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Szerzők jelen munkájukban bemutatják az eozinofil sejtek áramlási 
citométerrel történő vizsgálati lehetőségeit. Módszert mutatnak az eozinofil 
sejtek százalékos arányának, valamint aktiváltsági szintjének mérésére. Az 
aktiváltsági állapot kimutatását mind sejtfelszíni, m ind intracelluláris anti
gének detektálásán alapuló módszerekkel demonstrálják. Ezen módszerek 
gyakorlati alkalmazhatóságát teljes vérben GM-CSF-fel in vitro  aktivált 
eozinofil sejteken mutatják be.

Rövidítések jegyzéke:

GM-CSF: Granulocita- makrofág kolónia stimuláló faktor, 
MBP: fő bázikus protein,
CD 69: korai aktivációs antigén,
CD 16: Fc gamma III receptor 
CD 14: LPS receptor

Bevezetés

Az eozinofil granulociták fontos sze
repet játszanak számos kórállapot 
patomechanizmusában. Jelentőségük az al
lergiás betegségekben, a parazitózisokban 
közismert [1, 2], A perifériás vérben az 
eozinofil sejtek aktiválódása és/vagy szám
arányának növekedése m ögött azonban 
sokféle betegség rejtőzhet.

Emelkedett eozinofil sejtszámot mutat
tak ki többek között orrpolipban [3-5], 
idiopátiás hipereozinofil szindrómában 
[6], eozinofiliás nyelőcsőgyulladásban [7], 
valamint gyermekkori eozinofiliás rendel
lenességeknél [8].

Ugyanakkor aktivált eozinofilek mutatha
tók ki például eozinofil tüdőgyulladásban, 
illetve enyhe asztmában szenvedő betegek 
tüdőmosó folyadékában [9-11]. Ez jellemző 
a familiáris eozinofiliában szenvedő betegek 
perifériás vérére is, de ebben az esetben az 
eozinofilek aktiváltsági szintje alatta marad 
a hipereozinofiliás szindrómás betegek vé
rében mérhető értékeknek [12], Ezzel szem
ben az epizodikus angioödémás eozinofiliát 
nem kíséri eozinofil aktiváció, s ily módon 
elkülöníthető a hipereozinofiliás szindró
mától [13].

A fentiek alapján látható, hogy a differenciál 
diagnózist segítheti, ha az eozinofil sejtszám 
változása mellett egyidejűleg információt
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nyerünk az eozinofil granulociták aktivá
ciós állapotáról is.

Az aktivációs állapotra vonatkozóan a ha
gyományos vérsejtszámláló hematológiai 
automaták m ár nem szolgáltatnak informá
ciót. Az aktivációs állapot mérésére kínál
kozó egyik módszer az, hogy megmérjük a 
szérumban az eozinofil sejtek működése so
rán felszabaduló mediátorok koncentráció
ját. Az eozinofil sejtek 4 féle granulumjában 
található sokféle mediátor anyag (Id. I. táb
lázat, [14]) közül leggyakrabban az eozinofil 
kationos proteint (ECP), a fő bázikus prote
int (MBP), és az eozinofil peroxidázt (EPO), 
valamint az eozinofil eredetű neurotoxint 
(EDN) szokták mérni -  viszonylag drága 
módszerekkel. Számos más, nagy meny- 
nyiségben felszabaduló anyag, m int pl. 
az oxigén szabadgyökök, a leukotriének, 
a trombocita aktivációs faktor (PAF), a 
TNF-alfa vagy az IL-6 azonban nemcsak 
eozinofil sejtből szabadulhat fel, ezért ezen 
anyagok eozinofil eredetét csak izolált sejte
ken végzett mérésekkel lehet igazolni.

Az áramlási citométer egy olyan eszköz, 
amelynek segítségével viszonylag gyor

san és olcsón m eg lehet határozni az 
egyes mediátorok felszabadulását. A sejtek 
membránjait permeabilizálva lehetőség van 
intracelluláriskomponensekfluoreszcens el
lenanyaggal történő jelölésére. Amennyiben 
ismert a vizsgálni kívánt komponens nyu
galmi állapotra jellemző kiindulási értéke, 
a maradék intracelluláris mennyiségből 
következtetni lehet a degranuláció m érté
kére.

Az eozinofil sejtek aktivációja során, a 
degranulációval egyidejűleg változik né
hány sejtfelszíni molekula expressziója is. 
Ez utóbbi jelenség is jól mérhető áramlási 
citometriával, akár teljes vérben is. Többféle 
eozinofil aktivációs m arker közül -  irodal
mi adatok szerint [15-18] -  a CD 69 mole
kula, az ún. korai aktivációs marker tűnik  
leginkább használhatónak. A CD 69 anti
gén egy 60 kDa molekulasúlyú két alegység
ből álló glikoprotein, amely csak az aktivált 
állapotban levő eozinofilek felszínén jelenik 
meg, a nyugalmi állapotúakon nem. Ezért 
ez a molekula egyaránt alkalmas az in-vivo 
és az in-vitro aktiváció nyomon követésé-

ELSŐDLEGES GRANULUM

Charcot-Leyden kristályok
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Arii szulfatáz B 
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MÁSODLAGOS GRANULUMOK LIPID TESTECSKÉK

Eozinofil fő bázikus fehérje (MBP) 5-lipoxigenáz
Eozinofil kationos fehérje (ECP) Ciklooxigenáz
Eozinofil neurotoxin (EDN) Leukotrién C4-szintáz
Eozinofil peroxidáz (EPO) Eozinofil peroxidáz
Interleukinok (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6) Arachidon sav
Tumor nekrozis faktor (TNFa)

I. táblázat: A z  eozinofil sejtek granulumjainak főbb elemei ([14] alapján)
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re is [19, 20], A CD 69 molekula az akti
vált eozinofil sejteken kívül megtalálható 
még az aktivált T és B limfociták, NK sej
tek, és a trombociták felszínén is, ezért na
gyon fontos ezen sejtpopulációk megfelelő 
elkülönítése.

Noha az eozinofil granulociták a vérben 
relatíve kis (átlagosan 2,7) százalékban 
fordulnak elő [21], bizonyos, az áramlási 
citométerben jól mérhető tulajdonságaik 
alapján nagy biztonsággal azonosíthatók. 
Viszonylag magas az autofluoreszenciájuk, 
erős granuláltságuknak köszönhető
en nagy mértékű oldalszórást mutatnak, 
amelyek együttesen m ár jó kapuzási stra
tégiát nyújtanak. A sejtek azonosítása még 
tovább pontosítható, ha kihasználjuk, 
hogy az FcylII-R (CD 16) expressziója az 
eozinofileken m inden esetben lényegesen 
alacsonyabb érték, mint a neutrofileken. 
Zavarólag hathat a monociták CD 16 po
zitív alpopulációja, amelyek közel azonos 
intenzitással expresszálják e molekulát. 
Azonban a monociták oldalirányú szórá
sa kisebb, mint az eozinofileké, és szükség 
esetén specifikus, monocitákra jellemző (pl. 
CD 14) jelöléssel elkülöníthetők [22-24],

Az eozinofil sejtek áramlási citometriás 
vizsgálatának lehetőségeit teljes vérben GM- 
CSF-fel [25] in vitro aktivált sejteken végzett 
kísérleteink segítségével m utatjuk be.

Anyagok és módszerek

A Központi Honvéd Kórház különböző be
tegeinek különböző okok m iatt Vacuette* 
csőbe (Greiner Bio-One, Ausztria) levett 
EDTA-val alvadásgátolt vérmintáit vizs
gáltuk a betegek előzetes hozzájárulásával. 
A kvalitatív és kvantitatív vérképeket a kór
ház Központi Laboratóriuma határozta meg 
Abbot Cell-Dyn 3500 hematológiai auto

matával. Összesen 45 vérmintát vizsgál
tunk, amelyek széles (0,4 -  24,3%) eozinofil 
koncentráció tartom ányt fedtek le.

Eozinofilek sejtfelszíni jelölése teljes vérben

100-100pl vért inkubáltunk 30 percig, 
szobahőn, sötétben a következő antites
tekkel:

1. 10 plegérlgG l (FITC-konjugált negatív 
kontroll, DAKO - Dánia) + 10 pl egér anti- 
hum án CD16 (PC5-konjugált, Immunotech
-  Franciaország);

2.10 pl egér anti-humán CD69 (FITC-kon
jugált, DAKO - Dánia) + 10 pl egér anti-hu
m án  CD16 (PC5-konjugált, Immunotech
-  Franciaország).

Ezt követően a vörösvértesteket 20-szo- 
ros térfogatú FacsLysing oldattal (Becton 
Dickinson, USA) hemolizáltuk 10 percig, 
m ajd a mintákat 3-szor mostuk (300 g, 5 
perc) 2-2 ml 1% BSA-t tartalmazó PBS-sel 
(16 m M  Na,HPÖ4, 2 mM KH,PÖ4, 136 m M  
NaCl, 2,7 mM KC1), végül 0,5-0,5 m l 2% 
paraformaldehidet tartalmazó PBS-ben fi
xáltuk.

Eozinofilek intracelluláris jelölése teljes vér
ben

A vérmintákat először a fenti módon fel
színi CD 16-ra jelöltük. A hemolizálást és 
m osást követően az IntraStain kit (DAKO, 
Dánia) előírásait követve fixáltuk, majd 
permeabilizáltuk a sejteket. Az így kezelt 
sejteket jelöletlen egér anti-humán MBP-vel 
inkubáltuk 15 percig. Majd egyszeri m o
sást követően egy FITC konjugált m ásod
lagos ellenanyaggal (anti-egér IgG, DAKO, 
Dánia) inkubáltuk 15 percig, majd 1-szer 
m ostuk. Kontrollként az MBP ellenes el
lenanyagnak megfelelő izotípussal kezelt 
m intát használtunk.
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1. ábra: A: hemolizált, mosott, fixált vér fényszórási felhőképe. SSC-Height: oldalirányú 
szórás intenzitása, FSC-Height: előreirányú szórás intenzitása. A z  egyedi pontok egy-egy 
sejtet reprezentálnak. B: A z  A  ábrán jelölt populációk CD 16 hisztogramja. Eo: eozinofil sej
tek, Neu: neutrofil granulociták.

Eozinofilek in-vitro aktiválása teljes vérben

Az eozinofíl sejteket az egészséges, önkéntes 
donorok (n=7) EDTA-val alvadásgátolt véré

ben 0,4 pg/ml GM-CSF-fel (LEUCOMAX® 
- Novartis Pharma AG, Svájc). A mintákat 
37 °C fokon, 5% CO, környezetben, sötét
ben, 240 percig inkubáltuk. Kontrollként 
aktiváló ágens nélküli, 37 illetve 20 C°-on 
inkubált mintákat alkalmaztunk.

Áramlási citometria

A felszíni vagy intracelluláris antigének 
jelölését követően a mintákat FACScan 
(Becton Dickinson, USA) készüléken m ér
tük. A készülék kalibrálásához Calibrite 
(Becton Dickinson, USA) intenzitás stan
dardot használtunk. Tekintettel az eozinofil 
sejtek viszonylag alacsony számára m éré
senként 50 000 eseményt gyűjtöttünk. Az 
adatokat CellQuest 3.1 (Becton Dickinson, 
USA) program segítségével analizáltuk. Az 
eozinofil populációt a magas oldalirányú 
szórás és erős autofluoreszcencia, valam int 
az alacsony CD 16 jelölődés alapján kapuz- 
tuk  ki.

Statisztika

A regressziós analízist és az adatok össze
hasonlítására használt t-próbát SigmaStat 
for Windows ver. 3.11 (Systat Software Inc., 
USA) programcsomaggal végeztük.

Eredmények

A hemolizált, mosott, fixált vér fényszórási 
felhőképe látható az 1A. ábrán. Az eozinofil 
sejtpopuláció jól elkülöníthető nagym ér
tékű oldalirányú (SSC) szórása révén, mi-

2. ábra: A Celldyn hematológiai automa
tával és a FACScan áramlási citométerrel 
meghatározott eozinofil sejtek százalé
kos arányai közötti összefüggés. R=0,997 
p<0,001
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3. ábra: CD 69 expresszió aktivált és nyugalmi állapotú eozinofil sejtek felszínén teljes vér
ben.** p  < 0.001 (t-próba)

4. ábra: Nyugalmi állapotú és aktivált eozinofil sejtek intracelluláris MBP tartalma teljes 
vérben. *p < 0.05 (t-próba)

vei ez lényegesen meghaladja nemcsak a 
limfocitákét és monocitákét, hanem  az erő
sen granulált neutrofil granulocitákét is. Az 
ábrán szereplő kapukhoz tartozó sejttípu
sok a rájuk jellemző markerekre történő 
festés alapján azonosíthatók. Az eozinofilek 
esetében azonosítási lehetőséget nyújt a kis
mértékű CD16 jelölődés (1B. ábra).

A Magyar Honvédség Központi Hon
védkórház Központi Laboratórium Cell- 
dyn 3500 automatájával illetve az általunk 
a FACScan Becton Dickinson áramlá

si citométerben m ért eozinofil százaléko
kat regressziós analízissel vetettük össze 
(2. ábra). A vizsgálatba bevont 45 vérmin
ta adataira vonatkozó korrelációs egyenes 
meredeksége 1.036, tengely metszete -  
0.191 korrelációs együtthatója pedig 0,997 
(p<0.001). Ezen adatok a kétféle eljárás 
nagymértékű egyezését mutatják.

A GM-CSF-hatására az eozinofilek felszí
nén megjelenik a CD 69 korai aktivációs 
marker (3. ábra) és egyúttal csökken az 
intracelluláris MBP tartalom, a degranuláció
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jeleként {4. ábra). M indkét param éter jó in
dikátora az eozinofil aktivációnak.

Diszkusszió

Tapasztalataink szerint az eozinofil sejtek 
azonosítására a magas oldalirányú fényszó
rás, az emelkedett autofluoreszcencia és a 
CD 16 expresszió alacsony értéke együtte
sen alkalmas kapuzási módszert biztosít az 
eozinofil sejtek nagybiztonságú azonosítá
sára az áramlási citométerben. Az így vázolt 
kapuzási technika lehetővé teszi, hogy tel
jes vérben az eozinofil sejtek százalékos ará
nyát a fehérvérsejtek között és aktiváltsági 
állapotát egyidejűleg határozhassuk meg. 
Az eozinofil sejtek aktiválódására bekövet
kező mediátor(ok) szérum koncentrációja 
nemcsak az eozinofil sejtszám, hanem azok 
aktiváltági szintjének függvénye. A hagyo
mányos szérum koncentráció meghatározási 
módszerekkel a sejtek átlagos aktiváltsági álla
potára jellemző adat nyerhető. Ezzel szemben 
az áramlási citométerben egyedileg határoz
ható meg a sejtek aktiváltsági szintje, azaz 
információ nyerhető mind az aktivált sejtek 
arányára, mind azok akt iváltsági szintjére vo
natkozóan. Más szavakkal ez azt jelenti, hogy 
különbséget tudunk tenni aközött, hogy sok 
eozinofil sejt aktiválódik kis mértékben, vagy 
néhány sejt nagymértékben.

A teljes vérben végezhető vizsgálatok elő
nye az izolált sejteken végezhető mérésekkel 
szemben, hogy ily módon elkerülhetők az 
izolálás következtében fellépő morfológiai 
és/vagy funkcionális nem kívánatos válto
zások. Ezáltal lehetővé válik, hogy olyan 
in vitro modelleket hozzunk létre, amelyek 
közelítik az in vivo körülményeket. Ezeken 
a modelleken áramlási citométerrel vizs
gálható az eozinofil sejtek aktiválhatósága, 
viabilitása, fagocitáló és aktív oxigéngyök 
termelő képessége a sejtek többé-kevésbé 
természetes környezetében.
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Flow cytometry in studying eosinophils

Eosinophil granulocytes are important 
participants in the pathophysiology 
of many diseases. This paper presents 
how eosinophils can be studied by flow 
cytometry. Flow cytometry is capable to 
determine both the relative num ber and 
the activation level of the eosinophilic cells. 
The activation state of these cells can be 
determined by measuring either specific 
surface m arkers or using intracellular 
staining. How these methods can be used 
in the everyday practice is demonstrated 
on eosinophils activated in vitro in whole 
blood by GM-CSF and analyzed by flow 
cytometry.
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