
Diss. % <343

Kísérletek primer sejtkulturákkal

Doktori disszertáció
Készült; SZBK Genetikai Intézetében 

1972-73.

Készítette; Fekete Éva



Ч ГЙЮ



1

Vázlat

I, Bevezetés /irodalmi áttekintés/

1. A szövettenyésztésnél általánosan használt anyagok és 

módszerek«
2. A szövetkulturák tipusai
3. Sejttípusok a szövetkulturákban.
4. A rovar szövetkulturák felhasználási területe.

Kísérleti részII.

1, Anyagok és módszerek
a. / Primer kultúrák előállításához alkalmazott anyagok és

módszerek.
b. / A primer sejtkulturákon végzett kísérletekhez alkalmazott

anyagok és módszerek.

2, Eredmények értékelése
a, / Primer sejtkulturák értékelése.
b, / Primer sejtkultúrákon végzett kísérletek értékelése.

Eredmények megbeszéléseIII.

IV. Iro dalom



2 -

I. 1,/ A szövettenyésztésnél általánosan használt anyagok
és módszerek

A szövettenyésztést ma már a biológia és az orvostudomány sok 

területén alkalmazzák, A módszer jelentősége a sejtbiológia 

és a patológia területén általánosan elismert.

A gerinces sejtek és szövetek tenyésztésének ma már több évti­
zedes múltja és hatalmas irodalma van, A gerinctelenek sejtje­
inek in vitro tenyésztésével kapcsolatos irodalomban is vannak 

fél évszázados adatok, de az irodalom jelentős része az elmúlt 
tiz *év kutatásainak eredménye.

A rovarszövettenyésztés irodalmát áttekintve, megfigyelhető a 

törekvés egy jól definiált, szintetikus tápfolyadák előállítá­
sára, Az irodalomban egységesen képviselt álláspont az, hogy a 

kémiailag definiált, szintetikus tápfolyadék előállításánál a 

vizsgált rovar hemolympha analízisét kell szem előtt tartani. 

Ennek megfelelően sok szerző végzett részleges, vagy teljes 

hemolympha analízist.

A hemolymphaI szervetlen ion koncentrációjának meghatározására 

jól bevált és általánosan alkalmazott módszer a lángfotometria, 
/Florkin, 1965./

A protein tartalom meghatározására a gélfiltrációt alkalmazzák, 
de jól beváltak a különböző elektroforetikus módszerek is, 

/boughton, 1968,/

A vizsgálatok eredményei azt mutatják, hogy a hemolymphában i- 

gen magas a szabad aminosavak koncentrációja. Ezek meghatározá­
sa aminosav analizátor segítségével történik.

A rétegkromatográfia alkalmazásával lehetőség nyilik a cukrok 

kromatográfiás analízisére. Az ilyen vizsgálatoknál szembetűnő 

az, hogy a monoszaharidok koncentrációja igen alacsony, Mig az 

egész állatvilágban a cukoranyagcsere központjában egy monosza- 
harid áll, addig itt a központi szerep egy nem redukáló disza- 

haridék, a trehalózé, /Alumot, 1969,/



- 3 -

Ioncserélő kromatográfia alkalmazásával sikerült megvizsgál­
ni néhány rovar hemolymphajának savoldékony foszfát mennyi­
ségét és milyenségét, /Wyatt, 1956,/
A Hyalophora cecropia esetébennégy komponenst sikerült meg­
határozni, amelyek 26-44 mM koncentrációban, anorganikus or- 

tofoszfát, L- glicerofoszfát, foszforilkolin formájában van 

jelen,
A hemolympha összetételéről szerzett ismeretek alapján S, S 

Wy^tt /1956/, készitett először tápfolyadékot, melyben hosz- 

szabb ideig lehetett fenntartani moszkito ováriumból nyert 
sejteket, Wyatt médiuma anorganikus sókból, cukrokból, amino- 

savakból, 10 % hőkezelt hemolymphából állt, A szerző két héten 

keresztül figyelt meg intenziv növekedést ebben a médiumban.
Ezt a médiumot néhány szerző továbbfejlesztette, mások uj ti- 

pusu tápfolyadékokat állítottak össze különböző rovarokból 
származó sejtek tenyésztésére, Hirumi és Maramorosch /1964,/ 

levéltetvek, Landureau /1966,/ csótányok, Echalier és munka­
társai Drosophila /1968/, Schneider raosquitók számára készi­
tett tápfolyadékot, /Schneider, 1964,/
Más szerzők a gerinces szöveteknél használt tápfolyadékokat 
vették át és alkalmazták gerinctelenek sejtjeinek tenyészté­
sére, Necco és Martini /1961/ pd. Octopus sejteket tenyész­
tett Parker 199-es médiumban, melyet az ozmotikus nyomás eme­
lése érdekében NaCl-al egészített ki,
A sok próbálgatás ellenére sem sikerült olyan tápfolyadékot 
előállítani, amelyben a gerinctelenek különböző osztályaiba 

tartozó állatok sejtjei jól tenyészthetők. Ennek okát a hemo­
lympha analízisek eredményei megmagyarázzák. Az eddig elvégzett 
vizsgálatok azt bizonyitjék, hogy még fajok között is lényeges 

különbségek vannak az ozmotikus és pH viszonyok vonatkozásá­
ban, A Ha/K arány is igen változó 0,1-25 közötti értékeket 
vesz fel.
Mivel in vitro körülmények között a tápfolyadék jelenti a köz­
vetlen környezetet a sejtek számára, amelyből a növekedésükhöz 

szükséges anyagokat felválik, bomlástermékeiket pedig leadják, 
a tápfolyadék összetétele döntő jelentőségű a tenyésztés szem­
pontjából.
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Az eddigi vizsgálatok eredményeit összefoglalva a tápfolya­
dék elkészítésénél a következő szempontokat célszerű figye­
lembe venni:

1. / A hemolymphában jelenlévő anorganikus ionok koncentrá­
ciója*

2. / A hemolymphában lévő cii krok koncentrációja és minősége*
3. / A hemolymphában lévő proteinek ill, szabad aminosavak

koncentrációja,
4*/ A hemolymphában lévő vitaminok koncentrációja ill* mi­

lyensége,
5*/ A hemolymphában lévő szerves savak koncentrációja,
6,/ Egyéb anyagok jelenléte a hemolymphában.

A tápfolyadékokban 

élettani
felhasznált 

j elentősége :anyagok

A,/ Anorganikus sók

A gerinctelenek hemolymphájában lévő anorganikus sók szüksé­
gesek a sejtek növekedéséhez, életfunkcióik végzéséhez, A 

hemolympha ozmotikus nyomásának és pH-jának szabályozásában 

szerepük нет olyan lényeges, mint a gerincesek vérében lévőké, 
A tápfolyadék összeállitásánál különös gondot kell forditani
a Na/K arány helyes megtartására és a Ha + К arány alacsony

Ca +Mg
voltára, a vizsgált rovar hemolympha analíziséből nyert ada­
toknak megfelelően.

B,/ Szerves savak

A legtöbb állat vérétől eltérően a rovarok hemolymphája tar­
talmaz szabad szerves savakat.
Lényeges szerepet játszanak a hemolympha kation egyensúlyának 

fenntartásában, mivel a benne lévő szervetlen ionok nagy részét 
megkötik. Ezen kivül hozzájárulnak még a hemolympha ozmotikus 

nyomásához és pufferkapacitásához.
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C#/ Aminosavak

A rovatok hemolympháját igen magas aminosavszint jellemzi# A 

hemolympha teljes ozmotikus nyomásának 40 %-át az aminosavak 

teszik ki. A hemolympha magas aminosav szintje a rovarok szá­
mára készitett tápfolyadékokban is tükröződik, annak ellenére, 
hogy a sejtek tényleges aminosav igényével kapcsolatos vizs­
gálatok igen hiányosak, az irodalmi adatok ellentmondóak# 

Landureau és mts /1969#/ anyagcsere vizsgálatokat végeztek 

szövetkulturákban, az esszenciális aminosavak és vitaminok 

meghatározása céljából. Vizsgálataik alapján néhány aminosav: 
Arginin, Histidin, Methinnin, Leucin, Phenilalanin, Tryptophan, 
Tyrosin, Valin, esszenciálisnak, mások Glycin, Cystein, Prolin, 
előnyösnek bizonyultak.

D#/ Szénhidrátok

A hemolymphában jelenlévő szénhidrátok feltehetően a növekedő 

sejtek energia igényét biztositják. A rovarok hemolymphájában 

lévő redukálható cukrok koncentrációja igen alacsony, főleg 

glükóz és fruktóz formájában van jelen.
A gyakorlatban használt tápfolyadékokat tekintve úgy tűnik, hogy 

ezek szénhidrát tartalma nincs tekintettel a hemolympha analí­
zisből nyert értékekre# A szerzők a különböző szénhidrátokat 
igen különböző koncentrációkban alkalmazzák, A koncentráció 

100 mg/ 100 ml-től 5400 mg /100 ml /Grace 1966#/ értékek kö­
zött változik#

E#/ Vitaminok

Kizárólag а В vitamin csportról mutatták ki, hogy esszenciáli­
sak a rovarok számára. /Grace, 1962#/
Elsőként Grace /1953/ közölte 1958-ban, hogy tápfolyadékba tett 

В vitamin hatására a sejtek növekedése fokozódott. Az általa ki­
dolgozott tápfolyadék а В vitamin csoport minden tagját tartal­
mazza, 0,002mg/100 ml koncentrációban.
A szerzők nagy része a sejtek növekedéséhez szükséges vitamino­
kat Yeast extrakt formájában alkalmazza#
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F,/ Nukleotidok, szterolok

Néhány szerző tápfolyadékában alkalmazta azokat a nükleotidokat, 
amelyek az emlős sejtek számára in vitro körülmények között i- 

gen lényegesnek bizonyultak.
A közölt adatokból kiderült, hogy a gerinctelen sejtek in vitro 

növekedésére ezek hatástalanok.

G./ Kiegészítő anyagok

A tápfolyadék előállításánál alapvető cél, hogy az kémiailag mi­
nél definiáltabb legyen. A gyakorlat azonban azt mutatja, hogy a 

szintetikus médiumok önmagukban nem elegendők a sejtek életfolya­
matainak biztosítására.
A szintetikus médiumokat ezért különböző adalék anyagokkal egészí­
tik ki. Ilyenek pl. különböző biológiai folyadékok, savók, homo­
lóg vagy idegen hemolympha, amnionfolyadék, szövetkivonatok, fe­
hérje hidrolizátumok.
Az adalék anyagok sok ismeretlen faktort jelentenek, ezért több 

kísérletet végeztek kiküszöbölésükre. Horikawa és Kuroda /1959/ 
közölték Drosophila sejtek több hónapos túlélését, kémiailag tel­
jesen definiált médiumban, A legtöbb kisérlet azonban eredményte­
len volt. A tenyésztés szempontjából a tápfolyadék összetételén 

kivül jelentős probléma a steril kultúrák létrehozása. A rovarok 

fenntartása steril körülmények között általában nehézkes. Ma már 
több szintetikus, autokiávozható táptalajt dolgoztak ki, de ezek­
nek csak kis része alkalmas a rovarok teljes fiziológiai kifejlő­
déséhez. /Sang, I956, Friend 1958, Bougherty 1959/.
A legjobb, de igen költséges megoldás a rovarok fenntartása steril 
körülmények között létrehozott növény tenyészeteken. /Mitsuhashi, 
1964./
Steril rovartenyészetek felületileg sterilizált embriókból, illet­
ve tojásokból nyerhetők. A felületi sterilizálásra különböző mód­
szerek ismertek, általában Na-hypchlorit, alkohol, alkoholban ol­
dott HgClg különböző koncentrációjú oldatait használják. 
/Schneider, 1967./
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2./ A szövetkulturák tipusai:

kultúrákA«/ Primer

a*/ Túlélő sejtek, alacsony mitotikus aktivitással* 

b*/ Explantált tenyészetek
Az ilyen tipusu kultúrák rögzitett szövetfragmen­
tumokból történő sejtkivándorlással, majd a kiván­
dorolt sejtek osztódásával jönnek létre, 

c./ Monolayer tenyészetek
Ha szővetdarabokból, vagy intakt embriókból nyert 
sejtszuszpenziót ülepitjük, a sejtek kiülnek a te- 

nyészedény falára, ott osztódnak. Az osztódás utján 

Mrejött sejtek a kontakt inhibició következtében 

egyrétegű tenyészetet alkotnak.

B./ Szekunder kultúrák

Szekunder kultúrákhoz a primer sejtek passzálása révén jutunk, 
A szekunder kultúrákban a sejtek néhány hétig megtartják mi­
totikus aktivitásukat, majd a mitózis sebessége fokozatosan 

csökken, a kultúrák elpusztulnak.

C./ Sejtvonalak

Ha a sejtet képesek adaptálódni az in vitro körülményekhez, el­
vileg korlátlanul fenntartható sejtvonallá alakulhatnak.
Bár az adaptáció mechanizmusa szinte teljesen ismeretlen, az 

bizonyos, hogy közben a sejtek lényeges morfológiai és gene­
tikai változásokon mennek keresztül.

3./ Sejttípusok a szövetkulturákban

Az emlős szövetkulturákban általában három sejttípus fordul 
elő: fibroblaszt, epiteliális és kerek forma.
A rovar szövetkulturák sejttipusainem sorolhatók határozott cso­
portokban. Az irodalomban fibroblaszt-epitelszerü, vagy amöboid 

néven szerepelnek.
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A tenyésztett sejtek morfológiája általában függ a kiindulási 
állat rendszertani helyétől. Pl,: a levéltetveknél epitlszerü, 
a csótányoknál fibroblasztszerü, a Drozophilánál amöboid for­
mák a leggyakoribbak.

3./ A gerinctelen szövetkulturák felhasználási területe

A*/ Genetikai kutatás

A genetikai kutatás megfelelő objektuma olyan szomatikus sejt 

lehet, amelyet alacsony kromoszóma szám, a kromoszóma párok kö­
zött jól látható különbség és több kromoszóma marker jellemez. 
Ezeknek a követelményeknek a Drozophila szomatikus sejtjei tel­
jes egészében eleget tesznek. Ennek ellenére igen kevés adat u- 

tal a Drosophila szomatikus sejtjeinek genetikai felhasználásá­
ra, bár napjainkban már több kutató rendelkezik Drosophila ere­
detű sejtvonallal* /Echalier 1965» Dolfini 1966, Scheider 1967./

В,/ Hormonkutatás

A hormonkutatásban kiemelt szerepe van az ekdizon hatás tanulmá­
nyozásának. Mind azmind a ß - ekdizon hatását tanulmányoz­
ták sejtkulturákon. A vizsgálatokról közölt adatok meglehetősen 

ellentmondóak. Egyes szerzők RNS DNS szintézis fokozódást, mások 

csökkenést tapasztaltak. /Marks, 1970/

C./ Viruskutatás

Az elmúlt hét évben jelentősen megnőtt azoknak a munkáknak a szá­
ma, amelyek során növényi virusokat a virust hordozó rovar szöve­
tében tenyésztették in vitro.
Ezek a munkák igen jelentősek mind a növénypatológia, mind a vi­
rológia szempontjából. /Maramorosch, 1962,/
Ha lehetőség lenne a hordozó rovar sejtjeit monolayerben tenyész­
teni, majd a monolayert fertőzni a hordozott növényi virussal, ez 

uj lehetőségeket teremtene a növényi vírusok kvantitativ sajátsá­
gainak tanulmányozására.
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D./ Differenciálódás tanulmányozása

Néhány kutatócsoport, pl, Seecof és mts.-i /1968/ intenziven ta­
nulmányozza a különböző differenciálódási stádiumban levő embri­
onális sejtek in vitro viselkedését, A kutatások fő iránya a dif­
ferenciálódás genetikai hátterének tisztázása, /Seecof, 1968,/

KÍSÉRLETI RÉSZ

A rovargenetikai kutatócsoport az intézet megalakulásakor kezdte 

meg munkáját, s ez a Magyarországon szinte teljesen hiányzó ro­
vargenetikai kutatások kezdete is volt. Mivel napjainkban a., ro­
varok hormonális folyamatainak vizsgálata áll a kutatások közép­
pontjában és ezen folyamatok fiziológiája a nemzetközi irodalom­

mi a rovarhormon hatás genetikai 
regulációjának vizsgálatát tűztük ki kutatási feladatul,
A vizsgálatokat különböző szinteken kezdtük el. Mivel az egész 

állat, illetve a szervszinten folytatott vizsgálatok sok olyan 

rpoblémát vetettek fel, amelyek a kísérletek reprodukálhatóságát 
nehezítették, célszerűnek tűnt a vizsgálatokat párhuzamosan sejt­
szinten is folytatni. A hormonhatás mechanizmusának vizsgálatá fő­
leg primer sejtkulturákon történhet. A sejtvonal erre a célra nem 

megfelelő, mivel, mint az irodalmi áttekintésben már említettem a 

sejtvonalban a kiindulási sejtekhez képest genetikailag és morfo­
lógiailag megváltozott sejtpopulációval állunk szembe. így ezek 

reakciója egy esetleges hormonkezelésre lényegeden eltérhet a 

vizsgált állat egy-egy szervében keletkező válaszreakciótól.
Mivel vizsgálatainkat első sorban Sarcophaga bullata lárvákon vé­
geztük, az én feladatom az lett, hogy ezekből primer sejtkulturá- 

kat készitsek. Ezzel párhuzamosan Leptinotarsa decemlineata emb­
riókat és lárvákat is felhasználtam erre a célra.
Mivel a lárvákat steril körülmények között nem tudtam fenntarta­
ni, célszerű volt olyan sejttipust választani, amely viszonylag 

könnyen elérhető steril körülmények között. Az előkisérletek 

alapján a lárvák hemocyta sejtjeit használtam fel primer kultúrák 

készitésére, mivel ezek jó hatásfokkal sterilen nyerhetők a felü­
letileg sterilizált lárvákból.

ban már elég jól tisztázott,
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A kísérletek során kipróbáltam néhány sejtosztódást stimuláló 

anyag hatását a primer kultúrákon. Első sorban olyan anyagokat 
választottam, amelyek az emlős szövettenyésztési gyakorlatban 

bevált stimuláló szemek. Ilyen volt aphytohaemagglutinin /РНА/, 
amely a Phaseolus vulgaris glikoproteinje és rutinszerűen alkal­
mazzák limfocita tenéyszetek stiihulálására. Irodalmi adatok sze­
rint maximálisan 70 #-os stimuláló hatás érhető el alkalmazásá­
val, /D, ROOS 1972,/ Hatásmechanizmusa viszonylag jól ismert, 
iniciálja a histon acetilációt, fokozza az RNS szintézist, a sej­
tek K+ felvételét,
A legújabb adatok szerint a PHA limfocita aktiváló hatását szérum 

tartalmú tápfolyadékban úgy fejti ki, hogy rekakcióba lép a szá­
rúm «4- globulin frakciójával, amely normális körülmények között 
gátolja a limfocita transzformációt, /Forsdyke 1973,/
Megvizsgáltam ezen kivül a putrescin és az inzulin hatását a sejt- 

osztódás és az RNS szintézis változására. Ezek hatásmechanizmusa 

kevésbbé ismert, tény, hogy a putrescin, inzulinnal együtt fokozza 

a H uridin beépülését az RNS-be in vitro körülmények között, 
/Santti 1973./
A vizsgált anyagokat az idő függvényében történő sejtszám növeke­
dés változása, illetve az össz-RNS szintézis változása alapján ér­
tékeltem.
Mivel igy jól mérhető és reprodukálható paramétereket kaptam, ké­
sőbb ilyen módszerrel értékelten a (1-ekdizon hatását is a sejt- 

kulturákra. Iliivel a sejteket a hormonra legérzékenyebb periódus­
ban lévő állatokból nyertem mindkét érték növekedését vártam a 

hormon kezelés hatására.
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A,/ Primer kultúra előállítása

Felhasznált álb.tok:

1,/ Leptinotarsa decemlineata embrió.
Az előkisérletekből megállapítottam, hogy se jtmigráció ki­
zárólag a már differenciálódott embrióból indul meg in 

vitro körülmények között. Az embrió fejlettségi állapota 

a tojás,szine, nagysága alapján állapítható meg. Primer 

sejtkultura készítéséhez a sötétsárga szinü tojásban le­
vő, jól megformált embriót használtam fel.

2./ Leptinotarsa decemlineata IV. stádiumu lárva.
Mivel a lárvális sejtekből készített sejtkulturákat a ké­
sőbbiekben hormonhatás tanulmányozására fogjuk használni, 
a felhasznált állatok korát ennek megfiLelően választottam. 
Az ekdizonhatás szempontjából a lárvastádium utolsó sza­
kasza a legérzékenyebb. Ez Leptinotarsa esetében a IV, 
stádium.

3./ Sarcophaga bullata késői III. stádiumu lárva.
Mivel Sarcophaga esetén az utolsó lárvastádium a késői 
harmadik, az előző pontban leírtaknak megfelelően ezt vá­
lasztottam primer kultúra készítéséhez.

Állatok felületi sterilizálása:

1./ Embrió felületi sterilizálása:
a. / mosószer oldattal a szennyeződések eltávolítása
b. / 70 %-os etanolban mosás 15 percig
c. / steril fiziológiás oldatban öblités
d. / 3 $-os Na-hipoklorit oldatban mosás, majd antibiotikum

tartalmú desztillált vizben öblités, /Az antibiotiku­
mokat az előzetes rezisztencia vizsgálatnak megfelelően 

választottam./
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2./ Lárvák felületi sterilizáÉsa:
Leptinotarsa decemlineata lárvák felületi sterilizálása: 

a#/ felhasználás előtt 24 óra éheztetés
b. / felhasználás előtt három órával a lárvák fürdetése

3 %-os Na-hypoklorit oldatban, felhasználásig autoklá- 

vozott papirvattán tarthatók.
c. / 70 %-os etanolban fürdetés 6 percig
d. / az állat hátának lemosása jódtinkturával, majd 70 %-os

etanollal.
Sarcophaga bullata lárvák félileti sterilizálása azonos mó­
don történt a Leptinotarsa lárvákéval,
A felületi sterilizálás egyes lépései között az állatok 

mindkét esetben autoklávozott papirvattán száradtak.

Se.itek nyerése:

1./ Embrionális sejtek nyerése:
A differenciált embrió a korionból kioperálható. Az embriókat 
tápfolyadékban összegyűjtöttem, majd Pasteur pipettával sej­
tekké diszpergáltam. Egy-egy kultúra készítéséhez 20 db em­
briót használtam fel.

2,/ Lárvális hemocita sejtek nyerése:
A sejtek nyerése mind a Leptinotarsa, mind a Sarcophaga ese­
tében azonos módon történt,
a./ Az aortát fecskendőtüvel megszurtam, a kicseppenő hemolim- 

fát tápfolyadékban gyűjtöttem.
b, / A sejteket alacsony fordulatszámú centrifugálással ülepí­

tettem. /100 g-vel 5 percig/
c. / A sejteket kétszer mostam antibiotikum tartalmú tápfolya­

dékkal.

Inkubálás módja:

1,/ Embrionális sejtek inkubálási módja:
A 20-25 embrió diszpergálásával nyert sejtszuszpenziót üveg- 

Petri csészében ülepítettem. Az inkubálás 27 fokon, normál 
levegő atmoszférában történt.
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2,/ Lárvális hemocita sejtek inkubálása:
Az inkubációs körülmények a Leptinotarsa decemlineata és 

Sarcophaga bullata lárváknál azonosak voltak,
a, / A statikus tenyészeteket Barka flaskában, 27 fokon nor­

mál levegő atmoszférában tartottam,
b, / A rázatott tenyészeteket Erlenmayer lombikban, levegőz­

tetve /vattadugóval lezárva/ illetve gumidugóval lezár­
va tartottam 27 fokon, A tenyészetek rázatása vibroterm- 

ben, alacsony fordulatszámon történt.

A tenyésztéshez alkalmazott tápfolyadékokt

Az előkisérletekből kiderült, hogy a gyakorlatban általánosan is­
mert és alkalmazott tápfolyadékokban, /Grace 1962, Gvozdev С-15, 
Robb R-14/ a lárvális hemocita sejtek igen lassan osztódtak: és 

osztódásuk néhány nap alatt teljesen leállt, így szükséges volt 

uj tápfolyadékot kidolgozni.
Ebből a célból elvégeztem a két faj részleges lárvális hemolimfa 

analizisét és ennek alapján tápfolyadékot készítettem a hemocita 

sejtek tenyésztéséhez.

kivitelezéseHemolimfa analízis
Mindkét vizsgált állatnál azonos módon végeztem.

1,/ A hemolimfa NáT és Kvkoncentrációjának meghatározása:
A hemolimfát ionmentes desztillált vízzel hígítottam, majd a 

tirozináz aktivitás gátlása céljából 100 fokon 5 percig hőke­
zeltem, A képződött csapadékot kicentrifugáltam, a felüluszót 

porusméretü filteren szűrtem. Az igy nyert szürlet Na”0,45^
és K*koncentrációját lángfotométerrel határoztam meg.

2,/ Hemolimfában lévő szabad aminosavak koncentrációjának meghatá­
rozása,

a, / Egy ml hemolimfát liofileztem, majd hozzá adtam 8 ml 1 %-os
HCl-t tartalmazó acetont,

b, / Két óra állás után ionmentes vízben mostam háromszor, majd
2000 g-n 10 percig centrifugáltam.
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c, / A csapadékot 1 ml ionmentes vizben szuszpendáltam, majd 37
fokon vákumban bepároltam*

d, / A párlatot 1 ml ionmentes vizben oldottam, majd liofilez-
tem*

e, / Az igy előkészített preparátum szabad aminosav koncentrá­
cióját aminosav analizátorban meghatároztam.

A tápfolyadék összeállításánál első sorban a hemolimfa analízis­
ből nyert adatokat tartottam szem előtt, de a tápfolyadék ozmo­
tikus nyomásának megállapításánál figyelembe vettem az irodalom­
ban szereplő egyéb táfolyadékokat is.

B,/ Kísérletek primer hemocita kulfcuráhon

Felhasznált anyagok:

1,/ 2HA - Difco Laboratories Detroit Misch USA készítményt <_hasz-
A

náltam, Ю”4, 10 M koncentrációban, Grace /1962/, Gvozdev 

C-15, Sarcophaga, Robb R-14 médiumokban tenyésztett Sarcopha- 

ga bullata hemocita sejteken,
A kísérletek során minden tápfolyadékot 10 % borjú savóval e- 

gészitettem ki. Kontrollnak a PHA mentes táfolyadékban nőtt 
sejteket tekintettem.

-6 -9, 10 10 ”, 10 ' , 10 w, 10 M koncentráci­
óban, Gvozdev C-15, Parker 199, Sarcophaga médiumokban nőtt 

sejteken.
Minden tápfolyadékot 10 % borjú savóval egészítettem ki. 

Kontrollnak a putrescin mentes tápfolyadékban nőtt sejteket 
tekintettem.

-8-4 -5 -72,/ Putrescin - 10

3,/ Insulin - Rovo Industri A/S Copenhagen, Denmark 40 iu/ml ké­
szítményt használtam, 1, 10~\ 10"*2, 10*"^, 10-^, iu koncent­
rációkban vizsgáltam, Gvozdev C-15, Parker 199, Sarcophaga 

médiumban.
Minden tápfolyadékot 10 % borjusavóval egészítettem ki. Kont­
rollnak az insulin mentes tápfolyadékban nőtt sejteket tekin­
tettem.
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ß - ekdizon - a Kőbányai Gyógyszergyár által szintetizált
, 5* , 10T /ml,

koncentrációkban, Parker 199, Robb, Sarcophaga tápfolya­
dékban* Minden tápfolyadékot 10 % fötális borjusavóval 
egészítettem ki, Kontrollkisérlet a megfelelő ekdizon 

nélküli tápfolyadék volt.

4.
ekdizon vizes oldatát használtam l'jf

Értékelés módszerei:

1, / Sejtszámnövekedés változása az idő függvényében, A
változásokat a kontroll százalékában mértem,

2, / A sejtek ossz- RNS szintézisének változása,
32 , beépülés alapján, A sejteket 24 óráig je­

löltem 10 p C/ml NagHP^O^-el, 24 óra után a jel­
zést 20 %-os TCA-val felfüggesztettem. Friss,
PO^ mentes tápfolyadékkal mostam a sejteket, majd 

Schneider- Smith - Tannhauser módszerrel az RNS-t 
feldolgoztam,
A preparátum aktivitását Triton-X 100 tartalmú to- 

lulos scintillációs folyadékban Packard Scintillá- 

ciós spektrométeren mértem, /Scintillációs folya­
dék összetétele: 2 rész toluolos folyadék, 1 rész
Triton Х-100/

3Ъ,/ H uridin beépülés alapján, A 48 óráig inkubált
sejteknél 1 C/ml uridinnel /30 Ci/mmol/ két órás 

pulzusjelölést alkalmaztam. Két óra után a jelölést 

megszüntettem, majd Gilbert /1971/ módszerével fel­
dolgoztam az RNS-t,
A fddolgozás eredményeként kapott, 10 %-os TCA-ban 

nem oldodó csapadékot 0,45/ч póruxméretü filteren 

összegyűjtöttem, majd toluolos scintillációs folya­
dékban Packard Scintillációs spektrométeren mértem.

a./ P04
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ért ék eléseEredmények

1./ Beptinotarsa decemlineata embrionális kultúrák értékelése:

A letapadt embrionális fragmentumokból a terjesztés negyedik 

napján intenziv sejtmigráció indult meg. Az explantátumok 

növekedését 9 napig lehetett megfigyelni.
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kép Explantátum a tenyészet nyolcadik napján1*
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2. Hemolimfa analizis eredményeinek értékelése:

a./ A vizsgált állatok hemolimfájában lévő Na£, és K+, 
koncentrációja:

koncentráció Tf/ml hemolimfa
Leptinotarsa Sarcophagaanyag

5000 3200Na

70010000К

1. táblázat Na+ és K+ koncentráció a vizsgált állatok 

hemolimfájában.

3200Sarcophaga bullata: = 4,57Na 700К
5000 = 0,5Laptinotaraa decemlineata: 10000

b,/ A vizsgált állatok hemolimfájában lévő szabad aminosavak 

koncentrációja: /А táblázatban összehasonlításképp fel­
tüntettem a Grace tápfolyadék aminosav koncentrációját 
is./

Koncentráció Ti/ml
Sarcophaga Leptinotarsa GraceAnyag

0,716
2,668
4,617

25,429
381,680
24,070
22,636
23,082
25,093

120,296

4,928
27,969
48,585
1,604
8,849
2,067
7,703
7,676

15,438
33,042

350Asp
175Thr

550Szer
600Glu
350Pro
650Gli
250Alá
100Val

50Meth
50lieu
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27,741
13,581
0,784
0,967

Leu 29,083
22,341
1,131
1,782

50
75Phe

150Lys
625Hys
700Arg

167,000 50Tyr

Össz.: 673,360378,698 4725,00

Szanad aminosav koncentráció a vizsgált állatok 

hemolimfájában és a Grace tápfolyadékban*
2. táblázat

A részleges hemolimfa analizis eredményei alapján készitett 

tápfolyadékok* Mindkét tápfolyadékot Grace vitaminkeverékkel, 
valamint glükózzal és szaharózzal egészítettem ki*

Koncentráció mg/l
Leptinotarsa SarcophagaAnyag

17*680
12*460
9.680
8.770

1.360
5.874

к h2po4
Na2HP04 

К Cl 
NaCl
CaCl2x6H20 

MgS04 x 7H20 

glükóz 

Szaharóz 

Asp c

740
3.800

220 220
250 250

1.801
30.122
0,710
2.670
4,610

25,43
381,68

24,07
22,64
23,08

25,09

1.801
30.122

4,92
27,96
48,58
1,60

8,84
2,06
7,70

7,67

15,43

Thr
Ser
Glu
Pro
Gli
Alá
Val
Líeth
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120,30
27,74
13,58
0,78
0,96

33,04
29,08
22,34
1,13
1,28

167,00

lieu
Leu
Phe
Lys
Hys
Tyr

3# táblázat Részleges hemolimfa analizis alapján készített 
tápfolyadékok

3. Hemocita kultúrák értékelése

a*/ Leptinotarsa decemlineata kultúrák értékelése. A sej­
tek életképességét a sejtszámnövekedés alapján érté­
keltem, Intenzív osztédát a tenyésztés első napjaiban 

tapasztaltam. A tenyésztés negyedik napjától a kultú­
rák generációs ideje megnyúlt. Két hét után sejtszám- 

növekedést már nem tapasztaltam.

SEJTSZÁM/ ml

96h24h 48h 72h0htáfolyadék

Grace _
/levegőztetett/ 1,6x10 3,8x10 4,5x10 4,5x10 6^10

_____________ 02______________ ■ __________ _________ _
5 x 105 5 x 105 1 xlO6 1,8x10° 1,7x10°Grace /zárt/

Ű1
7,8xl06l,2xl06 2 xlO6Ld /levegőztetett/3,2x10^ 8x10^

1,6х105 3,2xl05 7,2xl05 1 xlO6 l,5xl06Ld /zárt/ ф

Sejtszámnüvekedés az inkubáció módjától függően 

különböző tápfolyadékokban.
4. táblázat



sejtszam,/^

SEJTSZÁM NÖVEKEDÉS AZ INKUBÁCIÓ MÓDJÁTÓL FÜGGŐEN AZ ÍDŐ

FÜGGVÉNYÉBEN.3x106

2x106

-®-1 "

1 x106 7 /:
I r

// t

I 0

I ;9x105 - /
/ //

// t//8x105 /
// /

/
í

/ //
7x105 / /

// /
/

/ // -©6x105 / "*■/
/ /

// //I <
/:/

5x105 /
/! /

:

4x105
/'/

/
0/

/3x105

/
/V

/2x105
//
/

1x105
0 1 2 3 54 nap
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Ha az inkubálás Barka flaskában, gumidugóval lezárva történt, 

a generációs idők megnyúltak, a sejtpopuláció duplázódása 48 

óra ejlűfct nem következett be és 96 óra után már csak lassú 

sejtszám növekedés volt.

SEJTSZÁM /ml

0h 48h24h h hT^folyadék 9672

lxlO5 1x10 5 2x10 5 3,8x1053,8xl05Grace g)
lxlO5 l,3xl05 2,2xl05 3,6x1053x10 5Gvozdev

5 2x10 5 2,3xl05 4,5xl05 8x10 5Ld 1x10
&

5« táblázat Sejtszám növekedés az idő függvényében különböző 

tápfolyadékokban.



SEJTSZÁM NÖVEKEDÉS KÜLÖNBÖZŐ TÁPFOLYADÉKBAN AZ IDŐ FÜGG­

VÉNYÉBEN.sejtszórry^ 

8хШ5

210 J 4 5 nap
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b./ Sarcophaga bullata hemocita kultúrák értékelése.

A sejtek életképességét a sejtszám növekedése, illetve a 
32sejtek P 0^ beépítése alapján, össz-RNS szintézis válto­

zás mérésével értékeltem.
A sejtszám növekedése alapján megállapítottam, hogy a 

sejtpopuláció megkétszereződésének ideje minden vizsgált 
fápfolyadékban 24 óránál rövidebb. Ezért találtam alkal­
masnak ezeket a sejteket a már emlitett kísérletek elvég­
zésére.

SEJTSZÁM /ml

0h 18h 24h 36hTáfplyadék

1*1015 l,6xl05 2,3x1052,3x105GvozdevG)
5 2,3xl051,2x105 2xl051x10Robb 0

2,7x105lxlO5 1,8x105 2,4x105SaJcophafca
Sejtszám növekedés az idő függvényében különböző 

tápfolyadékokban.
6. táblázat

о



SEJTSZÁM NÖVEKEDÉS AZ IDŐ FÜGGVÉNYÉBEN KÜLÖNBÖZŐ TÁPFOLYA-

DEKBAN.scjí szán^ 

4x105 -

3x105

®

/
/

/
2x105

//
//

/
/

/
/

/
/

/

ixic£ II
36 h24160
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32A P 0^ jelzés, majd RNS feldolgozás alapján megállapítottam, 
hogy a sejtek RNS szintézise a tenéyésztés 18 óráig emelke­
dik, ezután erősen csökken. A csökkenés mértéke függ az alkal­
mazott tápfolyadéktól.

cpm/ Tf RNSInkubációs idő 
/órában/

Tájfolyadék

4010Ephrussi-Beedle 

ringer 10 98
1.22218

24 975

Gvozdev C-15 (2) 0 141
10 1.215

25018
66024

Ф 0 205Robb R-14
68410

1.39618
35024

0 0 310Sarcophaga
10 1.350

4.220
2.100

18
24

32Sarcophaga bullata hemocita sejtek P 0^ beépítése 

24 órás inkubációs idő alatt.
7. táblázat



c pm/ 
к

32Р04HEMOCITA SEJTEKSARCOPHAGA BULLATA 
KÜLÖNBÖZŐ TÁPFOLYADÉKOKBA, AZ IDŐ FÜGGVÉNYÉBEN.ÍRNS 

4000 “

3000

2000

"©1000

í
100 24 h201815105
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Sarcophaga bullata hemocita sejtek, az inkubáció 

második hetében, Sarcophaga tápfolyadékban.
3- kép
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4, A Sarcophaga bullata hemocita kultúrákon végzett kísérletek 

értékelése.

a./ A PHA-val kezelt sejtek morfológiája alapján megállapít­
ható, hogy a kezelt sejteknél kerek, erősen granulált 
forma dominál, A kezelt sejtek nagy része nem ült ki az 

edény falára.
A kontrolihoz képest történt sejtszám növekedés, valamint 
a sejtek morfológiai változásai alapján megállapítottam, 
hogy a vizsgált PHA koncentrációk gátolták a sejtek nö­
vekedését, 24 óra után már 50 %-ban gátolt a kezelt sej­
tek müvekedése a kontrolihoz viszonyítva.

SEJTSZÍM x 107 /ml

18h 24h 36hohTápfolyadék

PHA К PHAК PHA К PHA К

1,6 1,8 2,2 1,8 2,3 1,81Gvozdev С-15 1

1,4 2,3 1,41,2 1,4Robb R-14 1 1 2

1,61,8 1,6 2,4 1,6 2,7Sarcophaga 1 1

Sejtszám növekedés változása PHA hatására 

különböző tápfolyadékokban.
8, táblázat

*



ir

PHYTOHEMAGGLUTININ HATÁSA A SEJTSZÁM NÖVEKEDÉSRE A KONTROLL 

SZÁZALÉKÁBAN KIFEJEZVE.

100%

75

50

Ií i
18 24 36 h
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Ъ./ A putrescinnel kezelt sejteknél a kontrolihoz képest kife­
jezett sejtszám növekedést, a sejtek generációs idejének 

csökkenését tapasztaltam, a putrascin hatását a Sarcopha- 

ga bullata hemocita sejtek osztódására pozitívnak érté­
keltem.
A 9. táblázatban látható, hogy a putrescin hatása legki- 

fejezettebb a Sarcophaga, valamint a C-15 tápfolyadékban.

SEJTSZÁM x 107 /ml

18h 24h 48h0h 36hTsjf olyadék
К P К P К P К P К P

1 1,6 1,6 2,2 2,2 2,3 3,6 2,3 4Gvozdev 1

1 1,2 1,2 2 1,8 2,3 2,6 2,3 2,6Robb R-14 1

1 1,8 1,9 2,4 3,2 2,7 3,8 2,7 3,8Sarcophaga 1

Sejtszámnövekedés változása putrescin hatására 

Sarcophaga bullata hemocita sejteken. /К - 

kontroll, P - kezelt/

9. táblázat



PUTRESCIN HATÁSA A SEJTSZÁM NÖVEKEDÉSRE A KONTROLL SZÁZA -

LÉKABAN KIFEJEZVE.

------ GVOZDEV
— ROBB

------ SARCOPHAGA

-------PU
-------PU

200%--

PU

/
/

/150
/

/

/
/ /

/
/ /'

/ /
/ /100 /

/
/

7 /
.■ /

//
///

50

48h362418
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A putrescinnel kezelt sejtek össz-RNS szintézise a kontrolihoz 

vizsonyitva lényegesen nem változott.

g
count/lxlO sejtPutrescin konc. M/mlТф? olyadék

Gvozdev C-15 К 408
-610 92
-710 107
-8 36010

10~9 480

Sarcophaga К 280
-610 120
-710 300
-810 320

10”9 360

К 90Parker - 199
-610 87

10"7 180
-810 220

10~9 230

10. táblázat Sarcophaga bullata hemocita sejtek össz-RNS 

szintézisének változása putrescin hatására, 
különböző tápfolyadékokban.
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A SEJTEK OSSZ-RNS SZINTÉZIS VÁLTOZÁSA PUTRESC1N HATÁSÁ- 
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c./ Az inzulinnal kezelt sejtek viselkedése alapján megálla­
pítottam, hogy az inzulin hatására a sejtek generációs 

ideje csökkent, az RNS szintézis pedig emelkedett.

SEJTSZÍM x 107 /ml

0h h 24h 36h 48hTéjfolyadék 18

I К I КК I к I к I

2 2,3 2,8 2,8 3,6Gvozdev 1 1 1,5 3 4

Sarcophaga 1 1 1,8 1,8 2,3 2,5 2,9 3,7 3,2 4,2

Parker - 199 1 1 1 1,4 1,5 1,8 2 2,3 2 2,3

Sejtszám növekedés változása insulin hatására, 
különböző tápfolyadékokban. /К-kontroll, I-kezelt/

11. táblázat



INZULIN HATÁSA A SEJTSZÁM NÖVEKEDÉSRE A KONTROLL 
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Insulin hatására a sejtek össz-RNS szintézise fokozódott, az 

insulin koncentrációjának függvényében.

•7
count/1x10 sejtInsulin konc, i,u,/mlTápfolyadék

464Gvozdev C-15 К
Ю"1
10”2
10~3

295
406

1,727
-4 96710

Parker 199 К 588
IO“1
IO"2
10”3

390
240
346

10~4 841

Sarcophaga К
ÍO“1
10“2
10-3

-4 Nem kaptam értékelhető 
adatot.

10

Össz-RNS szintézis változás inzulin hatására 

Sarcophaga bullata hemocita sejteken.
12, táblázat



SZINTEZ IS VÁLTOZÁSA INZULIN HATÁSÁRAA SEJTEK OSSZ-RNS

C-15 TÁPFOLYADÉKBAN A KONTROLL SZÁZALÉKÁBAN KIFEJEZVE.



A SEJTEK OSSZ?RNS SZINTÉZIS VÁLTOZÁSA INZULIN HA7ASÁR 
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d,/ Q> - ekdizon hatást csak abban az esetben tudtam értékelni, 
ha a rendszerben fötál borjusavó volt jelent. Sarcophaga 

és Robb médiumokban az RNS szintézis jelentős fokozódá­
sát tapasztaltam a kontrolihoz viszonyítva.

*7
count/1x10 sejt(1-ekdizon konc. Tf/mlT^folyadék

Parker-199 К 98,75
1 400
5 239

10 233

Robb R-14 К 115,8
1.2001

6125
10 223

Gvozdev С-15 К 295
1 485
5 289

10 270

13. táblázat RNS szintézis változás p> -ekdizon hatására, 
Sarcophaga bullata hemocita sejteken.
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Eredm ények megbeszélése

A disszertációmban tárgyalt kísérletek eredményeképp sikerült' 
kidolgozni egy olyan módszert, mellyel primer kultúrák rutin­
szerűen előállíthatok Leptinotarsa decemlineata embrióból, 
Leptinotarsa decemlineata IV, stádumau és Sarcophaga bullata 

III, stádiumu lárvákból, A vizsgált állatok hemolimfa analí­
zise alapján olyan tápfolyadékokat készítettem, amelyekben a 

sejtszám növekedés-; és az összRNS szintézis lineárisan emelke­
dett a tenyésztés 48 órájáig,
A primer kultúrák jellemzésére felhasznált paraméterek - sejt­
szám növekedés az idő függvényében, össz-RNS szintézis változás

3
ill, H uridin beépülés alapján - a kísérleti kö-mérése P^20^,

rülmények között jól mérhetők és reprodukálhatók voltak.
A választott paraméterek változásainak figyelembevételévelé meg­
vizsgáltam a PHA, putrescin, insulin és ß-ekdizon hatását a 

primer hemocita kultúrákon,
A PHA vizsgált koncentrációi a kísérleti körülmények között 
toxikusok voltak,
A putrescin, -ekdizon, inzulin, fokozta az idő függvényében 

történő sejtszám növekedést és a sejtek össz-RNS szintézisét,
A primer sejtkultura készítéséhez kidolgozott módszerek, illet­
ve a sejtek jellemzésére felhasznált paraméterek a későbbi ter­
vezett kísérletek szempontjából igen hasznosak, melyek során a 

hormonhatás genetikai hátterét szeretnénk tisztázni in vitro 

körülmények között.

Köszönettel tartozom a rovargenetikai csoport tagjainak elméle­
ti és technikai segítségükért, valamint a Genetikai Intézet min­
den dolgozójának, akik munkámat közvetve, vagy közvetlenül lehe­
tővé tették.
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