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Absztrakt

Az antitestek az immunrendszer altal termelt glikoproteinek. A legfébb feladatuk
a szervezetbe kerllt idegen anyagok felismerése, azaltal, hogy egyedi
molekulamintazathoz specifikusan kotddnek. Az igy megjelolt korokozékhoz az Fc
receptorral rendelkezé immunsejtek tudnak kapcsolodni, amely kivéltja az adott sejt
effektor funkcidjat. Ezen funkciok egyike a fagocitozis, amely sordn monocitak, neutrofil
granulocitadk bekebelezik és elpusztitjak az idegen anyagot. Egyes esetekben azonban,
amelyeket frusztralt fagocitdzisnak neveznek, a célpont tul nagy ahhoz, hogy egyetlen
fagocita teljesen elnyelje. Ezen talalkozasok sordn az immunsejtek arra torekszenek, hogy
maximalizaljak a célfelllettel vald érintkezési terlletet, ami vékonyan elteriilé sejteket
eredményez. Ha az antitestek egy fellletre vannak immobilizalva, akkor ez a fagocita és
a célfelillet kozotti érintkezés cipzarszeri tapadast eredményez[1]. A biofizikai
modszerek fejlédése lehetdvé tette ezen adhézids koOlcsOnhatas vizsgalatat egyedi
sejteken. Nem csak arra van lehetdségiink, hogy az egyedi aktivaciot nyomon kdvessiik,
hanem a tapadéas eréssége is mérhetd a sejtek megdérzése mellett. Kutatomunkdm soran
THP-1 sejtekkel dolgoztam, amelyek emberi monocitak modellezésére alkalmasak. Ezek
adhézids tulajdonsagait vizsgaltam immunglobulin indukalt frusztralt fagocitozis soran.

A szamitogép vezérelt mikropipetta lehetévé tette a sejtek egyedi aktivacidjdnak a

crer

crer

méréseket nanofluidikai atomeré mikroszkép (FluidFM) késziilékkel kapott
eredményekkel is dsszehasonlitottam. A FluidFM egy olyan mikrofluidikaval ellatott,
robotizalt Atomerd-mikroszkop, amely alkalmas egyedi sejtek adhézios kinetikdjanak
kozvetlen rogzitésére[3]. Eredményeik alapjan e két modszer lehet6vé teszi a sejtek
roncsoldsa nélkil azok manipulalasat és jellemzését komplex mintdkban. Ez a
roncsolasmentes kisérleti megkozelités lehetové teszi a sejtek kivalogatasat és tovabbi

analizisét a kiilonbozo stimulusok hatasra bekovetkezd aktivaciojuk soran.



Abstract

Antibodies are glycoproteins produced by the immune system. Their main task is to
recognize foreign substances that have entered the body, by specifically binding to a
unique molecular pattern. Immune cells with an Fc receptor can connect to the pathogens
identified in this way, which triggers the effector function of the given cell. One of these
functions is phagocytosis, during which monocytes and neutrophil granulocytes engulf
and destroy the foreign material. However, in some cases the target is too large to be
completely engulfed by a single phagocyte. During this process called frustrated
phagocytosis, immune cells seek to maximize the area of contact with the target surface,
resulting in a thin spread of cells. When antibodies are immobilized on a surface, this
contact between the phagocyte and the target surface results in a zipper-like adhesion[1].
The development of biophysical methods made it possible to study this adhesion
interaction on individual cells. Not only we can monitor the activation of individual cells,
but the strength of adhesion can also be measured without damaging the cells. In my
research, | worked with THP-1 cells, which are suitable for modeling human monocytes.
| investigated their adhesion properties during immunoglobulin-induced frustrated
phagocytosis. The computer-controlled micropipette made it possible to observe the
individual activation of the cells and to display their relative adhesion strength[2]. |
examined the adhesion of the cells under different conditions to make the measurement
technique as precise and reproducible as possible. In addition, | also performed the
experiment with different concentrations of reagents. | also compared the measurements
with the results obtained with a Fluidic force microscope (FluidFM). FluidFM is a robotic
Atomic Force microscope equipped with microfluidics that is suitable for direct recording
of the adhesion kinetics of individual cells[3]. Based on our results, these methods enable
the careful handling, characterization and manipulation of complex samples containing
various cell types. This nondestructive approach allows for the downstream analysis of

the investigated cells in response to various stimuli.
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2 Célkitizés

A munkam célja, hogy szamitdégép vezerelt mikropipettaval és FluidFM
technikaval vizsgaljam a THP-1 sejtek frusztralt fagocitdzis altal kivaltott adhézios

tulajdonsagait kiilonboz6 felszineken és kiilonboz6 koriilmények kozott.

Els6sorban a szakirodalommal ismerkedem meg. Mivel a THP-1 sejtek
monocitoid jellegli sejtek ezért az immunvalasz velesziiletett agaban kell elmélyiilnom.
Az immunsejtek adhézids képességeit figyelembe véve és hogy a témaban eddig milyen
felfedezéseket végeztek. Kulonos figyelmet kell szentelnem az ellenanyagok Altal
Kivaltott folyamatokra.

Mivel €16 sejtekkel fogok dolgozni igy azok kezel€sét és fenntartasat is meg kell
ismernem. gy pedig a steril munkakorilmények betartasaval kell végeznem a

feladataimat a sejtekkel és ennek szabdlyait is el kell sajatitanom.

Megismerkedem a hasznélt eszkdzok elméleti hatterével. Elsajatitom a
milkodtetésiiket, helyes hasznalatukat és megtanulom a kapott adatok kiértekelését, a
szlikséges programok hasznalatat. A két mddszerre kisérleti protokollt tervezek, hogy a
sejt adhéziot megfeleloképpen tudjam meghatarozni. A kapott eredmények alapjan pedig
majd tudom a két technikat értékelni alkalmassaguk szempontjabdl és 6sszehasonlitani
oket.



3 Bevezetés

3.1 Szamitogep vezérelt mikropipetta

= sz

mikropipetta rendszert hasznaljuk. Ez a kapillaris alapui mikrofluidikai mddszer egyedi
sejtek valogatasat teszi lehetévé folyamatos vizualis kontroll mellett. Ezért a folyamat
teljesen irdnyithatd, és szinte valds idében befolyasolhaté annak minden 1épése. Tovabbi
elénye, hogy a technika jel6lésmentes, azaz a sejteket nem feltétleniil kell megjeldlni a

méréshez.

A rendszer f6 eleme a Zeiss Axio Observer egy invertalt fluoreszcens mikroszkop,
hozza kapcsolddik egy Olympus U-CMAD3 kamera. A targyasztala motorizalt és két
dimenzidban mozgathat6. Maga a sejteket felszivd mikropipetta egy mikromanipulator
allvanyhoz csatlakozik. A mikropipettéat, illetve a mintatartét is egy-egy joystick
segitségével lehet manudlisan vezérelni és amelyek a Marzhduser cég termékei. A
szeleprendszer iranyitasaért a kozponti Cellsorter iranyitd egyseég felelds. A rendszer
minden eleme csatlakozik a szamitogéphez és ott vezérelheté a Cellsorter Kft. altal

készitett szoftverrel[4], [5].

1D micromanipulator
controller

stage
controller

-
 Se—

fiid X
- 5
Fluorescent microscope equipped with digital camera,
20 motorized microscopo stage, motorized fine focus
. : 5 3D joystick 1D joystick
Syringe pump with a syringe|

3.1. &bra Mérérendszer vazlatos felépitése (https://www.cellsorter-scientific.com)

A letapadt sejtek felszedése szeleprendszer altal keltett nyomas segitségével torténik. A

rendszerre két fecskendo van csatlakoztatva ¢és MQ vizzel van feltoltve. A két fecskendo
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egyike felfliggesztve van a mérés sikja fellett, ez biztositja a magas nyomast a sejtek
kinyomasakor. Szamunkra a masik fecskend6 a lényeges, itt hozzuk létre a vakuumot,
amit a sejtek felvételére hasznalunk. A fecskend6t mindig 40ml allasban csatlakoztatjuk
a rendszerbe. Azért 40 ml-re allitjuk mert ilyenkor 1.01325 bar nyomés van a
fecskenddben. Ha csatlakoztatva noveljiik a fecskendd térfogatdt nyomaskiilonbséget
hozunk létre a rendszerben. Ez kiszamithato a kovetkezd képlet alapjan:

piV1 = p.V2

Ap =p, —p1

3.1. Egyenlet Boyle—Mariotte-térvény

Ha a fecskend6t 40 ml-r6l 50 ml-re allitjuk a fecskenddt a keletkezd nyomas kiilonbség
202,65 mbar lesz. Ugyelni kell, hogy a mérések soran a fecskendébe bejuto vizet eltavolitsuk,
a nyomas valtoztatasok kozott.

A sejtek felismerését a Cellsorter program automatikusan végzi. A Kijeldlt mérési
tertiletet megadjuk és a program beszkenneli. A Petri-csésze esetleges egyenetlenségének
esetére a program kompenzécidés algoritmust kindl, ha beallitjuk a mérési terulet négy
sarkanak a fokuszat, akkor a program egy dontott sikot illeszt a terliletre. Ez megakadalyozza,
hogy a mikropipetta beleiitkoz6n a Petri-csésze aljaba. A sejtek felismerésére ket automatikus
algoritmus all rendelkezésre a hisztogram median metddus és a lokalis variancia mddszer. Mi
a lokalis variancia madszert alkalmaztuk. Allithatd a minimalis és maximalis sejtméret
valamit az észlelés érzékenysége. Az értékeket optimalizalni kell, hogy minél kevesebb
legyen a hamis detektalasok szama. A sejtek kdzotti legrévidebb utat a program egy utazé

Ugyndk probléma szimulacio alapjan szamolja ki[5].

Az éltalunk hasznalt mikropipetta nyildsa 70 um nagysagi. A mérés soran a pipetta

helyzetét a programban meg kell adnunk, hogy a mikromanipulator képes legyen az



automatikus sejt valogatéasra. A pipettanak legaldbb 10 pm-re kell megkdzelitenie a felszint

az optimalis miikddéshez. Mérés kozben figyelni kell, hogy ne Utkdzzon a felszinbe.

Wall of the micropipette

T lifting force

) fluid flow

immobilized ligand

T——

3.2. 4bra A mérés kizben a mikropipetta altal egy sejtre hato er6k sematikus abrazolasa [4]

3.2 FluidFM

A folyadéker6-mikroszkopia az atomerémikroszkop egy tovabb gondolt valtozata
melyben a rugolapkaban mikrocsatorna taldlhatd, amelyet nyomasszabalyozo
rendszerhez csatlakozik. Igy 1étrehozva egy eréérzékeny nanopipettat, amely képes vizes

koriilmények kozott miikodni[6].

Tubing to pressure controller

Drilled AFM
probe holder

Microchanneled
Buffer solution cantilever
~ Substrate

Optical/fluorescent microscopy

A £l

3.3. abra A FluidFM rugolapjanak sematikus rajza és a tiihegyek elektronmikroszképos képei[6]

Miik6dése az AFM-en alapul, melyben a felszint egy hajlékony rugdlapkéra
rogzitett piramidalis hegy ’szkenneli’ le és maga a rugdlapka egy piezoelektromos
kristalyhoz van rogzitve. Az elmozdulasat egy lézer fény segitségevel tudjuk megfigyelni,

amely a rugolapkardl visszaverédve egy négykvadrans pozicidérzékeny detektoron
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(PSD) keresztill tajékoztat a rugdlapka elmozdulésairdl. Az X-Y scanning soran a PSD
a jelek valtozasait a jelfeldolgozo egység elemzi, és a visszacsatolé modulba viszi be,
amely vezérli a piezoelektromos csOmeghajto Z (fiiggéleges) mozgasat, hogy a
visszacsatolasi paraméterek A&llandéak legyenek, igy a minta haromdimenzios
tulajdonsagait tudja nyomon kdvetni, igy példaul a sejt adhéziot is vizsgalni. Elénye,
hogy a vizes kdzegben vald miikkodése miatt a mintakat fizioldgias kornyezetben lehet

tanulmanyozni, nagyfoku preparacio nélkul[6], [7].

A FluidFM egy folytonos és zart csatorndval rendelkezik, amely tetszélegesen
kivalasztott folyadékkal toltheté meg, ami a konzol végén talalhaté nanométeres nyilason
keresztul lokalisan adagolhatd. Ez lehetévé teszi az egyedi sejtek preciz manipulaciojat,
szallitasat, injektalasat. az altal, hogy a nyomast valtoztatjuk. Ha a FluidFM szondat
kontakt modban egy sejthez kozelitjiik és a folyadékcsatorndban negativ nyomast
alkalmazunk, a sejt fiiggbleges iranyban szorosan a rugélapka nyilasahoz hizhat6, igy a
feliiletr6l levalva a sejt felveheté. A nyomas megforditasaval a sejt a kivant helyre

teheto[8].

—

3.4. 4bra Altalam mért eré-elhajlas gorbe egyedi THP-1 sejten

3.3 Immunrendszer

Az él6lények bonyolult kapcsolatokat alakitanak ki egymassal és ezek koziil nem
mind j6 indulatd. Minden ¢él6lény jelentds energidt fektet mas fajok fenyegetéseinek

azonositasara es semlegesitésere. A fennmaradasuk sikeressége a vildgban kéz a kézben
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jar egy hatékony immunrendszer jelenlétével. Ezért részletes ismerete szamunkra

elengedhetetlen.

Az immunrendszer f6 feladata a szervezetbe behatold patogenek, példaul
baktériumok, gombak vagy virusok elleni kiizdelem. De az is kulcsfontossagu, hogy
megvédje magat a méreganyagoktol és a megvaltozott sajat sejtektdl, példaul eloregedd
vagy rakos sejtekt6l. Szervezetiink kémiai és szerkezeti gatak komplex haldzatat
hasznalja, mint példaul a bér vagy a nyalkahartya a homeosztazis fenntartdsanak
érdekében. Az immunrendszer sejtes és humoralis elemei biztositjak szervezetlink
tovabbi vedelmét [9], [10].

IMMUNHOMEOSZTAZIS

dendritikus sejt -
makrofag ) (" T-limfocitak
vd T-sejtek S
komplementrendszer

CD5* B-sejtek ( citokinek

antibakterialis peptidek

<—=TVTP>POU>

NK-sejtek  (_ B-limfocitak

granulocitak

——-M-MrcCNOmrm<

élleaanyagok
citokinek o

3.5. dbra A veleszlletett és az adaptiv immunrendszer egyiittmiikodése az immunhomeosztazis

fenntartasa érdekében.[10]

Az immunhomeosztazis 6sszetevéi, ahogy 3.6 &brén is lathatd, két alapvetd
csoportba sorolhatoak; veleszuletett és adaptiv immunitas. A strukturalis akadalyok
mellett a velesziiletett immunitas az invaziv fertdozésekkel szembeni kezdeti védelmi
vonalként szolgal. Gyors, nem antigén-specifikus reakcid, hanem konzervalt molekularis
mint&zatokra specifikus, a velesziletett immunitas akéar azonnal reagéalhat. Ennek a gyors
valasznak az alapja, hogy a velesziiletett immunsejtek receptorai, melyek a csiravonalban
kodoltak, felismernek kiilonbozé patogén asszocialt struktdrakat. Az adaptiv immunitas
lassabban 1ép mitkodésbe €és biztositja példaul az invaziv kérokozdk teljes felszamolasat,
valamint az adott patogénre specifikus limfocita populacidék megjelenésével, illetve és igy

az immunoldgiai memodria kialakitasat. Az adaptiv immunitasként ismert antigén-
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specifikus valasz tobb id6t vesz igénybe a fertézés elleni kiizdelemhez.[9] Az antigén-
specifikus antitestek plazmasejtek altali |étrehozasa kulcsfontossagld az adaptiv

immunitas szempontjabol [11].

Az immunrendszer f6 sejtjei a monocitak, granulocitak és limfocitdk mind
kiilonboz6 fajta fehérvérsejtek. A neutrofil granulocitak, makrofagok, monocitak,
dendritikus sejtek, oszteoklasztok és eozinofilek tratoznak a professzionalis fagocitak
kozé. Olyan mintazatfelismer6 receptoraik vannak, amelyek felismerik a
gazdaszervezetben nem jelenlévé korokozo-asszocialt molekuldk (immunstimulansok)
mintézatait, beleértve a mikrobidlis DNS-t, a lipideket és a poliszacharidokat, valamint
példaul a bakterialis flagellumokat alkotd fehérjéket. A fagocitak a felismert kérokozot
képesek bekebelezni majd megemeszteni és antigén egyes epitopjait mas
immunsejteknek prezentalni. A velesziletett immunrendszer antigénprezentald sejtjei
kozvetlenil mutatjdk be a mikrobidlis antigéneket a T-sejteknek, hogy adaptiv
immunvalaszt inditsanak el. Ebben a folyamatban kiemelt szerepe van a dendritikus

sejteknek.

A limfocitdk felelosek az adaptiv immunvalasz elképeszt6 specifitasaért. Az
antigénprezentald sejtek a patogén bekebelezése utan egy kozeli periférias nyirokszervbe
vandorolnak ott kozvetlenul aktivaljadk a T-sejteket, hogy reagaljanak a mikrobialis
antigénekre. Ez immunoldgiai valaszt valt ki, és kolcsonhatasba lépve a keletkez6
antitestekkel és a T-limfocitakkal (a csecsemOmirigyb6l szarmazo limfocitak) amik
fontos effektorsejtek a sejt altal kdzvetitett immunitasban. A limfocitdknak mésik fajtaja
a B-limfocitdk, amelyek a humoralis immunitas kulcsfontossdgi Osszetevoi, €s a
csecsemOmirigytdl fiiggetleniil a csontvelbol keletkeznek. A humoralis immunrendszer
elemei, példaul komplement fehérjék, citokinek vagy antitestek, effektor funkcioik és
immunmodulalé hatasuk kifejtésével segitik el6 az immunvalasz iranyitasat,

finomhangolasat a szervezetet ér6 kihivasnak megfelel6en[12].

Az immunrendszernek, hogy hatékony maradjon tébbféle kihivassal is szembe
kell néznie. A legfontosabb, hogy felismerje a szervezetre karos Uj anyagokat, amelyek
belekerlinek, akar olyanokat is, amelyekkel még soha nem talalkozott. Kritikus, hogy
képes legyen idomulni a véltozdsokhoz, mikézben fertézésekkel, rakos elvaltozasokkal
harcol. Ezért fontos, hogy felismerje a hibasan miikodé sajat sejtjeinket is és azokat

pusztitsa el miel6tt kart okoznanak. Fontos tulajdonsédga tovabba, hogy memoriat
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alakitson ki, hogy képes legyen gyorsabban reagalni az altala ismert veszélyes
korokozokra [13].

Annak ellenére, hogy a velesziletett és az adaptiv immunitas két kilon targyalt
folyamat, szorosan egyiitt miikodnek. A neutrofil granulocita egyik példaja ennek a
kolcsonhatasnak. A keringd leukocitak tobbsége, vagyis az Osszes fehérvérsejt 60%-a
neutrofil granulocita. A velesziiletett immunitas kezdeti védelmi vonalaként miik6dnek
az invaziv korokozok ellen. Ezenkivil azéltal, hogy példaul antitestekkel kdlcsénhatasba

Iépnek, az adaptiv immunitas fontos aspektusait kbzvetitik[10].

3.3.1 Immunoglobulinok

Az adaptiv immunitas a behatold organizmusokra adott valaszként jon Iétre. A
korokozo-specifikus antigéneket a B-sejtek akar kdzvetlendl, akar antigénprezentald
sejtekkel (APC) vald kolcsonhatas révén ismerhetik fel. Ezutdn a T-helper sejtek

clésegitik a sejtosztodast és az antitestszintézist. Az ellenanyagok, vagyis
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3.6. &bra Az immunglobulin molekula altaldnos szerkezeti felépitése[10]

immunglobulinok (Ig) glikoprotein molekulak. Altalanos szerkezetét két konnyii lanc és
két nehéz polipeptid lanc alkotja. A lancokat diszulfid hidak kotik 6ssze. N-terminalisan,
ahol az antigénekhez kotédik, talalhaté az Fv varidbilis régid. Ez a 110-130 aminosavbol
allo variabilis régio adja az antitest specifitasat az antigén megkotésére. A valtozo regio
tartalmazza a konnyl és nehéz lancok végeit. Az antitest protedzzal torténd kezelése
lehasithatja ezt a régidt, és Fab- vagy fragmens antigénkot6dést eredményez, amely
magaban foglalja az antitest variabilis vegeit. A C-terminalisban talalhaté nehéz lancok
pedig egy konstans szerkezetii régiot alkotnak, amelyet Fc régionak neveziink. Ez a régio

felel6s az effektor funkciok ellatasaért.[10]
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Négy els6dleges hatas van, amelyen keresztiil az antitestek miikodnek. A

neutralizacié soran az antitestek korokozokhoz vagy toxinokhoz kotédnek, hogy
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3.7. abra A human immunglobulin izotipusok és alosztalyaik sematikus rajza[15]

megakadalyozzdk, hogy a korokozok sejteket fertézzenek meg. Az opszonizacio
folyamata alatt a megjeldlt idegen patogéneket fagocitak eliminaljak. A komplement
rendszer aktivalasat is képesek meginditani. A komplement kaszkad egy fehérjekomplex
képzddéséhez vezet a baktériumokon, amelyek képesek azt elpusztitani vagy fagocitakat
is aktivalhat, hogy elpusztitsa azokat a baktériumokat, amelyeket egyébként az
immunrendszer nem ismerne fel. Az utolsé az antitest-dependens sejt-kozvetitett
citotoxicitdas (ADCC). Az ADCC akkor fordul elé, amikor egy antitest egy sejt
felszinéhez kotott Fc része kdlcsonhatasba lep az immunsejteken, példaul makrofagokon,
NK-sejteken és neutrofileken talalhatd Fc-receptorral. Ez arra készteti az immunsejtet,

hogy az antitesttel bevont sejtet a lizalja[14].

A B-sejtekbdl differnecialodd plazmasejtek képesek 6t antitest izotipus

kivalasztasara, amelyek konstans régiojukban es effektkor funkcidjukban kulénboznek.
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Mindegyik osztalyt egy betii jel6li, amely az immunglobulin sz6 roviditéséhez
kapcsolodik: 1gG, IgM, IgA, IgD és IgE. Az IgG osztalyu antitestek négy alosztalyra
(IgG1-4), az IgA osztalyu antitestek pedig két altipusra (IgA1-2) bonthatok. A négy
human Ig G-alosztaly globalis szerkezete nagyon hasonld, de az egyes alosztalyok kozott
jelentés kiilonbségek vannak, amelyek befolyasoljak kotédésiiket a molekulakhoz és
receptorokhoz, befolyasolva a funkcionalitasukat[15], [16]. Az ellenanyag alosztalyok
aminosav-szekvenciaja tobb mint 90%-ban azonos, és foként kapocsrégidjukban
kalonbdznek egymastol[16]. Az antigénekkel, Fc receptorokkal vagy komplement
rendszerrel valé koélcsonhatds valtozo, ami az IgG alosztalyok kozotti minimalis
szerkezeti valtozasok jelent6sen befolyasoljak az altaluk kivaltott effektor funkciokra. Az
IgG1 antitestek a legszélesebb korben kutatott és a kutatasban hasznalt ellenanyag-
izotipusok elterjedtségiik és nagy stabilitdsuk miatt. Funkciondalisan az 1gG3 rendelkezik
a legnagyobb hatéssal, ezt koveti az 1gG1, az 1gG2 és 1gG4 pedig kevéshé képes aktivalni
az immunsejteket. A rugalmasabb forma nagyobb interakcidt tesz lehetéveé az
antigénekkel vagy az FcR-rel, ami javitja az effektor funkciokat a jelenség molekularis

magyarazata szerint[17], [18].

3.3.2 Fc receptorok

Fc-résziikon keresztiil az antitestek szamos receptorhoz kotddhetnek, beleértve az
Fc-receptorokat (FcR), a C-tipusu lektinreceptorokat, a TRIM21-et vagy a Polimer
immunglobulin receptort. Ezek koziul az FcR kiemelkedd szerepet tolt be a cellularis
immunvalasz (FcR-t hordozé immunsejtek altal kozvetitett) és a humoralis immunoldgiai
valasz (antitestek altal kozvetitett) athidalasaval. A leukocitak tdbbsege, mint a B-sejtek,
NK-sejtek, makrofagok, neutrofilek, hizdsejtek vagy vérlemezkék, legalabb egy osztalyu
FcR-t expresszalnak[19]-[21]. Az FcR altal kozvetitett effektor funkciok a receptor
tipusatol és az antitest-kdlcsdnhatas aviditasatdl fuiggenek[15].
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3.8. abra Ig G-t koté Fc receptorok[10]
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Az 1gG-FcyR hat altipusra (FcyRI, FcyRIIA, B, C és FcyRINIA, B) és harom osztalyra
(FcyRI [CD64], FcyRIl [CD32] és FcyRII [CD16]) oszlik. A valtozatos immunsejtek
feliiletén kiilonb6z6 szam FeyR talalhatd. Az FcyRINIB a neutrofilek altal leggyakrabban
expresszalt fehérje, ezt koveti az FcyRIIA, FcyRl és FcyRIIB[22]. Az FcyRIIB
kivételével az 6sszes IgG-FcyR olyan aktivalo receptor, amely az immunreceptor tirozin
alapu aktivaciés motivuma révén kommunikal. fordulat a gyulladasos effektor
mechanizmusok aktivalddasat valtja ki. Ezzel szemben az FcyRIIB egy gatld
immunreceptor tirozin alapu gatlasi motivumon hat, amely az immunsejtek aktivaciéjat
gatolja[23].

3.3.3 Intravénas immunglobulin

Az intravénas immunglobulin (IVIG) tébb mint 1000 véradé plazmajabdl
szarmaz6 poliklonalis IgG antitestekbdl allo gyogyszer. Eredetileg antitest- kiegészitésre,
antitest hidny esetén alkalmazzak, mint peldaul hipogammaglobinémia, vagy csontvel6-

transzplantécid utan[24].

Az aggregalt vagy fellletre rogzitett IVIG képes kotddni a makrofagok aktivalo
Fcy receptorahoz, melyeket keresztkotve Kivaltja a sejtek aktivaciojat, peldaul
fagocitozist vagy citokin termelést. Kimutattdk tovabba, hogy az immunglobulin gatlo
hatast fejt ki makrofagokon gatlé FcyRIIB-n, illetve a nagy affinitasu FcyRI telitésén
keresztul és igy gyulladascsokkenté szerepe van. Az intravénas immunglobulin modulélja
a veleszuletett és adaptiv immunvélasz kilonb6z6 sejtjeit, beleértve a dendritikus
sejteket, monocitdkat és makrofagokat, granulocitakat, természetes Ol6sejteket, B-
sejteket és a T-sejtek kiilonbozd alcsoportjait. Noveli a szabalyozd T-sejtek szamat,
amelyek Kritikus szerepet jatszanak az immuntolerancia fenntartasaban, és gatolja a T-
helper sejtek differencialodasat és mikk0dését, amelyek szamos autoimmun betegségben
szerepet jatszanak. Az intravénas immunglobulin megvaltoztatja a B- és T-sejtek
kolcsOnhatasait, és csokkenti a patogén antitest-termelést, gyorsitja a patoldgias, példaul

autoantitestek kiiiriilését a szervezetbol[25].

3.4 Frusztralt fagocitozis

A fagocitdzis egy aktinfliggd, receptor altal kozvetitett mechanizmus, amelyet a
sejtek alkalmaznak idegen anyagok (példaul patogén baktériumok és kornyezeti

hulladékok) és 0,5 pm-nél nagyobb atméréjii apoptotikus sejtek elnyelésére és
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elpusztitasara[26]. A professziondlis fagocitakként ismert sejtek, amelyek magukban
foglaljak a makrofagokat, neutrofil granulocitdkat és dendritikus sejteket, nagy
hatékonysaggal képesek fagocitézisra. Ezek a sejtek szamos fagocita receptort
expresszalnak, amelyek aktivaljdk a fagocitozist eredményezd jelatviteli utvonalakat.
Elsésorban a velesziiletett immunvalasz részeként milkodik, hogy elpusztitsa a
korokozokat, és eldsegitse az adaptiv immunologiai valaszt beinduldsat a késébbi

fertézések lekiizdésére[27].

A fagocitak kiilonboz6 receptorokon keresztul ismerhetik fel a kiilonb6zo
antigéneket. Ide tartoznak az opszonin receptorok, a scavenger receptorok és a Toll-like
receptorok. Csak néhany receptorrél bizonyitottdk kovetkezetesen, hogy alkalmasak a
fagocitdzis elinditasara, ha 6nmagaban expresszalddnak olyan sejtekben, amelyek
normalis esetben nem fagocitaloak. Ezek példaul az antitesttel opszonizalt részecskéket
felismeré Fc-receptorok vagy a gomba poliszacharidokat felismeré dektin-1-
mintazatfelismerd receptorok[26]. A receptorok a célpontokhoz vald kotddése lehet
kozvetlen vagy kozvetett, opszoninként ismert kozvetitd molekuldk segitségével. Az
opszoninok, amelyek a vérben és az intersticialis folyadékokban keringenek, és az
opszonizécidnak nevezett folyamat révén lerakodnak a célpontok felszinére, magukban
foglaljak példaul az antitesteket, illetve a komplement kaszkad elemeit. A legelterjedtebb
antitest izotipus az 1gG. Az IgG-vel bevont részecskék FcR-ek altali elnyelése a

fagocitdzis legjobban ismert modellje[28].

Az aktivalt receptorok hatasara elindul egy receptor-specifikus intracellularis
jelatvitel, amely a fagocitak membranjanak fokozatos kiterjedését okozza a célpont
fellletén. A sejtek membranjanak terjedése a hagyomanyos fagocitdzisban véget ér
amikor a fagocita membran bezérul, és egy fagoszéma alakul ki, mely kés6ébb
lizoszoméval egyesiilve, létrenozza a fagolizoszomét, ahol a bekebelezett célpont
elpusztitasara kertl sor. A célpont egyes esetekben tul nagy ahhoz, hogy egyetlen fagocita
teljesen elnyelje, ezt a jelenséget frusztralt fagocitozisnak nevezziik. Az immunsejtek a
frusztralt fagocitdzis soran igyekeznek a lehetd legnagyobb mértékben érintkezni a
célfeliilettel, ami ellaposodott, adherald sejtekhez vezet, amelyek csak részben fedik a

célpontot[1].
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3.5 THP-1 Sejtek

A THP-1 egy immortalizalt human monocitoid-sejtvonal. Eredetileg egy gyermekkori
akut monocita leukémias beteg periférias vérébol nyerték ki. A sejtek felszinén
talalhatoak Fc és C3b receptorok, azonban nincsenek immunoglobulinok. Mivel nehéz
nagyszamu human monocitahoz jutni és kevés monocitoid sejtvonal ismert ezért izolalasa
jelentés I1épeés volt[29]. A THP-1 sejtek, beleértve a génmanipulélt szarmazékjaikat,
értékes eszkozoket jelentenek a monocita szerkezetének és miikodésének vizsgalatahoz

mind az egeszség, mind a betegségek szempontjabol[30].

3.7. 4bra THP-1 sejt[30]

19



4 Anyagok és hasznalt modszerek

4.1 Sejtenyészet

A mérések soran THP-1 human monocitoid sejtvonalat hasznaltam, THP-1 (ATCC®
TIB-202™)), amely akut leukémids betegbdl szdrmazik. A sejteket 37°C —on 5% CO2
atmoszféradban, RPMI+10% FCS és 100 I.U./mL penicillin és 100 pg/mL streptomycin
tartalmd médiumban tartottam fenn 500000-1500000/ml kozott tartva a sejtek

=77

4.2 Hasznalt oldatok, eszkdzok

. 1xDPBS oldat (Corning, Corning, New York, Egyesiilt Allamok)

. 5%-0s hypoklorit (Avantor, Radnor Township, Pennsylvania, Egyesiilt Allamok)

. 6 lyuku mikrotitralolemez (6 well, Not- Treated, Polytyrene Costar®; Corning,
Corning, New York, Egyesilt Allamok)

. 70 um-es mikropipetta hegy (BioMedical Instruments, Z6lInitz, Németorszag)

. 70%-o0s Etanol (Molar Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag)

. 96 lyukd mikrotitral6lemez (Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht, Németorszag)

. Allegra X-30R Centrifuga (Beckman coulter, Brea, Kalifornia, Egyesiilt Allamok)

. Amphotericin B (Biowest, Nuaillé, Franciaorszag)
. BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Egyesiilt Allamok)

. Burker-kamra
. Cytosurge FluidFM (Cytosurge AG, Zirich, Svajc)

. FBS (Biowest, Nuaillé, Franciaorszag)
. FluidFM konzol #14548 (Cytosurge AG, Zrich, Svéjc)

. Human normal immunglobulin (IVIg) (Bayer, Leverkusen, Németorszag)

. Kezeletlen feliiletii Petri-csésze (627161, Greiner bio-one, Hungary)

. Kezelt felszinii Tissue Culture (TC) Petri-csésze (Cellstar 627160, Greiner bio-

one, Hungary)

. Kezelt feliileti 6 lyuk mikrotitralélemez (6 well, TC, Polytyrene Sarstedt AG &
Co. KG, Nimbrecht, Németorszag)

. Penicillin-Streptomycin Mixture (Lonza Group AG, Béazel, Svajc)

. RPMI+GlutaMAX(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesilt

Allamok)

. Sejtvalogato mikropipetta rendszer (CellSorter Kft, Budapest, Magyarorszag)

. Zeiss Axio Observer (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemetorszag)
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4.3 Mérés menete

4.3.1 Sejtek izolalasa

A THP-1 sejtszuszpenzié inkubatorban van tarolva (37,5°C; 5 % CO2) innen

kivéve el6szor fénymikroszkop alatt megvizsgalom 10x nagyitason. Ellenérzém a sejtek

= sz

Mivel oldatban n6v6 sejtek nem kell fellletkezelést végeznem, csak 1 ml
sejtszuszpenziot centrifugacsdbe helyezek és lecentrifugdlom 300 relativ centrifugalis
erén (RCF) 5 percig 9 gyorsulas és 5 lassulas erték mellet az 1015-6s szamu centrifuga
betétben. A felulUszét ledntdm majd, a sejteket 3-5 ml PBS oldatban reszuszpendalom,
megmosom. Ismét lecentrifugdlom azonos beaéllitisokon, majd a sejteket
reszuszpendalom 1-5 ml PBS vagy RPMI oldatban, amely 10%-ban tartalmaz magzati
borjuszérumot (FCS), tovabbiakban RF oldat, az adott kisérlettdl fiiggben. A sejtszam
meghatarozasahoz két 10-szeres higitdst 100ul-es sejtoldatot készitek, ezekbdl 10 pl-t
pipettazok Burker-kamrdba és megszamolom a sejteket. A mérések sordn az egyes
35mm-es Petri-cseszékbe, 6 Iyuka mikrotitralélemezen egy lyukba 40000 sejtet
pipettazok. A kapott sejtszamok alapjan, a sejtszuszpenzid higitasanak mertékét ugy kell
meghataroznom, hogy korilbelil mindig ennyit juttassunk egy Petri-csészébe, wellbe. A

96-os lyuku mikrotitralolemez esetén egy lyukba korilbelll 1000 sejtet pipettazok be.
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4.3.2 Feliiletek elokészitése

Mind a Petri-csészéket, mind a mikrotitralolemezt elészor 1ml PBS oldattal

mosom at, majd a megalkotott protokoll szerint készitem el dket.

PBS felllet RF blokk IVIG fedés
1xMosas 1 ml PBS-sel 1xMosas 1 ml PBS-sel 1xMosas 1 m| PBS-sel
2mt PBS oldat 13"9'/ F;E’:';’”Td 1 ml 100pg/ml IVIG

6 0 oldat &~ oldat
30 perc inkubacio szobahdn 30 perc inkubdcid szobahén 30 perc inkubacid szobahén
3xMosas 1 ml PBS-sel 3xMosas 1 ml PBS-sel 3xMosis 1 ml PBS-sel

¥ 1ml RPMI+
4
% 10% FCS oldat

30 perc inkubacié szobahén

3xMosas 1 ml PBS-sel

\ \ ,\

2 m| mérgoldat 2 ml| mérgoldat 2 ml méréoldat

=

4.1. dbra Fedési protokollok Petri-csészékben

A méréshez a Petri-csészéket legalabb 2ml mér6 oldattal kell feltdlteni, a lemezen
a lyukakat pedig legalabb 300 pul oldattal, hogy legyen elegendé folyadék, amely lehet6vé

teszi a pipetta offset beallitasat.

4.3.3 Megfelelé koncentracioju BSA oldat megtalalasa

A szarvasmarha szérum albuminnal (BSA) torténé mérések soran, azt az RF oldat
helyett alkalmaztam blokkoloként. A szilard BSA-t PBS-ben oldottam fel. Egy 96 lyukd
mikrotitralolemezen egy 4x4 lyuk( terlleten 1, 0,2, 0,04 és 0 %-0s BSA oldatot
alkalmaztam az IVIG kezelt felllet blokkolaséara és hasonld koncentréaciéju oldatokat
hasznaltam mérdoldatként. Minden lyukba azonos sejtoldatot helyeztem, majd 10 perc
inkubalds utan azokat lefotéztam mikroszkdp segitségével és a teriiletek adatait is
lementem. Ezutan a lemez lyukakbol lepipettaztam a mérboldatot és egy 0j adag oldatot
pipettaztam ra. Majd 10 perc inkubélds utan ismet lefotéztam ugyan ott az elmentett
teriilet segitségével. A mérdoldat csere elotti €s utani képeken meghataroztam mennyi

sejt maradt a fellleten.
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4.4 Mérés a mikropipettaval

A mérérendszert felkészitem a mérésre. A pumpa rendszert feltéltom MQ vizzel, a kettes
szelepen 1év6 fecskendével, majd a 70 um-es mikropipettat felszerelem a csatlakozéhoz
és azt is feltoltom MQ vizzel. A fecskendében azért marad viz, mert ezt fogom a sejtek
kimosasara hasznalni a hegybdl.

A mérésekhez a mikroszkdp 10x objektivjét hasznadlom és a kondenzor Phl sziir6jét. A
Petri-csésze, mikrotitralolemez behelyezése utan a szamitdgepen beallitom a mérési
paramétereket a Cellsorting programmal. A képkészités paraméterei 4x4 binning,
2048x2048 ROI, 1067 px/mm felbontéas és 20 ms expozicios idd. A scanning ablakban
kijelolom a mérni kivant terlletet és beallitom az egyes sarkokon a fokuszpontot. A képek
elkészilte utdn a program a beéllitdsaim alapjan automatikusan felismeri a sejteket.
Vaéltoztathatd a minimalis és maximalis sejttertiletet, a mérés érzékenysége €és az, hogy
milyen kozel lehet két sejt egymashoz. Mivel a hasznalt mikropipetta hegye 70 um-es
nyilassal rendelkezik csak ennél nagyobb tavolsag lehet a vizsgalt sejtek kozott. A
beallitasokat ugy valtoztatom, hogy kozel 100 sejtet vizsgaljak az adott terlleten, ha
lehetséges.

A program ezutdn megszerkeszti a kivalasztott sejtekre az utat, amelyen végig megy,
ezutan a kovetkezoképpen beallitom a mikropipetta offsetjét:

1. A pipettat az objektiv folé helyezem, majd lassan kozelitem a Petri-csésze aljahoz,
kdzben kocogtatva a mikroszkdpot.

2. A szoftver mikromanipulator ablakaban finoman tudom iranyitani a mozgast akar
1 um lépésekben.

3. Ahogy lassan engedem le figyelem a rezgését a pipettanak és amint azt
abbahagyja megéllitom, majd 1 pm-ként emelem a pipettat, kézben kocogtatva a
mikroszkopot. Amikor elkezd rezegni, az a nullpont.

4. Innen 5 um-t emelek még a pipettan, és a ’set micropipette offset” gombbal
kijel6lom a mikropipetta kozepét a kamera képén.

A mérést 6 fecskendé allason végezem 40/41; 40/43; 40/45; 40/47; 40/49; 40/51 ml,
vagyis egyre nagyobb szivoer6vel az egyes szelepen talalhato 60 ml-es fecskenddvel. A
vakuum kialakulasa miatt a csérendszerben van folyadék, de a fecskendében nem lehet.
A keletkez6é vakuum értékek az 1 képlettel kiszamolva 0,0247, 0,0707, 0,1125, 0,1510,
0,1864 és 0,2189 bar nyomasnak adddnak. Ezek a szivoerdk hatnak a letapadt sejtekre.
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A mérések soran legtobbszor gyarilag kezeletlen feliiletli Petri-csészéket hasznéltam, de
az utdbbi idében 96 lyuka mikrotitralolemezre probaltam a modszert atvinni ezzel

csokkentve a szikséges anyagmennyiségeket.

4.5 Mérés FluidFM-mel

Az els6 1épés a mérdrendszer felkészitése a mérésre. Fontos a bekapcsolasi
sorrend. Eloszor a Cytosurge rendszer pumparendszerét kapcsolom be majd a
mikroszkopot és annak fényforrasait, a rezgésmentes, optikai asztalt, amin a mikroszkop
foglal helyet és végiil a szamitdégépet. A miszer kezelését az ARYA programmal kell
végezni. Haszndalat utan mindig egy védé konzol van felhelyezve csak ezt eltavolitva
tudjuk a mérési konzolt felrakni. El6szor azonban egy moso lemezt készitek mivel a
konzol nem allhat a leveg6ben folyadék tér nélkiil beszarad az Ureges rugolapka. Ez
tartalmaz 5%-o0s hipoklorit oldatot, 70 %-o0s alkoholt, MQ vizet és mérési puffert is.

Legaldbb 4 ml-t mérek be ezekbdl, hogy a konzolt biztos ellepje.

Ezutan a moso lemezt és a konzol tartot behelyezem a mérétérbe. A program
segitségével ledobom a régi konzolt és felhelyezem az Ujat megkeresve a rugolapkat a
mikroszkop képén. Ezutan a 1ézer sziirét tavolitom el és a 1ézer fényt a rugollapka
kozepére allitom. Visszahelyezem a lézersziir6t és a programban maximalizalom a
szignalt. Ha Uj konzolt hasznalok akkor azt ezutan a foltéltom folyadékkal és megmérem
a rugo allandojat és ezutan ismét maximalizalom a lézer szignaljat. Ezutan a puffer
oldatban megmérem a szenzitivitast és a konzol hegyét kbzépre allitom. A szenzitivitast
minden mérés elétt meg kell hatdrozni az iires mérdfeliileten 20 mV fesziiltségen,
legalabb 3 mérés atlagabol. Ugyelni kell, hogy amig a konzol a levegében mozog pozitiv
nyomaserték legyen rajta, hogy ne kertiljon buborék a rendszerbe. A konzolt tart6 lemezt

ezutan mar kicserélhetem a mérd lemezemre, amikor készen allok elkezdeni a munkat.

A mosasi folyamatot minden sejt utan el kell végezni, nehogy a rendszer
elduguljon. El6sz6r magas pozitiv nyomason MQ vizbe majd hipoklorit oldatba helyezem
a rugollapkat, majd kétszer mosom két kilén MQ vizes lyukban és végiil a mér
pufferben. A hipokloritos, vizes mosast addig végzem mig az 6sszes sejttormelék nem
tavozott a rendszerb6l. Makacsabb szennyezOdés esetén a 70 %-os alkoholban is
megmosom. Ugyelek ra, hogy az alkoholos és hipokloritos lyukbol sose menjek rogton a

sejtes lyukba, mert ez a sejtek haléalat okozza.
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5 Eredmények és értékelésiik

5.1 IVIG blokk specificitasanak ellenorzése

Annak igazolaséra, hogy az adhézids értekek az Fc receptor és az IVIG molekula
kdzott létrejott kolcsonhatasbdl szarmaznak. Gyarilag kezelt és kezeletlen Petri-csészék
felliletét vontam be a protokoll szerint PBS-sel, RF oldattal és 100ug/ml IVIG oldattal. A
fecskend6 allasok kozotti valtozasokat feljegyeztem, mennyi sejtet sikerllt az adott
nyomaskulonbséggel felszedni az egyes koérokben, és kiszamoltam, hogy a sejtek hany
szazalek maradt letapadva a Petri-csesze felszinére. Két féle Petri-csészét hasznaltam,
egyet melynek felulete gyarilag kezeletlen, polisztirol volt és egy szovettenyészet kezelt
(TC) feliiletii cseszét, melyet gazplazméaval kezelnek, hogy a hidroféb milanyag feliiletet
hidrofilebbé tegyék. A kiértékelés itt még manualisan tortént. Az RF oldattal kezelve a
sejtek adhézidja a fellletre nagyon gyenge, ezért mar az els6 mérés soran az Osszes sejtet

felszivja a mikropipetta.

Két Petri-csésze felllet egymas mellett

100
\ ® PBS
S \ =, VIG
[ - PBS-TC
& ¥ IVIG-TC
= RF
= 50
g \ © RF-TC
]
>
©
(]
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()
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0 O < < © ©
24,7 70,7 1125 151 186,4 218,9

Nyomaskilénbség (mbar)

5.1. dbra Két féle Petri-csésze fellletének dsszehasonlitasa PBS, IVIG+RF és RF kezelés mellett

A PBS és IVIG oldattal kezelt feluletek mar sokkal érdekesebbek voltak hiszen
ott mar létrejott sejtadhézio. A csak PBS-sel kezelt fellleteken, elektrosztatikus
kolcsonhatés torténik a sejtek és a Petri-csésze fala kdzott. Ezek a polisztirolbdl készilt
Petri-csészék jo adszorbens réteget biztositanak, ami segiti sejtek felszini fehérjéinek

kihorgonyzasat a fellllethez. Az eloszlasokon is lathatd, hogy a gyarilag kezeletlen felulet
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sokkal nagyobb szorast okoz a mért értékekben, ezen egyenetlenségek miatt, igy nem
garantalt a jo kot6helyek 1étrejotte. A TC feluleten lathato is, hogy tébb sejt maradt
letapadva és a szoras is kisebb. Ez mutatja nekiink, hogy a sejtek kilonleges kezelés
nélkul is képesek kitapadni a Petri-csésze aljara. Viszont kitlinik, ha az RF-et csak
magaban hasznaljuk akkor az blokkolja a teljes felszin tapadasat, ha pedig IVIG mellet
alkalmazzuk akkor csak az IVIG-re specifikus kotések maradnak meg a Petri-csésze
fellletén. Az IVIG-et a THP-1 sejtek Fc receptorai ismerik fel, mely egy tébbek kdzott
fagocitdzist is kivalto receptor, és kivaltja sejtek adhézidjat. Lathatd, hogy ez a specifikus
kapcsolat 1étrejott, hiszen a TC feliilettd] fiiggetleniil a sejtek hasonléan reagalnak a

novekvo szivoerore.

5.2 Mérési technika pontossaganak ellendrzése soran felmeriilt
kérdesek

A mikropipetta bar sz&mitogep vezérelt sok manuélis Iépése van egy mérés
beallitasa soran. Ez rengeteg hibalehetdséget hordoz magaban. A biztositott szoftver nem
a legtokeéletesebb, sokszor lefagy, ami noveli a kisérleti id6t, a sejtek tal sok id6t téltenek
a nem inkubalt kérnyezetben.

A pipetta hegy magassagat manudlisan kell bedllitani az offset beallitas soréan,
amely maga egy nagyon szubjektiv folyamat, mas- méas egyén mast itél meg tokéletes
magassagnak. A mikropipetta iranyitoja sajnos nem kulonallo egyseg igy a legkisebb
razodas is elmozdithatja par nm-t, ami nagy tavolsagokka adddhat 6ssze. Ezért az offsetet
nyomasnovelések kozott sziikséges sokszor Gjra allitani, ami ismét csak noveli a kisérleti
ido6t.

Ezen és még tébb okbdl kifolyolag a mérések nehéz reprodukalhatdsagat a sejtek
bioldgiai varianciaja mellett Ezért sok mérést végeztem, hogy megnézzem miként lehet a
legjobban reprodukélhatd eredményeket végezni, hogy lehet a mérési modszeriinket

javitani.

5.2.1 Szamit-e, hogy a sejteket PBS vagy RF oldatban taroljuk-e?

A sejteket eleinte, mindig PBS oldatban vizsgaltam és hogy ellenérizzem ez

= z=7

olyan Petri-csészében készitettem, amelyeket egy éjszakan at a htitében fedtem IVIG
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oldattal, egy éjszakan &t (ON), és csak mérés el6tt RF oldattal. Az RF oldatos mérésbol

11, mig a PBS-bél 4 mérést hasonlitottam dssze.

100 Gyaérilag kezeletlen
T felulet, IVIG-el
fedett, ON, sejtek
PBS-ben felvéve

: Gyérilag kezeletlen
felllet, IVIG-el
fedett,ON, sejtek
I RF-ben felvéve

A S

24,7 70,7 112,5 151 186,4 218,9
Nyomaskilénbség (mbar)

50

Letapadva maradt sejtek (%)

5.2. &bra PBS és RF oldatban felvett sejtek 6sszehasonlité diagrammja

Az 5.2 &brén lathatd, hogy bér az RF oldatban nagyobb a szorés egy multitesztes t préba

(1. tablazat) szerint nincs szignifikans kilonbség.

Szignifikans? P érték PBS-ben felvettsejtek atlaga RF-ben felvett sejtek atlaga Kiilonbség SE kilénbség tarany df  Korrigalt P érték
100 100 0 0

Nem 0,742299 53,05 59,58 -6,533 19,42 0,3365 12 0,889885
Nem 0,502088 18,88 31,97 -13,1 18,93 0,692 12 0,889885
Nem 0,56516 10,27 19,15 -8,876 15,01 0,5915 12 0,889885
Nem 0,367784 1,427 6,897 -5471 5,845 0,9359 12 0,889885
Nem 0,294698 0 4,503  -4,503 4,109 1,096 12 0,876902
Nem 0,356766 0 2,405  -2,405 2,509 0,9584 12 0,889885

1. tAblazat Multitesztes t proba soronként a PBS és RF oldatban felvett sejtek kdzott

5.2.2 Az IVIG éjszakan at torténé ikubucacioja hat-e a mérésre?

Kovetkezének azokat a méréseket vetettem Ossze, amelyeket éjszakai fedéssel
készitettem, a protokoll szerinti mérésekkel, megnézni, hogy okoz-e kiilonésebb eltérést
a sejtek tapadasadba. A méréseket RF oldatban kivett sejtekben végeztem, gyarilag
kezeletlen feliiletli Petri-csészékben. Az ON mérésekbdl tizenegyet mig a protokoll

szerinti mérésekbdl tizennégyet vetettem dssze.
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5.3. dbra Aznapi és éjszakan &t tartd 1VIG blokkolas sszevetése

A 5.3-es abran lathatd, hogy az ON mérések szdrasa sokkal nagyobb, azonban a

multitesztes t proba (2. tdblazat) itt sem talélt szignifikans kilonbséget.

Nem 0,072543 59,58 77,11 -17,53 9,317 1,882 23 0,234376
Nem 0,116028 31,97 49,92 -17,95 10,99 1,633 23 0,234376
Nem 0,17886 19,15 31,89 -12,75 9,192 1,387 23 0,270973
Nem 0,094901 6,897 16,37 -9,476 544 1,742 23 0,234376
Nem 0,327325 4,503 7,89 -3,387 3,384 1,001 23 0,396717
Nem 0,405382 2,405 4,019 -1,615 1905 08476 23 0,409436

2. tdblazat Multitesztes t proba soronként az aznapi és éjszakan at tarté 1VIG fedés kozott

5.2.3 Szamit-e, hogy mérés kozben a méré kozegiink PBS vagy RF
oldat?

A mérések soran legtobbszor a mérd kozeg az az oldat volt, amiben a sejteket
kivettem. Felvetddott, hogy ellenérzom melyik jobb mérékdzeg a szords szempontjabol.
Ebbdl a célbol négy-négy mérést végeztem ON IVIG felulettel és a sejteket RF oldatban
vettem fel, majd igy mértem be a 40000 sejt/ml sejtszamot a feltoltott Petri-csészékbe és

a mérés elott a sejteket RF vagy PBS-be tettem az adhézids vizsgalat idejere.
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5.4. abra Mérés 6sszehasonlitasa RF-ben és PBS-ben

A tapadés a kisérletek sorén ismeretlen okok miatt nem volt teljesen megfelel6 a

sejtek hamar feljottek. Az lathat6 a 5.4-o0s diagrammon, hogy a sz6ras RF oldatban sokkal

nagyobb, de at proba, 3. tablazat, szerint nincs szignifikans kulénbseg a két mérés kdzott.

Szignifikans? P értek R0en PBS-ben \ionbseg | SE t o gp Korrigalt

mérés atlaga mérés atlaga kilénbség  arany P érték

100 100 0 0

Nem 0,406601 35,81 57,39 -21,58 24,19 0,8923 6  0,410667
Nem 0,116294 4,093 20,83 -16,74 9,125 1,834 6 0,35237
Nem 0,015252 0,2425 3,973 -3,73 1,111 3,359 6 0,092426
Nem 0,179415 0 1,703 -1,703 112 152 6 0,362418
Nem 0,355918 0 05 -0,5 0,5 1 6 0,410667
Nem 0,355918 0 0,25 -0,25 0,25 1 6 0,410667

3. Tablazat Multitesztes t proba soronként az RF és PBS mérések sszehasonlitasara

5.2.4 FCS hatasa a sejtadhéziora

A sejteket eddig mindig RF oldatban inkubaltam, ami 10%-os FCS tartalmazott.
Megvizsgaltam, hogy tiszta RPMI tapoldatban is hasonldan viselkednek-e majd a sejtek.
Egyes sejteket egy éjszakan at RPMI-ben inkubaltam mig egy masik adagot RF oldatban.
Két-két mérést végeztem ON IVIG-nal kezelt Petri-csésze felszineken.
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5.5. abra Sejtek inkubalasa egy éjszakan at RF és RPMI oldatban

Az adhézios képességek kozott nem lathato szamottevo kiilonbség és ezt a t proba

is igazolja.

RPMI . s i
Szignifikans? Pérték  inkubdlas T MKUDAIS pisnpeeg o SE , Korrigalt

. atlaga kulénbség a P érték

atlaga

100 100 0 0

Nem 0,329424 84,79 75,16 9,625 7,529 1,278 2 0,984122
Nem 0,974378 69,53 68,93 0,6 16,55 0,03625 2 0,984122
Nem 0,964687 33,06 34,9 -1,84 36,82 0,04997 2 0,984122
Nem 0,71716 16 29,16 -13,16 31,56 0,417 2 0,984122
Nem 0,601056 9,5 24,62 -15,12 24,57 0,6153 2 0,984122
Nem 0,820259 6,5 4,58 1,92 7,43 0,2584 2 0,984122

4. Tablazat Multitesztes t proba soronként az RF és RPMI oldat inkubalas kozott

5.2.5 Mennyire reprodukalhatoak a mérések

Ahhoz, hogy megtudjam mennyire reprodukalhatoak a mérések ugyanazon Petri-
csészén mértem le két kilon terlletet azonos fellleten Gyarilag kezeletlen Petri-csészén

végeztem a meréseket ON 1VI1G-nal kezelt felszinen és RF oldatban.
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5.6. dbra Egyedi mérési sorok azonos Petri-csészéken

A teriiletek kozott nincs szignifikans eltérés parositatlan t-proba alapjan, vagyis
hasonlo eredményeket kaphatunk, ha egy Petri-csészén tobb tertletet is megmerink.

Azonban figyelni kell az id6t mivel tal sok idé elteltével a sejtek elkezdhetnek
elpusztulni.

5.2.6 Megnovelt offset alkalmazasa

Az offset beallitasa soran idealis esetben 10 um tavolsagra van a mikropipetta,

megnéztem mi torténik, ha a vélt beallitas utan még 5 um emelek a pipetta nulla pontjan.
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5.7. dbra Offset novelésének hatasa

A Kisérlet nem volt teljesen sikeres mivel a sejtek adhézios ereje nem volt
megfeleld és igy nem sikeriilt elég adatot felvenni, hogy biztos kovetkeztetést tudjak

levonni.

5.2.7 Méres 96 lyuku mikrotitralolemezen

Azért, hogy csokkentsem a hasznalt vegyszermennyiséget es sejtszamot
elkezdtem az eddigi mérések elvét atiltetni 96 lyukd mikrotitralélemezben torténd
mérésre. A pipetta beallitdsanal itt sokkal dvatosabbnak kell lennem és kevesebb sejtet
tudok mérni egyszerre, de kezeletlen felilleten biztatdo eredményeket kaptam. Harom

Petri-csészés mérést hasonlitottam 6ssze két lemezen tortént méréssel.
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5.8. abra Petri-csésze és mikrotitrallemez nonspecifikus adhéziéjanak dsszehasonlitasa

A lemezen az adhézi6 kisebb, de multisoros parositatlan t-proba alapjan, ahogy a

tablazatban lathat6 nincs szignifikans kilonbség a két modszer kozott.

Szignifikans? Peértek Do Kezelt - PBS kezeltPetri- 5 pqeq  SE Korrigalt
lemez atlaga csésze atlaga kulénbség P érték
100 100 0 0
Nem 0,432602 93,19 88,8 4,387 4,852 09041 3  0,432602
Nem 0,151553 47,33 70,37 -23,05 12,04 1914 3  0,280137
Nem 0,02403 20,26 55,92 -35,66 8,412 4239 3 0,092711
Nem 0,015201 10,19 49,58 -39,4 7,844 5023 3 0,073731
Nem 0,011805 3,36 47,48 -44,12 8,017 5504 3 0,068774
Nem 0,094407 0,86 39,52 -38,66 16 2417 3 0,257323

5. Tablazat Multitesztes t proba soronként a PBS kezelt Petri-csésze és mikrotitraldlemez kozott

5.2.8 Sejtszam hatasa

A véletlenszerlien jelentkezd sejtadhézid csokkenést magyardzhatja az, hogy
amikor a THP-1 sejtpopulacidja tul nagy szamot ér el és ekkor megné az FcyRIIb receptor
expresszalodasa, ami gatolja a sejtek fagocitald képességét. Igy az IVIG feliiletre nem
tapadnak ki.[31] A vizsgalat soran harom sejttenyészetet tartottam fenn egy 6 lyukd TC
mikrotitralolemezen. Egy 570000 sejt/ml koncentracioju térzsoldatbdl higitottam
sejteket, Ugy, hogy a lyukakban a kezdeti koncentracié 500000 sejt/ml 250000 sejt/ml
175000 sejt/ml legyen. Ezutan tobb napon keresztiil mértem mintakat a lyukakbdl a

sejtszdm meghatarozasa mellett.
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5.9. &bra Sejtszam hatdsanak vizsgélata a sejt adhézios képességere

Szignifikans? P érték 100000-200000 atlaga 200000-300000 atlaga Kulonbség  SE kulonbség A df Korrigalt P érték

Nem 0,023783 47,6 74,2 -26,6 8,843 3,007 6 0,113393
Nem 0,013754 20,78 57,22 -36,45 10,59 3,443 6 0,079738
Nem 0,043357 8,528 41,85 -33,32 13,06 2,552 6 0,16247
Nem 0,070284 1,865 32,55 -30,68 13,96 2198 6 0,196379
Nem 0,161057 0,7475 23,94 -23,2 14,51 1598 6 0,296175
Nem 0,234312 0 20,51 -20,51 15,51 1322 6 0,296175
Szignifikans? P érték f  Korrigalt P érték

Nem 0,045693 74,2 56,27 17,93 6,778 2645 5 0,244683
Nem 0,809171 57,22 55,12 2,099 8245 02546 5 0,928357
Nem 0,67341 41,85 48,48 -6,633 1483 04472 5 0,928357
Nem 0,409752 32,55 16,28 16,27 1809 08992 5 0,928357
Nem 0,457442 2394 9,23 14,71 1828 08049 5 0,928357
Nem 0,417949 20,51 4,04 16,47 1866 08824 5 0,928357
Szignifikans? P érték f Korrigélt P érték

Nem 0,424762 47,6 56,27 -8,668 9,978 08687 5 0,564641
Nem 0,030187 20,78 55,12 -34,35 11,46 2997 5 0,142092
lgen 0,001823 8,528 48,48 -39,96 6,641 6,017 5 0,01089
Nem 0,132013 1,865 16,28 -14,42 8,015 1798 5 0,432386
Nem 0,242093 0,7475 9,23 -8,483 6,396 1326 5 0,564641
Nem 0,285591 0 4,04 -4,04 3,38 1195 5 0,564641

6. tAbldzat Multitesztes t-préba a kiilonbozé sejtszam tartomanyok kozott

A sejtszamokat csak olyan tartomanyban tartottam fenn, mint amelyekkel az
eddigi mérések soran talalkoztam. A kapott eredmények alapjan egy ponton 112,5 mbar
nyomason volt szignifikans eltérés a legkisebb és a legnagyobb koncentracidju mérések

kozott.

5.3 Mérés BSA oldattal

Eddig minden fellletkezeléshez RF oldatot hasznaltam az IVIG kezelés utani
blokkolasra. Megvizsgaltam, hogy lecseré¢lhetd lenne-e PBS-ben feloldott BSA oldatra.

Elészor egy 96 lyukt mikrotitralélemezen kiilonbozé koncentracioju blokkold és
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mérboldatokat alkalmazva megnéztem, melyik kombinaciokat lenne érdemes a
mikropipettat alkalmazva megvizsgalni. Ezt a vizsgalatot haromszor végeztem el és az

eredményeket atlagoltam.

BSA sejt oldat

BSA feliilet blokk 1% 0,2% 0,04% 0%
1% 55,84% 49,68% | 40,63% 8,85%

0,2% 73,84% 46,76% | 33,40% 8,03%

0,04% 44,93% 49,66% | 44,03% 4,39%

0% 45,59% 43,63% | 40,02% 9,16%

7. tAblazat BSA koncentrécio vizsgalati mérések sorén a letapadva maradt sejtek atlaga

A 7. tablazatban lathatd, hogy nagyobb szazalékokban alkalmazva a BSA-t jobb
adhézios eredményeket kapunk és egy bizonyos dsszedllitas a 0,2%-os fellleti blokk az
1%-0s mérdoldattal alkalmazva nagyobb relativ adhézidt idéz eld. Ezt az Osszeallitast
tovabb mértem mikropipettas rendszer segitségevel., 6t eredményt feldolgozva Az 5.10
abran bemutattam, hogy a két blokkolasa kozel hasonld, nincs szignifikans eltérés a

kapott eredmények kozott.

100 _

@® BSA blokkolas
B RF blokkolas

Letapadva maradt sejtek (%)

24,7 70,7 112,5 151 186,4 218,9
Nyomaskilonbség (mbar)

5.10. abra Az RF és a BSA blokkolas dsszehasonlitasa

Szignifikins? P érték  BSA blokkolas atlaga RF blokkolas atlaga  Kiilonbség ~ SE killonbség tarany  df K"ré:'tgéi't P
100 100 0 0
Nem 0,619411 728 7711 4314 8528 05050 17 0,855152
Nem 0,921243 51,2 49,92 1,279 12,74 0,1003 17 0,921243
Nem 0,277998 20,2 31,89 -11,69 10,43 1,121 17 0,656504
Nem 0,234438 6,8 16,37 9,573 7765 1233 17 0,656504
Nem 0,137852 12 7,89 6,60 4206 1557 17 0,523669
Nem 0,100837 0 4,019 -4,019 2,317 1,735 17 0,471517

8. Tablazat Multitesztes t-proba a két blokkolasi mddszer dsszehasonlitasara
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5.4 FluidFM mérések.

A FluidFM technikaval is ugy kezdtem a munkat, mint a mikropipetta esetében.
Elészor a PBS-sel kezelt, RF-fel blokkolt, és IVIG-gel kezelt fellileteket hasonlitottam
Ossze. Ezen felul PBS-ben és RF oldatban is elvégeztem az IVIG-es méréseket. A
fellleteket a mar leirt modon készitettem itt is és a méréseket 4 ml RF oldatban vegeztem.
Egyedi sejteket mértem igy a nyers adatok abréazolasa tul sok helyet foglalna el ezért
kiemelem a fontosabb értékeket. A hasznalt rugélapka rugoéallandoja 1,81 N/m volt. A
felUlet szenzitivitasat tobbszér megmértem 20 mV-os kozelitéssel. Amikor sejtadhéziét
mérlink tdbb beallitast tudunk szabalyozni és sok prdba utan az ideélis bedllitasok lett az,
hogy a sejtet a rugdlap 50 mV-ra kozeliti meg 5 um/s-os sebességgel. A sejten 10s-ig
300mbar-os szivoerdt fejt ki, majd folyamatos szivas mellet megemeli a sejtet 80 pm-re.
Ennek a beéllitisnak a hasznalataval a legtobb sejt feljott, azonban 1VIG-gel kezelt
feliileten el6fordult, hogy a paramétereket meg kellet valtoztatni a sikeres adhézid mérés

remenyében.

A kapott adatokat a FluidFM_GUI nevili Matlab programmal értékeltem ki, amelyet Nagy
Agoston készitett. Segitségével a kapott erd-gorbékbdl a rugé allando és szenzitivitas
ismeretében meghatarozhat6 az adhézios erd, az adhéziods energia és az adhézids tavolsag.
Az eredményeket 5.11 abran foglaltam 6ssze, észrevehetd, hogy az IVIG-nal kezelt

felszinnél sokkal nagyobb adhézios erdket sikeriilt mérni, mint a kezeletlen felszineken.

36



Adhézids eré (nN) Adhéziés energia (pJ)
4001 3

300+

]
Z 2004 3
u
R 1 x v
100+ P A v
A A, v
|l‘ A, \ % W
':F v ]
5 oy ‘n“&‘ Yy o ™1 A‘A vV,
0 ] L]

] Ll ]
@ N @ @ & @ @
& o & & & N & &
& S & & & 9 S &
& & & & & & &
hY ) X b i & b ©
S & K 7 & & < &
< & & < N " & X
& R S & Q D &
O ] @ X & N3 N >
@ © @ @ o A
) N © & N ©
& < Q R <
Adhéziés tavolsag (um)
25+
A

20+

15+ ,

10+

m
i 'jn-:j—m—-#w—
ol _sse
& & & &
&S & &
‘QQ‘(\ P %Q ‘Qe’(\ ‘QQ'Q
= N2 & =l
X & ’ 9<?~ X
3 & & &
& N S
o° Q© o
& s &

5.11. abra FluidFM mérések eredménye kiilonbo6zo feliileti kezelések mellet

5.4.1 FluidFM ¢és mikropipetta altal mért adhézios erék

odsszehasonlitasa

A FluidFM képes a sejtadhézid kdzvetlen mérésére, igy az mar a rendelkezésemre
allt a mérés utan. A mikropipetta esetén azonban csak kdzvetett meghatarozasra van

lehetdség szimulacios mérések altal.[2] Az alabbi egyenlet &ltal:

nN
F;, =0.071—"-V Pa + 961 [nN]
Pa
5.1. Egyenlet kisérleti vakuumértékek becsiilt emeléerévé konvertalasahoz.[2]

ahol, FL hidrodinamikus felhajtoeré és V a fecskendében beallitott vakuum mértéke,
kiszamolhat6, hogy adott vakuum mellet 10 pum pipettahegy tavolsag esetén mekkora
hidrodinamikus felhajtoerék hatnak egy sejtre. Ezt meghataroztam a készitett 1VV1G-nal
fedett fellletekre és ezt Gsszevetettem a kapott FluidFM-es mérések eredményeivel. A
két mérés eredményei nagyon eltéréek mivel az eredmények teljesen mas skala egyégen
mozognak. Mivel a FluidFm kozvetleniil méri a sejtadhéziot igy ez tekinthet6 a biztosabb

meghatarozasi modnak
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5.12. dbra FluidFM és mikropipetta mérések adhézios erejének dsszehasonlitasa IVIG feluleten

38



6 Osszefoglalas

A szamitogép  vezérelt mikropipettaval  torténd  sejtadhézidés  erd
meghatarozasokhoz a mérések tobbszdri megismétlése sziikséges ahhoz igényli, hogy
pontos eredményeket szolgaltasson. A legnagyobb valtozot a mérés soran a mikropipetta
offset bedllitasa, vagyis a helyzetének ismertetése a szamitdgép szamara, szolgéaltatja
hiszen ez az egy lépés, amelynek beallitasa automatikusan nem lehetseéges. A magassaga
nagy hatassal van a sejtekre hato erének. Ennek konzisztens beallitdsa fontos a
reprodukélhat6sag szempontjabol. Azonban igy is csak kozvetett adhézios erét szolgaltat
és ahogy ezt bemutattam a jelenlegi szimulaciok alapjan nem kdzeliti meg a val6sagos
értekeket. Azonban a kidolgozott és beallitott paraméterek hasznalataval, nagy
ateresztOképessége és gyors munkavégzése miatt értékes eszkoz kisérletek kezdetén.
Gyorsan ¢és sok sejten ellendrizhetiink rajta kiilonboz6 reagensek, felszinek sejtadhézidra
gyakorolt hatasat, majd az igéretes anyagokkal a FluidFM-ben pontos adatokat

kaphatunk.

A szimuléaciés modszer tovabbi kidolgozasaval akéar pontosabb értékeket is
szolgéltathat a mikropipetta. Tervezek Kkisérleteket végezni a mikropipetta masik
szerelékével, amely Piezoelektromos kristalyt hasznal vakuum generalasara fecskendék
helyett. Tovabbi terveim kozott szerepel a két madszer egylttes hasznélata friss vérbél
vett leukocitdk vizsgalatara. A rendszer kivaldéan alkalmas sejtek valogatasara €s
szepardlasara, ezért a jovében tervezek Kisérletet ennek kihasznélasara, akér
fluoreszcensen jel6lt sejtek kulonvalasztasara szeparalt tenyésztésre. Mar vannak
folyamatban 1évd kisérletek, amelyekben a mikropipettat bioszenzorokkal egytitt

alkalmazzék és ezekben a mérésekben én is tervezek részt venni.
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