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Az immunvalasz szuppresszidja - Osszefoglalas

1. Antigén, mint f6 regulator: Az antigén dozisa, kémiai szerkezete, bejutasi helye
befolyasolja/regulalja a kialakulé immunvalaszt.

2. Kostimulacid: aktivalt sejteken megjelené CTLA-4 nagyobb affinitassal kotédik az antigén-
prezentalo sejteken |évé B7-hez, ezaltal megszlinik a kostimulacio.

3. Regulatorikus T sejtek:

CD3+CD4+CD25+ sejtek, fontos transzkripcids faktoruk a FoxP3.

Fajtai: természetes vagy periférias

Szuppresszids mechanizmus: Magas CD25 (IL-2R alfa Ianc) révén IL-2-t elvonnak a
kdrnyezetb6l; CTLA-4 expresszid révén gatoljak a kostimuldaciot; citokintermelés (IL-10
TGFbéta) révén féleg makrofagokat és dendritikus sejteket gatolnak.

4. Humoralis/B sejtes regulacio:
Regulatorikus B sejtek
Antigén + IgG egyidejl megkotése a B-sejtek gatlasahoz vezet (gatldé FcyR!)
Anti-idiotipus haldzat

Patoldgias szuppresszio:
Tumorok képesek gatolni az immunvalaszt (MDSC-k kialakuldsa, PDL1 expressziod)

El6adas ismétlés 1.



Regionalis immunitds - Osszefoglalas

Az eddig tanult immunoldgiai folyamatokon, sejteken, molekulakon tul bizonyos helyeken
(régidkban) specializalédott sejtek, molekuldk segitik az immunvalaszt. llyen specidlis régiok
a nyalkahartya és a bér.

MALT: mukdza-asszocidlt nyirokszovet (els6sorban gasztrointesztinalis traktus, de ide tartozik
még pl az urogenitalis traktus és a légutak).

Intesztinalis immunrendszer: toleralni kell a sok veszélytelen/hasznos idegen antigént (étel,
normal mikrobiom), mikdzben észlelni és eliminalni kell a kdrokozékat.

Nyirokszovetek: Programozott (Peyer plakk, mezenteridlis nyirokcsomo; in utero alakulnak
ki) és indukalt (kriptoplakk, izolalt limfoid follikulus; antigéningertdl figgben alakulnak

Velesziiletett immunvalasz: Specializdlédott epitél sejtek (M sejt, Paneth sejt, kehely sejt),
antigén prezentalo sejtek, velesziletett limfoid sejtek

Adaptiv valasz: els6sorban IgA, mely T-dependens vagy T-independens modon is
keletkezhet. Dimerként szekretalodik a bél lumenébe. T sejtek lehetnek citotoxikusak (f6leg
intraepitelidlis) vagy helper (inkabb lamina propria, Peyer plakk).

Bélbe torténd limfocita homing: a4f37 (fehérvérsejt) - MAdCAM-1 (endotél sejt)
El6adas ismétlés 2.



Regionalis immunitds - Osszefoglalas

SALT: bOr-asszocialt nyirokszovet. A béllel szemben itt nincs organizalt nyirokszovet, csak
diffuz sejtek.

Velesziiletett immunvalasz: Keratinocitak, antigén prezentdlé sejtek (Langerhans sejtek)

Adaptiv valasz: Hasonldan a bélhez, a T sejtek lehetnek citotoxikusak (f6leg
intraepidermalisan) vagy helper (inkabb dermalisan).

Borbe torténd limfocita homing: CLA (fehérvérsejt) — E-selectin (endotél sejt)

El6adas ismétlés 3.



Orvosi kutatasok fébb |épcsbfokai

Ry . ! e
£ 7!‘ -
—_— BT L — a
e s >
\\/f;‘.‘.\;\ v <
In vitro In vivo Human vizsgalat
kisérlet allatkisérlet
Kénnyen standardizalhato ElS szervezetben Orvosi szempontbdl a
és reprodukalhaté modellezhetdk kérallapotok, leginkabb relevans

tesztelhetbk gyogyszerek, stb
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Nehéz belble kdvetkeztetni A nyert eredmények nem Koriilményes (pl. nehéz
az élélényekben feleltethetdok meg az mintat szerezni, etikai

végbemend folyamatokrol emberi vizsgalatokkal megfontolasok, stb.)



Sejt/szovet tenyésztés bevezet6!!

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

— Precizen kontrollalhato kisérleti kortilmények. (pl. sejtszam, médium, h6mérséklet,
vizsgalt anyag koncentracidja, inkubacids iddk, stb.)

e Osztalyozas:

N,

VS.

Sejtkultura Szovet vagy szervkultura

' 9‘-\
Stimulacié \»@'

g' & it }Ka Korlatlan
Ccec e “ t‘ sejtosztodas

Rovid tavu sejtkultdra (pl. Hosszu tavu sejtkultara (pl.
normal sejtek biopszidabadl) daganatos sejtvonal)

Korlatozott
sejtosztodas




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

A sejtek sejttenyészté médiumokban tarthatok, melyek tartalmazzak a szamukra
szUkséges tapanyagokat (szénhidratok, aminosavak, nukleinsavak, vitaminok,
hormonok, novekedési faktorok, stb.) és optimalis pH-val rendelkeznek.

A sejtek rovid tavon inkubatorokban tarolhatdk, ahol alland¢ a:

— H6émérséklet (= 37 °C)

— Paratartalom (= 90 %)

— CO, tartalom (= 5-6 %)
Hosszu tavu (évek, évtizedek) tarolas folyékony nitrogénben lehetséges. Klinikai
felhasznalas:

— lvarsejtek fagyasztasa infertilitast okozo kemoterapias kezelések el5ttl2]

— Koldokzsinorvér fagyasztasa (hemopoetikus 8ssejtekben gazdag, nem rutinszerd,
jelenleg ellentmondasos modszer3 4)



Sejttenyészto steril fulke

Laminaris aramlasu flilkéknél a sterilitast a fllkén belll a steril leveg6é aramlasa biztositja.

{4 ”~”

A sémas abran lathatdé flilke esetén a kintrél beszivott levegd egy HEPA sziiron (High
Efficiency Particulate Air) halad at. A sz(rt, steril leveg6 fentrél lefelé aramlik, majd a
fulke munkarésénél a fllkét hasznald személy iranyaba kifelé tavozik. A pontos
felépités és elrendezés azonban gyartdként valtozik.



Gyakran hasznalt médiumok

RPMI DMEM

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

izomsejt, gliasejt, neuron, stb.)
hasznaljak.

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



Sejtvonalak 1.

Hela sejtvonal

Az els6 daganatos sejtvonal 1951-b4l.[>]

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

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

Mai napig az egyik legelterjedtebb sejtvonal, kiterjedten
hasznaljak kutatasra.

Hela sejtek Osztodo Hela sejt

Henrietta Lacks
(1920-1951)



Sejtvonalak 2.

Jurkat sejtek

Tumoros T-sejtvonal, egy 14 éves acut lymphoblastos
leukémidban (ALL) szenvedé 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 Nigéridban 1963-ban.!8!

EBV pozitiv, a virus integralédott a genomba.?]
Transzfekcios kisérletek gyakori sejtvonala.

HepG2 sejtek

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

Sp2 sejtek
Nem-szekretoros egér myeloma sejtvonal, hybriddma
fuzidhoz hasznaljak.l'*1 > [asd 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)

Tripankeék

El6 sejtek Elpusztult sejtek




Példa sejt életképesség vizsgalatara
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Propidium-jodid: DNS-t & e E ot 11 35¢
e o 17 » - ’ 0
koté fluoreszcens molekula, g ﬁ ol
mely azonban az €I6 sejtek | S ] Tk
membranjan nem jut at. A - g g ] Apoptotikus 3,2%
S
Q |
B R ; : 8 :
. . : g w o =8
Annexin V: Az apoptotikus ‘m“_ } ] . i3 -
. ;e s =8 ; R EEl R BEL BRIl BRI BB
sejtek membranjaban 0 z%00 e T
9 , . nnexin V-
el6fordulo foszfatidil- . . o
szerinhez kotédik = Jurkat-sejtek + camptothecin (kemoterapia)
3 Elhalt 9,3%
Eh{- e
: o
o o ._"
b)) s é 4 Apoptotikus 28,3%
s =
& ' T
|| 8_"‘

0 5,000,000 10,067,283 1 6 72

FSC Annexin V-FITC



Phagocytak funkcionalis tesztjei

Izolacio: Normalisan a sejtek kitapadnak az Gveg vagy mlanyag fellletekhez.

Migracid: Spontan vagy chemotaxissal iranyitott sejt migracio vizsgalata in vitro
vagy in vivo. (pl. skin window teszt)

Phagocytosis vizsgalata:

— Nem-opszonizalt

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

— Nitro-kék-tetrazdlium (NBT) teszt, myeloperoxidaz (MPO) teszt, alkalikus
foszfataz 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°-]
— Filtracié (vérsejtek mérete alapjan)
— Gradiens centrifugalas (pl. Ficoll-gradiens centrifugalas, a vér alakos

elemeinek slrdsége alapjan) VBrésvérseit
orosversej

Ficoll (1,077)

Sejtszam
S\

Lymphocyta

Monocyta

T

1.060 1.070 1.080 1.090 1.100 1110

Siirtiség (g/ml)

* Adhézios tulajdonsagokon alapuld eljarasok:
— Nylon vatta: monocytak és a B-sejtek kitapadnak
— Mlianyag/ivegfelszin: monocytak kitapadnak, lymphocytak eltavolithatok



Ficoll-gradiens centrifugalas 1.

K6zonséges centrifugalas:

Alakos elemek

| Vérplazma (térfogat kb. 55
szazaléka)

— Buffy coat (fus+tct) - Ebben mindenféle

<1% fehérvérsejt megtalalhaté

l. A Erytrhocytak (térfogat kb.
Vérvétel Centrifugalas 45 szazaléka)

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

/ Vérplazma

Lymphocytak + monocytak

.| S (PBMC)

/
:
N .
I = Ficoll

.. Ficoll/ . ‘—’— Erythrocitak + neutrophilek
Vérvétel Centrifugalas és eosinophilek

]
/




Ficoll-gradiens centrifugalas 2.

Periférias vér mononuklearis sejtjei (PBMC,
Peripheral blood mononuclear cells = nem-

szegmentalt magvu fehérvérsejtek):
Lymphocytak, monocytak (és kis aranyban
basophil granulocytak)20-



Skin window teszt!12]

1. Az alkar volaris felszinén
eltavolitjak a bor felsé6 rétegét.
(cél: latszdodjanak a kapillarisok,
de még ne vérezzen)

2. A képz6dott sebre filter papirt tesznek, a papir a
vizsgalattol fuggben kilonb6z6 anyagokat,
chemokineket (pl. IL-8) tartalmazhat.

3. A sériilés helyén a sejtek kilépnek az érpalyabdl és a
filter papirba vandorolnak.

4. A papirt bizonyos idé elteltével eltavolitjak, a sejteket
uveglapra kenik és megvizsgaljak a sejtes osszetételt.

Ertelme: Sejt migracié in vivo vizsgalata, pl. egészséges

onkéntesek dsszehasonlitasa autoimmun betegekkel, stb.

Skin window az alkaron

A beavatkozas nem hagy
heget, a seb napokon beldl

gyogyul.



A macrophagok sejtfelszini molekulai

Scavenger receptor _@

Manndz receptor

MHC I

CR1 (CD35)
LFA-1 %

(CD11a + CD18)

CR3
(CD11B +CD18)



Phagocytosis teszt

Moddszer:
* Jelolt partikulumokat

(pl. egész baktériumokat)

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

Phagocytosis fluoreszcens
mikroszkdppal vizsgalva

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

Phagocytosis immunhisztokémiaval

vizsgalva



Példa phagocytosis vizsgalatara

A: Kezeletlen macrophagok FITC- B: Kezeletlen macrophagok FITC-el

el jelolt latex gyongyok nélkil jelolt latex gyongyokkel inkubalva
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Oxidativ burst

Phagolysosoma 1. Phagocytosis (phagosoma)

l

2. Phagosoma + enzimeket
és szabadgyokoket
tartalmazé lysosoma
egyesul - phagolysosoma

Neutrophil sejtmembranja

f
() NADPH-oxidéz N l

@) SzuperOXid'dizmuta’Z NADF:'@NADPH ) i . L,

3 Mieloperoxidaz S 3. Az enzimek és az oxidalo

: " 6 el es sye s

@ Katalaz aer” © epa szabadgyokok elpusztitjak a
(5 Glutation-reduktaz kérokozot

® Gliikéz-6-foszfat-dehidrogenaz

Korokozd

Neutrophil o
baktérium



NBT teszt

CGD-s beteg Normal kontroll

. Phagolysosoma
Neutrophil ~\

sejtmembranja -

1 4

@ NADPH-oxidaz o~
@ Sszuperoxid-dizmutaz NADP+™ NADPH
@ Mieloperoxidaz =

L cer” © epg

F; Katalaz
= Glutation-reduktaz
“ Gliikdz-6-foszfat-dehidrogenaz

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

Krénikus granulomatoézus betegség (CGD, chronic granulomatous disease)!14:

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

« A velesziiletett immunsejtek képtelenek reaktiv oxigén szabadgyokoket
termelni. > Nem tudjak elpusztitani a kdrokozokat. - Primer immunhiany

* Visszatérd, els6sorban bakterialis

képzédéssel gyerekkorban.

és gombas fert6zések granuloma




Myeloperoxidaz festes

* A myeloperoxidaz (MPO) a myeloid immunsejtek (f6leg neutrophil granulocytak)
egyik jellegzetes enzimje, mely a szabadgyok termelésben jatszik szerepet.

* Sejten bellli kimutatasa leukémias betegségekben lehet fontos, a sejtek myeloid
eredetének igazolasara hasznalt marker.[1> 16.

Phagolysosoma

Neutrophil : |
sejtmembranja - ‘ \\&
\ ; [
-

4

@ NADPH-oxidéz ‘;®<

@ Szuperoxid-dizmutaz NADP+= NADPH
©) Mieloperoxidaz S OR

@ Katalaz e e

® Glutation-reduktaz
Z Glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz

Myeloperoxidaz kimutatasa acut promyelocytas
leukémiaban (AML-M3 vagy APL)



Lymphocytak funkcionalis tesztjei

Lymphocytak polyclonalis aktivacidja:

— Novényi lektinekkel, pl. fitohemagglutinin (PHA)

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

— Cr-51 felszabadulas vizsgalata izotop-jelolt célsejtek segitségével

— Elpusztult célsejtek aranyanak d&ramlasi citometrias meghatarozasa, pl.
Annexin V vagy propidium-jodid festéssell17:]

B-sejtek funkcionalis tesztjei:
— Immunglobulin termelés detektalasa (immuncitokémia, ELISA)
— Immunglobulin génatrendez6dés vizsgalata PCR-al
— Plague forming cell assay (PFC) - Immunotoxicitas 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 lépeései:

CTL-target cell
conjugate

Vol
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Granule CTI

( .onjugate cytoplasmic
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CTL Target cell

CTL recycling
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CTL granule
€XOCYTOsIs

1. Antigén .felismerés, 2. Konjugacio,

4. CTL granulum exocytosis 5. Cél sejt apoptosisa

3. CTL citoplazma atrendezodés

6. Disszociacio



A CTL indukalta apoptosis mechanizmusa:

GRANULE EXOCYTOSIS

sy o PATHWAY. FAS PATHWAY
AL VR
Granule | .Q 'Yy Granzyme
\ 'y \ )
N % P
/."‘ )
' i

N\
/ Fas death

3 nitiator caspasc
Perforin poré Initiator caspasc | doiins

¢
¢ . 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
képességénekl(8] ¢és az ADCC-nek!?!
(antitest-dependens celluldris cytotoxicitas,
|lasd el6adason) a vizsgalatara alkalmas in
vitro maddszer, pl.:

Tumoros betegek cytotoxikus sejtjeinek
vizsgalata tumorsejtek ellen.

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

2. Célsejt elpusztul, a kréom
felszabadul

3. Centrifugalas, a Tc-k és a
sejttormelék lelilepednek a csé
aljara

4. A felildszé krom tartalmanak
mérése




Passziv cutan anaphylaxia teszt (PCA)

IgE PBS PBS
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A kisérleti allatba intradermalisan antitestet (altalaban IgE-t) injektalnak (pl.
vizsgalt alany szérumat). 24-48 odraval késébb antigén keveréket adnak be
intravéndsan Evans kék festékkel egyitt. Antigén-antitest kapcsolddas esetén a
reakcid helyén fokozddik az érfal permeabilitasa és felhalmozddik a festék.[20]



Kevert lymphocyta kultura (MLC)

lymphocytaja lymphocytaja

® o
© _
80 ©

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 beépiul a jelolt
timidin, mely kimutathato.

Transzplantaciok elott a donor és a recipiens immunoldégai inkompatibilitasanak

vizsgalata.[21, 221



Th sejtek fobb altipusai

Citokinek

@®_ @ Cellularis immunvalasz
(intracellularis kérokozok)

IFNy

Humoralis immunvalasz
OOQ

E—— (extracellularis kérokozok)

IL-4, IL-13

o) o Extracellularis korokozok,
—> o

gombak
IL-17, IL-21
0O  Antigén-specifikus
E 09 szuppresszio (lasd késbbb)

IL-10, TGFB

* Th17 sejteknek szerepe lehet killonb6z6 gyulladasos autoimmun kérképekben. (1asd késébb)
* Regulatdrikus T-sejtek (Treg): Az immunvdlasz negativ szabalyozasaban (szuppreszio)
fontosak (lasd kés6bb), jellemzé immunfenotipusuk: CD4+/CD25+/Foxp3+



CBA (Cytometric Bead Array!23.)

« Aramlasi citometrias modszer - 1asd 5. gyakorlat

Lényege: Kilonbo6z6, valamilyen paraméter (pl. méret, fluoreszcens festék) alapjan
megkilonboztethetd mikrogyongyok (,bead” = gyongy) felszinére célzottan
kothetbk ki molekuldk (pl. DNS, fehérjék, koztiik antitestek is)

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

Gyongy keverék:

\o \s

Méret vagy fluoreszcencia alapjan
kivalasztott gyongy vizsgalata
(kérdés: kotédott-e hozza antigén?)




Gyongyok jellemzdi

Méret szerinti csoportositas:
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Fluoreszcencia szerinti csoportositas:
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Fluoreszcencia intenzitas

Leggyakrabban

kiilonb6z6

citokinek

koncentracidinak meghatarozasara hasznaljak.

[23, 24]



FL2 fluoreszcencia

Luminex XMAP technoldgial?>]

Gyongyok csoportositasa Kivalasztott gyongyok tovabbi
fluoreszcens jelol6dés alapjan vizsgalata
Q0090000000 IL-6
0000000000 ® IRy
Q200009 ®O®® Relevansgyongyok
2000000000 kivalasztasa

2000000000 ’ p
90900000000 )
0000000000

Q90090000000 S

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 kulonb6z6 féle gyongy is vizsgalhato 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 — Erésen pozitiv
R5 =[L-10 —— Pozitiv
R6 =TNFaa —— Pozitiv
R7 = 1L-12p40 — Negativ

Kvantitativ vizsgalat:
A pozitivitas mértéke is meghatarozhatd!




A komplement rendszer funkcionalis
tesztjei

e Mikor vizsgaljak:
— Visszatéro fert6zések, komplement rendszert érinté immunhidny gyanuja
— Autoimmun kdrképek

 Altalanos teszt: hemolizisen alapulé vizsgalatok > CH50 vagy CH100(26,27]

A

\ Komplement
| aktivacio

+ )

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

Anti-barany vvt
antitest

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
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Sampling tubes of QuantiFERON TB Gold Plus

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

TB1 ANTIGEN Tube
* Includes Mycobacterium tuberculosis specific antigens ESAT-6 and CFP-10
+ Peptides recogn,lz | by MHC Cl,@ss%tadeteet CD4 response. <

QuaniFERON®Nil Y:DE ( Q N

: 0
TB2 ANTIGEN Tube QuantiFERON® TB2 =) =) C € 2

* Includes Mycobacterium tuberculosis specific antigens ESAT-6 and CFP-10
« Peptides recognized by MHC Class | and Il to detect CD4 and CD8 combined response.

e & . w——
E QuantiFERON® TB1 = fl‘ mE CE?
tu

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

— Sample to Insight

Internal Training Use Only - January 2017



sssss QuantiFERON-TB Gold Plus Protocol
QIAGEN

Step 1: Whole Blood incubation

T

IFN-y is stable
Nil ESAT-6  Mit at 2-8° C for at
1 - 1ogen
Control CFP-10 Control least 4 weeks
1) 1mL of whole blood (x4) and 2) 15 minutes
incubation at +37°C for 16-24 h| Centrifugation

Step 2: INF-y ELISA testing

3) Add plasma
and conjugate.
Incubation 2H
at room
temperature
4)(\)’\635'1 then add Substrate. 5) Calculation and results
reading after 30 min. printing

— Sample to Insight

Internal Training Use Only - January 2017



20800 Active and Latent Tuberculosis Infection

00000
QIAGEN
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%

}As active TB rates decrease, LTBI diagnosis & preventive treatment grows in

Impo rtance
1. WHO. Global tuberculosis report 2014. http://apps.who. Inuirls/bltstreamn0665/137094/1/9789241564809 _eng.pdf?ua=1, Dec 1, 2014. 2. WHO. Guidelines on
the management of latent tuberculosis infection. 2014 http:/apps.who.int/iri eam/10665/136471/1/9789241548908_eng.pdf?ua=1, Dec 1, 2014.

- Sample to Insight
Intenal Training Use Only - January 2017



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 2-36
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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