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Pritokovd kyveta pro optickou detekeci a
positdni mikroskopickych objektd
v suspenzich

(57) Prutokovd kyveta k optické detekci a
potiténi mikroskopickych objektl v suspen-
zich, sestdvajic{ ze dvou prihlednych vy-
lesténych desek (1), mezi které je vlozena
neprihlednd distandni vrstva (3), jejimg
pterusenim je vytvofen, po spojeni dvou
prihlednych, vyledténych desek (1), pfimy,
prihledny kandlek (2), na jehof jednom konci
vstupuje centrdlni kapilédra (5) pro pfivod -
analyzované suspenze a pffvod (4) nosné te-
. kutiny obklopujici symetricky centrélni ka- -
pildru (5), pritem? centrdlnl kapildra (5)
zasahuje do 1/3 a% 1/2 délky pfimého, pri-
hledného kandlku (2),, jehoZ druhy konec je

ziZen do odsdvaciho kandlku (6). .
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Vyndlez se tykd pratokové kyvety pro urdovdni koncentrace mikroskopickych objektd
v suspenzich s moZnostf selektivné detegovat rizné typy &3sstic, které se 1i%f bud veli-
kosti, nebo fluorescendnimi vlastnostmi.

V tadé technickych, biologickych a lékatskych obort se Gasto setkdvdme s poZzadavkem
analyzovat soubory mikroskopickych objektd z hlediska distribuce Jjejich velikost{ nebo
padle fluorescenénich vlastnost{, které mohou byt svdzdny jak s jejich chemickym sloZenim,
tak s existenc{ povrchavych receptorl, schopnych specificky vdzat urgité fluorescen&ns
znatené ligandy. K tomuto G&elu slou%i optickd metoda oznaZovans jako proudové cyto-
metrie, Ndzev metody dzce souvis{ s tim; e se pouiivd pfevdiné& v biomedicInskych apli-
kacich k analyze bun&&nych populaci. -

Dosud pouZivand zafizen{ pro pruuddVou cytometrii vyuZivajf k vyvoldni proudéni
nosného média a injekel amalyzovaného vzorku tlaku stlageného plynu. Tlak pisobici na nosné
médium &in{ zpravidla 1 a% 1,5 x 105 Pa. Injekce vzorku do nosné kapaliny vyZaoduje tlak
vetsf o 10% Pa. K vybuzeni optickych signdlt se nejéast&ji pouZivé laserového z&feni )
kvili moZnosti fokusavat laserovy paprsék do ohniska o malém prim&ru, fédové 10 Jums L3012
s¢ dosdhne velmi vysoké intenzity zéfeni, Fféddové aif MW/cmz.

Dosud pouZivané prutokové kyvety jsou vdlcovitého tvaru zufujic{ se smérem k dsti,
vyZadujici pfesnou regulaci tlakd, pod kterymi jsou vhanény nosné médium a vzorek. Sou-
¢dsti zafizeni jsou pfetlakové zdsobniky stlateného plynu a regulovatelns zdroje tlaku,
které &ini zaFizeni sloZitym a nedostupnym pro jednoduché aplikace napifklad v biolo-
gickych a lékatskych laboratofich. Uvedené nedostatky podstatns sniZuje pritokovd kyveta
k optické detekci a po&fténi mikroskopickych objektd, podle vyndlezu. Jeho podstata spo-
g¢ivd v tom, Ze pratokovd kyvets se sestdvé ze dvou prihlednych vylest&nych desek, mezi
které je vloZena neprihlednd distandni vrstva, jejimz pferudenim je vytvofen, po spojeni
dvou prahlednych, vyle$t&nych desek, pfimy, brﬁhledny kandlek, na jehoZ jednom konci
vstupuje centrdlni kapildra pro pfived analyzované suspenze a pEivod nosné tekutiny obklo-
pujict symetricky centrdlni kapildru. Centrdlni kapildra zasahuje do 1/3 aZz 1/2 délky
ptimeéha, prlihledného kandlku, jeho% druhy konec je zdfen do odsdvaciho kanglku. Analyzova-
nd suspenze je tenkou fryskou zavedena do osy sloupce nosného média, které lamindrn& prou-
di pratokovou kyvetou. Toto médium undsf proud analyzovaného vzorku, ktery zistdvd kon-
centrovdn na prumér fidové 0,2 mm tém&f po celé délce pikimého prihledného kandlku. PFi
koncentraci &dstic v suspenzi 1.103.m1'1, &¢ini potom jejich prumérng vzdélenost v tomto
proudu asi 3 mm. Nechdme-1i takovy proud prochdzet Gzkym, intenzivnim svételnym paprskenm,
vysilaji jednotlivé &dstice odd&lené impulsy rozptyleného svétla popiipadé fluorescence,
kleré lze poslupné detegovat. Rozptylené z4Fen{ nese informaci o velikosti jednotlivych
tdstic, fluorescence o jejich chemickém sloZeni nebo povrchovych vlastnostech.

Hlavni vyhedou pritokové kyvety podle vyndlezu je moZnost provéddét proudovou cyto-
metrii v takovych pfipadech, kdy vysokd citlivest spojend s pouZitim laserovych zdrojl
svétla neni nutnd, napiffklad prosté stanoveni koncentrace bunék v suspenzich nebo selek-
tivol stanoveni koncentracf nékolika bun&&nych typl na zékladé& rozdild v intenzitdch
rozptyleného svétla, Dalsf vyhody spodfvajfl v moZnosti zabezpeten! definovaného proudéni
analyzované suspenze pomoci jedingho saciho terpadla, naptiklad rota&niho zubového &erpad-
la, misto dvou regulovatelnych zdrojt tlaku. PouZitim s&nf misto pfetlaku se navic vylousi
nutnost pouzivat pfetlakovych zdsobnikd ‘stladeného plynu a nosné kapaliny, &im? se zna&ng
zjednodusi konstrukce celého cytometru.

v Vyndlez a jeho d&inky jsou blize vysvétleny v popise pf¥ikladu jeho provedeni podle
pfipojenych vykrest, kde obr. 1 znéznrﬁgje schematicky v ndryse a obr., 2 v pldoryse v fe-
zu, vedeném v horni tfetin& vysky pfimého prthledného kandlku, pritokovou kyvetu pro op-
tickou detekci a po&itdni mikruskopickygh objektd v suspenzich podle vyndlezu.
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Pratokovd kyveta je tvofena dvéma le3t&nymi sklensnymi deskami 1, které jsou paralelnd
ptipojeny na neprahlednou distanéni vrstvu 3 neprihledného nekorodujiciho materidlu, na-
pfiklad gumy nebo nerezavéjici oceli, o tlouZtce 0,4 mm. Distanéni vrstva 3 Jje tvofena
dvéma odd&lenymi pdsy, vytvdfejicimi p¥imy prihledny kandlek 2 o Zifce 1,2 mm. Do tohoto
piimého, prihledného kandlku 2 vstupujf na jedné strané centrdlni kapildra 5 pro piivod
analyzované suspenze a pfivady 4 nosné tekutiny s vn&jsim primérem 0,4 mm a svétlosti
0,2 mm. Ve vzddlenosti 10 mm od ukondeni centrdlni kapildry 5 se nachdzi dstl prétokové
kyvety zakongené odsdvacim kandlkem 6, kieré je piipojeno na odsdvac{ zatizeni., Po zapoje-
ni sdni viékd do kyvety pFivody 4 nosnd kapalina a centrélni kapildra 5 ptfivad{ analyzova-
nou suspenzi.

V popsaném provedeni je proud bunik vzdilen od stén pfimého, prihledného kandlku 2
g 0,5 mm. PEi pouziti takovych klasickych sv&telnych zdfojﬁ jako jsou vysokotlaké vybojky
nebo halogenové Zdrovky miZeme jejich sv&telné zéfeni bez problému fokusovat do svazku
o priméru - 0,2 mm. Timto zdfenim lze potom detegovat mikroskopické &dstice proudici
z centrdlni kapildry 5 bez rusivého vlivu rozptylu svdtla na st&ndch kandlu.

Potfebnému odstupu mezi jednotlivymi &&sticemi prochdzejicimi sv&telnym svazkem se
dosdhne vétsim zfedénim suspenze, pro kapildru o svétlosti 0,2 mm posta&i fed&ni 103 aZ
10* sastic m17L,

Pomoc{ proudové cytometrie provddéné v popsand kyveté lze po&itat mikroorganismy,
somatické bunky i jiné mikroskopické &&stice. Na zdklad® rozdilt v intenzitd a spektrdl-
nich vlastnostech detegovanych sv&telnych pulz(l lze navic selektivng stanovit koncentraci
definovanych typlt &dstic v analyzované suspenzi. '

PREODMET VYNALEZU

Pritokovd kyveta k optické detekei 3 po&itdn{ mikroskopickych objektd, vyznadujici
se tim, Ze sestdvd ze dvou prohlednych vyle&tdnych desek (1), mezi které je vloZena ne-
prihlednd distan&ni vrstva (3), jejimZ pferufenim je vytvofen, po spojeni dvou prihlednych
vylesténych desek (1), pFimy, prihledny kandlek (2), na jeho? jednom konci vstupuje cen-
trdlnf kapildra (5) pro p¥ivod analyzované suspenze a ptivod (4) nosné tekutiny obklopu-
Jof symetricky contrdln{ kapildru (5), pri&em? centrdlni kapildra (5) zasshuje do 1/3
az 1/2 délky ptimého, pruhledného kandlku (2), jehof druhy konec je zGZen do odsdvaciho
kandlku (6).
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