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Wybor fluorochromow

=

Typ i liczba laserow i detektorow

2. Zestaw filtrow optycznych (filtry pasmowe
zwiekszaja czutosc¢ detekcji fluorochromu,
ale zwiekszajq ryzyko ,,spillover”)

Wirtualne testowanie:
Bdbliosciences.com.spectra



FLUORESCENCE

FLUORESCENCE DETECTOR FILTER PASSBANDS:

480 530 580 630 680 730
EMISSION WAVELENGTH

780



Zrodta swiatta i fluorochromy (FACSAria)

Laser Wavelength Min. Power Commonly Used Fluorochromes
(nm) (MW)
Coherent® 488 nm (blue) 13 FITC, PE, PE-TxRed, PE-Cy?7,
Sapphire™ PerCP, PerCPCy5.5, PI
Solid State
JDS Uniphase™ 633 nm (red) 11 APC, APC-Cy7

HeNe Air Cooled

Point Source 407 nm (violet) 10 Alexa Fluor®, Cascade blue,
Violet Solid State Pacific blue, DAPI, Hoeschst,
(optional) AmCyan

http://www.bdbiosciences.com



Wybor fluorochromu
“Bright” = zapewniaja dobra czutosc¢

Stain Index = DAV

Stamn Index (SI) = %;r

D = ré6znica miedzy negatywnga i pozytywna populacja

W = zasieg negatywnej populaciji

Sl =indeks znakowania

Ocena tta w specyficznym ,,swieceniu”/minimalizacja tfa (autofluorescencja,
niespecyficzne barwienie, spillover



Fluorochrome Filter Stain Index

PE LTSI6E F37

BD Horizon PE-CF594 610420 i3

PE-Cy5 B70/14 Al

APC Bh020 193

PE-Cy7 TEO/RD Eb

Alexa Fluor® 647 BE0/20 BS

PerCP-Cy5.5 BA5/40 82

Alexa Fluor® 488 530730 53

HTC 530730 51

BD Horizon VA50 450750 47

Fadfic Blue™ 450750 16

Alexa Fluor® 700 730745 i

ParCP BA5/40 5

APC-CyT TEO/E0 i4

AmCyan 525120 i3

BD Horizon V500 R25720 21 http://www.bdbiosciences.com
BD APC-HT TEOSE0 7 BD Biosciences Application Note




“Bright” ale...minimalizacja ,,spillover”
(spectral overlap, nakiadanie spektrum

emisiji) T

Te dwie zasady

| czesto sie wykluczaja
D

Stain Index (SI) = %

BD Biosciences Application Note http://www.bdbiosciences.com



Fluorochrome Filter Stain Index

PE 575726 232

BD Honizon PE-CF594 610420 232

PE-CyS 670114 116 @%
APC 66020 193 <&
PE-CyT TE0/e0 86

Alexa Fluor® &47 &60/20 g5

PerCP-(y5.5 695740 82 <&
Alexa Fluor® 488 530430 53

HTC 530430 51

BD Horizon V450 450/5%0 47

Pacfic Blug™ 450750 36

Alexa Fluor® 700 730/45 T

PerCP 695740 75

APC-Cyr TE0/e0 24

AmCyan 525720 13

BD Horizon V500 525720 21

BD APC-H7 FE0/B0 17

BD Biosciences Application Note

http://www.bdbiosciences.com



Silny marker/staby fluorochrom
Staby marker/silny fluorochrom
PE - silny fluorochrom

FITC - staby fluorochrom

2 8 8 8

Figure 1. Example of FITC spllover into the PE channel.




Przyktad: CD8 bright/CD62L dim — CD62L
PE/CDS8 FITC

BD Fluorescence Spectrum Viewer
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Figure 2_ Spectral overlap of FITC into the PE detector. Taken from bdbiosciences.com/spectra



Jeszcze jedna zasada doboru fluorochromow:

Stosuj ,,bright” fluorochrom dla ,,dim” Ab
Stosuj ,,dim” fluorochrom dla ,,bright” Ab

Unikaj ,,spillover” silnie swiecacej populacji do
detektora wykrywajacego stabo swiecaca populacije,
czyli do detektora wykrywajacego z duza czutoscia.

PE CD62L / FITC CD8



Table 4. BD Biosciences fluorochrome specifications

Fluorochrome

Hoechst 33342

Brilliant Violet 421

BD Horizon V450

Pacific Blue™

BD Horizon V500

AmCyan

Alexa Fluor® 488

FITC

PE

Brilliant Violet™ &05

BD Horizon PE-CF594

Pl

T-AAD

APC'

Alexa Fluor® 647

PE-Cy™5!

PerCP

PerCP-Cy™5.5

Alexa Fluor® 700

PE-Cy™7

APC-Cy7

BD APC-H7

Fluarescence
Emission
Color

Orange
Orange

Orange
Red
Red
Red
Red
Red

Far Red

Far Red

Infrared

Infrared

Infrared
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401 405 452 . ° - . o [
415 405 500 . . ] . o @
457 405 49 . . . . &
495 488 519 - . » . - . -
494 488 519 ® . & L] - . -
496, 564 488, 532, 561 578
407 405 602 L] . ]
496, 564 488, 532, 561 612 . . - . ®
351 488, 532, 561 617 [ ] ] @ ] - .
543 488, 532, 561 647 » . ] L] ) - .
650 633, 635, 640 660 - ® [ ] . ] . - -
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496, 564 488, 532, 561 667 ol - . . ] - .
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696 633, 635, 640 719 . . L] . .
496, 564 488, 532, 561 785 . . . . L] . - .
650 633, 635, 640 785 . . - . - .
650 633, 635, 640 785 ] . L] . - o




Fluorochromy tandemowe:

APC-Cy/7/

PE-Cy7

Degraduja pod wptywem swiatia, utrwalania
(formaldehydem) i ogrzewania. Wéwczas emitujq
fluorescencje w zakresie barwnika giownego (APC,
PE), co skutkuje fatszywym wynikiem pozytywnym.

Zatem: stosuj stabilne pochodne, uzywaj zalecanych
buforéw do utrwalania, przechowuj proby w
ciemnosci i odpowiedniej temperaturze, zwykle 4 st.
C.



Zasady doboru fluorochromoéow do analizy
wielokolorowej:

1. Wybieraj najsilniej swiecace fluorochromy
2. Minimalizuj ,,spillover”

3. Stosuj silne fluorochromy do stabych
przeciwciat i odwrotnie: stabe fluorochromy
do silnych przeciwciat

4. Unikaj spillover silnie swiecacej populacji
do detektorow wykrywajacych stabo
swiecgce populacje

5. Stosuj procedury zapobiegajace
degradacji fluorochroméw tandemowych



Zasady doboru fluorochromow do analizy
wielokolorowej c.d.

« Stosuj fluorochromy, ktorych fluorescencja wzbudzana
jest przez rézne lasery

« Stosuj fluorochromy o duzej roznicy w spektrum emisji

« Jezeli fluorochromy wzbudzane sg przez odrebne lasery,
to nie uzywaj fluorochromoéw o podobnym spektrum
emisji



Spillover jeszcze raz

FITC 530/40 Bandpass

Fluorescence Intensity

Wavelength (nm)

Guide to Flow Cytometry; DakoCytomation



Zakres spillover

Dye Where
speciral Dye belng interference

FLa-%FiLb Owerlap fnterfered with [hflghﬁiﬂ-
FLi-FLZ <a% FITC PE
FLZ-FL1 20-405% FE FITC
FL2-FL3 20-4 0% FE FE\Texas Red
FL3-FL2 20-50% PE\Texas Red PE
FL3-FL4 <2 0% PE\Texas Red FEWCyS
FL4-FLT <h% FEW ySD FITC
FL4-FLZ <2 PEVCYS HE
FL4-FL3 <2 0% FEWyS FETexas Fed




Najczescie) uzywane zestawy barwnikow

6-color
FITC or Alexa Fluor@ 488

8-color
FITC or Alexa Fluor® 488

10-color

FITC or Alexa Fluor® 488

PE

PE

PE

PE-Texas Red® or BD Horizon PE-CF594

ParCP-Cy5.5

PerCP-Cy5.5

PerCP-Cy5.5

PE-Cy7

PE-Cy7

PE-Cy7

APC or Alexa Fluor® o4/

APC or Alexa Fluor® 647

APC or Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 680 or 700

APC-Cy7T or APC-H7Y

APC-Cy7 or APC-HY

APC-CyT or APC-HY

AmCyan or BD Horizon V500

AmCyan or BD Horizon V500

BED Horizon V450 or
Brilliant Violet™ 421

ED Horizon V450 or
Brilliant Violet 421

BD Biosciences Application Note

http://www.bdbiosciences.com




Kompensacja

A. Zta kompensacja

,«B. Prawidtowa kompensacja
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C. Niedokompensowane

D. Przekompensowane

http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation
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Kompensacja — kiedy jest
nieprawidtowa?

A. Zta kompensacja — spektra emisji fluorochromow
na siebie zachodza

B. Prawidiowa kompensacja

C. Niedokompensowane — za mato sygnatu FITC
odjeto z kanatu PE

D. Przekompensowane — za duzo sygnatu FITC
odjeto z kanatu PE



Spillover
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http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation



8 populacji, w tym 2 podwadjnie
pozytywne

105

104

I

101 10!
e

101 e R 10t 0=
E

Problem: prawidtowe ustawienie kompensacji przy stabej
autofluorescencji, duzy ,,spillover” X do Y, maty ,,spillover” Y do X

Wystepuje duze tto X w Y w pojedynczo pozytywnej populacji X, co
skutkuje efektem ,,data spread”



Kompensaciji nie ustawiamy ,,na oko”

Figure 3.
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Kompensacja w praktyce

Uncom pensated

10m

1000 100




Kompensacja nie zalezy od intensywnosci fluorescenciji.
Zalezy od doboru fluorochromoéw i ich spektrow emisiji.

Jednak im wieksza intensywnos¢ fluorescencji danej populacji komoérek (A<B<C) tym
wieksze znaczenie ma poprawne ustalenie kompensacji, ze wzgledu na fakt, ze efekt
rozproszenia danych (data spread) jest wiekszy dla populacji o wyzszej
intensywnosci fluorescenciji.

Small errors in compensation of a dim control (A) can result in large
compensation errors with bright reagents (B & C).

Use bright markers to setup proper compensation.
http://www.bdbiosciences.com



Barwniki tandemowe

CDS8 CD3
PE-Cy7  PE-Cy5

Time Sample Left
in Light

O hours

. o
. e,
e |g
i

22.5 hours

http://www.bdbiosciences.com



Kompensacja konjugatow tandemowych jest
charakterystyczna dla serii

biANti-B220+ SAv (APC-Cy7) Anti-B220 (APC-Cy7)
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Barwniki tandemowe: stosowanie ze
sSwiadomoscia ograniczen

« Kompensacja moze ulega¢ zmianie zaleznie od
serii, eksperymentu nawet przy uzyciu tego
samego Ab

* Niektoére koniugaty (APC-Cy7, PE-Cy7) degraduja
przy ekspozycji na swiatto (unikaj swiatta),
wysokie] temperaturze (przetrzymuj znakowane
komorki w tazni lodowej), utrwalaniu (analizuj
komorki natychmiast po znakowaniu)

 Dodawaj Ab sprzezone z fluorochromem
tandemowym do zawiesiny komorek, nie do
pustej probowki.



Obraz zalezny od kompensaciji i rodzaju skali

CD27-PC5
CD27-PC5
CD27-PC5

% A. Zta kompensacja - spektra emisji fluorochroméw na siebie
L sams zachodzj
a0t N— B. Prawidiowa kompensacja off-line

1010° 10° 0081»?;07 ] . . . .
C. Prawidlowa kompensacja - jak B, ale inna skala osi

D. Prawidiowa kompensacja na skali bieksponencjalnej

http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter 5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation
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Counts

169-

1137

Kontrola negatywna

2317
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11567
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Kontrola izotypowa (kwestionowana
przydatnosq)

Czynniki wptywajace na poziom fluorescenciji przeciwciat
swoistych:

1. Wigzanie przez receptory komorkowe (dla fragmentu
Fc przeciwciat)

2. Nieswoiste interakcje biatek z biatkami, lipidami i
weglowodanami

3. Autofluorescencja



Wybaor wtasciwej kontroli izotypowej

1. Zidentyfikowac izotyp przeciwciata uzytego do
znakowania specyficznego

2. Wybrac przeciwciato do kontroli izotypowej: gatunek
(mysz, szczur, chomik, koza itp.), izotyp (IgG1, IgG2a,
1gG2b...) i fluorochrom sprzezony z tym
przeciwciatem

3. Zastosowac takie stezenie p-ciata izotypowego jak
specyficznego



Relative Cell Number
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CD19 FITC >



Rekomendowane kontrole



- e ontrol Sample type Primary Ab Secondar Reason e
I Cells only Neg control cells No No Negative Control/Background Autofluoresence control
Use treated |
i and unfreated |
nmary A eq control cells es o eck for non specific binding of pnmary
control
Treated Treated cells No Yes Check for non specific binding of secondary Ab on
primary Ab treated cells
Isotype control | Neg control cells Use |sotype Yes To confirm that the pnmary antibody binding i1s specific .

[
[
L----

F Compensation
I controls for
I each
fluorochrome
Cell viability
control

L----

Positive
population of
labeled beads or

positive control

Cell sample
(identical to other
samples) stained

S e

stain

control antibody.
This should be the

32 ANHOLY e
Isotype as pnmary

Yes

Yes

Yes

Yes

and not a results of non-specific Fc receptor binding or
other protein interactions.

-----------------d

Positive control to set up cytometer alignment and to
remove spectral overlap.

Mon-viable cells can be discriminated from live cells on
the basis of light scatter (FSC=forward scatter). This
discnimination is often lost in fixed or permeabilized

i R S R -

due to loss of membrane integrity e.g. Pl (propidium
iodide) is used for dead-cell discrimination in unfixed
and non permeabilized cells. 7-AAD (7-
aminoactinomycin D, fluorescent) + AD (actinmycin D,
nonfluorescent) for fixed or permeabilized cells.

Specificity Cell samples Yes. For direct Add excess unlabelled primary antibody with normal
control With excess non- | staining only amount of labeled primary. If staining is specific, the
labeled primary. non-labeled primary should compete with labeled
primary and reduce the fluorescence observed.
Treated Treated cells No Yes Check for non-specific binding of secondary Ab on
secondary Ab treated cells
control

*Isotype controls can also be raised against an antigen known not to be present in the sample, eg KLH.



Rekomendowane kontrole:

v" Kontrola negatywna

v" Komérki znakowane pojedynczymi
fluorochromami

v" Kontrola zywotnosci

v FMO (Fluorescence Minus One)



Fluorescence Minus One (FMO)

8  Fluorochrome  Unstained FMO control
control
FITC - CD3
PE - -
CySPE = CcD8
Cy7PE = CD45R0O
b
FMO gate
Unstained
gate

Nature Reviews | Immunology



Fluorescence Minus One (FMO)

Unstained Control

FMO Ceontrol

CD3
CcDs8

CD45RO

Fully Stained
CD3
cD4
cD8

CD45RO

|sotype Bounds

FMO Bounds.=”

i 1ol 1d 1w 10

FITC

1
1!

. . .
1l 1 103 14

FITC
PE
Cy5PE
Cy7PE

Unstained Control

FMO Control

CD45RO

cD3

cD8

Fully Stained
CcD3
CcDa
CDs

CD45RO

' A

1

T ' 1
PE ]

Isotype Bounds

FIMO Bounds =




Fluorescence Minus One (FMO)

Tube # Description FL1 FL2 FL3
1 Experimental Sample |CD3 FITC CD4 PE |CDS8 Cy5PE
2 Compenstaion Controls |CD3 FITC - -
3 (Single stains — one for - CD4 PE -
4 each fluorochrome CD8 Cy5PE
used in the - -

experiment)

5 Gating Controls (FMO - - CD4 PE |CD8 Cy5PE
6 leave out one CD3 FITC - CD8 Cy5PE
7 fluorochrome at a CD3 FITC CD4 PE

time) )

8 Experimental Controls |CD3 FITC CD4 PE |CD8 Cy5PE

9 (fully stain healthy or |CD3 FITC CD4 PE |CD8 Cy5PE

10 untreated samplesto |CD3 FITC CD4 PE |CD8 Cy5PE
compare to
experimental sample)

* no stain added or add isotype matched control stain.




3 wazne decyzje przy znakowaniu markerow
wewnatrzkomaorkowych

1. Wybor buforu do permeabilizacji (antygeny
cytoplazmatyczne, antygeny jadrowe)

2. Wybor kontroli negatywnych

3. Miareczkowanie przeciwciat przeciwko markerom
wewnatrzkomorkowym (zbyt duze stezenie p-ciat
nasila tto fluorescencji i utrudnia wyroznienie
populacji komadrek pozytywnych)



Wybor kontroli negatywnych

Figure 2
Unstimulated

.11

IFN gamma FE

37.58
AL

02 eFluor® 450

0.53

61.78

Mouse IgG1 PE

Isotype

0.1

33.70
L

D3 eFluor® 450

0.0

65.49)

IFN gamma FE

Internal Negative

C03 eFluor® 450

Komorki niestymulowane jako kontrola negatywna
Internal negative — komorki negatywne pod wzgledem
badanego markera nawet w warunkach stymulacji.

http://info.ebioscience.com/bid/68300/3-Choices-to-Make-Before-Intracellular-Staining



Niestymulowana vs stymulowana

Figure 1
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3 y
L
o
3
TH
0
x
@
<
N
‘_".’ No PMA +
= - ionomycin

CD4 FITC

http://info.ebioscience.com/bid/68300/3-Choices-to-Make-Before-Intracellular-Staining



Wtasciwe kontrole - podsumowanie

What

Why

Instrument setup controls
« CS&T beads

- CompBeads

- Unstained and single color
stained cells

Ensure consistent setup and
compensation

Gating controls

« FMO

« Unstained / Isotype control
« Live / Dead stains

Obtain reliable gates for problematic

markers

Biological controls
« Unstimulated samples
- Healthy donors

Make appropriate biological
comparisons and conclusions




Obrazowanie danych i analiza



Obrazowanie wynikow

e Linear Scaling
* Log Scaling

* Biexponential Scaling



Skala liniowa vs. log




Wartosci negatywne

Wynik poza skalg
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Skala bieksponencjalna

Potgczenie skali logarytmicznej i liniowe]
Umozliwia wyroznienie elementéw/komorek na
granicy detekcji fluorescencji

Umozliwia rozroznienie populacji rozproszonej,
stabo wyznakowanej lub o bardzo stabej
ekspresji markera



Log vs. Biexponential Scaling
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Log vs. Biexponential Scaling

log scaling
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Log vs. Biexponential Scaling

log scaling

Cionor 110-Unstim

0* 10®

0°

CD2E PerCP-Cy55-A

CD2T APC-A,

biexponential scaling
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Analiza 1-; 2- i wieloparametrowa



Analiza 1 parametrowa
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Analiza 2 parametrowa
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Analiza 3 parametrowa
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CD25

Analiza 3 parametrowa...i wiecej
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BD Horizon Brillant UV reagents:
barwniki polimerowe

5% nm |
BD Horizon

BUW395
BD Horizon
BUV4%96

Wavelength (nm)

Figure 1. Excitation and emission profiles of BUWV395, BUVA496, and BUV/37.

Recommended optics include: BUV395: 379/28 BF;, BUVA96: 515/30 BP with a 450
LP; BUV/37: 740/35 BP with a 690 LP.




Barwniki polimerowe
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Poréwnanie Sl

Specificity BUV395 FITC
Human CD4 43 38
Human CD19 25 20
Human CD56 21 10
Specificity BUV496 FITC
Human CD4 713 38
Human CD19 43 20
Specificity BUV737 FITC
Human CD4 145 38
Human CD19 69 20
Human CD127 13 5

Table 1. Stain index comparison of CD4, CD19, CD56, or CD127 stained with

BUV395, BUVA96, BUVT737, or FITC reagents.

Relative stain index values are dependent on instrument configuration, including
lasers, filters, and laser power.




Poréwnanie Fl
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Figure 2. Lysed whole blood stalned with Hu CD3 or CD19 FITC (red), BB515
(blue), or Alexa Fluor® 488 (green).

Data shown was gated on lymphocytes.



Poréwnanie Fl: mozemy zobaczy¢ wiecej
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Figure 3. Whole blood was stained with Hu CD4 APC, CD127 PE, CD3
PerCP-Cy5.5, and CD2S FITC or CD25 BB515, and analyzed on a

BD FACSVerse flow cytometer.
Data shown was gated on CD4*CD3* ymphocytes.
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Figure 2. Lysed whole blood stained with CD4 or CD19 in BUV395, BUV496, BUV737, or FITC formats.
Data shown was gated on lymphocytes. BUV395, BUV496, and BUV737 were excited by a 355-nm laser and FITC was excited by a 483-nm laser.



Spillover

Laser Spillover into other channels

BUV395 BUVA496 BUV737
BUV395 21% 0%
BUVA496 3% 1%
BUV737 2% 0%
BV421 BV510 BV605 BV650 BV711 BV786
olet BUV395 0% 0% 0% 0% 0% 0%
BUvage | s 27% 0% 0%
BUV737 0% 0% 0% 0%
FITC PE PE-CF594 PE-Cy™5 PerCP-Cy™5.5 PE-Cy™7
BUV395 0% 0% 0% 0% 0% 0%
BUva9s | as e 0% 0% 0% 0%
BUV737 0% 0% 0% 0% _ 9%
APC Alexa Fluor® 700|  APC-Cy7
BUV395 0% 0% 0%
BUVA496 0% 0% 0%
BUV737 11%

Table 2. BUV395, BUV486, and BUV737 spillover into other channels.

This table shows relative spillover values of the dyes, since spillover values obtained can vary depending on the filter used and PMT voltage. Yellow and red fill colors
denote where there is more spectral overlap between dyes. The green fill color denotes a small degree of spectral overlap between dyes.



BD Horizon Brillant violet reagents:
barwniki polimerowe
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~ Barwniki polimerowe vs
konwencjonalne

Laser UV 355 nm

= & B ®B E
| IR ——

‘Wavalangth {nm}

Laser fioletowy 405 nm

‘Waxealangth {nm}

- weon 0 Laser niebieski 488 nm

Wawelength [nm}
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Laser czerwony 640 nm ——



BD Horizon fixable viability stain
(FVS) reagents

Martwe — intensywnos¢ swiecenia

10-20x wigksza od zywych CD3+CD4 live CD3+CD4* no discrimination
_ = 3
S 3 o o
2N a1 2
= A R N S 2.
8- Live Cells N AN ™ ™
SR 2| 61% 2_ 40%
< : o
2 3 &
8-
; o_
02 10 10t 0 | D |
Viability BD Horizon V450-A 102 10° 0° 10° 10% 10° 10°* 10°
. Stat5(pY694) Alexa Fluor® 647 Stat5(pY694) Alexa Fluor® 647

FVS450, FVS510 - laser fioletowy
FVS520 - laser niebieski

FVS570 — laser z6itozielony i niebieski
FVS660, FVS700 — laser czerwony



FACSCelesta

5 laserow:
niebieski 488 nm
floletowy 405 nm

czerwony 640 nm
UV 355 nm
zottozielony 561nm

14 parametrowy




FACSCelesta - mozliwosci barwien

Blue/Violet Blue/Violet/UV
Laser | Fluorochromes Laser | Fluorochromes
BD Horizon™ BV421, V450, BD Horizon BV421, 450,
Pacific Elue Pacific Blue
BD Horizon™ EV510, V&00 BD Horizon BAS 10, WS00
e .
405 nm BD Horzon™ BEVEDS BD Horizon EVe0S
BD Horizon™ BVES0 BD Horizon BVESD
BD Horizon™ BV711 BD Horizon BY711
BD Horiron™ BV7EG BD Haorizon EVTBG
BD Horzon™ BR%15, FITC, BD Horizon BBS1%, FITC,
Alea Fluon® 488 Alexa Fluor® 488
PE PE
488 nm

ED Horizon™ PE-CF5594, Pl

Per(P, PerCP-Cy™5.5, T-AAD

BD Horizon PE-CF554, Pl

PerCP, PerCP-Cy5.5, T-AAD

BD Horizon BUV3SS

BD Horizon BUVT3T

Blue/VioletYellow-Green

Blue/Violet'Red

Laser | Fluorochromes

ED Horizon BY421 V450,
Pacific Elue

ED Horizon BVS10, V500

ED Horizon BVR0S

ED Harizon BVB50

ED Horizon BY711

ED Horizon BV78E

BD Horizon BB 15, FITC,
Alexa Fluor® 488

Per(P, PerCP-Cy5.5, 7-AAD

PE

ED Horizon PE-CF594, FI

FE-Cy™5, T-AAD

PE-Cy™7

Laser

Fluorochromes

BD Haorizon EV421, V450,
Pacific Blue

BD Horizon BVS 10, V500

BD Horizon EVEOS

BD Harizon BV&S0

B Horizon BVTE6

BD Horizon BBS15, FITC,
Alexa Fluor® 488

PE

BD Horizon PE-CF594, Pl

ParCP, PerCP-Cy5.5, T-AAD

APC, Alexa FluorE 647

BD Horizon™ APC-RT00,
Alexa Fluor® 700

APC-HT




Analiza 12-kolorowa

A B C F
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LSRFortessa

4 lasery(18 parametrowy):
niebieski 488 nm
floletowy 405 nm

czerwony 640 nm
UV 355 nm

5 laserow/20 parametrowy




FACSSymphony

5-7 laserow
30-50 parametrowy

Aktualne mozliwosci — 27 parametrow
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Gotowe procedury

http://www.bdbiosciences.com/resources/flowcytometry/index.jsp

http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/index.jsp

http://www.ebioscience.com/media/pdf/best-protocols/cell-
preparation-for-flow-cytometry.pdf

http://www.abdserotec.com/resources/flow-cytometry-
ebook/common-protocols/methods.html

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-
Services/Applications/Cell-Analysis/Flow-Cytometry/Sample-
Preparation-Assays-for-Flow-Cytometry.html

http://www.biolegend.com/isotype-controls-5327/



FAQ

http://www.ebioscience.com/resources/faqg/flow-cytometry-fag.htm

http://www.flow-cytometry.us/index.php?page=stability

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/



http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/
http://www.protocol-online.org/forums/forum/46-flow-cytometry/

Uzyteczne linki

Analiza fenotypowa komdrek
ehttp://www.abcam.com/protocols/flow-cytometry-immunophenotyping
ehttp://www.biolegend.com/essential markers
ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/BD Pharmingen CD4 Tcell phenot
yping Kkits.pdf

ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/tcell brochure.pdf
ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/Bcell Brochure.pdf

Analiza zywotnosci i Smierci komadrek
ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/BD FACSVerse Apoptosis Detec
tion AppNote.pdf

ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/webinar 071812 apoptosis.pdf
ehttp://flowbook.denovosoftware.com/Flow Book/Chapter 9%3A Cell Death
,_Including Apoptosis

ehttp://cyto.mednet.ucla.edu/Protocols/detection.htm
ehttp://www.crick.ac.uk/media/6866/viability dyes protocol 0.pdf




Uzyteczne linki

Proliferacja komorek

ehttp://flowbook.denovosoftware.com/Flow Book/Chapter 8%3a Cell Proliferati
on

ehttp://www.ebioscience.com/cell-proliferation-dye-efluor-450.htm
ehttp://static.bdbiosciences.com/documents/BD Violet Prof Dye450 TechBulleti
n.pdf? £a=1.246280839.287098139.1447417642#search=BD%20Horizon%E2%84%
A2%20Violet%20Proliferation%20Dye%20450
ehttps://www.ucl.ac.uk/ich/services/lab-

services/FCCF/Flow_ Cytometry Applications/cell analysis/CFSE

Wykrywanie biatek wewnatrzkomorkowych (cytokin)
ehttp://www.plosone.org/article/fetchObject.action?uri=info:doi/10.1371/journal.
pone.0138042&representation=PDF
ehttp://www.lifesciencesite.com/Isj/life0301/life-0301-06.pdf
ehttp://www.ebioscience.com/media/pdf/best-protocols/staining-intracellular-
antigens-for-flow-cytometry.pdf
ehttp://www.ebioscience.com/media/pdf/best-protocols/staining-intracellular-
antigens-for-flow-cytometry.pdf




Uzyteczne linki

Wvykrywanie biatek wydzielanych przez komaorki
ehttp://www.bdbiosciences.com/sg/research/cytometricbeadarray/index.js
p? a=1.44487079.287098139.1447417642

Analiza DNA

ehttp://flowbook.denovosoftware.com/Flow Book/Chapter 6%3a DNA_Analysis
ehttp://passthrough.fw-
notify.net/download/158995/http://www.dartmouth.edu/~dartlab/uploads/DNA.
pdf

ehttp://www.dako.com/08065 15dec05 guide to flow cytometry basic dna m
easurement by flow cytometry chapterl6.pdf
ehttp://www.abcam.com/protocols/flow-cytometric-analysis-of-cell-cycle-with-
propidium-iodide-dna-staining
ehttps://www.tcd.ie/IMM/flow-cytometry-facility/assets/pdf/Analysis-of-Cell-
Cycle-by-Flow-Cytometry.pdf




Uzyteczne linki

Inne zastosowania cytometrii przeptywowej
ehttp://flowbook.denovosoftware.com/Flow Book/Chapter 10
%3a Some Other Applications
ehttp://www.criver.com/files/pdfs/nonsource/researcher 224.
aspx

Podstawy cytometrii przeptywowej

ehttp://flowbook.denovosoftware.com/

ehttps://books.google.pl/books?id=M 3rp2e-
BWkC&pg=PA89&I|pg=PA89&dqg=flow+cytometry+phenotyping&source=bl&ots=S3H-
dauxrr&sig=zLKAKAfWwOv9ken6hHG5V{iBbel&hl=pl&sa=X&ved=0CGQQ6AEwBjgKahU
KEwiSulPVg43JAhXhVHIKHby1D98#v=0nepage&q=flow%20cytometry%20phenotypin
g&f=false
ehttp://www.protocol-online.org/prot/Immunology/Immunofluorescence/
ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/tcell brochure.pdf
ehttps://www.bdbiosciences.com/documents/Bcell Brochure.pdf
ehttps://www.ucl.ac.uk/ich/services/lab-

services/FCCF/Introduction to flow cytometry




Dziekuje za uwage



