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Citometria: estadistica sobre moltes ceél-lules...

CCiTs

Tecniques citomeétriques

* microscopia

* citometria \@



Belad  CNIVIRSITAT DI RARCILONA

(9erad Cofa » BiAgo RN

{
t
|

rd
b
B Citometria de flux: g
®
Analisi i separacio a ? et
alta velocitat S /'
@
e . : : T — Lo
Multiples lasers i detectors: ﬁ —"
analisi multiparametrica e
@
L

”~
~

Belad  CNIVIRSITAT DI RARCILONA

B Citometria: evolucio

CCiTs?
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B Citometria: automatitzacio

“High throughput screening”

CCiTs
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B Citometria: purificacié cel-lular

» separacio a alta velocitat (70.000 cel/s)
« fins a 6 poblacions simultanies

* puresa >99%
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SEPARACIO ("Sorting")
Quan necessitem cél-lules “pures”?

« Purificaci6 ADN/ARN === GENOMICA

« Obtencio de proteina === PROTEOMICA
* Clonatge

» Cél‘lules mare

« Cancer (MMR — malatia minima residual)

La separacio cel-lular per citometria és una técnica basica per a
obtenir cél-lules amb caracteristiques homogeénies.
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I Citometria: sistemes basats en imatge

EEHVAVIIOSIS

cel-lules fixades en una superficie:
LSC, Icyte (Compucyte),

Pathway (BD), Deleiliar ozl
In Cell Analyzer 6000 (GE) 2

En flux: Imagestream,
Flowsight (Amnis)
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B Funcionamient d‘un
citometre de flux

CCiTs
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E «Sistema hidraulic
*Lasers/ optiques

CCiTs?
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B -Sistema hidraulic
-Lasers/ optiques
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B -Sistema hidraulic
-Lasers/ optiques

CCiTs
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filtres optics: passos de banda @

575/25 BP
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espectre de emissi6 de la PE

CCiTs
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filtres optics d’interferéncia i dicroics
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B Presentacio de resultats en
citometria
//
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CCiTs
B Processament del senyal
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Bemed cavmsirar o narersona.

Il Representacié de dades: histogrames

Bemed cuvisirar o narcrcona | ——————

B histogrames: estadistics associats
* de quantitat: percentage, nombre absolut
* de posicié: mitjana, mediana, moda
* de dispersioé: SD, CV, hpCV
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Bl citometria: mesures quantitatives relatives
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: Vot = 300V

y En citometria les mostres a

4] comparar han de ser analitzades
Voyr = 400V

T o P usant les mateixes condicions !
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1 Voyur = 500V
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1 Voyr = 600V
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Beded cavmstrar o naencosa | ——————

B Informacio de I'histograma:
distribucions multi o monomodals

control i\ 1 pos.50%

counts

Fluorescence intensity Fluorescence intensity Fluorescence intensity

*poblacions heterogénies: percentatge
*poblaciones homogeénies: estadistics de posicié (mitjana / mediana)
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PMT 2

PMT 1
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B Histogrames
biparameétrics:
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marcadors poblacions combinacions representacio
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Bl Gating: estratégies de seleccié
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parametres mesurats en citometria:

* llum dispersada (“scatter”) B
WS
AR

 fluorescéncia

ceats
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Parametres de refringéncia

Dispersio frontal:
forward scatter
FS/FSC

= El valor del FSC depén de la mida i de I'index de
refraccio de la cél-lula

Dispersio lateral:
side scatter
SS/SSC

= El senyal de SSC és una mesura del grau d’estructura i
de la granularitat cel-lular

SLZANL
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B Parametres de refringéncia: informacio

o

M te il

*Seleccio de poblacions especifiques

* Distincio de:
* cél-lules mortes, restes cel-lulars
 agregats

Lartres Deemmua | ocemges
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B Fluoresceéncia

Stokes shift
2

Heat .§
-\ g Excitation Emission
QR £
T
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== B VWAV
. -
Energy levels - - - -

Fluorocroms:

* espectre d’excitacié/emissio
* especificitat de marcatge

» eficiéncia quantica




Bemed cavmsirar o narersona.

Bl Software de suport: fluorescence spectraviewer
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http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Research-Tools/Fluorescence-SpectraViewer.html
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E Fluorescéncia: controls negatius
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Bl combinacié de marcatges fluorescents: compensacio

mostra amb marcatge simple (FITC)

13 83
filter filtes

Emission
Alaxa Fiuor 480 B ¢

480 520 560 640 €40 64C 70

Wavelangth of Bght (nm)] @life technologies

http://probes.invitrogen.com/resources/education/tutorials/
http://lwww.bdbiosciences.com/documents/An_Intro_to Compensatlon for_Multi assays pdf
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B Aplicacions de la citometria

 Immunofluoresceéncia

* Proliferacio cel-lular i mesures d’ADN

* Funcionalitat cel-lular
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B Aplicacions cliniques en hematologia i immunologia:
fenotipat de leucémies | limfomes

CD34
Stem cell
1
:
1
CD45 ?I% CD45 CD45
CD15 CD14 CD3 CD19
Granulocyte Monocyte  T-lymphocyte B-lymphocyte Thrombocyte
CD45 CD45
CD4 CcD8
CD3 CD3
Helper Cytotoxic
T-lymphocyte T-lymphocyte
CD45
CD25
;'4’
CD3
Activated

T-lymphocyte

Bead  UNIVIRSITAT DI HARCRLONA
»

Creixement cel-lular:
proliferacio - mortalitat
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Mesures de proliferacio:
* cicle cel-lular
* incorporacio de BrdU
* recompte de mitosis

* “cell tracers”: CFSE

Mesures de mortalitat i vitalitat:
* permeabilitat de membrana
* apoptosi

 activitat enzimatica
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Activacio limfocitaria | proliferacié amb “cell tracers”
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B cicle cel-lular
1249
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Replicative cells
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]
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s : . . fluorescéncia (ADN)
L analisi de cicle per citometria
proporciona informacio puntual

del contingut d’ADN

CCiTs
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B Analisi de cicle cel-lular
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B Funcionalitat cel-lular:

* viabilitat y vitalitat
* expressid génica
* cinétiques enzimatiques

- segons missatgers
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Bl mesures de viabilitat: permeabilitat de membrana

HN NH, cel. mortes
NS oty
(CH2)y N~ CHs
CHs

Propidum iodice restes cel-lulars

ceél. no
permeabilizades

Booee | Coud] Niwtl Pewr |
Toed e 100 =200, 519
LY e s v fa S B 1
T —

LA 1= (LB €08 0™




—
————

UNIVERSITAT D8 BARCTLONA

B mesures de viabilitat: substractes d esterases
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green fluorescence
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Hydrodynamic guiding for addressing subsets of immo-
bilized cells and molecules in microfluidic systems.
Thomas Brevig et al., BMC Biotechnology 2003, 3:10
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B Apoptosi: translocacié de membrana
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B apoptosi i cicle cel-lular
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Bl deteccio d antigens solubles i analisi multiplex
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Expressié génica: proteines fluorescents
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Fluorescence protein spectra. G Patterson et al. Journal of cell science, 114, 5. 2001

expressio de proteines fluorescents i
correlacié amb el cicle cel-lular

12

GFP

GFP- RFP- GFP+ RFP- GFP- RFP+ GFP+ RFP+



Citometria de flux:

» Alta velocitat d analisi
 Informacié de multiples marcatges
 Automatizacio

* Purificacio (“sorting”)
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