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Rozdelenie imunologickych laboratornych metod
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serologické (humoralne)- detekcia antigénov a protilatok,
Metody < preukazanie tvorby protilatok proti infekcnému agens

bunecné- pocty a funkcie jednotlivych typov leukocytov
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Izolacia PBMC

PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cells = lymfocyty+monocyty

* |zolacia PBMC pomocou gradientovej centrifugacie

Krv sa navrstvi na separacné médium

Pri centrifugacii sa oddelia jednotlivé vrstvy na zaklade
odlisnej vznasivej hustoty — hore je plazma, medzi
plazmou a médiom je vrstva PBMC, na dno klesnu
erytrocyty a granulocyty
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Izolacia PBMC

Odoberie sa plazma

* Naberie sa vrstva PBMC pozorovatelna ako biely prstenec na rozhrani plazmy a
média

PBMC sa premyje v PBS (opakované stocCenie, odliatie supernatantu,
rozsuspendovanie peletu v PBS)

Ziskavame koncentrovanu

suspenziu mononuklearov




Dal$ie typy izoldcii buniek

* IMUNOMAGNETICKA SELEKCIA

* VVyuziva magnetické gulicky s naviazanou monoklonalnou
protilatkou proti urcitému CD znaku hladaného typu buniek

* Bunky sa naviazu na tieto gulicky a su silnym magnetom
prichytené k stene skumavky, ostatné bunky sa odmyju
(pozitivna selekcia)

* Postup je mozné vyuzit aj obratene — zbavit sa urcitého typu
buniek a ziskat vSetky ostatné (negativna selekcia)

* FACS CELL SORTER- modifikacie prietokového cytometra




Funkcné testy lymfocytov

* test PROLIFERACIE lymfocytov (test blastickej transformacie) — sleduje

sa schopnost delenia lymfocytov po stimuldcii

Definicia: narast poctu buniek ako vysledok bunec¢ného rastu a bunecného delenia

bujnenie, novo-tvorenie, rast
lat. prolifero prinasat potomstvo: proles deti; fero niest

dve vyznamné ulohy (role)
* embryonalny vyvoj
* dospelé telo (napr. krvotvorba, obnova tkaniv)

typy: symetricky, asymetricky, diferenciacné delenie

Video: proliferacia BHK



Kedy indikovat test proliferacie???

e podozrenie na SCID
* vyvOoj ochorenia — zastava proliferacie?
* odpoved na lieCbu (farmaceutika)




SCID
Severe Combined Imunodeficiency

* skupina ochoreni, ktoré vykazuju poruchu vo vyvoji lymfoidnej rady — niekedy iba
porucha vyvoja T-lymf., niekedy kombinacia s B-lymf. a s NK bunkami (zalezi na
genetickej poruche)

* klinické prejavy - thymus se nevyvija normalne (Uplne/redukcia), velmi nizke
pocty cirkulujucich lymfocytov (lymfopénia) a T-lymfocytov

* |lymfocyty nereaguju na stimuldciu mitogénmi — tzn. nemozu proliferovat v
odpovedi na antigény

(myeloidna a erytroidna rada je v poctoch a funkcii neovplyvnen3d)



SCID

e existuje asi 7 variant, ktoré su AR, jedna X viazana

 vacsinou ide o defekt v gama retazci IL-2R (X-viazana forma), tento retazec je aj
sucastou receptorov IL-4, -7, -9, 15

Syndrom T-bb B-bb NK-bb Dédi€nost
Retikularni dysgeneze - - - AR
ADA deficit - - - AR
RAG 1,2 deficit - - + AR
Cy C deficit - + - XL
JAKS deficit - + - AR
IL-7Ra. deficit - + + AR
Omennlyv syndrom + - + AR
ZAP-70 deficit CD4+ + + AR




SCID

* Predlzenie zivota vyhnutim sa kontaktu s potencialne nebezpecnymi patogénmi —
musia Zit v sterilnim prostredi!!!

e Musia sa vyhybat kontaktu s ludmi a nefiltrovanym vzduchom, vsetkym s ¢im
pridu tieto deti do styku — vratane jedla!




Metody

» Detekcia novo syntetizovanej DNA pomocou thymidinu znaceného radioaktivne
(triciom)- meranie na beta-counteru (scintilacny detektor)
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Cytometricka detekcia pomocou fluorescencného farbiva CFSE
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(karboxyfluoresceinsukcinimidylester), ktoré sa viaze nespecificky na rozne
struktury v bunkach, sleduje sa narast fluorescencie po deleni buniek

[CD4+] CFSE-A / SSC-A

1000
HO o OH 800
. X
Q o 3 600
N-0 Q 2
o] 400
0]
200

CFSE-A

10°

Count

[CD4+] CFSE-A
100

80 CFSE low CD4+ : 58,66%

10° 10' 107 10°
CFSE-A



Metody

* Proliferacny set DELFIA (BrDU)
* Detekcia proteinu Ki-67
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APC

Stimulancia

e Rastlinné lektiny - PHA (phytohaemagglutinin) /j,*ﬁ )
ConA (Concanavalin A) |

MHC class 11

T cell
* monoklonalne protilatky proti receptorom a l l
koreceptorom (anti-CD3,+ anti-CD28) e W Teduction

* bakterialne antigény — tetanicky toxoid,
tuberkulin




Kultivacia lymfocytov in vitro
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Pestovanie prebieha v definovanom bazalnom médiu — obs'ahuje cukry, AMK,
vitaminy, stopové prvky atd. (+ ATB — penicilin, streptomycin) pri 37°C, 5% CO,,
95% vlhkost

Normalne bunky majui obmedzenu dizku Zivota- obmedzeny pocet deleni

Pomocou karcinogénnych latok alebo virov (SV40, EBV) m6zeme dosiahnut
transformaciu buniek na nesmrtelné a vytvorit tzv. bunkové linie

Jurkat- ludské leukemické bunky produkuce IL-2
HL-60- [udské bunky odvodené od myeloidnych leukemickych buniek

Cesta, ktorou bolo objavenych mnoho funkcii cytokinov a rast.faktorov




DELFIA (PerkinElmer)

* BrDU- BromoDeoxyUridin
* analog Tymidinu
* Eu- Europium

* Detekcia novo syntetizovanej DNA pomocou BrDU, zacleni sa do novo vznikajucej
DNA, BrdU je potom detekované pomocou protilatky anti-BrdU znacenej Eu

* jednotlivé stimulancia v tripletoch Eu-BrdU antibody

BrdU il




TRF- Time resolved fluorescence

long-lived
lanthanide

background luminescence
fluorescence

Intensity

time
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Vysledok DELFIA




Cytometrické stanovenie

Ki-67 - jadrovy protein

asociovany (mozno nevyhnutny) s bunecnou proliferaciou a s transkripciou rRNA

interfaza- bunecné jadro

mitdza- povrch chromozémov

pritomnost G1, S, G2, mitéza

absencia GO
Hela cells
Ki-67 protein (Cervena)
tubulin (zelend)
DNA (modra)




Spracovanie

znacenie L/D- 30 min
extracelularne znacenie (CD25 PerCP Cy5.5, CD8 APC A750)- 30 min

e CD25- sucast receptoru pre IL-2 (a retazec)

fixacia (paraformaldehyd)- 60 min

permeabilizacia (metanol?) + intracelularne znacenie (CD3 APC, Ki-67 PE)- 30 min
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Pacient 1: \l/ pvnracia Ki-R7

CD8 APC A750
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FSC-A

CD3 APC
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Pacient 2:
I apoptdza buniek
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Pacient 2:
I apoptdza buniek
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Pacient 3: silnejsia stimulacia—> zvysena umrtnost bb
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EXBIO Ki-67 KIT

 Stimulancia lyofilizované v skumavkach

Krv odobrana do heparinu

Vsetky potrebné reagencie pritomné v sete
Detekcia: CD3 + Ki67

Standardizovany a testovany postup
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Gatovacia su alcygia CD3 APC K167 PE



Porovnanie metod

nasadenia spracovania  merania

DELFIA 2,5 hod 2,5 hod 15 min 1500 K¢ cena narocnost

Ki-67 2,5 hod 3 hod 1 hod 2500 K¢  informdcie cena

EXBIO 15 min 1,5 hod 1 hod 1450 KE  cena a cas ?



Proliferacné vysetrenie

* \/ysledok: porovnanie kontrola vs. pacient
- pocet zableskov (DELFIA)
- % Ki67* buniek (cyt. stanovenie)

* Kontrola prevedenia: odber?, viabilita buniek po izolacii PBMC?,
spotrebované médium?,

» Cytometer: dostatok buniek na analyzu, velkost FSC vs. SSC, L/D, %
Ki67* CD3* buniek

* Neg. vysledok = overenie a nasledné monitorovanie stavu (Castejsie
kontroly)
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ELISPOT assay to quantify secretion of cytokines by T lymphocytes (T cells)

Expart Raviews in Molecular Madicing

ELISPOT

e patri medzi funkéné testy
lymfocytov

* sluzi k sledovaniu produkcie
specifickych protilatok B-
lymfocytmi alebo produkcie
cytokinov T- a B-lymfocytmi



ELISPOT

Produkcia IL10 B lymfocytmi
5x10°> 7 dni po ockovani

TNFR2-

2’5 X 105 B cells

1,25 x 10°

TNFR2+

A% B cells
i _.‘.ff'.,-‘ _‘ "t o halew " ) 0,63 X 105




FluoroSpot — B- lymfocyty

FITC — 1gG Cy3 —IL10 Cy5 — IgM

Po stimuldacii CoG ODN



