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Περιοχές/Regions - Παράθυρα/Gates



Οριοθέτηση :Πότε, από ποιόν, σε τι βοηθάει ?





Είδη και σχήματα περιοχών και gates

polygon

rectangular

ellipsoid

interval

quadrant

- Οι πολυγωνικές, παραλληλόγραμες και
ελλειψοειδής gates και τα τεταρτημόρια
(quadrant) εφαρμόζονται στα dot plot, στα
countour plot και στα density plot.

- Οι gates εύρους κατανομής (interval)
εφαρμόζονται κυρίως στα ιστογράμματα
αλλά μπορούν να εφαρμοστούν και στα
άλλα είδη απεικόνισης.
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Q3 Q4
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-Στα ιστογράμματα και τα dot plot φθορισμού αναγνωρίζεται ο 
πληθυσμός που είναι θετικός ως προς την έκφραση ενός αντιγόνου.

-Εφαρμόζοντας μια περιοχή (interval, quadrant, rectangular) 
οριοθετείται ο θετικός πληθυσμός και υπολογίζεται το ποσοστό του
πληθυσμού που εκφράζει το συγκεκριμένο αντιγόνο στο σύνολο των 
κυττάρων που αποτελούν την  gate ανάλυσης.   

Π.χ αν η gate ανάλυσης είναι τα λεμφοκύτταρα ,το ποσοστό των CD3+ T λεμφοκυττάρων
στο σύνολο των λεμφοκυττάρων μπορεί να υπολογιστεί ή από την περιοχή Ρ1 στο 
ιστόγραμμα ή από το άθροισμα των τεταρτημορίων Q2+Q4 ή από την εφαρμογή μιας 
περιοχής που οριοθετεί μόνο τα κύτταρα που εκφράζουν CD3 στα dot plot



Οριοθέτηση σκεδασμού:
με κριτήριο τα σκεδαστικά
χαρακτηριστικά των κυττάρων του
υπό μελέτη πληθυσμού.
(FSC- μέγεθος / SSC -κοκκίωση)

Οριοθέτηση φθορισμού:
με κριτήριο ανοσοφαινοτυπικά
χαρακτηριστικά των κυττάρων του
υπό μελέτη πληθυσμού.
(έκφραση ή ένταση έκφρασης
συγκεκριμένου αντιγόνου πχ
CD45, CD3, CD19, CD34 κλπ)



Με βάσει το μέγεθος (FSC), την
κοκκίωση (SSC) και την έκφραση
του CD45 διαχωρίζονται οι
πληθυσμοί των λευκοκυττάρων.

Οριοθέτηση με κριτήριο τον
συνδυασμό σκεδαστικών και
ανοσοφαινοτυπικών χαρακτηριστικών
των κυττάρων του υπό μελέτη
πληθυσμού.



- Eκτός από τις περιοχές και gates που εφαρμόζει ο χρήστης κατά την
συλλογή ή την ανάλυση των δεδομένων , τα λογισμικά των περισσοτέρων
κυτταρομετρητών δίνουν την δυνατότητα εφαρμογής αυτόματων
περιοχών και gates μετά από επιλογή ενός συγκεκριμένου πληθυσμού ή
και την εφαρμογή περιοχών που το μέγεθος τους αυξομειώνεται αυτόματα
αντίστοιχα με το μέγεθος του πληθυσμού.



Expert gate
λεμφοκυττάρων

Attractors : ημικυκλικές περιοχές το 
κέντρο των οποίων αντιστοιχεί στο 
κέντρο κατανομής του πληθυσμού και 
προσαρμόζουν αυτόματα την θέση τους 
σε τυχόν μετατοπίσεις της θέσης του 



Βλαστικό 
παράθυρο

Το back gating βασίζεται στην αναγνώριση και οριοθέτηση ενός πληθυσμού με βάση 
τα πιο σταθερά χαρακτηριστικά του που είναι το μέγεθος (FSC), η κοκκίωση (SSC) 
και η έκφραση ενός χαρακτηριστικού αντιγόνου (CD45). 



Το back-gating  βοηθάει να ξεκαθαρίσουμε αν κάποιες εικόνες στα dot plot
φθορισμού  οφείλονται σε αυτοφθορισμό,  μη ειδική σύνδεση , artifacts ή αν 
τα events της gate που αναλύουμε είναι νεκρά κύτταρα κλπ

Για παράδειγμα,  τοποθετώντας μια περιοχή Ρ1 στα κύτταρα που εκφράζουν ασθενώς 
CD4 και δεν εκφράζουν CD3, βλέπουμε ότι είναι κύτταρα με πολύ ψηλό SSC (πιθανόν 
ηωσινόφιλα). Άρα η εικόνα αυτή πιθανόν να οφείλεται σε μη ειδικό φθορισμό.







Οριοθέτηση σκεδασμού και φθορισμού

Οριοθέτηση  φθορισμού





Τα CD4+ Τ λεμφοκύτταρα αποτελούν  το 65,7% των CD3+ 
(parent) και το 55,1% των λεμφοκυττάρων (grandparent)



Boolean άλγεβρα και λογική οριοθέτηση

Βρέχει           Άσχημο δελτίο Ομπρέλλα

ΛΑΘΟΣ             ΛΑΘΟΣ ΛΑΘΟΣ

ΛΑΘΟΣ             ΑΛΗΘΕΙΑ ΑΛΗΘΕΙΑ

ΑΛΗΘΕΙΑ          ΛΑΘΟΣ ΑΛΗΘΕΙΑ

ΑΛΗΘΕΙΑ ΑΛΗΘΕΙΑ ΑΛΗΘΕΙΑ



Boolean Άλγεβρα
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ΝΟΤ (R1 OR R2)

R2

R1

ΝΟΤ (R1 AND R2)

Boolean Gating

Όλα τα events εκτός από αυτά 
που περιέχονται στις R1 και R2

Όλα τα events εκτός από αυτά που 
περιέχονται στην τομή των R1 και R2



Boolean Gating

P1 AND P2 =CD3+CD4+ P2 OR P3 =CD3+ NOT P2 =CD3+CD8+

P1  =CD3+

P2  = CD4+

P3  = CD8+

UNGATED GATED ON P1



Boolean Gating στρατηγική 
για την μέτρηση των CD34+ (rare event analysis)

Η διαδοχική οριοθέτηση με την Boolean gating
στρατηγική εξασφαλίζει ότι τα CD34+ που
μετρήθηκαν πληρούν όλα τα κριτήρια των
κατευθυντήριων οδηγιών της ISHAGE



Υποκειμενική Λιγότερο Υποκειμενική ?

-Απλή

Βασίζονται και οι δύο στην ικανότητα και τις γνώσεις αυτού που αναλύει τα δεδομένα 



Ανάλυση με Ιεραρχική ή Boolean στρατηγική



Ανάλυση με Ιεραρχική ή Boolean στρατηγική



Η χρησιμοποίηση 9 φθοριοχρωμάτων έχει σαν αποτέλεσμα την δημιουργία…             

Οριοθέτηση στην πολυχρωματική ανάλυση ? 
Τα κυτταρομετρικά δεδομένα είναι πολυδιάστατα (multidimensional data)
και όχι μονοδιάστατα (ιστογράμματα) ή δυσδιάστατα (dot plot)

55 dot plot !!
…χιλιάδες μοναδικές 
κουκίδες μέσα σε χώρο 
11 διαστάσεων !!!



R1 R2 R3 R4 Boolean κριτήριο
Ab1 Ab2 Ab3 Ab4

- - - - NOT (R1 OR R2 OR R3 0R R4)

+ - - - R1  AND NOT (R2 OR R3 OR R4)

- + - - R2  AND NOT (R1 OR R3 OR R4)

+ + - - R1 AND R2 AND NOT (R3 OR R4)

- - + - R3 AND NOT (R1 OR R2 OR R4)

+ - + - R1 AND R3 AND NOT (R2 OR R4)

- + + - R2 AND R3 AND NOT (R1 OR R4)

+ + + - R1 AND R2 AND R3 AND NOT R4

- - - + R4 AND NOT (R1 OR R2 OR R3)

+ - - + R4 AND R1 AND NOT (R2 OR R3)

- + - + R4 AND R2 AND NOT ( R1 OR R3)

+ + - + R4 AND R2 AND R1 AND NOT R3

- - + + R4 AND R3 AND NOT (R1 OR R2)

+ - + + R4 AND R3 AND R1 AND NOT R2

- + + + R4 AND R3 AND R2 AND NOT R1

+ + + + R4 AND R3 AND R2 AND R1






