
Průtoková cytometrie

Principy a instrumentace

Ing. Antonín Hlaváček



Úvod

● Průtoková cytometrie je moderní 
laboratorní metoda

● měření a analýza fyzikálních 
-chemických vlastností buňky 
během průchodu laserovým 
paprskem

● Identifikace různých buněčných 
typů uvnitř smíšené populace, 
analýza jednotlivých subpopulací 
v rámci jedné populace

● Rychlá, přesná a 
reprodukovatelná metoda, 
umožňuje současné měření 
několika parametrů až na 100 
000 buněk za 1 sekundu



Složky Složky   průtokového cytometruprůtokového cytometru
Fluidika: vzorek – bun ná suspenze. ěč

Nasátí vzorku do p ístroje. Pr tok vzorku p ístrojem. Vytvo ení ř ů ř ř
proudu bun k pro m ení. Sortování. Regulace rychlosti ě ěř
m ení.ěř

Optika: Zdroj excita ního zá ení. Optické za ízení pro sb r č ř ř ě
emitovaného zá ení a odraženého sv tla. Zdroje sv tla (lasery, ř ě ě
detektory, filtry)

Elektronika: P evod optického signálu na elektronický signál. ř
Digitalizace pro po íta ovou analýzu. č č

Analýza dat: Zobrazení dat & analýza 
identifikace populací 
kvantifikace intenzity zna eníč
kvantifikace zastoupení bun k v dané populaciě



Základní komponenty průtokového 
cytometru:

● 1. Fluidika
 Flow cell (průtoková 

komůrka)
 Sheat fluid (nosná 

kapalina )
 Hydrodynamická 

fokusace 



Hydrodynamická fokusace v kyvetě

Unášecí tekutina

Vzorek
Unášecí tekutina

Vzorek

Nízký tlak 
vzorku,úzký 
proud vzorku 
Vhodné pro 
DNA analýzu

Vysoký tlak 
vzorku, široký 
proud vzorku.
Nevhodné pro 
DNA analýzu

nízký vysok
ý

Dobré rozlišení Horší rozlišení



● 2. Optický systém
 Laserový paprsek
 Forward scatter (FSC)
 Side scatter (SSC)
 emitované 

fluorescenční signály



Rozptyl světla buňkou:
Forward Scatter (FSC)

FSCFSC
DeteDetekktortor

LaserLaserový paprsekový paprsek

Čím větší buňka, tím větší rozptyl   
světla



Rozptyl světla buňkou:
Side Scatter (SSC)

FSCFSC
DeteDetekktortor

Sběrné čočkySběrné čočky

SSCSSC
DeteDetekktortor

Laserový paprsekLaserový paprsek

Intenzita SSC je proporcionální 
množství cytosolických struktur 
v buňce (granula, buněčné 
inkluze, atd.)
SSC závisí na granularitě 

buňky



Fluorescenční kanály

● Fluorochromy (buňce vlastní nebo navázané, např. pomocí 
protilátek) na buňkách absorbují část světla a excitují se 

● Emise světla o nižší energii, tj. o delší vlnové délce než byla 
excitační. 

● Emitované fotony prochází přes sběrné čočky a jsou pomocí 
soustavy filtrů a zrcadel rozděleny do kanálů dle svojí 
vlnové délky

Stokesův posun



Long Pass Filtry (LP)

• Propouští všechny vlnové délky vyšší než 
specifikovaná vlnová délka

• Example: 500LP bude propouštět všechny 
vlnové délky větší než 500nm

400nm 500nm 600nm 700nm

Transmittance



Short Pass Filtry (SP)

• Propouští všechny vlnové délky kratší než 
specifikovaná vlnová délka

• Příklad: 600SP bude propouštět všechny 
vlnové délky kratší než 500nm.

400nm 500nm 600nm 700nm

Transmittance



Pásmové filtry
• Propouší specifické rozmezí vlnových délek
• Příklad: 550/20BP Filter bude propouštět

vlnové délky mezi 540nm a 560nm (550/20 = 
550+/-10, ne 550+/-20)

400nm 500nm 600nm 700nm

Transmittance



Dichroické filtry

• Mohou být long pass (LP) nebo short pass (SP)
• Filtr je umístěn v úhlu 45°
• Část světla je odražena v úhlu 90º k příchozímu 

paprsku, část světla je propuštena. 

Dichroic
Filter

Detector 1

Detector 2



Detekce Fluorescence

FSCFSC
DetectorDetector

CollectionCollection
LensLens

Laser BeamLaser Beam

FluorescenceFluorescence
Detector A, B, C, Detector A, B, C, 

etc…etc…

Emitovaná fluorescence je pomocí Emitovaná fluorescence je pomocí 
sestavy filtrů a čoček rozdělena sestavy filtrů a čoček rozdělena 
podle vlnové délky do kanálů.podle vlnové délky do kanálů.

Na koncových detektorech je v Na koncových detektorech je v 
každém z nich vyhodnocena každém z nich vyhodnocena 
intenzita fluorescence.intenzita fluorescence.



Základní komponenty průtokového 
cytometru

3. Počítačový systém 
(workstation)

● Výstupem měření jsou 
pak výsledky v grafické 
a číselné formě:

 jednoparametrové 
histogramy

dvouparametrové 
histogramy

zastoupení buněk 
nesoucí daný antigen v 
procentech



Fluorescenční vlastnosti buněk

- Detekována  fluorescence procházejících buněk. Fluorescenční barviva 
(fluorochromy) navázané na analyzované buňky nebo částice absorbují 
světlo určité vlnové délky vyzařované laserem  a následně emitují část 
takto absorbovaného světla avšak již o odlišné vlnové délce. 



Vícebarevná průtoková cytometrie

FITC PE APC PC7PC5Pacific blue



Kompenzace pomocí softwaru

• Je potřeba připravit jednobarevně značené 
kontrolní vzorky

• Software vypočítá hodnoty kompenzací
• Snadné, přesné a rychlé 
• Umožňuje to mnohobarevnou analýzu

Možné na cytometrech nové generace
FL1 FL2 FL3

FL1 
Comp 3.96 0
FL2 

Comp 27.35 5.15
FL3 

Comp 0 11.18

Kompenzační matrix



Průtokový cytometer Accuri C6



Technické specifikace:
● 2 lasery modrý – 488 nm – 50 mW 

                 červený – 640 nm – 30 mW

● FCS, SSC, 4 fluorescenční detektory

● Optické filtry v základní výbavě:

        FL1 530/30      FL2 585/40

        FL3 670 FL4 675/25

• Optické filtry volitelné

488 nm 
solid state laser

640 nm diode laser

48
8

64
0

FL3FL2

FL1 FL4

FSC

SS
C



● Minimální množství vzorku 30 µl
● Nosná kapalina → deionizovaná voda
● Automatický dekontaminační a čistící cyklus
● Maximální rychlost sběru dat 10 000 událostí/sec
● Jednoduchý export dat do MS Office
● Export dat do FCS 3.0 souborů pro další analýzu ve 

sofistikovanějších analytických programech (př. 
FlowJo) 



Ovládací software



Image Stream ISX & Flow Sight











Fludika....schéma



Fluidika...realita



Servis

● Elektronika – všechny moduly propojeny přes průmyslovou sběrnic
● Každý modul má svou adresu
● Vestavěný linuxový počítač, připojení přes terminál na ovládací PC
● Možnost kontrolovat každou část přístroje individuálně
● Self – test
● V případě výpadku linuxového počítače možnost ovládání přes 

externí zařízení připojené do sběrnice







To je vše...

Děkuji za pozornost
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