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Aramlasi citometria gyakorlat "' Lj

Minta:
Alvadasgatolt human vér
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2. Hemolizis -

« Adjon 1 ml lizis E
puffert minden 2
csdhbz. 34

* Inkubdlja 10 percig. |

4. Centrifugalas:
« 1000 rpm, 5 perc
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1. Jelolés

A szamozolt flow csdvekben az alabbi antitest-keverékek
talalhatoak:

Csd: anti-CD3- + anti-CD4-

Csd: anti-CD3- + anti-CD8-

Csd: anti-CD19- + anti-CD5-

Csd: anti-CD3-

Csd: anti-CD19-

Csd: nincs antitest-autofluoreszcens kontroll

@Mk b

Pipettazzon 50 pl vért szamozott csévek aljaba, majd

keverje dssze dvatos rdzd mozdulatokkal! Inkubalja 30
percig!
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“ 3. Mosas

+ Adjon hozza 2 ml
PES-t. .

L

5. Fixalas -

= Ontse le a feliiliszot.

+ A pelletet reszuszpendalja 500
Ml FACS-Fix oldatban
(PBS + 0,5% paraformaldehid) &
i ¥



Az aramlasi citometria (flow cytometry)
definicidja
* Mit6l citometria?
— Sejtek paramétereinek vizsgdlatdra alkalmas moddszer. (pl. sejtszam, méret,

granularitas, fehérjék jelenléte a felszinen vagy a citoplazmaban, DNS-
tartalom, stb., |1asd a kovetkez6 diakon)

e Mit6l dramlasi?
— Folyadékban szuszpendalt sejteknek vagy egyéb partikulumoknak |ézerfény és
detektorok el6tti aramoltatasan alapul. (lasd a kovetkez6 didkon)

* Mire jo?

— Egy nagyobb sejtmennyiség gyors, multiparaméteres vizsgalatat teszi
lehetévé, vagyis amellett, hogy rovid idén belil sok sejtet vizsgal, egyetlen
vizsgdlt sejtrél egyidejlleg tobb paramétert is megad. (méret, granularitas,
jeloléstdl fliggben egyéb, lasd a kovetkezd diakon)

BD FACSCanto™ Il aramlasi
citométer:

Egy masodperc alatt akar 10.000
sejtet is képes lemérni.lt]

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




Az aramlasi citometria lényege

Lézerforras

Fluoreszcens detektorok
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Dikroikus tukor
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(oldalso detektor)

Fényszliroé

FSC
(szemkozti detektor)

Szamitogép
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A folyadékban |év6 sejtek egyesével
elhaladnak a lézer el6tt. A
fényszorasbdl az FSC és SSC
detektorok meghatarozzak a sejt
méretét és granularitasat, illetve a
|ézer gerjeszti a fluoreszcens
molekulakat, amik a rajuk jellemzé
hullamhosszusagu fényt emittaljak.
A kibocsatott fluoreszcens fényt
dikroikus tukrokkel vagy filterekkel
terelik a megfelel§ detektorhoz.!?’



Hidrodinamikus fokuszalas

, . ) .. Sejtszuszpenzio
* A folyadékban Iévé sejteket a hozzijuk Kopeny-

aramoltatott kopenyfolyadék (angolul folyadék
sheath fluid, ez altaldban PBS) sorba
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
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Az akusztikus fokuszalast haszndléd Attune®
aramldsi citométer fokuszdlas nélkil (bal) és
fokuszalassal (jobb).
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Az FSC es SSC detektorok

Idalra ira 10 szdra
SSC (oldalra iranyulé szoras) A FSC (forward scatter) detektor a

kibocsatd |ézerforrassal nagyjabodl
szemben talalhatd, a sejt felszine
altal okozott fényszérast méri, ami a
FSC (el6re irdnyuld sejt méretével aranyos.

s26rés) * Az SSC (side scatter) detektor a
sejtre érkez6 l|ézerfényhez képest
oldalt taldlhaté, a sejt belsejében

Beérkez6 fény

Fluoreszcens detektorok

el6fordulé6 membrannal koérilvett

srerforrss 1] vl - "\q (SZém"téng struktarak — (pl. granulumok,
P /\ 4}\ mitokondriumok, stb.) altal okozott

{ éA 7)\ szérast  meéri, ami a  sejt

granulaltsagaval aranyos.

ssc— YD
(oldals6 detektor)) -
Fénysziiré

FSC
(szemkozti detektor)



Dot plot bemutatasa FSC és SSC

alapjan

A dot plot (dot = pont, plot = kép) az aramldsi citometrias vizsgalatok egy jellegzetes
megjelenitési formaja. Egy kéttengelyl koordinata-rendszerben helyezi el a sejteket a
beallitott két paraméter fliggvényében. Minden egyes latott pont egy sejtnek felel meg. Az
azonos sejtcsoportba tartozd sejtek nagyobb halmazokat, sejtpopulaciokat alkotnak. Az
egyes populacidk ezt kovetben kivalaszthatok (, kapuzas”) és kilon-kilon vizsgalhatok mas

paraméterekre.

Granulocytak

SSC (granularitas)

FSC (méret)
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Human periférias vér dot ploton:
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Példa a kapuzasra
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Szerették volna a mintdban meghatarozni a a Th17 sejtek (lasd 2. gyakorlat) aranyat. A vért

fluoreszcensen jelolték (lasd kovetkez6 diakon) CD4-re, és IL-17-re, majd a mintat daramlasi

citométerrel vizsgaltak.

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

e B: Alymphocytakon belil kivalasztottak a CD4 pozitiv sejteket. (R2, z6ld kapu)

* C: Alymphocytakon belil vizsgaltak az CD4+ és IL-17+ sejtek aranyat. (jobb felsé kvadrans,
1,24%-a az 6sszes lymphocytanak.)



Aramlasi citometria és a
vorosversejtek

* Avorosvérsejtek zavarjak a vérmintak vizsgalatat, mert:
— Hasonld 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 um 12-15 um 15-25 um

Kicsi

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

— Hemolizis
lymphocyta

— Ficoll-gradiens centrifugalas (lasd kés6bb)




Immunfluoreszcens jelolés
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Piros fluorokrom Kék fluorokrom Zold fluorokrom

)] &
A A
FAVAY FAVAN FAVAN
,»A” antigén ,B” antigén »,C” antigén

A méret és a granularitas mellett a

sejtekb6l érkez6 fluoreszcens jel s
@detektalhato A lezer gerjeszté fénykent

gerjeszti a jeloléshez hasznalt antitesthez
konjugalt fluorokrémot, ami valamilyen ra
jellemzé hullamhossz tartomanyban
(emisszidos spektrum) fényt bocsat Kki.
kiilonb6z6 hullamhosszu fluoreszcens fényt
dikroikus sziirékkel vagy tukrokkel el lehet
kiloniteni és a nekik  megfelel6
detektorokba terelheték.



A fluoreszcens spektrum

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

100

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

= 488 nm lézer

60 4

404

A BD FACSCalibur detektorai:
| - — FL1: 515-545 nm (530/30)
400 450 S00 — =0 - - - - =" 564'606 nm (585/42)

hullamhossz L4 (66116 FL3: >670 nm
e e jo61,16) . FL4: 653-669 nm (661/16)

80 ’
635 nm lézer
60

40

20

400 450 500 550 600 650 700 750 800

—

hullamhossz
A lézerekkel ellentétben, amik egy fix hullamhosszisagu fénynyalabot bocsatanak ki, a
fluorokromok egy rajuk jellemz6 emisszios spektrummal rendelkeznek, amik sokszor
jelent6sen atfednek egymassal.



Fluorokromok

Gerjesztési hulldmhossz
max. (nm)

Emisszios hullamhossz

Fluorokrém Szine Gerjeszt6 lézer (nm) max. (nm)

Hoechst 33342

Brilliant Violet™ 421
_BD Horizon™ V450
Pacific Blue™
'BD Horizon™ V500
AmCyan

Alexa Fluor® 488

FITC

PE

Biilliant Violet™ 605

BD Horizon™ PE-CF594
Pl

Alexa Fluor® 647
PE-Cy™™5!

PerCP
PerCP-Cy™s.5

Alexa Fluor® 700

PE-Cy™7
APC-Cy7

BD APC-H7

.........

Infrared

Infrared

Infrared

Ugyanabban a mintdban ugyanazon I|ézer

altal

+ APC)

gerjesztett és azonos szind
fluorokrdmok hasznalata keritlendd, mert nem lesznek elkilonithetéek a vizsgalt
antigének. (Gyakran hasznalt kombinacio: FITC +



Fluoreszcencia megjelenitése dot ploton
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Fluoreszcencia intenzitas -

A vizsgalat kvantitativ, a mért fluoreszcencia intenzitasok szamban
kifejezhet6ek. (=A pozitivitas mértéke is meghatarozhato.)



Példak egyéb megjelenitési formakra

226 1
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Fluoreszcencia intenzitas

Hagyomanyos hisztogram: A vizszintes tengelyen az adott detektorban meért
fluoreszcencia intenzitas (=jeler6sség), a fliggbleges tengelyen pedig a sejtek szama
lathatd. A megadott példaban elkllonitheté egy alacsony fluoreszcenciaju negativ és

egy magasabb fluoreszcenciat ado pozitiv sejtpopulacio.



A CD markerek tipusai

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

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

Erési markerek: A sejtérés eltéré fazisaiban kiilénbozik az immunfenotipus, egyes
molekuldk csak a sejtérés bizonyos fazisaiban vannak jelen, késébb eltlinnek, mas
molekuldk csak az érett sejteken talalhatok meg, stb.

— Pl.: CD20 (B-sejt marker is egyben, mds sejteken nem fordul el8)*

CLP Pro-B-sejt ~ Pre-B-sejt Eretlen B-sejt Erett B-sejt Plazmasejt
—_— — — —_— —_— @@5’”
. . Q’iw

CD20 negativ CD20 negativ CD20 pozitiv CD20 pozitiv CD20 pozitiv CD20 negativ

Aktivacios markerek: Nyugvd sejteken nincsenek, vagy csak nagyon kis
mennyiségben vannak jelen, de a sejtaktivacio 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 prezentald sejteken talalhatd un.
kostimulacios molekulak, |dsd késébb)



Normal human vér lymphocyta alcsoportjai
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CD45 human periféria

s vérben

10°
i Monocytak

0*{ Lymphocytak . -
& | - SIS .
107 .-',:?.:Gr?.nulocytak
<
o
&)

10 16

A CD45 molekula minden fehérvérsejten megtalalhato, un

. pan-leukocyta marker.



CD45RA és RO izoformak kimutatasa
human vérben
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CDA45 funkcidja: Sejtmembranba dgyazott foszfataz, szamos izoformaja ismert, a CD45RA a
naiv T-sejtekre, a CD45RO a memdria T-sejtekre jellemz4.6! (részletesen 1asd el6adéson)



CD25 expresszio human vér T-sejtjeiben

10°

Aktivalt T-sejtek

10:“

CD25 PE

10 1¢

CD3 FITC

CD25: Az interleukin-2 receptoranak alfa lanca (IL-2Ra), mely aktivalt lymphocytakon
jelenik meg.l” (részletesen l&sd el@adason)



CD5 (BV421)

Human CD5+ B-sejtek

B-sejtes chronicus lymphocytas

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

T-sejtek T-sejtek
4
168,68% 0,90% 19"110,04% 85,97%
CD5+ B-sejtek g o E B CD5+ B-sejtek
. : @
-__. - o _vr-. e v_; - - k To)
ool i (D> Besefte S CD5- B-sejtek
] i . O
125 : 7,28% 0.54%
10° 10 10° 10° 10* 107 ¥ 2 3 4
10 10 10 10 10
CD19 (FITC) CD19 (FITC)



Az aramlasi citometria jelent6sége 1.

 Meghatarozhatdé a mintaban talalhaté sejtek immunphenotipusa (immunphenotipizalas):

Malighus hematolégiai betegségek diagnosztikaja és differencialdiagnosztikéjal® °
Immunhianyos allapotok diagnosztikdja és differencidldiagnosztikajaltC
Autoimmun betegségek kdvetése

Transzplantacid elStti és utani dllapotok kovetéselll

HLA haplotipus meghatédrozasal'?! (I4sd késébb)

Fert6z0 betegségek diagnosztikdja és kovetése

* Kvantitativ mérési lehet6ségek:

A vizsgalt antigént hordoz6 sejtek aranyanak mérése
Az antigén expresszidjanak meghatarozasa a vizsgalt sejtpopulacidoban

* DNS és RNS tartalom mérése:[13!

Apoptozis vizsgalata
Sejtciklus vizsgalata
Reticulocytak szamanak meghatarozasa

— Aneuploidia kimutatasa



Az aramlasi citometria jelent6sége 2.

Funkcionalis tesztek:

Phagocytal6 képesség vizsgalatall4!

Intracelluldris kalcium szint mérésel1>

Intracellularis pH meghatarozasa

Enzim mennyiség és aktivitas meghatarozasa

Chemotaxis vizsgalata

Reaktiv oxigén szabadgyokok termelésének meghatarozasa
Proliferacios index mérése

Citokin szint mérés [1®] (CBA, |dsd késébb a szeroldgiai teszteknél)

Sejtszeparalas!l’] (Sejt szortolds, lasd késébb)

Hematoldgiai automatak - vérkép (fluoreszcens jelolés nélkil)

A kovetkez6kben lathattok par szemlélteto diat az aramlasi citometria felhasznalasi
tertleteirdl. Az azokon szerepld anyagot természetesen nem kérjiik szamon, azonban a
f6bb felhasznalasi terileteit ismerni kell és tudnotok kell dot plotot elemezni!



Példa immunphenotipizalasra 1.

A betegnél vérvétel soran kdrosan emelkedett
lymphocytaszamot (lymphocytosis) talaltak.
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Diagnadzis: B-sejtes chronicus lymphocytas leukaemia

(B-CLL, B-cell chronic lymphocytic leukemia)
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Kapott immunphenotipus:
CD5+/CD23+/CD19+/FMC7-



Példa immunphenotipizalasra 2.

Lymphocytosis és nyirokcsomé-megnagyobbodas
vizsgaltak a beteget. =

Kérdés: Milyen sejtek ezek?

Kapott immunphenotipus:

e

CD5+
CD19+
CD20+
CD45+
CD79b+
FMC7+
Lambda+
CD10-
CD23-

(lymphadenomegalia) miatt
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. 4 . .o .
Diagnozis: Kopenysejtes lymphoma (MCL,

___—" Mantle cell lymphoma), leukaemias vérképpel

Kiszélesedett kdpenyzéna (mantle zone) egy
nyiroktiszé koril MCL-ben. (fehér nyilakkal
jelolve, H&E festés)




Példa immunhiany kovetésére

CD4/CD8 arany egy egészséges
egyén periférias vérében:

CD3+CD4+=47%
q- :;\ o .. H
D 2
O
CD3
_CD3+CD8+ = 28%
(e0]
()
O

Helper T-sejtek

CD4

Cytotoxicus T-sejtek

Kéros CD4/CD8 arany HIV
fert6zott betegben:

CD3+CD4+=7%
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Példa phagocytosis vizsgalatara

A: Kezeletlen macrophagok FITC-
el jelolt latex gydngyok nélkil
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B: Kezeletlen macrophagok FITC-el
jelolt latex gyongyokkel inkubalva
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C: N6vényi poliszachariddal kezelt

macrophagok FITC-el jel6lt latex

gyongyokkel inkubalva

FITC-A

A kezelések hatasara fokozddik
a macrophagok phagocytald
képessége.

D: LPS-el kezelt macrophagok FITC-el
jelolt latex gyongyokkel inkubalva



DNS tartalom vizsgalata tumorokban

DNS-t fest6 fluorokromokkal kezelik a sejteket, majd megmeérik a fluoreszcencia intenzitast.

Normalis allapot: Majbiopszia hepatocellularis carcinomabdl;!18]

Haploid csirke vvt (kontroll)

G0+G1 diploid sejtek
Diploid sejtek (GO+G1)

Aneuploid sejtek

/ (GO +G1)
G2+M fazisu
, . sejtek | Aneuploid sejtek
S fazis )UL \ ,(. (G2+M)

»
>

NN

Sejtszam

Sejtszam

»

Fluoreszcencia intenzitas Fluoreszcencia intenzitas

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



Példa sejt életképesség vizsgalatara

Propidium-jodid:

DNS-t

koto fluoreszcens molekula,
mely azonban az eld sejtek | =
membranjan nem jut at.

Annexin V: Az apoptotikus

sejtek membranjaban
el6fordulo foszfatidil-

szerinhez kotodik.
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Mononuklearis sejtek izolalasa

* Fizikai paramétereken alapulé médszerek:!1°
— Filtracid (vérsejtek mérete alapjan)
— Gradiens centrifugdlas (pl. Ficoll-gradiens centrifugalds, a vér alakos

elemeinek slirlisége alapjan) Vorssvérsei
orosvérsejt

Ficoll (1,077)

Sejtszam

Lymphocyta

Monocyta ‘
— :

1.060 1.070 1.080 1.090 1100 1110

SiirGiség (g/ml)

* Adhézios tulajdonsagokon alapul6 eljarasok:
— Nylon vatta: monocytdk és a B-sejtek kitapadnak
— Mdianyag/livegfelszin: monocytdk kitapadnak, lymphocytdk eltdvolithatdk



Ficoll-gradiens centrifugalas 1.

K6zonséges centrifugalas:

Alakos elemek

|_Vérplazma (térfogat kb. 55
szazaléka)

— Buffy coat (fvs+tct) 11, Ebben mindenféle
<1% fehérvérsejt megtalalhato

ll ' "Erytrhocytak (térfogat kb.
Vérvétel Centrifugalas . 45 szazaléka)

[

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

/ Vérplazma
Lymphocytdk + monocytak

” A - (PBMC)

/
:
[l i j Ficoll

Vérvétel Ficoll — G Uil ‘J— Erythrocitak + neutrophilek
ervete 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

Szortolds: aramlasi citometrian alapulo
sejtelvalaszté technika

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

1. A sejtek egyesével egy-egy folyadékcseppbe
kerulnek.

2. A fluoreszcensen jel6lt sejt elhalad a lézer
el6tt, a szort és az emittalt fényt a
detektorok mérik.

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

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

5. A sejteket tartalmazo eltéritett cseppek
kiilon csovekbe kerulnek.

7 cee/ Kevert

S oo /. ..: .
,."OO o?.«-" sejtszuszpenzio

‘
.

Lezer Detektor
‘ﬂ ~

Toltott lemezek

Elkilonitett
sejtek

Az elkilonitett sejtek életképesek és
felhasznalhatdk




CD4-PE

DN (Double negative)

Szortolas egér thymusbol

W
o
< ¥ :
D o .
O 3 ;

. ...- | .

Kiindulasi minta

- (thymocytak) - #

e TN

Az elért tisztasag >90%

CD4/CD8 DP (Double positive)

CD8-CyC

CD8 SP (Single positive)




Immunomagneses sejtszeparalas (MACS)

1.Antite’st 7 2. Magneses 5. Felnijltj’szé
keverék [IJI H gyBngy leéntése
Pozitiv szelekcio: Cs6hoz tapadt jelolt
3. Inkubicié sejtek S
> Negativ szelekcio: Felliluszoban lévd
4. Magneses g& jeloletlen sejtek
szeparacio \@@
Magneses
gyongy
SEJT | : ;

“1? ‘
C ) '
Antitest komplex

A Stemcell Technologies™
EasySep™ magnese.
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