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Cytometry przeptywowe wykrywajace szes$¢, osiem i wiecej koloréw
pobudzity rozwéj nowych fluorochromoéw i koniugatoéw przeciwciat
wykorzystujacych te mozliwosci. Jednakze wybo6r kombinacji
fluorochromoéw optymalnej dla specyficznosci konkretnego
przeciwciata jest procesem ztozonym. Niniejsza notatka dot.
stosowania dostarcza pewnych prostych wytycznych, majacych
pomaéc w wyborze zestawu odczynnikéw do wielokolorowej cytometrii
przeptywowej, uniknieciu cykli prob i btedéw oraz zwiekszeniu szans
na przeprowadzenie udanego eksperymentu.

Podstawy: Zna¢ swdj aparat

Dobér odezynnikéw rozpoczyna si¢ od konfiguracji aparatu. Rodzaj i liczba laserow
oraz detektorow decyduje o tym, czy uktad optyczny moze wzbudzi¢ dany
fluorochrom i wlasciwie wykry¢ dang kombinacj¢ fluorochromoéw. Na skutecznosé
wykrywania poszczegdlnych barwnikdéw wplywa rowniez projekt uktadu
optycznego, podobnie jak ustawienia aparatu, w tym napigcia PMT. (Patrz nowa
funkcja BD Cytometer Setup and Tracking [CS&T] oprogramowania
BD FACSDiva™ 6.x na stronie bdbiosciences.com/facsdiva). [ wreszcie, na
faktyczna jasnos¢ jednego fluorochromu wzgledem innego w duzym stopniu
wplywa wybor filtrow optycznych, stosowanych z kazdym detektorem. Wybor filtra
to proces wzajemnych ustepstw: stosowanie szerszego filtra pasmowoprzepustowego
moze zwigkszy¢ zdolno$¢ wykrywania danego fluorochromu, ale moze réwniez
zwigkszy¢ wielko$¢ rozlanego tta, na jakie wptynety w tym detektorze sasiadujace
fluorochromy. Dobrym sposobem wizualizacji tych efektow jest wirtualne testowanie
kombinacji filtréw przy uzyciu narzg¢dzia internetowego, takiego jak przegladarka
na stronie bdbiosciences.com/spectra. Narzedzie to ilustruje przewidywane
rozlanie (ang. spillover)* w przypadku poszczegolnych kombinacji fluorochromow
i filtréw.

* Przewidywany ,wyciek” stanowi znormalizowany procent emitowanej fluorescencji,
ktéory moze niekoniecznie odpowiadaé procentowi stosowanemu do kompensacji
z uwagi na skutki réznych wspotczynnikdbw wzmocnienia detektorow.
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Fluorochromy: Zdecyduj sie na jasne...

Biorac pod uwage wiele roznic w konfiguracji aparatow, niemozliwe jest
uniwersalne okreslenie ,,najlepszych” fluorochroméw do stosowania

w kombinacjach 6, 8 lub wigkszej liczby koloréw. Jednakze w przypadku
konkretnego cytometru, jak aparat BD™ LSR II, mozliwe jest uszeregowanie
dostepnych barwnikdéw wedlug stopnia ich jasnosci na tym aparacie (gdy jest
konfigurowany za pomoca okreslonego zestawu laserow i filtrow). Ale jak
wlasciwie definiujemy i mierzymy jasno$¢? Dobra funkcjonalna definicja
stopnia jasno$ci odczynnika powinna zawiera¢ okreslenie skutkdw wptywu tla
lub tego, w jaki sposdb sygnat rozktada si¢ nad niezabarwionymi populacjami
komorek. Na tlo w konkretnych detektorach wptywaja poziomy sygnatow,
autofluorescencja komorek, barwienie niespecyficzne, szum elektryczny

i tho optyczne z innych fluorochroméw (rozlanie). Zwigkszaja one szerokos¢
(wariancj¢ lub OS?) populacji negatywnej w takim stopniu, w jakim kazdy

z tych czynnikdéw wptywa na zaktocenia i/lub sygnat (patrz Rye. 1). W tym
Yiskaznik Barwienia B/ sensie dobrym znormalizowanym miernikiem funkcjonalnym stopnia jasnosci
odczynnika jest wskaznik barwienia (ang. stain index)', definiowany jako D/W,
gdzie D jest roznica pomiedzy populacja pozytywna a negatywna, a W jest
rowne 2 OS populacji negatywne;j.

Rycina 1. Rzeczywisty stopien jasno$ci
odczynnika zalezy od réznicy pomiedzy
populacjg pozytywna i negatywna (D)

i rozproszenia populacji negatywnej (W).
Wskaznik barwienia stanowi uzyteczny
miernik znormalizowanego sygnatu ponad tto.

Gdy to samo przeciwcialo jest sprzg¢zone z réznymi barwnikami, aby

wyrobié¢ sobie opini¢ na temat wzglgdnego stopnia jasno$ci barwnikdow na
danym aparacie mozna porownac ich wskazniki barwienia. Opiera si¢ to na
zatozeniu, ze wlasciwosci chemiczne koniugacji w przypadku wszystkich
odczynnikéw zostaty zoptymalizowane. Wykorzystujac to zatozenie, Tabela 1
przestawia wskaznik barwienia dla kilku réznych koniugatow CD4 przy uzyciu
okreslonych filtrow na standardowym cytometrze przeptywowym BD LSR II.

Informacje w tej tabeli daja wyobrazenie o wzglednym stopniu jasnosci réznych
fluorochromdw na tej platformie. Prowadzi to do okreslenia pierwszej zasady
wyboru odczynnikow: nalezy wybieraé najjasniejsze fluorochromy sposrod
dostgpnych. Zatozmy, ze posiadasz czterokolorowy panel sktadajacy si¢

z odczynnikéw sprzezonych z FITC, PE, PerCP-Cy™S,5 oraz APC i cheesz
dodac piaty kolor. Oczywistym wyborem jest PE-Cy™7, poniewaz jest to
najjasniejszy fluorochrom, ktérego nie ma jeszcze w twoim panelu.

Fluorochrom Klon Wska.ini.k
barwienia

'PE-Cy5 RPA-T4 353

PE RPA-T4 302

2APC RPA-T4 278

2Alexa Fluor® 647 RPA-T4 214

PE-Cy7 RPA-T4 139

'PerCP-Cy5.5 RPA-T4 107

3BD Horizon™ V450 RPA-T4 85

3Pacific Blue™ RPA-T4 80

“Alexa Fluor® 488 RPA-T4 73

Alexa Fluor® 700 RPA-T4 61

“FITC RPA-T4 56

SAPC-Cy7 RPA-T4 37

'PerCP RPA-T4 37

AmCyan RPA-T4 25

SAPC-H7 RPA-T4 24

Tabela 1. Przecigtny wskaznik barwienia réznych koniugatéw fluorochroméw obstugiwanych zaréwno na
cytometrze przeptywowym BD LSR |1, jak i BD FACSCanto Il

12345 Fluorochromy wymienione z tq sama liczba w indeksie gornym sa rejestrowane w tym samym detektorze, totez normalnie
nie bylyby stosowane w skojarzeniu.
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...ale minimalizuj wzajemne naktadanie sie widm

Tylko sam stopien jasnosci idzie tak daleko. Indeksy barwienia wymienione

w Tabeli 1 sa obliczane z odczynnikami uruchamianymi pojedynczo, a nie

w ramach koktajlu. Gdy tylko dodane zostang inne odczynniki, problemem
staje si¢ naktadanie widm. Im wigcej kolorow probuje si¢ zastosowac,

z tym wigkszym naktadaniem tych kolorow bedzie trzeba sobie poradzic.

Ze zjawiskiem tym radzimy sobie poprzez zastosowanie kompensacji, ktora
wprowadza korekte wszystkich sygnatow w taki sposob, ze na przyktad
populacja komoérek emitujacych jedynie fluorescencje PE nie wykaze zadnej
fluorescencji FITC. Cho¢ jest to w ogdélnosci prawdziwe dla populacji,
pojedyncze komorki beda wpadac powyzej lub ponizej sredniej, i to poszerzenie
danych jest wigksze, gdy naktadanie widm wprowadza dodatkowe zakldcenie.!
Kompensacja nie usuwa niestety tego szumu, cho¢ korygowana jest mediana,
poniewaz pozostaje rozproszenie danych (wariancja) wynikajace

z rejestracji (statystyki) fotoelektronow. Skutkiem rozproszenia danych jest
wigc zmniejszenie czutosci rozdzielczoscei, i stad tez indeksu barwienia

w detektorze fluorescencji, na ktory wptywaja sygnaty z innych detektoréw.

Tak wigc druga zasada wyboru odczynnikéw brzmi: wybierajac kombinacje
odczynnikow nalezy minimalizowaé potencjalne naktadania widm. Moze to
kolidowac¢ z zasada pierwsza, czyli wybieraniem najjasniejszych fluorochromow.
Na przyktad, PE-CyS5 jest bardzo jasny jesli chodzi o indeks barwienia (Tabela 1),
ale charakteryzuje si¢ znaczacym udziatem (tj. dodaje tta) do detektora APC.
Cho¢ te dwa fluorochromy mozna stosowac tacznie, czutos$é rozdzielczosci

w przypadku APC zostanie zredukowana na przyktad w poréwnaniu

z kombinacja PerCP-Cy5.5 i APC. Dzieje si¢ tak w sytuacji, gdy zechcesz
poswigci¢ pewien poziom jasno$ci w jednym detektorze w celu uniknigcia
rozmycia (i utraty czutosci rozdzielczosci) w innym.

Kolory i specyficznosé: Zdefiniuj wlasciwe kombinacje

Biorac pod uwagg te dwie zasady, wygenerowalismy zestaw fluorochromow,
ktore stanowia uzasadnione opcje wyboru do stosowania w eksperymentach
wymagajacych 6, 8 lub wigkszej liczby kolorow (Tabela 2). Nalezy zwrocié
uwagg, ze te opcje wyboru opieraja si¢ na aparatach BD (BD LSR 1II, sorterze
komorek BD FACSAria™ II lub cytometrze przeptywowym BD FACSCanto™ II)
ina odczynnikach, ktére zwykle mozna naby¢ z katalogu jako koniugaty
przeciwciat.

Po zdefiniowaniu fluorochroméw, ktére maja by¢ zastosowane, mozna zaczaé
dopasowywanie specyficznosci przeciwciat do poszczegdlnych fluorochromow,
aby wybra¢ faktyczne koniugaty, ktore majg zostac¢ zastosowane. W tym celu
kwestiami kluczowymi pozostaja stopien jasnosci i naktadanie, co ilustruje
nastepujacy przyktad.

6-kolorowy 8-kolorowy 10-kolorowy

FITC or Alexa Fluor® 488 | FITC or Alexa Fluor® 488 | FITC or Alexa Fluor® 488

PE PE PE

PE-Texas Red® or PE-Alexa Fluor® 610
PerCP-Cy5.5 PerCP-Cy5.5 PerCP-Cy5.5
PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7

APC or Alexa Fluor® 647 | APC or Alexa Fluor® 647 | APC or Alexa Fluor® 647
Alexa Fluor® 680 or 700

APC-Cy7 or APC-H7 APC-Cy7 or APC-H7 APC-Cy7 or APC-H7
AmCyan AmCyan
BD Horizon V450 BD Horizon V450

Tabela 2. Popularne opcje wyboru dla 6-, 8- i 10-kolorowych eksperymentéw
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Zalézmy, ze cheesz przyjrze¢ si¢ barwieniu CD62L na komorkach T CD8+.
Podczas, gdy biatko CDS8 obecne jest w duzej iloSci i przeciwciata przeciw
niemu barwig komorki bardzo jasno, CD62L jest wzglednie ,,ciemne” (biatko
nie wystepuje zbyt licznie na powierzchni komdrki, i/lub dostgpne przeciwciata
wykazuja male powinowactwo). Poczatkowo nalezy rozwazy¢ zastosowanie
najjasniejszego fluorochromu sposrod dostepnych, PE, w przypadku CD62L,
stosujac jednoczesnie ciemniejszy fluorochrom, jak FITC w przypadku CDS.
FITC daje jednak znaczacy udziat do detektora PE (patrz Rye. 2). W efekcie,
w przypadku komdrek CD8+, ktdre s3 mocno zabarwione w detektorze FITC,
wplyw na czuto$¢ rozdzielczosci w przypadku PE jest negatywny w tym
sensie, ze rozdzielczo$¢ CD62L moze by¢ ponizej optymalnej. Istnieje wiele
potencjalnych rozwiazan tego problemu, na przyktad:

1) Przesunigcie CD8 do fluorochromu, ktéry wykazuje mniejsze naktadanie
widma z PE (jak PerCP-Cy5.5 lub APC).

2) Przesunigcie CD62L do detektora, ktory jest nadal relatywnie jasny, ale nie
naktada si¢ z FITC (jak APC lub PE-Cy5). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
w tym przyktadzie w detektorze FITC mocno zabarwione sa tylko komorki
CD&+, wigc tylko komérki CD8+ przyczyniaja si¢ do rozproszenia danych
w detektorze PE. Jedli interesuje ci¢ barwienie CD62L tylko na komodrkach
CD4+ (CDS-), pierwotna kombinacja odczynnikéw (CDS FITC, CD62L PE)
bedzie odpowiednia.

Przyktad ten ilustruje dwie dodatkowe zasady wyboru odczynnikéw: nalezy
zachowa¢ najjasniejsze fluorochromy dla ciemnych przeciwciat i odwrotnie,
ale unika¢ wptywu sygnatu z populacji jasnych komorek do detektorow
wymagajacych wysokiej czutosci w przypadku tych populacji.

BD Fluorescence Spectrum Viewer
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Rycina 2. Zachodzenie spektralne FITC na detektor PE. Pobrane ze strony bdbiosciences.com/spectra

Barwniki tandemowe: Uwaga na degradacje

Ostatnim tematem, jaki nalezy rozwazy¢, jest mozliwos¢ degradacji barwnikow
tandemowych. W obecnosci $wiatta, utrwalacza i podwyzszonych temperatur,
APC-Cy7 i w mniejszym stopniu PE-Cy7 moga ulega¢ degradacji, a wigc moga
one $wieci¢ w detektorze macierzystego barwnika (APC Iub PE). Proces ten
rozpoczyna si¢ czesto od matej subpopulacji komoérek, prowadzac do zdarzen
falszywie pozytywnych w APC lub PE.!

464 www.postepybiochemii.pl



Postepy Biochemii 55 (4) 2009

Problemu tego mozna w duzym stopniu unikna¢ minimalizujac ekspozycje
probek na $wiatto, ciepto i utrwalacze na bazie formaldehydu. Dodatkowo,

BD Biosciences stworzylo APC-H7, analog APC-Cy7 o zwigkszonej trwatosci
przy ekspozycji na $wiatlo, ciepto i utrwalacze na bazie formaldehydu. Mimo
to w przypadku pewnych zastosowan, istnieje dodatkowa zasada: nalezy wziaé
pod uwage konsekwencje degradacji barwnikow tandemowych oraz to, czy
wptlynie to negatywnie na odczyty w detektorach APC lub PE. Jesli tak, mozna
zastosowac rézne inne konfiguracje odczynnikéw. W sytuacjach, w ktérych
konieczne jest ostateczne utrwalanie probek (np. probki niosace zagrozenie
biologiczne), dostgpny jest stabilizujacy utrwalacz, ktory pomaga zapobiegac
degradacji APC-Cy7, utrwalajacy jednoczesnie komorki (BD Biosciences

Nr Kat. 338036). Jesli chodzi o bardziej trwate barwniki tandemowe, BD oferuje
obecnie skoniugowane przeciwciata APC-H7.

Dobor kontroli do weryfikacji zestawu odczynnikow

Po uwzglednieniu tych wszystkich czynnikow jestes gotdw, aby przetestowac
wielokolorowy koktajl odczynnikow. Aby to zrobié, istnieja dwa rodzaje
kontroli, ktére mozesz zechcie¢ wlaczy¢ do wstegpnego testowania: kontrole
doktadnosci i1 kontrole fluorescencji minus jeden (fluorescence-minus-one -
FMO).2 Kontrole doktadnosci wykorzystuja dane przeciwciato samo (lub

z minimum dodatkowych odczynnikéw bramkujacych) i porownujg wyniki

w przypadku wykorzystania tego przeciwciata w kompletnym koktajlu. Na
podstawie tego mozna zaobserwowa¢ wptyw dodatkowych odczynnikow na
interesujacy nas odczyt, aby uzyskac¢ pewnos¢, ze inne odczynniki nie wptywaja
negatywnie na ten odczyt. Kontrole FMO tacza wszystkie odczynniki w danym
koktajlu, z wyjatkiem jednego interesujacego nas odczynnika. Sa one przydatne
do mierzenia czulosci poszczegolnych detektoréw w kontekscie innych
odczynnikdéw. Mozna je rowniez wykorzystywac do rutynowego bramkowania
tych detektordw, w przypadku ktérych zastosowanie innych sposobow
ustawiania bramek nie jest mozliwe lub praktyczne. Ogolnie rzecz biorac,

po wiasciwym zweryfikowaniu zestawu odczynnikdw nie ma koniecznosci
codziennego przeprowadzania wszystkich tych kontroli.

Podsumowujac, w niniejszym artykule okreslono zasady wyboru odczynnikow
do wielokolorowej cytometrii przeptywowej. W celu uzyskania mozliwie
najlepszych wynikow nalezy zréwnowazyc¢ te zasady:

Zasada 1: Nalezy wybra¢ najjasniejszy zestaw fluorochroméw dla konkretnej konfiguracji aparatu.

Zasada 2: Nalezy wybiera¢ fluorochromy w taki sposob, aby zminimalizowa¢ potencjalne naktadanie widm.

Zasada 3: Nalezy zachowywa¢ najjasniejsze fluorochromy dla stabych przeciwciat i odwrotnie.

Zasada 4: Nalezy unika¢ wptywu sygnatu z populaciji jasnych komorek do detektorow wymagajacych wysokiej
czuto$ci w przypadku tych populacii.

Zasada 5: Nalezy podja¢ kroki, aby unikna¢ degradaciji barwnikow tandemowych i uwzgledni¢ ich wptyw na
wyniki.

Z czasem dostgpne stang si¢ sprawdzone panele odczynnikow wielokolorowych,
zardwno w oparciu o zrodta w literaturze, jak i od producentdw. Projektujac
panele odczynnikdw, wielu uzytkownikow nie bedzie musiato zaczynaé od
zera. Niemniej jednak, biorac pod uwage ogromna roznorodnos¢ zastosowan
wielokolorowej cytometrii przeptywowej, wigkszo$¢ badaczy znajdzie si¢
czasem w sytuacji, w ktdorej beda musieli samodzielnie wybrac¢ wielokolorowe
odczynniki. Mamy nadziejg, ze te zasady okazg si¢ pomocne.

W celu uzyskania szerszych informacji na temat odczynnikéw do
wielokolorowej cytometrii przeptywowej, prosimy odwiedzi¢ strong
bdbiosciences.com/colors.
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Odczynniki do wielokolorowej cytometrii przeptywowej

Rozszerz swoja cytometri¢ wielokolorowa o opcje wykraczajace poza pigé
=S typowych kolorow.

B Cells . . . e,
 BD Biosciences nadal rozszerza ofert¢ wielokolorowych odczynnikow,

aby pomoc w wytyczajacych nowe drogi badaniach przy wykorzystaniu
rozszerzonych mozliwosci detekcji fluorescencji w naszych cytometrach
& e przeplywowych.

Tk * Oferujemy przeciwciata sprzezone bezposrednio z fluorochromami, ktore
wykraczajg poza naszych pig¢ typowych kolorow, dostarczajac kolorow do
laseréw fioletowych, czerwonych i niebieskich. Obejmujg one koniugaty
AmCyan, BD Horizon V450, Alexa Fluor® 700 i PE-Cy7, majace wspomdc

CD19 APC-H7

T
-102010% 10° 10° 10°

HLA.DR V450 barwienie 9-kolorowe gotowymi odczynnikami.
* Program BD Biosciences Custom Conjugation* oferuje wigcej opcji wyboru
- do projektowania wielokolorowych eksperymentdw. Program oferuje wiele

koloréw, co przedstawiono w Tabeli 3.

g fh * W celu uzyskania szerszych informacji na temat programu Custom Conjugation
3 S Program, prosimy skontaktowac sie z przedstawicielem BD ds. sprzedazy
% e
[a]
[} CD4
Fluorochrom ‘ Ex Max (nm)
T T T T
102 10° 10 10° Alexa Fluor® 488 495
€4 AmCyan-A Alexa Fluor® 594 590
Alexa Fluor® 647 650
Rycina 3. Przykiad wykorzystania odczynnikéw Alexa Fluor® 680 679
bramkujacych (CD4, CD8, CD19) przy uzyciu exa Fiuor
niekonwencjonalnych koniugatéw z fluorochromami Alexa Fluor® 700 696
wzbudzanymi przez laser niebieski, czerwony AmCyan 457
i fioletowy. APC 650
APC-Cy7 650
BD APC-H7 650
BD Horizon V450 404
FITC 494
Pacific Blue™ 401
PE-Cy5 496, 564
PE-Cy7 496, 564
PerCP 482
PerCP-Cy5.5 482
PE-Texas Red® 496, 564
Texas Red® 595

Tabela 3. Koniugaty dostepne w BD Biosciences w programie Custom

Pi$miennictwo
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Trotter J (2004) Selecting fluorochrome A practical approach to multicolor flow
conjugates for maximum sensitivity. cytometry for immunophenotyping.
Cytometry A 62:169-173 J Immunol Metthods 243:77-97
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Tabela 4. Specyfikacje fluorochroméw BD Biosciences

% )
= Z [
g é__‘ § § ‘>% p g g E
- - Lo oW oW W= B o ow £
Fluorochrom FlTL?clsgsEcn;:iJ:}i Ex-Max (nm) b&r;:ulaazsa?;zego (nm) ar:;)l\/lax 3 g g 3 g g g con g g
BD Horizon V450 Niebieski 404 405, 407 448 . . . . .
Pacific Blue™ Niebieski 401 405, 407 452 . . . . .
Zielony 457 405, 407 491 . . . . .
Alexa Fluor® 488 Zielony 495 488 519 U o . . o . . . .
Zielony 494 488 519 . D . o D . . o .
PE 496, 564 488, 532 578

PE-Texas Red® Pomaranczowy 496, 564 488, 532 615 . . . . . . o

Texas Red®* Pomaranczowy 595 595 615 o
Czerwony 650 595, 633, 635, 647 660 D . . . . . . . .
Alexa Fluor® 647 Czerwony 650 595, 633, 635, 647 668 o . . . . . . . .
PE-Cy5* Czerwony 496, 564 488, 532 667 o o . . . . .
Czerwony 482 488, 532 678 o o 3 . . . . .
PerCP-Cy5.5 Daleka Czerwien 482 488, 532 695 . 3 . . . . . o . .
Alexa Fluor® 700 Daleka Czerwien 696 633, 635 719 . . . . .
Podczerwien 496, 564 488, 532 785 . 3 . . . . . . . .
APC-Cy7 Podczerwien 650 595, 633, 635, 647 785 . . . . . . . .
BD APC-H7 Podczerwien 650 595, 633, 635, 647 785 3 . . . . . . .

*APC i PE-Cy5 mogg by¢ stosowane fgcznie na aparatach z kompensacjg miedzylaserowq.
1 Detekcja Texas Red® wymaga lasera barwnikowego w przypadku wzbudzenia 595-600 nm.
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BD Biosciences

ul. Krolowej Marysienki 90
02-954 Warszawa

tel. +48226516252
faks: +48 22 651 75 89
www.bdbiosciences.com
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