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Abstrakt

Flodescytometri dr en metod som analyserar cellsuspensioner genom att lata cellerna passera
genom en laserstrale en och en. Cellernas paverkan pd ljuset orsakar scatter vilket ger
information om granularitet och cellstorlek. Lasern kan dven excitera fluorescerande farger
som kan vara inbundna direkt till eller till cellens inre strukturer. Celler som plottas ut pa
samma plats i ett flodescytometriskt scatterdiagram, som till exempel blodets B- och T-
lymfocyter, kan 4tskiljas med fluorescenskonjugerade antikroppar som féster pé cellernas
unika CD markdrer En flodescytometrisk laboration utarbetades med syfte att kunna anvédndas
for undervisning av studenter vid Hogskolan Kristianstads biomedicinska analytikerprogram.
Aspekterna anvéndarvanlighet och ekonomi beaktades dérfor ocksd. Av de protokoll som
jamfordes erholl lyseringsbuffert enligt Ballesteros et al. (2014) tillsammans med PBS med 2
% BSA som infargningsbuffert tillrdckliga cellpopulationer och antikroppsinbindning for att
kunna avldsas av en bma-student. Detta protokoll hade alla aspekter bra for en
studentlaboration och dven var mest ekonomiska alternativet.

Nyckelord: flodescytometri, lymphoprep, lysering av erytrocyter, CD 4, CD 19, lymfocyter,
laboration, protokoll

Abstract

Flow cytometry is a method that analyses cellsuspensions by letting the cells pass through a
laserbeam one by one. The effect of the cells on the laser causes the light to scatter which
gives information about the cell granularity and size. The laser can also excite fluorescent
colours that bind to the surface of the cell or to structures inside the cell. Antibodies
conjugated with fluorescent molecules can bind to unique CD markers on the surface of the
cell. This can be used to separate cells that are plotted in the same location in a scatterplot, for
example the B- and T-lymphocytes of the blood. A laboratory assignment in flow cytometry
was requested for students at Hogskolan Kristianstads Biomedical Laboratory Science
program. The aspect of easy-to use and economy was taken into account. Of the compared
protocols the lysisbuffer from Ballesteros et al. (2014) along with PBS with 2 % BSA as
staining buffer gave sufficient cellpopulations and binding of antibodies for interpretation by
a bma-student. This protocol was an adequate student assignment in all aspects and was also
the most economical alternative.

Keywords: flow cytometry, lymphoprep, lysing of erythrocytes, CD 4, CD 19, lymphocytes,
assignment, protocol
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Inledning

Flodescytometri dr en analysmetod som kan anvindas for att undersoka cellers egenskaper
genom att lata celler i vitska passera en och en genom en laserstrale. Detta kan ge en snabb
analys av manga olika egenskaper sasom cellstorlek och cytoplasmatiskt innehall
(granularitet), mangd DNA och/eller RNA. Flodescytometri tillimpas ofta vid
immunfenotypning av bland annat perifert blod, benmérgsvitska (Brown & Wittwer, 2000),
cerebrospinalvétska och solid vavnad (Virgo & Gibbs, 2014). Utdver humana celler kan det
dven appliceras inom t.ex. vixtbiologi, bakteriologi samt analys av jdst och plankton. Inom
véxtbiologi &r det vanligt att flodescytometri anvénds for att analysera reglering av cellcykeln
(Jayat & Ratinaud, 1993). Inom forskning och i1 ldkemedelsbranschen dr det vanligt att
analysera apoptos samt cellcykelsanalyser efter olika behandlingar (Bertho et al. 2000; Dorian
et al. 1998). P4 de kliniska laboratorierna anvands flodescytometri till en rad analyser sdsom
kreatininvérde i serum for analys av njurfunktionen, antal leukocyter, erytrocyter och
hemoglobinmolekyler per volym for blodbilden samt T-lymfocytstatus hos HIV (Human
Immunodeficiency Virus) patienter. Ett forhojt eller sdnkt antal leukocyter som

flodescytometri ocksa kan analysera kan vara ett tecken pd lymfom (Nilsson-Ehle et al.
2012).

Fluidics system
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Filters

SSC

Detector

Figur 1. Schematisk bild av flodescytometri. Cellen passerar genom laserstralen, ljusets spridning
registreras och sorteras av optiska speglar, linser och filter som leder ljuset till ratt detektor varvid
informationen registreras i mjukvaran (Bio-Rad AbD Serotec Ltd, med tillatelse).
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Generella principer for flodescytometri dr att analysera optiska och fluorescerande egenskaper
hos en cell eller andra partiklar. Cellosningen sugs upp i flodescytometern och med hjélp av
av hydrodynamisk fokusering och sheath fluid passerar cellerna via en kanal genom en
laserstréle en och en (figur 1). Nér cellen triffas av laserstrélen inréffar en ljusspridning kallat
Forward Scatter (FSC eller Forward Scatterd Light, FSL) och Side Scatter (SSC). FSC ar
ljuset som sprids framét runt cellen och anger cellens storlek. SSC é&r det ljus som registrerar
cellens innehall, granulation och organeller (figur 2). Niar FSC och SSC registreras av
flodescytometerns optiska system plottas varje partikel som passerat lasern ut i ett
scatterdiagram (ACEA Biosciences, 2014; Brown & Wittwer, 2000). Flodescytometern kan
dven anvindas som cellsorterare dér olika celltyper kan sorteras och samlas upp och som
cellrdknare for exempelvis antal trombocyter eller andra blodceller per volym blod (Virgo &
Gibbs, 2012).

Side Scatter Light (SSC)

Forward Scatter Light (FSC)

Laser =

Side Scatter Light (SSC)

Figur 2. Schematisk bild som visar ljusets spridning nar laserstralen traffar cellen, spridning registreras
och ger information om cellinnehall genom SSC och storlek genom FSC (ACEA Biosciences, 2014).

Lasern kan dven excitera fluorokromer som kan ge information om cellernas egenskaper
utover storlek och innehall. Exempel pé dessa dr fluorescin isothiocyanate, FITC, och
phycoerythrin, PE, och det dr vanligt att dessa fluorokromer konjugeras till antikroppar.
Antikropparna riktas mot specifika proteiner pa cellytan eller intracelluldrt. Fluorokromerna
exciteras sedan av lasern och i1 analysen bekréftas det om antikropparna bundit in (Brown &
Wittwer, 2000). Antikropparna kan binda till proteiner genom kovalenta bindningar eller som
ligander till en receptor (Vernhall ef al. 2014). De optiska speglarna och filter som finns inne i
flodescytometern separerar de olika typerna av emitterade ljus och gor att mjukvaran
registrerar hur mycket av vilken ljustyp som emitterats. De exciterade
fluorerscensmolekylernas ljus leds genom fotomultiplikator for att finga upp dven svaga
signaler och detta omvandlas till data som analyseras av instrumentets mjukvara. Badde FITC
och PE exciteras av bla laser pa 488 nm (ACEA Biosciences, 2014). Fluorokromkonjugerade
antikroppar riktade mot proteiner anvénds inom bland annat immunologi, patologi och
cellbiologi (Preffer & Dombkowski, 2009; Virgo & Gibbs, 2012). Cellanalyser med
fluorescerande infirgningar har tillimpats sedan 1960-talet och ar 2002 blev instrument med



multilaserplattform tillgédngliga kommersiellt. De fluorescenskonjugerade antikropparna

kunde da utnyttjas maximalt genom att mer &n en fluorokrom kunde anvéndas vid samma
analys (Preffer & Dombkowski, 2009).

Bildningen av alla blodets celler borjar i benmirgen med en hematopoetisk stamcell. Dérefter
delas cellbildningen upp 1 olika linjer, en lymfoid linje och en myeloid linje. Hematopoesen
som bildar erytrocyter, trombocyter och leukocyter som till exempel basofiler, eosinofiler,
neutrofiler och monocyter tillhor alla den myeloida linjen. Lymfocyter, och natural killer
(NK)-celler tillhor den lymfoida linjen. Frdn denna utvecklas lymfocyterna till B- eller T-
lymfocyter men kategoriseras fortfarande som leukocyter. Forenklat ombesorjer erytrocyterna
syreomsittningen, trombocyterna koagulationen och leukocyterna immunforsvaret (Miwa,
1998). I en normal blodbild bestir lymfocyterna av 70-80 % T-lymfocyter och 5-10 % B-
lymfocyter (Nilsson-Ehle ef al. 2012). Lymfocyternas uppgifter i immunforsvaret dr att svara
pa antigen. Endast T-lymfocyterna utmognar i thymus men bade de och B-lymfocyterna
bildas i benmédrgen. Lymfocyterna kan aktiveras och bekdmpa antigen direkt i blodkérlen
genom kemotaxi som produceras av makrofager och antigenpresenterande dendritiska celler.
Aktiverade B-lymfocyter differentieras till plasmaceller som producerar antikroppar kallade
immunoglobuliner. T-lymfocyter som aktiverats till effektorceller blir antingen cytotoxiska
som dodar infekterade kroppsegna celler, T-hjélparceller som aktiverar B-lymfocyter och
makrofager, eller regulatoriska som ddmpar de delar av immunforsvaret som inte behdvs for
att svara pd infektionen. Nér antigenen binder till T-lymfocyterna aktiveras de direkt medan
B-lymfocyter behdver bade antigen och T-hjdlparcellerna for att aktiveras. Beroende pa vilket
antigen som binder in pa cellen differentierar cellen efter behov och pé sa sitt delas just de
celler som svarar pd patogenen. De lymfocyter som dverlever efter infektionen fungerar som
minnesceller infor ndsta angrepp om en infektion av samma typ skulle dterkomma vilket
utnyttjas vid vaccination (Murphy, 2008.)

En lymfocyt kan inte identifieras som en B- eller T-lymfocyt bara efter sitt utseende i
mikroskop eller var den plottas i scatterplot fran flodescytometrianalys. En metod att skilja
lymfocyterna 4t ér att analysera Clusters of Differentiation (CD markdrer) pa deras cellyta
(Nilsson-Ehle ef al. 2012). Dessa membranproteiner fungerar bland annat som hjalp for
receptorer for att t.ex. kdnna igen antigen och som signaltransmittorer. De &r specifika for
varje cell och kan pd sé vis anvidndas for att identifiera cellers fenotyp. Vid hematologiska
analyser med flodescytometri dr det vanligt att anvénda antikroppar som é&r riktade mot olika
CD markorer. CD 45 dr gemensam for alla hematopoetiska celler medan andra CD markorer
bara finns pa en enda typ av cell som till exempel CD 3, som bara finns pd T-lymfocyter
(Murphy, 2008). Vissa markorer varierar ockséd med cellernas mognadsgrad och kan déarfor
sdga 1 vilket mognadsstadie cellen befinner sig (Nilsson-Elhe et al. 2012). Nir en lymfoid
stamcell mognar till en B-lymfocyt eller en T-lymfocyt kommer den vid ett mognadsstadie ha
CD 10 vilket den senare forlorar nér den prolifererar ytterligare (Murphy, 2008). Mogna T-
lymfocyter &r positiva for CD 3 och mogna B-lymfocyter dr positiva for CD 19. T-lymfocyter
kan dven delas in 1 T-hjdlparceller och cytotoxiska T-lymfocyter genom att analysera CD 8
och CD 4 dir T-hjdlparceller ér positiva for CD 4 och cytotoxiska T-lymfocyter dr positiva
for CD 8 (Nilsson-Ehle ef al. 2012). Forskjutningen mellan miangdforhéllandet B- och T-



lymfocyter kan anvindas vid diagnostisering av bland annat HIV dé antalet T-lymfocyter
sjunker och dé fordndras dven kvoten mellan CD 4 och CD 8 positiva celler. Kvoten
kontrolleras ocksa for att f6lja sjukdomsforloppet och kunna se hur sjukdomen utvecklas.
Aven totalprocenten av T-lymfocyter jimfors med tidigare resultat for att se om behandlingar
varit effektiv eller om profylax mot andra infektioner maste séttas in (Labtestonline, 2013).
Vid leukemier och lymfom kan halten av mogna och omogna celler forskjutas vilket
analyseras genom CD markorer. Aven hir ses sjukdomens aggressivitet och forlopp genom
kontinuerliga prover och analyser (Gahrton & Juliusson, 2012). Lymfom ar en cancersjukdom
som kan vara hog- eller 14gmalign och kan drabba olika delar av lymfopoesen. Vilken typ av
lymfom det &r beror pd vilken del av lymfopoesen som drabbats. For att utreda detta kan
Polymerase Chain Reaction (PCR) metoder anvindas men forst gors en flodescytometrisk
analys av provet. Kronisk lymfatisk leukemi, KLL som &r vanlig bland éldre patienter,
diagnostiseras genom att mita kvoten av kappa- och lambda immunoglobulin molekyler pé
cellerna. Dessa atskiljs och riknas med flodescytometri genom fluorescenskonjugerade
riktade antikroppar (Gahrton & Juliusson, 2012).

Tidigare fanns flodescytometri framfor allt vid storre forskningscenter men idag &r det
standard som analysmetod vid ménga sjukhus. Vid Region Skéne anvinds flodescytometri for
bland annat benmérgsutredning, fetomaternell blédning, Sjogrens syndrom och
trombocytaktivering (Region Skéne, 2015). Tekniken har utvecklats till att det nu finns
mindre och anvindarvénligare apparater. Hogskolan Kristianstad har nyligen investerat i en
flodescytometer av bankmodell (ACEA, Novocyte, USA).

Syftet med denna studie &r att utforma tva flodescytometriska protokoll for inmérkning av B-
och T-lymfocyter som kan anvéndas vid studentlaborationer. Ett protokoll baseras pa
inmirkning efter isolering av mononukleéra celler och det andra baseras pd inmarkning av
cellerna direkt i perifert helblod genom lysering av erytrocyter.

Material och Metoder

Blodprovstagning

Perifert blod togs i EDTA-r6r (BD Vaccutainer, England) fran fem friska informerade
frivilliga vuxna enligt rutiner for blodprovstagning. Ingen etisk provning kravdes da denna
studie utfordes inom ramen for hogskoleutbildning pa grundniva. Blodet anvindes till
analyserna inom 48 h frén provtagningstillfallet.

CD 19 och CD 4 inmiirkning av mononukleéra celler

Perifera mononukledra blodceller (MNC) isolerades genom separation av helblod med
LymphoPrep ™ (Fresenius Kabi, Norge) enligt tillverkarens instruktioner. Fyra ml helblod
spdddes med PBS (Invitrogen, USA) innehéllande 2 % BSA (Sigma-Aldrich, USA)iett 1:1
forhallande. Tre ml LymphoPrep' ™ tillsattes i 15 ml falconrér (SARSTEDT AB, Tyskland),
dérefter tillsattes 4 ml av det spddda blodet ovanpa med forsiktighet for att bilda ett skikt.
Roren centrifugerades vid 800 x g (SIGMA4-16 K) i 20 minuter, 30 minuter om det var dver
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2 h sedan blodprovet tagits, i rumstemperatur (RT) utan broms. Efter centrifugering isolerades
de mononukleidra cellerna genom att dverfora mellanskiktet till nya ror och tvittades sedan
med 3 ml PBS med centrifugering vid 500 x g i 5 minuter. Supernatanten dekanterades och
cellerna resuspenderades i 1 ml PBS, direfter rdknades antalet celler med hjélp av
Biirkerkammare. Femhundratusen till en miljon celler 6verfordes till fyra 12*75 mm ror
(SARSTEDT AB, Tyskland), direfter tvittades cellerna med 1 ml PBS och centrifugerades i
500 x g i 5 minuter. Supernatanten dekanterades och cellerna resuspenderades i 100 pl PBS
med 2 % BSA och 0,25, 0,125 och 0,05ug PE konjugerad CD 19 (eBioscience, USA) och 1,
0,5 och 0,2 pg FITC konjugerad CD 4 antikropp (eBioscience, USA) tillsattes och
inkuberades morkt i 20 minuter, RT. Efter inkubering tviéttades cellerna med 3 ml PBS genom
att centrifugeras i 500 x g i 5 minuter varefter supernatanten dekanterades och cellerna
resuspenderades med 500 pl infargningsbuffert (eBioscience, USA) och analyserades dérefter
i flédescytometern (Novocyte, ACEA, USA).

Berikning av viabla celler

For celler isolerade med LymphoPrep' ™ gjordes efter varje tvitt dven en infirgning med
tryptanblétt i 10 minuter. Till 10 pl cellosning tillsattes 10 pl tryptanblatt for att kontrollera
hur centrifugering paverkade viabiliteten. De ddda cellerna infédrgades bla och de levande
cellerna paverkades inte av infargningen da deras membran fortfarande &r intakt. Medelvérdet
for antalet doda och levande celler berdknades for tre A-rutor i Biirkerkammare.

Manuell differentialrikning av leukocyter

Perifert blod som anvindes till flodescytometri analys stroks ut pé objektsglas och fargades
med ett Hemacolor kit (Merck Millipore, Tyskland). Cellutstryken fargades manuellt genom
att doppa glasen 5 ganger i fixeringslosning i 1 sekund, f6ljt av Hemacolor red 3 génger i |
sekund, Hemacolor blue 6 ganger i 1 sekund och fick dérefter sedan std i Hemacolor buffert i
45 sekunder. De fargade utstryken fick sedan lufttorka innan de rdknades i mikroskop (Nikon,
Japan) med 100X forstoring och immersionsolja. Cellrdkningen utférdes genom att 100
leukocyter rdknades pé tre glas per blodprov och sedan berdknades medelvérdet.

CD 19 och CD 4 inmiirkning av perifert helblod

Helblod pipetterades till fyra 12*75 mm rér (SARSTEDT AB, Tyskland), dérefter tillsattes
0,25, 0,125 och 0,05ug PE konjugerad CD 19 (eBioscience, USA) och 1, 0,5 och 0,2 pg FITC
konjugerad CD 4 antikropp (eBioscience, USA), till en slutvolym av 100 pul per rér och
inkuberades morkt i 30 minuter, RT. Efter inkubering tillsattes 2 ml 1 x RBC (Red Blod
Cells; eBioscience, USA) lyseringsbuffert och roren pulsvortexades forsiktigt tre ganger och
inkuberades ytterligare 15 minuter morkt i RT. Dérefter centrifugerades roren vid 500 x gi 5
minuter (SIGMA4-16 K), supernatanten dekanterades och cellerna resuspenderades i 1 ml 1 x
RBC lyseringsbuffert och inkuberades morkt i 3 minuter, RT for ytterligare lysering av
erytrocyter. Roren centrifugerades direfter vid 500 x g i 5 minuter, RT, supernatanten
dekanterades och cellerna tvittades 1 2 ml infargningsbuffert (eBioscience, USA) genom
centrifugering vid 500 x g i 5 minuter, RT. Efter tvitt dekanterades supernatanten och cellerna
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resuspenderades 1 200 pl infargningsbuffert och analyserades i flodescytometern (Novocyte,
ACEA, USA). Samma protokoll f6ljdes d&ven med lyseringsbuffert enligt Ballesteros et al.
(2014). Lyseringsbufferten forbereddes enligt recept (150 mM NH4CI, 10 mM NaHCOs; och
0,1 mM EDTA pH 7,5). Lyseringsbuffert enligt recept McCoy fran Creighton University
(1998) forbereddes (1,5 M NH4Cl, 100 mM NaHCOs3 och 10 mM EDTA pH 7,4). Dérefter
foljdes dven hir protokollet for kommersiell lyseringsbuffert. Aven ett protokoll dér
erytrocyter lyserades med RBC, Ballesteros et al. (2014) och McCoy (1998) analyserades
men dir den kommersiella infargningsbufferten byttes ut i samtliga steg mot PBS med 2 %
BSA.

Statistik
Students t-test utfordes for att jamfora antikroppsinbindning mellan de olika

lyseringsbuffertarna. Resultaten presenteras som medelvérde + standardavvikelse (SD) samt
variationskofficienten (CV) vid jamforelse av manuella leukocytutstryk och flodescytometri
analys.

Resultat

Analys av mononukleira celler

Av de mononukleidra celler (MNC) analyserades andelen B- och T-lymfocyter isolerade med
LymphoPrep"™ fran 5 blodprov. Figur 1a visar ett representativ blodprov med ett FSC och
SSC scatterdiagram dér fyra populationer erhdlls bestdende av 73,24 % debris, 18,95 %
lymfocyter och 4,11 % monocyter (figur 1a). Dérefter isolerades lymfocyterna frdn FSC och
SSC scatterdiagrammet genom att sétta en gate runt populationen och nytt scatterdiagram togs
fram med CD 19-PE pa y-axeln och CD 4-FITC pé x-axeln (figur 1b). I detta scatterdiagram
sattes en kvadratisk gate fOr att analysera andelen infargade celler efter inkubering med
antikroppar. Figur lc visar att 8,20 % B-lymfocyter och 31,46 % T-lymfocyter var positiva
for CD 19 respektive CD 4 efter inkubering (figur 1c¢).
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Figur 1. Separation av MNC med LymphoPrepTM a) scatterbild av samtliga celler, lymfocyter (18,95
%) monocyter (4,11 %) samt debris (73,24 %). b) gatade lymfocyterna utan inkubering av antikroppar
c) lymfocyter positiva for CD 4 (31,46 %) och CD19 (8,20 %) antikroppar.

For att undersoka om resultaten blev reproducerbara med perifert blod fran olika personer,
analyserades blod frdn fem personer. Figur 2 &r ett stapeldiagram som visar medelvérde och
standardavvikelse for de olika populationerna debris 77 % + 6,14, lymfocyter 10 % =+ 4,05,
monocyter 3 % + 2, B-lymfocyter (CD 19) 10 % + 5,89, T-lymfocyter (CD 4) 28% + 11,22.
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Figur 2. Diagram Over erhallna populationer fran isolering med LymphoPrepTM
(medelvarden = SD n=5).

Debris frén isolering med LymphoPrep' ™ kan besté av trasiga celler samt kontaminering av
trombocyter. For att analysera om den stora andelen debris bestar av trombocyter eller trasiga
celler rdknades andelen doda celler genom inkubering med tryptanblatt och berdkning i
Biirkerkammare efter forsta tvitten. Detta gav 46 % doda celler samt stor méngd trombocyter
(ej visat resultat). Darefter gjordes ytterligare tre tvittar och berékning av doda celler efter
samtliga tvittsteg utfordes (Figur 3). Andelen doda cellerna 6kade med ca 50 % efter varje
tvittsteg och totalantalet doda celler vid analys i flodescytometri lag pa 16 %.
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Figur 3. Andel celler i procent som tagit upp tryptanblatt efter tvattstegen (n=1).

Differentialutrikning av lymfocyter

Manuella utstryk och differentialrdkning av leukocyter gjordes for att bekréfta andelen av
populationerna i scatterdiagrammet fran flodescytometrin. Tvé blodprov jamfordes med
differentialrdkning och scatterdiagram (tabell 1). Figur 3 visar en representativ bild frén
flodescytometrin samt representativa foto pd granulocyter, lymfocyter och monocyter fran
differentalutstryken.

Tabell 1. JAmférelse av manuell berdkning av granulocyter, lymfocyter och monocyter i
leukocytutstryk med samma populationer fran flodescytometri. Normalvarden enligt Nilsson-Ehle
et al. (2012). Standardavvikelse (SD) och variationskofficient (CV) n=2

Neutrofila granulocyter Lymfocyter Monocyter
Medelvérde + SD (CV) | Medelvéarde + SD (CV) | Medelvarde + SD (CV)

Blodprov 70 % + 0,014 (2) 26 % + 0,028 (11) 3,5 % + 0,007 (20)
Flodescytometri 66 % + 0,007 (1) 29 % £ 0,007 (2) 5 % + 0,014 (28)
Normalvéarde 58 % 38 % 3,4 %
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Figur 4. Representativt SSC, FSC scatterdiagram av andelen lymfocyter (29 %), monocyter (3,6 %)
och granulocyter (65,2 %) i perifert blod lyserat med RBC. a) flédescytometri b) representativa bilder
pa leukocyter fran differentialrdkningen med total andel granulocyter pa 69 %, monocyter 3 % och
lymfocyter pa 28 %.

Lysering av erytrocyter

Tre olika buffertar, kommersiell RBC, McCoy och Ballsteros jamfordes for att finna den mest
ekonomiska och bést fungerande metoden att lysera erytrocyter. Protokollet frdn den
kommersiella RBC lyseringen foljdes alla fallen. Scatterdiagram med alla populationer
analyserades efter preparation med respektive lyseringbuffert, kommersiell RBC (figur 5a)
lyseringsbuffert enligt Ballesteros et al. (2014) (figur 5b) samt lyseringsbuffert enligt McCoy
(1998) (figur 5c). Genom att jimfora andelen cellpopulationer kunde inga storre skillnader
mellan preparationerna med olika lyseringsbuffertar ses. Ddremot visarresultatet av
preparationen med buffert frin Ballesteros et al. (2014) en mer spridd population av
granulocyter (se fig 5b).
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Figur 5. Scatterdiagram &6ver cellpopulationerna och debris erhallina fran lyseringsbuffert a) RBC, b)
Ballesteros och c) McCoy.
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Fran SSC och FSC scatterdiagrammet ”gatades” sedan lymfocytpopulationen in och andelen
CD 19-PE och CD 4-FITC positiva B- och T-lymfocyter frin McCoy och Ballesteros
jamfordes mot RBC (figur 6). Ett oparat t-test for antikroppsinbindningen visade ingen
skillnad 1 inbindning av CD 4 till T-lymfocyterna i McCoy (p=0,39) eller Ballesteros (p=0,33)
jamfort med RBS, medan inbindning av CD 19 till B-lymfocyter paverkades av lysering
enligt McCoy (p<0,05).
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15 1 46 -
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Figur 6. Jamforelse av antikroppsinbindning mellan McCoy och Ballesteros mot kommersiell RBC
lyseringsbuffert a) CD 19 positiva B-lymfocyter, b) CD 4 positiva T-lymfocyter, (medelvarden = SD
n=2) *p < 0,05

For att analysera om den kommersiella infargningsbufferten kunde erséttas med PBS-2 %
BSA utfoérdes samma lyseringsprotokoll men dér alla steg med infargningsbuffert byttes ut
mot PBS-2 % BSA. SSC och FSC scatterdiagrammen visar ingen skillnad mellan andelen
populationer, medan granulocyterna med buffert fran Ballesteros visar en mer spridd
cellpopulation (figur 7).
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Figur 7. Scatterdiagram 6ver cellpopulationerna och debris erhdlina nar kommersiell infargningsbuffert
bytts ut mot PBS-2 % BSA, a) RBC, b) McCoy och c) Ballesteros.

Samma blodprov analyserades vid samma tillfalle och med samma protokoll for att jimfGra
om antikroppsinbindingen paverkades niar kommersiell infargningsbuffert (eBioscience)
byttes ut mot PBS-2 % BSA . McCoys lyseringsbuffert med PBS-2 % BSA som
infargningsbuffert hade sdmst inbindning av antikroppar bade for CD 4 och CD 19 (figur 8 a
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a)

och b). McCoy visade sig ge en signifikant minskning av CD 19 inbindning till B-lymfocyter
(figur 6a) och dven hér blev det en minskad inbindning av CD 4 till T-lymfocyter nir
kommersiell infargningsbuffert byttes ut mot PBS med 2 % BSA (figur 8 b).
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Figur 8. Jamforelse av antikropps-inbindning med kommersiell infargningsbuffert (eBioscience) och
PBS med 2 % BSA a) CD 19 inbindning till B-lymfocyter, b) CD 4 inbindning till T-lymfocyter.

Antikroppsspadning

Vid inférgning med antikroppar rekommenderas 0,25 pg for CD 19-PE och 1 pug for CD 4-
FITC per prov. For att undersdka om denna méngd antikropp kan minimeras utfordes en
antikroppsspadning med 0,25, 0,125 och 0,05ug for PE konjugerad CD 19 och 1,0, 0,5 och
0,2 pg for FITC konjugerad CD 4 antikropp. Méngden utprovades i tva blodprov och
resultaten fran flodescytometri visar att skillnaden mellan koncentrationerna inte &r
signifikant (figur 9).
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Figur 9. Stapeldiagram 6ver antikroppspadning med a) 0,25ug, 0,125ug och 0,05ug CD 19-PE
antikropp och b) 1ug, 0,5ug och 0,2ug CD 4-PE antikropp. (medelvarden £ SD n=2)

Diskussion

Syftet med denna studie var att utforma tva flodescytometriprotokoll for inméirkning av B-
och T-lymfocyter som kan anvéndas i laborationer med studenter. Vid isolering av
mononukleira celler med LymphoPrep™ kunde tydliga cellpopulationer med monocyter och
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lymfocyter ses. Aven antikroppsinfirgning med PE konjugerad CD 19 som binder till B-
lymfocyter och FITC konjugerad CD 4 som binder till T-lymfocyter visade tydliga och
repeterbara resultat dd analyser pé perifert blod fran fem vuxna utférdes. Vad som didremot
kunde observeras var en stor population av debris i SSC och FSC scatterdiagrammen. Debris
kan besté av trasiga celler eller trombocyter som kan minskas genom tvéttar vilket visas bade
hir och enligt en artikel av Aatonen et al. (2014). Dérfor utférdes en berdkning av levande
och doda celler efter forsta tvitten i1 protokollet. Analysen resulterade 1 46 % doda celler. For
att forsoka pavisa om tvittarna erholl mer eller mindre skadade celler utfordes ytterligare
berdkning av doda celler efter varje tvittsteg. Den doda populationen av celler 6kade med
néstan 50 % efter varje tvitt, med 16 % doda celler efter sista tvétten. Dessa resultat tyder pa
att tvdttarna i detta protokoll dr funktionella vad géller att tvitta bort trombocyter men dven
skadliga 1 storre utstrickning.Debrisen till stor del bestar av trombocyter som kan vara svéra
att far bort vid isolering av MNC med LymphoPrep™. Ett sitt att fi bort trombocyter fran
proverna ir att 6ka antalet tvéttsteg, men det kan leda till 6kat antal doda celler. Debris kan
dven uteslutas fran scatterplottar genom att dndra instéllningarna i flédescytometern
(Ballesteros et al. 2014) eller som i figur 4 genom att gata bort det. Men dé detta dr protokoll
som &r riktat mot studenter som inte har analyserat prover i flodescytometer forut, var det
viktigt att protokollet var anvidndarvénligt. Darfor forsokte jag utreda varfor andelen debris
blev sa stor istdllet for att dndra instéllningar pé instrumentet. Ficoll-Paque™ édr en annan
densitetsgradient som &r dyrare &n LymphoPrep™. En studie med benmérg som biologiskt
material visar att Ficoll-Paque™ separerade celler hade béttre dverlevnadsforméga och gav
ett storre cellantal (Seeger et al. 2007). Denna studie géllde dock stamcelltransplantation for
stroke-patienter och kraven pa dverlevanden av celler och dverlevnadsféormagan ir inte lika
kritiska for en studentlaboration.

Den andra metoden som utfordes var att identifiera B- och T-lymfocyter genom att inkubera
antikroppar riktade mot B- och T-lymfocyter i perifert helblod. Detta protokoll baseras pd att
lysera erytrocyter och darmed erhalla populationer av lymfocyter, monocyter samt
granulocyter 1 flodescytometern. Lyseringsbuffertar som anvédndes var den kommersiella
RBC fran eBioscience samt tva buffertar fran vetenskapliga artiklar, Ballesteros et al. (2014)
och McCoy (1998). Den kommersiella lyseringsbufferten fran eBiosciences gav tydliga
cellpopulationer bade vid ofdrgad och antikroppsinfargad analys, men frdgan stilldes om en
annan lyseringsbuffert kunde ersétta den kommersiella och ddrmed minska kostnaderna. Ett
urval av lyseringsbuffertar fran litteraturen utprovades, kravet pé lyseringsbufferten var att
kemikalier i recepten var tillgédngliga pd Hogskolan. Lyseringsbuffert frdin McCoy (1998) och
Ballesteros et al. (2014) togs med denna studie. Bada buffertarna innehaller NH4CI, NaHCO3
och EDTA. Skillnaderna bestér i att McCoy har hogre koncentration av samtliga kemikalier
jamfort med Ballesteros, innehallet i RBC ér inte ként. Lyseringbuffertar fran McCoy (1998)
och Ballesteros et al. (2014) utférdes med samma protokoll som fér RBC och resultaten visar
att buffert enlig McCoy hade signifikant simre antikroppsinbindning av CD 19 dn Ballesteros
och RBC. For att fringd kommersiella buffertar gjordes dven ett forsok dir en kommersiell
infargningsbuffert byttes ut mot PBS med 2 % BSA och samma blodprov vid samma tillfélle
analyserades. Den kommersiella infargningsbufferten innehéller fetal bovine serum (FBS)
och sodiumazide (konserveringsmedel) (eBioscience, 2015). FBS och BSA skiljer sig at
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genom att FBS innehéller fetalt kalvserum och BSA (bovint serumalbumin). Serumalbumin &r
serumprotein som minimerar klumpning av celler och fungerar stresskyddande (Finn ef al.
2012) samt forebygga ospecifik inbindning (Xiao & Isaacs, 2012). FBS har samma funktion
och anvénds bland annat som néring i cellkulturer (Arigony ef al. 2013) och innehéller en
ansenlig méngd av varierande hormoner, tillvixtfaktorer, bararprotein. FBS dr betydligt
dyrare &n BSA. Nar infdrgningsbufferten byttes ut till PBS-BSA erholls godkénda
cellpopulation i scatterdiagrammen och en bra antikroppsinbindning med RBC och
Ballesteros buffert. Daremot s visade sig McCoys dven medfora en minskad CD 4
inbindning. Detta pekar pé att det inte dr en skillnad i kénslighet mellan B- och T-lymfocyter
vilket kunde tolkas fran resultaten erhdllna med kommersiell infirgningsbuffert. EDTA som
har antikoagulerande effekt har &ven i vissa fall fungerat himmande pé antikroppar som vid
viroligiska studier (Yang et al. 2014) och detta kan ha varit fallet 4&ven hir da McCoys buffert
hade hogre koncentration EDTA. Eftersom McCoy hade hogre koncentrationer av samtliga
kemikalier behdver ytterligare studier utforas for att undersoka om EDTA paverkar
antikroppsinbindningen.

Mingden antikropp som rekommenderas av tillverkaren dr 5 pl per prov som motsvarar
0,05ug PE konjugerad CD 19 och 0,2 pg FITC konjugerad CD 4 antikropp. Risken med en
for liten mingd antikropp &r att man kan missa infargning av flertalet blodceller, darfor ar det
bittre att anvédnda ett Overskott av antikropp an att f4 missvisande resultat (Virgo & Gibbs,
2012). Eftersom denna studie syftar till att utarbeta ett protokoll som kan anvéndas som
studentlaboration en gjordes en antikroppspadning for att se om méngden antikropp per
analys kan minskas. Resultaten visar att 1 pl av respektive antikropp ger samma procent av
CD 19 och CD 4 positiva lymfocyter som med 5 pl antikropp.

Slutsats

Protokollet dér mononukledra celler isolerades med LymphoPrep' " visade sig vara en bra
studentlaboration vid identifikation av lymfocyter och monocyter med flodescytometri.
Baserat pa resultaten av denna studie kan lysering av erytrocyter enligt Ballesteros et als
recept fran 2014 med PBS- 2 % BSA som infargningsbuffert anvéndas vid identifiering av B-
och T-lymfocyter av perifert helblod. Det visade sig dven att antikroppsméngden kan minskas
fran 5 pl till 1 pl per prov. Antikroppsinfargning i perifert helblod 4r en metod utfoérdes pa
kortare tid #n isolering med LymphoPrep™. Diremot kan LymphoPrep™™ protokollet
anvéndas for vidare laborationer dér monocyter och lymfocyter kan skiljas 4t genom vidare
odling av cellerna. Metodbeskrivning for studenter finns i bilaga 1 och 2.

TACK
Till de som donerade blodprov till studien, Bio-Rad AbD Serotec Ltd for tilldtelse att anvénda

bilden till figur 1 och till handledare Helena Tassidis Dr. i Medicinsk vetenskap & Leg.
Biomedicinsk analytiker.
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Populirvetenskaplig sammanfattning

Flodescytomeri dr en analysmetod dédr man tittar pa celler i en 16sning som till exempel blod.
Losningen sugs upp i instrumentet och cellerna skickas en och en genom en laserstrale. Nér
ljuset traffar cellen sprids ljuset pa olika sitt beroende pa hur stor cellen &r och vilket innehall
den har av till exempel DNA. Denna information behandlas av datorns mjukvara och cellen
markeras ut pd ett diagram beroende pé dessa faktorer. Lasern kan ocksa aktivera
fluorescerande farger. Dessa anvinds bland annat som identitets-flaggor pa antikroppar som
binder till cellytornas specifika protein. Detta kan anvéndas for att skilja celler &t som annars
hade hamnat pa samma stélle i diagrammet som de vita blodkropparna B- och T-lymfocyter.

En flédescytometer har nyligen kopts in till Hogskolan Kristianstad och en laboration i
flodescytometri efterfrdgades till biomedicinska analytiker-programmet. Mitt examensarbete
blev just detta uppdrag.

Tva olika protokoll jimfordes for att utarbeta den mest hogskolevinliga laborationen. Den
ena skiljde ut B- och T- lymfocyterna med densitetsgradienten Lymphoprep™ och den andra
spriangde erytrocyterna (roda blodkropparna) med lyseringsbuffert. Tre olika
lyseringsbuffertar testades for att jimfora en fardigblandad kopt buffert med tva olika
buffertar som blandats med skolans kemikalier. For att 4 laborationen @nnu lite billigare
testades en spadningsserie av antikropparna med fluorescerande farger och ytterligare en
kemikalie i protokollet, en infargningsbuffert, byttes ut mot en billigare, hemmablandad
variant.

Resultatet visade att protokollet med Lymphoprep™ kunde spara cellerna till senare
laborationer och visade bra diagram 6ver cellerna med fin infargning. Dock var diagrammen
ibland svérlasta och mycket skridp kom med. Av lyseringsbuffertarna var en av de
hemmablandade tillrackligt bra for att kunna ersétta den fardigkopta, dven tillsammans med
den utbytta inférgningsbufferten. Spadningen av antikropparna med fluorescerande farg blev
ocksa lyckad, fargningen blev bra dven med en femtedel av den rekommenderade volymen.
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Bilaga 1
Flodescytometrilaboration
Separation av mononukleira celler (MNC) med LymphoPrep™™

Material

Helblod fran ett EDTA ror

LymphoPrep™

PBS, fosfatbuffrad saltlosning

BSA

Infargningsbuffert

Falconror, 15 ml

FACS ror

Fluorescenskonjugerade antikropp CD19-PE
Fluorescenskonjugerad antikropp CD 4-FITC

Metod

1) Blanda LymphoPrep"™ noga genom att vinda flertalet ganger pé flaskan och tillsitt 3
ml vardera till 2 provror.

2) Overfor 4 ml helblod till ett nytt provrér. Spid blodet med 4 ml PBS med 2 % BSA.
Blanda vétskorna genom att satta kork pa och vénda forsiktigt pa roret.

3) Pipettera 4 ml per rér av det spiadda blodet mycket forsiktigt ovanpd LymphoPrep™
sa att det hamnar ovanpd i ett separat skikt.

4) Centrifugera roren vid 800 x g i 20 minuter med bromsen av vid rumstemperatur. Om
provet dr dldre &n 2 h, dka centrifugeringstiden till 30 minuter.

5) Efter centrifugering avldgsnas det vre plasmalagret forsiktigt med Pastorpipett.
Under plasman finns buffy coat, lagret med MNC som 6verfors med forsiktighet till
ett nytt ror utan att 16sa pelleten i botten av roret.

6) Tillsatt 3 ml PBS till det nya réret MNC. Centrifugera i 500 x g i 5 minuter och
avldgsna supernatanten forsiktigt med pipett.

7) Resuspendera pelleten med 1 ml PBS per ror.

8) Ta 10 pl av losningen till en Biirkers raknekammare och rdkna ut hur mycket celler du
har per ml. Du behdver mellan 500 000- 1,0¥10° celler per FACS rér.

9) Pipettera s manga pl du behdver per analys i 4 FACS ror. Var noga med att mérka
FACSroren 1,2,3,4. Tillsatt 1 ml PBS per ror for tvitt.

10) Centrifugera i 500 x g i 5 minuter och hill av supernatanten. Resuspendera pelleten
med 100 ul PBS/BSA.

11) Tillsétt antikropparna enligt tabellen nedan och 14t inkubera morkt 1 20 min

Ror 1 Ror 2 Ror 3 Ror 4
Antikropp X 1 ul X 1 ul
CDI19
Antikropp CD4 | X X 1 pl 1 ul

12) Tillsdtt 3 ml PBS per ror och centrifugera i 500 x g i 5 minuter. Héll av
supernatanten.

13) Resuspendera den sista pelleten med 500 pl infargningsbuffert.

14)  Analysera proven i flodescytometern.
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Bilaga 2
Flodescytometrilaboration
Lysering av erytocyter

Material

Lyseringsbuffert, 150 mM NH4Cl, 10 mM NaHCO; och 0,1 mM EDTA. Still pH till 7,5.
Helblod fran ett EDTA ror

PBS, fosfatbuffrad saltlosning

BSA

FACS ror

Fluorescenskonjugerad antikropp CD 19, PE

Fluorescenskonjugerad antikropp, CD 4, FITC

Tabell 6ver hur ror ska markas

Ror 1 Ror 2 Ror 3 Ror 4
Antikropp CD19 | X 1 pl X 1 ul
Antikropp CD4 | X X 1 pl 1 ul

Metod

1) Mairk fyra Eppendorfror 1-4.

2) Overfor 100 pl helblod till varje Eppendorfror.

3) Tillsatt antikroppar enligt tabell och blanda roret noggrant med en kort vortex.

4) Inkubera morkt i 30 minuter i rumstemperatur.

5) Overfor blodet fran Eppendorfroren till fyra FACS ror mirkta pA samma sétt som for
Eppendorfroren.

6) Tillsatt 2 ml rumstempererad lyseringsbuffert och pulsvortexa roret forsiktigt tre
génger.

7) Inkubera morkt i rumstemperatur i 15 minuter. Du kan se om lyseringen av erytrocyter
ar fardig genom att titta pa provets turbiditet. Nir provet dr genomskinligt ar
lyseringen helt fardig.

8) Centrifugera vid 500 x g i 5 minuter i rumstemperatur och dekantera supernatanten.

9) Lbs pelleten med pipettering med 1 ml lyseringsbuffert i 3 minuter i morker for
ytterligare en lysering.

10) Centrifugera vid 500 x g i 5 minuter i rumstemperatur.

11) Dekantera supernatanten, 16s sedan upp pelleten med pipett i 2 ml PBS-2 % BSA.

12) Centrifugera vid 500 x g i 5 minuter i rumstemperatur.

13) Dekantera supernatanten och 16s upp pelleten med 200 pl PBS-2 % BSA. Om provet
inte kan g4 till analys mycket snart efter detta bor det forvaras morkt.

14) Analysera provet i flodescytometern.
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