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Abasztrakt

A Klasszikus szerologiai modszerek nem teszik lehetévé az immunsejtek immunrendszerben
betoltott funkcidjanak vizsgalatat. Erre a problémaéra nyujthatnak megoldéast az optikai
bioszenzorok, melyek alkalmasak a sejtek egyes biofizikai paramétereinek nagy idébeli és
térbeli felbontasu vizsgalatara, ezzel dinamikus informéciot adhatnak az ellenanyagok altal
kozvetitett effektor funkciokrdl. Ezen eszk6zok kompakt kialakitdsa hosszutavi, akar tobb
napos, inkubatorban végzett méréseket is lehetévé tesz [1], [2].

Segitségiikkel a sejtek aktivacidja személyre szabottan, jelolésmentes, nem-invaziv mdédon
vizsgalhatdo. Mindez eldsegitheti az emberi szervezetben lejatszodd mechanizmusok
modellezését, vizsgalatat, jellemzését és megértését. A sejtaktivacio biofizikai paraméterei
diagnosztikai szempontbol is értékelhetdek.

Hipotézisiink szerint a kisérleteink soran alkalmazott patogén ligandok eltéréen hatnak a sejtek
aktivaciojara a megfigyelés hosszatdl és az ellenanyag jelenlététdl fliggden.

A Toll-szert receptorok (TLR), melyek a patogén felismer6 receptorok kozé tartoznak (PRR),
képesek egyes mikrobakban megjelend konzervalt struktarakat, igynevezett patogén asszocialt
molekularis mintazatok (PAMP) felismerésére [3], [4]. A patogén ligand koétédése a
receptorhoz jelatviteli kaszkadokat indukalnak, melyek a sejtekben gyulladasos valaszokban
részt vevd gének transzkripcidjat inditja el, ezéltal a citokintermelést és fagocitdkban a
kostimulator molekuldk expresszidjat valtja ki [5], [6]. A kisérletek soran ezen TLR
receptorokat expresszald, human monocitakat vizsgaltam.

rovid és hosszatava nyomon kovetése élosejtes képalkotasra alkalmas optikai bioszenzorokkal
tortént. Rezonans hullamvezetd racsos (RWG) bioszenzor és holografikus elven miikddé
mikroszkop segitségével, melyek egyedi sejt szinten, jelolésmentesen tették lehetévé a
biofizikai paraméterck nyomon kovetését. Az RWG optikai bioszenzorok, amilyen az Epic
Cardio is, a molekularis kolcsonhatasok, valamint a sejtek tomegének ujraecloszlasa soran
kivaltott torésmutatd-valtozasok kimutatasan alapulnak [7]. A kvantitativ fazis képalkotas
(QPI) elvén mitkodé HoloMonitor M4 holografikus mikroszkop kezdeti 1ézernyalabjat végsé
soron egy mintan athalad6 targynyalabba és egy referencia lézernyalabba valasztodik szét. A
minta és a referenciasugdr utdlagos egyesitésével 1étrejon egy interferenciamintazat, ez a

hologram.



Ezt egy képérzékeld rogziti, majd numerikusan rekonstrudlja az tgynevezett fazisképet,
amelyet megjelenit és elemez [8].

RWG bioszenzorral végzett rovidtava vizsgalatok sordn az intravénds immunglobulinnal
(IVIG) funkcionalizalt feliileten a TLR ligandok a sejtek frusztralt fagocitdzisat valtja ki
varunk ilyen jelenséget. A holografikus mikroszkdpos méréseknél az IVIG-gel kezelt feliiletek
esetében vartuk leginkabb, hogy a sejtek nagyobb mértékben differencialodjanak. A sejtalak
szabalytalansaga, a novekvd tertileti eloszlas, csokkend vastagsaguk és konvexitasuk mellett,
sejttérfogatuk nétt a kontroll és az oldott IVIG-et tartalmazé mintakkal szemben. A TLR
ligandokkal ¢és PGN-nel végzett kisérlet soran megfigyelhetdek voltak a sejtek
differencialodasara utald valtozasok, melyek mértéke kezelésenként eltér.

Az eredmények alapjan pusztan a ligand jelenléte rovidtdvon nincs hatdssal a sejtek
aktivacigjara. Hossztava hatas IVIG bevonattal ellatott és ligandot tartalmazé minték esetében

tapasztalhat6 volt.



Abstract

Classical serological methods do not allow the investigation of the function of immune cells in
the immune system. Optical biosensors can provide a solution to this problem by enabling the
investigation of specific cellular biophysical parameters with high temporal and spatial
resolution, thus providing dynamic information on antibody-mediated effector functions. The
compact design of these systems allows long-term measurements in incubators, even over
several days[1], [2].

They allow a personalised, label-free, non-invasive assessment of cell activation. This could
help to model, study, characterise and understand the mechanisms at work inside the human
body. The biophysical parameters of cell activation can also be analysed for diagnostic
purposes.

Our hypothesis is that the pathogenic ligands used in our experiments have different effects on
cell activation depending on the length of the observation and the presence of the antibody.
Toll-like receptors (TLRs), which belong to the class of pathogen recognition receptors (PRRS),
are able to recognize conserved structures in certain microbes, called pathogen-associated
molecular patterns (PAMPS) [3], [4]. Binding of the pathogenic ligand to the receptor induces
signalling cascades that trigger transcription of genes involved in inflammatory responses in
cells, thereby triggering cytokine production and expression of costimulatory molecules in
phagocytes[5], [6]. In these experiments, | investigated human monocytes that express these
TLR receptors.

Short and long term monitoring of immune phenotypes (monocyte cell line activation and
differentiation or lack of it) was performed using optical biosensors for live cell imaging. A
resonant waveguide grating (RWG) biosensor and a holographic imaging microscope, which
allowed the label-free monitoring of biophysical parameters at the single cell level. RWG
optical biosensors, such as Epic Cardio, would be based on the detection of molecular
interactions and refractive index changes induced by the redistribution of cell mass [7].
The initial laser beam of the HoloMonitor M4 holographic microscope, which works on the
principle of quantitative phase imaging (QPI), is ultimately separated into an object beam
passing through a sample and a reference laser beam[1]. The sample and the reference beam
are subsequently combined to create an interference pattern, the hologram. This is recorded by
an image sensor and then numerically reconstructed into a so-called phase image, which is

displayed and analysed[8].



In short-term assays with an RWG biosensor, TLR ligands on a surface functionalized with
intravenous immunoglobulin (IVIG) induce frustrated phagocytosis (adhesion) of cells,
compared to measurements where only ligand is attached to the surfaces, where no such event
is expected. For holographic microscopy measurements, we expected to see the greatest
differentiation of cells on surfaces treated with 1VVIG. In addition to the irregularity of the cell
shapes, their increasing areal distribution, decreasing thickness and convexity, their cell volume
increased compared to control and solubilized IVIG containing wells. In the experiment with
TLR ligands and PGN, changes indicative of cell differentiation were observed, the extent of
which varied between treatments.

The results suggest that the presence of ligand alone has no effect on cell activation in the short

term. Long-term effects were observed in IVIG-coated and ligand-containing samples.



1 Bevezetés

Az immunrendszer szervezetiink védekezd mechanizmusainak Osszessége a kornyezetbdl
érkezé potencialisan fert6z6 mikrobakkal szemben. A fert6z6 agensek, leggyakrabban
baktériumok, virusok, gombak, elleni védekezésre kétféle immunrendszer fejlodott ki, a
velesziiletett €s a szerzett immunrendszer, melyek egymasra épiilve és egyiittmitkodve tartjak
fenn az immunhomeosztazist. Ezzel egyiitt szervezetiink mar nem vagy nem megfeleléen

miikodo, daganatos sejtjeinek felismerésében €s eliminalasaban is részt vesznek.

Az immunrendszer molekuldinak, sejtjeinek, mechanizmusainak tanulmanyozasa lehetdséget
biztosithat tobbek kozott az autoimmun betegségek kezelésére, felismerésére, valamint
megakadalyozasara. Az immunsejtek nem-invaziv vizsgalataban egyre nagyobb szerepe lehet
az optikai bioszenzoroknak. Segitségiikkel a sejtek kiilonb6z6 kdrnyezeti valtozasra adott

valaszai jelolésmentesen nyomon kovethetoek.

Az olyan kvantitativ fazis képalkotas (QPI) elvén miikd6 szenzorok, mint a HoloMonitor M4
nem igényel jel6ldmolekulat, mivel irdnyitott fénynyaldabok altal képes a vizsgalat sordn

jelenlévé sejtek idobeli viselkedésének, sejtmorfologia valtozasanak, motilitasanak, vagy akar

crer
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illetve hosszatava vizsgalatat végeztiik. A mérések sordn a sejtek aktivacigjahoz intravénas
immunglobulint alkalmaztunk, rogzitett és oldatban 1évé formdajaban, mely mérések majd

kontrollként fognak szolgélni a késobbi, TLR specifikus ligandokkal végzett mérésekhez.



2  Célkitiizés
A mérés célja, a patogén asszocialt molekularis mintdzatok (PAMP) hatdsanak
vizsgélata, human eredetii, Toll-szerti (TLR) mintazatfelismerd receptorokat expresszalo

monocitakra.

Epic Cardio bioszenzor segitségével a vizsgalt TLR ligandumok hatdsanak rovidtava

megfigyelése monocitakon.

HoloMonitor M4 holografikus mikroszkop segitségével a kiilonbozd, rogzitett és
oldatban 1évd, adott ligandok altal, sejtekre kivaltott hatas, rovid- és hosszatdvia nyomon

kovetése.

3 Irodalmi attekintés

3.1 Immunrendszer

Az immunrendszer nyirokszervek, sejtek, humoralis faktorok és citokinek interaktiv
szervezddése, amelyeknek specialis szerepe van a fertézések elleni védekezésben. Mind a
velesziiletett, mind adaptiv immun mechanizmusok részt vesznek a patogén mikrobak
felismerésében és eliminalasaban [9]. A sajat €s nem sajat sejt megkiilonboztetésének
képessége minden ¢€l6 szervezet kulcsfontossagu jellemzdje, és ez képezi az alapjat a
velesziiletett védelmi mechanizmusok aktivalasanak a mikrobialis fertézéssel szemben [6].
Az immunvalasz soran aktivalodnak példaul a fagocitdk (neutrofileket, monocitakat és
makrofagokat), tovabba olyan sejteket, amelyek aktivacid hatdsara gyulladasos mediatorokat
termelnek (bazofilok, hizésejtek és eozinofilek), valamint természetes Oldsejtek. A
velesziiletett valasz humoralis 6sszetevoi kozé tartozik a komplement rendszer, az akut fazisu
fehérjék és a citokinek, példaul az interferonok. Az adaptiv immunvalasz az
antigénspecifikus B- és T-sejtek szaporodasat foglalja magaba, ami akkor kovetkezik be,

amikor e sejtek felszini receptorai antigénhez kotdédnek [10].

A velesziiletett immunitds kutatdsa gyorsan fejlédo teriilet, ahol 1j sejtpopulaciokat és
molekularis Gtvonalakat fedeznek fel. A velesziiletett és az adaptiv immunvalasz atfedik
egymast ¢és szoros kolcsonhatdsban vannak egyméssal. A kozelmultban felfedezett
sejtpopulaciok, kiilondsen a velesziiletett limfoid sejtek €s a myeloid eredetii szuppresszor

sejtek egyre nagyobb figyelmet kapnak [11].



3.2 A természetes (velesziiletett) immunitas

A velesziiletett immunrendszer egy evolicidésan konzervalddott gazdaszervezeti védelmi
rendszer, amelynek {6 jellemz6i kozdsek a novények, gerinctelenek és emldsok kozott. Az
emlosok velesziiletett immunvédelme gyakorlatilag minden szovetre kiterjed, kiilondsen az
olyan hatarfeliiletekre, mint a bor vagy a 1égzdszervek €és a gyomor-bélrendszer nyalkahartya
felszine. A specializalt mieloid és limfoid sejtek, de nem hemopoetikus sejtek is képesek
velesziiletett védekezési mechanizmusokat kezdeményezni és kifejteni, aktivalodnak

szovetkarosodasra, fertézésre valaszul vagy genotoxikus stressz hatasara [11].

Tag értelemben véve a velesziiletett immunrendszer magaban foglalja a gazdaszervezet
immunvédelmi mechanizmusainak minden olyan aspektusat, amelyet a szervezet
csiravonalbeli génjei kddolnak érett funkcionalis forméjukban. Ezek koz¢ tartoznak a fizikai
gatak, mint példaul a szoros sejt-sejt kapcsolatokat kifejezd hamsejtrétegek a szekretalt
nyalkaréteg, amely a 1égz6-, a gyomor-, bél- és a hugyuti traktusok hamjat boritja; a ham
csilloszorok, amelyek lesoprik ezt a nyalkaréteget, lehetdvé téve annak folyamatos frissitését,
miutdn az belélegzett vagy lenyelt részecskékkel szennyezddott. A velesziiletett valaszhoz
tartoznak még az oldhatd fehérjék és a bioaktiv kisméretii molekulakat, amelyek vagy
konstitutivan jelen vannak a biologiai folyadékokban (pl. a komplementfehérjék, a
defenzinek és a fikolinok), vagy amelyek a sejtekbdl aktivalodasuk soran szabadulnak fel
(beleértve a mas sejtek miikodését szabalyozo6 citokineket, a gyulladasos leukocitakat vonzé
kemokineket, a gyulladas lipidmedidtorokat, a reaktiv szabadgyokfajokat, valamint a szoveti
gyulladashoz szintén hozzajaruld bioaktiv aminokat és enzimeket). Végiil, a velesziiletett
immunrendszerhez tartoznak azok a membranhoz kotott receptorok és citoplazmatikus
fehérjék, amelyek a behatoldé mikrobak felszinén kifejez6dd molekularis mintazatokat

ismerik fel [9].

A velesziiletett immunitds egyes szerepldi konstitutivan aktivak (pl. a szamos hamsejtet
boritdé nyalkahartya), méasok pedig a gazdasejtek vagy a gazdafehérjék olyan kémiai
struktarakkal valo kolcsonhatasa utan aktivalédnak, amelyek a behatolé mikrobakra

jellemzoek, de a gazdasejteken nem talalhatok [9]

10



3.3 Mintazatfelismero receptorok (PRR — Pattern Recognition Receptors)
A velesziiletett immunrendszer az adaptiv immunités aktivaldsaban is 1ényeges szerepet tolt
be. Bar a velesziiletett immunsejtek, beleértve a makrofagokat és a dendritikus sejteket
(DC-k) fontos szerepet jatszanak, a nem hivatasos immunsejtek, példaul a hamsejtek, az
endotélsejtek ¢és a fibroblasztok is hozzdjarulnak a velesziiletett immunitashoz.
A csiravonalban kdodolt mintazatfelismerd receptorok (PRR) feleldsek a mikroorganizmusok
jelenlétének érzékeléséért. Ezt ugy teszik, hogy kiilonb6z6 mikrobakban megjelend konzervalt
struktarakat ismernek fel, amelyeket patogén-asszocialt molekularis mintazatoknak (PAMP)

neveznek (1. abra) [3].

o Mycoplasmal
_ ; eptidoglycan,  |isoprotein Enterobacterial
Lipoprotein, zymosan, LAM  (pcteria) LPS (bacteria) Flagellin

unconventional (bacteria, fungi)

LPS (bacteria) (bacteria)  profilin

(protozoa)

.....
TR M Fo7e9990r000,

i
......

(Vil’US) CPG DNA
J ALPAS AU Ir(bacteria)
MDP TN NG

DAP

NODI1

1. abra: Mintazatfelismero receptorok (PRR): TLR-ek és NOD-ok [3]

A legtjabb kutatasok arra utalnak, hogy a PRR-ok a karosodott sejtekbdl felszabadulod
endogén molekulak, a karosodassal 0Osszefiiggd molekularis mintazatok (DAMP-0k)
felismeréséért is feleldsek. Jelenleg a PRR-csalddok négy kiilonbozd osztalyat azonositottak.
Ezek a csalddok transzmembran fehérjék, mint a Toll-szerli receptorok és a C-tipusu lektin
receptorok (CLR), valamint citoplazmatikus fehérjéket, mint a retinsav-indukdlhatdo gén
(RIG)-I-szert receptorok (RLR) és a NOD-szerti receptorok (NLR) [3], [12]. Ezek a PRR-0k
nemcsak a makrofagokban és a DC-kben fejez6dnek ki, hanem kiil6nb6z6 nem professzionalis
immunsejtekben is. Néhany NLR kivételével a PAMP-ok vagy DAMP-ok PRR-ok altali

crer

proinflammatorikus citokineket, I. tipust interferonokat (IFN-eket), kemokineket &s

crer
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nem jellemzett fehérjét kodolnak. Az egyes PRR-ek altal indukélhaté gének expresszids

mintazata eltérhet [12].

3.3.1 Toll-szerii receptorok (TLR)

A velesziiletett immunitas legfontosabb szerepldi a fagocitak, mint példaul a makrofagok,
neutrofilek és dendritikus sejtek (DC). E sejtek a korokozok széles spektrumat ismerik fel
an¢lkiil, hogy el6zetes expoziciora lenne sziikség [13]. Els6dleges szerepiiket korabban a
korokozok nem specifikus médon torténd fagocitdzisaban, emésztésében és a korokozobol
szarmaz6 antigének T-sejtek szamara torténd prezentalasaban vélték. Ezt a valaszt nem
specifikus immunvalasznak is nevezték. A Toll-szerii receptorok kozelmultbeli azonositasa
azonban megvaltoztatta ezt a felfogast. Kideriilt, hogy a velesziiletett immunitas az
immunsejtek sejtfelszinén expresszaldddé TLR-eken Kkeresztiil konzervalt, koérokozodval
kapcsolatos molekularis mintdzatokat képes felismerni. A behatold korokozok felismerése
ezutan citokintermelést és a fagocitakban a kostimulator molekuldk expresszigjat valtja ki, ami
a T-sejtek aktivalasahoz vezet. gy a velesziiletett immunitas szorosan kapcsolodik a szerzett
immunitashoz [5].

A Toll-szeri receptorok a mintazatfelismerd receptorok csaladjanak tagjai. Erzékelik a
korokozobdl szarmazod molekuldkat, a korokozoval Osszefiiggd molekuldris mintaztokat
(PAMP), valamint az elhalt és neurotikus sejtekbdl felszabaduld, endogén molekuldkat,
a kéarosodassal Osszefiiggd molekuldris mintazatokat (DAMP). A TLR jelatviteli utvonalak
aktivalasa a velesziiletett immunsejtekben, példaul a dendritikus sejtekben, az adaptiv
immunitast segiti azaltal, hogy fokozza a DC-k antigénprezental6 sejtként valdo miikodésének
képességét és eldsegiti a kiilonbozo T-sejt altipusok indukcidjat irdnyitd proinflammatorikus
citokinek termelését [14]. Az emlésok Gram-negativ baktériumokra adott velesziiletett
immunvalaszat a TLR4 (amely LPS-t ismer fel), a TLR5 (amely flagellint ismer fel) ésa TLR9
(amely bakterialis CpG-oligonukleotid motivumokat kot) valtja ki. Amint azt a kdzelmultban
kimutattdk, a mintazatfelismerés repertoarja (azaz a felismert PAMP-ok szama) jelentdsen
bévithetd a kiilonbozé TLR-ek kozotti egyiittmiikodés révén. A TLR-ek gyakran molekularis
komplexekben talalhatok, amelyekben szolubilis receptorok és kiilonb6zd, membranhoz kotott

vagy transzmembran fehérjék kapcsolddnak [6], [15].
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3.4 A szerzett (adaptiv) immunitas

A gazdaszervezet védekezésének velesziiletett mechanizmusaitdl eltéréen az adaptiv
immunrendszer valasza az adott fertézésnek vald ismételt Kkitettség esetén javul.
Az adaptiv immunvélasz els6sorban a T- ¢és B-limfocitak felszinén kifejez6do
antigénspecifikus receptorokon alapul. A velesziiletett immunvalasz csiravonalban kodolt
felismerd molekulaival ellentétben az adaptiv valasz antigénspecifikus receptorait olyan
gének kodoljak, amelyek csiravonalbeli génelemek szomatikus atrendezédésével T-sejt
receptor (TCR) és immunglobulin (B-sejt antigén receptor) génekké allnak Ossze.
Az antigénreceptorok néhany szaz csiravonalban kodolt génelem gylijteményébdl torténd
Osszeallitasa lehetdéveé teszi tobb millio kiillonbozd antigénreceptor kialakuldsat, amelyek
mindegyike potencidlisan egyedi specificitdssal rendelkezik egy-egy kiilonb6zd antigénre.
A velesziiletett és az adaptiv immunrendszer egylittmikodnek, a velesziiletett valasz
képviseli a gazdaszervezet védelmének elsd vonalat, az adaptiv valasz szerepe pedig néhany
nap mulva valik kiemelked6vé, amikor az antigénspecifikus T- és B-sejtek klonalis expanzion
mennek keresztiil. A velesziiletett rendszer Osszetevéi hozzajarulnak az antigénspecifikus
sejtek aktivalasahoz. Ezenkiviil az antigénspecifikus sejtek a velesziiletett effektor sejtek
toborzasaval, illetve effektor mechanizmusokon keresztiil felerdsitik az immunvalaszt, hogy
a behatol6 mikrobak teljes kontrolljat elérjék. Igy bar a velesziletett és az adaptiv
immunvalasz alapvetden kiilonbozik hatdsmechanizmusaban, a koztik 1évd szinergia

elengedhetetlen az ép, teljesen hatékony immunvalaszhoz [6].

3.5 Monocitak

A fehérvérsejteken (vagy leukocitakon) beliil sejttipusokat kiilonbozetiink meg, funkcionalis és
leszarmazasi szempontok alapjan. A leukocitdk a szervezet immunvalaszat kozvetitik.
A véren €s a nyirokrendszeren keresztiil keringenek €s a szovetkarosodas, valamint fertézés
helyére toborzodnak [16]. A leukocita alcsoportokat funkcionalis és fizikai jellemzok
kiilonboztetik meg. Az érett csontvelében fejlddnek ki vérképzd dssejtek (HSC)
differencidlodasabol a kozos myeloid progenitor (CMP) sejtekké, majd granulocita myeloid
progenitor (GMP) sejtekké; ezek viszont bipotens makrofag-dendritikus sejt progenitorok
(MDP) lesznek, végiil az unipotens k6z6s monocita progenitor (cMoP) szakaszba jutnak [17].
Az o0szt6do, myeloid progenitor kozds az eritrocitakkal, trombocitdkkal, cDC-vel ¢és
granulocitakkal [18].

A monocitdk a mononukledris fagocitarendszer tagjai, a mieloid sejtek egy csaladja, amely

monocitakat és két masik f6 altipust, melyek beldle differencidlédnak, nevezetesen a
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dendritikus sejteket és a makrofagokat tartalmaz. A csontveld elhagyasat kovetden a monocitak
1-3 napig keringenek a véraramban, ahol a leukocitdk 4-10%-at teszik ki, ezt kdvetden a
szovetekbe keriilnek, itt makrofagokka és dendritikus sejtekké differencialédnak, hogy ellassak
funkcidjukat, melyek koziil a legfébbek a fagocitdzis, az antigén prezentdcid, valamint a
citokintermelés [19]-[21]. A szdvetekbe torténd vandorlast és a gyulladasos DC-kké és
makrofagokka torténd differencialodast valosziniileg a gyulladasos kdrnyezet és a korokozodval

kapcsolatos mintazatfelismerd receptorok hatarozzak meg [16].

3.6 THP-1 sejtek
A THP-1 sejtvonal akut myeloid leukémia (AML) szenvedd betegek vérébdl szarmazik és az
altalanos modellé valt, amelyet széles korben alkalmaznak a monocita/makrofag funkciok,
mechanizmusok, jelatviteli utvonalak, valamint a tépanyag- és gyodgyszer-transzport
tanulmanyozasara [22], [23]. Régota ugy gondoljak, hogy a gyulladasos monocitak a fertézés
helyén szervezddnek ¢és differencidlodnak makrofagokkd. In vitro kisérletekben ezeket a
sejteket gyakran ugy irjak le, mint aktivalt allapotban 1év6 sejtek, amit példaul a THP-1 sejtek

gyulladasos aktivatorokkal torténd stimulalasaval érhetiink el [23].

3.7 Immunglobulinok
Az immunglobulinok (Ig) vagy antitestek az adaptiv humoralis immunvalasz f6 szerepl6i.
Heterodimer fehérjék, amelyek 2 nehéz és 2 konnyl lancbol allnak. Funkcionalisan
szétvalaszthatok variabilis doménekre (Fab), amelyek az antigénkotést kozvetitik, és egy
allandosult doménekre (Fc), amelyek a (velesziiletett) immunsejtek Fc-receptoraival vagy a
komplementrendszer felismerd molekuldjaval, a Clqg-vel vald kdlcsonhatdson keresztiil
kozvetiti az effektor funkciokat [24], [25].
Az Fc-receptorokkal vald kolcsonhatds a virusfert6zott sejtek elpusztitdsahoz vezethet
kiilonb6z6 immunhatdstt mechanizmusokon keresztiil, beleértve az antitestfiiggd sejtkozvetitett
citotoxicitast (ADCC). Az antitest-kozvetitett komplement-aktivacio komplement-fiiggd
citotoxicitdshoz (CDC) vezethet. Ezenkiviil mind az Fc-receptor kdlcsonhatdsok, mind a
komplement aktivacié immunmodulalé funkciok széles skalajat gyakorolhatja [25].
A variabilis domének bonyolult géndtrendezddési események sorozataval jonnek 1étre, majd az
antigénnel val6 érintkezés utdn szomatikus hipermutacionak lehetnek kitéve, hogy elésegitsék
az affinitas érését. Minden egyes variabilis domén 3 szekvencia-variabilis régiora, a

komplementaritdst meghatarozo régiokra (CDR-ek) és 4 viszonylag allandé szekvenciaja
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régidra, vazszekvencidkra oszthatdo. A nehézlanc 3 CDR-je a konnytildnc 3 CDR-jével
parosulva alkotja az antigénkotd helyet, a klasszikus definicio szerint. A nehézlanc allando
doménjei felcserélhetdk, hogy az antigénspecificitas fenntartdsa mellett megvaltozott
effektorfunkciot tegyenek lehetdvé. A nehézlanc allandd doméneknek 5 f6 osztalya létezik.
Mindegyik osztaly meghatarozza az IgM, IgG, IgA, IgD és IgE izotipusokat [24]. Az 1gG 4
alosztalyra oszthato, IgGl, 1gG2, 1gG3 ¢és IgG4, amelyek mindegyike sajat bioldgiai
tulajdonsagokkal rendelkezik, az IgA pedig hasonloképpen IgAl és IgA2 alosztalyokra
oszthatd. A betoltott bioldgiai funkciotdl fiiggden, mas szerkezettel rendelkeznek az antigén
felismeréséhez, kicsapodashoz, agglutinacidhoz, fagocitézishoz (IgGl/3 ¢és IgA),
citotoxicitashoz (IgG1/3), nyalkahartyan (IgA és IgM) és placentan (IgG1/3) keresztiili
széllitashoz, komplementaktivalashoz (IgG1/3 ¢és IgM) és a gyulladdsos mediatorok
felszabaditasahoz (IgE) [24], [26]. Az engedélyezett terapias antitestek tobbsége jelenleg a
human IgGl formatuml, amely immunhatds kivaltasara alkalmas (pl. antitestfiiggd
sejtkozvetitett  citotoxicitds, antitest-fiiggd sejtes fagocitozis €s komplement-fiiggd

citotoxicitas) [27].

3.7.1 Immunglobulinok effektor funkcidi

Az antitestek a mikroorganizmusok vagy fertdzott sejtek felismerésével alapvetd szerepet
jatszanak a korokozok elleni védekezésben. Bar a korokozok behatolasanak megakadalyozasa
a védelem egyik lehetséges mechanizmusa, az antitestek szamos mas mechanizmuson keresztiil
is képesek a fertézések ellendrzésére és felszamolasara [25], [28].

A korokozok megkdtésén és kozvetlen semlegesitésén tul az antitestek alapvetd kapcsolatot
képeznek a velesziiletett és az adaptiv immunrendszerrel, melynek révén a baktériumok,
virusok, gombak és parazitak eliminalasat is elsegitik [25], [28]. Az antitestek egyiittmiikodve
olyan immunkomplexeket alkotnak, amelyek a korokozok elkiilonitését, a toxinok eltavolitasat,
a fert6zott sejtek eliminalasat, az antigén prezentacid fokozasat és a gyulladas szabalyozésat
segitik eld. Az antitestek altal kifejtett kiilonféle effektor funkcidkat dinamikusan szabalyozzak
az antitestek allandé doménjének differencidlt modositasa révén, amely specifikus utasitasokat
ad az immunrendszernek [28]. A legtobb effektor funkciot az antitest allando (Fc) régidja
indukalja, amely kolcsonhatasba Iéphet a komplementfehérjékkel és a specidlis Fc-
receptorokkal. Ez utobbiak a receptor tipusatdl fliggden aktivald vagy gatldo utvonalakat
indukalhatnak, ¢s kiilonb6zé kombinaciokban megtaldlhatok a B-sejteken és a legtobb
velesziiletett immunsejtben. A legismertebb Fc-kozvetitett antitest-effektorfunkciok az

antitestfiiggd sejtkozvetitett citotoxicitds (ADCC), az antitestfiiggd sejtes fagocitozis (ADCP)
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¢és a komplementfiiggd citotoxicitds (CDC). Ezenkiviil az antitestek a sejtdifferencialodas és -
aktivacio indukciojan keresztiil gyulladast és immunmodulaciot kozvetitenek [25].

Az ADCC akkor indul be, amikor a velesziiletett effektorsejtek Fc-gamma receptorai (FcyR) a
virusfert6zott sejtek felszinén 1évd virusfehérjékhez kotédé antitestek Fc-doménjéhez
kapcsolodnak. Ez a kdolcsonhatds citotoxikus (perforinokat és granzimeket tartalmazo)
granulumok felszabaduldsat indukalja, ami a fert6zott sejtek elpusztitasdt eredményezi,
valamint a késobbi adaptiv immunvalaszok stimulalasara az antigén prezentacid eldsegitése
effektorsejt, koztiik természetes 6ldsejtek (NK), neutrofilek, monocitédk és makrofagok képesek
az ADCC-re in vitro. In vivo koriilmények kozott legfontosabb résztvevéinek azonban az NK-
sejteket tartjak, amelyek csak az FcyRIIIA-t expresszaljak [25].

Az ADCP a virus-antitest-komplexek vagy antitesttel bevont virusfertézott sejtek fagocitikus
sejtek altali felvétele. A fagocitald sejtek, beleértve a monocitdkat, makrofagokat, neutrofileket,
eozinofileket és dendritikus sejteket (DC-k), FcyRI-t, FcyRII-t és FcaRI-t expresszalnak,
amelyek mind képesek kozvetiteni az immunkomplex felvételét. Az effektor leukocitak
fagocitald képessége pontosan a sejttipustdl, a differencidlodési stadiumtol és az FcyR
expresszio szintjétdl fligg. Az ADCP az immunkomplexek eltavolitasat eredményezi a fert6zott
gazdaszervezetbdl azaltal, hogy a komplexek a lizoszomdkba keriilnek lebontas ¢és
antigénfeldolgozas céljabol, hogy a sejtfelszinen 1évé Major Histocompatibility Complex

(MHC)-molekulakon prezentalddjanak [25].
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Az ADCC ¢és az ADCP mellett az antitestek komplementaktivaciot is kivalthatnak.
A komplement kaszkad vagy kozvetleniil, a komplementfiiggd citotoxicitas (CDC) révén, vagy
kozvetve, a komplementtel boritott célpontok fagocitikus Uton torténd eltavolitisa és a
gyulladasos valasz indukalasa révén jarul hozza a korokozo eliminacidjahoz. A klasszikus
komplement Gtvonal aktivalodasa a C1q felismerd molekulanak a virusfert6zott sejtekhez kotott
antitestek Fc-doménjéhez vald kotédésébol ered. A Clq kotédését kovetden a klasszikus
utvonal protedzai aktivalodnak, ami a C2 és C4 hasitasdhoz vezet. A keletkez0 hasadasi
termékek egyiittesen alkotjdk a C3-konvertazt (C4bC2a), amely a C3-at C3a-ra és C3b-re
hasitja. A komplement kaszkad szabalyozdsanak egyik mechanizmusa az aktiv C4b hasadasa,
amely a komplement aktivacid markereként szolgdl. Az anafilatoxinok C3a ¢és C5a
felszabadulasa pro-inflammatorikus kornyezetet serkent azaltal, hogy az immunhatasu sejtek
toborzasat ¢és a leukocitak, endothelsejtek, epithelsejtek és vérlemezkék aktivalodasat indukalja.
Az er6sen reaktiv C3b a kérokozokhoz és a fert6zott sejtekhez kotddik, ami az immunsejteken
talalhato komplementreceptorokon keresztil az immunkomplexek Kkiliritéséhez ¢és
fagocitozishoz vezet. A terminalis komplement komponensek a membrantamadasi komplexbe
(MAC) allnak 6ssze, ami a fertdzott sejt lizisét eredményezi. A kdzvetlen virusellenes aktivitas

mellett a komplementrendszer a B-sejtes valaszokat is szabalyozhatja [25].

3.7.2 Intravénas immunglobulin (IVIG)

Az intravénds immunglobulin tobb ezer egészséges donortdl szarmazo polispecifikus,
polireaktiv immunglobulin molekulak egyesitett készitménye[30]. Az IgG monomerek (>96%)
mellett az IgG dimerek, IgM ¢és IgA kis szazaléka megtalalhato az IVIG
készitményekben. Szubsztituciés  terapiaként primer ¢és  szekunder immunhidnyos
betegségekben alacsony dozisban, valamint szamos autoimmun ¢és gyulladdsos betegség
el6, szdmos  antitestet tartalmaz, amelyek antigének széles kore ellen
iranyulnak, kovetkezésképpen az immunglobulin Fab-fragmensek varidbilis régiéi az IVIG
készitményekben valtozatosak [30].

A variabilis régi6 kotddhet nem sajat antigénekhez (idegen antigének), sajat antigénekhez ¢és
anti-idiotipusos antitestekhez. Az IVIG a bakterialis, virusos, parazita és mikoplazma antigének
elleni antitestek széles spektrumat tartalmazza, amelyek képesek a mikrobak, valamint toxinok
opszonizalasara és semlegesitésére [30]. Az Ig-terapia engedélyezett autoimmun alkalmazasai
kozé tartozik példaul a Guillain—Barré-szindroma, a Kawasaki-kor és a kronikus gyulladasos

demielinizal6 polineuropatia (CIDP) [32].
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3.8 Optikai bioszenzorok

Az optikai bioszenzorok a bioszenzorok leggyakrabban eléforduldé osztalya. Az optikai
detektalds az evaneszcens tér €s a biofelismerd elem kolcsonhatasanak kihasznalasaval torténik.
Az optikai bioérzékelés nagyjabol két altalanos modra oszthatd: jelélésmentes (,,label-free’) és
jeloléses (,,label-based”). Jelolésmentes mérés sordn a detektalt jel kozvetleniil az elemzett
anyag és a jelatalakité kolcsonhatasa révén jon 1étre. Ezzel szemben a jeldlésen alapulo érzékeld
az optikai jelet kolorimetrias, fluoreszcens vagy lumineszcens modszerrel allitja el6 [33].

Az optikai bioszenzorok nagy eldnyoket kinalnak a hagyomanyos analitikai technikakkal
szemben, mivel lehetdévé teszik szdmos biologiai €és kémiai anyag kozvetlen, valos idejii és
jelolésmentes kimutatasat. Elonyeik kozé tartozik a nagyfoko specificitas, érzékenység, gyors
valaszido, a szerves oldoszerek csokkentett felhasznaldsa csokkenti a koltségeket, kis méretébdl
adédoan a kompaktsadg, valamint a konnyl kezelhetdség, amely nem igényel szakképzett
személyzetet [33], [34]. Az optikai bioszenzorok kutatasa és technoldgiai fejlesztése az elmult
évtizedben exponencialis novekedésen ment keresztiil. A hozza kapcsolddd kutatasok és
fejlesztések foként az egészségiigyre, a kornyezetvédelmi alkalmazasokra és a biotechnologiai

iparra iranyult [33].

3.8.1 Epic Cardio

Az Epic Cardio (Corning Inc., Corning, NY, USA) egy nagy felbontast, jelolésmentes optikai
bioszenzor, amely 384 lyuka Society of Biomolecular Screening (SBS) szabvany formatumu
szenzorlemezzel ellatott mikrolemezeket fogad, melyek megfeleld (niobium-pentoxid — Nb20s)

bevonattal rendelkeznek az eltérd felhasznalashoz [35], [36].

Az fényforrasbol érkezo széles spektrumi fény a mikrotiter lemez aljan egy nagy torésmutatoju,
vékony hullamvezetd rétegbe csatolddik (2. abra). A beesd fénysugarak a hullamvezeto réteg
feltiletén teljes visszaverddésen mennek keresztiil, minden ilyen alkalommal a faziseltolodast
szenvednek el. A faziseltolodasok a beesd fény egy adott hullamhossz komponensét felerdsitik,
konstruktiv interferenciat hozva létre, ezaltal a hulldimhossz komponens rovid ideig a
hullamvezetd rétegben terjed tova. Mindemellett a racs monokromatikus tliikorként viselkedik
a fény rezonans frekvencidju komponensével szemben, kovetkezésképpen a megvilagitod

fénynek csak egy rezonans komponensét veri vissza a hullamvezet6 rétegb6l [7], [37].

Az érzékelés elve azon alapul, hogy a teljes visszaverddések soran felerdsitett és terjedd
hullimhossz komponens a hullamvezetd réteg felilletének kozvetlen kozelében 1évo

torésmutatotol fligg, az igy kialakuld zonat az evaneszcens mezo kiterjedése hatarozza meg.
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Az emlitett evaneszcens teret befolydsolja a hulldmvezetd réteg és a folotte elhelyezkedd
folyadékréteg hatarfeliiletérdl visszaverédo fény altal kialakitott, csokkend elektromagneses
mez0. Torésmutatd valtozas esetén valtozik a rezonancia frekvencia, mely kovetkeztében a
kiérkez6 hullamhossz komponens moédosul [38]. Tulajdonsagai révén biomolekularis

interakciok elemzésére, valamint sejtalapu vizsgalatokra egyarant alkalmas [37].

Biochemical Assays
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2. abra: Biokémiai vizsgalatok (feliil): a biokémiai
kotodési folyamatok torésmutato-valtozast okoznak,
ami pikométeres hullimhosszeltolédast eredményez.

Sejt-alapu vizsgalatok (alul): a sejten beliili
tomegvaltozasok szintén a torésmutato valtozasat
okozzak, ami pikométeres hullimhosszeltolédast

eredményez (LINK1)

3.8.2 HoloMonitor M4 €16 sejt képalkoté mikroszkép

Az elmult évtizedben a kvantitativ fazis képalkotas (QPI — Quantitative Phase Imaging) gyorsan
novelte jelentdségét az orvosbioldgiai képalkotasban, mivel szamos kiilonbozo alkalmazasban
bizonyitott, mint példaul az ¢€l6 sejtek képalkotdsa, a sejttomografia, a vérsejtek és a
spermiumok elemzése. A QPI szamos alkalmazasban alapvetd fontossagu a kvantitativ adatok
nem invaziv kinyerése végett, mivel egyre tobb kutato értékeli a sejtek viselkedését potencialisan
megvaltoztatd jelolési technikak alternativajat. Ez kiilondsen fontos az olyan alkalmazasokban,
mint a hosszi tavu sejtdinamika elemzése, az in vitro megtermékenyités vagy a sejtterapia,

ahol a jelolésmentes technikak elengedhetetlenek [1], [33].
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A digitalis holografiaval a kvantitativ fazisképek létrehozdsdnak szdmos modja van, ezért egyre
intenzivebben kutatott teriilet. A digitalis holografia minden valtozata kvantitativ fazisképeket
hoz létre egy targy hologramjanak digitalis érzékeln torténé rogzitésével és a képadatok
numerikus rekonstrualasaval [1].

Az ¢élosejtes képalkotds lehetdvé teszi olyan dinamikus sejtfolyamatok tanulmanyozasat,
amelyek a rogzitett sejtes vizsgalatokban nem vizualizalhatok. A tudomanyos életben és a
gyogyszeriparban egyre tobb tudds valasztja az ¢€losejtes elemzést a hagyomanyos fixalt
sejteken végzett vizsgalatok helyett vagy mellett. A HoloMonitor M4 segiti a kutatokat a
fluoreszcens analizis alapvetd hatranyainak kikiiszobolésében, kiillondsen példaul a kémiai
jelolések vagy a genetikai modositasok hatdsainak lekiizdésében, amelyek megvaltoztathatjak
a sejtek viselkedését. Emellett a jelolésmentes elemzés egyszerli, €s kikiiszoboli a festési
eljarasokkal jaro koltségeket [1]. A sejtek mozgasanak és morfologiai paramétereinek hosszabb
1d6n keresztiil, fiziologias koriilmények kozott torténd in situ megfigyelése kritikus fontossagu
az alapkutatasban és az orvosbioldgiai alkalmazasokban egyarant [2].

A HoloMonitor M4 optikai felépitése az 3. abran lathato. A 635 nm-es lézerfényt egy
polarizaciofenntarto szalcsatlakozo kabelen keresztiil juttatjak a HoloMonitor M4 késziilékhez,
és egy lezart FC/APC (Ferrule Connector/Angle Polished Connector) szalcsatlakozon keresztiil
jut be a miiszerbe. A lézerfényt egy akromatikus lencse (1) kollimalja parhuzamos sugarra,
amelynek intenzitasat egy abszorpcids semleges stirtiségii szlir6 (2) korlatozza. A sugarnyalabot
egy 50:50 aranyu sugarelosztd segitségével targynyaldbra és referenciasugérra osztja, és a
targynyaldbot egy tiikor (4) egy lezart ablakon (5) keresztlil a mintdra iranyitja. A mintan
athalado fényt ezutan egy Olympus PLN 20x 20x mikroszkop objektiv (6) gytijti 6ssze, majd
egy sugarelosztd (8) egy polarizaciés sziirén (7) keresztil egy 1,3 MP-es CMOS
(Complementary Metal-Oxide Semiconductor) globalis zaras USB 2.0 kameraba iranyitja. A
referenciafényt egy tiikor (11) egy semleges stirliségli szlir6n (10) és egy akromatikus lencsén
(9) keresztiil irdnyitja, majd a sugareloszto (8) egyesiti a targyfénnyel. A sugareloszto (8) az
optikai tengelyhez képest kis szogben meg van dontve, hogy tengelyen kiviili konfiguraciot
hozzon létre. Minden optika vagy optikai részegység az alvazhoz van rogzitve. A Kkiilsé
rezgések hatdsanak minimalizalasa és az optikai robusztussag maximalizalasa érdekében a

teljes optikai konfiguracioban csak két igazitasi pont van [1].
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3. abra: HoloMonitor M4 optikai kialakitasa [31].
(1. Kollimator lencse 2. Neutralis denzitast sziir6
3. Sugareloszto 4. Tiikor 5. Ablak, 6. Mikroszkop objektiv
7. Polarizacios sziird 8. Nyalaboszto
9. Akromatikus lencse
10. Neutralis denzitasu sziird 11. Tiikor)
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4  Felhasznalt anyagok és modszerek

4.1 Felhasznalt anyagok

Dulbecco’s foszfat pufferelt soéoldatot (DPBS) (Corning, Corning, New York, Egyesiilt
Allamok, RPMI + GlutaMAX (Thermo Fischer Scientific, Walthem Massachusetts, Egyesiilt
Allamok), FCS (Biowest, Nuaillé, Franciaorszig), Amphotericin B (Biowest, Nuaill¢,
Franciaorszag), Penicillin-Streptomycin Mixture (Lonza Group AG, Bazel, Svajc), IVIG
(Bayer AG, Leverkusen, Németorszag). Escherichia coli-bol szarmazoé LPS (L2880), a
Saccharomyces cerevisiae-bél szarmazo zymosan (Z4250), a Salmonella typhimurium-bol
szarmazo flagellin, Staphylococcus aureus-col szarmazo6 peptidogliikan (77140), a poly(I1:C)
(P9582), valamint a Millipore, UFC510008 sziir6 a Sigma-Aldrich-t6l allt rendelkezésre.

4.1.1 Ligandok beoldasa és tarolasa

A zymosan csomos por formajaban érkezett, melyet PBS-ben oldottunk fel 50 mg/mi
koncentraciora. Felhasznalasig 4-8 °C-on taroltuk. Liofilizalt porként érkezé LPS-t PBS-ben
oldottuk 1 mg/ml koncentraciodig, felhasznalasig 4-8 °C-on taroltuk. A Salmonella sejtekbdl
szarmazo, tisztitott filamentumokat 10 mM DPBS-ben oldottuk be 5 mg/ml koncentracion.
Hokezelés alatt (15 perc, 70 °C) a szal depolimerizaldédik és monomerikus flagellin egységek
keletkeznek. Az oldatot 100 kDa sziir6n (Millipore, UFC510008) keresztiil centrifugaltuk, hogy
eltavolitsuk a mintaban maradt aggregatumokat vagy filamentum téredékeket [39]. A flagellint
Smg/ml koncentracidig higitottuk és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. PGN és poly(I:C)
esetében a liofilizdlt port 10 mg/ml és 5 mg/ml koncentracidig PBS-ben higitottuk,
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

4.2 Monocita sejttenyészet
A mérés soran THP-1 huméan monocitoid sejtvonallal dolgoztunk (ATCC® TIB- 202™). A
sejteket 10% magzati borji szérumot (FCS) tartalmaz6 RPMI 1640 tapfolyadékban
tenyésztettiik
37°C-on, 5% CO2 atmoszféraban, 100 I.U./ml penicillin és 100 pg/ml streptomicin tartalmu
médiumban tartottuk fenn, a sejtkoncentraciot 500.000 — 1.500.000/ml kozott tartva
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4.3 Mérés menete

4.3.1 LPS és flagellin ligandumok rovidtava hatasanak vizsgalata, THP-1 sejtekre, Epic
Cardioval

Az Epic Cardio mérések minden esetben a 50 ul PBS/lyuk alapvonal felvételével kezdédtek,
majd ezt kovette az 50 ul PBS-ben oldott LPS ¢és flagellin. Mosast kdvetéen 50 ul RPMI + 10%
FCS-sel blokkoltuk a szenzorlemez feliiletét, hogy a késébbiekben hozzaadott IVIG kizarolag
az LPS-hez vagy flagellinhez tudjon kotddni, valamint, hogy a monocitdk ne a szenzorlemez
szabad helyeivel keriiljenek kolcsonhatasba, ezutan az Epic Cardiora helyeztiik. A mosott
lyukakba ezt kdvetden 50 pl PBS-ben oldott IVIG kertiilt. Mérés utani mosast a 25 pl RPMI +
10% FCS-t tartalmazd sejtes alapvonal felvétele koveti, ehhez adtuk hozza az 1000 sejt/25 pl
A sejtek aktivaciojat 1 oran keresztiil vizsgaltuk. A mérések soran alapvetd kiilonbséget az

alkalmazott LPS, flagellin és IVIG koncentrécioja jelentette.

4.3.2 Zymosan ligandum rovidtava hatasanak vizsgalata, THP-1 sejtekre,
Epic Cardioval

A kisérletek soran karbonat-bikarbonat (0,05M Na2COs+NaHCOs) pufferben oldva pipettaztuk
az 50 ul zymosan oldatot a lyukakba, majd centrifugalas utan (10 sec, 300 x g) 12 6ran keresztiil
hiitében, lefedve taroltuk [40]. Az alapvonal felvételét a pihentetés utan kezdtiilk meg. A mosas
¢s az 50 ul RPMI + 10% FCS blokkolas, centrifugalds utan (10 sec, 300 x g) 4jbol a Cardio
bioszenzorra helyeztiik a mikrotiter lemezt. Ujabb mosas utan keriil az 50 ul IVIG a lyukakba,
majd centrifugalast kdvetden (10 sec, 300 x g) a lemez a Cardiora keriilt. Ezt kovette egy ujabb
mosas ¢s a sejtes alapvonal felvétele 25 pl RPMI + 10% FCS-t tartalmaz6 lyukakkal. A sejteket
RPMI + 10% FCS médiumban vettiik fel, 1000 sejt/25 ul koncentraciot alkalmaztunk. Az

expozicid, melynek sordn a sejtek aktivaciojat vizsgaltuk, 1 oran keresztiil tartott.

4.3.3 TLR ligandok rovidtava hatasanak vizsgalata, egészséges ember fehérvérsejtjeire,

Epic Cardioval

A mérés az 50 pl PBS/lyuk alapvonal felvételével kezdddott, majd ezt kovette, kezelt kamrak

crer

Haromszori PBS-es mosast kovetden 50 ul RPMI + 10% FCS-sel blokkoltuk a szenzorlemez
feliiletét, ezutan az Epic Cardiora helyeztiik. Az oldat gyors mozdulattal torténd eltavolitasa

utan a 20 pl-t pipettaztunk az higitott ligandokbol, mind az IVIG-gel kezelt és kezeletlen felszin
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esetében. Cardiora helyezést kovetden megkezdtiik a vér levételét. Az 50 ul, 0,5 mM-0s EDTA-
t tartalmazd csObe csepegtettem néhany csepp vért, melyet kozben az EDTA-val
szuszpendaltam, a véralvadas megeldzéséért. Az 0sszegylijtott, alvadékmentes vér térfogata
minimum 100 pl. Az 50 ul EDTA-val kevert vért 200 pl lizis pufferhez adtunk, melyet 10 percig
kézben billegtettiink. Centrifugaba helyezziik (3000 rpm, 5 perc). Majd leszivtuk a feliiluszot,
a marad¢k pelletet 200 pl lizis pufferban feloldottuk. Ezt a folyamatot még kétszer elvégeztiik.
A maradék pelletet 500 ul RPMI + 10% FCS-ben feloldottuk. A sejtszamot 5000 sejt/ul
sejtkoncentracidval szamitottuk, kalkulalva az 50 ul EDTA higit6 hatasaval. A sejtszuszpenziot
az oldott ligandokkal higitottuk a kivant koncentraciora. A sejt-ligand szuszpenzidébol 20 pl-t
pipettaztunk a lyukakba. A sejtek aktivaciojat 1 oran keresztiil vizsgaltuk.

4.3.4 1VIG hosszutavu hatasanak vizsgalata a monocita sejtvonal aktivacidjara,

HoloMonitor M4 segitségével

Kiilonb6zd koncentracioban jelenlévd rogzitett, illetve oldott IVIG jelenlétében vizsgaltuk a

THP-1 sejtek aktivaciojat, HoloMonitor segitségével.

A lyukakba 100 pl-nyi 100, 10, és 1 pg/ml koncentraci6ja PBS-ben oldott IVIG keriilt
1. tablazat (A-D) szerint. A 0-val jeldlt helyekre PBS keriilt. A platet az 1 oras pihentetést
kovet6en 3-szor mossuk PBS-sel, majd 100 ul RPMI + 10% FCS -sel blokkoljuk az IVIG altal
nem fedett felszineket. Oldott IVIG esetében a beoldas RPMI + 10% FCS -ben tortént, szintén
100, 10, 1 pg/ml koncentraciokat készitve. A lyukakba Biirker-kamras sejtszamlélast kovetden
Hololiddel lefedve a HoloMonitorba helyeztem, 5% CO2, 37°C — on inkubalva 96 o6ran
keresztiil folyt a mérés.

1. tablazat: IVIG koncentraciok a bevonat kialakitasahoz,
valamint az oldott IVIG koncentraciok

1] 2 .
A [100[100] & @

<—
B | 10 | 10 gos
cCl1]|1]| 29
D] o] O —
E [100[100| _
F110]10] & 25
G| 1|1 559
H| O 0 =

24



4.3.5 TLR ligandok hosszutava hatasanak vizsgalata a monocita sejtvonal aktivacidjara,

HoloMonitor M4 segitségével

A mérés elokészitése soran IVIG bevonatot, valamint oldott IVIG-et tartalmazé lyukba a TLR
ligandok valamelyike kertilt a 2. tdblazat szerint (zymosan, LPS, flagellin, poly(l:C), PGN). Az
bevonatot képzd IVIG-et PBS-ben oldva, 100 ug/ml koncentracioban alkalmaztam. A 30 perces
feltileti kezelést kovetden a lyukak tartalmat hatarozott mozdulattal eltavolitottam, majd 3-szor
mostam PBS-sel. Ezt kovette egy blokkolasi fazis, ahol RPMI + 10% FCS-t tartalmaz6 oldat
alkalmaztam. Az oldatot eltavolitva hozzaadtam a lyukakhoz a higitott ligandokat, majd ezutan
a sejtszuszpenziot majd a welleket Hololiddel lefedve a HoloMonitorba helyeztem, 5% COz,

37°C — on inkubalva 96 6ran keresztiil folyt a mérés.

2. tablazat: A mérés soran alkalmazott elrendezés és az alkalmazott TLR ligandok mennyisége

zymosan LPS flagellin poly(l:C) PGN
oldott
VIG 10 pg/ml | 100 ng/ml | 100 ng/ml | 50 ug/ml | 20 ug/ml
IVIG coat | 10 ug/ml | 100 ng/ml | 100 ng/ml | 50 pg/ml | 20 pg/ml

Az alkalmazott koncentraciokat irodalomkutatas soran gytjtottem. Zymosan esetén a 10 pg/ml

koncentracional latvanyos valtozasokat tapasztaltak, megfeleld citokin és kemokin
felszabadulas mellett. Ugyanakkor magasabb koncentracional citotoxikus valtozasok figyeltek
meg [41]. Hasonldéan a PGN-hez, ahol koncentraci6 fliggd apoptdzisrdl szamoltak be 20 pg/ml
felett, emellett adhézids vizsgalatok soran meglepé modon azt talaltak, hogy a PGN dozisfiiggd
modon eldsegiti a THP-1 sejtek tapadésat a tenyésztéedény falahoz, ahogy az érett monocitakra
jellemzé [42]. Mindkét esetben ugy lattam, hogy ezen koncentraciok hatasat érdemes
kisérleteim soran nyomon kdvetnem, melyeknél még nem szamottevo a sejthaladlozas, de mar
szembetlinG valtozasokat tapasztalhatunk. 100 ng/ml-es LPS koncentracional aktivalatlan
THP-1 sejtek indukélt morfologiai valtozasat irtdk le, mely differencidlodott sejteket,
makrofagokat, eredményezett [43]. A bakterialis flagellin hatasat foként sejtaktivatorokkal
egyidejii alkalmazasa soran figyelték meg, melynek soran a megnovekedett fehérje
expressziojat tapasztaltak [44]. A leggyakoribb alkalmazott koncentracid6 100 ng/ml volt,
melyet idedlisnak véltem a hossz(tavl hatdsiok vizsgalatdhoz. Human monocita, valamint
THP-1 sejteken végzett kisérlet soran 50 pg/ml poly(l:C) sejttenyészetbe juttatasa utan

megnovekedett citokin termel6dést tapasztaltak, mely érdemesnek tiint arra, hogy

25



kisérleteimben tiizetesebben megvizsgaljam ennek a koncentracid hatasat a sejtek

morfologiajara [45].
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5 Eredmények és értékelésiik

5.1 LPS és flagellin ligandumok rovidtava hatasanak vizsgalata, THP-1
sejtekre, Epic Cardioval

5.1.1 Flagellin és LPS

Az értékelés Béres Balint altal készitett Python program segitségével zajlott (késébbiekben
Python program). Az Cardio képe megegyezik a platemap kiosztasaval, ami a tovabbiakban is
alkalmaztunk (3. tablazat). A 4. abran jol lathat6, hogy a wellek tobbségében nagyszamu
sejtadhézio volt jellemzo.

3. tablazat: Platemap, az IVIG bevonattal ellatott wellek,

LPS és flagellin koncentracidjaval

100 pg/ml IVIG coat
LPS Flagellin
0,2 pg/ml 20 ng/ml 2 pg/ml 0,2 pg/ml
2 ng/ml 0,2 ng/ml 20 ng/ml 2 ng/ml
0,02 ng/ml 0 ng/mi 0,2 ng/ml 0 ng/ml

i
N
7]

4. abra: Eplc Cardio kepe Python programban IVIG coatot, valamint
oldott LPS-t (bal oldal) vagy flagellint (jobb oldal) tartalmazo6 wellek.

2
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A kovetkez6 abrak az egyes wellekben, a szenzorlemez feliiletére kitapadd, sejtek hulldmhossz
eltolodas értékeit tartalmazzak. Igyekeztem az egyedi sejteket vizsgalni, tehat ahol tobb sejt
kitapadasabol adodo értékeket véltem, azokat az adatokat figyelmen kiviil hagytam, ugyanezt
tettem az irredlisan kiugré értékeket tartalmazo, tovabba a kép szélein 1évd adatsorokkal is.
Emellett a konnyebb atlathatésag érdekében 10 sejt adataiban maximalizaltam a kozolt

értékeket.

cre

welltdl kezdve (5. abra). A wellek mindegyike IVIG kezelésen esett at, ezért az abrakon csak a
wellek kozti koncentracié kiilonbségeket tiintetem fel. Mindegyik abran megfigyelhetéek a
szenzorlemezre kitapadt sejtek altal okozott hullamhossz eltolodds, mely az adhézio
novekedésével egyre nagyobb jelet ad (5-9. abra). Lathato, hogy sejtek nagy hanyadara a 60.

percben mar az alacsonyabb, csokkend affinitas a jellemzo.

Mivel ezen mérés mindegyik gorbéjén 120 perc kornyékén feltiiink egy kiugro jel, igy ezt

zajként értelmeztem és nem vettem figyelembe.

0,2 pg/ml LPS

-
(2]
o
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hullamhossz eltolédas (pm)
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4. abra: IVIG bevonattal ellatott, 0,2 pg/ml LPS-t
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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5. abra: IVIG bevonattal ellatott, 20 ng/ml LPS-t
tartalmazo6 well hullimhossz eltolédas gorbéi
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7. abra: IVIG bevonattal ellatott, 2 ng/ml LPS-t
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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6. abra: IVIG bevonattal ellatott, 0,2 ng/ml LPS-t
tartalmazo well hullimhossz eltolédas gorbéi

29



0,02 ng/ml LPS
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9. abra: IVIG bevonattal ellatott, 0,02 ng/ml LPS-t
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

A kovetkezd abrakon ugyanezen mérés soran vizsgalt IVIG bevonatra és eltérd flagellin
koncentracidra adott hullimhossz értékek lathatéak (10-14. abra). Osszességében tobb sejtrél
sikeriilt adatot gyijtenem. Eszrevehetd, hogy az LPS-sel ellentétben ezeknél az welleknél a

vizsgalat késObbi perceiben is tortént kitapadas.

2 ug/ml flagellin
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10. abra: IVIG bevonattal ellatott, 2 pg/ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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0,2 pg/ml flagellin
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11. abra: IVIG bevonattal ellatott, 0,2 pg/ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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12. abra: IVIG bevonattal ellatott, 20 ng/ml flagellint
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

2 ng/ml flagellin
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13. abra: IVIG bevonattal ellatott, 2 ng/ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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0,2 ng/ml flagellin
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14. abra: IVIG bevonattal ellatott, 0,2 ng/ml flagellint
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

A 0 ng/ml LPS ¢és flagellint tartalmazé wellek Iényegében megegyeznek, csak IVIG bevonatot
tartalmaztak, ezért egy abran tiintetem fel az adatokat. A vartnak megfeleld mennyiségii sejt

tapadt ki a szenzorlemez feliiletére, nagy résziik hasonlé karakterisztikat mutatva (15. abra).

100 pg/ml IVIG coat
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15. abra: Kizarélag IVIG bevonattal ellatott well
hullaimhossz eltolédas gorbéi

A gorbék alapjan kijelenthetd, hogy a mérés soran minden ligand koncentracional, LPS és
flagellin esetén, valamint a tisztan IVIG feliiletkezelt lyukakban is sejtek kitapadasa altal
1étrejovo hullamhossz eltolodas detektalhato. fgy az LPS-nek és falgellinnak rovidtava hatasa

kizarolag IVIG jelenlétében tapasztalhato.
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Kovetkez6 mérés soran IVIG kezelt és kezeletlen wellek hatasanak kiillonbségét vizsgéaltam
LPS jelenlétében. Eldzetesen arra szerettem volna valaszt kapni, ha a fentebb bemutatott

kisérletet megismétlem, tapasztalhatd-e LPS rovidtava hatasa az IVIG elhagyésaval.

Az adatok gylijtése soran igyekeztem, a korabban ismertetett modon, egyedi sejteket kijelolni
¢s annak adatait k6z6lni. IVIG bevonattal nem rendelkezd wellek esetén a program széli

értékeket ismert fel, ezeket emiatt nem vettem figyelembe.

Kiértékelése soran megfigyelhetd volt, hogy a kép baloldalan 1évé lyukakban, melyek IVIG
bevonatot tartalmaztak, sejtek jelentek meg, ellentétben a bevonatot nem tartalmazoé lyukakkal
szemben (4.tablazat, 16. abra). Mivel kizarolag kezelt lyukak esetében sikeriilt sejtadatot
kapnom, a tovabbiakban ezeket tiintettem fel (17-22. abra). Vart mddon, sejtekre jellemzo

hullamhossz eltolodés értékeket figyelhetiink meg.

4. tablazat: Platema, az 1V1G-gel kezelt és kezeletlen wellek LPS koncentracidjaval

100 pg/ml IVIG coat + LPS LPS
0,2 pg/ml 20 ng/ml 0,2 pg/ml 20 ng/ml
2 ng/ml 0,2 ng/ml 2 ng/ml 0,2 ng/ml
0,02 ng/ml 0 ng/mi 0,02 ng/ml 0 ng/ml

16. abra: Epic Cardio képe Python programban.
IVIG coatot és oldott LPS-t (bal oldal), és IVIG-et nem tartalmazo
(jobb oldal).
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100 pg/ml IVIG coat + 0,2 pug/ml LPS
150

g — 1 — 6
2 — 2 — 7
T
2 100 — 3 — 8
% Wiy W'MMM — 4 — 9
N AT LT
9) | uu!'i"‘ ";‘ H‘; b T 4 ) ) I 5 — 10
[] S0 e | it ATV
<
£
E 0 1 1 1 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100 120

idé (min)
17. abra: IVIG bevonattal ellatott és 0,2 pg /ml LPS-t
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
100 pg/ml IVIG coat + 20 ng/ml LPS
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18. abra: IVIG bevonattal ellatott és 20 ng /ml LPS-t
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi
100 pg/ml IVIG coat + 2 ng/ml LPS
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19. abra: IVIG bevonattal ellatott és 2 ng /ml LPS-t tartalmazoé
well hullaimhossz eltolédas gorbéi
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100 pg/ml IVIG coat + 0,2 ng/ml LPS
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20. abra: IVIG bevonattal ellatott és 0,2 ng /ml LPS-t
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

100 pg/ml IVIG coat + 0,02 ng/ml LPS

€ 150
13 _
. — 2
o
< 100 3
2
° — 4
N
@
@ 50
K
IS
©
.g 0| 1
0 20 40 60 80 100 120
id6 (min)

21. abra: IVIG bevonattal ellatott és 0,02 ng /ml LPS-t
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

100 pg/ml IVIG coat + 0 ng/ml LPS
150

hullamhossz eltolédas (pm)

0 20 40 60 80 100 120
idé (min)

22. abra: Kizarolag IVIG bevonattal ellatott well
hullimhossz eltolédas gorbéj
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Ezen adatok ismeretében elmondhatjuk, hogy IVIG-et nem tartalmazé wellek esetén, nem
tapasztaltunk rovidtiava hatast a THP-1 sejtekre. Igy nem jelenthetd ki, hogy az LPS-nek

rovidtavu hatasa volt az adott kisérleti elrendezésben.

Ugyanezen célok érdekében LPS helyett flagellinnel is elvégeztem ezt a kisérletet, hasonlo
eredményekre szamitva (5. tablazat, 23. abra). A sejtek nagy szamban kizarolag az IVIG
bevonattal rendelkez6 lyukakban adtak jelet (24-29. abra). Nem tapasztaltunk rovidtava hatast

a tisztan flagellin tartalmazo lyukak esetében sem.

srers

100 pg/ml IVIG coat )
) flagellin
+ flagellin
2 pg/ml 0,2 pg/ml 2 pg/ml 0,2 pg/ml
20 ng/ml 2 ng/ml 20 ng/ml 2 ng/ml
0,2 ng/mi 0 ng/ml 0,2 ng/ml 0 ng/ml

23. abra. Eplc Cardlo kepe Python programban.
IVIG coatot és oldott flagellint (bal oldal), és IVIG-et nem tartalmazé
(jobb oldal) wellek képe.
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100 pg/ml IVIG coat + 2 ug/ml flagellin

E 150+
g — 1 — 6
2 — 2 — 7
o
o — 3 — 8
S
3 — 4 — 9
@
@ — 5 — 10
o
£
£
T
2 0 T T T T 1
0 25 50 75 100 125
idé (min)
24. abra: IVIG bevonattal ellatott és 2 pg /ml flagellint
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi
100 pg/ml IVIG coat + 0,2 ug/ml flagellin
e 150
£ —1—6
2 — 2 — 7
e
2 100 — 3 — 8
S
) — 4
@ -5
2 50
K=
S
)
2 o4

id8 (min)

25. abra: IVIG bevonattal ellatott és 0,2 pg /ml flagellint
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi

100 pg/ml IVIG coat + 20 ng/ml flagellin

|
a b~ W N =
|

hullamhossz eltolédas (pm)

id (min)

26. abra: IVIG bevonattal ellatott és 20 ng /ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
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hullamhossz eltolédas (pm)

hullamhossz eltolédas (pm)

hullamhossz eltolédas (pm)

100 pg/ml IVIG coat + 2 ng/ml flagellin

— 1 — 6
— 2 — 7
— 3 — 8
— 4 — 9
5 — 10
0 25 50 75 100 125
idé (min)
27. abra: IVIG bevonattal ellatott és 2 ng /ml flagellint
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi
100 pg/ml IVIG coat + 0,2 ng/ml flagellin
200-
— 1 — 6
150~ 2 T
— 3 — 8
100 — 4 — 9
5 — 10
50 -4y
0 1 1 | I 1
0 25 50 75 100 125
id6 (min)

28. abra: IVIG bevonattal ellatott és 2 pg /ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi

100 pg/ml IVIG coat + 0 ng/ml flagellin

idé (min)

29. abra: IVIG bevonattal ellatott és 2 pg /ml flagellint
tartalmazo well hullamhossz eltolodas gorbéi
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5.2 Zymosan
Magasabb zymosan koncentracio (1 mg/ml és 100 pg/ml) esetében nem tapasztaltunk olyan
mennyiségii kitapadast, mint vartuk (6. tablazat, 30. abra), feltételezhetGen a vastag coat
akadalyozta ebben a sejteket (31., 32. 4bra). Kisebb koncentracioknal a nagyszdmu sejt
kitapadas figyelhet6 meg a szenzorlemezen (33., 34., 35. abra). A rovid expozicids id6 és a
magas [VIG koncentracio mellett, jelezheti, hogy az IVIG tartalmaz olyan antitesteket, melyek
a zymosanhoz kotve gyorsitjak a monocitak valaszat. Az IVIG-et nem tartalmazo lyukaknal
egyikben sem detektalhato szenzorlemezhez tapadt sejt. A kizarlag IVIG-et, valamint a

karbonat puffert tartalmazo6 wellekben is szamos sejt tapadt ki a felszinre (36., 37. abra).

6. tablazat: Platemap, a zymosan bevonat koncentracidja a wellekben,

valamint a karbonat puffer és IVIG kontroll.

Zymosan coat + 100 pg/ml
Zymosan coat
IVIG
1 mg/ml 100 pg/ml 1 mg/ml 100 pg/ml
10 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
Karbonat IVIG ontroll
0,1 pg/ml 0,1 pg/ml
puffer kontroll 100 pg/ml

30. abra: Epic Cardio képe Python programban.
Zymosan coatolt, valamint a kontroll wellek képe.
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1 mg/ml zymosan coat + 100 ug/ml IVIG

-

[4)]

o
1

— 1

hullamhossz eltolédas (pm)

id6 (min)

31. abra: 1 mg/ml zymosan bevonatot és 100 pg /ml oldott
IVIG-et tartalmazo6 well hullimhossz eltolédas gorbéi

100 ug/ml zymosan coat + 100 pg/ml IVIG

T 200-
3 —1 — 6
[72] J— N
T 150+ 2 7
0 — 3 — 8
8
T 1004 — 4 — 9
o 5 — 10
[72]
2 50
€
©
S
< 0= T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70

idé (min)

32. abra: 100 pg /ml zymosan bevonatot és 100 pg /ml
oldott IVIG-et tartalmazé well hullimhossz eltolodas gorbéi

10 pg/ml zymosan coat + 100 pg/ml IVIG

€ 250
§ —1 — 6
& 200+ —2 — 7
T
© — 3 — 8
S 150- A
£ WASE 4 — o
N 100 VR
§ 100 i A 5 — 10
<
£ 50—
©
=
< 0-t T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70

id6 (min)

33. abra: 10 pg /ml zymosan bevonatot és 10 ng /ml oldott
IVIG-et tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi
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1 pg/ml zymosan coat + 100 ug/ml IVIG

T 250
£ — 1 — 6
& 2004 o 7
T
° — 3 — 8
2 150 I——— ) o
z \]A bl ww%%“i
§ 100 ," W, i w;nuw o 5 — 10
£ 50-
E |
E 0= T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
idé (min)
34. abra: 1 pg /ml zymosan bevonatot és 10 pg /ml oldott

IVIG-et tartalmazoé well hullimhossz eltolédas gorbéi

0,1 pg/ml zymosan coat + 100 ug/ml IVIG
E 200+
g —1 —6
N — J—
T 150~ 2 !
o — 3 — 8
2
S 100 — 4 — 9
@ — 5 — 10
2 504
£
® i
2 o T 1

idé (min)

35. abra: 0,1 pg /ml zymosan bevonatot és 0,1 pg /ml oldott
IVIG-et tartalmazé well hullamhossz eltolodas gorbéi

N

(=

o
(]

-

(3]

(=]
L

100

[4.]
o
1

hullamhossz eltolédas (pm)

karbonat puffer + 100 ug/ml IVIG

—1 — 6
—2 — 7
— 3 — 8
— 4 — 9
5 — 10

idé (min)

36. abra: Kizarolag bikarbonat puffert tartalmazo well

hullamhossz eltolodas gorbéi
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100 pg/ml IVIG coat kontroll
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hullamhossz eltolédas (pm)

idé (min)

37. abra: Kizarélag IVIG bevonattal ellatott well
hullamhossz eltolédas gorbéi

5.3 TLR ligandok rovidtava hatasa vérrel
A ligandok rovidtavh hatasasat vérrel is megvizsgaltam, 1VIG-gel kezelt, valamint kezeletlen
wellekben, hasonlé eredményt varva (7. tablazat). A 100 ng/ml LPS tartalmu, IVIG coattal nem
rendelkezd wellben tapasztaltam egyetlen sejt megjelenését (38. abra). A bevonat nélkiili
lyukakban nem tintek fel detektalhato sejtek. Ezzel szemben a kezelt wellekben nagyszamu
kitapadas volt jellemz6, melyek a kordbbai, THP-1 sejtekkel folyatatott mérések hulldmhossz
eltolodas gorbéikkel 6sszevetve, eltérd karakterisztikat mutatnak (39-44. abra). Az, hogy ez a

karakterisztika mennyire jellemz6 a vérrel torténd mérések soran, tovabbi kutatast igényel.

7. tablazat: TLR ligandok alkalmazott koncentracidja vérrel torttént kisérletben

IVIG nélkiil IVIG coat (100 ug/ml)

LPS Zymosan LPS Zymosan
100 ng/ml 10 pg/ml 100 ng/ml 10 ug/ml
Flagellin PGN Flagellin PGN
100 ng/ml 50 pg/ml 100 ng/ml 50 pg/ml
Poly(l:C . Poly(I:C .

20 i/t(g/m% ver 20 {L(g/m% ver
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38. abra: Epic Cardio képe Python programban. IVIG kezelt,
valamint kezeletlen, TLR ligandokat tartalmazo6 wellek képe.

IVIG coat 100 ng/ml

LPS
E 200+
o — 1 =
["/] o —
S 150 4
o — 3 —
Il
E 100+ — i —
a -5 —
2 50
£
© "
=
< 0-1 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
idé (min)

39. abra: IVIG bevonattal ellatott és 100 ng /ml LPS-t
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi

IVIG coat 10 pg/ml zymosan

T 200~
s — 1 —
7)) N R
3 150 2
0 — 3 —
8
E 1004 — 4 —
a S
2 50
€
©
2 o y

0 10 20 30 40 50

idé (min)

© 0 N O

© 0o N o

40. abra: IVIG bevonattal ellatott és 10 pg /ml zymosant

tartalmazo6 well hullimhossz eltolédas gorbéi
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IVIG coat 100 ng/ml flagellin

T 200+
£ —
3 — 7
T
o — 8
8
° — 9
a — 10
]
L
£
N
]
L
id8 (min)
41. abra: IVIG bevonattal ellatott és 100 ng /ml flagellint
tartalmazo6 well hullimhossz eltolédas gorbéi
IVIG coat 10 pg/ml PGN
T 250+
E_ — 1 — 6
& 200+ o 7
T
o — 3 — 8
S 150
3 — 4 — 9
@ 100+ -5 — 10
o
K=
E 50 RS N
S Rl S
E 0 I I I I 1 1
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idé (min)
42. abra: IVIG bevonattal ellatott és 10 pg /ml PGN-t
tartalmazo well hullamhossz eltolédas gorbéi
IVIG coat 20 pg/ml poly(l:C)
E 200+
E_ — 1 — 6
ﬁ 150 —2 7
o — 3 — 8
S
G 100 — 4 — 9
@ -5 — 10
2 50
£
o
2 o T T T T 1
0 10 20 30 40 50

idé (min)

43. abra: IVIG bevonattal ellatott és 20 pg /ml poly(I:C)-t
tartalmazé well hullimhossz eltolédas gorbéi
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IVIG coat vér
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44, abra: Kizardlag IVIG bevonatot tartalmazoé well
hullaimhossz eltolodas gorbéi

Osszegzésképp elmondhatd, hogy az elvégzett kisérletek soran sem a TLR ligandok (zymosan,
LPS, flagelli, poly(l:C), sem a PGN esetében nem tapasztaltunk rovidtavia hatast, IVIG jelenléte
nélkiil. Hogy ezt a megallapitast miként befolydsolnd az, ha a kisérletet 37 °C koriili

hémérsékleten végeznénk, tovabbi kutatast igényel.
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5.4 IVIG hosszutava hatasanak vizsgalata a monocita sejtvonal
aktivacidojara, HoloMonitor M4 segitségével

A 96 0ras mérésbol, 12 oranként vett adatokat vetettem Ossze az alabbi paraméterek alapjan:
sejtteriilet, atlag optikai sejtvastagsag, maximalis optikai sejtvastagsag, optikai sejttérfogat,

feliileti konvexitas (hull convexity) és sejtalak szabalytalansag (irregularity).

5.4.1 Sejtteriilet

Eldszor a sejtek terililetének valtozasat hasonlitottam Ossze (45. dbra). Megtigyelhetd, hogy a

crer

koncentracidval ellentétben kisebb szorassal.

Sejtteriilet (pm?)
4000~
° © 100 pg/ml (coat) 100 pg/ml (oldott)

10 pg/ml (coat) o 10 pg/ml (oldott)

30004 8 ° T hg/ml (coat) © 1 pg/ml (oldott)

0 pg/ml (coat) o 0 pg/ml (oldott)

Q
a

2000~

teriilet (um?)

1000 =

-2
@ 8
aEn &8

Gl

= © o © ool O ONTOHRONTE ONTORONTE ONTORONTE ONTOBEONTE OCTOORoNTE
M TOO® | MR O EE | IS @00 | T @@E | OO0 M T @06 | T @@ T D00

idd (6ra)
45. abra: Eltéré koncentracioban jelen 1évé rogzitett és oldott IVIG hatisa a sejt
teriilet valtozasara
10 pg/ml koncentracional, rogzitett IVIG esetében is tapasztaltunk sejtndvekedést, viszont
né¢hany kiugrd értéktdl eltekintve nem jelenthetd ki, hogy a sejtek teriiletének eloszlas

minimuma ndvekedett volna.

1 png/ml rogzitett IVIG koncentracional szintén lathatd sejtndvekedés, azonban nem olyan
mértékben, mint az el6z6 két esetben. A tovabbi lyukakban, melyekben oldott formaban, illetve
a kontrollnal, nem tapasztaltunk nagymértékben eltéré sejtméretet. Azok, melyek lyuk

atlagahoz képest nagy mérettel rendelkeztek, aggregalodott sejtek lehetnek.

A tovabbi Osszehasonlitasokat a mérés kezdetén és végén gyiijtott adatokkal végeztem. Az

ezekben az idopontokban késziilt HoloMonitor M4 felvételek a 46-52. abran lathatoak.

46



47, abra: 10 pg/ml koncentracioja rogzitett IVIG lyuk a mérés elején és végén
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50. abra: 100 pg/ml koncentraciéju oldott IVIG lyuk a mérés elején és végén
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51. abra: 10 pg/ml koncentracioju oldott IVIG lyuk a mérés elején és végén

52. abra: 1 pg/ml koncentracioju oldott IVIG lyuk a mérés elején és végén
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5.4.2 Sejtek optikai vastagsaga

A 53., 54. és 55. abran az optikai sejt vastagsag valtozasa figyelheté meg, koncentracio szerinti
Osszehasonlitasban. A rogzitett IVI1G-es lyukaknal minden esetben csokkent a sejtek vastagsaga
tapasztaltunk.

Optikai vastagsag (um)
100 pg/ml IVIG koncentraciénal

104
o " 100 pg/ml (coat)
"i 8- ;E 0 ug/ml
8 ed - 100 ug/ml (oldott)
=
o £
> 3
— A
©
=
o 24
)

0 1

0 96 0 96
id6 (6ra)

53. abra: 100 pg/ml koncentracioju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazé, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek optikai vastagsaga (um)

Optikai vastagsag (um)
10 pg/ml IVIG koncentracional

104
10 pg/ml (coat)

0 pg/mi
10 pg/ml (oldott)

[=-}
1

optikai vastagsag
(pm)
N E) [=2]
L [ L
o ___ - 1§+ .
= R
o— - Sedeede s -
o FEdeigs - -

idé (6ra)

54, abra: 10 pg/ml koncentraciéju, rogzitett (coat) és
oldott 1VIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek optikai vastagsaga (um)
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Optikai vastagsag (um)
1 pg/ml IVIG koncentracional

109
B 1 pg/ml (coat)

& 84 S 0 pg/ml
[72] . K 5.
= A -1 Jg/mi (oldott)
o~ 6+ 3
o £ . o
> 3 3 %
s— I
==
3 21

idé (ora)

55. abra: 1 pg/ml koncentraciéju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a
kontroll lyukak sejtjeinek
optikai vastagsaga (um)

5.4.3 Maximalis optikai sejtvastagsag
A maximalis optikai sejtvastagsdg tekintetében minden koncentracional csokkenést

tapasztaltunk a mérés végére, amely az oldott IVIG-et tartalmazo6 lyukak estében nem volt

szamottevo (56., 57., 58. 4bra).

Maximalis optikai sejtvastagsag (pm)
100 pg/ml IVIG koncentracio esetén

100 pg/ml (coat)
20 : * 0 pg/ml
; 100 pg/mi (oldott)

maximalis optikai
sejtvastagsag (um)

0 96 0 96 0 96

idé (6ra)
56. abra: 100 pg/ml koncentracioju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek maximalis optikai
sejtvastagsaga(um)
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Maximalis optikai sejtvastagsag (pm)
10 pg/ml IVIG koncentracié esetén

25
10 pg/ml (coat)

0 pg/ml
10 pg/ml (oldott)

N
o
L

maximalis optikai

sejtvastagsag (um)
o o
[ L
I — .
T
U
et

0 96 0 96 0 96

id6 (6ra)
57. abra: 10 pg/ml koncentracidju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek maximalis
optikai sejtvastagsaga (um)

Maximalis optikai sejtvastagsag (pm)
1 yg/ml IVIG koncentracié esetén

25+
1 pg/ml (coat)
20 . 0 pg/mi
* + 1 gg/ml (oldott)

- -
o (5]
[ [
-
~

maximalis optikai
sejtvastagsag (um)
(4]
[

o
L

idé (6ra)

58. abra: 1 pg/ml koncentracioju, rogzitett (coat) és
oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek maximalis
optikai sejtvastagsaga (um)
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5.4.4 Optikai sejttérfogat

Az optikai sejttérfogat a rogzitett IVIG-nél valtozott leginkabb, a kontroll esetében csokkenést
tapasztaltunk (59., 60., 61. abra).

Optikai sejttérfogat (um?3)
100 pg/ml IVIG koncentracié esetén

8000+
100 pg/ml (coat)

0 pg/ml
100 pg/ml (oldott)

6000+

4000

optikai sejttérfogat
(pm?)

idé (6ra)
59. abra: 100 pg/ml koncentracioju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek
optikai sejttérfogata (um?®)

Optikai sejttérfogat (um?)
10 pg/ml IVIG koncentracio esetén

8000-
= 10 pg/ml (coat)
g — 0 pg/ml

§ - 10 pg/ml (oldott)
> E 4000-

b2

‘©

X 2000~

it

Q.

[e

id6 (6ra)
60. abra: 10 pg/ml koncentracidju, rogzitett (coat)
és oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a
kontroll lyukak sejtjeinek
optikai sejttérfogata (um?®)
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Optikai sejttérfogat (um?3)
1 pg/ml IVIG koncentracioé esetén

8000+
1 pg/ml (coat)

0 pg/mi
1 pg/ml (oldott)

6000+

optikai sejttérfogat
(pm?)
8
=3
L

0 96 0 96 0 96

id6 (ora)
61. abra: 1 pg/ml koncentracioju, rogzitett (coat) és
oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak sejtjeinek
optikai sejttérfogata (um?®)

5.4.5 Feliileti konvexitas (Hull convexity)

A feliileti konvexitds annak mérészama, hogy a 3D sejtek alakja mennyire tér el a tokéletes
konvex formatol. Egy sejt altalaban meglehetdsen sima 3D-ben. A magasabb érték kisebb
mélyedéseket jelent a sejt vastagsagaban, azaz tokéletesebb format. A THP-1 sejtek sejtalak
konvexitas valtozasa a mérés soran, kiilonb6z6 1VIG koncentracid jelenlétében a 62., 63. és 64.

abran lathatoak.

Feliileti konvexitas
100 pg/ml IVIG koncentracid esetén

1.05-
100 pg/ml (coat)
2 1.00+ ; 0 pg/mi
X
2 0.954]- 100 pg/ml (oldott)
c
<)
© 0.90+
E
T 0.85+
0.80 44

idé (6ra)
62. abra: Feliileti konvexitas a 100 pg/ml

koncentracidju, rogzitett (coat) és oldott IVIG-et
tartalmazo, valamint a kontroll lyukak esetében
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Feliileti konvexitas
10 pg/ml IVIG koncentracié esetén

1.05
10 pg/ml (coat)

§‘1.00_ e ? " . Opg’[ml
= wo
2 0.95- T 10 pg/ml (oldott)
c .
Q
© 0.90
F
I 0.854

0.80-14 |

idé (6ra)

63. abra: Feliileti konvexitas a 10 pg/ml
koncentraciéju, rogzitett (coat) és oldott IVIG-et
tartalmazé, valamint a kontroll lyukak esetében

Feliileti konvexitas
1 pg/ml IVIG koncentracié esetén

1.05
1 pg/ml (coat)

0 pg/ml

0.954 |. 1 pg/ml (oldott)

o
o
1
.|__|.;._q

0.90+
0.85

Hull convexity

0.80

0.75-4L

idé (6ra)
64. abra: Feliileti konvexitas a 1 pg/ml
koncentraciéju, rogzitett (coat) és oldott

IVIG-et tartalmazo, valamint a kontroll
lyukak esetében

5.4.6 Sejtalak szabalytalansag (Irregularity)

Az irregularity annak a mérdszama, hogy a sejt keriilete mennyire tér el a tokéletes kortol.
A 0 érték azt jelenti, hogy a sejt kor alaku, a magasabb értékek pedig hosszabb, szabalytalanabb
korvonalat jelentenek. A szamitasok egy kiiszobérték-beallitason alapulnak, amely

megkiilonbozteti a hatteret a sejttol.

A 65., 66., 67. abran egyértelmiien lathato, hogy a rogzitett IVIG-es eljaras hatasara a sejtek, a
mérés végére szabalytalanabb alakot vettek fel, mely minden koncentraciora igaz, azonban

csokkend jelleggel. Az 1 pg/ml koncentracional (26. abra (kék)) mar kevésbé szabalytalanok a

sejtek.
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Sejtalak szabalytalansag
100 pg/ml IVIG koncentracioé esetén
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0 pg/mi
100 pg/ml (oldott)

Irregularity

idé (6ra)

65. abra: Sejtalak szabalytalansag a
100 pg/ml koncentraci6ju, rogzitett (coat) és
oldott IVIG-et tartalmazd, valamint a
kontroll lyukak esetében
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66. abra: Sejtalak szabalytalansag a
10 pg/ml koncentracidju, rogzitett (coat) és
oldott IVIG-et tartalmazo, valamint a
kontroll lyukak esetében
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67. abra: Sejtalak szabalytalansag a 1 pg/ml

koncentracidjui, rogzitett (coat) és oldott IVIG-et
tartalmazo, valamint a kontroll lyukak esetében
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A kisérletet megeldzden azt vartuk, hogy oldott IVIG esetében a sejtek nem vagy kevésbé
mutatnak differencidciora utalé morfoldgiai valtozast, mint az IVIG coat esetén. Valamint,
hogy a nagyobb koncentracioknal a sejtek morfoldgigi valtozésai is jelentdsebbek. Vagyis a
alapjan, a monocita differenciaciora utalo értékeket biztositani.

A vartaknak megfelelden a sejtek teriileti valtozasa, kis szorassal, egyenletesen novekvo volt.
Az optikai vastagsag és a maximasli optikai vastagsag csokkenése is ennél a koncentracional
tapasztaltuk leginkabb. Az optikai térfogat ndvekedése is az elvart moédon novekedett. A sejtek
szabalytalansaganak valtozasa szintén ezeknél a welleknél volt a legkiemelked6bb. Ezen adatok

egyiittes értékelése soran megallapithatd, hogy a vartakkal megegyez6 volt, 100 ug/ml IVIG

.....
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5.5 TLR ligandok hosszutavu hatasanak vizsgalata a monocita sejtvonal
aktivacidojara, HoloMonitor M4 segitségével

Az 5.4 pontban leirtakhoz hasonloan a 96 6ras mérésbdl, 12 oranként vett adatokat, sejtteriilet,
atlag optikai sejtvastagsag, optikai sejttérfogat, feliileti konvexitas (hull convexity), valamint
sejtalak szabalytalansag (irregularity) hasonlitottam Gssze. Az egyes mintahalmazok a 12
oranként vizsgalt adatok Osszessége, ebben az esetben nem kévetem nyomon a sejtek idébeli
morfologiai valtozasait, hanem a az adatok eloszlasat és az egyes kezelések kozotti

kiilonbségeket mutatom be.

5.5.1 Sejtteriilet

------

detektalasara. A makrofagga differencialodott sejtek teriilete a mérés elérehaladtaval varhatdan
nagyobb lesz. Igy a differencialodott sejtek szamanak fiiggvényében a nagyobb sejtteriilet

értékeknél varhatjuk az eloszlasfiiggvények kiszélesedését.

5.5.1.1 Sejtteriilet valtozasa IVIG Kkezelt és kezeletlen mintak esetében, zymosan ligand
jelenlétében

A 68. abran lathato violin plot az IVIG bevonattal rendelkez6, valamint bevonatot nem
tartalmazo, wellek sejtjeinek sejtteriilet eloszlasat mutatja, zymosan ligand jelenlétében.
Lathato, hogy IVIG kezelés mellett a sejtek teriilete a mérés soran nagyobbnak bizonyult.

Zymosan sejtteriilet
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68. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa IVIG
kezelt és kezeletlen sejteknél, zymosan
jelenlétében
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Az adatokon parositatlan, kétmintas t — probat végezve (P = 0.05) szignifikans kiilonbséget
kaptam arra a nullhipotézisre, hogy a mintahalmazok szorasa megegyezik. gy elmondhato,

hogy a két kezelés kozott, 95%-o0s konfidencia intervallum mellett, kiilonbség van.

5.5.1.2 Sejtteriilet valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, LPS ligand
jelenlétében

Ugyanezen paraméterek mellett, viszont zymosan helyett LPS ligand alkalmazasaval
szembetiing eltérést figyelhetink meg az IVIG bevonattal rendelkez6 mintak esetében
(69.4bra). Az elébbiekben ismertetett statisztikai probat elvégezve a var modon szignifikans

kiilonbséget tapasztalunk a két kezelés kozott.
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69. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa IVIG
kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS jelenlétében

5.5.1.3 Sejtteriilet valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, flagellin ligand
jelenlétében

Flagellin jelenlétében még az LPS-nél is nagyobb kiugrast tapasztalunk a sejtteriilet
novekedésére (70. 4bra). fgy a vartnak megfeleléen a statisztikai probank is szignifikans

kiilonbséget feltételez a kezelések kozott.
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70. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa 1VIG
kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS jelenlétében

5.5.1.4 Sejtteriilet valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, poli(1:C) ligand
jelenlétében

A fentebb bemutatott kezelésekhez hasonldan poli(1:C) jelenlétében szintén az IVIG bevonattal
rendelkezé mintaknal tapasztaltunk nagymértékii valtozast a sejtteriilet tekintetében (71. abra).
A statisztikai probank is szignifikans kiilonbséget allapitott meg.
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71. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa IVIG
kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS jelenlétében
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5.5.1.5 Sejtteriilet valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, PGN jelenlétében
Mivel a PGN-t egyéb kisérleteknél a monocitak aktivaciojanak indukalasara szoktak
alkalmazni, igy el6zetesen ennek jelenlétében szamithattunk leginkabb a sejtteriilet
novekedésére. Az elvarasoknak megfelelden valoban tapasztaltuk a mérés sordn, az el6z6ekhez
képest nagyobb sejtek jelenlétét (72. abra). igy a t-proba szerinti szignifikans kiilonbség sem

volt varatlan.
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72. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa IVIG
kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS jelenlétében

5.5.1.6 Sejtteriilet valtozasa 1VIG bevonatot és oldott 1VIG-et tartalmazo, valamint
kezelést egyaltalan nem kapott monocitak esetében

A 73. abran feltiintetett mintak sem ligandot, sem PGN-t nem tartalmaztak. igy a sejtteriilet
valtozasa a csak az IVIG kezelés vagy annak hianyanak fiiggvénye. Egytényezés
varianciaanalizist (One-way ANOVA) végezve (P=0,05) mar elmondhato, hogy ezen
mintahalmazok kozott szignifikéns eltérés van.

A sejttertilet adatok alapjan, az eddigi tapasztalatok szerint az IVIG coat, az oldott IVGI és a
kezelés hianya nem okoz olyan mértéki sejtteriilet ndvekedést, mint az IVIG kezelt és ligandot

------

sem indukalja pusztan az IVIG jelenléte.
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Vagyis a korabban, 5.4 pontban bemutatott adatok és kiértékelésiik hibasnak bizonyult,

feltételezhetOen egy, a minta elokészitése soran, vagy a mérés folyaman bekovetkezett fert6zés

hatasara.
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73. abra: Monocitak sejtteriilet eloszlasa 1VIG
kezelt és kezeletlen, valamint oldott IVIG-et
tartalmazo mintaknal
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5.5.2 Optikai sejttérfogat

------

novekedése. A differencialédott monocitakra, ahogyan fentebb emlitve van, a nagyobb

sejtteriilet, ezaltal a nagyobb sejttérfogat jellemzd.

5.5.2.1 Optikai sejttérfogat valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintik esetében,

zymosan ligand jelenlétében

Ahogyan a sejtteriileteknél is tapasztaltuk az IVIG kezelt és zymosan ligandot tartalmazo
mintaknal tapasztalhatd nagyobb mértékii sejttérfogat valtozas (74. abra). Parositatlan
kétmintas t — probat alkalmazva (P=0,05) csakugyan szignifikans eltérés van az IVIG kezelt és
kezeletlen mintahalmaz kozott.
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74. abra: Monocitak optikai sejttérfogat eloszlasa
IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS
jelenlétében
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5.5.2.2 Optikai sejttérfogat valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, LPS
ligand jelenlétében

Szintén az optikai vastagsag novekedése tapasztalhato LPS jelenlétében is (75. abra).
A statisztikai probank 5%-o0s szignifikancia szint mellett szignifikans kiilonbséget jelez a

kezelések kozott.
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75. abra: Monocitak optikai sejttérfogat eloszlasa
IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél, LPS
jelenlétében
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5.5.2.3 Optikai sejttérfogat valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, flagellin

ligand jelenlétében

Flagellin jelenléte mellett, az adatokbol kovetkeztethetiink, néhany sejt nagymértékii
térfogatvaltozason esett at, am ez nem bizonyult elég gyakorinak, hogy t — proba soran allitott
5%-0s szignifikancia szint mellett a mintahalmazok kiilonbsége szignifikans legyen (76. abra).
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76. abra: Monocitak optikai sejtérfogat eloszlasa
IVIG Kkezelt és kezeletlen sejteknél, flagellin
jelenlétében
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77.
5.5.2.4 Optikai sejttérfogat valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintik esetében,
poly(1:C) ligand jelenlétében
Poli(l:C) tekintetében viszont mar a proba szerinti szignifikans eltérést tapasztaljuk, vagyis a
sejtek morfoldgiai valtozason estek at (77. abra).
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78. abra: Monocitak optikai sejttérfogat eloszlasa
IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél, poli(1:C)
jelenlétében

5.5.2.5 Optikai sejttérfogat valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében, PGN
jelenlétében
A poli(I:C)-ez hasonléan a PGN-t tartalmaz6 mintaknal is szignifikans kiilonbség lathat6 az 78.
abran, valamint a statisztikai proba soran is ezt tapasztaljuk.
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79. abra: Monocitak optikai sejttérfogat eloszlasa
IVIG Kkezelt és kezeletlen sejteknél, PGN
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jelenlétében
5.5.2.6 Optikai sejttérfogat valtozasa I\VIG bevonatot és oldott 1VIG-et tartalmazo,
valamint kezelést egyaltalan nem kapott monocitak esetében
A kontroll mintak esetében nem tapasztalunk ez el6bbiekben fellelhet6 kiemelked6 térfogatokat

(80. abra). Ugyanakkor egytényez6s varianciaanalizist végezve (P=0,05) ezen mintahalmazok

kozott szignifikans eltérés van.
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80. abra: Monocitak optikai sejttérfogat eloszlasa
IVIG kezelt és kezeletlen, valamint oldott
1V1G-et tartalmazo mintaknal

Osszességében a sejtek optikai térfogatvaltozasa jo indikator lehet a differencidlodott sejtek

kimutatasara. Flagellellin esetében viszont ez nem mondhato el.

5.5.3 Sejtalak szabalytalansag

A differencidlodott monocitdkat zommel a rendezetlen sejtalak jellemzi, ezért talan az egyik
legfontosabb jelzés értékil adat a sejtalak szabalytalansag. A THP-1 sejtek tobbnyire szabalyos

kor alapteriiletiick, mig a késobbiekben megnyult, rendezetlen alak jellemz6 rajuk.

5.5.3.1 Sejtalak szabalytalansag valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében,
zymosan ligand jelenlétében

A 81. abran megfigyelheté zymosan ligandot is tartalmaz6 mintak sem az abra alapjan, sem a

a kétmintas t — proba szerint sem kiilonbdznek szignifikansan.
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81. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag
eloszlasa IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél,
zymosan jelenlétében

5.5.3.2 Sejtalak szabalytalansag valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében,
LPS ligand jelenlétében

IVIG kezelés mellett az LPS-t tartalmazo wellek sejtjei mar szembetlind valtozast mutatnak
(82. abra). Nagyobb mennyiségii és szabalytalanabb sejtalak jellemezte ezen sejteket az IVIG
kezelést nem tartalmazod mintaval szemben. Mely kiilonbséget a statiszikai proba is

szignifikansnak ir le.
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82. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag

eloszlasa IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél,
LPS jelenlétében
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5.5.3.3 Sejtalak szabalytalansag valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében,
flagellin ligand jelenlétében

Flagellin jelenlétében is a kezelt mintanal tapasztalunk sejtalak szabalytalansagot, valamint a
kezeletlen minta adataival 6sszehasonlitva szignifikans kiilonbséget kapunk (83. abra).
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83. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag
eloszlasa IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél,
flagellin jelenlétében

5.5.3.4 Sejtalak szabalytalansag valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében,
poli(l:C) ligand jelenlétében

Hasonl6 a helyzet a poli(I:C) ligandot tartalmaz6 mintanal is, melyet jol szemléltet a 84. abra.
Ugyanakkor itt is szignifikans eltérés van a kezelt és kezeletlen mintak kozott.
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84. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag eloszlasa
IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél, poli(1:C) jelenlétében
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5.5.3.5 Sejtalak szabalytalansag valtozasa IVIG kezelt és kezeletlen mintak esetében,
PGN jelenlétében

Mivel a PGN-t 6nmagaban szoktak alkalmazni, mint sejtaktivator, igy nem meglepd, hogy a
ligandokkal szemben, az IVIG kezelést nem kapott sejtekre is jellemzo a sejtalak
szabalytalansaga (85. abra). Viszont a két mintahalmazt igy is szignifikans kiilonbség jellemzi.
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84. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag
eloszlasa IVIG kezelt és kezeletlen sejteknél,
PGN jelenlétében
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5.5.3.6 Sejtalak szabalytalansag valtozasa I\VV1G bevonatot és oldott 1VI1G-et tartalmazé,
valamint kezelést egyaltalan nem kapott monocitak esetében
A ligandokat és PGN-t nem tartalmazé mintaknal nem tapasztalunk az eddigiekhez hasonlo

szabalytalansagot a sejtalakra nézve (85. abra). Szignifikans kiilonbség viszont itt is van.
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85. abra: Monocitak sejtalak szabalytalansag
eloszlasa IVIG Kkezelt és kezeletlen, valamint
oldott IVIG-et tartalmazo mintaknal
Osszegzésképp valamennyi paraméter vizsgalat soran megfigyelhetéek voltak a sejtek
differencidlodasara utalo valtozasok. Sejtteriilet ndvekedés, optikai sejttérfogat novekedése, a
sejtalak szabalytalansaganak novekedése is a differencalt sejtekre jellemzd. Eszrevehetd, hogy
ezen a morfologiai valtozasok mértéke kezelésenként eltér. Mig a ligandokat és PGN-t nem
tartalmazo mintaknal nem tapasztaltunk kiugro értékeket, addig az IVIG kezelést és ligandot

vagy PGN-t tartalmaz6 mintaknal ez jellemzdbb volt.
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6 Osszefoglalas

Az immunrendszer molekuldinak, sejtjeinek, mechanizmusainak tanulméanyozasa lehetdséget
biztosithat az autoimmun betegségek felismerésére, valamint kezelésére. Az immunsejtek
nem-invaziv vizsgalataban nagy szerepe lehet az optikai bioszenzoroknak. Segitségiikkel a
sejtek kiilonbozo kornyezeti valtozasra adott valaszai nyomon kovethetéek. Nem igényelnek
jelolémolekulat, mivel iranyitott fénynyaldbok altal képes a mikrotiterlemez lyukaiban
jelenlévo sejtjeinek iddbeli viselkedésinek, sejtmorfologia valtozasanak, motilitdsanak, vagy
Az Epic Cardio-val végzett kisérleteknél rovidtava hatast, IVIG jelenléte nélkil, a vizsgalt
ligandoknal (zymosan, LPS, flagellin, poly(I:C) és PGN tekintetében sem tapasztaltunk.
Azonban, ha kiilonféle antigéneket szérummal inkubalunk, a TLR természete rovidtavon

varhatdéan nem befolyasolja majd a sejtaktivaciot, csak az ellenanyagok jelenléte.

......

illetve hosszatavu vizsgalatat végeztiikk. Ennek soran rogzitett vagy oldatban 1évo 1VIG-g

mellett TLR ligandok hatasat is megfigyeltiik.

A monocitadk aktivacidjuk soran makrofagokka differencidlédnak, mely valtozast optikai
bioszenzor segitségével, nem-invaziv modon detektaljuk. Az IVIG-gel bevont lyukak esetében
vartuk leginkabb, hogy a sejtek nagyobb mértékben differencidlodjanak. A vizsgalt
utal6 valtozasokat a sejteken. Mely az ujabb mérésekbdl kovetkeztetve a mérés soran fellépd
fertézésre utal.

A Toll-szer(i receptor ligandokkal és PGN-nel végzett kisérlet soran voltak megfigyelhetéek
leginkabb a sejtek differencialodasara utald valtozasok. A vizsgalt paraméterek alapjan a
morfologiai valtozasok mértéke kezelésenként eltér. EImondhatd, hogy az IVIG kezelést,
valamint ligandot vagy PGN-t tartalmazé mintak sejtjei makrofagokka diferencialodtak. A
tovabbiakban érdemes lehet hosszabtavu, 168 6rads mérést végezni, tobb differencialodott sejt

reményében.
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7 Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani Dr. Szittner Zoltannak, hogy munkam soran szakmai
segitséget és utmutatdst nyujtott a mérések elvégzésében ¢és kiértékeléshez alkalmazott

programok hasznalataban.

K6szonom Dr. Horvath Robertnek, a Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatocsoport vezetjének
¢és Dr. Bonyar Attila egyetemi docensnek, hogy ttmutatasukkal és szakértelmiikkel tamogattak

a munkam elkészitésében.

Valamint k6sz6ndm a Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatocsoport minden dolgozojanak ¢€s ott
kisérletez6 valamennyi didknak, akik észrevételeikkel, szakértelmiikkel, tamogatasukkal és

hasznos tanacsaikkal nagymértékben hozzajarultak ismereteim bovitéséhez.
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