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Pritokova cytometrie — 50 let
v biologickém vyzkumu
a klinické praxi

Prvni experimenty, které vedly k etablovani metody pritokové cytometrie, se da-
tuji do poloviny 20. stoleti — v r. 1974 uvedla na trh americka firma Becton
Dickinson Biosciences prvni komercni fluorescencni bunécny sorter (FACS II).
Jednim z nejdilezitéjsich pionyru vyvoje této techniky byl Louis Kamentsky, teh-
dy inZenyr na Columbia University, ktery hledal zpusoby, jak rozlisit rakovinné
a normalni buriky na zidkladé absorpce a rozptylu svétla. Mack Fulwyler, piso-
bici v Los Alamos National Laboratory, pozdéji vyvinul metody separace bunék
na zakladé jejich ndboje a velikosti, ¢imz polozil zéklad pro moderni pritokové
tfidice. V 70. letech se experimentalni pristroje vyrazné zdokonalily, zejména
diky zavedeni laseru a citlivych fotonasobici, které umoznily presné a citlivé
meéfeni fluorescencnich signala. Pridani dalsich lasert a detektora rozsitilo
moznosti analyzy a umoznilo studovat vice parametrii soucasné. Zasadnim kro-
kem kupredu bylo zavedeni fluorescencnich barviv typicky navazanych na
monoklonalni protilatky, které se pak specificky vaZou na konkrétni molekuly

na povrchu ¢i uvnitf bunék. V 70. a 80. letech 20. stoleti se tak seslo nékolik
technologickych pokroku, které zpisobily skutec¢nou revoluci v biologickém
vyzkumu. Diky celé fadé postupnych vylepseni se pritokova cytometrie stala
prilomovou technologii a za poslednich 50 let zasadnim zpusobem zménila

pohled na bunécné analyzy.

Jak priatokova cytometrie funguje?
Unikétnost této metody spociva v tom, Ze
umoziiuje analyzovat vlastnosti jednotli-
vych bunék nebo jinych ¢astic suspendo-
vanych v kapaliné — a to nesmirné rychle
a pfesné, v obrovském mnozstvi a pro kaz-
dou buriku poskytnout fadu parametrt
(u téch nejpokrocilejsich aplikaci i vice
nez 100). Metoda nachazi $iroké uplatnéni
v zakladnim vyzkumu, dnes je ale i soucas-
ti rutinnich klinickych laboratoti. Zakladni
princip spo¢iva v prichodu jednotlivych
slozek suspenze tenkym proudem kapali-
ny, na néjz v urc¢itém misté svit{ paprsky
laserti. Buiiky p¥itom rozptyluji svétlo nebo
emituji fluorescencni signaly, které lze
detekovat a analyzovat.

Metodika analyzy vzorkd pritokovou
cytometrii se sklada z nékolika kli¢ovych
kroku (obr. 2):

e Priprava vzorku: Vzorky jsou upraveny
do suspenze (v nékterych piipadech je tieba
pevné tkané rozvolnit pomoci enzymi,
u krve jde o pfimo analyzovatelny vzorek),
Casto oznacené monoklonalnimi protilatka-
mi s navdzanymi fluorescen¢nimi barvivy,
ktera se vaZou na specifické molekuly na
povrchu buiiky nebo uvnitf ni.

e Hydrodynamické zaostfovani: Vzorek
je smérovan do tizkého proudu kapaliny,
ktery buriky usporadéd do jedné linie. To
je zabezpeceno proudem unaseci kapali-
ny, do nf je vzorek tladen takovym tlakem,
aby buniky prochazely priitokovou komo-
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rou a jednotlivymi lasery v izkém proudu
postupné jedna po druhé.
e Osvétleni laserem: Builky postupné pro-
chéazeji laserovymi paprsky.
e Detekce signali: Svétlo rozptylené bun-
kou a emitované fluorescencéni signaly
z navazané monoklondlni protilatky jsou
zachyceny detektory, které analyzuji jejich
intenzitu a spektralnf vlastnosti.
e Sortovani (v pfipadech, kdy ndm nestaci
analyza, ale chceme izolovat jednu nebo
vice bunéénych populaci): Proud kapek ob-
sahujicich konkrétni buiiky s poZadovany-
mi vlastnostmi miiZe byt vychylen z ptivod-
niho sméru a déle analyzovan, ¢i dokonce
kultivovan oddélené od zbytku suspenze.
Svétlo rozptylené piimo dopfedu (ang-
licky forward scatter) poskytuje informace
o velikosti buiiky, zatimco svétlo rozptylené
do stran (side scatter) odhaluje jeji vnitini
strukturu a komplexitu. Fluorescenéni sig-
néaly indikuji pfitomnost specifickych mo-
lekul nebo struktur. Fluorofory byvaji typic-
ky navazény na protilatky, pfipadné jsou
jimi pfimo senzory buné&énych aktivit —
napt. kyselosti lyzozomt nebo protonového
gradientu v mitochondriich ¢i koncentra-
ce vapenatych iontt uvnitf bunék. Oblibe-
né jsou i fluorescen¢ni latky vazici se na
DNA, pomoci kterych 1ze kvantifikovat
mnozstvi genetické informace v buiikach,
popiipadé rozlisit, zda je pfislusna burika
7iv4, mrtv4, nebo umira prostfednictvim
programované bunééné smrti.
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1 Peyerovy platy na tenkém stievé
12dennfho mladéte geneticky modifiko-
vaného mysiho kmene B6 s fluorescencné
znacenou molekulou MHC II. Preparat

v konfok&lnim mikroskopu v 3D. Zelené
antigen-prezentujici buriky, exprimujici
molekuly MHC II. t¥idy, typicky dendri-
tické buiky, makrofagy a B lymfocyty.
Fixovany preparat stfeva byl déle znacen
protilatkami s pfimo navdzanymi fluoro-
fory (podobné jako u pritokové cytome-
trie), rozpoznavajicimi CD4+ bunky
(Cervené, pomocné a regulacni lymfocyty)
a CD19+ (fialové, B lymfocyty). Jasné jsou
vidét folikularni struktury slozené
pfevazné z plazmatickych bunék —

B lymfocytt exprimujicich jen velmi malé
mnozstvi MHC IL. Foto N. Malinska

2 Schéma prutokového cytometru.
BliZe v textu. Upraveno podle: Matsusada
Precision (www.matsusada.com)

Pomoci priitokové cytometrie miizeme
ziskat informace o obrovském mnozstvi
bunék. Ne vSechna naméfend data vsak
spliiuji v8echny kvalitativni ukazatele. Pred
tim, neZ jsou data interpretovéna, je tieba
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a bunééné udalosti
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je oCistit od chyb. U buné¢nych suspenzi
se napf. omezuje analyza na dostatecné
velké objekty (s vyuzitim zminénych side
a forward scatterti — odstran{ se tim nebu-
nécné kontaminace nebo rozpadlé buriky),
déle se do analyzy zahrnou jen Zivé buii-
ky (bez bunécénych signéla s narusenou in-
tegritou plazmatické membrany, do nichz
takto vstoupila fluorescenc¢ni sonda). Také
se odstraiiuji dublety — udélosti (zdznamy
signalti) podezielé z toho, Ze by mohly v jed-
né kapce obsahovat vic nez jednu buriku.

Zbytek bunék je pak analyzovan podle
molekuldrnich nastroji s rozdilnymi fluo-
rofory navzajem odliSitelnymi na zdkladé
spektralnich vlastnosti — absorpce a emise.
Cim komplexngjsi kombinaci fluoroforii
pouZijeme, tim v&t$i naroky na pratokovy
cytometr klademe a tim sloZit&jsi je analyza
nasich vzorku. Excitaci zde zajistuji lasery,
emise je zachycena a vyhodnocena pomo-
ci citlivych detektort fotont. Emitované
svétlo je vedeno k jednotlivym detektorim
soustavou dichroickych zrcadel a dalsich
optickych filtri, které filtruji svétlo do poza-
dovaného vyseku vlnovych délek tak, aby
jednotlivé detektory mohly byt pouZity pro
detekci konkrétnich fluorofori, kterymi
byly buriky obarveny. Pritokovy cytometr
osazeny ¢tyfmi lasery muze diky promysle-
nym kombinacim dichroickych zrcadel
zajistit specifickou detekci mnohobarev-
nych kombinaci fluorofort — vysoce multi-
parametrickou analyzu komplexnich smé-
si. Nameéfena data jsou srovnéna s celym
panelem kontrolnich vzorkd, aby se zajis-
tila analyza jen specifickych signali v p¥i-
slusnych kanalech (v urc¢itych vlnovych
délkach). Nasledné probihé analyza umoz-
nujici identifikaci buné¢nych populaci
s riznymi kombinacemi specifickych fluo-
rescencénich signalt. Prilomem jsou na
tomto poli analyzy, které pomyslné kore-
luji ,,v8e se v8im* a jejichZ vysledkem je
vyneseni bunék do dvourozmeérného grafu,
v némz jsou jednotlivé typy bunék zobra-
zeny jako vice nebo méné kompaktni ,,ob-
lacky“ jednotlivych udélosti vyznacenych
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odlisnou barvou (obr. 7). Ty zahrnuji buiiky
s unikatnimi kombinacemi pozitivit a nega-
tivit pro jednotlivé fluorofory v mnohoroz-
mérném analytickém prostoru. Z jednoho
vzorku, napt. krve, tak ziskdme charakteris-
tiku desitek vice nebo méné vzacnych bu-
néénych populaci. Pokud se chceme sou-
stfedit na mensi bunééné populace, ale ve
vzorku jeden bunéény typ vysoce pfevazu-
je, 1ze jej v nékterych pfipadech predem
odstranit, abychom se mohli zamétit na
minoritni, ale funkéné potenciilné zésad-
ni buné&éné populace. U krve se tak napf.
standardné lyzuji ¢ervené krvinky a analy-
za se soustfedi pouze na ty bilé, tvofici jen
vyrazné méné nez 1 % vsech udalosti.
Metodicky nejjednodussi je analyza po-
vrchovych molekul studovanych bunék.
Zde typicky vyuzivame monoklonalni proti-
latky specifické pro konkrétni povrchové
molekuly s navdzanymi navzdjem spektral-
né odlisitelnymi fluorofory (obr. 1 a 5). Pro
analyzu T lymfocytd se tak napf. vyuZzivaji
protilatky specificky se vazici na molekuly
CD4 a CD8, které jsou typické pro rtizné
funkéni skupiny téchto bunék (CD4+ jsou
pomocné a regulaéni T lymfocyty, CD8+
pak cytotoxické T lymfocyty). Pro jemné&jsi
gkalovani téchto hlavnich kategorii T bu-
nék ptiddvame dalsi specifické znaky, které
definuji jejich vyvojové stadium, popiipadé
indikujf funkéni zapojeni do imunitnich
aktivit. Jde nap¥. o receptory pro komuni-
ka¢ni molekuly imunitniho systému (cyto-
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kiny) nebo o molekuly zajistujici zachyce-
ni v cilové tkani (adhezivni molekuly). Ne
vzdy ndm ale povrchové molekuly daji
spravnou odpovéd na vyzkumné otézky, ta
se muZe skryvat uvnité bunék. V tomto pii-
padé muZeme pouzit intraceluldrni barve-
ni. Buiikky musime nejd¥ive zafixovat, pak
umoznit vstup detekénich reagencii do
buiitky (permeabilizaci cytoplazmatické
membrany pomoci detergentti), nakonec
standardné ,barvit“ a analyzovat. Takové
barveni je s oblibou pouZivano pro zjisténi
transkrip¢nich faktord, intracelularnich
cytokinti nebo molekularnich néstroji, kte-
rymi imunitni buriky realizuji svou funk-
ci — napt. sloZeni cytotoxickych granul
u cytotoxickych T lymfocytt.
Monoklonélni protilatky nejsou jediny-
mi vhodnymi nastroji pro vazbu fluoroford
na konkrétni molekularni cile. Témi mohou
byt napt. lektiny, které se vaZou na speci-
fické cukerné varianty. Pro funkéni testy se
vyuziva Siroké spektrum fluorescen¢nich
sond —jiZ byly zminény sondy ménic{ své
spektréalni vlastnosti v odli$ném fyzikalné-
-chemickém prostfedi. Tim mutZe byt pH
v pfipadé lysotrackert a lysosensorti (iden-
tifikujicich v burikach organely s kyselym
pH —lyzozomy), protonovy gradient u mito-
trackeri (pozitivnich typicky v mitochon-
driich) nebo vnitrobunéné koncentrace
iontt vdpniku u Fura-2 (napf. pfi oplozeni
vajicka nebo svalovém stahu). V Zivych
buiikdch tak mtizZeme ziskat komplexni
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3 Priklad analyzy cytometrického vzor-
ku béhem Praktického cvi¢eni z imuno-
logie na Pfirodovédecké fakulté Univer-
zity Karlovy. Mizni uzlina z geneticky
modifikované mysi (s molekulou MHC II
spojenou se zelenym fluorescenénim
proteinem GFP) byla pfevedena do
bunécné suspenze a inkubovana fluores-
cenénim barvivem Hoechst33258, s proti-
latkami CD3 (typicka molekula T lymfo-
cytt) a B220 (varianta molekuly CD45
typické pro B lymfocyty) s kovalentné
navazanymi fluorofory PE (phycoerythrin)
a APC (allophycocyanin), které je spolu

s GFP mozné od sebe dobfe fluorescenéné
oddélit. Neékteré buiiky v suspenzi jsou
pozitivni pro GFP (ty, které syntetizuji
MHCII, jde o antigen-prezentujici butiky),
nékteré nesou navazanou protilatku roz-
poznavajici CD3, jiné protildtku rozpozna-
vajici B220. Bunéc¢na suspenze tak obsa-
huje ¢tyfi fluorescencni latky — protein
GFP, Hoechst33258, PE a APC. Celkem
byly nasbirany signaly z 10 tisic bunék.
A — pomoci bo¢niho a pfimého rozptylu
(side a forward scatteru, SSC-A a FSC-A)
je analyzovana velikost a granularita bu-
nék. Je zvolen region (Cervené), v kterém
se typicky nachazeji buné¢né udalosti.

B — dale jsou fialovym regionem identifi-
kovéany udalosti obsahujici jednu jedinou
buriku (singlety) z buné¢nych udalosti.

C — Hoechst33258 nepronika do zivych
bunék, pozitivita na ose y identifikuje
béhem experimentu poskozené buiiky
nebo buriky apoptotické, které jsou z dalsi
analyzy odstranény pomoci modrého
regionu (obsahujiciho Zivé buiky).

V grafech D, E a F jsou tedy analyzovany
pouze zivé jednotlivé buriky.

D — vynesen{ pozitivity protilatky rozpo-
znavajici B220 (osa y) proti MHC II-GFP.
Region P1 oznacuje populaci B lymfocyta
(fialove, B220+, MHC II+).

E — vyneseni pozitivity protilatky proti
CD3 (osa y) proti MHC II-GFP. Region P2
oznacuje T lymfocyty (hnédé, CD3+,
MHC II-). F — vyneseni pozitivity protilat-
ky rozpoznavajici B220 (osa y) proti
pozitivité protilatky proti CD3 (osa x).

V jednotlivych kvadrantech jsou identifi-
kovéany a kvantifikovany tfi hlavni
buné¢né populace v miznich uzlinéach:
UL — B lymfocyty (20,76 %), LR —

T lymfocyty (62,45 %) a LL — populace
dvojité negativnich bilych krvinek

(napt. NK bungk, 15,93 %). Z archivu
katedry buné¢né biologie PfF UK

4 Piiklad analyzy cytometrickych dat.
Pomoci forward a side scatteru jsou
identifikovany lymfocyty (malé leukocyty
bez granuli), ty jsou vybrany a déle ana-
lyzovany na zdkladé pozitivity pro znaky
CD3 (soucast T receptorového signalizac-
niho komplexu) a CD19 (typického
znaku B lymfocytti). Upraveno podle:
Rapid Novor (www.rapidnovor.com)

5 Ptiklady fluoroford, které je mozné
véazat na monoklondlni protilatky

a navzajem kombinovat p¥i vicebarevné
cytometrické analyze. Upraveno podle:
FluoroFinder (https://fluorofinder.com)
6 Princip studia bunécéného déleni
(proliferace) pritokovou cytometrif.
Upraveno podle: ABP Biosciences
(www.abpbio.com). Kreslila R. Boskova
(obr. 2, 4, 5 a 6).
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informaci o jejich fyziologickych funkcich,
jez se mohou mezi buné¢nymi typy lisit.
To ndm muiZe pomoci pochopit diverzitu
bunécénych aktivit v mnohobunééném orga-
nismu. Casto vyuZivanou skupinou fluo-
rescenc¢nich sond jsou ty, které se vaZou na
DNA. Nékteré z nich dokéZou proniknout
pfes neporusenou cytoplazmatickou mem-
brdnu a my je miZeme pouZit pro kvanti-
fikaci mnoZstvi DNA v buiikach konkrét-
nich organismu. DokaZeme tak studovat
napf. bunéény cyklus — tedy pocet bunék
v G1 fazi s genomem o velikosti 2n (diploid-
ni sada chromozomi), téch, které procha-
zeji replikaci (S faze, mnoZstvi DNA mezi
2n a 2 x 2n) a téch v G2 fazi pfed bunéc-
nym délenim s 2 x 2n. Dal3i moZnosti je
srovnani velikosti genomt mezi organismy.
Uvedeny pFistup je oblibeny zejména mezi
botaniky, kde je studium polyploidizace
pomoci priitokové cytometrie zavedenou
a standardni metodikou (vice napt. v Zivé
2005, 1: 46—438; 2021, 3: 110-113; 2024, 4:
163—172, 6: 308—311; a na str. 12—15 toho-
to ¢isla). Bunécény cyklus lze také studovat
méfenim vyfedovani fluorescenéniho sig-
nalu pfi bunééném déleni (obr. 6). Buiky
jsou na zacatku experimentu inkubovany
s fluoroforem (napf. CFSE — carboxyfluo-
rescein diacetate succinimidyl ester), ktery
do nich vstoupi a nastavi hodnotu fluores-
cence pro stabilni bunéénou populaci na
hodnotu 1. Pokud se buiiky rozdéli, mnoz-
stvi fluorescencéniho signélu se snizi na
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polovinu, p¥i dal§im déleni na ¢tvrtinu atd.
Je jasné, Ze tato metoda ma velké vyuziti
napf. pii studiu latek aktivujicich bunééné
déleni (umoziiujicich napf. expanzi bunék
imunitniho systému pro terapii), nebo ho
naopak potlacujicich (jako u nadorového
bujeni).

V experimentdlnich modelech byvaji
¢asto vyuzivany fluorescen¢ni proteiny,
které mohou mit odlisné fluorescencni
vlastnosti a jsou typicky k6dovany v geno-
mu studované bunécné populace, ¢i celého
organismu. V soucasné dobé mame k dis-
pozici kompletni paletu fluorescen¢nich
proteinti, pokryvajicich viditelné svételné
spektrum od modré do ¢ervené v mnoha
variantdch, které miiZeme spolu kombino-
vat a v zivych burikach bez pouziti dalsich
externich reagencii studovat nejrtiznéjsi
fenomény. Konkrétni varianty fluorescen-
¢nich proteinti mohou byt pfipojeny k pro-
teintim, jeZ studujeme tak, Ze pivodni gen
je nahrazen variantou kédujici proteinovou
chiméru (obsahujici fluorescenéni slozku).
Tento tzv. knock-in p¥istup zajistuje, Ze se
studovany protein s fluorescenc¢ni znackou
syntetizuje jen ve sprdvném bunééném typu
a ve spravném mnozstvi. Vzhledem k tomu,
Ze se buiiky lisi spektrem syntetizovanych
proteinti, miZeme relativné snadno p¥i-
pravit napf. mysi model se zelené fluores-
kujicimi makrofagy, Cervenymi B lymfocyty
nebo modrymi Cytotoxick}?mi T lymfocyty.

Moy

Tyto mysi 1ze zk¥izit mezi sebou, a ziskat
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Jednotlivé bunécné typy
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= naivni CD4 Tconv = T burky
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unikatni nastroj pro testovani velkého
mnozstvi riznych hypotéz. DileZité je zdi-
raznit, Ze se fluorescencni signaly nacha-
zeji v zivych builkdch a jsou nezavislé na
pouziti protilatek. Pouziti fluorescenc¢nich
proteint je skvélym nastrojem zaroven pro
mikroskopické i cytometrické aplikace.
V obou pfipadech to umoziiuje mimo jiné
studium intracelularnich molekul bez nut-
nosti pfislugné buiiky fixovat a permeabili-
zovat. Rozsifuje se tak p¥ilezitost studovat
bunécénou fyziologii na obrovském vzorku
bunék zaZiva, bez potencialnich artefakta
spojenych s pfipravou fixovanych bunék.

Sortovani bunécnych populaci

Fascinujici moZnosti, kterou nabizi prito-
kova cytometrie, je spojeni analyzy bunéc-
nych suspenzi s izolaci unikatni bunécné
populace. Bunééné suspenze p¥ipravova-
né z pevnych tkani, ale i krve jsou typicky
velice komplexni. Pro studium jen jednoho
jediného konkrétniho bunééného typu je
tfeba jej oddélit od téch ostatnich. K tomu
existuje nékolik metodik. Jednu z nich pred-
stavuje centrifugace v hustotnim gradientu,
ktera oddéli napt. granulocyty od mono-
cytd a lymfocytt. Jinou moZnosti je pouziti
magnetickych kuli¢ek s navdzanou protilat-
kou proti molekule, ktera definuje konkrét-
ni bunéény typ —napi. CD3 pro T lymfocyty
nebo CD20 (pfipadné B220) pro B lymfo-
cyty. Nejpreciznéjsi a s velkym mnoZstvim
modifikaci je ale pravé FACS — fluorescen-
ce activated cell sorting — tedy t¥idén{ bu-
nék pomoci specifického znaku s nava-
zanou protilatkou s danym fluoroforem,
pfipadné pomoci fluorescen¢niho proteinu
exprimovaného pouze v dané bunécné
populaci. Jak jiz bylo zminéno, buné&nou
suspenzi je mozné inkubovat s kombinaci
fluorescentné znacenych protilatek, na
které se konkrétni bunééné typy navazou
v unikatnich kombinacich. Ziskana bunéc-
né smés je analyzovana a buné¢né popula-
ce, o niZ mdme zajem, miZe byt zvolena
a nadefinovana pro izolaci. Bunéény sor-
ter je schopen spojit analyzu konkrétnich
bunék béhem priichodu mezi laserovymi
paprsky a detektory, identifikovat ty, které
maji pozadované kombinace fluoroford,

ziva.aver.cz

tuto udalost (kapku s burikou) elektrostatic-
ky nabit a ndsledné vychylit z pivodniho
sméru pomoci elektromagnetického pole.
Uzasné je, Ze zérovei mtizeme izolovat
nékolik odlisnych bunéénych populaci,
a to v nékolika formatech. Pokud chceme
buiiky déle kultivovat, mtZeme sortovat
do rastového média v pfipravené zkumav-
ce, nebo pfimo do kultiva¢nich desticek.
Pistroj se d4 nastavit i tak, Ze ndm kyzené
buné¢né populace klonuje — do kazdé kul-
tivaéni jamky (napt. v desti¢ce s 96 jam-
kami) kdpne jednu jedinou buriku! Neni
prekvapivé, Ze definovana piiprava jed-
notlivych bunék pro naslednou analyzu
muZe byt dobfe kombinovana s dalsf pfe-
vratnou metodikou — analyzou transkrip-
ce na drovni jednotlivych bunék (single
cell transcriptomics).

Piinos pro biomedicinu

a rozsireni do klinické praxe

Pratokova cytometrie kromé zakladniho
vyzkumu vyznamné ovlivnila diagnostiku
a vyzkum fady nemoci. V éfe epidemie
HIV napf. umoznila rychlé a pfesné poci-
tdni CD4+ T lymfocyti u pacientd, coz
bylo kli¢ové pro monitorovani pribéhu
onemocnéni. Ve srovnani s tradiénimi me-
todami, napt¥. mikroskopi{, byla priitokova
cytometrie mnohem rychlejsi, pfesnéjsi
a dovolovala analyzovat tisice bunék b&hem
nékolika sekund. V imunologii je pritoko-
va cytometrie nenahraditelnd p¥i studiu
imunitnich bunék, tfeba p¥i analyze jejich
receptori, metabolismu nebo apoptézy.
Schopnost analyzovat vice parametrti zaro-
veri umoziiuje védciim odhalit komplexni
vzorce chovani bunék v riznych podmin-
kach. Kromé zakladniho vyzkumu se tak
pritokova cytometrie stale ¢astéji uplatiiu-
je v klinické diagnostice. Pouziva se mimo
jiné pii diagnostice leukémie, analyze funk-
¢niho nastaveni imunitniho systému nebo
pii hodnoceni déinka 1é¢by konkrétnich
pacientd. Lze ji pouzit i p¥i charakterizaci
imunodeficiti, kdy miize chybét nebo byt
v anomélnim mnozstvi konkrétni bunéény
typ. Jak jiz bylo zminéno, cytometrickymi
pristupy se daji bunétné vzorky nejen ana-
lyzovat, ale také t¥idit na zdkladé specific-
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7 Ukézka multiparametrické analyzy
dat umozniujici rozliseni 40 rtznych
bunécénych typi. Orig. O. T. Butron
(www.colibri-cytometry.com)

8 Piiklad jednoho z nejpokrocilejsich
soucasnych cytometri — BD FACSDisco-
ver™ S8 Cell Sorter — umoZziiujicich
sortovani bunéénych populaci zaloZené
na spektralni a obrazové analyze jednot-
livych bunék. Vrchol 50 let vyvoje prito-
kovych cytometri. Zdroj: BD Biosciences

kych znakd. To mutiZe najit terapeutické vy-
uziti napt. pfi izolaci kmenovych bunék.

Pokroky v technologii

Pratokova cytometrie se neustdle vyviji.
Moderni ptistroje dokdZou pracovat s vel-
kym mnozstvim parametrta diky pokroku
v laserové technologii a vyuzivanych fluo-
rescen¢nich barvivech. Zavedenim spekt-
ralni cytometrie se zadalo analyzovat celé
fluorescen¢ni spektrum, a tim se vyrazné
roz8ifily moznosti méfeni s vyuzitim mno-
ha nezavislych parametra. Dal$im vyznam-
nym pokrokem se stala obrazova pritoko-
va cytometrie, kterd kombinuje schopnosti
tradiéni priatokové cytometrie s moZnosti
pofizovat snimky jednotlivych bunék. To
umoziuje nejen analyzovat vlastnosti bu-
nék, ale také lokalizovat specifické mole-
kuly uvnitt buiiky anebo vyuzivat rizny
tvar bunék pro jejich odliSovani. Propojeni
pritokové cytometrie a hmotnostni cyto-
metrie dramaticky rozsifuje charakterizaci
jednotlivych bunék pomoci mnozstvi para-
metrd — vyuzivajicich mozna pfekvapivé
izotopy vzacnych zemin. RozliSenf cyto-
metrt se navic posunulo od nasich télnich
bunék k vyrazné mensim strukturdm —
organelam, exozomutim, bakteriim, dokonce
i viram. Opustilo laboratofe biologt a 1éka-
I a stalo se soucasti studia environmental-
né zaméfenych vyzkumnikt — vénujicich se
napi. mikroplastiim kontaminujicim Zivot-
ni prostfedi. Vyraznym momentem rozvoje
pritokové cytometrie je propojeni s pokro-
¢ilymi analytickymi softwary a umélou
inteligenct, které (i diky rozvoji pocitatové-
ho vykonu) poskytuji pfileZitost realizovat
velice komplexni mnohorozmeérné analy-
zy. Diky pratokové cytometrii fada biolo-
gickych disciplin dostala moZnost pracovat
s redlnymi ¢isly a od subjektivity se dostat
k exaktnim datim a jejich interpretacim.

Prdce byla podporena projektem Grantové
agentury Univerzity Karlovy (¢. 177124).

O burikach imunitntho systému podrob-
néji na str. XVII-XXI kulérové ptilohy.
K dal$fmu ¢tenf napf. Ziva 2010, 1-6;
2021, 3 a 6; 2022, 1.
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