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1. Bevezetés

1.1. Vér-agy gat jellemzése

A vér-agy gat egy dinamikus hatarfeliilet a vér és a kdzponti idegrendszer kdzott.
Els6dleges feladata az agyi mikrokornyezet szabalyozdsa a megfelelé idegi milkodés
fenntartdsdhoz. Szerepe kettds, egyrészt tdpanyagokkal és oxigénnel latja el az agyszovetet,
masrészt vedelmet nyujt a karos anyagok és kdérokozok bejutdsa ellen (Campos-Bedolla és
mtsai., 2014). A vér-agy gatat az agyi mikroerek endotélsejtjei és az azokat koriilvevo pericitak
és asztroglia végtalpak alakitjak ki (1. abra). Ezen felil a szomszédos mikroglia- és
idegsejtekkel, valamint a vér sejtes elemeivel funkcionalis egységet alakitanak ki, melyet
neurovaszkularis egységnek hivunk (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Az agyi endotélsejtek
folyamatosan kommunikalnak a kornyez6 sejtekkel. A pericitik az agyi hajszalereket szorosan
korllvéve az endotélsejtekkel kozos bazalis membrannal rendelkeznek (1. abra). Segitik a
kapillarisok szerkezetének fenntartasat, emellett fontos szerepiik van a vér-agy gat fejlédésében
és szabalyozasaban. Az asztroglia végtalpak beboritjak az agyi hajszélerek felszinét, ezzel
segitve a sejtek kozotti kommunikaciot és a vér és az idegrendszer kozotti anyagatjutést (Deli,
2011).
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1. &bra. A vér-agy gat felépitése sematikus rajzon (Campos-Bedolla és mtsai., 2014, modositva).

Az agyi endotélsejtek vér-agy gatra jellemz0 tulajdonsagainak kialakitasa a mikroereket
koriilvevo sejtek: az asztrocitdk (Abbott, 2002) és a pericitak (Nakagawa es mtsai., 2007)
hatasara kdvetkezik be. A vér-agy gat anatdmiai alapjat alkotd endotelsejtek egyik legfontosabb
jellemzdje, hogy a sejtek szoros kapcsolatokkal illeszkednek egymashoz, akadalyozva ezzel a

sejtek kozotti térben a sejt- és anyagatjutast. A szoros kapcsolatokat (zonula occludens)



transzmembran fehérjék: okkludin, klaudinok és az immunglobulin szupercsaladba tartoz6
membran fehérjék (JAM) alakitjak ki. Ezeket az integrans membranfehérjéket linker és
szabalyozo fehérjék, mint a zonula occludens fehérje 1 (ZO-1) kapcsoljak az aktin sejtvazhoz
(Deli, 2009). A szoros kapcsolatok mellett az adherens kapcsolatok és azok linker fehérjéi, mint
a P-katenin jelent0s szerepet jatszanak jeldtviteli utakban a sejtek kozotti kapcsolddas
szabalyozéasa mellett (Deli, 2009). Tovabbi fontos, agyi endotélsejtekre jellemz6 tulajdonsag,
hogy a sejtek nem fenesztraltak, alacsony a pinocitotikus vezikuldk szama, ezaltal a nem
specifikus transzcitozis, és a verfehérjék agyba jutasa korlatozott. A specializalt szallitofehérjék
mellett magas az efflux pumpa aktivitas, amely a toxikus anyagokkal szembeni védelmet
biztositja (Campos-Bedolla és mtsai., 2014).

A vér-agy gat szamos mechanizmussal védelmezi az agyat. Az endotélsejtek szoros
kapcsolatai fizikai gatat alkotnak, ezzel akadalyozzak a sejtek, vizoldékony anyagok és ionok
sejtek kozotti (paracellularis) atjutasat (Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Az efflux pumpék és
az agyi endotélsejtek metabolikus enzimei kémiai vedelmet nyujtanak az agy szdméra. Az ABC
transzporter csalad tagjai, mint a P-glikoprotein (ABCB1), az ABCG2 és a multidrog rezisztens
fehérje csaldd (ABCC) tagjai nagy mennyiségben megtalalhatok az agyi hajszalerekben. A vér
fel6li, ugynevezett luminalis membréanon talalhatd aktiv efflux fehérjék a vérbol a sejtbe jutd
zsiroldékony molekulakat a vérbe pumpdljak vissza. A glikokalix az agyi endotélsejtek
lumindlis és agyszovet feloli, abluminalis felszinén levé cukor-feherje réteg, ami foként
proteoglikanokbol, glikoproteinekbdl és gliikozaminoglikanokbdl all (Walter és mtsai., 2021).
Egyediilallo elhelyezkedése, Osszetétele és szerkezete negativ toltésti fizikai gatként szolgal,
mely korlatozza a biomolekulék agyba val6 bejutasat (Santa-Maria és mtsai., 2021; Walter és
mtsai., 2021). A vér-agy gat ezeknek a védelmi mechanizmusoknak kdszonhetéen nemcsak a
karos anyagok, de a gyogyszermolekulak agyba vald bejutasat is akadalyozza: a lehetséges U]
idegrendszeri hatéanyagok legnagyobb része nem jut be a kdzponti idegrendszerbe (Deli, 2011;
Walter és mtsai., 2021).

A tapanyagok tobb transzport tvonalon at juthatnak a vér-agy gaton keresztiil az agyba
(2. dbra). Ezek kozé tartozik a paracellularis és a membranon keresztuli passziv diffuzié, a
receptor-medialt és adszorptiv transzcitozis, az SLC szallitofehérjék és az efflux transzport
(Campos-Bedolla és mtsai., 2014).

A gazok, mint az oxigén és a szén-dioxid, és a kis zsiroldékony molekulak, mint az
alkohol, koffein vagy nikotin szabadon, passziv diffuzidval jutnak at az agyi endotélsejt
membranjan (2. abra). A passziv paracellularis transzportot a sejtek kozotti szoros kapcsolatok

korlatozzak. A legtdbb vizoldékony kis és nagy biomolekula (pl. metabolit, fehérje és
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poliszacharid) emiatt korlatozottan jut at a vér-agy gaton. A kdzponti idegrendszer betegségeit
gyogyitd hatéanyagok gyakran hidrofilok, emiatt alacsony a permeabilitdsuk. Az SLC (solute
carrier) fehérjecsalad tagjai kétiranyu transzporttal juttatjak a vér-agy gaton keresztil az agy
szamara szlkséges Kis polaris anyagokat, mint a tapanyagokat, vitaminokat es asvanyi
anyagokat (Deli, 2011; Campos-Bedolla és mtsai., 2014). Az agyi endotélsejtek lumindlis
membranjan talalhato efflux pumpak jelent6sen korlatozzak a hatdanyagok bejutasat a kozponti
idegrendszerbe, ezzel megnehezitve példaul az agyverzés, az epilepszia, vagy az agytumorok
kezelését. A receptor-medialt transzcitozis a fehérjék transzportjat teszi lehetévé (2. abra).
Olyan, a szabalyozasban fontos szerepet jatszd fehérjék és hormonok jutnak az agyba igy, mint
a leptin és az inzulin. Az adszorptiv transzcitozis az agyi endotélsejtekben rendkivil kis

aktivitasu transzport utvonal.

Efflux SLC Passziv Paracellularis l{ec:!lI')F;)r Adszorptiv
diffazioé transzport me 1.a't . transzcitozis
transzcitozis

Endotélsejt

2. dbra. A vér-agy gat transzport mechanizmusai (Campos-Bedolla és mtsai., 2014, médositva).

Az agyszovet szamara karos szérumfehérjék kozponti idegrendszerbe jutasat a szoros
kapcsolatok, a fenesztraltsag hianya és az alacsony pinocitotikus vezikularis transzport gatoljak
élettani korulmények kozott. Ezek a védelmi rendszerek koros kortilmenyek kozott kevéshé
miikodnek és lehetdvé teszik olyan anyagok bejutasat, amelyek az agyat kérositjak, ezzel pedig

hozzajarulnak az idegrendszeri betegségek sulyosbodasahoz (Deli, 2011).

1.2. Vér-agy géat tenyeszetes modellek

A vér-agy gat kutatas kezdetét altalaban Paul Ehrlich tébb mint 100 évvel ezel6tti
rdgcsalokon leirt megfigyelésére vezetik vissza. Egészen az 1970-es évekig elsésorban
allatkisérletes modelleken vizsgéltdk az idegrendszeri gatakat. Elséként Joo Ferenc és
munkatarsai alkalmaztak ragcsalokbol izolalt agyi mikroereket (Jo6 és Karnushina, 1973),
ezzel megteremtve a vér-agy gat in vitro modellezésének lehetdségét (Joo, 1993). Napjainkban
a sejttenyészetes vér-agy gat modellek fontos szerepet jatszanak a vér-agy gat szerkezetének és

mitkodésének vizsgalataban élettani és patologias koriilmények kdzott, valamint széles kdrben



alkalmazhatdk hatéanyagok atjutasanak és hatadsanak vizsgalatara (Deli és mtsai., 2005). Az in
vitro vér-agy gat modellezés legelterjedtebb mddszere a sejtek tenyésztObetéten torténd
novesztése, mellyel lehetdség van ko-kulturak létrehozasara és permeabilitasi vizsgalatok
elvégzésere (Deli és mtsai., 2005; Veszelka és mtsai., 2011 és 2018; Helms és mtsai., 2016).

A tenyészetes vér-agy gat modellek jelentds részét allati eredetli primer sejtekbdl allitjak
el6é (Veszelka és mtsai., 2011; Helms és mtsai., 2016). Kutatocsoportunkban a primer sejtes ko-
kultdra modellek létrehozasahoz a kiilonb6z6 sejttipusokat frissen izolaljuk patkany (Nakagawa
és mtsai., 2009) és egér agybdl (Lénart és mtsai., 2015; Walter és mtsai., 2020). Az agyi
endotélsejtek az izolalast kdovetden puromicin kezelést kapnak, hogy mas szennyezd
sejttipusoktdl mentes, tiszta sejtkultirat kapjunk (Perriere és mtsai., 2005). A pericitdk és
asztrocitak novelik az endotélsejtek kapcsolatainak szorossagat, erdsitik a gatmiikodést, ezért a
harom sejttipusbol alld6 primer patkany ko-kultdra, az endotélsejtek pericitdkkal és
asztrocitakkal val6 egydttes tenyésztése, magasabb ellenallast és alacsonyabb permeabilitast
eredményez a magasabb szinten kifejez6d6 szoros kapcsolat fehérjék miatt (Nakagawa és
mtsai., 2009). Az in vitro primer patkany vér-agy gat sejttenyészetek elénye, hogy az
eredmények kdnnyen dsszehasonlithatdk az in vivo kisérletek eredményeivel (Avdeef és mtsai.,
2015). Hatranyuk, hogy a tiszta, homogeén sejttenyészetek létrehozésa nehéz, idéigényes és
koltséges modszer (Deli és mtsai., 2005).

Az allati sejteket hasznalé modellek segitségével rengeteget tudtunk meg a vér-agy gat
mitkodésér6l. Azonban a preklinikai gyogyszervizsgalatokhoz a legmegfelelobb modellek a
huméan sejt alapi modellek lennének (Helms és mtsai., 2016). A hCMEC/D3 humén agyi
endotélsejtvonal az els6 széles kdrben hasznalt humén immortalizalt sejtvonal, amelynek
kiindulasi sejtjeit epilepsziaban szenvedd betegek mutét soran eltavolitott agyszovet mintaja
adta (Weksler és mtsai., 2013). Ez a human modell alkalmas a vér-agy gat egyes
transzportfolyamatainak és koros koriilmények hatasara bekovetkezd valtozasainak
vizsgalatara, ezért elterjedten alkalmazzak neurodegenerativ betegségek vizsgalataban. Elénye,
hogy konnyen tenyésztheté sejtvonal, amely stabilan megtart bizonyos vér-agy gat jellegeket.
(Weksler és mtsai., 2005; 2013) A hCMEC/D3 sejtvonalat egyes transzportfehérjék és
receptorok mechanikai vizsgalataihoz alkalmazzak. Legnagyobb héatranya, hogy gyenge
paracellularis gatat képez a sejtkapcsold fehérjék, elsdsorban az okkludin és a klaudin-5
alacsony kifejez0dése miatt, igy ez a sejtvonal kismolekuldk permabilitasi vizsgalatara nem
alkalmas (Helms és mtsai., 2016; Veszelka és mtsai., 2018).

Kisérletes célokra human primer agyi endotélsejtek és immortalizalt sejtvonalak

hozzaférhetéek, azonban ezek a sejtek korlatozottan szaporithatoak, illetve az immortalizalas
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soran elvesztik az agyi endotélsejtekre jellemz6 tulajdonsdgokat. A human Gssejt alapu
endotélsejt kultirak 1j lehet6séget biztositanak human vér-agy gat modellek létrehozasara
(Helms és mtsai., 2016). Az indukalt pluripotens 6ssejtek (iPSC) felhasznalasaval sikeresen
differencialtathatok kiilonbozo sejttipusok, az egy Iépésben nyert human agyi endotélsejtek
példaul patkdny primer asztrocitakkal is egyiitt tenyészthetéek (Lippmann és mtsai., 2012). Az
egyik legujabb és széles korben hasznalt modell olyan vaszkuléris endotélsejteken alapul,
amelyeket human koldokzsindr vérbdl izolalt CD34" §ssejtekbdl hoznak létre (Cecchelli és
mtsai., 2014). A modszer két f6 1épése a kovetkez6: elészor az Ossejteket endotélsejtekké
differencialtatjak, ezt kovetéen hozzak Iétre az agyi endotélsejtekre jellemz6 tulajdonsagokat
agyi mikroér pericitdkkal torténé egyltt tenyésztés segitségével. Ez a human modell jol
reprodukélhato, amit kiilonb6z6 donorok sejtjeibol, kiillonbozé laboratoriumokban eldallitott,
hasonlo tulajdonsagu modellek létrehozéasaval igazoltak. A modell akar 20 napig is képes
megtartani a vér-agy gat tulajdonsagokat, és hasonl6 eredményeket adott gydgyszer atjutasi
vizsgalatokban, mint az in vivo Kkisérletek (Cecchelli és mtsai.,, 2014). A modellt
kutatocsoportunk beallitotta, s6t mikrofluidikai chip-eszkdzben is vizsgalta (Santa-Maria és

mtsai., 2021). Kisérleteink soran mi is ezt a modellt alkalmaztuk.

1.3. Az agyi organoidok jelentdsége kutatdsokban

Az iPSC-alapl technikdk elterjedése tette lehet6vé az agyi szferoidokon és
organoidokon torténé vizsgalatokat: ez a 2019 6ta robbanasszertien terjedd, Uj kutatasi irany a
gyégyszerkutatasban forradalmasitotta a betegségek és hatéanyagok tanulmanyozésat
(Choudhury és mtsai., 2020). Jelenleg az idegrendszeri betegségek in vitro modellezése,
hatéanyagok vizsgélata foként kétdimenzios neurondlis sejtkulturakkal torténik, azonban
ezeket a rendszereket homogenitas és kis komplexitas jellemzi (Chiaradia és mtsai., 2020). A
hagyoméanyos idegrendszeri tenyészetes modellek hianyossaga, hogy nem modellezhetdk jol
olyan fontos élettani jellemzdk, mint a sejt-sejt kommunikacio és a sejtek térbeli elhelyezkedése
(Smits és mtsai., 2019). Az agyi organoidok az emberi agy szdmos szerkezeti es élettani
tulajdonsagat tikrozik, ezaltal hozzajarulnak egy Osszetettebb szdvet in vitro elemzéséhez
(Chiaradia és Lancaster, 2020). Ahogy korabban a vér-agy gat modelleknél emlitésre kerilt, az
IPSC alapu eljarasok kifejlesztése lehetové teszi kiilonboz6 sejttipusok eldallitasat, igy human
agyszovet modellek letrehozasat is. A haromdimenzios (3D) kultdrak segitségevel jobb
lehetdség nyilik a komplex bioldgiai folyamatok mélyebb megértésére. Az Ossejt alapu 3D
kultarak létrehozasa nagy eldrelépés a betegségek in vitro modellezésében (Monzel és mtsai.,
2017; Smits és Schwamborn, 2020).



Az organoidok Onszervez6do sejtstrukturak, amelyek mind élettani, mind molekuléris
szinten jOl leképezik az emberi agy sejt-sejt kapcsolatait, és az eddigi modellek kozul a
legjobban hasonlitanak az agyszévethez. Az organoidon beliil a neuronok hal6zatot alkotnak,
melyet az idegsejtek egymassal és mas sejttipusokkal alkotott kapcsolatai hoznak létre. A
neurodegenerativ betegségek kutatidsaban nélkuldzhetetlen, hogy haromdimenzidban jojjon
létre ez a halozat, hiszen igy lehet megfeleléen modellezni a sejtek kozotti interakciokat (Smits
és mtsai., 2019). A leggyakoribb 6regedessel dsszefliggésbe hozhaté kdzépagyi betegség a
Parkinson-kor. A Parkinson-kor jellemzéje, hogy a dopaminerg neuronok szama a substantia
nigra kozépagyi magban visszafordithatatlanul lecsdkken. A betegség modellezésére a

legkorszeriibb modellt az agyi organoidok jelentik (Nickels és mtsai., 2020).
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3. dbra. Human kdzépagyi organoidok létrehozasa (Monzel és mtsai., 2017, modositva). hNESC:
human neuroepitelialis dssejtek.

A kisérleteinkben is hasznalt kdzépagyi organoidok Iétrehozasahoz a kutatdcsoportunk
luxemburgi egyiittmiikodé partnerei human neuroepitelialis Ossejteket szélesztenek speciélis
letapadast gatlé lemezre (3. abra). Mivel a sejtek nem tudnak letapadni, létrejon egy
onszervez6do 3D sejtkultdra. Ezt a kulturét els6 1épésben 8 napig ndvesztik ugy, hogy serkentik
a WNT és a Sonic hedgehog jelatviteli Gtvonalakat (3. abra, fenntartas). Ebben a lépésben
képzédnek a kozépagy-specifikus dopaminerg neuronok (Smits és Schwamborn, 2020). Ezt
kovetden Matrigel cseppbe agyazzak a létrejott sejtcsomot, hogy erésebb legyen a felepitése,
majd az organoidokat differencialtatjak novekedési faktorok es kismolekulak kombinaciojaval
(3. abra, differenciacio; Monzel és mtsai., 2017). Az igy létrehozott kbzépagyi organoidok 30

napos differencialtatas utan alkalmasak kisérleti felhasznalasra.



2. Célkitlizés
Az elmult évtizedben a vér-agy gat modellezése jelentds fejlodésen ment keresztiil,

amelyet az Ossejt alapu technikak elterjedése tett lehet6vé. Az j human modellek
kifejlesztéséhez  GssejtekbOl  1étrehozott  endotélsejteket  hasznalnak, amelyeket a
neurovaszkularis egyseg mas sejttipusaival, foképpen agyi pericitakkal tartanak ko-kultdrdban,
hogy a vér-agy gat tulajdonsagokat létrehozzak (Cecchelli és mtsai., 2014). Az emberi iPSC
eredetii agyi organoidok tenyésztése €s tokéletesitése szintén az elmult tiz évben keriilt el6térbe,
és felhasznalasuk a kutatas kiilonb6z6 teriiletein robbanasszerii trendet mutat az elmult 4-5
évben. Ez a technikai fejlédés lehetové teszi az allatbdl szarmazo primer sejttenyészetek helyett
Uj, human sejt alapu, az eddigieknél komplexebb modellek létrehozasat.

Munkank soran célunk az volt, hogy létrehozzunk és optimalizaljunk egy olyan uj,
komplex sejttenyészetes modellt, amiben az altalunk gyakorlottan hasznalt human in vitro veér-
agy gat modellt egyutt tenyésztjuk kozépagyi organoidokkal. Ehhez az aldbbi részcélokat
tuztiik ki:

- k6zépagyi organoidok fenntartasa és jellemzése laboratériumunkban

- a vér-agy gat modell és az organoid ko-kultdra paramétereinek meghatarozésa:
tapfolyadékok aranya, megfeleld agyi endotélsejt—organoid arany, az egyutt tenyésztés
1dozitése

- az igy létrehozott komplex modell jellemzése: a gatmitkodés mérése

3. Anyagok és madszerek

3.1. Reagensek
A kisérleteinkhez hasznalt reagensek forgalmazoja és gyartdja a Sigma-Aldrich/Merck

Kft., Magyarorszag, hacsak masképp nem jel6ltik.

3.2. Sejttenyésztés
3.2.1. Human ko6zépagyi organoidok fenntartasa

A koOzépagyi organoidokat a nanoPD M-ERA.NET2 nemzetkdzi egyuttmikodés
keretén belil luxemburgi partneriink, Prof. Jens Schwamborn csoportja, biztositotta szamunkra
(Nickels és mtsai, 2020). Az organoidokat neuronalis progenitor Ossejtekbdl allitjak el

egészséges és Parkinson-koros betegek Ossejtjeinek felhasznalasaval. A Parkinson-kort

=77
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mtsai., 2022). Az organoidokat 96-lyukl letapadéast gatlé lemezben (Corning Costar) hoztak
létre 9 x 10° sejt/lyuk kiindulasi sejtszammal. A sejteket egy hétig fenntarté tapfolyadékban
tartottak, majd két Iépesben specialis faktorok segitségével 8 napon keresztil differencialtattak
(3. &bra). Az organoidokat érést segit6 tapfolyadékba helyezték at DMEM/F12 tapfolyadékkal
torténd mosast kovetden, amelyet mi is hasznaltunk a kisérleteink soran. Ennek alapjat a
DMEM/F12 és a Neurobasal sejttenyészt6 médiumok (Thermo Fisher Scientific, USA) 1:1
aranyu keveréke adta. Ezt a tapfolyadékot egészitettik ki az alabbi anyagokkal: L-glutamin
(2 mM, Thermo Fisher Scientific), B27 kiegészité (100x, Thermo Fisher Scientific), N2
kiegészté (200x, Thermo Fisher Scientific), dibutiril-cAMP (500 uM), BDNF (10 ng/ agyi
eredetli idegsejt novekedési faktor, Peprotech, USA), GDNF (10 ng/ml, glia eredetii idegsejt
novekedési faktor, Peprotech), TGF-B3 (1 ng/ml, transzformalé novekedési faktor-p3,
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
tapfolyadekot (Nickels és mtsai., 2020, Veszelka és mtsai., 2021), novekedésiikrél pedig
rendszeresen készitettlink faziskontraszt képeket (Motic AE2000 faziskontraszt mikroszkop,

Motic Microscopy, Kina).

3.2.2. A vér-agy gat modell Iétrehozésa

Kisérleteinkhez a Bevezetésben leirt human vaszkularis endotél- és agyi pericita
sejteken alapuld vér-agy gat ko-kultdra modellt (Cecchelli és mtsai., 2014) hasznaltuk, amelyet
csoportunk mar jol jellemzett egy koradbbi munka soran (Santa-Maria és mtsai., 2021). A human
endotél- és a borju agyi pericita sejteket a csoport francia egyiittmiikod6 partnere, Prof. Fabien
Gosselet csoportja bocsajtotta rendelkezésre (University of Artois, BtRAIN MSCA ITN kdzos
palyazat). A CD34" §ssejteket human koldokzsinor vérbdl izolaltak (etikai engedély: Béthune
Maternity Hospital, Béthune, Franciaorszag, protokoll szama DC2011-1321). A human
vaszkularis endotélsejteket a CD34" ssejtekbdl differencialtattak, majd fagyasztva taroltak és
szallitottdk. Laboratériumunkban az endotélsejteket felolvasztast kovetden eldszor 0,2%
zselatinnal bevont Petri csészékben (Corning Costar, USA) novesztettiik. A tapfolyadék alapjat
endotélsejt tenyészté médium (ECM, Sciencell, USA) adta, melyhez 5% borjusavot (FBS), 1%
endotélsejt novekedesi faktort (ECGS, Sciencell) és 50 pg/ml gentamicint adtunk. Az agyi
pericitakat szintén 0,2% zselatinnal bevont Petri-csészében (Corning Costar) novesztettik. A

tapfolyadék Osszetétele DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Life Technologies,
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USA), 20% FBS, 1% GlutaMAX (stabil glutamin, Life Technologies, USA), és 50 pg/ml
gentamicin volt.

A ko-kultira modell létrehozasahoz sejttenyészté betéteket (poliészter membran,
0,4 um poérus méret, 0,33 cm? felszin, Corning Costar) hasznaltunk, melyeket 24-lyuku
tenyésztdlemezbe helyeztiink. A sejteket a tenyésztObetétben 1évé pordzus membran két
oldalara szélesztettiik. El6sz6r a membran mindkét oldalat bevontuk, hogy a sejtek tapadéasat
eldsegitsiik: a human endotélsejtek szamara a membran felsé oldalat Matrigellel (Corning), a
pericitak szamara az also also oldalat pedig 0,2% zselatinnal vontuk be. A bevonas soran a
membrant az oldatokat egy Oran at szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetben a
tenyésztébetét alsd oldalara pericitikat szélesztettiink (5 x 10° sejt/tenyésztdbetét). Ehhez a
tenyésztobetéteket fejjel lefelé forditottuk, majd a sejtek szélesztését kovetden a letapadashoz
3 Orara inkubatorba helyeztilk. Ezutdn a betéteket visszaforditottuk a 24-lyukd lemezekbe
elokészitett tapfolyadékba, és a betét membranjanak felsé oldaldra human endotélsejteket
pipettaztunk (1,3 x 10* sejt/tenyésztébetét) A tapfolyadékot a kisérlet soran kétnaponta
cseréltiik. A kisérleteink soran sejt nélkiili tenyésztobetéteket is hasznaltunk, melyeket a kisérlet
befejezéséig a vér-agy gat modellel azonos koértlmények kozott tartottuk. Az igy létrehozott
vér-agy gat ko-kultira modellt 2, 4 vagy 6 napig tartottuk fenn az adott kisérletnek megfelel6en,
miel6tt az agyi organoidokkal egyiitt tenyésztettiik. Ezalatt az endotélsejtek teljesen bendtték a
membranfelszint, a sejtek kozott kialakultak a szoros kapcsolatok és megjelentek a vér-agy

gatra jellemzd tulajdonsagok.

3.2.3. Vér-agy gat és agyi organoid ko-kultura létrehozésa

A 60-120 napos kozépagyi organoidokat el6szor DMEM/F12 tapfolyadékkal
megmostuk, majd 24-lyukd lemezeken (Corning Costar) egyenként csokkentett ndvekedési
faktor tartalmd Matrigel cseppbe (10 pl, Corning) agyaztuk Oket. A lemezt minden 10.
beagyazott organoid utan 12 percre behelyeztiik a 37 °C-os inkubatorba, hogy a Matrigel
megszilarduljon, majd feltoltéttik a lyukakat 500 pl érést segité tapfolyadékkal (4. abra;
Veszelka és mtsai., 2021).

A korabban létrehozott sejttenyészetes human veér-agy gat ko-kultdra modellt az agyi
organoidokkal a kisérleti tervtdl fiiggden a vér-agy gat modell 6sszeallitasat koveto 2., 4. vagy
6. naptdl tenyésztettiik egyutt, ekkor a betéteket az organoidok folé helyeztik (4. abra). Az
organoidokat mindig a velik vald ko-kultira el6tt egy nappal agyaztuk be. A felsd

folyadéktérben tovabbra is a human endotélsejtek tenyésztésénél hasznalt tapfolyadék volt, az

12



alsé folyadéktérben pedig a humén endotélsejt tapfolyadék és az agyi organoidok érését segitd
tapfolyadek elegyet tettik.

™ T

«—— endotélsejt
; «—— pericita

organoid Matrigél

n (@) ‘, cseppbe dgyazva

4. dbra. Vér-agy gat és agyi organoid ko-kultira sematikus rajza.

3.3. Gatmiikodés mérése a vér-agy gat modellen
3.3.1. Valésidejii sejtanalizis

A valdsideji sejtanalizis egy impedancia mérésen alapuld eljaras. Ez a modszer €16
sejtek folyamatos megfigyelésére alkalmas hozzaadott jelzdéanyag nélkiil. Segitségével valds
idében kapunk informacidt a sejtek letapadasardl, novekedésérdl, életképességérol, vagy az
adott kisérletben alkalmazott kezelésekre adott valaszardl. A kisérlet soran a sejteket egy
specialis 96-lyuku lemezre szélesztettiik (E-plate, Agilent, USA), melynek aljan arany
elektrodak talalhatok (5. bra). Az RTCA-SP miiszerrel (Agilent) minden 10. percben mértiik
az impedanciat (5. abra). A gép minden mérési idoponthoz automatikusan kiszamolja a
sejtindexet az (Rn-Rb)/10 képlet alapjan. Az Rn a sejtek és az elektroda kozott mért impedancia,
az Rb pedig a sejtmentes tapfolyadék hattérimpedanciaja (Barna és mtsai., 2020; Harazin és
mtsai., 2018).

5. abra. A miiszer és a méréshez sziikséges elektrodakat tartalmazo 96-lyuku steril lemez.

A human endotélsejtek szélesztéséhez a 96 lyuku lemezt 0,2% zselatinnal (20 perc, 37

°C) vontuk be. Ezt kovetden a lyukakat feltoltottiik tapfolyadékkal és lemértik a hatteret. Az
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endotélsejteket 5 x 10% sejt/lyuk siirtiségben szélesztettik ki. Tapfolyadékot kétnaponta
cseréltliink, amig a sejtek bendtték a rendelkezésre allo felszint és elérték a platd fazist. Ezt
kovetéen a sejtekhez az endotélsejtek és az agyi organoidok tapfolyadékanak adott aranyu

keverékeit adtuk. A kezelésre adott sejtvalaszt 48 dran keresztul kovettiik nyomon.

3.3.2. Transzendotelialis elektromos ellenéllas mérése

Az in vitro vér-agy gat modellben az agyi endotélsejtek kdzott szoros kapcsolatok
alakulnak ki, amelyek gatoljak a sejtek kozotti transzport Utvonal szabad atjarhatdésagat meg
ionok szamara is. A transzendotelialis elektromos ellenéllds (TEER) kisérletes kdrilmények
kozott szamszerlien mutatja meg a gat szorossagat (Deli és mtsai., 2005). A sejttenyésztd
betétek membrénja &ltal létrehozott két folyadékteres elrendezés lehetévé teszi, hogy
megmeérjuk az agyi endotélsejtréteg ateresztOképességét a tapfolyadékban legnagyobb
mennyiségben talalhatd natrium ionra (150 mM). Az ellenallas mérése az EVOM-2 késziilékkel
(WPI, USA) tortént kamraelektrodaval (6. abra). A kamra elénye, hogy az elektrodak és a
tenyészt0 betétek egymashoz képest minden mérésnél rogzitett pozicioban vannak. Emellett
nagyobb az elektrdda felszine, amely segitségével egységesebb képet kaphatunk a teljes
sejtfelszin ellendllasarol (Vigh és mtsai., 2021; Santa-Maria és mtsai., 2022). A kapott
rezisztencia értékekbdl (Q) kivontuk a sejtek nélkiili tenyésztébetéteken mért értékek atlagat

(~60 Q) és normalizaltuk a tenyésztdbetétek felszinére (Q cm?).

6. abra. Ellenallas mérése sejttenyésztébetéten novesztett sejtrétegen: a kamraelektrodaban elhelyezett
modell és az elektrddak sematikus rajza (Vigh és mtsai., 2021). Piros szin: aram elektrédak, kék szin:
feszlltség elektrodak.

Kiserleteink soran a TEER mérésekhez a tenyésztObetéteket tartalmazd lemezeket az
inkubatorbol kivéve flitdpadra helyeztiik, hogy a tapfolyadék homérsékletét 37 °C-on tartsuk.
Ez ugyanis nemcsak a sejtek életképessége és a gat szorossaga szempontjabdl fontos, de
befolyésolja az ionok mobilitasat is, ennek kovetkeztében az ellenallas értékét is modosithatja.

A méréseket minden esetben a tapfolyadék cseréje elott végeztiik (Vigh e€s mtsai., 2021).

14



3.3.3. Permeabilitasi vizsgalatok

Kisérleteink végén az agyi endotélsejtréteg szorossagat permeabilitdsi vizsgalatok
segitségével is megvizsgaltuk (Deli és mtsai., 2005; Huilper és mtsai., 2013). A permeabilitasi
vizsgalatokhoz fluoreszcein izotiocianattal jeldlt 4,4 kDa dextrant (FD4) hasznaltunk. Az FD4
torzsoldatot 1% BSA és 1% ITS-t tartalmazd Ringer-Hepes pufferben higitottuk 100 pg/ml
vegkoncentracidban. A kisérlet kezdetén a felsé (luminalis) folyadéktérben lecseréltiik a
tapfolyadékot az FD4-et tartalmazd permeabilitasi pufferre (200 pl), mig az als6 (abluminalis)
folyadéktér jelz6anyag nélkiili permeabilitasi puffert tartalmazott (900 ul). A kisérlet alatt a
lemezeket 37 °C-on CO> inkubatorban, sikrazo készuléken tartottuk (150 fordulat/perc, OS10
orbital shaker, BioSan, Lettorszdg). A lemezekben 20 percenként a modellt tartalmazé
tenyésztObetéteket 1j puffert tartalmazo lyukakba helyeztiik at. A 60 percig tartdé permeabilitési
vizsgalat végén az als6 kompartmentekbél mintakat gyQjtottink, ezek tartalmaztadk a
sejtrétegeken atjutott jelzéanyagot. A sejtek nélkiili tenyésztbetéteken is megmértiik az FD4
atjutast. Az atjutott jelzGanyag mennyiségét spektrofotométer (Horiba Fluorolog 3, Japan)
segitségével hataroztuk meg (gerjesztés: 490 nm, elnyelés: 516 nm hulldmhossz). A jelz6anyag
sejtrétegen vald atjutasat az endotélialis permeabilitasi egytthatoval (Pe) jellemeztik (Hulper
és mtsai., 2013). Az aldbbi egyenlettel el6szor kiszamoltuk a clearance értékeket, amelyek azt
a luminalis folyadéktér térfogatot (ul) jelentik, amibél a jelzéanyag egységnyi id6 alatt teljesen

atjut az abluminalis folyadéktérbe.

Clearance (pul) = CaxVa/CL

Az egyenletben a Va az ablumindlis kompartment térfogata, a C a felsé kompartmentbe adott
FD4 koncentracidja és a Ca az alsé kompartmentbe atjutott FD4 koncentracidja. Ezt kovetéen
az 0sszesitett clearance-t az id6 fiiggvényében abrazoltuk, hogy megkapjuk az endotélsejtréteg
pemeabilitasat (PSe). Ehhez a sejtek nélkiili tenyésztObetétek permeabilitasat (PS;) kivontuk a
modell permeabilitasabdl (PS):

1/PSe = 1/PSt — 1/PS;

Végiul az endotélidlis permeabilitasi egyutthatd (Pe) kiszdmolasahoz az endotélsejtréteg

permeabilitasat elosztottuk a sejttenyésztébetét membranjanak felszinével (A).

Pe = PSe/A
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Minél alacsonyabb a P. érték, annal szorosabb az agyi endotélsejtréteg, jobb a modell
gatmiikodése, és kifejezettebbek a vér-agy gat tulajdonsagok.

3.4. Immunfestés human agyi endotélsejteken és kdzépagyi organoidokon

A sejttenyészt betéteket a kisérlet végén 2 percig -20 °C-0s aceton metanol 1:1 aranyu
elegyével fixaltuk, majd 1% FBS-foszfat pufferrel (PBS) mostuk, hogy rehidrataljuk a
membranon a sejtréteget. Ezt kovetden 1% BSA-PBS oldattal blokkoltuk a nemspecifikus
kotohelyeket 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten. Az endotélsejteket poliklonalis nyul anti-
klaudin-5 (1:200), B-katenin (1:200) és ZO-1 (1:200; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
USA) blokkol6 pufferben higitott elsddleges antitestekkel egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk.
Masnap a sejteket haromszor megmostuk PBS oldattal, majd PBS-ben higitott Cy3-jel6lt anti-
nyul masodlagos antitesttel (1:400) és Hoechst 33342 magfestékkel (1:1000) inkubaltuk a
sejteket 1 oran keresztiil szobahdémérsékleten. Az immunfestés befejeztével a mintakat
haromszor megmostuk PBS-sel, majd egyszer desztillalt vizzel, és lefedtiik 6ket (Fluoromount-
G, Southern Biotech, USA). A festéseket konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk (Leica TCS SP5,
Leica Microsystems GmbH, Németorszag).

A Kkozépagyi organoidokat 3% paraformaldehiddel (PFA) 75 percig fixaltuk
szobahdmérsékleten, majd egy éjszakan at 30%-0s cukor oldattal telitettlik. Ezt kdvette a
fagyasztva metszés, amelyhez az organoidokat beagyaztuk (Optimal Cutting Temperature
oldat, Tissue-Tek, USA). Kriosztat segitségével (Leica) 20 um vastag metszetek készitettlink,
melyeket specialis, toltéssel rendelkez6 targylemezre helyeztiink (Super Frost, Thermo Fisher).
A metszeteket egyszer mostuk PBS oldattal, majd 0,2% Triton-X-PBS oldattal feltartuk az
antigénkotd helyeket 15 percig 4 °C-on. Az aspecifikus kotohelyeket 2% normal 16 szérumot
és 0,3% BSA-t tartalmazo6 PBS oldattal blokkoltuk 1 oraig szobahémérsékleten. A metszeteket
csirke anti-MAP-2 (1:2000, abcam), egér anti-p III-tubulin (1:500) és kecske anti-GFAP
(1:500, abcam) els6dleges antitestekkel inkubaltuk egy éjszakan at 4°C-on. Masnap haromszori
mosast kovetéen PBS-ben higitott anti-csirke A594 (Jakson ImmunoResearch),
anti-egér A555 és anti-kecske A488 (Thermo Fisher Scientific) festékekkel jel6lt masodlagos
antitestekkel (1:400) és Hoechst 33342 magfestékkel (1:1000) inkubaltuk a mintakat 1 6ran at
szobahémérsékleten Ezt kovetden haromszor mostuk a metszeteket PBS-el, majd egyszer
desztillalt vizzel. Végezetil az agyi endotélsejtekhez hasonloan lefedtik a metszeteket és

konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk a mintakat.
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3.5. Képek készitése és szerkesztése

Az organoidok érése soran készitett faziskontraszt felvételekhez Moticam 1080 kameréat
hasznaltunk. A fluoreszcens képeket konfokalis mikroszkoppal készitettlik (Leica
Microsystems GmbH, Németorszag). A képek szerkesztését ImageJ programmal (NIH, USA)

végeztuk.

3.6. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism 5.0 programot hasznaltunk.
Az adatokat atlag + SD formaban &brédzoltuk. A vizsgalatok elemzéséhez egyutas és kétutas
Anova tesztet és Bonferroni poszt-tesztet végeztiink. Munkank soran a p<0,05 értéket

tekintettlk statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények

4.1. A kdzépagyi organoidok fenntartasa és jellemzése laboratériumunkban
4.1.1. A kozépagyi organoidok fenntartéasa

A kozeépagyi organoidokat luxemburgi egylittmiikodé partnereink hozték létre,
laborunkba letapadast gatlé lemezekben a kezdeti differenciald 1épéseket kdvetden az érést
eldsegitd tapfolyadékban érkeztek.

A felndvesztésik soran készitett faziskontraszt képeken lathatd, hogy a 16 napos agyi
organoidok koriilbeliil 0,5 mm atmérdjliek, érésiikk soran tovabb ndvekednek, kézel 1 mm
atmérdjii gombbé. Ahogy a 7. abran is lathato, a kozépagyi organoidok jellemzden szabalyos
szferoidok, ett6l ritkan térnek el. Szélikon keskeny sdvban kevésbe tomorek és tobb esetben
Kisebb sejtcsoportosuldsok lathatoak, amik a ndvekedest és a folyamatos sejt-atrendez6dést
mutatjak.
altalaban kisebbek voltak az egészséges, vad tipusu sejtekbdl differencialtatott organoidokhoz
képest. Alakjuk kevésbé szabalyos volt (7. abra), és az organoidok érzékenyebben reagaltak a

mosasi es tapfolyadek csere folyamatokra.
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16 napos agyi organoid 62 napos agyi organoid

~ 250 ym

7. dbra. Kdzépagyi organoidok faziskontraszt képei. Bal oldali kép 16 napos, a jobb oldali 62 napos
differencialtsagi allapotot mutat. Mérce 250 um. WT: egészséges sejtekbdl szarmazo organoid; PD:
Parkinson-koros sejtekbdl szarmazo organoid.

Leghamarabb 30 napos differencialtsagi allapottol hasznalhatéak az organoidok

(Nickels és mtsai., 2020). Kisérleteinkben 60-120 napos organoidokat hasznaltunk.

4.1.2 A kozépagyi organoidok jellemzése

Az organoidok érését kdvetden a szerkezet és az organoidokat alkotd sejtek feltarasa
érdekében eldkészitettiik ket immunhisztokémiara. Tobblépcsds folyamatban optimalizaltuk
a fixalas, metszés és az immunfluoreszcens festés folyamatat. A paraformaldehiddel térténd
fixalast tobb id6tartammal és koncentracioval is elvégeztiik. Kiprobaltunk 3 és 4% PFA oldattal
torténd fixalast egy éjszakan at, majd 3%-0s rovidebb idejii kezeléseket is. A legjobbnak a
75 perces 3% PFA fixalas bizonyult, a késébbiekben ezt a mddszert alkalmaztuk. Az agyi
organoidok metszése elétt 30%-0s cukor oldatot alkalmaztunk krioprotektiv eljarasként: a
vizelvonas soran az organoidok témdrebbé valtak, és a fagyasztva metszés soran kevéshé voltak
sérilékenyek.

Az agyi organoidok jellemzésekor az idegsejteket B-111 tubulinnal és mikrotubulus
asszocialt feherjével (MAP-2), az asztrocitakat glidlis fibrillaris savas fehérjével (GFAP)
jeloltiik meg (8. abra). A kisebb nagyitast képeken (8. abra, felsé sor) lathatd, hogy a B-111
tubulin az organoid kérvonalat jeldlte. A MAP-2 az idegsejtek nyulvanyait és sejttestjeit jeldlte,
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¢s egyenletesen oszlott el az organoid teljes feliiletén. Az asztrocitakra jellemz6 volt, hogy

csoportokban helyezkedtek el az organoid adott szélein.

MAP-2+GFAP

8. abra. Organoidok jellemzése immunhisztokémiai festéssel. Zold szin: B-I1l tubulin vagy glialis
fibrillaris savas fehérje (GFAP); piros szin: mikrotubulus asszocialt fehérje-2 (MAP-2); kék szin:
sejtmag. Mérce: 200 vagy 250 pum.

4.2. VVér-agy gat és agyi organoid ko-kultura létrehozésa
4.2.1. Az organoidok extracellularis matrixba val6 beagyazasa

A vér-agy gattal vald egyitt tenyésztéshez els6ként a kdzépagyi organoidokat
extracellularis matrixba (Matrigel) agyaztuk be. A Matrigel egy széles korben alkalmazott,
37 °C-on gél allaguva szilardulo, csokkentett ndvekedési faktor tartalm( matrix fehérjéket
tartalmazd oldat. A beagyazasra azért volt sziikség, hogy az agyi organoidok adott pozicidban
a sejttenyésztd lemez aljaban maradjanak, €s létre tudjuk hozni a ko-kultarat a sejttenyésztd
betéten elhelyezkedd vér-agy gat modellel.

A 9. abran lathatd, hogy a matrixba vald beagyazast kovetden megjelennek az
organoidokbol kinové idegsejt nytlvanyok, ami azt mutatja, hogy az organoidokban a sejtek

életképesek es egymassal kommunikalnak (9. abra, nyil).
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50 um

9. dbra. Faziskontraszt képek kézépagyi organoidokrol Matrigelbe torténd bedgyazast kovetden. Nyil:
neuronélis nydlvanyok. Mérce: 50 um. WT: egészséges sejtekbdl szarmazd organoid; PD: Parkinson-
koros sejtekbdl szarmazo organoid.

4.2.2. Az organoid érést segito tapfolyadék hatasa human endotélsejtek életképességére
A vér-agy gat és az agyi organoid ko-kultira létrehozasahoz elészor valdsideji
sejtanalizis segitségével megvizsgaltuk az organoidok érését segitd tapfolyadék hatdsait a
human endotélsejtek impedancidjara (10. abra). A tapfolyadékok kiilonbozé elegyeit teszteltiik.
Kontrollként 100% human endotélsejt tapfolyadékot (hEC tapfolyadék) alkalmaztunk.
Megmértiik tovabba az organoidok érését segitd tapfolyadék (organoid tapfolyadék), valamint
a hEC:organoid 3:1, 1:1, és 1:3 aranyu elegyének hatasait. Egy csoporton Triton X-100

detergens kezelést alkalmaztunk, mely sejthalalt idéz eld.

1.4

1.2
1.0

0.8

hEC tapfolyadék
organoid tapfolyadék
31
11
1:3

0.6

0.4

Normalizalt sejtindex

0.2

0.0

0 6 12 18 24 30 36 42 48
1d6 (6ra)

10. abra. Organoidok érését segitd tapfolyadék hatdsa human endotélsejtek impedanciajara. 3:1 = 75%
organoid tapfolyadék + 25% human endotélsejt tapfolyadék, 1:1 = 50% organoid tapfolyadék + 50%
human endoteélsejt tapfolyadék, 1:3 = 25% organoid tapfolyadék + 75% human endotélsejt tapfolyadék.
TX-100: Triton X-100 detergens. n = 3-10.

Megéllapitottuk, hogy a 100% organoid érést segitd tapfolyadék csokkenti az
endotélsejtek impedanciajat, ami arra utal, hogy a sejtek kdzotti kapcsolatok szorossaga és/vagy
a sejtek életképessége csokken. A 3:1, 1:1, és 1:3 aranyu tapfolyadékokkal kezelt csoportok
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esetében lathatd, hogy kezelés a kisérlet végéig a kontroll csoportndl magasabb sejtindexet
eredményezett (10. abra). Tovabbi kisérleteinkben az 1:1 aranyd médiumot alkalmaztuk.

4.2.3. A megfelelé szami organoid arany meghatarozasa
El6szor megvizsgaltuk, hogy a vér-agy gat modell ala, a sejttenyészté lemez lyukaiba

elhelyezett organoidok szama befolyésolja-e a vér-agy gat modell barrier funkcidit (11. abra).

organoidok e ———
beagyazdsa i TEER mérés

o 3. nap { 5-6-7.na
Organoid o o o o o . . \ , \
nélkiil o O L L =
o 0. nap 4. nap . nap
BBB modell BBB modell i permeabilitds
ssszedllitasa organoidok e
a) b)

801 o 0 organoid 201 o 0 organoid

3 1 organoid 3 1 organoid

= 3 organoid (3@ 3 organoid

Bl 5 organoid [ 5 organoid

* 1.5
. T l - .
40 T =

TEER (Q x cm?)
P, (10-%cmis)
5

N
L

0.5

5 [ 7
1dé (nap)

11. abra. Az agyi organoidok szdméanak hatésa a vér-agy gat modell gatmiikodésére. Sematikus rajz
mutatja az agyi organoidok elhelyezkedését a sejttenyésztd lemezben. a) transzendotelialis elektromos
ellendllas (TEER), b) FD4 permeabilités. Atlag £ SD, n = 2-4, * p<0,05. BBB: vér-agy gat.

Ebben a kisérleti elrendezésben 1, 3, vagy 5 WT organoidot helyeztiink a 4 napos ver-
agy gat modell ala. Ezt kdvetden folyamatosan mértiikk az agyi endotélsejtréteg ellenallasat és
az utols6 napon permeabilitasi vizsgalatot végeztink. Megvizsgaltuk a vér-agy gat integritasat
organoid nélkili modellben is (11. &bra, 0 organoid kontroll csoport). A modell ellenéllasat az
5 organoid/lyuk elrendezés novelte a legjobban (11. a) abra), mig az agyi endotélsejtrétegek
FD4 permeabilitasaban nem lattunk szignifikans kulonbséget (11. b) &bra). Tovabbi

kisérleteinkben ezert az 5 organoidos elrendezest alkalmaztuk.

4.2.3. Az egyiitt tenyésztés idozitése

Kovetkez6 kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja az organoidok jelenléte
a human agyi endotélsejtek barrier funkciéit, ha a vér-agy gat modell kiilonb6z6 érettségi
allapotaiban kezdjlk el egyutt tenyészteni 6ket. A ko-kultlra kezdetétdl, mindegyik kisérleti

elrendezésben 5 napig vizsgaltuk a modellt.
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4.2.3.1. Kétnapos vér-agy gat modell agyi organoidokkal valo egyutt tenyésztése

Elséként a kétnapos, még nem Osszefliggd sejtréteg ald helyeztink organoidokat. A
TEER a napok eldre haladtaval folyamatosan nétt mind az organoidot tartalmazé (WT, PD),
mind az organoidot nem tartalmaz6 (kontroll) csoportok esetében. A TEER a 7. napon
35,6 Qcm? volt (12. a) abra). A kisérlet 7. napjan FD4 permeabilitasi vizsgalatot végeztiink
(12. b) &bra). A csoportok kozott sem az ellenéllasban, sem a permeabilitdsban nem talaltunk
kiilonbséget. A permeabilitasi koefficiens mindegyik csoportban 1,5 x 10 cm/s korili érték

volt, amely egy jol zar6do, jol miikod6 agyi endotélsejt réteg kialakulasara utal.

organoidok

Kontroll WT PD bedgyazdsa 3T4EE:;|17érés
1. nap -4-5-6-7.
organoid| ~O©| OO
ngélkiil @ ol o ————
o o 0. nap 2. nap ! 7.nap H
BBB modell  BBB modell : permeabilitas
dsszedllitisa organoidok
a) b)
607 3 Kontrol 2.09 [ Kontroll
=R = wT
= PD = PD

— N

N
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[
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~
o

e
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m

3 4 5 6 7
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12. abra. Kozépagyi organoidok és 2 napos ver-agy gat modell egyutt tenyeszése. a) transzendotelialis
elektromos ellenallds (TEER), b) FD4 permeabilitds. Atlag = SD, n = 3. WT: egészséges sejtekbol
szarmazo6 organoid; PD: Parkinson-koros sejtekb6l szarmazo organoid.

Ezt kovetden a sejteket lefixaltuk, és immunfluoreszcens festést végeztiink az agyi
endotélsejtek szoros kapcsolatainak jellemzésére (13. abra). A szoros sejtkapcsold struktdrak

hasonlo festodést mutattak mind a kontroll, mind az organoidot tartalmaz6 csoportokban.
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organoidok

bedgyazasa TEER mérés
1. nap 3-4-5-6-7. nap
| 1 1 1 1 1 1 1 >
I T T T T T T T >
0. nap 2. nap 7. nap
BBB modell BBB rQodeIl immuncitokémia
osszedllitasa organoidok
Kontroll WT

Klaudin-5

B-katenin

Z0-1

13. &bra. Human agyi endotélsejtek szoros kapcsolatainak jellemzése. Piros szin: klaudin-5, B-katenin
és ZO-1 sejtkapcsold fehérjék, kék szin: sejtmag. Mérce: 50 pm. WT: egészséges sejtekbdl szarmazod
organoid; PD: Parkinson-koros sejtekbdl szarmazé organoid.

4.2.3.2. Négynapos vér-agy gat modell agyi organoiddal val6 egyutt tenyésztése

Ezutdn az organoidokat 4 napos, konfluens, azaz teljesen egybefiiggd agyi
endotélsejtréteg ala helyeztiik. Ebben a kisérleti elrendezésben a kisérlet 5. napjan (az egyutt
tenyésztés 1. napja) a konfluens sejtréteg ellenallasa 40 Q cm? volt (14. a) abra). A kontroll
csoporthoz képest, amelynek TEER értékei 40 Q cm? koriiliek voltak a 7. napon alacsonyabb
ellenallast mértiink a PD, a 8. és 9. napon pedig a WT csoportban (14. dbra a). A 9. napon
elvégzett FD4 permeabilitasban nem volt szignifikans kilénbség a csoportok kozott
(14. b) dbra). A modellen az el6z6 kisérleti elrendezéshez hasonld (12. abra) permeabilitasi

értékeket figyeltink meg (1,5 x 10 cm/s).
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14. abra. Agyi organoidok és 4 napos vér-agy gat modell egyutt tenyeszése. a) transzendotelialis
elektromos ellenéllas (TEER), b) FD4 permeabilitas. Atlag + SD, n = 4-13, ** p<0,01; *** p<0,001.
WT: egészséges sejtekbdl szarmazd organoid; PD: Parkinson-koros sejtekb6l szarmazé organoid.

4.2.3.3. Hatnapos vér-agy gat modell agyi organoiddal val6 egyitt tenyésztése

Véglil hatnapos vér-agy gat modell ala helyeztlik az organoidokat, és 6sszesen 11 napig

tartott az egytt tenyésztés (15. abra).
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15. abra. Agyi organoidok és 6 napos vér-agy gat modell egyutt tenyészése. a) transzendotelialis
elektromos ellenallas (TEER), b) FD4 permeabilitas. Atlag + SD, n = 3, * p<0,05. WT: egészseges
sejtekbdl szarmazo organoid; PD: Parkinson-koros sejtekbdl szarmaz6 organoid.
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Az ellenallas minden csoportnal folyamatosan emelkedett a kisérlet végéig (15. a) bra).
A kontroll csoportban a TEER a 11. napon elérte az 50 Q cm? értéket, ez magasabb az el6zé
két elrendezés eredményénél (12. és 14. abra). A legmagasabb ellenallast a PD csoportnél
mértiik a kisérlet 11. napjan (55 Q cm?). A kontroll vér-agy gat modellben az FD4 permeabilitas
0,6 x 10 cm/s volt (15. abra b), ami 40%-a a masik két elrendezésben mért Pe értékeknek (12.
és 14. &bra), ami szorosabb gatmiikodést jelez. Az organoidot nem tartalmazé csoporthoz képest

a PD csoportnal még kisebb volt a permeabilitasi egyiitthatd (0,4 x 10 cm/s).

4.2.4. A megfelelé médium arany kivalasztasa

Kovetkez6 kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az endotélsejt és az organoid érést segitd
tapfolyadékok aranya (ezzel a névekedési faktorok mennyisége) hogyan befolyasolja a vér-agy
gat-organoid ko-kultdra gat funkcidit (16. abra).
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16. &bra. Téapfolyadék aranyok (1:1 és 1:5) hatdsa a vér-agy gat modell gat funkcidira organoidok
jelenlétében. 1:1 = 50% organoid érést segitd tapfolyadék, 50% endotélsejt tapfolyadék; 1:5 = 16,67%
organoid érést segitd tapfolyadék, 83,33% endotélsejt tapfolyadék. a) 1:1 aranyu tapfolyadékban tartott
modell transzendotelidlis elektromos ellenalldsa (TEER), b) 1:1 aranyu tapfolyadékban tartott modell
FD4 permeabilitésa. ¢) 1:5 ardnyu tapfolyadékban tartott modell transzendotelilis elektromos
ellenallasa (TEER), d) 1:5 aranyu tapfolyadékban tartott modell FD4 permeabilitasa. Atlag + SD, n = 3-
4, * p<0,05. WT: egészséges sejtekbOl szarmazo organoid; PD: Parkinson-koros sejtekbdl szarmazo
organoid.
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A korabban leirt optimalizalasi kisérleteinkben (12.-15. abra) az endotélsejt tapfolyadék
¢és organoid érést segitd tapfolyadék 1:1 aranyat (50% organoid érést segitd tapfolyadék, 50%
endotélsejt tapfolyadék) alkalmaztuk. Ebben a kisérletben a tafolyadékok 1:1 és 1:5 aranyd
keverékét hasonlitottuk 6ssze ugy, hogy az organoidokat 6 napos vér-agy gat modellel
tenyésztettlik egydtt (16. abra).

Nem volt megfigyelheté kiilonbség az organoidot nem tartalmazoé (kontroll) és a
tartalmazé (WT, PD) csoportok kozott a vér-agy gat paraméterekben egyik kezelési csoportban
sem. Az abluminalis folyadéktérben 1:1 aranyu tapfolyadékban tartott vér-agy gat modell a
kontroll csoportban eredményezte a legmagasabb ellenallast (16. a) abra, 9. nap, 38 Q cm?), ez
magasabb volt, mint az 1:5 aranyd tapfolyadékban tartott modell kontroll csoportjanak
ellenallas értéke (16. c) abra, 9. nap, 28 Q cm?). Ezzel 6sszhangban az 1:1 tapfolyadék arany
alacsonyabb permeabilitasi értékeket eredményezett (16. b) abra, 11. nap, kontroll csoport:
0,9 x 10 cm/s), mint az 1:5 aranyu tapfolyadék osszetétel (16. d) abra, 11. nap, kontroll
csoport: 1,4 x 10 cm/s).

5. Megbeszélés

Az elmalt tiz évben az O&ssejtekbdl szarmaztatott, kiilonbozé szerveket és
szervrendszereket modellez6 Onrendez6d6 sejtcsoportosuldsok, szferoidok és organoidok
jelentésége megnétt. Legyen szd korfolyamatok modellezésér6l, toxicitasi és hatdanyag
vizsgalatokrdl, vagy egyeéb sejt-sejt interakcid tanulmanyozasarol, az agyi organoidok szerepe
a gyoégyszerkutatasban is egyre fontosabb (Choudhury és mtsai., 2020). Az agyi erekkel
kapcsolatos betegségek tanulmanyozasaban és gydgyszeratjutasi kisérletekben pedig a vér-agy
gat sejttenyészetes modellezése kulcsfontossagu (Helms és mtsai., 2016). Célunk az volt, hogy
Iétrehozzunk egy modellrendszert, ami ezt a két nagyon fontos in vitro technolégiat 6tvozi, €s
amely lehet6vé teszi a korabbinal Osszetettebb vizsgalatok végrehajtasat. Munkank soran
létrehoztunk egy ko-kultdra modellt, amiben a vér-agy gatat alkotd6 human agyi endotélsejtek
és pericitak kozepagyi organoidokkal vannak egy folyadéktérben tenyesztve. Optimalizaltuk az
Uj rendszer tenyésztési koriilményeit és meghataroztuk a legkedvezobb médium-0sszetételeket,
a tenyésztés hosszat és a sejtszam-aranyokat. Ez a kutatasunk a 3R elveinek is megfelel, mivel
allatbol szarmazd primer sejttenyeszeteket helyett human &ssejt alapu technologia
felhasznalasaval kombinaltuk a sejttenyeszetes vér-agy gat modellezést és az iPSC eredetii agyi
organoidokkal térténé munkat.

Kisérleteink  soran  koldokzsinor  vérbdl nyert hemopoetikus — &ssejtekbol

differencialtatott huméan endotélsejteket hasznaltunk. Vér-agy gat modellinkben ezeknek a
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vaszkularis endotélsejteknek agyi pericitakkal torténd egyiitt tenyésztése segitette az agyi
endotélsejtekre jellemz6 tulajdonsagok kialakulasat (Cecchelli és mtsai., 2014; Santa-Maria és
mtsai., 2021). Ezeknek az agyi endotélsejt-rétegeknek a rezisztenciaja alacsonyabb,
permeabilitdsa pedig magasabb, mint egy mas fajta iPSC technologiaval Iétrehozott human vér-
agy gat modell sejtrétegenek (Lippmann és mtsai., 2012; Helms és mtsai., 2016). Ennek ellenére
vizsgélatainkban megbizhatobbnak tartottuk a Cecchelli és mtsai. altal létrehozott huméan
Ossejtes vér-agy gat modellt, mivel a human iPSC rendszerek esetén vitatott, hogy a (az
altalaban egy lépéses) differencialddas végere a sejtek megorzik-e endotélsejt tulajdonsagaikat.
Felmerdilt tobb esetben, hogy az extrém magas (>5000 Q) rezisztencia inkdbb neuroepitelialis
jelleg, amelyet a sejtek jellegzetes utcaké morfologiaja és szamos epitélre jellemzo tulajdonsag
is alatdmaszt (Lu és mtsai., 2021; Lippmann as mtsai., 2020).

Az (j tipust organoid modellek esetén is felléphetnek kisérleti problémak, mint példaul
a sejtcsomo kozepén megjelend nekrotikus mag, valamint nagy lehet a kiillonbség a kiilonb6zo
betegekbdl vagy egészséges donorokbol szarmazd sejtekbol 1étrehozott organoidok kdzott
(Nickels és mtsai.,, 2020). Ezek miatt volt sziikséges, hogy a luxemburgi kutatécsoport
optimalizalja az organoidok létrehozasat, hogy azok megtartsak a kozépagy fejlédésének
kulcsfontossagu 1épéseit és jellemzdit, mint példaul a dopaminerg neuronok és az asztrogliak
differencialodasat (Nickels és mtsai., 2020). Az altalunk hasznal kdzépagyi organoidokat egy
soklépcsés eljarassal tokeéletesitették (Nickels és mtsai., 2020). Eloszor megallapitottak a
megfeleld kezdeti sejtszamot, majd a fenntartas és differenciacio folyamatait allitottak be (3.
abra). Az igy kapott agyi organoidok kdzepén az elhalt rész (nekrotikus mag) elhanyagolhatd
nagysagu volt, jobb lett a sejtek életképessége, és nagyobb mennyiségben voltak jelen
asztroglia sejtek. A laboratériumunkban fenntartott kdzépagyi organoidok B-111 tubulin
immunfestése (8. abra) hasonldé mintazatot mutatott, mint az egyiittm{ikodé partneriink altal
készitett festés (Nickels és mtsai., 2020). Az agyi organoidok mérete is azonos volt, valamint
az altalunk fenntartott organoidok esetében is megjelentek az idegsejt nydlvanyok a Matrigel
cseppbe agyazast kovetden (9. abra). Partnereink Western blot modszerrel megvizsgaltak az
organoidokban talalhaté idegsejtek dopaminerg funkciojat, és megallapitottak, hogy az agyi
endotélsejtek tenyésztéséhez sziikséges médium (1:1, 1:3, 1:5 ardnyban), és a ko-kultdraban
tartas nem valtoztatta meg a neuronok tirozin-hidroxilaz aktivitasat.

Eredményeink azt mutattak, hogy ha 5 WT organoidot helyeztiink a vér-agy gat modellt
tartalmazo tenyésztébetét ala (1:1 tapfolyadék aranynal), akkor jobb lett az endotélsejtréteg
gatmiikodése (11. abra). A modell alkalmas lehet a késdbbiekben iPSC eredetii organoidok vér-
agy gat hatasanak vizsgalatara is. Ehhez azonban jelentésen novelni kellene az organoidok
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szamat a vér-agy gat modell sejtjeinek ardnyahoz képest, hiszen jol ismert, hogy a vér-agy gatat
alkoto agyi hajszalerek dssztomege az agyszdvetnek minddssze 0,1%-a (Harik, 1992). Ennek a
sejtaranynak a beallitasa a jelenlegi technikai kérilmenyek kozott nem lehetséges, azonban
tovabbi terveink kozott szerepel az organoid szam ndvelése a modellben.

Az egyitt tenyésztés idejének optimalizéldsa soran azt allapitottuk meg, hogy az
organoidok jelenléte nem befolyasolta a vér-agy gat modell kialakulasat (két- és négynapos
modellek, 12. és 14. abra), illetve a kisérlet 11 napjaig (5 nap egyiitt tenyésztés) jelentdsen nem
valtoztatta meg a mar kialakult barrier szorossagat (hatnapos modellek, 15. és 16. abra).

Az organoid érést segitd tapfolyadék (100%) csokkentette az agyi endotélsejtrétegek
impedanciajat, ami a sejtk0zotti kapcsolatok gyengllését jelezheti (10. abra). Ebben a
tapfolyadékban egyarant megtalalhatdak a vér-agy gat modellek szorossagat csokkentd (TGF-
[ utvonal aktivatorok) és novelé (BDNF, GDNF, cAMP analog) kismolekulak és fehérjék (Deli
és mtsai., 2005; Watanabe és mtsai., 2021). Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy ezeknek
a hatasoknak az ered6je a higitatlan tapfolyadék esetében a gatmikddés csokkenése, mig
alacsonyabb (1:1, 1:3) aranyoknal a novekedési faktorok hatasa érvényesilhet. Ezt a hatast
megvizsgaltuk a vér-agy gat-organoid ko-kultira modellen is. Megfigyeléseink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy az 1:1 aranyban alkalmazott organoid érést segit6 tapfolyadék hatasara a
vér-agy gat modellen né az ellenallas és csokken a permeabilitds (16. abra), ez azonban az
organoid érést segité tapfolyadék ndvekedesi faktorainak hatésara torténhet. Adataink alapjan
az 1:5 médium arany megfeleldbb, mivel dsszetétele fizioldgias szempontbol valdsabb a vér-
agy gat szamara, ugyanakkor a permeabilitas értékek az 1-1,5 x 10® cm/s savban talalhatéak,
ami kell6en szoros réteget jelent és koradbbi adatainknak (Petrovszki és mtsai., 2022) és a
szakirodalmi értékeknek is megfelel (Santa-Maria és mtsai., 2022).

Célunk egy olyan modell kialakitasa volt, ami alkalmas nanohordozok, vagy terapias
molekulak vizsgalatara egyidejii vér-agy gat és organoid penetracids mérésekkel. Az altalunk
létrehozott human vér-agy gat-organoid ko-kultdra modellt sikerrel alkalmaztuk célzott
nanorészecske atjutasi kisérletekben (Veszelka és mtsai., 2021). A csoportunk legfrissebb
kutatasaiban igazoltuk kettdsen célzott polipeptid nanohordozok atjutdsat a vér-agy gat
modellen és ezt kovetd bejutasat kozépagyi organoidokba (Mészéros és mtsai., 2022). Tovabbi
terveink kozott szerepel hatéanyag tartalmu nanorészecskek vizsgalata a létrehozott Uj
modellrendszeren.

Az elmult 12 évben a kutatdcsoport aktivan vizsgalja a biol6giai gatak in vitro modelljeit
mikroelektronikai és mikrofluidikai chip-eszk6zokkel. Az SZBK Biofizikai Intézet

Biomolekuléris Elektronika Kutatdcsoportjaval k6zésen a munkacsoport korabban kifejlesztett
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egy sokoldall, bioldgiai gatak vizsgalatara alkalmas integralt chip-eszkdzt (Walter és mtsai.,
2016). A sejttenyészté betéteken 1étrehozott modellekhez képest a lab-on-a-chip eszkdzben a
véraramlas valosaghii modellezésével, nyirofesziiltség létrenozasaval az endotélsejt-rétegen
még erésebb gat miikodést értlink el, és a vér-agy gat tulajdonsagok fokozodasat (Santa-Maria
és mtsai., 2021). Tovabbi célunk a komplex modellrendszer vizsgélata a chip-eszkdznek egy

organoidok befogadasara alkalmas Uj valtozataban.

6. Osszefoglalas

Munkéank soran sikerrel hoztunk létre egy human sejteken alapuld, in vitro vér-agy géat
és kozépagyi organoid ko-kultdra modellt. Optimalizaltuk az organoidok fenntartasat
laborkorilményeink kdzott, a vér-agy gat modell és az organoidok tenyésztésehez sziikséges
tapfolyadékok aranyat, a megfelel6 agyi endotélsejt — organoid aranyt és az egyutt tenyésztés
1ddzitését is. Transzendotelidlis elektromos ellenallas méréssel és permeabilitasi vizsgalatokkal
megvizsgaltuk, hogy az organoidok jelenléte nem befolyasolja a vér-agy gat modell agyi
endotélsejtjeinek barrier integritasat. Az agyi endotélsejtek sejtkozotti kapcsolatai szabalyosak
és épek maradtak a modellben. Kisérleteinkkel sikeresen optimalizaltuk a human vér-agy gat
modell és a kdzépagyi organoidok egydttes tenyésztési kdrilményeit. Az Gj ko-kultdra modellt
parhuzamos kutatasainkban sikeresen hasznaltuk nanohordozd rendszerek atjutasanak
vizsgalatara. Tervunk, hogy a modellt adaptaljuk mikrofluidikai chipen torténd, dinamikus
kortlmeények kozotti vizsgalatokra is. Emellett tovabbi célunk betegekbdl szarmazé dssejtekbol
létrehozott vér-agy gat modellek és organoidok egytttes vizsgalata. A kutatds hosszutavui
jelentésége a preklinikai vizsgalatok komplexitasanak és transzlacios potencialjanak ndvelése

és a személyre szabott orvoslas lehetové tétele.
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