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PhD értekezés Kivonata

Egyedi sejtek automatizalt valogatasa és manipulacidoja szamitogépes

latas alapjan

Az egyedi sejtek valogatasa és manipuldlasa komoly kihivast jelent az ép
sejteket igényeld vizsgalatokban. A szamitogép-vezérelt mikropipetta lehetévé teszi,
hogy a Petri csészében 1év6 sejteket egyenként tudjuk manipulalni és valogatni.

A szerz6 feliiletre kitapadt neuroektodermalis egér progenitor és human vérbdl
izolalt monocita sejteket hasznalva 15-20 mp/sejt véalogatasi sebességgel 0,4-0,7 pl
térfogati cseppekben egyedi sejteket tudott automatikusan izolalni. A mikroliter alatti
térfogat elérése a tovabbi vizsgalatok szempontjabol fontos paraméter volt.

Az adherens sejtek felvétele soran az erésen feliilethez tapadd sejtek
megsériilhetnek, illetve a mikropipetta altal keltett hidrodinamikai felhajtéerd sokszor
nem elegendd a sejtek feliiletrdl torténd felvételére. A nem adherens sejttipusok
feliileten torténd rogzitése pedig nem kivant modon perturbalja a sejteket,
megvaltoztatva azok génexpresszids mintazatat is. Mivel az eddig alkalmazott robotok
csak a feliilethez rogzitett sejteket tudtdk hasznalni, ezért kifejlesztettiink egy 0j eljarast,
mely képes automatikusan izoldlni egyedi sejteket szuszpenziobdl, anélkiil, hogy a
sejteket a feliilethez rogzitenénk. 75%-os valogatasi hatékonysagot sikeriilt elérni
egyedi sejtek vékony rétegbe szoritott szuszpenziobol torténd izolalasa soran egér
fibroblaszt és monocita sejteket alkalmazva. Mikro-kutakban csapdazott egyedi sejtek
valogatasanak ~50%-os hatékonysagaval 6sszehasonlitva megallapithatd, hogy a sejtek
kinyerési ardnya jelentGsen javult a szuszpenziobol torténd valogataskor. A mikro-
kutakban torténd rogzitéskor a sejtek jelentds része elvész a mosasi 1épések soran,
azonban az 0j modszerrel az elveszd sejtek szamat sikeriilt nullara leszoritani.

A sejtadhézio alapvetd jelenség a tobbsejtli ¢ldlények szamdéra. Azonban az
egyedi sejtek adhézios erejének kozvetlen meghatarozasara alkalmas technikak alacsony
ateresztOképességliek: kisérletenként kisszdmu sejt tanulméanyozhatd. A szamitdgép-
vezérelt mikropipetta lehetdséget kinalt egyedi humdn fehérvérsejtek és specifikus
makromolekuldk kolcsonhatasanak tanulmanyozasara. A modszert alkalmazva tobb

szaz sejt egyenként torténd vizsgalata valt lehetdvé rovid idé (~30 perc) alatt. Az



eredmények mikrofluidikai dramlasi csatornaban tortént mérésekkel is megerdsitésre
kertiltek.

A disszertacio tanulmanyozza a CD11b/CD18 és CD11¢/CDI18 integrinek monocitak,
makrofagok €s dendritikus sejtek kitapadasdhoz valo hozzéjarulasat. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a CD11b/CD18 receptor blokkolasa (meglepé modon) noveli a sejtek
adhézios erejét. A hipotézis az, hogy a kétféle receptor verseng a mindkettdjiik altal
kothet6 ligandumokért.

Az automatizalt mikropipetta lehetdséget nyujtott a sejt-sejt kapcsolatok adhézids
erejének vizsgalatara is. Kiilonbséget tudott tenni harom kiilonb6z6 kezelésnek Kitett,

endotél sejtrétegre kitapadt egyedi neutrofil sejtek adhézids erejében.



Automated sorting and manipulation of single cells controlled by

computer vision

Automated manipulation and sorting of single cells is challenging. The
computer-controlled micropipette allows the automated manipulation and sorting of
single cells. It could be gently deposited single cells inside tiny drops (0.4-0.7 ul) with
a sorting speed of 15-20 seconds/cell. Both the volume of the drop and the speed of

isolation are crucial technical parameters.

Since current robots can manipulate only surface-attached cells, it has been
developed a new method that can automatically detect and isolate individual cells from
a thin (~100 um) layer of suspension covered by oil without immobilizing cells on the
surface. It was compared the efficiency of this new method to that of single cell
entrapment in microwells and subsequent sorting with micropipette. It can be concluded
that the recovery rate of single cells was greatly improved when sorting from a thin

layer of cell suspension.

Cell adhesion is a fundamental phenomenon vital for all multicellular organisms.
The adhesion force of human leukocytes was investigated on specific macromolecule
coatings. Using our methodology, hundreds of cells were measured one by one in a
short period of time (~30 min). Our results were reinforced in standard microfluidic
shear stress channels.
It was studied the contribution of the CD11b/CD18 and CD11c/CD18 integrins to the
adhesion of monocytes, macrophages and dendritic cells. The hypothesis is that: the
similar integrin receptors compete for ligand binding resulting in competitive inhibition,
when the number of available ligands is limited.
The automated micropipette was also applied to investigate the strength of cell-cell
adhesion. The technique was sensitive enough to make difference between the impacts

of medically relevant drugs.



Automatische Sortierung und Manipulation der individuellen Zellen

kontrolliert mit Computer Vision

Automatische Sortierung und Manipulation der individuellen Zellen ist eine
grole Herausforderung. Die computergesteuerte Mikropipette ermoglicht die
Manipulation und Sortierung der individuellen Zellen. Wir kénnen individuelle Zellen
in kleinen Tropfen (0,4 — 0,7 ul) mit 15-20 Sekunde/Zell Sortiergeschwindigkeit
automatisch isolieren. Das Volumen des Tropfens und die Geschwindigkeit der

Isolation sind wichtige technische Parameter.

Wir haben eine neue Methode entwickelt, die die einzelnen Zellen aus
Suspension automatisch detektiert und isoliert, ohne die Zellen auf der Oberflache zu
befestigen. Die neue Methode war auf folgende Weise getestet: wir haben die Isolation
der einzelnen Zellen aus Suspension mit der Isolation der Zellen aus Mikrostruktur
verglichen. Es wurde festgestellt, dass sich die Wirksamkeit der Auswahl der einzelnen

Zellen verbessert hat, wenn diese Auswahl in der Zellsuspension vorgefallen ist.

Zelladhdsion ist ein fundamentales Phdnomen fiir die multizelluldren
Organismen. Die Adhédsionskraft der menschlichen Leukozyten war auf der
Beschichtigung der spezifischen Makromolekiile gemessen. Unsere Methode
ermOglicht, Hunderte von Zellen einzelweise binnen 30 Minuten zu messen. Wir haben
unsere Ergebnisse mit Messungen in mikrofluidischen Scherspannung-Kanélen
bestitigt.

Wir haben den Beitritt der CD11b/CD18 und CD11¢/CD18 Integrine zu Adhdsion von
Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen studiert. Laut unserer Hypothese
konkurrieren die dhnlichen Integrinrezeptoren fiir Ligandbindung durch kompetitive
Hemmung.

Die automatisierte Mikropipette hatte das Potenzial, um die Stirke der Adhéasionskraft
zwischen den Zellen zu untersuchen. Die Methode ist empfindlich genug, um zwischen

den Wirkungen von drei medizinisch wichtigen Medikamenten zu unterscheiden.



Eloszo

PhD tanulmanyaimat a Pannon Egyetem Molekularis- és Nanotechnologiak
Doktori Iskolajaban, kutatdsaimat Dr. Szab6 Baélint és Dr. Horvath Robert témavezetése
mellett az ELTE Biologiai Fizika Tanszékén és a Magyar Tudomanyos Akadémia
Energiatudomanyi Kutatokozpont Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetének
Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatécsoportjaban végeztem. Kutatdmunkam soran részt
vettem az ELTE Biolégiai Fizika Tanszékén kifejlesztett szamitogép-vezérelt
mikropipetta fejlesztésében, sikeresen alkalmaztam a PhD munkam soran tokéletesitett
miszert a modern bioldgiai kutatasokban; egyedi sejtek izolalasara, feliileti adhézios
erdk meghatarozasara. PhD disszertaciomban a fenti munkabol szdrmazé eredményeket

kivanom bemutatni.

Doktori éveim alatt részt vettem egyéb, elsésorban a jelolésmentes optikai
bioszenzorika teriiletét érintd kutatasokban ¢és egyiittmiikodésekben is, de ezen

eredményeimet terjedelmi okokbdl nem tudom itt bemutatni.
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1. Bevezetés: A szamitogép-vezérelt mikropipetta jelentosége,

alkalmazasi teriiletei

Az egyedi sejtek az élet alapegységei, melyek Onmagukban is hihetetlentil
komplex rendszert képeznek, igy megismerésilk biologiai, orvosi és biofizikai
szempontbol egyarant rendkiviil fontos. Tanulmanyozasuk nemcsak a betegségekre vald
hajlam megértésében és a megfeleld kezelés kivalasztasaban segit, hanem lehetové teszi
a hasonld sejtek kozotti heterogenitds és a szovetek felépitésének, miikodésének

mélyebb megértését is'.

Mostanra a DNS és RNS vizsgalatok java részét mar elvégezték nagyobb
sejtpopulaciokon, azonban a sejtek dinamikéjanak, heterogenitdsdnak megértése tovabbi
vizsgalatokat igényel az egyedi sejtek szintjén. Az elmult években a kutatok figyelme
egyre inkabb az egyedi sejtek DNS-ének és RNS-ének elemzése felé iranyult?. Hiszen
szamos tanulmany bebizonyitotta mar, hogy az egyedi sejtek genetikai és transzkripcios
szempontbol is nagyon varidbilisak lehetnek, még a latszolag homogén populaciok
esetén is>*°. Ahhoz, hogy egy embrié fejlédését vagy a tumor kialakulasat mélyebb
szinten is megérthessiik, sziikséges a genetikai és transzkripcidos informacié minél
részletesebb kinyerése az egyedi sejtekbéle. Az 6ssejt-populaciokra szintén jellemzd a

heterogenitas, mely Iényeges funkcionalis kovetkezményekkel j ar’.

Az egyedi sejteken végzett vizsgalatok elvégzésének egyik legfébb technikai
nehézsége a sejtek megfeleld izolalasa és manipulalasa DNS, RNS szekvenalashoz,
fehérjeszintli vizsgéalatokhoz vagy egyéb molekularis analizishez. Manapsag a DNS,
RNS szekvenalasi eljarasok nagyrészt automatizalhatok. Ezzel szemben az egyedi sejtek
izolalasara alkalmas technikak nagyon alacsony ateresztoképességtiek. A CellSorter Kft.
altal kifejlesztett ¢s az ELTE Bioldgiai Fizika Tanszékén iizembe helyezett szamitogeép-

8910 azonban lehetévé teszi, hogy az elézetesen szoftverrel vagy

vezérelt mikropipetta
manudlisan detektalt, Petri csészében 1évo sejteket egyenként tudjuk manipulalni és

valogatni.

A sejtadhézio alapveto jelenség a tobbsejtii €l6lények szamara. Mivel a legtobb
emlOs sejt képes a kitapadasra €s a kitapadas folyamata, fenntartdsa létfontossagu, az

adhézids erdsség vizsgalata biofizikai és orvosi szempontbdl egyarant indokolt. Tobbek
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kozt a fejlddésbiologidban, daganatok nodvekedésében, attétek képzddésekor és az
immunologiaban kdzponti jelent6ségii a sejtadhézid. Azonban az egyedi sejtek adhézids
erejének kozvetlen meghatarozasara alkalmas technikék alacsony ateresztoképességiiek:
kisérletenként kisszamu sejt mérheto le veliik.

A szamitogép-vezérelt mikropipettaval egyedi human fehérvérsejtek és specifikus

makromolekulak***?

valamint  sejt-sejt  kozotti  kapcsolat  kolcsonhatasat  is
tanulményoztuklg. A modszert alkalmazva tobb szaz sejt egyenként torténd vizsgalata
valt lehetévé rovid id6 (~30 perc) alatt. A 30 perces mérési idétartam azért volt fontos,
mert a mérések szobahdmérsékleten torténtek, ugyanakkor a sejtek fenntartasahoz
szlikséges optimalis kornyezet a 37°C és 5% CO,. A sejtek ezt a 30 perces mérési
id6tartamot szobahdmeérsékleten, a pH széndioxiddal torténd pufferelése nélkiill még

talélik, maradando karosodast altalaban nem szenvednek el. Ennél hosszabb id6 alatt

azonban a sejtek életképessége jelentdsen csokkenne, a sejtek karosodnéanak.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Egyedi sejtek molekularis vizsgalata

Egyedi sejtek DNS, RNS elemzése

A teljes genom felerdsitése az 0j generacids szekvenald technikakkal egyiitt
lehetdséget biztosit az egyedi sejtmagon beliil a genomi kopiaszdm meghatérozéséral4.
Az egyedi sejtek kopiaszam profilozasa szekvenaldsi eljarast vagy microarray-t
hasznalva betekintést ad tobbek kozt a tumorok természetébe. Ismert, hogy a DNS, RNS
heterogenitds jelentds a rakos szovetekben. Ahhoz, hogy korai allapotban a tumor
sejteket detektalni tudjuk, a keringd tumor sejteket (circulating tumor cells, CTCs)
monitorozva, illetve a szétterjedt tumor sejteket (disseminated tumor cells, DTCs)
elemezve, sziikség van az egyedi sejtek izolalasara®. Ezt kovetéen az egyedi sejteken
elvégzett szekvenalas segitséget nytjthat a rak Kifejlodésének pontosabb/mélyebb
megértésében. Az egyedi sejtek jelatviteli halozati térképe biomarkereket nyujthat a rak
diagnézishozm. Integralt mikrofluidikai eszk6zok haplotipizalasi megkozelitéssel
képesek felerdsiteni és genotipizalni az egyedi kromoszomakat, melyeket egyedi sejtbol

izolaltak'’.

Az egyedi sejtes, Gn. ,transzkriptom” technikik® széles korben alkalmazhatoak
génexpresszios elemzésekhez, illetve hasznalhatoak a génszabalyozo halozatok
azonositasahoz teljes genomi szinten. Emellett az embridgenezisben és a szoveteink
kozti kiilonbségek feltarasdban is kdzponti jelentdségli az egyedi sejtek transzkripciods
mintdzata. Az embridgenezis soran az Ossejtek  specifikus  sejttipusokka
differencialodnak, hogy felépitsék a teljes él6lényt. Az egyedi sejtek ,transzkriptom”
reverz transzkripcios kvantitativ valos idejii PCR-t (reverse-transcription quantitative
real-time PCR, RT-qPCR)*!® sikeresen alkalmaztik egyedi sejtek MRNS™ és
mikroRNS (miRNS) vizsgalatara.

Az immunsejtek egymastol kiilonbozd alpopulaciokbol allnak. Az egyedi sejteken
végzett ,transzkriptomika” segitségével az immunsejtek kiilonbozé populacioi
detektalhatoak™.
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Az Uj generacids DNS szekvenaldsi modszerek® képesek akar egyedi sejtbél
meghatarozni a DNS vagy RNS szekvenciajat. Ezek a modszerek gyorsak, pontosak és
viszonylag koltséghatékonyak. A legtjabb technoldgidk annyira érzékenyek, hogy ma
mar az egyedi sejtek Gin. mély-szekvenalasa is lehetévé valt és rohamosan terjed. Ezek a
modszerek tovabbra is draga reagenseket igényelnek, igy nemcsak az ép, egyedi sejtek
izolalasa a kovetelmény, hanem az is, hogy ezeket a sejteket minél kisebb térfogatban

nyerjiik ki.
Egyedi sejtek fehérjéinek és anyagcsere termékeinek elemzése

Mig a kiilonb6z6 szekvenald technikak, melyek biztositjak az egyedi sejtek
DNS-ének és RNS-ének elemzését, szamos labor szamara rendelkezésre allnak, a kis
mennyiségben izolalt fehérjék analizise sokkal nehezebb feladat. Vannak azonban
igéretes technikak erre vonatkozoan is, mint pl. a multiparaméteres aramlasi citometria
és a mikrofluidika??. Az egyedi sejtekben a metabolitok nem invaziv kimutatisara az
NMR (magmagneses rezonancia) és a Raman spektroszkopia alkalmazhatéak’. A
tomegspektroszkopia mas invaziv technikakkal egyiitt alkalmazva szintén képes az

egyedi sejtek molekularis sszetételérdl informaciot adni®.

2.2. Egyedi sejtek izolalasa

Egyedi sejtek izolalasara alkalmazhato technikak

Az utobbi évek eredményei azt mutatjak, hogy az egyedi sejtek vizsgalata
rendkiviili mértékben fejlédik, nagy sziikség van 1j technikdk bevezetésére, melyek
tovabbi lendiiletet adhatnak ennek az 1) tudomanyagnak. A Nature Methods, a
legrangosabb metodikai folyoirat a 2013-as év modszerének valasztotta az egyedi sejtek
szekvenalasat. A szakteriileten megjelend publikaciok szamanak rendkiviili novekedése
arra utal, hogy egy uj tudomanyag sziiletésének vagyunk tanti, melyben rejlé biologiai

¢és orvosi lehetdségek még jo részt kihasznalatlanok.

Léteznek olyan protokollok, melyek enzimatikus kezelést (proteazt vagy DNaz-
t) hasznalnak az agybol, izombdl, majbdl torténd sejt izolalasara. Az enzimatikus

emésztés tobb ezer millionyi Sejtet képes el6késziteni a nagy ateresztOképességli
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sejtvalogatd technikak, igy pl. az aramlasi citometria®® szaméra. Az egyedi sejteket
izolalhatjdk  mikroaspiracios technikaval, mikromanipulacioval, lézer katapult
mikrodisszekcioval®® vagy aramlasi citometriaval®?®?’. Ugyanakkor az egyedi sejtek
preparalasakor®?® kovethetjiik a klasszikus, Otto Friedrich Karl Deiters altal leirt
protokollt, mely egy hegyes tit alkalmaz a sejtek izolalasara a szévet enzimatikus

12, Napjainkban tovébbra is az a jellemz, hogy a kutatok manuélisan,

30,31

elokezelése nélkii
szajpipettaval izolaljak az egyedi sejteket. Ez kézenfekvé lehetdség™ ", am az eljaras

1doigényes €s nagy szakértelmet, ligyességet igényelsz.

A lézer mikrodisszekcié (LMD)* vagy a fluoreszcencia aktivalt sejtvalogaté berendezés
(FACS) lehetdséget nyujtanak a sejtek egy alpopulacidjanak kivalogatasara. Ezek a
technikék sejtfelszini markereken vagy mas fluoreszcens jeldl8kon alapulnak®®. A lézer
mikrodisszekcid alkalmazdsa lehetévé teszi a szdveti mintak néhany sejttdl par ezer
sejtig terjedd részleteinek elemzését biologiailag homogén sejtcsoportok gyiijtésével.
Tehat az LMD segitségével izolalhatjuk a kivalasztott sejteket akar szovetszeletbdl is,
ami alkalmassa teszi a modszert a klinikai alkalmazasokra. Mindazonaltal, nagy
ateresztOképességli megoldas egyedi sejtek izolalasara l1ézer alapu manipulacioval ez
idaig nem valdsult meg.

Az aramlasi citometrian alapuld6 FACS-ot tobb évtizede hasznaljak és mara az
egyenként torténd sejtvalogatas egyik alapvetd technikajava valt**® (1. abra). A modern
FACS miszerek 10000 sejt/mp-es vagy akar ennél is nagyobb valogatasi ratara
képesek. Ha azonban kisszamu vagy akar egyedi sejtek kiilon-kiilon térfogatba térténd

izolalasat célozzuk meg, az ezzel a technikaval nem hatékony.
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1. dbra: A FACS miikodési elve®
Integralt mikrofluidikai rendszerek egyedi sejtek elemzéséhez

Az ujfajta mikrofluidikai sejtvalogaté berendezések®® lehetévé teszik a sejtek
gylijtését, lizisét, elvalasztasat, detektalasat akar egyetlen eszkdzon™. Szamos U
fejlesztés jelent meg az elmult évtizedekben beleértve a miniatiir FACS-ok ,,lab-on-a-

33949 a7 un. nFACS-okat, melyek bizonyos

chip” (laboratorium egy csipen) verzioit,
szempontbol 10j tavlatokat nyitnak, azonban ezek sem effektivek egyedi sejtek kiilon-

kiilon térfogatba torténd izolalasakor.

Léteznek mikrofluidikai RT-gPCR eszkozok, melyek lehetévé teszik a sejt
csapdazasat, lizisét, cDNS szintézist, és a qPCR elemzést akar 300 sejt/munkaciklus
ateresztGképességgel*'. A Fluidgm nevii cég egy integralt mikrofluidikai eszkozt kinal
az egyedi sejtek 96-lyuku ,plate”-en torténd izolalasara, és a sejtek ezt kovetd
vizsgalatara®’. Ez jelenleg a legelterjedtebb mikrofluidikai megoldas® egyedi sejtek
csapdazasara és izolalasara viszonylagosan nagy ateresztOképessége miatt. Azonban a
nagyfoku integracio hatuliitéje, hogy a felhasznald6 mozgastere rendkiviil sziik. Nincs
lehetéség a beavatkozasra, egyedi optimalizalasra, ha az adott kisérlet ezt egyébként
igényelné. A gyarilag optimalizalt mikrofluidika rendkiviil érzékeny a sejt méretére €s

keménységére, ami példanak okaért novényi sejtek valogatasat kizarja. A sejtek
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fluoreszcens mikroszkopos képe alapjan torténd sejtvalogatas és az ezt kovetd
DNS/RNS szekvenalas sokkal tobb informaciot adhat az egyedi sejtek molekularis

fenotipusarol és genotipusarol.

Digitalis kameraval felszerelt fluoreszcens mikroszkop a megfeleld képalkoto
szoftver segitségével kiilondsebb nehézségek nélkiil képes automatikusan detektalni a
sejttenyésztd edényben 1évé €16 sejteket*. A sejttenyészetek Petri csészében vagy
sejttenyésztdé lemezen (,,plate”-en) térténd manipulacidja azonban sokkal nagyobb
technikai kihivas, kiilonosen, ha egyedi sejtekre van sziikség. A sejtek ugy is
rogzithetok egy feliileten, ha aprd, a sejteknél kisebb elszivo lyukakon keresztiil
folyamatosan szivjuk el a folyadékot, melyekhez odatapadnak a sejtek. Az igy
immobilizalt sejtek mikroszkopos képalkotast kovetéen izolalhatok mikropipettaval®.
Az ilyen tipust, Gn. ,,microcavity array”, azaz atmené mikro-csatornakbol allé racsok
egy tovabbfejlesztett valtozata®®, amikor egy lyukaszté tiivel nyomjék 4t az egyedi
sejteket egy vékony membranon keresztiil az izolalasuk érdekében. Azonban az (optikai
tengellyel parhuzamos) atmend mikro-csatornak zavarjak a képalkotast, mely a technika
egyik hatuliitéje, ha a vizsgalat a teljes sejtrol nagyfelbontasu képet igényel. Ezen feliil
a specialis mikrostruktirdk gyartadsa fejlett mikromegmunkalési technologiat igényel,

mely jelentdsen akadalyozhatja a széles korii alkalmazasat.

Egyedi sejtek csapdazasa

A sejtek nano- vagy akar pikoliteres térfogatii emulzids cseppekbe zarasa®’ 4849

rendkivill igéretes megoldast kinal az egyedi sejtek mikrofluidikai manipulécidjara,
valogatasdra. A viz az olajban tipusit emulziét megfeleld feliiletaktiv anyaggal
stabilizaljak, igy az egyedi sejteket tartalmazo vizcseppek nem olvadnak Ossze és nem
tapadnak ki az edény faldra. Ennek ellenére azonban ez a technologia még nem terjedt

el, valoszinileg a mikrofluidikai chipek tizemelése kapcsan felmeriilé technikai

nehézségek miatt.

Mikro-kutakban csapdazott sejtek kinyerésére bevethet6 az optikai manipulaciok
azon fajtaja, amikor infravoros 1ézerrel emelik fel a sejteket a fény sejteken torténd
sz6rodasat kihasznalva™. A sejtméretli specifikus mikro-kutakat gyakran hasznaljak az
egyedi sejtek csapddzasara, azonban a sejtek hajlamosak arra, hogy tal erdsen
tapadjanak a feliilethez, igy a valogatas soran megsériilhetnek vagy az alkalmazott

emel6 erd nagysaga nem elegendd a sejtek feliiletrdl torténd felvételére.
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Egyedi sejtek izolalasa mikropipettaval

A CellCelector® és az MMI CellEctor Plus (Molecular Machines & Industries)
képesek kivalasztani és Osszegylijteni a sejteket egy mikroszkopra helyezett
sejttenyészté edénybdl, mikropipetta hasznalataval. A CellCelector esctében a
mikropipetta a korabban detektalt sejttelepek felett helyezkedik el egy robot karban és
ennek alkalmazasaval veszi fel a koldniat, vagy a koldnia egy hanyadat. Majd a robot
kar mozgatidsaval a mikropipetta a felvett sejteket egy masik sejttenyésztd edénybe
helyezi. A robot kar alkalmazasa azonban lasst valogatasi folyamatot eredményez. Az
eszk6z képes sejtcsoportok izolaldsara, azonban az elfogadhatd sebességli és

hatékonysagu egyedi sejtvalogatas nehézkes ezen berendezésekkel.

A mikropipettaval torténd sejtvalogatast alkalmazva, a CellSorter Kft. altal
kifejlesztett és az ELTE Biologiai Fizika Tanszékén beiizemelt szdmitogép-vezérelt
mikropipetta®® képes a Petri csészében immobilizalt fluoreszcens és jeldletlen sejteket is
automatikusan detektdlni fluoreszcens mikroszkop és szamitdgépes latas (,,computer
vision”) segitségével. A modszer rutinszerlien és nagy szelektivitassal alkalmazhato
FACS-ként egészen az egyedi sejtek szintjéig. A valogatas felbontasa az a legkisebb
tavolsag két sejt kdzéppontja kozott, amely esetén még az egyik sejt izolalhaté a masik
elmozditasa nélkiil. Ennek értéke esetiinkben 50 - 70 um volt. Az eljaras kézenfekvo,
egyszerii volta, a mikropipetta nagypontossagi 3D-s pozicionalasa, valamint a
viszonylag magas valogatasi frekvenciaja alkalmassa teszi az egyedi sejtek automatizalt
A sejt felvételére szolgald mikropipettat egy vertikdlisan motorizalt, horizontalisan
manualis mikromanipulatorhoz rogzitett, forgathat6 kar tartja. A rendszer képes egyedi
sejtek felvételére egy 35 mm-es Petri csészEébdl, valamint a sejtek felvételét kovetden az
egyedi sejtet tartalmazo paranyi, pl-nél is kisebb térfogatu cseppek iiveg fedélemezre,
vagy PCR csovekbe torténd helyezésére 15 - 20 mp/sejt valogatasi sebességgel. A sejtek
adhézios erejét a manipulaciok sikere érdekében hangolni kell, igy nincs sziikség a

sejteket csapdazo mikrostruktarak alkalmazéasara sem.

Masok is fejlesztettek hasonlo robotot egyedi sejtek automatizalt tenyésztéséresz. Ez az
integralt eszkdoz mikro-kutakbol allo racsot, ,,microwell array”-t alkalmaz, hogy a

sejteket a feliileten immobilizélja a valogatas soran.
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crer

felilleten valamiképpen rogzitett sejteket képesek detektalni és izolalni®4*47 1523

korlatozva ezzel az ilyen robotok felhasznalasi teriileteit és elterjedését. Bar a
természetesen kitapadd, un. adherens sejtek spontan médon hozzéatapadnak a csupasz
milanyag vagy liveg feliiletre, a feliilet modositasa vagy biokémiai elékezelés (tripszin)
¢s megfeleld, pontosan bedllitott adhézios erd alkalmazasa sziikséges ezen sejtek
sériilésmentes felvételéhez®®. Ellenkezd esetben, a til erdsen feliilethez tapado sejteket

csak a sejt karositasaval tudnank izolalni.

Kezdetben a szamitogép-vezérelt mikropipetta is csak feliileten rogzitett sejteket tudott
kezelni. A technikank tovabb fejlesztett valtozata azonban képes egyedi sejteket izolalni
még nagyon slri sejtkulturabdl is anélkiil, hogy a sejteket a feliileten rogziteniink
kellene. A mikropipetta hegyét az adott sejttipus méretének megfeleléen megvalasztva

¢és a kisérleti paramétereket optimalizalva ez az 1) eljaras alkalmazhat6 gyakorlatilag

crer

nélkiil.

2.2. Egyedi sejtek adhézios erejének mérése

A sejt-sejt és a sejt-extracellularis matrix kapcsolatok szerepe és jelentésége

A sejtadhézio a biologia egyik alapvetd jelensége, amely l1étfontossagu az egy-
és tobbsejtii él6lények szamara is™. A tobbsejtii szervezetekre jellemz6 a sejtek adott
funkciora specializalt szovetekbe rendezédése. Ehhez a folyamathoz viszont
elengedhetetlen a sejtek egymashoz és/vagy az extracellularis matrix (ECM) elemeihez
torténd kapcsolodasa. A szoveti struktira fenntartasa mellett ezek a dinamikusan
valtozd kolcsonhatasok nélkiilozhetetlenek a sejtek kozotti kommunikacioban, a
sejtmigracioban, a differencialodasban, az embriofejlodés soran, a gyulladasos

folyamatokban®™ és a tumor metasztazisban®®®"%,

Ismert, hogy a sejtadhéziot
sejtfelszini receptor makromolekulak: integrinek, kadherinek, szelektinek és az
immunglobulin  (Ig) szupercsalad tagjai kozvetitik®. A sejtadhézids fehérjék

specifikusan kotédnek az ECM  molekulaihoz, a kollagénhez, elasztinhoz,
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glilkozaminoglikanokhoz, proteoglikdnokhoz, multiadhéziés fehérjékhez (példaul

fibronektin, laminin) vagy a szomszédos sejtek receptor molekulaihoz.

A Kkozvetlen sejt-sejt adhézidban jatszanak szerepet a kadherinek, szelektinek és
az Ig szupercsalad (N-CAM, I-CAM) tagjai. Mig a kadherinek és a szelektinek altal
kozvetitett sejt-sejt kolcsonhatasok a Ca®* ionok jelenlététdl fiiggenek, addig az Ig-
csaladba tartozd fehérjck Ca®* nélkiil is kialakithatnak kotéseket®. A kadherinek
homofil adhéziés molekuldk, négy extracellularis doménjiik Ca* iont kot; a
membrantol legtavolabb elhelyezkedd doménje vesz részt a sejt-sejt adhézidban. A
szelektinek a molekula végén elhelyezkedd Ilektin doménjik altal heterofil
kolesonhatasban vesznek részt; az egyik sejt felszinén expresszalodo szelektin a masik
sejt felszinén 1évo fehérje glikozilalt részéhez kot8dik™. Az Ig-szupercsalad fehérjéi
homo- és heterofil kolcsonhatasokban vesznek részt, fibronektin és lg-doménekbdl
allnak. Az egyik elséként leirt molekuldja az N-CAM (idegsejt-adhézios molekula,
nerve-cell adhesion molecule) volt, mig egy masik az I-CAM (intercelluléris adhézios
molekulédk, intercellular adhesion molecules) csoport, melynek fehérjéi leginkabb

endotél- és fehérvérsejteken expresszalodnak.

A multiadhézidés fehérjék legnagyobb csoportjat alkotoé sejtfelszini receptorok, az

integrinek

Az integrinek f6 funkcidja a sejt-extracellularis matrix kapcsolat kialakitasa, de
egyes sejttipusok kozott sejt-sejt kolcsonhatast is kozvetitenek. Két nem kovalensen
kapcsolodo, a és B alegységbdl allnak (2. abra). A sejtek a két alegység tobb valtozatat
1s képesek eldallitani, ezért szadmos o/f heterodimer kombindcio alakulhat ki. A
kiilonb6z6 kombinaciok més és mas ligandumot kothetnek meg. A dimer Osszetétel
valtoztatasaval a sejt szabalyozni tudja, hogy kornyezetének mely komponensével

l1étesitsen kapcsolatot.
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2. abra: Az integrin molekula sematikus szerkezete®

A ligandumot megkotott integrinek foltszerii képletekbe aggregalodnak, majd az
intracellularis kotohelyekhez szamos mas fehérje kezd el asszocialodni. Igy alakul ki az
un. fokalis adhézids korong, melyben tobbek kozt a jellegzetesen jelen 1évé fokalis
adhézios kinaz (FAK) mutathato Ki.

Az ECM-hez kot6do integrinek nagy részének a kotéhelye az RGD (arginin-glicin-
aszpartat) tripeptidet ismeri fel®. Ez a tripeptid nemcsak az ECM makromolekuldkban
(kollagén, fibronektin, laminin, vitronektin) fordul el6, de plazmafehérjékben (albumin,
globulin, fibrinogén) ¢és sejtfelszini fehérjékben is megtalalhaté. Az integrinek
viszonylag kis energiaju kotéseket 1étesitenck az ECM-hez, de igen nagy szamban
fordulnak el6, igy végiil er6és kotédés alakul ki a sejt és az ECM kozott. Az egyedi
molekularis kotéseket konnyii felszakitani, melyet a sejt a migracioja soran kihasznal

Cipzarra vagy tépdzarra emlékeztetd mechanizmus révén.

Az integrin molekulak koziil a leukocita-specifikus B, integrinek alapvetd
szerepet jatszanak a sejt-sejt, sejt-matrix kapcsolatokban. A legnagyobb mennyiségben
neutrofil granulocitak, monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek és az NK (natural
Killer, természetes 016 sejtek) sejtek expresszaljak. A felsorolt sejttipusok koziil
kisérleteinkben monocitakat, makrofagokat és dendritikus sejteket vizsgaltunk, igy a
tovabbiakban ezekre fokuszalok.

A monocitak a hemopoetikus 6ssejtb6l (hematopoietic stem cell, HSC) alakulnak ki a
csontvel8ben®. A hemopoézis soran aztan a mieloid progenitor sejtbdl differencialodod
monocitak elhagyjak a csontveldt és a véraramba jutnak. Késobb kiilonb6z6 stimulusok
hatdsdra a vérpalyabol kilépve kiilonb6zdé szovetekben telepszenek meg, mikdzben

véglegesen differencialt makrofagokka érnek (3. abra). A makrofagok az immunvalasz
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kialakuldsa soran fontos szerepet tOltenek be; bekebelezik a kiilonbozd eredetii

részecskéket, patogén mikrobakat, elpusztult testi sejteket, fert6zott vagy tumoros

sejteket.
csontveld : veér szovetek
endothelialis '
makrofag
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3. dbra: A monocitak makrofagokké érése®

A makrofagok fontos szerepet jatszanak a korokozok elpusztitasaban. Megakadalyozzak
a fertdzés terjedését. Emellett az immunfolyamatok szabalyozédsaban is igen szerteagazo
feladatot latnak el.

A dendritikus sejtek (dendritic cell, DC) mieloid ¢és limfoid elGalakokbol egyarant
kialakulhatnak. A mieloid és a limfoid eredeti DC-k két, elkiiloniilt sejtpopuléciot
alkotnak. Az mieloid DC-k differencialodasa a csontveldben, a monocitakkal k6zos
prekurzor sejtbdl torténik. Az itt targyalt haromféle immunsejt koziil ezek a leginkabb
mozgékonyak. Az éretlen DC-k folyamatos ,0rjaratot” végeznek a periférias
szovetekben, ahol a szervezetbe keriil6 patogént azonnal felismerik és bekebelezik. A
patogén felvételét kovetden a DC-k egy kozeli nyirokcsomoba vandorolnak, mikdzben
szamos valtozason mennek keresztiil, mig végiil érett DC-v¢é differencialodnak (4. abra).

Ezen tal fontos szerepet jatszanak az apoptotikus sejtek eltavolitasaban is.
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4. 4bra: A dendritikus sejtek differencialodasa®

Az adhézid és a sejtmozgas kulcsfontossagi momentumok szamos betegség, koztiik az
akut- és kronikus gyulladas, autoimmun rendellenességek, rakos és kardiovaszkularis
betegségek esetén®. A P, integrinek kiilonosen fontosak a leukocita adhézids
deficiencia (LAD) soran, melyet a CD18 lanc hibaja okoz®®. Az ilyen fajta genetikai

betegségben szenveddk nem képesek a B, alegységeket szintetizalni.

A sejt B, integrineken keresztiili adhézios képessége tobb tényezotdl is fiigg; az egyedi
integrin molekuldk affinitdsa, a receptorok expresszids szintje és a receptor-
csoportosulas (clustering) mind hozzajarulnak az atlagos affinitashoz®*®. A monocitak,
makrofagok €és dendritikus sejtek altal legnagyobb mennyiségben expresszalt receptorok
a mar emlitett leukocita-specifikus f, integrinek. A B integrin csalad négy tagbol all:
CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (CR3, Mac-1), CD11c/CD18 (CR4, p150/95) és
CD11d/CD18. Mig az LFA-1 szerepe viszonylag jol tanulmanyozott, addig a
CD11d/CD18 szerepérdl keveset tudunk. A CD11b/CD18 ¢s CD11c/CD18 tagokat mar
régota vizsgaljak, azonban az egyedi szerepiik meghatirozéasa technikailag kihivast

jelent. Az emlitett immunsejtek kiilonboznek a CD11b/CD18 ¢és CDI11c¢/CD18
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expresszidjukban; a monocitak fejezik ki a legkevesebbet, mig a dendritikus sejtek
expresszaljak a legtobb ilyen tipusu receptort®®.

Legfobb és leggyakoribb ligandjaik az inaktivalt C3b fragment (iC3b), a fibrinogén és
az ICAM-1%". Irodalmi adatok alapjan elfogadott nézet, hogy a CD11b/CD18 ¢és a
CD11c/CD18 funkcidi hasonloak, azaz az adhéziot és az iC3b opszonizalt fagocitozist
kozvetitik. Azonban evollcios szempontbol nem értelmezhetd az, hogy ugyanazon a
sejten két receptor ugyanazt a funkciot lassa el. Tovabba kiilonboznek az intracellularis
doménjeikben is, mely a CD11b/CD18 és CD11c/CD18 kozotti alapvetd funkcionalis
kiilonbségre utal. Ez az alapvetd kiilonbség parosulva azzal a ténnyel, hogy ezek igen
kozeli sejttipusok, alkalmassa teszi 6ket a CDI11/CDI18 integrineken keresztiili

sejtadhézi6 tanulmanyozasara.
Sejtek adhéziés erejének mérésére alkalmas technikak

Az immunsejtek példajanal maradva, a specifikus makromolekuldk felismerése
¢és a hozzdjuk vald kotédés a fehérvérsejtek nélkiilozhetetlen feladata az immunvélasz
kivaltasa soran. Ahhoz, hogy statisztikai értelemben megbizhaté informécidt nyerjlink a
sejtadhéziordl, nagyszamu sejtet kell lemérniink. Ugyanakkor az egyedi sejtek adhézids

erejének direkt mérése komoly technikai kihivast jelent.

A sejtek adhézios erejének legdirektebb mérészama az az erd (vagy munka), ami
ahhoz sziikséges, hogy a sejtet az adheziv felszinrél vagy egy masik sejttol
eltavolitsunk. Szamos technika alkalmazhato az adhézid erejének meghatarozasara®.
Ezek a technikdk két nagy csoportba sorolhatdak: sejtpopulaciokat vizsgaldé modszerek
és egyedi sejteket mérd technikak. Mig az egész populaciot vizsgaldé modszerek jo
statisztikajii adatokat nyujtanak, addig az egyedi sejteket megcélzo technikak a

sejtadhézié kozvetlen és érzékenyebb meghatarozasat biztositjékGS.
a) Sejtpopuldciok vizsgdlatara haszndlt modszerek

Egy sejt szubsztrathoz wvald kitapadasi ereje egyszerii sejtlevalasztasos
eljarasokkal, ugy, mint a centrifugalis erdt vagy nyir6 erdt alkalmazo folyadékaramlasi
kamrakkal vizsgalhatd, melyek altalaban csak a gyengén kitapadd sejteket képesek
eltavolitani a feliiletr81°®"®. Mig a centrifugalis eré mind a sejteket hordozé feliiletre
mer6leges iranyban, mind azzal parhuzamos iranyban hathat, addig a folyadékaramlas

nyiréereje mindig parhuzamos a hordozé felszinével. Az egyszerli lemosasi
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kisérletekben a nyird fesziiltség értékét ugyan nehéz pontosan szabalyozni, azonban az
ilyen eljarasok megfeleléek a kulcsfontossagu adhézios fehérjék azonositasara. Ezek a
technikak biztositjak szdmunkra a konnyen kinyerheté kvalitativ adhézids adatokat. A
hidrodinamikai nyir6 fesziiltségen alapul6, kifinomultabb vizsgalatok jol szabalyozott
aramlast alkalmaznak a kitapadt sejtek vizsgalatara, mely a sejtadhézio
szamszer(sitésének leggyakoribb mddja (5. abra). Ugyanakkor a nyird er6 nagysaga
ezeknél a modszereknél is olyan paraméterektdl fiigg, mint a sejt mérete ¢és alakjaeg' A
legelterjedtebb moddszerek kozé a forgd tarcsas mérés’?, a radialis dramlasi kamrak'? és
a parhuzamos sikokkal hatarolt dramléasi kamrak tartoznak ">’ Bar ezek a modszerek
alkalmasak sejtpopulaciok vizsgalatara, de nem teszik lehetévé egyetlen sejt
megcélzasat. Tovabba a maximalisan alkalmazhatd nyiréfesziiltség csak gyenge
sejtadhézid mérésre korlatozodik. A maximalis nyirdfesziiltség még a mikrofluidikai

csatornakban is csupan néhany szaz Pa.

Hulladék

Pumpa

5. abra: Nyir6 aramlas alkalmazasa a feliiletre kitapadt sejtek adhézids erejének Vizsgélatéra75
b) Egyedi sejtek adhézios erejét meghatdarozo technikak

Az egyedi sejtek adhézios erejének kozvetlen meghatarozasara leggyakrabban

AFM  (atomi er6 mikroszkop)  tiit"®"®""

78,79,80,81

vagy mikropipetta  aspiracids
technikakat valaszthatunk. Azonban ezen technikdk ateresztoképessége igen
alacsony: tipikusan napi 5-10 sejt mérhetd le a segitségiikkel, mely a mérés statisztikai
megbizhatdsagat jelentdsen csokkenti.

Az atomi erd mikroszkép egy nagy pontossagl és sokoldali erémérd eszkoz.
Szondaja egy igen hegyes tii, melynek anyaga leggyakrabban szilicium vagy szilicium-
nitrid. A ti egy rugolapkahoz van rogzitve, melynek meghajlasabol kovetkeztethetiink a

ti és a minta kozott ébredd erdre. A rugoélapka elhajlasat altalaban 1ézer sugarral

detektaljak, melyet a rugdlapka szabad végére fokuszalnak, amely aztan egy
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fotodiodaba titkrozédik® (6. abra). Szamos eljarast fejlesztettek mar ki, hogy a sejtet az
AFM rugodlapkajahoz rogzitsék és lehetové tegyék a sejt-sejt vagy sejt-szubsztrat
kolcsonhatasok erejének kvantitativ mérését. Ilyen eljarasok a specifikus receptor-

k%84 az elektrosztatikus kélcsénhatéssS, ragasztok alkalmazasa®®

ligand kolcsonhataso
vagy kémiai fixacios eljarasok®. Fontos, hogy az adherens sejtek felszine ezen
kezelések hatasara ne moédosuljon. A technika kitiing térbeli és erébeli felbontassal
rendelkezik: pN-os tartomanyba es6 érzékenysége és nm-es pozicionalasi pontossaga
van. Ezeknek koszonhetéen az AFM hatékony eszkozként szolgal az egyedi ligandok ¢és
receptorok kozotti kdlesonhatasok dinamikéjanak és erdsségének vizsgélatara. Az AFM
iddigényes ¢és koltséges. Egyszerre csak egy sejt vizsgalhatd és minden sejt kiilon

rugolapkat igényel, amelyet funkcionalizalni kell. Ezért a technika ateresztoképessége

igen Kicsi. A sejtek (bio)kémiai Uton torténd rogzitése idéigényes (~30 perc) és

crer

Szabalyoz6

I
> ,F otodioda
Aézer

Minta "= Rugoélapka

6. abra: Az atomi erémikroszkop miikodési elve®

Az AFM étletes modositisa a FluidFM®®, melyben a rugolapka egy
mikrofluidikai csatornan keresztiil szivja magahoz a sejteket, amely altal kikiisz6boli a
sejtek nehézkes biokémiai rogzitését. A FluidFM hasznalataval hozzavetéleg 10 sejt
mérhetd le fél ora alatt, igy ennek a technikdnak mar nagyobb az ateresztOképessége a

hagyoméanyos AFM-hez képest.
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Az optikai csipesz® is alkalmazhatd erémérésre, de a maximélisan pN-0s
nagysagrendii er6tartomanya miatt inkabb csak a sejten beliili er6k meghatarozasara

hasznaljak.

A sejten beliili molekularis erészenzorok™, melyek Forster-féle rezonéans energia
transzferen (FRET) alapulnak, kivalo eszkozt kinalnak az €16 sejten beliil az eréeloszlas
nagyfelbontdsu térképezésére. A moddszer rovid hatéosugaru, sugarzasmentes
energiatranszferen alapul egy (altalaban mesterséges) donor és egy akceptor molekula
(vagy molekularész) kozott, melyek Onmagukban fluoreszcens fény kibocsajtasara
képesek. A folyamat soran fény hatasara el0szor gerjesztddik a donor, ezt kovetden az
akceptor molekula, amely altal kibocsajtott fényt detektalni lehet. Az akceptor altal
kibocsajtott fény intenzitdsa erésen fiigg a donor és akceptor kozti tavolsagtol. Ha a
donort és akceptort egy molekuléris (mesterséges) ,,rugd” koti dssze, akkor a ,,rugéban”
fellépd erdre lehet kovetkeztetni a kibocsatott fény intenzitasabol.

A FRET szenzort egy transzgénikus sejttipusban a citoszkeleton egy specifikus
fehérjéjébe is beépitethetik. Az extra gént 0Ugy alakitjak ki, hogy kifejezzen két
fluoreszcens fehérjét, melyeket egy elasztikus linker régio segitségével kiilonitenek el.
Amikor az elasztikus linker régié mechanikai erd altali hiizds révén egy rugodhoz
hasonléoan megnyulik, a fluoreszcens fehérjék, vagyis a FRET donor és akceptor

tavolsaga megvaltozik.

Egy érdekes alternativat nyujtanak a sejtadhézido mérésére a nagy érzékenységii
és nagy id8beli felbontisu evaneszcens mezd alap optikai bioszenzorok®*%%4. Ezen
technikdk esetén a bioszenzor jel ardnyos a sejt-szubsztrat kontakttertilettel és korrelal
az adhézid erdsségével is™. Ezek a jelolésmentes modszerek képesek monitorozni a
sejtadhézio dinamikajat, azonban a mérés indirekt volta miatt az adhézios erd

meghatarozasara jelenleg nem alkalmasak.

Mikropipettaval torténd manipuldcios technikdakat szintén hasznalhatunk sejtek
adhézios erejének a méréséhez. A mikropipettas manipulaciok hasznalata 1954-re,
Mitchison és Swann®™ munkéssagaig vezetheté vissza. Tiz évvel késébb Rand és
Burton®” tovabb finomitottdk a modszert. Az 1970-80-as években a mikropipetta
manipulacid6 mar jelentésen javult és szdmos tanulmany alkalmazta, példaul
vorosvérsejtek, fehérvérsejtek, endotél sejtek, lipid vezikuldk és liposzomak esetén.

Ezek a tanulmanyok pontszerii erét vagy szivo erét gyakoroltak az egyedi sejtekre vagy
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liposzomak felszinére. A ’90-es években a technika fejloddésének kdszonhetden a

mikropipetta manipulaciok kiterjedtek mas tanulmanyokra is, igy tumor metasztazisra,

illetve a sejt-sejt kdlcsonhatasok 2-dimenzids kinetikai vizsgalatara®.

A tipikus mikropipetta alapu technikéak kdzé sorolhato az Gn. ,,step-pressure” technika®®,

. , v s , . . o, ey, a1
a biomembran erémérés® és a mikropipetta aspiracios technika'®.

a)

b LLLLLLEE

YALALLLLLSSSES S e | A A A AAA A A

SASSSISS

PEIIIIIIILIIII Y | oA A Mikropipetta

LSS SIS, PILLILLLEIELTY Sejt
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&

Liposzéma

@
Gydngy

7. abra: Az abra a tipikus mikropipetta alapu manipulacids technikakat mutatja be. (a) ,,Strep-pressure”

technika, (b) biomembran er8mérés, (c) mikropipetta aspiracios technika®.

A, step-pressure” technika - melyet Sung és munkatarsai fejlesztettek ki 1986-ban™®! —
volt az els6 mikropipetta alapi technika, melyet a sejtadhézid erdsségének
kvantifikélasara alkalmaztak. A 7. 4dbra (a) része mutatja a technika miikodését. Az dbra
jobb oldalan 1év0 sejtet erdsen tartjak egy mikropipettaval (nagy szivo nyomassal), mig
a baloldalon 1évé masik sejtet egy masik mikropipettaval tartjak (kisebb szivo
nyomassal). El6szor a bal oldali sejtet a jobb oldali sejttel érintkezésbe hozzak, igy
lehetévé valik, hogy egy bizonyos ideig a két sejt egymashoz tapadjon. Majd ezt
kovetden a bal oldali sejtet elkezdik huzni. Ha a két sejt kozott az adhézid kialakult és
nem elegendd a bal oldali pipettaban 1évé szivdo nyomads, akkor ezt a nyomast
1épcsdzetesen addig kell ndvelni és a folyamatot addig kell ismételni, amig a bal oldali
sejt elvalik a jobb oldalitol. A két sejt szétvalasztdsdhoz sziikséges miniméalis nyomast

hivjuk kritikus elvalasztasi nyomasnak.
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A biomembrdn erémérést Evans és mtsai. fejlesztették 1995-ben®. Egy lipid vezikulat
(liposzomat) vagy vordsvértestet tartanak mikropipetta segitségével szivdo nyomads
mellett, mikdzben egy latex gyongyot szorosan a vezikulahoz vagy a vordsvértesthez
kapcsolnak er6 transzducerként (7. abra b). A gyongy fehérjékkel is bevonhato, amely
kolcsonhatasba keriilhet a 7. abra jobb oldalan elhelyezett sejttel. A rendszer ugy
miikddik, mint egy rug6 és a rugodallando a megfeleld képlet segitségével kiszamithato.

10 4 Shao és Hochmuth nevéhez fiizddik.

A mikropipetta aspirdcios technika (MAT)
Egy gomb alaku objektum - mely lehet egy sejt vagy egy gyongy — szolgal a MAT
transzducereként. A gyongy- transzducer €s a pipetta fala kozott sziikséges egy kis tér
hagyasa ahhoz, hogy a transzducer szabadon mozoghasson a mikropipettan beliil. A
gyongyre (melyet fehérjékkel vonhatnak be) pozitiv nyomadst alkalmaznak, hogy az az

abra jobb oldalan 1év4 sejttel kontaktusba keriiljon és hozzatapadjon.

8,9,10

Az inverz mikroszkopra épitett szdmitogép-vezérelt mikropipetta is bevethetd

egyedi  sejtek  specifikus  makromolekulakkal  kialakitott  koélcsonhatasanak

o toas 1112
vizsgélatara ™

. A mikropipettdban kialakulé aramlas szamitogépes szimulacidja
segitségével kiszamolhato a célzott sejtekre hatd hidrodinamikai emeld erd értéke. A
feliiletre kitapadt sejtek adhézids ereje nagy pontossaggal mérhetd ugy, hogy
Iépésenként megndvelt vakuum mellett probaljuk felkapni a pipetta ald pozicionalt
vizsgalandd sejtet. Az egyedi sejtek adhézios ereje viszonylag nagy
ateresztoképességgel vizsgalhato: akar tobb szdz egyedi sejt mérhetd le a technikdval
rovid id6 alatt, mely kisérleteink soran atlagosan ~30 percnek bizonyult. Szamitogépes
latast (computer vision) alkalmazva keriilnek a sejtek kivalasztasra. A technika

hatarozott elénye, hogy az erémérés végén a vizsgalt egyedi sejtek konnyedén

izolalhatok a mikropipettaval, €s mas technikakkal tovabb vizsgalhatok.

A nagyszamu egyedi sejt adhézios folyamatinak érzékeny monitorozasa a
biomolekulakkal boritott, finoman kézben tartott feliileteken varhatéan olyan minéségii
informaciot fog nyujtani a ligand kotésr6l, receptor funkciordl és jelatviteli

utvonalakrél, mely a korabbi sejtadhézios vizsgalatokkal eddig elérhetetlen volt.
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3. Célkituzeés

A PhD tanulményaim megkezdése el6tt mar bemutatasra keriilt a szamitogép-
vezérelt mikropipetta®, mely képes a Petri csészében 1évé fluoreszcens vagy jeldletlen
sejteket automatikusan detektalni mikroszkop és szamitogépes latas segitségével, majd

ezt kdvetden lehetévé teszi a sejtek izolalasat.

Munkam egyik célja az volt, hogy egy szamitogép-vezérelt mikroszkopot és
mikropipettat hasznalva, 80 db PCR (polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio)
milanyag csovet tudjunk feltdlteni egyedi sejtekkel egyetlen miikodési ciklus alatt, hogy
aztan tovabbi vizsgalatokat, DNS/RNS szekvenalast lehessen rajtuk végezni. Fontos
volt az is, hogy az egyedi sejteket minél kisebb térfogata cseppekben nyerjiik ki, hiszen
az izolalast kovetd (pl. szekvenalasi) vizsgalatok koltséges reagenseket igényelnek.
Feladatom volt egy olyan, egyedi sejteket izolalo rendszer tesztelése €16 sejtekkel, mely

lehetdvée teszi, hogy az egyedi sejteket mikroliternél kisebb térfogatban izolaljuk.

Az adherens sejtek izolalasara Kifejlesztett eljaras esetén kritikus volt a sejtek
feliiletre torténd kitapadéasa. Ezért nagy jelentdséget tulajdonitottunk annak, hogy a
sejteket a feliilethez torténd rogzités nélkiil is képesek legyiink nagy hatékonysaggal
izolalni. A folyadék konvekciojanak megsziintetése érdekében arra volt sziikség, hogy
olajjal lefedett vékony vizrétegbe szuszpendaljuk a sejteket. Igy a sejtek passziv
mozgasa jelentdsen lecsokkent, amely az egyedi sejtek pontos célzasahoz

nélkiilozhetetlen volt.

Tovéabbi céljaink kozott szerepelt, hogy az inverz mikroszkopra éEpitett
szamitogep-vezérelt mikropipettat az egyedi sejtek specifikus makromolekulédkkal valo
kolcsonhatasanak vizsgéalatara is bevessik. Az ELTE Immunologiai Tanszékével
egyiittmiikddve tanulmanyozni kivantuk a kiillonb6z6 emberi immunsejtek
kolcsonhatasat fibrinogénnel és mas makromolekulakkal. Fontosnak tartottuk, hogy az
altalunk bevezetett technikat egy standard modszerrel is validaljuk. Két hasonlo, de
eltéré funkcidju integrin receptor (CD11b/CD18, CD11c/CD18) szerepét is tisztazni
kivantuk monocitakban, makrofagokban és dendritikus sejtekben.

Mivel a sejtek nemcsak az ECM valamely komponensével képesek kapcsolatot

kialakitani, hanem mas sejtekkel is, igy fontosnak tartottuk bebizonyitani, hogy az
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altalunk fejlesztett technika a sejt-sejt kapcsolatok kozti adhézios erét is képes nagy

pontossaggal meghatarozni.

31



4. Anyagok és modszerek

4.1. Egyedi adherens sejtek automatizalt valogatasa és Kis térfogatban

torténo lerakasa

A vizsgalt sejttipusok

Kisérleteinkben human primer immunsejtek (monocitak) ¢és NE-4C
neuroektodermalis egér dssejtek valogatasat céloztuk meg.

A periférias vér mononuklearis sejteket (peripheral blood mononuclear cell,
PBMCs) az ELTE Immunologia Tanszéke izolalta szamunkra egészséges donorokbol,
melyet a Magyar Orszdgos Vérellatd Szolgalat szolgaltatott. A monocitdk negativ
magneses szeparalassal voltak izolalva Miltenyi Monocita Izolalo kit II- t hasznalva. A
sejtek 10% FCS (magzati borjuszérum) tartalmia RPMI médiumban (Roswell Park
Memorial Institute) (37°C, 5% CO; atmoszféra), teflonbevonati edényben voltak
tarolva felhasznalasukig, hogy elkeriiljiik a monocitdk spontan kitapadéasat a tarold
edény faldhoz. Az izolalast kovetd 24 oran beliil felhasznaltuk a sejteket. A monocitdk
jelolése 0,5 uM CFSE (5-karboxifluoreszcein-szukcinimidil észter) fluoreszcens
festékkel tortént (Molecular Probes).

A kisérletek elétt Biirker-kamra segitségével megszamoltam a sejteket és 10°
nagysagrendil sejtszuszpenziot helyeztem az eléz6leg PLL-g-PEG-gel (poly (L-lysine)-
graft-poly (ethylene glycol) co-polymer, SuSoS) kezelt 35 mm atmérdji sejttenyészto,
milanyag Petri csészébe (Greiner). A sejteket 25 percig inkubaltam 37°C-on, 5% CO;
atmoszféraban. Az inkubaciot kovetéen a monocitakat tobbszor (3-4-szer) mostam
HBSS (Hanks’ balanced salt solution, Hanks pufferelt s6 oldat, Sigma) pufferrel, hogy

eltavolitsam a feliiletr6l az Gszo sejteket.

Az NE-4C sejtvonalat 10% FCS tartalma MEM (Minimum Essential Medium
Eagle) médiumban tenyésztettem. A valogatas el6tt a sejteket Dil (10 uM, 30 perc,

37°C, Invitrogen) festékkel jeldltem.
Feliiletkezelés valogatas elott

Annak érdekében, hogy gyengitsem a sejtek feliiletre torténd erds kitapadasat, a

monocitak esetén a Petri csésze feliiletét a fehérjéket taszitd polimer bevonattal, PLL-g-
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PEG-gel boritottam, mig az egér Ossejtek esetén a sejteket 30 mp-ig tripszin-EDTA-val
(etilén-diamin-tetraacetat — kelatképzéanyag) kezeltem. A tripszines kezelést azért
hasznaltam, mert ez az egyik legismertebb fehérje hasito aktivitassal rendelkezd emlds
eredeti proteaz enzim, amely a sejtadhéziés molekulak hasitasaval, a sejtek
tenyésztéedénytdl és egymastol torténd elvalasztasat teszi lehetové. Az EDTA pedig,
kelatképzé komplexként, a Ca®" ionok megkotésével a sejtek kozotti kapesolatok

elvalasat segiti, igy a tripszin hatasat erdsiti.

PLL-g-PEG kezelés a valogatasi folyamat elétt. A PLL-g-PEG-et HEPES (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav) oldatban oldottam fel. A 35 mm atmér6ji
mianyag sejttenyésztdé Petri csésze felilletét 1 ml térfogatt, 0,75-1,00 mg/ml
Inkubalas utan a gyartd (SuSoS) utasitisa szerint a csészét milli-Q vizzel tobbszor
atoblitettem. Majd a monocita sejtszuszpenziot 10% FCS tartalmtt RPMI médiumban a

bevont csészére helyeztem.

Tripszin-EDTA kezelés a vadlogatasi folyamat elétt: Az NE-4C sejtekkel torténd
valogatas elott a sejteket szobahdmérsékleten 1x tripszin-EDTA oldattal kezeltem
(Gibco, 25300) a kovetkezOk szerint: a sejtekr6l eltavolitottam a sejttenyésztd
médiumot és mostam 1 ml PBS-sel (Phosphate Buffered Saline, foszfatpufferes
sboldat), majd a tenyészetet 30 mp-ig 1 ml térfogatu tripszin-EDTA kezelésnek tettem
ki. Ezutan a tenyészetet 3-4-szer mostam sejttenyészté médiummal, hogy eltavolitsam
az Uszo sejteket. A sejtek valogatasat 2 ml sejttenyészté médiumban végeztem a

tripszines kezelés utan 5-20 perccel.
A valogatas folyamata
a) A fluidikai rendszer.

A kisérletek soran hasznalt ~15-20 um atmérdji egyedi sejtek felszedését végzé 70 um
bels6 atmérdjii iiveg mikropipettat (Biomedical Instruments, Németorszag) egy
manualisan elforgathaté kar tartja, amely a fiiggéleges iranyban motorizalt
mikromanipulatorhoz kapcsolddik (8. abra). A rendszer folyadék csovei teflonbol
(PTFE) késziiltek 1 mm-es belsé atmérdvel. A két teflon csé egy-egy nagy sebességli
két-utas, alaphelyzetben zart folyadék szelephez csatlakozik. A vékuumot a sejtek

felvételéhez, illetve a nyomast a felvett sejtek lerakasara egy-egy fecskendd biztositja.
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A vakuumot az egyik fecskendében egy fecskendé pumpa (NE-1000, New Era Pump
Systems) segitségével generaltam, mig a hidrosztatikus nyomast gravitacio segitségével
biztositottam gy, hogy egy masik fecskendot a Petri csésze magassagatél magasabb
szintre emeltem, igy elérve azt a kritikus (Laplace) nyomast, amely magassagon a
mikropipetta mar kinyilik és lehetévé valik az egyedi sejtet tartalmazo csepp lerakasa. A
vakuum -9050 Pa volt az NE-4C sejtek és -14050 Pa volt a monocita sejtek esetén, mig
az injekciés nyomas 6050 Pa volt. A folyadék rendszert minden egyes kisérlet utan

atoblitettem ionizalt vizzel, majd 96%-0s etanollal, hogy elkeriiljiik a szennyezddéseket.

7
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8. abra: A sejtvalogatd berendezés egyedi sejtek automatizalt valogatasara és lerakasara. A rendszer f6
komponensei: inverz mikroszkop digitalis kameraval; motorizalt fokusz és 2D-s motoros
mikroszkopasztal; fiiggéleges iranyban motorizalt mikromanipulator; CellSorter vezérld egység a
folyadékaramlas szabalyozasara; vakuumot el6allito 1-es fecskendd a fecskenddpumpaban és graviticios

talnyomast eléallitd 2-es fecskend illetve a CellSorter szoftvert futtatd szamitogép®.

b) 4 képalkotas.

A Petri csészében 1évo sejteket az inverz fluoreszcens mikroszkop (Zeiss Axio Observer
Al) 2D motorizalt asztalanak (Scan IM 120 x 100 motorizalt asztal, Méarzhauser)
inzertjébe helyeztem. Majd a tenyészet egy adott teriiletét kivalasztottam és digitalis
kamera (Qimaging Retiga 1300 cooled CCD) segitségével faziskontraszt ¢és
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fluoreszcens képet készitettem. A faziskontraszt felvételek készitése kozben a
mikroszkop asztal felett elhelyezkeddé mikropipettat tartd kart kibillentettem, hogy ne

zavarja a fénykép készitését.
C) A sejtek detektdilasa.

A felvett faziskontraszt és/vagy a fluoreszcens képeken 1évé sejtek detektalasa
torténhetett manualisan egy szamitogép egér segitségével, vagy automatikusan is a
CellSorter szoftver un ,,Local variance” algortimusaval. A detektalast kovetéen pedig a

szoftver megtervezte a valogatas legrovidebb ttvonalat.
d) Sejtek vilogatdsa és lerakdsa.

A sejtek detektalasat kovetden a mikroszkop kondenzor oszlopat hatra billentettem és a
mikropipetta tart6 kart visszaforgattam a minta felé. A vertikdlisan motorizalt
mikromanipulator (HS6/3, Mairzhéduser) joystick-jat hasznalva a mikropipettaval
Ovatosan megkdzelitettem, majd megérintettem a Petri csésze aljat azért, hogy 1 pm-es
fehér LED fénnyel vilagitottuk meg, hogy lathatova tegyiilk a pipetta hegyét a
mikroszkopban. A kisérletek soran a mikromanipulator a mikropipettat fel-le iranyba
mozgatta. Mieldtt az elsd sejt felvétele megtdrtént volna, sejttenyésztd médiumot
szivtam a mikropipettaba, hogy elkeriiljem a sejtek ozmotikus sokkjat. A felvett sejteket
egy 24 x 32 mm%es iiveg feddlemezre (VWR International) vagy PCR csdvekbe
(4titude) helyeztem. A fed6lemezre maximum 20 cseppet tettem le egymastél 5 mm
tavolsagban, hogy teszteljem a lerakasi folyamatot in situ. A valogatast kovetSen
megvizsgaltam minden lerakott cseppet faziskontraszt és fluoreszcens modban is, hogy
ellendrizzem, hogy azok valdban tartalmazzak-e az egyedi sejteket. Majd a Petri
csészében 1évo sejtek valogatasra kijeldlt tertiletérdl ismét mikroszkopos képét
készitettem. Igy Ossze tudtam hasonlitani a vélogatas elStt és a valogatas utan készitett

képeken, hogy pontosan mely sejtek felvétele volt sikeres.
Csepp térfogat mérése

Annak érdekében, hogy meghatdrozzam a mikropipetta altal lerakott, egyedi
sejtet tartalmazd cseppek térfogatat, egy analitikai mérlegen (Scaltec SBA 32)
megmértem egy PCR strip (8 db PCR csovet tartalmazo csik) és annak zard sapkajanak

tomegét a cseppek csdbe tétele eldtt és utan. A valogatds sordn a strip mind a 8 csove
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feltoltésre keriilt, majd a valogatast kovetden rahelyeztem a zar6 kupakot a csovekre,
hogy minimalizaljam a parolgéast. Ezutan minden cs6 esetén vizudlisan megvizsgaltam,
hogy tartalmaznak-c¢ cseppeket. A sejttenyészté médium striiségét a viz striiségének
értékével kozelitettem: 1000 kg/m?®.

4.2. Egyedi sejtek izolalasa szuszpenziobol

A vizsgalt sejttipusok

A kisérletek soran a 4.1.-es részben mar ismertetett monocita sejteket, illetve
3T3 egér kotdszoveti sejteket hasznaltam.
A 3T3 egér embrionalis fibroblasztokat (ATCC; CCL-92) MEM + 10% FCS tartalmua
médiumban tenyésztettem. A kisérlet eldtt a sejteket Dil fluoreszcens festékkel
megfestettem (30 perc, 10 uM, Invitrogen). A valogatasi folyamat el6tt a 3T3 sejteket
1x tripszin-EDTA oldattal 6 percig, 37°C-on kezeltem, majd a sejtszuszpenziot 300 g

fordulaton 2 percig centrifugaltam.
Miniatiir ,,multi-well plate” épitése Petri csészébe

Egy egyszerii 3D nyomtatot (Ultimaker) hasznaltunk ahhoz, hogy miniatir
H~multi-well plate”-et épitsink a 35 mm atmér6ji Petri csészékbe. A plate-ek
politejsavbol (PLA) késziiltek 0,5 vagy 1,0 mm magassaggal kezeletlen hidrofob (3T3
sejtek esetén) vagy sejttenyésztd Petri csészében (monocita esetén). A célunk az volt,
hogy a sejteket a csésze adott teriiletén tartsuk. A csészébe épitett strukturak két
nagyobb (5 x 5 mm?) és 24 kisebb (2 x 2 mm?) keretet (9. 4bra a) tartalmaztak a ritka
sejtkultiirabol torténd egyedi sejtek izolalasara, mig a siirli tenyészetbdl torténd
valogatasra a négy nagyobb (5 x 5 mmz) keretet tartalmazd Petri csészét (9. abra b)

hasznaltam.
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9. abra: A Petri csészébe nyomtatott miniatiir plate-ck lathatéak az a-b abrakon10.

Vékony sejtszuszpenzios réteg kialakitasa Petri csészében

A 3T3 sejtek esetén kezeletlen, hidrofob milanyag Petri csészéket hasznaltam.
Mivel a monocitak a hidrofob csésze feliiletére kissé kitapadtak, igy esetiikben hidrofil,
szOvettenyészt6 csészét hasznaltam, melyet 1 mg/ml PLL-g-PEG oldattal vontam be 30
percig, szobahdmérsékleten, hogy meggatoljam a sejtadhéziot.

Miutan a 881 mm? teriiletii Petri csészét 2 ml sejttenyésztd médiummal
boritottam, 1 ml szilikon olajat (Silicon oil AR 20, Sigma Aldrich) vagy asvanyi olajat
(Sigma Aldrich) rétegeztem a médiumra. Mind a szilikon olaj, mind az asvanyi olaj a
gyartd adatlapja és korabbi kisérleti megfigyelések alapjan biologiailag kompatibilis a
sejtekkel és érdemben nem befolyasoljadk azokat. A vékony sejttenyésztd réteg
létrehozasahoz egy laboratoriumi pipetta segitségével eltavolitottam a felesleges
médiumot az olajréteg alol és azt egy eppendorf csébe injektaltam. A csészében
megmaradt sejttenyészté folyadékréteg magassagat gy becsiiltem meg, hogy egy
analitikai mérlegen megmértem az eltavolitott médium tomegét. Amikor a sejtvalogatas
ritka tenyészetbdl tortént, 5-10 pl térfogata, 10% FCS tartalmt tapkozegben injektaltam
2000 sejtet a Petri csészébe épitett, 5 x 5 mm?2-es ,,miniatiir multi-well-plate” egyik
keretébe. Amikor viszont siiri kultirabol tortént a valogatas, akkor 5 x 10* jelletlen és
50 Dil festékkel jelolt 3T3 sejtet injektaltam kézi, laboratdriumi pipettaval, 5-10 pl
térfogatban egy 5 x 5 mm?- es keretbe.

A valogatas folyamata szuszpenziobol

Az egyedi sejtek detektalasara és izolalasara, a 4.1.-es rész valogatasi

folyamatahoz hasonloan, itt is az automatizalt mikropipetta berendezést hasznaltam. Az
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egyik kiilonbség az volt, hogy az alkalmazott mikropipetta bels¢ atmérdje nem 70,
hanem 30 um volt. A masik kiilonbség pedig, hogy jelen esetben a vakuum és a nyomas
1étrehozasara egyetlen fecskend6t (1-es fecskendé) hasznaltam, amelyet egy fecskendd
pumpa mozgatott. A vakuum értéke -100 Pa, a tulnyomas értéke pedig 4200 Pa volt.
Ezen kivill egy masik fecskendét (2-es fecskendd) is hasznaltam, amelyben a nyomas
allandéan ugyanaz volt, mint a Petri csészében, azaz a kornyezeti nyomds. Miutdn
pozicionaltam a mikropipettat a kovetkezd sejt folott €s megkdzelitettem a feliiletet 5
um magassagig, a fecskendé pumpa altal mozgatott fecskendében (1-es fecskendd)
beallitott vakuumot alkalmaztam a mikropipettara gy, hogy a hozzé tartoz6 folyadék
szelepet (1-es szelep) 10 ms idStartamra Kinyitottam. Annak érdekében, hogy a sejt
felvétele utdn gyorsan megsziintessem a vakuumot illetve az aramlast a
mikropipettaban, az allandé magassagon 1évé fecskend6hoz (2-es fecskendd) tartozod
szelepet (2-es szelep) a kornyezeti nyomassal 1 mp-re nyitottam. A sejtek lerakasahoz
ugyanezt a modszert hasznaltam, de vakuum helyett talnyomast allitottam be az 1-es

fecskendében, melyet 1 mp-ig alkalmaztam.
Kép szegmentacio sejtek felismeréséhez kiilsé algoritmussal

Specidlis sejtvalogatasi feladatokhoz tetszdleges, a CellSorter szoftverbe épitett
eljarastol fiiggetlen, kiilsé kép szegmentécios algoritmusokat is tudtunk alkalmazni. A
kiilsé algoritmus a szamitogépre letoltott képeket hasznalja, majd atadja a felismert
sejtek koordinatait (adott esetben a sejtre illesztett hatarolo téglalap dimenzidit valamint
a sejt atlagos fényességét) a hardvert vezérlé CellSorter programnak. Ezek az adatok
atvihetéek a Windows vagolapon keresztiil vagy egy .csv fajlban. A modszert a nyilt
forraskodu Imagel szoftver segitségével teszteltiik, melyben szamos képfeldolgozé és

szegmentald algoritmus 4ll rendelkezésre.
Adaptiv sejtcélzas

Bar a folyadékkonvekciot minimalizaltam a vékony rétegii sejtszuszpenzio olaj
réteggel valo lefedésével, a sejtek passziv mozgasat azonban nem tudtam teljesen
leallitani. Ha a mikropipetta bizonyos sejteket korabban mar felszivott, akkor ezzel mas
kozeli sejteket is kissé elmozditott. Annak érdekében, hogy a célzott sejteket pontosan
eltalalja a mikropipetta, az elmozdult sejtek koordinatait a szoftver a valogatasi
folyamat kozben korrigalta. Ez Gigy tortént, hogy miel6tt a mikropipetta felvette volna a

soron kovetkez0 sejtet, a szoftver készitett egy ujabb fluoreszcens képet, igy felismerte,
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ha a felvételre szant sejt elmozdult és javitotta annak koordinatait. Egy kép felvétele és
kiértékelése 1-2 mp-nél nem tartott tovabb. Igy minden izolalandd sejtet kétszer
detektaltunk szamitogépes latassal: el6szor, amikor a szamunkra érdekes teljes teriiletet
beszkenneltiik, masodszor pedig kozvetleniil mielétt a felvenni kivant sejtet

megcéloztuk volna.
A Kkisérleti paraméterek optimalizalasa

Annak érdekében, hogy maximalizaljam az egyedi sejtek valogatasi hatékonysagat, a

kovetkezd kisérleti paramétereket optimalizaltam:

1. A Petri csésze hidrofobicitasa annak érdekében, hogy elkeriiljem a sejt
kitapadasat a valogatas soran.

2. A mikropipettara kapcsolt vakuum és nyomas értékek a sejt felvétele és lerakasa
soran. Az optimalis vakuum -100 Pa, az optimalis tilnyomas pedig 4200 Pa volt.
A mikropipettaban 1évé folyadékaramlast a mikropipettara kapcsolt pontos, 0 Pa
beallitasaval allitottuk le.

3. Az iiveg mikropipetta atmérdje. Nagyobb atmérdjii mikropipettat hasznalva tobb
sejt keriilt felvételre és nagyobb térfogatban, mig a kisebb atmérdjii hegyekkel a
probléma az volt, hogy a sejtek beleragadtak a hegy belsejébe. Az optimalis
atmér6 30 um volt.

4. A 3D nyomtatott mikrokutak mélysége. Az optimalis mélység 1 mm volt. Ekkor
a sejtek a kereten beliil maradtak. A 0,1 vagy 0,5 mm-es mélységii kutak esetén
szignifikansan tobb sejt szokott ki a keretbdl.

5. Az 5 x 5 mm%es keretbe injektalt sejtszuszpenzid térfogata. Az optimalis
térfogat 5 pl volt. Ennél nagyobb térfogat esetén a sejtek gyakran kiusztak a
keretbdl, mig kisebb térfogatnal pedig nem terjedtek szét megfeleléen a
rendelkezésre allo teriileten beliil.

6. Osszehasonlitottam az 0j modszer hatékonysagat mikrostruktirakban torténd
egyedi sejtcsapdazassal és ezt kovetdé mikropipettas valogatassal. A PDMS-bol
késziilt mikro-kutak atmérdje a sejt méretének megfeleléen volt optimalizalva.
Az optimalis 4&tméré 15 um volt a human monocitak ill. 20 pm volt a 3T3 sejtek

esetén.
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Sejtek életképességének vizsgalata

Meghataroztam a sejtvalogatasi eljaras sejtek életképességére kifejtett hatasat
3T3 sejteket hasznalva. Az izolalt sejteket a miniatiir ,,multi-well plate-en” beliil 0,2%
os tripan kék festékkel kezeltem. Miutan a sejteket a tripan kék festékkel néhany percig
szobahOmérsékleten inkubaltam, az izolalt sejtekrdl képeket készitettem faziskontraszt
¢és vilagos latdteri modban. Ezutan megszamoltam az ép (nem kék) és sériilt (kék)
sejteket a képeken. Az izolalast kovetden megvizsgalt, vékony folyadékrétegbe injektalt
707 sejt 95 + 4%-a ¢életképes volt.

Kontrollként a 3T3 sejteket a hagyomanyosan hasznalt 2 mm magas
sejttenyészté folyadékrétegbe helyeztem (35 mm atmérdjti Petri csészében) és a tripan
kékkel valo kezelés eldtt 30 percig szobahdmérsékleten tartottam oket. A 30 perces
szobahdmérsékleten torténd inkubalast azért végeztem, mert atlagosan ennyi ideig tart
egy sejtvalogatasi folyamat, igy a kontroll sejtek életképességét ugyanannyi idd
elteltével vizsgaltam, mint az izolalt sejtek életképességét. A megvizsgalt 594 kontroll
sejt 94 + 2%-a volt életképes, igy az a kdvetkeztetés allapitothatdo meg, hogy a valogatas

nem befolyasolta a sejtek életképességét.
A valogatas soran felvett és lerakott cseppek térfogatanak mérése

A sejtek izolalasa valamint lerakasa soran az egyedi sejtet tartalmazd
sejttenyészté médium térfogatat a kovetkezoképp hatdroztam meg. Analitikai mérleg
segitségével lemértem a Petri csésze tomegét a vékony vizréteggel és az ezt fedd
olajréteggel egyiitt. Majd a sejt felvételét (ill. a lerakas folyamatat) vizzel, sejtek nélkiil
szimuldlva, €és 1000-szer megismételve Ujra lemértem a Petri csésze tomegét. A
sejttenyészté médium siirliségét a viz stirliségével kozelitve (1000 kg/mg), a sejtfelkapas
térfogata 1,4 £ 0,6 nl, mig a lerakasé 147 + 11 nl volt. A viszonylag magas lerakasi
térfogatra azért volt sziikség, hogy elkeriiljiik a sejtek mikropipettdba tapadasat. Az
iiveg mikropipetta feliiletének mddositasa a sejtadhézid gatlasanak érdekében varhatéan

lehetvé fogja tenni a lerakasi térfogat tovabbi csokkentését.
A passziv sejtmozgas sebességének meghatarozasa

Megmértem a sejtek passziv mozgasanak sebességét kezeletlen, hidrofob, 35

mm atmérdji Petri csészében. A 3T3 sejteket 1x tripszin-EDTA oldattal kezeltem 6
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percig, 37°C-on, majd ezt kovetden a sejtszuszpenziot lecentrifugaltam (300 g fordulat,
2 perc).

Az els6 esetben a sejteket 2 ml térfogati sejttenyésztd médiumot tartalmazd Petri
csészébe helyeztem. A masodik esetben a sejteket egy vékony (~100 um-es)
sejttenyészté folyadékrétegben tartottam, melyet olaj fedéréteggel boritottam. A
harmadik esetben pedig az el6z6hoz hasonléan a sejteket vékony sejttenyésztd
folyadékrétegben tartottam, melyet olaj fedéréteggel boritottam, azonban itt a sejteket
nem a teljes Petri csészébe injektaltam, hanem a Petri csészébe nyomtatott ,,multi-well
plate” egy 5 x 5 mm*-es keretébe. Ezt kvetSen a sejtekrél egy oran keresztiil minden
fél percben faziskontraszt képeket rogzitettem a mikroszkopon a CellSorter szoftver
time-lapse moduljat hasznalva. Ezutan minden egyes latotéren manualisan nyomon
kovettem 5-10 sejt mozgasat. Majd kiszamoltam a 2-3 kisérlet soran végigkovetett
sejtek atlagos sebességét. 120 mp-es idokozonként (30 mp helyett) megmértem a sejtek
elmozdulésat, tehat a mozgas sebességét egy viszonylag hosszu, 2 perces idétartamra

atlagoltam, hogy csokkentsem a mérési hiba lehetdségét.

4.3. Egyedi sejtek izolalasa mikrostruktiurabdl

PDMS (poli-dimetil-sziloxan) mikro-kutak gyartasa

15 és 20 um atmérdjii kutakat hasznaltam, melyek illeszkedtek a monocitak és
3T3 sejtek méretéhez. A strukturdkat az MTA EK MFA MEMS Laboratériuma
készitette szamunkra a kovetkezo eljarassal. A microwell array litografiai maszkjat egy
Heidelberg DWL 66+ 1ézer minta generatorral gyartottak. A végsé microwell tombdoket
PDMS-bdl ontottek ki, SU-8 negativ mintat hasznalva formazasi replikaként. Az SU-8
(MicroChem) egy epoxi alapi negativ fotoreziszt, melyet széles korben hasznalnak
mikrostruktarak gyartasara. A szilicium szubsztratra SU-8 3025 fotorezisztet vittek fel
spin-coating modszerrel 3000 rpm fordulattal, Brewer Science Cee 200CBX-et
hasznalva, majd UV fénynek tették ki. Metoxy-2-propil acetat oldatot alkalmaztak,
hogy eltavolitsak a megvilagitatlan rezisztet. Majd a kapott strukturak geometriai
paramétereit jellemezték. A mester replika mindségét pasztazo elektron mikroszkop
(SEM) segitségével tovabb ellendrizték. A PDMS elasztomert és a térhalosito szert 10:1

tomegaranyban keverték 0Ossze, majd a buborékmentesitett oldatot raontotték a
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fotoreziszt replikara és 2 napig szobahOmérsékleten szilarditottdk meg, ezutan pedig a
megszilardult PDMS struktarat levalasztottdk az oOnt6formarol. A végsé PDMS
mikrostruktarajat SEM-mel jellemezték (10. abra).

Mivel a hagyomanyos, feliiletre kitapadt sejtek valogatashoz hasznalt 70 pm belsd
atmérdjli mikropipetta térbeli felbontasa 70 um®°, igy a mikro-kutakat egy racsba

rendeztiik 100 pm-es racsallandoval, hogy elkeriiljiik a kornyezd kutakbol a felvételre

nem szant sejtek felszedését.

10. abra: A litografias eljarassal 1étrehozott PDMS microwell tombdk pasztazo elektron mikroszkdpos (a)

és nagyitott (b) képe™.
Egyedi sejtek csapdazasa PDMS mikro-kutakban

Miutan a 10 x 10 mm®-es mikro-kutakat tartalmazo PDMS-t belehelyeztem egy
35 mm atmérdji, sejttenyésztd médiumot tartalmazd Petri csészébe, sejttenyésztd
inkubatorba tettem 6ket (37°C, 5% CO,) ~2 érara, hogy minden egyes kut tokéletesen
feltoltddjon a médium oldattal, és hogy az esetlegesen megtapadt levegd buborékokat
eltdvolitsuk. Azutdn a médiumot eltdvolitottam a csészébdl és a mikrostrukturat
tartalmaz6 rész kivételével a PDMS lemez minden oldalat szoszmentes torldpapirral
megtoroltem. Ezutan a sejtek szamat (3T3 sejtek esetén tripszines kezelését kovetden)
Biirker-kamraban meghataroztam, és 2-4 x 10° sejtet lecentrifugaltam 300 g fordulaton,
6 perc alatt. A centrifugélds utan a feliiluszot eltavolitottam és a lelilepedett sejteket 100
ul térfogati médiumban jraszuszpendaltam, melyet aztdn egy laboratoriumi pipettaval
a PDMS lemezre helyezte és inkubaltam 30 percig, 37°C-on. Inkubalds utan az 0sz6
sejteket eltavolitottam a PDMS-rél egy laboratoriumi pipettaval torténd Ovatos
mosassal. Végiil a PDMS lemezt egy 11j Petri csésze aljara nyomtam és friss médiummal

boritottam.
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4.4, Egyedi sejtek adhézios erejének mérése

4.4.1. Immunsejtek adhézios erejének vizsgadlata sejtadhézios molekuldkkal

bevont feliileteken

Az adhézids eré6 mérésére hasznalt sejttenyészetek

A kisérletek soran immunsejtek: human primer monocitak és monocitakbol in
vitro differencialtatott makrofagok és dendritikus sejtek adhézids erejét vizsgaltam. A
monocitak izolalasanak 1épéseit a 4.1.-es részben mutattam be. A monocita-eredetii
dendritikus sejtek (MDCs) létrehozasahoz a monocita sejteket 100 ng/mL rHu GM-
CSF-fel (rekombinans human granulocita/macrofag-kolonia-stimulalé faktor, R&D
Systems) és 15 ng/mL rHu-IL-4-gyel (rekombinans human interleukin-4, R&D
Systems) kiegészitett 10% FCS tartalmi RPMI médiumban tenyésztette szamunkra az
ELTE Immunolégia Tanszéke 5 napig, 24 lyukl sejttenyésztd lemezen (Corning) 5 x
10°/ ml sejtsiirtiségben. A monocita-eredetii makrofagok (MDMs) generalaséhoz a
sejteket ugyanugy tenyésztették, mint az MDCs-eket, kivéve, hogy csak GM-CSF

citokint adtak a kultarahoz.

Adhézios er6 meghatarozasa

a) A sejttenyészetek elokészitése a 70 pm belsé atmérdjii mikropipettaval torténé

eromeérésre

A mérések elott egy steril 9 mm x 9 mm X 5 mm-es (szélesség x mélység X
magassag), PDMS-bdl késziilt 2 tiregli inzertet (Ibidi) helyeztem a 35 mm atmérdji
sejttenyészté milanyag Petri csésze feliiletére (11. abra). A keretet a csésze aljara
nyomtam, majd a hatarait a csésze kiilsé részének aljan korberajzoltam, hogy
biztositsam a valogatas soran az inzert teriiletének lathatosagat. Az egyik keretbe 10
parasitott, 5% CO, légkorben. Az inkubacid utan a fibrinogén oldatot eltavolitottam és a
feliiletet kétszer mostam PBS-sel. Ezutan az inzertet eltavolitottam a csészébol és a
teljes csésze feliiletét 1 mg/ml PLL-g-PEG-gel vontam be a protokollnak megfelel6en
és szobahdmérsékleten, 30 percig inkubaltam vele a csészét. Igy a 2 iiregii inzert egyik
fele fibrinogénnel lett bevonva, melyet aztan PLL-g-PEG polimerrel passzivaltam, mig

a masik fele kontrollként szolgalva csak PLL-g-PEG-gel volt fedve. Majd 75000 sejtet
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tartalmazo sejtszuszpenziot helyeztem a bevont csészére, amelyben 30 percig, 37°C-on
parasitott, 5% CO, légkdrben inkubaltam a sejteket. Ezt kdvetden a tenyészetet 3-4-szer

HBSS pufferrel mostam, hogy eltavolitsam az uszkalo sejteket.

11. dbra: Egy 35 mm atmérdji, sejttenyésztd milanyag Petri csésze feliiletére helyezett, PDMS-bdl

késziilt 2 tiregli inzert (Ibidi).
b) Képalkotas

A Petri csésze feliiletkezelése €s sejtekkel vald inkubalasa utan a 4.1.-es részben
megismert modon a Petri csészét a fluoreszcens mikroszkép 2D-S motorizalt asztalara
helyeztem; kivéalasztottam a Petri csésze kordbban korberajzolt teriiletét és digitlis

kamera segitségével faziskontraszt moédban beszkenneltem azt.
c) Sejtek detektalasa, valogatasa

A faziskontraszt képeken a sejteket automatikusan detektaltattam a CellSorter
szoftverrel, majd a szoftver egy utazd iligyndk algoritmust hasznalva megtervezte a
valogatas legrovidebb utvonalat.

A feliiletre kitapadt egyedi sejtek adhézids erejét Iépésenként megemelt
vakuumot alkalmazva hatdroztam meg. A mikropipetta segitségével létrehozott lokalis
hidrodinamikai erd alkalmazasa el6tt €s utan a motorizdlt inverz mikroszkép
segitségével képet készitettem a vizsgalt teriiletr6l, amelyeken aztan megszamoltam a
sejteket, és ez alapjan hataroztam meg a még feliiletre kitapadt sejtek aranyat. A

vakuumot addig noveltem, amig a legtobb sejtet el nem tavolitottam a feliiletrdl.
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Adhézios eromérések Kkis (5 pm) atmérdju hidrosztatikus mikropipettaval

A kisérletek el6tt a fibrinogénnel fedett, 35 mm atméréjii miianyag sejttenyésztd
Petri csészébe CFSE festékkel jelolt monocita sejteket helyeztem ,,4 sejttenyészetek
elokészitése a mikropipettival torténd eromérésre” résznek megfeleléen. Majd a Petri
csészében 1évo sejteket az inverz fluoreszcens mikroszkopra helyeztem. Ezekben a
kisérletekben a 70 pm belsdé atmérdji iiveg mikropipetta helyett 5 pm atmérdjii hegyet
hasznaltam, hogy felemeljem a sejteket hidrosztatikus koriilmények alatt. A
mikropipetta hegyét 40 x objektiv lencse folott poziciondltam 3 dimenzidban, 1 pm
pontossaggal. E16szor megérintettem a heggyel a Petri csésze feliiletét, hogy kalibraljam
a fliggdleges helyzetét, majd a mikropipetta hegyének magassagat a feliilettdl 30 um-re
allitottam be. Azutan a motorizalt asztal joystick-janak mozgatasaval a hegyet a sejt f61é
helyeztem Beadllitottam a vakuumot a fecskenddben és kinyitottam a folyadékszelepet.
Aztdan a mikromanipuldtor joystick-janak mozgatdsaval, a heggyel Ovatosan
megkozelitettem a sejtet. A hegy és a Petri csésze feliilete kozotti tavolsagot 30 um-rél
10 um-re csokkentettem. Majd a hegyet a felszintdl ismét 30 pum tavolsagra emeltem.
Ha a sejt felvétele sikeriilt, akkor a kovetkezo sejtet céloztam meg, ha viszont a sejt a
feliileten maradt, akkor noveltem a vakuum értéket. A szivoerd értéke a fecskenddben
0-0,7 uN kozotti erdtartomany volt, amelyet lépésenként ndveltem addig, amig a
kivalasztott sejtet fel tudtam venni a feliiletrél. A kis atmér6jii mikropipetta 5-10 sejt
felvétele utan gyakran eltomddott. Miutan a hegy eldugult és nem tudtam vele t6bb
sejtet felvenni, kicseréltem a mikropipettat.
A hidrosztatikus mikropipetta manipulaciés technika elénye, hogy egyszeri és
kikiiszoboli a hidrodinamikai szimulaciok alkalmazasat, azonban hatranya az alacsony

ateresztoképessége, mely a manualisan koordinalt mikromanipulaciobdl adodik.
Adhézios eromérés mikrofluidikai Aramlasi csatornaval

Referencia mérésként milanyag aramldsi kamrakat hasznaltam 6 parhuzamos

crcr

csatornaval (Ibidi, p-Slide VI 0.1), hogy 6sszehasonlitsam a monocitak adhézidjat azok

in vitro differencialtatott leszarmazottainak; a makrofagok és dendritikus sejtek

crer

crer

30 percig, hogy gatoljam a nem specifikus sejtadhézidt. A kontroll csatornakat csak
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PLL-g-PEG-gel boritottam, fibrinogén nélkiil. A 2-4 x 10%ml sejtsiiriiség elérése
érdekében a sejteket Heraeus Pico 17 centrifuga segitségével iilepitettem (Thermo
Electron Corporation) 300 g fordulaton, 6 percig. Majd 10 ul sejtszuszpenzidt juttattam
minden egyes csatornaba. Ezutan a csatornaba keriilt sejteket 30 percig inkubaltam
37°C-on parasitott, 5% CO, atmoszféraban. Inkubécié utan az aramlasi kamrat egy
inverz faziskontraszt mikroszkopra (Olympus CKX41, 4 x objektiv lencse) helyeztem,
hogy nyomonkdvessem a feliiletre tapadt sejtek aramlas hatasara bekovetkez6 levalasat.
Egy fecskendd pumpa altal vezérelt, HBSS pufferrel megtoltott 50 ml-es fecskenddt a
p-Slide-hoz csatlakoztattam és az aramlasi ratat 1épésrél 1épésre noveltem, amig a
legtobb sejtet el nem tavolitottam a kezelt feliiletrdl. Az aramlasi ratat minden egyes
lépés soran 10 mp-ig alkalmaztam. Az aramlasi rata ndvelése el6tt és utan a sejtekrol
képeket készitettem, hogy meghatdrozzam a még feliileten 1év6 sejtek szamat. Ebbdl
aztan meghataroztam a még kitapadt sejtek szamanak és a kisérlet kezdetén a feliileten

1év0 sejtek szamanak aranyat.
Atlagos sejtteriilet és a sejtadhézios eré kozti osszefiiggés vizsgalata

Vizsgaltam az atlagos sejtteriilet és a sejtadhézios erd kozotti Osszefliggést a
harom sejttipus esetén. A fibrinogén feliileten kitapadt, két kiilonbdz6 donortol
szarmaz6d Osszesen 709 monocita sejtet, 2250 makrofagot és 2946 dendritikus sejtet
automatikusan detektaltattam a sok latdteres mozaik faziskontraszt képeken a CellSorter
szoftver segitségével. A sejteket befoglald keretek (Ax) szélessége €és (Ay) magassaga

alapjan a sejtek teriiletét (A) a kovetkezOképp becsiiltem meg:
A = (mt* AxAy)/4. Q)

Azokat a ritka eseteket, amikor a detektalaskor egynél tobb sejt keriilt ugyanabba a
keretbe, kihagytam a szamolasbol.

Az aramlas mérése a mikropipettaban

Az erdmérés soran a mikropipetta hegyének magassagat a 2 ml ionizalt vizet
(Seralpur AP 30) tartalmazo Petri csésze feliiletétél 5 vagy 10 um tavolsagra allitottam
be. A mikrofluidikai rendszer PTFE csoveit ionizalt vizzel toltéttem fel, azonban a
fecskendéhoz csatlakozo csé végében levegét hagytam. A csében 1évo viz és a levegd
kozotti hatarfeliilet egyértelmiien lathatd volt. A folyadékszelepet aztan bezartam és a

fecskend6 térfogatat a 40 ml kezdeti értékrél megndveltem egy magasabb értékre, hogy
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vakuumot generaljak benne. Az adott vakuum érték aramlési ratajanak kiszdmitasahoz,
megmértem a szelep nyitasat kovetden a viz-levegd hatérfeliilet elmozdulasat a teflon
cs6ben. A fluidikai szelepet hosszabb idére, 20 mp-re nyitottam ki a mérés soran, hogy
minimalizaljam a tranziens hatasokat. A csOben 1év6 hatarfeliilet-elmozdulast toloméro
segitségével mértem meg. A vakuum értékeket a fecskendd kezdeti és végso
térfogatabol szamoltam ki, korrigalva a hidrosztatikus nyomassal (Hg = 270 mm) és a

cs6 levegd tartalmaval. Minden aramlasi mérést 6tszor ismételtem meg.
Numerikus szimulaciok

A feliiletre kitapadt egyedi sejtek adhézids erejét nagy pontossaggal tudtam
mérni Ugy, hogy tobbszér egymas utdn, egyre nagyobb vikuum mellett probaltam
felkapni a pipetta ala pozicionalt vizsgalando sejtet. A mikropipettaban kialakulo
aramlés szamitogépes szimulacidja segitségével a fecskenddben 1€évo kisérleti vakuum
értéket hidrodinamikai felhajtoerévé alakitottam, igy meg tudtam adni a célzott sejtekre
hat6 hidrodinamikai emel6 er6 becsiilt értékét Newton mértékegységben. Ahhoz, hogy
megbecsiiljiik a célsejtre hatdé hidrodinamikai felhajtoerét a mikropipettaban, numerikus
szimulaciok segitségével meghataroztuk a 20 um atmérdji, félgomb modell sejtre hatod
erdt, figyelembe véve a nyomas és a nyiroerd eloszlasat a modell sejtfelszinen. (A
nyirofesziiltség a félgdmb felszinén 1évé negativ nyomashoz képest elhanyagolhat6
volt.)

A szimulaci6 soran fontos paraméter volt a mikropipetta apertiraja €s a
mikropipetta tadvolsdga a felszintdl. Ezek vizsgalatira a 70 um belsé atmérdji iiveg
mikropipettat toluidin-kék festékkel toltottem fel és digitalis mikroszkopos felvételek

készitése utan meghataroztam annak belsé geometriajat (12. abra).
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12. abra: A kisérletekben hasznalt iveg mikropipetta belsé atmérdje a hegyt6l vald tavolsag

fiiggvényében™.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a sejt alakjanak és a mikropipetta

futtattunk. Minden 3D-s szimulacid soran a mikropipetta hegye és a Petri csésze alja
kozti tavolsag (H) 10 um volt. A szimulaciokat a COMSOL szoftvert (COMSOL
Multiphysics® Modeling Software) alkalmazva végeztiik a Navier—Stokes-egyenletek
megoldasaval. A CFD (Computation Fluid Dynamics) megkdzelitést alkalmaztuk, hogy

kiszamoljuk a nyomads eloszlast a sejten és a kapott becsiilt vertikalis emeld erdt. Ez a

technika megoldja az alapvetd 4&ramléastani egyenleteket, valamint a tovabbi

egyenleteket is, melyek modellezik a turbulencia hatasat.

A numerikus szimulaciokat a Petri csésze aljan szabadon cstszo (free slip)
peremfeltétellel (13. abra a) és meg nem cstsz6 (no-slip) peremfeltétellel (13. abra b) is
olyan félgomb alakti modell sejttel futtattuk, ahol a mikropipetta a felvenni kivant sejt
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kozéppontjat talalta el. Azt is vizsgaltuk, amikor a mikropipetta a sejtet nem pontosan a
kozéppontja folott, hanem attol vizszintes irdnyban 5 pm-es tavolsagban taldlta el a
felvétel soran (excentrikus pozicid). Azt tapasztaltuk, hogy az erd nagysagat az
excentrikus pozicid alig valtoztatta meg. Az eredmények alapjan tehat azt mondhatjuk,
hogy a mikropipetta pozicionalasi hibajanak elhanyagolhatd hatasa volt a
hidrodinamikai felhajtoerdre.

A sejt alakjanak a hidrodinamikai emel6 erére gyakorolt hatasat egy lapos fél diszkosz
alakt sejten vizsgaltuk a félgombbel Gsszehasonlitva szabadon csuszo (13. dbra a) és
meg nem csuszo peremfeltételek (13. abra b) mellett. Azt tapasztaltuk, hogy sejt
alakjanak hatasa abban az esetben volt jelentds, amikor a Petri csésze aljan ,,szabadon

cstszd” peremfeltételt szabtunk Ki.
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s szimulaciokkal, a Petri csésze aljan szabadon csuszo6 peremfeltétellel (a) €s meg nem csuszo

peremfeltétellel (b) szamolva.
Statisztikai elemzés

Az adatokat 2-mintas, parositatlan t-teszttel elemeztem a mintak 95%-0s

megbizhatdsaggal torténd dsszehasonlitasara.

4.4.2. CDI1b/CDI8 és CD11c/CDI18 integrinek vizsgalata immunsejteken

Az adhéziés eromérések soran vizsgalt sejtek
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A 4.4.1. fejezetben leirt harom immunsejt: a monocitdk, makrofdgok é&s
dendritikus sejtek adhézigjat vizsgaltam mélyebben. Az altaluk legnagyobb
mennyiségben expresszalt receptorok a leukocita- specifikus B, integrinek, kiilondsen az
ampP2 (mas néven komplement receptor 3, azaz CR3, Mac-1, CD11b/CD18) és axf2
(mas néven komplement receptor 4, azaz CR4, CD11c/CD18) integrinek.
Tanulméanyoztam az amP2 és oxP2 integrinek ezen sejtek kitapadasahoz valo
hozzajarulasat. Az ELTE Immunolégia Tanszéke blokkolta szamunkra az apmf,-t anti-
CD11b antitesttel (monoklonalis mIgG1 klon TMG6-5) vagy az axf, integrineket anti-
CDl11c antitesttel (monoklonalis mIgG1 klon 3.9, Biolegend) mindharom sejten ugy,
hogy a sejteket FcR receptorblokkold szer (Miltenyi Biotech) jelenlétében 30 percig
inkubaltak a megfeleld antitesttel, 4°C-on. Majd a 4.4.1. fejezet ,,4 sejttenyészetek
elokeszitése a mikropipettaval torténé eromeérésre” részéhez hasonléan a 35 mm
atmér6jii Petri csésze feliiletét fibrinogénnel vontam be. Ezutan a nem-specifikus
sejtadhéziot PLL-g-PEG polimerrel blokkoltam. Utana az antitesttel blokkolt sejteket,
valamint a kontroll (antitesttel nem, csak FcR receptor blokkoloval kezelt) sejteket a
csészékbe helyeztem és 30 percig, 37°C-on, 5% CO,-ot tartalmazo inkubatorban
tartottam Oket. Az inkubaciot kovetéen 3-4-szer mostam a sejteket HBSS pufferrel,
hogy eltavolitsam az Usz6 sejteket. Ezt kovetéen vizsgaltam a kitapadasukat 70 pm

belsd 4tmérdjii mikropipettaval.
Fibrinogén ligandok szamolasa az adheziv felszinen

A fibrinogén ligandok szamanak meghatarozasara bevezettiink egy j modszert
a feliileti bevonatokban 1évd fehérjék pontos szdmolasara. A feliileti molekuldk,
makromolekulak direkt szamol4sdhoz altaldban nagy térbeli felbontast technika,
példaul elektronmikroszkdp, atomi erémikroszkdp vagy Rontgen-szords sziikséges.
Ugyanakkor a sejtbiologiai kisérletekben hasznalt miianyag feliileteken ezek a
modszerek sem képesek a kitapadt fehérjék szamat megadni a hordozo feliileti
durvasaga és egyéb technikai nehézségek miatt. Az altalunk bevezetett moédszer
rendkiviil egyszeri ¢és mindossze standard fluoreszcens mikroszkopot igényel. A
feltiletre felvitt fehérjék kozé hasonld, de fluoreszcensen jelolt fehérjéket keveriink.
Feltessziik, hogy a jelolt fehérjék ugyantigy tapadnak a feliiletre, mint a jeldletlenek. Ha
minden fehérjét megjeldlnék, a mikroszkop nem tudna feloldani az egymastdl néhany
nanométerre 1évé molekuldkat. 10000:1 aranyu jeldletlen:jellt fibrinogén keverés

esetében azonban a jeldlt fehérjék kozti tavolsag szazszor akkora lesz, mint a
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jeloletlenek kozti tavolsag. Megfeleld keverési arany mellett tetszélegesen felnagyithato
az atlagos tavolsag a jeldlt, detektdlandd fehérjék kozott. Igy az optikai mikroszkop
mikrométeres felbontasa mar elegendé a képalkotashoz. A fibrinogén molekulakat a
milanyag feliileten sejttaszito PLL-g-PEG bevonat alkalmazéisa el6tt €s utdn is
megszamoltuk, és azt talaltuk, hogy a PLL-g-PEG nem valtoztatja meg a mar kitapadt

fehérjék szamat, amely esetiinkben 2-5000 molekula/pum? volt. Ez az eredmény fontos

crcr

Statisztikai elemzés

Az adatokat 2-mintds, parositatlan t-teszttel elemeztem a mintdk 95%-0s

megbizhatdsaggal torténd dsszehasonlitasara.

4.4.3. Sejt-sejt adhézios erd vizsgalata mikropipettaval

Az adhéziés eromérések soran vizsgalt sejtek, kezelések

Elészor egy konfluens HUVEC (human umbilical vein endothelial cell, emberi
koldokvéna endotélias sejt) sejtréteget hoztunk létre egy 35 mm atmérdjii milianyag,
sejttenyésztd Petri csészében (Greiner). Majd 2 uM rMASP 1-gyel (mannan-koto-
lektin-asszocialt szerin proteaz-1), 300 nM trombinnal 6 6raig vagy 10 ng/mL TNFa-
val (tumor nekrozis faktor alfa) 24 oraig kezeltiik 6ket. A kontroll tenyészetet nem
kezeltiik. Ezt kdvetden az endotél sejteket tartalmazo Petri csészébe helyeztiik az OG-
488 (Oregon Green® 488 karbonsav-diacetat-szukcinimidil-észter-1, Invitrogen)
fluoreszcens festékkel jelolt differencialt PLB 985 (dPLB 985) modell neutrofil
granulocita sejteket és 60 percig, szobahémérsékleten inkubaltuk Oket. Az inkubacio
utan a tenyészet mosasa nélkiil a 4.4.1. fejezet ,,Képalkotas illetve Sejtek detektildsa,
valogatasa "részében megismert modon vizsgaltam a kiilonb6z6é kezeléseknek kitett
HUVEC sejtréteg és az egyedi neutrofil sejtek kozotti adhézios erét 70 um atmérdjii

mikropipettaval.
Statisztikai elemzés

Az adatokat egytényezds varianciaanalizissel elemeztem a mintak 95 és 99%-0s

megbizhatosaggal torténd osszehasonlitasara.
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5. Eredmények

5.1. Egyedi adherens sejtek automatizalt valogatasa és kis térfogatban

torténo lerakasa

A szamitogép- vezérelt mikropipetta

A korabban mér bemutatasra keriilt® sejtvalogatd rendszert az izolalt egyedi
sejtek lerakéasara a kovetkezok szerint fejlesztettiik tovabb® (8. dbra). Az egyedi sejtek
felvételére szolgdld iiveg mikropipettdt egy vertikdlisan motorizalt, horizontalisan
manualis mikromanipulatorhoz régzitett, manualisan forgathat6 kar tartja (14. dbra). A
motorizalt mikroszkop asztalon 1évé CellSorter inzertben helyezkedik el a 35 mm-es
Petri csésze a valogatni kivant sejtkultiraval. A mikropipetta altal izolalt sejteket a
rogzitett inzerten talalhato tiveg fed6lemezre vagy PCR csovekbe tettem. Az egyedi
sejtek szallitasat a célhelyre ugy végeztem, hogy a motorizalt asztalt a Petri csésze és a
PCR csovek (vagy liveglemez) kozott oda-vissza mozgattam a szamitogépen futd

szoftver segitségével®.

Teflon csé

Mikropipetta tart6 kar

Mikropipetta \

-
-
e ™
-

Petri csésze

Uveg fedélemez

PCR csévek Fiigg6leges iranyban
Inzert motorizalt
mikromanipulator

14. abra: Az egyedi sejtek felszedését végzd 70 pm belsé atmérdju tiveg mikropipettat egy manualisan
forgathato kar tartja, ami a fligg6leges iranyban motorizalt mikromanipulatorhoz kapcsolodik. A sejtek
egy 35 mm atmérdjli Petri csészébdl keriilnek felvételre és PCR csovekbe vagy egy vékony iiveglemezre

tessziik le 8ket”.
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Feliiletre kitapadt neuroektodermalis egér ossejtek (NE-4C) és human monocita

sejtek izolalasa

Az NE-4C sejtekkel valo kisérletek soran a sejteket elészor Dil fluoreszcens
festékkel jeloltem (10 uM, 30 perc), majd az adherens sejteket 30 mp-ig tripszin-EDTA
oldattal kezeltem, hogy gyengitsem a kitapadasukat. Ezt kovetéen faziskontraszt képet
készitettem a Petri csészében 1€évo sejtekrdl, melyeken aztan manudlisan detektaltam a
sejteket. 5 kiilonboz6 kisérletben 6sszesen 99 egyedi sejt valogatasat céloztam meg.

A human monocita sejtek valogatasa soran a sejteket elészor CFSE fluoreszcens

festékkel jeloltiikk, majd 8 kisérletben Gsszesen 119 sejt valogatasat végeztem el. Ezen

cre

crer

A 15-6s abra 17 db NE-4C és 10 db monocita sejt valogatasat illusztralja. Ezen
kisérletek esetén az lathatd, hogy az Osszes manualisan kivalasztott NE-4C sejt
felvételre keriilt (15. abra b), mig a kivalasztott monocitak koziil 3 sejt a Petri csésze
felilletén maradt (15. abra d). A manualisan detektalt sejtek sarga keretet kaptak. A
mikropipetta altal felkapott egyedi sejteket egyenként iiveg fedélemezre vagy PCR

csovekbe helyeztem (16. abra).

15. abra: A neuroektodermalis egér sejtek (a,b) és a monocita sejtek (c,d) faziskontraszt és fluoreszcens
képei a valogatas el6tt (a,c) és utan (b,d). A (d) abran 1évé nyilak a valogatas utan a feliileten maradt

sejteket mutatjak. A skala hossza: 100 um.
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Egyedi sejtek paranyi cseppekben torténé lerakasa

Az iiveg feddlemezre torténd sejtlerakast azért hasznaltam, mert igy a valogatas
utan faziskontraszt illetve - a sejtek fluoreszcens festékkel torténd jelolésének
koszonhetden - fluoreszcens modban is ellendrizni tudtam in situ, hogy az apr6 cseppek
valoban tartalmazzak-e a sejteket (16. abra b,c). Igy meg tudtam hatarozni, hogy a
cseppek nulla, egy vagy akar tobb sejtet is tartalmaznak-e (1. tablazat). A fedélemezre
maximum 20 cseppet raktam le egymastol 5 mm tavolsagban.

Az NE-4C sejtek esetén a lerakott 99 cseppbdl 93 tartalmazott egyedi sejteket.
Esetiikben az iiveglemezre helyezett cseppek 94 + 2%-ban tartalmaztak egyedi sejteket,
mig 6 = 2% aranyban nem tartalmaztak sejtet a cseppek. Nem talaltam olyan cseppet,
amelyben egynél tobb sejt lett volna (16. abra d).

A monocitak valogatasakor a lerakott cseppek 60 + 4%-a tartalmazott egyedi
sejteket és 33 £ 5%-uk nem tartalmazott sejtet (16. abra e). A sejtet nem tartalmazo
cseppeket hivjuk tires cseppeknek. A fedblemezre helyezett cseppek térfogatat is
mértem, mely az NE-4C sejtek esetén 0,7 £+ 0,03 pul, mig a monocitak esetén 0,37 + 0,05
ul volt. Az atlag hibajat a sulyozott minta eltérés / kisérletek szamanak négyzetgyoke

képlettel adtam meg.
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tobb sejttel

PR

16. abra: Az tiveg fed6lemezre helyezett egyedi sejtek kis cseppekben. (a) 15 egyedi NE-4C sejtet
tartalmazé csepp egy vékony iiveglemezen az objektivlencse felett. A cseppek kozti tavolsag 5 mm. Az
egyik cseppben 1€v6 sejt faziskontraszt (b) és fluoreszeens (¢) mikroszkdpos képe. A nyilak a cseppben

1év6 sejtre mutatnak. A cseppek térfogata 0,7 + 0,03 pul NE-4C sejtek esetében és 0,37 £+ 0,05 pl monocita
sejtek esetében. Az egyedi sejtlerakas hatékonysagat mutato statisztika lathato a (d) és (€) panelen NE-4C

sejtekre valamint monocitakra®.
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Sejttipus Feliilet Kezelés Kijelolt Felvett | Cseppek | Cseppek | Cseppek
sejtek sejtek szama szama | szama tobb
szima szima egyedi nulla sejttel

sejtekkel sejttel
NE-4C Csupasz tripszin- 20 20 20 0 0
mianyag EDTA
(30 mp) 19 19 19 0 0
20 18 18 2 0
20 19 19 1 0
20 17 17 3 0
Human PLL-g-PEG - 17 13 11 4 2
monocita Img/mi
(miianyag) 20 17 15 3 2
4 3 3 1 0
16 12 7 9 0
PLL-g-PEG - 19 12 10 7 2
0,75mg/ml
(miianyag) 20 11 10 9 1
20 14 13 6 1
3 3 2 0 1

1. tablazat: A reprezentativ valogatasi kisérletek eredménye NE-4C és monocita sejtekkel. Az adatok

statisztikai 5sszefoglaldsa a 16. abran lathato®.

A valogatds folyamata utdn a Petri csésze feliiletén maradt sejtekrél ismét
mikroszkopos képet készitettem. Igy 6ssze tudtam hasonlitani a véalogatas elétt és utan
késziilt képeket, aminek segitségével a valogatas Gtvonalan maradt sejteket azonositani
tudtam. Ezaltal a cseppekben lerakott sejtek szamat a Petri csésze megfelel6 teriiletének
a valogatas el6tt és utan torténd (mikroszkopos) lefényképezésével is dokumentalni
tudtam. Megvizsgaltam, hogy a kivalasztott sejtek valoban eltlintek-e a Petri csésze
feliiletérdl és azt is ellendriztem, hogy voltak-e olyan sejtek, amelyek eltiintek a

csészEébOl annak ellenére, hogy nem lettek kijelolve valogatasra. Ezeket az adatokat
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Osszevetettem a lerakott cseppekben tapasztalt sejtszammal. Az NE-4C sejtek esetén
100%-o0s egyezést taldltam. A monocitdkkal vald vélogatas utan kisebb eltéréseket
tapasztaltam. A fed6lemezre tett cseppek 12 + 6%-a iires volt, annak ellenére, hogy a
mikropipetta a célsejtet felvette. Ez a hatds a nem megfeleld csepp térfogatnak
tulajdonithatd, vagyis ezek a sejtek nagy valosziniiséggel a mikropipetta belsejében
maradtak. Ez azonban a csepp térfogatanak novelésével kikiiszobolhetd.

A sejtek életképességét ebben a tanulmanyban nem vizsgaltam, mivel a
korabban bemutatasra keriilt rendszerrel® mar alapos ¢életképességi kisérleteket
végeztek. Azt gondoljuk, hogy az automatizalt sejt valogatasi és lerakasi folyamat nem
befolyasolja a sejtek életképességét, ha ugyanazon vakuum €s nyomds paramétereket
hasznaljuk, mint a manualis sejtlerakds soran. Az egyedi sejt izoladlasnak 6nmagéban is
lehet hossza tava hatasa a sejt életképességére, ez azonban fliggetlen a valogatasi

technikatol.

Az eredmények osszefoglalasa

Bemutatasra keriilt egy uj eszkoz”, mely lehetévé teszi a szdmitogép vezérelt
egyedi sejt izolalast egy sejtkultarabol. A mikropipetta egyedi sejteket tudott sikeresen
felvenni egy Petri csészébdl ¢és ezeket aprd cseppekben PCR csdvekbe vagy iiveg
fedélemezre tudta helyezni. A rendszer rugalmasan programozhato, igy egy ciklus alatt
szamos egyedi sejtet egyesével fel tud venni, majd csévekbe le is tudja tenni. A cseppek
térfogata 0,4 - 0,7 ul kozott volt az altalam vizsgalt két sejttipus esetén. Tehat sikertilt
elérni azt a célt, hogy az egyedi sejteket 1 mikroliternél kisebb térfogatban nyerjiik ki
tovabbi vizsgalatok céljabol. A valogatasi folyamat sebessége 15-20 mp/sejt volt, tehat
egy perc alatt 3-4 sejtet is képesek voltunk izolalni. igy ez a nagy hatékonysagi
sejtvalogatd technika nagy ateresztéképességii, flexibilis berendezést biztosit az egyedi
sejtek izolalasara. A Petri csésze feliiletérdl eltavolitott sejtek képét mikroszkopos
felvételek készitésével dokumentaltam, amely tajékoztatja a felhasznalot arrol, hogy az
egyes PCR csovek, amelyekbe a sejteket helyeztiik valoban egyedi sejteket
tartalmaznak-e. A sejtek adhézids erejét a manipulaciok sikere érdekében hangolni
kellett, igy nem volt sziikség a masok altal gyakran alkalmazott sejteket csapdazo
mikrostruktarakra. Véleményem szerint az altalunk alkalmazott, bonyolult
megoldasokat nélkiil6z6, ugyanakkor flexibilis berendezés attorést hozhat az egyedi

sejtek izolalasaban, mely sziikséges az egyedi sejtek DNS/RNS tartalmanak
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szekvenalasahoz, illetve diagnosztikai, tumorterapias vagy mas molekularis elemzések

elvégzéséhez.

5.2. Egyedi sejtek izolalasa szuszpenziobol

Az adherens sejtek felvétele soran azonban problémat okozhat, hogy a til er6sen
feliilethez tapadd sejtek megsériilhetnek, illetve a mikropipetta altal keltett
hidrodinamikai felhajtoeré sokszor nem elegendd a sejtek feliiletrdl torténd felvételére.
A nem adherens sejttipusok feliileten torténd rogzitése pedig nem kivant modon
perturbalja a sejteket, megvaltoztatva azok génexpressziés mintazatat is. Mivel a
jelenleg elérheté robotok az egyedi sejtek manipulacidja soran csak a feliilethez
rogzitett sejteket tudjak hasznalni, korlatozva ezzel az adott technika felhasznalasi
teriileteit és elterjedését, kifejlesztettiink egy Uj eljéréstlo, mely képes automatikusan
felismerni és izolalni az egyedi sejteket szuszpenziobol, anélkiil, hogy a sejteket a Petri

csésze feliiletéhez rogzitenénk.
Vékony szuszpenzios réteghdl torténé, egyedi sejtizolalé technika Kifejlesztése

A szuszpenzidbol torténd egyedi sejt izoldldsra a mar megismert szamitogépes
latassal ellatott motorizalt mikroszkopot €s mikropipettat haszndltam. Az 1 pum-es
pozicionalasi pontossag, az adaptiv sejtcélzas és az 1 nl-nél pontosabb folyadékkezelés
kombinacidja egyediilallo precizitast €s hatékonysagot eredményezett az egyedi sejt
izolalasban. A folyadék konvekciojdnak minimalizalasa érdekében, vagyis a
szuszpenziodban 1évo sejtek passziv mozgasdnak csokkentésére, a sejteket egy vékony
(97 £ 10 um-es) sejttenyészté folyadékrétegben tartottam, melyet olaj fedoréteggel
boritottam (17. abra a,b). Egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 3D nyomtatot
hasznaltunk arra, hogy politejsavbol, 0,5 vagy 1,0 mm magas miniatlr ,,multi-well
plate-et” épitsiink a Petri csészébe (17. abra c)lo.

Megvizsgaltam a sejtek passziv mozgédsdnak sebességét a Petri csészében. 39 +
12 um/perc volt az atlagos mozgasi sebesség, amikor a sejteket a hagyomanyos 2 mm
magas sejttenyésztd rétegben tartottam, olaj fedoéréteg nélkiil. A sejtek ,,uszési”
sebessége 5,4 + 1,1 pm/percre csokkent, amikor a vékony rétegben tartott

sejtszuszpenzidt olaj réteggel fedtem. A leggyengébb passziv sejtmozgas akkor volt
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megfigyelhet6 (2,3 = 0,6 pum/perc), amikor a csészébe nyomtatott ,,multi-well plate” 5 x
5 mm?®-es keretében hoztam létre a vékony réteget olaj lefedéssel (17. abra b).

Utobbi elrendezést hasznalva, a sejtvalogatds soran kis, a sejtek méreténél alig
nagyobb keresztmetszeti D = 30 pm belsé atmérdjl iveg mikropipettaval a Petri csésze
felszinét h = 5 um-re kozelitettiik meg. A megcélzott sejteket a mikropipettahoz
csatlakoztatott nagy sebességii folyadék szelep altal szabalyozott enyhe vakuummal

szivtuk fel.

olaj réteg d b
50 A

'y
o
"

médium réteg
m sejtmozgas vastag rétegben

m sejtmozgas vékony rétegben

sejtmozgas vékony rétegben
miniatlr multi-well plate-ben

Sejtmozgas sebessége [um/perc]
N w
<] )

objektiv lencse

17. abra: Automatizalt mikropipetta egyedi sejtek izolalasara, vékony szuszpenzios rétegb6l. Az (a) panel
mutatja a sejtvalogatas koncepciojat. A sejtmozgas vizsgalatat abrazolja az abra (b) része. A Petri

csészébe nyomtatott miniatiir plate lathat6 a (c) dbran®.
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A sejt ,,monolayer”-t a nagyobb, 5 x 5 mm?-es keretben hoztam létre maximum
2000 sejt/mm? stirliséggel Ggy, hogy 5-10 pl térfogatban injektaltam a sejtszuszpenziot
egy manualis laboratériumi pipettaval az olaj alatti vékony sejttenyésztd
folyadékrétegbe. Ritka sejttenyészetb6l (2000 sejt/keret) torténd valogataskor a
kivalasztott egyedi sejteket az 5 x 5 mm®-es keretbdl a csészén beliili masik nagyobb
keretbe vagy a 24 db kisebb, 2 x 2 mm?-es keretbe (9. abra a) illetve PCR csdvekbe is 4t
tudtam helyezni. A 4 db 5 x 5 mm?-es keretet tartalmazo csészét (9. abra b) pedig akkor
hasznaltam, amikor egymast kovetd valogatasi és lerakasi 1épésekben siirii tenyészetbol

(5 x 10* sejt/keret) izolaltam egyedi sejteket.

Azt tapasztaltam, hogy 10000 sejt injektalasaig minden sejt a csészébe épitett
»multi- well-plate” kutjain beliil maradt, illetve a sejtek tobb mint 99%-a még akkor is a
kereten beliil volt, amikor 5 x 10* sejtet juttattam a kialakitott kutakba (siirti
tenyészetbol torténd izolalaskor). Ezzel bebizonyosodott, hogy az alacsony (1 mm)
magassagu falak képesek a sejteket magukban tartani. Egy nagy siirliségii, 5 x 10* sejtet

tartalmazo sejtkultara faziskontraszt képe lathato a 18. dbran.
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S

18. dbra: A Petri csészébe nyomtatott, 5 x 5 mm?® nagysagu keretben 16v6 5 x 10* sejt faziskontraszt

ooz

mozaik képe. A sejteket 5 pl térfogatban injektaltam az olaj fed6réteggel boritott, vékony sejttenyésztd
folyadékréteg ala laboratoriumi pipettaval. Az I mm magas falu keretek a sejtek tobb mint 99%-at

magukban tartottak™.

Az egyedi sejtek izoldldsa soran el0szor mikroszkdpos képeket készitettem a
szdmomra érdekes terliletrdl. Majd a fluoreszcens modban készitett felvételeken
automatikus detektalassal kivalasztasra keriiltek az izolalni kivant sejtek. A sejtek
detektalasanak tovabbi optimalizalasira a felhasznalé kiilonbozé detektalasi
paramétereket allithat be, igy példaul a minimalis és maximalis fényességet, a sejtek
méretét, a detektalas érzékenységét és a kép zajszintjét. Ez az eljaras minddssze néhany
mp-ig (kevesebb, mint 1 percig) tart. A specialis sejtkivalasztasi feladatokhoz egy kiilsd
algoritmussal miik6d6 kép szegmentacio is hasznalhaté a hardvervezérld szoftverrel
Osszhangban. A sejtek konnyen detektalhatoak voltak a nyilt forraskéda Imagel szoftver
"Particle Analysis’ funkciojaval. Ez lehetdségeset adott a kor alaku vagy elnyult sejtek
detektalasara kiilon-kiilon is.

Miutan kijelolésre keriiltek a sejtek az izolalasi folyamathoz, elinditottam a

valogatast. A sejt megcélzasa soran a valos idejli vizualis visszacsatolds hatranyos,
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mivel a megvilagitasi id6t a fluoreszcens modban minimalizélni kell, hogy elkertiljiik a
sejtek sériilését, karosodasat. igy a valds idejii visszacsatolas helyett a szoftver az
adaptiv sejtcélzast hasznalta arra, hogy azonositsa, ha a valogatasi folyamat kdzben a
algoritmusa a kezdeti sejt koordinatakat a teljes valogatasra szant teriilet pasztazasa
soran elmenti, majd mieldtt a soron kovetkezd sejtet felvenné, egy 0j képet készit,
amely altal az esetlegesen elmozdult sejt koordinatait korrigalja.

A modszer lehetvé tette a sejtszuszpenziok nagy ateresztoképességii képalkotasat és
elemzését™, mely ~1000 sejt/perc volt ritka, illetve ~10000 sejt/perc volt siirii
sejtkultardk esetén (19. abra). A kivalasztott sejtek izolalasa a korabbi modszerhez®
képest lassabb: 2-3 sejt/perc a ritka és ~1 sejt/perc a siirli tenyészetek esetén. Azonban

amikor egy kis populéciot kell izolalni nagyszamu sejt koziil, akkor a technika nagyon

hatékony.
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19. abra: A szkennelési sebesség a sejtsiiriiség fliggvényében. A mikroszkop szkennelési sebességét a
motorizalt asztal mechanikaja és a kamera expozicios ideje limitalja. A szkennelési sebesség mérése
soran 10 X objektiv lencsét és Andor Zyla 5.5 USB 3 kamerat hasznaltam 4 megapixeles felbontassal. A
folyamat soran a CellSorter szoftverben lecsokkentettem a motorizalt asztal gyorsulasat 1%-ra azért, hogy
elkeriiljem a sejtszuszpenzi6 esetleges razkodasat. A maximalis sejtsiiriiség 2000 sejt/mm? volt (3400

sejt/latotér) ™.
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Az uj technika alkalmazasa
Egyedi sejtek izolaldsa ritka sejtszuszpenziobol

Az 1j modszer alkalmazasaval az egyedi sejteket 1,4 + 0,6 nl térfogatban tudtuk
felvenni anélkiil, hogy a szomszédos sejteket eltavolitottuk volna (20. abra a, b). A
kisérletek soran a sejtek méretétdl alig nagyobb keresztmetszetii, 30 um belsé atmérdji
mikropipetta hasznalataval a technika térbeli felbontasa 34 + 4 um volt. Az egyedi
sejteket valogatas soran a Petri csészébe épitett miniatiir plate kereteibe injektaltam 3
sejt/perc valogatasi sebességgel, vagy hagyomanyos PCR csovekbe 2 sejt/perc
valogatasi idovel. A valogatas nem befolyasolta a sejtek életképességét. Az egyedi
sejtek valogatasi hatékonysaga 78 + 4% (egér 3T3) ill. 75 £+ 3,1% (human monocita)

volt.

Bar a folyadék konvekciojat sikeriilt minimalizdlni a vékony rétegi
sejtszuszpenzid olaj réteggel valo lefedésével, a sejtek passziv mozgédsat nem tudtuk
teljesen leallitani (20. abra c). A szoftver adaptiv sejtcélzo algoritmusanak kdszonhetden
viszont lehetévé valt, hogy a legfeljebb 50 — 100 um tavolsagra eliszott, eredetileg
kijelolt sejtek keriiljenek felvételre. Az ennél tavolabbra uszott sejteknél mar altalaban
nem lehettiink biztosak abban, hogy azok valdban az altalunk eredetileg kijelolt sejtek

voltak.
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20. abra: A képek egy egyedi sejt felvételét mutatjak ritka fluoreszcens sejttenyészetb6l. A nyilak a
kivalasztott egyedi sejt poziciojat jelolik mieldtt (a) illetve miutan (b) a mikropipetta felszivta azt. Az
abra (b) részén a 30 um bels6 atmérdjii mikropipetta hegye lathato a felkapott sejt helyén. A (c) az
egyesitett ’a’ (piros) és ’b’ (z61d) képet mutatja, melyen megfigyelhetd a sejtek elmozdulasa, ugyanis a

z6ld szinii sejtek nincsenek tokéletes atfedésben a pirosakkal®™.
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Egyedi sejtek izolaldsa siirii sejtszuszpenziobol

A tenyészetet akkor tekintjiik stirinek, ha a szomszédos sejtek kozotti tavolsag
kisebb, mint a valogatas felbontasa. A siirti sejtkulturabdl (21. abra) torténd egyedi sejt
vélogatas soran’® 5 x 10 jeloletlen és 50 fluoreszcens festékkel jelolt 3T3 sejtet
helyeztem a Petri csésze egy 5 x 5 mm?>-es keretébe, azonban a megcélzott jelslt sejtek
Kigyiijtése soran az egyedi sejtek kozelsége miatt jeldletlen sejteket is felkapott a
mikropipetta.

A négy darab 5 x 5 mm®es keretet tartalmazo Petri csészét (9. abra b)
hasznaltam a valogatds soran azért, hogy tovabbi valogatasi ciklusokat alkalmazva a
jeloletlen sejtektdl megszabaduljak. Az els6 valogatast kovetéen a miniattr ,,multi-well
plate” kovetkez6 (masodik) keretébe helyezett sejtekrél mikroszkopos képet
készitettem, majd ezen keretbdl ismét valogatast végeztem egy kovetkezd, harmadik
keretbe (ugyanazon Petri csészében), hogy tovabb csdkkentsem a jelolt sejtekre jutd
jeloletlen sejtek szamat. A harom egymast kdvetd valogatasi eljaras végiil egy tisztan,
csak fluoreszcensen jel6lt sejteket tartalmazo sejtpopulaciot eredményezett (21. abra b),
jeloletlen sejtek jelenléte nélkiil. A valogatas kezdetén, amikor a kiinduld tenyészet a
fluoreszcensen jeldlt sejtek mellett 1000-szer tobb jeldletlen sejtet tartalmazott, a
késziilék 25 + 2 (atlag = SEM) jel6letlen/jelolt sejtet izolalt az elsé valogatas utan. A
kovetkezd ciklus sordn mar jelentdsen csokkent az egy jelolt sejtre jutd jeldletlen sejtek
szama (1,8 £ 0,8/ jeloletlen sejt jutott egy jelolt sejtre). A harmadik valogatasi kor utan

pedig mar csak jelolt sejtek keriiltek az 0j keretbe.
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21. abra: A moédszeriink lehetdvé tette egyedi sejtek izolalast egy olyan siirii sejttenyészetbdl, mely a
fluoreszcensen jelolt sejtek mellett 1000-szer tobb jeldletlen sejtet tartalmazott. Az (a) panel a
sziirkearnyalatu ~17000 jeloletlen sejt faziskontraszt és a 15 piros, zold kerettel jelzett detektalt
fluoreszcensen jelolt sejt egyesitett képét mutatja. A (b) panel az (a)-hoz hasonldan az egyesitett
faziskontraszt és fluoreszcens képet abrazolja a harom egymast kovet6 1épés soran izolalt, egymastol 500
pwm tavolsagra elhelyezett 12 fluoreszcens sejttel. Az utolsé két sejt ugyanazon a helyen talalhato, mivel a

11. sejt lerakasa nem volt sikeres, amikor a tervezett helyre kivantuk letenni®™.
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5.3. Egyedi sejtek izolalasa mikrostruktirabol

Egyedi sejtek csapdazasa és azt koveto valogatasa mikro-kutakbol

Osszehasonlitottam az 1j modszer hatékonysagat a mikrostruktirakban torténd

egyedi sejtcsapdazassal és az azt kovetd valogatassal (22. abra)™.

22. abra: Osszehasonlitottam a mikrostruktirakban torténd egyedi sejtcsapdazast és az azt kovetd, 70 pm
bels6 atmér6jii mikropipettaval torténd sejtvalogatast az uj modszeriinkkel. A valogatas utvonala lathato

a detektalt sejtekkel az abra (a) részén. A sarga pont az utvonal elsoé sejtjét jeloli. A (b) rész mutatja a

valogatas utan késziilt képet a kutakban maradt sejtekkel™.

Mivel a feliilethez tapadt sejtek felvételére szokasosan hasznalt 70 um belsé atmérdji
mikropipetta térbeli felbontdsa 70 ums, igy 100 pm racsallandoju négyzetracsba
rendezett, PDMS-bél késziilt mikro-kutakat (10. abra) hasznaltam annak érdekében,
hogy elkeriiljem a felvételre nem szant sejtek kinyerését a kornyezd kutakbol. Azt
tapasztaltam, hogy az egyedi sejtek kinyerési aranya jelent6sen javult, amikor a
valogatas nem mikro-kutakbdl, hanem vékony folyadékrétegbdl tortént. Emellett a
mikro-kutas rogzités hatranya volt az is, hogy a sejtek jelentOs része (~99%) elveszett a
mosasi lépések soran. Bar ez az arany javithat6 a kutak kozotti tavolsag csokkentésével,
a mosasi 1épéssel elveszett sejtek szdma tovabbra is jelentds. Tovabba a mikropipetta
valogatasi hatékonysaga csokken az egymashoz kozel zsufolt mikro-kutak
alkalmazasakor. Kisérleteimben 3T3 egér fibroblaszt sejteket és human vérbol preparalt
monocita sejteket hasznaltam. A mikrokutak sejtekkel valo feltdltési hatékonysaga 25 +
8% volt 3T3 sejtek esetén, és 54 + 7% volt monocita sejtek esetén. A csapdazott és

kivalasztott sejtek ~50%-a sikeresen izolalhatd volt a struktarakbol: az egyedi sejtek
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valogatasdnak hatékonysdga mikro-kutakbol 49,6 + 10% (3T3), ill. 50,7 + 14%
(monocita) (23. abra) volt. Ez az arany ~75%-ra javult a vékony rétegbdl torténd
valogatasok alkalmaval (2. tdblazat). Ami még fontosabb, hogy az 1 technikdnk
elokészité 1épései alatt elveszett sejtek szdmat gyakorlatilag nullara sikerdilt

csokkenteni.

3T3 sejtek szuszpenzidban 3T3 sejtek mikro-kutakban

= Egyedi sejtek
“ Dupla sejtek
= Feliileten maradt sejtek

0%

Human monocitak Human monocitak
szuszpenzidban mikro-kutakban

23. abra: 3T3 egér fibroblaszt és human monocita sejtek valogatasi hatékonysaga vékony

folyadékrétegbdl (balra) illetve mikrostruktarabol (jobbra)™.
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Kivalasztott | Egyedi sejtek | Dupla sejtek Feliileten Egyedi sejt
sejtek szama szama szama maradt sejtek valogatasi
szama hatékonysag (%0)
Valogatas mikro-kutakbol
3T3 sejtek 23 18 0 5 78
30 30 0 0 100
58 23 4 35 40
28 16 0 12 57
26 11 0 15 42
33 10 0 23 30
34 7 0 27 21
Osszesen 232 115 4 117 49,6 +10%
Monocitak
98 71 0 27 72
82 34 0 48 41
49 11 0 38 22
Osszesen 229 116 0 113 50,7 + 14%
Valogatas vékony folyadékrétegbol
3T3 sejtek 17 12 2 3 71
14 12 2 0 86
21 15 6 0 71
11 8 1 2 73
8 8 0 0 100
37 32 2 4 86
27 18 1 8 67
Osszesen 135 105 13 17 78 + 4%
Monocitak
28 20 3 5 71
17 15 1 1 88
17 12 0 5 71
28 20 6 1 71
18 14 4 0 78
Osszesen 108 81 14 12 75 + 3%

2. tablazat: A ritka sejtszuszpenziobol torténd egyedi sejtek izolalasi hatékonysaganak dsszehasonlitasa a

PDMS mikro-kutakbol torténé valogatas hatékonysagaval. Az egyedi sejtek valogatasi hatékonysaga

jelentOsen javult: 49,6 £ 10%-161 78 + 4%-ra 3T3 sejtek esetében, valamint 50,7 + 14%-r6l 75 + 3%-ra

monocitak esetében, amikor a sejtek kinyerése mikrostruktirak hasznalata helyett vékony

folyadékrétegbdl tortént™®.
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Az eredmények osszefoglalasa

Kifejlesztetésre keriilt egy szamitdogépes latdson alapuld, motorizalt mikroszkopot és
mikropipettat alkalmaz6 robot, mely képes az egyedi, ép sejtek felismerésére ¢és
kiméletes, 1-2 nanoliter térfogatban torténd izolalasara (melyeket aztan tovabbi
vizsgalatoknak, példaul DNS, RNS szekvenalasnak tehetnek ki) egy vékony (~100 pwm)
sejtszuszpenzids rétegbdl. Ez az egyszerl technika minimalis mintaeldkészitést igényel,
¢s gyakorlatilag barmilyen szoveti sejttipus esetén alkalmazhato. Az 1 pm-es
pozicionalasi pontossag, az adaptiv sejtcélzds ¢és az 1 nl alatti folyadékkezelés
kombinécioja egyediilalldo pontossdgu és hatékonysagu egyedi sejtek izoldlasara
alkalmas robotot eredményezett. A szuszpenziobdl torténd egyedi sejtizolacio
megvalositasa érdekében a kdvetkezd ujitdsok és fejlesztések végrehajtasa tortént:

1. Adaptiv sejtcélzas annak érdekében, hogy a szoftver felismerje és kompenzalja,

képest elmozdult.

2. 1 nanoliter alatti folyadékkezelési pontossag a vakuum érték €és a mikropipetta
atmérdjének egyiittes optimalizalasaval, valamint preciz kornyezeti nyomas
alkalmazéséaval az aramlas leallitasara.

3. A folyadék konvekcidjanak minimalizaldsa érdekében a sejteket egy vékony,
olajjal fedett folyadékrétegben tartottam.

4. 3D nyomtatd segitségével miniatlir ,,multi-well plate”-eket épitettiink a Petri
csészébe, hogy a kezdeti sejtkultarat ¢és az izolalt sejteket kiilonb6z6 keretekben

tartsuk.

A kifejlesztett robot képes volt izolalni fluoreszcens festékkel jelolt egyedi sejteket a
valogatasi ciklus tobbszori ismétlésével egy olyan sejtkultirdbol, mely 1000-szer tobb
jeloletlen sejtet tartalmazott a fluoreszcensen jeloltek mellett. Annak érdekében, hogy
kvalifikdljam a moddszeriink hatékonysagat, a kutatok altal gyakran hasznalt PDMS
mikrostrukturakat is bevetettem. Vizsgaltam a sejtcsapdazas és valogatas hatékonysagat
3T3 ¢és monocita sejtekkel. Azt tapasztaltam, hogy amikor a valogatas egy vékony
folyadékrétegbdl tortént, az egyedi sejtek kinyerési ardnya jelentdsen javult, és az
elokészitd 1épések soran elveszd sejtek szama gyakorlatilag nullara csokkent.
Eredményeink alapjan azt josoljuk, hogy a szamitogépes latason alapuld automatizalt

egy-sejt manipulacié a molekularis sejtbioldgia mindennapi technikédjava vélhat.
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5.4. Egyedi sejtek adhézios erejének mérése

5.4.1. Immunsejtek adhézios erejének vizsgdlata sejtadhézios molekuldkkal

bevont feliileteken

Ismert, hogy a legtobb emlds sejt képes a kitapadasra, igy a sejtek adhézios
er6sségének meghatarozasa fontos feladat bioldgiai, biofizikai és orvosi szempontbdl
egyarant. Azonban a rendelkezésre allo, kozvetlen erémérésre alkalmas technikak
alacsony ateresztoképessége miatt az egyedi sejtek adhézios erejének kvantifikalasa
még ma is kihivast jelent. Az inverz mikroszkopra épitett szamitogép-vezérelt
mikropipettat bevetettilk egyedi human fehérvérsejtek specifikus makromolekuldkkal
vald kolcsonhatasanak Vizsgélatérall, hiszen a specifikus makromolekulak felismerése
¢és a hozzajuk valé kotddés a fehérvérsejtek nélkiilozhetetlen feladata az immunvéalasz
kivaltasa soran. Human primer monocitdk és monocitakbdl in vitro differencialtatott
makrofagok és dendritikus sejtek adhézios erejét vizsgaltam fibrinogén feliileten. A nem
specifikus sejtadhéziot PLL-g-PEG polimerrel blokkoltam. Ez a kélcsonhatas orvos-

bioldgiai szempontbdl kdzponti jelentdségii a gyulladdsos folyamatokban.

Egyedi sejtek adhézidés erejének mérése automatizalt, 70 pm belsé atméroji

mikropipettaval

A milanyag Petri csésze fibrinogén oldattal torténd bevondsat kovetden, a
fehérjetaszito PLL-g-PEG%1%%1%41% holimert hasznalva blokkoltam a nem-specifikus
sejtadhéziot. A PLL-g-PEG a milanyag fibrinogénnel le nem fedett teriileteihez tapad,
¢és igy gétolja a sejtek millanyag feliilethez torténd kozvetlen kitapadasat.

A Petri csésze feliiletére tapadt sejteket a motorizalt inverz mikroszkop segitségével
leképeztiik, majd a szoftver automatikusan detektalta a sejteket. A 70 um bels6 atmérojti
iiveg mikropipetta az Osszes detektalt sejtet egyenként végigjarta. A sejtadhéziot a
mikropipettaban 1évd, pontosan szabalyozott folyadékaramlas alkalmazéasaval mértiik
(24. abra). A feliiletre kitapadt sejtek adhézids erejét nagy pontossaggal tudtam mérni
ugy, hogy tobbszor egymas utan, egyre nagyobb vakuum mellett probaltam felkapni a
pipetta ald pozicionalt vizsgilando sejtet. Hidrodinamikai szimuldciok alapjan
atkonvertaltuk a mikropipettahoz csatlakozo, fecskenddben beallitott vakuum értéket az

egyedi sejtekre hato emeld erové.
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24. abra: Az egyedi sejtek adhézios erejét mikropipettaval mérd hidrodinamikai modszer sematikus
abraja. A kép kozepén lathato a sejt a sejtmaggal és a sejtadhézios molekuldk feltiintetésével. A
fibrinogénnel bevont miianyag feliiletet a fehérjéket taszito PLL-g-PEG polimerrel kezeltem, hogy a nem
specifikus sejtadhéziot gatoljam. Az objektiv lencse a sejt alatt lathato. Az abran metszetben lathato
szilirke szind, 70 pm belsé atmérdji liveg mikropipetta végigjarta az 6sszes detektalt sejtet egyenként. A
sejtadhéziot a mikropipettaval keltett és nagy pontossaggal kontrollalt folyadékaramlas segitségével

mértem™’,
A mikropipetta miikodése

A 4.1.-es részben megismert valogatasi folyamatnak megfeleléen a sejtek
automatikus detektalasat kovetéen a mikropipettat tartd kart a minta folé helyeztem,
majd a Petri csésze feliiletét ovatosan megérintve a mikropipetta heggyel, kalibraltam
annak fliggéleges poziciojat, melynek pontossaga 1 um volt. A kisérlet kozben a
mikromanipulator fel-le mozgatta a mikropipettat. A kisérleteket két kiilonbozo
mikropipetta magassaggal (5 és 10 um) futtattam, hogy meggy6z6djek arrél, hogy a

moddszer nem csak egy specialis beallitasnal alkalmazhat6 stabilan. A kisérletek mintegy
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felét 5, masik felét pedig tigy végeztem, hogy a mikropipetta hegy 10 um tavolsagra
helyezkedett el a csésze feliiletétol. Az elsd sejt felszivasa elott sejttenyésztd médiumot
szivtam a hegybe a sejtek ozmotikus sokkjanak elkeriilése érdekében. A sejtek vagy
sejttormelékek gyakorlatilag sohasem tomitették el a 70 um-es hegyet. Egyedi sejteket

céloztam: az egymashoz tul kozel elhelyezkedd sejteket kizartam a vizsgalatbol.
Vakuum

A vékuumot egy fecskenddben generaltam fecskenddé pumpa alkalmazésaval,
melynek értéke a kisérletek soran 0 - 22 kPa tartomanyba esett. Ez ugy tortént, hogy a
valogatas eloétt a fecskendd pumpéba helyezett 50 ml-es fecskendét 40 ml értékre
allitottam be, csatlakoztattam rd a vakuum generalasat biztositd, vizzel teli teflon csovet,
majd 3 ml térfogati levegdt szivtam a fecskenddbe, igy 40/43 atmoszféra vakuumot
kaptam. Ezt kdvetéen minden valogatési ciklus utan 2 ml-enként néveltem a vadkuumot
egészen 40/51 atmoszféraig. Az erémérés felbontasat tehat az hatarozta meg, hogy
mekkora 1épésekben noveljiik a szivoerdt. A fenti eréfelbontast haszndlva, 6t kiilonbdzd
erdértéken tudtam lemérni a sejteket, ~30 perc alatt. Az erémérés felbontdsa tovabb is
novelhetd, azonban ennek hatuliitéje az lenne, hogy lassulna a mérés. Ha kisebb
1épésekben novelnénk a sejtek felvételéhez sziikséges szivoerdt, akkor nem tudnank fél
ora alatt ilyen széles erdtartomdnyt lemérni, ami azt jelentené, hogy egy adott
sejttipuson ezt az erftartomanyt nem lehetne egyetlen mintan lemérni.

Miutan a mikropipettat a sejt folé pozicionaltam, a vakuumot kapcsolo 1-es szelepet 20
ms id6tartamra nyitottam. Minden adhézios erOmeérési ciklus utdn a Petri csésze
teriiletér6l, amelyen a valogatast végeztiik, 0ijbol mikroszkopos felvételeket készitettem,
majd megnovelt vakuumot alkalmaztam a kovetkez6 ciklus soran. A sejtvalogatasi
ciklust minden alkalommal ugyanazon a szoftver altal megtervezett utvonalon
ismételtem, egyre novelt vakuum értékkel addig, amig a legtobb sejt felvételre nem
keriilt a feliiletrdl.

Minden egyes adhézios erdmérési ciklus eldtt és utan késziilt képen megszamoltam a
sejteket és ez alapjan hataroztam meg a még feliiletre kitapadt sejtek aranyat a kisérlet

kezdetén a felszinre helyezett sejtszamhoz képest.
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Egyedi sejtek adhézios erejének mérése automatizalt, 70 pm belsé atméroji

mikropipettaval

Human primer monocitak és monocita eredetii makrofagok és dendritikus sejtek

adhéziojat vizsgaltam fibrinogén feliileten (25. 4bra)™.

25. abra: Kitapadt monocitak (a,b), makrofagok (c,d) és dendritikus sejtek (e,f) fibrinogénnel boritott,
majd PLL-g-PEG-gel blokkolt felszinen (a,c,e) illetve a kontroll, csak PLL-g-PEG-gel fedett felszinen
(b,d,f) vakuum alkalmazasa el6tt. Az abra (b) részén a 70 um belsé atméréjii mikropipetta hegye lathato.
A skéla hossza: 100 pm™.

Minden sejttipus esetén harom kiilonb6z6 emberi donorbdl szarmazd vérmintat
vizsgaltam. Osszesen 177 monocita, 588 makrofag és 522 dendritikus sejt adhézids
erejét mértem le mikropipettaval. A Petri csészét fibrinogénnel, majd PLL-g-PEG
polimerrel vontam be. A fibrinogén nélkiili, vagyis csak PLL-g-PEG-et tartalmazo
feliiletet kontrollként hasznaltam.

Az erdmérés soran a fecskendében generalt kisérleti vakuum értéket az egyedi
sejtre hatd hidrodinamikai emeld erdvé alakitottuk a mikropipettaban 1évo
folyadékaramlas szamitogépes szimulacioja segitségével. Annak érdekében, hogy
megbecsiiljik a célsejtre hatd hidrodinamikai felhajtoer6t a mikropipettdban,
numerikusan szimulalva meghataroztuk egy modell (félgomb, 20 um atméréji) sejtre

hat6 erét, figyelembe véve a nyomas és a nyiroerd eloszlasat a sejtfelszinen.
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A szimulacids eredmények ellendrzése érdekében Osszehasonlitottuk a mikropipetta
szimulalt d&ramlasi ratajat a kisérleti értékekkel (4z aramldas mérése a mikropipettaban C.
fejezet) a vakuum fiiggvényében H = 5 um (26. abra a) és H = 10 um (26. abra b)
mellett. Figyelembe vettilk a gravitacios, a mikropipettat és a fecskenddt 6sszekotd
vékony PTFE csdében fellépd nyomasesés miatti, valamint a mikropipettaban kialakul6

aramlés sebessége folytan fellépd korrekcidkat.
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26. abra: A szimulalt dramlasi rata kisérleti értékekkel vald 6sszehasonlitdsa H=5 pm (a) és H=10 pm

(b) mellett.

A Petri csésze aljan szabadon csuszo peremfeltétellel szamolva a kisérleti értékeket
jobban kozelitd szimulacidos eredményeket kaptunk, mint a meg nem csuszo
peremfeltétel esetén (26. abra). Igy a sejtet modellezé félgémbre haté6 emeld erét a
szabadon csuszo peremfeltétellel szamoltuk ki a mikropipettdra kapcsolt vakuum
fliggvényeében.

Linearis illesztéssel a kovetkezé Osszefliggést talaltuk a hidrodinamikai emeld er6 (F\)
¢s a mikropipettara kapcsolt vakuum (V) kozott: ha a mikropipetta magassiaga a
felszintdl H =5 um F_ = 0,172 [nN/Pa] * V + 311 [nN] (R? = 0,996), és ha H = 10 pm,
akkor FL = 0,071 [nN/Pa] * V + 961 [nN] (R® = 0,999) (27. 4bra). Ezeket az
egylitthatokat hasznaltuk a kisérleti vakuum értékek becsiilt emeld erévé valo
konvertalasara. A gorbe meredeksége fliggott a kisérleti paraméterektdl; leginkabb a
mikropipetta apertardjatol és a mikropipetta feliilettdl valod tavolsagatol. A lineéris

Osszefiiggés azt jelenti, hogy a hasonld kisérleti koriilmények mellett beallitott vakuum
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érték aranyos lesz az emeld erdvel, vagyis nem sziikségesek szamitogépes szimulaciok,

hogy 0sszehasonlité méréseket végezziink.

Erd [uN]

0 1 n L L I I n
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Véakuum [Pa]

27. abra: AH =5 pm és H = 10 um-en szamitogépes szimulacioval szamolt hidrodinamikai emeld er6 és

a mikropipettara kapcsolt vakuum kozotti dsszefiiggés dbrazolasa, linearis illesztéssel ™.

Az egyedi sejtek adhézios erejének pontossagat tobb tényezd is befolyasolta. Az
Emellett tovabbi hibalehetdség adodhat a mikrofluidikai rendszer hib4jabol is. Abbdl,
hogy mennyire tudjuk pontosan reprodukalni ugyanazt a folyadékaramlast, vagyis
mennyire pontosan tudjuk mindig ugyanugy beéllitani a fecskendd pumpaba helyezett
fecskend6t, illetve a fecskendd pumpanak is van egy + 1%-0S hibalehetdsége.
Ezenkiviil, a valogatasi folyamat el6tt vizzel feltoltott mikrofluidikai rendszer teflon
csOvéhez csatlakoztatott fecskenddbe a valogatas soran folyamatosan viz keriil a sejtek
felvételébol adodoan, melynek hatasara kissé csokken az eredetileg beallitott vakuum
ereje. Az ezekbdl adodo hibakat osszeadva 6,05%-os relativ mérési hibat kapunk a
sejtek atlagos kitapadasi erejének becslésére. Ez egy 100 sejtbdl allo populéaciora
kiszamolt becsiilt értek, melynek pontos megadédsa nehéz, mivel kisérleti iton még nem
tudjuk meghatarozni az erdmérés pontossagat.

Kisérleteim sordn eldszor a monocitdk adhézios erejét vizsgaltam az
automatizalt mikropipettaval 0-4,5 uN tartomanyban, azonban azt tapasztaltam, hogy a
legtobb sejt adhézids ereje 0-2 uN kozotti tartomanyba esett, igy a differencialt sejtek
monitorozasat mar ebben a sziikebb tartomanyban végeztem el. A 0-2,5 uN kozotti
intervallumban a monocitak adhézids ereje egy széles eloszlast mutatott negativ

meredekséggel (28. dbra). Ezen erdtartomany alkalmazéasa utdn mindossze a sejtek 4%-
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at nem sikeriilt a feliiletrél felvenni a mikropipettdval, azonban ezeket a sejteket a

maximalis, 4,5 uN ervel sem lehetett mar eltavolitani. Korabban hasonld negativ

meredekséget megfigyeltek az alacsony adhézids tartomanyban, amikor a fibrinogénhez

tapadt vérlemezkéket aramlési kamrakban vizsgalta

klOG.
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28. abra: A kitapadt monocitak aranya fibrinogén és kontroll PLL-g-PEG feliileten kiilonb6z6é emeld erék

mellett, az automata mikropipettaval mérve. Hidrodinamikai szimulaciok alapjan atkonvertaltuk a

mikropipettahoz csatlakozo fecskendében beallitott vakuum értéket az egyedi sejtekre hatd emel6 erévé™.

A monocitékkal elért eredmények alapjan a makrofagok ¢és dendritikus sejtek

kitapadasat a 0 és 2 uN kozotti adhézios ertartomanyban tanulmanyoztam (29. abra).

Szignifikdnsan tobb makrofag és dendritikus sejt maradt a feliilethez tapadva 0-2 uN

tartomanyban, mint monocita. A dendritikus sejtek és a makrofagok viselkedése

hasonl6 volt, de a dendritikus sejtek atlagos adhézids ardnya enyhén magasabb volt

minden alkalmazott vakuumérték mellett. Azonban csak a zér6 és a legmagasabb emeld

er6 érteknél volt a makrofagok és dendritikus sejtek kozotti kiilonbség szignifikans. A

PLL-g-PEG feliileten a dendritikus sejtek valamivel magasabb kitapadast mutattak,

mint a makrofagok.
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29. abra: Fibrinogén és kontroll PLL-g-PEG feliileten a kitapadt sejtek aranya dendritikus sejtek és
makrofagok esetében az emeld erd kiilonb6zo értékei mellett az automata mikropipettaval mérve. A *
szignifikans eltérést jelol a dendritikus sejtek és a makrofagok kozott a fibrinogén feliileten (P<0,05 t-

proba)*,

Sejtek adhéziés erejének mérése Kkis (5 pm) atmérdéji hidrosztatikus

mikropipettaval

Az altalunk bevezetett, mikropipettaval torténd eréméré modszer validalasara a
mar bevalt hidrosztatikus mikropipetta-manipulaciés technikat (SPT, step-pressure

80,81

micropipette manipulation technique) alkalmaztam, amellyel ellenériztem a 70 um-

crer

Osszesen 34 (két kiilonbdzé donorbdl szarmazd) monocita sejtet mértem le ezzel a
modszerrel. A kisérletek soran a 70 pm belsé atmérd helyett 5 pm atmérdji iiveg
mikropipettat hasznaltam a ~15 um nagysagu sejtek hidrosztatikus koriilmények kozt
torténo felemelésére (30. abra). A mérések folyaman elészor a sejtkultiraban 1évé sejtek
magassagat hataroztam meg ugy, hogy a sejtet Ovatosan megkdzelitettem a
mikropipettaval. A sejtek magassaga 10-15 pm tartomanyba esett. Majd ezt kdvetden az
5 um aperturaju mikropipettat a fibrinogénnel bevont feliileten kitapadt ~15 um-es sejt
folé vittem, bedllitottam a fecskendében generalt vakuumot és a mikropipettan atfolyo
aramlast szabalyozd szelepet folyamatosan nyitva tartottam. A sejtek kis atméréji

mikropipettdval  torténé  megragadasakor  Ovatosan  megkozelitettem, majd

megérintettem a sejtet a mikropipetta hegyével (30. abra a) és ezutan ismét 30 um-rel a
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feliilet folé emeltem a hegyet. A 30-as abran lathato piros nyil a mikropipetta mozgasat
mutatja, mikdzben a sejtet felemeli. Ha a sejt levalt a feliletr6l, attértem a kovetkez6
sejtre, ha viszont a sejt a feliileten maradt, tovabb noveltem a vakuum értékét addig,
amig a kivalasztott sejtet sikeriilt felvenni (30. abra b). Az adhézios er6 (Fa, adhesion

force) kiszamitasa a kdvetkezd képlet szerint tortént:
dZ
FA_(p_pO)E’ @)

ahol a p és a po a mikropipettaban illetve a Petri csészében 1évé nyomas, d pedig a
mikropipetta belsé atméréje. (30. abra). Kiszamoltam az adott vakuum értékek
alkalmazasa utdn még feliileten maradt sejtek aranyat (30. abra c). A Kitapadt sejtek
szamat az Osszes lemért sejt szamaval normaltam. (Ahhoz, hogy a grafikon a 28-29.
abraval Osszehasonlithatd legyen, az adatokat ujra kell skéalazni, vagyis az egyaltalan
kitapado sejtek szamaval normalni.) A kisérlet elokészitésekor lemosott sejteket itt nem

vettem figyelembe a mérési hiba csokkentése érdekében.

A hidrosztatikus mikropipetta-manipulacioés technikaval kapott eredmények tehat
megerésitették a 70 pm atmér6jii mikropipetta hidrodinamikai aramlasaval mért

adhézios erd nagysagat.
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30. abra: Hidrosztatikus kortilmények kozott, a mikropipetta manipulacios technikaval végzett sejtadhézio

mérés egyedi monocitikon az altalunk bevezetett, mikropipettaval t6rténd erdméré modszer

cqr1r oo 11
validalasara™.

Adhézios eromérés mikrofluidikai aramlasi csatornaval

Eredményeimet standard mikrofluidikai csatornakkal*® is megerésitettem. Az
aramlasi kamra mikrofluidikai csatornait a mikropipettas kisérletekhez hasonlé mddon
lattam el a megfeleld bevonattal (31. abra). Azt tapasztaltam, hogy a monocitak
konnyen levaltak a feliiletr6l (31. abra b), mig a differencialt sejtek joval nagyobb
szamban maradtak a fibrinogénnel bevont felszinen és a nyirderé novelésével ezek a
sejtek megnyultak (31. abra d, f). Az aramlasi ratat tovabb novelve a legtobb sejt levalt
a feliiletrél. A dendritikus sejtek és makrofdgok esetén megfigyelheté volt tehat az
aramlas hatasa a sejt morfologiara. A nyiréeré novelésével a sejtek a folyadékaramlas
iranyaba elnyultta valtak, ami befolyasolta az erémérést (31. abra d, f). Bar ez a jelenség

endotél sejtek107 esetén jol ismert, a leukocitak esetén kevésbé dokumentalt. Hasonld
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jelenség a mikropipettds erOméréskor nem volt megfigyelhetd. A kisérletek soran

o

ugyanazokat a nyiroer6 értékeket hasznaltam minden sejttipusnal.

31. abra: Kitapadt monocitdk (a, b), makrofagok (c, d) és dendritikus sejtek (e, f) képei fibrinogénnel
bevont aramlasi kamrakban. A nyilak (b,d,f) a folyadékaramlas iranyat jelzik. Az dbran lathat6 nyirderd

értékek: 0 Pa (a, c, e); 21,3 Pa (b); 128,1 Pa (d), and 181,4 Pa (f). Skala hossza az abra (a) részén: 100

11
pm .

A nulla nyiréeré értéket kivéve minden alkalmazott nyirofesziiltségen a
monocitak adhézidja szignifikansan alacsonyabb volt, mint a differencialt sejteké (32.
abra a). A kisérletek soran a makrofagok ¢és dendritikus sejtek kozotti kiilonbség nem
volt statisztikailag szignifikans. Az enyhe mértékli, de kovetkezetesen megfigyelt
kiilonbség ezen két sejttipus kozott egyértelmilien a nagyon alacsony és nagyon magas
adhézios er6k csucsainak amplitidojaban rejlik (32. dbra b). A magas adhézids erénél
megfigyelt 0 csucs megjelenése a makrofagok és dendritikus sejtek esetén egy erdsen
adherens alpopulaciot mutat, mely a monocitakbol hianyzik. Mindharom, a PLL-g-PEG
feliiletre gyengén kitapadt sejt esetén a kapott adatok egyetlen gorbévé esnek 0ssze a
legkisebb nyirofesziiltség alkalmazasa utan (32. abra c). A PLL-g-PEG-gel boritott

csatornakban a legtobb sejt mar nagyon alacsony nyirofesziiltséggel lemoshat6 volt.
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32. abra: (a): Az adherens dendritikus sejtek, makrofagok és monociték aranya fibrinogénnel bevont és
PLL-g-PEG-gel blokkolt mikrofluidikai aramlasi kamrakban az alkalmazott nyirofesziiltség
figgvényében. A * a szignifikans eltérést jeloli a monocitak és a differencialt sejtek kozott (P<0,05 t-
proba). (b): Az (a) panelben bemutatott adatok a sejtek eloszlasanak stirtiségfiiggvényeként abrazolva. (c):

A sejtek kitapadasa a PLL-g-PEG-gel boritott aramlési csatornakban’,
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Megallapithaté tehat, hogy a mikrofluidikai 4ramlési csatornakkal és az
automatizalt mikropipettaval hasonldé eredményeket kaptunk, azonban csak az utobbi
technika volt alkalmas arra, hogy szignifikans kiilonbséget tarjon fel a makrofagok és a
abra). A sejtek feliiletrdl torténd eltavolitdsdhoz sziikséges nyirofesziiltségnek megfeleld
er6 két nagysagrenddel kisebb volt, mint a mikropipetta altal mért hidrodinamikai

emeld erd.
Atlagos sejtteriilet és a sejtadhézios erd kozti osszefiiggés vizsgalata

Vizsgaltam az atlagos sejtteriilet és az adhézids erd kozti Osszefiiggést (33.
abra). A makrofagok atlagos teriilete volt a legnagyobb, a monocitdké pedig a legkisebb
(33. abra d). Ugyanakkor a legerdsebben kitapadt sejtek a dendritikus sejtek voltak (29.
abra), a leggyengébben tapadok pedig a monocitak (28. abra). Igy az a kovetkeztetés
vonhat6 le, hogy nincs nyilvanval6 korrelacio a sejtek mérete (teriilete) és az adhézios

erd kozott a vizsgalt fehérvérsejtek esetében.

800 - m Monocita fibrinogénen

700 4 O Dendritikus sejt fibrinogénen

m Makrofag fibrinogénen
600 A

500 -
400

300 +

Sejtteriilet [um?]

200 A

d o -

33. abra: A fibrinogén feliiletre kitapadt monocitak (a), makrofagok (b) és dendritikus sejtek (c)
automatikusan, szoftver altal zold kerettel detektalt faziskontraszt képei, valamint az atlagos sejtteriiletiik

abrazolasa (d)*.
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Az eredmények osszefoglalasa

Ahhoz, hogy a sejtek adhézigjardl statisztikailag megbizhaté informaciot
szerezzlink, nagyszamu sejtet kell megvizsgalnunk a biologiai szoras miatt. A kozvetlen
egyedi sejteken végzett adhézids erdmérés azonban még ma is kihivast jelent és a
technikak tobbsége alacsony ateresztoképességli. Az egyedi sejtek izolalasara alkalmas
szamitogép-vezérelt mikropipettat egyedi sejtek specifikus makromolekuldkkal vald
kolcsonhatasanak vizsgalatara is alkalmaztam.

Emberi vérsejtek adhézios erejét mértem. Azt tapasztaltam, hogy a human
vérb6l preparalt monocitdk kevésbé tapadnak a fibrinogénhez, mint az in vitro
koriilmények kozt differencialtatott leszarmazottaik. A legnagyobb atlagos adhézios
erdt a dendritikus sejtek mutattak. Az altalunk mért adhézios erdtartoméany a FluidFM-
mel, HeLa sejteken mért 600 nN-os'% atlagos erdvel 6sszehasonlithaté volt. Az altalunk
hasznalt modszert a mar bevalt hidrosztatikus mikropipetta-manipulacios technikaval
validaltam. Ezen tGl eredményeimet standard mikrofluidikai csatornak segitségével is
megerdsitettem. Meg kell azonban jegyezni, hogy az aramlasi csatornakban a sejtek
feliiletr6l torténd eltavolitasahoz sziikséges nyirderd két nagysagrenddel kisebb volt,
mint a mikropipetta altal mért hidrodinamikai emeld erd. Ez a kiilonbség egy
feltételezett ,.cipzar hatasnak” tulajdonithat6, vagyis annak, hogy a sejtek
eltavolithatoak a feliiletrdl a teljes adhézios erd toredeékével, ha a nyirderd a molekularis
kotéseket nem egyszerre, hanem egymas utan szakitja fel. Ezért a mikropipettat
alkalmazé adhézios teszt az egyedi sejtek teljes adhézios erejét jobban karakterizalja,
mint a nyirofesziiltséget (hosszl ideig) alkalmazd modszerek.

A kisérletek felfedtek egy a fibrinogénhez erésen kitapado sejtpopulaciot, amely
megjelenik a makrofagokban, még jelentésebb hanyadat teszi ki a dendritikus sejteknek,
de hianyzik a monocitdk koziil. Az aramlési kamrakban torténd erémérések soran,
amikor nyirderé valasztja le a sejteket a feliiletrdl, a differencilt sejtek esetén
megfigyelhetd volt az aramlds hatdsa a sejt morfologidra. A nyirderd novelésével a
sejtek a folyadékaramlas iranyaba elnyultta valtak. Hasonlo hatds a mikropipettaval
torténd eréméréskor nem volt megfigyelhetd, mely azt mutatja, hogy az adhézios
erdmérések értelmezése minden bizonnyal egyszeriibb a mikropipetta alkalmazasakor.
A sejtmorfologia valtozasa Osszefliggésben van szamos mas, citoszkeletont érintd
valtozassal, mely befolyasolja az adhéziot és igy az erdmérést. Ezen miitermék

kikiiszobolésére a nyirofesziiltség helyett a mikropipetta altal 1étrehozott hidrodinamikai
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emelé erd alkalmazasat javasoljuk. Ha azonban a kisérlet célja az, hogy a nyird
aramlasra adott sejtes valaszt tanulmanyozzuk a statikus sejtadhézid helyett, akkor
tangencialis aramlasra van sziikség.'®*'° Mindent 6sszevetve tehat elmondhatd, hogy
az automatizalt mikropipetta nagyobb érzékenységet nyujtott €s kevesebb mellékhatast
okozott a sejtekben, mint a nyir6 aramlas a mikrofluidikai csatornakban.

A technikank hatranya az AFM-hez képest az indirekt volta. Az adhézids erd
értékének meghatdrozasahoz hidrodinamikai szimulacidkat kell végezni. A célsejtre
hato becsiilt erd fiigg a sejt alakjatol. Jelen tanulmanyban a hdrom altalam vizsgalt sejt
alakja hasonld volt. Az AFM er6-spektroszkopidja lehetévé teszi a sejt levalasi
folyamatanak vizsgalatat. Ahhoz azonban, hogy a mikropipettaval kinetikai adatokat
nyerjlink, nagy sebességli kamera sziikséges, hogy nyomon tudjuk kdvetni az dramlas

soran a sejtek levalasat.

Kovetkez6 célunk az, hogy az adhézids eré széles eloszlasanak molekularis
hatterét tarjuk fel ugy, hogy az automatizalt mikropipettat a sejtfelszini adhézios
fehérjék fluoreszcens jelolésével ¢és egyedi sejtek RNS-ének szekvenalasaval

kombinaljuk.
5.4.2. CDI11b/CD18 és CD11c/CD18 integrinek vizsgalata immunsejteken

A kisérleteimben hasznalt human immunsejtek kiilonboznek a CD11b/CD18 és
CD11¢/CD18 exresszidjaban; a monocitak fejezik ki a legkevesebbet, mig a dendritikus
sejtek expresszaljadk a legtobb receptort. Tanulményoztam az CDI11b/CDI18 ¢és
CDI11c¢/CDI18 integrinek monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek kitapadasdhoz
val6 hozzajarulasat'. El8szor blokkolasra keriiltek a CD11b/CD18 vagy a
CD11c/CD18 integrinek mindharom immunsejten, majd vizsgaltam a fibrinogén

feltilethez torténd kitapadasukat automatizalt mikropipettaval.

Azt tapasztaltam, hogy a CD11b/CD18 blokkolasa erésitette a dendritikus sejtek
(34. abra a) és a makrofagok (34. abra b) kitapadasat, mig gatolta a monocitak (34. abra
sejttipus gyengébb adhéziot mutatott a kontrollhoz képest. Az eredmények alapjan a
CD11c¢/CDI18 a legfontosabb receptor, ami a monocitdk, makrofagok és dendritikus
sejtek fibrinogénhez torténd erds kitapadasat kozvetiti. Meglepd modon azonban a
CD11b/CD18 receptor blokkoldsa utdn a fibrinogén feliilethez még erdsebben tapado
dendritikus sejtek (34. abra a) és makrofagok (34. abra b) voltak megfigyelhetéek, ami
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azt mutatja, hogy bar a CD11b/CD18 irodalmi adatok alapjan kotédik a fibrinogénhez,
mégis negativ szerepe van az adhézioban. Ez a monocitakra (34. abra c) nem volt igaz,
esetikben ugyanis mind a CDI11b, mind pedig a CDIllc receptor blokkoldsa

csokkentette az adhézi6 erejét.
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boritott, majd PLL-g-PEG-gel blokkolt feliileten a CD11b/CD18 vagy CD11¢/CD18 receptorok
antitestekkel torténd gatlasat kovetéen. Az adatok a harom kiilonb6zé donortol szarmazo mintak
atlagat/kontroll sejtek atlagat és a +/- SEM értékeket reprezentaljak™®. A * szignifikans eltérést jelsl a
CD11b/CD18 ¢s CD11c¢/CD18 receptor blokkolasaval kapott eredmények kozott a fibrinogén feliileten a
kiilonboz6é vakuum értékek mellett (P<0,05 t-proba).

Hipotézisiink szerint a fibrinogénhez valdo adhézio fligg a sejtfelszinen 1évo
C11b/CD18-CD11c/CD18 receptorok szamatol. Kisérleteink soran megszamoltuk az
integrinek szamat a sejteken, illetve a fibrinogén ligandok (35. abra) szamat az adheziv
felszinen. Ezek az eredmények fontos informdacionak bizonyultak az immunsejtek

adhézidjanak értelmezésekor.
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35. abra: Az abran 10000:1 aranyban kevert jeldletlen:jel6lt fibrinogén molekulak képe lathato. A képeket

milanyag Petri csészében epifluoreszcens mikroszkdpon 63 X-os nagyitast objektivvel rogzitettiik vizes
pufferben a ki nem tapadt fibrinogén lemosasa és a PLL-g-PEG bevonat felvitele utan. Mig az (a) ébra az
eredeti fluoreszcens képet mutatja, a (b) képen az ImageJ szoftver segitségével automatikusan detektalt és

megszamolt 99 db részecske lathato.

A makrofagok és dendritikus sejtek esetén, a CD11b/CD18-CD11c/CD18 integrinek
szdama ugyanazon tartomdnyba esett, mint a fibrinogén ligandok szama az adheziv
felilleten. Azonban ezen 2 integrin tipus szdma a monocitakon Kisebb volt, mint a

rendelkezésre allo ligandok szdma.
5.4.3. Sejt-sejt adhézio vizsgalata mikropipettaval

A szamitogép- vezérelt mikropipetta lehetové tette azt is, hogy sejt-sejt
kapcsolatok adhézios erejét vizsgaljuk®®. Igy a dPLB-985 neutrofil sejtek és az IMASP-
1, trombin vagy TNFa kezelt, valamint a kezeletlen HUVEC sejtek kozotti adhézios
er6t szamszerlsiteni tudtuk. A kiilonbozé feliletekre Kitapadt neutrofileket minden
valogatasi folyamat utdn megemelt vakuummal probaltam eltavolitani a HUVEC
rétegrol. A Kkisérlet elvégzésére a Semmelweis Egyetem Ill. sz. Belgyogyaszati
Klinikdja kért fel minket, akik arra voltak kivancsiak, hogy van-e kiilonbség a

kiilonboz6 kezeléseknek kitett endotél sejtrétegre Kitapadt neutrofilek adhézios
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erejében. Azt tapasztaltam, hogy a vartnak megfeleléen a pozitiv kontrollként hasznalt
TNFa kezelésnek volt a leghatékonyabb adhéziofokozo hatasa és a TNFa-val kezelt
endotél sejtrétegre tapadtak a legjobban a neutrofilek. Az rMASP-1 illetve a trombin
kezelésnek hasonlo hatasa volt; kisebb mértékben, de szintén segitették az endotél
rétegre torténd kitapadast (36. abra). A Kutatast végzo csoport egy 96- lyuka lemezen is
elvégezte az endotél sejtek rIMASP-1-gyel, trombinnal vagy TNFa-val valé kezelését. A
kezelt/kezeletlen feliiletet neutrofilekkel inkubaltak és ezt kdvetden az uszd sejteket
lemosva mérték a kitapadt sejtek fluoreszcencidjat. Az altaluk kapott eredmények

sszecsengtek a mikropipettas eredményekkel .
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36. abra: A dPLB-985 neutrofil sejtek rIMASP-1-gyel, trombinnal vagy TNFa-val kezelt endotél
sejtréteghez torténé adhézios erejének meghatarozasa. A kezelések hatasara endotél sejtekhez kitapadt
neutrofil sejtek szamat a kezeletlen HUVEC-hez tapado neutrofilek szaméaval normaltam®. A kezeletlen
kontroll adatokat a piros vonal jelzi. A * a kiilonboz6 kezelésnek kitett endotél rétegre helyezett
neutrofilek és a kontroll tenyészet kozotti szignifikans eltérést jelzi a kiilonbozé vakuum értékek mellett

(*P<0,05, **P<0,01 egytényezds varianciaanalizis).
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6. Osszefoglalas

PhD tanulmanyaim alatt részt vehettem egy olyan technika fejlesztésében, mely
nem csak egyedi sejtek Kinyerését, de a sejtek adhézios erejének meghatarozasat is
lehetdvé teszi.

Az egyedi sejtekkel végzett vizsgalatok az utdbbi idében rendkiviil fontossa

valtak, hiszen a biologiai rendszerek (még a paranyi sejtek szintjén is) komplex
viselkedést mutatnak. A human genom program o6ta szdmos masodik generacidos DNS-
szekvenalo technika jelent meg, és ezek a genom szekvenalasat, ujra szekvenalasat, az
un. ,transzkriptom”, vagyis az mRNS-ek szekvenalasat, a DNS-fehérje kolcsonhatasok
¢s az epigenom vizsgalatat lehetdvé tevd nagy ateresztOképességli, koltséghatékony
modszerek napjainkban forradalmasitjdk a molekuldris biologiat. Ezen technikak
fejlodésének kovetkeztében lehetdség nyilik akar egyedi sejtek teljes DNS és/vagy
MRNS allomanyéanak szekvenalasara.
Az egyedi sejtekkel végzett kutatasok a gyogyitasban is hasznos informaciokat adhatnak
példaul a rdkos betegségek hatterérdl, ugyanis a rakos szovet jellemzd tulajdonsaga,
hogy a benne 1év0 sejtek genetikai ¢és transzkripcidos szempontbol is nagyon
kiilonbozoek. Emellett az egyedi sejtek transzkripcidos mintazata az embridgenezisben €s
a szoveteink kozti kiilonbségek feltarasaban is kozponti jelentdségii.

Az egyedi sejtekkel torténd vizsgalatok elvégzésénél az egyik legnagyobb
technikai nehézséget az ép, egyedi sejtek izolalasa jelenti, ugyanis a legtobb erre
alkalmas technika alacsony ateresztoképességgel rendelkezik. Az ELTE Biologiai
Fizika Tanszékén miikodo szamitogép-vezérelt mikropipetta azonban alkalmas a Petri
csésze feliiletére rogzitett egyedi sejtek valogatasara 3-4 sejt/perces valogatasi sebesség
mellett. Rendkiviil fontos azonban a valogataskor kinyert egyedi sejteket tartalmazo
cseppek térfogata. Az izolalt sejtekkel végzett (példaul szekvenalasi) eljarasok koltséges
reagenseinek kovetkeztében fontos volt a sejtek minél kisebb, 1 ul alatti térfogatban
torténd kinyerése. Kisérleteink soran a csepptérfogatot 0,4 — 0,7 ul kozotti tartoméanyra
tudtam lecsokkenteni. Tehat miutan a feliiletre kitapadt NE-4C neuroektodermalis egér
dssejtek €s a primer humédn immunsejtek felvételre kertiltek egy standard miianyag Petri
csészébol, az egyedi sejteket paranyi cseppekben sikertilt letenni. A sejtek kiméletes,
sériilés nélkiili felvétele érdekében azonban a sejtek adhézids erejét biokémiai tton

(tripszin-EDTA alkalmazasaval) vagy a felillet modositasaval hangolni kellett. A
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lerakott cseppek 94 + 3%-a egyedi NE-4C, illetve 60 + 4% -a egyedi monocita sejteket
tartalmazott. Modszeriinket rutinszerlien és nagy szelektivitassal tudtuk alkalmazni
FACS-ként egészen az egyedi sejtek szintjéig.

Technikank az egyedi sejtek izolalasara azonban csak a feliilethez rogzitett

sejteket tudta hasznalni, korlatozva ezzel az alkalmazasi lehet6ségeket és a modszer
elterjedését. Ezért kifejlesztettiink egy uj modszert, amely képes felismerni és izolalni
egyedi sejteket szuszpenziobol is, anélkiil, hogy a sejteket a Petri csésze feliiletéhez
kellene rogziteni.
A Petri csészébe helyezett sejtek passziv mozgasa minimalisra csokkent azaltal, hogy a
csészébe nyomtatott 5 x 5 mm®-es keret vékony (~100 pm-es), olajjal boritott
folyadékrétegébe injektaltam a sejteket. Az adaptiv sejtcélzasnak koszonhetéen a
szoftver képes volt felismerni, ha a valogatasi folyamat kézben a felvenni kivant sejt az
mikropipetta felvette volna, a szoftver mindig egy 0j képet készitett, amely altal az
esetlegesen elmozdult sejt koordinatait korrigalni tudta. Kisérleteimben a kutatok altal
gyakran hasznalt modell sejtet, a 3T3 egér fibroblasztot, valamint huméan vérbol
preparalt monocita sejtet hasznaltam, hogy teszteljem az egyedi sejtek valogatasakor a
modszer hatékonysagat.

Ugyanezen sejteket hasznalva vizsgaltam a mikrostruktirakban torténé egyedi
sejtcsapdazast, majd az ezt kovetd valogatasi hatékonysagot is. A csapdazott és
kivalasztott sejtek ~50%-a sikeresen izolalhatdo volt a struktarakbol. Ez az arany
azonban ~75%-ra javult a vékonyrétegbdl torténd valogatasok alkalmaval. A mikro-
kutakban torténd sejt rogzitéskor azonban a sejtek jelentds része (altalaban tobbsége)
elveszett a mosasi l1épések soran. Igy fontos elSrelépés volt, hogy a sejtvalogatast
megeldzd 1épésekben a vékonyrétegbdl torténd valogatiskor az elveszd sejtek szamat
sikeriilt leszoritani praktikusan nullara.

Az ) modszer nemcsak a ritka (~2000 sejtet tartalmazo) sejttenyészetbdl torténd
egyedi sejt izolaciot tette lehetévé, hanem azt is, hogy siirii (~5 x 10 sejtet tartalmazo)
tenyészetb6l fluoreszcens festékkel megjelolt egyedi sejteket tudjunk Kinyerni ugy,
hogy a fluoreszcensen jelolt sejtek mellett a kultira 1000-szer tobb jeldletlen sejtet
tartalmazott. A megcélzott jelolt sejtek kigyiijtése soran az egyedi sejtek kdzelsége miatt
jeloletlen sejteket is felkapott a mikropipetta, azonban a valogatasi folyamat tobbszori
megismétlésével (esetlinkben harom valogatasi ciklus volt sziikséges) az izolalando

egyedi, fluoreszcens sejteket sikeriilt megtisztitani a jeloletlen, felvételre nem szant
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sejtektél. Mivel a technika minimalis mintael6készitést igényel és gyakorlatilag
barmilyen szoveti sejttipus esetén alkalmazhato, ugy gondolom, hogy a képalapu,
automatizalt egy-sejt manipulacid a molekularis sejtbiologia mindennapi technikdjava
valhat.

A sejtadhézi6 jelensége alapvetd a tobbsejtli €161ények szdmara. Mivel az emlds
sejtek tobbsége képes a kitapadasra, az adhézios erejiik meghatarozasa biofizikai és
orvosi szempontbdl egyarant indokolt. Azonban az egyedi sejtek adhézids erejének
kozvetlen meghatarozasara alkalmas technikak (elsésorban az AFM) alacsony
ateresztoképességiiek: kisérletenként csak kisszamu sejt mérhet6 le veliik.

A szamitogép-vezérelt mikropipetta egyedi sejtek specifikus makromolekuldkkal valo
kolcsonhatasanak vizsgalatara is alkalmazhatd volt. Kisérleteim soran immunsejtek:
human primer monocitak és monocitabol in vitro differencialtatott makrofagok és
dendritikus sejtek adhézids erejét vizsgaltam fibrinogén feliileten. A nem specifikus
sejtadhéziot a fehérjéket taszité PLL-g-PEG polimerrel blokkoltam. A feliiletre kitapadt
sejtek adhézids erejét nagy pontossaggal tudtam mérni gy, hogy tobbszor egymas utén,
egyre nagyobb vakuum érték alkalmazisa mellett probaltam felvenni a vizsgélando
sejtet. Ahhoz, hogy meg tudjuk becsiilni a célsejtre hatdé hidrodinamikai emeld erd
értékét, a mikropipettaban kialakuld dramléas szamitdgépes szimulacidja volt sziikséges.

Azt tapasztaltam, hogy a monocitdk voltak a legkevésbé adherensek a
fibrinogénnel bevont feliilleten. A dendritikus sejtek és a makrofagok viselkedése
hasonld volt, de a dendritikus sejtek atlagos adhézids aranya kissé magasabb volt
minden alkalmazott vakuum érték mellett. Az altalunk bevezetett modszerrel rovid id6d
(~30 perc) alatt tobb szaz, specifikus makromolekulakhoz kapcsolodott sejt adhézios
erejét sikeriilt lemérni, mely azt mutatja, hogy a technika alkalmas a nagy
ateresztOképességli direkt erdmérésre.

Az Aaltalunk bevezetett modszert hidrosztatikus mikropipetta manipuldcios
technikaval validaltam. gy kisérleti uton ellenérizni tudtam a 70 um belsé atmérdjii
erd nagysagat. A hidrosztatikus mikropipetta manipulacios technikaval kapott
eredmények megerdsitették a hidrodinamikai iton mért adhézios er6é nagysagat.

Ezen tGl az eredményeimet alatamasztottam standard mikrofluidikai
csatornakban mérve a kitapadt sejtekre hatd nyirderdt. A kisérletek felfedtek egy, a
fibrinogénhez erdsen kitapado sejtpopulédciot, amely megjelenik a makrofagokban, még

jelentdsebb hanyadat teszi ki a dendritikus sejteknek, de hidnyzik a monocitak koziil. A
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két kiilonbozd technika hasonld eredményeket adott, azonban csak az automatizalt
mikropipetta volt alkalmas arra, hogy a legalacsonyabb és a legmagasabb adhézios
eroknél szignifikans kiilonbséget tarjon fel a makrofagok és a dendritikus sejtek kozott.
A mikrofluidikai csatornakkal Osszevetve az automatizalt mikropipetta nagyobb
érzékenységet nyujtott és kevesebb mellékhatast okozott a sejtekben. Modszeriinkkel a
vizsgalt egyedi sejtek konnyedén felkaphatdk, izolalhatok és mas technikakkal tovabb
vizsgalhatok, amely a szamitogép-vezérelt mikropipetta hatarozott elonye.

Ugyanezen immunsejteket  tovabbi  vizsgalatoknak is  alavetettem.
Tanulmanyoztam az altaluk expresszalt CD11b/CD18 és CD11¢/CD18 integrinek
fibrinogén feliiletre torténd kitapadasukhoz valé hozzajarulasat az automatizalt
mikropipettaval. Azt tapasztaltam, hogy a CDI11¢/CDI18 blokkolasa mindharom
sejttipuson gatolta, mig a CD11b/CD18 receptor blokkolésa a differencialt sejtek esetén
meglepd modon erdsitette a sejtek fibrinogén feliiletre tapadasat. Ez utdbbi effektus a
monocitaknal nem 1épett fel; esetitkben mind a CD11b, mind pedig a CD11c receptor
blokkoldsa csokkentette az adhézid erejét. Az eredmények alapjan az feltételezhetd,
hogy a makrofagok és dendritikus sejtek esetén kompetitiv gatlas torténik, a két hasonld
integrin verseng a mindkettdjiik altal kothetd fibrinogén ligandokért. Ezzel szemben a
monocitak esetén a ligand megkdtéséért nem folyik verseny a két receptor kozott,
hanem inkdbb egyiitt vesznek részt az adhézids folyamatban. Ez azzal magyardzhato,
hogy rajtuk kisebb az integrinek siiriisége az altalunk hasznalt feliileti ligand stiriségnél.
A feltevés megerdsitéséhez tovabbi mérések sziikségesek neutrofil sejteken. A
neutrofilek ugyanis mindkét receptort a monocitdkhoz hasonlé mértékben expresszaljak.
Az eredmények alapjan tigy gondoljuk, hogy a CD11b/CD18 gyengébb kitapadast
kozvetit, mint a CD11c¢/CD18, igy a CD11b/CD18 receptor blokkoladsa (nem vart
modon) novelheti a sejtek adhézids erejét azaltal, hogy tobb CD11c/CD18 receptor
kotédhet a fibrinogén molekuldkhoz, ha a ligand strlsége limitalt. Ez az indirekt
receptor-kolcsonhatas tudomdsunk szerint egy eddig le nem irt mechanizmus az
immunoldgiaban.

Ezeken tilmenden sejt-sejt kapcsolatok adhézids erejének vizsgélatira is
alkalmasnak bizonyult a technika. Az altalunk kifejlesztett miiszer kiilonbséget tudott
tenni harom kiilonb6z6 (orvosi relevanciaval bird) kezelésnek (TNFa, trombin, rMASP-

1) kitett endotél sejtrétegre kitapadt neutrofilek adhézios erejében.

92



Véleményem szerint az altalunk alkalmazott, bonyolult megoldasokat nélkiil6zo,

ugyanakkor flexibilis szamitogép- vezérelt mikropipetta az egyedi sejtek izolalasaban és

crer
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7. Uj tudomanyos eredmények

7.1. Tézispontok

1. A szamitogép-vezérelt mikropipetta lehetdvé tette a Petri csésze feliiletén
immobilizalt egyedi sejtek detektalasat, valogatasait mikroszkopon. Sikertilt
minimalizadlni az egyedi sejtet tartalmazd cseppek térfogatat mikroliter alatti
térfogattartomanyra és 15-20 mp/sejt valogatasi sebességgel 0,4—0,7 ul térfogata, egyedi
sejteket tartalmazo cseppeket izoldlni automatikusan PCR csdvekbe, ami dontd
fontossagu a tovabbi vizsgéalatok szempontjabol. A kisérletekhez neuroektodermalis
egér progenitor, ¢s human primer monocita sejteket hasznaltam. Az izolalt cseppek 94 +

3% (NE-4C) és 60 + 4%-a (monocita) tartalmazott egyetlen sejtet.

2.a. Kifejlesztettem egy 1) mddszert, mely képes automatikusan felismerni €s izolalni az
egyedi sejteket szuszpenzidbol, anélkiil, hogy a sejteket a Petri csésze feliiletéhez
kellene rogziteni. A passziv sejtmozgast hajtd folyadékkonvekci6 minimalisra
csOkkentése érdekében a sejteket egy vékony (~100 pm-es) sejttenyésztd
folyadékrétegben tartottam, melyet olaj feddréteggel boritottam. Az egyedi sejteket 1,4
+ 0,6 nl térfogatban sikertilt felvenni anélkiil, hogy a szomszédos sejteket eltavolitottam
volna. Az egyedi sejteket a Petri csészébe nyomtatott miniatiir ,,multi-well-plate”
iiregeibe injektaltam 3 sejt/perc sebességgel, vagy standard PCR csdvekbe 2 sejt/perc

valogatasi sebességgel.

2.b. Osszehasonlitottam az j modszer hatékonysagat PDMS mikro-kutakban torténd
egyedi sejtcsapdazassal és az azt kovetd sejtvalogatassal. Az egyedi sejtek kinyerési
aranya jelentésen javult, amikor a valogatas a vékony folyadékrétegbdl tortént. A
mikro-kutakban torténé sejtrogzitéskor a sejtek jelentds része elveszett a mosasi lépések
soran. Vékonyrétegbdl torténd sejtvalogatds soran azonban az elveszd sejtek szamat

kozel nullara szoritottam le.

2.c. Az 1) modszer a valogatasi ciklus tobbszori ismétlésével lehetdve tette fluoreszcens
festékkel jelolt egyedi sejtek izolalasat olyan (nagy stiriségii) sejtkulturabol is, mely
1000-szer tobb jeloletlen sejtet tartalmazott a jeloltek mellett. A technika minimalis
mintaelokészitést igényel ¢és gyakorlatilag barmilyen szoveti sejttipus esetén

alkalmazhatd.
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3.a. A szamitégép-vezérelt mikropipetta egyedi sejtek adhézidés erejének
meghatarozasara is alkalmas volt. Egyedi human fehérvérsejtek: primer monocitak és
monocitabol in vitro differencialtatott makrofagok és dendritikus sejtek adhézios erejét
vizsgaltam fibrinogén feliileten. A nem specifikus sejtadhéziot a fehérjéket taszité PLL-
g-PEG polimerrel blokkoltam. A mikropipettdban kialakuld aramlas szamitogépes
szimulacidja segitségével kiszamoltuk a célsejtekre hatdo hidrodinamikai felhajtoerd
értékét. Azt tapasztaltam, hogy a monocitak a legkevésbé adherensek a fibrinogénnel
bevont feliileten. A legnagyobb atlagos adhézids erét a dendritikus sejtek mutattak.
Ezzel a modszerrel rovid id6 (~30 perc) alatt tobb szdz sejtet mértem le egyenként,

melyek a feliiletet boritd specifikus makromolekuldkhoz kapcsolodtak.

3.b. Az automatizalt mikropipettat alkalmaz6é erémérd modszert a mar ismert
hidrosztatikus mikropipetta-manipulacios technikaval validaltam. Eredményeimet egy
standard eszkozzel, a mikrofluidikai aramlasi csatornaval is alatamasztottam. A
kisérletek feltartak egy, a fibrinogénhez erdsen kitapadd sejtpopulaciot, amely
megfigyelheté volt a makrofdgoknal ¢és dendritikus sejteknél is, de hidnyzott a
monocitakbdl. Kimutattam, hogy az automatizalt mikropipetta nagyobb érzékenységet

nyujtott, mint a nyir6 dramlas a mikrofluidikai csatornakban.

3.c. Tanulmanyoztam a CDI11b/CDI8 ¢és CDI11c¢c/CDI8 integrinek monocitak,
makrofagok és dendritikus sejtek kitapadasahoz vald hozzajarulasat mikropipettaval.
Eredményeim arra mutatnak, hogy a makrofagokban ¢&s dendritikus sejtekben
kompetitiv gatlas 1ép fel a kétféle receptor kozt, vagyis a két hasonl6 integrin versenyez
az elérhetd fibrinogén ligandokért. Monocitakban ez nem volt megfigyelhetd, ami azzal
magyarazhato, hogy rajtuk az altalunk alkalmazott feliileti ligand stiriségnél kisebb

ezeknek az integrineknek a stirlisége.

3.d. Az automatizalt mikropipetta lehetdvé tette sejt-sejt kapcsolatok adhézids erejének

vizsgalatat is. Harom kiilonb6z6 kezelésnek kitett (TNFa, trombin, rMASP-1) human

crer

kaptam orvosi szempontbol is relevans eredményeket.
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7.2. Thesis points

1. The computer-controlled micropipette allows the automated detection, manipulation
and sorting of single cells in a Petri dish. It could be minimized the drop volume (0.4—
0.7 pl) to reach the submicroliter regime, as it is a crucial parameter when subsequent
measurements on cells. Droplets containing individual cells could be deposited into
PCR tubes with a sorting speed of 15-20 seconds/cell. I used neuroectodermal mouse
stem cells and human monocytes in my experiments. 94 + 3% and 60 + 4% of the

deposited drops contained single cells for NE-4C and monocytes, respectively.

2.a. It has been developed a new method to automatically recognize and gently isolate
intact individual cells from suspension without immobilizing cells on the surface of the
Petri dish. To minimize fluid convection, cells were kept in a thin (~100 pm) layer of
buffer or culture medium covered with oil. Single cells could be picked up in a volume
of 1.4 £ 0.6 nl without removing neighboring cells. Single cells were injected either into
the wells of the miniature plate with a sorting speed of 3 cells/min or into standard PCR

tubes with 2 cells/min.

2.b. 1 compared the efficiency of this method to that of single cell entrapment in
microwells and subsequent sorting with the automated micropipette. The recovery rate
of single cells was greatly improved when sorting from a thin layer of suspension
instead of using microwells. In case of microwells most of cells were lost in washing
steps. However, the number of cells lost in the preparation steps of the new technique

was practically zero.

2.c. The new method enabled to isolate fluorescent cells also from dense cultures
containing 1,000 times more unlabeled cells by the successive application of the sorting
process. The technique needs minimal sample preparation, and can be applied for

virtually any tissue cell type.

3.a. The technique can be used to determine adhesion strength of individual cells. |
studied the adhesion force between individual human white blood cells: primer
monocytes and monocyte derived macrophages and dendritic cells to fibrinogen. |
blocked nonspecific cell adhesion by the protein repellent PLL-g-PEG polymer. The
estimated hydrodynamic lifting force acting on target cells was calculated by the
numerical simulation of the flow at the micropipette tip. | found that monocytes are less
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adherent to fibrinogen than their in vitro differentiated descendants. Dendritic cells
produced the highest average adhesion force. Using the introduced methodology
hundreds of cells adhered to specific macromolecules were measured one by one in a

relatively short period of time (~30 min).

3.b. Magnitude of the hydrodynamic lifting force was confirmed by the hydrostatic
step-pressure micropipette manipulation technique. My results were reinforced in
standard microfluidic shear stress channels. The experiments revealed the existence of a
sub-population of highly adherent cells among macrophages and dendritic cells.
Nevertheless, automated micropipette gave higher sensitivity and less side-effect than

the shear stress channel.

3.c. | studied the contribution of the CD11b/CD18 and CD11c/CD18 integrins to the
adhesion of monocytes, macrophages and dendritic cells. Based on my results, it can be
assumed that a competitive inhibition occurs on macrophages and dendritic cells as the
two similar integrin types compete for the ligands. In case of monocytes, there is no
competition between the two receptors for ligand binding since there is enough ligand

for both receptors.

3.d. The force of cell-cell adhesion could be investigated with the automated
micropipette. | measured the effect of 3 different endothelial cell monolayer (HUVEC)
treatments (TNFa, trombin, rMASP-1) to the neutrophil adhesion. The technique was

sensitive enough to make difference between the impacts of medically relevant drugs.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdimnek, Dr. Szabd Balintnak és Dr. Horvath Robertnek,
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