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SOUHRN

Pritokovd cytometrie je moderni analytické metoda pouzivand v klinickych i vyzkumnych laboratoFich k imunofenotypizaci vybranych
bun&énych subpopulaci v suspenzi (periferni krve, aspiratu kostni dfeng, mozkomisniho moku atd., ale i bun&ené suspenzi ziskané
z nefixovaného solidniho tumoru). Poskytuje sou¢asné informace o Eetnych povrchovych nebo intracelulérnich znacich analyzovanych
element(. V klinické praxi k tomu vyuzivé fluorescenénich monoklonélnich protilétek proti povrchovym nebo intracelulérnim antigentm,
kferé jsou asociovany s urcitym typem bungk (T-lymfocyty, B-lymfocyty, apod.), jejim vyvojovym stadiem nebo monoklonalitou (napf:
lehké Fetézce povrchovych imunoglobuling).

va lékati stéZejni informace ke sprévnému stanoveni diagnézy a k vybéru optimdlni léeby, nésledné Ize takika v redlném éase sledovat
efekt lécby.
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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 monoclondlity (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.

Pritokovd cytometrie je laboratorni metoda pouzivané pro mé-
feni roznych parametrd bungk. Jednd se o bioanalytickou meto-
du, kterd spojuje principy fluorescenéni mikroskopie a hematolo-
gického analyzétoru. Je vyuZitelnd v mnoha védeckych disciplinéch.
Nejvétsi uplatnéni viak nasla v medicing a biologii.

S myslenkou pritokové cytometrie nés seznamuje v roce 1934
Andrew Moldavan, oviem jeho prototyp zafizeni nebyl nikdy se-
strojen. Protokové cytometrie se zrodila v roce 1949 diky Wallace
H. Coulteru, ktery zkonstruoval pfistroj schopny po¢itat krevni bui-
ky v proudicim roztoku. Na principu Coulterova counteru vyvinul
Mack Fulwyler a Marvin Van Dilla z Los Alamos National Labora-
tory prvni pritokovy cytometr, ktery separoval &astice podle jejich
velikosti (1-4). Tento pfistroj byl posléze zdokonalen doplnénim de-
tektory fluorescence a byl predstaven Leonardem Herzenbergem
a jeho pracovni skupinou ze Stanfordské Univerzity jako prvni
funkeni FACS (flurescence-activated cell sorter) (3,5).
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PRINCIP METODY

Termin ,pritokové cytometrie” je pouzivén od roku 1976. Cy-
tometrie umoziiuje analyzovat v krétkém &ase velky pocet &astic
a cytometricka data dovoluji statistické zhodnoceni jednotlivych bu-
néénych subpopulaci zejména podle relativni bunééné velikosti, gra-
nularity a intenzity fluorescenéniho signélu pro rozné testované
vlastnosti diky pouziti vybranych specifickych fluorescenéné znace-
nych protilatek (6-13).

Pritokovd cytometrie funguje na principu hydrodynamické fo-
kusace. Jednotlivé buriky v izotonickém roztoku (nosnd tekuting,
tzv. sheat fluid) protékaji velmi tenkou tryskou do silngjsi kapilary,
kterou nosné tekutina proudi. Buitky usm&rnéné do tenkého prou-
du postupuii jedna za druhou pritokovou komirkou, kde protina-
ii nejastéji laserovy monochromaticky svételny paprsek. Céstice fy-
zik&Ing lomi, odréZeji a rozptyluji laserové svétlo prochézejici optic-
kou soustavou, jejimiz zdkladnimi prvky jsou filtry propoustéjici
svétlo o definovanych vinovych délkach (band pass, short pass
a long pass filtry). Jednotlivé signdly jsou pievedeny na elekirické
impulzy a zesileny fotonasobicem (obr. 1) (7).

Mé&tenymi parametry jsou zejména rozptyl svétla v malém Ghly,
tzv. ,forward scatter” (FSC - je pFimo Gmérny velikosti bunék) a roz-
ptyl svétla v 6hlu 90°, tzv. ,side scatter” (SSC - je ovlivnén hlavné
granularitou &éstic a élenitosti bunééného jédra). Kromé téchto z4-



