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In vitro In vivo Human vizsgalat
kisérlet allatkisérlet
Konnyen standardizalhato ElS szervezetben Orvosi szempontbdl a
és reprodukalhatdé modellezhetok kérallapotok, leginkdbb relevans

tesztelhet6k gydgyszerek,
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Nehéz belble kovetkeztetni A nyert eredmények nem Koriilményes (pl. nehéz
az élélényekben feleltethetok meg az mintat szerezni, etikai

végbemend folyamatokral emberi vizsgalatokkal megfontolasok, stb.)



Sejt/szovet tenyésztés bevezetl!

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

— Precizen kontrolldlhaté kisérleti kortilmények. (pl. sejtszam, médium,
hémérséklet, vizsgalt anyag koncentracidja, inkubacids idék, stb.)

N
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Sejtkultura Szovet vagy szervkultura

%
Stimulaciod \»@
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Cec e “‘ & sejtosztddas

Rovid tavu sejtkultura (pl. Hosszu tavu sejtkultura (pl.
normal sejtek biopsziabal) daganatos sejtvonal)

Korlatozott
sejtosztodas




Sejttenyésztes
J Y
A teljes sterilitas alapfeltétell - Fert6zott sejtkultura esetén kontrollalhatatlan a
kisérlet.
— Munka a sejttenyészté flilke alatt
— Steril eszk6zok hasznalata (pl. pipettahegy, petri csésze, stb.)
— Sejttenyészté médiumok antibiotikus védelme

A sejtek sejttenyésztdo médiumokban 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:
— Hémérséklet (= 37 °C)
— Paratartalom (= 90 %)
— CO2 tartalom (= 5-6 %)

Hosszu tavu (évek, évtizedek) tarolas folyékony nitrogénben lehetséges. Klinikai
felhasznalas:

— Ivarsejtek fagyasztasa infertilitast okozé kemoterapias kezelések el6tt!2

— Koldokzsinérvér fagyasztasa (hemopoetikus 6ssejtekben gazdag, nem rutinszerd,
jelenleg ellentmondasos mdodszer3 41)



Sejttenyészto steril fulke

Laminaris aramlasu flilkéknél a sterilitast a fllkén belil a steril leveg6é aramlasa
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A sémas abran lathatoé flilke esetén a kintrél beszivott levegé egy HEPA sziir6n (High

Efficiency Particulate Air) halad at. A sz(rt, steril levegé fentrdl lefelé aramlik, majd a
filke munkarésénél a fiulkét hasznalé személy iranyaba kifelé tavozik. A pontos
felépités és elrendezés azonban gyartéként 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.

Altalaban fenolvords indikatort tartalmaznak = Elhasznalt, savas médiumnal sargdra 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 nélkul hoztak létre, ez kés6bb etikai
kérdéseket vetett fel, mikor a Hela sejtek teljes genomjat
publikaltdak 2013-ban.[6]

Mai napig az egyik legelterjedtebb sejtvonal, kiterjedten
hasznaljak kutatasra.

Henrietta Lacks
HelA sejtek Osztddo Hel A sejt (1920-1951)




Sejtvonalak 2.

Jurkat sejtek

Tumoros T-sejtvonal, egy 14 éves acut lymphoblastos
leukémiaban (ALL) szenvedd beteg (JM) periférids
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.®]
Transzfekciods kisérletek gyakori sejtvonala.

HepG2 sejtek
Egy 15 éves beteg majrakjabol (hepatocellularis
carcinoma) szarmazik.[10]

Sp2 sejtek
Nem-szekretoros egér myeloma sejtvonal, hybriddma
fuzidhoz hasznaljak.[** > l1asd 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

(o}

16 sejtek Elpusztult sejtek ElS sejt

m



Phagocytak funkcionalis tesztjei

Izolacid: Normalisan a sejtek kitapadnak az tGveg vagy milanyag fellletekhez.
Migracio: Spontan vagy chemotaxissal iranyitott sejt migracié 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-tetrazolium (NBT) teszt, myeloperoxiddaz (MPO) teszt, alkalikus
foszfataz teszt, lizozim teszt, stb.

Citokin termelés vizsgalata:
— ELISA, ELISPOT

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



Skin window teszt!12]

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

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

vizsgalattél figgbden kilonbo6z6 anyagokat,
chemokineket (pl. IL-8) tartalmazhat.
3. A sérulés 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 O0sszetételt.
Ertelme: Sejt migracié in vivo vizsgalata, pl. egészséges
onkéntesek 6sszehasonlitasa autoimmun betegekkel, stb.

A beavatkozas nem hagy
heget, a seb napokon belil

gyogyul.



Phagocytosis teszt

Modszer:

 Jelolt partikulumokat (pl. egész baktériumokat)
inkubalnak egyutt a phagocytald sejtekkel.

* Ertékelés mikroszképpal vagy aramlasi citometriaval
(utébbi - 5. gyakorlat)

Phagocytosis fluoreszcens
mikroszképpal vizsgalva

Phagocytosis
immunhisztokémiaval vizsgalva

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




NBT teszt

CGD-s beteg Normal kontroll
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Lényege: A reaktiv szabadgyokok redukaljak a festéket, mely kékes szint ad.[13]

Krénikus granulomatézus betegség (CGD, chronic granulomatous disease)!#1:

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

* A velesziletett immunsejtek képtelenek reaktiv oxigén szabadgyokoket
termelni. > Nem tudjak elpusztitani a korokozdkat. - Primer immunhiany

* Visszatérd, els6sorban bakteridlis és gombas fert6zések granuldoma

képz6déssel gyerekkorban.




Myeloperoxidaz festés

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

* Sejten bellli kimutatasa leukémias betegségekben lehet fontos, a sejtek myeloid
eredetének igazolasara hasznalt marker.!1> 16
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Myeloperoxidaz kimutatasa acut promyelocytas
leukémiaban (AML-M3 vagy APL)



Lymphocytak funkcionalis tesztjei

Lymphocytak polyclonalis aktivacidja:

— Noveényi lektinekkel, pl. fitohemagglutinin (PHA)

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

— Cr-51 felszabadulas vizsgalata izotép-jelolt célsejtek segitségével

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

B-sejtek funkcionalis tesztjei:
— Immunglobulin termelés detektalasa (immuncitokémia, ELISA)
— Immunglobulin génatrendez6dés vizsgalata PCR-al
— Plaque 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)



Krom-51 felszabadulas vizsgalata

Cytotoxikus sejtek (T, NK) sejtpusztité

képességénekl(1®] és az ADCC-nek!1?] Cr-51
(antitest-dependens cellularis cytotoxicitas, N ®
|lasd el6adason) a vizsgalatara alkalmas in °* o
vitro maodszer, pl.:
Tumoros betegek cytotoxikus sejtjeinek ‘
vizsgalata tumorsejtek ellen.
1. Cr-51 jelolt célsejtekkel egyitt 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 lellepednek a csé
aljara

4. A feltldszé krom tartalmanak
mérése




Passziv cutan anaphylaxia teszt (PCA)

PBS, IgE PBS“ulgE PBS,, Ig

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



Kevert lymphocyta kultura (MLC)

Recipiens Donor

Felhasznalas:

lymphocytaja
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+ [3H]-timidin
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lymphocytaja

@ o

Inaktivalt
(besugdrzassal vagy
mitomycin C-vel)

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

Transzplantacidk elétt a donor és a recipiens immunoldgai inkompatibilitasanak

vizsgdlata.[21 22]



CBA (Cytometric Bead Array!23.])

« Aramlasi citometrias modszer = lasd 5. gyakorlat

Lényege: Kilonb6z6, valamilyen paraméter (pl. méret, fluoreszcens festék) alapjan
megkilonboztetheté mikrogyongyok (,bead” = gyongy) felszinére célzottan
kothetSk ki molekuldk (pl. DNS, fehérjék, koztik antitestek is)

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

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




Gyongyok jellemzbi

Méret szerinti csoportositas: Fluoreszcencia szerinti csoportositas:
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DNS vizsgalat Immunwzsgalat Leggyakrabban kiulénb6z8 citokinek
| koncentracidinak meghatdrozasara
< hasznaljak. [23. 24]

Receptor-ligand vizsgalat  Enzim vizsgalat




FL2 fluoreszcencia

Luminex xMAP technoldgial?>!

Gyongyok csoportositasa Kivalasztott gyongyok tovabbi
fluoreszcens jelol6dés alapjan vizsgalata
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L3 fluoreszcencia

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

CBA analizis példa (citokin mérés)

Gyongyok kapuzasa: o Gyongyok csoportositasa:
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A pozitivitas mértéke is meghatarozhatd!
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