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Kvalitativ vérkep
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Limfocita 20-70% 25-50% 20-40%
Monocita 1-10% 1-6% 3-8%
Neutrofil 15-60% 25-60% 40-70%
granulocita

Palcikamagvu 1-8% 3-6% 1-2%
Eozinofil 1-5% 1-5% 1-5%
granulocita

Bazofil granulocita  0-1% 0-1% 0,5-1%



Hematologiai analizatorok:
Fehérvérsejt meghatarozas

Optikai, fényszoras (vagy szort 1ézer) elvi méres 5 1ézer detektorral
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A granulaltsag foka a neutrofil granulocitakban

i granulumok

Fehérvérsejt meghatarozas:

Tobb csatornas meghatarozas, pl. peroxidaz és bazofil

csatornan torténo meres

Promyekecitak

Myelocitak
Metamyelooitsk
Stabok

Szegmentzk

Bla=tok

Sejtérss

,,Flag”-ek => kvalitativ
veérkep!

Fényszoras = eejtnagysag

A peroxidazmédszer
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1. Zaj

L3

Zaj

MRBC

Trombocita aggregatumok
Limfocitak és Bazofilek
LucC

Maonocitak

Meutrofilek

Eozinofilek

2. Blasztok sejtmagja

3. Monocitik és limfocitak sejtmagja
4. Bazofil sejtek

3. Bazofil gyanis sgjtek

6. Szaturdcio

7. Neutrofil és sosinofil s2jtmagok

Morfolopiai flag-ek:

BLASTS (Blasztok)

(Mem szzpmentilt granulocitals)



Fehérvérsejt paraméterek ¢s ,,flag”-ek

* |G (immature granulocytes):

éretlen neutrofil alakok a periférian

— metamyelocita, myelocita,promyelocita
o [Left Shift: balra tolodas

emelkedett palcika magvu granulocitaszam

e LUC (large unstained cells):

peroxidaz negativ blastok, atipusos limfocitak és limfoid
sejtek, hajas sejtek, plazmasejtek, velesziiletett vagy
szerzett myeloperoxidaz deficiencia



LUC (Large Unstained Cells)

Nagy nem festodo sejtek:

« Aktivalt limfocitak

» Plazmasejtek

* Hajas sejtek

» Gyermekkori nagy limfocitak

* Mieloperoxidaz negativ blasztok

* Mieloperoxidaz negativ neutrofil
granulocitak

Morfolégiai flag-ek:
« ATYP (Atipusos limfocitak)

« BLASTS (Blasztok)
« MPO (Mieloperoxidaz hiany)




Fluoreszcens festés alkalmazasa (pl.SYSMEX):

Kvazi intakt sejtekben festi a DNS-t /RNS-t fluoreszcens markerekkel.
Fluoreszcencia €s fénytorés alapjan differencial.

Legerdsebb fluoreszcens jel az éretlen / aktivalt sejtekben van.

";"ibﬁormal Lymph

Atyplical Lym
Abnormal Ly

LYM

g ‘ ‘
.,
. 4 / 2. »
—_— Adad s = e

~

Sejtpermeabilitas fligg a membran lipid tartalmatol (a lizis puffer zsiroldékony)
=> aktivalt limfocitak /NRBC jobban festédnek

Blasztok: kevés lipid, alacsony a fluoreszcens jelzés

Sejtméret + komplexitas + fluoreszcens intenzitas kombinalasa



|G (Immature Granulocytes)
®

Promielocita

Mielocita

Metamielocita

Emelkedhet:

Bakterialis infekcio, akut gyulladas !

» Idosek, ujsziilottek, korasziilottek akut infekcio
* neutropeniaval jaro szepszis

* mieloszupresszalt betegek akut infekcio

Tumor (csontveld metastasis) Szovet nekrozis
Akut transzplantatum rejekcid Sebészeti, ortopédiai trauma
Myeloproliferativ betegség Szteroid

Terhesség (harmadik trimeszter)



Koros felhodiagramok
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Egy¢b fehervérsejtekre vonatkozo paraméterek:
Neutrofil granulocitak méreteloszlasa

Mean Neutrophil Vol (atlagos neutrofil volumen)
Neutrophil Distribution Width (NeDW)

Mean Monocyte Vol
Monocyte Distribution Width

- Szepszisben, akut bakterialis infekcioban n6

- Normal WBC és % neutrofilszam mellett is emelkedik
- Lokalizalt fertdzésben is nd

- Hasonl¢ jelentdsége van a monocita-markereknek

Parameter Cut-off values Sensitivity (%) Specificity (%)

MNV 156.5 83.3 78
150.5 88.9 52.5
146.5 94.4 44.1

MMV 181.5 77.8 74.6
175.5 83.3 59.3

CRP (mg/L) 69.95 83.3 52.5

Procalcitonin (ng/mL) 0.32 94.4 72
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Vorosversejt anomaliak

RED BLOOD CELL MORPHOLOGY

Hemoglobin Red cell
Size variation |distribution | Shape variation Inclusions distribution
Normal Hypochromia |Targetcell | Acanthocyte | Pappenheimer bodies | Agglutination

(siderotic granules)

o

Schistocyte | Basophilic stippling i Rouleaux
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Oval macrocyte Stomatocyte

Howell-Jolly

O

Hypochromic }------=--e---.

Burr cell Crystal formation
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O (Reticulocyte)
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Fehérversejtek

Subtype Nucleus Function Example

Neutrophil | Multi-Lobed | Bacterial or fungal infection.
These are the most common
first responders to microbial
infection.

Eosinophil | Bi-Lobed Parasitic infections and
allergic reactions
(inflammatory).

Basophil Bi/Tri-Lobed | Allergic and antigen response
(releases histamine causing
vasodilation).

Lymphocyte | Deep Include B cells, CD4+ helper

Staining, T cells, and CD8+ cytotoxic T
Eccentric cells. Operate primarily in the
lymphatic system.

Monocyte Kidney Phagocytosis of pathogens.

Shaped Presentation of antigensto T

cells. Eventually, they become
tissue macrophages, which
remove dead cell debris and
attack microorganisms.

>




Feherversejt anomaliak

Toxikus granulacio Auer palca AML M2



Automata kenetfesto és kenetértekelo rendszerek

Sysmex SP 1000i kenetfestd Cellavision DM1200 kenetértékeld
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) ) Sejtek azonositasa adatbazisban
May Griinwald-Glemsa festés rogzitett képekhez viszonyitva

morfoldgiai paraméterek alapjan
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Development of a Novel Flow Cytometry-Based System
for White Blood Cell Differential Counts: 10-color
LeukoDiff
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Flow
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Fig. 1. 10-color LeukoDiff plots of whole nucleated cell (WN) {A), arientating gate (B), neutrophils {C, D, and E), lymphocytes (T, B, NK, 5+
184) (F, G, and H), monocytes (I and J), eosinophils (K}, immature granulocytes (L), chronic myelogeneous leukemia (M), basophils (N
and 0), acute myebid leukemia (P), blasts (Q and R), myeloblasts (S), B blasts (T), myebid antigen-positive B blasts (U), and 19-plasma

cells (V, W, X, and Y) in peripheral blood samples.
Anbreutstinn. NK natiral kiiar cails



Aramlasi citométerek
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Aramlasi citometria

Laser interrogation

Break-off point
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Voltage
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Felhokeépek, hisztogramok

A vizsgalando sejtek fluoreszcens festékkel
konjugalt monoklonalis antitestekkel jelolt
szuszpenzidjat egy zart, a mintat korkordsen
korbefogo kopenyfolyadék segitségével egy
kapillaris alak(t mérdcella sziik nyilasaba
koncentralja

Hidrodinamikai fokuszalas biztositja, hogy a sejtek
egymas utan, egyesevel jussanak a mérdcellaba

Itt a sejtek athaladnak egy gerjesztd 1ézernyaldbon
Detektalas fotodiodakkal vagy fotomultiplier
erzekelovel

1. ElOre iranyulo6 fényszoras jel (FSC) erdssége
aranyos a sejt méretével, alakjaval

2. Oldaliranyu, 90°-os fényszoras jel (SSC) a
sejtek granulaltsagaval, optikai strtségével
aranyos

3. A lézergerjesztett fluoreszcencia jelbdl tobb
kiillonb6z6 fluorokrommal jelolt
molekulaféleseggel kapcsolatban gyljthetdk
adatok



Leukémia-diagnosztika

Decision Tree in Acute Leukemia

From Dugue et 3!, Clin/mmunolNews

Sejtfelszini €s
Intracitoplazmatikus markerek
detektalasa

Sejtvonalakra €s a sejt €rési
fazisara specifikus CD (cluster
of Differentation) azonositasa a
patoldgias sejteken fluoreszcens
festekkel

pl. FITZ:fluoreszcein- izotiocianat;
PE:fikoeritin

CD elemzéssel

Limfoid populécién beliil T, B,
NK sejtek aranya

CD4+/CD8+ T sejtek aranya
Monocitéak, granulocitak aranya
Vannak-e blasztok, milyen %-
ban (CD34+ és/vagy csokkent
CDA45+)



Immunfenotipizalas

= igen hatékonyan kiiloniti el a mieloid és limfoid vonalakat akut leukaemiak és
minimalisan differencialt leukaemiak esetében

= terapiarezisztens leukaemiak azonositasara is alkalmazhatd

= ALL-ben a fenotipus szoros korrelaciét mutat a kimenetellel

COMBINATION POPULATION IDENTIFIED

CD4+/CDw29+ Helper/effector, more mature memory
cells

CD4+/CD45R+ Suppressor inducer, less mature

e ‘ non-memory cells

R CD4+/Leu8+ Suppressor inducer, some helper

P A o function

CDA4+/Class Il MHC Activated cells, immature cells

— 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

CD8+/Class Il MHC+ Activated cells, immature cells

CD8+/CD25+ Activated cells (IL2 receptor)

CD8+/CD38+ Immature cells, activated cells

, : : CD16+/CD57+ Low NK activity

ot Te® et e, 0 vt CD16+/CD56+ Most potent NK activity

10%

103

<
-
10

0 200 400 €00 DBOO 1000
FSCH

0~

1o+
ol
10

FITC<D
>

11
}

"
(4
A

033 .
- i p ot
of 4 -|;§'ﬂ‘,.‘"~
P :,:"A
FerCP-CD4S

-N
C
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Intracellularis festés —

sejtfelszini marker
kombinalasa

Az akut leukémiak
diagnosztikdjaban az elsddleges

cel:
- Blasztok jellemzése
- Erettség
- Sejtvonal
- Koros
markerexpressziok

A karakterizalas lehetoveé teszi a
leukémias sejtek celzott
keresését kezelést kovetoen
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Neoplasztikus populéacid:piros; granulocita:zold; h.kék:B
limfocita; sarga: T limfocitak

a, Acute myeloid leukemia with expression of
CD34, CD15, CD33, and myeloperoxidase.
These features suggest a possible

recurrent t(8;21)(g22;922), which was later
confirmed by cytogenetic analysis.

b, CD13+, CD33+, CD117+ acute myeloid
leukemia with minimal expression of CD34
and HLA-DR. In addition, the blasts show
increased orthogonal (side) scatter, suggestive
of cytoplasmic complexity/granularity.

As predicted, cytogenetic fluorescence in situ
hybridization studies performed on the
remaining specimen showed the recurrent
t(15;17)(922;912) of acute promyelocytic
leukemia.

¢, B-lymphoblastic leukemia that is CD34+,
19+, 22+, and CD10+. Aberrancies in
comparison to normal B-lymphoid

precursors include the partial loss of CD45
and gain of the myeloid antigen CD13.

d, T-lymphoblastic leukemia, which is dim to
negative for surface CD3 (second plot) but
positive for intracellular CD3 and TdT (fifth
plot).

e, Acute leukemia with expression of multiple
myeloid antigens including CD14, CD33, and
most significantly myeloperoxidase, as well
as multiple B-lymphoid markers including
CD19 and CD79a. This neoplasm also
expressed myeloid-associated CD36 and
CD64 and B-lymphoid associated CD22. No
cytogenetic abnormalities were identified;
hence, this case is best classified as a mixed
phenotype acute leukemia

Arch Pathol Lab Med—Wol 135, January 2011



Ossejtek kimutatasa
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CD34+ Jdssejtek

][ _eukémiaban no

Irradiacios kezelést
kovetden az Ossejtszam
normalizalodasanak a
monitorozasa

« Ossejt mobilizalas sikere

(normal esetben periférian
gyakorlatilag nincs;

Csontveldben <5%)



Egyéb analizis lehetoségek

Limfomakban
- T-sejt klonalitas definitiv diagnosztikajara,

- vékonytl-aspiratumokbol a limfoma fenotipizaldsara, illetve a minimalis rezidualis betegség
kimutatasara a koros mintdzati antigénexpressziod alapjan

( nem javasolt Hodgkin-limfoma, kronikus mieloid leukémia vagy myelodysplasias szindréma
korismézésére; esetleg az utobbi két korképben a betegség progresszidjanak monitorozasaban)

Neutropénidban

- pontosan azonosithatja a granulocita-specifikus alloantitesteket (autoimmun korképekben pl.
Felty-szindroma, szisztémas lupus erythematosus, Hashimoto-thyreoiditis)

- Immun eredetti kérallapotokban kimutathatja a neutrofil sejtekkel szembeni antitesteket,
Illetve igazolhatja a neutropénia eredetét — ily modon esetenként feleslegessé téve a
csontveld vizsgalatat.

A leukocytak funkcionalis deficiencidinak elemzése

- pl. neutrofil adhézios molekulak meghatarozasa (1-es tipusu leukocita-adhézios deficiencia
szindroma korismezésében)

Azonosithatok azok a neutrofil sejtek, melyekbdl hianyzik a CD11/CD8 antigén komplex



Sejtciklus elemzese

DNS probak
DAPI }
Hoechst } uv
Propidium iodide (PI) }
7-AAD } 488
}
}

TOPRO-3

DRAQ5 633

Ko6tott molekuldk szama megfelel a

sejtben lévo DNS-molekulak
szamanak
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cycle begins

\ e — cell grows
< > G1

2)

replication 'S cell decides
of DNA whether to
continue

cell division
{mitosis)

cell prepares
to divide

Sejtciklus soran a sejt meérete és DNS-
tartalma valtozik



Apoptosome
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FACS-szal mérheto:
*DNS-fragmentek

*Membranstruktara és —integritas
(Annexin-V, PI)

*Mitokondrium-funkcié (Mitotracker Red)

*Kaszpaz aktivitas (ellenanyagokkal)



Sejtproliferacio vizsgalata
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Trombocita-analizis

Autoimmun trombocitopénias purpuraraban a trombocitdhoz kotott antitestek jelenléte
kimutathato, analizalhato

Alloantitest-képzddés esetén a szérumban antitestek mutathatok ki anélkiil, hogy
trombocita-asszocialt antitestek lennének jelen.

Szamos primer trombocitopatia patogenezise és molekularis defektusai jol ismertek, és
Osszefliggést mutatnak a strukturalis €s funkcionalis glikoprotein-defektusokkal

« gpllb/llla koros expresszidja Glanzmann-thrombastheniaban

* gplb defektusa Bernard—Soulier-betegségben

A thrombocyta-aktivacio funkcionalis analizise egészen a kozelmultig elsddlegesen a
tudomanyos kutatasok terepe volt, holott a thrombocyta-aktivacionak klinikai relevanciaja is
lehet kardiopulmonalis bypass és renalis dializis utan, valamint a myocardialis infarktuson
vagy thromboticus eseményen atesett betegek kezelésében



Vorosveértest-analizis

Foetomaternalis transzfuzié gyanuja => az anyai vért elemzik magzati vorosvérsejtek
kimutatasara, illetve azok mennyiségi meghatarozasara, €s az eredményeknek megfeleld

mennyiségli Rh-immunglobulint alkalmaznak
» Arhesus (d) antigénnel szembeni, fluoreszcens jel6lésii antitestek, illetve ujabban hemoglobin F elleni antitestek
hasznalhatok a vizsgalatokhoz
* AhbF intracellularis kimutatasa — mely a vorosvértestek membranjanak permeabilizaciojat, illetve a human
hemoglobin F gamma-lanca elleni antitestet alkalmaz
* A moddszer alkalmas arra, hogy a magzati sejteket elkiilonithessiik az F-sejtektél (hemoglobin F-et kis
mennyiségben tartalmazo felndtt vorosvértestek).

A paroxizmalis nokturnalis haemoglobinuria (szerzett klonalis dssejtrendellenesség)

» aglikozil-foszfatidil-inozitol bioszintézisének zavara hozza 1étre, melynek feladata, hogy a komplement- és
immunregulator felszini proteineket lehorgonyozza a vorosvértesteken, monocytakon, neutrophil sejteken,
lymphocytédkon és thrombocytakon.

* Erythrocytdk esetében a fellépd zavar kovetkeztében a sejtek érzékenyebbé valnak a komplementmedidlt lizis
hatasai irant=> intravaszkularis haemolysis

« A CD55-tel és CD59-cel szembeni antitestekkel felallithatd a PNH definitiv diagnozisa

(reticulocita-mérés)



Minta

Csontvel0: legalabb 3 ml javasolt.
Heparinos fecskenddbe vald vétel esetén: azonnal a laborba
kiildeni (20-25°C)
Ejszakara: RPMI oldatba kell tenni és hiiteni

Periférias vérminta (20-25°C)
ACD (72 ora)
Na Heparin (48 6ra)
K2-K3EDTA (30 ¢6ra)

Szovet (2-8°C)
apro darabokra vagva 20%-0s RPMI oldatba (24 6ra),
Fiz.sot kertilni  kell (kivéve, ha azonnal feldolgozzak).
Fixalni tilos

Testfolyadék (RPMI oldatba kell tenni és hiiteni) 24 o6ra

Liquor (CSF): sterilen kell venni; (2-8°C) azonnal a laborba kell vinni



