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FLOW = fluid
CYTO = cell
METRY = measure

Gtowna cecha techniki cytometrii
przeptywowej: zdolnos¢ do pomiaru
wlasciwosci pojedynczych czastek



Czy sa jakies cechy wspolne?

Protozoa




» wielkos¢ wzgledna

e Ziarnistos¢ wzgledna wewnetrzna organizacja



Co si¢ dzieje, gdy na komorke pada wiazka

swiatfar

/

Sygnat Rozproszenia
Bocznego 55C
(ZloZonosc Komorki)

Swiatio
Lazerowe

1.

sygnal Rozproszenia
é Do Przodu F5C

(Rozmiar Wzgledny)



Pomiar Swiatta rozproszonego ,,do przodu”
(FSC) 1 ,,na boki” (SSC)

Forward scatter

Cell size (488 nm
Coherent lightsource ( )

(488 nm)
Side scatter
Granularity (488 nm)
Forward scatter (FSC) Side scatter (SSC)
* measured along the axis of = measured in 90° direction to
the incoming light the excitation light
= proportional to the cell size / = proportional to cell
cell surface (only true for ,complexity“ or granularity

perfect round cells)



Jak wykorzystac¢ informacje o rozproszeniu
sSwiatta przez rozne obiekty (komorki)?
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Co wynika z pomiaru FSC 1 SSC?
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Leukocyty: jaka pozycje zajmuja na wykresie

* Since FSC ~ size and SSC ~ internal structure, a
correlated measurement between them can allow

for differentiation of cell types in a heterogenous
cell population
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Fluorescencja

A=488 nm 2=530 nm

\ NN~ ‘/H\ \ NN~

Excitation light Emission light

- The fluorochrome molecule absorbes the energy of the incoming
light

* It releases the absorbed energy by:
vibration and dissipated heat

emission of a photon with a higher wavelength ( = less energetic)



Pomiar intensywnosci swiatfa

Light Path =————————p = Se



Fluorescencja

Higher anargy Lowar anargy

Uitravickst Irfrared

600 nm 700 nm
Visible spactrum

Fig. 7. The alectromagnetic spactrum.
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Co wynika z pomiaru fluorescenc
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Intensywnosc¢ fluorescenciji
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Co wynika z pomiaru intensywnosci
fluorescencji?

Histogram Plot

o o
< <
wn wn
Lots of events at low Lots of events at high
Fluorescence intensity Fluorescence intensity
b o
c c
3 3
=] =]
o o
o ! ' | L} o ] 1 ] 1
10° 10' 102 10° 104 100 10’ 102 10° 10¢

FITC FITC



Gtowna cecha techniki cytometrii
przeplywowej: zdolnos¢ do pomiaru
wlasciwosci pojedynczych czastek

4 i
— Sheath fluid

< Hydrodynamic focusing region

L j{ Cells in single file

Fig. 1. Hydrodynamic focusing produces a single stream of particles.




syAutomatyczny mikroskop”

This primitive diagram
shows the principle: Cells
are passing the
microscope objective, and
an electronic circuit
decides whether the cells
Is fluorescent or not. This
is how a flow cytometer
works!



Jak to jest mierzone?

Elementy typowego cytometru przeptywowego:

Zrodta swiatta
» Uktad hydrauliczny (ukiad ptynow)
» Uktad optyczny

* Uktad elektryczny (przetwarzanie sygnatow
swietinych na impulsy elektryczne)

« System analizy danych



Cytometr — schemat budowy

, Uklad
Zrodio $wiatta hydrauliczny Uktad
Flow chamber optyczny

Komputer Uktad
(zbieranie elektryczny
danych, analiza)




Cytometr — schemat budowy

Fluidics system
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Zr6dta $wiatla

Blue laser (488 nm) Blue laser (488 nm) (argon laser)

Red laser (637 nm) Red laser (635 nm) (diode laser)
Yellow laser (561 nm)
Violet laser (407 nm) near UV (325 nm)

Gtéwnym zrédiem swiatla sg lasery emitujgce swiatto
monochromatyczne o duzym natezeniu. Swiatto laserowe
charakteryzuje sie ograniczonym ,,spot size”, co oznacza, ze wigzka
sSwiatta jest zogniskowana w malej objetosci plynu, przez ktéry
przechodzi komoérka. W efekcie, w wigzce swiatta znajduje sie tylko
jedna komérka.

Najczesciej uzywane lasery sa chtodzone powietrzem:

Argonowy, blue laser — 488 nm

He-Ne — 633 nm

Moc laserow: 10-25 mW

Laser diodowy, 635 nm, 200 mW (wieksza moc lasera zwieksza jego
czutosc. Lasery o duzej mocy uzywane sa do analizy chromosomow i
ich sortowania.



Uktad hydrauliczny (flow chamber/ flow cell)
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Ogniskowanie hydrodynamiczne

Flow Cytometry

. Sample
Sheath fluid —\ (stained cells in suspension)

Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

Nozzle

V4

Fluorescence emitted from
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Forward and side scattered
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Ogniskowanie hydrodynamiczne

Predkos¢ przeptywu
komorek:

Sample

shea LOW - 240/sekunde
l Medium - 700/sekunde
High — 1200/sekunde

Sample pressure  High sample

low, small core pressure, broader
stream. Good for  core stream.
DNA analysis Bad for DNA
analysis
Laser Beams /




Uktad optyczny

Fluorescent
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Uktad optyczny
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Uktad optyczny FACSCalibur (2-laserowy)
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Uktad optyczny cytometrow 3-laserowych




Filtry optyczne

Absorbed

Reflected

Transmited



Typowy uktad filtrow selekcjonujacych
swiatfo o okreslonej dtugosci fali

filter type

wavelength Selection ‘

dichroic 1
barrier 1
dichroic 2
barrier 2
dichroic 3
barrier 3
barrier 4

200 nm LWF
450-500 nm
260 nm LWF
510-5350 nm
610 nm LWP
550-600 nm
620 nm LWP

=200 nm
blue
<560 nm
green
<610 nm
orange
red

Filtry/zwierciadta dichroiczne —
filtry optyczne do selektywnego
przepuszczania swiatta w danym
zakresie widma, a odbijania w
kazdym innym zakresie.



Filtry optyczne

Longpass Shortpass Bandpass

460 500 540 460 500 540 460 500 540




Uktad elektryczny: jak powstaje sygnat
elektryczny przy pomocy fotopowielaczy?

Dimmer Brighter / more intense fluorescence
= Lower pulse heights = Higher pulse heights
= Higher voltage from PMT
- >
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¢ histogram
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FPhatocurrent

Przetwarzanie sygnatu przez detektor

Time

Height: The maximum amount of current
output by the PMT.

Area:  The integral of the pulse.

Width: The time interval during which
the pulse occurs.

Signal intensity can be measured by either
height or area.

The width parameter measures the time
that the cell spends in the laser.



Przetwarzanie sygnatu
analogue

PMT

computer

digital
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FPhotocurrent

3 komponenty pulsu

Height: The maximum amount of current
output by the PMT.

Area:  Theintegral of the pulse.

Width: The time interval during which
the pulse occurs.

Signal intensity can be measured by either
height or area.

The width parameter measures the time
that the cell spends in the laser.




3 komponenty pulsu

50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A



Kiedy sygnat ma byc¢ ignorowany (A) a
kiedy rejestrowany (B)?

A B

A A

Photocurrent
Photocurrent

Threshold

A

Time Time

Forward scatter Forward scatter

Threshold




Ktory sygnaf jest negatywny, a ktory
pozytywny?

A B
276 276
Negative — Positive
contro data sat
207 < 20
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10e 104 10 10 10*




Analizatory — zbierajg dane o
przeptywajacych komorkach

Sortery — stuza do izolacji w
wysokim stopniu czystosci (do 99%)
komorek spetniajgcych okreslone
Kryteria



1

FACS Calibur

h *

¥ BD FACSVerse

FACS Verse

FACS Aria



Poczatki

1934, Andrew Moldavan, Science, liczenie komorek
ptynacych w kapilarze za pomoc3a czujnika
fotoelektrycznego

1947, L.M.Tucker, J Am Chem Soc, cytofluorymetryczna
detekcja bakterii w aerozolach (badania rozpoczete w
czasie Il wojny swiatowej sponsorowane przez USA,
szybka detekcja bakterii lub ich zarodnikéw w powietrzu
(bron biologiczna). Urzadzenie umozliwiato detekcje z 60%
prawdopodobienstwem czastek o srednicy 0,6 mm

1970, firma Technicon wprowadza pierwszy przeptywowy
licznik hematologiczny réznicujacy populacje leukocytow
1974, Becton-Dickinson wprowadza sorter komoérkowy
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)

Od 1985, wprowadzenie niesortujagcych cytometrow
przeptywowych



1985, FACScan, B-D, pierwszy analizator dostepny
komercyjnie, umozliwial analize 3-kolorowg (laser
argonowy 488 nm)

FACSCalibur, 4-kolorowy, laser argonowy 488 nm,
diodowy 635 nm, rejestracja fluorescencji: zielonej 515-
545 nm, zotto-pomaranczowej 564-606 nm, czerwone]
653-669 nm, dla kazdego rodzaju fluorescencji mozliwa
jest analiza szerokosci piku sygnatu (pulse width)
wykorzystywana do eliminacji agregatow
komorkowych. Mozliwa |est regulacja predkosci
przeptywu probki (low 12 pl/min, intermediate 35 ul/min |
high 60 pl/min.

Opcja sortujgca dziala na zasadzie mechanicznego
wychwytu wybrane] jedne] populacji przez kapilare
poruszajaca sie ruchem wahadtowym w strumieniu
cieczy (catcher tube sorting).




2002 FACSAria, 2- lub 3-laserowy cyfrowy cytometr
sortujacy, 20 mW laser niebieski 488 nm, 17 mW laser
He-Ne 633 nm, 20 mW diodowy laser fioletowy 407 nm
lub 10 mW laser 375 nm ,,near UV”,

Sorter wyposazony w optyke swiattowodowq, sygnaty
biegna do detektorow rozmieszczonych po okregu w
uktadzie oktagonalnym.

Analizatory komercyjne do_specjalnych zastosowan:
detekcji mikroorganizméw w wodzie, detekcji komorek
somatycznych lub bakterii w mleku, detekcji ilosciowej
Ag, Ab, w pojedyncze] prébce na podstawie réznic w
intensywnosci fluorescencii polistyrenowych
mikrokuleczek (beads), detekcji aktywnosci enzymow,
oceny ekspresji genow |lub mRNA dla réznych
produktow komoérkowych.




Fluorescencja jeszcze raz

A=488 nm 2=530 nm

A '/H\ VA

Excitation light Emission light

- The fluorochrome molecule absorbes the energy of the incoming
light

* It releases the absorbed energy by:
vibration and dissipated heat

emission of a photon with a higher wavelength ( = less energetic)



Wykorzystywanie fluorochromow

A Antigen

Fluorochrome
conjugated
Primary antibody




Wykorzystanie fluorescencii

Spektrum elektromagnetyczne

Higher energy Lower energy
o - . .
| | | | |
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Visible spectrum

Emisja fluorescenciji

A B

(B)
Sg \9
S
]
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Energy Excitation Emission
‘ S,
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Wavelength, nm



Momnalized absorption and emission

Profile spektralne
Absorbancja i emisja §wiatta FITC

Blue light
1.0 ; )
Peak or A B
maximum
0.8+ excitation Peak or
mimum
emission
0.6+ FITC
i
0.4 - :
| |
O.E = i
!
|
0 I | T | T T T I
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B I B

Wavelength, nm

A Excellent signal

B Weak signal
---- 488 nm excitation laser line (blue light)



Wzbudzenie fluorescenciji

excited states

exciiaton

non-radiat 1ve
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Wzbudzenie fluorescenciji

excited states '

excitation I
energy loss & excitation b;,r
energy transter emission | non-radiative
(quenching)
A
transfer

excitation —--{:: A )_arnissian

T —



Przesunig¢cie Stokesa
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Fluorochromy

T 3
i i

Excitation

488 nm

488 nm

488 nm

488 nm

488 nm

613 nm

= Fluorescein Isothiocyanate 1

= Phycoernythrin (RD1)
= Energy Coupled Dye
= Propidium lodide

= Phycoerythrin Cyanin 5 (PC5p

Emission

520 nm

578 nm

613 nm

668 nm

688 nm

665 nm

Molecular
Weight

389 Da
240 000 Da
250 000 Da

105 000 da

35 000 Da

105 000 Da




Najczesciej stosowane fluorofory

Table 1. Fluorophores for flow cytometry.

Maximal Maximal
Fluorophores Fluorescence Color Absorbance, nm Emission,nm Relative Brightness
DyLight 405 400 420 3
Alexa Fluor 405 401 421 3
Pacific Blue 410 455 1
Alexa Fluor 488 495 519 3
FITC 490 525 3
DyLight 550 562 576 4
PE* 496, 546 578 5
APC 650 661 4
Alexa Fluor 647 650 665 4
DyLight 650 654 673 4
PerCP 490 675 2
Alexa Fluor 700 Infrared 702 723 2

* PE is the same as R-phycoerythrin.
APC, allophycocyanin; FITC, fluorescein isothiocyanate; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin chlorophyll protein.




Single dyes

Dye Laser excitation  Maximal Maximal Fluorescence
line (nm) absorbance (nm)  emission (nm) color
Alexa Fluor® 405 405, 407 401 421 s Fluoro Chro N ly
Alexa Fluor® 430 405, 407 433 541
Alexa Fluor® 488 488 495 519 B o o
Alexa Fluor™ 633 633,635,647 63z 647 R p O] c dyn cze 1
Alexa Fluor® 647 633,635,647 650 665 e
Alexa Fluor® 660 633,635,647 663 690 e
Alexa Fluor® 680 633,635,647 679 702 e t d
Alexa Fluor® 700 633,635,647 702 723 Infrared an emowe
APC 633,635,647 650 661 e
FITC 488 490 525 e
Pacific Blue™ 405, 407 410 455 e o y »
PercP 488 490 675 e \ x / k
Phycoerythrin 488 490, 565 578 1? S Z OSC
T e tandemowych
Dye Laser excitation  Maximal Maximal Fluorescence
line {nm) absorbance (nm)  emission (nm) color
APC-Alexa Fluor® 750 633,635 647 650 779 Infrared
APC-CY5.5 633,635,647 650 695 e WZbudZ ana Pr ZeZ
APC-CyT 633,635,647 650 785 Infrared
PercP-Cy5.5 488 496, 546 695 e 1 .
PE-Alexa Fluor® 610 488 496, 546 627 e 4 8 8 nm (Ce o
PE-Alexa Fluor® 647 488 496, 546 667 e
PE-Alexa Fluor® 680 488 496, 546 702 e o o
PE-Alexa Fluor® 700 488 496, 546 123 Infrared ZWleS zenie
PE-Alexa Fluor® 750 488 496, 546 779 Infrared
PE-Cy5.5 488 496, 546 695 e o o
PE-Cy5 488 496, 546 667 e
PE-Cy7 488 496, 546 785 Infrared prze S unl? Cla
PE-Texas Red” 488 496, 546 615 e
Stokesa)

Abbreviations

APC Allophycocyanin

FITC Fluorescein isothiocyanate

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-chlorophyll-protein complex



Fluorofory tandemowe

Table 2. Tandem dyes for flow cytometry.

Maximal Maximal Relative
Fluorophores Fluorescence Color Absorbance, nm Emission, nm Brightness
PE-Alexa Fluor 647 496, 546 667 4
PE-Cyb 496, 546 667 5
PerCP-Cyb.5 490 695 3
PE-Cyb.5 496, 546 695 4
PE-Alexa Fluor 750 Infrared 496, 546 779 4
PE-Cy/ Infrared 496, 546 785 4
APC-Cy7 Infrared 650 785 2

* PE is the same as R-phycoerythrin.
APC, allophycocyanin; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin chlorophyll protein.



Biatka fluorescencyjne

Table 3. Fluorescent proteins in flow cytometry.

Maximal Maximal Relative
Fluorophores Fluorescence Color Absorbance, nm Emission, nm Brightness
EBFP 383 445 2
CFP 439 476 2
EGFP 484 509 4
YFP 514 527 5
RFP 558 583 4
MCHERRY ] 587 610 3




Spektra emisji fuorescencji
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Spektra emisji fuorescencji

Flucrescence Detector Filter Passbands:

Green
EL 1

Yellow
ELZ

QOrange Red
EL3 -

(480

580

Emission Wavelength

PE-TH Tandam
613

PE-Cy5 Tandem
(Tricolor)

N
AN

780




Spektra emisji fuorescencji

FITC Emission

550nm |

|600nm

Overlap of PE
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Mormalized absorption and emission

1.0

Kompensacja fluorescenciji

525/50 585/40

0.8

0.6 1

0.4

0.2

FITC —

300

|
350

I
400

I
450 500 550 600
Wavelength, nm

«— PE

|
650

I
700

750

B Emission spectral profile of FITC

B Percentage of FITC emission spectral profile
detected in the 585/40 channel

Emission spectral profile of PE

B Percentage of PE emission spectral profile
detected in the 525/560 channel

B Overlapping emission spectral profile of FITC and
PE not detected in either the 525/60 or 585/40 channel

Band pass filter



Kompensacja
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Kompensacja

COAATE GOz FmeG

Fig. 10. FITC spillover into other channels. HTC single stained lymphocytes show spillover into PE and PE-Cyb detectors. Gates
are shown to identify the HTC positive cells and their spillover.



Kompensacja

A B c

PE
COigPE
=019 PE

FE
COgPE

CaPE

Fig. 12. Fluorescence compensation correcis for spectral overlap. Peripheral blood was singly stained with CD4 FITC, CD19
PE, or both CD4 FITC and CD19 PE. When compensation was not applied, flucrescence spillover can be seen (top panel), which is
removed after compensation (bottom panel).



Podstawy analizy

Bramki (gates) 1 regiony (regions)
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Analiza 1-parametrowa (histogramy)

JOE -
R0 - 380

| ] | 815
]

]
208 = '
A -

Cond

Count

200 =

CO3 PE-Mexa TE]
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Fig. 15. Single parameter histograms. A, cells within the ymphocyte gate defined in Figure 13A. are represented in a histogram
to evaluate the relative expression of CD3. B, overlay of a control population onto the stained population allows easy identification of
the positive cells.



Analiza 2-parametrowa (histogramy 2
zmiennych, cytogramy)
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Fig. 16. Two-parameter (dual color fluorescence) density plot. Red cell lyzed whole blood was stained with CD3 A647 and CD19
PE. The relative populations were determined using different gating methods.



Analiza sygnatu 2-parametrowa

Populacja
pojedynczo-
pozytywna

FL1

Populacja
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pojedynczo-
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Sekwencyjne
bramkowanie
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Fig. 17. Sequential gating to identify specific T subsets. Red cell lyzed whole blood was stained with CD3,
CD4, CD8, CD45RA and CD28 in the presence of propidium iodide to remove the dead cells. The gating
strategy is shown by the arrows.



Jak potwierdzi¢ prawidtowosc¢
bramkowania?
Backgating
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Fig. 18. Backgating to identify leukocyte subsets. A, red cell lyzed whole blood. B, stained for CD3 and CD14. C, cells in
the green, blue and red gates were backgated onto FSC vs. SSC to confirm leukocyte populations.



Rodzaje wykresow
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SEC-H

Rodzaje wykresow
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Pomiar jednego parametru

1 Parameter Histogram
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Analiza sygnatu

% komorek negatywnych vs % komoérek pozytywnych
Gestos¢ markera, ekspresja markera — mean fluorescence intensity
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Analiza 5-parametrowa
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Skala liniowa vs logarytmiczna
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Elektrostatyczne sortowanie komorek

Charging wire

in the nozzle Optical interrogation and

light collection

Stream partitioning
into droplets
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Cytometria przeptywowa

*Pomiar komorek zawieszonych w plynie

*Analiza wielu parametrow jednoczesnie (analiza
wieloparametrowa)

*Jedna komorka analizowana jest raz: analizowane sg komorki w
populacji w zawiesinie

*Pomiar Swiatlta rozproszonego i pomiar fluorescencji emitowanej
przez fluorochromy

*Sortowanie komorek

*Duza szybko$§¢ pomiaru (do 10 tys. komoérek/sek.)

*Wykrywanie sladowych populacji komoérek



Wady cytometrii przeptywowej

* Bardzo droga w eksploatacji

* koniecznosc¢ uzyskania pojedynczych komorek, czastek
do analizy

* brak odniesienia do struktury tkanki

* brak informacji o wewnatrzkomorkowej lokalizacji
badanych markerow



Dziekuje¢ za uwage



