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QFCM
Quantitative fluorescence cytometry
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Διάκριση θετικού αρνητικού



QFCM - ορισμός

Η βαθμονομημένη μέτρηση της έντασης 

του φθορισμού μέσω σημασμένων 

σωματιδίων (κυττάρων ή 

μικροσφαιριδίων) με σκοπό να 

προσδιορισθεί ο πραγματικός αριθμός 

φθοριζόντων συνδετών (φθοριζουσών 

ουσιών ή μορίων πρωτεϊνών – φθοριζουσών 

ουσιών), που συνδέονται με κάθε κύτταρο.



QFCM – Πρακτική θεωρία -

προαπαιτούμενα

 Συμπεριφορά λογαριθμικής ενίσχυσης

 Αρχές ηλεκτρονικής απόσβεσης (compensation)

 Λειτουργική γνώση μονάδων φθορισμού

 Κατανόηση χρήσης κλιμάκων

 Καμπύλες βαθμονόμησης

 Εκτίμηση τυποποιημένων γραφικών παραστάσεων

 (σωστή χρήση κλιμάκων αναφοράς)

 (σωστή χρήση βιολογικών δειγμάτων αναφοράς) 



Σχετική ένταση φθορισμού

(Relative fluorescence intensity -RFI)

 Αυθαίρετη τιμή  ένταση φθορισμού δείγματος 

(FI) σε σχέση με άλλες μετρήσεις FI υπό 

ταυτόσημες συνθήκες.

 Τιμές RFI : αυθαίρετες μονάδες 

1-10000 Becton Dickinson 

0.1-1000 Beckman-Coulter



Μόρια ισοδύναμης διαλυτής φθορίζουσας ουσίας

(Molecules of equivalent soluble fluorochrome )

MESF

 Στοιχειομετρικές μονάδες της έντασης φθορισμού 

σωματιδίων συνδεδεμένων με φθορίζουσα ουσία 

 Εκφράζονται ως ο αριθμός μορίων της 

φθορίζουσας ουσίας σε διάλυμα, που απαιτείται 

για να παράγει την ίδια ένταση φθορισμού με 

αυτήν του σημασμένου σωματιδίου

 (απόλυτη μέτρηση που ισχύει για οποιοδήποτε

άλλο σωματίδιο σημασμένο με την ίδια

φθορίζουσα ουσία σε ίδιες συνθήκες ανάλυσης)



Ικανότητα δέσμευσης αντισώματος 

(Antibody Binding Capacity)

ABC

 Αριθμός μορίων αντισώματος συνδεομένων από 

ένα σωματίδιο σε κορεσμό των θέσεων σύνδεσης 

 AB/C : antibodies bound per cell (δεν απαιτούνται 

συνθήκες κορεσμού)

 (απόλυτη μέτρηση, που εξαρτάται όμως από τη 

χημεία σύνδεσης μεταξύ σωματιδίων (callibrators) 

και φθοριζόντων αντιδραστηρίων)



Βαθμονομημένα σωματίδια 

αναφοράς (calibrators)

Σχετικοί calibrators (μονάδες RFI or RFU)

- σχετική τιμή έντασης φθορισμού

Απόλυτοι calibrators άμεσα συνδεδεμένοι με

φθορίζουσες ουσίες (μονάδες MESF)

Απόλυτοι calibrators, που συνδέουν τα ίδια

συζεύγματα αντισώματος– φθορίζουσας

ουσίας προς χρήση με τα κύτταρα (μονάδες

ABC)



Παραδείγματα calibrators στην αγορά I

 Quantibrite – σφαιρίδια συνδεδεμένα με γνωστές 
ποσότητες μορίων PE -– τα κύτταρα σημαίνονται 
με κατάλληλα MoAb-PE (F/P=1/1)

 Quantum Simple Cellular - σφαιρίδια 
συνδεδεμένα με γνωστές ποσότητες μορίων Ig
anti-mouse – αντίδραση με ΜoAb συνδεδεμένο με 
φθορίζουσα ουσία (άμεσος ανοσοφθορισμός)

 QIFI – σφαιρίδια συνδεδεμένα με γνωστές 
ποσότητες MoAb – αντίδραση με Ig anti-mouse 
συνδεδεμένη με φθορίζουσα ουσία (έμμεσος 
ανοσοφθορισμός)



Παραδείγματα calibrators στην αγορά II

Quantum – MESF FITC ή PE – πολλαπλά 

μικροσφαιρίδια συνδεδεμένα με μόρια με 

τιμές ισοδύναμης φθορίζουσας ουσίας 

(MESF) που προσδιορίσθηκαν σε σύγκριση 

με αντίστοιχα διαλύματα διαλυτής 

φθορίζουσας ουσίας





Τα QSC σήμερα 

Polysciences, Bang labs



Η έκφραση του CD4 ως βιολογικού

δείγματος αναφοράς στη QFCM

Συντελεστής μεταβλητότητας έκφρασης 

CD4 μεταξύ ατόμων 4,9%

CD4-PE, F/P = 1/1

50000 CD4 μόρια / CD4 κύτταρο 





Στατιστική παράμετρος
(κατάλληλη για την εκτίμηση της έντασης φθορισμού)

 διάμεση

μέση ένταση φθορισμού

 θέση καναλιού κορυφής

 Τοποθέτηση ζωνών έντασης φθορισμού (binning)



Κατανομή με 

στενό CV : όλα 

τα θετικά 
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αντιγόνων

Continuum : τα 
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Ταξινόμηση συνεχούς κατανομής 

φθορισμού (δείκτες ενεργοποίησης)

Τοποθέτηση καταλλήλων για το αντιγόνο ή 

το κύτταρο τιμών έντασης (bins)

Προσδιορισμός των ποσοστών κυττάρων σε 

κάθε ζώνη











Identical microbeads with various calibrated binding capacities 

of goat-anti-mouse IgG on their surface :
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QSC, Cat. No. 815

Bangs Laboratories, Inc.

www.bangslabs.com

Antibody binding capacity (ABC) provided 

by the manufacturer :

Blank.       0 MESF 

1. 6851 MESF

2. 23379 MESF

3. 58333 MESF

4. 213369 MESF

bead

Ab site

MESF=Molecules of equivalent soluble fluorochrome

QSC Beads (Quantum Simply Cellular)
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Οριοθέτηση λεμφοκυττάρων - σφαιριδίων



Κατανομή εντάσεων φθορισμού

σφαιριδίων



Καμπύλη αναφοράς εντάσεων φθορισμού -

ABC CD95



Παράγοντες που επηρεάζουν 

τις τιμές ABC

Στοιχειομετρία σφαιριδίου-αντισώματος  

Αναλογία συγκεντρώσεων αντισώματος-

σφαιριδίων-κυττάρων

(απαιτούνται συνθήκες κορεσμού) 

Μέθοδοι μονιμοποίησης (π.χ. 

παραφορμαλδεϋδη)

Τύπος MoAb (κατασκευαστής, κλώνος ) 



Το CD45 σε 

διαδοχικές 

αραιώσεις







Αριθμός μορίων PE ανά κύτταρο 

με Quantibrite και CD4-PE 

Lili Wang et al 

Cytometry 

2007



Ασύμβατες τιμές με χρήση 

διαφορετικών συζευγμάτων

Lili Wang et al 

Cytometry 

2007



QFCM - Εφαρμογές

Πρωτεϊνική έκφραση

Υποδοχείς ιών

Προϊόντα ογκογονιδίων

Υποδοχείς φαρμάκων

Υποδοχείς στεροειδών

Πρωτεΐνες απόπτωσης

Μόρια προσκόλλησης

Πρωτεΐνες ορού (CBA)





QFCM – Κλινικές εφαρμογές
Συνδυασμός ανοσοφαινότυπου και QFCM

 Δείκτες κυτταρικής ενεργοποίησης, ωρίμανσης 

και διαφοροποίησης  

CD38, CD25, HLA-DR, CD71 – λεμφοκύτταρα

HLA-DR – μονοκύτταρα

CD62 – αιμοπετάλια

 Προγεννητική διάγνωση, ανάλυση «σπανίων» 

κυττάρων (rare event analysis) (CD34)



QFCM – Κλινικές εφαρμογές
Συνδυασμός ανοσοφαινότυπου και QFCM

 Ταυτοποίηση μη αναμενόμενων φαινοτύπων σε 

λευχαιμίες, λεμφώματα

 Ανίχνευση ελαχίστης υπολειμματικής νόσου  



QFCM – Κλινικές εφαρμογές
Συνδυασμός ανοσοφαινότυπου και QFCM

Διασταύρωση (cross – match) για 

μεταμόσχευση οργάνων 



Ποσοτικοποίηση αντιγόνων επιφανείας σε 

φυσιολογικά άτομα (Denny et al,1996)

ABC (QSC)

CD3+ 134349- 45905

CD4+ (lymph)   54174- 35106

CD4+ (mono)     9246-   3094

CD8+ 268868-190622

CD3+CD8+ 269858-212024

CD16+   38307-      336

CD19+   25252-  11689



Ποσοτικοποίηση αντιγόνων επιφανείας σε 

φυσιολογικά άτομα (Bikoue et al,1996)

ABC (QIFI) X10
3

T cells antigens

CD2 247

CD3 577

CD4 4714

CD5 5011

CD7 287

CD8 14529

B cells antigens

CD19 273

CD20 14910

CD21 122

CD22 172





QFCM στην ALL - MRD

(Farahat et al, 1995, 1998)

Normal values B-ALL

Tdt+     >100x10
3

Tdt+     <100x10
3

CD10+ <  50x10
3

CD10+ >  50x10
3

CD19+ <  10x10
3

CD19+ >  10x10
3



QFCM σε Β λεμφοϋπερπλαστικά 

σύνδρομα (Farahat et al, 1998)

B cells CD19(ABC*10
3
) CD20 (ABC*10

3
)

N.C. 22 94

B-CLL 13 65

B-PLL 16 129

SLVL 15 167

MCL 10 123

HCL 38 312



QFCM αντιγόνων Τ κυττάρων

(Ginaldi et al, 1995) 

T cells CD3(ABC*10
3
) CD7(ABC*10

3
)

N.C. 124 20

T-ALL 30 35

ATLL 38 13

T-PLL 92 29

LGL 95 12



QFCM – το μέλλον

 υλικό αναφοράς (standard reference material)

NIST για την ένταση φθορισμού από NIST

 Μικροσφαιρίδια αναφοράς συνδεδεμένα με FITC, 

βαθμονομημένα σε MESF από NIST

 QFCM - Οδηγίες consensus




