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PRUTOKOVA CYTOMETRIE
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MOZNOSTI CYTOMETRIE

Vstupni material - suspenze jednotlivych bunék
(nebo jinych objekt)

Rychlost — 10%/s

Pocet parametrt — az 20

Velikosti objektu — 5-10um (0.2-40um)
Automatizace — méreni z 96-jamkovych desticek
Analyza mnohoparametrickych dat



VYUZITI CYTOMETRIE

Pocitani bunéek
Imunofenotypizace — hematologie, onkologie,
1munologie

Funkcni testy — fagocytoza, degranulace, produkce
cytokinu, metabolicka aktivita, fosforylace signalnich
molekul, exprese transkripcnich faktoru

Zivotnost, bunécna smrt, apoptoza
Bunécny cyklus, proliferace
Exprese fluorescenc¢nich proteint

Fluorescencni sondy — pH, 1onty, redox potencial,
fluorescencni substraty enzymatickych reakci

Mikrobiologie
Multiplex bead assays
Sortovani bunek, prip. organel



CYTOMETRIE NA PRF UK

Vinicna 7 — S007
BD LSRII, BC CytoFlex, AutoMACS
Jozef Janda, Galina Kislik

BIOCEYV - IMCF
BD LSRFortessa, BD FACSAria Fusion
Galina Kislik, Petra Proksova, Markéta Dalecka

Katedra botaniky - Benatska



BD LSRII
Ondra
4-laser, 18-color

AutoMACS
Adela
Magnetic sorter

BC CytoFlex S
Olver
4-laser, 13-color

Biocev

BD LSRFortessa BD FACSAria Fusion
Cell sorter
5-laser, 18-color

5-laser, 18-color




Cytoflex optical configuration
Yellow-Green 561nm
V1 | 450/45 BV421, PacBlue, DAPI G1 | 585/42 PE
V2 | 525/40 BV510, KromeOrange G2 | 610/20 PE-TR, ECD, PI
V3 | 610/20 BVoe05 G4 | 690/50 PE-Cy5.5
V4 | 660/20 BVES50 G5 | 7380/60 PE-Cy7
[Bluedssnm = [Redesam ]
Bl | 525/40 FITC R1 | 660/20 APC
B4 | 690/50 PerCP R2 | 712/25 Alexa700
SSC | 488/10 55C R3 | 780/60 APC-Cy7




PROVOZ LABORATORE

Samostatné pouzivani pristrojii — po proskoleni

Laborator zabezpecuje udrzbu, kalibraci, skoleni
uzivatell, podporu pri planovani experimentt,
nastaveni cytometru, vlastnim meéreni, analyze
dat, interpretaci vysledkt

Pristup k licencim cytometrického software
(Flowdo, Kaluza, CytExpert, FACSDiva)

Pracovnici laboratore
Jozef Janda (Po, St, Pa) jozef.janda@natur.cuni.cz
Galina Kislik (Gt, ét) galina.kislik@natur.cuni.cz



NOVI UZIVATELE

Prvni kontakt: cytometrie@natur.cuni.cz

Schuzka ohledné projektu (cile, druh materialu,
priprava vzorku, vybér reagencii)

Skolenf

Pristup do rezervacniho systému

Samostatné meéreni


mailto:cytometrie@natur.cuni.cz
mailto:cytometrie@natur.cuni.cz
mailto:cytometrie@natur.cuni.cz

CENY A UCTOVANI

Uzivatelé plati za vyuzity strojovy cas — fakturace 1x
rocné na zakladeé rezervaci v kalendari

Interni ceny

LSRII 300Kc¢/h
CytoFlex 200Kc/h
Fortessa 350Kc/h

Aria 550Kc/h



FACS SORTING

o FACSAria Fusion v Biocevu
o b-laser, 18+2 parameter

o 4-way sorting,
o Index sorting into 96-well plates é/ A
®

» Connection to downstream OMICs
or functional assays

o temperature control




MAGNETICKA SEPARACE (MACS)

AutoMACS
Magneticky znacené protilatky

Prevazne lidské a mysi markery

Sekundarni protilatky — anti-Ig, anti-FITC, streptavidin
Kolény v magnetickém poli

Pozitivni/negativni selekce

VVVVV




FUTURE OUTLOOK

Mass cytometry
Image mass cytometry
Spectral cytometry
Tissue cytometry

Large particle analysis/sorting — up to mm range
Single cell sorting for OMICs

Immunophenotyping using nuceotide-tagged Ab



VYUZITI CYTOMETRIE

Pocitani bunéek
Imunofenotypizace — hematologie, onkologie,
1munologie

Funkcni testy — fagocytoza, degranulace, produkce
cytokinu, metabolicka aktivita, fosforylace signalnich
molekul, exprese transkripcnich faktoru

Zivotnost, bunécna smrt, apoptoza
Bunécny cyklus, proliferace
Exprese fluorescenc¢nich proteint

Fluorescencni sondy — pH, 1onty, redox potencial,
fluorescencni substraty enzymatickych reakci

Mikrobiologie
Multiplex bead assays
Sortovani bunek, prip. organel



MNOHOBAREVNA CYTOMETRIE

Live single cells Macrophages
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PROLIFERACE

o Redéni barvicky (naptr. CFDA-SE)

o Inkorporace BrdU
o K167
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BUNECNY CYKLUS

Doublet exclusion using
width versus area

o Obsah DNA
o Exprese cyklinu
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APOPTOZA

o Fosfatidylserin - AnnexinV

o Fragmentace DNA — Tunel assay E -
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