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

bunecné- stanovenie poctu (relativneho; absolutneho) a
funkénosti jednotlivych typov leukocytov (nutny odber
nezrazlivej krvi do EDTA, heparinu, citratu sodného)
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Cluster Designation (Cluster of Differentiation)

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

* CD klasifikacia: pokial je molekula (znak, marker) na povrchu bunky zndmej Struktury
a je rozpoznatelna monoklonalnou protilatkou je zaradena do skupiny diferencialnych CD
znakov a oznacena Cislom (CD1, CD2, CD3,...). V sucasnej dobe je na ludskych
leukocytoch charakterizovanych asi 400 znakow.

* Vyuzitie:
- oznacenie plne definovanych molekul na povrchu buniek
- rozdelenie podla funkcie:

adhézne membranové molekuly, receptory pre cytokiny, molekuly na T a B
lymfocytoch, trombocytoch a dalsich bunecnych populaciach

- Imunofenotypizacia buniek pomocou prietokovej cytometrie



Granulocyty

T-lymfocyty (Th CD4+; Tc CD8+)
B-Lymfocyty

NK bunky White Blood Cells

Leukocyty: pocet leukocytov v krvi — 4-9x10%/I

Blausen.com staff (2014). "Medical gallery of Blausen Medical 2014". WikiJournal of
Medicine 1 (2). DOI:10.15347/wjm/2014.010. ISSN 2002-4436.
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Imunofenotypizacia
buniek

 stanovenie leukocytarnych subpopulacii pomocou

prietokovej cytometrie (FACS- fluorescent-activated
cell sorting)

e odber krvi do skumavky s EDTA
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T lymfocyty

CD3 - povrchova molekula pritomna na vsetkych T-lymfocytoch

Fyziologické zastupenie v periférnej krvi: 58-85 % z Lymfocytov

T- lymfocyty sa delia na:

Stavba T- bunecného receptoru TCR a umiestnenie
koreceptorovych molekul CD3, CD4, CD8 zapojenych
do signalizacie cez T-bunecny receptor TCR

The T cell Receptor Complex

CD4+ CD8+ |
T, (Tyl, Ty2) T, . a s
pomocné T-lymfocyty  cytotoxické T-lymfocyty ol B
(T helper cells) (cytotoxic T-cells) Y € e 5 .-
Fyziologické zastupenie z celkovych CD3+ T-lymfocytov (T
30-60 % 15-35 % pasma (¢ |
I

p56lck

http://www.cartage.org.lb/en/themes/sciences/lifescience/GeneralBiology/Immunology/Recognition/Tc
ell/Tcellcomplex/Tcellcomplex.htm



CD19 sucastou B-bunecného receptoru BCR

BCR {igM)

B lymfocyty

CD19, CD20 - povrchové molekuly najcastejsie vyuzivané k rozliseniu B D1 'u“v/ gL
lymfocytov v prietokovej cytometrii [
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(Warnatz K, Schlesier M 2008) Fyziologické zastupenie v periférnej krvi: 7-23 % z Lymfocytov



http://images.rheumatology.org/viewphoto.php?imageId=2862312&albumId=75690

NK (Natural Killer) bunky

CD16*CD56*CD3 - charakteristické povrchové markery
Fyziologické zastupenie v periférnej krvi: 6-20 % z Lymfocytov

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

- Na znicenie bunky pouzivaju cytotoxické mechanizmy
(perforin, granzymy)

Pozor!!! Okrem klasickych NK este existuju
NKT bunky: CD16*CD56* CD3*

& Eya of Sclance/Photo Resaarchars, Inc.



Monocyte

Monocyty E"

CD14 - povrchova molekula charakteristicka pre monocyty

Fyziologické zastupenie v periférnej krvi: 0-10 % z Leukocytov

- sucast neSpecifickej imunity CD14 ako koreceptor TLR4 zapojeny do
- schopnost fagocytdzy FILePtSe)kcie bakterialnych lipopolysacharidov

tkanivova forma = makrofag

APC = antigén prezentujuca bunka

Na svojom povrchu exprimuju HLA DR — Human Leukocyte Antigen DR isotype
- naviazanie peptidov z pohltenych patogénov -

—> rozoznanie pomocnymi T-lymfocytmi

- cytometricky marker pre imunitnu odpoved LRAQ  PKR NFB MAPKs |
DC - m;turatiun
inflammation
chemotaxis
T-cell differentiation

Nature Reviews | Genetics



Priprava vzorky na FACS

Pipetovat MIX potrebnych MPL

Volné MPL - vazba na receptory

Lymfpcyt
\
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Erytrocyt

Debries?

Vzorka krvi 45ul Vzorka krvi 45ul + MPL

Plnd krv znacena MPL




P r|lp rava vzo rky Nna FACS Automaticky lyzator TQ-prep od Firmy Beckman

Coulter pouzivany na lyzu erytrocytov v rutinnych

Lyza erytrocytov vaorkach

e Erytrocyty pritomné vo vzorke zahlcuju meranie (obraz je
tazko odcitatelny), preto po znaceni plnej krvi MPL je
nutné previest lyzu erytrocytov

* Kvzorke sa postupne pridava:

> Roztok A: 600ul

» Priprava roztoku A: 1,5 | destilovanej vody + 1,8 ml 99% kyselina
mravencia — spdsobuje lyzu erytrocytov v kyslom prostredi

> Roztok B: 300ul

» Priprava roztoku B: 1,5 | destilovanej vody + 9,0 g bezvodého
Na,CO,;, 21,75 g NaCl, 46,95 g bezvodého Na,SO,— alkalicky roztok =
zastavenie lyzy a uprava pH

> Roztok C: 100ul

» Priprava roztoku C.: 1,5 | PBS (pH 7-7,4) + 15 g paraformaldehydu —
fixacia buniek

Vzorky sa do zaCiatku merania uchovavaju v tme pri 4°C
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Spegif[ﬂké S&rum nekbo ascites
protilatkoy specifické

- Proces vyroby MPL

(MPL)

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

* totozné a prisne Specifické proti jednému epitopu na povrchu
pouzitého antigénu

Main pathway
Purine  Pyrimidine

llll}l.llll{lll.llAminOptEl’in

HGPRT |
Hypoxanthine == | Ribonucleotides ——>RNA
Guanine + PRPP [
TK J
Thymidine + ATP —> Deoxynucleotides —»DNA

Salvage pathway



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 casového useku

* Dnesné stroje umoznuju meranie sucasne viac nez 25 markerov na jednej bunke

» Urcovanie fenotypu buniek
» Monitorovanie odpovede na liecbu
»\yskum signalizanych drah

e KluCovy nastroj pre vyskum poruch krvotvorby



Prietokova cytometria je technologia umoznujuca sucasné meranie a
analyzu niekolkych fyzikalnych a chemickych viastnosti jednotlivych
castic, ktoré su unasané v prude kvapaliny a prechadzaju lucom svetla

Vzorek




Oblasti uplatnenia FACS

* Klinické vyuzitie — imunofenotypizacia buniek a meranie ich
funkcnych vlastnosti

* Bunecna bioldgia — DNA, RNA analyza
* Mikrobioldgia — rezistencia na ATB, kinetika



Co meriame???

Lomené a odrazené svetlo - pri prechode buniek laserovym [iG¢om (paprskem)
dochadza k jeho lomu a odrazu na bunecnom povrchu a bunkovych organelach

Emitovanu fluorescenciu — pokial pouzijeme MPL konjugované s fluorochromom

Castice velkosti 0,2-150 pm
prokaryotické a eukaryotické bunky
viroveé castice, baktérie, huby

komplexy Ag-Ab

[ |

Emitovana fluorescencia

Laser

MPL konjugovana
s Fluorochromom

[ / | —

Lomené a odraz

F 'y~ Bunka
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ené svetlo




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 (rozptylené svetlo
+ fluorescencia)

Nameraneé data sa ukladaju a dalej analyzuju



_ Elektronicky systém
Cytometer tvoria Fluorescence Detectors prevod detekovanych svetelnych

3 hlavné systémy S|galov na S|gnaly eIektronlcke

Opticky systém
laser, zrkadl3,
opticke filtre

//) Fluidny systém

transport Castic k laserovému lucu

‘E Copyright CytoVas
CIT!.]F_AE All Rights Reserved

Samp



Fluidika

Zabezpecuje transport Castic (buniek) v pride nosnej kvapaliny k laserovému lUcu a
ich odvod do odpadu — princip hydrodynamické fokusace
Rez prietokovou celou: uprostred vzorka (bunecna

suspenzia) unasana nosnou kvapalinou (sheath fluid)
oo © 0o 0 Il Odpad
" Elow Caif
tﬂj « pratokova komurka Flow cel
O
s o
nosna N ayeath fig
tekutina A ‘-
Sample
l core
Lle vzorek

Prietokovd komora (prietokova cela)-
miesto, kde su bunky v idealnom pripade
unasané jednotlivo za sebou a oziarené
laserovym lu€om

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Hydrodynamicka fokusacia

Nizky tlak vzorky
Uzky prud vzorky
Mensi prietok buniek
Presnejsie meranie

vhodné napr. pre DNA analyzu a

meranie funkénych vlastnosti

jav, ktory zabezpecuje usporiadanie buniek jednotlivo za sebou

vzorka, napr. bunecna suspenzia je vyvedena doprostred Tzv. Sheath fluid (nosna kvapalina)

nosna kvapalina postupne strhava jednotlivé bunky a usporaduva ich do radu za sebou

tlak nosnej kvapaliny je nastaveny vyrobcom, menit moézeme tlak vzorky (nastavenie rychlosti prietoku buniek)

Vysoky tlak vzorky

Siroky prud vzorky

Zbieranie velkého poctu castic
vhodné napr. na Imunofenotypizaciu
buniek

| B l

Sheath Sheath Sheath
Vzorka Vzorka

Y

Sheath

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Zberna optika

Dichroické zrkadla
Long pass filtre (LP)

To CCD or
Compute
..

Optika

e Excitacna optika

laser a systém sosoviek
(Cocek), ktoré zaostruju a
smeruju laserovy luc — pred
oziarenim cCastic

e Zberna optika

sustava Sosoviek, ktora vedie a
rozdeluje syetlo do roznych
vinovych dlzok na prislusné
detektory — odrazené a
fluorescencné ziarenie po
oziareni Castic

' Band pass filtre
~v ;'F
1 (/’l“-_"'

Bandpass
Filter

Forward
Scatter
Detector




Fluorescent
Channels

gy | =g Lasery — zdroj ziarenia

% - Kazdy cytometer obsahuje ako zdroj ziarenia laser
- ’K - Dnes: najcCastejsie vyuzivané 3 az 4 lasery sucasne
oo v jednom stroji
- Kazdy laser ma charakteristickt vinovu dizku
Ziarenia - excitacia réznych fluorochromov

excitacia Ar-iontovym laserom (modry) - 488 nm
II&  Bandpass T~ FITC - fluorescein isothiokyanat (530 nm)
- Forward No) PE, RD1 - phycoerythrin (580 nm)
-',._ égfet:fér % ECD - tandem. konjugat PE-texaska ¢erven (620 nm)
= é — PerCP - perridin chlorophyl (678 nm)
2 PerCPCy5.5 - (696 nm) .
o % T PC5 - tandem PE-cyanine 5 (620 nm) < Emisny|peak
§: X = \—  PC7 - tandem PE-cyanine 7 (778 nm)
8 o > ; excitacia He-Ne laserom/red diode (cerveny) - 633 nm
y g 2 —  APC - allophycocyanin (670 nm)
= ° '{_ APC-Cy7 - tandem APC-cyanine 7 (778 nm)
Emisny peak: Pri oZiareni fluorochromu lG¢om laseraje 8 © excitacia UV/violet diode (fialovy laser) - 405 nm
emitované Fiarenie uréitej vinovej dizky. Podla najvyiiej © {— Pacific Blue (452nm)
. . . iy . L s . , = BV421 (421 nm)
intenzity vinovej dizky emitovaného Ziarenia sa voli L __ BV510 (510nm)

vhodny detektor pre dany fluorochrom.



/ber optickeho signalu v prietokovej cytometrii

* Fluorochrom — po oziareni lucom lasera dochadza k emisii svetla v rozsahu
urcCitych vinovych dlzok — napriklad FITC po oziareni argonovym laserom s vinovou
dIzkou 488 nm emituje svetlo v rozsahu 480 — 674 nm, pricom emisné maximum

= emisny pik ma v 521 nm.

* Detektor pre meranie fluorescencie emitovanej FITC by mal mat rozsah
detegovanych vinovych dlzok medzi 500 — 560 nm — v zavislosti na vyrobcovi

cytometra.
Detektor pre FITC

Excitacné E—— T o,
N (e Emisne

spektrum

EITC / spektrum
-4 Wk FITC

i T e I 1
400 450 500 550 SO0 650




/ber optickeho signalu v prietokovej cytometrii

* Vo viacfarebnej prietokovej cytometrii dochadza k emisii niekolkych
fluorochromov naraz — tj. je emitované ziarenie réznych vinovych dlzok a je nutné

takto vzniknuté Ziarenie rozdelit tak, aby bolo jasné, ¢o vyzaruju jednotlivé
fluorochromy.

* Pri vybere fluorochromov sa v prietokovej cytometrii postupuje tak, aby sa
emisné spektra vo svojich pikoch neprekryvali.

* K rozdeleniu emitovaného ziarenia sluzia filtre uvedené na dalsej snimke:



Opthké f||tre - sUcast zbernej optiky

- odfiltrovanie vhodnej vinovej dizky emitovaného svetla pred
dopadom na detektor
Long Pass (LP)
Prepusta vsetky dll?ky vyssie
ako Spec. vinova dlzka

Sluzi k rozdeleniu emitovaného svetla napriklad tak, Ze prepusta
zZiarenie vyssie ako 500 nm — tym dbjde k oddeleniu napr.
odrazeného svetla lasera, ktory ma vinovu dizku 488 nm.

Takto upravené prepustené ziarenie je rozdelené dalsimi filtrami.

500LP

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Opticke filtre

Pre usmernenie Ziarenia na detektory pre jednotlivé fluorochromy potrebujeme rozdelit emitované
zZiarenie tak, aby na urcity detektor dopadalo ziarenie v danom rozsahu vinovych dlzok. K tomu
potrebujeme short pass filtre a band pass filtre.

Short pass filter prepusta Ziarenie kratéej vinovej dizky a Ziarenie s vy$$ou vinovou diZkou odrazi.
Prepustené ziarenie putuje smerom k detektoru, kde je jeho rozsah upraveny pomocou band pass filtrov
— je teda prepustené ziarenie vinovej dlzky typickej pre emisny pik jedného fluorochromu.

Odrazené Ziarenie putuje k dalSim Short Pass (SP) Band Pass (BP)
short pass filtrom, ktoré nasledne Prepusta vietky dizky Prepusta Specifické
prepustia ziarenie vyssej vinovej krat3ie ako $pec. vinova rozmedzie vinovych dizok
dizky ako v predchéadzajucich short ditka

pass filtroch.

500/50
500+25

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Opticke filtre

Dichroické filtre (zrkadla)

- usmernuju odrazené a emitované Ziarenie do detekcnej drahy smerujucej k detektorom

- rozdeluju odrazené a fluorescencné Ziarenie tak, aby dopadalo na vhodny detektor

- najcastejSie umiestnené pod uhlom 45°, v tom pripade cast svetla odrazaju pod uhlom 90°, ¢ast prepustaju
- sU pouzivané ako long pass a short pass filtre



Elektronika

* Svetelné signaly su prevadzané na elektrickeé
* Typy detektorov:

- lavinové fotodiody: detekcia FSC

PMT
- velmi citlivé, su schopné zachytit i slabé signaly
- zvysuju signal primarneho dopadajuceho ziarenia

- fotondsobice PMT (PhotoMultiplierTube): detekcia SSC a fluorescencie

Princip PMT

Ziarenie vo forme foténov dopada na fotokatédu. Z nej su na
zaklade fotoelektrického javu vyrazené eletrény, ktoré su dalej
usmernené na tzv. dynédy (katody z pozitivnym napatim). Na
jednotlivé dynddy je privadzané stale vyssie napatie, ¢o
umoznuje urychlenie elektrénov a zvySenie ich energie.
Urychlené elektrony maju dostatok energie na vyrazenie dalsich
elektrénov z povrchu dyndd. Pocet elektrénov exponencialne
rastie. Vzniknuté elektrony dopadaju na koniec na anddu, na
ktorej dochadza k vzniku napatového pulzu. PMT umoznuje
premenit slaby pociatocny signal na silny napatovy pulz.

photon

Photocathode

Focusing electrode Photomultiplier Tube (PMT)

.'.:'
Moo M
!

'L .
Primary Secondary
electron electrons

Iy

Connector
pins

/
Anode



Vznik napatového pulzu / Intenzita fluorescencie

o, - prechod bunky laserovym li¢om generuje vznik napatového pulzu na

L . detektore

- - velkost napatového pulzu je dana intenzitou zZiarenia (intenzitou fluorescencie),
ktoré dopadlo na PMT

Time - intenzita fluorescencie zavisi na:

e expresii jednotlivych povrchovych znakov

e pocte naviazanych fluorochromov

* nasile fluorochromu (fluorochromy nevykazuju rovnaku intenzitu
fluorescencie)

- napatovym pulzom su pomocou
prevodnikov pridelené digitalne hodnoty
rozdelené do 0-1024 kanalov na zaklade
velkosti pulzu

@ - kaZdy z tychto kanalov odpoveda urdite]

Vi intenzite fluorescencie i e - -

Time _ _ )
Relative fluorescence intensity

Voltage

Voltage

Time

(a)

Number of Events

Voltage




Velkost vs. granularita

» Velkost a ¢lenitost bunky ur¢ujeme na zaklade rozptylu Ziarenia (light scatter): prechddzajica Castica vychyli
dopadajuce ziarenie

Forward Scatter (FSC) — rozptyl Ziarenia v priamom smere = zavisi na velkosti buniek = urcuje velkost
Side Scatter (SSC) — rozptyl Ziarenia do stran = zavisi na Clenitosti buniek = urCuje granularitu
e Staci jeden laser

* Nie je to fluorescencné ziarenie (nepotrebujeme MPL s fluorochromami)

v




FSC vs.

u"" __/'

SSC

Kombinaciou FSC a SSC ziskavame rozlisSenie
zakladnych subpopulacii Leukocytov

Velkost: lymfocyty < monocyty < granulocyty
Granularita: lymfocyty < monocyty < granulocyty
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SSC

Diferencialny rozpocet

Stanovenie relativneho poctu leukocytarnych a lymfocytarnych
subpopuldcii pomocou prietokovej cytometrie

X % Lymfocyty + y % Monocyty + z % Granulocyty

x+y+z = 100 % = Leukocyty

DEBRIS |-
— 05% |

X; % T-lym. + x, % B-lym + x; % NK bunky
X;+X,+X3 = 100 % = Lymfocyty

SSC
|

i . LYMFOCYTY LYMFOCYTY

¥
15.8% AT . 19.7%

X, % CD4 Th + x,, % CD8 Tc
X1, + X4, = 100 % = T-lymfocyty

CDA45 FITC CDA45 FITC

CDA45- panleukocytarny znak, pritomny na vsetkych leukocytoch



Fluorescencia

Vela buniek ma rovnaku alebo podobnu morfoldgiu- na zaklade expresie povrchovych znakov ich vieme
roztriedit do skupin

- vyuzivaju sa k tomu monoklonalne Ab znacené fluorochromom Specifické k uréitému epitopu

- fluorochrom je molekula schopna absorbovat Ziarenie Specifickej vinovej dlzky (excitacia) a nasledne
vyziarit kvantum energie (emisia) vo forme fluorescen¢ného Ziarenia

- CiastoCna strana energie (premena na teplo) = Stokesov posun Fluorochrom
Stokesiv posun - charakteristické excitacné a emisné
S,) iy
A = ~ spektrum
T s1 - Stokesov posun je dany Strukturou
S - _ molekuly
W Q N Excitace Emise
E O = 2o
N = 8 =
E @)
r| 2 g
] < o
Y E
So : } } } } } } | } } | } }
, . 400 500 600 700
Zakladni stav

Vinova délka (nm)



Fluorochromy

* SU excitované vhodnou vinovou dlzkou (nutné zvolit spravny laser)

* Emituju svetlo specifickej vinovej dizky (nutné zvolit detektor v spravnom pasme
vinovych dlzok)

* | neznacené bunky mozu byt fluorescenéné vdaka slabej autofluorescencii



Fluorochromy

e Polycyklické organické molekuly a ich derivaty

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

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

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

Schopné absorbovat fotony budiaceho Ziarenia (napr. 488 nm) a nasledne (10-8 s)
emitovat fotony s dlhdou vinovou dizkou (nap. 500 — 800 nm). Fluorescenéné
Ziarenie ma teda inu ,farbu”.



Ukazka prekrytia emisnych spektier niektorych fluorochromov

< L Pacific Blue™ Brilliant Violet 510™ Brilliant Violet 605™ Brilliant Violet 711 ™
Brilliant Violet 570™ Brilliant Violet 650™
Brilliant Violet 785™|

100 = Y N
Brilliant Violet 421 ™ r] J
H IIl \ /

a0
| |\

Emisné

spektra

% NMormailized Excatation’ Emission

I- i !
III \ .L

B0O0O

Wavelength (nm)



Prekrytie spektier

e Fluorochromy typicky emituju svetlo v $irokom spektre vinovych diZok

 V zavislosti na usporiadani filtrov, detektory mézu zachytit fluorescenciu od inych fluorochromoy,
ktoré su detekované v inych kanaloch (priesvit, prekrytie)

Intenzita fluorescencie

488 nm Pasmo vinovych dizok, ktoré zachytia detektory

pre FITC a PE

e

Prekrytie spektier- potrebné odditat signal FITC v
“kanale (detektor) pre PE = ,, kompenzacia“ —
matematicky sa odcCita percento narastu signalu
sp6sobeného druhym fluorochromom

Vinova dlzka



Analyza nameranych dat — Gating Strategy

Gatovacia stratégia: postupny vyber buniek zaujmu.

Namerané vzorky obsahuju okrem réznych typov buniek, taktiez zlepené bunky, mrtve bunky alebo
prachové Castice. Gatovacia stratégia sluzi v odfiltrovaniu nechcenych Castic z analyzy a k vyberu cielovej
populacie buniek, na zaklade r6znej kombinacie pozitych znakov. V grafe sa nasledne ohranicia len bunky,
ktoré nds zaujimaju (vytvori sa tzv. gate). Daldi graf uz zobrazuje len bunky vyberu (ohrani¢ené) z

predchadzajuceho grafu.
Nazov gatu, z ktorého sa zobrazuju bunky

[Ungated] ( [Singlets] ) [LEUKOCYTY]
1000 1000 . 1000 et

{LEUKOCYTY‘: 94,33%\ | [GRANULOCYTY 52,3: 1%'.‘

800 800 800+

PokraCovanie na
nasledujucom slide
(uz len gate
Lymfocyty)

600 600 600

FS PEAK

400- 400 - 400

20] 32 2001 [MONOCYTY: 4,85%)

200

LYMFOCYTY: 40,07%) (4

| [DEBRIS: 2,304
0 -

T T T T T T T T T T [ B A B
0 ‘ 200 400 600 800 1000 100 10" 10? 10°

0

! I v I ! I I ! I
0 200 400 600 800 1000

FS INT

SS INT CD45 FITC

Oddelenie doubletov- zlepenych buniek MFtve bunky a prachové &astice



Analyza nameranych dat — Statistika

K zobrazeniu dat sa pouzivaju viaceré typy grafov: Histogram, Dot Plot

Z gatovanych buniek vytvarame statistiku:

- Udaje o pocte buniek

- relativnom zastupeni (percento buniek; %) bunkovych subpopulacii

- porovnanie medianu intenzity fluorescencie MFI = miery expresie sledovanych znakov

Histogram [LYMFOCYTY]
20 Dot Plot
[LEUKOCYTY] ] - [LYMFOCYTY]
1000 R o 7 311,40% 0,10%
| [GRANULOCYTY} 52,31%5; = 11,40% 0,10%
Y 5% A o ] ]
800 ~ 10 82,34% 102
] o
E 600 5- H
= : o 10"
a : E ]
400 0- e
] : 100 10 102 10° 1
200 [MONOCYTY: 4,85% CD3 PC5 03
(LYMFOCYTY: 40,07% (4% 4,59% L (83,91%
0L s (A M I i A
100 10! 100 10! 1"62 10?

CD45 FITC CD3 PC5



HISTOGRAM

Pocet T
buniek

Count

[LYMFOCYTY]

20-
15

10

MFlI CD3-1

CD3+

Percento CD3+ buniek

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
“
*

82,34%

10! 10? 103

CD3 PC5 >

Intenzita fluorescencie



DOT PLOT

kazda bodka (tecka) zobrazuje 1 bunku a
vyjadruje expresiu daného znaku na bunke
priklad grafu: Dot Plot rozdeleny do 4
kvadrantov, na zaklade expresie
sledovanych znakov:

CD19+ CD3- = B-lymfocyty
(11,40% z Lymfocytov)

CD19+ CD3+

CD19- CD3+ = T-lymfocyty
(83,91% z Lymfocytov)

CD19- CD3-

v jednotlivych kvadrantoch sa nachadzaju
bunky s podobnou expresiou znakov

Intenzita

fluorescencie | 2.

®
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.*
®

MPL

()

o

v LIJ
o~ 101—:

o

< o
100—:

CD3- CD3+
[LYMFOCYTY]
111,40% 0,10%
1 1. 2.
B-lymfocyty

CD19+

CD19-

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
’Q
*

Percento buniek v jednotlivom kvadrante

10!
CD3 PCH >
Intenzita fluorescencie




V\yhody a nevyhody prietokovej cytometrie

Vyhody Nevyhody

* Velké mnozstvo analyzovaného Vysoka finan¢nd ndrocnost

materidlu — velké mnozstvo dat

Zostavenie experimentu, analyza a
* Analyza trva niekolko minut vyhodnotenie dat zavislé na

* Kvalitativna + kvantitativna analyza skusenostiach obsluhy

* Mozné manipula&né operacie- napr. Analyza vzoriek €o najskér po odbere

triedenie buniek s vybranymi
vlastnostami (cell sorting)

Nevidime lokalizaciu signalu na bunke



Krvny diferencial

Zakladné vysetrenie vimunologickom laboratériu: stanovenie lymfocytarnych subpopulacii
Pripravuju sa dve skimavky:

1023
I
1023

FS
SS
|

= Debris
-1 2.4%

n I I 1 I 1 I I 1 I 1m3
CD45-FITC

55

Sledujeme pocet: Lymfocytov (GADJ); Monocytov (Mono); Eosinofilov (Eo); mnoZstvo Debris (spad = mrtve bunky)



Krvny diferencial

Zakladné vysetrenie vimunologickom laboratériu: stanovenie zastupenia lymfocytarnych subpopuldcii v
plnej krvi

Prietokovou cytometriou sa stanovuje pocet buniek v jednotlivych subpopulaciach leukocytov a porovnava
sa s tabulkovymi hodnotami.

Pripravuju sa dve skimavky s nasledujucou kombinaciou monoklonalnych protilatok MPL:

MPL + Fluorochrom

Skumavka A: 45ul krvi + x pl MPL CD45 FITC
CD3 PC5
CD4 RD-1
CcD38 ECD Rovnaké fluorochromy ale
konjugované s inou MPL =
Skumavka B: 45ul krvi + x pl MPL CD45 FITC musia byt rozdelené do
CcD PC5 dvoch skiumaviek
CD19 ECD

CD16/56 RD-

Vzorky krvi s MPL sa inkubuju 25 min, nasleduje lyza erytrocytov a meranie na prietokovom cytometry



Krvny diferencial — gatovacia stratégia + vysledky

Z oboch skumaviek ziskame relativny pocet (%): Lymfocytov + Monocytov + Granulocytov

Do vysledku sa zapisuje priemerna hodnota z oboch skumaviek

FS PEAK

[Ungated]

1000

800

600

400

200

[Singlets

T y T T
200 400 600

FS INT

[Singlets]
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I I v T N I v I
200 400 600 800 1000
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1000

800

600

400

200

| [GRANULOCYTY

2!

52,31%

MONOCYTY: 4,85%

J

| [LYMFOCYTY: 40,07% (9

T T
10° 10'

T
102 10°

CD45 FITC



SS INT

Krvny diferencia

gatovacia stratégia

Skumavka A:

[LEUKOCYTY]
]
31%5

1000
| [GRANULOCYTY} 52

800

600

400

- MONOCYTY: 4,85%)

| [LYMFOCYTY: 40,07%| (4

e a0 @ 10
CD45 FITC

v

CD8 ECD

1024

0,93%)

10" 5

10°

:16,73%

' 63,10%

w0 e Jwo
CD3 PC5

CD3+

Count

CD4 RD-1

'%31,95%]

1024

10" 5

[LYMFOCYTY]

CD4+

1004

:15,71% o

e 25,60%

R o o
c3pcs T

CD3+

20

10

10°

10’
CD3 PC5




SS INT

Krvny diferencia
gatovacia stratégia

Skumavka B:

[LEUKOCYTY]

1000

800

600

400

200+

| [GRANULOCYTY 5231%%

| [LYMFOCYTY: 40,07% (#%

CD19 ECD

MONOCYTY: 4,85%|

e a0 @ 10
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CD16/56+
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o 0,10% o
102 1020
A
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a
(@]
100_E 1004 S e _
14,59%| | 12,19% o (82,08%
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&
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Krvny diferencial — vysledky

Cytometrické meranie:
Relativny pocet: percentualne zastupenie danej

Zo skiimavky A ziskame relativny pocet: populacie buniek
CD3+ T-lymfocytov
CD3+CD4+ pomocnych Th-lymfocytov Absolutny pocet: pocet buniek na 11 krvi

CD3+CD8+ cytotoxickych Tc-lymfocytov
- Pomocou pocitaca leukocytov stanovime pocet

leukocytov na 1l krvi
- Zrelativneho poctu danej subpopulacie a
absolutneho poctu leukocytov doratame absolutny

Zo skumavky B ziskame relativny pocet:
CD3+ T-lymfocytov
CD19+ B-lymfocytov

CD16/56+ NK buniek pocet danej subpopulacie buniek
eosinofilov , , , )

Vo vysledkovom liste sa udava relativny a taktiez
Zo skiamavky A+B ziskame relativny pocet: absolutny pocet buniek jednotlivych subpopulacii a
Monocytov porovnava sa s fyziologickymi/tabulkovymi hodnotami
Lymfocytov

Granulocytov



Stanovenie absolutneho poctu lymfocytarnych

subpopulacii

PocCet Leukocytov

Lymfocyty

Monocyty

Granulocyty — neutrofily, eosinofily, bazofily

Priklad: relativny pocet

Leukocyty 5 x10°| Lymfocyty: 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°I
0,1 x10°l
0,15 x10°I



Hodnotenie vysledkov

* Bola dostatocna lyza erytrocytov? (Ak nie, erytrocyty prekryju vsetky leukocyty a nie je
mozné odcitat jednotlivé subpopulacie leukocytov, vysledky su skreslené)

* Su pritomné vsetky MPL - Ak nie = boli pridané? ; je to pacientom? ; liecbou?
e Su data spravne skompenzované?
* Bola dodrZana gatovacia stratégia?

* Vysledné hodnoty: fyziologicky rozsah hodndt zastupenia leukocytarnych subpopulacii zavisi
na veku, k hodnoteniu su dostupné tabulky uvadzajuce fyziologické hodnoty pre r6zne
vekové skupiny)

v norme — vysledky sa mozu uvolnit

zvysSené/znizené oproti norme? = je nutné opakovat
meranie, pripadne dovysetrit s pouZzitim inych MPL, u
patologickych hodnét je nutné opakovat odber v iny den



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 viech B-lymfocytech),

T-lymfocyty 3-7

(na aktivovanych T-lymfocytech)



Hodnotenie nalezu jednotlivych subpopulacii

Snizeni/ . .
e subpopulace | onemocnéni
zvyseni

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

¥ CD19+ u n&kterych pacientt s CVID

0 CD19+ B — buné&ctna leukémie

J CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

0 CD3+ T — buné&cna leukémie

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

) CD4+ autoimunity, alergie
2 CD8+ autoimunity (roztrousena skleréza, systémovy lupus erythematodes-SLE)
A CD8+ u nékterych pacientu s CVID

- virové infekce (EBV, CMV, HIV)



Obsahuje: vzorka krvi + MPL (aCD45; aCD3; aCD4; aCD8)

Skumavka A

Ziskame relativny pocet:

[Ungated] CD45-FITC / 55

[TADJ] CD3-PC5

1000

- [Eol: 6,62%
o 304
200+
800} | o 201
A ol Mono:7,57% 2
400-Debris : ,22% \ - ,
_ o] _ ADJLIN 1 : 73,90%
IADJ-  26,10%
200
| GaDJ: )
1II:I:' 10 10

CD45-FITC

CD3-PCh

T-lymfocytov CD3+

Pomocnych Th-lymfocytov Cytotoxickych Te-lymfocytov

CD3+ CD4+ CD3+ CD8+
) [TADJ] C[&S S CD4-RD1 i [TADJ] CDB-PADB-ECD

51 1,77% |F2: 48,53% BT 1,155 [52: 20,74%
(D4-[C2] : 48,50% ] CDB8-[E2] : 20,74%

1I:I:—E 1'3':‘;

E 105 m i 10+
171C3 : 24,40% 41 25,30% o[£35 25,14%
3 '.':’r__i‘r:#“'; . _I_.-icr'-l1' .,;}_:.: E A ».'.._-!.:: \I:.::
107 10 10 0 107 10 o

CD3-PC5 CD3-PC5



Obsahuje: vzorka krvi + MPL (aCD45; aCD3; aCD19; aCD56)

Skumavka B

[Ungated] CD45-FITC / 55

1000
2004
600
L
e Debris : 0
2004
. GADJ : 28
10° 10 107 100
CD45-FITC

Ziskame re

lativny pocet:

[TADJ] CD3-PC5

B0
204
E 304
_— I 1
TADJ- ;26,0062 |
1o ADJLIN 1 : 73,96%
0- LA AL GLALL) B L’""‘
10° 10 10 102
CD3-PC5
[Ungated] 55 / FS
1000 ]
F: 47,95%
200+ ' } e .
£00]
4004
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D T T T T

CDT19-ECD

108

10°

i 14,09%

lep19-[E17
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13.71%
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10° E

E3:85,97%

10°

T
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CD3-PCH

[F]1 CD45-FITC / CD56-RM

[TADJ] CD3-PC

¢ CD56-RD1

ET: 10,33% [0, 31%
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CD43-FITC
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Priklady vyuzitia FACS v praxi



Count

Zakladom imunologického vysetrenia je krvny diferencial, urCenie zakladnych leukocytarnych subpopulacii. V pripade
patologickych hodnot je nutné merania doplnit s vyuZitim inych MPL a blizSie charakterizovat mozny patologicky stav.

Zdrava osoba

/56+

Ls 6,37%
: 115,71%| i 125, %16,73%: | 63,10% RN
CD3 PC5 ' “ CD;O;Hi_b “ CD;OPC5 Y " 1 CD;OPCS ’ ?
CD3+ +
Fyziologické hodnoty: b3
T LYMFOCYTY B LYMFOCYTY NK LYMFOCYTY
oCD3+ : 82(58-85)% e CD19+ :11(7-23)% *CD16,56+: 6 (6-20)%

«CD3+ 4+: 57 (30-60)%
«CD3+ 8+: 19 (15-35)%

10° 1& 102
CD3 PC5




Vplyv infekcie

Bakterialni infekce

* Polet leukocyta: T Th: CD3+ 4+:
e Lymfocyty: ! Monocyty: CD14+HLA DR+
* Granulocyty: T

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

— >

- > >



Pacientka: Z, ¥1957

[Ungated] CD45-FITC / 55 [TADJ] CD3-PC5 . [TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1 . [TADJ] CD3-PC5 / CDB-ECD
1000 = TEol 0.14% i1 0,30% 2 41,03% BN 0,94% [E2: 45,31%
CD4-[C2] : 40,97% CD8-[E2] : 45,07%
800+ 309 1004 1074
’ 500 | ,' DnD :_8.59?&' % 20 % ] . _wf E 104
400Debris : 0,083 - I o : . Qo e .
10JADJ- : B,54% Aot o1 a6 12.C3 1 8,27% C4:50,41% 1o JE3 1 7,066%
200 - 7R i S :
. GAD) : 17,005 X TN . R :
'1IL'I:' '1ID' 1IIJE 10° 10° 10 107 10° '1IL'I:' '1ID' '1IDE 10° 1IIJ:' 1ID' '1IDE 10°
CD45-FITC CD3-PCH CD3-PCH CD3-PCH
- [TADJ] CD3-PC5H / CD19-ECD . [TADJ] CD3-PC5 / CD56-RD1
v krvnom diferenciali chybaju B-lymfocyty (0,0 % z E10,24%7 Eé;;ﬁg_‘?“;ﬂ!gmm C2: 34,79
celkovych lymfocytov) —D o o 03+ : 90,80%
v nemocnicnom systéme zistena liecba rituximabom 2 s 1
— pacientka reumatoldgie 3 5 g
vysledok: deplécia B lymfocytov vplyvom liecby (po g ZECY "
4-6 mesiacoch navrat k normalnym hladinam) 1€3:0,18% :
1IU:' 1ID' '1IDE 10° '1IU:' 1IIJ' 1IIJE 10°

odber a meranie nutné opakovat po niekolkych €03-PC5 CD3-PC5

mesiacoch



Krvny diferencial: X-viazana agamaglobulinémia

H1 H= =1G1 52
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X-viazana agamaglobulinémia

* mutacia v géne kddujucom Brutonovu tyrosinkinazu — délezita pre diferenciaciu B lymfocytov
* Zeny prenasacky, manifestacia u muzov
e dochadza k zastaveniu vyvoja B lymfocytov

* nepritomnost B lymfocytov v krvnom obehu

- v krvnom diferenciali chybaju B-lymfocyty (0,0 % z celkovych lymfocytov)
- zastupenie ostatnych lymfocytarnych subpopulacii v norme

- vysledok:



Pacient: M, *1966

200+

800

55

[Ungated] CD45-FITC / 55

#0qDebris : 4,

200+

GADJ : 90,67%

108
CD45-FITC

_—7

v krvnom diferenciali vysoké B-lymfocyty (95,50 % z

celkovych lymfocytov)

Prvo-zachyt: bez histérie v nemocni¢cnom systéme

vysledok: podozrenie na leukémiu

nutné doplnit vySetrenie CD5+CD19+ buniek

Count

10°

CD19-ECD

[TADJ] CD3-PC5

600
4004
200 ADJLIN 1 ¢ 3,39%
ADJ- 2 96,61%
o
10° 10 10 108
CD3-PC5
[TADJ] CD3-PC5 / CD19-ECD
1IJ=_CD1"}'—[E‘1] :1959,50%
108

CD3-PC5

CD56-RD1

CD4-RD1

301 0,05%

-JC3:96,58% C4 : 1,42%

[TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1

[TADJ] CD3-PC5 / CDB-ECD

[7: 1,96%
CD4-[C2] : 1,95%

et
"o . "-m
Rt 8

"IE1:0,57% [CDB[E2] : 1,30%

E2:1,30%
102_

CD8-ECD

e -

» PokraCovanie nasledujuci slide

10 10" 10 10 107 10 10°
CD3-PC5H CD3-PCH
. [TADJ] CD3-PC5 / CD56-RD1
C1:1,46% C2:0,25%
CD3+: 3,17%
. |CD1656-[C1] 4 1,30%
eat2,91%
‘1‘0' 1IL‘|E 108
CD3-PCH



Pacient: M, *1999

55

[Ungated] CD4

5-FITC / 55

3004

600+

400

200

i [Eol: 0,13%

Debris : 0,26% -~

Count

CD45-FITC

[TADJ] CD3-PC5

304

0+

104

ADJ- 2 2%
ADJLIN 1 : 71,38%

CD3-PCH

v krvnom diferenciali zisteny obrateny pomer

CD3+CD4+ k CD3+CD8+ (13,2 : 50,9)

Fyziologické hodnoty: pomer CD3+CD4+ > CD3+CD8+
Prvo-zachyt: bez histdérie v nemocnicnom systéme

vysledok: podozrenie na virovu infekciu
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SCID

Severe Combined Immunodeficiency — Tazké kombinované imunodeficiencie

Priklad pacienta s SCID
- zachyt u novorodencov a deti

- nizky absolutny pocet Leukocytov a Lymfocytov, v podstate chybaju CD3+ T-lymfocyty, pocet B-lymfocytov a

NK buniek mo6ze byt taktiez znizeny

Leukocyty: 5,0x10*9/I Nizky pocet leukocytt i lymfocytd vzhledem k véku pacienta
Lymfocyty: 4,0x10*9/I
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SCID

Severe Combined Immunodeficiency — Tazké kombinované imunodeficiencie
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Vysledok: mozné doplnit funkény test proliferacie T-lymfocytov; dieta je smerované k transplantacii kostnej dreni
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Poznamka: vsetky jaderné T-lymfocyty boli materské, aktivované, vyvolavajuce reakciu Stépu
proti hostitelovi.



HLA-B27/

Znak HLA-B27 je asociovany s radou nespecificky zapalovych ochoreni, akymi st zapaly kibov, vnitornych $truktdr oka
(uveitida), kratkych kosti ruk, noh a sliach, dalej psoridzou, chronickymi bolestami spodnej ¢asti chrbta (zad) a
spondyloarthropatiou, z ktorej najznamejsou je ankyldzujuca spondylitida (zapalové systémové ochorenie osového

skeletu a kibov — Bechtérevova choroba)
Vysetrenie HLA-B27 nie je dopliujucim meranim ku

negativny pozitivny krvnému diferencidlu, je to samostatné meranie
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Bronchoalveolarna lavaz - BAL

» diagnostické bronchoskopické vysetrenie

» pacientovi sa do bronchu (vetvy bronchu) pomocou fibrobronchoskopu aplikuje a nasledne spéat aspiruje 150-
200 ml fyziologického roztoku

* sleduje sa zastupenie mnozstva a percentualneho podielu jednotlivych typov leukocytov

e indikuje sa u zapalovych plucnych ochoreni, nadorovych ochoreni, intersticialnych plucnych procesoch,
pneumokonidzach

Vysetrenie HLA-B27 nie je dopliujucim meranim ku krvnému diferencialu, je to samostatné meranie

- vzorka: bronchoalveolarna tekutina
- Spracovanie:
- filtracia vzorky kvéli pripadnému obsahu necistot, tkaniv, premytie, znacenie MPL:
CDA45 FITC — panleukocytarny znak
CD3 PC5 — T-lymfocyty
CD4 RD1 - Th- lymfocyty
CD8 ECD — Tc-lymfocyty

Pozn. Vzorka BAL nesmie obsahovat krv.
V krvi je iné zastupenie lymfocytarnich subpopulacii ako v BAL, v pripade ,,znecisténia” BAL krvou nie je
mozné rozpoznat, ktoré lymfocyty pochdazaju z krvi a ktoré z BAL, ¢o vedie k znehodnoteniu vysetrenie.



Bronchoalveolarna lavaz - BAL
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Diagnosticky dblezity je pomer CD3+CD4+ k CD3+CD8+ T-lymfocytov (= imunoregulacniindex)
Fyziologické hodnoty: pomer CD3+CD4+/CD3+CD8+ = 1,1 az 3,5
Patologické hodnoty:

- vyrazna prevaha pomocnych CD4+ T-lymfocytov = podozrenie napr. na sarkoidozu, pneumaniu,
nadory dychacich ciest,...

- prevaha cytotoxickych CD8+ T-lymfocytov = podozrenie na hypersenzitivhu pneumonitidu,...



Bronchoalveolarna lavaz (BAL)

Prevrateny pomer CD4+/CD8+ = podozrenie na sarkoiddzu

[Ungated] CD45-FITC / S5 [GADJ] CD3-PC5 - [GADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1 - [GADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
1008 MY ' IC1:0,90% |C2:13,24% IE1:0,20% [E2: 83,35%
a004 LA : ] CD4-[C2] 3] 13,24% ] CD8-[E2] : $3,35%
A 0,00% 104 10 10°
sa0 S = N S
- i = ] = o 2
L | S ' g ] - 10 E o 10 g I
A 9o R J | = ] ] ] f{
A ,ﬂ{ Al e 5 : /
Tl i< R : . - . [E3 1 3,41%
- AT -+ 1|:|"'—_|:3 . 2 519-‘6 p 107 5 ! 4 .
EOD—DEé 1?51 Lt H:Ll- . [},ﬂﬂqﬁ E] ‘ . 83 LN / E4 - 13"}4%
P - ADJ : 16.19% ] ADILIN 1 : 96,59% ] ]

1IIJ:' 1II:I1 1II:Ii 10 10° 10 1D‘ I “II:I I 1IIJ:' I I 1I:I1 I 1I:I1 I . 1I:I
CD45-FITC CD3-PC5 CD3-PC5 CD3-PC5

|diopaticka intersitcialna pnemuonie?




