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Prutokova cytometrie — Flow Cytometry

technika pro kvalitativni a kvantitativni analyzu bunek nebo jinych
Castic (jadérka, mikroorganizmy, latexoveé Castice aj.) v suspenzi

rozliSeni bunék pomoci rozptylu svétla a fluorescence
rozliSeni na zakladeé fyzikalnich a chemickych vilastnosti bunek

* napf. velikost, mnozstvi granul, obsah DNA, apod.

po oznaceni bunék fluorescenénim The Elements of Blood

konjugatem monoklonalnich protilatek _

umoznuje studium
« povrchovych molekul
- diferenciacnich antigent — Eosinophi

 intracelularnich molekul apod. ¢

Platelets

 vyhodnocuje radove tisice bunék za ‘ ‘}
Lymphocyte

sekundu

Meutrophil Basophil




Princip prutokové cytometrie

= bunky v suspenzi protékaji kapilarou - usmernéné do velmi tenkého proudu
= bunky protinaji drahu paprsku svétla (laseru) kolmého na smér toku

= bunka rozptyluje svétlo do riznych sméru

» podle sveé velikosti
« vnitfni struktury (granulace)

= vyhodnocenim rozptylu Ize bunky roztfidit na jednotlivé bunécné populace
« pf. lymfocyty, monocyty, granulocyty

= Fluorescence:

* bunky pred analyzou obarveny fluorescent. lﬂpﬂﬂﬂ;gﬂ
barvivem
* nebo inkubovany s fluorescencné | ) eritiokovs
znadenymi monoklon. Ab proti urgitym Ag ser | J tomirka .
» excitace fluorochromu laserem fluorescence

* nasledna emise fluorescencéniho zareni Excitaéni

syétlo
 fluorescence odrazi
* vnitfni strukturu burky

e 1 . , Rozptylené
» specifické molekuly exprimované na povrchu ° Svatlo

buriky (znaky, receptory)

« umoznuje tridéni bunék do subpopulaci



Prutokovy cytometr - schema
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rozptylené svétlo a emitovana fluorescence

rozdéleny optickou soustavou
« hranoly, filtry, zrcadla

detekce
— FSC...detektor rozptylu svétla v malém uhlu
— SSC...detektor bo¢niho rozptylu
— PMT...fotonasobice (detektory fluorescence)




Prutokovy cytometr - fluidni systém

hydrodynamicka fokuzace

vzorek (suspenze) vnasen tenkou tryskou do pratokoveé kyvety (silngjSi kapilara)
kapilarou proudi nosna tekutina (solny roztok, tzv. Sheath fluid)

laminarni pratok nosné tekutiny usmérni buriky do velmi tenkého proudu
— Castice se pohybuiji v jedné rfadé za sebou

Central core

akusticka fokuzace
* alternativni zptisob usmérnéni bunék
* vyuziva ultrazvukové viny pro umisténi bunék do osy kapilary




Filtry Detektory

Prutokovy cytometr _
opticky systém . :

Fokuzace

— laser, napf. Ar (488 nm), He - Ne (635 nm)
— rtutova nebo xenonova lampa e

pro rozdéleni rozptyleného svétla
resp.fluorescenéniho zafeni podle vin. délky
— dichroicka zrcadla
» odrazi svétlo urcité vinové deélky, jiné propousti
— filtry - propoustéji pouze urcité vinové délky

Short pass

Band pass

— diody (FSC a SSC)

— fotonasobiCe (PMT — photomultiplier tube) ——

» zachycuiji fluorescenci pro kazdy fluorofor zvlast
v Uhlu 90 st. od osy laserového paprsku




Zakladni parametry flow cytometricke analyzy

= Forward scatter channel — FSC (rozptyl svétla
v malém uhlu)

— dioda méfi signal v malém uhlu od osy paprsku
— intenzita signalu pfimo umérna velikosti bunék

@ & &-——*‘

» Side scatter channel — SSC (bo¢ni rozptyl)
— fotonasobi€ v uhlu 90 st. od osy laser. paprsku
— informace o vnitfni strukture bunék (granulace)

FSC + SSC - identifikace bunék v suspenzi

= Fluorescence - FL
— informace o vnitfnich strukturach bunky

— 0 specifickych membranovych resp.
cytoplazmatickych molekulach




Flow cytometr — vyvhodnocovaci system

The Pulse

= Svételné signaly pfevedeny na elekrické
impulzy

« Zpravidla se méfi ,plocha” elektrického
signalu (integral)

=« Photons/Detector

« Jina moznost zpracovani signalu -
méreni vysky a Sifky signalu pro
odliSeni agregatt bunék

= Elektrické signaly zpracovavany pocitacem
digitalizace, grafické znazornéni

= PocitaCové zpracovani dat umoznuje tzv.
gatovani (elektronicka selekce
analyzovanych castic)



Zobrazovani dat z flow cytometricke analyzy

Vystup - vysledky v Ciselné nebo grafické forme g

bunék

Grafické zobrazeni: -

- jednoparametrové histogramy

— o0sa X ...intenzita signalu FSC, SSC nebo FL
— o0say ... Cetnost bunék

 dvouparametrové grafy RELL e
. . . . , Fluorescence 1
— o0sa X ... intenzita jednoho méfeného parametru
— osay ... intenzita druného parametru Dereity Plot

— mnozstvi bunék je znazornéno

* hustotou bodu (tzv. dot-plot histogram)
 vrstevnicemi (contour-plot histogram)
* barvami znazoriujicimi hustotu (density plot)

 Archivace dat

— ve formé histogramu

— ve formé souboru, které
uchovavaji vSechny udaje o
kazdé bunce




Zobrazovani dat z flow cytometricke analyzy

: Objem vs RMALS




Historie prutokové cytometrie

Counter (pocita€¢ bunék)
— 1953, USA, bratfi Coulterové

* impedancni princip:
— bunky usmérnéné hydrodynamickou fokuzaci ve
vodivém roztoku

— prochazi mezi elektrodami (stejnosmérné napéti,
proud)

— pfi prichodu bunky pulzni zvySeni el. odporu
Mathing about the appearance of the original Caulter Counter suggests haw completely it

(impedancni pulz)
. po éet i m p u IZ loJ . pOéet p r0§ I yC h b u n é k :::::;»:!:I;:::z;(d:;f;z\ij hematology and laboratory medicine while establishing the

— velikost impulzu ... objem bunky
puvodni Coulter princip - stale pouzivany v hematologii
- analyzatory pro pocitani krevnich bunék

_ —_—— b p!JIse ;
— kombinace s dal§imi technologiemi - rozptyl, fluorescence : Sl processing i 27

' i

i et signal

1968 - fluorescencni flow cytometr
— prvni flow cytometry byly pfistroje pouze experimentalni
— puvodni nazev metody - ,pulzni cytofotometrie”




Hematologické analyzatory pro pocitani krevnich bunek

Stanoveni poctu jednotlivych typl krvinek na principu pratokové cytometrie

= pocet erytrocytl (RBC — red blood cell),
= pocCet trombocytd (PLT - platelet),

=  pocet a morfologicky typ leukocytt (WBC — white blood cell):

« polymorfonukleary (granulocyty)
— neutrofilni
— eozinofilni
— bazofilni

* mononukleary

— lymfocyty
— monocyty

Eosinophil
v

= adalSi (retikulocyty, Hb,...)

Princip stanoveni na hematologickém analyzatoru
- krev rozvedena do tfi cest:
1. erytrocyty a trombocyty - impedancni metoda
2. hemoglobin - spektrofotometrie v prutokové cele
3. neutrofily, eozinofily, bazofily, lymfocyty, monocyty
- rizné principy stanoveni — dle vyrobce




Priklady technickych reseni stanoveni leukocytu

Elektroopticka flow cytometrie VCS (V — volume, C —conductivity, S — scatter)

destrukce erytrocytu a trombocytl lyzacnim Cinidlem

leukocyty zustavaji konstituéné neporuseny - detekce
* impedanc¢ni metodou (poCet a objem bunék — V)
« vysokofrekvencnim stfidavym el. polem (vnitfni struktury bunék - nevedou el. proud — C)
* rozptylem laserového paprsku (tvar buriky, povrch — S)

= méfeni vSech tfi parametrld simultanné na kazdém leukocytu

softwaroveé zpracovani
* roztfidéni bunék do skupin
* zobrazeni — histogram Impedanéni princip (Coulter)
* pocet bunék

COULTER® Ac-T diff™ Analyzer




Priklady technickych reSeni stanoveni leukocytu

Sysmex

= opticka metoda — fluorescencni prutokova cytometrie

= pro méfeni leukocytl - dva méfici systémy (kanaly):

— 1. systém - méfeni neutrofilt, eozinofill, monocytld a lymfocytl
 destrukce erytrocytu a trombocytl lyzaénim Cinidlem
» perforace membrany leukocytu
» obarveni DNA a RNA v jadre i cytoplazmé — fluorescenéni barvivo
* navazani organickych kyselin z lyzacniho Cinidla na eozinofilni granula
— zvyS$eni signalu - odliSeni eozinofili od neutrofill
» expozice polovodiovym laserem

— SSC odpovida lobularité, tj. €lenitosti jadra a pfitomnosti granuli v cytoplazmé
— fluorescence odpovida mnozstvi nukleovych kyselin

— 2.systém - méfeni bazofild
 destrukce vSech bunék kromé bazofili druhym lyzacnim Cinidlem

— z ostatnich WBC zUstavaji jen hola jadra
— FSC - velikost Castice
— SSC - vnitfni struktura



XE-5000™ Automated Hematology system

WBC diff

Fluorescence

Lymfocyty

Monocyty

Neutrofly Eosinofily
Ghost

Boéni rozptyl

Pfimy rozptyl

WBC Baso

Bazofily

WBC - jadra

Boénirozptyl

DIFF

§
b i
DIFF
§

WBC/BASD




Priklady technickych reSeni stanoveni leukocytu

Abbott

 MAPSS technologie (Multi Angle Polarized Scatter Separation)
* interakce bunék s polarizovanym paprskem argonoveho laseru
« rozptylené svétlo méfeno v ruznych uhlech

* v kolmém sméru sledovana mira depolarizace paprsku bunkou

* bunky rozliSeny na zakladé rozptylu svétla
« odliSeni eozinofill (od neutrofild) na zakladé schopnosti depolarizovat svétlo

Opticky systém analyzatoru CELL-DYN 4000
(e, «————
1 PMT 1 Polari 7
- . olarizovany paprsek Ar laseru zrcadly
FL1 (Yellow) FL1 (Gree . o ;
PMT 2 (Green) Argon lan Laser 10 Millwatts usmérnén do pritokové cely
. - Eoo~ 1 m“m .
Beam Splitter * Interakce bunék s paprskem
PMT 2 Outer Detector » detektor ,buvoli oko” - detekce rozptylu
Beam Spiitter . svétla pod uhlem 0 a 7 st.
s  Front c 052
i) '-..3,J View « 3 fotonasobice — detekce
o e — depolarizované rozptylené svetlo
0" Liht Loss z eozinofiltl
\.\ H
Front Mirror Flow Cell gisoye — rozptylené svétlo pod uhlem 90 st.
(See Enlarged Detail} — pfip. fluorescence




Priklady technickych reseni stanoveni leukocytu

* ALL - Ubytek svétla pod uhlem 0° - velikost bunky (méreno ve stiedové ¢asti detektoru)
— srovnani intenzity paprsku pfi priichodu bunék s plnou intenzitou paprsku za nepritomnosti bunék

* |AS - rozptylené svétlo pod uhlem 7° - komplexita bunky (méfeno ve vnéjsi ¢asti detektoru)
*  PPS - rozptylené svétlo mérené pod uhlem 90° - Clenitost bunécného jadra (lobularita)

* DPS - rozptylené depolarizované svétlo mérené pod uhlem 90°- granularita a odliSeni
eozinofilt od neutrofilt

— granula obsazena v eozinofilech svétlo pfi rozptylu depolarizuji

PSS

Argon ion | I | Argon i
. gon ion
laser light LA laser light Weneuyian

E'\Sé“‘”‘ — Q

a CELL-DYN © 4000 Customer Training

Neutrophils

S

P55 DSS P55 DSS = \ Eosinop hils

1
Il ”l ' '‘Basophils
Argon laser T Argon Laser . 5 .
|i|__-,ﬂ: SOUTOE h light source

Llrmpllor.ytes

= cELL-DY M ® 4000 Custorer Trainin q 7° - COMPLEXITY



Priklady technickych reSeni stanoveni leukocytu

Siemens

cytochemicka tzv. Perox metoda
buriky cytochemicky obarveny na pfitomnost intracelularni myeloperoxidazy
interakce bunék se svétlem wolframové Zarovky v pritokové cele
hodnoceni:
— velikost (objem) buriky - rozptyl svétla
— myoperoxidazova aktivita bunék — absorpce sveétla
* neutrofily, monocyty a eosinofily — pozitivni na myeloperoxidazu
« lymfocyty a bazofily — negativni na myeloperoxidazu
— scattergram s vyznacenim klastrt (oblasti pro jednotlivé populace)

ﬁR

1,2,3...8um, RBC, PLT

4...lymfocyty a bazofily Siemens Advia 120
5...velké nebarvitelné burnky
6...monocyty
7
8

-

- ;-} =\-Cl".l iyl I.E.-l :
.5? _T-" i

V-F';

...neutrofily
...eozinofily




Flow cytometrie v mocové analyze

Analyzatory mocového sedimentu UF (Sysmex)

* Principy - impedancni méreni, rozptyl svétla a fluorescence

« RBC, WBC, epitelie, hyalinni valce, patologicke valce, bakterie, kvasinky, spermie,
krystaly a ,jiné bufiky*

* necentrifugovana mocC narfedéna dilucnim pufrem - stabilizace osmotického tlaku

* obarveni vzorku dvéma fluorescencnimi barvivy
— membrany (karbocyanin)
— nukleové kyseliny (fenantridin)

« hydrodynamicka fokuzace Sysmex UF-100
* impedancni méfeni (objem bunky)
« pruchod &astic paprskem Ar laseru (488 nm)

— intenzita FSC (velikost Castice)

— Sifka FSC pulzu (délka Castice)

— SSC (povrch Castice)

— intenzita fluorescence (odrazi barvitelnost)

— S§irka pulzu fluorescence (délka obarvené Casti)

» zobrazeni pomoci scattergramu




Flow cytometrie v mocCove analyze

Fse-F| Scattergram for Small Slzed Parlicles
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Lane
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Fhw.Fscw Scattergram for Large Sived Particias

Cast {with inclusionsh

|

Lenginof Stained Area Lo

Shart

-

Snort Length of Cell

Scattergram malych €astic

Zavislost intenzity FSC signalu (velikost ¢astic
— Size of Cell) na intenzité fluorescence
(barvitelnost Castice - Stainability)

Scattergram velkych ¢astic

Zavislost Sifky signalu fluorescence (délka
obarvené Casti — Lenght of Stained Area) na
Sifce FSC signalu (délka Castice — Lenght of
Cell)

* epitelie

 valce hyalinni (without inclusions)

 valce patologické (with inclusions)

nemoznost kvalitativniho popisu polozek, rozpoznani zfidka se vyskytujicich komponent

A moznost diferencialni diagnostiky hematurii na zakladé distribucni kfivky erytrocytl a jejich
morfologie, pfip. analyzy jinych télnich tekutin (mozkomisni mok, ...)



Flow cytometrie - bunécéna imunologicka vysetreni

* Bunky imunitniho systemu

o kmenova buiika

myeloidni
prekurzor

" £ ymifoidni
megakaryocyt | i progenitor

. / monocyt

L] f
L aqﬂ I.II

[ |
trombocyty /

neutrofil eosinofil  bazofil

DA

(cps*) | D4
dendritickd makrofag [CD8") | (CD4")
burika
plazmocyt 4
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Flow cytometrie - bunécéna imunologicka vysetreni

- jednotny systém pro oznacovani diferenciacnich znaku

« bunécné subpopulace na povrchu exprimuji specifické molekuly (znaky, receptory)
— struktura - glykoproteiny

* znaky - pro jednotlivé subpopulace typicke
« skupiny znaku charakterizuji

— bunéecnou linii

— stav diferenciace bunky

— aktivaci bunky...

Myeloidni Myeloblast ~ Promyelocyt Myelocyt Metamyelocyt Neutrofil
progenitorova
burika

« kazdy znak definované struktury oznacen
Cislem, napf. CD1. CD2, CD3, atd.

—  Cluster of Differentiation TdT. GD7

HLA-DR, CD34

CD117

CD13

« kazdy nove objeveny znak dostava dalsi
poradove Cislo
— poradové €. nefika nic o strukture znaku

CD33

e v soucCasné dobé charakterizovano jiz vic nez CD11b, CD11e, CD16
400 takovych znak
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Flow cytometrie - bunécéna imunologicka vysetreni

Imunofenotypizace leukocytu pratokovou cytometrii

« zjiStovani povrchovych molekul (CD znaku)
— nékteré spolecné pro vice druhl leukocytu - zajistuji spolecné zakladni funkce
— jiné pfitomné specificky pouze na urcité subpopulaci

Princip:
* Inkubace bunék v plné krvi s monoklonalni protilatkou proti vySetfovanému CD znaku

— protilatka oznacena fluorescenénim barvivem (pfima fluorescence)
— buriky Ize oznacit sou€asné vice fluorochromy — detekce vice znakt najednou

« vazba protilatky na bunéénou strukturu vyhodnocovana prutokovou cytometrii
* pocitaCové zpracovani namérenych dat - tzv ,gatovani® (elektronické ohraniceni)

— lze ziskat udaje o subpopulaci bunék
charakterizovanych na zakladé jiného
znaku

» napf. zastoupeni znaku CD4 na CD3
pozitivnich bunkach
— (CDg3 je typicky pro T-lymfocyty,
kombinace CD3 a CD4 signalu
z nich vyselektuje Th lymfocyty)




Imunofenotypizace leukocytu prutokovou cytometrii

Reagencie a postupy
« fluorescencné znacené monoklonalni protilatky
— pfima imunofluorescence
 protilatka proti zkoumanému antigenu je oznacena fluoroforem
» vyhodou pfimé fluorescence je jednodussi zpracovani vzorku
— nepfima fluorescence
» protilatka proti zkoumanému antigenu neni znacena
» Kk jeji detekci se pouziva znaCena protilatka proti této protilatce
— pokud neexistuje Ab (proti zkoumanému Ag) ve formé konjugatu s fluorochromem
— sledovani slabé exprimovaného antigenu (nepfima FL - intenzivnéjSi signal)

Tab. 1: Samostatné fluorochromy nejcastéji pouzivané v pr ttokové cytometrii : . . o i3 . - .
i Tab. 2: Tandemové fluorochromy nejtastéji pouzivané v pritokové cytometrii

/ Vino Vinové délka - = 7
bl e maximalni maximaini Rt et Vinovi délka i e Yo itk Fluorescenéni
absorbce (nm) emise (nm) M excitace (nm) = barva
| absorbce (nm) emise (nm)

Alexa Fluor 405 405,407 401 APC-Alexa Fluor 750 633,635,647 L
Alexa Fluor 430 405, 407 43 APCCy55 633,635, 64

Alexa Fluor 633 633,635, 647

infracervend
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8 , 605

8 , 546 627
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el PE-Alexa Fluor 700

.54 75

3 695

TN Y 67

785

8 615

Alexa Fluor 660 663 690
702

Alexa Fluor 680 33,635, 647 679 proenibag. 7o

21
| = Tec i
" it
: b sl

02

Alexa Fluor 700 23 ¢
61 g
25
55
75
78

6
6
6.
6
496, 546 _ infratervena
6

Alexa Fluor 488 o ot e 533,635,647

7 8
, 647 i 3
APC 650 3
88 6 3
88 5 3

fluorochromy pro znaceni Ab — samostatné - tandemové (excitace primarniho aktivuje sekundarni fluorochrom)



Imunofenotypizace leukocytu prutokovou cytometrii

Reagencie a postupy
» reagencie pro fixaci, lyzaci RBC nebo permeabilizaci membran leukocytu

— permeabilizace - Setrné poskozeni membrany (zprichodnéni pro reagencie)

» vySetfovani cytoplazmatickych nebo jadernych antigent
« vySetfovani obsahu bunécné DNA a RNA atd.

« Kvantimetrie - ur€eni mnozstvi (intenzitu exprese) antigenu na jednotlivych bunkach
na zakladé mnozstvi navazané protilatky

— srovnani signalu bunek s kalibracni krivkou
— kalibraéni ¢astice - kulicky se znamym mnozstvim navazaného fluorochromu

AcM Molecules/cell

Fluorescence intensity (arbitrary units)

* pouziti asu jako jednoho z parametru - Ize provadét i kinetické studie
— napf.méfeni zmén hladin intracelularniho kalcia, stanoveni aktivity intracelularnich enzymu...



Flow cytometrie - bunécnha imunologicka vysetreni

Pristroje
« flow cytometry se slozitym optickym
systémem
— vice laserl a detektort pro fluorescenci
riznych vinovych délek)

PE-Cy5 Tandem
(Tricolor)

* moznost softwarové kompenzace N
prekryvu emisnich spekter fluorochromu ‘

— pfi multibarevné analyze

Emission Wavelength

F
i
u
0
r
e
s
c
e
n
c
e

tekutina

H « cytometr se ,sorterem" - zafizeni pro tfidéni bunék do frakci

— fokuzovany proud bunék prochazi vibracnim mechanismem
» rozpad proudu na jednotlivé kapiCky
» kazda obsahuje pouze jednu buriku

Emise
fluorescence

— po prichodu paprskem burfikam udélovan el. naboj (+ nebo -)

— nabité bunky rozdéleny do sbernych zkumavek
elektrostaticky

* pomoci nabitych vychylovacich destiCek

— Calibur Becton—-Dickinson, iCyt Eclipse, Partec CyFlow aj.



Flow cytometrie - multiplexové metody

— Flow cytometrie - dokaze detegovat jakékoli Castice velikosti fadové v um
 napf. inertni mikrosféry (kulicky) obarvené rdznymi fluorochromy

— viz kalibrace flow cytometrt (kvantimetrie)

Multiplexové systémy - stanoveni velkého poctu analytd z minimalniho objemu vzorku
— planarni, které jsou vlastné rozSifenim ELISA metody
,2bead-based” multiplex. analyzy (na mikrosférach) - zpracovavané flow cytometrii

« inertni polystyrenové mikrosféry (kulicky, beads) obarvené rdznymi fluorochromy
— pevna baze pro multiplexoveé analyzy

Navazani analytu Vznik fluorescencne
ze vzorku na znaceného komplexu
povrch mikrosfény




Flow cytometrie - multiplexove metody

— mikrosféry obarveny dvéma fluorescencnimi barvivy
« kombinace - az 500 rlznych barevnych odstina (typt) mikrosfér

— na kazdém typu mikrosféry navazana specificka protilatka nebo proba
rozpoznavajici a vazajici urcitou molekulu

« antigen, protilatka, receptor, substrat enzymu, DNA, RNA atd.

smiseni mikrosfér se vzorkem

specifické navazani pfislusného analytu ze vzorku na povrch mikrosféry
pridani fluorescencné znacené protilatky proti navazanému analytu
vyhodnoceni suspenze flow cytometrii

— registrace zbarveni vlastni mikrosféry (identifikace navazaného analytu)
— kvantifikace analytu na zakladé intenzity fluorescence znacené protilatky

Navazani analytu Vznik fluorescencné
ze vzorku na zhaceného komplexu
povrch mikrosféry




Flow cytometrie - multiplexové metody

Luminex xMAP (Multiple Analyte Profiling)
— teoreticky umoznuje 50 — 500 simultannich analyz

— Luminex dodava rada firem, napr. Applied Cytometry System, BioRad,
Invitrogen, Millipore a dalsi.

— systém Luminex vyzaduje specialni flow cytometry

CBA (Cytometric Bead Array) firmy BD Bioscience
— dovoluje simultanni stanoveni 30-ti analytu
— lze provadét na jakémkoli multibarevném flow cytometru

Beckman Coulter

— misto kombinace dvou barev na mikro€astici vyuziva kombinaci dvou mikrosfér
pro kazdou metodu

Aplikace: - cytokiny - chemokiny - rustové faktory
- zanétlivé markery - kardialni markery - tumormarkery
- hormony - specifické IgE - izotypy imunoglobulin(
- protilatky - fosfoproteiny - intracel. signalni molekuly

- HLA testovani - genotypizace - a dalSi



I za pozornost...

Dekuji




