Wprowadzenie do cytometrii przeptywowej

Wyktad dla studentéw biotechnologii w ramach przedniotu , Biotechnologia lekéw. Na podstawie r@nych
zrodet zebrat i opracowat Tomasz Mdlanka, Katedra Farmakologii i Toksykologii, Wydz. Medycyny
Weterynaryjnej, UWM w Olsztynie (wersja poprawiona 03.09.2012).

Dziatanie cytometru mazna stresci¢ nastepujacao:

1. Komorki znakowane przeciwciatem sprpnym z fluorochromem aspompowane pod niewielkim
cisnieniem do strefy pomiaru, gdzie sawietlane dokladnie zogniskowamwiazka laserovy.

2. Komorki rozpraszajswiatto i jednoczénie swiatto wzbudza fluorochromy przy¢zone do komoérki za
paosrednictwem swoistego przeciwciata.

3. W kazdym przypadku mierzone jest natnie swiatta i fluorescencji za pomacodpowiednich
detektorow.

4. Powstate tam sygnaty elektryczngvgzmacniane, formowane i przesytane do komputdearcdalszej

obrébki, przechowywania i analizy.
(J. Kantorski, Podstawy cytometrii przeptywowej néad-European Journal of Immunology, 1996, 21, 8y-9

Zastosowanie cytometrii przeptywowej — wybrane aspay
Cytometria przeptywowa unibiwia ilosciowe (wzgkdne i bezwzgidne) oznaczenie populacji i
subpopulacji okrdonych komoérek, ich cech morfologicznych oraz stanczynndgciowych. Pojawienie si
technologii produkcji przeciwcial monoklonalnychich taczenia z barwnikami fluorescencyjnymi usiwito
szybla ocerg immunofenotypu zwizanego z obecrdoia antygendéw zlokalizowanych na powierzchni btony
komorkowej. Dzeki zwiekszeniu przepuszczalém btony komorkowej (tzw. permeabilizacii) raa rownie
dokonywat oceny okrélonych molekut, struktur, cytokin i innych substanc
zlokalizowanychwewstrzkomorkow@Anna_Kurcek:http://iwww.zeb.aei.polsl.pl/index.pbpBon=com_content&view=article&i
d=23:cytometria&catid=17&Itemid=117Mdwiac o ilosciowym okreéleniu populacji i subpopulacji komérek ma sia
mysli zarowno ocea wzgledna (odsetkow) jak i bezwzgtdng (liczba komérek /ul krwi/wzet chlonny itp., czy
tez na okrélona objetos¢ hodowli); np.:
« Ocena odsetka komoérek z subpopulacji limfocytowofgpie CD25CD4" w obrbie catkowitej populaciji
limfocytéw — czyli liczba wzgidna komoérek CDZ®D4" (ang. percentage/relative count)
« Ocena liczby komorek z subpopulacji limfocytow ondéypie CD25CD4" w 1 pl krwi — czyli liczba
bezwzgédna komérek CDZE D4’ (ang. absolute count)
Tak wiec cytometria przeptywowa umdaliwia ilo §ciowa ocere limfocytéw z okreslonej subpopulacii, ale take
i innego typu komorek.
Wielokrotnie istotna jest nie tylko informacja oeamdci lub braku okr&lonej struktury, czy substanciji na
lub w komorce, ale tadle dane dotyce ich gstasci na powierzchni lub wewvatrz komaorki. Analiza tego typu

réwniez maze by¢ dokonana z zastosowaniem cytometrii przeptywowep(lacje™®" " patrz dalej).

Typowe pomiary wykonywane z zastosowaniem cytometrprzeptywowego
Uzywajac cytometru przeptywowego memy dokonéd oceny rénych populacji i subpopulacji
limfocytéw, ale take i innych komorek w zakresie:

e ich liczby (jak wyzej),

« produkcji cytokin i innych substancji (wyrane jako odsetek komérek danego typu, ktére produbkreslona
cytokine, czy tex inng substand),

» stopnia ekspresji okélnych molekut zlokalizowanych zewmz- i wewmtrzkomorkowo,

» apoptozy (wyraone jako odsetek komorek danego typu, czy z damgpapulacji limfocytow, ktore ulegaj
apoptozie),

» proliferacji (wyraone jako odsetek komorek danego typu, czy z damepapulacji limfocytéw, ktére np.
wbudowaly okrelony analog zasady purynowej albo pirymidynowej, bppmodeoksyurydyn czyli analog
tymidyny),

e oceny ilgciowej okraélonych komérek w poszczegdélnych fazach cyklu koroérkgo.
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Tak wiec jasne jestze cytometria przeptywowa jest kluczowym ngtziem w badaniach naukowych,
ktore dotycacych wptywu r@nych czynnikdéw (lekéw, toksyn, zakan itp.) na uktad immunologiczny,
ale take zajmujcych st ustalaniem etiologii chordb za@anych z nieprawidtowym funkcjonowaniem
tego ukladu. Ponadto cytometria przeptywowa znajdagrokie zastosowanie kliniczne:

Diagnostyka*

* Ocena immunofenotypu komorek znalazta zastosowawmialiagnostyce m.in. ostrych i
przewlektych biataczek, chtoniakoéw, nowotworéwskn gtowy i szyi i in. Jej zastosowanie
umazliwia czesto wiaciwy dobdr stosowanej terapii, oklenie stopnia reemisji oraz
wykrywanie tzw. choroby resztkowej (angninimal residual disease, MRD), czyli
nieznacznych iléci komorek nowotworowych, ktGre pozosi@ajw ustroju stanowi przyczyre
nawrotéw choroby.

* Technika ta umdiwia réwniez badanie cyklu mitotycznego komorek nowotworowychz
ocery ploidii DNA i rozktadu niektorych biatek np. cykli Pozwala to na okékenie ich
potencjatu proliferacyjnego i nie wskazywa na tendengj do formowania si przerzutdw.
Ustalenie niekorzystnych immunofenotypow utatwig/dka i obiektywra diagnostyk oraz
wyodrebnienie wrdéd chorych grupy tzw. zwkszonego ryzyka, u ktorej zalecane jest
stosowanie bardziej agresywnego leczenia.

e Metoda ta znalazta tak zastosowanie w diagnostyce niektérych choréb
autoimmunizacyjnych (np. reumatoidalnego zapalenia stawow, zespohgr&iia, cukrzycy
typu |, zapaleniactzowki, autoimmunologicznego zapaleniatmwby) i choréb ptuc (m.in.
nowotworéw, sarkoidozy, histiocytozy X).

o Cytometra przeptywowa przyczynita ¢sirowniez do znacznego pagiu w ocenie
immunomorfologicznej i czynrsgiowe] komorek biagcych udziat w mechanizmach
obronnych. Wykorzystywane jest to w diagnostycedoimrow odpornéci m.in. zespotu
nabytego niedoboru immunologicznego AIDS, w ktonghotna jest ocena iéoiowa populaciji
CD4" i CDS§'.

* W mikrobiologii cytometriapozwala na szybkie wykrywanie i wsipna identyfikacje
mikroorganizmow odpowiedzialnych za infekgj

Transplantologia*

* W transplantologii technika ta stosowana jest padazznaczania ludzkich antygenow
leukocytarnych (ang. human leukocyte antigens — HLA) na powierzchni komérek dawcy i
biorcy oraz przy tzw. prébie krzgwej (ang.crossmatch), czyli ocenie obecrigi w surowicy
biorcy przeciwciat cytotoksycznych dla komoérek dswdontrolne badania subpopulaciji
limfocytbw u pacjenta po przeszczepie dostarczalanych o stanie jego ukfadu
immunologicznego i pozwakapkresli¢ skutecznéé stosowanej terapii immunosupresyjne;j.

Alergologia*

« W alergologii stay ona do oceny efektywné¢ terapii odczulajace] polegajcej na
cytofluorymetrycznej analizie poziomu limfocytowrmocniczych o fenotypie Thl i Th2 lub za
pomoa oceny stopnia degranulacji bazofilow.

*Anna Kurcek:

http://www.zeb.aei.polsl.pl/index.php?option=comntemt&view=article&id=23:cytometria&catid=17&l|
temid=117
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Rodzaje znakowania (“wybarwiania™) w cytometrii przeptywowej:

Znakowanie (barwienie) bezpérednie:

. Przeciwciata sprg;one z fluorochromemnp. FITC-conjugated rat anti-mouse CD4 monocl@mibody

(mADb).
Mysie 1gG anty-ludzkie CD4
sprzezone z fluorochormem ﬁ’

. /

. Zwigqzki nie kedgce przeciwciatami, ale v‘v&/kawje powinowactwo do okswnych struktur

komérkowychoraz fluorescencg; mozna wic powiedzié, ze @ to zwiazki petniace jednoczéie rok
fluorochromu i przeciwciata/znacznika. Najetutaj m.in. jodek propidyny (PI), ktéry stwy przede
wszystkim do znakowania obumartych komérek (patrara 21). Zwazek ten nie przenika przez bton
komorkow i cytoplazne zywych komorek, wnika natomiast do girza komoérek martwych, gdzie ave
sic z ich DNA. Pozwala to na selektywne wybarwianiejadler komorek martwiczych; komorki z
fluoryzujacymi jadrami mana liczy¢ w mikroskopie fluorescencyjnym lub wykirprzy wyciu cytometru
przeptywowego. Innym zwrkiem o podobnych wiaiwosciach i zastosowaniu jest-AAD (7-
aminoaktynomycyna D).

. Znakowanie pdrednie:
. Przeciwciata biotynylowandbiotinylated), np. znakowanie zzyciem biotin-conjugated rat anti-mouse

TGF; po inkubacji komérek z ww natg odptuk& niezwhzane przeciwciata i dodastreptawidyny
sprzzonej z okrélonym fluorochrome (np. PE-conjugated streptavidimyykorzystuje si tutaj
wiasciwos¢ silnego wazania biotyny ze streptawidyn

. Przeciwciala oczyszczongurified), np. znakowanie zzyciem purified rat (IgG) anti-mouse CD104

(czyli oczyszczone przeciwciala monoklonalne poaysk od szczura i skierowane przeciw mysie]
integrynie B4); po inkubacji z ww naley odptuka niezwhzane przeciwciata i dodaprzeciwciato
sprzzone z fluorochromem skierowane przeciw Ig gatunkd, ktérego uzyskano przeciwciato
oczyszczone. Odnogz sk do powyszego przyktadu ni@ to by Donkey anti-Rat IgG spgzone np. z
PE (czyli gle przeciwciata spkzone z PE, ktoreasskierowane przeciw szczurzym IgG) (przyktadowe
protokoty patrz koniec opracowania).

p/ciato biotynylowane p/ciato oczyszczone
: : & Szczurze anty-mysie IgG
Streptawidyna sprzgzona | sprzgzone z fluorochromem
z fluorochromem

Mysie oczyszczone
IgG anty-ludzkie CD4

Biotynylowane mysie
p/ciato anty-ludzkie CD4
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Flow Cytometry Intracellular Staining

1x10° to 1x10°
cells per 100 pl
sample ice cold

e

Key
6 Cell

Antigen

Fluorochrome
conjugated
Primary antibody

Fix: Add 100yl fixative (eg 4% PFA) to each tube 15 min 4°C

Wash with PBS 0.2% Tween 20 4 centrifuge 400 g for 5 min

!

- @&J

Add 100l permeabilizing
agent to each tube.
Incubate 15min 4°C

Or 0.2% Digitonin

Wash with PBS 0.2% Tween 20 4 centrifuge 400 g for 5 min

Block with 5% serum or BSA for 15 to 30 min

Wash with PBS 0.2% Tween 20 4 centrifuge 400 g for 5 min

O

Incubate with fluorochrome
conjugated primary antibody
15 to 45 min 4°C in the dark
0.1-10 pg antibody / ml

Wash with PBS 0.2% Tween 20 4 centrifuge 400 g for 5 min

Resuspend to 500 pl to 1ml in ice
cold PBS, 10% FCS, 1% sodium azide
Store at 4°C until analysis (within 24hr)

Run and ysis on Flow Cy!

www.abcam.com/technical
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Budowa cytometru przeptywowego*

Typowy cytometr przeptywowy skladagsi:

» ukladu hydraulicznego, wytwarzajcego strumig@ cieczy otaczagej zawiesiQ
komorkows. Z jego pomog badane cgsteczki przechodz przez punkt pomiarowy z
odpowiedn predkoscia.

o zrodta swiatta, ktére przechodg przez badane ggtki wytwarza sygnat rozproszenia i
fluorescencji; funkgj ta spetnia laser.

» uktadu optycznegq ksztattuacego i ogniskujcego wazke laserows na badanej komorce.
W jego skiad wchodzi rownieoptyka zbierajca, ktorej zadaniem jest odfiltrowywanie
poszczegdlnych dtugoi fali oraz ogniskowanie promierwietinych na fotokatodzie
detektoréw.

* uktadu elektrycznego przetwarzajcego sygnaly swietine na impulsy elektryczne
(analogowe).

e systemu analizy danych czyli odpowiedniego oprogramowania pozwaago na
statystyczne opracowanie uzyskanych wynikow.

*Anna Kurcek:
http://www.zeb.aei.polsl.pl/index.php?option=comntamt&view=article&id=23:cytometria&catid=17&Itermid 17

System optyczny

LASER

Zwierciadta dichroiczne lub filtry

(odfiltrowywanie poszczegolnych \

Dlugosci fal)

1 2 3 Detekt
etektor
] j— \ > boczny
KOMORKA {1 — \ / SSC

™ Soczewka

[ ]
PMT <O
] v
Q <> ‘ Q Detektory fluorescenciji
Detektor przedni/ FSC FL1 FL2 FL3  (fotopowielacze)
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Zasada dziatania cytometru przeptywowego

Znakowane komorki formowanea sw cienki strumié, ktéry z odpowiedni predkoscia
przesuwa s w strore strefy pomiaru. Tam kala pojedyncza estka nawietlana jest zogniskowan
wiazka laserowq. Swiatlo ulega rozproszeniu i jednoémée wzbudza przyczone do komorek
fluorochromy. Powstate sygnaty mierzoreze pomog odpowiednich detektorow.

Elementarnym pomiarem w cytometrze przeptywowynh jegstrowanigwiatta rozproszonego na
komorce orazwiatta wysytanego przez wzbudzony fluorochrom. Wymiotyczice rozproszeniéwiatta
na komorce dostarczajnformaciji o jej wielkdci i wewretrznej ziarnistéci. Dwa detektory mietg
Swiatto rozproszone (Anna Kurcek, j.w.):

» Pierwszy rejestruje rozproszenie od przodu zgodnidkierunkiem wazki laserowej pod
niewielkim katem ponkej 10 (ESC — Forward Scatterprzedni detektoswiatta rozproszonego);
rosnie ono wraz z powkszaniem s rozmiaru czsteczki. Tak wgc rozproszenieswiatta
rejestrowane na detektorze FSC dostarcza inforroagjelkasci komorki.

* Drugi detektor rejestruje rozproszenie padekn 90 (SSC — Side Scatter — bocatetektor
Swiatta rozproszonego), czyli mierzone jestiatto odbite i rozproszone podatem 90° w
stosunku do wizki. Dostarcza to informacji przede wszystkim rmaaé ziarnistéci komorek.

Detektor rozproszenia pod lgtem
90 stopni, czyli detektor boczny
(SSC) - ziarnistaé¢ komorek i
obecndé¢ struktur komorkowych

Detektor rozproszenia na wprost
(FSC) — informacja o wielkaci
komorki lub czgsteczki badanej

laser —

Rozproszenie na wprost (FSC)

Rozproszenie boczne - SIDE SCATTER (SSC)
Swiatlo odbite i rOZproszone
Pod katem 90° w stosunku do wigzki

T

oF G duza ~ wysoki FSC
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http://www.antibodiesonline.com/resources/17/60a\WHRic

‘ Populacje komorek krwi w oparciu o FSC i SSC ytometry+FACS+Principle+and+experimental+setup/

Jak wid& na powyszym cytogramie, na podstawie FSC i SSCzmaowstpnie zidentyfikowa& gtéwne rodzaje
komorek krwi(nie ma to jednak specjalnej waitojako takie, gdi do ilosciowej oceny monocytéw, czy limfocytéw i tak najezastosowé
odpowiedni marker) ldentyfikowanie na podstawie FSC/SSC podstawqyegulaciji (najczsciej s to limfocyty) do
ktorej nalez interesujce nas komorki (np. CDBstanowi zwykle pierwszy krok w analizie wynikow.

Znakowane przeciwciatem sgeonym z fluorochromem
komorki przeptywaic przez komay pomiarows sa nawietlane Flow Cytometry
(=wzbudzanie fluorochroméw) wika laserows a nasgpnie
rozpraszaj $wiatto (jako opisano to wc#siej) oraz emitujg ST
fluorescencg o okreslonej dtugosci fali (w zalenosci od
przytaczonego fluorochromu). Tak @i oprocz rozproszenigwiatta
mierzone jest tate, a w zasadzie przede wszystkimzbudzone
Swiatto emitowane przez fluorochromy Najczsciej stosowan
zrodio $wiatta to lasery emitape fale swietlne o okreslonej
dtugosci, np. argonowy (488 nm) lub/i helowo-neonowy (633)
fluorochromy musgz zostdé wzbudzone swiattem o okrélonej
diugdsci fali; najcz;sciej 488 lub 633 nnh)J&?eIi zrodiemswiatta jes
laser argonowy, tak jak w wliszaci cytometrow, zwizki uzywane
do znakowania fluorescencyjnego (fluorochromy) powi posiadéa
maksima absorpcji w tym zakresie fali.

Kazdy fluorochrom charakteryzuje fluorescencja ¢
okreslonym widmie i maksimum dlugasci fali (np. maksimur U
emisji dla FITC jest 518 nmBwiatlo o réznych diugcsciach fali Laser light source
zostaje rozdzielone[— odfiltrowanie poszczegoinych diugmn fali]
za pomog specjalnych filtrow lub zwierciadet dichroicznycla
nastpnie skierowane do wdaiwych sobie detektorow (w niektory
cytometrach oznaczanych jako FL1, FL2 etc.), kBrezscia uktadL
elektronicznego. Te detektory to w qkszaici fotopowielacze
(PMTs-photomultiplier  tubes), gdzie docierace sygnaly &  ptp:/www.abcam.com/index.html?pageconfi
wzmacniane, przeksztatcane na cyfrowe i przedstewiza ekranie g=resource&rid=11446
komputera. Poszczegblinym detektorom przypisane |
wychwytywanie fluorescencji o okflenym zakresie diugai fal
(patrz dalej). Detektory te bywagwane kanatami fluorescencji.

Sample
(stained cells in suspension)

Hydrodynamic Focusing
Cells pass through in 'single file'

Nozzle

Fluorescence emitted from
’ stained cells detected

Forward and side scattered
light from all cells detected

000¢g0090 090 wavs™ee
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Emitted photons are Laser

collected by sensors/PMT’s
CE TRl

Cell stained with
— quo_rescent antibody
are interogated by
The laser.
v

PE PMT I FITC PMT l SS PMT I FS detector l

http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=reso&irime=11446

FITC FITC Exciter » ;/fg
excitation fluorescence| |filter 450- + 520-
490 nm 560 nm
Band-
pass
filter
—>| —»
Q A Dichroic
mirror
Light >510 nm

300 400 500 600

Zapazyczone z: “Color Atlas of Immunology” autorstwa . Burmester
LP Mirror
Longpass mirror (filter) transmits the highest wawgths to the first PMT in the series and reflects
lower wavelengths to the next PMT. Similarly, thexn PMT’s longpass mirror transmits the next
highest wavelengths and reflect lower wavelengtimsl so on around the array. A bandpass filter (or
additional longpass mirror) in front of each PMTther screens unwanted light.
BP filter
The band pass filter allows only a set of waveleaghrough. The wavelength number is referred to as
the center wavelength of a band pass filter. Timecavavelength is the wavelength that allows tlestm
light through within the range of wavelengths thalt be passed through. Frequently this will be the
center wavelength of the filter. A band pass fiierated by center wavelength and the pass band or
width.

Collection Optics
From the flow cell, laser light is routed to thellection optics, which efficiently gather the sigma
emitted and scattered from each particle. The é+#iguration collection optics include two detector
arrays, which consist of photomultiplier tubes (Pdylarranged in one octagon and one trigon as shown
in Figures The octagon contains five PMTs and dgtéght from the 488-nm (blue) laser. One PMT in
the octagon collects side scatter (SSC) signals.tiigpon contains two PMTs and detects light frow t

633-nm (red) laser.
\‘/
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Band Pass (BP) filters allow transmission of photons that have wavelengths within a narrow range.

‘\ 620-640nm

Short Pass (SP) filters allow transmission of photons below a specified wavelength.

\ < 575nm

Long Pass (LP) filters allow transmission of photons above a specified wavelength.

-
\ > 520nm

Dichroic filters/mirrors (such as dichroic LP long pass mirrors) are positioned at a 45° angle to the light beam. In a long pass
dichroic filter, photons above a specific wavelength are transmitted straight ahead, whilst photons below the specific

....... | P R P R R o 1 LA Sy Py

wavelength are refiected at a 50" angle.

Dichroic

(¢
LP
N >600nm

<600nm

http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resofirimk=11446
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Najwazniejsze fluorochromy znajdujace zastosowanie w cytometrii przeptywowej

Fluorochrome

Hoechst 33342

Brilliant Violet 421

BD Horizon V450

Pacific Blue™

BD Horizon V500

van

Al
Annvyan

Alexa Fluor® 488

FITC

PE

Brilliant Violet™ 605

BD Horizon PE-CF594

Pl

7-AAD

APC!

Alexa Fluor® 647

PE-Cy™5!

PerCP

PerCP-Cy™5.5

Alexa Fluor® 700

PE-Cy™7

APC-Cy7

BD APC-H7

10

Fluorescence

Emission Ex-Max Excitation Laser Em-Max

Color (nm) Line (nm)* (nm)

350 355,375 461

407 405 421

404 405 448

401 405 452

415 405 500

457 405 491

495 488 519

494 488 519

496, 564 488, 532, 561 578

407 405 602

496, 564 488, 532, 561 612

351 488, 532, 561 617

543 488, 532, 561 647

650 633, 635, 640 660

650 633, 635, 640 668

496, 564 488, 532, 561 667

482 488, 532 678

Far Red 482 488, 532 695

Far Red 696 633, 635, 640 719

Infrared 496, 564 488, 532, 561 785

Infrared 650 633, 635, 640 785

Infrared 650 633, 635, 640 785

http://www.bdbiosciences.com/documents/MulticoloppAlote.pd

Bardzo pomocne narzdzie dla wtaciwego doboru fluorochroméw:

w BD

l Catalog Instruments Reagents

BD Biosciences

co e cien

Home / Research Applications / Multicolor F

Contract Services

Support

|

BD Fluorescence Spectrum Viewer

BD Fluorescence Spectrum Viewer A Multicolor Tool

Qstions  Curves: Cytometer: [4] Excittion (nm): [l Show EmwhenEx % » |5 | Cursor
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530/30

585/42 780/60
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]

e
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7

Fluorochrome % [V]Ex [V]Em [VIFiters

Wavelength (nm)

“F‘E—ICP{'.’ . PECy7

e PRI U i "

[pe v ers] [ses2 | &1 | E | -
PerCP-Cy5 5 v 63540 v | @ | Bl - ] -
[pe-cy7 vl e1s [78080 | @ | - - - -

http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/sépsua viewer/index.js
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11

W cytometrze FACSCanto filtry, zwierciadta i detakt (= fotopowielacze) tworz uktad
oktagonu (dotyczy detektorow zbiegeych fluorescenej pochodzaca z fluorochroméw
wzbudzanych laserem niebieskim) i trigonu (dotydstektorow zbieragych fluorescengj
pochodzca z fluorochromoéw wzbudzanych laserem czerwonym).

blue-laser
signal \

PerCP- 675

FITC - 518 o
: N

& PE-Cy7 - 760
U PE-Texas Red

\ 615 M
J
R U
red-laser octagon
signal

c
APC-Cy7 - 760

)

red-laser
signal
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Lasery, zwierciadfa i filtry cytometru FACSCanto Il oraz przypisane im

fluorchromy (konfiguracja cytometru na Wydz. Med.-W et., UWM)

BP Filter

PMT _ Common
Laser » LP Mirror or LP
position _ Fluorochromes
Mirror
FITC
Alexa Fluor 488
E 502 530/30
EGFP
CFSE
D 556 585/42 PE, PI
C 610 616/23 PE-Texas Red
488nm
Pe-Cy5
PerCP
7-AAD
B 655LP 670LP
PerCP-Cy5.5
PE-Cy5.5
Pl
A 735 780/60 PE-Cy7
APC
C 660/20
Alexa Fluor 647
B 685 712/21 Alexa Fluor 700
735 APC-Cy7
A 780/60

APC-Alexa Fluor 750

T. M. 2009-2012.
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Analizowanie wynikéw
Do analizowania wynikéw uzyskanych zaspadnictwem cytometrii przeptywowej
stuza rézne programy, np. CellQuest, Diva (awane z cytometrami firmy Becton Dickinson),
Flowjo (wg mnie najlepszy), system Il (przestayzat CXP (dwa ostatnie zwkane z
cytometrami firmy Beckman Coulter). Uzyskane daneogi zost& zobrazowane z
zastosowaniem phiego rodzaju wykresow:

1. Wykresy jednowymiarowe czyli histogramy

40 €5

N —
3812

/\\,} L

b

Histogram

007
DI T Y

2. Wykresy dwuwymiarowe; oprogramowanie pozwala na ich wizualizagy réznej
formie, tj. jako:
» wykres kropkowy / dot plot — najczsciej wzywany:

16.6 . 1.38

467

v T
0 10° 10° 10* 10°

> wykres gestosci / density plot:

)

» wykres konturowy / contour plot:

3. Wykresy trojwymiarowe, czyli perspektywiczne

T. M. 2009-2012.
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Analizowanie wynikow

Na czym polega analiza wynikbw uzyskanych z zastasiem cytometrii
przeptywowej? Hm, ujmag rzecz prosto: analizag obraz przedstawiony na cytogramie lub
innym wykresie naley zidentyfikowa poszukiwan/interesugca nas populagj (np. komérek
NK) a nastpnie zakladajc bramk (gate; bramkowanie: gating) oddzéejy od pozostatej/ych
populacji. Po zalzeniu bramki pojawia siinformacja o odsetku komérek w bramkowanym
obszarze (w niektorych programach, np. flowjo, pagasi rowniez informacja o ich liczbie w
zanalizowanej probie).

Mowiac 0 poszukiwanej populacji mamy na §tijxomorki, ktore zostaty wyznakowane
w interesujcym nas kierunku— do okrdlonego miejsca docelowego komorki (np. jaki€go

receptora) nagpito przylaczenie przeciwciata {olz
fluorochromem — komorka wykazuje

fluorescercj Analizujac

innego markera) spgzonego z
wystpowanie /

niewystpowanie jednej cechy, na wykresie powinny pofasw dwie populacje:
* pozytywna, czyli obejmara komoérki wykazujce obecn& poszukiwanej ,cechy” =
komorki wykazugce fluorescengj
e negatywna, czyli obejmaga komorki niewykazuage obecnéci poszukiwanej ,cechy”
= komoérki niewykazujce fluorescencji.
Populacja pozytywna (komérki wykazop fluorescene) znajduje si powyzej (jezeli
analizowan fluorescengj przyporadkowano do osi Y) populacji negatywnej lub na prawio
niej (jezeli analizowan fluorescengj przyporadkowano do osi X):

Natezenie
fluorescencji

p/ciato anty-WC1 sprzezone z FITC

Nastgpnie limfocyty zostaty
zanalizowane w kierunku
okreslenia wéréd nich
(przyjmujac ich populacje
jako 100%) odsetka
komérek WC1*.

Limfocyty WC1*
€ 176%

] Inne limfocyty,
<€ czyliwcr
82.4%

LB B B
150K 200K 250K

50K

100K

250K
EOOK—E
150K—f
100K—f

50K

Na podstawie
FSC/SSC
zidentyfikowano
a nastgpnie
obramkowano
limfocyty.

Limfocyty
29.4%

A e LARaas nasn
50K 100K 150K 200K 250K

250K
200K

150K

100K |

50K

Inne limfocyty,
czyliWC1”
82.4%

Limfocyty WC1*
17.6%

¥

RAILL L e ) |

9
0 107 103

104 105

p/ciato anty-WC1 sprzezone z FITC

Natezenie
fluorescencji

—
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W wielu sytuacjach nie wygbuje wyrany rozdziat me¢dzy populaci negatywn i pozytywra — obie
ptynnie w siebie przechodzW takich sytuacjach pomocna jest kontrola negatykomorki niebarwione) i
izotypowa(ta shey gtéwnie do identyfikacji nieswoistej fluoresceidjtora mae stanows problem w prébach permeabilizowanych);
temat ten przekracza jednak ramy niniejszego wykidiezalenie od tego badacz analizay prok: (tj. oceniajcy obraz)
ma do dyspozycji naegzia, ktore utatwiaj rozgraniczenie populacji pozytywnej i negatywne;j:

*  powigkszanie wykresow dizadanych rozmiardw,

* redukcja liczby komérek (eventsow), wyomych jako kropki,

* redukcja liczby komorek w skojarzeniu ze gkgzeniem ich wielkéci (w programie flowjo opcja: large

dots; w CXP opcja: resolution)

e dodatkowa analiza proby zyciem mniej standardowych wykresow, tgsgpsci, konturowego itd.

Identyfikacja miejsca rozgraniczenia (bramkowania) limfocytow CD4* bydta
wykazujacych i niewykazujacych ekspresji czgsteczki CD25

500 events, large dots 1000 events, large dots 1500 events, large dots

10° E 10° 4 10°
4 4 4
10 . 4 .
—..i CD25+ calls " 0 JCD25+ calls . 10 JCD25+ cells
16.2% L. 16.2% L. 16.2% e
- * <103 3 T A 103 E e X
] e A 1 ki 1 - B
wn 2 .8 > s 2 =N
o 107 7 107 D
S 3 " .
— . RS . . - S———
5 2 3 4 5
0 10 10 10 10 0 10 10 10 10
2000 events, small dots
- z 5
Mozna zaobserwowaé 1074
granicg migdzy komérkami
o wysokiej (=duza gestosé 10° 4
CD25+ calls s > . JCD25¢+ celis
16.2% ey na komérce = wyzsza 16.2%

intensywnosé fluorescencji) |,,*
i niskiej (=mata ggstosé na 3
komérce = nizsza 02
intensywnosé fluorescencji) . }

ekspresji czgsteczki CD25.

0 10 10 10 10
100000 events, small dots Density plot Contour plot
/\105— 105-: ‘05_1
o 10 9 ! 4
1% Jco2se cons 3cD25¢ calls e 10 3 co25e calis
16.2% 16.2% * . 16.2% =
3| ‘ ]
10" 3 10 : 10 :.';
m |02 ;- 10: 1 .
(] 0
O ° 7 3
Sk Biie g e R T T T
o 107 10° 10! 10° 0o 10° 10° 10 10 0 10° 10° 10t 10°

Wykresy przedstawiaja te sam probe wizualizowang z uzyciem zmiennej liczby eventsow
i wielkosci kropek oraz z zastosowaniem rinych typow wykresow.

T. M. 2009-2012.
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Przyktadowa analiza
Do ponisze] analizy wynikéw #yto programu flowjo; wyniki uzyskano zywajac 6-
kolorowego cytometru FACSCanto. Probka pochodzitaeezia chtonnego przyuszniczego myszy i
zostata nagpujaco wyznakowana:

Emission max (nm) Excitation (nm)
CD 122/ FITC 518 488 —laser niebieski
Foxp3 / PE 575
CD25/ PE-Cy5.5 690
CD8 / PE-Cy7 760
CD4 / APC 660 635 — laser czerwony

1. Uzywajac ikony (add samples) dodaj proby wprowadzono do programy pliki odpowiasicg
poszczegdlnym prabom:

| (@m)(=] [=2])( 1)
Add Samples.. Groups and Analyses
{7} All Samples
MName Statistic #Cells
I Ligg000024 LMD 42655
I T £0000025. LMD 111459
L Z0000026. LMD G257
I L Z0000027 LMD 152832
I L Z0000028.LMD 20851

2. Klikaj ac™ na wybram probke uzyskujemy obraz populacji komoérek w oparciu o FISSSC.
Nastpnie bramkujemy populacje limfocytow [na poniszym zdgciu populacja komérek na lewo od
bramkowanych limfocytow to komérki o mniejszym raafze (w poréwnaniu do bramkowanych)adst
mozemy oczekiwg, ze s to limfoblasty].

3. Tak zatl@ona bramic dla jednej préby miemy przeni& na pozostate proby, przesuw@jja
(oznaczon jako ,lymphocytes”) do ikony oznaczonej ,all samgl. Wtedy bramkowane zostan
limfocyty we wszystkich pozostatych probaek pod kada préblka widzimy populac oznaczon
.lymphocytes”; dalsza analizaizie dotyczy tylko tych komorek.

2 Untitled - FlowJo
Eile Edit Workspace Groups Tools Windows Help

'{:é)m&s':::‘:::;es Groups and Analyses

[ Untitled - FlowJo
File Edit Workspace Groups Tools Windows Help

Groups and Analyses

{0} AllSamp
Name Statistic #Cslls |
I ~ 1 Z0000024. LMD 426589
3 Lymphocytes 39,84 16997
Name | statistic | #cens | I -0 Z@U)UI?UUEiLcN;? e EEELE

ymphocytes !
[ +1 E%U[][]OE-LLMD 42659 e e e e
_ @ Lymphocytes 39 84 16997 " @ Lymphocytes 3334 e
| \| Z0000025. LMD 1114549 | 1 zoooooz7 LMD 152832
| 1 zooooo2s LMD 6257 __ @ Lymphocytes 0,24 61498
| U Zooooo27.LMmo 152832 1 1] zoooooze LMD 20851
| 1 zooooozaLmp 20851 & Lymphocytes 27,50 SEd

T. M. 2009-2012.
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4. Klikaj ac” na populagj limfocytéw okrelonej prébki zaczynamy anatiz
obecndci/nieobecnéci/wspotwystpowania odpowiednich ggteczek, substancji itp., w kierunku ktorych
wyznakowano préh Na osi x i y podstawiamy interegag nas cechy/parametry itp. W tym przypadku CD4
i CD8 [uprzednio (przed akwizyg)j informacje na ten temat zostaly wprowadzone dpowadedniego
programu (np. Diva) shacego do akwizycji prob:

g 101 02 ‘ Computer screen

10‘ —§ 27.6% CD4_CD8+ N ., 1.55% T A- Bt cells At Bt cells
: + + -
i 1 CD4 CD8 h
10 3 —

‘n\—/ Celis stained with:
_R- +R-
A- B~ cells A* B~ cells on L

Anti-A + Anti-B antibody
Anti-A antibody

Anti-B antibody fluorescence

o || QO/,\OO ﬁ Anti-B antibody
8 : Wlmstained
: Anti-A antibody fluorescence —>
2 I + -
TR 2 T D4'CDS8
0 4647 | CD4'CD8
321.1% ¥ b
WL B L LILLLY S L
2 4 5
0 10 CD4 10 10

W tym miejscu nalgy wyttumaczy jak naley odczytywa& wykres dwuwymiarowy,za pomog ktorego
analizuje st wysigpowanie/wspotwysipowanie/niewysgpowanie dwoch okgtonych cech (np. obecta jakichs
struktur na lub w komaérce, czyAevewrtrzkomorkows produkcg cytokin). Kazdy wykres dwuwymiarowy nahy
podziel¢ na cztery kwadraty (czyli cztery bramki); soma wy¢ takiego nargdzia jak krzy (nie wymaga to wtedy
oddzielnego wyrysowywania/wstawiania czterech bigmi€rzyz powinien by tak umieszczony na wykresie, aby
rozdzielat cztery mdiwe do wystpienia populacje (w przypadku rozpatrywania wgstwania/niewyspowania
dwaoch ,,cech” w okrélonej populacji). Jak odczytgpowyzszy rozktad subpopulacji limfocytow:

K/
£ %4

X/
A X4

K/
£ %4

K/
£ %4

Kwadrat gorny lewy: komérki wykazujce obecn& cechy przypisane] do osi Y, ale
niewykazugce obecngci cechy przypisanej do osi X; w podanym przyktadai to limfocyty
CD§'.

Kwadrat dolny prawy: komorki wykazugce obecn& cechy przypisanej do osi X, ale
niewykazujce obecngci cechy przypisanej do osi Y; w podanym przyktadai to limfocyty
CD4'.

Kwadrat gorny prawy — komorki wykazujce obecn& cech przypisanych dla zaréwno dla
osi Y jak i dla osi X, a wic s1 tzw. komorki podwojnie pozytywne (,double positiy®P); w
podanym przyktadzieasto limfocyty bedace zaréwno CD4% jak i CD8 = CD4CDS8" (%
tymocytow wykazuje taki fenotyp; poza tym niewielgala takich komoérek stale jest obecna
we krwi; wyjatkiem jestswinia, u ktorej % tych komorek w oddsie limfocytow krwi mae
siggac nawet 60%).

Kwadrat dolny lewy — komorki niewykazujce obecnéci cechy przypisanej dla osi Y jak i dla
osi X, a wec @ tzw. komoérki podwadjnie negatywne. Memy st tatwo domyli¢, ze w
przedstawionym przykiadzie populacja tadbie obejmowata limfocyty nie wykazige
ekspres;ji casteczek CD4 i CD8, a wt limfocyty B, Tyd i NK.

W powyzszej analizie stwierdzdimy, ze w analizowanej probce na 100% limfocytéw 27,6%
stanowity limfocyty CD8, 49,7% limfocyty CD3, 1,55% limfocyty podwdjnie pozytywne
(CD4'CD8"), natomiast pozostate 21,1 % to inne limfocyty.

T. M. 2009-2012.
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Jak nalezy odczytywat wykres dwuwymiarowy

1 2
E Q | D80 pos. (3) ’;Z:Em i
8 : [ CD&0 pos. (%)
c ' !
3 | @ i
: : j/ |
e 03— LA A el e
8 : E |ﬁ' o ® 5
= ' g e @
= ' o |o® ? Tt e
: 8 % E
' ﬁ . : L ]
— e g e
Green Fluorescence = :
g

Log Muorescence CD14 (gresn) |

= FITC-labelled — Texas Red-labellad
CD4 antibody CD8 anfibody
=) — D4 marker — CD8 marker
8 s

CD14 neg. http://www.antibodiesonline.com/resources/1

CDED neg. (%) 7/607/Flow+cytometry+FACS+Principle+ang

b T el Labelled CD8 +experimental+setup/
Labelled CD4 and positive T-cell

CD8 positive T-cell

Podobnie jak wczmiej, tak zatlaone bramki (za pomadkrzyza) dla jednej proby memy przeni& na
pozostate préby, przesuwaaj,wszystkiecéwiartki” (oznaczone odpowiednio jako Q1, Q2, Q3 4)Qlo
ikony oznaczonej ,all samples”. Wtedy rozdzielonebramkowane zostarsubpopulacje limfocytow we
wszystkich pozostatych probaeh pod kada proka widzimy subpopulacje oznaczone jako Q1, Q2, Q3 i
Q4.

Bluntitled - FlowJo
File Edit Workspace Groups Tools Windows Help

Groups and Analyses
w {1 All Samples
- 5 ytes
&5 Q1: CD4-FITC- , CD8-PE+
5 Q2: CD4-FITC+, CD8-PE+
@ Q3: CD4-FITC- , CD8-PE-
&5 Q4: CD4-FITC+ , CD8-PE-
Mame Statistic #Cells
| w1/ Zooooo24.LMD 42659
w &5 Lymphocytes 44,17 18844
&2 Q1: CD4-FITC- , CD8-PE+ 4,71 887
@ 02: CD4-FITC+ , CDB-PE+ 0,28 52
&2 Q3: CD4-FITC- , CD8-PE- 91,26 17197
@ Q4: CD4-FITC+ , CD8-PE- 3.76 708
| 1] zooooo2s.LMD 111459
& w5 Lymphocytes 39,16 43642
&5 Q1: CD4-FITC- , CD8-PE+ 546 2385
2 @2: CD4-FITC+ , CD8-PE+ 0,31 134
5 Q3: CD4-FITC- , CD8-PE- 90,48 39488
'¢Z) Q4: CD4-FITC+ , CD8-PE- 3.75 1635
| 1l Zooooo2e.LMD 5257
w 2 Lymphocytes 37,64 2355
@0 Q1: CD4-FITC- , CD8-PE+ 5.39 127
& Q2: CDA-FITC+ , CDB-PE+ 0,17 4
& Q3: CD4-FITC- , CD8-PE- 91,00 2143
@ 04: CD4-FITC+ , CD8-PE- 3,44 21

T. M. 2009-2012.
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5. Dalszym etapem analizyethizie ocena ekspresji gteczki CD25(tancuch o receptora dla IL-2;

przegciowa jego obecrid wskazuje na aktywagjkomorki; jego konstytutywne wygtowanie na limfocytach
CD4" myszy wskazuje na ich regulatorpvunkcje o ile jest to skorelowane z ekspeegjoxp3) W _obrebie

limfocytdbw CD4". A wigc jako pierwsze bramkujemy limfocyty CD4Analogicznie jak to
miato miejsce wczmiej, mazna umigci¢ bramlke na limfocytach CD4 we wszystkich
pozostatych prébach.

Bramkowane limfocyty
CD4'. Dalsza analiza
odnosi s¢ wiec tylko do
tych komorek.

0 CD4I p 105

. Bramkowane limfocyty CD4zostaly zanalizowanie na obeéadekspresj) czasteczki CD25
w ich obkbie. Wyniki = % limfocytéw CD4, ktére wykazuj wysoky (CD25"9") i niska
(CD25°%) ekspresj CD25, oraz tych, ktére nie wykazupbecndci tej casteczki (CD25.

W powyzszej analizie stwierdzonage w obebie limfocytow CD4 znajduje si 2.07% i 10.8
komorek wykazujcych, odpowiednio, wysaki niska ekspresj czasteczki CD25. Odnosg sk
do podanego na stronie Ihakowania komorek, mioa dalej ustadi procent limfocytéw
CD4'CD25', ktore wykazuj ekspresj czynnika Foxp3 a ponadto % limfocytow CD8
wykazupcych obecn&t czasteczki CD122.

Komorki o wysokiej ("9" P Pty ekspresii 5 |
czasteczki CD25 a wgc limfocyty CD4", 10 3 - .
ktore wykazuja duza gestos¢é czasteczki CD25hlghCD4+ ... CD25high
CD25 na swojej powierzchni. . . 2.07%
10 3 :
Komorki o niskiej (™) ekspresji casteczki .
CD25 a wkc limfocyty CD4', ktére low + i
wykazuja  stosunkowo mad  gestosé CD257"CD4 ?{l})gg‘o‘(’low
czasteczki CD25 naswojej powierzchni. 10 73 '
Limfocyty CD4", ktére nie wykazuja : N
ekspresji czsteczki CD25 na swojej CDZS_CDZ]- CD25-
powierzchni. : 87.0%
0 3 e
3 E ‘i::
8 b L L L

T. M. 2009-2012.
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Kombinacje barwien (dotyczy bydlecych PBMCs)

* anti-CDS/FITC
+ anti-CD25/PE
* anti-Foxp3/AF647

* anti-CDS8/FITC
» anti-CD25/PE
*7-AAD

* Annexin V/APC

* anti-CDS/FITC
* anti-CD25/PE
e anti-BrdU/APC

+ anti-CDS/FITC
+ anti-CD25/PE

+ anti-IL-10/biotin + streptavidin/PerCP

* anti-IFN-y/AF647

Cytokine

=]

BrdU" cells

* anti-CDS/FITC
+» anti-CD25/PE
* anti-TGF-p/APC

CD8* cells

€

Foxp3*cells

and
necrotic cells

Late apoptotic

Viable cells

Early
apoptotic
cells

Annexin ) —

Sposéb analizy danych przedstawiony w jednej z mpigblikacji. Lymphocytes were gated
based on forward and side scaffe6C/SSC) parameters and then gated for expressiGD8
surface marker.Relative to the level of CD25 expression within CDSubpopulation,
CD258"9"CD8" cells, CD25"“CD8" cells, and CD2ZEDS8" cells were identified. Each of these
cell populations was analyzed for cytokines (If5sNL-10, TGFf) and Foxp3 expression and
for proliferation (BrdU incorporation) and apoptsihe dot plot of Annexin Wersus 7-AAD
was used for the assessment of apoptosis. AnnexirAXD" cells were considered viable;
Annexin V'7-AAD" cells were deemed early-apoptotic; and doubletipestells (Annexin

V*7-AAD") were considered to be late apoptotic/necrotic.

T. M. 2009-2012.
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Oznaczanie apoptozy i nekrozy metaglcytometryczm z uzyciem Aneksyny V i 7-AAD (7-
amino aktynomycyna) lub PI (jodek propidyny)

Opisana ponizej metoda pozwala na zidentyfikowanie i iléciowe (procentowe)
oznaczenie komorekzywych oraz bedacych we wczesnym stadium apoptozy, nie pozwala
jednak na rozréznienie komoérek martwych i znajdujacych se w paznej fazie apoptozy
Zasada metody
Aneksyna V ma zdolnd¢ wigzania sg z komorkami podlegagcymi apoptozie, gdy taczy sk z
fosfatydylosermp obecry w na zewmytrz btony komorek apoptotycznych.

Btone komorkows prawidtowej komaorki cechuje asymetria w rozmieszda lipidéw btonowych
w warstwie zewstrznej i wewntrznej btony. Jednym z charakterystycznych, wczelngbjawow
apoptozy jest utrata tej asymetrii zachgrdz bez naruszenia integrasoobtony. Fosfatydyloseryna (PS)
obecna jest w zdrowych komorkach jedynie od stroyipplazmatycznej btony. We wczesnym stadium
apoptozy casteczki fosfatydyloseryny ulegaj przemieszczeniu do warstwy zesmznej
Fosfatydyloseryna jesh vivo sygnatem utatwiacym, albo wecz umaliwiajacym rozpoznanie komorki
apoptotycznej i sprawne jej usukoie przez fagocyty. Detekcja PS #iwa jest dzeki zastosowaniu
aneksyny V. Jest to bialko o0 masie 35-36 kDa, zedeod jonOw wapnia, wkace Sé z anionowymi
grupami fosfolipidow.Aneksyna V_wykazuje due powinowactwo do fosfatydyloseryny Tak wigc
komorki apoptotyczne identyfikujeesivykorzystupc aleksyr V, ze wzgédu na jej zdoIn& wigzania s¢
do fosfatydyloseryny. Spegniecie tego biatka z barwnikiem fluorescencyjnymazliwia tatwa detekcje
w mikroskopie lub w cytometrze przeptywowym. Powdrde stosuje siw tym celu izotiocyjanian
fluoresceiny (FITC) lub fikoerytryn (PE), ale take inne fluorochromy.

Tak naprawed aneksyna nie jest markerem swoistym dla apoptezwadh aneksyny jest taze
nie jest to markegcisle selektywny dla komérek apoptotycznych, gaynika ona rownig przez gknigcia
btony komorkowej do wetrza komorek nekrotycznych, gdzigcty z fosfatydyloserynzlokalizowan na
wewretrznej stronie btony komorkowej. Tak g@ aneksyna V wize sk rowniez z komdrkami
nekrotycznymi. Jak zatem rozrii¢, z zastosowaniem znakowania anelsyy komoérki martwe od
apoptotycznych? Zeli uzyje sk odpowiedniego kontrbarwienia miowve jest rozrénienie komorek
wczesnoapoptotycznych od nekrotycznych; niezmao jednak rozdziedi komorek nekrotycznych od
péznoapoptotycznych. Jako kontrbarwienie (znakowanimdrek martwych = martwicy = nekrozy) stosuje
si¢ jodek propidyny (PI) lub 7-aminoaktynomyeyrf7-AAD). Pl jak i 7-AAD w przeciwigistwie do
aneksyny niegsprzgane z fluorochromami, gdysamemayja wiasciwosci fluorescencyjne(wzbudzanie
dla obu: 488 nm; maximum emisji: PI-617 nm, 7-AAB76nm).

Btona komorkowa zywych komorek, w przeciwiestwie do uszkodzonej btony komérek
martwych, jest nieprzepuszczalna dla takich barémikak Pl i 7-AAD. Btona komoérek umiergjych i
martwych staje si dla nich catkowicieprzepuszczalna Zwiazki te wnikap do wretrza komérek
nekrotycznych i wjza sie z ich DNA W zwiazku z tym barwniki te magstuzy¢ do znakowania komorek
martwych (nekrotycznych), czyli pozbawionych int@gaici blony komorkowej. Naley jednak zauwaye,
ze komorki lrdace wpdznym stadium apoptozy, rownievybarwiap sie Pl i 7-AAD.

» Pamgtaj: jodkiem propidyny lub 7-AAD wybarwiaj 3 si¢ komorki nekrotyczne, ale rowniez
komorki b edace w_p@nej fazie apoptozy.

» Komorki bedace we wczesnym stadium apoptozy nie wybarwiap sie Pl i 7-AAD, poniewa
integralnd¢ bton tych komorek jest nienaruszona, natomiastamyiaj sic aneksya V. Pamgtaj:
Zdolnas¢ fosfatydyloseryny komorek apoptotycznych dazainia st z aneksya V pojawia s¢ na jw
wczesnym etapie apoptozy, na jakiczas przed wysjpieniem zmian w btonie komorkowej ktore
umazliwiaja wnikniecie opisanych wiej barwnikéw. Umaliwia to selektywne znakowanie komorek
bedacych we wczesnym stadium apoptozyBiorac powysze pod uwag fatwo zrozumié
dlaczego tak wae przy znakowaniu apoptozy zygiem aneksyny V jesatzne stosowanie
kontrbarwienia markerami znakgymi komérki o naruszonej integrakw bion
komorkowych — pozwala to narozr&nienie (i ilosciowe oznaczenie) komérekedncych we
wczesnej fazie apoptozy od mieszapepulacji komérek martwych igdacych w pgnym stadium
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apoptozy. Podsumowag: Barwiac badane komorki  aneksynV i 7-AAD Ilub Pl mana
zidentyfikowa i ilosciowo oznaczg§ w tym samym materiale:
1. Komérki zywe, czyli niebarwace s¢ zaréwno aneksynV jak i 7-AAD (lub Pl)— Annexin V7-
AAD’ (lub PI).
2. Komorki we wczesnym stadium apoptozyczyli barwice st aneksya V, lecz nie absorbuage 7-
AAD (lub Pl) — Annexin V'7-AAD" (lub PT).
3. Mieszam populacije komoérek nekrotycznych i p&noapoptotycznych, czyli barwiacych sg
zaréwno aneksynV jak i 7-AAD (lub Pl)— Annexin V'7-AAD" (lub PT).
4. Komorki uszkodzone + komérki we wczesnej nekrozieczyli wiazace 7-AAD lub PI, ale

niebarwice si¢ aneksyn V — Annexin V7-AAD" (lub PI) (przez niektérych badaczy tylko komorki
Annexin V7-AAD™ s3 uznawane za nekrotyczne, ale nie jest toseitee, gdy: bez watpienia wikszas¢ komoérek
nekrotycznych jest annexin'y/
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Przyktadowe protokoty

Moj protokoét oznaczania odsetka komarek produkujacych IFN-y i IL-10 w obrebie limfocytow

10.

11.
12.
13.

14,
15.
16.

CD25°CD4" i CD25CD4"

Hodowla w obecnosci odpowiedniej stymulacji w obecnosci brefeldyny A. Wirowanie ptytek:

400 x g, 25 min., 25°C.; zebraé/zlaé supernatant.
Do dotkéw doda¢ 1 ml Facs buffer (FB), wymieszaé, przenie$¢ komorki do probdwki
cytometrycznej.
Wyptukaé w FB : 1 ml/prébe, 300 x g, 5 min., 5°C.
Barwienie zewnatrzkomdrkowe:
* Mouse anti-bovine CD4/FITC: 5 ul / prébe*, czyli 1:40 (MCA1653F)
* Mouse anti-bovine CD25/PE: 1 pl / prdbe, czyli 1:200 (MCA2430PE)
Barwi¢ na lodzie, w ciemnosci przez 30 min.
Wyptukaé w FB; 300 x g, 5 min., 5°C.
Utrwalanie préb: Zla¢ supernatant i doda¢ po 200 pl 2% paraformaldehydu w FB; inkubowac¢ na
lodzie przez 15 min. w ciemnosci.
Wyptukaé w FB: 1 ml/prébe, 300 x g, 5 min., 5°C.
Permeabilizacja: Wyptukaé w 0.2% Saponinie (57900, Sigma) w FB: 1 ml/prébe, 300 x g, 5 min.,
5°C.
Barwienie wewnatrzkomérkowe krok |I; dodac:
* mouse anti-bovine IL-10/Biotin: 0,2 pul/ prébe, czyli 1:1000 (MCA2111B)
Inkubowa¢é na lodzie przez 30 min. w ciemnosci.

Wyptukaé 2 x w 0.2% Saponinie w FB: 1 ml/prébe, 300 x g, 5 min., 5°C.

Barwienie wewnatrzkomdrkowe krok II; dodac:

*  streptavidin/PerCP: 0,5 ul/ prébe, czyli 1:400 (554062, BD)

*  mouse anti-bovine IFN-y/Alexa fluor 647: 1 pl/ prébe, czyli 1:200 (MCA1783A647)
Inkubowa¢ na lodzie przez 30 min. w ciemnosci.

Wyptukaé 2 x w FB: 1 ml/prébe, 300 x g, 5 min., 5°C.

Utrwali¢: dodac po 200 ul 2% paraformaldehydu w FB.

*Przyjmujac, ze objetos¢ proby wynosi ok 200 pl.

Kontrole izotypowe:

Dla IFN-y/Alexa fluor 647: Mouse 1gG1 negative control:Alexa Fluor 647 (MCA928A647)

Dla IL-10 / Biotin — np. Mouse anti-chicken CD107/biotin (1:750) + streptavidin/PE-CY5
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MGj protokdt oznaczania odsetka komdrek zywotnych, wczesnoapoptotycznych i mieszanej

populacji komérek péZnoapoptotycznych i nekrotycznych w obrebie bydlecych limfocytéw

CD25°CD4" i CD25 CD4" pochodzacych z krwi obwodowej

1. Pobrac krew na heparyne.

2. Przenies¢ po 100 pl krwi do probdéwek cytometrycznych.

3. Do krwi doda¢ Red blood cell lysing buffer (RBCLB); 1-2 s vortex, pozostawi¢ na lodzie
przez 7 min.

4. Ptukanie: dodaé po 2 ml PBS, wirowanie: 300 x g, 5 min. 5°C. W przypadku braku petnej
hemolizy ponownie zastosowa¢ RBCLB (1 ml) i wyptukad.

5. Ptukanie: doda¢ po 1 ml PBS, wirowanie: 300 x g, 5 min. 4°C.

6. Znakowanie w kierunku identyfikacji limfocytéw CD25'CD4" i CD25CD4":

*  Mouse anti-bovine CD4/FITC: 5 pl / prébe, czyli 1:40 (MCA1653F)
* Mouse anti-bovine CD25/PE: 1 pul / prébe, czyli 1:200 (MCA2430PE)
7. Inkubacja w ciemnosci, na lodzie przez 30 min.
8. Ptukanie: doda¢ po 1 ml PBS, wirowanie: 300 x g, 5 min. 5°C.
9. Ptukanie w 1 x Annexin binding buffer (BD, 556454): doda¢ po 1 ml tego buforu i

odwirowac: 300 x g, 5 min. 5°C. Komérki barwione z uzyciem Aneksyny V muszg by¢
zawieszone w 1 x Annexin binding buffer.

10. Znakowanie w kierunku apoptozy/nekrozy:

e 5 pul Annexin V sprzezone z PE (BD, 556421) lub innym fluorochromem
e 5ul7-AAD (BD, 559925)
11. Vortex 1 s a nastepnie inkubowac¢ w ciemnosci w temp. pok. przez 15 min.
12. Po inkubacji dodac 400 pl 1 x Annexin binding buffer; oznaczyé na cytometrze w ciggu

godziny.
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