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CITOMETRIA A FLUSSO (CFM)

La citometria a flusso (FCM, acronimo di Flow CytoMetry) & una
tecnica analitica sviluppatasi negli anni’60 per lo studio delle
caratteristiche chimiche e fisiche di cellule eucariote e piu tardi di
cellule procariote.

La CFM consente I'analisi automatica di sospensioni monodisperse,
sia di natura cellulare che “non cellulare” (es. microsfere di vario
genere, nuclei, mitocondri e cromosomi in sospensione).
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H. Shapiro “Practical Flow Cytometry”, 3« Ed. Wiley-Liss, 1994
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This is a book abour cytometry, in general, emphasizing
flow cytometry, in particular, In ir, [ hope 1o tell you whart
cytometry is, how it works, why and how to use ir, when
you should favor one type of cytometry or another, and
when cytometry won't solve your problem. This chapter,
like the overture to an opera or a musical, presents impor-
tant themes from the body of the work, but may also stand
alone,

LI WHAT (AND W CYTOMETRY?

ytometry is a process in which physical and/or chemi

alogical or nonbuolng;cal particles in rau.ghly the same size
Tange, are ABALT) -

arc made as the ctlls or particles pass through tht measuring

appararus, a flow cytometer, in a fluid stream. A cell sorter,

or flow sorter, is a flow cytomerer thar uses elecrrical and/or

mechanical means to divert and collecr cells {or other small
particles) with measured characreristics thar fall within a
user-selecred range of values.

Neither the cells nor the appararus are capable of putting
the process of cytometry in motion; :hr: rr.qunred critics
element for tha i Y, i
tiOn.abs s
ng cells of interest from che smnplc At the most b:&lc level,

c}'Tomc{cl mlght be mnmdcrc& to be a bia::k box" with
cellen -

T celis. However,
while some modern cytometers {and some modern users)
can obtain the desired results while running unattended in
“black box" mode, it is fair to say that most of the applica-

cal characreristics of a:i.ugle cells, or by extension, of other

tions, and all of the interesting applications, of cytometry
call for some understanding and some intellecrual efiort on
the part of the user.

Tasks and Techniques of Cytometry

From the time of van Leeuwenhoek and Hooke until
the mid-20th century, determining:
1) whether cells were present in a specimen,
2) how many were there,
3) whar kinds of cells were represented, and
4) whar their funcrional characteristics mighe be
required that 2 human observer interpret a microscope im-
pe. The same tasks remain for modern cytomerry.
though tlcctrrcal and acoustic propertics of, and nu-
: g can be measured, 1t
OsT
common m cytometry. A typical cytometer is thus a special-
ized mi:mmp: the degree of physical resemblance is dic-

interpretation is required more often than not. Tiu.- succed
ful appl:ca:mns arc many, increasing in number, ,;m.j

brewerics,

Some Notable Applications

Cytometry is currently used ro obrain the helper T lym-
phocyte counrs needed to manitor the course and trearment
of HIV infection, and o determine tumor cell DMA content
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\—/ " Vantaggi

“"
e

»possibilita’ di analisi multiparametrica

» elevato numero di cellule esaminate
» rapidita’ dei tempi di analisi (oltre 1000 cellule/sec)

» obiettivita’, riproducibilita’ e affidabilita’ statistica delle letture
»1 campioni possono essere processati senza perdere la vitalita’ cellulare
» analisi di cellule molto rare, che a causa del loro ridotto numero in
confronto agli eventi analizzati potrebbero essere difficilmente separabilli

dal “rumore di fondo”

Limiti
»Analisi di cellule che esprimono poco le componenti studiate,

» necessita’ di dover lavorare con campioni in fase monodispersa,
»Perdita della visione diretta del campione™~
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\_/ “  ILCITOMETRO A FLUSSO: generalita
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-3 Con tale metodica & possibile acquisire e memorizzare piu parametri

analitici per ogni cellula analizzata (volume, complessita cellulare e
parametri di fluorescenza). Utilizzando questi parametri a confronto si
ottengono differenti rappresentazioni elettroniche di analisi ed &

possibile cosi discriminare differenti sottopopolazioni cellulari.

v |l principio di funzionamento del citometro a flusso (CF) si basa sulla
capacita di raccogliere la fluorescenza emessa dalle cellule in seguito
ad opportuna eccitazione luminosa, sia per mezzo di sostanze ~
naturalmente presenti nel campione che per mezzo di proteine |
fluorescenti artificialmente introdotte.

S
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IL CITOMETRO A FLUSSO: generalita
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Fluidica

Ottica

Elettronica

Cellule in sospensione monodispersa
scorrono in singola fila attraverso

un punto di interrogazione illuminato, dove
“riflettono” luce ed emettono fluorescenze
che vengono raccolte, filtrate e
convertite in Segnali Digitali (valori
numerici) che sono inviati ad un computer

dove sono memorizzati per poi elaborarli~
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IL CITOMETRO A FLUSSO: generalita

Evento (Oggetto) Biologico

!

Allestimento del Campione

!

Misura Citometrica

l

Analisi delle Distribuzioni

!

Interpretazione, Risultato

|l risultato di una misura
citometrica deve essere
proporzionale al fenomeno
biologico esplorato.

Questa proporzionalita deve
venire mantenuta lungo tutto il
percorso
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POMPA
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TANICA I FILTRO

SHEATH
FLUID

CAMERA
|l
SALINO ‘LUSS(}
<€— (Capillare ¥ ¥
interno
Ago .
d’aspirazione Scarico

Campione
Sheath fluid di trasporto

Sheath fluid di rivestimento

Campione+sheath fluid

TANICA

WASTE

* Le particelle da analizzare devono essere una soluzione

monodispersa
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sheath fluid Q O Q

campione

Le particelle devono essere in sospensione monodispersa in modo da potersi disporre
ordinatamente allineate in singola fila e passare per il «punto di interrogazione» dove e
focalizzato il fascio di luce di eccitazione.

Il campione una volta all'interno della camera di/a flusso viene inguainato dallo sheath™
fluid di rivestimento ed entra in una prima regione chiamata nozzle
L
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campione

t.

 IL NOZZLE E LA "
COMPONENTE “CRUCIALE” E
PIU DELICATA DI UN
CITOMETRO A FLUSSO, IN
QUANTO AL SUO INTERNO IL
CAMPIONE VIENE
SOTTOPOSTO AD UN
PROCESSO DI

FOCALIZZAZIONE
IDRODINAMICA,

IL QUALE RISULTA ESSERE IL
PRINCIPIO SU CUI S| FONDA’

L’ANALISI CITOFLUORIMETRI%

M
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Flusso laminare

IN;I')ALI \CONDIZWDI FLUSSO S| POSSONO
CONGSIDERARE DUE REGIMI FLUIDICI COASSIALI: QUELLO
INTERNO (CORE FLOW) CONTIENE LE PARTICELLE, QUELLO
ESTERNO (SHEAT FLOW) MANTIENE QUESTE ULTIME
LUNGO L'ASSE IDEALE DI FLUSSO.

flusso interno
o

particella



J Moto laminare e moto turbolento

-

Il passaggio dal moto
laminare a quello
turbolento e
caratterizzato da un
parametro detto Numero
di Reynolds: che e
funzione della densita,
viscosita, velocita del
liquido e diametro del
condotto.

Velocita’ ~

J.
Fy

/ Diametro del

Re - QVd* — condotto
b

viscosita

densﬂn

Il numero di Reynolds & adimensionale
Re < 2000 MOTO LAMINARE
Re > 4000 MOTO TURBOLENTO L

N’
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In fluidodinamica, la legge di Poiseuille (o anche di Hagen-
Poiseuille) indica che la resistenza fluidodinamica (r, cioé la
forza che si oppone al moto in un fluido) e inversamente

proporzionale alla sezione della condotta (S) e direttamente

proporzionale alla viscosita (M) .

Per tale legge il profilo di velocita del fluido sara parabolico con
una velocita massima centrale.

— . — Sezione
r = l‘l IS condotta
ﬁ iﬁ% —K:i; ‘\\\\\ )
3 ah :;I\ viscosita
= . =
) At
T -l J



"  CAMERAA FLUSSO

S’
Cella a flusso: nozzle+capillare
Nel nozzle si crea un moto laminare, in cul il flusso aumenta
laddove si restringe la sezione.
Importante che Il flusso del CORE (cilindretto) sia costante

Ragglo laser -
focalizzato |/
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.~ FLUIDICA - LE CAMERE DI FLUSSO _

QUAITTRO TIPI BASE DI CAMERE:
— Jet - 1n - Air

 Sistemu aperti. ottimi per sorting. scadenti proprieta ottiche.

— Cuvette di Quarzo

* Sistemu chiusi. le pia diffuse. ottime proprieta ottiche. possono supportare sorting
piezoeletirico (stream — in air).

— Flusso Aperto su Superficie Verticale

+ Buone proprieta ottiche. molto mstabili. no sorting

— Flusso Chiuso

* Tipo vetrino di microscopio. eccellent: qualita ottiche.

no sorting. solo su strument: antiquati.

¥ &4 ¢ - )



CAMERE A FLUSSO

QUARZO GETTO IN ARIA

NOZZLE

NOZZLE

Sheath fluid di

Core rivestiimento

flow

Zona di

Fascio di luce misura

e

Fig. 1.6. Cella a flusso con capillare in quarzo o chiusa (sinistra) e a getto libero o aperta (destra).
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’ COME REALIZZIAMO L’INIEZIONE DEL CAMPIONE ™~
- NEL FLUSSO?

1. APRESSIONE NEGATIVA, ASPIRAZIONE DEI LIQUIDI,
2. APRESSIONE POSITIVA, DI TIPO DIFFERENZIALE;
3. AD INIEZIONE VOLUMETRICA.

|| sistema ad aspirazione dei liquidi e oggi il meno utilizzato, in
quanto si e osservato che applicando una pressione negativa sui
liguidi in scorrimento si puo verificare I'insorgenza di bolle gassose
tali da diminuire la risoluzione analitica. Questo sistema e quindi -~

ormai superato dagli altri due tipi.

" \J | ~ /



_~2. LA PRESSIONE DIFFERENZIALE

+~IL MOTORE AD ARIA COMPRESSA (O AZOTO) PRESSURIZZA
SHEATH E

CAMPIONE MENTRE DEI REGOLATORI DI PRESSIONE CONTROLLANO
IN PRIMO LUOGO LA PRESSIONE E IL FLUSSO DELLO SHEATH E
CREANO UNA

PRESSIONE DIFFERENZIALE = P CAMPIONE/P SHEATH.

- LAPRESSIONE DEL CORE CENTRALE ALL'USCITA DAL CAPILLARE
NEL NOZZLE E LEGGERMENTE INFERIORE A QUELLA DEL FLUIDO
ESTERNO (SHEATH FLUID). QUESTA DIFFERENZA DI PRESSIONE
PUO ESSERE VARIATA E REGOLA IL FLOW RATE, VELOCITA DEL_
FLUSSO DELLE PARTICELLE.

" \J : | et /



CAMERA
DI FLUSSO

TANICA
[ WASTE

SHEATH CAMPIONE

Pressione
Differenziale

POMPA \
@ ——\ ARIA — ®-’
[~/
REGOLATORE REGOLATORE
/ PRESSIONE PRESSIONE
SHEATH CAMPIONE
| ARIA A
PRESSIONE ?21;35?0”5
A ) | Nepemeura CAMPIONE
i R e SR T 2 . o . .
* Sistemi di Riempimento
ANICA * Sistemi di Lavaggio
SHEATH * Sistemi di Standby
gt " { e’



L 'operatore puo variare la velocita d’analisi modificando
solamente la pressione sul core centrale. La velocita del
campione € preimpostata negli strumenti su piu livelli
definiti manualmente o dal software:

LOW, MEDIUM e HIGH.

« LARIDUZIONE DELLA PRESSIONE (RATE) DELLO SHEATH
AUMENTA LA QUANTITA’ DI LUCE RACCOLTA E QUINDI LA

SENSIBILITA’
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RISOLUZIONE ANALITICA
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NUMERO DI EVENTI
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PARAMETRO PARAMETRO PARAMETRO

Fig. 1.10. Flusse del campione a diverse velocita ed incremento del CV del piceo da sindstra verse

destra.
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\/gL CRESCERE DELLA VELOCITA DI FLUSSO AUMENTA IL

COEFFICIENTE DI VARIAZIONE (CV) ADISCAPITO DELLA

=/
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RATE BASSO (200-500 Eventi/sec)

LE CELLULE VENGONO
"CENIRATE" REGOLARMENTE LASER
DAL LASER E GENERANO ' |

SEGNALI UGUALI A PARITA'

DI CARATTERISTICHE PERCHE’
VENGONO INTERCETTATI DALLA
STESSA QUANTITA’ DI ENERGIA

RATE ALTO (2000-3000 Eventi/sec)

LE CELLULE SCORRONO IN ZONE DIVERSE

DEL CORE E INTERCETTANO

REGIONI A DIVERSA ENERGIA DELLO

“SPOT" DEL LASER SULLO STREAM. A LASER

PARITA' DI CARATTERISTICHE VENGONO
GENERATI SEGNALI DISUGUALI LO "SPOT”™
ELLITTICO RIDUCE ULTERIORMENTE QUESTO

ERRORE STRUMENTALE. I Sorter ad alta
pressione/velocita hanno risolto il problema
aumentando la pressione di sheath

(

FLUSSO

FLUSSO



3. INIEZIONE VOLUMETRICA  _

« ILFLUSSO DEL CAMPIONE E'LIBERO E
CONTINUO

« QUESTO SISTEMA, PERMETTE DI REGOLARE
CON PRECISIONE IL FLUSSO DEL CAMPIONE
FINO AD UNA VELOCITA DI 0.2 MUMINUTO.

« CONOSCENDO IL VOLUME DELLA SIRINGA
ED IL NUMERO DI PARTICELLE REGISTRATE,
= 3-way valve
S| PUO RISALIRE AL NUMERO DI PARTICELLE ﬁm et

:

PER UNITA DI VOLUME DEL CAMPIONE. 3yring )

« LAQUALITA' DELLE MISURE ASSOLUTE Sl (] Sample Waste
BASA SUL CONTROLLO ELETTRONICO DI Sample loop
PRESSIONI E VOLUMI Nt

e \/ ~ /



CONTROLLO ELETTRONICO DELILA FLUIDICA
La Fluidica Condiziona il Corretto Funzionamento
della Parte Ottica, Specialmente nei sistemi a

Doppio o Triplo Laser

Nei sistemi a doppio o triplo laser (ARIAIL.) [aser
(MoFlo) e essenziale 488 nm
che la fluidica sia perfettamente in
sincronia con l'elettronica.

Per questo 1l FLUSSO e sotto stretto
controllo elettronico (pompa digitale).
La stessa cellula deve passare dal

primo al secondo laser i un tempo

Laser
30 nm

®o—0—©

NOTO e STABILE, in modo - TIME

da essere riconosciuta e ricondotti Eﬁ DELAY

: ) o . o , 7] (~ 5-10 psec)
1 suo1 diversi impulsi (2 o 3) e Diageslish ahis
come UN SINGOLO EVENTO Laser intervallo da
(riferito al primario 488 nm) cosa dipende?

~...-* u | u‘\



- -
PROBLEMI FLUIDICI:

v bolle d'aria presenti nel circuito/nozzle =

v’ occlusione da aggregati cellulari o corpuscoli di grande
diametro (prevalentemente in sorter)

v' residui nelle tubazioni che convogliano il campione, come pud
avvenire con un precedente passaggio di coloranti per il DNA

v’ perdita di pressurizzazione in vari punti del circuito, come
nel resistori per crescita algale

v' reflusso di liquido in parti del circuito che normalmente
contengono aria

v contaminazione dello sheath fluid e/o inadeguata azione del
suo filtro con generazione di rumore di fondo fluidica, in

questo caso gli eventi vengono acquisiti anche senza s

campione!
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CITOMETRIA A FLUSSO (CFM)

La citometria a flusso (FCM, acronimo di Flow CytoMetry) & una
tecnica analitica sviluppatasi negli anni'60 per lo studio delle
caratteristiche chimiche e fisiche di cellule eucariote e piu tardi di
cellule procariote.

La CFM consente I'analisi automatica di sospensioni monodisperse,
sia di natura cellulare che "non cellulare” (es. microsfere di vario
genere, nuclei, mitocondri e cromosomi in sospensione).
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H. Shapiro “Practical Flow Cytometry”, 3rs Ed. Wiley-Liss, 1994

=

Thirv is a book abour cyrometry, in general. emphasizing
flow cycomenry, in pavicular. In i, | hope v wll you whas
cysomunry if, hew it works, why and how to aw it when
you should fover one rype of cyromery or amother, and
when cyiomenry won't solve your Pmbl:m Thia d1q1m,
hise che overnuie to an opera of & mendcal, paesenas imnpor-
tant chemes from the bndrnf:he work. buai may ale atand
alone,

LI WHAT [AMD WHA

yromeery is o process in which physical andfor chemd
cal chasscrerianion of single cells, or by cxenisan, of other
Inadoarcal oo n-:!nhmhpnl punlclz\ i rm.lﬁhl‘r the ame iy

arg rrlld-:ukht uﬁtm pamdnpmthrw!h the rmw-n;
apparsus, 3 Fow cpramecer, in a fuid secam. A cell sorer,
or flow ssrver, s a flow cynomerer thar e eleomical andfa
moibunical meana o divery and collecr celks (or other small
partichen) with mesuared charscocrotics that fall within &
usev-wrbocoed range of valuos.

PMrither the cells mor the appararus are :l.pﬂbl:vnl‘ puiming
ibe proces of q«mmu-m i modicen; the :rquumd Gt
elemens far chat j3 2 bus |
bec ] auﬂuﬂﬂraﬂimlhcmdmmﬂ, r
g cells of interewr from |h¢lu'nple A the ot basic level,

o mi‘huhr sdered 1o he @ “black bow” with
celiraajmpin” Mhumh-h.h oalgigs s I.I‘I-l.‘wi :
cell sorter womi T = e

whilp some m-udnn qypemerers fand seme rrwd:m AT
can oboin 1he deived revubn while running unenendsd in
“hlsck ben™ meode, it & falr eo wy thas mens of the applics-

;2 'I appbuhnm siv many, increasing in muma:ll:- und

tiom, and all of the ineerening applications, of cymomeny
call for some undernsanding and soms isiclaoual ofon on
the pant of the uses,

Tasks and Techniques of Criametry
From the time of van |eeowenhboek and Hooke unmd
the mid-20i censury, determining
1) whetker cells were prosent in 3 ipecinacn,
2} herw many were there.
35 what kinds of cells were represenied, and
4} what therr Functonal charsciermes ﬂmg.h-i 3
requared that a human obeerver inperpeet 3 microsope m-
pe. The wme rubo remain for modem cpiometry.
hhhwgh ehecerical :n-d scouanie peopettics of, and Au
yion fro clls b encasured, it

comman in cytomeery. A typica cyromsener b thus 3 pec
i degree of physical peiemblance i n!-r
of the T

which & parn Een d n".
bt I|'u.' eell i-mprlt lﬁ -u:cm!hl lppl-ubum af cyome.

= |mp|||:m-on udul m:iclbtﬂh:mad. “by Tye.
inerpretation i cequired mate afien thas not. The we

and

Some Motable Applications

Cysomsry s curenily weed o obtaim ibe helper T lyme
phiocyte counm needod 10 monaor the ooorse snd iresmeni
of HIV iafecon, snd 1o devcaenise rumosr cell DINA conscer

A o
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'“\—// ~— Vantaggi

® =
» possibilita’ di analisi multiparametrica
— » elevato numero di cellule esaminate

» rapidita’ dei tempi di analisi (oltre 1000 cellule/sec)
~ obiettivita’, riproducibilita’ e affidabilita’ statistica delle letture
»i campioni possono essere processati senza perdere la vitalita’ cellulare
~analisi di cellule molto rare, che a causa del loro ridotto numero in
confronto agli eventi analizzati potrebbero essere difficilmente separabili
dal “rumore di fondo”

Limiti
»Analisi di cellule che esprimono poco le componenti studiate,

» necessita' di dover lavorare con campioni in fase monodispersa,
»Perdita della visione ditetta del campione™" |
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7 Con tale metodica & possibile acquisire e memorizzare pil parametri

analitici per ogni cellula analizzata (volume, complessita cellulare e
parametri di fluorescenza). Utilizzando questi parametri a confronto si
ottengono differenti rappresentazioni elettroniche di analisi ed &

possibile cosi discriminare differenti sottopopolazioni cellulari.

v |l principio di funzionamento del citometro a flusso (CF) si basa sulla

capacita di raccogliere |a fluorescenza emessa dalle cellule in seguito

ad opportuna eccitazione luminosa, sia per mezzo di sostanze =

naturalmente presenti nel campione che per mezzo di proteine
fluorescenti arlificialmente introdotte.

e
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IL CITOMETRO A FLUSSO: generalita
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Fluidica

Ottica

Elettronica

Cellule in sospensione monodispersa
scorrono in singola fila attraverso

un punto di interrogazione illuminato, dove
‘riflettono” luce ed emettono fluorescenze
che vengono raccolte, filtrate e
convertite in Segnali Digitali (valori
numerici) che sono inviati ad un computer

dove sono memorizzati per poi elaborarli-~
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IL CITOMETRO A FLUSSO: generalita

Evento (Oggetto) Biologico - - ;
(Ogg ) g Il risultato di una misura

l citometrica deve essere
Allestimento del Campione proporzionale al fenomeno
| biologico esplorato.

Misura Citometrica

|

Analisi delle Distribuzioni Questa proporzionalita deve
1 venire mantenuta lungo tutto il
percorso

Interpretazione, Risultato
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\ CAMERA
o I

=
POMEA
ARIA
TANICA FILTRO
SHEATH .
e SALING

"Iri u.*:-?.d
-€— Capillare
e PTG * '

Ago

d"aspirazione

Scarico

Campione
Sheath fuid di trasporta
Sheath Nuid di rivestimento

Campione+sheath Muid

TAMICA

WASTE

+ Le particelle da analizzare devono essere una soluzione
monodispersa
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LASER

sheath fluid G O Q_

campione

Le particelle devono essere in sospensione monodispersa in modo da potersi disporre
ordinatamente allineate in singola fila e passare per il «punto di interrogazione» daye &
focalizzato il fascio di luce di eccitazione.

Il campione una volta all'interno della camera di/a flusso viene inguainato dallo sheath™
fluid di rivestimento ed entra in una pﬁﬂf regiong chiamata nozzle /

g v K



LASER

sheath fluid

campione

N

» ILNOZZLEE LA g
COMPONENTE “CRUCIALE" E
PIU DELICATA DI UN
CITOMETRO A FLUSSO, IN
QUANTO AL SUO INTERNO IL
CAMPIONE VIENE
SOTTOPOSTO AD UN
PROCESSO DI

FOCALIZZAZIONE
IDRODINAMICA,

IL QUALE RISULTA ESSERE IL
PRINCIPIO SU CUI S| FONDA
L'/ANALISI CITOFLUORIMETRICA
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Flusso laminare

IN LALI&ONDIZWDI FLUSSO Sl POSSONO
CONSIDERARE DUE REGIMI FLUIDICI COASSIALI: QUELLO
INTERNO (CORE FLOW) CONTIENE LE PARTICELLE, QUELLO
ESTERNO (SHEAT FLOW) MANTIENE QUESTE ULTIME
LUNGO L’ASSE IDEALE DI FLUSSO.

flusso interno

—~flusso ester

(‘\)I: = @

particella
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\_/ Moto laminare e moto turbolento

Velocita’ -

!

Il passaggio dal moto
Diametro del

laminare a quello =
turbolento & RE _' EVd 77— condotto
caratterizzato da un
parametro detto Numero p "\
di Reynolds: che & densita S
funzione della densita, viscostima

viscosita, velocita del
liquido e diametro del

condotto. Il numero di Reynolds & adimensionale

Re < 2000 MOTO LAMINARE
Re > 4000 MOTO TURBOLENTO S/

.,_.:\-/l : . /

=
L
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In fluidodinamica, la legge di Poiseuille (o anche di Hagen-
Pmseullle) indica che la resistenza fluidodinamica (r, cioé la
forza che si oppone al moto in un fluido) & inversamente
proporzionale alla sezione della condotta (S) e direttamente
proporzionale alla viscosita (M) .

Per tale legge il profilo di velocita del fluido sara parabolico con
una velocita massima centrale.

= 1 /S =S

- = - -
S EtIE i
_: — _.} viscosita i
— = B

s — S e Dht | 7



" CAMERAA FLUSSO

el

Cella a flusso: nozzle+capillare
Nel nozzle si crea un moto laminare, in cui il flusso aumenta
laddove si restringe la sezione.
Importante che il flusso del CORE (cilindretto) sia costante

Cella di
Flusso

Segnale = .
Flurescenza ] - : s/
Ragpie laser : :
locdirzato ]
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.~ FLUIDICA - LE CAMERE DI FLUSSO .

QUATTRO TIPI BASE DI CAMERE:
— Jet - in - Air

+ Sistemi aperti. oftimi per sorting. scadenti proprieta ottiche.

— Cuvette di Quarzo

= Sistemu clunsi, le pin diffuse. ottimie proprieta ottiche. possono supportare sorting
Plezoelettrice (stream — in air),

— Flusso Aperto su Superficie Verticale

« Buone proprieta oftiche, molto instabili, no sorting

— Flusso Chiuso
* Tipo vetnno di nucroscopio. eccellents qualita ottiche.
ne sorting, solo su stnumenn antiquati,

= \J /| s’-u\ /



CAMERE A FLUSSO

QUARZO GETTO IN ARIA

NOZILE

NOZZLE

Sheath {Tud &
Core rivestimenio

Tow

Zoma di
o s
Fascio di luce ; T
Stream in air

Fig. 1.6. Cella a flusso con capillare in quarre o chiusa (sindstra) e a getto libero o aperta {(destra).
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COME REALIZZIAMO L’INIEZIONE DEL CAMPIONE

- NEL FLUSSO?

1. APRESSIONE NEGATIVA, ASPIRAZIONE DEI LIQUIDI;
2. APRESSIONE POSITIVA, DI TIPO DIFFERENZIALE;
3. AD INIEZIONE VOLUMETRICA.

Il sistema ad aspirazione dei liguidi & oggi il meno utilizzato, in
uanto si & osservato che applicando una pressione negativa sui

liquidi in scorrimento si pud verificare ['insorgenza di bolle gassose

tali da diminuire la risoluzione analitica. Questo sistema e quindi -

ormai superato dagli altri due tipi.

e’ % * e’

h—(



__“2. LA PRESSIONE DIFFERENZIALE

1L MOTORE AD ARIA COMPRESSA (O AZOTO) PRESSURIZZA
SHEATH E

CAMPIONE MENTRE DEI REGOLATORI DI PRESSIONE CONTROLLANO
IN PRIMO LUOGO LA PRESSIONE E IL FLUSSO DELLO SHEATH E
CREANO UNA

PRESSIONE DIFFERENZIALE = P CAMPIONE/P SHEATH.

+ LAPRESSIONE DEL CORE CENTRALE ALL'USCITA DAL CAPILLARE
NEL NOZZLE E LEGGERMENTE INFERIORE A QUELLA DEL FLUIDO
ESTERNO (SHEATH FLUID). QUESTA DIFFERENZA DI PRESSIONE
PUO ESSERE VARIATA E REGOLA IL FLOW RATE, VELOCITA DEL
FLUSSO DELLE PARTICELLE.

e
= u k. g -fu'x /



CAMERA
DI FLUSS0O

/J\ SHEATH CAMPIONE
.-""-[/- Pressione \4] :

Differenziale

POMPA
@ ARIA D)

REGOLATORE REGOLATORE
F 2 PRESSIONE PRESSIONE
SHEATH CAMPIONE

ARIA A
ARIA A
PRESSIONE PRESSIONE

i : PROVETTA
Non Raffigurati CAMPIONE

Filtri
\ d ) { L "
* Sistemi di Riempimento
TANICA * Sistemi di Lavaggio
SHEATH * Sistemi di Standby
T

“r



L'operatore puo variare la velocita d'analisi modificando
solamente la pressione sul core centrale. La velocita del
campione e preimpostata negli strumenti su piu livelli
definiti manualmente o dal software:

LOW, MEDIUM e HIGH.

» LARIDUZIONE DELLA PRESSIONE (RATE) DELLO SHEATH
AUMENTA LA QUANTITA DI LUCE RACCOLTA E QUINDI LA

SENSIBILITA’



=

AL CRESCERE DELLA VELOCITA DI FLUSSO AUMENTA IL
COEFFICIENTE DI VARIAZIONE (CV) A DISCAPITO DELLA

. RISOLUZIONE ANALITICA —
e .
:
:
L3
i i
3
o
&
D
1 1 o
§ E g
: g £|
B |
: g g | <
z 2 5
z | % 7 ‘
FARAMETED PARAMITH Mm..w TR e
Fig 180, Flusgs deli campeone o divenss vadosta o8 @uremenae 4ol OV dad peoce da maatms veres deprs "u!' . )

- E =
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RATE BASSO (200-500 Eventi/sec)
LE CELLULE VENGONO

"CENTRATE" REGOLARMENTE LASER

DAL LASER E GENERANO
SEGNALI UGUALI A PARITA

DI CARATTERISTICHE PERCHE"
VENGONO INTERCETTATI DALLA
STESSA QUANTITA' DI ENERGIA

RATE ALTO (2000-3000 Eventi/sec)

LE CELLULE SCORRONO IN ZONE DIVERSE

DEL CORE E INTERCETTANO

REGIONI A DIVERSA ENERGIA DELLO

“SPOT" DEL LASER SULLO STREAM. A LASER

PARITA' DI CARATTERISTICHE VENGONO ——

GENERATI SEGNALI DISUGUALL LO “SPOT™
ELLITTICO RIDUCE ULTERIORMENTE QUESTO
ERRORE STRUMENTALE. I Sorter ad alta
pressione/velocita hanno nisolto 1l problema
aumentando la pressione di sheath

FLUSSO



3. INIEZIONE VOLUMETRICA  _

+ |ILFLUSSO DEL CAMPIONE E'LIBERO E
CONTINUO

« QUESTO SISTEMA, PERMETTE DI REGOLARE
CON PRECISIONE IL FLUSSO DEL CAMPIONE
FINO AD UNA VELOCITA DI 0.2 MUMINUTO.

+ CONOSCENDO IL VOLUME DELLA SIRINGA
ED IL NUMERO DI PARTICELLE REGISTRATE,

& way valw Flaweell

S| PUO RISALIRE AL NUMERO DI PARTICELLE
PER UNITA DI VOLUME DEL CAMPIONE. ring A )
U

« LAQUALITA' DELLE MISURE ASSOLUTE Sl 2 Sample  Waste
BASA SUL CONTROLLO ELETTRONICO DI Sample loop
PRESSIONI E VOLUMI Nt

w\_/‘ l . /
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CONTROLLO ELETTRONICO DELLA FLUIDICA
La Fluidica Condiziona il Corretto Funzionamento
della Parte Ottica, Specialmente nei sistemi a

Doppio o Triplo Laser
Nei sisten a doppio o triplo laser (ARIA IL,) Laser
(MoFlo) e essenziale 488 nm
che la fluidica sia perfettamente in
simcronia con l'elettronica. —10
Per questo il FLUSSO é sotto stretto Laser
controllo elettronico (pompa digitale). 630 nm
La stessa cellula deve passare dal +

primo al secondo laser m un tempo

NOTO e STABILE, in modo - TIME

da essere riconosciuta e ricondotti % DELAXY

. s li(2 03 | e (= 35-10 nsec)
1 suol diversi impulsi1 (2 0 3) O O Perché un
come UN SINGOLO EVENTO Laser intervallo da
(riferito al prunario 488 mmn) cosa dipende?
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, = PROBLEMI FLUIDICI: s =

v' bolle d'aria presenti nel circuito/nozzle =

v" occlusione da aggregati cellulari o corpuscoli di grande
diametro (prevalentemente in sorter)

v’ residui nelle tubazioni che convogliano il campione, come puo
avvenire con un precedente passaggio di coloranti per il DNA

v" perdita di pressurizzazione in vari punti del circuito, come
nei resistori per crescita algale

v' reflusso di liquido in parti del circuito che normalmente
contengono aria

v' contaminazione dello sheath fluid e/o inadeguata azione del,
suo filtro con generazione di rumore di fondo fluidica, in

guesto caso gli eventi vengono acquisiti anche senza =

campione!

N - 7
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