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PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Flow cytometry = flow + cyto + metry - méreni bunék v pohybu

Méreni a analyza fyzikalnich a chemickych vlastnosti bunek v proudu
kapaliny béhem jejich pruchodu laserovych paprskem



HLAVNIi CASTI PRUTOKOVEHO CYTOMETRU

Fluidika
- zkumavka se vzorkem, nasati a prutok vzorku
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- software (zpracovani dat, statistika..)



FLUIDIKA
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- zajist'uje transport castic ze suspenze — unasi castice

postupné za sebou do prutokové komory -> analyza
jednotlivych castic

Hydrodynamicka fokusace

- vyuziva unaseni jednotlivych bunék proudem kapaliny

- vmiseni proudu suspenze do rychleji proudici hnaci
kapaliny (seath fluid)

- pruchod jednotlivych castic paprskem a nasledna

detekce fyzikalnich a chemickych vlastnosti (rozptyl,
fluorescence)




OPTIKA

Excitacni: zdroj svétla (laserovy paprsek)

Sbérna: hranoly, filtry, detektory.. o \
MERENE VLASTNOSTI: \
Primy rozptyl (forward scatter, 20°) - FSC $
— velikost, tvar, homogenita castice AN 4
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Bocni rozptyl (side scatter, 90°) - SSC /
— granularita /
Fluorescence - FL znaceni antigenu protilatkou

konj. s fluorochromem) b



ZAKLADNI SCATTER GRAM

Vyneseni intenzity svételného signalu FSC proti SSC v bodovem grafu poskytuijici
informace o morfologii bunécneé populace
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FLUORESECENCE

vlastnosti

protilatky konj. s flurochromem, tj. s molekuly
schopné fluorescence — emise svétla o urcité
vinové délce pri dopadu laserového svetla - >
filery -> detektor

FITC, PE nebo tandemove flurochromy
(excitovanim primarniho fluorochromu dojde
k excitaci sekundarniho flurochromu, pr. PE-
Cy7 — horsi stabilita)

Are you ready for
Christmas?

Noooo,
I’'mready for
Flow Cytometry!



ohraniceni, které se pouziva pro vybrani pouze urcité
subpopulace analyzovanych bunék
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IMUNOFENOTYPIZACE

Klasifikace bunék za pomoci identifikace povrchovych, cytoplazmatickych nebo
jadernych molekul specifickych proteini pomoci monoklonalnich protilatek.

- CD (cluster of differentation) — definuji monoklonalni protilatky na ktere
se vazi

- umoznuji rozpoznani skupin bunék (T-lymfocyty, B-lymfocyty, NK bunky,
monocyty....)



IMUNOFENOTYPIZACE LIKVORU

Adaptive immune response
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BD Canto |lI®

BD Bioscienses

Zakladni fentypizace lymfocytu:
CD45,CD3,CD8, CD4, CD19, CD56,
CDIl6

Klonalita B-lymfocytu: CD45, CD19,
CD20, kappa, lambda, CD5



KVALITATIVNI CYTOLOGICKEVYSETRENI LIKVORU AVYZNAM

PRUTOKOVE CYTOMETRIE
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USKALi PRUTOKOVE CYTOMETRIE LIKVORU

- maly objem primarniho vzorku

- prisna preanalyticka faze (2h od odbéru)

- problem s oligocelularnimi vzorky (nizky zachyt — hypotonické prostredi CSF —
krehkost bunek! — kazde promyti = ztraty

- optimalizace laboratorniho protokolu — Transfix pro CSF nelyzovat pokud neni
vyznamné nutné! — stale nutno velky objem vzorku — nizky zachyt



USKALi PRUTOKOVE CYTOMETRIE LIKVORU

o
- debris (nehezké dot ploty) — v likvoru jsou | u

Lo

nejen imunokompetentni bunky, ale také S 3 4
epitelie a nespecificke necistoty! |
- obcas obtizna interpretace




VYZNAM PRUTOKOVE CYTOMETRIEV LIKVORU- KAZUISTIKA

Pacient 55 let, paraparéza DKK — cca mésic se rozvijejici, MR bez nalezu, nystagmus, tremor — v.s psychogenni etiologie
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V cytologickém nalezu obraz lymfocytarni pleocytozy:
Prevazuji mensi az stredné velké lymfocyty (cca 85% populace), nalezeny ale také lymfoplazmocyty a plazmocyty



VYZNAM PRUTOKOVE CYTOMETRIEV LIKVORU- KAZUISTIKA

VYSLEDKY PRUTOKOVE CYTOMETRIE

CDA45+ lymfocyty (%) 93,4
CD4+ Th-lymfocyty (%) 67,6
CD8+ Tc-lymfocyty (%) 16,8
IRI (CD4/CDS8) 4,02

LABORATORNI LIKVOROVE VYSLEDKY

CD 19+ B-lymfocyty (%) (N

- JE/u 149 (<5)
NK-bunky (%) 0,7 4 2
/ > CB (gll) 1,99 (0,18-0,43)
Klonalita CD |9+ B-l)’meC)’tlj Polyklonélni KEB 7,8 | (>28)
CXCL 13 (pg/ml) 302,67 (< 20)
IL-6 (pg/ml) 7,72 (<7,9)
IL-8 (pg/ml) 95,6 (<91)
S100 (ug/l) 1,28 (0,304-1,60)

Dg zaver: neuroborrelioza Anti-Boreliové protilatky ve tridé IgG v CSF  Pozitivni
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VYUZITI IRl JAKO ORIENTACNIHO ROZCESTNIKUYV LIKVORU

FACSDiva Version 6.1.3 PARAMETRY LIKVORU VC.FACS

JE/p 221
Celkova bilkovina (g/l) 3,3

Vyrazné zvySeny IRl index a
zvyseny rozsah anaerobniho
metabolismu v likvorovém
kompartmentu - v.s Thl imunitni
odpovéd...

KEB 19,8
CD45 lymfocyty (%) 64,6

CD4+ Th-lymfocyty (%) 62,8

CD8+ Tc-lymfocyty (%) 9,8

B&Znym vyvolavajicim agens jsou
intracelularni parazité (Treponema
pallidum, Mycobacterium tubercolosis,
fungi..), nadorové buriky v likvorovém
kompartmentu

IRI (CD4/CD8) 6,4
CDI9+ B-lymfocyty (%) 4,0

NK-buriky (%) 1,1

Cytologicky ndlez v.s nadorové burky



VYUZITI IRl JAKO ORIENTACNIHO ROZCESTNIKUYV LIKVORU

FACSDiva Version 6.1.3 12801202, PARAMETRY LIKVORUVC. FACS

r~ Y 4 o _ éuullssg
snlzeny IRI Index V.S 2.06. 2039 13:39 JE/” 5|7
cytotoxicka zanétliva

odpovéd’ v likvorovém

Celkova bilkovina (g/l) 1
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kompartmentu..
CD45+ lymfocyty (%) 81,5

A E?! CD4+ Th-lymfocyty (%) 48,8
BéZnym vyvolavajicim g: Gl CD8+ Tc-lymfocyty (%) 26,6
agens jsou buriky L i KBS IRI (CD4/CD8) 1,8
infikované viry, : " o i CD 19+ B-lymfocyty (%) 6,
intraceluldrnimi mikroby ,‘1 NK-bufiky (%) 5,3
nebo buriky po nadorové ok PCR Borrelia Pozitivni
konverzi é“ ; PCR HHV6 Pozitivni




PERSPEKTIVY KOMPLEXNI LIKVOROVE CYTOLOGIE

Automatizovany Digitalni morfologie Pratokovad cytometrie
cell- counting



http://www.csfcytology.online/

Dékuji za pozornost

CellCaoons ney

Are you ready for
Christmas?

No00o,
I'm ready for
Flow Cytometry!




