Prutokova cytometrie

Priutokova cytometrie (flow cytometry (FC); flow+cyto+metry~méreni bunék v toku) je analyticka laboratorni
technika pouzivana k méreni fyzikdlnich a chemickych charakteristik jednotlivych ¢astic, ¢asto bunék.

Vzorek obsahujici buriky nebo ¢astice je suspendovan v tekutiné a vstrikovan do pritokového cytometru. Tenky
proud tekutiny unasi vzorek (idedlné po jednotlivych c¢asticich/bunkach) do mista, kam je soustredén paprsek
laseru. Pri interakci s burikami dochdzi k absorpci, fluorescenci a rozptylu svétla. Parametry proslého, vyzareného a
rozptyleného svétla jsou charakteristické pro rizné burky a jejich soucasti. Lze tak rychle prozkoumat desitky tisic
bunék a ziskana data zpracovat pocitacem. Nékdy proto byva pritokovy cytometr prirovnavan k "automatickému
mikroskopu"[1,

Pritokova cytometrie je vyuzivdna v biomedicinském vyzkumu, klinické diagnostice a vyzkumu bunék. Jeji vyhodou
je, Zze umoznuje kvantitativni analyzu vlastnosti na Grovni bunky provadét na vzorku s velkym poctem bunék v
kratkém case. Pouziti této metody umoznuje 2

Pocitani bunék

Tridéni bunék

Stanoveni vlastnosti a funkce bunék
Detekce mikroorganismua

Detekce biomarker(

Detekce produktl proteinového inZzenyrstvi
Diagnostika zdravotnich poruch

Méreni velikosti genomu

Vyse zminéné tFidéni bunék (FACS Fluorescent Activated Cell Sorting) je specializovany typ pritokové cytometrie.
Poskytuje zplsob pro tridéni (sorting) jednotlivych bunék heterogenni smési biologickych bunék do dvou nebo vice
nadob, na zdkladé specifického rozptylu svétla a fluorescencnich vlastnosti kazdé buriky.

Hlavni éasti prutokového cytometru
Priitokovy cytometr se skldda ze tfi hlavnich ¢asti: fluidiky, optiky a elektroniky.
Fluidika

Pro analyzu je nezbytné, aby se bunky nachdazely ve formé suspenze (je totiz nutné, aby ¢astice prochazely
systémem jedna za druhou a aby prochazely konstantni rychlosti). Vzorky krevnich nebo kultivovanych bunék se
snadno rozptyli v prislusném roztoku, ale je mozné vytvorit bunécné suspenze i z fixovanych a zalitych tkdnovych
vzork(. Prestoze byl pritokovy cytometr plivodné sestrojen k analyze bunék, Ize ho dnes pouZit pro analyzu i
mensich partikuli (mysleno suspenze téchto ¢astic), napriklad vird a chromozomd. Problémem ale mize byt
nedostatek bunék. Analyzovana suspenze by méla obsahovat nejlépe 10°-10° ¢astic v jednom mililitru. Optimalni
primér ¢astic by mél byt 1-30 um. 31141

Suspenze oznacenych bunék se ddvkuje do zkumavky. Ze zkumavky vychdzi na doInim konci kapilara. Zkumavka
je uloZzena v nadobce s plastovou tekutinou, kterd odtéka laminarnim proudénim a strhava s sebou z kapilary
jednotlivé buniky. Aby prosla méricim bodem pravé jedna castice, je zajisténo hydrodynamickou fokusaci. V
pripadé velkého rozdilu tlaku mezi vzorkem a undsSejici tekutinou (pri vysokém tlaku vzorku), napriklad pfi rozdilu
tlaku 5,5 kPa, je proud vzorku Siroky, v plosném prirezu tedy protece vice bunék. Pri velkém rozdilu tlaku je
rozliSeni horsi. V pripadé malého rozdilu tlaku mezi vzorkem a undsejici tekutinou (pfi nizkém tlaku vzorku),
napriklad pfi rozdilu tlaku 1,3 kPa, je proud vzorku Uzky, a proto v plosném prifezu projde jen jednotliva bunka.
Tento zplsob poskytuje lepsi rozliseni. Maly rozdil tlakd je napriklad vhodny pro analyzu DNA.

Daéle je nutné zajistit, aby proudéni bylo laminarni a nikoliv turbulentni. Jestli je proudéni laminarni nebo
turbulentni, je mozné stanovit podle Reynoldsova cisla Re. Kritickd hodnota Reynoldsova cisla R, je pravé
hranice mezi laminarnim a turbulentnim proudénim. Tato hodnota je pfimo iGmérna prlmeéru trubice d, hustoté
tekutiny p a stfedni rychlosti proudu v a nepfimo Umérna viskozité tekutiny . 3!
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Znaceni fluorochromy

V analyzovanych bunkdach se vhodnou metodou zndzorni detekovand latka (napfiklad produkt bunécné syntézy
imunohistochemicky, DNA Feulgenovou reakci) tak, aby ji mohl rozpoznat detekéni systém pristroje. Nékteré bunky
jsou sice schopny vnitrni fluorescence diky pritomnosti vnitfnich fluorofor (napriklad cytochrom, peroxidaza,
hemoglobin), ale ve vétsiné pripadd se uziva velmi specifickych fluorochroma. U fluorochrom( je vhodné, aby se
jejich absorpéni maximum co nejvice blizilo vinovym délkam bézné pouzivanych laserd (prehled absorp¢nich a
emisnich spekter fluorochromd viz [1] (http://www.bdbiosciences.com/us/applications/s/spectrumguidepage)). Tato
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souvislost vysvétluje, pro¢ je pro mnoho fluorochrom( excitaéni vinova délka A= 488 nm (nebo vinova délka ji
velmi blizkd) a proc se zdroven pouzivad argonovy laser, ktery emituje zareni vinové délky A= 488 nm. Pro kazdy
fluorochrom je definovan Stokestv posun. Stokes(v posun je rozdil mezi excitaéni vinovou délkou a emisni
vinovou délkou (emisni zafeni ma mensi energii, tedy mensi frekvenci, tedy vétsi vinovou délku nez excitacni
zareni). Priklad excitacniho spektra, emisniho spektra a Stokesova posunu u fluorochromu FITC (fluorescein
isiothiocyanate) viz vlastnoru¢ni schéma.

V tabulce jsou uvedeny nej¢asté&ji pouzivané flourochromy v priitokové cytometrii. 6]

zkratka nazev excita¢ni vinova délka (nm) emisni vinova délka (nm)
FITC Fluoresceinisothiocyanate 494 55%_9;‘551-,‘:, PESUN fmﬂc@u‘ doh
APC Allophycocyanin 630 661 4 w C
PE Phycoerythrin ass | ) A : i 3
PerCP Peridinin-chlorophyl-protein complex 488 = e I A
PE-Cy5 Phycoerythrin-Cyanin 5 488
PE-Cy7 Phycoerythrin-Cyanin 7 488 &
APC-Cy5.5 |Allophycocyanin-Cyanin 5.5 633
APC-Cy7  |Allophycocyanin-Cyanin 7 633
PE-Texas Red Phycoerythrin-Texas Red 488 ™
PerCP-Cy5.5 | Peridinin-chlorophyl-protein complex-Cyanin 5.5|482 e e
- AlexaFluor 488 495 . i
- AlexaFluor 647 650
- AlexaFluor 594 590
R AlexaFluor 700 696 schéma excita¢ni spektrum, eﬂiéni spektrum a Stokes@v posun FITC
- Pacific Blue 410 455
- Pacific Orange 410 551
eGFP Enhanced Green Fluorescent Protein 498 508
Optika
Lasery

Vzorek je ozaren monochromatickym zarenim, nejbéznéji jsou pouzivany lasery. Pritokové cytometry byvaji
dvoulaserové nebo trilaserové. Nejcastéji pouzivanym laserem je vzduchem chlazeny argonovy laser, ktery emituje
zéreni s vinovou délkou 488 nm (modra oblast spektra), helium-neonovy laser s vinovou délkou 633 nm (¢ervend
oblast spektra) a fialovy laser s vinovou délkou 407 nm nebo UV laser s vinovou délkou 350 nm. 7!

Filtry

Sbérnou optiku tvori soustava filtrd, zrcadel a ¢o¢ek. Zrcadla a filtry rozdéluji emitované fotony podle vinové délky
na pfislusné detektory (fotony jsou rozdéleny do tzv. kanall). Co se filtr( tyce, pouzivaji se long pass filtry, short
pass filtry, pdsmové filtry a dichroické filtry.

Short pass filtry (SP) propoustéji vSechny vinové délky nizsi nez specifickd vinova délka (napr. 600SP propusti
vSechny kratsi vinové délky nez je A=600 nm).

Long pass filtry (LP) propoustéji vsechny vinové délky vyssi nez konkrétni vinové délka (napr. 600LP propusti
vSechny delsi vinové délky nez A=600 nm).

Pasmové filtry propoustéji specifické rozmezi vinovych délek, Napriklad filtr 575/25BP pouzivany pro fluorochrom
PE (Phycoerythrin) propousti pdsmo vinovych délek 562,5 nm az 587,5 nm (tedy 575 = 12,5 nm; Udaj za lomitkem
tedy nepredstavuje = 25 nm, ale rozsah propousténych vinovych délek celkem, tedy rozdil mezi nejdelsi a nejkratsi
vinovou délkou, kterou propusti !!!) a filtr 780/60BP pouzivany u PE-Cy7 propousti pasmo 750 nm az 810 nm.
Pouziti konkrétnich filtrd souvisi s emisni vinovou délkou kazdého fluorochromu. Filtr 575/25BP koreluje s emisni
vinovou délkou PE (Agmisni =575 nm) a filtr 780/60BP koreluje s emisni vinovou délkou PE-Cy7 (Agmisni =774 nm).
Prehled pouzivanych filtrl viz 19. strana odkazu (http://biomedicina.prf.jcu.cz/wordpress/wp-content/uploads/2011/
12/Vyuzitiprutokovecytometrievimunologii.pdf)

U diachroickych filtra, které jsou umistény pod Ghlem 45°, ¢ast svétla projde a ¢ast je odrazena.

FSC a SSC

Detektory zaznamenavaiji:

= pFimy rozptyl (forward scatter, FSC)
= bocni rozptyl (side scatter, SSC)
= fluorescenci
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V pripadé bo€niho rozptylu (SSC) a fluorescence je intenzita signdlu
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nizka, a proto je potfeba signal zesilovat fotonasobicem. U primého

rozptylu (FSC) je intenzita dostatecnd, neni nutno ji zesilovat. (o} .

Intenzita paprskd FSC je prfimo Umérna velikosti bunky, intenzita (F2) efm
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Elektronika (analyza a interpretace ziskanych dat)

Pritokovy cytometr - schéma

Signdly z optiky jsou prevedeny na elektrické impulsy, které jsou
zpracovany pocitacovym programem.
Pri zpracovani je treba:

= odstranit tzv. konfliktni pripady (dvé bunky byly méreny
najednou)

= posklddat data namérenda Casové oddélené, kdyz se jednd o
signal téze burky

= provést kompenzaci presvitu fluorochromd (kompenzovat

prekryvani emisnich spekter fluochromu). £ e 8 . N
Vysledek je pak vyjadren graficky v podobé bud jednoparametrového i il il
histogramu (na ose x je zobrazena intenzita signélu, na ose y A I - ‘
¢etnost) nebo dvouparametrové pomoci dot plotu. TR e W e B w7 W m R
V jednom grafu je tedy mozno pozorovat primy rozptyl (FSC), bo¢ni Analyza vzorku fotosyntetického picoplanktonu
rozptyl (SSC) a fluorescenci (fluorescencni signal poskytuji ty ¢astice, prétokovou cytometrif - zjigt&né t¥i rlizné
které maji navazanou protilatku s fluorochromem). Z grafu se vybere populace planktonu (Prochlorococcus,
populace bunék (tzv. gatovani), kterd bude pfedmétem dalsi analyzy, = Synechococcus, picoeukaryoty).

a vytvori se pro ni dot plot histogram, kde se na obé osy vynesou
parametry, které je tfreba zkoumat.
(31 (7]
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Obréazek k ilustra¢nimu prikladu vysledku pratokové cytometrie

fp.cuni.cz/imunologie/Praktika/2.c%20seminar%20Prutokova%20cytometrie.ppt) , obrazek z devaté stranky
prezentace). Na osu x se vynasi jeden z parametrQ. V tomto pripadé pritomnost epitopu CD3, respektive
fluorochromu FITC (Fluoresceinisothiocyanate), ktery je navdzdn na monoklondini protildtku proti CD3 epitopu
(antigenu). CD3 epitop (CD=Clusters of Differentiation, tzv. diferenciacni znaky, znaky definované struktury
rozpoznatelné monoklonalni protilatkou, v soucasné dobé je na lidskych leukocytech charakterizovdno a oznaceno
vice nez 200 protilatek) °1 191 je pfitomen na povrchu lymfocytd.

Na osu y se vynasi druhy z parametrd. V tomto pripadé se jednda o epitop CD4, respektive je zde zaznamendano
navazani fluorochromu PE (Phycoerythrin) na monoklonalni protilatku proti CD4 epitopu. CD4 epitop se nachazi v
subpopulaci pomocnych lymfocytl. Graf byva rozdélen do 4 kvadrantd.

= V 1. kvadrantu jsou bunky pozitivni pouze pro znak vyneseny na ose y, tedy v tomto konkrétnim pripadé
bunky pozitivni pro antigen CD4 (v tomto ilustracnim prikladu se jednd o 0,6 % bunék).

= V 2. kvadrantu jsou bunky pozitivni pro znaky vynesené na obou osach (x,y), tedy bunky tohoto kvadrantu
obsahuji oba antigeny (CD3 i CD4). V tomto ilustraénim prikladu vykazuje pozitivitu obou antigen( priblizné
47,6 %.

= Bunky 3. kvadrantu jsou negativni pro oba sledované znaky. V ilustra¢nim prikladu se v tomto kvadrantu tedy
nachazi 24,4 % bunék.

= Ve 4. kvadrantu jsou bunky pozitivni pouze pro znak vyneseny na ose x, tedy v tomto pripadé pouze pro
antigen CD3. Ve Ctvrtém kvadrantu se nachazi asi 27,3 % bunék.
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Relativni intenzita fluorescence je vynesena na osach v exponencialni stupnici.

Tabulka vyskytu epitopl (antigennich determinant(l) zkoumanych v pritokové cytometrii (111 (121 [3]

epitopy vyskyt
CD38+ plazmatické bunky
CD14+ monocyty
CD15+ granulocyty
CD3+ zralé T lymfocyty
CD4+ subpopulace pomocnych T lymfocytl
CD8+ subpopulace cytotoxickych T lymfocyt@
CD25+ aktivované T lymfocyty

CD19+, CD5+ |zralé B lymfocyty
CD56+, CD16+ NK bunky

Typy sorteri

Podle zplsobu prace rozezndvame dvé zakladni skupiny sorterd:

= elektrostaticky kapénkovy sorter (electrostatic droplet sorter)
= fluidni switch sorter (fluidic switch sorter)

Elektrostaticky kapénkovy sorter

K vychyleni bunék vyuziva elektrostatické sily. Buriky jsou vstriknuty do

vzduchu v proudu nosné kapaliny, k rozbiti souvislého proudu kapaliny na Q«WE : & C2 g =

kapénky se vyuzivéd vibracnich vin. Nabité kapénky jsou vychyleny z " @ B

hlavniho proudu smérem k jedné z nabitych desek, tyto kapénky jsou

sbirdny, zatimco nenabity hlavni proud sméruje do odpadni nadrze. MMU QW

Kapénkovy sorter ma vysokou rychlost separace a vyseparované populace % e

jsou koncentrované. Fluorescence Assisted Cell Sorting (FACS) -
pomoci elektrostatického kapénkového

Fluidni switch sorter sorteru

Fluidni switch sorter umoznuje sortovat i veliké ¢astice a nehrozi u ného

biologické riziko, ale dochazi u ného k vétSimu naredéni vyseparované populace a také sortovaci rychlost je mensi
nez u kapénkového sorteru. Tyto sortery mdzou pracovat na rliznych principech. Pfi prvnim principu proud nosné
kapaliny se vzorkem prochdazi kandlem, pfi identifikaci ¢astice spliiujici pozadovand kritéria je sepnut
piezoelektricky ventil a proud s ¢astici vyboci mimo hlavni proud. Pri druhém principu je sbérna trubice pro
pozadovany vzorek posunuta do stfedu toku proudu a vysouva se a zasouva do proudu kapaliny v pripadé detekce
pozadované Castice.

Rychlost sortovani

Délka sortu zavisi na kvalité vzorku a typu bunék. Sort bunék malych (napf. thymocytQ) trva kratsi dobu nez sort
velkych, kfehkych, adherentnich bunék. 1 milion makrofagd je za optimalnich podminek vysortovan za 3 minuty, 1
milion thymocyt{ je vysortovan asi za 45 sekund. U jednoho pritokového cytometru s vysokorychlostnim sortem je
napriklad uvedeno, ze jeho standardni sortovaci rychlost je 6 000 bunék/sekundu a ze dokaze ve
vysokorychlostnim modu vyseparovat az 25 000 bunék za sekundu. 13!

Vyhody a nevyhody priatokové cytometrie

Vyhody

Prednost této techniky spocivé predevsim ve vysoké frekvenci analyzy jednotlivych ¢astic.

Velké mnozstvi analyzovaného materialu - velké objemy dat.

Analyza trva pouze nékolik minut a poskytuje velké mnozstvi informaci.

Lze provadét jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu.

Jsou zde mozné manipulacni operace - napf. tfidit bunky s vybranymi vlastnostmi (cell sorting). Sortovani je
urc¢eno predevsim pro védecké Ucely, v klinické praxi se vSak moc nevyuziva.

= Jednoduchd pfiprava vzorku k analyze. (Celd priprava vétsinou nezabere vic nez 1 hodinu.)

Nevyhody

= Nevyhodou pritokové cytometrie je jeji vysokd finan¢ni ndro¢nost - limitujicim faktorem pro praktické pouziti
je cena pratokovych cytometrd.
= Sestaveni experimentu, analyza a vyhodnocovani dat zavisi na zkusenostech obsluhy.
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= Pfi analyze pevnych tkani je nezbytné jednotlivé buriky separovat od sebe. Béhem této separace véak mize
dojit ke zméné ¢i ztraté vlastnosti bunék.

Ve )4

Vyuziti prutokové cytometrie v mediciné

= Vyzkum rostlinnych, Zivocisnych a lidskych bunék.
= Vyzkum kvasinek, coby stale vyznamnéjsiho modelu vyssich eukaryot.

Aplikace pritokové cytometrie zasahuji do vdech odvétvi klinické praxe. Nejvétsi
uplatnéni maiji v klinické imunologii, hematoonkologii, nadorové biologii a v oblasti
molekularni biologie.

Pritokova cytometrie se vétsinou pouziva pro vysetreni:

= KRVE - v absolutnim a relativnim zastoupeni - celkové T lymfocyty, FACS cytometr
pomocné/induktorové T lymfocyty, tlumivé/cytotoxické T lymfocyty, aktivované
T lymfocyty, B lymfocyty, aktivované/nezralé B lymfocyty, NK buiky spontanni
cytotoxicity, vysetreni trombocytl - retikulované trombocyty, aktivované trombocyty, trombocytarni
glykoproteiny, vdzané imunoglobuliny na trombocytech; ilustra¢ni priklad zddanky na vySetfeni periferni krve
pritokovou cytometrii (http://www.uhkt.cz/zdravotnik/komplement-laboratori/laboratorni-prirucky-zadanky/lab
orator-prutokove-cytometrie/116_LP_08 01 Prilohal.pdf)

= KREVNI DRENE - podobné indikace jako u vy$etfeni periferni krve; pfi odbé&ru pouziti specialni zkumavky s
antikoagula¢nim roztokem

= LYMFATICKE UZLINY - napfiklad diagnostika lymfomu, odli$eni karcinomu lymfatické uzliny od reaktivni
uzliny; odebrani do gazy navlhcené ve fyziologickém roztoku

= LIKVORU (mozkomisniho moku)

= VYPOTKUO

= BRONCHOALVEOLARNI LAVAZE (BAL)

Pritokova cytometrie se tedy pouziva napriklad pri odliSeni reaktivni a monoklonaini lymfocytozy, rozliSeni akutni
lymfoblastické a myeloidni leukemie, vylouceni ¢i potvrzeni paroxysmalni nocni hemoglobinurie a vlasatobunécné
leukemie HCL pri pancytopenii, diagnostice lymfomd, trombocytémie, pri diagnostice defektl imunity (napfiklad
diagnostice a monitorovani autoimunitnich chorob), v transplanta¢ni imunologii a v mnohém dalgim, [111 [14] [15] [16]
Pritokova cytometrie je také vyuzivana pro

= analyzu DNA a RNA

= testovani aktivace bazofili na konkrétni alergen nebo skupinu alergen( (alergie na plevel - napr.
ambrosii, pelynék; traviny; dfeviny; roztole, plisn&; na zvifata - na psy, na ko¢ky; na hmyz - vosy, véely) [17]

= vydetfeni integrity akrozomu - schopnost spermie proniknout do oocytu (18!

= analyze zivotnosti (zastoupeni apoptickych bunék)

= méreni koncentrace intracelularniho vapniku (k tomuto stanoveni Ize pouzit i méreni s pomoci
fluorescen&niho mikroskopu). 19!

Uhrada ze zdravotniho pojisténi

Priitokovéa cytometrie je vykon hrazeny zdravotnimi pojistovnami. V Seznamu zdravotnich vykon0 s bodovymi
hodnotami, ktery vydalo Ministerstvo zdravotnictvi CR pro rok 2013, je pod kédem vykonu ,91439 -
Imunofenotypizace bunécnych subpopulaci dle povrchovych znaki - pritokova cytometrie” a ,,91475 -
Interpretace souboru imunologickych laboratornich vysetreni laboratornim pracovnikem - l[ékarem specialistou v
oboru lékarské imunologie pisemna“. Vykon 91439 je ohodnocen 319 body a vykon 91475 je ohodnocen 116 body.
Oba vykony Ize nasmlouvat pouze na specializovaném pracovisti.

Poéty vykazanych vykonu

Za 1. pololeti roku 2013 Véeobecnd zdravotni pojistovna CR uhradila za své klienty v celé Ceské republice 42 028
vykont pritokové cytometrie (kéd vykonu 91439), [20]

Odkazy

Externi odkazy

1. Pritokova cytometrie, Zdenka Sedlakova, DocPlayer (https://docplayer.cz/34616405-Prutokova-cytometrie.h
tml)

2. Demystifikace optického systému pritokové cytometrie: Nahlédnuti pod pokli¢ku (https://bitesizebio.com/3

1638/flow-cytometry-optics-system/)

3. Prehled emisnich a absorp¢nich spekter nejpouzivanéjsich fluorochrom( (https://www.bdbiosciences.com/us
/applications/s/spectrumguidepage)

4. Prehled pouzivanych filtrl pro jednotlivé fluorochromy pri pritokové cytometrii (19. strana odkazu) (https://
biomedicina.prf.jcu.cz/wordpress/wp-content/uploads/2011/12/Vyuzitiprutokovecytometrievimunologii.pdf)

5. Zdroj obrazku pouzitého u ilustra¢niho prikladu (z devaté stranky prezentace) (https://web.Ifp.cuni.cz/imunol
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6. Priklad zddanky na vySetreni pr@tokovou cytometrii (https://www.uhkt.cz/zdravotnik/komplement-laboratori/
laboratorni-prirucky-zadanky/laborator-prutokove-cytometrie/116_LP_08 01 Prilohal.pdf)
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