Prutokova cytometrie
Flow Cytometry




PRUTOKOVA CYTOMETRIE

(fluorescencni metoda)

*Méfreni fyzikalné-chemickych vlastnosti bunék
béhem jejich prichodu laserovym paprskem

*NejCastéji imunofenotypizace krevnich leukocytu
a bunek kostni dfené

(povrchové znaky i intracelularni)

«Standardni metoda analyzy Castic (vétSinou
bunék) v suspenzi

*Rychla, prfesna a reprodukovatelna metoda,
umoznuje sou¢asné méreni nékolika parametru
na velkém mnozstvi Castic



Cluster Designation
(Cluster of Differentiation)

buniky exprimuiji ( vystavuji) na svém povrchu razné specifické molekuly —
znaky, které muzeme usporadat do skupin charakterizujicich bunécnou linii, stav
diferenciace jednotlivé bunky a jeji aktivace

CD klasifikace: znak definované struktury rozpoznatelny monoklonalni protilatkou
je zafazen do skupiny diferenciaénich CD znaku a oznacen Cislem (CD1, CD2,
CDa3,...). V souCasné dobé je na lidskych leukocytech charakterizovano asi 400
znaku.

eni plné definovanych molekul.
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Vyuziti: CD znaky jsou pouzivany k o
Molekuly zafazené do CD klasifikace
adheznich membranovygiimolekul,

vyjadrené na T yi B lymfo

populacich.
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Znak: bunéc¢na populace:

CD?3 T-lymfocyty
CD4, CD8

CD19, CD20, CD21 B-lymfocyty

CD16/CD>56 NK bunky

CDI14/HLA-DR Monocyty

HLA-DR; CD25; CD69 AktivaCni znaky
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Prutokovy cytometr

1.FLUIDNI SYSTEM
2.0OPTIKA

3.ELEKTRONIKA
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1. FLUIDNI SYSTEM
Zajistuje transport bb.

v nosne tekutiné (pod tlakem)
do prutokové komory. Burnky se
pohybuji jedna za druhou

na zakladé hydrodynamické fokusace = nosna tekutina

(destil. voda, komercéni tekutiny) byva do komory pfinasena tenkou
Kapilarou pod vetSim tlakem nez suspenze Castic, které jsou tak
udrzovany jen v uzkeé centralni €asti proudu. Zrychleni vznikajici pfi
vystupu vodniho paprsku z komurky nuti ¢astice pohybovat se jedna
za druhou.
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Velikost bunék: Forward Scatter

Primy rozptyl - umeérny velikosti
bunky

15um




Granularita bunek: Side Scatter

BocCni rozptyl — indikatorem vnitrni
bunécné struktury (granularity)




2. OPTIKA

Excitacni Cast — laser

Sbérna Cast — systém CoCek, zrcadel a optickych filtru
zachycuijici fluorescenci castic vyzarenou po jejich
projiti svetelnym paprskem




3. ELEKTRONIKA
Prevadi opticke signaly (fluorescenci) na signaly
elektronicke (fotonasobicCe, fotodiody).

Po zesileni signalu a dalsim zpracovani dojde k
jeho digitalizaci pro pocitacovou analyzu
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Prutokovy cytometr

Specialni pocitaové programy umoziuji zobrazit

a vyhodnotit vysledky analyzy — kazda vySetiena buika
ma prirazené hodnoty parametrii (0 — max) a burnky jsou
vyhodnocovany kolektivné, tedy jako populace

(Opto)elektronika prevadi
opticky signal na elektricky,
ten zpracovava a udaje jsou
posilany do pocitace

rvr

Systém hnaci tekutiny prinasi vzorek do komory
kde jsou buiiky jedna po druhé vySetifovany
aserovym paprskem

Zkumavka se suspenzi
bunék
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POLYKLONALNI PROTILATKY

« protilatky vznikajici pfi pfirozené odpovedi imunity na antigen jsou

polyklonalni.

* jsou zamérené proti riznym epitoplim antigenu a tvofeny mnoha klony B
lymfocytl - na rozdil od monoklonalnich nejsou zcela totozné

MONOKLONALNI PROTILATKY

« protilatky jsou produktem jediného klonu B
lymfocytu (klony vzniklé fuzi bunék
produkujicich protilatky a myelomovych
bunék, jez schopnost produkce svého
vlastniho imunoglobulinu ztratily)

* jsou naprosto totozné a jsou prisne
specifické proti jedinému epitopu

Monoclonal Antibody Production

Immunization of mouse

to stimulate antibody Tumor cells are

production grown in tissue
culture

Antibody-forming
cells isolated

from spleen
\ /

Antibody-forming cells are fused with
cultivated tumor cells to form hybridomas

Hybidromas screened for

a4

[}
antibody production =
Antibody-producing

hybridomas cloned

Monoclonal antibodies
isolated for cultivation

http.//www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/monoclonal.php



Fluorescence

Fluorochromy:
- Polycyklické organicke molekuly a jejich derivaty

FITC, Cyaniny, Texas Red, fada Alexa, rada Pacific and
Cascade,

AmCyan, Propidium iodide, 7-AAD, CFSE,
- Fluorescencni proteiny

Phycoerythrins (B, R), Allophycocyanin, PerCP,
GFP a jiné fluorescencni proteiny

Schopnée absorbovat fotony budiciho zareni (napr. 488 nm)
a nasledné (108 s) emitovat fotony s
delsi vinovou délkou (v tomto pripade 500 — 800 nm).
Fluorescenc¢ni svétlo ma tedy jinou barvu



Fluorescence

Barva pohlceného a vyzareneho svetla se liSi

Stokesllv posuy - rozdil mezivinovymi délkami emisniho a excitacniho
» > maxima (nm)
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Cast energie se pfeméni na energii vibraéni
Emitované zareni ma vetsi vinovou délku a tudiz nizsi energii

E =h.c/A
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CD4-RD1
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Krevni diferencial
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Vysetreni lymfocytu periferni krve

CD3

CD4

CD8

CD19

CD16/CD56

HLA-DR

vSechny T-lymfocyty

pomocné T-lymfocyty

cytotoxické T-lymfocyty

B-lymfocyty

NK-bunky

B-lymfocyty, monocyty,
aktivované T-lymfocyty

asociovan s TCR,
prenos signalu

receptor pro MHC I,
aktivace

receptor pro MHC |,
aktivace

regulator aktivace

FcR pro IgG/mediator
adheze

MHC Il, prezentace Ag

58-85

30-60

15-35

7-23

6-20

B-lymfocyty konstitutivné

(na v8ech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7

(na aktivovanych T-lymfocytech)



Hodnoceni nalezu jednotlivych subpopulaci

! CD19+, CD3+, pfiimunosupresi — napf. cyklosporin (zpusobuje lymfopenii)
CD4+, CD8+

J CD19+ u nékterych pacientti s CVID

T CD19+ B — bunéc¢na leukémie

J CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

T CD3+ T — bunécna leukémie

u nékterych pacientd s CVID (bézZny variabilni imunodeficit — common
\’ CD4+ variable immunodeficiency)
- virové infekce (EBV, CMV, HIV)

T CD4+ autoimunity, alergie
J CD8+ autoimunity (roztrouSena skleréza, systematicky lupus erythematodes-SLE)

u nékterych pacientti s CVID

0 CD8+ - virové infekce (EBV, CMV, HIV)



Priklady klinickych a experimentalnich aplikaci
prutokové cytometrie

Vysetreni:

Povrchovych antigent imunofenotypizace, HLA-B27, receptory pro
cytokiny...

Intracelularnich antigent myeloperoxidaza

Bunécna DNA kinetika bunécného cyklu, hodnoceni apoptozy
nekrozy....

Protilatky stanoveni hladin terapeutickych protilatek

Funkci test blastické transformace lymfocytu,

fagocytdza a oxidacni vzplanuti, NK-cytotoxicita

Aktivita enzymu, vnitini prostredi bunék....



Advanced
ankylosing
spondylitis

HLA-B27

asociace HLA-B27 s fadou nespecificky zanétlivych onemocnéni, jako jsou
zanéty kloubu, vnitfnich struktur oka (uveitida), kratkych kosti rukou, nohou a
Slach, dale lupénka (psoriasis), vyrazek, chronické bolesti spodni ¢asti zad a
spondyloarthropatie, z nichz nejznaméjsi je ankylozujici spondylitida (zanétlivé
systémové onemocnéni osového skeletu a kloubu - Bechtérevova nemoc).
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Test aktivace bazofilu (basotest)

funkéni test umoznujici vySetreni aktivace basofill po setkani se s urcitym alergenem in vitro

zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na
na povrchu bazofil - FceRI (receptor pro IgE) povrChu periferniCh bazofilu po jejiCh exPOZiCi
-CD203c  / alergenem in vitro
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Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill

ohrani¢ime subpopulaci bazofila (IgE pozitivni)
- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Obréazky prevzaty z prezentace MUDT. Zity Chovancové PhD., FNUSA UKIA Brno



