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1. Bevezetés

A sejttani kutatasok alapjat altalaban a kiilonb6z06, sejttenyészté edényekben in vitro
1étrehozott sejtpopulaciok képezik, melyek segitségével vizsgalhatjuk a sejtek viselkedését,
metabolizmusat vagy kiilonb6z6 kémiai agensek hatasat egy adott sejttipusra vonatkozoan. A
sejteket steril koriilmények kozott, kifejezetten sejttenyésztésre kifejlesztett edényekben kell

tartani, igy a kisérleteknél is tigyelni kell a sejtkultura kontaminécidjanak elkeriilésére.

A Debreceni Egyetem Mikrobialis Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszékén 2000-
ben alakult eTox hallgatoi munkacsoport 2005-ben fejlesztette ki az un. Long-Term Scan
mikroszkopos rendszert, melynek segitségével képesek vagyunk a sejtek fénymikroszkopos
megfigyelésére a vizsgalat teljes id6tartama alatt. A rendszer 1ényege, hogy a sejttenyészet
adott allapotardl meghatarozott idokozonként digitalis fénykép késziil, majd az igy nyert
képsorozat videofelvétellé alakithatd és kvantitativ paraméterek mentén elemezhet6. Igy

lehetdvé valik a sejtkultra hosszh tavi, sejt- és populacios szintli megfigyelése.

A perfizios rendszer kifejlesztésére azért volt sziikség, hogy sSegitségével képesek
legyiink Long-Term Scan rendszeriinkben egyszerlien és tisztdn kiillonbozé anyagok
sejttenyészetre gyakorolt hatasat vizsgalni gy, hogy a felhaszndlonak ne kelljen fizikai

kontaktusba kertilnie a tenyésztékornyezettel a kisérlet alatt.

A 1étrehozott rendszerrel képesek vagyunk a kisérlet kozben adott idépontokban
kiilonb6zd anyagokat hozzaadni a sejttenyészethez. Ezaltal sikeriilt kizdrni a sejttenyészet
esetleges kontaminaciojat és a mechanikai behatasokat, biztositva a tenyészetek zavartalan
fejlodését. Tovabbi elénye a rendszernek, hogy kombinalva a Long-Term Scan rendszerrel
(tovabbiakban LTS), nem fogjuk elmozditani a képen lathatd sejteket a tenyésztdedény
kiemelésével. Igy specifikus régiok hossza tavii megfigyelése is megvalodsithato, illetve
elkeriilhet6 a felvétel vegyszer hozzdadasa miatti megszakadasa. Ezaltal in vitro evolucios
megfigyelések is lehetségesek, tehat képesek vagyunk egy adott sejt utddsejtjeit is

végigkovetni a vizsgalat ideje alatt.



A rendszer miikodésének tesztelése sejtciklus-szinkronizacios modszerek vizsgalata
soran tortént, a kisérletekhez HaCaT (immortalizalt human keratinocita) sejtvonalat
hasznaltunk. A sejtciklus szinkronizalasi metodusok célja egy aszinkron (a sejtciklus
kiilonbozd fazisaiban tartozkodod sejteket tartalmazd) tenyészet sejtjeinek a sejtciklus egy
meghatarozott fazisdban vald blokkolasa, majd a szinkronizal6 hatds megsziintetésével a
sejtek felszabaditisa a blokk alol. Igy elérhetd, hogy a sejtek egyszerre lépjenck a sejtciklus
tovabbi szakaszaiba, ami megkonnyiti a sejtciklus szabalyozasara és a sejtosztodasra iranyuld
kutatasokat. Emellett lehetdvé teszi a biologiai, kémiai és fizikai agensek sejtciklusra
gyakorolt hatdsanak vizsgalatit, a potencidlis mutagének hatdsmechanizmusainak

megfigyelését.



2. A Kisérletek célja

2.1 A perfuazios rendszer fejlesztése

A dolgozatban ismertetett perfiziés rendszer kifejlesztése elott az oldatok
sejttenyészethez vald hozzaadasa és eltavolitasa a sejttenyésztd edény LTS rendszerbdl valo
elmozditasa nélkiill csak manualisan, fecskend6kbOl kézzel adagolva torténhetett. A
sejttenyésztd edény tetején izzasig hevitett tiivel itott lyukon keresztiil egy-egy oldatok
bevezetésére, illetve leszivasara alkalmas steril tiit vezettiink at. A tiiket melegragasztoval

(200°C) fixaltuk.

A flaskdkat az LTS rendszer targyasztalan rogzitettik, a tapoldat cseréjéhez a
tenyészethez hozzaadni kivant oldatot egy fecskendében steril koriilmények kozott felszivtuk,
majd egy o6raig az inkubatorban hagytuk, hogy a 37 °C-os homérsékletet felvegye. Ezutan a
bemeneti tii fecskenddcsatlakozd dugojat eltavolitva az oldatot a flaskaba injektaltuk, majd
visszahelyeztilk a csatlakozd dugojat. A tenyésztdmédium eltavolitdsat szintén egy, az
elszivasra behelyezett tiire rogzitett csé és egy fecskendd segitségével valositottuk meg. Az
elvezetd csd végére csatlakoztatott fecskendd kihtizasaval keletkezett vakuum a fecskenddbe
szivta a flaskaban talalhat6 folyadékot.

Az alkalmazott modszernek szamos hatranya volt. Az oldatok beinjektalasa soran
ugyanis nagy volt a tenyészet befertézddésének veszélye, valosziniisithetden a fecskendd és a
beinjektalasra haszndlatos csé gyakori szétvalasztasa miatt. (A fecskendd és a flaska igy nem
képezhetett steril, zart rendszert.) Tovabbi gond volt, hogy a kézi befecskendezések
alkalmaval a flaska gyakran elmozdult. Igy a rendszer eredeti céljat vesztette el, azaz hogy a
sejtkultira tapoldatcsere eldtti és utdni allapotat egyazon specifikus région keresztiil tudjuk

vizsgalni. Ezért valt sziikségessé a rendszer tovabbfejlesztése, automatizalasa.

2.2. HaCaT sejtek szérummentes szinkronizacidja

A perfuziés rendszer segitségével az tUgynevezett széruméheztetéses sejtciklus
szinkronizéciot vizsgaltuk. Human sejtvonalak in vitro tenyésztése soran a sejtek tuléléséhez

és proliferacios képességének megdérzéséhez a hasznalt tapoldathoz (esetiinkben RPMI 1640



médium) 10% foetélis szérumot (itt: fatal bovine serum, FBS) kevernek, mely tartalmazza a

sejtpopulacio novekedéséhez sziikséges faktorokat.

A szérum tapoldatbol valé megvonasanak hatasara a sejtek a sejtciklus GO vagy G1
fazisaban blokkolddnak, majd a szérum jboli hozzaadasaval egyszerre 1épnek ciklus tovabbi
szakaszaiba, igy elérhetd, hogy a tenyészet sejtjei né¢hany sejtcikluson keresztiil adott

idépontban mindig azonos fazisban legyenek.

A Kkisérlet soran frissen passzalt, letapadas utani HaCaT (human adult keratinocita)
sejteket hasznaltunk abbdl az okbol kifolyolag, hogy adherens (letapadd) sejtkultara 1évén a
Long-Term Scan rendszer altal készitett felvételeken morfologiailag jol elkiilonithetdk a
letapadt interfazisos sejtek a feliiluszoban lebegd M fazisos sejtektdl. A szinkronitas elérésére
15-20%-0s konfluenciaszintet mutat6 HaCaT kultira 10%-0s szérumtartalmu tapoldatat a
sejtek letapadasat kdvetden szérummentesre, majd 24 ora mulva ujra 10% szérumot
tartalmazo tenyésztomédiumra cseréltik a perfizios rendszer segitségével. A modszer
sikerességét, azaz tenyészet szinkronitasat az egyidejlileg 0sztodo sejtek szdmanak valtozasan

keresztiil vizsgaltuk.



3. Irodalmi attekintés

A kiilonbozo sejtciklus szinkronizaldsi metddusok igen elterjedtek a sejtciklus
szabalyzasara ¢és sejtosztddasra iranyuld kutatdsokban. Az eljardsok célja egy olyan
sejtpopulacio in vitro eléallitasa, melynek sejtjei a sejtciklus azonos fazisaban tartozkodnak,
igy egyszerre (szinkronban) haladnak végig a proliferacidos ciklus szakaszain. Szinkron
tenyészet létrehozasara szamos modszer Iétezik, melyek eltérek toxicitasukban, a
szinkronitas mértékében ¢és fennallasanak idejében, illetve a kiilonbozé sejttipusoknal vald
alkalmazhatdsagukban.

A szinronizacids protokollok egyik részét képezik azok a technikdk, amelyeknél egy
aszinkron populacié azonos fazisban taldlhatd sejtjeit valamilyen eljards segitségével
kiilonvalasztjuk a tenyészet tobbi sejtjétol. Erre példa a centrifugalis elutriacio, amely azon
alapszik, hogy a nagyobb nukleinsavtartalmu (azaz G2 és M fazisos) sejtek nagyobb méretiick
a G1 és S fazisos sejteknél. A modszer alkalmazéasa soran a sejtek centrifugaldsa kdzben egy,
a centrifugalis erével ellentétes iranyt folyadékaramlas is biztositott, melynek hatasara azok
méret szerint kiilonb6zo frakciokban gylilnek dssze és elvalaszthatdak egymastol.

A sejtciklus szinkronizacid elterjedtebb formai az ugynevezett ,arrest and release”
modszerek. Itt azt hasznaljuk ki, hogy a sejtek bizonyos kémiai &4gensek vagy a
proliferacidhoz nem megfeleld koriilmények hatasara a sejtciklus egy adott pontjan
blokkolodnak, majd a gatlé hatds megsziinte utdn errél a pontrél Gjraindulva folytatjdk a
ciklust. Ezeknek a modszereknek az eldnye, hogy segitségiikkel sokkal nagyobb mennyiségii
szinkronban 1évo sejtet tudunk eldallitani, mint az azonos fazisu sejtek szeparalasaval, illetve
sokkal pontosabban definidlhaté az a pont, ahol a sejtek a sejtciklus sordan blokkot
szenvednek. A sejtciklus blokkold médszereknek 3 tipusat kiilonboztetjiik meg:

a) G2/M fazisos blokkot okozd szerek, melyek a mitozis folyamatat gatoljak (pl.:

colchicine),

b) S fazisos blokkot okozo szerek, melyek DNS szintézis inhibitorként hasznalhatok

(pl.: hidroxiurea),
c) és GO/G1 fazisos blokkot okozok, melyek altalaban az un. restrikcidés pontot

célozzak meg (pl. natrium-butirat, széruméheztetés).



A dolgozatban az wutobbi csoportba tartozd, szérummegvonason alapulod
szinkronizaciot vizsgaltuk. A médszer elénye, hogy alkalmazasahoz nincs sziikség specialis
sejtciklusgatld  vegyiiletekre, igy koltséghatékonyabb a tobbi kémiai szinkronizacios
modszernél, valamint elkeriilheté a vegyszerek miatti toxicitds €s a sejtek viselkedésének
megvaltozasa. Hatranya, hogy ez a technika kizarélag nem-tumor sejteknél alkalmazhato,
melyek proliferacidjukhoz nem tudjdk nélkiilozni a tadpoldathoz mesterségesen hozzaadott

novekedési faktorokat.



4. A perfuzios rendszer mikodési elve, felépitése

A rendszer megalkotasakor biztonsagi okokbol valasztottunk pneumatikus rendszert,
ugyanis igy kisebb a kar mértéke egy esetleges rendszerhiba esetén. (Hidraulikus
nyomaselosztas alkalmazasdval, ha hiba torténik és szétesik valahol a folyadékot szallitd
csOrendszer, akkor rovidzarlat is kialakulhat, ami nem megengedhetd.) A perfuzios rendszer
mikodését egy szivattyu teszi lehetévé, amely egyik oldalon beszivja a levegdt, a masik
oldalon kinyomja azt. A levegé beszivasaért felel6s oldalt vakuum-oldalnak nevezziik,
tekintve, hogy itt csokkentett 1égnyomasu tér alakul ki, ha egy zart rendszerre tessziik a

pumpat. A masik oldal a nyomooldal vagy a pozitiv nyomas oldala, mert itt megnd a rendszer

nyomasa egy zart rendszerbe helyezve azt.

Jelmagyarazat az 1. képhez:

1 munkahengerek

2 sejttenyésztd edény
3 LTS mikroszkop

4 steril fecskenddk

1. kép: a perfuzios rendszerrel kiegészitett LTS mikroszkop képe
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1. abra az LTS perfuzios rendszer sematikus abraja

Egy-egy mérGora a vakuum illetve a nyomas mértékét méri a rendszerben. A
nyomasmérd ora “bar’-os beosztassal van ellatva, amig a vakuum méréséért felelds ora
“mmQS” beosztassal bir, ami egyenértékli a “mmHg” mértékegységgel, és atvalthatod “bar”-
ra, ami megkonnyiti a rendszerben uralkodd nyomas és vakuum viszonyainak megitélését.

A vakuum agbol kiindulva egy rezervoar-tartaly van beiktatva a rendszerbe a szivattyu
védelmére.

Ezutan egy T-elagazas kétfelé bontja a vakuum utjat. Az egyik irdny a perfuzios
rendszer felé megy, amit a tovabbiakban részletesen targyalok majd. A masik ag egy
szivatolapackhoz fut, ami a laminaris aramlasu fiilkéhez tartozik és a napi rutin soran

hasznalatos. A laminaris fiilke felé futo agat a perfuzios rendszer mitkodtetése alatt lezarjuk.

10



A perfazios rendszer felé futdé vakuum ag egy haromiranyu valtdocsaphoz csatlakozik.
Ez a csap utat biztosit a vakuumnak a perfuzios rendszer elosztédoboza felé, illetve a rendszer
hasznalatahoz elengedhetetlen elszivo agat teszi aktivva. Ennek az agnak az a feladata, hogy a
sejttenyészté edényben talalhaté felesleges folyadékot eltavolitsa a rendszerb6l egy
szivatopalackba. Ez a folyadék altaldban a kisérlet soran fel nem haszndlt, éppen oszt6dod
sejteket, a halott sejteket és az elhasznaldodott, vagy a vizsgalat céljabol eltavolitando
tapoldatot tartalmazza. A szivatopalack barmikor konnyen levalaszthatdo a rendszerrdl és
kitirithetd.

A vakuum korét az elosztdé doboz zarja, ami részletesebben a tovabbiakban kertil
bemutatésra.

A perfuzios rendszer nyomoaga (a pozitiv nyomast tartalmaz6 csOrendszer) a
pumpabol indul ki és egy biztonsagi pontot tartalmaz. Ennek a biztonsagi pontnak az a
funkcidja, hogy a rendszer inditdsakor kialakul6 esetleges hirtelen megnovekvé nyomas (ami
0,8-1 bar) esetén ennél a gyengitett pontnal a folyamatos csérendszer megszakad, igy a
nyomas nem terheli til a nyomoag tovabbi, érzékenyebb pontjait. Ebben az esetben a nyomas
gyengitésével a kor konnyen ujra zarhatd, majd a nyomas visszaallithato.

A nyomoag a f6 elosztodobozba csatlakozik.

Rividies Mogneveris
VAC Vb .
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sV Shuum vilttezeiap
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2. abra a perfuziés rendszer elosztédobozanak sematikus rajza

A 16 elosztédoboz funkcidja, hogy a pumpa altal 1étrehozott nyomast €s vakuumot

egyenletesen és szabalyozott modon elossza a munkahengerek kozott, azaz 1étrehozza a tiszta
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téren kiviilrdl szabalyozott, egyenletes anyagdramot. Az elosztodobozban talalhatd 6t darab
elektromos szelep, ezekbdl négy szelep egy-egy munkahengerhez csatlakozik, egy pedig a
nyomas és a vakuum valtasaért felelds. Utobbi egy kétallasu valtoszelep, melynek feladata,
hogy alapesetben a rendszerbe nyomast juttasson. Ha aramot adunk a szelepre, akkor az valt,
és a rendszerbe vakuum keriil. Igy tudjuk szabalyozni, hogy a munkahengerek nyomé vagy
szivo hatast fejtsenek ki.

A tovabbi négy, munkahengerekhez csatlakoztatott szelep egy eloszton keresztiil kapja
a nyomast vagy a vakuumot. Ezek jel hianyaban kikapcsolt allapotban vannak, a szelepek jel
hataséara nyitnak a munkahengerek felé.

A rendszer munkahengereinek feladata, hogy a beléjik helyezett fecskendd
fecskenddradjat nyomjak vagy huzzak, ezzel szabdlyozva a bejuttatott anyag mennyiségét.

Az elektronikus vezérlésért egy vezérldpanel felelds. Ez a panel az inkubatoron kiviil
talalhato, és tartalmazza a rendszert aktivalo bekapcsolé gombot, a négy munkahenger
aktivalo gombjat és a vakuumvalto gombot.

A rendszer aktivalasa a pumpa, a tap, majd a vezérl6panel bekapcsolasaval torténik,

ekkor a rendszer aktiv, a munkahengerek vezérelhetdk a szelepeken keresztiil.
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5. A rendszer mukodése

5.1. Az oldatot tartalmazo fecskend6 hozzaadasa a perfuzios rendszerhez

A kisérlethez hasznalni tervezett 0sszes oldatot elore, még a kisérlet megkezdése el6tt
a perfuzids rendszerbe helyezziik. Az oldatokat steril fiilke alatt, alkoholos bemosakodast
kovetden fecskenddben felszivjuk, majd a megfelel6 mennyiségli oldatokat tartalmazé
fecskendObe tovabbi 2 ml szirt levegdt szivunk fel szintén steril fiilkében. Erre azért van
sziikség, hogy az oldatot a flaskaba fecskendezve a bevezetd csében ne maradjon folyadék,
ugyanis a magas fehérje tartalmu oldatok képesek megragadni a csében, igy eltomitve azt.

A fecskendd végét steril alufolidval lezarjuk, majd az inkubdtorban elhelyezett
perfuzids rendszerhez vissziik. A rendszerbe helyezés ugy torténik, hogy a fecskenddtestre €s
a fecskendorudra 1-1 milanyag alatétet helyeziink, illetve a fecskendorud végére ratesszik a

dugattyut, aminek segitségével a fecskendé a munkahengerbe illeszthetd. (Lasd: 1. abra)

Az iranyitopanelon az adott dugattytihoz tartozo ("2", "3", "5" vagy "6") gombot és a
vakuumot egyszerre lenyomva a fecskendodt a perfizids rendszerben régzitjiik. A fecskendon
talalhato alatéteket és a dugattyut fémkapoccsal fogjuk Ossze. A fecskendd végét sterilen tartd
alufoliat mindaddig a fecskenddn tartjuk, amig azt a bevezetd cs6 fecskenddcsatlakozojdhoz

nem rogzitjik.

munkahenger

dugettyu

'
E fecskendbrud
masnyag it

sitetek ——— 1A

fecskendd

3. dbra a fecskendé és a dugattyi részei 2. kép munkahenger a beillesztett fecskendével
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5.2. A sejttenyészet perfiizios rendszerbe helyezése

A miveletet steril flilke alatt végezziik a fertdzések elkeriilése végett, a tliz- ¢és
balesetvesz¢ély miatt azonban alkoholos fertdtlenitést nem hasznalunk. A munka els6
fazisaként egy 3mm atmérdjl, izzasig hevitett acél tiivel lyukat {itiink a muianyag flaska
tetején. A tii ilyen mértékii felmelegitésével annak sterilitdsa is biztositott. Az igy keletkezett
lyukon keresztiil egyszer hasznalatos, vérvételre kifejlesztett, steril szarnyas tiit vezetiink at,
ezen keresztiil torténik majd az oldatok bejuttatdsa. A szarnyas tlit melegragasztoval rogzitjiik.
A flaskaba annyi szdrnyas tiit vezetiink az eldbbi moédszerrel, ahdnyszor terveziink oldatot
cserélni a tenyészeten. (Minden 1j oldatot kiilon fecskenddn, igy kiilon szarnyas tin keresztiil
juttatunk a flaskéaba a sterilitas miatt.)

Az oldatok kivezetésére a flaska aljaval parhuzamosan vagott végii tiit (tovabbiakban:
kivezetd tl) hasznalunk, amit az elObbiekben leirt modon egy izzasig hevitett tiivel iitott
lyukon keresztiil vezetiink a flaskaba és melegragasztoval rogzitiink. Fontos, hogy a kivezetd
tlit egészen a flaska aljaig vezessiik, igy a benne 1év6 oldatot maximalisan le tudjuk szivni a
tenyészetrdl. A késdbbiekben a flaskat ugy helyezziik az LTS rendszerbe, hogy az elébb
emlitett ti felé enyhén lejtsen, a folyadék lehetd legnagyobb mértékii eltavolitasa érdekében.
A fiilkében a kivezet6 tii végét steril alufoliaval lezarjuk. (A szarnyas tiik elvezetd csovének
végén gyarilag egy szorosan zarddé fecskenddcsatlakozo dugo talalhato, igy ott az utobbi

1épés nem sziikséges.)

elveretd vikuumesd

)
vervételre

hasznalatos —

. fecskenddcsatiakozd
szarnyas tl

kivezetoti a [
flaska aljalg
veretve

4. abra a sejttenyészto edénybe vezetett tiik sematikus rajza 3. kép sejttenyészto edény a bevezetett tiikkel
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5.3.A sejttenyészté edény LTS rendszerbe helyezése

Az elobb leirt médon eldkészitett flaskat az inkubatorban elhelyezett LTS rendszer
targyasztalan rogzitjiik. A pefiizids rendszer elvezetd csovét a kisérlet megkezdése eldtt 70%-
os etanol oldattal 4tmossuk, majd az inkubatorban 1évé menetes végét a kivezetd tlire
csavarjuk (miutan arrdl az alufoliat eltavolitottuk). A bemeneti szarnyas tik
fecskenddcsatlakozo dugodjat eltavolitjuk, majd az elére a rendszerbe készitett, oldatot
tartalmazo fecskendoket a fecskenddcsatlakozoba helyezziik. A fecskenddcsatlakozot a dugd
eltavolitasa elétt 70%-os etanol oldattal fertStlenitjilk. A fecskenddket ezutdn mar csak a

kisérlet befejeztével valasztjuk le a szarnyas tiik csatlakozdjarol.

Miutan a sejttenyésztd edényt és a fecskenddket az el6bbiekben leirt modon

rogzitettiik, az LTS rendszer mikroszkopjat €lesre allitjuk és megkezdjiik a kisérletet.

5.4. A perfuazios rendszer hasznalata

Ha mind a sejttenyészetet, mind a kisérlet sordn haszndlni tervezett oldatokat a
korabbiakban leirt mddon a perfizids rendszerbe helyeztiik, lehetségessé valik a tenyészeten
1év6 oldat cseréje vagy a vizsgalandd oldat bevitele steril koriilmények kozott anélkiil, hogy
az inkubator livegajtajat kinyitnank. Ez a kovetkezdképpen torténik.

A rendszert és a tapegységet kiilon-kiilon kapcsoloval inditjuk el, valamint a
kontrollpanelon taladlhaté gombot az “on” feliratra allitjuk. A rendszert mitkddtetd vakuum és
nyomas kialakitdsahoz bekapcsoljuk a vakuumszivattyat. A baloldali méré6ran (nyomasmeérd)
0.4 bar nyomasnak, a jobb oldalin (vakuummérd) 350-380 mmOS vakuumnak (0,46-0,5 bar
vakuum) kell jelen lennie a megfeleld6 miikodéshez. Ettd]l eltérd értékek esetén a
vakuumszivattyin talalhatd csavaros szelepek segitségével csokkentjiik, illetve noveljik a

rendszer nyomasat vagy vakuumat. Igy a rendszer iizemkész allapotba keriil.

A kivant fecskenddkben 1év6 anyagot a kontrollpanelon 1évé gombok folyamatos
nyomva tartdsaval tudjuk bejuttatni a flaskaba. Ez gy torténik, hogy a "2" "3" "5" vagy "6"
gombok nyomva tartasaval a 2-es, 3-mas, 5-0s, illetve 6-0s munkahengerekben megnéveljiik

a nyomast, aminek hatasara az adott fecskendében taldlhat6 oldat a flaskéaba injektalodik.

15



Ha a panel kozepén lathato VAKUUM szabélyzo gombot és az adott munkahengerhez
tartozd gombot (“27, “3”, “5” vagy “6”) egyszerre és folyamatosan nyomva tartjuk, az el6z0
mivelet ellentéte, azaz a flaskdban taldlhatdo oldat fecskenddbe valo visszajuttatdsa is
lehetséges. Ezzel a rendszerben vdkuumot idéziink eld, aminek segitségével a fecskenddk
végén talalhaté dugattyat (és vele a fecskendd rudjat) a munkahengerbe felszivjuk. Igy a
flaskaban talalhato oldat visszaszivodik a fecskenddbe. Ez a lehetdség tobbek kdzott hasznos
lehet, ha a flaskdban az adott pillanatban 0szt6do, tehat nem letapadt, szuszpenzidban 1évo
sejtekre van sziikségiink, ezért az oldatot nem szeretnénk a hulladékot tartalmazd edénybe
tiriteni.

A flaskaban 1évd felesleges anyag eltdvolitasa egy folyamatos vakuumot biztosito,
kiilon szdlon futd rendszerrel torténik. A rendszer kiilon kapcsoloval van elldtva, melyet
elforditva a kordbban a kivezetd tlire csatlakoztatott elvezetd csovon keresztiil folyamatos és

egyenletes vakuummal egy szivatdpalackba szivja le a folyadékot.

Az elszivé rendszer tisztitdsa Ugy torténik, hogy minden nagyobb vizsgélat utan vagy
minden leszivas utan a rendszert feleslegben levé 70%-0s etanollal atszivatjuk, ezzel

kitisztitva azt. A szivatopalack {ritése értelemszerien minden nagyobb vizsgalat utan

sziikséges.

4. kép az elszivé ag atmosasa 70%-0s etanollal
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6. A szinkronizacios vizsgalatok eredményei

A kisérletek kontrolljaként alacsony (10-20%-0s) konfluenciaszintet mutatoé HaCaT
sejtkultirat hasznaltunk. A sejteket 24 oraig 10% FBS-t tartalmazé RPMI 1640 tapoldatban
tenyésztettiik, majd kozvetleniil a sejtek letapadasat kovetéen a szinkronizacios protokollhoz
hasonléan médiumcserét hajtottunk végre perfuzids rendszer segitségével. Az uUjonnan
hozzéadott médium az elézével megegyezd Osszetételli, 10% FBS-t tartalmaz6 RPMI 1640
tapoldat volt. A kapott felvételekbdl kvantitativ képanalizissel késziilt diagramokon lathato az

0szt6do sejtek szamanak valtozasa €s a konfluenciaszint novekedése.

médiumcsere

%
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5. abra: Oszt6d6 sejtek szamanak valtozasa a kontroll tenyészetben
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6. abra: Konfluenciaszint valtozasa a kontroll tenyészetben
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A sejtek szérummentes szinkronizacidjara irdnyuld vizsgalatokat szintén 20% alatti
konfluenciat mutatd, letapadads utdni HaCaT sejtekkel végeztik. A tenyésztdedényben
talalhatd 10 % FBS- t tartalmazé RPMI 1640 médiumot a sejtek letapadasat kovetden
szérummentes, majd 24 h utdn Ojra 10% FBS-t tartalmaz6 tdpoldatra cseréltiik perfiizios
rendszer segitségével. A kontroll tenyészethez képesti eltérések az alabbi diagramokon

kovethetok nyomon.

HaCaT szérummentes szinkronizacio - osztédasok szdma

2. szinkron populacio
1. szinkron 1. osztddasi hullama
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7. abra: Oszt6dé sejtek szamanak valtozasa széruméheztetés hatasara
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8. abra: konfluenciaszint valtozasa széruméheztetés hatasara
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Abramagyardzat:

(1) 1. perc: A szérummegvonas kovetkezményeképpen az o0sztodo sejtek szamanak
fokozatos esése, ezzel egyidejiileg a konfluenciaszint kismértékii novekedése
figyelheté meg a letapado sejtek 0sztddo sejtekhez képesti feliiletndvekedése miatt.

(2) 963. perc: Az osztodo sejtek szamanak novekedése — torténhet az autokrin novekedési
faktorok termelése miatt, de okozhatja a HaCaT sejtkultirékra jellemzd osztodasi
periodikussag is (1asd: kontroll tenyészet osztodasi gorbéje).

(3) 1440. perc: A szérum 1Ujboli hozzaadasa a tenyészethez. Az éppen M fazisban 1évo
sejtek feliiliszoval torténd lemosésa, az osztddasok szdma kb. 12 6rdig alacsonyan
marad (1-3 sejt). Ezutan a tenyészetben 2 szinkron és egy aszinkron (szérummegvonas
hatasara sejtciklus-blokkot nem mutat6) populécio kiilonithetd el.

(4) 2160. perc: Az osztodasok szama fokozatos novekedésnek indul. A ndvekedés
fokozatossaga és az M fazisos sejtek szamanak hosszabb ideig tartd fennallasa miatt
valoszintsithetd, hogy ez az emelkedés a szérummegvonas hatasara sejtciklus-blokkot
nem mutatd sejtpopulaciobol szdrmazik. (A diagram ezen szakasza a kontroll felvétel
osztodasi gorbéjéhez hasonlo.)

(5) 2900. perctdl az osztodo sejtek szama két alkalommal (2900. és 3850. perc) ugrasszerti
emelkedést mutat, elobb 62,5%-kal, majd 51,4%-kal n6 a feliiliszoban talalhaté sejtek
szama. (A két hullamtdl eltéré idékben max. 23-27%-os novekedések figyelhetdk
meg.) Az ugrasok 24, majd 40 ora elteltével kovetkeznek be a szérum 1jboli
hozzaadésat kovetden, amely idOtartamok megfeleltethetdek a G1, illetve GO fazisbol
szinkronban Ujrainduld sejtek populacidinak. Az abran nyillal jeloltiik az 1. és a 2.
szinkron populacid osztddasi hullamainak kezdetét. A két hullam kozotti egyenletes M

fazisos sejtszamnovekedés a sejtciklus blokkot nem mutato sejtpopulaciobol adodik.

Az 0szt6do sejtek feliilete kisebb, mint a letapadt interfazisos sejteké, ennek kdszonhetden
az osztodasi gorbén tapasztalhatd esés a novekedési gorbén a konfluenciaszint novekedésében
jelenik meg és forditva. Megfigyelhetd, hogy a 2900. perc utan az oszt6do sejtek szdmanak
novekedése csak relative kis esést okoz a novekedési gorbén, ennek oka, hogy az 0szt6do €s a

letapadt sejtek kozti méretkiilonbség iddvel egyre kisebb a sejtek altal lefedett Osszes
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terlilethez képest. Ennek kdszonhetéen 80%-os konfluenciaszint elérése utdn a ndvekedési
gorbe nagyjabol egyenletes a nagy hullamzast mutatd osztodasi gorbe ellenére.
Megjegyzés: A kozvetlenill a szérum hozzdaddsat kovetd, kismértékli emelkedést a
novekedési gorbén a perfizios technikabol adodo, a tapoldat cseréje miatt a 1atotéren atfutod
arny¢k vagy folyadékcsepp okozta, amely a képek elemzésénél sejtek altal elfoglalt
tertiletként jelenik meg.

Amig a kontroll felvételekrol késziilt diagramok fokozatos nodvekedést
mutatnak mind az oszt6do sejtek szdmaban, mind a tenyészetek konfluenciaszintjében, a 24
oraig szérummentes kozegben tartott sejtek esetében hirtelen, a goérbe mas szakaszaitol
jelentésen eltéré ugrasok jelennek meg. (Megjegyzés: bar csak a szinkronizalt tenyészetnél
figyelhetéek meg az adott diagram atlagahoz képest jelentdsen megemelkedd értékek, a
kontroll tenyészetben az egyszerre 0sztodo sejtek szama sokkal nagyobb mértékii ingadozast
mutat.) Az M féazisos sejtek szdma a kontroll tenyészetben maximalisan 22 kdzel 100%-0s
felszinboritottsagnal, mig ez a szérummentesen szinkronizalt kultiranal 36 sejt az adott
latotérben. A kontroll populdcioban a médium cseréje nem okozott valtozast az osztédasok
szamaban, a konfluenciagorbén taldlhatd rovid idejlii csokkenés a feliiluszo oldattal egyiitt

leszivott M fazisos sejtekbol adodott.

9. abra: Az LTS rendszer altal készitett képek - HaCaT sejtek (1) letapadas utan, (2) kozvetleniil a 24
oras széruméheztetést kovetéen, (3) az elsé osztédasok megjelenésekor, a szérum visszajuttatasat
kovetden 17 éraval, illetve (4) a legnagyobb osztédasi hullim idején, a szérum hozziaddsa utan 35
oraval



7. Osszefoglalas

A dolgozatban bemutatasra keriilt perfiizidos rendszer lehetévé teszi, hogy a kordbban
kifejlesztett Long-Term Scan rendszer hasznalata esetén in Vitro sejttenyészetek hosszu ideji
fénymikroszkopos megfigyelése és videdfelvételek készitése kozben megoldhatd legyen a
sejtek tapoldatanak cseréje, illetve kiillonbozd kémiai agensek tenyésztomédiumhoz valod
hozzaadasa steril koriilmények kozott, a kisérlet megszakitisa és a sejttenyészté edény
elmozditasa nélkiil. Ezéltal tovabb ndvelhetd az adott tenyészetrdl készithetd felvétel hossza,
hiszen a tenyésztdmédiumban talalhato faktorok mennyisége mar nem limitalja azt az i1dot,
amit a sejtek maximalisan az LTS-rendszerben tolthetnek a tdpanyagok elhasznalddasa nélkiil.
Ezen kiviil alkalmas arra, hogy a tenyészet ugyanazon régidirol készitsiink felvételt bizonyos

sejttenyészethez adott agensek jelenlétében illetve hidnyaban.

A létrehozott perfuzios rendszer pneumatikus elvi, a tenyésztéedényben talalhaté médium
cseréje levegbnyomads és vakuum segitségével mozgatott munkahengerekkel torténik, melyek
az inkubdatoron kiviilrdl irdnyithatéak. A rendszer a kisérlet indulasakor tartalmazza az Gsszes
vizsgalat soran felhasznalasra keriild oldatot, melyek a tenyésztéedénybe valo injektalas eldtt
egy-egy inkubatorban talalhato munkahengerben rogzitett fecskendében vannak elhelyezve. A
tenyésztdedényrdl eltavolitott oldat az inkubatoron kiviil talalhato tartalyba keriil, igy annak
iritése és tisztitdsa fliggetlen a kisérlet adott allapotatdl. A sejtek és a felhaszndlni kivant
oldatok perfuzios rendszerben valo elhelyezése steril flilke alatt torténik, a befert6z6dés teljes

mértékben elkerulheto.

A rendszer alkalmasnak bizonyult HaCaT sejtek szinkronizacidjanak vizsgalatara. A
képekbdl kvantitativ képanalizissel késziilt novekedési gorbéken elkiilonithetéek a sejtek
kiilonb6zd populacioi a széruméheztetésre adott véalaszuk szerint, illetve a felvételeken
nyomon kovethetd a tenyészet novekedésének, morfologidjanak és motilitdsdnak valtozasa a

kisérlet kiilonb6z06 szakaszaiban.

A kapott eredmények ismeretében megallapithatdo, hogy a széruméheztetés részben
effektiv. modszer HaCaT sejtek sejtciklus szinkronizécidjara. A tenyészet a szérum
visszajuttatasat kovetden harom populédciora oszlik, amelybdl kettd szinkronnak tekinthetd.

Az itt leirt modszer alkalmas arra, hogy adott sejtkulturdban egy adott iddpontban a
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normalistol magasabb osztddasi aranyt érjiink el (kb. 40%-kal novelheté a maximalisan
egyszerre osztodo sejtek szdma), amely hasznos lehet a sejtosztodas vizsgalatira iranyulod
kutatasokban. Teljesen szinkron populdcié azonban nem hozhatd létre széruméheztetéssel,
amit valdszintsithetéen (szakirodalmi adatok alapjan) a HaCaT sejtek autokrin novekedési
faktor termelése okozza. A szinkron tenyészet eldallitasat tovabba gatolja, hogy a sejtciklus
G1 és GO fazisaban blokkolddott sejtek a szérum visszajuttatasat kovetden 16 oras eltéréssel

folytatjak a proliferacios ciklusukat, ezaltal két kiilon populaciot képeznek.
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8. _Tovabbi fejlesztési lehetoségek

A jovobeli tervek kozott szerepel a perfuzids rendszer digitalizalasa, azaz a
kontrollpanel mellett egy szoftveres, felhasznalobarat kezeldfeliilet 1étrehozasa az egyszerlibb
munkavégzéshez, illetve a rendszer interneten keresztiil torténd kezelésének biztositdsdhoz. A
rendszer tdvoktatdsi potencialjanak kihasznéaldsara az interneten keresztiili hozzaférés és
kisérlet levezetése is egy lehetséges opcio.

A rendszer kezelésének jelenlegi bonyolultsaga miatt folyamatban van egy perfuzios
rendszeroperatori képzési terv elkészitése, melynek célja, hogy a sejttenyésztési technikakban
jartas hallgatd/dolgoz6 képes legyen onalloan dolgozni a rendszerrel.

A Tanszék jelenlegi torekvése, hogy a rendszer hasznalatat 6ssze tudjuk kotni az eTox
Long-Term Scan rendszer hasznalatdval és ezaltal képesek legyiink vided-dokumentacid
készitésére e két rendszer Osszehangolt milkodtetésével. Az Informatikai Karral vald
egylittmiikddés révén jelenleg épiil a rendszer valosidejli, képtartalomelemzés altal vezérelt
automatikus verzidja. A fejlesztés alatt 4ll6 rendszer lehetdvé teszi, hogy a valdsidejii
mikroszkopos kép kvantitativ paramétereinek felhasznalasaval elére definialt feltételek
teljesiilése esetén (konfluencia, osztddas-, apoptdzis-, nekrozisszdmvaltozas) a szamitogép

automatikusan beavatkozva mitkddtesse a perfuzios rendszert.

23



Irodalom jegyzék:

1. Synchronization of Mammalian Cell Cultures by Serum Deprivation. Thomas J.
Langan and Richard C. Chou. Methods in Molecular Biology Volume 761, 2011, pp
75-83

2. Overview of cell synchronization. Banfalvi G. Methods Mol Biol. 2011;761:1-23. doi:
10.1007/978-1-61779-182-6 1.

3. IGF-I stimulates proliferation of spontaneously immortalized human keratinocytes
(HACAT) by autocrine/paracrine mechanisms. Pozzi G, Guidi M, Laudicina F,
Marazzi M, Falcone L, Betti R, Crosti C, Miiller EE, DiMattia GE, Locatelli V,
Torsello A. J Endocrinol Invest. 2004 Feb;27(2):142-9

4. Kiterjesztett time-lapse imaging rendszer a citotoxikologiaban; Turani Melinda,
Balogh Enikd, Kiraly Gabor; XXX. OTDK Biologia Szekcid; 2010; Debreceni
Egyetem, Természettudomanyi és Technologiai Kar, Mikrobidlis Biotechnologiai €s

Sejtbiologiai Tanszék

5. Apoptogenic and necrogenic effects of mercuric acetate on the chromatin structure of
K562 human erythroleukemia cells. Erzsebet Farkas, Kinga Ujvarosi, Gabor
Nagy, Jozsef Posta, Gaspar Banfalvi Toxicology in VitroVolume 24, Issue 1, February
2010, Pages 267-275

6. Time-Lapse Analysis of Cell Death in Mammalian and Fungal Cells Gabor Nagy,

Gabor Pinter, Gabor Kohut, Attila L. Adam, Gyorgy Trencsenyi, Laszlo Hornok, and
Gaspar Banfalvi DNA and Cell Biology Volume: 29 Issue 5: May 13, 2010

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozzi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozzi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://link.springer.com/bookseries/7651
http://link.springer.com/bookseries/7651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozzi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banfalvi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21755438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21755438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pozzi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guidi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laudicina%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marazzi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Falcone%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Betti%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crosti%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller%20EE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DiMattia%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Locatelli%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torsello%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15129809
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233309002422
http://www.sciencedirect.com/science/journal/08872333
http://www.sciencedirect.com/science/journal/08872333

7. Optimization of Cell Cycle Measurement by Time-Lapse Microscopy Gabor
Nagy,Gabor Kiraly,Gaspar Banfalvi Methods in Cell Biology Volume 112, 2012,
Pages 143-161

8. Chromatin Toxicity of Ni(ll) lons in K562 Erythroleukemia Cells Gabor
Nagy, Diana Laza, Kinga Ujvarosi, Gaspar Banfalvi. Cellular Effects of Heavy
Metals 2011, pp 163-178

25


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012405914600007X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012405914600007X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012405914600007X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B978012405914600007X
http://www.sciencedirect.com/science/bookseries/0091679X
http://www.sciencedirect.com/science/bookseries/0091679X/112/supp/C
http://link.springer.com/search?facet-author=%22G%C3%A1bor+Nagy%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22G%C3%A1bor+Nagy%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Di%C3%A1na+Laza%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Kinga+Ujv%C3%A1rosi%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22G%C3%A1sp%C3%A1r+B%C3%A1nfalvi%22
http://link.springer.com/book/10.1007/978-94-007-0428-2
http://link.springer.com/book/10.1007/978-94-007-0428-2

