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Orvosi kutatasok fobb |épcsofokai
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In vitro In vivo
kisérlet allatkisérlet
Kénnyen standardizalhato ElS szervezetben
és reprodukalhato modellezhet6k korallapotok,

tesztelhetdk gyodgyszerek, stb.
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Nehéz bel6le kovetkeztetni A nyert eredmények nem
az élélényekben feleltethet6k meg az

végbemend folyamatokrol emberi vizsgalatokkal

Human vizsgalat

Orvosi szempontbdl a
leginkabb relevans

|

Koriilményes (pl. nehéz
mintat szerezni, etikai
megfontolasok, stb.)



Sejt/szovet tenyésztés bevezetsl!

 Miért van ra sziikség?
— Kisérleti allatok kimélése, ha lehetséges.

— Precizen kontrollalhato kisérleti korilmények. (pl. sejtszam, médium, hémérséklet,
vizsgalt anyag koncentracidja, inkubacids iddk, stb.)

e Osztalyozas:

N

VS.

Sejtkultura Szovet vagy szervkultura
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Korl4tozott % % Q}‘*& & Korlatlan
oriatozo (s o "v& L sejtosztédas

sejtosztddas ‘.'LQ*-C. (9 )

Rovid tavu sejtkultura (pl. Hosszu tavu sejtkultura (pl.

normal sejtek biopsziabdl) daganatos sejtvonal)




Sejttenyésztés
J Y
A teljes sterilitas alapfeltétell - Fert6zott sejtkultura esetén kontrollalhatatlan a
kisérlet.
— Munka a sejttenyésztdé fulke alatt
— Steril eszk6zok hasznalata (pl. pipettahegy, petri csésze, stb.)
— Sejttenyészt6 médiumok antibiotikus védelme

A sejtek sejttenyésztd6 meédiumokban tarthatdk, melyek tartalmazzak a szamukra
szikséges tapanyagokat (szénhidratok, aminosavak, nukleinsavak, vitaminok,
hormonok, névekedési faktorok, stb.) és optimalis pH-val rendelkeznek.

A sejtek rovid tavon inkubatorokban tarolhatdk, ahol allandé a:
— Hbémérséklet (= 37 °C)
— Paratartalom (= 90 %)
— CO, tartalom (= 5-6 %)

HosszU tavu (évek, évtizedek) tarolds folyékony nitrogénben lehetséges. Klinikai
felhasznalas:

— Ivarsejtek fagyasztasa infertilitdst okozd kemoterapias kezelések el5tt!2

— Koldokzsinorvér fagyasztasa (hemopoetikus Gssejtekben gazdag, nem rutinszerd,
jelenleg ellentmonddasos médszerl3 4)



Sejttenyésztd steril fllke

Laminaris aramlasu filkéknél a sterilitast a fulkén belil a steril levegé dramlasa biztositja.
—

7’7 r~”

A sémas abran lathato flilke esetén a kintrdl beszivott levegé egy HEPA szliron (High
Efficiency Particulate Air) halad at. A szlrt, steril leveg6 fentrél lefelé aramlik, majd a
filke munkarésénél a filkét hasznald személy iranyaba kifelé tavozik. A pontos
felépités és elrendezés azonban gyartoként valtozik.



Gyakran hasznalt médiumok

RPMI

(Roswell Park Memorial Institute) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Els6sorban  lymphoid  sejtek  és Altaldnosabban hasznalt médium,
hybridémak tenyésztésére hasznaljak. sokféele sejttipushoz (fibroblast,

izomsejt, gliasejt, neuron, stb.)
hasznaljak.

Altaldban fenolvoros indikatort tartalmaznak = Elhasznalt, savas médiumnal sargara valt,
alkalikus pH-n pedig lilas szind.



Sejtvonalak 1.

Hela sejtvonal

Az elsé daganatos sejtvonal 1951-b4l.[>]

Eredete: A 31 éves Henrietta Lacks méhnyakrakjabdl (cervix
adenocarcinoma) izoldltak, aki még abban az évben elhunyt.

A sejtvonalat a tudta nélkil hoztak létre, ez kés6bb etikai
kérdéseket vetett fel, mikor a Hela sejtek teljes genomjat
publikaltdk 2013-ban.!®]

Mai napig az egyik legelterjedtebb sejtvonal, kiterjedten
hasznaljak kutatasra.

Henrietta Lacks
Hela sejtek Osztddo Hela sejt (1920-1951)




Sejtvonalak 2.

Jurkat sejtek

Tumoros T-sejtvonal, egy 14 éves acut lymphoblastos
leukémiaban (ALL) szenved6 beteg (JM) periférias
vérébdl izolaltak a 70-es években.!”]

T-sejt jelatvitel, a T-sejtes leukémia és a HIV fert6zés
kutatasara hasznaljak.

Raji sejtek

Tumoros B-sejtvonal, egy 11 éves Burkitt-lymphomas
betegbdl izolaltak Nigériaban 1963-ban.8!

EBV pozitiv, a virus integralddott a genomba.l?’!
Transzfekcids kisérletek gyakori sejtvonala.

HepG2 sejtek

Egy 15 éves beteg majrakjabdl (hepatocellularis
carcinoma) szarmazik.[10!

Sp2 sejtek
Nem-szekretoros egér myeloma sejtvonal, hybriddma
fuzidhoz hasznaljak.1'*1 > lasd 3. gyakorlat

Osszetapadt Jurkat sejtek

HepG2 sejtek



Sejt életképesség meghatarozasa

* Asejtek életképességét festékkizarasos tesztekkel szoktak meghatarozni, pl.:
— Tripankék
— 7-amino-aktinomicin D
— Propidium-jodid

* Lényeg: Az életképes sejtek aktiv mechanizmusokkal igyekeznek kizarni ezeket a
xenobiotikumokat. (pl. efflux)

Tripankék

El6 sejtek Elpusztult sejtek El§ sejt



Példa sejt életképesseg vizsgalatara

Propidium-jodid:

DNS-t

kotd fluoreszcens molekula,
mely azonban az éld sejtek | ¢
membranjan nem jut at.

Annexin V: Az apoptotikus

sejtek membranjaban
el6fordulo foszfatidil-

szerinhez kotodik.
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Phagocytak funkcionalis tesztjei

Izolacié: Normalisan a sejtek kitapadnak az liveg vagy mianyag feliletekhez.
Migracié: Spontan vagy chemotaxissal iranyitott sejt migracid vizsgalata in vitro
vagy in vivo. (pl. skin window teszt)
Phagocytosis vizsgalata:

— Nem-opszonizalt

— Opszonizalt (pl. Fc receptoron vagy complement receptoron keresztiil)
Oxidativ burst és phagocyta enzimek vizsgalata:

— Nitro-kék-tetrazélium (NBT) teszt, myeloperoxidaz (MPQO) teszt, alkalikus
foszfatdz teszt, lizozim teszt, stb.

Citokin termelés vizsgalata:
— ELISA, ELISPOT

— CBA (Cytometric Bead Array): Multiplex dramlasi citometrids mérés
mikrogyongyok segitségével



Mononuklearis sejtek izolalasa

* Fizikai paramétereken alapulé médszerek:[1°-
— Filtracio (vérsejtek mérete alapjan)
— Gradiens centrifugalas (pl. Ficoll-gradiens centrifugdlas, a vér alakos

elemeinek slrdsége alapjan) Vorésvérsei
OrOSVEI'SEJt

Ficoll (1,077)

Sejtszam
N\

Lymphocyta

Monocyta

|

1.060 1.070 1.080 1.090 1100 1110

Siirtiség (g/ml)

* Adhézios tulajdonsagokon alapuld eljarasok:
— Nylon vatta: monocytak és a B-sejtek kitapadnak
— Mdanyag/uvegfelszin: monocytak kitapadnak, lymphocytdk eltavolithatdk



Ficoll-gradiens centrifugalas 1.

K6zonséges centrifugalas:

Alakos elemek

y | Vérplazma (térfogat kb. 55
;’ szazaléka)
/ = . .
AN : — Buffy coat (fvs+tct) =N Ebben mindenféle
<1% fehérvérsejt megtalalhaté

Erytrhocytak (térfogat kb. [~

Centrifugalas 45 szazaléka)

Vérvétel

Ficoll-gradiens centrifugalas:
Higitott vér
rarétegezése a Ficoll-ra

/
/

y Vérplazma
i/ /
,/ Lymphocytak + monocytak
& - (PBMC)
Ficoll

Vérvétel Ficoll/ P ‘J— Erythrocitak + neutrophilek
ervete Centrifugalas és eosinophilek



Ficoll-gradiens centrifugalas 2.

Periféridas vér mononuklearis sejtjei (PBMC,

Peripheral blood mononuclear cells = nem-
szegmentalt magvu fehérvérsejtek):
Lymphocytak, monocytak (és kis aranyban
basophil granulocytdk)!20.]



Skin window teszt!12]

1. Az alkar volaris felszinén
eltavolitjak a bor fels6 rétegét.
(cél: latszédjanak a kapillarisok,
de még ne vérezzen)

Skin window az alkaron
2. A képz6dott sebre filter papirt tesznek, a papir a

vizsgalattol fuggben kiilonb6z6 anyagokat,
chemokineket (pl. IL-8) tartalmazhat.
3. A sérilés helyén a sejtek kilépnek az érpalyabdl és a
filter papirba vandorolnak.
4. A papirt bizonyos id6 elteltével eltavolitjak, a sejteket
uveglapra kenik és megvizsgaljak a sejtes 6sszetételt.
Ertelme: Sejt migracié in vivo vizsgalata, pl. egészséges
onkéntesek 6sszehasonlitdasa autoimmun betegekkel, stb.

A beavatkozas nem hagy
heget, a seb napokon belil

gyogyul.



A macrophagok sejtfelszini molekulai

Scavenger receptor

Mannoz receptor

FoyRI (CD32) vl MHC II

CR1 (CD35)

(CD11a + CD18)

CR3
(CD11B +CD18)



Phagocytosis teszt

Moddszer:
 Jelolt partikulumokat

(pl. egész baktériumokat)

inkubalnak egyutt a phagocytald sejtekkel.
* Ertékelés mikroszkoppal vagy aramlasi citometriaval
(utdbbi - 5. gyakorlat)

Phagocytosis fluoreszcens
mikroszkoéppal vizsgalva

Video: Egy neutrophil
granulocyta phagocytal
szamos gomba konidiumot
(=gomba spora).

Phagocytosis immunhisztokémiaval

vizsgalva



A: Kezeletlen macrophagok FITC-

Példa phagocytosis vizsgalatara

el jelolt latex gyongydk nélkil
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A kezelések hatasara fokozodik
a macrophagok phagocytald
képessége.

D: LPS-el kezelt macrophagok FITC-el
jelolt latex gyongyokkel inkubalva



Neutrophil sejtmembranja_
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NBT teszt
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CGD-s beteg Normal kontroll

Lényege: A reaktiv szabadgyokok redukaljak a festéket, mely kékes szint ad.[13]

Krénikus granulomatoézus betegség (CGD, chronic granulomatous disease)!141:

* Velesziletett genetikai betegség, leggyakrabban X-hez kotott recessziv.

e A velesziuletett immunsejtek képtelenek reaktiv oxigén szabadgydkoket
termelni. > Nem tudjak elpusztitani a kérokozdkat. - Primer immunhiany

* Visszatér6d, els6sorban bakteridlis és gombas fertozések granuldma
képzbdéssel gyerekkorban.



Myeloperoxidaz festés

* A myeloperoxiddz (MPO) a myeloid immunsejtek (f6leg neutrophil granulocytak)
egyik jellegzetes enzimje, mely a szabadgyok termelésben jatszik szerepet.
e Sejten bellli kimutatasa leukémias betegségekben lehet fontos, a sejtek myeloid

eredetének igazoldsara hasznalt marker.[*> 16

¢ G © . G m ot
Myeloperoxidaz kimutatasa acut promyelocytas
leukémidban (AML-M3 vagy APL)
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Lymphocytak funkcionalis tesztjei

Lymphocytak polyclonalis aktivacidja:

— NoOvényi lektinekkel, pl. fitohemagglutinin (PHA)

— Bakteridlis sejtfal komponensekkel, pl. lipopoliszacharid (LPS)
Cytotoxicitasanak vizsgalata (T és NK sejtek):

— Cr-51 felszabadulas vizsgalata izotdp-jelolt célsejtek segitségével

— Elpusztult célsejtek aranyanak aramlasi citometrias meghatarozasa, pl.
Annexin V vagy propidium-jodid festéssel17-]

B-sejtek funkcionalis tesztjei:
— Immunglobulin termelés detektalasa (immuncitokémia, ELISA)
— Immunglobulin génatrendez6dés vizsgalata PCR-al
— Plaque forming cell assay (PFC) - Immunotoxicitds vizsgalatara hasznaljak
— Passziv cutan anaphylaxia teszt
Kevert lymphocyta kultura:
— Transzplantaciok el6tt az inkompatibilitas kizarasara
Citokin termelés mérése:
— ELISA, ELISPOT
— CBA (Cytometric Bead Array)



A CTL-medialta target sejt pusztitas |épései:
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1. Antigén .felismerés, 2. Konjugacio,

4. CTL granulum exocytosis 5. Cél sejt apoptosisa

3. CTL citoplazma atrendezddés

6. Disszociacio



A CTL indukalta apoptosis mechanizmusa:

GRANULE EXOCYTOSIS
~ PATHWAY FAS PATHWAY

~ |
Granule | \ ¢ ! Granzyme
\ ‘ /a !

A
it rﬂ'r'i'l’l% il

Fas death

- - /Vl/
Initiator caspasc” / ;
domains

Perforin pore \

¢ Granzymes
¢ \

\

Caspase cascades

Apoptosis

Szolubilis effektorok: perforin és granzim

Membranhoz kotott effektorok: Fas ligand (FAS-L)



Krom-51 felszabadulas vizsgalata

Cytotoxikus sejtek (T, NK) sejtpusztito
képességének!l8] és az ADCC-nek!1®!
(antitest-dependens celluldris cytotoxicitas,
|asd el6adason) a vizsgalatara alkalmas in
vitro modszer, pl.:

Tumoros betegek cytotoxikus sejtjeinek
vizsgalata tumorsejtek ellen.

1. Cr-51 jelolt célsejtekkel egyltt Cr-51 jelolt Vizsgalt
inkubalt Tc sejtek célsejt cytotoxikus T-sejt

2. Célsejt elpusztul, a krom
felszabadul

3. Centrifugdlds, a Tc-k és a
sejttormelék lelilepednek a cs6
aljara

4. A feltldszé krom tartalmanak
meérése




Passziv cutan anaphylaxia teszt (PCA)

A kisérleti allatba intradermalisan antitestet (dltaldban IgE-t) injektalnak (pl.
vizsgalt alany szérumat). 24-48 o6raval kés6bb antigén keveréket adnak be
intravénasan Evans kék festékkel egyitt. Antigén-antitest kapcsolédas esetén a
reakcié helyén fokozédik az érfal permeabilitasa és felhalmozddik a festék.[20]



Kevert lymphocyta kultura (MLC)

Recipiens Donor

lymphocytaja lymphocytaja

o

+ [3H]-timidin

o
e

Felhasznalas:

Inaktivalt
(besugarzassal vagy
mitomycin C-vel)

HLA inkompatibilitas esetén (lasd
kés6bb) a tesztelt sejtek idegenként
ismerik fel az inaktivalt sejteket,
aktivalodnak és proliferalnak, a DNS-
szintézis soran beépiil a jelolt
timidin, mely kimutathato.

Transzplantacidok el6tt a donor és a recipiens immunolégai inkompatibilitasanak

vizsgalata.[21, 22



Th sejtek fObb altipusai

Citokinek

@_ @ Cellularisimmunvalasz
(intracelluldris kérokozok)

IFNy

Humoralis immunvalasz
QOO

E—— (extracellularis kérokozok)

IL-4, IL-13

0 ® Extracelluldris kérokozdk,
? " gombak
IL-17, IL-21

0.9 Antigén-specifikus
09 szuppresszio (lasd késébb)

IL-10, TGFB

* Th17 sejteknek szerepe lehet kiilonb6z6 gyulladasos autoimmun kérképekben. (lasd késébb)
* Regulatorikus T-sejtek (Treg): Az immunvalasz negativ szabalyozdsdban (szuppreszio)
fontosak (lasd kés6bb), jellemzé immunfenotipusuk: CD4+/CD25+/Foxp3+



CBA (Cytometric Bead Array!23])

« Aramlasi citometrids modszer - lasd 5. gyakorlat

Lényege: Kilonboz6, valamilyen paraméter (pl. méret, fluoreszcens festék) alapjan
megkllonboztetheté mikrogyongyok (,bead” = gyongy) felszinére célzottan
kothet6k ki molekulak (pl. DNS, fehérjék, koztik antitestek is)

Haszna: Tobb molekula vizsgalhaté egyetlen mintaban (,multiplex mérés”), a
vizsgalat pedig kvantitativ!

Gyongy keverék:

LY

Méret vagy fluoreszcencia alapjan
kivalasztott gyongy vizsgalata

(kérdés: kotédott-e hozza antigén?)




200

Gyongyok jellemzai

Méret szerinti csoportositas:

0.2 pm

1604

120+

80+

40+

Események szama

1 10

0.5 pm

FSC

DNS vizsgalat

J

Receptor-ligand vizsgalat

Enzim vizsgalat

o=

Immun vizsgalat

77 o

Fluoreszcencia szerinti csoportositas:
120

300000
124000
34000
12000?

96

72 1

3800 |
48 |
1200

24 - 400 |

Események szama

01 1 10 100 1000

Fluoreszcencia intenzitas

Leggyakrabban kilonb6z6 citokinek

koncentracidinak meghatarozasara hasznaljak.
[23, 24]



FL2 fluoreszcencia

Luminex XMAP technoldgial?>]

Gyongyok csoportositasa Kivalasztott gyongyok tovabbi
fluoreszcens jelol6dés alapjan vizsgalata
2000000000 IL-6
2000000COQCOO @ Jel
Q0200009 O®O®® Relevansgyongyok

Q00000 0DO0OO0CO kivalasztasa

o0000000O0CF® > P
090000000 O [5)
PO000009000

Q000000 O0POFS

2000000000

FL3 fluoreszcencia

Lényeg: A gyongyok mindegyike 2 festék kombinacidjat tartalmazza, azonban a kett6
aranya mindegyik gyongytipusban eltérd. Pl. az anti-IFNy antitesttel konjugaltban tobb
az FL3 jelet ado festék, mint az anti-IL-6 antitesttel konjugaltban. Ezzel a mddszerrel
elméletileg akar 100 kilonb6z6 féle gyongy is vizsgalhatd egyetlen mintaban.



SSC-H

FL3 fluoreszcencia

CBA analizis példa (citokin mérés)

Gyongyok csoportositasa:

Gyongyok kapuzasa:
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FL3 fluoreszcencia
R2=1L-8 — Negativ
_—" R3=IL-1p =™ Negativ
R4 =1L-6 — Erdsen pozitiv
R5=IL-10 —— Pozitiv
R6 =TNFa — Pozitiv
R7 =1L-12p40 — Negativ

Kvantitativ vizsgalat:
A pozitivitas mértéke is meghatarozhato!




A komplement rendszer funkcionalis
tesztjel

* Mikor vizsgaljak:
— Visszatérd fert6zések, komplement rendszert érinté immunhiany gyanuja
— Autoimmun kdrképek

« Altaldnos teszt: hemolizisen alapuld vizsgalatok = CH50 vagy CH100(26:27]
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Anti-barany vvt
antitest

Komplement
aktivacio

+ )

Barany vvt Vizsgalt minta Hemolizis
(ez tartalmazza a komplement
faktorokat)

CH50 - a minta azon higitasa, ami a vvt-k 50%-at hemolizalja
CH100 - a minta azon higitasa, ami az 6sszes vvt-t hemolizalja



— Sample to Insight

QuantiFERON®

Blood Test for the Detection of
Latent Tuberculosis Infection

" QuantiFERON® TB2

Surname




essss Sampling tubes of QuantiFERON TB Gold Plus
....ﬁ

NIL Tube
* Negative control
» Allows adjustment for background noise.

TB1 ANTIGEN Tube
. Includes Mycobacterlum tuberculos:s specific antigens ESAT-6 and CFP-10
lized by | s-l-to-detect CD4 response. < -
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* Includes Mycobacterium tuberculosis specific antigens ' ESAT-6 and CFP-10
« Peptides recognized by MHC Class | and Il to detect CD4 and CD8 combined response.
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Mitogen Tube
» Positive control
* Includes PHA and allows to check the functionality of the immune system
» Objectives:
« To identify individuals with weakened immune system
« To validate specimen handling conditions
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— Sample to Insight

s33ss QuantiFERON-TB Gold Plus Protocol

Step 1: Whole Blood incubation

Vo

Nil ESAT-6 Mitogen
Control CFP-10 Control

1) 1mL of whole blood (x4) and

incubation at +37°C for 16-24 h|

—

\
¢

2) 15 minutes
Centrifugation

IFN-y is stable
at 2-8° C for at
least 4 weeks

Step 2: INF-y ELISA testing

3) Add plasma
and conjugate.
Incubation 2H
at room
temperature

4) Wash then add Substrate.

OD reading after 30 min.

5) Calculation and results
printing
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Active and Latent Tuberculosis Infection

TB-related morbidity and mortality

The TB pandemic — global emergency (1) Screening and treatment (2)
Active TB disease in 2013 2014 WHO guidelines, part of Broad strategy

* 9 million people developed TB disease to “End TB” by 2035:
* 1.5 million people died * Identify and treat LTBI for upper-middle
and high income countries with TB

Latent TB infection (LTBI) in 2013 incidence <100/100k population
* 2 billion infected with M. tuberculosis »  Screen and treat for LTBI in most at-risk
* 10% chance of developing active, populations for progression to active TB
contagious TB disease in their lifetimes *  Reduce TB deaths by 95%; cut active TB
cases by 90%

importance

1. WHO. Global tuberculosis report 2014. http://apps.who. Inv./lrislbltstreamh0665/137094/1/9789241564809 _eng.pdf?ua=1, Dec 1, 2014. 2. WHO. Guidelines on
the management of latent tuberculosis infection. 2014 http:/apps.who.i eam/10665/136471/1/9789241548908_eng.pdf?ua=1, Dec 1, 2014.

}As active TB rates decrease, LTBI diagnosis & preventive treatment grows in
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From Latent TB infection to Active TB: Risk Factors

Risk factors to develop active TB form Latent TB infection

Risk Factors Estimation of relative risk*
AIDS 110- 170
Well controlled HIV infection 50-110
Solid Organ Transplantation 20-74
Chronic Hemodialysis 10-25
Head and neck cancer 16
Recent tuberculosis infection (<2 years) 15
Systemic prolonged corticosteroids therapy 4.9

| Anti-TNF o treatment 1.5-4
Diabetes 2-3.6
Malnutrition (body mass index < 20 kg/m?) 2-3
Passive smoking 2-3

* Compared to a population without any risk factor
HIV: Human Immunodeficiency Virus
TNF: Tumor Necrosis Factor

Leroy H. et al in La revue du praticien vol. 62, avril 2012 p 484, adapted from Landry J, Menzies D. Preventive chemotherapy. Where has it got

us? Where to go next? Int J Tuberc Lung Dis 2008;12:1352-64.
— Sample to Insight
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