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Prutokova cytometrie (flow cytometry - FCM)

Metoda na pomeazi

* bunécna biologie — analyzuje jednotlivé buriky, jejich
imunofenotyp a vlastnosti (velikost, tvar jadra, propustnost
membrany atd.)

* imunologie — vyuZiva protilatky jako detekéni ndstroj

* molekularni biologie — mé¥i expresi povrchovych a
intracelularnich molekul




Zasadni objevy, které umoznily vznik cytometrie
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ICP 11 -1968
Partec, Germany

Prvni komercni cytometr

3 parametry

Sony ID7000 - 2020

44 parametri




Princip prutokové cytometrie - video
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Bunécny povrch = Siroké spektrum specifickych Ag
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Imunoglobuliny jako nastroj

Monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromy = vysoce specifické sondy pro FCM

Snimek imunoglobulinu v
elektronovém mikroskopu



CD nomenklatura — klasifikace Ag lidskych leukocytU
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CDA45 — panleukocytarni znak
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Kombinaci CD45 s dalsimi
znaky lze krevni bunky
rozdélit na dalSi podtypy <

CD15
Granulocyte

Atypické znaky:

Aberantni znaky — takové, které se na fyziologické
subpopulaci nevyskytuji

Asynchronni exprese — znaky, jejichz kombinace se v
daném stadiu vyvoje u zdravé bunky nevyskytuiji

CD34

Populace se oznacuji kombinaci znak( se symboly (+) a (-)
CD4* = CD4 pozitivni popul. = vétSina bunék nese CD4
CD4~ = CD4 negativni popul. = vétSina bunék nenese CD4
sCD3* = Ag je pozitivni na povrchu bunky

cCD3* = Ag je pozitivni v cytoplazmé bunky
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S5C-A

Parametry FSC a SSC

FSC — forward scatter = velikost bunky Atypické hodnoty FSC a SSC
SSC — side scatter = tvar jadra (segmentace) naznacuji patologii bunék.
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Preanalyticka faze

* Likvidni vzorek bez slepenych bunék + sonda
* Inkubace vtemnu 15 — 30 min.

e Odstranéni balastnich bunék (lyza Ery)

* Promyti (centrifugace, filtrace, fixace)

Analyza a hodnoceni

e Akvizice dostatecného mnozstvi bunék (citlivost metody, LOD)
e ,gating” a vypocty (IRI)
* Fenotyp subpopulaci a jejich rozpocet



Priklady vyuziti FCM v klinické diagnostice

Diagnostika leukémii a lymfomu (diagndza, staging, MRD)
Stanoveni poc¢tu kmenovych bunék v transplantatu (CD34+)
Priikaz infiltrace nadorovych bunék (likvor, BAL, vypotek)
Monitoring biologické lIécby (RTX, CAR-T)

HIV infekce (CD45/CD3/CD4 — obraceny IRI)

Imunodeficience (FN USA)

Funkéni testy (fagotest, oxidativni vzplanuti)

NK bunky (intraceluldrni stanoveni Perforinu)

Paroxysmalni nocni hemoglobinurie (deficit GPI — PNH klony)
Funkénost krevnich desticek (poruchy srazeni krve)

Fetomaternalni hemoglobin — detekce Ery plodu v matciné krvi
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Cil: Odhalit patologii

Zmnozeni populace - Aberantniznaky -  Ztrata exprese znakli - Hyperexprese
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SSC-A

Cil: Odhalit puvod patologickych bunék

T lym povrchové barveni x cytoplazmatické barveni anti-CD3

CD45

CD45

4.0M

Chybéjici povrchové znaky
charakteristické pro danou
bunécnou linii byvaji
typickym znakem patologie

3.0M
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(viz. Obr.).
0
0 10° 10° 10° 0 10* 10° 10°
CD45 BV510-A CD45 BVS10.A Naopa k
MNC MNC
-y Qi-R2 v s gv s
B Sorent: 7696 % Parent: 0.05 Aberantné vyjadrené znaky

CD3+=6% v .

CD3+=77% na povrchu bunék zastiraji

jejich plvod.

Priklad: CD19+ na AML
Cytoplazmaticky prokazeme
cCD79a-MPO+

cCD3 Pacific Blue-A

P1

% Parent: 6.01 Q1-R4

% Parent: 0.72

CD3 FITC-A CD19 PE-Cy7-A



Cil: Odhalit klonalitu

B lym populace (BCR)
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Cil: stanovit imunofenotyp patologické populace

FCM hodnoti populace, ne jednotlivé bunky!

Specificky fenotyp — kombinace znakd, kterd je typicka pro urcitou patologickou populaci (dg.)
Pfiklad: CLL — CD5+19+209m23+43+79b'°%w81-FMC7-

LAIP — leukemia associated immunophenotype, Ize stanovit pacient specificky (AML —MRD)

Nespecificky fenotyp - kombinace znak, ktera neni typicka (nelze stanovit prfesnou dg.)

Pfiklad: B-NHL




CD5 APC-A

Cil: Odhalit infiltraci

CLL v pleuralnim vypotku
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Cil: Minimalni zbytkova nemoc (MRD)

V zdvislosti na dg. hledame:

bunky plvodniho fenotypu (nutnost vstupniho vysetreni) nebo
bunky typického fenotypu (dg. se specifickym fenotypem) nebo
klonalni populaci v bunécéné linii
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Dalsi moznosti stanoveni vlastnosti bunék

Aktivace - T lym (HLA-DR)

Diferenciace (CD38 u kmenové bunky)
Proliferace (Ki-67)

Ztrata funkcnosti — NK bunky (perforin)
Migrace

Viabilita (7-AAD)

Pfitomnost jadra (Syto)



Count

Fetalni erytrocyty

2 protilatky: Anti-HgF (fetalni hemoglobin), anti-CA (karbonicka

anhydraza)

HgF+ jsou fetalni Ery a F-buriky

CA+ jsou pouze adultni Ery

Vysetreni umoznuje spolehlivé kvantitativni stanoveni mnozstvi
fetdlnich erytrocytl proniklych do materské cirkulace bez ohledu

na RhD

Flow cytometry
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EuroFlow — standardizovany pristup k diagnostice

* zavedeni 6 — 8 barevného vysetrovaciho protokolu (kombinovéni
povrchovych a cytoplazmatickych markerd v jedné zkumavce)
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Cell sorting — vysoce specializované vysetreni v
hematoonkologické diagnostice

Prlitokova cytometrie - Separace nadorovée
Stanoveni fenotypu populace
nadorove populace

Pacient s HD — Molekularni diagnostika
odb&r PK. KD indikacnich marker

Nastaveni cilene lécby
Sledovani vyvoje onemocnéni v €ase a Uprava lecby



Princip cell sortingu — vybrana bunka v kapce dostava
selektivni naboj

Prutokovy cytometr -

typu cell sorter lnl tryska 50 — 400 um

IIIIIIII

488 nm laser i g
lasery 633 nm laser g

detektory pro

nabijeny proud kapaliny SSC afluorescence

nabité desticky

Zisk vysoce iii
Cisté frakce
cilovych bunék
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Pratokova cytometrie — vyhody a nevyhody

* Rychla, specificka, citliva, vysoce informativni

* Nenahraditelna v diagnostice i vyzkumu

* Dostu pné (ve vSech onkologickych centrech a velkych nemocnicich)
* Rozvijejici se (spektralni cytometrie)

» Subjektivni (operator dependentni), nakladna

= {j:-»'f Let’s flow together






