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1. Bevezetés
A sejttenyészeteken alapuld in vitro modszereknek a f0 hatrdnya az in vivo,
allatokon végzett kisérletekhez képest, hogy a tenyészet készitése soran elveszik a
szervekre, szovetekre jellemzé komplex szervezddés. Ennek kovetkeztében szamos
jelenség (pld. szinaptikus plaszticitas, tanulds neuronhal6zatokban) ilyen
rendszereken csak nehezen vizsgdlhatd. A gyogyszerkutatasban is sziikség van
olyan, lehetdleg emberi sejteken (Ossejteken) alapulo, nagy ateresztoképességl, sok
informaciot szolgaltatd rendszerekre, amelyeken vegyiiletek f6 ¢s mellékhatasa
vizsgalhato. A tesztrendszerek altal szolgaltatott eredmények informacidtartalma és
prediktiv értéke fiigg attol, hogy a rendszer mennyire modellezi az emberi szovetek,
szervek komplex felépitését és mitkodését. Az utobbi években szamos modszert
fejlesztettek ki sejttenyészetek mintazasara, vagyis szovetszerli tulajdonsagok
kialakitasara in vitro. Ezek koziil talan a legegyszerlibb a tintasugaras nyomtatas,
mellyel komplex, tobb sejttipusbol allo, Osszetett geometridju sejttenyészetek
hozhatok létre. Az ilyen mintazott tenyészetek tulajdonsagai kiillonboznek a
véletlenszertien létrehozott sejtkultiraktol, de alapos jellemzésiiket még nem
végezték el, valamint lehetséges felhaszndlasi lehetdségeiket még nem teljesen
deritették fel. Fontosnak és érdekesnek tartom olyan modszerek kifejlesztését,
melyek esetleg a jovOoben alkalmasak lesznek neurodegenerativ betegségek (példaul
Alzheimer kor) kialakulasi mechanizmusainak modellezésére egy konnyen
manipulalhatd, nagy ateresztOképességli, magas prediktiv értékli in vitro
rendszerben. A mintazott sejttenyészetek létrehozéasa ennek a folyamatnak az elsé

1épéseit jelenti.



2. Célkitlizeések
e Sejtmintdzas irodalmanak attekintése
e Egy sejt-nyomtatd rendszer 1étrehozasa

e A rendszer képességeinek bemutatdsa kisérletek alapjan



3. Irodalmi attekintés

3.1.Sejtek és szovetek — tobbsejtli €ldlények felépitése
Az eukariota sejtekbdl alakultak ki a soksejtii szervezetek, melyeknek szervezddési
¢s miikodési alapegysége a sejt. Minden sejt 6nallé mikddésre képes. Tapanyagait
energiava alakitja, és képes megsokszorozddni. Egyedfejlodésiik sordn szamos
kiilonboz6 sejttipus jon l1étre, melyek egymassal egyiittmiikodve és egymasra hatva
hozzak létre a szervezetiiket felépitd szoveteket, szerveket. Az azonos modon
differencidlodott, azonos funkciokkal rendelkezd sejtek egyiittesét nevezziik
szovetnek. A szoveteket funkci6, morfologia és az alkotd sejtek szerint
csoportosithatjuk. Az alap szovetek: hamszovet, koto- és tamasztoszovet,

izomszovet, idegszovet (Palfia &Kristof, 2013).

3.2.Mivel tobb egy szovet a sejtek halmazanal?
Nem minden sejttenyészet alkot szdvetet. A szovetekben megtaldlhato a
komplexitas, az a szervezett rendszer, ami a sejtek halmazaban nem. A szdvetben
tobbféle sejt talalhatod, de mind egy azonos funkciot lat el. Létre jon koztik egy
kapcsolatrendszer, egy kommunikaciés halozat. Egy szovetben a sejtek egymassal
kolcsonhatasba 1épnek és biokémiai, mechanikai jeleket kozvetitenek egymas felé.

Ezek a jelek szabalyozzék a szovetet alkotd sejtek miikodését (Pampaloni et al.

2007).



3.2.1. A sejtszervezddeés kialakuldsa (evolacio)
Foldiink kb.: 4.6 milliard éve keletkezhetett. Nem tudjuk biztosan, a 1égkor akkori
Osszetételét csak sejthetjiik. Mai napig kérdés, hogy redukald, vagy neutralis jellegii

volt-e, az viszont biztos, hogy sem oxigént, sem 6zont nem tartalmazott.

Miller megprobalta kisérlettel modellezni, hogy milyen egyszerii szerves
vegyliletek keletkezhettek az Oslégkorben. Gazkeveréket (CHs , NH3 és Ho )
melegitett vizzel, ¢és elektromos szikrakisiiléseket hozott 1étre, mikdzben hiiton
kondenzaltatta a vizgézt és visszavezette azt az edénybe. Két hét alatt mar
kimutathatd volt par szerves vegyiilet. A sok millié év soran sokkal tobb 1d6 allt
rendelkezése az 0j anyagok, vegyiiletek képzddésére az é€let kialakuldsara (Novak

1998).

3.2.1.1 Az eukariota sejtek kialakulasa
Az eukariota sejtek elodjének a baktériumokat tartjak. A baktérium sejteket kiviilrol

merev sejtfal hatdrolja, melyet murein alkot. Az eukariotakra ez nem jellemzd,
alakjukért a belsd vaz, a citoszkeleton felel. Cavalier Smidt szerint a sejtfal
prokariotdk egy csoportjdban valamilyen oknal fogva a plazmamembran
befliz6dott, és a DNS-t kettés membrannal 6lelte koriil (Smith 1997). A citoplazma
membran ily mddon torténd leflizddésével johetett 1étre a valddi sejtmag, illetve
annak kettés membranja. Létrejon az Endoplazmatikus Retikulum (ER), melynek
vezikulumaib6l kialakul a Golgi apparatus. A Golgi zsékjaibol leszakado
vezikulumok 0sszeolvadnak a sejtmembrannal és a tartalmuk a kiilvilagba iriil. Ez
az exocitozis a sejt kornyezetébe juttatja az anyagokat és ez felel a sejtfelszin
novekedéséért is. Nem csak exocitozis létezik, hanem fagocitdzis is, mely soran a
citoplazma membran egy darabja leszakad, vezikulumot hoz 1étre, koriilhatarol egy
anyagot vagy sejtet, majd magaba olvasztja azt. Az oxigén megjelenését az
eukariota sejtek Ose ugy vészelte at, hogy szimbiozist alakitott ki egy aerob
baktériummal, bekebelezte ¢és igy kialakult az eukariétdk mitokondriuma (Novak

1998).



A sejtfal elvesztésével 0) szaporodasi formdara is sziikség lett, ez a mitdzis.
Kialakulasaval lehetségessé valt egy tovabbi valtozas, mely sziikséges volt ahhoz,
hogy a komplexitas tovabb ndvekedhessen. A bakterialis replikacid soran altalaban
egyetlen replikacios origé van a teljes kromoszéman, noha a sériilt sejtekben a
DNS-replikacié mas pontokon is megindulhat (Magee et al. 1992). Ezek a sériilések
adhattak a mai képet, hogy tobb replikacids kezdOpont van, és igy nem allit fel
korlatokat a replikacional. Talan igy képzddhetett a cirkuldris baktérium DNS-bol
linearis, ami az eukaridtékra jellemzd. Masik elmélet szerint az eukariota sejt egy
Archea és egy a-proteobaktérium szimbidzisabol ered. Viszont mivel az eukaridta
sejtek membranjanak felépitése inkabb a prokariotakéra hajaz, sokan azt gondoljak,
hogy a sejtmag maga is endoszimbiodzis eredménye, €s egy prokariota nyelt el végso
soron egy archeat, valamint egy o-proteobaktériumot, hogy létrejohessen az 6si
sejtmagvas sejt. De az archedk esetében nem igazan figyeltek meg fagocitozist, és
sehol se talalhatd az 6si sejt genomja. A legujabb felvetés szerint az Archea nem
bekebelezte, hanem a sejtfala nyildsain at kinyalé nyulvanyaival koérbendtte a vele
szoros koOzOsségben ¢l6 epibiotikus baktériumokat. A kilogd nytalvanyok
Osszendvése utan alakulhatott ki a proto-eukariota sejt, s a nyulvanyok kozti térbdl
jott létre az eukariota sejtek endoplazmatikus retikulum-hélozata (ER) (Critical

Biomass Blog, 2015).



3.2.1.2 Tobbsejtii szervezetek létrejotte

A tobbsejtli szervezddések egymastol fiiggetlentil tobb alkalommal is kialakultak:
gombaknal, novényeknél és allatokndl. Mind a harom esetben ezeknek a
szervezddéseknek az volt az oka, hogy ha sok egysejtii, sok sejt volt egy helyen,
akkor ne kelljen minden sejtnek ugyan azt a reproduktiv és vegetativ folyamatot
véghez vinni. Ehhez sziikséges a munkamegosztas, melybdl adodik, hogy minden
sejt a sajat képességét fejleszti. Wolpert két modellt gondolt ki az 6si tobbsejti
allatok kifejlodésére. Az els6, melyben a szaporitosejt aszimmetrikusan osztodik, a
két sejt tovabbra is 0Osszekottetésben marad. Egyikilk megérzi az osztddas
képességét, a masik viszont e képesség elvesztése daran a taplalkozasra
specializalodik. A masik modell a vegetativ szaporodason alapszik. Ez a modszer
két sejtosztodast igényel. A masodik osztodast kdvetden a két kozponti sejt elvalik
rendelkezd utddban. Ebben az esetben, a sejteknek ismerniiik kell a kdrnyez6 sejtek
allapotat. Ezek a szervezetek képesek regeneralodni egy sériilés esetén. (pl.:
Plakozoa Trichoplax) Mindkét folyamat megtaldlhat6 magasabb renda
szervezeteknél is (Smith 1997).
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3.2.2. Neuronokbdl all6 szévetek, neuronok tulajdonsagai
A neuronok ingerlékeny, nyulvanyos sejtek, amelyek ingerfelvételre és idegi
ingeriiletek vezetésére specializalodtak. Méretiikben, mitkodésiikben és alakjukban
jelentds valtozatossagot mutatnak, de minden idegsejten 4 régid kiilonithet6 el: a
sejttest (szoma, perikaryon), a dendritek, az axon ¢és az axonvégzddés

(axonterminalis). A neuronok nagyon gyors iitemben szintetizaljadk a fehérjéket

(1.4bra) (Cz¢éh 2001).
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1. abra Neuronok felépitése (Cz¢éh 2001)

A neuronok sejttestjeinek a mérete atlagban az 5 pm-t6l a 135 pum-ig terjedhetnek,
nyulvanyaik tobb mint 1 m tavolsagra is elérhetnek. A nyulvanyok szdma, hossza,

elagazodasuk maédja, funkcidjuk szerint osztalyozzuk dket. (2. abra)
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Unipolaris neuronok: Azok a neuronok, amelyeknek sejttestébdl egy
idegrost indul ki, ez roviddel kilépése utan két agra oszlik, amelyek koziil
az egyik valamilyen periférids érz6 végzddéshez fut ki, mig a masik belép a
kozponti idegrendszerbe. Ennek az egy nyulvanynak az agai az axonra
jellemzo szerkezeti és miikddési sajatossagokkal birnak.

Bipolaris neuronok: Megnyult sejttestiik van, amelynek mindkét végébol
kiindul egy-egy maganyos nyulvany. A neuronnak erre a tipusara példak a
retina bipolaris sejtjei.

Multipolaris neuronok: Szamos nyulvany ered a sejttestbél. Egy hossza
nyulvany, az axon kivételével a tobbi dendrit. A legtobb neuron az agyban
¢s a gerincveldben ehhez a tipushoz tartozik.

Az érz6 neuronok az ingertilet felvételét és tovabbitasat végzik.

Az interneuronok feladata az ingeriilet tovabbadasa, valamint mas neuronok
kozotti kapesolat fenntartasa.

A mozgatd neuronok az ingeriiletre adott valaszreakciot valdsitjak meg
(Wikipedia, EN).

altalanos arzékeld vagy gearinces agy
idagse|t motoros sejt tipikus kérgi sejttipusa

dendrite sejimayg arzékels dandritek
nyoivany
sejttest .

sejtmag
sajttest

axon—— sejtmag sejttest J—a Xon

axan {
szinaptikus szinaptikus sZinaptikus
nyalvanyok nyllvanyck nyllvanyok

2. abra Neuronok csoportositdsa funkcio szerint

(http://www.jataka.hu/rics/speci/src/class12/pict/bio/neuronok.jpg)
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Miikodésiik szerint megkiilonbdztetiink receptor (ingeriilet felvevd) és effektor
(ingeriilet tovabbitd) sejteket. Az idegsejteket és a gliasejteket magaba foglald
szovet az idegszovet, amely ectodermalis eredetli az egész allatvilagban. Legfobb
jellemz0 ra, hogy a benne talalhato idegsejtek a synapsisok segitsé¢gével halozatokat
alakitanak ki. Az idegszovet elektromos impulzusok generalasara és gyors
tovabbitasara specializalédott. Benne mesodermalis eredetii szovetek, illetve szovet
elemek (idegrendszert ellato erek, microglia) talalhatok. Mivel oxigén- és tdpanyag
igénye igen magas, gazdagon erezett, j6 vérellatasu szovet. Ha vérellatasa zavart
szenved, az idegszovet nem jut elegendd glilkdzhoz és oxigénhez, ami révid id6

alatt szovetkarosodashoz vezet (Kovacs 2011).
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3.3.Sejttenyészetek a bioldgiai és orvosi kutatasban

3.3.1. Torténeti attekintés

Az allati sejttenyésztés torténete az 1900-as évek kornyékére nyulik vissza. A
kutatok célja az volt, hogy az él6lényeket felépitd kiilonféle szovetek és szervek
miikddését, normal és koros élettani folyamatait szemmel kovethessék mikroszkop

alatt.

Sydney Ringer: A 19. szazadi fiziologus. K*, Ca?", Mg?" és CI ionokat tartalmazo
izotonias soéoldatban, szervezeten Kkiviil, életben tartotta a béka izolalt szivét.
(Ringer-oldat = BSS (balanced salt solution) a Ringer oldat laktattal kiegészitett

valtozatat napjainkban is hasznaljak.

Renato Dulbecco: Olasz szarmazasu amerikai virologus, aki a reverz transzkripaz
felfedezéséért tarsaival, Howard Temin-nel és David Baltimore-ral 1975-ben orvosi
Nobel dijat kapott. Emellett kifejlesztette a leggyakrabban hasznalt s6oldatot a
PBS-t.

John H. Hanks: Népszerti sdoldat kapcsolodik a nevéhez HBSS. Amerikai
mikrobiologus a Lepra in vivo tenyésztéséhez fejlesztette ki ezt a sdoldatot, de nem

ért el sikert vele.

Wilhelm Roux: - a Roux flaska, prébalkozott a tenyésztéedény elszigetelésére

vattadugdval. Ez volt az elsd probalkozas tenyésztd edény 1étrehozasara.

Ross Granville Harrison: Sikeresen tenyésztett idegsejteket ebihalakbol, béka
nyirok folyadékban €s ezzel megtette az elsd 1€pést az dssejtkutatasok iranyaba,

illetve létrehozta az els tapfolyadékot. Nobel-dijat kapott munkajaért.

Montrose Burrows: 1910-ben Burrows segitségével Alexis Carrel embrionalis és
felnétt szoveteket 1is tenyésztett, pl.: kutyabol, csirkébdl, patkanybol.
TenyésztOkozeg: a frissen gytiijtott plazma ugyanabbol a forrasbol szarmazik, mint
a szOvet. Sikeresen haszndlta ezt a "plazma médiat" ami plazma alvadékot,
szérumot, sooldatot és csirke embrid kivonatot tartalmazott, €s ez az 1950-es évekig

a standard volt a csirke, patkany, kutya és human tumorok sejtkulturaira.
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Alexis Carrel: 1923-ban 6 fejlesztette ki az elsd sejttenyésztd edényt. Ezek az
ugynevezett D-palackok. Ezekkel az 1j edényekkel lehetové valt a nagyobb
mennyiségli médium hasznalata az eddigi csepp kulturakkal szemben. Ennek
eredményeként, az 0j lombik kultirdknak konnyli volt a fenntartdsa és hetekig

¢letképesek voltak a sejtek.

Wilton R. Earle: Az els ragcsalo sejtvonal (L929) létrehozéasa egyetlen sejtbol
1943-ban.

George O. Gey: 1951 HeLla-sejtvonal létrehozdsa, az elsd human folytonos

sejtvonal Henrietta Lacks méhnyakrak sejtjeibodl.

Charles A. Lindbergh: Lindbergh szivattyG szervkulturdkhoz: a leghiresebb
talalmanya egy livegkamra, melyet sikeresen alkalmazott csaknem 900 kisérletben
(¢letben tartotta a szerveket, megoldotta a médium keringetését). Lindbergh

kifejlesztett egy egyszerii sejtkultira perfuzios kamrat is.

Van Wezel: - a mikrokarrieres sejttenyésztés kidolgozasa, a sejtek tenyésztése apro

hordoz6 szemcsék feliiletén.

1970: rekombinans DNS technika alkalmazéasa a mikroorganizmusokon kiviil allati

sejteknél is. Sikertilt egy vektorral DNS-t bevinni €s expresszaltatni allati sejtbe.

1975: Kohler és Milstein Nobel dijas felfedezése: emldsok (pl.: egér) sejt

crer

gyartani (Turdni 2012).
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3.3.2. Farmakologia
A farmakologia (gyogyszertan), az ¢€l0 rendszerek mukodését befolyasolo
anyagokkal foglalkoz6 tudomany. E tudoméanynak egyik legfontosabb részteriilete
az orvosi gyodgyszertan, amelynek targya az €16 rendszerek koziil az ember, és az
emberi betegségek megeldzésére, diagnosztizaldsara, gyodgyitdsara, valamint az
emberi szervezet mukodésének javitasara szolgaldé anyagok, vegylletek
megismerése ¢és eldallitdsa. A legtobb kisérlet allatokon megy végbe, de az
allatkisérletekkel valos informacid nyerheté az emberi életek veszélyeztetése
nélkiil. A gyoégyszeres kezelések mar az 6sidokben is jelen voltak. Az dsember is
fogyasztott mar boditd, részegitd, hashajtd, fajdalomesillapito ¢és hanytatd
novényeket. De a legtobb hatast még az ekkori ember a természetfelettinek tudta
be. A tudoméany a XIX-XX. szdzadban hatalmas fejlédésnek indult. Ekkor még
batrabbak voltak az emberek, nem gondolva bele a kovetkezményekbe.
Eldszeretettel alkalmaztak érdekes eljarasokat, foldet, pokhalot, meszet tettek
vagott, égetett sebre, ezen feliil vizeletet, 6piumot, arzént, higany vegyiileteket

hasznaltak gyogyitasra (Gyires 2011).

Ezek a kezelések gyakran tiladagolashoz, fliggdséghez vagy halalhoz vezettek,
ezért mindenképp sziikség volt pontos eredményekre, elére megtervezett
kisérletekre. Hatalmas attorés volt az inzulin felfedezése, amit allatkisérleteknek
koszonhetnek. Grant Banting, Charles Best és Clarc Noble 1921 augusztusaban
kioperaltak két kutya hasnyalmirigyét, s azt vizsgaltak, milyen kiilonbséget taldlnak
koztiik, ha az egyikiiknek inzulin injekciot adnak. Az inzulint a helyi vagohidakrol
szerzett allatok hasnyalmirigyébdl vontak ki. A kezelt kutya hosszabb ideig élt.
Idével emberen is kiprobaltak és ennek a felfedezésnek koszonhetd a diabetes

kezelésére szolgald injekcioval beadhat6 inzulin (Wikipedia EN 2012).

Ez csak egy példa a sok koziil, de a gydgyszerek, a korszerli technika sok mas
vivmanyahoz hasonloan kétélii fegyverek. Tobbségiik a kivanatos, terdpias hatas
mellett enyhébb vagy sulyosabb nemkivanatos mellékhatasokat is kifejt. A

mellékhatasok elkertilése, megismerése érdekében vizsgaljdk a gyogyszer teljes
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hossza ¢és rovid tdva hatdsmechanizmusat. Ezekhez elengedhetetlenck a sejti,

szoveti, majd szervi szinten folytatott in vitro kisérletek.

3.4.Sejttenyészeten alapulé modszerek eldnyei
A sejttenyészeteken alapuld (in vitro) modszereknek szamos eldnye van. Ilyen
elény példaul a modosithatd, megvaltoztathaté kdrnyezet. A kornyezet valtozasa
hat a sejtek fejlodésére. Szamos elény szadrmazik abbol is, hogy kiszelektalt
sejttipusok tenyészthetok. Ilyen elény az, hogy vizsgalhatjuk a toxicitast sejti
szinten és ebbdl kovetkezik az is, hogy kevesebb allatkisérletre van sziikség. Sok
sejten tobbféle sejtfunkcid vizsgalhatd. Sokkal egyszerlibb egy tenyészeten az
elektrofizioldgiai vizsgalatokat végrehajtani (pl.: Patch Clamp mikroszkop alatt),
mint egy allat €16 szervezetében, ahol a mikroszkop hasznalata nehézkes, tehat
,»vakon” kell megszurni egy sejtet. (3. abra) Egy sejtvonalban a sejtek j6 szaporodo
képeséggel rendelkeznek, igy viszonylag rovid idé alatt nagy mennyiségii sejt
allithato eld. Ennek eldnye, hogy a kisérletek konnyen ¢&s tobbszor is

megismételhetok.

3. abra Egy sejt megszurasa mikroszkop alatt Patch Clamp elektrodaval. Késziilt egy elektro fiziologiai
vizsgalat soran.
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3.5.Sejttenyészeteken alapuldé modszerek korlatai

A sejttenyészeteken végrehajtott kisérleteknek legfobb hatranya az, hogy a
tenyészet készitése soran elveszik a szervekre, szovetekre jellemzd komplex
szervezOdés. Nagy hatrany az is, hogy egyes vizsgalatok nagyon nehezen hajthatok
végre ezekben a rendszerekben (pl.: a szinaptikus plaszticitas vizsgalata). Hatranya
ezeknek a tenyészeteknek, hogy konnyen befertdzédnek. In vitro felléphet a

spontan dedifferenciacié jelensége is.
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3.6.Komplex rendszerek létrehozasa sejtekbdl
Az evoluci6 soran eldszor a komplex szovetszerli rendszerek a Metazoaknal
jelenhettek meg. Ezek sejtjei mar helyzetiik alapjan mas-mas feladatok ellatasara
specializalddtak, ami azzal jart egyiitt, hogy a kezdetben teljesen azonos sejtek
kiilonbozéveé valtak. A sejtek altalaban természetes kornyezetiikben egy adott
funkciora specializalt szovetet alkotnak. A szdvetekben 1étrejové komplexités
olyan jelenségekért felelds, mint egy bizonyos kommunikacios halézat 1étrejotte,
ami lehetdvé teszi a szovetben a kiilonb6z6 sejtek kozotti informacideserét. Tehat
egy szovetben, mint komplex rendszerben, a sejtek folyamatos kapcsolatban allnak
egymassal és ezek a kapcsolatok szabalyozzak az egyes sejtek mitkodését. Ezeket
a tulajdonsagokat ¢és a sejtek regeneracios képességét hasznaljdk ki a
szovettenyésztési eljarasoknal. Az azonos szdvetek alapvetden azonos eredetiiek:

(ectoderma, entoderma, mesoderma) (Molnar 2012).

Azonos szovetbdl szarmazo sejtek altaldban azonos tenyésztési koriilményeket
kovetelnek meg. Minél ,.fiatalabbak” ezek a sejtek, anndl nagyobb a tulélési
képességlik. Ezért készithetd egy 7 napos csirke embriobol kipreparalt cortexbdl
neuronalis tenyészet. Ez a tenyészet azonban még nem nevezhetd szovetnek, inkabb
egy szovet €s a sejtek halmaza kozotti atmenet, mivel rendelkezik a szovetek és az
0nallo sejttenyészetek valamennyi kozos tulajdonsagéaval. Tobbféle sejttipus is

megfigyelhetd.

4. abra 7 napos csirke embrio neuronalis tenyészete.
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3.7.Szovetepités
A szdvetépités a biologiaban egy feltorekvd tudoméanyédg, melynek célja, hogy
emberi beiiltethetd szerveket hozzunk 1étre karosodott szervek poétlasara in vitro.

(Langer 1993). Rengeteg féle eljaras létezik bizonyos szdvetek készitésére.

3.7.1. Szoveteépitési modszerek

A szovetépités egyik f6 mddszere, hogy 1étrehozunk egy strukturalt, 3D scaffoldot,
amely tulajdonsagaiban szimulalja a sejteket koriilvevo extra cellularis matrixot,
melyet megfeleld sejtekkel népesitink be. A megfelelden megtervezett és
strukturalt scaffold szabalyozza ¢és meghatdrozza a sejtek osztodasat és
figyelhetd meg az utdbbi években.

Az azonos moddon differencidldédott, azonos funkcidkkal rendelkezd sejtek
egyiittesét nevezziik szovetnek. Tehat nem minden tenyészet alkot szovetet. Egy
szOovetben a sejtek egymassal kolcsonhatasba 1épnek és biokémiai, mechanikai
jeleket kozvetitenek egymas felé. Az igy 1étrejovd 3D kommunikécios haldzatok
tartjak fent egy szovet specifitasat és a homeosztazisat. A génexpresszid szintje is
eltérd 2D és 3D tenyészetekben. A szovet tenyésztésnél az a f6 szempont, hogy nem
elkiiloniilt sejteket szaporitunk, hanem sajatos szovet egylittest tartunk fent, hogy
az megorizze sajatos tulajdonsagait (Pampaloni et al. 2007). Tenyésztett szoveteket
tudoményos kutatds céljara is felhasznalhatunk, mint példdul a sejtmigracio
tanulmanyozasa. (Lang 2013). A 3D koérnyezetben tenyésztett sejtek tulajdonsagai
kiilonboznek a hagyomanyos 2D tenyészetekben tapasztaltaktol. Példaul
kimutattdk, hogy a fibroblasztok elhelyezkedése és a transzmembran adhézids
molekulék eloszlasa eltérd 3D és 2D tenyészetekben (Pampaloni et al. 2007).

A szOvettenyé€sztési eljarasokat sokszor alkalmazzék a tumor biologidban, mivel a
sejtek mikrokdrnyezetének zavara részt vesz a rak kialakuldsdban. A rosszindulata
daganatok legfobb jellemzdje a malignus transzformaci6d. Ez egy tobblépéses
folyamat, amelynek sordn az egymast kovetd genetikai valtozasok miatt 1)
tulajdonsagok jelennek meg a szévetekben, korlatlanul 0sztodo sejtek jonnek 1étre

¢s mas szovetekbe is behatold, invaziv sejtek kialakulasat eredményezi. A tumor
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sejtekben megszlinik a szabalyzés, igy instabilak lesznek (Hanahan et al. 2000).
3D szovetkulturak létrehozasara tobb modszert fejlesztettek ki. A szovet-szelet
tenyészet 1ényege, hogy 200400 um vastag szeleteket készitiink, melyeket steril
koriilmények kozott tartunk. A szeletek egy megfeleld hordozofeliileten tapadnak
¢s a sejtek egy-két hétig tartjak eredeti elrendezddésiiket és kapcsolataikat. Létezik
explandatum tenyészet is, melyek készitése soran kipreparalt kb. 1 mm?® —nél nem
nagyobb szovetdarabkakat helyeznek egy olyan feliiletre, ahol a sejtek letapadnak
¢s vandorolni tudnak. A vandorlas szinte azonnal megindul, melynek sebessége a

sejtek migracios aktivitasat tiikrozi (Madarasz 2010).

Az eddig felsorolt mddszereken kiviil mas modszereket is kidolgoztak magasabb
rendii szervezettséggel rendelkezd sejtkulturdk létrehozéasara. Az egyik ilyen
modszer a fotolithographia. A modszert a mikrocsipek készitésénél alkalmaztak
eldszor, majd a bioldgidban is felhasznaltak. Ez egy olyan mintdzési eljaras, mely
soran néhany 10 nanométeres feliileten képesek mintakat létrehozni. Tudnak
feliiletet és mikrocsatorndkat nyomtatni az eljarassal (Whitesides et al. 2001). A
lithographia sordn maszkokat alakitanak ki egymads felett (pl.: fehérje) és igy
bizonyos rétegek oldoszerekkel és egyéb eljarasokkal konnyen eltavolithatova
valnak. Ez a médszer alkalmas a neuron tenyészetekben, a sejtek novekedésének
befolyasolasara (Kane et al. 1999). A soft lithographia legjobban a nyomtatas
Oséhez, a nyomda gépek milkodéséhez hasonlithatd, csak mikrométeres
nagysagrendben. Az eljaras soran van egy elsddleges (PDMS) minta, melyet
bélyegzdszerlien hasznalnak és ezzel tobbszor is reprodukalhatjak az adott feliiletet

(Sorribas et al. 2002).

Tintasugaras nyomtatassal tobb sejt tipusbol allo, dsszetett geometridju tenyészetek
hozhatok létre. A mintazésnak alapvetden két itja van, vagy a sejtek letapadasat,
novekedését eldsegitd extracellularis matrixot nyomtatjuk (Fedorovich et al. 2007)
vagy magukat a sejteket (Boland et al. 2006). A tintasugaras nyomtatas
felhasznalhato arra is, hogy DNS, RNS vagy fehérje molekulakat juttassunk a
sejtekbe, mivel a nyomtatas soran a sejtmembranon ideiglenes csatornak képzddnek

a sejtek életképességének 1ényeges csokkenése nélkiil (Owczarczak et al. 2012).
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3.8. Tintasugaras nyomtatas (elonyei, hatranyai)
Ma mar a sejtnyomtatas technikajat szovetek 1étrehozasara is hasznaljak vegyitve a
2 dimenzios ¢s a 3 dimenzids nyomtatasi technikakat. Ezekkel a modszerekkel akar
a vastag ¢és Osszetett szovetek is gyarthatok (Cui et al. 2012). Példaul bioprinter
segitségével mar ereket, csontokat és borszovetet is hoztak 1étre (Norotte et al.
2009), valamint egy patkany til6ideg sériilését javitottak nyomtatott grafttal (Owens
et al. 2013). Bar mar 3D sejtnyomtatdk is hozzaférhetéek, mi egy 2 dimenzids
tintasugaras nyomtatobol épitettiik meg a sajat bio printeriinket. Az egyszerliség
kedvéért nem a sejteket, hanem a sejtek letapaddsat biztositd vegyiiletet
nyomtattuk. Ezeken a mintdkon tobbek kozott toxikologiai kisérletek hajthatok
végre, példaul tobb, parhuzamos vizsgalatot lehet elvégezni kor alaktl neurondlis
tenyészeteken. Ilyen mintdzatokon vizsgdlhatok a neuronok ingeriilet atviteli
tulajdonsagai is. A gyogyszerek fejlesztése soran a gyogyszerek csak kis része (8%)
jut tul az elsddleges vizsgalatokon. Mivel 3D kultarakkal jobban reprodukalhaté a
célszovet, ezért az ezekre alapulo tesztek sokkal hatékonyabbak és informativabbak
lehetnek a hagyomanyos vizsgéalatoknal és ebbdl kovetkezden jelentdsen

felgyorsulhat a gyogyszerfejlesztés folyamata (Pampaloni et al. 2007).
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4. Moddszerek

4.1 Feliiletkezelési eljarasok
A feliiletkezelés nagyon fontos eljarés a tenyészetek készitésénél. A feliilet kezelés

lehetdséget biztosit a tenyésztdé feliilet hibdinak javitasara. Az eljaras
nagymértékben segiti a sejtek letapadasat. Kiilonb6zo fizikai és kémiai modszerek
léteznek a megfeleld feliilet eldallitasara. Fizikai modszereket példaul fém
implantatumok gyartadsanal hasznalnak. Ekkor 1ézerrel, vagy egyéb eljarasokkal
alakitjak at a feliiletet, hogy az implantatumot konnyebben befogadja a szervezet
(Nagy et al 2004). Maratassal a feliileti hibak tiintethetok el. Mi maratdsra NaOH—
t hasznaltunk. A feddlemezeket 10-15 percig aztattuk NaOH oldatban, majd jo
alapos mosast kovetden megszaritottuk dket.

Az ezt kovetd feliiletkezelésre neurondlis tenyészetek létrehozésanal PLL-t
hasznalunk. A Poly-L-Lysine (PLL) olyan szintetikus vegylilet, amely a feliileti
fesziiltség modositasa altal fokozza a sejtek tapadasat és a fehérjeabszorpciot. A
Poly-L-Lysine feliiletkezelés tamogatja a kiilonféle sejtvonalak letapadéasat é€s
szaporodasat magaba foglald feladatokat, a sejtek differencidlodasat és a neurit
kinovését, a transzfektalt sejtvonalak tapadéasat, tovabba a tenyészet elsddleges

idegsejtjeinek talélését.
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4.2. A nyomtato atalakitasa
Az atalakitads alanydul egy HP Deskjet 640 ¢ nyomtatd szolgalt. (5. dbra) Az
atalakitas sok tintasugaras nyomtaton elvégezhetd, de azért valasztottuk ezt a régi
fajta nyomtatot, mert patronjai konnyen tisztithatok és a nagyobb méretli fuvokak
kevésbé tomddnek el. A nyomtatd felbontasa 300 dpi. Ez a felbontas még pont
lehetové teszi akar a sejtek nyomtatasat is. Eltavolitottuk a nyomtatd kiilsé
milanyag burkolatat, majd a bekapcsold gombot athelyeztiik a nyomtato oldaléra.
Kiiktattuk a papiradagolot és épitettiink egy allvanyt mely lehetdvé tette a
targylemezekre ¢és a fedélemezekre valo nyomtatast. Ezutan kiviilre helyeztiik a
fotocellas papir érzékelot, igy kézzel szabalyozhaté a nyomtat6 indulésa. (6. abra)
A sint, amelyen a nyomtat6 fej mozog feljebb allitottuk, hogy a nyomtato fej ne

sodorja le a targylemezeket. (Owczarczak et al. 2012). Tobbszori

probanyomtatassal meghataroztuk a targyasztal kozéppontjat.

5. abra A nyomtato atalakitisanak fobb lépései (a képek még az elsé verzioju

nyomtatonal késziiltek)

6. abra A: A targyasztal felmért pontja, B: A Kiviilre helyezett fotocellas érzékelo,

C: A kiviilre helyezett bekapcsolo panel
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4.3.Patronok atalakitasa, sterilizalasa

A nyomtaté HP 20-as és HP 29-es patronokkal hasznalhat6. Els6 1épésként a tinta
patronok fedelét flirészeltiik le. Kiontottiik a tintat és folyd csapviz alatt tobbszor
atmostuk a patront. Ezutan kovetkezett a fedél leflirészelésébdl kovetkezd sorjak
eltiintetése, lecsiszolasa. Kivettilk a patron belsejében talalhato sziirdt. (7. és 8.
abra) 5 percig aztattuk a patronokat Clorox maroszeres oldatban. Ezt kovetden
alcoholos desztillalt vizes oldatban szonikaltuk 180 masodpercig. Folyd csapviz
alatt tobbszor is atoblitettiik t1jbol a patronokat. Ezek utdn, ha méar nem oldodott ki
tobb tinta, deszt. vizes Oblités kdvetkezett. Megszaritottuk a kész patronokat és

alcohollal sterilizaltuk Oket minden nyomtatds el6tt. A zartsdig megoldasa

érdekében a patronokat nyomtataskor parafilmmel fedtiik le.

7. abra A kitisztitott, atalakitott tinta patronok alul és feliilnézeti képe

8. abra Az eltavolitott sziird
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4.4 Nyomtatas folyamata
A nyomtatdt kezeld szoftverként MS Office Word 2013 programot hasznaltunk,
mellyel a grafikus formakat megalkottuk. Els¢ alkalommal a printer tulajdonsagait
tintaval teszteltilk. Ekkor a nyomtatast gyari tintapatronokkal hajtottuk végre. Ez
ugy zajlott, hogy miutan kiadtuk a nyomtatasi parancsot a nyomtat6 fej kimozdult
balra ¢és ekkor a papir érzékeld fotocellajat megszakitottuk ugy, hogy egy papirt
helyeztiink az érzékeld nyilasaba. A nyomtatés befejezése utan eltavolitottuk ezt a
papirt és a nyomtatd fej visszaallt a kiinduldsi helyére. Sejtek mintazasdhoz
biotintaként poly-L-lysine-t (PLL) (1mg/ml) hasznaltunk, mely vegyiiletet
neuronalis tenyészetekben gyakran alkalmazzak feliiletkezelésre. Ebben az esetben
az atalakitott patronokat hasznaltuk. 200 mikro liter PLL-t pipettaztunk a patronba,
majd parafilmmel lefedtiik. A fed6lemezt a targyasztalra helyeztiik, és a nyomtatasi

parancsot kiadtuk. Ezutan a tobbi folyamat nem tért el a tintdval valdo nyomtatastol.

Miutén az eldre megtervezett mintakat feddlemezre nyomtattuk, szaradast kovetden
alkohollal fert6tlenitettiink. A targylemezeket 24-lyuku plate-ekbe helyeztiik ¢s 500
mikro liter sejtes oldatot pipettaztunk ra. 37 °C-on, 5%-0s CO;-n, 4-5 napig

tenyésztettiik.

4.5.Sejttenyészetek, szovettenyészetek készitése

Csirke neuronalis sejttenyészet

9 napos csirke embrid agyat steril fiilke alatt kioperaltuk. A sejteket 5 ml DMEM
médiumban 1 mm?-es darabokra apritottuk, majd pipettazassal disszocidltuk. A
sejteket lecentrifugaztuk (200g 5 perc), majd 5 ml friss tapfolyadékban
reszuszpendaltuk. A sejteket szétosztottuk 24 lyuku platekbe, melyekbe poly-L-
lysine-nel feliiletkezelt targylemezeket helyeztiink. A sejteket 37 °C-on, 5%-0s
CO»-n, 4-5 napig tenyésztettiik.
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5. Eredmények
Eldszor a targylemezekre tintaval nyomtattam. Ezek utan poly-L-lysine-t (PLL)
nyomtattunk. Ezeket a targylemezeket 24-lyuku plate-ekbe helyeztiik. 500 mikro
liter sejtes oldatot pipettaztunk ra. A folyamat sordn az alabb lathato
eredményeket kaptuk (9., 10, 11., 12., 13., 14., 15, 16., 17., 18. és 19. 4bra).

5.1.Nyomtatott abrak

9. abra Proba nyomtatasok tintaval. A képeken lathato mérd skala teljes hossza 1 mm.

10. abra Tovabbi probanyomtatasok. A: Maximalisan nyomtathato vonal vastagsag B: Minimalis méretii
ismétloddé mintak C: Szabalytalan gorbe D: A fejmagassag beallitas utan egybefiiggd minta is készithetd. A
képeken lathato mérd skala teljes hossza 1 mm
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11. abra A legelsé nyomtatas eredménye formaldehiddel fixalt téglalap alakii tenyészet. Mellette a nyomtatott
adbra.

12. abra 3 pt vastagsagu vonal jol elkiiloniil a feliiletnyomtatott teriilet. Késziilt mellette talalhato minta
alapjan.

13. abraA tul kézel nyomtatott neuronok axonjai egymassal hidat képeznek. A mellette talalhato minta
alapjan
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14. abra 3 egyenes vonal egymas mellet. 2 azonos vastagsagu (1pt) a kozépsé vastagabb (4 pt). A mellette
talalhaté minta alapjan.

15. abra Nyomtatott vékonyvonal és egybefiiggd vastag feliiletkezelt sav. Jol lathato hogy a nem feliiletkezelt
teriileten nem tapadnak meg a sejtek. Késziilt a mellette talalhaté minta alapjan

16. abra Vizszintes sav elvdlaszto egyenessel. Jol lathato a nyomtatott és nem nyomtatott feliilet elkiiloniilése.
Késziilt a mellette talalhato dabra alapjan.
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17. abra 1pt vastagsagu hullamvonal. Késziilt a mellette talalhato abra alapjan.

18. abra 3pt vastagsagu ellipszis alaku tenyészet. Keésziilt a mellette taldalhato minta alapjan.

19. abra Szem formaju tenyészet. Késziilt a mellette taldlhato abra alapjan.
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5.2.A kapott eredmények kiértekelése
A kész mintazott sejttenyészeteket lefényképeztem egy Olympus inveralt
faziskontraszt mikroszkép, valamint egy Olympus sztere6 mikroszkop
segitségével. Szakdolgozatom soran két nyomtatdt hasznaltam. Az atalakitas utan
a nyomtatok még harom nagyobb valtoztatdson estek at. Az els6 nyomtatdnak,
miutan sikeresen atalakitottam, koriilbeliil a tizedik nyomtatas alkalmaval kiégett a
vezérld panelje, vélhetden egy zarlat miatt és ezt ezek utan alkatrésznek hasznalva
megépitettem a jelenlegi nyomtot. Ennél két targyasztal keriilt megépitésre. Az
elsé nyomtatasok alkalmaval eldszor tintaval nyomtattam, hogy az 0j moédszer
hasznalatdban gyakorlatot szerezzek ¢és kalibraljam a nyomtatot. (9-10. abra) A
fejmagassagot ugy kellett bedllitani, hogy az abrak folyamatosak legyenek, de a
nyomtaté fej kozelsége ne tegyen kart se a nyomtato fejben, se a tdrgylemezben. A
mérések soran megkaptam eredményként a minimalis nyomtathato
vonalvastagsagot (1pt ~ 0,300 mm) és a maximalis vonalvastagsagot (16pt ~ 4,8
mm). Mivel a neuronok sejttestjeinek mérete az 5 pm-t6l a 135 pm-ig terjedhet, ez
a mérettartomany megfeleldnek bizonyult a sejtmintazatok elkészitésére. Ezutan az
atalakitott patronnal nyomtattam és PLL-t hasznaltam biotintaként. Ezzel egyre
bonyolultabb mintakat készitettem. (11-19. &bra) Jol kivehetd a mintakon
megtapadt sejtek sokasdga. Tehat ez bizonyitja, hogy a sejtek mintdzasara
hasznalhato a tintasugaras nyomtatasi modszer. Néhany tenyészetet formaldehiddel
fixaltunk. Jol lathatok még az egyenes vonalak. Elkiilonithetok a nyomtatott és nem
nyomtatott feliiletek egymastol. A kisérletek soran megfigyelhetd volt az is, hogy a
jovoben sziikséges a mintdk geometridjanak optimalizaldsa, mivel az egymashoz
kozel létrehozott neurondlis mintdk kozott hidak jonnek létre. Bar ez qj
lehetéségeket adhat a sejtek kozotti kapesolatok vizsgalatara. Sajnalatos modon
bebizonyosodott, hogy egy patron csak egy alkalommal, maximalisan 10 minta
nyomtatasara hasznalhat6. A legalaposabb takaritas mellett is eltémddtek vagy
beszaradtak a favokak. Ezzel magyarazhatok a sejtes mintdk mindség béli
kiilonbségei. Az eltomdédés betudhato a PLL halmazallapotanak ¢és

tulajdonsagainak is. A kisérletek soran a tenyészetek nem fert6zédtek be.
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5.2.1. Egy nyomtatoval mintazott feliilet kezelt tenyészet
0sszehasonlitdsa nem mintazott tenyészettel.

20. abra 1 hetes csirke neurondlis kontroll tenyészetek

21. abra 1 hetes mintdazott csirke neurondlis tenyészet. 3 egyenes vonal egymas mellet. 2 azonos vastagsagu
(Ipt) a kézépsé vastagabb (4 pt).
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Egy nyomtatoval mintazott, feliilet kezelt tenyészet és az egyszerii, nem mintazott
tenyészet kozott a képek alapjan is felismerhetd kiilonbségek figyelhetok meg. A
20. abra képei és a 21. abra képei is egy hetes tenyészetrdl késziilt felvételek. Mind
a két tenyészet azonos tipust sejtekbol késziilt. A 20. dbra képein jol megfigyelhetd,
hogy a neuronok szabélytalan elrendezddésii csoportokat (plakkokat) hoznak létre.
A véletlenszerii letapadasokkal nem szabalyozhat6é a neuronok elterjedése és ezek
szama sem. A 21. abran megfigyelhetd viszont, hogy a neuronok a feliilet kezelés
méreteibdl adoddan korlatokba litkznek. Ahol nem feliiletkezelt a targylemez,
azokon a helyeken tobbnyire nem tapadnak le a sejtek. Ahol feliiletkezelt a
targylemez, ott szabalyszerlien kitdltik a sejtek a rendelkezésiikre 4llo tertiletet,
ezzel létrehozva a nyomtatott mintat. Itt pontosabban megbecsiilhetd a sejtek
szama. A vékony mintazatoknal nincs, vagy csak alig figyelheté meg a neuronok
egy helyre val6 csoportosulasa. A mintazasi modszernél szabalyozhatd a neuronok
kozotti kapesolatok ( a neuronalis hidak) kialakuldsa is, mig a masik eljarasnal nem.
Ezen hidak irdnyitott Iétrejotte 1Uj lehetdségeket adhat tovabbi vizsgalatok
végrehajtasara a mesterségesen létrehozott neuron halozatok ingertilet atvivo képességének
megfigyelésében. A feliilet nyomtatds szdmos 1j lehetdséget adhat a tenyészetek
létrehozasdhoz, mely soran szabalyos geometriai forméakon hajthatok végre a
farmakologiai, toxikologiai és fiziologiai vizsgalatok. Késdbbiekben tervezem a
sejtek nyomtatasat. A sejtek nyomtatdsaval még jobban szabdlyozni lehetne a
fentebb felsorolt tulajdonsagokat. Fiziologiai és farmakologiai vizsgéalatokat
végezhetnénk ezeken a mintdzott neurondlis tenyészeteken. Megvizsgalhatnank
példaul, hogy a neuronhaldzatok fizioldgiai tulajdonsagi (akcidés potencial
generacio, spontdn aktivitds, toxinokra vald érzékenység) hogyan filigg a
kapcsoldodod neuronok szamétdl (a neurondlis halozat méretétdl). A tintasugaras
nyomtatd segitségével kiillonboz6 (kontrollalt) méretli neurondlis halozatokat
hoznéank létre és ezek tulajdonsagait vizsgalnank elektrofiziologiai, biokémiai és

optikai modszerekkel.
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6. Osszefoglalas

Dolgozatomban attekintettiik a sejt- €és szovet tenyésztéshez elengedhetetlen
témdakat, valamint a tenyészet készités torténelmi hatterét. AttekintSt irtam a
komplex szervezddések kialakuldsarol, a sejttenyészetek készitésérdl és
megvitattuk a szovetépités f6 moddszereit. Ezek koziil részletesen kitértem a
sejtnyomtatas folyamatara, hisz gyakorlati munkdm soran is ezekkel foglalkoztam.
Sikeresen létrehoztunk ¢és atalakitottunk egy sejtek ¢és biologiai molekulak
nyomtatasara alkalmas tintasugaras nyomtatot. Kidolgoztunk egy mddszert,
amellyel mintazott idegsejt tenyészetek hozhatok létre. El0szor tintaval vald
probanyomtatasokkal a nyomtaté felbontasat teszteltem. Itt megkaptam
eredményként a minimalis nyomtathatd vonalvastagsagot (1pt ~ 0,300 mm) ¢és a
maximalis vonalvastagsagot (16pt ~ 4,8 mm). A mintdkat MS Office Word 2013
programmal szerkesztettem. Az elére megtervezett mintdkat feddlemezre
nyomtattuk. Biotintaként Poly-L-Lysine-t (PLL) hasznaltunk. A kész mintazott
sejttenyészeteket lefényképeztiik egy Olympus inveralt faziskontraszt mikroszkop,
valamint egy Olympus sztereo mikroszkop segitségével. Jol kivehetd volt a
mintakon megtapadt sejtek sokasaga. A tintaval val6 nyomtatasok soran a nyomtato
fejmagassag is utan allitast kovetelt, mert a formak nem voltak folytonosak,
egybefliggdek. A kész tenyészetek nem fertézodtek be, tehat az alcoholos sterilezés
elegenddnek bizonyult. A nyomtaté haszndlata soran bebizonyosodott, hogy egy
patron csak egy alkalomra hasznalhato 10-20 targylemez nyomtatasara. A
legalaposabb takaritas mellet is, a tobbszori felhasznalas soran a fuvokak
eltomdédhetnek. A tintasugaras nyomtatds kénnyl és hatékony modszemek bizonyult a
sejtmintadzatok 1étrehozaséra. A mintdk geometridjanak optimalizdldsa a késObbiekben
sziikséges, mivel az egymashoz kozel létrehozott neurondlis mintdk kozott hidak jonnek
létre. Ez nem feltétlen jo eredmény, de lehetdségeket adhat tovabbi vizsgalatok
végrehajtasara a mesterségesen létrehozott neuron halozatok ingertilet atvivo képességének
megfigyelésében. Az igy 1étrehozott 2D sejtnyomtatasi technika 11j lehetdségeket ad a
tenyészetek 1étrehozasdhoz, mely soran szabélyos geometriai forméakon hajthatok végre a

farmakologiai, toxikologiai és fizioldgiai vizsgalatok.
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A modszer hasznélata hasznosnak is bizonyult szamomra, mert jol soron kdvethet6 a sejtek
fejlédése és a tenyészetek szovetek 1étrejotte. Igy szakdolgozatom témaja segitett jobban

szemléltetni a tandrakon tanultakat, és felkeltette az érdeklodésemet a kutatdi munka irant.

35



7. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom a Nyugat-magyarorszagi Egyetem Természettudomanyi és
Miiszaki Kardnak a tanuldsi ¢és fejlédési lehetdségekért. Koszondom a
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Péternek, szakdolgozatom témavezetdjének, tanaromnak, a rengeteg segitséget, a
sok tlirelmet és a tdmogatast. Koszondm a gyakorlati tapasztalatszerzési

lehetdséget, amit a munkam soran elérhetdvé tett szamomra.
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