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Absztrakt

A szervezet homeosztazisanak fenntartdsa az immunrendszer feladata. A kiilonb6z6 stimulusok
(példaul patogének vagy autoantigének) hatdsara az immunrendszer bizonyos sejtjei aktivalodnak,
ezéltal sejtes és humordlis immunvalaszt kivaltva [1]. Az immunvéalasz monitorozasa elengedhetetlen a
kiilonb6z6 immunoldgiai korképek pontos megértéséhez és diagnosztikajahoz. Az immunvalasz soran,
az adott stimulus hatasara aktivalodo és nem aktivalédo sejtek megkilénboztetésére és az aktivacio
idébeli kdvetésére kidolgozott mddszer egy korszerii orvosi diagnosztikai teszt kifejlesztéséhez jarulhat

hozza [2].

A modern biofizikai modszereken alapuld jel6lésmentes technikdk alkalmasak a human
leukocitdk aktivaciojanak szubpopulaciokra specifikus értelmezésére [3]. A Nanobioszenzorika
Lendiilet Kutatdcsoport altal hasznalt Epic Cardio rezonans racsos hullimvezetd bioszenzor térbeli és
idébeli felbontasa lehet6vé teszi akar egyetlen sejt szintjén az immunsejtek aktivacidjanak kvantitativ,
valos idejii nyomonkdvetését [4]. A leukocitak aktivacidjanak vizsgalata kivitelezhet6 a bioszenzor
fellletének funkcionalizalasaval. Modellrendszeriinkben a feliiletre adszorbealt intravénas
immunglobulin (IVIG) altal kivaltott frusztralt fagocitozist vizsgaltuk, melyet a monocita sejtek
aktivacioja soran tapasztalunk. A THP-1 akut mieloid leukémias monocita sejtvonal alkalmazéasaval
kidolgozott protokollunkat dltetjuk & a human leukocita szubpopulacidk vizsgalatara, melyek
aktivaciojat tovabbi stimulusok: fehérjék, ligandumok, endotoxinok és immunkomplexek jelenlétében

tervezzlk vizsgalni.

A stimulus kivalthatja a sejtek aktivacidja altal kialakulé adhézi6t, amely soran motilitasuk,
illetve morfoldgiajuk valtozasa (méret, alak, szétteriiltség) iddben és térben nagy felbontassal kovethetd
jelolésmentes modon. Hipotézisiink szerint a leukocita populaciok aktivalédasa a sejttipus
fliggvényében eltérd. A jellemz6 biofizikai paraméterek és a kialakult feluleti adhézio stabilitasanak és
kinetikdjanak mérésével megkiilonboztethetové valnak az aktivalodott immunsejtek. Az egysejtes
adatok integralasaval lehetség nyilik az adott stimulussal kivaltott sejtaktivacio értelmezésére egyedi

sejt szinten, akar személyre szabottan.

Ahhoz, hogy a sejtaktivacios adatokat és hullamhosszeltolddasi goérbéket sejttipusokhoz tudjuk
rendelni, a hematoldgiai és immuncitokémiai protokollok alkalmazasa elengedhetetlen [5]. Klasszikus
hematoldgiai (példaul Wright-Giemsa, May-Griinwald) és egyéb sejtorganellum festésekkel (példaul
akridin narancs, Nile Blue) karakterizaljuk és azonositjuk a granulocitakat, monocitakat és limfocitakat
[6]. A morfologiajuk és festddésiik alapjan nehezen megkiilonboztethetd szubpopulaciok beazonositasat
monoklonalis antitestekkel végzett immunfluoreszcens modszerek alkalmazasaval érjiik el. A fobb

leukocita populaciok: CD3* T-limfocitdk, CD19* B-sejtek, CD14" monocitdk, CD56" NK sejtek

crer



Az egyes betegségek soran specifikusan aktivalodé leukocita szubpopulécidk sikeres
megkiilonbdztetése rezonans racsos hullimvezetd, optikai elven miikodo bioszenzorokkal, egy 1j,
megbizhato, gyors, kis vegyszer és helyigényi klinikai, funkcionalis immundiagnosztikai teszt

megalkotasat teheti lehetove.



Abstract

The immune system is involved in maintaining the human organism's homeostasis. In response
to various stimuli (e.g., pathogens or autoantigens), specific cells of the immune system are activated,
thus triggering cellular and humoral immune responses [1]. Monitoring the immune response is essential
for the accurate understanding and diagnosis of various immunological disorders. Differentiate between
activated and non-activated cells during an immune response to a given stimulus and to measure

activation over time could contribute to the development of an advanced medical diagnostic test [2].

Label-free techniques based on modern biophysical methods are suitable for subpopulation-
specific analysis of human leukocyte activation [3]. The spatial and temporal resolution of the Epic
Cardio resonant grating waveguide biosensor used by the Nanobiosensorics Research Group allows for
guantitative, real-time monitoring of immune cell activation even at the single cell level [4]. The study
of leukocyte activation can be performed by functionalizing the surface of the biosensor. In our model
system, we investigated the frustrated phagocytosis induced by surface-adsorbed intravenous
immunoglobulin (IVIG) during monocyte cell activation. We will transfer our protocol developed using
the THP-1 acute myeloid leukemic monocyte cell line to the study of human leukocyte subpopulations,
which we intend to investigate activation in the presence of various stimuli: proteins, ligands,

endotoxins, and immune complexes.

The stimulus can induce cell activation, whereby changes in motility and morphology (size,
shape, spatial spreading) can be detected in time with high temporal and spatial resolution in a label-
free manner. We hypothesize that the activation of leukocyte populations varies depending on the cell
type. By measuring the characteristic biophysical parameters and the stability and kinetics of the formed
surface adhesion, it is possible to distinguish activated immune cells. By integrating single-cell data, it
is potentially possible to translate stimulus-induced cell activation to the individual cell level, even in a

personalised format.

To assign cell activation data and wavelength shift curves to cell types, the use of haematological
and immunocytochemical protocols is essential [5]. Classical haematological (e.g., Wright-Giemsa,
May-Grinwald) and various cell stainings (e.g., acridine orange, Nile Blue) are used to characterize and
identify granulocytes, monocytes, and lymphocytes [6]. Identification of subpopulations that are
difficult to distinguish based on their morphology and staining is obtained using immunofluorescence
methods with monoclonal antibodies. We aim to identify the main leukocyte populations: CD3" T
lymphocytes, CD19" B cells, CD14" monocytes, CD56" NK cells [7].

The successful differentiation of leukocyte subpopulations that are specifically activated in
certain diseases using resonant grating waveguide optical biosensors may enable the development of a

new, reliable, rapid, low reagent cost, and space-consuming clinical functional immunodiagnostic test.
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BEVEZETES

Vitathatatlan a jel6lésmentes bioszenzorok térnyerése az immunoldgiai vonatkozasd kutatdsok
terliletén. Az ellenanyagokkal végzett jeldléses technikdkkal minden esetben bizonyos mértékben
maddosulnak a sejtek funkcionalitasat ado feluleti membréanprotein, -glikoprotein, vagy -proteoglikan
strukturak. A jeldlésmentes technikék a legkiméletesebb vizsgalati médszernek bizonyulnak a tertleten,
mivel kizar6lag a morfoldgiai, motilitasi, adhézids, illetve proliferativ tulajonsagait vizsgaljak a minta
sejtes elemeinek. Ugyanakkor a bioszenzoros jelek értelmezése és sejttipushoz rendelése nagy kihivast
jelent. Szubpopulacidk azonositasara és immunfunkcionalis elemzésekre alkalmas platformok
alakithatoak ki, amelyek segitségével az egyes betegségek patomechanizmusai nyomonkovethetové
valnak. Tovabba a bioszenzorok nagy térbeli és idébeli felbontasa lehet6vé teszi az egyetlen sejt szintjén

torténd elemzéseket.

A szervezet védelmi vonalainak kiemelt szerepléje az immunrendszer. A szervezet barrierjeit
(példaul bért, nyalkahartyat) atlépd patogének az immunrendszer velesziletett sejtes és humoralis
komponenseivel talalkoznak el6szor. A szervezetbe jutott elemek patogenitasa a jellemz6 régioikbol
fakad; ezek lehetnek poliszacharid strukturak, valamint specifikus fehérje domének-polipeptidek. Ezen
régiok az Ugynevezett patogén asszocialt mintazatok (pathogen associated molecular pattern - PAMP).
Felismerésiikre specifikus receptorok fejlédtek ki a velesziiletett immunrendszer sejtein, amelyeket
patogén felismeré receptoroknak neveziink (pathogen recognition receptors — PRR). Ugyanakkor az
adaptiv immunrendszer T-limfocitainak aktivalodasahoz szilkség van a mar lebontott patogén bizonyos
bels6 strukturaink — példaul egy aminosav szekvencia részletnek — bemutatasara. Mindezt az antigén
prezentalo sejtek végzik (antigen presenting cells — APC). Az adaptiv immunrendszer masik fontos
cellularis alkotdi a B-limfocitak. Aktivalddasuk soran a T-limfocitakkal ellentétben, a patogén bizonyos
feliileti struktarajanak specifikus felismerésére szakosodtak, amely el6idézi ellenanyagtermelésiiket,
ezéltal beinditva az adaptiv immunrendszer humordlis valaszat. Az immunvalasz személyre szabott
monitorozasa és az aktivalédd sejtek funkcidjanak értelmezése elengedhetetlen az élettudomanyi

kutatasok és orvosi diagnosztikumok fejlesztésének teruiletén.



1. TEMAFELVETES ES CELKITUZES

A humorélis immunvélasz soran, az ellenanyagok immunkomplexeket alkotnak az &ltaluk
felismert antigénnel. Az immunkomplexeket az aktivalodé effektor sejtek specifikusan, az ellenanyagok
konstans régidit (Fc fragmens), receptoraikkal képesek felismerni. Az effektor sejtek funkcidjanak
értelmezése és egy robosztus vizsgalati platform kialakitasa tulmutatna a jelenlegi klinikai szerologiai
tesztek korlatain. Elképzelheté egy olyan rendszer, amelyben a szervezet egyes folyadékterei, illetve
extracellularis és intersticialis feliiletei modellezhetéek. A feliileteket funkcionalizalhatjuk a
vizsgalando antigénnel, amelyet szérummintaval kezelve és kell§ ideig inkubalva, antigén-antitest
komplexek kialakulasat tapasztalhatjuk. Ugyanazon személy mintajab6l szarmazé leukocitdkat az
immunkomplexeket hordozé rendszerhez adagolva, a leukocitak specifikus aktivalodasa valik
vizsgalhatova. Az optikai elven miikod6 bioszenzorok lehet6vé teszik a sejtaktivaciod id6beli és térbeli
nagy felbontdsi nyomonkdvetését. Az aktivalodd sejtek biofizikai paramétereinek - akércsak a
sejtadhézi6 stabilitdsdnak és kinetikajanak - nyomonkodvetése és a mérési eredmények

immunfunkcionalis kiterjesztése egy Gjfajta immunanalitikai médszer megalkotasat jelentheti.

A bioszenzoros jelek értelmezése a sejttipus flggvenyében a tanulmany kezdeti fazisaban
immuncitokémiai és egyeb hematoldgiai/sejtorganellum festési protokollok kidolgozasat igényli [6]. A
jeloléses protokollokkal azonositott sejtek szubpopulédcidkba sorolhatéak. Kutatasunk tavlati célja
jelolésmentes maddon, kizardlag a bioszenzoros jelekre hagyatkozva értelmezni az immunkomplexek
effektorsejtekre kifejtett hatasanak immunvalaszban bet6ltott szerepét. Ezzel lehet6vé valna egy olyan
vizsgalati rendszer megalkotasa, amellyel személyre szabottan immunfunkcionalis klinikai
diagnosztikai tesztelést lehetne megvaldsitani. Egy ilyen platform elényei a minimalis reagensigény €s
a kis mintatérfogat (~10-20 uL periférids vér) mellett, hogy a leukocitdkat nem mdédositana, igy azok

tovabbi pl genetikai vagy proteomikai vizsgalata is elérhet6 marad.

Kutatasunk jelenlegi fazisanak célkitlizése az Epic Cardio hullimvezetd racsos optikai
bioszenzorral végzett mérést koveté immuncitokémiai és hematologiai/sejtorganellumfestések
optimalizélasa. Kezdetben a THP-1 immortalizalt, akut mieloid leukémias sejtvonalat hasznaljuk a
monoklonalis els6dleges és masodlagos ellenanyagokkal torténd jeloléses protokollok optimalis
koncentraciodinak és koriilményeinek beallitasara. Tovabbi cél a sejtek fixalasanak optimalizalasa és a
bioszenzoros jelek, hullamhosszeltolddasi gorbék értelmezése a sikeresen megjelélt sejtekre
vonatkoztatva. A vér fobb leukocita szubpopulacioit kivanjuk azonositani a jellemzé CD markereik

(cluster of differentiation — CD) és a hematol6giai/sejtorganellum festések alapjan [7].



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az immunmonitorozas jelentosége

Az immunrendszer feladata a szervezet homeosztazisanak fenntartasa a korokozé patogének és
a megvaltozott sajat sejtek, példaul tumorossa fajult sejtek likvidalasa altal. Feloszthatd velesziletett és
adaptiv immunrendszerre, amelyek tartalmaznak mind sejtes elemeket, mind humoralis (,,oldékony”)
faktorokat. A sejtes elemek tovabb csoportosithatoak mieloid és limfoid eredetii sejtekre. A humoralis
komponensek elsésorban ellenanyagok, citokinek, kemokinek, a komplementrendszer egyes elemei,
valamint egyéb fehérje természetli jelatvivé anyagok. A velesziiletett és az adaptiv immunrendszer

egymastol nem fliggetlenithetd, egymas miikodését befolyasold Osszetett rendszerek.

Az antitestek kiemelt funkciot téltenek be a patogének elleni védekezésben, mivel képesek a
nem sajat és fert6z6 agensek felismerésén és semlegesitésén keresztiil az immunrendszer velesziiletett
és adaptiv sejtjeinek aktivalasara. Az antitestek Fc fragmense biztositja, hogy a megfeleld Fc receptorral
rendelkez6 immunsejtek felismerjék azokat. Az antitestek idiotipusat meghataroz6 Fab fragmens
hordozza az antigének specifikus felismerésének képességét. Az aktivalt sejtek (effektor sejtek)
eliminaljak a patogén elemet. Elengedhetetlen a védekez6 mechanizmus hatékonysaga szempontjabol a
sajat és nem sajat struktarék, illetve a megvaltozott sajat strukturak megkilénboztetése. Sok esetben a
monoklonalis antitestek hatékonynak bizonyulnak egyes tumoros betegsegek kezeléseben, ugyanakkor
a fert6zések bonyolult patomechanizmusabol adédoéan nem elterjedt a célzott, monoklonalis terapiak
széleskorli alkalmazasa [1]. Az ellenanyagok Fc fragmense konstans és variabilis doménekbdl all. A
konstans domének (ketté vagy harom) hatdrozzak meg az ellenanyag izotipusat (IgM, IgG, IgD, IgA,
IgE). A legelterjedtebben alkalmazott monoklonalis antitest izotipus az IgG, mert a szérumban
(fibrinogén mentes vérplazma) nagy mennyiségben van jelen, hossza a félélet ideje, illetve dontd

szerepet jatszik a patogén ellenes kontrollban és a fert6z6 dgensek eliminalasaban.

A human populacidoban megjelend komplex betegségek patomechanizmusdnak megértéséhez és
az egyes folyamatok kozti kiildnbségek feltérképezéséhez elengedhetetlen az immunoldgiai folyamatok
széles spektrumd monitorozadsa. A preklinikai kutatasokbdl szarmazo eredmények transzlacidja
meghatarozo jelentdségii az orvosi diganosztikumok és terapias modszerek fejlesztéséhez [8]. Multiplex
rendszerben a bioldgiai minta komponenseinek széles skalaja elemezheté valos idében és minimalis
mintatérfogatban. A technika lehetové teszi egy terapias szer alkalmazéasara beindulé immunvéalasz
soran megjelend sejtek és humoralis faktorok monitorozasat. A velesziiletett és az adaptiv
immunrendszer valaszainak monitorozasa alapvetd fontossagl az egyes betegségek elleni védettség

megertéséhez. Mindazondltal egy ilyen rendszer a pontos, standardizalt protokollok kidolgozasat



igényli, hogy a tényleges biologiai Vvaltozdsok megkiilonboztethetéek legyenek az esetleges
artefaktoktdl [9].

Az egyes vakcinak expozicidjat kovetd eltéré immunvalaszok kapcsan belathatd, hogy miért
van szlikség pontos és standardizalt immunmonitorozésra. Azok a vakcinak, amelyek patogénspecifikus
ellenanyagtermelddést kivalto eldlt virust, vagy virusalegységet tartalmaznak, mint példaul a DiPerTe,
az immunrendszer humoralis valaszat valtanak ki. Ekkor a megemelkedett ellenanyagtiter moitorozasa
a kézenfekvo stratégia [11]. Ilyen modszer példaul az ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) .
Az ELISA soran egy hordozo felliletre ellenanyagot kétnek ki, amely a vizsgalt fehérjét szelektiven
ismeri fel. A vizsgalt fehérjét tartalmazé mintaval kezelve a feliiletet, a keresett fehérje kikotodik. Egy
tovabbi, enzim-, vagy fluoreszcens festék-konjugalt, a vizsgalt fehérjére ugyancsak specifikus
ellenanyaggal a vizsgalt fehérje jelolhetd. A konjugalt enzim szubsztratjat a rendszerhez adva, a képz6do
termék koncnetraciojabol kovetkeztethetiink a vizsgalt fehérje mennyiségére. Fluoreszcens konjugatum

esetén pedig az emittalt fény intenzitasabol kovetkeztethetiink a keresett fehérje mennyiségére.

Enzim
A mdsodlagos, Substrate
enzim, vagy

flucreszcens festék
kotott antitest —b

Az elsédleges
antitest altal

felismert epitép \ \, «— Azanalitbél

Kimutatnda,

keresett fehérje
Fellletre kotd /y\ (antitest)
antitest

1. abra Az ELISA mddszer szemléltetése (az abrat sajat magam szerkesztettem a BioRender alkalmazas

hasznalataval)

A DNS és az RNS vakcindk inkabb sejtes immunvalaszt indukalnak, amelyeknél a kis mértéki
kérokozoterhelés kontrollaldsa az elsddleges szempont, ekkor sejtspecifikus immunmonitorozasi

stratégia bizonyul hatékonynak, amely elvégezhet6 példaul aramlasi citometria segitségével [12].

2.2. Antigénspecifikus humoraélis immunvalasz

Az antigénspecifikus humoralis immunvalasz soran el0szor az IgM, majd az IgG tipusu antitestek
klonalis expanzioja kovetkezik be. A kiilonbozd izotipusok eltérd effektivitassal aktivaljak a
komplementrendszer tagjait azzal, hogy Fab doménjikkel megkdtik az antigént [13]. Az

antigénspecifikus humoralis immunvélasz az effektorsejtek aktivacidjat idézi eld. Az effektorsejtek
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felismerik a komplexalt antitestek Fc doménjét Fc receporaikkal. A sejtes immunvalasz soran a
fagocitozisra képes sejtek is aktivalodnak; ilyen sejtek a monocitdkbdl differencialédé makrofagok, a
dendritikus sejtek, a neutrofil granulociték és a hizdsejtek. A fagocitézison keresztill az immunrendszer
sejtes elemei védik a gazdaszervezetet és fenntartjdk az immunhomeosztazist [14]. Bizonyos esetben a
B-sejtek is képesek fagocitézisra az antigén prezentald sejtekhez hasonlé mddon. Ezek a B-sejtek
megtalalhatoak a follikulusokban, amelyek képesek fagocitozisra [15].
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@~

| I
' \\-\.__J/I |qu1reoap10l[BLli'l

B-gglt

Co4nLf oW Aniitesttarmelidis v ;4
N k’;&”.-q(r \ég‘ oy TR

CDa+ helper T-s=jt -"

) .'_/_'._. ,_I;E.
\L‘l\ /’ s & I\ /) ?‘ Ty * k- ) -
3 Yy TCRMHC '\-\.__ . -
Tcd Il complex .ﬁ_
u"l. Cl‘tul:lnek
| felszabaduldsa l
|
\ Y
|,|' Il'kt{\c__l ;... I_. .‘x.._.fl | EMCTIE B39

Plazma sajt

2. dbra: Az antigénspecifikus humoralis immunvalasz kialakulasa (az abrat sajat magam szerkesztettem a

BioRender alkalmazas hasznalataval)

2.3. Fagocitézis

A fagocitozis az edocitézis egyik formaja. A fagocit6tikus aktivitdsu immunsejtek a
mikrokornyezetiik indukalta inger hatdsara bekebelezik a kornyezetiikben megjelend szilard testeket.
Hivatasos fagocitdknak szokads nevezni a monocitaka, dendritikus sejteket és a granulocitakat. A
fagocitozisra jellemz6 allabképzédés az aktin-miozin motorfehérje rendszer atrendezédésének
kovetkezménye. Az allabak korbe veszik a szilard komponenst és bekebelezik, amely a sejten belili
fagoszémaba jut.

A fagocitdzisra képes immunsejtek egyes populécidi, akarcsak a monociték, dendritikus sejtek,

neutrofil granulocitak felismernek bizonyos molekularészeket, ligandokat és egyéb makromolekularis
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elemeket, amelyek a patogén tulajdonsdgu baktériumokra jellemzdek, példaul ilyen molekuaris
mintazatok a lipopoliszacharidok, vagy a bakterialis flagellin. A felismerés a patogén felismerd
receptoraikon keresztul torténik (pathogen recognition receptor — PRR), amelyek ezekre az (gy nevezett
patogénnnel asszocialt molekularis mintazatokra érzékenyek. A pinocitdzissal (a pinocitozis soran
folyadék bekebelezése torténik) ellentétben a fagocitdzis végbemeneteléhez sziikséges a receptorialis
kotések kialakitasa. A receptorok és ligandumaik kotédésének effektivitasat a receptorok affinitasa és

feltileti stirtiségiik egyarant befolyasolja [8].

A fertézések helyén Ilegeldszor a fagocitaldo sejtek jelennek meg, igy biztositva az
immunvédekezés legelsé védelmi vonalat. Nem csak az idegen struktirak bekebelezésére, hanem az
apoptotikus testek altal medialva a professzionalis fagocitak bekebelezik az eloregedett, illetve sérilt
sejteket. A fagocitézishoz elengedhetetlen receptor molekulak kozvetlenil, vagy opszoninokon
keresztiil ismerik fel a patogan strukturat. Az idegen strukturak felismerését a vérben keringd
ellenanyagok is végezhetik. A felismerés utan a komplement kaszkad egyes elemei rogziilnek az idegen
struktara feliiletén, amelyeket opszoninoknak neveznek. Az idegen strukturat felismeré IgG Fc
fragmensét koétik meg a fagocitak Fc receptorai, valamint a komplement iC3b molekulajat ismerik fel.
Az 1gG altal opszonizalt idegen struktarak fagocitozisa harom {6 1épésre oszthatd. Elészor az idegen
struktarat beboritd ligandum és a fagocitalo sejt Fc receptora kozt kialakul egy kétés, majd az Fc
receptorok klaszterez6dése indul meg, végezetiil egy aktin medialt folyamat eredményeként az idegen

struktura bekebelezése befejezédik [9].

2.4. A rendszer szinti szerologia

A rendszer szintli szerologiai vizsgalatok, avagy a Systems serology az adott antigén altal
indukalt immunreakcié soran képzddo antitestek védekezésben betoltott funkcidinak és jellemzdinek a
feltarasat teszi lehet6vé, amely egy nagy ateresztoképességii platform fejlesztését igényli [19], [20]. Egy
ilyen rendszer lehetévé teszi a nagy mintaelemszadmu human szeroldgiai mintak automatizalt és gyors
elemzését. Mindazonaltal feltarhatéva valik az ellenanyagok klonalis expanzidjanak profilja, amely
eldsegiti az adott patogénnel indukalt Osszetett immunfolyamatok részletes feltérképezését. Ezek a
rendszerek altalaban mikrotiter lemez, vagy mikrogyongy alapl technoldgiak. A nagy mintaelemszam
és a szertedgazd funkcionalis és biofizikai informéacidkat hordoz6 szignalok detektalasdhoz és
értelmezéséhez elengedhetetlen a gépi tanulast megvalosité algoritmusokat alkalmazo korszerii
bioinformatikai hattér. Az antitest izotipusa, alosztalya, valamint az Fc domén glikozilaltsaga az
immunfunkcioban bet6ltott biofizikai paraméterek, amely tulajdonsagok egyittesen meghatarozzak az
effektor funkciot [1]. Az Fc domént receptoraikkal specifikusan felismerd effektor sejteknek citotoxikus

¢s fagocitotikus aktivitasukkal eliminaljak a patogént. Ez a két mechanizmus az antitest fliggd sejtes
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citotoxicitas (antibody dependent cellular citotoxicity — ADCC) és az antitest fliggd sejtes fagocitozis
(antibody dependent cellular phagocytosis — ADCP) [21].

Az ellenanyagok effektor funkcidjanak ismerete és annak pontos jellemzése, a
vakcinafejlesztés, a fert6z6 betegségek, a daganatos és az autoimmun betegségek diagnosztikaja és
terapidja szempontjabol elengedhetetlen. Ezzel szemben a Kklasszikus szeroldgiai tesztek az
immunoldgiai stdtusz meghatarozasara alkalmas mddszerek, amelyek altal ugyan kapunk egy képet a
patoldgias allapotrol az ellenanyagtiter (els6sorban az 1gG és IgM antitestek koncentrécidja), illetve a
komplementrendszer egyes elemeinek koncentracioja alapjan, de a védekezésben betdltott funkcidjuk,
illetve az antitestspecifikus effektor funkciok rejtve maradnak. Ugyanakkor a klasszikus szeroldgiai
vizsgalatok el6nye, hogy a gyors diagnosztikai eredmény és a kis reagensigény az ellatas helyén
alkalmazhat6 technologiak kifejlesztését tette lehet6vé. Az ilyen diagnosztikai modszereket point of
care - POC névvel illették. Ilyen elven miikodik a komplement fixacios teszt (complement fixation test
— CFT), amely a szérum vagy a cerebrospinalis folyadék ellenanyag Osszetételét és koncentraciojat
vizsgalja (elsésorban az IgG koncentraciot), amelyet akut, viralis eredetli fertézések kimutatasara

alkalmaznak [22].

Az effektor sejtek alkalmazasaval végzett immunkomplexek kimutatasa és a sejtek aktivacios
mechanizmusai (példaul fagocitozis, citokin-kemokin felszabadulés) soran szamos biofizikai
paraméteriik valtozik. Ezek a valtozok lehetnek példaul az sejtadhézid kinetikaja és stabilitasa, a sejtek

motilitasa, proliferacioja, fellleteken vald szétteriilésiik, valamint egyéb morfoldgiai valtozasok.

2.5. A vér alakos elemei

A human vér cellularis elemei a multipotens hemopoetikus 6ssejtbdl szarmaznak, amelybdl
mieloid vagy limfoid progenitor sejtek képzddnek (1. &bra). A mieloid Gtvonalon prekurzoraikbol
differencialédnak az egyes granulociték, eritrocitadk, trombocitak, konvencionalis dendritikus sejtek
(cDC) és monocitak (a monocitak késébb makrofagga érhetnek) [23]. A limfoid Utvonalon szintén
prekurzoraikbol differencialodnak a T- és B-limfocitak, a természetes 6lésejtek (natural killer — NK) és
a plazmacitoid dendritikus sejtek (pDC) [23]. A tovabbiakban az egyes leukocita alpopulaciok

legfontosabb kiilénbségeit mutatom be réviden.
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sajat magam szerkesztettem a BioRender alkalmazés hasznalataval)

A bazofil és eozinofil granulocitak elsésorban a parazitak elleni védekezésben és az allergias
reakciokban vesznek részt. A neutrofilek a velesziletett immunrendszer leukocitainak legnagyobb
szubpopulaciojat képviselik, képesek fagocitalni és fagolizoszomaikban lebontani a baktériumokat. A
lokélis szOveti sérllések, gyulladasok mikrokdrnyezetében és révid polipeptidek, ugynevezett citokinek
és egyéb lipid mediatorok szerkrécidjaval kommunikélnak. A neutrofilek 6sszehangolt mozgasa és
egymas kozotti kommunikacidja a velesziletett immunrendszer tobbi cellularis elemét is védekezésre
utasitja. A hizdsejtek a szervezet minden szovetében elvétve talalhatdék. Gyulladasos folyamatokban
résztvevd molekulak/faktorok felszabaditasaval (példaul hisztamin) az allergias reakciok soran
aktivalodnak és a parazitak elleni védelemben is fontosak. A monocitak képesek kilépni a vérarambl
és a szovetek kozott az intersticialis térben keresik a fagocitalhaté koros elemeket. A monocitak
makrofagokka differncialédhatnak. A makrofagok és a monocitdk az immunfolyamatok
Osszehangolasaban is részt vesznek, azzal, hogy értesitik a tobbi immunsejtet a problémardl. A
makrofagok végzik az elhalt sejtek, példaul a vordsvérsejtek Ujrahasznositasat és az apoptotikus
sejttdrmelék eltakaritasat. A dendritikus sejtek (DC-K) részt vesznek az antigénprezentacioban. Az APC-
k végzik a patogének, illetve tumoros sejtek feldolgozasat és bizonyos fragmentumok bemutatéasat az
adaptiv immunrendszer T- és B-limfocitai szdmara. Az antigénprezentaci6 az MHC molekulakon
keresztiil torténik. A természetes 6losejtek (natural killer — NK) a virusfertézott és tumorossa fajult
sejtek elpusztitdsaban vesznek részt. Granulumaikban olyan fehérjék termelddnek, amelyek a célsejt
plazmamemranjat képesek atlyuggatni és apoptozist el6idézni. Az apoptotikus sejtek nem bocsatanak ki

olyan veszélyjeleket, amelyek gyulladishoz vezetnének.
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Az adaptiv immunrendszer sejtes elemeit képviselik a B- és a T-limfocitdk és egyes
alpopulécioik. A B-sejtek ellatnak antigénprezentald funkciokat és ellenanyagokat termelnek a
patogének és tumoros sejtek semlegesitésére. Az antitestek harom {6 funkcioja a komplement-rendszer
aktivalasa, a semlegesitas és az opszonizicid. A B-limfocitak antigéneket szelektiven felismer6
receptorokat fejeznek ki, ugynevezett B-sejt receptorokat (BCR). A T-sejtek két nagy csoportba
sorolhatdk a feluletiikon expresszalédé CD molekulédk alapjan. Elkilonithetiink CD4+ helper T-sejteket
és CD8+ citotoxikus T-sejteket (citotoxic T-lymphocyte — CTL). A T-sejtek aktivalodasahoz sziikséges
antigénprezentaciot elsésorban a DC-ek végzik. A T-sejtek részt vesznek a korokozo elpusztitasaban és
az immunrendszer aktivalasaban egyarant. Megakadalyozzak a karos immunfolyamatokat, fenntartjak
a szervezet sajat antigénjei szembeni immuntoleranciat, ezzel gatolva az autoimmun folyamatok

kialakulasat.

A mononuklearis, fagocit6zisra képes sejtek csoportjat alkotjak a monocitak, makrofagok, és
dendritikus sejtek. Ko6zo6s tulajdonsaguk, hogy fagocitdzisra képesek. A monocitak makrofag
patogéneken és tumoros sejteken kivill az apoptotikus sejttérmelék fagocitozisat is a makrofagok végzik.
A sz0Ovetkozti vandorlashoz adhézids kdlcsonhatasok kialakitasara van sziikség, amelyet az epithélsejtek

és az extracellularis matrix (ECM) felulete biztosit.

Az adhézid tanulmanyozasakor fontos biofizikai paraméterek a sejtek adhézio el6tti motilitasa
és morfologidja, illetve az adhézid kialakulasa utani — fellileten megvaldsulé — szétteriiltséguk és
alakjuk. Ezen biofizikai paraméterek és a sejtadhézid kinetikajanak és stabilitasanak monitorozasa,
valamint annak feltérképezése, hogy miként befolyasoljdk az immunsejtek védekezésben betoltott

funkciéit, egy Gjfajta immunfunkcionalis diagnosztikai mddszer fejlesztéséhez jarulna hozza.

A mechanoszenzitiv sejtek —akarcsak az immunsejtek— a kornyezetiikben fellépé mechanikai
szignalokat képesek mechanotranszdukcids utvonalonalakon biomechanikai jelekre forditani, amelyek
adott biokémiai folyamatok lefutasat befolyasoljak [24]. Az adhézios er6 és a fellép6 egyéb mechanikai
er6k/kolcsonhatasok kiemelt szerepet képviselnek a sejtélettani folyamatok és a kornyezeti hatasokra
adott valaszok megértésében. Az integrinek, a glikokalix kialakitdsaban résztvevd glikolipidek,
proteoglikanok, glikoproteinek és poliszacharidok is hozzéjarulnak az adhézids kolcsonhatasok
kialakitasahoz [4].

Az adhézids molekuldkat a szerkezeti kiillonbségeik és a ligandumkotésiuk alapjan 6t nagy
csoportba sorolhatjuk: integrinek, szelektinek, kadherinek, és az immunglobulin szupercsalad egyes
tagjai, a nektinek és a mucinok. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a hagyomanyos sejtadhézids

molekuldkon kivil egyéb molekulak, példaul enzimek is fontos szerepet jatszanak a sejtadhézios
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kolcsonhatasok kialakulasaban (példaul a vaszkularis adhézids fehérje — VAP-1) [25]. Mig az integrinek
jellemzden az extracellularis matrixhoz kotddnek, addig a szelektinek, kadherinek és az immunglobulin
szupercsalad egyes tagjai a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kialakitasaban jatszanak szerepet [26]. Az
immunsejteken megjelend integrinek oldhaté ligandumokhoz és mas sejtek ligandumaihoz is kotddnek;
példaként a monocitak, az adhéziés kdlcsonhatasok Kialakitasara képes egyéb sejtekkel ellentétben,
leukocitaspecifikus B2 integrineket expresszélnak, amely dsszefugg funkcidjukkal. Stimulacio hatésara
(példaul gyulladasos citokinek) a B, integrinek gyorsan aktivalddnak, ezéltal a sejtek gyenge adhézids

kolcsonhatasa erds kolesonhatasba megy at [27].

A leukocitak motilitasaban kiléndsen fontosak a szelektinek, példaul a limfocitak periférias
nyirokcsomokba és a borbe torténd vandorlasakor Legkiemelked6bb funkcidjuk a gordiilo sejtadhézids
kaszkad kezdeti szakaszahoz kapcsolodik, amelyben a szelektinek kotddése lehetové teszi az epithél

feliiletén torténd gordiilést [28].

2.6. Bioszenzorok

A fentebb emlitett, egyetlen sejt szintjén torténod biofizikai paraméterek mérése mikrofluidikai
rendszerek és bioszenzorok hasznélatat igényli. Szamos technoldgia esetén a bioszenzorok applikalva
vannak a mikrofluidikai rendszerbe. Az optikai elven miikddé nanobioszenzorok hasznalataval
megvaldsithato a sejtes mintak jel6lés- és roncsolasmentes elemzése. A nanobioszenzorok képesek a
bioldgiai jelenségek gyors feldolgozasara. A mérési eredmények reprodukdlhatdsdga kedvezobb a
nanoszerkezetek kiilonleges tulajdonsdgainak koszonhetden, tobbek kozt a jobb elektromos
vezetOképesség és az érzékeny bemend jelre adott valasz kovetkeztében. A bioszenzor egy olyan
mérdrendszer, amely képes egy anyag tulajdonsdgainak vizsgalatira bioldgiai kolcsonhatdsok
felhasznalasaval. A bioszenzorok hidrom f6 eleme a bioreceptor, a jelatalakitd (transzducer), és a

detektor.
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4. &bra: A hullamvezeté rdacsos optikai bioszenzorral végzett mérések elve [29]

A bioszenzorok térbeli és idobeli felbontasa kiemelten fontos paraméter, mivel meghatarozza,
hogy a sejtes minta egysejtli, vagy szubcellularis jellemzéi és az impulzusokra adott valaszok
tanulmanyozhatok-e [3]. A mikroszkdppal végzett elemzések ugyan nem tartoznak a bioszenzoros
technikak ko6zé, de a bioszenzoros mérésekkel parhuzamosan altaluk lehetéség nyilik a sejtek
megkulonboztetésére és a bioszenzoros mérés megerdsitésére. A kombinalt megkozelitések lehetévé
teszik a sejtek heterogenitasanak megfejtését és a sejtek azonositasat a bioszenzor alapl méréseket
kovetden [30].

A feluletérzékeny jeldlésmentes madszerek biztositjak a legalkalmasabb technoldgiat a sejtadhézié
kinetikajanak mérésére, akarcsak a feletleti plazmon rezonancia készilékek (SPR), vagy a digitalis

holografikus mikroszkép (HoloMonitor).

A rezonans hullamvezet racsos (resonant waveguide grating — RWG) optikai bioszenzorok
(akércsak az Epic Cardio) a lokalis torésmutatd valtozasat mérik a szenzorfeliilet kozelitéleg 150 nm-es
kornyezetében (evaneszcens tér), igy valos ideji kinetikus informéaciot szolgaltatnak a sejtek
adhéziojarol, mozgasarol és feliileten valod szétteriilésérdl [4]. Az evaneszcens mez6 akkor alakul ki,
amikor a megvilagité fény visszaverddik a hullamvezet6 racs €s a szenzorfeliilet, azaz a lyukat megtolto
folyadékfilm hatarardl. Ami azt jelenti, hogy az evaneszcens zona egy elektromagneses mezo, amely a
szenzorfeliilett6] tavolodva exponencialisa lecsokken. Maga a detektor egy optikai racs, amely egy nagy
torésmutatoju (refractive index — RI) hullamvezet6 rétegbe van beleépitve. Az optikai racs az alulrél
megvilagito feny spektruménak csak egy keskeny hulldmhossztartomanyl savjat veri vissza, amely az
evaneszcens tér lokalis torésmutato értékétdl fiigg (4. abra), [4]. Egy-egy sejt feluleti adhézidja soran az

evaneszcens tér lefedd lesz a sejt €s a ligandum/ szubsztrat kolcsonhatas optikai hosszaban. Az RWG
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technoldgiak kompatibiliek a mikrotiter lemezeken megvaldsithatd mérésekkel. A technolégia nagy

ateresztd képességli mérések kivitelezésére alkalmas, ahol egyszerre tobbféle koriilmény hatasat

« ey

Az Epic Cardio maximalis térbeli felbontadsa 25 um, ez akar javithaté a bioszenzorhoz tartozo
kamea, illetve az optikai tiikrok beallitasainak megfelel6 modositasaval, mindazonaltal akar az egyes
sejtalkotok vizsgalatara is alkalmas. A bioszenzoros jel jellemzi a sejtek dinamikus témegujraeloszlasat
a szenzorfeliileten. Az egyes szenzorfeliiletek 2 mm X 2 mm feliiletiiek és a szenzor egy-egy pixelének
teriilete 25 X 25 um? A szenzor altal rogzitett adatok a hullamhossz eltoldasi értékek. A hullamhossz
eltolddasi értékeket pm-es nagysagrendben képes érzékelni. A szenzor minden 3. masodpercben felvesz
egy Ujabb hullamhossz eltolodasi értéket az ido fliggvényében, igy a mérés ideje alatt valos idében
kovethetjiik a hullamhosz eltolédasi eseményeket.Az adott antigén ellen bekdvetkez6 humoralis
immunvalasz soran aktivalddd leukocitak egyedi sejt szinten torténéd elemzése bioszenzorok

segitségével, a személyre szabott immunmonitorozés egy Uj technoldgiajat jelentheti.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt reagensek, eszkz0k

3.2.

3.3.

Foszfat pufferelt sdoldat - dPBS (VWR)
BSA-bovine serum albumine-szarvasmarha szérumalbumin (Sigma Aldrich)
10% FCS + RPMI médium (Gibco)

Fluoroforral konjugalt elsddleges monoklonalis ellenanyagok (Becton Dickinson):

o CD13-APC (klén: WM15)
o CD65-PE (klén: VIM8)

Fluoroférral konjugélt méasodlagos antitest (Milipore):
o Kecske anti-egér 1gG-FITC konjugalt

RBC lizis puffer (Roche)

Paraforamledehid (PFA)

Wright-Giemsa oldat (Sigma Aldrich)

Accu-Chek® ujjbegysziré landzsa
Tetranatrium-etiléndiamin-tetraacetat (Na:EDTA)
MilliQ viz

96 lyuku mikrotiter lemez (Sarstedt)

Felhasznalt sejtek

THP-1 (ATCC® TIB-202™), human monocita mieloid leukémias sejtvonal, RPMI(Gibco) +

10% FCS-ben (Foetalis borju szérum, Biowest) fenntartva

Human periférids vérbol preparalt leukocitak

Mikroszkdpos apparatus

Zeiss Axio Observer Z1 tipusu fluoreszcens mikroszkdp (5. abra)
Zeiss Primo Vert fénymikroszkop
Zen Blue 3.5 szoftver

AXxio Vision szoftver
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5. &bra: Zeiss Axio Observer Z1 tipusu fluoreszcens mikroszkdp (a kép a Nanobioszenzorika Lendulet

Kutatocsoport laborjaban késziilt)
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6. dbra: Zeiss Primo Vert fénymikroszkop (a kép a Nanobioszenzorika Lendilet Kutatocsoport laborjaban
készult)

3.4. Epic Cardio rezonans hullamvezet6 racsos optikai bioszenzor

e Epic Cardio RWG optikai bioszenzor (Corning Inc., Corning, NY, USA), (8. dbra)
e 384 lyuku Corning® Epic Biochemical Assay mikrotiter talca, (7. abra)

7. &bra: A Corning ® Epic Biochemical Assay mikrotiter talca [10]

8. abra: Az altalam hasznalt Epic Cardio RWG bioszenzor (a kép a Nanobioszenzorika Lendulet Kutatocsoport

laborjaban készlilt)

A 384 lyuku Epic Corning mikrotiter lemezt alulrdl vildgitjuk meg. A fény egy nagy

torésmutatojl, vékony hullaimvezeto rétegbe csatolodik. A rétegben a fény teljes visszaverddések utjan
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terjed és minden visszaver6dés utan a fazisa eltolodik. Ezek a faziseltolodasok a megvilagitd fény egy
bizonyos hullamhosszkomponensét felerdsitik, konstruktiv —interferenciat létrehozva, amely
kovetkeztében ez a hullamhosszkomponens révid ideig tovaterjed a hullaimvezetd rétegben.
Ugyanakkor a réacs a fény rezonanciafrekvenciaju komponensével szemben monokromatikus tikorként
viselkedik, azaz a megvilagité fénynek csak egy rezonans komponensét tiikrozi vissza hullamvezetd
rétegbdl. Az érzékelés azon alapul, hogy a teljes visszaverddések soran feler6sodo és tovaterjedo
hullaimhosszkomponens a hullamvezetd réteg felilletének kozvetlen kdrnyezetének torésmutatdjatol
flgg (9. dbra). Ezt a zonat az evaneszcens tér kiterjedése hatarozza meg. A hullamvezetd réteg és a vizes
boritas hatarfeliiletérdl visszaverddo fény exponencialisan csdkkend elektromagenses mezot alakit ki,
amely meghatdrozza az evaneszcens teret. Az evaneszcens tér torésmutatjanak valtozasa

kdvetkeztében valtozik a rezonanciafrekvencia, igy a kicsatolt hullamhosszkomponens médosul [4].

Chemistry
Waveguide l_l I_l LJ
Substrate
e ot waysiengih

9. dbra: Az Epic Cardio RWG bioszenzorral végzett mérés sémdja. Minden egyes kikotodési esemény az
evaneszcens tér torésmutatdjanak valtozasaban nyilvanul meg, ami a teljesen visszavert rezonanciafrekvencigju

hullamhosszkomponens faziseltolddasaban mutatkozik. [11]

3.5. Mddszerek

A bioszenzor egyszerre 12 mikrotiter lyukat tud vizsgalni, 3X4-es elrendezésben.

1) A mikrotiter talca el6készitése, a lyukak megjeldlése egy gémkapoccsal végzett karcolassal.
2) 50-50 puL PBS-sel 1X mosés.

3) 50-50 uL PBS adagolésa a lyukakhoz, majd centrifugalas (300 x g; 5 min; RT).

4) A mikrotiter talca behelyezése az Epic Cardio bioszenzor méreési platformjéba, majd a mikrotiter

talca pozicionalasa az Aligner program hasznélataval.

5) PBS-es alapvonal felvétele, (30 min).
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6)

7)
8)

9)

PBS kicsapasa, majd 50-50 uL, 100 és 10 ;—’i koncentrécidju IVIG adagolésa (fellletkezelés),

majd majd centrifugélas (300 x g; 5 min; RT).
IVIG jel felvétel az Epic Cardio-val, (25 min).
IVIG kicsapasa, majd 3X mosas 50-50 uL PBS-sel.

Blokkolas 25-25 uL. RPMI + 10% FCS oldattal, majd centrifugaléas (300 x g; 5 min; RT).

10) Blokkolas jelenek felvétele Epic Cardio-val, (20 min).

11) Sejtszamlalas Burker-kamra hasznalataval.

12) 25-25 uL THP-1/human leukocita sejtszuszpenzié adagolasa (~

3000 b sejty A sgjteket RPMI
25 pL

+ 10% FCS oldatban szuszpendaljuk, a sejtek el6zetes PBS-el végzett mosasat kdvetden

(centrifugalas: 300 x g; 5 min; RT).

13) Sejtes jel felvétele, a sejtek megjelenése az evaneszcens térben (60-120 min)

1)
2)
3)
4)
5)

6)

A bioszenzoros mérés utan az egyes lyukakrdl mikroszkdpos felvételeket készitek.
Az 50-50 uL sejtszuszpenzidhoz 20-20 uL 4%-os PFA adagolasa.

15 min rogzités.

A 70 uL felliliszd eltavolitasa és a lyukak moséasa 2X, 50-50 uL. PBS-sel.

A rogzitett sejtek felvétele 50-50 uL. PBS-ben.

A fixalt sejtekrdl mikroszkopos felvételeket készitek.

Immuncitokémiai protokollok alkalmazasaval azonosithatak azok a sejtek, amelyek

megjelentek a Corning® mikrotiter talca evaneszcens terében és hullamhosszeltolddasi jelet generaltak.

Az immuncitokémiai protokoll optimalizalasat az ellenanyagok titralasaval végeztem. Az altalam
vizsgalt konjugatumok a kovetkezék: CD65-PE (klon: VIM8), CD13-APC (klon: WM15) és a FITC

konjugalt kecske anti-egér IgG masodlagos ellenanyag.

1)
2)

Blokkolast végziink 50-50 uL 1 m/VV%-os, PBS-sel higitott BSA oldattal (20 min).
A BSA oldat eltavolitasa utan 25-25 uL elsédleges, fluorofor konjugalt antitest oldatot
adagolunk a sejtekhez, amellyel specifikusan jeloljuk CD markereiket. Az optimalis

ellenanyagkoncentracid beallitasdhoz tobbféle higitasban is vizsgaljuk hatékonysagukat. A
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3)
4)

5)

6)

Az

gyarté A&ltal forgalmazott Kkiszerelés 0,2 % koncentraciéjud. Minden esetben 25 puL

végtérfogatban alkalmaztam az ellenanyagoldatokat, amelyek a higitasi sorom szerint 0,125;

0,25; 0,5; 1; 2; 3; 6 és 12 uL térfogatban tartalmaztak a 0,2 % koncentracidju torzsoldatot.
Mindazonaltal 1; 2; 4; 8; 16; 48 és 96 i—gL ellenanyagkoncentracioju titralasi sor szerint

vizsgaltam a fluoreszcens jelet. A higitdsokat 1 m/\V%-o0s BSA oldattal végeztem.

25 percen keresztill, 4 °C-on inkubaltam az ellenyagoldatokkal a sejteket.

A felulisz6t eltavolitottam és 50-50 uL PBS-sel mosast végeztem, majd 50-50 uL. PBS-ben
vettem fel a sejteket.

Masodlagos, kecske anti-egér FITC konjugalt antitest alkalmazasa esetén a 3) és 4) Iépések
alapjan jarok el. A masodlagos antitestet titralasat is elvégeztem, amelyet a gyarté altal ajanlott
higitasi sor alapjan végeztem. 1:25; 1:50; 1:75; 1:100; 1:125;1:150;1:175;1:200
aranyban higitottam 1%-0s BSA PBS-sel higitott oldataval (masodlagos ellenanyag : 1%-0s
BSA).

Axio Observer Z1 tipusu fluoreszcens mikroszkdppal elemeztem a fluoreszcens jel6lés
hatékonysagat. A fluoreszcencia a megfeleld gerjesztési hullimhosszU megvilagitas és az
alkalmazott fluorofor emisszios spektrumaval atfedd fluoreszcens sziir6kocka alkalmazasaval
jelenitheté meg. A CD13 és a CD65 marker szimultan jel6l6dését vizsgaltam az APC és a PE
fluorofor fényemmisszidjanak detektalasaval. Tovabba a FITC konjugalt kecske anti-egér
masodlagos antitest altali jelolés hatékonysagat is vizsgaltam. Az APC (15. abra) esetén az 50-
es (11. abra), a PE (14. &bra) esetén a 43-as (10. abra), valamint a FITC (13. abra) esetén a 38-

as (12. dbra) fluoreszcens sziir6kockat hasznaltam.

alabbiakban lathatéak a fluoreszcens mikroszkop egyes sziir6kockaihoz és a vizsgalt

fluoroférokhoz tartozd excitacids és emisszos spektrumok. A fluoreszcens sziir6kockakhoz tartozo

spektrumokat a Carl Zeiss Microscopy LLC honlapjaroél, a fluoroférokhoz tartozd spektrumokat pedig

a FluoroFinder weboldalrél exportaltam.
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10. &bra: A 43-as fluoreszcens sziirékocka excitdacios és emisszios filtereinek transzmittancia tartomdanyai (ex.:
BP 545/25 nm, em.: BP* 605/70 nm). A diagramon kékkel az excitacids, pirossal az emisszios filter

transzmittancia tartomanyai vannak jel6lve. [12]

Efficiency / Transmittance [26]

Wavelength [nm]

11. &bra: Az 50-es fluoreszcens sziirékocka excitdacios és emisszios filtereinek transzmittancia tartomdnyai (ex.:
BP 640/30 nm, em.: BP 690/50 nm). A diagramon kékkel az excitacios, pirossal az emisszios filter

transzmittancia tartoméanyai vannak jeldlve. [12]
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12. abra: A 38-as fluoreszcens sziirékocka excitdcios és emisszios filtereinek transzmittancia tartomanyai (ex.:
BP 470/40 nm, em.: BP 525/50 nm). A diagramon kékkel az excitacios, pirossal az emisszios filter

transzmittancia tartoményai vannak jel6lve. [12]

! A BP a band pass roviditése, ami a filter tipusara vonatokozik. A band pass filterek adott
hulldmhossztartomanyban transzmittalnak, példaul a BP 605/70 filter 570 nm és 640 nm kdzott transzmittal.
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13. abra: A FITC fluorofér excitacios és emisszios tartomanya. A szaggatott vonallal jelzett gorbe alatti
terlilethez tartoz6 hullamhossztartomanyon excitalhatd, mig a folytonos vonallal jelzett gorbe alatti teriilethez

tartozé hullamhossztartomanyon emittal a FITC. [13]
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14. dbra: A PE fluorofér excitacios és emisszids tartomanya. A szaggatott vonallal jelzett gorbe alatti terlilethez
tartozé hulldmhossztartomanyon excitalhatd, mig a folytonos vonallal jelzett gorbe alatti terlilethez tartozd

hullamhossztartomanyon emittal a PE. [13]
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15. &bra: Az APC fluorofor excitacios és emisszids tartomanya. A szaggatott vonallal jelzett gorbe alatti
tertilethez tartozé hullamhossztartomanyon excitalhatd, mig a folytonos vonallal jelzett gorbe alatti tertilethez
tartozé hulldmhossztartoméanyon emittél az APC. [13]

1) PBS feliiluszo eltavolitasa a sejtekrol

2) Higitatlanul 25-25 uL. May-Griinwald vagy Wright-Giemsa oldat adagolasa.
3) 5 min inkubacios id6, szobahémérséklet, Gvatos razatas.

4) Az oldatok lepipettazasa.

5) 2X50-50 uL MilliQ (MQ) vizes mosas

6) A sejtek felvétele 50-50 uL MQ vizben.

7) Mikroszkopos felvételek készitése birghtfield/transzmisszids tizemmadban.

A periférias vér leukocitainak preparaciojat a sajat vérem hasznalataval végeztem, a Lendilet
Nanobioszenzorika Kutatécsoportban a vérrel végzett kisérletek Kivitelezésére Kkialakitott Véres
Laborban. A vérrel valdo munkavégzés soran elengedhetetlen a specifikus eldirasok betartiasa. A
munkafeliiletek fertétlenitése, a veszélyes hulladéknak mindsiild laboreszk6zok és felhasznalt reagensek
semlegesitése, szeparalt gyljtése és megsemmisitése elengedhetetlen a kontrollalt, szabalyos

munkavégzés végrehajtasahoz.

e A munkafeliilet fertdtlenitése 70%-0s etil-alkohollal.
o Az vérvételi testfeliilet fertétlenitése antibakterialis fert6tlenito spray-vel.

e Az ujjbegyszuro landzsa hasznalataval 50-100 uL periférids vér pipettazasa Eppendorf-csébe.
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A Vvér azonnali antikoaguldlasa (alvadasgatlasa) 20 uL 0,5 mM-os, PBS-sel higitott
tetranatrium-etiléndiamin-tetraacetat (Na;EDTA) oldattal (Sigma Aldrich)

200 uL RBC (vorosversejt) lizis puffer hozzdadasa az antikoagulalt vérhez.

A vért és a hozzaadott reagenseket tartalmazé Eppendorf-csé allando forgatasa 10 percen
keresztul.

Centrifugalas: 2500 x g, RT, 5 min

A lizalt vorosversejteket tartalmazé felliliszo eltavolitasa, majd a leukocitakat tartalmazé
pellet fellazitasa utan Gjabb 200 uL RBC lizis puffer adagolasa.

Centrifugélas: 2500 x g, RT, 5 min

A lizalt vorosversejteket tartalmazé felliliszo eltavolitasa, majd a leukocitakat tartalmazé
pellet fellazitasa.

A preparaciot kdvetd bioszenzoros méréshez sziikséges sejtszamtol fliggden 10% FCS +
RPMI oldataval higitom a leukocita preparatumot.

A szikséges higitas kiszamitasdhoz nem végzek Birker-kamrés sejtszamlalast, hanem az

irodalmi adatokra hagyatkozva 250000-500000 sejt/uL sejtkoncentraciéval szamolok.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Az Epic Cardio hullamvezeto racsos bioszenzorral végzett mérések

Kutatasunk jelenlegi fazisanak célkitiizése az Epic Cardio-val végzett mérés soran aktivalodo
sejtek azonositasa és a bioszenzoros jelek értelmezése az egyedi sejtek szintjén. EIméletiink szerint az
adott antigénnel kivaltott humoralis immunvalasz soran az effektor sejtek aktivaciojat kisérd biofizikai
paraméterek valtozasa jellemzhet6 akar az egyedi sejtek szintjén, a nagy iddébeli és térbeli felbontassal

rendelkezd bioszenzorok hasznalataval.

Kezdetben a THP-1 sejtvonal alkalmazasaval végeztink méréseket, ahol a PBS-el felvett

alapvonal rogzitése utan a szenzorfeliletet 1VIG-gel funkcionalizaltuk. A 100 ::l—gL koncentracioju IVIG-

et 50 ulL térfogatban alkalmaztuk a mikrotiter talca dsszes lyukdban. Az szenzorfeliiletre kikot6dott
IVIG indukalja a monocita sejtek aktivacidjara jellemzé frusztralt fagocitozist. Az IVIG a
szenzorfeliiletre valo kotodése soran belép a szenzorfeliilet kozelitéleg 150 nm kiterjedésii evaneszcens
terébe, amely a kdzeg lokalis torésmutatojanak megvaltozasat idézi eld, amely kovetkeztében modosul
a hullavezet6 réteg rezonancia frekvenciaja és a kicsatolt hullamhosszkoponens. Ezeket a hullaimhossz
eltolodasi eseményeket rogziti a szenzor s 12 masodpercenként dinamikus tdmeg Ujraelosztas (dynamic
mass redistribution (DMR)) fajlokat general. A hozzavet6legesen 30 perces coat-0las vegeztével a
feliiletre nem ko6t6dé, oldatban maradt TVIG-et 3 X mossuk 50-50 uL PBS-sel, mivel inhibeélna a
monocitak fagocitdzisat. Annak érdekében, hogy a sejtek aspecifikus fellileti kitapadasabdl szarmazé
hullamhossz eltolddasi eseményeket kizarjuk, az IVIG-gel végzett fellilletfunkcionalizalas utan az Uresen
maradt fellleti régiokat 25-25 uL 10% FCS-t tartalmaz6 RPMI médiummal blokkoltuk. Az FCS-ben
1év6 fehérjék kitoltik az Gresen maradt felllletszegmenseket. A 25 perces blokkolas utan a sejteket

hozzaadjuk az egyes lyukakhoz és koriilbeliil masfél, két oran at vizsgaljuk a kik6tddési eseményeket.

Az bioszenzoros mérés alatt generalt DMR fajlok feldolgozasat és kiértékelését egy Python kod
hasznalataval végeztem. A program futtatasa soran betolthetd a legutolsd bioszenzoros felvételt. A
felvételek maximalisan 25 um felbontasuak. Az egyes pixelek szinét a hullamhossz eltolodasi
események hatadrozzak meg. A sejtek kitapadasanak kinetikdja és a sejtaktivacio folyamata
meghatarozza a detektalt hullamhossz eltolodas nagysagat, mivel ekkor a sejtek belépnek a
szenzorfellilet evaneszcens terébe. Ekkor a program a sejtként felismert pixelt egy markerrel prezentalja
és betolti a pixelhez tartozé hullamhosszeltol6dasi eseményt. A gorbék felfutasa és a képi informacié
alapjan lehet dontést hozni a jel tényleges sejtes eseményként torténd elfogadasardl. Minden sejtként
felismert objektum validitasanak ellenérzését manualisan kell elvégezni. A sejtek kivalogatasa sokszor
nem egyértelmi, mivel egy-egy pixel aktivalodasa esetén a kornyezetében 1év6 tovabbi 6-8 pixel is

aktivalodik. A program a sejtes eseménykeént értelmezett hulldmhossz eltolddési jelekkel dolgozik
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tovabb. Az adott mikrotiter talca lyukban bekovetkezd hullimhosszeltolodasi eseményeket a szenzor
pm-es nagysagrendii érzékenységgel képes detektalni. A mérés teljes idejére nézve atlagolhatéak a
gorbék. Az id6 fiiggvényében abrézolva az atlagolt hullamhosszeltolédasi gorbéket, a mérés egyes
fazisai egyértelmiien megkiilonboztethetévé valnak. A fentebb ismertetett protokoll alapjan feloszthato
PBS-es alapvonalra, IVIG feluletkezelés szakaszra, blokkol6 fazisra, valamint a sejtek vizsgalatanak
szakaszara (16. abra). A protokoll egyes fazisai kozott tapasztalhato hullaimhosszeltolodasi értékek id6
szerinti parcialis derivaltjat abrazolva az id6 fiiggvényében, a mérés egyes szakaszainak kiilonbségeir6l

kapunk informaciot.
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16. abra: Az Epic Cardio bioszenzoros mérés egy lyuka esetén tapasztalhaté hullamhosszeltolodasi gorbék
atlaga A.), valamint a protokoll Iépései kozétt tapasztalhatd kilénbségek B.). Az diagramokon a

hullamhosszeltolddas WS (wavelength shift) roviditéssel van jeldlve.

Mivel a szenzorfelllet funkcionalizalasat minden mérésem soran 100 T’:l—gL koncentracidja, 50 puL

IVIG-gel végeztem, a hullamhossz eltolodasi gorbék elsé harom szakasza nem ad tobbletinformaciot a
mérések értékeléséhez. Ugyanakkor a sejtaktivacid egyedi sejt szinten torténd elemzéséhez
elengedhetetlen a hullamhossz eltolddasi gorbék utolsé szakaszanak jellemzése. A gorbék sejtes
szakaszanak felfutasi és/vagy lecsengési karakterisztikaja és a maximalis hullamhossz eltol6das a nem

differencialédott THP-1 sejtek esetén is mutat eltéréseket.

A kiértékeld program altal felismert, sejtaktivaciobol fakado hullamhosszeltolodasi események
manualis ellenérzése utan az egyedi sejteket jellemzo gorbék abrazolhatok. Mivel a sejtaktivacié soran
tapasztalhatd hullamhosszeltolodas a kordbbiak toredéke, érdemes a gorbéket a sejtek adagolasanak

idépillanataban megvagni, ezzel kialakitva a sejtes alapvonalat (17. &bra).
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17. abra: Az adott lyukban felismert sejtek hullamhossz eltolodasi gérbéi. A mérés elozetes fazisainak

levagésaval alakitottam ki a sejtes alapvonalat.

A manualis ellendrzés soran a program egy markerrel megjeloli a sejtként felismert pixeleket és
hozzajuk rendeli a hullamhosszeltolddasi gorbét. A gorbék karakterisztikaja jellemzi a THP-1 sejtek
IVIG-gel indukalt aktivaciojat. A hulldmhossz eltolodasi gorbék feldolgozasakor tobbféle
karakterisztikdt tapasztaltam. A mérések mind a 12 Iyukdnak hullamhosszeltolddasi gorbéit
tanulmanyoztam, majd harom kategoriat alakitottam ki a gorbék alkaja szerint. Azokat a gorbéket
azonos kategdriaba soroltam, amelyek alakjukat ugyan nem valtoztatjdk, de a maximalis, illetve
minimalis hullamhossz eltolddasi értékeik tavol esnek egymastdl. A karakterisztika megbizhatd
funkcionalis analizise a mérések tobbszori ismétlését és a sejtek biofizikai paramétereinek tovabbi
elemzeését igényli. A meredeken felfuto, egyszeri ugrast mutaté g(’jrbék arra adnak kovetkeztetést, hogy
megugré hullamhossz eltolodasi gorbe beall az adott hullamhossz értékre egészen a mérés végéig. A
kitapadas sebességére a gorbe felfutdsi szakaszdnak meredekségébdl lehet kovetkeztetni. A jobban
szétteriild, nagyobb szenzorfeliiletet beboritd sejtek tobb pixelt is aktivalnak, amelyet a kiértékeld
program sok esetben tobb sejtként ismer fel. A szétteriil6 sejtekhez tartozd maximalis hullamhossz
eltolodasi értékek kisebbek. Abban az esetben, ha a sejtek kitapadasanak kinetikai gorbéiben a mérés
utolsé fazisaban lecsengést tapasztalunk, akkor a kitapadas nem mondhat6 stabilnak, amelybél az adott
sejt elmozdulasara lehet kovetkeztetni. A mérés ideje alatt készitett felvételeket 1épérél-1épésre
végigkovetve kovetkeztetések vonhatbak le az egyes sejtek motilitasara. A sejtek motilitdsanak pontos
nyomonkdvetésére az Epic Cardioval végzett mérés nem idealis, mivel nem tesz lehetévé 3 dimenzios

térbeli elemzést.
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Az aldbbi abrdkon bemutatom a THP-1 sejtek kitapadasanak kinetikajat leir6 harom
legjellemz6bb hullamhossz eltolodasi gorbét. Ezek tobb mérés eredményeibdl szarmaznak, viszont
minden esetben a fentebb emlitett feliiletkezelési paramétereket alkalmaztam. Az &brak bal oldalan
lathato a mérés utolso idépillanataban készitett felvétel, amelyen a piros marker jeloli a bioszenzor adott
térrészében detektalt sejtet (18. abra). Az &brak jobb oldalan a detektélt sejthez tartoz6 hullamhossz
eltolddasi gorbe lathatd. A hullamhossz eltol6dasi gorbéket a korabban emlitett modon, a sejtes
alapvonalnal vagtam meg. A szenzor a mikrotiter talca egyes lyukainak k6zépsé 2 X 2 mm-es zonaja,
amelyben beagyazva talalhaté a nagy torésmutatoju hullamvezetd racs. Az hullamvezetd racsba
bekapcsolt fény rezonancia frekveciaju hullamhossz komponensének eltolédasa pm-es tartomanyba
esik. A szenzor a mérés ideje alatt 12 masodpercenként Gj hullamhossz eltolddasi értéket rogzit, amelyet

dinamikus tdmeg Ujraelosztasnak szokés nevezni (DMR — dynamic mass redistribution).

Record: 11/16
<o Record: 12/31
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18. &bra: A C4-es és a B4-es mikrotiter tdlca lyukakban tapasztalhaté ,,a” karakterisztikdjii jellemzé

hulldmhossz eltolodéasi gorbék.

A mérést érdemes a lehetd legtovabb végezni, mivel sok esetben pont egy éppen bekdvetkezd

hullamhossz felfutasi esemény szakaszaban allitjuk le a mérést.

Egy masik jellemz6 karakterisztika esetén a gorbe felfutdsi szakasza utdn a mérés utolséd
fazisaban a hullamhossz eltolddasban cstkkenés tapasztalhatd (19. dbra). Ebbdl azt a kovetkeztetést
lehet levonni, hogy a kitapadt sejt aktivacidja soran széttertilt a fellleten, amely kdvetkeztében az
evaneszcens térben a szenzorfeliilettdl szamitott vertikalis kiterjedése kisebb lett, az optikai stirlisége
csokkent, amely a hullamhossz eltolédas csokkenéseként tapasztalhatdé. Ugyanakkor a horizontalis
kiterjedése noétt, amely kovetkeztében a készitett felvételen tobb pixel aktivalodasa tapasztalhatd, mivel
nagyobb szenzorfeliiletet borit be a sejt. A szétteriilés kinetikajara a gorbe lecsengd szakaszdnak

meredekségébdl tudunk kovetkeztetni.
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19. &bra: Az Ad-es és a C2-es mikrotiter tdlca lyukakban tapasztalhaté ,,b” karakterisztikaji jellemzé

hulldmhossz eltolodasi gorbék.

A hullamhossz eltolodasi gorbékben sok esetben a lecsengd fazis egészen visszaesik a sejtes
alapvonalig, vagy akar még tovabb csokken. Erre a karakterisztikara adhat magyarazatot a THP-1 sejtek
frusztralt fagocitézisa, amely sordn az IVIG-hez az Fc receptoraival kotdd6 és aktivalodod sejtek a
frusztracio kovetkeztében szekretalt molekulak, példaul reaktiv oxigén gyokok, egyes enzimek elkezdik
részlegesen emészteni az IVIG coatot, ezzel az evaneszcens tér lokalis siirliségének csokkenésén
keresztll a kdzeg torésmutatdja is csokken, mindazonaltal a hullamhossz eltolodasi gorbe visszaesik a

sejtes alapvonalnal felvett hullamhossz értékre (20. abra).
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20. dbra: A C2-es és a Bl-es mikrotiter talca lyukakban tapasztalhaté ,,¢” karakterisztikdji jellemzd

hullamhossz eltolodéasi gorbék.

Ahhoz, hogy egyértelmii kovetkeztetéseket vonjunk le a THP-1 sejtek aktivacidja sorén
lejatszodd biofizikai paramétereik jellemzése altal, elengedhetetlen tovabbi bioszenzoros mérések
kivitelezése, példaul a szintén optikai elven mitkédé HoloMonitor (Digital holographic imaging)
hasznalataval. A technoldgia el6nye, hogy hosszitava (akar tobb napos) merések kivitelezesere is
alkalmas, mivel inkubatorba helyezhetd, megfelelé kdzeget biztositva a sejtek életképességét és szintén

jelolés mentes vizsgalatok végezhet6ek altala. Az Epic Cardio-val a szoros hdmérséklet szabalyozas
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nem kivitelezhetd, amely a kozeg torésmutatojanak homérsékletfiiggésén keresztiil befolyassal lehet a

mérésre.

A THP-1 leukémias monocita sejtvonallal végzett kisérletek eredményeit Ossszefoglalva

elmondhatd, hogy 100 :TgL IVIG coat-tal funkcionalizalva a szenzorfellletet minden kitapadd sejt esetén

tapasztalhatd a frusztralt fagocitotikus aktivitdssal magyardzhaté hullamhossz eltolodasi esés. Az
altalam elvégzett 12 parhuzamos mérés hullamhossz eltolddasis eseményeinek atlagait 6sszehasonlitva,

lathato a gorbék utolso fazisaban megjelend lecsengd szakasz.

Sejtes alapvonal vigdsi pont
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100
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251

Hulldmhossz eltolédas (pm)
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Mérés ideje alatti DMR szama (-) (1 DMR = 12 s)

21. dbra: A THP-1 sejtekkel végzett Epic Cardio bioszenzoros mérések hullamhossz eltolodasi atlagait

0sszehasonlité abra

4.2. A sejtek fixalasanak hatékonysaga

Az Epic Cardio optikai hulldmvezetd racsos bioszenzorral végzett mérést kovetden 4 w/w %-0s
PFA-val végeztem a fixalast. A fixalas elédleges célja, hogy a Dbioszenzoros méréskor
hullamhosszeltolédasi jelet generalo sejtek a fluoreszcens ellenanyagokkal végzett specifikus jelolés és
a hematoldgiai festések utdn is azonosithatéak legyenek. Az idealis fixald reagens nem, vagy

minimalisan modositja a sejtek specifikus feluleti markereit.

A 384 lyuku Corning mikrotiter lemez egyes lyukaiban alkalmazhaté, maximalisan 70 uL

térfogat limitalja a lehetdségeket. Kezdetben a sejtszuszpenzio feliiliszojanak eltdvolitasa utan az egyes
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lyukakat szinultig toltve PFA-val végeztik a fixalast, azonban ez az eljaras Iényegesen modositotta
sejtek morfolOgidjat, szétterilt, ellaposodott sejtek megjelenését tapasztaltam a mikroszkdpos vizsgalat
sorén. Mindezt Ugy tudtam kiklisz6bdlni, hogy a fixald oldatot kbzvetlenil a sejtszuszpenzidhoz adtam,
maximalisan kihasznalva a 70 uL térfogatot. Egy tovabbi fontos tényez6 fixalas idétaramanak
optimalizalasa. A tal hosszan végzett fixalas roncsolja a sejteket. A 10 percen keresztil

szobahOmérsékleten végzett fixalas optimalisnak bizonyult az altalam hasznalt 4 %%-OS, PBS-sel

higitott PFA oldattal. Egy tovabbi kritikus paraméternek bizonyult, hogy a fixalas végeztével hanyszor
mossam PBS-sel a sejteket, illetve a fixald agenst és a sejtes feltilisz6t milyen modon tavolitsam el.
Kezdetben a fellilisz6 kicsapasaval probalkoztam, mivel ez az eljaras a leginkabb reprodukalhat6. A
mechanikai behatas kovetkeztében jelentds csokkenést tapasztaltam a sejtszamban. Mindazonaltal a
feltilusz6 Ovatos, pipettaval végzett leszivasa bizonyult a leghatékonyabbnak. A sejtveszteség
minimalizalasa érdekében az utols6 5 pL-t nem pipettaztam le, amelyet 50-50 uL PBS-sel mostam Kki.
A mosasi lépés betartasa elengedhetetlen, mivel az aldehid alapu fixaloszerek a fehérjék amino-
csoportjaival reagéalva fluoreszcens terméket képeznek, amely a fixalast kovetd fluoreszcens vizsgalat

eredményét befolyasolhatja.

A fixalas hatékonysaga szdmszerisithetd a kezdeti és az eljaras utani sejtszam aranyaval. Az
ImageJ program hasznalataval megszamolhatdak a mikroszképos felvételen lathaté sejtek. Az alabb két

felvételt alapjan demonstralom a fixalas hatékonysagat.

22. &bra: 10X-es nagyitdsban, a fixdlds eldtt készitett brightfield mikroszkdpos felvétel THP-1 sejtekkel (jobb),
ImageJ programmal konvertlt kép (bal), amelyen a felismert sejtek szamozva lathatok.
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23. abra: 10X-es nagyitasban, fixalas és mosas utan készitett brightfield mikroszkdpos felvétel THP-1 sejtekkel

(jobb), ImageJ programmal konvertalt kép (bal), amelyen a felismert sejtek szamozva lathatok.

A fixalas el6tti 410 sejtet szamolt a program, mig a fixalas utan 394-et, amely azt jelenti, hogy
a fixalasi protokollal a sejtek ~96%-a rogzil, valamint a felvételek alapjan a poziciojukban sem

kovetkezik be jelentds valtozas.

4.3. Immuncitokémiai protokollok értékelése

Az immuncitokémiai protokollok alkalmazasaval a sejtek kémiai Osszetételét jellemezzilk az
immunrendszer ,.eszkoztaraval”’, azaz specifikus antigén-antitest reakciok segitségével, amelyek
lathatdva tétele az antitesthez konjugélt fluoroférok fényemisszidjan keresztiil torténik. Az
immuncitokémiai protokollok optimalizalasat a THP-1 akut mieloid leukémias sejtvonal hasznalataval
végeztem. A sejtek CD65 és CD13 markerének jel6lése fikoeritrin konjugalt VIM8-as és allofikocianin
sejt

konjugalt WM15-6s elsédleges monoklonalis antitest klonnal sikeresnek bizonyult. 25 pL, 200 000

mL

koncentracioji sejtszuszpenziéra optimalizaltam a protokollokat. Azt a minimalis ellenanyag
koncentraciot kerestem, amely alkalmazédsa mellett a fluorofér konjugadtumot az excitacios
hullamhossztartomanyaban gerjesztve, a sejtek azonositdsara alkalmas intenzitasu fluoreszcens
emissziot tapasztalok. Az alkalmazott monoklonalis antitestek a specificitasuk ellenére kialakithatnak a
mikrotiter talca feliletén nem specifikus ionos kotéseket, illetve az Fc receptorral rendelkezé sejtekhez
is aspecifikus modon kotédhetnek. Az antitestek specificitasabol szarmazo fluoreszcens jelet
befolyasolhatjdk a sejtek anyagcserefolyamatai soran felszabadulo, konjugalt kettds kotéseket
tartalmazé molekulak, példaul a flavonoidok, amelyek delokalizalt elektronrendszere a lathatd fény
adott hullamhossztartomanyaban excitalhato. A gerjesztett elektronok a tobbletenergiat fényemisszid

forméjaban adjak le, amely az alkalmazott fluorofér emisszidjanak intenzitdsat novelheti, ha az
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alkalmazott fluoreszcens sziirékocka emisszios szlirGjének transzmisszios hullamhossztartomanyaba
esik. Az aspecifikus kotésekbol szarmazod perturbald fluoreszcens jelenségeket blokkolo reagensek

alkalmazasaval és a jelolést kovetd mosasi 1épések betartasaval lehet minimalizalni. Az &ltalam

blokkolasra alkalmazott 1 %%-os, PBS-sel higitott BSA oldat és a fluoreszcens jelolést kovetd 2 X-es,

PBS-sel végzett mosassal minimalizalhat6 a hattér fluoreszcencia intenzitasa. Az ellenanyagok higitasat
is a blokkol6 oldattal végeztem.

Az ellenanyagok titralasa soran a PE konjugalt \VIM8-as kl6n puffere mar 1:l—gL koncentraciéban

és 25 ulL térfogatban alkalmasnak bizonyult a CD65 marker jel6lésére, de alacsony fluoreszcencia
intenzitast tapasztaltam és kevés sejt jelolése valosult meg 1700 ms expoziciés id6 mellett. Az
ellenanyagpuffer koncentraciojat tovabb ndvelve azt tapasztaltam, hogy egy telitési gorbe szerint egy
adott koncentracio felett mar nem ndvelhet6 a fluoreszcencia intenzitas. Mindez a specificitast hordozé
marker expresszios szintjétol fiigg. A CD65 marker jelolésére alkalmas VIMS8-as KIon esetén a telitési
koncentracio 16 Z—i-nek bizonyult. A titralas eredményeib6l megallapithatd, hogy az optimalis CD65-

sejt

PE (kl6n: VIMS) ellenanyagpuffer koncentracidja 8 Z—“‘i, 200 000 koncentraciéja THP-1

mL

sejtszuszpenzid alkalmazéasa esetén. Ekkor 3500 ms expozicids idOvel készitettem monokromatikus
felvételeket Zeiss Axio Observer fluoreszcens mikroszkdppal. A készitett felvételeket utdlagosan

szineztem a PE-re jellemz6 fényemisszio alapjan.

¢ — ——
« o+ 200pm 200 pm

24. dbra: CD65-PE (kl6n: VIM8) monoklonalis antitesttel megvalésitott jelolés (bal). Az ellenanyag 8 %

koncentracidban, 25 ulL térfogatban alkalmazva, kezdetben kozelitéleg 5000 db sejtet tartalmazé 200000 selt

mL
koncentracioju szuszpenzidhoz. Fluoreszcens mikroszkép beallitasai: 3500 ms expozicios idd, reflexios
Uzemmad, 43-as fluoreszcens sziirékocka (ex.: BP 545/25 nm, em.: BP 605/70 nm), 4 X 4-es dsszeillesztett kép,
20 X-os nagyitashan készitett felvételek. A felvétel utdlag szinezve. A mintardél brightfield, transzmisszids
Uzemmaodban készitett felvétel (jobb).
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A CD13 marker jel6lésének optimalizalasat APC konjugalt WM15 monoklonalis antitest

klénnal a fentebb emlitett modon, szintén titralassal végeztem. A telitési koncentracié 24 és 48 22

mL

koncentracio kozott jelentkezett. Megjegyzendd, hogy 48 ::l—gL koncentracid felett a hattér kezelhetetlenil

zajossa valt és nem jelentkezett a sejtek jel6lésébdl szarmazo fluoreszcencia, amely abbdl adodhat, hogy
az e feletti koncentraciok esetén az ellenanyagok inhibedljak egymas miikodését, gyakorlatilag
leszoritjak egymast a CD13 markerrdl és a mosasi 1épés soran az ellenanyagok meghatarozé hanyada
kimosodik, igy a fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatkor csak a ki nem mosodott, specifikus kotodést
nem mutatod ellenanyagok csekély fluoreszcencigjat tapasztaljuk. Az APC gerjesztésekor készitett
felvételek csak igen magas expozicios idok mellett voltak optimalisak és akkor is elmaradtak a PE-b6l
szarmazd fluoreszcencia intenzitasatdl és tobb mérés esetén a hattér intenziv fluoreszcenciajat
tapasztaltam, amelynek érdekében az APC-vel végzett mérések esetén beiktattam egy plusz mosasi
Iépést, amely &ltal csokkenteni tudtam a hattér fluoreszcenciajat. A tapasztalataim alapjan az altalam

beallitott optimalis koncentraci6 48 T’:l—i -nek adodott a CD13-APC (klén: WM15) ellenanyagpuffer

esetén, amely a koradbban emlitett modon szintén 25 pL végtérfogatban alkalmaztam 200 000 %

koncentracioju THP-1 sejtszuszpenzié jeldlésére. Ekkor igen magas, 11 000 ms expozicids id6

alkalmazasaval tudtam a sejtek azonositasara alkalmas intenzitasu fluoreszcens felvételeket késziteni.

200 pm 200 pm

25. dbra: CD13-APC (kl6n: WM15) monoklondlis antitesttel megvalositott jelolés (bal). Az ellenanyag 48 T’:l—“i

koncentracioban, 25 ul térfogatban alkalmazva, kezdetben kozelitleg 5000 db sejtet tartalmazé 200000 selt

mL

s

Uzemmad, 50-es fluoreszcens sziirékocka (ex.: BP 640/30 nm, em.: BP 690/50 nm), 4 X 4-es Osszeillesztett kép,
20 X-o0s nagyitasban készitett felvételek. A felvétel utdlag szinezve. A mintardl brightfield, transzmisszids
Uzemmaddban készitett felvétel (jobb).
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Masodlagos antitestek hasznalatdval indirekt jelolést végezhetiink az elsddleges antitest Fc
fragmensenek aspecifikus jelolésén keresztill. Ezéltal egyszerre tobb antigén egylttes jeldlése
valosithaté meg indirekt modon, ami a fluoreszcens jel intenzitdsanak feler6sodését eredményezi.
Sikeresnek bizonyult a CD65 és CD13 markerekre specifikus elsddleges monoklonalis antitestek
jelolése FITC konjugélt kecske anti-egér méasodlagos antitestek segitségével. A gyartd (Millipore
Merck) altal ajanlott higitasi sorral optimalizaltam a higitasi arnyt. A higitast 1 % %-0s, PBS-sel higitott
BSA oldattal végeztem. Az 1:25,1:50,1:75,1:100,1:125,1:150,1:175,1: 200 (masodlagos
antitest : BSA oldat) higitési sorral vizsgaltam a fluoreszcencia intenzitast. Tapasztalataim szerint az 1
:50 és az 1: 25 aranyu higitas alkalmazasa mellett a sejtek azonositaséara alkalmas intenzitasi emissziot
tapasztaltam a 38-as fluoreszcens sziirékocka alkalmazasaval. Hosszabb expozicios id6 mellett az 1 :
50-es higitast alkalmaztam. A FITC konjugatum alulmarad az azonos hullamhossztartomanyban
excitalhato és emittalé fluoroférok fotostabilitasatol (példaul Alexa fluorofor csalad). Perceken beliil
toredékére csokken a fluoreszcens jel intenzitdsa. A FITC ezen tulajdonsagat szem el6tt tartva a
fluoreszcens mikroszkopiaig fokozott korultekintéssel Uigyeltem a minta fénytdl vald elzarasara, ezzel
kikiisz6bolve a véletlenszeri gerjesztéseket, valamint a mikroszkopia soran minimalizaltam az
exciticios fénynyalab erGsségét és a gerjesztett mintatér nagysagat. A fluoreszcens jelélés FITC
konjugalt masodlagos kecske anti-egér antitest alkalmazasaval megvaldsithaténak bizonyult 2 %

koncentracioju antitestoldat 1 : 50 arany( BSA oldattal végzett higitasa mellett. 25 uL térfogatd, higitott

mg

ellenanyag oldatot alkalmazva, az oldat a masodlagos ellenanyagra vonatkoztatva 0,4 —

koncentracidju volt. A protokollt az elsddleges ellenanyagoknal kidolgozott metodika szerint hajtottam
vegre. A fluoreszcens mikroszkopia soran elegendének bizonyult 3000 ms expozicids id6 alkalmazasa

az optimalis, kontrasztos felvétel készitéséhez.

200 pm

26. dbra: A CD65-PE (klon: VIM8) és a CD13-APC (klén: WM15) monoklonalis antitesttel megvalésitott

egyuttes jeldlést kovetéen, FITC konjugdalt kecske anti-egér masodlagos antitesttel végzett jel6lés (bal). Az
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ellenanyag 0,4 % koncentracioban, 25 uL térfogatban alkalmazva, kezdetben kozelitdleg 5000 db sejtet

tartalmazé 200000 %’: koncentracioju szuszpenzidhoz. Fluoreszcens mikroszkop beallitasai: 3000 ms
expozicios ido, reflexios tizemmod, 38-as fluoreszcens sziirékocka (ex.: BP 470/40 nm, em.: BP 525/50 nm), 4 X
4-es Osszeillesztett kép, 20 X-0s nagyitasban készitett felvételek. A felvétel utélag szinezve. A mintarol brightfield,

transzmisszios tizemmodban készitett felvétel (jobb).

Kijelenthet6, hogy a THP-1 sejtvonal CD65 és CD13 markereinek direkt, egyuttes jelolését,
elsddleges monoklonalis ellenanyagokkal és indirekt jel6lését masodlagos ellenanyagokkal
megvaldsitottam, a protokollok ellenanyag igényét minimalizaltam. Az immunfluoreszcens médszerek
az Epic Cardio bioszenzoros méréssel kopatibilis médon végrehajthatonak bizonyulnak 384 lyuku

Corning mikrotiter talcan.

4.4. Wright-Giemsa festeés

Ebben az alfejezetben megjelenitett abrakon szerepelnek olyan mikroszkdpos felvételek is,
amelyek mar a human periférias vérrel valo kisérletek soran késziltek, amelyet minden esetben

megemlitek az abrakhoz tartoz6 magyarazatokban.

A Wright-Giemsa hematoldgiai festéssel a f6bb mieloid és limfoid leukocitak differencialhatok.
A festék tartalmaz bazikus és savas komponenseket. A metilénkék és oxidativ termékei, az azdr A és az
azir B bazikus, mig az eozin savas. A sejtorganellumok és a fobb leukocita szubpopulaciok eltérd
festodést mutatnak. A nukleinsavak negativ toltésti foszfat csoportjai a pozitiv toltésti bazikus
komponensekkel alakitanak ki elektrosztatikus kélcsénhatasokat. A bazofil granulocitak granulumai és
a citoplazma RNS molekulai ilyen modon festddnek. Az eozin a vorosveérsejteket és az eozinofil
granulocitak granulumait festi meg. A leukocitak sejtmagja és a bazofil granulocita granulumok mély
kéken; a vorosvérsejtek és az eozinofilek granulumoai pirosan festddnek. A leukocitak citoplazmaja
halvanykéken festodik, amely az alacsony RNS tartalmuk kdvetkezmény. A Wright-Giemsa festett

monocitak citoplazmaja halvany lila/rézsaszin, mig a sejtmagjuk sotét lila/kék szinezodést mutat.

A sejtek levegdn torténd szaritasat kovetéen nem sziikséges a fixalast alkalmazni, mivel az
oldatban 1év6 metanol fixalja a sejteket. A szakirodalomban nagy szamban fellelhet6 protokollok 1:1,
vagy 1:10 aranyl PBS-sel végzett higitast javasolnak. A sejtekhez mar a higitott Wright-Giemsa oldatot
adjak és 5-10 percen keresztll végzik az eljarast. A festéket desztillalt vizzel lemossak, majd halvany
elfolyas megjelenéséig mossék PBS-sel. Ezt koveti egy desztillalt vizes mosas, majd a levegén szaritjak

a megfestett kenetet [14].

Az altalam alkalmazott protokoll eltér a szakirodalmi protokolloktél, mivel a festést a 384 lyukd

mikrotiter lemezen végzem, minimalis térfogatok alkalmazasaval. A sejteket nem szaritom az festés
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elétt és utan sem. A Wright-Giemsa oldatot higitatlanul adom a sjetekhez, a sejtek felliliszojanak
eltavolitdsa utan. 25 uL festéket hasznalok kozelit6leg 5000 db sejt megfestéséhez. Az 5 perces festés
bizonyult optimalisnak, mivel ekkor még nem tapasztalhato a sejtek ,,tulfestodése”. A mosasi 1épéseket
is modositottam, mivel nem targylemezen, kenet formajaban vizsgalom sejteket, hanem mikrotiter
talcan, amelyben nem allapithaté meg a PBS-el végzett mosas soran tapasztalhaté megfolyas, valamint
a sejtek mikroszkopos vizsgalatakor mindig célszeri PBS-ben felvenni a sejteket. Azonban jelen
protokoll esetén, ha PBS-ben venném fel a sejteket, akkor révid id6n beliil a Wright-Giemsa festék teljes
kimosddasat tapasztalnam. Mindezt alapul véve 2 X alkalmazok 50-50 uL MilliQ vizes mosast és nem
szuszpendalom a sejteket, hanem 6Gvatosan lepipettazom a mosé MilliQ vizet. A protokoll végeztével
MilliQ vizes kozegben vizsgalom a festéssel differencialt sejteket.

A protokoll alkalmazéasaval azonosithatéak a neutrofil, eozinofil és bazofil granulocitdk, a
monocitdk (a THP-1 sejtek festésével optimalizaltam az eljarast) és a limfocitdk. Az eljaras
hatékonysagat transzmisszios lizemmaédban készitett mikroszkdpos felvételekkel demonstralom. Az
alabbi abrakon nyilakkal és szamozassal jeldltem a differencialhato fobb leukocita szubpopulaciokat. A

jelmagyarazat a képalairasban talalhat6 (27. abra).

27. dbra: A Wright-Giemsa hematoldgiai festéssel differencialt leukocita szubpopulaciok. Az A.) 20 X-0s, a B.)

63 X-0s, a C.) és D.) felvétel 40 X-es nagyitashan készlilt a Zeiss Primo Vert fénymikroszkép és az Axio Vision
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szoftver hasznalataval. Jelmagyarazat: 1. — neutrofil granulocita, 2. — limfocita, 3. és 4. — eozinofil granulocita,

5. — bazofil granulocita, 6. — monocita.

A granulocitak felismerhetéek a citoplazmajuk erds szemcsézettsége és a lebenyezett sejtmagjuk
alapjan. A lebenyezettség a neutrofileknél a legszembet{inGbb, 2-3 lebenyii, vese alaka sejtmagjukrol
kdnnyen felismerhetéek. Az eozinofilek megkiilonboztethetéek a vilagoskék, rozsaszin granulalt
citoplazmajuk és lila sejtmagjuk alapjan. A bazofil granulocitdk mély lila, erdsen granulalt
citoplazmajukrol, mig a limfocitdk a kisebb méretilk, kerekded sejtmagjuk és csekély mennyiségii
citoplazmajuk alapjan differencialhatok. A monocitak észrevehetden nagyobb méretiiek és sejtmagjuk

bab alaku, amely alapjan megkiilonboztethetéek a granulocitaktdl és limfocitaktol.

4.5. A THP-1 sejtekkel kidolgozott protokollok dsszefoglalasa

Az alabbiakban lathat6 a THP-1 sejtek alkalmazasaval kialakitott bioszenzoros,
immunfluoreszcens és hematoldgiai festések optimalizalasi 1épéseit bemutat6é folyamatabra. Az abran
osszefoglalom a korabbi alfejezetekben leirt protokollok legfontosabb Iépéseit és a mérési eredmények
kiértékelésekor alkalmazott algoritmusok sémajat. A folyamatabra elGsegitheti a mérési eredményeim
értékelésének és a kidolgozott protokollok hatékonysaganak besorolasat. Az abra bemutatasa eldtt
viszont Kitérek az immuncitokémiai, hematoldgiai mikroszkdpos felvételek és a bioszenzoros felvételek
Python kiértékel6 programmal megvalosithaté egymasra lapolasakor kapott eredményeimre. A mérések
egyes fazisaibdl szarmazd képi adatok egyeztetése és a jeloléses modszerek Epic Cardio-val vald
kompatibilis megvaldsitasa elengedhetetlen. A jeldléses mddszerek specificitasabol adoddan, az
azonositott sejtekhez tartozd bioszenzoros adatok (hulldmhossz eltolédasi gorbék) értelmezhetdvé
valnak az adott sejttipusra és aktivacios szignalra. A sejtek fixalasat koveté mosasi 1épések soran
tapasztalhatd sejtveszteség befolyasolhatja a kevert sejtpopulacioju  vér egyes leukocita
szubpopuléciodinak sejtszambeli megoszlasat. A sejtfixalast jelenleg 4%-os PFA-val végzem, amely
esetén azt tapasztaltam, hogy a homérséklet befolyassal lehet a rogzités hatékonysagara, mivel a

legutdbbi mérések alkalmaval az Gjonnan Kialakitott Véres laborban 7-8 °C-kal alacsonyabb

homérséklet volt, mint korabban. Az idealis homérséklet 22-25 °C.
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200 pm

28. abra: A bal oldali mikroszkopos felvétel a fixdlas elotti, a jobb oldali a fixalas utan késziilt. Fixalds
paraméterei: 18 <, 4%-0s PBS-sel higitott PFA, 10 min fixdldsi idd. Mikroszkdpos felvételek paraméterei:
brightfield/transzmisszids lizemmadd, Axio Observer Z1 mikroszkdp, Zen Blue 3.5 szoftver, 20 X-0s nagyitas, 16

db 4 X 4-e, szoftveres osszeillesztés.

Az alabbiakban a 3 fluoreszcens csatornaban megvalésithaté CD65, CD13 markerek egyiittes

fluoreszcens jel6lései lathatok.

200 pm

29. &bra: A harom fluoreszcens csatornaban megvalositott jelolés VIMS, WM15 elsédleges monoklondlis és
FITC konjugalt kecske anti-egér mésodlagos antitestekkel. PE csatorna: 3500 ms expozicios idd, reflexios
lzemmaod, 43-as fluoreszcens sziirdkocka (ex.: BP 545/25 nm, em.: BP 605/70 nm), 4 X 4-es 0sszeillesztett kép,
20 X-os nagyitasban készitett felvételek. APC csatorna: 11000 ms expozicios idd, reflexics iizemmad, 50-eS
fluoreszcens sziirokocka (ex.: BP 640/30 nm, em.: BP 690/50 nm). 3000 ms expozicios ido, reflexios tizemmod,

38-as fluoreszcens sziirékocka (ex.: BP 470/40 nm, em.: BP 525/50 nm). A felvételek utdlag lettek szinezve.

A fixalas, az immuncitokémiai protokoll és a hematoldgiai festés utan is megvaldsithat6 volt a
felvételek szenzoros képpel valé egymasra lapoldsa. A bioszenzor A&ltal detektalt sejtek

beazonosithaténak bizonyultak.
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30. abra: A bioszenzoros képre illesztett mikroszkopos felvételek. Bal oldalon a fixalas, kdzépen a fluoreszcens

jeldlés (PE), jobb oldalon pedig a Wright-Giemsa festés utan készitett felvételek illesztése lathaté ugyanazon

mikrotiter talca lyuk esetén.
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31. bra: A korabhbi alfejezetekben ismertetett protokollok egymasra épulését bemutat6 folyamatabra. A.) A

bioszenzoros mérés egyes lépései, amelyek hatasat a hulldmhossz eltol6dasi gorbékre egy Python kéddal

értékeltem ki, amellyel a mérés szegmentalhaté. B.) A programmal generalhat dsszes aktivalodott sejt

hullamhossz eltol6dasi gorbéje és a sejtes alapvonal felvétele, valamint egyetlen, kivalasztott sejt egyedi

hullamhossz eltoloddsi gorbéje. C.) A bioszenzoros mérést koveto sejtfixdlas és fenymikroszkopos elemzése,

valamint a bioszenzoros kép és a fénymikroszkopos felvételek illesztése. D.) Immuncitokémiai protokollok és a

fluoreszcens felvételek bioszenzoros képpel valo illesztése. E.) Hematoldgiai festés Wright Giemsa oldattal és a

fénymikroszkdpos felvételek illesztése a bioszenzoros képpel. F.) Az illesztett képeken a sejtek azonositasa és

valogatasuk aszerint, hogy melyik fluoreszcens csatornaban tapasztalhaté fluoreszcenciajuk, milyen a

hematoldgiai festédésiik, morfologidjuk. G.) A jeloléses protokollokkal nyert informaciok alapjan értelmezhetjik

az adott sejt aktivaciojat leird hullamhossz eltolddasi gorbét. (Az dbra a BioRender programmal készitve)
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4.6. Human periférias vér eredetii leukocitakkal végzett mérések

A bioszenzoros méréseket a 10% FCS-t tartalmaz6 RPMI blokkol6 reagens mikrotiter télca

lyukakhoz adéasa utdn inditottam, mivel a kordbbi mérésekhez képest nem valtoztattam a

feltletfunkcionalizalas paraméterein. Ebbdl kifolydlag nem tartottam szikségesnek az egyes

hullamhossz eltolodasi gorbék vagasat a sejtes ugras eldtt. Az mérések leukocitakoncentréacidja

befolyasolja a gorbék sejtes szakaszanak karakterisztikajat. A nagyobb koncentracioju mérések esetén

a gorbék els6 felfutasi szakaszat kovetéen tovabbi hullimhossz eltolédasi események jelentkeznek (32.

abra). A legkisebb leukocitakoncentracidval végzett mérésekre jellemzéen az elsé felfutasi szakasz utan

kisebb hullamhossz eltol6dasi ndvekmények tapasztalhatok(33. abra).
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32. abra: A 2500 — 5000
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leukocita koncentracioval végzett bioszenzoros mérése soran tapasztalhatd

hullamhosszeltolodasi gorbek atlagos hulldhosszeltolodasa az idé fiiggvényében dbrdazolva A.). A sejtes ugrasok

hulldamhossz eltol6dasi eseményei kdzott tapasztalhato kilonbségeket leird hullamhossz eltolodasi atlagok idd

szerinti parcidlis derivdltja az idd fiiggvényében dbrdzolva B.). Az diagramokon a hullamhosszeltolodéas WS

(wavelength shift) roviditéssel van jelélve.
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33. dbra: A 312 - 625 % leukocita koncentracioval végzett bioszenzoros merés soran tapasztalhato
2

hullamhosszeltolédasi gorbék atlagos hulldhosszeltoloddasa az idé fiiggvényében dbrazolva A.). A sejtes ugrésok
hullamhossz eltolodasi eseményei kézott tapasztalhato kiilonbségeket leird hullamhossz eltolodasi atlagok ido
szerinti parcialis derivaltja az idé fiiggvényében abrdzolva B.). Az diagramokon a hullamhosszeltolodas WS

(wavelength shift) roviditéssel van jelélve.

A 312 — 625 S‘Z—it koncentracioval végzett mérések esetén a gorbe elsé ugrasa soran nagyobb

kilonbség jelentkezik a hullamhosszeltolédasban, mint a koncentraltabb mérések soran. Ez a jelenség
tobbféle aktivitas kdvetkezmeénye lehet. Lehetséges, hogy a higabb mérésnél olyan sejtcsoport volt a
leghagyobb szamban jelen, amely olyan anyagokat szekretalt, amelyek novelték az evaneszcens tér

optikai stirtiségét. Ezek példaul lehetnek citokinek, antimikrobialis peptidek, vagy kemokinek.

A THP-1 sejtekkel végzett bioszenzoros mérésekhez képest jelentds valtozatossagot mutattak a

vérbol szarmazo6 leukoocitadk hullamhossz eltolédasi gorbéi. Négy féle higitassal mértem. Az irodalmi
sejt

adatokra hagyatkozva 5000 — 10000 o

leukocita koncentracioval szamoltam, ami azt jelentette, hogy

az 50 uL antikoagulalt és vordsvértest lizalt vérbol preparalt pellet 250000 — 500000 db leukocitat
sejt
uL

tartalmaz. A pelletet 1 mL 10% FCS-t tartalmaz6 RPMI-vel higitottam, igy 250 — 500 leukocita

szuszpenziot allitottam el6. 10 pL térfogatban alkalmaztam a leukocita szuszpenziGt, azaz a
sejt

legtdményebb mérési sorozat esetén 2500 — 5000 L

koncentrécidju oldatokkal végeztem a mérést,

ezzel elméletileg betartva a THP-1 sejtek esetén alkalmazott koncentracidkat. A tovabbi harom mérési
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sejt

sorozat esetén felezd 1250 — 2500 625 - 1250 39° 312 - 625 ¥ koncentracidkat

uL ’ UL UL

alkalmaztam.

Jelen helyzetben, mivel még a vérrel végzett kisérletek korai fazisaban jarunk, kdvetkeztetéseket
tudok levonni a hullamhossz eltolodasi gorbék karakterisztikdjabol. A magas sejtszam kovetkeztében a
két legkoncentréaltabb szuszpenzid esetén lényegesen tobb sejtként felismert hullamhosszeltol6dasi
jelenséget detektalt a bioszenzor. A nagy sejtszam azeért is fontos, mert tébb hullamhossz eltolodasi
gorbe elemzésével nagyobb eséllyel tudunk mintazatokat felfedezni a gorbék karakterisztikajaban.
Idobeli eltéréssel, de tobb sejt megjelenése esetén a hullamhosszeltolodasi gorbék tobbszords
meredeken felfutd szakasszal rendelkeznek. A sejtekrdl késziilt felvételek egymas utani 1éptetése soran
a sejtek mozgasat tapasztaltam, amelyet a koncentraltabb sejtszuszpenzid kdvetkezménye lehet, mivel
kisebb térfogatokban ugyanannyi sejt nagyobb valdsziniiséggel alakit ki kolcsonhatasokat egymassal,
amely impulzusok indukaljak a motilitdsuk fokozOdasat. Azt tapasztaltam, hogy a mérés utolsé
fazisaban a THP-1 sejtekkel végzett kisérletekhez hasonldéan a hullamhossz eltolodasi gorbék
tobbségében a sejtkoncentraciotol fliggetlenil megjelenik egy lecsengd szakasz (34. abra). Ugyanakkor
a nagy sejtkoncentracidoval végzett mérések esetén a gorbe negativ meredekségli szakaszat Gjabb
felfutdsi szakaszok kovetik, amely azzal magyarazhatd, hogy nagyobb sejtszdm esetén a
sejtkommunikacio ujabb szubpopulaciok aktivacidjat idézi elé (34. abra). Jelen esetben is kijelenthetd,
hogy a hosszabb ideig végzett mérésekkel tébb informaciét nyerhetiink a kevert populaciéjd mintakban

bekovetkezd sejtaktivaciokrol.

34. &bra: A mikrotiter tdlca egy lyukaban mérhetd sejtes események hullamhosszeltoloddasi gorbéinek datlaga. A

gorbék a sejtes alapvonalnal lettek megvagva. A bal oldali diagramon a 312 - 625 %t a jobb oldali diagramon
sejt
ML

a 2500 - 5000 leukocita koncentracidval végzett méréshez tartozé fuggvény lathatd.

Kevert leukocita populacidknal is nagy esetszamban tapasztalhaté a hullamhossz eltolédasi
gorbék egyszeres megugrasa, viszont a felfutds meredeksége nem hasonlithatd dssze a THP-1 sejteket
jellemz6 gorbékkel, mert a két mérés idGtartama jelentdsen eltért, igy a 12 s-onként generalt DMR-ek

szama is eltér. Ez korrigélhato volna a kevert populacidval végzett mérés egy sejtes adatainak vagasaval,
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ha a sejtes szakasz id6tartama azonos lett volna a két mérés soran. A mérési szakaszok manuélis

vagasanak lehetdsége a kiértékeld program tovabbi fejlesztését igényli.
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35. dbra: Az egyszerei felfutasi szakaszzal jellemezhetd sejtaktivacios profil hullamhossz eltolodasi gérbéje.

A koncentraltabb oldatok tovabbi kovetkezménye, hogy a 25 um maximalis térbeli felbontasra
képes szenzor egy-egy pixelén nagyobb valdsziniséggel aktivalodik egyszerre tobb sejt. Ekkor
sejtcsoportok megjelenése tapasztalhatd, ami a pixelhez tartoz6 hullamhossz eltolodasi gorbe tébbszori
meredek felfutdsabol allapithatdé meg. Ez indokolja a higabb leukocita koncentraci6ji mérések
tervezesét. Az egy sejtes adatok hullamhossz eltolodasi gorbeéit elemezve karakterizalhaténak bizonyult

az kétszeres ugrast mutato és a tobbszords ugrast mutatd hullamhossz eltolodasi gorbék halmaza.
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36. &bra: Az A3-as mérés esetén kettd, a C3-as mérés esetén pedig feltételezhetden harom sejtes esemény dltal
sejt

meghatarozott hulldmhossz eltolodasi gorbék karakterisztikaja. Mindkét mérést 1250 — 25000 "

koncentracioju leukocita szuszpenzidval végeztem.
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Abban az esetben, ha a gorbe szakaszainak egyértelmi hatarolasa elvégezhet6, akkor az egyes
szakaszok karakterisztikaja sejttipushoz, vagy aktivacios mechanizmushoz rendelheté. Azonban, ha a
masodik szakasz az els6 szakasz felfutasanak tartomanyaban jelentkezik, akkor nincs lehetéség a gorbe
szegmentalasara. A 36. dbra A3-as mérés megjelenitett gorbéje egyértelmiien két szakaszra oszthato és
a szakaszok a THP-1 sejteknél bemutatott ,,a”, illetve ,,b” tipusba sorolhatdéak. Azonban a C3-as mérés
esetén még a gorbe felfutasi szakaszainak egyértelmii megkiilonboztetése sem valdsithatd meg. A
lecsengési fazisban jelentkez6 Gjabb felfutasi esemény akkor gatolja a szegmentalast, ha még nem

egyértelmiien besorolhato a lecsengési karakterisztikaja.

A nagyobb maximalis hullamhossz eltolodasi gorbével jellemezhet6 sejtek az evaneszcens tér
lokalis torésmutatojat nagy mértékben nodvelik, amely a kozeg lokalis optikai striiségének
novekedésének eredménye. Az egyes sejttipusok stirliségének ©sszehasonlitdsa kiindulasi alapot
jelenthet a jeldlésmentes vizsgalatokkal detektalt sejtek populaciokba valé besorolasahoz. A legkisebb
stiriségliek a limfocitak és a monocitak, mig a granulaltabb eozinofil és bazofil granulocitak siiriisége
nagyobb, de a legnagyobb siirtiségli alakos elem a vorosvérsejt. Ebb6l a szempontbdl is fontos a
vorosversejtek minél hatékony lizalasa és a leukocita frakcid mosésa. Az evaneszcens tér lokalis
stiriségét befolyasolo tényezok kdzott szerepel a sejttipus, valamint a sejtek aktivacioja soran termel6do

molekulak szekrécioja, példaul antimikrobidlis peptidek, szerin proteazok.

A sejtes alapvonalhoz viszonyitva a mérések atlagos maximalis hullamhossz eltolédasi értéke
~150 és ~300 pm kozott valtozott és nem fligg a merés sejtkoncentracidjatol, ezek az eredmények
lenyegesen kiilonboznek a THP-1 sejteknél mérheté értékektSl. A THP-1 sejtekkel végzett mérések
sejtes alapvonalhoz viszonyitott atlagos maximalis huullamhossz eltolodasi értékei 65 és 130 pm kozott
valtoztak. Ez a megéallapitas megerdsitheti, hogy a sejttipusbol adédo optikai stiriségbeli kiilonbség a
hullamhossz eltolodasi gorbék maximumanak egyik meghatarozo tényezéje. Az, hogy a vérbol
szarmazl leukocitakkal végzett mérés soran miért nem tapasztaltunk 65 pm koruli, a monocitakra
jellemz6 alacsony maximalis hulldmhossz eltolodasi értékeket, a monocitdk kis vérben mérhetd

koncentréacidjaval magyarazhat6. A leukocitaknak csak 2-10%-at teszik ki a monocitak.

37. &bra: A kevert leukocita szuszpenzidval (bal) és a THP-1 sejtekkel (jobb) végzett mérések, sejtes

alapvonalhoz viszonyitott, maximalis &tlagos hullamhossz eltolddasi gorbéinek felvett maximalis értéke.
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38. abra: A kevert leukocita szuszpenzidval (bal) és a THP-1 sejtekkel (jobb) végzett mérések, sejtes
alapvonalhoz viszonyitott, maximalis atlagos hullamhossz eltolddasi gorbéinek legkisebb felvett maximalis

értéke.

Az aktivalodd leukocitak hullamhosszeltolddasi gorbéinek értelemzése és fenotipushoz vald
rendelése tovabbi kisérletek tervezését és az eddigi mérések tobbszori megismétlését igényli. Azonban
a hullamhossz eltolddasi gorbék karakterisztikajabol elvont kovetkeztetések a fluoreszcens és
hematoldgiai festések soran végzett képi egyeztetések soran felhasznalhatok és megkdnnyithetik a sejtek

beazonositasat.

A bioszenzoros mérés soran es a fluoreszcens csatorndkban készitett felvételek egymasra
illesztése a tobb sejtet tartalmazd mérések esetén bizonyult hatékonyabbnak. Az 6sszeillesztéseket
segiti, hogy a mikrotiter lemez fellletén apré karcolast ejtettem, hogy legyen egy-egy viszonyitasi pont

az illesztésnél.

Az mikroszkopos felvételek kisebb felbontasra konvertaldsa a Python koddal volt
megvaldsithatd. Az dsszeillesztést pedig manualisan lehetett Kivitelezni a program egyik funkciojaval.
Az illesztést a fénymikroszkoppal készitett felvételekre egyértelmiibben tudtam kivitelezni. A nagyobb
hullamhossz eltolddast el6idézo és intenziv fluoreszcenciat mutato sejtek azonositasa kivitelezhetonek
bizonyult. A fluoreszcens jelolést a THP-1 sejteknél ismertetett mddon végeztem. Jelentésen kisebb
fluoreszcenciat tapasztaltam mind az APC, mind a PE csatornjaban, de megfelelé expozicios id6

mellett tapasztaltam fluoreszcens jelenséget.
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39. dbra: A bioszenzoros kép és a brightfield/transzmisszios izemmodban készitett felvétel egymasra

illesztésének eredménye.
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40. &bra: A bioszenzoros kép és a brightfield/transzmisszios izemmaddban készitett felvétel egymésra
illesztésének eredménye.

A brightfield illesztést is érdemes elvégezni, mert a fluoreszcens jel6lés utdn nehezebb a pontos
Osszeegyeztetés megvaldsitasa.

Az illesztés eredményét a PE fluorofér konjugalt VIM8-as ellenanyaggal megjeldlt sejtek és a
hozzajuk tartozd hullamhosszeltolodasi gorbék OsszeegyeztethetGsége alapjan osztalyoztam. A
legegyértelmiibb Osszeillesztést jeloltem meg 1.-ként és ndvekvd sorrendben haladtam a legkevésbé
elfogadhatd illesztés felé. 22 sejt fluoreszcens és hullamhossz eltolodasi jelét tudtam igy
0sszeegyeztetni.

41. 4bra: A8 :l—gL CD65-PE (klon: VIM8) monoklondlis antitesttel megjelols, vérbdl szarmazo leukocitdk

azonositasa és a bioszenzoros hulldmhossz eltolodasi jelekkel val6 dsszeegyeztetésik. A fluoreszcens mikroszkdp
bedllitasai: 3800 ms expozicios idd, reflexios lizemmdd, 43-as fluoreszcens sziirékocka (ex.: BP 545/25 nm, em.:

BP 605/70 nm), 4 X 4-es 6sszeillesztett kép, 20 X-0s nagyitasban készitett monokromatikus felvételek.
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A kategorizalt sejtek hullamhossz eltol6dasi jeleit a bioszenzoros mérés kiértékelésekor exportélt egy

sejtes adatok koziil valogattam ki. A 22 felismert sejtb6l a 4.-nek jelolt sejten keresztiil demonstralom a

hullamhossz eltolddasi gorbe értékelését.
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42. abra: A kivalasztott sejt hullamhossz eltolddasi gérbéje és annak egyes szakaszai szamozassal jel6lve

A Kijel6lt sejt hullamhossz eltolodasi gorbéjének értelmezésekor érdemes a sejt kdzvetlen
kornyezetében 1évé tobbi sejtet is tanulmanyozni. Jelen esetben ez tényleg indokolt, mert a gorbe
felfutasi szakaszabol latszik, hogy az elsé hullimhossz eltoléddsban tapasztalhatd ugras utdn a jel nem
allandosul, illetve nem koveti a korabban profilozott egyszeres ugras soran bekovetkezé lecsengést. A
masodik szakasz ugrasa bizonyosan egy tovabbi sejttel vald kdlcsonhatdsanak az eredménye, de a

harmadik és a negyedik szakasz értelmezése, kutatasunk jelenlegi fazisaban még nem megoldott.
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5. OSSZEFOGLALAS-KONKLUZIO

Sikerult a THP-1 akut mieloid leukémids sejtvonal hasznalataval kedvez6 eredményeket elérni
a fejlesztés alatt all6 modszeruink mind a négy kritikus kisérleti fazisaban. Az Epic Cardioval végzett
bioszenzoros mérések értékelése a Lendulet Nanobioszenzorika Kutatocsoportban kifejlesztett Python
koddal elvégezhetd, illetve tovabbi fejlesztése folyamatban van. A bioszenzoros jelek aktivacio fiiggd,
sejttipusokra standardizalt jeleit értelmeztem és a sejtek kommunikacioja, szétterlilése, motilitdsa és
frusztalt fagocitotikus aktivitasa tekintetében kovetkeztetéseket vontam le. A hullamhossz eltolodasi
gorbék pozitiv és negativ meredekségii jellemz6 szegmenseit rendszereztem és gorbe karakterisztikakat
fedeztem fel. Megvaldsithatonak bizonyul immuncitokémiai médszerekkel két leukocita marker
szimultan jelolése: a CD65 és a CD13, VIMS8-as és WM15-6s monoklonélis antitest kl6nok
hasznalataval, amelyeket FITC konjugalt kecske anti-egér masodlagos antitesttel is tudunk jeldlni. A
hematoldgiai festések eredményeibdl egyértelmiien latszik a festés hatékonysaga, meg tudtuk
kulénboztetni a monocitak, limfocitak, eozinofil, bazofil és neutrofil granulocitakat. A bioszenzoros
képi adatok illesztése optimalis sejtszam esetén megvaldsithatd, igy akar egyetlen sejthez hozza tudjuk
rendelni az aktivaciojat jellemz6 hullamhossz eltolodasi gorbét. A vér vordsvérsejtjeit lizaltuk és a
leukocita frakciot rendszeriinkben sikeresen hasznaljuk Kisérleteink optimalizalasara, amelynek
fejlesztése jelenleg is folyamatban van. A periférias vérbél frakcionalt leukocitak egyes szubpopulacioi
CD65 és CD13 markerét sikeresen jeloltik a THP-1 sejtekkel kidolgozott protokoll alapjan. A sejtek
vizsgalata harom fluoreszcens csatornaban valdsithatd meg jelenleg, ezek kiterjesztése lesz a kutatasunk
kovetkezd6 fazisdnak célkitlizése, azaz a limfocita szubpopuléaci6 specifikus CD markerek jeldlését és

izotipus kontroll mérések kidolgozésat tervezik

Tovabbi célunk a sejtaktivacio vizsgalata a HoloMonitor optikai elven miik6d6é bioszenzorral,

hosszt idointervallumt mérések
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