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Technika Cytometrii Przeptywowe;j

Cytometria przeplywowa (ang. ,flow cytometry”)

v' Szybki pomiar duzej liczby pojedynczych komérek lub

"czastek" biologicznych w strumieniu cieczy w krétkim czasie
v" Wykrywanie bardzo rzadkich populagji

v' Ilosciowa i jakosciowa analiza
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http://mwww.keokimed.com/flow-cytometry/



Cytometry przeplywowe w Zaktadzie Immunologii

« ANALIZATORY: FACSCalibur

FACSVerse

e SORTER: FACSAria
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Analizator FACSCalibur

cytometr przeplywowy
» 2 lasery wzbudzajace:
Blue 488nm i 635nm

* detekcja fluorescencji:

530,30, 585,/42, 650LP (Bluce)
661/16 (1))

* jednoczesna analiza 6 parametrow

* oprogramowanie CellQuest
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Analizator FACSVerse

cytometr przeplywowy z automatycznym

podajnikiem

* 3 lasery wzbudzajace:

Violet 405nm, Blue 488nm i 640nm

* detekcja fluorescencji:
448/45,528 /45 (Violet),
488/15,527/32, 585/42, 700/54, 783 /56 (Bluc),
660,10, 783/56 (1)

* jednoczesna analiza 11 parametrow

 oprogramowanie FacsSuit
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Sorter FACSAria

sortujacy cytometr przeplywowy

* 3 lasery wzbudzajace:

Violet 405nm, Blue 488nm i 640nm

* detekcja fluorescencji :
450740, 530/30 (Violet),
530/30, 585,/42, 616,23, 695,40, 780,/ 60 (Blue),
660,20, 780,/60 (1))

* jednoczesna analiza 11 parametrow

* oprogramowanie FacsDiva
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Parametry mierzalne za pomoca cytometru

;FIOW Cytometry

Antibody : Yeast : Amoeba
: Cell . X chromosome '
(length)

Eukaryotic

https://www.google.com/search?q=flow+cytometry+range+of+particles&tbm=isch&ved=2ahUKEwjnriqwgvfoAhVMtaQKHePcDwUQ2cCegQIABAA&og=flow+cytometry+range+of+particles&gs_lcp=CgNpbWcQA1CWpQJYKKODYNqtA2gCcAB4AIABEQKIAYEOKgEIMi4xMCAWLjGYAQCIAQGQAQNd3Mtd2I6LWItZwé&
sclient=img&ei=QcGdXqgeJMszgkgXjub8o&bih=654&biw=1366&client=firefox-b-d#imgrc=EzRZGFCv7CX3pM
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Budowa cytometru przeplywowego

* Wprowadza materiat badany (komorki, bakterie, kulki
analityczne) do komory lasera oraz warunkuje przeptyw
liniowy

* Generuje i zbiera sygnaly swietlne (rozproszenie i
fluorescencje)

« Zamienia sygnaly Swietlne na elektroniczne impulsy, ktore
dalej konwertowane sa na znaki graficzne (PMT)
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Uklad cieczy
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https://player.vimeo.com/video/82369615

Uklad optyczny
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Ukltad elektroniczny

* Urzadzenia do przetwarzania sygnatu na obraz
(wartosci) cyfrowe,

* System komputerowy do przechowywania i obrobki
danych

Analiza danych
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Cytometria spektralna

Sample inlet

Conventional detection

Detectors

Sheath r

stream Dichroic mirrors

Laser beam
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Spectrograph

Spectral flow cytometry measures all of the
emission from cells

Spectral unmixing replaces compensation

Performance is equivalent or better than
conventional flow cytometry

Autofluorescence becomes an additional
parameter rather than a source of background




Jakich informacji o komorce lub czasteczkach analizowanych
moze dostarczy¢ nam badanie cytometryczne?

* Wzgledna wielkos¢ (Forward Scatter — FSC)
* Wzgledna granulacja (Side Scatter —SSC)

* Wzgledna wartos¢ fluorescencji r6znych
fluorochroméw potaczonych z przeciwciatami

Cwiczenia z immunologii



Wiasciwosci FSC 1 SSC

Detektor rozproszenia pod katem 90 stopni

Detektor rozproszenia na wprost

Laser

* Rozproszenie na wprost
Okresla wielkos¢ komorki
Mierzone wzdluz osi padajacego lasera na wprost
* Rozproszenie boczne — Swiatto laserowe odbite i rozproszone
Okresla gestos¢ i liczbe ziarnistosci (wzglednie)
Mierzona pod katem 90° w stosunku do wiazki laserowej
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Tworzenie impulsu napiecia
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Rozproszenie na wprost (FSC)

Detektor rozproszenia
na wprost -FSC
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Przetwarzanie sygnalu

/ Pulse area(A)

—
Pulse Width
(W)
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Wielkos$é komorki - FSC

Medium

https://www.thermofisher.com/pl/en/homellife-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-cytometry-
fundamentals/electronics-flow-cytometer.html
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Wiasciwosci FSC 1 SSC

MORRAD0Z
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Rozproszenie boczne - SSC

Swiatto odbite i rozproszone
Pod katem 90° w stosunku do wiazki

738
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Wiasciwosci FSC 1 SSC
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Wzgledna wartos¢ fluorescencji

Fluorochrom FITC
Fluorescencja

. pochodzaca od r6znych fluorochromoéow
Przeciwciato
wykrywajace potaczonych z przeciwciatami

antygen
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Fluorescencja

Zjawisko emisji Swiatla przez czasteczke w wyniku jej
pobudzenia (powr6t elektronu z wyzszej orbity (stan
wzbudzenia) na nizsza (stan spoczynku)

10t 107 103
Relative fluorescence intensity
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Znakowanie markerow powierzchniowych komorek

https://www.

Fluorochrome

2T

-

‘@

(&4
\§2

Fluorophare |1

h s of avente at (= -a
Lots of evems at L,OW f\ Lots of events at HIGH Double staining
fluorescent intensity |1 fluorescent intensity events

(negative) f " (positive)
ji

|
¥ 0]
| |
|
J

Fluorophore |

. Events At low

fluorescentintensity {2 58

Fluorochrome I




Fluorescencja pochodzaca od przeciwcial sprzezonych
z fluorochromami

Dim fluorescence Medium fluorescence Bright fluorescence

¢ 4
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Fluorescence Fluorescence Fluorescence

https://www.thermofisher.com/pl/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/flow-cytometry-basics/flow-cytometry-
fundamentals/electronics-flow-cytometer.html
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Popularne fluorochromy

FLUOROCHROME Excite Colour Channel

FITC Fluoroscein
isothiocyanate 488

PE  Phycoerythrin 488
PC5 PE-Cy5 Conjugate 488

PerCP Peridinin Chlorophyll 488

APC Allophycocyanin *633
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Popularne fluorochromy
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https://mwww.sinobiological.com/category/fcm-facs-fluorochrome-selection
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Selektywnos¢ sygnalu zapewniaja odpowiednio

dobrane filtry optyczne i lustra

Longpass Shortpass Bandpass
460 500 540 460 500 540 460 500 540

BR500/50
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Nakladanie sie spektrum emisji

FITC PE PerCP-Cyb5.5 PE-Cy7
530/30 585/42 695,40 780/60

Relative Intensity

500nm 550nm 600nm 650nm 750nm 800nm

Wavelength (nm)

FITC —— PE = = PerCP-Cy55 — PE-Cy7
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Naktadanie sie spektrum FITC

FITC PE PerCP-Cy5.5
530/30 585/42 695/40

Relative Intensity

500nm 550nm 600nm 650nm 700nm 750nm 800nm

Wavelength (nm)
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Kompensacja FITC

Relative

500nm  550nm 600nm  50nm  700nm
Wavelength (nm)
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Kompensacja FITC

Relative

500nm 550nm 600nm 650nm 700nm
Wavelength (nm)

Spectral Overlap
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Kompensacja FITC

Dot plot showing
uncompensated FITC data

Dot plot showing compensated
FITC data




Nakladanie sie spektrum PE

FITC PE PerCP-Cy5.5
530/30  585/42 695/40

Relative Intensity

Fopulation
Erer .
B FE Megative

500nm 550nm 600nm 650nm 700nm 750nm  800nm

Wavelength
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Nakladanie sie spektrum PE

Dot plot showing uncompensated PE data



Kompensacja

Correct Compensation Under Compensation Over Compensation




Efekty zmiany wartosci PMT

Correct Compensation FITC Voltage Decreased by 5 V

Fopulation

Fopulation
M n
B rFTC




Kompensacja

FL1{FITC) FLT{FITC) FLT{FITL)

niewystarczajaca prawidlowa nadmisma
kompensacja kampensacja kompensacja




Kompensacja
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Film - cytometria przeplywowa
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https://www.youtube.com/watch?v=sfWWxFBltpQ&t=18s

