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T lymfocyty

CD3 na povrchu vsech T lymfocytu

CD4 na povrchu T, lymfocyti (T, 1, T,,2)

CD8 na povrchu T, lymfocytu

The T cell Receptor Complex

TCR CD8
CD4 a B




Monocyte
Monocyty 24

v

CD14
HLA DR

- soucasti nespecifické imunity
- schopnost fagocytozy
- tkanova forma = makrofag



NK bunky

CD16+
CD56+
CD3-

@ Eye of SChance/Phobd Resaarchars, Inc.

- rozeznavaji bunky, které maji na povrchu abnormalné malo MHC | (= nadorové
a virové infikované bunky)
- pouzivaji cytotoxické mechanismy (perforin, granzymy)

Pozn. NKT bunky
CDl16+
CD56+
CD3+




Pro stanovovani
lymfocytarnich subpopulaci

odebirat krev do zkumavky s EDTA
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Mnoklonalni protilatky

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

jsou naprosto totozné a jsou prisné
specifické proti jedinému epitopu




LYZOVANI
ERYTROCYTU

Roztok A: na 1,5 | destilované vody — 1,8 ml 99% kyseliny mravenci

Roztok B: na 1,5 | destilované vody 9,0 g bezvodého Na,CO,, 21,75 g NaCl,
46,95 g bezvodého Na,SO,

Roztok C: na 1,51 PBS (pH 7-7,4) - 15 g paraformaldehydu



Pritokova cytometrie
FLOW CYTOMETRY




Prutokovy cytometr

Fluidics system

Filters Detectors
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http://www.abdserotec.com/resources/flow-cytometry-ebook/principles-of-the-flow-cytometer/signal-processing.html



1. FLUIDNI SYSTEM

Zajistuje transport bb.

v nosné tekutiné (pod tlakem)
do prutokové komory. Buriky se
pohybuji jedna za druhou

na zakladé hydrodynamické fokusace - nosna tekutina

(destil. voda, komercni tekutiny) byva do komory pfinasena tenkou
kapildrou pod vétsim tlakem nez suspenze Castic, které jsou tak
udrZovany jen v uzké centralni ¢asti proudu. Zrychleni vznikajici pfi
vystupu vodniho paprsku z komurky nuti ¢astice pohybovat se jedna
za druhou.

. Sample
Sheath fluid —\ lma ned cells in suspension)

Nozzle

—

Laser light source

;

‘ Hydrodynamic Focusing

i Cells pass through in 'single file'

' Fluorescence emitted from

stained cells detected

‘ I Forward and side scattered
l light from all cells detected
\ /

http://withfriendship.com/user/mithunss/flow-cytometry.php



Velikost bu Forward Scatter

_><

Primy rozptyl - umeérny velikos
bunky




Gran

Bocni rozptyl — indikato
bunécné struktury (gra




2. OPTIKA

Excitacni ¢ast — laser

Sbérna ¢ast — systém cocek, zrcadel a optickych filtru
zachycujici fluorescenci castic vyzarenou po jejich projiti
svetelnym paprskem

http://www.semrock.com/flow-cytometry.aspx



3. ELEKTRONIKA
Prevadi optické signaly (fluorescenci) na signaly
elektronickeé (fotonasobice, fotodiody).

Po zesileni signalu a dalsim zpracovani dojde k jeho
digitalizaci pro pocitacovou analyzu
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http://healthcare.analog.com/static/imported-files/microsites/healthcare/pop_blood_analysis_fc.html



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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Fluorescence

Fluorochromy:
- Polycyklické organické molekuly a jejich derivaty
Fluorescein isothiokyanat (FITC), Cyaniny, Texas Red, rada Alexa,
rada Pacific and Cascade,
AmCyan, Propidium iodide, 7-AAD, CFSE,
- Fluorescencni proteiny

Phycoerythrins (PE), Allophycocyanin, PerCP,
GFP a jiné fluorescencni proteiny

Schopné absorbovat fotony budiciho zareni (napr. 488 nm)
a ndsledné (108 s) emitovat fotony s
delsi vinovou délkou (v tomto pripadé 500 — 800 nm).
Fluorescencni svétlo ma tedy jinou barvu



Fluorescence

Barva pohlceného a vyzareneho svetla se liSi
Stokesuv posuv -

rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitac¢niho
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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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Krevni diferencial
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Zkumavka A

[Ungated] CD45-FITC / S [TADJ] CD3-PC5  [TADJ]CD3-PC5 / CD4-RD1  [TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
10001 ol 6.62% R W Fz-a85%% T 1,15% 62 - 20, 74%
5K 07 CD4-[C2] : 48,50% [cD8-[E2] : 20,74
300 10t 4 1074
800 18 o 207 b= g S
i - = ) i s .
Mono : 7,57%| = =0 W =0y
O a o v TR =t
4001Debris : (4,22 'IADJLIN1 o0 o ) e B < L
S 0 o0-dos 10 - 113 1 24,40% (C4: 25,30% e B3 25,14%
2004 L . ’ i N
] Gany: 28,17% . 2
1IIZIJ 1II31 'IID2 10° 107 10° 10% 10° 1IIZIJ 1II31 10% 1IU:' 1IL'I' 1IIJ2

CD43-FITC CD3-PC5 CD3-PC5 CD3-PC5



55

800+

[Ungated] CD45-FITC / 55

: ono : 6,61%

200+

Debris : 0

GADJ : 28|46% |

1w
CD45-FITC

T
10°

Count

[TADJ] CD3-PC5

50

404

30+

CD19-ECD

204

10

FS

ADJ

107

1 1
-1 26,00%

ADJLIN 1 1 73,96%

10°
CD3-PCH

10

[Ungated] 55 / FS

107

CFrar,95%

10

1074

107

CD5-RD1

Zkumavka B
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Vysetreni lymfocytu periferni krve

FUNKCE ZASTOUPENI NA
LYMFOCYTECH PERIFERNI
KRVE (%)
CD3 vSechny T-lymfocyty asociovan s TCR, prenos 58-85
signalu
CD4 pomocné T-lymfocyty receptor pro MHC I, 30-60
aktivace
CD8 cytotoxické T-lymfocyty receptor pro MHC |, 15-35
aktivace
CD19 B-lymfocyty regulator aktivace 7-23
CD16/CD56 NK-buriky FcR pro IgG/mediator 6-20
adheze
HLA-DR B-lymfocyty, monocyty, MHC I, prezentace Ag B-lymfocyty konstitutivné (na
aktivované T-lymfocyty viech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7
(na aktivovanych T-lymfocytech)



Hodnoceni nalezu jednotlivych subpopulaci

Snizeni/ . .
e . subpopulace | onemocnéni
zvyseni

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

J CD19+ u né&kterych 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
J CD4+ variable immunodeficiency)
- virové infekce (EBV, CMV, HIV)

) 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 vyuziti
prutokové cytometrie
Vv praxi



Bronchoalveolarni lavaz (BAL)
- imunofenotypizace
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pfi prevraceném poméru CD4+/CD8+
- podezreni na sarkoidozu



Pacientka: Z, ¥1957
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* pacientka z revmatologie
- |é€ba napt. rituximabem zpulsobuje depleci B-lymfocytu (po 4-6 mésicich
navrat k normalnim hladinam)



55

Pacient: muz, * 1966
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Pacient: M, *1999
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55 INT

[W] CD45 KO / S5 INT

CD8+CD38+ 83,2%
CD8++CD38++ 92,2%

200+

CD45 KO

107

CD8 APC H700

. [Lymfo] CD3 PCY / CD8 APC H700

CD3+8+ : 54,16%
100 A
-1|:|'_E o ..
(1 B e e
“CD3+ : 75,24%
e ar
CD3 PC7

Count

[CD3+8+] CD38 APC H750

40
30
20

10

Count

| "“DI £ 92,21%
il

U:83,21%

10° 10"
CD38 APC H750

[CD3+8+] CD38 APC H750

107 108

10° 10°
CD38 APC H750

107 10



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 (bazotest)

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

zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na
na povrchu bazofilii - FeeRI (receptor pro IgE) povrchu perifernich bazofilli po jejich expozici
-CD203c  / alergenem in vitro

27 g b J\f' SS

98 > anti- "GE FITC-mAb
PC5-mAb FooRl

RTH2/DPZ
anti- cms @ il
\CRTH2/DP2

cn4§% .. %mjma
3 My
CD203¢ @‘é $ -—\ PE-mAD

= anti-CDE3
anti- CD20-'3-|: 7
% hwv

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill

hv Histarmine
ohranic¢ime subpopulaci bazofild (IgE pozitivni)

release
- sledujeme expresi CD63 (viz.obr.) a CD203c (neni uvedeno)

Obrazky prevzaty z prezentace MUDTr. Zity Chovancové PhD., FNUSA UKIA Brno






