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Zastosowanie Cytometrii Przeplywowej

v'Fenotypowanie komorek: morfologia, ekspresja markerow
powierzchniowych i wewnatrzkomorkowych

v'Pomiar proliferacji komoérek

v'Analiza apoptozy i nekrozy komorek

v'Badanie cyklu komérkowego

v'Oznaczanie produkcji i stezenia cytokin
v'Analiza transdukcji sygnalow wewnatrz komoérki

v'Analiza poziomu jonéw Ca2+, potencjatu blony mitochondrialnej i
produkcji ROS

v'Selekcja transfektantow - geny reporterowe (GFP, LacZ)
v'Sortowanie komoérek

v

v'Zastosowanie cytometrii przeplywowej w mikrobiologii

Cwiczenia z immunologii



Identyfikacja komorek ukladu immunologicznego

* Na podstawie morfologii

— wielkosci jadra i granularnosci cytoplazmy (r6znice w
sygnatach FSC i SSC)

* Na podstawie obecnosci markeré6w powierzchniowych,
CD (cluster of differentiation) - antygen r6znicowania
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Fenotzpowanie
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BAZOFILE LIMFOCYTY B
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Th CD4+ ; T CDs+ 7 M)
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Rozktad populacji limfocytow w poszczegolnych
narzadach limfatycznych

% limfocytow T % limfocytow B
Grasica 97 0,1
Wezty chlonne 77 18
Sledziona/ spleen 35 38
Krew 7\ 24

Przewod piersiowy 80 19
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Analiza wieloparametrowa- typy wykresow

Histogram

*  Wykresy jednowymiarowe
-histogramy

* Wykresy dwuwymirowe
Density Plot Contour Plot
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*  Wykresy tr6jwymiarowe




Analiza wieloparametrowa- typy wykresow

=B cells
o T cells
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CD19-APC




Analiza wieloparametrowa- ,singlets/doublets”

Direction
of flow
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Metoda bramkowania komorek wyizolowanych
Z grasicy
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Metoda bramkowania komorek wyizolowanych
z wezla mezenterycznego
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Limfocyty T CD4*CD25" w grasicy myszy
BALB/c mlodych i starych
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Metoda bramkowania komorek wyizolowanych
z watroby
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Odsetek limfocytow Treg CD4*CD25" w grasicy i w
wezle mezenterycznym po stymulacji LPS

Grasica Wezel mezenteryczny

Kontrola LPS Kontrola LPS
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Poziom ekspresji markera FoxP3 w subpopulacji
Treg CD4"CD25" w grasicy

Kontrola LPS
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Poziom ekspresji markera FoxP3 w tymocytach
CD47CD25" samcow po podaniu Dex
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Proliferacja - znakowanie CFSE




Proliferacja - znakowanie CFSE

Pomiar ilosci komorek po kolejnych podziatach
z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych
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Proliferacja limfocytow T CD4+ wezla chtonnego
w obecnosci Treg CD4*CD25"
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Analiza apoptozy i nekrozy - PI (jodek propidyny)

Dead Cell Live Cell

Propidium
lodide

Live Cell=s




Analiza apoptozy i nekrozy - AnV (Aneksyna)
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Cykl komorkowy
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Cykl komorkowy

Analiza cyklu komoérkowego ludzkieh komoérek nowotworu watroby - HepG2 .

A

@
CAPs - Zimna
plazma pod
ciSnieniem
atmosferycznym
ang. ,,Cold
atmospheric-

pressure plasmas
(CAPs)”

Plazma jest to
zjonizowany,
reaktywny gaz

more Kontrola c1: s024%

£ pips S: 28.01%
G2/M: 11.74%

100 150
Channels (PI-A)

B oip G1 CAPS

W oipG2Mm
& Dip s , S: 26.10%
G2/M: 9.27%

G1: 64.62%

mrey, NAC  c1:6262%
R Dip s ' S: 27.80%

G2/M: 9.58%

100 150
Channels (PI-A)

= 0, NAC + CAPs

B oip G2M G1: 39.87%
RS D S: 37.58%
G2/M: 22.55%

NAC -
N-acetylocysteina



Zastosowanie cytometrii w badaniach
Oceanograficznych.

Sledzenie liczby i namnazania sie fitoplanktonu , np. badanie zawartosci
DNA w barwieniu PI

April 1, 1992
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Cykl komorkowy barwienie PI/BrdU
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Cykl komorkowy barwienie PI/BrdU
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Analiza potencjalu btony mitochondroalne;j
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Selekcja tranfektantow




Analiza produkcji i stezenia cytokin
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Analiza interakcji bialek - metoda FRET
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Mikrobiologia zywnosci, mikrobiologia
srodowiskowa

Analiza cytometryczna bakterii,
glonéw, drozdzy :

s0

v'- na podstawie fluorescencji pierwotnej . x e
pochodzacej od barwnikéw naturalnie Sl O
produkowanych | - L

U

v'- na podstawie barwienia DNA : jodkiem propidyny, SYBR
Greenl

Marrie 1997



Sortowanie - mechaniczne

00000
QU000 Hydrodynamiczne ogniskowanie
00000 zachodzi w strumieniu komorek.
000
8 wiagzka lasera
0 “Green cells” nakierowywane sa do rurki
0 poprzez tapke rurki lub poruszanie rurki w
0 strumieniu
O O O O
Impuls
akustyczny
kieruje 0
komorke do 0
rurki
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Sortowanie - elektrostatyczne

0oooo ,*
e Hydrodynamiczne ogniskowanie w
- dyszy d.rgajacej zamienia strumien w
5 kropelki

Padanie wigzki lasera-sortowanie
bialy sort na prawo
i sort na lewo

8 zielony lub czarny brak sortu
+
o Naliczone komorki zbaczaja w wyniku dzialania pola
0 elktrostatycznego z ptyt bedacych pod wysokim
oOF

napieciem (+/-3000 volt).
o+

0000 0000

waste right
Rézne urzadzenia odbierajace



https://player.vimeo.com/video/82369085

