Lymfocyty jako zakladni operacni jednotky adaptivni imunity.
Diferencialni krevni obraz.

Subpopulace T a B lymfocytd.
Imunofenotypizace bunék imunitniho systému na pritokovém
cytometru.

Funkéni vySetfeni vysetieni lymfocytl (proliferace, tvorba
cytokinl, ELISPOT).

Praktikum C. 4



ZAKLADNI SLOZKY IMUNITNIHO
SYSTEMU

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

Bunky imunitniho systému 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




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 400 CD znaki

Engel et al: CD Nomenclature 2015: Human Leukocyte Differentiation Antigen Workshops as
a Driving Force in Immunology. J Immunol 15 November 2015; 195 (10): 4555-4563

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

Odbeér: nesrazliva krev (EDTA)



LYMFOCYTARNI
SUBPOPULACE

CD ZNAKY

PROCENTUALNI ZASTOUPENI Z
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

Bl B lymfocyty

« minoritni subpopulace B lymfocytU
- nachazi se v pleuralni a peritonealni duting, castecné ve streve

 tvofri tzv. ,prirozené protilatky"

B2 B lymfocyty

« predominantni populace B lymfocytd

« nachazi se ve slezine a v lymfatickych uzlinach tvorena v kostni
dfeni v pribéhu Zivota

. tvoFi protildtky proti ostatnim b&Zznym antigendm



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

T-lymfocyty se mohou diferencovat kromé efektorovych
subpopulaci (Th1l, Th2 a Th17), také do T-regulacnich lymfocytd
(Treg), které maji regulacni a imunosupresivni funkci

jsou schopné aktivneé suprimovat aktivaci dalsi autoreaktivnich T
lymfocytl, které unikly negativni selekci v thymu

PRIROZENE REGULACNI T LYMFOCYTY
INDUCIBILNI REGULACNI T LYMFOCYTY

piredstavuji 5 - 10 % CD4+ T lymfocytl



Regulacni T lymfocyty

PRIROZENE (konstituéni) T regs

Foxp3+CD25+CD4+ T-lymfocyty pochazejici z thymu, odkud
jsou uvolnény jako funkcni vyzralé bunky, které mohou
aktivné suprimovat aktivaci dal§i autoreaktivnich T-lymfocytd,
které unikly negativni selekci v thymu

jejich tvorba je kriticky zavisla na indukci Foxp3, coz je
transkripéni faktor, ktery dokdZe potladit tvorbu cytokint Thi,
Th2 a Th17 lymfocytu

IL-2 je krucialni cytosin pro prezivani téechto bunék (které nejsou
schopné IL-2 samy tvofit na rozdil od aktivovanych T-lymfocytu)
a jsou odkazany na parakrinni tvorbu téchto cytokinu
(zdrojem IL-2 jsou pravdepodobné autoreaktivni T-lymfocyty
nebo aktivované T-lymfocyty, které reaguji se stejnou
dendritickou bunkou jako Tregs)



Regulacni T lymfocyty

INDUKOVANE T regs
tlumi buriky Th1, Th2, ale i jiné buriky prostrednictvim cytokind

na rozdil od pfirozenych regula¢nich T-lymfocytl (které se

vytvari v thymu), se inducibilni regulacni T-lymfocyty tvori

z naivnich T-lymfocytu v periferii po rozpozndani antigenu
prezentovaného dendritickymi bunkami

Trl (TGF-p)
jejich tvorba mize byt navozena nevyzralymi dendritickymi burikami
prezentujicimi antigen v nepritomnosti vhodnych kostimulacnich
ligandd
Th3 (1L-4, IL-10 a TGF-B)
navozeni oralni tolerance na potravinové antigeny
navozeni tolerance potfebnych komenzalnich patogeni GIT



Regulacni T lymfocyty
MECHANISMUS UCINKU Tregs

tvorba imunosupresivnich cytokintt — IL-10, TGF-B, IL-35

indukce apoptozy — disponuji perforiny a granzymy
(Treg indukuji apoptdzu dendritickych bunék prezentujicich Treg antigen nebo
T-lymfocytG komunikujicich s témito burikami)

Treg soutézi o IL-2 — samy ho netvori a ubiraji ho

aktivovanym T-lymfocytUm (jednd se o zdsadni cytokin nutny
k proliferaci aktivovanych T-lymfocytd)

CTLA-4 jako alternativni receptor pro kostimulacni ligand

B7 (CD80) — Treg soutéZi o ligand CD80 na dendritickych burikdch
s T-lymfocyty,; Treg prenasi negativni signal pres vazbu CTLA-4/CD80 a tim
dojde k downregulaci (CD80 a CD86), coz znemozni aktivaci naivniho T-
lymfocytu; Treg tvofi agregaty kolem dendritickych bunék a snizuji expresi CD80
a CD86 na povrchu dendritické bunky



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



k pIné periferni krvi se pfidaji dojde k vazbé pFislugnych

monolflf)n’éllnl' protilétky namirené ’proti monoklonalnich protilatek se svymi
bunecqym povr’chovym strukturam antigeny (povrchovymi bun&gnymi
konjugované s fluorochromy strukturami)
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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 BUNEK

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 procentualniho 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

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

odbé&r periferni krve — plna krev nebo izolace lymfocytl — aktivace lymfocytd
pomoci mitogenld (PHA, ConA, CD3/CD28) — inkubace 24-72 hodin — fixace
a permeabilizace lymfocytd — ptidan protildtky anti-Ki-67/anti-CD3 znacené
fluorescenénim barvivem — po inkubaci a promyti detekce pritokovou
cytometrii

nevyhoda metody - protein Ki-67 se exprimuje uz v G1 fazi bunécného cyklu, kdy se bunka
k proliferaci teprve chysta, ale nemusi ji dokon¢it (naptiklad pti selektivnim plsobeni cytostatik)

dalsi metody stanoveni proliferace - naptiklad pomoci inkorporace
carboxyfluorescein succinimidyl esteru (CSFE) do bunék (napr. metoda CellTrace™ CFSE
Cell Proliferation Kit), metoda Click-iT® Plus EdU, dfive metody s radioaktivnim izytopem
(3H-thymidin)




Funkcni vysetreni lymfocytarnich
subpopulaci in vitro

PROLIFERACNI SCHOPNOST LYMFOCYTU

jeden z fyziologickych jevi bunééné aktivace
Vyznam vysetieni proliferace lymfocytu:

diagnostika zadvaznych 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(



