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Bevezetés

A homeosztazis fenntartasaban és a gyogyszerbejutas és felszivodas
folyamataiban rendkiviil fontos szerepet jatszanak az epitél és endotél
sejtekbol felépiilé bioldgiai gatak. Elettani funkciojuk, transzportfolyamataik
megértéséhez, illetve gyogyszerhatasok és betegségek vizsgalatdban a
sejttenyészetes modellek kiemelkedden fontosak. Az epitél és endotél rétegek
szoros kapcsolatat in vivo a sejtek kozotti specialis kapcsolofehérjék
biztositjak. Egy ilyen szorosan zarddo sejtréteg jellemzdi a magas elektromos
ellendllas és az alacsony passziv permeabilitas. Ezek a fizikai és fizikai-
kémiai paraméterek pontos jellemzést adnak a biologiai gat integritasarol és
keresztiili atjarhatosagaval jellemezhetjiik, az ezt leir6 mennyiség a transz-
endotelialis/epitelialis elektromos ellenallas (TEER). A passziv permeabilitas
kis méretli lipidoldékony vagy vizoldékony, elektromosan semleges vagy
toltéssel rendelkez6 molekuldk sejteken keresztiili, illetve sejtek kozotti
atjutasat jellemzi. A sejtfelszin erésen negativ toltése, amely a sejtfelszini
lipidosszetételbdl és a glikokalix proteoglikan sszetevéibdl adodik fontos
tényezdje a gatfunkcionak. Azonban a bioldgiai gatak fizikai tulajdonsagai
koziil ez a legkevésbé vizsgalt teriilet.

Az elmalt 10 évben a biologiai gatak modellezésére a statikus
tenyésztobetétek mellett megjelentek a dinamikus csiplaboratériumi (lab-on-
a-chip, LOC) eszkdzok is. A sejtek kozotti kdlesonhatasok, molekularis
utvonalak, betegségek és gyogyszerhatasok vizsgalatara fejlesztett LOC
eszkozok modern mérndki tervezés eredményei. Segitségiikkel lehetdségiink
nyilik a folyadékdramlas hatdsainak vizsgalatara az el6bb emlitett élettani
folyamatok tanulmanyozasara. A LOC eszk6zok jelentdsége abban rejlik,

hogy pontosan beallithaté kdrnyezetet biztositanak a sejtek szaporodaséhoz,



novekedéséhez, és segitségiikkel a gatfunkcid kialakulasa és valtozasai jol
nyomon kovethetoek.

A statikus tenyésztdbetéten nevelt, szorosan zarodo, egysejtréteget alkoto
epitél és endotél sejtkultarak széles korben elterjedt tiid6-, bél- és vér-agy gat
in vitro modellek. A biologiai barrierek modellezésére hasznalt biochipek az
elmult tizendt évben robbanasszer(i fejlodésen mentek keresztiil. Nagy
elényiik, hogy a felépitésiik és a mérési lehetéségek az adott vizsgalathoz
igazithatok.Célunk volt egy sokoldaluan felhasznalhato eszkdz fejlesztése,
ami kiillonbozé biologiai gatak modellezésére és igy kiilonboz6 célu
felhasznalasra alkalmas. Emellett alkalmas a fontos fizikai paraméterek,
ugymint TEER és permeabilitads nyomon kovetésére.

A sejtfelszin negativ toltése fontos védelmi feladatot 1at el a biologiai gatak
esetében. Az erek falat alkotd endotél erGs negativ toltési sejtfelszini
glycocalyxszal rendelkezik, melynek fontos szerepe van a keringési rendszer
védelmében ¢és mikrobidlis fertézések elleni védekezésben. A felszin
elektromos tulajdonsagainak kvantitativ jellemzése ezért nélkiilozhetetlen az
¢lettani folyamatokban ¢és betegségekben betdltott szerepének jobb
megértésé¢hez. Kisérleteink soran ezért tovabbi célunk volt a felszini tltés

objektiv mérési modszerének kifejlesztése egysejtrétegeken.
Célkitiizések

Munkam els6 célja egy sokoldalit LOC eszkdz tervezése és épitése volt, mely
alkalmas lehet a gatfunkcio jellemzésére szolgald fizikai mennyiségek
mérésére. Felépitésében a kereskedelmi forgalomban is kaphatd
tenyésztobetéteket vettiik alapul: a felsd és alsd csatornat egy pordzus
tenyésztomembran valasztja el egymastol, erre noveszthetjiik a sejteket. Az
eszkozt Ggy terveztiik kialakitani, hogy lehet6ség nyiljon kiilonb6z6 biologiai
gatak mono- €s ko-kultaras tenyésztésre is. Integralt aranyelektrodakkal

transzendotelialis/epitelialis elektromos ellenallas mérése valdsithatd meg,



illetve a fels6-alsd csatornas kialakitasnak kdszonhetéen permeabilitasi
teszteket is végezhetiink. A tenyésztdbmembran teljes felszine megfigyelhetd
kovetése végett. Immunhisztokémiai festéssel jelolhetd sejtek konfokalis
mikroszkoppal vizsgalhatok a kivehetd tenyészOmembranon. Az eszk6zhoz
konnyen csatlakoztathatunk csoveket és azokon keresztiil pumpékat, igy
bizonyos biologiai folyamatokat, példaul a véraramlast modellezhetjiik a
tapfolyadék aramoltatasaval.

Munkam masodik célja az eszkoz tovabbfejlesztése volt, hogy alkalmas
legyen zétapotencial mérésére egysejtrétegeken. A zétapotencialt az aramlasi
potencial mérésén alapuldé modszerrel hatdrozzuk meg. Egy Ag/AgCl
elektrodapar, egy fesziiltségerGsitd és egy oszcilloszkop segitségével
tervezziik folvenni az aramlasi potencial idében nem allando jelét. Az
eredményeket COMSOL szimulaciokkal és 1ézer-Doppler sebességmérésen

(LDv) alapuld zétapotencial-mérésekkel hasonlitjuk dssze.
Anyagok és médszerek

LOC tervezése és felépitése

Az eszkdz egy-egy fels és alsd csatornabdl all, ezeket egy porézus PET
membran valasztja el egymastol. Az eszkdz kialakitasa lehetdvé teszi a TEER
mérését és permeabilitasi tesztek elvégzését. A csatorndk froccsontéssel
késziilnek, poly(dimethylsiloxane) (PDMS) felhasznalasaval. A csatornakat
alul és feliil miianyag targylemezek zarjak le; ezek feliiletén talalhatok a
TEER mérésre szolgalo integralt aranyelektrodak. A bevezetéseknél luer-lock
csatlakozokat hasznalunk, hogy a folyadékaramlast biztositd csdveket
konnyedén csatlakoztathassuk. Szintén luer-csatlakozokba agyazzuk be az
aramlasi potencial méréséhez hasznalt Ag/AgCl elektrodakat, igy sziikség

esetén egyszerlien raszerelhet6k az eszkozre.



Zétapotencial-mérés: az aramlasi potencial detektalasa

Mikrofluidikai csatorndkban az aramlasi potencial kialakuldsa jol ismert
elektrokinetikai jelenség. Ha a csatorna belsé falan toltések helyezkednek el,
azok az oldat ellentétes t61tésii ionjait a felszin kozelébe vonzzak. A rogzitett
toltések és az oldat mozgékony toltései a Coulomb erd és a Brown mozgas
egyensulyanak megfeleld elektromos kettosréteget alakitanak ki, ez az Un.
Guy-Chapman réteg (GCL). Ennek eredményeként a felszinre merdleges
potencialgradiens alakul ki, ami learnyékolja a felszini potencialt a GCL-en
keresztiil. Ha a csatornaban folyadékaramlas indul meg, a mozgé folyadék a
GCL ellenionjainak egy részét magaval ragadja. A falnal marado és a mozgd
részt elvalasztja egymastol az un. ,,slipping plane”, ahol a két réteg laminaris
aramlas esetén egymashoz képest elcsuszik. A folyadékkal aramld eredd
tobblettoltés aramlasi aramként jelenik meg, az ehhez tarsuld aramlasi
potencialt a csatorna hossztengelye mentén elhelyezett elektrodaparral
mérhetjiik. A Helmotz-Smoluchowski egyenlet alapjan az aramlasi potencial
egyensulyi helyzetben aranyos a nyirdoréteg feliileti potencialjaval, az Gn. zéta
potenciallal. Ebben a tanulmanyban idében nem allandd, tranziens aramlasi
potencialt mértiink nagy bementi aramlasi sebesség mellett, igy
maximalizalva a regisztralt jel amplitadojat. Elméleti és kisérleti tton is
igazoltuk, hogy az igy kapott tranziens jel amplitiddja szintén aranyos a zéta
potenciallal.

Zétapotencial-mérés: 1ézer-Doppler sebességmérés

A 1ézer-Doppler sebességmérés soran egy szuszpenzid toltott részecskéinek
elektroforetikus mobilitasat mérjiik két kollimalt, monokromatikus és
koherens 1ézer savos interferenciajaval. A savokon athalado6 részecske fényt
szor egy fotodetektorra. A szort fény intenzitasingadozasanak frekvenciaja
aranyos a beesd fény és a szort fény kozti Doppler eltolodassal, ami a
részecske  sebességével aranyos. Igy a Smoluchowski egyenlet

felhasznalasaval a ¢ zéta potencial kiszamithato.



Szimulaciok

A tranziens aramlasi potencial id6- és zétapotencial-fliggését egy aramlasi
csatornaban szimulaltuk COMSOL Multiphysics software (Comsol Inc.,
USA) segitségével. A szimulaciokat az Electrostatics, Transport of diluted
species ¢és a Creeping flow munkacsomagok csatolt differencialegyenleteinek
megoldasaval végeztilk. A laminaris aramlas szimulalasahoz a Poisson-
eloszlas kozelitését, a Nernst-Planck és a Navier-Stokes egyenleteket
hasznaltuk fol. A szimulacid két 1épésben zajlott: eldszor az aramléas nélkiili
egyensulyi allapot kialakulasat modelleztiik, ezt kovette a masodik 1épésben
a laminaris aramlas szimulacidja. A csatolt differencialegyenleteket a
Backward Differentiation Formula médszerrel oldottuk meg.

Sejttenyésztés

Az eszkdz sokoldalu felhasznalasat bélepitél és agyi mikroér endotél
egysejtréteggel és egy harmas ko-kultira vér-agy gat modellel teszteltiik, a
sejttipusnak megfeleléen aramlas nélkiil és folyamatos folyadékaramlassal. A
sejtek minden esetben egy magas paratartalmu, 37 °C homérsékletti, 5% COz
concetraciéji  inkubatorban névekedtek. Aramlas nélkiili, statikus
korilmények kozott teszteltilk a Caco-2 bélepitél sejteket (ATCC, USA). A
vér-agy gat modellezéséhez a hCMEC/D3 agyi endotél sejtvonalat és primer
patkany agyi endotél sejteket hasznaltuk primer patkany asztrogliakkal és

pericitakkal ko-kultirdban aramlas nélkiili és aramlas alatti izemmodban.
Eredmények és megbeszélés

Az eszkoz felépitése és milkodése

Az eszkoz szerkezete a tenyésztébetétekéhez hasonld: a felsd és also csatornat
egy porozus PET tenyésztdmembran valasztja el egymastol. A két
parhuzamosan elhelyezkedé csatorna PDMS-b6l késziilt. A parhuzamos
elrendezés eldnye, hogy a tenyészt6feliilet nagy mérete (~ 1 ¢cm?) mellett a

csatornak atfedése idealis az in vitro permeabilitasi tesztek elvégzéséhez. A



vékony, atlatszo aranyelektrodak elénye, hogy faziskontraszt-mikroszkoppal
a tenyésztomembran egész feliilete a kisérlet teljes idGtartama alatt
megfigyelhetd.

Az arany mellett masik lehetdségként atlatszo ITO elektrodaparok
impedancidjat teszteltiik. Az alacsony frekvenciatartomanyban (1 Hz-1 kHz)
az elektroddk polarizacidja miatt kialakuldé elektromos kettGsréteg
akadalyozza az ohmikus ellenallas pontos mérését, mig magas frekvencidk
(>3 MHz) esetén az ionok alacsony mozgékonysaga csokkenti a
vezetOképességet. A koztes tartomanyban az ellenallas kozel allando, de az
aranyelektrodak esetében egy nagysagrenddel alacsonyabb az ITO-hoz
képest.

A sejteket novekedési fazisban egy programozhatdé fecskendépumpa
segitségével automatikusan, 8 oranként etettilk. Naponta mértik a TEER
adatokat és ellendriztiik a sejtek novekedését faziskontraszt-mikroszkoppal.
Amikor a sejtek majdnem teljesen bendtték a tenyésztdfelszint, perisztaltikus
pumpaval 24 6ran keresztiil folyamatosan aramoltattuk a tapfolyadékot a
csatornaban. Ezzel a dinamikus lizemmodddal a véraramlas nyiré hatasat
modelleztiik.

Az aramlasi potencial meghatarozasahoz az Ag/AgCl elektrodakat luer-lock
csatlakozokba agyaztuk, igy kdnnyen csatlakoztathatoka LOC eszkoz be- és
kivezetéseihez. A mérés soran az aramlast ismétlédéen elinditottuk és
leallitottuk, ezzel megfeleld id6t biztositottunk a sejtfelszini ionkoncentracio
kiegyenlitddéséhez. Az ilyen médon mért aramlasi potencial esetén a
Helmotz-Smoluchowski egyenletet nem hasznalhatjuk, mivel az stacionarius
aramlasi potencial esetén ad linedris Osszefliggést a zétapotenciallal. Elméleti
¢és kisérleti modon igazoltuk az altalunk mért, idében nem allando aramlasi

potencial amplituddja és a zétapotencial kozti Osszefliggést.



Az aramlasi potencial mérése

Az aramlasi potencialt a csiplaboratoriumi eszkozben toltéssel rendelkezd
tesztmembranon (Nafion) illetve egysejtrétegen mértiik. A mérés idében nem
allando potencialkiilonbséget eredményezett a két elektroda kozott, ami az
aramlas hatasara, a negativan toltott felszin kozelébdl elsodrodd ionok miatt
alakul ki. A negativ toltés a vér-agy gat sejtek esetében a lipid fejcsoportoktol
és a sejtfelszini glycocalyxtol szarmazik, a Nafion tesztmembrannal pedig a
szulfat csoportok felelések érte. A toltott felszin kozelében az elektromos
kettésrétegnek az oldat tobbi részéhez képest eltéré az ionkoncentracioja. A
folyadékaramlas a pozitiv ellenionokat tartalmazé GCL egy részét magaval
sodorja a kivezetésnél elhelyezett elektroda felé. Ezzel iddlegesen
megemelkedik az elektrdda nagyobb térfogati térrészében a pozitiv ionok
koncentracidja, ami az elektromos potencial emelkedését eredményezi a
bementi oldalon elhelyezett referencia-elektrodahoz képest. A szimulaciok és
az LDv-vel végzett kontrollkisérletek bizonyitottak, hogy a tranziens aramlasi
potencial amplitiddja ardnyos a membran/egysejtréteg zétapotencialjaval.
Szimulaciok

Az aramlasi csatorndban mért, iddben nem allandé aramlasi potencial elméleti
alatdmasztasahoz a COMSOL Multiphysics szimulacios szoftvert hasznaltuk.
A folyamatot két 1épésben modelleztiik: els6 Iépésben a csatornat kit61t6, nem
aramld folyadékot elektromosan semlegesnek feltételeztiik, és hagytuk, hogy
a rendszer elérje az egyensulyi allapotat a Poisson-Boltzmann-Nernst-Planck
kozelités alapjan. A masodik 1épésben a bementi oldalra laminaris aramlast
allitottunk be, a csatorna méretével aranyos atlagsebességgel. A csatorna
hossztengelye mentén, a toltott felszin elétt és utan elhelyezett feliileteken
mértiik az elektromos fesziiltséget. A zétapotencial és a mért szimulalt jel
amplitiddja kozti kapcsolatot igy hatdroztuk meg, hogy az el6bbit két

nagysagrenden beliil futtattuk, és az ezekhez tartozd szimulalt jelek idobeli



lefutasat felvettikk. A felvett jelek amplitidoja és a zétapotencial kozott

nagyon pontos linearis dsszefliggést kaptunk.

Sejttenyészetek

Haromféle sejttenyésztésen alapuld gatmodell segitségével teszteltiik az LOC
eszkoz £6 funkciodit: human bélepitél és agyi endotél sejtvonalon illetve primer
patkany agyi endotél sejtek harmas ko-kultira vér-agy gat modelljén. A kapott
eredményeket minden esetben a hagyomanyosan hasznalt tenyésztobetéteken
végzett kontroll kisérletekkel vetettiik 6ssze. Az 6sszehasonlitast a gatfunkcid
fizikai tulajdonsagai alapjan végeztik: a TEER ¢és kiilon6z6 méreti
fluoreszcens molekulak permeabilitasa alapjan.

A legszorosabban zard egysejtréteg a harom modell koziil a Caco-2 bélepitél
sejtvonalnal alakult ki a LOC eszkozben, magasabb TEER és alacsonyabb
permeabilitasi értékekkel. A sejtek alakja, az egysejtréteg ellenallasa és a
permeabilitasi adatok jo egyezést mutattak a tenyésztObetéteken mért
értékekkel.

A hCMEC/D3 humén agyi endotél sejtvonal a vér-agy gat részletesen
jellemzett, egyszerisitett in vitro modellje. Miutan a kozel teljesen konfluens
egysejtréteg kialakult, elinditottuk a tapfolyadék folyamatos aramoltatasat.
Ezzel a  véraramlas  hidrodinamikai  hatdsait  modelleztik a
tenyésztocsatonaban. A kisérletek soran a dinamikus mod mellett
aramlasmentes kontrollt is vizsgaltunk az eszkdzben. A statikus modell
eredményei pontos egyezést mutattak a tenyésztobetéten mért TEER
adatokkal, mig a dinamikus modell ellenallasa szignifikdnsan magasabb
értékeket vett fel. Nagy méretii fluoreszcens marker molekulak esetén a
permeabilitas a TEER eredményekkel azonos mintazatot mutatott. A statikus
esetben a permeabilitas alacsonyabb volt, mint a tenyésztébetétek esetében.
Mivel a LOC eszkéz esetében nem tudtunk pontosan ugyanolyan
tenyésztomembrant hasznalni, mint amilyen a betétekben van, nem tudtuk

figyelembe venni a membran vastagsaganak hatasat a permeabilitasra.



Az irodalombanaz elsd alkalommal irtuk le a vér-agy gat primer sejtekbdl allo,
harmas ko-kultira modelljének vizsgalatdit miniatiirizalt 4aramlasi
rendszerben. Tenyésztdbetéten, az anatomiai elhelyezkedésnek megfelelden,
gliasejtekkel és pericitakkal egylitt tenyésztve az agyi endotél sejtek sokkal
jobb gatfunkcidkat mutattak, mint akar az endotél sejt mellett csak pericitat
vagy csak gliasejtet tartalmazo ko-kultirak. A LOC modellben a
tenyésztobetéthez hasonldoan a pericitdk a tenyészté membran alsd felén
helyezkedtek el a gliasejtek pedig nincsenek kozvetlen kapcsolatban az
endotél sejtekkel, a csatorna aljara vannak letapadva.

A statikus és dinamikus csipben mért TEER és permeabilitasi adatok nem
kiilonbdznek szignifikansan. Ezek az ellenallasértékek alacsonyabbak, mint a
tenyésztobetéteken mért adatok. A natrium-fluoreszcein kisméretli marker
passziv permeabilitasa a tenyésztSbetétek esetében magasabb volt, mint a
LOC eszkozben statikus koriilmények kozott. A masik két marker esetében
nem volt kiilonbség a folyamatos folyadékaramlast kdvetden, sem a statikus
¢és dinamikus, sem pedig a csipmodellek és a tenyésztObetétek dsszevetésében.
A modelliinkben az alacsony nyiréeré nem emelte meg a primer endotél sejtek

ellenallasasat.

A felszini toltés médositasa és az aramlasi potencial mérése hCMEC/D3
agyi endotél sejtvonalon

A vér agy gat esetén az agyi endotélsejtek jelentds sejtfelszini negativ toltése
alapvetden két forrasbol szarmazik: egyrészt a plazmamembran specialis lipid
Osszetételébdl, masrészt a luminalis sejtfelszinen talalhatd er6sen negativan
toltott glikoprotein halézatbol, amelyetglikokalixnak neveziink. A sejtfelszini
toltés modositasa kisérletes koriilmények kozott ennek megfelelden két
modon torténhet, a glikokalix enzimatikus emésztésével vagy a
plazmamembranba beépiil6 kationos, zsiroldékony molekula hozzaadasaval.
A kisérletek sordn két - klinikai szempontbdl fontos - toltésmodositd

molekulat alkalmaztunk. A glitkozidaz aktivitassal rendelkezé neuraminidaz



enzim lehasitja az n-acetil neuraminsav és szidlsav csoportokat a
glycocalyxrol, ezzel csokkenti a negativ toltések szamat. Ezzel a szepszis
soran fellépd glycocalyx levalast modellezhetjiik. Az antiarritmias,
intravénasan adagolt kationos lidokain pedig hasznalat soran akar beépiilhet
az érfal endotél sejtjeinek plazmamembranjaba is, ezaltal megvaltoztatva
annak toltését.

A LOC eszkoz ujfajta zéta-mérési funkciojat egyértelmiien igazoltak az
eredmények: 1U/ml 60 perces neuraminiddz kezelés hatékonyan
megvaltoztatta a sejtek felszini toltését és megvaltoztatta a glikokalix
mintazatot. A lidokain 1000 uM-os koncentracioban nem okozott viabilitas
véltozast, azonban hatékonyan beépiilt az agyi endotélsejtek membranjaba,
igy modositva a zétapotencialt. Kisérleteinkkel meghataroztuk a kalibracios
faktort, amely sziikséges a sejtréteg zétapotencidljanak  pontos
kiszamitasdhoz. Szintén megmutattuk, hogy az altalunk hasznalt aramlasi
potencial mérésének technikdja megfelelden érzékeny ahhoz, hogy
kimutathassuk a felszini toltés valtozasait, amelyek befolyasolhatjak a
toltéssel rendelkez6 molekuldk és nanorészecskék atjutasat a vér-agy gat

modellen.
Kovetkeztetés

Munkam elsé célja egy altalanos felhasznalastt LOC eszkoz fejlesztése volt
kiilonboz6 tipust bioldgiai gatak modellezésére. Fontos szempont volt a
tervezésnél, hogy a mono- illetve kettes és harmas ko-kultiraban tartott
tenyészetek elektromos ellenallasat és marker molekuldak permeabilitasat
egyarant tudjuk mérni. A csatornas kialakitds lehet6séget biztosit
aramlasmentes ¢és folyamatos folyadékaramlast igényld gatmodellek
tesztelésére egyarant. A kisérletek soran a tenyésztdmembran teljes feliiletén
nyomon kovethettiik a sejtek novekedését faziskontraszt-mikroszkoppal. A

miniatiirizalt eszkozt sikeresen teszteltiik két fajta bioldgiai gatmodellel,
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haromféle sejtkultura felhasznalasaval, koztiik els6ként optimalizaltuk a vér-
agy gat harmas ko-kultura modelljét LOC eszkdzon.

A masodik célkitlizésem egy modszertani 0jitas beallitasa és tokéletesitése
volt egysejtrétegek feliileti toltésének meghatarozasara. A LOC eszkozt
kiegészitettiik egy Ag/AgCl elektrodaparral, amelynek segitségével bioldgiai
gatmodelleken sikeriilt az aramlasi potencialt megmérni, az irodalomban
els6ként. Agyi endotél egysejtrétegen a két ,,zéta”-elektroda beiktatasaval,
egy fesziiltségerdsitével és egy oszcilloszkoppal felvett tranziens jellel

pontosan meghataroztuk a sejtfelszini toltés értékét.
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