Prutokova cytometrie v hematologii:
Zakladni principy a aplikace

VI. Hanacké dny laboratorni mediciny
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Laboratorni metoda, ktera umoznuje rychlou multiparametrickou anal;izu/ P
bunék.

U kazdé bunky z pripravené bunécné suspenze je mozné analyzovat:

 velikost bunky, \

 vnitfni strukturu bunky (granularita),
» detekovat tzv. CD znaky (intraceluldrni x extracelularni).

moznosti detekovat antigeny bunék (CD znaky).

Vyznam prutokové cytometrie spocCivd zejména v tzv. imunofenotymu.
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Aplikace prutokové cytometrie

 Hematologie, onkologie, imunologie
o Imunofenotypizace lymfocytU
o Funkcni testy a testy fagocytozy
o Méreni obsahu DNA v burikach (hodnoceni ploidie, bunécného cyklu)
o Stanoveni cytokinU

o Diagnostika onkologickych onemocnéni
o Monitorovani terapeutické odpovéedi
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e identifikace a kvantifikace bunék |

/

Bunécna suspenze je unasena proudem nosné kapaliny - s paprskem svétla dochazi
na bunkach k rozptylu svétla v riznych uhlech = rozliseni vlastnosti bunék.

e fluorochromem konjugované monoklonalni protilatky (moznost kombinace a vizualizace\

mnoha znakl najednou)
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Prutokovy cytometr

Pratokovy cytometr tvori 3 zakladni systémy: fluidni, opticky a elektronicky.
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Cytometricky vystup meéreni

Analyza dat je provadéna pomoci grafickych a Ciselnych udaji. Pomoci tzv. gatovani lze

oddélit jednotlivé populace bunék.
Graficky vystup:
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CD klasifikace
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Vysetrovany material

7
K nejcasteji vysetfrovanému biologickému materialu patri: (/
« periferni krev (K,EDTA), /lK
e kostni dren, N
* bunécna suspenze ziskana z bioptického vzorku (vzorku tkané), uzliny,
* jiné télni tekutiny (likvor, vypotky, BAL...). \
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Soucast laboratornich diagnostickych postupu:

e pritomnosti klonu malignich bunék hematopoetického puvodu,
liniova prislusnost bunék,

rozliseni typu akutnich leukémii,

stupen diferenciace.

Priklady onemocnéni, vyuziti pro diferencialni diagnostiku:
e akutni leukémie,

e chronicka leukémie,

* monoklonalni gamapatie.
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Nespravné rozdéleni populaci bunék v KO

WDF

WNR

FSC

WPC

Abn Lympho?

Blasts?

WBC Abn Scattergram

$SC

* nespravné rozdéeleni populaci
lymfocytl a monocytU

» dosetreni diferencialniho rozpoctu
leukocytu natérem na sklo

CBC DIFF

Item Data Unit Item Data Unit
WBC 11.55 +10°9/L | |NEUT# 0.89 *[10%9/L
RBC 2.50 - 10"12/L LYMPH# 4.07 *|1079/L
HGB 72 - g/L MONO# 6.57 *|10°9/L
HCT 0.220 - Ratio EO# 0.1 |1079/L
MCV 88.0 fL BASO# 9.81 |1079/L
MCH 28.8 pg NEUT% 7.7 *|%
MCHC 327 g/L LYMPH 35.2 *|%
PLT &F 191 1079/L MONO% 56.9 *(¥
RDW-SD 48.4 fL EO% 0.1 |%
RDW-CV 15.0 % BASO% 0.1 |%
PDW 20.6 *|fL IG# .09 *|1079/L
MPV 13.5 *|I¥l 1G% 0.8 *|%
P-LCR 52.8 *|%
PCT 0.21 * % ,
NRBC# 0.0 1079/L
NRBC% %
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Nater na sklo

Fotografie z digitalniho mikroskopu Cella Vision DM 1200.
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@ - Bunky stfedni velikosti s

ovalnym jadrem,
dekondenzovanym jadernym
chromatinem, 2 jadérky.

Cytoplazma je v okrajich
bunky bazofilni, bez
e granulace, vysoky N/C
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e Ve vzorku PK zachyceny
bunky CD34+ (22,9 % ).
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Cilem provedeni funkcnich testt je:  Funkcni testy lymfocytu:

e odhaleni poruchy ve fungovani leukocytd, e aktivitu T lymfocytd,
* schopnosti jejich aktivace.  aktivitu B lymfocytd,
 aktivitu NK bunék.

Funkéni testy granulocytu:

 aktivita neutrofilnich granulocyt(
(fagocytoza, tzv. burst test),

 aktivita bazofilnich granulocytt (alefgie, tzv.
bazotest).
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e Rychlost
o Pfistroj umoznuje analyzu tisict bunék za
sekundu.

e Citlivost

o Vysoka citlivost, detekce i vzacné bunécné
populace ve vzorku.

* Multiplexni analyza

o Jednim mérenim lze ziskat informace o nékolika
parametrech kazdé jednotlivé buriky.
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* Automatizace a umeéla inteligence

o Urychleni interpretace dat a zlepseni diagnostiky.
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Elektronicka zadanka, blok ,,Cytometrie”

IRI pomér (LIS *4031)
HLA-B27

Zakladni screening (LIS *94)
Lymfoproliferace (LIS *4023)
Myeloproliferace (LIS 4021)
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S témito metodami je automaticky vidy \

spojeno ,,Hodnoceni FLOW*. Jedna se o slovni
hodnoceni VS analytikem, |ékafem.




Beckman Coulter — Instruction For Use [online]. Posledni revize 30. 9. 2021 [cit, 2022-03-
10]. Dostupné z: https://www.mybeckman.cz/search#q=navios&t=coveo-tab-techdocs

Ormerod MG. Flow Cytometry: A Practical Approach. Third Edition. Oxford; 2000.
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https://www.mybeckman.cz/search#q=navios&t=coveo-tab-techdocs

Dékuji za pozornost.

Autor: RNDr. Andrea Wagnerova
Kontakt: andrea.wagnerova@tsl.agel.cz

sAGeL




	Výchozí oddíl
	Snímek 1: Průtoková cytometrie v hematologii: Základní principy a aplikace
	Snímek 2: Průtoková cytometrie
	Snímek 3: Aplikace průtokové cytometrie
	Snímek 4: Princip průtokové cytometrie
	Snímek 5: Průtokový cytometr
	Snímek 6: Cytometrický výstup měření
	Snímek 7: CD klasifikace
	Snímek 8: Vyšetřovaný materiál
	Snímek 9: Imunofenotypizace
	Snímek 10: Nesprávné rozdělení populací buněk v KO
	Snímek 11: Nátěr na sklo
	Snímek 12: Průtoková cytometrie
	Snímek 13: Funkční testy
	Snímek 14: Výhody a budoucnost
	Snímek 15: Cytometrický obraz
	Snímek 16: Elektronická žádanka, blok „Cytometrie“
	Snímek 17: Zdroje
	Snímek 18: Děkuji za pozornost.


