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Prutokovy cytometr

flow cytometrie (flow +cyto+metrie)
specializovanéjsi varianta fluorescencniho
mikroskopu v kombinaci s krevhim analyzdtorem
méreni fyzikdlnich, chemickych a biologickych

viastnosti az 10¢ bunék v suspenzi

FACSCantoll (Becton-Dickinson) Cytomics FC500 (Beckman Coulter)




SlozZeni prutokového cytometru

1. Zdroj svétla - signdl z rozptylu na bunkdch a aktivace
fluorescence navdazanych barev

2. Fluidika - smérovani vzorku do laserového paprsku
a usmérnovani jeho toku

3. Optika - sdruzeni a rozdéleni rozptylenych paprsku
dle A pomoci filtr0 a zrcadel na prislusné detektory

4. Elektronika a pocitacovy systém - prevod optického
signdlu na elektronicky a dalsi zpracovani




SlozZeni prutokového cytometru

bun écéna
suspenze

nosna
kapalina

optické filtry

polopropustna
zrcadla

.s
detektory
fluorescenci

SS detektor

FS detektor

hitp://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html




Svetlo vs. bunka

— — Forward Scatter
] > - rozptyl svétla v malém 0hlu

detektor - velikost bunky

I detektor

\I /'/' Side Scatter

- rozptyl svétla pod Uhlem 90°

—

] ita bun
/ \ - komplexita bunky
I

detektor

Fluorescence

o - pritomnost fluorochromu




Fluorochromy

>excitace UV/violet diode (fialovy laser) - 405 nm
- DAPI, Hoechst/Pacific Blue (452), AmCyan (491), BD Horizon 450 a 500
>excitace Ar-iontovym laserem (modry) - 488 nm

FITC - fluorescein isothiokyandat (530 nm)
Alexa Fluor 488 (519 nm)
PE, RD1 - phycoerythrin (580 nm)
ECD - tandem. konjugat PE-texaska cerven (620 nm)
- perridin chlorophyl (678 nm)
PerCPCy5.5 - tandem. konjugat PerCP-Cy5.5 (696 nm)

- tandem PE-cyanine 5 (620 nm)
PC7 - tandem PE-cyanine 7 (778 nm)
- propidium jodid, Siroky peak okolo 620 nm
>excitace He-Ne laserem/red diode (¢erveny) - 633 nm
APC - allophycocyanin (670 nm)
- tandem APC-cyanine 7 (778 nm)




Analyza a zobrazeni

FS - forward scatter - velikost bunek
SS - side scatter - granularita/komplexita




1-parametrova analyza

»>Histogram
v 0osa x - intenzita fluorescence, osa y — pocet bunek
v hodnoceni - odecet % pozitivnich bunék
= neg. peak = autofluorescence, izotypova kontrola
= poz. peak - rUznd intenzita exprese
low (+/-) < dim (*) < high, bright (**) < very high ( ***)
= porovnavani intenzity exprese

pocet bunék

\

Intenzita fluorescence (linedrni nb logaritmicka stupnice)




2-parametrova analyza

> Dot plot

v dva parametry proti sobe - FLx vs. FLy, FLx vs. FS Ci SS
v’ procentudlni hodnoceni - nejé¢astéji kvadrantovd analyza

|. kvadrant - FITC-PE*
ll. kvadrant - FITC*PE?*
lll. kvadrant - FITC-PE-
IV. kvadrant - FITC*PE-




Sortovani subpopulaci

Bezprostredné po analyze
dochdzi piezoelektricky k
~frhani“ proudu vzorku na
kapky - obsahuijici jednu

bunku - pricemz pozadova-
nym bunkam = kapkdam

je udilen el. ndboij.
Tyto jsou pak v el. poli
vychylovany
a odseparovany.

vdéleni ndboje
a separace
gateovanych bb




Imunofenotypizace - CD znaky

Stanoveni povrchovych a intracelularnich markeru
exprimovanych jednotlivymi hodnocenymi bunkami

~’ r

v vznik CD klasifikace v r. 1982, vyuziva k identifikaci
bunék tzv. CD markeru - Cluster of Differenciation,
def. cca 300 znaku (antigenu Ag) a neni uzavieno

v historicky oznaceny nejprve leukocytarni markery,
pozdéji zahrnuti dalsich znaki (megakaryocyty,
trombocyty, erytrocyty...)

v/ ruzna fce - bunééné enzymy, receptory mikrobidlnich
Ag, transporini proteiny, prezentace Ag, Fc receptory,
komplementové receptory, regulacni signalizacni
receptory a jejich ligandy, adhezivni proteiny...
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|dentifikace subpopulaci

pomoci MoAb proti znakum pritomnym na povrchu
nebo v cytoplazme bunky

na zakladé exprese CD markeru rozliseni subpopulaci
bunék, jejich stadia vyvoje a zralosti, patologie...

T lymfocyty CD1a - CD3, CD4, CD5 - CD8...
B lymfocyty CD19, CD20 - CD24, CD79 - CD84...

tfrombocyty CD36, CD41, CD42a, CD42b, CDé1...
erytrocyty Gly-A (CD235q)...
leukocyty CD45...

dendritické bb CD83, HLA-DR, ILT3...




Princip IFT

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

suspenze bunék s ur¢itymi povrchovymi
¢i intraceluldrnimi antigeny (Ag)

vizualizace specifické vazby MoAb-Ag

moznost kombinace nekolika MoAb
= vizualizace mnoha znaku najednou




Vazba MoAb - Ag

plna krev vybrané protilatky
kostni diei -+  konjugovane
bb suspenze s fluorescencni
barvou

oznac¢eni bunék
vazbou protilatek
na odpovidajici Ag

Anti CD3-FITC

% Anti CD19-PE
O




Zpracovani a analyza vzorku

Imunofenotypizace

v typ vzorku - bunééna suspenze - nesrazliva periferni
krev Ci kostni dren (EDTA, Heparin), BAL, kultivované
bunky, desintegrovand lymfaticka vuzlina...

v Inkubace - se specifickou monoklondini protilatkou
proti poZzadovanym znakum (T, B, NK bunky...)

v’ lyzace erytrocytu - pokud jsou obsazeny v suspenzi
=osmoticky, enzymaticky ¢i chemicky

v fixace - 0,5% paraformaldehydem

v proplach - vymyti nadbyteéné protilatky pomoci PBS

v analyza - ziskani listmode a vyhodnoceni histogramu




Klinické vyuziti FC

> Rutinni vysetreni a vyzkumné analyzy
imunologie
hemato-onkologie
transplantologie
transfuziologie
hematologie




Imunologie

Analyza imunokompetentnich bunék (IFT)
= subpopulace T, B, NK bunek
= dif. dg. imunodeficienci apod.

Analyza autoprotilatek
= proti leukocytUm, erytrocytum éi frombocytum

Analyza funkce neutrofilu
= oxidativni vzplanuti

= fagocytoza




Zakladni populace lymfocytu

CD8-FITC/CD4-PE/CD45-PC5/CD3-PC7

T lymfocyty
- cytotoxické: CD3*CD8*
- pomochné: CD3*CD4*

B lymfocyty
- B2: CD19*CD20*
- B1: CD5*CD19+*CD20dim+

NK bunky
- CD3-CD16*CD56*
- NK-T: CD3*CD56*

CD3-PC7

cD19-PC7

CD45" lymfocyty

Tor o
CD8-FITC

CD3-PC7

CD45* lymfocyty

CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-PC5/CD19-PC7

CD45* lymfocyty

CD3-FITC

CD16+CD56-PE

CD45* lymfocyty

CD3-FITC




Absolutni pocty bunék

Vyuziti firemniho roztoku s presné definovanym poctem

castic na pl a fluorescenci ve vsech kandlech
v’ zaddvdn jako kalibrator
v’ shodny objem vzorku a kalibratoru

HIV* pacienti - stanoveni abs. poctu CD4* helper T lymfocyti

CD45* lymfocyty CD45* lymfocyty CD45* lymfocyty

CD3 PC7

"',}I'ID.I' T
CD4 PE




Stanoveni HLA-B27

= pritomnost alely HLA-B27 je asociovana s fradou
nespecifickych zanétlivych onemocnéni.

= exprimovdana v 90% pacientu postizenych ankylézni
spondylozou (AS)

= screeningové vysetreni u pacientu trpicich zdanéty
sakroilialnich meziobratlovych plotének — indikace AS

kalibrace D3+ T lymfocyty

Fl kontrola - 63 FI pacientl;"l| 2172
A
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Transplantologie

Zjisténi zastoupeni hematopoetickych kmenovych bunék
= CD34* leukocyty (hematopoietic stem cell, HSC)
= v ramci fransplantace kmenovych bunék

v monitorovadni PK po stimulaci G-CSF, v transplantdtu...
= analyza pupecnikové krve...

-
(=]
]

CD34-PE
2

mrive bb

Vymezeni leukocyt Oznaéeni mrtvych bb Vymezeni CD45* Oznaéeni CD34* HSC
leukocyt U




Hemato-(onkologie)

Analyza povrchovych a intracelularnich

markeru - imunofenotypizace

= dif. dg. leukémii, lymfomuU apod.

= analyza stavu onemocnéni (remise, relaps...)
= stanoveni minimalni rezidualni nemoci

DNA analyza

» ploidita a proliferace bunéek

Analyza apoptozy a nekrozy...




Kdy provadét IFT?

cytopenie (zejména bicytopenie a pancytopenie)
leukocytozy (lymfocytdzy, monocytozy a eozinofilie)
nalez atypickych bunék ci blastu v PK, KD ¢&i jinych TT
zvyseny pocet plazmocytu, monoklondlni gamapatie
organomegalie ¢i ndlez tkdnové masy

neutrofilie ze zralych bunék
polyklondini hypergamaglobulinémie
polycytémie, tfrombdzy a bazofilie




Diferencialni diagnostika
hematologickych malignit

Vychdzi ze znalosti exprese povrchovych
a infraceluldrnich molekul v prubéhu diferenciace
krevnich bb

= pritomnost patologickych bunék s odlisSnym fenotypem
= [iniova prislusnost (lymfoidni, myeloidni, monocytarni qj.)
= diferenciacni stupen hematologickych malignit

= analyza smiseného fenotypu v leukémii

= detekce aberantné exprimovanych markeru




Akutni myeloidni leukémie

Klondlni neoplasticka proliferace myeloidnich blastu

= Antigeny prekurzorovych bunék: CD34, CD38, CD117, HLA-DR, TdT
= Myeloidni antigeny: CD13, CD15, CD33, CDé5, MPO
= Antigeny monocytdrni diferenciace: CD14, CD4, CDé4,

CD36, CD11b, CD11c

P2 |eukocyty P2  leukocyty
lymfocyty ]

CD45-PC5

Ié.ljk.ocy.tq

CD19-PC7
1 IIIIIIII 1 IIIIIIII 1 IIIIIII| et
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CD5-FITC CD33-FITC




Lymfoproliferace - B-CLL

Patologické B1 (CD5*CD19*) lymfocyty pritomny v PK
- vesmés charakteristicky fenotyp CD204m+*CD23*
- bez exprese povrchovych kappa/lambda lehkych fetézcu Ig

CD19-PC7
CD19-PC7
kappa-FITC

N3 N
1 0.2%

4

0.0%
B T R TR TPt T 10
CD5-FITC CD20-PE CD23-PE

CD5*CD19* CD20dim* CD23dim*

lambda-PE




Malignity z PC

plazmocyty (PC) fyziologicky pritomny v nizkém
zastoupeni - produkce viastnich MoAb
zvratem v diferenciaci vznikaji maligni PC
- prekanceréza - MGUS (nizky pocet malignich PC)
- kumulace malignich PC v KD - mnohocetny myelom
charakteristicky fenotyp

= rozliseni fyziologickych CD19* a patologickych CD54* PC
myeloma stem cells - CD138-CD34-CD27+

= vysoky stupen proliferace

= schopné diferenciace do malignich CD138+bb
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Nejcastejsi aplikace v PLT I.

Diagnostika dédiénych i ziskanych defektu

= Glanzmanova trombocytopenie (GPlib/llla - CD41/CDé1)
= Syndrom Bernard Soulier (GPIb/IX - CD42b/CD42q)

= Syndrom sedych desticek (p-selektin - CD42P)....

Aktivace PLT in vivo
» analyza na aktivaci zavislych Ag (CDé2P)

= analyza PLT-PLT agregatu, pripadné agregatu s Leu

= destickové mikropartikule




Defekty PLT GP
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Nejcastejsi aplikace v PLT II.

Transfuziologie
= monitorovdni konceniratu PLT
(zbytkové WBC, aktivace PLT - 1 CD62P, | CD42b)

= detekce s PLT asociovanych Ig
(potransfuzni reakce, ITP)

Analyza PLT obratu
= detekce retikulovanych PLT

(kvantifikace nezralych desticek - stupen trombopoezy)

= pocty PLT




Hereditarni sférocytoza

nejcastéjsi vrozena hemolytickd anémie
molekularni defekty membrdnovych proteinu

erytrocytu (spectrin, band 3...)
=> naruseny bikonkdavni tvar
= destrukce ve slezine

diagnostické testy
=> sférocyty, osmoticka rezistence, autohemolyza
v kryohemolyza

v’ prutokova cytometrie
- vazba kyseliny eosin maleimidové (EMA) na erytrocyty
- analyza snizeni fluorescence oproti kontrole




Hereditarni sférocytoza

MFI K =468 MFIK=424
MFI P = 33,6 MFI P =433

K - kontrolni vzorek K - kontrolni vzorek

P - pacient s HS P - pacient s HS po
transfuzi ERY
EMA ratio

= 33,6/46,8 = 0,72 EMA ratio
=43,3/42,4 = 1,02

zbytkové patologické
erytrocyty na pozadi

’rrcmsfundovan)'lch\
A\

Intenzita fluorescence Intenzita fluorescence

MFI - median intenzity fluorescence EMA = poloha peaku na ose X
MFI P/MFI K= EMA ratio ~ 1 u pacientO bez HS a <0,9 v HS




PNH

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie
= ziskand mutace — membrdnovy defekt kmenovych
bunék a jejich diferencovanych forem (WBC, RBC, PLT)
= chybéjici glykosyl-fosfatidyl-inositolova (GPI) kotva
— klon s chybéjicim membrdnovym proteinem

= diagnostika prutokovou cytometrii
erytrocyty - chybéni CD59 (CD55 nespecifické)
leukocyty - chybéni FLAER (MoADb proti GPI)




PNH - erytrocyty
1. identifikace erytrocytu 2. Analyza piitomnosti CD59

99.97 CD235a* bb
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PNH - leukocyty

1. identifikace monocyttu | 2. Analyza pritomnosti FLAER
a neutrofilv

,5% FLAER- leukocyt0

1ES

CDé4* monocyty
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Hmotnostni Cytometrie

Novy pristup vyuzZivaijici stabilni izotopy kovu
jako ,znacky" spolu s jejich detekci pomoci
atomové hmostnostni spekirometrie
= znacky jsou spojeny s MoAb kompatibilnimi

s povrchovymi i ¢i intfracelularnimi znaky
= bunky jsou vaporizovdny, atomizovany

a ionizovany, poté je mérena

zakladni kompozice
= simultdnni detekce az 30

parametru jedné bunky

bez nutnosti kompenzace




Zobrazovaci cytometrie

Flow cytometr se zobrazovacimi a funkénimi
vliastnostmi mikroskopu
= primé zobrazeni bunék s 60 nasobnym rozliSenim
= simultanni fenotypové a funkéni analyzy

s vyuzitim 5 laseru a 12 zobrazeni na bunku

Q Cell Signaling 'h.- DNA Damage and Repair (> Cell Death

‘ Co-localization ‘ Cell Cycle and Mitosis "l; Parasitology
Cell-Cell Interactions i Autophagy _‘ Microbiology
Morphology Targeted Immunotherapy ” Oncology

- . , - .
;'_; Internalization A Stem Cell Differentiation @ Oceanography




Vyhody a nevyhody FC

FC analyza povrchovych i intracelularnich markeru
je citliva a kvalitativni metoda (Ize i kvantitativné)
simultdnni analyza nékolika markeru na vysokém

poctu bunéek
paralela k morfologickému vysetreni - upresnéni dg.

chybi informace morfologicka
obcas nejednoduchd interpretace
flowcytometr a fluorescenéné znacené protilatky jsou

pomérné drahé




