Kiterjesztett time-lapse imaging rendszer

a citotoxikologiaban
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Bevezetés

A sejttani kutatasok alapjat a kiilonbozd sejtpopulaciok képezik. A sejtek viselkedését €s
toxikus agensekkel szembeni ellendlld képességét a sejtek belsd és kiilsé koriilményei
jelentésen befolyasoljak. A belsé koriilményeket a sejtek fizioldgias allapota jelenti, azonban
a kilsé korilményeket a sejt-sejt kozotti, azaz intracellularis viszonyok jelentésen
befolyasoljak.

A time-lapse imaging rendszer egy, a sejtpopulaciok hosszu tava megfigyelésére alkalmas
rendszer. A vizsgélat sordn a sejttenyészetekrdl percenként készitett felvételekbdl videofilmet
készitve tanulmanyozzuk a sejtpopulacidkban végbemend valtozasokat.

A rendszer elonyei koziil kiemeljiik, hogy a vizsgalat teljes idétartama alatt lehetdségilink van
a sejtek megfigyelésére, illetve a megfigyelésiink digitalis rogzitésére. E mellett nagyon
fontos az is, hogy a vizsgalatok teljes id6tartama alatt biztositjuk a sejtek szamara megfeleld

fiziologias koriilményeket.

Time-lapse imaging rendszer

A Debreceni Egyetem Mikrobidlis Biotechnologiai ¢€s Sejtbiologiai Tanszék eTox
munkacsoportja 2005-ben kifejlesztett egy mikroszkopos rendszert, mely lehetdvé teszi
citotoxikus anyagok hatasanak valos ideji, cellularis szintli vizsgalatat a teljes sejtciklus alatt.
A munkacsoportunk szdmara fontos kutatési teriilet a kiilonbozd toxikus hatasok vizsgalata A
kutatasunk alapjat a toxikus dagensek hatasara bekovetkezd kromatin kondenzalodasi
rendellenességeinek vizsgalatai jelentik. A mikroszkopos rendszer 1étrehozasanak egyik oka,
hogy a sejtek kozotti variabilitas, illetve a sejt-sejt kozotti interakcidk jelentds mértékben
befolyéasoljak az eredményeket.

A rendszer segitségével a standard tenyésztési koriilmények kozott tartott tenyészetek
mikroszképos megfigyelése akar szazhatvannyolc oOréds intervallumban, hat mésodperces
iddbeli felbontdsban torténhet. Az igy nyert képsorozat videofelvétellé alakithatd, mely a
citotoxicitas kozvetlen, sejt €s populacids szintli tanulmanyozasara alkalmas. A képadatbazis
statisztikai képelemz0 modszerekkel vald feldolgozasa nagy iddbeli felbontasti adatokat

biztosit a toxikus folyamatok dinamikai vizsgalatdhoz (1). Az adatgyljtés hdrom, hat



sejtgeneraciot atfogd iddtartama lehetdvé teszi a transzgeneracids, akkumulaloédo
genotoxicitas, illetve kemotaxis vizsgalatat is (2).
A TLS rendszer elényei:

e Iddkorlatja nincs, a sejtek szamara a fiziologids koriilmények biztositottak.

e A sejtek egyedileg vizsgalhatok.

e Az ¢letfolyamatok az id6 fliggvényében jellemezhetok.

e A time-lapse imaging mddszer segitségével az apoptozis és a nekrozis is részletesen

tanulmanyozhato6.

Apoptozis és nekrozis

Természetes sejthalalformakat mar a 19. szédzadban megfigyeltek fénymikroszkdp
segitségével.

Azonban az 1960-as évekig varatott magara a programozott sejthalal koncepcidja, amikor a
molekularis gondolkodasmod kiteljesedett. Az apoptotikus sejt 6sszezsugorodik, az
extracellularis matrixrél és a sejtet koriildleld szomszédos sejtekrdl levalva (szeparacio)
lekerekedik, holyagosodik a felszine, magja kisebbedik (karyopyknosis), kromatin alloméanya
kondenzalodik és a maghdrtya mentén rendezddik (marginalizacid), ezt kdvetden a mag
feltéredezik (karyihexis), emellett viszont a sejt organellumai és a sejthartya integritisa
megmarad. Végiil pedig a makrofagok és mas szomszédos sejtek is bekebelezik, valamint
apoptotikus testek fragmentalodnak. A sejthartya a folyamat ideje alatt végig ép marad igy az
intracellularis makromolekuldk nem jutnak ki, tehat kovetkezményes gyulladds ¢és
szovetkarosodds nem jon létre. Az apoptdzis aktiv, azaz ,.energiaigényes” €s gyulladdsmentes
folyamat.

Az apoptozissal szemben a nekrozis passziv folyamat. Durva behatdsok altal 1étrejovo
nagyobb sejtpopuléaciot érintd sejthaldl. A sejt és ezen beliil a sejtmag megduzzad, lizoszomak
szétesnek, végeredményben pedig a sejt mintha csak szétpukkanna, bekdvetkezik a sejt lizise.
A sejtmembranok integritisa nem marad meg, kidramlo sejttartalomnak koszonhetéen
sejtkdrosodas, gyogyulas soran fellépd hegesedés €s gyulladasos reakcid kovetkezik be.

crer

kettdsége nem elég arra vonatkozolag, hogy be tudjunk sorolni minden sejthalalformat.



Tobb adat alapjan valoszintisithetd, hogy nemcsak az apoptozis lehet programozott sejthalal,
hanem a nekrdozis is. Ilyen sejthaldlt okozhatnak ligandok, melyek specifikus
membranreceptorokhoz kotddnek. Nekrozisos sejthalal figyelheté meg kifejlodott szovetek
homeosztazisdban ¢és az embrionalis fejlodésben. A nekrézis a Szerin/ Treonin kinaz
aktivitastol fiiggd sejthalalforma. Ezen tipust nemcsak genetikailag, hanem epigenetikailag és

gyogyszeresen is lehet szabalyozni.

Az apoptozis indukcidja:

A programozott sejthaldl kivaltasadban és szabalyzasaban endogén és exogén tényezdk
lényeges szerepet toltenek be. Ezek a tényezdk hatasukat tekintve gatlo és serkentd hatasuak.
Kiilsd tényezok jelenlététdl fligg (legyenek azok kiilonb6zé ndvekedési faktorok, hormonok
vagy citokinek), hogy bekovetkezik-e az apoptdzis vagy sem. Apoptdzis indukaloként is részt
vehetnek a folyamatban vagy épp ellenkezdleg, annak indukaldédasaban jatszanak szerepet.
Kulcsfontossagu szerepet tolt be a TNF (tumor nekrozis faktor) citokin csalad, amely csaladot
,»halal ligandnak” is nevezik tovabba a FAS ligand is jelentds szereppel birhat az apoptdzis
folyamatdban. Ez a ligand olyan sejtfelszini receptorokhoz kotddik, melyek a kozos
jellemzdje, hogy halal domént (DD) tartalmaznak az intracellularis teriikben. A programozott
sejthalal masik utvonalat képezheti a mitokondrium segitségével megvaldsuld folyamat, azaz
a sejtet érd végzetes agensek (kiilonbozd sugarzasok (y vagy UV), reaktiv oxidativ gyokok,
toxinok, gyogyszerek, mérgek) hatasat kovetéen bekovetkezd apoptotikus forma Egy p53
nevezetll fehérje nemcsak a sejtek oregedésében, hanem a sejtciklus megallitasaban, illetve az

apoptozis kezdeményezésében is részt vesz.

Apoptozis gatlasa:

Az anti-apoptotikus hatasa Bcl-XL, Bcl-2, Bel-w fehérjék a sejtttlélésben jatszanak kozre,
élettartamot hosszabitanak sejthalal adapterekhez kotddve, igy meggatoljak a kaszpaz aktivalo

képességet.



Az apoptozis és nekrozis képekben szemléltetve

2. abra Az apoptézis vége

(A videofelétel a DVD mellékleten az 1. DVD-n talalhato apoptozis melanoma HaCat file)

3. abra A nekrézis kezdete

4. abra A nekrézis vége

(A videofelétel a DVD mellékleten az I. DVD-n talalhato a HaCat nekrozis file.)
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A Long-Term Scan rendszer

Felepités:

A long-term scann renszert két inverz mikroszkop alkotja melyek egy sejttenyésztésre
alkalmas CO; inkubatorban helyezkednek el. A mikroszkopok objektivjéhez egy-egy nagy
érzékenységii CCD kamera van csatlakoztatva. A kamerdkat vezérld egység soros porton
keresztiil kapcsolddik a szamitdgéphez. A vezérlés feladata a vilagitas be- és kikapcsolasa, a
kamera kivalasztasa, ¢s a kamerak kozotti atkapcsolas.

A szamitogépen a munkacsoport altal kifejlesztett szoftver segitségével végezziik a képek
rogzitését. Lehetdségiink van a szoftver segitségével a kamera kivalasztasara (eszkoz
kialasztasa, eszkoz bedllitasa), és a fény beallitasara is. A beallitasok kozott kivalaszthatjuk és
menthetjiik az aktudlis nézetet. A szoftver hasznélatdval megoldhatova valik az esetleges
képhibdk szlirés (cut margins), a készitendd képek informacié tartalmanak ndvelése
(Averaging, Auto intensity, Grayscale 9 bit (SIVA), Display transfer), illetve a képi adatok
értelmezhetdségének eldsegitése (Negative, Histogram, Grayscale, Distance) A mentés
panelen a képtarolds formatumat is valtoztathatjuk (BMP, agy JPEG formatum). A szoftver

lehetové teszi az interneten keresztil torténd tavvezérlést is.

5. abra A Long-Term Scann rendszer fotéja



Vilagitas Vilagitas
A" mikroszkop ,B" mikroszkoép

Kamera Kamera

Vezeérld elektronika

Szamitogép

www. etox. net

6. abra A LTS rendszer sematikus felépitése

Miikodés:

A rendszerben miikodd két azonos felépitésii video mikroszkop segitségével az egyazon
tenyészetb6l szarmazod kontrol, és a kezelt sejtpopulaciok egyidejii vizsgalata is
megvaldsithatd. A rendszerrel végzett vizsgalataink soran meghataroztuk szamos citotoxikus
agens sejttenyészetekre gyakorolt hatasat.

Bizonyitottuk, hogy rendszerlinkben a citotoxicitdas kvantitativan jellemezhetd,
karakterisztikus valtozasokat hoz l1étre mind cellularis, mind pedig populacios szinten (7). A
citotoxicitds kromatinszintli megnyilvanulasat szinkronizalt sejtpopulaciokon sztenderdizalt
kromatinszerkezet elemzéssel vizsgaltuk (3, 5, 6). Az LTS rendszerrel megvizsgalt
tenyészetekbdl izolaltuk a sejtmagokat, és reverzibilis permeabilizalast kovetden a feltart
sejtmagok kromatinstruktirajat fluoreszcens mikroszkopiaval elemeztiik (8). Bizonyitottuk,
hogy az interfazisos kromoszémak metafazisos kromoszoémakkéd szervezddése (a kromatin
kondenzalodas) morfologiailag jol jellemezhetd modon zavart szenved citotoxikus hatdsokra
(9, 10). A kivaltott kromatinkondenzalddasi zavarok jellegzetes kondenzalddasi intermedierek
megjelenését eredményezik.

A bemutatott rendszer ¢és metodika alkalmas kiilonb6z6 hatéanyagok citotoxikoldgiai

vizsgalatara, mert a klasszikus citotoxicitast jellemzd kvantitativ paramétereken til lehetéveé
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teszi a lokalis korai sejtvalasz megfigyelését olyan koncentraciotartomanyban, mely
sejtpopulacids szinten még nem okoz észlelhetd valtozasokat. Ez a vizsgalati rendszer
kiilonosen akkor elényds, ha a citotoxikus agens megoszldsa az inkubacidos kozegben
heterogén, illetve ha a sejt-sejt kolcsonhatasok kiemelt jelentdséggel birnak. A varhato
eredmények elosegitik a sejtek citotoxikus hatdsokra adott egyedi és populacios szintli

valaszanak mélyebb megismerését.

Az LTS rendszer az alabbi kiilsé kutatdsok soran keriilt felhasznalasra:

e Primer sejtkultirak differencidloddsanak vizsgalata.

e Heterogén Osszetételli (HaCat/Melenoma) sejtpopulaciok cellularis interakcioi.
Melanoma sejtekrdl készitett videofelvételt a II. DVD-n talalhato Melanoma20061116
elnevezésii fajlban figyelhetiink meg.

e Tumor-bioassay vizsgalatok.

e Nanoszelén részecskék celluléris hatasai.

e Patogén gombak és HaCat monolayer interakcioja.

e Nehézfémek, UV és gamma-sugarzas, illetve oxidativ stressz vizsgalata.



Time lapse imaging rendszer alkalmazasa

A sejtek tenyésztési koriilményei

A kutatasaink soran szuszpenzios, (K-562, human eritroleukémia sejtvonal) és adherens
(HaCaT human keratinocita immortalizalt sejtvonal) sejtkultardkat vizsgaltunk kiilonb6zo
toxikus anyagok jelenlétében.

A sejteket RPMI-1640 tapfolyadékban tenyésztettiik. A médiumhoz 10% FBS-t és 1%
antibiotikum-antimikotikum keveréket adtunk kiegészitésként.

A sejteket a kisérletek teljes idOtartama alatt,- a long term scann vizsgalatok teljes idotartamat
is beleértve- fiziologias koriilmények kozott tartottuk (37 °C és 5 % CO»).

A tenyésztés soran mindkét sejtvonalnal a kiindulasi sejtszam 10° sejt per milliliter volt. A
letapado sejteknél (HaCaT) a vizsgalat megkezdése eldtt megvartuk, mig a konfluencia
mértéke eléri a 70-80%-ot, azaz a sejtek bendvik a rendelkezésre allo teriilet 70-80%-at.

A Long-Term Scan vizsgalat a legtobb esetben 15 6rés, vagy ennél hosszabb idétartamot Slelt
fel. Abban az esetben, amikor a sejtek pusztulasa a kezelést kovetden szinte azonnal
bekovetkezett, nem tartott 15 oran keresztiil a megfigyelés pl.: HaCaT sejtek esetében 50 uM-

0s AgNOs koncentracional

A munkénk soran az alabbi kutatdsokban vettiink részt:

e Toxikologiai kutatdsaink soran vizsgaltuk a kiilonb6z6 nehézfémek citotoxikologiai
hatasait. A mi hallgatéi csoportunk az eziist-nitrat citotoxikologiai vizsgalatat végezte
el.

e A toxikologiai vizsgalataink soran megfigyeltiik a keresztes vipera (Vipera berus)
mérgének sejtekre gyakorolt hatésait.

e Ipari megrendelésre elvégeztiik a sejtmentes fermentlé toxikus hatdsanak vizsgalatat
human sejtkulttrara.

e A  kiilonb6z6  kort  sejttenyészetek  viselkedésének, = morfologidjanak
Osszehasonlitdsdval a munkacsoportunk tanulmanyozta a sejtek kisérleti koriilmények

kozott lezajlo fejlodését.
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Toxikologiai vizsgalataink

Nehézfémtoxikologia

A nehézfém toxikologiai vizsgalatok soran a kiilonb6zé nehézfémek toxikus hatasait

vizsgaltuk a sejtek szintjén.

Eziist-nitrat HaCaT és K-562 sejteken (8)

A szakirodalomban kozolt Ldso koncentracidk alapjan hasonld koncentracidkat haszndltunk a
vizsgalataink soran. Mindkét sejttipusnal ugyanazokat az eziist-ion mennyiségeket hasznaltuk.
Az eziist ionok citotoxikologiai hatasainak vizsgdlatdval megéllapitottuk a minimalis gatlo
koncentraciot: ez az a legkisebb koncentracid, ami sejtek ndvekedését 50%-ban gatolja.

Ez a koncentracidé érték HaCaT sejteknél: 6,4 mikroM AgNO3 milliliterenként, K-562
sejteknél: 3,5 uM AgNO3 milliliterenként.

Tovabbi eredményeink az eziist citotoxikologiai hatdsaira:

Az eziist-nitrat hatasa fiigg a koncentraciotol: a kiilonb6zd eziist koncentraciok jelenlétében a

sejtpusztulas és az eziistionok mennyisége kozott egyenes aranyossag figyelhetd meg.

A Oh I3 h incubation B oh 15 by incubation
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i35 g 8
£ 12 E 16
- <
S 10 s 14
» -
T 08 e 12
£ 06 ‘E 10
B : 08
= 04 = 06
= <
=02 ~ 04
v
~ 02
> C 05 510 15 20 30 50
A > | ! 20 30 : ( C 0S5 S 10 20 30 50
Silver nitrate concentration (M) Silver nitrate concentration (pM)

7. abra (A) a HaCaT és a K-562 (B) sejtek) sejtek novekedésének gatlasa kiilonbozo eziist-nitrat

koncentraciok jelenlétében

A. A kilenc HaCaT sejtkulttra esetében a kiindulasi sejtszam 10° sejt/ml volt. A kontrollhoz

viszonyitva bekovetkezé novekedésvaltozas lathatd a kiilonbozd eziist-nitrat kezelések utan.
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B. A K-562 sejtek novekedése lathatd a vizsgalt eziist-nitradt koncentraciok jelenlétében. A
kiindulasi sejtszam ez esetben is 10° sejt/ml volt. A kontroll populaciokak nem kezeltiik (C) A

kezelés utan minden esetben viabilitds vizsgalat tortént.

Bebizonyitottuk, hogy az eziist-nitrat toxicitdsa koncentraciofiiggd. A HaCat sejtkultiranal
(10° sejt/ml) 0.5- és 50uM-os koncentracidji AgNOszoldattal 15 6ran keresztiil és 37°C-0s
hémérsékleten kezeltiik a sejteket. A kontrollt nem vetettiik ald AgNOsz-os kezelésnek. Az
ezlst-nitrat (< 0,1 uM) szubtoxikus szintjei nem okoztak toxicitast.

Feltin6 valtozasokat tapasztaltunk a talélését tekintve, 0.5, 5, 10, 15, 20, 30 és 50uM Ag-ion
jelenlétében, ennek megfelelden 28, 47, 52, 58, 62, 67 és 75%-0s sejtveszteséget figyeltiink
meg. A minimalis gatld koncentracio HaCat sejtek esetében 6.4 uM AgNOs. Hasonld, de
némiképp magasabb sejtpusztuldsi aranyt figyeltiink meg. Ugyanazon koncentraciok mellett
K562 sejtek esetében :32, 54, 60, 64, 69, 72 és 77%-o0s sejtpusztulast tapasztaltunk. A MIC 50
érték K562 sejteknél: 3,5 uM AgNOs. Ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a K562 sejtek

érzékenyebbek az eziist-nitratra, mint a HaCat sejtek.

A HaCaT sejtek esetében a time-lapse imaging mddszerrel az aldbbi jelenségeket figyeltiik
meg:

0,5uM-0s Ag-ion koncentraciondl a sejtek osztddasai normalis iitemben zajlottak, mozgasuk
dinamik4ja megfeleld, azaz szamottevd hatast nem figyeltiink meg ebben az esetben.

Enyhe valtozast az SuM-os Ag koncentracional figyelhettiink meg. A sejtek osztddasanak
dinamikdjdban csokkend tendencia kovetkezett be. A 10 uM-os Ag koncentraciondl az
osztodasok sebessége tovabb csokken, a sejtek nagy része osztdodas kozben elpusztul, a
tenyészet nem képes a 100%-os konfluencia szint elérésére.

15 uM-os Ag koncentracional még viszonylag sok sejt osztodik, de az osztddasok sebessége
csokken, ¢€s a sejtek letapadasanak idétartama nd.

20 uM-os Ag koncentracional a monolayer egy része paralizist szenved, a sejtek mozgasa
megbénul. Ez a folyamat beliilrdl kifelé terjed.

30 uM-os Ag koncentraciénal a monolayer megmerevedik, gyors nekrézis kovetkezik be a
kisebb konfluencidju tenyészeteken. A 100%-os konfluencidju tenyészeten még lathato
osztodas, de itt is gyorsan végbemegy a sejtek pusztulésa.

50 uM-os Ag koncentraciondl az eziist-nitrat hozzdadasat kovetden a monolayer azonnal

felszakad, ¢és a sejtek nekrozissal torténd pusztulasa figyelhetd meg.
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HaCaT 0,5 uM AgNO,
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8. abra HaCat sejtszam valtozas 0,5 pM-os eziist-nitrat koncentraciénal

(A video felvétel az I. DVD-n taldlhato.)

HaCaT 10 pyM AgNO,
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9. abra. HaCat sejtszam valtozas 10 pM-os eziist-nitrat koncentracional

(A video felvétele az I. DVD-n taldlhato.)

HaCat30puM 100% konfluencian
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10. abra: Halott sejtek szama 30pM koncentracional 100%-os konfluencian

(A videofelvétel a DVD mellékleten 1 .DVD)
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Publikalt kutatasok

A tanszE€kiinkon mar szamos vizsgalat tortént a nehézfémek sejtekre gyakorolt hatisainak
tanulmanyozasara. Ezen vizsgalatok koziil mar tobb jelent meg nemzetkdzi folyodiratokban
publikalva.

A nehézfém-toxikologiai vizsgalatok a fent leirt, a tanszéken kifejlesztett metodika alapjan

zajlottak.

Higany-acetdt hatdsai K-562 sejteken: (2)

A hossza tava megfigyelések soran az alabbi eredményeket tapasztaltuk:

Az 1 uM és az ez alatti Hg(II) ion koncentracidk nem toxikus hatastiak. A 10 pM-osnal
magasabb higany koncentracional apoptozis jellemzd, 100 uM-os higany koncentracio felett a

sejtek mérete megnd, nekrozis kovetkezik be. (3. dbra)

Nikkel-klorid hatdsai K-562 sejteken: (9)

Munkacsoportunk Meghatarozta a MIC50 értékét, ami 2 pM, ami azt mutatja, hogy a Ni(Il)
ionok mar kis koncentracidban is toxikus hatastuak voltak.

A kezelés a magasabb Ni(Il)-ion koncentracioknal (10-50 uM) nem okozott intenziv mozgést
az apoptozis soran,de a 100 pM-os koncentracié folott mar mozgasintenzitas novekedést
figyelte meg ez azonban csak iddszakos volt.

A magasabb koncentraciokon a sejtek méretének novekedése volt megfigyelhetd, ami a
nekrozis felé valo &tmenetet mutatja az apoptozis feldl.

Jellemzd hatast figyelte meg a 100 uM-os koncentracional. (4. abra)

A nikkel karositja a sejtmembrant, ami felszakad, igy a sejtek a tartalma a kiilvilagba keriil.
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Time-lapse imaging a kiilonb6z6 nehézfémek hatasairol:

11. abra Higany-acetat jellemz6 hatasa K-562 sejtekre 100pM

(A videofelvétel a DVD mellékleten: I DVD)

12. abra Nikkel-Kklorid jellemz6 hatasa K-562 sejtekre 100pM

(A videofelvétel a DVD mellékleten: 1 DVD)
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Vipera berus toxin hatasai HaCaT sejtekre

A vizsgalat soran tisztitatlan, sziiretlen ,,nyers” mérget hasznaltunk, tehat a mérget a lefejés
utan nem kezeltiik tovabb.

A viperaméreg tartalmazta a vipera szdjaban természetes korliilmények kozott ott 1évo
baktériumflorat, illetve a méreg lefejése soran belekeriilt egyéb szennyezéanyagokat is.

A Vipera berus toxinjanak 6 osszetevoi kozé tartoznak a neurotoxinok, és a myotoxinok. A
neurotoxinok az ideg-izom kozotti ingertilet atvitelt megakadalyozva bénulast okoznak.

A myotoxinok emésztéenzimekbdl levezethetd fehérjék csoportja. Foképp az izomsejteket
karositjak. A Vipera berus mérgében a foszfolipaz-A mennyisége jelentés.

A tenyészeten foképp a myotoxinok hatasa érvényestilt.

A vizsgélatban hasznalt méreg-hatéanyagok:

Hozzaadott toxin | Tapfolyadék mennyisége Toxin végs6 mennyisége
mennyisége (ul) (ml) (g/ml)

0,1 4,5 6,2*10°®

0,5 51 2,74*%10°7

0,7 4,8 4,08*1077

1,2 4,9 6,85%10°7

5 52 2,689*10°

5 4,9 2,854*10°

13. abra A Vipera berus toxin végsé hatéanyag mennyiségei.

A toxin hatasa a legkisebb koncentracion €s nagy konfluencian - a vizsgalat elsé felében ezt a
koncentraciot 100%-os konfluencian vizsgaltam-, még nem figyelhetd meg. A sejtek normalis
litemben osztodnak, mozgasuk is dinamikus. Nekrézisra utal6 jel nem lathato a képeken.

A kisebb konfluencidji tenyészeteken - a vizsgalat masodik felében — 70-80%-0s konfluencia
esetében- azonban, a sejtek toxinnal vald nagyobb feliileten torténd €rintkezése miatt gyorsan
bekovetkezik a méreg hatasa. A sejtek mozgasa megbénul, paralizist szenved, a monolayer

felvalik, a sejtek nagy tobbségénél nekrozis kovetkezik be.
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A nagyobb konfluencian 90-100% a sejtek szorosan egymas mellé csoportosulnak, és védik
magukat és egymast a toxin hatdsaitol. A konfluencia mértéke jelentésen befolyasolja a
toxikus hatast (a nagyobb konfluencidju tenyészetek hosszabb ideig életben maradtak a védo
funkcié miatt, emellett a magasabb sejtszdm nagyobb puffer rendszer kapacitast biztosit a
toxinban 1év6 enzim emésztd funkcidja ellen).

A nagyobb toxin koncentracion ezek folyamatok gyorsabb lefolyastuak, a sejtek kevésbé
tudnak védekezni az emésztd funkcio ellen.

Szakirodalmi adatok alapjan a Vipera berus méregnek egéren az LDso értékei: intravénasan
vérbe kertilve: 0,55 pg/g; intraperitonealisan a vérdramba keriilve: 0,80 ng/g; boér ala
szubkutan: 6,45 pg/g. (10)

Mi a legkisebb koncentracional, ahol 6,2*10® g/ml volt a toxin hatéanyagtartalma ez
atszamolva 0,062 pg/g is érzékelhetd hatast tapasztaltunk a kisebb konfluencigju
tenyészeteknél. Ezek alapjan megallapithatdo, hogy mi mar egy nagysagrenddel kisebb

koncentracional is megfigyeltiik a méreg hatasat.

A viperatoxin hatdsai 0,1 ul koncentracional a kiilonb6z6é konfluencia értékekenképekben

szemléltetve:

14. abra0,1 ul toxin hatisa 100% konfluencian, kép a tenyésztéedényroél 10X objektiv Giemsa festés
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Képek a tenyészetekrdl 0,1 pl toxin hatasa a long-tern scann felvételei:
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15. abra 0,1ul toxin 70%-os és 100%-os konfluencian a felsé kép a 0. percben késziilt

A viperatoxin hatdsai 5 pl-es koncentracional, kiillonboz6 konfluencia értékeken szemléltetve:

16. abra ul toxin hatidsa 100% konfluenciin, kép a tenyésztéedényrél 10X objektiv Giemsa festé
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Képek a tenyészetekrdl 5 pl toxin hatasa a long-tern scann felvételei:

17. 4dbra5 ul toxin 70%-os és 100%-0s konfluencian a felsé kép a 0. percben késziilt

Eredményeink a képek elemzése utan grafikonon 4brazolva a kdvetkezok lettek:

A viperatoxin hatasai HaCat sejteken, 0,1 pl toxin kiilonb6z6 konfluencia értékeken:

Vipera toxin hatasaO0,1ulL 70-80%

© konfluencian
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18. abra0,1 ul toxin 70-80%-0s konfluencian torténé sejtszam valtozas az id6 fiiggvényében
(A4 videofelvétel a DVD mellékleten: II DVD Vipera_toxin_0,1mikroliter_70%konf.file)
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Vipera toxin hatasa 0,1puL 100%
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19. abra: 0,1 ul toxin100%-os konfluencian torténo sejtszam valtozas az ido6 fiiggvényében

(A videofelvétel a DVD mellékleten: II DVD Vipera_toxin_0,1 mikroliter_100%konf. file)

A viperatoxin hatasai HaCat sejteken, Sul toxin kiillonb6z6 konfluencia értékeken:

Vipera toxin hatasa 5pL 70-80%

konfluencan
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Ido (perc)

20. abra5 ul toxin 70-80%-0s konfluencian torténé sejtszam valtozas az id6 fiiggvényében

(A videofelvétel a DVD mellékleten: II DVD Vipera_toxin_5Smikroliter_70%konf. file).
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Vipera toxin hatasa 5ulL 100%

(3] e
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Id6 (perc)

21. abra: 5 ul toxin 100%-os konfluenciin torténd sejtszam valtozas az idé fiiggvényében

(A videofelvétel a DVD mellékleten: II DVD Vipera_toxin_5mikroliter_100%konf. file).
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A sejtmentes fermentlé hatasai HaCaT sejtpopulaciora

A time-lapse imaging rendszer ipari alkalmazasba is keriilt, amikor Neurospora crassa és
Penicillium chrysogenum altal termelt fermentlevet kellett vizsgalnunk. A mintdknak nem

tudtuk a nevét, kiilonbozé koddal ellatott mintdkat kaptunk. Az elfogulatlan értékelés miatt a

s

ismertették velink.

A vizsgalat célja az volt, hogy a sejtmentes fermentlében 1évé Neurospora crassa ¢€s
Penicillium chrysogenum altal termelt fehérjefrakciok a human sejtekre toxikus hatassal
vannak-e.

Fermentlé tapasztalatok: A kontrollhoz képest a kezelt sejtpopulacioknal a hatasok az i1d6
fliggvényében nyilvanultak meg: kezdetben a kezelt sejtek a kontroll sejtekhez képest
hasonloan viselkedtek, de az id6 elérehaladtdval a mozgasuk lassult, €és az osztdédasuk
sebessége is csOkkent. Az apoptozisok szdma nétt. Késébb mar az osztddni feljovo sejtek sem
tudtak befejezni az osztddast: feljove megbénultak.

A baktériumok szama is megndvekedett, a videon is jol lathato a baktériumok mozgasa.
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Az els6 oraban bekovetkezo % -os sejtszam valtozas:
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22. abra Sejtszam %-os valtozasa az id6 fiiggvényében
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23. abra a sejtek osztodasa az idé fiiggvényében
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In-vitro evolicio HaCaT sejteken

A munkank sordn a kiilénbozd kora tenyészeteket megfigyelve tobb viselkedési, morfologiai
eltérést tapasztaltunk. Az idds tenyészetek viselkedésében szamos eltérést figyeltiink meg.
Ezek a tapasztalatok inditottak el az ilyen jellegli kutatasainkat.

A vizsgélatok soran tobb idds - tobb passzalast €s fagyasztast megélt-, és egy fiatal, - 6tszor
passzalt -, HaCaT sejtpopuléciot hasonlitottunk dssze.

Az altalunk megfigyelt legfontosabb eltéréseket harom csoportba osztottuk.

e Morfologiai eltérések koziil nagyon szembetlind jelenség, hogy az iddsebb sejtek
citoplazmajaban egy vagy tobb kisebb-nagyobb vakuolumot lathatunk. Ezek a
vakuolumok gyakran az osztédast kdvetden is megmaradhatnak.

o A sejtek viselkedésében is kisebb-nagyobb eltéréseket vettiink észre. A sejtek
generacids ideje hosszabb, az osztdodasok lassabban mennek végbe. A letapadas
id6tartama is hosszabb, illetve a sejtek mozgasi dinamikdja is kisebb.

e A sejtek osztodasi mechanikajaban is jelentOs eltéréseket tapasztaltunk. Az anyasejtbol
gyakran kettdnél tobb utddsejt keletkezik. Ezek az ,,utddsejtek™ néhany esetben csak

lefiiz6dott citoplazma-fragmentumok.

24. abra normal HaCaT sejt
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25. abra HaCaT sejt vakuolumokkal

26. abra HaCaT sejt osztédas elott

27. abra négyfelé osztodott HaCaT sejt

(A videokat a DVD mellékleten a II. DVD-n a HaCat in vitro evol., HaCat kontroll in vitro

evol. 2 és HaCat kontroll in vitro evol. file tartalmazza.)
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Korabbi vizsgalataink a time-lapse imaging redszerrel

Nehézfém toxikologia: A tanszéken folyd kutatasaink soran a kadmium, az 6lom, az uranil-

acetat toxikologiai vizsgalatait a mar fent leirt médon végeztiik el.

Primer sejtvonalak differencialédasanak vizsgalata: He/De: (hepatocellularis carcinoma) és
Ne/De: (mesoblastos nephroma) primer sejtkultirak inditasa, differencialodas illetve
nehézfém toxikoldgiai vizsgalatokat is végeztiink.

(A videofelvétel a DVD mellékleten: 11 DVD a NeDe20061110 file).

HaCaT- Candida interakcigjat is vizsgaltuk szérumtartalmi és szérummentes médiumban.
Szérummentes kozegben nevelve a Candida sejtek megtdmadtak a HaCaT sejteket, és
nitrogén forrasként hasznaltdk oket. Erre a tenyészetre jellemzd volt, hogy a hifak rovid
morfoldgidjuak mindaddig, mig nem all rendelkezésiikre megfeleld mennyiségli nitrogén. A
szérumtartalmi médiumban a hifdk hosszi morfologidja figyelhetd meg, illete ez esetben a

Candida sejtek nem tdmadjak meg a HaCaT sejteket.

(Az interakciordl késziilt videot az 1. DVD-n taldalhaté HaCat+Candida000001 nevii fajlban
talalhato.)

Novényi embrioklonok novekedését is megfigyeltik az LTS rendszerrel. A ndvényi
embrioklonok novekedése egy 9000 percet feldleld vizsgalatot jelent. Az elsd és az utolsod
képet 6sszehasonlitva jol lathato a méretbeli kiillonbség.

(A video a DVD mellékleten a II. DVD-n taldlhato a Novényi embrio nevii fdjlban.)
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Képanalizis ImageJ program hasznalataval

Az ImageJ program bemutatasa

Az Imageld-rdl daltalanosan

Az Image] egy nyilt forraskoda Java-alapu képfeldolgozo rendszer. Futtatdsa barmely
platformon lehetséges asztali alkalmazasként vagy akar online appletként is. A program
hasznalatahoz Java 1.4 futtatokornyezet sziikséges. Az Imagel az egyik leggyorsabb tisztan
Java nyelven irt képfeldogozo keretrendszer. A program szdmos kényelmi funkcidval
rendelkezik. Makrok irdsaval tobb miiveletet egymdas utan fiizhetiink, és ha nem lenne
elegend6 az igy elérhetd funkciok szama, akkor akar sajat plugint is irhatunk a programhoz.
Ehhez sok példat taldlunk a program honlapjan. Az Imagel-t akar fliggvénykonyvtarként is
hasznalhatjuk.

Tobb adattipust is tamogat, ilyenek a 8-bites sziirkearnyalatos, illetve indexelt szines, 16-bites
elojel nélkiili egész, 32-bites lebegd pontos és RGB szines adattipusokat. Szamos
képformatumot tamogat: TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM, FITS.

Az Imagel-ben elérhetd kiilonboz6 eszkozok segitségével képeket megjelenithetjiik,
nagyithatjuk (1:32-t61 32:1-ig) és gorgethetjiik.

Az épp aktiv képen kijelolhetiink tertileteket. A kijelolések lehetnek téglalap, ellipszis, illetve
szabalytalan alakuak is. Kijel6lés utan a miiveletek a kijeldlt teriileten hajtodnak végre.

Az ImageJ-ben talalhato tobb képjavito, helyreallitdé miivelet. Tobbek kozott tudunk simitani,
¢lt detektalni, medidn szlirést, illetve kiiszobolést végrehajtani 8-bites sziirkedrnyalatos és
szines képeken is egyarant. A fényerd és a kontraszt interaktivan allithato.

A rendszer képes geometriai miiveletek futtatasara. Képrészletet vaghatunk ki, skalazhatunk,

atméretezhetiink.

Az ImageJ bovithetosége

Az Image] beépitett fiiggvényei kibovithetéek tobb mddon is. Lehetéség van macro, script €s
plugin irdsara. Ezek a modszerek kiilonb6z6 komplexitasu feladatok megoldasara alkalmasak.
Minden esetben az adott feladat hatarozza meg, hogy ezek koziill mely modon bdvitsiik ki a

rendszert.
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A macro nyelv segitségével képfeldolgozd miiveletsorokat hozhatunk létre. Legegyszertibb
modja a macrok eldéallitasanak, ha a program segitségével felvessziik a miiveleteket. A macro-
k egyszerl szoveges fajlok. A macro telepitéséhez nem kell mast tenni, mint a programban a
Plugins=>Macros=>Install... meniipont segitségével megkeresni a telepiteni kivant szoveges
fajlt. Lehetdség van egy fajlon beliil tobb macro irdsara is.

Ha a rendszert scripttel szeretnénk bdviteni, akkor mar tobb eszkoz all a rendelkezésiinkre.
Egyrészt a nyelve gazdagabb, mint a macro nyelv mivel JavaScriptben irjuk. Masrészt teljes
hozzaférésiink van az Image] és a Java API-hoz. Ennek a mddszernek is vannak hatranyai,
mivel a JavaScriptben irt miiveletsorok lassabban futnak, mint a macro nyelvben irtak, és nem
érhetd el a legtobb beépitett macro fliggvény.

Az Image] bovitésének harmadik modja, ha Java nyelven plugint irunk hozza. Szamos a
programban elérhetd parancs is pluginként van implementdlva. Lathatd, hogy ennek a
modszernek a nagy elonye, hogy igy a teljes standard Java API elérhetd, és akdr harmadik

féltél szarmazd konyvtarakat is hasznalhatunk.
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Az Image] hasznalata sejtszamolashoz és animacié készitéséhez

Sejtszamolas
Lehetdségiink van az adott képen vagy egy képsorozaton a sejtek szaméban torténd
valtozasok megmérésére. A kapott adatok kiértékelése torténhet grafikon segitségével, melyen
az 1d6 fuiggvényében prezentalhatjuk a valtozasokat.
A szamolas menete:
1.) ImageJ program elinditésa
2.) képsorozat betdltése: File=> Import=> Image Sequence... paranccsal
3.) fény és kontraszt bedllitdsa a menii Image=> Adjust=> Brightness/Contrast...
segitségével
4.) kovetkezo 1épésben a képek el6-ill. hatterének elvalasztasa a Threshold funkcidval
* A leggyakrabban alkalmazott image processing eljardsok koz¢é tartoznak a
thresholding (kiiszobolés) és a szegmentacio. A 1ényegiik: bizonyos szempontok
alapjan teriiletekre osztjuk a képet
* "Foreground/Background" szétvalasztasi muveleteknek is nevezik Oket, ami arra utal,
hogy az eljaras a kép egy adott tulajdonsagara koncentral, és a tobbit eldobja
5.) ezutan a sejtek megszamolasa torténik az Analyze=> Analyze particles... paranccsal

6.) a kapott eredmények atvitele az Excel programba, és grafikonon abrazolas

A thresholding miivelet lényege és megvalositasa

1. kivalasztjuk a kép egy bizonyos sziirkeintenzitds tartomanyat

2. az ebbe a tartomanyba esd pixelek alkotjak a "foreground-ot" (el6tér)

3. a tobbi pixel alkotja a "background-ot" (hattér)

Az eredmény: binaris kép

Az eldtér vagy fehér vagy fekete (altalaban)

A thresholding-ra a hisztogram szolgal utmutatasul. Kiilonb6zd sziirkeintenzitas értékek

kivalasztasaval megvaltozik a képi informacio.
A thresholding mddszerét felhasznéalhatjuk:

1. textOra analizis

2. hatarvonalak kiemelése
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3. képi alapjellegzetességek (feature) kiemelése

4. kép elokészitése tovabbi mérésekre

Animacio
Azonos 1dokozonként készitett képek sorozatdbol animécidok 1étrehozéasa, pl.: GIF
formatumban. Itt lehetdség van egy adott képrészlet kiemelésére illetve kivagasara, €s ebbol
animacio készitésére.
Menete, egy sejt kivalasztasa, ill. kivagasa esetén:
1.) Image] program elinditasa
2.) képek betoltése a File=> Import=> Image Sequence... paranccsal
3.) a betoltés utan egy stack-et kapunk, ez egy képsorozat, a cstiszkaval 1éphetiink a képek
kozott
4.) a kivant sejt kivalasztasa utan a File=> Crop paranccsal az dsszes 1épen kivaghatjuk az
adott részt

5.) végiil a File=> Save as=> Gif... utasitassal GIF formatumu animacidt kapunk

Generacios ido meghatarozasa

Az Image] programban lehetdség van a generacios 1d6 kiszdmitasara, mely egy sejtbdl torténd
sikeres osztodast kovetden keletkezett 2 utdodsejt ujboli osztddasa kozott eltelt idot jelenti.

A vizsgalni kivant képekbdl eldallitunk egy Stack-et, melybdl kivaghatjuk azt az oszt6do
sejtet, amire kivancsiak vagyunk az Image=> Crop paranccsal.

Az ezt kovetden kapott uj Stackbdl a Plugins=> 3D=> Image] 3D Viewer opcidval
készithetiink egy voxeltombot.

Miutén betoltott az ablak az Edit=> Display as=> Orthoslice meniipontnal beéllithatjuk, hogy
a sikok vetiileteit mutassa, igy jol lathatd a sejt osztodasanak helye, a sejt mozgasanak iranya
¢s a kovetkezd osztodas is. A Z tengely hosszusdga megegyezik a képek szdmaval, igy az els
osztodas veégétdl a kovetkezd osztodas végeig tartd szakasz hossziisiga meghatarozhato.
Mivel azonos id6kozonként késziiltek a képek, a mért hosszisag atvalthato percbe, illetve

oraba.
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Video készitése

Video felvétel készitése, melyen jol vizsgalhatok a sejtetoldgiai tulajdonsagok, sejtek
osztodasa, illetve sikertelen osztodaskor bekdvetkezd apoptdzis.

Video felvétel készitésére a VirtualDub nevii programot hasznaltuk. A VirtualDub ingyenesen
letoltheto.

A programmal nagyméretii fajlokkal (akar 4 GB f6lott) dolgozhatunk, lehetdséget biztosit a
felhasznalonak egy videodban kiilonvalasztani a hangot és a képet egymastol.

AVI és MPEG filmek szerkesztésére alkalmas program, amellyel az animaciokon effekteket
is alkalmazhatunk, ujraméretezhetjilk Oket, valamint a hangot, ill. a képet dnmagaban is

kimenthetjiik.
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Osszefoglalas

Kiilonbozo sejtek viselkedésmorfologiai vizsgalata és Osszehasonlitasa fontos adatokat
tartalmaz szamunkra, melynek tudataban eddig ismeretlen informaciokat ismerhetiink meg.
Kisérleteink soran a Long Term Scan Modszer hasznalataval percenként fotokat készitettiink,
igy nyomon kovethettiik a sejtek altal kialakitott sajatos viselkedésbeli mintdzatot, majd e
képek sorozatdbol videodt allitottunk Ossze. Ezeknek a videdknak a tanulmanyozasaval a
megfigyelt sejtpopulaciobdl moédunkban allt kivalasztani egy, vagy tobb sejtet, és nyomon
kovetni milyen valtozasokon esik, vagy esnek 4&t. Kisérleteink sordn nehézfémek
toxikussaganak (eziist, nikkel, kadmium, 6lom ¢és uranil-acetat) kifejez0dését vizsgaltuk,
human keratinocita (HaCat) és eritroleukémia (K562) sejteken. Ezeken a sejteken elvégzett
kisérletekbdl készitett képeket elemeztiik Image] program segitségével. A képanalizis soran
informaciot kapunk a sejtszam valtozédsairol: kovetni tudjuk a sejtosztddasokat, a sejtek
mozgasi dinamikajat, illetve vizsgalni tudjuk a generacios idoket.

A Dbemutatott metodika ¢és rendszer lehetdvé teszi, hogy kiillonb6zé hatéanyagok
citotoxikologiai vizsgilatat az idé fliggvényében elemezziik. fgy lehetdvé valik, hogy
nemcsak a toxikus hatast vegyiik észre, hanem a korai sejtvalasz jelenlétét is olyan
koncentracidértékben, mely a sejttenyészet szintjén még nem fejtette ki észlelhetd hatasat. A
nagyobb koncentracioparamétereket hasznalva a nagyobb sejtpopulaciokat érinté sejthalal
tipusok folyamata nyilvanult meg. A time-lapse imaging rendszer nagyon érzékeny modszer,

hiszen alkalmazasaval vizualisan mar a legkisebb valtozast is képesek vagyunk érzékelni.

Az in vitro evolicio nagy jelentéséggel birhat az elkdvetkezé iddszakban, mivel eddig nem
forditottak megfeleld, elegendd figyelmet arra, hogy a sejteket folyamatos szelekcids nyomas
éri (tdpfolyadékcesere, fagyasztas stb).

A time-lapse imaging rendszerrel végzett kutatasaink soran kapott LDsg értékek minden
esetben megegyeznek a szakirodalmi adatokkal, kontrollként szolgalva arra, hogy a
rendszerrel egzakt modon mériink.

Ez a modszer kiilonosen alkalmas arra, hogy a szubtoxikus doézisban adagolt vegyiiletek

bioldgiai hatasait detektalhassuk.
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Kitekintés: a time —lapse imaging rendszer a tovabbi vizsgalatokban

A tovabbi munkank soran tervezziik a kiilonb6z6 tumorokbol inditott primer sejtkultirak
hosszi tdva megfigyelését. A kiilonb6z0 paciensektdl szarmazd malignus tumorokbol
sejtizolalas és stabil sejtpopulaciok létrehozadsa utan, a sejt tipusat meghatarozzuk, és a time-
lapse imaging rendszerrel a sejteket megfigyeljiik. Ezen primer sejtvonalakat felhasznalva
szeretnénk vizsgalni a kemoterapids szerck hatoanyagait, illetve Kifejleszteni egy az adott
tumor tipusra, és a paciens igényeire szabott kemoterapias kezelési modszert.

A rosszindulati daganatsejteken torténd kemoterapias szerek hatdanyagainak vizsgalataval
viszonylag rovid id6 alatt vizsgalhatjuk a szer sejtekre kifejtett hatasat.

A kiséreltetiink célja, hogy az adott paciens sejtjeire ténylegesen hatd szereket a megfeleld
koncentraciokban lehessen alkalmazni. A mddszert megvalositva a szabadalmazott és a még
kisérleti stadiumban 1évé gyogyszereket a paciens sejtjein vizsgalva elérhetjiik, hogy a
paciens nincs kitéve az adott szer mellékhatasainak.

A long term scan rendszer hardver fejlesztését, ezen beliil a fluoreszcens €s a haromdimenzios

képalkotas eszkozfejlesztését is szeretnénk megvalositani.
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