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Keuze van fluorochromen voor flowcytometrische immuunfenotypering

1. Inleiding
Om de binding van een antistof aan een antigeen zichtbaar te maken, wordt gebruik gemaakt van

fluorescentie. Hierbij wordt een fluorochroom aan een antistof gebonden. Een fluorochroom is een
molecuul dat na aangestraald te zijn door een bepaalde lichtbron (meestal laserlicht), emissie van licht
kan geven van een bepaalde golflengte. Wanneer het door het fluorochroom uitgezonden licht op een
cel gedetecteerd kan worden, heeft de binding tussen antigeen en antistof plaatsgevonden en is het
bewijs geleverd dat het eiwit op of in de cel aanwezig is.

2. Enkele voorwaarden
- Het antigeen waartegen het geconjugeerde monoklonale antilichaam (MoAb) is gericht, de target,
dient altijd eerst vastgesteld te worden en is leidend in de keuze van het aan het MoAb geconjugeerde
fluorochroom.
- Het golflengte spectrum van het fluorochroom is bepalend voor het gebruik van een conjugaat en de
combinatie binnen een panel. Men dient een panel samen te stellen van conjugaten waarvan de
spectrale overlap onderscheidend en compenseerbaar is (bijv. APC en PECy5). Echter, in die situaties
waarin MoAbs, ieder geconjugeerd aan de desbetreffende fluororchromen gericht zijn tegen goed van
elkaar te onderscheiden populaties (bijv. T- en B-cellen), kan er toch voor gekozen worden om deze
conjugaten te combineren. Het is echter aan te raden om een alternatief fluorochroom voor een van
beide te kiezen indien dit voor handen is (bijv. de combinatie van PECy5.5 en APC) (zie figuur 1).
Fluorochroom-combinaties met interlaser excitatie en emissie die vermeden moeten worden

zijn bijvoorbeeld:

e PE-Cy5en APC

e PE-Cy7en APC-Cy7

e PE-TRen A594
- Fluorochromen gekoppeld aan MoAbs die gericht zijn tegen kleine cel populaties of cel populaties
met lage antigeen-dichtheid dienen een hoge intensiteit te hebben. Kies een fluorochroom met lagere
intensiteit voor het aantonen van cellen met hoge antigeen-dichtheid. Daarnaast dienen ook
fluorochromen, waarmee populaties met lage antigeen dichtheid binnen een grotere populatie
(bijvoorbeeld CD8) aangetoond moeten worden, een hoge intensiteit te hebben.
- Er bestaan echter uitzonderingen: indien een normale kleine populatie een relatief hoge gemiddelde
antigeen-dichtheid heeft (bijvoorbeeld CD10 expressie op precursor B-cellen) terwijl de maligne
“tegenhanger” een nog hogere expressie heeft, is het aan te bevelen om een relatief zwak fluorochroom
te gebruiken in plaats van een fluorochroom met hogere intensiteit.
- De MoAbs en de fluorochromen in combinaties (panels) dienen elkaar niet te beinvlioeden. Het is
mogelijk dat flurorochromen elkaar versterken (bijv. een FRET [Fluorescence resonance energy
transfer] effect) of verzwakken (quencing), bijvoorbeeld indien de antigenen, waartegen de MoAbs
gericht zijn, dicht bij elkaar gelokaliseerd zijn. Daarom dienen voor de implementatie van panels van
MoAbs de conjugaten in een volledig panel vergeleken te worden met de individuele MoAbs.
- Bij de keuze van een fluorochroom dient gerealiseerd te worden dat:

a. Conjugaten met fluorochromen die een hoge intensiteit en een hoge signaal-ruis verhouding
bezitten, hebben vaak de voorkeur omdat ook cellen met een lage antigeen-dichtheid
aangetoond kunnen worden. Echter voor het aantonen van celpopulaties die een zeer hoge
antigeen-dichtheid bezitten (bijvoorbeeld CD38 op plasmacellen) kan de compensatie van
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spectrale overlap bemoeilijkt worden (doorstraling) zodat voor die gevallen een
fluorochroom met een niet te hoge intensiteit gekozen dient te worden.

b. Tandem fluorochromen (bestaande uit twee aan elkaar gekoppelde fluorochromen waarbij
de energie van het geéxciteerde fluorochroom doorgegeven wordt aan het tweede
fluorochroom, die daardoor voor de emissie zorgt) kunnen uit elkaar vallen waardoor de
fluorescentie van het betreffende MoADb in het verkeerde kanaal gemeten wordt. Daarom is,
met name bij een tandem fluorochroom, van belang de juiste bewaarcondities voor de
conjugaten (vervaldatum, 4-8° C opslag in complete donker) in acht te nemen en de
bewaartermijnen van panels vast te stellen.

c. Het cyanine deel van een tandem fluorochroom aspecifiek kan binden aan, met name,
monocyten.

d. Het primaire fluorochroom van het tandem fluorochroom achtergrond fluorescentie kan
geven. Voorbeelden hiervan zijn:

* PE met PE-TR, PE-Cy5, PE-Cy5.5 of PE-Cy7
* APC met APC-A700 of APC-Cy7

e. In sommige gevallen kunnen MoAb conjugaten van tandem fluorochromen (vooral tandems
van APC) last hebben van idiosyncrasie (afwijkend bindingskarakteristieken) resulterend in
meer of mindere intensiteit. Dit fenomeen lijkt met lading van het fluorochroom te maken te
hebben, is moeilijk voorspelbaar en men dient alert te blijven voor een afwijkende

fluorescentie.
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Figuur 1 Voorbeeld van spectrale overlap tussen PECy5.5 en APC
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Overzicht van intensiteit van Fluorochromen gekoppeld aan CD8 gemeten in

verschillende flowcytometers

(Ref. http://www.dartmouth.edu/~dartlab/index.php?page=anti-cd8-stain-index)

Fluorochrome Laser Filter PMT lsnt::; FACSAria
PE blue i"'asnsza"s': Blue-D | 380 |~ L__‘
PerCP-Cy5.5 blue %zi/:?):s';' Blue-B | 117 |~ l_‘
eFluor-650NC violet f’asn/j(;:sr: Violet-A | 104 | L__A
Alexa Fluor-488 blue szai/: :):sr: Blue-E | 100 I A_TA .
o | e o | o [N A
APC-Cy7 red ;gr/‘gop:s"; Red-A | 42 LA .
APC-eFluor-780 red ;:,’,30‘,225' Red-A %0 ’__ ‘—-‘
eFluor-60SNC | violet | T W | viotet-s | 22 | : L
BD Horizon-V450 | violet f;?‘/:i:sr: Violet-C | 10 _. ‘AA - |
Pacific Blue violet 12?‘/:(;: sr: Violet-C 9 ) ‘ AA
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Fluorochrome Laser Filter PMT Stain Gallios
Index
575/30 nm
PE blue band pass FL-2 617
PE-Cy7 blue |79°nmlong | . o 532
pass
Brilliant Violet-421 | violet | 450/40nm | 476
band pass
660/20 band
APC red oo FL6 440
Alexa Fluor 647 reg |060/20band| . o 307
pass
APC-Cy7 red |7oonmlong | . o 196
pass
APC eFluor-780 red |79%nmlong | . o 174
pass
Alexa Fluor 488 biue | 52540nm | . 133
band pass
PerCP-Cy5.5 bue | 87520nm |, 118
band pass
FITC blue | 525/40nm | o 97
band pass
eFluor-650NC rag |660/20band | . . 71
pass
BD Horizon-V450 | violet | 450/40nm | o 61
band pass
Pacific Blue violet A90/40 FL-9 44
band pass
PerCP blue | 87520 | g, 32
band pass
620/30 nm
eFluor-605NC blue band pass FL-3 27
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Fluorochrome | Laser Filter PMT Is'a'" MACSQuant
ndex
PE-Cy7 blue 730.am FL-5 321 |* I‘ o .
long pass '
APC red 655 iy FL-6 243 = ‘ :
long pass —
PE blue Sbsa":":g:s': FL-3 234 |= ‘
655 nm -
Alexa Fluor-647 red | ongpass | FL6 176 : ‘ |
Alexa Fluor-488 | blue szasn/ :2:5';‘ FL-2 45 =20 ‘
g A o et
PerCP-Cy5.5 blue 655.nm FL-4 45 |* A o
long pass - ‘
APC-eFluor-780 red 750 am FL-7 31 |e- A
long pass N\
FITC blue | 329/30nm | g, 28 [*--
band pass
APC-Cy7 red 750 nm FL-7 27 | L .
long pass -
PerCP blue 855 FL-4 2% |7 ‘ ==
long pass 5
eFluor-650NC blue | S55nM | Fig 15 |o- ‘ ——
S RS
BD Horizon-V450 | violet | 4°9/30nm | o 4 13 |® R
band pass
450/50 nm e
Pacific Blue violet band pass FL-1 9 2 ‘ it
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Stain

Fluorochrome Laser Filter PMT Index FACSCanto
APC red |660/20nm | pogc 195 ~ ‘ .
band pass : - A
PE blue i‘;—:"/d“ia“s': Blue-D 132 N l l I
PE-Cy7 blue Zg?‘/dsga"s': Blue-A 85 'E ‘ l
Alexa Fluor-647 red %saggzga"s's“ Red-C 72 '; u
PerCP-Cy5.5 biue | SONT. | Blue- 62 : h '
PerCP blue | | 06,17 ; ;‘a':s Blue-B 50
Alexa Fluor-488 | blue Sb";?‘/d?’ga';’: Blue-E 50 él ‘ I
APC eFluor-780 red g?\{fg;:: Red-A 34 '“ ‘ I
FITC blue i:;?‘/;g ans': Blue-E 29 " l ‘ |
weor | wa [0 s | h—
eFluor-650NC blue |::go :a?s Blue-B 13 '~I '
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Fluorochrome Laser Filter PMT ISnt::; FACSCalibur
PE blue ﬁi’d"ﬁa’;': FL-2 555 “ .
anc e SIS M| oy | g {Z‘ ‘
PE-Cy7 blue |, ::; o | s 272 h ‘
PerCP-Cy5.5 blue l:nsg;a"s‘s FL-3 172 ‘ '
Alexa Fluor 647 red gi:"dlga';:‘ FL-4 145 ‘ '
Alexa Fluor 488 | blue ?3%323"5': FL-1 106 ‘
PerCP blue '::;:a"s‘s FL-3 97 ‘ '
me | e (2 | e (A
eFluor 650NC red zﬁgga’;’ FL-4 49 ‘ .
eFluor 605NC blue isa':"/d“;a‘;'s“ FL-2 7 : |‘

De intensiteit van de fluorochroom kan echter variéren afhankelijk van het conjugatieproces
en de MoADb waaraan deze gekoppeld is. Daarom is de vergelijking van meerdere overzichten
uit verschillende bronnen afkomstig van belang om tot een juiste conclusie te komen:

Ref. http://www.cincinnatichildrens.org/assets/0/78/1067/2481/2525/2527/d420beff-63a9-
41d8-al18c-bbadea6693ac.pdf
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20000

14400
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900 76080 730 BOOO0Y
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774 T60M0
870 G620 B35
767 78OS0 7SS 260000 0.28
603 H 21200 075
515 s&%s 75000 0.50
519 S30V30 505 71000 0.4
702  TIOMS 690 184000 0.38
S5 W 0M O 1000 080
e 555 WA = 0 078
514 Sz SI00  SOS 34000 0.63
515 528 S3080 S0S SI000 057
X 546 % §78/25 550 71000 D.69
a8 W0 688
496 565 690 71050 B85
B850 a»0 TIOMS 630
545 BA7 71080 &8s 25000
GD__ 8700 - 250000 023
590 67020 - S0 0
95 719 TIOM5 6 122000 0.25
554 551 GEH1S - 62000 062
290 8§17 /020 & 73000 0864
RS 825 SO0 S0 ) 0.80
485 508 SaAA0  SO% 55000 0.80
453 480 53330 05 40000 0,75
_@ 774 TE 0460 755 2‘@0 0.2
DH 56 81 QN 20000 028
875 M 320000
‘92555 %4 ‘&w g‘J 118000
514 566 57525 150000 >015 !
(33258) s 455  a5050 . 40000 0.50 1
Pacific Blue 410 455 450080 - 20500 078 1
Indo-1 Violet (High Ca2+| 330 45 45050 - 33000 0.56 !
363 450 4BOSSO - 18700 (.86 f
e 610 80420 80 T2000 022 !
M5 461450080 - 21000 058 |
Aloxa Fluoe 565 553 565 sTei5 5% 150000 0.10 1
] 3 420 4 - 29000 080 1
Cscadn Voo O — — ‘
m Raspbarry 597 624 E1020 e0d Fo 015 /
m Tangarine 562 585 MRWNS . 32000 0.30 1
ECFP 1 317 4500 2800 0.40 1
Alexa Fluor 430 a4 541 6250 505 16000 0.55_ 1
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m Banana 953  5a0n0 %05 L) 070 1
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m HaneyOew 0 505 7000 0.2 il '
Faeific Orange 1
APCMT TEGU ?55 1
Al oxn 450050 - 19000 1
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Ref. http://www.bdbiosciences.com/documents/Multicolor Fluorochrome Guide.pdf
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Brightness of various fluorochrome conjugates

Relative
Brightness Reagent Filter

Brilliant Violet™ 421 | 450/50
575026
= 610/20
g BD Horizon PE-CF594 | 610420
PE-CyS 670/14
APC 660/20
PE-Cy7 78060
;if Alexa Fluor® 647 660/20

=
PerCP-Cy5.5 695/40
Alexa Fluor® 48¢ 530/30
g FITC 530/30
g BD Horizon V450 450/50
Pacific Blue™ 450/50
Alexa Fluor® 700 730745
PerCP 695/40
APC-Cy7 780/60
AmCyar 525/20
BD Horizon VS0{ 525/20
BD APC-H7 780/60

Freshiy otated ymphocytes, stained with ant-hurnan CD4 (RPA-T4) conugated with Various
fuorochromes run on 3 BD LSR I flow cytormeter. The fluorochyomss were ranked basad on
obsarved stain inoex yales. This chart (5 meant a5 3 guiteine of relative stain Indkces of Vanous
wuorochromes. mmmmwmmmm istrument, instrurnent

configuration, reagents, and call fype used.
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