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2. Absztrakt

Az embereket régota érdekli az oregedés. Sok kutatas iranyul arra, hogy a sejtoregedés
mechanizmusdban még feltaratlan részeket jobban megértsiik. A kutatdsok sordn szeretnénk
mélyebb betekintést kapni, hogy milyen faktorok €¢s mechanizmusok jatszanak szerepet a sejtek
oregedésében, milyen tényezok gyakorolnak hatést erre. Ennek vizsgalatdra a Molekularis és
Cellularis Halozatok Rendszerbioldgiaja Kutatolaborban Saccharomyces cerevisiae sarjadzo
¢lesztoket hasznalunk modellorganizmusként, mert szamos olyan gén van benniik, amelyeknek
van human megfeleldje. Azt szeretném megfigyelni, hogy hogyan valtozik a fluoreszcens jel
intenzitdsa az ¢lesztOk oOregedése soran. A fluoreszcens fehérjékkel torténd jelolés egy
sokrétlien hasznosithato technika. Ennek segitségével vizsgaljak az élesztok interakcidjat mas
¢lesztd torzsekkel, kiilonbozé fehérjék expresszigjat, sejtciklusat ¢&s Oregedését.
Kutatoécsoportunk tobbféle szinnel jelolt élesztd torzseket haszndl. A fluoreszcensen jeldlt
¢élesztok életciklusa mikrofluidikai eszk6zok segitségével monitorozhatd, melynek segitségével
kovethetjiik a sejtek életciklusat kozel azonos koriilmények kozott, tobb napon keresztiil.

A projekt soran eldszor megterveztem ¢€s kiviteleztem két sarjadzé ¢€leszt6torzs egyidejlileg
mCherry és GFP fluoreszcens fehérjékkel torténd jelolését. Ezt kovetden a Biomikrofluidikai
Kutatocsoport altal megtervezett mikrofluidikai eszkozoket teszteltem. Minden konstrukcional
kezdetben megkerestem azokat a beallitasokat, amelyek segitségével nagy hatékonysaggal
tudtam becsapdazni az élesztOket, hogy figyelemmel tudjuk kovetni Oket. Ezek utan
kikisérleteztem, hogy milyen koriilmények kozott osztodnak az élesztok, és melyek azok a
tényezok, amelyek ezt korlatozzak. A mérési eredmények €s a tapasztalatok alapjan javaslatot
tettem a mikrofluidikai eszkoz konstrukcidjanak modositasara.

A dolgozatomban szeretnék eldszor egy rovid irodalmi attekintést bemutatni az élesztokrol, a
szaporodasukrol, a sejtciklusukrol €s az eddig hasznalt sejtoregedés vizsgalatara kifejlesztett
mikrofluidikai eszk6zokrdl. Ezutan ismertetem a kisérlet részleteit, hogy hogyan jeldltem
fluoreszcens fehérjével az élesztdket, milyen molekularis biologiai modszereket hasznaltam, és
milyen eljarasokat alkalmaztam az élesztokon.

Attekintést adok, hogy milyen mikrofluidikai eszkozoket hasznaltam, és hogyan véltozott
ezeknek a konstrukcidja. Bemutatom az altalam kidolgozott mikrofluidikai protokollt és a
mérés soran kapott eredményeket. Végiil kitérek arra, hogy milyen médszerekkel lehetne

javitani a mikrofluidikai kisérleteken, ¢s kifejtem, hogy mik a jovébeli terveim.



3. Bevezetés

A Molekularis és Cellularis Hal6zatok Rendszerbioldgiaja Kutatdlaborban Saccharomyces
cerevisiae sarjadzo éleszté vad és laboratoriumi torzsein végeznek kiilonboz6 kutatasokat,
példaul a kiilonbozo torzsek kozti kolesonhatasok vizsgalatat. Az élesztd, az élelmiszeriparban
a sor, a bor, és a kenyér készitésében betoltott szerepe mellett a molekuléris biologiai
laboratoriumoknak az egyik legkedveltebb modellorganizmusa [1]. Mivel szamos, az
emldssejtekben lejatszodo folyamatban szerepet jatszo génnek van megfeleldje az €élesztokben,
kozelebb keriilhetiink a humansejtekben lejatszodo folyamatok megértéséhez [2].

A fluoreszcens fehérjékkel torténd jelolés egy sokoldaluan hasznosithatd technika. Ennek
segitségével vizsgaljak az ¢élesztdk interakciojat mas élesztd torzsekkel, kiilonbozd fehérjék
expressziojat, sejtciklusat, oregedését. Az élesztok fluoreszcens jelének kvantitativ analizise
soran figyelembe kell venni a sejtek fiziologiai valtozasait és a fluoreszcens fehérje szamos
tulajdonsagat, példaul mennyire élénk a szine, milyen a pH érzékenysége. Erdekes kérdés, hogy
az élesztok dregedése soran hogyan valtozik a fluoreszcens jel intenzitasa, és ennek milyen okai
lehetnek.

A mikrofluidikai eszk6zok segitségével szamos kisérlet végezhetd. Ezek segitségével képesek
vagyunk az ¢lesztOsejtekben lejatsz6do folyamatokat egyedi sejtszinten megfigyelni.

A projekt sordn megterveztem és kiviteleztem a BY4743 és a W303 sarjadzo élesztk
egyidejiileg mCherry és GFP fluoreszcens fehérjékkel torténd jelolését. Ehhez elészor a torzsek
mCherry-vel torténd jelolését végeztem el. Az igy kapott diploid sejtekbdl sporulaltatas utjan
haploid élesztoket készitettem. Ezt kovetden mCherry-vel és GFP-vel jel6lt haploid élesztéket
parositottam, hogy duplan jeloltet kapjak.

Ezutan a Biomikrofluidikai Kutatocsoportja altal megtervezett mikrofluidikai eszk6zok
tesztelését végeztem. Minden konstrukcional kezdetben megkerestem azokat a beallitasokat,
amelyek segitségével nagy hatékonysaggal tudtam csapdazni élesztosejteket. Ezek utan arra
iranyult a kisérletem, hogy milyen kdriilmények kdzott osztodnak ezek a sejtek a csapdaban, és
melyek azok a tényezdk, amelyek ezt korlatozzak. A mérési eredmények és a tapasztalatok
alapjan javaslatot tettem a mikrofluidikai eszk6z konstrukciojanak modositasara.

A dolgozatomban el8szor a téma irodalmi hatterére térek ki. Ezutan ismertetem a kisérlet
részleteit: az élesztdket fluoreszcens fehérjékkel torténd jeldlését, a felhasznalt molekularis
bioldgiai mddszereket és az é€lesztOkon alkalmazott laboratoriumi eljarasokat. Bemutatom,

hogy milyen mikrofluidikai eszkdzoket hasznaltam, és hogyan valtozott ezeknek a



konstrukciodja, valamint az altalam kidolgozott mikrofluidikai protokollt é¢s a mérés soran kapott

eredményeket. Végiil kitérek a jovobeli terveimre.

4. Célkitiizés

A projekt soran azt szerettem volna megfigyelni mikrofluidikai eszkoz segitségével, hogy
hogyan valtozik az élesztOkben a fluoreszcens jel intenzitdsa az é€letciklus folyaman. Ennek
vizsgalatadhoz tobb részfeladatot végeztem el.

Eloszor az ¢lesztoket fluoreszcensen jeloltem, amely folyamat elsé 1épése az élesztok
transzformaléasa. A két szinnel torténd jeloléshez a diploid sejtekbdl sporulaltatas Gtjan haploid
¢lesztoket készitettem, majd a két kiilonbozé szinli fluoreszcens fehérjével jelolt haploid
¢leszt6t parositottam, hogy duplan jeloltek legyenek.

A jelolt élesztokkel mar végezhetd a kiilonbozd mikrofluidikai eszk6zok tesztelése, ami ahhoz
sziikséges, hogy megtalaljam a lehetd legoptimalisabb konstrukciot, hogy hosszii tavon
lehessen mérni a fluoreszcens jel intenzitasat.

A kovetkezo 1ényeges 1épés a mérési protokoll kidolgozasa a mérés sikerességének érdekében.

A mérési folyamat végén nem maradhat el az adatokat feldolgozasa és elemzése.

5. Irodalmi attekintés

5.1.A Saccharomyces cerevisiae, mint modellorganizmus

Az élesztOk a gombak orszagaba tartozo eukariota egysejtii €161ények. Jelenleg tobb mint 2000
kiilonbozo torzset tudunk megkiilonboztetni, amelyek tobbségén mar végeztek Kiterjedt
genetikai elemzést [3]. A kisérleteinkhez a Molekularis és Cellularis Halozatok
Rendszerbiologiaja Kutatolaborban Saccharomyces cerevisiae sarjadzo éleszté kiilonbozé vad
¢s labor torzseit hasznaljuk. Els6 eukariotaként 1996-ban térképezték fel a teljes genomjanak
szekvencigjat. [1]. Az élesztok az egyik legkedveltebb modellorganizmusok, mert gyors az
osztodasi képességiik, és mivel nem patogének, nem kivannak magas szintii biztonsagi
ovintézkedéseket [1].

Szamos technika segitségével konnyen lehet befolyasolni a genomjat [1]. Az élesztéknek mind
a haploid, mind a diploid allapotuk stabil [1]. A fluoreszcens fehérjékkel torténd jelolés egy 1j
vizsgalati lehetdséget nyujtott a kutatok szamara. Ennek a médszernek kdszonhetden képesek
voltak meghatarozni sejten beliil a fehérjék lokalizaciojat és interakciojat mas fehérjékkel [2].
A S. cerevisiae-t gyakran hasznaljak emberi betegségek kutatasanal, tobbek kozott a

rakkutatasban [2]. Magas foku konzervaltsagi fokot mutat az emldssejtekkel, mint példaul a
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DNS kérosodast helyreallito és sejtciklust szabalyozo folyamatok [4]. Erdemes evoluciés
szempontbol is vizsgalni a tumorsejteket [5].
A fentiekbdl lathat6, hogy a kiilonb6z6 €lesztd torzsek nemcsak az €lelmiszeriparban jatszanak

fontos szerepet, hanem kiilonb6z0 kutatési teriileteken és az egészségligyben.

5.2.A Saccharomyces cerevisiae életciklusa

A sejtciklus soran a harom legfontosabb esemény az osztodas, a parosodas és meiozis [6].
A S. cerevisiae sarjadzassal nd, ami azt
jelenti, hogy az anyasejt megnovekedik,
] gy yasejt meg /\
/Q

1. abra Saccharomyces cerevisiae mitotikus
események zajlanak le (1.4bra). sejtciklusa [6]

majd két ellipszoid leanysejtet hoz 1étre. Ezt
hivjuk filamentes osztédasnak [6]. Az igy

6\%

keletkezett lednysejt kisebb, mint az
anyasejt, ezért ndvekednie kell, mieltt még
osztodni lenne képes [6]. A mitotikus

sejtciklus soran az alabbi morfogenetikai

q&/"
;@

Az els6, G1 fazisban elkezdddik a citoszkeleton polarizacioja, a késdéi G1 fazisban a szekrécio,
ami sarjképz6déséhez vezet [7]. A kovetkez6 az apikalis-izotrop csere a korai G2 fazisban, a
sarjon beliili ndvekedésnek a depolarizacidja, ami egyenletes sarj ndvekedéshez vezet. A
mitozis késOi szakaszaban torténik az anya és a sarj kozotti novekedés aszimmetriajanak a
megsziinése [7]. Korabbi fazis folyaman a novekedés a sarj felé iranyult, ezutan a novekedés
mértéke egyenlden lesz, megosztva az anya és a sarj kozott [7]. A mitotikus fazis végén a
novekedés a nyakra Gsszpontosul, ez az a rész, ami az anya ¢és a sarj kozott van. Ez vezet a
citokinézishez, és a sejt levalasahoz [7]. Az els6, a masodik és a negyedik esemény
Osszefiiggésben all a CDK Cdc28p aktivitasanak valtozasaval [7].

Vannak olyan tényezok, amelyek hatasara az osztodas megall; ilyen példaul a tapanyaghiany
[6]. A sejtek G1 fazisban maradnak, és egy darabig még életképesek. Ha nem lesz tapanyag,
meghalnak, ha id6kdzben lesz tapanyag, akkor képesek elkezdeni ujra osztodni [6].

A masik fontos folyamat a parosodas. A S. cerevisiaenak harom féle specialis sejttipusat
kiilonbozettjiik meg [6]. A haploid a és a sejtek, amelyeknek a parosodasanak az eredménye az
a/a sejttipus. Csak két kiillonboz6 haploid sejt képes egymassal parosodni. A parosodashoz
sziikség van olyan jelz6 faktorokra, ugynevezett feromonokra, valamint receptorokra, amelyek
elésegitik a parosodas folyamatat [6]. Az a és a sejtek kiilonb6z6 jelzémolekulakat termelnek.

Az a sejtek a faktort, az o sejtek o faktort termelnek. Ezek a feromonok meggatoljak, hogy



tovabbmenjen a sejt a G1 fazisbol, azaz a novekedést gatoljak, ezért nevezhetjiik 6ket negativ

novekedési faktoroknak [6].
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2. dbra S. cerevisiae spora képzés folyamata [6]

A feromonok feleldsek a parosodni kivand
sejtek sejtciklusdnak Osszehangolasaért, €s
olyan fehérjék szintetizalasat aktivaljak,
amelyek  létfontossagliak a  sikeres
parosodasahoz [6]. Az a specifikus gének
csak az a sejtekben aktivak, mig az a
specifikus gének csak az a sejtekben [6]. A
parosodast kovetden megszlinik ezeknek a
specifikus géneknek az expresszidja [6]. A
mating-type locus (MAT) hatarozza meg,
hogy mely gének aktivak [8].

A 2. dbra a meiozist és a sporaképzést
mutatja be. Ehhez bizonyos feltételeknek
teljesiilnitik kell, mint példaul megfeleld
kornyezet, amely
szénhidrathianyos, és a sejt MATa/MATa
diploid kell legyen [6].

nitrogén- és

5.3.A Saccharomyces cerevisiae oregedése

Az Oregedés az ¢let velejardja. A sejtek csak véges szamu osztddasra képesek, amit elérve a

sejtek meghalnak [9]. Ez egy programozott sejthalal (PCD), ami létezik a tobbsejtes és az

egysejtl €l6lényeknél is. Ez biztositja a populacio fittségét és tulélését azzal, hogy a gyenge és

sériilt sejteket eltavolitja a populaciobdl [9]. Szamos biologiai utvonalat és PCD-t indukald

exogen €s endogén hatast azonositottak.

Az élesztdk esetében az oOregedést harom
megkdzelités mentén vizsgaljak: replikativ,
kronologiai és koloniai é€lettartam szerint
[9]. Ezeknek az ébrazolasa lathaté a
3.4bran. A replikativ élettartam (RLS)
megmutatja a halal el6tt keletkezett

leanysejtek szamat [9].

REPLICATIVE CHRONOLOGICAL COLONY
AGEING AGEING AGEING

@déc@?ié?
mi;éé

ADAPTATION

3. dbra Elesztésejtek oregedési tipusai [9]



A haldlt a sejtben felgyiilemld karosodott fehérjék okozzak, amelyek az osztodds soran
aszimmetrikusan oszlanak szét a két sejt kozott. Altaldnossagban 25-35 osztédasi ciklus utan
kovetkezik be a sejthalal [9]. Az élesztégomba replikaciés élettartama hasonlit a
fibroblasztokban ¢és limfocitdkban megfigyelt RLS-re, amelyek tenyészetben tartva
meghatarozott szamu populacio megduplazodason mennek keresztiil [10]. A kronoldgiai
¢lettartam (CLS) azt mutatja, hogy mennyi ideig ¢l egy nem osztodo sejt [9] [10]. A CLS
alkalmas a posztmitozisos szovetek €s a nem osztoddo emldssejtek (példaul neuronok)
oregedésének modellezésére [10]. A kolonia élettartam, az az id6tartam, amig van €16 sejt a
kolonidban. Az oregedd koldnia kdzepén 1évo sejtek programozott sejthalallal meghalnak a
tapanyag hiany miatt azzal a céllal, hogy a kolonia minél tovabb életben maradjon [9]. Az
anyasejtek sejtfalan minden osztodast kdvetéen egy heg alakul Ki ott, ahol sarj levalt. Ezek
segitségével megallapithatd egy sejt replikativ életkora [11]. Megfigyelhetd, hogy a kor
elérehaladtaval észrevehet6en nagyobb mértékben né meg az anyasejt a halal eldtti par osztddas
soran. A leanysejtek is az anyasejt 6regedésével nagyobbak lesznek, és az élettartamuk rovidiil
[11]. Ahogy a sejt Oregszik, ugy ndvekszik meg drasztikusan a vakudlum mérete, és ezzel
egyiitt csokken a savassaga [11]. Ek6zben a citoszol pH-ja lecsokken [12]. A pH-beli valtozas
hatassal van tobbek kozott a fehérjék feltekeredésére, az enzimek aktivitasara, a molekulak
kozotti kolesonhatasokra. A fiatal és az oreg sejtek kozott atlagosan 0,5 pH egység a kiilonbség,

ami mar okozhatja az el6bb emlitett valtozasokat [12].

5.4.Fluoreszcens fehérjék

A Green Fluorescent Protein-t (GFP) Aequorea victoria nevii meduzabdl izolaltak. Mar az
1960-as években felfedezték a fehérjét, de csak az 1990-es években kezdték el hasznalni a
molekularis bioldgiaban, mint riporter fehérje [13]. Egy adott hullimhosszu fényelnyelés
hatasara magasabb energiaszintre keriil a molekula, majd fénykibocsatas folyamén az energia
egy részét leadja, és visszakeriil az eredeti energiaszintre. Ez az alapja a fluoreszcencia
jelenségének. A GFP felfedezése 6ta mar szamos modositott variansa 1étezik, mint példaul
kéken vagy sargan fluoreszkalo fehérjék [14]. Képesek vagyunk a fluoreszcens fehérjék szamos
tulajdonsagat megvaltoztatni, tobbek kozott a pH érzékenységét, fluoreszcencia intenzitasat.
Mindezek ellenére a mai napig a leggyakrabban hasznalt varians az Enhanced Green
Fluorescnet Protein (EGFP) [14]. Kevesebb olyan fluoreszcens fehérje valtozatot ismeriink,
amelyek narancssarga vagy piros fényt bocsatsanak ki. Az egyik ilyen fajta az mFruit sorozat,

amelybdl a leggyakrabban hasznalt az mCherry, aminek az intenzitasa koriilbelil a 75% az



EGFP-nek [14]. Az 4.4bran 1évé tablazatban néhany fluoreszcens fehérje kiilonbozo

tulajdonsagai szerepelnek.

Color g N =
e || o prnon | oo || Brghoess’ | Phoiosabitey’ | prat | AR | Cromophore Pl Refereace
EBFP2 Blue 383 448 18 55 53 Weak dimer SHG DAPUBFP Ai et al., 2007
ECFP? Cyan 433448 475503 13 o4 47 Weak dimer WG CFp Cubitt ¢t al., 1995
mCerulcan Cyan 433445 475/503 2724 36 47 Monomer TWG CFP Rizzo ctal., 2004
mTFPL Cyan-green 462 402 4 110 41 Monomer AYG Cre Ai et al., 2006
mEGFP Green 488 so7 34 174 6.0 Monomer VG FITC/GFP Heim etal., 1995
ld Creen 487 509 39 0r* 6.0 Monomer ™6 FITCGFP Cubit etal, 1999
SIGFP Green 485 510 54 157 55 ‘Weak dimer Y6 FITC/GFP Pédelacg et al., 2006
EYFP¥ Yellow S14 827 51 60 69 Weak dimer GYG FITF/YFP Miyawaki etal, 1999
mVenus Yellow 515 528 53 15 6.0 Monomer GYG FITC/YFP Nagai ct al., 2002
mCitrine Yellow 516 529 59 L 57 Monomer GYG FITCYFP Griesbeck et al., 2001
YPet Yellow 517 530 80 49 56 Weak dimer GYG FITC/YFP Nguyen and Daugherty, 2005
mKO Orange 548 559 31 122 50 Monomer CYG TRITC/DsRed Karasawa ct al., 2004
WTomato Orange 554 581 95 98 47 T-dimer MYG TRITC/DsRed Shaner ¢t al., 2004

= X TRITCDsRed Merzlyak ctal., 2007

\Red

4. abra Fluoreszcens fehérjék fizikai tulajdonsdgai [14]

Egy Bacillus subtilis baktériummal foglalkozo tanulmany hasznalt GFP és mCherry jelolést
egy sejten beliil, mert a spektrumbeli kiilonbségiik lehetévé tesz, hogy egyidejiileg hasznaljak
riportergénnek [15]. A mérések folyaman megfigyelték, hogy a sejtciklus kiilonbozo fazisaiban
eltért a GFP és mCherry fluoreszcens jel intenzitasa, hol az egyik, hol a masik volt nagyobb.
Azt feltételezték, hogy a sejtben bekdvetkezd pH valtozas okozhatta az intenzitasbeli valtozast
[15]. Megvizsgaltak, hogy a pH hogyan hat a GFP és mCherry fluoreszcens jelének
intenzitasara. Azt talaltak, hogy az mCherry jobban birja a pH valtozasokat, mint a GFP.
Fluorescence Intensity vs pH A vizsgalt spektrumban nem volt olyan pH

érték, ami nagyban befolyasolta volna az

mCherry jelének intenzitast, szemben a
GFP-vel (5.abra) [15]. Emiatt nagy

koriiltekintéssel kell kezelni a kapott

Fluorescence (arb units)

§ 45 3 U &t B8 ¥ &5 % &6 b s eredményeket, mert a sejten beliili
pH

kornyezet pH-ja befolyasolhatja a kapott

5. dbra Fluoreszcens jel intenzitds és pH kapcsolata

[15] eredményeket [15].

5.5.Mikrofluidika eszk6zok élesztok vizsgalatara

Az oregedés folyamatdnak vizsgalata egyre fontosabb lett, mert szamos betegségben magas
kockazati tényez6t jelent: a sziv- és érrendszeri betegségek, a cukorbetegség és a
neurodegenerativ betegségek [16]. Az ember egy viszonylag hossza életti é161ény, de a rovid
¢lettartamu él6lényeken (élesztok, férgek, egerek) végzett Kutatasok rovid idé alatt nagy

mennyiségii megfigyelést és adatot eredményeznek [16].
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A kutatok probalnak olyan modszert kifejleszteni, amellyel a leanysejtek automatikusan
eltavolithatdak az anyasejtrol, példaul a méretkiilonbség alapjan. Ezt folyamatos tépoldat
aramoltatassal valositottak meg [17]. A mikrofluidikai modszernek célja, hogy a csapdakban
megfogjak az anyasejteket. gy a hosszitavi mérés soran megkiilonboztethetd lesz az anyaseijt
a leanysejtektol [17]. A PDMS alapt mikrofluidikai eszkdz lehetové teszi egyidejii mérések
elvégzését nagyszamu élesztosejten, akar 1000 sarjadzé élesztOsejtet is képesek vagyunk
kvantitativan monitorozni id6zitett mikroszkoppal [18] [19]. A tapoldat laminaris aramlasa
lehet6vé teszi a kornyezet pontos szabalyozasat [19].

A PDMS eszkozok sziliciumszelet sablonja lehetévé teszi a mikrofluidikai cellak gyors,
reprodukalhat6 eldallitasat viszonylag alacsony koltséggel, mivel az eléallitott sziliciumlapkak
ezutan gyakorlatilag korlatlan szami PDMS-eszkoz létrehozasara felhasznalhatoak [20].
Szamos kutatocsoport dolgozik mikrofluidikai eszkdzok kidolgozasan. A legtobb eszkoz az
anya ¢s a leanysejt kozotti méretbeli kiilonbséget veszi alapul a szétvalogatasnal. Mar 2012-
ben publikaltak ilyen modszeren alapuld eszkdzrdl, melynek cellaja az alabbi 6.abran lathato
[17]. Az anyasejteket "mikro-bortonokbe’ csapdazzak be, és a leanysejteket az aramlat kimossa
a nyilasokon keresztiil [17]. Ez a konstrukcid csak az elsé par generacioig miikodik
rendeltetésszerlien, mert ahogy Oregszik a sejt, megnd, és nagyobb leanysejteket képez,
amelyek képesek eltorlaszolni a nyilasokat [17].

a A

young mother T\u

[~

|

@ ——=¢  paugwern
‘r ——s & Daughlerm

 Biotin 4 Avidin == BSA

1. abra Xie és kollégai altal tervezett mikrofluidikai
6. dbra Zhang féle mikrofluidikai eszkoz [17] cella [21]

Egy masik megoldas soran nemcsak a méret szerinti szétvalasztdson alapult, hanem az
anyasejtet kémiai kotésekkel is rogzitette [21]. A modszer a biotin-avidin affinitason alapul
[21]. Az anyasejtek sejtfalat biotinnal jeldlték, ez nem 6roklodik tovabb a leanysejtekre [21].
Egy tGjabb modszer szerint, az élesztéket egy’mikropad’ ala szoritjak be a nagysebességii
betdltést kovetden [22]. A folyamat 1épéseit a 8.abra mutatja be, ahol jol lathaté a kékkel jelolt

mikropad és az ala beszorulo sejt.
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8. dbra Lee és tarsai altal tervezett mikrofluidikai 9. dbra Az ALCATRAS tervrajza [19]
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D

Fluorescence (AU)

Az ALCATRAS (A Long-term Culturing And TRApping System) nevii eszkozt, amely tobb
mint 1500 csapdat tartalmaz, igy nagy szamu sejt figyelheté meg egy mérés folyaman [19]. A
csapdakat két oszlop V alakban valé elhelyezkedése alakitja ki. Az dramoltatott tapoldat altal
kifejtett nyomas miatt maradnak a sejtek a csapdakban. A harom bevezetésbdl a két szélsén
tapoldatot aramoltatnak, a kzépson toltik be az élesztoket a csatornaba [19].

A Yeast Replicator nevii eszkdozben harom oszlop alkot egy csapdat, amelyek egy
egyenldoldalt haromszog cstcsain helyezkednek el [23]. A bet6ltés soran a két oszlop
segitségével megfognak egy élesztdsejtet, aminek a leanysejtje belesziiletik a harom oszlop
koz¢, ahonnan nem tud kimosddni. Ez a sejt lesz az a szliz anyasejt, aminek a teljes replikativ

¢lettartama figyelemmel kisérhet6 [23].

10. dbra Yeast Replicator [23] 11. abra Duplicator nevii mikrofluidikai eszkoz
[24]

Sarnoski és tarsai is kifejlesztettek egy olyan mikrofluidikai eszkozt, amely az el6z6hoz képest
mas geometriaju megoldassal fogja be a sejteket. Ez is alkalmas az élesztok teljes replikativ

élestciklusanak megfigyelésére [24].



6. A felhasznalt modszerek részletes leirasa

A munkdm sordn a fo célom az volt, hogy megfigyeljem, hogyan valtozik az élesztok
fluoreszcens jeldlésének intenzitasa az életciklusuk folyaman. A kisérletem két £6 1épésbdl allt.
Az egyik lépésben a BY4743 és W303 torzseket fluoreszcensen jeldltem, a madsikban
mikrofluidikai eszkozok tesztelését végeztem, és kidolgoztam a hozzajuk tartozd mérési
protokollt.

A jelolés folyamata soran el6szor egy primer part tervezetem, amely segitségével a HO-
mCherry6- KanMx plazmidbol kivagtam az mCherry-t tartalmazé génszakaszt. Ezt a szakaszt
ligalas folyaman beleillesztettem a HO-hisG-URA3-hisG-poly-HO plazmidba. Az inzert
iranyanak meghatarozasahoz ellendrz6é emésztést végeztem. A HO-hisG-URA3-hisG-poly-HO
plazmidrol késziilt PCR terméket integrativ transzformalas segitségével betranszformaltam a
BY4743 és W303 ¢leszto torzsekbe. Az igy kapott mCherry-vel jelolt diploid sejtekbdl a
sporulaltatas folyaman elkészitettem haploid a és a valtozatait. Az igy kapott élesztoket GFP-
vel jelolt haploid élesztOkkel paroztattam. A paroztatas végeredménye az egyidejiileg mCherry
¢és GFP fluoreszcens fehérjékkel jeldlt élesztok.

A kovetkezd munkafazis az egyetem Biomikrofluidikai Kutatocsoportja altal megtervezett
mikrofluidikai eszkdzok tesztelése. Minden uj konstrukcional kezdetben meg kellett talalni
azokat a beallitasokat, amelyek segitségével nagy hatékonysaggal lehet az élesztésejteket
csapdazni. Ezek utan azt kellett kikisérletezni, hogy milyen koriilmények kozott osztodnak a
sejtek, és melyek azok a tényezOk, amelyek ezt korlatozzak. A mérési eredmények és a
tapasztalatok alapjan javaslatot tettem a mikrofluidikai eszk6z felépitésének modositasara.

Ebben a fejezteben ezeket a 1épéseket szeretném réviden bemutatni.

6.1.Primer tervezés

A kisérlet soran olyan primer parra volt sziikségem, amely segitségével az mCherry
fluoreszcens fehérjét kodold génszakasz, a Tefl promoterrel és a Cyc terminatorral egyiitt
beillesztheté a M4366_HO-hisG-URA3-hisG-poly_HO plazmidba [25]. A HO locusba torténd
idegen DNS inzertalasa nincs hatassal az é€lesztok novekedésére [25]. Az altalam hasznalt
vektor URA3 szelekcidos markert tartalmaz. A URA3 gén képessé teszi az élesztot arra, hogy
uracil mentes kornyezetben is életképes maradjon. A késébbiekben erre lehet szelektalni.
Ehhez terveznem kellett egy primer part. A primer egy olyan rovid, mesterséges, egyszalu DNS,
ami meghatarozza az amplifikalando DNS szakasz elejét és végét, igy a PCR soran a DNS

polimeraz a kivant DNS szakaszt fogja szintetizalni. A primer olvaddsi hOmérséklet és a
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masodlagos szerkezetek ellenérzésére a PREMIER Biosoft Primer Design szoftverét
hasznaltam.

Az altalam tervezett primer par harom szakaszt tartalmaz. Az egyik szakasz megegyezik
mCherry-t tartalmazo plazmid (p7 HO-mCherry6-KanMx) szekvenciajaval, a masodik szakasz
a Bglll restrikcidos enzim hasitohelye (AGATCT). Azért valasztottam a Bglll restrikcios
enzimet, mert ezzel linearizaltam a M4366_HO-hisG-URA3-hisG-poly HO plazmidot. A
primerek végére 6t bazispar hosszisagu szakaszt terveztem annak érdekében, hogy az enzim
megfelelden tudjon hasitani. Végeredmény képpen egy 27 bazis hosszu forward és egy 26 bazis
hosszu reverse primert kaptam. A tervezett primerpar szekvencidja megtalalhat6 az 1. szamu

mellékletben.
6.2.Molekularis biol6giai modszerek

6.2.1. Polimeraz lancreakcio

A PCR-nek harom f6 1épése van: denaturalas, anellalas, polimerizacid. A hasznalt enzimek a
DreamTaq, Phusion Hot Start DNS polimerdz. Az altalam tervezett primer parral és a
HOplazmid_kulso_F5 HOplazmid_kulso_R5 primerparral dolgoztam. Templatnak hasznaltam
a HO-mCherry6-KanMx és a HO-hisG-URA3-hisG-poly-HO plazmidot. A laborban hasznalt
PCR gép képes 3 féle hdmérsékleten végezni az anellalas 1épését, igy ki lehet probalni, hogy
mely homérsékleten a legeredményesebb a PCR. A PCR protokollok megtalalhatoak a 2. és 3.

szamu mellékletben.

6.2.2. DNS tisztitas
Az elvégzett PCR eredményt gélelektroforézis segitségével ellendriztem. A PCR terméket
gélfuttatast kovetden kivagtam a gélbol. A kivagott gélkocka DNS tisztitasat a Thermo Gel

Extraction Kit segitségével végeztem. NanoDrop2000 miiszerrel megmértem az eredmény

crer

6.2.3. Klonozas

A tisztitott PCR végeredményt és a plazmidot BglIl restrikciés enzimmel emésztettem
overnight, ami kortilbeliil 16 oraig tartott. A Bglll emésztés eredménye ragadds vég. Mivel
mind a két primerbe BglII restrikcios emészto helyet terveztem, ezért a ligalas soran a plazmid
konnyen Osszezarodhat anélkiil, hogy az inzert bele keriilne. Az Gsszezarodas elkeriilése
érdekében a plazmid overnight emésztését kovetden FastAP-t tettem az elegybe- A FastAP

enzimet 10 percig hagytam miikddni, majd 75°C-on 5 percig inkubaltam, hogy inaktivalodjon.
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A Bglll egy olyan restrikcids enzim, amit nem lehet hdvel inaktivalni, emiatt oszloptisztitassal
értem ezt el. A plazmid és az inzert ligalasahoz T4 DNA ligase enzimet hasznaltam. A ligalas
soran harom reakciot raktam Ossze. Az elsé tartalmazza a mintat, a masodik a negativ kontroll,
ami nem tartalmaz inzertet, a harmadik a dupla negativ kontroll, ami nem tartalmaz se inzertet,
se ligdz enzimet. Ennek az a cé€lja, hogy ha nem a vart eredményt kapom, akkor vissza lehessen
vezetni, hogy mi lehetett a hiba forrasa.

6.2.4. Transzformalas E. coli-ba

A ligalas eredményeit E. coli XL10Gold kompetens sejtekbe transzformaltam. A kompetens
sejteket -80°C-os fagyasztobol veszem ki, majd 50ul kompetens sejthez Sul plazmidot adok.
Ovatosan, jégen pockélve keverem. Ezt kovetd 1épés a hésokk, amely soran a keveréket 1,5
percig 42°C-on tartom. Ezutdn ujra jégre helyezem a mintat, és hozzdadok 200ul
ampicilinmentes LB-t, és 37°C-on inkubalom 5-10 percig. Végiil 50ul-t szélesztek ki LB agar

lemezre, és hagyom egy ¢jszakan at néni 37°C-on az inkubatorban.

R ke SRs WRY B2 -~ R

~9300bp
. ~8600bp

-
L} Lo e ] "~ ~800bp

+~3500bp

12. abra BamHl| restrikcios enzimmel torténd ellendrzéemésztés eredménye: F: inzert iranya megegyezik az
URA3 iranyaval, R: ellenkezd iranyu az inzert

A sikeresen transzformalt telepekbdl hatot szaporitottam fel folyékony tapoldatban.

Mivel a primer par mindkét tagjaba Bglll restrikcios enzim hasitohelyet terveztem, a ligalas
soran az inzert mind a két iranyban képes a M4366_HO-hisG-URA3-hisG-poly_HO plazmidba
beépiilni.

PCR
termék

ey Emiatt terveznem kellett egy ellen6rz6 emésztést, amely
T , o .
! e segitségével megallapithattam az inzert iranyat a kivalasztott

Ligdlds telepek izolalt plazmidjaiban. Ehhez a BamHI restrikcios

-.

T enzimet hasznaltam. A fragmenteket méret szerint
transzfor-
malas

szétvalogattam. Az inzert iranyatol fliggden kiilonb6zd

Plamid

izotétés méretli fragmenteket kaptam, igy megallapithattam az inzert

I iranyat a plazmidba. A 13.abran az F-fel jeldlt oszlop jelzi,

.-.-

hogy a mintaban az inzert iranyaval megegyezik az URA3

13. dbra Folyamat dttekintése iranyaval, mig az "R’ jeliiben ellenkezd iranyu az inzert.
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6.2.5. Plazmid izolalas

A kiilonallo kolonidkbol parat felvettem, majd ampicilines LB tapoldatba 5 ml eldkulturat
készitettem, amit hagytam egy éjszakan keresztiil néni. Masnap az elékultirat centrifugaltam,
a LB tapoldatot leontdttem. A pelletet Resuspension Solution-nal vettem fel. A plazmidot a

Genelet Plasmid Miniprep Kit segitségével izolaltam. Végiil az eredmény DNS koncentraciodjat

NanoDrop2000 segitségével megmértem.

6.3.Eleszt6kon végzett laboreljarasok

6.3.1. Torzsek
A kisérleteim soran BY4743 és W303 ¢és ezek transzformalt térzseivel dolgoztam. Az alabbi
tablazatban 6sszefoglalom a mar meglévd, az altalam transzformalt torzseket és a paroztatas

eredményeit.

BY 73 BY4743 diploid
W303 92 W303 diploid

BY 706 706 BY HO-URA mCh forward 1 a

BY707 707 BY HO-URA mCh forward 1 alfa
W303 710 710 W303 HO-URA mCh reverse 3 a
W303 711 | 711 W303 HO-URA mCh reverse 3 alfa

BY 157 157 BY4743 GFP alfa

BY 154 154 BY4743 GFP a
W303 244 244 W303 GFP alfa
W303 241 241 W303 GFP a

BY 800 BY_URA mCh_a KanMX_ GFP_alfa
BY 801 BY_URA mCh_alfa_KanMX_GFP_a
W303 802 | W303_ URA _mCh_a KanMX_ GFP_alfa
W303 803 | W303 URA mCh alfa KanMX GFP a
1. tablazat Felhasznalt élesztotorzsek (Az altalam transzformalt torzseket és a paroztatds eredményeit z6ld

hattérrel jeloltem.)

6.3.2. Tarolas

Az élesztoket tobbféleképpen lehet tarolni. Par honapig +4°C-on hiitében agar lemezen, néhany
évig -80°C-on fagyasztocsovekben, glicerines oldatban. Az utdbbi taroldsi moddszerhez,
oltokacs segitségével 150ul YPD-be belemostam az eltarolni kivant éleszt6torzsbol, majd
hozzaadtam 150ul steril 50%-0s glicerint, és alaposan Gsszekevertem az elegyet.

A bemutatott mérésekhez féleg a +4°C-on tarolt élesztéket hasznaltam. Sziikség esetén a

gyljteménybdl Gjraoltottam Oket.

6.3.3. Tapkozegek
A laborban tobbféle tapkozeget hasznalunk az éleszték szaporitasahoz. Az egyik a YPD (Yeast

Extract Peptone Dextrose), ami 1% ¢éleszté kivonatot (Duchefa Biochemie), 2% peptont



(Duchefa Biochemie) tartalmaz. Amennyiben szilard taptalajként szeretnénk hasznalni tovabbi
2% agart (Duchefa Biochemie) kell hozzaadni. Ehhez végiil sziikség szerint adunk gliikozt és
desztillalt vizet. A tapkozeg keveréket autoklavban sterilizaljuk.

A fluoreszcens mikrofluidikai mérésekhez nem alkalmas a YPD, az élesztd tartalma miatt. Az
¢lesztOk természetes modon tartalmaznak olyan vegyiileteket, amelyek képesek fluoreszcens
jel kibocsatasara, igy hibas jelet adhatnak a mérés soran [26]. Ezt a jelenséget nevezziik
autofluoreszcencianak. Ennek elkertilése érdekében a mikrofluidikai mérésekhez SD (Synthetic
Defined) tapkozeget hasznaltam. Ez a fajta tapkozeg tartalmaz 0,17% YNB-t (Yeast Nitrogen
Base, Fisher Scientific), 0,1107% MSG-t (L-glutamic acid monosodium salt dehydrate, Aldrich
Chemistry), aminosav mixet (Sigma Aldrich) és sziirt vizet. Ha szilard taptalajt szeretnék, a
felsoroltokon feliil még 2% agart adok hozza. Olyan aminosav mixet is lehet hozzaadni, amibdl
egy vagy tobb aminosav hianyzik, példaul az uracil, a leucin. Uracilmentes SD-t hasznaltam az
URAS3 szelekcidos markerrel jelolt élesztok megkiillonboztetéséhez, hogy megallapithassam,
hogy melyikiikbe épiilt be sikeresen az mCherry-t kodold génszakasz. A fent emlitetteken feliil
sziikkség esetén lehet az SD-hez 0,1% geneticint és 1% adenint adni. A mikrofluidikai
kisérletekhez szilirt SD-t készitettem. A sziiréshez Sarstedt Filtropur S 0.2 sziir6t hasznaltam. A
szird nem enged at 0,20um-nél nagyobb részecskéket filteren, igy az SD nem tartalmaz
semmit, ami eltomithetné a mikrofluidikai cellat. A mikrofluidikai méréshez sziikségem volt
masfeles SD-re, ami azt jelenti, hogy masfélszer annyi YNB-t, MSG-t, kristalyvizes cukrot,
aminosav mixet tartalmaz, mint az egyszeres SD.

Az eldkultura készitése soran a kivant élesztd torzsbol belemostam 2ml SD-be, ezt egy éjszakan

at hagytam noni szobahdmérsékleten, razaton (210rpm).

6.3.4. Eleszték transzformalasa

Az élesztok transzformalasdhoz a modositott Gietz and Sciestl modszert hasznaltam a 4.sz.
mellékletben lathato protokoll szerint [27].

Ehhez sziikségem volt a plazmidrol késziilt PCR termékre. A transzformalas soran ez a PCR
termék fog beépiilni a genomba. A laboratérium torzsgylijteményében mar kordbban taroltak
BY4743 és W303 torzseket GFP-vel jelolve, ezért nekem csak az mCherry-vel vald jelolést
kellett elvégeznem, ami a DNS homolog rekombinacidjaval keriill be az ¢élesztd
kromoszémajaba. A DNS-végek erdsen rekombinogének, és kozvetleniil kolcsonhatdsba

1épnek homolédg szekvencidkkal.
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forward (8. 100) A munkam soran a laboratériumban mar
l korabban is hasznalt HOplazmid kulso FS5,
HOplazmid kulso R5 (1.sz. melléklet)
primer part hasznaltam a PCR soran. A PCR
protokollja ~ megtaldlhatod a 3.sz.

(6628 .. 6647) Reverse \

mellékletben. A 14.4bran lathatd, hogy a

plazmid mely részérél késziilt a PCR
14. abra mCherry-t tartalmazo M4366 _HO-hisG-
URA3-hisG-poly_HO plazmid (Forward primer:
HOplazmid_kulso_F5, Recerse primer:
HOplazmid_kulso_R5)

termék.

Egy URA3-mal megegyez0 és egy ellenkezd irdnyba beépiilt inzertet tartalmazo6 plazmidokkal
végeztem PCR-t 58°C-on és 61°C-on. A végeredményt gélen megfuttattam, hogy ellendrizzem
a PCR sikerességét. A PCR terméket kivagtam a gélbdl és tisztitottam. Ezt hasznaltam az
¢lesztd transzformalashoz.

A transzformalas el6tt ellendriztem, hogy a hasznalt éleszt6 biztosan ne tartalmazzon URA3
gént, mivel ez lesz a szelekcids markeriink a folyamat soran. Ezzel a modszerrel tudtam
kivalogatni, hogy mely élesztékbe transzformaltuk sikeresen az URA3 gént. Uracilmentes
taptalajra kiszélesztve, csak azok ¢életképesek, amelyek tartalmazzak a betranszformalt
génszakaszt.

A transzformalas sikerességét a Tecan Spark 20M optikai denzitds és fluoreszcenciamérd
lemezolvaséval ellendriztem.—-A BY4743-ba az mCherry-t forward iranyban tartalmazé PCR
terméket, mig a W303-ba az mCherry-t reverse iranyban tartalmazé PCR terméket sikeriilt
betranszformalnom. Ezt kovetden a sikeresen transzformalt torzsekbdl néhany telepet

betaroltam.

6.3.5. Sporulacio és zymolyase kezelés

Az elékultura készitést kovetden sporuldcios lemezre szélesztettem az €élesztdket. A sporulacios
lemez tartalmaz 1% kalium-acetatot, 10% aminosav mixet és 2% agart. Négy nap novesztést
kovetden fénymikroszkop segitségével ellendriztem a tetrddokat. A kovetkezd 1épés a
Zymolyase kezelés, amely soran a tetradokat koriilvevo sejtfalat emésztjiik el. A felnovesztett
¢élesztok kiilonallo kolonidibol felvettem egy részt, és a Zymolyase oldatba elkevertem. A
keveréket 15-30 percig 37°C-on inkubaltam, majd 20ul-t cseppentettem a YPD lemez egyik
szélére. Ezt kdveten a sporakat mikromanipulator segitségével szedtem szét, tigy, hogy egy

spora tetradja egy oszlopba keriiljon. Ha megfeleléen szedem szét a tetradokat, akkor



oszloponként négy telep nd ki. Az élesztdk a meidzis soran négy leanysejtet hoznak 1étre, ebbdl
csak kettében fog az altalunk betranszformalt gén megmaradni. Ezt ugy tudom kisziirni, hogy
szelektiv taptalajra barsony segitségével atnyomdazom a szétszedett sporak altal 1étrehozott
telepeket. Az atnyomdazas utan oszloponként csak két telep n6 ki. Végiil a szelektiv taptalajon
kinétt telepek parosodasi tipusat mating PCR segitségével hataroztam meg. A 15.4bran lathato
a BY 703 ¢lesztd mikromanipulatorral szétszedett tetradjai altal kialakitott telepek és a

szelekcios taptalajra atnyomdazas eredménye.

15. dbra BY 703 mikromanipuldtorral szétszedett tetradok(bal), atnyomdazas eredménye(jobb)

6.3.6. Haploid és diploid torzsek létrehozasa

Az élesztoknek az MATa és MATa parosodasi tipusat PCR segitségével hataroztam meg [28].
A PCR protokollja megtalalhaté a 5.sz. mellékletben.

Ezzel a modszerrel az is kiderithetd, hogy BY 701 o W303 705 Diploid
alfa alfa @ alfaa a a alfa a a a alfa kontroll

az éleszt6 diploid-e vagy haploid. A PCR S i ‘ -
eredményeként MATa tipusu €lesztd esetén

492bp, mig MATa tipusti esetén 369bp

500bp — B

hosszl terméket kapunk. A 16.4bran lathato R oy SRS a2 -
a parosodasi tipusokat meghatarozo PCR
eredménye. BY701, BY703 és W303 705 16. dbra Eleszték MATa (492bp) és MATa (369bp)

tipusat meghatarozo PCR eredménye

torzsekbdl betaroltam MATa és MATa

tipust is.

Ahhoz, hogy két szinnel jeldlt diploid élesztdket kapjak, paroztattam ket GFP-t tartalmazo
haploid élesztokkel. A paroztatas soran egy Eppendorf-csében 1év6 500ul YPD-be belemostam
egy MATa ¢és egy MATa haploid torzset. A keveréket egy estére a rdzon (210rpm) a 30°C
inkubatorba raktam. Majd masnap geneticines és uracilmentes taptalajra szélesztettem. Ezen a

lemezen csak azok az élesztok maradtak életben, amelyek sikeresen parosodtak és tartalmaztak
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mind a geneticin rezisztencia gént, mind az URA3 gént. A 2. tdblazatba foglaltam Ossze, a

torzsek paroztatasat és milyen néven lettek eltarolva.

BY800 706 BY HO-URA mCh forward 1 a 157 BY4743 GFP alfa

BY801 707 BY _HO-URA mCh_forward 1 alfa 154 BY4743 GFP a
W303802 | 710 W303_HO-URA mCh_reverse 3 a 244 W303 GFP alfa
W303 803 | 711 W303 HO-URA mCh reverse 3 alfa 241 W303 GFP a

2. tabldzat Eleszt6k paroztatds

A péroztatas eredményességét Tecannal valé méréssel is ellendriztem. A mérés elétt Optical
Density-t mértiink 600nm-en, hogy mindegyik mintaban a kihigitas utan megkozelitleg 4x10°
darab sejt legyen. Az overnight mérés soran 10 percenkét mértiink abszorbanciat, mCherry és
GFP fluoreszcenciat. Az adatokat diagrammon abrazoltam, amelyek a 17. és a 18.abran

lathatoak.

GFP floureszcencia

)

10.000

floureszcencia (a.u.)

idé [h]

17. dbra Tecan mérés: 6 telep GFP fluoreszcencidjdanak a mérési eredménye (2: BY GFP a mCh o, 1, 3: BY GFP
amCha2; 4. BY GFPamCha 3;5: BY GFPamCh a 1, 6: BY GFPa mCh a, 7: BY GFPa mCh a)

mCherry floureszcencia

40,000

floureszcencia (a.u.)

0 5 10

idé [h]

18. dbra Tecan mérés: 6 telep mCherry fluoreszcencidjanak a mérési eredmeénye (2: BY GFP amCh o 1, 3: BY
GFPamCha 2; 4: BY GFPamCh a 3; 5: BY GFPamCh a 1, 6: BY GFPaomCh a, 7: BY GFPa mCh a)

Az adatok alapjan a legjobbnak itélt torzsekbdl taroltam be térzsenként egyet-egyet.

6.3.7. Nyomasvizsgalat

A mikrofluidikai mérések soran tobbszor eldfordult, hogy az ¢lesztok a megfeleld
becsapdazodast kovetden nem néttek. Az egyik feltevés az volt, hogy a til nagy nyomas okozta
stressz miatt nem nének a csapdakban az élesztok. Ennek vizsgalatara nyomastesztnek vetettem

ala a BY800 torzset. A teszt sordn az el6z6 nap készitett el6kultarat szazszorosara higitottam,

20



majd abbol 1-1ml-t mértem csovekbe. A kihigitott el6kultura sejtszamat Biirker kamra
segitségével hataroztam meg.

A mérés el6tt az lires csoveket viz ala helyeztem, hogy ellendrizzem, eresztenek-e. A csdveket
raszereltem a mérési 0sszeallitasra, majd bekapcsoltam a generatort, ami 1étrehozta a beallitott
nyomasokat. Az élesztéket két oran keresztiil a beallitott nyomasokon tartottam. A kontrollt 1
bar-nak tekintettem, ami a normal 1égkori nyomasnak felel meg. Emellett harom kiilonb6z6
nyomason teszteltem az élesztéket: 1,25 bar, 1,5 bar, 2 bar. A mérés idejéig mind a négy csovet
viz alatt tartottam, hogy a lehetséges eresztést kizarjam. A viz 22°C-0s volt, ami kozel azonos

volt a laboratorium hémérsékletével. A mérési Osszeallitas a 19.4bran lathato.

19. dbra Nyomas teszt mérési osszeallitisa

A mérés eredményét ugy ellendriztem, hogy a tesztet kovetden Gjra sejtszdmolast végeztem
Biirker kamra segitségével. Emellett 30ul ezerszeresre higitott mintadkat szélesztettem YPD
taptalajra, amelyeket két napig 30°C-os inkubatorban hagytam néni, majd megszamoltam, hogy

hany telep nétt ki. Az eredményeket a 3.tablazatban foglaltam Gssze.

1 bar (kontroll) 1,25 bar 1,5 bar 2 bar
Sejtszam 4,25x10° 3,104x10° 3,4375%108 3,5%106
Telepek szama 64 77 71 75

3. tablazat Nyomas teszt eredménye
Arra a konkluziora jutottam, hogy a nyomas befolyéasolja az élesztdk osztodasi képességét, de
nem akadalyozza meg, csak lelassitja. Az a feltevésem, hogy az élesztoknek nagyobb stresszt
jelenthet az a nyirderd, ami a folyadék aramlasa soran alakult ki. Ez lehet az egyik magyarazat

arra, hogy egyes mérések soran miért nem osztédnak az élesztosejtek.

6.4.Mikrofluidikai protokoll

Minden Uj konstrukcié esetén a protokollon kisebb valtoztatdsokat kellett végrehajtani. A
kiilonbozd élesztotorzsekkel valdé mérés befolydsolja, hogy milyen higitdssal, mekkora
térfogatarammal lehet dolgozni, mivel vannak olyan élesztok, amelyek érzékenyebbek, és

vannak, amelyeket kevésbé visel meg a nyomas és a nyirdero.
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Ez a mérési protokoll a Mother Machine V11i verzidhoz ¢s a BY4743 ¢éleszt6torzshoz lett
optimalizdlva. A részletesebb mikrofluidikai protokoll a 6.sz. mellékletben talalhato.

A mérést megel6z6 nap 2ml sziirt SD-be eldkultarat készitettem a hasznalni kivant térzsekbdol.
A mérés napjan az eldkultirakbol 50-szeres higitast készitettem SD-be. Minden sziikséges
eszkozt elokészitettem a méréshez. A mikrofluidikai cellat a targyasztalra helyeztem, majd
hozza szereltem a kivezetést. A 2ml-es fecskenddbe geneticines vizet szivtam fel, hogy igy
minimalizaljuk a csatorna befert6z6désének esélyét. A 10ml-es fecskend6t pedig masfeles SD-
vel toltottem fel, mert a mérés teljes ideje alatt az SD mellett vizet is aramoltattam, hogy az
¢leszté ne okozzon duguldst a bemenetben. A viz pumpaldsa miatt felhigult az SD a
csatornaban. Ezt szeretném azzal kompenzalni, hogy masfeles SD-t hasznalok. Ezt kovetden a
csatornat feltoltéttem SD-vel, majd a pumpa segitségével felszivtam az élesztét a 2ml-es
fecskenddvel. Azutan betoltottem az élesztoket a csatornaba, aminek kovetkeztében élesztot
fogott be a csapdak nagyrésze. A pumpak aramat nagyobb sebességre allitottam, hogy
kimossam a felesleges élesztoket a csatornabol, hogy ne zavarjdk meg a mérést. Végiil
beallitottam azt a térfogataramot, ami kelléképpen biztositott elegendd tapanyagot, de
minimalizalta az ¢élesztokre hato stresszt. Kivalasztottam a mérési pontokat, beallitottam,
milyen fluoreszcens képek késziiljenek, és mekkora idokdzonkét. Ezt kovetden elinditottam a
mérést. A mérések altaldban 48 ora hosszuak. Minden nap érdemes legaldbb egyszer
ellendrizni, hogy minden megfeleléen mitkddik-e a mérés soran.

Ha eldugult a csatorna, akkor atmosom
Ovatosan a csatornat, tigyelve, hogy ne
mossam ki a csapdakbol a sejteket. A mérés
végén ledllitottam a képek készitését,

szétszedtem a mérési Osszeallitast, és

kikapcsolom a mikroszkopot. A 20.4bran

20. abra Mikrofluidikai mérés osszeallitasa

lathatd a mérés osszeallitasa.

6.5.Adatgytjtési modszer

A képek készitéséhez Nikon Eclipse Ti2 mikroszkopot hasznaltam FITC és TRICT sztir6vel,
Nikon Plan Apo A 20x objektivet és Andor Zyla 4.0 sCmos kamerat. A mérések soran a NIS-
Elements AR (Advanced Research) programot hasznéltam a mikroszkdp bedllitasahoz.

A mérési Osszeallitas utan kivalasztottam azokat a pontokat, amelyeket meg akartam figyelni.

A kivalasztott pontokrol 15 percenként késziilt harom kép, egy brightfield, egy TRICT és egy
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FITC sztirdvel. A 21.4bréan lathatd, hogy milyen képek késziiltek a megfigyelési pontokrol, és

hogy néznek ki az egymasra rakott képek.

21. dbra A mérési pontokrol készitett képek(balrol jobbra haladva): Brightfield, TRICT sziirével, FITC sziirével,
el6zo képek egymdsra helyezése

A képeket FIJI software segitségével elemeztem. A fluoreszcencia intenzitds méréshez

kivalasztottam egy csapdat, ami megfelelonek tlint: volt a sziildcsatornaban sejt, és voltak

nyomai az osztddasnak. Manudlisan kivalasztottam azt a részt, ahova a leanysejt besziiletik. Ez

az a rész, amit a 22.4bran 1-essel jeloltem.

O

22. dbra Fluoreszcencia intenzitas mérési pontok:
1: éleszto, 2: hatter

A manudlis kijelolés  kdvetkeztében
el6fordulhat, hogy a csapda belelog a
mérésre  kivalasztott  teriiletbe, és
befolyasolhatja a kapott eredményeket. A
FIJI leméri az altalam kijelolt teriiletet, és
egy atlagértékkel jellemzi. Minden képen
ugyanazt a kijelolt részt fogja majd lemérni.
Az életciklusa elején a sejt kisebb, nem tolti

ki teljesen a kijelolt teriiletet, és ez okozhat

eltolodast az adatokban.

A 2-essel jelolt régioval a hattér fluoreszcens intenzitasat akartam megmérni. Erre azért volt

sziikség, hogy a hattér fluoreszcenciaja ne zavarja a mérést. Ezt tigy értem el, hogy az 1-essel

jelolt teriilet eredményébdl kivontam a 2-es teriilet eredményét. A kijelolt teriileteknek az

atlagos intenzitasaval szamoltam a késébbiekben. A kapott adatokat Microsoft Excel

segitségével elemeztem.

7. Eredmények bemutatasa

7.1.Mikrofluidikai eszkozok fejlesztése

A projekt folyaman az egyetem Biomikrofluidikai Kutatocsoportjaval dolgoztunk kozdsen. , az

Az altalunk tervezett és legyartott hét mikrofluidikai cellat teszteltem, és tobb mérést végeztem.

Azt szeretném bemutatni, hogy milyen felépitésti mikrofluidikai eszkdzokkel végeztem mérést,

milyen megfontolasok mentén valtoztattunk a konstrukcion.
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A Mother Machine V7 az els6 tipusti mikrofluidikai eszkdz, amivel mérést végeztem. Harom
csatorna van benne. Mindegyiknek van egy bemenete és egy kimenete, ezért egyszerre harom
mérést lehet végezni. A csatorna Sum magas, a hossza 13,75mm. A csatorna teljes hosszaban
csapdak ¢és oszlopok vannak. Az oszlopok arra szolgalnak, hogy a széles csatorna teteje ne
omoljon be. A csapda egy Ujszeri konstrukcid, U alakban elhelyezkedd oszlopok, amelynek
kozepéhez tovabbi 2 oszlop csatlakozik, amelyek megfogjak a lednysejtet. A sziilocsatornaba
besziiletd lednysejt sziiz, ezért szamolhato, hogy az élete soran 0sszesen hany osztodasi ciklus
megy végbe. Az Osszeallitas a 23.abran lathato. Csatornankként egy bemenet van, ennek
kovetkezménye, hogy ugyanott kell az élesztdt betdlteni és dramoltatni a tdpoldatot, emiatt a
betdltés soran a tefloncsdvet tobbszor cserélni kell. A mérések sordn azt lehetett megfigyelni,
hogy a csatorna vége felé kevesebb tapanyag jut, mint az elejébe, emiatt a végén 1évo sejtek
¢heztek. A hosszu csatorna miatt egy masik gond is feliitotte a fejét, mégpedig, hogy nagy a
nyomaskiilonbség a csatorna eleje és vége kozott, emiatt nem azonos koriilmények kozott
figyelhetjilk meg a sejteket. Ujabb probléma, hogy a csatorna végén nincs elég nyomas, hogy
az ¢lesztéket a csapddba nyomja, és az osztddas nem a sziildcsatorna irdanyaba tortént. A
nyomasesés kovetkeztében konnyebben bedugult a vége a csatornanak. A Mother Machine V8
alapfelépitése megegyezik a Mother Machine V7-tel, de kétszer szélesebb a csatorndja a V7-€s

modellnél.

Erre amiatt van sziikség, hogy tobb ¢€lesztd

I\/Iotherfll\/lachine V7

{ eseteben legyenek kozel azonosak a

koriilmények. A V8 csatornai elején van

G| o — egy szlird, aminek az a rendeltetése, hogy a

rendszerbe bekeriilé esetleges szennye-
zO0déseket felfogja, mint példaul a
sz0szoket. A Mother Machine V9-ben a
csatornak magassaga 10um lett. A sejtek

nem csak horizontdlis irdnyban, hanem
23. abra Mother M/ztoc::zikli i(;zaiquﬂuidikai eszkoz vertikali iranyban is képesek voltak
osztddni, ami megnehezitette az élesztok
osztddasanak a nyomonkdvetését.
Egymas folé is becsapdazddhatnak, igy a fluoreszcens intenzitas vizsgalata sordn nem lehet

elkiiloniteni a két sejt fluoreszcens jelét egymastol. A Mother Machine V10 modellben a
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Mother Machine V8 beépitett, szennyezddést megakadalyozo szlirdjét kellett elhagyni, mert
eltomddést okozott a bevezetéseknél.

Egy mas megkozelitéssel probalkoztunk (Mother Machine 11), elhagytuk az egybetoltéses
konstrukciot, és egy két betoltéses verziot probaltunk ki. A csatorna magassaga megmaradt, a
csatorna hossza feleakkora, a szélessége pedig duplaja lett, mint a Mother Machine V10-nél.
Ebben a mikrofluidikai cellaban két csatorna van. A baloldalon 1évé betoltésen keresztiil
aramoltatjuk a tapoldatot a csatornaban, mig a jobb oldali bemenet segitségével toltjiik be az
¢lesztoket a mikrofluidikai cellaba. A betoltés elkiilonitésére azért volt sziikség, hogy
minimalizaljuk annak a lehet6ségét, hogy a bemenet elduguljon az elején elszaporodott élesztok
miatt. A tovabbi védelem miatt az €élesztOk betoltésére vizet hasznaltunk. A csatorna elején és
a végén van egy-egy szakasz, ahol csak oszlopok vannak.

Ennek kettds szerepe van: az egyik, hogy

Motier Machine vi1i tartsa a csatorna tetejét, a masik, hogy

egyfajta szliroként viselkedjen és felfogja a
rendszerbe  keriil6 nem  kivénatos
szennyez6déseket. Mother Machine V11i
verzional csak a bemenet és a kimenet
kialakitisan véltoztattunk. Attértiink az
oszlopos  kialakitasra. Az  oszlopos

24. dbra MOt:::kiaii‘z:;i‘kmﬂ“‘d‘kal kialakitas miatt kisebb eséllyel tomédik be

a ki- és a bemenet.

Eltomddeés estében, pedig nagyobb valdszintiséggel lehet kimosni, igy meghosszabbitva a
mérés idétartamat. A Mother Machine V12 eszkdz csatornéi szélességét ismét megduplaztuk
¢és a hossztsagat megfeleztiik. Azt reméljiik, hogy minimalizalni lehet a nyomasesés és a
tdpanyagmennyiség miatt kialakuld kiilonbségeket, és kozel azonos koriilmények kozott

lesznek az €lesztdsejtek a csatorna teljes hosszaban. Ez amiatt fontos, hogy 0sszehasonlithatdéak

legyenek az elején és a végén becsapdazodott sejtek.

7.2.Mikrofluidikai mérések eredményei

Két mikrofluidikai mérésnek az eredményeit mutatom be. Az els6 egy vékonylemezes Mother
Machine V7, a masodik egy vastaglemezes Mother Machine V11i. A vékonylemez azt jelenti,
hogy a PDMS egy feddlemez vastagsagu iiveglaphoz, mig a vastag lemezes egy targylemezhez

lett hozzakotve. A vékony lemez elénye, hogy részletesebb és kevésbé zajos képeket kapunk,
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de hatranya, hogy nehezebb a stabil befogisa a mikroszkopba. A képkészités soran a
kivalasztott résznek csak egy részét lehet élesen beallitani.

A Mother Machine V7 eszkdzzel egy csatornan végeztem mérést, amibe csak BY800 torzset
toltottem be. A Mother Machine V11i -vel 2 csatornan végeztem szimultan mérést. Az els6
csatornaban BY800 GFP-vel és mCherry-vel duplén jelolt, BY151 GFP-vel jelolt, BY152
mCherry-vel jelolt élesztok elegyét, mig a masodik csatornaba BY800, BY RFP, BY YFP

keverékét toltottem be.

7.2.1. Morfologia

A mikrofluidikai mérések soran az Oregedés és a halal morfologiai jellemzdit tudtam
megfigyelni. A vékonylemezes mérés folyaman készitett nagyobb felbontast képeken jobban
lathatoak ezek a jellemzOk. Megfigyelhetdé a megnagyobbodott vakudlum, az anyasejt
méretének novekedése, és az, hogy az 6reg anyasejt nagyobb leanysejteket sziil. A 25.abran
lathato, hogy a sziilécsatornaban 1évo sejt az id6 elérehaladtaval csokken a zold fluoreszcens

jel intenzitasa

25. abra Mother Machine V7 21a csapdaba belesziiletett élesztd morfoldgiai valtozdasai az idd eldrehaladtdaval

Ezt okozhatta az, hogy az oregedés soran a citoszol pH-ja lecsokken. Egy tanulmanyban az
olvashat6, hogy a GFP érzékenyebb a pH valtozasara, savasabb koézegben csokken a
fluoreszcens jelének az intenzitasa [15]. Mig az mCherry jobban visel ezt, kisebb méretekben
csokken a fluoreszcens jelének az intenzitasa [15]. Egy id6 utan a sejt Osszeesik. A mérés soran
a sejthalalt a tdpanyaghidny okozta.

A vastaglemezes mérésrol késziilt képeken csak a sejt Gsszeesése az, ami indikalja a sejthalalt.

Ez lathat6 a 26.4branak az utolsé képkockéjaban.
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26. dbra Mother Machine V11i mérés soran becsapdazodott BY RFP éleszto morfologiai valtozasai az idd
elérehaladtaval

Xie ¢s munkatarsai altal végzett mikrofluidikai mérések soran tobb sejthalal tipust kiilonitettek
el kiillonbozé morfoldgia és stressz riporter szint alapjan [21]. A két dominans tipus koziil az
elsd tipus az, amikor a halott sejt koralaku, és az utolsd par osztddasban sziiletett leanysejtjei
nem képes osztodni. A masodik tipust halott sejtek hosszikas format vesznek fel, és az utolso
leanysejtje nem tud levalni az anyaro6l. Tovabbi kutatds azt mutatta, hogy a két tipus kozott
eltért a stresszfehérjék szintje, a karosodas helye és mértéke [21]. A méréseim soran mind a két

tipusu sejthalal eléfordult.

7.2.2. Csapdazodas hatékonysaganak vizsgalata

A csapdazddas hatékonysagat és a megtartd képességét azzal mértem meg, hogy koriilbeliil 100
csapda esetében vizsgaltam meg, hogy a mérés kezdetében hany sikeres csapdazas tortént,
valamint 4 és 6 6ra milva hany csapdaba sziiletett be éleszto.

A Mother Machine V7 esetében 1
csatornabol 5 megfigyelési pontrol vettem
mintat. A 27.4bran lathatd, hogy milyen
képek alapjan szamoltam ki az értékeket.
Az figyelhetd meg az értékekben, hogy

ahogy haladunk a csatorna vége felé, a

csapdakba  valo  belesziiletés — aranya 27. dbra Mother Machine V7 3.méréspontrol
csokkent. keésziilt kép
Mérés helye a csatorna elejétol . o
(Mérési pontok) 24(3.) | 28,5(4.) | 35(5.) | 43,5(7.) | 61 (10.) | Osszesités
Csapdak szama 24 21 24 25 24 118
Csapdazasok szama Oh-kor 18 19 20 15 22 94
Besziiletett sejtek szama 4h-kor 15 16 9 7 2 49
Besziiletett sejtek szama 6h-kor 17 18 10 12 2 59
Csapdazodas aranya (%) 75% 90% 83% 60% 92% 80%
Belesziiletés arany 6h (%) 94% 95% 50% 80% 9% 63%

4. tablazat Mother Machine V7 becsapdazodas vizsgalat eredménye
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Ez azzal magyardzhatd, hogy a csatorna végén nem volt elég nyomads, hogy az élesztoket
kell6képpen a csapdéka nyomja, és a sziildcsatorna irdnyéaba osztddjon.

Tobbek kozott ez az egyik ok, amiért a mikrofluidikai eszkdz csatorndjanak a hosszat
csOkkentettiik. A Mother Machine V11i eszkdzzel torténd mérés sordn 2 csatornabol 2-2

megfigyelési pontot valasztottam a csatorna elejérdl és a végérdl.

1.csatorna 2. csatorna
Merés ?iilyéiéasic;fr?::gelejem 52) | 22(7.) | Osszesités | 5(16) | 18 (12.) | Osszesités
Csapdak szama 45 46 91 46 45 91
Csapdazasok szama Oh-kor 40 30 70 46 45 91
Besziiletett sejtek szama 4h-kor 10 7 17 18 15 33
Besziiletett sejtek szama 6h-kor 13 17 30 23 21 44
Csapdazodas aranya (%) 89% 65% 1% 100% 100% 100%
Belesziiletés arany 6h (%) 33% 57% 43% 50% 47% 48%

5. tablazat Mother Machine V11i I.csatorna és 2. csatorna becsapdazodas vizsgalatanak eredménye
A mérés soran mindkét csatornaba belekeriilt buborék, amely kovetkeztében a csapdak
egyrészébdl kimosta az élesztOket, a megmaradtaknak egyrésze pedig meghalt ennek
kovetkeztében. Ennek ellenére altalanossagban az €lesztok kozel fele sikeresen besziiletett a
sziildcsatorndba. Az adatok alapjan lathatd, hogy mind a két eszkoz esetében 80% ¢és e f61otti

volt a sikeres becsapdazodas aranya.

7.2.3.

Az egyik kérdés amire kerestem a valaszt a kutatas folyaman, az az, hogy hogyan valtozik az

Osztodas és fluoreszcens intenzitas kapcsolata

¢leszték fluoreszcens jelének az intenzitasa a sejtciklus folyaman a Mother Machine V7-tel
torténd mérés soran.

MotherMachineV7 46a csapda

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

= mCherry == GFP

28. dbra Az osztodas és a fluoreszcens intenzitas kapcsolata: A: sarjképzddeés, B: sarjnévekedeés, C: sarjképzdodeés
kovetkezd ciklus, D: sarjnévekedés kévetkezo ciklus, E: sejthaldl (fluoreszcencia jel megsziinése), F: sejthalal
utan kb 10 oraval (fluoreszcencia jel

A 28.abran lathato, hogy amikor az intenzitas magasabb, akkor az éleszté sarja éppen csak
latszodik, amikor alacsonyabb, a leanysejt térfogata nd, és még nem valt le az anyasejtrdl. Ez a

ciklus folytatodik addig, amig a tapoldat aramlas leallasa miatti sejthalal be nem kovetkezik.
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Az intenzitasvaltozas egyik oka lehet, hogy az osztodas sordn a kiilonb6zd fazisokban valtozik
a sejt pH értéke, ami befolyasolhatja a fluoreszcens fehérjék térszerkezetét.

Lathato, hogy a halalt kdvetden tobb o6raval az mCherry és GFP fluoreszcens intenzitasa megno.
Az intenzitds novekedését nem okozhatja az, hogy tovabbi fluoreszcens fehérjék
szintetizalodnak. Egyik oka lehet, hogy a halal soran a sejt pH-ja megvaltozik. Lehet sejten
beliil a sejtszervecskék felbomlasa miatt vagy a sejtfel megnovekedett permeabilitasa miatt
kiegyenlitédik a pH a sejt és SD médium kozott. Ezek az elméletek tovabbi vizsgalatot

igényelnek.

7.2.4. Csatorna hosszanak hatasa a fluoreszcens intenzitasra

A Mother Machine V7 mérési adatok elemzése kozben arra lettem figyelmes, hogy a csatorna elején
becsapdazodott ¢€leszték fluoreszcens jelének intenzitasa nagyobb, mint a csatorna végén
becsapdazodott élesztoké. A 29.abra baloldalan kettd a csatorna elején (20a, 21a), a jobb oldalon kettd
a csatorna vége felé becsapdazodott élesztd (45¢e, 46a) fluoreszcens jelolésének az intenzitasat abrazolod

diagramok lathatoak.

Mother Machine V7 20a csapda MotherMachineV7 45e csapda

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
SHISZ2RRILRRAFIBRRY W oo x3aISIRRIIARRRSIRRESS

——mCherry == GFP = mCherry ==—GFP

MotherMachineV7 21a csapda MotherMachineV7 46a csapda

enNvemgNYSRRINISRRNISARSY eNveegNTSRRINISRRNILARSY

——mCherry =——GFP ——mCherry =——GFP

29. dbra Fluoreszcenciat dsszehasonlito diagrammok: A csatorna elején becsapdazott éleszték (20a, 21a) és a
csatorna vége felé becsapdazodott élesztok (45e, 46a) fluoreszcens jelolésének intenzitasbeli kiilonbségeé 10-
20%, az mCherry és GFP esetében egyarant

Lathato, hogy kortilbeliil 10-20% intenzitasbeli kiilonbség van a csatorna eleje és vége kozott. Erre az
lehet az egyik magyardzat, hogy a csatorna végére kevesebb tapanyag marad a tapoldatban, ezért az
¢élesztd ¢hezik, emiatt kevesebb fluoreszcens fehérjét termel, és kisebb lesz a jel intenzitdsa. Ezen

megfontolasbol roviditettiik le a csatorna hosszat.
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7.2.5. Fluoreszcens fehérjék osszehasonlitas

A kutatolabor ujonnan kapott élesztore optimalizalt RFP-t és YFP-t. A Mother Machine V11i eszkdzzel
torténd mérés soran a masodik csatornaban BY800, BY RFP, BY YFP élesztoket toltottem be. Arra

voltam kivancsi, hogy milyen mértékii az intenzitasbeli kiilonbség.

BY152mCherry fluoreszcencia intenzitds BYRFP fluoreszcencia intenzitas

SEISERAIZI[FIAR/RESY 0 ONTCXINISZRRAILRISIRIES

BY151GFP fluoreszcencia intenzitds BYYFP fluoreszcencia intenzitas

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

30. dbra Kiilonbozé fluoreszcens fehérjék intenzitasanak osszehasonlitasa: Az RFP fluoreszcens jelének
intenzitdasa megkozelitéleg tizszerese az mCherry-ének. A YFP RFP fluoreszcens jelének intenzitisa
megkozelitoleg 6tszorose a GFP-jének

Ahogy a 30.abran is lathato, az RFP és mCherry, és a YFP és GFP intenzitasaban nagysagrendbeli
kiilonbség van. Azt nem tudjuk, hogy a fluoreszcens fehérjék altal kibocsatott fény miatt van ez a nagy
eltérés, vagy amiatt, hogy a sejtek tobb fluoreszcens fehérjét termelnek. Ennek megallapitasara tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

8. Kutatasi eredmények és jovobeli iranyok

8.1. Eredmények dsszegzése

A munkam egyik eredménye, hogy lettek egyszerre mCherry-vel és GFP-vel is jelolt élesztd
torzseim. Ehhez primer part kellett terveznem, hogy az mCherry gént be tudjam illeszteni egy
plazmidba. Err6l a plazmidrol késziilt PCR terméket. Az mCherry-t kodold génszakaszt
sikeresen transzformaltam tobb élesztd torzsbe. Ezeket az élesztket sporuldltattam, hogy
parositani tudjam GFP-vel jelolt torzsekkel. Igy kaptam a duplan jelolt élesztoket.

A mikrofluidikai protokoll finomitasaval elértem, hogy a mikrofluidikai celldkban a betdltés
soran a csapdazodas ardnya minden esetben 80% felett volt.

A mikrofluidikai mérések eredményébdl megéllapithattam, hogy az ¢élesztdk fluoreszcens
jelének intenzitasbeli véaltozasa, és a sejtciklus fazisai kozott fennallhat a kapcesolat lehetdsége.
Tovabbiakban ezt még vizsgalni kell. Az eredményekbdl megfigyelhetd, hogy ha til hosszu a

csatorna, akkor a nem jut elég tdpanyag a végére, ez okozza az élesztok fluoreszcencia
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intenzitdsanak csokkenését. A nyomasesés miatt a csatorna végén nem volt elég nyomads, hogy
az ¢élesztok a sziildcsatorna iranyaba osztddjanak.

A mikrofluidikai mérések soran szdmos nehézséggel keriiltem szembe. Az egyik varatlan
esemény az volt, hogy a sejtek a csapdakban nem néttek. Ennek az okat keresve végeztem az
¢lesztOkon a nyomastesztet. Ebbdl az deriilt ki, hogy a nyomas csak lassitja sejtosztddast. Arra
a kovetkeztetésre jutottam, hogy a nyirderd okozta stressz miatt nem nonek az élesztok. Masik
akadaly a csatorna eltémddése volt. A mikrofluidikai eszkdz csatornajanak roviditésével javult
a helyzet, de nem tudtam még teljesen—kikiiszobolni a problémat. Ezek az eredmények jo

tampontot adnak a tovabbi mikrofluidikai kisérleteimhez.

8.2.Jovobeli tervek

A jovobeli terveim koze tartozik a mikrofluidikai eszk6zO6k optimalizalasa, és tovabbiak
fejlesztése, hogy az eddigi 2-3 nap helyett 4-5 napig tudjunk méréseket végezni, mivel a teljes
életciklus csak akkor figyelheté meg, ha hossza tavon tudunk mérni.

Szeretném a mikrofluidikai protokollt kiilonbozo élesztotorzsekre igazitani. Tobb mérést
tervezek végezni a most hasznalt BY4743 ¢és W303 torzsekkel, hogy tobb adattal tudjak
dolgozni, és igy pontosabb kovetkeztetéseket tudjak levonni. Labor és vad torzseket egyarant
érdemes lenne bevonni a mérésekbe, hogy Osszehasonlithassam a kiilonb6zé torzsek
¢letciklusat.

Az éleszt6ben talalhato fehérjéket is jelolhetnénk fluoreszcensen, hogy azok expresszidjat
tudjam figyelni. Ilyen fehérjék lehetnek a kiilonbozo stresszfehérjék. Korabban jeloltek mar
tobbek kozott Whib fehérjét, ami a sejtciklus fazisait mutatja [29].

Erdekel az 6regedés folyamatanak vizsgalata. A késdbbiekben olyan méréseket is végeznék,
amelyek soran a mikrofluidikai celldban 1évd élesztOket kiilonbozd oOregedést eldsegitd
hatasnak tennénk ki, példaul hidrogénperoxid, UV fény, potencialis gyogyszer hatdanyagok.
Ezzel figyelhetném, hogy ezek a behatasok milyen valtozasokat eredményeznek az
élesztosejtek életciklusaban.

A folyamatok soran keletkezé nagy mennyiségli képanyag feldolgozasa iddigényes feladat,

ezért hasznos lenne a képelemzés automatizalasa.
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9. Osszefoglalas

A kutatasom folyaman attekintést kaptam az ¢€lesztok életciklusarol, és a sejtoregedésrol.
Megismerkedtem, hogy az évek folyaman milyen mikrofluidikai eszk6zoket hasznaltak az
¢lesztok életciklusanak megfigyelésére. A laborban végzet munka soran tapasztalatot szereztem
szamos, ¢leszt6kkel kapcsolatos molekularis bioldgiai laboratoriumi folyamatban.

Az élesztosejtek kutatasanak jelentdségét abban latom, hogy mint modellorganizmus, lehetévé
teszi a sejtoregedés vizsgalatat.

A munkab fébb eredményei: élesztdk jelolése egy illetve két fluoreszcens fehérjével (mCherry,
GFP), ¢élesztok megfigyeléséhez sziikséges mikrofluidikai eszkdzok tesztelés és fejlesztés,
mérési protokollok elkészitése, az élesztOsejtek replikativ életciklusdnak megfgyelése és
dokumentéléasa fotokkal.

Az egyetem Biomikrofluidikai Kutatocsoportja altal tervezett eszkdzok koziil hattal végeztem
tesztelést. A tapasztalataim alapjan tettem javaslatot a tovabbi moédositasi lehetéségekre. A
fejlesztések iranya pozitiv, de még dolgozni kell azon, hogy hosszatavii méréseket tudjunk
végezni. Ez azért fontos, hogy teljes replikativ élettartam vizsgalatara alkalmas legyen az
eszkoz.

Osszességében elmondhatom, a kezdetben eltervezett 1épéseket megvalositottam, ami alapot ad
a jovobeli mikrofluidikai kisérleteimhez. A felmeriil6 technikai nehézségek ellenére a

mikrofluidikai mérésekbdl kapott eredmények kutatas folytatdsdra motivalnak.
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12. Mellékletek

1.melléklet: Felhasznalt primer par szekvenciak

A tervezett primerpar:

HO_URA fw 5 GCACGAGATCTGGATCCCATAGCTTCA 3°
HO_URA_rev 5" GCACGAGATCTGACGAGGCAAGCTAA 3°

Eleszt6 transzformaldsahoz hasznalt primerpar:

HOplazmid_kulso_F5 5’ TGGGCACGAGTGAAACAAAG 3’
HOplazmid_kulso_R5 5’ GCCACTGTAAGATTCCGCCA 3°

2. melléklet: PCR protokoll
HO-mCherry6-KanMx plazmiddal HO_URA fw, HO_URA rev primerekkel. Jégen

dolgozunk. A megfelelé6 mennyiségii komponenseket keverjiik bele a Master Mixbe

50ul . A végén adjuk hozza az enzimet. A PCR
Phusion Hot Start DNS polimeraz 0,5ul .
dNTP (10 mM) 1ul csObe mérjiik bele a megfeleld mennyiséget
5xXHF buffer 10ul - 1 ..
Sy pep—— 2ul a Master Mixbdl. Helyezzik a PCR
dH20 34,5ul csoveket a PCR gépbe és inditsuk el a
Templat 2ul

megfeleld programot.
3. melléklet: PCR protokoll
HO-hisG-URA3-hisG-poly-HO  plazmiddal  plazmid_kulso_F5, HOplazmid_kulso_R5
primerekkel. Jégen dolgozunk. A megfeleld mennyiségii komponenseket keverjiik bele a
Master Mixbe.

50ul A végén adjuk hozzéd az enzimet. A PCR
DreamTag enzim 0,25ul ) . .
dNTP (10 mM) 1ul csObe mérjiik bele a megfeleld mennyiséget
10x DreamTag buffer Sul - 1 ..
Brimer mix 0501 a Master Mixbdl. Helyezzilk a PCR
dH20 41,25pl csoveket a PCR gépbe és inditsuk el a
Templat 2ul

megfeleld programot.
4.melléklet: Eleszté transzformacié protokoll
Yeast transformation [based on: Gietz and Sciestl Nature 2007, 2(1):31-34]
REAGENTS:
e YPD:
e 60 ml x strains
e 1% Yeast Extract, 2% Peptone, 2% glucose (only for few strains if necessary:
add adenine hemisulfate 80mg/l)
e Lithium acetate (1.0M):
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Dissolve 10.2g of lithium acetate dihydrate in 100ml of water. Autoclave or
filter. Store at RT.

« PEG MW 3350 (50% wi/v):

Add 50g of PEG 3350 to about 30ml of distilled/deionized water in a 150ml
beaker. Stir until it dissolves. Use a hot plate to gently warm the solution if
necessary. Make up the volume to 100ml and mix thoroughly. Autoclave or
filter. Store at RT well sealed to avoid evaporation. Prepare fresh liquid PEG

every few months.

e Single-stranded carrier DNA (2mg/ml):

To prepare: Dissolve 200mg of salmon sperm DNA in 100ml of sterile TE
(10mM Tris-Hel, ImM Na2EDTA, pH8.0) using a magnetic stir plate at 4°C.
This should take up to a few hours. One can speed up the dissolution by drawing
the DNA up and down a wide bore 25ml pipette until no visible DNA is seen.
There is no need to sonicate the carrier DNA. Dispense 20 samples of 1.0ml into
1.5ml tubes and the remainer in 5ml samples. Store at -20°C. Denature the
carrier before use. Denatured carrier DNA can be boiled three or four times
without significant loss of activity.

Before each use: boil a 1.0 ml sample of carrier DNA for 5 min (benchtop
thermostat 95°C) and chill in an ice/water bath while harvesting the cells. ****
Keep a small aliquot in your own freezer box and boil after 3-4 freeze-thaws.

But keep on ice when out. ****

e YPD plates

ProTOCOL:

PRECULTURE (DAY BEFORE TRAFO)

Grow cells ON in 5ml YPD, shaking ~180 rpm

GROW TO EXPONENTIAL PHASE AND WASH CELLS

Count cells and inoculate in 50ml YPD to have 5*1076 cells/ml
o (better work in duplicate)
e Usually 1-1.5 ml to have 2.5*1078 cells in total

Count cells until they reach concentration= 2*10"7 cells/ml
o Check after 2 hours, most strains need 2.5-3

Centrifuge 5° RT 1000g in 50ml falcon,

Remove supernatant and resuspend in 25ml sterile H.O
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Centrifuge as before.

PREPARE FOR TRAFO

TRAFO

SPREAD CELLS

Transfer in 2ml tubes
Centrifuge 15” at 6000-8000rpm. Remove ALL the supernatant
Add 400ul sterile H20
e or volume to have 2*1079 cells/ml (if they grew to more than 2*10"7
cells/ml in step 2, add proportionally more water!
Resuspend and count cells

Transfer 120ul cell suspension for each transformation in different tubes.

Centrifuge 10” at 6000- Stock x1 reaction
trati I
8000rpm and remove ALL concentration |(ul
PEG 3600 50% wiv 240
the supernatant, do NOT LA ™ %6
touch the pellet Boiled HS-ssDNA | 2mg/ml 50
In the meantime, prepare (Sterile H20) (29)
. optional
TRAFO solution. Prepare
Total volume 355 (326)

the benchtop thermostat to
42°C

Add 355ul TRAFO to cell pellet

Add the DNA to be transformed (volume up to 10ul or 39 if you left out water)
Vortex at high speeds until pellet resuspension (#30”). Incubate 40’ at 42°C
Centrifuge 15” at 6000-8000rpm. Remove ALL the supernatant

Add 1ml pre-warmed YPAD and resuspend GENTLY

Transfer in pre-warmed tube and keep in agitation at 28-30°C 2-3hours (or ON)

Spread cells in YPD supplemented with the antibiotic (or drop-out plate as
needed):

e 100ul dilution 1:10 — works if transformed with plasmid

e 200 ul if integrative transformation

o Optional to also spread the 800ul TQ (concentrate before plating)

5. melléklet: Mating PCR protokoll
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Jégen dolgozunk. A megfeleld mennyiségli komponenseket belekeverjiik a Master Mixbe. Az
enzimet a legvégén adjuk hozza. Abbol a telepbdl, amelynek a parosodasi tipusat szeretném

meghatarozni egykeveset a PCR csdbe raktam.

Abbol a telepbdl, amelynek a parosodasi 20pl
) ) ) ) ) DreamTaq enzim 0,1ul
tipusat szeretném meghatarozni egykeveset dNTP (10 mM) 0,4ul
" . 10x DreamTaqg buffer 2ul
a PCR csébe raktam. Ezt kovetden az Primer mix Tul
élesztSket a 1,5 percig mikrohullamu siitébe dH20 16,5ul

helyeztem, hogy roncsoljam a sejteket.

Meérjiink ra 20pul-t a Master Mixb6l, majd helyezziik a PCR gépbe a csoveket és inditsuk el a
megfeleld programot.

6.melléklet: Mikrofluidikai protokoll

Mikrofluidikai protokoll:

3-4 nappal korabban: torzseket vegyiik fel -80°C-rol

El16z6 nap:
e 2 ml SD-ben (lehetbleg sziirt SD) elékultarat kell késziteni torzsekb6l. Razaton, ON

inkubatorban (szobahémérsékleten is jo) ndvesztjik.
Meérés napjan:
o Sziikséges eszk6zok eldkészitése:
o pumpa
o 2db 10ml fecskendd tapnak, 2db 2ml fecskendd €lesztohoz
o szlirt SD a méréshez
o geneticines viz
o fézOpohar(etanollal)
o kuka
o mikrofluidikai cella
e 50x higitast készitiink az eldkulturakbol SD-vel, fiilke alatt Eppendorf csdbe (1ml).
e 2ml fecskenddbe szivjuk fel a 1-1,5ml geneticines desztillalt vizet (legyen hely a
visszaszivashoz)
e 10ml fecskendbbe sziirt SD-t szivjunk fel (12ml-ig érdemes).
e A fluoreszcens mikroszkép inditsa (204-es labor)
Sorrend: 1.szamitogép + mikroszkop programja,2.fekete doboz, 3.mikroszkop
oldalan 1év6 doboz,4.nagy fehér doboz, 5.lapos fehér doboz,6.magas fehér

doboz + ignition, ha kell a fluoreszcencia is
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Alkohollal tordljiik at a feliileteket és a hasznalando targyakat (zold vagodeszka,
Gillette penge, csipesz...)

Mérés Osszeallitasa:

Vagjunk megfeleld szamu és hosszu teflon csoveket a zold vagodeszkan Gillette
pengével.

Illesszilk be a mikrofluidikai cella végébe a kivezetd tefloncsdveket, amit
hozzarogzitiink ¢és fézépoharhoz. A f6zOpoharat rogzitsiik a targyasztalhoz.
Helyezziik be a mikrofluidikai cellat a mikroszkopba.

Keressiik meg szemmel, majd allitsuk at a jobboldali kamerara, hogy a gépen éloképet
lassuk (Dia2) (fedélemezes megoldas esetén dvatosan torjiik le a szE&1€lt befogas elott).
Ellenérizziik, hogy a cella megfelel6-e, nincsnek-e hibak benne.

Sziikség esetén a cellat is rogzitsiik a mikroszkop targyasztalahoz.

Allitsuk be pumpakon a diamétert: 2ml-es fecskendénél: 9.68mm, 5ml-es fecskendénél:

12.6mm, 10ml-es fecskendénél:16.0mm.

Tapoldat betoltése:

A vizes és a tapoldatos fecskenddket helyezziik a pumpékba. Ugyelni kell, hogy a lehetd

legkevesebb buborék legyen a rendszerben.

o Kossiik 0ssze tefloncsovekkel a fecskenddket a mikrofluidikai cellaval, ne maradjon
kimenet vagy bemenet tiresen.

e Inditsuk el a tapoldatos fecskenddk pumpdjat 40-50p]/min térfogatdrammal.

e Virjunk addig, mig a tapoldat teljesen kitolti a csatornat, és a kimenet tefloncsévén
elkezd kicsepegni a tapoldat.

o Sziikség esetén noveljiik a térfogataramot. Végiil allitsuk le a pumpékat.

Elesztok betoltése:

e Huzzuk ki a vizes fecskendd tefloncsovét a mikrofluidikai cellabol. Allitsuk be a vizes
fecskenddk pumpéjat *withdraw’ iizemmodba.

e Szivjuk fel a 50x-re kihigitott el6kultarat 30ul/min arammal a tefloncsé kb ¥4-ig, majd
allitsuk vissza a pumpat az eredeti modba.

e Dugjuk vissza a tefloncsovet a bemenetbe, ligyelve, hogy a lehetd legkevesebb buborék
keriiljon a rendszerbe.

e Allitsuk be a tipoldat aramat Sul/min-re, az élesztd aramat 30ul/min-re. Inditsuk el a

pumpakat (eldszor a tapoldatosat). Hagyjuk igy 2-3 percig és figyeljik a csapdak
toltottségét.
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Ezutan allitsuk a tapoldat aramat 20ul/min-re, az élesztd aramat 30ul/min-re, hogy

kimossuk a felesleges élesztoket 5-10 percig.

Mérés elinditasa:

Allitsuk be az ON térfogataram tapoldat: 1pl/min, vizes: 0.1ul/min

Engedjilk le a fekete fiiggonyoket. Allitsuk be a mérési pontokat és a fokuszt
(prébaljunk a pontok kozott ugrdlni, hogy lassuk, nem megy-e el a fokusz vagy a
csatorna), a dia és a fluoreszcens bedllitasokat és azt, hogy milyen id6kozonként
szeretnénk képet csinalni. Nézziink meg probanak 1 loop.

Inditsuk el a mérést. Nézziink a mérésre ra 3-4 loop utan.

Windows update pause-olasa a mérés soran.

Ha tobb napig futtatjuk a mérést, akkor minden nap ra kell nézni. Ha eldugultak a
csatorndk akkor kb. 50ul/min térfogatdrammal (5-10 percig) mossuk at.

Jegyzeteljiink le mindent a méréssel kapcsolatban. (féleg, ha eltériink a protokolltol).

Mérés szétszedése:

Allitsuk le a mérést és mentsiik le a fajlok kozé. Kapcsoljuk ki a gépet.

Allitsuk le és kapcsoljuk ki a pumpakat.

Kapcsoljuk ki a mikroszkop minden részét. Takarjuk le a mikroszkdpot.

Szedjiik szét a mérési Osszeallitast. Dobjuk ki a részeket.

Pakoljunk el minden hasznalt eszkozt. Alkoholos kenddvel toroljiik at a feliileteket.

Forraljuk ki a féz6poharat és mossuk el.
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