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Az embrionalis 6ssejt technoldgia
Immunhisztokémiai hasznositasa

Meczker Agnes, Keszthelyi Rita, Hajos Rebeka, Voigt Aniko,
Kosi Liliana; Hisztopatologia Kft., Pécs
Sasitorn Rungarunlert, Dr. Pirity Melinda, Dr. Dinnyés
Andras; Biotalentum Kft., G6dall6
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Az immunhisztokéemiai jel ertekelese

* Immunhisztokémia modszere: diagnosztikus és kiserletes terilet
« Diagnosztika:

— kvantitativ értékelési és célzott terapias modszerek feljodése

— novekvd mintaszam

— igény a gyors vizsgalatokra

— automatizacio

— nagy reagens igény

* Fontos, hogy az eredmény kontrollalhatd, megbizhato legyen
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Pozitiv kontroll
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e Human eredetl szovet

— patoldgiadkon: sajat ismert esetekbdl
|etrehozott sz6vetbank...egyszer elfogy,
lehet-e ugyanolyat talalni?...etikai
kerdeseket vet fel

— vagy: megvasarolhato...draga...gyorsan
elfogy...nem reprodukalhaté eredmeény

— kontroll blokk: egyszerre sok metszet =)
metszetek ,0regedése”

o Allati eredetll szovet

— konzervativabb antigének esetében
lehetséges, megbizhatd pozitiv kontroll

— kevesebb etikai kerdés
— de: felhasznalhatésaga szintén véges
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Pozitiv kontroll

« Kontroll tipusa

— kulon kontroll metszet

e anapi immunhisztokémiai vizsgalatok mellé ismerten pozitiv esetbdl szarmazo
metszet hasznalata

* nem garantalt, hogy a vizsgalt szoveten ugyanaz a reakcio

» hibak el6fordulhatnak...két metszet ==) kétféle hibalehetéség
— avizsgalt és a kontroll szovet egy targylemezen

* megbizhaté eredmény

» két metszet felnlzasa egy targylemezre

» egy blokkba ontétt vizsgalt és a kontroll szévet
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Pozitiv kontroll

« |Ismert technikak:

— TMA (tissue microarray) technika:
» megfeleld, sokrétl

» de: szintén patoldgiai mintakbal all...hasonlé problémak

— sejttenyészetek blokkba viheté vagy citoprep formaban
* nem mutatjak a jel szoveti eloszlasat

— proteinfragmentek targylemezre kotése:

» fehérjerészletek, amelyek egy bizonyos protein antigenitassal bir6 toredékét
tartalmazzak

» atargylemezen fix ponthoz kéthet6
» specidlis kivitelezést igényel
* szintén nem szoveti eloszlasu jel




Embryoid testek

 FP6-0s tamogatasu bioreaktor fejlesztési projek:

— Biotalentum Kft.; G6doll6

» EB elédllitasa:
— tobbféle modszer
— tobbféle sejtvonal (egér embrionalis éssejt, indukalt pluripotens éssejt)
— tobbféle differenciacio (kardialis, neuralis)

— Hisztopatologia Kft.; Pécs

» EB vizsgéalata immunmorfolégiai médszerekkel
— morfolégia
— differencialodéas
— proliferacio
— apoptozis
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Embryoid testek

EB (embryoid body):
— nem embrid
— embrionalis 6ssejtekbdl allé szferoid sejtaggregatum
— embrionalis 6ssejtek:

» korlatlan 6nmegujitas
» tovabb differencialtatva in vitro mindharom szomatikus csiravonal sejtjeinek
képzése
— kilénb6z6 eredetl és sejtvonall ,,szovet” készithetd
— alternativ mod: szomatikus sejtek =) transzkripcios faktorok kombinéacioja,
retrovirdlis transzdukcié =) indukalt pluripotens 6ssejt (IiPSc)
— eldallitas: felilethez tapadas gatlasa
— hasznositasuk:
e transzplantacio
e tissue engineering
e gyogyszer-hatoanyag kisérletekben
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Embryoid testek

. Eléallitas modjai: IO | |
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— FUggb csepp mbdszer
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— Statikus szuszpenzio

— Encapsulation/entrapment

— Multiwell

— Bioreaktorok:

» (kever6- vagy razouvegek, slow turning lateral vessel = STLV, high aspect
rotating vessel = HARV, orbital shaker)

 elbnyeik: optimalizalt tenyéesztési korilmények (korkéros mozgas =) alacsony
stressz, automatikus gaz és tapoldat csere)

e gyors, megbizhaté, kevés munkéaval jaré és nagy mennyiségl EB-t eredményezd
maodszerek
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Embryoid testek

* Feldolgozas:
— kilonb6z6 technikdk = mas-mas meéret és forma

— méret: 1 mm alatt

— nem helyezhetd direkt kazettaba

EB centrifugalas ==
tapfolyadék eltavolitasa =)
4%-o0s formalinnal felszuszpendalas és fixalas =
centrifugalas ==

a fixalészer eltavolitasa =
pufferes mosas =

els6 beagyazas histogelbe =)
szilardulas =

Ujra elinditas =

viztelenités =

beagyazas...
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Embryoid testek

* Egér neuralis sejtvonal

— Ki67: proliferacio

— Caspase3: apoptozis

— Class Ill B-Tubulin:
neuralis marker
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o Egér kardialis sejtvonal
STLV

— Statikus szuszpenzi6

Caspase3
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Embryoid testek mint pozitiv kontroll

» A tokéletes pozitiv kontroll, mert: e
— Onmegujitdé képesség = ugyanaz a sejtvonal = RE _ ‘.
standardizalhat6 és reprodukalhat6 '
— nagy mennyisegu, de kis méretl anyag = j0l varialhato,
beilleszthetd a blokkba
— differenciacioja befolyasolhatd = sokret

— transzfektalhaté =) a szamunkra érdekes
antigén/antigének termeltethetok

— szovetként kezelhetd, haromdimenzids
— gyorsan elkészithet6

— hitében eltarolhato histogelben =, késdbb paraffin
blokkba agyazhato

 Nehézségek: kis méret, specifikus beagyazas
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Embryoid testek mint pozitiv kontroll




