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Streszczenie

Cukrzyca (tac. diabetes mellitus) jest przewlekta chorobg metaboliczng
charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem stanu podwyzszonego stezenia glukozy we krwi
(hiperglikemia). Choroba ta jest $cisle zwigzana z dysfunkcja wysp trzustkowych, ktoére sa
skupiskami komorek dokrewnych odpowiedzialnych min. za produkcje 1 wydzielanie insuliny
1 glukagonu. To wlasnie zaburzenia w sekrecji 1 dziataniu tych hormondéw spowodowane przez
rozne czynniki genetyczne 1 Srodowiskowe odpowiadajg za rozwdj cukrzycy. Pomimo rosnace;j
liczby badan w obszarze diagnostyki oraz terapii cukrzycy, liczba chorych z roku na rok rosnie,
a choroba ta osiggneta juz status epidemii XXI wieku. Glownym celem obecnie stosowanych
terapii jest podniesienie komfortu zycia pacjenta i1 niedopuszczenie do wystgpienia
przewlektych powiktan, takich jak np. choroby sercowo-naczyniowe. Z tego wzgledu
naukowcy na catym §wiecie poszukuja nowych, bezpiecznych i skutecznych terapii. Niestety,
okoto 90% potencjalnych zwigzkéw terapeutycznych zostaje wyeliminowanych na etapie
badan klinicznych, gléwnie ze wzgledu na prowadzenie testbw na modelach
nieodzwierciedlajagcych warunki in vivo, takich jak dwuwymiarowe (2D) hodowle komorkowe
lub modele zwierzece.

Wyspy trzustkowe sg sferycznymi agregatami zbudowanymi z pigciu typow komorek
(a, B, 0 PP, ¢), ktore wystepuja w wyspie w S$cisSle okreslonym sktadzie i1 lokalizacji.
Najwazniejsze z punktu widzenia badan nad cukrzyca sg komoérki o - odpowiedzialne za
sekrecje glukagonu oraz komorki B - wydzielajace insuling. Kazdy z typéw komorek spetnia
inng funkcje 1 tylko ich niezaburzone wspotdziatanie zapewnia utrzymanie prawidtowej
gospodarki weglowodanowej organizmu. Z tego powodu, jednym z najwigkszych wyzwan
inzynierii komoérkowej jest odwzorowanie specyficznej morfologii 1 opracowanie
uniwersalnego modelu wyspy trzustkowej w warunkach przeptywowych. Wykorzystanie w
tym celu systeméw mikroprzeptywowych typu Lab-on-a-chip moze by¢ skutecznym
narze¢dziem do opracowania takiego modelu, szybkiego testowania nowych $rodkow
terapeutycznych, zrozumienia przyczyn wptywajacych na rozwoj choroby, a takze ograniczenia
badan prowadzonych z udzialem zwierzat laboratoryjnych.

W ramach pracy doktorskiej opracowano mikrosystem przeplywowy do tworzenia, hodowli
oraz analizy tréjwymiarowego (3D) modelu wyspy trzustkowej. W pierwszym etapie prac
przeprowadzono testy wstepne agregacji komorek B (INS-1E) z wykorzystaniem réznych

geometrii mikrosystemow przeplywowych oraz standardowych, statycznych metod hodowli



trojwymiarowych agregatow komorkowych. Na podstawie przeprowadzonych testow
zaprojektowano 1 wykonano mikrosystem przeptywowy zawierajagcy w swojej geometrii
mikroputapki ztozone z mikropilar, ktoére ograniczajg powierzchnie wzrostu wprowadzanych
komorek 1 wspierajg ich agregacj¢. Zbadano wpltyw parametréw hodowli (ggstos¢ zawiesiny,
predkos¢ jej wprowadzania, wartosci naprezen $cinajacych, czas podawania roztworow) na
proces agregacji komoérek oraz poziom ich zywotnosci 1 proliferacji. Ponadto, w tym etapie
pokazano réznice pomigdzy modelem hodowanym w opracowanym mikrosystemie oraz
modelem hodowanym w warunkach statycznych — na wielodotkowych ptytkach
0o U-ksztaltnym dnie. Zauwazono, ze zmiana warunkéw statycznych na przeptywowe
korzystnie wptywa na proces agregacji, oscylacyjny naptyw jonow wapnia (Ca®*) do wnetrza
agregatOw oraz utrzymanie wysokiego stopnia proliferacji i zywotnosci komodrek przez caty
czas trwania hodowli. W dalszej czg$ci pracy opracowano model pseudowyspy — sferycznego
agregatu komorkowego zbudowanego z komorek a (a-TC1-6) oraz B (INS-1E). Potwierdzono,
ze obecno$¢ mikroputapek w geometrii mikrosystemu korzystnie wplywa na agregacje
komorek o oraz 3 we wspdthodowli. Na tym etapie, dobor odpowiednich parametréw hodowli
pozwolit na uzyskanie w pelni funkcjonalnego modelu pseudowyspy, ktory charakteryzuje si¢
zawartoscig oraz utozeniem komorek a i B odzwierciedlajagcym warunki in vivo. Opracowany
z wykorzystaniem mikrosystemu przeptywowego model wykazywat prawidlowy profil sekrecji
insuliny 1 glukagonu w odpowiedzi na stymulacje glukozg. W dalszych etapach prac
wykorzystano zaprojektowany system wraz z opracowanym modelem pseudowyspy do badan
wpltywu potencjalnego S$rodka terapeutycznego — dwoch regioizomerdw estru kwasu
palmitynowego 1 kwasu hydroksystearynowego (5-PAHSA oraz 9-PAHSA) na komorki wysp
trzustkowych. Udowodniono, ze PAHSA dziala jako silny aktywator sekrecji insuliny oraz
promuje proliferacje komorek.

Podsumowujac, w ramach pracy doktorskiej opracowano mikrosystem przeptywowy do
tworzenia, hodowli oraz analizy w pelni funkcjonalnego modelu pseudowyspy, ktory
w przysztosci moze zosta¢ wykorzystany jako uniwersalne narzgdzie do szybkiego testowania

potencjalnych srodkow terapeutycznych.

Stowa kluczowe: Hodowle komorkowe 3D, Wyspy trzustkowe, Lab-on-a-chip, Sekrecja
insuliny, Sekrecja glukagonu, Cukrzyca, 5-PAHSA, 9-PAHSA.



Abstract

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by a high blood sugar
level (hyperglycemia). This disease is closely related to the disfunction of pancreatic islets,
which are clusters of endocrine cells responsible for the production and secretion of insulin and
glucagon. Disorders of the secretion and function of these hormones caused by various genetic
and environmental factors lead to the development of diabetes. Despite the growing number of
research in the field of diabetes diagnostics and therapy, the number of patients is increasing
every year, and this disease has already reached the status of an epidemic of the 21st century.
The main goal of the currently used therapies is to improve the patient's quality of life and
prevent the occurrence of chronic complications, such as cardiovascular diseases. For this
reason, scientists all over the world are searching for new, safe, and effective therapies.
Unfortunately, about 90% of potential therapeutic agents are eliminated in clinical trials, mainly
due to testing in models that do not reflect in vivo conditions, such as two-dimensional (2D)
cell culture or animal models.

Pancreatic islets are spherical aggregates composed of five types of cells (a, B, 0 PP, €)
that occur in the islet in a strictly defined composition and location. From the diabetes research
point of view, the most important are two types of cells: a-cells - responsible for the secretion
of glucagon and B-cells - secreting insulin. Each type of cell performs a different function and
only their undisturbed interaction ensures the maintenance of the glucose homeostasis.
For this reason, one of the greatest challenges of cellular engineering is mapping this specific
morphology and developing a universal pancreatic islet model under flow conditions. For this
purpose, use of lab-on-a-chip microfluidic systems could be an effective tool to develop such
a model, quickly test new therapeutic agents, understand the causes influencing the
development of the disease, and limit research conducted on laboratory animals.

The main assumption of the doctoral dissertation was a microfluidic system for the
creation, culture, and analysis of a three-dimensional (3D) model of the pancreatic islet.
In the first stage of the work, preliminary tests of B-cell (INS-1E) aggregation were carried out
using various geometries of microfluidic systems and standard, static methods of culture 3D
cell aggregates. Based on the performed tests, a microfluidic system containing in its geometry
micro-traps composed of micropillar, which limit the growth surface of the introduced cells and
support their aggregation was designed and constructed. The influence of culture parameters

(suspension density, speed of its introduction, shear stress values, time of solution application)



on the process of cells aggregation as well as the level of their viability and proliferation was
investigated. In addition, the differences between the model in the developed microsystem and
in the static conditions - on multi-well plates with a U-shaped bottom were shown. It was
noticed that the change from static to flow conditions has a positive effect on the aggregation
process, the oscillatory influx of calcium ions (Ca*") into the aggregates and the maintenance
of a high degree of proliferation and cell viability throughout the culture. The next part of the
work was focused on the development of a pseudoislet model - a spherical cell aggregate
composed of a (a-TC1-6) and B-cells (INS-1E). It was confirmed that the presence of
microtraps in the geometry of the microsystem has a positive effect on the a- and B-cells
aggregation in co-culture. At this stage, the selection of appropriate culture parameters allowed
to obtain a fully functional pseudoislet model, which is characterized by the composition and
arrangement of o- and B-cells reflecting in vivo conditions. The model developed with the use
of'a developed microfluidic system showed the correct profile of insulin and glucagon secretion
in response to glucose stimulation. In further stages of the work, the designed system and the
developed pseudoislet model was used to study the effect of a potential therapeutic agent - two
regioisomers of the ester of palmitic acid and hydroxystearic acid (5-PAHSA and 9-PAHSA)
on pancreatic islet cells. It has been proven that PAHSA act as a potent activator of insulin
secretion and to promote cell proliferation.

In conclusion, as part of the doctoral dissertation, a microfluidic system for the creation,
culture, and analysis of a fully functional pseudoislet model was developed. In the future, the
developed model could be used as a universal tool for the rapid testing of potential therapeutic

agents.

Keywords: 3D cell cultures, Pancreatic islets, Lab-on-a-chip systems, Insulin and glucagon

secretion, diabetes mellitus, glucose-stimulated insulin secretion (GSIS), 5-PAHSA, 9-PAHSA.



Wykaz uzywanych skrotow

2D — dwuwymiarowy (ang. two-dimensional)

3D - trojwymiarowy (ang. three-dimensional)

3R - zasada odnoszaca si¢ do polepszenia bytu i humanitarnego traktowania zwierzat
doswiadczalnych (ang. Replacement, Reduction, Refinement)

5-PAHSA - kwas 5-(palmitoiloksy)oktadekanowy (ang. 5-hexadecanoyloxyoctadecanoic acid)
9-PAHSA - kwas 9-[(1-oksoheksadecyl)oksy]-oktadekanowy (ang. 9-hexadecanoyloxy-
octadecanoic acid)

AMPK - kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5’AMP-activated protein kinase)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate, ATP)

BSA - albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CAM - czasteczki adhezji komorkowej (ang. cell adhesion molecules)

DAG - 1,2-diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DMEM - podstawowe medium do hodowli komorek (ang. dublecco essential medium eagle)
DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DMT — cukrzyca (tac. diabetes mellitus)

DMT1- cukrzyca typu 1 (fac. diabetes mellitus type 1)

DMT?2 - cukrzyca typu 2 (tac. diabetes mellitus type 1)

DPBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna Dulbecco (ang. dulbecco’s phosphate
buffered saline)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, (ang. deoxyribonucleic acid)

ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa (ang. extracellular matrix)

ECV — skuteczna obj¢tos¢ hodowli (ang. effective culture volume)

ER - retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

FA - kwas tluszczowy (ang. fatty acid)

FAHFA - estry kwasoéw ttuszczowych 1 hydroksykwasow ttuszczowych (ang. fatty acyl esters
of hydroxy fatty acids)

FBS - plodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FFA - wolne kwasy ttuszczowe (ang. free fatty acid)

FFAR1/ GPR40 - receptor wolnych kwasow ttuszczowych sprzezony z biatkiem G (ang. free
fatty acid receptor/G-protein coupled receptor)

GLP-1 - glukagonopodobny peptyd 1 (ang. glucagon-Like Peptide-1)

GLUT - transporter glukozy (ang. glucose transporter)



GSIS — stymulowane glukoza wydzielanie insuliny (ang. glucose-stimulated insulin secretion)
HEPES - Kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy -  (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

HFD - myszy karmione dieta wysokotluszczowa (ang. high-fat diet—fed)

HG — roztwor o wysokim stezeniu glukozy (ang. high glucose)

HSA- kwas hydroksystearynowy (ang. hydroxy stearic acid)

HSI - organizacja dzialajaca na rzecz zwierzat (ang. Humane Society International)

IDF — Migdzynarodowa Federacja Diabetologiczna (ang. International Diabetes Federation)
IP3 - inozytolo-1,4,5-trifosforan (ang. Inositol trisphosphate)

1PSC — Indukowane pluripotencjalne komdrki macierzyste (ang. induced pluripotent stem
Cells)

KaTtp- wrazliwe na ATP kanaty potasowe (ang. ATP-sensitive potassium)

LG - roztwor o niskim stezeniu glukozy (ang. low glucose)

NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

N-CAM - czasteczki adhezji neurondéw (ang. neural cell adhesion molecule)

PA — kwas palmitynowy (ang. palmitic acid)

PAHSA - estrek kwasu palmitynowego i1 hydroksykwasu stearynowego (ang. palmitic acid
esters of hydroxy stearic acids)

PCL- polikaprolakton (ang. polycaprolactone)

PDMS - poli(dimetylosiloksan) (ang. polydimethylsiloxane)

PDT - terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)

PET - poli(tereftalan etylenu) (ang. polyethylene terephtalate)

PGA - kwas poliglikolowy (ang. polyglycolic acid)

PI — jodek propidyny (ang. propidium iodide)

Pip2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PLA - polilaktyd, poli(kwas mlekowy) (ang. polylactic acid)

PLC — fosfolipaza C (ang. phospholipase C)

PMMA - poli(metakrylan metylu) (ang. poly(methyl methacrylate))

PS — polistyren (ang. polystyrene)

RNA - kwasy rybonukleinowe (ang. ribonucleic acid)

SAV - stosunek powierzchni hodowlanej do objetosci hodowli (ang. surface-area-to-volume

ratio, SAV)
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SGLT2 - Inhibitory kotransportera glukozowo-sodowego 2 (ang.

cotransporter-2)

T2D — cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes)

UV — promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet light)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WSS - naprezenia $cinajgce (ang. wall shear stress)
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I.  Czesé literaturowa

1. Trzustka

Trzustka jest narzadem znajdujagcym si¢ w jamie brzusznej, za zoladkiem, pomiedzy
sledziong a dwunastnicg 1 anatomicznie podzielona jest na cztery czgsci: glowe, trzon (zloZzony
z szyl 1 ciatla) oraz ogon. W organizmie jest organem peligcym dwie gltoéwne funkcje:
zewnatrzwydzielnicza (egzokrynng) 1 wewnatrzwydzielnicza (endokrynng). Potozenie oraz

budowa trzustki zostaty przedstawione na rycinie I.1.

Przewéd
26iciowy
wspolny Przewéd

Dwunastnica trzustkowy

Ogon
trzustki

Zgiecie
Glowa dwunastniczo
trzustki czcze

trzustkowa

Rycina I. 1 PolozZenie oraz budowa anatomiczna trzustki.

Cze$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki charakteryzuje si¢ strukturg pecherzykowa i zwigzana
jest z wytwarzaniem enzyméw 1 dostarczaniem ich do przewodu pokarmowego. Wytwarzane
enzymy s3 skladnikami soku trzustkowego 1 mozna zaliczy¢ je do kilku grup: enzymy
proteolityczne, lipolityczne, glikolityczne, nukleolityczne.

Czes¢ wewnatrzwydzielnicza (endokrynna) zbudowana jest z wysp trzustkowych,

zlokalizowanych gtéwnie w ogonie trzustki, 1 stanowi okolo 3% catkowite] masy trzustki.
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Komorki wysp trzustkowych odpowiedzialne sg za produkcje 1 wydzielanie hormondow,
tj. insulina, proinsulina, amylina, peptydu C, glukagon, somatostatyna 1 polipeptyd

trzustkowy [1].

1.1. Wyspy trzustkowe

Wyspy trzustkowe zwane rowniez wyspami Langerhansa to rozproszone w migzszu trzustki
skupiska komorek dokrewnych, ktéore sg odpowiedzialne za utrzymanie prawidiowe;j
gospodarki weglowodanowej organizmu. W trzustce dorostego cztowieka znajduje si¢ okoto
1 miliona wysepek, co stanowi od 1% do 3% masy calej trzustki. Wyspy trzustkowe majg
srednice 50-200 pum i sktadajg si¢ z czterech gtownych typoéw komorek: komorki o, komorki
B, komorki & 1 komoérki PP. W ostatnich doniesieniach literaturowych opisano kolejny typ
komorek wystepujacy w ssaczych wyspach Langerhansa— komorki € [2].

Sktfad 1 architektura wysp trzustkowych jest scisle okreslona 1 rozni si¢ w zaleznosci od
gatunku. Chociaz organizacja przestrzenna wysp gryzoni i ludzi jest rdzna, zawarto$¢
poszczegbdlnych typéw komodrek w wyspie jest bardzo zblizona. Wigkszos¢ (65-80%) komorek
budujacych wyspe trzustkowa to komorki B, ktore odpowiedzialne sg za produkcje insuliny —
hormonu obnizajgcego stezenie glukozy we krwi. Kolejnym typem komorek budujacych wyspe
sa komorki a (15-20%) wydzielajace glukagon, ktory pelni przeciwng funkcje — zwigksza
poziom glukozy we krwi. Komorki a oraz B dzialajg wzgledem siebie antagonistyczne 1 sg
uwazane za dwa najwazniejsze typy komorek w badaniach nad patogeneza cukrzycy.
Na komorki a oraz B wptyw ma rowniez trzeci rodzaj komorek — komorki 6, znajdujace si¢
w wyspie w 3-10%. Komorki te wytwarzaja somatostatyne, ktora moze regulowac, a nawet
hamowa¢ aktywno$¢ komorek o 1 B. Pozostate typy komoérek wystepujace w wyspie
trzustkowej to komorki PP (3-5%) oraz & (<1%). Komorki PP wytwarzaja polipeptyd
trzustkowy, ktéry moze hamowac wydzielanie glukagonu przy niskich st¢zeniach glukozy
1 moze dziata¢ jako czynnik regulacji wewnatrzwyspowej [3]. Z kolei komorki € odpowiadaja
za produkcje greliny, ktora jest hormonem regulujgcym taknienie [4], [5].

Wyspy trzustkowe maja Scisle zdefiniowang strukture. W wyspie gryzoni komorki
B znajduja si¢ wewnatrz wyspy tworzac rdzen, natomiast komorki a, 9, € 1 PP znajdujg si¢ na
obrzezach, tworzac co$ w rodzaju ptaszcza otaczajacego komorki B. Z kolei, ludzkie wyspy
trzustkowe charakteryzujg si¢ bardziej losowym uktadem komorek, w ktorym poszczegdlne
typy komorek znajdujg si¢ w catej objetosci wyspy [2]. Roznice lokalizacji komorek w wyspach

pochodzacych od réznych gatunkow zostaly przedstawione na rycinie 1.2.
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Rycina I. 2 Roéznice miedzygatunkowe wysp trzustkowych. Skrawki wysp trzustkowych wybarwiono
immunofluorescencyjnie. Przekrdj przez wyspe trzustkowa A) cztowieka, B) matpy, C) myszy D) swini. Komorki
B (czerwone); komorki a (zielone); komorki 6 (niebieskie). [6] Skala: 50 pm.

Pomimo tego, ze architektura wysp trzustkowych rézni si¢ w zaleznosci od gatunku
(rycina 1.2.), zmienia si¢ w warunkach otytosci, insulinoopornosci i cukrzycy zaro6wno
w modelach zwierzecych, jak i u ludzi [6]. [7], [8]. Poszczegdlne wyspy funkcjonujg jako jeden
narzad, maja $ciSle skoordynowane mechanizmy sygnalizacji migdzy wszystkimi typami
komorek, co umozliwia szybka reakcje na zmiany stezenia glukozy we krwi, sygnaly
wewnatrzwyspowe 1 impulsy nerwowe. Komunikacja pomiedzy komodrkami wysp
trzustkowych odbywa si¢ poprzez wydzielanie 1 sygnalizacj¢ parakrynng lub poprzez
potaczenia szczelinowe, a zatem architektura wysp, stosunek 1 rozktad przestrzenny komorek
budujacych wyspe sg kluczowe z punktu widzenia komunikacji komorka-komorka [9].

Ponadto, na funkcjonalno$¢ wysp trzustkowych wpltyw ma rowniez sklad macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM). ECM jest wytwarzang przez komorki
mieszaning polisacharydow i biatek, ktora wypelnia przestrzenie miedzy komorkami i zespala
ze sobg tkanki. ECM ma wplyw na przekazywanie wielu sygnatdéw mechanicznych
1 chemicznych, ktore odgrywaja zasadniczg rolg w kluczowych aspektach takich procesow jak
adhezja, proliferacja, r6znicowanie, migracja 1 $mieré¢ komorek. Najwazniejszymi biatkami
z punktu widzenia morfologii wysp trzustkowych 1 komunikacji pomigdzy nimi s3: laminina
[10], kolagen [11], fibronektyna [12], kadheryna [13]. Istnieje wiele badan wykazujacych, ze

ECM pelni wazng funkcje dla prawidlowego funkcjonowania wysp in vivo i ex vivo, ale
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interakcje miedzy ECM, a komorkami wysp wciaz nie sa w pelni zrozumiate. Obecne techniki
izolacji wysp trzustkowych z organizmu dawcy zaburzaja natywng ECM, prowadzac do

dysfunkcji, a nawet $§mierci komorek [14].

1.2. Rola insuliny i glukagonu w utrzymaniu homeostazy weglowodanowej

organizmu

Stezenie glukozy we krwi regulowany jest poprzez kontrolowane uwalnianie dwoch
hormonéw — insuliny 1 glukagonu. Podczas gdy wydzielanie glukagonu przez komorki
a, prowadzi do wzrostu poziomu glukozy we krwi, wydzielanie insuliny, zwigzane
z aktywacja komorek [, prowadzi do obnizenia jej poziomu. Dzigki prawidlowemu

funkcjonowaniu obu typéw komodrek mozliwe jest utrzymanie homeostazy organizmu.

1.2.1.Sekrecja insuliny

Proces wydzielania insuliny jest ztozony i dynamiczny, a znajomos$¢ jego podstaw ma
kluczowe znaczenie dla zrozumienia patogenezy cukrzycy. Podstawowym czynnikiem
wzbudzajacym sekrecje insuliny jest podwyzszone stezenie glukozy we krwi (hiperglikemia).
Sekrecja insuliny, w odpowiedzi na stymulacje glukoza (ang. glucose stimulated insulin
secretion, GSIS) jest procesem wzbudzanym elektrycznie, w ktorym zmiany potencjatu
blonowego sa sprzezone ze zmianami st¢zenia glukozy we krwi. W warunkach niskiego
stezenia glukozy (st¢zenie glukozy < 1 mM) potencjat spoczynkowy bton komoérek 3 wynosi
okoto -70 mV [15]. Wzrastajace stezenie glukozy powoduje aktywacje transporteréw glukozy
2 (GLUT 2), ktore sg biatkami transportujacymi glukoze do wnetrza komoérek B gdzie ulega
przemianom metabolicznym. Przemiany te obejmuja dobrze scharakteryzowany juz ciag
zdarzen: metabolizm glukozy na drodze glikolizy, cyklu Krebsa i1 fosforylacji oksydacyjne;,
generujac adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate, ATP). Wygenerowane
ATP zamyka wrazliwe na ATP kanaty potasowe (Katp), zmniejszajace spoczynkowy potencjat
btony az do przekroczenia progu -60 mV, inicjujac depolaryzacje btony. Po depolaryzacji
btony, bramkowane napigciem kanaty Ca’" otwierajg si¢ (osiggajac szczytowy napltyw przy
okoto -30 mV), a stezenie Ca®>* wzrasta. To z kolei wyzwala fuzje¢ pecherzykéw insulinowych
z btong komorkowa poprzez hamowanie aktywnosci biatka transportowego - synaptotagminy
wrazliwej na Ca®*, a nastepnie dochodzi do egzocytozy insuliny. Niektore produkty pochodzace
z tych procesdw moga dziata¢ jako sygnaly wydzielania insuliny, w tym NADPH, malonylo-

CoA 1 glutaminian. Czasteczki te wzmacniaja sekrecje insuliny zalezng od kanalow Kartp [16].
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Powszechnie uwaza si¢, ze wydzielanie insuliny jest maksymalnie stymulowane przy
stezeniach glukozy od 16,7 do 30 mM (300 do 540 mg/dl). Wydzielanie insuliny spowodowane
naglym wzrostem glukozy we krwi przebiega dwufazowo. Poczatkowo, po okoto 5 minutach
od stymulacji glukoza obserwuje si¢ nagly, wysoki wzrost sekrecji insuliny (faza pierwsza),
ktory stopniowo spada, stabilizuje si¢ lub ponownie ro$nie w wolniejszym tempie (faza druga).
Na rycinie 1.3 przedstawiono dwufazowy charakter wydzielania insuliny. O dwufazowym
uwalnianiu insuliny w odpowiedzi na stymulacj¢ glukoza po raz pierwszy doniesiono w latach
60-tych [17]. Pomimo kolejnych dziesi¢cioleci badan, molekularne mechanizmy lezace
u podstaw dwufazowej odpowiedzi komodrek pozostajg niejasne [18]. Wiadomo natomiast, ze
u pacjentow z cukrzyca lub nieprawidiowg tolerancja glukozy dwufazowy charakter
wydzielania insuliny jest zaburzony [19]. Wyjasnienie mechanizméw komoérkowych lezacych
u podstaw dwufazowego wydzielania insuliny jest bardzo wazne z punktu widzenia terapii

cukrzycy.

Faza l Faza |

Sekrecja insuliny

3 Czas [min] 30 50

Rycina I. 3 Dwufazowy profil wydzielania insuliny. Rycing wykonano na podstawie: [20].

Na wydzielanie insuliny z komorek B wysp trzustkowych wplyw majg réwniez inne

czynniki takie jak inkretyny, neurohormony, aminokwasy czy lipidy, ktore aktywuja
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indukcyjne szlaki sygnatowe. Szczegbdlnie wazne moga by¢ mechanizmy sygnalizacji
lipidowej, w ktorej czasteczki lipidow, w tym wolne kwasy ttuszczowe (ang. Free Fatty Acid,
FFA) aktywuja szlaki sygnalizacyjne w komorce, ktore zmieniaja egzocytozg pecherzykow
insulinowych. FFA poprzez oddzialywanie z receptorem FFAR1/GPR40 (ang. Free Fatty Acid
Receptor/G-protein coupled receptor) aktywuja fosfolipaze C (ang. Phospholipase C, PCL),
ktora z kolei katalizuje hydrolizg fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu
(ang. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIPy) z wytworzeniem 1,2-diacyloglicerolu
(ang. Diacylglycerol, DAG) 1 inozytolo-1,4,5-trifosforanu (ang. Inositol trisphosphate, 1P3).
Poprzez zwigzanie IP3 do receptora — kanalu kationowego IP3R (ang. [nositol 1,4,5-
triphosphatate  receptor) nastepuje transport jondow wapnia Ca’" z retikulum
endoplazmatycznego (ang. endoplasmic reticulum, ER) do cytoplazmy. W efekcie nastepuje

fuzja pecherzykow insulinowych z btong komoérkows i1 sekrecja insuliny.

Glukoza

Sekrecja
insuliny

Glikoliza

Pirogronian LC-CoA T
Cytrynian ol
IP3
b

FFA FFA

FFA

Rycina 1. 4 Mechanizmy regulujace sekrecje insuliny w komoérkach B wysp trzustkowych. Na rycinie
przedstawiono stymulowane glukoza wydzielanie insuliny, wplyw wolnych kwasow thuszczowych (FFA) oraz
produktow posrednich metabolizmu glukozy i FFA. FFARI1 — receptor wolnych kwasow thuszczowych, GLUT2
— transporter glukozy 2. G3P — gliceraldehydo-3-fosforan, IPR3 — receptor IP3, DAG -diaglicerol, PLC —

22



fosfolipaza, PKC — kinaza biatkowa C, ER -retikulum endoplazmatyczne. Rycing wykonano na podstawie: [21],
[22].

Wolne kwasy tluszczowe sg wazne dla prawidlowego funkcjonowania komoérek 3 wysp
trzustkowych oraz ich zdolnos$ci do kompensowania insulinoopornosci tkanek obwodowych.
FFA odgrywaja réwniez wazng role w dysfunkcji wysp trzustkowych towarzyszacej
cukrzycy typu 2. Niedobor FFA powoduje ostabienie stymulowanej glukoza sekrecji insuliny,
natomiast ich chroniczny nadmiar moze zmniejsza¢ biosyntezg 1 wydzielanie insuliny, a takze

prowadzi¢ do apoptozy komorek B [23], [24].

1.2.2.Sekrecja glukagonu

Glukagon wydzielany z komorek o wysp trzustkowych odgrywa wazng role
w utrzymaniu homeostazy organizmu [25]. Jak wspomniano wyzej, glukagon ma dzialanie
przeciwstawne do insuliny. Wysokie stezenia glukozy we krwi, stymulujgce wydzielanie
insuliny z komorek B, hamujg wydzielanie glukagonu z komorek a, podczas gdy niskie stezenia
glukozy we krwi stanowig jeden z najsilniejszych bodzcow wydzielania glukagonu. W zwigzku
z tym, prawidtowe stezenie glukozy we krwi zalezy, w duzej mierze od niezaburzonej pracy
wysp trzustkowych 1 zrownowazonego wydzielania insuliny 1 glukagonu z komorek
budujacych wyspe [26].

Mechanizm komoérkowy odpowiedzialny za t¢ zalezng od glukozy regulacje
wydzielania glukagonu obejmuje wychwyt glukozy przez transporter glukozy 1 (GLUTI1)
w blonie komodrkowej komorek a trzustki, a nastgpnie glikolize, ktora ostatecznie generuje ATP
w mitochondriach komoérek a. Zatem wewnatrzkomoérkowy poziom ATP w komorce
a odzwierciedla poziom glukozy we krwi. Hipoglikemia (spadek st¢zenia glukozy we krwi
ponizej prawidlowego) 1 wynikajace z niej niskie wewnatrzkomérkowe poziomy ATP
w komorce o zamykajg wrazliwe na ATP kanaly potasowe (kanaly Karp), przez co wyplyw
jonoéw potasowych (K*) jest zmniejszony. Powoduje to depolaryzacje btony komorkowe;j, ktora
z kolei otwiera zalezne od napiecia wapniowe kanaly jonowe, umozliwiajgc naptyw jonow Ca>*
do wnetrza komorki. Zwigksza to wewngtrzkomorkowy poziom Ca®*, ktory jest tak jak
w przypadku sekrecji insuliny gléwnym czynnikiem aktywujacym egzocytoze glukagonu.
Odwrotnie, wzrastajace poziomy krazacej glukozy zwigkszaja jej naptyw do komorki

a, powodujac wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia ATP, co otwiera kanaly Karp. Otwarcie
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kanatéw prowadzi do uzyskania potencjatu blonowego, ktéry zamyka zalezne od napigcia

kanaly Ca?*, zapobiegajac w ten sposob naplywowi Ca*" i wydzielaniu glukagonu [27].

1.3. Rola jonow wapnia (Ca**) w sekrecji insuliny

Tak jak juz wcze$niej wspomniano, gléwnym bodzcem prowadzacym do wydzielania
insuliny z komorek B i hamowania wydzielania glukagonu z komérek a wysp trzustkowych
jest glukoza. Zmieniajace si¢ stezenia glukozy majg wpltyw na zmiany st¢zenia jonow wapnia
(Ca*") m.in. w mitochondriach, retikulum endoplazmatycznym, cytozolu oraz jadrze
komoérkowym. Komorki  oraz a posiadajg liczne kanaly bioragce udzial w kontrolowaniu
naptywu Ca?’" do wnetrza komorki [15]. W prawidlowo funkcjonujacych wyspach
trzustkowych w momencie podwyzszonego stezenia glukozy nastepuje zwigkszony naptyw
jonow Ca?" do wnetrza komorki B. Naptyw jonéw Ca®* powoduje wzrost ich stezenia wewnatrz
komorek, co prowadzi do fuzji pecherzykoéw magazynujacych insuling z btong komorkowa,
a w efekcie do egzocytozy insuliny. Potwierdzono, ze do prawidlowego dwufazowego
wydzielania insuliny niezbedny jest dwufazowy wzrost cytoplazmatycznego st¢zenia jonow
Ca** [28]. Pierwsza faza GSIS wymaga szybkiego i wyraznego podwyzszenia
wewngtrzkomorkowego stezenia jondow Ca’* w komorkach B. Ten gwattowny wzrost
obserwowany jest po okoto 5 minutach od dostarczenia glukozy. Nastepnie naptyw jonow Ca>*
jak 1 sekrecja insuliny stabilizuje si¢ 1 trwa do 1-2 godzin po podaniu glukozy. Zmiany st¢zenia
Ca®*, a wigc i zmiany wydzielania insuliny majg charakter oscylacyjny. Potwierdzono,
ze wszelkie zaklocenia naptywu jondéw wapnia do wnetrza komoérek wplywaja na
nieprawidlowe wydzielanie insuliny i1 zwigkszaja ryzyko wystgpienia wielu stanow
chorobowych, min. cukrzycy [28], [29].

Analiza wewnatrzkomoérkowego stezenia jondw wapnia stata si¢ wigc przedmiotem wielu
badan dotyczacych metod posredniego oznaczania zmian w sekrecji insuliny z komorek wysp
trzustkowych. Wewnatrzkomorkowy poziom jonow wapnia mozna oznacza¢ kilkoma
metodami  gltownie opartymi na wykorzystaniu wskaznikéw fluorescencyjnych lub
bioluminescencyjnych. Do najpopularniejszych naleza: wskazniki fluorescencyjne (Fluo-3
AM, Fluo-4 AM, Fura red, Rhod 2, Calcium green-2), wskazniki bioluminescencyjne (Obelin,
Aequorin) [30]. Kenty i Melton zaproponowali oznaczanie wewnatrzkomorkowego stezenia
jondéw wapnia w poszczegolnych komoérkach wysp trzustkowych w odpowiedzi na kilkukrotne
stymulacje roztworami zawierajagcymi glukoze [31]. Test ten oparty byt na wskazniku

fluorescencyjnym Fluo-4 AM, ktéry wykorzystano do analizy zmian st¢zenia
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Ca?>* w wyizolowanych mysich wyspach trzustkowych. Zauwazono oscylacyjne zmiany
poziomu jonéw wapnia po stymulacji roztworami zawierajacymi glukoze, oraz wykazano, ze
zmiany te byly synchroniczne z poziomem wydzielanej insuliny.

Ponadto, wiadomo réwniez, ze Ca?* wptywa na proliferacje oraz apoptoze komorek.
Rong i Distelhorst [32] wykazali, ze komorki B wykazuja trzykrotnie wyzszg zywotnos¢
w warunkach podwyzszonego stg¢zenia glukozy (15 mM lub 25 mM) w poréwnaniu do stezenia
wynoszgcego 2 mM lub 5 mM.

Podsumowujac, odpowiednie stezenie jonow wapnia jest niezwykle istotne dla
utrzymania prawidlowej homeostazy organizmu. Zaburzenia w naplywie jonow
Ca?* do wnetrza komorek moze skutkowaé nieprawidlowym funkcjonowaniem wysp
trzustkowych. Zbyt niskie wewngtrzkomorkowe stezenie Ca?* moze z kolei wywolywaé

zaburzenia w dwufazowym charakterze wydzielania insuliny [33].

2. Cukrzyca — choroba wywolana zaburzeniami funkcjonowania wysp trzustkowych

Cukrzyca (tac. diabetes mellitus) nalezy do grupy chorob metabolicznych 1 charakteryzuje
si¢ przewleklym wystepowaniem podwyzszonego stezenia glukozy we krwi. Stan ten moze
wynika¢ zarowno z zaburzen wydzielania insuliny jak 1 nieprawidlowego dziatania tego
hormonu na komorki 1 tkanki, co skutkuje zaburzeniami w metabolizmie weglowodandow,
biatek 1 lipidow [34]. Nieleczona cukrzyca, a co za tym idzie przewlekte wystepowanie stanu
hiperglikemii, wigze si¢ z uszkodzeniem 1 niewydolnoscig wielu narzaddéw, czy rozwojem
chorob sercowo-naczyniowych [35], [36]. Z roku na rok liczba chorych na cukrzyce wzrasta
1 obecnie osiggneta alarmujacy poziom epidemii. Wedlug Miedzynarodowej Federacji
Diabetologicznej (IDF) 537 milionow dorostych w wieku 20-79 lat zyje obecnie z cukrzyca.
Stanowi to 10,5% $wiatowej populacji w tej grupie wiekowej. Przewiduje si¢, ze catkowita
liczba wzrosnie do 643 min (11,3%) do 2030 roku i do 783 miln (12,2%) do 2045 roku.
Niepokojacym jest roéwniez fakt, ze choruje coraz wigcej dzieci — obecnie ponad 1,2 miliona

dzieci 1 mtodziezy zmaga si¢ z cukrzycg, a ponad polowa z nich (54%) ma mniej niz 15 lat [37].
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Rycina I. 5 Liczba zachorowan na cukrzyce na $wiecie. Dane z roku 2021. Rycing wykonano na podstawie: [37].

Czynniki ryzyka wptywajace na rozwoj cukrzycy nie s3 jednolite 1 w duzej mierze zaleza
od jej rodzaju. Etiologia tego schorzenia wynika ze zlozonej zalezno$ci miedzy czynnikami
ryzyka genetycznymi, Srodowiskowymi 1 zwigzanymi ze stylem zycia [38]. Obecnie wyroznié
mozna cztery gldwne typy cukrzycy:

e Cukrzyca typu 1 (tac. diabetes mellitus type 1, DMTI) — ten typ cukrzycy ma podtoze
autoimmunologiczne 1 jest zwigzany z dysfunkcja komoérek [ wywotang poprzez
humoralng lub komdrkowa odpowiedz zapalng. Tempo niszczenia komorek 8 1 rozwoju
cukrzycy typu 1 jest zmienne, a autoimmunologiczna destrukcja komorek jest zwigzana
gtownie z predyspozycjami genetycznymi, ale rowniez z warunkami srodowiskowymi
[39].

e Cukrzyca typu 2 (lac. diabetes mellitus type 2, DMT2) — stanowi zdecydowang
wiekszo§¢ wszystkich przypadkéow cukrzycy (ok. 80%) 1 wynika z zaburzen
w produkcji insuliny lub niewrazliwosci tkanek na ten hormon (insulinoopornos¢).

W przeciwienstwie do cukrzycy typu 1, w rozwoju cukrzycy typu 2 nie dochodzi do
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catkowitego zniszczenia komorek [ ale utraty ich aktywnosci funkcjonalne;.
W poczatkowej fazie tej choroby komorki B sg pobudzane do wydzielania zwigkszonej
ilosci insuliny, ktéora mimo wszystko nie jest wystarczajagca do zaspokojenia
zwigkszonych (w wyniku insulinoopornosci) potrzeb organizmu. Cukrzyca
typu 2 czgsto pozostaje przez wiele lat niezdiagnozowana ze wzgledu na stopniowy,
powolny rozwdj i1 brak typowych objawow [40].

e Cukrzyca cigzowa — tym terminem okresla si¢ podwyzszony poziom glukozy we krwi
u kobiet w cigzy, u ktorych wezesniej nie stwierdzono wystepowania cukrzycy. U kobiet
ze stwierdzong cukrzycg cigzowg poziom glukozy we krwi zazwyczaj wraca do normy
po porodzie, natomiast podczas cigzy musi by¢ $cisle kontrolowany poniewaz moze
mie¢ wptyw zardwno na przebieg cigzy jak i zdrowie dziecka [41].

e Cukrzyca typu MODY - jest to bardzo rzadki, stanowigcy 1-2% wszystkich
przypadkéw rodzaj cukrzycy. Ta posta¢ choroby spowodowana jest jedng z kilku
mutacji pojedynczych genéw powodujacych defekty w produkcji insuliny 1 jest
dziedziczona autosomalnie. Ze wzgledu na roznice w defektach genow obecnie
wyrdznia si¢ co najmniej 13 podtypéw MODY, ktore r6znig si¢ pod wzgledem objawow

1 cigzkosci [42].

2.1. Terapie cukrzycy typu 2

Cukrzyca typu 2 jest obecnie jedng z najczescie] wystepujacych chorob cywilizacyjnych,
a Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO) zaklasyfikowala ja
jako epidemi¢ XXI wieku [43]. Obecnie, mimo postepu i1 ciggtego rozwoju metod
terapeutycznych, ta choroba nadal pozostaje nieuleczalna, a celem leczenia jest gldwnie
utrzymanie normo-glikemii, niedopuszczenie do wystgpienia przewlektych powiktan
1 podniesienie komfortu zycia pacjenta. Po rozpoznaniu nieprawidtowego poziomu glukozy we
krwi, pierwszg strategig terapeutyczng jest terapia behawioralna, ktora polega na modyfikacji
stylu zycia, zmianie nawykow zywieniowych, redukcji masy ciata, wprowadzeniu
odpowiedniej aktywnosci fizycznej oraz systematycznej kontroli poziomu glukozy we krwi.
Ten sposob leczenia daje dobre efekty we wczesnych stadiach rozwoju cukrzycy 1 w duzej
mierze zalezy od zdolnos$ci do regeneracji komorek B [44]. Kiedy zmiany w diecie 1 aktywnosci
fizycznej zawodza, do terapii wigcza si¢ Srodki farmakologiczne, ktore poprawiajg uwalnianie

1 dziatanie insuliny.
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2.1.1. Terapie farmakologiczne

Pierwszym wyborem u wiekszosci pacjentdw z rozpoznang cukrzyca typu 2 jest doustna
monoterapia metforming. Lek ten znany jest od 1959 roku 1 nadal pozostaje numerem jeden
w leczeniu cukrzycy. Metformina powoduje obnizenie st¢zenia glukozy we krwi (zarowno na
czczo jak 1 po positku), nie powoduje hipoglikemii 1 nie przyczynia si¢ do wzrostu masy ciata.
Kiedy leczenie metforming nie przynosi oczekiwanych rezultatow, do terapii wiacza si¢ inne
leki (terapia skojarzona) takie jak: doustne leki przeciwhiperglikemiczne, agonista receptora
GLP-1, pochodne sulfonylomocznika leki inkretynowe, inhibitory SGLT2, pochodne
tiazolidynodionu. Jezeli i te terapie zawodza, z powodu utraty resztkowej funkcji komorek

B, znaczna liczba 0s6b staje przed koniecznoscig egzogennych wstrzyknie¢ insuliny [45].
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Rycina 1. 6 Podejscia terapeutyczne w leczeniu cukrzycy typu 2 obejmujace polaczenie Srodkow
farmakologicznych, terapii behawioralnej, interwencji chirurgicznych, medycyny regeneracyjnej i inZynierii
tkankowej. Rycinge wykonano na podstawie: [46].
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Prowadzona terapia konwencjonalna cukrzycy czesto nie jest w pelni skuteczna, czego
efektem sg niekontrolowane stany hiperglikemii, prowadzace do powiktan cukrzycy, takich jak
choroby sercowo-naczyniowe 1 niewydolno$¢ nerek. Istniejgce alternatywne metody leczenia
cukrzycy wiaza si¢ z podawaniem organicznych farmaceutykow, ale leki te majg rézne skutki
uboczne, takie jak nudnosci, bole glowy, przyrost masy ciala, uszkodzenia uktadu
oddechowego 1 watroby. Dlatego tez istnieje rosngca potrzeba znalezienia efektywnych
1 bezpiecznych S$rodkow terapeutycznych. W ostatnich latach zaobserwowano wzrost
zainteresowania  substancjami, ktére moga wykazywa¢ potencjalne wilasciwosci
przeciwcukrzycowe. Do takich substancji zakwalifikowano migdzy innymi kompleksy metali
przejsciowych — gldwnie zwigzki rutenu [47], czy flawonoidy [48]. Szczegdlnie flawonoidy
wydaja si¢ by¢ obiecujagcym kandydatem ze wzgledu na swoje przeciwutleniajace,
przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwcukrzycowe
1 przeciwalergiczne wilasciwosci. Wykazano, ze flawonoidy moga wplywaé na glikemig
1 cukrzyce typu 2 (T2D) poprzez rézne mechanizmy, takie jak promowanie wychwytu glukozy

w tkankach, a tym samym poprawianie wrazliwo$ci na insuling.

2.1.2. Estry kwasow tluszczowych i hydroksykwaséw tluszczowych jako nowe

zwiazki w terapii cukrzycy typu 2

Rosngca liczba przypadkow cukrzycy 1 powiktan zwigzanych z jej rozwojem jest impulsem
do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych i1 profilaktycznych. W 2014 pojawity si¢
pierwsze doniesienia na temat grupy zwigzkdow o potencjalnych wlasciwosciach
przeciwcukrzycowych — estrow kwasoéw tluszczowych 1 hydroksykwasow tluszczowych
o nazwie FAHFA (ang. Fatty Acyl esters of Hydroxy Fatty Acids) [49]. Poczatkowo dziatanie
tych zwigzkéw bylo sporne, natomiast od 2020 roku pojawia si¢ coraz wigcej badan
przedstawiajacych ich potencjalny korzystny wptyw zaréwno w leczeniu cukrzycy jak i chordob
zapalnych. Te lipidy wystepuja naturalnie w sktadnikach odzywczych, takich jak owoce,
warzywa, jaja 1 owies, ale rowniez w organizmie w tkance tluszczowej, nerkach, watrobie,
surowicy, mleku matki oraz smotce. W warunkach fizjologicznych poziomy FAHFA wahaja
si¢ od 0,5 do 500 nmol/l w surowicy/osoczu i 200 pmol/g w tkance [50]. Obecnie, wyrdznia si¢
kilkadziesigt rodzin FAHFA, ktére charakteryzuja si¢ r6znym sktadem kwaséw thuszczowych
1 hydroksykwasow ttuszczowych [51]. Jedna z rodzin FAHFA o potencjalnych wtasciwosciach
przeciwcukrzycowych jest PAHSA (ang. Palmitic Acid esters of Hydroxy Stearic Acids), ktora
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sktada si¢ z kwasu palmitynowego (PA) zestryfikowanego do grupy hydroksylowej kwasu
hydroksystearynowego (HSA). [49]. Wykazano, ze PAHSA ma pozytywny wplyw na
narzady/tkanki, takie jak: tkanka tluszczowa [52], trzustka [53], jelito [54], watroba [55],
miegs$nie [56]. Wptyw PAHSA na trzustke 1 jego potencjalne zastosowanie jako $rodek
terapeutyczny w leczeniu cukrzycy wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie interesujacy. W literaturze
mozna znalez¢ badania w ktérych wykazano, ze PAHSA korzystnie wplywa na proliferacje
komorek B trzustki, a takze zwieksza wydzielanie insuliny i1 glukagonopodobnego peptydu 1
(GLP-1), a tym samym moze wykazywac¢ dziatanie przeciwcukrzycowe [53]. Co ciekawe,
stwierdzono, ze poziomy PAHSA w surowicy 1 tkance ttuszczowej ludzi opornych na insuling
sa obnizone. Podobny efekt zaobserwowano w zwierzegcym modelu cukrzycy typu 2,
tj. u myszy karmionych dieta wzbogacong w ttuszcz (ang. high fat diet, HFD). Wykazano,
ze przewlekle podawanie regioizomeréw 5-PAHSA 1 9-PAHSA myszom HFD zwigksza
poziom PAHSA od ~1,4 do 3-krotnie, co skutkuje poprawg wrazliwosci na insuling 1 tolerancji
glukozy [56]. Ponadto, istniejg dane wskazujgce na to, ze podanie roztwordw zawierajacych
PAHSA moze ostabia¢ apoptotyczng 1 martwicza Smier¢ komorek  wywotang przez cytokiny
oraz zwigksza¢ zywotno$¢ komorek B [57]. Mechanizm dzialania PAHSA nie jest jeszcze
w pelni poznany, ale sugeruje (tak jak w przypadku FFA) aktywacj¢ receptora GPR40, ktory
nalezy do rodziny receptoréw wolnych kwaséw ttuszczowych sprzezonych z biatkami G 1 jest
aktywowany przez nasycone i nienasycone kwasy karboksylowe. Dodatkowo aktywacja
receptora GPR40 stymuluje naptyw jonéw Ca®* oraz zwicksza wydzielanie insuliny i GLP-1
w komorkach B trzustki. Jednak niektore badania sugeruja, ze wysoki poziom glukozy we krwi
moze zmniejsza¢ dziatanie S-PAHSA poprzez hamowanie szlaku sygnatowego AMPK (ang.
S'AMP-activated protein kinase) 1 promowanie zapalenia, w ktérym posredniczy jadrowy
czynnik kappa-B (NF-xB) [58]. Istnieja rowniez badania kwestionujgce potencjat
przeciwcukrzycowy PAHSA [52]. Dlatego bardzo wazne jest rozstrzygnigcie spornych danych
dotyczacych roli PAHSA w regulacji funkcji wydzielniczej wysp trzustkowych.
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Rycina I. 7 Budowa chemiczna (A), miejsce syntezy (B) i dziatania (C) 5S-PAHSA oraz 9-PAHSA. Rycing
wykonano na podstawie: [59].

2.1.3. Terapie chirurgiczne

Podstawowym celem leczenia cukrzycy typu 2 jest przywrdcenie funkcjonalnosci
uszkodzonym komoérkom [ wysp trzustkowych oraz zwigkszenie wrazliwosci tkanek
obwodowych na insuling. W sytuacji, gdy terapie farmakologiczne zawodzg alternatywa moga
by¢ interwencje chirurgiczne. Do tej pory z sukcesem klinicznym przeprowadzono jednoczesny
przeszczep trzustki oraz nerki [60], [61] lub transplantacj¢ wysp ksenogenicznych do zyly
wrotnej [62]. Jednak brak dawcow oraz problemy z utrata funkcjonalno$ci wysp (zwigzane
gtéwnie z utratg integralnosci ECM) stanowig duze ograniczenie tego typu zabiegow. Podczas
izolacji wysepek nisza wewnatrzwydzielnicza trzustki oraz wewnetrzne unaczynienie
1 unerwienie sg zaburzone, a przeszczepione wyspy albo powoli si¢ wszczepiaja, albo z czasem
tracg swoje funkcje wydzielnicze z powodu niedokrwienia i stanu zapalnego. Z tego powodu
opracowuje si¢ alternatywne metody, w tym przeszczep wysp trzustkowych pochodzacych od
innego dawcy tego samego gatunku (allotransplantacja) do btony podsluzowej zotadka [63].
Badane sg réwniez inne podej$cia, oparte na wykorzystaniu komorek macierzystych,
endogennej regeneracji komorek P i technologii biodruku (3D) [64]. Zwigkszenie masy
komorek B wymaga replikacji pozostatosci komorek B trzustki, generowania dojrzatych
subpopulacji komoérek B oraz mobilizacji komoérek progenitorowych w trzustce lub innych
aktywnych metabolicznie narzadach, takich jak jelito 1 watroba [45]. Terapie oparte na
komorkach macierzystych zaktadaja wytwarzanie reagujacych na glukoze komorek
B-podobnych z mezenchymalnych komorek macierzystych, ludzkich embrionalnych komoérek
macierzystych i indukowanych pluripotencjalnych komdérek macierzystych pochodzacych od

pacjenta [45]. Ze wzgledu na ztozonos$¢ choroby, w celu przywrocenia normoglikemii
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1 skutecznego leczenia cukrzycy typu 2 nalezy stosowa¢ wieloaspektowe podejscia

terapeutyczne.

2.2. Modele komodorkowe wykorzystywane w badaniach zaburzen sekrecji insuliny

i glukagonu

W ostatnich latach zaobserwowa¢ mozna dynamiczny rozw0j badan w obszarze testowania
potencjalnych srodkéw terapeutycznych mogacych wptywacé na proliferacje, zywotnos¢ oraz
funkcje sekrecyjne komorek trzustki. Wprowadzenie leku na rynek to dlugi (~15 lat)
1 kosztowny proces, a najwazniejszym etapem dla kazdej firmy farmaceutycznej jest przejscie
przez rygorystyczny etap badan przedklinicznych, w ktorym gromadzone s3 dane
o skutecznosci 1 bezpieczenstwie leku. Glownym celem tego etapu jest okreslenie bezpiecznej
dawki dla pacjenta 1 ocena potencjalnej toksycznosci produktu. Zazwyczaj badania
przedkliniczne prowadzone s3 na dwuwymiarowych (2D) kulturach komorkowych
hodowanych tradycyjnymi metodami (in vitro) lub na modelach zwierzgcych (in vivo).
Wskaznik niepowodzen w opracowywaniu lekow wynosi okoto 90%, co wynika gidwnie
z faktu wykorzystywania nieodpowiednich modeli do badan. Dwuwymiarowe hodowle
komoérkowe (2D) to konwencjonalne podejscie znane od XX wieku 1 najszerzej stosowane
przez wigkszo$¢ zespotow badawczych. W takim modelu linie komorek adherentnych hoduje
si¢ jako monowarstwe na ptaskiej powierzchni szklanej lub polimerowej [65]. Poniewaz
hodowle 2D sg dobrze poznane i przetestowane, a takze generuja stosunkowo niewielkie koszty
stanowig podstawe prawie wszystkich obecnych rutynowych testoéw. Podejscie to ma jednak
wiele ograniczen, gtéwnie dlatego, ze hodowle 2D nie reprezentujg prawdziwego srodowiska
komoérkowego — w organizmie komorki nie sg strukturg jednowarstwowa, ale ztozonym,
wielokomorkowym modelem otoczonym macierza zewnatrzkomorkowa. Glownym
ograniczeniem podejscia 2D jest to, ze nie odzwierciedla ono w pelni interakcji komorka-
komorka 1 komoérka-srodowisko zewnatrzkomoérkowe. Ponadto istnieje wiele roznic pomigdzy
komoérkami w organizmie a hodowlg komérek w monowarstwie mogacych wplywac¢ na ich
funkcje¢ 1 roznie reagowac .in.. na srodki terapeutyczne. W przypadku badan z wykorzystaniem
komorek trzustki wykazano istotne rdznice min. w stopniu proliferacji, Zywotnosci,
komunikacji komorkowej 1 wydzielaniu insuliny miedzy monowarstwg ludzkich komorek 3,
a skupiskami tych komoérek hodowanych w postaci trojwymiarowych agregatow [66]. Dlatego
tez w badaniach przedklinicznych nowych $rodkow terapeutycznych czesto wykorzystywane

sa modele zwierzgce. Natomiast rowniez w tym przypadku istnieje wiele ograniczen
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wynikajacych np. z rozbieznosci filogenetycznej pomiedzy zwierzetami laboratoryjnymi
a ludzmi, co skutkuje niedoktadnymi przewidywaniami odpowiedzi na konkretne S$rodki
terapeutyczne. Ponadto, istnieje wiele aspektéw etycznych 1 prawnych zwigzanych
z wykorzystywaniem zwierzat laboratoryjnych. Wedtug Humane Society International (HSI)
[67] zwierzgta wykorzystywane w badaniach sg czesto poddawane sg niehumanitarnym
metodom eksperymentalnym, ktére obejmuja indukcje ran oraz guzdéw. Ponadto wysokie
koszty oraz czas ograniczaja wykorzystanie modeli zwierzecych jako narzedzi do badan

farmaceutycznych.

2.2.1. Metody otrzymywania tréjwymiarowych (3D) modeli komoérkowych wysp

trzustkowych

Zgodnie z zasadg 3R (ang. Replacement, Reduction and Refinement), obecnie dazy si¢ do
zastgpienia wykorzystania zwierzat laboratoryjnych innymi, zblizonymi do tych wystgpujacych
w warunkach in vivo modelami badawczymi. Te ograniczenia zapoczatkowaty nowa ere badan
nad tréojwymiarowymi modelami wysp trzustkowych, ktore moglyby zosta¢ wykorzystane do
symulacji choroby, lepszego zrozumienia jej przyczyn 1 testowania nowych terapii.
Jednym z najpopularniejszych podej$¢ do zastgpienia modelu zwierzecego jest trojwymiarowa
hodowla komdrkowa, ktora, jak wykazano, zmniejsza luke migdzy kulturami komérkowymi,
a tkankami fizjologicznymi [68]. Modele komorkowe 3D wuzyskuje si¢ metodami
niewymagajacymi dodatkowych rusztowan — ze wzgledu na naturalne wiasciwosci komorek,
takie jak zdolnos$¢ do samoagregacji, lub metodami opartymi na réznego rodzaju rusztowaniach

(rusztowania biologiczne, rusztowania polimerowe, metody enkapsulacji) [46].

2.2.1.1. Metody oparte na naturalnych wlasciwosciach komorek do agregacji

Do najczgsciej wykorzystywanych metod tworzenia trojwymiarowych struktur
komorkowych zalicza si¢ metody samoorganizacji, metode wiszacej kropli, wykorzystanie
bioreaktoréw obrotowych i metode biodruku 3D. Jednak najbardziej popularnymi podej$ciami
do tworzenia modeli do badan wysp trzustkowych sg samoorganizacja komoérek 1 metoda
wiszacej] kropli [69], [70]. Metody wykorzystujace zdolno$¢ komorek do samoorganizacji
opierajg si¢ na ograniczeniu adhezji komorek do powierzchni naczynia hodowlanego (poprzez
zastosowanie podtozy niskoadhezyjnych), kiedy interakcje migdzykomodrkowe przewazaja nad

interakcjami komorka-komorka z powierzchnig. Agregacja komoérek poczatkowo zachodzi
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poprzez interakcje migdzy integrynami a biatkami macierzy komoérkowej. Z biegiem czasu
powstale agregaty komorkowe uzyskuja bardziej sferyczny ksztatt i ostatecznie charakteryzujg
si¢ obecnoscig biatek ECM 1 polaczen miedzykomodrkowych [71]. Agregacje komoérek wysp
trzustkowych osiagga si¢ gldéwnie poprzez prowadzenie hodowli w butelkach hodowlanych
poddawanych ciggtemu mieszaniu, w wielodotkowych ptytkach o U-ksztattnym dnie lub

ptytkach pokrytych substancjg zapobiegajaca adhezji komorek.

Do tej pory z wykorzystaniem metody samoorganizacji komoérek z powodzeniem
hodowano trojwymiarowe struktury komorek B trzustki. Jednak gléwnymi ograniczeniami tej
metody jest brak kontroli nad wielkoscig otrzymywanych struktur oraz losowa agregacja
komorek. Otrzymane agregaty o wigkszych $rednicach (>400 pm) moga charakteryzowac si¢
obnizong zywotnoscig i obecnos$cig rdzenia nekrotycznego, wynikajaca z utrudnionej dyfuzji
sktadnikow odzywczych do wnetrza wielokomoérkowych struktur agregatu [72]. Druga czesto
stosowang technikg jest technika wiszacej kropli. W tej metodzie sferyczne agregaty otrzymuje
si¢ poprzez nanoszenie kropli zawiesiny komorkowej na wngtrze pokrywki ptytki hodowlane;,
ktora nastepnie odwraca si¢. Po odwroceniu ptytki, krople utrzymywane sg dzigki napigciu
powierzchniowemu, a grawitacja powoduje organizacje komdrek na dnie kropli [70]. Dzi¢ki
wykorzystaniu metody wiszacej kropli mozliwe jest uzyskanie duzej liczby jednorodnych
agregatow w stosunkowo krotkim czasie. Na przyktad Jo i wspol. [73] uzyskali sferyczne
hybrydowe agregaty komorek B trzustki (linie komorkowe RIN-m i RIN-5F) o $rednicach okoto
590-1200 pum. Takie struktury charakteryzowaty si¢ morfologia i poziomem wydzielania
insuliny, glukagonu i somatostatyny, podobnym do natywnych wysp trzustkowych. Agregaty
komorkowe uzyskane metoda wiszacej kropli, po wszczepieniu do przestrzeni podskornej
myszy z wywolang eksperymentalnie cukrzycg wykazywaty wysoka zywotnos¢ oraz w sposob
prawidtowy wydzielaty insuling, co wskazuje na ich terapeutyczny potencjat [74]. Metoda
wiszace] kropli, jest jednym z najczesciej stosowanych podej$¢ uzyskiwania 3D struktur
komorkowych. Wadami tej metody jest konieczno$¢ zmniejszenia objetosci kropli
w przypadku prowadzenia wysokoprzepustowych testow 1 trudno$ci w wymianie pozywki

podczas prowadzenia hodowli.
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2.2.1.2. Metody oparte na rusztowaniach

Innym sposobem otrzymywania tréjwymiarowych struktur komorkowych jest
zastosowanie rusztowan wykonanych z biomateriatow lub rusztowan pochodzenia naturalnego
(biologicznych) wspierajacych hodowle 1 agregacje komodrek wysp trzustkowych. Ze wzgledu
na wiele atrakcyjnych cech biomaterialdw, takich jak biokompatybilnos¢, wytrzymatosé
mechaniczna, niska immunogenno$¢, elastyczno$¢ podobna do tkanki i1 kontrolowane
uwalnianie, rusztowania z biomateriatow znalazly szerokie zastosowanie w inzynierii
tkankowej 1 medycynie regeneracyjnej. Podej$cie to wykorzystuje macierze oparte m.in. na
kwasie poliglikolowym (PGA), polikwasie mlekowym (PLA), polistyrenie, polikaprolaktonie
(PCL), poli-L-lizynie, poli(dimetylosiloksanie) (PDMS) [75]. Do tej pory wykazano,
ze zastosowanie rusztowan wykonanych z PGA w hodowli wyizolowanych szczurzych wysp
trzustkowych pozwalato na zwigkszenie zywotnosci komorek, wyzszej sekrecji insuliny oraz
zachowanie prawidlowej morfologii wysp [76]. Rowniez PCL byt z powodzeniem stosowany
jako rusztowanie do podskornego przeszczepu wysp trzustkowych 1 rowniez wspomagat
wydzielanie insuliny [77]. Poza wszystkimi zaletami tej metody, gléwng wadg jest
niejednorodny rozktad komorek.

Rusztowania biologiczne petlnig funkcje nasladujagce naturalng tkanke. Naturalne
rusztowania biologiczne obejmuja decelularyzowane narzady lub biatka, ktore powszechnie
wystepuja w macierzy pozakomorkowej, takie jak kolagen, fibronektyna i1 zelatyna [78].
Produkcja rusztowan pozbawionych komorek sktada si¢ z kilku etapow. Wiasciwa tkanka jest
najpierw izolowana 1 poddawana lizie. Procedura ta usuwa komorki o potencjale
immunogennym, ktére mogg wptywaé na powodzenie przeszczepu. Na rusztowanie wysiewa
si¢ nastepnie komorki biorcy (np. komodrki macierzyste), ktore roznicujg si¢ w okreslone
narzady [79]. Gléwnym ograniczeniem wykorzystania rusztowan biologicznych sa aspekty
etyczne dotyczace pozyskiwania narzadow do decelularyzacji, ale jednym z rozwigzan tej
kwestii moze by¢ zastosowanie rusztowan sktadajacych si¢ z naturalnych polimerow, takich

jak: alginian, kwas hialuronowy, agaroza, zelatyna, kolagen, chitozan, dekstran [80].

2.2.1.3. Enkapsulacja

Jednym z gtownych probleméw metodologicznych wyzej opisanych podejs¢, opartych
na porowatych rusztowaniach, jest niejednorodny rozkiad komorek. Kwestie ta mozna

czesciowo rozwigzac, zamykajac materiat biologiczny w matrycy hydrozelowej (enkapsulacja),

35



ktora jest otoczona potprzepuszczalng membrang utatwiajacg dostarczanie tlenu, sktadnikow
odzywczych 1 lekow oraz zapewniajacg usuwanie metabolitow [81]. Metoda enkapsulacji
pozwala na immobilizacj¢ komoérek Ilub calych wysp trzustkowych w materiale
biopolimerowym. W badaniach wysp trzustkowych najczesciej stosuje si¢ alginian, agaroze,
chitozan lub syntetyczne hydrozele [82], [83].

Oprocz gldwnych zastosowan, takich jak kontrolowane uwalnianie lekow, enkapsulacja
jest obiecujgcym rozwigzaniem w przeszczepie ksenogenicznym wysp trzustkowych u osob
chorych na cukrzyce [84], glownie ze wzglegdu na brak koniecznosci stosowania po
przeszczepie lekéw immunosupresyjnych. Metoda enkapsulacji znajduje szerokie
zastosowanie jako metoda tworzenia tréjwymiarowych struktur. Pozwala na zapewnienie
jednorodnego rozktadu komorek i precyzyjnej kontroli nad rozmiarem uzyskanej struktury.
Z drugiej strony zmniejsza ilo$¢ substancji dostarczanych do komorek zamknietych w kapsutce,
co moze by¢ zaréwno wada jak 1 zaletg. Jednak nawet ztozone trojwymiarowe hodowle
komoérkowe w warunkach statycznych nie sg w stanie nasladowac cech istotnych dla funkcji
narzadow wystepujacych w organizmach zywych, np. polaczenia tkankowe, transport/gradient
sktadnikow odzywczych 1 tlenu do wnetrza struktury oraz mechaniczny wpltyw
mikrosrodowiska. Aby przezwyciezy¢ te ograniczenia w ostatnich latach powstajg nowe
rozwigzania oparte na polaczeniu hodowli komorkowych 1 mikrosysteméw przeptywowych

typu Lab-on-a-chip.

3. Systemy typu Lab-on-a-chip

Miniaturyzacja oraz techniki wytwarzania systemoéw Lab-on-a-chip to obecnie jeden
z najdynamiczniej rozwijajacych si¢ kierunkéw badan. Takie mikrosystemy przeplywowe to
miniaturowe, zintegrowane urzgdzenia, dzigki ktérym mozliwe jest prowadzenie zardwno
reakcji chemicznych/biochemicznych oraz wysokoprzepustowych analiz produktow tych
reakcji. Najwazniejszymi zaletami systemoOw Lab-on-a-chip jest ograniczenie zuzycia
odczynnikow 1 zminimalizowane ilosci produkowanych odpadow, redukcja kosztéw 1 czasu
potrzebnego do przeprowadzenia badan, minimalizacja rozcienczenia, mozliwos$¢ analizy matej
objetosci (10—100 ul) probki, mozliwos¢ pelnej automatyzacji, zapewnienie powtarzalnosci
oraz prowadzenie analiz w czasie rzeczywistym. Ze wzgledu na wiele zalet systeméw Lab-on-
a-chip zostaty one szeroko zastosowane jako przyszpitalne urzadzenia point-of-care otwierajac

tym samym nowe perspektywy w szybszej diagnostyce [85]. Ponadto, ze wzgledu na
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mozliwos¢ wykorzystania biokompatybilnych materiatow, zaprojektowania struktur
odpowiednich dla hodowli komorek oraz zapewnienia warunkow przeplywowych systemy
Lab-on-a-chip sa coraz szerzej wykorzystywane do opracowania modeli organdw i tkanek do

badan biologicznych.

3.1. Systemy Lab-on-a-chip do badan biologicznych

3.1.1.Materialy wykorzystywane do konstrukcji mikrosystemow przepltywowych

Rodzaj materiatu wykorzystanego do konstrukcji systemu Lab-on-a-chip w duzej mierze
zalezy od rodzaju prowadzonych badan. W celu prowadzenia badan biologicznych
z wykorzystaniem kultur komoérkowych nalezy wybra¢ materiat charakteryzujacy si¢ przede
wszystkim biokompatynilnoscig, nietoksycznosciag 1 zapewnieniem efektywnej wymiany
gazowej. Ponadto, taki materiat powinien by¢ stabilny w szerokim zakresie temperatur, co jest
istotne przy prowadzeniu proceséw sterylizacji przed rozpoczeciem hodowli komoérkowe;j

w takim systemie [86].

Najczesciej wykorzystywane materiaty do produkcji systemoéw Lab-on-a-chip oraz ich wady

1 zalety zostaty przedstawione w tabeli I.1.

Tabela I.1. Materiaty najczesciej wykorzystywane do konstrukcji systemoéw Lab-on-a-chip

Material Zalety Wady Ref.
e przepuszczalny dla

gazow

e biokompatybilny

e transparenty

e clastyczny (wysoki
modut sprezeystosci

. [87]
Poli(dimetylosiloksan) 360-870 kPZ}) ® nicodporny n.a . [88]
(PDMS) o latwy w obrobce rozpu‘szczaln1k1 (89]
(mozliwos¢ organiczne
odtworzenia
skomplikowanych
struktur)

e hydrofobowy (istotne
z punktu widzenia
hodowli 3D)
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czasochtonne
metody
przetwarzania
transparentny (skomplikowane
hydrofilowy (istotne struktury sa trudne [90]
Szklo z punktu widzenia do odtworzenia) 91]
hodowli 2D) nieprzepuszczalny [92]
dla gazow
hydrofilowy
(ograniczenie dla
hodowli 3D)
transparentny hydrofilowy
sztywniejszy niz (ograniczenie dla
Poli(metakrylan elastomery, hodowli 3D) (93]
metylu) (PMMA) niska stabo [94]
autofluorescencja przepuszczalny
biokompatybilny dla gazow
staba odpornos¢
chemiczna,
sztywniejszy niz zwlaszcza na
Polistyren (PS) elastomery, Substa.ncje [95]
tatwy w obrobce organiczne. [96]
podatny na
degradacje UV
matryca celulozowa
papieru pozwala
uzyska¢ porowatg niska
strukture do wzrostu rozdzielczos¢
. komorek w formie wzoru
Papler 3D struktur. nieodporny na [97]
niski koszt wysokie
biokompatybilny temperatury
tatwo
modyfikowalny

W przypadku prowadzenia hodowli komodrkowej z wykorzystaniem mikrosystemow
przeptywowych nalezy rowniez pamigtac o transparentnosci co najmniej jednego z materiatow

konstrukcyjnych, tak aby umozliwi¢ obserwacj¢ i analiz¢ prowadzonej hodowli. Najczesciej
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wykorzystywanymi materialami sg materialy polimerowe oraz szklo. Polimery uzywane do
konstrukcji mikrosysteméw przeptywowych to gtownie: poliweglan (PC), polistyren (PS),
poli(dimetylosiloksan) (PDMS), poli(metakrylan metylu) (PMMA), poli(tereftalan etylenu)
(PET). Poza wszystkimi zaletami materiatow polimerowych, ze wzgledu na staba odpornos$c
chemiczng, niskg przepuszczalnos¢ dla gazow, czy wysoka sztywnos¢ polimery takie jak: PC,
PS, PET czy PMMA sa gldwnie stosowane do konstrukcji systeméw w potaczeniu z innymi
biokompatybilnymi materiatami. Podobnie szkto, ktore charakteryzuje si¢ hydrofilowa
powierzchnig odpowiednig dla hodowli komorek adherentnych rosngcych w monowarstwie -
rowniez wykorzystywane jest w polaczeniu z innymi materialami (najcz¢sciej z PDMS).
Sposrod wymienionych w tabeli 1.1 materiatow do konstrukcji systemow wykorzystywanych
do badan z udzialem materialu biologicznego najwigkszg popularnoscig cieszy si¢
poli(dimetylosiloksan) (PDMS). PDMS nalezy do grupy polimerow krzemoorganicznych,
a jego popularno$¢ zwigzana jest z wysokg biokompatybilnoscig 1 transparentnoscia, ktora
umozliwia prowadzenie 1 ciagla obserwacj¢ stanu hodowli. Ponadto, PDMS zapewnia
efektywng wymiang gazowa 1 jest materialem hydrofobowym, wspierajagcym hodowle komorek
nieadherentych w formie tréjwymiarowych struktur, co jest niezwykle istotne w przypadku
projektowania systemow do modelowania tkanek. W literaturze przedstawiono wiele systemow
skonstruowanych z PDMS, wykorzystywanych gtownie do hodowli 3D modeli komérkowych

[98], [99].

3.1.2.Metody wytwarzania mikrosystemow przeplywowych

Rodzaj metody wykorzystanej do produkcji mikrosysteméw przeptywowych zalezy
glownie od materialu uzytego do ich konstrukcji. Metody te mozna podzieli¢ na metody
replikacyjne 1 metody bezposredniej obrobki.

Do najczesciej stosowanych metod replikacyjnych zalicza sig¢:
e odciskanie,
e formowanie wtryskowe,

e odlew.

Metody replikacyjne polegaja na ksztattowaniu cieklego lub plastycznego metariatu
polimerowego z wykorzystaniem réznego rodzaju form (pieczatek) stanowigcych matryce
z wypuktym wzorem odzwierciedlajgcym zaprojektowang geometri¢ mikrosystemu. Pieczatki

przygotowywane s3 roznymi technikami, m.in. z wykorzystaniem metody fotolitografii czy
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mikrofrezowania. Etap wykonania pieczatki jest etapem najbardziej czasochtonnym, nalezy
pamigtaé, ze kazda niedokladno$¢ w wykonaniu pieczatki zostanie odwzorowana

we wszystkich mikrostrukturach wykonanych z jej wykorzystaniem.

Po wykonaniu pieczatki zawierajagce] wzor geometrii mikrosystemu wiasciwy uktad
otrzymuje si¢ jedng z wymienionych metod replikacyjnych (odciskanie, metoda wtryskowa
1 odlew). Odciskanie jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych metod ksztattowania
polimeréw termoplastycznych, takich jak np. PMMA. W tej metodzie, pieczatke oraz polimer
umieszcza si¢ w komorze prozniowej prasy hydraulicznej 1 podgrzewa powyzej temperatury
zeszklenia polimeru. Nastepnie wzor zawarty na pieczatce jest odciskany w polimerze
1 nastepuje chtodzenie polimeru ponizej temperatury zeszklenia. Zaletg tej metody jest czas
trwania catego procesu, ktory nie przekracza 10 min. Kolejng metoda obrobki materiatow
polimerowych jest formowanie wtryskowe. W metodzie tej polimerowy material w postaci
granulek zostaje umieszczony w ogrzewanym cylindrze, gdzie ulega uplastycznieniu.
Nastepnie, polimer zostaje wtryskiwany pod wysokim cisnieniem do formy i1 po etapie
chtodzenia otrzymuje si¢ gotowa strukture. Tak w przypadku odciskania, zaleta metody
wtrysku jest szybko$¢ procesu, ktory trwa zaledwie kilka sekund. Metoda odlewu jest
technologia najczesciej wykorzystywang w laboratoriach badawczych do obrobki materiatu
polimerowego jakim jest PDMS. W metodzie odlewu na gotowa pieczatke wylewa si¢
przygotowang mieszaning (prepolimeru i czynnika sieciujgcego) nieusieciowanego polimeru,
a nastepnie w temperaturze 60-120°C prowadzi si¢ sieciowanie przez 30-180 minut.
Po przeprowadzeniu procesu sieciowania warstwe PDMS z odwzorowanymi mikrostrukturami
oddziela si¢ od pieczatki 1 uszczelnia kanaly przy pomocy drugiej warstwy PDMS, szkta lub

innego polimeru [100].

Drugim typem metod wytwarzania mikrosystemow przeptywowych sg metody
bezposredniej obrobki, do ktorych zalicza sie:

e mikroobrébka laserowa,

e stereolitografia,

e mikrofrezowanie.
Mikroobrébka laserowa jest technologia trawienia ksztattow w podtozu polimerowym

z wykorzystaniem generowanego przez laser promieniowania ultrafioletowego lub

podczerwonego. Pozadany ksztalt powstaje podczas przesuwu wigzki lasera lub obrabianego

40



materiatu. Wada tej metody jest wysoki koszt sprzetu, a takze duza chropowatosci obrabiane;]
powierzchni. Kolejng metoda jest metoda stereolitografii, w ktorej zaprojektowane struktury
sg odtwarzane w $wiatloczutych polimerach poprzez ich stopniowe utwardzanie
promieniowaniem UV generowanym przez laser. Wykorzystujac metode stereolitografii
mozliwe jest wytworzenie kanatow o wymiarach powyzej 250-500 pm.

Technika mikrofrezowania opiera si¢ na tworzeniu tréjwymiarowych struktur
w polimerach za pomocg obracajacego si¢ frezu z wykorzystaniem obrabiarek sterowanych
numerycznie. Metoda ta charakteryzuje si¢ duzg doktadno$cig 1 mozliwoscia odwzorowania
skomplikowanych struktur. Metody bezposredniej obrobki sg rowniez czgsto wykorzystywane

do tworzenia pieczatek do produkcji mikrosystemow przeptywowych.

3.2 Modelowanie tkanek z wykorzystaniem systemow Lab-on-a-chip

W ostatnich latach obiecujace stato si¢ wykorzystanie systemow Lab-on-a-chip do hodowli
1 analizy modeli komoérkowych w odpowiednich warunkach przeptywowych. Poza
wymienionymi w rozdziale 3 (Systemy typu Lab-on-a-chip) zaletami systemow Lab-on-a-chip,
z punktu widzenia badan biologicznych bardzo istotna jest mozliwo$¢ odwzorowania
warunkow przeptywowych oraz prowadzenie hodowli komorek 1 analizy w jednym urzadzeniu,
w czasie rzeczywistym. Do tej pory mikrosystemy przeptywowe byly z powodzeniem
wykorzystywane do tworzenia takich modeli komérkowych jak Lung-on-a-chip [101], Kidney-

on-a-chip [102], Heart-on- a-chip [103], [104] i Liver-on-a-chip [105].

3.2.1. Parametry pracy mikrosystemow przeplywowych

Przy projektowaniu systemoéw do hodowli modeli tkankowych nalezy zwroci¢ uwage
na optymalizacje¢ pracy systemu i dobor parametréw hodowli takich jak odpowiednie warunki
przeptywu (natgzenie przeptywu, czestotliwos¢ zmiany pozywki, czas dostarczania sktadnikoéw
odzywczych, kierunek przeptywu). Dobor odpowiednich warunkéw  panujacych
w mikrosystemie wplywa na istotne parametry hodowli takie jak: naprezenia $cinajace (ang.
wall shear stress, WSS), skuteczng objetos¢ hodowli (ang. effective culture volume, ECV) oraz
stosunek powierzchni hodowlanej do objetosci hodowli (ang. surface-area-to-volume ratio,
SAV). Naprezenia $cinajace wywolane przez przeptyw pozywki i innych reagentow moga
istotnie wptywac na morfologie, zywotno$¢ 1 proliferacje hodowanych w systemie komorek.

Dobrze dobrane parametry naprezen S$cinajagcych mogg odwzorowaé przeptyw plynow
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wystepujacy w organizmie. Z drugiej strony zbyt wysokie warto§ci mogg powodowaé
uszkodzenie komoérek (zmiany przepuszczalnosci a nawet fragmentacje btony komorkowej)
1 tym samym obnizenie ich zywotnosci [106]. Dlatego na etapie projektowania systemu do
hodowli komorek bardzo istotna jest optymalizacja warunkow przeptywowych. Kolejnym
waznym parametrem jest stosunek powierzchni hodowlanej do objetosci hodowli, ktory jest
wielkos$cig pola powierzchni na jednostke objetosci obiektu lub zbioru obiektéw. Stosunek
powierzchni do objgtosci oblicza sie, dzielac pole powierzchni naczynia hodowlanego przez
jego objetos¢. Im nizszy stosunek, tym wolniejszy transport czasteczek w komorce
1 z otaczajacym Srodowiskiem. Potwierdzono, ze w mikrosystemach przeptywowych
uzyskiwane wartosci SAV sa zblizone do tych panujacych w organizmie. Zapewnienie
odpowiedniego stosunku powierzchni do objgtosci hodowli pozwala na efektywniejsze
dostarczanie tlenu oraz substancji odzywczych do wnetrza struktur komorkowych. Kolejnym
parametrem wpltywajacym na hodowle komorkowa w systemach typu Lab-on-a-chip jest
skuteczna objetos¢ hodowli, ktéra jest parametrem charakteryzujacym mikrosrodowisko
komorkowe 1 zdolno$¢ komoérek do jego kontroli podczas hodowli. W prawidlowo
zaprojektowanych mikrosystemach przeptywowych uzyskuje si¢ niskie wartosci ECV
1 wysokie warto$ci wspotczynnika SAV, ktore sg zblizone do tych panujacych w warunkach in
vivo [107]. Z tego wzgledu, w celu zapewnienia efektywnego transportu sktadnikow
odzywczych, przy prowadzeniu hodowli komorkowych z wykorzystaniem mikrosystemow
przeptywowych, doboér odpowiednich parametrow hodowli oraz zoptymalizowanie warunkow

przeptywu sg kluczowym etapem.

3.2.2. Projekt geometrii mikrosystemu do hodowli tréjwymiarowych (3D)

modeli komérkowych

Opracowujac system do hodowli 3D modeli komérkowych bardzo waznym aspektem jest
zaprojektowanie odpowiedniej geometrii mikrostruktur. Najczescie] stosowane rozwigzania
opierajg si¢ na wykorzystaniu mikrodotkow, rzedow mikropilar lub mikrokanatow
o odpowiednich wysokosciach. Przyktady tych rozwigzan zostaty przedstawione na rysunku
[.6. Zmiany wysoko$ci mikrokanatow pozwalajg na unieruchomienie trojwymiarowych modeli
hodowanych w systemie 1 zapewnienie odpowiedniej dyfuzji sktadnikéw odzywczych do
wnetrza wielokomorkowych struktur. Takie rozwigzanie zostalo przedstawione przez Sankar
i wspol., ktorzy wykorzystali mikrosystem przeplywowy o zmiennej wysokosci gléwnego

kanatu stuzgcego do hodowli wyizolowanych mysich wysp trzustkowych [108]. Zmniejszajac
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wysoko$¢ kanatu z poczatkowej wysokosci wynoszacej 125 um (w ktorej wyspy poruszaty si¢
swobodnie) do 25 pum, naukowcy stworzyli barier¢ umozliwiajacg przeplyw roztworu
w mikrouktadzie z jednoczesng blokada ruchu wyizolowanych wysp trzustkowych (rycina 1.6
A). Takie rozwigzanie moze by¢ z powodzeniem wykorzystane do hodowli wyizolowanych
wysp, natomiast moze nie zapewnia¢ odpowiedniego procesu tworzenia tréjwymiarowych
struktur z pojedynczych komoérek wysp trzustkowych. Kolejnym rozwigzaniem, ktore jest
najczesciej wykorzystywane do otrzymywania 1 hodowli sferoidow (najczgsciej
nowotworowych) jest zaprojektowanie mikrodotkow w geometrii systemu. Takie rozwigzanie
stuzy do wychwycenia pojedynczych komorek, ktore opadaja na dno dotka i tworzg sferyczne
struktury [109]. Takie rozwigzanie wykorzystano do opracowania wysokoprzepustowej
platformy do tworzenia i1 analizy sferoidow nowotworowych (rycina 1.6 B). Dzigki temu
otrzymano 1024 jednorodnych (zmienno$¢ wielkosci <10%) sferoidow ztozonych z komorek
nowotworu piersi, ktore bylty z powodzeniem hodowane przez kolejne dwa tygodnie [110].
Dzigki opracowaniu tego modelu wykazano pozytywny wptyw terapii fotodynamicznej (ang.
photodynamic therapy, PDT) na komorki nowotworowe. Takie rozwigzanie zostalo rowniez
z powodzeniem zastosowane do hodowli ludzkich pluripotencjalnych komorek macierzystych
(hPSC), ktore réznicowano w funkcjonalne agregaty komorek endokrynnych wykazujacych
zblizone funkcje do wysp trzustkowych [111]. Opracowany system sktadat si¢ z warstwy
PDMS wyposazonej w 382 dotki (o $rednicy 720 um i wysokosci 600 um), umieszczonej
pomiedzy dwiema uszczelniajgcymi warstwami poliweglanu (PC). Gorna warstwa PC
wyposazona zostala we wlot, ktory potaczono z pompa perystaltyczng, za pomoca, ktorej
wprowadzano komorki do systemu. Komorki lokalizowaty si¢ w dotkach w warstwie PDMS 1
w zalezno$ci od gestosci wprowadzane] zawiesiny w kazdym z dotkéw uzyskano agregaty
komoérkowe o $rednicach 224-338 pum. Uzyskane z wykorzystaniem opisanego systemu
agregaty komorkowe z powodzeniem hodowano przez ponad miesigc. Opisane urzadzenie
moze by¢ wykorzystane do produkecji wielu, jednorodnych agregatow komorkowych i ich
dlugoterminowej hodowli, co moze znacznie wspomoOc badania z zakresu medycyny

regeneracyjne;j.

Kolejnym rozwigzaniem wykorzystywanym w geometrii systemow Lab-on-a-chip do
hodowli komorek jest zaprojektowanie mikropilar. Mikropilary s3 rzedami kolumn
o zroznicowanym ksztalcie, ktore tworzg barier¢ ograniczajacg powierzchnie wzrostu komorek
jednoczesnie tworzac przestrzen do swobodnego przeptywu plynow (rycina 1.6.C).

Zastosowanie mikropilar w geometrii jest czesto wykorzystywane w mikrosystemach do
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hodowli dwuwymiarowej [104], gdzie zapewniajg oddzielenie adherentnej warstwy komorek
od bezposredniego przeptywu pozywki hodowlanej, a tym samym minimalizujg niekorzystny
wpltyw naprezen $cinajacych. W celu prowadzenia hodowli trojwymiarowych w systemach
opartych na zastosowaniu rzedow mikropilar cz¢sto do zawiesiny komorkowej dodaje sig
hydrozel, ktory po usieciowaniu tworzy rusztowanie do hodowli przestrzennej. Takie
rozwigzanie zostalo wykorzystane przez Kim i wspol., ktorzy zaprojektowali urzadzenie do
hodowli komoérek watroby (HepG2) [112]. Geometria systemu sktadata si¢ z mikrokanatu
gltoéwnego oddzielonego rzedem mikropilar od kanatow bocznych. Wysokos¢ mikrokanatow
oraz wysokos¢ 1 szeroko$¢ mikropilar wynosita 50 pm, a przerwy miedzy mikropilarami 20
um. Takie rozwigzanie pozwolito na hodowle trojwymiarowego modelu ztozonego z komoérek

watroby z wykorzystaniem rusztowania z Matrigel.

A B

125ym
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medium hodowlane

- - . :
TF=Ne Sote o
hydrozel komorki !

| kanat gtéwny -

medium hodowlane

Rycina I. 8 Rozwigzania geometryczne stosowane do hodowli trojwymiarowych modeli komoérkowych.
A) Rozwigzanie geometria polegajace na zastosowaniu zmiennej wysokosci mikrokanatu glownego stuzacego do
hodowli wyizolowanych mysich wysp trzustkowych [108]. B) Wysokoprzepustowa platforma do tworzenia
i analizy sferoidow nowotworowych. Gometria oparta na zastosowaniu mikrodotkéw sprzyjajacych
grawitacyjnemu opadaniu komorek i ich agregacji [110]. C) Urzadzenie mikroprzeptywowe z mikropilarami w
ksztatcie rombu. Schematyczny rycina geometrii mikrosystemu oraz zdjgcie morfologii komorek HepG2
tworzacych trojwymiarowe struktury w macierzy Matrigel po 2 dniach hodowli [112].
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W tym rozdziale zaprezentowano przyktady mikrostruktur najczgsciej stosowane
w mikrosystemach przeplywowych do hodowli trojwymiarowych modeli komoérkowych.
Projekt geometrii mikrostruktur w duzej mierze zalezy od rodzaju prowadzonej hodowli
1 charakteru wykonywanych badan. Badania sekrecji insuliny 1 glukagonu z wykorzystaniem
komorek wysp trzustkowych prowadzone s3 zarowno w systemach do hodowli
dwuwymiarowych jak 1 tréjwymiarowych, natomiast w ostatnich latach dazy si¢ do

opracowania tréjwymiarowego, sferycznego modelu wyspy trzustkowe;.
3.2.3. Systemy Lab-on-a-chip w badaniach wysp trzustkowych

Systemy Lab-on-a-chip to narzedzia, ktore moga znacznie przyspieszy¢ i ulatwi¢ badania
biologiczne w dziedzinie chordb trzustki [113]. Glownym celem wykorzystania takich
systemow jest zrozumienie patologii cukrzycy 1 odkrycie nowych, skutecznych terapii. W tym
celu niezbedne jest opracowanie 3D modelu wyspy trzustkowej (pseudowyspy), ktory bedzie
charakteryzowat si¢ odwzorowaniem okreslonego sktadu i lokalizacji komorek w warunkach
in vivo. Badania w zakresie pozyskiwania modeli wysp trzustkowych w systemach Lab-on-a-
chip sg ograniczone, gtdéwnie ze wzgledu na brak dostgpnych linii komoérek wysp trzustkowych.
Z tego powodu wigkszos¢ dotychczasowych badan opiera si¢ analizie funkcji wyizolowanych
szczurzych wysp trzustkowych, a opracowane systemy sa wykorzystywane gtownie w celu
segregacji wysp czy badania sekrecji insuliny, glukagonu i somatostatyny [73]. Natomiast
wykazano, ze wyspy trzustkowe po izolacji tracg swojg funkcje 1 mogg nie by¢ odpowiednie
do dlugoterminowej hodowli. Coraz czes$ciej wigc w celu opracowania modelu wyspy
trzustkowej w mikrosystemie przeptywowym, wykorzystuje si¢ komorki macierzyste, ktore

nastepnie poddawane sg procesom roznicowania.

Opisane w literaturze mikrosystemy przeptywowe do badan prowadzonych
z wykorzystaniem wysp trzustkowych opieraja si¢ na polaczeniu dwoch elementow:
mechanizmu putapkowania zdolnego do unieruchomienia jednej lub wielu wysp oraz narzedzia
analitycznego lub metody monitorowania stanu prowadzonej hodowli. Jako mechanizm
putapkowania wykorzysta¢ mozna wszystkie rozwigzania geometryczne sprzyjajace hodowli
trojwymiarowych struktur, natomiast w celu analizy stanu hodowli wykorzystuje si¢ gtownie
metody oparte na zjawisku fluorescencji, analizy mikroskopowe, immunoenzymatyczne testy
czy monitorowanie wewnatrzkoméorkowych oscylacji Ca?*. Inne potencjalne narzedzia

wykorzystywane do  analizy  sekrecji  insuliny to metody patch  clamp,
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amperometria/woltamperometria, spektroskopia impedancyjna, tranzystory polowe i rezonans

plazmondéw powierzchniowych [20].

Tak jak wczesniej wspomniano wyspy trzustkowe mogg by¢ hodowane po izolacji
z organizmu dawcy natomiast w pewnym momencie hodowli w warunkach statycznych
zaczynaja traci¢ swoja strukture, gestos¢ 1 morfologie z powodu ograniczonej dyfuzji
sktadnikow odzywczych do wnetrza wyspy. Z tego powodu mikrosystemy przeptywowe
w badaniach wysp trzustkowych sg gldéwnie opracowywane w celu segregacji wyizolowanych
wysp na podstawie ich funkcjonalnosci 1 oceny przydatnosci w celach transplantacyjnych.
Jednym z takich urzadzen jest zaprojektowany przez Nourmohammadzadeh i wspol., [114]
mikrosystem przeptywowy wyposazony w rzedy mikrodotkdéw, ktore spelnialy funkcje
putapek. Uktad przedstawiono na rycinie [.9.A. Gérna warstwa systemu posiadata wlot (20 mm
x 2 mm x 500 pm) shuzacy do wprowadzania wysp. Srodkowa warstwa, ktora spenia funkcje
komory hodowlanej miata srednice 7 mm i gleboko$¢ 3 mm. Dolna warstwa sktada si¢ z szeregu
okragtych dotkéw (o srednicy 500 um i glebokosci 150 um) stuzacych do unieruchomienia
wysp. W takim systemie hodowano 100 wcze$niej wyizolowanych szczurzych lub ludzkich
wysp trzustkowych. Dzigki zastosowaniu odpowiednich warunkow przeptywowych
przeprowadzono wysokoprzepustowg analiz¢ zywotno$ci na poziomie pojedynczej wyspy.
Przedstawione badania pokazujg mozliwos$¢ opracowania wysokoprzepustowych platform do

segregacji wysp trzustkowych w celach transplantacyjnych.

Kolejnym mikrosystemem przeptywowym do analizy wyizolowanych wysp trzustkowych
jest skonstruowany z 3 warstw PDMS system zaproponowany przez Mohammed i wspot. [113].
W swojej geometrii uklad ten zawiera warstwe gorng z prostokgtnym mikrokanatem, warstwe
srodkowa z okraglym mikrokanatem 1 warstwe dolng zawierajaca kanal z mikrodotkami.
Wymiary kanatu to 19 mm x 2 mm x 500 um. Uktad przedstawiono na rysunku [.9.C. W takim
systemie charakteryzacja unieruchomionych w dotkach wysp trzustkowych odbywa si¢ na
zasadzie  obrazowania  fluorescencyjnego  potencjalu  btony  mitochondrialnej
i wewnatrzkomorkowego stezenia jonow wapnia (Ca®"), a takze oznaczenia iloSciowego
wydzielanej insuliny z wykorzystaniem immunoenzymatycznego testu (ELISA).
Zaproponowano, ze tak zaprojektowane urzadzenie pozwala na szybka oceng jakosci tkanki

bezposrednio po izolacji z trzustki dawcy.

Innym podejsciem w badaniach w obszarze cukrzycy typu 2 jest opracowanie

funkcjonalnych modeli, ktére moga zastapi¢ uszkodzong tkanke lub postuzy¢ jako modele
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badawcze potencjalnych $rodkow terapeutycznych. Z powodu ograniczonej dostepnosci
ludzkich linii komorek trzustki oraz wyizolowanych ludzkich wysp, takie badania sg najczesciej
prowadzone z wykorzystaniem komorek macierzystych lub zwierzecych linii komorek wysp
trzustkowych. Hirano i wspol. [111] opracowali system sktadajacy si¢ z jednorazowe;j, otwartej
warstwy PDMS wyposazonej w 382 dotki, ktéora znajdowata si¢ pomiedzy dwoma
uszczelniajgcymi warstwami poliwegglanu (PC). W takim systemie prowadzono hodowle
ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC), ktére uwazane sg za obiecujace
zrodto komorek dla medycyny regeneracyjnej ze wzgledu na ich nieokreslony potencjat
proliferacyjny 1 zdolno$¢ do rdéznicowania do funkcjonalnych komorek somatycznych.
W kazdym z dotkoéw opracowanego mikrosystemu uzyskano jeden agregat komorkowy, ktory
w zaleznosci od gestosci wprowadzane] zawiesiny osiggat Srednice w zakresie 224-338 pm.
Po 30 dniowym procesie réznicowania w opisanym systemie uzyskano zré6znicowane komorki
wykazujace wilasciwosci endokrynne podobne do wysp trzustkowych. Opracowany

mikrosystem przeptywowy zostal przedstawiony na rycinie 1.9.B.

Z kolei, Nguyen i wspot. [115] zaproponowali ,,uktad hormonalny na chipie”, ktory mogtby
zosta¢ wykorzystany do obserwowania dynamicznych zmian sekrecji GLP-1 1 insuliny
z komorek trzustki oraz jelita. Geometria mikrosystemu zostata przedstawiona na rysunku
1.9.D. W konstrukcji mikrosystemu wykorzystano eliptyczne mikropillary (30 pm x 50 pm),
ktore dzielg kanal mikroprzeptywowy na kanat gtowny (o szerokosci 470 pm) do hodowli
komorek 1 dwa kanaty boczne (kazdy o szerokosci 415 um) stuzace do dostarczania sktadnikow
odzywczych do hodowli. W odréznieniu do wigkszosci badan prowadzonych na
wyizolowanych wyspach, w tak zaprojektowanym systemie prowadzono trojwymiarowsq
hodowle szczurzych komorek beta trzustki (INS-1E) lub mysich komorek
L jelita (GLUTag). W celu zbadania komunikacji pomigdzy komorkami trzustki 1 jelita i ich
wzajemnego wptywu na sekrecje hormonow potaczono ze sobg dwa identyczne mikrosystemy
przeptywowe z ktorych jeden wykorzystano do hodowli komorek INS-1E a drugi do hodowli
komoérek GLUTag (rycina 1.9 D). Przy wykorzystaniu prostych metod obserwacji oraz testu
ELISA zbadano sekrecj¢ insuliny i GLP-1 po stymulacji réznymi stezeniami glukozy oraz

potwierdzono, ze warunki przeptywowe wplywaja na zwigkszenie sekrecji insuliny.
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Wylot  kanaly: 1.0x5.5x50 mm (hxwx)
dotki: 0.72 mm (4, top) x 0.6 mm (h)

Pompa
perystaltyczna

Mikroskop

U Zbieranie

6 probek
= o
Wprowadzanie Wprowadzanie
D komoérek komoérek
System '
odpowietrzajacy
)
e "
Pompa U . J ‘
peiystaityczna GLUTag-wFCC INS-1-4FCC

Odprowadzanie
medium

Rycina I. 9 A) Schemat geometrii oraz warstw systemu do putapkowania wyizolowanych wysp ludzkich oraz
mikroskopowe zdjecia wysp po umieszczeniu w uktadzie [114]. B) Mikrosystem do putapkowania i hodowli
ludzkich pluripotencjalnych komorek macierzystych sktadajacy si¢ z rzedow 382 dotkow [111]. C) Schemat
urzadzenia do hodowli i analizy wyizolowanych wysp trzustkowych. Schemat przedstawia przekroj urzadzenia
oraz stanowiska eksperymentalnego (lewa strona) oraz widok komory wyposazonej w mikrodotki [113]. D)
Schemat ,,uktadu hormonalnego na chipie”. Wymiary uktadu mikroprzeptywowego. Rzedy mikropilar dzielg
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kanal mikroprzeplywowy na kanat gtéwny do hodowli komdrek oraz dwa kanaty boczne do przeptywu pozywki
hodowlanej [115].

Tak jak przedstawiono powyzej, w wiekszosci systemoOw opisanych w literaturze
prowadzona jest hodowla wyizolowanych wysp trzustkowych lub agregatow komorek
macierzystych poddanych réznicowaniu. Opracowanie systemow Lab-on-a-chip, do hodowli
1 analizy modeli wysp trzustkowych, ktore odwzorowujg morfologie i sktad komoérkowy wysp,
sa w peli funkcjonalne, unaczynione i otoczone ECM, usprawnitoby badania cukrzycy

1 przyczynitoby si¢ do odkrycia terapii przeciwcukrzycowych [82].

4. Podsumowanie i wnioski

Wedlug Migdzynarodowej Federacji Diabetologicznej do 2045 roku liczba 0sob
dorostych dotknigtych cukrzyca osiggnie 700 milionéw. Cukrzyca typu 2, ktéra stanowi 80%
wszystkich chorych zdiagnozowanych z cukrzyca, doprowadzita do eskalacji globalnego
kryzysu w opiece zdrowotnej 1 osiggneta juz rozmiary pandemii. Obecne metody leczenia,
gléwnie oparte na srodkach farmakologicznych niweluja objawy cukrzycy i poprawiajg jakos¢
zycia pacjenta, ale do tej pory nie opracowano jeszcze strategii leczenia mogacych odwrdcic¢
dysfunkcje komérek wysp trzustkowych. Moze to wynikaé z faktu niewystarczajacej wiedzy
na temat rozwoju i przyczyn tej choroby oraz trudno$ci w prowadzeniu eksperymentéw na
ograniczonej puli ludzkich komérek 3 trzustki.

Z tego wzgledu istnieje potrzeba opracowania nowych multidyscyplinarnych strategii
leczenia ukierunkowanych na konkretne etapy patogenezy cukrzycy. W warunkach in vivo
wyspa trzustkowa jest ztozong, §ciSle okre§long strukturg zbudowang z kilku typéw komorek,
ktére znajdujg si¢ w wyspie w specyficznym stosunku i lokalizacji. Architektura 1 integralnosé¢
wysp zmieniajg si¢ w warunkach otylosci, insulinoopornos$ci i1 cukrzycy, dlatego tez bardzo
istotne jest opracowanie modeli badawczych odwzorowujacych unikalng strukture wyspy
trzustkowej. W literaturze przedstawionych zostalo szereg doniesien mowigcych o tym,
ze otrzymywane tradycyjnymi metodami 2D lub 3D modele komérkowe w warunkach
statycznych, moga nie odzwierciedla¢c w petni zlozonoSci tkanki i wykazywaé¢ odmienne
odpowiedzi na proponowane terapie. Z tego powodu istnieje potrzeba opracowania
uniwersalnego trojwymiarowego modelu wyspy trzustkowe;.

Rozwigzaniem moze by¢ wykorzystanie systemow Lab-on-a-chip, ktore mogg utatwic

zrozumienie czynnikow wptywajacych na rozwoéj choroby 1 przyspieszy¢ badania biologiczne
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w dziedzinie chorob trzustki. W literaturze opisano kilka przykladow. Liczba doniesien
literaturowych dotyczacych mikrosysteméw przeptywowych do hodowli komorek wysp
trzustkowych stale rosnie. Natomiast nadal najwigkszym wyzwaniem jest opracowanie modelu
komoérkowego odwzorowujacego morfologie wysp trzustkowych (np. unaczyniony model,
ktory sktada si¢ ze wszystkich typow komorek budujacych wyspe trzustkowa). Opracowanie
modelu wyspy trzustkowej w potaczeniu z odpowiednig metoda analityczng przyczyni¢ si¢ do

opracowania w pelni funkcjonalnej platformy do badan nad cukrzyca.
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II. Cze$¢ badawcza
1. Cel pracy

Cukrzyca zwigzana z nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu komorek wysp
trzustkowych jest obecnie jedng z najczgsciej wystepujacych chordb przewlektych.
Jej przyczyny nie sa do konca poznane, a zasadniczg rol¢ w rozwoju odgrywaja czynniki
genetyczne oraz Srodowiskowe. Cukrzyca jest chorobg nieuleczalng. Aktualnie dostepne
terapie maja na celu zlagodzenie objawow, niedopuszczenie do wystgpienia powiklan
1 podniesienie komfortu zycia pacjenta.

Z tego wzgledu, istnieje rosngca potrzeba opracowania modelu komorkowego wysp
trzustkowych, ktory postuzy jako uniwersalny model do badan czynnikoéw patogennych
1 potencjalnych $§rodkéw terapeutycznych. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze modele
opracowywane w warunkach statycznych nie odzwierciedlaja w peini strukture wysp
trzustkowych, a co za tym idzie, czgsto wykazujg odmienne (w stosunku do badan in vivo)
odpowiedzi na stosowane $rodki terapeutyczne. Dlatego, konieczne jest opracowanie w peini
funkcjonalnego modelu wyspy trzustkowej, ktory bedzie moglt by¢ wykorzystany zaréwno
w badaniach podstawowych, nakierowanych na zrozumienie mechanizméw biorgcych udziat
w rozwoju cukrzycy, jak i do testowania nowych srodkow terapeutycznych.

Sformutowano hipotezg badawczg, wedlug ktorej zastosowanie odpowiedniej geometrii
mikrostruktur, gestosci 1 stosunku liczby komorek trzustki danego typu, a takze warunkow
przeptywowych umozliwi opracowanie sferycznych agregatow o rozmiarze 1 skladzie

komoérkowym odwzorowujgcym wyspy trzustkowe znajdujace si¢ w organizmie.

Stad, gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie
tréojwymiarowego modelu wyspy trzustkowej zlozonego z komérek o i B wysp
trzustkowych z wykorzystaniem ukladu przeplywowego typu Lab-on-a-Chip.

Szczegbdlowe cele badawcze prac obejmowaty:

1. Odwzorowanie morfologii wyspy trzustkowej z wykorzystaniem standardowych

technik hodowli komoérkowych.
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2. Zaprojektowanie mikrosystemu przeplywowego do tworzenia, hodowli oraz analizy
pseudowysp (sferycznych agregatow ztozonych z komoérek o oraz [ wysp
trzustkowych) z wykorzystaniem pomiarow fluorescencyjnych.

3. Odwzorowanie morfologii wyspy trzustkowej z wykorzystaniem interdyscyplinarnego
podejscia opartego na potaczeniu mikrotechnologii i wiedzy z zakresu biologii komorki.

4. Okreslenie uzyteczno$ci opracowanego modelu do Dbadan przesiewowych

potencjalnych srodkow terapeutycznych.
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2. Materialy i metody badan

2.1. Aparatura i drobny sprze¢t laboratoryjny

2.1.1 Wytwarzanie mikrosystemoéw przeplywowych

. Bezolejowy kompresor model JWA-10 (Magnum);

. Eksykator z pompg proézniowg (Kartell);

] Generator plazmy tlenowej (diener ATTO);

] Mikrofrezarka CNC Miromilling Machine (Minitech Machinery Co.);
. Lampa UV (Blak—Ray, model B 100 AP);

] Pompa perystaltyczna (Ismatec, model ISM596D);

. Suszarka laboratoryjna (Binder);

] Waga techniczna (Radwag);

] Wiertarka (Dremel Multi, model: 395);

. Skalpel, ostrze chirurgiczne ze stali weglowej (Ribbel);
J Strzykawki 5 ml (B. Braun);

] Probowki typu Eppendorf (Wuxi NEST Biotechnology);
o Laserowy mikroskop konfokalny, LEXT (Olympus).

2.1.1. Hodowla i analiza modelu komoérkowego

. Inkubator HERA-Cell 150 (Thermo Scientific);

J Komora laminarna Lamil (Karstulan Metalli OY);

. Wirowka, Universal 32 Tabletop Centrifuge (Hettich);

. Odwrocony mikroskop §wietlny (Olympus CKX53)

J Laserowy mikroskop konfokalny (Olympus CLSM);

. Odwrocony mikroskop fluorescencyjny (Olympus 1X71);

. Czytnik plytek wielodotkowych (Tecan Infinite 200 Pro);

] Wytrzasarka orbitalna (IKA® MS 3 digital shaker)

. Probowki typu Falcon 15 ml (Genoplast Biochemicals);

. Probowki typu Falcon 50 ml (Wuxi NEST Biotechnology);

J Pipety automatyczne (Gilson);
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] Pipety elektroniczne (Mettler-Toledo, Rainin, model: E4XLS);
] Pipety serologiczne (Wuxi NEST Biotechnology);

] Pipety Pasteura (Wuxi NEST Biotechnology);

] Koncéwki do pipet (Gilson);

] Probowki typu ependorf (Nest);

] Ptytki do liczenia komorek Fast-Read® 102 (Biosigma).

2.2. Materialy

2.2.1. Wytwarzanie mikrosystemow przeplywowych

. Szkietka nakrywkowe 1,5H, 24x60 mm, 170 + Sum (Carlroth);

. Plytki z poli(metakrylanu metylu), PMMA (PMMA Evonik GS);

. Igty (BD Microlance 3);

] Wezyki LMT-55 o $rednicy kanatu wewngtrznego 0,19 mm 1 grubosci $cianki 0,91
(Tygon);

. Wezyki LMT-55 bez zaczepoéw o srednicy kanatu wewnetrznego 0,19 mm 1
grubosci $cianki 0,91 mm (Tygon);

] Film kapilarny Pro/Cap 200 (Chromaline).

2.2.2.Hodowla i analiza modelu komoérkowego

Butelki do hodowli komorkowej (Falcon);

Plytka 96-dotkowa U-ksztattna (Greiner Bio-One, CELLSTAR®);

2.3. Odczynniki

2.3.1. Wytwarzanie mikrosystemow przeplywowych

J Pre-polimer poli(dimetylosiloksan) — PDMS Sylgard 184 (Dow Corning);
] Odczynnik sieciujacy Sylgard 184 (Dow Corning);

] Alkohol etylowy (0,5% v/v, POCh, Poland);

. Azot (MULTAX S.C.);

. Sol sodowa fluoresceiny (Sigma Aldrich).
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2.3.2. Hodowla i analiza modelu komorkowego

Linie komorkowe

a-TC1-6 (alpha TC1 clone 6) - mysia linia komorek alfa wysp trzustkowych
(American Type Culture Collection, ATCC catalog no. CRL-2934);

INS-1E — szczurza linia komorek B wysp trzustkowych (uzyskane dzigki uprzejmosci

Dr. Pierre Maechler (Uniwersytet Genewski, Genewa, Szwajcaria).

Podstawowe medium do hodowli komoérek RPMI-1640 (Sigma Aldrich);
Podstawowe medium do hodowli komoérek DMEM z niskg zawarto$cig glukozy, ang.
Dublecco Essential Medium Eagle, low glucose, pyruvate (Gibco);

Buforowana fosforanem sl fizjologiczna Dulbecco, ang. Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, DPBS — (Biowest);

Trypsyna (Gibco);

2-merkaptoetanol (Thermo Fisher);

Kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy HEPES (Gibco);

L-glutamina (Thermo Fisher);

Pirogronian sodu (Thermo Fisher);

Aminokwasy - MEM ang. Non-essential Amino - Acid Solution (Gibco);

Plodowa surowica bydleca, ang. Fetal Bovine Serum, FBS (Gibco);
Penicillina/Streptomycyna (Sigma-Aldrich);

Dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma);

Pluronic (Sigma-Aldrich);

Albumina surowicy bydlecej, ang. Bovine Serum Albumin BSA (Thermo Fisher);
Jodek propidyny (PI) (Sigma-Aldrich);

Acetometoksy pochodna kalceiny (kalceina-AM) (Sigma-Aldrich);

Alamar Blue (Bio-Rad);

Dioctan 5-chlorometylofluoresceiny - CellTracker™ Green CMFDA Dye (Thermo
Fisher);

D-(+)-Glukoza (Sigma);

Bufor Krebsa-Ringera (sktadajacy si¢ z 135 mM NacCl, 3,6 mM KCI, 5 mM NaHCO:3,
0,5 mM MgClLx6H>0, 1,5 mM CaCl,x2H>0O, 10 mM HEPES, 0,1% BSA, 0,5 mM
NaH>PO4xH>0, przygotowany z odczynnikow firmy CHEMPUR);
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Paraformaldehyd (Thermo Fisher);

Triton X-100 (Thermo Fisher);

Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko insulinie (Cell Signaling
Technology);

Krolicze monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko glukagonowi (Abcam);
Przeciwciato anty-krolicze IgG sprzezone z Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher);
Przeciwciato anty-mysie IgG sprz¢zone z Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher);
Hoechst 33258 (Sigma Aldrich);

kwas 5-(palmitoiloksy)oktadekanowy - 5S-PAHSA (Cayman Chemical);

kwas 9-[(1-oksoheksadecyl)oksy]-oktadekanowy - 9-PAHSA (Cayman Chemical);
Fluo-4 AM (Thermo Fisher Scientific).
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2.4. Metody badan

2.4.1. Projekt geometrii mikrosystemow przeplywowych

W badaniach wykorzystano cztery mikrosystemy przeptywowe o réznych geometriach.
Trzy z nich zostaly wczesniej opracowane w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydzialu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Czwarty mikrosystem zostal zaprojektowany
w ramach niniejszej pracy, na podstawie badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
systemoéw I, II oraz III. Na rycinie II.1 przedstawiono geometri¢ wykorzystywanych

mikrosystemoéw przeptywowych.

A Mikrosystem | B Mikrosystem Il

C Mikrosystem il

Putapka z 2
mikropilar 2

A-A

Mikrodotek

Rycina II. 1 Geometria komory hodowlanej wykorzystywanych w badaniach mikrosystemow przeptywowych.
A) Mikrosystem 1 zawierajacy w swojej geometrii jedng owalna komor¢ hodowlang. B) Mikrosystem II
wyposazony w jedna owalng komore hodowlang zawierajaca rzad sinusoidalnie ulozonych mikropilar. C)
Mikrosystem III zawierajacy w swojej geometrii owalna komor¢ hodowlana wyposazong w 7 U-ksztaltnych
dotkéw. D) Jedna z dwdch identycznych komoér hodowlanych mikrosystemu IV. Komora wyposazona w 15
mikroputapek.
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Geometrie wszystkich wykorzystanych w badaniach mikrosystemow przeptywowych
zaprojektowane zostaty przy uzyciu oprogramowania do projektowania 3D CAD SolidWorks,
Dassault Systems. Nastepnie, na podstawie projektu wykonano ptytki z odwzorowanymi

geometriami mikrostruktur (nazywanymi w dalszej czg$ci pracy pieczatkami).

2.4.2. Wytwarzanie mikrosystemow I i 11

Pieczatke z odwzorowang geometrig mikrosystemu I oraz Il wykonano przy uzyciu metody
fotolitografii. W pierwszym etapie projekt geometrii wydrukowano na transparentnej foli
otrzymujac w ten sposob negatywowag maske (z przezroczystym wzorem geometrii). Maske
natozono na warstwg filmu kapilarnego o grubosci 200 um przyklejonego do szklanej phytki.
Calos¢ naswietlano przez 90 sekund $wiattem ultrafioletowym (UV). Pod wptywem
promieniowania UV film kapilarny w miejscach z przezroczystym wzorem geometrii zostat
utwardzony. Pozostate, nienaswietlone czesci filmu kapilarnego odmyto strumieniem biezace;j
wody 1 0suszono sprezonym powietrzem.

W dalszych etapach prac, w celu odwzorowania geometrii znajdujacej si¢ na wytworzonej
pieczatce zastosowano metode odlewu. Na oczyszczong 1 osuszong powierzchni¢ pieczatki
wylano przygotowang w stosunku 9:1 (stosunek 9:1 pozwala na uzyskanie hydrofobowe;j
powierzchni) 1 odgazowana mieszaning pre-polimeru PDMS oraz czynnika sieciujacego.
W celu usieciowania polimeru calo§¢ umieszczono w suszarce (1,5 h, 75 °C). Po tym czasie
oddzielono usieciowany PDMS od pieczatki, ktory zamrozono w cieklym azocie i wywiercono
otwory wlotowe 1 wylotowe o $rednicach 1,9 mm. Przy uzyciu detergentu oraz wody
destylowanej umyto warstw¢ PDMS z odwzorowang geometrig i osuszono sprezonym
powietrzem. Jako warstw¢ uszczelniajaca kanatow, wykorzystano przygotowang
w ten sam sposob warstwe PDMS (ptaska powierzchnia, bez wzoru mikrostruktur) lub szkietko
nakrywkowe o grubosci 170 = 5 um (do badan z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego).
W ostatnim etapie, obie warstwy PDMS potaczono z wykorzystaniem plazmy tlenowej (moc
80% maksymalnej mocy generatora (200 W), czas ekspozycji warstw PDMS na plazme
wynosit 30 jednostek czasu okre§lonych przez producenta [116]), a nastgpnie w wywierconych

otworach umieszczono wezyki wlotowe oraz wylotowe LMT-55.
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2.4.3. Wytwarzanie mikrosystemu II11

Pieczatke zawierajagca geometri¢ mikrosystemu III wykonano za pomoca metody
mikrofrezowania w ptytce z PMMA o wymiarach 100 mm x 100 mm 1 grubosci 2 mm.
W pierwszym etapie zaprojektowany wzor przettumaczono na jezyk maszynowy za pomocg
modutu SolidCAM. Nastepnie, frezowanie mikrokanatow przeprowadzono w czterech cyklach,
pomiedzy ktérymi nastepowata zmiana frezu. W pierwszym cyklu wykonano mikrokanaty
o kwadratowym przekroju poprzecznym i wymiarach 100 pum x 100 um przy pomocy frezu
czolowo-walcowego o S$rednicy 100 pm. W celu zapewnienia jak najlepszej jakosci
frezowanych mikrostruktur posuw narzedzia w plaszczyznie XY ustawiono na 80 mm/min
natomiast predkos¢ obrotowag frezu ustawiono na 12000 obr/min. W kolejnym cyklu
wyfrezowano dwanascie okragtych mikrokomor ptaskodennych o §rednicy 2,7 mm 1 glgbokosci
100 pm. Cykl ten zrealizowano przy pomocy frezu o $rednicy 500 um i z zaprogramowanym
posuwem w ptaszczyznie XY o wartosci 500 mm/min 1 pr¢dkosci obrotowej narzedzia 12000
obr/min. W kazdej sposrod tych dwunastu mikrokomér wykonano po siedem zglebien
o kulistym dnie o $rednicy 500 um i maksymalnej gtebokosci 500 um, stanowigcych mikrodotki
hodowlane. Zaglebienia  te wykonano przy  pomocy frezu kulistego
o $rednicy 500 pm. W ostatnim cyklu przycieto form¢ do wymiaru 65 mm x 20 mm przy
pomocy frezu o $rednicy 1 mm.

W celu odwzorowania geometrii mikrosystemu III wykorzystano metode podwojnego
odlewu. W tej metodzie wykorzystywane sg dwie formy: pierwotna i wtorna. Forma pierwotna
to wytworzona na drodze mikrofrezowania pieczatka zawierajaca sie¢ mikrokanatow.
Natomiast forma wtorna jest warstwg polimeru z odwozorowang geometrig i stanowi negatyw
zaprojektowanego wzoru geometrii. W celu uzyskania formy wtornej na pieczatke wylano
przygotowang w stosunku 9:1, odgazowang mieszaning pre-polimeru PDMS oraz czynnika
sieciujgcego. Polimer sieciowano 1,5 h w 75°C. Nastegpnie, oddzielono usieciowany PDMS od
pieczatki otrzymujac w ten sposob forme¢ wtdrng z wypuktymi mikrostrukturami. Forme wtorng
poddano starzeniu cieplnemu w 100 °C przez 48 h. Po tym czasie, na form¢ wtérng ponownie
wylano przygotowang w stosunku 9:1 i odgazowang mieszaning pre-polimeru PDMS oraz
czynnika sieciujgcego. Po 1,5 h sieciowania polimeru w 75 °C oddzielono form¢ wtorng od
usieciowane] warstwy PDMS z odwzorowang geometrig mikrosystemu. Warstwe PDMS
zamrozono w ciektym azocie 1 wywiercono otwory wlotowe 1 wylotowe o $rednicach 1,9 mm.
Przy uzyciu detergentu oraz wody destylowanej oczyszczono warstw¢ PDMS 1 osuszono

sprezonym powietrzem. Jako warstwe uszczelniajagcg wykorzystywano przygotowang w ten
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sam sposOb ptaska warstwe PDMS. Obie warstwy potaczono z wykorzystaniem plazmy
tlenowej (moc 80% maksymalnej mocy generatora (200 W), czas ekspozycji warstw PDMS na
plazme¢ wynosit 30 jednostek czasu okreslonych przez producenta [116]). Nastgpnie

w wywierconych wczesniej otworach umieszczono wezyki LMT-55.

2.4.4. Wytwarzanie mikrosystemu IV

Pieczatke zawierajacg geometri¢ mikrosystemu IV (tak jak w przypadku mikrosystemu
IIT) wykonano z uzyciem metody mikrofrezowania. Zaprojektowany 1 przettumaczony wzor
odwzorowano w ptytce z poli(metakrylanu metylu) (PMMA) (I mm x 1 mm x 2 mm) przy
uzyciu metody frezowania. Frezowanie wykonano w kilku etapach, przy uzyciu mikrofrezarki
CNC firmy Minitech Machinery Corp. Mini-Mill model/3. Do frezowania pieczatek
wykorzystano frezy trzpieniowe Kyocera Series 1610 o $rednicach 500 pm, 150 pm i 1 mm.
W pierwszym etapie, z powierzchni PMMA za pomocg frezu o $rednicy 500 um obracajacego
si¢ z predkoscig 12000 obr/min usunig¢to gorng warstwe PMMA grubosci 100 um. Frezowanie
prowadzono z predkoscig posuwu 500 mm/min i predkoscig wgtebng 250 mm/min. Frezowanie
odbywato si¢ w dwoch etapach, kazdorazowo zaglebiajac narzedzie w 50 um. Ten etap miat na
celu wyrdwnanie nierownosci obrabianej powierzchni. W kolejnym etapie, za pomocg frezu
o $rednicy 500 um obracajacego si¢ z predkoscig 12000 obr./min wyfrezowano odpowiednie
mikrokanaty z komorami. Frezowanie prowadzono z posuwem 300 mm/min 1 szybkoS$cig
penetracji 150 mm/min. Frezowanie odbywato si¢ w czterech krokach, kazdorazowo
zaglebiajac si¢ na 50 um. Nastepnie, frezem o srednicy 150 pm z szybkoscig penetracji 100
mm/min iz krokiem 15 pm w wykonanych komorach wyfrezowano mikropilary. W koncowym
etapie pieczatki ze wzorem zostaly wycigte frezem 1mm do wymiardéw 62 x 26 mm. Nastepnie,
w celu replikacji znajdujacego si¢ na pieczatce wzoru mikrosystemu IV wykorzystano metode

odlewu (opisang w punkcie 2.4.2 Wytwarzanie mikrosystemow I i II).

2.4.5. Przygotowanie mikrosystemow przeplywowych do badan

Wszystkie roztwory wykorzystywanie w badaniach doprowadzono do komoér hodowlanych
mikrosystemow przeplywowych przy uzyciu pomp perystaltycznych. Przed rozpoczgciem
hodowli komoérkowej mikrouktady poddano procesowi sterylizacji. W tym celu, mikrouktady
poddano dziataniu promieniowania ultrafioletowego (lampa UV) przez 30 min, a nast¢pnie do

komoér hodowlanych przy pomocy wezykow wlotowych wprowadzono roztwor 70% (v/v)
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etanolu (3 min, predkos¢ przeptywu: 10 pl/min). Po procesie sterylizacji, do komor
hodowlanych wprowadzano §wieze medium hodowlane (medium do hodowli komorek INS-1E
(monokultura) lub medium do hodowli komoérek INS-1E oraz medium do hodowli komorek
a-TC1-6 zmieszane w stosunku objetosciowym 1:1 (kokultura)) i umieszczono na minimum

2 h w inkubatorze (37 °C, 5% CO2).

2.4.6. Hodowla komodrek

We wszystkich badaniach z udzialem materialu biologicznego wykorzystano dwie

komercyjnie dostgpne linie komorkowe:

e o-TC1-6 (alpha TC1 clone 6) - mysia linia komorek alfa wysp trzustkowych

e INS-1E - szczurza linia komorek  wysp trzustkowych

Do hodowli poszczegdlnych linii  komodrkowych wykorzystano media hodowlane

o0 nastepujacym sktadzie:

e Medium hodowlane komorek INS-1E:

RPMI-1640 wzbogacone o: 5% (v/v) termicznie inaktywowany FBS (w temperaturze56
°C przez 30 min), 1 mM pirogronian sodu, 2 mM, L-glutaming, 10 mM HEPES, 50 uM
2 merkaptoetanol oraz antybiotyki: 100 pg/ml streptomycyne 1 100 IU/ml penicyling.

e Medium hodowlane do komérek a-TC1-6:

DMEM =z niskg zawarto$cig glukozy, wzbogacone o 10% (v/v) termicznie
inaktywowany FBS, 15 mM HEPES; 0,1 mM endogenne aminokwasy, glukoze
(2 mg/ml); 0,02% BSA, 100 pg/ml streptomycyne 1 100 IU/ml penicyling.

Wykorzystywane w badaniach linie komérkowe hodowano w standardowych butelkach
do hodowli komérek adherentnych (25 cm?). Swieze medium hodowlane wymieniano kazdego
dnia hodowli. W momencie osiggni¢cia przez komodrki 80-90% konfluencji, przeprowadzano
pasaz komorek wedlug nastepujacej procedury. Z butelki hodowlanej usuwano medium
hodowlane i1 delikatnie przemywano komorki 1 ml DBPS. Nastepnie, w celu odklejenia

komorek od powierzchni butelki hodowlanej do butelki dodawano 1,5 ml trypsyny (0,25 %)
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1 inkubowano przez 3-5 min. (37°C, 5% CO2). Po odklejeniu komédrek, w celu neutralizacji
trypsyny do butelki dodawano 1,5 ml $wiezego medium hodowlanego, przemywano
kilkukrotnie i calo$¢ zawiesiny komdrkowej przeniesiono do proboéwki typu falkon. Zawiesing
wirowano przez 5 min z pr¢dkoscig obrotowa 1200 RPM. Nastepnie, znad osadu komérkowego
zlewano supernatant, dodawano 1 ml §wiezego medium 1 0,2 — 0,3 ml zawiesiny przenoszono

do nowych butelek hodowlanych.

2.4.7. Hodowla komorek na U-ksztaltnych plytkach wielodotkowych

W celu przeprowadzenia hodowli agregatow komérkowych w warunkach statycznych (bez
przeptywu) prowadzono hodowle z wykorzystaniem wielodotkowych ptytek o U-ksztattnym
dnie. Wykorzystanie takich plytek miato na celu ulatwienie agregacji komorek poprzez ich
grawitacyjne opadanie na dno dotka. W tym etapie badan prowadzono hodowle dwoch modeli
badawczych: monokultury zlozonej z komodrek INS-1E oraz kokultury ztozonej
z komorek INS-1E oraz a-TC1-6 zmieszanych w odpowiednim stosunku gestosci (1:2, 1:3,
1:4). Dodatkowo, w celu okreslenia jak najlepszych warunkéw agregacji oraz hodowli komoérek
badania prowadzono w dwoch wariantach:

e Po 24 h modyfikacji powierzchni ptytki U-ksztaltnej roztworem Pluronic.

e Bez modyfikacji powierzchni ptytki U-ksztattne;.

W celu przygotowania zawiesiny komorkowej do badan prowadzonych z wykorzystaniem
ptytek wielodotkowych przeprowadzono etap pasazu komorek. Po etapie wirowania znad osadu
zlano supernatant, a do otrzymanego peletu dodano 1 ml medium hodowlanego. Gestos¢
zawiesiny komorkowej okreslano przy pomocy ptytki do liczenia komorek Fast-Read® 102.
Nastepnie, przy uzyciu medium hodowlanego zawiesing komodrkowa rozcienczano
w celu uzyskania pozadanej gestosci komorek, ktéra wynosita odpowiednio:

8,8 x 10° komorek/ml, 1 x 10° komoérek/ml, 2 x 10* komdrek/ml.

Monokultura — komorki f (INS-1E)

W przypadku prowadzenia eksperymentow z wykorzystaniem U-ksztattnych ptytek
96-dotkowych przygotowano zawiesing komorkowag wedlug wczesniej opisanej procedury
(2.2.1. Przygotowanie zawiesiny komorkowej do badan). Nastgpnie, do kazdego z dotkow
dodano 100 pl zawiesiny o odpowiedniej gestosci komorek (8,8 x 10° komorek/ml,
1 x 105 komorek/ml, 2 x 10* komorek/ml) i inkubowano przez noc w celu uzyskania agregacji

(37°C, 5% CO»). W przypadku testow prowadzonych na 96-dotkowych ptytkach U-ksztattnych
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modyfikowanych roztworem Pluronic, 24 h przed rozpoczgciem hodowli komorkowej
powierzchnie dotkow pokrywano 100 pl 1% roztworem Pluronic. Roztwér Pluronic o st¢zeniu
1% przygotowano poprzez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci Pluronic (w formie proszku)
w wodzie dejonizowanej. Po 24 h zebrano roztwor Pluronic z dotkow 1 przeplukano je
dwukrotnie roztworem buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (DPBS). Nastepnie, do
kazdego z dotkow dodano 100 upl zawiesiny komorkowej o odpowiedniej gestosci
(8,8 x 10° komorek/ml, 1 x 10° komorek/ml, 2 x 10* komorek/ml) i inkubowano przez kolejne
24 h w celu uzyskania agregacji komérek (37°C, 5% CO,). Swieze medium hodowlane

dostarczano kazdego dnia hodowli

Kokultura — komorki  (INS-1E) oraz o (a-TC1-6)

W celu odzwierciedlenia sktadu i lokalizacji komorek w pseudowyspie prowadzono
wspolng hodowle komorek a oraz B. W pierwszym etapie, tak jak w przypadku monokultury
ptytki o U-ksztaltnym dnie poddano 24 h modyfikacji 1% roztworem Pluronic. Nastepnie,
przygotowano (zgodnie z punktem 2.2.1. Przygotowanie zawiesiny komorkowej do badan)
zawiesiny komorek INS-1E oraz o-TC1-6 o gesto$ci 1 x 10° komorek/ml, ktore zmieszano
zawiesinge ze sobg w trzech réznych stosunkach gestosci: 1:2, 1:3, 1:4. Tak przygotowang
zawiesing komorek dodano (po 100 pl) do dotkow ptytki o U-ksztaltnym dnie i inkubowano
przez 24 h w celu uzyskania agregaciji komorek (37°C, 5% CO,). Swieze medium hodowlane
(mieszanina medium hodowlanego do komodrek INS-1E oraz o-TCl1-6 w stosunku

objetosciwym 1:1) dostarczano kazdego dnia prowadzonej hodowli.

2.4.8. Hodowla komorek w mikrosystemach przeplywowych

2.4.8.1. Mikrosystemy przeptywowe I[-I11

W celu zaprojektowania geometrii systemu do hodowli modelu pseudowyspy
prowadzono prace wstepne z wykorzystaniem monokultury komoérek INS-1E oraz trzech
réoznych mikrosystemow przeptywowych opisanych w punkcie 2.2.1 (Projekt geometrii
mikrosystemow przeptywowych). W pierwszym etapie przygotowano (zgodnie z punktem 2.2.1.
Przygotowanie zawiesiny komorkowej do badan) zawiesing komorkowa o gestosci
2 x 10° komorek/ml, ktora nastgpnie wprowadzono do przygotowanego (zgodnie z punktem
2.2.4. Przygotowanie mikrosystemu przeptywowego do badan) mikrosystemu przeptywowego

(5 min, predkos¢ przeptywu: 15 pl/min). W czasie catego procesu wprowadzania komorek
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obserwowano komory hodowlane przy uzyciu odwrdconego mikroskopu $§wietlnego. W celu
uzyskania agregacji komorek mikrouktad z wprowadzonymi komorkami inkubowano przez

24 hw 37°C, 5% COa.

2.4.8.2. Mikrosystem przeptywowy IV

W mikrosystemie IV prowadzono hodowle zar6wno monokultury komoérek INS-1E jak
1 kokultury komoérek INS-1E oraz a-TC1-6. W przypadku monokultury etap wprowadzania
zawiesiny komoérkowej wykonano tak jak opisano powyzej (w punkcie 2.2.7.1. Mikrosystemy
I-1I]). Procedure wprowadzania komorek wykonywano do momentu wypelnienia wszystkich
mikroputapek komoérkami. Po wypehieniu mikroputapek zatrzymywano przeptyw, a nastepnie
przeptukano mikrosystem medium hodowlanym (5 min, predkos$¢ przeptywu: 15 upl/min),
w celu wyptukania z systemu komorek nie znajdujacych si¢ w pulapkach. Mikrouktad
z wprowadzonymi komdrkami inkubowano przez 24 h w 37°C, 5% CO; (w celu uzyskania
agregacji).

W przypadku prowadzenia badan z wykorzystaniem kokultury, przygotowano (zgodnie
z punktem 2.2.1 Przygotowanie zawiesiny komorkowej do badan) zawiesing komorek INS-1E
oraz o-TCI1-6 o gestosci 2 x 10° komorek/ml zmieszanych w stosunku gestosci 1:2.

Wprowadzanie komoérek wykonano doktadnie tak jak opisano powyze;.

2.4.9. Metody oceny proliferacji, zywotnosci i aktywnos$ci metabolicznej komoérek

Oznaczanie zmian srednicy agregatow — analiza agregacji

Obserwacje morfologii otrzymanych agregatéw komorek wysp trzustkowych
prowadzono przez caly czas trwania hodowli z wykorzystaniem odwroconego mikroskopu
swietlnego (Olympus CKX53). W celu okreslenia prawidtowego procesu agregacji pomiary
srednicy agregatow, pola powierzchni oraz sferycznosci prowadzono przy pomocy programu
cellSens Dimension (Olympus) na podstawie zdj¢¢ uzyskanych w kolejnych 5 dniach trwania

hodowli.

Test proliferacji AlamarBlue
AlamarBlue to odczynnik stosowany do oznaczania proliferacji komorek. Zawiera
on nietoksyczny, nie wykazujacy fluorescencji wskaznik oksydacyjno-redukcyjny (REDOX) -

resazuryne, ktory w odpowiedzi na redukcje¢ metabolizmu komorkowego przeksztatcony
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zostaje do rezorufiny, ktora jest wskaznikiem silnie fluorescencyjnym. Intensywno$c

fluorescencji jest wprost proporcjonalna do aktywnos$ci metabolicznej komorek.

o Wielodotkowe plytki U-ksztaltne

W celu oceny proliferacji komoérek wykonano test z wykorzystaniem odczynnika
AlamarBlue. Roztwor AlamarBlue o st¢zeniu 10% obj. przygotowano w medium hodowlanym
do komorek INS-1E (w przypadku badan prowadzonych z wykorzystaniem monokultury
komorek B) lub mieszaninie medium hodowlanego do komoérek INS-1E oraz a-TCI1-6
w stosunku 1:1 obj. (w przypadku prowadzenia eksperymentow z wykorzystaniem kokultury
komorek). Nastepnie, delikatnie usuwano medium hodowlane z dotkow ptytki wielodotkowej
1 do kazdego z dotkow dodano po 100 pl roztworu AlamarBlue. Plytke z roztworem
inkubowano przez 50 min w inkubatorze (37°C, 5% COz). Intensywnos¢ fluorescencji
mierzono z wykorzystaniem czytnika plytek wielodotkowych przy dlugosci fali wzbudzenia
552 nm 1 dtugosci fali emisji 583 nm. Po wykonaniu pomiaru, z dotkow ptytki usuwano roztwor
AlamarBlue i dodano po 100 pl s$wiezego medium hodowlanego. Test prowadzono przez 5 dni

trwania hodowli, dokonujac pomiaréw co 24 h.

o  Mikrosystem IV

Roztwér AlamarBlue o stezeniu 10% obj. przygotowano tak jak w przypadku badan
z wykorzystaniem wielodotkowych ptytek U-ksztaltnych. Nastepnie, roztwor wprowadzono do
mikrosystemu przeplywowego (3 min, predkos¢ przeptywu: 10 pl/min) 1 inkubowano przez 50
min (37°C, 5% CO,). Ze wzgledu na utozenie komér w geometrii systemu zgodnie
z dotkami hodowlanymi na standardowej plytce wielodotkowej, pomiary prowadzono
bezposrednio w systemie z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych. Uchwyt dla
mikrosystemu stanowilo wieczko plytki 96-cio dotkowej. Po wykonaniu pomiaru do
mikrosystemu wprowadzono §wieze medium hodowlane (3 min, predkos¢ przeptywu: 10

pl/min) 1 inkubowano przez kolejne 24 h (37°C, 5% CO»).

Barwienie roZnicowe
W celu okreslenia liczby komoérek zywych 1 martwych w uzyskanych agregatach
komoérkowych wykonano barwienie rdéznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM 1 jodku

propidyny. Barwienie wykonano pierwszego dnia hodowli (po 24 h od wysiania komorek na
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dotek/wprowadzenia komoérek do mikrosystemu) oraz ostatniego dnia (po 96 h od wysiania
komorek na dotek/wprowadzenia komorek do mikrosystemu).

Acetoksymetylowy ester kalceiny to przenikajacy przez btone komoérkowa zwigzek
lipofilowy wykorzystywany do oznaczania komorek zywych. Zwigzek ten jest hydrolizowany
wewnatrz komorki, wskutek czego powstaje nieprzepuszczalna dla blon komorkowych
kalceina, ktora po wzbudzeniu emituje zielone $wiatlo fluorescencji. Intensywnosé
fluorescencji kalceiny mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 490 nm i dtugos¢ fali emisji 515
nm. Drugi z wykorzystanych barwnikéw - jodek propidyny to czerwony, nieprzenikajacy przez
nienaruszong bton¢ komdrkowa barwnik fluorescencyjny. Barwnik ten wykazuje zdolnos$¢ do
penetracji wytgcznie martwych lub uszkodzonych komorek, gdzie wigze si¢ z DNA i RNA
poprzez interkalacje miedzy zasadami. Intensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny mierzono
przy dtugosci fali wzbudzenia 535 nm i dlugo$¢ fali emisji 617 nm.

o  Plytki U-ksztaltne

Roztwér kalceiny-AM (CAM) o stezeniu koncowym 4 puM 1 jodku propidyny (PI) o stezeniu
koncowym 40 uM przygotowywano odpowiednio w pozywce hodowlanej INS-1E (dla
monokultury) lub mieszaninie pozywki hodowlanej INS-1E oraz o-TCI-6 w stosunku
objetosciowym 1:1 (dla kokultury). Nastepnie, z dotkow hodowlanych usuwano medium
hodowlane i dodawano po 100 pl roztworu mieszaniny kalceiny-AM 1 jodku propidyny. Ptytki
inkubowano w inkubatorze (37°C, 5% CO.) przez 20 min. Po tym czasie, w celu analizy
wybarwione agregaty komorkowe przenoszono z ptytki wielodotkowej na szkietko
nakrywkowe (o grubosci 170 £ 5 um). Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem
skaningowego laserowego mikroskopu konfokalnego Fluoview FV10i. Dzi¢ki skanowaniu
wybarwionych agregatow w 3 wymiarach (X,Y,Z) zwizualizowano przekroj poprzeczny
hodowli. Ocen¢ zZywotnosci komoérek dokonano wykonujac analize profilu intensywnosci

fluorescencji przy uzyciu oprogramowania cellSens Dimension (Olympus).

o Mikrosystemy przeptywowe I-1V

Roztwér CAM 1 PI przygotowano zgodnie z procedurg opisang powyzej (Phtki
U-ksztattne). Roztwor wprowadzono do mikrosystemow przeptywowych (3 min, predkosc
przeptywu: 10 pul/min) i inkubowano w 37°C z 5% COz przez 20 min. Obserwacje prowadzono
tak jak w przypadku badan prowadzonych z wykorzystaniem plytek U-ksztattnych
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Fluoview FV10i. W przypadku badan

prowadzonych z wykorzystaniem mikrosystemow przeptywowych I, II oraz III barwienie
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réznicowe wykonywano po 24 h od wprowadzenia komodrek do systemoéw. Natomiast
w przypadku mikrosystemu IV, barwienie ro6znicowe wykonywano po 24 h oraz 96 h od

wprowadzenia komorek do systemu.

Test przeplywu komorek i ich putapkowania w mikrosystemie przeplywowym IV

W celu przeprowadzenia wizualizacji przeptywu komorek 1 ich zatrzymywania
w pulapkach zaprojektowanych w geometrii mikrosystemu IV wykorzystano barwnik
CellTracker™ Green CMFDA (dioctan 5-chlorometylofluoresceiny). CellTracker™ Green
CMFDA jest fluorescencyjnym barwnikiem wykorzystywanym w celu monitorowania
przemieszczania si¢ i lokalizacji komoérek. Wykazuje on zdolnos¢ do swobodnego przenikania
przez blony komorkowe zywych komorek. Barwnik ten jest stabilny, nietoksyczny
1 fluorescencyjny w fizjologicznym pH.

Przed przystagpieniem do testow przygotowano roztwor wyjsciowy CellTracker™
Green CMFDA Dye o stezeniu 10 mM, rozpuszczajagc zawarto$¢ fiolki (50 pg)
w dimetylosulfotlenku (DMSO). Z tak otrzymanego roztworu wyjsciowego przygotowano (w
medium hodowlanym bez czerwieni fenolowej oraz bez FBS) roztwoér o stezeniu 10 uM.
W celu wybarwienia komorek, z naczynia hodowlanego usunigto pozywke hodowlang i dodano
2 ml roztworu CellTracker™ Green CMFDA Dye o stezeniu 10 uM 1 inkubowano przez 30
min w 37°C, 5% CO,. Po tym czasie, przygotowano zawiesing komorkowa o gestosci 2 x 10°
komorek/ml wedlug wczesniej opisanej procedury (2.2.1. Przygotowanie zawiesiny
komorkowej do badan). W celu okreslenia rozkladu przeptywu i putapkowania komorek
zawiesing komorkowa wprowadzono do mikrouktadu przeptywowego przy 5 réznych
predkosciach przeptywu (10 pl/min, 15 pl/min, 20 pl/min, 25 pl/min, 30 pl/min). Przez caty
czas wprowadzania zawiesiny komoérkowej prowadzono obserwacje z wykorzystaniem
odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego zintegrowanego z kamerg CCD (Olympus IX-

71). Zielong fluorescencje wzbudzano §wiattem o dlugosci fali 492 nm.
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2.4.10. Procedury oznaczania aktywnosci agregatow komorkowych

Pomiar zmian wewngtrzkomorkowego steZenia jonow wapnia

Zmiany wewnatrzkomérkowej zawartosci jondw wapnia (Ca?") oznaczono za pomoca
barwnika Fluo-4 AM, ktory jest wskaznikiem wykazujacym wzrost intensywnosci
fluorescencji po zwigzaniu jonow Ca?".

W pierwszym etapie prac przygotowano roztwor wyjsciowy o stezeniu 5 mM rozpuszczajac
zawartos¢ fiolki (50 pg) zawierajacej barwnik Fluo-4 AM w dimetylosulfotlenku (DMSO).
Nastepnie, tak otrzymany roztwdr wyjsciowy rozcienczono w medium hodowlanym do
hodowli komorek INS-1E do stezenia koncowego 5 upuM. Dynamiczne zmiany
cytoplazmatycznego stezenia jondw Ca?" okreSlono zaréwno w warunkach przeptywowych
(w mikrosystemie przeptywowym) jak 1 w warunkach statycznych (w mikrosystemie
przeptywowym po zatrzymaniu przeptywu oraz na ptytkach U-ksztalttnych). Doswiadczenie
przeprowadzono po 24 godzinach od wysiania komorek na ptytkg/wprowadzenia komorek do
systemu w dwdch wariantach:

e po inkubacji uzyskanych agregatow komorek INS-1E z roztworem glukozy

o stezeniu 30 mM (przygotowanym w buforze Krebsa-Ringera),

e po inkubacji komorek z buforem Krebsa-Ringera.

Analize pojedynczego agregatu prowadzono przez 60 min od momentu podania
czynnika stymulujacego (glukoza) lub warunkéw kontrolnych (bufor Krebsa-Ringera)
z zastosowaniem odwrdconego mikroskopu fluorescencyjnego sprz¢zonego z kamerg CCD
(Olympus [X-71) oraz z wykorzystaniem programu CellSens Dimension (Olympus).
Zbieranie danych do analizy opieralo si¢ na wykonywaniu zdje¢ przez 60 min w nastepujacej
sekwencji:

e przez pierwsze 5 min od podania czynnika stymulujacego w odstgpach
czasowych wynoszacych 0,5 min,
e przez kolejnych 20 min w odstepach czasowych wynoszacych 1 min

e przez kolejnych 35 min w odstepach czasowych wynoszacych 10 min.
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o Plytki U-ksztaltne

Badania rozpoczeto od usunigcia medium hodowlanego z analizowanych dotkéw
zawierajacych agregaty komorek INS-1E. Nastepnie, do dotkéw dodano po 100 pl roztworu
Fluo-4 AM 1 inkubowano przez 45 min w 37°C, 5% COx. Po tym czasie, ptytke umieszczono
pod mikroskopem fluorescencyjnym, zebrano roztwér Fluo-4 AM 1 przemyto dotki buforem
Krebsa-Ringera. Na tym etapie wykonano pierwsze zdjecie (czas 0, brak stymulacji roztworem
zawierajacym glukoze). Nastepnie, z dotkéw usuwano bufor Krebsa-Ringera 1 dodano roztwoér
glukozy o stezeniu 30 mM (proba badana) lub swiezg porcje buforu Krebsa-Ringera (kontrola).

Przez kolejne 60 min wykonywano zdjecia tak jak opisano powyzej w tym podrozdziale.
o Mikrosystem przeptywowy IV

Badania rozpoczgto od wprowadzenia przygotowanego roztworu Fluo-4 AM
do mikrosystemu zawierajacego agregaty komoérek INS-1E (3 min, predkos¢ przeptywu:
10 pul/min). Nastgpnie, mikrouktady inkubowano przez 45 min w 37°C, 5% COx. Po tym czasie,
mikrosystemy umieszczono pod mikroskopem fluorescencyjnym i przeplukano buforem
Krebsa-Ringera (3 min, predkos¢ przeptywu: 10 pl/min). Po przeptukaniu wykonano pierwsze
zdjecie (czas 0, brak stymulacji roztworami zawierajagcymi glukoze). Nastepnie,
do mikrosysteméw wprowadzano roztwor glukozy o stezeniu 30 mM lub §wiezg porcje buforu
Krebsa-Ringera. Na tym etapie obserwacj¢ prowadzono w dwoch wariantach:

e Warunki statyczne - po wprowadzeniu roztworu glukozy zatrzymano przeptyw 1 przez
kolejne 60 min prowadzono analiz¢ w warunkach statycznych (60 min, predkosé
przeptywu: 10 pl/min).

e Warunki dynamiczne — przez 60 min prowadzono analiz¢ w warunkach ciagglego

przeptywu roztworu glukozy (60 min, predkos¢ przeptywu: 10 ul/min).

Barwienie immunofluorescencyjne

W celu potwierdzenia sktadu oraz lokalizacji komoérek a 1 § budujacych pseudowyspe
wykonano dwuetapowg procedur¢ barwienia immunofluorescencyjnego z wykorzystaniem
przeciwcial. Barwienie prowadzono po 24 h od wysiania/wprowadzenia komorek zarowno dla
pseudowysp uzyskanych z wykorzystaniem plytek U-ksztaltnych jak 1 mikrosystemu
przeptywowego IV.
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o Plytki U-ksztaltne

Po 24 h od wysiania komoérek na U-ksztaltng ptytke 96-dotkowa, usuwano medium
hodowlane 1 przemywano pseudowyspy DPBS. Nastepnie, w celu utrwalenia komorek do
kazdego z dotkow dodano po 100 pl paraformaldehydu o stezeniu 4% (przygotowanego
w DPBS) i inkubowano w temperaturze pokojowej (RT) przez 10 min. Po tym czasie, z dotkow
hodowlanych usuwano roztwoér paraformaldehydu. W celu permabilizacji bton komorkowych
dodano po 100 pl 0,5% roztworu Triton X-100 (przygotowanego w DPBS) i inkubowano przez
10 min w RT. Nastegpnie, z dotkdw usuwano roztwor Triton X-100, przemyto komorki DPBS,
dodano po 100 pl roztworu 2% albuminy surowicy bydlecej (BSA w 0,1% Triton X-100)
1 inkubowano 50 min w RT. Roztwor BSA dodano w celu blokowania niespecyficznego
wigzania przeciwciat. Po 50 min inkubacji, zebrano roztwor z dotkéw i dodano po 100 pl
mieszaniny roztworé6w monoklonalnych przeciwciat I-rzedowych (1:200 w 2% BSA)
skierowanych przeciwko insulinie oraz przeciwko glukagonowi (mysie monoklonalne
przeciwcialo skierowane przeciwko insulinie i krolicze monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko glukagonowi) 1 inkubowano 24 h w lodowce (4°C). W kolejnym etapie,
pseudowyspy przemyto roztworem DPBS 1 dodano po 100 pl roztworu przeciwciat
drugorzedowych (1:100 w 2% BSA): II-rzedowego przeciwciata anty-glukagon (anty-mysie
IgG sprzezone z Alexa Fluor 594) 1 lI-rzgdowego przeciwciala anty-insulina (anty-krélicze 1gG
sprzezone z Alexa Fluor 488). Pseudowyspy z przeciwciatami inkubowano 45 min w RT.
W koncowym etapie DNA komorek wybarwiono barwnikiem Hoechst 33258 (1 pg/ml
w medium hodowlanym do komoérek INS-1E oraz o-TCI-6 zmieszanym w stosunku
objetosciowym 1:1), dodajagc do dotkéw hodowlanych po 100 ul roztworu tego barwnika.
Po 15 min inkubacji, komodrki w dotkach hodowlanych przemywano roztworem DPBS. W celu
prowadzenia obserwacji z wykorzystaniem skaningowego laserowego mikroskopu
konfokalnego (Fluoview FV10i, Olympus) przeniesiono agregaty komorkowe na szkietko

nakrywkowe.

o Mikrosystem przeptywowy IV

Procedur¢ barwienia immunofluorescencyjnego w mikrosystemie przeptywowym
prowadzono w taki sam sposéb jak w przypadku barwienia wyzej opisanych pseudowysp
uzyskanych z wykorzystaniem 96-cio dotkowych ptytek U-ksztattnych. R6znice stanowito to,
ze wszystkie roztwory wprowadzone zostaly do mikrosystemu przeptywowego

z wykorzystaniem pompy perystaltycznej przy predkosci przeptywu 10 ul/min przez 3 min.
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Dzigki zastosowaniu w konstrukcji mikrosystemu szkietka nakrywkowego obserwacje
wybarwionych pseudowysp przy uzyciu skaningowego laserowego mikroskopu konfokalnego

(Fluoview FV101, Olympus) prowadzono bezposrednio w mikrosystemie przeptywowym.

Analiza sekrecji insuliny i glukagonu — mikrosystem przeplywowy IV

W celu potwierdzenia funkcjonalnos$ci pseudowysp wykonano testy sekrecji insuliny
1 glukagonu po stymulacji komoérek roztworami glukozy o st¢zeniu 2,75 mM (LG, low glucose)
oraz 16,5 mM (HG, high glucose), przygotowanych w buforze Krebsa-Ringera.
Test prowadzono 24h po wprowadzeniu komorek do mikrosystemu przeptywowego. Badanie
rozpoczgto od usunigcia medium hodowlanego z mikrosystemow. W tym celu do
mikrosystemu wprowadzono we¢zykiem wlotowym roztwor DPBS (3 min, predkos$¢ przeptywu:
10 pl/min). Nastepnie, do mikrosystemu wprowadzono bufor Krebsa-Ringera (3 min, predkos¢
przeptywu: 10 pl/min) 1 inkubowano przez 1 h. Po tym czasie, do jednej z komor mikrosystemu
wprowadzono (3 min, predkos¢ przeptywu: 10 pul/min) roztwér glukozy o stezeniu 2,75 mM
(LG), a do drugiej roztwor glukozy o stezeniu 16,5 mM (HG) i ponownie inkubowano przez
l1h w 37°C, 5% CO,. Po tym czasie, z komér mikrosystemu wyptukano roztwory, zbierajac
probki do probowek typu eppendorf. Otrzymane probki przechowywano w temperaturze
— 20 °C do czasu wykonania testu ELISA. Wydzielanie insuliny i1 glukagonu z otrzymanych
agregatow komorkowych potwierdzono po wykonaniu analizy sekrecji za pomocg zestawu
Rat/Mouse Insulin ELISA Kit (Millipore) oraz Glucagon Chemiluminescent ELISA Kit
(Millipore) wedtug instrukcji podanych przez producenta. Absorbancje (450 nm 1 590 nm) —
w przypadku testu insuliny 1 luminescencj¢ (~425 nm) w przypadku testu glukagonu zmierzono

w czytniku ptytek wielodotkowych (Tecan Infinite 200 Pro).

Analiza wplywu PAHSA na opracowany model pseudowyspy w warunkach przeplywowych

Badano wptyw wybranych zwigzkéw z rodziny nowoodkrytych lipidow (PAHSA)
na zmiany w morfologii, proliferacj¢ oraz sekrecj¢ insuliny i glukagonu z pseudowysp
hodowanych w mikrosystemie przeplywowym IV. Zwigzki PAHSA sktadaja si¢ z kwasu
palmitynowego (PA) zestryfikowanego do grupy hydroksylowej kwasu hydroksystearynowego
(HSA). Regioizomer (np. 5-PAHSA, 9-PAHSA) jest determinowany przez potozenie

rozgaltezionego wegla. Zwigzki te sg endogennymi lipidami o potencjalnych wlasciwosciach
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zwiekszajacych tolerancje glukozy, sekrecje insuliny i GLP-1 (glukagonopodobny peptyd 1)
oraz redukujacych odpowiedz zapalna.

Badania przeprowadzono w warunkach przeptywowych z wykorzystaniem mikrosystemu
przeptywowego IV. Wyjsciowe roztwory 5-PAHSA 1 9-PAHSA o stgzeniu 10 mg/ml
rozcienczono w medium hodowlanym stanowigcym mieszaning pozywki hodowlanej INS-1E
oraz a-TC1-6 (zmieszane w stosunku objetosciowym 1:1). W ten sposob przygotowano
roztwory robocze o stezeniach: 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM. Po 24 h
od wprowadzenia komoérek do mikrosystemu przeptywowego IV (czas potrzebny do uzyskania
procesu agregacji) przygotowane roztwory wprowadzano wezykiem wlotowym przez 3 min,
przy predkosci przeptywu 10 pl/min. Agregaty komorek a-TC1-6 1 INS-1E (w stosunku
gestosci 1:2) inkubowano z roztworami 5-PAHSA lub 9-PAHSA przez 24 h (37°C, 5% CO2).

Po tym czasie, wykonywano testy:

e QOcena stopnia sferycznosci 1 srednicy pseudowysp - test wykonywano kazdego dnia
hodowli pseudowysp po 24 h, 48 h 1 72 h po ich inkubacji z roztworem
o odpowiednim stezeniu 5-PAHSA lub 9-PAHSA. Test wykonano zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 2.4.9. Metody oceny proliferacji,
przezywalnosci i aktywnosci metabolicznej wysp, w sekcji ,, Oznaczanie zmian
Srednicy agregatow — analiza agregacji”.

e Test proliferacji — test wykonywano kazdego dnia hodowli po 24 h, 48 hi 72 h
inkubacji z roztworem o odpowiednim st¢zeniu 5-PAHSA lub 9-PAHSA.
Test wykonano zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 2.4.9. Metody oceny
proliferacji, przezywalnosci i aktywnosci metabolicznej wysp, w sekcji ,, Test
zywotno$ci AlamarBlue”.

e [mmunobarwienie — barwienie immunofluorescencyjne insuliny i glukagonu
przeprowadzono po 24 h od wprowadzenia kokultury do mikrosystemu
przeplywowego IV. Barwienie prowadzono zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 2.4.10 Procedury oznaczania aktywnosci agregatow komorkowych
w sekcji ,, Barwienie immunofluorescencyjne”.

e Sekrecja insuliny 1 glukagonu — analiz¢ sekrecji insuliny 1 glukagonu
przeprowadzono po 48 h inkubacji pseudowysp z roztworami 5-PAHSA lub

9-PAHSA w odpowiednich st¢zeniach. Test prowadzono zgodnie z procedurg

opisang w podrozdziale 2.4.10 Procedury oznaczania aktywnosci agregatow
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komorkowych w sekcji ,,Analiza sekrecji insuliny i glukagonu — mikrosystem

przeptywowy IV,

Analiza statystyczna

Wszystkie badania w ramach niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono w minimum
trzech niezaleznych probach (n = 3). Z otrzymanych wynikdw obliczono $rednig oraz
odchylenie standardowe (SD). W celu okreslenia istotnos$ci statystycznej uzyskanych danych
przeprowadzono test t-Studenta (w przypadku porownan jednokrotnych dwoch grup
eksperymentalnych) lub test ANOVA (przy porownaniach wielokrotnych). Przedziat ufnosci
ustalono na poziomie 95% (poziom istotnosci statystycznej o = 0.05). Wyniki oznaczone na
wykresach za pomoca gwiazdki oznaczajg roznice istotne statystycznie. Wszystkie wyniki
przedstawione na wykresach odniesiono do kontroli (pierwszy dzien wykonywania pomiarow)

lub kontroli negatywnej (komorki nietraktowane badanym zwigzkiem).

3. Wyniki

3.1. Opracowanie mikrosystemu przeplywowego do hodowli trojwymiarowych (3D)

struktur komérkowych

3.1.1. Dobér parametréw geometrii mikrosystemu przeplywowego (badania

z wykorzystaniem mikrosystemow przeptywowych I-1V)

Prace rozpoczgto od wykonania badan testowych agregacji komoérek w trzech réznych
mikrosystemach przeptywowych, ktorych geometrie zostaly przedstawione na rycinie 1I.1
w podrozdziale 2.4.1 Projekt geometrii mikrosystemow przeptywowych. Wszystkie testowane
mikrosystemy przeptywowe wykonano z dwoch warstw poli(dimetylosiloksanu) (PDMS).

Geometria pierwszego (I) mikrosystemu opierata si¢ na okragtej komorze hodowlane;j
o wymiarach: 1 mm (dtugos$¢) x 1 mm (szeroko$¢) x 200 pm (wysokos¢). Powierzchnia komory
hodowlanej wynosita 0,78 mm?. Mikrosystem przeplywowy o takiej geometrii zostal wczesniej
wykorzystany do hodowli kardiomioblastow szczurzych (komorek H9C2) [104]. Na tym etapie

badan, wykorzystanie tego mikrosystemu do badan miato na celu sprawdzenie czy proces
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agregacji komorek B wysp trzustkowych bedzie mozliwy na powierzchni na powierzchni
polimeru - PDMS w przestrzeni nieograniczonej dodatkowymi mikrostrukturami.

Kolejnym wykorzystanym systemem byl mikrosystem przepltywowy Il zawierajacy
w swojej geometrii okragla komor¢ hodowlang o wymiarach 1 mm x 1 mm wyposazong w rzad
21 sinusoidalnie utozonych podtuznych mikropilar o wymiarach 60 pum (dlugos¢) x 45 um
(szerokos¢) x 100 um (wysoko$¢). Ten mikrosystem zostat wykorzystany w celu sprawdzenia
czy poprzez ograniczenie powierzchni komory hodowlanej dodatkowymi mikrostrukturami
proces agregacji bedzie utatwiony. Mikropillary miaty na celu zatrzymanie przeptywu
zawiesiny 1 unieruchomienie komorek.

Trzecim wykorzystanym mikrosystemem (III) przeptywowym byt system do hodowli
sferoidow komorkowych. Posiada on w swojej geometrii sie¢ mikrokanatow (szerokos¢
100 um 1 glebokos$¢ 100 pm) oraz mikrokomor ($rednica 2700 pum i gtebokos¢ 100 um). Rzedy
mikrokomor majg wspolny wlot 1 trzy oddzielne wyloty, a kazda mikrokomora zawiera siedem
mikrodotkéw w ksztatcie litery U o wymiarach 500 x 500 um, przeznaczonych do tworzenia
1 hodowli sferoidow. Zasada tworzenia tréjwymiarowych struktur opierata si¢ na
grawitacyjnym opadaniu komorek na dno mikrodotka wykonanego z PDMS 1 ich
samoagregacji. Zastosowanie mikrodotkow miato na celu wspieranie agregacji komorek a takze
odseparowanie uzyskanych struktur od zbyt wysokich naprezen S$cinajacych panujacych
w komorze hodowlanej. Geometria zostala szerzej scharakteryzowana w pracy Dr inz.
Agnieszki Zuchowskiej [117] i z powodzeniem wykorzystana do hodowli sferoidow ztozonych
z komorek nowotworowych ptuc (A549) oraz prawidlowych fibroblastow ptuc (MRC-5).

We wszystkich trzech powyzej opisanych mikrosystemach przeplywowych prowadzono
hodowle komoérek B wysp trzustkowych (INS-1E). Po 24 h od wprowadzenia komoérek do
mikrosystemow przeptywowych przeprowadzono analiz¢ stopnia agregacji oraz zywotnosci

komorek. Wyniki przedstawiono na rycinie 11.2
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Rycina 1I. 2 . Hodowla komorek INS-1E w mikrosystemach przeplywowych. A) Agregacja oraz zywotno$¢
komorek w mikrosystemie I wyposazonym w mikrokomore o okragltym ksztalcie. B) Agregacja oraz zywotnos¢
komorek w mikrosystemie Il z mikrokomora wyposazong w sinusoidalnie utozone mikropilary. C) Agregacja oraz
zywotno$¢ komorek w mikrosystemie 11 zawierajacym w geometrii U-ksztaltne dotki.

Dobér odpowiednich warunkow panujacych w mikrouktadzie przeptywowym jest
niezwykle istotny dla opracowania modelu komodrkowego, szczegdlnie modelu
odwzorowujacego trojwymiarowg strukture agregatu. Komorki wysp trzustkowych moga
wykazywac¢ zdolno$¢ do samoagregacji 1 przy zachowaniu odpowiednich warunkow tworzy¢
sferyczne agregaty komorkowe charakteryzujace si¢ wysoka zywotnoscig 1 brakiem
nekrotycznego rdzenia. W przypadku pracy z komoérkami tworzacymi trojwymiarowe (3D)
struktury nalezy dobra¢ powierzchnie do wzrostu, ktéra wykazywac bedzie cechy wspierajace
agregacje komorek. Jedng z takich cech jest hydrofobowo$¢ materiatu, ktéra powoduje
ograniczenie wzrostu komorek na powierzchni, a tym samym wspiera ich wzajemng agregacje.
W pierwszej czesci badan zdecydowano si¢ sprawdzi¢ czy zastosowanie hydrofobowego
materialu w konstrukcji mikrosystemu przeptywowego pozwoli na uzyskanie sferycznych
agregatow komorek [ wysp trzustkowych. Na tym etapie do wykonania mikrosystemu
I wybrano polimer - PDMS, ktory jest biokompatybilnym materialem o wiasciwosciach
hydrofobowych. Po 24 h od wprowadzenia komoérek do mikrosystemu przeptywowego
I zauwazono, ze komorki utworzyly nieregularne skupiska o zréznicowanych ksztaltach

1 rozmiarach (ryc. 1.2.A). Te obserwacje potwierdzity, ze hydrofobowa powierzchnia PDMS
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sprzyja grupowaniu si¢ komorek INS-1E. Jednak, po przeprowadzeniu barwienia roznicowego
potwierdzono obecnos¢ komorek martwych w uzyskanych skupiskach. Moze to wskazywac na
wystepowanie zbyt duzych naprezen $cinajgcych zwigzanych z bezposrednim przeplywem
wprowadzanych czynnikow przez komore zawierajagcag hodowane skupiska komorek.

Poza doborem odpowiedniego materiatu, na proces agregacji komorek oraz
zminimalizowanie napr¢zen $cinajacych ma rowniez wptyw ksztatt komory hodowlanej 1 dobor
odpowiednich mikrostruktur. Do najczesciej stosowanych rozwigzan nalezy wykorzystanie
mikrokanatéw o réznych wysokosciach, rzedéw mikropilar czy mikrodotkow [46].
W kolejnym etapie badan wykorzystano mikrosystem II wyposazony w okragla komore
hodowlang z rzgdem sinusoidalnie utozonych mikropilar (ryc. 11.2.B). Po przeprowadzeniu
testu agregacji komorek w mikrosystemie Il zauwazono, ze czg$¢ wprowadzonych komorek
zostata zatrzymana przez rzad mikropilar. Te zatrzymane komorki grupowaly si¢ 1 po 24 h
utworzyly agregaty o nieregularnych ksztattach i rozmiarach. Po wykonaniu barwienia
roznicowego zauwazono, ze wigkszos¢ komorek budujacych agregat to komorki zywe (ryc.
I1.2.B). Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze zastosowanie dodatkowych struktur
(mikropilar) w geometrii komory hodowlanej korzystnie wpltywa na zwigkszenie Zywotnosci
komorek. Trzecim mikrosystemem wykorzystanym do testow wstepnych byl mikrosystem
przeptywowy III zawierajacy w swojej geometrii komor¢ hodowlang wyposazong
w mikrodotki. Takie rozwigzanie jest czesto wykorzystywane w badaniach dotyczacych wysp
trzustkowych [109], [111]. Jak pokazano na rysunku I1.2.C. komorki INS-1E wprowadzane do
mikrosystemu III po 24 h hodowli tworzyly sferyczne agregaty o zblizonych ksztaltach
1 rozmiarach. Po przeprowadzeniu barwienia rdznicowego zauwazono, ze w uzyskanych
strukturach przewazaty komoérki martwe zlokalizowane gltéwnie w rdzeniu agregatu, co moze
wskazywa¢ na utrudniong dyfuzje skladnikéw odzywczych do wnetrza agregatu.
Z punktu widzenia opracowania modelu wyspy trzustkowej wystepowanie rdzenia

nekrotycznego nie jest pozadane.

3.1.2. Geometria mikrosystemu przeplywowego IV

Na podstawie badan wstepnych opisanych w powyzszym rozdziale zaprojektowano
mikrosystem przeptywowy IV do tworzenia 1 hodowli sferycznych agregatow sktadajacych sie

z komorek wysp trzustkowych. Jako materiat kontrukcyjny wybrano PDMS.
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Geometria opracowanego mikrosystemu przeptywowego sklada si¢ z dwoch
identycznych mikrostruktur — komér hodowlanych wyposazonych w mikropilary. Takie
rozwigzanie pozwolilo na jednoczesne prowadzenie eksperymentow dla proby badanej i dla
proby kontrolnej w tych samych warunkach srodowiskowych. Kazda z mikrostruktur sktada si¢
z jednej eliptycznej komory hodowlanej o wymiarach: dlugo$¢ 9000 um, szerokos¢ 6000 pm,
wysoko$¢ 200 um, ktora wyposazona jest w jeden mikrokanal wlotowy oraz jeden mikrokanat
wylotowy (kazdy o wymiarach: dlugo$¢ 8000 um, szerokos¢ 200 um, wysokos¢ 200 pum).
Eliptyczna komora hodowlana wyposazona jest w 15 okraglych mikroputapek ($rednica
280 um, wysokos¢ 200 um), kazda z mikroputapek zbudowana jest z 7 okraglych mikropilar
(145 dtugos¢ um, szerokos¢ 145, wysokos¢ 200 um). Mikropilary utozono w pétokregu w 20
um odstepach, z przestrzenig wlotowg otwartg na 160 um w kierunku wprowadzania komorek,
takie rozwigzanie umozliwia umieszczenie komorek w putapkach i jednoczesne zapobieganie
wypadaniu utworzonych agregatow. Zaprojektowanie mikroputapek ztozonych z mikropilar
w geometrii mikrosystemu pozwalalo na ograniczenie powierzchni wzrostu komorek
1 jednoczesne wspieranie ich agregacji. Mikrokomory hodowlane utozono zgodnie z dotkami
hodowlanymi na standardowej ptytce wielodotkowej Sarstedt 5022411, co pozwala na
prowadzenie pomiaréw z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych. Geometri¢

mikrosystemu przeptywowego przedstawiono na rysunku II.3.
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Rycina II. 3 Mikrosystem przeptywowy do hodowli trojwymiarowego modelu wyspy trzustkowej. A) Schemat
mikrostruktury opracowanego mikrosystemu przeptywowego. B) Schemat mikrokomory hodowlanej oraz
mikroputapki. C) Zdjecie opracowanego, mikrosystemu przeptywowego sktadajacego si¢ z dwoch warstw PDMS.

3.1.3. OkreSlenie zgodnosci odwzorowania mikrostruktur

W celu poréwnania zatozonych (teoretycznych) wymiarow  mikrosystemu
z rzeczywistymi (eksperymentalnymi) wymiarami uzyskanymi po wytworzeniu mikrosystemu
przeptywowego IV wykonano analiz¢ przy uzyciu skaningowego mikroskopu laserowego 3D
(LEXT). Ze wzgledu na mozliwe wystepowanie niedoktadnosci na pieczatce PMMA, ktore
zostalyby przeniesione na drodze replikacji na docelowe mikrosystemy dokonano pomiarow
zarbwno pieczatki wykonanej z PMMA jak 1 warstwy PDMS z odwzorowanymi
mikrostrukturami. Uzyskane warto$ci porownane z wymiarami teoretycznymi przedstawiono

w tabel: 11.1.
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Tabela II.1 Okreslenie zgodnosci odwzorowania mikrostruktur. Wymiary mikrosystemu przeptywowego.
Eksperymentalne wymiary mikrouktadu okreslono z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu laserowego 3D.
Uzyskane warto$ci porownano z wymiarami teoretycznymi.

Wymiary Wymiary eksperymentalne [pum]
teoretyczne
[am] Pieczatka PMMA Warstwa PDMS
Szeroko$¢ mikrokanatu 200 207,51+2,83 227,25+4,90
Wysokos$¢ mikrokanatu 200 185,32+1,82 177,63+£3,95
Srednica mikrokomory 6000 6005,64+10,56 5972,05+15,83
Wysoko$¢ mikrokomory 200 199,66+0,76 198,01+0,86
Srednica mikropilary 145 146,56+0,95 144,58+3,85
Wysokos¢ mikropilary 200 200,24+0,96 199,09+1,24
Srednica mikroputapki 280 286,83+2,44 284,76+5,15
Szerokos¢ wlotu do 160 161,24+1,07 160,620,00
mikroputapki
Przerwy pomigdzy
mikropilarami w 20 19,56+0,16 22,15+1,08
mikroputapce

Po przeanalizowaniu wynikow zauwazono, ze r6znice miedzy wymiarami
teoretycznymi 1 eksperymentalnymi sg niewielkie, a wigkszo$¢ z nich nie przekracza kilku
procent wartosci teoretycznej. Dla wigkszosci analizowanych parametrow wymiary warstwy
PDMS ré6znig si¢ w wigkszym % od wartosci teoretycznej niz wymiary pieczatki z PMMA.
Fakt ten moze sugerowac, ze proces przygotowania odlewu ma wpltyw na odwzorowanie
mikrokomory. Niewielkie r6znice pomigdzy wymiarami eksperymentalnymi 1 teoretycznymi
moga wynika¢ z charakteru procesu technologicznego przygotowania pieczatki i odlewu.
Dodatkowo, przyczyna rozbieznosci pomigdzy tymi parametrami moze by¢ zanieczyszczenie
powierzchni pieczatki pytem, a takze czynnik ludzki 1 btedy podczas pomiaru. Na tej podstawie
mozna stwierdzi¢, ze wykorzystanie zarowno metody mikrofrezowania jak i metody odlewu
pozwala na uzyskanie zaprojektowanych struktur z doktadnoscia 97%. Zdjecia pieczatki

PMMA 1 warstwy PDMS wykonane podczas pomiaréw przedstawiono na rycinie IL.IV

79



Rycina II. 4 Analiza wymiarow pieczatki PMMA oraz warstwy PDMS.Zdjecia 2D (A,B,C) i 3D (D, E) pieczatki
PMMA i warstwy PDMS uzyskane przy uzyciu skaningowego mikroskopu laserowego 3D (LEXT). A) Zdjecie
mikrokomory odwzorowanej na pieczatce z PMMA B) Zdjecie mikroputapki na warstwie PDMS. C) Zdjecie
mikroputapki na pieczatce z PMMA. D) Obraz mikroputapki na pieczatce z PMMA. B) Obraz mikroputapki na
warstwie PDMS. Skala: 200 pm

3.1.4.Dobor parametrow hodowli komorek w mikrosystemie IV

Predkos¢ przeptywu zawiesiny komorkowej oraz pozywki hodowlanej ma istotny
wpltyw na generowanie naprgzen $cinajacych, co z kolei moze mie¢ pozytywny lub negatywny
wplyw na agregacje komorek oraz ich pdzniejsza hodowle. W celu okreslenia odpowiednich
warunkow prowadzenia hodowli w mikrosystemie przeptywowym IV wykonano symulacje
przeptywu komoérek 1 naprezen S$cinajagcych przy wuzyciu modutu symulacyjnego
Microelectromechanical Systems (MEMS) oprogramowania COM-SOL Multiphysics.
Na podstawie symulacji dobrano odpowiednie warunki przeplywu pozywki oraz predkos¢
wprowadzania komorek do mikrosystemu.

Wyniki symulacji przedstawiono na rycinie I.5 Symulacje przeprowadzono dla
zawiesiny komorkowej o gestosci 2 x 10° komorek/ml przy predkosSciach przeptywu
wynoszacych: 10 pl/min, 15 pl/min, 20 pl/min, 30 pl/min. Dla kazdej analizowanej predkosci
przeptywu zawiesiny komoérkowej, komorki dostarczane byty do catej komory hodowlane;j
1 lokalizowaty si¢ w kazdej z mikroputapek (rycina II.5 A). Napregzenia $cinajace, powstajace
w komorze, zalezaty bezposrednio od regionu komory, obecno$ci mikroputapek oraz predkosci
przeptywu. Najwieksze wartosci tego parametru wystepowaly w obszarach na wlocie 1 wylocie
komory 1 byly 20-krotnie wigcksze niz warto$ci wystepujace w centralnej czgsci komory.
Wigksze naprezenia $cinajgce wystepowaly w komorze w obszarze pomi¢dzy mikroputapkami,

niz wewnatrz mikroputapki. Najbardziej rOwnomierne 1 zarazem najnizsze wartosci tego
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parametru zaobserwowano w centralnej czesci komory hodowlanej (patrz WSS 3 rycina
II.5 B 1 C). Zauwazono, ze wartos$ci naprezen $cinajacych sa proporcjonalne do predkosci
przeptywu, najwyzsze wartosci tego parametru w komorze pomigdzy mikroputapkami
zaobserwowano przy najwigkszej predkosci przeptywu - 30 pl/min. Dla tej predkosci uzyskano
trzykrotnie wyzsze warto$ci niz dla predkosci przeptywu 10 pl/min. Jednak dla kazdej
z analizowanych predkosci przeptywu wartosci naprezen $cinajacych wewnatrz mikroputapek
bylo bliskie 0. Dzigki zastosowaniu mikropulapek ztozonych z mikropilar w geometrii
mikrosystemu przeptywowego zminimalizowano napre¢zenia $cinajace wystepujace podczas
przeptywu roztwordéw przez komorg hodowlang. Na podstawie analizy przeprowadzonych
symulacji wybrano nast¢pujgce wartosci przeptywow: do wprowadzania komorek wybrano
predkos¢ przeptywu rowng 15 pl/min, natomiast do dostarczania pozostatych roztworéw do

hodowli - 10 pl/min.
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Rycina II. 5 Symulacje przepltywu komorek i naprezen Scinajacych wykonane przy uzyciu modutu symulacyjnego
Microelectromechanical Systems (MEMS) oprogramowania COM-SOL Multiphysics A) Modelowanie
przeptywu zawiesiny komorkowej w mikrokomorach dla komorek o gestosci 2x10° komorek/ml i réznych
predkosciach przeptywu (10, 15,20 i 30 pl/min). B) Regiony mikrokomory, w ktérych przeprowadzono symulacje
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naprezen $cinajacych. C) Wykres liniowy rozktadu naprezen $cinajacych.
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W celu potwierdzenia parametrow otrzymanych w wyniku przeprowadzenia symulacji
wykonano analiz¢ przeplywu i pulapkowania komorek INS-1E wybarwionych znacznikiem
fluorescencyjnym CellTracker™ Green CMFD. Test prowadzono dla dwoch gestosci
zawiesiny komorkowej wynoszacej 2 x 103 komorek/ml oraz 2 x 10° komoérek/ml dla 5 réznych
predkosci wprowadzania zawiesiny (10 pL/min, 15 pL/min, 20 pL/min, 25 pl./min, 30 pL/min).

Wyniki przedstawiono na rycinie 11.6.

2 x 10°komérek/ml 2 x 10°komérek/ml
oczatek komory | srodek komor koniec komor

20 pl/min 15 pl/min 10 pl/min

25 pl/min

30 pl/min

Rycina II. 6 Analiza rozktadu przeptywu zawiesiny komérkowej w mikrokomorze oraz putapkowania komoérek
w mikroputapkach. Przedstawione wyniki uzyskano dla dwoch gestosci wprowadzanej zawiesiny: 2 x 10°
komorek/ml oraz 2 x 10° komoérek/ml. Przedstawiono zdjecia z trzech r6znych obszaréw komory mikrosystemu
przeptywowego (na wlocie, w érodku oraz na wylocie komory). Zétymi okregami zaznaczono mikroputapki,
czerwong strzatka zaznaczono komorki agregujace w komorze, poza mikroputapkami. Skala: 200 pm.

Zauwazono, ze dla zawiesiny komorkowej o gestosci 2 x 10° komorek/ml przeptyw oraz
putapkowanie komoérek we wszystkich mikroputapkach bylo bardziej jednorodne niz dla
zawiesiny o gestoci 2 x 10° komorek/ml. Podczas wprowadzania zawiesiny komorek
o gestosci 2 x 10° komorek/ml dla kazdej badanej predko$ci przeptywu tylko niewielka ilo$¢
komorek zostata unieruchomiona w mikroputapkach. W przeciwienstwie do tego, dla
zawiesiny o gestosci 2 x 10° komorek/ml wszystkie mikroputapki byty catkowicie wypetnione

komoérkami  (wypelniong pulapke zaznaczono zoOltym okrggiem na rycinie I1.6).
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Dla gestosci komorek 2 x 10° komorek/ml wprowadzanej przy predkosci przeptywu 10 pl/min,
15 pl/min oraz 20 pl/min profil przeptywu komorek byt regularny w catym przekroju
mikrokomory, natomiast dla predkosci 25 pl/min 1 30 pl/min przeptyw komorek kierowany byt
gltownie wzdhuz $cianek mikrokomory. Zauwazono réwniez, ze dla predkosci przeptywu
rownej 10 pl/min komorki zaczynaly agregowac juz po wptynigciu do mikrokomory — poza
putapkami (zaznaczono czerwong strzatka na rycinie 11.6). Moze to §wiadczy¢ o zbyt niskich
predkosciach przeptywu 1 szybkim procesie agregacji komoérek INS-1E. Komorki wysp
trzustkowych wykazuja zdolno$¢ do samoagregacji, zbyt wolny przeptyw zawiesiny
komodrkowe] moze powodowac ich agregacje jeszcze przed doptynieciem do mikroputapek.
Na podstawie tych obserwacji wnioskowa¢ mozna, ze odpowiednia predkos¢ przeptywu dla
wprowadzania do mikrosystemu zawiesiny komorek o gestosci 2 x 10° komorek/ml wynosi 15
ul/min oraz 20 pl/min. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow do dalszych badan
z wykorzystaniem mikrosystemu przeplywowego IV wybrano nast¢pujace parametry: gestosc
zawiesiny komorkowej - 2 x 10° komodrek/ml oraz predko$é jej wprowadzania - 15 pl/min.

W  kolejnych etapach przeprowadzono rowniez analize rozktadu przeptywu
wprowadzanych roztworéw w komorze hodowlanej oraz okre§lono czas potrzebny do
wypetnienia catej komory. Okreslenie czasu potrzebnego do wypetnienia komory byto istotne
w przypadku doboru odpowiednich parametréw prowadzenia wieloetapowych testow. W tym
celu wykorzystano roztwor fluoresceiny o stezeniu 6,25 x 10> M. Badania prowadzono
wykorzystujgc dwie, wybrane na podstawie symulacji predkosci przeptywu: 10 pl/min oraz 15

pl/min. Wyniki przedstawiono na rycinie I1.7.
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mikrokomorze roztworem fluorescein

Rycina II. 7 Analiza rozktadu przeptywu roztworu fluoresceiny w komorze hodowlanej przy zastosowaniu dwoch
predkosci przeptywu wynoszacych odpowiednio 10 pl/min oraz 15 pl/min. Przedstawiono wyniki uzyskane dla

trzech réznych obszaréw komory: wlotu do komory (poczatek komory), rodka komory oraz wylotu z komory
(koniec komory).

poczatek
komory

srodek

koniec

Na rycinie II.7 przedstawiono zdjecia przeptywu roztworu fluoresceiny w trzech réznych
obszarach komory hodowlanej mikrosystemu IV: wlotu, $rodka 1 wylotu komory
po okreslonym czasie od momentu rozpoczgcia wprowadzania roztworu.

Dla kazdej czesci mikrokomory i kazdego natezenia przeptywu pierwsze zdjecie pokazuje
moment pojawienia si¢ fluoresceiny w mikrokomorze. Kolejne trzy zdjecia przedstawiajg czas,

po ktérym mikrokomora zostata czgsciowo wypetniona roztworem fluoresceiny, a ostatnie
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zdjecie ukazuje czas, po ktorym mikrokomora zostata catkowicie wypetliona roztworem
fluoresceiny. Zgodnie z przypuszczeniami, czas potrzebny do wypetnienia mikrokomory
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem predkosci przeptywu. Ponadto, dla tej samej wartosci predkosci
przeptywu predkos¢ napetniania mikrokomory jest rozna w roznych czesciach mikrokomory —
wlotowej, srodkowej 1 wylotowej. Réznice te zmniejszaja si¢ wraz ze wzrostem natezenia
przeptywu. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze dla wybranych wartosci
nat¢zenia przeptywu wypelnienie fluoresceing regularne w catym przekroju mikrokomory.
Czas potrzebny do catkowitego napeinienia catej mikrokomory wprowadzonym roztworem
fluoresceiny wyniost: 170 s dla przeptywu 10 pl/min oraz 130 s dla przeptywu 15 ul/min.
Uzyskane wyniki pozwalajg na okreslenie czasu wymaganego do catkowitego napelnienia
mikrokomory wprowadzanym odczynnikami 1 dostarczenia tych odczynnikéw do wszystkich
komorek hodowanych w mikrosystemie. Dzigki okresleniu tego parametru mozliwe bylo
precyzyjne okreslenie czasu przeptywu roztworow w wieloetapowych procedurach, taki jak np.

procedura barwienia immunofluorescencyjnego.

3.1.5.Podsumowanie i wnioski

Glownym celem zaprezentowanej czesci pracy bylo opracowanie mikrosystemu
przeptywowego, w ktorym mozliwe bedzie uzyskanie trojwymiarowych agregatow komorek
wysp trzustkowych. Zatozono, ze wykorzystanie hydrofobowych materiatow konstrukcyjnych
oraz zaprojektowanie odpowiedniej geometrii mikrostruktur pozwoli na efektywne
wprowadzenie komorek, utatwienie procesu agregacji oraz uzyskanie sferycznych agregatow
nasladujacych morfologie wyspy trzustkowej. W tym celu przeprowadzono szereg badan
wstepnych z  wykorzystaniem trzech réznych mikrosystemoéw  przeplywowych.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze typ mikrostruktur mikrouktadu ma znaczacy
wpltyw na agregacje komorek INS-1E i tworzenie tréjwymiarowych struktur. Wykorzystanie
mikrosystemu [ potwierdzilo mozliwo$¢ otrzymania skupisk komorek INS-1E w uktadzie
ztozonym z dwdch warstw PDMS. Ponadto potwierdzono, ze komodrki w okragtej komorze nie
zawierajace] w swojej geometrii dodatkowych struktur (jak np. dotki lub pilary) nie tworza
sferycznych agregatow, a otrzymane struktury charakteryzuja si¢ obecnosciag komorek
martwych. Z tego wzgledu kolejnym wykorzystanym systemem byt mikrosystem II o okragtej
komorze, w ktorej dodatkowo znajdowal si¢ rzad mikropilar. Zauwazono, ze obecnosé¢
mikropilar ulatwia agregacj¢ komorek oraz minimalizuje naprezenia Scinajgce tym samym

zwigkszajac zywotno$¢ komorek. Jednak sinusoidalne ulozenie mikropilar nie sprzyjato
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tworzeniu sferycznych agregatow. Ostatnim badanym systemem byt mikrosystem III,
zawierajacy w swojej geometrii U-ksztattne dotki. Mozliwos¢ otrzymywania sferycznych
struktur w uktadach wyposazonych w U-ksztaltne dotki zostata szeroko opisana w literaturze.
[110], [117]-[121]. Sferoidy otrzymywane w wyniku hodowli w systemach opartych na
mikrodotkach to glownie modele tkanek nowotworowych sktadajacych si¢ z komorek
proliferujacych oraz komorek objetych zmianami martwiczymi znajdujacych si¢ w centralnej
czesci sferoidu [122]. Jednak w przypadku sferycznych agregatow nasladujacych morfologie
wyspy trzustkowej najwazniejsze jest zapewnienie wysokiej zywotnosci komorek w catej
objetosci uzyskanego agregatu, co ma istotne znaczenie zwlaszcza w przypadku
opracowywania struktur, ktére moga zosta¢ wykorzystane w transplantologii [123]. Tak jak
przypuszczano w mikrouktadzie Il uzyskano sferyczne agregaty komodrkowe, ktore pod
wzgledem morfologii odpowiadaly wyspom trzustkowym. Natomiast zauwazono,
ze otrzymane agregaty charakteryzujg si¢ wystepowaniem wyraznego rdzenia martwiczego,
co w przypadku modelu wyspy trzustkowej nie jest pozadane. W przegladzie literaturowym
niniejszej pracy przedstawiono badania prowadzone z wykorzystaniem systemow opartych na
mikrodotkach. W opisanych doniesieniach literaturowych czesto jednak etap badania
zywotnos$ci 1 okreslenia wystepowania rdzenia martwiczego jest pomijany. Na podstawie
uzyskanych wynikow badan wykonanych z wykorzystaniem mikrosysteméw I, II oraz III
zaprojektowano geometri¢ mikrosystemu IV do tworzenia, hodowli 1 obserwacji agregatow
komorek wysp trzustkowych. Geometri¢ mikrosystemu zaprojektowano w oparciu
o mikrokomory hodowlane wyposazone w 15 mikroputapek kazda, dzigki czemu mozliwa byta
obserwacja 1 analiza wielu agregatow w tym samym czasie. Do konstrukcji systemu
wykorzystano dwie warstwy PDMS lub warstwg PDMS 1 szkietko nakrywkowe, a komory
hodowlane w geometrii mikrosystemu zostaty zaprojektowane zgodnie z rozktadem dotkow na
standardowej ptytce 96-cio dotkowej. Dzigki temu, mozliwe bedzie prowadzenie analiz
,»W urzadzeniu” w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych,
skaningowego laserowego mikroskopu konfokalnego 1 odwrdconego mikroskopu
fluorescencyjnego. Do wytworzenia zaprojektowanego mikrosystemu IV zastosowano
technike frezowania oraz metode odlewu i1 potwierdzono bardzo dobre odwzorowanie
zatozonych wymiarow przy wykorzystaniu tych dwdch metod.

W dalszych etapach na podstawie przeprowadzonych symulacji przeplywu pltynow
wybrano odpowiednie wartosci przeptywu dla wprowadzania zawiesiny komodrkowej oraz
dostarczania sktadnikow odzywczych wynoszace odpowiednio: 15 pl/min oraz 10 pl/min.

Ponadto, potwierdzono, ze obecnos¢ mikroputapek zbudowanych z mikropilar pozwoli na
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zminimalizowanie warto$ci naprezen S$cinajacych dziatajacych bezposrednio na uzyskane
agregaty. Dobrane parametry potwierdzono do§wiadczalnie wykonujac testy z wykorzystaniem
roztworu fluoresceiny oraz zawiesiny komorkowej wybarwionej CellTrackerem™ Green
CMFDA Dye. Okreslono réwniez czas potrzebny do wypelnienia catej mikrokomory oraz
dostarczenia wykorzystywanych roztworow do kazdego z agregatoéw. Ponadto, potwierdzono,
ze obecnos¢ mikroputapek zbudowanych z mikropilar pozwoli na zminimalizowanie wartosci
naprezen $cinajacych dziatajagcych bezposrednio na uzyskane agregaty.

Podsumowujac, na tym etapie badan potwierdzono, ze agregacja komorek i ich zdolnos¢ do
tworzenia trojwymiarowych, sferycznych agregatow zalezy w duzej mierze od geometrii
mikrostruktur systemu przeplywowego, a takze odpowiednio dobranych warunkow przeptywu.
Ponadto opracowano mikrosystem IV, ktory w dalszych etapach prac zostanie wykorzystany
jako system do tworzenia 1 hodowli modelu pseudowyspy, a takze dobrano odpowiednie
warunki przeplywu panujagce w mikrosystemie przeptywowym. Opisany w powyzszym
rozdziale mikrosystem przeplywowy jest wynalazkiem chronionym patentem (PL239354,
Mikrosystem przeptywowy do tworzenia, hodowli oraz obrazowania fluorescencyjnego

tréjwymiarowych agregatow komorek wysp trzustkowych).

3.2. Opracowanie trojwymiarowego modelu wyspy trzustkowej

W poprzedniej czesci badan opracowano mikrosystem przeptywowy do hodowli
sferycznych agregatow komorkowych. Kolejnym etapem badan bylo opracowanie
odpowiedniego modelu komodrkowego, ktory odpowiadal bedzie wyspie trzustkowe;j
w warunkach in vivo. Tak jak przedstawiono w czesci literaturowej, wyspy trzustkowe sg
sferycznymi agregatami o specyficznym sktadzie komorkowym, strukturze 1 rozmiarze [124].
Na tym etapie badan podjeto probe odwzorowania morfologii wyspy trzustkowej
w opracowanym mikrosystemie przeptywowym. W celu uzyskania agregatow
0 pozadanych $rednicach, badania rozpoczgto od doboru odpowiedniej gestosci komorek —
zarowno monokultury komorek INS-1E jak 1 kokultury zlozonej z komorek INS-1E oraz
a-TC1-6. Obecnie, najczgsciej stosowang 1 najszerzej opisang w literaturze technikg tworzenia
trojwymiarowych agregatow komorkowych sg statyczne hodowle zawiesinowe na podtozach
do hodowli tkankowych o nieadherentnych powierzchniach. Jako, ze metoda ta jest dobrze
poznana i szeroko scharakteryzowana [125], na tym etapie postanowiono rozpocza¢ badania od

testow wstepnych w makroskali, z wykorzystaniem plytek wielodotkowych.
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Zatozono, ze wykorzystujac zdolno§¢ komorek INS-1E do samoagregacji mozliwe bedzie
uzyskanie sferycznych agregatow o pozadanych rozmiarach. W celu scharakteryzowania
procesu agregacji monokultury oraz kokultury komorek, przeprowadzono badania zaréwno
w makroskali jak 1 mikroskali. W celu umozliwienia procesu agregacji komorek w makroskali
wykorzystano 96-dotkowe plytki o U-ksztaltnym dnie, wykonane z polistyrenu (PS)
1 charakteryzujace si¢ hydrofobowa powierzchnig, ktéra zapobiega adhezji komorek do
podioza. Zatozono, ze modyfikacja dotkéw plytki czynnikiem zwigkszajacym hydrofobowos¢
powierzchni zwigkszy interakcje komorka-komorka, a obnizy interakcje komorka-podtoze.
Testy prowadzono w dwoch wariantach: na ptytkach niemodyfikowanych oraz pokrytych 1%
roztworem Pluronic, ktéry jest syntetycznym, niejonowym srodkiem powierzchniowo
czynnym zapobiegajacym adhezji komorek do podioza [126].

Na podstawie wynikoéw uzyskanych po przeprowadzeniu badan z wykorzystaniem
U-ksztaltnych ptytek wielodotkowych postawiono hipotez¢ badawcza, ze zastosowanie
opracowanego mikrosystemu IV pozwoli na szybsze uzyskanie sferycznych agregatow
odpowiadajacych wyspom trzustkowym. Ponadto zatozono, ze panujace w systemie warunki
przeptywowe pozwolg na uzyskanie pseudowysp trzustki charakteryzujacych si¢ zblizonymi

wymiarami, wysokim stopniem agregacji 1 Zywotnosci.

3.2.1.Badania z wykorzystaniem monokultury komérek INS-1E

3.2.1.1. Badanie agregacji, proliferacji 1 zywotnosci komorek w warunkach

statycznych (makroskala)

3.2.1.1.1. Test agregacji komorek INS-1E

W celu okreslenia odpowiednich warunkow agregacji, a takze poréwnania tego procesu
w warunkach statycznych 1 przeplywowych ten etap badan rozpoczeto od testow wstepnych
agregacji komorek INS-1E z wykorzystaniem 96-dotkowych ptytek o U-ksztattnym dnie. Testy
agregacji przeprowadzono w dwoch wariantach: na ptytkach bez dodatkowej modyfikacji oraz
na ptytkach modyfikowanych 1% roztworem Pluronic. Zatozono, ze modyfikacja roztworem
Pluronic pozwoli na przyspieszenie procesu agregacji i uzyskanie bardziej sferycznych struktur.
Badania prowadzono z wykorzystaniem zawiesiny komorkowej o gestosci 1 x 10° komorek/ml
(wybranej na podstawie danych literaturowych) [127], [128]. Analiz¢ agregacji komorek
INS-1E przeprowadzono po 24 h od wysiania zawiesiny na ptytke U-ksztattng (rycina IL.8).

89



A Bez modyfikaciji B Modyfikacja Pluronic

Rycina 1II. 8 Porownanie agregacji komorek INS-1E w plytkach U-ksztattnych wielodotkowych
niemodyfikowanych (A) oraz modyfikowanych 1% roztworem Pluronic (B). Zdj¢cia wykonano po 24 h inkubacji
od wysiania komorek na plytke. Skala: 100 pm.

Na podstawie przeprowadzonych badan zauwazono, ze proces agregacji komorek INS-
1E rozpoczynat si¢ juz po 2-3 h od wysiania komoérek na ptytke, natomiast pelng agregacje
uzyskano po 24 h prowadzenia hodowli zar6wno w przypadku dotkoéw niemodyfikowanych jak
i modyfikowanych roztworem Pluronic. W wigkszosci (90 %) niemodyfikowanych dotkow
uzyskano po kilka agregatow komorek charakteryzujacych si¢ nieregularnym ksztattem oraz
znacznymi roznicami w rozmiarach. W kazdym z tych dotkéw uzyskiwano po kilka mniejszych
agregatow o polu powierzchni 0,008 mm? charakteryzujgcych sie sferyczno$cig na poziomie
0,64 - 0,72 oraz jeden wigkszy agregat o stopniu sferycznosci 0,40 - 0,50 oraz polu powierzchni
wynoszacym 0,183 mm?. Takie warto$ci stopnia sferyczno$ci wskazujg na niski poziom
agregacji. Natomiast w kazdym z dotkow modyfikowanych roztworem Pluronic uzyskano po
jednym sferycznym agregacie komérkowym o wymiarach okoto 200-260 pm. Agregaty
te charakteryzowaty si¢ sferycznoscig na poziomie 0,65 - 0,77 i polem powierzchni ok 0,212
mm?. Analizujgc uzyskane wyniki potwierdzono zdolno$¢ komoérek INS-1E do spontaniczne;j
agregacji. Ponadto, zauwazono pozytywny wptyw modyfikacji roztworem 1% Pluronic na
proces agregacji komorek INS-1E. Z tego wzgledu do kolejnych etapow badan majacych na
celu dobor odpowiedniej gegstosci zawiesiny komorkowej do uzyskania sferycznych agregatow
wybrano 96-dotkowe ptytki U-ksztattne modyfikowane roztworem Pluronic. W kolejnych
etapach przeprowadzono badania z wykorzystaniem 3 ro6znych gestosci zawiesiny

komorkowej: 8,8 x 103, 1 x 10°, 2 x 10* komdrek/ml. Wyniki przedstawiono na rycinie I11.9.
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Rycina II. 9 Poréwnanie agregacji komorek INS-1E. Wyniki uzyskano po 24 h inkubacji zawiesiny komorkowe;j
o gestosci: 8,8 x 10°, 1 x 10, 2 x 10* komodrek/m] wysianej na wielodotkowe plytki U-ksztattne modyfikowane
1% roztworem Pluronic. Skala: 200 um.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze dla kazdej badanej ggstosci
zawiesiny komorkowej wszystkie komorki, w kazdym z modyfikowanych dotkow, po 24 h
inkubacji utworzyty jeden, sferyczny agregat. Agregaty uzyskane w wyniku hodowli komorek
o gestosci 8,8 x 10° komorek/ml charakteryzowaty si¢ duzg $rednicg wynoszacg 1,70 mm
i nieregularnymi krawedziami. Ponadto, po 24 h hodowli zaobserwowano degradacje struktury
agregatu (rycina I1.9). Natomiast dla gestosci 1 x 10° komorek/ml zaobserwowano
zadowalajacy stopien agregacji komorek, stopien sferycznosci wynosit 0,71, a $rednica 200 -
260 um. Dla gestosci komorek 2 x 10* komorek/ml uzyskano najwyzsze warto$ci stopnia
sferyczno$ci wynoszace 0,81. Natomiast §rednica agregatu wynosita 135-170 um. Zaréwno
w przypadku agregatow uzyskanych dla gestosci 1 x 103 komoérek/mljak i 2 x 10* komorek/ml
nie zauwazono degradacji struktury przez caly czas trwania hodowli. Wyniki badan

przedstawiono na rycinie I1.9.
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Rycina II. 10 Analiza $rednicy (A) oraz sferycznos$ci (B) agregatow komorek uzyskanych w wyniku hodowli
komorek INS-1E na plytkach o U-ksztattnym dnie. Warto$ci odniesienia w analizie statystycznej stanowily wyniki
uzyskane po 24 h inkubacji wysianych na dotek komorek. n=3 p <0,05.

Na podstawie analizy powyzszych wynikow, do dalszych badan wybrano gestos¢
1 x 105 komoérek/ml oraz 2 x 10* komérek/ml. Odrzucono warto$¢ gestosci komorek 8,8 x 103
komorek/ml, ze wzgledu na uzyskany duzy rozmiar agregatu oraz degradacje jego struktury
(rycina I1.9). Analize¢ stanu hodowli agregatow komorkowych sktadajacych si¢ z komorek
INS-1E przeprowadzono po 24, 48, 72 1 96 h od wysiania zawiesiny na ptytk¢ hodowlang
(rycina 11.10) W kolejnych dniach hodowli, dla zawiesiny komorkowej o gestosci 2 x 10*
komorek/ml zauwazono stopniowy przyrost srednicy agregatow z 135 um (24 h) do 172 pum
(96 h). Uzyskane wyniki mogg wskazywa¢ na prawidtowa dyfuzje sktadnikéw odzywczych
i zwiekszenie proliferacji komoérek. Natomiast dla gestoéci 1 x 10° komorek/ml zaobserwowano
zmiang $rednicy z 219 um (24 h) na 254 pm (72 h), ktéra jednak ostatniego dnia hodowli (96
h) zmniejszyta si¢ do 250 um. Zaobserwowano réwniez zmiany w stopniu sferycznosci
uzyskanych agregatéw. Po 24 h od wysiania komorek, stopien sferycznosci agregatow
zlozonych z komorek INS-1E o gestosci 2 x 10* komorek/ml byt wiekszy niz komorek
o gestosci 1 x 105 komoérek/mli wynosit odpowiednio: 0,81 i 0,71. Swiadczy to o uzyskaniu
bardziej sferycznych struktur dla zawiesiny o mniejszej gesto$ci. Zardowno w przypadku
komorek o gestosci 2 x 10* komoérek/ml jak i 1 x 10° komorek/ml sferyczno$é wzrastata
w kolejnych dniach hodowli, co §wiadczy o prawidtowym procesie agregacji. Dla komorek
o0 gestosci 2 x 10* komorek/ml sferyczno$¢ wzrosta z 0,81 (24 h) do 0,96 (96 h), natomiast dla
komorek o gestosci 1 x 10° komorek/ml sferyczno$é wzrosta z 0,71 (24 h) do 0,92 (96 h).
Uzyskane wyniki potwierdzajg wysoki stopien agregacji dla obu badanych gestosci, natomiast
dla gestosci 2 x 10* komorek/ml juz po 24 godzinach hodowli uzyskano wyzszy stopien
sferycznosci, a w kolejnych dniach hodowli wigksze istotne statystycznie zmiany w przyroscie

srednicy agregatu. Na tym etapie potwierdzono, ze komorki INS-1E posiadajg zdolno$¢ do
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samoistnego tworzenia trojwymiarowych agregatoéw komorkowych oraz ze liczba komorek

(gestos¢ zawiesiny) ma wplyw na proces agregacji.

3.2.1.1.2. Wplyw gestosci komorek INS-1E na proliferacje i Zywotnos¢ komorek w

opracowanych agregatach

Liczba komorek (ich gestos¢) ma znaczacy wplyw na proces agregacji oraz wielkos¢
uzyskanego agregatu, ale moze mie¢ réwniez znaczacy wplyw na stopien zywotnosci
1 proliferacji uzyskanych agregatéw komorkowych. W przypadku agregatow o wiekszych
srednicach (>400 um) moze by¢ utrudniona dyfuzja tlenu i skladnikéw odzywczych przez
wielokomérkowe warstwy do wnetrza agregatu [129]. W celu okreslenia proliferacji
1 zywotnosci komorek w otrzymanych agregatach, przeprowadzono test z wykorzystaniem
barwnika AlamarBlue oraz barwienie roznicowe z wykorzystaniem jodku propidyny i kalceiny-
AM. Test z wykorzystaniem AlamarBlue prowadzono kazdego dnia trwania hodowli,
natomiast barwienie réznicowe pierwszego 1 ostatniego dnia hodowli (24 h oraz 96 h po

wysianiu komorek na ptytke). Wyniki testoéw przedstawiono na rycinie I1.11.
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Rycina 1. 11 A) Stopien proliferacji komorek INS-1E hodowanych z wykorzystaniem 96-dotkowych plytek
U-ksztattnych po 24, 48, 72 1 96 h hodowli. Uzyskane wyniki znormalizowano do wynikow uzyskanych po 24 h
hodowli, n = 3. *p <0,05. B) Barwienie roznicowe hodowli komorek INS-1E kalceing-AM (CAM; zywe komorki,
kolor zielony) i jodkiem propidyny (PI; martwe komorki, kolor czerwony). Analize przeprowadzono
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Przedstawione zdjgcia stanowia $rodkowa warstwe kazdego
agregatu (przekroj na glebokosci agregatu ok. 100 pm). Skala: 50 um

Zauwazono niewielki wzrost proliferacji komorek dla gestosci zawiesiny 2 x 10*
komorek/ml natomiast rozrzut wynikow pomiedzy powtdrzeniami byt na tyle duzy, ze nie
mozna ich uznaé za istotne statystycznie. Podobne wyniki uzyskano dla gestosci 1 x 10°

komorek/ml, przy czym ostatniego dnia hodowli zanotowano spadek stopnia proliferacji
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o okoto 30 % w stosunku do poprzedniego dnia. Wynik ten koreluje z zauwazonym
w poprzednich badaniach spadkiem $rednicy agregatu. Podobnie jak w przypadku wynikow dla
gestosci 2 x 10* komorek/ml rowniez zauwazono duze réznice pomiedzy wynikami proliferacji
dla kolejnych powtorzen w poszczegdlnych dniach hodowli. Moze to sSwiadczy¢
o niejednorodnych rozmiarach agregatéw w poszczegdlnych dotkach. W celu okreslenia
stopnia zywotno$ci komorek 1 zawartosci komorek martwych w uzyskanych agregatach
wykonano barwienie roznicowe z wykorzystaniem jodku propidyny 1 kalceiny-AM.
Obserwacje prowadzono z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego, dlatego tez niezbedne
bylo przeniesienie uzyskanych agregatow z dotkow ptytki wielodotkowej; na szalke
o odpowiednio przystosowanym dnie do analizy z wykorzystaniem tego typu mikroskopu. Po
przeprowadzeniu barwienia roznicowego potwierdzono wystepowanie znacznej ilosci komorek
martwych (wybarwione jodkiem propidyny) wewnatrz agregatéw (rycina I1.11.B). Te wyniki
moga wskazywa¢ na utrudniong dyfuzj¢ sktadnikow odzywczych do wnetrza agregatu
komoérkowego w warunkach statycznych. Dlatego tez, w kolejnych etapach badan
wykorzystano opracowany mikrosystem IV i zatozono, ze warunki przeptywowe pozwolg na

uzyskanie agregatow o wysokiej zywotnosci komorek.

3.2.1.2. Badanie agregacji komorek oraz charakterystyka otrzymanych

agregatow komorkowych w warunkach przeptywowych

3.2.1.2.1. Test agregacji komorek w warunkach przeptywowych

Po przeanalizowaniu wynikéw uzyskanych w badaniach wstepnych, zatozono, ze zmiana
warunkow hodowli ze statycznych na przeplywowe (dynamiczne) pozwoli na zwigkszenie
stopnia zywotno$ci uzyskanych agregatow komorkowych. Zatozono rowniez, ze hydrofobowa
powierzchnia PDMS wykorzystanego do konstrukeji systemu umozliwi tworzenie sferycznych
agregatow, a dodatkowa modyfikacja powierzchni PDMS nie bedzie konieczna. Ze wzgledu na
wykorzystanie przezroczystych materiatow konstrukcyjnych (PDMS oraz szkietko
nakrywkowe) analiz¢ stanu hodowli prowadzono z wykorzystaniem odwroconego mikroskopu
fluorescencyjnego sprzezonego z kamerg CCD (Olympus IX-71) oraz mikroskopu
konfokalnego (Olympus FluoView). Zmiany morfologii oraz proces agregacji struktur

uzyskanych w wyniku hodowli komoérek w zaprojektowanym mikrosystemie przeptywowym
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IV (opisanym w punkcie 3.1.2. Geometria mikrosystemu przeplywowego IV) obserwowano
kazdego dnia hodowli, tj. 24, 48, 72 oraz 96 h po wprowadzeniu komoérek do mikrosystemu.

Tak jak w przypadku badan agregacji komorek z wykorzystaniem 96-dotkowych plytek
U-ksztaltnych badania w mikrosystemie przeptywowym IV rozpoczeto od hodowli
monokultury komorek B (INS-1E). Na podstawie badan opisanych w rozdziale 3.2.1.1. Badanie
agregacji, proliferacji i Zywotnosci komorek w warunkach statycznych (makroskala), do badan
wybrano dwie gestosci zawiesiny komorkowej: 1 x 10° komoérek/ml oraz 2 x 10* komorek/ml.
Testy rozpoczeto od wprowadzenia zawiesiny komorkowej do mikrosystemu. W momencie
wprowadzania komoérek do mikrosystemu, kazda z 15 mikropulapek oraz przestrzenie
pomigdzy nimi zostaty wypetnione zawiesing komorkowa. W celu usuni¢cia komorek, ktore
nie zostaly unieruchomione w mikroputapkach przemyto mikrosystem $wieza pozywka
hodowlang. Na tym etapie, w systemie pozostaly wylacznie komorki zatrzymane
w mikroputapkach, ktore utworzyty nieregularne skupiska. Po 24 h inkubacji (5% CO., 37°C)
komorki w kazdej z 15 mikroputapek utworzyty kuliste agregaty. Wyniki agregacji uzyskane;j
po 24 h hodowli zostaly przedstawione na rycinie I1.12.

Rycina II. 12 Agregacja komorek INS-1E po 24 h od wprowadzenia do mikrouktadu przeptywowego zawiesiny
komorkowej o gestosci 1 x 10° komorek/ml oraz 2 x 10* komoérek/ml. Skala: 100 pm.

Po wykonaniu analizy zauwazono, ze w przypadku wprowadzenia zawiesiny o gestosci
1 x 10° komorek/ml uzyskano sferyczne agregaty o $rednicy wynoszacej 117 £ 5 pm. Natomiast
w przypadku wprowadzenia zawiesiny o gestosci 2 x 10* komorek/ml uzyskane agregaty
charakteryzowaly si¢ srednicami wynoszacymi 92 + 5 um. Wyspy trzustkowe w warunkach in
vivo to sferyczne agregaty komorkowe o $rednicy okoto 50-300 um [130]. Dlatego do dalszych

badan zdecydowano si¢ zwigkszy¢ gestos¢ wprowadzanej zawiesiny komorkowej 1 wybrano
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gestosé owng 2 x 10% komorek/ml. Proces agregacji zawiesiny komorek INS-1E o gestosci

2 x 10° komorek/ml w mikrosystemie przeptywowym zostat przedstawiony na rycinie 11.13.
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Rycina II. 13 Analiza agregacji komorek INS-1E po 24, 48, 72 i 96 h od wprowadzenia zawiesiny komorkowej
do uktadu. Analiza $rednicy B) oraz sferycznosci C) agregatow uzyskanych w wyniku hodowli komorek INS-1E.
Wartosci odniesienia w analizie statystycznej stanowily wyniki uzyskane po 24 h inkubacji wprowadzonych do
mikrosystemu komorek. Gwiazdki oznaczajg istotne statystycznie roznice, n=3, p <0,05. Skala: 50 um.

Po 24 h inkubacji komorek o gestosci 2 x 10° komorek/ml w mikrosystemie
przeptywowym IV zauwazono, ze komorki w kazdej z 15 mikroputapek utworzyty kuliste
agregaty o wymiarach 145-165 um. W kolejnych dniach hodowli (48, 72, 96 h) zauwazono
stopniowy przyrost srednicy agregatu, co $wiadczy¢ moze o prawidlowej dyfuzji sktadnikow
odzywczych do wnetrza agregatu i zwigkszeniu stopnia proliferacji komorek. Zaobserwowano
roOwniez zmiany w stopniu sferycznosci uzyskanych agregatow. Po 24 h od wprowadzenia
komorek, sferyczno$¢ agregatow ztozonych z komorek INS-1E wynosita 0,68, natomiast po
96 h hodowli stopien sferycznosci wzrost do 0,91. Ponadto, dzigki zastosowaniu putapek
zlozonych z mikropilar w geometrii mikrosystemu agregaty komérkowe byty unieruchomione
co zapobiegalo migracji oraz usuni¢cia komoérek z mikrosystemu. Przez caty czas trwania
hodowli nie zauwazono zaréwno uszkodzen i1 deformacji struktury, jak 1 migracji agregatow

komoérkowych poza putapki hodowlane.
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3.2.1.2.2. Wpbyw warunkow przepbywowych na zZywotnos¢ agregatow komorek

INS-1E

Na tym etapie badan zatozono, ze hodowla komorek INS-1E w warunkach
przeptywowych wptynie na zwigkszenie stopnia zZywotnosci komorek. Geometria
mikrosystemu IV zostala zaprojektowana tak, aby spetnia¢ dwie gtowne funkcje: zapewnié
unieruchomienie agregatow wewnatrz komory hodowlanej oraz umozliwi¢ dyfuzje sktadnikow
odzywczych do wnetrza agregatu przy jednoczesnym zminimalizowaniu naprezen $cinajacych
dziatajgcych bezposrednio na komorki. Analize stanu hodowli prowadzono 24, 48, 72 oraz

96 h po wprowadzeniu komoérek do mikrosystemu. Wyniki przedstawiono na rycinie I1.14.
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Rycina II. 14 Ocena stopnia proliferacji i zywotnosci komorek INS-1E hodowanych przez 96 h w mikrosystemie
przeptywowym. Agregaty komorkowe wybarwiono przy uzyciu kalceiny-AM i jodku propidyny (komorki martwe
— kolor czerwony, komorki zywe — kolor zielony). Skala: 50 um

Na podstawie analizy wynikoéw testu AlamarBlue prowadzonego przez 96 h trwania
hodowli zaobserwowano stopniowy wzrost proliferacji komoérek. Te obserwacje sa zgodne
z wezesniejszymi obserwacjami dotyczacymi zwigkszania si¢ Srednicy uzyskanych agregatow.
Zauwazono wystepowanie niewielkiej liczby komoérek martwych obecnych w calej objetosci
agregatu. Liczba komorek zywych zarowno po 24 h jak 1 96 h wynosita powyze; 95%
catkowitej liczby komorek budujacych agregat. Co wigcej, nie potwierdzono wystepowania

rdzenia martwiczego wewnatrz opracowanych agregatow komorkowych. Uzyskane wyniki
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wskazujg na wysoka zywotno$¢ uzyskanych agregatow. Moze to wskazywac, ze warunki
przeptywowe zwiekszaja dyfuzje tlenu 1 sktadnikow odzywczych do wnetrza agregatu oraz
zapewniajg prawidtowa wymiang gazowa pomig¢dzy agregatami a Srodowiskiem zewngtrznym.
Na tym etapie badan potwierdzono, ze geometria opracowanego mikrosystemu oraz dobrane
warunki hodowli umozliwialy uzyskanie hodowli tréjwymiarowych agregatow zlozonych

z komorek B (INS-1E) wysp trzustkowych.

3.2.1.3. Pomiar zmian jondw wapnia w odpowiedzi na stymulacj¢ roztworem

glukozy

Komorki B wysp trzustkowych precyzyjnie reaguja na zmiany stezenia glukozy
1 odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu prawidlowej glikemii w organizmie [131].
W warunkach podwyzszonego st¢zenia glukozy we krwi, komorki B wydzielajg insuling,
co zwigzane jest z oscylacyjnymi zmianami wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia.
[132]. W tej czeg$ci badan okreslono poziom oscylacyjnych zmian stezenia jondéw wapnia
w komorkach B stymulowanych glukozg, zarowno w warunkach przeptywowych jak
1 statycznych. W tym celu, agregaty komorek INS-1E hodowane w mikrosystemie
przeptywowym IV oraz w U-ksztattnych ptytkach 96-cio dotkowych inkubowano z roztworem
Fluo-4 AM, ktory fluoryzuje po zwigzaniu jondw wapnia Ca®*. Nastepnie, prowadzono
stymulacj¢ agregatow wykorzystujac roztwor glukozy o stezeniu 30 mM lub bufor Krebsa-
Ringera (kontrola). Badania prowadzono wykonujac przez 60 min zdj¢cia z wykorzystaniem
odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego sprzezonego z kamerg CCD (Olympus 1X-71).
Otrzymane wyniki analizowano przy pomocy programu cellSens Dimension (Olympus).

Badania prowadzono w warunkach statycznych (ptytki U-ksztattne, mikrosystem po
zatrzymaniu przeplywu - bez warunkow przepltywowych) oraz dynamicznych (mikrosystem
w warunkach przeptywowych).

Schemat przeprowadzonych badan przedstawiono na rycinie I1.15.
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Rycina II. 15 Schemat przedstawiajacy wykonanie analizy wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia
w agregatach komorek INS-1E hodowanych na 96-cio dotkowej plytce o U-ksztaltnym dnie oraz
w mikrosystemie przeptywowym IV.
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Rycina II. 16 Wykres zaleznosci znormalizowanych warto$ci intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Fluo-4
zwigzanego z jonami Ca*" od czasu stymulacji agregatow ztozonych z komorek INS-1E roztworem glukozy (30
mM oraz buforem Krebsa-Ringera). A) Stymulacja przeprowadzona w warunkach statycznych — hodowla
agregatow na 96-cio dotkowej ptytce U-ksztattnej. B) Stymulacja przeprowadzona w warunkach statycznych —
hodowla agregatow w mikrouktadzie przeptywowym IV (bez warunkow przepltywu). C) Stymulacja
przeprowadzona w warunkach przeptywowych — hodowla agregatow w mikrouktadzie przeptywowym IV
(w warunkach ciagtego przeptywu). Skala: 200 um.

W pierwszym kroku przeprowadzono ciagly stymulacje (warunki przeptywowe)
agregatow komorek INS-1E w mikrosystemie przeptywowym z wykorzystaniem roztworu
glukozy lub buforu Krebsa-Ringera. Po stymulacji roztworem glukozy o st¢zeniu wynoszacym
30 mM zauwazono dwufazowy wzrost intensywnosci fluorescencji pochodzacej od Fluo-4

zwigzanego z jonami Ca’" (rycina I1.16 C). Pierwszy, wyrazny wzrost intensywnosci
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fluorescencji zaobserwowano po okoto 3 min od rozpoczecia stymulacji glukoza. Po tym czasie
nastapil spadek oraz stabilizacja poziomu intensywnosci fluorescencji, ktory zwigzany jest
z obnizeniem wewnatrzkomorkowego stezenia jondéw wapnia. Drugi wyrazny wzrost
intensywnos$ci fluorescencji zaobserwowano po okoto 40 min stymulacji, ktory w ciggu
kolejnych 10 min osigga maksimum, a nastepnie spada i stabilizuje si¢. Te obserwacje sg
zgodne z doniesieniami literaturowymi na temat oscylacyjnego naptywu jondéw wapnia do
komorki w warunkach podwyzszonego stezenia glukozy [31], [133], [134]. W tym
eksperymencie przeprowadzonym dla warunkow kontrolnych (ciagly przeptyw buforu Krebsa-
Ringera) zauwazono wystepowanie niewielkich zmian w intensywnosci fluorescencji, a co za
tym idzie w naptywie jonéw wapnia do komoérek. Te wahania poziomu intensywnosci
fluorescencji nie byty tak wyraZznie obserwowane jak w przypadku stymulacji glukoza oraz nie
mialy charakteru dwufazowego. Uzyskane wyniki s3 zgodnie =ze zmianami
wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia wystepujacymi w warunkach in vivo.

W kolejnym kroku przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem mikrosystemow
przeptywowych 1 warunkow statycznych (zatrzymanie przeptywu po wprowadzeniu roztworu
glukozy lub buforu Krebsa-Ringera). Dla prowadzonego eksperymentu w warunkach
kontrolnych zauwazono niewielkie zmiany intensywnosci fluorescencji pochodzacej od
Fluo-4 zwigzanego z jonami Ca’’ trwajace do ok. 15 min po wprowadzeniu roztworu
1 zatrzymaniu przeptywu. Drugi, wzrost intensywnosci fluorescencji nastgpit po okoto 20-35
min oraz kolejny po 45-60 min od rozpocze¢cia obserwacji. Tak jak w przypadku kontroli
rowniez w warunkach podwyzszonego stezenia glukozy (30 mM) zaobserwowano niewielkie
zmiany poziomu intensywnos$ci fluorescencji trwajace do okoto 15 min od wprowadzenia
roztworu glukozy. Drugi, niewielki wzrost intensywnosci fluorescencji byt widoczny po okoto
35 min. W tym eksperymencie nie zaobserwowano istotnych réznic w zmianach st¢zenia jonow
wapnia w komodrkach pomiedzy stymulacjg roztworem glukozy a warunkami kontrolnymi.
Uzyskane wartos$ci intensywnosci fluorescencji w warunkach statycznych byty duzo mniejsze
niz te obserwowane w warunkach przeptywowych.

W ostatnim kroku przeprowadzono obserwacje naptywu jonoOw wapnia do wnetrza
agregatow komorek INS-1E w warunkach statycznych na plytkach 96-dotkowych
o U-ksztattnym dnie. W tym przypadku zarowno w warunkach kontrolnych jak i po stymulacji
glukozg zaobserwowano stopniowy spadek intensywnosci fluorescencji pochodzacej od
barwnika Fluo-4 zwigzanego z jonami Ca>" z niewielkimi wahaniami jej poziomu przez caly
czas prowadzonych obserwacji. Brak rdznic w stezeniu jonow wapnia pomiedzy warunkami

podwyzszonego stezenia glukozy a warunkami kontrolnymi nie odpowiada warunkom in vivo.
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Podsumowujac, wytacznie dla eksperymentow prowadzonych w warunkach
przeptywowych, po stymulacji roztworem glukozy obserwowano wyrazny, dwufazowy wzrost
poziomu intensywnosci fluorescencji pochodzacy od zmian wewnatrzkomorkowego stezenia
jonoéw Ca?". Prowadzenie analizy z wykorzystaniem technik fluorescencyjnych, pozwalajgcych
na nieinwazyjne monitorowanie zmian zachodzacych w komaérkach w czasie rzeczywistym jest
niezwykle istotne. Wykazano bowiem, ze zaburzony naptyw jonéw wapnia do komoérek moze
wskazywa¢ na nieprawidtowe wydzielanie insuliny oraz dysfunkcje wysp trzustkowych.
Jak opisano w literaturze wyspy trzustkowe myszy u ktéorych stwierdzono cukrzyce
charakteryzowaty si¢ wysokim odsetkiem dysfunkcyjnych komorek B, ktére w ogdle nie
wykazywaty zmian w st¢zeniu jondw wapnia w odpowiedzi na stymulacje roztworami
o wysokim stezeniu glukozy [31]. W przeprowadzonych na tym etapie badaniach wykazano,
ze eksperymenty prowadzone w warunkach statycznych moga nie wykazywa¢ prawidtowe;j
odpowiedzi na stymulacj¢ roztworami glukozy, a co za tym idzie odmiennie reagowa¢ na
testowane Srodki terapeutyczne. W ramach tych badan potwierdzono, ze zastosowanie
opracowanego mikrosystemu przeplywowego pozwala na monitorowanie zmian na poziomie

komoérkowym w czasie rzeczywistym.

3.2.14. Podsumowanie 1 wnioski

Glownym celem badan opisanych w niniejszym rozdziale byto okreslenie odpowiednich
warunkow agregacji komorek INS-1E zaré6wno w warunkach statycznych (ptytki U-ksztattne)
jak 1 przeplywowych (mikrosystem IV). Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano,
ze zdolno$¢ komorek INS-1E do tworzenia sferycznych agregatow zalezy w duzej mierze od
rodzaju zastosowanego materialu jako powierzchni do hodowli komorek 1 ggstosci zawiesiny
komorkowej. Stopien agregacji komorek zalezy od wlasciwosci adhezyjnych komorek
1 interakcji pomiedzy integrynami znajdujacymi si¢ na powierzchni btony komorkowej,
a biatkami macierzy wydzielanymi przez komorki [135]. Komorki INS-1E wykazuja wysoka
aktywnos$¢ sekrecyjng, co utatwia proces agregacji. Jednak w przypadku hodowli na ptytkach
wykonanych z PMMA interakcje pomigdzy komorka a powierzchnig ptytki sg czesto bardzo
silne 1 przewazajg nad interakcjami komorka-komorka [136]. Z tego powodu, w celu uzyskania
sferycznych agregatow komorek INS-1E na wielodotkowych ptytkach o U-ksztaltnym dnie
konieczne byto dodanie czynnika (Pluronic) zapobiegajacego adhezji komorek do powierzchni
plytki. Natomiast wykazano samoistng (bez dodatkowej modyfikacji powierzchni) agregacje

komoérek INS-1E hodowanych w mikrosystemie przeplywowym IV wyposazonym
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w mikroputapki. Na tym etapie pokazano rowniez, ze w warunkach statycznych (na ptytkach
wielodotkowych) uzyskane agregaty komorek INS-1E charakteryzujg si¢ obecnoscig
wyraznego rdzenia ztozonego z martwych komorek. Jest to prawdopodobnie zwigzane
z utrudniong dyfuzja sktadnikéw odzywczych do wnetrza agregatu w warunkach statycznych.
Wykazano, ze zmiana warunkéw hodowli ze statycznych na przeptywowe (z wykorzystaniem
mikrosystemu V) wplywa na zwigkszenie Zywotnosci komorek w agregatach przez caly czas
trwania hodowli. Ponadto, w hodowlach w warunkach przeplywowych nie zaobserwowano
rdzenia zlozonego z komorek martwych. Jest to zwigzane z obecnoscig mikropilar w geometrii
mikrosystemu IV, ktore minimalizujg napr¢zenia $cinajace, zapewniaja odpowiednig dyfuzje
sktadnikow odzywczych oraz zapobiegaja fragmentacji 1 wyptukiwaniu agregatow
z mikrosystemu przeptywowego. Udowodniono rowniez, ze agregaty komdrkowe uzyskane
w mikrosystemie przeptywowym IV juz od pierwszego dnia hodowli charakteryzowatly si¢
wyzszym stopniem sferycznosci 1 bardziej jednorodng strukturg niz agregaty komorkowe
otrzymywane na ptytkach wielodotkowych.

Badania prowadzone z wykorzystaniem barwnika Fluo-4 AM pozwolity okresli¢ rdéznice
w dynamicznym naplywie jonow wapnia do komoérek w warunkach przeplywowych oraz
statycznych. Wykazano, ze opracowane agregaty ztozone z komorek INS-1E w warunkach
przeptywowych charakteryzujg si¢ prawidtowymi, oscylacyjnymi zmianami w naplywie jonéw
do wnetrza agregatu po stymulacji roztworami glukozy o stezeniu 30 mM. Takich zmian nie
zauwazono warunkach statycznych (zar6wno w makroskali jak 1 mikroskali). Uzyskane wyniki
pokazuja, ze opracowany z wykorzystaniem mikrosystemu przeptywowego model
charakteryzuje si¢ zblizonym profilem odpowiedzi na stymulacje roztworami zawierajgcymi
glukoze jak wyspy trzustkowe w warunkach in vivo, oraz pokazuje ograniczenia modeli
opracowywanych w warunkach statycznych. Mozna wigc wnioskowac¢, ze prowadzenie badan
z wykorzystaniem modeli wysp trzustkowych w warunkach statycznych moze nie

odzwierciedla¢ prawidtowych zmian zachodzacych w organizmie.

3.2.2.Badania z wykorzystaniem kokultury komoérek

Wyspy trzustkowe to dobrze zdefiniowane struktury o okreslonym skladzie
1 lokalizacji komorek. W warunkach fizjologicznych komorki a stanowig ~20% komorek
1 rozmieszczone sg na obrzezach wyspy trzustkowej, a komorki  znajdujg si¢ w rdzeniu wyspy
1 stanowig ~80% wszystkich komorek [8], [131]. Po przeprowadzeniu badan wstgpnych

z wykorzystaniem komoérek INS-1E w kolejnych etapach prowadzono badania
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z wykorzystaniem kokultury komorek a-TC1-6 oraz INS-1E. Badania te mialy na celu
odwzorowanie morfologii wyspy trzustkowej w warunkach in vivo. W tym etapie badan
sprawdzono, czy zmiany w stosunku komorek a-TC1-6 do INS-1E wptyng na zywotnos¢
komorek w opracowanym modelu, rozmiar psudowyspy, a takze zawarto$¢ 1 rozmieszczenie
komorek w agregacie. Tak jak w poprzednich etapach pracy, badania rozpoczeto od testow
wstepnych, prowadzonych z wykorzystaniem 96-dotkowych plytek o U-ksztaltnym dnie.
Na podstawie wynikow uzyskanych po przeprowadzeniu testow w makroskali podjeto probe
opracowania modelu wyspy trzustkowej ztozonego z komoérek o-TC1-6 oraz INS-1E

w opracowanym mikrosystemie przeptywowym IV.

3.2.2.1. Badanie agregacji, proliferacji 1 zywotnosci kokultury komorek

a-TC1-6 oraz INS-1E w warunkach statycznych (makroskala)

3.2.2.1.1. Test agregacji komorek a-TCI-6 oraz INS-1E

W poprzednich etapach prac wykazano zdolno$¢ komorek INS-1E do tworzenia
trojwymiarowych agregatow. Na tym etapie pracy, zatozono, ze agregacja komorek bedzie si¢
rozni¢ w zalezno$ci od wykorzystywanego stosunku komoérek o-TCI1-6 do INS-1E.
Na podstawie doniesien literaturowych wybrano trzy rézne stosunki gestosci komorek: 1:2, 1:3
oraz 1:4. Na rycinie I1.17 przedstawiono agregaty komérkowe otrzymane 24 h po wysianiu
zawiesiny o gesto$ci 1 x 10° komorek/ml w wybranych stosunkach na 96-dotkowg ptytke

U-ksztattng.
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Rycina II. 17 Analiza stopnia agregacji komorek (A), sferycznosci (B) oraz srednicy (C) agregatow uzyskanych
w wyniku wspothodowli komoérek a-TC1-6 oraz INS-1E w trzech rdznych stosunkach gestosci (1:2, 1:3, 1:4) na
ptytkach o U-ksztatltnym dnie. Warto$ci odniesienia w analizie statystycznej stanowity wyniki uzyskane po 24 h
inkubacji wysianych na dotek komorek. Gwiazdki oznaczajg istotne statystycznie roznice, n=3, p <0,05. Skala:
100 pm.

Zaobserwowano, ze agregaty utworzone wylacznie z komorek INS-1E miaty
najbardziej sferyczny ksztalt, co ma zwigzek z wigkszg zdolnoscig komorek INS-1E (niz
a-TC1-6) do samoagregacji (silniejsze oddzialywania migdzy komoérkami). Zauwazono,
7e agregaty otrzymane jako kokultura komoérek a-TC1-6 oraz INS-1E zmieszanych w stosunku
gestosci 1:2 charakteryzuja si¢ najmniej regularnym ksztaltem, najmniejsza Srednicg oraz
najnizszym stopniem sferycznosci. Jednak to wtasnie w tym przypadku uzyskano najwigkszy
przyrost $rednicy uzyskanego agregatu w kolejnych dniach hodowli. Ponadto, agregaty
otrzymane w wyniku kokultury komoérek a-TC1-6 oraz INS-1E (stosunek gestosci 1:2)
ostatniego dnia hodowli charakteryzowaty si¢ najwyzszym stopniem sferycznos$ci
w pordéwnaniu z pozostalymi testowanymi stosunkami komorek. Stopien sferycznosci
agregatéw po 96 h hodowli wynosit odpowiednio: 0,93 dla komérek hodowanych w stosunku
gestosci 1:2, 0,83 dla 1:3 oraz 0,87 dla 1:4. Ostatniego dnia hodowli, $rednica agregatu
uzyskanego w wyniku hodowli komérek a-TC1-6 oraz INS-1E w stosunku gestosci 1:4
nieznacznie zmniejszyla si¢ podczas gdy $rednica dla 1:2 oraz 1:3 wzrosta w poréwnaniu do

poprzedniego dnia hodowli (rycina I1.17).
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Kolejnym etapem bylo sprawdzenie czy zmiany w ilosci danego typu komorek
budujacych agregat majg wplyw na proliferacje 1 zywotnos¢ komorek. Wyniki przedstawiono

na rycinie I1.18.
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Rycina II. 18 Ocena stopnia proliferacji (A) i zywotnosci (B) agregatow komorkowych uzyskanych w wyniku
wspolnej hodowli komorek a-TC1-6 oraz INS-1E w trzech réznych stosunkach (1:2, 1:3, 1:4) na plytkach o U-
ksztattnym dnie. Agregaty komorkowe wybarwiono przy uzyciu kalceiny-AM i jodku propidyny (komorki martwe
— kolor czerwony, komoérki zywe — kolor zielony). Gwiazdki oznaczajg istotne statystycznie réznice, p <0,05.
Skala: 50 pm.

Zaobserwowano, ze w kazdym przypadku stopien proliferacji uzyskanych agregatow
wzrastat po 24, 48 1 72 h prowadzenia hodowli, natomiast po 96 h stopien proliferacji spadat
o okoto 20 % w porownaniu do wynikéw uzyskanych pierwszego dnia prowadzenia hodowli
(24 h) 1 o okoto 60% w poréwnaniu do wynikow uzyskanych dla dnia poprzedniego (72h).
Po przeanalizowaniu wynikéw barwienia r6znicowego zauwazono, ze w przypadku agregatow
uzyskanych w wyniku hodowli kokultury komorek o-TC1-6 oraz INS-1E (zmieszanych
w stosunku gestosci 1:4) juz po 24 h prowadzenia hodowli obecna jest znaczna liczba komorek
martwych zlokalizowanych gtownie w rdzeniu agregatu. Moze to wynika¢ z faktu, ze w tym
przypadku w skfad agregatu wchodzi czterokrotnie wiecej komoérek INS-1E niz a-TC1-6.
Komorki INS-1E charakteryzujg si¢ wysoka zdolnoscig do samoagregacji, co z kolei moze
skutkowac najbardziej ,,upakowang” strukturg, a tym samym najbardziej utrudniong dyfuzja
tlenu i sktadnikow odzywczych do wnetrza agregatu przez wielokomorkowe warstwy. Po 96 h
prowadzenia hodowli we wszystkich testowanych stosunkach gestosci komorek zauwazono
wzrost liczby komorek martwych zlokalizowanych w rdzeniu agregatu. Spadek proliferacji
1 zywotnosci komorek budujacych agregat moze by¢ zwigzany z utrudniong dyfuzja sktadnikow

odzywczych do wnetrza agregatu w warunkach statycznych.
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3.2.2.1.2. Okreslenie lokalizacji komorek budujgcych agregat

w warunkach statycznych

Tak jak wspomniano wczes$niej, wyspy trzustkowe to sferyczne agregaty
charakteryzujace si¢ specyficznym i $cisle okre§lonym utozeniem komorek a oraz 3. Dlatego
tez, kolejnym etapem badan byto okreslenie lokalizacji i zawartosci komorek INS-1E oraz
a-TC1-6 w agregatach otrzymanych z wykorzystaniem U-ksztaltnych ptytek wielodotkowych.
Po 24 h od wysiania komorek na ptytke przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne
z wykorzystaniem przeciwcial. Po wykonaniu procedury barwienia, agregaty komorkowe
przeniesiono na szkietko nakrywkowe 1 wykonano analiz¢ w 2D 1 3D
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego (Olympus FluoView). Wyniki barwienia

immunofluorescencyjnego przedstawiono na rysunku I1.19.

Glukagon | Insulina | Natozone

2

1

3

1

4

1

Rycina II. 19 Potwierdzenie lokalizacji komoérek a i f w uzyskanych z wykorzystaniem ptytek o U-ksztattnym
dnie agregatach komorkowych. Barwienie glukagonu (Alexa Fluor 594 — komorki czerwone) i insuliny (Alexa
Fluor 488 — komorki zielone). Skala: 100 pum.
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Zauwazono, ze w przypadku kazdego wybranego stosunku gestosci komorek a-TC1-6
do INS-1E, komorki odpowiedzialne za sekrecje insuliny (INS-1E) lokalizowaly si¢ w rdzeniu
agregatu (komorki wybarwione na zielono), a komoérki odpowiedzialne za sekrecje glukagonu
(a-TC1-6) znajdowaly si¢ na peryferiach agregatu (komodrki wybarwione na czerwono)
otaczajac komorki INS-1E. Taki rozklad komoérek moze by¢ spowodowany silniejszymi
oddziatywaniami pomiedzy komodrkami INS-1E 1 ich szybszemu grupowaniu si¢ w sferyczne
struktury. Ponadto, najwyzsze wartosci intensywnosci fluorescencji insuliny zaobserwowano
w przypadku agregatow uzyskanych po hodowli komoérek w stosunku gestosci 1:2.
Opracowane agregaty komérkowe morfologicznie pod wzgledem wielkosci, struktury, sktadu
1 lokalizacji komoérek o oraz B odpowiadaly wyspom trzustkowym w warunkach in vivo.
Uzyskane wyniki pokazuja mozliwos¢ odwzorowania struktury wyspy trzustkowej

z wykorzystaniem wielodotkowych ptytek o U-ksztattnym dnie.

3.2.2.2. Badanie agregacji, proliferacji 1 zywotnosci kokultury komorek

a-TC1-6 oraz INS-1E w warunkach przepltywowych (mikroskala)

3.2.2.2.1. Test agregacji komorek a-TCI-6 oraz INS-IE w warunkach
przeptywowych

Na podstawie badan opisanych we wczesniejszych rozdziatach niniejszej pracy
do opracowania modelu wyspy trzustkowej w mikrosystemie przeplywowym wybrano
stosunek gestosci komorek a do B wynoszacy 1:2 oraz gestos¢ wprowadzanej zawiesiny rowng
2 x 10 komorek/ml.

Tak jak w przypadku badan z wykorzystaniem monokultury komorek INS-1E,
w momencie wprowadzania komorek do komory mikrosystemu, kazda z 15 mikroputapek oraz
przestrzenie pomi¢dzy nimi zostalty wypetnione zawiesing komorkowa, ktora po przeptukaniu
swieza pozywka zostata usunig¢ta z przestrzeni pomig¢dzy putapkami. Po 24 h inkubacji
(5% COg, 37°C) komoérki w kazdej z mikroputapek utworzyty kuliste agregaty o wymiarach
185 - 197 um. Nastepnie, utworzone agregaty z powodzeniem hodowano przez kolejne 72 h.

Proces agregacji przedstawiono na rycinie 11.20
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Rycina II. 20 A) Analiza agregacji kokultury komoérek a-TC1-6 oraz INS-1E zmieszanych w stosunku gestosci
1:2 po 24 h od wprowadzenia zawiesiny komorkowej do mikrouktadu. B) Analiza zamian $rednicy uzyskanych
agregatow hodowanych w mikrosystemie przez 96 h. C) Analiza zamian sferycznosci uzyskanych agregatow
hodowanych przez 96 h. WartoSci odniesienia w analizie statystycznej stanowity wyniki uzyskane po 24 h
inkubacji wysianych na dotek komorek. Gwiazdki oznaczajg istotne statystycznie roznice, n=3, p <0,05. Skala:
100 pm.

Agregaty uzyskane w wyniku kokultury komoérek a-TCI1-6 oraz INS-1E
w opracowanym mikrosystemie przeplywowym juz od pierwszego dnia prowadzenia hodowli
charakteryzowaty si¢ wysokim stopniem sferycznosci. Po 24 h od wprowadzenia komorek do
mikrosystemu przeptywowego IV stopien sferyczno$ci agregatow wynosit 0,88 1 wzrastat
kazdego kolejnego dnia hodowli, osiagajac 0,97 ostatniego dnia (96 h). Zauwazono réwniez
istotny wzrost $rednicy agregatu, ktora z okoto 94 um uzyskanych po 24 h hodowli wzrosta do
ok. 203 pum ostatniego dnia hodowli, co moze $wiadczy¢ o wysokim stopniu proliferacji
komorek. W celu weryfikacji tych obserwacji oraz oceny wptywu wybranych warunkow
panujacych w ukladzie mikroprzeplywowym na opracowany model pseudowyspy
(). szybkosci przeptywu, czasu inkubacji 1 odpowiedniej gestosci komorek) przeprowadzono
test zywotnosci 1 proliferacji. Test prowadzono kazdego dnia trwania hodowli (od 24 do 96 h

hodowli). Wyniki przedstawiono na rycinie I1.21.
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Rycina II. 21 Wspolna hodowla komorek o-TC1-6 oraz INS-1E zmieszanych w stosunku gestosci 1:2 po 24, 48
i 72 h hodowli w opracowanym mikrosystemie przeptywowym IV. A) Analiza stopnia proliferacji opracowanych
agregatow, n =3 *p < 0,05. B) Barwienie roznicowe z wykorzystaniem kalceiny-AM (CAM; zywe komorki, kolor
zielony) 1 jodkiem propidyny (PI; martwe komorki, kolor czerwony). Skala: 50 um

Wykazano, wzrost stopnia proliferacji opracowanych agregatow komorkowych
kazdego dnia prowadzonej hodowli. Stopien proliferacji w poréwnaniu z pierwszym dniem
hodowli (24 h) wzrost do 1,16; 1,34 1 1,44 odpowiednio po 48, 72 1 96 h (rycina 11.21 A).
W kolejnym etapie przeprowadzono test zywotnosci barwigc uzyskane agregaty komorkowe
z wykorzystaniem jodku propidyny oraz kalceiny-AM. Uzyskane wyniki wykazaly wysoka
zywotno$¢ uzyskanych agregatow zarowno pierwszego (24 h) jak 1 ostatniego (96 h) dnia
hodowli. Liczba komoérek martwych pierwszego oraz ostatniego dnia hodowli byta nieznaczna
1 wynosita odpowiednio + 5%, +15. Ponadto, w otrzymanych agregatach nie zaobserwowano
wystepowania rdzenia martwiczego. Wyniki uzyskane na tym etapie prac pokazuja, ze zmiana
warunkow ze statycznych (plytki U-ksztattne) na przeptywowe (mikrosystem V) wptywa na
znaczne zwigkszenie stopnia proliferacji oraz zywotnosci komorek. Moze to by¢ zwigzane
z geometrig mikorystemu 1 zastosowaniem mikroputapek zbudowanych z mikropilar, ktére
umozliwiajg dostarczanie sktadnikow odzywczych do wnetrza agregatu przy jednoczesnym

zminimalizowaniu naprezen $cinajacych zwigzanych z przeptywem pozywki hodowlane;.

3.2.2.2.2. Ocena sktadu i lokalizacji komorek o-TCI-6 oraz INS-I1E

w opracowanym modelu wyspy trzustkowej warunkach przeptywowych
W poprzednich etapach badan opracowano mikrosystem przeptywowy IV, w ktérym

uzyskano sferyczne agregaty ztozone zarowno z monokultury jak 1 kokultury. W kolejnym

etapie badan kluczowym byto potwierdzenia prawidtowej architektury oraz odpowiedniego
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rozmieszczenia komoérek w opracowanych agregatach komorkowych. W tym celu,
przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne 1 wyznakowano komorki odpowiedzialne
za sekrecj¢ insuliny oraz glukagonu.

Dzigki zastosowaniu szkietka nakrywkowego o grubosci 170+5 um w konstrukeji
mikrosystemu przeptywowego mozliwa byla obserwacja uzyskanych agregatow w 3D
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego bezposrednio w systemie bez koniecznosci
przenoszenia agregatow do analizy. Dzigki temu ryzyko uszkodzenia struktury zostato
zminimalizowane. Wyniki barwienia immunofluorescencyjnego przedstawiono na rycinie

II. 22.

Rycina II. 22 Ocena lokalizacji komorek a i § poprzez barwienie immunofluorescencyjne glukagonu (Alexa Fluor
594, kolor czerwony) i insuliny (Alexa Fluor 488, kolor zielony). Jadra komoérkowe wybarwiono przy uzyciu
barwnika Hoechst 33258 (kolor niebieski). A) Obraz uzyskany w wyniku analizy otrzymanego agregatu
komorkowego w widoku 3D z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. B) Kolejne warstwy agregatu
w ktorych prowadzono analize C) Analiza intensywnosci fluorescencji w poszczegdlnych lokalizacjach agregatu
(komorki B w rdzeniu, komorki o na obrzezach agregatu). D) Zdjgcie przestrzennego rozmieszczenia komorek
a i B z kilku wybranych warstw (przedstawionych w punkcie B) tej samej pseudowyspy.

Dzigki potaczeniu precyzyjnego znakowania insuliny 1 glukagonu znajdujacych sie
w komorkach a- 1 B oraz analizy catych agregatow komodrkowych (wzdtuz osi Z, warstwa po
warstwie) mozliwe bylo okreslenie doktadnej lokalizacji obu typow komoérek budujacych

opracowany model. Potwierdzono, ze agregaty komorkowe, uzyskane w wyniku wspothodowli
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komorek a-TC1-6 oraz INS-1E w stosunku gestosci 1:2 w mikrosystemie przeptywowym IV,
miaty taka samg architektur¢ (pod wzgledem wielko$ci, morfologii oraz rozmieszczenia
komorek a 1 PB) jak wyspy trzustkowe w warunkach in vivo. Otrzymane pseudowyspy
komorkowe byly sferyczne 1 dobrze zorganizowane, komoérki B znajdowaly si¢ w rdzeniu
agregatu, natomiast komorki o byly rozmieszczone obwodowo (rycina I1.22). Ponadto, w celu
potwierdzenia rozmieszczenia komorek w agregacie przeprowadzono analize¢ intensywnosci
fluorescencji. Wysoka intensywnos$¢ fluorescencji pochodzaca od insuliny (kolor zielony)
zaobserwowano wewnatrz agregatu, a wysokg intensywnos$¢ fluorescencji pochodzaca od
znakowania glukagonu (kolor czerwony) na zewnetrznej czg¢$ci agregatu potwierdzajac tym
samym prawidlowa dystrybucje komorek w opracowanym modelu. Na tym etapie badan
potwierdzono, ze z wykorzystaniem mikorsystemu przeplywowego IV mozliwe jest uzyskanie
sferycznych  agregatow  charakteryzujacych si¢  wysokim  stopniem  proliferacji
1 zywotnosci, ktore pod wzgledem sktadu 1 lokalizacji komorek odpowiadajg wyspie

trzustkowej w organizmie.

3.2.2.3. Ocena funkcjonalnosci pseudowysp opracowanych z wykorzystaniem

mikrosystemu przeplywowego 1V

Funkcjonalno$¢ wysp trzustkowych okresla si¢ migdzy innymi poprzez ocen¢ ich
zdolnosci do wydzielania insuliny 1 glukagonu w odpowiedzi na stymulacje glukoza [137].
W momencie dostarczenia do wyspy trzustkowej roztworu glukozy o wysokim stezeniu,
wydzielanie insuliny wzrasta. W tym samym czasie nast¢puje zmniejszenie wydzielania
glukagonu. Odwrotnie jest w przypadku niskiego stezenia glukozy. W takiej sytuacji poziom
sekrecji insuliny powinien by¢ niski przy jednoczesnym wysokim poziomie wydzielanego
glukagonu [138], [139].

Jednym z kluczowych etapoéw niniejszej pracy byto okreslenie wydzielania insuliny
1 glukagonu z opracowanego z wykorzystaniem mikrosystemu przeptywowego IV modelu
pseudowyspy po inkubacji z r6znymi stezeniami glukozy. W zwiazku z tym przeprowadzono
badania funkcjonalno$ci agregatow komorek o 1 B wykonano testy wydzielania insuliny
1 glukagonu 24 h po wprowadzeniu komorek do systemu przeptywowego.
Test przeprowadzono po stymulacji agregatow roztworami o niskim (2,75 mM) 1 wysokim
(16,5 mM) stezeniu glukozy. Dzigki zaprojektowaniu dwoéch identycznych mikrokomor

w jednym mikrosystemie stymulacje roztworami glukozy o wysokim i niskim st¢zeniu
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prowadzono w tym samym mikrosystemie, w tych samych warunkach. Otrzymane wyniki

przedstawiono na rycinie II. 23.

Sekrecja insuliny = Sekrecja glukagonu
w8 35 L 06
= * P *
e Q
g 3 % 0,5 I
'd
g 25 s 04
= £ 2 o5
> 2
£ 15 )
g i .g 0,2
- ®
(] o 01
S 05 i
o @
E o
3 o 3
»n LG HG 3 LG HG
Stezenie glukozy Stezenie glukozy

Rycina II. 23 A) Analiza sekrecji insuliny i (B) glukagonu po stymulacji roztworem glukozy o stezeniu
wynoszacym 16.5 mM (HG) Iub 2,75 mM (LG), n > 3. *p < 0.05.

Po przeprowadzeniu analizy uzyskanych wynikéw zauwazono znaczne roznice
w sekrecji zarowno insuliny jak 1 glukagonu po stymulacji roztworami o niskim oraz wysokim
stezeniu glukozy. Poziom wydzielania insuliny w uktadzie mikroprzeplywowym wynosit
1,38 ng na pseudowyspe po stymulacji roztworem o stezeniu glukozy wynoszacym 2,75 mM.
Natomiast, w przypadku stymulacji pseudowysp roztworem glukozy o st¢zeniu 16,5 mM
zanotowano wydzielanie 2,75 ng insuliny na pseudowyspe. Stanowi to niemalze dwukrotny
wzrost ilosci wydzielonej inusliny w poréwnaniu do poziomu uzyskanego po stymulacji
roztworem o niskim st¢zeniu glukozy. Dla poziomu wydzielania glukagonu zaobserwowano
odwrotng zalezno$¢, 0,47 1 0,21 ng glukagonu na pseudowyspe¢ byto wydzielane odpowiednio
w warunkach niskiego 1 wysokiego stezenia glukozy. Uzyskane wyniki potwierdzaja zdolnos¢
opracowanego modelu do prawidtowej odpowiedzi na stymulacje roztworami glukozy.
Wyniki te potwierdzity, ze agregaty komorek INS-1E i1 a-TC1-6 hodowane w uktadzie
mikroprzeplywowym sg w pelni funkcjonalne.

3.2.2.4. Podsumowanie 1 wnioski

W tej czesci pracy podjeto probe odwzorowania struktury wyspy trzustkowej
z wykorzystaniem kokultury dwéch najwazniejszych w kontekscie cukrzycy typéw komorek:

o (a-TC1-6) oraz B (INS-1E). Kluczowym krokiem byt dobdr odpowiedniego stosunku
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gestosci komorek a-TC1-6 do INS-1E, tak aby mozliwie jak najlepiej odwzorowa¢ warunki
in vivo. Scile okre§lona architektura wyspy trzustkowej moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
prawidtowej komunikacji miedzy komorkami budujgcymi wyspe, a tym samym dla
prawidlowej sekrecji hormondw.

Wyniki uzyskane na tym etapie badan wykazaty, ze komorki a-TC1-6 oraz INS-1E
zmieszane w stosunku gestosci 1:2, 1:3, 1:4 1 hodowane jako kokultura tworza sferyczne
agregaty komorkowe zarowno w mikrosystemach przeptywowych jak i w 96-cio dotkowych
ptytkach o U-ksztatltnym dnie zmodyfikowanych roztworem Pluronic. W literaturze znalez¢
mozna przyklady tréjwymiarowych modeli komorkowych ztozonych z komoérek wysp
trzustkowych hodowanych w warunkach statycznych z wykorzystaniem min. plytek
wielodotkowych [125], [140]. Najczesciej] w tych badaniach wykorzystuje si¢ wyizolowane
wyspy trzustkowe, komoérki B lub komodrki macierzyste [130]. Jednym z wazniejszych
aspektow jest utrzymanie wysokiej zywotnosci takich modeli komorkowych w hodowlach
dtugoterminowych. W tej czesci badan potwierdzono mozliwos$¢ tworzenia trojwymiarowych
pseudowysp metoda tradycyjng z wykorzystaniem ptytek o U-ksztattnym dnie. Natomiast
uzyskane  pseudowyspy  charakteryzowaly = si¢  niskim  stopniem  proliferacji
1 duzym udziatem komorek martwych zlokalizowanych gltownie w rdzeniu agregatu.
Wywnioskowano, ze moze mie¢ to zwigzek z utrudniong dyfuzja sktadnikéw odzywczych do
wnetrza agregatu hodowanego na ptytkach wielodotkowych w warunkach statycznych.
Ponadto, podczas hodowli trojwymiarowych modeli komorkowych tradycyjnymi metodami
napotka¢ mozna problemy zwigzane z uszkodzeniem komorek. Agregaty nie sg zwigzane
z podlozem, a tym samym nie s3 unieruchomione, co zwigksza ryzyko ich uszkodzenia lub
wyplukania z dotkéw hodowlanych na etapie zmiany roztworéw przy prowadzeniu
wieloetapowych eksperymentéw. Ponadto, konieczno$¢ przenoszenia agregatdéw np. na
szkietka nakrywkowe w przypadku analizy z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego
w kilku przypadkach przeprowadzonych eksperymentow generowala kolejne uszkodzenia
struktury. Na tym etapie zalozono, ze zmiana warunkow hodowli ze statycznych (makroskala)
na  dynamiczne/przeplywowe  (mikroskala) pozwala na uzyskanie agregatow
charakteryzujacych si¢ wyzszym poziomem sferycznosci, proliferacji oraz brakiem
nekrotycznego rdzenia niz w przypadku wykorzystania plytek o U-ksztaltnym dnie. Ponadto,
w przypadku wykorzystania opracowanego mikrosystemu przeptywowego IV analiza
parametréw hodowli, sktadu komoérkowego pseudowyspy oraz sekrecji insuliny 1 glukagonu
zostala wykonana w czasie rzeczywistym w mikrosystemie bez koniecznosci przenoszenia

agregatow na inne podtoza.W kolejnych etapach badan wykazano prawidlowy rozktad
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komorek w opracowanych pseudowyspach — komorki INS-1E zlokalizowane byty wewnatrz
(w rdzeniu) pseudowyspy natomiast komorki a-TC1-6 na obrzezach, otaczajac komorki
INS-1E. W literaturze pokazano, ze takie ulozenie komorek moze mie¢ zwigzek ze
zréznicowang ekspresjg czasteczek adhezyjnych komorek (CAM), a dokladniej CAM
neuronalnych (N-CAM), w obu typach komorek, ktora jest odpowiedzialna za powstanie
1 utrzymanie architektury wysp [141], [142].

Na tym etapie badan potwierdzono réwniez, ze opracowany z wykorzystaniem
mikrosystemu przeplywowego IV model pseudowyspy jest w pelni funkcjonalny.
Funkcjonalno$¢ wysp trzustkowych okreslono poprzez ocen¢ ich zdolnosci wydzielniczej
insuliny 1 glukagonu w odpowiedzi na stymulacj¢ glukoza [137]. Potwierdzono dwukrotny
wzrost sekrecji insuliny po stymulacji roztworami o wysokiej zawartosci glukozy
w porOwnaniu ze stymulacjg roztworami o niskiej zawartosci glukozy. Ponadto, potwierdzono
prawidtowa sekrecje glukagonu — w warunkach wysokiego stezenia glukozy wydzielanie
glukagonu byto praktycznie dwukrotnie nizsze niz w obecno$ci niskiego stezenia glukozy.

Wyniki badan staty si¢ przedmiotem publikacji [143].

3.3. Ocena mozliwosci wykorzystania opracowanego systemu jako modelu do badan

przesiewowych potencjalnych zwigzkow terapeutycznych

Obecnie, rosngca liczba przypadkoéw cukrzycy i1 powiklan zwigzanych z jej rozwojem jest
impulsem do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych i profilaktycznych. W kolejnych
etapach pracy zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem dwoch izomerow
estru kwasu palmitynowego i hydroksykwasu stearynowego (PAHSA): 5-PAHSA oraz
9-PAHSA 1 okresli¢ wptyw tych zwigzkow na opracowany model pseudowyspy.

Glownym celem tej czesci badan byto okreslenie potencjalnego terapeutycznego wplywu
wyzej opisanych izomerow PAHSA na opracowany model pseudowyspy, a takze okreslenie
mozliwosci  wykorzystania opracowanego modelu jako uniwersalnego narzedzia
wykorzystywanego do badan przesiewowych nowych terapeutykow. Na podstawie danych
literaturowych zalozono, ze inkubacja opracowanych z wykorzystaniem mikrosystemu IV
pseudowysp z 5-PAHSA oraz 9-PAHSA bedzie miata stymulujacy wptyw na sekrecj¢ insuliny
1 glukagonu. W zwiazku ze sprzecznymi informacjami na temat wptywu tych zwigzkéw na
komorki wysp trzustkowych, postanowiono przeprowadzi¢ testy z wykorzystaniem szerokiego
zakresu stezen (0-100 uM) 1 okresli¢ ich wptyw na morfologie pseudowysp, zywotnos$¢

1 proliferacje komorek oraz sekrecje¢ insuliny 1 glukagonu.
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3.3.1. Wplyw izomeréw 5-PAHSA i 9-PAHSA na morfologi¢ pseudowysp

W tym etapie badan przeprowadzono analiz¢ stanu hodowli, zmian morfologii uzyskanych
pseudowysp oraz stopnia proliferacji oraz zywotnosci po inkubacji z wybranymi st¢zeniami
(5 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, 100 uM) 5-PAHSA oraz 9-PAHSA z wykorzystaniem

mikrosystemu IV. Wyniki przedstawiono na rycinie 1. 24.
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Rycina II. 24 Wptyw stymulacji roznymi stezeniami 5S-PAHSA lub 9-PAHSA na proliferacj¢ komorek (A, C) oraz
srednice pseudowysp (B, D). Wyniki przedstawione na wykresach znormalizowano do pomiaru stopnia
proliferacji 24 h po wprowadzeniu komorek do mikrosystemu przeptywowego IV (bez inkubacji z 5-PAHSA lub
9-PAHSA), n=3 *p < 0,05.

Po przeprowadzeniu analizy nie zauwazono cytotoksycznego wpltywu zwigzkoéw
5-PAHSA oraz 9-PAHSA na opracowany model. Zauwazono natomiast istotne roznice
w stopniu proliferacji komoérek pomigdzy inkubacja z S-PAHSA a 9-PAHSA. Potwierdzono
wysoki stopien proliferacji komorek po inkubacji ze wszystkimi wybranymi stezeniami
5-PAHSA. Wyzsze wartosci stopnia proliferacji uzyskano zaréwno w stosunku do kontroli, jak
1 w stosunku do stymulacji tymi samymi st¢zeniami 5-PAHSA w dniu poprzednim.
Po 24 h inkubacji pseudowysp z S5-PAHSA, najwickszy wzrost stopnia proliferacji
(w odniesieniu do pomiaru wykonanego dla tego samego mikrosystemu przed podaniem
roztworu 5-PAHSA) zauwazono dla inkubacji z 100 uM 5-PAHSA. W tym przypadku stopien

proliferacji wzrost o 0,70. W kolejnych dniach tempo proliferacji komorek byto wolniejsze —
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zaobserwowano wzrost o odpowiednio 0,36 (48 h inkubacji) oraz 0,14 (72 h inkubacji)
w porownaniu do poprzedniego dnia. Po 72 h inkubacji pseudowysp z 5-PAHSA najwigkszy
wzrost stopnia proliferacji (ponad dwukrotny w poréwnaniu z 24 h hodowli) odnotowano
w przypadku stymulacji roztworem 5-PAHSA o st¢zeniu 40 uM 1 60 uM. Proliferacja komorek
wzrosta odpowiednio o 1,77 1 1,63. Dla inkubacji komorek z pozostalymi badanymi stezeniami
5-PAHSA t5. 5,201 80 uM po 72 h uzyskano odpowiednio wzrost poziomu proliferacji o 0,60;
1,19; 1,13. Wartosci stopnia proliferacji uzyskane dla kontroli (0 uM 5-PAHSA) byty zblizone
do tych uzyskanych po inkubacji z 5 uM 5-PAHSA 1 wzrosty o odpowiednio 0,1; 0,28; 0,67.

W kolejnym kroku wykonano analiz¢ przyrostu $rednicy opracowanych agregatow.
Zgodnie z oczekiwaniami odnotowano wzrost $rednicy agregatu, co rowniez moze wskazywac
na wysoki stopien proliferacji komorek. Srednice agregatow, a tym samym catkowita masa
komorek po inkubacji z roztworami o kazdym badanym stezeniu 5-PAHSA, zwigkszata si¢
w kolejnych dniach hodowli. Dla wszystkich badanych stezen po 72 h inkubacji odnotowano
wzrost o okoto 20-30 um w stosunku do pierwszego dnia hodowli.

W przypadku inkubacji z roztworami 9-PAHSA tempo proliferacji nie byto tak szybkie
jak w przypadku inkubacji z roztworami 5-PAHSA. Po 24 h inkubacji z 20 uM 9-PAHSA
zauwazono spadek stopnia proliferacji o okoto 0,14 w poréwnaniu do wynikow uzyskanych dla
tego samego mikrosystemu przed inkubacjg z roztworem 20 puM 9-PAHSA. Kolejnym
badanym stezeniem, ktére spowodowato spadek stopnia proliferacji po 24 h inkubacji byto 60
uM 9-PAHSA. W tym przypadku zanotowano spadek o okoto 0,7. Stopien proliferacji po 72 h
ekspozycji na 5 uM, 40 uM, 80 uM 9-PAHSA w pordéwnaniu z wynikami uzyskanymi dla
kontroli (pomiar przed rozpoczgciem inkubacji z 9-PAHSA) wzrdst odpowiednio 0 0,501 0,19,
0,14. W przypadku inkubacji z 100 uM 9-PAHSA zauwazono nieznaczny wzrost proliferacji
po 24 h inkubacji (wzrost o 0,12), a nast¢pnie niewielki spadek stopnia proliferacji w kolejnych
dniach stymulacji. Natomiast w przypadku inkubacji z 60 uM 9-PAHSA spadek stopnia
proliferacji zaobserwowano juz po 24 h inkubacji 1 wynosit on 0,93 (dla 24 h inkubacji), 0,78
(dla 48 h inkubacji) oraz 0,70 (dla 72 h inkubacji). Otrzymane wyniki korelujg ze zmianami
srednic agregatow po inkubacji z wybranymi stezeniami 9-PAHSA. Porownujac te wyniki
z wynikami uzyskanymi po inkubacji z 5-PAHSA we wszystkich badanych stezeniach
zaobserwowano okolo dwukrotnie mniejszy wzrost stopnia proliferacji/zywotnosci

w poréwnaniu z proliferacjg po inkubacji z 5S-PAHSA.
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3.3.2. Ocena wplywu zwiazkéw 5-PAHSA i 9-PAHSA na lokalizacje komorek

w pseudowyspie

Jak  wspomniano wcze$niej, wyspy trzustkowe sa dobrze zdefiniowanymi
trojwymiarowymi strukturami o S$cisle okreslonym sktadzie i1 lokalizacji komoérek [144].
Zaburzenia w morfologii wysp trzustkowych mogg mie¢ wptyw na zaburzenia w komunikacji
migdzy komorkami, co z kolei moze wptyna¢ na prawidtowe wydzielanie insuliny 1 glukagonu.
Z tego wzgledu bardzo wazne jest utrzymanie prawidlowej morfologii pseudowyspy przez caty
czas trwania hodowli. W celu potwierdzenia odpowiedniej struktury pseudowysp sktadajacych
si¢ z komorek a oraz 3 1 oznaczenia insuliny 1 glukagonu po inkubacji z 5-PAHSA 1 9-PAHSA
przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne. Na podstawie przeprowadzonych
wczesniej etapow badan zdecydowano si¢ na wybor trzech granicznych stezen: najwyzszego —
100 uM, najnizszego — 5 uM oraz $rodkowego - 60 uM. Wyniki barwienia przedstawiono
na rycinie II. 25.
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Rycina II. 25 Analiza zawartosci insuliny i glukagonu przeprowadzona z wykorzystaniem metody barwienia
immunofluorescencyjnego. Barwienie glukagonu (Alexa Fluor 594, kolor czerwony) 1 insuliny (Alexa Fluor 488,
kolor zielony). Analize¢ intensywnosci fluorescencji poszczegodlnych hormonéw przeprowadzono na podstawie
obrazéw uzyskanych z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego przy uzyciu programu CellSens Dimension,
n=3.

Przedstawione na wykresach wartosci uzyskano dla pseudowysp (24 h po wprowadzeniu
komorek o-TC1-6 oraz INS-1E w stosunku 1:2 do mikrosystemu przeptywowego)

inkubowanych 48 h z roztworami 5-PAHSA o stezeniu 5 uM, 60 uM 1 100 uM, roztworami
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9-PAHSA o st¢zeniu 5 uM, 60 uM i 100 uM oraz medium hodowlanym (kontrola, 0 uM).
Dla pseudowysp inkubowanych z kazdym z wybranych stg¢zen 5-PAHSA oraz 9-PAHSA nie
zauwazono zmian w strukturze, tj. sktadzie 1 lokalizacji komoérek. Potwierdzono prawidiowy
proces agregacji komorek oraz lokalizacje komoérek INS-1E wewnatrz 1 komoérek a-TC1-6 na
zewnatrz pseudowyspy. Oznacza to, ze oba izomery PAHSA nie wplywaja na zaburzenie
morfologii opracowanych pseudowysp. Zmiany w lokalizacji 1 utozeniu komoérek mogtyby
wplyna¢ na zmiany komunikacji mi¢dzykomorkowej, a tym samym na proces sekrecji
hormonéw. Zauwazono rowniez, ze najwyzsze poziomy intensywnosci fluorescencji insuliny
1 glukagonu w poréwnaniu do kontroli uzyskano dla 60 uM i1 100 uM 5-PAHSA. Ponadto,
zanotowano niewielki wzrost intensywnosci fluorescencji pochodzacy od insuliny dla
pseudowysp inkubowanych z 5 uM 5-PAHSA, natomiast w tym samym stezeniu 5S-PAHSA
poziom intensywnosci glukagonu delikatnie spadt. W przypadku inkubacji z 5 uM oraz 60 uM
9-PAHSA zauwazono nizszg intensywno$¢ zarowno insuliny jak i glukagonu w porownaniu do
kontroli. Jedynie dla stezenia 9-PAHSA rownego 100 uM zanotowano niewielki wzrost

intensywnosci fluorescencji pochodzacy od insuliny i glukagonu.

3.3.3.Wplyw izomerow 5-PAHSA i 9-PAHSA na stymulowane glukoza

wydzielanie insuliny i glukagonu

Prawidlowe wydzielanie insuliny w odpowiedzi na stymulacje glukoza jest glownym
parametrem wskazujacym na funkcjonalnos¢ komorek trzustki [145]. Na tym etapie badan
przeprowadzono testy sekrecji insuliny po 48 h inkubacji z wybranymi stezeniami
5-PAHSA 1 9-PAHSA. Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych we wcze$niejszych
etapach prac wybrano nastepujace stezenia S-PAHSA oraz 9-PAHSA: 5 uM, 60 uM oraz 100
uM. Natomiast ciekawym wydawalo si¢ réwniez sprawdzenie jakie zmiany zachodza
w zakresie nizszych stezen — pomiedzy 0 uM a 20 uM, dlatego zdecydowano si¢ przeprowadzic¢
badania sekrecji insuliny 1 glukagonu rowniez po inkubacji z 5 uM 10 uM 20 uM 5-PAHSA
1 9-PAHSA. W tym etapie badan prowadzono 48 h inkubacj¢ pseudowysp uzyskanych
z wykorzystaniem mikrosystemu przeptywowego IV. Po tym czasie, przeprowadzono
stymulacje pseudowysp roztworami o niskim (2,75 mM) lub wysokim (16,5 mM) stezeniu
glukozy wedlug procedury opisanej w punkcie 2.4 Analiza sekrecji insuliny i glukagonu.
Po przeprowadzeniu stymulacji zbierano probki 1 analizowano przy uzyciu

immunoenzymatycznego testu ELISA. Wyniki przedstawiono na rycinie 11.26.
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Rycina II. 26 Poziom sekrecji insuliny po 48 h inkubacji z 5-PAHSA (A) i 9-PAHSA (B) oraz stymulacji
roztworem glukozy o niskim (LG; 2,75 mM) i wysokim (HG; 16,5 mM) stezeniu. Istotnos¢ statystyczng policzono
wzgledem kontroli (pseudowysoy inkubowane z medium hodowlanym, bez dodatku 5-PAHSA lub 9-PAHSA),
n=>3. *p <0,05.

W  wyniku przeprowadzonych badanh nie zaobserwowano istotnego wzrostu
stymulowanego glukoza wydzielania insuliny po inkubacji z nizszymi stezeniami 5-PAHSA
(5 uM, 10 uM, 20 uM). Otrzymane wyniki byly zblizone do wynikéw uzyskanych dla kontroli
(pozywka hodowlana) (rycina II. 10). Z kolei po inkubacji z roztworami o wyzszym stezeniu
5-PAHSA zaobserwowano istotny wzrost poziomu wydzielania insuliny, po stymulacji
glukoza. Poziom wydzielania insuliny po 48 h inkubacji z 60 uM 5-PAHSA oraz stymulacji
roztworem o stezeniu glukozy rownym 2,75 mM wynosit 4,14 ng na pseudowyspe. Natomiast
po 48 h inkubacji z 60 uM 5-PAHSA oraz stymulacji roztworem o stezeniu glukozy rownym
16,5 mM wynosit 9,12 ng na pseudowyspe. W przypadku inkubacji z 5S-PAHSA o st¢zeniu 100
UM sekrecja insuliny wynosita 19,98 ng na wyspe (po stymulacj LG) 1 22,02 ng na wyspe
(po stymulacji HG). Uzyskany wynik pokazuje, ze 5-PAHSA jest silnym stymulatorem sekrecji
insuliny (nawet w przypadku braku stymulacji wywotanej glukozg). Natomiast w przypadku
stymulacji pseudowysp roztworami 9-PAHSA nie zaobserwowano znaczacych roznic
w sekrecji insuliny w stezeniach 5 uM, 10 uM, 20 uM, zaro6wno w warunkach wysokiego
stezenia glukozy jak 1 niskiego. W przypadku 48 h inkubacji z 60 uM 9-PAHSA zanotowano
niewielki spadek wydzielania insuliny w porownaniu do kontroli. Po inkubacji
z 60 uM 9-PAHSA zanotowano sekrecj¢ na poziomie 1,49 ng na wyspe (LG) oraz 1,84 ng na
wyspe (HG), w porownaniu do 1,30 (LH), 2,93 (HG) dla kontroli. Natomiast po inkubacji
z roztworem o stezeniu 100 uM 9-PASHA zaobserwowano wzrost wydzielania insuliny.
Pseudowyspy w mikrosystemie przeplywowym byly w stanie wydzieli¢ 4,28 ng na wyspe

1 10,71 ng na wysp¢ po stymulacji odpowiednio niskim 1 wysokim stezeniem glukozy. Byt to
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jednak ponad dwukrotnie mniejszy wzrost wydzielania insuliny niz po inkubacji z tym samym

stezeniem S5-PAHSA.

3.3.4.Wplyw izomerow 5-PAHSA i 9-PAHSA na wydzielanie glukagonu

W kolejnym tym etapie badan przeprowadzono ocen¢ sekrecji glukagonu po inkubacji
z wybranymi stezeniami 5-PAHSA lub 9-PAHSA (5 uM, 10 uM, 20 uM, 60 uM, 100 uM).
Po 48 h inkubacji okreslono wydzielanie glukagonu z pseudowysp w warunkach niskiego (2,75

mM) oraz wysokiego (16,5 mM) stezenia glukozy. Wyniki przedstawiono na rycinie 1I. 27.
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Rycina II. 27 Poziom sekrecji glukagonu po 48h inkubacji z 5S-PAHSA Poziom sekrecji glukagonu po 48h
inkubacji z 5-PAHSA lub 9-PAHSA oraz stymulacji roztworem glukozy o niskim (LG; 2,75 mM) i wysokim (HG;
16,5 mM) stezeniu. Istotnos¢ statystycznag policzono wzgledem kontroli (pseudowyspy inkubowane z medium
hodowlanym, dodatku 5-PAHSA lub 9-PAHSA) n > 3. *p <0,05.

Po dokonaniu analizy wynikéw nie zaobserwowano istotnego wzrostu sekrecji
glukagonu po inkubacji z nizszymi stezeniami 5-PAHSA (5 uM — 60 uM). Dwukrotny wzrost
(w poréwnaniu do kontroli) wydzielania glukagonu po stymulacji roztworem o niskim stezeniu
(2,75 mM) glukozy zauwazono po 48 h inkubacji z 100 uM 5-PAHSA. Natomiast nie
zaobserwowano takiego wzrostu sekrecji glukagonu przy tym samym st¢zeniu 5S-PAHSA
1 stymulacji roztworem o wysokim stezeniu glukozy (16.5 mM). Uzyskany wynik jest
prawidtowy — obecnos¢ glukozy hamuje wydzielanie glukagonu. Prawidtowa odpowiedz na
stymulacj¢ roznymi stezeniami glukozy (wyzsza sekrecja przy nizszym stezeniu glukozy
1 nizsza przy wyzszym) zaobserwowano w przypadku inkubacji z 10 uM, 60 uM, 100 uM
5-PAHSA. Natomiast w przypadku inkubacji pseudowysp z 10 uM oraz 60 uM 5-PAHSA
uzyskane wyniki nie r6znig si¢ istotnie od wynikow uzyskanych dla warunkéw kontrolnych
(inkubacja z medium bez PAHSA). W przypadku 9-PAHSA zauwazono, ze wydzielanie

glukagonu w warunkach niskiego (2,75 mM) poziomu glukozy wzrosto po inkubacji z 5 uM,
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10 uM, 20 uM 1 100 uM odpowiednio o: 0,39 ng, 0,09 ng, 0,36 ng, 0,23 ng na pseudowyspg.
Natomiast dla tych samych stezenh 9-PAHSA 1 stymulacji roztworami o wysokim (16.5 mM)
stezeniu glukozy nie zaobserwowano istotnych zmian w sekrecji glukagonu. Jedynie
w przypadku inkubacji z 60 uM 9-PAHSA 1 stymulacji roztworami o wysokim (16.5 mM)
stezeniu glukozy zanotowano wzrost wydzielania glukagonu o 0,30 ng na pseudowyspe
(w porownaniu do kontroli). Wzrost ten nie r6znit si¢ jednak dla wynikéw uzyskanych w tym

samym stezeniu 9-PAHSA, ale stymulacji roztworami o niskim st¢zeniu glukozy.

3.3.5.Podsumowanie i wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan potwierdzono, ze inkubacja z roztworami
5-PAHSA we wszystkich badanych stezeniach nie miata toksycznego wplywu na struktury 3D
opracowanego modelu ztozonego z komorek wysp trzustkowych i1 znaczaco zwigkszata
proliferacje komorek. Zgodnie z oczekiwaniami Srednice agregatow po inkubacji z 5-PAHSA
zwigkszaly si¢ w kolejnych dniach hodowli, z maksymalnym wzrostem o okoto 20-30 um po
72 h inkubacji (w poréwnaniu do pierwszego dnia hodowli). Po inkubacji z wyzszymi
stezeniami 9-PAHSA (60 uM - 100 uM) odnotowano spadek proliferacji komoérek, a po
inkubacji z nizszymi stezeniami (10 uM - 40 uM) wzrost stopnia proliferacji. Ponadto,
w przypadku 9-PAHSA zaobserwowano réwniez wzrost Srednicy agregatow w kolejnych
dniach hodowli, z maksymalnym wzrostem o 25 um. Moze to $wiadczy¢ o korzystnym
wptywie badanych zwigzkéw na proces proliferacji komoérek o oraz . Porownujac wyniki
otrzymane dla inkubacji pseudowysp z izomerami 9-PAHSA oraz 5-PAHSA we wszystkich
badanych stezeniach zaobserwowano okolo dwukrotnie mniejszy wzrost stopnia proliferacji
komorek po inkubacji z 9-PAHSA. Na tym etapie prac pokazano, ze PAHSA (a zwlaszcza
izomer 5-PAHSA) w szerokim zakresie st¢zen ma bezposredni, pozytywny wplyw
na zwigkszenie proliferacji komorek wysp trzustkowych hodowanych z wykorzystaniem
mikrosystemu przepltywowego V.

W literaturze mozna znalez¢ rowniez doniesienia na temat wpltywu zwigzkoéw PAHSA
na sekrecje insuliny [53]. Zhou et al. przeprowadzili badania,w ktérych podawano 5-PAHSA
(0,1 mg/d) 1 9-PAHSA (0,4 mg/d) przez podskorne pompy osmotyczne, myszom karmionym
dieta wysokottuszczowg. Udowodniono, ze przewlekte podawanie 5-PAHSA 1 9-PAHSA
myszom HFD zwigksza poziom PAHSA w organizmie od ~1,4 do 3-krotnie, co skutkuje

zwiekszong wrazliwo$cig na insuling 1 lepsza tolerancja glukozy [56]. W przeprowadzonych na
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tym etapie pracy doktorskiej badaniach wykazano, wptyw zwigzkéw PAHSA (a zwlaszcza
5-PAHSA) na zwigkszenie sekrecji insuliny z opracowanych z wykorzystaniem mikrosysytemu
przeptywowego pseudowysp. To z kolei moze wskazywa¢ na potencjalne wiasciwosci
terapeutyczne badanych zwigzkéw. Ponadto, zauwazono zwigkszenie sekrecji glukagonu po
stymulacji 5-PAHSA o stezeniu 100 uM oraz po stymulacji 9-PAHSA w stezeniach 5, 10, 20
1100 uM. Jednak nie byt to, az tak wysoki wzrost jak w przypadku sekrecji insuliny. Otrzymane
wyniki moga wskazywa¢ na preferowany wplyw zwiazkéw PAHSA na komorki B wysp
trzustkowych.

Przeprowadzone na tym etapie badania pokazuja, ze izomery S5-PAHSA oraz
9-PAHSA sg aktywatorami sekrecji insuliny 1 glukagonu 1 wykazuja wtasciwosci potencjalnych
srodkow terapeutycznych, a zatem mogg zosta¢ wykorzystane w terapiach dysfunkcji wysp
trzustkowych. Ponadto, na tym etapie wykazano mozliwo$¢ zastosowania opracowanego
mikrosystemu przeplywowego IV jako uniwersalnego narzedzia do opracowania i hodowli
modelu wyspy trzustkowej oraz testowania nowych, potencjalnych zwigzkoéw terapeutycznych.
Wyniki badah przedstawione w powyzszym rozdziale staly si¢ przedmiotem publikacji

naukowej [146].
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III. Dyskusja wynikow i wnioski

W ostatnich latach, ze wzgledu na ciggle zwigkszajacy si¢ odsetek zachorowan na cukrzyce
wrasta liczba badan prowadzonych na komorkach wysp trzustkowych. Dotychczas najszerzej
stosowanym podejsciem byty konwencjonalne dwuwymiarowe hodowle komoérkowe (2D) na
ptaskiej powierzchni szklanej lub polimerowej [65]. Natomiast w literaturze przedstawiono
wystepowanie istotnych réznic w stopniu proliferacji, zywotnosci, komunikacji komorkowe;j
1 wydzielaniu insuliny migdzy komdrkami wysp trzustkowych hodowanymi jako monowarstwa
komorkowa, a trojwymiarowe agregaty komorek [66]. Jedng z metod otrzymywania
trojwymiarowych struktur jest wykorzystanie zdolnosci niektorych linii komorkowych do
samoagregacji. W przypadku braku powierzchni o wilasciwosciach adhezyjnych lub braku
rusztowania, komorki mogg agregowac i1 ulega¢ procesowi samoorganizacji podczas ktorego
rozproszone komorki tworzg trojwymiarowe skupiska — agreagaty [147]. Samoorganizacja
odwzorowuje naturalne procesy zachodzace podczas embriogenezy, morfogenezy
1 organogenezy, a agregaty komorkowe nasladujg architektoniczng 1 funkcjonalng
charakterystyke natywnych tkanek. Istotng role w tym procesie odgrywajg zarowno czasteczki
adhezji miedzykomorkowej jak 1 sie¢ cytoszkieletu. [148]. Brak odpowiednich modeli
badawczych, a takze che¢¢ prowadzenia eksperymentéw zgodnie z zasadg 3R (ang.
Replacement, Reduction, Refinement), ktora ma na celu zastgpienie wykorzystywania zwierzat
laboratoryjnych przez inne, funkcjonalne modele badawcze bylo bodzcem do opracowania
w peti funkcjonalnego modelu pseudowyspy. Zgtebienie wiedzy na temat komoérek wysp
trzustkowych, a szczegdlnie komorek B odpowiedzialnych za sekrecje insuliny jest niezbedna
do znalezienia nowych metod leczenia cukrzycy lub proby opracowania ,,sztucznej trzustki”
co jest jednym z gtownych celdéw medycyny regeneracyjnej [149]. W zwigzku z tym w ramach
obecnej pracy doktorskiej podjeto probg opracowania modelu wyspy trzustkowej, ktory
morfologia, sktadem 1 lokalizacja komorek odpowiadal bedzie wyspie trzustkowej
w warunkach in vivo. W badaniach wykorzystano komoérki INS-1, ktore sg komorkami
B wysp trzustkowych 1 zostaty szczegétowo scharakteryzowane jako linia komorkowa, ktora
zawiera 1 wydziela insuling w odpowiedzi na szeroki zakres stezen glukozy 1 dlatego jest jedna
z najczescie] wykorzystywanych linii komoérkowych stosowanych do badania mechanizmow
wydzielania insuliny [150]. W celu odwzorowania morfologii wyspy, a takze zachowania
komunikacji migdzykomorkowej postanowiono wykorzysta¢ w badaniach réwniez drugg lini¢

komorek wysp trzustkowych — komérki a-TC1-6, odpowiedzialne za wydzielanie glukagonu.
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Modele, na ktorych bada si¢ zaburzenia wydzielania insuliny najczesciej opracowywane sg
z wykorzystaniem komorek B w hodowlach 2D/3D lub z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych. Model oparty na hodowlach 2D jest jednak niewystarczajacy i wykazuje
znaczne roznice w sekrecji hormonéw w porownaniu do warunkéw in vivo [151]. Ponadto,
wydzielanie insuliny zalezy od sygnalizacji migdzy réznymi typami komorek, dlatego tez
model badawczy powinien by¢ ztozony z mozliwie jak najwigkszej liczby komorek budujacych
wyspe [66]. Wiekszo$¢ istniejgcych podejs¢ do tworzenia tréjwymiarowych hodowli komorek
wysp trzustkowych opiera si¢ na metodach samoorganizacji i wiszacej kropli w makroskali
[69], [70], ktore szybko tracg swoje funkcje w hodowlach statycznych. Poza organizmami
zwierzecymi 1 modelami 2D oraz 3D otrzymywanymi tradycyjnymi metodami hodowli
w makroskali, w literaturze zaprezentowano kilka rozwigzan opartych na wykorzystaniu
systemow Lab-on-a-chip do hodowli komorek trzustki. Najczesciej sg to systemy do hodowli
trojwymiarowych modeli sktadajacych si¢ z jednego typu komorek wysp trzustkowych [152]
lub catych wyizolowanych wysp gryzoni [153]. W geometrii takich urzadzen przewazaja
rozwigzania oparte na U-ksztaltnych dotkach [109], [111], [154], ktore moga nie by¢
odpowiednie dla prowadzenia dlugoterminowej hodowli.

Dlatego tez, w ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano nowy mikrosystem
przeptywowy typu Lab-on-a-chip do otrzymywania, hodowli oraz analizy tréjwymiarowych
agregatow ztozonych z komoérek wysp trzustkowych. Zastosowanie materiatow
konstrukcyjnych takich jak PDMS, szkietko nakrywkowe oraz zaprojektowanie geometrii
mikrokomor tak by odpowiadata rozktadowi dotkéw na standardowej plytce 96-cio dotkowe;j
pozwolito na prowadzenie analiz w czasie rzeczywistym. Analizy te prowadzono
z wykorzystaniem min. mikroskopu konfokalnego, czytnika plytek wielodotkowych, czy
odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego w jednym urzadzeniu, bez koniecznosci
przenoszenia agregatow np. na ptytki czy szalki. Ponadto, najwazniejsza zaletg tego urzadzenia
jest mozliwos¢ otrzymania w nim modelu komoérkowego, ktory morfologia oraz sktadem
1 lokalizacjg komorek a 1 B odpowiada wyspie trzustkowej w warunkach in vivo.

W ramach pracy przeprowadzono szereg testow optymalizacyjnych majacych na celu
opracowanie urzadzenia odpowiedniego dla prowadzenia zaréwno etapu otrzymywania
pseudowysp, ich stabilnej hodowli, a takze fatwego sposobu obserwacji i analizy wydzielanych
metabolitow 1 hormonéw. Badania rozpoczeto od hodowli komoérek odpowiedzialnych za
sekrecj¢ insuliny — komorek INS-1E. Zbadano wptyw geometrii mikrostruktur oraz parametroéw
hodowli (ggsto$¢ zawiesiny, predkos¢ wprowadzania, warto$ci naprgzen $cinajacych, czas

podawania roztwordOw) na proces agregacji oraz poziom zywotno$ci i proliferacji komorek.
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Wykazano réwniez réznice pomiedzy modelem hodowanym w opracowanym mikrosystemie
oraz modelem hodowanym w warunkach statycznych — na wielodotkowych plytkach
0 U-ksztaltnym dnie. Udowodniono, ze zmiana warunkéw ze statycznych na przeptywowe
korzystnie wptywa na utrzymanie wysokiego stopnia proliferacji 1 Zywotnos$ci przez caly czas
trwania hodowli, a takze majg korzystny wptyw na skrocenie czasu agregacji komorek. Ponado,
wykazano rdéznice w wewnatrzkomorkowym stezeniu jonéw wapnia pomiedzy hodowlg
statyczng a przeptywowa, co moze istotnie wplywaé na rdéznice w profilu wydzielania
hormondw.

W dalszych etapach prac opracowano model pseudowyspy sktadajacy sie¢ z dwoch
najwazniejszych dla przebiegu cukrzycy linii komoérkowych — komorek o (a-TC1-6)
wydzielajacych glukagon oraz B (INS-1E) odpowiedzialnych za sekrecje insuliny. W ramach
prac dobrano (na podstawie badan z wykorzystaniem wielodotkowych ptytek o U-ksztattnym
dnie) odpowiednie warunki hodowli oraz stosunek komorek, tak aby odwzorowa¢ unikalng
strukture wyspy trzustkowej znajdujacej si¢ w organizmie. Istotnym etapem prac byto
przeprowadzenie testow sekrecji insuliny 1 glukagonu. Prawidlowe wydzielanie hormonow jest
krytycznym warunkiem uzyskania w petni funkcjonalnego modelu wyspy trzustkowej [155].
Dzigki opracowaniu odpowiedniej geometrii mikrostruktur mozliwe byto prowadzenie badan
zaréwno dla kontroli jak i r6znych stezen glukozy w tych samych warunkach §rodowiskowych.
Przeprowadzenie immunoenzymatycznego testu ELISA potwierdzito prawidlowy profil
sekrecji hormondéw z opracowanego modelu pseudowyspy, co daje mozliwos¢ jego
zastosowania w badaniach potencjalnych czynnikéw patogennych oraz nowych srodkow
terapeutycznych.

W ostatnim etapie prac przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania opracowanego urzgdzenia
do badan potencjalnych srodkow terapeutycznych. W tym celu wykorzystano dwa izomery
PAHSA: 5-PAHSA oraz 9-PAHSA. Zwigzek ten wybrano ze wzgledu na jego naturalne
wystepowanie w organizmie oraz istniejgce przestanki dowodzace o jego wihasciwosciach
skutecznie zwickszajacych wydzielanie insuliny. Na tym etapie badan najwazniejsze byty dwa
aspekty: dowdd na to, ze PAHSA ma szansg¢ by¢ catkowicie bezpiecznym s$rodkiem
terapeutycznym stosowanym w leczeniu cukrzycy typu 2 oraz dowdd, ze opracowany system
Lab-on-a-chip moze stuzy¢ jako uniwersalne urzadzenie do badan przesiewowych lekoéw.
Przedstawione w literaturze badania nad tymi zwigzkami opierajg si¢ gtownie na zwierzgcych
modelach cukrzycy i dtugoterminowym oznaczaniu poziomu insuliny oraz przyrostu masy
ciala czy badaniu wydzielania insuliny na izolowanych wyspach trzustki [52], [57].

W  przeciwienstwie do tego, w rozprawie doktorskiej przeprowadzono badania
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z wykorzystaniem trojwymiarowego modelu pseudowyspy (ztozonego z komorek a 1 B wysp
trzustkowych) w warunkach przeptywowych. Okreslono wplyw szerokiego zakresu stezen
5-PAHSA 1 9-PAHSA na proliferacic komorek, zmian¢ S$rednicy pseudowysp, oraz
stymulowane glukozg wydzielanie insuliny 1 glukagonu. W przebiegu cukrzycy komorki
B stopniowo tracg zdolno$¢ do proliferacji, co powoduje zmniejszenie wydzielania insuliny
[156]. Dlatego tez, wazne jest badanie potencjalnych srodkéw terapeutycznych pod katem ich
wptywu na proliferacje¢ komodrek. Dotychczas badano wptyw PAHSA na proliferacje komorek
mysich gtdwnie w zakresie nizszych stezen wynoszacych 0 - 20 uM, natomiast badania sekrecji
insuliny prowadzono w zakresie wyzszych stezen (40 - 100 uM) [55], [57]. Potwierdzono, ze
PAHSA ma wplyw na zmniejszenie apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek P oraz
zwigkszenie ich zywotnosci. Obecnie proponowanym mechanizmem tego zjawiska jest
redukcja stresu ER 1 sygnalizacji MAPK [57].W niniejszej pracy doktorskiej dowiedziono,
ze izomery PAHSA wykazuja potencjalne wtasciwosci terapeutyczne 1 bezposredni pozytywny
wpltyw na komorki a 1 B. Najlepsze wyniki uzyskano stosujac 60, 100 uM 5-PAHSA 1 100 uM
9-PAHSA. Otrzymane wyniki sg zgodne z niektorymi wczesniej opisanymi doniesieniami
literaturowymi o mozliwym wplywie izomerow PAHSA na zwigkszenie przezywalnosci

1 usprawnienie funkcjonowania komorek .

Podsumowujgc, badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej
pozwolity na opracowanie w pelni funkcjonalnego modelu wyspy trzustkowej
z wykorzystaniem mikrosystemu przeplywowego. Dzigki opracowanemu modelowi mozliwe
bylo przeprowadzenie badan okreslajagcych wptyw roznych czynnikow na komorki wysp
trzustkowych. Na podstawie uzyskanych wynikow wyciggni¢to nastepujace wnioski:

1. Istniejg istotne roznice w stopniu agregacji proliferacji 1 zywotnosci komorek
pomiedzy modelami 3D otrzymywanymi tradycyjnymi metodami hodowli (ptytki U-
ksztaltne) oraz modelami 3D z wykorzystaniem warunkoéw przeplywowych;

2. Opracowanie mikrosystemu przeptywowego zawierajgcego w swojej geometrii
mikroputapki ztozone z mikropilar pozwolito na tworzenie, hodowl¢ oraz analizg
pseudowysp (sferycznych agregatow ztozonych z komoérek o oraz [ wysp
trzustkowych) w warunkach zblizonych do in vivo;

3. Substancje z grupy PAHSA: 5-PAHSA oraz 9-PAHSA wykazuja potencjalne

wlasciwosci terapeutyczne poprzez zwigkszenie wydzielania insuliny 1 glukagonu;
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4. Opracowany system moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do badan przesiewowych
nowych lekow, pozwalajac jednocze$nie na zredukowanie wykorzystywania zwierzat
laboratoryjnych do badan podstawowych,;

5. Opracowany mikrosystem przeplywowy w przysztosci moze pomoc w zdobyciu
wiekszej wiedzy na temat wydzielania hormondw, komunikacji migdzy komorkami

oraz w opracowaniu skuteczniejszych metod leczenia.
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