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Souhrn

V sowasné dob dochazi k rychlému nastu novych poznatkv biomedicid, ktery je mimo jiné umo2n
neustalym vyvojem kvantitativnich a kvalitativnighalytickych metod. Tyto nové&igtupy umaozuji
podrobné sledovaniefli na burcéné a molekularni drovni, a tak nachazeji své uplaitrv Siroké Skéale
védnich obof: i klinické praxi. Za¥ry jimi ziskané jsoufinosem pro civilni i vojenskou medicinu. Jednou z
progresivnich metod, ktera doséhla v poslednickcletvyrazného technologického rozvoje, je metoda
priatokové cytometrie (flow cytometry, FCM). Ve svéstaiel FCM p“edstavuje dnes jiz standardniigtup
pro vysokorychlostni rozfrovou a typovou analyzu suspewastic, nefaseji sawich burk. Clanek se

zabyva principem a nefbrejSimi aplikacemi FCM.

Kli éova slova:Pritokova cytometrie; Imunofenotypizace; Lymfocyt; Mikionalni protilatka.

Flow Cytometry As an Analytical and Selective Methd

Part |

Summary

Permanent development of qualitative and quaniasinalytical methods has currently resulted iast f
increase of knowledge in biomedicine. Such newagmtres have enabled very detailed observationsoef p
cesses on the cellular and molecular level and thesome useful in both, research and clinical gcact
including military medicine. Flow cytometry (FCMy one of the highly progressive techniques with con
siderable technological development. Nowadays F@grasents a standard approach for a high speed
analysis of particle (mostly mammalian cells) suspens in terms of size, internal complexity andsst
composition. The article deals with principle ahé& most common FCM applications.

Key words: Flow cytometry; Immunophenotyping; Lymphocyte; Maional antibody.

Imunofenotypizace a monoklonalni protilatky

Studium jednotlivych bukk a jejich populaci za-
znamenava rychly rozvoj diky neustale se zvySuiji-
cimu spektru analytickych metod, jeZ se touto pro-
blematikou zabyvaji. Prvni pokusy charakterizovat
lymfoidni buiky specifickymi antiséry nafgnymi
proti povrchovym znakm (imunofenotypizace) a
pomoci tvorby rozet gervenymi krvinkami ovci
prokzhly v 60. a 70. letech minulého stoleti, kdy se
poddilo od sebe odliSit a navzajem atitl (izolo-
vat) jejich d¥ hlavni skupiny nazyvané podle své-
ho pivodu u ptak lymfocyty typu B (Fabriciova
bursa) a T (thymusgiesky brzlik) (2). | kdyz se poz-
déji ukazalo, Ze tehdy dostupna polyklonalni anti-
séra i rozetovy test nejsotilE presnymi nastroji
k analyze lymfoidniho kompartmentu, ve své &ob
piedstavovaly oba testy igom v imunologickych
metodach. Nevyhodou polyklonélnich antisér byla

hlavre jejich mala specifita (#Zova reaktivita s ji-
nymi povrchovymi strukturami) a velka variabilita
jednotlivych Sarzi. Jedinymi prakticky pouZzitelnymi
polyklonalnimi imunoreagenciemi jsou dnes antisé-
ra namifena proti povrchovym imunoglobufim,
kterd se s Usghem pouZzivaji nappii imunofeno-
typizaci lymfomi rady B¢i pii (sub)izotypo¥ spe-
cifické negtimé vicebarevné imunofluorescenci (5).
Prevratny objev nositéINobelovy ceny Kdhlera
a Milsteina z roku 1975 (3) znamenal zasadni obrat
v experimentalnim pouziti imunoreagnecii (protila-
tek). Tzv. hybridomy — stale rostouci a stabilni
klony vzniklé fuzi busk produkujicich protilatky a
myelomovych buik, jez schopnost produkce svého
vlastniho imunoglobulinu ztratily <@dstavuji uni-
katni buréné kultury produkujici specifické imu-
noglobuliny, tzv. monoklonalni protilatky (MoAb)
coby (bio)chemicky identické makromolekuly, které
se po své charakterizaci vyuZivaji k jedndréa
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identifikaci molekularnich struktur (antig&nna po-
vrchu burk i ve vnitrobugeéném prostoru.

Kazda MoAb vyuzivana k imunofenotypizaci se
specificky vaze k jednomu molekularnimu motivu
(epitopu), jehoz vyskyt fEe byt vazan naiené
(sub)populace a diferené¢ia stadia bukk a na tiz-
nych burénych typech se fite vyskytovat v od-
liSném pd@tu kopii. Rozsahlé studie v ramci mezi-
narodnich pracovnich skupin z&mnych na typi-
zaci MoAb se staly zdkladem systému rdedi
burgk krvetvorby podle tzv. CD znak(cluster of
differentiation) (1) do desitek skupin a podskupin
odrazejicich rozmanitost b&mych elemerit krve-
tvorby wetn® leukocyti coby efektoit imunitniho
systému (4). Dnes je takto klasifikovano jiz vieZ n
tii sta lidskych CD znak rozpoznavanych MoAb
(6), z nichz mnohé maji déd definované pro-
t&jSky u laboratornich ziét (mys, potkan) a vete-
rinarng dalezitych druli.

Polychromaticka imunofluorescence

Ke zviditelreni vazby MoAb k biikAm se pou-
Ziva rekolik pristupa. Pro &ely FCM se jednotlivé
MoADb kovaletrg vazi (konjuguji) stiznymi fluo-
resceinimi molekulami (fluorofory), které po ex-
pozici z&eni exciténiho zdroje emituji fotony s ji-
nou (delSi) vinovou délkou. Koma® dostupnych
fluorofora dnes existuje celéada od malych poly-
cyklickych molekul, jako jsou néjklad fluorescein
(FITC) nebo cyaninyi barvicky fady Alexa, pes
fluorescexini fykobiliproteiny, jejichZz nejznasjsi-

mi predstaviteli jsou phycoerythrin (PE) a allophyco-
cyanin (APC) az po nanokrystaly (tzv. quantum dots)
ProtoZze FCM dnes vyuZiva téfrve v3ech fipa-
dech monochromatického excitého zdeni lasei,
existuje ke kazdému prakticky pouzivanému laseru
(negastji 405, 488 a 633 nebo 635 nm) cela sku-
pina fluorofoi s dostatén¢ silnou absorpci v dané
oblasti spektra a rozdilnou emisni charakteristikou
tak, aby byla jejich fluorescence odliSitelna poimoc
soustavy optickych filtr uzpisobenych k odrazu
a/nebo prostupu fotdns definovanou vinovou dél-
kou. Oznéeni suspenze bgk komplexnim kok-
tejlem monoklondlnich protilatek, kazdé z nich va-
zané k jinému fluoroforu (tedy molekule s jinou-bar
vou fluorescence), je zakladni princip vicebarevné
nebo mnohobarevné (polychromatické) imunofeno-
typizace. Polychromatickou imunofluorescenci pak
nazyvame opticky signdl, ktery oziemé buiky po

ozd&eni excit&nim z&enim jednoho nebo vice la-
sefli vydavaji. Intenzita fluorescence jednotlivych
burgk je v idealnim pipadt pfimo ungrna mnoz-
stvi navdzané monoklonalni protilatky. Ke kvalita-
tivni informaci (sviti—nesviti), umdajici defino-
vat buiky jako pozitivni nebo negativni s ohledem
na gitomnost studovaného epitopu (t€Z nazyvaného
marker nebo znak), se tak nabizi moznost kvan-
titativni analyzy, tedy weni mnoZstvi epitopu na
nebo ve studované tice. Ze zji&nych rozdit Ize
buiky rozélenit do skupin, které oztajeme jako
populace, subpopulace, typy, subtypy, diferaficia
ni a aktivéni stadia nebo malformace (¥ipad
krvetvorby nazyvané leukémie a lymfomy). Poly-
chromaticka FCM dnes vyuziva paralelni analyzu
Ctyt a vice (8Zr¢ Sesti az osmi) znékna jednotli-
vych buikach, coz gekrauje moznosti jinych ex-
perimentalnich technik, s vyjimkou genetické analy-
zy jednotlivych bugk technikou polymerazovie-
tézové reakce (PCR). Na rozdil od PCR vSak poly-
chromaticka imunofenotypizace ve spojeni s FCM
umo#iuje vysokorychlostni analyzu rozséhlych po-
pulaci intaktnich butk s naslednou moznosti jejich
separace a dalSi kultivace, eventadhansplantace.
ZvI43E vyhodna je pak kombinacetpokow cyto-
metrického ftidéni burek a PCR umalujici studium
genoveé exprese u dimdefinovaného biologické-
ho materialu, ¥etns jednotlivych busk.

Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie (FCM) je v séasné dob
povaZzovana za standardni metodu analastic
(vétSinou burk) v suspenzi. V ramci klinické praxe
je nefastji vyuzivana pi polychromatické imuno-
fenotypizaci krevnich leukodyta burgk kostni de-
n¢, ale Bzné jsou i dalSi aplikace jako imunofeno-
typizace buiénych suspenzi izolovanych z jinych
télnich tekutin (m@, likvor, vypotky), bronchoal-
veolarnich lavazi a také z orgaa lymfatickych
tkani (nap. pri diagnostice lymfom) ¢i leukocyth
infiltrujicich solidni nadory. Kromatechnik zaloze-
nych na specifickém rozpoznavani antigeproti-
latkami se v FCM pouzivaji i dalSkiptupy, jako
jsou kvantitativni analyza DNA u fixovanych nebo
dnes uz i intaktnich bgk, detekce apopt6zy, bio-
fyzikalni a biochemicka stanovenéatré kinetiky
burg¢nych proces, asociace a disociace makro-
molekul a v poslednich letech se objevila dalda
dalSich stanoveni, jako je rfapletekce rozpustnych
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latek pomoci nosgii ve forn® fluoresceginich ku-
licek. Polychromaticka imunofluorescence leukocy-
ta vSak Aistava silg prevazujici technikou v expe-
rimentélni biologii, biomedicii klinické praxi.

Pratokové cytometry jsou néesky trh dodavany
od rekolika vyrobdi v parizovaci ces od jednoho
do vice nez 12 milidin korun. NejdraZzsi fitokové
cytometry étSinou slouZi pro &decké dely. Jsou
to polychromaticka Zé&eni, u nichz pget moznych
kanah fluorescence&asto znén¢ prevySuje deset a
jsou takécasto vybavenatidici (sortovaci) jed-
notkou. LevrjSi modely jsou dodavany ve foém
analyzatoru a slouZi pro jednodussi aplikace s vyu-
Zitim menSiho pétu barev k analyze, kdy jiz o po-
lychromatické FCM nehowame. Klinické gistroje
jsou dnes vybaveny nejm&rtyimi, ¢asgji vSak
Sesti aZz osmi detektory fluorescence takto umez
jicimi sowasnou detekci az osmi znaka kazdé
buice. Dale existuje celéada jednoduchych FCM
analyzatoi uréenych ke dvou afbarevné imuno-
fluorescenci a &Sinou zanstenych na jednodussi
klinické aplikace (nafiklad CD4/CD8 imunofeno-
typizace a monitorovani HIV-pozitivnich paciént
(barevna filoha s. 1ll, obr. 3).

Pritokovy cytometr sestava zéi zakladnich,
vzajemr propojenych systéim Fluidika zajiuje
transport bugk ze suspenze, které jedna za druhou
postup prichazeji do pitokové komory, kdyZ jsou
predtim hydrodynamicky fokusovany hnaci teku-
tinou do proudnice a konstantni rychlosti prochaze-
ji jednotlivymi laserovymi paprsky. &em tohoto
prachodu paprskem fotanexcitaniho zé&eni do-
chazi k detekci fluorescence a u jednoho z taser
rozptylu z&eni. Buiky jsou poté undSeny didici
jednotky nebo do odpadni nddoby. Optika zahrnuje
excitaini zdroje (lasery) a $mé optické drahy, kte-
ré systémentocek, zrcadel a optickych filir za-
chycuji fluorescetni a rozptylené zZéni a piva-
dgji je na opticky aktivni vrstvu optoelektronickych
detektofi (fotonasohit a fotodiod) tveicich roz-
hrani mezi optickym a elektronickym podsystémem
pratokového cytometru. Z technického hlediska je
nejslozigjSim systémem fitokového cytometru
elektronika, kteréigvadi optické signaly (fluores-
cenci a rozptyl) na signaly elektronicke, ty potom
zesiluje, digitalizuje a zpracovava do srozumitelné
formy, kterou je graficka reprezentace jednotlivych
burgk na monitoruidiciho p@itate. Uselem tohoto
pojednani je podatiphlednou zpravu o technice
prutokové cytometrie a ne zabihat do technickych
podrobnosti, které jsou ostatpro kazdy typ ana-

lyzatoru specifické. Proto zde uvedeme jen iejd
leZitgjSi udaje, které jsou podstatné pro pochopeni
vyznamu, silnych stranek, ale také omezeni popi-
sovaného zézeni. Hlavni pednosti FCM je vyso-
ka frekvence analyzy jednotlivych bika Moderni
analyzatory i sortery dokazi zpracovat zaiivie
desetitisice bufk (nebo jinych mikroskopickych
objekil) undSenych v okamziku analyzy rychlosti
nékolika metf za vtéinu. Krome pormgrné velkého
poitu fluoresetinich parametr obsahuji Udaje o jed-
notlivych buikach tradiné také dva rozptylové pa-
rametry — rozptyl v imém snéru (forward scatter,
FSC), undrny velikosti burk a rozptyl pod Uhlem
9( (side scatter, SSC), ktery odrazi wmitkom-
plexitu burgk (nagiklad granulocyty a apoptotické
buriky maji vysSi hodnoty SSCigm¢ z divodu
granulace a/nebo fragmentace jadra). dkvizici
dat je teba odstranit debris, tzv. konfliktnfipady
(napiklad dw buiky méfené najednou) a také kom-
penzovat vzajemnyipsvit jednotlivych fluorochro-
mi. V neposlednfac u cytometé, kde je vySeb-
vani buiky jednotlivymi laserovymi paprsky pros-
torow acaso¥ oddlené (a to plati vifipact vSech
technicky pokréilejSich analyzatdi), je nutné po-
skladat dohromady data, ktera sice pochazdjizz r
nych ¢asovych okamzik ale paii k jedné biice.

Je tedy #ejmé, Ze na elektroniku jsou kladeny ty
nejvyssi naroky a nejdrazsi cytometry jsou vybave-
ny Spikovou elektronikou, &etné vysokorychlost-
nich gevodniki a dnes i vninhim a vrgjSim pai-
tatem, spolupracujicimi na zakkagysokorychlost-
niho spojeni typu LAN. Elektronicky moduéetrg
programového vybaveni tedyaustavuje vyznam-
nou slozku ceny ffistroje. S pibyvajicim pd&tem
parametit rostou nejen naroky na technické vyba-
veni, ale i na kvalitu obsluhy, protoZe krdsthop-
nosti ovladani Spgkového technického Faeni a
spravné interpretace multiparametrické analyzy je
nutno zabranit systematické cldykpojené se stéle
komplexrgjSi matici kompenzaci spektralnickep
kryvi fluorochromii. Navrh a korektni provedeni
multiparametrické analyzy je tedy sloZit&asow
narana zalezitost, ip které se dopokiuje vychazet

z jednodusSich kombinaci a postétidavat pa-
rametry Bhem vyvoje experimentélniho protokolu.
Na druhou stranu jsou $gové multiparametrické
FCM analyzatory artdice renomovanych vyrofic
natolik stabilni a testy kvality jiZ pokédy tak dale-
ko, Ze ve ¥tSire pripadh znamena spravné nasta-
veni gistroje bezproblémové a reprodukovatelné
akvizice dat stejného typu po dobu mnohssiui.
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Priklad sedmibarevné multiparanetrické krve a odebrané vzorky se dopéuje zpracovat co
analyzy nejdive, nejpozdji do 30 hodin po odbu. UloZeni
biologického materialufied zn&enim hraje velkou
NejbezrejSi vySeteni imunofenotypu se provadi  roli a kugikladu krev je vhodné skladovait pabo-
povrchovym zn&enim leukocylt z nesrazlivé krve ratorni teplat a ne ji chladit nebo umistit do Wih
(odebrané do heparinu, citratového pufiréeDTA), vaného inkubétoru. U jinych tyipvzorki jsou po-
ze které se jednou ze standardnich technik (diskon- Zadavky na dobu zpracovanigejsi, nag. stano-
tinualni hustotni gradient, hypotonicka nebo chlori  veni funkéniho stavu krevnich de&tk se musi pro-

dem amonnym zpragtdkovana lyza) odstrante vadét ihned a mozkomiSni mok ma byt zpracovan
vladajicicervené krvinky a krevni degky. Znaie- do ¢tyi hodin po odbru.
ni leukocyti koktejlem vybranych monoklonalnich Pred néfenim vzork se doportuje provést kon-

protilatek ozn#&enych fluorofory niZe probihat trolu kvality funkce cytometru, coz v podstatpo-
pied lyzou nebo po lyze bezjadernych krevnich ele- ¢iva ve znéieni referetinich fluoreskujicich ku-
menti. Builky se s protilatkami inkubuji obvykle licek a v porovnani kvality detekce s refenimi

po dobu 1630 minut a potom se promyvaji jedno- hodnotami. DalSim krokem je nastaveni detektor
razovou nebo opakovanou centrifugaci a resuspen-tak, aby bylo pro dany biologicky material (v na-

daci v pufrovaném izotonickém roztokiasto ob- Sem pipact lymfocyty) dosaZzeno dost&tee citli-
sahujicim ochrannou bilkovinu a azid sodny, branici vosti a dobrého rozliSeni. Tr&di empiricky Fis-
burg¢nym pochodm, a rékdy i fixativum ke sta- tup spoléhajici na detekci autofluorescencegbun
bilizaci vazby protilatek a budnych struktur ped v nezngenim vzorku je dnes postupnahrazovan

métenim. Experimentalnich protoKolpovrchove plné¢ automatizovanou procedurou vyuzZivajici spe-
imunofenotypizace existuje cetada, ale v zasad cialniho referetniho materialu (kutiek s nizkou,

se d&li na pimé zn&eni protilatkami konjugova-  stredni a vysokou fluorescenci ve v3ech kanalech
nymi s fluorochromy a népmé zngeni, (i kterém detekce). Takovéto automatické procedury prove-
je vazba nezri@néci biotinylované primarni MoAb dou zarove kontrolu kvality a optimalizaci nasta-
zviditelnéna fluorinovanym polyklondlnim antisé-  veni detektal nezavisle na subjektivnintiptupu
rem specifickym pro primarni imunoreagencii, resp. obsluhy, coz vede nejen k lepSi reprodukovatel-

komplexem streptavidinu a fluoroforu. Zia tech- nosti dat z iznych n&ticich drmi a dobrou korelaci
niky se dale &i na protokoly s promyvanim a bez mezi jednotlivymi laboratemi, ale téZ umatje
promyvani. Obechlzefici, Ze u protokal bez pro- automatickou korekci starnuti cytometru. V nepos-
myvani, které jsou po&mné popularni v klinické lednitack je nutné nastavit korekcigkryvu emis-
praxi a @ kterych se imunofluorescéné ozna&i nich spekter fluorochroimpomoci jednobarevnych
malé mnoZstvi nesrazlivé krve a po kréatké inkubaci kontrolnich vzork, tzv. kompenzaci. Dnes je i tato
se buiky kréatce lyzuji a fimo nefi, je nizsi podil procedura ¥tSinou provadna automaticky pomoci

signalu k pozadi,fedevsim z @ivoda fluorescence specialnich moddl akviziénich program dodava-
nenavazanych, resp. nespecificky navazanych nad-nych s piitokovym cytometrem.

byteinych protilatek. S timto se vSaki pripraw Ozna&eny vzorek se #ti ze standardnich zku-
komekn¢ dodavanych koktejl protilatek pgéita a mavek nebo podava (karuselovéhai desttkove-
klinické akviziéni a analytické programy obsahuji  ho typu) a typicka akvizice desitek aZz stovek tisic
parametry, které vySSi pozadi koriguji. Yigad burgk trva rekolik desitek vtén podle hustoty sus-
vlastnich navrth koktejia protilatek, a to zvliastpro penze a je shora limitovana maximalni rychlosti

vyzkumné dely nebo v pipad mereni malého akvizice (udalost za \tieu, events per second, EPS)
poctu cilovych molekul na jednu kiliu (tzv. nizka cytometru. Moderni cytometry umidjii kompen-
exprese), se dopafuje pouzivat techniky s promy-  zaci spektralniho iekryvu, resp. jeji Upravyipi
vanim, gedevSim pokud se jednd o mnohobarev- po akvizici. StarSi modely piranalogovych fistro-

nou imunofluorescenci. Z uvedeného fejme, Ze ju vyZaduji nastaveni kompenzacieg nerenim.
soutasti nezbytného vybaveni pro vysokorychlostni Obrazek 1 na str&nlV barevné pilohy ukazuje pi-
mnohobarevnou imunofluorescenci je keooyto- klad analyzy pitokow cytometrického stanoveni
metru také sada laboratornich mikropipet &ipg- sedmibarevné povrchové imunofenotypizace leuko-
d¢ technik s promyvanim i centrifuga. cyti lidské krve pomoci nasledujiciho koktejlu fluo-

Na jeden vzorek seébr¢ pouziva 50-10Qu rofory zn&enych monoklonalnich protilatek:
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= anti-CD3/FITC (fluorescein izothiokyanat),

= anti-CD16+anti-CD56/RPE (dvmonoklonal-
ni protilatky navazané na jeden roRiphyco-
erythrin),

= anti-CD4/RPE-Cy7 (tandem R-phycoerythrin-

-cyanin 7),

anti-CD8/APC (allophycocyanin),

anti-CD14/APC-Cy7 (allophycocyanin — Cy7),

anti-CD19/PB (Pacific blue),

anti-CD45/AmCyan.

Dvojrozmeérny tetkovy diagram A (angl. dot plot)
na obr. 1 (barevnéri. s. IV) predstavuje hromad-
nou reprezentaci vSech objgktzorku s hodnotou

parametru FSC vy3Si nez vybrany prah (angl. tres-

hold) v kanélu 32. ProtoZe FSC je &mmy velikosti
analyzovaného objektu, mluvime o objektechitbu
kach) s nadprahovou velikosti. Kazdaka je v ta-
kovychto diagramech reprezentovana jednokoie,
takZe d¥¢ buiky s identickou hodnotu znadzmva-
nych paramefr nelze rozlisit. Resto tékové diag-
ramy gedstavuji B vhodném nastaveni zobrazo-
vanych bugk velmi dobrou reprezentaci umuai
jici snadné vizualni rozliSeni b&imych populaci a
stale jsou nejpouzivéjsim zobrazenim dat v for
tokové cytometrii. DalSi moznosti jsou obrysové
neboli hustotni diagramy zaloZené na principu vrs-
tevnic, kdy jsou body dvojrozgmého diagramu se
stejnou hustotou bk spojenycarami, nebo kom-
binace tékového a hustotniho diagramu, kdy jsou
body t&kového diagramu zobrazeny v pseudoba-
revné Skéale podle ptu burtk zobrazovanych v da-
ném bod diagramu. Z diagramu A je ro¥h patrné,
Ze leukocyty periferni krve jsou ztr& heterogen-
ni z hlediska parametru SSC a rozpadaji seédo n
kolika z'etelre odliSitelnych populaci.

Diagram B na obr. 1 (barevndilps. IV) zna-
zomuje typicky profil exprese obecného leukocytar-
niho antigenu CD45 na populacichigrmou hodno-
tou SSC. Oblast (region) R1 bude pouZitaviech
dalSich analyzach, protoze odliSuje populaci leuko-
cyta, které nesou na povrchu glykoprotein CD45
(CD45), od burk tzv. CD45 negativnich (CD35
cO0Z jsou pedevsim zbytky erytrocitpo lyze.

v ¢erné bar¥ s vysokou hodnotou SSC jsou gra-
nulocyty (neutrofilni a eozinofilni polymorfonuk-
learni leukocyty). Vybrany panel monoklonalnich
protilatek je pouzivanipimunologickém stanoveni
zastoupeni hlavnich leukocytarnich populaci (dia-
gram B a C) a dalefpklasifikaci subpopulaci lym-
focyta postupem nazianym na obr. 1 (barevnéilp
s. IV) v diagramech BK. V diagramech BF je
provedena analyza hlavnich lymfocytarnich popu-
laci. CD19 B-buiky predstavujici 16 % lymfocyt
(burgk s booleovskym kritériem gate = R1 AND R2,
nazyvanym angl. lymfogate (lymfocytarni oblasti)
(diagram E), maji povrchovy fenotyp CDC®56
(diagram D), CD3(diagram E) a jsou také nega-
tivni pro povrchové znaky CD4 a CD8 (neiinpo
uk&zéano). Proto jefppouZzitém zn&eni analyzuje-
me procentudkhjako homogenni populaci. Naopak
CD19 populace lymfocyt je z hlediska exprese
CD3 (diagram E) a CD16+CD56 (diagram D a F)
znan¢ heterogenni, coz umbdje jeji rozéleni do
nékolika subpopulaci.iedevsim se z hlediska expre-
se CD3 klasicky &i na CD3 T-buiky (v tomto
piipads 64 % lymfocyfl) a CD3 NK-buiky (20 %)
(diagram E), které je nutné analyzovat &eck. Tes-
kovy diagram F ukazuje heterogenitu &asné ex-
prese CD16 a CD56 na Tikach a CD3-lymfocy-
tech. Je iejmé, Ze ¥tSina T-bukk je CD16CD56.
Minoritni subpopulace CD3ymfocytii s nizkou ex-
presi CD16+CD56 (v naSentipad® 1%, diagram
F) se nazyva NKT-hiky a na rozdil od klasického
déleni lymfocyti na zaklad exprese CD3 a CD19
se dnes povaZuji za specialni subpopulaci NKsoun
s povrchovou expresi CD3. Na rozdil od NKT-bu-
nék je sowasna exprese CD16 a CD56 na CD3
NK-bunkach vysoka (diagram F). Za normalnich
okolnosti ma naprost&tsina CD3(CD16+CD56)
burgk povrchovy fenotyp CDIDa dvoubarevna
CD3 versus CD16+CD56 analyza v ,lymphogate”
tedy umotuje jednoznénou kvantifikaci hlavnich
lymfocytarnich populaci periferni krvetetns NKT-
-burek (porovnej diagramy D, E a F).

Souwasna detekceifiomnosti sedmi povrcho-
vych znaki na jednotlivych biikdch poskytuje téz
moznost detail&jSi analyzy lymfocytarnich subpo-

DalSi reprezentace FSC versus SSC (FSC/SSC),pulaci tak, jak je zndzogno na diagramech G—K.

diagram C na obr. 1 (barevnéilps. 1IV), v pseu-
dobarevné Skale ukazuje CD4&ukocyty z oblasti
R1 (angl. gate) a mezi nimi populace lymfdcgR2)
a monocyt (R3) souhrné nazyvané mononukle-
arni buky s typicky nizkou (R2) aigdni (R3) hod-
notou parametru SSC. Neozpad populace bgk

Profily exprese CD8 versus CD4 a CD8 versus
CD16+CD56 na NK-btikach (CD3CD19 lymfo-
cyty, regionu R4 na diagramu E) jsou znazasn

na diagramu G a H, vSechny kombinace uvede-
nych povrchovych antigénpro CD3 lymfocyty
(region R5 v diagramu E) a NK-bky jsou v dia-
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gramech I-K. Z klinického hlediska ma n&jsi
vyznam analyza na diagramu |, ze které segpom
zastoupeni CD4pomocnych a regutaich T-lymfo-
cyt vagi relativnimu pétu CD8 T-burek, ve velké
vétsSing predstavovanych cytotoxickymi T-blkami

a jejich prekurzory, pouziva k imunomonitorovani
postupu AIDS a indikaci by u HIV pozitivnich
pacient. Na diagramu L je ve forérhistogran zna-
zorrena exprese CD14 na vSech leukocytech ¢ajod
lymfocytech €erver) a populaci odpovidajici FSC
a SSC parametry monoéwn (Cerverg, barvy odpo-
vidaji regioim na diagramech B a C).

ProtoZe pedvedena analyza zavisi na postup-
ném vyalovani subpopulaci pomoci logickych bran
vytvorenych booleovskou algebrou (zde se jedné vy-
luené o nefastji pouzivany operator AND), neda
se z hlediska iigsného a jednoztiaého uéeni a
kvantifikace subpopulaci nahradit popsany poly-
chromaticky pistup pomoci vice vzotks mensim
poctem pouzitych fluorochroin Je také iejmé, Ze
pro ely ttidéni subpopulaci charakterizovanych
sloZitym expresnim profilem je polychromaticka
FCM jedinym moZnynieSenim. Proto je multipa-
rametricka analyza stad@sgji pouzivana nejenip
vyzkumu, ale i v klinické praxi, a toiedevsim i
analyze malych populaci s unikatnim fenotypem,
jako je tomu nap pri diagnoze a sledovani mini-
malni reziduélni nemoci.

Tridi¢e bungk

Tridice burgk (cell sorter) vyuZivaji dat ziska-
nych @i prachodu buiky jednotlivymi laserovymi
paprsky k tidéni burgk s vybranymi vlastnostmi.
Poté, co jsou data ze v3ech exgifah zdroji k dis-
pozici, rozhodnou elektronické obvodydice, zda
dana biika sphuje vykerova kritéria (nap lymfo-
cyt z oblasti R5 na diagramu E). V negativnifir p
pact skorti v odpadu, v pozitivnimifpad se ti-
di¢ pokusi uvedenou lilku dopravit do fipravené
zkumavky nebo jamky v mikrotitéai destéce. Toho
se dosahuje pomoci sortovacich madikné kon-
strukce. Nizkorychlostni mechanické nebo piezoe-
lektrickeé tidice buiky sbirajici odchyluji z proudu
hnaci tekutiny nfici do odpadni nadoby. Takto Ize
dosdhnout maximalni rychlosti & 300 bukk za
vterinu. Mnohem sofistikova#jSi a drazsi vysoko-
rychlostni tidice vytv&eji chwnim trysky unifor-
mni proud kapek a protoZe je rychlost proudu hna-
ci tekutiny vysoce stabilni, Ize odhadnout, ve éter

kapce se s nejvyssi prajgbdobnosti biika ugena

k tfidéni ocitne. Tato kapka jessns pred oddle-

nim z proudu hnaci tekutiny nabita elektrickym
pulsem prochazejicim proudem hnaci tekutiny a na-
sledrg je v elektrickém poli vychylovacich desti-
¢ek vychylena do siiné nadoby. VSechny ostatni
kapicky, & jiz prazdné, nebo obsahujici negté
buriky, korti v odpadu nebo jiné 8tmé zkumavce.
Podle konstrukce ifstroje a zadani operatora je
dnes moZné provétlaZétyicestné sortovani (jedno-
nasobny a dvojnasobny kladny nebo zaporny na-
boj) do zkumavek nebo destk, kam Ize provad

i tfidéni jednotlivych bugk (single cell sorting).
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