Prace s bunkami imunitniho systemu

Rada laboratornich technik moderni imunologie je
zalozena na hodnoceni:

a) poctu

b) aktivity jednotlivych typu bunék imunitniho
systemu

C) na prukazu jejich produktt (cytokinu, reaktivnich
radikalu kysliku a dusiku, enzymu apod.)

Tyto testy slouzi v experimentalni a klinicke

imunologii k vyhodnoceni parametru nespecificke,
ale | specifické bunkami zprostredkovane imunity.

Jedna se o pracne, materialne i pristrojove narocne techniky.



v praci s bunkami IS je nutno dodrzovat
celou radu zasad:

Do laboratore je tfeba je dodat rychle (optimalné do 2 hod) vzorek
nesrazene krve, pri odbéru je treba pouzivat protisrazlive prostredky,
vzorky odebirat asepticky, zpomalit starnuti a aktivitu b. pri 4
Bunky ve funkénich testech musi zUstat neporusené, piné vitalni — je
treba pracovat rychle, setrné.

Pro zachovani plné funkénosti je tfeba uchovavat b. ve vhodném
prostredi (pH 7,2), je tfeba dodat zakladni mineralni latky a pfi
dlouhodobych kultivacich i ziviny.

-pro kratkodobé kultivace pufrovany fyziologicky roztok v ruznych
modifikacich

-pro dlouhodobou kultivaci média s ruznymi vlastnostmi (napf. MEM s 5
— 10% séra)

Je treba pracovat asepticky, kontaminujici bakterie ovlivauji vysledek
testu a pri vicedenni kultivaci vzorek zcela znehodnoti

Pro nektere testy se pouzivaji bunky v plné krvi, pro jiné se izoluji
riznymi postupy

Pro dosazeni standardniho vysledku ve funkénich testech je potfeba do

testu nasazovat zivé bunky y urCité koncentraci — bunky se spocitaji a
sleduje se jejich Zivotnost (Jl5%)




Izolace bunecnych populaci

Bunécéné funkcni testy se provadéji bud v plné krvi, nebo po izolaci
jednotlivych populaci. Existuje cela rada separacnich metod, ktere se
uplatriuji v rizné mife pro jednotlivé testy.

Populaci vSech leukocytu Ize ziskat napf. pomoci
hypotonickeho Soku, tj kratkodobemu vystaveni bunek
hypotonickemu prostredi, kteremu leukocyty s vyssi
osmotickou rezistenci odolavaji, zatimco erytrocyty
podlennou hemolyze. Zbytek ery po prvnim kroku
hemolyzy lze lyzovat 0,83% roztokem chloridu
amonneho.

lymfocyty a monocyty se ziskavaji nejcastéji centrifugaci
na denzitnim gradientu (médium specifické hmotnosti
1,077g/ml), kdy lymfocyty a monocyty s nizsSi specifickou
hmotnosti vytvari prstenec nad denzithnim médiem,
zatimco granulocyty se dostavaji do sedimentu. Mono
se od lymfo mohou nasledné oddélit na zaklade jejich
adherence ke sklu nebo plastickym hmotam.



Vlastni testy izolace bunek
z periferni krve

1.V prvnim postupu izolujeme smes mononuklearnich b. (mono a lymfo) na
denzitnim gradientu. Test vyuziva rozdilné specifické hmotnosti, kdy lehci
lymfocyty a mono zustavaji nad gradientem, zatimco Cervené krvmky a
granulocyty propadavaji.

Obr. Schéma izolace mononuklearnich bunék na denzitnim gradientu
|. Pracovni postup:

Do zkumavky napipetujeme 3ml roztoku verografinu

1ml krve naredime s 2ml média

Zkumavku naklonime a verografin opatrné prevrstvime fedénou krvi
Odstredime 30 — 40min pfi 400G

Opatrné odsajeme prstenec mononuklearnich bunék

pridame 4ml media, resuspendujeme

Odstfedime 5min

Opatrné slejeme (odsajeme) supernatant

Pridame kapku séra, sediment resuspendujeme

Zhotovime nater

U izolovanych bunék sledujeme: Cistotu suspenze na zhotoveném,
obarvenem nateru

zivotnost zbarvenim trypanovou modfri, koncentraci bunék v suspenzi



Vlastni testy izolace bunéek
z periferni krve

2. Suspenzi vSech leukocytu muzeme ziskat napf. pomoci hemolyzy
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takze pri kratkodobém vystaveni bunek hypotonickemu prostredi cervene
krvinky lyzuji, zatimco bilé zUstavaji neporusenée. Podminkou je rychle
vyrovnat puvodni izotonicitu prostfedi.

Obr. Schéma izolace leukocyti pomoci hemolyzy ¢ervenych krvinek
ll. Pracovni postup:

Do oznacCené zkumavky napipetujeme 1ml krve
Pridame 2ml redestilovaneé vody, smichame
michame 40s, pfidame 1ml 2,7%roztoku NaCl
Odstrfedime 5min

Opatrné slejeme (odsajeme) supernatant
Pridame 4ml pufru, sediment resuspendujeme
Odstrfedime 5min

Opatrné slejeme (odsajeme ) supernatant
Pridame kapku séra, sediment resuspendujeme
Zhotovime nater



Vlastni testy izolace bunéek
z periferni krve

@ Nejpresnejsi metody separace vyuzivaji
specifickou vazbu monoklonalnich protilatek
na povrchové molekuly bunek. To se
uskutecni napr. pomoci magneticke
separace (v tom pripade se pouziji protilatky
S navazanymi magnetickymi casticemi)
nebo tfidicem bunék v prutokovém
cytometru.



Stanoveni koncentrace a zivotnosti bunék

@ 1. Bunky izolované z vySe uvedenych postupu je tfeba do
testu nasazovat ve vhodné koncentraci. Buriky se pocitaji

@ a) v Blrkerové komurce nebo
@ b) pomoci pocitacovych automatu

@ pf.do kultivaénich testu (napf. testu blastické transformace
lymfocytl) se bunky nasazuji v koncentraci 1 — 2 mil./ml, ve
fagocytarnich testech se pouzivaji suspenze neutrofilt
v koncentraci 5 — 10mil./ ml.

@ 2. Dalsi podminkou je plna zivotnost a funkcni aktivita
testovanych bunek.

@ Zivotnost se sleduje a) ve svételném nebo

@ b) fluorescencnim mikroskopu (trypanova modr, propidium
jodid), které jsou schopny proniknout pres porusenou
cytoplazmatickou membranu do mrtvych bunek, ale nepro
nikaji do bunek zivych.

Zivotnost bun&&né suspenze na podéatku testu by méla byt alespor 95%.



Podminky uchovani bunek

@ K uchovani vitality a funkCni aktivity se bunecné
suspenze uchovavaji v pufrovaném fyziologickem
roztoku (pH 7,2), Casto s ionty vapniku, horCiku (nutné
pro nékteré reakce) a obohacené glukézou (napfr.
Hanksuv solny roztok). Pro vicedenni kultivace se
pouzivaji tekuta media s zivinami a pridavkem bovinniho
Letlélnl'ho séra, podobné jako pfi kultivaci tkanovych

ultur.

@ Takto pripravené suspenze bunek se pouzivaji v testech
prukazu nespecifické aktivity nebo specifické bunééné
Imunity. Funkénim testum predchazi testy stanoveni
poctu, pripadne morfologie danych bunek, ktere maji
zaklad v hematologickych a histologickych technikach.
Stanoveni poc€tu bunék je také v radé testu
predpokladem k prepoctu zjistené hodnoty funkcni
aktivity na konkretni pocCet bunek.



Testy pocCtu a aktivity bunéek imunitniho

systemu

l. Metody stanoveni poctu, morfologie bunék

Celkové pocty — Burkerova komurka, podcitaci automaty

Diferencialni poCet — krevni natér hodnoceny
mikroskopicky, automaty

Morfologicka charakteristika bunék krve, kostni drene -
hematologie

Morfologicka charakteristika bunék v lymfatickych
organech - histologie
Rozliseni bunék podle rozdilnych vilastnosti (zivé x

mrtve, nekrotické x apoptické) — svételna a fluorescencni
mikroskopie, prutokové cytometrie

Subpopulace podle povrchovych genotypickych znaku
bunék v suspenzich — prutokova cytometrie

Rozliseni povrchovych nebo intracelularnich znaku
bunek ve tkanich — imunohistochemie



Testy poctu a aktivity bunek imunitniho
systemu

Il. metody stanoveni aktivity bunék — funkéni testy

@ Prukaz povrchovych nebo intracelularnich znaku
aktivity — prutokova cytometrie

@ Testy fagocytarni aktivity (adherence, ingesce,
produkce radikalu, baktericidie)

@ Testy aktivity lymfocytu — bioeseje, ELISA, RT —
PCR

@ Testy specifické bunécné imunity — testy po
stimulaci specifickym antigenem

@ Testy in vivo, napr. kozni test Casné nebo
oddalene precitlivelosti



Vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci a jejich funkce

@ Stanoveni poctu a funkce lymfocytu, v€etné jejich
subpopulaci, je nezbytnou soucasti celkoveho
Imunologického vySetreni pacienta a prispiva ke
stanoveni spravne diagnozy.

@ Lymfocyty u zdravého jedince reprezentuji v cirkulujici
krvi asi jednu tfetinu bunék bilé fady. Prvni duleZitou
informaci o poctu a zastoupeni lymfocytl ziskame
jednoduchym vysetrenim krevniho obrazu. Diferencialni
krevni obraz vsak neni schopen charakterizovat
jednotlivé lymfocytarni subpopulace, nebot na zakladé
bunecné morfologie neni mozno rozlisit T — a B-
lymfocyty. Znalost pocCtu leukocytu a zastoupeni
lymfocytu je vSak nezbytnym predpokladem spravné
interpretace imunologického vysetreni.



Prukaz povrchovych nebo
intracelularnich znaku aktivity

@ Studium lymfocytarnich subpopulaci se stalo
realizovatelné poté, co bylo zjisteno, ze bunky exprimuji
na svem povrchu rozlicné specifické molekuly (znaky).
Tyto muzeme usporadat do skupin, jez charakterizuji a)
bunecnou linii, b) stav diferenciace jednotlivé bunky, c) jeji
aktivace. Vyrazny pokrok prinesla dostupnost
monoklonalnich protilatek, které jsou schopny rozpoznat
molekuly na povrchu bunky jako antigeny. Povrchovy znak
definované struktury rozpoznatelny skupinou
monoklonalnich protilatek je zarazen do skupiny
diferenciaCnich CD znaku. V souCasné dobe je jiz na
lidskych leukocytech charakterizovano a oznaceno vice
nez 200 povrchovych znaku.



Prukaz povrchovych nebo
intracelularnich znaku aktivity

@ Jednotlive znaky a jejich kombinace prokazujeme
metodou prime fluorescence. Bunky jsou inkubovany
s protilatkou oznacenou fluorescencnim barvivem,
fluorescencni mikroskop umozni analyzovat vysledek
vazby Ag a Ab a znazornit tak bunecné populace, coz je
ale nesmirne Casove narocne.

@ Prutokova cytometrie je metoda, ktera dokaze v kratkém
casovem intervalu analyzovat tisice bunek oznaCenych
monoklonalnimi protilatky. Individualni bunky jsou navic
charakterizovany i na zaklade sve velikosti a granularity.
Bézné muzeme zjiStovat koexpresi riznych antigenu
(béZné dvou az tfi) na povrchu bunék pozitivnich Ci
negativnich pro dany znak, tak i intenzitu fluorescence.
Zavedeni prutokové cytometrie do praxe umoznuje kvalitni
znazornéni a vysetreni lymfocytarnich subpopulaci.



Zakladni povrchoveé znaky

@ Zakladni znaky pouzivané pro T- lymfocyty jsou
CD3, jez je soucasti komplexu TCR — CD3
komplexu, CD4 a CD8, které charakterizuji
pomocne a cytotoxické T — lymfocytarni
subpopulace

@ Zak
CD1

@ Zak
bez

adni znaky pouzivané pro B- lymfocyty jsou
9 nebo CD20

adni znak pouzivany pro NK bunky je CD56
koexprese s CD3. AktivaCnim znakem je

CD25 (receptor pro IL-2). Na vsech leukocytech
nalézame CD45, na monocytech CD14.



Testy aktivity lymfocytu

@ Proliferace je jednim z fyziologickych jevu bunééné
aktivace. Pouzitim radioaktivne znaCeneho thymidinu (3H-
thymidin) jsme schopni v laboratofi proliferaci lymfocytu
kvantitativne vysetrit, nebot thymidin se zabuduje do DNA
delicich se bunek a takto je oznaci.

W Tvorba nove DNA je umerna mnozstvi bunecnych deleni.

@ K déleni muzeme lymfocyty stimulovat in vitro
polyklonalne a nebo specificky. Lektiny, rostlinne proteiny
vazici se na membranové glykoproteiny buiky, pusobi
jako polyklonalni mitogeny. Aktivuji lymfocyt nezavisle na
jeho antigenni specificité.

@ Pro stimulaci T-bunek se pouzivaji Phytohemaglutinin
(PHA) a konkavalin A (Con A),

@ K aktivaci B-bunek pokeweed mitogen (PWM).
Monoklonalnich protilatek Ize také pouzit, prikladem muze
byt anti-CD3 protilatka.

@ Ke specifické stimulaci: Tetanickeho toxoid (antigen)

E.coli, tuberkulinu. Je zde nezbytna pfitomnost monocytu
iako APC.



Testy aktivity lymfocytu

@ Pri vySetreni se inkubuji izolované bunky nebo plna krev
pacienta s prislusnym stimulantem. Po nekolikadenni
kultivaci se prida do suspenze triciem znaceny thymidin
a po nékolika hodinach se oddéli bunécna suspenze (s
navazanym oznacenym thymidinem) od kultivacniho
media (v némz se nachazi thymidin, ktery nebyl do DNA
inkorporovan). Energie radiace se prevede na svételny
signal, testované bunecné vzorky se vyhodnoti ve
scintilacnim pocitaci. Vysledky jsou vyjadreny jako pocet
svételnych impulzu za minutu. Cela metodika je naro¢na
na sterilitu i presnost provedeni a je pouzivana zejména
pri vysetreni nemocnych s podezdrenim na zavaznou
primarni nebo sekundarni imunodeficienci.



Cytotoxicke metody

@ ZniCeni cilovych bunék muze byt dosazeno v imunitnich
reakcich riznymi bunkami: Tc lymfocyty, NK bunkami
nebo makrofagy, neutrofily Ci dalSimi cytotoxickymi
bunkami v cytotoxicke reakci zavislé na protilatkach (drive
se bunky ucastnici se teto reakce oznacovaly K bunky).

@ V testu cytotoxickych lymfocytu (zavisly na MHC, nezavisly
na protilatkach) se pouzivaji lymfocyty z imunniho ZVirete,
které se kultivuji v ruzném pomeru k cilovym bunkam
(zpravidla nadorovym), jez byly oznacCeny radioaktivnim
chromem (51Cr). Po inkubaci a odstredeni se supernatant
testuje na radioaktivitu.

@ NedostateCna cytotoxicka reaktivita se nachazi u pacientu
s nedostatecnou funkci thymu, kombinovanou
imunodeficienci, nekterymi nadorovymi chorobami, pri
imunosupresivni terapii a nekdy i pri mykobakterlalnlch
chorobach, nékterych virovych chorobach a vaznych
autoimunitnich chorobach.



Cytotoxické metody

@ NK bunky jsou spontanné cytotoxické pro ruzné
bunky, maji Fc receptor, ale nemaji povrchove
imunoglobuliny. Jejich aktivita muze byt testovana
vyse uvedenym testem uvolnovani 51Cr.

@ Cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC —
antibody dependent cellular cytotoxicity):

cilove bunky se zpracuji sérem s protilatkami (ale
bez komplementu), oznacCi radioaktivnim chromem
(51Cr) a pak exponuji efektorovymi bunkami. Tento
typ bunecneé toxicity byl pozorovan u matek po
opakovanych porodech deti téhoz otce, pri
transplantacni reakci, autoimunite | nadorovych
onemocneni



