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HODNOCENI SPECIFICKE BUNECNE
IMUNITY

e Zakladni klinické projevy poruch specifické bunéecné imunity
* Opakované teézce probihajici infekce sSpatné odpovidajici na [écCbu:
* Plice, GIT, kGize
* Virové infekce
* Intracelularni bakterie (M. tuberculosis)
* Oportunistické infekce (rtizné Candida, Pneumocysitis carinii)

* hodnoceni specifické reakce lymfocytu je nutné pro efektivni diagnostiku:
e primarnich imunodeficienci
* sekundarnich imunodeficienci — infekce, malnutrice, trauma, nadory, ucinky terapie
e autoimunitnich nemoci



Druhy lymfocytu a jejich funkce
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Funkcni testy lymfocytu

 Stimulace plné krve nebo mononuklearnich bunék (PBMC) nebo izolovanych
populaci

* Sledovani:
* Proliferace
* Produkce cytokinu
* Produkce protilatek
* Exprese aktivacnich a kostimulacnich mo
 Sledovani aktivace transkripcnich faktor(
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* K vySe uvedenym metodam pouzivame:
* In vitro kultivace
 Kultivacni média, ristoveé faktory, aktivacni latky, cytokiny
e Atmosféra CO2
* Teplota 37°C



Moznosti separace - historicke shrnuti

* Prvni pokusy o separaci jednotlivych typu leukocytu kolem r. 1960

* Pouzivani fyzikalnich charakteristik (hustota) nebo biochemickych
odlisSnosti (pritomnost specifickych enzymu) (napr. L-leucin-metylester
je toxicky pro monocyty s obsahem lysozymu a NK buriky)

e 1968 Boyum publikoval metodu separace na hustotnim gradientu
(FICOLL)

 Podobné metody pouzivaly arabinogalaktan (stractan) 13-17%

* 80. léta — objevuji se metody separace zalozené na reakci Ag-Ab

* Rozetové metody

* Adherence makrofagu k plastiim, B bunky + nylonova vina
A




Principy separace

- Podle ceho se separuje
* Fyzikalni vlastnosti

Velikost bunéek

Hustota (densita)
* Rychlost sedimentace pri centrifugaci

* Biologicke vlastnosti:
* Prirozené schopnosti bunék (adherence bunék na plastik)
* Povrchova exprese molekul - markeru

* Kritéria pro vyber metody
* Cistota a vytézek separace

* Doba zpracovani
* Financni narocnost




Separace bunek

* Vychozi material:

* Solidni organ: Tkan se rozreze na malé cCastecky, ktere se ponofi do kultivacniho média.
Bunky pak rostou v kultivacni nadobé.

e Tkan se rozvolni na jednotlivé bunky
mechanicky homogenizatorem,
enzymatickym natravenim -trypsinem, kolagenazou, pronazou, dispazou, elastazou,...

* Krev, kostni dfen — jiz rovnou bunécna suspenze

* Smesneé populace bunék — pro funkcni testy potreba izolovat urcity typ bunék od ostatnich
populaci bunék

* Nadorova tkan: oddéleni nadorovych bunék od nenadorovych
e Kostni dren: CD34+ kmenové bunky od ostatnich bunék
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* Krev: izolace ruznych typu leukocytu
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Typy leukocytu

Leukocytes
white blood cells ~ WBC

e

agranulocyty granulocyty

lymphocytes  monocytes basophils neutrophils eosinophils
20-25% 3-8% 9-1% 60 - 70% 2-4%
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Zakladni separace krevnich slozek

* Pouziva se na transfuznich stanicich
* Nesrazliva krev se centrifuguje rychlosti 1500-2000g (|300-3400rpm)

* Krev se rozdéli na tyto slozky: i
* Cervené krvinky
* Plazma bohaté na desticky N
-

* Buffy coat — bile krvinky a desticky SIS S o
» Desticky jsou separovany z vrchni frakce a z buffy coatu

Buffy Coat
leukocytes & platelets
(<1% of total blood)

Erythrocytes
(45% of total blood)




Odstanovani erytrocytu — hypotonicka
lyza

e ZaloZzeno na vétsi nachylnosti erytrocytl k hypotonickému Soku ve srovnani
s ostatnimi leukocyty na zakladé méné stabilni membrany erytrocytu

* Pouzivané metody:
e Osmoticka lyza chloridem amonnym g ;"
* Destilovanou vodou =4 S
e Zménou pH — kyselina mravenci
* Poté nasleduje navrat bunék do izotonického prostredi

* Pouziti — priprava vzorkl pro prutokovou cytometrii:
e Znaceni protilatkami
 Lyza erytrocytU
* Promyti
* Méreni na cytometru a analyza




Ziskani PBMC pomoci nespojite gradientove
centrifugace

* Princip spociva v navrstveni na sebe dvou roztokt o riznych
hustotach

* Pri navrstvovani tvori horni vrstvu plna krev
* Po centrifugaci zUstanou bunky mezi roztoky s vyssi a nizsi
hustotou

 Jako hustotni médium se pouzivaji sacharidova média nebo
slozité sacharidy (Ficoll)

* Ficoll 400 — synteticky vysokomolekularni polymer sukrozy a
epichlorohydrinu. MR. 400 000

* Ficoll Pague — saparacni Cinidlo — vodny roztok o hustoté %
1,077g/ml - obsahuje 5,7g Ficollu 400 a 9g ditrazoatu sodného




Gradientova centrifugace — separace
mononuklearnich bunek z plne nesrazlive
Krve

PIna krev se opatrné navrstvi na hustotni médium
Nasleduje centrifugace — 20-30 min
Separace jednotlivych slozek krve — viz obrazek
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Separace monocytu pomoci adherence
na plastove povrchy

e Uzivano obvykle po separaci PBMC

* Monocyty — prirozena schopnost adherovat na povrch kultivacniho
plastiku — probiha nékolik hodin

e Ostatni bunky, zejména lymfocyty zUstavaji plovouci v médiu
» Cistota separace: kolem 70-80%
 U&innost separace: méné ne? 50%

* \\yhody: financné nenarocné

* Nevyhody:

* ucinnost a prodlouzena doba separace
* variabilita mezi darci




Separace populaci leukocytu na zakladé
povrchovych znaku — reakce antigen ( Ag) a
protilatka ( Ab)

* Tvorba rozet

* Imunomagneticka separace
e Sortovani bunék pomoci prutokové cytometrie




Separace populaci leukocytu na zakladée
povrchovych znaku — tvorba rozet

Lymfocyty tvori shluky s cervenymi krvinkami — tzv. rozety,
viditelné pod mikroskopem, jako lymfocyt obklopeny
erytrocyty

Pouzivaji se k izolaci T-lymfocytdl, B-lymfocytl — zalozeno na
pfitomnosti specifickych receptoru CD2 a LFA

T-lymfocyty: exprese molekuly CD2, na kterou se vazi berani
erytrocyty — tzv. E- rozety

B-lymfocyty: exprese molekuly LFA (Lymphocyte function-
associated antigen) vazici mysi erytrocyty — M-rozety

Nenavazané erytrocyty se odstrani hypotonickou lyzou nebo
je mozné rozety separovat pomoci gradientoveé centrifugace
— vyuzivaji zejména komercni kity:

* rozety vytvorené pomoci protilatek




Separace populaci leukocytu na zakladée
povrchovych znaku

* Pozitivni separace: z bunécné suspenze je pomoci specifického markeru za
pritomnosti specifickych protilatek navazana a poté izolovana konkrétni
bunécna populace:

e CD3 —T-lymfocyty
* CD19, CD20 B-lymfocyty
* CD15 — neutrofily......

* Negativni separace nebo deplece: z bunécné suspenze jsou odstranény
pomoci specifickych protilatek bunky, které nejsou cilem separace

* Oba pristupy mohou byt kombinovany — pfi hledani slozitéji definovanych
subpopulaci — priklad izolace T regulacnich lymfocytu

» Cistota separace se obvykle pohybuje na 90%



Separace populaci leukocytu na zaklade
povrchovych znaku — reakce Ag a
rotilatka

Na nosiC navazana protilatka proti Ag specifickému Marker bun&éné
pro hledanou bunécnou populaci
populace

RGzné vlastnosti nosiCe — magnetismus, hustota,
velikost — umozneni separace protilatkou
oznacenych bunék
4
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Moznost vyuziti principu sloupcové
chromatografie — protilatky jsou konjugovan
kulickami: kulicky s navazanymi burikami jsou pri
separaci zadrzeny v koloné nebo ve zkumavce a

v
teprve po odmyti nenavazanych bunék nasleduje /:

Nosic

proces vyplaveni bunék navazanych na kulicky
Vyhody: vysoka Cistota a vytézek
Nevyhody: casova a financni narocnost

Protilatka
specificka pro
bunécny marker




Separace populaci leukocytu na zakladé
povrchovych znaku, reakce Ag a protilatka:
Magneticka separacni kolona

* Suspenze bunek se inkubuje s magnetickymi partikulemi oznacenymi
monoklonalni protilatkou proti specifickému receptoru pritomnému
na hledané populaci bunék

* Poté prochazi bunécna suspenze kolnou umisténou v silném
magnetickém poli

* Magneticky , 0znacené” bunky jsou zadrzeny v koloné — ostatni
neznacené bunky odtecou z kolony pryc

* Po vyjmuti kolony z magnetického pole jsou zadrzené bunky vymyty
* Obé populace jsou pouzitelné k dalSim experimentim m
ol




Imunomagneticka separace — pozitivni
selekce
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N ceni bunék ické ¥
aznaceni b Kolonka v magnetickém \/
protilatkami s poli. Kolonka se odstrani z
navazanymi Buriky s navazanou magnetického pole.
magnetickymi protilatkou zUstavaji v Bunky s navazanou
partikulemi kolonce. Promyti. protilatkou se vymyji z

Pozitivni separace kolonky

e vysSsi Cistota separace
e na vyizolovanych bunkach jsou navazany protilatky, které mohou
ovlivnit vlastnosti bunék ve funkcnich testech



Imunomagneticka separace — negativni
selekce
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Naznaceni nechténych Kolonka v magnetickém poli.
populaci bunek Buriky s navazanou protildtkou zustavaji v
protilatkami s kolonce. Neoznacené buriky (pozadovana
nNavazanymi na populace) se vymyji do nové zkumavky.

magnetické partikule

negativni separace
- vyizolované buriky jsou ,,untouched"



MACS - automated Magnetic Cell
Sorting

e Komercni soupravy k izolaci libovolné bunécné subpopulace na
magnetické koloné

* Pouziti magnetickych partikuli konjugovanych s monoklonalnimi
protilatkami

* Bunky lze separovat primo z plné krve za 40minut, Cistota 95-98%
* Rychlost metody — az 10milionu bunék za sekundu

* Kompatibilni s pritokovou cytometrii — lze zaroven provadét
fluorescencni i magnetické znaceni
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FACS — Fluorescence Activated Cell
Sorting

e ZaloZzeno na principu prutokové cytometrie

- bunky v suspenzi jsou oznaceny monoklonalni protilatkou s navazanym
fluorochromem

* Pfi pruchodu detektorem je po
vychylena ze své drahy a nasmen

elektrického vyboje cilova bunka
a do sbérné zkumavky
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* \Vysoka Cistota separace
* Prichod az 50 000 bunék za vterinu



FACS — Fluorescence Activated Cell
Sorting

« Whody

* Moznost presné definice cilové
bunécné populace pomoci
vhodné kombinace protilatek

stained cells

fluorescence
* Vysoka cCistota - e 3 /
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hydrodynamic focussing
nozzle

scattered light

* Nevyhody: light source
* Finanéné naroéné na pfistrojové B Sl
vybaveni i provedeni pokusu 9
e Casova naro¢nost / Ot -
* Ovlivnéni zivotnosti bunék = o ’@
* Obtizné zajisténi sterility . @+deflected droplets
« Nizké wyt&tky 0 . D
sorted cells




Funkcni testy lymfocytu

 Stimulace plné krve nebo mononuklearnich bunék (PBMC) nebo izolovanych
populaci

* Sledovani:
* Proliferace
* Produkce cytokinu
* Produkce protilatek
* Exprese aktivacnich a kostimulacnich mo
 Sledovani aktivace transkripcnich faktor(
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* K vySe uvedenym metodam pouzivame:
* In vitro kultivace
 Kultivacni média, ristoveé faktory, aktivacni latky, cytokiny
e Atmosféra CO2
* Teplota 37°C



Aktivace T-lymfocyti

* T-lymfocyty poznavaji antigeny pouze ve forme peptidovych
fragmentu vazanych na MHC | nebo Il. (Fenomen MHC-restrikce) na
antigen prezentujicich bunkach (APC) — dendritické bunky, makrofagy

* Antigen musi byt nejdrive v APC ,zpracovan® (processing)- nativni
protein je proteolyticky degradovan na peptidy, které se
intracelularné vazi na molekuly MHC. Tento komplex se dostava na
bunécnou membranu antigen prezentujici bunky, kde je schopen
reagovat s T-lymfocytem prostrednictvim TCR, ktery je pro dany Ag
specificky.

* Kazdy T-lymfocyt v krvi muze byt specificky pro jiny Ag — je nutné najit
latky schopné aktivovat vSechny T-lymfocyty
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Aktivace TCR antigenem a
superantigenem

MHC class |l

S .pcronizen

) TRC

-

Aktivacni Aktivacni
signal signal

Priklady superantigenu:

phytohemagglutinin
(PHA)

concanavalin A (ConA)

pokeweed mitogen

(PWM)



Funkcni vysetreni T-lymfocytu

e Aktivace
* Proliferace

* Produkce cytokint
* \/lySetreni exprese kostlmulacmc‘lekul CDA40L, ICOS

* Pribéh aktivace lymfocytl je mozné sledovat pomoci povrchovych
markeru exprimovanych v urcitych fazich aktivace na povrchu nebo

uvnitr lymfocytu



Zmeny povrchovych molekul na
povrchu T-lymfocytu béhem
aktivace
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Priprava vzorku

* Nesrazliva krev odebrana do Heparinu — v pripadé primé stimulace v
plné krvi

 Odbér do EDTA — nutnost odmyti kyseliny diamin tetraoctové —
chelatuje kalcium a tim fixuje lymfocyty - izolace PBMC

* Naredéna krev Ci izolované bunky se napipetuji do jamek kultivacni
desticky, prida se médium, stimulatory a aktivuje se:

» Aktivace: 4-24 hod v zavislosti na pouzitém stimulans
* Proliferace: nejméné 2-3 dny, v zavislosti na druhu stimulace
* Produkce cytokinu: 4-72 hod — v zavislosti na druhu cytokinu




Aktivace a proliferace T-
lymfocytu

e Casna aktivace — vySetfeni povrchovych znak(i CD69 — vystupuje na
povrch 4hodiny od zacatku aktivace v zavislosti na zptusobu aktivace

e CD25- vystupuje na povrch po 12-ti hodinach od zacatku aktivace
* Proliferace — schopnost T-lymfocytu mnozit se po Ag stimulaci

* phytohemagglutinin (PHA) (Fazole zahradni)

e concanavalin A (ConA) (Jack Bean)

e pokeweed mitogen (PWM) (Licidlo americké)

* Anti-CD3+ anti- CD28




Mereni aktivace a proliferace
T-lymfocytu

* Aktivace - metodou prutokové cytmetrie

* Proliferace:
* Inkorporace radioaktivné znaceného thymidinu

* Inkorporace bromdeoxiuridinu ¢i jinych analogu do DNA, jejich nasledné
oznaceni a méreni : spektrofotometricky, flourescencné, prutokovou
cytometrii

 Méreni Ag Ki-67 — jaderny protein, podilejici se na regulaci bunécného déleni,
exprimuje se pouze pri proliferaci bunky — detekce: pritokova cytometrie

 Poznamka — jedna se o méreni jaderného Ag, nutnost fixace a permeabilizace
membrany
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PROLIFERACNI AKTIVITA LYMFOCYTU

TEST BLASTICKE TRANSFORMACE LYMFOCYTU

1. _suspenze lymfocytd 6. zabudovani izotopu *H thymidinu
2. + mitogen (optimalni redéni) do nové DNA

3. inkubace 72 hod / 37°C, atmosféra CO2
4. +3H thymidin
5. inkubace 18 hod / 37°C, atmosféra CO2

7. sklizen bunék

MERENI RADIOAKTIVITY
KAPALNOU SCINTILACI

(cpm)




Méreni aktivace T-lymfocytu pomoci

CD8 APC AT50

prutokove cytometrie

[CD3+] L/D / CD3 APC
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CD3 APC

CD8 APC AT50

108

Mereni proliferace T-lymfocytu
pomoci prutokove cytometrie

[CD3+] L/D / CD3 APC

Exprese Ki-67 bez
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Méreni produkce cytokinu

* \VV plazmé — odrazi spiSe ¢innost monocytu
 \/ supernatantu kultivovanych bunéek
Pouzité metody
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* Pfimo v bunikach — prutokova cytometrie nutné pridat Brefeldin nebo
Monensim, latky zabranujici vyplavovani cytokint ven z bunky

* ELISPOT




Th1, Th2 a Th17 lymfocyty

p— 1 I 1 I—— —
Signature Immune Host Role in
cytokines reactions defense diseases
Autoimmune
Macrophage diseases;
THI1I =0 |FNy activation; ln;:%?ggg':r tissue damage
ce lgG production associated with
chronic infections
Mast cell,
eosinophil
I éactw?jilop; | Helminthic Allergic
q‘alg?naut?vg'n’ parasites diseases
macrophage
activation
Neutrophilic, Extracellular Organ-specific
monocytic bacteria; autoimmunity
inflammation fungi
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Produkce cytokinu — IFN gamma po 18 hod
stimulace — vysetreni pomoci prutokove
cytometrie

[CD3+] L/D ¢ CD3 APC CD25 PCH / IFNGAMMA+BY 421
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Méreni aktivace transkripcnich faktoru,
priklad aktivita NF-kB

* Po prijeti aktivacniho signalu dochazi v lymfocytu nebo dalsich bunkach
imunitniho systému k postupnému zapojovani jednotlivych transkripcnich
faktoru. Jednim z nejdulezitéjsich je transkripcni faktor NF-kB

* tvoren skupinou transkrip¢nich faktord, k nimz patri pét znamych ¢lenu:
p50, p52, RelA (p65), c-Rel a RelB

* Aktivace je regulovana udrzovanim NF-kB v inaktivni forme v cytoplazme
nestimulovanych bunék vazbou na inhibicni molekulu zvanou IkB.

* Pusobenim nékterych podnétt dochazi k degradaci IkB a naslednému
uvolnéni NF-kB.

* Volny NF-kB vstupuje do jadra, kde interaguje s cilovymi geny — vede k
aktivaci bunky

* Zména v aktivaci nebo regulaci aktivace NF-kB u primarnich
imunodeficienci, nadorovych bunéek apod.
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B-lymfocyty
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ELISPOT

* Bud monoklonalni nebo polyklonalni protilatka specificka pro zvoleny
analyt je predem navazana na PVDF (polyvinyliden-difluorid) ktery je
na povrchu jamek mikrodesticky.

e Stimulované bunky se pipetuji do jamek a mikrodesticka se umisti do
zvlhéeného CO, inkubatoru a inkubuji se pfi 37 °C po urcitou dobu.

» Aktivace bunky - uvolnéni cytokinu, protilatky, chemokinu, apod.

* \lyluCovana latka =analyt se vaze na imobilizovanou protilatkou na
dné jamky desticky — je v bezprostredni blizkosti sekrecnich bunéek
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ELISPOT

* Cytokin je tedy "zachycen" navazanymi protilatkami v oblasti primo obklopujici
sekrecni bunku predtim, nez ma sanci difundovat do kultivacniho média, nebo byt
degradovan proteazami a vazan na receptory na okolnich bunkach

* Po odstraneni vsech bunek a nenavazanych latek se do jamek prida biotinylovana
polyklonalni protilatka specificka pro zvoleny analyt.

* Nasleduje promyti nenavazanych biotinylovanych protilatek, pridani alkalicke
fosfatazy konjugované se streptavidinem.

* Nenavazany enzym se nasledné odstrani promytim a prida se roztok substratu
(BCIP / NBT - Nitrotetrazolium blue chloride ).

* Vznika modrocerna srazenina a objevuje se jako skvrny na mistech lokalizace
cytokinu, pricemz kazdé jednotlivé misto predstavuje bunku, ktera vylucuje
studovane analyty.

* Mista mohou byt pocitana pomoci automatizovaného cteciho systemu ELISpot
nebo rucné pomoci stereomikroskopu.

o 2
%C:::



ELISPOT
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Vysledek ELISPOT
Human IFN-y ELISPOT - 384-well

Human PBMC (33,000 cells/well) incubated for
24 hours with or without CMV stimulation.




Shrnuti

* Funkni testy jsou v soucasné dobé nejen vyzkumnym prostredkem, ale i
rutinnim vysetrenim:
 Sledovani proliferace u imunokompromitovanych pacientl a u nddorovych
onemocneéni
 Sledovani produkce cytokint u septickych pacientt (IL-6)
» Sledovani exprese kostimulacnich molekul
stanoveni diagndzy hyper IgM syndrom pri poruse exprese CD40ligandu




