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Sejttenyésztési alapismeretek

1. Bevezetés

A sejteknek Gn. sejtkulturdkban torténd tenyésztése (a sejteket az eredeti helyiikri!
eltavolitva in vitro tartjuk fenn ill. szaporitjuk) és tanulméanyozasa tobb szempontbal
elényos:

e Mig a legtobb allati (és természetesen novényi) szerv illetve szdvet tobb
kiilonboz6 sejttipusbol épiil fel, addig a sejtkulturakban lehet6ség nyilik az
egyes specifikus sejtfajtdk szeparaltan torténd tenyésztésére, amely «
tulajdonsagaikat tekintve sokkal homogénebb sejtpopuléaciot eredményez.

e A kisérleti korilmények kontrollalasa sejtkultirdk esetén konnyebben
megoldhat6, mint intakt organizmusok esetén. (Pl. a novekedési koriilményck
manipulalasaval viszonylag egyszeriien vizsgalhaté a kilonboz6 novekedési
faktorok hatasa az adott sejttipusra.)

e A szervekben, szovetekben nehéz elkiiloniteni a sejtek ,,sajat” tulajdonsagait a
tobbi, ott jelenlévd sejttipussal valo kolcsonhatasabol kovetkezo sajatsagoktol;
sejtkultirak esetén ez nem jelent problémat.

e Sok esetben akar egyetlen sejtb6l is konnyen kifejlodhet egy genetikailag
homogeén sejtpopulacio, ami egyszeriibbé teszi a genetikailag kiilonb6z6 sejtek

elkiilonitését és vizsgalatat.

Nemcsak sejtek, hanem szervek illetve szovetek is tenyészthetok in vitro koriilmények kozott, ilyenkor
beszéliink szerv- ill. szovetkultirarol. Miutan a sejtbiologia gyakorlatok soran kizardlag sejtkulturakkal

talalkozunk, a jegyzetben ezek targyalasara szoritkozunk.

A tovabbiakban néhdny, a sejttenyésztésben alkalmazott alapfogalommal
ismerkediink meg:
e primér (elsddleges) ill. szekunder (masodlagos) kultira: az eredeti szervbél,
szovetbol frissen eltavolitott sejtekbdl illetve azok egyszeri atoltasa (passzalasa)

révén késziilt kultura;



2.

sejttorzs: a primer kultirdbdl néhany passzalas utan kialakult, véges élettartamu
(kb. 40-50 passzalas) sejtkultira;

sejtvonal: genetikailag viszonylag homogén, megfeleld korilmények kozott
korlatlan ideig fenntarthato sejtkultira. A legtobb esetben vagy normal sejtek in
vitro (kultiraban t6rténd) transzformacidjaval (retroviralis transzdukcids onkogén-
transzfekcioé révén) vagy tumor sejtek (amelyek a normal sejtek szervezeten beliil
transzformalt valtozatanak tekinthetok) felhasznalasaval nyerik a sejtvonalakat.

a sejtkulturakat alkothatjak szuszpenzidban illetve letapadva n6vo sejtek. Ez utdbbi

esetben a sejtek matrix fehérjéket termelnek és ezek, valamint a tapoldatban
jelenlévé Ca** ionok segitségével szorosan kitapadnak a tenyésztd edény falahoz, un.
egyrétegii (monolayer) kultirat alkotnak.

A sejtkultiarak fenntartasa

Az in vitro sejttenyésztés soran a sejteket a fiziologiast kozelitd koriilmények kozott,

azaz megfelelo tapoldatban (médium), 37 °C-on inkubaljuk. Az 1. abran egy, a

sejtvonalakra jellemz6 névekedési gorbét lathatunk szemilogaritmikus abrazolasban.

...
=
|
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A sejtkultira elinditasa ota eltelt napok szama
1. abra

Lathatjuk, hogy a kultirat egy adott sejtsiiriiséggel inditva a sejtek szama egy ideig

exponencialisan n6, majd elér egy un. telitési szakaszt, ahol a sejtek az osztodast

befejezik (G,/Gy fazisban vannak), a sejtszam nem valtozik tovabb. Altalaban ebben a
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stadiumban toérténik a sejtek passzdlasa: ekkor a sejteket friss médiummal
,,meghigitjuk”, azaz olyan koncentraciéban vessziik fel 6ket, amelynél jbol képesek az
osztodasra.

A passzalas tobb mddon torténhet:

e szuszpenzidban novd sejtek: sokszor elegendd, ha a sejtszuszpenziot a friss

médiummal egyszeriien a kivant aranyban meghigitjuk. Masik lehetoség, hogy a
szuszpenzié lecentrifugalasa és a feliilluszé (régi médium) eltavolitasa utan a
megfeleld mennyiségii friss tapoldatban vessziik fel a sejteket. .

o letapado sejtek: ezek passzalasa altalaban akkor torténik, amikor a sejtek mar az
egész rendelkezésiikre allo feliiletet bendtték (konfluens kultura). A kitapadd
sejteket passzélas el6tt szuszpenzidba kell vinni, ez néhany esetben a tenyészt
edény egyszerii razasaval, iitogetésével elérhetd, de legtobbszér enzimekre
(proteazok - a kitapadast okoz6 matrix fehérjék proteolitikus hasitdsahoz) vagy
kelatképzo anyagokra (a kitapadashoz sziikséges kétértékii ionok
megkotéséhez) van sziikség. Leggyakrabban a tripszin nevii enzimet hasznaljak,
sokszor egyiitt alkalmazzdk EDTA-val (etilén-diamin-tetraacetat — kelatképz6
anyag). (El6fordul a kollagendz enzim hasznalata is.) A tripszinezés soran a
megfeleld pufferben elkészitett tripszinoldatot radntik a letapadt sejtekre (a
médium eldzetes eltavolitasa és a sejtek PBS-sel torténd leoblitése utan), majd
1-2 percig 37 °C-on inkubdljdk 6ket. Ezutan friss médium hozzaadasaval
lleéllitjék a reakciét (a médium szérumtartalma ui. ledllitja a tripszint), a sejteket
lefugaljék és a kivant mennyiségii friss médiumban veszik fel.

A szuszpenzidba vitt sejteket a passzalas elott meg kell szamolni. A sejtszamolas
alapelveivel illetve az ¢élo/elpusztult sejtek megkﬁlénbéztete’sére hasznalatos
modszerekkel tobb gyakorlat leirdsa soran is talalkozhatnak, ezért ennek targyaldsara
most nem tériink ki.

A sejtek passzalasa soran két dologra feltétleniil tigyelniink kell: minden Iépést steril
koriilmények kozott kell elvégezniink, hogy elkeriiljik a sejttenyészetek mikrobialis
fertozését; illetve a tobbféle sejtet is fenntartd laboratoriumokban a sejtek kozotti
kontaminécié elkeriilése végett a steril fiilkében egyidében csak egyféle sejttel szabad

dolgozni.



3. A sejtkultiirak fenntartasiahoz sziikséges anyagok és eszkozok
3/a. Tapfolyadék (médium)

A médium feladata, hogy a sejtek szamdra biztositsa a novekedéshez sziikséges
tapanyagokat, névekedési faktorokat, a megfeleld fizikai és kémiai kornyezetet. A
tapoldat idealis Osszetétele sejttipusonként kiilonbozo lehet az adott sejt sajatsagainak
megfelelden. A kovetkezékben felsoroljuk a tapoldatokban szerepld alkotdelemeket:

e sooldat: biztositja a nélkiilozhetelen anorganikus ionokat (Na*, K*, Ca®*, Mg,

CI’, foszfat, hidrogénkarbonat), fenntartja az ozmolalitast;

e  gliikkdz: energiaforras, felhasznalhat6 a szénhidratok, lipidek, nukleinsavak
valamint a szerin, az alanin €s a glicin szintézisére;

e  esszencidlis aminosavak (arginin, hisztidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin,
fenilalanin, treonin, triptofan és valin): ezeket az aminosavakat a gerincesekbdl
szarmaz6 sejtek nem tudjdk eloallitani, ezért a tapoldatnak kell szamukra
biztositania Oket. A felsorolt tiz esszencidlis aminosavon kiviil a legtobb
sejtkultira igényli a glutamin, tirozin és cisztein jelenlétét is. Ezeket az
aminosavakat altaldban specializalt sejtek termelik az eredeti szervezetben

e vitaminok: kolin, folsav, nikotinamid, inozitol, pantoténsav, piridoxin,
riboflavin, tiamin, biotin, B.z (és néhany zsiroldékony vitamin, de ez utdbbiakat
a tapfolyadék egyéb Osszetevéi tartalmazzak a megfeleld mennyiségben):

e pufferrendszer a pH fenntartdsdhoz: a médium pH-jat altalaban oldott
COy/bikarbonat puffer segitségével tartjak fenn, ekkor az oldott CO, szintet az
CO, nyomas megfelel6 bedllitisaval szabalyozzak. (Alternativ lehetség a 20
mM-os HEPES puffer, de ez kismértékben toxikus, ezért ritkabban
alkalmazzuk).

e fenolvords: a sejtek metabolizmusuk soran savas vegyhatasu anyagokat (pl.
tejsav) termelnek, amelyek az alkalmazott pufferek ellenére egy adott szint
felett jelentdsen megvaltoztathatjak a tapfolyadék pH-jat, ami sejtkarosodast
okozhat. A pH ellendrzésére alkalmazzuk a fenolvords indikatort, amely savas
kozegben sarga, ligos kozegben lila szint. Ha a médium rqegsavanyodik,
akkor cserélni kell a tapoldatot. Ha az indikator hosszabb inkubacié utan is lila
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marad, akkor az azt jelenti, hogy a sejtek valamilyen ok folytin nem
novekednek megfelel6 mértékben.

e szérum: a legtobb sejttipus esetén 5-20 % foetalis (magzati, pl. fetal calf serum
(FCS) — foetalis borju szérum) vagy feln6tt szérummal egészitik ki a médiumot.
A szérum szamos olyan faktort tartalmaz, amely nélkiilozhetetlen a sejtek
kultaraban t6rténé proliferacidjahoz (pl. inzulin — a legtébb gerinces sejt
novekedéséhez sziikséges). Néhany sejttipus szérummentes médiumban is
fenntarthatd, de a megfeleld novekedési faktorokat és egyéb komponenseket
(pl. inzulin, transzferrin, szelén) ekkor is biztositani kell a sejtek szamara.

e antibiotikumok (penicillin, streptomycin, gentamycin): a bakterialis fert6zések

ellen véd.

3/b. Steril fiilke

A sziirt levegbvel ellatott steril fiilke (laminar box; laminar air flow cabinet)
lehetGséget ad arra, hogy a sejttenyészettel illetve a médiummal kapcsolatos
manipulaciokat steril kornyezetben tudjuk elvégezni. A fiilkékben megfeleléen sziirt
levegdt (a 0.3 um-nél nagyobb részecskéket sziirik ki, igy pl. a legtobb baktériumot
illetve gomba sporat) aramoltatnak a munkafeliilet f6l6tt, igy a kontaminacié veszélye
csokken. Emellett a leveg6 aramoltatasa a sejtek kezelése k6zben képz6dé aeroszolt is
gyorsan eltavolitja. A steril fiilkékben a gaz-, viz- és elektromos csatlakozast biztositani
kell.

A steril fiilkék szamos konfigurdcioban elérhetdk, ezek méretiikben és a levegbaram iranyaban
valtozhatnak. Nemcsak a sejteket védik meg a fertdzésektol, de — tervezésiiktol fiiggéen — a felhasznald
szamara is kiilonboz6 szintii védettséget biztositanak, emiatt kivalasztasuknal azt is figyelembe kell venni,

hogy milyen, az egészségre mennyire veszélyes sejtkultirakkal foglalkoznak benniik.

A steril fulkéket gyakran UV ldmpaval (germicid) is felszerelik, ami segit
fenntartani a sterilitast. Ilyen esetekben figyelni kell arra, hogy a fiilke hasznalata

kozben az UV lampa ne miik6djon.



3/c. Inkubator

A sejttenyésztésben alkalmazott inkubatorokkal szembeni fo elvaras, hogy a benniik
tartott sejtkulturak szdmara az optimalis novekedési hdmérsékletet biztositsak (emlds
sejtvonalak esetén ez altalaban 37 °C). A legtobb esetben allandoé parcidlis nyomasu
CO, atmoszférat valamint megfelelel6 paratartalmat is biztositaniuk kell. A hémérséklet
és a CO, tartalom (altalaban 5 %) szabalyozasa altalaban elektromos tton torténik.

A megfeleld paratartalmat legtobbszor steril viznek az inkubatorba helyezésével és

azon steril CO, atbuborékoltatasaval biztositjak.
3/d. Mikroszkop

A sejttenyészetek mikroszképpal (invert mikroszkép — a sejtek kozvetleniil a
tenyésztd edényben vizsgalhatdk) torténd megfigyelése a napi rutinfeladatok kozé
tartozik. igy nyomon koévetheté a sejtek novekedési iiteme, még korai stadiumban
felfedezhetok az esetleges problémak (pl. fert6zések). A mikroszkopokrol egy kiilén

fejezet talalhat6 a gyakorlati jegyzetben, ezért ezek ismertetését6l most eltekintiink.
3/e. Egyéb eszkozok

e sejttenyésztd edények: altaldban miianyagbol (ritkdbban iivegbdl) késziilnek.
Mig szuszpenzioban novO sejtek esetén ugyanaz az edény tSbbszori
passzalashoz is felhasznalhato, addig letapado sejteknél minden egyes
passzalaskor ujabb edényt érdemes has.nélni (bar az iivegb6l késziilt tenyészt6
edényeket letapadé sejteknél is tobbszor felhasznalhatjuk).

e centrifuga: a sejtek mosasahoz, toményitéséhez illetve iilepitéséhez hasznaljuk.

e iiveg vagy miianyag pipettak, automata pipettak; centrifugacsévek stb.

e steril sziirok, sterilezd berendezések: a tapfolyadék illetve az alkalmazott
eszkozok sterilezésére hasznaljak.

o vizfirdé: a médiumok, oldatok megfeleldé homérsékletének bedllitasdhoz

(altalaban 37 °C).



4. A steril munkavégzés szabalyai

e A sejtlaboratoriumi munkavégzés soran mindig viseljiink lehet6leg erre a célra
rendszeresitett kopenyt.

e A munka megkezdése elott és befejezése utan mindig alaposan mossunk kezet.
Az egészségre veszélyes sejtkulturak esetén viseljiink kesztyit.

e Hasznalat el6tt és utan illetve kiilonbozoé fajtaju sejtek kezelése kozott a
munkafeliiletet mossuk le 70 %-os alkohollal. A feliillet lemosasa a fiilke
belsejébol kifelé torténjen.

e A médiumot illetve a kiilonb6z6 oldatokat tartalmazd livegeket mossuk le
alkohollal, miel6tt a fiilkébe tessziik 6ket.

e Hasznalat el6tt ellendrizziik a steril eszkdzoket tartalmazo csomagolas épségét.

e Vigyazzunk arra, hogy a nyitott edények felett ne nyuljunk at, hogy se az
edények szdja, sem az alkalmazott egyéb eszkozok (pl. pipettak) ne érjenek
hozz4 semmihez.

e A még nagyobb biztonsag érdekében az iivegpipettdk illetve az edények szaja
hasznélat el6tt gazlanggal ,,leégethetd”.

A fent felsoroltakon kiviil szigora rendszabélyok vonatkoznak a sejtlaboratériumban

napi, heti, havi stb. rendszerességgel elvégzendo takaritasi és karbantartasi feladatokra;

a tapfolyadékok és egyéb oldatok valamint az alkalmazott eszkdzok sterilizalasara is.






A fénymikroszkop és a sejt felépitése

A sejt ,tokéletes” valosaghti képe nem allithaté eld, ezért nagyon fontos a kiilonboz6

kulcsfontossagu sejtvizsgalo modszerek néhany tulajdonsaganak (az eldallitott kép

tulajdonsagainak ¢és a modszer korlatjainak) megértése.

Az elektronmikroszképos technika kidolgozasa
nagyban kiterjesztette azon képességiinket, hogy
lathatéva tegyiink sejtalkotokat és nagyon sok
informaciohoz jutottunk a névényi és allati sejtek
szerkezetérol illetve a sejtalkotok
szervezOdésérol. A képek informéciotartalma
elsésorban az alkalmazott fény- illetve
elektronmikroszkop  tulajdonsagaitdl ¢és a
vizsgalatot megel6zd preparacios eljarastol fligg.
Ezeket a technikdkat a sejtek strukturélis
sajatossagainak vizsgalatara dolgoztak ki. Habar a
leghétk6znapibb  alkalmazdsa a fény ¢és
elektronmikroszképnak a fixalt, élettelen sejtekrol
szarmazé minél tobb informaci6 beszerzése,
kritikus kérdés az eredmények értékelésekor,
hogy mennyire vethet6 Ossze a vizsgalat elétt
fixalt, dehidrélt esetleg megfestett preparatum az

€16 objektummal.

Fénymikroszkop.

A fénymikroszkép mely a legjobban elterjedt
vizsgalo eszk6z, szamos, a mintarol siérm’azé kép
megnagyitasara szolgalo lencsét tartalmaz.

A mikroszkop sugdrmenetét az 1.4bran mutatjuk

(=)

| okular

Az objektiv
fokuszsikja

e QbJEKtiV

= minta
J__~kondenzor

diafragma

, latétér
__ J,/ blende

CF\)/W lencse
b fényforras

1. 4bra

be. Az 4tlatsz6 targylemezre applikalt minta mozgathato6 targyasztalra van helyezve. A

fényforrasbol jovo fényt a kollektor és a kondenzor lencsék fokuszaljak a mintara. Az

objektiv gyiijti ossze és fokuszélja a fokuszsikba a mintan 4thaladt sugarakat. igy
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b

{c}

okular

2. abra

Objektiv

lencsék

objektiv

nagyitott képet allit el6 a mintarél. Ez
a kép akar direkt moddon s
detektalhato. Altalaban ezt a képet az
objektiv  fokuszsikjaba  fokuszalt
szemlencse  (okular) segitségével
tovabb nagyitjuk. A szemlencse
Osszegylijti a mar nagyitott képrél
érkez§ sugarakat és az emberi szem
vagy a fotélemez sikjaba vetiti. A
kiilonbozo diafragmak
(latotérhatarolok) és rések a mintara
érkezd és az abbol az észleldig eljutd
fény egyenletes -eloszlasat és élesen
hatarolt latoteret biztositanak Az
optikai lekézpezés egyik fontos
paramétere a  mintarél  érkezo
fénysugar fél nyilasszoge a (2.b abra).
A mikroszkdpot altalaban két fontos
paraméter jellemzi. Az egyik a teljes
nagyitas, amely az egyes lencsék
nagyitasanak  szorzatdbol kaphat6

meg. A masik, taldn ett6l is fontosabb

jellemzé a mikroszkop feloldoképessége, két kozel levé pont megkiilonboztetése. A

D=

0.614
Nsina

mikroszkop felbontésa egyenld D-vel, a két még megkiilonboztetheté pont tavolsagaval.

A kisebb szam nagyobb feloldasra utal. A D szdm harom paraméter fliggvényeként

irhato fel. Az apertirasz6g o, vagy mas néven a mintara érkezd fénysugar

nyilasszogének fele, a lencse és a minta kozott levé kozeg torésmutatdja N és az

alkalmazott fény hullamhosszanak A a fliggvénye.

10



A felbontas novelése az alkalmazott fény hullimhosszanak csékkentésével vagy a
torésmutaté €s az apertira novelésével érhetd el. Az Nsina értéket numerikus
aperturanak nevezziik.

A torésmutatdé megmutatja, hogy mennyire tériti el a kozeg a fénysugarakat. Definicio
szerint a levegd térésmutatéja N=1.0. A torésmutaté immerzids olajjal torténd novelése
az egyik lehetséges megoldds. Immerzios olaj alkalmazasaval a minta és az objektiv
kozott a torésmutatd 1.5-es értékre novelhetd. Igy a felbontas is 1.5 szeresére né.
Ilyenkor az alkalmazott fénysugarak jobban eltériilnek ha nagyobb térésmutatoju
kozegben haladnak at. igy kisebb feliiletrol érkezik fény az objektivhez.

Ennek ellenére a fénymikroszkop felbontasi hatara 0.2 um, barmekkorara is nagyitjuk a
targyrol érkez6 képet. A fénymikroszkdp esetében ez azt jelenti, hogy csak azokat a
targyrészleteket lehet leképezni, amelyeknek tavolsidga nagyobb néhany tized
mikrométernél, masképpen a targy két, ennél a tavolsdgnal kisebb tavolsagra levod
pontja nem valaszthat6 szét.

A felbontési limit kiszamolasakor sziikségiink van a legjobb objektiv apertliraszogének
értékére (sin 70°=0.94), a lathaté tartoményban még hasznalhato kék szinii fény

hulldmhosszara (A1=450 nm) és az alkalmazott immerzios olaj térésmutatdjara (N=1.5)

_0.61-450 nm
1.5-0.94

A minta és az objektiv kozott levegd esetén a fenti eredmény 292 nm koriili értéknek

=194 nm

adodik. Kézenfekvd a lehetdség, hogy a hullamhossz tovabbi csokkentésével esetleg
jobb eredményt lehetne elérni. A problémat néhany technikai nehézség okozza. A
rontgen- vagy gammasugarak hulldmhossza rovidebb, tehat kedvezdbb leképezési
koriilményeket kellene nytjtaniuk, de képalkotdsra nem alkalmazhatdak, mivel
gyakorlatilag nincs szamukra megfeleld tulajdonsidgokkal rendelkez6 torékozeg
amellyel a sugarakat fokuszalni lehetne. Ilyen szempontb6l elénydsebbek az
elektronsugarak.

Az elektromos kolcsonhatas tulajdonsagait kihasznalo elektronmikroszkop (amelyet itt
nem targyalunk részletesen) kidolgozasa volt egy 16pés ebbe az iranyba. Az alkalmazott
hulldmtulajdonsagokkal is rendelkezd rovidebb hulldmhosszisagu elektronnyalab

segitségével sikertilt, természetesen rengeteg kompromisszum &ran (minta preparacio
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nehézkes volta stb.) a feloldast névelni. Az elektronmikroszkdpids médszerek nagy, elvi

hatranya a fénymikroszkopiakkal szemben, hogy a vizsgalat rendszerint -olyan

preparalasi eljarasokat és vizsgalati koriilményeket kovetel meg, amelyek igen tévol

allnak a természetes koriilményekt6l. A vizsgéalatok vdkuumba helyezett, vizmentes,

vezetdanyaggal bevont mintat igényelnek. Ezek a hatranyok halmozottan jelentkeznek

biologiai, pl. sejtes rendszerek vizsgalatanal.
Faziskontraszt mikroszkop.

Az optikai technikak altaldban transzparens €16
sejtekr6l szovetekrdl szolgaltatnak részletes
informaciot. Altalaban kis vastagsagbeli illetve
torésmutatobeli  kiilonbségeket alakitanak 4t
intenzitaskiilonbségekké. Az 3. abran lathato
faziskontraszt mikroszkép altal létrehozott kép a
torésmutatd kiilénbségekbol szarmazé
informaciot tartalmazza. A fényforrasbdl érkezé
fény el6szor egy korkérds diafragman halad at
melynek segitségével egy gyliri alaku
intenzitasprofil fokuszalodik a minféra‘ A minta
belsejében a kiilonb6zd térésmutatéju részeket
elvalasztd feliilleteken a fénysugar egy része
sorozatos reflexiot ¢€s torést szenved. Az
akadalytalanul, térést nem szenvedett fénysugar
egy vastag sziirke gytiriin halad at a fazissikon.
A gyirii a beérkezd6 fénysugar egy részét
abszorbedlja (intenzitasat csokkenti) és az
uthosszat (fazisat) negyed hulldmhossznyival

megvaltoztatja. Amennyiben a mintan athaladas
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soran a fény diffrakciot szenved vagy megtorik akkor ezek a sugarak a fazissik vékony,
atlatszo részén haladnak at. gy a kapott kép a kiilonbozd fazisti megtort és fénytorést
nem szenvedett azonos intenzitasu fénysugarak 9sszegz6désébol all eld.

Faziskontraszt mikroszkop segitségével nagyobb sejtalkotok vizsgalatara van lehetdség.

Fluoreszcencids mikroszkop.
Sejten beliili fehérjék lokalizalasara a leghatékonyabb eszkoz a kivalasztott fehérje

képsik

~emisszios szard

\\
gerjesztd nyalib
. e emittalt fény
- objektiv
minta
4.abra

elleni specifikus antitestek és fluoreszcens mikroszkop alkalmazéasa. A fluoreszcencia
legegyszeriibb megfogalmazdsa amikor egy anyag abszorbedl egy adott
hullamhosszusaga fényt (gerjesztési hullamhossz) majd kibocsat egy adott hosszabb
hullamhosszuségtt de még a lathat6 tartomanyon beliili sugarat. A modern fluoreszcens
mikroszkopok hasznalatakor a minta altal emittalt fény segitségével allitunk eld képet.
A fluoreszcens mikroszko6p felépitése lathaté a 4. abran. A sok hullamhossz komponenst
tartalmazo gerjesztd fény a fényforrast elhagyva egy optikai sziirén halaﬁ at. A sziirén a
fénynek csak az altalunk kivalasztott hullimhossziisagi komponense halad tovébb.

Dikroikus tiikor segitségével vetitjik, majd az objektivve! fékuszaljuk a mintara,
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gerjesztve vele a fluoreszcens festékkel jelolt molekuldkat. Az emittalt fluoreszcens
fény az objektiven athaladva hosszabb hullimhossza lévén nem reflektalodik a
dikroikus tiikron, hanem athalad és az emisszios tiikorre érkezve a titkor blokkolja a
gerjesztésbdl szarmazé megmaradt komponenseket. A kapott képen csak a fluoreszcens
molekulaktol szarmazé emittalt fluoreszcens fényt €s a hattér intenzitast, az un.
autofluoreszcenciat  vizsgalhatjuk. Ezt az 0Osszeallitast mindig faziskontraszt
mikroszkoppal egyiitt alakitjak ki, megkonnyitendd a fékuszalast és a minta
beazonositasat.

Immunofluoreszcens technika alkalmazéasa soran szamos nehézséggel allunk
szemben. A struktira meg6rzése érdekében alkalmazott fixalds sokszor roncsolja a
fehérjéket, megvaltoztatja az antigén-antitest kotddést stb. Ezen kiviil a vékony
metszetek készitésénél alkalmazott bedgyazo anyag un. autofluoreszcencidja is
befolyasolja a vizsgalt antitestekt6l szarmazo specifikus jelek tulajdonsagait. Egy egész
sejt mikroszkopos vizsgédlata soran a fokuszsik két oldalardl (alulrol és feliilr6l) is
érkezik fluoreszcens fény a mintardl, igy a megfigyel6 a kiilonb6zd mélységbol érkezo,
kiilsnbozo intenzitasi komponensek szuperpoziciojat detektalja. Igy természetesen
szinte lehetetlen az aktudlis haromdimenzios elrendez6désrél barmiféle informaciot
nyerni.

A viszonylag nagy felolddsu transzmisszids elektronmikroszkopos technikdknak is
egyik nagy héitrénya, hogy nagyon nehezen éllithat6 el6 j6 mindségii haromdimenzios
kép. Ezeket a problémakat a mintakészités még fokozza (bedgyazds, mechanikai
szeletelés, stb.) A konvencionalis optikai mikroszkopos technikaknal ez a mintakészitési
probléma kikiiszobolheto, hiszen €16 sejtek dinamikus tulajdonséagai is vizsgalhatok. Az
els6 kézenfekvo probléma a felbontason tal az, hogy a vizsgalt mintateriilet magasabban
illetve mélyebben levé (fokuszon kiviil esd) részeir6l érkezd informacio csokkenti az
eloallitott kép kontrasztossagat. Ez a jelenség foként vastag mintékra érvényes.
Konfokalis Lézer Pdsztdzo Mikroszkdp

A vastagabb bioldgiai preparatumok, szovetek, sejtek vizsgalataban a Konfokalis Lézer
Pasztaz6 Mikroszksp (CLSM) tudta megoldani azt a problémat, hogy a kiilonb6z6
egymashoz kozei 1évo rétegek egyszerre torténd, Osszefolyd leképezése helyett,
optikailag élesen elvalaszthaté vékony rétegekbdl kapott képeket vegyen fel, azokat

komputerben tarolja, €s a vékony rétegekb6l a képeket tetszolegesen osszerakja.
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A 5. dbra mutatja a pasztazas nyujtotta eldnyoket. A kép egyes pontjai sziik aperturan

keresztiil, raszterpontszeriien képzddnek le. Ezzel a hagyomanyos mikroszképos képhez

képest keskeny, jol definialt rétegb6l nyert éles képeket lehet kapni. A komputeres

tarolasi és tjra el6hivasi lehet6ség azzal jiar, hogy pl. adott sejt belsejébe

"betekinthetiink", anélkiil, hogy azt elmetszenénk.

A 1ézersugar kozvetleniil a mintara fokuszalt, egy pasztdzo rendszer és egy nagy

numerikus aperturdju lencse segitségével. A pasztazo lézersugar altal gerjesztett
) fluoreszcens fény a tér minden iranyaba
lézer detektor

@ szorodik. Ennek a fénynek egy része az

objektiv lencse altal osszegyiijtodik és

igy visszajut a pasztazo rendszerbe majd

) onnan egy  féligateresztd  tiikor

segitségével jut a detektorra. A lencse

fokusziban levé helyrdl érkezé nyalab a

B2

gerjeszté fénnyel azonos uton ellentétes

iranyban halad a nyalaboszto iranyaba.

A nyaldboszt6 és a detektor kozé

helyezett apré lyuk csak ezt a nyalabot
engedi at a detektor felé. A fokuszon
kiviil es6 fluoreszcens fény (szaggatott vonal) nem jut el a detektorig ebben a
rendszerben, novelve ezzel a kontrasztot. Ez esetben a sugarak fokuszpontja valahol az
apertira mogott van, Id. 5. dbra. A kétdimenzios képi abrazolashoz a lézer egy adott
teriiletet pasztaz végig €s az indukalt fluoreszcens fény detektalddik és konvertalodik
vided jellé, ami a képernyén megjelenik. A lézer jelentdsége abbol fakad, hogy a
keskeny aperttran (gyakorlatilag pm nagyséagrendii ‘étméréjﬁ lyuk; pinhole) athalado
fénysugar intenzitdsa igen legyengiil. A lézerfény intenzitdsa azonban még ekkor is
elegendd ahhoz, hogy elektronikusan értékelhetd jelet kapjﬁnk. A kép nyilvan annal
élesebb, minél kisebb a fénypont szétteriilése. A modern nagyteljesitményl asztali
szamitégépek ugyancsak hozzajarultak ahhoz, hogy a Davidovitz és munkatarsai altal
1969-ben megkonstrualt CLSM elterjedjen és valoban igen jol hasznalhat6 késziilékké
valjon. A kiindul6 pont Nomarski (1955) differencialis faziskontraszt optikai

mikroszkopja volt, ami a Zernike féle hagyomanyos faziskontraszt mikroszkdpot
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jelentésen feliilmulta abban, hogy az optikai "késleltetés" mértékét regisztralta
pontonként.

Az igazi differencia a CLSM javara az, hogy a reflektalt, vagy athalad6 fénysugarakat
optikai lencse fokuszalja a kimen6 aperturara, mieldtt egy fotodetektor érzékeli. Ezzel a
fokusznak a mélysége nagymértékben csokken, ami a konfokalitasnak a feltétele. igy
csak azonos keskeny rétegb6l szarmazo sugarak jutnak az egy pasztizasi mezé altal
kialakitott képre. Tehat az elv egyszerii és lényegében a késziilék alig valamivel
bonyolultabb, mint a hagyomanyos optikai mikroszkop, mégis forradalmasitotta az j

bioldgiai ismeretek szerzésének lehetdségeit.
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Limfocitak és granulocitak szeparalasa, sejtszamolas,

sejtmagfestés.

A vér plazmabél és benne fa]élhaté alakos elemekbdl all. A vérplazma
koriilbeliil a vér térfogatanak 56%-at, mig az alakos elemek a 44%-at teszik ki. Az
alakos elemek haromfélék: vordsvértestek (eritrocitak), fehérvérsejtek (leukocitak) és
vérlemezkék (trombocitak). A vorosvértestek mag nélkiili, korong alakt sejtek.
Atméréjiik 7,2 um, vastagsaguk a széliikon korben 2um, kdzépen ennél kevesebb. igy
atmetszetben piskota alakuak. Alakjukat nem tarijak mereven, igy atmérdjiiknél joval
kisebb keresztmetszetii kapillarisokon is képesek atjutni, ugyanakkor hipozmotikus
kozegben konnyen lizdlnak. Szamuk 4,5-5,5 millié/ul. A fehérvérsejtek maggal
rendelkez$ sejtek, szamuk 5-8 ezer/pl. Harom csoportra oszthatok: granulocitak,
limfocitak és monocitdk. A granulocitdk lebenyezett magviak (polimorfonuklearis
sejtek), és a plazmajukban jellemz6 granulumok vannak. A granulumok festédési
tulajdonsagai alapjan harom alcsoportot kiilonboztetiink meg: neutrofil, eosinofil és
basofil granulocitakat. A keringé vérben a limfocitdk, a sejtek 20-40%-at teszik.
Fénymikroszképpal vizsgalva kis limfocitakat és nagy limfocitakat kiilonboztetiink
meg. A kis limfocitdk alkotjdk a limfociték nagy részét (92%). A limfocitdk gomb
alakuak, sejtmagjukat keskeny plazmaszegély veszi koriil. A monocitak a fehérvérsejtek
3-8%-at teszik ki. Aranylag nagy sejtek, 12-15um étmér(’ivel: Magvuk bab alaku, de a
magon talalhaté behtizdédas fokozddasa miatt érett sejteken patko alaku is lehet. A
vérlemezkék a vorosvértestek felénél valamivel kisebb ovoid vagy kerek, lapos
korongnak megfelel6 alakd sejt-fragmentumok. Szamuk 150-300 ezer/ul, sejtmagjuk

nincsen.
Limfocitak és granulocitak szeparaldsa:

Boyum 1968-ban ismertette modszerét, mely alkalmas a mononuklearis sejtek
(limfocitak, monocitdk) izoldlasara vérbol é€s csontvel6b6l. A mddszer a vérben
talalhato sejtek eltéré siiriiségén alapszik. Azéta ezen médszcer tovabbfejlesztésével mas

vérsejtek megbizhat6 szeparalasa is lehet6vé valt, illetve tjabb technikak bevezetésével
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az egyes sejtféleségeken beliil talalhato kiilonboz6 csoportok megbizhatoé szeparalasara
is lehetdség nyilt. Vérsejtek szepardlasara nagyon gyakran van sziikség a klinikai
diagnosztikaban és a kutatasban egyarant. A vérben talalhato sejtféleségek siirlisége
kiilonboz6: legkisebb a limfocitdk és a monocitak siirlisége, nagyobb a granulocitaké és

a legnagyobb a vorosvértesteké.

Vorosvértest

Sejtszam (logaritmikus skila)

Neutrofil

1.060 1070 1080 1.080 110 m
Stirliség (g/em’)

A vérben talalhat6 sejtek siiriiségének eloszlasa.

Ha olyan szepardlo oldatra rétegezzik a vért, melynek siiriisége a
mononukedris sejtek siiriiségénél nagyobb, de a granulocitdk siiriiségénél kisebb, és
centrifuga segitségével a normal nehézségi gyorsulds sokszcrosat alkalmazzuk, akkor a
mononukledris sejtek kisebb siiriiségiik miatt a szeparal6 oldat felett maradnak, mig a
tobbi sejt atlép a két oldat hatdran és a cs6 aljara iilepszik. Az &ltalunk hasznalt
szeparal6 oldat siirlisége 1.077 g/ml. A centrifugélas végén legfeliil talalhat6 a plazma,
alatta a szeparal6 oldaton uisz6 mononukledris sejteket tartalmazé éttetszo, vékony réteg,

€s a szeparal6 oldat alatt a leiilepedett vordsvértesteket és granulocitdkat tartalmazo
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réteg. A mononukledris sejtek kinyerhet6k az attetsz6 vékony rétegbdl, mig a
vorosvértesteket és  granulocitdkat tartalmazd rétegb6l mosas utdn  dextran

szedimentacioval a granulocitakat szepérélhatjuk.
Szeparalas menete:

1. Higitson fel megfelelé mennyiségii vért (amennyit a 2. pontban fel akar hasznalni)
térfogatanak kétszeresére PBS-sel.

2. Rétegezze egymasra a szeparald oldatot és a higitott vért legalabb két 15 ml-es
centrifugacsoben. Két modszer koziil valaszthat vagy kiprébalhatja mind a kettét:

a ) Rétegezzen 1/3 rész szeparalo oldatra 2/3 rész higitott vért nagyon dvatosan ugy,
hogy a szepardlé oldat ne keveredjen a higitott vérrel. Erdemes a centrifugacsovet
megdonteni €s a higitott vért a cso falara lassan, de folyamatosan pipettazni a szeparald
oldat fel¢ koriilbeliil fél centiméterrel, hogy onnan lecsorogjon. (Uvegbdl késziilt
pipettaval ezt konnyebb megtenni, mert az automata pipetta kdnnyen ,,megszalad”.) b )
Masik modszer az, hogy a centrifugacsdben levo vér ala rétegezziik a szeparald oldatot
vékony Pasteur pipetta segitségével. Ehhez ontse elobb a vért a centrifugacsébe, majd
allitson bele egy Pasteur pipettat, és a Pasteur pipetta végébe toltse bele a szeparalo
oldatot egy masik pipetta segitségével. Ha a szeparald Qldat lefolyt, vegye ki a pipettat
ugy, hogy kozben a végét befogja. A rétegezés utdn miel6bb centrifugaljon, és
vigyazzon, hogy a rétegek ne keveredjenek amikor a centrifugaba helyezi a csoveket. A
centrifugat lassan porgesse fel, és lassan, fék nélkiil allitsa le! (A gyors felporgetés vagy
leallitas a rétegek keveredését okozhatja.) A centrifugacséveket mindig pontosan
ellensulyozva kell a centrifugaba betenni!

3. Centrifugaljon 400g-vel pontosan 30 percig szobahémérsékleten. (Kozben
elkészithetik a vérkeneteket a kenetkészitésnél leirtak szerint.)

4. Centrifugalas utan 6vatosan vegye ki a centrifugacsoveket. Pipettaval eltavolithatja a
feliiliszo nagy részét feliilrdl haladva addig, amig koriilbeliil 0,5 cm-re meg nem
kozeliti a mononukledris sejtek attetsz6 rétegét. Ezutan leszivhatja a mononuklearis
sejtek rétegét pipettaval anélkiil, hogy a pipetta behelyezésével a rétegeket
Osszekeverné. A felsd réteg eltavolitasara nincs szitkség, ha vékony Pasteur pipettat

hasznal a mononukledris sejtek leszivasdhoz. Az igy kinyert limfocitadis mintakat
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tegye egy 15 ml-es centrifugacsébe és mossa kétszer a sejteket. (A centrifugalasok
ideje alatt folytassa a gyakorlatot a kovetkezo ponttol.) A méasodik mosas utan 0,3
ml FCS-ben (FCS: Fetal Calf Serum) szuszpendalja fel a sejteket és készitsen beldle
kenetet.

5. A szeparalo oldatot a leiilepedett vorgsvértesteket és granulocitdkat tartalmazo
rétegro! maradéktalanul tavolitsa el és mossa a sejteket egyszer PBS-sel.
Szuszpendilja fel a sejteket PBS-ben ¢és toltse fel a centrifugacsdvet tgy, hogy a
teljes térfogat koriilbeliil 10 ml legyen. Adjon hozza annyi dextran oldatot (6%
dextran fizioldgias séoldatban), hogy a végs6 dextran koncentracio 1% legyen és
hagyja allni, amig a vorosvértestek leiilepednek (koriilbelill 1 o6ra). Ha a
vorosvértestek leiilepedtek szivja le a granulocitadus feliiliszét €s mossa a
granulocitdkat egyszer PBS-ben, majd vegye fel a sejteket 0,3 ml FCS-ben és

készitsen beldle kenetet.
Mosas: Toltse fel teljesen a centrifugacsovet PBS-sel €s centrifugédlja le a
sejteket tartalmazo oldatot 250g-vel 10 percig. Ezutan ontse le a feliiluszot €s 6vatosan

szuszpendalja fel a sejteket.

Sejtszamolas:

Vérsejtek szamolasahoz készitették a Biirker kamrat.

Biirker kamra oldalnézetben (feliil) és feliilnézetben (alul).
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Ez egy vastagabb iiveglemezb6l és egy vékony fedblemezbdl all. A vastag
lemezre finom beosztas van karcolva. A kamra olyan, hogy ha a fedélerhezt a vastag
lemezre helyezziik ¢s azt leszoritjuk, akkor pontosan 0,1 mm vastag rés marad kozottiik.
A vizsgalandé anyagot ebbe a résbe helyezziik be a feddlemez felhelyezése utan ugy,
hogy a vastag lemezbe vésett H alaku mélyedés szarai kozott taldlhatd négyzetnél a
feddlemez széléhez cseppentjiik. Mivel tudjuk a rés vastagsagat és a vastag
tiveglemezen levé beosztasok tavolsagat, a beosztasok és a feddlemez altal hatarolt
barmelyik téglatest térfogatat meg tudjuk hatdrozni, igy meg tudjuk adni a

térfogategységben talalhato sejtek szamat.

0,20mm |—

I

— 1,00 mm 0,05 mm

A Biirker kamraban lathat6 beosztas.

Hatdrozza meg a granulocitdkat €s a limfocitdkat tartalmazé oldatckban

talalhato sejtek koncentraciojat Biirker kamra segitségével. A sejteket tartalmazé oldat
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kicsiny (10 pl) térfogatat egy kiilon csében ugy kell higitani, hogy a 0,1 mm’
térfogatban lehet6leg néhanyszor tiz sejt legyen. Erdemes Imm x 1mm oldalhosszusagu
négyzetek felett talalhato sejtek szamat meghatérozni. Egy ilyen négyzet felett talalhato
téglatest térfogata 0,1 mm’. Legalabb hdrom négyzetben szamolja meg a sejteket és ezt
atlagolja. Hatarozza meg az 0Osszes sejtszamot €s azt, hogy 1 ml vérbol hany sejtet

sikeriilt szeparalni. Az adatokat foglalja tablazatba az alabbi modon:

Limfocita Granulocita

1.
2.

Py
J.

Atlag

Osszes sejtszam

Osszes sejszam/ml vér

Kenetkészités:

A kenetkészités lényege, hogy a targylemezen a sejteket egy sejtrétegben
széthuzzuk, majd fixaljuk, festjik és végiil fénymikroszképpal vizsgaljuk. Készitsen
keneteket a szeparalt sejtekbol (legalabb 2-2 kenetet) és egy csepp vérbdl is (legalabb
kettot).

1. Zsirtalanitsa a targylemezt acetonnal, majd varja meg amig megszarad.

2. A sejteket tartalmaz6 oldatot cseppentse a targylemez egyik végére kozépre, és
gyors, egyenletes mozdulattal csiszolt végii targylemezzel a cseppet kenje ki. A
targylemezt ekozben koriilbeliil 30°-os szégben kell megdonteni és igy tolni elére.

3. Varja meg, amig a kenet megszarad.

4. Fixalja a kenetet metanollal 25 percig.

5. Széritsa meg a keneteket.
Feulgen-festés:
A modszer lényege a kovetkez6: ha a vizsgalt DNS tartalmu mintat SN HCI

oldatban hidrolizaljuk, akkor a molekula elvesziti bazisait és a DNS-ben talalhaté
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dezoxirib6z molekulak aldehid csoportjai szabadda vélnak. A szabad aldehid csoport

pedig Schiff reagenssel kimutathato.

Oldatok:

1.
2.

3.

AN AN Sl

Schiff reagens
SN HCl.
0,05M Na,S,0; (natrium-tioszulfat, fixirso).

Hidrolizalja a vizsgalt anyagot 40 percig SN HCI oldatban. (Kozben végezze el a
sejtek atlagos atmérdjének meghatarozasa cimii feladatot.)

Oblitse le desztillalt vizzel.

Fesse Schiff reagenssel 10 percig.

Oblitse le a keneteket 0,05M Na,S,0s-al.

Mossa csapvizzel 10 percig.

Az elkészitett kenetet vizsgalja meg fénymikroszkopban kiilonboz6 nagyitasokkal.

A festés eredménye:

A DNS sotét lilas-piros szinnel festodik, mig a tobbi sejtalkotok nem vagy csak

igen kis mértékben festddnek. Tanulmanyozza a kenetekben talalhaté sejtek magjainak

tre s

Sejtek atlagos atméréjének meghatirozasa:

Kalibralja az okularskalat targymikrométer segitségével, hatarozza meg a

kiadott keneteken talalhato sejtek atmérdjét és abrazolja hisztogrammon.

1.
2.

(98]

Allitsa élesre a targymikrométert.

Szamolja meg, hogy hany okulirskdia beosztds felei meg a targymikrométer
kalibralt beosztasanak.

Ismerve a targymikrométer skdldjat szamitsa ki azt, hogy egy okularskala egység
hany pm-nek felel meg.

Vizsgalja meg a keneteken talalhaté sejtek atméréinek eloszlasat és a mért adatokat

abrazolja hisztogrammon.
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Sejtkarosodasra vezet6 fizikai és kémiai folyamatok

hatasanak tanulmanyozasa

A sejtkarosodds mechanizmusa

Az €10 sejt a kornyezetével dinamikus kolcsonhatasban 1évé rendszer, amely a

kornyezet valtozasaihoz alkalmazkodni, adaptalédni képes. Ha a véltozasok nagysaga

meghaladja a sejt adaptacids képességét, akkor sejtkarosodas jon létre.

b
CO,N;, HCN P™ dinitrofenol

N

ATP termelés csékken 4

— N\

Na*/K* pumpa aktivitasa ~ glikolizis kompenza-
csokken torikus gyorsulasa

l l

intracellularis Na* intracelluléaris pH csokken

SBPOSO0ILY SI[IIZIOAT

szint nd, enyhe
ozmotikus duzzadas
3 lizoszomalis enzimek

kiszabadul4sa és aktivilodasa

|

sulyos membréankarosodas

|

intracellularis kalcium
szint nd

SEPOSOIBY SI[IQIZISAdLI

&
<

1. dbra A mitokondridlis energiatarmelést gatlo anyagok
egyszeriisitett hatdsmechanizmusa
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A sejtkaroso-
dast kivalto okok rend-
kiviil sokféiék lehetnek,
de az elsodleges tényezo
altal kivaltott masod-
lagos folyamatok mar
sokkal sablonosabbak.
Az elsddleges tényezok

kiillonféle mediatorokat

(pl. szabad gyokok, I

késobb)  szabaditanak
fel, és tobbféle masod-
lagos folyamatot indita-
nak el, amelyek v‘ég'ﬂl a
sejt pusztulasahoz vezet-
nek. A masodlagos fo-
lyamatok alapjan  két
alapvetdé mechanizmust
targyalunk: a  sejt
anyagceseréjének karo-
sodasa kiilonféle primer

behatasokra és a sejt-



membran karosodasa. Latni fogjuk azonban, hogy a két folyamat keveredik is (pl. a
sejtmembran karosodasa megfigyelhetd az anyagcsere karosoddsa esetén is). Az
anyagcsere karosodasat tobb primer tényez6 is kivalthatja:

- a hipoxia (az O, koncentracié csokkenése, mint pl. szivinfarktus esetén az
elzarddott artéria ellatasi teriiletén)

- a mitokondriumot karosito agensek (pl. azid, cian és szén-monoxid, amelyek a
mitokondrialis elektrontranszport miikddését gatoljak, mert a ferro-ferri atalakulast
gatoljak azaltal, hogy a ferri (azid és cian), ill. a ferro (szén-monoxid) alakot
stabilizaljak; dinitrofenol, ami a mitokondridlis bels¢ membran proton
permeabilitasat noveli meg, és megsziinteti a protongradienst és ezaltal az ATP
termelést) \

- asejt tartds éhezése.

Ezen folyamatokban k6z6s, hogy az ATP termelés csokkenéséhez vezetnek. A sejt az

ATP koncentracio csokkenése ellen védekezik: ha a mitokondriélis energiatermelés
sériil pl. hipoxia miatt (mivel az O, a végsé elektron akceptor a terminalis oxidacioban),
akkor a glikolizisen keresztiil termel a sejt ATP-t; ha az alacsony vércukor szint miatt
nem torténhet glikolizis, akkor a zsirsavakat vagy a proteineket kezdi a sejt lebontani.
Ha a karosité tényez6 hatasa tartds vagy erGs, akkor ezea adaptacids folyamatok
ellenére a sejt ATP koncentracidja jelent6sen csokken. Ennek hatasara csokken a
plazmamembran ATP-fiiggd pumpdinak (eleinte foleg a Na’/K" pumpa) miikodése. Az
ép és a karosodott sejtekbe is torténik natrium bedramlds. Ez egyrészt a membran
aspecifikus permeabilitdsanak kovetkezménye, masrészt bizonyos sejtfunkciokhoz
kotddo ioncsatorna aktivitdsok miatt torténik (pl. idegsejtekben az akcids potencial
soran fesziiltségfiiggd natrium csatorndk nyilnak meg). Ha a sejtbe beadramlo natrium
nem pumpalédik ki a sejtbdl, az intracelluldris natrium koncentracié nd. Mivel a
natrium ionokat az ozmotikus egyensily fenntartdsa miatt viz is koveti, ez a sejt
ozmotikus duzzadasat eredményezi. A sejtmembranon kitiiremkedések (blebek)
keletkeznek. Ebben a folyamatban fontos szefepet tolt be az, hogy a sejtmembran
vizpermeabilitdsa igen nagy. Ezért egyes sejtekben (pl. vorosvértestek) egy, a
membranban taldlhat6 csatornaképz6 protein felelds, amelyet aquaporinnak vagy CHIP-
nek (channel-forming integral protein) neveznek, amely a viz szamara atjarhato

porusokat alakit ki a membranban.
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A sejt az ozmotikus karosodads ecllen is probal védekezni. Ha a sejt
ozmotikusan duzzad, sejtmembranjaban olyan ioncsatornak aktivalodnak (pl. klorid és
kalium csatornak, de semmiképpen nem natrium), amelyek nyitdsa valamilyen ion (pl.
az emlitett esetekben klorid és kalium™ ionok) kidramlasat eredményezi, ami
vizvesztéssel jar egyiitt. Ezen ionok a csatorndkon keresztiil passzivan, tehat ATP
felhasznélasa nélkiil, a  karosodott sejtben kialakult elektrokémiai
potercidlgradiensitknek megfelelden transzportilédnak. Ha a sejt hiperozmolaris
kozegbe keriil, akkor zsugorodas indul be, ami ellen a sejt natrium ionok szdmara
permedabilis csatorndk megnyitdsaval védekezik, amelyeken keresztiil natrium, és
kovetkezményesen viz dramlik a sejtekbe.

Amig a plazmamembran kérosoddsa nem nagyon Kkiterjedt, a karosodasok

reverzibilisek. Ha azonban folytatodik a strukturalis elemek (protein, lipid) lebontasa és

a sejt ATP szintje alacsony marad, irreverzibilis karosodés keletkezik. Az irreverzibilis

karosodas legfontosabb tényezdje a plazmamembran €s az intracellularis membrinok

jelentdsen megnévekedett aspecifikus permeabilitdsa. A megndvekedett permeabilitas

miatt jelentds mennyiségii kalcium 4ramlik a citoplazméba az extracellularis térbél és az
intracellularis raktarakbol. A megnévekedett kalcium korcentracié kalcium fiiggd
protedzokat és lipazokat aktival, ami tovabb emeli a membranok permeabilitasat. A
membranok permeabilissd valnak fehérjék szamadra is, ami egyrészt a citoplazmatikus
proteinek elvesztését jelenti, masrészt a lizoszomakbol kiilonféle bonté enzimek
szabadulnak fel, amik a citoplazma €s a mag alloméanyéanak tovabbi emésztését ¢s a sejt
teljes pusztulasat okozzak.

A karosit6 tényezdk egy nasik csoportj'énak tamaddaspontja a plazmarnenibran
és a citoplazmatikus membranrendszerek. (A membréankéarcsodas az elobbi csoportban
is szerepel, de nem elsddleges tdmadaspont.) A membranokon beliil karosedhat a
fehérjék mikodése (pl. a Na'/K* ATP4z specifikus blokkoldja a ouabain, ami ezaltal az
intracellularis natrium koncentrécié emelkedéséhez és ozinotikus duzzadashoz veret; a
higany vegyiiletek gatoljak a szulthidril csoporttal rendelkezé fehérjék miikodését, igy a
membranok ATP fliggé pumpdit is). Ezen csoportba tartozo hatasok dsik
tamadaspontja a membran lipidje. Ezt karosithatjak pl. lipidoldoszerek és szabad
gyokok. A szabad gyokok olyan elektroneutrdlis vegyiiletek, amelyekben parositatlan

elektron van. Ezen molekuldk instabilak és rendkiviil reakcidképesek. A szabad
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gyokok a membranok lipidjeiben a kettOskotéseket tamadjak meg, és peroxidokat

képeznek, ami a membranok aspecifikus permeabilitasat nagymértékben fokozza. A

szabad gyokok karosithatjdk még a fehérjéket és a DNS-t is. Szabad gyokok

keletkeznek pl. a kovetkezd esetekben:

ionizald sugarzas hatasakor,

az oxidativ anyagcsere melléktermékeként (amikor az elektrontranszport soran az
elektron nem a megfeleld akceptorra jut),

fehérvérsejtekben enzimatikus uton a baktériumok és gombak elpusztitasakor
(bizonyos enzimek, pl. NADPH oxidaz, képesek szabad gyokok katalitikus
termelésére. Az igy keletkez6 szabad gyokok karositjak a baktériumokat és a
gombakat. Mivel a folyamat szabalyozott, nem jar a szervezet sajat sejtjeinek
nagyfoku karosodasaval.),

ugynevezett reperfuzids karosodas esetén. Utobbi akkor kovetkezik be, ha a
szervezetben egy hipoxias szovetteriiletre ujbol oxigénben gazdag vér aramlik. Az
oxigén szabad gyokoket valdsziniileg a vérben levo fehérvérsejtek termelik,

egyes fémionok altal katalizalt reakcidkban (pl. Fe** a Fenton-reakciGban).

A fentebb részletezett karosito folyamatoknak harom kimenetele lehetséges:

a sejt gyors elhalasa kovetkezik be. Ezt a folyamatot nekrdzisnak hivjuk (ezt
ismertettiik a fentiekben). A nekrézis folyamataban a sejt csak passzivan vesz
részt.

mas esetekben a sejtelhalas egy masik formaja, az apoptdzis jatszodik le. Az
apoptodzis folyamataban az elhal6 sejt aktivan részt vesz, egy a genomban kddolt
program végrehajtasanak eredményeképpen a sejt elpusztul. ~Apoptézisban a
iherﬁbfénok kevésbé karosodnak, igy a bonté enzimek kisiabadulésénak mértéke is
kisebb. Ezért apoptdzis esetén a sejtet koriilvevd szovetkornyezet karosodasa
kisebb mértékii.

a legenyhébb valtozasokhoz a sejt képes adaptalodni.

Meg kell jegyezni, hogy az apoptozis és a nekrozis folyamataban és mechanizmusaban

tobb k6z6s vonas is van: pl. bizonyos enzimek aktivalédasa mindkét esetben

megfigyelhetd. Azt, hogy egy adott esetben melyik folyamat alakul ki, a behatas tipusa,

er0ssége (egyes tényezOk enyhe behatas esetén apoptozist, sulyosabb karosodas esetén
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2. dbra

a. Normadlis epitelidlis sejt a vese proximalis tubulusbol (mv - mikrovillus)

b. Reverzibilis hipoxids kdrosoddst szenvedett proximdlis tubulussejt. A
mikrovillusok eltiintek, membran kitiremkedések (blebek) keletkeztek. (B — bleb,
N —mag)

c. Irreverzibilis hipoxids kdrosodds proximdlis tubulussejtben. Nagy, duzzadt
mitokondriumok (M), sulyosan kdrosodott citoplazma membradn, elektrondenz
magdllomany (N).

d.  CCly mérgezés hatdsa patkdny mdjsejtekre. Az endoplazmatikus retikulum (ER)
duzzadt. (M — mitokondrium)

e. Apoptotikus sejt az emlében. A magdllomadny (N) rendkiviil kondenzdlt, a
citoplazma és a plazmamembrdn majdnem teljesen sértetlen. A kép aljan egy ép
sejt részlete ldathato.

nekrozist valtanak ki) és a sejt milyensége szabja meg (bizonyos sejtek nagyon kdnnyen
apoptotizalnak, masok nem).

A fenti hatasok foleg rovid tavon okoznak karosodast. Ha azonban a karositd
agens a DNS-t tdmadja meg, annak hatdsa késobb is megnyilvanul. Kifejezett DNS
karosodas szintén vezethet nekrotikus sejtelhaldshoz, de a soksejtii szervezetekben
legaldbb ekkora veszélyt jelent a daganatképz6dés is. A kialakult mutaciok ellen a sejt

tobbféleképpen védekezik:
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- megprobalja a mutaciokat kijavitani,

- ha a mutaciok kijavitasa nem sikertiil, akkor a sejt apoptozist szenved, igy megel6zi
a daganatok kialakuldsat. Ennek kivaltasdban kozponti szerepet tolt be a p53
fehérje.

A fenti, széleskoriien ismert ndmenklatiraban ijabban vdltoztatdsokat javasoltak. A sejtelhalds

kezdeti fazisanak két lehetséges mechanizmusdt kiilonitik el: apoptotikus sejthaldl és onkotikus

sejthaldl (amely megfelel a kordbban nekrézisnak nevezett folyamat kezdeti lépéseinek). Mindkét
folyamat egy végsd kozis it felé konvergdl. Az uj némenklatira ezt a végsS kozos fazist nevezi

nekrézisnak. Az uj nevezéktan azon a mdr kordbban emlitett felismerésen alapszik, hogy a

sejtelhalds két tipusdban vannak kozos lépések és a folyamat végsé fazisa a kordbban

apoptotikusnak, ill. nekrotikusnak leirt folyamatokban nagymértékben hasonlo: mindkét esetben a

sejit teljes feloldoddsaval jar.

Sejtek életképességének vizsgalata

A kisérletes orvostudomanyban gyakran van szitkség arra, hogy egy
sejtpopulacion beliil az €16 és az elpusztult sejtek aranyat meg tudjuk hatdrozni. Az
életképesség vizsgdlata a gyakorlatban ezen ardny megadasat jelenti. Az alkalmazott
kisérleti modszerek altal szolgéltatott eredmények azonban csak részben felelnek meg
egymasnak. Ennek oka az, hogy a sejt él6 vagy elpusztult voltit nem lehet
egyértelmiien definialni, és az egyes eljarasok érzékenysége jelentdsen eltér.
1. A leggyakrabban alkalmazott eljarasok alapja az, hogy a karosodott sejtekben

megno a sejtmembran aspecifikus permeabilitasa.

e Ez az elvi alapja a propidium-jodiddal (PI) vagy etidium-bromiddal (EBr)
torténéd életképesség mérésnek. Ezen fluoreszcens indikatorok az €16 sejtek
membranjan nem képesek athatolni. Elettelen sejtek megnovekedett
permeabilitdsi membréanjan behatolnak, és a sejtmagba diffundalnak, ahol a
DNS-hez kotédnek. Ezen kotddés fluoreszcencia kvantumhatasfokukat
jelentdsen megnoveli. A fentiek miatt csak az elpusztult sejtek fognak
fluoreszcencidt mutatni. A propidium-jodidot ¢és etidium-bromidot
legaltalanosabban aramlasi citométerekben alkalmazzdk. Az etidium-bromid
alacsonyabb molekulatomege miatt lassan képes ép sejtek membranjan is
athatolni, igy az eld és elpusztult sejtek kozotti kiilonbségtétel kevésbé
megbizhatd.
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3. abra Sejtek élepképességenek meghatarozasa membran-
permeabilitas-méréssel

¢ (Hasonlo elven
alapszik a
tripankékkel  torténd
vizsgalat is. Ezt az

indikatort szintén csak
a megnovekedett
aspecifikus permeabi-
litasu, elpusztult
sejtek veszik fel. Az
intracellularis térben a
tripankék fehérjékhez
adszorbealodik. Ez az
indikator nem

fluoreszcens, de kék

szine miatt az

elpusztult sejtek egyszerii fénymikroszkopban megszamolhatok.  Ezen

vizsgalat hatranya az, hogy a tripankék hosszabb id6 alatt az él6 sejtekbe is

képes behatolni.

o A fluoreszcein-diacetat (FDA) felhasznalasanak az alapja az, hogy ezt az

indikatort az é16 sejtek felveszik, és az intracellularis térben levé aspecifikus

észterazok elhidrolizaljak.

gy a nem fluoreszcens FDA-b6l fluoreszcens

szabad fluoreszcein keletkezik, ami hidrofil karaktere miatt nem képes az ép

membrannal rendelkezd sejtekbdl kiaramlani. Az elpusztult sejtek egyrészt

nem hidrolizaljak el az FDA-t, mert enzimeik kiaramlottak a sejtb6l, masrészt

ha el is hidrolizaljak, a szabad fluoreszcein kidiffundal a citoplazmabdl. Ezen

eljaras esetén az €16 sejtek mutatnak fluoreszcenciat. A modszert leginkabb

fluoreszcens mikroszkdpban és aramlasi citométerben alkalmazzak. Az FDA

és a PI vagy EBr egyiittesen is alkalmazhat6. Ebben az esetben az é16 sejtek

z6ld fluoreszcenciat mutatnak a fluoreszcein miatt, mig az elpusztultak voroset

a PI vagy az EBr jelenléte miatt.

e A radioaktiv krom (°'Cr) felszabadulas mérése az FDA-hoz hasonld elven

alapszik.
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kréommal, majd azt vizsgaljak, hogy a sejtek altal felvett radioaktivitas hany
szazaléka szabadul fel v‘alamilyen kezelés hatasara. A radioaktiv krom a
megnodvekedett aspecifikus permeabilitast sejtekbodl szabadul fel. Az aranybol
tudnak arra kovetkeztetni, hogy az adott kezelés a sejtek hany szazalékat
pusztitotta el. Ujabban a radioaktiv krém hzlyett eurspiumot hasznalnak, amit
lumineszcencidja alapjan detektalnak. Teljesen hasonlo elven nyugszik az a
megkozelités is, amiben a sejtekbol felszabadulé valamilyen enzim aktivitasat
mérik (pl. laktat dehidrogenaz, kreatin-kinaz). Erdemes megjegyezni, hogy
ilyen vizsgalatokat a klinikai orvostudomany is alkalmaz a szivinfarktus
diagnosztikajaban, amikor a szérumban az infarktus miatt sériilt sejtekbol
kiaramld enzimek aktivitasat mérik.

e Indirekten szintén a membran épségével fliigg Ossze a membrdnpotencidl is.
Kiilonb6z6 indikatorokkal a plazmamembran és a mitokondrium belsd

membranjanak potencialja is megmérheto.

Bizonyos esetekben a sejtek életképességét a mitokondridlis energiatermelés
segitségével mérik. Ennek helyszine a mitokondrium bels6 membranja és a
mitokondridlis matrix. Az energiatermelés elektrontranszporttal és oxidativ
reakciokkal jar egyiitt. Ezért ha a sejteket vizben oldhato tetrazdlium séval kezelik
(pl.  3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-  2,5-difeniltetrazolium  bromid, M7TT), a
mitokondridlis dehidrogendzok ezt vizben oldhatatlan kék formazanna redukaljak.
Emiatt az €16 sejtek kék sziniiek lesznek. Mivel a sejtek életképessége a
mitokondrialis elektrontranszport €s energiatermelés fiiggvénye, ez a modszer
értékes alternativaja a membrénpcrmeabAilit;is mérésen alapuld eljarasoknak.
Sejtkultirakban ezt a modszert hasznaljak Xiilonboz! anyagok életképességre
kifejtett hatdsanak mérésére (microculture tetrazolium assay=MTA).

Szintén az energiatermelés becslésén alapszik az intracellularis ATP szint

mérése, amit szintén fel lehet hasznalni életképesség-mérésre.

Olyan vizsgalatok esetében, ahol a sejtek osztédasat vizsgaljak, az életképesség
nem egyszerilen a membrin épségét jeleriti, hanem azt, hogy a sejt egy adott

stimulusra osztédni képes. Ha DNS-t szintetizaloé sejteket radioaktiv timidin
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jelenlétében inkubaljuk, a sejt a nukleozidot felveszi és nukleozid-trifoszfatot szintetizal
belSle, ami a DNS szintézis szubsztratja. A radioaktiv timidin ezéltal beépiil a DNS-be.
A DNS-t nem szintetizald sejtek nem épitik be ezt a nukleotidot, mert az RNS nem
tartalmaz timin bazist. Teljesen hasonlo elven alapul a brom-deoxi-uridin (BrdU)
beépiilésének vizsgalata. A brém-deoxi-uridin a timidin helyett épiil be a DNS-be. Ezt

fluoreszcensen jelzett anti-BrdU antitest segitségével lehet kimutatni.
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Toérzsoldatok

- 0.4 % tripankék oldat PBS-ben (phosphate buffered saline) oldva

- 0.5 mg/ml fluoreszcein-diacetat acetonban oldva (hiitében tartani). Ebbdl 20x,
PBS-ben torténd higitassal késziil a festéshez hasznalt 25 pg/ml-es oldat
(mindennap Gjat késziteni).

- 1 mg/ml-es propidium-jodid PBS-ben oldva (hiitdben tartani). Ebbol 5x, PBS-ben
torténd higitassal késziil a festéshez hasznalt 200 pg/ml-es oldat (mindennap ujat

késziteni).

Feladatok
1., Abrazolja a fordulatszam fiiggvényében a centripetélis gyorsulast r=0.06 és
0.12 m sugar esetében! A megadott képletek segitségével szamolja ki, hogy mekkora
fordulatszam mellett lesz az Eppendorf centrifuga térer6ssége 400 g a gyakorlaton

hasznalt centrifuga sugarat hasznalva!

N ‘4z’r 2
ac=w'r=2nf)’r=—L—— N =1’a"60
60 r rar’

ahol a, a centripetalis gyorsulas, o és r rendre a szégsebesség €s a centrifuga rotorjanak

sugara, f a masodpercenkénti, N,, a percenkénti fordulatszam.

centripetalis gyorsulas (m/s”)

fordulatszam r=0.06 m r=0.12 m

(1/min)
1000
2000
3000
4000
5000

2., A gyakorlaton HL60 nevii leukémia sejtvonal életképességét fogjak vizsgalni.
Szuszpendalja fel a sejteket, centrifugdlja 400 g-vel 10 percig. Vegye fel a sejteket
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[
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10 ml PBS-ben. A sejteket Biirker-kamrdban torténd szdmolds utdn centrifugdlja le
ismét 400 g-vel 10 percig, majd szuszpenddlja fel 10"/ml toménységben PBS-ben.
Szamozott Eppendorf csovekbe toltson 80 il sejtszuszpenziot.

- A 2. mintdhoz az inkubdcié elején adjon 0.5 % Na-azidot.

- A 3-6. mintdkat inkubdlja 37 °C-os vizfiirdében, kdzben a magadott ideig
centrifugdlja Oket az Eppendorf centrifugdban. A centrifugdlds utdn Gvatosan
szuszpendalja fel a sejteket, majd inkubdlja az Eppendorf csdveket 40 percig 37 °C-
on.

- A 7. mintit 20 percre rakja mélyhiitébe, majd utdna rakja vissza 20 percre a 37 °C-
os vizfiird6be.

- A 8. Eppendorf csGbe a 80 pl sejtszuszpenziéhoz adjon 40 pl desztilldlt vizet.
Az inkubdci6 végén a mintdkat helyezze jégre. Eziltal a sejtek életképességében

tovabbi valtozdsok nem fognak torténni (ill. csak sokkal lassabban, mint

szobah6mérsékleten vagy 37 °C-on).
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3, Festés tripankékkel, fénymikroszkopos vizsgalat:
Szintén szdmozott Eppendorf csovekbe mérjen ki 30-30 pl 0.4 % tripankék

oldatot. Adjon ezekhez a csovekhez 30 pl sejtszuszpenziét a megfeleld sorszami
csovekbol.  Inkubdlja a csoveket 3 percig szobahdmérsékleten. Ezt kovetden
cseppentsen ki 10-10 pl-t minden mintdbdl targylemezre, fedje le fed6lemezzel. 100x
immerzids objektiv haszndlatdval szdimoljon le 100-100 sejtet minden mintdban, €s adja
meg a tripankék festéket felvevd (nem €letképes) és az azt fel nem vevd (életképes)

sejtek ardnyat. (A tripdnkék pozitiv sejtek egészen halvanykék szintiek.)

4., Sejtek  festése  propidium-jodid _és  fluoreszcein-diacetdt keverékkel.

Fluoreszcens mikroszképos vizsgalat

Szamozott Eppendorf cs6vekbe mérjen 30 pl 25 pg/ml-es fluoreszcein-diacetat
oldatot és 30 ul 200 pg/ml toménységii propidium-jodid oldatot. Adjon ezekhez a
csovekhez 30-30 pl-t a megfeleld sejtszuszpenzidkbol. Inkubélja ezeket a csoveket 5
percig szobahdmérsékletet. Cseppentsen ki a szuszpenziékbol 10-10 pl-t targylemezre.
Lefedés utdn 100 sejt megvizsgédldsa segitségével hatarozza meg a propidium-jodid
(voros) és a fluoreszcein (zold) pozitiv sejtek ardnyat. (Egy sejt 4ltaldban vagy
propidium-jodid pozitiv (teljesen voros) vagy fluoreszcein pozitiv (teljesen zold).
Eldéfordul azonban, hogy az éppen permeabilizdlédé sejtek még nem vesztik el
fluoreszcein tartalmukat, de a propidium-jodidot mar felveszik. Ezen sejtek éltaldban

sdrga-narancssarga szinliek. Ezeket ne szdmolja.)
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5., Abrizolja oszlopdiagramon a nyolc minta esetében a tripankékkel és a
propidium-jodid+fluoreszcein-diacetdt festéssel kapott elpusztult sejt ardnyt. Milyen

eredményeket kapott a két kiilonbz6 médszerrel?

tripdnkék PI+FDA

Kezelés pozitiv negativ PI pozitiv fluoreszcein

pozitiv

1 | kontroll
0.5 % azid

centrifugélas, 1 perc

centrifugalés, 3 perc

centrifugélds, 5 perc

centrifugélds, 10 perc

fagyasztas, olvasztas

200 mOsm

ol NN O | A W N
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Sejtalkoték lumineszcens jelolése, vizsgalata

fluoreszcencias mikroszkopban

A fluoreszcencias és transzmisszids (abszorpcios) képalkotas

osszehasonlitasa

Az él6 mintdk abszorpcidja viszonylag csekély, ezért az egyes sejtalkotok
kontrasztja egymashoz viszonyitva alacsony. A kontraszt fokozasira alkalmazhatunk
festékeket, melyek egyes sejtalkotokhoz specifikusan kotddnek. Az ilyen jellegl festés
altalaban a sejt pusztulasat vonja maga utan, tehat a modszer €16 sejtek megfigyelésére
csak elvétve alkalmas. Az €16 sejtekben lejatszod6 folyamatok megfigyelésére ezért a
transzmisszios mikroszkopia szamos véltozatat dolgoztak ki, pl.: sotétlatoteres
(ultramikroszkop), faziskontraszt, interferenciakontraszt, és polarizacios mikroszkopok.
A mindennapi gyakorlatban tdbbnyire a faziskontraszt mikroszképot alkalmazzuk, mely
a minta kiilonb6z6 pontjain athaladé fotonok faziskiilonbségét intenzitaskiilonbséggé
alakitja.

Szemben az abszorpcidval, a lumineszcencia (fluoreszcencia) in vivo
megfigyelése nagy érzékenységet és j6 kontrasztot biztosithat. Ennek oka egyrészt az,
hogy a lumineszcencia megfigyelésekor az emittalt fptonokat sotét hattérrel szemben
detektaljuk, igy minden emittalt foton elvileg 100‘%;-05 intenzitasnovekedést jelent.
Emellett a  fluoreszcens jelzést tetszoleges megfigyelendd sejtalkotohoz vagy
molekuldhoz kapcsolhatjuk, sziitkség esetén sokkal specifikusabb médon hasznalhatjuk,
mint a transzmisszids mikroszkdpidban alkalmazott festések tobbségét. Ugyanakkor a
legtobb fluoreszcens jelzés a sejteket csak csekély mértékben karositja, hiszen nem
Osszetett kémiai reakciok eredménye, s igy a sejtmiilkddéssel Osszeegyeztethetd. A
sejtekbe (sejtekre) juttatott fluorofor megfigyelésére tobbnyire epifluoreszcencias

technikat alkalmaznak.



A fluoreszcencias mikroszképia néhany alkalmazasa

l. Morfoldégia, mennyiségi jellemzés

a. Sejtalkotok megfigyelése, pl. sejtmag ¢és mitokondrium DNS-ének
jelolése interkalalodo festékekkel, membranstrukturak jelolése fluoreszcens
lipidekkel, mitokondrium jel6lése rodamin 123-mal.

b. Sejtfelszini vagy sejten beliili fehérjék (antigének) kimutatisa. Altalaban
specifikus monoklbnélis antitesthez, vagy nagy affinitassal k6t6d6 ligandhoz,
szubsztrathoz, vagy toxinhoz kotott fluoreszcens festék segitségével torténik. A
specifikusan jelolt fehérjék eloszlasabdl a sejtalkotok szerkezetére is lehet

kovetkeztetni — pl. a sejtvaz egyes filamentumainak jelolésekor.

c. Specifikus DNS vagy RNS szekvenciak kimutatdsa in situ
hibridizacioval.
2. Dinamikusan valtoz6 paraméterek vizsgalata

a. Fehérjék in situ megfigyelése (modszereit tekintve lasd 1/b).
Meghatarozhatjuk egyes membranfehérjék lateralis és rotacios diffuzidjat
(FRAP, ido6fiiggé foszforeszcencia anizotrdpia), vagy akar egyes molekulak
mozgasanak palyajat (“single particle tracking”), a fehérjék sorsat szintézisiiktol
lebontasukig, az egyes fehérjék kolcsonhatasat a sejtek életfolyamatai soran
(energiatranszfer és korrelacids spektroszkdpias mikroszkopiak).

b. DNS szintézis mértékének meghatarozasa (Br-deoxiuridin (BrdU) beépitése
a DNS-t szintetizal0 sejtekbe, majd ennek kvantitativ meghatarozasa
fluoreszcensen jelolt anti- BrdU antitest segitségével)

c. Membranpotencial mérése. Erre a célra alkalmazhatunk megoszlason
alapulé probakat, pl. bis—oxonol (negativ toltésii), karbocianinok (pozitiv
toltésii), valamint toltéseltolodason alapuld (Un. charge-shift) probakat, pl. di-4-
ANEPPS.

d. Intracellularis ionkoncentraciéo mérése. Itt gyakran felhasznaljuk, hogy az
adott iont megkotd és a szabad indikator eltér6 excitaciés vagy emisszids
maximummal rendelkezik, s a két maximumon mért fluoreszcencia intenzitas

hanyadosat képezve (arany-mérés vagy “ratio imaging”) a sejtbe juttatott festék

40



koncentracidjatol  fiiggetleniil  hatarozhatjuk meg az ion pillanatnyi
koncentracidjat. Az egyik leggyakrabban vizsgdlt ion a madsodlagos hirvivé
szerepét betolté Ca®’. Gyakran alkalmazott kalcium kelator fluoreszcens
indikatorok az Indo-1 (emisszids aranyt mériink) és a Fura-2 (excitacids aranyt

mérni, pl. Na'-ot az SBFI, K'-ot a PBFI, H-t (pH) a BCECF nevii
indikatorokkal.

Fehérjék és nukleinsavak jelolése specifikusan kotédé molekulik

segitségével

A fehérjék és nukleinsavak jeloléséhez leggyakrabban specifikusan kotodo
molekuldkat (probakat) hasznalunk, melyeket fluoreszcens jelzdvel latunk el. A
lumineszcens jelzd lehet kozvetleniil a probahoz kotve (direkt jelslés), vagy
konjugéalhatjak mas, a prébahoz specifikusan k6t6do molekulakhoz (indirekt jelolés). A
tovabbiakban eldszor a specifikus probak f6bb kategoriait ismertetjiik, majd a direkt és

indirekt jelolés modszereirdl ejtiink néhany szot.
Jel6lés antitestek segitségével

A fehérjék €s mas, antigenitassal rendelkezd makromolekulak jelolésére az
egyik leggyakrabban alkalmazott proba a specifikus antitest. Alkalmazasakor
immunfluoreszcens, ill. immuncitokémiai jel6lésr6l beszélink Az antitestek nagy
affinitassal kotdédnek az altaluk felismert molekuldhoz, az antigénhez (1. dbra). Az
antigént megkotd részilkk hatalmas diverzitdst mutat, a kiilonbozé plazmasejtek altal
termelt antitestek mas és mas antigénhez kotddnek, de mindegyik nagy speciﬁcitéssé],
melynek hatterében az antitest Fab részének €s az antigénen felismert régié (epitop)
térszerkezetének komplementer volta all. Immunfluoreszcens jeloléshez lehetdség
szerint monoklondlis, tehat egy plazmasejt klon altal termelt, egyfajta epitophoz kotddod
antitestet alkalmazunk. Azonban a poliklondlis antitestek hasznalata is sokszor

eredményes, kivaltképp ha kis szamban eléfordulé molekulat kivanunk lathatova tenni.
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Ekkor wugyanis elény, ha egy
molekuldhoz t6bb epitdpon tobb

Epitop Antitest
H antitest kotodhet. A teljes antitest
Qﬁ _ Antigén bivalens, tehat két Fab részt
tartalmaz, s azokkal egyszerre két,

Antigén ko6t6 rész azonos epitophoz képes kotddni (1.

(variabilis régio) dbra). Emiatt egymastél egyébként

tavollevo epitopok is
keresztkotddhetnek, ami a vizsgalt
struktura  (pl.  receptormintazat)
megvaltozasahoz vezethet. Ilyen

esetekben hasznos a széban forgd

antitest Fab fragmentuménak

™~ e alkalmazasa, melyet a teljes
Fey 7 ! ‘: ) . A

/ Nehézlanc antitestb6]l  papainos emésztéssel

A s » nyerhetiink. Ekkor lehasad az
.._€00-co0-_~
\ N -

antitestet termelé fajra jellemz6
aminosav sorrenddi, allandd
Osszetételi Fc (konstans) fragmentum, és két Fab fragmentum képz6dik. Az Fc
fragmentumhoz hasonldan az Fab fragmentum karboxi-terminalis vége konstans, a fajra
jellemz6 aminosav sorrendet mutat, tehat indirekt jel6lés esetén (lasd késGbb)
fajspecifikus masodlagos antitestekkel jellhetd.

A monoklonadlis antitesteket leggyakrabban hibridomak segitségévek allitjdk el6. A
modszer 1ényege, hogy a megfeleld antitestet termelé plazmasejtet fuzionaljak egy
mieloma (limfoid tumor) sejttel, és a keletkez$ sejt optimalis esetben egyesiti a
plazmasejt antitest termel6 tulajdonsagat a daganatsejt korlatlan szaporodoképességével.
A hibridéma elballitasa soran a plazmasejtek forrasat képez6 allatot immunizaljak az
antigénnel, s a 1épébol kinyert sejteket fiizionaljdk mieloma sejtekkel. fgy rengeteg
hibriddma vonalat nyernek, melyek koziil az antigénhez megfelelé helyen és nagy
affinitassal k6t6do antitestet termel6t ki kell valasztani és tovabb szaporitani. A gyakran
sikertelen, draga procedura alternativajat a molekularis biologia gyors fejlédése

teremtette meg. Az un. phagemid mddszer azon alapszik, hogy az antitest
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specificitisanak véltozatossagat az Fab fragmentum terliletén az amino-termindlis
részen talalhaté variabilis régiok adjak, s ezek onalléan — vagyis akdr a nehéz-, akdr a
konnyiilanc a masik nélkiil — is képesek véltozatos térszerkezeteket felvenni. Az ilyen,
egy polipeptid lancbol 46 variabilis régidt szokds egyszali antitestnek (single-chain
antibody) is nevezni. Az ezen lancokat kédolé szekvencia beépithetd valamely
egyszerli, konnyen eléallithato fehérjét kodold DNS-be, és azzal egyiitt szaporithatd.
Altalaban 8-15 aminosavat kodold szekvenciat alkalmaznak, és azt valamely
bakteriofdg kapszidfehérjéjét kédold DNS szakaszhoz illesztik hozza — természetesen a
lehetd legnagyobb szdmi kombinacidban. A bakteriofdgok jol tenyészthetdk, s az egyes
torzsek koziil a megfeleld antitest-szekvencidt a burkukon hordozok konnyen
elkiilonithetdk tovabbszaporitas céljabol. A bel6litk nyert egyszalu antitest kis mérete és
nagy (bar a kétszaltinal kisebb) affinitisa miatt minden olyan alkalmazasban igéretes,
ahol a kis méret és a konnyt( eloallits, tesztelhetoség kovetelmény, pl. ahol kiterjedése
miatt még az Fab fragmentum is gatolja vagy megvaltoztatja az antitest segitségével
megfigyelni kivant folyamatokat.

Eme gondolat kapesin célszer(i Osszefoglalni, hogy az alkalmazott
immunfluoreszcens jelzés mely killonb6z6 szinteken képes a vizsgalt rendszer
miitkddésébe beavatkozni. A bivalens antitestek dlul 1étreh6zott keresztkotést, mint a
fehérjék csoportos rendezettségét megvaltoztaté hatést mar fentebb emlitettik. A
keresztkotés emellett jelatviteli folyamatokat is képes meginditani, mégpedig azokban
az esetekben, amikor két megkotdtt molekula fizikai kozelsége, esetleg az antitest
konformaciét megvaltoztatd hatéséval kiegészitve, elegendd trigger (lasd a gyakorlat
leirasanal az EGF receptor példajat). Amennyiben a jelatviteli folyamat elinditasahoz
elegendd egy molekula konformaciévaltozdsa, €s ezt az antitest létre tudja hozni,
nemcsak a teljes antitest, de az Fab alkalmazésa is lényeges beavatkozdst jelent a
megfigyelt rendszer miikddésébe. llyen esetben mimikrir6l beszéliink, az antitest
uténozza a ligand hatésat. A jelenség ellentettje is el6fordul: szamos antitest kotddése
nemhogy aktivaing, de inaktivva teszi a jelﬁlendé’ receptort, enzimet — akar szterike
gatlas miatt, akér azért, mert konformécio valtozast indukal.
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Jeltlés toxinokal és mas bioaktiv vegyiiletekkel

A kis méret és specifikus, erds kotodés kovetelményenek mas molekuldk is
eleget tesznek. Ezek kildnbozd toxinok és mds bioaktiv vegyiiletek (gyégyszerek,
metabolitok, alkaloidak, lektinek), melyek gyakran novényi vagy allati eredetiiek, s
bizonyos makromolekulakhoz kotédve azok miikodését befolyasoljak. A hatds feltétele
a szelektiv, kis Kd-ju kot6dés, melyet kihasznalhatunk a célmolekula jelolésére, ha a
probat lumineszeens vegyiilettel konjugéljuk. Fontos azonban szem elétt tartanunk,
hogy ezek a probak bioldgiailag aktivak, igy felhasznalasuk beavatkozast jelent a

vizsgalt sejt életfolyamataiba. Néhany példat az aldbbi tabldzatban adunk kozre.

Jelolt makromolekula

Specifikus préba

F-aktin

Falloidin

Fesziiltségfliggd K* csatorna

B-skorpidtoxin

Fesziiltségfliggd Na' csatorna

tetrodotoxin, saxitoxin

N tipusii kalcium csatorna

m-conotoxin

L tipust kalcium csatorna

dihidropiridinek, fenilalkilaminok

intracelluldris (1Ps-fiiggd) kalcium | Rianodin
csatorna
Na'/K' ATP-z Ouabain

nikotinerg acetilkolin receptor o-bungarotoxin

p-opioid receptor naloxon

a-adrenerg receptor prazozin

Jelolés szubsztrattal és liganddal

Az enzimaktivitassal bir6é fehérjék jelolésére alkalmazhatjuk azok specifikus
szubsztratjat, ill. annak modositott formait, n. pszeudoszubsztratokat, amelyek
lumineszcens tulajdonsdguak, vagy lumineszcens festékhez kototiek, beilleszkednek a
szubsztratkdtOhelyre és irreverzibilisen kotddnek az enzimhez — gyakran azért, mert
megvaltoztatott szerkezetik miatt az enzim 4ltal katalizaland6é reakcié nem tud

lezajlani, s ezért a kovetkezd 1épés, a termék disszocidcidja is elmarad. A szubsztrat
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jelolésre  vald felhasznalasanak tovabbi lehetdsége, hogy a fluoreszcens
(pszeudo)szubsztratot valamilyen keresztkoté agenssel rogzitjik a ra specifikus
enzimhez. Ez a technika nem csak enzim-szubsztrat viszonylatban alkalmazhatd, hanem
barmely mas molekularis asszociacié kimutatasara is. Keresztkot6é agens alkalmazasa
helyett ellathatjuk magat a szubsztratot is egy reaktiv csoporttal, amely az enzimhez
koti. A kapcsoldodasi reakeid tervezhetd ugy, hogy az enzimmiikddés inditsa el, de
hasznalhatunk fényenergiat igénylé? un. fotoaffinitas reagenseket is, amelyek tetszés
szerinti id6pontban, altaldban UV fénnyel aktivilhatoak.

A kiilonféle receptorok jelolésére szintén felhasznalhato az altaluk specifikusan
kotott molekula, a ligandjuk. A kimutatand6 receptortdl, ill. ligandjatol fiiggéen kell
megvalasztanunk a jel6lési stratégiat: a ligand kémiai szerkezete és a receptorral
érintkezo feliiletei szabjak meg, hogy a lumineszcens jelzés hogyan kotheté hozza, ill.
esetleg hogyan alakithat6 at a ligand fluoreszcens molekulava. Ugyanakkor szem el6tt
kell tartani, hogy a ligand — receptor komplex kialakuldsa szignalizacios folyamatokat
indithat el, melyek moédosithatjak az altalunk vizsgalni kivant rendszert. igy a legtsbb
esetben akkor hasznalunk ligandot a receptor azonositasahoz, ha egyben a jelatviteli
folyamatot is el kivanjuk inditani, ill. a ligandot kot6 receptor sorsat kivanjuk
tanulmanyozni (pl. leszabalyozas internalizacid utjan). Alternativaképpen lelassithatjuk
a ligandkot6dés altal indukalt folyamatokat a rendszer hiitésével, azonban ez a modszer
csak akkor hatékony, ha a jelatviteli folyamat fehérjék lipidmembranban torténd
elmozdulasahoz kotott, mely a membran fagyaspontja alatt lehetetlenné valik. A
kizarélag konformacid-valtozason alapuld folyamatokat a hiités csak lassitja, de nem

gatolja meg.

DNS festékek

A fluoreszcens fetékek tobbsége planaris, aromas gyfirliikkel rendelkezd
molekula, s szerkezetébdl adédoan hajlamos lehet a homo- (egymassal torténd) és
hetero- (egyéb molekulakkal torténd) aggregaciora. Egyes festékek pl. kotodhetnek a
DNS molekuldkhoz. A DNS-hez valoé kotédés fo tipusai: a DNS molekula felszinéhez
valo kotodés (outside binding), a DNS kis, vagy nagy arkaba torténd bekotddés (minor
és major groove binding), valamint az interkalacid. Az utdbbi esetben a festékmolekula

planaris gyuriirendszerével befekszik, be¢kelddik két szomszédos DNS bazispar kozé.
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Néhany interkalalodo festék szerkezeti
képlete az 2. dbrdn, az interkalacid
sémidja a 3. dbrdn lathatd. Az
interkalalodé molekula k6tddhet a DNS
molekula nagy arka (,,major groove”)
felél (pl. etidium bromid, propidium
jodid, proflavin); ilyenkor a festék
hossztengelye a bazisparokat 6sszekstd
tengellyel parhuzamos (3b dbra). Mas
molekuldk (pl. daunomicin) a kis arok
(,,minor groove”) feldl interkalalédnak;
ekkor a festék hossztengelye merdleges
a bazisparokat osszekotd tengelyre (3¢
dabra). Az interkalalédé molekula a
molekula tipusatol fliggben kisebb-
nagyobb mértékben megvaltoztatja a
DNS molekula szerkezetét. Kozos
vonas, hogy kissé eltavolitja egymastol
a molekula két oldalian elhelyezkedd
bazisparokat, igy az egyenletes
menetemelkedési, helikalis DNS
struktura torzul, a DNS szal megnyulik,
tovabba a hélix kissé kitekeredik. A
DNS viszonylag rugalmas szerkezete
ellenére a potencialis kotdhelyek koziil
legfeljebb minden masodik t5ltddhet be.
Interkalaloédo festékekkel mérhetd pl. a
sejtek DNS tartalma, megallapithato,
hogy a nukleinsavak duplex vagy
egyszalas allapotban vannak-e (ugyanis
az interkalaloédas feltétele a duplex
struktura).

A DNS festékek  koziil

némelyek bazisspecificitast mutatnak.



Pl. a Hoechst festékek és a DAPI (ezek kis arokba kotddo festékek) az AT gazdag
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régiokhoz kotddnek elsésorban. Ezt

kihasznalva - esetleg tobb festéket

kombinaltan  alkalmazva - a
metafazis  kromoszémak  savjait
fluoreszcencias mikroszkopban s

DNS-nek a

replikacidban és a fehérjeszintézisben

vizsgalhatjuk. A

betoltott kozponti szerepe miatt az
festékek
befolyasolhatjdk a  sejt

interkalalodo jelentdsen
meta-
bolizmusat. Csokkenthetik vagy meg
is allithatjdk a sejtek novekedését,
osztddasat, ezért sejtmérgek.

A DNS-hez kotodott festék
kvantumhatasfoka tobbnyire sokkal
nagyobb mint a szabad festéké, igy a
bekotodott festék 10-szer, 100-szor
intenzivebben fluoreszkdl mint a
szabad festék. A kvantumhatasfok
novekedése annak koszonhetd, hogy
az interkalalodott festék védve van az
oldoszer molekulaival valé
titkozésektol és igy a fluoreszcencia
festékek

fluoreszcencidja (pl. a daunomiciné)

kioltasatol. Bizonyos

ezzel szemben alacsonyabb a DNS-

hez kotott allapotban.



Szekvencia-specifikus nukleinsav préobak

A nukleinsavak kimutatdsakor gyakran nem morfolégiai vagy mennyiségi
kérdésekre kivanunk vélaszt kapni, tehit pl. nem a sejtmag elhelyezkedésére, DNS
tartalméanak haploid vagy diploid voltara vagyunk kivéncsiak, hanem egyes specifikus
nukleinsav szekvenciak eléfordulasara DNS vagy RNS szinten. Az esetek tobbségében
egyes génszakaszok meglétére, kopiaszamara, kromoszoman beliili elhelyezkedésére, a
belolik atit mRNS jelenlétére iranyul vizsgéalatunk. Ilyenkor a kimutatandé
bazissorrenddel azonos, vagy komplementer DNS szakaszt szintetizalunk prébaként. Ha
a detektalni kivant molekula mRNS, mely a kédolé (sense) DNS szdlrdl irddott at, a
kodol6 DNS-sel azonos szekvencidji préba DNS lesz vele komplementer. Ha kettds
szali DNS-t kivanunk kimutatni, akkor a kimutatando6 szallal azonos szekvencidji DNS
szakaszokat kell szintetizdlnunk. A szintézis soran valamilyen markert épitink be a
DNS-be, melyet késdbb specifikusan kotddé jelz6 molekuldval, vagy molekula
komplexszel tesziink lathatova. Az igy megszintetizalt komplementer nukleinsav
molekuldkat ezutan a vizsgalt sejtben talalhat6 jelslendd molekuldkhoz hibridizaljuk, és
a beépitett marker révén detektdljuk. Az eljaras neve fluoreszcens in situ hibridizacio,
tekintve, hogy a megfigyelni kivant nukleinsavhoz a sejtben, az eredeti helyén
hibridizaljuk a proba DNS-t, majd pedig fluoreszcens jelzés segitségével tessziik
lathatova. A folyamat fobb részleteit a 4a-d. dbrdk mutatjak: 4a. A hosszabb kett6s szl
a cél-DNS-t jelképezi, a révidebb, melybe biotin van beépitve, a probat. 4b. A préba
DNS-t a feltart sejtbe juttatjuk, a cél és proba DNS-t egyiitt denaturaljuk (megfeleld
sokoncentraciok, pH, magas homérséklet). 4c. A lehiilé6 kozegben a komplementer
szalak egymasra taldlnak és Wjra kialakul a kettds hélix. Mivel a proba DNS-t nagy
feleslegben adjuk a rendszerhez, valosziniibb, hogy az a bazisszekvencia, ami a
probaval komplementer, a proba megfelel6 szalaval fog renaturdlodni, és nem a sajat
eredeti komplementer szalaval, amelybdl csak egy van. Megfelel6 proba hosszisag
esetén egy cél szekvencidhoz — egymashoz képest eltolodva — tébb proba DNS is tud
hibridizalodni: ilyenkor a proba DNS-nek a nagyobb része, melyet egy masik proba
DNS kotddése meggatolt a cél szekvencidhoz val6 kotédésben, sajat komplementer
préba DNS szélaval hibridizalodik, s a kettds szalu probak egy egy kis szakaszon
rogzitve a cél DNS-hez, kilégnak arrél mint az tivegmosokefe sortéi. Mivel a préba
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DNS egész hosszaban tartalmazza a markert (az abran biotin, de lehet pl. digoxigenin
is), ez a sokszoros kotédés képezi az intenziv jelolodés alapjat. +4d. A hibridizacio

lezajlasa utan a proba DNS-en levé markert specifikusan kotddé molekulak. ill.
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4. dbra

molekulakomplexek segitségével jeloljilk, s az ezekhez kotott lumineszecens anyagokat
detektaljuk (nyilhegyek, lasd még az indirekt jelolésrél irottakat). fe. Az l-cs
kromoszoéma pericentromerikus régidjara specifikus probaval in situ hibridizaciot
végezve Kkitlinik, hogy a bemutatott, malignusan transzformalt sejtekben ez a régio a
normalis két kopia helyett legalabb 6 db, valtozatos méretli példanyban van jelen.

A specifikus nukleinsav pobakat in situ hibridizacio mellett szamos egyéb

vizsgélatra felhasznalhatjuk, pl. 6sszehasonlité genomialis hibridizdcioban (comparative
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genomic hybridization, CGH), vagy — antiszensz és nonszensz oligonukleotidok

formdjaban génkifejezés gatlasara.

Indirekt jelolési modszerek

Mint arra mar fentebb utaltunk, a specifikus jelolés soran nem mindig a préba
hordozza kozvetleniil a fluorofért, hanem indirekt jelolést is alkalmazhatunk. Ezt
altalaban abbdl a megfontolasbol tessziik, hogy a kozvetleniil a probdhoz koéthetd
fluoroférok limitalt szamat megnovelhessiik, és ezaltal intenzivebb lumineszcens jelet
nyerjiink. Akkor is alkalmazhatjuk azonban, ha a probat kozvetleniil nem jelolhetjiik
fluorotorral, de valamely mas, fluoreszcensen jelolt molekulat hozzakothetiink.

Az indirekt jelolés egyik egyszerii és gyakran alkalmazott formaja az
elsddleges ¢s masodlagos antitestek szekvencialis alkalmazasa (5. dbra). Az abran

masodlagos,
fluoreszcensen
jelolt antitest

festék

elsédleges
antitest

L plazma membran
5. abra

lathato A431 epidcrmoid karcindma sejteket eloszor aktivalt (tirozinon foszforilalt)
EGF receptor cllenes (elsddleges) antitestekkel kezeltik. Ezeket a monoklonalis
antitesteket ¢gérbol szarmazé hibriddmaval termeltettik. A nem kotodott antitestek
kimosdsa utan olyan fluoreszcensen jelolt masodlagos antitestekkel inkubaltuk a
sejteket, melyeket kecskében termeltettiink az egér immunglobulin konstans (Fc) régidja
ellen. Mivel ez poliklonalis ellenanyag, egy primer antitesthez tobb szekunder antitest is
kotodhet kiilonbozo epitopokon (5. dbra, véazlat). Az eredmény a direkt jelolésnél
intenzivebb fluoreszcencia, mely a sejtmembranban és apré vezikularis szerkezetekben

a citoplazmaban talalhato.
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A nagyon érzékeny detektalast kivand vizsgalatok soran — pl. in situ
hibridiz4ci6 esetén — gyakran alkalmazzak az un. “szendvics” modszereket. Itt a proba
mellett két masik molekula jatszik még foszerepet, a biotin és az avidin. Az avidin nég
biotin megkotésére képes, és a kotés igen nagy erdsségii. A biotinalt préba, avidin €s
tovabbi, fluoroférral konjugélt biotin egymast kovetd felkotése eredményezi a
legegyszeriibb “szendvicset”. Ekkor az erdsités legalabb haromszoros, hiszen a primer
biotinhoz — mely egy fluorofért helyettesit a proban — az avidinen keresztiil 3 masik
kotédik. Természetesen a 3 biotin molekula is lehet valamely fehérjéhez, pl.
fluoreszcensen  jelolt antitesthez konjugalva. A  rendszer tetszés  szerint
tovabbgondolhaw, pl. ha ezeken az antitesteken két biotin van, akkor tovabbi avidin
molekuldkon keresztiil ¢° b biotiaéit ¢s fluoreszcensen jelolt antitestek kapcsolhatok,
stb. Hatart az szab, hogy az egyes “rétegek” felkotésekor mindig van aspecifikus
kotddés, mely a hattér fluoreszcenciat noveli, ill a kovetkezd hozzaadasokkal maga is
mint jel (artefaktum) tovabb néhet, il a til nagyra nétt detektalasi komplex a térbeli

feloldast behatarolja, a lokalizaciét bizonytalann teszi.

Egyéb, ex vivo jelolési modszerek

A fentebb ismertetett, in situ, tehat helyben (a sejtben, ill. akar €16 sejtben)
alkalmazhat6 specifikus jelolési modszerek mellett lehet6ségiink van egyes vizsgalni
kivant molekuldkat a sejtbdl kivonva (ex vivo) megjelolni, majd ezt kovetSen
visszajuttatni és megfigyelni. Ellentétben az in situ modszerekkel a specificitast itt nem
egy proba molekula sztérikus viszonyai biztositjdk, hanem a kiszemelt molekula
megfeleld tisztitasa, jelolése €s é16 sejtbe torténd atraumatikus (a sejt miikodéseit nem
sértd) visszajuttatasa. A kiemelt molekula jelolésére szamtalan lehetdség kinalkozik. A
fehérjék reaktiv amino (NH;) vagy tiol (SH) oldallancait kozvetleniil konjugalhatjuk
festékmolekuldkhoz, hasonléan ahhoz, ahogy a jelolésre hasznalt antitestekkel tessziik.
Kicserélhetjiik a fehérjék prosztetikus csoportjait vagy kofaktorait a miikddést nem
befolyasolé lumineszcens analogra, pl. lantanida ionokra, Pt- és Pd-porfirinekre.

A molekuléris biologia szintén nyujt uj lehet6ségeket az egyes fehérjék

fluoreszcens jelolésére. A z6ld fluoreszcens proteint (green fluorescent protein, GFP)
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egy meduzafaj termeli, illetve ma mar nem kizarélagosan, hiszen a GFP genetikai
kodjanak megfejtését kovetden a kodoldo DNS szakaszt tetszoleges fehérjét kodold
szekvencia elé vagy mogé be lehet épiteni. Az igy atalakitott gént megfeleléen
szabéalyozott expresszios vektorba iltetve, és a célsejtbe juttatva az expresszio
indukciojakor egy olyan fehérje kezd el termeldédni a sejben, amelynek része a
megfigyelni kivant protein, de bele van épitve a GFP is, amit mint egy lampast mindig
magaval hordoz. A GFP-nek ma mar léteznek kék és sarga valtozatai is, melyek
tobbszinii jelolést, ill a kék-zold valamint zold-sarga parok kozott fluoreszcencia

rezonancia energiatranszfer mérést tesznek lehetové.

A probak eljuttatasa a célmolekulakhoz

Az egyes molekuldk ex vivo jelolése és visszajuttatdsanak igénye - de
hasonloképpen a sejtmembranon atjutni nem tudo polaros probak is - sziikségessé tették
olyan médszerek kidolgozasat, amelyek sejtmembran végleges karosodasa nélkiil
atjutast biztositanak a sejt belseje felé. E modszerek kozés tartozik a mikroinjekcios
technika, mely egy hegyes kapillarison keresztiil a sejtbe juttatja az igen kis térfogatban
feloldott probat vagy jeldlt molekulat, valamint a probak lipid vezikulaba zarasa, amely
fuzionalni képes a sejtmembrannal, és azt kovetden a citoplazmaba iiriti tartaimat.
Alkalmazhatjuk még a “kaparva t6ltés” (scrape loading) modszerét, melynek soran egy
durva szélii targyat végightizunk a kitapadva novo (adherens) sejtrétegen, és a feltaruld
membran sériilésein keresztill az oldatban levé molekuldk egy része bejut a sejtbe. A
sértési vonalban a sejtek altalaban elpusztulnak, de a vonal két oldalan szamos olyan
sejt lesz, melynek megnyitott membranja rovid idén beliil bezarul, a homeosztazisa
helyreall, és ugyanakkor tartalmazza a bejuttatni kivant molekulat. Figyelmet érdeml6
modszer a kis molekulaji poldros festékek sejtbe juttatdsara kifejlesztett AM
(acetoximetil)  észteresités. A polaros molekula karboxil  csoportjaibdl
acetoximetilésztert képezve a molekula amfipatikussa valik és a sejtmembranon
konnyen atjut. A citoplazma észteraz enzimei ezutan elbontjak, és felszabadul az eredeti
poldros molekula, amely szdméira a membran — immar kifelé —atjarhatatlan, de a
citoszolban célpontjdhoz kotddhet. Ilyen elven miikodik a legtobb ion indikator (lasd

fenn).
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Ha a sejtmembréan integritasa, a vizsgalt sejt életbenmaradasa nem sziikséges
feltétele a kisérletnek, alkalmazhatunk altalanos fixalasi, permeabilizaldsi modszereket a
probak bejuttatasara. A két leggyakoribb modszer a szerves oldoszerben torténé fixalas,
mely egyben feltaras is, valamint a ‘ormaldehides fixalast kovetd detergens kezelés. Az
elobbinél gyakran alkalmazott szer az aceton, vagy az aceton ¢és metanol |:1 keveréke.

Az detergens kezelésnél a valasztott szer leggyakrabban a Triton-X 100.

Gyakorlati feladat:

A431 epidermoid karcinoma sejtek fluoreszcens jelolése. A vizualizalni kivant

sejtalkotok:
- az EGF receptor a sejtmembranban
- acitoszkeletalis vaz egyik alkotdeleme, az F-aktin

- asejtmag (DNS)

Az A431 karcinéma sejtek emberi eredetiiek, kitapadva, egy rétegben
(monolayer) nének. Membranjukban sejtenként ~10°-10" EGF (epidermal growth factor
= epidermalis novekedési faktor) receptor talalhatd. Az epidermalis novekedési faktor
receptora a tirozin kinaz tipusi membran receptorok csoportjaba tartozik (lasd bévebben
a Sejtbioldgia jegyzet jelatvitelrdl szolo fejezetében). Ezeken a sejteken alacsony és
nagy affinitdsi EGF receptorokat kiilonithetiink el; az 6sszes receptor tobb, mint 90 %-a
alacsony affinitdssal koti az EGF-t. A jelolésiiket indirekt immunofluoreszcens
modszerrel végezziik (5. dbra). Az els6dleges antitest a 2E9 jelii egér eredetii hibridoma
altal termelt (monoklondlis) antitest, mely az alacsony affinitasi EGF receptorokhoz
kotddik. A receptorokhoz kotott 2E9 antitestek kimutatasara fluoreszceinnel konjugalt
masodlagos poliklondlis antitesteket hasznalunk. Ezeket kecskében termeltették az egér
immunglobulin Fc fragmentuma ellen. Mivel mind a 2E9, mind a masodlagos antitest
bivalens, fennall az EGF receptorok keresztk6tésének a lehetdsége. Ez, hasonldan az
EGF kotddéséhez, a receptorok tirozin-foszforilacidjat indithatja el, melyet a korai
megfigyelések alapjan autofoszforilaciénak neveziink. Ma mar tudjuk, hogy az EGF
kotés ereményeképpen dimerizalt, ill. a keresztkotott receptorok nem 6nmagukat,

hanem kozvetlen szomszédaikat foszforilaljak. Ezt a jelatviteli folyamat késébbi
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lépéseiben az aktivalt receptorok internalizaciéja koveti. A gyakorlat soran a
membranban talalhaté EGF receptorokat vizualizaljuk, ill a jelolés kapcsan internalizalt,
mar mejelslt receptorokat fogjuk megfigyelni. Mivel a jelatviteli folyamat
szobahdmérsékleten igen gyors, az antitesttel torténd inkubélas alatt a receptorok nagy
része internalizalédna. Ennek megakadalyozasara a a kisérletet jégen hiitott sejteken
végezziik, és a jelolést kovetben paraformaldehiddel fixaljuk. A fixalas azért is
sziikséges, mert a jelolési procedura soran pusztulasnak indulé enélkiil levdlnanak a
feddlemezkérol, mieldtt a mikroszkdpos megfigyelésre sor keriilne.

A kitapadva novo sejtekre jellemzd a fibrillaris aktinbol (F-aktin) felépiilo
citoplazmatikus koétegrendszer, az an. stresszfilamentum halézat. Ez feltehetdleg
szerepet jatszik abban, hogy a sejtek meg tudjék tartani szétteriilt, kilapult alakjukat
(lasd bovebben a jegyzet citoszkeletonrdl szolé fejezetében). Az F-aktin specifikus
jelzésére — megfeleld antitesteken kivill — a fallatoxinok (falloidin és fallacidin)
kivaléan alkalmasak. Ezek a gyilkos galocabdl (Amanita phalloides) izolalhato
biciklikus peptidek, melyek szelektiven a polimerizalt, fibrillaris aktinhoz kétédnek, a

globularis monomerhez nem (6. dbra). A kotddés sztochiometrikus, €s az F-aktin <> G-

aktin filamentum

fluoreszcensen festék
jeldlt falloidin

6. dbra

aktin egyenstlyt a polimerizacio iranyaba tolja el. Ugyanakkor a kis méret miatt (12-15
A) a kotddé fallatoxinok nem gatoljak az F-aktin motilitassal kapcsolatos funkciojat, a
miozin, tropomiozin kotését €s a kontrakciot. A kisérlet soran az aktint fluoreszcens
festékkel kozvetleniil konjugalt falloidinnel jeloljik. Vigyazat! A falloidin mérgezd! A
falloidint higitva, a jeloléshez alkalmas nanomolaris koncentracioban kapjak kézhez. A

kiméréséhez hasznalt pipettahegyet a kiilon erre a célra kijelolt konténerbe kell kidobni.
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A sejtmag festéséhez az 4ltalanos részben ismertett interkaldlodo veeviiletek

egyikét, a propidium jodidot (PI) hasznaljuk. A PI nem szelektiven kotodik a DNS-hez,

a mag ¢és a mitokondriumok DNS allomanyan kiviil a kettds szalu RNS-t is jeloli. Az

alkalmazott megfigyelési kortilmények kozott (szuboptimalis gerjesztés és detektalas)

7. abra

kézhez.

azonban jol clkiilonithetd

jelolodést a  sejumagban

varhatunk (7. dhra).
Mivel a Pl anyag
mutageén hatasu,
kezelésekor nagytoku

elovigvazatos-sag
sziikséges. A jeloléshez
kozvetleniil  hasznalando
20 pg/ml Koncentraciora

kihigitott festéket kapjak

Mind a falloidin, mind a Pl szdmara az ép sejtmembran kevéssé atjarhato.

Ezért az intracellularis komponensek altaluk torténé jeloléséhez sziikséges a

sejtmemban permeabilizaldsa. A kisérlet soran az altalanos részben emlitett modszerek

koziil az acetonos fixdlast alkalmazzuk, mivel ez egy egyszerli, j6! kontrollalhato

mivelet, amely nem befolydsolja jelentdsen a megfigyelni kivant strukturakat, és

egyben a sejtek morfolégiajanak, integritasanak megorzésérdl is gondoskodik.
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Protokoll:

Elokészités: A sejteket 12 mm-es kerek fedolemezkén kapjdak, médiumban.

Teendd

1. fed6lemez — mem
Jelolése
(A fixdldsig valame,

ezt kivetien pedig

Ellenérizzﬁk, ho‘g)‘/“a nedveskamra aljan az itatds papir elég nedves-e. A
nedveskamrat a jégre helyezziik. A feddlemezkét kiemeljikk a médiumbol,
s a nedveskamra aljan levd parafilmre tessziik (a sejtek felfelé néznek!).
Mosas 3x PBS-ben: 500 pl jéghideg PBS-t pipettazunk 6vatosan, lassan a
feddlemezke szélére, majd 2 perc milva leszivjuk (még ugyanazzal a
pipetta heggyel). Pipetta hegyet cseréliink, €s a mosast még kétszer
megismételjik. A leszivasok kozott ne késlekedjiink, a sejteket ne hagyjuk
kiszaradni! Az utolso leszivas utdn rogton mérjilkk ki az elsédleges

antitestet. (Lasd kovetkezd 1épés.)

Inkubalas jégen, nedveskamraban 2E9 antitesttel az EGF receptor
jelolésére. A 2E9 egér hibridoma altal termelt monoklonalis antitest, mely
a human EGF receptorra specifikus. Az kiadott antitest 5 pg/ml
koncentraciéju, PBS-ben. Az utolsé6 PBS-es mosast kovetéen 15 pl-t
pipettazunk dvatosan a feddlemezkére, a széléhez kozelitve a pipetta

hegyét.

30

Mosas 3x3 percig jeges PBS-ben

10

Inkubélas jégen nedveskamraban FITC, vagy Cy3 konjugalt masodik
antitesttel. A masodik antitest GAMIG (goat anti mouse immunoglo-
bulin), kecskében termeltetett poliklonalis ellenanyag egér IgG antitest
konstans része (Fc) ellen. Az els6 antitesthez hasonléan 15 pl-t mériink a

jégen tarolt, eldre kihigitott antitest oldatbdl a fedélemezke szélére.

30

Mosas 3x 3 percig jeges PBS-ben

10

Fixalas 3.8 % PFA-val (paraformaldehid). Az utols6 PBS mosast

10
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kovetden 100 ul jéghideg PFA oldatot pipettdzunk a fedblemezkére, 5
percig még jégen tartjuk, majd a kovetkezd 5 percben hagyjuk

szobahémérsékletre melegedni.

Mosas szobahdn (!): 3x 2 percig PBS-ben (500-500 nl térfogatokat

alkalniazunk)

10

A PBS leszivasa utan a fedolemezkére 20 pl "antifade" (elhalvanyulas
gatlo) oldatot pipettazunk, s a pipetta szivogatasaval ovatosan eloszlatjuk.
Ennek hianyaban a jelzés fluoreszcenciaja, kiilonosen FITC esetén, igen
gyorsan kiég. A feddlemezkét fiigdlegesen tartva a felesleget papirvattaval
(éppen csak érintse a fed6lemezke szélét!) leszivatjuk. A feddlemezkét
sejtekkel lefelé buborékmentesen a targylemezre boritjuk. 10 perc
szaradas utan a szélét vékony kéromlakk gyfiriivel zarjuk le. A mintat a I1.
mintaval egyiitt a gyakorlat végén vizsgaljuk fluoreszcencias
mikroszkopban. A fluoreszceint excitdciés maximuma (494 nm)
kozelében kék fénnyel gerjesztjitk, és az emissziés maximum (520 nm)
folott (zold fény) detektaljuk. Amennyiben Cy3-konjugalt masodik
antitestet hasznaltunk, a gerjesztéshez zold fényt hasznalunk, és az
emisszidt piros szlirdn keresztiil vizsgaljuk. A Cy3 abszorpcios és
emisszios maximuma 554 és 568 nm-en van. Megfigyeljiik a sejthatarokat
jol lathatova tevd membran-jelolodést, az esetlegesen intracellularisan

elhelyezkedd internalizalt receptorokat. Megfigyeléseinket rajzban is

rogzitjiik.

N

Ellendrizziik, hogy a nedveskamra aljan az itatos papir elég nedves-e. A

4
n

fed6lemezkét kiemeljik a médiumbdl, s a nedveskamra aljan levd
parafilmre tesszilk (a sejtek felfelé néznek!). Mosas 3x PBS-ben,
hasonléképpen az I. mintdhoz.

Fixalas acetonban. A PBS leszivasa utdan a feddlemezkét csipesszel | §

felemeljiik, és az acetont tartalmazo6 edénybe meritjiik 2 percre (a csipeszt
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nem engedjiik el!). Ezutan atemeljiik az erre a célra elkiilonitett
fozopoharba, melybe elozéleg ~10 ml PBS-t ontottiink. Itt tartjuk 1

percig, majd kiemeljik ¢és sejtekkel felfelé visszatesszik a

nedveskamraba.

Mosas 2x 2 percig PBS-ben 5
Inkubalas szobah6n, nedveskamraban FITC-falloidinnel és PIl-dal. A | 35
kiadott jelld oldat 1 pg/ml koncentracioju FITC-falloidint és 20 pg/ml
koncentraciéji Pl-ot tartalmaz. Ebbdl 15 pl-t pipettdzunk 6vatosan a
feddlemezkére, a széléhez kozelitve a pipetta hegyét. 30 percig inkubaljuk

a nedveskamraban.

Mosas 3x 3 percig PBS-ben 10
A PBS leszivasa utan a feddlemezkét az I. mintdhoz hasonl6an "antifade"- | 25

del bevonva, sejtekkel lefelé, buborékmentesen a targylemezre boritjuk.
A szélét vékony koromlakk gyiirtivel zarjuk le. A mintat az 1. mintaval
egylitt vizsgaljuk fluoreszcencias mikroszkopban. A fluoreszceint
excitacios maximuma (494 nm) kozelében kék fénnyel gerjesztjiik, és az
emisszios maxirﬁum (520 nm) folott (zold fény) detektaljuk. A propidium
jodid excitacios és emissziés maximuma 535 és 617 nm, de a FITC
gerjesztésére alkalmazott hulldimhossz tartoméanyban még jol gerjeszthetd,
és az 520 nm feletti emissziot figyelve piros fluoreszcenciaja jol latszik,
tehat a FITC-falloidinnel egyiitt azonos sziirokészlettel megfigyelhetd.
Természetesen lehetséges a két préba kiilon-kiilon torténdé megfigyelése
is, megfeleld szelektiv szilir6készlettel, amelyekben a FITC emisszi6t zold
savsziirobn keresztill nézzik, a PI-t pedig csak 620 nm feletti
hullamhosszakon detektaljuk. Megvizsgaljuk a z5ld szinben feltiind aktin
filamentumokat, a piros (narancs) fluoreszcencidju sejtmagot, a
sejtmagvacskakat, és az egymashoz és a sejt alakjahoz val6é viszonyukat.

Megfigyeléseinket rajzban is rogzitjik.

Feladat az inkubalasok idejére: Kiilonféle fluoreszcens jelolések megtekintése
szamitogépes adatbazisbol, sejtalkoték felismerése a morfolégia alapjan. Ligand-
receptor kolcsonhatdsra bekovetkezd kalcium jel vizsgalata “ratio imaging” képelemz6

digitalis mikroszkopiaval: id6fliggd mérések visszajatszasa szamitogép segitségével.
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A P-glikoprotein és a multidrog rezisztencia fehérje (MRP)

altali aktiv drog transzport vizsgalata

1. A passziv és az aktiv transzport folyamatok

A sejtek citoplazma membranja szemipermeabilis barriert képez a sejtek és az
extracellularis tér kozott. A sejtmembran szelektiv permeabilitasa biztositja, hogy a
megfelelé szubsztratok bekeriilhessenek a sejtekbe, a sziikséges metabolikus
intermedierek a sejtekben maradjanak, valamint a sziikségtelen és karos anyagcsere
termékek elhagyjak a sejteket. Masrészt a sejtmembranon keresztiil zajlo aktiv és
passziv transzport folyamatok biztositjdk a megfeleld intracelluldris ion miliot.
Hasonloképpen a kiilonbozo sejtorganellumoknak is lehet a citoszoltdl kiillonbozd belsod
kornyezete, pl. a lizoszomak belso proton koncentracidja 100-1000-szerese a citoszolra
jellemzo proton koncentracionak.

A foszfolipidekb6l és koleszterinbdl 4&ll6 mesterséges membran csak kevés
anyagra permeabilis: a vizre, oxigénre, szén-dioxidra és kis méretii apolaros, de vizben
még oldhaté6 molekulakra mint pl. az etanolra. Ugyanakkor a membran alapvetden
atjarhatatlan a legtobb vizoldhaté molekuldra mint pl. glikéz, glikoz-fosztat, ATP,
nukleozidok, aminosavak és fehérjék, valamint a H', Na’, Ca’" és K’ ionok. Ezen
anyagok sejtekbe torténd bejutasat kiilonboz6 transzporter fehérjék biztositjak ill. a
nagyobb molekulatémegii molekuladkat endocit6zissal veszik fel a sejtek.

A transzport folyamatokat energetikai szempontbol passziv és aktiv
transzportra oszthatjuk. A passziv transzport nem igényel energia befektetést, mivel a
permeald részecske a koncentracié gradiens iranyaban halad 4t a sejtmembrénon ill.
toltott részecske esetében az elektrokémiai potencal gradiensnek megfelelé iranyban
torténik a transzport. A passziv transzport végbemehet egyszerli diffiziéo atjan vagy
membran fehérjék részvételével, példaul ioncsatorndkon keresztiil vagy transzporter
molekuldk miikodése utjan. A passziv transzport speciélis esete a facilitalt transzport,

amikor bizonyos anyagoknak a sejtmembranon val6 atjutasat az adott molekulara vagy
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molekula tipusra specifikus transzporterek segitik eld. Facilitalt transzporttal keriil be a
sejtekbe pl. a glikkoz , melyet a gliikkoz permedz tesz lehetvé.

Az aktiv transzport folyamatok sordn a molekulak az elektrokémiai potencial
gradienssel ellentétes iranyban szallitodnak, igy a folyamat metabolikus energia
befektetését igényli. Az aktiv transzport {in. transzport ATPazok kozremiikodésével
zajlik. A kationokat transzportalé ATPazokon kiviil ( Na'/K* pumpa, Ca** pumpa )
orvosi szempontbdl is rendkiviil jelentdsek az ABC transzporter fehérjék csalddjanak
tagjai. Szamos fehérje tartozik ebbe a csoportba, melyek kozos sajatossaga, hogy nagy
mértékben konzervalt felépitésii ATP-kotd régioval rendelkeznek (fajtdl és az ATPaz
tipusatol fuggetleniil hasonlé aminosav szekvencidval). A prokaridta szervezetekben
tobb mint 50 tagja ismeretes az ABC transzporter csaladnak, melyek fehérjék, peptidek,
aminosavak, cukrok, poliszacharidok €s anionos természetii anyagok ATP-fliggd
transzportjaban vesznek részt. Az ABC transzporterek csalddjanak fontos tagja az
MHCI-hez kapcsolodo antigén prezentacidban részt vevd TAP1/TAP2 fehérje- komplex
is, amely a bemutatasra keriilé oligopeptideket szallitja a citoszolbdl az endoplazmas
retikulum lumenébe. Ide tartozik még a CFTR (cisztikus fibrézis transzmembran
regulator fehérje), mely olyan CI” csatornaként miik6d6 fehérje, melynek a nyitasahoz,
rendhagyo modon, ATP hidrolizis és c-AMP-fiiggé foszforilacié is sziikséges. A
multidrog rezisztenciat okozé P-glikoproteinen és az MRP fehérjén kivill (a
tovabbiakban részletesen lesz réluk sz6) ebbe a csalddba tartozik még az MDR2 fehérje
is, mely elsdsorban a hepatocitdkban expresszalodik és foszfolipidek kivalasztasat végzi
az epébe. Az alacsonyabbrendii eukariéta szervezetekben is szamos P-glikoproteinnel
homolég gén talalhatd, mint pl. a malariat okoz6é Plasmodium falciparum cloroquine

(malaria ellenes gyogyszer) rezisztenciajaért felelos transzporter fehérje.

2. P-glikoprotein és a multidrog rezisztencia protein (MRP)

A sejtbiologusok megfigyelték, hogy bizonyos sejtkulturak egyfajta
citosztatikummal torténd szelekcié utan szamos egyéb citosztatikummal szemben is
rezisztenssé, multidrog rezisztenssé valtak. Ezek a sejtek szamos citosztatikumot
kisebb mértékben akkumuldlnak mint a nem szelektalt kontrol sejtek. Késébb
kimutattdk, hogy a fenti jelenségért két transzport ATPaz valamelyikének az
expresszidja tehetd felelossé. Egyikiik az un. P-glikoprotein (P-gp), a masik pedig a
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multidrog rezisztencia protein (MRP). Mindkét transzmembran fehérje a citoplazma
membranban lokalizalodik és képes egymastdl kémiailag nagy mértékben kiilonb6z9, de
altalaban néhany szaztol ezerig terjedd molekula tomegii anyagok széles spektrumanak
a megkotésére és ATP bontds energidjanak hasznositasaval a sejtekbdl torténd
kipumpalasara. A két fehérje szubsztrat spektruma azonban jelent6sen eltér egymésiél.
A P-glikoprotein els6sorban hidroféb, enyhén pozitiv toltésti szubsztratokat
transzportal, mig az MRP ezeken kiviil hidrofil glukuronid és glutation konjugatumokat
és organikus anionokat is megkot, majd eltavolit a sejtekbdl.

A daganatos betegek kemoterapias kezelése soran gyakran l€p fel rezisztencia
a kiilonbozo citosztatikumokkal szemben. Kimutattak, hogy a fent emlitett transzport
ATPazok hozhaték kapcsolatba a daganatos betegek multidrog rezisztencidjaval,
valosziniileg egyéb itt nem targyalt rezisztencia mechanizmusokkal egyiitt. A P-gp és az
MRP szubsztratja szdmos a kemoterdpidban alkalmazott citosztatikuin (vinca
alkaloidok, antraciklinek, epipodophyllotoxinok stb.), melyek aktiv kipumpaldsa miatt
ezen drogok intracellularis szintje nem éri el a daganatos sejtekben a letalis
koncentraciot.

Mindkét pumpa-mechanizmus miikddése gatolhatd bizonyos éagensek altal,
melyek egy része a klinikumban is alkalmazhaté a multidrog rezisztencia reverzidjara.
A P-gp altali drog transzport blokkolhato verapamillal, ciklosporin szarmazékokkal, ill.
bizonyos szubsztratok kompetitiven gatoljak egyéb szubsztratok kipumpalasat. Néhany
detergens jellegii anyag (pl. Tween 80) szintén gatolja a P-gp ;11ﬁk6dését, felteheten a
membranban valé elhelyezkedésének és konformacigjanak befolyasolasaval. Az MRP

altali drog transzport szintén gatolhat6 verapamillal, valamint pl. genisteinnel.

3. A P-gp és az MRP mint a szervezet védekezé mechanizmusai

Mindkét fehérjének van fizioldgias szerepe is a szervezetben. A P-glikoprotein
expresszi6ja pl. kimutathatdé a vér-agy gatban, ahol valdszinilileg az agy toxikus
anyagokkal szembeni védelmében jatszik szerepet. Masrészt jelen van a fehérje olyan
szdvetekben is, ahol feltehetbleg a szervezetre karos anyagok kivalasztdsaban miikodik
kozre pl. vékonybél és a vese. Az MRP fiziologids funkcidja szintén a szervezet toxikus
anyagokkal szembeni védelmével kapcsolatos, mivel killonb6z6 toxikus anyagok
glutation-konjugatumait tavolitja el a sejtekb6l.
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4. A passziv és az aktiv drog transzport

Szamos kis molekulaji hidrofob gyogyszert ¢és citosztatikumot a sejtek passzivan,
diffuzioval vesznek fel. Felvételiik mértékét és sebességét meghatarozza, hogy milyen a
molekulatomegiik, hidrofobicitasuk és a t6ltéstik. A toltéssel nem rendelkezé molekulak
passziv diffiizidja sokkal gyorsabb, mint a toltott molekuldké. A toltott ill. a toltetlen

molekulak aranyat a pH szabja meg a Henderson-Hasselbach egyenletnek megfelelden:
pH = pK + log (IM] / [M"])

Az egyenletben a pK az adott molekula savi disszociacios allanddjanak negativ tizes
alapt logaritmusa, [M] és [M'] pedig a kérdéses anyag neutralis ill. protonalt
formajanak a molaris koncentracioi. A fenti egyenletet atrendezve a vizsgalt molekula

neutralis formédjanak koncentracidjat egyszeriien kiszamithatjuk:
[M] =[My] / (1077 +1)

([Miol] = [M] + [M"], ahol [M*] a vizsgalt anyag teljes mennyiségét jelenti).

A vizsgalt molekula netté felvételi sebességét (vyee ) egyértelmiien
meghatdrozza a sejtmembran permeabilitasi allanddja (k) és a molekula neutralis
formajanak a koncentracidja a membran extracellularis ,([Mle" ) ill. intracellularis
(|M};a) oldalan, amennyiben feltételezziik, hogy egyéb transzport mechanizmus nem

jatszik szerepet ezen molekula felvételében vagy leadasaban:
Vnet,passziv— k- [Mlex -k [Mlin
Amennyiben azonban a vizsgalt anyag sejtekbdl torténd -eltdvolitasaban
valamely molekularis pumpa is szerepet jatszik (P-gp vagy MRP), az aktiv transzport

sebességét a Michaelis-Menten kinetikai modell alapjan a kovetkezoképpen irhatjuk fel:

Vakiv = Vmax * [Xin / (K + [X]in)
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Az egyenletben Vyax @ pumpa miikodés maximalis sebességét jelenti (telitd szubsztrat
koncentracional), Ky a Michaelis konstans, azaz a Vyax / 2 sebességhez tartozé
szubsztrat koncentracid. [X]i, pedig szubsztrat intracellularis koncentraciojat jelenti,
mely lehet az adott anyag protondlt vagy neutrdlis formajanak az intracellularis
koncentracéja attol fiiggden, hogy melyik forma a vizsgalt pumpa-mechanizmus
szubsztratja. [gy egy rezisztens sejt drog transzport folyamatait az alibbi modell dbran

foglalhatjuk 6ssze:

k- [M],,
A
Vnet, passziv
k- [M];,
Vone:
P-gp aktiv
MRP

1. abra. Egy multidrog rezisztens modell-sejt drog transzport folyamatai

5. A P-gp és az MRP altali drog transzport tanulmanyozasa

A P-gp-nek és az MRP-nek szamos citosztatikum mellett szubsztratja néhany
fluoreszcens sajatsagokkal rendelkez6 anyag is mint pl. a daunorubicine, a rhodamine
123, a Hoechst 33342 és a calcein-AM. Ezen szubsztratok egyensulyi akkumulacidja
vagy a sejtek altali fevételilk és leadasuk kinetikdja egyszeriien mérhetd fluoreszcens
technikakkal, dramlasi citometridval vagy fluorimetriaval.

A calcein festéket a sejtek acetoxi-metilészter formajaban veszik fei, majd a
citoplazmaban aspecifikus észterazok az észter csoportot lehasitjak és szabad calcein
keletkezik. A szabad calcein erdsen hidrofil, igy gyakorlatilag nem jut at a
sejtmembranon, ezért a passziv festék efflux nullanak tekinthet6. A szabad calcein

keletkezése soran nem a festék hidrolizise, hanem a festéknek a sejtbe torténd bejutisa a
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folyamat sebességét meghatarozé Iépés, ezért a sejtek fluoreszcencidjanak iddébeni
kovetésével valojaban a calcein felvétel kinetikdjat vizsgaljuk. Mivel a calcein-AM
gyakorlatilag nem fluoreszcens, viszont az elhidrolizalt festék intenziven fluoreszkal a
sejtek mosasa nélkiil fluorimetriasan tudjuk kovetni a sejtek festék felvételét.
Kisérleteinkben az ATP deplécio, a verapamil és a Tween 80 hatasat
vizsgaljuk a P-gp és az MRP altali aktiv drog transzportra. A KB-V1 human epidermoid
karcinoma sejtvonalat és HL-60 MRP human leukémia sejtvonalat hasznaljuk. A KB-
V1 sejtvonal nagy mennyiségben expresszélja a P-gp-t a HL60 MRP sejtvonal pedig a
MRP-t fejezi ki. A KB-V1 sejtek a tenyésztéedény faldhoz tapadva névekednek, ezért

tripszines kezeléssel készitiink sejtszuszpenziot.

6. Spektrofluorimetria

A spektrofluorimetrias mérés soran valamely atomi vagy molekularis rendszer fénnyel
torténd gerjesztését kovetden az emittalt sugarzas intenzitdsat €s spektralis eloszlasat
vizsgaljuk. A technika tobbnyire nem igényel er6s kiils6 behatasokat, igy a bioldgiai
mintak is altalaban nativ, funkcioképes allapotukban vizsgalhatok. Masrészt a modszer
rendkiviil nagy érzékenységgel is rendelkezik. Ezen kedvezé tulajdonsagai miatt
megfeleld fluoreszcens probék felhasznalasaval alkalmazhaté €16 sejtpopulaciok
bizonyos paramétereinek vizsgalatara is, pl. az intracellularis pH és az intracellularis
Ca>" koncentracié véltozasainak kovetésére, a sejtmembran fluiditdsanak mérésére,
valamint fluoreszkald anyagok felvételi és leadasi kinetikajanak kovetésére.

A vizsgalatok elvégzésére alkalmas mérérepdszer a spektrofluoriméter. A
fluoreszcens sajatossagokkal rendelkezé minta gerjesztésére nagy fesziiltségli xenon
lampa szolgal, amely az ultraibolya és a lathato spektralis tartoméanyban is megfeleld
intenzitasu vonalakat emittal. Ezutan a lampa altal kibocsétott sugarzas a fényszaggaton
(chopper) halad at, majd a gerjesztési monokromator biztositja a megfelels
hullamhosszu sugarak kivalasztasat. A monokromatikus fény egy fényeloszté optikai
elemen (beam splitter) halad at, ahonnan a fény egyik része a mintat tartalmazo
kiivettara jut, masik része pedig a lampaintenzitas ingadozasainak korrigalasara szolgal
referenciaként. A kiivettaban a gerjesztd fény egy része elnyelddik, és a minta az elnyelt
energia bizonyos hanyadat fluoreszcens fény formajaban emittalja. Az emittalt fénynek
a gerjesztdé fény irdnyara mer6leges komponensét vizsgaljuk, hogy az elére iranyuld
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fényszoras zavard hatasat elkertiljik. A minta altal 90°-0s szdgben emittalt sugarzast
egy tiikdr az emisszids monokromatorra juttatja. £z lehetdve teszi az emittalt {¢ny adott
hullamhosszu komponenseinek tetszés szerinti kivalasztasat. vizsgalatat. Az emittdlt
fotonokat a fotoelektronsokszorozé (fotomultiplier) detektdlja ¢s alakitja a minta dltal
emittalt fotonok szamaval aranyos elektromos jellé.

A gerjeszté fényforras altal kibocsatott sugdrzds intenzitas closzlisa ¢s a
fotomultiplier érzékenysége egyarant hullamhossz-fliggést mutat, ezert a teljes vizsgalt
spektralis tartomanyban a konstans lampa-intenzitdsra és a konstans fotomuitiplier
érzékenységre korrekciét kell végezni. A gerjesztd fénybdl elvezetett referencia
nyalabot ezért egy ismert kvantumhatasfokt referencia anyagra pl. Rhodamin b
festékre, vagy egy fényszord lemezre juttatjdk és az ezek altal emittalt sugdrzast egy
referencia multiplier érzékeli. Ennek a kimend jele visszacsatolodih a minta altal
emittalt fotonokat detektald fotomultiplierre és annak a tapfesziiltségét szabalyozva
kikiiszoboli a lampaintenzitdas hulldmhossztol valo fiiggését. A fotomultiplier

érzékenységének hullamhossz fliggését pedig egy szabalyozé egység korrigalja.

Kijelzé

8

2. abra. A spektrofluoriméter vazlatos rajza.

()xenon lampa, (2) fényszaggat6 (chopper), (3) excitacios monokromator,

(4) fényeloszto (beam splitter), (5) kiivetta, (6) tiikor, (7) emisszidés monokromator,
(8) fotomultiplier, (9) elektronikus erésitéegység, (10) referencia multiplier.

(11) szabalyozo egység



7. A gyakorlat leirdsa
Oldatok

1. Tripszin-EDTA oldat (0.05 % tripszin, 0.02 % EDTA és 0.009 % NaCl
PBS-ben oldva)
2. Normal, valamint 7 mM gliikozt tartalmazo PBS (phosphate buffered saline, 150
mM NacCl, 3.3 mM KCl, 8,6 mM Na,HPO,, 1.69 mM KH,PO,, pH = 7.4)
Verapamil (Smg / ml, vizben oldva)
Na-azid (1 M-os, vizben oldva)

Calcein-acetoxi-metilészter (200 uM), dimetil-szulfoxidban oldva

SANED LI

0.5 % -os Tween 80 oldat

Feladatok

1. Tavolitsa el a tenyésztéfolyadékot a letapadva nové KB-V1 sejtekrol. Mossa meg a
sejteket 1-2 ml PBS-sel majd adjon hozzajuk 2.5 ml tripszin-EDTA oldatot. 2-3 perc
miilva a sejtek enyhe szuszpendalas hatasara felvalnak. Allitsa le a tripszint az el6zéleg

eltavolitott tapfolyadék visszaadasaval.
2. Ezutan centrifugalja le a sejteket (8 perc, 400g), majd mossa kétszer PBS-sel.

3. A masodik mosas el6tt szamolja meg a sejteket Biirker-kamraban €s ossza két részre.
Az utolso centrifugalas utan vegye fel a sejteket 0.1 X 10° sejt/ ml koncentracional
7mM gliik6zt tartalmazo PBS-ben (A minta) ill. glikozmentes

10 mM Na-azidot tartalmazé PBS-ben (B minta). Mindkét mintat tartsa 37 °C-on.

4. Az A mintabol vegyen ki 2ml-t egy kiivettaba és adjon hozza S pl calcein-AM-et és
percenként detektalja a fluoreszcenciat 493 / 515 nm huldmhossznél. A mérések kozott
a kiivettat helyezze vissza a termosztitba és mérés eldtt mindig szuszpendélja fel a
sejteket. Kb. 7.5 perc inkubalas ufén adjon 16 pl verapamilt a kiivettdhoz és ismét
kovesse 5-6 percig a fluoreszcencia valtozasat. A mért fluoreszcencia intenzitasokat
abrazolja az id6 fliggvényében és értelmezze a verapamil hatasat az elméleti részben
leirt modell alapjan.
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5. Vegyen ki 2ml sejtszuszpenziot a B mintabol és adjon hozza 5 pl calcein-AM-et,
majd az el6bbiekhez hasonléan kdvesse nyomon a calcein-AM felvétel kinetikajat. Kb.
7.5 perc mulva adjon 16 pl verapamilt a sejtekhez. Ismét kdvesse a fluoreszcencia
valtozdsat 5-6 percig. Abrazolja a mért fluoreszcencia intenzitasokat az idé

fliggvényében. Tapasztalatait magyardzza meg.

6. Inkubaljon 2ml sejtszuszpenzidt 0.005 % Tween 80 jelenlétében 15 percig, majd az
el6zbekhez hasonldan vizsgalja meg calcein-AM felvételiiket. Hasonlits 1 Ossze a Tween
80 jelenlétében mért calcein-AM felvételi kinetikat a verapamil ¢s a Na-azid kezelés

esetén kapott eredményekkel.

7. Végezze el a fenti kisérleteket a HL60-MRP sejtvonalon is. Tapasztalatait

magyarazza meg.
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A kromatin szerkezetének és a DNS replikdciéjanak

vizsgalata

I., Nukledris "halo" preparilisa

1. A kromatin szerkezete

A ¢él6 szervezetek orokitbanyaga, a DNS az eukariota sejtek esetében a sejtmagban

taldlhaté. Bér a diploid hum4n genom 6x10” bazisparbol 4ll, amely a DNS molekula

teljes relaxdci6ja estén mintegy 2 méter hosszii molekulét jelentene, a 46 kromoszéma a

pusztan 3-10 um &tmérdjii sejtmagban van. Ezt a nagymértékii méretcsdkkenést a DNS

molekuldknak kromatinszerkezetbe valé "bepakolasa” teszi lehetévé. A kromatint a
DNS molekulak alkotjak a hozzajuk kt6dd hiszton-, €s nem-hiszton jellegii fehérjékkel

. DXS

o

o

ay
N

e
Seaffold
30 nm-s xzolen

f?vmmmu

egyiitt. A kromatinszerkezetbe valé pakolds
alapvetd szerkezeti elemei a hisztonok.

2-2 molekula H2A, H2B, H3 és H4
hisztonmolekula a koréjiik tekeredé kb. 166 bp
DNS szakasszal egyiitt alkotjak az tugynevezett
nukleoszémakat, amelyeket kiilsnb6z6
hosszlsagt linker DNS és a H1 hiszton kot dssze
egymaéssal. A kromatinszdlnak  ezen a
szervezBdési szinten gydngyfiizér-szerli (beads-
on-a-string) megjelenése van. A kromatin azonban
a sejten beliil tovabb "pakolédik", és 25-35 nm
atmérdji  fonal-szert  format, ugynevezett

szolenoid struktirat képez. Ennek a szervezddési

szintnek a kialakuldsanak modja nem ismert pontosan. A kromatin magasabb rendii

szerkezetére jellemz6, hogy a kromatinszalhoz kapcsol6dé fehérjék segitségével a
szolenoid struktiira tovabb pakolédik 10-90 kb DNS-t tartalmazé hurkokba. A hurkok
alapjanal lévé DNS az n. scaffoldhoz, a kromoszémak fehérje-vazahoz kapcsolédik. A
hurkok tovabbi kondenziciés szinteken keresztiil épitik fel a kromoszémat.
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2. A nukledris "halo"

Ha permeabilizdlt membrand sejteket
emelkedé  koncentracidji  séoldatokba
helyezziik, elérheté a kromatint alkotd
fehérjék egy részének, tobbek kozott a
hisztonoknak kioldésa.

Ennek hatasara a DNS, megszabadulvan a
pakolasat biztositd fehérjék egy részétdl,
szétteril, és hurkok formajaban
kitiiremkedik a sejtmagbdl, ugynevezett
nukledris halo-t alkotva. A DNS a

scaffoldhoz kotédd szekvenciai révén

(SAR) a kromatin maradék fehérjevazéhoz
is kapcsolodik.

3. A DNS szuperhelikalis szerkezete

Cirkularis DNS molekuldk, valamint a végitknék rogzitett linedris DNS molekuldk
esetén a Watson-Crick-féle hélix hossztengelye koriil megtekeredhet, szuperhelikalis
szerkezetet (supercoil) létrehozva. Valdszinlileg az eukaridta kromatin 10-90 kb
hurkainak végei is rogzitve vannak a scaffoldhoz, és az eukaridta DNS feltehetleg
negativ (balmenetes) szuperhelikdlis szerkezetet vesz fel a kromatinon belil. A
szuperhelikalis szerkezet valdsziniileg szerepet jatszik a kromatin mikodésének
szabalyozésaban, valamint feltekervén a DNS-t, jelentdsen csékkenti annak hosszat.

A DNS molekulak festésére alkalmas az etidium-bromid, amely a DNS kettds spiraljaba
interkalalodik, és ezéltal fluoreszcencia kvantumhatasfoka megn6. Az interkalalodas
hatasara a DNS szerkezetében is valtozds torténik. A negativ  (balmenetes)
szuperhelikdlis szerkezetli DNS etidium-bromid hozzdadasinak hatasdra relaxalodik,
illetve nagyobb koncentrdcié esetén "taltekeredik", és pozitiv (jobbmenetes)

szuperhelikalis szerkezetet vesz fel.
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4. Gyakorlat: Nuklearis ""halo" vizsgalata

A gyakorlathoz HL-60 huméan sejtvonalat hasznalunk.

1., Szamolja meg a sejteket Biirker-kamra segitségével.

2., Citocentrifuga segitségével centrifugaljon 200 pl sejtszuszpenziot polilizinnel
boritott targylemezre (7 targylemezt készitsen ).

3., Tartsa a targylemezeket 10 masodpercig lizis pufferben (SOmM HEPES, 10 mM
MgCl,, 0,5 mM CaCl,, 0,22M szachardz, 0,5% NP-40, pH=7,8)

4., Tartson 5 targylemezt egyre emelked6 koncentraciéju NaCl oldatokban (0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8; 2M) 30-30 masodpercig, valamint 1 targylemezt kizardlag
2M-s NaCl oldatban.

5., Kezelje az egyik targylemezt 0,05 mg/ml DN-az I oldattal szobahémérsékleten 1
percig, egy masikat pedig 1 mg/ml DN-az oldattal 10 masodpercig. (puffer: 2M NaCl,
0,5 mM MgCl,, 10 mM TRIS, pH=7,4)

6., Ovatosan itassa le a folyadékot a targylemezrél a kiadott sziirGpapir segitségével

e ye s

percig

8., Vizsalja meg a mintakat fluoreszcencias mikroszkdp alatt.

Targylemez | Soéoldat (NaCl) Enzimatikus kezelés Etidium-bromid
koncentracio

1. - - 4 pg/ml

2. Koncentracio sor - 1 pg/ml

3. Koncentraci6 sor - 4 pg/ml

4. Koncentracid sor - 100 pg/ml

5. Koncentraci6 sor DN-4z I 0,05mg/ml 4 ng/ml

6. Koncentraci6 sor DN-4z 1 1 mg/ml 4 pg/ml
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Feladatok:

1., Figyelje meg a sejtmagok illetve a halo preparatumok méretét, illetve kiilalakjat a
kiilonb6z6 kezelések utan. Adjon magyarazatot a megfigyelt eltérésekre.

2., Mérje meg okular mikrométer segitségével a halo-preparatumok atmérdjét.

Becsiilje meg a DNS hurkok hosszat a 4. minta esetén, feltételezvén, hogy a DNS

relaxalt allapott, és 10 bp 36 nm-nek felel meg.

IL. Sejtosztodas nyomonkovetése a replikalodo DNS

bromodeoxyuridin jelolésével

1. Sejtosztodas, sejteiklus

seftosztodis  ———-drdk Az abréan egy atlagos eukaridta sejt sejtciklusa
18_% ;

lathat6. A DNS replikacioja az S fazisban, mig a
sejtosztédas az M fazisban torténik. Ennek
kovetkeztében a sejt az S fazis végén, valamint
a G2 fazisban a haploid genetikai allomany
négyszeresét tartalmazza, és csak az M fazis
végére all vissza a kiindulasi allapot. Aramlasi
citométer segitségével a DNS-t
sztochiometrikusan ~ jel6ld  festéket  (pl.:
propidium jodid) hasznalva egy sejtpopulacioban pontosan meg lehet hatarozni, hogy a
sejtek milyen hanyada volt a festés pillanataban a G;/G, fazisokban, illetve az S fazis
elején; valamint,hogy mely sejtek tartottak az S fazis végén, illetve a G2/M fazisokban.

Ha osztodo sejtek tenyészetéhez bromodeoxyuridint (timidin analég) adunk, akkor a
sejtek felveszik kornyezetiikkb6l a BrdU-t, és a timidin helyére beépitik a ndvekvo,
éppen szintetizalodo DNS molekulakba. Féloras jelolés hatdsara mindazon sejtek
tartalmazni fognak DNS molekuldba beépiilt BrdU-t, amelyek a jel6lés soran S fazisban
voltak. A BrdU jelenléte immunofluoreszcens mddszerekkel konnyen kimutathaté. Az S
fazisban levd sejtek ardnya egy adott sejtpopulacion beliil ezaltal fluoreszcens

mikroszkoppal, illetve dramlasi citométerrel meghatarozhato.
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A gyakorlaton a DNS-be beépiilt BrdU molekulakat anti-BrdU antitesttel, majd FITC-

cel jelolt masodlagos antitesttel mutatjuk ki.

2., Replikalodé DNS in vivo jelolése BrdU-val

1., Adjon sejtkulturaban novesztett HL-60 sejtek tenyészetéhez 10 uM BrdU-t, és
tenyéssze tovabb a sejteket 30 percig.

2., Citocentrifuga segitségével centrifugalja a sejteket targylemezre (800g, 10 perc).
Készitsen hasonlo preparatumot BrdU-val nem jel6lt sejtekbdl is.

3., Fixalja a sejteket 30 percig 70%-os etanolban szobahdmérsékleten.

4., Szaritsa meg a targylemezeket.

5., Helyezze a targylemezeket 0,07 M-s NaOH oldatba 2 percig.

Ez a kezelés részlegesen denaturalja a DNS szalakat, igy hozzaférhetove teszi a beépiilt
BrdU molekulakat az antitest szamara.

6., Mossa PBS-ben a lemezeket 2x.

7., Adjon 20 pl megfelelé aranyban higitott egér anti-BrdU-t a targylemezekre, és
inkubaljon 30 percig nedves kamréaban.

8., Mossa PBS-sel a targylemezeket.

9., Adjon 20 pl megfelelé aranyban higitott masodlagos antitestet (GAMIg-FITC), és
inkubaljon 30 percig nedves kamraban.

10., Fesse a lemezeket 0,04 pg/ml propidium jodiddal 1 percig.

11., Mossa a lemezeket desztillalt vizzel.

12., Az ugynevezett foto-elhalvanyitas jelenség csokkentése érdekében fedje le a
preparatumokat a kiadott "anti-fading" oldattal, majd helyezzen fed6lemezt a mintakra.
Feladatok:

1., Vizsgalja meg a preparatumokat floureszcens mikroszkoppal. Irja le, mit tapasztal.
2., Becsiilje meg a BrdU jelolés idején S fazisban levo sejtek aranyat a mikroszkopos

kép alapjan.
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DNS karosodas vizsgalata

DNS lanctorések

Az ionizal6 sugarzasok kovetkeztében 1étrej6vo sejt inaktivalédasban a DNS-t
ért sugarkarosodasnak elsddleges szerepe van. A sugérzas indukalta sejtpusztuls oka a
komplex DNS Iéziok kijavitasanak a hidnyaban vagy a hibak téves javitasaban
keresendd. Az ionizalé sugadrzasok 1 Gray (G) dozisa egy dtlagos diploid sejtben kb.
1000 db egyszalu és 25-40 db kétszalu térést eredményez, fiiggetleniil a sejtek tipusatol.
(Néhany fontosabb kivétel ez aldl, pl. a hipoxias sejt, vagy a glutationban szegény sejt.)
Ezen DNS karosodasokra adott sejtvalaszok viszont mar nagymértékben
kiilonbozhetnek a sejtek szdveti hovatartozasatol és a sejtek aktudlis allapotatol
fiiggben. A kiilonboz6 eredetii sejtek "bels6" sugarérzékenységében mutatott eltérések
értelmezésében nagy szerepet tulajdonitunk a sejtek DNS karositast kovetd DNS javitasi
képességekben mutatott kiilsnbségeknek. Ilyen tekintetben eltérések lehetnek, pl. a
sejtek DNS kijavitdé enzim miikddések hatasfokaban, vagy ezen enzimek
mennyiségében, stb.

DNS lanctoréseket nem csak ionizalé sugarzas hozhat létre. Hasonl6 primer

F ej Fluoreszcencia Cs évaF/uoreszcencia Fej Fluoreszcencia UdvarF[“oreszce"cm

Csova Fluoreszcencia

Csova index =d
F €] Fluoreszcencia + CsovaFluoreszcencia

1. dbra. A DNS kdrosodds mérése sejtenként
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<] Comet BB
*) Head ™
o Tall ™

2. dbra. Komit-esszé képi analizise

is. Ilyen hatasuak példaul az alkilalé szerek vagy a topoizomeraz 1 és II enzim gatlo
tumor ellenes gyogyszerek (kamptotekin, etopozid). A modern agrargazdalkodasban
széles korben hasznalt peszticidek és a herbicidek sokféle modon hato, széles spektrumu
vegyiilet csaladot alkotnak. Ismert, hogy tobb koziiliik DNS toréseket képes indukalni,
igy genetikai karosito hatasukon keresztiil akar a tumorok keletkezésében is szerepet

jatszhatnak, ha a kérnyezetiinkb6l megfelelé mennyiségben a szervezetiinkbe kertilnek.

Egyedi sejt gél elektroforézis (Comet assay)

J6 néhany mérési modszer ismeretes a DNS lanctorések mérésére. Ide
tartoznak példaul a konvencionalis és a pulzald-tér (pulsed field) gél elektroforézisen
alapuld modszerek, vagy példaul a DNS filter elicid, melyek kozos jellemzdje, hogy
mindegyik eljaras a sejtek nagyobb populacidit egyszerre képes csak vizsgalni. A
nagyobb mértékii apoptotikus DNS karosodas eejtszmtu mérésére a héld-essz¢é (halo
assay, halo - holdudvar) vagy az un. TUNEL-esszé haszhdlatos. Ostling és Johanson
1984-ben dolgozta ki a komit-esszét (comet assay, comet - istokos), melyet egyedi sejt
gél elektroforézisnek (single cell gel electrophoresis) is neveziink. Ez egy "mikrogél"
készitésen alapuld elektroforetikus eljaras, mely segitségével sejtenként lehetséges a
DNS kdrosodds vizsgalata. Az ionizald sugarzassal kezelt sejteket még folyékony
allapotu agaréz gélbe keverik, melyet utana targylemez feliiletére visznek vékony
rétegben. A beagyazott sejteket lizaljak (feltarjak), kioldjak bel6liik a membranokat és

75



3. abra. Kiilonboz6 mértékii DNS kdrosodasok képe egyedi sejt gél elektroforézissel
vizsgdlva

1. panel: nincsen karosodas (csova index < 1).

2. panel: karosodott sejt (csova index 6-60).

3. panel: igen nagy mértékii DNS karosodas: apoptotikus sejtmag (csova index > 60).
A képeken lathat6 vonal mérete 20 pm.

a fehérjéket. A gélben visszamarado magot elektroforetizaljak és DNS kot6 festékkel
festik a targylemezen. Az elektromos térbe helyezett sejtmagbdl a t6ltéssel rendelkezd
DNS darabokat a téreré "kihuzza", igy a karosodott DNS egy csova formajaban jelenik
meg a mag mellett. Az igy keletkezett mikroszkopos képeket hasznaljadk a DNS
karosodas mértékének a megitélésére. A moddszert a kapott kép alapjan nevezték el
comet assay-nek (comet - iistokos). Ostlingék azt talaltak, hogy a magbél kidramlé
DNS darabkak mennyisége aranyos volt a sejtekre leadott ionizalo sugarzas dézisaval.
A 80-as évek vége felé Singh modositott az eredeti eljarason, igy sokkal érzékenyebbé
valt a modszer. A 90-es években Olive és munkatarsai fejlesztették tovabb a technikat,
mely révén a DNS karosodas mértékének sejtciklus fiiggését is ki lehetett mérni. A
klinikai technikdk fejlédésével sugarterapian vagy kemoterapian atesett betegekbdl
nyert biopszias szovetekbdl is ki lehetett mutatni az ionizald sugarzas illetve a tumor
ellenes gyogyszerek hatasara (pl. a bleomycin) keletkezett DNS karosodast. A DNS
karosodas sejtenkénti mérésének eredményeképpen meg lehet allapitani, hogy milyen
homogén vagy heterogén a sejt karosodas. A sejtek tumor ellenes kezelésre adott

heterogén vélasza el6jelezhet, pl. terdpiara rezisztens sejtek kis populdcidjat, melyek
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4. dbra. A DNS kdrosodds mérése

Csova index gyakorisagi eloszlasok lathatoak a bal oldali paneleken. A jobb oldali
panelek a DNS karosodas mértékét (csova index) abrazoljak a DNS tartalom
fiiggvényében. Minden pont egy-egy sejtnek felel meg. Etopozid kezelt HL-60 sejtek
lathatoak az alsé paneleken. Hasonlitsa 6ssze Oket a fels§ paneleken 1évé kontroll
sejtekkel.

megjelenése kedvezdétleniil befolyasolhatja a kivanatos terapias hatast. Az eljaras
segitségével igy a sugarterapiak illetve tumor ellenes kemoterapiak varhato kimenetele
vizsgalhatd. A komit-esszé alkalmas a DNS karosodast javitd enzimek miikodésének
kinetikai vizsgalatara és kovetkeztetni lehet segitségével a genotoxicitasra is.

A DNS karositas mérése altalaban azon az elven alapszik, hogy a lanctorések
kovetkeztében csokken az egybefiiggd DNS molekulak mérete és igy azok
molekulatomege. Ehhez adédik még hozza az, hogy egyszalu és kétszali DNS
toréseknek dramatikus hatasa lehet a magasabb szintii kromatin szervezddésre a
"supercoiling" és a magba val6 szoros "becsomagolas” mértékének a megvaltoztatasa
révén. Az egyszala lanctérések érzékeny méréséhez a DNS molekula denaturalasara és
"kitekeredésére" van sziikség. A DNS molekula denaturalasanak, relaxalasanak és az
egyszalu lanctorések feltarasanak elGsegitésére a magas pH hasznalata (>12.3, NaOH
hozzéadasaval) az elterjedt. Az alkaliak hasznélata a ligos kémhatas segitségével az

u.n. alkali-labilis DNS 1éziok kimutatdsara is alkalmas.
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A komitok keletkezésekor a negativ t6ltési DNS torvégek és a DNS
fragmentek a pozitiv anod felé vandorolnak. Igy alapvetéen két f6 elv hatdrozza meg az
"{istokGsok" csovajanak a kialakulasat. A csova hossza novekszik a DNS karosodas
mértékének a ndvekedésével, de ez egy id6 utan elér egy maximumot, mely maximum
értékét elsédlegesen az elektroforézis koriilményei hataroznak meg (térerd, id6), és nem
csak a fragmentek mérete. Alacsony szintiit DNS karosodas esetén, a DNS hurkok nagy
valdszintséggel még csak egy-egy lanctorést szenvednek. Ebben az esetben a DNS
szabad torvégei a térer§ hatasara eltavolodnak a magtdl, de a torvégével tovahalado
DNS lanc egy id6 utan mint valami hir kifesziil a gélben, hiszen a DNS szal masik vége
még "kapaszkodik" a maghoz. Kis szamu torvég esetén tehat a rogziilt DNS fonalak
kifesziilése a jellemzGbb, nem pedig a kiilonalld kis méreti DNS fragmentumok
migracidja. Ilyenkor a csova egy keskeny szalagos format vesz fel (2. abra). Nagyobb
szamu lanctorés esetén az egyre kisebb méretii fragmentek egyre szabadabban képesek
eltavolodni a sejt magjatol, és szélsGséges esetben (pl. apoptotikus DNS karosodas
esetén) az listokos magja és a csova jol elkiiloniilnek egymastol (3. abra, 3. képe). A
csOva maghoz képesti fluoreszcencia intenzitasa felvilagositast nydjt a csovaba
vandorolt DNS mennyiségérél, és ezen keresztiil a lanctorések szamardl. A leirtak
alapjan tehat a kifesziil6 DNS fonalak és a tovahalad6 DNS fragmentek egyiittesen

hozzak 1étre a kvantifikalhato iistokés formatumot.

A DNS kdrosodds mérése sejtenként

A szamitogépes képfeldolgozo rendszerek lehetové teszik a DNS karosodas
preciz mérését (1. és 2. abra.) A kvantitativ analizis el8segitésére egy specialis
paramétert a "csova indexet" vezették be. A csova indexet megkapjuk, ha a fej és a
cs6va tomegkdzéppontjainak a tavolsagat megszorozzuk a csovaban 1év8 DNS-nek a
teljes DNS-hez viszonyitott aranyaval (1. és 3. abra). A cs6va index magaba foglalja
mind a kis méretii DNS fragmenteket jol jellemz6 elmozdulast a cséva hosszaban (d),
mind a csévaban 1év6 mobilis DNS mennyiségének jellemzésére szolgalo DNS aranyat.
A comet képkiértékeld szoftverekkel meghatarozhat6 az "iistokos" teljes fluoreszcencia
intenzitasa is, ami aranyos a sejt teljes DNS mennyiségével, és igy jellemzi a sejtnek a

sejtcikluson beliil elfoglalt helyét. A DNS tartalom és a DNS karosodas egyiittes
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meghatarozasa [ehetdve teszi kiilonbozd kezelések hatasara a sejteiklusen beldl [etrejout

egészen kis valtozasok statisztikailag megalapozott felderitését (4. abra.).

5. dbra. Apoptotikus sejtek komit és hélo-esszével vizsgdlva
A bal oldalon egy apoptotikus sejtmag komit-esszével késziilt képe. A jobb oldalon
két normal és egy apoptotikus sejtmagot latunk hélo-esszével vizsgalva.

Az etopozid kezeléssel és az apoptozissal kapcsolatos DNS

kdarosodas

A gyakorlat keretén beliil az etopozid DNS kérosité hatasat fogjuk vizsgalni.
a topoizomeraz Il enzim gatlasan keresztiil fejti ki hatasat oly mddon, hogy rogziti a
topoizomeraz enzim normal miikddése kovetkeztében atmenetileg keletkez6 DNS lanc
kettés toréseket (4. abra).

A programozott sejthalal vagy apoptozis a sejtciklus egy meghatarozott
program szerinti befejezését beindité folyamat, melyet kiilonb6z6 karositd kornyezeti
tényezok indukalhatnak. Ilyenek, pl. a fejezet elején emlitett ionizalé sugarzas vagy a
kemikaliak. Az apoptotikus program végsé fazisaban endogén nukleazokat aktival,
mely a kromatin hasitasat eredményezi. Ez a folyamat egy a teljes genomhoz képest

igen apro, 180-200 bazispar hosszisagu, oligo-nukleoszoma méretli DNS fragmenteket,
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pipetta v

“sejtek az LMP F
agaroz cseppben tér@lemez

1. 1épés 2. lépés

6. dbra. A sejtek targylemezre rétegzése

illetve azok egész szamu tobszoroseit eredményezi. A komit-esszé egy jellegzetes
apoptotikus DNS fragmentacios kép létrehozasaval képes azonositani az apoptotikus
sejteket. (5. abra bal oldali kép).

A kis molekulatomegii fragmentek igen gyorsan diffundalnak ki elektroforézis
nélkil is a mag teriitletér6l. Ezt a folyamatot hasznalja ki az un. apoptotikus hélo-essze,
amely segitségével az apoptotikus sejtek olyan mddon kiilonithetoek el, hogy a normalis
magot tartalmazé sejtek képéhez képest az apoptotikus sejtekben egy kisebb intenzitasu

mag koril egy diffuz DNS udvar jelenik meg. (5. abra bal oldali képe).

7. abra. Elektroforetikus tartdly.

80



Gyakorlati feladatok:

DNS kdrosodds vizsgélata: a DNS linctorések detektildsa egyedi sejteken

A gyakorlat célja kétsziki DNS lanctorések etopozid kezeléssel torténd indukalasa és a torések mennyiségének
sejtenkénti lathatova tésele HL-60 sejtekben egyedi sejt gél elektroforézis (comet assay - komit-esszé) és halo
assay (hélo-esszé) segitségével.

A komit-esszé rovid leirdsa: A sejteket agarozba agyazva targylemezre rétegezziik. A targylemezt a sejtekkel lizis
pufferbe tessziik, mely kezelés kioldja a citoplazma- és magmembrant, illetve denaturalja a fehérjék donto
tobbségét és a DNS-t Ezmtan a sejtek egy erGsen alkalikus (Futtato) pufferbe keriilnek, ahol a DNS tovabb
denaturalodik és igy a fchérje vesztett kromatin relaxalodik. Az elektroforézis soran elektromos erdteret
kapcsolva a gélre a sejtmaghan 1év6 negativ t5ltésiit DNS az andd irdanyaba mozdul. Adott térerd megfeleld ideig
torténd alkalmazasival a kiérosodott, azaz a lanctoréseket tartalmazd és kis molekula tomegii DNS elhagyja a
magot, csovat alkotva, mig a linctdréseket nem szenvedett, a genom méretével sszevetheté méretii egybefliggd
DNS lancok a mag teriiletérd]l nem képesek elmozdulni, 1étrehozva igy az ,,iistokos™ fejét. A magok a gélben
DNS kot6 festékkel valé megfestésiik utan mikroszkoppal vizsgalva tehat iistokos-szerii képzodmeényeket hoznak
létre (1. és 2. abra, ahomman az eljards neve szarmazik: comet - istokos). Megfeleld képanalizalé rendszer
segitségével a kapott alakzatok képi kiértékelése alapjan a DNS karosodis sejtenként kvantifikalhaté. A DNS
karosodas mértéke ardmyos besz a csova hosszaval illetve a csvaban talalhato DNS mennyiségével.

A halo assay (halo - holdudvar), egy modositott komit-esszé, mely soran a sejteket nem elektroforetizaljuk, csak
hagyjuk a karosodott DNS- a magbdl kidiffundilni. Ezen eljaras nagyobb mértékii DNS karosodis mérésére
hasznalt modszer. Kulondsen alkalmas apoptotikus DNS karosodas sejtenkénti lathatova tételére (5. abra).

Eljkészités:
A HL-60 scjicket egy nappal a gyakorlat el6tt 2.5x10°/ml koncentricioban friss médiumba
helyezzik (10ml/T25 tenyésztd flaska - 10% FCS RPMI-ben).

A gyakortat napjan 5 ml HL-60 scjtet készitink elo.

A gyakorlaton végrendé kisérieti protokoli:
1dé percben

1. Tegye az 1%-os LMP (Low Melting Point - alacsony olvadispontii) agarozt
tartalmazé eppendorf-csivet a 60 °C-os. (A melegitd a “Limfocitik és granulocitak
szeparalasa, sejtszamolds, secjtmagfestés” cimii gyakorlat gyakorlati helyén
taldlhaté. Az LMP agandz 60 °C-on valo megfeleld felolvasztisa kb. 15 percet vesz
igénybe.)

2. Szuszpendalja fel az elGkészitett sejteket, majd szamolja meg ket Biirker-
kamriban. A szimoliés menetét 1d. a “Limfocitik és granulocitak szeparalisa,
sejtszamolas, scjtmagfestés” cimi gyakorlatndl. A szdmolds ideje alatt
centrifugalja le a HL-60 sejteket 15 ml-es centrifuga csében 1200-as
fordulatszamon, 5 percig. Ontse le a feliliszot és a sejteket tartalmazo iledéket
kimélje meg. 15 15

3. Allitsa be a sqt koncentriciét 2x106/ml-re PBS felhasznilisival a
kovetkez6 modon: A megkimélt scjtes iledéket mutatdujjanak a fricskazasaval
szuszpendalja fel alaposan. Adjon a szamolt sejtszim alapjan kalkulalt megfeleld
térfogati PBS-t a sejtckhez, és szuszpendalja ismételten fel a sejteket. 5 20

4. A minimum 135 perces kiolvasztis utin rizza alaposan 6ssze a forrd 1%-os
LMP agarozt és tegye bele a csovecskét a 37 oC-os vizfiirdobe. Az agardzra a
késdbbiek sordn lesz sziikség.

5. Kezelje a HL-60 sejicket 272 uM etopoziddal, mig a kontrolt csak az olddszerrel
(alkohol) a kévetkezd médon:
Szamozzon meg 4 eppendorf csovet 1-t61 4-ig. Mérje bele a megjeldlt csdvekbe a
sejteket, a hordozit és az etopozidot az 1. tablazatnak megfeleloen. 5 25
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Inkubalja a sejteket 30 percig a 37 oC-os vizfiirdében. A hosszabb inkubalasok
alatt nézze meg az el6z6 csoportok altal elkészitett komit és hélo alakzatok képeit
a szamitogépen. Készitsen roluk intenzitas profilt a gyakorlat végén leirt
programok felhasznalasaval.

30

55

A targylemezek el6készitése (mintanként): Jeloljon meg 4 agaréz kezelt
targylemezt 1-t61 4-ig ceruzaval. Melegitse €l6 a megjelolt targylemezeket és 4
db 60x24mm-es fedélemezt a 37 °C-os vizfiird6ben 1évd fém feliiletre helyezve.
Jeloljon meg 4 db ) eppendorf csovet I-t6] IV-ig. Legalabb 3 percig melegitse a
targylemezeket és a csdveket a vizfiirdoben!

58

Pipettazzon 150 pl 37 °C-ra melegitett folyékony 1%-os LMP agardzt és 50 gl
sejt szuszpenziot az elémelegitett el6jel6lt eppendorf csdvekbe a mintik
jelolésével 6sszhangban. A csévek maradjanak a vizfiirddben végig! Dolgozzom
gyorsan az LMP agar6zzal, mert szobah6n azonnal megszilardul, és nem tudja
elvégezni megfelelSen a rétegzést! Minden sejtes mintahoz 1ij hegyet hasznaljon!

61

A targylemezeket egyenként készitse el a kovetkezoknek megfeleloem:
Pipetazassal keverje Gssze a sejteket az agarozzal. 80 pl-t pipettaizzon a
mintiknak megfeleléen jelolt elomelegitett targylemezekre a 6. abran latottak
alapjan az elomelegitett 60x24mm-es fedblemez segitségével. A fed6lemez
ovatos, de gyors targylemezre engedésével rétegezze a két iiveg feliilet kozé a
még folyékony LMP agaré6zt, mely a sejteket tartalmazza.

66

10.

Helyezze fed6lemezzel felfelé a tirgylemezt 1 percre a jégben 1évo hideg fémm
feliiletre, hogy a még folyékony agaréz megszilarduljon.

67

11.

Tavolitsa el a fedSlemezt 6vatos oldaliranyl elcsusztatassal, gy, hogy a
targylemezen maradjon az arra rétegzett agaroz. A fedélemezeket tegye a 37 oC-
os fém tartora!

69

12.

Rétegezzen az el6zdekhez hasonléan minden tirgylemezre egy masodik réteget
az 1%-os 37 °C hdmérsékletii LMP agar6zbol. Helyezze a targylemezt 1 percre a
jégben 1évo hideg fém feliiletre, hogy az agar6z megszilarduljon. Tavolitsa el a
fed6lemezt Svatos oldairanyu elcsusztatassal, ugy, hogy a targylemezen maradjom
a rarétegzett agaroz. A feddlemezeket tegye 37 °C-ra, mely kés6bb wjra sziikséges
lesz!
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13.

*Forditsa az #1 és #2 targylemezeket azok iires hatoldalaval egymasra, majd
helyezze bele 6ket 35 ml alkalikus lizis pufferbe egy 50 mi-es centrifuga csoben.
Ismételje meg az el6z6 lépest a #3 és #4 targylemezzel egy masik 50 ml-es
csoben.

80

14.

Inkubilja a targylemezeket a pufferben szobahdn 1 éran keresztiil.

140

15.

Vegye ki a targylemezeket a lizis pufferbdl, és élével meritve ovatosan, irassal
felfelé tegye bele Gket az elektroforetikus kadban 1év6 futtato pufferbe. Rendezze
el a targylemezeket a 7. abranak megfelelGen.

142

16.

Inkubiljon 15 percig a futtaté pufferben: DNS relaxalds.

157

17.

Vegye ki a #3 és #4 targylemezeket a futtato pufferbél, és a *-nal leirt médom
hatlapjukkal Gsszefektetve tegye bele a neutralizalo oldatba.

Elektroforetizalja az #1 és #2 targylemezen 1évo géleket: illitsa a fesziiltség
forrast Constant Current iizemmoédba, és allitsa az aramot 200 mA-re.

160

19.

Futtassa a gélt 15 percig, majd éllitsa le a futtatast a fesziiltség forrs
kikapcsolasaval.

15

175

20.

Vegye ki az #1 és #2 targylemezeket a futtato pufferbol, és a *-nal leirt médom
hatlapjukkal 6sszefektetve tegye bele a neutralizalé oldatba 5 percre a #3 és #4
targylemezek helyére.

180

21.

A targylemezeket a hideg fém lapon a hatlapjukra fektetve fedje le a sejteket 50
ul 20 pg/ml propidium jodid oldattal a 6. abranal lerajzolt modszert kovetve a
fedolemezek segitségével: DNS festés.

185

22.

Vizsgilja meg a sejtmagot fluoreszcens mikroszkop segitségével. Keressen a
latotérben komitet, hélot és intakt sejtmagot. A mikroszkopot zold gerjesztd
fénnyel hasznalja, a magok piros emissziét mutatnak.

10

195

23.

Készitsen képeket az alakzatokrol a kameréval. A Scionlmage program
segitségével vegyen fel intenzits profilokat az alakzatokrél.

10

205

24.

Rajzolja és irja le eredményeit a jegyzokonyvébe!

10

215
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Osszesen: 3 6ra
35 perc

Haszndljon gumikesztyiit minden 1épésnél, hogy a targylemezek és az oldatok DN4az mentesek maradjanak!

. HL-60 sejtek (2 x 10°cells/ml PBS-ben)
1. tablazat
Jeldlés Minta Sejtek Alkohol Etopozid
. i 1 | Etopozid 250 pl - 24l
Komit-esszé
2 | Kontroll 250 pl 2 ul -
. ] 3 | Etopozid 250 pl - 2.l
Hélo-esszé
4 | Kontroll 250 pl 2l -
Oldatok:
Alkalikus lizis puffer 2 x 35 ml gyakorlatonként
1 1% lauryl sulfate 10g (L-5125, SIGMA)
2 25MNaCl 146,1 g  (S-3014, SIGMA)
3 10 mM Tris (base) 1,21¢g (Trisma Base T-1503, SIGMA)
4 NaOH 6g (S-0899, SIGMA)
5 100 mM EDTA 37,22 g (E-5134, SIGMA, EDTA + 2xH,0)
6  Allitsa be a pH-t 10-re
7  Téltse fel 1 L-re HyO-el és kevertesse a kovetkezd napig. Szobahén tarolva
tetszéleges ideig felhasznélhato.
A hasznalat napjan adja hozza:
8 100 ml DMSO (10%, 1,28 M)
9 10 ml Triton-x-100 (1%, 16 mM)
Neutralizdlo oldat 35 ml gyakorlatonként
0.4M Trisma base 484g (Trisma Base T-1503, SIGMA)
Toltsd fel 1 L-re H,O-el
pH 7,5
Futtato puffer 500 ml gyakorlatonként
300 mM NaOH 24¢g (S-0899, SIGMA)
1 mM EDTA 0,744 ¢  (E-5134, SIGMA, EDTA + 2xH,0)
Toltsd fel 1 L-re H0-¢l
Etopozid (MW: 588,6) 4 ul gyakorlatonként
34 mM etopozid alkoholban
(20 mg/ml-es ampulla; Vepeside, Sandoz, Rueil Malmaison, France)
Propidium jodid 2 x 50 ul gyakorlatonként
20 pg/ml H,O-ben (SIGMA)
LMP agaroz 920 ul gyakorlatonként
1% LMP agar6z PBS-ben (SIGMA)
PBS 6 ml gyakorlatonként
Alkohol 4 ul gyakorlatonként
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Eszkoz sziikséglet:

Elektroforetizald tartaly

Egyenaramu fesziiltség forras megfeleld kabelekkel

37 °C-os vizfiird6

Centrifuga

60 °C-os melegitd (masik gyakorlatnal van!)
Fluoreszcens mikroszkoép

Jég, tartéban

Vizszintes hideg fém feliilet a jég tetejére helyezve
Vizszintes meleg fém feliilet a 37 °C-os vizfurddbe helyezve
Vizszintes fém feliileti allvany a targylemezek készitéséhez
200 és 10 pl-es illetve 1 ml-es pipettak

Uj 200 és 10 pl-es illetve mosott 1 ml-es pipetta hegyek
1 x 15 ml-es mosett centrifuga cso tartoval egyiitt

8 x 4j 1.5 ml-es eppendorf-cs6

6 x elojeldlt 50 ml-es centrifuga csé tartéval egyiitt

4 x agardz kezelt targylemez.

Az agaroz kezelt targylemez készitése a kovetkezd
modon torténik: meritse a Superfrost+ tipusi
targylemezeket 90-100 °C-os 1%-o0s H20-ben oldott
agardzba (nem LMP), majd szaritsa pormentes helyen.
Térolas 100-as miianyag tartokban. A targylemez
felszinén az agar réteget meg kell kimélni! Szobahén
tetszOleges ideig tarolhato!

4 x 60x24-mm fedolemez

3 x Gumikesztyii

Csipesz

Papir vatta felvagva, tartoban

Minden el6készitendd targy talcan legyen!

A képek kiértékelésekor hasznalt programok és meniipontok sorrendje:

Hasznalando programok:

Program mentipontok sorrendje:

Olimpus C-w95 Scionlmage
Camera File
Camera Control Open: .bmp
Take Picture

- Options
File Scale to Fit Window
Save as: .bmp +

kiterjesztésd falj
Process
Enhance Contrast

Tools
Line tool: huzzon egy vonalat a
kiértékelendé alakzaton keresztiil

Analyze
Plot profile
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