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Prutokova cytometrie

Laboratorni metoda, ktera umoznuje rychlou multiparametrickou analyzu
bunék.

U kazdé bunky z pripravené bunécné 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
bunék, tj. moznosti detekovat antigeny bunék (CD znaky).



Princip prutokové cytometrie

Pomoci prutokového cytometru je mozné burky identifikovat a kvantifikovat.

Bunécna suspenze je unasena proudem nosné kapaliny = s paprskem svetla 5
dochazi na bunkach k rozptylu svétla v ruznych dhlech - rozliseni vlastnosti bunék:

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

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

Soucasti bunécné suspenze jsou fluorochromem konjugované monoklonalni
protilatky, které se vazou na konkrétni struktury castice a po setkani s laserovym
Faprskem dochazi k excitaci fluorochromu a nasledné emisi zareni. Emitované
luorescencni zareni je v pristroji detekovano a zpracovano.



Pratokovy cytometr

Pratokovy cytometr tvori 3 zakladni systemy: fluidni, opticky a
elektronicky. T Sk
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Fluidni systém (Rahman 2016)



Instrumentace

Fluidni systém: je tvoreny centralnim kanalem, kterym pod tlakem
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Fluidni systém (Rahman 2016)



Instrumentace

Opticky systém:
" lasery (zdroj sveétla),

" systém cocek — soustreduji fotony emitovaného zareni na sadu
zrcadel a filtra,

= zrcadla a optické filtry — usmeérnuji a odrazeji svétlo ruznych vinovych
délek do konkrétnich fluorescencnich kanaldu.

Fluorochrom navazany na monoklonalni/polyklondlni protilatce -
vazba na bunky = projiti bunky laserovym paprskem - excitace -
emise fotonu - detekce optickym systémem pristroje.



Instrumentace

Detekcni systém: je predstavovan detektory, které prevadeji svételny
signal na elektricky. PoCet detektoru se liSi v zavislosti na typu
prutokového cytometru.

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

" fotonasobice — jsou citlivejsimi detektory vhodnymi pro detekci
emitovaného fluorescencniho zareni.

Vysledkem je grafické zobrazeni na obrazovce pocitace.



Analyza dat

Analyza dat je provadéna pomoci grafickych a ¢iselnych udaju
tzv. gatovani lze oddélit jednotlivé populace bunék.
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Prima imunofluorescence

Antigen (CD znak) = protilatka znacena fluorochromem - komplex Ag
X Ab - molekula fluorescencniho barviva emituje zareni o specifické
vinové délce - detekce detektorem.
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CD klasifikace

Tabulka: Prehled nejznaméjsich povrchovych antigen(

CD znak
CD3

CD3, CD4
CD3, CD8
CD19
CD14
CD15

Vyskyt

T lymfocyt
Th lymfocyt
Tc lymfocyt
B lymfocyt
Monocyt

Neutrofilni, eozinofilni granulocyt



Fluorochromy

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

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

Tabulka: Prehled vybranych fluorochromt (Beckman Coulter)



Aplikace prutokoveé cytometrie

" Imunofenotypizace lymfocytu

" Funkcni testy a testy fagocytozy

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

" Imunofenotypizace trombocytU, erytrocytu



Vysetrovany material

K nejcasteji vysetrovanému biologickému materialu patri:

= periferni krev,

= kostni dren,

" bunécna suspenze ziskana z bioptického vzorku (vzorku tkane), uzliny,
" jiné télni tekutiny (likvor, vypotky, BAL...).



Priprava vzorku

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

Méfreni (v radu sekund/minut)



Cytometricky vystup mereni

Meéreni ndm umozni vizualizaci riznych parametru, jejich grafické
Znazorneni:

" histogram (1 parametr; pocet bunék x analyzovany parametr)
» dot plot (2 parametry - jeden na ose x, druhy na ose y)



Histogram vs. Dot plot
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Cytometricky vystup mereni: Cteni grafu

Bunky jsou zobrazeny jako tecky v prislusné oblasti.
" na ose y stoupa pozitivita smérem nahoru,
" na ose x stoupa pozitivita smerem doprava
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Imunofenotypizace

Detekce antigenii na povrchu éi uvniti analyzovanych bunék pomoci fluorochromem
znacenych monoklonadlnich protilatek.

Soucast laboratornich diagnostickych postup:

* pritomnosti klonu malignich bunék hematopoetického pltvodu,
" |iniova prislusnost bunék,

= stupen diferenciace.

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

" PNH,

= mnohocetny myelom...



Funkcni testy

Detekce antigenti na povrchu analyzovanych bunék po jejich aktivaci
pomoci fluorochromem znacenych monoklondlnich protilatek.

Cilem provedeni funkénich testu je:
= odhaleni poruchy ve fungovani leukocytu,
= schopnosti jejich aktivace.



Funkcni testy: rozdeleni

Funkéni testy lymfocytu:
= aktivitu T lymfocytu,

= aktivitu B lymfocytd,

= aktivitu NK bunék.

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



Funkcni testy lymfocytu

Aktivita lymfocytl se stanovuje na zakladé schopnosti bunky:
" proliferovat,

= exprimovat aktivacni molekuly,
= produkovat cytokiny.



Funkcni testy: exprese aktivacnich
molekul

Stanoveni exprese antigenu na aktivovanych bunkdch po kultivaci s
mitogenem.

Konkrétni 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



Prutokova cytometrie: videoukazka

Prutokova cytometrie: video



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