LYMFOCYTY A JEJICH SUBPOPULACE
IMUNOFENOTYPIZACE BUNEK
IMUNITNIHO SYSTEMU

FUNKCNI VYSETRENI VYSETRENI
LYMFOCYTU

praktikum C. 4



ZAKLADNI SLOZKY IMUNITNIHO
SYSTEMU

Imunitni reakce je zajistovana rdznymi druhy bunék
a molekul a jejich vzajemnymi interakcemi.

Bunky imunitniho systéemu spolu s bunkami
pojivovymi a dalsimi strukturami tvori funkcni a
anatomické celky ...

® Ilymfatické tkané a organy
® buriky imunitniho systému
® molekuly imunitniho systému



LYMFATICKE TKANE A ORGANY

- primarni lymfatické organy
- THYMUS
- KOSTNI DREN

- sekundarni lymfatické organy
- SLEZINA
- LYMFATICKE UZLINY

+ ORGANIZOVANE SHLUKY LYMFATICKE
TKANE
— tonsily krcni, nosni, jazykova, MALT, BALT, GALT



slezina
vysetreni sleziny

U zdravych osob je slezina nehmatna.

Hyposplenismus
« vrozena asplenie
« stavy po splenektomii

- (vyznam vakcinace proti polysacharidovym antigeniim
— Str. pneumoniae, N. meningitidis)

Splenomegalie:

- hyperplasie bunék imunitniho systému (infekce)
- poruseni pratoku krve (cirhdza jater, trombdzy)
« maligni procesy (primarni i sekundarni)

« autoimunitni procesy (RA - Feltyho syndrom, SLE, hematologicka
onemocnéni)

- extramedularni hematopoéza



lymfatické uzliny
vysetreni lymfatickych uzlin

Lymfadenopatie
- blize neurcené zvétseni lymfatickych uzlin

Nejcastéjsi priciny zvétseni lymfatickych uzlin:
« imunitni reakce na antigen
« infiltrace zanétlivymi bunkami (lymfadenitida)

 infiltrace a proliferace malignich bunék pri imunologickych
(SLE, RA) a metabolickych chorobach

« U zdravych dospélych osob byvaji axilarni a inguinalni uzliny hmatné
(v priméru 1 cm).

-V détstvi je reakce lymfatickych uzlin bézna.

« U dospélych do 30 let je asi 80% lymfadenopatii benignich, u osob
nad 50 let jen asi 40%.

- Zvétsené uzliny maji diagnosticky vyznam pri infekci virem HIV.



DIFERENCIALNI KREVNI OBRAZ

odbér nesrazlivé krve do EDTA

kojenci deéti dospeli
LEUKOCYTY 9-15x10%/ | 8-12x10%/I | 4-9x10%/I
GRANULOCYTY/POLYMORFONUKLEARY % % %
neutrofilni granulocyty 25 -65 35-70 55-70
* segmenty 22 - 65 25 -65 50-70
- tyce 0-10 0-10 3-5
eozinofilni granulocyty 1-7 1-5 2-4
basofilni granulocyty 0-2 0-1 0-1
MONONUKLEARNI LEUKOCYTY % % %
lymfocyty 20-70 25-50 25-40
monocyty 7-20 1-6 2-6




IZOLACE MONONUKLEARNICH BUNEK
z periferni krve

Mononuklearni bunky (PBMC)

- leukocyty bez granulocyt(
(monocyty 20 %, lymfocyty 70 %)

Postup izolace mononuklearnich bunék:

1. plna krev se naredi v bunécném kultivacnim
médiu

2. naredéna krev se opatrné vrstvi na denzni
meédium (Ficol)

3. CENTRIFUGACE

4. na pdvodnim rozhrani mezi nafedénou krvi a
denznim médiem se vytvori tzv. lymfocytarni
prstenec (lymfocyty a monocyty)




IZOLACE MONONUKLEARNICH BUNEK
z periferni krve

* Gradientova centrifugace

— Rozdéleni bunék podle rozdilli v jejich hustoté

RPMI + plasma + TROMBOCYTY

> Lymfocytarni prstenec
MONOCYTY ALYMFOCYTY

separacni médium (hustota 1,078g/ml)

ERYTROCYTY A
GRANULOCYTY




IZOLACE MONONUKLEARNICH BUNEK
z periferni krve

- ERYTROCYTY a GRANULOCYTY

— na dné zkumavky

- TROMBOCYTY

— Zustavaji v séru a kontaminuji mononukledrni
bunky
— Jsou od nich odmyty v promyvacich krocich

* MNC - lymfocyty, monocyty (makrofagy)

— 30% je tvoreno monocyty a makrofagy

- Pokud je chceme oddéelit, vlozime krok adherence na
plastovy povrch — monocyty a makrofagy adheruji,
zatimco lymfocyty zUstavaji volné v supernatantu



Vyuziti separovanych
MNC bunek

proliferace bunek
testy cytotoxicity
prutokova cytometrie

ELISPOT



CD klasifikacni systém
(Pariz 1982)

CD znaky (CD = cluster of differentiation)

molekuly bunécnych membran prokazované monoklonalnimi
protilatkami (metodikou pritokové cytometrie)

dnes znamych vice nez 350 CD znaki

(9th International Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDAS),
brezen 2010)

Vyuziti v klinické praxi: vysetreni absolutniho a relativniho
zastoupeni bunéénych subpopulaci pomoci pritokové cytometrie
(v imunologii rutinné vysetreni T-lymfocytarnich, B-lymfocytarnich
subpopulaci a NK bunék)

Odbeér: nesrazliva krev (EDTA)



LYMFOCYTARNI
SUBPOPULACE

CD ZNAKY

PROCENTUALNI ZASTOUPENI 2
LYMFOCYTU

T lymfocyty CD3* 58—-85%
Th lymfocyty CD3*CD4* 30-60 % z CD3*
Tc lymfocyty CD3*CD8* 15-35%z CD3"
B lymfocyty CD19* 7—23%
NK buriky CD16*/56* 6-20%




ZAKLADNI SUBPOPULACE
B-LYMFOCYTU

BCR receptor: IgM - Iga,Igp — CD19,CD21,CD81

B1 B lymfocyty

« minoritni subpopulace B lymfocytd
« nachazi se v pleuralni a peritonealni dutiné, castecné ve strevé
« tvori tzv. ,prirozené protilatky™

B2 B lymfocyty

- predominantni populace B lymfocyti

« nachazi se ve sleziné a v lymfatickych uzlinach tvorena v kostni
dreni v pribéhu Zivota

« tvofi protilatky proti ostatnim béZznym antigenim



ZAKLADNI SUBPOPULACE
T-LYMFOCYTU

TCR receptor: CD3 komplex — af (y0) — CD4/CD8

Th lymfocyty (CD3+*CD4+)

Th1l (IL-2, IFN-7)

Th2 (IL-4, IL-5, IL-13)
Thl7 (IL-17, IL-22)
Treg (IL-10, TGF-B, IL-35)

Tc lymfocyty (CD3+*CD8*)

NKT lymfocyty
« po aktivaci tyto buriky produkuji fadu cytokin (v¢. IFN-y a IL-4)



Regulacni T lymfocyty

regulacni T lymfocyty maji regulacni a
imunosupresivni funkci

tyto ,,na viastni antigeny reagujici" T-lymfocyty
se vytvari v thymu

jsou schopné aktivné suprimovat aktivaci dalsi
autoreaktivnich T lymfocytd, které unikly negativni
selekci v thymu

predstavuji 5 — 10 % CD4+ T lymfocytd



Regulacni T lymfocyty

konstitucni (prirozené) Treg (Foxp3+CD4+CD25+)
- neproliferuji pri polyklonalni stimulaci
« tlumi reakce T lymfocytld pfimym kontaktem

indukované Treg
« tlumi buriky Th1, Th2, ale i jiné buriky prostrednictvim cytokind

Trl (TGrF-p)

jejich tvorba mize byt navozena nevyzralymi dendritickymi
bunkami prezentujicimi antigen v nepritomnosti vhodnych
kostimulacnich ligandd

Th3 (IL-4, I1L-10 a TGF-B)

navozeni oralni tolerance na potravinové antigeny
navozeni tolerance potfebnych komenzalnich patogeni GIT



PREHLED BUNECNYCH
IMUNOLOGICKYCH VYSETRENI

V ramci imunologického vysetreni bunécnych
subpopulaci stanovujeme:

- absolutni a relativni pocty bunék imunitniho
systému
Vychdzime ze stanoveni celkového poctu leukocytd a
diferencialniho krevniho obrazu (absolutni a relativni pocet

lymfocytli, monocytd, granulocyt()

« funkci bunék imunitniho systému



Vysetreni relativniho a absolutniho
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

e vyuziva principu primé imunofluorescence

- bunky jsou inkubovany s protilatkou proti
konkrétnim CD znakum na povrchu bunék
imunitniho systému, ktera je oznacena
fluorescencnim barvivem

« bunky laminarné proudi tryskou pristroje
vystaveny laserovému paprsku sveétla



Vysetreni relativniho a absolutniho
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

« kazda bunka ma na svém povrchu znaky, ktere
tyto bunky charakterizuji

CD3 CD19 CDS8 CD16/56

CD3
& R

-

« toho se vyuziva pri jejich detekci pomoci
prutokové cytometrie
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buriky po jedné prochazeji kyvetou, kde jsou ozareny laserem a emituji svétlo rizné vinové
délky (dle pouzitého fluorescencéniho barviva), které je zachyceno v soustavé detektort
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Vysetreni relativniho a absolutniho
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci

PRUTOKOVA CYTOMETRIE

na zakladé velikosti a granularity se bunky rozdéli na:

o LYMFOCYTY, MONOCYTY a GRANULOCYTY

na zakladée navazani monoklonalnich protilatek
proti CD znakiim na povrchu bunék se rozdéli na:

o subpopulace T LYMFOCYTU, B LYMFOCYTU a
NK BUNKY

Vyznam vysetieni pomoci prutokové cytometrie:
diagnostika primarnich a sekundarnich imunodeficienci
diagnostika hematologickych malignit
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A) Dot plot - stanoveni procentualniho zastoupeni
pomocnych CD3+CD4+ T-lymfocytd a CD3+4- T-lymfocytd.

B) Histogram procentudlniho zastoupeni T-lymfocytd CD3+.
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Podminky kultivace lymfocytd in vitro

primarni bunééné linie lymfocytu jsou odvozené
. 7 . V4 7 (o)

z periferni krve nebo z lymfoidnich organu

bouze model chovani imunitniho systému,

brotoze ten je jinak velice komplexni!!

péstovani probiha v definovaném bazalnim médiu

— obsahuje cukry, AMK, vitaminy, stopové prvky atd.
(+ATB-penicilin, streptomycin...) pti 37°C, 5%CO,,

95%vlhkost

podle typu péstovanych bunék dalsi pridavnée
latky (néktere pripraveny pomoci GI)

cesta, kterou objeveny mnohé funkce cytokinu a
o) Vs o)

rustovych faktoru




Podminky kultivace lymfocytd in vitro

« normalni bunky maji omezenou délku zivota -
omezeny pocet deleni

e pro srovnani experimentalnich dat problem —
pomoci karcinogennich latek ¢i vird (SV40, EBV)
lze dosahnout transformace bunék na nesmrtelné
a vytvorit tzv. bunécneé linie
Jurkat - lidské leukemické bunky produkujici IL-2

HL-60 - lidské bunky odvozené od myeloidnich
leukemickych bunék



Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace

- Lymfocyty aktivovany
- polyklonalnimi mitogeny
pro B lymfocyty
pokeweed mitogen (PWM)
pro T lymfocyty
phytohemagglutinin (PHA)
konkanavalin A (ConA)
- specifickymi antigeny
« tuberkulin
 tetanicky toxoid



Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace

izolace lymfocytll z periferni heparinizované krve

kultivace lymfocytll s mitogeny
Tetanicky toxoid — 7 dni
PHA, PWM - 3 dny

« pridani 3H-tymidinu den pred koncem proliferace
(2. den nebo 6. den) - inkorporace tymidinu do DNA
deélicich se bunek

stop proliferace zmrazenim

detekce radioaktivity beta-counterem

vysledek - stimulacni index (SI)
Pomér cmp (counts per minute) stimulovanée populace
vuci aktivité nestimulovanych bunék
Pozitivni (SI > 5 pro jednotlivé antigeny a SI > 100 pro
mitogeny a polyklonalni aktivatory)



Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace
dalsi moznosti stanoveni proliferace bunek

- stanoveni exprese jaderného proteinu Ki-67

« tento protein je exprimovan béhem vsech aktivnich fazi bunécného déleni
mimo klidovou GO fazi > vysledkem je procento Ki-67 pozitivnich
lymfocytU

« nevyhoda metody -> protein Ki-67 se exprimuje uz v G1 fazi bunécného
cyklu, kdy se bunka k proliferaci teprve chystd, ale nemusi ji dokoncit
(naptiklad pfi selektivnim plsobeni cytostatik)

- dalsSi metody stanoveni proliferace -> méreni celkové DNA pomoci
interkalacnich sond, metoda inkorporace bromdeoxyuridinu (BrdU), metoda
Click-iT® Plus EdU, méreni proliferace metodou DELFIA




Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace
Vyznam vysetieni proliferace lymfocytu:

diagnostika zavaznych imunodeficientnich stavu
(podezieni na SCID, deficit CD4* T-lymfocytu)

monitorovani ucinku onkologické lécby

vyzkumné ucely



Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

dalsi specializovana funkcni vysetreni

Produkce a uvolfiovani dulezitych cytokinu a tim i funk&ni
vySetifeni subpopulaci T lymfocytl (Thl a Th2)

. ELISA, ELISPOT, PCR

Vysetreni exprese molekul vyznamnych pro bunécné synapse
. v 7 (o) v
nebo aktivacnich znaku na povrchu bunek

- priatokova cytometrie

+ Schopnost tvorby imunoglobulini B lymfocyty
« ELISA, ELISPOT



Funkcni vysetreni T lymfocytd in vivo

TUBERKULINOVY TEST

test pozdniho typu precitlivélosti (IV. typ imunopatologické reakce)

- aplikace antigenu intradermalné (tuberkulin)
na dorzalni stranu leveho predlokti

« Casovy odstup odectu reakce 24 - 48 hodin

« vznik indurace a erytemu v misté aplikace antigenu
(hodnoti se pouze indurace)



Funkcni vysetreni T lymfocytd in vivo

TUBERKULINOVY TEST

test pozdniho typu precitlivélosti (IV. typ imunopatologické reakce)

Pozitivni reakce
indurace od 6 do 15 mm
« normalni odpovéd’ u senzibilizovaného jedince
indurace nad 15 mm (u déti do 5 let nad 10 mm)
» indikace k RTG vysetreni

Negativni reakce

indurace do 6 mm
 pacient nebyl drive senzibilizovan
« porucha odpovidavosti T lymfocyt(



Funkcni vysetreni T lymfocytd in vivo

TEST BUNECNE MEDIOVANE IMUNITY

(CMI TEST, cell mediated immunity test)

- intradermalni aplikace tzv. anamnestickych
antigend (tuberkulin, kandidin, toxoplasmin,
tetanicky toxoid, antigeny stafylokoku, streptokoku

a dalsi)

- pokud pacient neodpovi tvorbou indurace
v misté aplikace antigenu do 48 hodin, je
porusena pravdepodobné jeho T-lymfocytarni
odpovidavost (anergni pacient)



