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SOUHRN

Vysetieni lymfoproliferaci v lymfatickych uzlinach pritokovou cytometrii poskytuje pouze minimalni informace o morfologii (orientacni stanoveni velikosti
a granularity bunék), a zcela postrada informace topografické. Nicméné velkou vyhodou této metody je predevsim rychlost stanoveni a hodnoceni kombinace
vysetfovanych antigen(, kde neméné dllezité jsou i intenzity exprese jednotlivych znak(. Toto je zcela zésadni pro hematologické malignity, kdy se rdzna
onemocnéni mohou na morfologické Urovni velmi podobat a odchylky vzhledu bunék mohou byt minimalni. Pfi diagnostice lymfom korelace histologie
a imunohistochemie s prdtokovou cytometrii poskytuje komplexnéjsi pohled pro interpretaci jednotlivych nalezd. Cilem tohoto ¢lanku je poskytnout zékladni
informace o vysetreni lymfatickych uzlin a biopsii extranodalnich tkani pratokovou cytometrii se zamérenim na lymfoproliferativni onemocnéni a vytvorit
odrazovy mustek pro spolupraci mezi patologem a cytometristou.
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Therole of flow cytometry in the investigation of lymph node and extranodal lymphatic tissue specimen

SUMMARY

Although flow cytometry examination of lymphoproliferation in lymph nodes provides minimal morphological information, apart from indicative determination
of cell size and granularity, and completely loses topographical information. However, the great advantage of this method is the speed of determining and
combination of investigated antigens, where the expression intensities of individual markers are no less important. This is absolutely crucial for hematological
malignancies, where different diseases can look very similar at the morphological level and variations in the appearance of tumour cells can be minimal.
When diagnosing lymphomas, the combination of histology and immunohistochemistry with flow cytometry provides a more comprehensive view for the
interpretation of individual findings. The aim of this article is to provide basic information about the examination of lymph nodes and extranodal tissue by flow

cytometry as a starting point for the collaboration of the pathologist and the cytometrist.
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Metoda pratokové cytometrie je velice jednoducha a efek-
tivni. Jeji princip je zalozen na prichodu ¢astic suspenze pres
laserovy paprsek. Pfistroj detekuje svétlo rozptylené od téch-
to castic, kde snima rozptyl svétla v malém uhlu (tzv.forward
scatter” - FSC), tato hodnota je Umérnd velikosti bunék a dale
zaznamenava bocni rozptyl svétla (tzv. ,side scatter” - SSC),
ktery je ovlivnén hlavné granularitou ¢éstic a ¢lenitosti jadra.
Dale je vybaven fotodetektory, které zachycuji vybrané casti
svételného spektra emitovanych fluorescen¢nimi molekulami.
Diky tomu je mozné pouzit vicenasobné znaceni analyzova-
nych castic pomoci fluorochromi odlisnych ve svych emis-
nich spektrech. Nejcastéji se pouziva navazani fluorescencni
znacky na monoklonalni protilatku. Zakladni a stru¢ny postup
cytometrického vysetfeni spociva v pfidani monoklonalnich
protilatek znacenych fluorochromem k suspenzi ¢astic naseho
zajmu. Protilatka se béhem kratké inkubace navdaze na anti-
gen. Ve vétsiné pripad( je tfeba optimalizovat postup znaceni,
at jiz promytim vzorku pfed pfidanim protildtek (pro odstra-
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néni volnych imunoglobulin(l), pouzitim pfisady pro snizeni
nespecifické vazby protilatek, promyti vzorku po barveni pro
snizeni pozadi, ¢i cytolyza erytrocytl. MiZeme detekovat jak
povrchové, tak intraceluldrni antigeny. Na trhu je jiz k dispozici
cela fada komer¢nich souprav, které i tyto postupy vyznamné
zjednodusuiji.

Od publikace ¢lanku ,Imunofenotypizace pratokovou cyto-
metrii v patologii” v Cesko-slovenské patologii z roku 2013 ke
skokovému pokroku na poli pritokové cytometrie nedoslo.
Nové slibné metody se zatim pfilis nerozsifily do rutinni dia-
gnostiky, ackoli na nékterych pracovistich vénujicich se sou-
bézné i vyzkumné ¢innosti se pomalu zabydluji. Jedna se v prvé
fadé o spektralni pritokovou cytometrii (s rozsifenim poctu
detekcnich kanald), hmotnostni cytometrii (se znacenim proti-
latek konjugovanych s multiatomovymi znackami izotopa kovu
misto fluorescenc¢niho) a zobrazovaci cytometrii (ta kombinuje
cytologicky obraz s fluorescen¢nim znacenim). Vyraznéjsich
pokrok vsak bylo dosazeno v oblasti dostupnosti priitokovych
cytometrd, dale pak zejména v nabidce znacenych monoklonal-
nich protilatek, eventudlné i hotovych protilatkovych koktejla.
Tim padem je mozné metodiky zavést i v laboratofich, které je
dosud nevyuzivaly (1-6).

Standardizace v priitokové cytometrii je samostatna a naro¢-
nd kapitola. Je k dispozici velké mnozstvi protildtek, celd rfada
fluorochrom(l a v soucasnosti je na trhu také Siroké spektrum
pristroji. Diky pokrokdm v pouziti vypocetni techniky je stale
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