A flow cytometria alkalmazási területei

Összeállította: Dr. Pállinger Éva

Mi a flow cytometria?

A flow cytometria különálló sejtek rendkívül gyors, multiparaméteres vizsgálatára alkalmas laboratóriumi eljárás. Felhasználásával lehetővé válik sejtpopulációk elkülönítése és szétválasztása az immunfenotípus vagy akár a funkcionális állapot alapján.

A flow cytometer működésének elve:

Az analizálni kívánt sejtek morfológiai tulajdonságaik alapján történő megkülönböztetésére, funkcionális állapotuk jellemzésére fluoreszkáló festékkel történő jelöléseket alkalmaznak. A jelölt sejteket lézer sugár világítja meg. A készülék a lézer indukálta optikai jeleket detektálja és dolgozza fel.

A rutin vizsgálatokra használt áramlási cytométerek 2-6 fluoreszcens festék egyidejű detektálására alkalmasak a sejtméret és granuláltság felmérésén kívül. Ez gyakorlatilag egyidőben 4-6 különféle paraméter detektálását jelenti sejtenként.

Mintaelőkészítés:

Áramlási cytométerrel különálló sejteket lehet vizsgálni. A mintaelőkészítés első lépése tehát, a sejtszuszpenzió előállítása. A sejtszuszpenziók előállításának módszereit jelen összefoglalóban nem kívánom részletezni, annyit azonban mindenképpen érdemes megemlíteni, hogy a szövetek szétválasztásánál törekedni kell az egyes sejtek épségének megmaradására, hiszen a vizsgálat elvégzésének / értékelhetőségének feltétele az ép sejtek jelenléte.

Perifériás vérminta előkészítése során szükséges a „nagy többségben” jelen levő vörösvértesek feloldása, az erythrolysis elvégzése.

Jelölési módszerek:

A sejtek fluoreszkáló festékkel történő jelölése technikai szempontból alapvetően kétféle lehet: 

· Direkt festés: Valamely sejtalkotórészhez specifikusan kötődni képes fluoreszkáló anyag alkalmazását jelenti. 

A klinikai gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott direkt festési eljárás a DNS tartalom propidium jodiddal (PI) történő jelölése. A PI sztöchiometrikus módon (5 bázispáronként 1 PI molekula) képes beépülni a kettősszálú DNS ill. RNS molekulába. Alkalmazásával lehetőség nyílik a DNS tartalom quantitativ mérésére és a sejtciklus analízisre. 

A direkt jelölés speciális esetét jelenti a fluoreszcens szubsztrátok alkalmazása.

· Immunfenotipizálás: A sejt valamelyik alkotórészét az ellene termelt, fluorokrómmal jelzett monoklonális antitesttel jelöljük. Ebben az esetben a specifitást az Ag-At kötődés biztosítja.

A fluoreszcens festék és a specifikus kötődést biztosító monoklonális antitest kapcsolata szerint megkülönböztetünk direkt és indirekt immunfenotipizálási technikát. Direkt immunfenotipizálás esetében a jelölésre használt festék a vizsgálni kívánt Ag-re specifikus monoklonális antitesttel (primer antitest) kapcsolódik, míg indirekt eljárás esetében a primer antitest jelöletlen, ezért a láthatóvá tételéhez valamilyen második, jelzett antitestre van szükség (szekunder jelzett antitest). További technikai lehetőség a primer antitest jelölése biotinnal, aminek a láthatóvá tételéhez fluorokrómmal kapcsolt streptavidin használható.

A klinikai gyakorlatban az immunfenotipizálás a legelterjedtebb, vagyis főként a sejtfelszíni és a sejten belüli struktúrák fluorokrómmal jelzett monoklonális antitestekkel történő kimutatását használják fel.

Milyen információkat kaphatunk a flow cytometriás mérési eredmények értékeléséből?

1. A vizsgált sejtek méretének és struktúráltságának detektálása révén információt kapunk a sejtszuszpenzió összetételéről, az egyes sejtpopulációk (pl. lymphocyta - monocyta - granulocyta arányok a perifériás vérben) egymáshoz viszonyított arányáról.
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Egészséges egyén perifériás vére
     Acut lymphoblastos leukaemia

2. A különféle sejtfelszíni fehérje mintázattal rendelkező sejtpopulációk jelenlétének kimutatására a sejtfelszíni vagy a sejten belüli antigéneket fluoreszcens festékhez kötött monoklonális antitestekkel jelöljük meg. Ezt nevezzük immunfenoipizálásnak. 
A fluoreszcens jelek a mérés során hisztogramokon vagy több paraméter együttes ábrázolása esetén felhőképeken (dot plot) jelennek meg. A fluoreszcencia intenzitás alapján meghatározható, hogy a vizsgált sejt specifikusan megkötötte-e a hozzáadott antitestet, vagy sem. Ez biológiai szempontból arról ad felvilágosítást, hogy a vizsgált sejtek expresszálják-e a keresett antigént (pl. differenciálódási vagy aktivációs antigént), vagy sem. A hisztogramokról a pozitív (a keresett fehérjét expresszáló) és a negatív (a keresett fehérjét nem hordozó) populációk %-os aránya leolvasható. A detektált fluoreszcencia intenzitás a megkötött fluoreszcens festékkel, vagyis a megkötött monoklonális antitesttel arányos. Biológiai szempontból ez azt jelenti, hogy minél nagyobb fluoreszcens jelet detektálunk, annál nagyobb mértékben expresszálja a vizsgált sejt a keresett fehérjét. Ismert mennyiségű fluoreszcens festékkel jelölt kalibrációs gyöngyök alkalmazásával lehetőség nyílik a fehérje expresszió számszerű meghatározására.
Többszörös jelölések alkalmazása lehetővé teszi a sejtfelszíni fehérjemintázatok, egyidejű fehérje expressziók kimutatását (koexpresszió). A különféle fehérjéket egyidejüleg expresszáló sejtek %-os aránya a felhőképekről leolvasható.

A flow cytometria klinikai felhasználási területei:

A flow cytometria felhasználási területeit csoportosíthatjuk egyrészt technikai szempontok (metodika központú felosztás) szerint, másrészt a különböző orvosi szakterületeken történő felhasználás alapján is.

A flow cytometria alkalmazási területei az alkalmazott technikák szerint:

(A felsorolt csoportosítás a teljességre való törekvés nélkül készült.) 

Immunfenotipizálás

· Malignus hematológiai kórképek diagnosztikája és differenciál diagnosztikája

· Immunhiányos állapotok diagnosztikája és differenciál diagnosztikája

· Autoimmun betegségek aktivitásának nyomonkövetése

· Pre- és posttranszplantációs állapotok nyomonkövetése

· HLA-expresszió vizsgálata

· Tumorsejtek vizsgálata:



Proliferációs antigének vizsgálata



Adhéziós molekula expresszió kimutatás

· Fertőző betegségek diagnosztikája és nyomonkövetése

· Sejtfelszíni fehérje (vagy egyéb) struktúrák távolságának meghatározása (energia transzfer)

Quantitativ mérési lehetőségek

· Vizsgált markert expresszáló sejtek mennyiségének quantitativ meghatározása

· Sejtfelszinen expresszálódó antigének quantitativ meghatározása

DNS és RNS tartalom mérése 

· Sejtciklus analízis

· Reticulocyta szám meghatározás

Funkcionális vizsgálatok

· Phagocyta képesség vizsgálata

· Intracellularis Ca++ koncentráció meghatározás

· Intracellularis pH meghatározás

· Enzim aktivitás és lokalizáció mérés

· Reaktív oxigén intermedierek termelődésének detektálása (pl. H2O2)

· Kemotaxis vizsgálat

· Proliferációs képesség meghatározása / nyomonkövetése

Sejtszeparálás

A flow cytometria felhasználásának egy speciális lehetősége a sejtszeparálás. A sejtek szétválasztásának alapjául felhasználható bármely vizsgált paraméter (sejtfelszini Ag struktúra, intracellularis antigének jelenléte ill. hiánya, a funkcionális állapot jellemzésére használt paraméter). 

A flow cytometriás sejt szeparálás előnyei a hagyományos módszerekkel szemben:

· A sejtpopulációk és szubpopulációk szétválasztása multiparaméteres kritériumok alapján is történhet (sejtfelszini Ag struktúra expresszió).

· A szeparálási tisztaság elérheti a 95%-ot. 
A flow cytometria alkalmazási területei betegségcsoportok szerint:

Malignus hematológiai betegségek

A malignus hematológiai betegségek diagnosztikája és differenciál diagnosztikája a flow cytometriás vizsgálatok fő indikációs területét képezik.

· Malignus hematológiai kórképek diagnosztikája és differenciál diagnosztikája

A diagnózis a klinikai kép, a rutin laboratóriumi vizsgálatok (qualitativ és quantitativ vérkép vizsgálatok), a cytológia, a cytokémia, a genetikai vizsgálatok és az immunfenotipizálás együttes értékelésével állítható fel. (A felsorolás sorrendiséget is jelent, hiszen a cytológiai és cytokémiai vizsgálatok ismerete nélkül indokolatlan a flow cytometriás mérések elvégzése.)

A diagnosztika és differenciáldiagnosztika a sejtfelszíni antigénstruktúrák kimutatásán, a sejtvonal eredet és az érési stádium megállapításán alapul. (A differenciálódási antigének felsorolása és jellemzőik a TK. függelék részében találhatók meg.) 

A sejtfelszíni antigének többsége egy sejtvonal több érési stádiumában, esetleg más sejtvonal tagjain is kimutatható. Ennek megfelelően a diagnosztikában és a differenciál diagnosztikában a multiparaméteres (több sejtfelszíni és / vagy sejten belüli antigén egyidejű vizsgálatára kiterjedő) méréseket kell alkalmazni. 

A megfelelő diagnosztikus és differenciál diagnosztikus értékkel rendelkező, lehetőség szerint költségtakarékos, a laboratóriumok közötti összehasonlításra alkalmas mérési rendszereket konszenzus protokollokban foglalták össze. 

A konszenzus protokollok 2 tipusa használatos:

· Az “alappanel” célja a klinikai kép, a cytológia, a cytokémia, esetleg a genetikai vizsgálatok alapján felállitott diagnózis megerősitése. Az immunfenotipizáláshoz viszonylag kevés sejtfelszini és intracellularis markert használ fel. Célja a myeloid és a lymphoid eredet elkülönitése, valamint a legalapvetőbb prognosztikai marker (CD10 = CALLA) expressziójának vizsgálata. 

· A kibővitett konszenzus protokollok célja a pontos stádiumbeosztás megállapitása. Az immunfenotipizáláskor vizsgálatra kerülnek a sejtvonal specifikus differenciálódási markerek mellett az egyes sejttipusok érettségi állapotára jellemző, valamint a prognosztikában jelentős antigének is. 


· Prognosztikus markerek 
Az immunfenotipizálásnak diagnosztikus és a differenciál diagnosztikus értéke mellett prognosztikus jelentősége is van. Általánosságban elmondható, hogy a differenciálódás alacsonyabb fokáról kiinduló leukaemiák, valamint a kevert sejtvonal Ag struktúrával jellemezhető leukaemiák klinikailag rosszabb prognózist jelentenek. 

· Maradék leukaemia diagnosztika (MRD = minimal residual disease)

· Recurrens hematológiai betegségek kimutatása

· Kemoterápia monitorozás

Célja a diagnózis alapjául szolgáló kóros sejtek mennyiségének és az immunfenotípus és funkció alapján ép sejtek megjelenésének / mennyiségének vizsgálata.

· Terápia iránti érzékenység vizsgálata (MDR = multidrug resistance) 

Immunhiányos állapotok 
Immunhiányos állapot az immunrendszer egy vagy több sejttípusának mennyiségi vagy funkcionális zavara következtében kialakuló, az immunrendszer elégtelen működésével jellemezhető kórkép. Kialakulása szerint veleszületett és szerzett formái különböztethetők meg. A tünetek kialakulását az érintett sejttípusok morfológiai és/vagy funkcionális változásai okozzák.

A flow cytometria egyaránt lehetőséget nyújt a különféle sejttípusok morfológiai és funkcionális vizsgálatára.

· Fenotipus vizsgálatok az immunhiányos állapotok diagnosztikájában és nyomon követésében:

· Keringő lymphocyta szubpopulációk egymáshoz viszonyított arányának vizsgálata

· Keringő lymphocyta szubpopulációk érettségének vizsgálata (differenciálódási markerek expressziója)

· CD4+ / CD3+  T helper sejtek mennyiségének vizsgálata HIV fertőzésben, a folyamat aktivitásának nyomon követésére

· Funkcionális vizsgálatok az immunhiányos állapotok diagnosztikájában és nyomon követésében:

· Phagocyta képesség vizsgálata

· ROI (reaktív oxigén intermedier) termelés vizsgálata (MPO kimutatás)

· Citokin termelő képesség vizsgálata

· stb.

A rutin flow cytometriás vizsgálatok indikációs területei
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