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Spektralni prutokova cytometrie
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Konvencni pratokova cytometrie

Spektralni pritokova cytometrie

( optika: band-pass filtry a \
zrcadla
* detekce: pouze vybrané vlnové
délky
* vysledek: ztrata nedetekované

\ spektralni informace /
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e optika: disperzni prvek
* meéreni: souvislé pole detektorl

» vysledek: spektralni profilv
meéreném rozsahu

\_ J




Vyhody spektralni cytometrie

* vétSi kapacita panell
» detekce prekryvajicich se fluorochromu

e extrakce autofluorescence

v 7/

* spolehlivéjsi matematicky unmixing bez nutnosti manualnich
kompenzaci

* maximalni datova vytéZznost z limitovanych biologickych vzorku



Nas spektralni cytometr

CytoFLEX LX mosaic 63
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* Violet (405 nm), Blue (488 nm), Yellow-Green
(561 nm), Red (638 nm)

63 detekénich kanalu

* V1-V20,B1-B16, Y1-Y12, R1-R10, FSC, VSSC,
BSSC, RSSC, YSSC

Prepinani mezi konvencnim a
spektralnim rezimem




Prvni vyuziti: CAR-T terapie

* geneticky modifikované T-lymfocyty s expresi chimerického antigenniho
receptoru (CAR) - vyznamna lécba u opakované relabujicich pacient(
(B-bunecné malignity, mnohocetny myelom)

 variabilita lécebné odpovéedi
* riziko rozvoje CRS a ICANS - chybi pochopeni kompletni imunitni reakce

e cil: kompletni mapovani imunitni odpovedi pro v€asnou predikci
ucinnosti a nezadoucich ucéinku

[ Lymfocyty ] [ Monocyty ] [ Neutrofily ]
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Navrh panelu: monocyty

Definice biologie Parovani svitivosti Strategie pro usporu Kontrola podobnosti
a vybér znakt k expresi fluorochromu arozptylu

Biologicka otazka

Jak se béhem CAR-T terapie méni subpopulace a fenotyp monocytl a jak tyto zmény souviseji se
zavaznosti toxicity?

Vybér monocytu Fenotyp monocytl
 CDA45: leukocyty  Subpopulace: CD14,CD16, CCR2, CX3CR1,
SLAN
e Aktivace a kostimulace: CD86, CD11c

* Prezentace afagocytéza: HLA-DR, CD64

* CD123: vylouceniT, B, NKbunek, pDCs a « Protizanétliva odpovéd, chronicka
basofilu aktivace: PD-L1, CD163, CD38

 CD66b: vylouceni granulocyt(
e CD3,CD19, CD56: vylouceni T, B, NK bunék,



Navrh panelu: monocyty

Definice biologie Parovani svitivosti Strategie pro usporu Kontrola podobnosti
a vybér znaku k expresi fluorochromu arozptylu

1) Mira exprese pro jednotlivé znaky
* nizka exprese
e stfedni exprese
e vysoka exprese
* kontinualni exprese

Fluorochrom




Navrh panelu: monocyty

Definice biologie Parovani svitivosti Strategie pro usporu Kontrola podobnosti
a vybér znaku k expresi fluorochromu arozptylu

1) Mira exprese pro jednotlivé znaky

2) Pro malo exprimované znaky - vybirame silny fluorochrom

3) Pro stfedné exprimované znaky — vybirame stredni fluorochrom

4) Provysoce exprimované znaky —vybirame slaby fluorochrom

5) Pro znaky s kontinualni expresi — vybirame spektralné cisty stredni az silny fluorochrom

Fluorochrom * * * * * *k*k * *k%* * k% *k* *k*%k |kkkkk * *kkkkl k%% *kk |hkkkk|l kkk




Navrh panelu: monocyty

Definice biologie Parovani svitivosti Strategie pro usporu Kontrola podobnosti
a vybér znakt k expresi fluorochromu a rozptylu

* pouziti jednoho fluorochromu pro vice sledovanych znakd sou¢asné - Uspora spektralniho
prostoru a redukce spektralniho rozptylu
* pristupy:
e zachovani analyzy - kombinace vzajemné se vylucujicich znakt (napf. CD20 + CD4)

* vyfazeni nezadoucich bunéénych populaci - slou¢eni markert pro kompletni odstranéni

neanalyzovanych populaci (ozn. Lin)
 zvolena kombinace: slouceniCD3+ CD19+ CD56 + CD123 do jednoho fluorochromu pro

vyfazeni T, B, NK bunék, pDCs a bazofill
e stredni svitivost a spektralni Cistota



Navrh panelu: monocyty

Definice biologie Parovani svitivosti Strategie pro usporu Kontrola podobnosti
a vybér znak k expresi fluorochromu a rozptylu

* samotny navrh: VioBlue PE APC

* nepostupujeme nahodnée
e slabé exprimované a biologicky nejasné znaky
* znaky s omezenou komeréni dostupnosti konjugat(
* znaky, které by mohly rozptylovat Sum
* nasleduje doplnéni zbylych znaku
e priklad:
e SLAN -vybér limitovan dostupnosti na trhu (PE/APC/VioBlue)

* liniové markery - spektralné Cisty, ne pfilis silny flurochrom



o = MFlpos = MFlng

Titrace protilatek 2 X 75D e
Priklad: CD16 (BV605) — neutrofilni panel

Doporucenivyrobce: 5 yl/test; titracni fada: 0-10 pl/test

Koncentracni rada

Stain Index

600~

@ 400-
x
[*}]
©
£
£

& 200~

0-

OpL O0,05puL O01pL 0,2puL O05pL 1puL 2 L 5 L 10 L

0 005 01 02 05 1 2 5 10
pl/test

1 plL/test



Titrace protilatek: CD16

Kompletni panel

BSSC

Kontrola
jednobarevnych vzorkd

BSSC

CD16

Y4

CDé64

CD64: vyrazny rozptyl negativni
populace okolo nuly

Similarity Index = 0,4




Titrace protilatek: CD16 551 = JrSDfs = SDiey

Vyhodnoceni rozptylu
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Titrace protilatek: CD16

Stejny panel, odlisné procentualni vysledky

0,1 uL CD16 0,5 uL CD16

138,88%
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Unmixing

* volba jednobarevnych kontrol

* bunky vs. kulicky: odliSnosti ve spektralnim profilu

* CO nejjasnéjsi pozitivni kontrola

* slabe exprimované znaky: napr. CD4 se stejnym konjugatem
 unmixing na cilovou populaci: napf. CD16 — neutrofily vs. monocyty
* dodrzovat metodicky postup
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Extrakce AF

* korekce spektralniho pozadi u vysoce
autofluorescencnich bunék

* autofluorescencni profil jako samostatny
,fluorochrom*

e vyuziti: neutrofilni panel

* dopad na vysledna data: CistSi separace
eozinofilll a neutrofill

BSSC-H

BSSC-H

Bez extrakce AF

CD274

CD10
BN Eosinofilni granulocyty

S extrakci AF

BSSC-H

CD274

BSSC-H

CD10
Bl Neutrofilni granulocyty



Standardizace

Relativni pocet bunék

» sledovani dynamiky exprese znakt v ¢ase (pred a po terapii)

* vyuzivame pro monocytarni a neutrofilni panel

e standardni postup jako u konvencni cytometrie
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Lymfocytarni panel

Vymezeni T-bunééné linie a hlavnich subpopulaci T lymfocyt
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Lymfocytarni panel

Diferenciace T lymfocytu
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Lymfocytarni panel

Zastoupeni bunék pozitivnich pro aktivacni a inhibi¢ni markery

PD1+ TIGIT+ TIM3+

CD8 + IgD
CD8 + IgD
CD8 + IgD

CD279 (PD1) TIGIT CD366 (TIM3)



Neutrofilni panel

Vymezeni hlavnich populaci neutrofilni linie
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Neutrofilni panel

BSSC

BSSC

Funkcni profil neutrofilG
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Monocytarni panel

Hlavni subpopulace monocytu
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Monocytarni panel

Exprese funkénich markert v jednotlivych subpopulacich
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Dekuji za pozornost
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