CITOMETRIA

DE FLUX



I CE ESTE CITOMETRIA

DE FLUX?
I o Metoda de masurare a caracteristicilor fizice
si/sau biochimice ale partlculelor (celule,
I nuclel, organite celulare) S
. Flow ~ celule Tnh miscare .

. Cyto ~ celula :
» Metry ~ masura .

- Masurarea  proprietatilor  celulelor — ntr-un

sistem fluid g




I . Citometria de flux este o0 metoda moderna,

complexa si performanta de analiza celulara,
ce asigura obfinerea unor masuratori rapide
cu rezolutii superioare metodelor clasice
separate pentru fiecare celula:

- Marimea

- Granularitatea

- Cantitatea de ADN
- Antigene de suprafata

» Astfel se pot efectua analize
multiparametrice simultane, ale unui numar
mare de particule 400 - 3000 de

particule/secunda, ale caror caracteristici au
coeficienti mici de variatie.






- Realizand o comparatie intre citologia
clasica si citometria in flux putem observa

Localizarea antigenelor celulare  Localizarea antigenelor celulare
este posibila. NU este posibila

Subtipurile celulare sunt greu de Nr.de celule analizat in timp scurt
cuantificat. este foarte mare

Numarul de masuratori multipara Analizele multiparametrice sunt
metrice este mic. posibile.




o

ETAPE

Prepararea suspensiei de celule
Marcarea celulelor
Achizitia datelor
Stocarea datelor

Interpretarea datelor




1. Prepararea suspensiel de celule

« De ex (caracterizarea limfocitelor prin analiza
markerilor de suprafata= imunofenotipizare)

» Sangele se recolteaza pe anticoagulant.

» Sangele este o suspenise de celule care
poate fi folosita pentru analiza ca atare.

- Sunt necesare metode de Iimbogatire a
probei Tn aceste celule.

. Se recurge la simpla liza a eritrocitelor din
proba (solutie liza) sau prin separarea
mononuclearelor prin centrifugare 1n
gradient de densitate .



I 2. Marcarea celulelor

monoclonal sau combinatie de anticorpi
monoclonali (combinatii de 2, 3, 4 anticorpi
monoclonali).

I . Proba imbogatita —— contact cu anticorp

- De ex: directa cu anticorpi cuplati cu
fluorocromi: izotiocianat de fluoresceina
(FITC), phycoeritrina (PE)



2. Marcarea celulelor

« Aceasta metoda este aplicabila in cazul Tn
care fluorocromul este direct legat de
anticorpul primar adica conjugatelor PE,
FITC si Alexa Fluor®

. 1.Sangele periferic se recolteaza pe
anticoagulant (EDTA sau heparina);

» 2.Un volum de 100 pul se pipeteaza in tuburile
de testat;

. 3.5e adauga anticorpii  la  dilutiile
recomandate (specificatile tehnice ale
reactivilor respectivi) ; omogenizare Si

Incubare la temperatura camerel timp de 30
de minute ;



I 2. Marcarea celulelor

. 4.Se spala celulele cu 2 ml PBS, se
I centrifugheaza la 400 g pentru 5 minute si se
elimina supernatantul;

« 5.Se adauga 2 ml tampon de liza proaspat
preparat;, se Incubeaza 10 minute la
temperatura camerel ; se centrifugheaza la
400 g pentru 5 minute si se Indeparteaza
supernatantul;

» 6.Celulele se resuspenda in 0.2 ml de PBS

. /.Se achizitioneaza datele la citometru de
flux



I 3. Achizitia (analiza
I instrumentala)

cu ajutorul citometrului de flux.

o Se realizeaza injectia celulelor intr-un curent
unicelular intersectat intr-un punct determinat
din spatiu de fasciculul luminos.

I o Proba cu celulele marcate este achizitionata

o Dispersia luminii si émisia de fluorescenta

o Semnalele luminoase captate de dispozitive
speciale —— convertirea semnalelor optice
in semnale electronice si apoi digitalice.



I 4. Stocarea si analiza datelor achizitionate

I Stocarea:
- in fisiere

- datele achizitionate sunt afisate pe
calculatorul ecranulul

- histograme

- grafice dot- plot



5. Interpretarea si raportarea datelor

. Se face 1n contextul clinic al bolii si
examenelor paraclinice efectuate
» Citometria de flux este utilizata pentru:

o confirmarea unuil diagnhostic

o urmarirea in dinamica a unul tratament
specific

o precizarea prognosticului  si  evolutiel
afectiunii



I PRODUCEREA ANTICORPILOR
MONOCLONALI

I « Principiul de baza al citometriei de flux este
cuplarea unor epitopi prezenti pe suprafata sau 1n
Interiorul particulel de analizat cu anticorpi

I monoclonali.

« Anticorpi monoclonali-anticorpi care sunt identicli,
provin din acelasi clon plasmocitar si care au
aceeasi specificitate pentru un anumit antigen.

. Sunt folositi Tn cercetare pentru identificarea unul
anumit tip de atigen dintr-un amestec, pentru
obtinerea de vaccinuri, iar actualmente sunt utilizati

experimental Tn terapia cancerulul.



PRODUCEREA ANTICORPILOR
MONOCLONALI

o Prima incercare reusita de producere a AMC -
Milstein si Kohler, 1975 - (Nobel, 1984).

-~ Ei au reusit fuzionarea unor celule dintr-o linie
celulara de mielom de soarece, care sintetizeaza
propria lor Ig omogena, cu limfocite din splina
unui soarece imunizat cu hematii de oaie (un
imunogen foarte puternic) si au obs. ca celulele de
fuziune, pe care le-au denumit hibridoame,
sintetizeaza in cantitate mare atc. cu specificitatea
dorita (antihematii de oaie).



Practic metodologia de obtinere a AMC include
urmatoarele etape:
1. Obtinerea celulelor de mielom (tumorale).

Cel. de mielom cresc pe termen nelimitat intr-un mediu de
cultura, spre deosebire de LB mature care in vitro mor dupa
un anumit nr. de diviziuni, sau de plasmocite, care nu pot fi
crescute in cultura.

Desi exista linii de soareci la care incidenta naturala a
plasmocitoamelor este destul de ridicata, in tehnologia
hibridomului se prefera totusi inducerea lor artificiala.

In acest scop, cei mai folositi sunt soarecii BALB/c. Ei sunt
injectati i.p. cu un ulei mineral (Pristane, -2,6,10,10-
tetrametil pentadecan), pentru ca in 120-130 de zile sa se
dezvolte tumora.




ANTIGEN

2. Prep. antigenului contra caruia dorim sa producem
un AMC - este de dorit ca atg sa fie foarte bine purificat.

3. Inocularea antigenului la soareci din linii pure -
pentru a induce expansiunea LB specifice, se fac 2 sau mai
multe imunizari cu atg dorit.

Se pot folosi atg de natura variata si de dif. dimensiuni
moleculare - inoculate pe cale i.p. sau i.v., ambele cai fiind
la fel de eficiente.

4. Recoltarea splinei - de |la soarecii inoculati.



5. Recoltarea LB din splina - prin disocierea mecanica a
splinei, la un anumit interval de timp de la imunizare, care
variaza in functie de natura antigenului.

6. Fuziunea celulelor si obtinerea hibridoamelor -
prin cultivarea cel. B splenice impreuna cu cel. tumorale in
prezenta unor atg (ex. virusuri) care asigura activ. fuzionarii

https://www.youtube.com/watch?v=Gykx5FrQbvU

Jmp ‘3‘.\

Monoclonal Antibody.mp4



7. Selectarea clonei de LB care produce anticorpii de
interes - dupa ce fuziunea si cultivarea in mediu HAT s-a
realizat, urmeaza screening-ul hibridoamelor, prin analiza
specificitatii Ig-lor prelevate din supernatant (prin ELISA).
Vor fi pastrate doar acele hibridoame care produc AMC
doriti.
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OBTINEREA ANTICORPILOR MONOCLONALI
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I PRODUCEREA ANTICORPILOR

MONOCLONALI
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I FLUOROCROMI|

. Compusii fluorescenti absorb energie intr-un
spectru= spectru de absorbtie (excitatie)

- Emisia se produce Intr-un  spectru
caractersitic pentru flecare fluorocrom=
spectru de emisie

. Pentru 2 parametri — 2 AcM cuplafl cu 2

fluorocromi cu spectre de emisie diferite:

- |zotiocianat de fluoresceina ( )

- Phycoeritrina (PE)

Cel doi se folosesc frecvent pentru determinarea
antigenelor de suprafata

I « AcM sunt conjugati cu fluorocromi



IMUNOFLUORESCENTA

Numar de evenimente

10! 102 103 104

Intensitatea fluorescentei




COMPONENTELE
CITOMETRULUI DE FLUX

Un citometru de flux este compus din 3
sisteme principale:

. Sistem fluidic Light :3 Flow -".'\' | Optical
source '-|_\chambet‘,/ System
. Sistem optic o 4
_ _ computer | {m { Light |
. Sistem electronic &




I Sistemul fluidic (hidraulic)

I o Rolul sistemului fluidic este de a transporta
celulele Tn curentul lichid spre fasciculul

I laser.

o Pentru o iluminare optima curentul lichid care
transporta particulele trebuie pozitionat in
centrul razei laser. Doar o singura celula
sau particula trebuie sa se deplaseze prin
raza laser. v

aser beam
1. cell cyto-

suspension \ meter
2 )
\o: _‘/
o 4. cell culture,
analysis, etc.

flow

2. staining of

membrane,

cytoplasm,

and nucleus 3. cell sorting



Sistemul fluidic (hidraulic)

Celule aflate 1n suspensie:

- Sange

- Lichid sinovial

- LCR

- Ganglioni limfatici

- Tumori solide

Lichid de “invelis”

Curent intern unicelular — “sir indian”

Intersectare cu un fascicul de lumina



Sistemul fluidic (hidraulic)

. Proba este injectata intr-un curent al unui

fluid de invelis (sheet fluid) In camera de flux.
Designul camerel de flux face ca proba sa fie
concentrata n centrul fluidului de finvelis
pentru ca apol fasciculul laser sa
interactioneze cu particulele.

Proba reprezentata de celule pe baza
principiilor referitoare la fluxul laminar
ramane separata de fluidul de invelis. Fluidul
de iInvelis asigura migrarea celulelor si le
directioneaza spre centrul curentului .



SISTEMUL FLUIDIC
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I SISTEMUL OPTIC DE
| EXCITATIE

. Este reprezentat de sursa luminoasa si de
I elementele optice de focalizare
. Sunt utllizate mai multe tipuri de surse
luminoase:

. lampile voltaice (lampile cu mercur si
Xenon)

. laserele (emit lumina monocroma, lungime
de unda bine stabilita, coerenta,
unidirectionala, cu argon, heliu-neon, heliu-
cadmiu, diodice)



SISTEMUL OPTIC DE
EXCITATIE

» Sursa laser (Ar A=488 nm) = laserul cu argon

. In urma intersectiei particulei cu fasciculul
luminos > dispersie si stimularea
fluorocromilor

» Dispersia luminii:

- lumina nu este dispersata In mod egal 1n
toate directile 1ar Intensitatea luminii
dispersate depinde de unghiul de dispersie
(unghiul format de directia luminil incidente).



SISTEMUL OPTIC DE
EXCITATIE

aPentru o=0 (directia paralela a fascicululul
dispersat cu directia fasciculului incident) -
dispersia este maxima, lumina dispersata in fata,
Forward Scatter (FS) -2 Intensitatea luminii
dispersate pe aceasta directie este proportionala cu
dimensiunea particulel.

a Pentru a=90° (directia luminii dispersate este relativ
perpendiculara pe directia fasciculului incident)
—2lumina dispersata lateral, Side Scatter (SS) -
informatii despre granularitatea particulel



LASER

FS SI SS
J—

Forward Scatter

Side Scatter




I SISTEMUL OPTIC DE
| EXCITATIE

« Emisia luminii fluorescente:

I - proportional cu cantitatea de fluorocromi (la
nivelul particulel analizate, cu nr. antigenilor
determinanti) = info calitative (prezenta sau
absenta  deteminantului  antigenic)  Si
cantiative.



SISTEMUL OPTIC DE
EXCITATIE

. Rolul sursel luminoase este de a emite un
fascicul luminos de o anumita intensitate si
lungime de unda:

. stimularea fluorocromilor utilizati

» producerea dispersiel determinabile



I SISTEMUL OPTIC DE
| EXCITATIE

. Elemente optice de focalizare (lentile)-

I realizarea unel iluminari uniforme a fiecarel
celule care este Iintersectata de fasciculul
luminos




I SISTEMUL OPTIC DE
| COLECTARE

» Rolul:
I . conversie semnal optic - semnal electronic

» Detectori pentru:
- Lumina dispersata: in fata, lateral
- Emisia de fluorescenta
- Filtre optice (de absorbtie si de interferenta)



Side scatteraed light
and
flucrescant light

Formward,
scatteraed
lighi

MO LESLS

Crichroic mirrar

Condenszer lens 71 Band baszs fitker




SISTEMUL ELECTRONIC

. Semnalul electric este amplificat

l

o Transformarea semnalelor de natura
electrica in valori digitale

o Prelucrate si stocate

- Afisate de catre calculatorul sistemului

l

o Analizate prin programe speciale (LYSIS,
Multicycle etc.)



Flow Cytometry Animation.mp4

I SISTEMUL ELECTRONIC

I Single-Cell Mass Cytometry.mp4

I Prezentarea rezultatelor:

- Histograme — informatii despre 1 parametru
determinat

- Grafice — informatii despre 2 parametri: 1 punct
= 1 particula (dot-plot)

- Graficele dot —plot — formate dintr-o multime de
puncte Ilar fiecare punct de pe ecran este
reprezentarea grafica a unei particule din proba
analizata si se caract. prin 2 parametrii reprez pe
axa ox si oy.



ELEMENTE FIGURATE
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ELEMENTE FIGURATE

Density plot Contour diagram
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Pe histograma, fiecare punct reprezinta o singura celula care a trecut prin
raza laser.Punctele rosii/galbene reprezinta un numar mare de evenimete dintr-
0 populatie celulara.Culorile dau impresia unui aspect 3D.

Histogramele de contur reprezinta o alta modalitate pentru a demonstra
acelasi lucru. Graficul se aseamana in acest caz cu o harta geografica care,
In principiu este foarte asemanatoare cu histograma density plot. Uneori populat
lile celulare discrete sunt mai ugor de vizualizat prin intermediul histogramelor
contur.



GRAFIC DOT-PLOT PENTRU
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I SORTAREA CELULELOR

« Separarea unei (sub)populatii celulare dintr-
I un amestec:

- Marime
— Granularitate
- Antigene de suprafata



a 0 D B

SORTAREA CELULELOR -
ETAPE

|dentificarea criteriulul

Marcarea cu AcM+fluorocromi
ldentificarea celulei — e de interes?
Incarcare cu sarcini pozitive/negative/fara
Camp magnetic — deflectare spre tuburi
colectoare

Centrifugare



SORTAREA CELULELOR
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APLICATII

» Analiza subpopulatiilor limfocitare

» Diagnosticul hemopatiillor maligne

. ldentificarea unor molecule HLA

o Determinarea unel game diverse de
autoanticorpl (anti-eritocitari, anti-
trombocitari)

o Numaratoarea reticulocitelor



I APLICATII
2 Genetica
I - Bilogie moleculara
Ex: analizele cromozomiale, analiza ARN,

determinari enzimatice, radicali liberi, analiza
potentialului de membrana, a pH-ului celular
si a organitelor celulare

 Studiul ciclului si al functiilor celulare

» Microbiologie



I Domenii de utilizare a
| citometriei de flux

I o Analiza subpopulatiilor imfocitare:

. diagnosticul  si monitorizarea  bolilor
autoimune,

. iImunodeficiente,
. infectia cu HIV,

. pre si post transplant.



I Domenii de utilizare a
| citometriei de flux

I o Diagnosticul hemopatiilor maligne

- Pentru diagnosticul limfoamelor maligne si a
tipulul de leucemie se face o imunofenotipare
a celulelor neoplazice care prezinta la
suprafata membranel celulare  markeri
patologici.

- Pentru monitorizarea tratamentului cu
citostatice

- Pentru diagnosticul precoce al recurentelor



I Domenii de utilizare a

| citometriei de flux
o ldentificarea unor molecule HLA, markeri
I cu mare specificitate pentru unele boli
autoimune
. Determinarea antigenului HLA-B27 - la

pacientii cu spondilita anchilozanta, poliartrita
reumatoida, alte boli autoimune

- Prezenta antigenului — evolutie grava a
afectiunii (factor de prognostic negativ)



I Domenii de utilizare a
| citometriei de flux

o Diagnosticul, evolutia si prognosticul
I tumorilor maligne solide
- Analiza ADN-ului dublu catenar (marcarea se
face cu propidium iodid, lungimea de unda
de excitatie de 488 nm)

- Informatii despre ploidia tumorii, numarul
populatiilor celulare aneuploide si rata de
proliferare a celulelor maligne



ANALIZA ADN
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