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* (izolace T lymfocytu pomoci rozet)
— CD2+ bb, berani erytrocyty
 gradientova centrifugace
— pomoci chlazené centrifugy
* iImunomagneticka selekce

. selekce pomoci priitokové cytometrie 5
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Dalsi izolace populaci z
gradientu

* DestiCcky kontaminuji mononuklearni bb
— oddéli se dalSimi centrifugacemi

« monocyty a makrofagy 30%

— adheruji na plastovy povrch

— fagocytuji zelezné piliny
* Granulocyty
— jsou velmi fragilni; velmi infekCni (laminarni
DOX)

— ke smesi ery + granulocyty se prida dextran,
Ktery vytvari shluky s ery




Dalsi izolace populaci z
gradientu

» odstraneni nezadoucich bunecnych
populaci

— pouziti bivalentnich Ab
— proti erytrocytum (glykoforin A)

— prislusne populaci: anti-CD3 (pro T
bb), anti-CD19 (B bb)




- Rt A

Imunomagnetick
selekce leukocy

e separace je zalozena « trvani selekce 2 h
na expresi  Cistota frakci pres 90%
» 4°C zajisti specifickou

povrchovych Ag
pouziti magnetickych vazbu protilatky
castic s navazanou

specifickou protilatkou

pozitivni selekce: jsou
vybirany bunky s
urcitym Ag

negativni selekce:
nezadouci populace je
vybrana a odstranéna
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PRUTOKOVA
CYTOMETRIE

slouzi k identifikaci bunéénych populaci prukazem
membranovych molekul (CD) - FC (flow cytometry)

slouzi k separaci bunécnych linii — FACS — cell sorter
(tFidiC)

castice jsou v laminarnim proudeni usmérnény do rady
cytometrie urCuje:

— pocet (N)

— velikost (FS)

— ,morfologii“ bunék (SS)

— pritomnost fluorescencniho signalu (FL)

udaje ziskané pro jednotlivé bunky jsou vyhodnoceny
pocitacem




PRUTOKOVA CYTOMETRIE

MATERIAL:
* plna krev, punktaty kostni drené

separované bunééné populace
jiné télni tekutiny (likvor, ascites, exsudaty)

bunécné suspenze ziskané dezintegraci tkané

— bunécné suspenze jsou znaceny
imunofluorescenci

pouzivaji se monoklonalni protilatky proti:
membranovym molekulam
cytoplazmatlckym molekulam
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akladni CD znaky
leukocytu vyuzivané v

prut. cytometrii
T bb:
(CD2), CD3, CD4, CD8, HLA-DR, CD25

Normalni hladina CD4:CD8 2:1

CD4+, adhezivni molekuly CD11/CD18
B bb: CD19,20,21

NK bb: CD16+ CD56+

monocyty CD14
granulocyty CD15




Prutokova cytometrie plné krve

odpada separace bunék
prima imunofluorescence

inkubace heparinizované krve se znacenou monoklonalni
protilatkou

hypotonicka lyza erytrocytl
odstranéni nenavazané protilatky
meéreni

PFi pouziti riznych monoklonalnich protilatek oznacenyc
rozdilnymi fluorochromy lze provést soucasny pruk:
dvou az tri znakl (vyzkumné FC az 9 - 12 znaku)




MONOKLONALNIiI PROTILATKY JSOU OZNACENY FLUOROCHROMY

energie potrebna k excitaci fluorochromu je ziskavana
z UV svetla nebo laseroveho paprsku

je vyzarovano svetlo, jehoz barva zavisi na vinove
délce emise

FITC
>HYCOERYTHRIN (PE]

OPHYKOCYANIN (AP




Luciferin

Fluorescein Isothiocyanate
(FITC)




Compensation

Fluocrescence Detector Filter Passbands:

PE-Cy5 Tandem
(Tricolor)
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A very
important
function of t
electronics
system is to
perform
compensatit

« There is some overlap between the colors emitted by different
fluorescent markers, therefore mathematical compensation is

used to reduce overlapping results




- analyza plné krve
- prutokova cytometrie

PRIMA IMUNOFLUORESCENCE

méieni fluorescence

| promyti

monoklonalni
protilatka
znacena FITC

s CD znakem




—=- 0zhacena je sekundarni protilatka
- izolované burky, imunohistochemie
- UV mikroskopie

NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

méreni fluorescence

| promyti

monoklonalni

protilatka
znacena FITC

promyti

monoklonalni

protilatka
neznacena

s CD znakem
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Fluidics system

Filters Detectors




Electrostatic Flow
Sorting

» After the cells are
interrogated by the laser,
vibrations separate the
sample stream into
droplets containing
either one or zero cells,
called the “break-off
point”




stream breaks into droplets,
passes through an
2|ectricallv-charaed-rino
hich charge cells based on o
e results detected by the -
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SENZORY DETEKUJiCi: |

POCET BUNEK |

VELIKOST BUNEK (FS) |

MORFOLOGII BUNEK (SS) |

FL1-ZELENOU EMISI (FITC) |

FL2 - GERVENOU EMISI (PE)




Light Scatteringy 2 Parameter Histogram

Apoptotic
Cells

Dead

Granular

X Axis .
Forward Light Scatter (FLS) Live Cells




represents a single cell!
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PRIMA DVOJITA IMUNOFLUORESCENCE V PLNE KRVI

1. + monoklonalni protilatky anti CD3 FITC W&HTQ
2. + monoklonalni protilatky anti CD4 PE :;'Bﬁ‘ PE

3.+ lyzacni roztok - hemolyza erytrocytu
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2 Parameter Histogram
Single
Positive PI Double Positive
Population Population

Single Positive
FITC FL EITC

Population
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APLIKACE PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Urceni riznych populaci leukocytu (jinych bunék) a
Jejich separace

Imunofenotypizacni prukaz bunék krevnich malignit
Mereni proliferacni aktivity bunék:

- méri se obsah DNA
- DNA je oznac€ena latkami, ktereé fluoreskuiji

- Méreni O2 zavislych mechanismu zabijeni

FAGOCYTUJICICH BUNEK:

- granulocyty (plna krev) jsou inkubovany
s latkou, ktera je pusobenim nitrobunéénych
mechanismu prevedena na latku fluoreskujici




dal$i APLIKACE PRUTOKOVE CYTOMETRIE

stanoveni bunécné ploidie (poc¢tu sad chromozému)
stanoveni nitrobunécnych biologicky aktivnich molekul:
- cytokinu (TH1, TH2 subsety)
- molekul regulujicich bunecny cyklus
- molekul regulujicich apoptozu
- produktu onkogenu a antionkogenu

mikrobiologie
hematologie

transfuzni |ékarstvi
transplantaCni imunologie




