Fakultet: Cytometria — zastosowanie
w badaniach biologicznych

Wprowadzenie do cytometril
przeptywowej:
metody znakowania komorek

Prof. dr hab. Nadzieja Drela

Wydziat Biologii UW

Instytut Biologii Funkcjonalnej i Ekologii
Zaktad Immunologii
ndrela@biol.uw.edu.pl



Przygotowanie komorek do
znakowania



1. Zawiesina komorek (bez fragmentow tkanek, bion
komorkowych, zlepionych komorek). Komorki z hodowli
nieadherentnych i krwi obwodowej stwarzajg najmniej
problemow

2. Komorki z hodowli adherentnych (trawienie
enzymatyczne). Trawienie receptorow, zmniejszenie ich
ekspresji, zmniejszenie dostepnosci do epitopow

3. lzolowanie komoérek z narzadow metodami
mechanicznymi, enzymatycznymi lub obiema
jednoczesnie



1. Probki kliniczne — zwykle krew obwodowa, wymaga lizy
erytrocytow (wodg, chlorkiem amonu, detergentem)

2. Antygeny powierzchniowe znakowane sg na komorkach
nieutrwalonych — standardowe procedury

3. Znakowanie wewnatrzkomoérkowe wymaga utrwalania i
permeabilizacji komorek. Brak jest standardowej
procedury: a/ utrwalanie 70% etanolem w 4 st. C; b/
utrwalanie absolutnym metanolem w -80 st.C; ¢/ 1%
formaldehyd w 4 st.C, nastepnie metanol w -20 st.C; d/ 1%
formaldehyd w obecnosci detergentu (saponina) w 0-4
st.C, nastepnie metanol w -20 st.C (lub bez tego etapu)



Przygotowanie prob do analizy
W cytometrze przeptywowym



. Komorki z hodowli in vitro
. Komorki izolowane z tkanek

limfoidalnych
. Komoarki z innych tkanek niz
limfoidalne

. lzolowanie komorek z krwi

obwodowej
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Zasady barwienia komorek

Barwienie z uzyciem przeciwciat sprzezonych z
fluorochromami

Barwienie z uzyciem czasteczek innych niz
przeciwciata sprzezonych z fluorochromami

Barwienie wolnymi barwnikami fluorescencyjnymi



Przechowywanie wyznakowanych
komaorek



Podstawowe zasady przechowywania
prob

1. W loddéwece: 4 stopnie C, w ciemnosci (pamietac o

biologicznej aktywnosci komorek np. fagocytozie)

2. Utrwalone do 3 dni

3. Zasady zalezne od rodzaju komorek, ich traktowania

(permeabilizacja), fluorochromow, badanego
procesu (apoptoza, zmiany potencjatu bfonowego)

4. Oile to mozliwe: analiza tuz po wyznakowaniu
komorek




Zastosowanie przeciwciat w
cytometrii przeptywowej



Schematyczna budowa przeciwciat

Basic structure of an Antibody

Light chain Variable region

Heavy chain Constant region



Serum antibody titer
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Zastosowanie przeciwciat wykorzystuje
ich zdolnos¢ do wigzania antygenow:
Podstawg jest reakcja Ag:ADb

Antygeny wystepujg w organizmach
zywych powszechnie i stuzg do
specyficznej identyfikacji komorek



Przeciwciata poliklonalne
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Przeciwciata monoklonalne

Antibody- cells
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Porownanie surowicy poliklonalnej |
przeciwciat monoklonalnych
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Porownanie surowicy poliklonalnej |
przeciwciat monoklonalnych

Surowica poliklonalna zawiera przeciwciata
specyficzne dla roznych epitopow tego samego
antygenu, zatem jest heterogenna i utrudnia
standaryzacje znakowania i analizy

Przeciwciala monoklonalne wiazg takie same
epitopy, zatem mozna uzyskac powtarzalnosc
znakowania



Abs monklonalne:

 jednorodne, wigza ten sam epitop

« duza swoistos¢, nie wykazujq
réznic w powinowactwie do
epitopu

 mog3a by¢ nieskuteczne dla prob
utrwalonych

Abs (surowica) poliklonalne:

 niejednorodne, wigzg rézne
epitopy antygenu

« skutecznie ,,saturujg” antygen,
powstaje silniejszy sygnat

 moga wykazywac wiazanie
nieswoiste, moga roznic sie
powinowactwem




Czy przeciwciata wiaza tylko epitopy?

Wiazanie niespecyficzne:

inne regiony przeciwcialta moga
laczy€ sie z epitopem

mogq by¢ wigzane przez
receptory dla fragmentu Fc
Zastosowanie kontroli izotypowej
stuzy do okreslenia poziomu
wigzania niespecyficznego



Blokowanie FcR

Fig . Fc blocking. THP-1 cols stained with mousa ant human CCHAH a (blue] or mouse ip=Pa sotypa control ined] n tha absanca
4 and prasance (B) of human Sarblod: (BLIFDTO®).



Okreslanie fenotypu komorek -
Immunofenotypowanie

Identyfikacja komorek na podstawie
znacznikow/markerow powierzchniowych

Do tego celu uzywamy Ab monoklonalnych
przeciwko markerom roznicujgcym komorki

N\ el

—

analiza

Znakowanie/inkubacja



Znakowanie
bezposrednie

nakowanie
posrednie
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http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation



Ktory sygnat jest silniejszy?

Direct Indirect

Immunofluorescence Immunofluorescence
Staining Staining




Ktory sygnat jest silniejszy?

Direct
Advantage Limitation
Good for multicolor labeling Lower sensitivity
Indirect

A A
A

Advantage Limitation
- Potential non-spedific bindin
Higher sensitivity of secondary amihndiﬂ 9
KEY:  fAntigen @ Label A\ Secondary Antibody

A. Primary Antibody



Jak wybieramy przeciwciata

% goat

anti-mouse

o

mouse
anti-human

mouse
anti-human

direct indirect

http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation



Ktora metoda jest lepsza?

With secondary antibodies

Cross over

Without secondary antibodies

AAA

_!Q!

* No secgndary antibodies
* No crosg over

* No addigional wash steps




Znakowanie markerow powierzchniowych
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Ktora metoda jest lepsza?

With secondary antibodies |Without secondary antibodies

Cross over

9 000 0 ¢

* No secondary antibodies
* No cross over
* No additional wash steps




Fatszywe pozytywne wyniki
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Czy mozna stosowac obie metody
jednoczesnie?

. Inkubacja z nieznakowanym | rz. przeciwciatem. Ptukanie

. Inkubacja ze znakowanym |l rz. Ab. Ptukanie

. Inkubacja ze znakowanym | rz. Ab. Ptukanie

. Analiza

. Procedury zaleza od rodzaju komorek.
Nierekomendowane utrwalanie. Utrwalanie przed
dodaniem |l rz. przeciwciat.



Przeciwciato/biotyna/awidyna

o

Biotyna, wit. H, wit. B7

2. Awidyna, biatko obecne w jajach, wykazuje
powinowactwo do biotyny, 1 cz. awidyny wigze 4 cz.
biotyny

3. Streptoawidyna, biatko bakteryjne (Streptomyces

avidinii), wigze niekowalencyjnie biotyne

Reakcja biotyna-awidyna; biotyna-streptoawidyna —
specyficzna, nieodwracalna



Nieznakowane Ab I-rzedowe + Ab ll-rzedowe sprzezone

z fluorochromem
Ab lrz. + Ab Il rz. Biotyna + streptawidyna/fluorochrom

Amplifikacja systemu 2
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Wybor odpowiedniego stezenia
przeciwciata
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http://flowbook.denovosoftware.com/Flow_Book/Chapter_5%3A_Immunofluorescence_and_Colour_Compensation



. Zwykle rozcienczamy Ab: szereg dwukrotnych
rozcienczen np. 1:50, 1:100, 1:200 itd.

. Inkubujemy komorki z takimi samymi rozcienczeniami
kontroli izotypowej

. Chcemy oceniac¢ ekspresje badanego markera — uzywamy
stezenie saturujace

. Chcemy oceni¢ obecnos¢ pozytywnych i negatywnych
komorek — uzywamy mniejszego stezenia



Kontrola izotypowa

Rodzaj kontroli negatywnej wykluczajacy niespecyficzne
wigzanie przeciwcial wynikajgce giownie z wigzania z
receptorami Fc.

Przykiad: mysie przeciwciata IgG2a silnie wigzane sg przez
leukocyty cztowieka.

Wykorzystanie | stosowanie kontroli izotypowej (dlaczego jej
przydatnosc¢ jest kwestionowana)
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Znakowanie komorek z
zastosowaniem czgsteczek innych
niz Ab sprzezonych z
fluorochromami



Aneksyna V

Biatko komoérkowe o stabo poznanej funkcji. Wykazuje
powinowactwo do fosfatydyloseryny.
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Oznaczanie komorek apoptotycznych

CONTROL APOPTOSIS INDUCED

FITC - ANNEXIN V

1. Live cells

2. Early apoptotic cells
3. Late apoptotic cells
4. Necrotic cells
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Oznaczanie komorek apoptotycznych
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Analiza potencjatu btonowego

 Utrata potencjatu bionowego
mitochondriéw oznaka apoptozy 3: E.R.

« JC-1 monomery-zielona fluorescencja LOADING
« JC-1 dimery-czerwona fluorescencja

JC-1

1: CYTOPLASMIC

LOADING ~-60 mV ~-180 mV

2: MITOCHONDRIAL
LOADING

c:IC%\NJ LN’dI-C' =
Nf\/\/wk Cytosol JC-1(5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’
g tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide)

180-200 mV

o |
Aggregation
IL

527 t0 590 nm

|
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Znakowanie wolnymi barwnikami
fluorescencyjnymi



Oznaczanie zawartosci DNA

(51
S phase |y
@~ (@~ @5,

1 — 2 ™ 1
DNA content

DAPI, Pl, 7-AAD bezposrednio taczg sie z DNA

DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) — UV, przenika przez biony
zywych i utrwalonych komorek, 358 nm/461 nm

Pl —-535 nm/617 nm, nieprzepuszczalny dla bton zywych komoérek
(w komoérkach roslinnych znakuje sciane komoéorkowa)

7-AAD, (7-aminoactinomycin D), duze powinowactwo do regionow
GC, nie przenika przez blony zywych komorek, 546 nm/647 nm
Hoechst — bis-benzimidazole, przenika przez nienaruszone biony
komorek, UV, 345 nm/ 485 nm




Analiza cyklu komorkowego
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Analiza cyklu komorkowego
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Analiza cyklu

komorkowego
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Zastosowanie CFDA-SE do
znakowania komorek
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*CFDA-SE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (lipofilowy o stabej fluorescenciji)
*CFSE carboxyfluorescein succinimidyl ester (emituje silng fluorescencje)



Analiza proliferacjl

Number of cells counted
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CellTrace CFSE fluorescence

esterase

\CONH -protein protein-conjugated
fluorescein
green fluorescence
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Detekcja ROS

1O H2DCFDA (2',7*-Dichlorodihydrofluorescein diacetate) is a
(A) 2=4 useful fluorogenic reagent to detect reactive oxygen
0 M 400 uM 1000 uM intermediates in cells. On oxidation, H2DCFDA becomes

Rr 8 the highly green fluorescent 2',7°-dichlorofluorescein.
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Detekcja ROS
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Figure 10.1. Measurement of oxidative burst in human peripheral blood
granulocytes using dihydroethidium (hydroetydyna). On oxidation, ethidium is
produced which binds to DNA and fluoresces red. The histogram shows the red
fluorescence before and after incubation with 10 mM muramyl dipeptide for 15
min. The granulocytes were displayed by gating an a scatter plot. Data supplied
by Richard Allman & Amanda J. Taylor, then at the Velindre Hospital, Cardiff,

Wales.



Jeszcze raz zastosowanie
przeciwciat.....ale na nosniku

<>

microbead analyte

capture reporter
molecule molecule

4

% /<OH I Ab PE przeciw cytokinie

[ O

kuleczka oplaszczona przeciwceialem przeciw cytokinie



Oznaczanie stezenia cytokin
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Wykrywanie wewnatrzkomorkowych
markerow

Basic principles of intracellular staining.

Cells are fixad and permeabliized (symbolized by dashed line membrane), stalined. and then
analyzed by flow cytometry. For studies of sacreted proteins, cells are first treated with a
protein transport Inhibitor to allow accumulation of the target protein Inside the cell.

Treat with protein Stain cells
transport inhibitor permeabliize cells analysis
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Wykrywanie wewnatrzkomorkowych cytokin

]
Unstimulated SEB (Positive Control) CMV pp65
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Figure 1. Overview of the BD Fastimmune
intracellular Cytokine assay.



Wykrywanie czynnikow transkrypcyjnych
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Testy diagnostyczne:
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Analiza chromosomow

1024

768

512

HOECHST

256

0 256 512 768 1024

CA3
The dyes usually selected are Hoechst 33258, which shows a preference for AT-
rich regions, and chromomycin A3, which binds to GC-rich regions. A cytometer
with two high-powered argon-ion lasers is required; one laser is tuned to give UV
to excite the Hoechst dye (blue fluorescence) and the other to 458 nm to excite the
chromomycin A3 (green fluorescence). A typical result is shown in Figure 10.5.



Podstawy sortowania komorek (a)

ﬂ Optical interrogation and
ight collection
Stream partitioning
nto droplots

E Stream and droplet charging
as the target particle passas
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u Droplet deflection through
an electrostatic fisld

a Uncharged droplets pass
nto the waste




Podstawy sortowania komorek (b)
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Dziekuje za uwage



