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Princip:

Pritokova cytometrie (flow cyto-metry) je metoda analyzy exprese bunééného povrchu
aintracelularnich molekul, charakterizuje a definuje rdzné typy bunék v heterogenni bunécné
populaci, hodnoti Cistotu izolovanych subpopulaci a analyzuje velikost a objemy bunék a v neposledni
fadé umoznuje simultdnni multi-parametrovou analyzu jednotlivych bunék.

Principem je unaseni jednotlivych ¢astic nebo bunék proudem nosné kapaliny a jejich prichod
laserovym paprskem. Po interakci buriky s laserovym paprskem dochazi k lomu a rozptylu svétla,
atim se bunky tridi dle rozdill v jejich velikosti a granularité, pricemzZ ptimy rozptyl (Forward
Scatter, FS) udava velikost bunék a bocni rozptyl (Side Scatter, SS) udava granularitu.

Dale se vyuziva i barevna fluorescence, kterou emituje fluorochromem znacena burika pfi prlichodu
laserovym  paprskem pfi urcité vinové délce. Mezi nejcastéjSi fluorochromy patfi
fluoresceinizothiokyanat (FITC), phycoerythrin (PE), Phycoerythrin-Cy5, Texas red a dalsi. Ty jsou
konjugovany s monoklonalnimi protildtkami. Presné této skutecnosti vyuziva povrchové znaceni.
Tedy vyuziva znaky, které bunky exprimuji na svém povrchu, a diky kterym Ize buriky usporadat do
skupin charakterizujicich bunécénou linii, stav a diferenciaci jednotlivych bunék. Jedna se o CD znak
(Cluster of Differentation) definované struktury rozpoznatelny monoklonalni protilatkou, ktery se na
né navaze spolu s konjugovanym fluorochromem. Napfiklad T-lymfocyty Ize definovat jako CD3
pozitivni populaci, kterd je soucasti TCR receptoru, tudiz je specifickd pouze pro T-lymfocyty.
Specifickym znakem pro B-lymfocyty je CD19.

Uskali metody:

Fluorochromy vyuZivané v mnohobarevné pritokové cytometrii maji Sirokd emisni spektra, ¢imz
muze dochazet k jejich prekryvani béhem analyzy. V dlsledku téchto spektralnich prekryvi mohou
vznikat komplikace v rozliseni skutecnych populaci.

Dale je to prace se spravnou populaci bunék, které jsou zadany, nikoliv jakékoliv jiné. V neposledni
fadé je také nezbytné dllezité dokazat spravné interpretovat vysledek.

Uplatnéni metody:

Jedna se o velmi vSestrannou metodu analyzy bunék, proto se vyuZivd v mnoha oborech. Oviem
nejvétsi uplatnéni nachazi mediciné, konkrétné v klinické imunologii a transplantologii, kde detekuje
napriklad zastoupeni hematopoetickych kmenovych bunék, dale se vyuzivd v hematoonkologii,
nadorové biologii a molekularni biologii, kde detekuje apoptdzu ¢i bunécny cyklus.

Vyznamné je taktéZ monitorovani pacienti s onemocnénim AIDS.

P¥istrojové vybaveni:

Pratokovy cytometr se sklada ze tfi systém - fluidniho, optického a elektronického.

Fluidni systém zahrnuje pohyb bunék cytometrem, slouzi ke smérovani vzorku do laserového paprsku
a usmérnovani jeho toku, a to pomoci hydrodynamické fokusace.

Opticky systém zahrnuje laser, patfici do excitacni ¢asti a soustavu ¢ocek, zrcadel a optickych filtrQ
patficich do ¢asti sbérné, kterda umoziiuje shirdni a usmérnovani emitovaného zareni.

Elektronicky systém prevadi opticky signal na elektricky a digitalizuje jej pro pocitacovou analyzu.
Namérené parametry kazdé bunky ziskané analyzou se uchovavaji v tzv. List mode file. Vysledek ma
vZdy Ciselnou a grafickou podobu, nejcastéji to pak je dvourozmérny graf tzv. dot plot, na némz jedna
tecka predstavuje jednu analyzovanou buriku.
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Odbér a transport:

Vysetfeni se nejCastéji provadi z nesrazlivé krve, kdy na zdkladni vysetteni staci 2 ml krve, dale to pak
muze byt likvor, kostni dfen i DNA ¢i RNA. VySetfeni je nutné provést do 30 hodin po odbéru, aby
nedoslo ke zkresleni vysledkd. Vyjimku pak tvofi napfiklad vySetfeni mozkomisniho moku, které je
nutno provést béhem 4 hodin po odbéru.
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