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Prutokovy cytometr
Ty

= poprvé pouzit v 60. letech k méreni objemu bunék

= specializovanéjsi varianta fluorescenéniho mikroskopu v kombinaci
s krevnim analyzatorem, nyni az 30 fluorescenci

= analyza fyzikalnich, chemickych a biologickych vilastnosti az
20x10¢ bunék v suspenzi

= moznost sortovdni - separace raritnich populaci bunék
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Klinické prutokové cytometry

Cytomics FC500 (Beckman Couiter) BD FACSCantoll (BD Biosciences) omnicyt (Cytognos)

BD FACSLyric (BD Biosciences) Bricyte (Mindray)
DxFLEX (Beckman Coulter) EEE



Prutokovd cytometrie
I [ I 1

= umoznuje simultanni analyzu mnoha tisict bunék za sekundu

= bunky (castice) prochazeji pres paprsek laseru
= méni jeho kvalitativni i kvantitativni viastnosti

= rozptylené i druhotné emitované svétlo (fluorescence) pak dopadd na
detektory, kde je konvertovano na elektronicky signdl

= zisk mnoha parametru - velikost, granularita, fluorescence...
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Méritelné bunécné parametry
I 1 I

= Exprese proteinU - povrch, cytoplazma, jadro (imunofenotypizace)

= Posttranslacné modifikované proteiny - vé. fosforylovanych proteinu

= RNA - IncRNA, miRNA a mRNA transkripty

= Bunécny status - zivé bb, pozdné apoptotické a neviabilni

= Bunécny cyklus - analyza bunék v GO/G1 fazi vs. S fazi, G2, pripadné
stanoveni ploidie, véetné detekce proliferace a aktivace

= |dentifikace a charakterizace roznych bunéénych subsetl v rdmci
heterogenniho vzorku pomoci imunofenotypizace

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of- . . . 5
fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-cytometry-fundamentals.html



Slozeni prutokového cytometru

1. Fluidika - smérovani vzorku do laserového paprsku a usmérnovani

jeho toku

2. Zdroj svétla - signdl z rozptylu na bunkdach a aktivace fluorescence

navdzanych barev
3. Optika - sdruzeni a rozdéleni rozptylenych paprsku dle vin. délky
pomoci filtr0 a zrcadel na prislusné detektory

4. Elekironika a poéitacovy systém - prevod optického signdlu na

elektronicky a dalsi zpracovdni
HENE



Slozeni prutokového cytometru
EEEEE
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Fluidika - usmérnovani vzorku
TLLL
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https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-leamning-center/molecular-probes-school-of- . . . 8
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Zdroj svetla

T [ 1 e
LASER = Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation

= staly koherentni zdroj paprsko svétla o uréité vinové délce A
= presné zacileni co nejvétsiho poctu fotonu do co nejmensiho bodu
= dle aktivniho média (k pumpovdni energie)

= plynové, kapalinové

= pevnoldtkové (polovodicové/diodové) - malé, opt. pomér

prikon/vykon, nepotrebuji dlouhy zahrivaci ¢as (s)

HEE -



Paprsek laseru
EEEEE

= véfsina laserovych paprski ma profil Gaussovy kiivky guperﬂunus
r~ r 0 7~ 7 r Lé — * nergy
= snizeni symetrie ozareni se vzdalenosti od centra paprsku 5 | Govssion oo
= vysoka rychlost prutoku vzorku = nerovhomérné ozareni g Threshold Top-Hat
vers ° £ |ssesvedaaasasdsvsasssualsnssesinmmar=t a s
= vyuziti tzv. flat top laseru = n
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hitps://www.edmundoptics.de/knowledge-center/application-notes/optics/why-use-a-flat-top-laser-beam/ % (i) % {rmm)
hitps://www.laserfocusworld.com/optics/article/14197298/flattop-laser-beams-their-uses-and-benefits . . . 10
hitps://expert.cheekyscientist.com/what-is-a-flow-cytometry-laser-how-flow-cytomtery-optics-function/



Svetlo vs. bunka

detektor

H detekior

r
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Forward Scatier
- rozptyl svétla v malém 0hlu
- velikost bunky

Side Scatter

\_’ Zekfor

- rozptyl svétla pod Uhlem 90°
- komplexita bunky

Fluorescence
- snimdana pod Uhlem 90°
- pritomnost fluorochromu

HEN n




Fluorescence l.

P ztrata E,-E, = vnitini konverze
teplo + vibracnirelaxace

Excitovany stav E>0

. ~ 7 — E
excitaéni A 2

absorbce E, emise E, = fluorescence
%\ W emitovana A

Zdakladni stav E=0

visible spectrum infrared

ultraviolet

higher ——=s—t 1 i
ENergy 400nm 500 nm

i pe— > |ower
600nm 700nm energy . . . 12




Fluorescence ll.
H H H ¥

A Fluorescein

= StokesUv posun

o A excitace # A emise

relative absorption
relative emission

= Fluorescence Resonance Energy Transfer = FRET A @®\/\\/\

= excitovany donor A preda energii a fluoreskuje B

= tandemové konjugaty - citlivé na svétlo (PC5, PC7, APC-Cy7...)
HEEE 3



Usporadani laseru
T

Flow cell = prﬁfokové komurka Paralelni usporadani laseru

0 - . casove zpozdéni
= Interakce laser0 s burikami P

vyssi pocet fluorochromu

Time delay




Optika I.

EEENEN
Optické filtry a dichroicka zrcadla S hdabuioroaiioumlion

Band

= propustnost pro dané A a blokace/odraz jinych = e |55 ees g Monier

V4 7 780/60 755LP
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Optika Il.
EEEEE

Detekéni systém/opticka lavice
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Vznik signalu I.
I 1 5

Pfrevod svételného (generovaného vstupem bunky do paprsku laseru) na
elekiricky signal prostrednictvim fotondsobice/fotodiody — slaby fotoproud

Charakteristiky pulsu Fotonasobic
- & B
laser = == 2 g & fotokatoda i dynody anoda
— '\\ = - ! \-\
T / E toton | _I_/ - -W 5 "
Time o £ Pulse area(A) _ — NV /A ARETT
| — —~ | signai
g % zauo;:ci Ill‘ "{:l {— —H L {
w 1 .
Iy == vyzéfeny B} i
laser E § = T 3 n:_’ fotoelekiron d8ic napet
VN~1300 V
A ] A
Time Pulse Width Time (ps)

(W)
O 1 height
laser = % = g - wideh

area
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Vznik signalu Il.
EEEEE

Fotoproud - zesileni, digitalizace (analog-digital prevodnik - ADC) a tridéni
signdlu (binning)

Rozliseni ADC
= ddano poctem , trid“
- e = /18-bitovy ADC = 218 {iid = 262.144 trid
= = 0 - =5
[ H [ | e | e
[LEL LI ] ML

"‘Y,‘_‘f?g_o‘,‘ Molecular Probes School of Fluorescence . . . 1 8



Fluorochromy I.

= Organickd barviva

= malé stabilni molekuly

= puvodni = FITC

= Pacific dyes

= Alexa Fluor Dyes

= eFluor
= Velké proteiny

= puvodni = PE, APC, PerCP
= Polymery

= Super Brights

= Brilliant violet/ultraviolet

Specialni barviva
= NovaFluor

Fluorescence spectra overview

Violet laser Blue laser  Yellow laser  Red laser
(405 nm) (488 nm) (561 nm) (635 nm)
Vio® Bright V423
VioBlue®
VioGreen™ ___— | E
PerCP ‘

PerCP-Vio® 700 1 Y -

Vio® B515/Vio® Bright B515

FITC

Vio® Bright FITC P Wi

PE B ey’

PE-Vio® 615 S el U

PE-Vio® 770 I I
Vio® R667/Vio® Bright R667 P w-—

Vio® R720/Vio® Bright R720 — 43

APCVio® 770 /; Ei ‘ ‘

300 350 400

450 500 550 600 650 700 750 800 850

Wavelength (nm)

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/flow-cytometry/antibodies-for-flow-

cytometry/flow-cytometry-panel-builder.html.html

HEE 1
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Fluorochromy |Il.

Stain index

= svitivost jednotlivych fluorochromu
= SI=D/W

Signal height

.

Signal width
D = difference between positive and negative peak medians
W = the spread of the background peak (= 2X rSDnegative)

| MFI 71.027
| MFI 50.790

MFI 13.37

:
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Kompenzace
EEEEE

V dusledku spekiralniho prekryvu emisnich spekter dochazi k tomu,
Ze signdl jedné fluorescence je zachycen i na fotondsobici
nasledujici fluorescence - falesna fluorescence

FITC - filtry - PE

NS

FITC zasahuijici do PE Uprava - zvyseni % odstranéni
- falesny pridavny signal! FITC z PE, resp. PE z FITC fotondasobice




Analyza a zobrazeni
I [ 1

leukocytarni gate

monocytdrni gate

lymfocytdrni gate

debris ———(

FS lin ‘ 0
» $$ lin

FS - forward scatter - velikost bunéek

SS - side scatter - granularita/komplexita EEE 2



1-parametrovad analyza
TITL

Histogram
= 0sa X - intenzita fluorescence, osa y - pocet bunék
= hodnoceni - odecet % pozitivhich bunék
= neg. peak = autofluorescence, izotypova kontrola
o poz. peak - low (+/-) < dim (*) < high, bright (**) < very high (***)
porovnavdni intenzity exprese - median intenzity fluorescence (MFI)
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Intenzita fluorescence (linedarni nb logaritmicka stupnice)




2-parametrova analyza

Dot plot
= dva parametry proti sobé - FLx vs. FLy, FLx vs. FS Ci SS
= procentudini hodnoceni - nejcastéji kvadrantova analyza

/\_A l. kvadrant - FITC-
Il. kvadrant - FITC*

lll. kvadrant - FITC-
IV. kvadrant - FITC*

P
‘ioi

.............................

Yellow FIl
[

Green Fluorescence . . . 24



Multiparametrovd analyza
Ty

= vyuZiva Principal Component Analysis (PCA)
= fransformace slovzici k dekorelaci dat
= sniZzeni dimenze dat s co nejmensi zirdtou infomace

APS - automatic population separator (Infinicyt)

CD38:FITC-A LOGICAL
CD10:APC-A LOGICAL

CD19+ leuko

CD20-APCAFT750:APC-
eFluor780-A LOGICAL

CD34:PE-A LOGICAL

1E4
|

1E4
1

CD45:Pacific Blue-A LOGICAL

CD5-PerCPCy5-5 PerCP-A
LOGICAL

1E3
|
1E3
1

CD19:PE-Cy7-A LOGICAL

FSC-A LINEAR

CD138-BV510:Pacific Orange-A
LOGICAL

1E2
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FSC-H LINEAR

o
baanblasal

SSC-A Exp-SSC Low

L]
[

CD38:FITC-A LOGICAL
CD10:APC-A LOGICAL

SSC-H Exp-SSC Low

T T Liniah el
1E4 ES L]

3 12 1E3 183 185
CD45:Pacific Blue-A LOGICA| CD20-APCAF750:APC-eFluor78 APS 1




Sortovani subpopulaci

= Presné casovdni bunék - znalost jednoznac¢né polohy
bunék od pruchodu laserem

= bezprostredné po analyze dochazi piezoelekiricky k
»frhani“ proudu vzorku na kapky - obsahujici jednu
bunku

= pozadovanym bunkdm = kapkdm je udilen el. naboj

= vychylovani nabitych kapek v el. poli a separace

= vhodné pro raritni populace bunék (alternativa

a+r\ — imunomagnetické separace)

= casové ndarocné
> = mozny asepticky sort

-
4
WA A W+ HBEE 2



Kontroly kvality (QC) I.

T I I e
Interni (IKK) - zavislé na pristroji
= Kontrola optického nastaveni a fluidiky pristroje |

= firemni fluoreskujici ¢astice pro kalibraci pristroje tak, aby byl kazdodenné stejné

nastaven (cilové hodnoty MFI)

= Kontrola optického nastaveni |l
komercni fluorescencni ¢dstice pro mezipristrojové nastaveni

= Vnitini kontrola spravnosti (bunéénd)
stabilizovand krev s presnym poctem (relativnim i absolutnim) zdakladnich
subpopulaci lymfocytt < ndstroj pro verifikaci metody > akreditace

Externi (EKK) - nezavislé na pristroji a reagenciich

= MLP, SEKK - bunécné EEE 2




Kontroly kvality (QC) II.

T I I e
Kontrola optického nastaveni pristroje - CST, PTB...

i i B }.i i i
Tube: Tube ]
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Absolutni pocty bunék

= vyuziti fremniho roztoku s presné definovanym poctem
fluoreskujicich ¢astic na ul (2 chyby pipetovani)

= vyuzZiti specidlnich zkumavek s definovanym poctem
fluorescencnich partikuli (1 chyba pipetovani)

= peristaltickd pumpa pristroje presné odméruje objem

analyzovaného vzorku (nutno dopocitat redéni)

HEN 2



Princip imunofenotypizace (IFT)
EEEEE

monoklonalni protilatka (MoAb) konjugovana
s fluorochromem (fluorescencni molekulou)

suspenze bunék s urcitymi povrchovymi
¢i infracelularnimi antigeny (Ag)

vizualizace specifické vazby MoAb-Ag

moznost kombinace nékolika MoAb
= vizualizace mnoha znakU najednou

HEE 30



Vazba MoAb - Ag
EEEEE

pInd krev vybrané protilatky oznaceni bunék
kostni dren 4= konjugované —_ vazbou protilatek
bb suspenze s fluorochromem na odpovidajici Ag
vA
3
20 S H—®
4 U v,
Yo,
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Zakladni populace lymfocytu
I [ 1

Kontrolni material + TC + CD

33 % Ly
8 % Mo
56 % Neu
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74 % Tly
50 % Th

13 % NK
13 % Bly
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Klinické vyuziti FC

T [ 1 e
Rutinni vysetreni a vyzkumné analyzy
= imunologie
= alergologie
= hemato-onkologie
= f{ransplantologie
= {ransfuziologie
= neonkologickd hematologie

HEN 33



Hmotnostni Cytometrie I.
Ty

Novy pristup vyuzivajici stabilni izotopy kovu jako ,,znacky* spolu

s jejich detekci pomoci atomové hmostnostni spekirometrie

= znacky jsou spojeny s MoAb kompatibilnimi s povrchovymi i €i
intfraceluldrnimi znaky

= bunky jsou vaporizovdny, atomizovany a ionizovany, poté je mérena
zdkladni kompozice

= simultdnni detekce az 30 parametri jedné bunky bez nutnosti

kompenzace

HEN 34



Hmotnostni Cytometrie Il.
Ty o

Fluorescence spectral overlap Metal mass overlap
100 : B:
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metal-labeled Abs single-cells mass spectrometry data analysis

(B)




Hmotnostni Cytometrie lll.
Ty

= nevhodnd pro minoritni populace
= existence komercnich panelu protiladtek pro vysetieni zejm.

imunitniho systému SPADE
= vizualizace dat ve specidlnich SW

Monocyte. . i h -
Pro noe\-.—;-_,'ic' ,:, 3 (
= H DE A NG _.'-
Gating by Clustering Gating by dimension reduction : S
o s Plasmacytoid DC
Raw data Identified Cellular Populations ——— mmature B
sumcmmary& I MV""’"Y‘”
oammarpvmmn - Pia
e cD3g™ CD3 ;m olet Expression
- coaa w} pamfm %gnzmrgm
; flowSOM Rl e E,y‘h,ﬂ,im o 100
e se00000000 Fothreane
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0000000029
- 0000000000 :;-*:-"
- 000000000 .
- 0999900000 8 cos o
0009000000 "
A 000DV OIO® 8 iTom
et v ol ] (B = = oo00O00e00e®
= o= WEE, S, 00000008
[ W% 100% ‘-nc Wcozr 6c WMC WCo4 MC
flowPeaks: a fast unsupervised clustering for flow cytometry data via K-means and density Unraveling cell populations in tumors by single-cell mass cytometry. Serena Di Paima, Bernd . . . 3 6
peak finding. Ge Y, Sealfon SC. Bicinformatics. (2012) Bodenmiller. Curr Opin Biotechnol (2015)



Zobrazovaci cytometrie
Ty

Flow cytometr se zobrazovacimi a

funkénimi vlastnostmi mikroskopu

= primé zobrazeni bunék s 60
ndsobnym rozlisenim

= simultdnni fenotypové a funkéni
analyzy s vyuzitim 5 laserU a 12
zobrazeni na bunku




Spekirdlni cytometrie |.
Ty

= progresivni technologie pronikajici do rutinni diagnostiky

= znalost spekter negativni/nebarvené kontroly a jednotlivych
pozitivnhich kontrol dle pouzitych konjugatu

= definice spekirdiniho ,fingerprintu* referencnich fluorescenci i
auto-fluorescence

= mnohobarevny vzorek je porovndavdn s jednotlivymi kontrolami 2
matematické rozlozeni na jednotlivé spekiralni komponenty >
grafické znazornéni ve formé dot plotu

= neni pofieba kompenzace!
HEN 38



Spektralni cytometrie Il.

Flat-top beam: Ensures quantitatve

data (fluorescence intensity) even if
the stream line of each cell changes
in the microfluidic channel

8
;ell% Micro
4@@[1] — lens array
— ’/ 9’ 1

L 32ch PMT )

S Spot size
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Unmixing Results
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Vyhody a nevyhody FC

prutokova konvencni
parametr
cytomeirle m|kroskop|e
absolutni pocet bunék

mortologické paramety | 2| >10 [N




