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(54) . ' Proudovy cytometr s hydrodynamickou

fokusaci vzorku

(57) Proudovy cytometr s hydrodynamickou
fokusaci vzorku, sestdvajici z pratokové ky-
vety, zdsobnikd nosného média a vzorku, de-
tekéniho zafizeni a laseru, pfiBemZ do ote-
vieného zdsobniku (4) nosného média je vol-
né zanofen pifivod (6) nosného média s regu-
lovatelnym ventilem (19) do’kyvety (8), do
které také zasahuje jednim koncem piivod
(7) analyzovaného vzorku, jehoZ druhy konec
je volné& zanofen do otevieného zésobniku
(5) analyzovanéha vzorku a k dsti kyvety
(8) je trubitkou (17) piipojeno saci &er-
padlo (16).
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Vynélez se tykd proudového cytometru s hydrodynamickou fokusaci vzorku pro analyzu
suspenzi mikroskopickych &dstic, provédéné metodou oznadovanou jako proudovd cytomeirie.
Podstata této metody spogivd v tom, Ze analyzované €dstice - jsou pfinuceny prochdzet jed-
notlivé svételnym paprskem, pFidem? vysilaji charakteristické, sv&telné impulgy. Tyto ne-
sou informaci o velikosti jednotlivych dstic a Jejich fluorescenénich vlastnostech,
které mohou byt vdzdny jak s jejich chemickym sloZenim, tak s existenci povrchovych re-
ceptorlt schopnych specificky vdzat urdité fluorescenznd znacené ligandy.

Analyzovand suspenze je tenkou tryskou zavedena do osy sloupce nosné kapaliny, kterd
lamindrn& proudf zuZujici se prutokovou kyvetou. V zdZeném dsti kyvety dochdzi k hydrady-
namické fokusaci centrdlnihc proudu, zpravidla na primér 20 nm. PEi koncentraci &dstic
v suspenzi rovnajici se 1.1[16m1.-I ¢ini potom jejich primérnd vzdilenost v hydrodynamicky
fokuscvaném proudu 3 mm. Takio je zajiSténo, Ze analyzované &éstice prochdzeji oddélens
fokusevanym laserovym paprskem. Dosud zndmé proudové cytomeiry vyuzivaji k vyveldni prou-
déri nosného média a injekci vzorku do proudové kyvely tlaku stlageného plynu. Ventilem se
nastavi tlak plynu vytlaBujiciho nosnou kapalinu ze zdsabniku na hodnotu 1 az 1,5 x
X IUSPa. Tlak plynu vytlacujici vzorek ze zdsohniku je nastaven na hodnotu o anPa vétsi.
Béhem méfeni musi byt udrZovdn konstantnf rozdil tlakd pisobicich na vzorek a nosnou ka-
palinu. K detekci pulsd rozptyleného zdfeni a fluorescence slou¥i detektory. Amplitudy pul-
st jsou zpracovdny elektronickym blokem. U nékterych cytometrd je optické méfeni velikosti
Gdstic doplnéno o konduktometrické stanoveni jejich objemu, Coulferovou metodou.

Uvedené cytometry jsou konstrukdnd zna&nd ndroéné. Souddsti cytometrt jsou dva zdroje
stlageného plynu, mezi kterymi musi byt udrZovén konstantni rozdil. Z3sobniky vzorka a
nosné kapaliny musi byt realizovany jako tlakové nddoby, ut@snéné proti unikdni stladenych
plynd, plisobicich pod tlakem 1 aZ l,S.lUSPa. Z tohoto divodu je nutné utdsnit také hrdlo
kyvety, kterym prochdzi pfivod analyzovaného vzorku, coZ komplikuje konstrukci za¥izeni
pro automatizovanou vyménu vzorkd.

VySe uvedené nevyhody podstatn& sniZuje proudovy cytometr s hydrodynamickou fokusaci
vzorku, sestdvajici z pritokové kyvety, zdsobnik& nosného média vzorku, detekéniho zafi-
zeni a laseru, podle vyndlezu. Jeho podstata spodivd v tom, Ze do otevienéha zdsobniku
nosného média je volnd zanofen pfivod nosného média s regulovatelnym ventilem do kyvety,
do které zasahuje jednim koncem pfivod analyzovaného vzorku, jehaZ druhy konec je volné
zanofen do otevieného zdsobniku analyzovanéha vzorku a k Gsti kyvety je trubigkou pfipoje-
no saci gerpadle. V trubifce spojujici kyvetu s sacim terpadlem a v kyveté mohou byt
umistény elektrody k m&feni objemu mikroskopickych &dstic.

Hlavni vyhody proudovéhe cytometru podle vyndlezu spotivajfi v konstrukdni jednodu-
chosti. K vyvoldni proudéni vzorku a jeho hydrodynamické fokusaci se pouZije jediné saci
terpadlo. Hydrodynmamickd fokusace se snadno reguluje pomErem svétlosti pFivodd analyzova-
ného vzorku a pEivodu nosnéhc média. Konstrukce cytometru je dédle zjednodusena pravedenim
zdsobnikt nosného média a vzorku- ve formd otevienych nddob. Nasdvdni vzorku z oteviensho
zdsobniku je vyhodné pro cytometry s automatizovanou vyménou vzorkd.

Proudovy cytometr je zndzornén na pfipojeném vykresu.

Do otevieného zdsobniku 4 nosného média je vnofen pfivod 6 nosného média kyvety 8,
do které zasahuje jednim koncem pfivod 7 analyzovaného vzorku. Druhy konec je voln& zano-
fen do otevEens :nddobky 5 analyzovaného vzorku. lstf kyvety 8 je trubigkou 17 pFipojeno
na qaci gerpadlo 16. V trubidce 17 a v kyvet& 8 jsou umistény elektrody 18. Analyzované
tdstice prochdzeji laserovym paprskem 2. K detekci pulst rozptyleného zdfeni a fluorescence
slouzi detektory 12, 14. Amplitudy pulst jsou zpracovény elektronickym blokem 15.

Analyzovany vzorek je pfivodem 7 analyzovaného vzorku zaveden do osy pFivodu 6 nosné-
ho média, které lamindrné proudi kyvetou 8. V zdZeném dsti kyvety 8 dochdzi k hydrodyna-
mické fokusaci centrdlniho proudu. PFi koncentraci tdstic analyzovaného vzorku l.Il)G.ml'1
&ini potom jejich prdmérnid vzdilenost v hydrodynamicky fokusovaném proudu 3 mm. Analyzo-
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vané tdstice prochdzeji oddé&lené fokusovanym laserovym paprskem 9 a vysilaji fluorescenci

13 a rozptylené svétlo 10, které jsou analyzovdny pomoci detektord 12, 14. Signdly z fo-
todetektord jsou vyhodnocevény elektronickou jednotkou 15.

Pfikladem moZného provedeni proudového cytometru je ﬁroudové kyveta vrtand v skle-
néném hranolu, jejiZ piivod 7 analyzovaného vzorku md pramér 0,2 mm, Gsti kyvety 8 md pra-
mér 2 mm, vySka kuZelové &dsti kyvety 8 je 8 mm, vySka vdlcové 8dsti kyvety 8 je 20 mm.
Celkovd vyska kyvety B je 30 mm a jeji primér je 10 mm. Usti kyvety 8 je pripojeno k ro-
taénimu zubovému Cerpadlu 16.

Zafizeni je urdeno k méFfeni koncentrace mikroskopickych &dstic v suspenzich, k uréo-
véni distribuce jejich velikostf a k mé&feni distribuce intenzity jejich fluorescence,
kterd vypovidd o jejich chemickém sloZeni. Takto lze m&Fit napiiklad obsah nukleovych
kvselin v bunkdch, rozliSovat rtzné typy krvinek a jejich koncentraci nebo m&fit koncentra-
ci receptort na povrchu lymfocytt. Proudové cytometrie lze vyuZivat také k méfeni distri-
buce velikostif a studiu chemického sloZeni anorganickych mikroskopickych gédstic.

PREDMET VYNALEZU

1. Pibudovy cytometr s hydrodynamickou fokusaci vzorku, sestdvajfcf z pratokové kyvety,
zdsobnikt nosného média a vzorku, z detek&niho zafizeni a laseru, vyznadujici se tim,
Ze do’ otevieného zdsobniku (4) nosného média je volnd zanofen pfivod (6) nosného média
s regulovatelnym ventilem (19) do kyvety (8), do které také zasahuje jednim koncem pii-
" vod (7) analyzovaného vzorku, jehoZ druhy konec je volnd zanofen do oteviensha zdsobni-
ku (5)-analyzavaného vzorku a k dsti kyvety (8) je trubitkou (17) p¥ipojeno saci &er-
padlo (16). '

2. Proudovy cytometr podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e v trubi&ce (17) a kyvetd (18) -
jsou umistény elektrody (18).

1 vykres
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