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Rozdelenie imunologickych laboratérnych metod
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serologické (humoralne)- detekcia antigénov a protilatok,
Metody < preukazanie tvorby protilatok proti infekcnému agens

bunecné- pocty a funkcie jednotlivych typov leukocytov
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Cluster Designation (Cluster of Differentiation)

* Bunky exprimuju (vystavuju) na svojom povrchu rozne specificke
molekuly — znaky, ktoré mézeme usporiadat do skupin charakterizujucich
bunecnu liniu, stav diferenciacie jednotlivej bunky a jej aktivaciu

* CD klasifikacia: znak definovanej $truktury rozpoznatelny. monoklonalnou
protilatkou je zaradeny do skupiny diferencialnych CD znakov a oznaceny Cislom
(CD1, CD2, CD3,...). V sucasnej dobe je na ludskych leukocytoch
charakterizovanych asi 400 znakov.

. Vyu2|t|e
oznacenie plne definovanych molekul
- Clenenie podla funkcie

- adhézne membranové molekuly, receptory pre cytokiny, molekuly naT a B
lymfocytoch, trombocytoch a dalsich bunecnych populaciach
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T lymfocyty

* CD3 — vsetky T lymfocyty 58-85 %
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NK bunky

* CD16"
* CD56"
* CD3

© Eye of Sclence/Photo Resaarchers, Inc.

6-20%

- rozpoznavaju bunky, ktoré maju na povrchu abnormalne malo MHC | (= nadorové
a virom infikované bunky)

- pouzivaju cytotoxické mechanizmy (perforin, granzymy)

- Pozn. NKT bunky: CD16* CD56* CD3*



Pre stanovenie lymfocytarnych subpopulacii
— odber krvi do skimavky s EDTA
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Monoklonalne protilatky

e produkt jediného klonu B lymfocytov (klony vzniknuté
fuziou buniek produkujucich Ab a myelomovych
buniek, ktoré schopnost produkcie vlastného Ig ztratili)

e totozné a prisne specifické proti jednému epitopu
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Lyza erytrocytov

* Roztok A: 1,5 | destilovanej vody — 1,8 ml
99% kyselina mravenci

* Roztok B: 1,51 destilované vody 9,0 g
bezvodého Na,CO,, 21,75 g NaCl, 46,95 g
bezvodého Na,SO,

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




Prietokova cytometria (Flow Cytometry, FACS)
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Flow+cyto+metria = ,meranie buniek v pohybe”

* MozZnost analyzy mnohych vlastnosti a charakteristik na drovni jednej bunky
pocas kratkeho ¢asového useku

* Meranie sucasne viac nez 25 markerov na jednej bunke
» Urcovanie fenotypu buniek

» Monitorovanie odpovede na liecbu

»\lyskum signalizacnych drah

e Kl'dCovy nastroj pre vyskum poruch krvotvorby



Prietokova cytometria je technoldogia umoznujuca sucasné meranie a
analyzu niekolkych fyzialnych a chemickych vlastnosti jednotlivych
castic, ktoré su unasané v prude kvapaliny a prechadzaju lu¢om svetla

Vzorek




Vyuzitie

* Klinické vyuzitie — imunofenotypizacia
* Bunecna biolégia — DNA, RNA analyza
* Mikrobiolégia — rezistencia na ATB, kinetika



Co meriame???

 Odrazené svetlo a emitovanu fluorescenciu
e Castice velkosti 0,2-150 um

- prokaryotické a eukaryotické bunky
- viroveé Castice, baktérie, huby
- komplexy Ag-Ab



Princip FACS

Pri prechode Castic laserovym lucom dochadza k rozptylu svetla a k fluorescencii
naviazanych fluorochrémov

Svetelné signaly su prevedené na elektrické pomocou detektorov (PMT)

Na kazdej bunke je mozné zmerat niekolko parametrov zaroven

Namerané data sa ukladaju a dalej analyzuju



Elektronicky systém
Fluorescence Detectors prevod detekovanych svetelnych

Tri h Iavne SyStemy s|gnalov na 5|gnaly eIektronlcke
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Q\'.\“g Dete(tors

_oA)

Opticky systém
laser, zrkadl3,
opticke filtre

‘> Fluidny systém

transport Castic k laserovému lucu
CYTOVAS Copyright CytoVas
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Fluidika

Transport Castic v prude nosnej kvapaliny k laserovému |ucu
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Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Hydrodynamicka fokusacia

Nizky tlak vzorky Vysoky tlak vzorky
Uzky prud vzorky Siroky prud vzorky
Vhodné pre DNA analyzu Nevhodné pre DNA analyzu
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Sheath Sheath Sheath Sheath
Vzorka Vzorka

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Optika

e Excitacna optika

laser a systém sosoviek,
ktoré zaostruju a smeruju
laserovy lUC

e Zberna optika

sustava sosoviek, ktora
vedie a rozdeluje svetlo do
réznych vinovych dizok na
prislusné detektory
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Fluorescent
Channoh

: To CCD or
Dichroic / Computer
/ b %

; excitacia Ar-iontovym laserom (modry) - 488 nm
FITC - fluorescein isothiokyanat (530 nm)
4 PE, RD1 - phycoerythrin (580 nm)
ECD - tandem. konjugat PE-texaska cerven (620 nm)
PerCP - perridin chlorophyl (678 nm)
PerCPCy5.5 - (696 nm)
PCS5 - tandem PE-cyanine 5 (620 nm)
PC7 - tandem PE-cyanine 7 (778 nm)
excitacia He-Ne laserom/red diode (¢erveny) - 633 nm
APC - allophycocyanin (670 nm)
APC-Cy7 - tandem APC-cyanine 7 (778 nm)
excitacia UV/violet diode (fialovy laser) - 405 nm
Pacific Blue (452nm),
BV421 (421 nm)
BV510 (510nm)
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Opticke filtre

Long Pass (LP) Short Pass (SP) Band Pass (BP)

Prepusta vietky dizky vysie Prepusta vietky dizky Prepusta $pecifické

ako $pec. vinova dizka kratSie ako Spec. vinova rozmedzie vinovych diZok
dizka

500LP 500SP 500/50
500+25

Dichroickeé filtre - umiestnené pod uhlom 45°
— Cast svetla odraza pod uhlom 90°, ¢ast prepusta

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Elektronika

* Svetelné signaly su prevadzané na elektrickeé
e Detektory:
- diddy: FSC
- fotonasobice PMT (PhotoMultiplierTube): SSC a fluorescencie

Photocathode
/ Focusing electrode Photomultiplier Tube (PMT)
™
 — |
v \i/ 4 W) W R —_—
photon '.l ‘ \
—
Connector
oo : 3 ! pins
Primary Secondary Dynode Anode

electron electrons



Vznik napatoveho pulzu
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Velkost vs. granularita

e Light scatter: prechadzajuca Castica vychyli dopadajuce ziarenie
Forward Scatter (velkost)
Side Scatter (granularita)




FSC vs. SSC
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Diferencialny rozpocet

- . EOZINOFILY
g g ) 6.4%
DEBRIS DEBRIS. | g
— 0.5% — 4.5% . MONOCYTY
7] 7]
W R— W R—
LYMFOCYTY LYMFOCYTY
= - | [ | R | [ ] [ = - | [ | R | [ | [
o 1 2 k) o 1 2 E
10 10 10 10 10 10 10 10

CD45-FITC CD45-FITC




Fluorescencia

Vela buniek ma rovnaku alebo podobnu morfoldgiu

- monoklonalne Ab znacené fluorochromom Specifické k urcitému epitopu

A

< QW2

Absorpce

Fluorescence

Zakladni stav

S2

S1

So

Intenzita

StokesUv posun
Al

Excitace

Vinova délka (nm)



Fluorochromy

* SU excitované vhodnou vinovou dizkou
* Emituju svetlo $pecifickej vinovej dizky

* | neznacené bunky mozu byt fluorescenéné vdaka slabe;
autofluorescencii



Fluorochromy

e Polycyklické organické molekuly a ich derivaty

- Fluorescein isothiokyanat (FITC), Cyaniny, Texas Red, rada Alexa, Pacifica
Cascade

- AmCyan, Propidium lodide, 7-AAD, CFSE
* Fluorescencné proteiny

- Phycoerythriny (PE), Allophycocyaniny, PerCP, GFP....
* Quantum Dots

Schopné absorbovat fotony budiaceho zZiarenia (napr. 488 nm) a nasledne (10-8 s)
emitovat fotony s dlhdou vinovou dizkou (nap. 500 — 800 nm). Fluorescenc¢né
Ziarenie ma teda inu farbu.



Intenzita

fluorescencie

Number of Events
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Relative fluorescence intensity




Emisné

spektra

% Normailized Exctation/ Emission

40

3]
x Pacific Blue™
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Brilliant Violet 421™
\

Brilliant Violet 510™
nlllant Violet 570“‘

500 600

Wavelength (nm)

Brilliant Violet 605™

Brilliant Violet 650™

Brilliant Violet 711™

Brilliant Violet 785™




Prekrytie spektier

e Fluorochromy typicky emituju svetlo v $irokom spektre vinovych dizok

* \/ zavislosti na usporiadani filtrov, detektory mozu zachytit fluorescenciu od inych
fluorochromov, ktoré su detekované v inych kanaloch (priesvit, prekrytie)

488 nm

PE
FITC

Prekrytie spekter

Intenzita fluorescencie

Vinova dlzka



Kompenzacie

* Priesvit je treba , kompenzovat”“, tak aby detektor zaznamenal signal 1
fluorochromu
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CD4-PE CD4-PE CD4-PE

Properly compensated Under compensated Over compensated

http://www.cytometry.org



Treshold (prah)

» Detektory su extrémne citlivé = detekuju signaly z réznych zdrojov — prach, malé
castice, debris

* Eliminacia = treshold

* Nastavenie na jednom parametre (FSC)

7o, ‘ 20 - ' 2908
200K, - 200 - 2006
é 15 -;- T é 1504 4
N L\ L'j'
A o0 - A 100k & yoo -
) T E0K ’
Threshold 200 | : Threshold 5000 Threshold 40000

4] - 1 9 192K 1590 2050 230K 0 1o i 154K 200 e i a ) 100K 10 J00K 250K
Faramn Som Sorwnd Scan Foreay) Scatys



FCS-Data
Time FSC SSC FITC PE
Event1| 0 || 60 ||120] 90 |{ 185
Event2| 10||160 || 65 || 1900|3100 |:> Exportable as FCS File
Event 3| 301|650 || 160||2.688(|3,189

Amplifikacia a _ o
digitalizacia signalu (ADC :
prevodnik) 1900 =t ° 1900 g

FITC-A
° FITC-A

Analyza- pre kazdu bunku 90 —-4—=g 9
hodnoty vsetkych 9
parametrov |

PE-A

185 3100 185 3100




Analyza nameranych
dat

Data v LIST MODE FILE

Analyzacny softvér

Kaluza; Infinicyt; DiVa,; FlowJo;
Summit

Vlytvorenie Statistik

[Ungated] FSC-A / FSC-H

[Lymfocyty] CD19

[singlets] FSC-A / SSC-A

Lj_.n"nfu::cytf

400 600 800

FSC-A

[CD19+] CD27 / IaD

. 51,80%]|L++ : 23,94%




V\yvhody a nevyhody prietokovej cytometrie

Vyhody Nevyhody

* Velké mnozstvo analyzovaného * \Vlysoka finan¢na narocnost

materialu —vefke mnozstvo dat * Zostavenie experimentu, analyza a

* Analyza trva niekolko minut vyhodnotenie dat zavislé na

» Kvalitativna + kvantitativna analyza skusenostiach obsluhy

v 7 . v , ’ . Y / H )4 . N
* Mozné manipula&né operacie- napr. Analyza vzoriek ¢o najskér po odbere

triedenie buniek s vybranymi * Nevidime lokalizaciu signalu na bunke
vlastnostami (cell sorting)
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CD4-RD1
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Skumavka A
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Hodnotenie vysledkov

* Lyza
* Pritomné vsetky MPL - boli pridané? ; pacient? ; lieCba?

Kompenzacie

Gatovacia stratégia

Hodnoty vV horme
zvysené/znizené —>opakovat, doplnit, potvrdit



Stanovenie absolutneho poctu lymfocytarnych

subpopulacii

PocCet Leukocytov

Lymfocyty

Monocyty

Granulocyty — neutrofily, eosinofily, bazofily

Priklad: relativny pocet

Leukocyty 5 x10°| Lymocyty: 20%
CD3: 75%
CD19: 10%

CD15,56: 15%

3,6-10 x10°I
20-55 %
0-10 %
37-75 %

abs. pocet
1,0 x10°|
0,75 x10°|
0,1 x10°I
0,15 x10°I



Vysetrenie lymfocytov periférnej krvi

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-bunky FcR pro IgG/mediator 6-20
adheze
HLA-DR B-lymfocyty, monocyty, MHC Il, prezentace Ag B-lymfocyty konstitutivné (na
aktivované T-lymfocyty véech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7

(na aktivovanych T-lymfocytech)



Hodnotenie nalezu jednotlivych subpopulacii

Snizeni/ . .
i subpopulace | onemocnéni
zvyseni

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

¥ CD19+ u n&kterych pacientt s CVID

0 CD19+ B — buné&cna leukémie

J CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

0 CD3+ T — buné&éna leukémie

u nékterych pacienttd s CVID (bézny variabilni imunodeficit — common variable
J, CD4+ immunodeficiency)
- virové infekce (EBV, CMV, HIV)

) CD4+ autoimunity, alergie
J, CD8+ autoimunity (roztrouSena skleroza, systémovy lupus erythematodes-SLE)
A CDs+ u nékterych pacientu s CVID

- viroveé infekce (EBV, CMV, HIV)



Priklady vyuzitia FACS v praxi



/drava osoba

FITC/CD4

CD19 PE
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T LYMFOCYTY
: 71 (58-85)%
*CD3+ 4+: 46 (30-60)%

eCD3+

oCD3+ 8+: 21 (15-35)%

B LYMFOCYTY
e CD19+ :11(7-23)%

NK LYMFOCYTY
*CD16,56+: 16 (6-20)%

CD16,56 PE

e c2
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101
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Vplyv infekcie

Bakterialni infekce

* Pocet leukocytu: T Th: CD3+ 4+:
e Lymfocyty: ! Monocyty: CD14+HLA DR+
* Granulocyty: T

Virova infekce
* Polet leukocytl: < Tc: CD3+ 8+:
e Lymfocyty: T CD3+8+HLA DR+
* Granulocyty: \ CD3+8+38+:

— >

- > >



Bronchoalveolarna lavaz (BAL)

Prevrateny pomer CD4+/CD8+ = podozrenie na sarkoiddzu

[Ungated] CD45-FITC / 55 [GADJ] CD3-PCH : [GADJL?D3—PC5I CD4-RDA1 : [GADJLEDE—PCﬁI CDB-ECD
| ' "ic1: 0,900 7]C2 : 13,24% OSE1.0,20% [2:83,35%

1000
g0 5 : ' CDA-[CZ] 13,24% - CD8-[EZ] - B3,35%

e ; 107 4 107 4
A1 0,00% o ] ]

BO0-

(e _ 1074 o 1075 S
e | ] et ] f{
A L ] . ] &
i .

S :

55
Count
CD4-RD1
CD8-ECD

e

107

C3:2,51% B3 ¢ 3,4T%

200- C4: 83,35%

S L 'ADJ- - 0,00% E4 - 13.04%
DEB : 17,51% - -
’ﬁm : . CADD - 16.19% 1 _}'-'kDJUN 1 : gﬁ,ﬁ‘}%
107 10 10 10° 10° 10 10° 10 10° 107 10° 10 107 10 10° 10
CD45-FITC CD3-PC5 CD3-PCH CD3-PCH




Pacientka: Z, ¥1957

[Ungated] CD45-FITC / 55

[TADJ] CD3-PC5

———

ADJ- : 8,54%

o - -Fol: 0,14%
200 304
600 S R
“n | Mpno :_8.591& S o
o . Hywa 3
i 3
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" 10
200
D T T T D_
10° 10 107 10
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Pacientka z reumatologie — liecba napr.
rituximabom sp6sobuje depléciu B
lymfocytov (po 4-6 mesiacoch navrat k
normalnym hladinam)

—_—

[TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1

[TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
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SCID
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Pacient: M, *1966

[TADJ] CD3-PCS _ [TADJ]CD3-PC5 / CD4-RD1 (. [TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
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CD5+CD159+

[H] S5 INT / FS INT [A] CD19 PC7 " [A] CD5 FITC / CD19 PC7
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CD5+CD19+ : 94.8%



Pacient: M, *1999

[Ungated] CD45-FITC / S5 [TADJ] CD3-PC5
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virova infekcia???
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55 INT

[W] CD45 KO / S5 INT
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DiGeorguv syndrom

 Embryonalna porucha — narusenie vyvoja v oblasti 3. a 4. embryonalniho obluka
* Abnormality v arterialnom obehu, srdci, jicne a celustiach

* Porucha vo vyvoji thymu — znizené zastupenie T lymfocytov



DiGeorguv syndrom
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X-viazana agamaglobulinémia

Mutdcia v géne kddujucom Brutonovu tyrosinkinazu — dulezita pre diferenciaciu B
lymfocytov

Zeny prenasacky, manifestaciu u muzov

Dochadza k zastaveniu vyvoja B lymfocytov

Nepritomnost B lymfocytov v krvnom riecisti



X-viazana agamag
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HLA-B2/

,\4jako jsou
zanéty kloubu, vnitfnich struktur oka (uveitida), kratkych kosti rukou, nohou a
Slach, dale lupénka (psoriasis), vyrazek, chronicke bolesti spodni Casti zad a

D& 4

asociace HLA-B27 s fadou nespecificky zanétlivych onemocnéni

systémoveé onemocnéni osového skeletu a kloubu - Bechtérevova nemoc).
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Test aktivace bazofilu (bazotest)

funkéni test umoznujici vySetfeni aktivace basofilll po setkani se s ur€itym alergenem in vitro

zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na

na povrchu bazofild - FceRI (receptor pro IgE) pOVI’ChU periferniCh baZOﬁIl:l pO jeJICh eXPOZiCi
- CD203c alergenem in vitro
Allergen /
m- 9 >_F :‘T“% :';\IE\b FITC- mAb
:rﬁiscrg:g - mm Anti-CRTH2/DP2
o E;% ';’ %‘imm @ \CRTH2/DP2
.s;: "\
CD203¢ §¢ $ “\ PE:mAb
PEX. " cDe3 anti-CD63
*W' \/  anti-cD203c v

v Histamine hv

release

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill

ohrani¢ime subpopulaci bazofilii (IgE pozitivni)

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

Obrézky prevzaty z prezentace MUDr. Zity Chovancové PhD., FNUSA UKIA Brno



