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Osszefoglalas

A sejttenyészeteken alapuld in vitro modszereknek a f6 hatranya az in vivo, allatokon
végzett kisérletekhez képest, hogy a tenyészet készitése soran elveszik a szervekre,
szovetekre jellemz6é komplex szervezodés. Ennek kovetkeztében szamos jelenség
(pld. szinaptikus plaszticitas, tanulds neuronhaldzatokban) ilyen rendszereken csak
nehezen vizsgalhato. Az utobbi években szamos modszert fejlesztettek Ki
sejttenyészetek mintazasara, vagyis szovetszeru tulajdonsagok kialakitasara in vitro.
Ezek koziil talan a legegyszerlibb a tintasugaras nyomtatas, mellyel komplex, tobb
sejttipusbol allo, Osszetett geometriaju sejttenyeészetek hozhatok létre. A modszer
beallitasa érdekében egy HP Deskjet 440 ¢ nyomtatot alakitottunk at.

Kiiktattuk a papiradagolét és kiviilre helyeztiikk a fotocellas papirérzékel6t, ami a
nyomtatoban elinditja a nyomtatasi folyamatot, valamint épitettiink egy allvanyt,
mely lehetévé tette a targylemezekre és a fedOlemezekre vald nyomtatast. A
nyomtatot kezeld szoftverként MS Office Word 2013 programot hasznaltunk, mellyel
a grafikus formakat megalkottuk.

A tintaval nyomtatott abrakon végzett mérésekkel megkaptuk a minimalis
nyomtathat6 vonalvastagsagot 1pt ~ 0,300 mm és a maximalis vonal vastagsagot 16pt
~ 4,8 mm. Biotintaként poly-L-lysine-t (PLL) hasznaltunk, mely vegyiiletet
neuronalis tenyészetekben gyakran alkalmazzak feliiletkezelésre. Kiilonb6zo
vastagsagu PLL vonalakat nyomtattunk fedélemezekre.

Az igy feliiletkezelt, feliilet nyomtatott feddlemezeket csirke embrio kipreparalt
neuronjaibol allo sejtes oldatba helyeztiik. A nyomtatott formakon megtapadtak és
differencialodtak a neuronok. A parhuzamosan, kozel nyomtatott vonalakon a
neuronok axonjai egymassal hidat képeztek. A modszerrel 1étrehozott neuronalis
mintazatokon fizioldgiai, farmakologiai €s toxikoldgiai vizsgalatokat fogunk végezni,
egyrészt, hogy tobb sejttipusbol allo Osszetett, funkcionalis szovet-analdégokat
hozzunk létre és bemutassuk, hogy az ilyen rendszerek mennyiben adnak tobb
informacidt az egyszeriibb In vitro rendszereknél.

Modszerek

Bio printer készitése

Az atalakitast egy HP Deskjet 440 ¢ nyomtaton végeztiik el. Ez az atalakitas sok
tintasugaras nyomtatén clvégezhetd, de azért valasztottunk egy régi fajta
nyomtatot, mert patronjai konnyen tisztithatok és a nagyobb méretli favokak
kevésbé tomddnek el. A nyomtato felbontasa 300 dpi.

A képeken a nyomtato elkészitésenek fobb Iepesei lathatok.
1. Burkolat eltavolitasa. 2. Allvany 3. Takaritas, magassag beallitasa 4. Osszeépités,
kezelé gombok, papir érzékeld kiemelése

Szombathely, Karolyi Gdspar ter 4.

A tintapatronok tisztitasa Csirke neuronalis tenyészet

A patronok konnyen tisztithatok. A tisztitas teljes folyamata kb. 1 orat vett
igénybe. 9 napos csirke embri6 agyat steril fiilke alatt kioperaltuk. A sejteket 5 ml
DMEM médiumban 1 mms3-es darabokra apritottuk, majd pipettazassal
disszocialtuk. A sejteket lecentrifugaztuk (200g 5 perc), majd 5ml friss
tapfolyadékban reszuszpendaltuk. A sejteket szétosztottuk 24 lyuku platekbe,
melyekbe poly-L-lysine-nel feliilet kezelt targylemezeket helyeztiink. A

sejteket 37 °C -on 5%-0s CO, 4-5 napig tenyésztettiik.

Eredmények

A kisérletek soran azt vizsgaltuk, hogy a mintazott targylemezen hogyan
tapadnak le a neuronok ¢s milyen formakat lehet alkotni.

A:Kitakaritott tinta patron alulnezetbdl B: Patron belsejében talalhato szird
C: Kitakaritott tinta patron beliil nézeti képe
1) A tinta patron fedelét lefiirészeltiik 2) A patron belsejében talalhato szlir6t
eltavolitottuk 3) Tobbszoros atmosas utan cloroxxal kezeltiik 5 percig
4) Denaturalt szesszel atmostuk 5) 90s-ig szonikaltuk deszt. vizben
6) Alkohollal fertétlenitettiik, majd megszaritottuk

Nyomtatas

A nyomtatot kezeld szoftverként MS Office Word 2013 programot hasznaltunk,
mellyel a grafikus formakat megalkottuk. Eldszor tintdval nyomtattunk a
targylemezekre. Egy steril fedolemezt az allvanyra helyeztiink. A steril patronba
400 mikro liter (PLL)-t pipettaztunk. Miutan kész a felillet nyomtatasa, a
targylemezeket belehelyeztiik 24-lyukt plate-ekbe, és 500 mikro liter 9 napos Al Bl Cl
csirke embrio Kisagyl neuronjaibdl készitett sejtes oldatot pipettaztunk ra.
37 °C -on 5%-0s CO, 4-5 napig tenyésztettiik.

A: 3 egyenes vonal egymas mellet. 2 azonos vastagsagu
¢s a kozeépso vastagabb. Az A1l minta alapjan.

B: A tal kozel nyomtatott neuronok axonjai egymassal
hidat képeznek. A B2 minta alapjan.

C: 3 pt vastagsagu vonal, jol lathato a feliilet kezelt
teriilet. A C1 minta alapjan.

D: Téeglalap alakban mintdzott feliileten tapadtak meg a
sejtek. A D1 minta alapjan.

Konkluazié

A tintasugaras nyomtatas konnyl ¢és hatékony modszer sejtmintazatok
Iétrehozasara. A mintak geometriajanak optimalizalasa sziikséges, mivel az
egymashoz kozel 1étrehozott neuronalis mintak kozott hidak jonnek létre. A
kisérletek soran a tenyészetek nem fertdzodtek be.

A feliilet nyomtatas 1) lehetoségeket ad a tenyészetek létrehozasahoz, mely
soran szabalyos geometriai formakon hajthatok végre a farmakoldgiai
toxikologiai €s fiziologiai vizsgalatok.

A : legkisebb nyomtathatd vonalvastagsaglpt ~ 0,300 mm , B: egyenes vonal, C:

egy vizszintes sav maximalis vastagsagal6pt ~ 4,8 mm, D: szabalytalan gdrbe Koszoénetnyilvanitas:
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