Az aramlasi citometria gyakorlati
alkalmazasa az ondo rutin
analizisben
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Aramlasi (Flow) cytometria |.

Vékony kapillaris rendszer
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Aramlasi cytométer
andrologiai alkalmazasai
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. ~ Gyulladasos sejtek J
lehetoség
- Osszetapadt spermiumok J
o Baktérium tartalom J
lehetoség \
El6é/halott sejtek J
lehetoség
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500526 nm-en (dupla szalu DNS)

Acridin Orange emisszi6

5

DNS fragmentacio és

szabadgyo

ok (ROS) tartalom

DNS fragmentacios vizsgalat
(SCSA médszer)

Enyhe savas kezelés denaturalja a DNS-t a torések
mentén

Acridin Orange festék képes kotédni a szimpla
szalu illetve a dupla szala DNS lanchoz

Eltéré emissios maximum a kotédés fliiggvényében

DFI =12 % DFI =27 %
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Spermium szadadgyok (ROS) tartalmanak vizsgalata
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Total ROS meghatarozas a spermiumon beliil 490/525 nm-
es emissziés maximumnal

Detektalja: hydrogén peroxid, peroxinitrit, hydroxi gyokok

Nem detektalja a szuperoxid gyokot, reaktiv chlorid és
bromid gyokot.

A sejtek hany %-a érintett, mennyi a ROS tartalom az egyes
sejtekben (fluoreszcencia intenzitas).

Acridin Orange emisszi6é 460650 nm-en (szimpla szalu DNS)

DFI = DNS fragmentaciés index
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Gyulladasos sejtek és
citokin tartalom

Gyulladasos sejtek

CDA45 festék felhasznalasaval osszleukocitaszam

meghatatozasa

Sejtpopulaciok %-os meghatarozasa
(granulocitak/monocitak/limphocitak)

Megjegyzés: A vitalis festés alkalmazasaval az
esetlegesen jelenlévé baktériumok is lathatova

valnak, meghatarozhatok a mintabdl.
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Giuseppe Ricci, et al.

Leukocytospermia and sperm preparation - a flow cytometric study
Reproductive Biology and Endocrinology 2009, 7:128 doi:10.1186/1477-7827-7-128

Cytokine tartalom

Cytokine meghatarozas CBA technikaval ondo
plazmabol

20-30 fg/mL-es koncentracioig képes detektalni a
modszer

IL-6/IL-8 meghatarozas jelenleg

Irodalmi adatok alapjan meghatarozott, altalunk alkalmazott
ondoé plazma koncentraciok

High 2000 pg/mL
IL-8 conc. in the semen
plasma: Elevated 1000-2000 pg/mL
Normal <1000 pg/mL
IL-6 conc. in the semen )
plasma: High >15 pg/mL
Normal <15 pg/mL

Waltraud Eggert-Kruse, et al.
Relationship of seminal plasma interleukin (IL) -8 and IL-6 with semen quality
Human reproduction Vol. 16; No. 3, pp. 517-528, 2001
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Egyéb paraméterek

El6/ apoptétikus/ halott sejtek

Duplikatumok azonositasa . o L
ill baktériumok azonositasa

_ HumanCel|_HAB748-A0_Staine = :Humance” HAB748-A0_Staine
; E'_E Speciment_04-calceine-AM_001
2 singlets Speciment_04-calceine-AM ]
o T E Ioa_: . §_:
& & e 3 i
i N %] E
; c:I '_E Eg_z Li 1= drnt Wlun}
] : O] O B3 i
14 Auplicates | e o3
T ;|||;|||||||| ﬁ) L E i ive backerium
2 5 50 75 100 &0 100 150 - 3 Y
FeCoA fx 1,000 For-m i 10000 p— ] . i
_— L = |||||||T-||||||||||||| LA LI L) I B I 1L
g TTTT TTTT TTTIy T 1110 1] o0 1|:|‘ 10
n"gl W E];c . s e FITC-A
g 7w ra . v ” reg 7 . | ( A | ate-apoptoti C
Vitalis festékkel térténd azonositas (pl. Calcein ‘ e ; '
- @
AM, Toluidine Orange/PI, stb) QUL " A
0000099000¢, .0000300;».. ave ©9 See
A fluoreszcencia intenzitas mértékébol meg tudjuk —
hatarozni az é16, haldoklé ill. az elpusztult sejteket T e489eattase getitetage 08 809 500
Y
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Fluoreszcens jelzett antitest esetén nem csak

Gram +/" hanem baktérium térzsek azonositas is. http://www.biomol.de/infos_imgenex.html|?id=647
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Halosperm-SCSA osszehasonlitas

R

Halosperm SCSA
* objektiv
+ avizsgalo latja a sejteket. . rovid idé
* kdnnyen elvégezhets a vizsgalat * nagy elemszam (10000 db sejt)
* IVD mindsitési kitt elérheto - Altalasosan, irodalomban leirt protokoll
alapjan (1980-as évektol)
_ | Hatrany l
* szubjektiv - draga miiszerigény
* idoigényes - avizsgal6 nem latja a sejteket.

* max. 2-300 sejt
* Vegyifiilkeét igényel

* Halo nélkuli spermium * ss DNA tartalmu sejtek
* DNS fragmentacids index
/ Négy péda: degradalodott DNS tartalom DNS Fragmentaciés Index \
Halosperm SCSA
— 1. Normozoospermia 18% 15%
— 2.0ligozoospermia 29% 27,7%
— 3. Asthenozoospermi 27% 28,3%
& — 4.69 éves, 80%-0s HBA teszt 25% 23,4% /A
A mérési eredmények a Labmagister kft eredményei r
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