Valaszok Dr. Osviath Szabolcs

»Egyedi sejtek automatizalt valogatasa és manipuliciéja szimitogépes-latas alapjan”

cimii doktori (PhD) értekezésem nyilvanos vitdjahoz készitett opponensi véleményére

Koszoném Dr. Osvath Szabolcsnak az értekezésem alapos 4tolvasdsit és hasznos
eszreveteleit. Szeretném tjra megkdszonni a munkahelyi vitdra készitett eléopponensi

véleményét is. A biralatban feltett kérdéseire, megjegyzéseire a kovetkezdket valaszolom:

1. kérdés: A pipetta poziciondldsdnak pontossdga befolydsolja az erémérések pontossdgit és

reprodukdlhatésdgdt. Hogyan lehetne ezen még javitani?

A dolgozatom 76. oldalan taldlhat6, hogy: ,,Az egyedi sejtek adhézids erejének pontossagat
t6bb tényez6 is befolyasolta. Az egyik tényezd a mikropipetta x, y, z iranyd pozicidjanak
pontossaga.”

Az erbmérés sorén a fecskendében generalt kisérleti vakuum értéket az egyedi sejtre hat6
hidrodinamikai emel6 er6vé alakitottuk a mikropipettaban 1év folyadékaramlas szamitégépes
szimuldcidja segitségével. A Petri csésze aljanak sikjara merbleges, z irdnyban a
pozicionalasi hiba =1 pm. Az ebbdl ad6d6 mérési hiba egy egyszerii becslés alapjan 14% a
Hagen—Poiseuille egyenletbdl kiindulva, és 10 pum-es pipetta magassagot feltételezve. Ez
azonban egyetlen sejt mérése esetén 1€p fel. De mivel az er6mérések sordn nem egyetlen
sejtet, hanem atlagosan 100 sejtet (vagy ennél tobbet) mériink le, igy a sejtek atlagos
kitapadasi erejét ennél sokkal pontosabban tudjuk becsiilni. 100 sejt esetén a mért atlag relativ
hibja 1,4%.

Ezenkiviil a mikropipetta x, y irdnyii poziciéjanak is van hibaja. Ez a hiba akkor fordulhat
el, ha a felvenni kivant sejtet nem pontosan a kdzéppontja folott taldlja el a mikropipetta. A
sejt alakjanak és a mikropipetta pozicidjanak emeld erére gyakorolt hatasanak vizsgalatira
3D-s szimulécidkat végeztiink.

A numerikus szimulacidkat a Petri csésze aljan szabadon cstisz6 peremfeltétellel (1. abra a) és
meg nem csuszo peremfeltétellel (1. abra b) szamolva egy olyan félgdmb alaki modellsejttel
futtattuk, ahol a mikropipetta a felvenni kivant sejt kézéppontjat talalta el, illetve azt is
vizsgaltuk, amikor a mikropipetta a sejtet nem pontosan a kdzéppontja f6l6tt, hanem attdl

vizszintes irAnyban 5 pm-es tavolsagban talélta el a felvétel soran (excentrikus pozicib). Az
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eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a mikropipetta Xy pozicionalasi hibdja maximum
4%-os relativ hibat okozott az erdmérésben. (A valésagban az xy poziconalas pontosabb volt
a szimulacidban feltételezett 5 mikronos eltérésnél.) 100 sejt mérésekor a 4%-os relativ hiba
0,4%-ra zsugorodik, ha az 4tlagos kitapadasi er6 hibajat becsiiljiik.

A sejt alakjanak a hidrodinamikai emel6 er6re gyakorolt hatasat egy fél diszkosz alaki sejten
vizsgaltuk a félgombbel dsszehasonlitva. Maximum 2%-os relativ hibat kaptunk a meg nem
csuszé peremfeltétel mellett.(A megcesiiszé peremfeltétel mellett jelentds eltérést kaptunk a
diszkoszra és a félgombre hat6 er6 kozott. Ez azonban minden bizonnyal a peremfeltétel nem
realis megadasabdl adédik. A modellsejt hataran ekkor ugyanis hirtelen valt a peremfeltétel

meg nem csiszobol megcsuszoba.)
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Ldbra: A sejt alakjdnak és a mikropipetta pozicidjénak emeld erdre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata, 3D-s
szimulécidkkal, a Petri csésze aljén szabadon csiisz6 peremfeltétellel (a) és meg nem csiisz6 peremfeltétellel (b)

szamolva.

Ezeket a hibakat tigy csokkenthetjiik, ha a véalogatési folyamatot megel6z8 képalkotas soran, a
mikroszképon nagyon pontosan élesre allitjuk a sejteket a Petri csésze valogatisra szant
teriiletének mind a négy sarkan. fgy elkeriilhetjitk azt, hogy mig a Petri csésze egyes részein
1évé6 sejtek élesre vannak éllitva, addig mas teriileteken kevésbé élesek a sejtek. Ugyanis ha a
sejtek képét nem allitottuk pontosan élesre a mikroszkopon, akkor a H=10 pm magassagra
beallitott mikropipetta sem pontos azokon a teriileteken, igy nem a megfeleld magassagbdl
talalja el a sejtet sem.

Mielétt a valogatasi folyamatot elkezdjitk, a hegyet a Petri csésze feliiletétol H=10 um

magassagra allitftuk be. A feliiletre kitapadt egyedi sejtek adhézios erejét 1épésenként



megemelt vakuumot alkalmazva hatirozzuk meg. Mivel a mikropipetta pontos beallitasa nem
sok idét vesz igénybe, igy célszerli ezt minden valogatasi 1épés elbtt elvégezni, igy

novelhetjiik a mérésiink pontossagat.

Az x, y irdnyd pozicionalds hibaja pontosan mérhetd a kisérlet folyaméan, ha fényképet
készitiink a mikropipetta hegyérsl, amikor az adott sejt f01€ ér. Ezzel korrigélhatd a sejtre hatd
hidrodinamikai er8 nagységa. Interferencia mikroszkdpia segitségével a sejtek pontos 3D-s

alakja meghatirozhat6. Ennek ismeretében elvben minden egyes sejt alakra lefuttathaté a

szimuldcid.
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2.kérdés: Lehetséges volna-e a szuszpenzioban lévé sejtek helyét folyamatosan detektdlni

Jfényszords méréssel?

A birald otlete kitlind, hiszen igy az eredetileg vélogatasra kijelolt sejteket mindig nyomon
tudnank kovetni, melynek koszonhetden minden valogatdsra szant sejtet megprébalhatnank
felvenni, vagyis a felvételb8l nem zarnank ki azokat a sejteket, amelyek pl. 100-500 pm-rel
arrébb Usztak az eredeti poziciéjukhoz képest (mint, ahogyan azt a jelenlegi megkézelitésben
tesszitk). Azonban a gyakorlatba ezt azért nem tudjuk kénnyen atiiltetni, mert ha a Petri
csészében nagyon siirtin helyezkednek el a sejtek, akkor a célzott sejtek kdvetése nagyon
nehéz, ha nincs fluoreszcens képiink. Olyan ez, mintha egy zsak babban az egyes babokat
akarnank kovetni egy kameraval, mikdzben a babok ide-oda mozognak. Nem lehetetlen, de

praktikusan szinte megoldhatatlan.

A leglijabb fejlesztésiink, hogy a mikroszkép kondenzor lencséjének oszlopat nem kell hatra
billententink ahhoz, hogy faziskontraszt képet tudjunk készitni, igy a mikropipettét tart6 kar
végig a minta olott helyezkedhet el, lehetdvé téve a sejtek folyamatos nyomon kdvetését. A
gytirli alaki LED megvildgitds hasznélatdval megteremtettik a sejtek folyamatos
detektalasanak a lehet6ségét, de mar most latunk egy technikai nehézséget: a hegy zavarja a
képalkotdst. A hegy kizelében, ahol a valogatasok soran leginkabb elmozdulnak a sejtek, nem
tudunk j6 képet késziteni. Ez a lentebb taldlhaté két képen is jol latszik, melyek 10x (2. abra
a) €s 20x (2. abra b) objektiv mellett késziiltek 3T3 egér fibroblaszt sejtekrdl, a LED gytirtivel

val6é megvilagitast hasznalva.




2.dbra: A bal ill. jobb oldali képen a megvilégits Jénykip paldstia az optikai tengellyel 15 ill. 30 Jfokos szoget
(Phl ill. Ph2) zdrt be.

A fényszdrasnal ennél is nagyobb szdgben johet a fény. Azonban egyrészt a mintatart6 (Petri
csésze) €s az egyéb alkatrészek miatt nehéz nagyobb sz6gb6l bevilagitani a mintira, masrészt
varhat6, hogy a hegy ezt is zavarna az iiveg mikropipetta reflexitja és eltérd torésmutatdja
miatt. Valamint azt is figyelembe kell venni, hogy egyszerre mindenképp csak egy maximum
~ 1 mm-es teriiletet tudunk leképezni, és ezen a teriileten kiviil nem Iehet a koribban

kivéalasztott sejteket kévetni.

3.kérdés: Fluoreszcencia képalkotdssal nyomon kivetheté-e a sejtek feliiletrdl torténo

levdldsdnak folyamata?

Adherens sejtek valogatasa soran, illetve a kitapadt sejtek adhéziés erejének vizsgélatakor is a
valogatasi folyamat el6tt és utdn faziskontraszt képet készitettink a valogatasra szant
sejtekrdl, igy minden egyes valogatasi ciklust kévetéen nyomon tudtuk kévetni, hogy a sejt a
felilleten maradt vagy pedig levélt. Ezzel szemben a szuszpenzioban 1évé sejtekkel torténd
valogatasok alkalméaval nemcsak a valogatdsok el6tt és utdn, hanem minden egyes egyedi sejt
felvétele eldtt és utén is fluoreszcens képet készitett a szoftveriink, igy nyomon tudtuk minden
egyes sejt felvételét kovetni. Egy ilyen kép felvétele a megfelel mindségii fluoreszeens kép
készitéséhez sziikséges expozicids id6tol fliggben altalban néhany 100 ms iddtartamot vesz
igénybe. A sejtek felvétele pedig 10 ms szelepnyitasi id6t hasznélva torténik meg, tehat

készithetnénk arrdl is képet, amikor éppen a sejt levéldsa torténik a feliiletrdl, de ez olyan
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gyorsan torténik meg, hogy valdszinlileg csak annyit latnank a képeken, hogy egyik
pillanatban még a feliileten van a sejt, masik pillanatban pedig mar felvételre keriilt. Ez a

probléma extra erds fluoreszcens jeldlés hasznalataval oldhaté meg.

A valaszom tehat az, hogy igen, érdekes volna a sejtek feliiletr6l torténd levalasanak
folyamatit nyomon kévetni gyors fluoreszcens képalkotassal. Ehhez viszont nem a sejt ala,
hanem oldalra kellene az objektivet elhelyezni. Hasonld mérést AFM és oldalnézeti

fluoreszcensmikroszkop kombinalasaval mar végeztek (Nature Methods 6, 383-7 (2009)).
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