Prtitokova cytometrie

Stanoveni lymfocytarnich populaci
Material:

e PInd krev (EDTA)
e Monoklonalni protildtky CD45 FITC, CD3 FITC, CD14PE, CD4 PE, CD16+56 PE, CD8 PC5 a CD19 PC7
e Lyzacniroztoky A,BaC

Postup:

1) Pro vysetreni kazdého vzorku si pfipravte 3 FACS zkumavky (svétle modra barva)
2) Zkumavky popiste — nazev vzorku + ¢islo zkumavky
3) Do jednotlivych zkumavek napipetujte monoklonalni protilatky dle tabulky:

FITC (5ul) PE (5ul) PC5 (5ul) PC7 (4ul)
Zkumavka 1 CD45 CD14 X X
Zkumavka 2 CD3 CD4 CD8 X
Zkumavka 3 CD3 CD16+56 X CD19

4) Odbérovou zkumavku s krvi pfed zahajenim prace opatrné promichejte — staci 2krat prevratit

5) Opatrné odsroubujte vicko odbérové zkumavky a do FACS zkumavek s monoklonalnimi protilatkami
pipetujte 45ul pIné krve - pfi pipetovani dbejte na to, aby stény zkumavek nebyly potfisnény krvi —
v opacném pripadé krev ze stén co nejdrive setfete pomoci vatové tycinky

6) Zkumavky s krvi a monoklonalnimi protilatkami inkubujte 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté

7) V pribéhu inkubace:

e Pro stanoveni poctu leukocytll odbérovou zkumavku EDTA s krvi umistéte na tfepacku v laboratofi

(cca 3 min)

e Poté v plné krvi zméite absolutni pocet leukocytli na analyzatoru Mythic a hodnotu si zapiste — bude

tfeba pro vypocty

8) Po uplynutiinkubace FACS zkumavky vloZte do automatického lyzatoru TQ-prep a lyzujte erytrocyty

9) Po lyze uchovavejte zkumavky v lednici do doby méreni
10) Zmérte vzorky na pritokovém cytometru Navios — protokol ,STUDENTI NOVE“

Hodnoceni:
Krevni diferencidl Fyziologické Hodnoti se procentudlni zastoupeni
rozmezi u osob lymfocytarnich populaci ve vzorku, tj
starSich 18 let ,
Celkové T-lymfocyty: CD3+: 70%
Leukocyty 4-10 x1079/I
Lymfocyty 20-45 % Pomocné T-lymf.: CD3+CD4+: 40%
Monocyty 2-12% Cytotoxické T-lymf.: CD3+CD4+: 28%
Granulocyty 48-83 %
Eozinofily 0-8% B-lymfocyty: CD19+: 20%
Bazofily 0-1% NK-buriky: CD16,56+: 10%
T lymfocyty 55-83 % . ) o
Z takto ziskanych hodnot a z naméfeného
Th lymfocyty CD4+ 28-57 % Y . " ,
ooyt CDBY 1039 % poctu leukocytl se pak vypocitaji absolutni
Tc lymfocyty I pocty jednotlivych typl lymfocytl v 1l
0,
B lymfocyty CD19+ 6-19 % periferni krve. — viz dalsi strany
NK buriky CD16/56+ 7-31%
Monocyty CD14+HLA-DR+ 90-100 %




Hodnoceni dat z priitokového cytometru:

1) Dot Plot: Forward Scatter (FSC) vs Side Scatter (SSC)
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2) Dot Plot: CD znaky znacené fluorescencnimi barvami

e ve sméru doprava a nahoru roste pozitivita pro dany znak
e Hodnoti se jasné definovana populace bunék = tvofi dobfe definovany ,,shluk” a minimalni pocet
bunék v jedné populaci musi byt >300

Tyto buriky jsou silné Tyto buriky jsou silné
pozitivni pro CD3 i CD4, pozitivni pro CD3 i CDS,
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Vypocet absolutniho poctu lymfocytu - priklad

Naméreny pocet leukocytl v krvi pacienta: 5x10*9 leukocytt v 1litru periferni krve.

Z cytometrické analyzy vyplyva, Ze pacient ma 20 % lymfocytli a 10 % monocyt(.

Vypocet procenta granulocyti: 100-(20+10)=70

Granulocyty tvofi 70 % ze vsech leukocyti:

Vypocet absolutniho poétu lymfocytt:
100% leukocytl .......cccveeevveeennen. 5x10*9
20% lymfocytl......cvveeeveererircrenanne X
X=(20* 5x10*9)/100 = 1x10*9

Pacient ma 1x10*9 lymfocytl v 1l krve.

Vypocet absolutniho poctu celkovych T-lymfocyti:

V krvi pacienta bylo naméreno 70% T-lymfocyt(:

Vypocet:

70% T-lymfocytd.......... X
x= (70*1x10*9)/100 = 0,7x10*9

Pacient ma 0,7x10*9/I celkovych T-lymfocyta.

Vypocet absolutniho poctu pomocnych (CD3+CD4+) T-lymfocytu:

V krvi pacienta bylo naméreno 40 % pomocnych T-lymfocyta:

Vypocet:

40% CD3+4+T-lymfocyti.......... X
x= (40*1x10*9)/100 = 0,4x10*9

Pacient ma 0,4x10*9/I pomocnych T-lymfocyt(.

Vysledky méreni:

Celkové T-lymfocyty: CD3+: 70%
Pomocné T-lymf.: CD3+CD4+: 40%
Cytotoxické T-lymf.: CD3+CD4+: 28%
B-lymfocyty: CD19+: 20%

NK-buriky: CD16,56+: 10%

Pocet leukocytd: 5x10*9/I.

20% lymfocytl

10% monocytd

Vypocti absolutni pocet cytotoxickych T-lymfocytd, B-lymfocytti a NK bunék:




