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Immunfenotipizalas

COMBINATION POPULATION IDENTIFIED
CD4+/CDw29+ Helper/effector, more mature memory

cells
CD4+/CD45R+ Suppressor inducer, less mature

}:2. /[ 5383 non-memory cells

CD4+/Leu8+ Suppressor inducer, some helper
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N I oS | R} &ﬂ.": | CDA4+/Class Il MHC Activated cells, immature cells
feeat M ey T CD4+/CD25+ Activated cells (IL2 receptor)

CD4+CD38+ Immature cells, activated cells

CD8+/CD11b+ Of the CD11b+ cells the suppressors
are bright CD8+ and NK are dim

CD8+ CD8+/CD28+ Cytotoxic precursor/effector cells

CD8+/CD57+ Cytotoxic function
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CD8+/Class Il MHC+ Activated cells, immature cells
I CD8+/CD25+ Activated cells (IL2 receptor)
CD8+/CD38+ Immature cells, activated cells
CD16+/CD57+ Low NK activity

CD16+/CD56+ Most potent NK activity
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Leukemia-diagnosztika

Decision Tree in Acute Leukemia
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Intracellularis festés —
sejtfelszini marker kombinalasa
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Ossejtek kimutatasa

« CD34+ Gssejtek
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Sejtciklus elemzeése

DNS probak

DAPI }
Hoechst } uv
Propidium iodide (PI) }
7-AAD } 488
TOPRO-3 }
DRAQ5S } 633

Kotott molekulak szama megfelel a
sejtben 1évé DNS-molekulak
szamanak

Sejtciklus

cell division cycle begins
{mitosis)
o) )
cell prepares i~ } Sl

to divide {\\ bt

) Vet
¢ %,

KA)_% .
replication = S cell decides

af ONA - whether to
confinue

cell grows

Sejtciklus soran a sejt mérete és DNS-tartalma
valtozik



Apoptozis

Chemical or
y Irradiation
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Apoptosis Necrosis

FACS-szal mérhet6:
*DNS-fragmentek

Membranstruktura és —integritas
(Annexin-V, PI)

*Mitokondrium-funkcié (Mitotracker
Red)

*Kaszpaz aktivitas (ellenanyagokkal)



Sejtproliferacio vizsgalata
CFSE-festés
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Solubilis paraméterek (citokinszintek) merése
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ELISA IL+10 (pg/mi) ELISA IL4 (pg/ml)

ELISAIFN ., (pg/mi)

ELISA vs. FACS citokinszint méerése
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Sejtizolalas - sorting

Break-off point
@ (charging)

Voltage
plates

O+

Laser interrogation



Minta

Csontveld: legalabb 3 ml javasolt.
Heparinos fecskenddbe valo vétel esetén: azonnal a
laborba kuldeni (20-25°C)
, Ejszakéra: RPMI oldatba kell tenni és hiteni
Periférias vérminta (20-25°C)
ACD (72 ¢ra)
Na Heparin (48 ora)
K2-K3EDTA (30 ¢ra)
Liquor (CSF): sterilen kell venni; (2-8°C) azonnal a laborba kell
vinni



Minta feldolgozasa

|zolalas

Ficoll-gradiens fugalas (PBMC = peripheral
blood mononuclear cells)

Magneses gyongy

Szoveteknél emesztes

Specialis eszkozzel egy sejt meretre darabolas

Lyse — no wash technika (EDTAs ver!)



Minta feldolgozasa

* Festes
- Megfeleldo minGségl, mennyisegu jelzett
antitesttel inkubalas (fenyerzekenyek!)

- lzotipus-kontroll hasznalata (aspecifikus
kotddés kimutatasara)

- Szukseg esetéen: permeabilizalas
* Fixalas
- formaldehiddel



El6nyok

Nagy sebességl elemzés

Egyedi sejtek mérése

Nagy szamu adat

Tobbféle paraméter egyidejl elemzése

Ritka események detektalasa

Fluoreszcens intenzitas alapjan kvantitativ mérés
El6re meghatarozott sejttipusok kivalasztasa

Hatranyok

Draga és Osszetett miszerek
SzOveti szerkezet megsziinése
Intracellularis megoszlasra vonatkozoan korlatozott adat



Kutatas —
a rutin diagnosztikan tul

Sajat vizsgalatok



Immunfenotipizalas

Szerzett immunitas: regulatoros T sejtek
és sejtes kornyezetuk

regulatoros T sejtek: immunvalaszt
kontrollaljak

Ha szamuk csokken: autoimmunitas
Ha szamuk no: immunszupprimalt allapot
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Mieloid és
plazmocitoid

dendritikus sejtek

Monocitak és
makrofagok

NK sejtek

-
Nyugvo CD4+
T limfocitak

G

_/

Regulatoros

T sejtek
Aktivalt | | Aktivalt
CD4+ T CD8+ T

sejtek sejtek

Z N

[Th1 sejtek IThZ sejtek ]

NK-T és |NKT
sejtek

( )
Nyugvé CD8+
T limfocitak

\_ J




Preeklampszia
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Mieloid és
plazmocitoid

dendritikus sejtek

Monocitak és
makrofagok

NK sejtek

-
Nyugvé CD4+
T limfocitak

G

_/

Regulatoros

T sejtek

Aktivalt
CD4+ T
sejtek

NK-T és |NKT
sejtek
Aktivalt / ( )
CD8+ T Nyugvé CD8+
Sejtek T limfocitak

Z N

[Th1 sejtek IThZ sejtek ]
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Acta Obstet Gynecol Scand. 2008;87(11):1229-33.




Gyulladasos bélbetegség

Mieloid és
plazmocitoid

dendritikus sejtek

Monocitak és ]

makrofagok

NK sejtek

-
Nyugvé CD4+
T limfocitak
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_/

Regulatoros

T sejtek

Aktivalt
CD4+ T
sejtek

Z N

Aktivalt]\/

[NK-T és iNKT]

sejtek
(" )
CD8+ T Nyugvé CD8+
Sejtek T limfocitak
\_ J

[Th1 sejtek IThZ sejtek ]

World J Gastroenterol. 2010 Dec 21;16(47):6001-9.




Hematokézia
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Mieloid és
plazmocitoid

dendritikus sejtek

Monocitak és
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-
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J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010 Nov;51(5):675-7.




Migrén

( p::iz(:::)igif;d Monocitak és
makrofagok
dendritikus sejtek J

Regulatoros

NK sejtek T sejtek
( Aktivalt ) [ Aktivalt
Nyugvo CD4+ CD4+T || CD8+ T
T limfocitak sejtek sejtek
\_

| N

NK-T és |NKT
sejtek

4 )
Nyugvé CD8+
T limfocitak

\_ J

[ Th1 sejtek I Th2 sejtek ]

Neurol Sci. 2012 Oct 16




Anorexia nervosa

( pg"z(:::)igif;d Monocitak és
makrofagok
dendritikus sejtek J

Regulatoros
NK sejtek T sejtek NK-T és |NKT
sejtek
( Aktivalt ) [ Aktivalt / ( )
Nyugvo CD4+ CD4+ T CD8+ T Nyugvé CD8+
T limfocitak sejtek sejtek T limfocitak
G \ J

YN

[Th1 sejtek IThZ sejtek ]

Neuro Endocrinol Lett. 2007 Aug;28(4):422-6.




Obezitas

( p::iz(:::)igif;d Monocitak és
makrofagok
dendritikus sejtek J

Regulatoros
NK sejtek T sejtek NK-T és |NKT
sejtek
( Aktivalt ) [ Aktivalt / ( )
Nyugvo CD4+ CD4+ T CD8+ T Nyugvé CD8+
T limfocitak sejtek sejtek T limfocitak
G \ J

| N

[ Th1 sejtekIThZ sejtek J

Exp Clin Endocrinol Diabetes. 2007 Jul;115(7):439-43.




Kinetikus dramlasi citometrids meres -
kalcium jel

[Ca]
rel. -
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Kutatdcsoportunk altal fejlesztett szoftver
kinetikus aramlasi citomeéteres adatok értekelésére

My account Log o

FaCS K| n Current version of Facskin:
Kinetic Analysis of Flow Cytometry Data

8.5.8 (released on 31 Aug 2011

Welcome

FacsKin is a software for the kinetic analysis of flow-eytometry aqeuired data. Applications include intracellular processes such as
calcium flux measurements, generation of intracellular free radicals ete. At the current stage of development you are welcome to use
FacsKin. Following a simple online registration process you can download the beta version of FaesKin from this website and use it for the

analysis of yvour data.

What is this all about? m
Short introduction to using FaesKin K‘\“ ‘GO
£faC>

Download FaesKin \N\N\N *

Cytometry A. 2008 Mar;73(3):246-53.




Facskin
File Help

HKinetics =

FacsKin
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Vizsgalt paraméterek

relative parameter value

X

Max

Slope .
K2+

1.000°F
0.004

AUC, maximum érték, meredekseg,



margatoxin
(MGTX)

Kv1.3

Ca2*

IKCa1

triarylmethane
(TRAM)




No inhibitor

MGTX (60 nM)

TRAM (60 nM)

Subset Healthy Without IFN b With IFN b Healthy Without IFN b With IFN b Healthy Without IFN b With IFN b
C AUC 785 740 736 90%- 93%? 90%* 93%¢ 92% 93%¢
D (8)] [738-867] [719-863] [695-756] [83-93%] [89-96%] [89-93%] [89-98%] [82-94%] [90-95%]
4
+ Max 1.377 1.318 1.179 95% 90% 4 86%¢ 99% 90%4 89%:¢
(rpv) [1.228-1.634] [1.267-1.683] [1.165-1.378] [84-102%] [80-94%] [80-87%] [91-107%] [78-94%] [83-91%]
o 416 2012 284 90% 102% 98% 118% 94% 100%
(s) [261-504] [169-251] [166-413] [42-184%] [93-126%] [58-104%] [89-135%] [64-121%] [39-110%]
C AUC 868 872 738 90%© 90% 4 92%¢ 86%¢ 91%4 98% ¢
D L) [781-1002] [800-1106] [733-753] [84-93%] [74-93%] [90-95%] [85-93%] [82-96%] [91-99%]
4
* Max 1.588 1.564 1.303 87%*¢ 86%4 88%¢ 89% 87%4 99% ¢
C (rpv) [1.333-1.931] [1.392-2.101] [1.181-1.349] [82-93%] [72-96%] [73-88%] [79-94%] [81-94%] [95-99%]
X
g max 353 1842 414b 118% 167% 109% 107% 115% 86%
- (s) [227-486] [137-241] [386-566] [66-162%] [78-324%] [104-192%] [82-221%] [72-224%] [76-100%]
C AUC 777 808 718 87%¢ 88%1 85%¢ 92%¢ 90%4 89%:¢
D (9)] [752-854] [754-840] [695-885] [86-93%] [86-91%] [85-91%] [88-94%] [86-93%] [84-93%]
4
f Max 1.460 1.535 1.204 88%¢ 88% 89%¢ 88%¢ 87%4 92%:¢
E‘/ (rpv) [1.258-1.546] [1.330-1.611] [1.076-1.383] [81-90%] [81-93%] [74-96%] [86-98%] [80-88%] [87-100%]
{4{ (- 393 1892 254 110% 118% 125% 134% 101% 66%
N (s) [228-536] [163-438] [248-316] [100-174%] [95-169%)] [37-171%] [117-174%)] [69-127%] [13-95%]
C AUC 831 840 727 92%¢ 83%4 93%¢ 86%¢ 90%4 95%¢
D ) [727-950] [738-996] [680-753] [87-98%] [79-93%] [91-95%] [82-91%] [86-95%] [93-96%]
8
* Max 1.462 1.709 1.194 92%¢ 86% 4 87%¢ 84% 85%4 91%:¢
(rpv) [1.260-2.041] [1.336-1.899] [1.154-1.349] [87-97%] [75-89%] [74-88%] [69-89%] [82-93%] [89-99%]
tax 326 364 439 84% 63%14 88%:¢ 108% 91% 77%
(s) [205-478] [265-503] [338-566] [68-125%] [47-103%] [68-98%] [68-156%] [56-123%] [77-95%]
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Slope

Eredmények: Th1 vs. Th2

c, CD4+ CXCR3+
0.025+
*
0.0204
0.0154
0.0104 e
0.005-
0.000 r ' : -
o «"f ‘\:;'\ qu
R 2 RS
" O D L
o & " &
e «\"b (&) Q‘&{'{\Q’
e, CD4+ CXCR3+
8- %*
G..
8 4 .
— -
21— — =
c T T T T
< & N &
& SN &
N O S &
o & & &
X <& & 5‘&
Q.

*p <0.05 vs. No inhibitor

Slope

d, CD4+ CCR4+
0.025+ .
0.020
0.0154
0.0104
===
0.000: T T T T
Y & N >
.\6{”0 553 Q"R g
O O $ &
o < " &
& «‘& db §%
Q.
f, CD4+ CCR4+
8- *
G_
B 4
= 4
nE= = =
c T T T T
'Y Qo N
o S o <
& & & &
3 Q‘" \o'\' (\\\}
e° Q‘b o’& \‘\e
Q_\)



Markans kulonbségek a Th1 és a Th2
sejtek kalciumszignaljaban

ER Ca? release

Th1 = Th2

CRAC Th1 > Th2

MCU Th1 > Th2
SERCA Th1 < Th2
PMCA Th1 > Th2

Immunobiology. 2012 Jan;217(1):37-43




Kalciumflux,
kalium csatornak
autoimmun betegsegek



Sclerosis multiplex

m-
. Egészséges

relative parameter value (
1.8137

0.989 ¥~ . -
0.002 time (s) 601.2

J Neuroimmunol. 2011 Aug 15;237(1-2):80-6



A limfocita kalium csatornak 1-es tipusu
diabetesben

* At ., ertek alacsonyabb T1DM-ben

 T1DM-ben a limfocitak erzékenyebbek
a Kv1.3 csatornak gatlasara

 T1DM-ben a MGTX minden vizsgalt
altipusban hasonlé mértekben
csokkentette a limfocita aktivacio

meértékét, a TRAM azonban csak
CD4 sejtekben



A limfocita kalium csatornak 1-es tipusu

diabetesben

 ATh1 sejtek eseten és a teljes limfocita
populaciot vizsgalva fokozott a Kv1.3
csatorna expresszioja T1DM-ben

* Ennek szerepe lehet a fokozott reaktivitasban

tmax value of Ca2+ influx
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d

secon

— 300

O

Teljes limfocita

llllllllll

r=-0.59

p=0.01

LY Y i

® egeszs.

0

20

40 B0 a0 100 120
Median fluocrescence of the anti-Kv1.3 antibody {units)

140

160

A T1DM

Immunol Lett, 2010.



A limfocita kalium csatornak egeszseges
terhességben es preeclampsiaban

rn%llaé[iﬁvﬁe_parametervalue Nem terhes
| " Preeclampsia
Egészseéges terhes

0,992 F—— , .
0.000 tirme (5] 049

Kalcium bearamlas a Th1 sejttipusban

Am J Reprod Immunol, 2010.



Felnbttek vs. Ujszildttek

relative parameter value
16637

1 g
0.001

relative parameter value
1.6637

1.018

0.om

A

Control
< MGTX

TRAM

1
606.9

Int Immunol. 2010 Sep;22(9):769-74.



Az egyeb intracellularis
parameterek meghoditasa



Uj médszer: Simultaneous Monitoring of
Intracellular Processes (SMIP-technika)

Két rendszer: CD4+ és CD8+ limfocitakban
SMIP-1

-kalcium szint (Fluo-3)

-mitokondrialis membranpotencial ( )
-ROS képzbdes (HE)

SMIP-2

-nitrogén-monoxid (NO) (DAF-FIM)
-mitokondrialis kalcium szint ( )
-sejtmembran-potencial (DIBAC,(5))




Tirme

Time

relative parameter value
2,508 7

0,949
0,000

relative parameter value
1,070 T

e

time ()

1
1366

0,077

g
1354

0,000 time s)
relative parameter value
1,271 7 &
PP ""N‘,
0,989
0,000 tirme ()

1
1366

Kezdeti Maxi- Az els6 50%- Meredek-
érték mum os érték ség az elso
(atlag érték elérésének 50%-o0s
+SD) (atlag ideje értéknél
+SD) masodpercben | (atlag £SD)
(4tlag £SD)
Kalcium 1,0+ 2222 164,446 + 0,022 +
szint 0,006 + 1,564 0,002
0,004
Kezdeti Maxi- Az els6 50%- Meredekség
érték mum os érték az elsé
(atlag érték elérésének 50%-o0s
+SD) (atlag ideje értéknél
+SD) masodpercben | (atlag £SD)
(atlag £SD)
Mitokon- 1,0+
drium 0,004 - - -
potencial
Kezdeti Maxi Az els6 50%- Meredeksé
érték mum os érték g az elsd
(atlag érték elérésének 50%-o0s
+SD) (atlag ideje értéknél
+SD) masodpercben | (atlag £SD)
(4tlag £SD)
ROS 1,0+ 1,239 204,564 + 0,001 + 0,0
képzédés | 0,004 + 6,146
0,001

Assay Drug Dev Technol. 2012 Feb;10(1):97-104.




relative parameter value
1,131 7

0,871

0,000 time (s)
relative parametervalue

1,983 7 fay
5

i gl T

vz»'"o
<
0,993 1
0,000 time (s} 1380

relative parameter value
1,454

0,951

0,00

iA\ssay D

time (=)

1
1360

Kezdet Maximu Az els6 50%- Meredeksé
i érték m érték os érték g az elsd
(atlag (atlag elérésének 50%-o0s
+SD) +SD) ideje értéknél
masodpercbe (atlag +SD)
n (atlag +£SD)
NO 1,0+ 1,087 + 51,356 + 0,0+ 0,0
képzédé | 0,004 0,001 13,053
s
Kezdet Maximu Az els6 Meredeks
iérték m érték 50%-o0s ég azelsod
(atlag (atlag érték 50%-o0s
+SD) +SD) elérésének értéknél
ideje (atlag
masodperc +SD)
ben (atlag
+SD)
Mitokondrium 1,0+ 1,92 + 400,597 + 0,001 +
kalcium szint 0,004 0,003 3,282 0,0
Kezdet Maximu Az els6 50%- Meredeksé
i érték m érték os érték g az elsd
(atlag (atlag elérésének 50%-o0s
+SD) +SD) ideje értéknél
masodpercbe (atlag +SD)
n (atlag +SD)
Sejtmembra 1,0+ 1,239+ 330,066 = 0,001 +
-potencial 0,003 0,003 6,284

rug Dev Technol. 2012 Feb;10(1):97-104.




Tavlatok

Egyidejlleg
- 4, sejtfelszini marker alapjan azonositott

sejtcsoporton
- 3 intracellularis paraméter monitorozasa

- Sejtek kozotti interakciok objektiv
jellemzeése



