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I. l./ A szovettenyésztésnél dltaldanosan haszndlt anyagok

és mdédszerek

A szdvettenyésztést ma mdr a bioldgia és az orvostudomdny sok
teriiletén alkalmazzdk, A médszer jelentSsége a sejtbioldgia

és a patoldgia teriiletén dltalanosan elismert,

A gerinces sejtek és szovetek tenyésztésének ma midr tEbb évtie
zedes multja és hatalmas irodalma van. A gerinctelenek sejtje=-
inek in vitro tenyésztésével kapcsolatos irodalomban is vannak
fél évszdzados adatok, de az irodalom jelentds része az elmult

tiz év kutatdsainak eredménye.

A rovarszovettenyésztés irodalmdt dttekintve, megfigyelhets a

torekvés egy jS1 definialt, szintetikus tdpfolyaddk eldillita=~
sdra, Az irodalomban egységesen képviselt dlldspont az, hogy a
kémiailag definidlt, szintetikus tdpfolyadék elddllitdsanal a

vizsgdlt rovar hemolympha analizisét kell szem eldtt tartani,

Enmek megfelelden sok szerzd végzett részleges, vagy teljes

hemolympha analizist,

A hemolympha: szervetlen ion koncentricidjdnak meghatarozdsdara
jél bevdlt és dltaldnosan alkalmazott médszer a léngfotometria,
/Florkin, 1965,/

A protein tartalom meghatdrozdsdra a gélfiltracidt alkalmazzdk,
de jél bevaltak a kiilonbdzd elektroforetikus médszerek is,
/Loughton, 1968,/

A vizsgdlatok eredményei azt mutatjdk, hogy a hemolymphaban i-
gen magas a szabad aminosavak koncentricidja, Ezek meghatdrozi-

sa aminosav analizitor segitségével torténik,

A rétegkromatogrédfia alkalmazdsdval lehetdség nyilik a cukrok
kromatogrdafids analizisére, Az ilyen vizsgdlatokndl szembetiind
az, hogy a monoszaharidok koncentricidja igen alacsony, lig az
egész dllatvildgban a cukoranyagcsere kdzpontjidban egy monosza-
harid 411, addig itt a kozponti szerep egy nem redukdld disza-
haridék, a trehalézé, /Alumot, 1969,/



Ioncseréld kromatogrédfia alkalmazdsdval sikeriilt megvizsgdl-
ni néhdny rovar hemolymphajénak savoldékony foszfdt mennyi-
ségét és milyenségét, /Wyatt, 1956,/

A Hyalophora cecropia esetébennégy komponenst sikeriilt meg-
hatdrozni, amelyek 26=44 mM koncentrdcidban, anorganikus or-
tofoszfdt, L- glicerofoszfat, foszforilkolin formdjdban van
jelen,

A hemolympha Osszetételérdl szerzett ismeretek alapjdn S, S
Wyatt /1956/. készitett el8szor tdpfolyadékot, melyben hosz=
szabb ideig lehetett fenntartani moszkito ovdriumbdl nyert
sejteket, Vyatt médiuma anorganikus sdékbdél, cukrokbdl, amino-
savakbél, 10 % hSkezelt hemolymphdbdl &1lt, A szerzd két héten
keresztil figyelt meg intenziv ndvekedést ebben a médiumban,
Ezt a médiumot néhdny szerzd tovadbbfejlesztette, mdsok uj ti=-
pusu tapfolyadékokat dllitottak Ossze kiilonbozd rovarokbdl
szdrmazd sejtek tenyésztésére, Hirumi és Maramorosch /1964,./
levéltetvek, Landureau /1966,/ csdtanyok, Echalier és munka-
tdrsai Drosophila /1968/, Schneider mosquitdk széméra készi-
tett tdpfolyadékot, /Schneider, 1964,/

Mis szerzdk a gerinces szdveteknél haszndlt tdpfolyadékokat
vették 4t és alkalmaztdk gerinctelenek sejtjeinek tenyészté=-
sére, Necco és Martini /1961/ pd, Octopus sejteket tenyész=-
tett Parker 199~es médiumban, melyet az ozmotikus nyomds eme~
lése érdekében NaCl-al egészitett ki,

A sok probdlgatéds ellenére sem sikeriilt olyan tdpfolyadékot
eldallitani, amelyben a gerinctelenek kiilonbszd osztdlyaiba
tartozé dllatok sejtjei jé1 tenyészthetSk, Ennek okdt a hemo~
lympha analizisek eredményei megmegyaridzzdk, Az eddig elvégzett
vizsgdlatok azt bizonyitjék, hogy még fajok kozdtt is lényeges
kiilénbségek vannak az ozmotikus és pH viszonyok vonatkozdséd-
ban, A Na/K ardny is igen vdltozdé 0,1-25 kozotti értékeket
vesz fel,

Mivel in vitro koriilmények kozott a tdpfolyadék jelenti a koze
vetlen kornyezetet a sejtek szdmdra, amelybdl a novekedésiikhiz
sziikkséges anyagokat felvezik, bomldstermékeiket pedig leadjdk,
a tdpfolyadék Osszetétele dontS jelentdségii a tenyésztés szem—

pont j&bdl,



Az eddigi vizsgdlatok eredményeit Usszefoglalva a tdpfolya-
dék elkészitésénél a kovetkezS szempontokat célszerii figye-

lembe venni:

1,/ A hemolymphdban jelenlévG anorganikus ionok koncentri-
cidjae

2./ A hemolymphdban 1év8 cian krok koncentrdcidja és mindsége,

3¢/ A hemolymphdban 1év8 proteinek ill, szabad aminosavak
koncentriacidja,.

4,/ A hemolymphdban 1év3 vitaminok koncentrécidja ill, mi-
lyensége,

5o/ A hemolymphéban 1évé szerves savak koncentrdcidja.

6./ Egyéb anyagok jelenléte a hemolymphdban,

A tdapfolyadékokban felhaszndlt

anyagok élettani jelentdsége:
4,/ Anorganikus sk

A gerinctelenek hemolymphdjdban 1év3 anorganikus sdk sziiksé-
gesek a sejtek novekedéséhesz, éleffunkciéik végzéséhez, A
hemolympha ozmotikus nyomdsdnaek és pH-jdnak szabdlyozdsdban
szerepiikk mem olyan lényeges, mint a gerincesek vérében 1év8ké,
A tapfolyadék ©sszedllitdséndl kiillonds gondot kell forditani

a Na/K ardny helyes megtartdsdra és a Ha + K ardny alacsony
Ca +1g
voltdra, a vizsgdlt rovar hemolympha analiziséb8l nyert ada-

toknak megfelelden.
B./ Szerves savak

A legtobb allat vérétSl eltérlen a rovarok hemolymphdja tar-
talmaz szabad szerves savakate.

Lényeges szerepet jatszanak a hemolympha kation egyensulydnak
fenntartdsdban, mivel a benne 1év3 szervetlen ionok nagy részét
megkttik, Ezen kiviil hozzdjarulnak még a hemolympha ozmotikus
nyomdsahoz és pufferkapacitdsdhoz,



C,/ Aminosavak

A rovarok hemolymphdjdt igen magas aminosavszint jellemzi, A
hemolympha teljes ozmotikus nyomdsdnak 40 %-at az aminosavak
teszik ki, A hemolympha magas aminosav szintje a rovarok sza-
mira készitett tdpfolyadékokban is tiikrzddik, annak ellenére,
hogy a sejtek tényleges aminosav igényével kapcsolatos vizs-
gélatok iéen hidnyosak, az irodalmi adatok ellentmonddak,
Landureau és mts /1969,/ anyagcsere vizsgdlatokat végeztek
szovetkulturdkban, az esszencidlis aminosavak €és vitaminok
meghatdrozdsa céljdbdl, Vizsgdlataik alapjén néhdny aminosavs
Arginin, Histidin, Methinnin, Leucin, Phenilalanin, Tryptophan,
Tyrosin, Valin, esszencidlisnak, mdsok Glycin, Cystein, Prolin,

eldnyosnek bizonyultak,
D,/ Szénhidrdtok

A hemolymphdban jelenlévd szénhidratok feltehetSen a novekedd
sejtek energia igényét biztositjédk, A rovarok hemolymphajdban
1év8 redukdlhatdé cukrok koncentrdcidéja igen alacsony, f6leg
gliikéz és fruktéz formdjdban van jelen,

A gyakorlatban haszndlt tdpfolyadékokat tekintve ugy tiinik, hogy
ezek szénhidrdt tartalma nincs tekintettel a hemolympha anali-
zigb8l nyert értékekre, A szerzdk a kiilonboz8 szénhidriatokat
igen kiilonbdzd koncentrdcidkban alkalmazzdk, A koncentricid

100 mg/ 100 ml-t38l 5400 mg /100 ml /Grace 1966,/ értékek ko-

zott valtozik,
E.,/ Vitaminok

Kizdrdlag a B vitamin csportrdl mutattdk ki, hogy esszenciili=
sak a rovarok szdmdra, /Grace, 1962,/

ElsSként Grace /1958/ kozolte 1958-~ban, hogy tdpfolyadékba tett
B vitamin hatdsdra a sejtek novekedése fokozddott, Az &ltala ki-
dolgozott tapfolyadék a B vitamin csoport minden tagjat tartal-
mazza, 0,002mg/100 ml koncentricidban,

A szerz8k nagy része a sejtek novekedéséhez sziikséges vitamino-

kat Yeast extrakt formdjdban alkalmazza,



P/ Nukleotidok, szterolok

Néhdany szerzd tdpfolyadékdban alkalmazta azokat a nukleotidokat,
amelyek az emlés sejtek szdmdra in vitro koriilmények kozott i-
gen lényegesnek bizonyultak,

A ko6zolt adatokbdl kideriilt, hogy a gerinctelen sejtek in vitro

novekedésére ezek hatdstalanok,
Go/ Kiegészitd anyagok

A tépfolyadék elSallitdsdnal alapvetd cél, hogy az kémiailag mi-
nél definidltabb legyen, A gyakorlat azonban azt mutatja, hogy a
szintetikus médiumok onmagukban nem elegenddk a sejtek életfolya-
matainak biztositasdra,

A szintetikus médiumokat ezért kiilonbszd addék anyagokkal egészi-
tik ki, Ilyenek pl, kiilonb&zd8 bioldgiai folyadékok, savék, homo-
16g vagy idegen hemolympha, amnionfolyadék, szovetkivonatok, fe-
hérje hidrolizdtumok,

Az adalék anyagok sok ismeretlen faktort jelentenek, ezért tobb
kisérletet végeztek kikiisztbolésiikre, Horikawa és Kuroda /1959/
k6z61ték Drosophila sejtek tobb hénapos tulélését, kémiailag tel-
jesen definidlt médiumban, A legtdbb kisérlet azonban eredményte-
len volt, A tenyésztés szempontjdbdl a tapfolyadék Osszetételén
kiviil jelentds probléma a steril kulturdk létrehozdsa, A rovarok
fenntartdsa steril koriilmények kozott dltaldban nehézkes, Ma mar
t6bb szimtetikus, autoklavozhatd tdptalajt dolgoztak ki, de ezek-
nek csak kis része alkalmas a rovarok teljes fizioldgiai kifejl8-
déséhez, /Sang, 1956, Friend 1958, Bougherty 1959/.

A legjobb, de igen koltséges megoldds a rovarok fenntartdsa steril
koriilmények kozott létrehozott novény tenyészdeken, /Mitsuhashi,
1964,/

Steril rovartenyészetek feliiletileg sterilizdlt embriokbdél, illet-
ve tojdsokbdl nyerhetlk, A feliileti sterilizdldsra kiilonbszd mdd-
szerek ismertek, Bltaldban Na-hypchlorit, alkohol, alkoholban ol=~
dott HgCl, kiilonbsz8 koncentracidju oldatait haszndljédk,
/Schneider, 1967./



2./ A szovetkulturdk tipusai:

A,/ Primer kXulturak

a./ Tuléld sejtek, alacsony mitotikus aktivitassal,

b,/ Explantdlt tenyészetek
Az ilyen tipusu kulturdk rdgzitett szdvetfragmen=-
tumokbdl t6rténd sejtkivandorldssal, majd a kivdn-
dorolt sejtek osztdddsdval jonnek létre,

c./ Monolayer tenyészetek
Ha szdvetdarabokbdl, vagy intakt embridkbél nyert
sejtszuszpenzidt iilepitjiilk, a sejtek kililnek a te=-
nyészedény faldra, ott osztddnak, Az osztdédds utjan
trejott sejtek a kontakt inhibicid kivetkeztében
egyrétegii tenyészetet alkotnak,

B,/ Szekunder kulturidk

Szekunder kulburdkhoz & primer sejtek passzdldsa révén jutunk,
A szekunder kulturdkban a sejtek néhdny hétig megtartjdk mi-
totikus aktivitdsukat, majd a mitdzis sebessége fokozatosan
csokken, a kulturak elpusztulnak,

Ce/ Sejtvonalak

Ha a se&tekképesek adaptdlddni az in vitro koriilményekhez, el=-
vileg korlatlanul fenntarthatdé sejtvonallad alakulhatnak,

Bar az adaptdcid mechanizmusa szinte teljesen ismeretlen, az
bizonyos, hogy kdzben a sejtek lényeges morfoldgiai és gene-

tikai vdltozdsokon mennek keresztiil,

3./ Sejttipusok a szdvetkulturdkban

Az emlds szdvetkulturdkban dltaldban hdrom sejttipus fordul

eld: fibroblaszt, epitelidlis és kerek forma,

A rovar szdvetkulturdk sejttipusainem sorolhatdk hatdrozott cso-
portokban, Az irodalomban fibroblaszt-epitelszerii, vagy amcboid

néven szerepelnek,



A tenyésztett sejtek morfoldgidja dltaldban fiigg a kiinduldsi
dllat rendszertani helyétSl, Pl,: a levéltetveknél epitlszerii,
a csétdnyokndl fibroblasztszerii, a Drozophildndl amdboid for-

mék a leggyakoribbak,

3./ A gerinctelen szSvetkulturdk felhaszndldsi teriilete

A/ Genetikai kutatds

A genetikai kutatds megfeleld objektuma olyan szomatikus sejt
lehet, amelyet alacsony kromoszdéma szdm, a Kkromoszdéma parok ko=
z0tt jél lathatd kiilonbség és tobb kromoszéma marker jellemesz,
Ezeknek a kovetelményeknek a Drozophila szomatikus sejtjei tel-
jes egészében eleget tesznek, Ennek ellenére igen kevés adat u-
tal a Drosophila szomatikus sejtjeinek genetikai felhasznaldsd-
ra, bar napjainkban mdr tobb kutatd rendelkezik Drosophila ere-
deti sejtvonallal, /Echalier 1965, Dolfini 1966, Scheider 1967,/

’

B,/ Hormonkutatads

A hormonkutatasban kiemelt szerepe van az ekdizon hatds tanulmé-
nyozdsdnak, Mind az «, mind a @- ekdizon hatdsdt tanulmdnyoz-
tak sejtkulturdkon, A vizsgdlatokrdl kozolt adatok meghehetdsen
ellentmonddak, Egyes szerzGk RNS DNS szintézis fokozdddst, mdsok
csokkenést tapasztaltak, /Marks, 1970/

Ce/ Viruskutatids

Az elmult hét évben jelent8sen megndtt azoknak a munkdknak a szd-
ma, amelyek sordn novényi virusokat a virust hordozd rovar szove-
tében tenyésztették in vitro,

Ezek a munkdk igen jelentOsek mind a novénypatoldgia, mind a vi-
roldégia szempontjdbdl, /Maramorosch, 1962,/

Ha lehetSség lenne a hordozdé rovar sejtjeit monolayerben tenyész-
teni, majd a monolayert fertSzni a hordozott novényi viarussal, ez
uj lehetdségeket teremtene a novényi virusok kvantitativ sajdtsé-

gainak tanulmdnyozdséra,



D/ Differencidldéddds tanulmédnyozdsa

Néhdny kutatdécsoport, pl, Seecof és mts,-i /1968/ intenziven ta-
nulmdnyozza a kiilonbozd differencidldddsi stddiumban levd embri-
ondlis sejtek in vitro viselkedését, A kutatdsok f6 iradnya a dif-

ferencidlddds genetikai hdtterének tisztdzdsa, /Seecof, 1968,/

KISERLETI RESZ

A rovargenetikai kutatdcsoport az intézet megalakulasakor kezdte
meg munkdjat, s ez a lMagyarorszdgon szinte teljesen hidnyzd ro-
vargenetikai kutatdsok kezdete is volt, Mivel napjainkban a.. ro-
varok hormondlis folyamatainak vizsgdlata 41l a kutatdsok kozép-
pontjaban és ezen folyamatok fizioldgidja a nemzetkdzi irodalom-
ban mar elég jol tisztdzott, mi a rovarhormon hatds genetikai
regulicidjdnak vizsgdlatdt tiiztiik ki kutatdsi feladatul,

A vizsgdlatokat kiilonbozd szinteken kezdtiikk el, Mivel az egész
dllat, illetve a szervszinten folytatott vizsgdlatok sok olyan
rpoblémdt vetettek fel, amelyek a kisérletek reprodukdlhatdsdgdt
nehezitették, célszeriinek tiint a vizsgdlatokat parhuzamosan sejt-
szinten is folytatni, A hormonhatds mechanizmusdnak vizsgdlatd £§-
leg primer sejtkulturdkon torténhet, A sejtvonal erre a célra nen
megfeleld, mivel, mint az irodalmi dttekintésben mir emlitettem a
sejtvonalban a kiinduldsi sejtekhez képest genetikailag és morfo-
légiailag megvdltozott sejtpopuldcidval dllunk szembe, Igy ezek
reakcidja egy esetleges hormonkezelésre lényegewen eltérhet a
vizsgdlt 4dllat egy-egy szervében keletkezd valaszreakcidtdl,
Mivel vizsgdlatainkat els$ sorban Sarcophaga bullata lirvakon vé-
geztilkk, az én feladatom az lett, hogy ezekb8l primer sejtkulturd-
kat készitsek, Ezzel parhuzamosan Leptinotarsa decemlineata emb-
ridkat és larvikat is felhaszndltam erre a célra,

Mivel a larvakat steril koriilmények kozott nem tudtam fenntarta-
ni, célszerii volt olyan sejttipust vdlasztani, amely viszonylag
konnyen elérheté steril koriilmények kozott, Az elékisérletek
alapjan a larvak hemocyta sejtjeit haszndltam fel primer kuturdk
készitésére, mivel ezek jé hatdsfokkal sterilen nyerhetdk a felii-
letileg sterilizdlt larvakbdl,



A kisérletek sordn kiprébdltam néhdny sejtosztdddst stimuldld
anyag hatdsdt a primer kulturdkon, Els6 sorban olyan anyagokat
vdlasztottam, amelyek az emlds szovettenyésztési gyakorlatban
bevdlt stimuldld szervek, Ilyen volt aphytohaemagglutinin /PHA/,
amely a Phaseolus vulgaris glikoproteinje és rutinszeriien alkal-
mazzdk limfocita tenéyszetek stimuldlasdra, Irodalmi adatok sze-
rint maximdlisan 70 %=os stimuldld hatds érhetd el alkalmazdséd=-
val, /D, ROOS 1972,/ Hatdsmechanizmusa viszonylag jol ismert,
inicidlja a histon acetilacidt, fokozza az RNS szintézist, a sej=-
tek K¥ felvételét,

A legujabb adatok szerint a PHA limfocita aktivdld hatdsit szérum
tartalmu tdpfolyadékban ugy fejti ki, hogy rekakcidba lép a szd-
rum o - globulin frakcidjdval, amely normdlis koriilmények kozott
gdtolja a limfocita transzformdcidt. /Forsdyke 1973./
Megvizsgdltam ezen kiviil a putrescin és az inzulin hatdsdt a sejt-
osztédds és az RNS szintézis vdltozdsdra, Ezek hatdsmechanizmusa
kevésbbé ismert, tény, hogy a putrescin, inzulinnal eg&ﬁtt fokozza
a >
/Santti 1973,/

A vizsgdlt anyagokat az i1d8 fiiggvényében torténd sejtszdm ndveke-~

H uridin beépiilését az RNS~-be in vitro korlilmények kozott,

dés vdltozdsa, illetve az Ossz-RNS szintézis vdltozdsa alapjdn ér-
tékeltenm,

Mivel igy j61 mérhetd8 és reprodukdlhatd paramétereket kaptam, ké=-
s6bb ilyen médszerrel értékelten a (=-ekdizon hatdsdt is a sejt-
kulturdkra, Mivel a sejteket a hormonra legérzékenyebb periddus—
ban 1év6 dllatokbdl nyertem mindkét érték novekedését vartam a

hormon kezelés hatdsara.
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Anyagok és mdédszerek

4,/ Primer kultura eldallitasa

Felhaszndlt alhtok:

1./ Leptinotarsa decemlineata embrid,
Az eld8kisérletekbll megdllapitdtam, hogy sejtmigrdcid ki
zdrélag a mar differencidldédott embridbdl indul meg in
vitro koriilmények kozott, Az embrid fejlettségi allapota
a tojésszine, nagysdga alapjan allapithaté meg, Primer
sejtkultura készitéséhez a sotétsdrge szini tojdsban le-

v8, j6l megformdlt embridét haszndltam fel,

2,/ Leptinotarsa decemlineata IV, stddiumu larva,
Mivel a larvalis sejtekb8l készitett sejtkulturakat a ké-
s8bbiekben hormonhatds tanulményozdsira fogjuk haszndlni,
a felhaszndlt &llatok kordt ennek megflelSen vdlasztottam,
Az ekdizonhatds szempontjdbdl a larvastddium utolsdé sza-
kasza a legérzékenyebb, Ez Leptinotarsa esetében a IV,
stadium,

3./ Sarcophage bullata kés8i III, stddiumu lérva,
Mivel Sarcophaga esetén az utolsd lédrvastddium a késdi
harmadik, az el3z8 pontban leirtaknak megfelelden ezt vé=-

lasztottam primer kultura készitéséhez,
f1latok feliileti sterilizdlésas

1,/ Embridé feliileti sterilizdldsa:

a,/ mosészer oldattal a szennyezbdések eltdvolitdsa

b./ 70 %-0s etanolban mosds 15 percig

c./ steril fizioldgids oldatban ©blités

d./ 3 %-os Na=hipoklorit oldatban mosds, majd antibiotikum
tartalmu desziilldlt vizben 6blités, /Az antibiotiku-
mokat az eldzetes rezisztencia vizsgdlatnak megfelelden
valasztottam,/
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2./ Larvék feliileti sterilizdlsa:

Leptinotarsa decemlineata larvdak feliileti sterilizdalésa:

a,/ felhaszndlds eldtt 24 6ra éheztetés

b,/ felhaszndlds eldtt hdrom Sraval a larvak flirdetése
3 %-os Na~hypoklorit oldatban, felhaszndldsig autokla=-
vozott papirvattdn tarthatdk,

coe/ 70 %=0s etanolban fiirdetés 6 percig

d,/ az &llat hdtanak lemosdsa jédtinkturdval, majd 70 %-os
etanollal,

Sarcophaga bullata larvak feiileti sterilizildsa azonos mé-

don tortént a Leptinotarsa lirvakéval,

A feliileti sterilizdlds egyes 1lépései kozott az dllatok

mindkét esetben autoklavozott papirvattdn szaradtak,

Sejtek nyerése:

1,/ Embriondlis sejtek nyerése:
A differencidlt embrid a korionbdl kioperdlhatd, Az embridkat
tdpfolyadékban Osszegyiujtottem, majd Pasteur pipettaval sej-
tekké diszpergdltam, Egy-egy kultura készitéséhez 20 db em~-

bridt haszndltam fel,

2,/ Larvdlis hemocita sejtek nyerése:
A sejtek nyerése mind a Leptinotarsa, mind a Saréophaga ese=
tében azonos médon tortént,
a./ Az aortdt fecskenddtiivel megszurtam, a kicseppend hemolim-~
f4t tdpfolyadékban gyiijtsttem,
b,/ A sejteket alacsony fordulatszdmu centrifugdlédssal ililepi-
tettem, /100 g=-vel 5 percig/
co/ A sejteket hétszer mostam antibiotikum tartalmu tdpfolya-
dékkal,

Inkubalds médja:

1,/ Embriondlis sejtek inkubdldsi mdédja:
A 20-25 embrid diszpergaldsdval nyert sejtszuszpenzidt iiveg=-
Petri csészében iilepitettem, Az inkubdlds 27 fokon, normil

levegd atmoszférdban tortént.
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2,/ Larvdlis hemocita sejtek inkubildsa:

Az inkubdcids koriilmények a Leptinotarsa decemlineata és

Sarcophaga bullata larvéknal aszonosak voltak,

a./ A statikus tenyészeteket Barka flaskdban, 27 fokon nor-
mal levegd atmoszfériban tartottam,

b./ A rdzatott tenyészeteket Erlenmayer lombikban, leveglz-
tetve /vattadugdval lezdrva/ illetve gumidugdval lezdr-
va tartottam 27 fokon, A tenyészetek rdzatdsa vibroterm=-

ben, alacsony fordulatszdmon tértént,

A tenyésztéshez alkalmazott tdpfolyadékok:

Az eldkisérletekb8l kideriilt, hogy a gyakorlatban dltaldnosan is-
mert és alkalmazotf tdpfolyadékokban, /Grace 1962, Gvozdev C-15,
Robb R-14/ a ldrvdlis hemocita sejtek igen lassan osztddtak és
osztéddsuk néhény nap alatt teljesen ledllt, Igy szilkséges volt
uj tépfolyadékot kidolgozni,

EbbS8l a célbSl elvégeztem a két faj részleges larvalis hemolimfa
analizisét és ennek alapjan tapfolyadékot készitettem a hemocita

gejtek tenyésztéséhez,

Hemolim©fa analizdis kivitelezése

Mindkét vizsgdlt allatnil azonos médon végeztem,

1./ A hemolimfa Na' és K koncentricidjénak meghatdrozdsa:
A hemolimfdt ionmentes desztilldlt vizzel higitottam, majd a
tirozindz aktivitas gdtldsa céljabél 100 fokon 5 percig héke=-
zeltem, A képz8dott csapadékot kicentrifugdltam, a feliiluszdt
0’450¥ porusméretii filteren sziirtem, Az igy nyert sziirlet Na’

és K koncentricidjadt langfotométerrel hatdroztam meg,

2,/ Hemolimfédban 1év8 szabad aminosavak koncentrdcidjdnak meghatd-
rozasa,
a,/ Egy ml hemolimfat liofileztem, majd hozzd adtam 8 ml 1 %~o0s
HCl-t tartalmazd acetont,
b,/ Két éra 4llds utdn ionmentes vizben mostam hdromszor, majd

2000 g-n 10 percig centrifugdltam,
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ce/ A csapadékot 1 ml ionmentes vizben szuszpenddltam, majd 37
fokon vdkumban beparoltam,

d,/ A pirlatot 1 ml ionmentes vizben oldottam, majd liofilez~-
tem,

e,/ Az igy el8készitett prepardtum szabad aminosav koncentra-

cidjadt aminosav analizdtorban meghatdroztam,

A tdpfolyadék Osszedllitdsdndl elslé sorban a hemolimfa analizis-
b8l nyert adatokat tartottam szem eldtt, de a tdpfolyadék ozmo-
tikus nyomdsdnak megdlapitdsandl figyelembe vettem az irodalom-

ban szerepld egyéb tafolyadékokat is,

B,/ Kisérletek primer hemocita kuburakon

Felhaszndlt anyagok:

1,/ 8HA - Difco Laboratories Detroit Misch USA készitményt hasz-
ndltam, 10-4, 10-6
C-15, Sarcophaga, Robb R-14 médiumokban tenyésztett Sarcopha-

M koncentrdcidéban, Grace /1962/, Gvozdev

ga bullata hemocita sejteken,
A kisérletek sordn minden tapfolyadékot 10 % borju savéval e-
gészitettem ki, Kontrollnak a PHA mentes tafolyadékban nétt
sejteket tekintettem, '
2./ Putrescin - 1074, 1072, 1070, 1077, 1078, 10”2 M xoncentraci-
6ban, Gvozdev C-15, Parker 199, Sarcophaga médiumokban nét+t

4

sejteken,
Minden tédpfolyadékot 10 % borju savdéval egészitettem ki,
Kontrollnak a putrescin mentes tdpfolyadékban ndtt sejteket

tekintettem,

3,/ Insulin - Novo Industri A/S Copenhagen, Denmark 40 iu/ml ké-
szitményt haszndltam, 1, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, iu koncent-
rdcidékban vizsgdltam, Gvozdev C=-15, Parker 199, Sarcophaga
médiumban,

Minden tédpfolyadékot 10 % borjusavéval egészitettem ki, Kont-
rollnak az insulin mentes tdpfolyadékban ndtt sejteket tekin-

tetten,
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4, [ - ekdizon - a Kébanyai Gydégyszergydr altal szintetizdlt
ekdizon vizes oldatdt haszndltam 1% , 5¥ , 10% /ml,
koncentrdcidkban, Parker 199, Robb, Sarcophages tdpfolya-
dékban, Minden tdpfolyadékot 10 % f8tdlis borjusavéval
egészitettem ki, Kontrollkisérlet a megfeleld ekdizon
nélkiili tapfolyadék volt,

Ertékelés médszereis

1./ Sejtszémnévekedés vdltozdsa az idd fiiggvényében, A
valtozdsokat a kontroll szdzalékdban mértem,
2./ A sejtek ©ssz- RNS szintézisének valtozdsa.

a./ PO 432

161tem 10 p C/ml NaZHPBZO 4-el. 24 6ra utén a jel-

zést 20 %-os TCA-val felfiiggesztettem, Friss,

PO4 mentes tdpfolyadékkal mostam a sejteket, majd

Schneider- Smith - Tannhauser médszerrel az RNS-t

, beépiilés alapjén, A sejteket 24 Srdig je=-

feldolgoztam,
A prepardtum aktivitdsat Triton-X 100 tartalmu to-
lulos scintilldcids folyadékban Packard Scintilla-
ciés spektrométeren mértem, /Scintilldcids folya-
dék osszetétele: 2 rész toluolus folyadék, 1 rész
Triton X-100/

b./ H
sejtelmél 1 C/ml H> uridinnel /30 Ci/mmol/ két Srds

pulzusjelslést alkalmaztam, Két Ora utdn a jelolést

uridin beépiilés alapjdn, A 48 Srdig inkubalt

megsziintettem, majd Gilbert /1971/ mddszerével fel-
dolgoztam az RNS-t,

A fadolgozds eredményeként kapott, 10 %-os TCA~ban
nem oldod$ csapadékot 0,45p. pdérusméretii filteren
sszegylijtottem, majd toluolos scintilldcidés folya-

dékban Packard Scintilldcids spektrométeren mértem,



- 16 =

Eredmények értékxelése

1./ Beptinotarsa decemlineata embriondlis kulturdk értdkelése:

A letapadt embriondlis fragmentumokbdl a tenfsztés negyedik
napjan intenziv sejtmigracidé indult meg, Az explantdtumok

novekedését 9 napig lehetett megfigyelni.,
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2., Hemolimfa analizis eredményeinek értékelése:

ae./

b,/

A vizsgilt dllatok hemolimfdjdban 16vS Na™, és K',
koncentrécidjas
koncentrdcidé U /ml hemolimfa
anyag Leptinotarsa Sarcophaga
Na 5000 3200
K 10000 700
1, t4bldzat Na' és K* koncentricidé a vizsgdlt dllatok
hemolimfiajdban,
Na, Sarcophaga bullata: 3200 _ 4,57
5= 700
: : . _5000 _
Laptinotarsa decemlineatas: 10000 = 0,5
A vizsgdlt dllatok hemolimfédjaban 1év6 szabad aminosavak

koncentricidja: /A tdblédzatban Osszehasonlitdsképp fel-

tintettem a Grace tdpfolyadék aminosav koncentrdcidjdt

ise/
Koncentricidé ¥/ml

Anyag Sarcophaga Leptinotarsa Grace
Asp 4,928 0,716 350
Thr 27,969 2,668 175
Szer 48,585 4,617 550
Glu 1,604 25,429 600
Pro 8,849 381,680 350
Gli 2,067 24,070 650
Ala 7,703 22,636 250
Val 7,676 23,082 100
Meth 15,438 25,093 50

Ileu 33,042 120,296 50
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Leu 29,083 27,741 50
Phe 22,341 13,581 75
1ys 1,131 0,784 150
Hys 1,782 0,967 625
Arg - - 700
Tyr 167,000 - 50
Ossze: 378,698 673,360 4725,00

2, tdblézat Szanad aminosav koncentracidé a vizsgdlt dllatok

hemolimfdjdban és a Grace tédpfolyadékban,

A részleges hemolimfa analizis eredményei alapjén készitett
tdpfolyadékok, Mindkét tédpfolyadékot Grace vitaminkeverékkel,

valamint gliikkézzal és szahardzzal egészitettem ki,

Koncentracid mg/1

Anyag Leptinotarsa Sarcophaga
K H2PO4 17,680 1,360
NazHPO4 12,460 5.874
K C1 9.680 740
NaCl 8,770 3.800
Ca012x6H20 220 220
Mg804 x 7H20 250 250
gliikéz 1,801 1,801
Szahardz 30,122 30,122
Aspc 0,710 4,92
Thr 2,670 27,96
Ser 4,610 48,58
Glu 25,43 1,60
Pro 381,68 8,84
Gli 24,07 2,06
Als 22,64 7,70
Val 23,08 7,67

lieth 25,09 15,43
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Ileu 120,30 33,04
Leu 27,74 29,08
Phe 13,58 22,34
Iys 0,78 1,13
Hys 0,96 1,28
Tyr - 167,00

3. tdbldzat Részleges hemolimfa analizis alapjan készitett
tdpfolyadékok

3. Hemocita kulturdk éritékelése

a.,/ Leptinotarsa decemlineata kulturdk értékelése, A sej=-
tek életképességét a sejtszdmnovekedés alapjdn érté-
keltem, Intenziv osztdddt a tenyésztés elsé napjaiban
tapasztaltam, A tenyésztés negyedik napjdtél a kultu-
rék genericids ideje megnyult, Két hét utdn sejtszam=-

névekedést mar nem tapasztaltam,

SEJTSZAM/ ml

t4folyadék ot 24® 48" g2 962
Grace

/Levegbatetest/ 1,6%10° 3,8x10° 4,5x10° 4,5x10° 6510°
Grace /zért/ ., 5 x 10° 5 x 10° 1 x10° 1,8x10° 1,7x10°
14 /leveg6zteé§tt/3,2x105 8x10° 1,2x10° 2 x10° 7,8x10°
1d /zért/ 1,6x10° 3,2x10° 7,2x10° 1 x10° 1,5x10°

&

4, tédbldzat Sejtszdmnivekedés az inkubdcidé médjatél fiigglen
kiilonbozd tdpfolyadékokban,



SejtSZClﬁ/ml
SEJTSZAM NOVEKEDES AZ INKUBACIO MODJATOL FUGGOEN AZ D6

3x106 FUGGVENYEBEN.

2x105

1x100

9x10°

8x105
7%10°
6x10° -+

5x10° 1

Lx10°

3x10°

2100 /7

0 1 2 3 L 5 nap
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Ha az inkubdlds Barka flaskdban, gumidugdéval lezdrva tortént,
a genericidés id8k megnyultak, a sejtpopuldcid duphizdddsa 48
éra el¥t nem kovetkezett be és 96 Sra utdn mdr csak lassu

sejtszédm novekedés volt,

SEJTSZAM /ml

P4f0lyadék o h a8® 721 96"
GracelD lxlo5 1x105 2x105 3,8x105 3,8x105
Gvozdey 1x10°  1,3x10° 2,2x10° 3x10° 3,6%10°
d 1x10° 5 2,3x10°  4,5x10° 83107

@

5« tdbldzat Sejtszdm novekedés az id§ fiiggvényében kiilonbszd
tédpfolyadékokban,



SEUTSZAM NOVEKEDES KULONBD2O TAPFOLYADEKBAN AZ DO FUGG -

sejtszém/ml VENYEBEN.

8x!05“r <:>

7%10° .

6x105-

5x10°

4 x10°

3Ix 10°

2x10°

1x10°




2, kfp leptinotarce deconlineata sejtek statikus tenydssetben
La ‘E‘&fmo
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b,/ Sarcophaga bullata hemocita kulturdk értékelése,

A sejtek életképességét a sejtszam novekedése, illetve a
sejtelk P3204

zds mérésével értékeltadm,

beépitése alapjdn, 0ssz-RNS szintézis valto-

A sejtszdm ndvekedése alapjén megdllapitottam, hogy a
sejtpopuldcidé megkétszerezbdésének ideje minden vizsgdlt
£4pfolyadékban 24 Srdndl rovidebb, Ezért taldltam alkal-

masnak ezeket a sejteket a mar emlitett kisérletek elvég-

zésére,
SEJTSZAM /ml
Pafplyadék o? 182 24P 360
Gvozdev 13107 1,6x10° 2,3x10° 2,3x10°
(D b 4 ? 3

Robb o 1x10° 1,2x10° 2x10° 2,3x10°
Sarcophaga 1x10° 1,8x10° 2,4%10° 2,7x10°

6, tdblazat Sejtszam novekedés az i1idd fiiggvényében kiilonbozd

tapfolyadékokban,



SEJTSZAM NOVEKEDES AZ 1D6 FUGGVENYEBEN KULONBOZO TAPFOLYA-

tedery DEKBAN.
sejt aon)/n,{

3Ix10° -

2x10°

P 1 | |
0 18 2 36h
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hogy a sejtek RNS szintézise a tenéyésztés 18 6raig emelke=-

O4 jelzés, majd RNS feldolgozéds alapjén megdllapitottam,

dik, ezutdn erdsen cstkken, A cstkkenés mértéke fiigg az alkal-

mazott tdpfolyadéktdl,

T&folyadék Inkubicids idd8 cpm/ Y RNS
/érdban/

Ephrussi-Beedle 0 401

ringer ® 10 98
18 1,222
24 975

Gvozdev C-15 & 0 141
10 1,215
18 250
24 660

Robb R~14 @ 0 205
10 684
18 1,396
24 350

Sarcophaga GD 0] 310
10 1,350
18 4,220
24 2,100

32

7. tédbldzat  Sarcophaga bullata hemocita sejtek P O4 beépitése

24 Sras inkubdcids id6 alatt,



o : ¢ e
m/‘_ms SARCOPHAGA BULLATA HEMOCITA SEJTEK 32p(, BEEPITESE
KULONBOZO TAPFOLYADEKOKBA, AZ D6 FUGGVENYEBEN.

3000 *

2000

1000

100 =< o |

10 15 18 20 2L h
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30 kép  Sarcophaga bullata hemocita sejtek, az inkubdcié

mésodik hetében, Sarcophaga tapfolyadékban,
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4, A Sarcophaga bullata hemocita kulturdkon végzett kisérletek

értékelése,

a,/ A PHA-val kezelt sejtek morfoldgidja alapjdn megdllapit-
haté, hogy a kezelt sejteknél kerek, erSsen granuldlt
forma domindl, A kezelt sejtek nagy része nem iilt ki az
edény faldra,

A kontrollhoz képest tortént sejtszam novekedés, valamint
a sejtek morfoldgiai vdltozdsai alapjén megdllapitottam,
hogy a vizsgdlt PHA koncentracidk gdtoltdk a sejtek no=-
vekedését, 24 Sra utédn mdr 50 %-ban gdtolt a kezelt sej=-

tek miivekedése a kontrollhoz viszonyitva,

SEJTSZAM x 107 /ml

TépTolyadék ot 18" 24" 36"

K PHA K PHA K PHA X PHA
Gvozdev C=15 1 1 1,6 1,8 2,2 1,8 2,3 1,8
Robb R-14 1 1 1,2 1,4 2 1,4 2,3 1,4
Sarcophagea 1 1 1,8 1,6 2,4 1,6 2,7 1,6
8, tablazat Sejtszdm novekedés valtozdsa PHA hatdsara

kiilonbozd tdpfolyadékokban,



PHY TOHEMAGGLUTININ HATASA A SEJTSZAM NOVEKEDESRE A KONTROLL
sZKZALEKABAN  KIFEJEZVE.

e NULIDEY — —— —PH

SARCOPHAGA

18 2 36h
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b,/ A putrescinnel kezelt sejteknél a kontrollhoz képest kife=-

jezett sejtszdm ndvekedést, a sejtek generacidés idejének

csdkkenését tapasztaltam, a putrascin hatdsit a Sarcopha-

ga bullata hemocita sejtek osztdéddsdra pozitivnak érté-

kelten,

A 9, tédbldzatban lathatd, hogy a putrescin hatdsa legki-

fejezettebb a Sarcophaga, valamint a C-=15 tapfolyadékban,

SEJTSZAM x 107  /ml
P4Polyaddk o> 187 24P 36" 48"
7 P X P K P K P K P
Gvozdev 1 1 1,6 1,6 2,2 2,2 2,3 3,6 2,3 4
Robb R-14 1 1 1,21,2 2 1,8 2,3 2,6 2,3 2,6
Sarcophaga 1,8 1,9 2,4 3,2 2,7 3,8 2,7 3,8

1 1

9, téblazat

Sejtszédmnsvekedés valtozdsa putrescin hatdsdra

Sarcophaga bullata hemocita sejteken, /K -

kontroll, P - kezelt/



200%1
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PUTRESCIN HATASA A SEJTSZAM NOVEKEDESRE A KONTROLL SZAZA -

LEKABAN KIFEJEZVE.
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A putrescinnel kezelt sejtek 6ssz-RNS szintézise a kontrollhoz

vizsonyitvae lényegesen nem valtozott,

T&folyadék Putrescin konc, M/ml count/lxlo6 sejt
Gvozdev C-15 K 408
1070 92
10~7 107
1078 360
1072 480
Sarcophaga X 280
1070 120
1077 300
1078 320
1072 360
Parker = 199 K 90
1070 87
1077 180
1078 220
10”9 230

10, tdbldzat  Sarcophaga bullata hemocita sejtek 8ssz-RNS
szintézisének valtozdsa putrescin hatdsira,
kiilonbozd tdpfolyadékokban,



125%

A SEJTEK 0SSZ-RNS SZINTEZ2IS VALTOZASA PUTRESCIN HATASA-

RA Gv C-15"NAPFOLYADEKBAN A KONTROLL SZAZALEKARAN KIFEJEZVE.

100

79 |

50

25 |-

169 108 167 166



A SEJTEK 0SSZ-RNS SZINTEZIS VALTOZASA PUTRESCIN HA-
TASARA SARCOPHAGA TAPFOLYADEKBAN A KONTROLL SZ2AZALE-

KABAN KIFEJEZVE.
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co/ Az inzulinnal kezelt sejtek viselkedése alapjdn megdlla-

pitottam, hogy az inzulin hatasara a sejtek genericids

ideje csdkkent, az RNS szintézis pedig emelkedett,

7

SEJTSZAM x 10' /ml
Té&f 0lyadék ot 18P 24P 36 488
K I K I K I K I K 1
Gvozdev 1 1 1,5 2 2,3 2,8 2,8 3,6 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

11, téblazat

Sejtszam ndvekedés vdltozdsa insulin hatdsdra,
kiilonb6zé tdpfolyadékokban, /K-kontroll, I-kezelt/



INZULIN HATASA A SEJTSZAM NOVEKEDESRE A KONTROLL SZAZALE -

KABAN KIFEJEZVE.

GVOZDEV — — — |INZULIN

" PARKER s —=re=es INZULIN

s SARCOPHAGA - —e (NZULIN
150°%%—
125
100
75
50
25

| I l |

18 24 36 4L8h
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Insulin hatdsdra a sejtek 8ssz~-RNS szintézise fokozddott, az

insulin koncentracidjdnak fiiggvényében,

ndpfolyadék Insulin konc., i.u./ml  count/1x10' sejt
Gvozdev C=-15 X 464

1071 295

1072 406

1073 1.727

1074 967
Parker 199 K 588

1071 390

1072 240

10”3 346

10”4 841
Sarcophaga, K

10”1t

1072

1073

1074 Nem kaptam értékelhetd

adatot,

12, tablazat Ossz-RNS szintézis valtozds inzulin hatdsdra

Sarcophaga bullata hemocita sejteken,



A SEJTEK 0SSZ-RNS SZINTEZIS VALTOZASA INZULIN HATASARA
Gy C-15 TAPFOLYADEKBAN A KONTROLL SZAZALEKABAN KIFEJEZVE.

L0/

300 +

200

100

10 103 162



A SEJTEK 0SSZ:RNS SZINTEZIS VALTOZASA INZULIN HATAS AR

PARKER 199 MEDIUMBAN, A KONTROLL SZAZALEKABAN

150%

0 \

50 \ =
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d./ @ - ekdizon hatést csak abban az esetben tudtam értékelni,
ha a rendszerben f6tdl borjusavé volt jelent, Sarcophaga
és Robb médiumokban az RNS szintézis jelentds fokozddd-

sat tapasztaltam a kontrollhoz viszonyitva,

7

T4folyadék (3 -ekdizon konc, ¥/ml count/1x10’ sejt
Parker-199 K 98,75
1 400
239
10 233
Robb R-14 K 115,8
1,200
612
10 223
Gvozdev C=-15 K 295
485
289
10 270

13, téblazat RNS szintézis vdltozds [ -ekdizon hatdsdra,

Sarcophaga bullata hemocita sejteken,
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Eredm édnyek megbeszélése

A disszertdcidmban tdrgyalt kisérletek eredményeképp sikeriilt’
kidolgozni egy olyan médszert, mellyel primer kulturdk rutin-
szeriien el8dllithatdék Leptinotarsa decemlineata embridbdl,
Leptinotarsa decemlineata IV, stddumu és Sarcophaga bullata
III, stddiumu 14rvakbdél, A vizsgdlt dllatok hemolimfa anali-
zise alappdn olyan tdpfolyadékokat készitettem, amelyekben a
sejtszdm novekedés” és az UsszRNS szintézis linedrisan emelke-
dett a tenyésztés 48 6réﬁig.

A primer kulturdk jellemzésére felhasznalt paraméterek - sejt-
szdm novekedés az idd fiiggvényében, Ossz-RNS szintézis valtozas
mérése P320 , 111, H3

4
riilmények kozdtt jél mérhetdk és reprodukdlhatdk voltak,

uridin beépiilés alapjan - a kisérleti ko=

A valasztott paraméterek valtozdsainak figyelembevételével é meg-
vizsgdltam a PHA, putrescin, insulin és [-ekdizon hatédsdt a
primer hemocita kulturdkon,

A PHA vizsgdlt koncentrdcidi a kisérleti koriilmények kozott
toxikusok voltak,

A putrescin, F>-ekdizon, inzulin, fokozta az idd filiggvényében
torténd sejtszdm ndvekedést és a sejtek ©ssz-RNS szintézisét,

A primer sejtkultura készitéséhez kidolgozott médszerek, illet-
ve a sejtek jellemzésére felhasznidlt paraméterek a késdbbi ter-
vezett kisérletek szempontjabdél igen hasznosak, melyek sordn a
hormonhatds genetikai hdtterét szeretnénk tisztdzni in vitro

koriilmények kozott,

Koszonettel tartozom a rovargenetikai csoport tagjainak elméle~
ti és technikai segitségiikért, valamint a Genetikai Intézet min-
den dolgozdéjdnak, akik munkdmat kézvetve, vagy kdzvetleniil lehe-
t8vé tették,
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