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Sammendrag

Oppgaven tar for seg optimalisering av en metode for a pavise fagocytose i leukocytter ved
hjelp av flowcytometri. Fagocytose er en prosess der en celle omslutter og tar opp starre
partikler for a deretter bryte dem ned. Dette er en viktig del av den immunologiske
funksjonen til flere typer leukocytter. For a pavise fagocytose ble pHrodo Green E. coli
Bioparticles Conjugate fra Thermofisher brukt. Konjugatet skal emittere sterkere fluorescens
ved lav pH, som er optimalt ved pavisning av fagocytose. Anti-CD45 ble brukt til & fa over
oversikt over de ulike leukocyttpopulasjonene. Anti-CD16 ble brukt for & neermere studere de
profesjonelle fagocyttene. Tidligere forskning og vitenskapelige artikler om pavisning av

fagocytose og overflateantigen ble brukt for a samle inn informasjon.

Basert pa anbefalinger fra produsent og tidligere forsgk ble reagenser og utstyr valgt ut.
Enkelte justeringer ble gjort pa grunnlag av hva som var tilgjengelig. En midlertidig
prosedyre ble utarbeidet og tilpasset etter hvert som ulike punkter i prosedyren ble utprgvd.
Det ble observert resultater som stemte overens med at konjugatet hadde blitt fagocyttert.
Disse resultatene ble forbedret ved a justere de ulike parameterene. Resultatene ble imidlertid
pavirket av at fritt konjugat emitterte betydelig hgyere fluorescens enn forventet. Det var bare
mulig a skille fritt konjugat fra antatt fagocyttert konjugat ved bruk av anti-CD45. Det ble

forsgkt & benytte Trypan Blue som quencher, men dette var ikke vellykket.

Etter utprgving og tilpasning av prosedyren ble en endelig prosedyre utarbeidet. Prosedyren
kan brukes for & pavise fagocytose i leukocytter ved hjelp av flowcytometri, men metoden

ber kontrolleres for & bekrefte at konjugatet har blitt fagocyttert.



Forord

Denne bacheloroppgaven er utarbeidet og utfart av to bioingenigrstudenter ved NTNU
Alesund. Oppgaven tar for seg utviklingen og optimaliseringen av en metode for & pavise
fagocytose i leukocytter ved hjelp av flowcytometri. Det ble utviklet en midlertidig prosedyre
som ble testet ut og tilpasset etter hvert i forsgksfasen. Forarbeidet og det preanalytiske ble
utfart i semi-sterile omgivelser. Instrumentet som ble brukt var flowcytometeret BD Accuri

C6 Flow Cytometer.

Arbeidet strakte seg over ca. 8 uker hvor 3 uker gikk til opplering og forsgk, mens resten
gikk til informasjonsinnhenting og litteratursgk. Disse ukene har veert sveert givende. Fra
planleggingsfasen til de siste justeringene pa oppgaven har arbeidet vert spennende,
utfordrende og leeringsrikt. Vi sitter igjen med erfaringer og kunnskap som vi faler vil

komme til nytte i arbeidslivet.

Oppgaven hadde ikke blitt den samme om det ikke hadde vert for den hjelpen og stetten vi
har fatt. Farst vil vi takke Ph.D Yanran Cao for & inkludere oss i valg av oppgave innenfor
flowcytometri, og for a gi oss informasjon, opplaring og stette underveis i prosessen. Det
hadde ikke veart mulig for oss a fa en slik innsikt og forstaelse av temaet uten hennes hjelp.
Vi vil ogsa takke Universitetslektor Bente Alm som hjalp oss i skriveprosessen, og ved a gi
oss konstruktiv kritikk og tilbakemeldinger slik at oppgaven kunne presenteres best mulig. |
tillegg gnsker vi a takke Overingenigr Heidi Engstram og Fersteamanuensis Ann-Kristin
Tveten for hjelp og statte under laboratoriearbeidet. De besvarte vare sparsmal og ga 0ss
gode lgsninger om vi fikk utfordringer underveis. Tilslutt vil vi takke hverandre for

samarbeidet og for godt utfart arbeid med en utfordrende og spennende oppgave.
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1. Innledning

1.1 Problemstilling
1.1.1 Bakgrunn for valg av oppgave

Oppgaven var en av flere som prosessveiledere ved skolen hadde formulert som mulige
bachelorprosjekt. Flere av oppgavene virket interessante, men vi som gruppe ble raskt enig
om at oppgavene som omhandlet flowcytometri skulle vaere vart farstevalg. Flowcytometri er
en retning innenfor laboratorieteknologi som vi har lite erfaring med selv om begge
medlemmene av gruppen har arbeidserfaring innenfor bioingenigrfaget. Oppgavene virket
som en god blanding av givende, utfordrende og interessant. Det at vi kunne jobbe med et
tema der vi begge stilte pa samme teoretiske niva gjorde ogsa oppgaven svert egnet. | tillegg

syns vi at deteksjon og evaluering av leukocyttfunksjonen virket som et spennende tema.

Flowcytometri er et spennende omrade som vi gnsket & fordype oss i utenom det som ble
gjennomgatt pa skolen. Oppgaven ville gi oss teoretiske og faglige utfordringer, samt
muligheten til & tilegne oss kunnskaper om et nytt instrument og studieomrade. Ved a velge
denne oppgaven var tanken at ved & kunne sette seg inn i et ukjent tema ville det gke
motivasjonen til 4 tilegne seg kunnskap. I tillegg fikk vi utvikle en prosedyre som skolen kan
bruke nar de skal senere analysere fagocytosefunksjon ved hjelp av flowcytometri.

1.1.2 Presentasjon av problemstilling

For & gjennomfare oppgaven om utvikling og optimalisering av en metode for deteksjon av
fagocytoseaktivitet i leukocytter ble vi gitt et par krav. Et krav var at vi skulle kunne detektere
og pavise fagocytose ved hjelp av flowcytometri, mens det andre kravet var at vi skulle bruke
fluorokromet pHrodo Bioparticles Green E.coli Conjugate (Thermofisher). Vi kunne ogsa
merke overflateantigener med antistoff for & kunne skille de ulike cellene. Ut ifra dette kom vi
frem til problemstillingen; optimalisering av en metode for pavisning av fagocytose i
leukocytter ved hjelp av flowcytometri. Ved a velge denne problemstillingen gir det oss

muligheter for selvstendig arbeid og lzring. Problemstillingen gjer at vi far en dypere



forstaelse av hvordan de individuelle aspektene av analysemetoden fungerer, samtidig som vi
setter oss inn i hvordan man jobber pa et laboratorium. Flowcytometri er en mye brukt metode
innenfor bade sykehus- og forskningslaboratorier, og leukocyttfunksjon er en viktig del av
immunforsvaret. Vi fglte dermed at vi ville sitte igjen med erfaringer og kunnskap som vi kan

bruke senere i arbeidslivet.

Utvikling og optimalisering av metoder og prosedyrer er en viktig del av laboratoriearbeidet
og er med pa a kvalitetssikre arbeidsmetodene. Ofte vil det veere ngdvendig a gjere
tilpasninger i en analyse. Slike endringer krever at man tilegner seg nok kunnskaper til
hvordan metoden og instrumentet virker til at man kan se hvilke omrader som eventuelt kan
forbedres. En ma ogsa vite hvilke aspekter som er essensielle for analysen.
Metodeoptimalisering og utvikling av prosedyrer er noe vi kommer til a erfare i arbeidslivet.
Var prosedyre vil vaere et resultat av & kombinere metoder som andre laboratorier har brukt,

samt utfere tilpasninger basert pa arbeidsforhold ved skolen.

Leukocytter har en rekke ulike funksjoner, men vi fokuserer pa fagocytose i denne oppgaven.
Dette er en metode som ikke har blitt benyttet ved NTNU Alesund far, og vi har derfor fatt i
oppgave a utvikle og tilpasse metoden slik at den kan brukes i vare laboratorier, med det
instrumentet som vi har tilgjengelig. Formalet med oppgaven er dermed & utvikle en
prosedyre for pavisning av fagocytose ved hjelp av flowcytometri. Malet er at prosedyren skal
veere kostnads- og materialeffektiv, og gi tilfredsstillende resultater, slik at prosedyren kan
brukes av andre. Det er ogsa et mal at gjennom oppgaven skal vi ha fatt erfaring i hvordan

instrumentet benyttes, samt hvordan man utvikler, tilpasser og optimaliserer en prosedyre.

1.1.3 Begrensinger i problemstillingen

Det er i stor grad materialer og kostnader som gir begrensinger til problemstillingen. Vi hadde
et gnske om & bruke antistoffer mot andre antigen, f.eks anti-CD14. Dette er et
overflateantigen som er karakteristiske for fagocytterende leukocytter. Pa skolen er det ikke et
stort nok behov for dette antistoffet, og vi hadde ikke tilgang til anti-CD14 med en passende
emisjonsbglgelengde. Dette ble dermed ikke kjept inn. Andre aktuelle anti-CD markearer

ble utelukket pa grunn av emisjonsspekteret til disse anti-CD markarene ligger for naert den

delen av spekteret som grgnnfargen til pHrodo Green Conjugat avgir. Det fantes ogsa et starre



kit, pHrodo Green E. coli BioParticles™ for Phagocytosis, som i tillegg til E. coli inneholdt
bade buffer og vaskebuffer. Pa grunn av gkt kostnad og at skolen allerede hadde konjugat

ble ikke dette kittet kjgpt inn. Dette gjorde at vi matte sammenligne buffere som ble beskrevet
i vitenskapelige artikler der konjugatet ble brukt. Pa denne maten ble metoden optimalisert

med andre reagenser enn det som var anbefalt av produsent.

1.2 Etikk og risikovurdering

Gjennom det praktiske og det teoretiske arbeidet med denne oppgaven har vi fglgt NITO’s
og BFI’s Yrkesetiske retningslinjer for Bioingenigrer (1), samt de etiske retningslinjene for

NTNU — Norges tekniske-naturvitenskapelige universitet (2).

Var metode bruker fullblod som analysemateriale, da dette er et praveprgvemateriale som

er lettere tilgjengelig enn cellekultur. Vi vil selv veere pravetakere, og pravematerialet vil
komme fra medlemmer i gruppen. Prgvetakningen utfares slik vi har fatt opplaring gjennom
skolen, ved studentpraksis og gjennom jobb. Vi falger prosedyren for vengs blodprevetaking
som er beskrevet i Blodprgvetaking i praksis (3). Da vi benytter dagsferske praver vil det
heller ikke vaere ngdvendig med lagring. Etter vurdering har vi kommet frem til at det derfor
ikke er ngdvendig & melde oppgaven inn til NSD eller REK. Dette er fordi vi hverken trenger
eller lagrer personopplysninger, vi ser ikke pa parametere som vil variere fra person til

person, vi lagrer ikke genetisk materiale, og dette er ikke et forskningsprosjekt.

Til risikovurdering ble det digitale verktgyet RiskManager © 2018 EVRY ved NTNU
Alesund brukt. Ut ifra risikovurderingen var det ingen nye tiltak som métte settes i gang da
laboratoriet hadde det ngdvendige av reagens og utstyr, og gode rutiner for bruk og handtering
av disse. Risikovurderingen legges til som vedlegg 1. Sammen med faglig veileder gikk vi
gjennom retningslinjene for praktisk arbeid pa laboratorium for studenter hvor vi fikk en

repetisjon i HMS og bruk av de ulike instrumentene ved laboratoriene.



1.3 Teori
1.3.1 Introduksjon til leukocytter

Leukocytter er en del av det flytende vevet, hvor de blant annet deltar i kroppens
immunsystem (4). De utgjer en relativt liten del av blodet, men spiller til gjengjeld en stor
rolle for kroppens immunforsvar og funksjon (5). Alle cellene i blodet stammer fra samme
pluripotente stamcelle (6). Herfra deles de inn i to cellelinjer; myeloide eller lymfoide
forlgpere (5). Den myeloide forlgpercellen vil utvikle seg til a bli forstadier til erytrocytter,
trombocytter, eller til myeloblaster. Fra myeloblaster utvikles granulocytter og
monocytter/makrofager. Felles for disse cellene er at de har granula i cytoplasma og kan

ha uregelmessig kjernemembran (7). Forskjellen mellom granulocyttene kommer fra hvilke
proteolytiske enzymer som finnes i granula (6). Den lymfoide cellelinjen utvikler seg til NK
celler, samt B- og T-lymfocytter (5). De er ofte mindre enn granulocyttene, og har en stor
kjerne med lite cytoplasma. NK celler er en del av det medfgdte immunforsvaret, mens B- og
T-lymfocyttene utgjer en starre del av det ervervede immunforsvaret (6). Selv om leukocytter
dannes i beinmargen, modnes og aktiveres noen av dem i andre vev (8). T-lymfocyttene
aktiveres i tymus hvor de gjennomgar positiv og negativ seleksjon slik at de T-lymfocyttene
som gjenkjenner eget vev, og angriper fremmed vev, aktiveres (4). Monocyttene omdannes til
makrofager nar de gar ut av blodet og inn i annet vev. Da gar de fra celler med jevn
cellemembran, med relativt fa granula, til en mer ujevn celleoverflate med mye granula.

Makrofager har ulike egenskaper ut ifra hvilket vev de utvikler seg i (6).



Leukocytter i perifert blod

n Mgytrofile 50-70%  w Lymfocytter 18-42% Monocytter 2-11% Eosinofile og Basofike 0-2%

Figur 1.3.1 — 1 Normal fordeling av leukocytter i perifert blod (5).

Leukocyttenes hovedfunksjon er a gjenkjenne og fjerne fremmede antigener som trenger inn

i kroppen (4). Neytrofile og eosinofile granulocytter er som oftest de farste aktgrene ved en
infeksjon fordi de blir tiltrukket av endringer og signal som sendes fra et betennelse- eller
skadested (10). Ngytrofile granulocytters oppgave er a uskadeliggjgre fremmede antigener, og
spiller en viktig rolle i bekjempelsen av de fleste infeksjoner (6). Eosinofile granulocytter
spiller oftest en rolle ved allergiske reaksjoner og ved parasittinfeksjoner (9). Basofile
granulocytter er sjeldnere enn eosinofile granulocytter, og det er mye usikkerhet rundt akkurat
hvilken rolle de spiller. Forskning tyder pa at basofile skiller ut histaminer som farer til en
betennelsesreaksjon, og at den derfor spiller en rolle i allergiske reaksjoner (4).

Monocytter utvikler seg til makrofager nar de migrere ut av blodet. Bade Makrofager og
monocytter er svert effektive fagocytter, men makrofager har en starre evne til a fagocytere
fordi de har flere lysosomer (6). De har ogsa en bedre evne til a filtrere stoffer som produseres
under fagocytotisk aktivitet (10). Makrofager blir tiltrukket til et skadested ved hjelp av
cytokiner, ofte fra T-lymfocytter (6). De har ogsa evnen til & presentere antigen pa overflaten,
noe som er viktig for det ervervede immunforsvaret. De kan presentere antigenet til
cytokinproduserende celler, slik som naive T-lymfocyttene (9). NK celler, Natural Killer
Cells, er en form for leukocytter som dannes fra den lymfoide cellerekken (5). De kan drepe

bakterier ved & angripe celleveggen til hvor de fremmede antigenene sitter (10). Det unike



med NK-celler er at de har reseptorer som vil detektere om en celle har nedsatt antall HLA-

molekyler som er viktig for oppdagelse av virus-infeksjoner (6).

T- og B-lymfocytters rolle i det ervervede immunforsvaret er kompleks. T-lymfocytter har
som hovedoppgave a finne og gdelegge fremmede antigener (6). Det finnes 2 typer T-
lymfocytter; T-hjelpeceller og T-drepeceller (10). Et annet navn pa disse er CD4 og CD8 T-
lymfocytter (6). T-drepeceller, CD8, vil angripe og gdelegge antigen gjennom apoptose (5).
T-hjelpeceller, CD4, sender ut cytokiner som tiltrekker makrofager, samt produserer cytokiner
som hjelper den inflammatoriske og humorale immunresponsen (6). B-lymfocyttene derimot
utvikler antistoffer som er spesifikt for antigenet som skal bekjempes (4). De aktiveres nar de

fanger opp et antigen, hvor de omdannes til antistoffproduserende plasmaceller (6).

1.3.2 Fagocytose

Fagocytose er en mekanisme som en rekke celler bruker for a ta opp starre partikler, slik som
bakterier, og bryte de ned slik at de ulike bestanddelene kan enten gjenbrukes eller destrueres
(6). Fagocytose, sammen med pinocytose, utgjagr det som kalles endocytose (11). Pinocytose
er nar sma partikler tas opp fra ekstracelluleer matriks for destruksjon eller bruk intracellulert.
| mange tilfeller ma cellen fa signal for at endocytose skal skje. Vanligvis initieres
endocytosen gjennom binding mellom et molekyl og reseptorer pa overflaten av cellen (11).
Nar cellen har fatt signal vil cellemembranen omslutte den ekstracelluleere veesken med
partiklene. Da danner det seg en vakuole som generelt kalles et endosom (6). Ved fagocytose
blir vakuolen omtalt som et fagosom. Fagosomet blir transportert gjennom cytoplasma i cellen
og smelter sammen med et lysosom. Et lysosom er en vakuole som inneholder
fordgyelsesenzymer som har den virkningen at de lgser opp biologiske partikler og enheter
(6). Enzymene er oftest nukleaser, proteaser og lipaser, men kan vere andre hydrolytiske
enzymer (11). Disse er aktive i syrlige lasninger slik at lysosomet vil under ideelle forhold
opprettholde en pH pa ~5. Dette gjares ved at lysosommembranen har en ATP-avhengig H*-
pumpe som sgrger for at det pumpes inn nok H*-ioner slik at pH forblir lav. At pH er lavere i
lysosomet enn i intracelluleer matriks er viktig for fluorescensmetoden som skal brukes, og

beskrives i detalj under metodedelen.



Fagocytose har ikke bare en metabolsk rolle ved at nedbrutte bestanddeler resirkuleres.
Fagocytose spiller ogsa en viktig rolle i immunforsvaret. Mest kjent er fagocytose av virus og
bakterier, som er en stor del av det medfgdte immunforsvaret (11). De fleste leukocytter har
egenskapen til & fagocytere, men de gjar dette med ulik grad av effektivitet og hyppighet. De
viktigste fagocyterende cellene kalles profesjonelle fagocyterende celler (6). Dette er i
hovedsak ngytrofile granulocytter, monocytter, makrofager, mast celler og dendritter (12). 1
motsetning til andre fagocyterende celler har de profesjonelle fagocyterende cellene
overflatereseptorer som gjer at de kan direkte detektere bakterier og andre antigen (13).
Ngytrofile granulocytter, som vanligvis utgjgr 50-70 prosent av leukocyttene i blodet, er en
viktig profesjonell fagocytt (9). Sammen med eosinofile granulocytter er det ofte disse cellene

som kommer farst til en infeksjon (6).

Selv om fagocyterende celler og fagocytosefunksjonen noen ganger kan bidra til & spre smitte
sa er fagocytosen en viktig del av bade det medfadte, det uspesifikke, og det ervervede
spesifikke immunsystemet (14). | tillegg er fagocytose en viktig del av cellenes metabolisme
og livssyklus. Det er en komplisert mekanisme som fortsatt forskes pa, og det finnes stadig
nye metoder for & studere og kvantifisere fagocytoseaktivitet.

1.3.3 Overflateantigen

Pa cellemembranen finnes det flere overflateproteiner og molekyler, ogsa kalt markarer eller
antigen, som kan brukes til & identifisere ulike celler. Under differensieringen uttrykker hver
celletype en unik samling av overflatemarkarer som kan brukes til a skille og identifisere dem
(5). De spiller ogsa en viktig rolle i cellenes individuelle egenskaper. En kan se pa samlingen
av overflateantigener som et fingeravtrykk. Overflateantigenene til leukocytter klassifiseres i
dag som CD-molekyl, cluster of differentiation nomenklatur (15). Dette gjelder
glykoproteiner, glykolipider og lektiner. | dag er det registrert 408 molekyl fordelt i 371 CD-
grupper (16,17). CD nomenklaturen har blitt et universelt sprak som gjar at forskere,
labteknikere, og andre, kan enkelt kommunisere innenfor dette fagomradet. For & pavise
overflateantigener brukes monoklonale antistoff som detekteres ved hjelp av flowcytometri

(5). Dette beskrives senere.

| oppgaven brukes anti-CD45 for a markere og differensiere leukocyttene. CD45, ogsa kalt

lymfocytt- eller leukocyttantigenet, er et reseptorbundet protein som utrykkes pa alle



leukocytter (18). En finner ogsa CD45 pa andre nukleare hematopoietiske celler, men ikke pa
modne erytrocytter og trombocytter (19). Lymfocytter er, med 10% av cellemembranen
dekket av overflateantigenet, den celletypen med sterkest uttrykking av CD45 (5). Dette
henger sammen med at det er pavist at uttrykkingen av CD45 via T-cellereseptor (TCR) er

viktig for T-lymfocyttaktiveringen (18).

For a skille ut de fagocyterende cellene kan en bruke anti-CD14 og anti-CD16 (20).
Monocytter er de eneste leukocyttene som uttrykker CD14 (toll-like reseptorer) pa overflaten,
mens CD16 (FcyRII) uttrykkes pa neytrofile granulocytter, NK-celler og makrofager (21).
Hvordan kombinasjonen av CD14/CD16 uttrykkes pa monocytter kan brukes for a klassifisere
dem. CD14 fungerer som en reseptor for endotoksiner som farer til aktivering av celler og
produksjon av cytokiner slik som TNF. CD16 er en Fc-reseptor med lav affinitet som spiller
en stor rolle i fagocytosen (9). Reseptoren kan binde seg til immunglobulin pa

immunkompleks og pa celler, som farer til initiering av fagocytose (21).

1.3.4 Flowcytometri

Flowcytometri er en metode som raskt kan utfare celletelling og cellesortering, samtidig som
flere ulike parametermalinger utfares (22). Ordet cytometri henviser til maling eller deteksjon
av karakteristiske bestanddeler av celler eller partikler (23). De karakteristiske delene kan
veere kjemiske og/eller fysiske komponenter. Flowcytometri henviser til kvantitering av celler
i en vaeskelgsning (20). Ved a bruke flowcytometri kan en kombinere analysering av
lysspredning og laserindusert fluorometri (23). En kan da differensiere ulike populasjoner av
celler ut ifra starrelse, form og karakteristiske bestanddeler som befinner seg enten pa utsiden

av cellen eller i cytoplasma eller kjernen.

For & frakte cellesuspensjonen gjennom instrumentet brukes et veeskesystem som blir drevet
av trykkluft, pumper eller tyngdekraftsflow (22). Instrumentet som brukes i oppgaven er
Accuri B6 Flow Cytometere fra BD Science. Det bruker et pumpesystem for a frakte veasken.
For & fa cellene til & vandre enkeltvis gjennom analyseringsomradet brukes hydrodynamisk
fokusering (24). Hydrodynamisk fokusering gar ut pa at cellesuspensjonen tilsettes i et
kammer med cellefri vaeske som har hgy hastighet. Dette skaper et undertrykk i

cellekammeret som farer til en jevn flyt av celler sentrert i vaesken (25). Dette er for a
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forhindre feilkilder som at to celler tolkes som en stor celle eller at en ikke klarer &

differensiere de individuelle cellene.

For a kunne samle inn data om cellene, og eventuelle fluorescerende antistoff, brukes lys. Den
vanligste lyskilden er laser (26). Dette er pa grunn av laseres monokromatiske egenskaper,
samt intensitet og stabilitet. | dag har flowcytometerene flere lasere for & kunne detektere lys
ved flere forskjellige bglgelengder (4). Vanligvis har de fem lasere; 350 nm, 405 nm, 488 nm,
561 nm og 640 nm. Nar cellen passerer laserstralen vil lys bli sendt i flere retninger.
Lysstralene detekteres som forward scatter, FSC, og side scatter, SSC (27). FSC sier noe om
starrelsen pa cellen som passerer laserstralen, og er dermed proporsjonal med cellestarrelsen.
SSC sier noe om blant annet kjernen og granula, og er dermed proporsjonal med
kompleksiteten til cellen. I en cellesuspensjon av leukocytter kan en ved bruk av FSC og SSC
se om cellene er lymfocytter, monocytter eller granulocytter, samt si noe om det totale antallet

og fordelingen av de ulike cellene.

ol Fitte '
: Fluorescence
9 = | delectors

FS
detector
Y Laser beam

SS
detector

Figur 1.3.4 - 1 Figur over hydrodynamisk fokusering, laserstrale og detektorer (5).
Undertrykket som skapes farer til at cellene blir dratt gjennom vaeska, sheath fluid, som gjer
at de vandrer enkeltvis gjennom laserstralen. Nar laseren treffer cellen blir lys sendt i alle

retninger som detekteres av FSC detektor, SSC detektor og eventuelle fluorescensdetektorer.

En kan ogsa differensiere leukocytter, i tillegg til morfologiske egenskaper, ut ifra

hvilke immunofenotypiske markarer de utrykker (27). Markarene kan identifiseres ved hjelp
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av et fluorescerende molekyl som oftest er immunologiske komponenter slik som antistoff
(26). Et eksempel er det andre antistoffet som brukes; anti-CD16. CD16 er et antigen som
finnes pa ngytrofile granulocytter, NK-celler og makrofager (se vedlegg 2). Ved & inkubere en
cellesuspensjon av leukocytter med anti-CD16, som er konjugert med et fluorescerende
antistoff, vil alle leukocyttene som uttrykker CD16 avgi en sterk fluorescerende farge.
Leukocytter som ikke uttrykker CD16 vil kun avgi bakgrunnsfluorescens. Vanligvis bruker en
et par antistoff, men det finnes studier hvor de har klart & samtidig identifisere 17 antigen pa
en individuell celle (28). Ved & kombinere flere antistoffer kan en identifisere spesifikke
celler, bestemme graden av differensiering og oppdage abnormale celler.

Tabell 1.3.4 - 1 Oversikt over BD Accuri C6 Flow Cytometers fluorescensdetektorerer (29).
Apparatet har 4 detektorerer som kan detektere ulike typer fluorokrom avhengig av ved

hvilken bglgelengde de emiterer lys.

Detektor Bglgelengde Fluorokrom

533/30 FITC, GFP, CFSE
585/40 PE, PI

FL3 670 LP PERCP-Cy5.5, PE-Cy™S5,
PE-Cy7

FL4 675/25 APC, Alexa-647

Celler som er konjugert med et fluorescerende antistoff vil avgi fluorescens nar de passerer
laserstralen (26). En kan bruke sa mange antistoff en gnsker sa lenge de har ulike
emisjonsspektrum. Antistoffet emitterer lys ved en spesifikk balgelengde, hvor intensiteten til
fluorescensen er proporsjonal med mengden konjugert antistoff bundet til cellen (27). Det
finnes flere typer molekyl som avgir fluorescens ved ulike bglgelengder, se figur 1.3.4 -2. De
mest vanlige er FITC (fluorescein isothiocyanate), PE (phycoerythin), APC
(allophycocyanin), PE-Cy7 (PE + cyanidfargen Cy7) og PerCP (perdinin chlorophyll protein)
(20,27). FITC er allment brukt for & merke bakterier og sopp, og er dermed en god marker for
fagocytose (30). Dette er fordi at FITC-merkede bakterier blir pavirket av intracelluleere pH-
endringer, slik at fluorescensen er sterkere enn hos bakterier merket med andre

typer fluorescerende molekyl.
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Figur 1.3.4 — 2 Ved hvilken bglgelengde de ulike antistoffene avgir fluorescens (31).
Konjugatet som brukes er av type FITC, anti-CD45 er av type PE-Cy7, og anti-CD16 er av
type PE. En skal dermed kunne enkelt skille de ulike markarene da de avgir fluorescens ved

ulike bglgelengder.

Ved noen tilfeller gnsker en at antistoffet ikke skal avgi fluorescens far det har gjennomgatt
en kjemisk reaksjon. Dette kan veere ved analysering av biokjemiske egenskaper og/eller
aktivitet. En kan da bruke fluorogenske prober (22). Probene er molekyl som har en

fluorescerende del kovalent bundet til ei funksjonell gruppe. Den funksjonelle gruppen gjer

at proben ikke avgir fluorescens far miljget er tilfredsstillende, eller enzymer i cellen klgyver

gruppen av. | oppgaven brukes pHrodo Bioparticles Green E. coli Conjugate fra

Thermofisher som avgir fluorescens ved lav pH (se vedlegg 3). Til lavere pH, til sterkere

fluorescens skal molekylet avgi. Konjugatet inneholder Escherichia coli som er merket med et

fluorescerende molekyl, pHrodo. Nar den pHrodo-merkede E. coli fagocyteres havner
molekylet i et miljg som har en pH~5.
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Figur 1.3.4 — 3 pHrodo™ deteksjon av fagocytose og endocytose (32). Nar en bakterie eller
partikkel merket med pHrodo tas opp av en celle og fagocyteres, vil de bli utsatt for lavere pH
enn ekstracelluleert. Disse partiklene vil avgi mer fluorescens enn de utenfor cellemembranen,

og man vil pa denne maten kunne skille mellom biopartikler i og utenfor cellen.

Dataene fra flowcytometeret kan fremvises i et histogram, flerfarget scattergram eller i et
contour plot (22). Om en har bare ett parameter er et histogram den enkleste fremvisningen av
data. Ved flere parametere brukes oftest et scattergram eller contour plot. Hvilken en velger
avhenger av hvordan en gnsker a fremstille dataene. Hovedforskjellen mellom disse to er at i
et scattergram kan en bruke flere farger, mens et contour plot er best & bruke om dataene skal
presenteres i svart og hvit. Ved studering av celler brukes oftest scattergram og histogram
(20).
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Figur 1.3.4 - 4 Scattergram over leukocytter og deres uttrykk av CD45. Lymfocytter (lilla)
Granulocytter (gul), og monocytter (bld) har hgyest uttrykk av CD45 pa overflaten.

Blaster (grenn) har ikke like sterk uttrykt av CDA45. Erytroide forlgperceller (oransje) har lite
til ingen uttrykk av CD45.
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2. Materialer og metoder

2.1 Material

2.1.1 Provemateriale:

Prgvetakningen tok sted ved NTNU Alesund hvor prosedyren beskrevet i Blodpravetakning i
praksis (3) ble brukt som veiledning. Det ble brukt venest fullblod tatt pa EDTA-rer (Ethylen-
Diamin-Tetra-Acetic-Acid). Blodpragven ble tatt tidlig slik at den kunne std 10 minutter pa is
for det praktiske arbeidet kunne begynne. Det var ingen spesielle forhold som matte tas
hensyn til far pravetaking, slik som & vere fastende eller medisinbruk. Ettersom det skulle
pavises en generell egenskap i leukocytter, ble ikke EDTA-rgret merket med navn, bare
prgvetakingstidspunkt og dato. Pa grunn av at funksjonen til leukocytter synker etter ca. 12
timer i EDTA matte det tas nye blodpraver hver gang et nytt forsgk ble satt opp. Det

var dermed ikke behov for et lagringssystem, da eldre prgver ikke kunne brukes.

2.1.2 Reagenser:

Fullstendig liste over reagenser med navn, produsent og lot-nummer presenteres i vedlegg 4.

Det ble brukt pHrodo™ Green E. coli BioParticles™ Conjugate for Phagocytosis
(Thermofisher) med en konsentrasjon i henhold til pakningsvedlegget (33). Videre omtales
dette som konjugatet. Det var tilgjengelig en pakke med 5 rer med 2mg frysetorket konjugat,
0g benyttet to av disse. Disse ble oppbevart ved ca. -20 grader.

PBS (Phosphate-Buffered Saline) ble benyttet i flere av stegene i prosedyren. I stedet for &
bruke en egen vaskebuffer ble PBS brukt i vaskestegene PBS ble tillaget ved & tilsette en
tablett med PBS (Phosphate-Buffered Saline) Tablets (Invitrogen) til 100 ml Milli-Q destillert
vann. De ferdig vaskede leukocyttene ble suspendert i PBS etter anbefaling fra faglig veileder.
PBS ble tillaget ved a tilsette en tablett med /nvitrogen™ PBS (Phosphate-Buffered Saline)
Tablets til 100 ml Milli-Q destillert vann. RPMI 1640 (Gibco) ble i hovedsak benyttet som
rekonstitueringsbuffer for konjugatet, og ble klargjort av veileder. HBSS

(Hanks’ Balanced Salt Solution Thermofisher) ble brukt som rekonstitueringsbuffer ved den

andre utblandingen av konjugatet. Alle bufferne hadde en pH~7,4 og ble oppbevart i
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romtemperatur. pH var sarlig viktig da det ble arbeidet med levende celler og hvor bufferen

ikke skulle pavirke konjugatet eller andre reagenser.

Lysing Solution 10X Concentrate (BD) ble brukt til a lysere erytrocyttene. Den
konsentrerte lyseringslgsningen ble fortynnet 1:10 med Milli-Q vann. Det ble laget ny
fortynning hver dag. Bade konsentratet og den ferdig fortynnede bufferen ble oppbevart i
romtemperatur. Det ble laget ny fortynning hver dag. Bade konsentratet og den ferdig

fortynnede bufferen ble oppbevart i romtemperatur.

BDs PE-Cy 7 Mouse Anti-Human CD45 og PE CD16 Monoclonal Antibody fra Thermofisher
ble brukt for a lettere studere leukocyttene. Det var i hovedsak anti-CD45 som ble brukt, da
for & skille de ulike leukocyttene fra hverandre. Anti-CD45 er av type PE-Cy7, som har
maksimal eksitasjon ved 496 nm og maksimal emisjon ved 785 nm (34). Anti-CD16 ble brukt
for & separere leukocyttene enda mer, sarlig da med tanke pa fagocyterende granulocytter.
Antistoffet er av type PE, som hadde maksimal eksitasjon ved ca. 496 nm og maksimal

emisjon ved 578 nm (35). Antistoffene ble oppbevart i kjeleskap.

Trypan Blue (Merck) ble benyttet for a preve a dekke over og skjule overfladig
fluorescens. Basert pa tidligere forskning ble det laget en Trypan Blue-lgsning med en
konsentrasjon pa 250 pg/ml og pH 4,4 (36). Trypan Blue ble fortynnet med Saline-
Sodium Citrate (SSC fra AppliChem). SSC ble ogsa brukt som base for a lage en sur buffer
(pH 4,97) for & teste funksjonen til konjugatet. Trypan Blue ble ogsa laget i en 250 pg/ml
lgsning med pH 7,4. PBS ble da brukt som fortynningsbuffer. Dette ble gjort for a

sjekke konjugatet og anti-CD45s reaksjon med Trypan Blue i forskjellige buffere med ulik
pH. Trypan Blue ble oppbevart i romtemperatur, mens SSC ble oppbevart i kjgleskap.

Det ble ogsa brukt en del reagenser i forbindelse med bruk, kalibrering og vedlikehold

av flowcytometeret. Dette inkluderer en vaskelosning og en dekontamineringslesning som er
en del av BDs Flow Cytometry Fluid Kit. Dette ble oppbevart i romtemperatur. Til
kalibrering av flowcytometeret ble Spherotech 8-peak Validation Beads og Spherotech 6-
peak Validation Beads brukt. De ble rekonstituert ved a tilsette en drape fra hver flaske til ca.
Iml Milli-Q destillert vann.
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2.1.3 Utstyr:

Tabell 2.1.3 — 1 Oversikt over hvilke utstyr som ble brukt fgr, under og etter forsgkene.

Hva

Prgvetakning

Autoklavering

Inkubering 37°C

pH-malinger

Smautstyr

-vasket og spritet
far bruk

Utstyr
Vacuette EDTA-rar
BD 21 G kanyle
BD Kanyleholder m/ beskyttelseshette
Kimetec Staseband
Braun Softa Swabs
Micropore Surgical Tape
Tupfer
Tomy High Pressure Steam Sterilizer ES-315 autoklav — 121°C
o Pipettespisser
e Reagensflasker
Digital Dry Heat Block
« Begerglass ble satt over for a stabilisere temperaturen
Accumet AB150 instrument
« Kalibreringslasninger med pH 4, pH 7 og pH 10.

Pipetter:

Jencons Sealpette 0.5-10 pl

Sartorius 20-100 pl

Jencons Sealpette 200-1000 pl

Biohit Proline 1-5 ml

VWR Lab Dancer Vortex mikser
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Timer Count Up/Down digital
Isoporboks m/ is
Fisherbrand nitrilhansker
Uvex vernebriller
Laboratoriefrakk
Sentrifugering Thermo Scientific SL 40 FR Centrifuge
Flowcytometer BD Accuri™ C6 Flow Cytometer

e PC m/ BD Accuri C6 Software

Forberedelse og klargjering av prever matte gjores i et semi-sterilt rom. Et eget rom ble
vasket med mildt sdpevann og spritet med 70% etanol. Benkeoverflaten og utstyr ble
desinfisert med sprit hver morgen. Dette var for a sikre at prgvene ikke skulle bli

kontaminert. Standard personlig utstyr var nitrilhansker og laboratoriefrakker. VVernebriller ble
brukt ved tillaging av lyseringsbuffer. Handtering av Trypan Blue og tillaging av konjugat ble
utfart i avtrekksskap, som ble vasket og spritet fgr bruk. Dette var fordi det ble anbefalt av
produsent & vise varsomhet med konjugatet i terrstoff, mens Trypan Blue generelt krever at
man jobber med ekstra beskyttelse. Alt utstyr som ble tatt med inn i arbeidsrommet ble spritet

med 70% etanol farst.

Til analysering bruktes flowcytometeret BD Accuri™ C6 Flow Cytometer. Dette er et lite, lett
instrument som beskrives som enkel & bruke, holde ved like, og flytte. Instrumentet har en rod
og en bla laser, to scatter-detektorer, og fire fluorescens-detektorer. Disse detektorene

er optimalisert for FITC, PE, PerCP-Cy 5.5 og APC, men kan ogsa tilpasses andre farger.
Veaskesystemet drives av et low-pressure pumpesystem, og kan analysere opp til

10 000 events per sekund. Hver brenn kan inneholde 1 million events. Instrumentet kan

dermed detektere mange events veldig raskt.
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2.2 Metode
2.2.1 Utarbeiding av prosedyre

Metoden som ble utviklet er basert pa to ulike prosedyrer. Den ene prosedyren er

fra Thermofishers pHrodo phagocytosis kit (37), mens den andre er fra en tidligere
laboratoriegvelse utfort ved NTNU Alesund (se vedlegg 5). Hvilke reagenser som ble brukt
ble valgt ut ifra tidligere forskning (30, 36, 38), og etter anbefalinger fra Thermofisher (39).
Etter samtale med faglig veileder ble PBS brukt som vaskebuffer, RPMI 1640 og HBSS som
mulige resuspenderingsbuffere, og BDs Lysing Solution som lyseringsbuffer. Ut ifra hvilke
utstyr og reagenser som var tilgjengelig ved NTNU Alesund ble en forelgpig prosedyre

utarbeidet. Den endelige prosedyren er beskrevet i vedlegg 6.

2.2.2 Rekonstituering av pHrodo Green E. coli Bioparticles Conjugate

Det ble brukt to rar med pHrodo Green E. coli Bioparticles Conjugate. Farste rar ble blandet
ut med RPMI 1640, med en pH pa ca. 7,4. Det andre roret ble blandet ut med HBSS med en
pH pa ca. 7,4. Konjugatet er av FITC som har heyest emisjon ved ca. 509nm, 0og hgyest
eksitasjon ved 533nm. Pa BD Accuri C6 tilsvarer dette kanal FL1 (29). Konjugatet ble
oppbevart i kjeleskap i maks 5 dager per anbefaling fra produsent. Ved bruk ble konjugatet
holdt markt og kjelig. Det var ikke anbefalt a fryse ned konjugatet etter rekonstituering.

2.2.3 Inkubering av fullblod med pHrodo Green E. coli Bioparticles Conjugate

Pravergr ble merket med et prevenummer eller hva som skulle tilsettes og gjgres med det.
Ved hvert oppsett ble det tatt med 3 kontroller; negativ kontroll, konjugat kontroll og en «is-
kontroll». Is-kontrollen var en standard prgve satt pa is og holdt kjalig istedenfor inkubering

ved 37°C for & hindre start av fagocytose.
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Tabell 2.2.3 -1 Oversikt over tilsetning i kontroller og prgver. Kontroller ble handtert som

vanlige praver. Is-kontrollen ble ikke inkubert i 37°C, bare satt pa is til den skulle analyseres.

50 pl fullblod 20 pl konjugat
Negativ kontroll Ja Nei
Konjugat kontroll Nei Ja
Is-kontroll Ja Ja
Prove Ja Ja

Etter tilsetting av fullblod og konjugat ble prevene raskt blandet og inkubert ved 37°C. Ved
fullfert inkubering ble provene satt pa is for a senke temperaturen og stoppe

fagocytoseprosessen.

2.2.4 Lysering

For a fa best mulig effekt ble det laget ny lyseringsbuffer til hvert oppsett. Lyseringen ble
startet kort tid etter at prgvene hadde kjglt seg ned etter inkubering i 37°C. De farste gangene
ble 0,5 ml tilsatt av den fortynnede bufferen, men det ble observert at volumet burde gkes til 1
ml for a fa totalt lysering av erytrocytter. Lyseringsbufferen ble tilsatt i alle praver og
kontroller, blandet, og latt virke i 5 minutter far 1 ml PBS ble tilsatt og ventet i ytterligere 5
minutter. Rgrene ble sjekket for & se om innholdet i prevergrene hadde fatt en
gjennomskinnelig radfarge. Pravene ble sa vasket. Dette ble gjort ved at rarene ble
sentrifugert i 5 minutter pa 350 x g. Etter sentrifugering ble rarene forsiktig vendt og tamt i

et spillbeger. Uten & snu rgrene igjen, ble raret forsiktig dunket ned pa filterpapir slik at rester
av overflagdig vaske ble fjernet. Celleknappen i bunnen av raret ble resuspendert ved 4 tilsette
1 ml PBS. Prgvene ble blandet pa en vortex mikser og sentrifugert igjen pa 350 x g i fem
minutter. Veasken ble fjernet pa samme vis som ble beskrevet over, men PBS ble ikke tilsatt

far neste steg.

21



2.2.5 Farging av overflateantigen

5 pl anti-CD45 og anti-CD16 ble tilsatt direkte i rgrene etter at overflgdig vaeske fra siste vask

var tgmt ut.

Tabell 2.2.5 — 1 Oversikt over tilsetning av antistoff i praver og kontroller. Det ble ikke tilsatt
anti-CD45 eller anti-CD16 til konjugat-kontrollen.

5 ul antistoff mot CD45/CD16

Negativ kontroll Ja
Konjugat kontroll Nei
Is-kontroll Ja
Prave Ja

Prg  vene ble inkubert mgrkt i romtemperatur, i 20 til 30 minutter. Deretter tilsattes 0,5 ml
PBS, blandet med vortex, og sentrifugert i 5 minutter pa 350 x g. Deretter ble veesken helt
over i spillbeger, og kantene tarket pa tilsvarende mate som beskrevet i forrige avsnitt. Dette
ble gjort 2 ganger. Etter det siste vaskesteget ble 0,25 ml PBS tilsatt, og blandet kort

med vortex. og 250l PBS ble tilsatt tilslutt.

2.2.6 Oppstart og kalibrering av BD Accuri C6 Flow Cytometer

Flowcytometeret ble startet tidlig slik at vask og kalibrering var ferdig til prgvene var klar for
analysering. Vaskeprosessen gar ut pa a vaske, dekontaminere, og rense flowcytometeret.
Kalibreringen ble utfart ved & bruke 8-peak og 6-peak beads. Vaske- og

dekontamineringslosningen ble fortynnet ved behov.

Tabell 2.2.6 — 1 Vask og kalibrering av BD Accuri C6 Flow Cytometer. Dette ble utfert ved
oppstart og avslutning. Etter kalibrering med beads, og godkjenning av resultatet, renses det
med Milli-Q og instrumentet er klar for bruk.
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Hva
Steg 1 Vaskelgsning
Steg 2 Dekontaminering
Steg 3 Rens med Milli-Q
Steg 4 8-peak beads
e Backflush

Steg 5 6-peak beads

o Backflush

Steg 6 Rens med Milli-Q

Tid/events

5 min

5 min

5 min

10 000 events

10 000 events

5 min

2.2.7 Analysering og gating pa BD Accuri C6 Flow Cytometer

Fart
Hay
Hoy
Hay

Lav

Lav

Hoy

Tilpasning av gater og parametere for plot ble gjort i samarbeid med faglig veileder. Dette er

vist i figur 2.2.7 — 1. Ved a bruke SSC og FSC ble utvalget tilpasset slik at en var sikker pa

at relevante celler ble fremstilt. Dette ble gatet som P1. Ut ifra P1 ble et scatter-plot med anti-

CD45 pa x-aksen og SSC pa y-aksen, slik at leukocyttfordelingen kom fra. Et histogram viser

styrken pa konjugatets fluorescens basert pa antall celler som avgir fluorescens. M1 ble funnet

ved & sammenligne en konjugat-positiv mot en konjugat-negativ preve. Dette omradet av

fluorescensintensitet ble regnet som positiv for FITC-fluorescens.
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Figur 2.2.7 — 1 Scattergram og histogram som brukes for & bestemme gating av
cellepopulasjoner. A: Plot med FSC og SSC. P1 utgjer det omradet i plottet der de fleste
leukocyttene vil legge seg ut ifra starrelse og kompleksitet. Events utenfor P1 er

oftest debris. B: Histogram som viser fluorescensstyrken til konjugatet. M1 er gatet som de

cellene som avgir fluorescens.

Ved a sammenligne styrken av fluorescenssignal av konjugatet mot styrken av anti-CD45 kan
en se hvilke leukocytter som har fagocyttert og hvilke som ikke har fagocyttert. Pa denne

maten far en ogsa separert fritt konjugat fra fagocytttert konjugat.

o Gate: P1
#md-LIL

Wb

wd

E.coli FITC-A

wl

wl o et ot h G T2
Ch45 PE-Cy-7-A

Figur 2.2.7 - 2 Scatter-plot av P1 med konjugatet FITC mot anti-CD45. Plotet ble gatet i 4
ruter for & skille ulike grupper av celler, og for a lettere se hvilke celler som har fagocyttert.
Gaten Q4-UR viser de cellene med hgy konsentrasjon av konjugat og hgy binding av anti-
CD45. Dette er leukocytter som har fagocyttert konjugatet.

Ved a tilsette anti-CD16 sammen med anti-CD45 kan en spesifikt sammenligne
fluorescensstyrken for a se hvilke leukocytter som har, og hvilke som ikke har, fagocyttert
konjugatet. Fluorescensstyrken til anti-CD16 ble sammenlignet mot konjugatet for & se om

CD16-positive celler hadde fagocyttert konjugatet.

Ettersom det ble arbeidt med flere ulike fargestoffer ble fargekompensasjon benyttet for de

ulike kanalene. Dette er matematisk korrigering som minimerer overlapp mellom de ulike
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fluorescenssignalene. Kompensasjonen vises i figur 2.2.7 — 3, og ble utfgrt i samarbeid med

faglig veileder.

Correct FL1 by subtracting a percentage of: 250

Correct FL2 by subtracting a percentage of:
FL4: I[ 00 %

Correct FL3 by subtracting a percentage of:

Correct FL4 by subtracting a percentage of: _r_l
FL1: I 00 % FL2: | IL’.I:L % FL3: IC‘ 00 % 2
Apply to:
Reset all " P437qr6.. = l Apply & Cancel &
to 0.00% n Frevion Close Close
" All samples

Figur 2.2.7 — 3 Fargekompensasjon av de ulike kanalene. Konjugatet er i FL1, anti-CD16 er i
FL2, og anti-CD45 er i FL3.

2.2.8 Quenching ved bruk av Trypan Blue

Etter & ha observert betydelig fluorescens fra ufagocyttert konjugat ble det bestemt at
quenching skulle preves. For a dekke over deler av fluorescensen ble Trypan Blue prgvd. Det
ble laget to lgsninger med Trypan Blue. Den farste ble laget ved a tilsette 5 ml citrat buffer
til 90 ml milliQ destillert vann. pH ble senket til 4,4 ved a drapeuvis tilsette 2M HCI med

en pasteurpipette. Vernebriller og hansker ble brukt pa grunn av HCI. Tilslutt ble 6,25 ml
Trypan Blue tilsatt, og blandet godt. En Trypan Blue-lgsning med pH 7,4 ble ogsa lagt ved &
tilsette 6,25 ml Trypan Blue i ca. 95 ml PBS.

20 pl ferdig fortynnet Trypan Blue ble tilsatt etter det forste vaskesteget etter lysering av
erytrocytter (mellom steg 13 og 14 i vedlegg 6). Pravene ble inkubert ved ulike tider for & se i
hvilken grad inkubasjonstid hadde noe a si. Inkubasjonen ble gjorti 1 minutt, 2 minutter, 4

minutter, 6 minutter, 8 minutter og 10 minutter. Grunnet gjentatte uenskede reaksjoner
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i fluorescens-signalet til bade konjugatet og anti-CD45 ble ikke Trypan Blue tatt med i den

endelige prosedyren, men blir beskrevet under resultater.

2.3 Tilpasning av metode og prosedyre

Volum til konjugat og fullblod ble endret tidlig i forsgksfasen med tilfredsstillende resultater.
Mengde lyseringsbuffer ble ogsa gkt tidlig. Med optimal mengde volum ble andre deler av

prosedyren tester og vurdert.

To forskjellige rekonstitusjonsbuffere for konjugatet ble testet for 4 se om det ga ulikt
resultat. Inkubasjonstiden med konjugat og fullblod ble ogsa testet og vurdert, med
inkubasjonstider mellom 15-60 minutter. Inkubasjonstid for anti-CD45 ble testet med tre
prgver mellom 20-30 minutter. Anti-CD16 ble brukt for & fa et mer spesifikt resultat pa
hvilke leukocytter som har fagocyttert. Det ble utfart tester med bare konjugat, og buffer med
pH 7,4 og pH 5 for a se hvilken effekt det hadde pa konjugatet. Det ble ogsa provd & quenche
overflgdig fluorescens ved bruk av Trypan Blue, da med fokus pa pH og inkubasjonstid. Som
folge av dette har det resultert i flere interessante resultater. Reaksjoner og konsekvensene av

en del ulike endringer ble ogsa observert.
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3. Resultater

Resultatene presenteres ved hjelp av scatterplot og histogram. Kombinasjonen av parameterne
FSC, SSC, totalt antall (count), FITC, PE og PE-Cy7 gjar at en enkelt kan avgrense og

skille cellepopulasjoner. Gating av omrader med cellegrupper gjorde at ulike
cellepopulasjoner lettere kunne skilles ut ved a farge dem. Figurer som presenteres her er et
utdrag, og er representativ for resultatene. Originale filer med fullstendige resultater

kan fremvises ved forespgrsel.

3.1 Test av metode

Scatter-plottene i figur 3.1 — 1 viser hvordan leukocyttene fordeler seg i en prgve uten

tilsatt konjugat. Den negative proven behandles som en vanlig preve. Oversikt over hvor de
ulike leukocyttene fordeler seg i et slik plot presenteres i figur 1.3.4 — 4. | plot A ser en fire
ulike cellegrupper. De ligger basert pa kompleksitet og hvorvidt de har overflate-antigenet
CD45. 1 plot B viser leukocytter i forhold til fordeling av anti-CD45/konjugat som er delt inn i
4 ulike omrader; UL, UR, LL, LR. Se tabell 3.1 — 1 for forklaring. Plottet viser to ulike
cellegrupper innenfor LL og LR.

Gate: P1 o Gate: P1

A

2000 D00 2 86T 53

wh

ot

SSC-H

1 000 DOO
E.cali FITC-A

Wl

T T T
CD45 PE-Cy-T-H CDE5 PE-Cy-7-A

Figur 3.1 - 1 Scatterplot av negativ prgve. Ikke tilsatt konjugat. Inkubert med CD45 i 20
minutter. A: Leukocyttfordelingen i et CD45/SSC-H plot. B: Leukocyttfordeling mot
mengde konjugat tilstede og/eller fagocyttert.
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Tabell 3.1 — 1 Forklaring til grupperinger i scatterplot med konjugat mot anti-CD45.
Hva Betydning

UL — upper left Negativ/lite CD45, men positiv for konjugat.

UR — upper right Positiv for CD45 og konjugat. Celler som er antatt a ha fagocyttert.

LL - lower left Negativ/lite CD45 og konjugat.

LR — lower right Negativ/lite konjugat, men positiv for CD45.

Figur 3.1-2 er et eksempel pa hvordan resultatet ble ved bruk av var metode. Redfargen viser

fluorescensen fra konjugatet, og er angitt fra M1 (se figur 2.2.7 — 1C). Prgven ble behandlet

som beskrevet i prosedyren i vedlegg 5. Plot A og B viser to scatterplot fra samme prave. Plot

A viser prgven i et CD45/SSC-H scatterplot. Leukocyttfordelingen er lignende fordelingen i

en negativ prgve (se figur 3.1 — 1A). Alle celler og partikler med fluorescens i M1-gaten er

farget rad. Det er et stort omrade av fluorescens som ligger innenfor M1 gate. Dette blir vist

nede i venstre hjgrne av plottet. Et mindre omrade av tilsvarende fluorescens sees hgyere oppe

pa x-aksen, mot hgyre hjgrne. Plot B viser praven i et CD45/konjugatplot. Her ligger 1,7% av

leukocyttene i UR, omradet hvor konjugatet har blitt fagocyttert.

: Gate: P1 = (Gate: P1
Af 3 J04-UL
g 5
g o d
<
=g
D o - -
® 3 E%
- w
y
o : - - ‘,
B T i Ve Sl R IR P s S P
CD45 PE-Cy-7-H Cha5 PE-Cy-T-A

Figur 3.1 - 2 Scatterplot av positiv prgve. Tilsatt konjugat. A: Leukocyttfordelingen i et
CD45/SSC-H plot. Radt er fluorescens fra konjugat. B: Leukocyttfordeling mot mengde
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konjugat tilstede og/eller fagocyttert. Rgde celler i Q4-UR er leukocytter som
har fagocyttert konjugatet.

Ved hvert oppsett ble en prgve satt opp som de andre prgvene, men den ble ikke inkubert

ved 37°C. Prgven la pa is gjennom hele farbehandlingen, utenom ved sentrifugering og

analysering.
© Gate: intersection of (P1) «  Gate: P1
A & 3 B 5 J01-1UL Q1-UR
o A%
2 o
z «
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o8 =
W E"%
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g
F— el v r --—s - ? I . =
w! w ol P B PP I S B S T R
CO45 PE-CyT-A CD45 PE-CyT-A

Figur 3.1 — 3 Iskontroll; tilsatt fullblod og konjugat. Lagt pa is istedenfor inkubering i
37°C for & hindre fagocytose. A: Leukocyttfordelingen i et CD45/SSC-H plot. Radt er
fluorescens fra konjugat. B: Leukocyttfordeling mot mengde konjugat tilstede og/eller
fagocyttert.

3.2 Fargekompensering

Innstillingene for fargekompenseringen er vist i figur 2.2.7 - 3. Figurene under viser hvordan

fargekompenseringen pavirket fluorescens i en vanlig preve, i en negativ kontroll, og i en

konjugat-kontroll. Figur 3.2 — 1 viser to versjoner av samme CD45/SCC-H scatterplot for 20

pl konjugat fortynnet i 1 ml PBS. Plot A viser en kurve av partikler med fluorescens som
ligger innenfor M1 gaten. Denne kurven ligger i midten av x-aksen, og som gar oppover.
Kurven ligger i samme omrade som gruppen med CD45-positive leukocytter ville ligget i.

Etter fargekompensering (plot B), ligger denne gruppen mot nedre venstre hjgrne.
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Figur 3.2 — 1 Fargekompensering av scatterplot som kun inneholder konjugat. A: Kurven
til konjugatet for fargekompensering. B: Kurven til konjugatet etter fargekompensering. Ved

a fargekompensere vil overflgdig konjugat kunne skjules.

Figur 3.2 — 2 viser to versjoner av samme CD45/SCC-H scatterplot for en negativ kontroll.
Fargekompenseringen pavirket i liten grad antall celler og plasseringen av dem. | plot B viser
den rade pilen en svak spredning av celler over granulocyttgruppen som ikke er tilstede i plot
A.
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Figur 3.2 — 2 Fargekompensering av scatterplot som kun inneholder fullblod og anti-

CD45. A: Proven fagr fargekompensering. B: Pragven etter fargekompensering. Red pil er

celler som ikke var synlig fgr fargekompensering.

Figur 3.2 — 3 viser to versjoner av samme CD45/SSC-H scatterplot av en positiv prgve.
Prgven ble behandlet som beskrevet i prosedyren i vedlegg 6. Plot A viser en kurve av
partikler med forhgyet fluorescens som ligger i midten av x-aksen, og som gar oppover, midt i
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gruppen med CD45-positive leukocytter. En mindre gruppe kan ogsa sees i omradet med
hagyere fluorescens av anti-CD45. Plot B viser at den starste gruppen har flyttet seg til venstre
hjgrne, og viser negativitet for anti-CD45 og har lavere kompleksitet. Den mindre gruppen

med spredning i y-aksen ligger i samme omrade som far.
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Figur 3.2 — 3 Scatterplot av fargekompensering A: Prgve som er tilsatt konjugat, redt, far

fargekompensering. B: Prgven etter fargekompensering. En ser tydelig at ved a

kompensere konjugatet i FL1 blir en kvitt en del av overskuddsfluorescensen.

3.3 Volum fullblod mot volum konjugat

3.3.1 Mengde fullblod

Figur 3.3.1 — 1 viser CD45/konjugat scatterplot fra to ulike prgver. Prgvene har i hovedsak
samme grupperinger i alle Q1-ruter. Gruppene er stort sett tydeligere, med en hgyere
spredning innenfor Q4-UR. Ved a sammenligne plot A og B ser en at det er hgyere andel av
fluorescens som ligger i M1 gaten i plot A, bade i Q1-UL og Q1-UR, enn det er i plot B.
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Figur 3.3.1 — 1 Mengde fullblod A: Preve tilsatt 50 pul fullblod og 20 pl konjugat. B: Prgve
tilsatt 100 pl fullblod og 20 pl konjugat. Begge prevene er inkubert 30min ved 37°C, og 20
minutter ved inkubering av anti-CD45.

Tabell 3.3.1 — 1 Sammenligning av 50 pl fullblod mot 100 ul fullblod. Tabellen viser
statistikk over antall celler telt i P1, % av P1 som er konjugat (M1), og % konjugatet som har
blitt fagocyttert i P1 (UR).

P1: Antall M1: % av P1 UR: % av P1

A: 50 pl fullblod 10184 62,09 2,60
B: 100 pl fullblod 10075 11,58 1,47

Tabell 3.3.1 — 1 viser at begge provene hadde ca. 10 000 telte celler. 62,09% i preve A, og

11,58% i pragve B var celler og partikler som hadde fluorescens innenfor M1 gaten. Dette gir
en differanse pa 50,51%. Leukocytter som hadde fagocyttert konjugat var 2,60% i prave A,
0g 1,47% i prgve B. Dette gir en differanse pa 1,13%.

3.3.2 Mengde konjugat

Figur 3.3.2 — 1 viser CD45/konjugat scatterplot fra to prever med ulik
mengde konjugat. Mellom prgve A og B er det 80 pl konjugat i forskjell, et 1:5
forhold. Begge pragvene har grupper med klare avgrensinger. Prgve A har et lavere antall

CD45- og konjugat-positive celler enn prove B.
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Figur 3.3.2 — 1 Mengde konjugat A: Prgve tilsatt 100 pl fullblod og 20 ul konjugat. B: Pragve
tilsatt 100 ul fullblod og 100 pl konjugat.

Tabell 3.3.2 — 1 Sammenligning av 20 pl konjugat mot 100 pl konjugat. Tabellen viser

statistikk over antall celler telt i P1, % av P1 som er konjugat (M1), og % konjugatet som har
blitt fagocyttert i P1 (UR).

P1: Antall M1: % av P1 UR: % av P1

A: 20 pl konjugat 10050 9,31 0,82
B: 100 pl konjugat &) 29,58 1,84

Tabell 3.3.2 -1 viser at begge prevene hadde ca. 10 000 telte celler. 9,31% i prove A, og

29,58% i prave B var celler og partikler som hadde fluorescens innenfor M1-gaten. Dette gir
en differanse pa 20,27%. Leukocytter som hadde fagocyttert konjugat var 0,82% i prave A,
0g 1,84% i prave B. Dette gir en differanse pa 1,02%.

3.4 Inkubering med konjugat i 37°C

Prave A, B og C i figur 3.4 — 1 har tydelige cellegrupper innenfor alle Q1 ruter. | prave A har
0,4% av cellene fagocyttert konjugatet. Prave B og C har begge en andel pa 2,6% av
leukocyttene som har fagocyttert konjugatet. Sammenlignet med prgve A har prgve B og

C hayere verdi.
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Figur 3.4 — 1 Scatterplot av praver tilsatt 50 pl fullblod og 20 pl konjugat som er inkubert i
ulike tider ved 37°C. A: Prgve inkubert i 15 minutter. B: Prgve inkubert i 23 minutter. C:

Prgve inkubert i 30 minutter.

Pravene i figur 3.4 — 2 er fra et annet prgveoppsett enn prgvene presentert i figur 3.4 — 1. Alle
prevene tydelige grupper innenfor alle Q4 ruter. | prgve A har 1,7% av leukocyttene
fagocyttert konjugatet. | pragve B har 1,1% av leukocyttene fagocyttert konjugatet, mens i
prgve C har 1,2% fagocyttert. Prgve A har hgyest andel leukocytter som har fagocyttert, som

samsvarer med forrige prgve inkubert i 30 minutter (se figur 3.4 — 1C).
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Figur 3.4 — 2 Scatterplot av praver tilsatt 50 pl fullblod og 20 pl konjugat som er inkubert i
ulike tider ved 37°C. A: Prgve inkubert i 30 minutter. B: Prgve inkubert i 45 minutter.
C: Prgve inkubert i 60 minutter.

3.5 Inkubering med anti-CD45

Foruten om normal fordeling av leukocytter viser figur 3.5 — 1 plot A en fordeling som har litt
mer spredning enn tidligere negative kontroller. Plot B viser en fordeling hvor cellene ligger i

de omradene som sier noe om hvor mye anti-CD45 som er bundet til leukocyttene.
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Figur 3.5 — 1 Scatterplot av negativ kontroll som kun er tilsatt fullblod og anti-CD45.
Prgvene ble inkubert 30min med anti-CD45. A: Mengde anti-CD45 bundet til cellene mot
SSC. B: Mengde anti-CD45 bundet til leukocyttene mot mengde konjugat.

Plot A'i figur 3.5 — 2 viser klare avgrensinger mellom de ulike cellegruppene. Vi kan se
forhgyet fluorescens i bade CD45-negative og i CD45-positive grupper. Plot B har
cellegrupper i alle fire Q1-ruter med tydelige manster. Man kan se bade CD45-positive og

CD45-negative celler. Det er en tydelig tilstedeveerelse av celler i Q1-UR.
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Figur 3.5 — 2 Scatterplot av prave tilsatt fullblod, konjugat og anti-CD45. Prgvene ble
inkubert 30min med anti-CD45. A: Mengde anti-CD45 bundet til cellene mot SSC. B:
Mengde anti-CD45 bundet til leukocyttene mot mengde konjugat.
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Ved sammenligning av inkubering av anti-CD45 i 30 minutter og 20 minutter observeres det
fa ulikheter. Prgven vist i figur 3.5 — 2 ble inkubert i 30 minutter, mens prgven i figur 3.5 -3
ble inkubert i 20 minutter.
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Figur 3.5 — 3 Scatterplot av prgve tilsatt fullblod, konjugat og anti-CD45. Prgvene ble
inkubert 20min med anti-CD45. A: Mengde anti-CD45 bundet til cellene mot SSC.
B: Mengde anti-CD45 bundet til leukocyttene mot mengde konjugat.

3.6 Inkubering med anti-CD16

Fordelingen i figur 3.6 — 1 plot A viser at det er 3 cellegrupper. De ulike gruppene virker til &
veere delt inn i CD45/CD16-negative celler, CD45-positive og CD16-negative celler, og
CDA45/CD16-positive celler. Prgve B viser et mer kompakt bilde. Man kan likevel se forhgyet
fluorescens i bade CD45/CD16-negative celler, og i CD45-positive celler. Det virker ogsa til &
veere noe fluorescens i CD16-positive celler.
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Figur 3.6 — 1 Scatterplot av praver tilsatt anti-CD16. A: Prgve tilsatt fullblod, anti-CD45 og
anti-CD16. B: Prove tilsatt fullblod, konjugat, anti-CD45 og anti-CD16.

Figur 3.6 — 2 viser en fordeling av celler som ligger i Q4-UR. Cellene er plassert innenfor og
utenfor det som regnes som CD16-positivt. Det er ogsa en del celler som ikke har FITC-

fluorescens.
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Figur 3.6 — 2 Er samme prave som i figur 3.6 — 1B. Viser cellene som ligger i UR, omradet

hvor celler har fagocyttert konjugat.

3.7 Lysering av erytrocytter og vaskesteg

| figur 3.7 — 1 viser et eksempel pa en utilfredsstillende preve hvor det ble benyttet 0,5

ml erylysis buffer. Dette volumet resulterte i pragver som fikk en ulik grad av hemolyse. Flere
av prgvene hadde en svak rosa farge, ikke klar og blank. Plot A viser at det ligger en stor
gruppe helt nede i bunnen av plottet, innenfor P1-gaten. Det er relativt liten spredning
innenfor P1. Dette sees ogsa i plot B der en uvanlig stor gruppe ligger i Q4-LL, som er

hverken positiv for anti-CD45 eller konjugat.
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Figur 3.7 — 1 Scatterplot av pragve med ufullstendig lysering av erytrocytter. A: FSC-H/SSC-
H. B: Anti-CD45 mot konjugat.

Plot A og B i figur 3.7 — 2 viser resultater fra en prgve der det ble benyttet 1 ml erylysis
buffer. Alle pravene i dette oppsettet med denne mengden var klar og fargelgas etter
vasketrinn. Plot A viser at gruppen i bunnen i P1 er betydelig mindre enn i figur 3.7 — 1A.
Spredningen av celler har ogsa blitt starre.
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Figur 3.7 — 2 Scatterplot av pragve med fullstendig lysering av erytrocytter. A: FSC-H/SSC-
H. B: Anti-CD45 mot konjugat.

3.8 Test av konjugat

| figur 3.8 — 1 er det liten markant forskjell mellom tilsetning av sur buffer eller ngytral buffer

til konjugatet. Prgve A har litt hgyere spredning av partikler enn prgve B. Begge
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plottene viser at hovedgruppen av konjugatpartikler ligger i UL, omradet positiv

for konjugat og negativ for anti-CD45.

Figur 3.8 — 1 Scatterplot av praver tilsatt bare konjugat og buffere med ulik pH for & se om
pH intefererer med fluorescensen. A: Prgve tilsatt konjugat og buffer med pH 5. B: Pragve

tilsatt konjugat og buffer med pH 7,4.

Figur 3.8.2 viser histogram med konjugat/antall og scatterplot med CD45/SSC-H. Plot B viser
signalstyrken til leukocytter i plot A. Plot D viser antall og fluorescensstyrken til konjugatet i
plot C. Histogram E viser fluorescensstyrken til konjugat resuspendert i HBSS. Bade

histogram D og histogram E ligger over det som regnes som positiv for konjugatfluorescens.
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Figur 3.8 — 2 A: Prove tilsatt fullblod og anti-CD45. Scatterplot som enkelt viser hvor
leukocyttene legger seg. B: Histogram av prgve tilsatt kun fullblod. C: Scatterplot av prave
kun tilsatt konjugat. D: Histogram av preve tilsatt konjugat som er resuspendert i RPMI
1640. E: Histogram av prove tilsatt konjugat som er resuspendert i HBSS.

3.9 Quenching — Trypan Blue
3.9.1 Trypan Blue som quencher

| figur 3.9.1 — 1 viser plot A en enkelt gruppe med fluorescens i omradet som er gatet i M1.
Dette omrade ligger midt i de ulike gruppene for leukocytter. Det er ikke mulig a se hva som
er fagocytterte celler og hva som er konjugat. Plot B viser noe av det samme.
Leukocyttgruppene ser ogsa ut til & ha blitt flyttet. Det er ikke lengre mulig a skille gruppene i
Q4-LL og Q4-LR. Overfladig fluorescens fra konjugatet har ikke blitt quenchet.
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Figur 3.9.1 — 1 Scatterplot av prave tilsatt Trypan Blue med pH 4,4 for a se om den
kan quenche overfladig fluorescens.

Plot A'i figur 3. 9.1 — 1 viser et lignende resultat som i figur 3.9.1 — 1A, men
leukocyttgruppene har fatt en uventet form med uspesifikke grupper. Det er fa forskijeller
mellom plott B og tilsvarende plot i figur 3.9.1 — 1B. Cellegruppen i Q4-LL og Q4-LR virker
til & ha blitt flyttet mot venstre, men det er ikke mulig a se to ulike grupper her. Som ved

utprgvning av Trypan Blue med pH 4,4 har overfladig fluorescens ikke blitt quenchet.
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Figur 3.9.1 — 2 Scatterplot av prgve tilsatt Trypan Blue med pH 7,4.

3.9.2 Test av Trypan Blues inkubasjonstid med konjugat

Plottene i figur 3.9.2 — 1 viser fordelingen til konjugatet mot anti-CD45 og konjugatets egen
fluorescens nar konjugatet ble inkubert med Trypan blue. Fordelingen i plot A viser at 99%
av konjugatet ligger innenfor Q4-UR, som tyder pa at den er positiv for bade Per-Cy 7
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fluorescens og FITC. Det er en tilnaermet lineeer sammenheng mellom styrken pa fluorescens i

FL1 og FL3 kanalene. Plot B har et lavere antall telte celler, men de fleste av cellene, 73%,
befinner seg innenfor Q4-UR. Plot C har 96% av cellene innenfor Q4-UR.
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Figur 3.9.2 — 1 Inkuberingstid med Trypan Blue pH 4,4. A: 2 minutter. B: 6 minutter. C: 10
minutter

| figur 3.9.2 — 2 viser resultatene en lignende fordeling som i figur 3.9.2 — 1, der alle plottene

viser et stort flertall av cellene innenfor Q4-UR. Det er ogsa her en lineer sammenheng

mellom de to ulike fluorescensparameterene.
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Figur 3.9.2 — 2 Inkuberingstid med Trypan Blue pH 7,4. A: 2 minutter. B: 6 minutter. C: 10
minutter
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4. Diskusjon

4.1 Resultater og tilpasninger
4.1.1 Test av metode

Problemstillingen farte til teoretiske og praktiske oppgaver. En prosedyre for metoden

skulle utvikles basert pa hvilke utstyr som var tilgjengelig ved NTNU Alesund, og metoden
skulle testes ut for & se om den fungerte og kan brukes i senere forsgk. Den teoretiske delen
ble utfert gjennom innhenting av informasjon. Dette gjaldt litteratursgk etter tidligere
forskning og dermed fa en oversikt over hvilke utstyr og instrumenter som trengtes. Resultatet
av dette var en midlertidig prosedyre som var klar for utprgvning. Prosedyren ble testet ut for
a se om metoden fungerte med de reagenser og utstyr som var tilgjengelig.

Figur 3.1 — 1 viser en negativ kontroll hvor det kun er tilsatt fullblod og anti-CD45. Negative
kontroller ble tatt med for & sikre at inkubering med anti-CD45 var vellykket i det oppsettet,
og for & kunne sette M1-gaten. M1-gaten ble justert i hvert oppsett pa grunn av forskijeller
mellom oppsettene. Gaten ble satt utenfor hvor den negative kontrollen plasserte seg i
histogrammet, og i forhold til FITC-fluorescens. Cellene som Ia innenfor M1-gaten ble
definert som rgde av softwaren. Dette var de cellene med hgyere fluorescens enn celler funnet
i den negative kontrollen. Dette gir et tydeligere bilde av hvor disse cellene og partiklene
legger seg i forhold til andre parametere. Ved a ha med en prgve som ikke er

tilsatt konjugat far en kontrollert at de ulike leukocyttpopulasjonene er tilstede, og dermed
kontrollert at lysering av erytrocytter og binding med anti-CD45 er tilfredsstillende. Det ble
observert sma forskjeller i populasjonene fra oppsett til oppsett. Dette ble observert i
kontroller og i prevene, men hovedgrupperingene av leukocyttgruppene I der det var
forventet & finne dem. Arsaken til ulikhetene kan vare preanalytisk, postanalytisk eller
skyldes normale biologiske endringer (40). Ved kvantitative analyser er det en hvis analytisk
variasjon mellom to praver, i tillegg til den biologiske variasjonen til den personen prgven er
tatt av. Ved handtering av disse prgvene var det ingen forskjell i det preanalytiske og det
postanalytiske arbeidet. Det ble dermed konkludert at arsaken til ulikhetene mellom

prgvene henger sammen med den naturlige biologiske variasjonen, og ikke som fglge

av analytiske feil. Fagocyttering av fremmedlegemer skal uansett skje i fullblod. Som

falge av dette ble det antatt at ulikhetene ikke ville pavirke resultatet.
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Figur 3. 1 — 2 viser en standard pragve hvor fullblod, anti-CD45 og konjugat er tilsatt. | plot A
og B kan en se en gruppe av FITC-fluorescerende celler i praven, men cellegruppen er
tydeligst i plot B. Cellegruppen ligger i ruten UR som viser anti-CD45 mot konjugatet, som
vil si at cellene emitterer fluorescens fra bade anti-CD45 og konjugatet. Dette indikerer at
CD45-positive celler har tatt opp og fagocyttert de fluorescerende biopartiklene i konjugatet.
Disse cellene kan sees i plot A hvor de ligger naer gvre del av granulocyttgruppen. At
fagocytterende celler legger seg litt hgyere i scatterplottet henger sammen med at en celle som
har fagocyttert vil ha noe mer kompleks intracelluleer matriks enn celler som ikke har
fagocyttert. En ser ogsa FITC-fluorescens rundt cellegrupper som antas a veere monocytt- og
lymfocyttgrupper. Monocytter og granulocytter er celler som ofte fagocytterer og det er
dermed naturlig at en observerer FITC-fluorescens i disse omradene. Dermed konkluderes

det med at fagocytose trolig har blitt pavist i standard prgvene.

Det var et fatall celler med bade FITC og PE-Cy7 i iskontrollen, se figur 3.1 —

3. Iskontrollen var en standard prave som Ia pa is gjennom hele prevebehandlingen. Det var
ikke forventet opptak av konjugat i denne praven, og dermed ikke signal i UR. Det ble
sterkere fluorescenssignal i iskontrollen enn i en negativ kontroll. Dette kan skyldes at det var
vanskelig & holde iskontrollen kjglig gjennom hele pravebehandlingen. Under sentrifugering
eller under tilsetning av PBS var det rom for stigning i temperatur. Det ble jobbet med sma
volum, og PBS ble ikke kjglt ned far tilsetning. | ettertid viser det seg at dette burde ha blitt
gjort. Ved sammenligning med standardprgve i samme oppsett, se figur 3.1 — 2, var
fluorescensen i iskontrollen betydelig lavere. Dette tyder pa at inkubasjon i 37°C har en

direkte sammenheng med prosentandel fagocyttert konjugat.

4.1.2 Fargekompensering

| en analyse som bruker fluorokromer med ulike emisjonshglgelengder er det viktig a ta
hensyn til behovet for eventuell fargekompensering. Dette er fordi fotoner fra de ulike
fluorokromene vil kunne gi utslag pa andre detektorer enn den detektoren som er beregnet for
det fluorokromet. Om en partikkel eller celle gir utslag pa flere detektorer vil programmet
plassere dem i plottet ut ifra hvilke fluorescenssignal flowcytometeret detekterer. For
eksempel observeres dette i figur 3.2 — 1 plot A. Dette plottet viser fordelingen til en kontroll
bestdende utelukkende av konjugatet pa et scatterplot som viser CD45 mot SSC-H, far

kompensering. Konjugatet har FITC-fluorescens som skal detekteres av FL1-detektoren. Anti-
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CD45 er PE-Cy7-fluorescens og skal detekteres av FL3-detektoren. Til tross for dette

viser scatterplottet at store deler av konjugatet emitterte anti-CD45 fluorescens. Ettersom det
ikke er tilsatt anti-CD45 i denne kontrollen virker det sveert usannsynlig at den observerte
fluorescensen er reel. Dermed matte FITC-fluorescensen fra konjugatet fargekompenseres
mot PE-Cy7-fluorescensen, uten at det skulle pavirke fluorescens fra andre fluorokrom.
Figur 3.2 — 1 plot B viser FITC-fluorescensen etter fargekompensering. Ved a sammenligne
med plot A, der partiklene i konjugatet virket CD45-positivt, blir det klart at
fargekompensasjonen har blitt stilt inn til & gi et resultat som virker mer ngyaktig i forhold til
hva konjugat-kontrollen inneholder. | figur 3.2 — 2 ser en derimot at leukocyttpopulasjonene i
liten grad ble pavirket av fargekompensasjonen. En sammenligning mellom plot A og B, som
viser en negativ kontroll fgr og etter kompensasjon, viser at det er lite som skiller plottene fra
hverandre. Dermed konkluderes det med at fargekompenseringen i liten grad pavirker
fluorescensen fra anti-CD45, samtidig som fluorescens fra overflgdig konjugat dempes.

Resultatet av fargekompenseringen er interessant i forhold til figur 3.2 — 3. Denne figuren
viser plottene til en standard preve for og etter kompensasjon. Nar plottene til denne prgven
sammenlignes er det stor forskjell. Den starste gruppen med FITC-positive celler har flyttet
seg fra & vaere CD45-positiv til & veere CD45-negativ etter fargekompensasjon. Likevel ble
individuelle celler og sma cellegrupper liggende igjen som CD45-positive. Celler som er
FITC-negative har ikke flyttet pa seg etter kompensasjonen. Nar fargekompensasjonen ble
justert frem og tilbake, for a se hvilke verdier for kompensasjonen som passet best, beholdt
disse cellene posisjonen. Dette tyder pa at de FITC-positive cellene faktisk er CD45-positive.
Dette er viktig & papeke da disse cellene antas a ha fagocyttert konjugatet. Resultatet

forsterker tilliten til at metoden er egnet til & pavise leukocytters evne til & fagocyttere.

4.1.3 Volum fullblod mot volum konjugat

En svakhet ved bruk av konjugatet fra Thermofisher er det gkonomiske. Om en skulle fulgt
anbefalinger i pakningsvedlegget til konjugatet ville et rar med konjugat veere nok til 20
analyser (se vedlegg 3). I vedlegget ble det anbefalt 100 ul fullblod mot 100 ul konjugat. For
a veere mest kostnadseffektiv var det gnskelig a se om en kunne bruke mindre konjugat, og
fortsatt fa palitelige resultater. Tidlig i forsgket ble det bestemt at 20 pl skulle vaere nok
konjugat til & observere en reaksjon. Da med mulighet for a oppjustere volumet om gnsket
reaksjon ikke ble oppnadd. Det ble testet med 100 pl fullblod og med 50 pl fullblod. Dette
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kan sees i figur 3.3.1 — 1 plot A og B. Med hensyn til anti-CDA45 var det liten forskjell mellom
de to ulike plottene. Ettersom det var gnskelig & bruke minst mulig konjugat av gkonomiske
og praktiske grunner virket det mest hensiktsmessig & benytte det laveste volumet av fullblod,
da mindre celler ville kreve mindre konjugat for en god reaksjon. Det ble tydelig at 50

pl fullblod med 20 pl konjugat ga best resultat, da prosentandel i UR var betydelig hgyere
enn i preven med 100 pl fullblod. Sammenligningen av 50 pl fullblod mot 100 pl fullblod er
fremvist i tabell 3.3.1 — 1. Det ble telt ca. like mange celler men en ser at 50 pl fullblod ga
starre FITC-fluorescens i M1-gaten enn 100 ul, som farte til at det ogsa var starre andel celler

i UR-omradet.

Volum konjugat mot volum fullblod ble ogsa testet. Som vist i figur 3.3.2 — 1 ble 20

pl konjugat sammenlignet med 100 ul konjugat. Som vist i tabell 3.3.2 — 1 farte gkt

mengde konjugat til hgyere prosentandel av mistenkte fagocytterende leukocytter, men
gkningen var ikke proporsjonal med konsentrasjonen av konjugat. Det ble observert en gkning
av FITC-fluorescens i UR pa over det dobbelte ved 100 pl konjugat, men denne prgven
inneholdt ogsa fem ganger mer konjugat. Dessverre ble flere av prgvene forstyrret av

darlig lysering av erytrocyttene, og resultatene i de aktuelle pravene var for uklare til a tolkes.
Oppsettet ble ikke satt opp pa nytt da det ble observert en betydelig mengde konjugat til overs
i de fleste prgver. Mengden overflgdig konjugat varierte noe, men det var likevel nok til at det
ikke virket fornuftig a tilsette mer enn 20 pl konjugat. Resultatene viste at dette var
tilstrekkelig mengde konjugat, som farte til at det optimale volumet ble 20 pl konjugat per 50
pl fullblod.

4.1.4 Inkubering med konjugat

Inkubering av fullblod med konjugat i 37°C var et av de punktene som ga starst
resultatvariasjoner. Dette er et viktig steg i metoden da inkubering i 37°C ble gjort for &
simulere kroppstemperatur, og dermed kunne aktivere leukocyttene. Inkuberingen skulle
stimulere leukocyttene til & fagocyttere konjugatet. For & se om lengre inkubering ville gi
bedre resultater, ble det forsgkt inkubering fra 15 minutter opptil 60 minutter. | figur 3.4 -1
plot A ble praven inkubert i 15 minutter. Dette ga et svakt resultat av bade FITC- og PE-Cy7-
fluorescens. Andel celler i UR var sveert lav, og det ble dermed avgjort at inkubasjonstiden

matte gkes.
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Det ble testet inkuberingstider pa 15, 23, 30, 45 og 60 minutter. Pravene i figur 3.4 — 1 er fra
ett oppsett, mens figur 3.4 — 2 er et annet oppsett. | begge oppsettene far en hgyest FITC- og
PE-Cy7-fluorescens nar inkubasjonstiden er mellom 23 og 30 minutter. | figur 3.4 — 1 er dette
en fornuftig gkning da det gir leukocyttene lengre tid til a fagocyttere konjugatet. | figur 3.4 —
2, hvor pragvene er inkubert i 30, 45 og 60 minutter, er FITC- og PE-Cy7-fluorescens blitt
lavere i de prgvene med lengst inkubasjonstid. Dette kan vere fordi de ngytrofile
granulocyttene fagocytterer hurtigere partikler enn for eksempel monocytter (7), og dermed
kan granulocyttene ha deaktivert fluorescensen til konjugatet i lgpet av denne tiden. Det kan
ha vert en bestanddel av konjugatet som ble pavirket av den hgye inkuberingstiden i 37°C,
eller en uheldig reaksjon med rekonstitueringsbufferne RPMI 1640 og HBSS. Dette virker lite

sannsynlig da dette er buffere som ofte brukes i analyser av levende celler.

Det er vanskelig @ sammenligne praver fordelt pa flere oppsett. Plot C i figur 3.4 — 1 og plot A
i figur 3.4 — 2 er et eksempel pa dette. De to prgvene inneholder samme mengde konjugat

og fullblod, og begge ble inkubert i 37°C i 30 minutter. Likevel er det en starre forskjell i
prosentandelen innenfor UR. Resultatene gjorde at slike verdier ikke kunne sammenlignes pa
tvers av oppsett. Dette var noe som det ble tatt hensyn til ved planlegging av oppsett, hvor det
i senere oppsett alltid ble tatt med en preve med 20 ul konjugat, 50 pl fullblod og 30
minutters inkuberingstid i 37°C. Selv om det er vanskelig a si akkurat hva som er grunnen til
at 30 minutter fungerte bedre enn 45 og 60 minutter, viser disse resultatene at den optimale
inkuberingstiden ligger mellom 23 og 30 minutter.

4.1.5 Inkubering med anti-CD45

Inkubering med anti-CD45 var et annet viktig punkt i prosedyren. Selv om malet med
oppgaven var a pavise fagocytose kvalitativt var tanken at anti-CD45 kunne hjelpe med
visualisering av hvor i leukocyttpopulasjonene de fagocytterende cellene la seg. Det ble tidlig
oppdaget at anti-CD45 ville fa en utvidet rolle i forsgket, serlig da det ble oppdaget at
konjugatet ikke virket som beskrevet av produsenten. Ved & merke CD45 pa cellene med et
antistoff ble det mulig a skille ulike leukocyttpopulasjoner i praven, samt skille ut konjugatet

og det som antas a veere fagocytterende celler.

Forsgk med ulike tider av inkubering med anti-CD45 ble gjort av to grunner. Den farste
grunnen var for a se om en hgyere inkubasjonstid ville fare til tydeligere

leukocyttpopulasjoner i prgvene. Den andre grunnen var for & se om det ville pavirke
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konjugatet eller den fagocytotiske aktiviteten til leukocyttene i preven. Plottene i figur 3.1 -1
og figur 3.5 -1, og plottene i figur 3.5 — 2 og figur 3.5 — 3 ble sammenlignet. Det er
cellepopulasjonenes form og fordeling som ble sammenlignet. Bade ved inkubering i 20
minutter og i 30 minutter ble verken konjugatet eller leukocyttene pavirket, samtidig som det
var fa forskjeller mellom plottene. En far dermed tilfredsstillende resultater uavhengig av om

en inkuberer i 20 minutter eller i 30 minutter.

4.1.6 Inkubering med anti-CD16

Antistoff mot CD16 ble valgt fordi det er et overflateantigen som i hovedsak blir presentert pa
et utvalg av de profesjonelle fagocytterende celler (21). Dette inkluderer granulocytter,
monocytter, makrofager, og mastceller. Da mastceller og makrofager finnes i andre vev enn
blod er det grupperinger av granulocytter og monocytter som forventes a se. Hensikten med

a inkubere med anti-CD16 var for & se om det bare var disse cellene som fagocytterte
konjugatet.

Figur 3.6 — 1 plot A viser en oversikt over en negativ kontroll i et CD45/CD16 scatterplot.
Dette viser at det i hovedsak er 3 ulike cellegrupper; en gruppe bestar av celler som er CD45-
og CD16-negativ, en cellegruppe som er CD45-positiv og CD16-negativ, og en cellegruppe
som er CD45- og CD16-positiv. Det virker som at det er noen celler utenfor cellegruppene. Et
fatall celler virker CD16-positive, men CD45-negative. Dette er litt rart da det er fa celler som
utrykker CD16 men ikke CD45. Det kan veere en konsekvens av mangelfull
fargekompensasjon eller uspesifikke celler. Det er nevnt at enkelte umodne leukocytter kan ha
liten ekspresjon av CD45 (18), og i teorien kan dette veere kombinert med uttrykk av CD16.
Det er ogsa noen celler som ligger mellom gruppene som kan vaere CD45-positiv og svakere
CD16-positiv.

Plot B i figur 3.6 — 1 viser et scatterplot av en standard preve. Plottet viser cellegrupper

med lignende struktur som i plot A, men viser ogsa grupper med FITC-fluorescens. Den

ene cellegruppen med FITC-fluorescens ser ut til & vaere CD45- og CD16-positiv, mens den
andre cellegruppen ser ut til & bare veere CD45-positiv. Denne gruppen blir vurdert naermere

i figur 3.6 — 2. Det bgr merkes at plot B viser en hgyere andel av celler enn plot A. Dette ble
gjort fordi at plottet i figur 3.6 — 2 skulle bli tydeligere. Det er ogsa verdt & nevne at en hgyere
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spredning med mindre definerte populasjoner ogsa er en naturlig konsekvens av at det ble

samlet inn flere celler.

Figur 3.6 — 2 er tatt ut ifra UR fra plot B i figur 3.6 — 1 som viser en fordeling av celler som
har fagocyttert konjugatet. Innenfor UR er det de rgde cellene som regnes som celler med
intracelluleert konjugat. Dette er CD45-positive celler med varierende grad av CD16-
utrykking, inklusiv det som virker som CD16-negative celler. Dette tyder pa at det er celler
som er CD16-negativ som hadde fagocyttert konjugat. Ettersom det ble observert at det trolig
var flest granulocytter og monocytter som hadde fagocyttert konjugatet virket ikke dette til a
stemme overens med teorien, da begge skal uttrykke CD16. En forklaring pa dette er at de
ulike leukocyttene uttrykker CD16 i ulik grad (35). Av de cellene som finnes i blodet er det
seerlig ngytrofile granulocytter som vil uttrykke hgy grad av CD16. Da er det ogsa naturlig at
dette vil veere den cellegruppen som ligger hayest oppe pa CD16-aksen. Den populasjonen
som ligger under og uttrykker mindre CD16 kan veere negative, eller den kan besta av celler
som har mindre CD16-antigener pa overflaten. Dette stemmer overens med at det ikke er to
definerte populasjoner i figur 3.6 — 2, men at det derimot virker til & veere en skala. Ut ifra
figur 1.3.4 - 4 er dette sannsynligvis monocytter, men det kan ogsa veere andre celler slik som
umodne granulocytter eller B-lymfocytter. Om dette stemmer viser resultatene at det er flere

ulike grupper av leukocytter som trolig har fagocyttert konjugatet.

4.2 Utfordringer og feilkilder
4.2.1 Lysering av erytrocytter og vaskesteg

Tidlig i forsgksfasen ble det observert en varierende effekt av den lyserende bufferen. Dette
viste seg ved at noen av prgvene fikk en svak rgdfarge etter vaskesteg, og i ved a gi
uregelmessige punkter innenfor P1. Et eksempel pa en slik prave sees i figur 3.7 — 1. Det ble
tydeliggjort i SSC-H/FSC-H plottet, plot A, at fordelingen innenfor P1 ikke 1a som forventet.
Spesielt s& en at leukocytter, som har ulik grad av kompleksitet med ulike former for
cellekjerner og granulocytter, ikke fordelte seg som forventet i scatterplottet. Det var fa av
cellene i disse prgvene som hadde hgy grad av kompleksitet, og de ble istedenfor liggende
helt nede pa x-aksen. Resultatene i de andre scatterplottene for disse prgvene ble ogsa lite
tilfredsstillende. Figur 3.7 — 1 plot B er et eksempel pa et slikt plot. Det tok lang tid & samle

inn data, og mesteparten av cellene og partiklene plasserte seg i omradet som tydet pa at de
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hadde lite kompleksitet og manglet overflateantigenet CD45. Det at de heller ikke hadde

FITC-fluorescens tydet pa at dette var celler og partikler utenfor oppgavens interesseomrade.

Ved a gke fra 0,5 ml til 1 ml lyseringsbuffer ble effekten av lyseringen bedre mellom de ulike
prgvene. Dette gjorde at man unngikk a fa prgver som figur 3.7 — 1. Figur 3.7 — 2 viser en
preve med tilfredsstillende lysering av erytrocytter, samt et brukbart resultat av uttrykking av
FITC- og PE-Cy7-fluorescens. Sammenlignet med figur 3.7 — 1 har denne figuren sterre
variasjon i kompleksitet i cellene som sett i plot A, og bedre fordeling av de ulike cellene i
plot B. Pa grunn av at lyseringseffekten gkte og ga bedre resultater ved tilsetning av 1

ml lyseringbuffer ble det avgjort at dette var ngdvendig mengde for a fa tilfredsstillende

lysering.

4.2.2 Test av konjugat

Et av de vanskeligste punktene som ble jobbet med viste seg a veere konjugatet. Det ble tidlig
oppdaget at det var noe som ikke sa ut til & stemme overens med beskrivelsen av produktet.
Konjugatet skulle ha en svak fluorescens i lgsninger med pH 7,4, hvor denne fluorescensen
skulle gke betraktelig ved lavere pH (32). Pa denne maten skulle metoden kunne brukes til a
identifisere celler som hadde fagocyttert konjugatet. Etter en del forsgk virket det som om det
var en betydelig mengde fluorescens fra fritt konjugat. Det ble observert i praver hvor
konjugatet var tilsatt at en stgrre gruppe av FITC-positive celler hadde lagt seg utenfor hvor
leukocyttgruppene ville plassert seg. Det var ingen forskjell mellom intensiteten til
konjugatets fluorescens og fluorescensen til de cellene som ble tolket som FITC-positive.
Styrken til fluorescensen virker til & stemme overens med positive resultater fra andre forsgk

som bruker pHrodo fluorescens (36, 39).

En lengre inkubasjonstid i 37°C forandret ikke fluorescens intensitet, bare prosentandel i UR.
Eksempler pa dette kan sees i figur 3.4 — 1 og figur 3.4 — 2. Dette tydet pa at inkubasjonstiden
bare endret hvor mange konjugat-partikler som ble tatt opp i celler som var CD45-positive.
Det var forventet at i alle fall en del av de cellene som hadde fagocyttert konjugatet ville hatt
en sterkere fluorescens enn konjugatet alene. Spesielt etter at inkubasjonstid i 37°C ble gkt til
30 minutter, som vist i figur 3.4 — 1 plot C, eller 60 minutter, som vist i figur 3.4 — 3 plot C.
Dette ville i sa fall blitt vist ved at populasjonen i UR ville ha plassert seg hayere opp pa y-

aksen enn populasjonen i UL. Dette kan ikke sees.
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Konjugatet ble testet pa flere mater. Konjugatet ble forsgkt inkubert i en buffer med pH 5 for
a etterligne pH i de senere stadiene av fagocytosen. Dette ble gjort for & se om funksjonen

til konjugatet kunne pavises ved a gi sterke FITC-fluorescens. Dette vises i figur 3.8 — 1

der en ser svert liten variasjon mellom konjugatet inkubert i pH 5, plot A, og konjugatet
under vanlige forhold, plot B. Det er mulig at konjugatet ville avgitt hgyere fluorescens om
det hadde veert suspendert i lav pH nar det ble analysert, men dette ble ikke gjort fordi det ble

informert om at det kunne skade flowcytometeret.

Det ble vurdert om det kunne vere en uventet reaksjon mellom konjugatet og RPMI 1640
som forarsaket overflgdig FITC-fluorescens. Det ble derfor forsgkt & benytte en annen
tilsvarende buffer, HBSS, som rekonstitueringsbuffer. HBSS hadde blitt brukt som buffer i et
annet forsgk (39). Direkte etter rekonstituering med HBSS ble konjugatet analysert.
Resultatet, som vist i figur 3.8 — 2 plot E, var veldig likt resultatet fra konjugat i RPMI 1640,
som vist i plot D. Dette viste at det trolig ikke var rekonstitueringsbufferen som farte til de

uventede resultatene.

Thermofisher ble kontaktet i forbindelse med problemene med konjugatet. Ingen av
tilbakemeldingene fra dem sa at det var noe galt med metoden. Kommentar til
problemstillingen hadde de heller ikke. I pakningsvedlegget til konjugatet beskrives mulig
problem som kan oppsta og hva som skal gjares for a unnga eller fikse det. Ingen av
problemene eller lgsningene sa noe om hva som kunne forklare arsaken til den uspesifikke
fluorescensen fra konjugatet. Det er ikke funnet informasjon om at konjugatet er blitt testet pa
et instrument fra BD Science, verken fra produsent eller i andre publikasjoner fra leverander.
Pa grunn av dette kan en ikke med sikkerhet si at konjugatet virker som det skal ved bruk av
BD Accuri C6 Flow Cytometer. | tillegg ble fullblod tappet pA EDTA-rar istedenfor Na-
Heparin-rgr som var anbefalt (37). Dette kan ha fort til reaksjonen i pragvene. Dette virker lite
trolig da EDTA ikke ville pavirket kontroll av konjugatet i praver der fullblod ikke ble tilsatt.
Uansett grunn sa tyder resultatene pa at konjugatet ikke fungerte som forventet.

4.2.3 Quenching — Trypan Blue

Etter flere tester av konjugatet ble det vurdert at ytterligere justeringer ikke ville fare til at den
overfladige fluorescensen fra konjugatet ville forsvinne. Neste steg ble dermed a forsgke a
slukke, eller quenche, overflgdig fluorescens. Det er ikke beskrevet bruk av quenchingbuffer i

prosedyrene til pHrodo konjugat. Litteratursgket matte dermed utvides. Valg av quenching
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-buffer ble tatt ut ifra hvilke reagenser som var tilgjengelig ved NTNU Alesund.

Trypan Blue er et stoff som har blitt brukt som fluorescensquencher i tilsvarende forsgk, men
da med bruk av andre fluorokrom (30, 36, 38). | forsgket ble bruk av Trypan Blue som
guencher ikke vellykket. Trypan Blue med pH 4,4 ga et resultat som gjorde det vanskelig for
instrumentet a skille, og dermed detektere, overfladig konjugat fra fagocyttert konjugat. Dette
kan sees i figur 3.9.1 — 1 plot A. Det pavirket ogsa FITC- og PE-Cy7-fluorescensen som vist i
plot B. Fordi konjugatet i teorien skal emittere sterkere fluorescens ved lav pH ble det ogsa
forsgkt a benytte Trypan Blue med en pH pa 7,4 som vist i figur 3.9.1 — 2. Dette ga ikke et
bedre resultat. Inkubasjonstid med konjugatet ble testet for a se om konjugatet kunne pavirkes
pa en annerledes mate, f.eks. ved lengre inkubasjon med Trypan Blue. Ogsa her var det lite
forbedring. Resultat av de ulik inkuberingstid kan sees i figur 3.9.2 — 1, som viser ulik
inkubasjonstid med Trypan Blue pH 4,4, og i figur 3.9.2 — 2, som viser ulik inkubasjonstid
med Trypan Blue pH 7,4. Det ble observert at ved tilsettning av Trypan Blue ble det en
linezer sammenheng mellom konjugatet og anti-CD45. Dette tyder pa at bade FL1- og FL3-
kanalene i instrumentet detekterer lik intensitet i fluorescensen emitert fra konjugatet.

Arsaken til dette er ukjent, og resultatet blir ikke forbedret ved fargekompensering.

Pa grunn av reaksjonene til bade konjugatet og anti-CD45 ble det vurdert & ikke videre

bruke Trypan Blue. Det hadde veert mulig & undersgke om et annet stoff kunne blitt brukt
som quencher, men ettersom pHrodo Green E. coli bioparticles conjugate blir beskrevet som
en ‘no quench, no wash’-metode (37 ,39) var det vanskelig a finne et stoff som kunne slukke
den ekstracelluleere fluorescensen. I tillegg er det sannsynlig at stoffer som ville hatt en

quenching effekt pa FITC-fluorescens ogsa ville ha pavirket antistoffenes fluorescens.

4.3 Svakheter med oppgaven

Den starste svakheten med oppgaven er at man ikke kan bekrefte at konjugatet har blitt
fagocyttert av cellene i forsgkene. Det er mulig at de cellene som er positive for bade FITC-,
PE- og PE-Cy7-fluorescens ikke har fagocyttert cellene, men at fluorescensen skyldes at
konjugatets biopartikler istedenfor er bundet til utsiden av cellene. P& den andre siden er dette
usannsynlig, ettersom disse cellene gkte i antall ved a justere inkubasjonstider i 37°C, og at

det er en forskjell mellom is-kontrollen og pregver inkubert i mer enn 23 minutter. Det er
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likevel en mulighet som ma tas hensyn til. Om konjugatet hadde fungert som forventet ville
dette veert mulig & vurdere ved observasjon av gkende fluorescens intracelluleert under
fagocytosen. Dessverre skjedde ikke dette. En mate & kompensere for dette ville vert og
vurdert pravene under et fluorescensmikroskop for & se om FITC-fluorescensen intra- eller

ekstracellulart.

Ettersom arsaken til at konjugatet ikke fungerte som forventet er ukjent, vil det & bestille og
teste en ny leveranse og nytt lotnummer av konjugatet vaere en annen mate a vurdere
metoden. Vedlegg fra Thermofisher antyder at de beste resultatene vil kunne sees etter
inkubering i 37°C mellom 60-90 minutter (33, 37). Ved mer tid og mer anti-CD45 tilgjengelig
ville det veert fornuftig med flere oppsett der inkubasjonstider ble sammenlignet, kanskje
opptil 90 minutter. Dette matte i sa fall ha blitt vurdert i sammenheng med hvorvidt
resultatene fra prever med lenger inkuberingstider gjorde at man var villig til 3 gke

inkubasjonstiden opptil 90 minutter.

En annen svakhet er at der er en del variasjoner mellom plot som er vanskelige a forklare. Det
var variasjoner fra oppsett til oppsett, selv i praver som hadde blitt behandlet likt. Selv om
metoden er ment for kvalitativt bruk og skal pavise fagocytose, er det likevel en del forskjeller
mellom analyseserier som gjar det vanskelig @ sammenligne dem. Et eksempel pa dette er plot
Cifigur 3.4 -1, og plot A i figur 3.4 — 2. Selv om prgvene er analysert ved to forskjellige
dager inneholder de det samme, ble behandlet likt og handtert av samme person. De
inneholder samme mengde konjugat og begge prevene ble inkubert i 30 minutter ved 37°C.
Det samme utstyret ble brukt og flowcytometeret ble kalibrert pa samme mate. Likevel har
den ene proven en betydelig hgyere andel positive celler enn den andre. Dette gjor at det kan
se ut som om resultater i hovedsak burde vurderes i ssmmenheng med andre prgver og
kontroller fra samme oppsett. Det forekommer ogsa forskjeller innenfor samme oppsett der
pravene har blitt behandlet likt. Det mest merkbare er at det observeres hgyere prosentandeler
av ufagocyttert konjugat i enkelte praver. Dette ser ikke ut til & ha pavirket hvor hgy andel av
positive celler som finnes i praven, men det er likevel en svakhet at det er slike variasjoner.
En mate 4 jobbe videre med dette ville vaert & gjare flere oppsett med helt identiske praver,
gjerne pa samme dag slik at man kan bruke samme blodprgve. Pa grunn av tidsbegrensinger

og at rgret med anti-CD45 ble brukt opp var det ikke mulig a jobbe videre med dette.
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5. Konklusjon

Oppgaven tar for seg optimalisering av en metode for pavisning av fagocytose i leukocytter
ved hjelp av flowcytometri. En midlertidig prosedyre ble utarbeidet som ga lovende resultater
etter fargekompensering. Vi observerte cellepopulasjoner som emitterte bade FITC- og PE-
Cy7-fluorescens, og som dermed virket til & ha fagocyttert konjugatet. Det ble likevel
observert at prosedyren hadde forbedringspotensial, hvor det ble besluttet & prgve a fa et bedre

resultat. Som fglge av dette ble flere parametere testet ut.

Det ble testet ut ulike volum konjugat mot volum fullblod. Der observerte vi at 50ul fullblod
tilsatt 20l konjugat ga det beste resultatet. Etter testing av inkuberingstider med pHrodo
Green E. coli Bioparticles Conjugate i 37°C fant vi ut at en inkuberingstid mellom 23-30
minutter virket til a ha best effekt. Test av tider ved inkubering med anti-CD45/CD16 gav
resultater som bekreftet at 20-30 minutter var tilstrekkelig. Etter a ha observert ufullstendig
lysering i enkelte praver ble det forsgkt & ga fra 0,5 ml lyseringsbuffer til 1ml. Dette hadde
god effekt.

Det ble observert uventede mengder FITC-fluorescens i noen av populasjoner. Dette var
sannsynligvis overflgdig fluorescens fra konjugatet. Resultatene stemte ikke overens med
produsentens beskrivelse av konjugatets egenskaper. Det ble undersgkt om det var som falge
av var behandling og bruk av konjugatet, men det ble ikke funnet noe som tydet pa dette.
Konjugatet virket ikke til & ha den forventede gkningen i fluorescensstyrken ved lavere pH.
Dette gjorde at fritt konjugat hadde samme fluorescens som det antatt fagocytterte konjugatet.
Som falge av dette ble det forsgkt a bruke Trypan Blue som quencher for a prave a slukke
ekstracelluler fluorescens. Dette var ikke vellykket. Trypan Blue farte til uventede resultater
med bade konjugatet og antistoffene, uavhengig av pH til Trypan Blue og inkuberingstider. |
disse resultatene var det ikke mulig a skille mellom fritt og intracellulaert konjugat. Det ble

derfor besluttet a ikke benytte Trypan Blue som quencher.

Forsgkene forte til at vi fikk utarbeidet en endelig prosedyre. Metoden beskrevet i prosedyren
virker til & kunne pavise fagocytose, men har likevel sine svakheter. Pa grunn av at konjugatet
ikke fungerte som forventet kan vi ikke konkludere med at vi har bekreftet at konjugatet har
blitt fagocyttert. Vi antar at en viss mengde konjugat har blitt fagocyttert siden noen celler er
positiv for bade FITC- og PE-Cy7-fluorescens. Ved videre bruk av prosedyren foreslar vi i

farste omgang a studere cellene under fluorescensmikroskop for a kontrollere at konjugatet

54



har blitt fagocyttert. Utvidet inkuberingstid av konjugatet i 37°C kan ogsa vere

hensiktsmessig.
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® 7.Vedlegg

Detaljert Risikorapport

Vedlegg 1. Riskovurdering

Oppsummering, resultat og endelig vurdering

I oppsummeringen presenteres en oversikt over farer og ugnskede hendelser, samt resultat for det enkelte konsekvensomradet.

Farekilde: Prgvetakning

Ugnsket hendelse: Blgdning

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: {7)

Ugnsket hendelse: Stikkskade

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: {)

Ugnsket hendelse: Personskade

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: ()

Farekilde: Reagens

Ugnsket hendelse: pHrodo

Konsekvensomrade: Helse Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: {7)
Ytre miljg Risiko for tiltak: {J Risiko etter tiltak: {7}

Ugnsket hendelse: RPMI 1640 buffer

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: ()
Ytre miljg Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: D

Ugnsket hendelse: BD FACS lysing solution

Konsekvensomrade: Helse Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: ()
Ytre miljg Risiko for tiltak: {J Risiko etter tiltak: {7}

Ugnsket hendelse: Trypan blue

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: ()
Ytre miljg Risiko for tiltak: {J Risiko etter tiltak: {7}

Norges teknisk-naturvitenskapelige

universitet (NTNU)

Unntatt offentlighet jf. Offentlighetsloven § 14



B Detaljert Risikorapport

Farekilde: Reagens

Ugnsket hendelse: PBS

Konsekvensomrade: Helse Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak:
Ytre miljg Risiko for tiltak: {J Risiko etter tiltak:

QO

Ugnsket hendelse: HBSS

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak:

Ugnsket hendelse: SSsC

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak:

Ugnsket hendelse: HCI 2M

Konsekvensomrade: Helse Risiko for tiltak: . Risiko etter tiltak: ()
Farekilde: Thermo Scientific SL 40 FR Centrifuge

Ugnsket hendelse: Instrumentskade

Konsekvensomrade: Materielle verdier Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: :)
Farekilde: BD Accuri C6 Flow Cytometer

Ugnsket hendelse: Instrumentskade

Konsekvensomrade: Materielle verdier Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: :)
Farekilde: VWR Digital Heat Block

Ugnsket hendelse: Instrumentskade

Konsekvensomride: Ytre miljg Risiko for tiltak: {J Risiko etter tiltak: {7}

Norges teknisk-naturvitenskapelige
universitet (NTNU)

Unntatt offentlighet jf. Offentlighetsloven § 14



B Detaljert Risikorapport

Farekilde: VWR Digital Heat Block
Ugnsket hendelse: Brannskade
Konsekvensomrade: Helse Risiko fgr tiltak: . Risiko etter tiltak: {7)

Endelig vurdering
Ok og klar

Norges teknisk-naturvitenskapelige
universitet (NTNU)
Unntatt offentlighet jf. Offentlighetsloven § 14



B Detaljert Risikorapport

Risikoanalyse med vurdering av sannsynlighet og konsekvens
I denne delen av rapporten presenteres detaljer dokumentasjon av de farer, ugnskede hendelser og 8rsaker som er vurdert.
Innledningsvis oppsummeres farer med tilhgrende ugnskede hendelser som er tatt med i vurderingen.

Fglgende farer og ugnskede hendelser er vurdert i denne risikovurderingen:

* Prgvetakning
* Blgdning
e  Stikkskade
* Personskade
* Reagens
e pHrodo
¢ RPMI 1640 buffer
* BD FACS lysing solution
* Trypan blue

e PBS

e HBSS
e SSC

e HCI2M

* Thermo Scientific SL 40 FR Centrifuge
e Instrumentskade

* BD Accuri C6 Flow Cytometer
e Instrumentskade

* VWR Digital Heat Block
e Instrumentskade

* Brannskade

Norges teknisk-naturvitenskapelige
universitet (NTNU)
Unntatt offentlighet jf. Offentlighetsloven § 14



CD Antigens

Vedlegg 2. Oversikt over CD-
antigen fra ABCAM.

Text abbreviations: Key to Conjugations:

Baso Text Colour Conjugation

g:o Endothefial cots I Asophycocyanin
[} FITC

-k e e Phycoeryhiin

ESC Embryonic stem cols = Biotin

20 Follicular genartic cells ="} Unconjugated

i mwm:m Key to Research Topics:

X Leukocytes Toxt Colour Topic

e e — immunciogy

MogaK Megakaryocyles — - Stem Cells

Mono ‘Monocyles Neuroscience

Neu Neulrophes = Endotnelial

g e amm Cancer

™© Cylotoxic T Calls
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Vedlegg 3.

pHrodo™ Red and Green BioParticles® Conjugates

for Phagocytosis

Table 1 Contents and storage

Cat. no. Amount Ex/Em Maxima Storage*

pHrodo™ Red E. coli BioParticles® Conjugate P35361 . L 560/585 nm

5 vials each containing
pHrodo™ Green E. coli BioParticles® Conjugate p3s36s | 2 M9 Wophilized product | 550 /p0q

™ . . ® . ° $-20°C

pHrodo  Red Zymosan A BioParticles®™ Conjugate P35364 5 vials each containing 560/585 nm e Desiccate
pHrodo™ Green Zymosan A BioParticles® Conjugate P35365 | | M9 lyophilized product 509/533 nm * E;c;\ttect from
pHrodo™ Red S. aureus BioParticles® Conjugate A10010 . . 560/585 nm

5 vials each containing
pHrodo™ Green S. aureus BioParticles® Conjugate p3s3s7 | 2 M9 lyophilized product 509/533 nm

* When stored as directed, the product is stable for at least 6 months.

Number of assays: Sufficient for 100 assays when using described protocol.

Introduction

MANO0002447 | MP 35361

pHrodo™ BioParticles® Conjugates are novel, no-wash fluorogenic reagents developed
for quantitative measurements of phagocytosis and its regulation by drugs, genetic,

or environmental factors. With an optional no-cell background subtraction method,

a large and specific signal is obtained from cells that ingest the particles, providing

a specific index of phagocytosis with a variety of pretreatments or conditions. The
unique pHrodo "-based system measures phagocytic activity based on acidification of
the particles as they are ingested, eliminating the wash and quenching steps that are
necessary with nonfluorogenic indicators of bacterial uptake.'” To achieve this, the
particles are conjugated to pHrodo " dye, a novel, fluorogenic dye that dramatically
increases in fluorescence as the pH of its surroundings becomes more acidic (Figure 1,
page 2). We have included sufficient pHrodo " BioParticles® Conjugate for

~100 wells in a 96-well format, with step-by-step instructions for performing this assay
in a fluorescence microplate reader. With proper changes to the protocol, other plate
formats can easily be adapted to platforms such as traditional imaging, high-content
screening (HCS), high-throughput screening (HTS), fluorescent microplate reader, and
flow cytometry. With proper settings, these reagents can also be adapted for bechtop
instruments, such as FLoid® Cell Imaging Station, Tali® Image-based Cytometer, and
Attune® Acoustic Focusing Cytometer.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

Revision: 4.0



The methodology for this reagent’s use was developed using adherent RAW and

MMM (J774A.1) murine macrophage cells,” but can be adapted for use with other
adherent cells, primary cells, or even cells in suspension.’ Cells assayed for phagocytic
activity with pHrodo™ BioParticles® conjugates may also be fixed with standard 2-4%
paraformaldehyde solutions for later analysis, preserving differences in signal between
control and experimental samples with high fidelity for up to 48 hours. pHrodo™
BioParticles® conjugate preparations are also amenable to opsonization (Cat. nos. E2870,
52860), which can greatly enhance their uptake and signal strength in the assay.

Figure 1 The fluorescence emission spectra of pHrodo™ Red and pHrodo™ Green conjugates
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Figure 2 Workflow for pHrodo™ BioParticles® conjugates
Plate ~100,000 viable cells/well
Resuspend pHrodo™ BioParticles® in
Live Imaging Solution:
* pHrodo™E. coli or S. aureus at 1 mg/mL
¢ pHrodo™ Zymosan at 0.5 mg/mL
Opsonize if desired.
Vortex well to homogeneously disperse
the particles
Optional: Pretreat cells with effector 5 FLoid® Cell Imaging
compound (e.g., 10 uM cytochalasin D) Station
l — Tali® Image-based
Cytometer

Remove media and replace with

. e :
BioParticles® suspension > Attune® Acoustic Focusing

l Cytometer/Flow Cytometry

> High Content Screening
Incubate for 1-2 hours at 37°C

I » Iraditional Fluorescence
Analyze Microscopy
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Figure 3 Effect of different concentrations of Cytochalasin D in MMM cells detected with (A) pHrodo™ Red E. coli BioParticles® or
(B) pHrodo™ Green E. coli BioParticles® conjugates in RAW cells while using a fluorescent microplate reader (shown here without the
background substraction, with N=3, + SEM.

A 600,000 7] B 250,000
5t u 4]
o c
@ 500,000 @ 200,000
wn wn
g I
S 400,000 S 150,000
o o
()] [J]
> 300,000 > 100,000 o
© ©
[0
o 200,000 & 50,0004
100,000 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
11 =10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 11 =10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Cytochalasin D, moles/L Cytochalasin D, moles/L

Before You Begin

Materials Recommended but
Not Provided

Experimental Protocol

e Macrophage RAW and MMM cells cultured in cell growth medium. Other cell lines
may also be used, if preferred.

e Uptake Buffer; we recommend using Live Cell Imaging Solution (Cat. no. A14291D]J)
for best results. Alternatively, you may use any other appropriate buffer at pH 7.4.

¢ 96-well microplate or any other plate, with proper installment capable of detecting
fluorescence according to emission/excitation maxima given in Table 1 (page 1).

e Optional: Opti-MEM® culture medium (Cat. no. 31985-062).
¢ Optional: Stock solutions of experimental effector compounds for testing their

influence on phagocytosis (for example, cytochalasin D inhibits phagocytosis by
inhibiting actin cytoskeletal rearrangements).

Phagocytosis Assay Protocol

Assay Controls

The following protocol describes an experimental test of phagocytic function with
appropriate controls in a 96-well plate; however, other plate formats can be adopted
with proper adjustments to the protocol. Cellular auto fluorescence background is
determined with cells plated free of pHrodo™ BioParticles® Conjugates (but otherwise
under control and experimental conditions), and reagent background fluorescence is
determined using wells that contain the pHrodo" BioParticles ' Conjugates but no
cells. This protocol describes the use of one vial of particles, prepared at 1 mg/mL in
the buffered saline solution of your choice. To minimize background fluorescence from
non-ingested pHrodo™ BioParticles® Conjugate, we strongly recommend controlling
the extracellular pH by adding Live Cell Imaging Solution (Cat. no. A14291D]J) for best
results. Alternatively, you may use any other appropriate buffer at pH 7.4.

To minimize experimental errors, we recommend making measurements from a
minimum of three replicates of positive control, experimental, and no-cell control
samples, though the numbers of experimental and control wells can be adjusted as
required to meet the needs of the particular study.

pHrodo™ Red and Green BioParticles® Conjugates for Phagocytosis | 3



Amount of BioParticles®

Preparing the Cells

Preparing the BioParticles®
Conjugate

11

1.2

1.3

14

1.5

1.6

21

2.2

A single vial of pHrodo™ BioParticles® conjugate dilutes to 2 mL of volume that will be
used in the assay, which is distributed across 20 wells. 100 pL of this suspension is used
per sample well, including no-cell background controls. The average fluorescence value
of these no-cell background control wells is subtracted from all cell-containing wells at
the end of the assay to yield a cell-specific, net phagocytosis signal. Note that a large
specific signal can readily be obtained with or with out background substraction, as
shown in Figure 3, page 3.

Subculture the RAW or MMM macrophage cells (or preferred cell type) in complete
medium for 3—4 days in advance of performing the assay.

On the day of the assay, harvest the cells from the culture plates and centrifuge the
suspension. Resuspend the pellet in Opti-MEM® medium or preferred culture medium
at 10° cells/mL. Scale your culture to aim for ~2 x 10° cells per vial of pHrodo
BioParticles® Conjugate. Alternatively, cells can be plated into the 96-well plate a day or
more in advance, with the aim of having 100,000 viable cells per well on the day of the
assay.

If you are using cells other than RAW or MMM, you may need to determine optimal
cell culture conditions and densities for your specific cell type. In general, better signals
in the plate reader are obtained with maximal cell densities.

Plate the cells into a 96-well plate at 100,000 cells/well using 100 uL per well. We
recommend plating your positive control and experimental wells in triplicate or greater.
Be sure to leave one well empty of cells for every positive control well, so that a no-cell
control background subtraction may be performed.

For example, plate four columns of four wells, leaving the fifth column of four empty for
the no-cell control. Note that higher background fluorescence levels may be seen with
acidic poly-D-lysine coated microplates.

Add 100 pL of Opti-MEM® medium or complete culture medium to the wells left aside
for the no-cell background determination.

Cover the loaded microplate and allow the cells to settle and adhere to the microplate
for at least one hour in a humidified incubator with 5% CO, at 37°C.

Prepare the experimental wells by adding the experimental phagocytosis effector
(e.g., Cytochalasin D) at the desired concentrations, taking care to add vehicle controls
to untreated wells. Note that the time and concentration of experimental effector
pretreatment may vary greatly with the agent or treatment under study.

Thaw one vial each of the pHrodo " BioParticles® fluorescent particles for every 20 wells
to be tested. This number includes the no-cell control wells that will receive fluorescent
particles, but no cells. Pipette 2 mL Uptake Buffer such as the Live Cell Imaging
Solution (Cat. no. A14291D]) into the vial containing lyophilized product and briefly
vortex the solution to completely resuspend the particles so that you have 1 mg/mL

for pHrodo" E. coli or S. aureus BioParticles®, or 0.5 mg/mL for pHrodo " Zymosan A
BioParticles®.

Transfer the suspension into a clean glass tube and sonicate for 5 minutes, until all the
fluorescent particles are homogeneously dispersed.

pHrodo™ Red and Green BioParticles® Conjugates for Phagocytosis | 4



Adding the Fluorescent
Particles

3.1 After the cells have adhered and the phagocytosis effectors have been added, remove
the culture medium from each of the microplate wells by vacuum aspiration.

3.2 Quickly replace the culture medium with 100 pL of the prepared pHrodo™ BioParticles®

suspension from step 2.2, adding it to the positive control, experimental, and no-cell

background subtraction wells. Experimental effector solutions may be prepared ahead

of time with separate vials of pHrodo " BioParticles® suspension to keep them present

throughout the assay.

3.3 Cover and transfer the microplate to an incubator warmed to 37°C for 1-2 hours
to allow phagocytosis and acidification to reach its maximum. Although aseptic
techniques have been used to produce pHrodo " BioParticles® conjugates, these
products are not sterile and incubation of more than 4 hours is not recommended. Do
not use an elevated CO, cell culture incubator unless the Uptake Buffer in use has a
bicarbonate buffering system, because elevated CO, levels will artificially acidify the
buffer and elevate the background fluorescence.

Fluorescence Measurements
and Results

4.1 Scan or image all experimental, control, and no-cell control wells of the microplate in
the fluorescence plate reader or any other appropriate florescent instrument using the
appropriate settings according to the excitation and emission maxima given in Table 1,

page 1.

4.2 If using a fluorescence plate reader, calculate the net phagocytosis and the response
to the phagocytosis effector agent. Net phagocytosis is calculated by subtracting the
average fluorescence intensity of the no-cell negative-control wells from all positive-
control and experimental wells. The mean and standard deviation of the net positive
control and net experimental wells should then be calculated. The phagocytosis
response to the experimental effector (% Effect) can then be calculated as a fraction of
the net positive control phagocytosis as follows:

Net experimental phagocytosis x 100%

% Effect =
Net positive control phagocytosis

References

1. J Immunol Methods 60, 115 (1983); 2. J Immunol Methods 162, 1 (1993); 3. J Biol Chem 273, 14813 (1998); 4. Methods Enzymol 58, 141
(1979).
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Product List current prices may be obtained from our website or from our Customer Service Department.

Cat # Product Name Unit Size
A10010 pHrodo™ Red S. aureus BioParticles® conjugate for phagocytosis . .. .. ..ottt 5x 2 mg
P35361 pHrodo™ Red E. coli BioParticles® conjugate for phagocytosis. . ... ...t 5x 2 mg
P35364 pHrodo™ Red Zymosan A BioParticles® conjugate *for phagocytosis™. . . ... ...ttt it 5x 1 mg
P35365 pHrodo™ Green Zymosan A BioParticles® conjugate *for phagocytosis™. . . ..........o.eiutt i 5x 1 mg
P35366 pHrodo™ Green E. coli BioParticles® conjugate *for phagocytosis™ .. ... ... ... .. i 5x 2 mg
P35367 pHrodo™ Green S. aureus BioParticles® conjugate *for phagocytosis™ ... ... ... ...o.iuiuirii i 5x 2 mg
Related Products

P10361 pHrodo™ Red dextran, 10,000 MW *for @ndOCytOSIS™ . ... ..ottt ettt e e e e e 0.5 mg
P35368 pHrodo™ Green dextran, 10,000 MW *for endocytosis™ ... ... ... ... ... .. i 0.5mg
P36600 pHrodo™ Red, succinimidyl ester (pHrodo™ Red, SE). . .. ...ttt 1mg
P35370 PHrodo™ Green Co-maleimide . ...ttt et e e e 1 mg
P35371 pHrodo™ Red Co-maleimide . .. ... .o 1mg
A10025 pHrodo™ Red E. coli BioParticles® Phagocytosis Kit *for flow cytometry* *100 tests* . ................................ 1 kit
A10026 pHrodo™ Red Phagocytosis Particle Labeling Kit *for flow cytometry* *100 tests* . .................c.ovreireano ... 1 kit
P35362 pHrodo™ Red Avidin *Fluorogenic PH Sensor™® .. ... .. . e 1mg
P35363 pHrodo™ Red Microscale Labeling Kit *Fluorogenic pH sensor* *3 labelings*. .. ... ... ... ... ... .. oo ... 1 kit
A14291DJ  Live Cell Imaging SolUution . . ... 500 mL
R37602 Image-iT® Fixation/Permeabilization Kit .. ... .. ... ... ...t 1 kit
R37603 BackDrop™ Background Suppressor *for live cells® ... ... ... ... . . 1 kit
R37605 NucBlue™ Live Cell Stain *Hoechst 33342 special formulation™®. ... ... ... .t 1 kit
R37606 NucBlue™ Fixed Cell Stain *DAPI special formulation™. ... ... ... . ... ... 1 kit
E2870 Escherichia coli BioParticles® opsonizing reagent . ... .. ... i 1 unit
52860 Staphlyococcus aureus BioParticles® 0psonizing Feagent .. ... ...\ttt 1 unit

Related Platforms

Attune® Acoustic Focusing Cytometer
(Cat. no. 4469120)

o

&

Tali® Image-based Cytometer
(Cat. no. T10796)

FLoid® Cell Imaging Station
(Cat. no. 4471136)

pHrodo™ Red and Green BioParticles® Conjugates for Phagocytosis | 6



Purchaser Notification

Corporate Headquarters

5791 Van Allen Way

Carlsbad, CA 92008

USA

Phone: +1 760 603 7200

Fax: +1 760 602 6500

Email: techsupport@lifetech.com

European Headquarters
Inchinnan Business Park

3 Fountain Drive

Paisley PA4 9RF

UK

Phone: +44 141 814 6100
Toll-Free Phone: 0800 269 210
Toll-Free Tech: 0800 838 380
Fax: +44 141 814 6260

Tech Fax: +44 141 814 6117
Email: euroinfo(@invitrogen.com
Email Tech: eurotech@invitrogen.com

Japanese Headquarters
LOOP-X Bldg. 6F

3-9-15, Kaigan

Minato-ku, Tokyo 108-0022
Japan

Phone: +81 3 5730 6509

Fax: +81 35730 6519

Email: jpinfo@invitrogen.com

Additional international offices are listed at
www.lifetechnologies.com

30 May 2013

These high-quality reagents and materials must be used by, or directly under the supervision of, a technically qualified individual
experienced in handling potentially hazardous chemicals. Read the Safety Data Sheet provided for each product; other regulatory
considerations may apply.

Obtaining Support
For the latest services and support information for all locations, go to www.lifetechnologies.com.

At the website, you can:

Access worldwide telephone and fax numbers to contact Technical Support and Sales facilities

Search through frequently asked questions (FAQs)

Submit a question directly to Technical Support (techsupport@lifetech.com)

Search for user documents, SDSs, vector maps and sequences, application notes, formulations, handbooks, certificates of
analysis, citations, and other product support documents

Obtain information about customer training

Download software updates and patches

SDS
Safety Data Sheets (SDSs) are available at www.lifetechnologies.com/sds.

Certificate of Analysis

The Certificate of Analysis provides detailed quality control and product qualification information for each product. Certificates
of Analysis are available on our website. Go to www.lifetechnologies.com/support and search for the Certificate of Analysis by
product lot number, which is printed on the product packaging (tube, pouch, or box).

Limited Product Warranty

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their products as set forth in the Life Technologies’ General Terms
and Conditions of Sale found on Life Technologies” website at www.lifetechnologies.com/ter dconditions. If you have any
questions, please contact Life Technologies at www.lifetechnologies.com/support.

Disclaimer

LIFE TECHNOLOGIES CORPORATION AND/OR ITS AFFILIATE(S) DISCLAIM ALL WARRANTIES WITH RESPECT TO THIS
DOCUMENT, EXPRESSED OR IMPLIED, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO THOSE OF MERCHANTABILITY, FITNESS FOR

A PARTICULAR PURPOSE, OR NON-INFRINGEMENT. TO THE EXTENT ALLOWED BY LAW, IN NO EVENT SHALL LIFE
TECHNOLOGIES AND/OR ITS AFFILIATE(S) BE LIABLE, WHETHER IN CONTRACT, TORT, WARRANTY, OR UNDER ANY STATUTE
OR ON ANY OTHER BASIS FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, PUNITIVE, MULTIPLE OR CONSEQUENTIAL DAMAGES IN
CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO THE USE THEREOF.

Limited Use Label License: Research Use Only

The purchase of this product conveys to the purchaser the limited, non-transferable right to use the purchased amount of

the product only to perform internal research for the sole benefit of the purchaser. No right to resell this product or any of its
components is conveyed expressly, by implication, or by estoppel. This product is for internal research purposes only and is not
for use in commercial services of any kind, including, without limitation, reporting the results of purchaser’s activities for a fee
or other form of consideration. For information on obtaining additional rights, please contact outlicensing@lifetech.com or Out
Licensing, Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, California 92008.

The trademarks mentioned herein are the property of Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) or their respective
owners.

©2013 Life Technologies Corporation. All rights reserved.
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Vedlegg 4.

Reagensliste for flowcytometri av Fagocytose

Produktnavn Leverandar Referanse nr. | Lot nr.
Flow Cytometer Fluid Kit BD Biosciences | 653158 18|1556540
GIBCO® Hanks’ Balanced Salt Solution 1X Thermofisher 14025-050 1189009
Invitrogen™ PBS (Phosphate-Buffered Saline) Tablets | Thermofisher 003002 73545917A
Lysing Solution 10X Concentrate BD Biosciences | 349202 3340517
PE CD16 Monoclonal Antibody (clone B73.1) Thermofisher 12-0167-42 1978781
PE-Cy 7 Mouse Anti-Human CD45 BD Biosciences | 557748 5254739
pHrodo ™ Green E. coli Bioparticles ® Conjugate Thermofisher P35366 2011575
RPMI Medium 1640 (1X) + Glutamax™ Gibco 61870-010 2026845
SSC buffer (20X) for molecular biology AppliChem A1396 2G006091
Spherotech 8-Peak Validation Beads BD Biosciences | 653144 AADO05
Spherotech 6-Peak Validation Beads BD Biosciences | 653145 AADO3
Trypan Blue Solution 0,4 % Merck (Sigma) | T8154 RNBC4820
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Vedlegg 5.

Identifisering av blodplater, monocytter og granulocytter i humant blod pa
BD Accuri™ C6 Flow Cytometer

Introduksjon
En vanlig oppgave nar en analyserer humant blod, er & identifisere de forskjellige cellepopulasjonene. Det

kan veare blodplater, lymfocytter, monocytter, granulocytter og eosinofile celler. Eller for eksempel skille
B-lymfocytter fra T-lymfocytter. Flowcytometer er en rask og god metode for & identifisere disse
populasjonene basert pa deres immunfenotype. Altsd bruke antigendeterminanter som en kan identifisere
ved 4 bruke antistoffer som er merket med fluoroforer.

Flere egenskaper med BD Accuri™ C6 flowcytometer gjor det egnet for en differensialanalyse av celler 1
humant blod (figur 1). Detektorene gjor det egnet for datasamling, og instrumentet har et stor dynamisk
omrade som gjor det enkelt & analysere populasjoner som varierer i storrelse 1 samme datafil. Programvaren
har ogsa et Zoom verkteoy som gjor det enkelt & sette noyaktige «gater».

Denne prosedyren viser en metode for a skille blodplater fra monocytter og granulocytter pdA BD Accuri C6.
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Figur 1. Identifisering av humane perifere blodcellepopulasjoner pa BD Accuri C6.

A. Fullblod ble farget, rade blodlegemer ble lysert, og data samlet ved hjelp av programvaren til BD Accuri C6. Programvaren viser ikke-gatede plot av CD45
PE-Cy7 versus SSC-A. B. Her er det tegnet inn gater og disse ble tilpasset ved & bruke Zoom verkteyet for fem cellepopulasjoner; eosinofile (eos), blodplater
(plat), T-lymfocytter (lymph), monocytter (mono) og granulocytter (gran).

Ovelsen er kun en demonstrasjon. Vi vil gjennomfere oppstart og kvalitetskontroll. Legger ved
fremgangsmate for hele prosedyren.
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Utstyr og reagenser:

BD Accuri™ C6 Flow Cytometer

- —

Sentrifuge

Polystyrenrer med rund bunn

EDTA-blod

PBS (fosfatbufret saltvann) — vaskebuffer
Antistoffer til merking av enskede markerer

Fremgangsmate:

Forberedelse av prover
NB! Gjer all pipettering s& neyaktig som mulig, bytt pipettespiss mellom hver pipettering.

Ta en blodprave pa glass med tilsetning av EDTA, og serg for at dette er godt blandet for du pipetterer fra
glasset. Oppbevares ved RT.

Tabell 1 viser anbefalte antistoffer og kombinasjoner, for a identifisere dine cellepopulasjoner. Merk rorene
i forhold til tabellen.

Tabell 1

- CD45 -

- - CD45 -

CD14 CDl11b CD45 -

Blodplater er altsa positiv for CD41+ og CD45-. Granulocytter er CD14-, CD11b+ og CD45+. Monocytter
er CD14+, CD11b+ og CD45+.

1. Tilsett 100 pL fullblod til merket polystyrenrar.
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Tilsett S5uL av hvert fluorokromkonjugert monoklonale antistoff til rer jamfgr tabellen over.
Vortex forsiktig og inkuber i 20 minutter i mgrket ved RT (romtemp. 20° to 25°C).

Etter inkubering tilsettes 500 yL 1X FACS Lysing Solution.

Vortex forsiktig og inkuber i 10 minutter i mgrket ved RT.

Sentrifuger ved 1200 rpm i 5 minutter. Fjern supernatant forsiktig.

Tilsett 2 to 3 mL PBS og sentrifuger ved 1200 rpm i 5 minutter. Fjern supernatant.

Tilsett 500 pL PBS og miks skikkelig. Lagre prgven ved 2° to 8°C til den analyseres.

Oppstart og kvalitetskontroll (vask og kalibrering)

1. SIa pa instrumentet. Det krever minst 10 minutters oppvarming.

2. Apne filen kalt Wash and Validation template. Dette er programmet for oppstart og klargjering av
instrumentet. Folg de anvisninger som er oppgitt for prove Al til AS. Start pd Al....legg inn oppgitte
parametere.

3. For du starter ma du lage til 6-peak beads og 8-peak beads. Folg bruksanvisningen for dette. I tillegg
trenger du ionefritt vann og decon solution.

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A A2A3A4A5ABA?AEA9A1DA11A12
B B1 B2 B3 B4 B5 BS B7 B2 B9 B10 B11 B1Z
C cC1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 CO C10 C11 C12
D ©1 D2 D3 D4 DS DE D7 D2 DI D10 D11 D12
E E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES EO E10 E11 E42
F F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 FO F10 F11 F12
G 61 62 63 G4 65 66 G7 68 GO 610 611 G12
H H1 H2 H3 H4 HS HE H7 HS HI H10 H11 H12
4. Sjekk om parameterne er innenfor angitte grenser.
Plot 1: 01 8 k 2651 Plot 2: 201 8 peak
r.,, GATE [thjeﬁaa'tmg] x« a = GATE " (R1inall) <——Z- Gate applied
% +
= 231% i) Bead . § i
o 15 P doublets 2
B “g
-+ o
S5 ' T e v H S S
FSC-H FL1-H
DEHE SEE LB =& A

Plasser R1 gate som eksempelet til venstre viser (ikke ta med doublets), og verifiser at der star «R1 in all»
pa plot2.
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Mal CV til toppen lengst til hoyre pa plot 2,3 og 4. Sammenlign med leveranderens plot (bildet). Det skal
vaere 8 adskilte topper 1 plot for FL1-H og FL2-H, samt minst 6 topper 1 FL3-H. Toppenes CV skal vare
mindre enn 5%.

Tilsvarende vurderes for 6-peak beads. Her skal en ha 6 topper, samt at en maler CV for toppen helt til
heoyre. Som en ser valideres FL4-H her.

=

SSC-H

Plot 5: AD1 B peak 2851 X,.l r Plot 6: AD1 8 peak 2651 ><M
" GATE [No Gating] - 2 GATE (RZinall) -
i g
i R2
T 53.8% o
- =
2 o~
_ .? g
oS
<+
“ T T TsTealee] =
1004 uf 4.1 wl wd Wt Wt W7 W W2
FSC-H FL4-H
o] o & (X = o (O (B0

Lagre datafilen med dagens dato og klokkeslett. Da det samme skal gjores etter analyse og lagres pad samme
mate. Dette benyttes fot & monitorere instrumentet.

Analysering av prove/samle data

Note: Resuspender provene dine forsiktig for aspirering i instrumentet.

1.

B w

e

&

Apne templat fil .................. for din analyse.
Verifiser folgende innstillinger er satt 1 «Collect Tab Control Panel»:

 Threshold: FSC-H = 300,000
* Run Limit: 20,000 events in R1
* Fluidics: Fast

Start med rer 1i kanal C1 (umerkede celler). Samle 10,000 events totalt, og trykk Pause manuelt.
Juster R1 pa FITC vs PE-Cy7 plotet til & inneholde mellom 0% and 5% bakgrunns events (Figur 2A).
Bruk rer 4 i kanal C4 (CD45 PE-Cy7 positiv), og samle data I en ny kanal. Legg inn limit pa 10000
events 1 R1, slik at instrumentet stopper automatisk her.

Rejuster R1, hvis neadvendig, for & inkludere den CD45 PE-Cy7 positive populasjonen (Figur 2B).
Samle data for gjenvarende prover, der en setter limit til 10000 events per ror 1 R1.
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Figur 2. Eksempel pa plassering av R1 gate. R1 gate (red boks) inkluderer UL (upper left) og UR (upper right)
kvadrantene i FITC vs PE-Cy7 plotet.

A. I punkt 4, bruk rer 1 for a justere R1 for bakgrunn fra PE-Cy7. B. I punkt 6, bruk rer 4 for & justere R1 for &
inkludere den CD45 PE-Cy7 positive populasjonen. See Table 2 for tube descriptions.

Data Analyse
1. Verifiser kompenseringsverdier for fluorescens.

a. Apne «Set Color Compensation».
c. Sett kompenseringsverdiene til verdiene gitt 1 figurene under
d. Velg «Apply & close».
2. Verifiser plasseringen av dine populasjoner pa CD45 PE-Cy7 vs SSC plot (Plot 3) ved & backgate pa

hver populasjon’s marker ved a bruke folgende prosedyre (figur 3). Bruk Zoom Tool ved behov for &
tilpasse populasjonens gate.
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a. Blodplater: Bruk data fra rer D2 for & gate CD41+CD45— celler (Figur 3A) til Plot 3 (CD45 vs SSC),
og tilpass platelet gate.

b. Monocytter: Bruk data fra rer D8 for & gate CD11b+CD14+ celler (Figur 3B) til Plot 3, og tilpass
monocytt gate.

c. Granulocytter: Bruk data fra rer DS for & gate CD11b+CD14— celler (Figur 3C) til Plot 3, and tilpass
granulocytt gate.

. Vot € %

e | VR (o]




ANALYSEPROSEDYRE Dato Sist revidert  Side

IBA 14.01.2015 21.04.2016
Utarbeidet av (sign) Godkjent av (sign) Gyldigfra  Rev.Nr.
Yanran Cao )

e
Figur 3A. Blodplater (CD41+ CD45-)
(Data D2: CD41 FITC CD45 PE Cy-7)

Populasjonen identifiseres forst ved hjelp av en overflatemarker, som hjelp for a tilpasse polygonene for
CD45 vs SSC populasjon identifisering. Plot 18. “Backgating” pa overflatemarker eller autofluorescens
egenskaper for & identifisere spesifikke populasjoner. Plot3: CD45 vs SSC profilen av hver identifiserer
selve populasjon.
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Figur 3B og 3C. Monocytter (CD14+CDI11b+ CD45+) og Granulocytter (CD14- 11b+ CD45+)
(Data D8: CD14FITC CDI11bPE CD45 PE Cy-7)

Populasjonen identifiseres forst ved hjelp av en overflatemarker, som hjelp til & tilpasse polygonene for
CD45 vs SSC populasjon identifisering. Plot 20. “Backgating” pa overflatemarker eller autofluorescens
egenskaper for & identifisere spesifikke populasjoner. Plot3: CD45 vs SSC profilen av hver identifiserer
selve populasjon.



Vedlegg 6.

Egenutviklet metode for pavisning av fagocytose i
leukocytter ved hjelp av flowcytometri

Forberedelser:

1. Las opp et rar med Green E. coli Conjugate 2 ml i RPMI 1640, evt HBSS. Vortex i
minst 1 minutt. Dette gir nok konjugat til 100 reaksjoner, og kan lagres i kjgleskap i
3-5 dager. Ferdig konjugat settes pa is minst 10 minutter fer bruk.

2. Tablodprgve i EDTA-rar, eller i et annet fullblodsglass. Blodpragven kan lagres i
opptil 12 timer ved 4 grader celsius. Blodprgven settes pa is minst 10 minutter far
bruk.

3. Varm opp varmeplate til 37 grader.

4. Forbered sterile 4 ml rgr, 1 rar per prgve. Legg til kontrollene ‘Negativ kontroll’,
‘Konjugat-kontroll’ og ‘Is-kontroll’.

5. Kalibrer flowcytometeret. Kjar eventuelle kontroller.

Fagocytosereaksjon:

6. Tilsett 50 pL fullblod i rgrene som angitt under.
7. Tilsett 20 pL ferdig konjugat til rarene som angitt under.

50pl fullblod 20pl konjugat
Negativ kontroll Ja Neli
Konjugat kontroll Nei Ja
Is-kontroll Ja Ja
Prave Ja Ja

8. Sett prgvene og negativ kontroll i et stativ i varmebad. Pass pa at dette kan tas opp
slik at alle prgver og kontroller fjernes fra badet samtidig. Her skal de sta i 30

minutter. Kontrollen is-kontroll settes pa is istedenfor i varmebad.



9. Etter inkubering settes alle praver og kontroller pa is for & stoppe

fagocytosereaksjonen.

Lysering:

10. Tilsett 1 ml BD lyseringsbuffer i alle rgrene. Vortex raskt og la det std i 5 minutter i
romtemperatur.

11. Tilsett 1 ml PBS, vortex raskt, og la det sta i 5 minutter i romtemperatur.

12. Sentrifuger ved 350 x g i 5 minutter i romtemperatur.

13. Fjern supernatanten. Tark av eventuell overfladig veeske.

14. Tilsett 1 ml PBS. Gjenta steg 12 og 13.

Farging av overflateantigen:

15. Tilsett 5 uL PE-Cy7 anti-CD45, og eventuelle andre antistoffer, til alle rgr unntatt
konjugat kontroll.

16. Vortex kort, deretter Inkuberes prgvene + kontrollene i 20-30 minutter i mgrket ved
romtemperatur.

17. Vask prgver og kontroller med 0,5 PBS og sentrifuger ved 350 x g i 5 minutter.

18. Supernatanten fjernes, og det tilsettes 0,5 ml PBS.

19. Gjenta steg 17.

20. Fjern supernatanten og tilsett 0,25 ml PBS.

Pragvene kan nd analyseres pa flowcytometeret. Ved lang ventetid lagres de kjglig ved 2-8

grader, men de bgr analyseres innen en time.
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