Modern fénymikroszkopiaban hasznalt kiilonb6z6
hullamhosszd megvilagito fények fototoxikus
hatasvizsgalata fibroblaszt sejttenyészeteken



A 21. szazadi biologiai kutatasban a mikroszkopiai vizsgalatok elengedhetetlenek a bioldgiai,
biotechnologiai kisérletekhez. Az eddigi kutatisok azonban bebizonyitottdk, hogy a
mikroszkdépokban haszndlatos kiilonb6z6 hullamhossza  fények kiilonb6z6 moddon

befolyasolhatjak a sejtek viselkedését a sejttenyészetekben.

A human fibroblaszt sejtkultrakon végzett 1ézeres hullimhossz besugéarzas okozta
hatasok kevésbé ismertek. A human fibroblaszt sejttipusok azért kivaloak a fototoxikus
hatasvizsgalatokhoz, mert szévettanilag teljesen egyformak, de kiillonb6z6 mértékben vannak
kitéve a fényhatasoknak. Az altalaban Osszetett hatdsmechanizmus tisztazasa, a szerkezet és a
fényérzékenyitd hatas kozotti dsszefliggések felderitése hozzajarulhat ahhoz, hogy a jovoben
kisebb szamban jelenjenek meg a gyogyszerpiacon fényérzékenyitd mellékhatassal

rendelkezd gyodgyszerkészitmények.

Ezen hatdsmechanizmusok vizsgélatara szlikség van tovabbi sejt- és molekuldris szintli

cre

Célkitiizés

Munkankban célul tiiztik ki az irodalmi adatok alapjan a human fibroblaszt
sejtvonalon végzett fototoxikologiai kutatasok Osszegzését.

A Kkisérleti és elméleti kutatomunka konkluzidjaként fel akarjuk mérni, hogy a

crer

morfoldgiajat, valamint azt, hogy milyen hatassal vannak a sejtosztodasra.

Végeredményeként szeretnénk létrehozni egy olyan rendszert, amelyben, a
mikroszkopiaban hasznalatos fények kiilonb6zd hulldmhosszainak fototoxikus hatasai egy

1dében vizsgalhatoak €s hatasaik 6sszehasonlithatoak.



A Fibroblaszt sejtek

A fibroblaszt egy olyan sejttipus, mely komoly szerepet jatszik az extracellularis
matrix €s a kollagén szintézisében. A hamréteg alatt helyezkedik el az olyan extracellularis
matrix fehérjékkel egyiitt, mint példaul a kollagén, elasztikus rostok, fibronektin,
gliikdbzaminoglikanok és proteoglikanok, melyeket a fibroblasztok szintetizalnak és
szekretalnak az extracellularis térbe. A legelterjedtebb kotdszoveti sejttipus: az allati szovetek
strukturalis szerkezetét épiti fel és jelentds mértékben jarul hozza a sebgyogyulasi
folyamatokhoz. A fibroblasztok és a fibrocitak ugyanazon sejttipus kiilonb6zo
megnyilvanulasai, elobbiek aktivalt allapotiiak, mig az utdébbiak mar kevésbé aktivaltak.
Szerepiik a létfenntartas és a szoveti metabolizmus. A ’blaszt’ utdtag a sejtbiologiaban
hasznalatos, jelzi, hogy egy Ossejt, vagy egy sejt aktivalt allapotban van-e a metabolizmus

soran.

A fibroblasztok morfoldgiailag heterogén sejtek, kiilonféle megjelenéssel, mely az
elhelyezkedésiiktél és tevékenységiiktdl fiigg. Altalaban hossziak, laposak, esetenként

lehetnek csillag alakuak, és a kollagén rostok kozelében talalhatoak.

A fibroblaszt sejt f6 funkcidja, hogy az extracellularis matrix kivalaszto prekurzorai
altal fenntartsa a kot0szovetek strukturalis integritasat (osztatlansagat). Az extracellularis
matrix Osszes alkotoeleme koziil szekretaljak a prekurzorokat, elsésorban a kiilonb6z6 rostos
anyagokat. Az extracellularis matrix dsszetevOi meghatarozzak a kotészovetek fizikai

tulajdonsagait.

A fibroblasztok elagaz6 citoplazmaval rendelkeznek, kortilvéve egy elliptikus, foltos
sejtmaggal, melynek kettd, vagy tobb sejtmagvacskaja van. Az aktiv fibroblasztok
felismerhetdek durva endoplazmatikus retikulumaikrol. Az inaktiv fibroblasztok (fibrocitak),
kisebbek és orso alaktiak és endoplazmatikus retikulmaik is kisebbek, lapitottak. A
tenyészetekben a sejtek szétszorodva helyezkednek el, ugyanakkor gyakori a parhuzamos

csoportokba rendezddés is.

Mint mas kotdszoveti sejtek, a fibroblasztok is primitiv mezenchymabdl szarmaznak.

Bizonyos esetekben a hamsejtekbdl fibroblasztok alakulhatnak ki, a folyamatot epithelidlis-
mezenchymalis atmenetnek (EMT) nevezik. Viszont a fibroblasztok, bizonyos esetekben

mezenchymalis-epithelidlis atalakulasra is képesek (MET) és igy hamszovetté alakulhatnak.



Ellentétben a hamsejtekkel, a fibroblasztok nem képeznek sima feliiletli monolayert €s

nincsenek korlatozva azaltal, hogy a lamina basalis-hoz kapcsolodnak.

A fibroblasztok képesek lassu mozgasra a tapfolyadékban, mig a hdmsejtek nem.

A fibroblasztok altal eldallitott anyagok az extracellularis matrixban és a timusz
sztromalis limfopoetinben (TSLP) talalhatoak. A novekvé fibroblasztok osztodnak és
szintetizaljak az eldbb felsorolt anyagokat. A szoveti karosodas serkenti a fibrocitakat és

mitdzist valt ki a fibroblasztokban.

Fototoxicitasi tanulmanvok

Az emberi bér egy elsdleges kontaktja a napfénynek. A napsugarzas, elérve a
foldfelszint és igy az emberi bort, nem csak UV-R sugarakbol all (UV-A: 320-340 nm, UV-B:
280-320 nm), hanem magaban foglalja az infravords sugarakat (760 nm-1000 nm) is. Az UV
fény emberi bdrre kifejtett hatdsdnak bioldgiai és orvosi kovetkeztetéseit mar elég széles
korben tanulményoztdk. Ez némiképp meglepd, ha valaki elképzeli, hogy az infravords és
foképp a kozeli infravords tartomany (IR-A: 760 nm-1440 nm) hozzavetdlegesen a

napenergia egyharmadaval terheli meg az emberi bort.

Ennek megfeleléen az Gjabb tanulmanyok szdma mutatja, hogy az IR-A sugarzas
bioldgiai hatdst gyakorol az emberi borben taldlhatd fibroblasztokra, valamint azt, hogy e
hatasok a boOr til korai oregedését eredményezik. Kimondottan a természetes napfénybdl
szarmaz6 IR-A sugarzast, vagy a mesterséges sugarzast biztositd eszkozoket talaltdk gy,
hogy a bér rancosodasat valtjak ki a matrix metalloproteinaz-1 enzim (MMP-1)

kifejezddésének szabalyozasa altal.

Ezen feliil, 6sszehasonlitva az UV tartomanyokat, az UV-A hatol be legmélyebben az
emberi borbe, és megkozelitdleg feleannyi energia €ri el az irhat, és igy az ¢é16 sejteket, azaz a
dermadlis fibroblasztokat. Ezen sejttipus nagyon jelentds, mivel a bdr szerkezetének és

rugalmassaganak kialakulasaért felelds.

A 370 nm-es UV fény hatasait fibroblaszt sejtek novekedésén keresztiil
tanulmanyoztak. Ezen a hulldmhosszon az UV fény gatolja a sejtek ndvekedését. A

kisérletben egy vékony titdn-dioxid filmréteget alkalmaztak, melynek eredményeként az UV



fény nagy része visszaverddott a taptalajrol és lehetove tette a sejtek novekedését.



A kék fény okozta karosodast a nemzetkozi fénytechnikai szakirodalom blue-light
hazard-nak, az orvosi szakirodalom photoretinitis-nek nevezi. A jelenséggel csak az 1970-es
években kezdtek behatoan foglalkozni, és megallapitottak, hogy a tilzottan erds kozeli
ultraibolya és rovid hullamhosszusagu lathatd sugarzés karosithatja a retinat. A lathato fény
altalaban nem okoz karosodast, mert a tlzottan erds fény hatasara onkéntelentil is becsukjuk
a szemiinket vagy hunyoritassal védekeziink. Jelenlegi ismeretek szerint a fotokémiai
kéarosodas létrejottéhez minimalis sugarzasdozis is elegendd (446 nm, 22 J/cm?), bar ugy
tlinik, hogy legalabb két hatassal kell szamolni: az egyik a kisebb besugarzasnal is fellép, ha
azokat a szem éveken at kapja (a szemorvosok kék fényli vizsgald lampaja), a masik
nagyobb, révidebb idejli expoziciok hatasara 1€p fel (néhany perc vagy ora id6tartamu

besugarzas).

A sterilizdlasnak hatékony moddja lehet a rovid hulldmhosszu optikai besugérzas.
Hagyoményosan alkalmazzék a korhdzak €s a rendeldintézetek l1égterének csiramentesitésére

az elsdsorban a 254 nm-es hulldmhosszon sugarzo, kis nyomésa higanyldmpét.

A fototoxicitési kisérletekben 1 technologidk megalkotasara is sor keriilt az elmult
é¢vekben. A nagy intenzitasti szlik spektrumu, ez esetben a 405 nm-es fényt (HINS)
alkalmazva kifejlesztettek egy 1j technologiat, annak érdekében, hogy orvosolja az
egészségligyl ellatassal Osszefiiggésben 1évé fertdzések szignifikans problémait. A
sebfertdtlenitésben rejld lehetdségeket emlds sejteken €s baktériumokon mérték fel. A
fibroblasztosodott kollagén racs (FPCL) az in vitro sebgyogyulas modelljeként hasznalatos.

Hatésait a sejtproliferacion €s morfologiai valtozadsokon keresztiil értékelték.

A baktericid hatasokat Staphylococcus epidermidis baktériumtenyészeten allapitottak
meg. A HINS fényt alacsony dozisban alkalmazva nincs szignifikansan gatlo hatas a
sejtproliferaciora. A dézist 18 J/cm?-re ndvelve szintén nem volt gatld hatas a sejtszamra
nézve, de ez a dozis a baktérium majdnem teljes inaktivacidjat okozta. Ezen eredmények azt
mutatjdk, hogy a HINS fénynek fertétlenité hatasa van, anélkiil, hogy hatranyosan
befolyasolna a sebgydgyulast.

Egy masik tanulmanyban az ALA-PDT (5-aminolevulinsav altal kozvetitett
fotodinamikus terdpia) tumorellenes hatasat vizsgaltak, kiilonb6z6 LED fényforrasokat
felhasznalva, emberi vastagbél tumorsejteken. A sejtek tenyésztéséhez 96 well plate-et
hasznaltak. Az 5-ALA kezelést kovetden a sejteket LED-ekkel vildgitottdk meg. A
megvilagitashoz harom kiilonb6zé LED-et hasznaltak: kék (456 nm), fehér, voros (635 nm).



24 oraval a megvilagitas utan, MTT teszt alkalmazasaval mérték az ALA-PDT citotoxikus
hatasait. Ahhoz, hogy az ALA-PDT tumorellenes hatasat értékelni tudjak, csupasz egereket
oltottak be HT-29 sejtekkel. Az eredmények azt mutattiak, hogy — 6sszehasonlitva a kontroll
sejtekkel - a HT-29 sejtek életképessége szignifikansan alacsonyabb az ALA-PDT-vel kezelt
¢s voros LED-del megvilagitott sejtek esetén. A novekvd fényddzisok jelentdsen
lecsokkentették a sejtviabilitast. A kék és fehér LED fény nagyobb antitumor hatast mutat,

mint a voros LED fény.

Az infravords A sugarzas (760-1440 nm) is egy fontos Osszetevdje a napsugarzasnak.
Hasonloképp az UV-A és UV-B sugarzés hatdsaihoz, az IR-A is fény altali 6regedést okoz az

emberi borbol szarmazé fibroblasztok matrix metalloproteindz-1 szintjének novelésével.

Az UV sugarzas azonban nem csak a bor lathat6 részében okozhat elvaltozast.

Az UV-B sugarzas a programozott sejthalalt kivalto lehetséges agens. Mégis az UV-indukalt
apoptdzis tévesen meghatarozott. Egyes sejttipusokat - mint példaul a Human leukemia HL-
60, myelomonocytic U937, T-lymphoblastoid Molt-4 és Molt-3 sejtek - rovid idejuiUV
sugarzast kovetden megjelentekaz apoptotizalt sejtek, holott a hosszabb idejli UV sugarzas a

sejthalal egy sokkal gyorsabb formdjat valtotta ki, mely nekrozisra utal.

A DNS replikaciorol szo616 korabbi tanulmanyok, melyekben UV-val megvilagitott

HeL a sejteket vizsgaltak, kimutattak, hogy a gatlas nagysaga az id9 elteltével valtozik. A
kevesebb, mint 10 J/m?-es dozisnal az arany eleinte csdkkent, majd késdbb javulast mutatott.
Magasabb do6zisnal, az utols6 6 6éraban allando és kismértekiit DNS szintézist figyeltek meg.
Ezen kezelések utan a K562 sejtek javitd mechanizmusa képes volt eltavolitani legaldbb
részlegesen a DNS-ben okozott kirokat, mig nagy dozisban (25 J/m?) a K562 sejtek nem
voltak képesek visszaforditani az apoptdzist.

A Pre-erythroid K562 és B-lymphoblastoid Daudi sejtvonalak igazoltan rezisztensek a halalt
indukal6 UV sugarzasra.

A Lymphoid sejtek UV sugarzast kovetden mérsékelten sériiltek, a DNS dupla szalak
toredezettséget mutattak. A hybridoma sejtekben az oligonukleotid degradacio kevesebb, mint

2 6raval az UV sugarzas utan jelent meg.



Egy koréabbi kisérletben az exponencialis novekedésii K562 sejteket permeabilizaltak
¢s a dozistdl fiiggd DNS szintézis csokkenésének aranyat vizsgaltdk UV-B (290 nm) sugarzas
hatasara. A sejtek talélték a 2 és 5 J/m?-es UV dézisokat, részleges visszanyerést figyeltek
meg 15 J/m2nél, mig magas (25 J/m?) UV dozisnal a replikativ DNS szintézis elfojtott
maradt. Az UV sugérzast kdvetden a sejciklus-vizsgdlat dramld citometridval nem mutatott
apoptotikus sejteket. A kisérletek igazoljak, hogy a DNS szintézis a permedbilis sejteken: egy
ATP fiiggd folyamat, a reverz permeabilizdcid6 megérzi a sejtek életképességét, az UV
sugarzas gatolja a replikativ DNS szintézist, az UV sugarzds és a permeabilizacid

visszaforditdsa nem azonnal okozza a sejtek apoptotikus 0sszezsugorodasat.

Anvagok és modszerek

Fontosnak tartottuk, hogy a kisérletben mind a csontveldi, mind a limbalis fibroblaszt
sejttenyészeteket megvizsgaljuk, ugyanis ezek a sejttipusok a test kiilonb6zé pontjain

helyezkednek el, ezaltal kiilonb6z6 mértékben vannak kitéve a fény karos hatasainak.

A sejttenyésztéshez sziikséges anyagok

Médiumként RPMI 1640 tapfolyadékot hasznalunk, kiegészitve 10% FBS-sel és 1% PSN-nel.
Sejtek passzalasdhoz PBS-t és 10-szeres higitast Tripszin-EDTA oldatot hasznalunk.

Sejtek viabilitaisanak méréséhez sziikséges anyagok

crer

MTT port steril 10-szeres higitasi PBS-ben oldjuk fel. Az MTT fényre és hére érzékeny, igy
elkészités utan fagyasztva, s6tét szinti edényben tarolando.
Sejtek elokészitése

Minden miivelet elvégzéséhez steril koriilményeket kell biztositani, ennek

megfelelden a munkavégzeés lamindris aramlasu steril fiilke alatt torténik.



A sziikséges eszk6zok:

steril pipettak

- centrifugacsovek

- tenyésztdéedények

- vakuumszivattya a plate well-jeiben 1év0 felesleges anyagok biztonsadgos és preciz
eltavolitasadhoz

- centrifuga

- inkubator

- steril fulke

A sziikséges anyagok:

- RPMI 1640 tapfolyadék
- FBS

- antibiotikum

- PBS

- tripszin-EDTA

- tripankék oldat

- MTT oldat

- DMSO

Sejtfelvétel

A sejteket -70°C-on fagyasztva taroljuk. A kivalasztott sejteket csapvizbe, illetve 37°C-0s
vizfiirdébe téve olvasztjuk ki. Ugyeljiink arra, hogy a fagyasztocsd szajat ne érje viz. Addig

folytatjuk a melegitést, amig az dsszes jég fel nem olvad.

A kiolvasztott sejteket 15 ml-es centrifugacs6be pipettazzuk, majd 1 ml tapfolyadékot adunk
hozza. Ezt kovetden a sejteket centrifugaljuk 5 percen keresztiil, 1000 rpm fordulaton.

Centrifugaléas utan ledntjiik a feliiliszot és 1 ml tapfolyadékkal felszuszpendaljuk a sejteket. A

letapad¢ sejtek, mint példaul a fibroblaszt sejtek, specialis feliiletet igényelnek a letapadashoz.
Emiatt gamma-sugarzassal fert6tlenitett tenyésztéedényeket hasznalunk a sejttenyésztéshez.

A T-25-6s tenyésztd edénybe, melyek tenyészté feliilete 25 cm?, 4 ml tapfolyadékot tesziink,
majd hozzaadjuk pipettaval a felszuszpendalt sejteket, igy a sejtszuszpenzid Ossztérfogata 5
ml lesz. Inverz mikroszkop alatt vizsgaljuk az Gjonnan felvett sejteket. A tenyésztdéedényt
inkubatorba tessziik, ahol biztositjuk a fiziologias koriilményeket: 37°C-ot és 5%-0s CO2



tartalmat.

Sejtek passzalasa (atoltasa)

Az adherens sejtek monolayert alkotnak, azaz egy rétegben kitapadnak a
tenyésztoedény aljara. A tenyésztofeliilet szazalékos boritottsaga a konfluenciaszint. Amikor

ez a szint eléri a maximumot, a sejtek életben maradasa érdekében sziikség van atoltasra.

A sejttenyészetet inverz mikroszkoppal megvizsgaljuk, majd a steril fiilke alatt
megkezdjiik az atoltast. A tapfolyadékot leszivjuk, PBS-sel atmossuk a sejteket, hogy a sejtek
kozotti tormeléket eltavolitsuk. A sejtek kozotti kihorgonyzo kapcsolatok megsziintetésére
tripszin nevii emésztd enzimet hasznalunk, amib6l 1 ml-t tesziink a sejtekre. A tripszin
miikddéséhez biztositani kell a 37°C-os hémérsékletet. Ugyeljiink arra, hogy a tripszin 10
percél tovabb ne maradjon a sejteken, mert kérositja 6ket. A kezelés utdn a sejteket
centrifugacsObe pipettdzzuk, majd 1 ml tdpfolyadékkal leallitjuk a tripszin miikodését. 5
percig centrifugalunk, 1000 rpm fordulaton, majd a feliiluszot ledntjiik és 1 ml tapfolyadékkal
felszuszpendaljuk a sejteket. A sejtszdmolds utdn megallapithatd, hany felé kell osztanunk a

sejttenyészetet. Ennek megfeleléen egészitjiik ki 5 ml-re a végtérfogatot a tenyésztéedényben.
Sejtszamolas

Ahhoz, hogy megtudjuk a tenyésztett sejtek szdmat, sejtszdmolast kell végezniink. A
felszuszpendalt sejtekbol 10 pl-t sejtszamold edénybe tesziink, majd hozzdadunk 10 pl
tripankéket. A tripankék segitségével vizsgalhatdo a sejtek életképessége. Neve onnan

szarmazik, hogy elpusztitja a tripanosomiasis korokozojat mikozben kék szintire is festi azt.

Csak az elpusztult sejtek membranjan képes athatolni, és ott a citoplazma fehérjékhez
kotddik. Az €16 sejtek membranja nem ereszti at a festéket. Az igy kapott szuszpenziobol 10
ul-t Birker-kamra segitségével megvizsgalunk fénymikroszkdp alatt. 25 egységet leszamolva
kiszamitjuk az 1 ml tapfolyadékban 1év6 sejtek szamat a kovetkez6 modon: a kapott
szam*2*10% db sejt.



Sejtek fototoxicitas-vizsgalatahoz sziikséges eszkozok

Fényforrasok:
A sejteket 5 mm-es LED izzokkal vilagitjuk meg:

240 nm -UV

360 nm — UV
390 nm — ibolya
450 nm — kék
505 nm — zold
600 nm — sarga
610 nm — narancs
623 nm — vOrds
645 nm — vords
760 nm — vOrds
870 nm — infravoros

940 nm — infravoros

ketté darab 96 lyuku plate



Kisérlet menete:
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Elsé 1épés, 96 lyuku plate kivalasztasa, lyukak kiftrdsa. Oly médon, hogy egy standard 5
mme-es LED beleférjen.
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Harmadik 1épésben a LED-ek bekdtése az aramforrasra. Parhuzamos kapcsolast alkalmazunk
annak érdekében, hogy a fényforrasok egymastdl fiiggetleniil is tudjanak miikodni. A

szabalyzashoz egy potmétert is bekdtiink.



Negyedik 1épésként — az esetleges fény-athallas elkeriilése érdekében — a plate lires welljeit az
abran lathatdo modon feketére szinezziik.



HENEBERNEREN

Végso 1épésként a sejtekkel €s a tenyészté médiummal feltoltott plate-et rahelyezziik a LED-

eket tartalmazo plate-re.

Nagyon fontos, hogy biztositsuk a sejtek szamara a fiziologias koriilményeket. A
kontaminaci6 elkeriilése érdekében elengedhetetlen a steril munkavégzés szabalyainak

betartasa.

A vizsgalatot csontvel6i és limbalis fibroblaszt sejttipusokon is végrehajtjuk.

A human fibroblaszt sejteket eldszor T-25-0s tenyésztd edényben tenyésztjiik. A
tenyésztéshez RPMI 1640 médiumot hasznalunk, kiegészitve 10% FBS-sel és 1%
antibiotikummal.

24 ora elteltével sejt viabilitast vizsgalunk. Ehhez MTT-t hasznalunk. Az MTT-teszt
soran alkalmazott tetrazolium vegyiiletet csak az €16 sejtekben miikkodé mitokondrialis
dehidrogenaz enzimek redukaljak és végeredményben oldhatatlan, lila formazan szarmazék
képzddik. A kristalyok oldasa utan a feliiliszo folyadék fazisokban mérhetd szinintenzitas
mértéke egyenesen aranyos a mintaban taldlhatdé ¢él6 sejtek szamaval, illetve azok

mitokondrialis aktivitasaval.

A sejtek életképességére a DMSO-ban feloldott formazan kristadlyok mennyiségebdl
kovetkeztethetiink.



A fototoxicitasi vizsgalathoz sziikséges metodika:

Sejttenyésztés plate-ben:

A T-25-6s flaskéban tenyésztett sejteket 80%-os konfluenciaszint elérése utan plate-
ben tenyésztjilk tovabb. A letapadd sejteket PBS-sel atmossuk, tripszinnel kezeljik,
centrifugaljuk (1000 RPM, 5 perc), a feliilluszot ledntjiik. A sejtekhez 1 ml tapfolyadékot
adtunk, ledllitva ezzel a tripszin miikodését. Sejtszadmolds utdn a sejtszuszpenzidt 20 ml-re
egészitjik ki médiummal ¢és szétosztjuk a plate-ekbe. A well-térfogat 200 pl. A kivant
konfluenciaszint eléréséig inkubatorba tesszilk a plate-et. A korilbelil 80%-0s

konfluenciaszint elérése utan tapfolyadékot cseréliink a sejteken és megkezdjiik a vizsgalatot.

Citotoxicitas mérés

A 24 o6ras megvilagitast kdvetden inverz mikroszkdp alatt megvizsgaljuk a sejteket.
Ezt kovetden a médiumot eltavolitjuk és a sejtekhez wellenként 100 ul MTT oldatot adunk.
Masfél ora inkubdalas utdn az MTT oldatot leszivjuk. Sotét szinli kristalyok kivalasat
tapasztaljuk. A kristalyok feloldasathoz DMSO-t hasznaltunk (100 pl/well). A lilas
szinelvaltozas jelzi a kristalyok feloldodasat. 15 perc inkubalas utan Plate Reader segitségével
mérjiilk a sejtek életképességét. A fotometralas 540 nm-en torténik. A kapott értékeket
tablazatban rogzitjiik, ebbdl kovetkeztetiink a kiillonb6zé hullamhossza  fényforrasok

fototoxikus hatasaira.



Eredmények:

Munkankban célul tiztik ki a fibroblaszt sejttipus fotoxicitas-vizsgalatat, hogy
megvizsgaljuk, hogy a kiilonb6z6 szervekbdl szarmazod, a fénnyel kiilonb6z6 modon érintkezé
fibroblasztok hogyan reagalnak az eltér6 hullamhossza fényekre. Erre azért volt sziikség,

hogy megtudjam, hogy a laboratériumunkban miikod6 LTS rendszer (Long-Term

Scan) megvilagitasa milyen hatdssal van a sejttenyészetekre illetve melyek azok a
hullamhosszok, amelyekkel a legoptimdlisabb a sejttenyészet vizsgalata. Ehhez sikertilt
megépiteniink egy olyan rendszert, amivel az adott sejttipust azonos koriilmények kozott,
egyidében 12 kiilonboz6 hullamhosszu fénnyel tudjuk vizsgalni, és mind a fénynek kitettség
idétartama, mind a fény eréssége szabalyozhat6. Altalunk moédositott metodikat alkalmazva
kitenyésztettilk azokat a fibroblaszt sejteket, amiknek a fototoxikus vizsgalata ezzel a

rendszerrel jelenleg is folyik.



