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Durchflusszytometrie — Praktikum

Probe:

Antikoaguliertes
Humanblut

2. Hamolyse

Geben Sie 1 ml
Lysepuffer in jedes
Rohrchen. 1

Inkubationszeit: 10
Minuten!

4. Zentrifugation:

1000 rpm, 5 Minuten

1. Farbung der Zelloberflache

In den nummerierten FACS-Rohrchen befinden sich folgende

Antikdrpermischungen::

1. Roéhrchen: anti-CD3-1 11 C + anti-CD4-

2. Rohrchen : anti-CD3-711C + anti-CD8-

3. Rohrchen : anti-CD19- 17 C + anti-CD5-

4. und 7. Rohrchen : anti-CD3-1 171 C

5. und 8. Réhrchen : anti-CD19-11

6. und 9. und 10. Réhrchen : ohne Antikérper =
Al

utofluoreszenzkontrolle

Pipettieren Sie 50 pl Blut auf den Boden der nummerierten

Réhrchen und mischen Sie vorsichtig durch Schwenken.!

Inkubationszeit: 30 Minuten
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3. Waschen
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5. Fixierung
Verwerfen Sie den Q_mmmu

Resuspendieren Sie das Pellet
in 500 pl FACS-Fixierlosung

(PBS + 0,5 % Paraformaldehyd). y &
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Durchflusszytometrie Praktikum 2.

* Inhalt der vorbereiteten Reagenzglaser:

Rohrchen: Anti-CD3-FITC + Anti-CD4-PE

Réhrchen: Anti-CD3-FITC + Anti-CD8-PE

R6hrchen: Anti-CD19-FITC + Anti-CD5-PE

und 7. Rohrchen: Anti-CD3-FITC

und 8. Rohrchen: Anti-CD19-FITC

6. und 9. Rohrchen enthalt keine Antikorper = Kontrolle der Autofluoreszenz

i &N e

* Verwendete Fluorochrome (siehe spater):

— FITC: Fluorescein-Isothiocyanat

BD-FACSCalibur™
Durchflusszytometer



Definition der Durchflusszytometrie

*  Warum Zytometrie?

— Eine Methode, die in der Lage ist, bestimmte Zellparameter zu analysieren
(z.B. Zellzahl, ZellgroRe, Kornung, Anwesenheit bestimmter Proteine auf der
Zelloberflache oder im Zytoplasma, DNA-Gehalt, usw., siehe andere Folien)

*  Warum Durchflusszytometrie?
— Basiert auf dem Fluss suspendierter Partikel (z.B. Zellen), die in einen Strom
organisiert werden, der einen Laserstrahl kreuzt. (siehe spater)
* Woflr kann es genutzt werden?
— Es ist in der Lage zur schnellen, multiparametrischen Analyse grolSer Zell-
mengen. Das heilt, dass verschiedene Parameter jeder untersuchten Zelle

gleichzeitig gemessen werden. (GroBe, Granularitdt/Kérnung, andere
Parameter, abhangig von der Markierung, siehe spater)

BD-FACSCanto™ |l Durch-
flusszytometer:

Kann bis zu 10.000 Zellen
in einer Sekunde zihlen.[!!

Ein Hamozytometer:

Der Forscher/Kliniker
kann 100-200 Zellen pro
Minuten zahlen.




Das zugrundeliegende Prinzip der
Durchflusszytometrie

Laserquelle

dichroitischer
Spiegel

Wellenldangen-
filter

FSC
(Vorderdetektor)

Fluoreszenz-Detektoren

/
Computer

‘".

(. Die suspendierten Zellen kreuzen den
“ Laserstrahl, und zwar eine nach den

anderen. Das Gerat berechnet GroRe
und Kérnung (Granularitat) der Zelle auf
Grund der Streuung des Lichtes in den
FSC- und SSC-Detektoren. Der Laserstrahl
wird auBerdem die fluoreszente
Molekiile erregen, die daraufhin das
Licht eines charakteristischen Spektrums
emittieren. Das emittierte fluoreszente
Licht wird zu den entsprechenden
Detektoren durch dichroitische Spiegel
oder FilterZIreflektiert.



Hydrodynamische Fokussierung

* Die Mantelfliissigkeit (in der Regel PBS) Zellsuspension

wird die suspendierten Zellen in eine Mantel- —
Reihe ausrichten. Die Zellen flieRen flissigkeit
nacheinander in einer geraden Linie in

der Kapillare. Der Laserstrahl ist auf die

Kapillare fokussiert.

hydrodynamische
Fokussierung

7 emittiertes
fluoreszentes Licht

e Ultraschall kann auch zur Fokussierung
der Zellen genutzt werden (akustische
Fokussierung).

% 2

Z} Laserquelle

' | gestreutes
; aml —
c.‘.

Der Attune®-Durchflusszytometer, der akustische
Fokussierung nutzt, und zwar mit ausgeschalteter
(links) und eingeschalteter (rechts) Fokussierung.

y
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Die FSC- und SSC-Detektoren

SSC (side scatter)

eingehendes Licht

dichroitischer

Fluoreszenz-Detektoren

/£

Spiegel = ’-\ /' Comp

Laserquelle _ i

Wellenlangenfilter

FSC
(forward scatter)

SSCT N
(side scatter) / -

uter
.. )

Der FSC- (forward scatter) Detektor
befindet sich in der Achse der
Laserquelle und erkennt das
vorwarts gestreute Licht, das der
Grole der Zelle entspricht. Die
Vorwartsstreuung entsteht durch
die Oberflache der Zellmembran.
Der SSC- (side scatter) Detektor
steht in einem etwa 90° Winkel zum
Laserstrahl. Die seitliche Streuung
des Lichts wird durch lamellare
Strukturen in der Zelle verursacht
(z.B. Mitochondrien, Granulen,
Vesikel, usw.) und sie st
proportional zur Kornung /
Granularitat der Zelle.



EinfUhrung in Punktdiagramme aus
FSC- und SSC-Daten

Das Punktdiagramm (dot plot) ist die am haufigsten genutzte Methode zur Visualisierung
der Daten von durchflusszytometrischen Messungen. Es zeigt die Zellen in einem
zweidimensionalen Koordinatensystem, wo jeder Punkt eine individuelle Zelle darstellt
und die Achsen spezifische Parameter reprasentieren, die vom Untersucher festgelegt
werden. Zellen mit ahnlichen Parametern bilden Gruppen, die Zellpopulationen genannt
werden. Diese kann man selektiv auf andere Parameter untersuchen (“gating”).

Punktdiagramm von menschlischem peripherem Blut
10*

Granulozyten
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SSC (Kérnung)
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,Gating”-Beispiel
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Sie wollten das Verhaltnis von Th17-Zellen (siehe 2. Praktikum) in der Probe feststellen. Das

Blut wurde mit fluorochromkonjugierten Antikorpern gegen CD4 und IL-17 markiert, dann

wurden die Proben mit einem Durchflusszytometer untersucht.

* A: Lymphozyten wurden aufgrund von GroRe (FSC) und Kérnung (SSC) gewahlt. - (R1 gate)

* B: CD4+ Zellen wurden in der Lymphozytenpopulation ausgewahlt. (R2, griines Gate)

e C: Das Verhaltnis der CD4+ und IL-17+ Zellen wurde im Lymphozyten-Gate gemessen. (der
obere rechte Quadrant, 1.24% aller Lymphozyten.)



Durchflusszytometrie und
Erythrozyten

* Erythrozyten sollten aus den Proben entfernt werden, weil:
— ihre GroRRe den Lymphozyten dhnelt.

— Sie weitaus haufiger im Blut vorkommen als Lymphozyten und deswegen
blockieren sie die Signale von Lymphozyten.

Bakterium Phytoplankton Erythrozyt Lymphozyt Granulozyt Monozyt
0,5 um 2 um 6-8 um 7-10 pm 12-15 pm 15-25 pum
- o QO @&
<
Klein

* Methoden zur Elimination der Erythrozyten: <

o RBK, TCT und
ein

Lymphozyt

— Hamolyse
— Ficoll-Gradienten-Zentrifugation (spater)




Immunofluoreszenz Markierung

Erregter Zustand
il th Rotes Blaues Griines
l.f-ni Fluorochrom Fluorochrom Fluorochrom
J ) @0 @
Absorption Emission )
A A
—_ AN\ VAVAN FAVAY
N Antigen A Antigen B Antigen C
. Griines Licht
Blaues Licht (niedrige Energie)
(hohe Energie)
—> v Das Instrument kann nicht nur die GroRRe
7\ " Grundzustand und Granularitit einer Zelle berechnen,

sondern auch Fluoreszenz detektieren. Der
chhr0|t|scher -
Spieg eI :

Computer Laser erregt das Fluorochrom das am
Laseqyelle ':;“ _~~ markierenden Antikérper befestigt wurde,
| A welches dann Fluoreszentes Licht emittiert
das fur das Fluorochrom charakteristisch
ist (Emissionsspektrum). Das emittierte
Licht wird auf die entsprechenden
Detektoren mithilfe von Dichroitischen
Spiegeln oder Filtern reflektiert.

(S|de scatter)

WeIIenIangenfllter
FSC
(forward scatter)



Das Fluoreszenzspektrum

FL1 (530/30) FL3 (>670)
FITC [ PerCP

100 \

2 488 nm Laser

60

40

T
400 450 S00 550 600 650 700 750

Lasers von BD-FACSCalibur:[3
488 nm Argon Laser
635 nm roter Dioden Laser

Detektoren von BD-
FACSCalibur:

Wellenlange
FL4 (661/16)

*FL1: 515-545 nm (530/30)
564-606 nm (585/42)

100 ra ~ 7 B
80
635 nm Lase
60

40

20

400 450 500 550 600 650 700 750

> FL3: >670 nm
FL4: 653-669 nm (661/16)

800

Wellenlange

Im Gegensatz zu Lasern, die Licht einer einzigen Wellenlange emittieren, strahlen
Fluorochrome ein Lichtspektrum aus. Diese tiberlappen einander haufig.



Fluorochrome

Excitation wavelength Laser for excitation Emission wavelength
Fluorochrome Color (nm) (nm) (nm)
Hoechst 33342 350 55, 375
Brilliant Violet™ 421 407 21
_BD Horizon™ V450 4o ut
Pacific Blue™ 401 5 452
BD Horizon™ V500 415 " 405 — 0
AmCyan 457 405 91
Alexa Fluor® 488 495 488 19
FITC 183 3
PE 488, 532, 561
Brillant Violet™ 605 a5 602
BD Horizon™ PE-CF594 532, 561
Pl N 532 561
Z.AA,D 4 7[ .f;', ‘.“(7'-7!7 - a7
APC 633, 635, 640 7
Alexa Fluor® 647 33,635, 640 ¢
PE-Cy™5! 532, 561 7
PerCP 88, 532 7
PerCP-Cy™S5.5 188, 532
Alexa Fluor® 700 ar R 633, 635, 64(
PE-Cy™7 Infrared 532 561
APC-Cy7 Infrared 633,635, 640 785
BD APC-H7 Infrared 633,635, 640 8

Fluorochrome, die vom selben Laser erregt werden und Licht des gleichen Spektrums
emittieren, sollten nicht zusammen in einer Probe genutzt werden da die markierten

Antigene nicht voneinander zu unterscheiden sind. (Haufige Kombinationen: FITC +

APC)

+



Fluoreszenz in Punktdiagrammen

10*
T APC Positiv —'; i" . FITC+APC Doppelt Positiv
Heej
= 103 ”g' ¥ : v
2 apc  |* 8¢ o
c & ¥y
~ 102 * B
c
&
% 10! ¢
T Negati 555 4 8%, 1 FCposit
egativ. —— e ositiv
o L%ed foge %o
0 10! 102 103 104

FITC
Fluoreszenzintensitat >

Die Messung ist quantitativ, die detektierten Fluoreszenzintensitaten
konnen als Zahlen angegeben werden. (=Man kennt auch das MaR der
Positivitat.)



Daten im Histogramm

226 1

168

e Positiv

Zellzahl

%" Negativ

103 {1 102 163 104
Fluorescenzintensitat

Normales Histogramm: Die horizontale Achse zeigt die Fluoreszenzintensitat (Starke
des Signals) an die vom Detektor gemessen wurde wahrend die vertikale Achse die
Zahl der gemessenen Zellen reprasentiert. Im obigen Beispiel konnen zwei
Zellpopulationen differenziert werden, eine negative und eine positive.



Typen von CD-Markern

Abstammungsmarker: Molekile die nur auf Zellen bestimmter Abstammung exprimiert
werden.

— Z.B.: CD3 - aufallen T Zellen CD19 — auf allen B Zellen

Reifungsmarker: Der Immunophanotyp kann in unterschiedlichen Phasen der
Zellreifung unterschiedlich sein, bestimmte Molekile werden nur auf unreifen Zellen,
andere nur auf reifen, voll funktionsfahigen, Zellen exprimiert, etc.

— Z.B.: CD20 (Ist auch ein Abstammungsmarker da er nur auf B Zellen gefunden
werden kann)!1l

CLP Pro-B Zelle Pra-B Zelle Unreife B Zelle Reife B Zelle Plasmazelle
e
— @ — 0 —©® —0 — &
CD20 Negativ CD20 Negativ CD20 Positiv CD20 Positiv CD20 Positiv CD20 Negativ

Aktivierungsmarker: Molekiile die von aktivierten Zellen exprimiert werden, wahrend
sie auf ruhenden Zellen entweder Fehlen oder nur schwach exprimiert werden, z.B:

— CD25 (Die alpha-Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL-2Ra, siehe spater)

— CD80 und CD86 (B7-1 und B7-2, sogenannte kostimulator Molekile die von
aktivierten Antigenprasentierende Zellen exprimiert werden, siehe spater)



Lymphozytenpopulationen des normalen

menschlichen peripheren Bluts
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Marker: CD3 - T Zelle, CD4 - Th Zelle, CD8 - Tc Zelle, CD19 - B Zelle, CD56 - NK Zelle



CDA45 in humanem peripheren Blut

10° -

Monozyten
Lymphozyten .

1

10°7

CD45 CyC

1¢

Das CD45 kann auf allen Leukozyten gefunden werden. Darum wird es als Pan-
leukozyten Marker angesehen.



CD45RA und CD45R0 Isoformen im
normalen menschlichen Blut

10* 10
Unreife T Zellen Gedachtnis T Zellen
O -
|: 10 U 10
L. i >
R O 1
LN ? M“*' 8 ’ o
< LG LN L,
o ;i L s
RSN AN
10° ; 1077
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CD3 PE CD3 PE

Funktion des CD45: Es ist eine Phosphatase die in die Zellmembran eingebettet ist. Es hat
verschiedene Isoformen, CD45RA kann auf unreifen T Zellen gefunden werden wahrend
CD45RO von Gedichtnis T Zellen exprimiert werden.[®] (siehe Vorlesung fiir Details)



CD25 Expressionin T Zellen des
menschlichen Blutes

10°

Aktivierte T Zellen

10:“

CD25 PE

CD3 FITC

CD25: Es ist die alpha Kette des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2Ra) die nur auf
aktivierten Lymphozyten zu finden ist.[”1 (Siehe Vorlesungen fiir Details)



CD5 (BV421)

Humane CD5+ B Zellen

Peripheres Blut eines gesunden

Spenders:
T Zellen
168,68% 0,90%
2 ) |
CD5+ B Zellen
2
1] g Tk | CD5- B Zellen
? R 7.28%
0 b .  ——
10° 10" 10° 10 10
CD19 (FITC)

4

CD5 (Bv421)

B-Zell Chronische Lymphozytare

Leukdmie (B-CLL):

T Zellen

4
10 1.0104% 85,97%

Pt R | CD5+ B Zellen

CD5- B Zellen
0,54%

10 ' |

10 1 0 10° 10°

1
CD19 (FITC)



Bedeutung der Durchflusszytometrie 1.

 Kann den Immunophanotyp der Zellen in der Probe bestimmen (Immunophenotyping):

Diagnostik und Differenzialdiagnose maligner himatologischer Erkrankungen!(® 9/
Diagnostik und Differenzialdiagnose der Immundefizienzen (10!

Beobachtung der Autoimmunen Krankheiten

Beobachtung des pra- und post-transplantations Zustand!!1/

Bestimmung des HLA Haplotyps!*?! (siehe spater)

Diagnostik und Beobachtung infektioser Krankheiten

* Quantitative Messungen:

Bestimmung des Anteils der Zellen die das untersuchte Antigen exprimieren
Bestimmung der Starke der Antigenexpression in den untersuchten Zellpopulationen

¢ Bestimmung des DNA und RNA Gehalts:[13]

Untersuchung der Apoptose
Untersuchung des Zellzyklus
Bestimmung des Retikuloztenanteils
Detektion der Aneuploidie



Bedeutung der Durchflusszytometrie 2.

Funktionelle Tests:
— Messen der Phagozytosel'#!
— Messen des intrazelluldren Kalziumspiegels*>
— Messung des intrazellularen pH
— Messung der Menge und Aktivitat von Enzymen
— Untersuchung der Chemotaxis
— Messung der Produktion von Reaktiven Sauerstoff Spezies
— Messung des proliferativen Index
Messung von Zytokinspiegeln [1®] (CBA, mehr dazu unter serologischen Tests)
Zelltrennung'71 (Zellsortierung, siehe spater)
Automatisierte Himatologische Analysierer—> Blutzahlung (ohne Fluoreszenzmarker)

Die nachsten Folien werden lhnen Beispiele verschiedenen Anwendungsmaoglichkeiten
der Durchflusszytometrie zeigen. Sie dienen nur der visualisierung, Sie mussen das
gezeigte Material nicht lernen/wissen, aber Sie missen in der Lage sein
Punktdiagramme zu analysieren und die Anwendungen der Durchflusszytometrie zu
benennen!



Immunphanotypisierung Beispiel 1

Eine routine Blutuntersuchung zeigt abnormal
hohe Lymphozyten Zahlen. (Lymphozytose)

»

0

Q0% >
o8

:"‘c
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al 0000 Pt

"0 ol 102 103 1ot B T T TR
CD23-APC FMC7-FITC

» ‘,(6(3?.") )
D
S ald0

8 3 o805 2309 AN S T v 1 Immunphdnotyp:
B B CD5+/CD23+/CD19+/FMC7-

Normaler Blutausstruch des
Blutausstrich Patienten Diagnose: B-Zell Chronische Lymphozytire
Leukdamie (B-CLL)




Immunphanotypisierung Beispiel 2

Der Patient wurde aufgrund von Lymphozytose und vergroBerten Lymphknoten (Lymphadenomegalie)

untersucht.

Frage: Was fir Zellen sind

es?
Immunphanotyp:
e CD5+ |
* CD19+
* CD20+
* (CDA45+
e CD79b+
* FMC7+
* Lambda+
« CD10-
e CD23-
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3 ooy Qf 3 8 3 ~% =
I” 7o) ) A O Q —
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=E "o 091- "o
< . - : <, ! - :
X5 - g W =3 17 8
E S 3 o 3 3 T
T 3 O 5" {
w . 7 = — 7 1 2!
e 4 Q- e | ; Dy &7 '
& e Q"3 02-2 Q "-_!-_5 3 23 022
Q3 8 3 . O 3 8 3
e+ O}f =y 04:2 Q4 - Q32 | 042
e 3 & 9
102 IO:' 10‘ ms ﬁ 1 ‘“')’(!,“I,zl “;03 e "‘15 T g 52 |03 m‘ 10 § W |°|| ””w:‘ T um‘} T |lm‘105|
LAMBDA PE-A . KAPPA FITC-A FMC? FITC-A ik CD2FITC-A
Diagnose: Mantelzelllymphom (MCL) in

Breitere Mantelzone (mit Pfeilen markiert)

rund um

ein

___—" Leukdmischer Phase

Lymphfollikel

(Lymphknoten, HE-Farbung)

bei

MCL.




CD4/CD8 Verhatlnis im Blut eines

CD4

CD8

Nachsorge eines Patienten mit
Immundefizienz

gesunden Spenders

CD3+CD4+=47%

Helfer T Zellen %,

Zytotoxische T Zellen

Pathologisches CD4/CD8 Verhaltnis
im Blut eines Patienten mit HIV:

CD3+CD4+=7%

CD3




Messung der Phagozytose

A: Unbehandelte Makrophagen B: Unbehandelte Makrophagen
inkubieren ohne FITC-konjugierte Perlen inkubieren mit FITC-konjugierten Perlen
A B,-.
g8 § &
8] T 8]
P . Q’»»‘ Qz § :
= ITC Positive 9
E ; o e Behandlung der Makrophagen
] 0.2% & 0.12 - 5 20,5110 | verbessert ihre Phagozytose
Illl""OI2 1 lll";ga lll":g‘ L} llll';lol ) lllll;l&2 T '.'“;20 T lllll:g‘ L) ll'll;l.! 1 Féhigkeit.
FITC-A FITC-A
c_ D_
g &3 g %3
= = _: = o ]
e Q1 Q2 S 3 Q1 Q2
T FITCNegative. LM . =3 FITC Negative
] _59.6% % 6.5¢ : T 1793.3% % 2.20
T lnm[2 s | II""]Q TT l"lll‘ W | l""l]S T T T T Tp LR | LB R LR LY P
10 10 10 10 10° 10° 10" 10
FITC-A FITC-A

C: Macrophagen behandelt mit D: Macrophagen behandelt mit LPS

Polysacchariden mit FITC- mit FITC-konjugierten Perlen inkubiert.
konjugierten Perlen inkubiert.



Untersuchen des DNA-gehalts von
Tumoren

Die Zellen werden mit Fluorochromen inkubiert die DNA binden, dann wird die Intensitat
des emittierten fluoreszenten Lichtes mit Durchflusszytometrie gemessen.

Normal: Biopsie eines Hepatozelluldren Karzinoms:[18!

Haploide Huhn RBCs (Kontrolle)

G0+G1 diploide Zellen

Diploide Zellen (GO+G1)

/ Aneuploide Zellen

/(GO +G1)
l Aneuploide Zellen
L !\ ”’{ (G2+M)

»

Zellzahl
Zellzahl

Zellen in
G2+M phase

S phase

-

o >

Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Aneuploidie: Abnormale Zahl von Chromosomen (z.B. 60 statt 46 in Zellen die in der GO Phae
sind)



Zell-Viabilitat Test

Jurkat Zellen

Propidium lod: Ein
Fluoreszentes Molekil dass
DNA bindet und die intakte
Zellmembran lebender
Zellen nicht Uberqueren
kann

Annexin V: Es bindet
Phosphatidylserin das in
der Zellmembran
apoptotischer Zellen
gefunden werden kann.

O &
wn e
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SSC

695,3

P1 88,4%

FSC
. Jurkat Zellen + Camptoth‘ecin (Chemotherapie)

595,318

P153,1%

[
o
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Propidium iodide

1

6

* Propidium iodide

47 ENIT ENIT ENIT NIt

Lebend 85,4% -]

am

Tot 11,3%

Apoptotisch 3,2%
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Annexin V-EITC

72

| Lebend 62,3%: &
1

LA

!

Annexin V-FITC

Tot 9,3%

Apoptotisch 28,3%

0?2



Isolation mononuklearer Zellen

* Methoden die auf physischen Parametern basieren:!%]
— Filtration (basiert auf unterschiedlicher GroRRe der Zellen)

— Dichte-gradienten Zentrifugation (z.B. Ficoll-Gradienten Zentrifugation,
basiert auf der unterschiedlichen Dichte der Blutzellen)

4

Erythrozyt
Ficoll (1,077)

Zellzahl

| | |
1.060 1.070 1.080 1.090 1.100 1110

Dich I
* Methoden die auf Leukozytenadhéarenz basieren: ichte (g/mi)

— Nylonwolle: Monozyten und B Zellen binden an Nylon

— Plastik-/Glasoberflaichen: Monozyten binden an die Oberflache, Lymphozyten
kdnnen entfernt werden



Ficoll-Gradienten Zentrifugation 1

Normale Zentrifugation:

Zelluldre Elemente

Blutplasma (55% des
Gesamtvolumens)

J  Leukozytenfilm =21, Enthiltalle arten der

(WB<C;, /TCT) Leukozyten
(4

ll ~ Erythrozyten (45% des
Venenpunktion Zentrifugation Gesamtvolumens)

[

Ficoll-Gradienten Zentrifugation:
Das verdiinnte Blut
auf das Ficoll
I pipettieren

1 / Blutplasma
/ Lymphozyten + Monozyten
A - (PBMC)
u Ficoll
. . . . %—]— Erythrozyten + Neutrophile
Venenpunktion Ficoll Zentrifugation

und Eosinophile



Ficoll-Gradienten Zentrifugation 2

Mononukleare Zelle des peripheren Blutes

(PBMC — “peripheral blood mononuclear
cells”,  Leukozyten mit einem nicht-
segmentierten Nukleus): Lymphozyten,
Monozyten (kann auch basophile
Granulozyten enthalten) [20]



Sortier

Sortierung: Eine Methode zur Zelltrennung
die auf Durchflusszytometrie basiert.
FACS: Fluoreszenz Activierte Zellsortierung

1. Jede Zelle wird in einen einzigen Tropfen
getan.

2. Die Zelle kreuzt den Laserstrahl, das
fluoreszente Molekul wird Licht emittieren
das die Detektoren erreicht.

3. Die Tropfen erhalten elektrische Ladungen
anhand von voreingestellten Parametern.

4. Die geladenen Tropfen werden durch die
Ablenkungsplatten in  unterschiedliche
Richtungen gelenkt.

5. Die Tropfen die die Zellen enthalten werden
in unterschiedlichen Glasern gesammelt.

ung

Laser

L O

‘o O_,"A"

oo% Gemischte Zell-
0“0 /' suspension

‘A
.

e SNt Detektor
‘ﬂ ~

4/

= i \
&Y

“ladui ng
@D - &/

Ablenkungs-
platten

Getrennte
Zellen

Die getrennten Zellen sind
Uberlebensfihig




CD4-PE

Sortieren eines Maus-Thymus

DN (Doppelt negativ) CD4/CD8 DP (Doppelt positiv)

Urspriingliche Probe

T (Thymozyten) E g

CD8-CyC

CD4 SP (EinfaCh POSitiV) E '1.:_:_.:.':;' M_Q:I"‘ CD8 SP (EinfaCh POSitiV)

i v Ny

CD4-PE

Erreichte Reinheit >90% _ : ﬁ



Immunmaghnetische Zelltrennung

(MACS)

5. Uberstand
Verwerfen

1. Antikorper .

Cocktail M ' H

2. Magnetische
Kugeln

l 3. Inkubation

4. Magnetische :5
Trennung 09

Magnetische
Kugel

CELL

Antikorperkomplex

Positive Auswahl: Markierte Zellen die
an die Wand des Reagenzglases
binden

Negative Auswahl: Unmarkierte Zellen
im Uberstand

Der EasySep™ Magnet von
Stemcell Technologies™.
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