MO

L/J Masarykuv
onkologicky

ustav

Prutokova cytometrie

Andrea Wagnerova

Poskytovatel zdravotnich sluzeb akreditovanvy Organizaci
Zluty kopec 7, 656 53 Brno T +420 543 136 704 evropskych onkologickych ustavii (OECI) a Ceskou
WWW.Mmou.cz @) andrea.wagnerova@mou.cz spolecnosti pro akreditaci ve zdravotnictvi.



Prutokova cytometrie

Laboratorni metoda, ktera umoznuje rychlou multiparametrickou analyzu bunék.

U kazdé bunky z pripravené bunecné suspenze je mozné analyzovat:
= velikost bunky

= vnitrni strukturu bunky (granularita)

» detekovat tzv. CD znaky (intracelularni x extracelularni)

Vyznam prutokové cytometrie spoCiva zejména v tzv. imunofenotypizaci bunek, tj.
moznosti detekovat antigeny bunek (CD znaky).



Princip prutokové cytometrie

Pomoci prutokového cytometru je mozné bunky identifikovat a kvantifikovat.

Bunecna suspenze je unasena proudem nosne kapaliny — s paprskem svétla
dochazi na bunkach k rozptylu svétla v riznych uhlech — rozliSeni vlastnosti bunék:

= Forward scatter (primy rozptyl) — rozptyl laseroveho paprsku v malém uhlu,
informace o velikosti Castice,

= Side scatter (bocCni rozptyl) — rozptyl laserového paprsku pod uhlem 90 °,
informace o komplexité castice.

SoucCasti bunécné suspenze jsou fluorochromem konjugovane monoklonalni
protilatky, které se vazou na konkrétni struktury cCastice a po setkani s laserovym
paprskem dochazi k excitaci fluorochromu a nasledné emisi zareni. Emitované
fluorescencni zareni je v pristroji detekovano a zpracovano.



Prutokovy cytometr tvofi 3 zakladni systémy:

Lasery

Prutokovy cytometr
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Instrumentace

Fluidni systém: je tvoreny centralnim kanalem, kterym pod tlakem prochazi nosna
kapalina — usmeéerneni Castic (hydrodynamicka fokusace).

Central core

Single flow

Fluidni systém (Rahman 2016)



Instrumentace

Opticky system:
» |lasery (zdroj svetla),
= systém CocCek — soustfeduji fotony emitovaného zareni na sadu zrcadel a filtrd,

» zrcadla a optické filtry — usmérfiuji a odrazeji svétlo ruznych vinovych délek do
konkrétnich fluorescencnich kanalu.

Fluorochrom navazany na monoklonalni/polyklonalni protilatce — vazba na bunky
— projiti bunky laserovym paprskem — excitace — emise fotonu — detekce
optickym systemem pristroje.



Instrumentace

Detekcni systéem: je predstavovan detektory, ktere prevadgji svetelny signal na
elektricky. PocCet detektoru se lisi v zavislosti na typu prutokového cytometru.

2 typy detektoru:
» fotodiody — pro detekci silngjsiho signalu,

» fotonasobiCe — jsou citlivéjsimi detektory vhodnymi pro detekci emitovaného
fluorescencniho zareni.

Vysledkem je grafické zobrazeni na obrazovce pocitacCe.



Analyza dat

Analyza dat je provadéna pomoci grafickych a €iselnych udaju. Pomoci tzv. gatovani
|ze oddelit jednotlivé populace bunek.
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Prima imunofluorescence

Antigen (CD znak) — protilatka znacena fluorochromem — komplex Ag x Ab —
molekula fluorescencniho barviva emituje zareni o specifickeé vinové délce —

detekce detektorem.
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CD klasifikace

Tabulka 1: Pfehled nejznaméjSich povrchovych antigenu

CD znak Vyskyt
CD3 T lymfocyt
CD3, CD4 Th lymfocyt
CD3, CDS8 Tc lymfocyt
CD19 B lymfocyt
CD14 Monocyt

CD15 Neutrofilni, eozinofilni granulocyt



Fluorochromy

Tabulka 2: Prehled vybranych fluorochromu (Beckman Coulter)

Fluorochrom Excitace (nm) Emisni vrchol (nm)
FITC 488 525

KrO 405 528

PB 405 455

PC7 486-580 710-800

APC 633—-638 660

PE 488 575

Pouzitim monoklonalnich protilatek znacenych ruznymi fluorochromy je mozné
béhem jedné analyzy detekovat na burikach vice antigenu.

11



Aplikace prutokové cytometrie

Imunofenotypizace lymfocytu

Funkcni testy a testy fagocytozy

Meéreni obsahu DNA v bunkach (hodnoceni ploidie, bunécného cyklu)
Stanoveni cytokinu

Imunofenotypizace trombocytu, erytrocytu
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Vysetrovany material

K nejCasteji vysetrovanému biologickému materialu patri:

periferni krev,

kostni dren,

bunécna suspenze ziskana z bioptickeho vzorku (vzorku tkane), uzliny,
jiné telni tekutiny (likvor, vypotky, BAL...).
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Priprava vzorku

Ab + biologicky material
Inkubace 15 min ve tmé pfi lab. teploté
Lyzacni roztok (lyza ery)
Inkubace 15 min ve tme pfi lab. teplotée
Promyti vzorku (odstranéni nenavazanych Ab a odpadu po lyze ery)

Méreni (v Fadu minut)
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Cytometricky vystup meéreni

Mérfeni nam umozni vizualizaci ruznych parametru, jejich grafické znazornéni:

* histogram (1 parametr; poCet bunek x analyzovany parametr)
» dot plot (2 parametry — jeden na ose x, druhy na ose )
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Cytometricky vystup méreni: ¢teni grafu

Bunky jsou zobrazeny jako teCky v prislusné oblasti.
" na ose Yy stoupa pozitivita smerem nahoru,
" na ose X stoupa pozitivita smérem doprava
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Imunofenotypizace

Detekce antigenu na povrchu &i uvnitf analyzovanych bunék pomoci fluorochromem
znacenych monoklonalnich protilatek.

Soucast laboratornich diagnostickych postupu:

= pritomnosti klonu malignich bunék hematopoetického puvodu,
* |iniova prislusnost bunek,

= stupen diferenciace.

Priklady onemocneni, vyuziti pro diagnostiku:
= akutni a chronicka leukémie,

= PNH,

= mnohocCetny myelom...



Funkcni testy

Detekce antigenu na povrchu analyzovanych bunék po jejich aktivaci pomoci
fluorochromem znacenych monoklonalnich protilatek.

Cilem provedeni funkénich testu je:

= odhaleni poruchy ve fungovani leukocytu,
= schopnosti jejich aktivace.
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Funkcni testy: rozdeleni

Funkcni testy lymfocytu:
= aktivitu T lymfocytu,
= aktivitu B lymfocytu,

= aktivitu NK bunék.

Funkni testy granulocytu:
= aktivita neutrofilnich granulocytu (fagocytéza, tzv. burst test),
= aktivita bazofilnich granulocytu (alergie, tzv. bazotest).
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Funkcni testy lymfocytu

Aktivita lymfocytU se stanovuje na zakladé schopnosti buriky:
= proliferovat,

= exprimovat aktivacni molekuly,
= produkovat cytokiny.
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Funkcni testy: exprese aktivacnich molekul

Stanoveni exprese antigenu na aktivovanych burikach po kultivaci s mitogenem.

Konkretni molekuly se vyskytuji jen na aktivovanych bunkach, varianty provedeni
testu:

= Casna aktivace po 24 hod kultivace s mitogenem
» T, B lymfocyty exprimuji po aktivaci CD69

= Pozdni aktivace po 48 hod kultivace s mitogenem
» T lymfocyty exprimuji po aktivaci CD25
» B lymfocyty exprimuji po aktivaci CD23
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Prutokova cytometrie: videoukazka

Prutokova cytometrie: video
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https://www.youtube.com/watch?v=EQXPJ7eeesQ
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