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Princip:

Méreni na pratokovém cytometru probiha ve tfech fazich. Podminkou je, aby méreny material byl v
suspenzi. Jako prvni je fluidni systém. Zde dochazi k vsttikovani tekutiny vzorku, vyuZitim principu
hydrodynamické fokusace. Tim se zajisti usmérnéni toku bunék, tak aby danou sekci prochazela vidy
jen jedna. Nasleduje opticka ¢ast pristroje. Technicky se déli na ¢ast excitacni a detekcni. Excitacni ¢ast
obsahuje laser, soustavu ¢ocek a hranoll. Ty slouZzi k usmérnéni a spravnému namifeni svételného
toku. Detekéni optika obsahuije filtry, zrcadla a pfislusné detektory. Slouzi k zachyceni svételnych kvant
o specifickych vinovych délkach. Posledni fazi je elektronicka, zde probiha preména optickych signala
na elektrické. Zaroven dochdzi k digitalizaci a zpracovani dat pocitacové. Kazda burika, kterd projde
pratokovym cytometrem je tedy ozarena sadou laser(l. Pfi tomto prichodu zaznamenavame lom a
rozptyl svétla. Pfimy rozptyl (FSC) je umérny velikosti bunky. Boc¢ni rozptyl (SSC) zase indikatorem
vnitfni struktury buriky. U SSC mlzZe byt intenzita signalu nizka, proto je zde jesté navic fotonasobic. V
pripadé méreni FSC a SSC se jedna o detekci fyzikalnich vlasnosti. Zaroven muze ke specifictéjsi detekci
bunék pouzit monoklonalni protilatky s navazanymi fluorescen¢nimi barvivy. Jedna se o detekci
chemickych vlastnosti. Vétsina bunék prirozené fluorescencni zareni nevydava. Pokud se na burku
navaze znacena monoklonalni protilatka, ktera je pfimo nastavena na urcitou struktury bunky, Ize pfi
prichodu analyzatorem zaznamenat emitaci specifického zareni. Vysledkem méreni je graf, kde je
zaznamenana intenzita kazdého signalu.

Uplatnéni metody:

Metoda se nejcastéji pouzivd v hematologii, hematoonkoligii a imunologii k detekci jednotlivych
populaci bunék. Také upresnuje stav imunity pacienta pf. monitorace nékterych autoimunitnich
chorob. Lze ji také pouzivat k funkénim testim (pf. testu oxidacniho vzplanuti.) V hematoonkologii se
vyuzivd pomoci fenotypizace k rozliseni leukemii. Dalsim vyuZitim m(zZe byt také detekce protilatek.
Uskali metody: Jednou z nevyhod pouZiti této metody je finanéni naro¢nost pfi pofizovani pritokového
cytometru. DalSim problémem miZe byt to, Ze vysledky smi vyhodnocovat pouze zaskolena a zkusena
osoba. Také nelze analyzovat jiny materidl, nez ten, ktery jsme bez poskozeni bunék schopni prevést
do suspenze. Narocné ja také manudlni zpracovani vzorku pred vlastnim mérenim. Pfistrojové
vybaveni: NejdllezZitéjsim pfristrojem je samoziejmé pritokovy cytometr napt. Immulite 2000 XPi,
Siemens, vyrabény v USA. DalSim nezbytnym pfistrojem je centrifuga. Nékteré ¢asti zpracovani vzorku
se provadi v laminarnim boxe. MlZeme sem zarfadit také pocitacovou techniku, kterda obsahuje
program pro vizualizaci vysledka.

Odbér a transport:

Pomocitéto metody se daji stanovovat vzorky krve, kostni dfené. RGznych tekutin jako je likvor, ascites,
bronchoalveolarni lavaze. Kostni dien se odebira do transportniho média. Krev je nutno odebrat do
specialniho protisrazlivého Cinidla, coz mlzZe byt napr. EDTA pro periferni krev jsou nutné alespon 2 ml
vzorku. Vzorky kostni dfené a periferni krve se musi zpracovat do 24 hodin. Zpracovani likvoru je nutné
do 2 hodin po odbéru. Pfi odbéru i transportu je nutné zabranit poskozeni bunék, které mize vzniknout
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napf. chladem, neSetrnou manipulaci se vzorkem, nepomérem Cinidla a odebrané tekutiny i sterilitou
odbérové soupravy.
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