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Prutokova cytometrie
Flow cytometry (FC) = flow+cyto+metry: méreni bunék v pohybu

FC umoznuje:
* analyzovat mnoho vlastnosti a charakteristik na Urovni jedné
buriky/¢astice (FC rekord: 26 parametra)

* ve vzorku o velkém mnozstvi ¢astic (104-10°)

* ve velmi kratké dobé (minuty)
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thm%mmvm ’
Hlavni 3 komponenty FC

- fluidika l
*q. optika a
' v . elektronika
/ 4~

3

e fluidika — unaseci tekutina do
které se vstrikuje vzorek

e optikal- zdroje zareni a
optické hranoly, filtry a
detektory

» elektronikal— digitalizace
snimaného optického signalu a
zpracovani dat software
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Prutokovy cytometr se sortrem
Becton Dickinson
BD FACS Aria lll SORP

Coumi?

e analyzovat a tridit jakékoliv
castice nebo burky o
velikostech od 250 nm do
150 mikrometrd

e analyza a tfidéni (sortovani)
¢astic/bunék pomoci dvou
zakladnich parametr(:

1) rozptyl svétla
2) emitovana fluorescence
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tkanové bunky
rasy a kvasinky \ —
\ rGzna velikost

rizna denzita vnitfniho obsahu
(komplexita/granularita)
bunék/castic
lze mérit pomoci FC

bakteridlni bunky

chromosomy

polymerni kulicky

ﬂ
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princip pritokové cytometrie: vzorek

Central core

* suspenze ¢astic/bunék je vnesena a
vyredéna do proudu tzv. nosné kapaliny
(PBS, voda, pufr)

e (astice jsou tlaceny do stredu proudu kde
se ,fadi“ jedna za druhou: hydrodynamicka
fokusace

» (astice vstupuji do mérici cely/kyvety —
srdce celého pfistroje - kde prochazi

svetelnym paprskem (nebo nékolika)
Singhe fow
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UV Fialovy Modry YG Cerveny
355nm 405nm 488 nm 561 640 nm
L s

e zdroj zareni — monochromatické lasery

» kalibrace: 1 ¢astice /svételny paprsek

* Rozptyl svétla, excitace a emise: prenos optickymi
vldkny— filtry (LP) a detekce pomoci detektor:

1x fotodioda (FSC) a 15 x fotondsobi&u 9pum
1.5 ys

180 pm j
30 ys
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zaznam intenzity svételného signdlu v podobé napétového pulsu
potlaceni podprahového signalu - treshold

AN

Time Time Time

Voltage
Voltage
Voltage

14-9-201 f-wt_001

Pro kazdou udalost se ukladaji ol
ziskana data v prislusnych % ==
nameérenych kanalech, -
vyhodnoceni softwarem: dot blot "3
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Rozptyl svétla

4
e prochazejici svétlo:
forward scatter FCS (488 nm)
N . velikost ¢astice/bunky
\\ ¥ -

odrazené svétlo side
scatter SSC
granularita/komplexita
castice/bunky
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meéreni pfimého a bo¢niho rozptylu svétla: FSC a SSC
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fluorescence

* Analyzovana Castice obsahuje fluorescencné znacené molekuly: protilatku,
inkorporované nanocastice, GFP.............

* lokalizace na povrchu nebo uvnitr

» fluorescencné znacena Castice/bunka prochazi laserem — excitace fluoroforu — emise
— detekce - vyhodnoceni
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Rozptyl svetla fluorescence
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metoda elektrostatického sortovani

;s vV 7

Tridéni/sortovani c¢astic

Castice, obsahujici sledovany
fluorescencni/morfologicky
znak, je pozitivné nebo
negativné nabita

roztristéni proudu ¢astic na
uniformni kapicky —idealné 1
kapicka 1 Castice

pomoci deflekénich desek
dochazi u kapicek obsahuijicich
nabité Castice k vyklonéni z
proudu

zachyceni pozitivnich bunék do
testovacich zkumavek

o ¢ 0 0-0- 00
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transduktor

Sheath Fluid —D

Break-off
distance

S.:mplc

Moment of analysis

Moment of charging
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sortovaci mady

Cistota >99%
Vytézek 95-99%
4-cestné sortovani
»single-cell”

W e

Aplikace po tridéni/sortovani bunék

* pro oddéleni /vycisténi ptislusnych populaci ¢astic

* pro dalsi analyzu (mikroskopie)

* pro kultivaci ,,pozitivnich” bunék

* v ,single-cell“ mdédu pro klonovéni (editace genomu CRISPR/Cas9)



Aplikace:

Prima kvantifikace ¢astic/bunék nesoucich fluorofor(y)
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Kvals

e uvnitf ¢i na povrchu
* fixované i nativni preparaty
Barveni:
* Primé: fluorescencné znacené primarni protilatky
* Neprimé: fluorescenc¢né znacené konjugaty 3 M2 ek
* biochemicka reakce — znaceny substrat E
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] ] FITC-A, " ‘”
gﬁ—; EE—: . 14-8-201 G-wt_001
@A 73
oy "] G
= 2] <§§:
i Illlllllllllllllllllllll ;I:I:IIIIIIII IIIIIIIII T 'D__g
an 100 150 200 230 10 103 10t 105 = I T T T L L T
Fs ¢ 1,000] FITCA 0 o 10 il
Tube: wi_ 001
Population #Events %Parent %Total
B All Events 10,000 a2 1000
~HlP1 3,201 320/ 320
@ P2 4487|  449] 4498



6 \érlsia'l(élfgg'LEACHNOLOGICKA Kva @ t]

V PRAZE

viabilita bunék

Specimen_001-HT cells ET + Calcein 2_002

4 S
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u Q2 .
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typ bunécné smrti

apoptosa: FITC konjugovana protilatka proti PS
nekrosa: prostup Pl do mrtvych bunék

Hela-100 P-4 001

1

. Tube: 100 PI-A_001
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Bunécna proliferace

primé meéreni obsahu DNA v bunkach: stanoveni bunék v jednotlivych fazich BC

test po nastaveni vg lazeru-kyse 30 - test po nastaveni va laseru-kyse 30
bo-
&3
o 3
&3
£ £33
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o O
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150 230
150
FE-A [+ 1.000] PE-A {+1,000)
Tube: kyse 30

Population #Events %Parent

W 2l Events 10,000 pas

- P1 7.217 72.2

_ B G 5,052 70.0

=2 E 701 9.7

B G2 1.414 19.6|
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Tésime se na Vase vzorky!!!
(i na Vas)
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