kutatasok sorén a sejttenyészetes rendszerek nélkilozhetetlenné valtak a
hat6anyagok atjutdsanak, hatasanak vizsgalatdban, a korfolyamatok feltérképezéseben és
modellezésében (16. abra, Helms és mtsai., 2016, Deli és mtsai., 2024). A human Gssejt-alapu
in vitro vér-agy gat modellek konnyen elérhetd, jo61 reprodukalhatdé rendszerek, melyeket
elterjedten alkalmaznak preklinikai vizsgélatokban (Cecchelli és mtsai., 2014). A kdzponti
idegrendszeri betegségek modellezésében az indukalt pluripotens dssejtek felhasznalasaval
Iétrehozott agyi organoidok Uj kutatasi iranyt jelentenek, szerepiik a gyogyszerkutatasban egyre
fontosabb (Choudhury és mtsai., 2020). A haromdimenzios in vitro modellekben az emberi
agyhoz hasonlé komplex, onszervezédé sejthalozat alakul ki, melynek megléte fontos a
gyogyszerhatéanyagok hatasossdganak elérejelzésében (Smits és Schwamborn, 2020;

Chiaradia és Lancaster, 2020). A kutatdsok a 3R elveinek megfeleléen csokkentik az

allatkisérletek mennyiségét és az allati sejteken alapul6 sejttenyészetek felhasznalasat is.
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A szerveket modellez6é biochipek a human in vitro modellek Gj szintjét képezik. Ezek a
komplex rendszerek a korabbi biochipekhez hasonldéan csatorndkbol allnak, bennik sejt és
szovetkultrék tarthatdak fent dinamikus korilmények kozott. Akar tobb tipusd szovet
kapcsolata, vagy az in vivo kornyezetet modellez6 mechanikai rendszer is része lehet a
modellnek. Tobbféle szdvet chip Osszekapcsoldsaval létrehozhatdak teljes szervezetet
modellez biochip rendszerek gyogyszermolekuldk eloszlasanak, felszivodasanak és hatdsanak
vizsgalatara. Az elmdlt tizendt évben a lab-on-a-chip és organ-on-a-chip eszk6zok egyre
népszeriibbek, segitségiikkel komplex sejttenyészetes modellek allithatok el (16. abra; Ingber,
2022; Deli és mtsai., 2024).

Az elsé szenzorral ellatott vér-agy gat biochipet 2012-ben publikaltak (16. bra, Booth és
Kim, 2012). Ez az eszkdz alkalmas volt folyadékaramlas alkalmazésara és az endotélsejtek gat
funkcidinak vizsgalatara, de nem teljeskortien. Kutatocsoportunk a 2010-es évt6l aktivan
vizsgéalja a biologiai gatrendszerek in vitro modelljeit mikroelektronikai és mikrofluidikai chip-
eszkozokkel. A HUN-REN SZBK Biofizikai Intézet Biomolekularis Elektronika
Kutatdcsoportjaval kozdsen csoportunk kifejlesztett egy sokoldalu, bioldgiai gatak vizsgéalatara
alkalmas mikrofluidikai chip-eszkézt (16. abra, Walter es mtsai., 2016; Kincses és mtsai., 2020;
Santa-Maria és mtsai., 2021). A modelliinkén a lumindlis oldalon folyadékaramlas hozhat6
létre a véraramlas modellezésére. A sejttenyésztd feliilet teljes hosszdban mérhetd az
impedancia és a permeabilitas, a sejtek ndvekedése a biochip teljes hosszaban monitorozhato,
valamint a kisérlet végén a tenyésztd feliilet fixalhatd és immunihsztokémiai festésekre
hasznalhatd. 2016-ban ez volt az elsé lab-on-a-chip rendszer, amelyben megvalosult harom
kiillonboz6 tipusu primer sejttenyészet ko-kultdrdja. A biochiplinkben az integralt elektrédak
miatt a sejtrétegen mért ellendllas értéke sokkal stabilabb, mint a tenyésztobetéteknél
altalanosan alkalmazott chopstick elektrodake. A beépitett elektrodak csokkentik a
befertdzddés lehetdségét is, ugyanis nem kell az elektrodat a méréskor kiviilrél a rendszerbe
helyezni. A hatéanyagok tesztelésénél hasznos, hogy a csatorna paramétereinek kdszonhetéen
kisebb térfogaty reagens is elegend6 az adott molekula teszteléséhez (Vigh és mtsai., 2021).
Nagy elony a sejttenyésztobetéten létrehozott statikus modellekkel szemben a dinamikus
koridlmények létrehozasa. Az eszkzhdz csatlakoztatott csovekkel egyszerii a folyadékaramlas
elinditasa, és az automatizalt tapfolyadékcsere fecskendé pumpa segitségével (Kincses és
mtsai., 2023; Deli és mtsai., 2024). Az els6 tobb biochip dsszeflizésével 1étrehozott szdvet-a-
chipen modellt 2018-ban allitottak 0ssze két, a vér-agy géatra jellemz6 sejteket hordozo chip és

egy agyi sejteket tartalmazd chip egymashoz kapcsolasaval. A vér-agy gat modell
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létrehozadsahoz primer human endotélsejteket és pericitdkat, az agy modellezéséhez primer
human idegsejteket és asztrocitakat hasznaltak (16. abra, Maoz as mtsai., 2018).

Azonban jelenleg az irodalomban vagy a chipek épitésére és tesztelésére fokuszald céges
termékek kozott még nem talalhato olyan szerv-a-chipen rendszer, amely egy eszkdzon belil
Otvozné a vér-agy gaton torténd vizsgalatokat haromdimenziés agyi organoid-alapu
modellekkel. Kisérleteink célja az volt, hogy létrehozzunk egy uj, human Gssejteken alapuld,
egyedilalld mikrofluidikai és mikroelektronikai biochip eszkdzt. Munkéank soran sikeresen
integraltunk agyi organoidokat a csoportunk altal kifejlesztett, vér-agy gat modellezésére
alkalmas lab-on-a-chip eszkdzbe. A vér-agy gat modell 1étrehozasahoz koldokzsindr vérbol
nyert hemopoetikus 0dssejtekbdl differencidltatott human endotélsejteket hasznaltunk. Az
endotélsejtek vér-agy gatra jellemz6 jellegeit agyi pericitikkal vald ko-kultara erdsitette
(Cecchelli és mtsai., 2014; Santa-Maria és mtsai., 2021). A biochipen az 0j tipusu arany-platina
elektrodakkal sikeresen mértik a sejtréteg gat tulajdonsagait, az impedancia vizsgalatok stabil
eredményt adnak. Tobb iPSC modellben vitatott, hogy differenciacio végére a sejtek meg6rzik-
e endotélsejt tulajdonsagaikat, vagy epitélre jellemzd tulajdonsdgokat is kifejeznek, mint a
neuroepitelidlis sejtekre jellemzd extrém magas ellendllas, vagy a sejtalak megvaltozasa
(Lippmann as mtsai., 2020; Porkolab és mtsai., 2024). Modelliinkben az endotélsejtek az egész
kisérlet soran megtartjak a vér-agy gat jellegeiket, ami szdmos human iPSC-alapi modellel
szemben elonyt jelent. A tenyésztett organoidok megdrzik Osszetett tulajdonsagaikat ¢€s
morfologidjukat (Nickels és mtsai., 2020). Az agyi organoidok modellbe valo illesztése nem
befolyasolta az agyi endotélsejtek gat integritasat, vagy a permeabilitasat, tehat tovabbra is
szoros, jol miikodoé barrier funkciokat mértiink.

A vér-agy gat a specialis efflux transzporterek, szoros sejtkozotti kapcsolatok és az
alacsony vezikularis transzport miatt szamos gyogyszermolekula agyba jutasat korlatozza, ezért
szlikség van alternativ megoldasok keresésére. A nanohordozok alkalmazésa megoldas lehet a
hat6anyagok vér-agy gaton valé atjuttatasara és a kozponti idegrendszeri betegségek kezelésére
(Culkins és mtsai., 2024). Csoportunk kimutatta, hogy a nanohordozdk alaninnal és glutationnal
valo célzasa megnoveli az agyi endotélsejt rétegen torténd atjutas mértékét (Mészaros és mtsai.,
2018; 2023; Porkolab és mtsai., 2020). Az alanin az agyi endotélsejteken kifejezett aminosav
transzporterekhez képes kotddni. A glutation az egyik leghatékonyabb agyi endotélsejteken
keresztuli célzé ligand, azonban jelenleg nem ismert, hogy melyik transzporterhez kapcsolédik.
A célzomolekulak nemcsak az atjutas mértékét novelik, hanem csdkkentik a nanohordozé
méjban és a vesében vald felhalmozddasat is (Porkolab és mtsai., 2020; Mészaros és mtsai.,

2023). A Parkinson-kor egyik f6 jellemzbje a dopaminerg neuronok szdméanak csokkenése a
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kdzépagyban. A betegség kezelésének egyik lehetdsége a dopamin szint ndvelése (Hayes, 2019;
Nickels és mtsai., 2020). A dopamin nem képes atjutni a vér-agy gaton, eléanyaga, az L-DOPA
korlatozottan jut be az agyszdvetbe, mivel az endotélsejtek enzimei dopaminnd, majd inaktiv
termékké alakitjadk at (Deli, 2011). A 3-PLG-dopa-A-GSH nanorészecske alapja poli-
glutaminsav, mely vizoldékony, biokompatibilis, nem valt ki immunvélaszt. Az alanin és
glutation hatékony célzémolekulédk segitségével specifikusan az agyba jut, kevésbé halmozédik
fel a periférias szovetekben, emellett a permeabilitasa is sokkal magasabb a nem célzott
nanopartikulumhoz képest (Mészaros és mtsai., 2023). A hozzékapcsolt dopamin hatékony
agyba juttatasa fontos a Parkinson-kor kezelésében, igy a 3-PLG-dopa-A-GSH nanorészecske
hatékony terapids kezelés lehet. Kisérleteink soran is megéallapithattuk, hogy a targetélt
nanohordozé hatékonyabban jut 4t az agyi endotélsejt rétegen. Ezt kdvetden hatékonyan jut be
az agyi organoidokba is. Tehét a kisérletben sikerrel értiik el, hogy nem csak a vér-agy gaton
valo atjutast teszteltlik, hanem a vér-agy gaton torténd atjutast kovetden a szoveti hasznosulast
is azonositani tudtuk lab-on-a-chip modellen.

A klinikumban mindennapos az agyi képalkoto eljarasokhoz hasznélt kontrasztanyagok
hasznalata, amelyek tobbféle mellékhatast okozhatnak a vesekarosodastol kezdve neurolégiai
tinetekig (Matsunaga és mtsai., 2021). Az iopamidol hiperozmolaris, vizoldékony, nem ionos
kontrasztanyagot 200-370 mgl/ml koncentracioban adjak a véraramba, ami utan roévid id6 alatt
kitiriil a szervezetb6l. Bizonyos esetekben, mint veseelégtelenseg vagy keringési probléma, a
kontrasztanyag Kiuriilése lassabb, ekkor a ver-agy gatat alkotd agyi endoteélsejtekkel
hosszabban érintkezik magasabb koncentracioban. Sejttenyészetes vizsgalatokkal kimutattuk,
hogy a 300 mgl/ml koncentréaciéju iopamidol révid tava (30 perc) alkalmazésa a vér-agy gat
megnyilasat eredmeényezi, azonban 24 oOra elteltével a gatfunkciok részben helyreallnak
(Matsunaga és mtsai., 2021). Abluminalis (agy fel6li) oldalrol kezelve alacsonyabb, 5-10%-0s
koncentracidban az iopamidol ugyancsak csokkentette tenyesztett agyi endotélsejt rétegek
ellenallasat (Matsunaga és mtsai., 2021). In vivo patkany kisérletekben a 300 mgl/ml és a 150
mgl/ml iopamidol hatasaban és a vérplazmaban mért koncentraci6jaban nem volt jelentds
kilonbség, ezért a szerzOk a dozis felére csokkentéset javasoljék a klinikai alkalmazas soran
(Dean és mtsai., 1993). Klinikai képalkoto eljarasokkal kimutattdk, hogy nem feltétlen
szukséges 100%-os koncentracidban hasznalni a jodtartalmi kontrasztanyagokat a megfeleld
képmindség eléréséhez (Racadio és mtsai., 2013). Lab-on-a-chip modellinkén is kivancsiak
voltunk, hogy a luminélis (vér feldli) oldalrdl, az agyi endotélsejtekkel roviden, 50%-0S
koncentracioban érintkez6 iopamidol hatdssal van-e agyi organoidok (alsd, agy feldli

kompartment) reaktiv oxigén gyok termelésére. Hipotézisiinkkel ellentétben az agyi
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organoidon alacsonyabb fluoreszcens ROS jelet detektaltunk a kontrollhoz képest, amelynek
oka valoszintisithetben a kontrasztanyag toxikus hatdsa 6ssz-sejt szinten. Felmeril, hogy az
iopamidol befolyasolhatja a mitokondrialis funkcidkat is (Baek és mtsai., 2018), amelynek
teszteléset TMRM festékkel tervezziik az életképességi tesztek mellett. A ROS méréshez
felhasznalt reagens jellegzetes médon megjeldlte az agyi organoidokon belili sejthal6zatot.
Ezert kulonlegesen érdekes megfigyelés volt, hogy az akut iopamidol kezelés rombol6 hatassal
volt az agyi organoidokban talalhat6 sejthalézatra Ggy is, hogy az organoidok csak kozvetetten
érintkezek az 50%-o0s iopamidol oldattal. Egynapos regeneraciot kovetdéen helyreallast
tapasztalhattunk az organoidokon bellli sejthal6zatban, annak komplexitasa és jellege a
kontrolléhoz hasonl6va valt.

6. Osszefoglalas

Az altalunk létrehozott komplex mikrofluidikai lab-on-a-chip rendszerhez hasonlo
jelenleg nem talalhato az irodalomban ezéltal a chiplaboratoriumi eszk6zok kdzott ujdonsag.
Kivaloan alkalmas a vér-agy gat tulajdonsagok és az agyi organoidok széleskori vizsgalatara
egészséges korulmények kozott es korallapotokban, valamint felhasznalhaté hat6anyagok,
nanohordozok atjutasanak tesztelésére is. Emellett az agyi endotélsejtek és az agyi
organoidokon megfigyelhetd funkcionalis valtozasok is mérhetéek. A sejttenyészetes
modelliink 6tvozi a modern Ossejtes vér-agy gat modellek, és az indukalt pluripotens dssejt-
alapd haromdimenziés human sejtkultdra modelleket. Ezen technoldgiak egyiittes
hasznalataval olyan egyedilalld rendszert alkottunk, amely a jelenlegi chiplaboratériumi
eszk6zok kozott eléremutatd, elésegiti a személyre szabott orvoslas és a szerv/szovet-a-chipen

rendszerek Kifejlesztését és tokéletesitéseét (16. abra, Deli és mtsai., 2024).
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