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Koncepcja projektu jest opracowanie nowego podejscia opartego na zastosowaniu
trojwymiarowego modelu wyspy trzustkowej (,,pseudowyspa”) w mikroprzeplywowym
systemie Lab-on-a-Chip w celu przeprowadzenia wysokowydajnych badan analizy
funkcjonalnej wysp trzustkowych w warunkach fizjologicznych i stanie patologicznym.

W badaniach opracujemy tréjwymiarowy model agregatu komoérkowego (,,pseudowyspa’)
sktadajacy si¢ z dwoch najwazniejszych dla przebiegu cukrzycy typu 2 linii komorkowych:
komorek B (INS-1E), ktore wydzielajg insuling i komoérek o (a-TC1-6) odpowiadajacych za
wydzielanie glukagonu. Model ten zostanie opracowany z wykorzystaniem mikrosystemu
przeptywowego, dzigki ktéremu uzyskamy warunki zblizone do panujacych w organizmie.
Badania rozpoczniemy od opracowania systemu mikroprzeplywowego o geometrii, ktora
pozwoli na uzyskanie trojwymiarowych agregatoéw komodrkowych. Taki system wykonany
zostanie z biokompatybilnych, odpowiednich dla hodowli komoérkowej materiatow, ktore
umozliwig obserwacjg i analiz¢ uzyskanych wynikéw. Dodatkowo mikrosystem wykorzystany
w badaniach umozliwi obserwacje zmian zachodzacych w pojedynczej ,,pseudowyspie” o
okreslonym, pozadanym rozmiarze. Poniewaz wyspy trzustkowe zbudowane sg z wielu typow
komorek wystepujacych w $cisle okreslonym stosunku i lokalizacji drugim etapem badan
bedzie dobranie odpowiedniego sktadu komorkowego tak aby odzwierciedli¢ te proporcje.
Potwierdzenie dobrze dobranego stosunku komoérek uzyskamy dzigki przeprowadzeniu
barwienia immunofluorescencyjnego oraz obserwacji uzyskanych struktur w przestrzeni
trojwymiarowej. Kolejnym etapem badan begdzie dobor odpowiednich warunkéw przeptywu
panujacych w mikrosystemie tak aby w rezultacie uzyska¢ dlugoterminowa hodowle o
wysokiej zywotnosci i stopniu proliferacji. Wptyw warunkow przeptywu zostanie oceniony na
podstawie mikroskopowej oceny zmian w morfologii komorek oraz testow takich jak: Alamar
Blue, BrdU, jodek propidyny/kalceina AM.

Kolejnym i ostatnim etapem naszej pracy bedzie ocena wydzielania insuliny w opracowanym
systemie w zaleznos$ci od réoznych warunkow przepltywu oraz od stezenia glukozy. Jako, ze
wydzielanie insuliny jest zlozonym, dwuetapowym procesem o dynamicznej naturze
uwalniania biomolekut, nalezy prowadzi¢ pomiary z wykorzystaniem metody umozliwiajacej
ocene duzej ilosci probek w czasie. Wigkszos¢ badan odpisanych do tej pory w literaturze
opiera si¢ na jednokrotnym pomiarze insuliny, a uzyskane wyniki sg jedynie S$rednia
wydzielania w czasie, ktory uptyngl od podania czynnika stymulujagcego. Na podstawie
przeprowadzonych wcze$niej badan oraz pomiaru ilosci wydzielanej insuliny za pomoca
immunoenzymatycznego testu ELISA dobierzemy odpowiednig dla cigglego pomiaru
wydzielania insuliny metode. Na tym etapie podejmiemy probe zastosowania detekcji
z wykorzystaniem Rezonansu Plazmonow Powierzchniowych w opracowanym mikrouktadzie
przeplywowym. Dzigki zastosowaniu takiej metody bedziemy w stanie oznaczy¢ nawet
$ladowe ilosci wydzielanej insuliny w probkach o objetosci rzedu kilkudziesigeiu pl
1 prowadzi¢ te pomiary w czasie rzeczywistym.

Zespot podejmuje dang tematyke badawcza ze wzgledu na mozliwo$¢ glebszego poznania
kinetyki zaleznego od glukozy wydzielania insuliny. Pomyst wykorzystania mikrouktadu
przeplywowego zwigzany jest z rosngca potrzeba stworzenia modelu wysepki trzustkowej
odzwierciedlajgcego warunki panujagce w organizmie. W proponowanym projekcie
podejmiemy probe stworzenia uktadu mikroprzeptywowego, ktory zapewni idealne warunki
dla dtugotrwatej hodowli ,,pseudowyspy”, obserwacji funkcji pojedynczej wysepki oraz
pomiaru ilo$ci wydzielanej insuliny. Wierzymy, ze opracowany przez nas model moze by¢
uniwersalnym modelem dla prowadzenia dalszych badan w kierunku opracowania skutecznej
metody diagnostycznej i terapii cukrzycy typu 2.



