Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je molekularné biologickd metoda, kterd umoziiuje identifikovat a
kvantifikovat rdzné znaky v burice. Zdmérné neuvadime, které znaky to jsou, nebot tato metoda je
velmi univerzalni a v podstaté zavisi jen na pouZité protilatce. Vzhledem k univerzalnosti metody a

jejimu rozsifeni se tak seznam moznych aplikaci rozsifuje kazdym dnem.

Pro analyzu musi byt buriky v suspenzi. Na prevedeni bunék do suspenze pouziva tzv. nosna kapalina.
V ptipadé celych tkani je nutné tkan rozrusit a uvolnit jednotlivé bunky do suspenze s nosnou
kapalinou. Princip pritokové cytometrie je zaloZzen na detekci fluorescenéniho signalu. Burika sama
fluoreskuje malokdy, proto vyuzivame fluorescencné znacené protilatky pro sledovani pozadovanych
znak(. Bunky pak protékaji specidlni celou konstruovanou tak, aby v dany okamzik protékala celou
pravé jedna burika z analyzované suspenze. Tato burika je ozdfena sadou laserl o specifickych
vinovych délkach a sleduje se vyzarena fluorescence. Tento pfistup se nazyva imunofenotypizace a
Ize jej vyuzit k typizaci jakékoliv bunky, naptiklad leukemické buriky nebo bunky nakazené virem HIV.
Lze také sledovat miru syntézy DNA, RNA, intenzity bunééného cyklu a apoptdzy. Na zakladé této

charakterizace je mozné roztfidit buriky podle sledovanych znaka.

Vystupem z mérfeni na pratokovém cytometru je mnohorozmérny graf, do kterého se zanese
intenzita kazdého ze sledovanych znak(. Statistickou analyzou se poté roztfidi jednotlivé burky
do skupin podle intenzity jednotlivych znak(. Na zakladé téchto skupin Ize urcit jednotlivé populace a

jejich zastoupeni ve vzorku.

Dalsi moznosti, kterou prltokova cytometrie nabizi, je moznost tfidéni bunék. Pfed samotnym
tfidénim probéhne imunofenotypizace a za laserovou celou dojde k rozpraseni bunécné suspenze
tak, aby kazda kapka nesla jen jednu bunku. Pokud pocita¢ vyhodnoti pfitomnost zadaného znaku,
vychyli pomoci elektrického proudu kapi¢ku nesouci Zadouci bunku mimo hlavni proud a sebere ji do
samostatné nadoby. Dnesni pritokové cytometry uz umoZznuji sortovani na zakladé vice parametrd.
V tom pripadé pocita¢ da kazdé kapce jinak silny impulz a Fidi tak miru jejich vychyleni a kapky
s rlznymi impulzy jsou zachyceny do oddélenych nadob. Buriky nesouci analyzovany znak je tak
mozno vytfidit od bunék nenesoucich poZadovany znak. Je mozné izolovat jednotlivé bunécné linie,
pfipadné odliSovat buriky s nové transfekovanym genem od bunék, u nichz transfekce nebyla Gc¢inna.

Tridit se ovSem nemusi pouze celé buriky, je mozZno tfidit také organely, nebo jen chromozomy.



Obr. 1 Pritokovy cytometr FACS Aria

Obr. 2 Bunécny cyklus
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Bunécny cyklus: Zaznam normalniho bunécného cyklu leukemické bunécné linie.
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Fosforylace histon(i: Zaznam z pritokového cytometru. Cervené body oznacuji buriky
s nemodifikovanym histonem, zelené buriky maji histony modifikované fosforylaci. Tato modifikace
slouzi k regulaci proteinové aktivity. Histony jsou strukturni proteiny vaZici se na DNA a upravujici

strukturu chromozoma.



