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•  Fresh	
  breast	
  milk	
  from	
  a	
  two	
  month	
  post-­‐partum	
  mother	
  was	
  analyzed	
  
•  Cells	
  were	
  prepared	
  and	
  plated	
  at	
  1x106	
  cells/mL	
  
•  Cells	
  were	
  stained	
  with	
  viability	
  fluorophore	
  eFlour450,	
  CD34	
  fluorophore	
  PE-­‐Cy	
  7,	
  CD45	
  

fluorophore	
  PerCP-­‐eflour	
  710,	
  TRA	
  1-­‐81	
  fluorophore	
  APC,	
  and	
  SSEA-­‐5	
  fluorophore	
  PE.	
  An	
  
unstained	
  populaZon	
  of	
  cells	
  was	
  used	
  for	
  a	
  negaZve	
  control.	
  

•  RespecZve	
  channels	
  were	
  used	
  to	
  read	
  the	
  aforemenZoned	
  fluorophores:	
  Violet	
  2	
  
channel	
  for	
  viability,	
  PE-­‐Cy	
  7	
  channel	
  for	
  PE-­‐Cy	
  7,	
  Violet	
  1	
  channel	
  for	
  PerCP-­‐eflour	
  710,	
  

•  APC	
  channel	
  for	
  APC,	
  and,	
  PE	
  channel	
  for	
  PE.	
  	
  
•  Cells	
  were	
  analyzed	
  in	
  the	
  Cell	
  SorZng	
  and	
  Flow	
  Cytometer	
  Core	
  at	
  Colorado	
  State	
  

University	
  using	
  CyAn3,	
  a	
  three	
  laser	
  Beckman	
  Coulter	
  CyAn	
  ADP	
  flow	
  cytometer.	
  
•  Analysis	
  was	
  performed	
  using	
  FlowJo	
  so_ware.	
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  Breas`eeding	
  is	
  regarded	
  as	
  the	
  most	
  nutriZous	
  and	
  health-­‐sustaining	
  form	
  of	
  
feeding	
  for	
  developing	
  individuals	
  of	
  various	
  mammalian	
  species,	
  and	
  breast	
  
milk	
  has	
  evolved	
  to	
  suit	
  the	
  specific	
  needs	
  of	
  the	
  infant	
  of	
  a	
  given	
  species.	
  The	
  
consumpZon	
  of	
  maternal	
  breast	
  milk	
  by	
  the	
  infant	
  posiZvely	
  influences	
  their	
  
development	
  and	
  immunity.	
  Effects	
  of	
  breas`eeding	
  on	
  infants	
  likely	
  play	
  a	
  role	
  
in	
  promoZng	
  comprehensive	
  wellness	
  that	
  persists	
  into	
  adulthood	
  and	
  sustained	
  
over	
  a	
  lifeZme.	
  	
  This	
  has	
  largely	
  been	
  acributed	
  to	
  the	
  lymphocyte-­‐based	
  
immunity	
  that	
  is	
  passed	
  from	
  mother	
  to	
  offspring	
  during	
  breast	
  feeding.	
  It	
  was	
  
previously	
  believed	
  that	
  the	
  largest	
  cellular	
  fracZons	
  present	
  in	
  human	
  breast	
  
milk	
  consisted	
  of	
  immune	
  cells	
  and	
  epithelial	
  cells.	
  Recently,	
  flow	
  cytometric	
  
data	
  revealed	
  that	
  non-­‐immune	
  cells	
  in	
  healthy	
  mothers	
  and	
  infants	
  are	
  the	
  
dominant	
  cell	
  type.	
  Among	
  these	
  cells	
  are	
  pluripotent	
  mulZ-­‐lineage	
  stem	
  cells.	
  
	
  
	
  Like	
  maternal	
  immune	
  cells,	
  breast	
  milk	
  stem	
  cells	
  survive	
  the	
  infant	
  GI	
  tract	
  

and	
  enter	
  systemic	
  circulaZon.	
  Their	
  pluripotent	
  characterisZcs	
  suggest	
  that	
  they	
  
are	
  influenZal	
  in	
  development	
  and	
  restoraZon	
  of	
  many	
  cell	
  types.	
  Developing	
  
infants	
  have	
  specific	
  nutriZonal	
  and	
  developmental	
  needs	
  and	
  the	
  breast	
  milk	
  
they	
  receive	
  from	
  their	
  mother	
  is	
  tailored	
  to	
  saZsfy	
  their	
  individual	
  
requirements.	
  Furthermore,	
  preterm	
  infants	
  have	
  added	
  needs	
  as	
  their	
  
suscepZbility	
  to	
  disease	
  and	
  mortality	
  rates	
  are	
  increased.	
  	
  
	
  
	
  Pumping	
  breast	
  milk	
  and	
  freezing	
  it	
  is	
  common	
  pracZce	
  in	
  hospitals,	
  neonatal	
  

intensive	
  care	
  units	
  (NICU),	
  and	
  in	
  numerous	
  households.	
  Freezing	
  milk	
  may	
  
alter	
  the	
  cellular	
  consZtuency	
  of	
  breast	
  milk	
  by	
  reducing	
  the	
  amount	
  of	
  viable	
  
stem	
  cells.	
  We	
  are	
  interested	
  in	
  the	
  alteraZon	
  of	
  stem	
  cell	
  viability	
  and	
  
concentraZon	
  in	
  human	
  breast	
  milk	
  frozen	
  at	
  varying	
  temperatures	
  and	
  
duraZons.	
  This	
  reducZon	
  may	
  negaZvely	
  impact	
  infant	
  development;	
  vulnerable	
  
populaZons	
  such	
  as	
  preterm	
  infants	
  have	
  higher	
  nutriZonal	
  requirements	
  and	
  
less	
  volumetric	
  capacity	
  in	
  their	
  stomach.	
  Freezing	
  milk	
  may	
  undermine	
  acempts	
  
to	
  supply	
  preterm	
  infants	
  with	
  the	
  nutriZonal	
  requirements	
  needed	
  to	
  sustain	
  
life.	
  What	
  follows	
  is	
  the	
  development	
  of	
  an	
  assay	
  to	
  idenZfy	
  pluripotent	
  stem	
  
cells	
  in	
  human	
  breast	
  milk.	
  

Aims	
  	
  	
  
•  This	
  work	
  aims	
  to	
  develop	
  opZmal	
  anZbody	
  diluZons	
  for	
  the	
  extracellular	
  stem	
  cell	
  

markers	
  CD34,	
  CD45,	
  TRA	
  1-­‐81,	
  and	
  SSEA-­‐5	
  on	
  pluripotent	
  stem	
  cells	
  from	
  human	
  breast	
  
milk.	
  

•  With	
  this	
  single	
  stain	
  data,	
  staining	
  index	
  for	
  each	
  anZbody	
  in	
  their	
  respecZve	
  channel	
  
will	
  be	
  calculated.	
  Staining	
  index	
  is	
  a	
  measure	
  of	
  resoluZon	
  sensiZvity	
  and	
  is	
  used	
  to	
  
determine	
  maximum	
  fluorescence	
  of	
  a	
  fluorophore	
  on	
  a	
  specific	
  instrument.	
  	
  

Figure	
  1:	
  Single	
  stain	
  data	
  for	
  extracellular	
  stem	
  cell	
  markers	
  CD34,	
  CD45,	
  TRA	
  1-­‐81,	
  and	
  SSEA-­‐5	
  in	
  a	
  cell	
  populaZon	
  from	
  human	
  breast	
  milk	
  plus	
  an	
  
unstained	
  negaZve	
  control.	
  FlowJo	
  gaZng	
  strategy:	
  Intact	
  cells	
  è	
  Viability	
  NegaZve	
  è	
  AnZbody	
  neg	
  &	
  pos.	
  DiluZons	
  are	
  1:20,	
  1:40,	
  1:80,	
  and	
  1:160	
  for	
  
CD34,	
  CD45,	
  and	
  TRA	
  1-­‐81.	
  SSEA-­‐5	
  followed	
  a	
  1:50,	
  1:100,	
  1:200,	
  and	
  1:400	
  diluZon.	
  OpZmal	
  diluZons	
  are	
  as	
  follows:	
  CD34	
  and	
  CD45	
  –	
  1:80,	
  TRA	
  1-­‐81	
  

-­‐1:20,	
  and	
  SSEA-­‐5	
  –	
  1:100.	
  

Results	
  cont.	
  

	
  The	
  next	
  step	
  in	
  opZmizing	
  this	
  detecZon	
  assay	
  will	
  include	
  another	
  single	
  stain	
  along	
  
with	
  a	
  fluorescence	
  minus	
  one	
  (FMO)	
  stain	
  where	
  cells	
  will	
  be	
  prepared	
  and	
  stained	
  with	
  
four	
  of	
  the	
  five	
  anZbodies	
  in	
  our	
  panel	
  in	
  mulZple	
  combinaZons.	
  This	
  is	
  done	
  to	
  eliminate	
  
fluorescent	
  spillover	
  of	
  a	
  fluorophore	
  in	
  mulZple	
  detecZon	
  channels.	
  

	
  The	
  main	
  aim	
  of	
  this	
  research	
  revolves	
  around	
  common	
  breast	
  milk	
  freezing	
  pracZces	
  
and	
  their	
  effect	
  on	
  the	
  cellular	
  fracZon	
  of	
  the	
  milk,	
  specifically	
  the	
  effect	
  freezing	
  has	
  on	
  
stem	
  cell	
  viability	
  and	
  concentraZon.	
  Preliminary	
  data	
  has	
  shown	
  reduced	
  viability	
  and	
  
concentraZon	
  of	
  stem	
  cells	
  from	
  breast	
  milk	
  frozen	
  at	
  -­‐20°C.	
  Preterm	
  infants	
  are	
  a	
  
vulnerable	
  populaZon	
  that	
  require	
  addiZonal	
  care	
  a_er	
  birth	
  as	
  they	
  are	
  unable	
  to	
  hold	
  
as	
  much	
  milk	
  as	
  an	
  infant	
  that	
  went	
  to	
  full	
  term.	
  If	
  freezing	
  milk	
  drasZcally	
  reduces	
  
viability	
  and	
  concentraZon	
  of	
  cells,	
  the	
  preterm	
  infant	
  would	
  be	
  further	
  disadvantaged.	
  

	
  In	
  moues	
  models	
  induced	
  pluripotent	
  stem	
  (iPS)	
  cells	
  have	
  shown	
  the	
  ability	
  to	
  
differenZate	
  into	
  T-­‐lymphocytes.	
  This	
  differenZaZon	
  of	
  iPS	
  cells	
  has	
  vast	
  implicaZons	
  for	
  
regeneraZve	
  medicine	
  and	
  in	
  the	
  reconsZtuZon	
  of	
  the	
  immune	
  system.	
  To	
  induce	
  these	
  
cells	
  a	
  OP9-­‐DL1	
  culture	
  system	
  is	
  used	
  to	
  promote	
  the	
  differenZaZon	
  of	
  stem	
  cells	
  to	
  
anZgen-­‐specific	
  T-­‐cells.	
  We	
  are	
  interested	
  in	
  sorZng	
  and	
  culturing	
  stem	
  cells	
  from	
  human	
  
breast	
  milk	
  iand	
  determining	
  their	
  T-­‐lymphocyte	
  differenZaZon	
  capabiliZes.	
  

unstained	
  CD34	
  

CD45	
  

TRA	
  1-­‐81	
  

SSEA-­‐5	
  

1:20	
   1:40	
   1:80	
   1:160	
  

1:50	
   1:100	
   1:200	
   1:400	
   unstained	
  

Staining	
  Index	
  
Calcula)on	
  

Flow	
  Cytometry	
  
Data	
  Results	
  

CD34	
   1:80	
   1:80	
  

CD45	
   1:80	
   1:80	
  

TRA	
  1-­‐81	
   1:20	
   1:20	
  

SSEA-­‐5	
   1:400	
   1:20	
  

Table	
  1:	
  A	
  comparison	
  of	
  a	
  calculated	
  staining	
  index	
  and	
  
flow	
  cytometric	
  data.	
  Staining	
  index	
  is	
  defined	
  as:	
  

	
  [MFI1	
  –	
  MFI2]/2	
  ×	
  SDneg	
  
where	
  MFI1	
  is	
  the	
  mean	
  fluorescence	
  intensity	
  of	
  the	
  
posiZve	
  populaZon,	
  MFI2	
  is	
  the	
  mean	
  fluorescence	
  
intensity	
  of	
  the	
  negaZve	
  populaZon,	
  and	
  SDneg	
  	
  is	
  the	
  

standard	
  deviaZon	
  of	
  the	
  negaZve	
  populaZon.	
  
MathemaZcal	
  calculaZon	
  confirmed	
  three	
  of	
  four	
  

diluZon	
  concentraZons	
  produced	
  by	
  flow	
  cytometry.	
  


