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Az aramlasi citometria elve
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egyedi sejtek
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Az aramlasi citometria mikodési elve

minta—l
kopeny folyadék

piezoelektromos
|_—" kristaly oszcillator

fluoreszcencia
detektorok
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/ ; \‘2— eltérité kondenzdator lemezek
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Aramlasi rendszer

képenyfolyadék 5 mintafolyadék

A kopenyfolyadék koncentrikus korokben veszi koriil a
mintafolyadékot (lamindris dramlas).

Ezdltal a mintafolyadékot az dramldsi fej kozepére
fokuszdlja (hidrodinamikai féokuszalds).

A hidrodinamikai fékuszdlds célja:

a sejtek ott haladjanak, ahol a Iézer megvildgitja 6ket.

Tintasugadr
hidrodinamikai
fokuszadldsa

kopenyfolyadék

Az aramldsi cella
feliilnézete
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Hidrodinamikai fokuszalas

Vg

Lamindris aramlds: koncentrikus
folyadék rétegek, melyek egyre
nagyobb sebességgel mozognak az

dramlds kozepe felé.

Bernoulli egyenlet:
1
p+ E,ov2 + pgh = dllandé

Ha egy adott magassdgban (/) vizsgadljuk:

V3>Vo2V2Vg

=0
(+=0) p+% ov? = dllandd

J

Ha a sebesség (v) né, a nyomdsnak (p) csokkennie kell.

|

Po’P1’>P2>P3

J

Egy sejt a rd haté nyomdsgradiens
miatt az dramlds kozepe felé
kényszeriil mozogni.
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Sejtszeparalas

A piezoelektromos kristdly rezgése cseppekre
bontja a folyadékoszlopot.

mmtaj
kopeny folyadék

piezoelektromos
1" kristaly oszcillator

fluoreszcencia
detektorok

A cseppeket a mért fényszérds és
d fluoreszcens jelek alapjan téltik fel pozitiv
0

vagy negativ toltéssel.

eltérité kondenzdtor lemezek: dllandé fesziiltség van rajtuk.
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jet-in-air (aramlds a levegében):

Megvilagitds

> dramldsi fej

|ézerfény

>~ dramlds a
levegdben

kivetta: az emittdlt
fény sokkal nagyobb %-
at detektadljuk

i fej

v
ldsi

/7

aram

|ézerfény

2002/ 7M6

Az dramldsi cella feliilnézete

DETEKTOR

emittdlt\ /
fény ‘\ /

J1D-UI-42f

D442ANY

DETEKTOR
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A fény és a fluoreszcencia tulajdonsdgai

A fény:
mind az elektromos, mind a mdgneses tér vektor,
azaz van irdnyuk és nagysdguk
520 nm-es
630 nm-es savsziiré: feliildtereszté (LP):

az elektromos tér irdnya

» -

&S fehér fény 620-640 nm  fehér fény >520 nm
I(\
Qﬁf)/
<& 575 nm-es 550 nm-es dikroikus
alulatereszté (SP): tikor:
A 550 nm
eO’es,)’_ r J ; \ <
Qﬂ}’q
Fluoreszcencia: fehér fény <575 nm  fehér fény 550 nm
gerjesztett 4
,Il . /7 . . - /
allapot gerjesztesi emisszios
sz(iré sz(iré
erjesztégi
alapdllapot gspék‘rrum ﬂ/
A gerjesztést kovetden a molekula visszajut az elsé
gerjesztett szint legalsé (Un. vibrdcids) alszintjére. Minden
tovdbbi folyamat ebbdl a helyzetbdl indul.

A fluoreszcencia hosszabb hulldmhosszd, mint a gerjesztd fény.

hulldmhossz 7/46



Detektorok

elsédleges H | sok mdsodlagos
"| (foto)-elektron elektron

foton

.21 . deplécios
Fotodidoda: P ina

p-tipusu n-tipusd

peY

Fotoelektronsokszorozé (photomultiplier, PMT):

katéd anéd
bejové - /
fotonok /

|

 —
Y
D

L t/
abla v
dinoddk
a dinéddk egyre pozitivabb fesziiltségen

vannak, és a gyorsulé elektronok a dinéddkba
itkozve mdsodlagos elektronokat vdltanak ki

| I I D L |
felerésitett
jel

alacsony kvantumhatdsfok

magas erdsités

« nulla erdsités

C

N contact
(cathode)

S5i0, layer —

incident -
light

- erdsités (u): u

+ kvantumhatdsfok (®): @ = x100

elektronok végso szama

elektronok szama

fotonok szama

x100

pl. ha minden dinéda 10 mdsodlagos elektront
bocsat ki, és 8 dindda van:

1 =10°

fotoelektronok szama

- magas kvantumhatdsfok

depletion
Vs P layer / region

JT region

E)— P contact
(anode)
—

N layer

fény indukdlta impulzus /\(
- A 0 O:S kétféle lizemmadd: 1. nincs fesziiltség, 2. zdré irdnyl fesziiltség
-+

Lavina fotodioda (avalanche photodiode):

* a didddra magas zdro
irdnyd fesziiltséget
kapcsolnak, és a
fotoelektronok annyira
felgyorsulnak, hogy
mdsodlagos elektronokat
valtanak ki (uz0)

 a fotodidda és a PMT

elényés tulajdonsdgait
kombindlja

* magas kvantumhatdsfok
* magas erdsités

* hatrdny: magas sotétdram
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signal-to-noise ratio

Detektorok dsszehasonlitasa

S
>
&
a
£
=3
€
< -—-— PMT )
= \
APD =
==ee=ea= photodiode e
0.1
200 400 600 800 1000 1200
wavelength (nm)
100000
10000
1000 m APD
o photodiode
m PMT
100
1E+08 1E+09 1E+10 1E+11
wavelength =500 nm bandwidth =1 Hz
light power (photons/s)
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Jel-zaj ardny dramldsi citometridaban

» Az aramlasi citometrias adatok minésége a jel-zaj arany fliggvénye
* A jel-zaj aranyt két faktor hatarozza meg:
» detektalasi hatasfok (Q), mas néven kvantumhatasfok (®): egy fluorofér altal kivaltott
fotoelektronok szama

» hattér fényerésség (B)

a fotonszdmldlds Poisson :
jellege miatt zaj ~n A relativ zaj forditottan ardnyos a
n 1 > fotonszdm négyzetgyskével.
relativ zaj ~— = —
n Jn
Q=0.0797 Q=0.0415 Q = 0.0291

0 L 2 10 'Tﬂo' L'JLJ "Lbz" 07 0 1 Z 107

FL1INT LOG FL1INT LOG FL1INT LOG

A Q faktort a lézer intenzitds csokkentésével fokozatosan kisebbre dllitottak (mikézben a
legfényesebb populdciét ugyanabban a csatorndban tartottdk a detektorfesziiltség
novelésével) — csokkent a feloldéképesség.
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Detektorok elrendezése I.

aramlasi
cella

fluoreszcencia
detektorok

lézer(ek)

oldal iranyu
fényszoras detektor
(side scatter, SSC)

elére iranyu
fényszoras detektor
(forward angle light

scatter, FSC)
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Detektorok elrendezése II.

Azonos helyen torténé gerjesztés esetén

sdvszirdk
PMT3 PMT2 PMT1 Ry
\R megvildgité lézer
——™—/  E——
575 BP 525 BF 488 BP
PMT4 I Q. Q
675 BP 600 DL 550 DL 488 DL pq

*3 dikroikus tiikrak

Térben szétvdlasztott gerjesztés esetén

|ézer dltal
gerjesztett
fotonok szdmdra

térben
elvdlasztott
|ézersugarak

detektorok a kék

A dikroikus tiikrokkel a
kozos sugdrbdl levdlasztanak
egyet-egyet, amit még egy
optikai filterrel tovdbb
sz(irnek.

detektorok a
vores lézer dltal
gerjesztett
fotonok szdmdra

detektorok a
zold 1ézer dltal
gerjesztett
fotonok szdmadra
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Detektorok elrendezése III.

minta dikroikus
tiikor

| ] aramlasi
cella
fényszérds 7
detektor 2 A
sdvsziiré
;
°
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Detektorok elrendezése IV.
Uj fejlesztések: ,oktogon” és ,trigon” detektor-elrendezés
Elényok és elvek:
* Az emisszio helyéhez legkbzelebbi detektor detektalja a leghosszabb hullamhosszu
fluoreszcenciat, amiben altalaban a legkevesebb foton van.
« Az alacsonyabb hullamhosszu fotonokat (felulateresztd) dikroikus tukrokkel verik
vissza a tobbi detektorba.

« A fény visszaverés altalaban hatékonyabb, mint az ateresztés (transzmisszio).

zold filter

1. dikroikus tiikor C

(<]

=
-]
[

T
(=]

kék filter 2. dikroikus tukor

vOros filter

Trigon and octagon detector arrays
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Fényszords szigndlok
A fényszéras jelek intenzitasa (FSC és SSC) fugg
* a sejtek torésmutatojatdl (mennyivel kilonbozik a sejt
torésmutatoja a kornyezetétdl)
* a sejt lézer nyalabhoz viszonyitott relativ orientaciojatol
« az FSC-re és az SSC-re specifikus faktoroktol

SSC jel: a sejt belsd
granulaltsagaval aranyos

FSC jel: a sejtmérettel
aranyos

*e e e RN RN
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] Pe e Moy
e e PeEe G

A jel detektdldsa

PALT iy

A detektoron mért jel:

Ter'(.ileT magasség

szélesség
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Az adatok tarolasa

Az adatok elmentése dltaldban dn. FCS (flow cytometry standard) file-ban torténik, ahol minden
sejtrél elmentik az 6sszes mért adatot = list mode file

fejléc

A file-t FCS file-ként
azonositja, és leirja a kovetkezé
szoveges szegmens hosszdt.

szoveg

$FIL=pi04.LMD

$INST=EPICS DIVISION OF COULTER
CORPORATION

$CYT=Elite

$DATE=04-Jan-80

$BTIM=19:21:30

$SRC=1r110901

$SMNO-=1

TESTNAME=Peter FITC/pmt4 lin/log
TESTFILE=Pe000093.PRO
$BYTEORD=12

$DATATYPE-I

$NEXTDATA=0

$MODE-=L

$PIN=FS

$P15=Fs

$P1R=1024

$P1B=16

$P1E=0,0

$P2N=PMT1

$TOT=25114

1. sejt
2.sejt
3. sejt

FsC
674
898
648

adatok

SsC
334
393
417

FL1
873
799
937
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Feloldoképesség az adatok mérése soran

* A legtobb biologiai paraméter tobb (3-4) nagysagrendre terjed Ki.

« Korabban a legtobb aramlasi citométernek 10 bites feloldoképessége volt
(mert a nagyobb feloldoképesseégl detektorok tul dragak voltak), azaz a
fluoreszcencia intenzitasokat 10 bites feloldoképességgel mérték
(210=1024).

» A fluoreszcencia intenzitas 3 nagysagrendjének mérése nem elégseges,
ezert logaritmikus erdsitdket hasznaltak, amik a skala felsé részét
0sszenyomijak.

0 L]
o - 0 __ ., fluoreszcencia

03 104 intenzitas

1—/—— ~ 256 ~ 768

b LOG(fluoreszcencia intenzitas)

1023 1023 1023 e . feoldoképesség
0——=0 2——=512 4——=1023  3ltalanos képlet: | =
4 4 4 P 9(1) dekadok

logfl

« A modern detektorok 16-bites (216=65536) vagy hasonlé feloldoképességgel
merik a fluoreszcenciat — nincs szukség logaritmikus erdsit6kre.
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5000 4

4500

Frequency

Frequency

»~

S

=
L

b
=3
=

Az adatok megjelenitése I.

Egydimenzidos (egy paraméteres) dbrdzolasi mod: hisztogram

177

133

Count

SL

89-

44-:

ugyanazon adatok

\

logaritmikus skadldn

400

3004

N
g

g

0

200

|

40 600
Linear Scale

SL

J

Frequency

Frequency

T
]

200

T T
400 600

L Transformed

T
800

Count

C
“: ?\ TL AH

100~

linedris skdlan

75
50

25

Al o

e et i
1 501 1001 1500
FL4-H

-200 [} 200 460 660 800 1 0’00
Linear Scale

L Transformed

Binning artefaktum: dgy
t(nik, hogy az alacsony
intenzitdsd populdcio
elnydlik balra, és az elsé
csatorndban sok sejt
halmozédik fel.

200

A logaritmikus skdla elénye:

- 6sszenyomja a skdldt a
magas értékeknél

- sok biolégiai paraméter log-
normdlis eloszldast mutat,
ez log skdlan
haranggorbének latszik.

Hatranya:

* nulla és negativ szamokat
nem tud dbrdzolni

* Un. binning artefaktum

19/46



Linedris

Logaritmikus (log)

Hyperlog

Rel. freq. of cells Rel. freq. of cells

Rel. freq. of cells

0.020

0.015

0.010 4

0.005 |1

0.000

0.020

0.015 -

0.010 ~

0.005 -

0.000

0.020

0.015 -

0.010 ~

0.005 -

0.000

V 200 400 600 800 1000
1 Fluorescence intensity
1 10 100 1000
Fluorescence intensity
d
—=10, »=0.1
r
0 7 19 45 119 340 1029

Fluorescence intensity

Skala tipusok

0.10

0.08 -

0.06

0.04 -

0.02

0.00 w w w w w w
40 -20 O 20 40 60 80 100

Fluorescence intensity

0.10

2

0.08

0.02 1

0.00

0.1 1 10 100
Fluorescence intensity

0.10

0.08 1 4 _10, p=01
r

0.06 -
0.04 -

0.02

0.00 T T
-40 -4 13
Fluorescence intensity

100

1. Az alacsony intenzitdsd
populdcié nem vehetd ki
jol linedris skdldn, csak
log skadldn, DE

2. a log skdldn binning
artefaktum figyelhetd
meg.

Megoldads:

egy olyan skdla, amely linedris
alacsony intenzitdsokndl és
logaritmikus magas
intenzitasokndl: hyperlog (HL)
skdla (Cytometry, 64A, 34)

Smooth nsition

Linear

Log

-0

LAARE R AR RARLERELE] T

0 102

ixHL d
LIN =10 " +b=x,,

r

L LR AL |

T T 1117
10° 104

-1 ifx,, >0

HL —

_ixHL .
LIN =-10 - +bixHL +1, ifx,;, <0

r

Keressiik x,, , hogy az egyenlet

helyes legyen.

1-2. A HL skdldn mindkét populdcio jél latszik, és nincs binning artefaktum.
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Kétdimenziés (két paraméteres) dbrdzoldsi médok: AZ adatok megjeleni’rése IT.

1 dof'plot a“ke'r .'.rengelyen egy-egy mert 2. density plot: az dbran minden pont szine a
parameétert tiintetiink fel, az dbrdan minden pont egy . PPV .

. e oo . . . sejtek szamat jelenti
sejtnek felel meg. Hatrdny: sok sejt esetén a _

4
pontok dsszefolynak. 1074
10*7 -

FL4-H

FL4-H

10"

FL1-H

20 oot 4. 3D (surface, felszin) dbra: a sejtek
3. contour plot: az azonos sejtszamui pontokat szdmat a z tengelyen dbrdzoljék (ritkdn
vonalakkal kétik Gssze

@ _ alkalmazott)
] 18+

10°

1 T

10 @

FL4-H




FL4-H

Régiok, kvadransok, markerek:

szubpopuldciok megjelélésére szolgalo eszkozok

Régid: egy a felhasznald altal
definialt tertlet, amely a sejtek
egy bizonyos részét kijeldli.

Tobb régiot definialhatunk
ugyanazon abran is.

A régidknak kulonféle alakjuk
lehet (téglalap (DP), sokszog
(DP) és ovalis (SP)).

FL4-H

{ 0.77% 3.88%
Sifgle /| -Doublé
- ... positive

A _ positive

Single
positive
46.92%

T T T

Kvadrans: egymasra
meréleges vonalakkal 4 terulet
kijelolése a 2D abran, amely
mindkét tengelyen azonositja a
pozitiv és negativ sejteket.

3 104

10°
FL4-H

10

Marker: sejtek kivalasztasa
egy hisztogramon
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Mit lehet a régiokkal, kvadransokkal

és a

markerekkel csinalni?

E 0
1077% 3.88%
10°]
- T
< < 2
| E
10"
46.92%
”"4 10° o ST 0 5 4
10 10° 10 10? 10° 10* 10 10 10 10 10
FL1-H FL4-H
Gate X Geometric Y Geometric % of All Gate X Geometric Y Geometric % of All Marker % of all | Geometric cv
Mean Mean Cells Mean Mean Cells cells Mean
None 48.09 21.7 100.0 UL 13.55 286.44 0.77 None 100.0 21.7 677.57
SP 171.29 19.51 42.91 UR 108.74 317.44 3.88 M1 4.49 240.38 54.55
DP 61.56 253.34 2.62 LL 14.45 18.95 48.43
DN 16.86 21.08 45.19 LR 158.77 19.17 46.92

» az azonositott szubpopulacidkat szeparaltan lehet
analizalni

« a statisztikakat vagy a teljes populaciora vagy csak a

régidra/kvadransokra/markerre szamitjuk ki

23/46



FL4-H

FL4-H

1024

7684 ._:”

256

0 256 512 768
FSC-H

1024

1 10‘2 3
FL1-H

10 10

Csak a -
kikapuzott sejtek
jelenn neg.

w

10"

Kapuzas (gating)

1024

768

512

SSC-H

256

102:

A piros (limfocita)
kapuban lev6
sejtek FL4
eloszlasa

minden sejt ]
FL4 eloszlasa

Kapunak nevezzuk az egy vagy tobb
regio/kvadrans/marker logikai operatorok (AND,
OR, NOT) segitségével definialt kombinaciojat.

Az adattomeg egy halmazat definialja, amelyet
szeparaltan kell feltintetni vagy analizalni.

T+ statisztikak kiszamolasara és a kivalasztott

sejtek karakterizalasara hasznaljak
* meg lehet szabadulni a nem kivant

adatoktdl (pl. sejttormelék) 24/46



0.05

Statisztikak

0.04-

0.03

0.02

0.01

Az eloszlds egy magas

0.05

100

<

dtlag=104
medidn=99

médusz=105

|
150

\
200

250

intenzitdsu szubpopuldcio dltal szennyezett:

0.04

0.03-

0.02

0.01

100

D

dtlag=142
medidn=104

modusz=105

150

200

250

A centrdlis tendencia jellemzése: -
Atlag: z
2%
atlag = =—
. n
Median:
A kozepso erték, amely ket
egyenld részre osztja az

eloszlast (a vonal a kék és a
narancssdarga teriiletek kozott)

Modusz:

a legnagyobb gyakorisaggal
eléfordulo érték

Az dtlag jelentés mértékben
mddosul a szennyezd populdcié
hatdsdra, mig a medidn a
centrdlis tendencia sokkal
robosztusabb jellemzdje.

—— A diszperzié jellemzése:
SD: az értékek szordsa az datlag
kordil

Varidcios koefficiens (CV):
SD
dtlag
az eloszlds relativ szélességet
jellemzi

ClV = 100
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Aramldsi citométerek

Becton Dickinson FACScan

Becton Dickinson FacsArray
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543 nm-es gerjesztés

488 nm-es gerjesztés Aé Kompenzacio I.
100 %I —— A488, exc.
= 223,(85 z)r(nc. Ha egyszerre két fluoreszcens festéket
2 80 - ABAG. om (Alexa488, Alexab46) vizsgdlunk, a legtsbb
_*GE‘J ’ esetben a mért fluoreszcencia intenzitds
% 60 =06 560 mindkét festék hozzdjaruldsdt tartalmazza.
P
% 40 - g A488channel =1 ;465 + 1 1546 XS 4546, 4ass
o
= A488channel - mért fl. int. az A488 csatorndban

20 -
T,485. Lasag -~ az A488 és AB46 festékek ,tiszta”
0 : ] . . - : fluoreszcencia intenzitdsa

400 450 500 550 600 650 700

S 54654488 ~ Spektroszkopiai dllandd, ami
wavelength (nm) meghatdrozza, hogy az A546 festék mennyire
vilagit at az A488 csatorndba

Hasonlé egyenlet irhato fel az A546 csatorndra is:

A546channel =1 ;545 + 1 1455 %S 1485_5 4546 3000

2500

Az S faktorokat egyszeresen (pl. csak A488) jelolt mintdkkal
hatdrozzuk meg, melyek a kompenzdcié utdn vagy vizszintesen
vagy fliggdlegesen helyezkednek el az dbrdn.

20001 nem kompenzdlt

1500 $
1000 ) ‘Wk

A546 channel

500 | gt

0 2000 4000 6000 8000 10000
A488 channel
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Kompenzacio IT.

Kompenzdcié sordn tiszta, atvildgitdstol mentes intenzitdsokat szdmitunk ki.
Egyszerii eset: egyirdnyu datvildgitds, tehdt pl. Sass¢ 445520, Sasss sa546=0

A488channel =1 ;455 + I 1546 %S 4546_, 448

AS46channel = I g 1 408 = A488channel — A546channel X S 4, (a08

Bonyolultabb eset: kétiranyd atvildgitds, tehdt pl. Sasas . a288%20, sasssa546 2 O

A488channel =1 ugy+ 1 13 XS 1sr6 108 Kétismeretlenes egyenletrendszert kell megoldani.

A488channel — A546channel x S

A546— 4488

AS546channel =1 545+ 1 46 %S 4agss 4506 {55 = 1-5s S
A546—> 4488 A488— 4546

A546channel — A488channel X S 55 , 1546

1505 =

1-S s5465 4488 %S 1488 546

YFP-A

A logaritmikus skdla gyakran félrevezetd
képet mutat a kompenzdciérdl:

HyperLog

dgy tlnik, mintha alulkompenzadlt lenne.

Log

YFP-A
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A spektrdlis dtfedés miatt
a szelektiven egyszerre
detektdlhaté fluoroférok
szdma limitalt.

Tomeg citometria (mass cytometry)

: ! : 1
Time-of-flight 2 /~ .-( . .
‘)}k‘}k \K >\~ A o * Az antitesteket stabil
—_— ——— % 4 gl Y Sy A, A < /7 . e
A Antibodies A 3 T *x fémizotopokkal
labeled with 1 1
elemental isotopes G" & Y (leggyakr‘ab ban

lantaniddkkal) meg lehet

Nebulizer

e
" — _ . Ao ) £ * jela'ni.
== D ——— ] = s o ¥
- = = — R 1
\ — ) " 3 * A sejteket ICP-ben
Quad I . I, . .
R ionizdljdk (ICP=inductively
— Ro— coupled plasma), melyet
Integrate-per-cell Cell 4 l l ': TOF-MS (Tlme—of—fllgh'l'
l L Element <"1
e cell 1 2,2,9,%212% 5 mass specTromeTry)
A Reporter atomic ions Cell 2 . ] l]l —_ el 1,8,6,5...4 _)..gg GnG”ZiS kOV@T
l cell 3 9,9,4,5...7 15 ) . , o,
Light (<100 Da) | : EA * Minden izotép mennyisége
1% Overly abundant ions Cell 3 ST  — . . s .
N 01yl FCS file cementz Sejtenként kvantitdlhatd.
Mass

« Az adatokat az dramldsi
citométerben megszokott
modon prezentdljdk és
analizadljdk.

« Bendadll, S. C., G. P. Nolan, M. Roederer, and P. K. Chattopadhyay. 2012. A deep profiler's guide to cytometry. Trends
Immunol 33:323-332.

« Bandurg, D.R., V. I. Baranov, O. I. Ornatsky, A. Antonov, R. Kinach, X. Lou, S. Pavlov, S. Vorobiev, J. E. Dick, and S. D.
Tanner. 2009. Mass cytometry: technique for real time single cell multitarget immunoassay based on inductively coupled

plasma time-of-flight mass spectrometry. Anal Chem 81:6813-6822.
« www.dvssciences.com/ 29/46




Quantum dot-ok (qdot, QD) optikai tulajdonsdgai

A kompenzdcié elkeriilhetd, ha olyan fluoreszcens festékeket haszndlunk, melyeknek keskeny az

emissziés spektrumuk, ezért csak egy fluoreszcens detektor detektdlja Gket. Ilyenek pl. a quantum
dot-ok.

exciton
vezetési
sav A » X .
Széles gerjesztési

lyuk elektron
spektrum

Keskeny emisszids
csucs

f — Nagy fotostabilitds
oton :
|
vegyerték Bo_hr (n nes .
, radius photobleaching)
sav
5.6 nm
(CdSe)

A széles gerjesztési spektrum miatt egy, pl. 488 nm-es |ézerrel t6bb
quantum dot gerjeszthet6, és a keskeny emissziés spektrumok miatt a

fluoreszcencia dtfedés nélkil mérhetd.
5,000,000

4,500000{ \ 6:’7
4,000,000 - I

1. Qdot® 525 conjugate

3,500,000 - 2. Qdot® 565 conjugate
3,000,000 - 3. Qdot® 585 conjugate
2,500,000 A 4. Qdot® 605 conjugate
2,000,000 A 5. Qdot® 655 conjugate
1,500,000 - 6. Qdot® 705 conjugate
1,000,000 -

7. Qdot® 800 conjugate
500,000 -

0 - : e W
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

3 nm 55 m Wavelength (nm)

Extinction coefficient (M'cm™)




A Ay Ay
> > >

/’

sejtszam

Immunfenotipizdlds dramldsi citometriaval
szuszpenzids ill. konnyen szuszpenddlhato sejtek vizsgdlatdra alkalmas

sejtfelszini antigéneket (ill. fixdlt és permeabilizdlt sejtek intracelluldris antigénjeit)
monoklondlis antitesttel megjelsljiik. Klinikai alkalmazdsokban dltaldban elsédlegesen jelslt
antitesteket haszndlnak.

A

\]

O

+

N

§ B - double negative
:‘z A - single positive

S .. . C - double positive

B A C > o..o:.: . o.. o.o A
..: B o0 :. [
Felhaszndlds:
z6ld intenzitds z6ld intenzitds - leukémidk diagndzisa

AIDS diagnosztika (CD4*
limfocita szam)
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CD4* limoficitdk szdmanak meghatdrozdsa AIDS betegekben Afrikdban
Probléma: (www.cytometryforlife.org)

*az Uj HIV fert6zések 65%-a fejl6dd orszdgokban (pl. Afrika) torténik
* az AIDS progresszidgjat a CD4* limfocitdk szdmdnak meghatdrozdsdval lehet nyomon kévetni
* a CD4* limfocita szdmot dltaldban dramldsi citométerrel hatdrozzdk meg a fejlett orszdgokban

* az dramldsi citométerek tul drdgdk a fejlédé orszdagok szdmdra

Megoldas:
- olyan specializdlt miiszer kifejlesztése, ami egyszerd, olcsd, karbantartdst nem igényel

* az ilyen miszerek praktikusan csak a CD4* limfocita szdmot tudjak meghatdrozni, de azt olcsén
CD3/CD4 Dot Plot

Pl.: Guava EasyCD4 (www.guavatechnologies.com) l

10e3

* mikrokapilldris alapd dramldsi citométer

- bedllitdst nem igényel, nehéz koriilmények kozott is haszndlhaté

D3-PEICYS (FM2)
A m’l g

Oel ~ d - -
o 9 9 Run on the Guava EasyCD4® System 10e0 10e1 o d_"p'-éel,:‘m‘ ‘. 10e3  10ed

Add 10 pL Add 10 pL Add 180 pL
Guava® Anti-CD3/CD4 patient whole Guava® Lysing
Ab Cocktail blood Solution

1 = =
— —) —
Incubate | Vortex
I 15 min Incubate
| —— | —>
| |

| | RT.dark | | 15min
\ L RT, dark

CD3(+) Acquisition




Sejtciklus és DNS tartalom analizis

1. a sejteket fixdljuk és permeabilizdljuk, hogy a DNS
— festék hozzdférjen a DNS-hez

2. a DNS festék (pl. propidium jodid) eljut a sejtmagba, és ott
sztochiometrikusan kotédik a DNS-hez

sejtmag

3. a mért fluoreszcencia intenzitds ardnyos a sejt DNS
tartalmdval

Alkalmazasi teriilet:

+ daganatos sejtek

+ a hormdlisndl magasabb DNS tartalommal rendelkeznek
* magasabb S és 62/M ardnnyal rendelkeznek
- apoptotikus sejtek sub-G1 DNS tartalommal rendelkeznek

PI02.LMD/live/F5, PMT4 subset/Cell Cycle - FlowJo

PI04.LMD/live/FS, PMT4 subset/Cell Cycle - Flow.Jo
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FRET

akceptor

donor

gerjesztett
dllapot

alapallapot

A gerjesztést kovetéen a molekula visszajut az elsé gerjesztett szint legalsé (Un. vibrdciés)
alszintjére. Minden tovdbbi folyamat ebbdl a helyzetbdl indul.

FRET esetében a donor molekula kozelében taldlhaté egy akceptor molekula, amely
sugdrzdsnélkiili energiadtaddssal dtveszi a donor energidjat.

a FRET abban nyilvdnul meg, hogy a donor gerjesztését kovetden az akceptor emittdlja a fotont

A FRET hatdsfok (E) meredeken fiigg a

A FRET sebességi dllandéjat a
donor-akceptor tdavolsagtél (R):

kovetkezd egyenlet irja le:
‘ 6
k — konst - Jn—4k K‘2 RO R, - az a tavolsdg, ahol E=50%
FRET f E =————= F£-a FRET-fel relaxdléds
RO + R gerjesztett donorok ardnya
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A FRET meérése aramlasi citometriaval I.

Szenzitizdlt emisszid: az akceptor gerjesztése
a donoron keresztiil (az akceptor fluoreszkal a
donor gerjesztését kovetden, F, - akceptor
fluoreszcencia intenzitds donor jelenlétében;

. F, - akceptor fluoreszcencia intenzitds donor
nélkdil)
E = Fp _1 € 4€4
o o o e
. A donor akceptor
Probléma: emissziés emisszids
* nem lehet specifikusan a donort gerjeszteni donor

., gerjesztési
* nem lehet csak az akceptor fluoreszcencidjat

detektdlni akceptor emissziés
l sz(rd
Az egyes csatorndk kozotti dtvildgitdsra i
korrigdlni kell. 4

/ >
donor gerjesztési . hu!llamhossz
hulldmhossz donor emisszio az

direkt akceptor akceptor csatorndban

erjeszté
gerjesztes 35/46



A FRET mérése aramlasi citometriaval II.

54

donor csatorna

‘Ii(/%éxrl)"%énul))::a{[)(j'__‘lz) + JTA:;4 + lrEyEZCX

2

1, (ﬂex’D ) iem,A)ZID (1-E)S,+1,S,+ I, Ea  FRET csatorna

[S(Zex,A,/lem’A):]D 1-E)S,+ I,+ [DEO[% akceptor csatorna

1

donor jel akceptor jel FRET jel

Slzlz,o ngls_,l) 52:[2,,4 S4:]1_,A 0[:12 EDLD
Il,D ]l,D IS,A ]S,A [1 EALA
) :Azl [1(S1_S2S3)+12(S3S4_1)+]3(S2_S1S4)
1-E a| 1,(5,8,1S,-D)+1,(S,/S,-5,5,18S,)

36/46



A FRET mérése aramlasi citometriaval III.

A sejtek fluoreszcens jelzése

'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'0‘i
‘.‘.‘0‘.‘.‘.‘.‘ ‘0‘.‘.‘1 0

l‘. O

emisszié

- Akceptor (pl. YFP)

GFP-vel és spektralis
antitesttel vagy Fab-vel varidnsaival jelolt fiuzids
fehérjékkel
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A FRET alkalmazasa intracellularis enzimaktivitas és ionkoncentracio

Protedz szenzorok:

FRET

TN

o gl v )

7

pl. kaszpdz
szenzitiv
ﬂ linker
cFp |
i
nincs FRET

mérésére

Kalcium szenzorok:

OCFPp Q,WO\/FP)

- Ca?*

O CFP

) vee |

+4 Ca®

Nature, 388, 882.
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FRET-en alapuldé szortirozds
Cytometry, 67A, 86.

Gomba sejteket YFP-CDK2-vel és CFP-
Kipl-gyel transzfektdlunk.

Nem szortirozott gombasejtek
populdcidja, melyben FRET-et mutato és
nem mutaté sejtek keverednek egymadssal.

A sejteket az A és B részben feltiintetett
kapuknak megfeleléen szortiroztuk, és a
szortirozdst ellendriztiik. Olyan sejteket
valasztottunk ki, ahol

* volt donor és akceptor
* nagy volt a FRET csatorndban az intenzitds

A szortirozott sejtekben csak FRET-et
mutato sejtek voltak.

CFP-Kip1

CFP-Kip1

1000 -Unsorted 1000 Unsorted B
800 B 800
600 = 600
x
400 L 400
200 200 4
0 . 0o P
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
YFP-Cdk2 CFP-Kip1
1000 Sorted . . : c 1000 f5orted D
800 ' ' 800
600 = 600
x
400 L 400
200 200
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
YFP-Cdk2 CFP-Kip1
»
T 0.08 E
“s Sorted
3 0. Unsorted
S 0.06 nsorte /
g \
g 0.04
(0]
2 0.02
®
[0)
& 0.00 ‘ : ‘
0 20 40 60
FRET (%)
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Tonkoncentraciok, membranpotencidl és intracelluldris enzimaktivitas mérése

1. Az indikator hidroféb, acetoxi-

metilészter (AM) formdja atjut a
indikator

MDR1 pumpa sejtmembrdnon.
2. Intracelluldrisan aspecifikus észterdzok
aspecifikus
észterdz
indikdtor-AM

hidrolizadl jak.

3. A felszabadulé, hidrofil indikdtor nem
képes az el6 sejtek membrdnjan datjutni,
ezért intracelluldrisan felhalmozdédik.

4. Az indikdtorok egy részének
fluoreszcencidja a kornyezet
ionkoncentradcidjatol fiigg.

Indikdtor neve Mért paraméter
indikdtor-AM BCECF pH

FURA-2, INDO-1, Fluo-3 | Ca?*

5. multidrog rezisztencia mérése: az MDR

pumpdk kipumpdljdk a sejtekbdl az indikdtort | SBFI Na
‘és/‘va,gy annak AM for.'mc'x.jd"r. A calcein olyan PRFT K-
indikator, amely nem indikdl semmit, tehat
csak a felhalmozéddsdt mérjiik, ill. annak fluoreszcein-diacetdt életképesség, mivel a festék
hidnydt MDR-t mutaté sejtekben. (FDA) nem (nagyon) érzekeny
semmire, csak a
6. A negativ taltésii oxonol a felhalmozéddsdat mérjik eld

membrdnpotencidlnak (Nernst egyenlet) sejteken beldl

megfeleléen oszlik meg a membrdn két

oldaldn. Depolarizdcié esetén né a sejtben
levé oxonol mennyisége, igy né a sejtek oxonol membrdnpotencidl
fluoreszcencia intenzitdsa.

calcein multidrog rezisztencia
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intenzitds 2

bead 1
citokin A

bead 1
citokin A

bead 1
citokin A

Multiplex bead analizis

bead 3
citokin C

bead 3
citokin C

bead 3
citokin C

Minden bead

populdciot
kilon-kilon
analizdlunk.

intenzitds 1

[
»

sejtszdm

Kilonb6zd szinl bead-ek,
melyekhez kiilonbozd citokinekre
specifikus antitest van kotve.

A beadek keverékéhez egy sejt
lizdtumdt adjdk. A beadekhez a
lizatumban levé mennyiséggel ardnyos
mennyiségl citokin kotdédik.

A mintdhoz a bead-ek szinétdl eltérd
szinl fluoreszcens festékkel jeldlt,
citokin ellenes detektdld antitesteket
adnak, amelyek kotédnek a bead-hez
mar kikotett citokinhez.

A bead-eket egyszerre lehet
az dramldsi citométeren

sesz ) futtatni.
Elény: egy sejten beliil
egyszerre sok citokin (vagy
mds fehérje) szintje
antitest fluoreszcencia int. >~ mérheté.
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kontroll

stimulus 1

stimulus 2

stimulus 3

FCB: fluorescent cell barcoding (fluoreszcens sejt vonalkodolds)

z6ld intenzitds

Nat. Methods, 3, 361

kevés kék, kevés zold
LT \\\ (A)

_____

sok kék, kevés zold

(B)

keves kék, sok zsld

©)

A sejteket osszekever|iik, és
megjeldljik egy eltéré szinnel
Tl gl megjelolt antitesttel.

A sejteket fixdljuk, permeabilizdljuk, és
megjeldljiik kiilonbozé szind és
koncentrdcidju festékekkel.

4 . Elény:
Minden

populdciét c B D A C - alacsonyabb antitest

kiilon-kiilon 'S felhaszndlas

analizdlunk. oy _
> 3 - egyszerre sok minta

vizsgdlhaté
> antitest fluoreszcencia int. g 42/46
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In vivo aramlasi citometria

Daganatsejtek kovethetdk
nyomon nyirokerekben /n vivo.
Cancer Res 67:8223 (2007)

Invivo imaging

— Single turnour
cells migrating
along ECM

Fluoreszcensen jelzett sejtek vizsgdlhatok €16 dllatban, és az dramldsi
citometridhoz hasonlé dbrdk készitheték.
Cancer Res 64:5044 (2004), Nat. Rev. Canc. 3: 921 (2003)




Atmenet a mikroszkopia és az dramlasi citometria kozott

Aramlasi citometria: Mikroszkopia:

* sok szuszpenziés sejt analizise gyorsan, - kevés kitapadt sejt analizise jelentés felhaszndléi
automatikusan munka drdn

. szubceAlluldris felbontéképesség nélkil - szubcelluldris informacié ~

Képalkoté dramlasi citometria: Lézer scanning citométer (LSC):

- dramlé sejtekrdl képeket készit - tdrgylemezen levd sejteket vizsgdl

- a sejtek fluoreszcencia intenzitdsdt az dramldsi - az egész tdrgylemezt (tehdt nemcsak egy
citométerhez hasonléan megméri, dramldsi mikroszkdp ldtéteret) beszkennel alacsony NA-jd
citométerhez hasonlé hisztogram és dot plot objektivvel

formdjdban megjeleniti

- az egy és kétdimenzids hisztogramon
kivdlasztott sejtek képeit vissza lehet keresni

- a sejteken kolokalizdciés és morfoldgiai analizist
is lehet végezni

* a sejteket automatikusan azonositja

* a sejteken morfoldgiai és kolokalizdcids
vizsgdlatokat is lehet végezni

* a sejtek fluoreszcencia intenzitds adatait az
dramldsi citométeren megszokott egy- és
kétdimenzids hisztogram formdjdban is meg lehet
jeleniteni

=
m
-
o
=~ &
=
=
- |
]
=
-
|

sok sejt mérése au‘roma‘rikusa\{ szubcelluldris felbontdéképességgel 14/26



Képalkoté aramlasi citometria (imaging flow cytometry)

1. A sejtek az dramldsi citometridban 3. A sejtek képeit a késziilék elmenti...
megszokotthoz hasonlé dramldsi celldban
dramlanak.

2. Az dramldsi celldban a sejteknek
nemcsak az osszes (vagy maximdlis)
fluoreszcencia intenzitdsdt mérjik meg,
hanem réluk kép is késziil.

4. .. és a sejtek fluoreszcencia adatait az dramldsi
citométerhez hasonléan elemezhet jiik.
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Laser scanning cytometry (LSC)

1. A mikroszkop tdrgylemezt a lézersugdr

végigpdsztdzza.

L= R R A bl e ke e e | e B |

T T
1} Green MaxPiosl 16384
510 Denzry

B
e}

2. Magfestés alapjdn a sejtmagokat a szoftver
azonositja, és a magot, ill. a koriilotte levd
citoplazmat kériilrajzolja (szegmentdlds).

Threshold Contour
Integration Contour
==Background Contours

—=Peripheral Conlours

3. A sejtek fluoreszcencia intenzitds
értékeit a gép kiszdmolja, és az
daramldsi citométeren megszokotthoz
hasonléan elemzi.
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