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Microfluidizer processzor

A sejtfeltaras a biologiai molekulak felszabaditdsa a sejtb6l. A Microfluidizer processzor
alkalmas a sejtek homogenizalasara, mivel ez kemény a sejtekhez, de finom az intacelluldris
sejtalkotokhoz. A Microfluidizer processzor alkalmas a kiilonb6z6 é16 sejtek szétszakitasra, -
beleértve bakterialis, emlds, novény, rovar, gomba, alga, éleszto sejteket ugy, hogy kdzben a
fehérjéik nem, vagy csak kis mértékben karosodnak. Ezek a tulajdonsagok a kiilonb6z6
kutatdsokban nagy eldnyt jelentenek. Felhaszndlva a sejtekben taldlhatdo ¢és novekvo
sejtalkotokat (fehérjék, organellumok, DNS/RNS, enzimek, vektorok) uj szinteket érhetiink el
a gyogyszerek fejlesztésében. Nagyon fontos, hogy sziikségtelen hdmérséklet valtoztatassal

vagy er0teljes roncsolassal ne denaturaljuk a sejtalkotokat.

Miikodési mechanizmusa
A betép tartalybol az oldat a nagy nyomads hatasara, nagy sebességgel (400m/s) tovabb megy
az ugy nevezett interakcids térbe, itt torténik meg maga a sejtfeltaras. Ezutan ha sziikséges

effektiven lehiitik, majd ezt egy felfogo tartalyba vezetik.

Folyamatos miikddésii rendszer, amely széles hdmérséklet tartomanyban miikodhet. A rendszer
hémeérsékletét egy hdcseréld szabalyozza. Nagy nyomast alkalmaznak, ahhoz, hogy az oldatot
atkeriiljon a feltar6 részre. A késziilékben talalhatd mikrocsatornak mérete 50-500 mikronig

terjed.

A Microfluidizer elonyei

Nagyon hasonl6 a hagyomanyos homogenizatorokhoz, mégis sokkal hatékonyabb
eredmények érhetdek el vele.

Effektiv hiités biztosithatd a hdcseréldvel, igy a mintdnak joval kevesebb 1d6t kell toltenie
megemelkedett hdmérsékleten. Valamint az alacsony hdmérsékletet kombinalva a rovid

reakcid idével minimalizélni lehet a denaturacié lehetdségét.

A microfluidizer gyengéden tori 0ssze a sejteket, ezzel nagy sejtfal fragmenseket 1étrehozva,
amiket aztan sokkal konnyebb elvalasztani a kinyert oldattol. Igy a sziirési id6 lerdvidiil,

valamint a centrifugalas sziikségessége is csokken.

A folyamatos miikodés és az allando nyomas lehetové teszi, hogy minden sejtet ugyanakkora
energia érjen. Ezzel szemben pl. szonikalasndl a szonikatortol tavollévd sejtek lényegesen

kevesebb energiat kapnak, mint a kozelebbi sejtek.

[1][2] [3]



Detergensek

A detergens kémiai fogalma

A detergensek amfipatikus molekulak, vagyis egy apolaris végbdl, amelyek altalaban alifés
vagy aromas jelleglick €s egy polaris fejbol all. A poléris csoport lehet ionos (anionos vagy
kationos), nem-ionos (t6ltés nélkiili) vagy ikerionos (pozitiv és negativ csoportot is tartalmaz,

de a netto toltése nulla).
A detergensek vizes oldatban

A biologiai membranokhoz hasonldéan, a detergensek hidrofob tulajdonsagai az apolaris vég
kovetkeztében alakul ki. Azonban a detergensek a poléris csoport miatt vizben oldodd
molekuldk. Ennek kovetkeztében, lehetdvé teszik a vizben oldhatatlan, hidrofob vegyiiletek
vizes kozegben vald diszpergalasat, beleértve a membranfehérjék extrahdldsat és

szolubilizalasat.

A detergensek tulajdonsagait a kisérleti koriilmények is befolydsoljak, mint példaul a

koncentracio, a hdmérséklet, a pH, az ionerdsség valamint a kiilonb6z6 adalékok jelenléte.
Detergens tipusok

Léteznek a fehérje szerkezetét denaturdlo, illetve nem-denaturald detergensek. A denaturalo
detergensek lehetnek anionosak (pl. natrium-dodecil-szulfat (SDS)) vagy kationosak (pl. etil-
trimetil-ammonium-bromid), melyek roncsoljak a membranok szerkezetét és denaturaljak a
fehérjéket. A nem-denatural6 detergensek lehetnek nem-ionosak (pl. Triton X-100), epesok (pl.
kolsav) és ikerionosak (pl. CHAPS).

Miikodésiik
Denatural6 detergensek, pl. SDS-molekulék:

Egyarant k6tddnek a hidrofob membranhoz €s a hidrofil fehérjékhez, monomerként (a kritikus
koncentracio alatt). A reakcié mindaddig végbemegy, mig a monomerek nem telitddnek. Ezért
molekulak egylittmiikodnek, miszerint az SDS egy molekuldjanak kotédése megndveli annak
valoszinliségét, hogy egy masik SDS-molekula is kotddik az adott fehérjéhez, és a legtobb

fehérjét merev rudakka valtoztatjak, amelyek hossza aranyos a molekulatomeggel.

Nem-denaturald detergensek, pl. Triton X-100:



Merev, nagyméreti apolaros fejjel rendelkeznek, amelyek nem Iépnek kolcsonhatasba
vizoldékony fehérjékkel. Ebbol kovetkezik, hogy altalaban nem zavarjak meg a vizben oldodo
fehérjék természetes kolcsonhatdsait és azok szerkezetét. A nem-denaturdld detergensek a

membranfehérjék hidrofob részeihez kotddve micellakba zarjak azokat. [4]

Ultrahangos sejtfeltaras

Altalanosan az ultrahangos sejtfeltarasrol

Az ultrahang funkcidja a feltdrdsban a mikroorganizmusok félig ateresztd, merev sejtfalanak

illetve membranjanak eltavolitasa, az intracellularis termékek roncsolasa nélkiil.

Az eszkoz intenzitasanak beallitasa a folyamat paramétereinek beallitasaval torténik, mely
optimuma sejttipustdl fiiggden eltérd lehet. Ezen paraméterek koz¢ tartozik, az amplitudo, az
ultrahangozasi 1d6, illetve a minta tipusdhoz megfeleld késziilék megvalasztasa. A mivelet
ideje, altalaban 15 mésodperc és 2 perc kozé esik. A sejtek szétlizalasa torténhet finoman,
illetve hirtelen attdl, fliggden, hogy milyen annak szerkezete, és milyen tovabbi céljaink vannak
a visszamarado termékekkel. Mivel az ultrahangozéas folyamata felmelegedéssel jar, ezért a
homérsékletet integralt hdmeérd segitségével mérik. A rendszer hiitését jeges-sos fiirddvel,
hiit6kabatokkal rendelkezd &aramlasi cellakkal, vagy impulzusos iizemmodban miikodo
ultrahanggal végzik. Az impulzusos lizemmod miitkddésének Iényege hogy szakaszosan lizemel
a muszer. A ciklus egyik felében 1-15 mésodpercen keresztiil ultrahangozzék, majd a masik

felében torténik a hdelvezetés, illetve hiités hosszabb ideig.

A sejt feltardsa soran fontos, hogy egy gyors és hatékony mddszerrel dolgozzunk. Az
ultrahangos modszerek hatékonysaga megfeleld, mivel az alkalmazott intenzitdson a folyamat
soran az energia elég nagy ahhoz, hogy megtorje a sejtmembranokat, illetve a sejtfalat, de elég

szolid is ahhoz, hogy a sejtalkotoknak elkeriilje a fizikai illetve kémiai karosodasat.

A mikroorganizmusok nagy mértékben kiillonboznek az ultrahangra valé érzékenységiikben.
Igy példaul a rudszerii formék (bacillus) egyszeriien szétesnek, mig a gombok (coccus) joval

ellenallobbak.

Ennek koveteztében sejttipustdl fiiggden mas €és mas eljardsokat alkalmaznak a mintak

elokészitésére ultrahangos feltarashoz.



Ultrahangos feltarashoz mintak elokészitése sejttipustol fiiggoen
Friss éllati minta

Az éllati szovetekkel altalaban frissen dolgozunk. Fontos a friss szovetek hidegen tartasa és
azonnali feldolgozésa a boncolast kovetden. A GITC lizal6 oldat hozzaadasat kdvetden azonnal
szonikaljak a mintat. A 1izal6 oldatban nem szabad iilni, hagyni. Nagyon kemény szdvetmintak

esetén el0szor sziikség van eldkezelésre mechanikai Gton.
Fagyasztott allati minta

A fagyasztott allati mintdkat Orléssel roncsoljak el folyékony nitrogénben habarccsal ¢€s
tormelékkel. A folyamat soran a berendezés illetve a szovet kriogén homérsékleten marad. Az

Orlés utan kapott porszerti mintat GITC lizis pufferben szonikaljak.
Tenyésztett sejtek

A tenyésztett sejtek feltarasa viszonylag egyszerli. Szuszpenzioban 1€vo sejteket centrifugaljak,
majd PBS-sel leoblitik, hogy a taptalajt eltavolitsak a mintabol. Majd ultrahangosan kezelik
GITC-lizispufferben.

Puha friss névényi sejtek

Egyszer( ultrahangos kezeléssel tarjak fel lizalo pufferben.

Tiileveliiek novényi szévetei

A tlleveliiek feltarasa el6tt fel kell 6rolni, folyékony nitrogén hozzéadasa nélkiil.
Fas novényi szovetek

A mintdk fagyasztasi, illetve folyékony nitrogénben torténd Orlést igényelnek az ultrahangos

feldolgozas eldtt.
Fonalas gombak

A gombak micéliumat hideg habarcsba toltik, majd folyékony nitrogén hozzéadéasa utan porra
torik és lizald pufferban szonikaljak. A gombék poliszacharidokban gazdagok lehetnek, igy

polivinil-pirrolidonos elékezelés sziikséges lehet.
Baktréiumok

Baktériumok esetén sokféle eljaras lehetséges. A gram+, a gram-, illetve a mikobaktériumok
esetén tobbnyire ajanlott eldzetes iliveggyongyds fizikai feltaras lizalé oldatban, majd

ultrahangozas.



[5] [6]

Elektronikus sejtfeltaras

Az elektromos erd altal tortént sejtfeltaras lényege, hogy az elektronikus erdtér egy
transzmembran potencial kiillonbséget okoz a két elvalasztott tér kdzt. Ennek értéke 0,2-1,5 V
kozé kell essen, hogy a sejt vagy a sejtalkotd, mely membrannal van hatarolva szétessen. A
sejtlizishez sziikséges elektromos térerdsség az abran lathaté moédon a sejt méretétdl és alakjatol
fligg, ezenkiviill még a membran Osszetételétdl (fluiditas). A mérettdl valo fiiggést egyszerl egy

példan bemutatni, ahol egy protoplasztot (20—40um) hasonlitunk 6ssze egy baktériummal (1—
2um). Mig a kisebb méretli baktériumhoz sziikséges elektromos térerdsség E = 7 — 10 :_:1 ,

mig a nagyobb



protoplaszt mar E = 1,5 — 1,75 f—:l electric field

értékli  térerdsség esetén lizal.
Vizsgéalatokkal — megéllapitottak,
hogy egy sejt lizalasahoz elég

minddssze 33 ms, 1 ms-0S

impulzushossz mellett. 40 V-o0s

electric potential

fesziiltség a két elektroda kozt,

melyek kozt a rés20 pm-es (1 ms- @ ﬁcell S i
0s impulzus hossz mellett) E =
kv ottt g " i
20 o elektromos térerdsség érhetd distance
1. abra

el. Egy ekkora térerdsség mellett egy 10 um-es sejt esetén 2V-os fesziiltség esés jelentkezik a
sejten at, ennek oka a sejtmembran €s a sejt citoplazmajanak az elektromos rezisztenciaja, mely
soran az elektromos teret befolyasolja, ezaltal egy kozel 4llandd potencidl kiilonbség alakithato

ki a folyamat soran.

Maga a folyamatot altalanossagban kapillaris elektroforézissel csinaljak, mely lényege, hogy
kapillarisokok keresztiil aramlik at a sejtszuszpenzid, ez a kapillaris egy elektromos térbe van
elhelyezve, mely elhelyezkedés meghatarozza a potencidlis helyét a sejtek lizalasanak.
Ezenkiviil szokds az egész rendszert egy pufferben tartani, mely 0sszetétele sok féle lehet. Ezzel
kapcsolatban kisérletek is folynak, hogy mik az elvarasok ezekkel a pufferekkel szemben. Az
ezzel kapcsolatos sematikus abra a, 2. dbra, melyen lathatd, hogy Egy helyrdl aramlik be a sejt

szuszpenzio ehhez dramlik hozzé az adott puffer, és Gigy van a szerkezet dsszedllitva, hogy kb.

ott torténjen meg a lizis, ahol a puffer Buffer
talalkozik a sejtszuszpenzioval. Ugye a .
Lysis intersection
puffer onmagaban kell, hogy segitse a zone J
\ Orifice

folyamatot azaltal, hogy jobb o
Cells . Ve

koriilményeket biztosit az elektromos

.
Separation channel /
térnek. Elonyeként megemlitendd ]

mindenképp a gyorsasaga a folyamatnak, .

hisz gyakorlatilag Buffer

2. abra



pillanatszeri, folyamatosan tizemeltethetd. Hatranyaként mindenképpen fontos a koriilményes
technologia (kapillarisrdl van szd), ezenkivill a puffer megallapitasa is fontos, és mivel
kapillaris, ezért foként labori hasznalat. Ezeken tOl: ez a technoldgia sejtmembranok

szétszedésére alkalmas, igy a sejtfallal rendelkez6 mikrobak esetén nem megfeleld. [7]
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