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Vychodisko: Pritokovy cytometr se sklada ze tfi casti — fluidni systém, opticky systém a elektronika.
Fluidni systém zajistuje spravné davkovani vysetfovanych bunék v suspenzi do métici komarky. Buriky
dale prochazeji paprsky laserll. Pokud jsou bunécné struktury oznacené fluorochromy, je zvolen laser
o takové vinové délce, aby fluorochrom absorboval svétlo a vyemitoval zarfeni o specifické vinové
délce. Vznikla fluorescence ¢i odrazené svétlo pronika filtry k detektordm. Na pritokovém cytometru
mulZeme provést stanoveni testu aktivace basofilnich granulocytl. Principem testu je zapficinéni
aktivace basofilnich granulocytl in vitro v pfitomnosti senzibilizujiciho alergenu. Posléze dochazi k
expozici aktivaéniho znaku basofilll (znak CD63) na povrch jeho bunééné membrany. Pomoci
monoklonalni protilatky a pritokového cytometru miZeme tuto zménu pozorovat. V zavislosti na
dostatecném mnozstvi alergenné specifickych molekul IgE, které jsou zachyceny na povrchu basofill
prostfednictvim vysokoafinitniho receptoru FceRl, dodany alergen zpUsobi premosténi receptor(,
které vyvolaji plnou aktivaci basofili spojené s procesem vyprazdnéni obsahu zanétlivych mediatord
z granuli v cytoplazmé — degranulaci. Pravé degranulace ma za nasledek mimo jiné expozici
povrchového znaku CD63 na membranu basofilG. Tento povrchovy znak je moZno detekovat pomoci
monoklonalni protilatky anti — CD63 konjugovanou s FITC (fluorescencni barvivo).

Cil: Cilem této prace je porovnat stanoveni testu aktivace basofilnich granulocyti na pritokovém
cytometru s nové vyvijejci se metodou distribuované dielektroforetické cytometrie (2DEP)

Metodika: Vyzkum probihal na 10 vzorcich od pacient(l, kdy 6 pacientl bylo pozitivnich na alergen
btizy, a 4 pacienti byli zafazeni do skupiny negativnich kontrol. U vSech vzork(i jsme provedli
stanoveni specifickych IgE protilatek pro potvrzeni ¢i vylouéeni senzibilizace na alergen bfizy. Provedli
jsme nejprve stanoveni testu aktivace basofilnich granulocytl na pritokovém cytometru s pouzitim
monoklonalnich protilatek (CD63). Vysledky jsme hodnotili pomoci hodnot plochy pod kfivkou (AUC)
a hodnot CD - sens. Méfeni jsme také provedli na 2DEP cytometru, kde jsme ziskali jako vysledek
dielektroforeticky podpis bunék.

Vysledky: Stanovenim testu aktivace basofili na pritokovém cytometru jsme prokdazali zmény mezi
hodnotami AUC a CD — sens u pozitivnich pacientd a negativnich kontrol. Nasim cilem bylo ovéfit
moznost vyuZiti 2DEP cytometru na tento funkéni test. Na dielektroforetickych podpisech bunék
mérenych pri rlznych frekvencich jsme zaznamenali urcité zmény mezi pozitivnimi pacienty a
negativnimi pacienty.

Vysledky — pozitivni pacienti

Pacient 1 2 3 4 5 6
Pritokova | AUC 2027,462 | 2311,169 | 2066,369 | 3712,487 | 2033,586 | 1108,251
cytometrie | CD - sens 0,428 0,502 0,468 1,000 0,562 0,312
2DEP Odezva na
cytometrie | alergen [%] 8,0 91 7,6 >1 23,1 47,5
Vysledky — negativni kontroly

Kontrola 1 2 3 4
Pritokova | AUC 55,9629 | 675,306 | 134,028 | 51,5255
cytometrie | CD - sens 0,0114 0,1440 0,0280 0,0112
2DEP Odezva na
cytometrie | alergen [%] =L7 30,0 29,7 12,5
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Zaveér: V této bakalarské praci bylo cilem ovéfit moZnost vyuziti 2DEP cytometrie jako konkurenta
v stanoveni testu aktivace basofill na prltokové cytometrii. Zvysledkd, které jsme ziskali
stanovenim obéma analytickymi metodami, lze usoudit, Ze tyto vysledky nelze snadno porovnavat
vzhledem k odlisnosti principu stanoveni aktivace basofila, tak interpretace vysledkd. Do budoucna
by metoda stanoveni na 2DEP cytometru mohla najit jista uplatnéni v praxi na stanoveni i jinych
biomarker(, ale mezitim bude na této metodé potieba jesté spousta vyzkumu a testovani, avsak ke
stanoveni aktivaénich znakd u citlivych bunék je metoda méné vhodna.
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