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Immunhisztokémia 1.
1. Mitől „hiszto”? → hisztológia = szövettan (ilyet már sokat láttatok)

1. Szövettani 
mintavétel

2. Szövet 
metszése

3. Szövet 
festése

4. Vizsgálat fénymikroszkóppal Máj (H&E festés)Glomerulusok (Gömöri-
féle ezüstözés)



Immunhisztokémia 2.
2. Mitől „hisztokémia”?

– A szövet kémiai összetételét próbáljuk jellemezni.[1.]

– Pl. H&E festésnél:
• hematoxylin → savas kémhatású anyagok („basophil” pl. DNS a

sejtmagban)
• eosin → lúgos kémhatású anyagok („eosinophil” pl. fehérjék a

cytoplasmában, kollagén az extracelluláris mátrixban, stb.)
3. Mitől „immunhisztokémia” (IHC)?

– Antitest-antigén reakción alapul.
– Cél: Valamilyen antigén kimutatása specifikus antitest segítségével a

szövetben. (a sejtfelszínen, a sejt belsejében, vagy az extracelluláris térben)
– Az antigén-antitest reakció színtelen, láthatóvá a használt antitesthez kötött

jelölő molekulákkal tehető. (lásd előző gyakorlaton)
– Enzim immunhisztokémia esetében a jelölő molekula egy enzim, ami a

hozzáadott szubsztrát és kromogén hatására utóbbiból valamilyen oldhatatlan
színes végterméket hoz létre, ami fénymikroszkópban látható.

– Fluoreszcens IHC esetén a jelölőmolekula egy fluorokróm. (lásd később)



Enzim immunhisztokémia

Leggyakrabban használt enzimek:

1. HRP (Horseradish peroxidase):
Torma peroxidáz

2. ALP (alkaline phosphatase): 
Alkalikus foszfatáz

Fontosabb kromogénjeik:

• DAB (diaminobenzidin) 
• AEC (amino-etilkarbazol)

• NBT (nitro blue tetrazolium)

Enzim

Antigén + Antitest

SzínreakcióKromogén és 
szubsztrát

Szövetminta Immunhisztokémia



A kromogéneknél fontos szempont,
hogy oldható-e a végtermékük:
• Enzim IHC esetében

követelmény, hogy a végtermék
oldhatatlan legyen, hiszen így
nem diffundál el a reakció
helyétől, és ott látjuk a
mikroszkópban a jelet, ahová az
enzim-jelölt antitest kötődött.

• ELISA esetén (lásd később) épp
fordítva, oldható végterméket
adó kromogének használatosak.

oldható

oldhatatlan

oldhatatlan

oldhatatlan

oldhatatlan

oldhatatlan

oldható

oldható

oldható

oldható

oldható

Alkalikus 
foszfatáz

Peroxidáz

p-nitrofenil-foszfát (pNPP)

Nitro blue tetrazolium (NBT)

Fast Red

ABTS

o-feniléndiamin (OPD)

tetrametilbenzidin (TMB)

o-dianizidin

5-aminoszalicilsav (5-ASA)

diaminobenzidin (DAB)

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

4-kloro-1-naftol (4C1N)

ELISA

ELISA
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ELISA
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ELISA

hisztokémia,
immunoblot

hisztokémia,
immunoblot

hisztokémia,
immunoblot

hisztokémia,
immunoblot

hisztokémia,
immunoblot



Direkt vagy indirekt?

Enzim IHC esetében az indirekt módszer terjedt el, mert bár időigényesebb, mint a direkt, de
vannak előnyei:[2.]
• Erősebb a jel. (Ez különösen akkor fontos, ha a vizsgált antigén csak kis mennyiségben van
jelen a szövetben.)
• Hosszú távon olcsóbb. (Ugyanaz a másodlagos antitest több elsődleges antitesthez is
használható, így egyetlen jelölt ellenanyag elég a különböző antigének kimutatásához. A
jelölt antitestek rendszerint drágábbak.)

Direkt IHC Indirekt IHC

Színes végtermék

Kromogén és 
szubsztrát

Jelölt elsődleges 
antitest

Enzim

Vizsgált antigén

SEJT

Jelöletlen elsődleges 
egér antitest

Jelölt másodlagos 
anti-egér antitest



Komplex előhívó rendszerek
PAP (peroxidáz anti-peroxidáz komplex)

Peroxidázzal immunizált állat szérumából
nyert anti-peroxidáz antitesthez
peroxidázt adnak. Az antitestek ezzel
komplexet képeznek (PAP), az enzim
azonban megtartja enzimatikus
aktivitását.[4.]
Értelme: További jelerősítés

Avidin-biotin komplexek (ABC)

A biotin-avidin kötődés a legerősebb ismert
nem-kovalens kölcsönhatás fehérje és ligandja
között. A biotinált másodlagos antitesthez
biotinhoz kötött enzimet és avidint vagy
streptavidint adnak. Az avidin hídként
szolgálva nagy enzimkomplexeket hoz létre.[3.]
Értelme: További jelerősítés

Peroxidáz
enzim

Biotinált
másodlagos antitest

„A” antigén

Elsődleges
anti–„A” antitest

Avidin-biotin
enzimkomplex (ABC) Peroxidáz

enzim

Anti-egér 
antitest

„A” antigén

Egér anti–„A” 
antitest

Egér
anti-peroxidáz antitest



Neutrophil
sejtmembránja

Phagolysosoma

BaktériumNADPH-oxidáz
Szuperoxid-dizmutáz
Mieloperoxidáz
Kataláz
Glutation-reduktáz
Glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz

Endogén peroxidáz gátlása
• Miért kell?

– Peroxidáz sokféle sejtben található. Emlékeztek? → pl. oxidatív burst a mieloid
fehérvérsejtekben (pl. neutrophil, monocyta/macrophag → 2. gyakorlat)

– Az enzimjeik ugyanúgy átalakítják a
szubsztrátot. → nem csak a vizsgált
marker látszana → nem-specifikus háttérjel

• Gátolni kell az endogén peroxidázt, mielőtt
a szövethez hozzáadnánk a jelölt antitestet.[5.]

Endogén peroxidáz
aktivitás vesében

Gátlás után nincs 
aspecifikus jel

Főbb gátlószerek:[6.]
• Fenilhidrazin
• Hidrogén-peroxid
• Azid



Telítés (blokkolás)

Blokkolás nélkül

Nem-specifikus kötődés

Blokkolással Csak specifikusan 
kötődött antitest marad

Mosás

• Miért kell?
– Ugyan az antigén és az antitest között specifikus reakció jön létre, azonban

létrejöhetnek nem-specifikus fehérje-fehérje kölcsönhatások a szövetben
található fehérjék és az antitestek között (lásd következő dia) → nem-specifikus
háttérjel

• A nem-specifikus kötőhelyeket blokkolni kell, mielőtt hozzáadjuk az antitestet. Erre a
vizsgált szövettől és a használt antitesttől függően különböző fehérje oldatokat
használnak, pl.:[7.]

– BSA, szérum, tejpor

Verseny a nem-specifikus
kötőhelyekért

Nem kötődött antitest
és telítő kimosódik

Antitest
Antigén

Enzim Telítő (pl. BSA)



Nem antigén-specifikus antitest-fehérje 
kölcsönhatások

CD14 (LPS receptor) kimutatása
humán mandulában telítés
nélkül (bal) és telítéssel. (jobb)

A B
Az Fc receptorokat jelöletlen
immunglobulinnal lehet blokkolni.

Speciálisan az antitesteket 
érintő probléma:

Néhány lehetséges fehérje-fehérje kölcsönhatás:

Fab

Fc

Antitest

Fc receptor

SEJT

„A” peptid

„B” peptid

Ionos kötésDiszulfid-
híd

Hidrofób 
kölcsönhatás

Hidrogén-
kötés



Kettős jelölés
• Hagyományos enzim IHC esetében egyetlen metszetben csak egy antigén mutatható

ki, több antigén vizsgálatához ugyanabból a szövetből több metszetet kell készíteni és
külön-külön jelölni az egyes markerekre. Pl.:

• Egyik lehetőség a kettős jelölés. → Két különböző enzimmel jelölt antitestet
használunk, melyek eltérő színreakciót adnak, így megkülönböztethető a szövetben a
két antigén.

Kettős jelölés humán prosztatarákban,
a p53 tumor szuppresszor barnával
(DAB), az AIF (apoptosis-inducing
factor) pedig vörössel (Fast Red)
látható ugyanabban a metszetben.[9.]

1. metszet: anti-inzulin 2. metszet: anti-glukagon



Az immunhisztokémia orvosi 
jelentősége

A felső betegnél a tumorsejtek
expresszálják a HER2 fehérjét, így
nála a Herceptin® kezelés hatékony
lehet.[8.] Az alsó beteg tumorsejtei
ezzel szemben HER2 negatívak.

1. Morfológiailag nem egyértelmű szövettani
megjelenésű eltérések diagnosztizálásánál nagy
segítséget jelent egy-egy betegségre jellemző marker
vagy molekuláris mintázat kimutatása. (lásd jövőre
patológiából)

2. Bizonyos markerek jelenléte vagy hiánya nagy
prognosztikai jelentőséggel bír és megszabhatja a
beteg további kezelésének menetét is.

Az anti-apoptotikus Bcl-2 kimutatása normális
folliculusban (bal) és follicularis lymphomában. (jobb)

HER2 kimutatása emlőrákban:



Immunfluoreszcens jelölés
• Különböző fluorokrómokkal jelölt antitestekkel egyidejűleg több antigén is

vizsgálható ugyanabban a mintában.[10.] (pl. fluoreszcens mikroszkópia, áramlási
citometria, lásd később)

A fluoreszcencia lényege

„A” antigén „B” antigén „C” antigén

Piros fluorokróm Kék fluorokróm Zöld fluorokróm

Endothel sejtek immunfluoreszcens
mikroszkópos felvételen

Zöld: tubulin
Piros: aktin
Kék: sejtmag

Emisszió

Abszorpció

Gerjesztett állapot

Alapállapot

Kék fény
(nagy energiájú)

Zöld fény
(alacsonyabb 

energiájú)



A fluoreszcens mikroszkópia orvosi 
jelentősége

Lineáris IgG lerakódás végig a
glomeruláris bazálmembrán (GBM)
mentén Goodpasture syndromában. (lásd
később)

Intercelluláris (=sejtek közötti) IgG lerakódás
a bőr hámrétegében pemphigus vulgarisban.
(lásd később)

Acridine Orange (narancssárga) fluorokrómmal
jelölt paraziták (Trypanosoma) vérkenetben.



Konfokális mikroszkópia
• Hagyományos mikroszkópia: egy nagyobb vastagság

összesített képét adja (olyan, mint a közönséges
röntgenvizsgálat)

• Konfokális mikroszkópia: egy-egy nagyon vékony
szelet képét adja[11.] (olyan, mint a CT)

Hagyományos:

Konfokális:

Anti-tubulin antitesttel végzett jelölés 
egy mitotikus sejtben.

Vizsgált sík Leképzett 
térfogat

Leképzett 
térfogat

Vizsgált sík

Vizsgált síkok

Minta

Detektor

Hullámhossz szűrő

Rés
Nem-fókuszált fény

Hullámhossz 
szűrő

Rés

Fókuszált fény

Dikromatikus tükör

Objektív
Gerjesztő 

fény

Lézerforrás



Konfokális mikroszkópia

Corti-szerv

Patkány cerebellum Szívizom

HeLa-sejtek



Kolokalizáció vizsgálata
Zöld: glükokortikoid receptor Piros: mitokondrium

Kék: CD4
Pirosas: CD8
Lila: CD4/CD8 kettős pozitív

Sárga: GR+mitokondrium
DP (double positive): Kettős
pozitív T-sejt, éretlen T-sejt
előalak, lásd később



Szuperfelbontású fluoreszcens 
mikroszkópia

2014-es Kémiai Nobel-díj:
„A szuperfelbontású fluoreszcens 
mikroszkópia kifejlesztéséért.”[14.]

Eric Betzig Stefan W. Hell

William E. Moerner

Két egérsejt telofázisban
Narancs: tubulin
Zöld: aktin
Kék: kromatin

A konfokális (jobb) és a szuperfelbontású STED mikroszkópia
(bal) felbontásának összehasonlítása mikrotubulusokon.

20-50 nanométeres nagyságrend → fehérje komplexek[12,13.]



Lymphocyták szöveti megoszlása

Perifériás vér Nyirokcsomók Lép

Th sejtek 50-60% 50-60% 35-40%

Tc sejtek 20-25% 15-20% 10-15%

B-sejtek 10-15% 20-25% 40-45%

NK-sejtek ≈10% Igen kevés ≈10%



Az áramlási citometria (flow cytometry) 
definíciója

• Mitől citometria?
– Sejtek paramétereinek vizsgálatára alkalmas módszer. (pl. sejtszám, méret,

granularitás, fehérjék jelenléte a felszínen vagy a citoplazmában, DNS-
tartalom, stb., lásd a következő diákon)

• Mitől áramlási?
– Folyadékban szuszpendált sejteknek vagy egyéb partikulumoknak lézerfény és

detektorok előtti áramoltatásán alapul. (lásd a következő diákon)
• Mire jó?

– Egy nagyobb sejtmennyiség gyors, multiparaméteres vizsgálatát teszi
lehetővé, vagyis amellett, hogy rövid időn belül sok sejtet vizsgál, egyetlen
vizsgált sejtről egyidejűleg több paramétert is megad. (méret, granularitás,
jelöléstől függően egyéb, lásd a következő diákon)

Egy hemocitométer:
Mikroszkóp alatt a vizsgáló
megszámol percenként kb.
100-200 sejtet.

BD FACSCanto™ II áramlási
citométer:
Egy másodperc alatt akár 10.000
sejtet is képes lemérni.[1.]



Lézerforrás

Dikroikus tükör

SSC
(oldalsó detektor)

FSC
(szemközti detektor)

Fényszűrő

Fluoreszcens detektorok

Számítógép

Az áramlási citometria lényege

A folyadékban lévő sejtek egyesével
elhaladnak a lézer előtt. A
fényszórásból az FSC és SSC
detektorok meghatározzák a sejt
méretét és granularitását, illetve a
lézer gerjeszti a fluoreszcens
molekulákat, amik a rájuk jellemző
hullámhosszúságú fényt emittálják.
A kibocsátott fluoreszcens fényt
dikroikus tükrökkel vagy filterekkel
terelik a megfelelő detektorhoz.[2.]



Hidrodinamikus fókuszálás
• A folyadékban lévő sejteket a hozzájuk

áramoltatott köpenyfolyadék (angolul
sheath fluid, ez általában PBS) sorba
rendezi. A sejtek így egymás után,
egyesével haladnak egy kapillárisban.
A lézerfény erre a kapillárisra fókuszált.

• Ultrahang is használható a sejtek
fókuszálására (akusztikus fókuszálás):

Az akusztikus fókuszálást használó Attune®
áramlási citométer fókuszálás nélkül (bal) és
fókuszálással (jobb).

Sejtszuszpenzió
Köpeny-
folyadék

Lézerforrás

Szórt fény

Emittált 
fluoreszcens fény

Hidrodinamikus 
fókuszálás



Az FSC és SSC detektorok
• A FSC (forward scatter) detektor a

kibocsátó lézerforrással nagyjából
szemben található, a sejt felszíne
által okozott fényszórást méri, ami a
sejt méretével arányos.

• Az SSC (side scatter) detektor a
sejtre érkező lézerfényhez képest
oldalt található, a sejt belsejében
előforduló membránnal körülvett
struktúrák (pl. granulumok,
mitokondriumok, stb.) által okozott
szórást méri, ami a sejt
granuláltságával arányos.

FSC (előre irányuló 
szórás)

SSC (oldalra irányuló szórás)

Beérkező fény

Lézerforrás
Dikroikus

tükör

SSC
(oldalsó detektor)

FSC
(szemközti detektor)

Fényszűrő

Fluoreszcens detektorok

Számítógép



Dot plot bemutatása FSC és SSC 
alapján

A dot plot (dot = pont, plot = kép) az áramlási citometriás vizsgálatok egy jellegzetes
megjelenítési formája. Egy kéttengelyű koordináta-rendszerben helyezi el a sejteket a
beállított két paraméter függvényében. Minden egyes látott pont egy sejtnek felel meg. Az
azonos sejtcsoportba tartozó sejtek nagyobb halmazokat, sejtpopulációkat alkotnak. Az
egyes populációk ezt követően kiválaszthatók („kapuzás”) és külön-külön vizsgálhatók más
paraméterekre.

Lymphocyták
Monocyták

Granulocyták

SS
C 

(g
ra

nu
la

rit
ás

)

FSC (méret)

Humán perifériás vér dot ploton:
Granulocyták

Monocyták

Lymphocyták



Példa a kapuzásra

Szerették volna a mintában meghatározni a a Th17 sejtek (lásd 2. gyakorlat) arányát. A vért
fluoreszcensen jelölték (lásd következő diákon) CD4-re, és IL-17-re, majd a mintát áramlási
citométerrel vizsgálták.
• A: Méret (FSC) és granularitás (SSC) alapján kiválasztották a lymphocytákat. (R1 kapu)
• B: A lymphocytákon belül kiválasztották a CD4 pozitív sejteket. (R2, zöld kapu)
• C: A lymphocytákon belül vizsgálták az CD4+ és IL-17+ sejtek arányát. (jobb felső kvadráns,

1,24%-a az összes lymphocytának.)

A B C

CD4

IL
-1

7

SS
C

SS
C

FSC CD4



Baktérium
0,5 µm

Fitoplankton
2 µm

Vörösvérsejt
6-8 µm

Lymphocyta
7-10 µm

Granulocyta
12-15 µm

Monocyta
15-25 µm

NagyKicsi

Áramlási citometria és a 
vörösvérsejtek

• A vörösvérsejtek zavarják a vérminták vizsgálatát, mert:
– Hasonló mérettartományba esnek, mint a lymphocyták.
– A lymphocytákhoz képest sokkal több van belőlük, ezért elfedik a lymphocytákból

érkező jelet.

• Módszerek a vörösvérsejtek eliminálására:
– Hemolízis
– Ficoll-grádiens centrifugálás (lásd később)

Vvt, tct és egy 
lymphocyta



Lézerforrás
Dikroikus

tükör

SSC
(oldalsó detektor)

FSC
(szemközti detektor)

Fényszűrő

Fluoreszcens detektorok

Számítógép

Immunfluoreszcens jelölés

„A” antigén „B” antigén „C” antigén

Piros fluorokróm Kék fluorokróm Zöld fluorokróm

A méret és a granularitás mellett a
sejtekből érkező fluoreszcens jel is
detektálható. A lézer gerjesztő fényként
gerjeszti a jelöléshez használt antitesthez
konjugált fluorokrómot, ami valamilyen rá
jellemző hullámhossz tartományban
(emissziós spektrum) fényt bocsát ki. A
különböző hullámhosszú fluoreszcens fényt
dikroikus szűrőkkel vagy tükrökkel el lehet
különíteni és a nekik megfelelő
detektorokba terelhetők.

Gerjesztés

EmisszióAbszorpció

Gerjesztett 
állapot

Alapállapot

Kék fény
(nagy 

energiájú)
Zöld fény

(alacsonyabb 
energiájú)



A fluoreszcens spektrum

635 nm lézer APC

FL4 (661/16)

hullámhossz

488 nm lézer
PerCP

PE

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

hullámhossz

A BD FACSCalibur lézerei:[3.]
488 nm argon lézer
635 nm vörös dióda lézer

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

A lézerekkel ellentétben, amik egy fix hullámhosszúságú fénynyalábot bocsátanak ki, a
fluorokrómok egy rájuk jellemző emissziós spektrummal rendelkeznek, amik sokszor
jelentősen átfednek egymással.



Fluorokrómok

Ugyanabban a mintában ugyanazon lézer által gerjesztett és azonos színű
fluorokrómok használata kerülendő, mert nem lesznek elkülöníthetőek a vizsgált
antigének. (Gyakran használt kombináció: FITC + PE + APC)

Fluorokróm Színe
Gerjesztési hullámhossz 

max. (nm)
Emissziós hullámhossz 

max. (nm)Gerjesztő lézer (nm)



Fluoreszcencia megjelenítése dot ploton

FITC+APC kettős pozitív

FITC pozitív

APC pozitív

Negatív

A vizsgálat kvantitatív, a mért fluoreszcencia intenzitások számban
kifejezhetőek. (=A pozitivitás mértéke is meghatározható.)
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Példák egyéb megjelenítési formákra

Hagyományos hisztogram: A vízszintes tengelyen az adott detektorban mért
fluoreszcencia intenzitás (=jelerősség), a függőleges tengelyen pedig a sejtek száma
látható. A megadott példában elkülöníthető egy alacsony fluoreszcenciájú negatív és
egy magasabb fluoreszcenciát adó pozitív sejtpopuláció.

Negatív
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Fluoreszcencia intenzitás

Pozitív



A CD markerek típusai
• Sejtvonal markerek: Kizárólag egy sejtvonalra jellemzőek, az adott vonal összes

sejtjén jelen vannak, de más sejteken nem találhatók meg.
– Pl.: CD3 → minden T-sejten CD19 → minden B-sejten

• Érési markerek: A sejtérés eltérő fázisaiban különbözik az immunfenotípus, egyes
molekulák csak a sejtérés bizonyos fázisaiban vannak jelen, később eltűnnek, más
molekulák csak az érett sejteken találhatók meg, stb.
– Pl.:  CD20 (B-sejt marker is egyben, más sejteken nem fordul elő)[1.]

• Aktivációs markerek: Nyugvó sejteken nincsenek, vagy csak nagyon kis
mennyiségben vannak jelen, de a sejtaktiváció hatására megjelennek, pl.:
– CD25 (az interleukin-2 receptorának az alfa lánca, IL-2Rα, lásd később)
– CD80 és CD86 (B7-1 és B7-2, az antigén prezentáló sejteken található ún.

kostimulációs molekulák, lásd később)

Pro-B-sejt Pre-B-sejt Éretlen B-sejt Érett B-sejt Plazmasejt

CD20 negatív CD20 pozitív CD20 pozitív CD20 pozitív CD20 negatívCD20 negatív

CLP



Normál humán vér lymphocyta alcsoportjai

CD3 CD3 CD3
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CD4 CD3 CD56
Emlékeztető: CD3 → T-sejt, CD4 → Th sejt, CD8 → Tc sejt, CD19 → B-sejt, CD56 → NK-sejt
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CD45 humán perifériás vérben

Lymphocyták
Monocyták

Granulocyták

A CD45 molekula minden fehérvérsejten megtalálható, ún. pan-leukocyta marker.



CD45RA és RO izoformák kimutatása 
humán vérben

CD3 PE CD3 PE

CD
45

RA
 F

IT
C

CD
45

RO
 C

yC

Naiv T-sejtek Memória T-sejtek

CD45 funkciója: Sejtmembránba ágyazott foszfatáz, számos izoformája ismert, a CD45RA a
naiv T-sejtekre, a CD45RO a memória T-sejtekre jellemző.[6.] (részletesen lásd előadáson)



CD25 expresszió humán vér T-sejtjeiben

CD3 FITC

CD
25

 P
E

CD25: Az interleukin-2 receptorának alfa lánca (IL-2Rα), mely aktivált lymphocytákon
jelenik meg.[7.] (részletesen lásd előadáson)

Aktivált T-sejtek



Humán CD5+ B-sejtek

CD5+ B-sejtek

CD5- B-sejtek

T-sejtek

CD5+ B-sejtek

CD5- B-sejtek

T-sejtek

Egészséges egyén perifériás vére: B-sejtes chronicus lymphocytás
leukaemia (B-CLL):



Az áramlási citometria jelentősége 1.
• Meghatározható a mintában található sejtek immunphenotípusa (immunphenotipizálás):

– Malignus hematológiai betegségek diagnosztikája és differenciáldiagnosztikája[8, 9.]

– Immunhiányos állapotok diagnosztikája és differenciáldiagnosztikája[10.]

– Autoimmun betegségek követése
– Transzplantáció előtti és utáni állapotok követése[11.]

– HLA haplotípus meghatározása[12.] (lásd később)
– Fertőző betegségek diagnosztikája és követése

• Kvantitatív mérési lehetőségek:
– A vizsgált antigént hordozó sejtek arányának mérése
– Az antigén expressziójának meghatározása a vizsgált sejtpopulációban

• DNS és RNS tartalom mérése:[13.]

– Apoptózis vizsgálata
– Sejtciklus vizsgálata
– Reticulocyták számának meghatározása
– Aneuploidia kimutatása



Az áramlási citometria jelentősége 2.
• Funkcionális tesztek:

– Phagocytaló képesség vizsgálata[14.]

– Intracelluláris kalcium szint mérése[15.]

– Intracelluláris pH meghatározása
– Enzim mennyiség és aktivitás meghatározása
– Chemotaxis vizsgálata
– Reaktív oxigén szabadgyökök termelésének meghatározása
– Proliferációs index mérése

• Citokin szint mérés [16.] (CBA, lásd később a szerológiai teszteknél)
• Sejtszeparálás[17.] (Sejt szortolás, lásd később)
• Hematológiai automaták → vérkép (fluoreszcens jelölés nélkül)

A következőkben láthattok pár szemléltető diát az áramlási citometria felhasználási
területeiről. Az azokon szereplő anyagot természetesen nem kérjük számon, azonban a
főbb felhasználási területeit ismerni kell és tudnotok kell dot plotot elemezni!



Példa immunphenotipizálásra 1.

Kapott immunphenotípus:
CD5+/CD23+/CD19+/FMC7-

Normál vérkenet A beteg kenete
Diagnózis: B-sejtes chronicus lymphocytás leukaemia
(B-CLL, B-cell chronic lymphocytic leukemia)

A betegnél vérvétel során kórosan emelkedett
lymphocytaszámot (lymphocytosis) találtak.

Kérdés: Milyen sejtek ezek?

Áramlási citometria

FSC
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CD19-PE
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5-

PE

CD23-APC FMC7-FITC



Példa immunphenotipizálásra 2.
Lymphocytosis és nyirokcsomó-megnagyobbodás (lymphadenomegalia) miatt
vizsgálták a beteget.

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

Diagnózis: Köpenysejtes lymphoma (MCL,
Mantle cell lymphoma), leukaemiás vérképpel

Kérdés: Milyen sejtek ezek?

Kiszélesedett köpenyzóna (mantle zone) egy
nyiroktüsző körül MCL-ben. (fehér nyilakkal
jelölve, H&E festés)



Példa immunhiány követésére
CD4/CD8 arány egy egészséges 

egyén perifériás vérében:

CD3

CD3

CD
8

CD
4

CD3

CD3

CD
4

CD
8

Kóros CD4/CD8 arány HIV 
fertőzött betegben:

Cytotoxicus T-sejtek

Helper T-sejtek



Példa phagocytosis vizsgálatára

A kezelések hatására fokozódik
a macrophagok phagocytaló
képessége.

A: Kezeletlen macrophagok FITC-
el jelölt latex gyöngyök nélkül

B: Kezeletlen macrophagok FITC-el
jelölt latex gyöngyökkel inkubálva

C: Növényi poliszachariddal kezelt 
macrophagok FITC-el jelölt latex 

gyöngyökkel inkubálva

D: LPS-el kezelt macrophagok FITC-el
jelölt latex gyöngyökkel inkubálva



DNS tartalom vizsgálata tumorokban

Fluoreszcencia intenzitás Fluoreszcencia intenzitás

Normális állapot: Májbiopszia hepatocellularis carcinomából:[18.]
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G0+G1 diploid sejtek

G2+M fázisú 
sejtek

S fázis

Haploid csirke vvt (kontroll)

Diploid sejtek (G0+G1)

Aneuploid sejtek 
(G0 +G1)

Aneuploid sejtek 
(G2+M)

Aneuploidia: Abnormális kromoszómaszám (pl. 60 a 46 helyett G0 fázisú sejtekben) 

DNS-t festő fluorokrómokkal kezelik a sejteket, majd megmérik a fluoreszcencia intenzitást.



Példa sejt életképesség vizsgálatára
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Annexin V-FITC

Annexin V-FITC

Elhalt 11,3%

Elhalt 9,3%

Apoptotikus 28,3%

Apoptotikus 3,2%

Élő 62,3%

Élő 85,4%

P1 53,1%

P1 88,4%

Jurkat-sejtek

Jurkat-sejtek + camptothecin (kemoterápia)

Propidium-jodid: DNS-t
kötő fluoreszcens molekula,
mely azonban az élő sejtek
membránján nem jut át.

Annexin V: Az apoptotikus
sejtek membránjában
előforduló foszfatidil-
szerinhez kötődik.



Mononukleáris sejtek izolálása
• Fizikai paramétereken alapuló módszerek:[19.]

– Filtráció (vérsejtek mérete alapján)
– Grádiens centrifugálás (pl. Ficoll-grádiens centrifugálás, a vér alakos

elemeinek sűrűsége alapján)

• Adhéziós tulajdonságokon alapuló eljárások:
– Nylon vatta: monocyták és a B-sejtek kitapadnak
– Műanyag/üvegfelszín: monocyták kitapadnak, lymphocyták eltávolíthatók

Sűrűség (g/ml)

Se
jts
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m

Vörösvérsejt

Neutrophil
Lymphocyta

Monocyta
Basophil

Eosinophil

Ficoll (1,077)



Ficoll-grádiens centrifugálás 1.

Vérvétel

Higított vér 
rárétegezése a Ficoll-ra

Centrifugálás

Vérplazma

Ficoll
Erythrociták + neutrophilek

és eosinophilek

Lymphocyták + monocyták
(PBMC)

Ficoll

Ficoll-grádiens centrifugálás:

Közönséges centrifugálás:

Ebben mindenféle 
fehérvérsejt megtalálható

Vérvétel Centrifugálás

Vérplazma (térfogat kb. 55 
százaléka)

Buffy coat (fvs+tct)
< 1%

Erytrhocyták (térfogat kb. 
45 százaléka)

Alakos elemek



Ficoll-grádiens centrifugálás 2.

Perifériás vér mononukleáris sejtjei (PBMC,
Peripheral blood mononuclear cells = nem-
szegmentált magvú fehérvérsejtek):
Lymphocyták, monocyták (és kis arányban
basophil granulocyták)[20.]



Szortolás
Szortolás: áramlási citometrián alapuló 
sejtelválasztó technika
FACS: Fluoreszcencia-aktivált sejt szortolás
(Fluorescence activated cell sorting)

1. A sejtek egyesével egy-egy folyadékcseppbe
kerülnek.

2. A fluoreszcensen jelölt sejt elhalad a lézer
előtt, a szórt és az emittált fényt a
detektorok mérik.

3. A cseppek a beállított paraméterektől
függően elektromos töltést kapnak.

4. A cseppeket eltérítik a pozitív és negatív
töltéssel bíró lemezek.

5. A sejteket tartalmazó eltérített cseppek
külön csövekbe kerülnek.

Az elkülönített sejtek életképesek és 
felhasználhatók

Kevert 
sejtszuszpenzió

Lézer Detektor

Töltés

Töltött lemezek

Elkülönített 
sejtek



Szortolás egér thymusból

CD8-CyC

CD8-CyC CD8-CyC

CD8-CyCCD8-CyC
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PE
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PE
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PE

Kiindulási minta
(thymocyták)

DN (Double negative)

CD4 SP (Single positive) CD8 SP (Single positive)

CD4/CD8 DP (Double positive)

Az elért tisztaság >90%



Immunomágneses sejtszeparálás (MACS)

1. Antitest 
keverék

2. Mágneses 
gyöngy

3. Inkubáció

4. Mágneses 
szeparáció

5. Felülúszó 
leöntése

Pozitív szelekció: Csőhöz tapadt jelölt 
sejtek
Negatív szelekció: Felülúszóban lévő 
jelöletlen sejtek

SEJT

Antitest komplex

Mágneses 
gyöngy

A Stemcell Technologies™ 
EasySep™ mágnese.
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