Immunoldgiai modszerek a
Klinikal kutatasban

9. eldadas

Cellularis immunologiai
modszerek



Aramlasi citometria
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Sejtfelszini molekulak fluoreszcens jelolése
aramlasi citometriara
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CD3-FITC — zold = FL1
CD19-PE — narancs = FL2
CD56-CyChr — piros - FL3
CD45-APC - voros = FL4



A legfontosabb merheto parameterek

1. Sejt nagysag (SSC)
2. Granulaltsag (FSC)

3. Fluoreszcencia intenzitas: FL-1 (zold), FL-2 (narancs),
FL-3 (piros), FL-4 (tavoli voros)

4. 1dG: pl. kalcium szignal merésnél,



Immunfenotipus meghatarozas indikacioi

» Malignus hematologiai korképek diagnosztikaja és differencial
diagnosztikaja

* Veleszuletett és szerzett immunhianyos allapotok diagnosztikaja
és differencial diagnosztikaja

« Autoimmun betegségek aktivitasanak nyomon kovetése
* Pre- és poszt-transzplantacios allapotok nyomon kovetése
« HLA-haplotipus vizsgalata

« Tumorsejtek vizsgalata: proliferacios antigének vizsgalata,
adhézios molekula expresszio kimutatas

» Fert6z0 betegségek diagnosztikaja €s nyomon kovetése

» Sejtfelszini fehérje, vagy egyeb strukturak tavolsaganak
meghatarozasa (energia transzfer)



CD markerek:
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A legjellemzobb CD markerek

Sejttipus CD markerek
Osseijt CD34+, CD31-
Minden leukocita |CD45+

Granulocita CD45+, CD15+
Monocita CD45+, CD14+

T limfocita CD45+, CD3+

T helper sejt CD45+, CD3+, CD4+

T citotoxikus sejt

CD45+, CD3+, CD8+

B limfocita

CD45+, CD19+ vagy CD45+, CD20+

Trombocita

CD45+, CD61+

NK sejt

CD16+, CD56+, CD3-




Limfocita csoport azonosito CD markerek:

(a) Blymphocyte (b) T lymphocyte
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Funkcionalis vizsgalatok

Fagocitalo képesseég vizsgalata: fagoburst teszt

Intracellularis kalciumion koncentracié meghatarozas,
sejtaktivacio meres

Intracellularis pH meghatarozas
Enzim mennyiseég, aktivitas ill. lokalizacio méres

Reaktiv oxigén intermedierek (ROI) termel6désének
detektalasa (pl. H202)

Kemotaxis vizsgalat

Proliferacios index meghatarozasa, nyomon kovetése



Fontosabb fluorofér molekulak

FLUOROPHORE TABLE

Festék abszorpcios hullamhossz emissziés hullamhossz szin
Hydroxycoumarin 325 386 blue
methoxycoumarin 360 410 blue
Alexa fluor 345 442 blue
aminocoumarin 350 445 blue
Cy2 490 510 green (dark)
FAM 495 516 green (dark)
Alexa fluor 488 494 517

Fluorescein FITC 495 518

Alexa fluor 430 430 545

Alexa fluor 532 530 555

HEX 535 556

Cy3 550 570

TRITC 547 572

Alexa fluor 546 556 573

Alexa fluor 555 556 573

R-phycoerythrin (PE) 480,565 578

Rhodamine Red-X 560 580

Tamara 565 580 red
Cy3.5 581 581 596 red
Rox 575 602 red
Alexa fluor 568 578 603 red
Red 613 480;565 613 red



Fluoreszcens DNS festékek

Nucleic acid probes:

Festék abszorpcios hullamhossz emissziés hullamhossz szin
DAPI 345 455 blue
Hoechst 33258 345 478 blue
SYTOX blue 431 480 blue
Hoechst 33342 343 483 blue
YOYO-1 509 209 green
SYTOX green 504 933 green
TOTO 1, TO-PRO-1 509 533 green
SYTOX orange 547 afl
Chromomycin A3 445 ars
Mithramyecin 445 afs
Propidium iodide 536 617 red

Ethidium bromide 493 620 red



Dirket és indirekt immmunhisztokémia
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Avidin - Biotin-Peroxidaz komplex modszer

Y

Biotinalt antitest >—t

Biotin Peroxidaz ~ {§-m

Avidin

Elsédleges antitest*

A

Antigének . . ‘ . ) Szbvetmetszet

A biotinalt masodlagos antitest nagy affinitasu kapcsolatot létesit az avidin-
biotin-peroxidaz komplex-szel



Peroxidaz-anti-peroxidaz (PAP) modszer

Peroxidaz

/ molekulak
.' Peroxidaz anti-peroxidaz
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Hidképz6 antitest

Elsédleges antitest

‘ ‘ . . Antigének  Szbvetmetszet

A harom rétegl modszerben egy hidképzd antitest koti 6ssze
az elsddleges antitestet a PAP komlex-szel



PMA/ionomycin stimulalas megvaltoztatja a sejtek
FSC/SSC flow citometrias megjelenéset
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PMA/ionomycin stimulalas megvaltoztatja a CD4
expressziot

control PMA + ionomycin PHA
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PMA/lonomycin hatéekonyabb citokin stimulalo szer
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ELISPOT

a T cells (at known concentration)
with specific antigen in cell-culture well

ELISPOT wells are pre-coated
with anti-cytokine
antibody (lg)

C Transfer of T cells
to ELISPOT plate

lg bound to

d Incubation of calls; nitrocellulose

sacration of cytokine

; Cytokine
Cytokine @ oK

f Washing off of calls;
coating of plates
with secondary Ig

9 Enzyme-coupled
sacondary lg
binds to cytokine

Enzyme

h Washing of plate;
addition of substrate;
washing of plate

Insoluble
coloured product

] Scoring of positive
'spots' under microscope

ELISPOT assay to quantify secretion of cytokines by T lymphocytes (T cells)

Expert Reviews in Molecular Medicine




ELISPOT dot analizis

1 2 3 Number of dots
(in triplicate) Mean £ SD
1 2 3
Unstimulated 2 0 1 121
SEB . ‘ ‘ 284 326 329 31325
CMV-L ‘ ‘ ‘ 43 21 22 29+12
CMV-P ‘ ‘ ’ 20 K| 22 24+6




Human IL-17A citokin mérése ELISPOT-tal

250.000 PBMC 250.000 PBMC 125.000 PBMC

M = medium
SA = Heat-killed, formalin-fixed Staphylococcus aureus cells (whole bacterial particles)
PHA = Phytohaemagglutinin



