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Durchflusszytometrie Praktikum 2.
• Inhalt der vorbereiteten Reagenzgläser:

1. Röhrchen: Anti-CD3-FITC + Anti-CD4-PE

2. Röhrchen: Anti-CD3-FITC + Anti-CD8-PE

3. Röhrchen: Anti-CD19-FITC + Anti-CD5-PE

4. und 7. Röhrchen: Anti-CD3-FITC

5. und 8. Röhrchen: Anti-CD19-FITC

6. und 9. Röhrchen enthält keine Antikörper = Kontrolle der Autofluoreszenz

• Verwendete Fluorochrome (siehe später):

– FITC: Fluorescein-Isothiocyanat

– PE: Phykoerythrin

BD-FACSCalibur
Durchflusszytometer



Definition der Durchflusszytometrie
• Warum Zytometrie?

– Eine Methode, die in der Lage ist, bestimmte Zellparameter zu analysieren
(z.B. Zellzahl, Zellgröße, Körnung, Anwesenheit bestimmter Proteine auf der
Zelloberfläche oder im Zytoplasma, DNA-Gehalt, usw., siehe andere Folien)

• Warum Durchflusszytometrie?

– Basiert auf dem Fluss suspendierter Partikel (z.B. Zellen), die in einen Strom
organisiert werden, der einen Laserstrahl kreuzt. (siehe später)

• Wofür kann es genutzt werden?

– Es ist in der Lage zur schnellen, multiparametrischen Analyse großer Zell-
mengen. Das heißt, dass verschiedene Parameter jeder untersuchten Zelle
gleichzeitig gemessen werden. (Größe, Granularität/Körnung, andere 
Parameter, abhängig von der Markierung, siehe später)

Ein Hämozytometer:
Der Forscher/Kliniker
kann 100-200 Zellen pro
Minuten zählen.

BD-FACSCanto II Durch-
flusszytometer:
Kann bis zu 10.000 Zellen
in einer Sekunde zählen.[1.]
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Das zugrundeliegende Prinzip der 
Durchflusszytometrie

Die suspendierten Zellen kreuzen den
Laserstrahl, und zwar eine nach den
anderen. Das Gerät berechnet Größe
und Körnung (Granularität) der Zelle auf
Grund der Streuung des Lichtes in den
FSC- und SSC-Detektoren. Der Laserstrahl
wird außerdem die fluoreszente
Moleküle erregen, die daraufhin das
Licht eines charakteristischen Spektrums
emittieren. Das emittierte fluoreszente
Licht wird zu den entsprechenden
Detektoren durch dichroitische Spiegel
oder Filter2.] reflektiert.



Hydrodynamische Fokussierung
• Die Mantelflüssigkeit (in der Regel PBS)

wird die suspendierten Zellen in eine
Reihe ausrichten. Die Zellen fließen
nacheinander in einer geraden Linie in
der Kapillare. Der Laserstrahl ist auf die
Kapillare fokussiert.

• Ultraschall kann auch zur Fokussierung
der Zellen genutzt werden (akustische
Fokussierung).

Der Attune®-Durchflusszytometer, der akustische
Fokussierung nutzt, und zwar mit ausgeschalteter
(links) und eingeschalteter (rechts) Fokussierung.

Zellsuspension

Mantel-

flüssigkeit

Laserquelle

gestreutes

Licht

emittiertes

fluoreszentes Licht

hydrodynamische

Fokussierung



Die FSC- und SSC-Detektoren
• Der FSC- (forward scatter) Detektor

befindet sich in der Achse der
Laserquelle und erkennt das 
vorwärts gestreute Licht, das der
Größe der Zelle entspricht. Die 
Vorwärtsstreuung entsteht durch
die Oberfläche der Zellmembran.

• Der SSC- (side scatter) Detektor
steht in einem etwa 90° Winkel zum
Laserstrahl. Die seitliche Streuung
des Lichts wird durch lamellare
Strukturen in der Zelle verursacht
(z.B. Mitochondrien, Granulen,
Vesikel, usw.) und sie ist
proportional zur Körnung / 
Granularität der Zelle.

FSC (forward scatter)

SSC (side scatter)

eingehendes Licht
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Einführung in Punktdiagramme aus
FSC- und SSC-Daten

Das Punktdiagramm (dot plot) ist die am häufigsten genutzte Methode zur Visualisierung
der Daten von durchflusszytometrischen Messungen. Es zeigt die Zellen in einem
zweidimensionalen Koordinatensystem, wo jeder Punkt eine individuelle Zelle darstellt
und die Achsen spezifische Parameter repräsentieren, die vom Untersucher festgelegt
werden. Zellen mit ähnlichen Parametern bilden Gruppen, die Zellpopulationen genannt
werden. Diese kann man selektiv auf andere Parameter untersuchen (“gating”).
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„Gating”-Beispiel

Sie wollten das Verhältnis von Th17-Zellen (siehe 2. Praktikum) in der Probe feststellen. Das
Blut wurde mit fluorochromkonjugierten Antikörpern gegen CD4 und IL-17 markiert, dann
wurden die Proben mit einem Durchflusszytometer untersucht.
• A: Lymphozyten wurden aufgrund von Größe (FSC) und Körnung (SSC) gewählt. → (R1 gate)
• B: CD4+ Zellen wurden in der Lymphozytenpopulation ausgewählt. (R2, grünes Gate)
• C: Das Verhältnis der CD4+ und IL-17+ Zellen wurde im Lymphozyten-Gate gemessen. (der

obere rechte Quadrant, 1.24% aller Lymphozyten.)
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Bakterium

0,5 µm

Phytoplankton

2 µm

Erythrozyt

6-8 µm

Lymphozyt

7-10 µm

Granulozyt

12-15 µm

Monozyt

15-25 µm

Gr0ßKlein

Durchflusszytometrie und 
Erythrozyten

• Erythrozyten sollten aus den Proben entfernt werden, weil:

– ihre Größe den Lymphozyten ähnelt. 

– Sie weitaus häufiger im Blut vorkommen als Lymphozyten und deswegen
blockieren sie die Signale von Lymphozyten.

• Methoden zur Elimination der Erythrozyten:

– Hämolyse

– Ficoll-Gradienten-Zentrifugation (später)

RBK, TCT und 
ein

Lymphozyt
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Immunofluoreszenz Markierung

Das Instrument kann nicht nur die Größe
und Granularität einer Zelle berechnen,
sondern auch Fluoreszenz detektieren. Der
Laser erregt das Fluorochrom das am
markierenden Antikörper befestigt wurde,
welches dann Fluoreszentes Licht emittiert
das für das Fluorochrom charakteristisch
ist (Emissionsspektrum). Das emittierte
Licht wird auf die entsprechenden
Detektoren mithilfe von Dichroitischen
Spiegeln oder Filtern reflektiert.

Exzitation

Antigen A Antigen B Antigen C

Rotes 

Fluorochrom

Blaues

Fluorochrom

Grünes

Fluorochrom

EmissionAbsorption

Erregter Zustand

Grundzustand

Blaues Licht
(hohe Energie)

Grünes Licht
(niedrige Energie)



Das Fluoreszenzspektrum

635 nm Laser APC

FL4 (661/16)

Wellenlänge

488 nm Laser
PerCP

PE

FITC

FL2 (585/42)FL1 (530/30) FL3 (>670)

Wellenlänge

Lasers von BD-FACSCalibur:[3.]

488 nm Argon Laser
635 nm roter Dioden Laser

Detektoren von BD-
FACSCalibur:
FL1: 515-545 nm (530/30)
FL2: 564-606 nm (585/42)
FL3: >670 nm
FL4: 653-669 nm (661/16)

Im Gegensatz zu Lasern, die Licht einer einzigen Wellenlänge emittieren, strahlen
Fluorochrome ein Lichtspektrum aus. Diese überlappen einander häufig.



Fluorochrome

Fluorochrome, die vom selben Laser erregt werden und Licht des gleichen Spektrums
emittieren, sollten nicht zusammen in einer Probe genutzt werden da die markierten
Antigene nicht voneinander zu unterscheiden sind. (Häufige Kombinationen: FITC + PE +
APC)

Fluorochrome Color
Excitation wavelength 

(nm)
Emission wavelength 

(nm)
Laser for excitation 

(nm)



Fluoreszenz in Punktdiagrammen

FITC+APC Doppelt Positiv

FITC Positiv

APC Positiv

Negativ

Die Messung ist quantitativ, die detektierten Fluoreszenzintensitäten
können als Zahlen angegeben werden. (=Man kennt auch das Maß der
Positivität.)
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Daten im Histogramm 

Normales Histogramm: Die horizontale Achse zeigt die Fluoreszenzintensität (Stärke
des Signals) an die vom Detektor gemessen wurde während die vertikale Achse die
Zahl der gemessenen Zellen repräsentiert. Im obigen Beispiel können zwei
Zellpopulationen differenziert werden, eine negative und eine positive.
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Typen von CD-Markern
• Abstammungsmarker: Moleküle die nur auf Zellen bestimmter Abstammung exprimiert

werden.

– Z.B.: CD3 → auf allen T Zellen  CD19 → auf allen B Zellen

• Reifungsmarker: Der Immunophänotyp kann in unterschiedlichen Phasen der
Zellreifung unterschiedlich sein, bestimmte Moleküle werden nur auf unreifen Zellen,
andere nur auf reifen, voll funktionsfähigen, Zellen exprimiert, etc.

– Z.B.:  CD20 (Ist auch ein Abstammungsmarker da er nur auf B Zellen gefunden 
werden kann)[1.]

• Aktivierungsmarker: Moleküle die von aktivierten Zellen exprimiert werden, während
sie auf ruhenden Zellen entweder Fehlen oder nur schwach exprimiert werden, z.B:

– CD25 (Die alpha-Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL-2Rα, siehe später)

– CD80 und CD86 (B7-1 und B7-2, sogenannte kostimulator Moleküle die von
aktivierten Antigenpräsentierende Zellen exprimiert werden, siehe später)

Pro-B Zelle Prä-B Zelle Unreife B Zelle Reife B Zelle Plasmazelle

CD20 Negativ CD20 Positiv CD20 Positiv CD20 Positiv CD20 NegativCD20 Negativ

CLP



Lymphozytenpopulationen des normalen 
menschlichen peripheren Bluts
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CD45 in humanem peripheren Blut

Lymphozyten
Monozyten

Granulozyten

Das CD45 kann auf allen Leukozyten gefunden werden. Darum wird es als Pan-
leukozyten Marker angesehen.



CD45RA und CD45RO Isoformen im
normalen menschlichen Blut

CD3 PE CD3 PE
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Unreife T Zellen Gedächtnis T Zellen

Funktion des CD45: Es ist eine Phosphatase die in die Zellmembran eingebettet ist. Es hat
verschiedene Isoformen, CD45RA kann auf unreifen T Zellen gefunden werden während
CD45RO von Gedächtnis T Zellen exprimiert werden.[6.] (siehe Vorlesung für Details)



CD25 Expression in T Zellen des 
menschlichen Blutes

CD3 FITC

C
D

2
5 

P
E

CD25: Es ist die alpha Kette des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2Rα) die nur auf
aktivierten Lymphozyten zu finden ist.[7.] (Siehe Vorlesungen für Details)

Aktivierte T Zellen



Humane CD5+ B Zellen

CD5+ B Zellen

CD5- B Zellen

T Zellen

CD5+ B Zellen

CD5- B Zellen

T Zellen

Peripheres Blut eines gesunden
Spenders:

B-Zell Chronische Lymphozytäre
Leukämie (B-CLL):



Bedeutung der Durchflusszytometrie 1.
• Kann den Immunophänotyp der Zellen in der Probe bestimmen (Immunophenotyping):

– Diagnostik und Differenzialdiagnose maligner hämatologischer Erkrankungen[8, 9.]

– Diagnostik und Differenzialdiagnose der Immundefizienzen [10.]

– Beobachtung der Autoimmunen Krankheiten

– Beobachtung des prä- und post-transplantations Zustand[11.]

– Bestimmung des HLA Haplotyps[12.] (siehe später)

– Diagnostik und Beobachtung infektiöser Krankheiten

• Quantitative Messungen:

– Bestimmung des Anteils der Zellen die das untersuchte Antigen exprimieren

– Bestimmung der Stärke der Antigenexpression in den untersuchten Zellpopulationen

• Bestimmung des DNA und RNA Gehalts:[13.]

– Untersuchung der Apoptose

– Untersuchung des Zellzyklus

– Bestimmung des Retikuloztenanteils

– Detektion der Aneuploidie



Bedeutung der Durchflusszytometrie 2.
• Funktionelle Tests:

– Messen der Phagozytose[14.]

– Messen des intrazellulären Kalziumspiegels[15.]

– Messung des intrazellulären pH

– Messung der Menge und Aktivität von Enzymen

– Untersuchung der Chemotaxis

– Messung der Produktion von Reaktiven Sauerstoff Spezies

– Messung des proliferativen Index

• Messung von Zytokinspiegeln [16.] (CBA, mehr dazu unter serologischen Tests)

• Zelltrennung[17.] (Zellsortierung, siehe später)

• Automatisierte Hämatologische Analysierer→ Blutzählung (ohne Fluoreszenzmarker)

Die nächsten Folien werden Ihnen Beispiele verschiedenen Anwendungsmöglichkeiten
der Durchflusszytometrie zeigen. Sie dienen nur der visualisierung, Sie müssen das
gezeigte Material nicht lernen/wissen, aber Sie müssen in der Lage sein
Punktdiagramme zu analysieren und die Anwendungen der Durchflusszytometrie zu
benennen!



Immunphänotypisierung Beispiel 1

Immunphänotyp:
CD5+/CD23+/CD19+/FMC7-

Normaler
Blutausstrich

Blutausstruch des 
Patienten Diagnose: B-Zell Chronische Lymphozytäre

Leukämie (B-CLL)

Eine routine Blutuntersuchung zeigt abnormal
hohe Lymphozyten Zahlen. (Lymphozytose)

Frage: Was für Zellen sind es?

Durchflusszytometrie
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Immunphänotypisierung Beispiel 2
Der Patient wurde aufgrund von Lymphozytose und vergrößerten Lymphknoten (Lymphadenomegalie)
untersucht.

Immunphänotyp:
• CD5+
• CD19+
• CD20+
• CD45+
• CD79b+
• FMC7+
• Lambda+
• CD10-
• CD23-

Diagnose: Mantelzelllymphom (MCL) in
Leukämischer Phase

Frage: Was für Zellen sind
es?

Breitere Mantelzone (mit Pfeilen markiert)
rund um ein Lymphfollikel bei MCL.
(Lymphknoten, HE-Färbung)



Nachsorge eines Patienten mit 
Immundefizienz

CD4/CD8 Verhätlnis im Blut eines 
gesunden Spenders
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Pathologisches CD4/CD8 Verhältnis 
im Blut eines Patienten mit HIV:

Zytotoxische T Zellen

Helfer T Zellen



Messung der Phagozytose

Behandlung der Makrophagen
verbessert ihre Phagozytose
Fähigkeit.

A: Unbehandelte Makrophagen
inkubieren ohne FITC-konjugierte Perlen

B: Unbehandelte Makrophagen
inkubieren mit FITC-konjugierten Perlen

C: Macrophagen behandelt mit
Polysacchariden mit FITC-

konjugierten Perlen inkubiert.

D: Macrophagen behandelt mit LPS 
mit FITC-konjugierten Perlen inkubiert.



Untersuchen des DNA-gehalts von 
Tumoren

Fluoreszenzintensität Fluoreszenzintensität

Normal: Biopsie eines Hepatozellulären Karzinoms:[18.]
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G0+G1 diploide Zellen

Zellen in 
G2+M phase

S phase

Haploide Huhn RBCs (Kontrolle)

Diploide Zellen (G0+G1)

Aneuploide Zellen
(G0 +G1)

Aneuploide Zellen
(G2+M)

Aneuploidie: Abnormale Zahl von Chromosomen (z.B. 60 statt 46 in Zellen die in der G0 Phae
sind)

Die Zellen werden mit Fluorochromen inkubiert die DNA binden, dann wird die Intensität
des emittierten fluoreszenten Lichtes mit Durchflusszytometrie gemessen.



Zell-Viabilität Test
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Annexin V-FITC

Tot 11,3%

Tot 9,3%

Apoptotisch 28,3%

Apoptotisch 3,2%

Lebend 62,3%

Lebend 85,4%

P1 53,1%

P1 88,4%

Jurkat Zellen

Jurkat Zellen + Camptothecin (Chemotherapie)

Propidium Iod: Ein
Fluoreszentes Molekül dass
DNA bindet und die intakte
Zellmembran lebender
Zellen nicht überqueren
kann

Annexin V: Es bindet
Phosphatidylserin das in
der Zellmembran
apoptotischer Zellen
gefunden werden kann.



Isolation mononuklearer Zellen

• Methoden die auf physischen Parametern basieren:[19.]

– Filtration (basiert auf unterschiedlicher Größe der Zellen)

– Dichte-gradienten Zentrifugation (z.B. Ficoll-Gradienten Zentrifugation,
basiert auf der unterschiedlichen Dichte der Blutzellen)

• Methoden die auf Leukozytenadhärenz basieren:

– Nylonwolle: Monozyten und B Zellen binden an Nylon

– Plastik-/Glasoberflächen: Monozyten binden an die Oberfläche, Lymphozyten
können entfernt werden

Dichte (g/ml)
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Erythrozyt

Neutrophile
Lymphozyt

Monocyte
Basophile

Eosinophile

Ficoll (1,077)



Ficoll-Gradienten Zentrifugation 1

Venenpunktion

Das verdünnte Blut 

auf das Ficoll
pipettieren

Zentrifugation

Blutplasma

Ficoll

Erythrozyten + Neutrophile 

und Eosinophile

Lymphozyten + Monozyten 

(PBMC)

Ficoll

Ficoll-Gradienten Zentrifugation:

Normale Zentrifugation:

Enthält alle arten der 

Leukozyten

Venenpunktion Zentrifugation

Blutplasma (55% des 
Gesamtvolumens)

Leukozytenfilm 
(WBC + TCT)

< 1%
Erythrozyten (45% des 

Gesamtvolumens)

Zelluläre Elemente



Ficoll-Gradienten Zentrifugation 2

Mononukleäre Zelle des peripheren Blutes
(PBMC – “peripheral blood mononuclear
cells”, Leukozyten mit einem nicht-
segmentierten Nukleus): Lymphozyten,
Monozyten (kann auch basophile
Granulozyten enthalten) [20.]



Sortierung
Sortierung: Eine Methode zur Zelltrennung
die auf Durchflusszytometrie basiert.
FACS: Fluoreszenz Activierte Zellsortierung

1. Jede Zelle wird in einen einzigen Tropfen
getan.

2. Die Zelle kreuzt den Laserstrahl, das
fluoreszente Molekül wird Licht emittieren
das die Detektoren erreicht.

3. Die Tropfen erhalten elektrische Ladungen
anhand von voreingestellten Parametern.

4. Die geladenen Tropfen werden durch die
Ablenkungsplatten in unterschiedliche
Richtungen gelenkt.

5. Die Tropfen die die Zellen enthalten werden
in unterschiedlichen Gläsern gesammelt.

Die getrennten Zellen sind
Überlebensfähig 

Gemischte Zell-
suspension

Laser Detektor

Ladung

Ablenkungs-
platten

Getrennte 
Zellen



Sortieren eines Maus-Thymus

CD8-CyC
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DN (Doppelt negativ)

CD4 SP (Einfach Positiv) CD8 SP (Einfach Positiv)

CD4/CD8 DP (Doppelt positiv)

Erreichte Reinheit >90%



Immunmagnetische Zelltrennung
(MACS)

1. Antikörper

Cocktail
2. Magnetische

Kugeln

3. Inkubation

4. Magnetische

Trennung

5. Überstand

Verwerfen

Positive Auswahl: Markierte Zellen die 
an die Wand des Reagenzglases
binden
Negative Auswahl: Unmarkierte Zellen
im Überstand

CELL

Antikörperkomplex

Magnetische
Kugel

Der EasySep Magnet von 
Stemcell Technologies . 
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