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El6szé

A kemotaxis az egészséges és beteg szervezet egyik legalapvetobb sejtélet-
tani reakciéja, tanulmanyozasa a XXI. szazad kutatdja szamara s elkeriilhe-
tetlen.

Sejtbiologusok, immunoldégusok, a molekularis biolégiaval és genetikaval
foglalkozé kutatok nagy szama vizsgalja a prokariétak és eukariotak, sok
tekintetben még ma is meglepetésekkel kecsegtet6 migracios jelenségeit.
Tudjuk, hogy vizsgalataink csupan akkor lehetnek a szé tudomanyos ér-
telmében is eredményesnek mondhatdok, ha az alkalmazott modszerek jol
megvalasztottak, a vizsgalt modell és jelenség szempontjabdl egyarant
megfeleléek. A jelen munka célja éppen ezért a kemotaxis, illetve egyéb
migraciés jelenségek elemzésére rendelkezésre allé technikak sokasagaban
valé eligazodas megkonnyitése volt, ezt célozzak a rovid elméleti atte-
kinté részben és a kemotaxis vizsgalatok elméleti megfontolasairdl irottak
éppugy, mint a moéddszertani kitekintés, illetve a Fiiggelék aprolékosabb
technikai leirasai. A szerz6 reméli, hogy e munkaval nem csupan a mar
kemotaxis vizsgalatok irant elkotelezett kutatoknak sikeriil segiteni egyes
problémak megoldasaban, de tobb, eddig a kemotaxissal nem foglalkozé

kutato is kedvet kap ennek az érdekes kutatasi teriletnek a m(ivelésére.

A szerzé
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|. Bevezetés

A kemotaxis kutatasanak kezdetei a XIX. szazad végére teheték. Magat a je-
lenséget a XVIII. szazad elején, mar a fénymikroszkdép egyik kidolgozéja a
németalfoldi Leeuwenhoek is észlelte, azonban tudomanyos igényul leirasat
Engelmann (1881) és Pfeffer (1884) adtak baktériumokban [1, 2], majd
Jennings (1906) csillés eukariotakban [3, 4]. Mecsnyikov orosz tudés a fehér-
vérsejtek vizsgdlata soran szintén tudomanyos alapossaggal vizsgalta a je-
lenséget (1908), mint az altala szintén elemzett fagocitézis egyik el6készitd
[épését [5].

Ezt kovetden, a folyamat bioldgiai és klinikai fontossaganak mind tobb ele-
mét ismerték fel, és az 1920-1930-as évek a kemotaxis kutatasok elsé vi-
ragkorat jelentették. A mind a mai napig alkalmazott alapvetd definiciék jo
részének megfogalmazasa és szamos bioldgiai és klinikai modell behatobb
vizsgalata is ekkorra tehetd. A kisérletek elvégzése szempontjabdl alapvetd
felismerések leirasat kovetéen kiemelkedének mondhaté Harris munkassaga
az 1950-es években. A kemotaxis szempontjabdl modell-sejtnek tekinthet6
objektumok (pl. neutrofil granulocita, monocita) jellemzése mellett a kemo-
taxis vizsgalatok mindségi kontrollja terén fogalmazott meg alapvetd elveket
[6, 71.

A modern sejtbiolégia és a biokémia eszkoztaranak kibdviilése az 1960-
1970-es évek tajan ezen a teriileten is attorést eredményezett. Ez nem csu-
pan abban jelentett Ujat, hogy a kemotaxis effektor mechanizmusainak (pl.

sejtvaz mikodése) molekularis alapjait lehetett mar magas szinten elemezni,
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egyre nagyobb részletességgel leirni. Ezek kozott is kiemelkedének tekint-
hetjik a bakteridlis kemotaxis szignalizaciés folyamatainak Adler altal az
1970-es években leirt folyamatat, melyben a receptor-ligand kapcsolédasa-
tol egészen az effektor mechanizmusig |épésrél-lépésre sikeriilt feltarni a
prokaridta kemotaxis intracellularis szignalizacios folyamatait [8].

A korszerl proteinkémia gyors fejlédése e téren is éreztette hatasat, lehetévé
téve a kemotaktikusan aktiv ligandok mind jobb jellemzését és azok hatasa-
nak molekulaszerkezettdl fliggé elemzését egyarant.

Fenti periddus végétdl szinte folyamatosnak tekintheté a kemotaxis, mint
érzékeny sejtfiziologiai valaszreakcié mérésének alkalmazasa a sejtbiolégiai
vizsgalatok soran. Népszerliségét tovabb fokozta, hogy a molekularis geneti-
kai vizsgalatok egyre boviil6 eszkdztaranak segitségével sikerilt ravilagitani
a szignalizacié gén szinten megdrzott, altalanos mechanizmusaira (Id. az
egyes bakterialis Che-proteinek filogenetikailag mego6rzott volta) és egyes a
kemotaxis kivaltasaban fontos receptor-csaladok jelentéségére egészséges
és koéros allapotokban (Id. CC és CXC receptorok kértani szerepe). E vizsgala-
tok eredményeként az addig mar szamos esetben leirt és kemotaktikus po-
tenciallal rendelkez6 citokin molekulak egy csoportjat ,kemokin” néven kil6-
nitették el, majd ezek receptorainak szisztematikus vizsgalata és osztalyokba
sorolasa kovetett, s ez a munka mind a mai napig valtozatlan aktivitassal fo-

lyik.
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1.1 dbra A kemotaxis-kutatds torténetének fontos szakaszai és kiemelkedo szemé-

lyiségei

A fentiekben emlitett rovid torténeti attekintés is sejteti, hogy a kemotaxis
esetében egy olyan bioldgiai és klinika szempontbdl egyarant fontos jelen-
ségrdl van sz6 melynek altalanos érvényét, annak a megtermékenyitésben
vagy tapanyag molekulak megkozelitésében, illetve a gyulladasban vagy a
tumorok attétképzésben betdltott szerepével csupan jelezni lehet.

Az emlitett kemotaktikus aktivitasok és szamos mas kemotaxishoz kotott
valasz tanulmanyozasaban - mint a kisérletes tudomanyagak mindegyikében
- nagy, sokszor az elemzdk altal nem is kelléen értékelt szerep jut az alkal-
mazott technikanak, amellyel az egyes reakciok mérhetévé tehetok. A kisér-
letes uton nyert eredmények értelmezése, pedig sok esetben fligg attol, hogy
a modell-sejtnek megfelel6 technikat alkalmazza-e a kutato, illetve ismeri-e
az alkalmazott modszer hatarait. A kemotaxis kutatasa mar térténeti okokbol
is szamos technika kidolgozasara adott lehetéséget, s mind a mai napig

évente tobb Uj mddszer bevezetésérdl szamol be a szakirodalom. Ugyan a



muiszaki fejlédésnek kdészonhetéen mind Ujabb és jobbnak itélt médszerek-
kel talalkozunk, itt sem lehetiink mindig biztosak abban, hogy a legujabb,
,legdragabb” modszer feltétlenil a legalkalmasabb is a feltett kérdés megva-
laszolasara.

Alabbi munkankban arra vallalkozunk, hogy attekintést adjunk a kemotaxis
kutatasok e specialis szeletérdl - a kemotaxis mérésére alkalmazott médsze-
rek széles skalajanak bemutatasaval. Célunk, hogy a kemotaxis fogalomko-
rébe tartozo kérdések rovid attekintése utan a moddszerek attekintésekor a
legalapvetébb technikai paraméterek megemlitése mellett a mddszerek al-
kalmazasanak hatarait is jelezziik. A munka végén pedig a mindennapi labo-
ratériumi gyakorlat soran dsszegyljtott tapasztalatok gydjteményével igyek-
szlink hozzajarulni ahhoz, hogy az olvas6 ne csupan irodalmi ismereteit b6-
vithesse a kemotaxis mérése terén, de annak gyakorlati kivitelezésében is

sikeresen mikodhessen.



Il. Definicidk, alapfogalmak

Az alabbi alapfogalmak ismerete elengedhetetleniil sziikséges a kemotaxis
és kisér6 jelenségeinek vizsgalata soran, valamint az alkalmazott modellsej-

tek valaszreakcidinak értékelésekor.

1. A sejtmozgas fé tipusai

1.1 Migracié

A specifikus szignal érzékelésére képes sejt elmozdulasa. A fogalom altala-
nos érvényli, nem ad informaciot arrél, hogy a sejtmozgas mennyiben filigg a
kivalté molekula koncentraciojatol és arra sem utal, hogy a mozgasra jellem-

z6 mindségqi, illetve mennyiségi jegyek valtoztak-e, s ha igen, hogyan.

1.2 Kemokinezis

Az onall6 mozgasra képes sejteknek a kornyezetiikben feloldott anyagok
hatasara torténd elmozdulasa. Iranya nem fiigg a mozgast kivalté kémia
anyag koncentracié-gradiensétdl, nem-vektorialis, hanem random mozgas-

elemek sorozata.

1.3 Kemotaxis

Az onallé mozgasra képes sejt mozgasanak megvaltozasat itt is a kornye-
zetben oldott molekulak valtjak ki, azonban itt a mozgas mindségi és meny-
sa (gradiens) befolyasolja. Ennek megfelel6en beszéliink pozitiv kemotaxis-

rol, mely rendszerint a ndvekvé gradiens iranyaba torténé elmozdulas, mig
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ennek negativ formaja a koncentracié gradiens csokkenése iranyaba torténik.
A pozitiv kemotaxist kivalté anyagokat kemoattraktansoknak, mig a negativ

valaszt kivaltékat kemorepellens anyagoknak nevezziik.

1.4 Nekrotaxis
A kemotaxis egyik specialis formaja, melyben az elpusztult sejtekbdl kisza-
baduld, bioldgiailag aktiv anyagok hatnak attraktans, vagy repellens médon a

kornyezo sejtekre.

1.5 Haptotaxis

A klasszikus kemotaxistdl eltér6 mozgas, melyet a szervezet egyes szoveti
tereiben talalhaté felszinekhez asszocialédott molekulak gradiense valt ki.
Ebben az esetben tehat - a kemotaxistél eltéréen - a mozgast kivalté ligand
nem a folyadéktérben alakit ki gradienst, hanem egy felllethez kototten, és
az idében lényegesen allanddébb. A jelenség felismerése Uj tavlatokat nyitott
a kemotaxis kutatas terén, mivel a kemotaxis szempontjabdl indifferens sz6-
veti terek sejtjeirdl sikerilt bebizonyitani, hogy azok is képesek koncentra-

cié-gradiens altal iranyitott elmozdulasra.

2. Citoszkeleton

A sejtvazat harom f6 szerkezeti elem alkotja: a mikrotubulusok, a
mikrofilamentumok és az intermedier filamentumok. Ezek ugyan kulonallo
rendszereket alkotnak, azonban komplex halézatkénti miikodtetésiik elen-

gedhetetlen a sejt mozgasjelenségei soran. Az egyes komponensek kodzott
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kapcsolat megteremtését egy negyedik szerkezeti elem, a motorproteinek

teszik lehetové.

2.1 Prokariotak sejtvaza

A modern sejtbioldgia, illetve a mikrobioldgia alapos kutatasai és tobb Uj
technika bevezetésének kdoszonhetéen csupan néhany évvel ezelbttre tehetd
annak a fordulépontnak az ideje, amikor sikerilt prokariéta sejtek esetében
is kimutatni az eukariota sejtek vazanak két jol ismert és nagy mennyiségben
megtalalhaté elemét, illetve azok rokon molekulait. EI6sz6r 1991-ben a bak-
tériumok sejtosztédasanal kialakuld gylri alaku képletbdl sikerilt izolalni az
FtsZ névre keresztelt homoldgot, mely magas foklu szerkezeti homoldgiat
mutat a tubulinnal [9]. Ezt kOvette a MreB leirasa, mely szerkezetét tekintve
kozeli homolégja a G aktinnak, s polimerizalodé képessége folytan az

eukariotakban fellelheté formahoz hasonlé szerepet tud betdlteni. [10].

2.2 Mikrotubulusok

E csOszerl képzédmények, a- és B-tubulinokbdl allé heterodimerek 6ssze-
kapcsolédasaval jonnek létre. Ezek el6szor protofilamentumokat alkotnak,
majd 13 protofilamentum létrehozza a pozitiv és negativ véggel rendelkezé
mikrotubulusokat. A mikrotubulusok felépitése soran megfigyelhet6é polime-
rizacio, illetve depolimerizacié kovetkeztében pozitiv és negativ polust kii-
[6nboztetiink meg. A felépllés kezdete a tubulin fehérje-csalad egy harma-
dik tagjanak, a y-tubulinnak a jelenlétéhez kotott, mely az u.n. nukleacios
helyeken teszi lehet6vé a tovabbi a- és B-tubulinok kotédését. Maga a poli-
merizacié GTP energiajat igényli, mely a dimer bekdtédését kovetéen GDP-re
hidrolizal. A mikrotubulusokhoz kapcsolodo fehérjéket (MAP-ok) két nagy

csoportba sorolhatjuk: (i) a polimerizaciot és depolimerizaciot szabalyozo
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proteinek (tau, MAP2), és (ii) az u.n. mikrotubulus motorfehérjék (kinezin,
dinein). Utébbi fehérjék segitik a mikrotubulusok egymason torténdé elmoz-
dulasat, valamint kilonb6z6 molekulakat, vezikulumokat képesek megkdotni

és szallitani.

2.3 Mikrofilamentumok

A mikrofilamentumokat két F (fibrillaris) aktin hélixszerld 0Osszetekeredése
hozza létre. Az F aktin G (globularis) aktin monomerekbdl épul fel. A
mikrofilamentumok a mikrotubulusokhoz hasonléan szintén rendelkeznek
pozitiv és negativ véggel, mely jelzi felépllésik dinamizmusat: a pozitiv vég
itt is a feléplil6 molekula része, mig a negativ polus a levalé G aktin moleku-
lakkal megrovidiilé véget jelenti. A mikrofilamentumokhoz kapcsolodo fe-
hérjék egy része magat a fent leirt folyamatot szabalyozza. llyen, pl. a poli-
merizacio- depolarizaciéot szabalyozo profilin, mely a timozin és a membran
foszfolipidjeinek segitségével vesz részt e folyamat katalizalasaban. A
filamentumok szervezédésében szerepet jatszé fehérjék (pl. alfa-aktinin,
fimbrin, spektrin, gelzolin), a mikrofilamentumokbdl allé6 kotegek kialakita-
saban illetve polaritasuk meghatarozasaban vesznek részt. Ezen kivil e fe-
hérjék szabalyozzak a membranhoz valé kapcsolédasat és a hossziranyu no-
vekedését is e citoszkeletalis elemnek. A  miozin-csalad a
mikrofilamentumokhoz kapcsolodd motor fehérjék nagy csoportja (aktin-
motorok). Ezek egysejtliektdél az emberi sejtekig fellelhetok, azonban mind
alosztalyaik eltéré tulajdonsagai, mind a sejtmozgasban betoltott szerepiik
jelentésen eltér6 lehet a filogenezis egyes fokait reprezentald sejtek eseté-

ben (Id. miozin | és Il intracellularis eloszlasa).
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A fentiekben vazolt szerkezeti elemek teszik lehetévé, hogy az aktin
filamentumok kétdimenziés kotegekbe, vagy haromdimenzidos halézatokba
rendezddjenek a sejtmembran alatt, s igy meghatarozé szerepiik lehessen a
sejt alakjanak, a membran stabilitasanak létrehozasaban, oszt6doé sejtekben
pedig a citoplazma kettéosztédasaban.

A kornyezeti hatasokra a sejt mind az alakjat, mind az extracellularis matrix
molekulakhoz val6é kapcsolédasat megvaltoztatja. E valtozasok soran a sejt-
vaz elemeinek atrendezdédése kovetkezik be, melyben az aktin-vaz atalaku-
lasa igen fontos. Az egyik legszembetlin6bb valtozas, mely egysejtliekben
éppugy felfedezhetd, mint emberi fehérvérsejtek, vagy keratinocitak eseté-
ben az amé6boid mozgas, illetve annak alapveté mozgatdé eleme az allabak
kialakitasa. A sejtek membran alatti, U.n. kortikalis aktin vaza meghatarozo
szerepet tolt be az eltér6é morfoldgiaju allabak (Id. lobopddium, filopédium,

lamellopédium, retikulopodium stb.) kialakitasaban.

2.4 Intermedier filamentumok

Az el6z6 két pontban ismertetett sejtalkoték (mikrotubulusok és
mikrofilamentumok) mechanikai adottsagai jelentésen eltérnek. Plaszticita-
suk és nyujtasi szilardsaguk terén éppen ellentétes jellemzdik miatt, ha csu-
pan e két elem adna a sejt vazat annak kilsé és bels6 hatasokra valé dinami-
kus valaszkészsége jelentés mértékben korlatozott lenne, hiszen mig a
mikrotubularis rendszer kis er6behatast tud csak elviselni, nagy alakvaltozas
mellett, addig a mikrofilamentumok sokkal er6sebbek, am az alakvaltozas
tekintetében rigidebbnek bizonyulnak. A két elem felhasznalasaval megold-
hatatlannak tliné ellentétet hidalja at az intermedier filamentumok rendsze-

re. (Neviiket nem errél a funkciorol, hanem méretiik koztes voltardl kaptak)
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Az intermedier filamentumok a sejtben jol kiterjedt hal6zatot alkotnak, gyak-
ran a sejtmag koril, ahonnan a sejt periféridja felé terjedve a plazmamemb-
rannal létesitenek kapcsolatot, sokszor éppen a sejtkapcsolé strukturak teri-
letén. Ezek a sejtvaz kevésbé dinamikus elemei, els6sorban a sejt alakjanak
stabilizalasaban jatszanak szerepet. Az aktin filamentumokhoz és a
mikrotubulusokhoz hasonléan, az intermedier filamentumok is protein mo-
nomerekbdl épililnek fel, ezek azonban nem globularis fehérjék, hanem
hosszu fibrozus molekulak, amelyek harom jol elkiloniilé doménnel rendel-
keznek. Egy N-terminalis feji, egy C-terminalis farki résszel, és a kett6 ko-
zott elhelyezkedd ,rudszerd” doménnel, amely a-helikalis szerkezet( és hét
aminosav motivum tandem ismétl6désébdl all. Négy, glikozilalt monomer
0sszeépilésébdl jon létre a protofilamentum, melybdl végil nyolc darab 6sz-
szekapcsolodasa alakitja ki az intermedier filamentumot. Egyes tipusaik
szamos keresztkotés létesitésére képesek, mig mas tipusokon alig talalunk
ilyen szerkezeti elemeket jelezve ezek eltér6 intracellularis funkciéit. A sejt-
ben 6nallé6 halézatokat alkotnak, melyet az is hangsulyoz, hogy sem eltéré
intermedier filametumokkal, sem mas, sejtvazat alkoté fehérjével nem kap-
csoldédnak. Egy masik fontos eltérés az intermedier filamentumok és a ma-
sik két sejtvazalkoté kozott, hogy az intermedier filamentumok monomerjei
sejt, illetve szovetspecifikusak pl. hamsejtekben citokeratin, kotészoveti sej-
tekben vimentin, izomszoveti sejtekben dezmin az intermedier filamentumot
alkoté legfontosabb fehérje. Lényeges kiilonbség még, hogy sem a monome-
reknek, sem az 6sszeépiilé nagyobb egységeknek nincs az eddigiekben tar-
gyaltakhoz hasonlé polaritasuk, felépiilésiik dinamizmusa is nagyban eltér

azokétol.
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3. A sejtmembran vazrendszere

A sejtmozgasok szempontjabdl igen fontos a sejtmembran kapcsolédasa a
citoszkeletonhoz, illetve a sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatok. A kapcsolat a
résztvevé molekulakat tekintve lehet homofil, heterofil, illetve kapcsoléodhat-
nak egy harmadik, extracellularis matrix elem koézbeiktatasaval is. E vaz ki-
alakitasaban fontos szerep jut azoknak a fehérjéknek, amelyek a membran
alatti vaz kihorgonyzasaban vesznek részt.

Ilyen membranproteinek példaul az /integrinek. Ezek a fehérjék o és B alegy-
ségbdl allnak. Az o alegység extracellularis térbe nyulo részén kalcium, illet-
ve magnézium-koté helyek talalhaték. Szamos integrin a kemotaxisban is
fontos szerepet jatszik. Ezek a sejt szabad extracellularis felszinén
fibronektinek, laminin vagy kollagén kotédését teszik lehetévé, mely kotések
kialakitasaban a peptidek RGD vagy RGDS szekvenciai lényegesek. Az
intracellularis térben az integrineket egy tobb fehérjébdl allé kapcsolé komp-
lex (talin, vinculin, tensin, alfa aktinin) horgonyozza ki az aktin halézathoz.

A cadherinek csaladjanak a sejtek kozotti kapcsolatok kialakitasaban fontos
szerep jut. Egymassal kapcsolodva alkotjak a sejt-sejt kozotti
dezmoszdémalis kapcsolatokat, mig intracellularisan ezek is egy tobb fehérjé-
bdl (Id. plaktoglobinok, dezmoplakinok) allé kapcsolé elem, a plakk segitsé-
gével kapcsolodnak az aktin halézathoz.

A szelektinek az extracellularisan elhelyezkeddé szénhidratlancok specifikus
felismerésére és kotésére képesek. Harom f6, eltéré szovetspecifitast mutato
tipusuk (E-, L-és P-szelektin) mindegyike meghatarozé szerepet jatszik a

kemotaktikus folyamatokban.
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Az immunglobulin szupercsaldd egyes, a felszini membran extracellularis
felszinén megjelend tagjait is a sejtmembran kapcsolé strukturaiként tartjak
szamon. Szintén fontos jellemzdjik a szovetspecifitas, és az, hogy a fejlédés
mas-mas szakaszaiban expresszalédnak. Egyarant részt vesznek az MHC | és
MHC Il B2-mikroglobulin, a CD8 és egyes citokin receptorok felépitésében.

(A fenti felsorolasban csupan a leggyakrabban el6fordulé kapcsolé moleku-
lakra utaltunk, azonban szamos egyéb integrans membranfehérjét ismerink,
mely kihorgonyzasi pontként szolgal a membran citoszkeleton szamara.)

A sejtmembran  extracellularis felszinén elhelyezkedé  molekulak
extracellularis, U.n. matrix partner molekuldi kézil mar emlitettiink néha-
nyat. A dimer glikoprotein fibronektinek mellett, fontos szerep jut a
glukézaminoglikanoknak (GAG) pl. heparan-szulfat, keratin-szulfat,
kondroitin-szulfat, egyes "core proteinek”. E molekuldk sok esetben a sejt
szignalizaciés rendszerének részei, mivel koreceptorokként muikodhetnek.
Ezen tul, kuléndsen a sejtek auto- és parakrin szabalyozasi folyamataiban
képesek a szecernalt szignal molekulak aktivitasanak médositasara, e mole-
kulak immobilizalasara is. Fentiek révén jelentds szerep jut e molekulaknak a

sejtmozgas kivitelezése mellett, egyes szabalyozasi folyamatokban is.
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4. A sejtmozgas alapjelenségei

Az alabbiakban a sejtmozgas harom f6 megnyilvanulasi formajanak a
prokaridta csillés mozgasnak és az eukariéta sejtekre jellemzé amdboid és a
csillés-ostoros mozgasnak legfontosabb ismérveit gyljtottiik 6ssze - a tel-
jesség igénye nélkil. Habar jelen keretek kézott a téma nagysaga meghaladja
az egyes mozgasformak részletes elemzését, nem is beszélve az egyéb, féleg
alacsonyabb filogenetikai szinteken jelentkezé formak (pl. ciklozis, sejt-
izommal térténé mozgas) targyalasarol fontosnak érezzik e kérdések folva-
zolasaval jelezni a késébbiekben targyalasra keriil6 egyes vizsgalati formak

elméleti, sejtbioldgiai hatterét.

4.1 A prokariétak mozgasa

Mar az élélények e csoportjaban elmondhatd, hogy - az eukaridta sejtekhez
hasonléan - korantsem minden sejttipus képes helyvaltoztat6 mozgas vég-
zésére. A sejteknek csupan az a csoportja képes erre, melyek a sejt méretét
is sokszor meghaladd hosszusagu, egy (monotrich) vagy tobb flagellummal
rendelkeznek, melyek tobb flagellum esetén a sejt egyik poélusan (ld.
lopotrich) vagy a sejt egész felszinét beboritva (Id. peritrich) helyezkednek el.
A bakterialis flagellumot 30-60 kD-os flagellin fehérje molekulak épitik fel,
melyek C- és N-terminalis végei nagy konzervaltsagot mutatnak, mig a mo-
lekulak bels6 szerkezetében variabilitas figyelheté meg. A flagellinek polime-
rizacioja révén kialakuld pentahelikalis szerkezet képezi a flagellum kb. 20

nm atmérdji Ureges falat. A falgellum sejtmembran kozeli része a flagellin

« s
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mechanikai szempontbol is eltérd, er6sebb komponens, a forgd mozgast
végzd képlet bazisat adja. A flagellum mozgasat generalé és iranyité képlet a
sejtmembrant atér6é bazalis test, mely csupan nevében egyezik az eukariéta

csillo/ostor esetében leirt komponenssel (4.1 abra).

&
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FlgH
lipopoliszacharidok — L-gydiru : Flgl
peptidoglikinok ~ — P-gydirii I FlgC

I
sejtmembran — MS-gylrik ——— ! FliF
[] .
|
FliM
C-gyiiri —
FIiN

®

© Kohidai, L. 2007.

4.1 dbra Baktérium flagellumdnak bazdlis testének szerkezete és az azt felépito
fobb flagellaris proteinek.
Amint az abra is mutatja a tdbb rétegben szamos fehérjébdl felépiilé képlet a
bakterialis sejtmembran/sejtfal egyes rétegeivel alakit ki kapcsolatot. Annak
megfeleléen, hogy Gram negativ vagy Gram pozitiv sejtrél van sz6 4 (L, P, M,
S) vagy csak 2 (M, S) gydrik alkotjak. Magat a flagellum kdzvetlen mozgatd
apparatusanak kulsé allé tagjat az u.n. statort az abran sziirke szinnel jelzett
és 11 korkorosen elhelyezkedd, egységenként 2 MotA és 4 MotB fehérje
komplexébdl felépulé gyldrd adja. E gydrd  MotB  tagjainak
protonalhato/deprotonalhaté helyei a MotA fehérjékkel egyitt a gytrd 9,

protonok ateresztésére képes, transzmembran szegmensét alkotjak. A forgo
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mozgasra képes U.n. rotort az abran narancsszinnel jeldlt C gydrd MS gyr(i-
vel alkotott egysége képezi. A flagellum tényleges mozgasanak iranyat a
stator és rotor kozott athaladé, a sejten belili szignalizacios folyamatok (ld.
alabb) eredményeként kialakulé H+ (egyes esetekben Nat) aramlas iranya
szabja meg. A protonok sejtbe torténd bevandorlasa a flagellum éramutaté
jarasaval ellentétes iranyud (CCW=counter clockwise) forgasat eredményezi,
mely a sejtek egyenes iranyl mozgasat okozza. Az ezzel ellentétes, tehat az
Oramutatd jarasaval megegyez6 iranyd mozgas (CW=clockwise) a sejtek
mozgasallapotaban orientalédasi ciklusként is értékelt bukdacsoldé (uU.n.
tumbling) mozgasat eredményezi. Ugyan a rotor forgasanak frekvenciaja igen
magas értéket is elérhet (6000-17000 rom), azonban ennek csak toredéke
adédik at ténylegesen a flagellumra, annak forgasi frekvenciaja 200-1000
rom. Maga a flagellumok altal biztositott mozgds sebességének (kb.

50um/mp) hatékonysaga azonban a testmérethez viszonyitott aranyokat is

véve meghokkenté.

Sebesség Sebesség
(km/0) (testhossz/mp)
Gepard 111 25
Ember 37.5 5.4
Baktérium 0.00015 10

4.] tdbldzat Baktérium uszdsi sebességének ésszehasonlitisa

4.2 Az eukariéta sejtek mozgasa

4.2.1 Améboid mozgas
Az am6boid mozgast végzo sejtek citoplazmajara jellemzé annak rétegezett-

sége. Ennek fontos része a mar el6z6ekben is emlitett kilsé u.n. ektoplazma,
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melyben aktin molekulak halézata talalhat6. Az ez alatti tér az u.n.
endoplazma, melynek kiilsé hatarolé fellletén fibrillaris molekulak jelennek
meg. A sejtekben a megfelel6 stimulus hatasara e két réteg hatarfeliiletén
[évé molekulak kozott alakul ki kapcsolat, a globularis és fibrillaris fehérjék,
kalcium jelenlétében és ATP szolgaltatta energia révén elcsusznak egymason
(Id. ,sliding” jelensége). Fenti folyamatnak kdészénhetd, hogy az ujonnan ki-
alakulé allab belsejébe Ujabb és Ujabb endoplazma tomegek keriilnek el6se-
gitve az allab tomegének novekedését, és a polarizalt citoplazma szerkezet-
képzésével a sejtek migracidja megindul az adott irdnyba. Természetesen a
fenti ,szokékut mechanizmus”-nak is nevezett folyamat csak egy komponen-
se egy joval dsszetettebb lépéssornak, hiszen az amdéboid mozgas kialakula-
sa szilard felszinhez kotott, igy a membran és e felszin kozotti kapcsolatok
kialakulasa is fontos szereppel bir. A sejt szilard aljzathoz rogzilése adhézi-
o0s plakkok segitségével torténik, melyekben integrinek és az azokhoz kap-
csolodo intracellularis stressz filamentumok jatszanak donté szerepet. Mint
azt a 4.2 abra is szemlélteti e plakkok kialakulasaban, illetve azok
endoplazmahoz valé rogzilésében szamos molekula vesz részt. Az
integrinek membranban valé eloszlasanak befolyasolasaval és az aktin halo-

« 7

szabalyozhatéva a folyamatot.
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4.2 dbra: Adhézios plakkok molekuldris osszetétele, kialakuldsuk dinamizmusa [11].
Az dbra jol mutatja, hogy a fokadlis ahhézios plakk kialakuldsa sordn a membran
integrinek €s a seft mikrofilamentaris szerkezete k6zotti kapcsolat megteremtésé-
ben szdmos molekula vesz részt (pl. talin, vinculin), mig mds molekuldak egy
szignalizdcios kort kialakitva segitik elo az aktin-aktin kézotti kapcsolatok kialaku-
/asat (Id. FAK-GIT-PAK utvonal), illetve a mikrotubuladris rendszer éptilését (Id. APC
és dynimin szerepe).

A membran alakvaltozasait kialakité belsé er6k kozvetitésében nagy szerep
jut a membrankozeli térben kialakuld specialis aktin formacidéknak. Ezekben
az u.n. actin related protein-ek (Arp2/3) segitségével, egymassal kb. 70 fo-
kot bezaré aktin szalak rendszere jon létre, mely képes a membran belsé fel-
szinéhez kapcsolodo fehérjékkel (Id. filamin, profilin, miozin) id6leges 6sz-
szekoOttetést teremteni. E kapcsolatok révén ezek a polimerizalédé aktin ,vil-
lak” mérhet6 er6t fejtenek ki a membranra, el6segitve annak formalédasat az

allab képzdédése soran (4.3 abra).
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4.3 dbra: Aktin polimerizdcidja és annak molekuldris szintt szabadlyozdsa [11].

4.2.2 Csillés- ostoros mozgas
Morfolégiai szempontbol e két sejtfliggelék kozotti, szemmel lathatéd ki-

I6nbség, hogy mig a csillék viszonylag rovid citoplazma nyudlvanyok és s(rdn
boritjak a sejteket (pl. egy Tetrahymena testét kb. 600 csill6 fedi), addig az
ostorok hosszabb képletek és szamuk is jelentésen kevesebb. Mozgasi mod-
juk szintén eltérd, a harant és hosszanti sorokba rendezett csillok a tér egy
sikjaban el6re-hatrairanyulé periodikus csapasi hullamokkal mozognak. En-
nek 6sszerendezettségét mutatja, hogy a hosszanti sorokban az azonos he-
lyeken elhelyezkedd csillok a csapasi hullam azonos fazisaban vannak, me-
lyet az e képletek alapjanal elhelyezked6 bazdlis testek kdzott kialakuld kap-

csolatok tesznek lehetévé. Ostorok esetében, a lényegesen hosszabb képlet

23



mozgastipusa eltérd, propeller-szerl, kéorkoros mozgast figyelhetiink meg.
(Egyes kutatdk szerint a két sejtfliggelék mozgasanak eltérése éppen azok
hosszaban keresendd, az ostor hosszusagabdl adédhat ugyanis, hogy annak
membranhoz kozeli része passzivan vesz csak részt a mozgasban.

A két sejtfiiggelék belsé szerkezete nagyfoku hasonlésagot mutat (4.3 abra).
Plazmamembran veszi koril az axonémat, amelyet képlettel kifejezve, 9x2+2
mikrotubulus alkot. A két centralis mikrotubulust egy fehérje réteg boritja,
ezt veszi korul kilenc par perifériasan elhelyezkedé mikrotubulus. A széli pa-
rok egyik tagja az A mikrotubulus teljes, mivel 13 protofilamentumbdl all, a
masik a B mikrotubulus azonban nem teljes, mert csak 10-11
protofilamentumbdl all. Az A-r6l a szomszédos mikrotubulus par B tagja felé
motor proteinek, dinein karok, nyudlnak. A ko6zépsé és a szélsé
mikrotubulusokat az A-bodl ereddé kill6k, a szomszédos parok A és B tagjat
pedig a nexin nevl fehérje kapcsolja 6ssze. A csillok és ostorok alatt talalha-
t6 a fent mar emlitett bazalis test, amelyet szintén mikrotubulusok (9x3 db),
épitenek fel. A csillok és az ostorok mikrotubulusainak negativ vége a bazalis
test felé, pozitiv vége pedig a csillo disztalis vége, tehat az azt boritdé plaz-
iranyitja és ezzel egyik szabalyozdja a mikrotubulusok hossziranyu noveke-
désének, illetve regeneraciéjanak is. A mozgas molekularis mechanizmusa-
nak lényege, hogy egy adott mikrotubulus par A mikrotubulusan Iévé motor-
protein, a dinein-karok segitségével a szomszédos mikrotubulus par B
mikrotubulusan mint egy sinen lépeget, végso soron elcsuszik annak pozitiv
vége iranyaba. A kill6k és a nexin azonban o6sszekapcsolja a periférias

mikrotubulus parokat a centralis mikrotubulus parral és egymassal, ezért az
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elcsuszas helyett inkabb elhajlas kovetkezik be. Hasonldéan szinte az dsszes
mozgashoz, a csillo és ostor mikodése is kalcium ionok jelenlétét feltételezi,

mig a sziikséges energiat az ATP hidrolizise szolgaltatja.

dynein

karok
ksl radialis 2
mik rotubulus— Kiillgk centralis

mukrotubulus-par
{axonem a)

dynein
karok

parok

bazalis test (kinetoszdma)

4.4 dbra: Csillo/ostor szerkezete [12].
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5. Receptorok, ligandok, szignalizacids rendszerek

5.1 A kemotaxis szignal transzdukcidja prokariétakban

Prokariota sejtek kemotaxisanak intracellularis szignalizaciéja, mint azt a Be-
vezetés fejezetben mar emlitettiik, Adler pionir munkassaganak kdoszénhetd-
en mind a mai napig talan az egyetlen olyan szignalizaciés folyamatnak te-
nizmusok beinditasaig a teljes biokémiai folyamatsor ismert. Ennek a folya-

matnak az attekintd képét lathatjuk az 5.1 abran.

galaktoz | o ger NiZ*, Asp | ligandumok

dipeptidek riboz l
l T L T T receptorok
ap rg Sr ar
CheR
+CH,
csoport
CheB-P CheA <—— CheW iIlc
It — It CheY szign.
CheB CheA-P —>l T Chez | Peptidek |
CheY-P—» l T
CheZ-P
® Kshidai, L. 2006. MOTOR komplex effektorok |

5.1 dbra Bakteridlis kemotaxis intracelluldris szignalizdciojdnak dttekinto vdzlata.
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téré alapvetd eltérés megértése, mely szerint a baktérium sejt folyamatos
mozgast végez. Ezt a sejt kis mérete és a detektalhaté koncentracié kiilonb-
ségek kozotti eltéréssel magyarazzak, Eszerint a sejt folyamatos mozgasa
soran, mintegy letapogatja kdrnyezetének kémiai 0sszetételét és egy primi-
tiv, molekularis szintii memorianak megfelelé folyamatsor (Id. adaptacio) se-
gitségével orientalddik a kedvezd és kedvezétlen kdrnyezeti tényezék kozott.
A folyamat tehat a sejtek kemotaxis receptorahoz kotédé ligand nélkil is fo-
lyik. Ezt az teszi lehetdévé, hogy a sejtben két egymastdl fliggetlen receptor-
hoz kotott mechanizmus is mikodik: i) az egyiket a receptor intracellularis
szignaltovabbit6 doménje generalja - ez ligandum kotése nélkil is aktiv; ii)
mig a masikat a receptor metil-csoportokat koté fehérjéinek (methyl
accepting chemotaxis protein=MCP) m(ikodése jellemzi - ez ligandum beko-
todését kovetden aktivaloédik. Mindkét folyamatsor U.n. kemotaxis proteinek
(Che~) interakciéjanak eredményeként valosul meg.

A ligandum nélkdl mikodo |épéssor els6é torténése a CheA foszforilacidja,
mely soran mas kemotaxis proteinek (CheW, CheV) jelenléte is nélkiilozhe-
tetlen. A foszforilalt CheA ezt kovetdéen a rendszer effektor molekulajat, a
CheY-t foszforildlja, melynek hatasara az a fentiekben mar ismertetett
bazalis test intracellularis részével kolcsonhatasba Iép és indukalni tudja a
protonaramlas CW rotaciét eredményez6 formajat - a sejt rovid idore bukda-
csold, tumbling mozgasformat vesz fel. A folyamat soran a CheB-nek neve-
zett metilészteraz alacsony szinten tartja az MCP-k metilaltsagi fokat.

A Jigandum bekdétodéséhez kapcsolodd reakciosor alapvetd lépése tobb

kemotaktikusan haté ligandum (pl. cukrok, dipeptidek) esetében mar a sejt-
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membran és a sejtfal altal kozbezart periplazmatikus térben, a receptoroktol
relative tavol lezajlik, ugyanis e ligandumok itt szallitomolekulakhoz kotéd-
nek. A folyamat masodik |épésében e szallité molekulakkal alkotott komple-
xek - mas esetekben (pl. aminosavak, ionok) pedig maguk a ligandumok -,
kapcsoldodnak a molekulatipusokra specifikus receptorokhoz (pl. Tap, Tsr),
melyek a sejt membranjaban helyezkednek el. A kotédés kovetkeztében a
receptor sztereokonfiguraciéjanak  atalakulasa, illetve az  MCP-k
expresszalodasa figyelhetd meg, melyet metil-csoportok kotése kovet - ezt a
CheR-nek nevezett metiltranszferaz enzim katalizalja. (Az e tekintetben
modellnek szamité Asp receptora esetében a receptor dimerizacidja kovet-
keztében 8 ilyen metilaciés hellyel szamolhatunk receptoronként.) Fenti val-
tozasok eredményeként a CheA molekulak aktivitasa (foszforilalt molekulak
szama) csokken a sejtben. Ennek eredménye, hogy a folyamat terminaciéjat
bazalis test szinten végz6 CheZ hatasos mértékben tudja defoszforilalni
CheY-t, mikdézben maga foszforilalodik. A folyamat eredménye a flagellum
CCW iranyu rotacidja és a sejt egyenes iranyu Uszasa.

Meg kell emlitenilink, hogy a fenti mechanizmusok sebessége igen gyors, kb.
200 ms alatt a receptortdl a flagellumig lefuté palyat ir le. Repellens és
attraktans anyagok esetében flagellum ellentétes mozgasallapotat eredmé-

nyezi, de ezek az allapotok folyamatos u.n. adaptacios folyamatok (Id. CheR,

CheB hatasait) kozbeiktatasaval alternalva ismétlik egymast.
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5.2 A kemotaxis szignal transzdukcidja eukariétakban

A komplex kemotaktikus valasz kialakulasahoz elengedhetetlen a sejtek
szignalizaciés rendszerének adekvat mikodése. A szabalyozé molekulak, a
ligandok kémiai szerkezetiiket tekintve igen eltéréek lehetnek. Vannak koz-
tik fehérjék, peptidek, aminosavak, szteroidok, retinoidok, zsirsav szarma-
zékok, sot gazok is, mint a CO vagy NO. Ezek eljutnak a célsejtekhez, ame-
lyeknek a legtobb esetben a ligandot megko6td, specifikus fehérjéje, azaz re-
ceptora van. A ketté kapcsoldédasa utan a receptor aktivalodik, ami kiilénbo-
z6 lépéseken keresztil kivaltja a sejt reakciojat.

A hidroféb molekuldk, mint pl. a szteroidok, a retinoidok, képesek atdiffun-
dalni a plazmamembranon, igy e ligandok citoszol receptorral rendelkeznek.
Ezeknek a receptoroknak hasonlé a felépitésiik. Inaktiv allapotban a receptor
C terminalis részéhez egy gatlé fehérjekomplex csatlakozik. Amikor a ligand
is bekotodik szintén a receptor C terminalis végéhez, a gatlé komplex levalik,
kotd, U.n. Zn-ujjas régio. Ezutan a ligand-receptor komplex bejut a sejtmag-
ba és ott azokhoz a specifikus DNS teruletekhez kotdédik, amelyek a ligand
altal reqgulalt gének koézelében vannak. A receptor N terminalis végén talalha-
to, transzkripciot serkent6 régié kdozremiikodése révén megtorténik ezeknek
a géneknek az atirasa. Meg kell jegyezniink, hogy az elmult évtized kutatasai
ezen a téren sok Ujat hoztak. igy bizonyitast nyert, hogy az e csoportba tar-
toz6 szteroidok esetében nem csupan citoszolban elhelyezkedé receptorok-
kal és ennek folytan elhizédé hatasokkal szamolhatunk, de ezek a ligandok

is képesek egyes membran receptorok indukcidjara. Eppen kemotaxis vizs-
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galatokkal sikeriilt kimutatni e receptorok rapid indukalhatésagat és a sejtek
ligand-fliggé kemotaktikus valaszreakcioit eukariéta csillés modellen.

A hidrofil molekulak receptora a plazmamembranban talalhaté. Ez a receptor
egy jelatalakito kaszkad elsd tagja, amely a ligand altal képviselt kiilsé jelet
sejten belili jellé alakitja, ami azutan kivaltja a sejt mikodésének megvalto-
zasat. A kilsé jelnek belsévé alakitasa a jelatvitel vagy szignal transzdukcio.
A membranreceptoroknak harom f6 fajtajuk ismert: i) az ioncsatornahoz asz-
szocialtak, ii) a G- fehérjéhez kotottek és iii) az enzimekhez kapcsoltak.

A kemotaxis szempontjabél a G-fehérjékhez kapcsolt receptorok a legfonto-
sabbak, ezért ezekkel részletesen foglalkozunk.

Eltérd, specifikus részik természetesen az extracellularis, ligandkotd régid,
mig a plazmamembrant hétszer atérd, és a citoplazmaba nyuld résziik nagy
homoldgiat mutat. Ez utébbi intracellularis felszinéhez kétédnek a trimer G-
fehérjéek, melyek o, P és y alegységhdl épllnek fel. Az G-fehérje x alegysége
GTP kotésével valik aktivva, ennek GDP-vé hidrolizalasa inaktivalja a komp-
lexet. A ligandnak a receptorhoz torténdé kapcsolédasa aktivalja a G-fehérjét,
amely ezutan olyan folyamatokat indit be, amelyek megndvelik, mas esetben
csokkentik néhany, masodlagos hirvivo szerepet bet6ltd, kis molekulasulyu
vegyilet mennyiségét a sejtben. llyen anyagok lehetnek példaul a cAMP vagy
a kalcium ion. A stimulal6 és a gatlé hatasu G-fehérjék o« alegységiikben kii-
[6nboznek. A masodlagos hirvivok egyik f6 tamadaspontjat a kiilonb6z6 pro-
tein kinazok jelentik, melyek enzimeket, enzimrendszereket foszforilalnak és
ezaltal indukaljak azokat. A G-proteinek aktivacidja egyéb mechanizmusokat
is beindithat, példaul a foszfolipaz C aktivalasa utjan hatassal van a memb-

ranhoz kotott lipidek levalasara, atalakulasara, ami soran inozitol
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foszfolipidek (PIP,IP3), valamint diacil-glicerin (DAG) keletkezik. Az inozitol
triszfoszfat (IP3) mint masodlagos hirvivé molekula az intracellularis kalci-
umszint emelkedését idézi elG, s ez Ujabb enzimeket kapcsol be a folyamat-
ba. A DAG a protein kinaz C-t aktivalja, s ezzel sok fehérje |épcsdzetes
foszforizaciéjat idézi el6. A DAG lebontasanak egyik terméke az
arachidonsav, mely a prosztaglandin-szintézis egyik eléanyaga. Ez szintén
egy Uj utat teremt a sejten bellli valtozasok létrehozasaban, s a kemotaxis
egyik lehetséges induktoranak, a leukotrién 4B-nek kialakulasaban is szere-
pet jatszik.

A fent vazolt szignalizaciés folyamatok jellemz6 tulajdonsaga a jel-
amplifikacié, mely viszonylag kevés ligand bekdtédése esetén is biztositja a
hatasos cellularis valaszreakcio kialakulasat. E szerint egyetlen ligand beko-
t6dése példaul sok G-fehérjét aktival. Minden egyes G-protein tobb adenil-
ciklaz mikodését serkenti, aminek hatasara tobb cAMP keletkezik. Sok pro-
tein kinaz aktivalédik, amelyek ezutan sok célfehérjét aktivalnak. Ezek md-
kodése kovetkeztében nagyon sok olyan molekula keletkezik, amely a sejt
valaszat biztositja. Az alabbiakban egy professzionalis kemoattraktans
azt az 0sszetett folyamatot, melynek hatasara a ligandum bekotédését kove-
téen a sejtek migraciéja megvaldsul (5.2 abra). Jél lathatd, hogy a folyamat,
melynek kialakulasara mar membran szinten is hatassal van a receptor
glikozilaltsaganak jellege, a membran alatti térben szamos, egymassal 6sz-
szekottetésben allo folyamat eredGjeként értelmezhetd. Ebben nagy szerep
jut az e folyamatban kulcs enzimként hat6é foszfatidilinozitol 3-kinaznak

(PI3K) és a foszfolipaz Cp—nak (PLCB), valamint azoknak a korabban mar em-
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litett lipid mediatoroknak, melyek monomer G fehérjéken keresztiil hozzaja-
rulnak a sejtek adhéziéjahoz és a sejtvaz egyes elemeire hatva azok kontrak-
doének érezzik e direkt hatasok mellett annak megemlitését, hogy fenti me-
chanizmusok gén-szinten megnyilvanulé hatasai szintén hozzajarulnak a
migracio rovid- és hosszabb tavl szabalyozasi folyamataihoz, mely a fenti-

ekben mar emlitett amplifikacié specialis megjelenési formajanak tekintheto.
E Formil-peptid

}

Formil-peptid receptor (FPR)

fi S’
8-

1
[MAPKI— [ PLA, | | Miozin
l l l .

Génexpresszio Kontrakcio Aktin Adhézio

polimerizacio

5.2 dbra Membrdn-receptorokon keresztiil térténd szignalizacio - amplifikdcio je-
lensége
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6. Kemotaktikus ligandok és receptoraik

A kemotaxis kivaltasara szamos molekula, illetve molekula-csalad tagjai is
képesek. Ezek koziil egyesek biolégiai vagy klinikai jelentéségiiket kifejezet-
ten kemoattraktans (vagy repellens) voltuknak készonhetik, mig masok ese-
tében ez a hatas ugyan kimutathatd, de nem tartozik a molekuldk elsédleges
bioldgiai tulajdonsagai kozé. Mint az a 6.1 tablazatbél is jol lathaté az u.n.
professzionalis kemoattraktans molekulak mellett igen széles azoknak a mo-
lekula-csoportoknak a szama, melyek esetében joggal szamolhatunk
kemotaktikus hatasokkal, s ezek nem ritkan eddig nehezen megmagyaraz-

hato jelenségek értelmezéséhez is hozzajarulnak.

Professzionalis Elsédlegesen nem

kemoattraktansok kemotaktikus
aktivitasi molekulak

N-formil peptidek aminosavak

kemokinek oligopeptidek

arachidonsav termékek polipeptid hormo-
nok

komplement aktivaciés ut szteroidok

termékei

feromonok illé olajok
szintetikus hato-
anyagok

6.1 tdbldzat Egyes kemoattraktdns hatdsu anyag-csoportok és a kivaltott biologiai
reakcio fjelentosége az adott csoportban.

A kemotaktikus aktivitas mérésének szempontjabol harom ligand-csoportot,
a formil peptideket, a kemokineket és a komplement csalad két tagjat ragad-
juk ki, mivel ezek a leggyakrabban alkalmazott molekulak a késébbiekben

részletezendd referencia mérések soran is. (J6 tudnunk azonban, hogy va-
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lasztasunk Onkényes, a vizsgalt anyag, illetve sejt karaktere fogja mindig

meghatarozni a belsé kontrollként hasznalt anyagok korét.)

6.1 Formil peptidek

Ebbe a csoportba a peptidek egy specialis kore tartozik, melyek N-terminalis
kezdé aminosava az a formilalt metionin, ami a bakteridlis peptid szintézis
kezd6 aminosavaként, mintegy jelzétabla utal a peptidek bakterialis eredeté-
re is. A leggyakrabban di-, tri- és tetrapeptidekbdl allé csalad egyes tagjai-
nak szintézisét és szisztematikus leirdasat, kemotaktikus karakteriik f6 jegye-
inek ismertetésével egyetemben Schowell, Schiffmann és Freer végezték el az
1970-es és 80-as évek soran. Eredményeik vilagosan mutattak, hogy egy a
molekulaszerkezet kis valtozasait nagy érzékenységgel kovetd rendszert fe-
deztek fel, melyben a formil-Met-Leu Phe (fMLF, régebbi jel6lése fMLP) bizo-
nyult a legaktivabb molekulanak, s ez a hatasbeli eltérés nem csak a kemota-
xis indukcioban, de egyes enzimek (pl. lizozim és B-glukuronidaz) szekré-
cidjaban is megnyilvanult. A tapasztalt sejtélettani hatasok jo korrelaciét mu-
tattak a bakterialis eredetl peptidek neutrofil granulocitakon és monocitakon
korabban mar tapasztalt hatasaival, s el6segitették a gyulladas molekularis
mechanizmusarol  kialakul6  kép 4j vetileteinek (Id. molekularis
kemoattraktans trigger mechanizmusok) megértését.

A formil csoportot tartalmazé ligandok értékelése mind a mai napig tart,
Ujabb és ujabb karakterisztikus vonasaik (pl. oldészer szamara hozzaférhet6
felszin - SEA jelentdsége) leirasaval gazdagodik a réluk kialakult kép.

A ligand receptoranak (FPR) vagy homolégjanak (FPR1) jelenléte mintegy

alapfeltétele a kivaltott hatas specifitasanak. Ujabb vizsgalatok kimutattak,
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hogy a receptor csalad tobb tagbdl all (FPR-26, FPR-98 és FPR-G6), melyek
kozil az FRP-26 bizonyul konstitucionalisan a legaktivabbnak. A receptor a
klasszikus ,szerpentin” csalad tagja, szignalizaciéja a receptorhoz kotott tri-
mer G fehérjék segitségével valosul meg. A receptor nem konzervalt,
extracellularis régidiban elhelyezked6 egyes aminosavakrél (Arg84, Lys85,
Arg205 és Asp284), valamit a konzervaltan elhelyezkedd Arg163-rol is tud-
juk, hogy meghatarozoéi a ligand kotédésének. Figyelembe kell azonban ven-
niink a receptor N-terminalis, extracellularis felszinen talalhaté részének
glikozildltsagat is, melyek intakt volta szintén alapvetéen meghatdrozza a
receptor-ligand kapcsolat kialakulasat, specialis gatloszerekkel (pl. lektinek)

a receptor miikodése és igy a kemotaxis is jol gatolhaté.

6.2 Kemokinek

A citokinek egyik Uj csaladja, amely abban kiilénb6zik az eddig megismert,
klasszikus kemotaktikus faktoroktél, hogy hatasukat parakrin modon egy-
egy jol korulirt fehérvérsejt szubpopulaciora fejtik ki. A molekulak nagy része
jellemz6en négy ciszteint tartalmaz, melyek intramolekularis diszulfid hida-
kat alkotva stabilizaljak a leirt szerkezetet (6.1 abra), s jelenlétuk felel6s a

molekulara jellemz6 hatas kialakitasaért.
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6.1 dbra A kemokinek altaldnos szerkezete

A csoportositas alapjaul szolgal az N-terminalis végen talalhato két cisztein
(6.2 abra), melyek kozott a kemokinek egyik csoportjaban egy beékel6dé
aminosav foglal helyet (CXC vagy alfa kemokinek), mig a masik nagy cso-

portban a ciszteinek kozvetlenll egymas mellett helyezkednek el (CC vagy

béta kemokinek).

C kemokinek CC kemokinek CXC kemokinek

hidrqféb
peptidlanc C ANAANY domén
77777
ﬂl,zlzu”:ld_ —_— —C|XXXC :inouncllénn—szeru \
|
C
CX5C kemokinek
© Kohidai, L.

6.2 dbra Kemokinek osztdlyozdsanak molekulaszerkezeti alapja
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Az el6zbeken tul még két kisebb csoportot is megkiilonboztetiink: az egyi-
kilk az un. C kemokinek, amelyek esetében csupan egy terminalis cisztein
talalhat6, a masik kisebb csoportba pedig a CX3C kemokinek tartoznak,
amelyek egy membrankihorgonyzé résszel is rendelkeznek és igy nem csak
szolubilisén, hanem membranhoz koétott formaban is kifejtik hatasukat. A
kemokinek termelése a szervezet szamos sejtjében folyik. Az immunrend-
szerhez tartozo sejtek szinte mindegyike képes kemokineket termelni, de
példaul a majsejteknek, simaizomsejteknek és a fibroblasztoknak is megvan
ez a képessége. S6t mar az egysejtiek, pl. Tetrahymena is termel
kemokineket, és a kornyezetiikben 1évé kemokinek képesek migraciojuk in-
dukalasara.

A kemokinek hatasaikat specifikus kemokin receptorokon (6.3 abra) fejtik ki,
melyeknek kozos jellemzéje a membrant hétszer atér6 domén-szerkezet. A
ligand kotéséért a receptor N-terminalis részét tartjak felel6snek. A ligand
receptor kapcsolat létrejottével itt is beindul a szignal transzdukcié folyama-

ta, melynek végén a sejt citoszkeletalis elemeinek aktinjai polimerizalodnak.

G-protein
® Kohidai, L. 2006.

citoplazma motivum

6.3 dbra A kemokin receptorok dltalianos szerkezeti vazlata. Az abrdn jelzett és ero-

sen konzervadlt ‘DRY’ motivumnak a molekula C termindlisa mellett szerepe van a G-

proteinre torténd szigndl dtaddsban, a receptor membran sikjaban kialakitott sajdtos
térszerkezete kovetkeztében.
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Ez el6feltétele a sejt elmozdulasanak, és olyan mas, a mozgas kivitelezés-
ében fontos folyamatok is aktivalédnak, mint példaul a sejtadhézio és a
citoszkeletalis elemek atrendez6dése, mely a folyamatos sejtmozgas alapfel-
tételét jelenti. A kemokinek kiemelt funkciéjat bizonyitottak mar példaul a
gyulladas folyaman létrejovéd leukocita szaporulatban, valamint azok aktiva-
ciéjaban is, de el6segitik a fagocitozis és a szuperoxid gyokok képzédését is.

Az angiogenezis folyamataban az endotélsejtekre hatva szintén szabalyozzak

« s

6.3 Komplement rendszer egyes tagjai

Tobb mint 35 szolubilis és sejtfelszinhez kotott fehérjébdl feléplilé 1épésso-
raval a komplement rendszer az immunrendszer biokémiai kaszkadjainak
soraban talan az egyik legdsszetettebb s tobb Gton is aktivalédé folyamatsor
megtestesitGje. Mint a szervezet velesziletett immunitasat ado rendszer tag-
ja aktivalodasat kovetéen éppugy szerepe van az opszonizacio folyamataban,
mint a kemotaxis kivaltasaban vagy a sejtmembran integritasat megbonté
citolizisben.

A szakirodalom altal részletesen targyalt aktivalodasi utvonalak - klasszikus,
alternativ és lektin-fliggd - részletes elemzése nem lehet e fejezet targya. Itt
csupan arra szoritkozhatunk, hogy az egyes folyamatok |épéssorat attekint-

suik, jelezve a kialakulé kemoattraktans termékeket.

38



(@ S
Cir Cils .
- 3 &) ©
Clq . @ >
NZ:
6 /\ @
— 5 @ @ p
Antitest 1 @ @ @y
4 6;1) @

Sejt-
membran

© GNU Federal Public License

6.4 Komplement aktivdlodds klasszikus utvonaldnak kezdeti (a piros szamok az
egymadst koveto lépések sorrendjére utalnak, mig a pirossal kiemelt termékek
kemoattraktans hatdsuak.)

A klasszikus utvonal (6.4 és 6.5) az antigén-antitest 6sszekapcsolédasat (1)
kovetden a tiz alegységbdl allé C1 (6C1g+2C1r+2C1s) beépiilésével folyta-
todik (2). E komponensek szerin proteaz tartalmu tagjai (C1r és Cls) bonté
hatast fejtenek ki a C4 és a C2 komponensekre (3 és 5), kialakitva ezekkel
egy a membranhoz a C4b bomlasterméken keresztil kotodo (4) és fokozato-
san hosszabbodd komplex kezdeti tagjait. Az ebben a Iépésben kialakuld
C4a tekinthet6 a rendszer elsé kemotaktikus hatasu termékének. A komplex
novekedési fazisanak egyes lépései soran el6szor a C2a kotédik, majd e
komplex konvertalé hatasara (6) a C3 két terméke koézil a C3b is beépil a
komplexbe (6.1 és 6.2), mig a C3a a folyamat egyik legjelentdsebb
kemoattraktans molekuldjaként képes hatni. Az igy kialakulé, membranhoz
kotott C4bC2aC3b komplex az, amely egy tovabbi komponens a C5 felbom-

lasat katalizalva (7) kialakitja a tovabbi, a membrant karosité folyamatok
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szempontjabodl igen jelentés C5b alegységet, valamint a komplementek ko-
zo6tt kemotaktikus hatasairol leginkabb ismert C5a-t.

A sejtmembrant karosité U.n. ,membrane attack complex” (MAC) kialakulasa
szempontjabol a C5b szerepe meghatarozé. E komponenshez kapcsolédnak
egymast koveté lépésekben a C6 (8), majd a C7 (9) alegységek, s az igy ki-
alakulé C5bC6C7 komplex a C8-cal torténd kapcsolddasa utan (10) épil a
sejtfelszini membranjanak foszfolipid kettdsrétegébe. Ezt koveti a folyamat
utolso lépésenkét a C9 polimer kapcsoléodasa a komplexhez (11), mely a
membrant atéré csatorna falaként a sejt integritasanak megbontasat ered-
ményezi lehetévé téve akar a sejtbe iranyulé anyagbearamlast, akar az

intracellularis komponensek (ionok, aminosavak stb.) kiaramlasat (12).
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Lyzozim ATP

Antibiotikum aminosavak
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6.5 dbra Komplement aktivdlodds klasszikus utvonaldnak befejezo lépései (a piros
szdmok az egymadst koveto lépések sorrendjére utalnak, mig a pirossal kiemelt ter-
mékek kemoattraktdns hatdsuak.)
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Fenti |épéssor kezdeti |épéseiben kiillonbozik az alternativ aktivaléodasi utnak
nevezett folyamat (6.6 abra), melynek kiindulé pontjat a patogén mikroorga-
nizmus felszinéhez k6t6d6 C3 jelenti. Ennek B faktorral torténé kapcsolodasa
a kovetkez6 lépés (1), melyet a kotott B faktor D faktor altal katalizalt bonta-
sa kovet. A fenti reakcio eredményeként B-bdl felszabadulé Ba és C3-Bb
termékek (2) kozul utdébbi C3 hidroliziséhez (3), a C3a kemotaktikus
ligandum felszabadulasahoz, illetve a kialakulé6 C3b membranhoz valo kot6-
déséhez vezet. Ezt kdvetden a kotott C3b a B faktor bomlasa révén felszaba-
duld Bb alegység, valamint properdin (P) kotése révén (4) és egy ujabb C3b
bekapcsolédasaval alakit ki komplexet a sejtmembran felszinén (5). E C3b-
Bb-P-C3b komplex az el6feltétele a klasszikus Ut esetében mar ismertetett
C5 aktivacios |épésének (6), mely szinttél mar a |épéssor a fentiekben ismer-

tetett uton halad a MAC kialakulasaig.

1
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6.6 dbra A komplementrendszer alternativ aktivalodasi utvonala. (a piros szamok az
egymadst koveto Iépések sorrendfére utalnak, mig a pirossal kiemelt termékek
kemoattraktins hatdsuak)
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A fenti két aktivaléodasi utvonalhoz addédik a harmadik U.n. mannézkotd
lektin-fliggd vonal, melynek kezdeti |épését egy a C1g-hoz hasonlo, 2-6 feji
részbdl allo komponens indukalja azaltal, hogy a patogén mikroorganizmus-
ok felszinén megfeleld elrendezédésben megtalalhaté mannéz vagy fukéz
molekuldkhoz kapcsolddik. Ezzel szerin proteazok aktivalédasa révén a
klasszikus utnal mar megismert elemek (C4a, C4b, C2a, C2b) kialakulasa ré-
vén alakul ki a C3-konvertaz (C4bC2a komplex), melyet kovetéen a fentiek-
ben leirt Utvonalon halad az aktivaléodas folyamata egészen a membran per-
foralasaig.

Mint a fentiekbdl is lathatd volt a kiillonb6z6 komplement aktivalédasi Utvo-
nalak soran harom termék C3a, C4a és a C5a is jelentdés kemoattraktans ha-
tassal bir. Hatasaik olyan kifejezettek, hogy szamos kisérleti rendszer refe-
rencia vizsgalatainal e peptidek - kiiléndsen a 74 aminosavbol allé C5a és
annak des-Arg-C5a valtozata -, hatasat mérik.

A kemotaktikus hatasok kivaltasaban a sejtek felszinén expresszalédo C3a és
C5a receptorok jelent6sek, utébbiak szamos sejten (endotél, epitél,
makrofag, neutrofil granulocita és limfocita) kimutathatd, azonban profesz-
szionalis kemoattraktansként leginkabb a neutrofileken és makrofagokon

hat.
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lll. A sejtek kemotaktikus aktivitasanak mérése

A sejtek kemotaktikus aktivitasanak mérésére, mint azt mar emlitettik, sza-
mos eljarast irtak le a szakirodalomban. Ezek sok esetben azért kiilonbdz-
nek, mivel a vizsgalni kivant modell-sejt eltérd, hiszen mas kemotaxis assay-
t kell alkalmaznunk egy baktérium, egy csillos egysejtli, egy fehérvérsejt vagy
egy tumorsejt migraciojanak mérésekor. A gyakorlatban alkalmazott eljara-
sok egy része a sejtek populacidinak mozgasat értékel6 eljaras, mig mas
technikak mar individualisan egy-egy sejt elmozdulasat képesek kovetni, ér-
tékelni. Eltéréseket talalunk az egyes modszerek tekintetében akkor is, ha a
vizsgalt sejtek kovetésekor a migracio térbeli elmozdulasat hasonlitjuk dssze
az egyes assay-k soran: szamos a sikban torténé mozgast értékelé u.n. 2D
technika (pl. agar alatti migracié) mellett egyre tobb a sejtek térben torténd
nika). A felhasznalt eljarasok sokszinlségét indokolja az is, hogy a technika
fejlodésével egyre Ujabb modszerek valtak/valnak ismertté lehetéséget adva
ezzel még pontosabb és érzékenyebb kiilonbségtételre az egyes valaszreak-
cidok kozott. Végul nem szabad arrol sem megfeledkezniink, hogy kiilénb6z6
mozgas-elemek, mozgasi tipusok elkiilonitése esetén is mas-mas eljaras bi-
zonyul a legmegfelelébbnek. Csillos és ambéboid mozgast végzd sejtek mig-
nem is beszélve arrél, hogy mas modszer alkalmas kemokinezis és mas ke-
motaxis mérésére, megint mast kell alkalmaznunk, ha pl. haptotaxis szeret-

nénk mérni.
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Mint az a fentiekbdl is lathat6 a vizsgalati médok targyalasat szamos, szinte
egyenértékl szempont-rendszer szerint végezhetjik. Az alabbiakban az al-
talanos kérdéseket targyalo részt kovetéen az eukariota sejtek mozgasanak
elemzésekor a leggyakrabban alkalmazott modszereket egyrészt azok mo-
dell-sejt specifitasa (Id. egysejtliek, magasabb rend( sejtek) targyaljuk, mas-
részt kisérletet tesziink arra, hogy a legkevesebb technikai felkésziiltséget
kivané eljarasoktél az eszkdz és anyagigényesebb eljarasokig haladva atte-
kintsilk a kemotaxis/motilitas vizsgalatok széles spektrumat. Célunk, hogy
ne csupan egy-egy technika rovid bemutatasat adjuk, de egyben kisérletet
tegyiink arra is, hogy a modszerek elényeire, vagy hatranyos tulajdonsagaira

is ramutassunk.

1. Az idedlis kemotaxis assay

Az els6 leukocita kemotaxis mérés leirasat Leber 1888-ban kozolte és azéta
szamos a sejtmigracio, illetve a kemotaxis vizsgalatara alkalmas assay-t irtak
le a szakirodalomban. Ezeket a probakat két nagy csoportra lehet osztani: (i)
egy sejt mozgasat, viselkedését tanulmanyozé vizsgalatok és (ii) azok ame-

lyek egy egész sejtpopulaciét képesek jellemezni ebbdl a szempontbdl.
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A sejtmozgasrol nyijtott informacid

1.1 .dbra: A gorbe tetején elhelyezkedo modszerekkel kevés informdcio nyerheto
arrol, hogy valojaban milyen mozgads torténik (kemotaxis, kemokinezis), viszont
konnyen, gyorsan elvégezhetok, nagyszamu mintat lehet vizsgalni egyszerre [13].

Az 1950-es évek elején Harris mar az idealis kemotaxis assay kritériumait is
megfogalmazta, amelyet azutan 1988-ban Bignold az alabbiak szerint foglalt
0ssze:

Ki kell kiiszobolni a sejtek passziv mozgatasat, igy minden valtozast a sejt
elhelyezkedésében a sejt aktiv mozgasa hozza létre.

. Egy vizoldékony anyag hatasanak vizsgalatakor annak megfelel6 mennyi-
ségben kell jelen lennie a kisérleti kamraban.
. Kontrollalni kell a mozgast kivalté kemotaktikus faktor koncentracio

gradiensét annak kiindulasi pontja és a sejtek kozotti térben, a kialakul6 za-
varé aramlasokat eliminalasa végett.

. Biztositani kell, hogy a vizsgalt sejtek a vélt kemotaktikus faktor felé és
attol ellentétes iranyban is elmozdulhassanak.
. A prébanak el kell tudni kiléniteni a kemotaxist és a random sejtmoz-

gast. Ennek a kritériumnak a legtobb ma is hasznalt assay nem tesz eleget,
de ennek kikiiszobdlésére hasznalhatunk megfelel6 kontroll csoportokat.
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Az alkalmazott modszer el kell, hogy keriilje a mintavételezés hibait is.
Csupan ezaltal biztosithaté mind a megbizhaté koncentraciégradiens, illetve
a kell6 sejtszam elérése.

2. Kemotaxis vizsgalatok kivitelezésének alapveté6 megfontolasai

Mint minden kisérletes munka esetében, a kemotaxis vizsgalatok végzésekor
is van néhany olyan, a gyakorlati kivitelezés szempontjabol alapvetd tényezd6
melynek atgondolasa az elvégzett kisérletek értékét, sajat magunk, illetve
masok altali felhasznalhatdésagat jelentésen befolyasolja. A kisérletek és mé-
rések mindségbiztositasi kereteit megadod olyan alapvetd kérdések tartoznak
ebbe a témakorbe, melyek tisztdzdsa mind a kvalitativ, mind a kvantitativ
mérések esetében, a kemotaxis vizsgalatok soran is elengedhetetlenek.

A targyalt kérdés Osszetettségét bevezetdéként talan jol 6sszegzi az az abra,
mely a kemotaxis vizsgalatok soran is gyakran alkalmazott sejttenyészetek-
ben mutatja a sejtek és kornyezetiik kozott kialakulo hatasok sokféleségét.
Az abran csupan a legfontosabb olyan faktorokra torténik utalas, melyek
nem kelléen megvalasztott rendszerek esetében csak nehezen meghataroz-
hatok vagy eleve definidlhatatlanok és ezaltal igen megnehezitik az objektiv

vizsgalattervezés és kivitelezés folyamatat (2.1 abra).
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2.1 dbra Sejttenyészetek komponenseinek endogén, nehezen definialhato faktorai.

2.1 Sejtek

A kemotaktikus aktivitds mérése esetén igen széles azoknak a modell-
sejteknek a sora, melyek a szakirodalom tanusaga szerint sikeresen alkal-
mazhatdk egy-egy vizsgalatban.

Ide tartoznak az egysejtli tenyészetek, melyek kdzott éppugy megtalalhatok
a ma mar a mérések etalonjaként emlitett prokariota £. coli vagy B. substilis
tenyészetek, mint az eukaridta protozoonok koziil egyes amébak (ld.
Dictyostelium discoideum) vagy csillés egysejtiek (Id. Tetrahymena
pyriformis). Magasabb rendd modell-sejtek esetében fontos megklilonb6z-
tetniink a laboratériumi koriilmények kozott fenntartott sejttenyészetek, va-
lamint a tumoros sejtvonalak eltéré morfoldgiat és migraciés kinetikat mu-
tatd sejtjeit. Az emberbdl vagy kisérleti allatbdl frissen izolalt sejtek kozil a
leggyakrabban a periférias vérbdl Ficoll, illetve Percoll gradiensen torténd
izolalas utjan nyert neturofil granulocita, monocita és T limfocita (ritkabban

bazofil és eozinofil granulocita) elemek keriilnek felhasznalasra.
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Sejt tipus Sejtvonal Eredet

Neutrofil granulocita HL-60 Human
Promyeloblast>PMN
(ATCC CCL-240)
Eozinofil YY-1
Bazofil/Hizosejt HMC-1 Human
(J.H. Butterfield, Mayo Clinic,
Rochester, MN, USA)
Monocita THP-1 Human
(ATCC TIB-202)
T limfocita Jurkat Human
(ATCC TIB-152)
Fibroblaszt MRC5 Human
(ATCC CCL-171)

2.1 tablazat Példak a kemotaxis vizsgadlatok sordn alkalmazott magasabb rendi
szervezetekbol szarmazo sejtvonalakra

Mar itt fontos megjegyezniink, hogy a kemotaxis vizsgalatok soran alapveté
fontossagu az egyes sejtek szamadra a vizsgalat egész id6tartama alatt bizto-
sitani a fizioldgiasnak megfelel6 vagy azt a lehetd legjobban megkozelité
kornyezeti feltételeket, mely a tapoldat 6sszetételét, ozmotikus koncentra-
fizikai paraméterek biztositasat jelenti (Id. pH, egyes kiilénleges ionok, h6-

mérséklet, CO; telitettség stb.)

2.2 Tapoldatok osszetétele, pufferek

Szamos egyéb sejtfizioldgiai paraméter meghatarozasahoz hasonléan a sej-
tek kemotaktikus aktivitasanak mérésekor is alapvet6 jelentdségu a vizsgalt

sejtek szamara fizioldgias kornyezet biztositasa. Ez nem csupan az alkalma-

7

biztositasat jelenti, ennél Iényegesen tobb szempontot kell figyelembe ven-
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niink ahhoz, hogy a kornyezet sejtek és a mérések szamara is elfogadhato

fizikokémiai paramétereit biztositsuk.

2.2.1. A tapoldat

Talan a kérdés leggyakrabban targyalt eleme maga tapoldat/taptalaj kérdése.
Logikusnak tlinik, hogy akkor tudjuk a kisérleteket a sejtek szamara optima-
lis kornyezetet modellezve véghez vinni, ha a sejtek a szamukra megfelel6
tapoldatban - ezaltal az oldat altal biztositott kémiai kornyezetben - vannak.
Problémak azonban mar egysejtl prokariota és eukariota tenyészetek eseté-
ben is felvetédnek, hiszen a kell6 sejtszam elérése végett esetleg tobb napig
is tenyészetekben novekvd kulturakban, a sejt tipustél fiiggé mértékben
ugyan, de gyakran szamottevé mennyiségben is kimutathatdék a sejtek altal
termelt, bioldgiailag aktiv molekulak. Mar az egysejtli Tetrahymena tenyé-
szetek esetében is kimutatott szamos, egyébként magasabb rendl szerveze-
tekre jellemzd anyag jelenléte (Id. 2.2 tablazat), s ezek termelése. E moleku-
lak jelenlétiikkel komolyan zavarhatjak a kemotaxis assay-k kivitelezését és
sokszor gondot okoznak a validalas, a megfelelé kontrollok beallitasa soran.
Sajnos a fenti nehézséget csak részben oldhatjuk meg azzal, hogy a kisérle-
tek el6tt a sejteket friss taptalajra helyezziik. Bar kétségtelen, hogy ez a leg-
gyakrabban alkalmazott technika, azonban szem el6tt kell tartanunk a friss
taptalaj tobb esetben leirt, sejtfizioldogiai szempontbdl ,sokkold” hatasat,
(proliferacio és fagocitézis indukcio sth.), mely a kemotaktikus valaszkészség
alakulasa szempontjabdl sem mellékes. Megfeleld, identikus kontrollok beal-
litasa mellett azonban joél kiértékelhet6 rendszerek allithatok be, a fenti

szempontok figyelembevételével. llyen kontroll lehet a kondicionalt médium
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is, mely a vizsgalni kivant tenyészetek felliliszojabdél nyerhet6 és tartalmazza
mindazokat a sejtek altal a kdrnyezetbe bocsatott auto- és parakrin anyago-
kat, melyeket a mosasok kovetkeztében eltavolitunk. Ezeknek az anyagok-
nak, mintegy ,belsé kontrollként” valé alkalmazasa, sokat segithet annak
tisztazasaban, hogy milyen szerepe is van a definidlatlan endogén anyagok
jelenlétének a kemotaxis modulalasaban.

Autokrin vagy parakrin

szignalmolekula csoport

Biogén amin szerotonin 14
Peptid hormon inzulin 15,16
endothelin-1 17
kalcitonin 18
relaxin 19
szomatosztatin 20
ACTH, béta-endorfin 21
Citokin IL-6 22
Lektin beta-D glukéz 23,
Lakt6z-specifikus 24
Egyéb melatonin 25

2.2 tdblazat Magasabb rendi szervezetekre jellemzo szigndalmolekulak termelodése
az egysejtu csillos Tetrahymena pyriformis GL-ben

2.2.2. Pufferek

Sok olyan eset van, amikor taptalajok még friss formaban sem alkalmazha-
tok, komponenseik a vizsgalt anyagokkal csapadékot alkotnak lehetetlenné
téve pl. filteren vagy agaréz gélen keresztiil torténd sejtvandorlast, nem is
beszélve a kiértékelés nehézségeirdl. llyen esetekben a vizsgalt sejtek és
anyagok szamara egyarant optimalis pufferek alkalmazasa ajanlott. llyen
puffer lehet az egyébként is gyakran hasznalt foszfat puffer (PBS) kiilénb6z6
valtozatai vagy az egysejtlieknél alkalmazott U.n. minimal médiumok (pl. a

csupan egy- és kétértékd kationokbdl allé Losina-Losinsky médium). Mar
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ezeknek az oldatoknak az esetében is jelent6sen limitalt a felhasznalhatosag,
hiszen a sejtek szamara sziikséges pH és egyéb ion-koncentracié mellett
esetikben nem biztositott a féleg hosszabb inkubacios idot igényld vizsgala-
tok soran elengedhetetlen energiaforras, pl. glukéz jelenléte. Utobbi igényt
elégitik ki azok az oldatok, melyek puffer és gluk6z megfelel6 keverékébdl

allnak.

2.2.3. Médiumok és kiegészitok

Leukocitak esetében szintén taldlunk példakat igen egyszer( pufferek (Id.
PBS) alkalmazasara, azonban leggyakrabban a tobb aminosav keverékébdl,
vitaminokbdl és glukézbdl 6sszeallitott RPMI-1640 médiumot hasznaljak. Ez
sem tekintheté azonban teljesen idealisnak, mint azt Frow és mtsai THP-1
sejteken MCP-1 kemokinnel végzett vizsgalataikban kimutattak az RPMI-ben
talalhat6 glutaminsav és aszparaginsav 6sszetevok jelentés mértékben gatol-
jak a sejtek kemotaktikus valaszat, mig egyéb komponensek (prolin,
triptofan, illetve vitaminok) ilyen szempontbdol nem tekintheték karosnak. A
szakirodalom szerint |ényegesen kevesebb a migraciét negativan befolyasolo
tényezovel kell szamolnunk Geys puffer, illetve ennek 1T mg/ml BSA-val ki-
egészitett valtozata esetében. Végezetil e tekintetben fontos és a kemotaxis
assay-k kimenetelét gyakran Iényegesen befolyasol6 tényez6 az RPMI eseté-
ben annak FCS-sel (fetal calf serum), illetve FBS-sel (fetal bovine serum) tor-

ténod kiegészitése a leukocitak migracios képességeinek fokozasa céljabol. E

« s
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a migracié szempontjabdl is pozitiv hatasunak, e felett mar nem tapasztalha-
to lényeges javulas. Az FCS fenti kedvezdé hatasai mellett meg kell emliteni
sajat tapasztalatunkat is: kilonb6zé FCS-ek hasznalatakor, vélhetéen azok
nem kelléen definialt és standardizalt kémiai 6sszetételébdl adéddan jelen-
tésen eltéré kemotaktikus aktivitasok mérhet6k ugyanazon modellsejtek és
kemoattraktans ligandok esetében (2.2 abra). Mint az abrardl is lathaté, az
egyes FCS kivonatok kozott nem csupan a kemotaxis indukciéjanak mértéké-
ben talalhatd szignifikans kiilénbség, de egyes kivonatok (Id. ,EU”) negativ
hatast is gyakorolhatnak a sejtek kemotaxisara. A probléma megfelelé kont-
roll beallitasaval ugyan minimalizalhatd, de az FCS és hasonlé kiegészitdk
esetében kérdéses, hogy a kemotaktikus aktivitas amplituddjanak értékelé-
sekor mi is tekinthet6 a sejtek sajat kemotaktikus aktivitasanak és mi a ki-

egészitdk jelenlétébdl adédoé mitermék.

100 -
90d P< 0.00001
80 -
704
60 -
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Sejtszam - MTT assay

204
104

(=

RPMI ‘EU 1 '6'
RPMI + 10% FCS

2.2 dbra THP-1 monocitik kemotaktikus aktivitisdnak mérése RPMI-1640 és 10%
eltéro FCS kiegészitok jelenlétében — Neuro Probe kamra (Kohidai, L., Ldng, O. -
nem publikalt adatok)
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Fenti megfontolasok ellenére a kisérletek jelentés szamaban nem tekinthe-
tlink el a tapoldat kiegészitGinek hasznalatatol. Azonban ismerve azok jelen-
t0s eltéréseit igen fontosnak latszik mar a kisérletek és tematikailag 6ssze-
fliiggd kisérlet-csoportok tervezésekor gondolni, pl. az FCS forrasok homo-

genitasanak biztositasara is.

2.3 Nyersanyagok és filterek

A kemotaxist és egyéb sejtmigraciot vizsgald6 moédszerek esetében, mint azt
a mobdszerek részletezésénél is latni fogjuk nagy szerepe van az alkalmazott
anyagok megvalasztasanak és el6készitésének. igy igen fontos, hogy az
egyes oldatok frissen késziljenek, vagy amennyiben elkeriilhetetlen az eset-
leg tobb napja el6készitett anyagok felhasznalasa, azokat a bakterialis felil-
fert6z6dés esélyének minimalizalasara hitve taroljuk.

El6re elkészitett assay-k, pl. agar6z-lemezek esetében szintén fontos mind a
készités, mind a tarolas alatt a csiramentes kornyezetre valé torekedés, kii-
[6nosen azért mivel e lemezek kifejezetten j6 taptalajként szolgalhatnak
egyes baktérium torzseknek, s azok szinte lathatatlanul meghamisithatjak
eredményeinket.

Mdlanyag eszk6zok esetében (Id. mikrotitracios lemezek) fontos tudnunk az
alkalmazott milanyag sajatossagait, kémiai jellemzdit, melyek polaritasi vi-
szonyaik révén a kamrakban kialakulé6 mikrokornyezet polaritasat is befolya-
vabba, hogy a kemotaxis vizsgalatok kozott is talalunk egyértelmden ,lveg-
barat” technikakat (pl. Matrigel vagy C5a assay) melyeknél a miianyag eszko-

z0k alkalmazasa eleve kudarcra itéli a kisérletezoket.
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Azoknal a médszereknél, melyek filtereket alkalmaznak, fontos gyakorlati
szempont a filter kémiai 6sszetételének ismerete. A gyakran hasznalt filterek
egy része igen vékony (6-10 um) polikarbondt (PC) alapu lemez, ezek ma-
gukban vagy pedig a felszin nedvesedését elGsegitd polivinil-pirrolidinnel
(PVP) fedve keriilnek forgalomba. A filter felszinének PVP-vel valo kezelésére
azonban egyes sejtek eltéréen reagalnak, monocitak esetében tébb irodalom
a PC membranok PVP-vel fedett valtozatat javasolja, de neutrofil
granulocitaknal a PVP-mentes format. Az egyes sejtek U.n. mikrokamras

assay-je esetén legoptimalisabbnak talalt jellemzdéket PC filterekre a 2.3 tab-

lazat foglalja 6ssze.

Sejttipus Ajanlott denzitas P6rus atméré Legrévidebb
[sejt/ml] [um] hatasos inkubaci-

6s id6

[min]

Neutrofil gr.c. 106 3-5 45-50
Eozinofil gr.c. 106 3-5 60
Bazofil gr.c. 2x106 5 60
Monocita 2x106 5-8 120
Limfocita 107 5 240

2.3 tablazat Egyes fehérvérsejt tipusok kemotaxis mérésének jellemzo paraméterei,
PC-filterekre, mikrokemotaxis assay technika alkalmazadsaval.

Mas esetekben nitrocelluloz filtereket alkalmaznak. Ezek a Iényegesen vasta-
gabb (100-150 um) és fibréozus szerkezetl lemezek a sejtes fazisok elva-
lasztasara kevésbé alkalmasak, inkabb a migralé sejtek el6rehaladasanak

mértékét lehet a szovettani technikaknak (beagyazas, metszés) jol ellenallé
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anyagokban kiértékelni. A filterek esetében fontos a pérusatméré j6 megva-
lasztasa. A leggyakrabban forgalmazott lemezeken 3, 5, 8, 10, 12 és 14 um-
es atlagos poérusatmérokkel szamolhatunk. Nem csupan az a fontos, hogy
mely vizsgalandd sejt esetében melyik pérusatmérgju filter alkalmas arra,
hogy a sejt aktiv mozgassal jusson at azon, de annak ismerete is elengedhe-
tetlen, mennyi a porusok adott felliletegységre szamitott denzitasa a hasz-
nalt filterek esetében, hiszen valéjaban a sejtek szamara atjarhat6 osszfeliilet

az egyik f6 meghatarozoja az inkubacios idé helyes beallitasanak (2.4 tabla-

zat).

P6érusatméré P6érusok szama/mm?2 P6rus ésszfelszin
[um] [teljes felszin %]

2 2x104 6.2

3 2x104 14.1

5 4x103 7.8

8 103 5.0

10 103 7.8

12 103 11.3

14 4x103 7.7

2.4 tdblazat Polikarbonat filterek (NeuroProbe) porus-adatai.

Mint a tablazatbdl is lathaté lényeges eltérések vannak az egyes filtereknél a
sejtek szamara atjarhaté felszinek tekintetében. Fontos, hogy az egyes anya-
gok és sejtek vonatkozasaban végzendd Osszehasonlitd vizsgalatokat a fenti

adatok birtokaban tervezziik, illetve értékeljik.
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2.3 dbra Polikarbonadt filter porusainak eloszldsa és az dtvandorlo sejtek viszonya a
filterhez.

A fiziologias allapot minél jobb megkdzelitése érdekében ma mar szamos
filtert alkalmazé assay nem elégszik meg csupan a filter vagy annak feliilet-
aktiv molekulakkal fedett valtozatainak hasznalataval. Extracellularis matrix
elemeket (pl. kollagén, elasztin, gelatin, fibronektin) és szamos, a sejtek ki-
tapadasaban bizonyitottan szerepet jatszé kisebb-nagyobb peptidet (pl.
RGD, VGVAPG, kollagén) is felhasznalnak a filterek fedésére. Egyes esetek-
ben ezek mint gyarilag felvitt rétegek jelennek meg (pl. polimerizalt kollagén
- QCM™ Collagen Invasion Assay -Chemicon), azonban viszonylag egyszeri a
filterek laboratériumban torténd fedése is, utobbi lehetéséget nyujt a vizsgalt
sejt szamara specifikus fedések, illetve aranyok kialakitasara.

A fenti optimalizalas tovabbi |épésének tekinthetjiik az egyes u.n. feeder ré-
tegek felvitelét is a filterekre, melyek kozil a leggyakrabban az endotél sej-
teket alkalmazzak. Kétségtelen, hogy mind az egyes peptidekkel, mind a sej-

tekkel torténé fedés tovabbi lépésekkel hosszabbitja és technikailag is meg-
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nehezitheti az egyes assay-k kivitelezését, azonban e nehézségek vallalasa
sok esetben a kemotaktikus valaszkészség lényegesen objektivabb megité-

|ését teszi lehetdvé.

2.4 Referencia mérések

A kemotaxis mérések soran, kuléndsen korabban nem vizsgalt anyagok
elemzésekor fontos, hogy a vizsgalt sejtek valaszkészségének mértékét vi-
szonyitani tudjuk mar korabban jellemzett és az adott sejttipus szempontja-
bél elfogadhat6é referencia anyagok beallitasaval. Bar minden a kemotaxis
mérésével rutin szinten foglalkozo laboratérium rendelkezik sajat belsé
kontrollokkal, fontosnak érezziik annak attekintését, melyek azok a leggyak-
rabban alkalmazott anyagok, amelyek hatasat a vizsgalati rendszerek
validalasakor vagy egy-egy ujonnan értékelt molekulacsoport esetében fel-

tétlendl ajanlott kiértékelni.

2.4.1 Kemoattraktansok

Kétségtelen, hogy a kemotaxis vizsgalatok esetében a kemoattraktans és a
kemorepellens anyagok egyarant fontos szerepet jatszanak, mégis gyakorlati
munka soran a kemoattraktansok hatasait lényegesen gyakrabban értékeljik.
Az alabbi tablazat csupan néhany kiemelést tartalmaz a f6 kemoattraktans
csoportok legjelentésebb tagjainak kiemelésével, illetve azok célsejtjeinek és
az alkalmazott optimalis kemoattraktans koncentracidk feltiintetésével (2.5

tablazat)
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Hatasos konc.

Ligand Receptor Célsejt

[M]
Formil peptid | fMLF fMLF-rec. Monocita 10-9-10-7 26
Neutrofil gr.c.
T-limfocita
Komplement | C5a C5a-rec Neutrofil gr.c. | 10-17-10-° 27
Citokinek TNF-a TNF-aR Monocita 1-100 U 28
Neutrofil gr.c. | (=10-8-10-
10M)
CC kemokin | RANTES | CCR1;5 Monocita 10-9-10-8 29
CCR1;3;5 Limfocita
CCRI1 NK-limfocita
CCR1:3 Bazofil gr.c.
CCR3 Eozinofil gr.c. 30
MCP-1 CCR2 Monocita 10-° 31
CCR2 T-limfocita
CXC kemokin | IL-8 CXCRI1 Neutrofil gr.c. | 10-17-10-8 32
CXCR2 33
Leukotriének | LTB4 B-LTT Neutrofil gr.c. | 10-9-10-6 34
Eozinofil gr.c. 35,36

2.5 tablazat Kisérletekben gyakran referenciaként ajanlott kemoattraktins anyagok
és jellemzo tulajdonsdgaik. (A kiilonbozo sejtek a ligandok koncentracio optimumat
tekintve jelentosen eltérhetnek, a fenti tablazat csupan a leggyakrabban vizsgalt

sejteket és az azokban hatdsos koncentrdciokat tiinteti fel.)

2.4.2 Gatlészerek alkalmazasa

A kemoattraktans molekulak aktivitasanak mérése mellett a referencia méré-

sekhez tartozik a folyamatok specifikus aktivalhatosaga, illetve gatolhatosa-

ga is. Mivel a szakirodalomban e tekintetben lényegesen gyakrabban alkal-
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mazzak a gatlészerekkel torténé minéségi kontrollt, az alabbiakban e vizs-
galatokra tértink ki roviden.

A sejtbiologia egyéb terileteihez hasonléan a migracié vizsgalata soran is
szamos olyan gatlészer keril felhasznalasra, melyek a kemotaxis-receptorok
szignalizaciéjanak gatlasa és az igy elmaradé kemotaktikus valasz révén jel-
zik az adott receptor vagy szignalizacios ut érintettségét a vizsgalt ligand
esetében.

Kemotaxis receptorok esetében mdéd van azok specifikus gatlasara
monoklonadlis antitestek (pl. kemokin receptorok) vagy a receptor esszencia-
lis, nem peptid dsszetevGjéhez kotéd6 egyéb anyagok (pl. szénhidrat kom-
ponensek esetében lektinek) altali gatlasra. A kemotaktikus ligandok hatasa-
nak specifitasa is jol vizsgalhatdé ezen az Uton, szinte minden nagyobb
kemotaktikus ligand csoport esetében ismertek a receptorhoz kompetitiv
antagonistakéent kotédni képes formak (pl. formil peptidek BOC derivatumai).
A kemotaktikus szignalizacié soran a receptor-ligand koélcsénhatast kovetd
intracellularis folyamatsor egyes |épéseit is gyakran egy-egy gatloszerrel
vizsgaljak, igy a trimer G-protein érintettségét a folyamatban pertusszisz to-
xinnal torténd gatlasaval, a kemotaxis szempontjabdl kozponti szerepet be-
tolt6 fosztatidilinozitol 3-kindz (P13K) szerepét pedig leggyakrabban az en-
zim ATP-ko6t6 régiéjahoz kapcsolédd wortmannin- vagy LY294002-gatlassal
mutathatjuk ki.

A fenti médszerek alkalmazasat kdvetden a gatloszerek hatasa két f6 modon
vagy azok kombinalédasaval érvényesilhet: (i) a valaszadé sejtek szama
csokken, illetve (ii) az optimalis koncentracié egy magasabb tartomanyba to-

l6dik el.
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Egy-egy gatlészerrél azonban csak abban az esetben jelenthetjiik ki, hogy a
migraciora fiziolégias korilmények kozott fejt ki specifikus hatast amennyi-
ben
e mind a kemoattraktans anyag, mind a gatlészer vizsgalata tobb kon-
centracién is megtorténik;
e a gatlészer potencidlis agonista hatasat is tekintetbe vesszik;
e a sejtek életképességét a gatlészerrel torténd kezelést kdvetden is el-
lendrizzik;
e a sejtek morfoldgiai eltéréseit is elemezzik a kezeléseket kdvetden.
Frow és mtsai. szerint csupan a fenti szempontok mindegyikének kielégitd
teljestilése utan fogadhaté el egy a migraciot gatlé anyag a folyamat specifi-

kus gatlészereként.

2.4.3 Id6- és koncentraciofiiggés meghatarozasa

Egy-egy Uj, szakirodalom altal még nem jellemzett anyag kemotaktikus akti-
vitasanak vizsgalata soran rendszeresen felmeriil6é probléma az id6- és kon-
centraciéfiggések mérése, pontosabban az, hogy a szamba jové inkubacios
idok és vizsgalando koncentraciok igen nagyszamu elGkisérletet kovetelhet-
nek. Ezek szama csak részben csdkkenthetd, a vizsgalt liganddal rokon mo-
lekulak szakirodalombél ismert hatasoptimuma ugyan iranyado lehet a hata-
sos koncentracio megvalasztasanal, azonban a szakirodalom tébb olyan pél-
daval is szolgal, mely a kemotaktikus szignalizacié nagy érzékenységére utal.
Ezekben az esetekben ligandok minimalis szerkezeti kiildnbségei ellenére a

koncentraciooptimum jelentds eltérései, s6t maga a kemoattraktans jelleg
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kemorepellensbe fordulasa is megfigyelheték (pl. formil peptidek 6sszetéte-

le, SXWS ligandok amidaltsaga).

2.4.3.1 Idé6fuggés

E vizsgalatokrol altalanossagban elmondhatd, hogy azok mérésére, az alkal-
mazott kemotaxis assay sajatossagait figyelembe véve, a kb. 10-15 perc és
3-4 6ra kozotti periddus a legérzékenyebb. Azokban a rendszerekben, me-
lyekben a sejtek pozitiv valasza irreverzibilis (pl. filterekkel elvalasztott kam-
rak) a felvett sejtszam/idé 6sszefliggések telitési-gorbéhez hasonlo lefuta-
stuak, mig reverzibilis rendszerek esetében (pl. csillésok kapillaris assay-
kben) telitési értékhez kozelité oszcillalo gorbét mutatnak, mely kialakulasa-
ért feltételezhet6, hogy tobbek kozott a sejtek motilitast befolyasold
autokrin- és parakrin aktivitasa is felel6s. Mint azt a 2.4 abra is mutatja az
idofiiggés szempontjabdl a viszonylag rovid inkubaciés idok a kis sejtszam
miatt kedvezdtlenek, az exponencialis kozépsé szakasz esetében a mintavé-
telek igen pontos idézitése és parhuzamos kisérletek esetén azok pontos
betartasa lényeges. Azonban e szakaszok megbizhatésaga is csak fenntar-
tassal fogadhato el reverzibilis rendszerekben az oszcillacié gyakran kisza-
mithatatlan volta miatt. Mintavételek szempontjabdl idealisnak az exponen-
cialis szakasz és a harmadik, ,telitési” szakasz hatara tekinthetd, mivel itt
mar jelentds a nyerhetd sejtek szama (attraktans/repellens hatasok jol diffe-
rencialhatok), valamint a reverzibilis rendszerek oszcillacidja is kisimul.
Hangsulyoznunk kell, hogy a fenti megfontolasok altalanossagban érvénye-

sek, szamos olyan sejt van mely esetében sokkal révidebb, vagy hosszabb
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inkubacios idéket alkalmazva kaphatunk csak megbizhatéan értékelhetd

eredményt.

Irravarzibilizs randszar L Reverzibiliz randszar

30000 4.

25000 4.

20000 +

Sejtszam

10000 4

S000 4

O 30 60 90 120 150 180 210 240 0O 30 60 90 120 150 180 210 240
Id3 [min) IdG [min]

2.4 dbra Kemotaxis sejtszam/ido-fliggése kozotti eltérés irreverzibilis és reverzibi-
lis rendszerekben torténd regisztralds esetében.

2.4.3.2 Koncentracié-fiiggés

A koncentrdcio-fiiggées vizsgalata, illetve annak értelmezése az idoéfliggéstol
eltér6. Mar maga a kérdés targyalasa is két szempontbdl lehetséges: értékel-
hetjik a kivalthaté kemotaktikus valaszokat (i) az alka/mazott koncentrdciok-
ra adott valaszok fliggvényében és (ii) a kialakulo koncentrdcio gradiens
szempontjabdl is.

(i) Az els6 kérdés vizsgalata tlinik konnyebbnek, hiszen ebben az esetben a

ard

koncentracionak a hatasat elemezhetjik és igy kapunk informaciot arrél,
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hogy a kivalté anyag a vizsgalt modell-sejten mely koncentracio(k)ban te-
kintheté attraktansnak, illetve repellensnek. E vizsgalatok soran az alkalma-
zott koncentraciék szintén a korulottiik kialakulé gradiens hatasara fogjak
ugyan a sejtek mozgasat indukalni, de a kiértékeléskor egy-egy altalunk hi-
telesitett koncentraciénak megfelel6 kozegben 6sszegyllt sejtek szamat ha-
tarozzuk meg, s igy kielégité biztonsaggal csak az adott koncentracié(k)rol
nyilatkozhatunk azok attraktans vagy repellens jellegét tekintve. Koncentra-
cié tartomanyokat felolel6 mérések esetén ugyan jellegzetes harang-gorbe
irja le a sejtek kemotaktikus aktivitdsanak ligand koncentraciéjatol valoé flig-
gését (2.5 abra), de a kapott gorbét mindig a mérés |épésszamatol fliggéen

tekinthetjuk a valds értéket jol vagy rosszul kozelitének.
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2.5 Kemotaxis koncentrdcio-fiiggése egy szolubilis citokin-receptor szekvencia
(SEWS) két eltéro formdja esetében Tetrahymena modellen - kapillaris kemotaxis
assay [37].

A harang-gorbe alakjanak értelmezésekor a migracio beinditasaért felelGs

kemotaxis-receptorok és ligandjaik szambeli aranyat kell figyelembe ven-
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niink. Alacsony koncentracidok esetében a rendelkezésre allé ligandok szama
kevés ahhoz, hogy a sejtmembranban elhelyezkedd receptorok indukciéja
révén jelentGs sejtvalaszt indithassanak be, mig magas koncentraciok eseté-
ben a sejtek receptorainak teljes felszinen torténd telitettsége akadalyozza a
sejtek kemotaxishoz elengedhetetlen polarizalt indukcidjat. Optimalis valasz
a harang alaku gorbe csucsahoz tartozé koncentraciokon figyelheté meg,
melyek elegenddé ligandot biztositanak a sejtek gradiens iranyud, polarizalt
elmozdulasahoz, de ezek koncentracidja a teljes telitettség eléréséhez nem
elegendd. A koncentracio-fliggés magyarazata vélhetéen a fentivel egyitt
haté tobb mas komponens ered6jeként foghato fel. A receptor internalizacio
dinamikaja, citoszkeleton komponenseinek érzékenysége, adhézios folyama-
tok hatasai mind fontos tényez6k, s nem hagyhato figyelmen Kkivil a
kemotaktikus valasz szempontjabol optimalis inkubaciés id6é alkalmazasa
sem.

Ebben a kérdésben hangsulyozottan fontos a vizsgalt koncentracio-
tartomany helyes megvalasztasa. Mint a 2.6 abra is mutatja egyes ligandok
esetében (pl. egy polilizin szarmazék fMLF-nal képzett konjugatuma) a kon-
vencionalisan alkalmazott koncentraciokon a mérések eredménye ugyan mu-
tat hatast, de az nem jelentds, és csak Iényegesen alacsonyabb koncentraci-

Ok esetében regisztralhaté a klasszikus harang-gorbe.
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2.6 dbra Polilizin-fMLF-nal képzett konjugdtumdnak kemotaktikus hatdsa
Tetrahymena sejteken, kapillaris kemotaxis assay-vel mérve. A sziirke zona mutatja
a konvenciondlisan mért koncentrdcio tartomanyt, mig a sdrga tertilet az ennél lé-
nyegesen alacsonyabb koncentrdciokat, melyeken a specifikus hatdasa kimutathato
volt [38].

(ii) A fentiektdl eltéré probléma a koncentracié gradiens meghatarozasa, il-
letve annak a mozgas kivaltasaban betoltott szerepének kozvetlen elemzése.
Itt a vizsgalt anyagok diffuziés koefficiense és az altala meghatarozott és
matematikai fliggvények altal jol jellemezhetd karakterisztikak mellett maga
a vizsgalati rendszer (ld. agar, filter, folyadékfilm) jellege is befolyasolja,
mint azt [39] a kérdést igen alaposan tanulmanyozé munkajaban leirta. A
kérdés irant érdekl6dbknek a fent emlitett és a jelen fejezet tartalmi kereteit
is meghaladé munkat ajanljuk tanulmanyozasra. Itt 6sszefoglalasként annyit
emelhetiink ki, hogy peptid természetl attraktansoknal (diffuzios koeffici-
ens: 10-6-10-5 cm?/sec), jelentds eltérés figyelheté meg a gradiens kialakula-
sa, illetve annak idébeni alakulasa szempontjabdl az egyes rendszerekben.

Mivel a gradiens kialakulasat és stabilitasat jelentésen befolyasolja a sejtes és
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attraktanst tartalmazé terek geometriai viszonya, a kamrak mélysége (verti-
kdlis rendszerek), a kamrak kozotti 6sszekoté folyadékhid vagy agarréteg
hossza (horizontalis rendszerek), a gradiens mas-mas gorbével jellemezhetd.
Ennek megfelel6éen, megbizhatdé gradiens kb. 1.5-4.5 6raig biztosithaté a

leggyakrabban alkalmazott rendszerekben.

2.4.3.3 A kétcsucsu gorbék magyarazata.

Egyes esetekben a fenti harang-gorbe helyett a koncentracio-fliggés vizsga-
latakor két- vagy tobb-csiucsi gorbéket kapunk. E furcsa megjelenésre tobb
magyarazat is olvashaté a szakirodalomban. (i) Egyes esetekben bizonyitott,
hogy a vizsgalt modell-sejt tobb, a ligand kotésére képes receptor-
populacioval is rendelkezik, melyek mas-mas ligand koncentracién indukal-
haték maximalis effektivitassal. (ii) Mas esetekben a jelenség magyarazatat
az intracellularis szignalizacié (pl. Ca2+ szignal) eltér6 pontokon és mas di-
namikaval kifejtett eredményeként értékelik; (iii) mig egyes korképekben (pl.
refrakter periodontitis - neutrofil granulocitak) kifejezetten bizonyos
intracellularis szignalizacios mechanizmusok koéros ered6jeként magyarazzak
a jelenséget. (iv) Fentieken kiviil még felmeril az egyes sejtek vizsgalt
ligandok altal indukalhaté auto- vagy parakrin aktivitasanak hatasa is, mely a
sejtek kemotaktikus valaszkészségét fokozva hozzajarulhat egy egyébként
hatastalan koncentracion is jelentés kemotaktikus reakcidok kialakulasahoz.
Természetesen fenti megfontolasoknal a receptorok tekintetében homogén
sejtpopulaciokkal kell szamolnunk. (v) Eppen ezért tovabb nehezitheti a je-
lenség értelmezését ha az egyes esetekben eltéré szub-populaciok jelenléte

feltételezhetd, melyek maguk egy-egy csucs megjelenését indokolhatjak.
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2.5 Sejtszam meghatarozasok

A kilonb6z6 migraciot méré eljarasok kiértékeld lépése és annak objektivita-
sa, valamint azok kvantitativ jellegének biztositasa mindig nagy kihivast je-

lentett az e vizsgalatokat végz6k szakemberek szamara.

2.5.1 Hagyomanyos eljarasok

Mig a kiilonb6z6 egyszerld kemotaxis assay-k és az egyedi Boyden kamras
rendszerek (Id. alabb) esetében még viszonylag egyszeri volt a pozitiv va-
laszt add sejtek szamdanak fénymikroszkdépos Uton torténé meghatarozasa,
sOt egyes esetekben a szabad szemmel torténé értékelés sem volt kizarhato,
a multiwell rendszerekben egyre nehezebbé valt a sejtek szamolasa. A kuta-
tok tobb modszert is kidolgoztak e célra. Ezek egy része csupan in vivo al-
kalmazhatd, de szamos olyan is hasznalatban van, mely mar a migralt sejtek
fixalasa utan, tehat a sejtszam bizonyosan nem valtoz6 keretei kozott érté-

kel.

2.5.2 In vivo technikak

2.5.2.1 Fluoreszcens jelzés

Az egyszerl festések mellett igen nagy el6szeretettel alkalmazott technika a
sejtek fluoreszcens festékkel torténd jelzése. llyen, a sejtek viabilitasat mi-
nimalisan befolyasold fluoreszcens festék pl. a Calcein-AM és a BCECF-AM
is. Fentiek mellett, természetesen hozzaférheték gyarilag fluoreszcensen
fedett filterekkel ellatott assay-k is (pl. Calcein-AM - Cell Invasion Assay Kit

- Calbiochem), illetve egyéb kitek, melyek a sejtek fluoreszcens jelzése révén
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teszik mérhetévé a migrald sejtek szamat (pl. petiddel targetalt fluoreszcens
odot nanokristaly Qtracker™ Kit - Quantum Dot Corporation). Ebben az
esetben a kemotaktikusan pozitiv valaszt ado sejtek szamanak meghataro-
zasara aramlasi citometria vagy egyéb a fluoreszcens jel érzékelésére képes
technika (pl. fluoreszcens lemez leolvasé) alkalmas. (A fent emlitett jelzése-
ket, pl. Calcein-AM, kilénodsen a sejtek jelzettségének idében viszonylag
gyorsan csokkeno volta miatt nem csupan az assay-t megel6z6en alkalmaz-
zak, de mar a pozitiv valaszt add sejtek jelzése is torténhet a fluoreszcens

festékkel.)

2.5.2.2 I1zot6p technika

A fluoreszcens jelzés mellett, bar lényegesen ritkabban, de a sejtek (pl. bak-
tériumok) izotoppal torténd jelzése is hasznalatos. E célra leggyakrabban az
alabbi jelzett anyagokat, illetve izotépokat alkalmaztak: 3H, 14C-glukéz, 5'Cr,
18F-fluorobenzoat, ¢7Ga-citrat, 32P-diizipropilfluorofoszfat, 99mTc, 111In-8-

hidroxikinolin.

2.5.2.3 Sejt-anyagcsere aktivitdas mérése

Szintén még él6 allapotban biztosit sejtszam meghatarozast a sejtek
mitokondridlis dehidrogendz aktivitasat egy tetrazolium soé (sarga—lila kris-
taly) kialakulasa révén kimutaté MTT assay, illetve a sejtek redukalo kérnye-
zete kovetkeztében szinreakciot adé (indigékék—rézsaszin) Alamar blue fes-
tés. Fenti technikak alkalmazasakor fontos szempont a mérések soran a sej-
tek viabilitasanak értékelése, melyre a tripankék festékkel torténé kizaras

még ma is az eqgyik leggyorsabb megbizhaté mddszer. A sejt-anyagcsere ak-

68



tivitas kilonboz6 paramétereit mérd festések (MTT, Alamar blue stb.) elvég-
zésekor igen lényeges figyelnink arra, hogy maga a vizsgalni kivant
kemoattraktans anyag nincs-e hatassal a festék altal detektalt termék kiala-

kulasanak anyagcsereutjara, meghamisitva ezaltal a kapott eredményeket.

2.5.2.4 Mozgasallapot vizsgalata

Az in vivo technikak egy kilon fejezetét jelentik azok a vizsgalatok, melyek a
sejtek kemotaktikus elmozdulasat, mozgasallapotuk (Uszasi jellemzdik)
megvaltozasat a video technika és a szamitogépes kiértékelés 6sszekapcso-
lasaval valositjak meg. Ezekrdl a technikakroél itt csak annyit jegyziink meg,
hogy a mindenkori felhasznalas korlatait figyelembe véve (pl. modell-sejt
migracios sebessége) szinte felsorolhatatlan az alkalmazott médszerek sza-
ma. Minden laboratérium az igényei (pl. mozgas sebesség, mintazat sth. mé-
rése) és a leginkabb felhasznaldbarat (Id. kezelhetdség, illeszthet6ség a re-
gisztracios rendszerekhez és nem utolsé sorban beszerzési arak tekinteté-
ben) valtozatot hasznalja. Van mégis néhany altalanosan elterjedt forma, me-
lyek sokoldali felhasznalhatosaguk révén viszonylag tag teret adnak a fel-
hasznaloi oldalnak. Ezek ko6zé tartozik az NIH-ben kifejlesztett /mage J
program és annak tovabbfejlesztett valtozatai. A 2.7 abra egy evvel a prog-

rammal tortént kiértékelés eredményét mutatja.
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2.7 dbra Tetrahymena sejtek mozgdsdnak vizsgdlata. Az Image J program segitsé-
gével mind manuadlis tizemmodban, mind a program ,betanitasdt” kovetoen jol elkti-

lonithetok a sejtek mozgdsadllapotdt jellemzo fazisok (Id. run, turn =2, rest ») [40].

E kérdéskor fejlédésének tovabbi részleteirél a 4.8 Lab-on-chip technikak

fejezetben is szolunk.

2.5.3 Fixalt mintak kiértékelése

A sejtszam fixalast kovetd meghatarozasara széles korben elfogadott a me-
tanolos kezelést kovetdéen kb. 1-2 perces kezelés utan mar mérhetd Diff-
Quick festés, melyet kiulondsen kevert sejtpopulaciok esetében célszerd al-
kalmazni, mivel segitségével az egyes citoplazmatikus granulumok eltéré
festddése alapjan jol elkilonitheték az egyes sejttipusok.

Mar komolyabb felszereltséget igényl6 eljaras az aramlasi citometria (FACS)

felhasznalasa a sejtszam meghatarozasra. Ebben az esetben gyakori ismert
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szamu referencia partikulum (pl. 10.000 15um Dynosphere/minta) beméré-
sét kovetéen meghatarozni az adott térfogatd mintaban talalhaté sejtek és
mar kdnnyen megallapithaté a minta adott térfogatra szamithato sejtszam
Id.:  (#sejtszdm/#partikulumszam) x bemért partikulumok szama.

Tovabbi lehetdséget jelentenek azok a technikak, melyek a pozitiv valaszt
adoé sejtek lizisét kovetéen, rendszerint a sejtek DNS tartalmat véve alapul
hatarozzak meg a sejtszamot (pl. CyQuant GR - Chemicon QCM™ -
Millipore). Az utobbi eljarasok esetében a feltart sejtes mintak komplex
elemzésére is maéd nyilik, pl. integrinek vagy a kemotaxisért felelés recepto-
rok kimutatasa is lehetséges ugyanazon mintabél.

Az amé6boid mozgast végzd sejtek mozgasanak iranyat megszabd allabak
izolalasara kidolgozott eljaras, illetve ezen izolatumok dsszetételének mole-
kularis bioldgiai analizise e téren is felhaszndlhatd, bar adatai inkabb a fo-
lyamatok molekularis hatterének jobb megértését segitik el6 (Id. késébb).
Fentiek mellett, a filterek esetében mar emlitett in situ kiértékelés, a sejtek
filterekben torténd fixalasa, beagyazasa, metszése és festése a kiértékelés

tovabbi dtjait jelentik.

2.6 Az egyes technikdak komparabilitasa

Mint azt a kovetkezé fejezetben felsorolt technikak jelezni fogjak ugyanazon
modell-sejt kemotaktikus aktivitasat szamos modon és biologiai szempont-
bol is tobb megkozelitésbbl hatarozhatjuk meg. Ugyan természetesnek te-
kinthetd, hogy akkor tekinthetjik a kapott adatokat elfogadhaténak, referen-

cia rendszereink akkor adnak zold utat a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez,
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ha a kilonb6z6 moddszerekkel torténd mérések hasonld eredményeket ad-
nak.

Eredményeink kiértékelése és kilonb6zé mddszerekkel kapott adataink 6sz-
szehasonlitasa soran azonban soha nem felejthetjik el, hogy a vizsgalt anya-
gok dont6 tobbsége nem csupan kemotaktikus hatasu, hanem a sejtek sza-
mos mas sejtélettani funkcidjat szintén pozitiv vagy negativ értelemben - és
sokszor a kemotaktikus potencialhoz viszonyitva léptékekkel nagyobb mér-
tékben - befolyasolhatja.

Fenti hatasok kozil a kemotaxis szempontjabdl kiemelkedd jelent6ségl a
sejtek 2.2.1 pont alatt mar emlitett azon képessége, hogy auto- és parakrin
hatasu és a kemotaxist is befolyasolni tudé anyagokat termelnek, sét az,
hogy e szintetikus aktivitast az altalunk vizsgalt anyag még indukalhatja is.
Ebbdl a szempontbdl példaértékliek azok az 6sszehasonlité adatok, melyeket
IL-1B-vel tortént el6kezelések utan kézdltek microchamber és agaréz assay
technikak 6sszehasonlitasaval. Az eredmények egyértelmien jelezték, hogy
az IL-1B mind a CXC IL-8, mind a CC MCP-1 kemokinek termel6dését képes
indukalni a fibroblasztokban. Az izolalt két kemokin kemoattraktans hatasa
monocitak esetében az alkalmazott indukalé IL-1B koncentraciojaval, mind a
két emlitett kemotaxis assay esetében jO egyezést mutat. A mddszerek ko-
zOtti linearis 6sszefliggés azonban granulocitak esetében mar nem volt meg-
figyelhetd, mely eltérés tovabbi utalas arra, hogy vizsgalatainkban csak kell6
tisztasagu, jol definialt, immunoldégiai médszerekkel karakterizalt anyagok,
illetve sejtpopulaciék felhasznalasaval érhetiink el megbizhaté eredménye-

ket.
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3. Egysejtiiek kemotaxisanak mérése

Ezeknek a prébaknak a kivitelezése altalaban egyszer(. A vizsgalandé sejtek
tenyésztése és vizsgalatra vald el6készitésiik viszonylag kevés munkat
igényl6 feladat. A médszerek maguk is egyszerliek, inkubaciés idejik is rovi-
debb, mint a magasabb rendliek sejtjeinél alkalmazott prébak esetében. Lé-
nyeges kiilonbség, hogy mivel ezeknek a sejteknek a kemotaxisahoz nem
mindig kell a kitapadasukkal szamolni (Id. csillésok) a vizsgalatok is gyakran

.egy-fazisi”, gyors tesztek.

3.1 A "leg6sibb", filter-papiros eljaras

Egy filter-papir, mint hordozé fazis kozepére egy csepp attraktdns anyagot
tartalmazo oldatot cseppentink. Ezt a filter-papirt (mas esetekben agaréz
gél darabkat) egy targylemez kézepére helyezzik és a vizsgalni kivant sej-
teknek megfelelé puffert (kb. 50 ul) cseppentink a hordozéra. A sejteket a
3.1 abran lathaté mddon egyenletesen visszik fel a mintara, vagy a lefedett
filter-papir széléhez cseppentjik. A sejtek felvitele utan fedélemezzel lefed-
juk a mintat. A papir/gél kdrnyezetében az anyagnak csdkkené gradiense
alakul ki, a sejtek az optimalis koncentraciot reprezentalé gydriiben helyez-
kednek el, viszonylag konnyen kiértékelhetd.

A modszer elénye a gyors elkészithet6sége, mig hatranya, hogy igen nehéz

jol 6sszehasonlithatd, megbizhaté parhuzamos mintakat késziteni.
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Feddlemez

Targylemez

A vizsgalando anyag
filter papirba vagy
agarba felvéve

Sejtek

Kohidai, L. 2006.

3.1 abra: A filter-papiros eljards sematikus képe. A sejtek a targylemez kozepén
elhelyezett, filterbe vagy agarba juttatott vizsgdlati anyag diffuzidja kovetkeztében
az optimadlis koncentrdcio zondjdnak megfelelo korben helyezkednek el. Az inkuba-
c/io utdn mikroszkopos kiértékelés torténik.

Gyakorlati Gtmutaté 1

Filterpapir-teszt (2D)

Célsejt

prokariéta, eukariéta 104-106 sejt/ml

Anyagigény

a vizsgalni kivant anyaggal steril koriilmények kozott el6-
kezelt filterpapir vagy agaréz gél

Egyéb eszkoz

elézetesen 70% ethanolban megtisztitott targylemezek és
fed6lemezek

Kiértékelés / Specidlis eszkodz

fénymikroszkép

Kivitelezéséhez sziikséges idé

kb. 2 6ra (el6késziilettel)

Kvalitativ / kvalitativ jelleg

kvalitativ

F6 el6nye/hatranya

gyors, tajékoztato jellegli mérés

Egyéb

3.2 A harom-furatl lemez és a T-maze assay

A cimben szerepl6 két eljaras egymas igen koézeli rokonanak tekinthetd, az-

zal a kiildnbséggel, hogy mig a harom-furatu lemezes eljaras esetében mind

a sejtek, mind a vizsgalandé anyagok részérdl igen kis térfogatok is elegen-

ddek, a T maze-nek nevezett eljaras esetleg tobb mililiter mintat is igényel.
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Mindkét eljaras esetében a sejtek szabadon érintkeznek a vizsgalandd, illetve
a kontroll anyaggal. A harom-furatl lemez egyes lyukainak betdltésénél el6-
szOr a sejtmentes oldatokkal toltjuk fel a két széli furatot, majd a kdzépsd
furatba cseppentett sejtes frakcid dvatos és egyenletes felvitelével biztositjuk
a kapcsolat kialakulasat az egyes komponensek kozott. A rendelkezésre allé
viszonylag rovid inkubacios idét kovetéen - harom-furatu lemez esetében ez
maximum 2 perc -, az assay kiértékelése is egyszer(l, mikroszképban gyor-
san leolvashatd a sejtek pozitiv vagy negativ valasza az adott anyagra (3.2

abra)

Sejtek

Kontroll
anyag

Vizsgalni kivant
anyag

A modszer kiértékelésére
ajanlott, 3-furati bemélyedéseket
tartalmazo plexi lemez

Kohidai, L. 2006.

3.2. dbra A hdarom-furatu lemez felépitése és a mintak felvitele, illetve a kiértékelés
menete.

A T maze” (maze = ang. labirintus) egy T alaku tivegcsé (3.3 abra), melynek
figgodleges szaraba a sejteket tartalmazé oldatot, a masik két, vizszintes
szaraba a két kilonb6z6 vizsgalando anyagot lehet elhelyezni. A harom csa-

torna talalkozasanal egy csiszolt csap talalhatd, ennek elforgatasaval indit-
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hatjuk el, illetve fejezhetjiik be a kisérletet. A kisérlet soran tehat a vizsga-
land6 sejtek a vizszintes két szar kozotti térbe kerlilnek és szabadon va-
laszthatnak az elmozdulas iranyat illetéen. Evvel az assay-vel nem csupan
kontroll anyaghoz viszonyitott preferenciat lehet mérni, de két eltéré hatasu
anyag szelekciés potencidlja is meghatarozhaté. A sejteket a kisérlet utan
kilonb6z6 modszerekkel lehet megszamolni.

A T-maze egyik eldnye, hogy lehetéséget ad a sejtek szelekcidjara, mig hat-
ranyat jelentik a kisérlet inditasakor, illetve befejezésekor alig elkerilhet6

turbulenciak, melyek a kdézépen elhelyezked6 csap elforgatasakor jonnek lét-

re.
sejtek
Sejtszam
meghatarozas
: M) _
Vizsgalandé u Vizsgalandd
anyay anyag
© Kohidai, L. 2006.
3.3 dbra A T-maze sematikus képe.
Gyakorlati utmutaté 2 T-maze assay (3D)
Célsejt prokariéta és eukariota csillés/ostoros protozoon
105-106 sejt/ml
Anyagigény vizsgalandé anyag, pufferek
Egyéb eszkoz elézetesen tisztitott és autoklavozott T-maze, gumidugé

vagy parafilm

Kiértékelés / Specialis eszkdz | fénymikroszkdép, Biirker-kamra (Fuchs-Rosenthal v. Neu-
bauer kamra), illetve elektronikus szamlalo

Kivitelezéséhez szilkséges idd | sejt-tipustol fiiggéen 5-30 min.

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ > kvantitativ

F6 el6nye/hatranya sejtek ligand-fiiggé szelekcidja

Egyéb kilonos évatossaggal kell eljarni a csap elforgatasanal,
illetve a csap kenéséhez alkalmazott anyag megvalasztasa-
kor

Ref. 41
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3.3 Opaleszcencia mérésén alapul6 eljaras

Ennél a technikanal a vizsgalandé anyag higitasaibdl készitett oldatot helyez-
zUk fotométer kiivettaba. Ennek megmérjiik az optikai denzitasat, majd ez-
utan az oldat tetejére rétegezzik a sejteket tartalmazé oldatot. Az inkubaci-
0s id6 alatt a sejtek az attraktans anyag hatasara bevandorolnak az eredeti-
leg sejtmentes oldatba (3.4 abra), melynek igy megvaltozik az optikai
denzitasa. A mérések 6sszehasonlitasabol kapott hanyados (I/1lo) értéke ara-

nyos a pozitiv kemotaxist mutaté sejtek szamaval.

Sejtek
(_

pozitiv (—EE Kiertekelés
kemotaktikus — (Efntométerben
vdlaszt ado <_<:

sejtek <&—

\ Vizsgalando anyag /
klUvettaban Kohidai, L. 2006.

3.4 dbra Az optikai denzitds vdltozdsdn alapulo assay sematikus képe. A sejtek a
nyilnak megfelelo irdnyba vandorolnak.

A moédszer elénye, hogy optimalis szamu sejt vizsgalatat teszi lehetdvé és
viszonylag egyszerlien 0sszeallithato és egyben kvantitativ adatokat is szol-
galtato technika. Hatranya azonban, hogy az aerob/anaerob viszonyok valto-

zasa miatt az egyes sejttipusok elmozdulasat nem csupan a sejtek attraktans
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iranti vonzodasa, hanem azok aerob/anaerob kérnyezetet preferalé tulajdon-

saga is befolyasolhatja.

Gyakorlati utmutaté 3 Opaleszcencia mérése (3D)

Célsejt prokariéta, eukariéta 105-106 sejt/ml

Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek

Egyéb eszkoz laboratériumi fotométer el6zetesen megtisztitott kivettdja
Specialis eszk6z igény spektrofotométer (hosszabb vizsgalatokndl kontrollalt bel-

s6 hémérséklet elényos!)

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubacids idé kb. 30 min

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ

F6 el6nye/hatranya anaerob/aerob sejtek eltéré valasza
Egyéb -

Ref. 42

3.4 Kapillaris-assay

3.4.1 Egy kapillarisbol allé rendszer

Az assay alapja az, hogy a vizsgalni kivant sejteket tartalmazé oldatot egy
edénybe helyezziik, majd ebbe az oldatba egy vékony kapillarist helyeziink,
amelybe attraktans anyagot szivtunk fel. Az inkubaciés id6 alatt a sejtek a
kapillaris kordl, illetve a kapillarisban halmozdédnak fel.

A technika kivitelezése tekintetében vetekszik a korabban mar emlitett
filterpapiros/géldarabkas eljarasokkal. Mint a baktériumok kemotaxisanak
gyors vizsgaldmoddszere komoly népszeriségnek orvendett az 1960-1970-
es évek tajan, melyhez nagyban hozzajarult az, hogy a terilet kimagaslé mu-
veléje, Adler egyik cikkében [43] is egy ilyen assay-t bemutaté képpel (3.5

abra) illusztralta a vizsgalt E. coli tenyészet kemotaktikus aktivitasat.
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kemoattraktans anyaggal pozitiv kemotaktikus valaszt
toltott kapillans ad6 Ecolfsejtek

a kapillaris iiregébe koncentraci6 gradiens
vandorolt sejtek

3.5 adbra E.coli sejtek kemotaxisdnak vizsgalata kapilldris technikaval. (Adler, J. fel-

vételének felhasznaldsaval)

A modszer fenti és a 3.5 abran bemutatott szintén egyszerl elrendezésétdl
kissé eltéréen -, olyan formait is leirtak melyben a vizsgalni kivant anyago-
kat tartalmazé tér nem egy egyszeru kapillaris, hanem egy annal vastagabb
alul zart cs6, mely a kérnyezé folyadéktérrel (sejtek) az als6 végen elhelyez-
ked6 és az oldalfalat tobb sorban is atjarhatéva tevo kapillaris-koszoruaval
érintkezik. Az egyidében elvégezhetd parhuzamos mérések szamanak nove-
lését szolgalja az a tovabbi valtozat melyet Leick és Helle irtak le (3.6 abra).
Ebben egy plexi lemezen készitett szamos furat szolgal a sejteket tartalmazo
oldatok befogadasara (Id. kilsé kamra), mig egy hasonlé méretl lemezben

rogzitett, kapillarisokkal atjarhatova tett fali csovek biztositjak a vizsgalando

anyagok befogadasara a belsé kamrakat.
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gumi ballon

kapillaris

belsé kamrak
(attraktans)

. kapillaris-
attraktans koszor(

. sejtek

| = = = 0 kilsé kamrak
(sejtek)

Kohidai, L. 2006.

3.6 .dbra Az egy kapilldarisbol allo assay (baloldal) és a Leick féle tobbcsoves el-
jards (jobboldal) sematikus képe.

A moébdszer elénye a konnyl kezelhetéség, mig hatranya, hogy a klasszikus

gumibalonos kapillarisok esetében nehéz a minta kivant térfogatat pontosan

reprodukalni a sorozatmérések esetében. Tovabbi problémat jelent a plexi

vagy egyéb miuianyagok alkalmazasa, melyek sok esetben kimutathato

hatassal vannak a sejtek kemotaktikus aktivitasara.

Gyakorlati Gtmutaté 4 Kapillaris assay (3D)

Célsejt eukariota, (prokariota) 104-105 sejt/ml

Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek

Egyéb eszkoz tiveg, furatos gumidugd, kapillaris és gumiballon, helyben

osszeallithato

Kiértékelés /Specialis eszk6z fénymikroszkdép, Biirker-kamra (Fuchs-Rosenthal v. Neu-
bauer kamra), illetve elektronikus szamlalo

Kivitelezéséhez szilkséges idé | Inkubdcids idé kb. 5-60 min

Kvalitativ / kvalitativ_jelleg kvalitativ > kvantitativ
F6 el6nye/hatranya nehezen kalibralhaté
Egyéb -

Ref. 44
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A fentiekben leirt kapillaris assay-k hatranyait igyekszik kikiiszébolni a

on ]

viszonylag megbizhatoé mintatérfogatok bemérésére képes ,fecskendds

eljaras [108] (3.7 abra).

baktérium kemoattraktans
tenyészet (100u)
(100ul) > u
200 pl-es 25Gx5/8 egyszerhasznalatos
pipettahegy inj. tii fecskendd

(1 mbh

Inkubéacids idd: 15-60 min.

3.7 abra Egyszerhasznalatos eszk6zokbdl 6sszeallithato kapillaris
kemotaxis—-assay elve.
A mébdszer kétségtelen elénye a pontosabb térfogatok bemérése mellett az
egyszerhasznalatos, steril eszk6zdk hasznalata. Hatranya azonban, hogy a
sejtes minta tartdjaként szolgalo pipettahegy nyilasainak zarasa nehézkes, a
tl és a pipettahegy egymashoz viszonyitott helyzete esetleges (ld. parafilm

rogzités).

3.4.2. Egy- és tobbcsatornas kapillaris assay

Az automata pipettak bevezetésével Uj lehet6ség nyilt egyes sejttipusok
kemotaktikus aktivitasanak mérése terén. Mivel ezekbe a pipettakba hitelesi-
tetten nagy pontossaggal szivhatok fel a kérdéses folyadék térfogatok, ma-
gatdl adédott a lehetéség, hogy mar egycsatornas valtozataikat is alkalmaz-

zak a kemotaxis mérésére: ismert mennyiségl anyagokat (attraktans) szivva
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fel a pipettahegybe csupan megfelel6 rogzitésrél kellett gondoskodni ahhoz,
hogy ez az anyag egy kiils6 kamraban elhelyezett sejtes mintaval érintkez-
hessen (3.8 abra - A). A tobbcsatornas mikropipettak kifejlesztése a fentiek-
ben vazolt rendszer tovabbi javitasara adott modot. A modszer elénye a pon-
tos mintavétel mellett a parhuzamos futtatasok (4-8-12) lehetésége. Utdbbi
esetben a legcélszerlibb a vizsgalt attraktans anyag mikropipetta hegyeibe
(bels6 kamra) torténd felszivasa utan a sejteket egy 96-lyuku plate megfeleld
mélyedéseibe helyezni (kilsé kamra), majd a pipetta hegyeit a sejtek oldata-
nak felszinére helyezni (3.8 abra - B). Az inkubacié elteltével mikroszkép
vagy elektronikus szamlalé segitségével hatarozhaté meg a mintakba kerilt

sejtek szama.

Sejtszam
Vizsgalandé meghatarozasa

anyag

Sejtek

© Kohidai, L. 2006.

3.8 dbra Egy- és tobbcsatornds mikropipetta felhaszndldsa kapilldris kemotaxis
assay-ben (A és B). A folyadékfazisban (A, B), vagy agaroz lemezen (C) szélesztett
sejtek az attraktdns inger (nyfl) irdnydba vandorolnak.
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A modszer el6nye, hogy a mikropipetta hasznalata kikiiszoboli az el6z6ek-
ben emlitett technika térfogati pontatlansagat, valamint az, hogy aerob sej-
tek vizsgalatara is alkalmas. Hatranya, hogy els6sorban a tenyésztd oldat fel-
s6 rétegében elhelyezkedd, ott aktiv mozgast végz6 sejtek (Id. csil-

|6s/ostoros mozgas) mérésére alkalmas.

Gyakorlati utmutaté 5 Mikropipetta-kapillaris assay (3D)
Célsejt eukariéta, (prokariota) 104-105 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek

Egyéb eszkoz 96-lyuku plate, 8-12 csatornas mikropipetta

Kiértékelés /Specialis eszkdz | fénymikroszkdp, Biirker-kamra (Fuchs-Rosenthal v. Neu-
bauer kamra), illetve elektronikus szamlalo

Kivitelezéséhez szilkséges idé | Inkubdcids idé kb. 15-30 min

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ

F6 el6nye/hatranya jol kalibralhato, aerob sejtek vizsgalatara alkalmas
Egyéb -

Ref. 45

A moddszer egy moddositott formajat egy- és tobbcsatornas elrendezésben
felhasznalhatjuk azonban a felszinhez kotott, améboid mozgas vizsgalatara
is. Ekkor a pipettahegyeket a sejteket tartalmazo felszinre vagy avval igen
kozeli tavolsagban helyezziik el és az inkubacids id6 lejartaval a hegyek altal
kijelolt pontok koruli felszineken értékeljik ki a sejtszam alakulasat (3.4.2.1-

C abra).
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4. Magasabb rendliekbdl szarmazo sejtek migracigjanak mérése

A magasabb rendliekbdl szarmaz6é mintak esetében a kemotaxis mérések
kivitelezése soran tobb nehézséggel talalkozunk. Mar a megfelel6 sejtpopu-
lacié preparalasa is nagy koriiltekintést igényel, annak hatasfoka és a sejtek
viabilitasa sokban fligg az alkalmazott technika megfelel6 voltatdl és a kisér-
letet végzok gyakorlottsagatol is. Tenyészeti sejtek esetében a kulturak
fenntartasa és azok identikus voltanak folyamatos ellenérzése is gondot
okozhat. A mérések soran kedvezd, hogy e sejteknél mar sokkal gyakoribb a
szakirodalom altal elfogadott, és a kemotaktikus aktivitas mérése szempont-
jabol referencianak szamité anyagok alkalmazasa. Kiilon problémat jelenthet
azonban, hogy e sejtek kemotaxisa adhéziofliggé, azonban nem minden
vizsgalni kivant sejttipus esetében indukalhatoé a kitapadas azonos mérték-
ben (Id. szuszpenzidéban novoé sejttenyészetek).

Az alabbiakban ismertetésre keril6 technikak a szakirodalomban ismertetett
eljarasok viszonylag széles skalajat igyekeznek feldlelni. Célunk volt minden
olyan eljaras megemlitése, melyek kivitelezhet6ségét és esetenként a megki-
vant specifitast a rendelkezésre allé irodalmi adatok dokumentalhaté bizo-

nyossaggal allitjak.

4.1 Motilitas vizsgalata tenyésztéedényben

A magasabb rendl sejtek motilitasat vizsgalé eljarasok kozul talan a legegy-
szerlibbnek azt a modszert tekinthetjik, mely minimalis eszkdzigénye elle-

nére is viszonylag megbizhato adatokkal szolgalhat, mind az extracellularis
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matrix elemei, mind pedig a sejtek kornyezetébe adott és a mozgas
kemokinetikus jellegét befolyasolé anyagok hatasat tekintve [46].

Az eljaras els6 lépéseként a vizsgalat soran alkalmazott tenyésztéedény bel-
sO felszinét - a gyakorlatban hasznalt tenyészt6 felszint - az extracellularis
matrix elemeinek keverékébdl késziilt oldattal vagy pedig kifejezetten egy
kérdéses elem oldataval fedjuk (4.1.1 abra). Ezt kovetden a vizsgalni kivant,
kitapadasra képes sejtek szuszpenzidja keriil az edénybe. Egy rovid inkuba-
ciés periddus kovetkezik ez utan, mely soran az edényt rovidebb oldalfalara
allitiuk és hagyjuk, hogy sejtek ide kitapadjanak. A nem kitapadt sejtek
gyengéd mosassal torténd eltavolitasat kovetden, a vizsgalandé anyagot tar-
talmazé médiumot helyeziink az edénybe, majd azt kb. 20°-0s szdgben ala-
tamasztva inkubaljuk a sejtek tipusatol fiiggéen 1-10 napig at. Fontos fi-
gyelniink arra, hogy a folyadékszint mindig fedje az edény kitapadt sejtekkel
fedett alaplemezét. Az inkubacios ido alatt a sejtek az oldalfalrol az
extracellularis matrix elemeivel fedett alaplap iranydba mozdulnak el, s az
elmozdulé sejtek szama jo korrelaciét mutat a kornyez6 kdézeg kémiai 6sz-
szetételének motilitast befolyasold jellegével. A sejtek elvandorlasa jol kiér-
tékelhetd a fixalasukat kovetéen mar egyszerd festések utjan is, azonban
ennél is jobb eredményeket kapunk a vizsgalt sejtek in vivo fluoreszcens jel-
zését (pl. Calcein-AM technika) kovetd, fluoreszcens readerrel valé mérések

esetében.
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1. Felszin fedése 2. Sejtek betoltése 3. Edény megdontése
ECM peptidekkel és adhéziojuk (24 6ra) és tenyésztés (1-10 nap)

4. Sejtek motilitasanak
megfelels szétterjedés

4.1 abra Sejtek motilitisdanak vizsgdlata tenyésztoedeény belso felszinén valo migrd-
cio mérésével

4.2 Uveg, illetve teflongyfiris eljaras

Szintén a viszonylag egyszerl eljarasok kozé tartozik az az eredetileg 1984-
ben Pratt és mtsai altal leirt 6tletes mddszer, mely el6zetesen a vizsgalni ki-
vant ECM peptiddel bevont tényésztéedény aljara helyez teflonbdl vagy
tvegbol készult gydriket, s az ezek altal kozrezart térbe olt kitapadasra ké-
pes sejteket [47]. A technikaval a sejtek motilitasbeli eltéréseit elemezhetjik
a sejt/ECM kolcsdnhatasaitol, illetve egyéb a tenyészté folyadékhoz adott
indukalé anyag hatasatol fliggéen. A sejtek megtapadasat kovetden a gydurlt

eltavolitjuk, s ezzel megsziintetjik a sejtek radialis iranyl mozgasanak gat-

a4

86



a centrumtol valé tavolsagok mérésével vagy az ennél lényegesen

szofisztikaltabb videomikroszkopos technikdk valamelyikével.

teflon gyl

inkubaci6 24 ora

epitelialis sejtek

inkubacié 24 éra

sejtek migracigja

ECM peptidek © Kohidai, L. 2007.

4.2 abra Sejtek motilitisanak mérése teflon-gyldrds eljdrdssal (A) és annak modosi-
tott, olajcseppet alkalmazo formdjdval (B).

A fentiekben ismertetett moédszer egy moédositott valtozata az u.n. olajcsepp
eljaras (4.2.abra B). Ekkor egy ECM peptidekkel fedett felszinen asvanyi olaj-
csepp ala injektalunk sejteket, melyek ott kiterlilnek és kitapadnak. A sejtek

a felszin fedésétdl figgéen mutatnak motilitast és fedik be az olajcsepp alatti

teriletet, illetve migralnak a cseppen kivili tertletre [48].
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4.3 Uveggatas eljaras

Az el6z6ekben ismertetett modszereknél nagyobb felszereltséget igényld, de
alapjaiban igen egyszerd a cimben szereplé modszer, melynek alapjat egy
igen jol pozicionalhatd, a vizsgalandd anyaggal feltoltott mikrokapillaris ké-
pezi [49]. A vizsgalt sejtek el6zetes tenyésztése fedblemez felszinén torténik.
A sejtekkel boritott Gveglemezt Petri csésze aljan rogzitjik, majd a kapillaris
nyilasat a fed6lemez oldalahoz illesztjiik oly médon, hogy az a sejtes felszin
alatt kb.17 pm-rel érintkezzen az liveg oldaldhoz (4.4 abra). A kisérlet fo-
lyaman fokozatosan emelkedé nyomast létesitiink a kapillarisban, melynek

maximum értéke ne haladja meg a 25 hPa-t.

precizios pumpa

0 - 25 hPa
. kemoattraktanssal
40 toltott
| e - . mikropipetta
+ 17 pm PR
feddlemez
% 7

Petri-csésze alja

4.4 dabra Koncentrdcio gradiens generdldsa liveggdtas eljdrdssal.
A kialakulé gradiens az Uvegfelszin minden iranyaban terjed, igy az lveglap

felszinén lévo sejteket is eléri, kb. 20 mp alatt kialakul és kb. 60 percig al-
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landénak mondhaté. Fenti modszer elénye, hogy viszonylag meredek gradi-
ensek alakithaték ki segitségével, mig a kapillaris sejteket hordozé felszinen
valo elhelyezésekor a gradiensek sokkal laposabb profilt vesznek fel.

A sejtek attraktans hatasara kialakulé Uj elrendezédésének kiértékelésére
célszerl az elére kijeldlt tertiletek lefotézasa utan azok morfometriai prog-

ramokkal valé analizisét elvégezni.

4.4 Filteren keresztiili migracié

Ezeknek a prébaknak koézos tulajdonsaga, hogy a sejteknek az attraktans
iranyaba egy filteren kell aktiv mozgdassal athaladni. Tehat a filter pérusanak
atmérGje eleve kisebb kell, hogy legyen a vizsgalni kivant sejtek jellemzé
méreténél, és a porusok filtert atjaré szakaszai rendszerint nem merdélegesek
a filterlemez szintjére, hanem avval szoget zarnak be, evvel is biztositva,
hogy csak az aktiv amdéboid mozgast végzo sejtek atjutasat értékeljiik az
assay befejeztével.

A filtereket kezdetben cellul6z-észterbdl készitették. Mar ezek a viszonylag
vastag (100-150um) lemezek is eltér6 pdérusmérettel késziiltek biztositva
ezzel a kiulonboz6 méretl sejtek differencialt vizsgalatat. A polikarbonat ti-
pusu filtereket az 1970-es években vezették be a kemotaxis vizsgalatokba.
Ennek tobb elényds tulajdonsaga is volt a cellul6z-észter filterrel szemben.
Ez a filter jelent6ésen vékonyabb (kb. 6-10um), igy annak mindkét oldalan
nagyon rovid idon beliil azonos koncentracio alakul ki. Az athaladas a poli-
karbonat filteren a sejtek 2D felszinhez valéo adhéziés képességétol fligg,

szemben a celluloz filterrel, melyben 3D matrix szerint jutnak at a sejtek.
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Ujabban, a kisérletek pontossaga, illetve az élettani viszonyok jobb modelle-
zése érdekében a polikarbonat filtereket killonb6z6 anyagokkal, illetve sejt-
rétegekkel is bevonjak. llyen lehet a citokinek altal aktivalt endotél (pl.
HUVEC = human umblical vascular endothelial cells), melyet altalaban a ki-
|6nb6z6 fehérvérsejtek és tumorsejtek vizsgalatanal hasznalnak. igy nemcsak
az adott attraktans, vagy repellens anyag hatasai mutathaték ki, hanem az is
megfigyelhetd, hogyan hatnak a kiloénb6z6 extracellularis matrix elemek,
citokinek, esetleges gyulladasos mediatorok, adhéziés molekulak a kemota-
xisra. Egyes 0sszetettebb technikak mar a széveti térben mérheté aramlast is

modellezni képesek és igy még pontosabb eredmények elérése lehetséges.

4.4.1 Kétkamras eljarasok

A sejtek filteren keresztiili gradiens iranyd mozgdasa vizsgalhaté ezekkel a
modszerekkel, azonban itt mar az egyes kamrak elkiilonitése nem csupan
virtualis (Id. kapillaris modszerek), hanem azokat a filter valéban két jol el-
kilonithetd térrészre osztja. A leggyakrabban alkalmazott leukocita kemota-
xist vizsgal6 assay-k tartoznak ide. Egyarant alkalmazzak ezeket eddig nem
karakterizalt sejtek és Uj kemotaktikus ligandok vizsgalatakor. A berendezés
eredetileg csak egy filtert magaba foglalé liveg vagy miianyag livegcsébdl allt
(ez a klasszikus Boyden kamra). Késébb ebbdl az egyszeri eszkdzbdl fejléd-
tek ki a sok kamrat tartalmazo rendszerek, amelyek mar gyorsan, nagy sejt-

populacidk vizsgalatara is képesek.
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4.4.1.1 Boyden kamra

Boyden 1962-ben vezette be a hasznalatat (4.5 abra). Azéta sok moédositott
valtozata keriilt forgalomba. Boyden kezdé6 kisérleteiben egy 150 um vastag
celluléz-észter membrant hasznalt 3um-es porus atmérdével, ez valasztotta
el a fels6 és als6 kamrat. A vizsgalni kivant anyag oldatat az also, a leukoci-
takat a fels6 kamraba, a membran filter tetejére helyezte. Ezutan 1-4 éran
keresztlil 37 °C-on inkubalta a rendszert, majd az als6 kamraban talalhato
sejteket megszamolta. Ez az eljaras képes volt a hasznalt anyag
kemotaktikus hatasanak gyors meghatarozasdra. Boyden azonban ugy ta-
pasztalta, hogy néhany sejt akkor is atjut a filteren, ha nem hasznal
kemotaktikusan aktiv anyagot. Ezt a hibat kikiiszobodlend6 el6szor egy a sej-
tek szamara athatolhatatlan filtert hasznalt, amely indukalé anyag hianyaban
is a ,lecsorgd” sejteket mintegy csapdaba ejtette. Ezeket megszamolva és
ennek értékét az attraktans anyagra kapott eredménybdl kivonva mar ponto-
sabb eredményhez jutott. A gyakorlati felhasznalas szempontjabol nehézkes
eljaras tokéletesitésére és a nem kivant hattérhatasbol adédé hiba csokken-
tésére a késdbbiekben az inkubacios ido leroviditése is j6 megoldasnak bi-
zonyult, nem is beszélve a filterbe migralt sejtek szamanak mikroszképos
aton torténd meghatarozasarol.

Bar tudnunk kell, hogy ,Boyden-kamrat”’ igen egyszeri eszkdzok segitségé-
vel, hazilagosan is eléallithatunk (Id. gyogyszeres fiolak mianyag zaroku-
pakjait egymas felé forditva is képezhetiink filterrel elvalasztott kamrakat, jol
reprodukalhaté mérések gyarilag eldéallitott kamrakban végezheték meg-
nyugtatd pontossaggal. llyen gyari médositasnak koszonheté a kamra tovab-

bi tokéletesitése is, melynek soran tobb valtoztatas is tortént. Ezek kozil ta-
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lan a mérések megbizhatésaga szempontjabodl legfontosabb az a kis csatorna
mely a filter also felszinén esetlegesen felgyileml6 levegébuborékok elveze-
tésére szolgal (Id. NeuroProbe altal forgalmazott kamrak). Ezaltal az
attraktans kozeg és a sejtes minta kozotti érintkezési felszinen a szamitott
elméleti értékek konnyen reprodukalhatokka valtak.

A Boyden kamra kedvez6 tulajdonsagai melletti egyik nagy hatranya, hogy
relative nagy mennyiségli kemotaktikus ligandumot, és nagyszamu sejtet ki-
van. (Az eredeti Boyden kamra mintegy 1.5 ml ligandumot tartalmazo oldat-
tal és 5x106 sejttel mikodott.) Problémat jelenthet tovabba, hogy a parhu-
zamos futtatasok végzésére sem kifejezetten alkalmas az egyedi kamra, igen
megterheld annak szétszerelése, mosasa szaritasa stb. az egyes inkubaciok

kozott.

Sejtek Filter

N

Vizsgalando
anyag X

Sejtszam
meghatirozas

Kohidai, L. 2006.

4.5 abra A Boyden kamra leegyszerdsitett vdzlata.

A kamra fent jelzett hatranyait kikerilni igyekezve, Falk és munkatarsai nagy
szerepet jatszottak a transwell és sokkamras assay kifejlesztésében, melyek

a napjainkban is hasznalt 4.n. ,multiwell” assay-k el6futarai voltak.

Gyakorlati utmutaté 6 Boyden kamra (3D)
Célsejt eukariéta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek, filter (& 3-5-8 um)

Egyéb eszkoz -

Kiértékelés /Specialis eszkoz fénymikroszkoép, Biirker-kamra (Fuchs-Rosenthal v. Neu-

bauer kamra), illetve elektronikus szamlalo; filterbe migralt

92




sejtek festése/szamlaldsa

Kivitelezéséhez sziikséges idd | inkubdcids idé kb. 1-4 6ra (max. 24 éra)

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ

F6 el6nye/hatranya nagy anyag igény, a parhuzamos vizsgalatok sok eszkozt
igényelnek

Egyéb -

Ref. 50

4.4.1.2 Transwell rendszerek

A Boyden kamra széles szakmai korben aratott sikerének is kdszonhetd volt,
hogy az 1980-as években egyre jobban elterjedtek azok a kemotaxis méré-
sére alkalmas eljarasok, melyek gyarilag eléallitott, steril, egyszer hasznala-
tos mulanyag kiilsé kamrakbél és a felhasznald altal szabadon valaszthato
filterrel felszerelt belsd, kosarka alaku tartalybél allnak. A Boyden kamrahoz
hasonléan a sejtek a fels6 kamraba, mig a hivo jelet tartalmazé folyadék az
also tartalyba keril (4.6 abra). A médszer - a kamrak viszonylag nagy térfo-
gatabol adéddan -, éppugy alkalmas a vizsgalat soran termel6dé és a kemo-
taxist feltételezetten befolyasolé anyagok izolalasara, mint az alsé kamraba
vandorolé sejtek szelekciojara és tovabbtenyésztésére. Egymastodl eltérd in-
kubaciés idejl vizsgalatok elvégzésére szintén jol alkalmazhatdk a transwell
rendszerek, mivel a belsé tartalyok nem csak 0sszefliggd lapokban, de so-
rokban és egyesével kiszerelve is beszerezhetdk.

A klasszikus kemotaxis kisérletek kiértékelése ezekben a rendszerekben ha-
sonlo a fentiekben mar emlitettekhez: az als6 kamra folyadékterének sejt-
szama, valamint a filterbe migralt sejtek szamanak meghatarozasa egyarant

hasznalatos.
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sejtek

transzwell
rendszer

attraktans

filter

megfestett
sejtekkel

©® Kohidai, L. 2006.

4.6 abra Transwell rendszer vdzlatos elrendezése, valamint filterbe migralt sejtek

mikroszkopos detektdldsa festést kovetoen.
A moédszer fentiekben felsorolt elényei (pl. felhasznalébarat elrendezés, vi-
szonylag nagy szamu sejt szelekcidja) mellett, kétségtelenil problémat jelent
a kils6 és belsd tartalyban elhelyezett folyadékterek kozlekeddéedény-szerd
kapcsolédasa. Ez kilondsen akkor jelent gondot, ha a filtert sem peptidek,
sem endotél réteg nem fedi. Ekkor ugyanis a kiilsé és belsé folyadékszintek
eltérése esetén egyarant méd van a belsd tartalyban elhelyezett sejtmentes
allomany fokozott tem( kijutasara (a kiilsé tér anyagainak koncentracidja
higul), illetve az attraktans visszaaramlasa révén a koncentracié gradiens sé-
rilésére is. Ennek felismerése vezette az egyes transwell kamrakat forgalma-

z6 cégeket arra, hogy minden egyes kamra tipushoz és mérethez pontos
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kiils6- és bels6kamra térfogatokat ajanljanak, melyek betartasaval a fent jel-

zett problémak elkeriilhetdk.

Gyakorlati utmutaté 7

Transwell assay (3D)

Célsejt eukariota améboid mozgast végzo sejt
105-106 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek

Egyéb eszkoz

filterrel ellatott mlianyag inzert; 6-12-24 lyukl lemez

Kiértékelés / Specialis eszk6z

atvandorolt sejtek szama/filter kiértékelése
fénymikroszkép

Kivitelezéséhez szilkséges idé

sejt-tipustdl fliggéen 30 min.-3 éra

Kvalitativ / kvalitativ jelleg

kvantitativ

F6 el6nye/hatranya

konnyl kezelhetéség / folyadékszintek pontos beallitasa

Egyéb

Ref.

51

4.4.1.3 Sokkamras - multiwell - assay

Az elsé sokkamras rendszer 48 kamra egységbdl épiilt fel. Egy alsé és egy

fels6 lemezbdl all, amelyek a kamrakat tartalmazzak, és ezeket egy filter va-

lasztja el. A napjainkban rendelkezésre allé6 formak mar 96 vagy 384 kamrat

is tartalmazhatnak (4.7 és 4.8 abrak).

Filter Sejtek

L

S B B R B B R

J

Sejtszam

Vizsgalando

meghatirozas anyag

Kohidai, L. 2006.

4.7 dbra A modositott Boyden kamra rajza
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4.8 abra A NeuroProbe dltal gydrtott, modositott Boyden kamra képe.

Mint azt a 4.7 abra mutatja ebben egy 96-lyuku lemez szolgdl az also,
kemoattraktdnst tartalmazo kamraként. A felso, sejtek betoltésére szant kamrdt ta-
pado anyaggal bevont kerettel elldtott filter vdlasztja el az also résztol.
(http.//www.neuroprobe.com/products/mbseries. htm/)

A sokkamras assay-kben csdkkenteni lehetett a felhasznalt ligandok meny-
nyiségét, valamint a sejtek szamat is. A donté klilonbséget az egykamras
Boyden kamra és a sokkamras assay-k kozott a filter anyaga jelenti, mivel a
sokkamras assay-k mar kizarélagosan polikarbonat filtereket hasznalnak.
Annak ellenére, hogy alkalmazasuk viszonylag kénnyl, szamos ellenvetés
hangzik el a sokkamras assay-k ellen is, f6ként akkor, ha a feladat a kemo-
taxis és a kemokinezis elkulonitése.

Ez utobbi célra a checkerboard analizis elvégzése ajanlott, amely a filteren
atvandorlo sejtek altal megtett utrél készit vazlatos rajzot. A checkerboardon
végzett kisérletben a kemoattraktans anyagot a filter alatt és felett kiilénbo-
z6 koncentracioban helyezzik el, igy egy jol meghatarozhaté iranyba muta-
t0, emelked6 koncentraciogradiens alakul ki. Ennek alapjan 6sszefliggés lesz

kimutathaté az atvandorlo sejtek és a kemoattraktans anyag mennyisége,
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illetve a koncentracidogradiens nagysaga kodzott. Ha a koncentraciogradiens
meredeksége és az atvandorld sejtek szama kozott erds pozitiv korrelacio
figyelhet6 meg, akkor a sejtek kemotaktikus valaszarél beszélhetiink (a
koncentraciogradiens iranyaba migralnak a sejtek). Ezzel szemben, az anyag
mennyisége és az atvandorlé sejtek szama kozott kimutathaté csekély korre-
lacié kemokinezist valdszin(sit (ndvekszik a sejtek random elmozduldasanak
sebessége és ez azt eredményezi, hogy a sejtek az alsé kamraban halmo-
zodnak fel). Bar ez az analizis egy ésszerl elméleti lehetéséget ad a kemota-
xis és kemokinezis elklilonitésére, de a gyakorlatban nem hasznalhato telje-
sen hibamentesen, mivel az elméletben feltételezett linearis koncentracid
gradiens tokéletes formaban kivitelezhetetlen. Mint azt korabban is emlitet-
tik mar: a gradiens mind térben, mind idében valtozni fog. A médszer csak
akkor hasznalhato, ha képesek vagyunk a kemoattraktans anyag koncentra-
cidjat a sejtek kornyezetében szigoruan kontrollalni. (Ugyanezen megfonto-
lasok alapjan a sokkamras assay-k eredményeinek pontossaga sem tekinthe-
t6 mindig megfelelének.)

Egy masik probléma, ami felmeril a filteren keresztili migraciét vizsgalo
assay-k esetében: annak hianya, hogy az eljaras nem tud kilénbséget tenni a
kiilonb6z6 sejtmozgasok kozott. Egyes esetekben nehéz ellendrizni, hogy az
inkubacios id6 alatt hany sejt halmozdédik fel a koncentracié gradienstél fiig-
getlenil az als6 kamraban. A kemoattraktans anyagok koncentraciégradiense
az id6 fliggvényében alakul ki és valtozik, ezért a kemoattraktans anyagok
altal kivaltott kuléonb6zé mozgasok is ezzel egyiitt valtoznak. Példaul a
kemokinezis a kemoattraktans stimulus utan lényegében azonnal kialakul,

mig a kemotaxis kifejlédésére varni kell amig a tényleges
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koncentraciogradiens ki nem alakul. Utobbi eltarthat néhany perct6l akar
orakig is. Ezért ha korai idépontban vizsgaljuk a filteren keresztiil atvando-
rolt sejteket, akkor a sejtek kemokinezisére kifejtett hatast vizsgalhatjuk,
mig egy késobbi idopontban mar a kemotaxis valik meghatarozoéva. Tulzot-
tan hosszu inkubaciés idé esetén mar a gradiens iranyl elmozdulasrél sem
beszélhetilink, s6t a kiegyenlitett koncentracidviszonyok kozott ismét a vizs-
galt anyag kemokinetikus hatasai kertilnek el6térbe.

Hatranya még a rendszernek, hogy a sejtek mintegy csapdaba esnek az als6
kamraban, visszafelé nem tudnak spontdn athaladni a filteren. Megfelel6
elékisérletek elvégzése nélkiil, rossz inkubacios id6ket alkalmazva, lényegé-
ben képtelenség elkiloniteni a kemotaxist a kemokinezistél. Mivel a kamrak
nem egy sejtet, hanem egy egész sejtpopulaciot vizsgalnak fenti probléma
komplexitasa tovabbi elemekkel bévil. Ez indokolja az ilyen kisérletek eseté-
ben kiilondsen ajanlott nagyszamu vizsgalat, illetve parhuzamos csoportok

elemzésének létjogosultsagat.

Gyakorlati utmutaté 8 Sokkamrds assay (3D)

Célsejt eukariéta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105-5x10¢ sejt/ml

Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek, filter (& 3-5-8 um), 96-lyuku
plate

Egyéb eszkoz alternativ lehet6ség az athalado sejtek fluoreszcens jelzé-

sét lehetdvé tevl speciadlisan el6kezelt filter

Kiértékelés /Specialis eszkdz | alsé kamra - sejtek detektalasa MTT, EZ4U stb. mt-
dehidrogenaz-assay-k, Alamar blue festés stb.;
filter - fénymikroszkdépos szamlalas

fluoreszcens jelzés esetén fluoreszcens leolvasé

Kivitelezéséhez szitkséges idé | inkubacids idé kb. 1-4 6ra (max. 24 dra)

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ

F6 elénye/hatranya Szamos parhuzamos minta, jo reprodukalhatésag, kis
anyagigény

Egyéb -

Ref. 50
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4.4.1.4 Chemo Tx rendszerek

Mint azt az el6z6ekben ismertetett assay-nél lathattunk, ugyan nagy haté-
konysagu rendszert sikerult kidolgozni, de a kemotaxis kamra egyes elemei-
nek tobbszori felhasznalasa miatt, komoly gondok addédhatnak bizonyos
ligandok vizsgalatakor (pl. nehezen kimoshaté lipid-szarmazékok). Ezt a
problémat hidalja at a néhany éve kidolgozott Chemo Tx rendszer, aminél az
assay elvégzéséhez felhasznalt minden elem csupan egyszer keril felhasz-

nalasra.

Izolalo gyiirii

Filter

Attraktans

©® Kohidai, L. 2006.

4.9 abra Chemo Tx rendszer elemei és mukodésének vazlatos rajza.

(http://www.neuroprobe.com/products/chemo_tx.htm/)

Mint az a 4.9 abran is jol lathato, esetiinkben a ,kétkamras” jelleg nagyon
leegyszerlisodott: az alsé kamra megmaradt ugyan, de 30 és 300pul Urtartal-
mu lemezek kozott valaszthatunk, a sejteket eredetileg tartalmazé felsé

kamra a filter gyarilag felhelyezett, vizhatlan, kdérkérés mintazatava zsugoro-
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dik. Ezekre a gydrikkel hatarolt 8 és 25.5 mmz2-es felszinekre keril a sejtes
minta egy-egy csepp formajaban.

A modszer elénye egyszer hasznalatos volta mellett abban all, hogy az eltéré
méretl alsé kamrak, illetve felsé felszinek kombinacidival joél alkalmazkod-
hatunk mind az egyedi inkubaciés idékhoz, mind az esetleg csak kis meny-
nyiségben rendelkezésre allé ligandumokhoz. Tovabbi el6nye a modszernek,
hogy jol attekinthetd, a korabbi fejlesztésnél gondot jelenté buborékképz6-
dés konnyen elkerilhetd.

Az eljaras hatranya az, hogy kiilonésen a kis volumenek felvitelekor, a rend-
szer konnyen kiszarad, melyet a gyart6 specidlisan az assay-hez tartozé mu-
anyag fedovel ajanl elkeriilni, bar hosszabb inkubacidék esetén ennek hatasa
nem mindig kielégit6. Tovabbi problémat jelenthet a beszerzési ar ma még

viszonylag jelentds volta is.

Gyakorlati utmutaté 9 Chemo Tx assay (3D)

Célsejt eukariodta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105-5x106 sejt/ml

Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek, gylirds filter (& 3-5-8 um),
96-lyuku plate

Egyéb eszkoz alternativ lehet6ség az athalado sejtek fluoreszcens jelzése

pl. Calcein-AM-mel

Kiértékelés / Specidlis eszk6z | alsé kamra - sejtek detektalasa MTT, EZ4U stb. mt-
dehidrogenaz-assay-k, Alamar blue festés stb.;
filter - fénymikroszkdépos szamlalas

fluoreszcens jelzés esetén fluoreszcens leolvasé

Kivitelezéséhez sziikséges idd | inkubaciés id6 kb. 1-4 éra (max. 24 éra)

Kvalitativ / kvalitativ_jelleg kvantitativ

F6 elénye/hatranya szamos parhuzamos minta, jé reprodukalhatésag, kis
anyagigény

Egyéb lehetéség van igen kis térfogatu mintak vizsgalatdra is

Ref. 107
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4.4.2. Mikrokemotaxis assay

A mébdszer bevezetése ota legtobbszor hangsulyozott elé6nye, hogy nagyon

alacsony sejtszam mellett is hasznalhatd, 105 sejt/lyuk sejtszam elegendo,

szemben a Boyden kamraval, ahol 4-8x105 sejt/lyuk sejtszamra van sziiksé-

gink a megbizhatoan sikeres munkahoz. Az egyetlen kiilonbség a Boyden

kamra és a mikrokemotaxis proba kézott, hogy ez utébbi egy plexibdl ké-

szllt 12; 24 vagy 48 lyuku mikrokamrat hasznal (4.10 abra), mely lyukainak

a térfogata 25 ul. Hatranya, hogy technikailag sokkal nehezebben kivitelez-

hetd, mint a Boyden kamra, valamint az, hogy a kis térfogatok miatt itt is na-

gyobb a kamra kiszaradasanak veszélye, még nedves-kamra alkalmazasa

mellett is.

4.10 dbra Mikrokemotaxis kamra 6sszeszerelt és haszndlat elott szétbontott dlla-
potban. A kép jol mutatja az egyes kamrakat elvdlaszto filterek felhelyezésének
modjdt. A lathato kamra esetében Az also kamrak 25, a felso kamrdk 50 ul drtartal-
muak. (http.//www.neuroprobe.com/products/ac48.htm/)

Gyakorlati itmutaté 10

Mikrokemotaxis assay (3D)

Célsejt

eukariota (pl. neutrofil gr.c., monocita) 106x107sejt/ml

Anyagigény

vizsgalando anyag, pufferek, filter (& 3-5-8 um)

Egyéb eszkoz

alternativ lehet6ség az athalado sejtek fluoreszcens jelzé-
sét lehetévé tevo specidlisan el6kezelt filter, szilikon
tomitélemez

Kiértékelés /Specialis eszk6z

alsé kamra és filter - a migrdlo sejtek festését kovetd
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http://www.neuroprobe.com/products/ac48.html

fénymikroszkdpos szamlalas
fluoreszcens jelzés esetén fluoreszcens leolvaso;
CO,-termosztat (5% CO5)

Kivitelezéséhez sziikséges idd | inkubdcids idé kb. 1-4 éra (max. 24 éra)

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ

F6 el6nye/hatranya szamos parhuzamos minta, jé reprodukalhatésag, kis
anyagigény / kiszaradas veszélye

Egyéb -

Ref.: 52

4.4.3 Transzendotelidlis migracié és aramlasi assay

A leukocitak felhalmozddasa és az érfalon valé atjutasa komplex, tobb lé-
pésbdl allo (adhézio, rolling, transmigracid) és tobb tényezo6tdl fliggd folya-
mat. In vivo a kemokinek mellett szamos olyan kemotaktikusan aktiv ligand
is megtalalhaté az endotél-felszin érlumen feldli oldalan, amelyek befolya-
soljak a leukocitak viselkedését. A filteren keresztiili migraciot, valamint a
kilonb6z6 géleket hasznalé assay-k eddig ezeket a kornyezeti hatasokat
nehezen tudtak modellezni, leggyakrabban figyelmen kivil hagytak e hata-
sok legtobbjét. Ujabban mar sikeriilt igy médositani egyes assay-ket, hogy
azok az in vivo allapotot lényegesen jobban megkozelitik és az erek falan at
torténd, mindkét iranyu sejtvandorlas jol modellezhet6 ezekkel. Ilyen mdédo-
sitast jelent, amikor endotél sejtek vékony rétegével vonjak be a polikarbonat
filterbdl és nitrocelluloz filterbdl allé rendszereket (direkt assay) vagy egy
polikarbonat filter endotéllel valé bevonasa utan, annak sejtmentes oldalara,
egy Ujabb polikarbonat filterre az extracellularis matrix (ECM) egyes elemei-

bol készult réteget juttatnak (reverz assay) (4.11 abra).
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Direkt TEM assay Reverz TEM assay

Endotél ® ECM bevonat
- h[ -h .)ls) l l: /PC filterek

PC filter —
=3 = - |
" =

Kohidai, L. 2006.

4.11 abra A transzendotelidlis migrdcio (TEM) mérésének direkt és reverz modja.

Erre a célra a legtobbszor hasznalt sejttipusok egyike az un. HUVEC (Human
Umblical Vein Endothelial Cells). Ezek az assay-k lehetéséget adnak arra is,
hogy kombinalt hatasokat vizsgaljunk, igy tobbek k6zott mdéd van az adhé-
zio, vagy az endotél altal termelt kemoattraktansok migraciéra kifejtett hata-
sat is megfigyelni, elemezni. Természetesen egy puszta endotél sejtréteg be-
iktatasaval a hasznalt assay-k még mindig nem megfeleléen reprezentaljak
az in vivo korulményeket, hiszen még szamos tényez6t hagynak figyelmen
kivial. llyen a leukocita adhéziéban, illetve az endotélen valé athaladasban
fontos szerepet jatszd és az erek falaban hato erdk (Id. nyiréerd) is. Napja-
inkban ezt a problémat is sikeril talan csdkkenteni, mivel egyes technikak
mar képesek olyan aramlasi rendszereket létrehozni, amellyel az in vivo ko-
rilmények elég jol modellezheték.

Ezekben a ,tokéletesnek” latszd rendszerekben is felmeriiltek azonban bizo-
nyos problémak. Talan a legnagyobb gond, hogy egy aramlé rendszerben
nagyon nehéz kontrollalni a kemoattraktans anyagok koncentracio-
gradiensét, és ez alatt nem csak a szolubilis anyagokat kell értentink, hanem

az endotél sejtekhez adszorbealédokat is. Mindezek alapjan elmondhato,
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hogy a ma alkalmazott aramlasi assay-k ugyan 0j utat nyitottak az in vivo
allapot mind jobb megkozelitése érdekében, de ma még csupan a felszinhez

kotott, haptotaktikus ligandok vizsgalataban nyujthatnak megbizhaté segit-

séget.

Gyakorlati utmutaté 11 Transzendotelidlis migracié (3D)

Célsejt eukariéta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105-106 sejt/ml

Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek, filter (& 3-5-8 pum), valamint
a filter bevondsara alkalmas endotél sejttenyészet

Egyéb eszkoz a vizsgalatokat leggyakrabban a célra egyedileg kialakitott

kamrakban végzik, melyekben az attraktans mint mozgé
fazis alkalmazhaté

Kiértékelés /Specidlis eszkdz | a kitapado és migralo sejtek szamanak meghatarozasa az
endotéllel bevont filter festésével és mikroszkopos kiérté-
kelésével torténik;

CO2-termosztat (5% CO»)

Kivitelezéséhez sziikséges id6 | inkubacios id6é kb. 1-24 éra (célsejt-fliggd, leggyakoribb

3-4 6ra)
Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ
F6 el6nye/hatranya a fizioldgids allapotot jol modellezé rendszer /

a klasszikus kemotaxis és a haptotaktikus hatas nehezen
elkiilonitheté

Egyéb =

53

4.5 Kollagén- és fibrin—géles eljaras

Szamos kemotaxist vizsgald assay gyengesége, hogy nem fiziologias felszi-
neken (pl. polikarbonat) torténik a sejtek kemotaxisa. Ezeknek az anyagok-
nak a hasznalatakor a leukocitak migraciéja kétdimenzidés matrixban, mig in
vivo a migracié haromdimenziés matrix-térben valésul meg. Ezért napjaink-
ban, a természetes kornyezet még jobb megkdzelitése és modellezése érde-
kében kollagénbdl, fibrinb6l vagy mas ECM proteint tartalmazé komponens-

bdl készitenek géleket. A kemoattraktans anyagot a gél egyik oldalan helye-
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zik el vagy tetszdéleges koncentraciéban bele is keverhetik a gélbe. Ezutan
szinte mindegyik tipusat lehet ezzel a modszerrel vizsgalni, mely a gyakor-
latban U.n. ,invazios” technikaként is ismert és gyakori modellje gyulladas,
illetve tumor metasztazis vizsgalatoknak. A sejtek gélbe jutasat in vivo ki-
16nb6z6 képalkotd eljarasokkal kovethetjuk, de fixalt mintakat is elemezhe-
tink, ezekben vizsgalva a sejtek szamat, illetve eloszlasat. Mivel a gél attet-
sz06 igy a sejtek viselkedése (mozgasa, sebessége, stb.) videomikroszkoppal
a kisérlet folyaman végig jél nyomon kovetheté (4.12 abra), az adatok sza-

mitogéppel is rogzithet6k a késébbi alaposabb elemzés érdekében.

4.12 abra: Limfocitdk a kollagén géles assay-ben. A kép kézepén az éles, dtlos vo-
nal a kollagén gél hatardt jelenti. Jol Idthato, ahogy néhdny sejt mdr behatolt a gélbe

[54].
Gyakorlati Gtmutaté 12 Kollagén-gél assay (3D)
Célsejt eukariéta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105-106 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek, filter (& 3-5-8 um), valamint

a filter bevondsara alkalmas kollagén vagy elasztin, illetve e
molekuldk fragmensei

Egyéb eszkoz a vizsgalatokat leggyakrabban a célra kialakitott u.n.
transwell kamrakban végzik, ennek beépitett filterét fedik
az adott ECM komponensekkel

Kiértékelés /Specidlis eszkdz | videomikroszkop - a kitapadé és migralé sejtek mozgasa-
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nak meghatarozasara;

inverzmikroszkop - a fixalt majd megfestett migrald sejtek
detektalasara;

CO,-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubacios id6 kb. 1-24 éra (célsejt-fliggd, leggyakoribb

3-4 6ra)
Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvantitativ
F6 el6nye/hatranya a fizioldgias allapotot jol modellezd rendszer
Egyéb -
Ref. 54

4.6 Agar-lemezes assay-csalad

Az agar-lemezes eljarasok egész csaladjat dolgoztak ki a kutaték az elmult
évtizedek soran. Bar a magyar és angol szakzsargon is gyakran “agar’-t emlit
a technika soran alkalmazott kézeg megjelolésekor, az agar valdojaban két
galaktdéz alaplancu osszetett szénhidrat, a savas oldallancokat tartalmazé
agaropektin és a semleges karakter( és |ényegesen egyszerlibb szerkezet(
agaréz keveréke. Mivel az agardz sokkal kevésbé [ép reakcidoba a kisérletek
soran alkalmazott molekulakkal, els6sorban proteinekkel, ezt a komponenst
hasznaljak a kemotaxis assay-k soran készitett lemezek alapanyagaként is.
Kulénosen fontos a fenti szempont figyelembe vétele akkor, ha az agaréz gél
Utébbi lépés célszerd, hiszen ez hozzajarul egyenletesebb gradiensek kiala-
kulasahoz megel6zve az attraktans nem specifikus szubsztratumokhoz tor-
téné kotdédését, valamint a géllemez kdonnyebb kezelését is elGsegiti. A gya-
korlatban altalanosan elfogadott a gelatin alkalmazasa. Ugyanakkor
ovalbumin, BSA vagy FCS hasonlo felhasznalasa is lehetséges, de ezek mel-
lett csak azok rendszerben kifejtett hatasainak el6zetes elemzése utan dont-

sunk.
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A fenti megfontolasok alapjan készitett lemezek a technikak sokszor nehe-
zen attekinhetd kinalatat eredményezték. Az assay-k kivitelezésének egyik
alapvetd kérdése a minta felvitel modja, melyre szintén sok eljarast dolgoz-
tak ki. Ezek néhany, leggyakrabban alkalmazott formajat tekintjik at az

alabbiakban.

4.6.1 Kapillaris-mintak futtatdsa agaron

kapillarisos assayk-nek és az agar-lemez technikanak. Ebben az esetben vi-
szonylag nagy vagy egymastél elkilonitett agar-lemezeket alkalmaznak, me-
lyekbe eltéré koncentraciéban keverik a vizsgalni kivant attraktans anyagot.
Mint azt a 4.13 abra is mutatja a kapillarisokba felszivott sejtek megfelel
inkubacios id6 elteltével az agarba vandorolnak, migraciéjuk mértéke azon-
ban attdl fiigg, hogy mennyire attraktans az adott anyag vizsgalt koncentra-
cidja.

Sejtekkel te[t kapillarisok

Pozitiv
kemotaxist
mutatd sejtek

\

Kilonbozd koncentracidji attraktanst Kié’rtékelé's .
tartalmazé agar lemezek skala segitségével

Kohidai, L. 2006
4.13 dbra A kiilonbdézo attraktans koncentrdcioju agar-lemezekre kapillarisok se-

gitségével sejteket juttatunk. A sejtek az attraktdns erosségétol fliggoen fognak
vandorolni a gélben.
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A moébdszer hasznalatakor, latszélagos egyszerlisége ellenére, tobb problé-
maval is szamolnunk kell. Egyrészt, - és ez minden agar-lemezes assay-re
igaz -, felvetédik annak veszélye, hogy a vizsgalt attraktanst az agar olvasz-
tasi hdmérséklete mar karosan befolyasolja, masrészt nem zarhaté ki annak
veszélye sem, hogy az agar kdlcsdnhatasba lépve a molekulaval azt semlege-
sitheti. Természetesen, mind a két fenti probléma kivédheté megfelel6 sza-
mu, jol beallitott kontrollal. EQy masik tipusi gondot jelent a kiértékelés,
melyre hosszU ideig csak igen szubjektiv mdodszerek alltak rendelkezésre. Az
elsé kvantitativ kiértékelést a nagyon pontatlan planimetrias eljarasok jelen-
tették - és sajnos sok esetben jelentik még ma is -, bar egyes szerz6k mar

komputeres, morfometriai kiértékelési technikakat is leirtak.

Gyakorlati itmutaté 13 Kapillaris-agar technika (2D)

Célsejt prokaridta, eukariéta (pl. neutrofil gr.c., monocita) 105-106
sejt/ml

Anyagigény vizsgadlandé anyag, pufferek, agar

Egyéb eszkoz kapillaris

Kiértékelés /Specialis eszkdz | Planimetrids Uton vagy komputeres morfometriaval
CO,-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubacids idé kb. 1-4 6ra

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ

F6 el6nye/hatranya gyorsan kivitelezheté / az agar és vizsgalni kivant anyag
interakciéja nem mindig zarhatd ki

Egyéb -

Ref.
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4.6.2 Tobb furatos agarlemezes modszerek

E klasszikus agar-lemezes assay-k esetében szilard, sejtek szamara atjarha-
tatlan agar6z géllel kitoltott liveg, vagy mlanyag edényt hasznalnak. A leg-
egyszerlbb kisérleti elrendezés esetében egymastdél megadott tavolsagra két
furatot készitlink. Egyikbe a vizsgalni kivant anyag, masikba a kisérlet soran
alkalmazott sejtek kertilnek (4.14 abra). Mivel az anyag diffazioval terjed a
gélben, ez idében allandd koncentracidégradienst biztosit a kisérlet folyaman.
Ez a diffazié fliigg a hasznalt anyag molekulainak tulajdonsagaitél, valamint
az id6tél. A sejtek a kemoattraktans stimulusra az agaréz gélben (vagy az
alatt) vandorolni kezdenek a kemoattraktans anyag felé. A sejteket az inku-
bacids id6 letelte utan fixalni lehet, majd az agar-lemezben (vagy annak el-
tavolitasa utan) megvizsgalhaté a sejtek eloszlasa. A bemélyedések tavolsa-
ga, a sejtek szama és az id6é azok a legfontosabb valtozék, amelyek az
eredményt befolyasoljak.

Sejtszam
meghatirozasa

Vizsgalando
anyag

Sejtek

Agar-agar réteggel
bevont Petri—csésze

Kohidai, L. 20086.
4.14 dbra Agar-lemezes assay - Az attraktdns jellegu anyag (zéld) vonzo hatdsa a

vizsgalt sejtek (narancs) vandoridsdra.
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A legegyszerlibbnek tekintheté fenti eljaras tovabbfejlesztése eredményezte
a harom-furatos elrendezést, illetve ezek kombinacidinak kialakitasat. Ezek,
mint a 4.15 abra is mutatja lehet6séget adnak parhuzamos kisérletek végzé-

sére, illetve 6sszehasonlitd vizsgalatokra is egyazon agaréz-lemezen belil.

Furatok elhelyezésének lehetséges :
maodja az agar lemezen ‘ Attraktans

‘ Kontroll

Attraktans hatas: d, > dy

4.15 dbra Tobbfuratos agaroz lemez és a kiértékelés fo irdnyelver

Ezeknél az elrendezéseknél a felhelyezett sejteknek médjuk van a kialakult
koncentraciéo gradiensnek megfeleléen az agar6z rétegben vagy az alatt
migralni. A sejttomeg elmozdulasa, illetve a sejttomeg frontjanak hatarvonala
szabad szemmel vagy mikroszkoppal jol lathato és a kozépsod, sejteket tar-

talmazé furattdl valé tavolsagok mérésével numerikusan is jellemezhetd.

Az agar-lemezes assay-k alkalmazasa relative egyszerd, konnyen megval6-

sithatd, nem igényel specialis berendezést, kis sejtszam, és kevés mennyisé-
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gl anyag rendelkezésre allasakor is elvégezhet6. Hasonléan a sokcsatornas
rendszerekhez az eredményt csak egy bizonyos idépillanatban lehet leolvas-
ni, a folyamat kézben nem meghatarozhaté. Hadjout és mtsai. azonban ki-
fejlesztettek egy olyan, elektromos impedancian alapulé technolégiat, mely

segitségével a kisérlet egész ideje alatt nyomon kovethetd a sejtek mozgasa.

A fent leirt modszer kissé bonyolultabb formaja, amikor az agar-lemezbe
egy vonal mentén harom (egyenként kb. 2,5-3 mm atmérdjli) bemélye-
dést/furatot készitenek. A vizsgdlando sejtek a k6zéps6, mig a vizsgalandé
anyag az egyik szélsé bemélyedésbe keriil. A harmadik bemélyedésbe a

kontroll anyagot helyezziik el.

Gyakorlati utmutaté 14 Agarlemez assay (2D)

Célsejt prokariéta, eukariéta (pl. protozoon, neutrofil gr.c.,
monocita) 104-105 sejt/ml

Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek, agar

Egyéb eszkoz autoklavban sterilizalt Petri-csésze

Kiértékelés /Specialis eszkdz | planimetrias Gton vagy komputeres morfometriaval
CO;-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubacids idé kb. 1-4 6ra

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ

F6 elénye/hatranya gyorsan kivitelezhetdé / az agar és vizsgalni kivant anyag
interakciéja nem mindig zarhato ki; az egyes anyagok dif-

Vs

Egyéb -

Ref. 55

4.6.3 Agar-csatorna és agar-furat modszer (Double-P assay)
Ez a technika a fentiekben mar ismertetett tobbfuratos modszerek tovabbfej-
lesztésébdl jott létre. Amint a 4.16 abra mutatja a furatok elhelyezésével és

feltoltésével ebben az esetben nem elégsziink meg, hanem azok koézott par-
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huzamosan futé csatornakat vagunk erre a célra kialakitott specialis vago-
eszkozzel. Jelen mddszerben tehat a viszonylag kemény, a sejtek szamara
atjarhatatlan agar, csupan alakithaté kornyezetet jelent és nem vivo-, illetve
elmozdulast lehetévé tevdé anyagot. A sejtek elmozdulni a parhuzamos csa-
torndk o6sszekapcsolasa utdn tudnak, amikor a kialakulé koncentracio-
gradienst érzékelve egészen az attraktans anyagot tartd furatig is eljuthat-
nak, de ettdl tavolabb is akkumulaléodhatnak, amennyiben az optimalis kon-
centracié ennél alacsonyabb.

A mobdszer elénye, hogy lehet6séget ad szamos anyag egyidejl vizsgalata
révén annak tisztazasara, melyiket is preferaljdk a sejtek. Az is mérheté e
"multichannel” médszerrel, hogy tobb eltérd sejtpopulacié kozil melyik mi-
lyen mértékben viszonyul ugyanazon migraciét kivalté anyaghoz.

A mobdszer fenti elényei mellett hatranya, hogy a fixalészer bejuttatasakor
igen gondosan kell tgyelni arra, nehogy annak aramlata meghamisitsa az
eredményt.

Vagasi
felszinek

Sejtek

Vizsgalandé anyafok

Kohidai, L. 20086,

4.16 dbra Tobbcsatornds agar-lemezes assay. Egy Petri-csészébe kiontott agar gél-
be két vagy tébb lyukat vagnak. A lyukak kozott vdgdsi felszineket hoznak létre, a
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sejtek gyorsabb haladdsa érdekében. Lehetové teszi a seftek kiilbnbozo
attraktdnsok irdnti érzékenységének szinkron meghatdrozdsat is.

Gyakorlati utmutaté 14 Double-P assay (2D)

Célsejt prokariéta, eukariéta protozoon 104-105 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek, agar

Egyéb eszkoz autoklavban sterilizalt Petri-csésze; vagé-sablon - tobb-

csatornds mintazatok esetében

Kiértékelés /Specialis eszkodz Fénymikroszkop, fixalast kovetéen a célkonténerekben
0sszegylilt sejtek szamlalasa
CO,-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubacios id6é kb. 30 min. - 2 6ra

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ

F6 elénye/hatranya gyorsan kivitelezhetd, 6sszehasonlité vizsgalatok végezhe-
t6k ugyanazon lemezen / a fixal6é anyag felhelyezése ko-
riltekintést igényel

Egyéb -

Ref. 56

Meg kell jegyezniink, hogy az agar-lemezes assay-k terén a kemotaxis mé-
résénél egyébként is megszokott sokszinliség és nagy technikai variabilitas
még tovabb fokozddik, vélhetéen azok konnyen eldallithaté volta miatt.

igy killonb6z6 mas assay-kkel torténé kombinalasara is tobb példat talalha-
tunk. llyen a Dvorak-Stotler kamra is (4.17 abra), mely teflon gy(rikkel ella-
tott fed6lemezek koézott helyez el agarba vagott csatornakat, amelyeket a
kamra Osszeallitasat kovetden toltiink fel a vizsgalandé sejtekkel [57]. A pél-
dankban emlitett kamra - tébb mas modellhez hasonléan -, viszonylag jo
kezelhet6sége és a csiramentes allapot viszonylag hosszu idén keresztiili
biztositasa mellett, atfolyd rendszerek beallitasat is lehetévé teszi és kiilon-
b6z6 mikroszkopos technikaval (faziskontraszt, Nomarski stb.) is jol kiérté-

kelhetd.
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Sejtek agar kérnyezetben

Zaré—gytiri Feltolté-csatorna

—-J-::——

Feddlemezek
Tavtarté—gytird

Teflon gyiirik

© Kohidai, L. 2006.

4.17 dbra A Dvorak-Stotler kamra felépitésének egyszertsitett modellje.

4.6.4 Agar-gatas eljaras

A gyakorlat az agar-lemezek alkalmazasat éppen a fentiekben mar emlitett
problémdak miatt igyekezett minimalizalni és megtartva annak gradiens kiala-
kitasban betoltott elényds szerepét alkalmazta a sejtek szamara viszonylag
konnyen atjarhaté anyagot. llyen technika a 4.18 abran vazolt agar-gatas el-
jaras is, melyben egy milanyag vagy uveglemezben kialakitott két, viszonylag
nagy folyadéktarolé egységet 0sszekotd fal legfelsé savjanak fedésére alkal-
mazzuk az agar-réteget. Az egyik tarolé térbe sejteket, a masikba pedig a
vizsgalandd anyagot helyeziink. A diffuziéval atjuté anyag hatasara a sejtek
az agar rétegen aktiv mozgassal furjak at magukat és jutnak at az attraktanst
tartalmazo térbe. Az assay kiértékelése az ,agar-gat’ szélességének, illetve
az inkubaciés id6 hosszanak fliggvényében eltérd: széles gatak esetében
szerencsésebb a gatban talalhato sejtek szamat vizsgalni viszonylag roévid
inkubaciot kovetdéen, mig keskeny gat esetében az atjutott sejtek szamanak

meghatarozasa ad jobb eredményt.

114



| Sejtszam
meghatdrozas

Sejtek Vizsgalando
Agar-gat anyaqg
® Kohidai, L. 2006.

4.18 dbra Az agar gdtas eljdrds. Lényege, hogy egy lemezben két bemélyedést
egymadstol egy agarbol allo gat vdlaszt el. Az egyik bemélyedésben az attraktans
oldata, a madsikban a sejtek helyezkednek el. A sejtek az attraktdns hatdsdra dtvan-
dorolnak a gdton. A kiértékelés mikroszkoppal torténik.

Gyakorlati utmutaté 15 Agar-gat médszer (2D)
Célsejt eukariota protozoon 104-105 sejt/ml
Anyagigény vizsgalando anyag, pufferek, agar

Egyéb eszkoz autoklavban sterilizalt két-medencés lemez

Kiértékelés /Specidlis eszkdz | fénymikroszkop, sejtszamlalas az agar-gatban vagy fixa-
last kovetéen a célkonténerben
CO,-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idé | inkubaciés id6 kb. 30 min. - 2 éra

Kvalitativ / kvalitativ_jelleg Kvalitativ > kvantitativ

F6 elénye/hatranya gyorsan kivitelezheté / a fedélemez agar-gatra helyezése-
kor gyakori a buborékképzddés

Egyéb -

Ref. 58

4.6.5 Agar-csepp assay

Az eljaras a fentiekben leirt agar-alapu modszerek egyes tulajdonsagait
kombinalva alakit ki sok parhuzamos csoport vizsgalatara alkalmas techni-
kat. Alapja az, hogy 12 vagy 24 lyukl szovettenyésztésnél hasznalt lemezek

Uregeinek k6zépsd részére helyez el 1-1 csepp 0.2% agarézban elkevert sej-
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tet, majd a csepp megszilardulasa utan a kornyez6é felszineket ECM

peptidekkel, illetve BSA-val fedi (4.19 abra) [59].

polisztirén lefed6 oldat
lemez leemelése
urege
10 120’

100 gl
1 ul sejtes minta kornyezé felszinek fedése kemoattraktans
(0.2% agaroz/puffer-ben) 75 u BSA, fibronektin stb. anyag
hozzaadasa
kemoattraktans fixalas, mosas, festés kiértékelés
leemelése
24 dra

Kohidai, L. 2006.

4.19 dbra Agaroz-csepp assay kivitelezésének fobb lépései.
A kovetkezo lépésben a sejtek kemotaktikus aktivitasat befolyasolé anyag
felvitele, illetve az avval valé inkubacio kovetkezik. A kisérletet a kdzponti
csepp koruli régidba migralt sejtek fixalasaval, majd festésével fejezziik be.
A kiértékelés mind kvalitativ (Id. szabad szemmel to6rténé mikroszkopos),
mind kvantitativ (szamitdgépes analizis) eljarasokkal kivitelezheto.
A mobdszer kétségtelen elénye a viszonylag gyorsan preparalhato, sok parhu-
zamos minta. Evvel szemben fel kell hivhunk a figyelmet arra, hogy a kisérle-
tezonek nagy koriltekintéssel kell lennie az agarozba kevert sejtek
viabilitasat tekintve (Id. validalé kisérletek soran az elpusztult sejtek szama-

nak toluidin kékkel val6 meghatarozasa), és a sejteket tartalmazé csepp mii-
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anyag felszinhez valé kitapadasanak ellenérzésekor (kiilonb6z6 gyartok le-

mezeinek eltéréseit szemléltetd adatokat Id. a Fliggelék fejezetet.)

4.7 Matrigel technika

Az agar6z alapu technikakhoz sokban hasonlit az 1980-as évek kdzepe tajan
bevezetett és tobbek k6zott a BD Biosciences altal forgalmazott anyag, mely
az el6z6 fejezetben targyaltnal lényegesen jobban modellezi a magasabb
rendliek szoveti kornyezetét, s igy egyes migracié vizsgalatokra is sokkal
megfelel6bbnek bizonyult [60, 61, 62]. A gél alapanyaga egér Engelbreth-
Holm-Swarm szarkémabol izolalt s extracellularis matrix fehérjékben gaz-
dag. A f6 komponensei a laminin, IV-es tipusu kollagén, entaktin, heparin-
szulfat és proteoglikan. Fentiek mellett tobb enzim (pl. kollagenaz) és mas a
migracido szempontjabodl is fontos szabalyozé funkciét betolté molekula (pl.
plazminogén aktivator), valamint szamos, novekedési faktor (4.1 tablazat)

talalhaté meg a keverékben a bioldgiai hatas elérése szempontjabdl szamot-

tevd koncentraciéban.

Novekedési faktor Koncentracio Koncentracio
Matrigel-ben GFR Matrigel-ben

EGF 0.5-1.3 ng/ml < 0.5 ng/ml
bFGF < 0.1-0.2 pg/ml n.d.
NGF < 0.2 ng/ml < 0.2 ng/ml
PDGF 5-48 pg/ml <5 pg/ml
IGF-1 11-24 ng/ml 5 ng/ml
TGF-B 1.7-4.7 ng/ml 1.7 ng/ml

GFR - novekedési faktor szint csokkentett; n.d. - nem detektalhato

4.1 tabldzat A Matrigel-ben taldlhato névekedési faktorok hozzadvetoleges koncent-
rdcioja (BD Bioscience - Matrigel)
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A fentiekben mar felsorolt extracellularis matrix komponensek kozil a
laminin és a kollagén tekinthetdé a Matrigel dominans 6sszetevdjének s ezek
aranya a specialis célokra készitett, novekedési faktorokat csak csokkentett

mennyiségben tartalmazé Matrigel-ben sem valtozik Iényegesen (4.2 tabla-

zat).

Bazalis membran Matrigel matrixban GFR Matrigel-ben
fehérje [%] [%]
laminin 56% 61%
kollagén IV 31% 30%
entaktin 8% 7%

GFR - novekedési faktor szint csokkentett

4.2 tablazat Bazdlis membrdn fehérjéinek ardnya Matrigel-ben (BD Bioscience -
Matrigel).

Az Osszetételében a bazalis membrant modellez6 Matrigel szamos kisérlet
vivekozegéil szolgalhat. Membranok bevonasaval u.n. kétdimenzids rend-
szerekben segithet ahhoz, hogy a vizsgalt sejtek migracios aktivitasat az in
vivo kornyezethez kozeli allapotban elemezziik. Ebben a dimenziéban alkal-
mazzak endotél monolayereken az angiogenezis kezdeti fazisanak tanulma-
nyozasaban is, jol vizsgalhatok benne a kialakul6 kapillarisok és azok halé-
zatai. Nagyobb rétegvastagsagokat alkalmazva mar a haromdimenziés vizs-
galatok egyik leggyakrabban alkalmazott alapanyaga a Matrigel, melyben
egyarant jol vizsgalhaté az angiogenezis folyamata (Id. endotél migracidja,

érképzés stb.), valamint tumorsejtek invaziéja is.
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Az eddig felsorolt felhasznalasi lehet6ségek komoly gatjat jelenti, hogy a fe-
jezet elején felsorolt 6sszetevék mellett szamos nem definiadlt komponens is

talalhaté a Matrigel-ben. Ez a bizonytalansagi tényez6 szab mind a mai napig
hatart az ezen az anyagon végezhetd vizsgalatoknak tobb terileten (pl.

gyogyszer-fejlesztés) is.

Gyakorlati Utmutaté 16 Matrigel technika (3D)

Célsejt amoéboid mozgast végzo sejtek (endotél, fibroblaszt, neu-
ron, tumoros sejtek)

Anyagigény Matrigel, vizsgalando anyag, pufferek

Egyéb eszkoz Petri-csésze

Kiértékelés / Specidlis eszk6z | fénymikroszkop

Kivitelezéséhez sziikséges idé | sejt-tipustdl fliggden 3-5 nap - 2 hét

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ > kvantitativ

F6 elénye/hatranya szoveti kornyezetet jol modellezi

Egyéb kilonos évatossaggal kell eljarni a gél készitésénél (Id. id6
elétti polimerizacié elkerilése) és a sejtek gélbe keverése-
kor

Ref. 62

A Matrigel technika mar lehet6séget nyujt a migralé sejtek és nagyobb sejt
populaciok vizsgalatara kisérleti allatban is. A korabban emlitett technikai és
elméleti limitalo tényezdk (Id. a homérsékletre érzékeny szilardulas, illetve a
készitmény gyartasisorozat-fliggs, novekedési faktorbeli eltérései) ellenére,
gyakran alkalmazott technika kiiléndsen az erek képz6dését, illetve Ujrakép-
z6dését vizsgald /n vivo kisérletek soran.

4.7.1 Aorta—gy(ird technika

A cimben jelzett eljaras még csak atmenetet jelent az in vivo és in vitro ki-
sérletek kozott [63]. Lényege az, hogy kisérleti allat nagyartériajabdl, legcél-
szerlbben az aortajabol készitiink szeleteket, melyeket fizioldgias s6 oldat-

ban torténé mosast kovetéen az aljukon 200 ul Matrigel-lel vagy mas
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extracellularsi matrix komponenseket tartalmazo anyaggal bélelt, 24-48 lyu-
ka szovettenyésztd lemezek aljara helyezziik. Ezt kovetéen, 30 perc varako-
zasi id6 utan az érdarabokat 100-100 ul Matrigel-lel fedjik. Egy ismételt 30
perces varakozas utan a gélek megszilardulasaval kialakul a kivant rendszer,
melyet kb. 500 ul RPMI és 50 ul FBS hozzaadasaval tesziink a sejtek noveke-
dése szempontjabol optimalis Osszetétellivé. A kisérlet kontrolljaként FBS

mentes mintak beallitasa is ajanlott (4.20 abra).

(D— aorta-gydri
Migrald

fibroblaszt és endotél
sejtek

+ RPMI
+ 5% FBS

Matrigel (BD)
vaoy —>
Basement membrane

extract (Cultrex)

30 perc inkubacié

angiogenezis

Kohidai, L. 2007.

s

4.20 dbra Aorta gydrd technika kivitelezésének fobb lépései.

Ezt kdvetben a tenyészetet 37 °C-on tartjuk, az RPMI tenyészté médiumot
naponta cseréljik. A kisérlet kiértékelése a 4.-6. (-14.) napon torténik. Ekkor
az aorta gylirdbdl kivandorlé endotél és egyéb sejtes elemek mennyisége,
illetve az azokbdl kialakulé, az angiogenezis mértékére utalé tubularis ele-

mek szamanak és hosszanak a meghatarozasa a leggyakoribb, melyre egy-

120



szerli fénymikroszképos technikak mellett egyre gyakrabban alkalmaznak
komputerasszisztalt morfometriai eljarasokat.

Az elmult évek soran e technika egy médositott valtozataval sikerilt a jelen-
tés (4-14 napos) vizsgalati idétartamot lecsokkenteni [64]. A modostitas 12-
14 napos csirke embriok aortaivébél készitett szeleteket alkalmaz. igy a
Matrigel-re helyezett mintakban mar kb. 48 éra mulva érszerd strukturak
kifejlédése észlelhetd. Tovabb gyorsithatd a technika az gyl(rlk kiforditasa-
val, ekkor mar kb. 24 6ra mulva megjelennek az angiogenezisre utald

tubularis elemek.

4.7.2 Matrigel-plug technika

Ezek kozott is talan a leggyakrabban alkalmazott az U.n. Matrigel plug méd-
szer (4.21 abra), melyben a kisérleti allat bére ala injektalunk kis mennyiségu
(kb. 0.2-0.5 ml) Matrigelt, illetve abban elkevert vizsgalandé anyagot (pl. ér-
képzddést elbsegitdé vagy gatlo gyogyszerek) [65]. Igen gyakori az
angiogenezist eldsegité 0.1-1 ug/ml bFGF hozzaadasa a gélhez. A kisérlet
tartama kb. (5)-10-14 nap, mely végeztével a polimerizaldédott géldarabkat
szoveti kornyezetével egyetemben tavolitjuk el az allat testébdl. A kiértékelés
eszkoztara nagyon széles, a legalapvetébb szovettani technikak felhasznala-
satél a szamitdégépes analizisig terjed.

A vizsgalatok soran jol elemzhet6 a Matrigel-ben bejuttatott és onnan foko-
zatosan felszabadul6é anyagok angiogenezisre gyakorolt hatasa éppuny, mint

a kisérleti allatok egyéb kezeléseinek érképzddést befolyasold jellege.
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Matrigel + vizsgalt anyag

10-14 nap

«Matrigel-plug” kivétele

Kiértékelés:
- szovettan,
- immuncitokémia sth.

Kohidai, L. 2007.

4.21 dbra A Matrigel-plug technika fobb lépései.

4.7.3 Matrigel-kapszula technika

Szintén a Matrigel-t felhasznalé6 moédszer, amikor az el6z6ekben ismertetett-
hez képest jobban korilhatarolt térben, egy szovetbarat és allergias reakcio-
kat ki nem valtdé anyagbél készilt gydrivel hatarolt térben helyezik el a
Matrigel-ben elkevert anyagokat [66]. A mddszer leirdi a gylri két oldalat
eltérd vastagsagu nylon filterrel fedik. Ez egyrészt médot ad az anyagok sza-
bad kiaramlasara a kapszulabodl, azonban a sejtek bevandorlasat csupan a
vékonyabb oldal feldl teszi lehetévé (4.22 abra).

A kapszulak behelyezésére azok fertétlenitése utan keril sor, rendszerint a
kisérleti allat testének oldalan ejtett metszést kovetden. A subcutan elhelye-
zett kapszula 5-10 napig marad a testben, majd eltavolitjak. A kialakult és
féleg az angiogenezisre utalé Uj képletek kiértékelése az el6z6 részben leirt

modszerek segitségével torténik.
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4.22 abra Matrigel-kapszula szerkezete €s a technika fobb lépései.

4.8 Video-analizis

Ennek a mbdszernek egy régebbi formaja az U.n. time-lapse
cinematography, amelyet 1930-as években vezettek be. Ebben az assay-ben
még csak mikroszképon keresztil vizsgaltak a sejtek mozgasat, morfoldgia-
jat. Ez volt a polarizacios assay-k alapja is.

A mébdszer jelent6ségét az adja, hogy szemben az eddig felsorolt vizsgalati
eljarasok donté hanyadaval, melyek a kezdeti és végallapotok 6sszehasonli-
tasa alapjan kapnak eredményt a migraciorol, itt egyedi sejtek mozgasara
jellemzd folyamatok elemezhet6k |épésrél-1épésre. Pontosan e fentiekben
jelzett individualis analizis tette lehet6vé az egyes mozgastipusok esetében
azok alaposabb megismerését, és egyes mozgaselemek dominanciajanak ki-

mutatasa révén a kornyezetben |évé attraktans, illetve repellens anyagok je-
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lenléte jol kiértékelhetévé valt. A kiértékelések soran alkalmazott és egyre
fejlettebb szamitdgépes eljarasok esetében, a vizsgalatok egyedi jellege mi-
att nehéz olyan példat emliteni, mely altalanosan elfogadott lenne, hiszen
szinte minden laboratérium a sajat specialis szempontjait kielégité progra-
mokat alkalmaz. Emlitésre érdemes mégis a bevezetd fejezetben mar emlitett
és az NIH altal kidolgozott /mage J program, melyet a folyamatos fejlesztés
és az egyes segédprogramok szinte havonta bévilé szama tesz alkalmassa
arra, hogy ezen a téren kezdeti kiértékeléseiket végzdék alkalmazzak. A 4.23
abra egy kemotaxis vizsgalatara alkalmas videoberendezés altalanos vazlatat

mutatja, feltlintetve a rendszer f6bb elemeit.

@

Il -  Kapillaris
[ |

Fényforras

Kamra

. — ] Nyomas-szabalyozo
egység

Mikroszkop

Komputer

Képernyo —

© Kohidai, L. 2006.

4.23 dbra Ebben az assay-ben a sejteket eqgy mikroszkopon dt vizsgdljuk, melynek
képét egy kamera rogziti. A képet egy szamitogéphez kapcsolt monitoron tanulma-
nyozhatjuk
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4.9 Orientacios assay

A fent emlitett assay-k visszatéré problémaja, hogy nem vagyunk képesek
pontosan ellendrizni a kemotaktikus ligandok eloszlasat a térben. A kovetke-
z6 két assay modot ad arra, hogy a koncentraciégradiens stabilitasa a vizs-

galat id6tartama alatt allandé legyen.

4.9.1 Zigmond kamra

A kamrat 1977-ben irta le Sally Zigmond [67]. Alapjaul az a tény szolgal,
hogy a granulocitak kiilonb6z6 kemotaktikus anyagok hatasara, a migracio
elsé lépéseként, morfoldgidjuk megvaltoztatasaval valaszolnak.

A rendszer két targylemezbdl all, amelyek livegbdl, vagy mlanyagbol késziil-
nek. Az egyik lemez két bemélyedést tartalmaz és ezek egymastél egy Tmm
széles gattal vannak elvalasztva (4.24 abra). Az egyik bemélyedésbe a kont-
roll oldat, mig a masikba a vizsgalando anyag oldata keril. A leukocitak a
masik lemezen adhéziéval tapadnak Ezt a lemezt a sejtes felszinnel lefelé
forditva helyezziik ra a vizsgalandé anyagokkal telt lemez tetejére. A két tar-
talyt elvalaszto rész magassaganak pontos kialakitasa révén egy vékony (kb.
20um) folyadék hid alakul ki a két bemélyedés kozott. A
koncentraciogradiens ezen a hidon keresztiil jon Iétre. Mivel ennek a hidnak
a térfogata nagyon kicsi egy allando stabil gradiens alakul ki. A sejteket fa-
zis-kontraszt mikroszképpal vizsgalhatjuk, vagy felvételt is készithetiink
mozgasukrol. Zigmond fluoreszkalé anyag segitségével 15 percig hozzave-
t6legesen linearis gradiens emelkedést tudott kimutatni ebben a rendszer-

ben, ami a gradiens kialakulasa utan kb. 90 percig alland6é maradt.
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Késbbb az attraktans anyag hidon at torténd diffuzidjat egyenlettel is leirtak,
a gyakorlatban azonban ez az allandé gradiens mégsem bizonyult megbiz-
hatonak, mivel a rendszer nyitottsaga, az aramlas, és a kialakuld turbulenci-

ak annak kialakulasa, illetve fennmaradasa ellen hatnak.

feddlemez a hozzd kitddd zeftekkel

v

el |
= = [ [ams)

koncentraciogradiens

kontroll oldgt lemuaﬁrak:téns .
Iclat

a Hét bemélyedést elvalaszio hid,
ezen keresziil alakul ki a
koncentracidgradiens

4.24 abra A Zigmond kamra és a feltoltést kovetden, a sejtek kemotaxisdt mutato
vdzlatos kép. A koncentrdciogradiens a hid és a fedolemez kozotti 20 um-es résben

alakul ki.
Gyakorlati itmutaté 17 Zigmond kamra (2D)
Célsejt prokariéta, eukariéta (neutrofil gr.c., monocita) 104-105
sejt/ml
Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek
Egyéb eszkoz autoklavban sterilizalt Zigmond kamra, fed6lemez

Kiértékelés /Specialis eszk6z | fénymikroszkép
CO;-termosztat

Kivitelezéséhez szitkséges idé | inkubacids idé 15-30 min.

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ < kvantitativ
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F6 elénye/hatranya gyorsan kivitelezhetd, allando gradiens / -

| Egyéb -

Ref. 67

4.9.2 Dunn-kamra
A kamra kidolgoz6i a Zigmond kamrat vették alapul. Itt azonban mar egy

zart rendszert készitettek, amely mind elméletileg, mind gyakorlatilag lehe-
tové teszi az allandé gradiens kialakulasat. Ez a rendszer liveglemezbe agya-
zottan két koncentrikus bemélyedésbdl all, a ketté kozott pedig egy kor ala-
ka gat helyezkedik el (4.26 abra). A belsé bemélyedésbe a kontroll oldat, a
kills6be pedig a vizsgdland6é anyag oldata keril. A leukocitak itt is egy a
kamrakat tartalmazé lemezre helyezett fed6lemezhez tapadnak, s migracio-
juk egy zart rendszer felszinéhez kototten torténik. A vizsgalat kezdeti sza-
kaszaban a sejtek a novekvé koncentracié gradiens iranyaba polarizalédnak

(4.25 abra), kell6 inkubaciods id6 elteltével migraciojuk is megfigyelhetd.

4.25 dbra Human neutrofil granulocitdk attraktdans felé (jobboldal) torténd polarizd-
loddsa Zigmond kamrdaban [68)].
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A sejteket itt is videomikroszkoppal tudjuk vizsgalni. A modszer kidolgozéi,
Zicha és Dunn a gradiens kialakulasat, illetve annak fennallasat is vizsgaltak
a rendszerben: erds 0sszefliggést talaltak az elméletileg elvart és a gyakor-
latban tapasztalt eredmények kozoétt. Allandé linearis gradiens volt mérhet6
a rendszer ¢sszeallitasatol szamitott 10-30 perc mulva (a vizsgalt anyag mo-
lekula nagysagatol fiiggden), s ez 6rakig fennallt. (Egy 10-20 kDa molekula-
sulyu anyag esetében a gradiens féléletideje kb. 30 6ranak bizonyult, mig
egy kis molekulasulyu <2kDa anyag esetében a kb.10 o6rat is elérte.) [69].
Mindent egybevetve a Dunn rendszert tekinthetjik a legkdzelebb allénak a
fejezet bevezetésében emlitett Harris-féle kritériumokhoz. Segitségével
koénnyen elkilonithetd a kemotaxis és kemokinezis is.

Hatranya azonban e mddszernek is van, ugyanis nem alkalmas minden leu-
kocita tipus vizsgdlatara. Ezenkivil a kiértékeléshez optimalis esetben egy
szamitogéphez csatlakoztatott mikroszkoépra is sziikség van, és ez még ma

sem all minden laboratoriumban rendelkezésre.

= Fedolemez

Kiilso kamra -

Bels6 kamra

Hid

Feltolto nyilas
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4.26 dbra A Dunn kamra képe. A két cirkuldris bemélyedés kozti hid és a fedolemez
kozti résben jon létre a gradiens.

Gyakorlati utmutaté 18 Dunn kamra (2D)

Célsejt prokariéta, eukaridta (neutrofil gr.c., monocita) 104-105
sejt/ml

Anyagigény vizsgdlando anyag, pufferek,

Egyéb eszkoz autokldavban sterilizalt Dunn kamra, fed6lemez

Kiértékelés /Specialis eszkdz | fénymikroszkdp, videomikroszkdp, szamitégépes mozgas-
analizis;
CO,-termosztat

Kivitelezéséhez sziikséges idd | inkubacios idé 30 min - 30 6ra

Kvalitativ / kvalitativ jelleg kvalitativ < kvantitativ

F6 el6nye/hatranya gyorsan kivitelezhetd, 10 6ran tal fennallo, allando gradi-
ens / -

Egyéb -

Ref. 69

4.9.3 Sebgydgyulas (wound healing) technika
A kemotaxis vizsgalatok egy specialis agat jelenti a sebgydégyulas szamos

migraciora képes szoveti elemének vizsgalatara alkalmazott modszer (4.27
abra A része). A leggyakrabban epiteliadlis sejtek kemotaxisanak indukcidja
mérhetd evvel az egyszerliségében is igen jol hasznalhaté eljarassal, melynek
alapja kilonb6zé ECM peptidekkel fedett felszinek sejtekkel torténd

monolayer fedése. E monolayer rétegen alakit ki a vizsgal6 egy a célra kiala-
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kitott eszkozzel ,sebzést”, mely nem mas, mint a sejtek egy jol elemezhet6
savban torténd eltavolitasa a lemezrél. Az ezt kovet6 inkubacios idészak fo-
lyaman a kialakitott sebzési felszinek fel6l megindul a sejtek lassu migracio-
ja, mig végul bekovetkezik a sejtmentes régio befedése, tehat a mesterséges
korilmények kozotti sebgydgyulas. Ez folyamat tobb tényezétdl fligg, igy
hatassal van ra a sejtek osztédasanak foka és attol figgéen, hogy milyen a
sejtek motilitasa, illetve milyen ezen alap-motilitast befolyasol6 kiilsé indu-
kalé hatasok érik a sejtet, mas-mas dinamikaval torténik meg a felszin fedé-
se.

Mint az a 4.27 abra B és C részén jol lathato egy viszonylag egyszer(li eszkoz
(U.n. floating in replicator) hasznalataval jol standardizalhato a sejtes felszi-
neken ejtett nyildsok nagysaga. igy a mintak jobban ésszehasonlithatok, ob-
jektivebb elemzésiikre is mdod van. Az eredmények kiértékelésére alkalmaz-
hato technikak igen széles skalan mozognak. A sebzési felszinek kozotti ta-
volsag  csokkenésének egyszerd  mérését a  marginalis  sejtek
immuncitokémiai detektalasaval, illetve time-lapse mikroszkopia alkalmaza-

saval kombinalva igen jo, objektiv vizsgalo eljarasok alakithatok ki.
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4.27 dbra Sebgyogyulds assay alkalmazdsa sejtek migrdciojanak vizsgdlataban. A - a
modszer elméleti alapja; B - egységes sebzést kialakito u.n. floating pin replicator
vdzlatos rajza; C - a bemutatott eszkbzzel készitett sebzési felszinek mikroszkopos
képe [70].

4.10 Alakvaltoztatas assay

Ezt az assay-t is f6ként fehérvérsejteknél hasznaljdk. A nem mozgé fehér-
vérsejtek gomb alakuak, azonban ha kiilonb6z6 anyagok keriilnek a kornye-
zetiukbe, aktivalédhatnak és alakvaltozason mennek keresztil (4.28 abra). Ez
a morfoldgiai valtozas az anyag megjelenése utan par masodperc mulva mar
megkezdddik és néhany perc alatt teljesen végbemegy. A sejtek jellegzetes
alakot vesznek fel, frontalis (feji) és elmaradé (farki) régiéra kulénilnek el. A
feji, aktinban dus régié, halad a mozgas iranyaba, mig a farki régié tartal-

mazza a sejttestet. A modszer az adhéziotdl teljesen fliggetlen.
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4.28 dbra Attraktdns hidnydban a neutrofil granulocitak gémb alakuak (baloldal),
mig attraktdns jelenlétében polarizdlodnak (jobboldal) [71].

Lényegében e kategoriaba sorolhaté az az eljaras is, amelyben neutralis
anyaggal toltott kapillarisokat hasznalunk fehérvérsejtek polarizalédasanak
vizsgalatakor. A kapillarisok szabad végéhez preciziés pumpat csatlakoztat-
va a vizsgalni kivant sejtek karosodas nélkil régzithet6k a masik véghez,
majd a vizsgalni kivant anyaggal inkubalhatok. Kemoattraktans anyagok ha-
tasara a sejtek szabad felszinén pszeudopdédiumok megjelenése, illetve azok
szamanak szignifikans fokozdédasa figyelheté meg a mikroszképos, illetve

videomikroszkopos értékelések alkalmaval (4.29 abra).

PPN |

103 M LTB4

108 M LTB4
+ 100 ng/ml PTX

\W—/

2 pm © Kohidai, L. 2006.

4.29 dbra Allibképzodés és annak gdtldsa kapillris-technika segitségével [72].
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4.11 Lab-on-chip technikak és a kemotaxis mérése

A kemotaxis mérés soran eddig megismert technikdk kozott tobb szempont-
bdl is attorést jelentettek az 1990-es évek vége felé egyre nagyobb szamban
megjelend Uj, u.n. ,lab-on-chip” technikat megvalosité eljarasok. Jelent6sé-
guket novelte a jol reprodukalhatdé és ugyanakkor nanométeres kiterjedési
kamra kivitelezését biztosité technika, a fotolitografia, majd a ,soft litogra-
fia”, illetve nagy precizitasu laser sugarak alkalmazasa is. E modszerek lehe-
tové teszik, hogy el6re meghatarozott, néha igen bonyolult mintazatokat vi-
gyunk fel sik felszinekre, igen kis rétegvastagsagban. A lépéssor, melynek
leegyszertsitett menetét a 4.30 abra mutatja két f6 szakaszbdl all: az elsé
szakaszban a fentiekben emlitett mintazat felvitele torténik, majd e negativ
minta felszinének befedése kovetkezik gyorsan polimerizalodo és szilardulo

anyaggal (,soft” litografia esetében polidimetilsziloxan - PDMS-nal).

PONS Jeseg elichicoese A megszilardult PDMS rétegek

kamrarendszerekké allithatok
0ssze

el | |

Maszk készitése
. & —— ]
e \_I—\_,

Kohidai, L. 2006.
4.30 abra Soft litogrdfia fo lépései ,,Lab-on-chip” eszkoz készitéséhez.

4.11.1 Gradiensek kialakitasa lab-on-chip kamrakban
Az Uj eljarasok szinte végtelen teret nyitottak az addig csak képzeletben lé-

tez6 és sokszor technikai akadalyok miatt nem vagy csak igen rossz miné-
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ségben kivitelezett kamrak és kamrasorok kifejlesztésében. Nemzetkozi
szinten talan a legtobb, legszerteagazobb és eredeti otlettel el6allé laboraté-
rium a Folch Laboratory (USA, Univ. of Washington), jelen fejezet gerincét is e
laboratérium kutatasi eredményei szolgaltattak [73-76]. A fotolitografia adta
lehetdségeket felhasznalva a gyakran um-es vastagsagu rétegek felvitelével
olyan eltéré vastagsagu sablonok eléallitasa valt lehetévé, melyek eltéré min-
tazatuk révén a kemotaxis vizsgalatok szamos uj valtozatat jelentették. llyen
a 4.31 abran lathaté eljaras is, mely egy, az agar-lemezeknél mar emlitett,
parhuzamosan futé csatornakiképzéshez hasonlé rendszert alkot, melyben
egyszerre két anyag hatasa elemezhet6 a kozépen felvitt sejtes minta elmoz-

dulasanak mérésével.

kétrétegli fotolitografia és
elektron sugar nanopatterning

PDMS uivegfelszinre
torténd atvitele

[ ]

gradiens kialakulasa
2 PDMS-vezeték kazott

S Sl

® Kohidai, L. 2006.
4.31 dbra Két-csatornds PDMS rendszer elkészitésének Iépései és annak haszndlata
két eltéro anyag gradiensének vizsgalatakor.

Fentiek felhasznalasaval a kemotaxis assay-k két fontos kérdése lett |[énye-
gesen pontosabban szabalyozhato: (i) maguk a koncentraciéo gradiensek és

ellendrizhetdségik; (ii) a vizsgalatok inditasa és leallitasa. (Nem beszélve az
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egyetlen lemezen felvihet6 és parhuzamosan mérhetd kisérletek szamanak
novekedésérol.)

A kemotaxis mérések szempontjabdl nagyon fontos koncentracio gradiensek
kialakitasara igen otletes, az olddszer és a higitandd anyag jol kiszamithaté
keveredését biztositd szisztémak hozhatdk létre. Egy ilyen szisztémat mutat
a 4.32 abra is, melyen a festett anyagok (sarga=Y és kék=B) keveredése ko-
vetkeztében kialakuld szin, illetve intenzitas valtozas jol mutatja a rendszer

mukodési elvét.

4.32 abra Az un. kombinatorikus titrdalds elvén alapulo berendezés, mianyag leme-
zen laser segitségével kialakitott kevero, mely az egyes folyadékdaramlatok tobbszori
forgatdsdval, a rendszer kidolgozoi dltal szerpentin mixernek nevezett csatorndaban
hozza létre a kivdnt titrdldsi fokozatot.

A kemotaxis assay-k biztos inditasat és leallitasat teszik lehetévé azok az
eljarasok, melyek a ,soft” litografia felhasznalasaval és szelepek mikodtetése

révén teremtik meg a kapcsolatot a sejteket tartalmazé minta és a
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kemoattraktans betoltésére szolgald lregrendszer k6zott. Ebben az esetben
a mikropneumatikus rendszereken keresztiil mikodtetett szelepek nyitasa
esetén, jol szabalyozhaté a gradiens kialakulasanak dinamizmusa, illetve az

inkubacios ido6 leteltével a vizsgalat nagy biztonsaggal leallithato (4.33 abra).

= |
P<O P>0

a két kamra kozott
| I | | 16l szabalyozhato
[~ 1—1 | ==l dinamikaval

| \_I_l | | L‘—lil gradiens alakul ki

Kohidai, L. 2006.

4.33 dbra Mikropneumatikus rendszer dltal mukodtetett szelepek felhasznaldsa
gradiens kialkitdsdra.

A chip technolégia egy tovabbi lehet6sége olyan mikrométeres atmérgjd lyu-
kak elhelyezése a PDMS lemezeken, melyek a megszokott kétkamras, filterrel
elvalasztott assay-k mintajara mukodnek, ugyanakkor lehetové teszik az
egyes lyukak kornyezetébe 06sszegylld sejtek, illetve az atvandorlo sejtek
egyedi vizsgalatat fénymikroszkoppal (4.34 abra). E technika tovabbfejlesz-
tésével olyan rendszereket is kidolgoztak, melyekben a két kamra kozotti tér
toltéseloszlasat valtoztatva lehet a gradiens kialakulasat szabalyozni. Ez
utdbbi esetben persze mar az elényds oldal mellett, felmeril a technika
gyengéje is, hiszen az ilyen médon kialakitott elektromos terek a szakiroda-
lom altal mar bizonyitottan képesek befolyasolni az intracellularis aktin poli-
merizacio polaritasat, valamint az amdéboid mozgashoz elengedhetetlen

fokalis kontaktusok kialakulasat is.
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4.34 dbra Kétkamrds kemotaxis assay chip-re dtalakitott formdja.

A felszineken elhelyezett nanolyukak segitségével, a patch-clamp technika
egy chip-re atalakitott formajaban, a kemotaxist végzdé sejtek altal leadott
auto- és parakrin anyagok is jol vizsgalhatok. loncsatorna vizsgalatokkal és a
migralé sejt membranjanak egyéb molekularis szintd in vivo jellemzésével
egészithetok ki az eredmények.

A mikrofluiditasi és a chip technika 6tvozéseként jelent meg a fentiekben
mar emlitett sebgyogyulasi assay-k egy uj formaja is [109] (4.35 abra). Eb-
ben az esetben a mérékamran ataramlé folyadékok harom, elkilonilt aram-
lasi vonalban mozgé folyadékteret alkotnak. Igy a kamra kezdeti, sejtekkel
torténo feltoltése és konfluens sejtes rétegl fedését kovetden jol tervezhetd,
hogy melyik savbél tavolitjuk el a sejteket (Id. enzimes emésztés), illetve a
kamra mely részén aramoltatunk olyan folyadékot, amelynek migraciora ki-

fejtett hatasat kivanjuk tanulmanyozni.
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Sejtek betoltése, Felszin enzimes Sebgydgyulasi assay
monolayer képzés emésztése .

Médium
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4.35 dbra Harom-csatornas, mikrofluidikai méroszekoz sejtmigrdcio, illetve seb-
gyogyuldsi folyamatok mérésére.
A fenti mdodszer jol alkalmazhatdé nem csak sebgydgyuldsi assay-k esetében,
hanem szabadon elmozdul6 (pl. baktériumok) sejtek Uszasi preferenciainak
megallapitasakor is. Utébbi esetben a sejtes mintak a k6zépsé csatornaban
aramlanak a mérékamraba, mig a két széls6 csatornan refrencia és vizsgalt
anyag oldatai aramlanak a mintatéren at. A migracios valaszt a pl. fluoresz-

censen jelzett sejtes minta eltérilése adja, annak fokaval becstilhetd.

4.11.2 Az ibidi lemez-csalad
Az USA-beli Applied Biophysics nagy szerepet jatszott az elmult évek soran

mind a viszonylag egyszerli, mind a méréstechnika szempontjabol
szofisztikaltabb modszerek kifejlesztésében.
Az egyszerlbb eljarasok egyik képvisel6je az ibidi lemez-csalad, mely sza-

mos, a kemotaxis vizsgalatok soran fontos kisérleti megkozelitést alakitott
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egyszerl, a mindennapi laboratériumi gyakorlat szamara is kénnyen kivite-
lezhet6 eljarassa [77].

E problémakorhoz tartozik a kemotaxis vizsgalatok szempontjabdl sem ko-
zOmbos érfal modellezés. Ennek targylemezen valo, atfolyé rendszerekkel
torténé modellezése, mind az adhézid, mind a kemotaxist vizsgald kisérletek
esetében nagy eldrelépést jelentett a hazilag eldallitott és sokszor technikai
paramétereiket tekintve nehezen reprodukalhaté rendszerekkel szemben.
Mint azt az alabbi 4.36 abra is mutatja az u.n. u-Slide tipusu lemezek tdbb e
célra kialakitott formaja is forgalomban van. A lemezek atfolyé rendszerbe
csatlakoztatva jol modellezik az érpalya egyes szakaszainak eltéré tulajdon-
sagait (Id. egy-csatornas - |, és a kapillarisok jellemz6 elagazdédasait model-
lez6 - V lemezek). A V lemezek esetében az elagazasok eltér6é szdge lehet6-
séget ad aramlastani szempontbdl kiillonb6zé paraméterek tanulmanyozasa-
ra is. A lemezfalak vékonysaganak koészonhetéen mikroszkdéposan igen jol
vizsgalhat6é az egyes sejttipusok kitapadasi kinetikaja statikus és dinamikus
rendszerekben (4.35 abra B). Az egyes kamrak fizikai paramétereinek isme-
rete lehetéséget ad az alkalmazott médium rheoldgiai tulajdonsagainak is-
meretében tovabbi szamitasok elvégzésére, illetve az egyes vizsgalatok stan-
dardizalasara (Id. nyiréer6 szamitasa és annak hatasanak értékelése a kita-

padasra.).
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4.36 dbra Az ibidi u-Slide érfal modellezo formai (Az abra az ibidi GmbH, Miinchen
engedélyével a céq illusztrdcios anyagdnak felhaszndldsdval késziilt)

A fenti lemez 4.37 abran bemutatott sokcsatornas valtozata lehetdséget
nyujt az érfal kialakulas vizsgalatanak tanulmanyozasara és mikroszkoépos
kovetésére éppugy, mint koncentracié-fliggo folyamatok elemzésére. A par-
huzamosan elhelyezett csatornakban a vizsgalatok kezdetétdl, tehat a csa-
torna fal sejtekkel valé bevonasanak kezdeti lépéseit6l nyomon kovetheté az
angiogenezis folyamata és annak egyes hormonokkal vagy gyégyszerekkel
valé befolyasolhatosaga. Amint az abra mutatja inverz mikroszkoépot hasz-
nalva a csatornak teljes szélessége optikailag jol kiértékelhetd felszinnek
foghato fel, mely a lemez alapjan a falvastagsag minimalizalasanak készon-
het6 és annak, hogy a széli részeken a folyadék oldalfalhoz torténé kitapa-

dasaval a zart csatornak esetében nem kell szamolnunk (4.37 abra B).
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4.37 dbra A 6 csatornds ibidi u-Slide csatorndinak elrendezése és sejttenyészeti
sejtekkel fedett és festett formdja (A), valamint a kamra felépitése és a széles sdv-
ban éles optikai kép kialakuldsa kozotti kapcsolat magyardzata (B) (Az dbra az ibidi

GmbH, Miinchen engedélyével a céqg illusztrdcios anyaganak felhasznaldsadval ké-

sziilt)

Mig az el6z6ekben targyalt két lemeztipus f6ként az angiogenezis vizsgala-
tat, illetve az avval kapcsolatos adhéziés folyamatok modellezését teszi lehe-
tové, a kozelmultban a p-Slide lemezcsalad kifejezetten kemotaxis mérésére
kifejlesztett formdja [77] is elérhet6vé valt (4.38 abra). Ez a négy furattal el-
latott lemez két nagy, zart folyadéktarolo lGregbdl és egy a sejtek rendszerbe
juttatasat lehet6évé tevé lényegesen kisebb térfogatu részbdl all. A vizsgalat
elsd lépése a sejtek rendszerbe toltése, mely soran a két nagy tarolo lreg
nyilasai zarva vannak, ezaltal gatolva meg a sejteket tartalmazé folyadék e
terekbe torténd bejutasat. A sejtes minta betoltését és kitapadasat kovetéen

torténik a két nagy lreg kemoattraktans, illetve kontroll folyadékkal torténd
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feltoltése. Utdbbi folyamat soran a sejtes minta tere feltolté nyilasainak zara-
saval biztositjuk az adott anyagok kell6 terekbe torténé aramlasat. Mint azt a
4.38 abra B része mutatja a két lireg feltoltését kovetden jol elkiilonilé kon-
centracié gradiens alakul ki, és vizsgalt anyagokat 0sszekotd sejtes tér kb.
250-szer kisebb térfogata a rendszer kis tehetetlensége révén viszonylag
gyors gradiens kialakulast tesz lehetévé a sejteket tartalmazo lireg két olda-
lan. A sejtek a korabban mar emlitett T-maze assay-hez hasonlé médon a
vizsgalt anyagok kémiai jellege alapjan valaszthatnak, s migracidjuk viszony-
lag gyorsan elemezhetévé valik. Mivel a lemez harom fentiekben leirt kamrat
tartalmaz, médunk van egyetlen lemez felhasznaldsaval egy teljes vizsgalat
elvégzésére, hiszen a fentiekben leirt kemoattraktans/referencia anyag be-
toltések mellett, igy mdéd adodik tovabbi a két kontrollmérés (referencia
anyag/ referencia anyag, illetve kemoattraktans/kemoattraktans) elvégzésére
is. Igy a vizsgalt anyagok kemoattraktans jellege mellett esetleges
kemokinetikus jellegiik is mérhetévé valik.

A fenti modszer elénye a bevezet6ben emlitett jol reprodukalhaté technikai
paraméterek mellett az, hogy a kialakulo linearis koncentracié gradiensek kb.
48 oraig stabilan fennallnak a kamran belil. Fenti paraméterek elérésével si-
kerilt az egyik legkedvez6bb kemotaxis mér6 eszkozt eléallitani. A moédszer
hatranyanak foghaté azonban fel zart jellege, mely a gazcsere korlatozott
lehet6sége miatt behatarolja mind a vizsgalhaté sejtek korét, mind az inku-

bacios ido karos fiziologiai mellékhatasok nélkil alkalmazhaté idejét.
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4.38 abra Az ibidi u-Slide kemotaxis mérésére kifejlesztett vdltozatanak felépitése

(A) az egyes mintatdrolo tiregek kapcsoloddsa és a kialakulo gradiens (B), valamint

egy feltoltott lemez képe (C). (Az abra az ibidi GmbH, Miinchen engedélyével a cég
illusztrdcios anyagdnak felhaszndldsdval késziilt)

4.11.3 ECIS (electric cell-substrate impedance sensor) technolégia
Az utébbi évtized folyaman szintén az Applied Biophysics tamogatasaval fej-

lesztették ki a Nobel dijas Ivar Giaever és Charles R. Keese munkaja nyoman
azt az elektromos ellenallas mérésén alapuld technikat, melynek segitségével
mar a sejtek igen kis hely, illetve helyzetvaltoztatasai is regisztralhatok [78].
A mobdszer alapelve az, hogy a sejteket a szOvettenyésztési technikaban al-
kalmazott tenyészt6 lapokhoz hasonlé mlanyag edények lregeibe helyezik.
Ezek aljan a sejtek és a kemoattraktans anyag elhelyezésére specialisan ki-
képzett lregek taldalhatok, valamint a mérés céljanak megfeleléen megva-

laszthato elrendezésben elhelyezett elektrédok (4.39 abra)
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4.39 dbra A sejtmotilitds mérésére alkalmas ECIS technologia mérofelszine az
egyes fobb elektrod elrendezési mintazatokkal (A és B, valamint a nyolc pdr-
huzamos mérésre alkalmas lemez, melynek aljan jol ldathato az elektrodok
elrendezése (C) [79].

A vizsgalat soran a felhelyezett sejtek az iregek aljan kitertilnek, majd az
attraktans altal kivaltott aktiv mozgasuk segitségével egyre nagyobb feliile-
ten teremtenek kapcsolatot az lireg aljanak kozepén elhelyezett kisméretd
(@250um) elektréd és az lGreg peremén korbefutd elektréd kozott. A vizsga-
lat kezdetén, kitapadd sejtek nélkil a rendszerhez kapcsolt méréberende-
zéssel kb. 2000 ohm-os ellenallas mérhetd, mig a sejtek, mint fizikai érte-
lemben szigetel6 komponensek kitapadasat kovetéen ez az érték jelentésen
megemelkedik, elérheti a 15 000 ohm-os értéket is. Fontos megjegyezniink,
hogy a mérés soran alkalmazott egyenaram fesziltségét (néhany mV) és

aramerdsségeét (1uA) a modszer kifejlesztdi elhanyagolhatéonak értékelik a
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mérések szempontjabdl. (Ugyanakkor emlékeztetniink kell mas szakirodalmi
adatokra, melyek igen kis aramerdsségek és fesziltségek hatasat is jelentés-
nek irtak le kilondsen a fokalis kontaktusok kialakulasa soran.) A moédszer
sejtek igen kis mozgasait is képes kovetni, illetve egyes idédiagramok 6ssze-
vetésével képet kaphatunk kilonb6zé anyagok kemoattraktans hatasanak
eltérd voltarol, vagy egyes sejttipusok eltéré migraciés képességérdél az adott

rendszerben (4.40 abra).
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4.40 dbra Eltérések BCS és NRK sejtek kitapaddsa és motilitasa kozott ECIS techno-
logidval vizsgalva.

4.11.4 Fotoaktivaciés microarray
A fotoaktivacio jelenségét, mely soran kémiai vagy biolégiai szempontbdl

inaktiv vegyiletek kulénb6z6 hullamhosszusagu fénysugarak hatasara aktiv
allapotba jutnak vagy reakcidoképes formaik révén folyamatsorokat inditanak

be - szamos technika alkalmazza az orvosbiolégia teriiletén is. Eppen ezért
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nem meglepd, hogy a migraloé sejtek vizsgalatanal is helyet kapott ez az elja-
ras, bar lényegébdl adoddan felhasznalasi teriilete bizonyos mértékben be-
lat jel6lhetjuk ki, mintegy ,versenypalyat” szabva a vizsgalatok kivitelezése
soran.

Az aldabbiakban a Nakanishi és mtsai altal kidolgozott modszert ismertetjik
[80, 81], melynek els6 |épése liveqg felszinek (pl. fed6lemezek) alkil-sziloxan-
nal (1-(2-nitrofenil)-etil-11-triklorozililundekanoat) val6é fedése (4.41 abra).
A molekulak aromas gylrdt tartalmazo, lvegfelszintdl tavoli terminalis cso-
portja maga is gatolja a sejtek kitapadasat, de e csoporthoz BSA-t kotve a
sejtek kitapadasanak gatlasa tovabb fokozhaté. Ezt kdvetden a vizsgalo altal
megszabott vonalak vagy mintazatoknak megfelel6en UV fénnyel torténd be-
sugarzas kovetkezik, melynek hatasara a 2-nitrobenzil csoportok, illetve az
altaluk kotott BSA molekulak valnak le a felszinrdl és a fed6 réteg besugar-
zott helyein hidrofil csoportokkal fedett teriiletek maradnak. Az eljaras ko-
el6seqito fibronektint kothetlink. A sejtek adhézidja utan a fenti lépéssor (Id.
BSA fedett sejtmentes teriilet besugarzasa, fibronektin, illetve a fibronektint
helyettesitdé mas molekula alkalmazasa) megismétlésével, a sejtek migracio-
jat, annak felszini molekula tipusatdl és denzitasatél valo fliggését vizsgal-
hatjuk.

A madszer elénye, hogy u.n. fotomaszkok alkalmazasaval viszonylag kis fel-

szineken szamos parhuzamos kisérlet elvégzését teszi lehetévé. Ezaltal U]

s
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lata mellett a felszinen kialakitott csatornakban neuronok nyulvanyai néve-

kedésének elemzésére is.
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4.4 Fotoaktivdcion alapulo microarray kialakitdsa (A) és fobb lépései (B és C)

4.12 Egyéb technikak

4.12.1 Fagokinetikus médszer
A modszer lényege, hogy - mint neve is mutatja - sikeresen kapcsolja 6ssze

a kemotaxist sejtélettani célreakcidjaval a fagocitézissal. A vizsgalat soran

el6szor sejttenyésztéshez hasznalt milianyag - 12 vagy 24 lregu - lemezek
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aljat kezeljuk 1%-os BSA oldattal, majd a nem kotédott BSA etanolos eltavoli-
tasat kovetdéen arany kolloid oldattal fedjik a felszineket. Ismételt PBS-es
mosasok utan a felszineket ECM peptidek 1TmM CaCl>-ot tartalmazé oldataval
inkubaljuk, 2-3 oran keresztiil. Ezt kdvetéen kerlilnek a sejtek a felszinekre.
Kitapadnak, majd migracios és fagocitotikus aktivitasuktol fliggé mértékben
rovidebb-hosszabb jol detektalhaté Utvonalakat jarnak be (4.42 abra) [82].

Mosas: etanol Mosas: PBS

V) V)

+ 1% BSA + Au kolloid

= =

Mosas: tenyésztd medium Fixalas: 2% formaldehid

+ ECM
peptidek

=

+ sejtek
(5000 sejt{lyuk)

=

Kohidai, L. 2007.

4.42 dbra Sejtmotilitds fagokinetikus eljdrdssal torténoé mérésének fobb lépései

4.12.2 Gyongyok alkalmazasa
Az eddig targyalt technikaktél alapvetéen eltér az a megoldas, melyekben a

vizsgalt ligandra pozitivan valaszol6 sejtek egy mikrogyongy felszinére ta-

padnak ki.
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Egyes esetekben e célra Cytodex gyongydket haszndlnak, melyeket a vizsgal-
sejtekkel torténd inkubacio soran azok a szamukra legkedvez6bb koncentra-
ciot képvisel6 mikrogyongy minta felszinére tapadnak ki (Id. améboid moz-
gast végzo sejtek) vagy annak a kornyezetében talalhaték (Id. csillés-ostoros
mozgast végzé sejtek) nagy szamban [83]. A moddszer kiértékelése -
kilonosen a kitapadd sejtek esetében - fluoreszcens vagy egyéb festésekkel
kombindlva automatizalhaté, aramlasi citométerben mérheto.

A modszer kétségtelen elénye a gyors kivitelezhetdség, hatranya, hogy a ha-
tasos koncentracié csupan becsilhetd. A kiilonb6z6 ligandok alkalmazasakor
a ligand-gyongy kozotti kotés kialakulasa, annak idében tartés volta, illetve a
ligand gyongyrél torténd diffazidjanak mértéke mind egyedi paraméterek
altal megszabottak és igen nehezen mérhetdk.

Eltéré elven nyugszik - a fagokinetikus eljarasra emlékeztetd - és a Cellomics
altal kidolgozott eljaras, mely fluoreszcensen jelzett felszinli gyongyoket al-
kalmaz. Ebben az esetben a vizsgalt sejtek a mikrogyongydkhoz valé kitapa-
dasuk utan mozgasallapotuknak megfelel6 utakat jarnak be a gyongyfelszi-
nen, melyek jol lathaték mivel a nyomvonalakon a felszini fluoreszcens jelzés

eltlinik (4.43 abra).
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4.43 dbra Kitapadt sejtek vandorldsdanak utvonalai jol detektdlhatok fluoreszcensen
Jelzett mikrogyongyfelszineken (© Cellomics Inc 1999-2006. - Engedélyezett fel-

haszndlds)

A sejtek festésével és szamitdogépes kiértékel6program tamogatasaval a fel-
szini fluoreszcencia csokkenése, illetve az egyes mintazatok regisztralhatok,

elemezhetok.

4.12.3 Pszeudopddium izolal6 eljaras
Az amdéboid mozgas alapjelenségének szamité pszeudopddium képzés sza-

mos vizsgalat targyat képezi, e képlet kialakulasa, membranjanak 6sszetétele
és annak dinamikus valtozasai esszencialis elemeit jelentik a migracio
afferens és efferens elemekbdl feléplilé |1épéssoranak. E képletek membran-
janak sajatos Osszetétele (Id. receptorok szama és specifitasa, sejtadhéziés
molekulak stb.) és a pszeudopodiumok fejlédését és mozgasat meghatarozo
intracellularis elemek (ld. citoszkeleton komponensei) nem csak a sejt moz-
gasallapotat jellemzik, de kemotaktikus valaszkészsége szempontjabdl is
meghatarozdéak lehetnek. A fentiekben vazoltak fontossagat ismerték fel a

4.44 abran vazolt, pszeudopodium izolalé eljaras kidolgozéi.
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4.44 dbra Pszeudopodium izoldldsa.

A Chemicon cég altal kitben is kifejlesztett eljaras elsé fazisaban a sejtek egy
kétkamras kemotaxis assay soran a vizsgalni kivant anyaggal (pl.
kemokinnel) keriilnek kapcsolatba, s a két kamrat elvalaszté filter pdérusain
keresztll allabakat fejlesztenek. A viszonylag kis porusatmérdé megneheziti a
sejtek atvandorlasat, azonban a pozitiv kémiai inger hatasara tobb
pszeudopodium is kifejlédik, melyek a membran masik oldalara is atnyulnak
anélkil, hogy maga a sejt atjutna. Ebben a fazisban az alsé felszin lizis puf-
ferrel torténd kezelése mintegy ,levagja” az atnyulé citoplazma nyulvanyokat.
Az izolalt nyulvanyokat tartalmazdé sejtmentes frakcio tovabbi vizsgalata
tobb, esetleg szinkron vizsgalatra is lehet6séget ad, elemezhet6 a membran
receptorai mellett a lipidtartalom vagy egyéb komponensek (pl. CD markerek)

is.
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4.12.4 Az ,air pouch” modell
A kemotaxis vizsgalatok egy specidlis formajat jelentik azok a kisérleti alla-

ton - esetleg emberen - elvégezheté beavatkozasok, melyek az é16 szerve-
zetben folyé kemotaktikus folyamatok talan legjobb megkdzelitésének te-
kinthet6ék. Az 1980-as évek elején kidolgozott technika alapja kb. 5 ml steril,
pirogén mentes levegd (egyes esetekben nemesgazok) a bér subcutan réte-
gébe torténd befecskendezése, melynek révén G.n. légtasak (air pouch) ke-

letkezik (4.45 abra) [84].

steril levego

bérszovet

;

4 6ra - 6 nap@ %7

sejt—- és citokin—gazdag
szoveti folyadék
S

© Kohidai, L. 2006.

4.45 dbra Az ,air pouch” technika kivitelezésének lépései

Kisérleti koriilmények kozott rendszerint ragcsalék hatbérén a fentiekben
leirt modon kialakitott gazzal telt (irege akar tobb napig is steril kornyezet-
nek tekinthetd, alapja pedig sok tekintetben hasonlatossagot mutat a
szinovialis membran 6sszetételével, és lehetdséget biztosit a szoveti térbe
kivandorl6 sejtek (neutrofil granulocitak, makrofagok stb.) 6sszegylilésére.
Hosszabb megfigyelések esetén kb. 2-3 nap elteltével ismételt steril levego

befecskendezés sziikséges lehet. Egyes esetekben a mduvi Uton létrehozott
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holyagszer(l képletbe tovabbi anyagok is juttathaték. A modszer kidolgozoi a
tengeri hinar galaktopiran6z alegységekbdl alloé poliszacharidjat, az 1 ml 1%-
os i-carrageenan-t alkalmaztak fiziolégias séoldat kontrollok mellett a sejt-
szam novelése céljabdl. Az djabb kisérletek alapjan a 0.5% karboximetil-
celluléz hasznalata célszerlbbnek latszik, segitségével lassithaté a tasakba
befecskendezett vizoldékony indukalé anyagok (pl. gyogyszerek, kemokinek)
illetve a kemotaxis szoveti dinamizmusa is in vivo kortilmények kozott.

A vizsgalat kiértékelésére a néha 10-14 napot is meghalado inkubacios idét
kovetden keril sor a felgyulemlett szovetkozti folyadék leszivasaval. Az igy
nyert mintak kiértékelése és maga a modszer felhaszndlhatésaga szempont-
jabol is fontos megemliteniink, hogy nem csupan a sejtes elemek szamanak,
illetve 0sszetételének meghatarozasa lehet a célunk, hanem egyre gyakoribb
azoknak a kisérleteknek a szama, melyek a sejtmentes fazis O0sszetételét

elemzik (Id. kemokinek koncentraciéja).

4.12.5 Kemotaktikusan aktiv sejtpopulaciok gyijtése Sephadex gydéngyék
segitségével
Mar nem kifejezetten kemotaxis assay, hanem kemotaktikusan aktiv sejtcso-

portok gyudjtésének egy igen oOtletes formaja az, amikor kisérleti allatok
peritonealis Uregébe fiziolégias soéban vagy citrat pufferben elkevert
Sephadex G-40 gyongyoket (3-5%-os keverék, 1 ml/100g testsuly dozis)
juttatunk [85]. A beadott gyongyok lokalis peritoneumra kifejtett indukalo
hatasanak kovetkeztében, a beadast kovetd 48 6ran belil (egyes esetekben
ismételt indukciok is sziikségesek), a hasliregi folyadékbodl vett mintakban a

sejtszam jelentOs szaporulata, illetve a humoralis komponensek koncentraci-
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6janak gyulladasos reakciékat kiséré6 emelkedése is megfigyelhetd (4.46 ab-
ra).

A moédszer éppugy jol felhasznalhatd aktivalt sejtpopulacidk gyljtésére, mint
egyes citokinek, kemokinek termelésének indukciéjara. Alkalmazasakor
problémat jelenthetnek az egyes kisérleti allatok kozotti egyedi eltérések, ez
mind a sejtes, mind a humoralis komponensek dsszetételének értékelésekor

fokozott korultekintést igényel.

Sephadex
0.5-10 mg/ perit. cav.

@ 6-48 dra
¢ : eozinofil gr.c., neutrofil gr. c.
\ ' monocita
' LTB4, TNFe, IL-8

© Kohidai, L. 2006.

4.46 dbra Kemotaktikusan aktiv seftcsoportok és humordalis komponensek
keletkezésének indukcioja Sephadex gyongyoket tartalmazo oldat
intraperitonedlis befecskendezése segitségével.

4.12.6 Denritikus sejtek migraciéjanak kimutatasa FITC-festéssel.

A technika alapja a bor hamrétegében talalhaté és a kiiltakar6 immunvéde-
kezésében kulcsszerepet betdltd, jelentés migracios képességgel bird
Langerhans sejtek és dendritikus sejtek kimutatasa. E célra rendszerint a ki-
sérleti allat sz6rtelenitett és a stratum corneum elemeitdl cellux ragasztocsi-

kok segitségével nagyban megfosztott has- vagy fiilbérét hasznaljuk. A leirt
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modon el6kezelt borfeliletet 500 ul, 0.5% FITC-et tartalmazé aceton/oliva
olaj keverékkel (viv=4:1) ecseteljik. A szakirodalom altal szintén ajanlott
dibutil ftalat hasznalatat a bér irritaciéo és a dendritikus sejtek kovetkezmé-
nyes érését megel6zendben egyre tobb felhasznalo ellenzi. A festés kovet-
keztében a két fent mar emlitett sejt szelektiv festédése kovetkezik be, me-
lyek ezt kovetéen az elvezetd nyirokérrendszerbe jutnak majd a kornyéki
nyirokcsomékbol 18-48 ora elteltével készitett preparatumokban jol kimu-

tathatok (4.47 abra) [86].

FITC-aldat
Festetlen
dendritikus sejt —~
-
- » L ] L=
FITC—festett e ® ® ‘
dendritikus sejt < ® ®
(CD11c+ ; CCR7) .." e ®/0

.
SLBK ® @
« =8 [ ®| e @ !
.
.

Nyirokkeringés

18-24 éra

Nyirokcsomak CCL19/CCL21

Kohidai, L. 2007.

4.47 dabra A bor dendritikus és Langerhans sejtjei migrdcidojanak kimutatdsa FITC-
festéssel.

« s

a sejtek felszinén megtatalhaté CCR7 kemokin-receptor. A szakirodalom a
nyirok rendszer egyes helyein kialakulé CCL19, illetve CCL21 kemokin gradi-

ensek és a CCR7 receptorok expresszalédasat tekinti a vizsgalt migracio
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specifitasat alapvetéen meghatarozé szignalizaciéos tényezének. (Nem hall-
gathaté azonban el az a feltételezés sem, mely szerint a sejtek FITC-cel tor-
ténd festddése csak a bor felszin kozeli nyirokereiben térténne, az oda be-

diffundalo FITC altal.)

5. Modszertani kitekintés

Mint az eddig attekintett modszerek sokszinlségébdl is érezhetd, a kemota-
xis mérésére szolgald eljarasok szama mondhatni naprél napra szaporodik.
Meglepdben Uj, otletes modszerek jelennek meg a legegyszerilibb szinteken és
a fejlett milszerezettséget koveteld teriileteken egyarant, nem is beszélve a
kiértékelési lehet6ségek gyarapodasaral.

Talan a fentiek is indokoljak azt a szandékot, hogy bar jelen munkank elséd-
leges célja maganak a kemotaxisnak a mérésére alkalmas mdodszerek gazdag
taranak attekintése, sziikségesnek érezzilk - ha csak egy rovid attekintés
erejéig -, megemliteni azokat az eljarasokat is, melyeknek fékuszaban ugyan
mar nem kifejezetten a migracio all, de a folyamat bioldgiai komplexitasabol

adodoan elvalaszthatatlanok a kemotaxistol.

E vizsgalatok kozott kiemelked6 helyet foglalnak el a sejtek intracellularis
folyamatait molekularis szinten vizsgalé eljarasok, melyek koziil a kemotaxis
vizsgalatok esetében szamos, fluoreszcens jelek detektalasan alapulé mikro-
szképos technikat talalunk. Alkalmasak e technikak a citoszkeleton elemei

funkcionalis allapotanak meghatarozasara, a kemotaxis receptorok és
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szignalizaciés kaszkadok értékelésére éppugy, mint a kemotaxist szamos

sejtben megel6z6 1épés, az adhézid egyes elemeinek vizsgalatara.

5.1 Fluorescence ratio imaging (FRI)

llyen szempontbdl kiemelked6 jelentéségil technika a fluorescence ratio
imaging (FRI), mely fokalis kontaktusok kialakulasanak monitorozasat teszi
lehetové az e képletek felépitésében jellemzo fehérjék eltér6 szind fluoresz-
cens festékkel valé detektalasa révén [87]. J6 példa e mddszer alkalmazasara,
pl. a foszfotirozin/tensin arany meghatarozasa rhodamine/fluorescein jelzés,

illetve azok kolokalizaciéjanak kovetése utjan.

5.2 Fluorescence resonance energy-transfer (FRET)

A technika sokban hozzajarult a bakteridlis kemotaxis szignalizaciés lanca
egyes elemeinek lokalizacéjahoz éppugy, mint az adhézioban és az azt ko-
vetd migraciéban részt vevé intracellularis proteinek interakciéinak nyomon
kovetéséhez. A mddszer két eltéré szinl fluoreszcens festékkel (CFP=cyan
fluorescence protein és YFP= yellow fluorescence protein) jelzett és megfele-
6 kbzelségben egymashoz kapcsolédni tudd ligand kotésének kimutatasan
alapul. Mindaddig, amig a két komponens egymastol kellé tavolsagban he-
lyezkedik el - tehat nincs kapcsolédas - csupan az u.n. donor komponens
gerjeszthetd, s egy arra jellemz6 hullamhosszban emittal fényt. A két kom-
ponens megfelel6 kozelségbe keriilésével lehetévé valik azok kapcsolddasa
is. Ennek eredménye a technika nevében is jelzett energia transzfer, tehat a

donor adott hullamhosszon torténé besugarzasat kovetéen most mar az u.n.
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akceptor rész fog a ra jellemzd és az el6z6t6l eltéré hullamhosszban fényt

emittalni (5.1 abra).

CFP YFP

protein-protein
kolcsonhatas

donor A akceptor

A
/

e

0
A

5.1 abra FRET technika molekularis alapjai - FRET-pdrok interakcioja

® Kohidai, L. 2006.

A technika segitségével a konformaciobeli valtozasok intramolekularis szin-
ten kb. 2-7 m-es, intermolekularisan pedig kb. 300 nm-es érzékenységgel
kovethetok. Az egyes szignalizacidés folyamatok elemeinek allapotvaltozasa,
pl. bakterialis CheA és CheY proteinek kapcsolédasa segitségével éppugy ki-
mutathaté [88], mint receptor szintl valtozasok, pl. CXCR4 receptorok

dimerizacidja [89].

5.3 Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)

A sejtfelszini membran 6sszetételének dinamikus valtozasai és intracellularis
molekularis szintl valtozasok is jol kovethetdék a cimben jelzett technikaval.

Ennek alapja a sejt adott részének (pl. membran) kezdeti fluoreszcens fes-
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tékkel torténé jelolése, melyre gyakran GFP-t hasznalnak. Ezt koveti egy
adott méroéfeliilet 1ézersugarral torténd besugarzasa, mely a fluoreszcencia
kioltasat eredményezi. E kezdeti FO id6ponttol szamitva a felszin fluoresz-
cencia intenzitasanak folyamatos mérésével és a flureszcens jel egyre névek-
transzportjaroél, illetve egyes komponensek beépilésérdl kaphatunk értékes

informaciokat (5.2 abra).

® Kohidai, L. 2006.

5.2 dbra A FRAP technika sordn kialakulo ,kioltdsi” jel és az u.n. ,recovery” szakasz
Jellemzo mérési karakterisztikdja.

Jol alkalmazhaté a mddszer az amdéboid mozgas vizsgalata soran az alfa-
aktinin beépulésének kovetésével a stressz-filamentumok vizsgalatara [90]
éppugy, mint arra, hogy a membran lipid komponenseinek kdvetése révén a
fluiditasi paraméterek és a migracios képesség kozotti 6sszefliggések segit-

ségével jellemezziik a folyamatot [91].
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5.4 Fotoaktivacié

In vivo vizsgalatoknal molekularis szintd hatasok elemzésére szintén jol al-
kalmazhaté médszer. A technika |ényege olyan kovalensen kotott, fotolabilis
csoportok alkalmazasa, melyek a vizsgalni kivant modulatorokhoz koétédve,
azok funkcigjat atmenetileg gatolni képesek. A komplex UV besugarzas ha-
tasara torténé felbomlasa a vizsgalni kivan modulator aktivalédasat eredmé-
nyezi. Egyes esetekben a technika egy scavenger molekula sejtbe juttatasaval
is parosul, mely a felszabaduld fotolabilis gatléo csoport megkdtésével bizto-
sitja a reakcio irreverzibilis voltat (5.3 dbra - A).

A

UV sugdr .-,

Scavenger

lézer
sugar -

Kohidai, L. 2006.

5.3 dbra Fotoaktivdcio (A) és Chromophore-Assisted-Laser-Inactivation (B) -/ mole-
kuldris mechanizmusdnak osszehasonlitdsa.
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A vizsgalatok szempontjabdl elsérendli szempont az aktivacié gyors kialaku-
lasa. Ezt részben a besugarzas intenzitasanak fokozasa és a besugarzasi id6
minimalizalasa segit el6, masrészt pedig a kialakulé hatasos derivatum lehe-
t6ség szerinti kis mérete, mely a molekula gyorsabb diffuzidja révén ered-
ményez generalizalt biolégiai hatast. A felhasznalt komplexek kialakitasara
szamos, rendszerint a modulator molekula sajatossagai altal meghatarozott
kotési technika ismert. Ezek kozul reaktiv aminosavak vagy rovid peptid-
szekvenciak beépitése, valamint a fotolabilis aminosavak beépiilését lehetdvé
tevé nonsense-kodon-szuppreszié technikak egyarant hasznalatosak. A gat-
|6 hatast kifejt6 komponens szintén eltérd lehet (pl. karboxil sav, nitrobenzil
alapu csoportok).

A mébdszert szamos migraciot vizsgald munka alkalmazza: kivaléan alkalmas
calmodulinra és miozin L-lanc kinazra kifejtett hatasok révén a
lamellopddiumok kialakulasanak rapid gatlasara éppugy, mint az aktivalt
timozin 4 G-aktinhoz val6é kot6désének el6ségitése utjan az F-aktin kiala-

kulas gatlasara [92, 93].

5.5 Chromophore assisted laser inactivation (CALI)

Az el6z6ekben ismertetett modszerhez bizonyos tekintetben hasonlo egy
1988-ban kifejlesztett technika [94]. Itt a vizsgalni kivant intracellularis
komponensre (enzim, citoszkeletalis fehérje, membran receptor, szignal
traszdukcidés elem stb.) specifikus antitestet hasznalunk. Az antitesteket ki-
[6nb6z6 fotoaktivacios hatasra érzékeny festékekkel (malachitzold,
fluoreszcein, EGFP) jeloljiuk, majd a sejtekbe juttatjuk. Az internalizalédott

antitestek besugarzasa hidroxil-gyok felszabadulassal jar, azonban csupan a
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célmolekulakhoz kotédott, jelolt antitestek esetében, mely a mdédszer jo fo-
kuszalhatésagat eredményezi. A kialakulé gyokok igen rovid élettartama
(10-9-10-12 mp) kovetkeztében a sejt jol kortlhatarolhato terében, csak a ko-
tott antitestek kozvetlen kozelében (malachitzold - 15A, floureszcein - 30
nm) figyelhetjik meg a célmolekulak karosodasat - a teljes inaktivacié per-
ceken belil kifejlédik, az eredeti allapot visszaallasa érakig, esetleg napokig
is eltarthat (5.3 abra - B).

A modszer, mint mar fentiekben is jeleztlik, szamos intracellularis rendszer
vizsgalatara alkalmas. CALI technikaval a kinesin inaktivalasa révén lehetdség
van a mikrotubuldris rendszer gatlasara, egy tovabb fejlesztett valtozata a
micro-CALIl a megvilagito lézer fénnyaldb 10um atmérgjd teriletre szikité-
sével a sejt motilitasaért felel6s egyes elemek gatlasat teszi lehetévé [95].

A kétségteleniil nagy szelektivitas és a j6 molekularis szintl fokuszalhatésag
ellenére megemlitendd, hogy egyes esetekben a CALI altali gatlas nem fejlo-
dik ki. Ennek fébb, a kisérletek tervezése és kivitelezése szempontjabél leg-
fontosabb okai lehetnek: i) a hidroxil-gydok donor viszonylagos tavolsaga a
célmolekula funkcionalis doménjétdl; ii) a domén rezisztens volta a kialakulé

« s

eredeti kalkulaciot meghalado volta.

5.6 Traction-force microscopy

Az el6zb6ekben targyalt technikaktol alapjaiban térnek el a migralo sejtek és a
felszin kozotti kdlcsdnhatas kvantitativ analizisére is alkalmas eljarasok. Mi-
vel a sejtek letapadasaban fontos szerepet jatszé fokalis kontaktusok eltéré

eloszlasa révén a sejt-felszin kozott hatd nyujtd/hajlitdé er6k megoszlasa je-
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lentdsen eltérd lehet a sejt egyes részein (Id. frontalis és elmarado rész, illet-
ve pszeudopddiumok és a mozgé sejt centruma), ennek mérése értékes ada-
tokkal szolgal szamos migraciot jellemz6 intra- és extracellularis folyamat-
ban.

E vizsgalatok koziil a kezdeti |épést felszinek szilikon filmekkel valo fedése
jelentette [96]. E technikak esetében a sejt-szilikon kozotti kdlcsonhatas ki-
alakulasara, illetve annak mértékére a szilikon-reddk kialakulasabél kovet-
keztetlink. Ugyan a mérhetd erék nagysaga mar ezen az uton is meghataroz-
haté volt (10 nN - 10 uN tartomanyban), azonban a kialakulé rancok geo-
metridja igen megnehezitette a kvantitativ mérések elvégzését. Mivel a szil-
ikon anyaganak relativ keménysége csupan gyorsan mozgdé sejtek (pl.
keratinocita) vizsgalatat teszi lehetévé, s adhézidés fehérjékkel alkotott
komplexének optikai tulajdonsagai sem a legkedvezébbek a kiértékelés
szempontjabdl, uj felliletkezel6 anyagok bevezetése latszott célszertnek.

Az 1999-ben kidolgozott Traction-Force-Microscopy [97] Uj megvilagitasba
helyezte a kiértékelés menetét. A technika alapja olyan poliakrilamid tartal-
mu és a sejtek fiziolodgias kitapadasat és mozgasat lehetdvé tevo bevonat ké-
szitése, melybe kezdetben jeléletlen majd fluoreszcensen jeldlt 0.2 mm-es
latex gyongyoket agyaznak be, homogén eloszlasban. A sejtek felszinekre
helyezését és kitapadasat kovetéen komputer-vezérelt rendszerrel letapo-
gatjak a felszineket és taroljak a gyongyok eloszlasanak mintazatat. Ezt ko-
dulo sejtek erdt fejtenek ki a beagyazott gyongyodkre és azok kitapadastol és
a kifejtett eré nagysagatoél fliggd elmozdulasat eredményezik. A kisérlet leal-

litasat a sejtek felszinrdl valéo enzimes emésztése jelenti, mely nincs hatassal
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a poliakrilamid rétegbe agyazott gyongyok eloszlasara. Az Ujonnan elvégzett
letapogatas adatainak a kezdeti tarolt adatokkal valé 0sszevetése alapjan az

elmozdulasokat kiséré nyujtoerék vektoraibol allé sejtkép rajzolhato ki (5.4

abra - A, B)
Migracid iranya
A i =Y C mik rotdk
e Haladé rész
Elmaradé rész sarldasa
surlédasa s
@D Szubsztrat
& surlédasa
L 174

©® Kohidai, L. 2006.

5.4 abra Traction force microscopy - a sejt és a felszin kozott kialakulo kélcsénha-
tasok (A), azok mérheto valtozdsainak huzoero-térképen valo dbrdzoldsa (B) és a
mikrotd technika elve (C).

Mint az az 5.4 sémas abran is lathaté a sejtek mozgasakor generalédé f6 hu-
zberdk a sejt frontalis széli részein és az elmozdulas iranyara merdélegesen
hatnak, s ez azt is jelenti, hogy az uUjonnan kialakul6 kis fokalis adhéziok

esetében regisztralhatok a jelentésebb erdk.
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Bar ezen a téren szamos egyéb feliiletkezelési eljarast is ismer a szakiroda-
lom (pl. kollagén filmek) és egyéb modszerek is hasznalatosak a sejt és kor-
nyezete kozotti tapadas erdviszonyainak jellemzésére (pl. a sejtre
mikropipettaval gyakorolt kiilsé eré hatasanak elemzése), talan a mikrotik
alkalmazasa jelent e témakdrben még kiemelten fontos, Uj megkdzelitési
modot (5.4 abra - C) [98].

Utobbi esetben a soft litografia segitségével mikrotlik egyenletesen eloszlo
rétegével vonjak be a felliletet. A sejtek elmozdulasakor keletkezé erdk

nagysaga és iranya a tlk elhajlasanak regisztralasaval szamithato ki.

Az eddig targyalt mddszerek mellett meg kell emlékezniink még egy, napja-
inkban mar a bioldgiai és orvosi kutatasok igen jelentds részét kitevé tudo-
manyag a molekularis biolégia és molekularis genetika eszkoztararél és a
migracié-kutatas terén elért eredményeirdl is. Tisztaban vagyunk avval, hogy
e terilet a migracié szerkezeti elemeinek kutatasa teriiletén, szignalizacios
folyamatainak feltarasa és az egyes expresszalédé komponensek genetikai
hatterének vizsgalatai terén egyarant sok uj, metodikai szempontbol is érté-
kelhet6 eredménnyel szolgalt, azonban e kdnyvtarnyiadat attekintésére még
vazlatosan sem vallalkozhatunk.

Ugy érezziik azonban, hogy attekintésiink hianyos maradna, ha teljesen pél-
da és emlités nélkil maradna ez a nagy és a migraciokutatas szamara oly sok
Ujat hozoé terilet. Ezért egyetlen példa, kemokinek és kemokin receptorok
kimutatasara az elmult évtized soran kidolgozott talan legotletesebb méd-

szer a ribonukleaz protection assay (RAP) bemutatasaval szeretnénk utalni e
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tudomanyterilet vizsgalati mdédszereinek a kemotaxis kutatas terén is érez-

het6 fejlédésére.

5.7 Ribonuclease protection assay - RPA

A cimben szerepl6 eljaras specifikus mRNS szekvenciak detektalasara és
mennyiségi meghatarozasara is alkalmas [99]. A mddszer alapja igen egy-
szerd, a keresett mRNS szekvencia (pl. egy kemokin receptor jellegzetes
peptid szekvencidjat meghatarozé bazissorrend) komplementer szekvencia-
jat allitjuk el6 in vitro transzkripcié atjan. E probak komplementer mRNS-be
torténd beépilésének kovetése miatt azok radioaktiv izotoppal vagy
biotinilacioval valo jeldlése célszer(l. Ezt kovetden a vizsgalni kivant minta és
a jelzett préba inkubacidja kovetkeztében, a komplementer RNS szakaszok
hibridizacidja révén, kétszalli RNS szakaszok alakulnak ki, mig a tobbi helyén
egyszalu RNS talalhaté. Az RN-ase emésztés soran az utobbi egyszalu, tehat
szamunkra értékes informaciét nem hordozé szekvencidak lebomlanak, mig a
kétszalu szekvenciak tovabb vizsgalhaték. A kiértékelés az RN-ase emésztett
és emésztetlen mintak elektroforetikus szeparalasaval, majd a jelzett szek-

venciak detektalasa révén torténik (5.5 abra).
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5.5 dbra Ribonuklease protection assay (RPA) fobb Iépései (A), és e technika alkal-

mazdsa kemokinek és receptoraik kimutatdsara (B) (Forrds. Pierce)

A modszer elénye, hogy a cél RNS-ek szamanak és egyes nehezen hibridi-
zalhaté pontjainak hozzaférhet6sége Iényegesen jobb, mint a Northern blott
esetében, érzékenység terén pedig az egyébként hasonlé kapacitasu kvanti-
tativ RT-PCR technikat el6zi meg.

A mébdszeren alapulé kitek kidolgozasaval el6szor valt lehetévé kemokin csa-
ladok és receptoraik parhuzamos vizsgalata biolégiai mintakbdl, s egyben U]
utat nyitott olyan peptid és fehérje-csaladok kutatasaban, melyek klinikai
vagy biolégiai szempontbdl torténd szisztematikus, kozos értékelése a
kemotaktikus szignalizacio halézataban résztvevé elemek komplex rendsze-

rérol ad informaciot.
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IV. Osszegzés

A kemotaxis mérésére alkalmas eljarasok elméleti hatterének és a gyakorlati
kivitelezés szamos lehet6ségének attekintése utan, munkank zarasaként ro-
vid 0sszefoglaldoban, néhany tablazat segitségével szeretnénk a kisérletezd
szamara segitséget nyujté 6sszegzést adni a megismert technikak legfonto-

sabb tulajdonsagairol.

Mint az alabbi 1. tablazat is mutatja a vizsgalatot végz6 a rendszer kialakita-
sanak reverzibilis, illetve irreverzibilis jellegétdl egészen a sziikséges labora-
toriumi felszereltség fokdig a technikak igen széles kinalatabdl valaszthat. A
kisérletez6 szabadsaga e téren csak viszonylagos, hiszen a modell-sejt jelle-
ge (Id. a migracié sebessége), a vizsgalt valaszreakcié tipusa (Id. kemota-
xis/kemokinezis), a gradiens kialakulasanak és fennmaradasanak idébeli vi-
szonyai stb., mind meghatarozzak és egyben korlatozzak is a felhasznalhato
modszerek korét. Mint lathatd, a tablazatban azok a fébb mddszerek kaptak
helyet, melyek sejt-populaciék vizsgalatat teszi lehetévé, bar egyes esetek-
ben az individualis sejtkdvetés is lehetséges (pl. Zigmond kamra). Ugyanak-
kor, e mddszerek O6sszevetésekor, érdekes ellentmondasként allapithatjuk
meg, hogy a tablazatunkban legkevésbé kedvezdének itélt Boyden kamra (ld.
reverzibilitas, egy sejt kovetése, kemotaxis és kemokinezis elkildnitése, sta-
bil koncentracié gradiens kialakulasa) tovabbfejlesztésébdl kialakitott
multiwell rendszerek 6rvendenek legnagyobb népszerdségnek a mindennapi

laboratériumi gyakorlatban, s ennek oka dontéen a nagyszamu parhuzamos
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kisérlet elvégezhetdéségében kereshetd. Ugyanakkor latnunk kell azt is, hogy
teljesen optimalis médszer mindezidaig nem all rendelkezésre, hiszen még a
kialakulé koncentracié gradiens stabilitasa szempontjabdl legmegfelel6bb
Dunn kamra sem tekinthet6 minden szempontbdl idealis mddszernek (ld.

parallel kisérletek végzése).
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Filteren KollagénAgaréz

Boydenkeresztiili géles | géles TranszendotelidlisZigmond Dunn

kamra migracio| assay assay daramlasiassay kamra kamra

Reverzibilis rendszer| - - + + + + +

Egy sejt kOvetése - - + - + + +

Sejtpopulacié vizsga-
lata + + + + + + +

Kemotaxis és
kemokinezis elkiilo-

nitése - - + - - + +
Stabil
koncentraciégradienst
hoz létre - - - - - - +

Parallel kisérleteket
lehetdvé tesz - + - + - _ _

Nem kell specialis
felszerelés + + + + - - -

] tablazat Kemotaxis assay-k osszehasonlito tabldzata (XVill)

Az 6sszefoglalasban fontosnak érezziik az egyes assay tipusok 6sszevetését
az altaluk szolgaltatott adatok jellege szempontjabol is (2. tablazat). Mint a
tablazat mutatja a vizsgalatok alapkovetelményének tekinthetjiik azt, hogy a
vizsgalt anyag indukalta sejtszam alakulasrol informaciét kapjunk. Bizonyos
modszerek csupan ezt az alapkovetelményt elégitik ki (Id. transwell,
mikrogydngy). Egyes modszerek esetében a sejtek altal megtett tavolsagok
meérése is lehetséges, s ezt 2D és 3D rendszerekben is elvégezhetjik (Id. ra-
dialis migracié vagy mozgasanalizis vizsgalata). Fenti index mellett, a mod-
szer sajatossagaibél addéddan a felszinek sejtek altali fedettsége is mérheté
(becsiilhetd), ez talan a leginkabb kulcsfontossagu meghatarozasi pontja az

u.n. wound healing tipusu modszereknek.
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Az assay altal szolgaltatott adat

Assay tipusa Sejtszam @ Felszini  Linedris Mozgasi- Folyamatos
fedettség kiterjedés palya megfigyelés

Radialis migracié + + + +
(2D vagy 3D)
Transwell +
Wound-healing + + +
Kollagén invazié + + +
Mikrogyéngy +
Mozgasanalizis + + + +
(2D vagy 3D)

2. tdbldzat Kemotaxis assay-k adltal szolgdltatott informdciok (XIX)

A kemotaxis vizsgalatok kiértékelése napjainkban mind egysejtes, mind sejt-
populaciék esetében egyre inkabb a rendelkezésre allé technikai adottsagok-
vizsgalo rendszerek dsszehasonlitasanak terén, valamint a tumorok vizsgala-
taban egyre nagyobb szerephez jutd, kifejezetten 3D invazié assay-k eseté-
ben. Mint azt a 3. tablazat 6sszefoglaldja is mutatja a vizualis kiértékelési
moéd még mind a mai napig szinte egyeduralkodonak tekinthetd, bar az al-
kalmazott mikroszképia tipusa (fénymikroszkop, fluoreszcens mikroszkop,
faziskontraszt mikroszkdép) technikafiiggé.

A kemotaxis vizsgalatokat most kezd6k szamara fontosnak tarjuk leszogez-
ni, hogy bar a kemotaxis esetében még ma is megdobbentbéen egyszerl
technikakkal érhetiink el Uj eredményeket, a mddszerek - kiléndésen a 3D
kiértékelés - mar egyre nagyobb aranyban tamaszkodnak a komputeres kiér-

tékelés asszisztalt vagy teljesen automatizalt formaira.
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Kapott ered- Sejtek Mikroszkdpia Megfigyelés
mény festése {[JIET:! moédja
szikséges
Sejtszam + FM, FluoM Latoterenként
Optikai + - Automatikus
2D denzitas
sejttenyészet, Linearis + Felvétel alapjan
transzwell kiterjedés FM, FluoM (Komputer-
asszisztalt)
Linearis kit. -
Felszin fedett- Faziskontraszt Automatikus
ség
3D Sejtszam Latomezd/képsik
kollagén in- | (képsikonkénti) - Faziskontraszt Komputer-
vazio asszisztalt v.
Automatikus
2D és 3D Individualis + FluoM Komputer-
mozgasi- mozgasi/uszasi asszisztalt
palya palyak - Faziskontraszt Automatikus

(szegment stb.)

3 tdblazat Sikbeli (2D) és térbeli (3D) kemotaxis assay-k technikai feltételeinek osz-
szehasonlito tabldzata (XIX)

A tovabbi, kifejezetten technikai részletek, megoldasok és fébb gyakorlati
szempontok tekintetében utalunk a VI. Fiiggelék fejezet pontokba foglalt ré-

szeire.
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V. Fiiggelék

1 A kisérlettervezés szempontjai

® Alapvetd cél, hogy a vizsgalat soran alkalmazott technika, inkubaciés id6
stb. megfeleljen a mérni kivant index kisérleti kdvetelményeinek. Leggya-
koribb probléma a kemotaxis mérése soran az inkubaciés id6é rossz meg-
valasztasa, illetve annak tulzottan hosszi volta miatt a koncentracié gra-
diens megszinése. Ezekben az esetekben gyakori, hogy kemotaxis helyett
kemokinezist mérink.

Megoldds. a kisérletek megkezdése el6tt ajanlott a koncentracié gradiens
idébeni stabilitasanak ellen6rzése a vizsgalni kivant ligand(ok) festett,
fluoreszcensen jelzett formaival.

® Kiulonosen friss taptalajban, illetve pufferben felvett sejtek esetében gya-
kori, hogy maga a sejteket koriilvevd kézeg is hatassal van a sejtek
motilitasara (pl. kemokinezist indukal) vagy gatolja a sejtek motilitasat (pl.
egyes FCS-ek).

Megoldds. (i) célszerl az igy felvett sejtek szamara még a kisérlet meg-
kezdése el6tt adaptacidos idé beiktatasara, melynek hosszat a sejttipus
hatarozza meg (Id. sejtciklus hossza, metabolikus aktivitas stb.); (ii) a nem
kivant mellékhatas esetleg kivédhetd a sejttenyészetekbdl nyerheté u.n.
kondicionalt médium segitségével, mely Osszetételének meghatarozasa,
illetve annak old6szerkénti alkalmazasa egyes esetekben megoldast
nyujthat.

® Egyes esetekben a vizsgalt sejtek autokrin vagy parakrin aktivitasa révén a
kornyezo térbe keriilé bioldgiailag aktiv molekulak, illetve fenti aktivitas
indukcidja jelenthet problémat. Ezek az anyagok hatassal lehetnek a sej-
tek kemotaktikus jellegére éppugy, mint a vizsgalt ligandok aktivitasara.

Megoldds.: amennyiben a sejtek altal termelt anyag ismert (esetleg meny-

nyiségét is mérni tudjuk), annak a liganddal azonos térbe helyezése vagy
a ligandot tartalmazé6 oldat megfelel6 sejtszammal torténd eléinkubacidja
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segithet a probléma megoldasaban. A felvetett kérdés teljesen megnyug-
tatd megoldasa azonban nem ismert, mivel a sejtek endogén aktivitasa
révén termel6dé anyagokrdl van szo.

Problémat okozhat kétkamras rendszerekben épplgy, mint agar-lemezes
assay-knél a vizsgalni kivant anyag oldészerének (pl. ethanol, DMSO stb.)
6nmagaban kifejtett kemotaktikus hatasa.

Megoldds.: ezekben az esetekben a vizsgalt ligand nélkiili, de az oldészert
megfelel6 higitasban tartalmazo kontrollok alkalmazasaval tudunk olyan
referencia adatokhoz jutni, melyekre vonatkoztathatéak lesznek a kapott
adatok.

Ritkan ugyan, de egyes esetekben felvetédhet a kétely, hogy az oldészer
vagy a felhasznalt vivéanyag (pl. agar-lemezes assay-k) nem lép-e reak-
cidba a vizsgalt liganddal, megakadalyozva annak hatasat vagy éppen egy
Uj, a vizsgalé szamara nem ismert komponensként hatva.

Megoldds: a minta kémiai analizise, kromatografids elemzése nyujthat
némi megnyugtatast ezen a téren, bar meg kell jegyezniink, hogy vizes
oldatokban a fenti probléma viszonylag ritkan vetédik fel.

« s

vazopresszin analdégok) vagy sejtciklusara (pl. timidin) kifejtett hatasuk
révén jelentés méretbeli elvaltozasokat okozhatnak, melynek kdvetkezté-
ben kiilonosen filtereket alkalmazé eljarasoknal a realis érték alatti (meg-
novekedett méret), illetve azt jelent6sen meghaladoi (csokkent méret)
eredményeket kaphatunk. (Mas esetekben a vizsgalt anyagok a sejtek

« 7w s

ci6 vizsgalatat.)

Megoldds. a sejtméretre kifejtett hatas nem jelenti egyértelmiien a mérés
meghiusulasat. A sejtek mikroszképos vizsgalata, illetve a minta FACS-
szal torténé elemzése pontos adatokkal szolgal, milyen poérusatmérgjd
filter hasznalata mellett kaphatunk realis eredményeket.
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2 Technikak roviden

® Filterek hazilagos fedése:
a filter aztatasa 0.5M ecetsavban - 2 min.; alapos mosas PBS-sel; 0.01%
gelatin oldattal valo inkubacio - 24 o6ra; szaritas levegdn.

® Tripan kék viabilitasi teszt:
0.4% tripan kék + sejtszuszpenzidé v/v = 1/1. Inkubaciés id6: 5 perc.
Eredmény: él6 sejtek membranja nem engedi at a festéket, halott sejtek
membranjan a festék atjut, ezek a sejtek kékre festédnek.

® (Calcein-AM jelolés:
A sejtek médiumban vagy assay pufferben torténd mosasat kovetden
(denzitas 2x10°6 sejt/ml) jelolés 1.5 uM Calcein-AM-mel - 30 min. (37°C,
5% CO); sejtek mosasa médiumban vagy assay pufferben. Leolvasas
AExc=485nm; Agm =520 nm.

® Agardz gél készitése:
Feloldunk 0.25 g agar6zt 12.5 ml dH20-ban egyenletes melegités mellett
- 10-15 min., majd 56°C-os vizflird6be helyezziik.
Feloldunk 0.125 g gelatin port 12.5 ml pufferben (pl. RPMI-1640,
HEPES/MEM vagy egyéb médium) és ezt is 56°C-os vizfirdébe helyezziik.
Az elkészitett agar6z és gelatin oldatokat folyamatos keverés mellett 6sz-
szekeverjik és az igy elkészitett 1%-o0s agar6z/0.5% gelatin oldatbdl 6-6
ml-t pipettaval Petri-csészékbe (J=6cm) mériink.

® |eukocita izolalas:
Granulocita
Frissen vett periférias, heparinos vér higitasa 1:2 aranyban PBS-sel (pl.
10ml vér+10ml PBS).
keményitot keveriink, majd a keveréket 30 percig 37 °C-on allni hagyjuk.
A fellluszot leemeljik és 500g-n 4 °C-on 8 percig centrifugaljuk.
A pelletet a maradék vvt lizisét el6idéz6 24 ml kétszeresen desztillalt viz-
ben szuszpendaljuk 30 mp-ig, majd 8ml 0.6M NaCl oldat hozzaadasa
utan 500g-n 4 °C-on 8 percig centrifugaljuk a mintat.
A kapott pelletet 5ml, 1mg/ml HSA-val kiegészitett HBSS-ben
reszuszpendaljuk.
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A kapott leukocita szuszpenziét 30ml Ficoll-Na-diatrizoat oldat felszinére
rétegezziik, majd 400g-n 30 percig centrifugaljuk. (A centrifuga leallita-
sanal nem fékezziik a forgast!)

Arra alkalmas eszkozzel leemeljiik a monocitakat tartalmazé koztes réte-
get.

A granulocitakat tartalmaz6 pelletet 20ml a fentiekben alkalmazott
HBSS+HSA keverékkel elkeverjik, majd 500g-n, 4 °C-on 8 percig centri-
fugaljuk.

A fellluszo6t leemeljik és a pelletet 1ml HBSS-ben elkeverjiik.
Mikroszkoposan ellenérizzilk a mintat, Tripan kék kizarasi tesztet vég-
zlnk.

Monocita

A sejtek izolalasa Ficoll-Hypaque gradiensen (denz.= 1.070 g/ml) majd
enyhén hiperozmotikus Percoll gradiensen (denz.= 1.064 g/ml) torténik.
A Percoll oldat az alabbiak szerint késziil: el6szor izoozmotikus Percollt
készitink 1.5 M NaCl oldat hozzaadasaval (1:9 v/v) (Pharmacia, denzitas
=1.130 g/ml). Ezt kovetbéen az izozmotikus Percoll-t PBS/Citrat-tal
(NaH2PO4 1.49mM; NazHPO4 9.15mM; NaCl 139.97mM; CeHsNazO7 .2H20
13mM; pH 7.2) keverjik (1:1 v/v)

A centrifugalas mindkét gradiensen: 400 g, 25-35°C-on, 35 min.
Mikroszképosan ellenérizzilk a mintat, Tripan kék kizarasi tesztet vég-
zlunk. A Percoll gradiens utan a mintak tisztasaga monocitara 90%-feletti
értéket mutat.

176



3 Tanacsok, fogasok

3.1 Beszerzés

Szamos olyan alapanyag van, melyek esetében a sejtek igen érzékeny vol-
ta miatt célszerd mar a kisérletek tervezésekor ugyanazon gyartotol
szarmazo, nagyobb mennyiségl alapanyagot beszerezni, azt az eldira-
soknak megfelel6en tarolni (Id. agar, FCS stb.)

Mdanyag eszkozdk esetében igen lényeges ellenérizni a felhasznalt ter-
mék (plate, filter) anyagat, az esetleges bevonat képzéséhez hasznalt
nyersanyagot, pérusatméré és denzitasi adatok.

3.2 Sejtes frakciok

Még a kisérletek megkezdése el6tt fontos megbizonyosodnunk az alkal-
mazott modszer érzékenységérdl, a minta milyen sejtszama mellett kap-
haté optimalis eredmény. Altaldnossagban 103-106 sejt/ml denzitas ko-
zotti értékek preferaltak.

A sejtes frakciok kisérlet el6tti kezelése (centrifugalas, mosasok) alapve-
téen meghatarozhatja a sejtek migracios képességét. Egyes esetekben a
hasznalt edények falanak anyaga biolégiailag aktiv molekulak leadasat in-
dukalhatja (pl. lGveg eszkozdk kemokinek és mas citokinek leadasat
eredményezheti).

3.3 Kemotaxis kamrak hasznalata

Tobbszor hasznalatos kemotaxis kamrak esetében ellendrizendé azok
tisztasaga, a szigeteld réteg pontos illesztése, valamint a lezaras tokéletes
volta.

A kamrak betoltésekor tgyelniink kell a megfelel6 szamu minta és kont-
rolljaik ugyanazon kamraban torténd elhelyezésére. Maga a mintak elhe-
lyezése is - bar néha hihetetlen - komolyan befolyasolhatja a kapott
eredményeket. Az alabbiakban a 96 Iyukd lemez néhany betdltési mintaja
lathato:
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Kortroll Kon¢-2 Kontroll Kon¢-2

Kongc-1 Kongc-1

Vak Vak
Kontroll Kontroll
Konic-1 Konc-1
Korlc-4 Konc-4
Korroll
Vak Vak
Sejttipus 1 Sejttipus 2 Sejttipus 1 Sejttipus 2
Vhk
Kontroll
= |~ T | = -3
2 [ Wil I o S Koric-1
S S|s 5| s
2 |= £ ﬁ Z| =
Vak

Mint az abrakbdl is lathaté (Id. A-B) mar maga a ’'vak” felhelyezésével is 1é-
nyeges szamu mintat nyerhetliink vagy veszithetiink. Mivel igen gyakori a
kamrak széli részének hé, fény és egyéb hatdsok miatti, a belsébb terektdl
eltéré expozicidja, nem is beszélve a kamrak sarki részeinek megbizhatatlan
voltarol, egyértelmien a ’B’ varians alkalmazasat ajanljuk, és csupan nagyon
indokolt esetben hagyatkozzunk az ’A’ variansra.

Azokban az esetekben, amikor az egy csoporthoz tartozé mintaszam 10 alatt
is elfogadhatd, mar felvetddik a soronkénti vagy oszloponkénti felvitel lehe-
tésége is (C-D), azonban ezeknél a betdltéseknél is megfontoland6 - a kam-
ran belil esetlegesen kialakulé gradiens ellen6rzése végett a kontroll anyag
két ellentétes oldalon torténé felvitele (D).
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Abban az esetben, ha két eltéré sejtpopulaciét szeretnénk dsszehasonlitani
(pl. el6kezelt sejtek), szintén célszerli az ugyanazon kamran belili vizsgalat
(E-F). Hangsulyozzuk, hogy itt is célszer(i torekedni a nagyobb mintaszam
elérésére (F).

Tartézkodjunk a filterek kézzel valé érintésétdl, ez meghatarozatlan és a
migraciot néha jelentésen befolyasolé anyagok (féleg lipidek) felvitelével
jarhat.

Fontos megbizonyosodnunk arrdl, hogy a filterek felhelyezését kovetden
nem maradnak-e buborékok az egyes kamrak felsérészében, meggatolva
ezzel a két kamra két folyadéktere kozotti kozvetlen kontaktus kialakula-
sat.

A felsé kamra sejt-szuszpenzidval torténd betoltésekor szintén figyel-
niink kell, hogy a viszonylag szulk csatornaban buborék ne maradjon. Ezt
a problémat a mintak furatfalra torténd lassu fecskendezésével, valamint a
kamra 0sszeszerelése utan gyengéd ltogetéssel megel6zhetjiik.

Az inkubaciés id6 alatt lényeges a sejtek szamara optimalis kornyezet (Id.
5% CO2, 37 °C), valamint termosztatban valé elhelyezéskor a kamra egyes
pontjai egyenletes felmelegedésének biztositasa (Id. falaktél valé tavol-
sag).

Az inkubacios id6 lejarta el6tt kb. 15 perccel célszerli a kamra falainak
enyhe Utdgetésével el6segiteni a filter alsé oldalahoz tapadt sejtek levala-
sat.

A sejtek filterrdl valo levalasat tovabb segithetjiik 1-2 mM EDTA/PBS al-
kalmazasaval, melyet a kamrak felsé tartalyaba cseppenthetiink, vagy a
filterek eltavolitasa el6tt helyeziink a sejtmentessé tett filter felszinére.

A kamra szétszerelésekor, illetve a filter levalasztasakor fontos, hogy a
lehetd legkisebb legyen az egyes alsé kamrak koézotti anyagatmosodas.
Ennek érdekében célszerl olyan lemezek alkalmazasa, melyeknél a kam-
rak kozotti tér lUreges, meggatolva ezzel is az assay alatti, illetve azt ko-
vetd mintaatmosddast.

Fontos kilonbséget tenniink a magukban is nagy adhezivitast mutato sej-
tek és a szuszpenzidban novekvo tenyészetek kozott. Utdbbiak esetében
célszerl a kemotaxis assay-t kovetdéen a lemezek centrifugalasa (1500-
2000 rpm, 37 °C).

A filterekben torténd sejtszam meghatarozast megel6zden lényeges a sej-
tes minta feldli oldal alapos sejtmentesitése.
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A polikarbonat filterekbe tortént migracié hagyomanyos festéssel torténd
kiértékelésekor a sejteket tartalmazé Ilemezeket célszerld el6szor
ethanollal dehidralni, majd xilollal kezelni. Utobbi hatasara a filterek atlat-
szoéva valnak, megfelel6 festékkel festhetok és fénymikroszkopban kiérté-
kelhet6k.

A filterekben torténé sejtszam meghatarozas esetén fontos, kiilondsen
0sszehasonlité vizsgalatok soran azonos mikroszkdppal, azonos nagyitas
mellett ugyanannyi latotér kiértékelése.

Assay-t kovetGen a filterek kezelésekor nem célszerl( azok erds savakban
torténd aztatasa.

Kamrak tisztitasara csak a gyarto cég altal eléirt anyagokat hasznaljuk.

3.4 Agar-lemezes assay-k

A kiontott agar-lemezek 4°C-on, hiltészekrényben, steril koriilmények
kozott tarolhatok (minimalis hdlési idé 30 perc).

Az el6re elkészitett/kiontott agar-lemezeken az utolsé el6készitd [épést
(vadjatok, uregek készitése) célszerl a kisérletet kdzvetlenliil megel6z6en
megtenni.

A vajatok kozotti minimalis tavolsag 3-5 mm.

Az inkubaciés id6 lejartaval a kisérlet leallitasara célszerd abszolut
methanolt hasznalni (3 ml-30 perc).

A sejtek tovabbi fixalasa 37%-os formaldehiddel torténjen. Fenti két lépés
az agaroz réteg rigiditasat megnoveli és megkonnyiti annak eltavolitasat a
lemezrol.

A sejtek detektalasara tetszés szerinti, azokat gyorsan festd eljaras meg-
felelé (pl. MGQ).

3.5 Matrigel technika

A Matrigel matrix id6 el6tti polimerizaciéjat meggatolhatjuk a felolvadt
gél jégen tartasaval.

El6szo6r egy 35 mm-es Petri-csésze aljat fedjuk kb. 300 ul Matrigel-lel,
vigyazva a buborékmentes anyagfelvitelre.

A polimerizacié 37°C-on 10 perc alatt kovetkezik be.

A tobbsz0r mosott sejtes mintat kb. 1.2 ml Matrigel-lel keverjik - jégen.
A sejt/gél keveréket az elokészitett felszinre ontjik, a Petri-csésze folya-
matos korkordos dontdogetése kozben.
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® A sejteket tartalmazo film réteg polimerizacidja 37°C-on. 15-30 perc alatt
megy végbe.

® A kialakult gélt 1.5 ml tenyészté médiummal fedjik és a sejteket 37°C-on
tenyésztjuk.
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4 Hasznos adatok

Kemotaxis vizsgalatok modell-sejtjeinek atlagos sebessége (indukcidé nélkiil)

Prokariétak [100]:

Pseudomonas aeruginosa 55.8 um/s (monotrich)
Escherichia coli 16.5 pm/s (peritrich)
Bacillus licheniformis 21.4 uym/s (peritrich)
Sarcina ureae 28.1 ym/s (peritrich)
Chromatium okenii 45.9 pm/s (lopotrich)
Thiospirillum jenense 86.5 pym/s (lopotrich)

Protozoonok [101-104]:

Csillésok 400-2000 pm/s
Ostorosok 20- 200 pm/s
Amodbak S5um/s
Paramecium 1000 pm/s
Dictyostelium 10-12um/min (!)
Chlamydomonas 1.6um/s

Magasabb rendiiek sejtjei [105,106]:

Neutrofil grc. 10-15 um/min
Monocita 3-5 um/min
Eozinofil grc. 0.75-1 um/min
T limfocita 9-16 um/min
Spermium (egér) 95-120 um/s
Fibroblaszt 0.1-1.0 yum/min
Keratinocita 10 ym/min
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Roviditések jegyzéke

CAS, p130CAS (Crk-associated substrate)

Crk, CT10 regulator of kinase;

Eb1, end binding protein-1;

Ena/VASP, Enabled/ Vasodilator activated phosphoprotein
ERK, extracellular-regulated kinase

FAK, focal adhesion kinase

GIT, G protein coupled receptor interacting protein

LIMK, LIM kinase

mDia, mouse Diaphanous

MHC, myosin heavy chain

MLC, myosin light chain

PAK, p21-activated kinase

PDMS, poly-dimethylsiloxane

PKC, protein kinase C

WASP, Wiskott-Aldrich syndrome protein

WAVE/Scar, WASP-verprolin homolog/ Suppressor of cCAMP receptor
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