
126
âESKO-SLOVENSKÁ PATOLOGIE 4/2013

Imunofenotypizace prÛtokovou cytometrií v patologii
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SOUHRN
PrÛtoková cytometrie je moderní analytická metoda pouÏívaná v klinick˘ch i v˘zkumn˘ch laboratofiích k imunofenotypizaci vybran˘ch
bunûãn˘ch subpopulací v suspenzi (periferní krve, aspirátu kostní dfienû, mozkomí‰ního moku atd., ale i bunûãné suspenzi získané
z nefixovaného solidního tumoru). Poskytuje souãasnû informace o ãetn˘ch povrchov˘ch nebo intracelulárních znacích analyzovan˘ch
elementÛ. V klinické praxi k tomu vyuÏívá fluorescenãních monoklonálních protilátek proti povrchov˘m nebo intracelulárním antigenÛm,
které jsou asociovány s urãit˘m typem bunûk (T-lymfocyty, B-lymfocyty, apod.), jejím v˘vojov˘m stádiem nebo monoklonalitou (napfi.
lehké fietûzce povrchov˘ch imunoglobulinÛ).
Pravdûpodobnû nej‰ir‰ího vyuÏití dosáhla metoda v diagnostice hematologick˘ch malignit, kde právû rychlá a pfiesná diagnostika dá-
vá lékafii stûÏejní informace ke správnému stanovení diagnózy a k v˘bûru optimální léãby, následnû lze takfika v reálném ãase sledovat
efekt léãby.

Klíãová slova: prÛtoková cytometrie – imunofenotypizace – non-Hodgkinské lymfomy 

Immunophenotypization by means of flow cytometry in pathology

SUMMARY
Flow cytometry represents a modern analytical method useful for an assessment of selected cellular subpopulations in suspension (pe-
ripheral blood, aspirate of bone marrow, liquid fluid etc. and also in suspensions prepared from non-fixed solid tumors) in clinical and
research laboratories. The method provides information on numerous surface or intracellular markers of the analyzed elements at the
same time. The usage of fluorescent monoclonal antibodies against surface or intracellular antigens associated with specific type of cells
(T-lymphocytes, B-lymphocytes etc.), with their developmental stage, or with monoclonality (for example antibodies against light chains
of immunoglobulins), are the most valuable for the clinical practice.
The most important application of flow cytometry in pathology has remained in hematologic malignancies, where this fast and exact
method provides, practically in a real time, crucial information for correct diagnosis as well as for the choice of optimal therapy, and
subsequently for assessing the effect of the therapy.
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PrÛtoková cytometrie je laboratorní metoda pouÏívaná pro mû-
fiení rÛzn˘ch parametrÛ bunûk. Jedná se o bioanalytickou meto-
du, která spojuje principy fluorescenãní mikroskopie a hematolo-
gického analyzátoru. Je vyuÏitelná v mnoha vûdeck˘ch disciplínách.
Nejvût‰í uplatnûní v‰ak na‰la v medicínû a biologii.

S my‰lenkou prÛtokové cytometrie nás seznamuje v roce 1934
Andrew Moldavan, ov‰em jeho prototyp zafiízení nebyl nikdy se-
strojen. PrÛtoková cytometrie se zrodila v roce 1949 díky Wallace
H. Coulteru, kter˘ zkonstruoval pfiístroj schopn˘ poãítat krevní buÀ-
ky v proudícím roztoku. Na principu Coulterova counteru vyvinul
Mack Fulwyler a Marvin Van Dilla z Los Alamos National Labora-
tory první prÛtokov˘ cytometr, kter˘ separoval ãástice podle jejich
velikosti (1-4). Tento pfiístroj byl posléze zdokonalen doplnûním de-
tektorÛ fluorescence a byl pfiedstaven Leonardem Herzenbergem
a jeho pracovní skupinou ze Stanfordské Univerzity jako první
funkãní FACS (flurescence-activated cell sorter) (3,5).

PRINCIP METODY

Termín „prÛtoková cytometrie“ je pouÏíván od roku 1976. Cy-
tometrie umoÏÀuje analyzovat v krátkém ãase velk˘ poãet ãástic
a cytometrická data dovolují statistické zhodnocení jednotliv˘ch bu-
nûãn˘ch subpopulací zejména podle relativní bunûãné velikosti, gra-
nularity a intenzity fluorescenãního signálu pro rÛzné testované
vlastnosti díky pouÏití vybran˘ch specifick˘ch fluorescenãnû znaãe-
n˘ch protilátek (6-13).

PrÛtoková cytometrie funguje na principu hydrodynamické fo-
kusace. Jednotlivé buÀky v izotonickém roztoku (nosná tekutina,
tzv. sheat fluid) protékají velmi tenkou tryskou do silnûj‰í kapiláry,
kterou nosná tekutina proudí. BuÀky usmûrnûné do tenkého prou-
du postupují jedna za druhou prÛtokovou komÛrkou, kde protína-
jí nejãastûji laserov˘ monochromatick˘ svûteln˘ paprsek. âástice fy-
zikálnû lomí, odráÏejí a rozptylují laserové svûtlo procházející optic-
kou soustavou, jejímiÏ základními prvky jsou filtry propou‰tûjící
svûtlo o definovan˘ch vlnov˘ch délkách (band pass, short pass
a long pass filtry). Jednotlivé signály jsou pfievedeny na elektrické
impulzy a zesíleny fotonásobiãem (obr. 1) (7).

Mûfien˘mi parametry jsou zejména rozptyl svûtla v malém úhlu,
tzv. „forward scatter“ (FSC – je pfiímo úmûrn˘ velikosti bunûk) a roz-
ptyl svûtla v úhlu 90°, tzv. „side scatter“ (SSC – je ovlivnûn hlavnû
granularitou ãástic a ãlenitostí bunûãného jádra). Kromû tûchto zá-
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