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4. gyakorlat: Immunhisztokémia,
fluoreszcens mikroszképia
Aramlasi citometria, sejtszeparacios
technikak

Az immunologia alapjai

PTE-KK, Immunologiai és Biotechnoldégiai Intézet
Pécs, 2021.



Immunhisztokémia 1.

1. Mitél ,hiszto”? = hisztologia = szovettan (ilyet mar sokat lattatok)

3. Szovet
festése

1. Szovettani 2. Szovet
mintavétel metszése

Glomerulusok (Gomori- 4. Vizsgalat fénymikroszkdppal

féle ezlistozés)




Immunhisztokémia 2.

2. Mitél , hisztokémia”?

A szovet kémiai Osszetételét probaljuk jellemezni.ll]
Pl. H&E festésnél:

* hematoxylin - savas kémhatasu anyagok (,basophil” pl. DNS a
sejtmagban)

* eosin — ldgos kémhatasu anyagok (,,eosinophil” pl. fehérjék a
cytoplasmaban, kollagén az extracelluldris matrixban, stb.)

3. Mitél ,,immunhisztokémia” (IHC)?

Antitest-antigén reakcion alapul.

Cél: Valamilyen antigén kimutatasa specifikus antitest segitségével a
szovetben. (a sejtfelszinen, a sejt belsejében, vagy az extracellularis térben)

Az antigén-antitest reakcio szintelen, |athatova a hasznalt antitesthez kotott
jelolé molekulakkal tehetd. (lasd el6z6 gyakorlaton)

Enzim immunhisztokémia esetében a jelol6 molekula egy enzim, ami a
hozzaadott szubsztrat és kromogén hatasara utobbibdl valamilyen oldhatatlan
szines végterméket hoz |étre, ami fénymikroszkopban lathaté.

Fluoreszcens IHC esetén a jel6l6molekula egy fluorokrém. (l1asd kés6bb)



Enzim immunhisztokémia

Kromogén és
szubsztrat

Szinreakcio
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Szovetminta Antigén + Antitest

Leggyakrabban hasznalt enzimek: Fontosabb kromogénjeik:

1. HRP (Horseradish peroxidase):

| 3

Torma peroxidaz

2. ALP (alkaline phosphatase):

Alkalikus foszfataz

* DAB (diaminobenzidin)
» AEC (amino-etilkarbazol)

* NBT (nitro blue tetrazolium)



oldhato |}~

ELISA

- p-nitrofenil-foszfat (pNPP) » &
Alkalikus hisztokémia
: : Idhatatlan j Z
foszfataz Nitro blue tetrazolium (NBT) oAt munoblot
E Fast Red bldhatatlanf{ hisztokémia,
immunoblot
— ABTS = - oldhaté ELISA
- o-feniléndiamin (OPD) — | oldhaté ELISA
— tetrametilbenzidin (TMB) = oldhato ELISA
— o-dianizidin ~ —| oldhaté ELISA
Peroxidaz L
- 5-aminoszalicilsav (5-ASA) oldhaté ELISA

diaminobenzidin (DAB)

oIdhatatIanI

hisztokémia,
immunoblot

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

4-kloro-1-naftol (4C1N)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

A kromogéneknél fontos szempont,
hogy oldhato-e a végtermékiik:

Enzim IHC esetében
kovetelmény, hogy a végtermeék
oldhatatlan legyen, hiszen igy

nem diffunddl el a reakcid
helyétél, és ott latjuk a

mikroszkopban a jelet, ahova az
enzim-jelolt antitest kotodott.

ELISA esetén (lasd kés6bb) épp
forditva, oldhatdo végterméket
add kromogének hasznalatosak.



Direkt vagy indirekt?
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Direkt IHC Indirekt IHC

Enzim IHC esetében az indirekt mddszer terjedt el, mert bar idGigényesebb, mint a direkt, de
vannak elényei:[2]

* Er6sebb a jel. (Ez kiilondsen akkor fontos, ha a vizsgalt antigén csak kis mennyiségben van
jelen a szbvetben.)

* Hosszu tavon olcsdbb. (Ugyanaz a masodlagos antitest tobb els6dleges antitesthez is
hasznalhato, igy egyetlen jelolt ellenanyag elég a kilonb6z6 antigének kimutatasahoz. A
jelolt antitestek rendszerint dragabbak.)



Komplex el6hivo rendszerek

Avidin-biotin komplexek (ABC) PAP (peroxidaz anti-peroxidaz komplex)

l

Peroxidaz Avidin-biotin
enzim \x<.>¥<~e/rmzimkomplex (ABC) Peroxidiz
X“.”X“’ Egér enzim
Biotinalt ——— anti-peroxidaz antites
masodlagos antitest Anti-egér
Elsédleges i

/ \ anti—, A” a?\titest Ege;ni:g;t"A" /)L\ antitest
/\ /\ — »A" antigén »A” antigén
A biotin-avidin kot6dés a legerGsebb ismert Peroxidazzal immunizalt allat szérumabol
nem-kovalens kolcsénhatas fehérje és ligandja nyert anti-peroxidaz antitesthez
kozott. A biotinalt masodlagos antitesthez peroxidazt adnak. Az antitestek ezzel
biotinhoz kotott enzimet és avidint vagy komplexet képeznek (PAP), az enzim
streptavidint adnak. Az avidin hidként azonban megtartja enzimatikus

szolgalva nagy enzimkomplexeket hoz létre.[3] aktivitasat.l4!

Ertelme: Tovabbi jelerdsités Ertelme: Tovabbi jelerdsités



Endogén peroxidaz gatlasa

e Miért kell?

— Peroxidaz sokféle sejtben talalhaté. Emlékeztek? - pl. oxidativ burst a mieloid
fehérvérsejtekben (pl. neutrophil, monocyta/macrophag - 2. gyakorlat)

— Az enzimjeik ugyanugy atalakitjak a

Phagolysosoma

szubsztratot. - nem csak a vizsgalt o Q

sejtmembranja

marker latszana - nem-specifikus hattérjel
e @Gatolni kell az endogén peroxidazt, mielott
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Glutation-reduktaz
® Gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz

F6bb gatldszerek:!e!
* Fenilhidrazin
* Hidrogén-peroxid
* Azid

Endogén peroxidaz Gatlas utan nincs
aktivitas vesében aspecifikus jel



Telités (blokkolas)

e Miért kell?

— Ugyan az antigén és az antitest kozott specifikus reakcid jon létre, azonban
|étrejohetnek nem-specifikus fehérje-fehérje kolcsonhatasok a szovetben
talalhatd fehérjék és az antitestek kozott (lasd kovetkezd dia) - nem-specifikus
hattérjel

A nem-specifikus kot6helyeket blokkolni kell, mielétt hozzaadjuk az antitestet. Erre a

vizsgalt szovett6l és a hasznalt antitesttdl fluggben kilénbdz6 feherje oldatokat
hasznalnak, pl.:[7

— BSA, szérum, tejpor <% Y, Ne,m ko,tc,J,dc?tt an:“t.eSt
Telité (pl. BSA) o=~ s telité kimosadik

Enzim

o ° 9
N /AntiteSt”Zk\Antigén\ =9 /)ﬁk\ $0—< /)&\
Y &2\ gém € )@ém%%
Mosas

Blokkol4s nélkiil Blokkolassal Csak specifikusan
l l kotédott antitest marad

Nem-specifikus kotédés  Verseny a nem-specifikus
kotbhelyekért



Nem antigen-specifikus antitest-feheérje
kdlcsonhatasok

Néhany lehetséges fehérje-fehérje kdlcsonhatas: Specidlisan az antitesteket
A" peptid érint6 probléma:
(CH,),
Fab .
Hidrogén- H, |H4+ Antitest
kotés Diszulfid- lonos kotés
hld |O‘ Fc
G = (O
| Fc receptor
CH H|drofob CH,
/LW\‘\
peptid

Az Fc receptorokat jeldletlen
immunglobulinnal lehet blokkolni.

CD14 (LPS receptor) kimutatasa
human  manduldban telités
nélkil (bal) és telitéssel. (jobb)




Kettds jelolés

Hagyomanyos enzim IHC esetében egyetlen metszetben csak egy antigén mutathato
ki, tobb antigén vizsgalatahoz ugyanabbdl a sz6vetbdl tobb metszetet kell késziteni és
kilon-kilon jeldlni az egyes markerekre. Pl.:
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1. metszet: anti-inzulin 2. metszet: anti-glukagon

Egyik lehet6ség a kettds jelolés. - Két kiulonb6z6 enzimmel jelolt antitestet
hasznalunk, melyek eltérd szinreakciot adnak, igy megkllonboztethet6 a szovetben a
két antigén.

Kettds jeldlés human prosztatarakban,
a p53 tumor szuppresszor barnaval
(DAB), az AIF (apoptosis-inducing
factor) pedig vorossel (Fast Red)
lathato ugyanabban a metszetben.[®]




Az immunhisztokémia orvosi
jelentbsége

1. Morfoldgiailag nem egyértelmd szOvettani
megjelenés(i eltérések diagnosztizalasanal nagy
segitséget jelent egy-egy betegségre jellemzé marker
vagy molekularis mintazat kimutatasa. (lasd jovére

patologiabdl)

2. Bizonyos markerek jelenléte vagy hianya nagy
prognosztikai jelent6séggel bir és megszabhatja a

beteg tovabbi kezelésének menetét is.

Az anti-apoptotikus Bcl-2 kimutatdasa normalis
folliculusban (bal) és follicularis lymphomaban. (jobb)

HER2 kimutatasa eml6rakban:
HER2/neu

e

A fels6 betegnél a tumorsejtek
expresszaljak a HER2 fehérjét, igy
nala a Herceptin® kezelés hatékony
lehet.[8] Az alsé beteg tumorsejtei
ezzel szemben HER2 negativak.



Immunfluoreszcens jelolés

 Kilonboz6 fluorokromokkal jelolt antitestekkel egyidejlileg tobb antigén is
vizsgalhaté ugyanabban a mintaban.[10] (pl. fluoreszcens mikroszkdpia, aramlasi

citometria, 1asd késébb)
Piros fluorokrom Kék fluorokrom  Z6ld fluorokrom

Gerjesztett allapot @ ] ]
e o S+,

h“"n FAVAN
& »A” antigén »B” antigén ,»C” antigén
Abszorpcid

Emisszio

ﬁ
Kék fény IZoId fe"Vbb Zéld: tubl.JIin

(nagy energiaju) (a acsonya Piros: aktin
—_—> V energiaju) Kék: sejtmag
Alapallapot
A fluoreszcencia lényege Endothel sejtek immunfluoreszcens

mikroszkdpos felvételen



A fluoreszcens mikroszkopia orvosi
jelentbsége

-4 . :";‘_

GEL MNP
Linearis 1gG  lerakddas  végig a
glomerularis bazalmembran (GBM)
mentén Goodpasture syndromaban. (lasd

kés6bb)

Acridine Orange (narancssarga) fluorokrommal
jelolt parazitak (Trypanosoma) vérkenetben.

Intercellularis (=sejtek kozotti) 1gG lerakdédas
a bor hamrétegében pemphigus vulgarisban.
(lasd késbébb)



Konfokalis mikroszkdpia

Hagyomanyos:

 Hagyomanyos mikroszkdpia: egy nagyobb vastagsag
Osszesitett képét adja (olyan, mint a kozonséges
rontgenvizsgalat)

* Konfokalis mikroszkopia: egy-egy nagyon vékony
szelet képét adjal’l! (olyan, mint a CT)

|, — Detektor ’
Vizsgalt sik — Leképzett

térfogat
Rés - .

. Nem-fokuszalt fény Konfokalis:
Hullamhossz sziir6 =

Hullamhossz

Lézerforras
Fokuszalt fény

Vizsgalt sik — )\ - Leképzett
térfogat

= Anti-tubulin antitesttel végzett jelolés
Minta ~ egy mitotikus sejtben.



Konfokalis mikroszkdpia

Corti-szerv Hela-sejtek



Kolokalizacio vizsgalata

Piros: mitokondrium

Kék: CD4
Pirosas: CD8
Lila: CD4/CD8 kettds pozitiv

l

DP (double positive): Kett6s
pozitiv T-sejt, éretlen T-sejt
el6alak, 1asd késébb




Szuperfelbontasu fluoreszcens
mikroszkopia

20-50 nanométeres nagysagrend — fehérje komplexek!12.13.]

Két egérsejt telofazisban
Narancs: tubulin

Zold: aktin

Kék: kromatin
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A konfokalis (jobb) és a szuperfelbontasu STED mikroszkdpia
(bal) felbontasanak 6sszehasonlitasa mikrotubulusokon.

2014-es Kémiai Nobel-dij:
A szuperfelbontasu fluoreszcens
mikroszkopia kifejlesztéséért.”[141




Lymphocytak szoveti megoszlasa

Th sejtek 50-60% 50-60% 35-40%
Tc sejtek 20-25% 15-20% 10-15%
B-sejtek 10-15% 20-25% 40-45%

NK-sejtek =10% lgen kevés =10%



Az aramlasi citometria (flow cytometry)

° V4 e J o
definicidja
* Mitdl citometria?
— Sejtek paramétereinek vizsgdlatara alkalmas maddszer. (pl. sejtszdm, méret,

granularitas, fehérjék jelenléte a felszinen vagy a citoplazmaban, DNS-
tartalom, stb., |asd a kovetkez6 diakon)

*  Mitél aramlasi?
— Folyadékban szuszpendalt sejteknek vagy egyéb partikulumoknak |ézerfény és
detektorok el6tti aramoltatasan alapul. (1asd a kovetkez6 diakon)

e  Mirejo?

— Egy nagyobb sejtmennyiség gyors, multiparaméteres vizsgalatat teszi
lehet6vé, vagyis amellett, hogy rovid idén belll sok sejtet vizsgal, egyetlen
vizsgalt sejtrél egyidejlileg tobb paramétert is megad. (méret, granularitas,
jeloléstdl figgben egyéb, lasd a kovetkez6 diakon)

BD FACSCanto™ Il aramlasi
citométer:

Egy masodperc alatt akar 10.000
sejtet is képes lemérni.[1]

Egy hemocitométer:
Mikroszkop alatt a vizsgalo
megszamol percenként kb.
100-200 sejtet.




Az aramlasi citometria lényege

Lézerforras

>1 

L
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Fluoreszcens detektorok

/\

SSC ' -
(oldalso detektor)

Fényszliro

FSC
(szemkozti detektor)

/

Dikroikus tiikor

Szamitogép
w e

A folyadékban |évé sejtek egyesével
elhaladnak a lézer el6tt. A
fényszorasbdl az FSC és SSC
detektorok meghatarozzak a sejt
méretét és granularitasat, illetve a
lézer gerjeszti a fluoreszcens
molekuldkat, amik a rajuk jellemzé
hullamhosszusagu fényt emittaljak.
A kibocsatott fluoreszcens fényt
dikroikus tiikrokkel vagy filterekkel
terelik a megfelel6 detektorhoz.[2!



Hidrodinamikus fokuszalas

) Sejtszuszpenzio
* A folyadékban |évé sejteket a hozzajuk

Kopeny-
aramoltatott kopenyfolyadék (angolul folyadék
sheath fluid, ez altaldban PBS) sorba N
rendezi. A sejtek igy egymas utan,

egyesével haladnak egy kapillarisban.
A lézerfény erre a kapillarisra fokuszalt.

 Ultrahang is hasznalhaté a sejtek
fokuszalasara (akusztikus fokuszalas):

Hidrodinamikus
fokuszalas

7 Emittalt
fluoreszcens fény

Y

0003009000 Wit

Lézerforras

—0C

4

wep SzOrt fény

Az akusztikus fokuszaldst hasznalé Attune®
aramldsi citométer fokuszalas nélkal (bal) és
fokuszalassal (jobb).

r'd
N



Az FSC és SSC detektorok

SSC (oldalra irdnyuld szoras)

Beérkezo fény

FSC (el6re iranyulo
szoras)

Fluoreszcens detektorok
/

Dikroikus “B,. /| szamitogé

Lézerforras |- tiikor

.
.
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e
.
=
.
% /
N/
)

(oldalsé detektor))

Fénysz(ir6é

FSC
(szemkozti detektor)

A FSC (forward scatter) detektor a
kibocsatd |ézerforrassal nagyjabdl
szemben taldlhatd, a sejt felszine
altal okozott fényszorast méri, ami a
sejt méretével aranyos.

Az SSC (side scatter) detektor a
sejtre érkezd l|ézerfényhez képest
oldalt talalhatd, a sejt belsejében
el6forduld membrannal korulvett
strukturak (pl. granulumok,
mitokondriumok, stb.) altal okozott
szorast méri, ami a sejt
granulaltsagaval aranyos.



Dot plot bemutatasa FSC és SSC

alapjan

A dot plot (dot = pont, plot = kép) az aramlasi citometrias vizsgdlatok egy jellegzetes
megjelenitési formaja. Egy kéttengelyl koordinata-rendszerben helyezi el a sejteket a
beallitott két paraméter figgvényében. Minden egyes latott pont egy sejtnek felel meg. Az
azonos sejtcsoportba tartozo sejtek nagyobb halmazokat, sejtpopulacidkat alkotnak. Az
egyes populdcidk ezt kovetben kivalaszthatok (,kapuzas”) és kilon-kilon vizsgdlhatdk mas

paraméterekre.

Granulocytak

s

SSC (granularitas)
SEC-H

Lymphoc tak

Monocytak

FSC (méret)

Human periférias vér dot ploton:

10°7
1077

1077

......

Granulgcytak

: ": Lymphocytak

Monocytak




Példa a kapuzasra
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Szerették volna a mintaban meghatarozni a a Th17 sejtek (lasd 2. gyakorlat) aranyat. A vért

fluoreszcensen jelolték (lasd kovetkezé diakon) CD4-re, és IL-17-re, majd a mintat aramlasi

citométerrel vizsgaltak.

* A: Méret (FSC) és granularitas (SSC) alapjan kivalasztottak a lymphocytakat. (R1 kapu)

* B: Alymphocytakon belll kivalasztottak a CD4 pozitiv sejteket. (R2, z6ld kapu)

e C: A lymphocytakon belil vizsgaltdk az CD4+ és IL-17+ sejtek ardnyat. (jobb felsé kvadrans,
1,24%-a az 6sszes lymphocytanak.)



Aramldsi citometria és a
vorosversejtek

* A vorosvérsejtek zavarjak a vérmintak vizsgalatat, mert:
— Hasonlé mérettartomanyba esnek, mint a lymphocytak.

— A lymphocytakhoz képest sokkal tobb van beléliik, ezért elfedik a lymphocytakbdl
érkezd jelet.

Baktérium Fitoplankton Vorosvérsejt Lymphocyta Granulocyta Monocyta
0,5 um 2 um 6-8 um 7-10 pm 12-15 pm 15-25 um

. o @

Kicsi

 Moddszerek a vorosvérsejtek eliminalasara: !
{ Vvt, tct és egy

— Hemolizis
lymphocyta

— Ficoll-gradiens centrifugalas (lasd kés6bb)




Immunfluoreszcens jelolés

Gerjesztett
allapot A
7} V\V\
| 72
72
1
Abszorpcio Emisszid
—>
Kék fény VAV
(nagy Zold fény
energiaju) (alacsonyabb
—_ WV energiaju)
Alapallapot

Piros fluorokrom Kék fluorokrom  Zold fluorokrom

& &0
AN A
FAVAY A\/\ FAVAN
,A” antigén ,B” antigén ,C” antigén

A méret és a granularitas mellett a
sejtekb8l érkez6 fluoreszcens jel s

luoreszcens detektorok )detektalhatd. A lézer gerjeszté fényként

<e Dikroikus N /' Szamitogép
o el . -
Lézerforras |« tukor‘ %

Fénysz(iré
FSC
(szemkozti detektor)

gerjeszti a jeloléshez hasznalt antitesthez
konjugalt fluorokrédmot, ami valamilyen ra
jellemzé hullamhossz tartomanyban
(emisszids spektrum) fényt bocsat ki. A
kiilonb6z6 hullamhosszu fluoreszcens fényt
dikroikus szlirokkel vagy tiikrokkel el lehet
kiloniteni és a nekik megfelel6
detektorokba terelhetdk.
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A fluoreszcens spektrum

FL1 (530/30) FL3 (>670)

80

60

40

|

erCP

A BD FACSCalibur lézerei:3.
488 nm argon lézer
635 nm voros didda lézer

488 nm lézer

A BD FACSCalibur detektorai:
FL1: 515-545 nm (530/30)

400

T
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100

. - 112 564-606 nm (585/42)

hullamhossz FL3: >670 nm
FL4 (661/16)
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404

IR FL4: 653-669 nm (661/16)

635 nm lézer

400

T T T T T y
450 500 550 600 650 700 750 800

——

hulldamhossz

A lézerekkel ellentétben, amik egy fix hullamhosszusagu fénynyaldbot bocsatanak ki, a

fluorokromok egy rajuk jellemz6 emisszios spektrummal rendelkeznek, amik sokszor
jelent8sen atfednek egymassal.



Fluorokromok

Gerjesztési hulldmhossz Emisszids hullamhossz
Fluorokrom Szine max. (nm) Gerjesztd lézer (nm) max. (nm)
Hoechst 33342 350 355, 375 461
Brilliant Violet™ 421 407 405 421
BD Horizon™ V450 404 405 448
Pacific Blue™ 401 405 45
BD Horizon™ V500 415 405 500
AmCyan 457 405 491
Alexa Fluor® 488 495 488 519
FITC 494 488 519
PE 496, 564 488, 532, 561 7§
Brilliant Violet™ 605 407 405 602
BD Horizon™ PE-CF594 496, 564 532, 561 '
Pl 351 12 561
7-AAD 543 561 4
APC! 650 640
Alexa Fluor® 647 650 640 668
PE-Cy™5! 496, 564 32 561 67
PerCP 482 32 78
PerCP-Cy™S5.5 482 37 35
Alexa Fluor® 700 . 69 633, 635, 640 71¢
PE-Cy™7 Infrared 496, 564 488, 532, 561 785
APC-Cy7 Infrared 650 633,635, 640 785
BD APC-H7 Infrared 650 633,635, 640 785

Ugyanabban a mintaban ugyanazon lézer altal gerjesztett és azonos szin(
fluorokromok hasznalata kerilendd, mert nem lesznek elkilonithet6ek a vizsgalt
antigének. (Gyakran hasznalt kombinacio: FITC + P& + APC)



Fluoreszcencia megjelenitése dot ploton
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A vizsgalat kvantitativ, a mért fluoreszcencia intenzitdasok szamban
kifejezhet6ek. (=A pozitivitas mértéke is meghatarozhato.)



Példak egyéb megjelenitési formakra
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Hagyomanyos hisztogram: A vizszintes tengelyen az adott detektorban meért
fluoreszcencia intenzitas (=jeler6sség), a fliggbleges tengelyen pedig a sejtek szdma
lathatd. A megadott példaban elkilonithetd egy alacsony fluoreszcenciaju negativ és

egy magasabb fluoreszcenciat ado pozitiv sejtpopulacio.



A CD markerek tipusai

Sejtvonal markerek: Kizardlag egy sejtvonalra jellemz6ek, az adott vonal Osszes
sejtjén jelen vannak, de mas sejteken nem talalhatok meg.

— PI.: CD3 - minden T-sejten CD19 - minden B-sejten

Erési markerek: A sejtérés eltérd fazisaiban kilonbodzik az immunfenotipus, egyes

molekulak csak a sejtérés bizonyos fazisaiban vannak jelen, késébb eltinnek, mas
molekulak csak az érett sejteken talalhatdk meg, stb.

— PIl.: CD20 (B-sejt marker is egyben, mas sejteken nem fordul elg)!1!

CLP Pro-B-sejt ~ Pre-B-sejt Eretlen B-sejt Erett B-sejt Plazmaseijt
-0 -0 — 0 0 &
CD20 negativ CD20 negativ CD20 pozitiv CD20 pozitiv CD20 pozitiv CD20 negativ

Aktivacios markerek: Nyugvo sejteken nincsenek, vagy csak nagyon kis
mennyiségben vannak jelen, de a sejtaktivacié hatasara megjelennek, pl.:

— CD25 (az interleukin-2 receptoranak az alfa lanca, IL-2Ra, lasd késébb)

— CD80 és CD86 (B7-1 és B7-2, az antigén prezentdld sejteken taldlhatd un.
kostimulacids molekuldk, |asd késébb)



Normal human vér lymphocyta alcsoportjai
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CD45 human periférias verben
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Monocytak
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A CD45 molekula minden fehérvérsejten megtalalhato, un. pan-leukocyta marker.



CD45RA és RO izoformak kimutatasa
human vérben

Naiv T-sejtek Memoria T-sejtek
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CD45 funkcidja: Sejtmembranba agyazott foszfataz, szamos izoformaja ismert, a CD45RA a
naiv T-sejtekre, a CD45R0O a memadria T-sejtekre jellemzd.18] (részletesen lasd el6adason)



CD25 expresszio human vér T-sejtjeiben

Aktivalt T-sejtek

10%7

CD25 PE

CD3 FITC

CD25: Az interleukin-2 receptoranak alfa lanca (IL-2Ra), mely aktivalt lymphocytakon
jelenik meg.l”1(részletesen lasd el6adason)



CD5 (Bv421)

Human CD5+ B-sejtek

B-sejtes chronicus lymphocytas

Egészséges egyén periférias vére:
leukaemia (B-CLL):

T-sejtek T-sejtek
4
0,90% 19 110,04% 85,97%
, S 100 | CD5+ B-sejtek
CD5+ B-sejtek N
. . o
— . o)
| €D5- B-sejtek S CD5- B-sejtek
. 7,28% 0,54%
10° 10° 10° 10° 10° o, | Y
10 10 10° 10
D19 (FITC) D19 (FITC)



Az aramlasi citometria jelentdsége 1.

* Meghatarozhaté a mintaban talalhaté sejtek immunphenotipusa (immunphenotipizalas):

Malignus hematoldgiai betegségek diagnosztikaja és differencidldiagnosztikajal8: -]
Immunhianyos allapotok diagnosztikaja és differencialdiagnosztikajalo
Autoimmun betegségek kovetése

Transzplantacio el6tti és utani dllapotok kovetésel11]

HLA haplotipus meghatarozasall2! (1asd késébb)

Fert6z6 betegségek diagnosztikaja és kovetése

e Kvantitativ mérési lehetfségek:

A vizsgalt antigént hordozo sejtek aranyanak mérése
Az antigén expresszidjanak meghatarozasa a vizsgalt sejtpopulacidban

* DNS és RNS tartalom mérése:[13.

Apoptozis vizsgalata

Sejtciklus vizsgalata

Reticulocytak szamanak meghatarozasa
Aneuploidia kimutatasa



Az aramlasi citometria jelentdsége 2.

Funkcionalis tesztek:

Phagocytal6 képesség vizsgalatall4]

Intracellularis kalcium szint mérésel1>.

Intracellularis pH meghatarozasa

Enzim mennyiség és aktivitas meghatarozasa

Chemotaxis vizsgalata

Reaktiv oxigén szabadgyokok termelésének meghatarozasa
Proliferacios index mérése

Citokin szint mérés [16]1 (CBA, |asd kés6bb a szeroldgiai teszteknél)

Sejtszeparalas!l’! (Sejt szortolas, lasd kés6bb)

Hematolégiai automatak - vérkép (fluoreszcens jelolés nélkiil)

A kovetkez6kben lathattok par szemlélteté diat az aramlasi citometria felhasznalasi
terlleteirdl. Az azokon szerepld anyagot természetesen nem kérjiik szamon, azonban a
f6bb felhasznalasi teriileteit ismerni kell és tudnotok kell dot plotot elemezni!
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Diagnozis: B-sejtes chronicus lymphocytas leukaemia

(B-CLL, B-cell chronic lymphocytic leukemia)

A beteg kenete

Normal vérkenet



Példa immunphenotipizalasra 2.

Lymphocytosis és nyirokcsomd-megnagyobbodas (lymphadenomegalia) miatt

vizsgaltak a beteget. = o = =
2] S’a.f Se
Q.3 88 %3 a1-4] Q24 £
oo Q10| o ~%
§ 4 S 3 Ve 2
2R 1 0%4] Q44
e 3| 043 g 2 "
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© CD19+ e el I ot I L D ST L A T
) C D20+ LAMBDA PE-A 0. KAPPA FITC-A FMC?7 FITC-A “% CD2FITC-A
 CD45+ Diagnozis: Kopenysejtes lymphoma (MCL,
e CD79b+ L—" Mantle cell lymphoma), leukaemias vérképpel
* FMC7+
e Lambda+ Kiszélesedett kopenyzona (mantle zone) egy
e CD10- nyiroktisz6 kériul MCL-ben. (fehér nyilakkal
e CD23- jeldlve, H&E festés)




CD4

CD8

Példa immunhiany kovetésére

CD4/CDS8 arany egy egészséges
egyén periférias vérében:

CD3+CD4+=47%

" J

CD3

_CD3+CD8+ =28%

Helper T-sejtek

CD4

Cytotoxicus T-sejtek

Kéros CD4/CDS8 arany HIV

fert6zott betegben:
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A: Kezeletlen macrophagok FITC-
el jelolt latex gyongyok nélkil

Példa phagocytosis vizsgalatara
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DNS tartalom vizsgalata tumorokban

DNS-t festd fluorokrodmokkal kezelik a sejteket, majd megmeérik a fluoreszcencia intenzitast.

Normalis allapot: Majbiopszia hepatocellularis carcinomabdl:[18:

GO+G1 diploid sejtek Haploid csirke vvt (kontroll)
Diploid sejtek (GO+G1)
% % / Aneuploid sejtek
2 2 / (GO +G1)
=, £
v wn
G2+M fazisu
. sejtek !l Aneuploid sejtek
Sfazis u | ‘ / (G2+M)

o

Fluoreszcencia intenzitas Fluoreszcencia intenzitas

Aneuploidia: Abnormalis kromoszémaszam (pl. 60 a 46 helyett GO fazisu sejtekben)




Példa sejt életképesség vizsgalatara

Propidium-jodid:

DNS-t

koté fluoreszcens molekula,
mely azonban az él6 sejtek | =
membranjan nem jut at.

Annexin V: Az apoptotikus

sejtek
el6forduld

membranjaban
foszfatidil-

szerinhez kotodik.
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Mononuklearis sejtek izolalasa

* Fizikai paramétereken alapulé médszerek:[1°-]
— Filtracié (vérsejtek mérete alapjan)
— Gradiens centrifugalas (pl. Ficoll-gradiens centrifugalas, a vér alakos

elemeinek slrdsége alapjan) VBrésvérseit
orosversej

Ficoll (1,077)

Sejtszam
SN\

Lymphocyta

Monocyta

T

1.060 1.070 1.080 1.090 1.100 1110

Siirtiség (g/ml)

* Adhézios tulajdonsagokon alapuld eljarasok:
— Nylon vatta: monocytak és a B-sejtek kitapadnak
— Mlianyag/ivegfelszin: monocytak kitapadnak, lymphocytak eltavolithatok



Ficoll-gradiens centrifugalas 1.

K6zonséges centrifugalas:

Alakos elemek

| Vérplazma (térfogat kb. 55
szazaléka)

— Buffy coat (fus+tct) - Ebben mindenféle

<1% fehérvérsejt megtalalhaté

ll ‘ Erytrhocytak (térfogat kb.
Vérvétel Centrifugalas 45 szazaléka)

Ficoll-gradiens centrifugalas:
Higitott vér
rarétegezése a Ficoll-ra

/ Vérplazma

Lymphocytak + monocytak

[t L S (PBMC)

/
:
. .
I = Ficoll

L. Ficoll/ o ‘—1— Erythrocitak + neutrophilek
Vérvétel Centrifugalas és eosinophilek

]
/




Ficoll-gradiens centrifugalas 2.

Periférias vér mononuklearis sejtjei (PBMC,
Peripheral blood mononuclear cells = nem-

szegmentalt magvu fehérvérsejtek):
Lymphocytak, monocytak (és kis aranyban
basophil granulocytak)20-



Szortolas

Szortolas: aramlasi citometrian alapuld
sejtelvalaszto technika

FACS: Fluoreszcencia-aktivalt sejt szortolas
(Fluorescence activated cell sorting)

1. A sejtek egyesével egy-egy folyadékcseppbe
kertlnek.

2. A fluoreszcensen jelolt sejt elhalad a lézer
el6tt, a szort és az emittalt fényt a
detektorok mérik.

3. A cseppek a beadllitott paraméterektdl
fuggben elektromos toltést kapnak.

4. A cseppeket eltéritik a pozitiv és negativ
toltéssel biré lemezek.

5. A sejteket tartalmazd eltéritett cseppek
kiilon csovekbe kertlnek.
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Elkiilonitett
sejtek

Az elkilonitett sejtek életképesek és
felhasznalhatdk




Szortolas eger thymusbol
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Immunomagneses sejtszeparalas (MACS)

1. Antite’st - I 2. Magneses 5. I;e!.ﬂllj’szé
keverék M 4 gyéngy edntése

Pozitiv szelekcio: Cs6hoz tapadt jelolt
3. Inkubicié sejtek S
5. Negativ szelekcio: Feltluszéban |évé

4.Mégneses 9% jeldletlen sejtek

szeparacié ‘@@
Magneses
gyongy
SEJT : ;

|
Antitest komplex

A Stemcell Technologies™
EasySep™ magnese.
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