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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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Leukocytes
@ Lymphocyte

Separace leukocytu - obecny prehled @)oo

* Pro provedeni funkcnich testl in vitro je vétSinou nutna
separace leukocytu z plné krve

* \lybér separacni metody zalezi na:
* O jaky typ leukocytll madme zajem

« Jak velky stres pf¥i izolaci burika vydrzi (viabilita) e St
» Jaky potrebujeme vytézek a Cistotu izolované suspenze bunék! " |
* Financni nakladnost - R

Labeled ne
Antibody abod Déxtran :
manc Antibody Magnatic
Tplex raniie
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Separace leukocytu - obecny prehled

Izolace PBMC (peripheral blood mononuclear cells)
Adherence na plastovy povrch

Rozetové separace

Magneticka selekce

Modifikace prutokové cytometrie - sorting



1. Izolace PBMC

PBMC = Peripheral Blood Mononuclear Cells = lymfocyty+monocyty
* |zolacia PBMC pomocou gradientovej centrifugacie _;:_;:;__:__,‘

Krv sa navrstvi na separacné médium _ |
Plasma
% (+ dilution buffer)

P

Pri centrifugacii sa oddelia jednotlivé vrstvy na zaklade ‘7:57_—— ~— =—— PBMC- Interphase

odlisnej vznasivej hustoty — hore je plazma, medzi ._‘_ Synthetic Polymer
plazmou a médiom je vrstva PBMC, na dno klesnu

erytrocyty a granulocyty

Erythrocytes,
Granulocytes and
dead cells



1. Izolace 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

Spocitani PBMC na analyzatoru =
redeni bunék pro funkcni test




2. Adherence na plastovy povrch [ e |
I ; (‘:0: 58358
* SlouzZi k izolaci monocytu U gL e

* \/lyuziva jejich prirozené schopnosti adherovat na plastové povrchy

* Provedeni:
* |zolace PBMC
* |zolované PBMC se inkubuji nekolik hodin na plastové misce
* Monocyty postupné adheruji ke dnu, lymfocyty ne

* Nevyhoda — nizka Cistota (70-80%) a vytéznost (ziskame kolem 50%
monocytu ze vzorku)

* \\yvhoda — levha a malo pracna izolace



3. Rozetove separace

* VVyuzivda monoklonalnich protilatek spojenych do 2 typu tetrameru

* PInd krev - pomoci tetrameru se provazi RBC s leukocyty, kterych je
nutné se zbavit

* Nasleduje klasicka izolace na hustotnim gradientu
¢ NEChténé bUﬁky k|esn0u ke dnu S RBC nechténa burka tetramery erytrocyt

* Chténé bunky zustanou v prstenci na rozhrani
plazmy a separacniho média,
(tedy ty bunky, vaci kterym nebyly tetramery
namireny)




4. Magneticka selekce

* \V\yuziva monoklonalnich protilatek navazanych na magnetické kulicky
2 druhy selekce: pozitivni a negativni

* Pozitivni: protilatka namirena vudi specifickému
znaku pozadované populace (napr. T
pomoci anti-CD4 izolujeme CD4 T-lymfocyty)  sopee  suopman

magnetic beads

\"4 V4 [] 7 \/ 0
* Pozadovana populace je pomoci magnetu g .
zachycena ve zkumavce p :
* \/Se ostatni je v dalsim kroku odmyto ;:;5*)
* Nevyhoda: vazba protilatky miZe izolované buriky nespecificky s r .

aktivovat, magnetické cCastice zlstavaji v suspenzi spolu s bunkami L
U nékterVCh kita gw ) Desired cells



4. Magneticka selekce

* Negativni selekce:

» Koktejl monoklonalnich protilatek namireny vici vsemu v krvi/PBMC
kromeé populace kterou pozadujeme

* Nechténé bunky jsou pridrzeny pomoci magnetu
* Cilové bunky zustavaji v roztoku — odsati do nové

| STEP 1 STEP 2

zkumavky
* Vyhoda: izolované burky nejsou ovlivnény Mefilled
VaZbOu protila’tek — vy'hodné pro vy'zkum \(/ mag;etlc beads Undesired cells Desired cells
NN/ »

* Nevyhoda: nutné dodrzet pomér pridavanych
protilatek a suspenze bunék — pokud se bunék )
prida moc, protilatka nestaci a vysledna suspenze | ae
bunék je kontaminovana (nizka Cistota) 3 ‘ > g )

~40 L ~20
MINUTES MINUTES




* Princip: prutokova cytometrie

5. Sortrovani

1. Bunky jsou oznaceny pomoci monoklonalnich protilatek
2. Analyza bunék na cytometru = cilova populace se zagatuje v pc
3. Pristroj rozdéli bunky tak, aby v proudu nosné kapaliny v et penden
1 kapce byla 1 bunka oo et
4. Kazidé kapce je pfifazen + nebo — naboj =2 vychyleni 1 o
kapky s cilovou bunkou do zkumavky pomoci magnetu e T
e :: mmmmagm
Vyhoda: Nejvy$éi Cistota bunék my Y

Nevyhoda: Velmi drahé, zdlouhavé, nizsi viabilita

.
Cell collector ,': Cell collector

Flask for undeflected droplets



Funkcni testy lymfocytu - prehled

e Rutinni

* Proliferace (blasticka transformace)
* \lyzkumné

* Test cytotoxicity

e ELISPOT a FLUOROSPOT
e Detekce aktivacnich znakl pomoci prutokové cytometrie



Funkcne testy lymfocytov

e test PROLIFERACIE lymfocytov (test blastickej transformacie) — sleduje
sa schopnost delenia lymfocytov po stimulacii

Definicia: narast poctu buniek ako vysledok bunecného rastu a bunecného delenia
* bujnenie, novo-tvorenie, rast
* |at. prolifero prindsat potomstvo: proles deti; fero niest

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

* typy: symetricky, asymetricky, diferenciacné delenie



Kedy indikovat test proliferacie???
e podozrenie na SCID

e 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 neovplyvnena)



SCID

 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 Deédicnost
Retikularni dysgeneze - - - AR
ADA deficit - - - AR
RAG 1,2 deficit - - + AR
Cy C deficit - + - XL
JAKS deficit - + - AR
IL-7Ra. deficit - + + AR
Omennuv syndrom + - + AR
ZAP-70 deficit CD4+ + + AR




SCID

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

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




Obecné schéma zpracovani vzorku na proliferaci

lzolace PBMC nebo odbér plné krve do heparinu
Umisténi leukocytl do sterilniho Zivného média

Stimulace leukocytl — pridame polyklonalni mitogen
Inkubace nékolik dni (3-4) — bunky se déli po reakci na mitogen
Detekce proliferace (ruzné metody)

o U e

Vyhodnoceni



RPMI médium -
cerstvé

Kultivacia lymfocytov in vitro

e Pestovanie prebieha v definovanom bazalnom médiu RPMI — obsahuje cukry,
AMK, vitaminy, stopové prvky atd. (+ ATB — penicilin, streptomycin) pri 37°C, 5%
CO,, 95% vlhkost

* Obsahuje také acidobazicky indikator - fenolovou cerven (je zodpovédna za
rizové zbarveni média)

-~ >y
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V prubéhu déleni bunky spotiebovavaji Ziviny a tvori kyselé metabolity =2 posun
pH do kyselé oblasti 2 zména barvy fenolové ¢ervené z rlizové na Zlutou

Zluta indikuje vyéerpané médium — nutno vyménit za nové!!

RPMI médium — buriky vycerpaly Ziviny = nutnost vymény média



Stimulancia

e Rastlinné lektiny - PHA (phytohaemagglutinin)
ConA (Concanavalin A)

* monoklonalne protilatky proti receptorom a
koreceptorom (anti-CD3,+ anti-CD28)

* bakterialne antigény — tetanicky toxoid,
tuberkulin

 Stimulancia funguji jako polyklonalni mitogeny!

e Aktivace velkého poctu lymfocytu nezavisle na
jejich antigenni specifitée!
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Metody detekce proliferace

/\

Bez vyuziti prutokové cytometrie S vyuzitim prutokové cytometrie
Inkorporace H3 thymidinu CFSE
DELFIA Detekce Ki-67



Metddy — 1. Inkorporace 3H thymidinu

* Nejstarsi metodika

* Detekcia novo syntetizovanej DNA pomocou thymidinu znaceného radioaktivne
(triciom), ktery se zabuduje do noveé syntetizované DNA

 Meranie na beta-counteru (scintilacny detektor)

e Zastarala metodika — dnes se jiz rutinné nepouziva

Measure
o radioactivity
y 7 8 through LSC

Add [3H]-TdR Harvest
cells

Grow the cells




2. DELFIA (PerkinElmer)

* BrDU- BromoDeoxyUridin
* analdég Tymidinu

* Chelaty lathanidl - Eu- Eurépium

* 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




Detekce - TRF- Time resolved fluorescence

Casoveé modulované méreni fluorescence

Vyhoda:
Chelaty lathanidd maiji dlouhou dobu fluorescence a
velky rozdil mezi excitacni a emisni vinovou délkou

Pulzni excitace cheldtu lathanidu =
Méreni fluorescence se zpozdénim — v dobé, kdy jiz

pominula nespecificka fluorescence pozadi = vysoka
pfesnost a citlivost metody

long-lived
lanthanide

\ background luminescence
fk\ fluorescence

\\

time delay measurement
Ehergy window

Pulse

Intensity




Vysledok DELFIA — pocet zablesku v kazdé jamce
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Pocitani bunek — pristroj Vicell XR

e Vitalni barveni trypanovou modri

e Zivé bunky — barvivo skrze membranu nepronikne — aktivni
metabolismus (jsou pruhledné)

e Mrtvé bunky — prunik barviva skrze porusenou membranu (modré
zbarveni)

e Stroj vyfoti 50 zornych poli — informace o % viability + vydej vysledku
o poctu bunék — miliony na 1 ml

* Cilovou koncentraci bunék pro proliferaci nutno

dopocitat a prislusné naredit o 4




Fluorescence

SSC-A
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CFSE-A

* Cytometricka detekcia pomocou fluorescencného farbiva CFSE
(karboxyfluoresceinsukcinimidylester), ktoré sa viaze nespecificky na r6zne
struktury v bunkach, sleduje sa pokles fluorescencie po deleni buniek

* S kazdou nove vzniklou generaci bunék klesa
intenzita fluorescence

* Informace nejen o proliferaci, ale
také o poctu probéhlych bunécénych cyklt
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400+

200+

[CD4+] CFSE-A / SSC-A
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10

Count

Count

300+

200

[CD4+] CFSE-A

LCFSE low CD4+ : 0,40%

1;1:' :0' 12}? 107
CFSE-A

[CD4+] CFSE-A

. LCFSE low CD4+ : 58.66%’

10° 10 10% 107
CFSE-A



4. Cytometrické stanovenie — Ki-67 — in house metoda

* Ki-67 - jadrovy protein
e asociovany (mozno nevyhnutny) s bunecnou proliferaciou a s transkripciou rRNA
* interfaza- bunecné jadro
* mitdza- povrch chromozomov
e pritomnost G1, S, G2, mitdza
* absencia GO
Hela cells
Ki-67 protein (Cervena)
tubulin (zelend)
DNA (modra)




Spracovanie

znadenie Zivé mrtvé buriky - L/D- 30 min S T
* Live/dead barvicka — vaze se na aminoskupiny na burnkach — zZivé jsou pozitivni slabé (barvicka
je pouze na povrchu bunék, mrtvé jsou pozitivni silné — porusenou membranou barvivo
proniklo dovnitf buniky a navazalo se také na aminoskupiny proteint vyskytujicich se

intracelularné

extracelularne znacenie (anti-CD25, anti-CD8)- 30 min
e CD25- sucast receptoru pre IL-2 (a retazec)

fixacia (paraformaldehyd)- 60 min — zafixuje buriky — zabraneni rozpadu

permeabilizacia — vytvoreni poru do bunécné a jaderné membrany, umozni
prunik protilatek

intraceluldrne znacenie (anti-CD3, anti-Ki-67)- 30 min




Gatovacia
stratégia

FSC-A

CD3 APC
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Pacient 1: \ expresia Ki-67
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Pacient 2:
I apoptdza buniek

* nestimulované

FSC-A

CD3 APC
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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 — metoda certifikovana firmou

» Stimulancia lyofilizované v skumavkach

e Krv odobrana do heparinu

* VSetky potrebné reagencie pritomné v sete
* Detekcia: CD3 + Ki67

« Standardizovany a testovany postup:
» Zkumavka obsahuje vysuseny mitogen 2>
* Pridame 45ul pIné krve + 500ul RPMI média
* Inkubace 3 dny
e Znaceni anti-CD3 na povrchu
* Fixace a permeabilizace bunék =
* Znaceni anti-Ki-67 uvnitr jadra bunék
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Proliferacné vysetrenie

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

e Kontrola prevedenia: odber?, viabilita buniek po izolacii PBMC?,
spotrebované medium?,

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



Cytotoxicky test

* Schopnost CD8 T-lymfocytli a NK bunék zabijet jiné buriky pomoci systému granzym/perforin
* Provedeni:

* V testu musi byt kromé pacienta zpracovana i zdrava kontrola! (aby bylo pacienta s ¢im srovnat)
1. lzolace CD8 T-lymfocytl/NK bunék pacienta a kontroly

2. Aktivace in vitro pomoci polyklonalni stimulace (PHA) + namnozeni (IL-2) = efektorové
bunky

3. Priprava cilovych bunék — oznaceni nadorovych bunék pomoci radioaktivné znaceného °Cr

4. Smichani konstantniho mnozstvi cilovych a efektorovych bunék = pokud je systém
granzym/perforin funkcni, dojde k apoptdze rakovinnych bunék a >Cr se uvolni do
Supernatantu Granzyme B

Perforin
5. Meéreni gama zareni v supernatantu

‘ — Infected/
Cytotoxic Tumor Apoptosis X
T Cell Cell
’V o .




Cytotoxicky test - uplatnéeni

* Diagnostika familiarni hemofagocytujici lymfohistiocytézy (HLH)

Makrofagy v KD s pohlcenymi RBC, jadry bunék a trombocyty

Nejcastéjsi pri¢ina - mutace v genu pro perforin
CD8 T-lymfocyty a NK bunky nejsou schopny cytotoxicky likvidovat virem napadené bunky,
ale maji zachovalou schopnost aktivace, proliferace a produkce cytokin

Virova infekce — nejcastéji EBV = nadmérna produkce INF-6 = aktivace makrofagt =
nadmérna proliferace a produkce IL-6, IL-1, TNF=> cytokinova boufe = horecka,
splenomegalie, hemofagocytdza v kostni dreni

Test cytotoxicity — vyrazné sniZzeni/absence schopnosti cytotoxicky likvidovat cilové buriky
LécCba — transplantace KD

Expresi perforinu Ize vysetrit i pomoci
prutokové cytometrie — intraceluldrni detekce
pomoci fluorochromem znacené mono-
klondlni Ab proti perforinu




Cytotoxicky test - uplatnéeni

10% 5 801 e
’ ] F o — kontrola
Detekce perforinu v CD8/NK burikach . i osciendi ol N ... — pacienta
s o Vé . E d f'- .
pomoci pritokové cytometrie: e
102 4 \ 60 - . . . . . . .
. . , v . o i
* Nejprve je nutné bunky fixovat (4% " ¥ absence perforiny 501
formaldehyd) wHEED. 3
a perforovat bunéc¢nou membranu B0 p A0
. . a >
(saponin, triton X-100) 2 ] kontrola ® 30.
7 . 4 v 7 D
* Poté protilatka znacena o
fluorochromem pronikne skrze o) 201
membranu a navaze se na perforin " |
intraceluldrné (v granulich) Degranision
oo 10° 4 T T T 0 T T T T l
& 10° 10' 10? 10° 10 60:1 30:1 6:1 1;2: 0,2:1
a intra-PERFORIN PE b pomér efektor/target

Obr. 6. FHL - imunologicka diagnostika.

6a: Priikaz deficitu perforinu v NK burikdch metodou FACS - absence signélu pfi dvoubarevné CD analyze u pacientky
s FHL (Fadek 1) ve srovnani se zdravou kontrolou (Fadek 2).

6b: Patologicky test cytotoxické funkce T lymfoblast - vyznamné deficitni odpovéd u pacientky €. 1 ve srovnani ze zdravou
kontrolou.

Zdroj: M.Sukova et al. Hemofagovytujici lymfohistiocytdza; Vnitfni lékarstvi, 2010, ¢.2, s. 25457-25169




ELISPOT a FLUOROSPOT

ELISpot Assay Procedure

* Sledovani produkce cytokinu T-lymfocyty a e rer o ot
cytokinG a protilatek B-lymfocyty |

o
YYY yy Yy

* Analyza na urovni 1 bunky

* Princip:
e Stimulace izolovanych bunék

Ramove cefls by washing. Secreted analyte is Incubate with biotinylated antibody
captured by the immobilized antibody

w—r

* Nasazeni bunék do ELISPOT desticky, jeji dno je J
pokryto protilatkou proti hledanému analytu YYyyyyYY YYyyyyYy Y
* Bunka produkuje cytokin = jeho zachyceni e E——
protildtkou v bezprostfednim okoli buriky sieplavidn e pesplstse e cooredspols,x e a
* Detekce cytokinu pomoci detekcni protilatky ® e e % é
znadené: v YR 2 ;Y v R&% =y
e U ELISPOTU enzymem -2 substrat = barevny AR sty Y ‘
produkt na dné membrany (spoty) Y ety
* U FLUOROSPOTU fluorochrom > osvit 7 g =N
excitacnim zarenim - svételna emise (svitici 3N A (-~ e e 2= ==

spoty na ¢erném pozadi)

® Color Progust

BOIPNET



ELISPOT

Produkcia IL-10 B lymfocytmi
5x 10> 7 dni po o¢kovani

TNFR2-

2’5 X 105 B cells

1,25 x 10°

TNFR2+

_ o & Dty B cells
| 063x10°




Vyuziti ELISPOTu/FLUOROSPOTu

Doplrikova diagnostika protilatkovych imunodeficitu:

* CVID - pacienti prijimaji intravendzni Ig = pfi rutinnim nefelometrickém stanoveni mérime
hladinu Ig z infuze, ne jejich vlastni Ig

* Nevime, zda a kolik Ig tvori samotné B-lymfocyty pacientl (napr. jsou schopni pacienti reagovat na
vakcinaci?)

» Vakcinace pacientl/izolace B-lymfocytu a stimulace in vitro = nasazeni B-lymfocytt na ELISPOT

* Sledovani odpovédi na urovni 1 bunky
Kontrola Pacient CVID

Pacient CVID vakcinovan tetanickym toxoidem - sledovani produkce
specifickych protilatek ve tridé 1gG po 14 dnech od vakcinace



X-vazany Hyper-lgM syndrom
Defekt CD40L

Pri¢ina — mutace v genu pro CD40L - deficit =2 selhava izotypovy presmyk v B-lymfocytech, tvori
se pouze IgM

Klinicky obraz:
* Od ¢asného détstvi recidivujici respiracni infekce (oportunni patogeny - Pneumocystis jiroveci, CMV, mykobakteria)
e Chronické prtijmy (kryptosporidiova infekce)
* Neutropenie
e Zvysené riziko malignit
Tcell AT-1501 B cell co

dependent
&7 antigen

* Diagnostika:
* Nefelometrie — vysSetreni hladin IgG, IgA, IgE (sniZzené), IgM (norma, zvysené)

* Pratokova cytometrie — B lymfocyty - vétsina je naivnich, pamétové formy
témér chybi

* Pratokova cytometrie — stanoveni exprese CD40L na CD4 T-lymfocytech
* Genetické vySetreni — potvrzeni mutace v genu pro CD40L

Lécba — intravendzni imunoglobuliny

" APC



Stanoveni upregulace CD40L na T-lymfocytech

diagnostika X-vazaného hyper-lgM syndromu

Provedeni:
1. Izolace PBMC
2. Stimulace lymfocytl pomoci PMA+ionomycin (4 h, 37 stupnitl, 5 % CO?) = lymfocyty se aktivuji a

zvySuji expresi CD40L (CD154) na svém povrchu

3. Oznaceni lymfocytd pomoci monoklondlnich protilatek
(anti-CD3, CD8, CD25, CD69, CD40L)
’ 1K 7 1K 3 4
4. Promyti oo Ji5 5 Al B | )
5. Meéreni na pritokovém cytometru Q 6004 g 600 0’
7] ) TR et POSITIVE CELLS & 400—;".cms i § '01]
mo Ty ™y ™ T
Interpretace: o er s e SR R
; ; L, B B .. 10010 100 100 10 e 2N CD3I APC
* Negativni kontrola -nestim.bb. - modra — nizky signal, pik vlevo — v poradku) D3 APC €08 PercP
* Zdrava kontrola po stimulaci CD40L navysila ===-----ooo________ Normal Patient (P6) Carrier mother
* Pacient po stimulaci CD40L nezvysil (srovnatelny s negat. Kontrolou) ’ E F
* Matka pacienta — dvoji populace lymfocytl — jedna populace CD40L N
po stimulaci zvysila, druhd ne > matka je pfenase¢koumutace ~f \ S\ L __ BN -1 ---k
(X chromozom - postizeni muzi) --------------"-"-""""77777°OC ) L : ol —




Protokol

* Z naméreneé koncentrace bunék spocitejte, jak si PBMC naredite v RPMI
médiu tak, aby v 1 jamce mikrotitracni desticky bylo 200.000 bunéek v
objemu 190ul

* Celkem potrebujeme 5 jamek

* Jak naredite stimulancia PHA (zasobni roztok 1mg/ml) a ConA (zasobni
roztok 1mg/ml) aby v jamce desticky byla koncentrace:

* PHA: 5ug/ml
e ConA: 2ug/ml

* \/ jamce mame jiz 190ul bunék = poditejte tak, aby kone¢ny objem v
jamce i se stimulancii byl 200ul



