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PRPRŮŮTOKOVTOKOVÁÁ CYTOMETRIECYTOMETRIE

Princip a vyuPrincip a využžititíí



PrPrůůtokový tokový cytometrcytometr
�� flowflow cytometriecytometrie ((flowflow ++cytocyto ++metriemetrie ))
�� specializovanspecializovaněějjšíší varianta fluorescenvarianta fluorescenččnnííhoho

mikroskopu v kombinaci s krevnmikroskopu v kombinaci s krevníím analyzm analyzáátoremtorem
�� mměřěřeneníí fyzikfyzikáálnlníích, chemických a biologickýchch, chemických a biologických

vlastnostvlastnostíí aažž 101066 bunbuněěk v suspenzik v suspenzi

Cytomics FC500 (Beckman Coulter) FACSCantoII (Becton-Dickinson)



SloSložženeníí prprůůtokovtokovéého ho cytometrucytometru

1.1. Zdroj svZdroj svěětlatla -- signsignáál z rozptylu na bul z rozptylu na buňňkkáách a aktivace ch a aktivace 
fluorescence navfluorescence naváázaných barev zaných barev 

2.2. FluidikaFluidika -- smsměřěřovováánníí vzorku do laserovvzorku do laserovéého paprskuho paprsku
a usma usměěrrňňovováánníí jeho tokujeho toku

3.3. OptikaOptika -- sdrusdružženeníí a rozda rozděělenleníí rozptýlených paprskrozptýlených paprskůů
dle dle λ λ λ λ λ λ λ λ pomocpomocíí filtrfiltrůů a zrcadel na pa zrcadel na přřííslusluššnnéé detektorydetektory

4. Elektronika a po4. Elektronika a poččíítataččový systový systéémm -- ppřřevod optickevod optickééhoho
signsignáálu na elektronický a dallu na elektronický a dalšíší zpracovzpracováánníí

laser
detektory
fluorescencí

FS detektor

SS detektor

optické filtry

nosná
kapalina

buněčná
suspenze

polopropustná
zrcadla

http://www.http://www.invitrogeninvitrogen..comcom//sitesite//usus/en//en/homehome/support//support/TutorialsTutorials..htmlhtml



SvSvěětlo vs. butlo vs. buňňkaka

ForwardForward ScatterScatter
-- rozptyl svrozptyl svěětla v maltla v maléém m úúhluhlu
-- velikost buvelikost buňňkyky

SideSide ScatterScatter
-- rozptyl svrozptyl svěětla pod tla pod úúhlem 90hlem 90°°
-- komplexita bukomplexita buňňkyky

FluorescenceFluorescence
-- ppřříítomnost tomnost fluorochromufluorochromu

detektor

detektor

detektor



FluorochromyFluorochromy
�� excitace UV/excitace UV/violetviolet diodediode (fialový laser) (fialový laser) -- 405 405 nmnm

-- DAPI, DAPI, HoechstHoechst//PacificPacific BlueBlue (452), (452), AmCyanAmCyan (491), BD (491), BD HorizonHorizon 450 a 500450 a 500

�� excitace Arexcitace Ar--iontovým laserem (modrý) iontovým laserem (modrý) -- 488 488 nmnm
FITC FITC -- fluorescein fluorescein isothiokyanisothiokyanáátt (530 (530 nmnm))
Alexa Fluor 488Alexa Fluor 488 ((519 519 nmnm) ) 
PE, RD1PE, RD1 -- phycoerythrinphycoerythrin (580 (580 nmnm))
ECDECD -- tandem.tandem. konjugkonjugáátt PEPE--texasktexaskáá ččerveerveňň (620 (620 nmnm))
PerCPPerCP -- perridinperridin chlorophylchlorophyl (678 (678 nmnm))
PerCPCy5.5PerCPCy5.5 -- tandem. tandem. konjugkonjugáátt PerCPPerCP--Cy5.5 (696 Cy5.5 (696 nmnm))

PC5PC5 -- tandem PEtandem PE--cyaninecyanine 5 (620 5 (620 nmnm) ) 
PC7PC7 -- tandemtandem PEPE--cyaninecyanine 7 (778 7 (778 nmnm))

PIPI -- propidiumpropidium jodid, jodid, šširoký iroký peakpeak okolo 620 okolo 620 nmnm

�� excitace excitace HeHe--Ne laserem/Ne laserem/redred diodediode ((ččervený) ervený) -- 633 633 nmnm
APCAPC -- allophycocyaninallophycocyanin (670 (670 nmnm))
APCAPC--Cy7Cy7 -- tandem APCtandem APC--cyaninecyanine 7 (778 7 (778 nmnm))



Analýza a zobrazenAnalýza a zobrazeníí

leukocytleukocyt áárnrn íí gategate

monocytmonocyt áárnrn íí gategate

lymfocytlymfocyt áárnrn íí gategate

debrisdebris
FS lin

SS lin

FS - forward scatter - velikost buněk
SS - side scatter – granularita/komplexita

A

B

C



11--parametrovparametrováá analýzaanalýza

�� HistogramHistogram
�� osa x osa x -- intenzita fluorescence, osa y intenzita fluorescence, osa y –– popoččet bunet buněěkk
�� hodnocenhodnoceníí -- odeodeččet % pozitivnet % pozitivníích  bunch  buněěkk

�� negneg. . peakpeak = = autofluorescenceautofluorescence, , izotypovizotypováá kontrolakontrola
�� pozpoz. . peakpeak -- rrůůznznáá intenzita expreseintenzita exprese

�� lowlow (+/(+/--) ) << dimdim ((++) ) << highhigh, , brightbright ((++++) ) << veryvery highhigh ((++++++))

�� porovnporovnáávváánníí intenzity expreseintenzity exprese

Intenzita fluorescence (lineIntenzita fluorescence (lineáárnrníí nbnb logaritmicklogaritmickáá stupnice)stupnice)
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22--parametrovparametrováá analýzaanalýza

FITC

PE

I. kvadrant   I. kvadrant   –– FITCFITC--PEPE++

II. kvadrant  II. kvadrant  –– FITCFITC++PEPE++

III. kvadrant III. kvadrant –– FITCFITC--PEPE--

IV. kvadrant IV. kvadrant –– FITCFITC++PEPE--
I. II.

III. IV.

�� DotDot plotplot
�� dva parametry proti sobdva parametry proti soběě -- FLxFLx vs. vs. FLyFLy, , FLxFLx vs. FS vs. FS čči SSi SS
�� procentuprocentuáálnlníí hodnocenhodnoceníí –– nejnejččastastěěji kvadrantovji kvadrantováá analýzaanalýza



SortovSortováánníí subpopulacsubpopulacíí
BezprostBezprostřřednedněě po analýze po analýze 
dochdocháázzíí piezoelektricky k piezoelektricky k 
„„trhtrháánní“í“ proudu vzorku naproudu vzorku na
kapky kapky -- obsahujobsahujííccíí jednujednu

bubuňňku ku -- ppřřiiččememžž popožžadovaadova--
nýmným bubuňňkkáám = kapkm = kapkáám m 

je udje udíílen el. nlen el. nááboj.boj.
Tyto jsou pak v el. poli Tyto jsou pak v el. poli 

vychylovvychylováányny
a a odseparovodseparováányny..

udělení náboje
a separace
gateovaných bb



StanovenStanoveníí povrchových a intracelulpovrchových a intraceluláárnrníích markerch markerůů
exprimovanýchexprimovaných jednotlivými hodnocenými bujednotlivými hodnocenými buňňkamikami

�� vznik CD klasifikace v r. 1982, vyuvznik CD klasifikace v r. 1982, využžíívváá k identifikaci k identifikaci 
bunbuněěk tzv. CD markerk tzv. CD markerůů -- Cluster Cluster ofof DifferenciationDifferenciation, , 
defdef. cca 300 znak. cca 300 znakůů (antigen(antigenůů Ag) a nenAg) a neníí uzavuzavřřenoeno

�� historicky oznahistoricky označčeny nejprve leukocyteny nejprve leukocytáárnrníí markery,  markery,  
pozdpozděěji zahrnutji zahrnutíí daldalšíších znakch znakůů ((megakaryocytymegakaryocyty, , 
trombocyty, erytrocytytrombocyty, erytrocyty……))

�� rrůůznznáá fcefce -- bunbuněčěčnnéé enzymy, receptory mikrobienzymy, receptory mikrobiáálnlnííchch
Ag, transportnAg, transportníí proteiny, prezentace Ag, proteiny, prezentace Ag, FcFc receptory,receptory,
komplementovkomplementovéé receptory, regulareceptory, regulaččnníí signalizasignalizaččnníí
receptory a jejich receptory a jejich ligandyligandy, , adhezivnadhezivníí proteinyproteiny……

Imunofenotypizace Imunofenotypizace -- CD znakyCD znaky



HematopoezaHematopoeza



Identifikace subpopulacIdentifikace subpopulacíí
�� pomocpomocíí MoAbMoAb proti proti znakznakůůmm ppřříítomným na povrchutomným na povrchu

nebo v cytoplazmnebo v cytoplazměě bubuňňkyky
�� na zna záákladkladěě exprese CD markerexprese CD markerůů rozlirozliššeneníí subpopulacsubpopulacíí

bunbuněěkk, jejich st, jejich stáádia vývoje a zralosti, patologiedia vývoje a zralosti, patologie……

T lymfocytyT lymfocyty CD1a CD1a -- CD3, CD4, CD5 CD3, CD4, CD5 -- CD8...CD8...
B lymfocyty      B lymfocyty      CD19, CD20 CD19, CD20 -- CD24, CD79 CD24, CD79 -- CD84...CD84...
NK buNK buňňkyky CD16, CD55, CD56, CD57, CD244...CD16, CD55, CD56, CD57, CD244...
kmenovkmenovéé bubuňňky   ky   CD34, CD117...CD34, CD117...
trombocytytrombocyty CD36, CD41, CD42a, CD42b, CD61...CD36, CD41, CD42a, CD42b, CD61...
erytrocyty        erytrocyty        GlyGly--A (CD235a)...A (CD235a)...
leukocyty         leukocyty         CD45...CD45...
monocytymonocyty CD14...CD14...
dendritickdendritickéé bbbb CD83, HLACD83, HLA--DR, ILT3...DR, ILT3...



Princip IFTPrincip IFT

monoklonální protilátka (MoAb) konjugovaná
s fluorochromem (fluorescenční molekulou)

suspenze buněk s určitými povrchovými
či intracelulárními antigeny (Ag)

vizualizace specifické vazby MoAbMoAb--AgAg

momožžnost kombinace nnost kombinace něěkolika kolika MoAbMoAb
�������� vizualizace mnoha znakvizualizace mnoha znakůů najednounajednou



ZpracovZpracováánníí a analýza vzorkua analýza vzorku

ImunofenotypizaceImunofenotypizace
�� ttyp vzorkuyp vzorku -- bunbuněčěčnnáá suspenzesuspenze -- nesrnesráážžlivliváá perifernperiferníí

krev krev čči kostni kostníí ddřřeeňň (EDTA, Heparin), BAL, (EDTA, Heparin), BAL, kultivovankultivovanéé
bubuňňky, ky, desintegrovandesintegrovanáá lymfaticklymfatickáá uzlinauzlina……

�� InkubaceInkubace -- se specifickou monoklonse specifickou monoklonáálnlníí protilprotiláátkoutkou
proti poproti požžadovaným znakadovaným znakůům (T, B, NK bum (T, B, NK buňňkyky……))

�� llyzaceyzace erytrocyterytrocytůů -- pokud jsou obsapokud jsou obsažženy v eny v suspenzisuspenzi
�� osmotickyosmoticky, enzymaticky , enzymaticky čči i chemickychemicky

�� ffixaceixace -- 0,5% 0,5% paraformaldehydemparaformaldehydem
�� pproplachroplach -- vymytvymytíí nadbytenadbyteččnnéé protilprotiláátky pomoctky pomocíí PBSPBS
�� aanalýzanalýza -- zzíískskáánníí listmode a vyhodnocenlistmode a vyhodnoceníí histogramhistogramůů



Anti CD3-FITC

Anti CD19-PE

+

plnplnáá krevkrev
kostnkostníí ddřřeeňň

bbbb suspenzesuspenze

vybranvybranéé protilprotiláátkytky
konjugovankonjugovanéé
s fluorescens fluorescenččnníí
barvoubarvou

+

=

oznaoznaččeneníí bunbuněěkk
vazbou protilvazbou protiláátek tek 
na odpovna odpovíídajdajííccíí AgAg

=

T

T

B

B

Vazba Vazba MoAbMoAb -- AgAg



KlinickKlinickéé vyuvyužžititíí FCFC

�� RutinnRutinníí vyvyššetetřřeneníí a výzkumna výzkumnéé analýzyanalýzy

�� imunologieimunologie

�� hematohemato--onkologieonkologie

�� transplantologietransplantologie

�� transfuziologietransfuziologie

�� hematologiehematologie



ImunologieImunologie

��Analýza Analýza imunokompetentnimunokompetentnííchch bunbuněěk (IFT)k (IFT)
�� subpopulace T, B, NK bunsubpopulace T, B, NK buněěk k 

�� difdif. dg. . dg. imunodeficiencimunodeficiencíí apod.apod.

��Analýza Analýza autoprotilautoprotiláátektek

�� proti leukocytproti leukocytůům, erytrocytm, erytrocytůům m čči trombocyti trombocytůůmm

��Analýza funkce Analýza funkce neutrofilneutrofilůů
�� oxidativnoxidativníí vzplanutvzplanutíí

�� fagocytfagocytóózaza



ZZáákladnkladníí populace lymfocytpopulace lymfocytůů

T lymfocytyT lymfocyty
-- cytotoxickcytotoxickéé: CD3: CD3++CD8CD8++

-- pomocnpomocnéé: CD3: CD3++CD4CD4++

B lymfocytyB lymfocyty
-- B2: CD19B2: CD19++CD20CD20++

-- B1: CD5B1: CD5++CD19CD19++CD20CD20dim+dim+

NK buNK buňňkyky
-- CD3CD3--CD16CD16++CD56CD56++

-- NKNK--T: CD3T: CD3++CD56CD56++



AbsolutnAbsolutníí popoččty bunty buněěkk

VyuVyužžititíí firemnfiremníího roztoku s pho roztoku s přřesnesněě definovaným podefinovaným poččtem tem 
ččáástic na stic na µµµµµµµµl a fluorescencl a fluorescencíí ve vve vššech kanech kanáálechlech
�� zadzadáávváán jako n jako kalibrkalibráátortor
�� shodnýshodný objem vzorku a kalibrobjem vzorku a kalibráátoru toru 

HIVHIV++ pacienti pacienti -- stanovenstanoveníí abs, poabs, poččtu CD4tu CD4++ helper T lymfocythelper T lymfocytůů

558 bb/ul558 bb/ul1135 bb/ul1135 bb/ul 11 bb/ul11 bb/ul



TransplantologieTransplantologie

ZjiZjiššttěěnníí zastoupenzastoupeníí hematopoetickýchhematopoetických kmenových bunkmenových buněěkk
�� CD34+ leukocytyCD34+ leukocyty
�� v rv ráámci transplantace kmenových bunmci transplantace kmenových buněěkk

�� monitorovmonitorováánníí PK po stimulaci GPK po stimulaci G--CSF, v transplantCSF, v transplantáátutu……

�� analýza pupeanalýza pupeččnnííkovkovéé krvekrve……



HematoHemato--(onkologie)(onkologie)

�� Analýza povrchových a intracelulAnalýza povrchových a intraceluláárnrníích ch 
markermarkerůů -- imunofenotypizaceimunofenotypizace
�� difdif. dg. leuk. dg. leukéémimiíí, , lymfomlymfomůů apod.apod.
�� analýza stavu onemocnanalýza stavu onemocněěnníí (remise, (remise, relapsrelaps……))
�� stanovenstanoveníí minimminimáálnlníí rezidureziduáálnlníí nemocinemoci

�� DNA analýzaDNA analýza
�� ploiditaploidita a proliferace buna proliferace buněěkk

�� Analýza Analýza apoptapoptóózyzy a nekra nekróózyzy……



DiferenciDiferenciáálnlníí diagnostika diagnostika 
hematologických malignithematologických malignit

Vychází ze znalostí exprese povrchových
a intracelulárních molekul v průběhu diferenciace
krevních bb

� přítomnost patologických buněk s odlišným fenotypem
� liniová příslušnost (lymfoidní, myeloidní, monocytární aj.)
� diferenciační stupeň hematologických malignit
� analýza smíšeného fenotypu u leukémií
� detekce aberantně exprimovaných markerů



Kdy provKdy prováádděět IFT?t IFT?

�� cytopeniecytopenie (zejm(zejmééna na bicytopeniebicytopenie a a pancytopeniepancytopenie))
�� leukocytleukocytóózy (lymfocytzy (lymfocytóózy, zy, monocytmonocytóózyzy a a eozinofilieeozinofilie))
�� nnáález atypických bunlez atypických buněěk k čči i blastblastůů vv PK, KD PK, KD čči jiných TTi jiných TT
�� zvýzvýššený poený poččet et plazmocytplazmocytůů, , monoklonmonoklonáálnlníí gamapatiegamapatie
�� organomegalieorganomegalie čči ni náález tklez tkááňňovovéé masymasy

�� neutrofilieneutrofilie ze zralých bunze zralých buněěkk
�� polyklonpolyklonáálnlníí hypergamaglobulinhypergamaglobulinéémiemie
�� polycytpolycytéémiemie, tromb, trombóózy a zy a bazofbazofíílielie



B B --CLLCLL

PatologickPatologickéé B1 (CD5B1 (CD5++CD19CD19++) lymfocyty p) lymfocyty přříítomny v PKtomny v PK
-- vesmvesměěs charakteristický s charakteristický fenotypfenotyp CD20CD20dim+dim+CD23CD23++

-- bez exprese povrchových kappa/lambda lehkých bez exprese povrchových kappa/lambda lehkých řřetetěězczcůů IgIg

CD5CD5++CD19CD19++ CD20dimCD20dim++ ssκκκκκκκκ--//ssλλλλλλλλ--CD23dimCD23dim++



Malignity z PCMalignity z PC

� plazmocyty (PC) fyziologicky přítomny v nízkém 
zastoupení - produkce vlastních MoAb

� zvratem v diferenciaci vznikají maligní PC
- prekanceróza - MGUS (nízký počet maligních PC)
- kumulace maligních PC v KD - mnohočetný myelom

� charakteristický fenotyp
� rozlišení fyziologických CD19+ a patologických CD56+ PC

� myeloma stem cells - CD138-CD34-CD27+

� vysoký stupeň proliferace

� schopné diferenciace do maligních CD138+bb



Analýza PC u MGAnalýza PC u MG



DNA analýzaDNA analýza
�� senescentnsenescentníí bubuňňkyky nevstupujnevstupujííccíí do BC do BC -- GG00 ffáázeze
�� vvěěttššina bunina buněěk se nedk se neděěllíí -- GG11 ffáázeze (mo(možžnnáá syntsyntééza RNA a proteinza RNA a proteinůů))
�� bubuňňky syntetizujky syntetizujííccííccíí a duplikuja duplikujííccíí DNA DNA –– S S ffáázeze
�� bubuňňky pky přřed rozded rozděělenleníím m –– opravy a reorganizace DNA opravy a reorganizace DNA -- GG22 ffáázeze
�� bubuňňky mitotickky mitotickéé tvotvořřííccíí dcedceřřinninnéé bb bb –– M fM fáázeze

dle obsahu DNA 
v dané fázi:
G0/G1G0/G1 < < S S < < G2/MG2/M



Analýza trombocytAnalýza trombocytůů

�� FC umoFC umožňžňuje simultuje simultáánnnníí analýzu mnoha biologickýchanalýzu mnoha biologických
vlastnostvlastnostíí na vysokna vysokéém pom poččtu destitu destičček (PLT) v pomek (PLT) v poměěrnrněě

krkráátktkéé dobdoběě

�� analýza  vanalýza  vššech dostupných ech dostupných subpopulacsubpopulacíí
�� „„giantgiant““ PLTPLT
�� mikropartikulemikropartikule odvozenodvozenéé z PLTz PLT
�� agregagregááty s leukocytyty s leukocyty

�� momožžnost analýzy dle potnost analýzy dle potřřebyeby
�� plnplnáá krevkrev
�� plazma bohatplazma bohatáá na PLTna PLT
�� izolovanizolovanéé PLT v PLT v arteficiarteficiáálnlníímm mméédiudiu



�� ppřříítomny na povrchu trombocyttomny na povrchu trombocytůů čči v membri v membráánněě

granulgranulíí

�� zprostzprostřředkovedkováávajvajíí adhezi a agregaci destiadhezi a agregaci destiččekek
�� CD31CD31 -- GPIIaGPIIa (PECAM) (PECAM) -- adheze k adheze k endoteliendoteliíímm

�� CD36CD36 -- GPIV GPIV -- adherenceadherence ke ke trombospondinutrombospondinu

�� CD41/CD61CD41/CD61 -- GPIIbGPIIb//GPIIIaGPIIIa -- ligandyligandy jsou jsou fibrinogenfibrinogen a a vWFvWF,,

komplex zprostkomplex zprostřředkovedkováávváá agregaciagregaci

�� CD42a/CD42bCD42a/CD42b -- GPIX/GPIX/GPIbGPIb -- tvotvořříí receptor pro receptor pro vWFvWF,,

komplex zprostkomplex zprostřředkovedkováávváá adhezi k adhezi k subendoteliusubendoteliu

�� CD62PCD62P -- GMPGMP--140 (P140 (P--selektinselektin) ) -- ppřříítomen na tomen na αααααααα--granulgranulííchch

�� CD63 CD63 -- GP53 GP53 -- ppřříítomen na tomen na lyzozomlyzozomáálnlnííchch//denzndenznííchch granulgranulííchch

TrombocytTrombocytáárnrníí glykoproteinyglykoproteiny



NejNejččastastěějjšíší aplikace u PLT I.aplikace u PLT I.

�� Diagnostika dDiagnostika děědidiččných ných čči zi zíískaných defektskaných defektůů
�� GlanzmanovaGlanzmanova trombocytopenietrombocytopenie ((GPIIbGPIIb//IIIaIIIa -- CD41/CD61)CD41/CD61)

�� Syndrom Bernard Syndrom Bernard SoulierSoulier ((GPIbGPIb/IX /IX -- CD42b/CD42a)CD42b/CD42a)

�� Syndrom Syndrom ššedých destiedých destičček ek (P(P--selektinselektin -- CD62P)CD62P)……..

�� Aktivace PLT in Aktivace PLT in vivovivo
�� analýza na aktivaci zanalýza na aktivaci záávislých vislých AgAg (CD62P)(CD62P)

�� analýza PLTanalýza PLT--PLT agregPLT agregááttůů, p, přříípadnpadněě agregagregááttůů s Leus Leu
(CD62P iniciuje interakci s PSGL(CD62P iniciuje interakci s PSGL--1 na leukocytech)1 na leukocytech)

�� destidestiččkovkovéé mikropartikulemikropartikule



Defekty PLT GPDefekty PLT GP
GlanzmanovaGlanzmanova trombastenietrombastenie

KrvKrváácivý stavcivý stav

CD61CD61 CD41CD41

CD36CD36



NejNejččastastěějjšíší aplikace u PLT II.aplikace u PLT II.

�� TransfuziologieTransfuziologie
�� monitorovmonitorováánníí koncentrkoncentrááttůů PLTPLT

(zbytkov(zbytkovéé WBC, aktivace PLT WBC, aktivace PLT -- ↑↑ CD62P, CD62P, ↓↓ CD42b)CD42b)

�� detekce s PLT asociovaných Igdetekce s PLT asociovaných Ig
((potransfuznpotransfuzníí reakce, ITP)reakce, ITP)

�� Analýza PLT obratuAnalýza PLT obratu
�� detekce detekce retikulovanýchretikulovaných PLT PLT 

(kvantifikace nezralých desti(kvantifikace nezralých destičček ek -- stupestupeňň trombopoezytrombopoezy))

�� popoččty PLTty PLT



Výhody a nevýhody FCVýhody a nevýhody FC

�� FC analýza povrchových i intracelulFC analýza povrchových i intraceluláárnrníích markerch markerůů
je citlivje citliváá a kvalitativna kvalitativníí metoda (lze i kvantitativnmetoda (lze i kvantitativněě))

�� simultsimultáánnnníí analýza nanalýza něěkolika markerkolika markerůů na vysokna vysokéémm
popoččtu buntu buněěkk

�� paralela k morfologickparalela k morfologickéému vymu vyššetetřřeneníí -- upupřřesnesněěnníí dg.dg.

�� chybchybíí informace morfologickinformace morfologickáá
�� obobččas nejednoduchas nejednoducháá interpretaceinterpretace
�� flowcytometrflowcytometr a fluorescena fluorescenččnněě znaznaččenenéé protilprotiláátky jsoutky jsou

pompoměěrnrněě drahdrahéé


