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Az aramlasi citometria elve

Az aramlasi citometria (,,Flow cytometria’) sejtek gyors,
multiparaméteres vizsgalatara alkalmas laboratoriumi
modszer. Segitségevel kevert sejtpopulaciokban az egyes
sejttipusok kiilon mérhetdek, analizalhatdk és szeparalhatdak
fenotipusuk, vagy funkcionalis allapotuk szerint.

A rutinban hasznalt aramlasi citométerek segitségevel egy
mintaban, egyidoben mérhetd a sejtek nagysaga, granulaltsaga,
és 4-6 fluoreszcens molekula jele. Igy egy-egy sejttipusrol 4-6
kiilonb6zo paramétert tudunk egyszerre meghatarozni.



Direkt immunfluoreszcens jelolés

1. 50 ul vert adni a mar elokészitett antitest-
keverékekhez, inkubalas 30 percig.

2. 1 ml RBC lizis puffert adni a mintakhoz,
inkubalas 10 percig.

3. 2 ml PBS-sel 1000 rpm-en centrifugalassal
mosas 5 percig.

4. Az uledék pelletet reszuszpendalasa 500 ul
FACS-Fix-ben (0.5 % PFA - PBS).

5. Mérés FACSCalibur aramlasi citométerrel,
analizis a CellQuest programmal.
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Mintak

. autofluorescens proba (v. izotipus

ktrl.)

. anti-CD3-FITC + anti-CD4-PE
. anti-CD3-FITC + anti-CD8-PE

anti-CD3-FITC + anti-CD56-CyC

. anti-CD19-FITC + anti-CD5-PE
. anti-CD3-FITC + anti-CD25-PE



CD-markerek
(Cluster of Differentiation)

« Sejtvonalmarkerek: pl. CD3 T-sejtek; CD56
NK sejtek

. Erési markerek: CD1 thymocytak, CD10
(CALLa)

« Aktivacios markerek: CD25(IL-2Ra)
T- B-sejtek, monocitak;
CD11a(LFA-1) monocytak, granulocytak




FACS Calibur aramlasi citometer
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ACS Vantage
(sorter)

FACS Aria
(digitalis aramlasi citométer)




Az aramlasi citométer fo
komponensei

* Folyadekok — kopenyfolyadek
(sheath fluid); hidrodinamikus
fokuszalas

 Optika — lézerek, lencsék, detektorok

« Komputer — kontroll és analizis



Az aramlasi citomeéter felepitése
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Hidrodinamikai fokuszalas
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Meret és granularitas (FSC, SSC)
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Fluoreszcencia

Gerjesztés (excitation) - Léezerek:
« Argon-ion (488 nm) - kék

 HeNe (633 nm) — piros

« UV

 Dye-lasers — pl. zold

Emisszié — Detektorok:
FL1: 515-545 nm

FL2: 560-600 nm

FL3: 610-660 nm

FL4: 670 nm <




A fluoreszcens spektrum
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FACS Calibur flow cytométer felépitese

FACS Calibur
Common Fluorochromes FL1
53030 LP
PE 90 degree
Cy3 Light Scatter
Pl FL2
Beam Splitter
488/10 =10
585/42 BP
FL3 661/16 BP DM 560 SP
670 LP DM 640LP
FiL4
Half Mirror
Light Scatter
A Diode
V4 Y >
\ -
Argon Red 48810 BP

Laser HeNe
488nm 633nm



Fluoreszcens jelek detektalasa
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Fluorokromok

Fluoresence
Emission Excitation
Fluorochrome Color Ex-Max (nm) Laser Line (nm) Em-Max (nm)
Alexa Fluor® 405 401 360, 405, 407 421
Pacific Blue® 410 360, 405, 407 455
Alexa Fluor® 488 495 488 519
FITC 494 488 519
PE 496, 546 488, 532 578
PE-Texas Red® 496, 546 488, 532 615
Texas Red®** 595 595 615
APC* 650 595, 633, 635, 647 660
Alexa Fluor® 647 650 595, 633, 635, 647 663
bE-Cys' 496, 546 488, 532 667
PerCP 482 488, 532 678
PerCP-CyS.5 482 488, 532 695
PE-Cy7 InfraRed' 496, 546 488, 532 785
APC-Cy7 InfraRed' 650 595, 633, 635, 647 785

'InfraRed detection requires a Hamamatsu R3896 Photomultiplier Tube (comes with detector option).

* APC and PE-Cy5 may be used tegether on instruments with cross-beam compensation.

** Texas Red® detection requires a dye laser.



Vizsgalati iranyok, lehetoségek:

1. Immunfenotipizalas:
*Malignus hematoldgiai korképek diagnosztikaja és differencial diagnosztikaja
Immunhianyos allapotok diagnosztikaja ¢és differencial diagnosztikaja
* Autoimmun betegségek aktivitasanak nyomonkovetése
*Pre- és posttranszplantacios allapotok nyomonkovetése
*HL A-haplotipus vizsgalata
*Tumorsejtek vizsgalata:
Proliferacios antigének vizsgalata
Adhézios molekula expresszio kimutatas
*Fertozo betegségek diagnosztikaja és nyomon kovetese

*Sejtfelszini fehérje (vagy egyeb) strukturak tavolsaganak meghatarozasa
(energia transzfer)



2. Quantitativ meérési lehetoségek
*Vizsgalt markert expresszalo sejtek mennyiségenek quantitativ
meghatarozasa
*Sejtfelszinen expresszalodo antigének quantitativ meghatarozasa

2. DNS és RNS tartalom mérése
*Sejtciklus analizis
* Apoptozis meres
*Reticulocyta szam meghatarozas

4. Funkcionalis vizsgalatok
*Phagocytalo képesség vizsgalata
*Intracellularis Ca™ koncentraciéo meghatarozas
*Intracellularis pH meghatarozas
*Enzim mennyiség, aktivitas ill. lokalizacid mérés
*Reaktiv oxigén intermedierek (ROI) termelddésének detektalasa
(pl. H,0,)
* Kemotaxis vizsgalat
*Proliferacios index meghatarozasa / nyomonkovetése
*Egyéb

5. Sejtszeparalas




Calcium influx
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FITC-A

Sejtproliferacio |

(BrdU incorporacio, propidium jodid)
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Sejtproliferacio | - CFSE

(carboxi fluorescein succinimedyl esther)
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Tetramer technologia

MHC-peptide molecules elicit cytolytic T cell responses and stimulate the expansion of
antigen-specific T cells. Class | Tetramers provide a powerfull and general tool for the
study of antigen-specific T cells.



CD45 CyC
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CD8-PE

Helper és citotoxikus T sejtek

(human ver)
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CD56-CyC
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CD5+ B sejtek
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CD45RAFITC
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IL2R a—-lanc (CD25) expresszio
(human ver)

CD25 PE
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CD14 expresszio (human ver)
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