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TARTALMI OSSZEFOGLALO

A mikrofluidikai megoldasokon alapuld eszk6zok hasznélata az elmult tiz évben terjedt el
szélesebb korben a bioldgiai kutatasokban. Ezek a miniatiirizalt biochipek az in vivo struktarak
jobb reprodukalasaval hatékony és 0sszetett vizsgalatokat tesznek lehetdvé. A bioldgiai barrierek,
koztiik a vér-agy gat tanulmanyozasa kiilondsen fontos élettani és gydgyszerészeti kutatasokban,
példaul a neurodegenerativ betegségek ellen kifejlesztett gyogyszerjeldltek tesztelésében. Az agyi
endotélsejtek gatfunkcidjanak egyik szabalyzoja a sejtek lumindlis oldaldra hatd, vérarambol
eredd folyadék-nyirofesziiltség. Ennek modellezésére szdmos sejttenyésztésben hasznalt integralt
mikrofluidikai eszkoz létezik, azonban koziilik egy sem egyesiti a rendszer monitorozasahoz
sziikséges Osszes paramétert. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az agyi endotélsejtek aramlas
hatasara bekovetkezé6 morfologiai ¢és funkcionalis valtozasait az altalunk 1étrehozott
sejttenyésztéses modellezésre alkalmas mikroelektronikai biochipen. A chipen statikus és
dinamikus (keringetés) kortilmények kozott kapott eredményeket a Biologiai Barrierek
kutatocsoport altal régota hasznalt tenyésztObetéten nyert adatokkal hasonlitottuk 6ssze.

Kisérleteinket az 11j integralt, PDMS alapu biochipen végeztiik, amely lehetové tette a
sejtek naponta, valos idOben torténd megfigyelését. A tenyészetek jellemzéséhez faziskontraszt
mikroszkopos képeket készitettiink. A barrier szorossaganak meghatarozasahoz elektromos
ellenallast mértiink az endotél egysejtrétegeken keresztiil, illetve a tenyésztési i1dd végén
meghataroztuk jelzOmolekulak atjutasat. A sejtk6zotti kapcsolatok kialakulasat a [B-katenin
kapcsolofehérje immunfestésével kovettiik. Az dramlas modellezéséhez sziikséges tapfolyadék-
keringetést perisztaltikus pumpaval értiik el. A sejttenyésztéshez human agyi endotél sejtvonalat
(hCMEC/D3) hasznaltunk.

Statikus koriilmények kozott a biochipen és a tenyésztdbetéten az agyi endotélsejteket 5
napig, a legmagasabb transzendotelialis rezisztencia eléréséig tenyésztettiik. A chipen a
tapfolyadék aramoltatdsat a 3. nap utdn kezdtiik el és 2 napig allandd szinten tartottuk. Az
aramoltatas megkezdése utani naptol a endotélsejtek az dramlés irdnyanak megfeleld, megnyult
morfologiat vettek fel. A dinamikus biochipen a barrier tulajdonsadgok javultak, ugyan a kis
molekulastlyG marker atjutdsa és a rezisztencia nem valtozott, azonban a kozepes és nagy
molekulaju jelzéanyagra az endotélsejtréteg permeabilitdsa szignifikdnsan csokkent a statikus
modellekhez képest.

Osszefoglalva, az altalunk kifejlesztett biochipet sikeresen alkalmaztuk sejttenyésztésre és
a vér-agy gat statikus és dinamikus modelljeinek 6sszehasonlitdsara. Terveink kozott szerepel a
chipen a vér-agy gat primer sejtes ko-kultira modelljének tesztelése és azon az dramlas hatdsanak

vizsgalata.
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Roviditések

BSA — borju szérum albumin

[C]a — abluminalis koncentracio

[C]L — luminalis koncentracio

Da — dalton

EBA — Evans-kék albumin komplex

FITC-dextran — fluoreszcein-izotiocianattal jelolt dextran
M — molekulatémeg

MM — millimoélos

uM — mikromolos

PBS — foszfatpuffer

PECAM-1 — vérlemezke endotélsejt adhézios molekula
PDMS — dimetil-polisziloxan

TEER — transzendotelialis elektromos ellenallas

TJ —tight junction, szoros sejtkozotti kapcsolat

Va — ablumindlis térfogat

V| — luminalis térfogat

Z0O — zonula occludens fehérje



1. Bevezeto

A biologiai barrierek, mint a vér-agy gat, a bélham vagy a 1égz6ham sejttenyészetes
modelljei fontosak az ezeken a gatakon lezajlo transzportfolyamatok, gyogyszerbejuttatas €s
betegségek vizsgalataban (Deli és mtsai.,, 2005). Az 1980-as évektdl az ilyen gatrendszerek
tesztelésére milanyag sejttenyésztd betéteket hasznaltak. Az utdbbi évtizedben az erre a célra
1étrehozott eszk6zok nagy fejlodésen mentek keresztiil: mikrofluidikan alapuld, tobb kiillonb6zo
vizsgalati lehetOséget is biztositd lab-on-a-chip modellek jelentek meg (Sackmann és mitsai.,
2014). Az egyre olcsobb, atlatszo, mikroszkopizalhatd, biokompatibilis milanyagoknak
koszonhetden valtozatos csatorndk készithetok barmilyen kivant mérettartomanyban. Egy jo lab-
on-a-chip eszkoz tobbfunkciods, egyszerii hasznalni és koltséghatékony. Ezek az eszkozok
lehetdvé teszik a vérdramot imitald folyadékaramlés 1étrehozésat, ellentétben az eddigi hasznalt
statikus in vitro modellekkel. Az in vivo mikrokeringés morfologiai és fiziologiai sajatossagainak
megkozelitése valosulhat meg, mivel a dinamikus rendszerben a tapfolyadék keringetése az

endotélsejtek gatfunkciojanak kialakitdsaban fontos szerepet jatszik.

1.1 A vér-agy gat és az agyi endotélsejtek

Az ¢let elengedhetetlen feltétele az éllandé belsé homeosztazis fenntartasa. Az
idegrendszer szamara alapvetd ez az allanddsag, megfeleld mitkodéséhez az agyi intersticialis
folyadékban megtalalhatd ionok és tdpanyagok kozel allando szintje sziikséges, mivel a
hormonok, aminosavak gyakran ingeriiletatvivokként viselkednek, az ionok koncentracidja pedig
befolyasolja az idegsejtek ingerkiiszobét (Byrne és mtsai.,, 2004). Az agyi homeosztazis
fenntartasaban kulcsfontossagu a vér-agy gat szerepe (Goldstein és Betz, 1986) (1. abra). A vér-
agy gat dinamikus hatarfeliiletet képez, amely elvalasztja az idegrendszert a szisztémas
vérkeringést6l (Deli és Kalman, 2008). Tovabbi feladata az agy karos anyagoktol vald védelme.
Az agyi endotélsejtek vér-agy gat milkodésének kialakulasat, a neurovaszkularis egység sejtjei
kozotti kommunikacid segiti elé és tartja fent. A neurovaszkularis egység tagjai az agyi

endotélsejteken kiviil a pericitak, a glia és idegsejtek (Abbott és mtsai., 2006).



Astroglia

1. abra. A vér-agy gat szerkezetének sematikus rajza. (Deli, 2010)

Az endotélium a vérerek belsd felszinét alkotd egysejtréteg. Az endotélsejtek az
érrendszer alap ¢épitdkovei, egészen az aortatdl a legkisebb kapillarisokig. A test legtobb
hajszalerének falat alkotd endotélsejtek lazan kapcsolddnak egymashoz, a vér és az intersticidlis
tér kozotti anyagtranszport ezért konnyen megvalosulhat. Az agyi mikroerek azonban kiilonleges
felépitésiiek, a szervezet tobbi ereitdl eltéréen az agyban folytonos, hézagmentes funkcionalis
egységet alkotnak (2. é&bra). Ez az agyi endotélsejtek specialis szerkezetének koszonhetd.
Mikroszképpal vizsgalva az agyi endotélsejteken megfigyelheté a lapos sejttest, a periférias
endotéliumhoz képest az alacsonyabb szamu transzportvezikula és magasabb szamu

mitokondrium (Deli, 2011).

2. abra. (A) Agyi endotélsejtek sematikus rajza. TJ: szoros kapcsolatok, kozépen: sejtmag, koriilotte:
mitokondriumok, endoplazmatikus retikulum, kaveolak. Agyi endotélsejtek jellemzése: (B) sejttenyészet
faziskontraszt mikroszkopias képe; (C) B-katenin kapcsolofehérje immunhisztokémia. piros: B-katenin;
(D) zo6ld: mitokondrium Mitotracker jel6lése, piros: sejtmembran Cellmask jelolés,; (E) piros: glikédz
transzporter-1 immunhisztokémia; (C-E): kék: sejtmag.



A mechanikai gat kialakitasaban legfontosabbak a sejtkozotti szoros kapcsolatok. Az
ezeket kialakitoé integrans membranfehérjék kozé tartoznak a szoros kapcsolatok (TJ) fehérjéi,
mint az okkludin, klaudin és az adherens junkcidk fehérjéi, mint példaul a kadherinek. Ezeket a
sejtvazhoz linker vagy adaptor proteinek, mint a B-katenin vagy a zonula occludens (ZO) fehérjék
kapcsoljak (3. abra, Deli, 2008). Az agyi endotélsejtek TJ komplexei olyan szorosak, hogy még a
kis atmérdjli ionok, a viz, vagy kisméretti hidrofil molekuldk szdmara sem nyitott a paracellularis
transzportit. Ezt az agyi mikroereken in vivo mért igen magas, mintegy 2000 Q transzendotelialis

elektromos ellenallas (TEER) is tiikrozi (Jod, 1996).

Szoros kapcsolatok
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3. abra. A sejtkozotti kapcsolatok felépitése endotélsejtekben (Deli, 2008 alapjan). TJ: szoros kapcsolat;
AlJ: adherens kapcsolat; sarga: TJ-hez asszocialt membrantutaj.

Az agyi endotélsejtek szerkezeti felépitéséhez tovabbi specialis funkcidk tarsulnak
(Abbott és mtsai., 2006). A sejtek luminalis (vér fel6li) és abluminalis (agy fel6li) oldalan eltérd
az ioncsatorndk, transzporterek és receptorok kifejezddése, ezt nevezziik polaritasnak, amit
szintén a sejtek kozotti kapcesolatok hoznak 1étre (4. dbra). Az anyagszallitas kiilonb6z6 mddon
zajlik az endotélsejtrétegeken keresztiil. Az idegrendszer sejtjeinek miikodéséhez sziikséges
tapanyagok (glilkdéz, aminosavak, nyomelemek, lipidek, vitaminok, stb.) atjuttatisat specialis

kétiranyt szallito fehérjék, transzportrendszerek végzik.



1. 2. 3. 4. 5. 6.
O @) A
o o A v v L

C
G @

0}9’/

~ -

1o s

o :
A

&

4. abra. Transzportutak a vér-agy gaton keresztiil: 1. szabad diffuzié a lipid membranon at (zsiroldékony
vegyiiletek); 2. sejtek kdzotti, azaz paracellularis transzport (vizoldékony molekulak); 3. kétiranyu szallito
fehérjék (tapanyagok: glukéz, aminosavak, tejsav, nyomelemek); 4. efflux transzporterek
(xenobiotikumok, gyogyszerek); 5. receptor-medialta transzcitdzis (peptidek, fehérjék, pl. inzulin,
transzferrin); 6. nem-specifikus transzcitozis (szérumfehérjék: albumin) (Deli, 2010).

A kisméretli (M <400 Da) zsiroldékony molekulak lipid-medialt szabad diffuzioval
konnyen bejutnak az agyba (Deli, 2011). Ilyenek példaul az élvezeti szerek, mint a koffein, a
nikotin vagy a heroin. A vér-agy gat rendelkezik szdmos aktiv efflux transzportra képes
szallitofehérjével is. Ezek a pumpdk ATP felhasznalasaval akadalyozzdk meg az idegrendszer
szamara karos anyagok bejutasat a vérarambol, illetve pumpdalnak ki endogén metabolitokat az
agybol. Ebbe a csoportba az ABC transzporter csalad tagjai tartoznak, mint a P-glikoprotein vagy
a multidrog rezisztencia asszocialt proteinek amelyek az idegrendszer védelme mellett sajnos

megnehezitik gyogyszerek bejutasat az agyba (4. abra) (Deli, 2011).

1.2. A vér-agy gat sejtes modellezése

Jo6 Ferenc munkatarsaival 1973-ban kozolt egy eljarast patkany agyi mikroerek
izolalasara (Joo és Karnushina, 1973). Ezt a Szegeden létrehozott modszert tekintjiik az elsé in
vitro vér-agy gat modellnek. Vér-agy gat kutatasokhoz ember, marha, egér, sertés és patkany
primer tenyészeteket egyarant hasznalnak. Gydgyaszati kutatdsokhoz a human primer
sejttenyészetek lennének a legalkalmasabbak, de etikai és modszertani okok miatt az
alkalmazasuk nem elterjedt. Mivel a primer sejttenyészet készitése draga, hosszadalmas, munka
¢s eréforras igényes feladat, ezért szdmos immortalizalt sejtvonalat hoztak 1étre viralis vektorok

segitségével (Veszelka és mtsai., 2011).



1.2.1 A hCMEC/D3 agyi kapillaris endotél sejtvonal

Az agyi endotél sejtvonalakat széleskoriien alkamazzak transzportkisérletekre, valamint
immunsejtek és patogének atjutasanak vizsgalatara (Veszelka és mtsai., 2011). Monokultiraban
ezek a sejtvonalak, példaul a b.End3 egér, az RBE4 és GP8 patkany agyi endotél sejtvonalak
alacsony TEER ¢és magas permeabilitasi értékeket mutatnak (Deli és mtsai., 2005; Veszelka és
mtsai., 2011). Az els6 stabil és részletesen jellemzett human agyi endotél sejtvonal a hCMEC/D3
(Weksler és mtsai., 2005). A sejtvonal 1étrehozasakor a f6 szempont a human agyi endotélsejtek
in vivo fenotipusanak lehet6 legnagyobb mértékii megtartisa volt amellett, hogy a sejtek
hasznalata kisérletekre egyszeri legyen. A D3 sejtvonal elballitisdhoz egy epilepszias beteg
temporalis lebenyéb6l mitét soran eltavolitott szovetdarabbol nyerték a humén agyi
endotélsejteket. A sejtek immortalizalasat a hTERT és SV40 large T antigének primer agyi
endotélsejtekbe torténd szekvencidlis lentivirdlis transzdukciojaval valositottak meg. A késdbbi
D3 sejtvonalat a tobb szdz lehetséges vonal koziil valasztottdk ki a sejtek morfologiaja,
novekedési képességiik és a normal endotél fenotipusra jellemz6 markerek stabil jelenléte, mint a
von Willebrand faktor, PECAM-1, B-katenin és ZO-1 alapjan.

A D3 sejtek rendelkeznek szamos, az agyi mikroereken megtalalhatd receptorral, TJ
fehérjével és efflux pumpdval mas, a neurovaszkuléris egysé€g sejtjeivel vald egyiitt tenyésztés
nélkiil is. A D3 sejtekben a ZO-1 és PB-katenin expresszid €s immunhisztokémiai jelol6dés
egyseges, azonban a klaudin-5 és az okkludin kifejez6dése alacsonyabb szintli. Ez okozhatja az
alacsonyabb, a monokulturara jellemzé 40 Qcm? TEER értékeket. A D3 megfeleld modell
szamos anyag transzportjanak tesztelésére, kivéve a kisméretli hidrofil molekulédkat (Weksler és

mtsai., 2005, 2013).

1.3. Nyiroéfesziiltség hatiasa endotélsejtekre

Az in vitro vér-agy gat modellekben a folyadékaramlasbol eredd nyirofesziiltség sokszor
elhanyagolt paraméter (de Boer ¢és mtsai, 1999). A kiterjedt kapillarisrendszer nagy
sszkeresztmetszete (4500-6000 cm?) miatt a véraramlas a kontinuitis elvnek megfelelen a
hajszalerekben nagyon lelassul, sokan ezért gondolhatjdk, hogy a folyadék-nyirofesziiltség értéke
alacsony és ezért elhanyagolhato. Azonban az érrendszer esetén szdmitasba kell vegyiik az erek

hosszanti, csészerli geometriajat. Igy a nyiréfesziiltség szamolasira hasznalt képlet szerint a



nyirderd ugyan egyenesen aranyos az atdramlé folyadékmennyiséggel, de forditottan a kapillaris
bels6é sugaranak harmadik hatvanyaval (1. egyenlet; Redmond és mtsai., 1995):

,_auo
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r

1. egyenlet. T nyirofesziiltség (Pa = 10 dyncm?), p: viszkozitss (Paxs), Q: az aramlo folyadék
mennyisége (m®s™), r: a belss sugar (m)

A képlet a kapillarisok idealizalt modelljét hasznalja, ugyanis a vér nem-newtoni jellege
¢s az ¢érfalak rugalmas tulajdonsdga miatt a vaszkuldris fizikai jelenségek pontos leirasa
bonyolult. A vérarambodl adodo folyadék-nyirdfesziiltségnek dontd hatdsa van az erek egészséges
morfogenezisére, a vérnyomasra ¢és olyan patologias elvaltozasokra is, mint példaul az
érelmeszesedés (Hahn és Schwartz, 2009).

A nyirofesziiltség tobb szignalizacios eseményt is aktivalthat endotélsejtekben, tobbek
kozott befolyasolja a szoros kapcsolatok kialakitasaban résztvevd fehérjék expresszidjat, a
metabolizmust, élettartamot, transzport- és enzimfehérjék szintjét (Colazzo, 2014), ezért az agyi
endotélsejtek differencialodasaban és a vér-agy gat jo barriertulajdonsaganak kialakitasaban is
fontos paraméter (Siddhartan és mtsai., 2007; Cucullo és mtsai., 2011).

Az endotélsejtek folyadéknyirds hatasara az dramlas irdnyanak megfeleld ellipszis alaku
format vesznek fel. A megnyulas mértéke €s az iranyitottsag szoge, valamint a nyirds nagysaga
er6sen Osszefliigg (Malek és Izumo, 1996). Agyi endotélsejteken is kimutattak, hogy az aktin
citoszkeleton és maguk a sejtek is a folyadékaramlas iranyaba orientalodnak (Colgan és mtsai.,
2007). Ugyanebben a munkaban leirtak, hogy a folyadékaramlas fokozza agyi endotélsejtekben
az okkludin és ZO-1 fehérjéik expresszidjat €s membran lokalizaciojat, és ezzel parhuzamosan
csokkenti a sejtréteg permeabilitasat. A nyirdfesziiltség indukalhatja vagy elnyomhatja agyi
endotélsejtek génjeinek kifejezddését, igy befolydsolja tobbek kozott a kapcsolofehérjék, a
transzporterek és enzimek jelenlétét (Cucullo és mtsai., 2011).

A koOzelmultban aorta endotélsejteken azonositottak egy mechanoszenzoros
fehérjekomplexet, amelyet VE-cadherin, PECAM-1, VEGFR2 és vimentin alkot, és amely a

nyirofesziiltség sejtes hatasat medialja (Conway és mtsai., 2013).



1.4. Mikrofluidikali in vitro vér-agy gat vizsgalati modszerek

A vér-agy gat sejttenyészetes modelljeit széleskoriien hasznaljdk a gydgyszerbejuttatas,
anyagtranszport és patologias folyamatok vizsgalataban ¢€s tesztelésében (Deli és mtsai., 2005). A
vér-agy gat statikus modelljeit az 1980-as évektdl hasznaljak. A kereskedelmi forgalomban
kaphato, porozus filter alapi sejttenyésztdé membranok a legelterjedtebbek a permeabilitasi
kisérleteknél (Deli és mtsai., 2005). Kevesebb, mint tiz éve 0 rendszerek fejlesztése kezdddott
meg, amelyek a mikroerek alakjara jobban hasonlitdé hosszanti sejttenyészté csatornakat
hasznalnak és véraramszer(i folyadékaramlast alkamaznak az in vivo koriilmények pontosabb
lemasolasara (Cucullo és mtsai., 2008). A tapfolyadék aramoltatasat lehetové tevd modelleket
nevezziikk dinamikus modelleknek. A dinamikus rendszerben a statikushoz hasonléan a
sejttenyészetek barrierfunkcidjat tobb moddon is jellemezhetjiikk. Kézenfekvo a sejtréteg
morfologidjanak mikroszkoépos megfigyelése. A jo barrierfunkcid érdekében az egysejtrétegnek
teljesen Osszefliggdnek kell lennie. A barrier jellemzésére a sejtréteg permeabilitdsat mérjiik
kiilonb6zé méreti jelzomolekuldkra, mig a sejtek kozotti kapcesolatok szorossagat a sejtréteg
elektromos ellenallasa adja meg (Deli és mtsai., 2005).

Szamos mikrofluidikai modellt fejlesztettek ki a kozelmultban a vér-agy gat kisérletes
modellezésére (1. tablazat). Ezek a modellek szinte kivétel nélkiil legalabb két kompartmenttel
rendelkeznek, a kompartmenteket pedig porézus membran valasztja el egymastol, amelyen

endotélsejtrétegek ndveszthetok.

1. tablazat. A vér-agy gat kutatisra alkalmas, agyi endotél sejtvonalak felhasznalasaval késziilt
mikrofluidikai modellek a szakirodalomban.

Mikroszképia Aramlas Permeabilitas TEER Human sejt Hivatkozas
— v v v v Cucullo és mtsai., 2008
v v - v v Prabhakarpandian, 2013
v v v - — Griep és mtsai., 2013
v - v - — Achyuta ¢és mtsai., 2013
v v v - Booth és mtsai., 2014
v v v v MTA SZBK
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Az els6 dinamikus vér-agy gat modellt Janigro és mtsai. hoztak 1étre, akik késébb D3 agyi
endotélsejteket is tenyésztettek a pordzus membranbol készitett csovek belsé iliregében (DIV-
BBB modell; Cucullo, 2008, 2013). Ennek a modellnek a hatranya, hogy a sejtek letapadasa és
novekedése mikroszkoppal nem kovethetd, valamint a kapillarisok esetleges eltomodése
megvaltoztathatja az ellenallas és permeabilitasi értékeket.

Griep ¢és munkatarsai (2012) szintén D3 agyi endotélsejteket haszndltak, azonban
dinamikus modelljiikkon permeabilitasi vizsgalat nem volt megvaldsithato. Prabhakarpandian és
mtsai. (2012) patkany agyi endotél sejtvonalat és aramoltatast hasznaltak modelljiikben, de nem
mértek ellenallast a barrier integritisanak kovetésére. Az Achyuta és mtsai. altal leirt PDMS
alapti biochip rendszerben nem volt sem aramlads, sem ellenallds mérés. A legkomplexebb
rendszert Booth és mtsai. (2014) fejlesztették ki, azonban nem humén agyi endotélsejteket

hasznaltak a munkajukban.

1.5. Célkitiizések

Ugyan tobb mikrofluidikai vér-agy gat modellt irtak le az elmult hét évben, azonban
egyik modell sem teljesiti a kisérleteinkhez sziikséges legfontosabb jellemzdket és paramétereket
(1. tablazat). Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk human agyi endotélsejtek aramlas hatasara
bekovetkezd morfoldgiai és funkcionalis valtozasait az MTA SZBK Biologiai barrierek és a
Biomolekularis Elektronika kutatocsoportok egylittmiitkodésével kordbban létrehozott integralt

mikroelektronikai chipen.

Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A munkacsoportjaink altal kifejlesztett mikrofluidikai lab-on-a-chip eszkoéz alkalmas-e
human agyi endotélsejtek tenyésztésére és vizsgalatara?

2. A statikus koriilményekhez képest milyen morfologiai valtozasok figyelhetdk meg a
sejtrétegen folyadékaramlast alkalmazva?

3. Milyen hatasa van az aramlasnak az agyi endotél egysejtréteg ellenallasara?

4. A folyadékaramlas befolyasolja-e az egysejtréteg permeabilitdsat kis- és nagymolekuldji
fluoreszcens jelzOanyagokra?

5. Hogyan valtozik a sejtkdzotti kapcsolatok immunfestése dramlas hatasara?
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Vegyszerek
Minden reagens beszerzési forrasa, hacsak masképpen nem jeldltiik, a Sigma-Aldrich

Kft., Magyarorszag.

2.2. A biochip felépitése

Vizsgalatainkhoz a kutatocsoportok altal korabban Kifejlesztett mikrofluidikai eszkdzt
hasznaltuk (5. abra). Az eszkozt 6t kiilonallo réteg Osszeragasztasaval alakitottuk ki. Az 6t réteget
az also ¢és fels6 iiveg targylemezek, koztik also és felsé dimetil-polisziloxan (PDMS, Sylgard
184, Dow Corning GmbH, Németorszag) csatornak valamint a csatornak kozotti pordzus
membréan (poliészter, porusméret: 0.45 pm, porussiirtiség: 2 x 10%/cm?, vastagsag: 23 pum; Itdip,
Belgium) alkotjak. A csatornak dimenzidi: 2 x 2 x 35 mm/40 mm. Rezervoarként 250 pl-es
milanyag PCR csovek szolgaltak, a rezervoar tartok PDMS-b6l késziiltek (5. abra). Hasznalat
elott az eszkozt 70 %-os etanollal 1 oran keresztiil sterilizaltuk, az etanol eltavolitasanak
érdekében steril vizzel tizszer atmostuk. A sterilizalas el6tt és utan a biochipet plazmatisztitdban
(Harrick Plasma Inc., USA) 15 percig kezeltiik, amely hozzdjarul a steril koriilmények

megtartasdhoz és a PDMS hidrofillé tételéhez.

5. abra. A vér-agy gat modellezéshez hasznalt mikrofluidikai eszkoz perspektivikus és hosszmetszeti
abrgja. Vilagoskék: fels6, lumindlis folyadék kompartment; rozsaszin: als6d, abluminalis folyadék
kompartment.

A TEER mérést lehetévé tevd egy-egy par arany elektrodat az liveg fedélemezek feliiletére
vakuumporlasztassal (K975X Turbo Evaporator, Quorum Technologies, Egyesiilt Kirdlysag)
vittiik fel. Az arany elektrodakhoz epoxy ragasztoval vezetd rézkabeleket erdsitettiink, hogy a
chipet 6ssze lehessen kapcsolni az ellenallasméré miiszerrel. A tapfolyadék aramoltatasahoz a

chip felsé csatornajanak be- és kimenetére kapcsoltuk a perisztaltikus pumpat.
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2.3. Transwell sejttenyészt6 betét hasznalata

A Dbiochipen kapott kisérleti eredményeket statikus, tenyésztélemezbe helyezhetd
settenyészté betéteken (Corning Costar, USA, Transwell 12-well formatum, polietilén tereftalat,
porusméret: 0,4 pm, porusstirliség: 4 x 10%/cm?, vastagsag: 12 pm) mért adatokkal hasonlitottuk

Ossze (6. abra).

2.4. h\CMEC/D3 sejttenyészet

A biochipen és a sejtteny€sztd betéteken végzett kisérleteinket a vér-agy gat egyszertsitett
modellezéséhez hasznalt h\CMEC/D3 human agyi endotél sejtvonalon végeztiik maximum a 35.
passzalasi szamig (Weksler és mtsai., 2005). A sejteket kisérlet el6tt 4-5 napig patkany-farok
kollagénnel bevont Petri csészében CO2 inkubatorban tartottuk. A tenyésztéshez hasznalt
tapfolyadék a kovetkezd Osszetevokbdl allt: MCDB131 endotél bazéalis médium (Pan Biotech,
Németorszag), 0,1 % gentamicin, penicillin-sztreptomicin (Roche, Magyarorszag), 5 % borju
szérum, 1,4 uM hidrokortizon, 1% lipid koncentratum (Life Technologies, USA), 1 ng/ml
fibroblaszt novekedési faktor, 5 pg/ml aszkorbinsav, 1 % inzulin-transzferrin-szelenit médium
kiegészits, 0,1 % heparin és 10 mM Hepes. A kisérletekhez a biochipre 7 x 10* sejt/cm?, a

sejtteny€sztd betétekre pedig 5 x 10* sejt/cm2 stiriséggel szélesztettiik a sejteket (6. abra).

11—
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6. abra. Agyi endotélsejtrétegek elhelyezkedése a mikrofluidikai chipen és a sejttenyészto betéten.

Agyi endotelsejt

Mindkét rendszerben a membranok felszinét patkanyfarok kollagénnel vontuk be. A sejtek
novekedését 5 napig kovettiik, minden nap faziskontraszt mikroszkopos képet készitettlink
(Nikon TE 2000, Nikon, Japan). Statikus koriilmények kozott a chipen és a tenyésztobetéten az
agyl endotélsejteket 5 mnapig, a legmagasabb transzendotelialis rezisztencia eléréséig

tenyésztettiik.
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Tapfolyadék rezervoar Perisztaltikus pumpa

7. abra. Aramoltatas médjanak szemléltetése a biochipen perisztaltikus pumpa segitségével.

A dinamikus chip modellen a tapfolyadék aramoltatasat a 3. nap utan kezdtiik el és 2 napig
allando6 szinten tartottuk (7. dbra). Minden kisérletben a sejtek tapfolyadékat az 1. tenyésztési
napot kovetéen 10 mM litium kloriddal egészitettiik ki, ezzel is elOsegitve a jobb barrier

tulajdonsagok kialakulasat (Weksler és mtsai., 2013).

2.5. Transzendotelialis elektromos ellenallas mérése

Az endotélsejtek kozotti szoros kapcsolatok hatarozzak meg a sejtek polaritasat és
szabalyozzak a paracellularis transzportuton vald anyagatjutast. Az in vitro mért TEER (Qcmz) a
sejtkozotti kapcsolatok ionokkal szembeni ateresztOképességét adja meg. A mérést EVOM2
rezisztenciamérével (World Precision Instruments Inc., USA) végeztik. Ehhez a
mérdberendezéshez csatlakoztattuk a biochip elektrodait, valamint a tenyésztd betétek esetén a
gyari STX-2 palca alaku elektrodakat. Amennyiben a sejtek konfluens egysejtréteget alkotnak és
a sejtkozotti kapcsolatok kelloképpen zarnak, akkor a két kompartment kozotti elektromos
ellenallas megnd. A TEER mérés nem invaziv, az alacsony frekvenciaju valtéarammal torténd
mérés nem karositja a sejtréteget, ezért a mérés tobbszor vagy akar folyamatosan is végezhetd. A
kapott TEER értékeket atlagoltuk majd levontuk beldle a sejtek nélkiili chipen ill. tenyésztd

betéten mért hattér értékek atlagat. Kisérleteink soran a TEER mérést minden nap elvégeztiik.

2.6. Permeabilitas-vizsgalat
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Az agyi endotélsejtrétegek permeabilitasat harom, in vivo igen alacsony permeabilitasi
értékkel rendelkez6 jelzbanyaggal vizsgaltuk: natrium fluoreszceinnel (M: 376 Da), fluoreszcein
izotiocianattal jelolt dextrannal (FITC-dextran; M: 4,4 kDa) és albuminhoz kotott Evans kék
festék (M: 67 kDa) (Veszelka és mtsai.,, 2013). A permeabilitasi kisérlethez a biochip fels6
kompartmentjében 1évé médiumot lecseréltik 250 ul Ringer-Hepes oldatra, amely a
jelzbanyagokat az alabbi koncentraciokban tartalmazta: 170 ug/ml Evans kék 1 mg/ml borjt
szérum albuminhoz (BSA) koétve (EBA), vagy 10 pg/ml fluoreszcein, vagy 100 pug/ml FITC-
dextran. Az abluminalis kompartmentbe 500 ul Ringer-Hepes oldatot tettiink. A mérés 20., 40. és
60. percében az alsd csatorna puffer oldatat uj, tiszta 500 pl oldatra cseréltiik, az atjutott
jelzbéanyagot tartalmazo 6sszegyljtott puffert a méréshez 96 lyuka lemezbe mértiik (100 ul/well).
A sejttenyésztd betétek esetén ugyanezt a kisérleti elrendezést hasznaltuk azzal a kiilonbséggel,
hogy a betéteket 12-lyukt tenyészt6lemezbe helyeztiik, a fels6 kompartment 500 pl, az also
kompartment: 1500 ul térfogat volt. A betéteket a mérés 20., 40. és 60. percében athelyeztiik a
lemez kovetkezd Ringer-Hepest tartalmazo lyukaba. A biochipet és a lemezeket a mérés alatt
37 °C-on CO; inkubatorban, sikrazo késziiléken tartottuk (100 fordulat/perc, OS10 orbital shaker,
BioSan, Lettorszag), hogy biztositsuk az oldatok folyamatos, nagyon enyhe mozgatasat, ami a
permeabilitas-méréshez sziikséges. Az alsd csatornabdl és a tenyésztéedény lyukaiban maradt
emissziojat 485 nm-en tortént gerjesztés utan 520 nm-en, az EBA emisszidjat 584 nm-en torténd
gerjesztés utan 680 nm-en hataroztuk meg tobblyuku lemez leolvasoval (Fluostar Optima, BMG
Labtechnologies). Az egyes anyagok sejtrétegen vald atjutasat permeabilitasi egyiitthatoval

jellemezhetjiik (Papp, latszolagos permeabilitasi koefficiens), amit Fick térvénye alapjan a vese

crer

P (cmls) =

app

2. egyenlet. Az endotélsejtrétegen keresztiili transzport jellemzésére alkalmazott permeabilitasi
koefficiens értékek szamolasdhoz hasznalt matematikai képlet. [C]a, jelzdanyag abluminalis
koncentracidja; Va, abluminalis térfogat; A, a permeabilis membran felszine; [C], jelz6anyag luminalis
koncentracioja.
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A mért koncentraciok és az ismert adatok (térfogatok, luminalis koncentraciok)
ismeretében szamoljuk ki a Py értékeket (cm s™). Minél kisebb a Py, érték a permeabilitasi
jelzémolekuldkra, annal szorosabbak a sejtkozotti kapcsolatok, annal jobb az egysejtrétegek

barrier funkcioja.

2.7. Immunhisztokémia

A permeabilitds vizsgéalat utdn az agyi endotélsejtrétegeken immunhisztokémiai festést
végeztiink a B-katenin kapcsolofehérjére, ami az adherens sejtkapcsold struktarak citoplazmas
linkere. A sejtrétegeket haromszor mostuk Ringer-Hepes pufferrel, hogy eltavolitsuk a maradék
jelzéanyagot. Ezutan a sejteket szobahOmérsékleten fixaltuk 10 percig metanol és aceton 1:1
arany( elegyével. A sejteket haromszor mostuk foszfatpuffer (PBS) oldattal, majd a nem
specifikus kotShelyeket 3%-0s BSA-PBS oldattal 30 percig szobahdmérsékleten blokkoltuk.
Ezutan a nytlban termelt anti-p-katenin elsddleges antitesttel egy ¢jszakan at 4°C-on, mig a Cy3-
kapcsolt anti-nyal masodlagos antitesttel és a Hoechst 33342 magfestékkel 1 Oraig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az elsddleges antitestet a blokkoldban, mig a masodlagos
antitestet PBS-ben higitottuk. A két antitesttel valo kezelés kozott a sejteket tobbszor mostuk
PBS-sel. Az utolsd 1épés utan a mintdkat lefedtiik (Fluoromount, Southern Biotech, USA) és

fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk (Nikon, Japan és Leica, Németorszag).

2.8. Statisztikai kiértékelés

Minden adatot atlag + S.D. értekként adtunk meg. A kiilonboz6 adatsorokon kétutas
variancia analizist kovetden Bonferroni-tesztet végeztiink Graphpad Prism 5.0 program
(GraphPad Software Inc., USA) segitségével. A p <0.05 értékeket tekintettiik statisztikailag

szignifikansnak. A parhuzamos mintak szama 3-6 volt kisérletenként.
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3. Eredmények

Kisérleteink soran a D3 huméan agyi endotél sejtvonal ndvekedését és barrier
tulajdonsagait jellemeztiik a mikrofluidikai biochip modellen statikus és dinamikus koriilmények
kozott, valamint eredményeinket Osszehasonlitottuk Transwell sejttenyésztd betéteken kapott

mérésekkel.

3.1. Aramlas létrehozasa a mikroelektronikai biochipen

Az 0j mikrofluidikai integralt biochipen sikeresen tenyésztettik a D3 agyi endotél
sejtvonalat (8. &bra). A patkanyfarok kollagénnel bevont membran felszinén a chipben az
alacsony fokozatt, 0.1 dyn nyirofesziiltségnek megfeleld &aramoltatds hatdsdra a sejtréteg
tovabbra is konfluens maradt és haszndlhatonak bizonyult a kisérleteink elvégzésére. A
tapfolyadékot a perisztaltikus pumpa segitségével atszivtuk a rendszeren, ahogy ez a 7. abran

lathato.

3.2. Aramlas hatasa a sejtek novekedésére: faziskontraszt mikroszképia

A humén agyi endotél sejtvonal ndvekedését, az egysejtréteg kialakitasara valo
(8. abra), amig tenyészetek el nem érték a kisérlet soran a legmagasabb TEER értéket (9. dbra). A
biochip esetén a sejtek mar 3 oraval a szélesztés utan letapadtak, de a masodik napig nem
alkotnak konfluens tenyészetet. A D3 sejtek novekedése egyenletes, a harmadik napra kialakul az
agyl mikroér endotélsejtekre jellemzd Orvényszerli sejtmintazat. Ez a statikus modell esetén
stabilizalodik és egy szinten marad, mig a dinamikus modell esetében a sejtek a folyasiranynak
megfelelden orientdlodnak, és a korabban is megfigyelt 6rvényszerli mintazat kihangsulyozodik
(8. abra). Fontos megjegyezni, hogy az 0j eszkozben is kialakul a konfluens endotél egysejtréteg
¢s a keringetésre is stabil marad. Ennek az eredménynek az elérése fontos mérfoldkd volt a vér-
agy gat modell kifejlesztésében. A sejttenyésztd betét esetén a letapadd sejtek szinte azonnal
folytonos réteget képeznek, de a szorosabb gat kialakulasahoz 5 napra van sziikség (8.A. abra).
Ebben a rendszerben folyadékaramlast (dinamikus modell) nem lehetséges létrehozni, igy a
sejtek alakja és orientacidja nem valtozik, de az egysejtréteg végig megmarad. Optikai
szempontbol a mikrofluidikai modell sokkal jobb mikroszkdpos képek készitését teszi lehetévé a

sejtekrol.
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A)

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap 5. nap

keringetés

8. abra. D3 human agyi endotél sejtvonal novekedésének kovetése faziskontraszt mikroszkopiaval. A)
sejttenyésztd betét, B) statikus biochip modell, C) dinamikus biochip modell. A dinamikus modellben a
tenyésztés 4. és 5. napjan tapfolyadék keringetést alkalmaztunk. Mérce: 100um

3.3. Aramlas hatasa agyi endotélsejtek gatfunkciéjara: TEER mérés

A huméan agyi endotélsejtek kozotti kapcsolatok erdsségét a sejtréteg ionarammal
szemben mutatott ellendllasanak mérésével kovettiik minden tenyésztési napon (9. dbra). A mért
TEER értékekbdl a sejttenyészté médiummal feltoltott, de sejtet nem tartalmazo chipen mért
ellenallas értékeket levontuk, amely atlagosan 40 Qcm? volt. Ugyanez a hattér rezisztencia érték
sejttenyésztd betéteken 70 Qcm?. A sejtek szélesztését kovetd elsd tenyésztési napon mindhidrom
rendszer esetén 10 Qcm? koriili ellenallast mértiink. A legmagasabb ellenallasértéket a dinamikus

modell esetén értiik el, az 5. napon 38 Qcm?-t, ehhez képest a sejttenyésztd betéten nevelt D3
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sejteknél maximum 24 Qem?-t, az aramoltatas nélkiili chip esetén maximum 19 Qcm? ellenallas

értékeket kaptunk.

407 & Sejttenyésztd betét

-e- Chip - statikus
-o—- Chip - dinamikus
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9. abra. D3 human agyi endotél egysejtrétegek transzendotelialis elektromos ellenallasanak (TEER)
kovetése 5 tenyésztési napon keresztiil harom modellen. Sarga téglalap: a tenyésztés 4. és 5. napjén
keringetést alkalmaztunk. n=3.

Osszességében azonban elmondhaté, hogy a harom rendszeren mért rezisztencia adatok
az 5 tenyé€sztési napon folyamatosan, kozel egyenletes novekedést mutattak. Az 5. napon, a
dinamikus modellen mért magasabb értékek atlaga azonban nem kiilonb6zott szignifikansan a

sejttenyésztd betéteken és a statikus chip modellen mért TEER értékektol.

3.4. Aramlas hatasa agyi endotélsejtek gatfunkciéjara: permeabilitas mérés

A rezisztencia mérés mellett az endotélsejtrétegek gatmiikddését tovabb vizsgaltuk az S.
tenyésztési napon harom jelzéanyag permeabilitdsi egyiitthatojanak meghatarozasaval. Az agyi
endotélsejtréteg permeabilitasat fluoreszcein, FITC-dextran és EBA markerekkel teszteltiik (10.
abra). A chipen statikus és dinamikus koriilmények kozott tartott agyi endotélsejtrétegek
fluoreszceinre ¢és FITC-dextranra mért permeabilitasdban kétszer kisebb értékeket kaptunk a
sejttenyésztd betétekéhez képest, mig a legnagyobb jelzéanyag, az albumin atjutdsdban nem volt

kiilonbség a statikus chipen és a sejttenyésztd betéten létrehozott sejtes modellek kozott. A
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mikrofluidikai eszk6zon két nap tapfolyadék-keringetés hatasara a FITC-dextran és az albumin

jelzéanyagok atjutdsa a D3 sejtrétegen szignifikansan csdkkent, mig a fluoreszcein transzportja a

statikus chip rendszerhez képest nem véltozott.

51 . , e ,
'|' [ Sejttenyészté betét
E3 Chip - statikus
44 @l Chip - dinamikus
o T
: =
©
g b
g 2 a a a
o I 2
1 b
T I |
a
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Fluoreszcein FITC-dextran Albumin
376 Da 4.4 kDa 67 kDa

10. abra. D3 human agyi endotél egysejtrétegek permeabilitasa fluoreszcein, FITC-dextran és albumin
jelzOanyagokra az 5. tenyésztési napon. n=3-6; a, P < 0.05 a sejttenyésztd betéthez képest; b, P <0.05 a
statikus chip modellhez képest. Da: dalton.

3.5. Aramlas hatasa agyi endotélsejtek gatfunkciéjara: immunhisztokémia

A funkciondlis mérések (permeabilitdsi és TEER adatok) mellett megvizsgaltuk, hogy
milyen hatasa van a statikus és dinamikus koriilmények kozotti tenyésztésnek a [B-katenin
kapcsolofehérje fest6désére agyi endotélsejtekben. A kétféle chip elrendezés és a sejttenyésztd
betétek esetében is az agyi endotélsejtek hatardn, a sejtkozotti kapcsolatokra lokalizalodo
egyenletes, folyamatos membranfestddést lathatunk (11. abra). A festés is igazolja, hogy a D3
sejtrétegek konfluensek, egybefliggéek, azonban az endotélre jellemz6 hosszikas, orso alaka
sejtforma csak a chipben vald tenyésztés esetén volt megfigyelhetd. A mikrofluidikai eszkézben
dinamikus koriilmények kozott a sejtalak még jobban elnyulik, a sejtalak keskenyebb,

hossztikdsabb. A tenyésztObetéten a f-katenin immunfestés nem csak a sejtek hatardn, hanem a
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citoplazmaban ¢és a mag teriiletén is megfigyelhetd volt szemben a chipben tenyésztett D3

sejtekkel.

A)

11. abra. D3 human agyi endotél egysejtrétegen P-katenin immunhisztokémiai festés az 5. tenyésztési
napon. A) setjttenyésztd betét, B) statikus biochip modell, C) dinamikus biochip modell. A dinamikus
modellen a tenyésztés 4. és 5. napjan tapfolyadék keringetést alkalmaztunk. Mérce: 25um

4. Megbeszélés

A sejtvonalak és az in vitro vér-agy gat modellek hasznalata leegyszerisiti és felgyorsitja
a vér-agy gat kutatast, igy példaul a kozponti idegrendszeri gyogyszerjeloltek fejlesztését (Deli,
2011). Az agyi mikroerek in vivo fiziologias koriilményeinek minél pontosabb kozelitése egyre
jobb sejttenyészetes modelleket eredményez. Az egyik legfontosabb ilyen, a vér-agy gat
szempontjabol kevéssé vizsgalt fiziologias paraméter az erekben aramlo vér altal az érfal sejtjeire
gyakorolt nyirofesziiltség. Egyre tobb a bizonyiték, hogy a folyadékdramlds okozta

nyirofesziiltség hatassal van a periférias vaszkularis endotélsejtek gatfunkciojara (Tarbell, 2010).

4.1. Vér-agy gat modellezés mikrofluidikai chipekkel

Az elmult években nagy hangsuly keriilt a lab-on-a-chip eszkézok és modellek
létrehozasara és tovabbfejlesztésére, azonban az eddig leirt modellek nem rendelkeznek minden
olyan fontos jellemzdvel, ami a vér-agy gat modellezés szempontjabol fontos (1. tablazat). Az
egyiittmiikodé SZBK csoportok altal korabban létrehozott mikroelektronikai chip fejlesztésekor
f6 szempont volt az alabbi jellemzok és funkciok integralasa: membrannal elvalasztott
kétcsatornas rendszer; ellenallas mérése beépitett elektrodokkal; a tapfolyadék aramoltatasa;

anyagok permeabilitasanak tesztelése; a folyamatos mikroszkopos megfigyelés lehetdsége. Ezen
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az uj mikrofluidikai eszk6zon sikeresen hoztunk létre human agyi endotél egysejtrétegeket D3
sejtvonal alkalmazasaval mind statikus, mind dinamikus tenyésztési koriilmények kozott.
Léteznek mar olyan két kompartmentbdl all6 modellrendszerek, amelyeken az ellenallasmérés is
lehetséges, azonban ezeket a chip modelleket eddig nem alkalmaztak permeabilitasi
vizsgalatokra, aminek f6 oka a mikroméret, tehat a visszamérhetd folyadékok térfogata nem
elégséges kismolekuldk hagyomanyos tomegspektrometriai analiziséhez (Avdeef és mitsai.,
kozlés alatt). A mi vér-agy gat modelliink geometriai paraméterei miatt azonban rendelkezik a
megfeleld térfogatokkal analitikai vizsgalatokhoz, igy a tovabbi alkalmazasa igéretes lehet a

gyogyszerkutatasban is.

4.2. Aramlas hatisa agyi endotélsejtek morfologiajara

A chipen jol kovethetd volt a sejtek novekedése és a sejtrétegek allapota faziskontraszt
mikroszkdppal. Ezzel szemben a tenyésztObetéten a sejtréteg nehezen lathato, és az egyedi sejtek
alakja nem kiilonitheté el. Ennek tobb oka is lehet: (i) a chip készitéséhez hasznalt iiveg
fed6lemezek optikai tulajdonsagai jobbak, mint a tenyésztéshez hasznalt miianyagoké; (ii) a
tapfolyadék meniszkusza a tenyésztObetéteknél optikai hibat eredményez. A tenyésztobetétekkel
szemben a chipen tenyésztett D3 agyi endotélsejtek jellegzetes agyi mikroér endotélsejt
morfologiat mutatnak. Mivel mind a statikus, mind a dinamikus tenyésztési koriilményeknél jol
lathato volt ez a valtozas, feltételezziik, hogy a keskeny és hosszll csatornarendszer kialakitasa
hozza létre ezt a hatast. A faziskontraszt mikroszkopos képek és az immunhisztokémiai festés is
hasonld sejtalakvaltozast mutatott, a sejtek elnytltabba valtak, amit a tapfolyadék aramoltatas
még kifejezettebbé tett. A dinamikus tenyésztési koriilmények kozott altalunk megfigyelt
valtozasok Osszhangban dallnak vaszkularis endotélsejteken korabban leirt morfologiai

valtozasokkal (Malek és Izumo, 1996; Tarbell, 2010).

4.3. Aramlas hatasa agyi endotélsejtek gatfunkciojara

A rezisztencia adatok alapjan mindhdrom modellen a szakirodalomban leirtnak megfeleld
értékeket kaptunk (Weksler és mtsai., 2013), azonban nem volt kiilonbség a tenyésztdbetéten,
illetve a chipen statikus és dinamikus koriilmények kozott tenyésztett D3 sejtrétege ellenallasa
kozott. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a D3 sejtek nem hoznak létre igazédn szoros

paracellularis barriert mas vér-agy gat modellekhez képest (Veszelka és mtsai., 2011). D3 agyi
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endotél sejteken mért maximalis ellenallas értékek egyes dinamikus modelleken (DIV-BBB)
joval magasabbak, mint az altalunk mért értékek (Cucullo és mtsai., 2013). Fontos kiilonbségek a
rendszerek kozott, hogy mi kereskedelmi forgalomban kaphatdé mérémiiszert hasznaltunk, illetve
kisérleteink soran alacsony aramlasi nyirofesziiltséget alkalmaztunk, ami az eltéré eredményeket
magyarazhatja. Folyamatban van egy alacsonyabb belmagassagu csatorna kifejlesztése, amivel
lehetévé valik magasabb nyirofesziiltség hatasanak tanulmanyozasa is. Az uj mikrofluidikai
eszkdzOon az agyi endotélsejtrétegek permeabilitasa csokkent kozepes és nagy molekulaju
jelzbanyagra a keringetés hatdsara, ami a barrier szorosabba valasat jelzi. A legkisebb jelzdanyag,
a fluoreszcein atjutasa a rezisztencia értékekhez hasonldéan nem valtozott dinamikus koriillmények
kozott, ami arra utal, hogy a paracellularis utvonalon vald anyagatjutast az alacsony sebességii
keringetés nem valtoztatja meg D3 sejteken. Az altalunk D3 sejtekkel tenyésztObetéten mért
FITC-dextran permeabilitasi egyiitthatd a szakirodalomban leirt értékeknek a fele (Weksler és
mtsai., 2005, 2013) ami tovabb csokken a chip modell esetében, és azt jelzi, hogy a

mikrofluidikai eszkoz alkalmas vér-agy gat modellezésre.

5. Osszefoglalas

Az SZBK-ban kifejlesztett 0j mikroelektronikai chipet sikeresen alkalmaztuk a vér-agy
gat human agyi endotélsejtekkel 1étrehozott egyszeriisitett statikus €s dinamikus modelljeinek
Osszehasonlitasara. Az aramoltatas hatasara megvaltozott az endotélsejtek morfologiaja. A chipen
dinamikus tenyésztési koriilmények kozott a barrier tulajdonsagok javultak a permeabilitas
tekintetében a kozepes és nagy molekulaja jelzOanyagokra. Tovabbi terveink kozott szerepel a
mikrofluidikai eszk6zon a vér-agy gat primer haromsejtes ko-kultira modelljének 6sszedllitasa,
tesztelése, és azon az aramlas hatdsdnak vizsgalata. Az 0j vér-agy gat modell alkalmas lehet
élettani és korélettani valtozasok eddiginél komplexebb vizsgalatara, valamint hatéanyagok

atjutasanak tesztelésére.
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