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A flow cytometria alapjai

Definíció:

A flow cytometria - FCM - folyadékban áramló partikulumok optikai 

tulajdonságainak vizsgálatára alkalmas módszer.

Működése:

1. Sejtszuszpenziót injektálnak egy köpenyfolyadékba, ahol a sejtek 

egyenként haladnak el, egy az áramlásra merőleges monokromatikus 

fényforrás előtt.

2. A sejtáram és a gerjesztő fénysugár metszéspontjában sejtenként, 

egyesével fényszórási és fluoreszcens jelek detektálhatók.



A flow cytometer működése



Flow cytometer felépítése



Áramlási kamra



Band pass-sávszűrő: adott hullámhossz 

tartományban enged át. Pl. BP 530/30: 

515-545 nm.

Dicroic mirror-dikroikus tükör: adott 

hullámhossznál szeparáló tükör

- SP short pass: adott hullámhossz alatt 

enged át, fölötte tükröz

- LP long pass: adott hullámhossz fölött 

enged át, alatta tükröz

Pl. DM 560 SP: 560 nm alatt enged át, 

fölötte tökröz

Long pass szűrő: adott hullámhossz fölötti 

mindent átenged, alatta elnyel. Pl. LP 650: 

650 nm fölötti fényt átengedi, alatta 

elnyeli.

Brewster window: polarizált fényt 

(gerjesztő) tükrözi, a nem polarizáltat 

(fluoreszcencia) átengedi.

Fluoreszcens jelek 

szeparálása



Fényszórási jelek

FSC - forward scatter:

előre irányuló fényszórás.

Sejtmérettel korrelál.

SSC - side scatter:

oldalra irányuló fényszórás.

Granularitásra utal.



Emissziós spektrum

http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer

http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer

http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer
http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer


17 színű FCM

1976 FACS II When can I get one?

1991 FACS Vantage Do you really need 5 colors?

1998 FACS Vantage SE Do you really need 6 colors?

2000 FACS DiVa Do you really need 8 colors?

1980 FACS IV/440 Do you really need 4 colors?

2003 FACS Aria When can I get one?



40+ színű FCM

1976 FACS II When can I get one?

1991 FACS Vantage Do you really need 5 colors?

1998 FACS Vantage SE Do you really need 6 colors?

2000 FACS DiVa Do you really need 8 colors?

1980 FACS IV/440 Do you really need 4 colors?

2003 FACS Aria When can I get one?

Toward 40+ Parameter Flow Cytometry, CYTO 2014

Pratip Chattopadhyay1, Stephen Perfetto1, Brent Gaylord2, Alan Stall2, Larry Duckett2,
Julie Hill1, Richard Nguyen1, David Ambrozak1, Robert Balderas2, Mario Roederer1
1ImmunoTechnology Section, Vaccine Research Center, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, United States, 2BD Biosciences, San Diego, CA, United States

- This system uses five tunable lasers: 355nm/60mW, 405nm/1000mW, 488nm/500mW,
532nm/1000mW and a 628nm/1000mW.

- laser power titration curves, we can track changes in staining index and quantitatively
identify the optimal laser power for a wide variety of fluorochromes

- we report our testing of 43 fluorochromes (commercially available or in advanced
stages of development), and rank them by staining index



Spektrális flow cytometer

A hagyományos flow 

cytometerek az 

emissziós tartomány

egy részét detektálják.

A spektrális flow 

cytometerek a teljes

emissziós

tartományban

detektálnak.



Spektrális mintázat



10 vs. 20 színű AML panel



Immunfenotipizálás
Definíció:

Adott minta sejtjeinek immunmarkerekkel való vizsgálatát és

jellemzését jelenti.

Alkalmazása:

Sejtfelszíni és intracelluláris antigének kimutatásával,

jellemző antigén expressziójuk alapján a különböző

sejttípusok,

• azonosíthatók,

• egymástól elkülöníthetők,

• kvantitálhatók.



Immunfluoreszcens jelölés



Kapuzás - gating

Sejtpopulációk szoftveres elkülönítése mért paraméterek alapján.



Immunfenotipizálás 

onkohaematológiai alkalmazásai

1. Az alapdiagnózis felállításában segít betegségre 

jellemző sejtpopulációk azonosítása révén.

2. Betegség monitorozása: abnormális populációk 

mennyiségi változásának vizsgálata kezelés során. 

Minimális reziduális betegség meghatározása.

3. CD34+ őssejt koncentráció meghatározás autológ 

őssejt transzplantációhoz.



FCM diagnosztikai stratégia

Új beteg Ismert beteg

Adekvát klinikai 
adatok és irány 

diagnózis

Kevés klinikai adat
és/vagy bizonytalan 

irány diagnózis

Célzott 
panel 

alkalmazása

Tájékozodó 
panel 

alkalmazása

Sürgős 
kenet

Célzott panel 
alkalmazása

Célzott, szűkített, 
MRD panel 
alkalmazása

Sürgős 
kenet



Fenotipizáláshoz használt 

immunmarkerek

1. Sejtvonal markerek

• B-sejt: CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD38, CD138

• T-sejt: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8

• NK-sejt: CD16, CD56, CD57

• Myeloid, monocytoid: CD13, CD14, CD15, CD16, CD33, 

CD64, MPO

2. Érési markerek

• CD45, CD10, CD34, CD117, TdT



Fenotipizáláshoz használt 

immunmarkerek

3. Klonalitás markerek:

• B-sejt: immunglobulin könnyűláncok - kappa, lambda

• T-sejt: TRBC-1, TRBC-2

4. Egyéb (abnormális expressziójú, prognosztikai stb.) 

markerek:

• CD11c, CD25, CD103, CD123, CRLF-2, CD304, CD38, 

CD200, CD7, CD56



Antitestek panelek

1. B-sejtes neopláziák

• CLL/MCL: CD5, CD19, CD20, CD23, CD38, CD200, kappa, 

lambda, CD45

• HCL: CLL + CD11c, CD25, CD103

• MZL: CLL + CD11c

• FCL: CLL + CD10

• MM: CD38, CD138, CD56, CD19, CD117, CD20, CD45



Antitestek panelek

2. ALL

CD45, CD10, CD34, TdT, CD19, CD20, cy-IgM, s-IgM, kappa, 

lambda, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD1a, CD13,CD15,  

CD33, CD64, CD58, CD66c, CD123, CRLF-2, CD304

3. AML

CD45, CD10, CD34, CD19, CD2, CD3, CD7, CD13, CD14, 

CD64, CD33, CD11b, CD15, CD61, HLA-DR, CD56, CD117, 

MPO, CD123



B-sejt érés normál csontvelőben



CLL, vér



FCL



HCL, vér



Plazmasejtes myeloma



T-sejtes lymphoproliferációk



T-sejtes lymphoproliferációk

Perifériás T-sejtes lymphoma



B-ALL, csontvelő



B-ALL MRD,  15. nap

MRD: 10%



B-ALL MRD,  33. nap

MRD nem igazolható.



AML-M0-M1



AML-M4, csontvelő



AML-M5, csontvelő



PNH



CD34+ őssejt koncentráció 
meghatározás



Köszönöm a figyelmet!
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