Porovnani stanoveni exprese znaku CD25 pomoci nové metody Pheno-Immuno Computing a
pratokové cytometrie u aktivovanych lymfocyta.
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Vychodisko: Pritokova cytometrie je vyuzivana jako jedna ze standardnich metod pro analyzu bunék
v suspenzi. Metoda funguje na zakladé specifické vazby monoklondlnich protilatek na hledané antigeny
Ke znaceni cilenych znakl se ve vétsiné pfipadl pouZivaji protilatky, na které je vazana fluorescencni
znacka nazyvana fluorochrom. Samotny analyzator se sklada ze tti ¢asti.Ve fluidnim systému dochazi
pomoci pretlaku k vhanéni bunék pres drobny otvor. Takto dosahneme stavu, kdy pfistrojem prochazi
bunky jednotlivé, fazeny za sebou.Nasledujicim dalezitymi prvkem v pritokovém cytometru je laser.
Laserovy paprsek se vyuziva jako zdroj svétla pro excitaci fluorochormu na vysetfovanych bunkach. Po
prichodu svétla bunkou ziskdvame difrakéni signal. Rozptylené zareni, které vznika, ma stejnou
vinovou délku jako svétlo excitujiciho laseru. Dostadvame tedy dopfedny rozptyl oznacovany jako
Forward scatter FSc, informaci o obvodu burky. Pfi dopadu svétla na burnku dochazi také k jeho
boc¢nimu rozptylu a odrazu od vnitifnich komponent buriky. Tento jev popisujeme jako Side scatter SSc.
Detekce SSc probiha pod thlem 90 stupnid pomoci sbérného objektivu. Pravouhly bocni rozptyl udava
miru granularity bunky jeji vnitfni ¢lenéni. Posledni je elektronicky systém. ktery slouzi k detekci
konecného signalu. Pouzivaji se zde fotonasobice nebo fotodiodové detektory. Signdlem je foton, ktery
produkuje puls elektrického proudu.

Metoda Pheno-Immuno Computing (PIC) je novy, rychle se vyvijejici zpUsob vyhledavani raritnich
bunék. Cely proces tvofi dva principy. Prvnim krokem je znaceni cilovych antigenl(, které se nachazeji
na povrchu bunécné membrany. Znaceni se provadi pomoci komercné vyrabénych protilatek.
Nasleduje vazani znacenych antigennich jednotek na geneticky upravené mikroby, které jsou pridavany
do reakce. Zbyvajici ¢ast se déje automaticky.

Cil: Zjistit a popsat, zda mezi vybranymi metodami, existuje korelace, pfi méreni exprese CD25.

Metodika: Pro Ucely této bakalarské prace, byla odebrana Zilni krev skupiné dobrovolnikd. Nasledné
probéhla separace frakce, obsahujici lymfocyty, jejich aktivace pomoci PHA-L, a 72 hodinova kultivace
v termostatu pf¥i 37 °C.

Zpracovani vzorkd pro prlitokovou cytometrii: Referencni postup zahrnoval znaéni vzorkl pomoci
primarnich monoklonalnich protilatek, dle instrukci jejich vyrobce. Ddle probéhl pokus o modifikaci
PIC-long protokolu i pro prltokovou cytometrii. Vzorky byly znaceny PIC protildtkou a zaroven
sekundarni protilatkou Anti — Hu CD25 PE, ktera se pro znaceni CD znakl na prltokové cytometrii
pouziva referencné.

Zpracovani vzork( pro PIC: Vybrané protokoly nesly nazev PIC-short a PIC-long. U PIC-long byly
separované, aktivované a promyté burky jsou znaceny pomoci PICBODY. Protilatka se vaze na hledany
znak vystaveny na bunécné membrané. DalSim krokem je pfidani geneticky upravenych mikrobt do
reakce. Mikroby se na bunky navazuji ptes Fc receptor jiz upevnéné protilatky. Zbytek reakce probiha
automaticky béhem vyhodnocovani molekularnich profilG. V ptipadé, Ze se molekularni imunitni profil
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liSi od toho cileného, mikroby zistavaji neaktivni. Dojde-li ke shodé imunitniho profilu hledané buriky
s cilovym, mikroby se stavaji aktivnimi. Dochazi k tvorbé signalu, ktery Ize detekovat.

Pro PIC-short se DOT znacka béhem reakce vaze pfimo na hledany marker aktivované buriky. Neni
potieba vazba primarni protilatky. Pri vyvhodnocovani reakce se uplatriuje stejny princip jako u PIC long
protokolu. Imunitni profil analyzované burky se musi shodovat s pfedem znamym cilovym profilem,
aby doslo ke vzniku signalu.

Vysledky:
POROVNANI PRUTOKOVE CYTOMETRIE A PIC METODY
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Graf 1Porovndni obou metod pomoci grafu. Zvolené hodnoty redeni 0 3,7 11 33 a 100.
Zpracovani série vzork( pomoci PIC-long protokolu.
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Graf 2Porovndni obou metod pomoci grafu. Hodnoty redéni 0 11 33 a 100. Pro osu X byl zvolen PIC
signdl, pro osu Y signdl naméreny pomoci prutokové cytometrie.
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POROVNANI PRUTOKOVE CYTOMETRIE A PIC-short METODY
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Graf 3Porovndni obou metod pomoci grafu. Méreni stejné série vzorkd, jako v predchozim grafu, data
byla prevedena do SNR jednotek.

Zavér: Zvoleny marker CD25 lze stanovit pritokovou cytometrii. Pfi znaceni vzork( protilatkou Anti —
Hu CD25 PE, tedy dodrZeni referen¢niho postupu, jsem ziskala presnéjsi vysledky. Zpracovani vzorka
pomoci modifikovaného PIC protokolu, za pomoci primarni PIC protilatky a sekundarni Anti — Hu CD25
PE, bylo méné presné. Hledany aktivacni znak mizeme méfit i pomoci obou PIC protokol(.

Mezi metodami existuje silnd korelace. Nejlepsi dosaZeny vysledek byl ziskan pfi zachovani
referenéniho postupu pfipravy vzorkd, pro pratokovou cytometrii, a zavedeni PIC short protokolu.
Koeficient determinace zde nabyva hodnoty R2 = 0,9986 pro SNR jednotky.
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