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Laboratorni diagnostika
hematoonkologickych malignit —
prutokova cytometrie

Cast |
Uvod do pritokové cytometrie
CD nomenklatura
Uloha FCM v diagnostice



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 parametru




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

CD34

Stem cell
V4 \'¢
znaky lze krevni bunky ;
Ve \'& 4 !
rozdel |t na da ISI podtypy CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
CD15 CD14 CcD3 CcD19 CD61
Granulocyte  Monocyte  T-lymphocyte B-lymphocyte Thrombocyte
Atypické znaky: core o345
Aberantni znaky — takové, které se na fyziologické
subpopulaci nevyskytuji cb4 cbs
Asynchronni exprese — znaky, jejichz kombinace se v CcD3 CD3
daném stadiu vyvoje u zdravé buriky nevyskytuji ymoneste e
CD45
Populace se oznacuji kombinaci znak( se symboly (+) a (-) CD25
CD4* = CD4 pozitivni burika, tzn. na bunce je CD4 molekula >
CD4~ = CD4 negativni burika, tzn. na bunce neni CD4 molekula Activated

sCD3* = Ag je pozitivni na povrchu burky
cCD3* = Ag je pozitivni v cytoplazmé buriky

T-lymphocyte




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 dostatecnéeho mnozstvi bunék (citlivost metody)
e ,gating” a vypocty
* Fenotyp subpopulaci a jejich rozpocet

Specificky fenotyp — kombinace znaku, kterd je typicka pro urcitou patologickou populaci
Nespecificky fenotyp - kombinace znakd, kterd neni typicka pro danou patologickou populaci
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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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Prinos FCM pro hematoonkologii

ZASADNI VYZNAM

stanoveni diagnodzy, ,,staging”, MRD

ALL, CLL, AML, MM, HCL, PLL, MCL

OMEZENY VYZNAM
pFispiva ke stanoveni diagndzy

dalsi NHL, LGL, MF/SS

BEZ VYZNAMU

nelze stanovit diagndzu — neni specificky fenotyp

HL, CML



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 -
Stanoveni fenotypu
nadorove populace

Pacient s HD —
odbér PK, KD

Separace nadorovée
populace

Molekularni diagnostika
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
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488 nm laser i g
lasery 633 nm laser g

detektory pro

habijeny 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



