
Immunológiai módszerek a 
klinikai kutatásban 

 
9. előadás 

Celluláris immunológiai 
módszerek 

 
 



Áramlási citometria 

Fizikai paraméterek 

Forvard scatter (FSC) = nagyság 

Side scatter (SSC) = granularitás 
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Sejtfelszíni molekulák fluoreszcens jelölése 
áramlási citometriára 

LASER 

CD3-FITC – zöld  FL1 
CD19-PE – narancs  FL2 
CD56-CyChr – piros  FL3 
CD45-APC - vörös  FL4 



A legfontosabb mérhető paraméterek 

•  1. Sejt nagyság (SSC) 

•  2. Granuláltság (FSC) 

•  3. Fluoreszcencia intenzitás: FL-1 (zöld), FL-2 (narancs), 
FL-3 (piros), FL-4 (távoli vörös) 

•  4. Idő: pl. kalcium szignál mérésnél,  



Immunfenotípus meghatározás indikációi 

•  Malignus hematológiai kórképek diagnosztikája és differenciál 
diagnosztikája 

•  Veleszületett és szerzett immunhiányos állapotok diagnosztikája 
és differenciál diagnosztikája 

•  Autoimmun betegségek aktivitásának nyomon követése 
•  Pre- és poszt-transzplantációs állapotok nyomon követése 
•  HLA-haplotípus vizsgálata 
•  Tumorsejtek vizsgálata: proliferációs antigének vizsgálata, 

adhéziós molekula expresszió kimutatás 
•  Fertőző betegségek diagnosztikája és nyomon követése 
•  Sejtfelszíni fehérje, vagy egyéb struktúrák távolságának 

meghatározása (energia transzfer) 



CD markerek: 



A legjellemzőbb CD markerek  

Sejttípus CD markerek 
Őssejt CD34+, CD31- 
Minden leukocita CD45+ 
Granulocita CD45+, CD15+ 
Monocita CD45+, CD14+ 
T limfocita CD45+, CD3+ 
T helper sejt CD45+, CD3+, CD4+ 
T citotoxikus sejt CD45+, CD3+, CD8+ 
B limfocita CD45+, CD19+ vagy CD45+, CD20+ 
Trombocita CD45+, CD61+ 
NK sejt CD16+, CD56+, CD3- 



Th Tc 

Limfocita csoport azonosító CD markerek: 

B sejt: 
CD19 
CD20 
CD21 
CD5 

T sejt: 
CD3 
CD4 
CD8 

NK sejt: CD56, CD16 



Funkcionális vizsgálatok 

•  Fagocitáló képesség vizsgálata: fagoburst teszt 

•  Intracelluláris kalciumion koncentráció meghatározás, 
sejtaktiváció mérés 

•  Intracelluláris pH meghatározás 

•  Enzim mennyiség, aktivitás ill. lokalizáció mérés 

•  Reaktív oxigén intermedierek (ROI) termelődésének 
detektálása (pl. H2O2) 

•  Kemotaxis vizsgálat 

•  Proliferációs index meghatározása, nyomon követése 



Fontosabb fluorofór molekulák 

Festék           abszorpciós hullámhossz    emissziós hullámhossz           szin 



Fluoreszcens DNS festékek 

Festék           abszorpciós hullámhossz                   emissziós hullámhossz                szin 



Dirket és indirekt immunhisztokémia 

Direkt módszer Indirekt módszer 

Jelölt elsődleges 
antitest 

Antigének 

Szövetmetszet 

Jelölt másodlagos 
antitest 

Jelöletlen elsődleges antitest 

Peroxidáz 
molekula 



Avidin - Biotin-Peroxidáz komplex módszer  

Antigének 

A biotinált másodlagos antitest nagy affinitású kapcsolatot létesít az avidin-
biotin-peroxidáz komplex-szel  

Biotinált antitest 

Biotin Peroxidáz   

Elsődleges antitest 

Avidin 

Szövetmetszet 
 



Peroxidáz-anti-peroxidáz (PAP) módszer 

A három rétegű módszerben egy hídképző antitest köti össze 
az elsődleges antitestet a PAP komlex-szel 

Peroxidáz 
molekulák 

Hídképző antitest 

Elsődleges antitest 

Peroxidáz anti-peroxidáz 
(PAP) Komplex  

Antigének Szövetmetszet 
 



PMA/ionomycin stimulálás megváltoztatja a sejtek 
FSC/SSC flow citometriás megjelenését 



PMA/ionomycin stimulálás megváltoztatja a CD4 
expressziót 



PMA/Ionomycin hatékonyabb citokin stimuláló szer 



ELISPOT 



ELISPOT dot analízis 



Humán IL-17A citokin mérése ELISPOT-tal 


