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Kivonat

A taldlmany targya sejtkultiira médium humaén sejtek tenyésztésére, amely antikoaguldlt teljes véranyagot
tartalmaz, ahol a hemoglobin szint kériilbeliil 8 és korilbelil 16 g/dl kozotti. Kozelebbrsl a taldlmany targya
olyan sejtkultira médium, ahol a vérben jelen 1évo sejtek fel vannak tarva, és a lizalt sejtek oldhatatlan maradé-

ka el van tavolitva. Tovabba a taldlmany targya eljaras human sejtek tenyésztésére szolgalo sejtkultira médium

eléballitasara.
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Sejtkultira médium

A talslmany targya sejtkultira médium humén sejtek tenyésztésére, amely antikoagulalt teljes véranyagot
tartalmaz, ahol a hemoglobin szint kériilbeliil 8 és kériilbeli] 16 g/d] kozotti. Kozelebbrsl a taldlmany targya
olyan sejtkultura médium, ahol a vérben Jelen 1évo sejtek fel vannak tarva, és a lizalt sejtek oldhatatlan maradé-
ka el van tavolitva. Tovabb4 a talalmany targya eljaras human sejtek tenyésztésére szolgalo sejtkultira médium
eléallitasara.

A taldlmany hittere

Humén eredetii normél vagy rakos primer sejtek kultiraban tartasa nagyon sok nehézségbe iitkozik, mely a
nagy igény ellenére sem megoldott probléma. Legftbb nehézséget az okozza, hogy a jelenleg forgalomban lévé
Jol definialt tartalommal biré sejtkultira taptalajok killonbszd, tobbféle specifikus sejttipus ellen vannak kifej-
lesztve. Ezek a sejtkultira taptalajok gazdagon tartalmaznak alacsony molekulasilyu anyagokat, ugyanakkor
gyakran csak kevéssé, vagy egyaltalan nem tartalmaznak a névekedéshez, szaporodashoz és a tuléléshez fontos
faktorokat. A sejtkultira médiumok megalkotdsanal sokszor fontos szempont, hogy azok nagy mennyiségben
olcsén termelhetdek legyenek. Ugyanakkor a modern technikék térhéditasa, ugymint a mikrofluidika és automa-
tizalt mikroszkopia ezen korabbi kritériumokon tallépett és idejét maltnak érzi.

Primer normal sejtes kultirak gyakran Jatszanak szerepet mint Gssejt forras pl. rekonstruktiv terapidhoz vagy
muint in-vivo célpont génhordozéként génterapiahoz. Tumoros primer sejtkultirékat gyakran hasznalnak nagy
mennyiségben gyogyszerérzékenységi tesztekhez, hogy specifikusan meghatarozzak a péciens egyénre szabott
rakterapias kezelését, vagy egy-egy Ujonnan piacra keriild mar hasznalatban 1évé gyogyszer hatékonysagat
tobbféle még nem kiprobalt tumor tipusokon, de alkalmasak hatéanyag kényvtarak nagybani tesztelésére is uj
rakellenes szerek utdn kutatva.

A human tumorok egyik f6 Jellemvonasa, hogy folyamatosan véltoznak, ezért az ideslis terdpia az egyénre
szabott vizsgalatok, melyek fényt deritenek a paciens egyéni, specifikus, tumorara Jellemzd biolégiai sajatossa-
gokra. A legjobb megoldas ezen cél megvaldsitdsdra egy olyan megbizhat6, Gsszetett, reprodukalhaté médszer
kifejlesztése, ahol ezen egyéni tumorok tobb kiilénbszs gyogyszerre adott valasza mérhets. Ezen mérési adatok
mind teoretikus, mind gyakorlati alatamasztasat kell adjak az assay-alapu terapianak.

Napjaink kezelési protokoljai az évek folyamén 6sszegyiilt tobb ezer, alaposan alatdmasztott és kontrollalt
klinikai vizsgalati informaciéra és eredményességi adatokra épillnek. Az elmult évtizedekben szemtanii lehet-
tiink a betegek szamottevé tilélési idejének megndvekedésében bizonyos leukémias és limfomas megbetegedé-
seknél. A fejlédés legszembetiindbben a gyermekkori leukémiaknal volt megfigyelhets. Ezen megbetegedések-
nél a legnagyobb segitséget az adta, hogy a betegeket a tumor specifikus biol6giai markerei és prognosztikus
Jellemzéi alapjan kiilénbozo csoportba osztalyoztdk, mely bizonyitottan segitett a legmegfeleldbb kezelési pro-
tokoll megvalasztasaban. Ezen protokolok relative régi, de j6l bevalt gyogyszerekre alapulnak, melyek a 70-es
80-as években lettek kifejlesztve. A sikeres eredmények elérésében a kulcs faktor a fenti esetekben az a tény
volt, hogy szigortian ragaszkodott a régi, standardizalt mar j6l bevalt kezelési protokolok alkalmazisahoz. Eza
stratégia nagyon j6l bevalt a pediétriai eseteknél, akiknek ez a nagyon erés mellékhatasokkal jaro agressziven
toxikus terdpia megmentette az életét, Ugyanakkor ez a stratégia nagyon kis teret hagyott a piacra keriil$ ijabb,

modernebb, kevesebb mellékhatéssal jar6, kevésbé toxikus gyogyszerkészitmények alkalmazasara. Ez a tény
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féleg akkor tekintheté negativumként, ha figyelembe vessziik, hogy tobb mint hatvanféle forgalomban 1év§ rak-
ellenes gy6gyszerkészitmény van Jelenleg piacon és tébb szaz potencialis szer van fejlesztés alatt a gyogyszer-
gyarakban.

’ Masrészrol a feln6ttkori leukémias esetekben a legnagyobb gy6gyaszati attorést néha pont az \ij gyégyszerek
alkalmazasa jelentette, terminalis fazisba keriilt betegeknél tortént alkalmazasuk kdvetkezményeként (pl. ber-abl
inhibitor Gleevec alkalmazasa CML-ben szenveds betegeknél; proteoszoma inhibitor Bortezomib alkalmazasa
multiple mielémaknal vagy monoklonalis antitestek, mint az anti-CD20 — Rituximab bevezetése kiilénféle B-
sejtes tumoroknal). Minden eréfeszités ellenére, mind a felnéttkori, és kisebb mértékben ugyan, de mind a gyer-
mekkori betegek egy jelentds hanyada nem vélaszol a rékellenes terapiara, vagy tobbszori visszaesést mutat.
Ezekben az esetekben az individualisan meghatérozott specialisan egyénre megtervezett terapia és az uj rakelle-
nes szerek alkalmazasa vezethetne megoldashoz.

Mar negyven évvel ezelott megsziiletett az igény az in vivo gyogyszerérzékenységi vizsgélatokra, hogy meg-
hatarozzik a paciensbdl szarmazé leukémiss sejtek gyogyszerrezisztencia képét. Killénféle technikakat fejlesz-
tettek ki ezen vizsgalatok elvégzéséhez, melyek a tumorsejtek tulélési aranyat volt célzott vizsgalni, killsnféle
rakellenes szerekkel val6 in vitro kezelését kdvetden. [1]. Az 6sszes vizsgalati metodika négy alaplépésre épiilt:
i) sejtek paciensbél torténs izolalasa; ii) sejtek sejtkultiraban torténd inkubalasa rakellenes szereket tartalmazé
konvenciondlis sejtkultira médiumban; iii) a tulélési arany meghatérozasa; iv) a kapott adatok kiértékelése.
Ezen technikdk egy része ma is elterjedten hasznalt a klinikaj diagnosztikaban, tigymint az ATP 4talakuldst mé-
ré, vagy mint-az MTT redukciét vizsgald (tetrazéliumsé 4talakuldsa oldhatatlan formazanna) vagy az FMCA
teszt (fluoreszcens mikrokultura citotoxicitast mérd) metodikak [2, 3] és bizonyitottan alkalmas klinikailag rele-
vans gyogyszerérzékenységi informéaciok megszerzésére a tumoros sejtekben.

Sajnos a jelenleg hasznalt metodikak erésen korlétozo koriilményektdl szenvednek. Az egyik legfontosabb
ilyen korldtoz6 tényezd a paciensbél szarmazo primer tumorsejtek €letben tartasa in vitro [4]. A legtébb eukari-
ota sejt kétféle szignal szimultan meglétét igényli a sikeres ex vivo tiléléshez és szaporodashoz: névekedést se-
gitd (proliferacios) és tlélési (anti-apoptotikus) szignalok. Ezen szignalok oldott ligandok formajaban vannak
jelen, alternativaként lehetnek olyan ligandok, melyek részei az extracelluléris matrixnak vagy asszociéltak a
szomszédos sejtfeliilethez. A szignal molekuldk a sejtek felszinén jelenlévé receptorokhoz kotodnek, melyek
specifikusak az adott sejttipusra és a sejt differenciaciés fokara, Klasszikus sejtkultiira médiumok altalaban
adalékként szérumot vagy szoveti extraktumokat tartalmaznak, hogy alkalmasak legyenek a sejtek in vitro kul-
turaban tartdsara. Az éltalanosan hasznalt 10%-os magzati borjuszérum megfelels mennyiségii PDGF-t és inzu-
linhoz hasonl6 novekedési faktort tartalmaz a primer fibroblasztok névekedéséhez és mesenchymalis eredetii
Ossejtek életben tartasahoz in vitro koriilmények kozott. A legtsbb primer eredetii sejt azonban egyéb extra
ndvekedési faktor hozzdadasat igénylik a tulélésiikhdz. Azon in vitro adaptalt sejtvonalak, melyek képesek
ndvekedni kizar6lag PDGF és IGF jellegii molekulak jelenlétében, egy killénleges generécitja az eredeti primer
sejtnek, mely egy specialis genetikai varians szelekcija révén jott létre és adaptalédott az in vitro koriilmények-
hez. A lymphoid/myeloid vonalbél szarmazé normél és a tumoros sejtek ezen felill adalékos novekedési/tulélési
faktorokat kévetelnek meg in vitro. Fontos azonban, hogy a tulélési faktorok hidnya érzékenyebbé teszi a sejte-
ket a cytotoxikus szerekkel szemben, ami nem kivant hamis pozitiv eredményt mutathat a révid idejii in vitro
assay futtatdsa alatt, ezzel tilértékelve a szer hatasit. A Jelenleg fut6 drogrezisztencia tesztek nagy szamban

lévé tumorsejtet igényelnek és munkaigényesek. Ennek kovetkeztében a felhalmozott rezisztencia adatok igen
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limitaltak és a legtobb mai ilyen kori vizsgalat csak néhany darab gyogyszerrel val6 vizsgalatot tud futtatni
paciensenként €s ezért nem igazan idealisan nagy szamban jelenlévé rakellenes szerek egyidejii vizsgalatara. A
legtobb gyogyszerérzékenységi teszt az alacsony informéciétartalma miatt kizarélag egyféle adat kinyerésére
alkalmas (pl. csak a talélé sejtek szamanak meghatarozasara tesztenként).

Nem beszélve arrél a problémarél, hogy nem minden gyégyszer alkalmas a konvencionalis in vitro tesztek-
ben val6 futtatasra. Néhanyan koziilik, mint példaul az antraciklinek, inkompatibilisak direct fluoreszcens tech-
nikdkban val6 felhasznalasra. Mindezen hatranyok ellenére ezen jelenleg alkalmazott roved idejii in vitro meto-
dikdk mar elkezdték a klinikai kezelést segitd informacidkat szolgaltatni [1, 5-7].

Napjainkban azért ezen in vitro assay technolégiat még mindig meglehetésen megbizhatatlannak tartjak a
beteg in vivo gyégyszervalaszanak predikcidjdban. Ezen vélemények az ovarium carcinémaknal alkalmazott in
vitro klondlis assay rossz eredményeire alapozédtak. Masrészrol az in vitro assayek in vivo gyogyszervilasz-
predikciéjanak perspektivija valtozéban van, mint azt néhany publikiciéban olvashatjuk (8], minthogy a leg-
t8bb munka szerint - melyet ex vivo gyogyszerérzékenységi vizsgalatokra levetitve publikaltak az 1980-as évek-
t81 kezdve napjainkig - “az uralkodé néz8pontnak megfeleléen a rak egy regulalatlan sejtoszt6das. A programo-
zott sejthaldl, az apoptézis leirasa fundamentalis napjaink felfogisaban a human tumorbioldgiat illetden, nem
tortént volna meg, ha az in vitro kemoszenzitivitas vizsgalatok nem bukkanak fel. Ezek dsszevetették a carcino-
genezisrdl alkotott modern tanokat a sejttalélési-zavarok tapasztalataival, amiket mi most iijra vizsgalhatunk és
értékelhetiink a gyogyszer indukalta programozott sejthalal vizsgalatan keresztiil.”

A hibaforrasok kozill az egyik legfontosabb a sejtkultura médium volt, mely egy kémiailag definialt egysze-
rii oldatbél indul ki, melyhez fokozatosan kiilénbszd szérum, vagy szbvet extraktum komponensek ad6dnak,
mig a tesztsejtek megfeleld tilélést és szaporodasi gérbét mutatnak. Eppen ezért a sok hibaforrasnak koszénhe-
téen ma mar vilagossa valt, hogy mas megkozelités szitkséges az in vitro assayek jobba tételéhez és a sejtek sza-
mara val6ban optimalis életkozeg megteremtésével az egyénre sz616 rékterapiahoz vezetd it megteremtéséhez.

A digitalis képalkotas gyors fejlédése, napjaink mikroszkopiaban és lézeroptikaban elért jabb fejlesztései,
valamint 4j modszerek a labor automatizalasban és mikrofluidikdban elérheté kozelségbe hoztak ezen torekve-
seket. Mi meg tudtuk valésitani egy altalunk programozott intelligens konfokalis képalkotasra alapozott uj me-
todikéval, hogy vizsgalni tudjuk a rakellenes szerek primer human tumorsejtekre gyakorolt hat4sat, akar 1 milli-
liternyi testfolyadékbol, (vér, csontveld, ascites, pleuralis effiizi6). Késziteni tudunk olyan 384-lyuku lemezen,
eléprogramozott robottal készitett gyogyszerérzékenységi tesztet, mely lehetdvé teszi szamunkra nagy mennyi-
segl szer vizsgalatat, egyediil vagy akar killsnbozé kombinaciokban is. Kifinomult fluoreszcens jelolé technika-
val lehetéségiink nyilt tébb vitalisan fontos paraméter egyidejii vizsgalatara human primer tumorsejteken, mint
példaul, sejt tilélés, sejtciklus megoszlas, metabolikus aktivitas és motilitds. Az egyetlen hidnyzé lancszem az
atfogo in vitro gyogyszerérzékenységi teszt megalkotasahoz tehat csak egy effektiv, megbizhato6 sejtkultira mé-
dium kifejlesztése volt, mely segit a primer tumor sejtnek megtartani egyedi tulajdonsagukat az eredeti in vivo
koriilményekkel megegyezd vagy minél jobban hasonlité koriilményeket, hogy lehetévé véljon a lehetd legjobb
tumorterapia meghatarozasa.

Ezen igény kielégitésére teljesen ujra-terveztiik a primer tumorsejtek tenyésztési koriilményeit. A megkoze-
litési m6édunk értelmében megérizzik az eredeti in vivo kérilményeket, amennyire csak lehetséges. Az 1j sejt-
kultira médium elméleti alapja a kovetkezs korabbi megfigyelésekre tdmaszkodik: a primer human limfocitak,

amelyek nagyon érzékenyek apoptézisra, extra novekedési faktorok nélkiil kiiiltetve sejtkultira médiumra tsbb
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napig képesek tiilélni teljes vérben [9-12], még akkor is, ha az részlegesen hemolizalt [13]. Azonban az emlitett
irodalmi helyek egyike sem tarja fel vagy akércsak javasolja is a teljes vért, mint ami lehetséges lenne human
sejtek tenyésztésére szolgal6 sejtkultira médium alapjanak.

Ennek megfelel6en a taldlmany targya humén sejtek tenyésztésére szolgalo sejtkultira médium, amely anti-
koagulalt teljes véranyagot tartalmaz, ahol a hemoglobin szint kérillbelil 8 és koriilbeliil 16 g/dl kozétti.

Egy masik megval6sitasi mod szerint a talalmany targya olyan sejtkultira médium, ahol a vérben jelen lévé
sejtek fel vannak tarva, és a lizalt sejtek oldhatatlan maradéka el van tavolitva.

Egy tovabbi megvalositasi mod szerint a talalmany térgya sejtkultiira médium, ahol a vér emlds eredetii. Egy
specifikus megvaldsitasi mod szerint a taldlmany targya sejtkultiira médium, ahol a vér humén eredetti.

Egy masik megvalésitasi méd szerint a taldlmany targya sejtkultura médium, ahol a médium iontartalma
vissza van éllitva, hogy igazodjon a teljes vér kiindulasi anyag extracellularis frakciojaéhoz.

Egy tovabbi megvalésitasi mod szerint a talalmény targya sejtkultiira médium, ahol az alacsony molekulato-
megii (< 3000 Dalton) tapanyag-tartalom ¢s/vagy Osszetétel lényegében ugyanolyan, mint az RPMI, DMEM és
IMDM éltal alkotott csoportbél elonydsen kivalasztott hagyomanyos sejtkultiira médiumé.

Egy masik megvalositasi méd szerint a taldlmany tirgya sejtkultira médium, ahol a médium redukaloképes-
s€ge vissza van allitva redukalt glutation hozzaadsaval.

Egy tovabbi megval6sitasi mod szerint a taldlmany targya a talalméany szerinti sejtkultira médium alkalma-
zasa human sejtek tenyésztésére.

Egy tovabbi megvalésitasi mod szerint a taldlmény térgya eljaras humén sejtek tenyésztésére szolgalo sejt-
kultira médium el6éllitasara, amely tartalmazza a kévetkezd lépéseket:

(a) antikoagulalt emlds vér biztositasa kiindulasi anyagként;

(b) a vérben jelen Iévo sejtek mechanikai feltarasa;

(c) a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak eltavolitisa.

Egy masik megvalésitasi mod szerint a taldlméany targya eljaras, ahol a sejtek mechanikai feltarasa a teljes
ver lefagyasztasaval, vagy ultrahanggal, elektromos késes homogenizatorral vagy French press késziilékkel van
elérve.

Egy masik megvalésitasi méd szerint a taldlmany targya eljaras, ahol a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak
az eltavolitasa ultracentrifugalassal vagy mechanikus sziiréssel van elérve.

Egy mésik megvalésitasi mod szerint a talalmédny targya eljaras, ahol a médium alacsony molekulatsmegii
(< 3000 Dalton) tapanyag-tartalma és/vagy dsszetétele modositva van az RPMI, DMEM és IMDM altal alkotott
csoportbdl elénydsen kivalasztott hagyomanyos sejtkultira médiummal szemben végzett dializissel.

Egy maésik megvalésitdsi méd szerint a taldlmany targya eljaras, ahol a médium redukaloképessége vissza
van éllitva redukalt glutation hozzaadésaval.

Egy tovabbi megvaldsitasi méd szerint a taldlmany targya sejtkultira médium human sejtek tenyésztésére,
amely taldlmany szerinti eljarassal 4llithaté eld.

A taldilmany részletes leirdsa

A primer sejttenyészetek human szovetekbsl torténé létrehozasanak eljarasai sok nehézséggel jarnak. Az in

vitro tenyésztett primer sejtek olyan kérmnyezetet igényelnek, amelynek hasonléak a fizikai-kémiai tulajdonsagai,

valamint szamos biolégiai szignallal rendelkeznek, mint az in vivo milié.
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A talalmény egy j sejtkultira médiumot képvisel, amely megtartja a teljes vér helyes ion, ozmotikus és
redox koriilményeit, egyiltt a teljesen megorzott nsvekedési és tulélési faktor készlettel. Az vj sejtkultiura médi-
um teljes vér extraktumon alapszik, amely tartalmazza a vér osszes makromolekularis komponensét, valamint a
hagyomaényos szovettenyészté médiumok kismolekulas tapanyagait, de hianyzik beléle a vorosvértestek memb-
ran-frakci6ja. Az uj médium jobb a hagyoméanyos médiumoknal a normal és rosszindulati eredetii primer hu-
man sejtek tulélésének biztositasara. Killonosen alkalmas frissen kiiiltetett human tumorsejtek gyégyszerérzé-
kenységi tesztelésére, igy egy j technolégia platform alapjat képezi egyedi paciensek citotoxikus gyogyszerér-
zékenységi profiljanak meghatarozasara. A révid idejli gybgyszerérzékenységi assay elérevetitheti az egyénre
szabott iranyitott rakterapiat. Az ij médium optikai tulajdonségai lehet6vé teszik a kezelt sejtek értékelését nagy
informéci6 tartalommal rendelkezé sziirések (“High Content Analysis”, HCA) esetében. A médium gyengiti a
leggyakrabban alkalmazott gyégyszerek autofluoreszcencidjat is. A médium tovabba jol alkalmazhaté nagymé-
retii kémiai vagy biolégiai vegyiilet-konyvtarak nagyteljesitmény szkrinelésére is vagy nagyléptékii toxikologi-
ai tesztelésre primer human sejteken.

Tehat az empirikus adataink alapjan egy olyan vj sejtkultiira médiumot fejlesztettiink ki, amely egyesiti a
tulélést elésegité komponenseket a sejtkultira médiumok taplalasi képességeivel a helyes ion és redox kérnye-
zetben. A médiumot kiilonbdzé eredetii sejtvonalak, valamint aszcitesz folyadékbol vagy az ovarium, emld, vas-
tagbél, végbél, hasnyalmirigy és higyhélyag carcinomakat kiséré effiiziobol és AML, ALL, CLL, testiireg lim-
fomakbol, Hodgkin és post-transzplantacios limfémakbél szirmazé primer tumorok nagy készletén teszteltiik.
Amikor &sszehasonlitottuk az j médiumot a hagyoményos sejtkultiira médiummal, a primer tumorsejtek rend-
szeresen jobb tilélését és csokkent citotoxikus gyogyszerérzékenységét talaltuk. Az 1j sejtkultiira médium lehe-
tove teszi a humén tumorsejtek hosszantarté in vitro tilélését. Az 0j sejtkultira médium alkalmazasaval mar le-
hetséges olyan assays-k végrehaijtasa, amelyek képesek meghatarozni a leukémias, limfémas vagy elérehaladott
carcinémas paciensekbél frissen izolalt primer tumorsejtek gyogyszerérzékenységi mintazatat.

A talalmany targya olyan eljérés, amely atalakitja a human (vagy allati) teljes vért olyan sejtkultira médium-
ma, amely elsegiti primer tumorsejtek ex vivo tilélését és kompatibilis az ¢letképesség meghatarozasara és kil-
lonféle fiziologiai funkciok mérésére szolgalé kiilonbszé fluoreszeens leképezési modszerekkel. Az eljaras higf-
tatlan antikoagulalt vér mechanikai feltarésan, a vorosvértestek lgynevezett "ghost"-jainak az eltavolitasan, a
helyes ion-tartalom helyreallitasan, alacsony molekulatomegii tapanyagokkal valé ekvilibracién és a redukals
koriilmények helyreallitasan alapszik. A végtermék azonnal felhasznalhat6 révid idejii assay-kben, vagy hosszi
id6n keresztul fagyasztva tarolhat6.

Habar a teljes vér lizatumai gyakran alkotéelemei bizonyos bakterialis tenyésztd médiumoknak, mint példa-
ul a véres agar, azt nem alkalmazzak human vagy emlés sejtek tenyésztésére. A talalmany targya eukariéta sejt-
kultira médium kifejlesztése, elsésorban human tumorsejtek/8ssejtek ex vivo tenyésztésére. A bakteridlis és eu-
kariéta médium kémiai Osszetétele olyannyira eltéré, hogy emléssejtek nem élnek tal a bakterialis médiumon,
Mivel a teljes vér csak egy specifikus alkotéelem azokban a médiumokban, a hemoglobin koncentricié joval a
taldlmany szerinti sejtkultira médiumra jellemzé szint alatt van. l

Ennek megfelelen a talalméany targya sejtkultira médium humé4n sejtek tenyésztésére, amely antikoagulalt
teljes véranyagot tartalmaz, ahol a hemoglobin szint kériilbelill § és koriilbelul 16 g/dl kozotti. Amiatt a tény mi-
att, hogy a talalmany szerinti médium lényegében a teljes vér kiindulasi anyagbél 4ll, a magas hemoglobin-tarta-

lom a vordsvértestek teljes vér anyag feldolgozasa alatti lizisének az eredménye. K6zelebbrél, a taldlmany sze-
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rinti sejtkultira médium hemoglobin-koncentracioja kériilbeliil 10 és koriilbeliil 14 g/dl, elénydsen koriilbeliil
11 és koriilbeluil 12 g/dl kozotti, és még elény6sebben korillbeliil 11 g/dl.

A taldlmany szerinti sejtkultira médium egy masik elényos jellemzdje az, hogy habar a médium 6nmagéban
nem atlatszo, nagyteljesitményii mikroszképos képalkotas hatékonyan végrehajthato rajta. A technika allasa
szerint a sejtéletképesség nagy érzékenységii fluoreszcencias mérései nem kompatibilisek szdmos 4ltalanosan
alkalmazott rékellenes gyogyszerrel (pl. epirubicin, daunorubicin, doxorubicin), amelyeknek erés az endogén
autofluoreszcencias tulajdonsaga hagyomanyos sejtkultira médiumok alkalmazasaval. Kimutattuk, hogy a vér
extraktum alapi sejtkultira médium alkalmazasaval a zavaré autofluoreszcencia hatékonyan csillapithat6. A
talalmény szerinti sejtkultiira médium nem atlatszo, rendelkezik a vér jellegzetes szinével, az emlitett nagytelje-
sitményi mikroszkopos leképezés inverz mikroszképos rendszerekkel hajthaté végre, ahol a sejtek a tenyészté
edények fenekén vannak 6sszegyiijtve.

A taldlmany szerinti sejtkultiira médium egyik {8 jellemzdje, hogy a teljes vér sejtes komponensei maguk el
vannak tavolitva, de az ilyen sejtes komponensekben megtalalhaté anyagok megmaradnak a sejtkultira médi-
umban. Ezt a vérben jelen 1évé sejtek feltdrasaval és a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak eltavolitasaval érjiik
el. Azilyen feltarast és eltavolitast a szakember szamara hozzaférhets barmely alkalmas eszkozzel végrehajthat-
juk.

A talalmény targyat képezi eljaras is human sejtek tenyésztésére szolgald sejtkultira médium eldallitasara,
amely tartalmazza a kovetkezé lépéseket:

(a) antikoagulalt emlds vér biztositasa kiinduldsi anyagként;

(b) a vérben jelen 1évé sejtek mechanikai feltarasa;

(c) a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak eltavolitsa.

A taldlmany szerinti eljaras egy szemléltetd protokoljat az 1. példaban mutatjuk be, azonban a szakember
konnyedén képes behelyettesiteni kiilsnbszé procediirakat a fenti lépésekben megadottal lényegében azonos
eredményt elérve. Példaul a sejtek mechanikai feltarasat nem korlatoz6 példaként elérhetjiik a teljes vér lefa-
gyasztasaval, vagy ultrahanggal, elektromos késes homogenizatorral vagy French press késziilékkel. Ezen méd-
szerek megfelelé paramétereinek az optimalizalasa szintén nyilvanval6 a szakember szamara. Hasonl6képpen a
sejtfeltaras utan a sejt "ghost"-ok eltavolitasat elvégezhetjitk szamos kiilonbézé technika allisa szerinti médszer
koziil eggyel vagy tobbel. Nem korlatozé példak kozé tartozik az ultracentrifugalas vagy mechanikai sziirés.

Amint fent részleteztiik, az egyik f8 elérendé cél a taladlmany szerinti sejtkultira médium biztositasdval az,
hogy biztositsuk human sejtek optimalis ex vivo tenyésztési koriilményeit. Nyilvanvalé, hogy a human vér biz-
tosithatja a human sejtek tenyésztéséhez a legk6zelebbi illeszkedést. Ennek megfelelden, amennyiben lehetsé-
ges, a talalméany szerinti sejtkultura médium véranyag alapja human eredetii. Mas megoldasképpen amikor a ki-
vant tenyésztési protokol lehetévé teszi vagy megkivanja, a human vér alapi médium helyettesithetd olyan talal-
many szerinti sejtkultira médiummal, amely egy masik emldsfaj — eldnydsen borju vagy sertés eredetii — teljes
vérén alapszik.

Amint az nyilvanval6 a szakember szimara, a teljes vér sejtes komponenseinek a feltarasa felszabaditja azok
tartalmat a médiumba, megvaltoztatva ezzel a teljes vér eredeti 9sszetételét. Elényds megvalésitasi médok sze-
rint tehat kivanatos lehet a kapott médium 6sszetételének a mddositasa, hogy jobban megkézelitse a kiindulasi
anyag, azaz a teljes vér osszetételét. Vagy mas megoldasképpen, hogy az 6sszetételét hasonlova tegyilk a szak-

terilleten hagyomanyosan alkalmazott sejtkultira médiumok osszetételével. A szakember konnyedén meghats-
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rozhatja milyen tipusii médositasok a legalkalmasabbak a talalméany szerinti sejtkultira médium tervezett fel-
hasznalaséhoz.

Ennek megfelelden egy specifikus megvalésitasi mod szerint a médium ion-tartalmat visszaallitjuk, hogy
megkozelitse a kiindulasi teljes vér extracellularis frakcidjaét. Egy masik megvaldsitasi mod szerint a médium
redukédloképességét visszaallitjuk redukalt glutation hozzdadésaval. Ezenfeliil egy tovabbi specifikus megvalési-
tasi mod szerint az alacsony molekulatSmegii (< 3000 Dalton) tipanyag-tartalom és/vagy dsszetétel lényegében
ugyanolyan, mint az RPMI, DMEM és IMDM 4ltal alkotott csoportbél eldnydsen kivalasztott hagyomanyos
sejtkultira médiumé. A szakember képes valasztani a technika 4llasa szerinti modszerek koziil, hogy elérje eze-
ket a médositasokat, vagy barmilyen olyan moédositést, amelyet megfeleldnek tart. Nem korlatozo példakat be-
mutatunk a példak kozott.

Az 4brak leirasa

1. abra: A vérextraktum alapu sejtkultira médium sematikus gyartasi dbrazolasa

2. abra: A: 384-lyukii lemez 30 féle gyogyszerrel. B: Primer humén ovarian carcinoma sejtek 7 napos kulti-
raban tartast kdveten vérextraktum alapi médiumban (Faziskontraszt — sejtmagfestés Hoechst 33342). C:
DLBL sejtek 30 kiilonbozé gy6gyszerre adott valasza, individualizalt sejt képanalizissel kiértékelve 500.000
sejt 7680 konfokalis szekcidban. D: Maximum felhasznalt 8ydgyszerkoncentracié.

3. abra: Gyégyszerérzékenységi mintazat 38 kiilonbozé primer humén carcinoma esetben, a sejtek pleural
effiiziobdl vagy ascites folyadékbol direkt izolaltak és hrom napos tilélési assayben human vér extraktum ala-
pu médiumban inkubaltak, mint ahogy azt a 2. 4brén is lathatjuk (Az 5 1épéses intenzitas skaldja a “heat map”-
nek 50% tilélésnek vagy annal nagyobb aranyinak felel meg az adott gyégyszerkoncentracional mérve. Fekete:
tobb mint 50% tulélés a legmagasabb gyogyszerkoncentracioban, legmagasabb intenzitst piros, kevesebb, mint
50% tilélés a legmagasabb gyogyszerkoncentraci6nal).

4. abra: Gyogyszerérzékenységi teszt 42 kiildnbszd primer Acute Myeloid Leukemi4ban ahol a sejtek izol4-
lasa direkt a periférias vérbsl tortént és harom napos tilélési assayben human vérextraktum alapi médiumban
tenyésztve mint ahogy az a 2. abran lathaté (Az § Iépéses intenzitas skaldja a “heat map”nek 50% talélésnek
vagy annal nagyobb arényiinak felel meg az adott gyogyszerkoncentriciénal mérve. Fekete: t5bb mint 50% tulé-
lés a legmagasabb gyégyszerkoncentraciéban, legmagasabb intenzitasu piros, kevesebb, mint 50% tilélés a leg-
magasabb gy6gyszerkoncentracional).

5. dbra: Gyogyszerérzékenységi teszt mintazat 74 kiilonbdzs primer Chronic Lymphoid Leukemia esetben,
ahol a sejtek izolldsa direkt a periférids vérbsl tortént és harom napos tilélési assayben human vérextraktum
alapi médiumban tenyésztve mint ahogy az a 2. abran lathaté (Az 5 Iépéses intenzitas skaldja a “heat map”-nek
50% talélésnek vagy annal nagyobb aranytinak felel meg az adott gyogyszerkoncentraciénal mérve. Fekete:
tobb mint 50% tilélés a legmagasabb gyogyszerkoncentracioban, legmagasabb intenzitasi piros, kevesebb, mint
50% tulélés a legmagasabb gyogyszerkoncentraci6nal).

6. abra: Gyo6gyszerérzékenységi teszt mintézat 216 killénbszé human primer tumoros beteg esetében, harom
napos tulélési assayben human vérextraktum alapi médiumban tenyésztve mint ahogy az a 2. abran lathat6 (Az
5 Iépéses intenzitds skaldja a “heat map”-nek 50% tulélésnek vagy anndl nagyobb aranyunak felel meg az adott
gyogyszerkoncentracional mérve. Fekete: tobb mint 50% tulélés a legmagasabb gyogyszerkoncentrécioban, leg-

magasabb intenzitasu piros, kevesebb, mint 50% tilélés a legmagasabb gyogyszerkoncentrécional).
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7. dbra: Gydgyszerérzékenységi teszt mintazat erésen rezisztens késoi fazisban 1évé primer ovarium carcino-
ma esetekben, ahol a sejtek szignifikans ¢rzékenységet mutatnak ketté rékellenes szerre a tesztelt 29 kéziil. A
taldlmany szerinti vér extraktum alapui médiumnak készonhetden a gyogyszerérzékenységi vizsgalat legtébb
esetben sikeresen identifikal legalabb egy hatékony terapias szert még a reménytelennek hitt késéi fazisu rakos
betegeknél is.

8. abra: Az abra a harom napos tilélési assay vizsgdlat adatait mutatja. A tumorsejtek Aute Myeloid Leuke-
mia (AML) szenvedd betegekbél lettek izolalva és kiilénb6z6 gyogyszerekkel inkubdlva, vérextrakt alapi médi-
um kiilonb6z6 koncentracioiban vagy tradiciondlisan disitott médiumban - IMDM. A tilél6 sejtek szama lett
abrézolva a relativ drogkoncentraciéval szemben, mely itt az in vivo/in vitro Gérbe alatti teritlet hanyadosabol
lett kiszamitva (pAUC). A pAUC = 1 érték azt a gydgyszer koncentraciot reprezentlja, mely a beteg plazmaja-
ban mérhetd kemoterapids kezelés alatt. *AUC, azaz a gorbe alatti teriilet egy idd dependens integraltja a
gyogyszer koncentraci6 gdrbének, mely mértékegysége (microgram/ml)*hours

9. 4bra: Hasonlo gyogyszerérzékenységi profil primer human carcinoma sejteknél, vér extrakt alapu médi-
umban tenyésztve melyek human, borju és sertésvérbsl lettek készitve. Harom napos tulélési assay a 2. abranak

megfelel6en.

1. példa: A total human vérbél szarmazoé extraktum sejtkultira médium gyartasi folyamata

Egészséges donoroktol szdrmazé human vénas vér keriil felhasznélasra. Alternativaként hasznalhaté 4llatbél
szarmaz6 vér is (legalkalmasabb erre a borji vagy sertésbél szarmazd), mely mindkét esetben steril koriilmé-
nyek kozott frissen csapolt a mészarls alatt. A koaguldciot 100 IE Heparin per ml hozzdad4saval gatoljuk a
kollekcids zsdkban. Ezt kdvetéen a vords vértestek lizisére kertil sor, hogy a véros vérsejtekben 1évo intracellu-
laris anyagok kiszabaduljanak a plazmaba. Optimalis esetben a lizis az antikoagulalt vér fagyasztasaval torténik
-20°C-os hémérsékleten, 50 ml csdvekben kontroll4lt fagyasztasi sebességii és héfokn fagyaszto készulékben, a
sejtmembran egységes feltdrése céljabol, mikroszképikus méretii Jégkristalyok segitségével. Ezt kivetden a fa-
gyasztott vér -80°C-on tarolandé, mig tovabbi kezelésre kertil. Hogy a megfelels iontartalom helyrealljon, mely
a hemolizis eredményeként lépett fel, és hogy alacsony molekulasulyu tapanyagokat adjunk, a lizatum dializisre
kerill tobblet térfogattal biré sejtkultira médium ellen, mint példaul Dulbeccos modified Eagle médium
(DMEM - D6546, Sigma-Aldrich Company) vagy pedig Iscoves modified DMEM (IMDM). Optimalis korill-
mények kdzott az 50 ml-es kiszerelésekben lefagyasztott vér, Falcon mianyagcssvekben, felolvasztasra keriil
37°C-os vizfiirdé segitségével. A felolvasztott vér lizatum egy rehidralt Cellu SepH1 dializis zsikba (0310-46,
M.S.E. Micron Separation Europe, Belgium — size exclusion limit 3500D) toltends. A dializis membran mérsé-
kelt extra nyomés elérésével zarandé be (1,2-1,4 bar) a normal atmoszférikus nyomast meghaladé extra nyomas
azért szitkséges, hogy eltavolitsa a lizitumbél a levegébuborékokat és hogy megeldzze a tovabbi térfogatnive-
kedést. A dializis sététben torténik 24 6ran keresztill 4 °C-os hémérsékleten 20-szoros térfogattsbblettel, folya-
matos magneses keverés kdzepette. A vorosvértest membranbél szdrmaz6 ligynevezett “ghost” elemek eltavoli-
tasa centrifugdldssal torténik. Optimalis gyartasi keretek kozott a centrifugdlas egy mikropérusi szilika matri-
xon keresztiil torténik, mely equilibriumban van a médiummal, mely a dializishez lett hasznélva. A membran-
bol szdrmazé “ghost” maradvanyok megfelels eltévolitdsa végett a folyamat 4llandéan monitorozva és doku-
mentalva van 10 mikroliteres mintavételek Vvételével, minden 50 ml filtralt lizatumbo| és képanalizissel digitalis

automatizalt faziskontraszt mikroszképpal ellendrzésre keriil. A megfeleld redox milieu megteremtése végett, a
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részecske mentes vér lizdtumhoz extra redukaléd agens adandé. Optimalis gyartasi koérilmények kozott az 4gens
0,5 mM redukalt glutathione (G6013, Sigma-Aldrich Company). Ezt kovetéen a vér lizatum vakuumfiltralasra
keriil nitrocellul6z membranon 4t (Corning 431153, Coming Inc.) 0,22 microméteres pérusmérettel, és az utols6
filtraciés 1épést kévetden azonnal folyékony nitrogén segitségével villimfagyasztjuk 3 ml kiszerelésekben. Az
igy lefagyasztott csovek azutan -80°C-on keriilnek trol4sra mieldtt felhasznélasra keriilnek a kiil6nb6z8 biolé-

giai assay-kben. Lasd az 1. abrét a folyamat sematikus abrazolasaért.

2. példa: Tuilélési teszt gy6gyszerrel kezelt primer human tumorsejteken

A teljes vérbdl kiindulé lizdtumra alapozott sejtkultira médium kiilonlegesen alkalmas gyogyszerérzékeny-
ségi tesztek elvégzésére human primer sejteken, melyek szuszpenzi6é forméjaban nének, rovid idejii in vitro tal-
€lési assay hasznélataval. Ezekhez a vizsgalatokhoz a betegbdl szarmaz6 tesztelésre szant sejtek periférias vér-
bdl vannak tisztitva, vagy csontvelobol, vagy testiiri folyadék (peritonealis vagy pleuralis) effiziébol Ficoll gra-
diens centrifugdldssal. Normalis kériilmények kozott az assayhez tiz ml test(iri folyadékhoz 100 IE/ml heparint
adunk, hogy megelézziik a koagulaciot. A folyadék azutén, 5 ml LymphoprepR (Frezenius Kabi Norge AS) pa-
rnira helyezendo és 10 percig 2500 rpm fordulaton centrifugalandé.

A sejtek a gradiens interfazisabol keriilnek ki és elémelegitett 20% humén szérum tartalmu sejtkultira médi-
ummal dtmosésra keriilnek. A mindségellendrzés és tumorsejtszam faziskontraszt mikroszkop segitségével ana-
lizisre és dokumentélasra keriil. Ha a tumorsejtszam 70% alatti, a sejtek tovabbi tisztitasi eljarason mennek ke-
resztill megfeleld Dynabead koktél segitségével, melyek reagalnak a kontamin4lé normal (pl. gyulladasos) sej-
tekkel. A tumorsejtek identifikalasanak igazolasaképpen filiggetlen assayek elvégzésére keriil sor immunhiszto-
kémiai markerek segitségével. Példanak okaért a carcinoma sejtek a testiiri folyadék effiziokbol Cytospin leme-
zeken keriilnek immunofluorescens festésre pan-cytokeratin antitestekkel. A T, B, plazma-, NK sejtek, granulo-
citék és macrophagok/monocytak rutin tesztelése példéul anti- CD3, CD4, CDS8, CD19, Ig, CD56, Macl antites-
tekkel torténik. A tumorsejtek gyogyszerérzékenységének tesztelése ezutan 384-lyukii lemezeken torténik.

Az eldre leprintelt 384-lyuku gyoégyszer tartalmi lemezek egy Biomek 2000 folyadékkezeld robot segitségé-
vel késziilnek, ami egy lapos rozsdamentes acéltuskés 50 nanoliter replika térfogat tartalmu adagoléfejjel van el-
latva. A torzskoncentraciot tartalmazo replika-lemezekrsl higitési sorozattal késziilnek a munkahigitasu replika-
lemezek egyes és nyolcas pipettahegy kombinaciok adagoldsaval. Egy tipikus futtats alkalmaval 30 kiilonféle
gyogyszert 4 kiilonbszé higitasban (4ltaldban 1x Sx 25x 125x higitasi sorban a térzsoldatbol, 50% DMSO/PBS-
ben) triplettekben 24 kontrol lyuk kiséretében készil. Egy példa a gyogyszerek higitasi soranak bemutatisa a 2.
abran lathaté. A megfeleld gyogyszerkoncentraciok a farmakokinetikara human egyedekre szamitott, publikalt
adatokra épitve lettek meghatarozva [14, 15]. Amikor sziikséges, akkor az eredeti inaktiv pro-drug helyett azok
aktiv metabolitjai keriiltek felhasznalasra (pl. 4-OH cyclophosphamide).

Rovid ideji talélési assay-khez 2x10° -2x10° szamii tumor sejt (korillbeliil 500 — 4000 sejt lyukanként) ke-
riilt felhasznaldsra és 12 ml frissen felolvasztott total vérextrakt lizitumban higitva. Harminc mikroliter minta
kerill kimérésre a 384-lyuku lemezre lyukanként. A sejtek azutan 72 6ran at inkubdlodnak 37 C°-on 5% CO, tar-
talommal. Az inkubalis végén a sejtek differencialtan keriilnek megfestésre fluoreszcens festék-keverékkel,
mely kilonvalasztja az elpusztult sejteket az é16ktd] (pl. VitalDye - BioMarker Kft, Hungary) (2. 4bra). Az
egyes lemezen 1évé lyukak fényképezésre keriilnek egy automatizalt inverz fluoreszcens mikroszkoppal, két kii-

16nboz6 gerjesztési hullamhosszon [16]. A lefényképezett képen ezutan egy digitalis kvantitativ képanalizal6
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program segitségével meghatarozzuk az é16 és elpusztult sejtek szamat és egymashoz valé aranyukat egyetlen és
minden egyes sejtbdl kitlon-kutlon meghatarozva binarisan hatarértékelt adatokbdl. A tilélési érték 3 napos in-
kubiéci eltelte utan az indikalt gyogyszerek esetében egy “hotérkép” szerii abrazolassal parba allitott hierarchi-
kus csoportanalizissel keriilnek kiértékelésre a kiilénbozd primer tumorok esetében, mint példaul tiid6, ovarium,
emld (3. dbra), acute myeloid leukemiaknal (4. abra), chronic lymphoid leukemiaknal (5. abra). A 216 primer
tumorbol szarmazé gyogyszerérzékenységi mintazatot magaba foglalé kép a 6. abran lathaté. Ezen adatok
egycrtelmiien igazoljak, hogy még a legrezisztensebb tumorok esetében is (pl. késéi stadiumu ovarium carcino-
ma ascites sejtek amint azt a 7- dbra mutatja) talalhat6 hatékonyan miik6dé rakellenes szer, ha az a sejteket egy
in vivo kdmyezethez koézeli millieut biztositd teljes vér extraktum alapu médiumban novesztjiik.

Total fluoreszcens intenzitas, sejtméret, sejt felszinének a keriilete ugymint morfolégiai sajatossagok, pl. cir-
Kularitas, feret 4tmérd, adatoknak a feldolgozasa folyamatosan torténik a nagy informacié tartalommal rendelke-
20 sziirések esetében, “High Content Analysis” (HCA). Ha sejtciklus-megoszlasi adatokra is szitkség van, akkor
egy permeabilizilasi és fixalasi 1épést, mint a detergens kezelés aldehid-keresztk6téssel kombinalva. A gyakor-
latban formaldehid és Nonidet P-40 keveréke adandé a fluoreszcensen festett lemezekhez, 1 és 0,1% végkon-
centracioban. A lemezek ezutan képalkot6 rendszerrel analizlva vannak a korébbi, elpusztult sejteknél hasznalt
paraméterek alapjan. A fluoreszcens festék ami az elsé korben az elpusztult sejteket detektalja a kiegyenlitett
membran-permeabilitasu sejtek DNS megfestésével, a masodik futtatas alkalmaval segit a DNS tartalom megha-
tarozasakor. A sejtciklus megoszlas, tlélési adatok, sejtmorfolégiai adatok kombinaciéja hasznos segitséget ad,
hogy karakterizaljuk egy-egy gyogyszer hatisat az egyedi primer tumorsejteken. Példaul egy sejtciklus-stop
vagy az adherens sejtek felkerekedése szintén fontos informaciétartalommal bir a gyogyszer sejtpopulaciéra

gyakorolt hatdsar6l, amit az egyszerii viabilitasi tesztek nem képesek megkiilonboztetni.

3. példa: Klasszikus sejtkultira médiummal torténd Osszehasonlitas (csékkent érzékenység a gyogysze-
rekkel szemben)

Human primer carcinoma és leukemias sejtek inkubalasa vér extraktum alapu sejtkultira médiumban a kon-
vencionalis sejtkultiira médiumokkal szemben allandéan nagyobb és hosszabb tilélési gorbét mutatott és csik-

kent érzékenységet a kiilénbozé rakellenes gyogyszerek citotoxikus hatasaval szemben (8. abra).

4. példa: Humaén, borji, sertés eredetii vér extraktumok Gsszehasonlftisa

Frissen vagott sertés €s borji total vérébsl azonos korillmények kozott vérextraktum alapu sejtkulttira médi-
um késziilt. A vér steril korillmények kozétt keriilt lecsapolasra, ahogy azt az 1 példa leirja.

Humén frissen izolalt carcinoma sejteken paralellt futtatott tesztvizsgalatok hasonlo gyogyszerérzékenységi
mintéazatot és eredményeket mutattak a kiilsnbszé fajbol szarmazé vérextraktum alapu sejtkultira médium hasz-
nalatakor. Primer human leukémias sejtek ugyanakkor valamivel Jobb tilélési ardnyt mutattak a humén teljes-
vérbol elallitott vérextraktum alapi sejtkultira médiumban a mas fajbdl szirmazokkal szemben. Ezek az ada-
tok arra utalnak, hogy nagy mennyiségi human primer carcinoma sejt gyogyszerérzékenységi tesztelésekor a
més fajbol szdrmaz6 total vérextraktum alapi sejtkultira médiumok is j6! miikddnek, mig a human primer leu-
kemias sejtek gyogyszer érzékenységi tesztelésekor a humén eredetii total vérextraktumot kell eldnyben részesi-

teni a megbizhat6bb klinikai informacio megszerzése végett (9. dbra),
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Szabadalmi igénypontok

1. Sejtkultiira médium humaén sejtek tenyésztésére, amely antikoagulalt teljes véranyagot tartalmaz, ahol a
hemoglobin szint kériilbeliil 8 és koriilbeliil 16 g/dl kozotti.

2. Az 1. igénypont szerinti sejtkultira médium, ahol a vérben jelen 1évo sejtek fel vannak tarva, és a lizalt
sejtek oldhatatlan maradéka el van tavolitva.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti sejtkultiira médium, ahol a vér emlés eredetii.

4. A 3. igénypont szerinti sejtkultura médium, ahol a vér human eredetii.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti sejtkultira médium, ahol a médium iontartalma vissza van allit-
va, hogy igazodjon a teljes vér kiindulasi anyag extracelluléris frakci6jaéhoz.

6. Az 1-5. igénypont szerinti sejtkultira médium, ahol az alacsony molekulatémegti (< 3000 Dalton) tapa-
nyag-tartalom és/vagy 6sszetétel lényegében ugyanolyan, mint az RPMI, DMEM és IMDM iltal alkotott cso-
portbél kivalasztott hagyomanyos sejtkultura médiumé.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti sejtkultira médium, ahol a médium redukéloképessége vissza
van allitva redukalt glutation hozziad4saval.

8. Az 1-7. igénypont szerinti sejtkultira médium alkalmazasa humén sejtek tenyésztésére.

9. Eljaras human sejtek tenyésztésére szolgélo sejtkultira médium el6allitasara, amely tartalmazza a kévet-
kezd lépéseket:

(a) antikoagulalt emlds vér biztositasa kiinduldsi anyagként;

(b) a vérben jelen lévé sejtek mechanikai feltarasa;

(c) a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak eltavolitasa.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, ahol a sejtek mechanikai feltarasa a teljes vér lefagyasztasaval, vagy ul-
trahanggal, elektromos késes homogenizétorral vagy French press késziilékkel van elérve.

1. A9. vagy 10. igénypont szerinti eljaras, ahol a lizalt sejtek oldhatatlan maradékanak az eltavolitasa ultra-
centrifugalassal vagy mechanikus sziiréssel van elérve.

12. A 9-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, ahol a médium alacsony molekulatomegii (<3000 Dal-
ton) tapanyag-tartalma és/vagy Ssszetétele médositva van az RPMI, DMEM ¢és IMDM iltal alkotott csoportbol
kivalasztott hagyoményos sejtkultiira médiummal szemben végzett dializissel.

13. A 9-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, ahol a médium redukaloképessége vissza van allitva re-
dukalt glutation hozzdadasaval.

14. Sejtkultira médium human sejtek tenyésztésére, amely a 9-13. igénypontok barmelyike szerinti eljaras-
sal allithato el.

15. A sejtkultura médium, amint a leiras szerint fel van tarva,
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384-lyukl lemez alapelrendezése:
30 féle gyogyszer 4-lépéses higitassal harom
parhuzamosban

Tl 4 T ]
Docetaxel

control controd
=h 9 2 3 4 1 B
roa ml
1 20
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DLBL sejtek 30 kiildnb6z6 gyogyszerme adott valasza, individualizalt
sejt képanalizissel kiértékelve 500.000 sejt 7680 konfokalis
szekcioban, ami 10,31 Gigapixel informacionak felel meg

él6 sejtek — sarga 4 kilénboz6 gyogyszerhigitas harom

parhuzamosban
elpusztult sejtek — kék
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Gyogyszerek
S-Flurouracil
6-Mercaptopurin
Actinomycin-D
Asparaginase
Bevacizumab
Bleomycin
Bortezomib
Carboplatin
Chlorambucil
Cisplatin
Cladribine
Cyclophosphamide
Cytosine-arabinoside
Daunorubicin
Docetaxel
Doxorubicin
Epirubicin
Etoposide
Fludarabine
Gemcitabin
Hydroxyurea
Ifosphamide
Methotrexate
MG-132
Mitomycin C
Oxaliplatin
Paclitaxel
Prednisolone
Streptozotocin
Topotecan
Vinblastin
vincristin

Maximalis koncentracié
41,66 ug/mi
69,44ug/mi
0,4166ug/mi
4,166 1U/mi
41,66ug/mi
25 IU/mi
0,833 ug/ml
8,33ug/mi
83,33ug/m!
8,33ug/mi
0,833ug/mi
33,33ug/mi
83,33ug/mi
4,166ug/mi
33,33ug/ml
1,66ug/ml
1,666ug/ml
16,66ug/ml
20,833 ug/mi
50ug/mi
41,66ug/mi
33,33ug/ml
20,833ug/ml
8,33ug/mt
0,55 ug/mi
4,166ug/ml
5 ug/mi
16,66ug/mi
41,66ug/mi
0,0833ug/mi
0,833ug/ml
0,4166ug/ml




Tidoé adenokarcinoma

5-Flurouracil
6-Mercaptopurin
Actinomycin-U
Asparaginase
Bleomycin
Bortezomib
carboplatin
Chlorambucil
Cisplatin
Cladribine
Cyclophosphanide
Cytosine-arabino
Dacar
Daunorubicin
Docetaxel
Doxorubicin
Epirubicin
Etoposide
Fludarabine
Gemcltabin
Hydroxyurea
Ifosphamide
Methotrexate
Mitomycin C
Oxaliplatin
Paclitaxel
pPemetrexed
rrednisolone
Topotecan
vinblastin
vincristin
Vinorelbine NAVEL
Combination

3. abra

Akut mieloid leuk

SK46/07
SK13/08
SK28/08
AMLOS2ZS8

AMILM37

SK44/97

AMLZ2

AML13
AML21
AML31
AML37
AML42

SK40-07

SK13-07
SK11/08
SK28_07
SK32-07

NR1

AML33
SK5/08
AML27
AML29
AML6
AML1e
SK3-06
SK8-97

AML12

AML11

SK12/08
SK30/08

AML2S

5-Flurouracil
6-Mercaptopurin
Actinomycin-D
Asparaginase
Bleomycin
sortezomib
Carboplatin
Chlorambucil
Cisplatin
Cladribine
Cyclophosghamide
Cytosine-arabino
vacar
Uaunorubicin
Docetaxel
Doxorubicin
Epirubicin
Etopos Lde
Fludarabine
Gemcitabin
Hydroxyurea
Ifosphamide
Methotrexate
Mitomycin C
jOxaliplatin
Paclitaxel
Pemetrexed
Prednisolone
Topotecan
Vinblastin
vineristin

Combination

mia

-

SK2-06

NR2

AML23

AMLA2Z

DERT
DEBLL
2HY
SHLZ
0ERY

Vinorelbline NAVEL

i

SK9-07

AML49

CEBS
SHE

SHL3

carner
david

3/8

5-Flurouracil
6-Mercaptopurin
Actinomycin-D
Asparaginase
Bleowycin
Bortezomib
Carboplatin
Chlorambucil
Cisplatin
Cladribine
Cyclophesphamide
Cytosine-arabino
Dacar
Launorubicin
socetaxel
Doxorubicin
Epirubictin
SLoposide
Fludarabine
Gemcitabin
Nydroxyurea
Ifosphamide
Methotrexate
Mitomycin C
Oxaliplatin
raclivaxel
Pemetrexed
rrednigolone
Topotecan
Vinblagtin
Vinecristin
Vinorelbine NAVEL
Combination

S5-Flurouracil
6-Mercaptopurin
Actinomycin-D

Asparaginase
Bleomycin
Bortezomib
Carboplatin
Chlorambucil
Cisplatin
Cladribine
Cyclophosphamide
Cytosine-arabino
Dacar
Dauncrubicin
Docetaxel
Doxorubicin
Epirubicin
Etoposide
Fludarabine
Gemcitabin
Hydroxyurea
Itosphamide
Methotrexate
Mitomycin C
Oxaliplatin
Paclitaxel
Pemetrexed
Prednisolone
Topotecan
Vinblastin
Vincristin
Vinorelbine NAVEL
Combination

4. abra
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Krénikus limfoid leuk

vinorelbine NAVEL

Cytosine-arabine
Corbination

Y«~Flurouracil
é-Mercaptopurin
Actinomycin-p
Asparaginase
Bleomycin
chlorambucil
Cyclophosphamide
Dacar

Bortezomib
Carboplatin
Cisplatin
paunorubicin
pocetaxel
Methotrexate
Mitomycin €
Oxaliplatin
paclitaxel
Prednisolone
Topotecan

poxorubicin
Epirubicin
Etoposide
Fludarabine
Gemcitabin
Hydroxyurea
Ifosphamide

Cladribine
Pemetroxed
vinblastin
vincristin
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