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Průtoková cytometrie (flow cytometry - FCM)

Metoda na pomezí 

• buněčná biologie – analyzuje jednotlivé buňky, jejich 
imunofenotyp a vlastnosti (velikost, tvar jádra, propustnost 
membrány atd.)

• imunologie – využívá protilátky jako detekční nástroj

• molekulární biologie – měří expresi povrchových a 
intracelulárních molekul



1934 - fotonásobič PMT

1968 (Hoechst) – fluorescenční látky

1953 – hydrodymanická fokusace

Köhler, G. & Milstein, C. 'Continuous cultures of 
fused cells secreting antibody of predefined 
specificity.' Nature 256, 495-497 (1975)

1975 –
monoklonální mAb

Zásadní objevy, které umožnily vznik cytometrie



ICP 11 – 1968

Partec, Germany
První komerční cytometr

3 parametry

Sony ID7000 – 2020 

44 parametrů



Princip průtokové cytometrie - video

https://www.youtube.com/watch?v=2P7YsJ0Zkio



Buněčný povrch = široké spektrum specifických Ag



Imunoglobuliny jako nástroj   

Monoklonální protilátky konjugované s fluorochromy = vysoce specifické sondy pro FCM

Snímek imunoglobulinu v 
elektronovém mikroskopu



CD nomenklatura – klasifikace Ag lidských leukocytů 

• 1st International Workshop and Conference on Human 
Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) (Paris, 1982) 

… CD371

# City Year

I Paris, FR 1982 CD1-CDw15 15

II Boston, MA, USA 1984 CD16-CDw26 11

III Oxford, UK 1987 CD27-CD45 19

IV Vienna, AT 1989 CD46-CDw78 33

V Boston, MA, USA 1993 CD79-CDw109 31

VI Kobe, JP 1996 CD110-CD166 55

VII Harrogate, UK 2000 CD167-CD247 81

VIII Adelaide, SA, AU 2004 CD248-CD339 93

IX Barcelona, ES 2009 CD340-CD364 25

X Wollongong, NSW, AU 2014 CD365-CD371 7

CD = cluster of differentiation
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Immunophenotyping

CD45 – panleukocytární znak

blastický gate

FCM hodnotí populace, ne jednotlivé buňky!



Kombinací CD45 s dalšími 
znaky lze krevní buňky 

rozdělit na další podtypy

Populace se označují kombinací znaků se symboly (+) a (−) 
CD4+ = CD4 pozitivní popul. = většina buněk nese CD4 
CD4− = CD4 negativní popul. = většina buněk nenese CD4 
sCD3+ = Ag je pozitivní na povrchu buňky
cCD3+ = Ag je pozitivní v cytoplazmě buňky

Atypické znaky:
Aberantní znaky – takové, které se na fyziologické 
subpopulaci nevyskytují
Asynchronní exprese – znaky, jejichž kombinace se v 
daném stádiu vývoje u zdravé buňky nevyskytují



Parametry FSC a SSC

FSC – forward scatter = velikost buňky
SSC – side scatter = tvar jádra (segmentace)

Atypické hodnoty FSC a SSC 
naznačují patologii buněk.

Lym SSChi u HCL Gr SSClow u APL



Preanalytická fáze

• Likvidní vzorek bez slepených buněk + sonda

• Inkubace v temnu 15 – 30 min.

• Odstranění balastních buněk (lýza Ery)

• Promytí (centrifugace, filtrace, fixace)

• Akvizice dostatečného množství buněk (citlivost metody, LOD)

• „gating“ a výpočty (IRI)

• Fenotyp subpopulací a jejich rozpočet

Analýza a hodnocení



Příklady využití FCM v klinické diagnostice

• Diagnostika leukémií a lymfomů (diagnóza, staging, MRD)

• Stanovení počtu kmenových buněk v transplantátu (CD34+)

• Průkaz infiltrace nádorových buněk (likvor, BAL, výpotek)

• Monitoring biologické léčby (RTX, CAR-T)

• HIV infekce (CD45/CD3/CD4 – obrácený IRI)

• Imunodeficience (FN USA)

• Funkční testy (fagotest, oxidativní vzplanutí)

• NK buňky (intracelulární stanovení Perforinu)

• Paroxysmální noční hemoglobinurie (deficit GPI – PNH klony)

• Funkčnost krevních destiček (poruchy srážení krve)

• Fetomaternální hemoglobin – detekce Ery plodu v matčině krvi



Cíl: Odhalit patologii

Zmnožení populace  - Aberantní znaky  - Ztráta exprese znaků    - Hyperexprese

N
o

rm
áln

í n
álezy

A
b

n
o

rm
áln

í n
álezy

CD34+ v KD CD5 na B lym CD24neg Gr CD99++ T lym



Cíl: Odhalit původ patologických buněk

T lym povrchové barvení      x     cytoplazmatické barvení anti-CD3  

CD3+ = 6 %
CD3+ = 77 %

Chybějící povrchové znaky 
charakteristické pro danou 
buněčnou linii bývají 
typickým znakem patologie 
(viz. Obr.). 

naopak

Aberantně vyjádřené znaky 
na povrchu buněk zastírají 
jejich původ. 
Příklad: CD19+ na AML
Cytoplazmaticky prokážeme 
cCD79a-MPO+



Cíl: Odhalit klonalitu

B lym populace  (BCR)                             - T lym populace (TCR)      

Normální nález
Normální poměr 
buněk s jedním a 

druhým typem 
BCR či TCR

Abnormální nález
Vychýlený poměr 
buněk s jedním a 
druhým typem BCR 
či TCR



Cíl: stanovit imunofenotyp patologické populace

Specifický fenotyp – kombinace znaků, která je typická pro určitou patologickou populaci (dg.)

Příklad: CLL – CD5+19+20dim23+43+79blow81-FMC7-

LAIP – leukemia associated immunophenotype, lze stanovit pacient specificky (AML –MRD)

Nespecifický fenotyp - kombinace znaků, která není typická (nelze stanovit přesnou dg.)

Příklad: B-NHL

FCM hodnotí populace, ne jednotlivé buňky!



Cíl: Odhalit infiltraci

CLL v pleurálním výpotku                    - DLBCL v likvoru

Růžová populace 
CD10+20+sLambda+

Žlutá populace 
CD5+19+79bdim



Cíl: Minimální zbytková nemoc (MRD)

V závislosti na dg. hledáme: 
buňky původního fenotypu (nutnost vstupního vyšetření) nebo 
buňky typického fenotypu (dg. se specifickým fenotypem) nebo 
klonální populaci v buněčné linii
Citlivost až 10-6 = 20 bb/20 000 000 

MM - MRDB-ALL - MRD



Další možnosti stanovení vlastností buněk

Aktivace - T lym (HLA-DR)

Diferenciace (CD38 u kmenové buňky)

Proliferace (Ki-67)

Ztráta funkčnosti – NK buňky (perforin)

Migrace

Viabilita (7-AAD)

Přítomnost jádra (Syto) 



2 protilátky: Anti-HgF (fetální hemoglobin), anti-CA (karbonická
anhydráza)
HgF+ jsou fetální Ery a F-buňky
CA+ jsou pouze adultní Ery
Vyšetření umožňuje spolehlivé kvantitativní stanovení množství 
fetálních erytrocytů proniklých do mateřské cirkulace bez ohledu 
na RhD

Fetální erytrocyty



EuroFlow – standardizovaný přístup k diagnostice

• zavedení 6 – 8 barevného vyšetřovacího protokolu (kombinování 
povrchových a cytoplazmatických markerů v jedné zkumavce)



Cell sorting – vysoce specializované vyšetření v 
hematoonkologické diagnostice

Pacient s HD –
odběr PK, KD

Průtoková cytometrie -
Stanovení fenotypu 
nádorové populace

Separace nádorové 
populace

Molekulární diagnostika 
indikačních markerů

Nastavení cílené léčby

Sledování vývoje onemocnění v čase a úprava léčby



Princip cell sortingu – vybraná buňka v kapce dostává 
selektivní náboj

FSC- detektor

detektory pro 

SSC a fluorescence

nabité destičky

488 nm laser

+-

633 nm laser

tryska  50 – 400 mm

_

_+

nabíjený proud kapaliny

Průtokový cytometr

typu cell sorter

lasery

Zisk vysoce 
čisté frakce 

cílových buněk

Nabité kapky s 

cílovou buňkou 

uvnitř



Průtoková cytometrie – výhody a nevýhody

• Rychlá, specifická, citlivá, vysoce informativní

• Nenahraditelná v diagnostice i výzkumu

• Dostupná (ve všech onkologických centrech a velkých nemocnicích)

• Rozvíjející se (spektrální cytometrie)

• Subjektivní (operátor dependentní), nákladná 

Let’s flow together




