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a stanoveni lymfocytdrnich subpopulci
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Rozdéleni imunologickych laboratornich metod

serologické (humordlni)- detekce antigent a protilatek,
prikaz tvorby protilatek proti infekénim agens

bunécné- stanoveni poétu (relativniho, absolutniho) a funkénosti
jednotlivych typu leukocytd
- odbér nesrazlivé krve do EDTA, heparinu, citrdtu sodného

3 %
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» stanoveni leukocytarnich subpopulaci pomoci
pritokové cytometrie (FACS- fluorescent-
Imunofeno'ryplzace activated cell sorting)
bunek « odbér krve do zkumavky s EDTA
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LYMFOCYTY
T-lymfocyty (Th CD4+; Tc CD8+ _
B-L{/mfoc{/‘g;( ) White Blood Cells

NK bunky Leukocyty: polet leukocytl v krvi: 4-9x10%/I

Blausen.com staff (2014). "Medical gallery of Blausen Medical 2014". WikiJournal of
Medicine 1 (2). DOI:10.15347/wijm/2014.010. ISSN 2002-4436.
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Cluster Designation
(Cluster of Differentiation)

buiiky exprimuji (vystavuji) na svém povrchu ruzné specificke molekuly - znaky,
ktere mizeme usporddat do skupin charakterizujicich bunécnou linii, stav
diferenciace jednotlivé buriky a jeji aktivace

CD klasifikace: znak definované struktury rozpoznatelny monoklonalni protilatkou je
zarazen do skupiny diferenciachnich €D znakl a oznacen Cislem (CD1, €D2, €D3,..). V
soucasné dobé je na lidskych leukocytech charakterizovano asi 400 znakd.

Vyuziti: CD znaky jsou pouZivany k ozna€eni plné definovanych molekul. Molekuly
zarazené do CD klasifikace jsou ¢lenény podle funkce. Rozliseni adheznich
membrdnovych molekul, receptory pro rozmanité cytokiny, molekuly vyjadrene na T
lymfocytech, B lymfocy’rech trombocytech Ci.jinych bunéénych populacich.



T lymfocyty

CD3 - povrchovd molekula pritomnd na vSech T-lymfocytech
Fyziologické zastoupeni v periferni krvi: 58-85 % z lymfocytii

T- lymfocyty
CD4+ CD8+
Th (Thl, Ty2) Te
pomocné cytotoxické
T-lymfocyty T-lymfocyty

(T helper cells) (cytotoxic T-cells)

fyziologické zastoupeni z celkovych lymfocyti
30-60 % 15-35 %

plasma S

Stavba T- buneéného receptoru TCR a umisténi
podjednotek CD3 a koreceptorovych molekul
CD4, CD8 zapojenych do signalizace pres T-
buneény receptor TCR.

The T cell Receptor Complex

TCR CD8
CD4 o B

p56lck

http://www.cartage.org.lb/en/themes/sciences/lifescience/GeneralBiology/Immunology/Re
cognition/Tcell/ Tcellcomplex/Tcellcomplex.htm



CD19 je kostimulacni receptor - nevaze ligand
B |meocy1.y - modui]uje signdly z jinych r‘ecep‘er)r‘fl ’
CD19, CD20 - povrchové molekuly vyuZivané k detekci

B Iymfocy‘ru v prutokové cytometrii

Vhodné zvolend kombinace dal$ich €D znaku slouZi k
charakterizaci jednotlivych diferenciaénich stadii
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(Warnatz K, Schlesier M 2008) Fyziologické zastoupeni v periferni krvi: 7-23 % z lymfocytd



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

NK buiiky

CD56

adhezni molekula

CD16 (FCyRIII) S
receptor pro Fc ¢ast protilatky IgG

- po navadzdni ligandu se spusti ADCC (cytotoxicita zdvisld na protilatkach) - dochdzi k lyze cilovych
bunék NK burikami

Na povrchu nemaji CD3! jsou tedy CD56+CD16+CD3-

- rozeznadvaji buriky, které maji na povrchu abnormdiné mdlo MHC T -
nadorové a virové infikované buriky

- pouzivaji cytotoxické mechanismy (perforin, granzymy - perforin
vytvori v membradné bunky péry, kterymi dovnitr pronikne granzym a
zahdji apoptozu cilové burky)

Fyziologické zastoupeni v periferni krvi: 6-20 % z lymfocytu

Pozor!
NKT bunky: CD16+, CD56+, CD3+



Monocyty

CD14 - povrchova molekula charakteristickd pro monocyty
Fyziologické zastoupeni v periferni krvi: 0-10 % z leukocytt

- soucdst nespecifické imunity
- schopnost fagocytozy
- tkariova forma = makrofag

Na svém povrchu exprimuji HLA DR
(Human Leukocyte Antigen DR isotype)

- havdzdni peptidl z pohlcenych patogent —
— rozpozndni pomocnymi T-lymfocyty

- APC = antigen prezentujici bufika

Monocyte

J

€

CD14 jako koreceptor TLR4
- rozpoznani bakteridlnich
lipopolysacharidi (LPS)

L\

DC - maturation
inflammation
chemotaxis

T-cell differentiation

Nature Reviews | Genetics



flow+cyto+metrie - .méreni bunék v pohybu®

» Prutokova cytomerie je technologie umoZzriujici soucasne mereni a analyzu
nékolika fyzikdlnich a chemickych vlastnosti jednotlivych cdstic, ktere jsou
undseny v proudu kapaliny a prochdzi paprskem svétla

» moznosti analyzy mnoha vlastnosti a charakteristik na drovni jedné buriky
béhem kratkého ¢asového Useku

- urcovani fenotypu bunek (imunofenotypizace) - méreni soucasné vice nez
20 markerl na jedné burice

* monitorovani odpovédi na lécbu,
vyzkum signalizacnich drah




Co mérime:

* Lomené a odrazené svétlo - pri pruchodu bunék laserovym paprskem
dochdzi k jeho lomu a odrazu na bunecném povrchu a bunéénych organeldch

» Emitovanou fluorescenci - pokud pouzijeme MPL konjugované s
fluorochromem

| ]
Emitovana fluorescence

» Cdstice velikosti 0,2-150 tm | | —

- prokaryotické a eukaryotické buriky grmene a.odrazene svetio
- virové Cdstice, bakterie, houby Laser i~ Buiika
] komplexy Ag-Ab MPL konjugovana /

s fluorochromem




Princip prutokové cytometrie

PFi prachodu ¢dstic laserovym paprskem dochazi
k rozptylu svétla a k fluorescenci navazanych fluorochromd

Svételné signdly jsou prevedeny na elektrické pomoci
detektort (fotondsobice)

Na kazdé burice je mozné zmérit
nékolik parametru zdrover

Namérenad data se uklddaji
a ddle analyzuji




Elektronicky systém
Cy’rome‘rr Je tvoren prevod detekovanych

tremi hlavnimi sys’remy svételnych signdll na signdly

elektronické, vyhodnocované
poCitaCem

Fluorescence Detectors

‘\

Opticky sys'rem
laser, zrcadla,
optické filtry

/{’\ Fluidni systém
sampie  fransport Edstic k laserovému pgprsku.....



Fluidika

- zajist'uje transport bb. v nosné tekutiné (pod tlakem) do

pritokové komory
- buriky se pohybuji jedna za druhou

. o o o I odpad

o
| V- _O____‘
4
, (o}
nosna 8
tekutina %

« prutokovda komurka

Hydrodynamicka fokusace
- rozdil v tlaku a rychlosti nosné tekutiny a suspenze ¢astic

zabezpeluje uspordddni bunék jednotlivé za sebou

Rez pritokovou komorou:
uprostred vzorek (buneénd suspenze)
undasand nosnou kvapalinou (sheath

fluid)

Flow cejf

g“eath ”Ul'g

Sample
core




» Excitacni optika

laser a systém Cocek, které
zaostruji a sméruji laserovy
paprsek - pred ozarenim
castic

» Sbérna optika

soustava Colek, kterd vede
a rozdéluje svétlo do

o /7 / /
ruznych vlnovych délek na
prislusné detektory -
odrazené a fluorescencni
zarenli po ozareni castic

Excitacni
optika

Dichroické zrcadla

Sbérna optika

Forward
Scatter
Detector

kazdy cytometr obsahuje jako zdroj zdreni laser
dnes: najéasteji vyuzivané 3 az 4 lasery

v cytometru

kazdy laser md charakteristickou vinovou

délku zdreni — excitace riznych fluorochromi



Fluorescence

- fluorochrom je molekula schopnd absorbovat zdreni specifické vinové délky (excitace) a
nasledné vyzarit kvantum energie (emise) vo formé fluorescencniho zareni

- monoklondlni Ab znacené fluorochromomy - specifické k uréitému epitopu

Emitované zareni ma nizsi energii a vétsi vinovou délku (E = h.c/A)
- ¢dasteénad ztrdta energie (preména ha teplo) = Stokestv posun

Stokesuv posun

S2 —

A = Fluorochrom
e S1 - charakteristické excitaéni
. 5 3 Excitace e a emisni spektrum
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R ko v
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Zakladni stav b 0 °00 7o

Vinova délka (nm)



Fluorochromy

jsou excitované vhodnou vinovou délkou (nutné zvolit spravny laser)

gmli'rlt:)ji svetlo specifické vinové délky (nutné zvolit detektor ve spravném pdsmu vinovych
éle

i neznacené bunky mohou byt fluorescencni kvli slabé autofluorescenci

Polycyklické organické molekuly a jejich derivdty
- Fluorescein isothiokyanat (FITC), Cyaniny, Texas Red,
rada Alexa, Pacific a Cascade
- AmCyan, Propidium Todide, 7-AAD, CFSE
Fluorescencni proteiny
- Phycoerythriny (PE), Allophycocyaniny, PerCP, GFP,...

Schopné absorbovat fotony budiciho zdreni (napr. 488 nm) a ndsledné (10-8 s) emitovat
fg‘rony“s delsi vinovou délkou (nap. 500 - 800 nm). Fluorescenéni zdreni ma tedy jinou
Jbarvu".
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Optické filtry

Long Pass filtry (LP) Short Pass filtry (SP) Band Pass filtry (BP)
propousti vsechny délky propousti vSechny délky propousi specifické
vyssi nez specifikovana kratsi nez specifikovand rozmezi vinovych délek
vinova délky vinova délka

500LP 500SP 500/50
500+25

Dichroické filtry - umistény pod dhlem 45°
¢dst svétla odrdzi pod dhlem 90°, Edst propousti

Practical flow cytometry in haematology diagnosis, 2013



Elektronika

« svételné signdly jsou prevddény na elektrické
* typy detektori:
- fotodiody: detekce FSC

PMT
« velmi citlivé, jsou schopné zachytit i slabé signdly
« zvysuji signdl primdrniho dopadajiciho zdreni

- fotondsobice PMT (PhotoMultiplierTube): detekce SSC a fluorescence

Princip PMT

Zdreni ve formé fotonl dopadd na fotokatodu. Z ni jsou na zdkladé
fotoelektrického jevu vyraZeny eletrony, které jsou ddle usmérnéné
na tzv. dynody (katody z pozitivnim napétim). Na jednotlivé dynody je
privadéno stdle vyssi napéti, coZ umoZzriuje urychleni elektrond a
zvyseni jejich energie. Urychlené elektrony maji dostatek energie na
vyraZeni dal$ich elektronl z povrchu dynod. Polet elektrond
exponencidlné roste. ViyraZené elektrony dopadaji nakonec na anodu,
na které dochdzi ke vzniku napét ového pulzu. PMT umoZzriuje
preménit slaby pocdtecni signdl na silny napét ovy pulz.

Photocathode
Photomultiplier Tube (PMT)

Focusing electrode

photon

JUUtot

Connector
pins

s 2l ’5’,‘ sy
A SN a4
W Y2 /%
\ TNAN O v
¥ YEs
1 h4 b b}

A\
Dynode

\ 3 /
Primary Secondary Anode

electron electrons



Velikost vs. granularita

Velikost a ¢lenitost buriky uréujeme na zdkladé rozptylu zdreni: prochdzejici ¢dstice vychyli
dopadajici zdreni

Forward Scatter (FSC) - rozptyl zdreni v primém sméru — zavisi na velikosti bunék = uréuje
velikost

Side Scatter (SSC) - rozptyl zdreni do stran — zadvisi na ¢lenitosti bunék = urcuje granularitu

« staéi jeden laser
* nejednd se o fluorescencni zareni (nepotrebujeme MPL s fluorochromy)
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< granularita
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Lymfocyty 8-
O

RBC, debris,
mrtvé bunky

Kombinaci FSC a SSC — rozdéleni zakladnich subpopulaci leukocytt

Velikost: lymfocyty < monocyty < granulocyty
Granularita: lymfocyty < monocyty < granulocyty
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Treshold (prah)

» Detektory jsou extrémé citlivé a detekuji signdly z riiznych zdroju - prach, malé

¢dstice, debris
K jejich eliminaci je treba nastavit treshold (potlaceni podprahového signdlu)

 Nastavuje se na jednom parametru - pri imunofenotypizaci vétsinou FSC

Threshold 200 Threshold 5000 B Threshold 40000




Prekryv spekter

Fluorochromy typicky emituji svétlo v Sirokém spektru vinovych délek

V zdvislosti na usporddani filtrd, detektory mohou zachytit fluorescenci od jinych
fluorochromt, které jsou detekovdny v jinych kandlech (tzv. presvit, prekryv spekter)

488 nm
o
c = PE
8 FITC
wn
g
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G
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£ IR

VInova délka
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Kompenzace

Presvit je treba ..kompenzovat”, tak aby detektor zaznamenal signdl pouze
jednoho fluorochromu
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http://www.cytometry.org



Priprava vzorku
Pipetovat MIX potrebnych MPL

Volné MPL - vazba na receptory PInd krev zna¢end MPL

Lymfocyt
\ . . .
*. 30min.
e * Protrepat inkubace
@ 3% >
o ® > tma
»* (vortexovat) lab. teplota

Erytrocyt
Trombocyt

Vzorek krve 45 Vzorek krve 454l + MPL



Lyza erytrocytd

 Erytrocyty pritomné ve vzorku zahlcuji cytometr

proto po znaceni plné krve MPL je nutné erytrocyty
lyzovat

* Ke vzorku se postupné priddva:
> Roztok A: 600ul

> Priprava roztoku A: 15 | destilované vody + 1,8 ml 99% kyselina
mravenci - zpusobuje lyzu erytrocyt v kyselém prostredi
> Roztok B: 300ul

> Priprava roztoku B: 1,5 | destilované vody + 9,0 g bezvodého
Na,CO3, 21,75 g NaCl, 46,95 g bezvodého Na,SU, - alkalicky
roztok = zastaveni lyzy a dprava pH

> Roztok C: 100ul
> Priprava roztoku C.: 15| PBS EH 7-74)+15¢

v

paraformaldehydu - fixace buné

Vzorky se do za¢dtku mérani uchovdvaji ve tmé pri
4°C

Automaticky lyzdtor TQ-prep od firmy

Beckman Coulter pouzivany na lyzu
erytrocytl

urt TQprep
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granularita

2 typy grafu

Dot plot

Volime 2 libovolné parametry vici sobé

(osa x a osa y)
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Lymfocyty

RBC,
debris,
mrtveé

buiiky

24
Nl

4
-

200

Granulocyty

B

Monocyty

&

velikost

6 &

.
e T — e

10 w w 10
Relatdve Nuarsscanse ntensity

Nuamber of Events

Histogram

Volime 1 vybrany parametr (osa x), na ose y
je vzdy parametr count (= poCet bunék)
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DOT PLOT

- kazda tecka zobrazuje 1 burnku a
vyjadruje expresi daného znaku na
burice

- v jednotlivych kvadrantech se
nachdzi bunky s podobnou expresi
sledovanych znakd

Dot Plot rozdéleny do 4 kvadrantd

na zdkladé exprese sledovanych znak:

1. CD19+ CD3- = B lymfocyty
(11,40% z lymfocyti)

2. CD19+ CD3+

3. CD19- CD3+ = T lymfocyty
(83,91% z lymfocyta)

4. CD19- CD3-

CD3-

CD3+

[LYMFOCYTY]
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HISTOGRAM

[LYMFOCYTY]
A
Pocet i
bunék | 20- CD3+
_ Procento CD3+ bunék
4 . |
4!_:) - e |
= A“’
®) |
Ol 10- 82,34%
5

MFI CDB-Ycos PC5 >

Intenzita fluorescence

Kromé procentudlniho zastoupeni miZeme na histogramu sledovat i mean (medidn) fluorescence MFI (MdFI)



Analyza nameérenych dat — Gating Strategy

Gatovaci strategie: postupny vybér bunék

Namérené vzorky obsahuji, kromé riznych typt bunék, také slepené buriky, mrtvé buriky
anebo prachové dstice. Gatovaci strategie slouzi k odfiltrovdni nechténych castic z
analyzy a k vybéru cilové populace bunék na zdkladé rizné kombinace pouzitych znakd. V
grafu se ndasledné ohranici jen bunky, které nds zajimaji (vytvori se tzv. gate). Dalsi graf uz
zobrazuje jen buriky vybéru (ohrani¢ené) z predchdzejiciho grafu.

Ndzev gatu, z kterého se zobrazuji buriky

[Ungated] < [Singlets] > [LEUKOCYTY]
1000 1000 1000} R

LEUKOCYTY: 94,33%/ | [GRANULOCYTY} 52,31%:

800 800 800

600 600 600

FS PEAK

400 400 ‘@ 400

200 200 200 MONOCYTY: 4,85%)

| IDEBRIS: 2,309 | [LYMFOCYTY: 40,07% (&
0 i 1 L 1 ke I 1 z 1 0 ) 1 d 1 E 1 g 1 z 1 0 ' DL R A0 | LI AN b | LIRS TR AL v/ /
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 10° 10" DC(ISl analyza
FS INT SS INT CD45 FITC

Oddéleni doubletu - slepenych bunék Mrtvé bufiky a prachové &dstice



Krevni diferencidl

Zdkladni vysetreni v imunologické laboratori FNUSA: stanoveni zastoupeni lymfocytdrnich
subpopulaci v plné krvi

Pritokovou cytometrii se stanovuje pocet bunék v jednotlivych subpopuldci lymfocyti a
porovndva se s referencnimi hodnotami.

Pripravuji se dvé zkumavky s nasledujici kombinaci monoklondlnich protilatek MPL.:

MPL + Fluorochrom
Zkumavka A: 45ul krve + x ul MPL CD45 FITC

CD3 PCH
CD4 RD-1
CD8 ECD
Zkumavka B: 45ul krve + x yl MPL CD45 FITC
CD3 PCH
CD19 ECD

CD16/56 RD-1

Vzorky krve s MPL se inkubuji 30 min, ndsleduje lyza erytrocytl a méreni na pritokovém cytometru
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SS INT

Zkumavka B:

[LEUKOCYTY]
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SSC

Diferencidlni rozpocet

Stanoveni relativniho poctu leukocytdrnich a lymfocytarnich
subpopulaci pomoci prutokové cytometrie

DEBRIS |- -
— 0s% | .

. LYMFOCYTY

15.8%

CDA45 FITC

CD45- panleukocytdrni znak, pritomny na véech leukocytech

EQZINOFILY

LYMFOCYTY
19.7%

7 Lymfocyty + % Monocyty + % Granulocyty
= 100 % = Leukocyty

% T-lym. + % B-lym + % NK bunék
=100 % = Lymfocyty

7%CD4 + %CD8 odpovida priblizné % celkovych T lymf.

CDA45 FITC



Stanoveni absolutniho po¢tu lymfocytarnich
subpopulaci

|Absolutni poéet leukocytu 3,6-10 x10°|
lymfocyty 20-55 %
monocyty 0-10 %

granulocyty - neutrofily, eosinofily, bazofily 37-75 %

Priklad: relativni pocet abs. pocet

Leukocyty 5 x10°I Lymfocyty: 20% 1,0 x10°|
CD3: 75% 0,75 x10°I
CD19: 10% 0,1 x10°I

CD16,56: 15% 0,15 x10°I



Vysetrenie lymfocytov periférnej krvi

EXPRESE

FUNKCE

ZASTOUPENI NA
LYMFOCYTECH PERIFERNI

KRVE (%)

CD3

CD4

CD8

CD19

CD16/CD56

HLA-DR

vsechny T-lymfocyty

pomocné T-lymfocyty

cytotoxické T-lymfocyty

B-lymfocyty

NK-burky

B-lymfocyty, monocyty,
aktivované T-lymfocyty

asociovan s TCR, prenos
signalu

receptor pro MHC I,
aktivace

receptor pro MHC |,
aktivace

regulator aktivace

FcR pro IgG/mediator
adheze

MHC Il, prezentace Ag

58-85

30-60

15-35

7-23

6-20

B-lymfocyty konstitutivné (na
vSech B-lymfocytech),
T-lymfocyty 3-7

(na aktivovanych T-lymfocytech)



Vékova zavislost zastoupeni
lymfocytarnich subpopulaci

Table |. Relative size of lymphocyte subpopulations in blood

Age groups

Lymphocyte Neonatal 1 wk-2me 2-5mo saﬁma ?-15mo  15-24 mo zrsyr_ 5-10yr 10-16yr Adults
subpopulafions  (n=20) _{n-lﬁll in=48) (=105 ((=70) (=33 (=33 (=38 {M=23 (=50

CD1Y* B 12% 15% 24% 21% 25% 28% 245% 18% 16% 12%
.. ymphocytes (=22 ... (@-26) 0439 (1335 (539 (1741 (d4ad | (031 82 | (6:19)
CDA*T 62% 2% 63% 66% 6% 64 % 6% 6% 67% 72%
lymphocytes (28-76) (60-85) (48-75)  (S0-TT)  (54-T6) (39-73)  (43-76) (3578} (S52-7R)  (55-83
CDA*CD4* T 41% 55% 45% 455 44% 41% 7% I5% 0% 44%
lymphocyies (17-52) (41-68) {33-58) (33-38) (31-54) (25-500 . (2348) (27-53) {25-4%) (28-5T
CD3*CDE T 4% 16% 17% 18% 18% e 4% 25% 23% 24%
lymphocytes (1041} (9-23) (11-25)  (13-26)  (12-28) (11-32) (14-33) (19347 (935)  {10-3%)
CDd/CDS 1.8 3.8 2.7 2.5 24 1.5 1.6 1.2 1.7 19
ratio per CD3*  (1.0-2.6) (1.3-63) (L7-39) (1638 (1339 (0937 (0929 (0926 (0934 (L036)
CDAYHLA-DR? 2% b 3% 3% 3% 6% 6% 7% 4% 5%
T Iymphocytes (1-6) (1-38) {1-9) (1-7) (2-8) (312) (3-13) (314 (1-8)  (2-12)
CD3 1CD16-56% by 4% 6% e 5% 8% 0% 12% 15% 13%
NE cells (6-38) (3-23) (2-14) (2-13) (3-17) (3-16) (4-23) (4-26) (6-27) (7-31)

The relative frequencies are expressed within the lymphocyte popolation: median and percentiles (5th to 95th percentiles),

Comans-Bitter et al. J Pediatr. 1997 Mar;130(3):388-93


http://www-ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.muni.cz/pubmed/9063413

Hodnotenie nalezu jednotlivych subpopulacii

Snizeni/ . .
i subpopulace | onemocnéni
zvyseni

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

\ CD19+ u nékterych pacientd s CVID

T CD19+ B — bunééna leukémie

\ CD3+ pfi expozici Clovéka toxickymi chemikaliemi

0 CD3+ T — buné&éna leukémie

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

) CD4+ autoimunity, alergie
1 CD8+ autoimunity (roztrouSena skler6za, systémovy lupus erythematodes-SLE)
A CDS+ u nékterych pacientd s CVID

- virové infekce (EBV, CMV, HIV)



Vliv infekce

Bakterialni infekce
* Poéet leukocytd: T Th: CD3+ 4+:

* Lymfocyty: \J Monocyty: CD14+HLA DR+ :

» Granulocyty: T

Virovad infekce
- Poéet leukocyti: Tc: CD3+ 8+:

» Lymfocyty: T CD3+8+HLA DR+ :
- Granulocyty: \J CD3+8+38+:

T
"



Aquios CL

- automaticky bez nutnosti jakychkoliv manualnich intervenci zpracovava vzorek od
vlozeni zkumavky az po vydani vysledku

* pracuje primo s primdrnimi zkumavkami v kazetdch (stojdncich)
* Cte Cdrovy kéd zkumavky

* ndsledné propichnutim septa aspiruje krev

« poté prida protilatky, inkubuje

* napipetuje lyzacni roztok

« Zmeéri vzorek

Viysledky jsou uloZeny v software pristroje a automaticky nebo po jejich validaci
obsluhou jsou odesildny do LIS



Aquios CL

Vel il

LOAD & GO FLOW CYTOMETRY




Vyhody a nevyhody prutokové cytometrie

Vyhody Nevyhody
* Velké mnozstvi analyzovaného * Vysoka financni naro¢nost
materidlu - velké mnozstvi dat

» Sestaveni experimentu, analyza a
* Analyza trva nékolik minut vyhodnoceni dat zdvislé na
zksenostech obsluhy

» Analyza vzorku co najdrive po
odbéru

* Nevidime lokalizaci signdlu na
bunfice

* Kvalitativni + kvantitativni analyza
* Mozné manipulaéni operace

napr. tridéni bunék podle vybranych
vlastnosti (cell sorting)



Priklady vyuziti v praxi



Pacientka: Z,
*1957

[Ungated] CD45-FITC / 55

1000

o Eof 0,14%
800
600 2
" .J. Frrjcl :_8.591:
40-4Debris : 4, :
200
. {GADJ - 17,00%
10 10° 107 10°
CD45-FITC

Count

- v krevnim diferencidlu chybi B-lymfocyty (0,0 %

z celkovych lymfocyta)
- v nemochi¢nim systému zjisténd lé¢ba
rituximabem - pacientka revmatologie

- vysledek: deplece B lymfocytl vlivem Ié€by (po
4-6 mésicich navrat k normdlnim hodnotam)

[TADJ] CD3-PC5

[TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1

[TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD

101 0,30% [F2: 41,03% TE1.0,04% [F2: 45,31%
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[ ]
Pac I en‘l’ ¢ [TADJ] CD3-PC5 ) [TADJ] CD3-PC5 / CD4-RD1 . [TADJ] CD3-PC5 / CD8-ECD
. ) 10° e 0,57%

C1:0,05% [C2:1,96% CD&-[E2] : 1,30%

* 1 = CD4-[C2] : 1,95% E2: 1,30%
107 4 107 o

[Ungated] CD45-FITC / 55
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] R [TADJ] CD3-PC5 / CD19-ECD _ [TADJ] CD3-PC5 / CD56-RD1
GADJ : 90,67% TR et ,4e% C2:0,25%
o T T T . : 2 CD3+:3,179§
o CDci:jDFITC e 17 L cD19-[E1] :|95,50% 5 JCD1656-[C1] { 1,30%
S =
(] [=
/ 2 2
= =
- =]
v krevnim diferencidlu vysoké hodnoty e Catzom
o ’ o T T T T - T
B lymfocytu (95,50 % z celkovych lymfocytu)
CD3-PCH CD3-PCH

prvozdchyt: bez historie v nemocni¢nim
systému

vysledek: podezreni na B-lymfocytdrni
malignity (CLL)

nutné doplnit vysetreni CD5+CD19+ bunék



Pacient: M, *1966 D
CDH+CD1

| vySetreni na pritomnost
bunék

CD5+CD19+ buriky = marker chronické lymfoproliferativni choroby
u zdravé osoby se znak CD5 vyskytuje na T lymfocytech, normdlni hodnoty CD5+ na B lymfocytech u
zdravého dospélého ¢loveka: do 10% ze viech B lymfocyti

. [H] SS INT / FS INT [A] CD19 PC7 . mcosarc/ ez CD5+CD19+ : 94.8%

Ct: | |c2:94,83%
10,80%
200 ‘

-
2
I

6001

FS5 IMT
Count
CD19 PCY
=

wol o A:85,96% | i

] : 20 10,96%
5 i CD19+ : 95,55% 10° 3
200

] ‘ F! h C4:3,41%

0 T T T T T o T 4 1 ' R | ! T T T
a 200 400 600 800 1000 107 10" 10 10° 107 10 10 108
SSINT CD19 PC7 CD5 FITC

Vzorek: periferni krev odebrand do EDTA
Znaceni MPL: Viysledek: vysoky poet CD5+CD19+ = doporuéenti

€D45 KO - panleukocytdrni znak na hematoonkologické vy3etieni
CD19 PC7- B lymfocyty gicke vy

CD5 FITC



Pacient: M, *1999

[Ungated] CD45-FITC / 55 [TADJ] CD3-PC5

“1C1:2,93%

[TADJ] CD3C5 / CD4-RD1
C2:13,18%
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v krevnim diferencidlu zjistény obrdceny pomér

CD3+CD4+ k CD3+CD8+ (13,2 : 50,9)
- fyziologické hodnoty: pomér CD3+CD4+ > CD3+CD8+
- prvozdchyt: bez historie v nemocni¢nim systému
- vysledek: podezreni na virovou infekci (¢asto EBV, CMV)

nutné doplnit vysetreni CD8+CD38+ bunék
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[VW] CD45 KO / S5 INT - [Lymfo] CD3 PC7 / CD8 APC H700

Pacient: M, *1999
Doplnéni vy3etreni na = 7] i : o] |
pritomnost zvysené T N z i
exprese znaku CD38 na ) S0 - 75,04 o
CD3+CD8+ T lymfocytech R | | e
N CD;; KO ° ° N CD;DPCT ° °

CD8+CD38+ buriky = marker virovych infekci

Count

[CD3+8+] CD38 APC H750

CD38 APC H750

u zdravé osoby je zastoupeni CD8+CD38+ T lymf. nizké, u virovych infekci se zvysuje, patologické

hodnoty = 2?2?

hodnoty vyssi nez 50% CD8+CD38+ T lymf. z celkovych CD3+CD8+ T lymf. nutné vysledek hldsit

oSetrujicimu lékari

CD8+CD38+ 83,2%
CD8++CD38++ 92,2%

Count

Vysledek: vysoky poéet CD8+CD38+ T-lymfocytl Fyziologicky obraz
= moznd napr. EBV infekce (mononukleoza), Nastaveni polohy gati je
doporuéeno mikrobiologické vysetreni fixni- nastavené podle

zdravych kontrol

[CD3+8+] CD38 APC H750

25
20
15

10

||.

R
CD38 APC H750

U:2,76%
I—

0: 25,99%

10°



SCID - severe combined Immunodeficiency
TéZzky kombinovany imunodeficiencit

Primarni imunodeficience (vrozend), postiZena je bunééna slozka imunity

Jednad o nejzdvaznéjsi vrozenou imunodeficienci (zdhy po narozeni tézké infekce)

Bez lé€by (transplantace kostni drrené) Umrti v prvnim roce Zivota (vyviji se také genovd terapie)

Klinické projevy:

Infekce zplsobené atypickymi patogeny (pneumocysty, kandidézy, atypické mykobakteriézy, cytomegalova
pneumotitida)

Chronické prujmy (bez prikazu etiologického agens), neprospivani, kozni infekce, komplikace po vakcinaci
BCG

Molekuldrni podstata je heterogenni, rozlisuje se nékolik skupin SCID:

1.

SCID T-B+NK-: Chybi T lymfocyty a NK buriky, B lymfocyty zachovdny. Nejéastéjsi forma SCID (60% vech pripadd).
70% pr‘lpadu vdzdno na chromosom X - mutace genu pro gama Fetézec receptoru pro IL-2. Tento gama Fetézec je ale
spolecny i receptortm pro IL-4, IL-7,IL-9 - funkéni porucha mnoha cytokind.

SCID T-B-NK+: Absence T i B lymfocytl, NK buriky zachovdny. Molekuldrni podstata heterogenni (nékteré pripady
deficit rekombindzy RAG-2, porucha exprese receptoru pro IL-7)

Porucha ADA (adenosindeamindzy): Dysfunkce nebo absence tohoto enzymu zplisobuje akumulaci produkti metabolismu
purind, které jsou pro ¢asné thymocyty toxické - rozviji se tézkd T lymfopenie

Retikularni dysgeneze: PostiZeni kmenové buriky, blokovdn vyvoj myeloidni i lymfoidni linie.



(1):20008654.LMD FL3 LOG/FL1 LOG A (1):A0008654.LMD FL3 LOG/FLZ LOG A
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Vysledek: T-B+NK+ SCID
- vSechny T-lymfocyty byly materské, aktivované, rozpozndvaji HLA antigeny kojence jako .cizi"
- mozné doplnit funkéni test proliferace T-lymfocytl; dité je smérované k transplantaci kostni drené



Bronchoalveolarni lavaz - BAL

diagnostické bronchoskopické vysetrenie

pacientovi se do bronchu (vétve bronchu) pomoci fibrobronchoskopu aplikuje a nasledné zpét
aspiruje 150-200 ml fyziologického roztoku

sleduje se procentudlni zastoupeni jednotlivych typt leukocytt

indikuje se u zdnétlivych plicnich onemocnéni, nadorovych onemocnéni, intersticidlnich plicnich
procesech, pneumokoniézdch

vzorek: bronchoalveoldrni tekutina
zpracovani:
filtrace vzorku kvli pripadnému obsahu nelistot, promyti, znaéeni MPL.:
CD45 FITC - panleukocytdrni znak
CD3 PCH - T-lymfocyty
CD4 RD1 - Th- lymfocyty
CD8 ECD - Tc-lymfocyty

Pozn. Vzorek BAL nesmi obsahovat krev.

V krvi je jiné zastoupeni lymfocytdrnich subpopulaci nez v BAL, v pripadé kontaminace BAL
krvi neni mozné rozpoznat, které lymfocyty pochdzeji z krve a které z BAL, coZ vede ke
zkreslenym vysledkim.



Bronchoalveolarni lavaz - BAL
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Diagnosticky dilezity je pomér CD3+CD4+ k CD3+CD8+ T-lymfocytld (= imunoregulaéni
index)

Fyziologické hodnoty: pomér CD3+CD4+/CD3+CD8+=1,1az 3,5

Patologické hodnoty:
- podozreni napr. na sarkoidézu, pneumoénii, nadory dychacich cest,...



HLA-B27

Znak HLA-B27 je asociovany s radou zdnétlivych onemocnéni jako zdnét kloubd, vnitfnich struktur oka
(uveitida), krdtkych kosti rukou, noh a slach, ddle psoridzou, chronickymi bolestmi spodni ¢dstmi zad a
spondyloarthropatiou - najzndméjsi je ankylézujici spondylitida (zdnétlivé systémové onemocnéni
patere a kloubl - Bechtérevova choroba)

Vysetreni HLA-B27 neni dopliujicim mérenim ke krevnimu diferencidlu, je fo samostatné méreni

Vzorek: periferni krev odebrand do EDTA
ZnaCeni MPL.:

CD3 PE- T-lymfocyty

HLA-B27 FITC

Vysledek: cytometrické vysetrenie HLA-B27 je jen screeningova metoda.
Pozitivni vysledek je treba konfirmovat metodou PCR S »




negativni

HLA-B27

pozitivni

nelze urcit




VysSetreni periferni
heparinizované krve,
stimulace alergenem pfi
37 °C ve vodni lazni,
zastaveni reakce, lyza
erytrocytll a méreni na
pritokovém cytometru

ohraniéime subpopulaci bazofili (CD203c pozitivni)

A AND LIVE GATE AND D] S5 NT LIFL2 NLAGX

VyuzZiti prutokové cytometrie v alergologii
Test aktivace bazofilu (bazotest - BAT)

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

Na povrchu bazofill - FceRI (receptor pro IgE)

- CD203c
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Zalozen na expresi aktivacniho znaku (CD63) na
povrchu perifernich bazofilu po jejich expozici alergenem
in vitro

Reakce precitlivélosti jsou podstatou alergickych onemocnéni.
Reakce precitlivélosti I. typu neboli IgE mediovana alergie - je
zprostfedkovana protilatkami IgE.

IgE se navaze na bazofily ve fazi senzibilizace.

Pfi dalSim setkani s alergenem — alergen pfemosti IgE, to vede k
aktivaci bazofild - masivnimu uvolnéni produktt degranulace
bazofild a mastocytli —> zvySena exprese CD63 a CD203c

na aktivovanych bazofilech.

Sledujeme expresi CD63 na povrchu bazofill
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Setreni diferenciacnich stadii lymfocytu
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Vysetreni diferenciacnich stadii
T-lymfocytt
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CD45RA - naivni T lymfocyty
CD45RO - pamét'ové T lymfocyty

HLA-DR, CD38 - aktivované a efektorové
T lymfocyty

CD57 - vysoce diferencované T lymf,
(vyCerpané, senescentni), neproliferuji
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T lymf., exprese klesd po aktivaci



Vysetreni diferenciacnich stadii
B-lymfocytu
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