TEST PFC
(Plaque-Forming Cells Assay)

WYKRYWANIE KOMOREK
PRODUKUJACYCH
PRZECIWCIALA
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Antygeny- sunstancje posiadajace cechy:
zdolno$¢ wywolywania swoistej odpowiedzi immunologiczne;j

zdolnos$¢ do swoistej reakeji z produktem odpowiedzi
immunologicznej

T-zalezne (grasiczozalezne)- wzbudzaja wydzielanie
przeciwcial dopiero po uprzednim pobudzeniu limfocytow Th;
wiekszo$¢ bialek.

T-niezalezne (grasiczoniezalezne) -wywoluja produkcje
przeciwcial bez wczes$niejszej prezentacji przez APC i pobudzenia Th;
polimery (lipopolisacharydy bakteryjne, LPS)
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Zmiana klasy sytetyzowanych immunoglobulin —
udzial interakcji Th/B i cytokin

przetaczenie klasy
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Kinetyka odpowiedzi immunologiczne]
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Izotyp Funkcje przeciwciat

przeciwciata -
IgG Opsonizacja antygenow: utatwienie
fagocytozy przez Mai Ne
Aktywacja dopetniacza
Monomer
ADCC z udziatem NK i1 makrofagow IgD, IgE, IgG
Odpornos¢ noworodkow: transfer przez
tozysko
Dimer
: . - IgA
IgM Aktywacja dopelniacza
Receptor dla antygenu naiwnych Li B
IgA Odporno$é¢ w blonach $luzowych Pentamer
uktadu pokarmowego IgM

IgE ADCC z udziatem Eo

Degranulacja komorek tucznych 1 Ba

A.K.ABBAS,A.H.LICHTMAN ,,Cellular and Molecular
Immunology’2003

IgD

Receptor dla Ag naiwnych Li B




Rola przeciwciat w odpowiedzi immunologicznej

(c) Inhibition

BCR complex FcyR complex

LEGEND
s O Soluble antlgens\ (e) Scaffolding
[ Antibody 4

ﬂ Cell target

Inhibitory FeyR -
?Acﬁvaﬁng FerR i !Q!zg Z!

\ / Agonism ‘:'GN'\;; Apoptosis



https://doi.org/10.1111/imcb.12326

Przeciwwirusowa odpowiedz nabyta w tym powstawanie IgG
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Peter J. M. Openshaw, and John S. Tregoning Clin.
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Odpowiedz ukiadu odpornosciowego
na SARS-CoV-2
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IgG specyficzne wobec SARS-CoV-2
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Wraz z genomem odpowiada

S protem za przedostawanie sie wirusa
: do komorek gospodarza

wirusa tworzy hellakny
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patogeniczno$¢ SARS-CoV-2 wydaje sie by¢ podobna do SARS-CoV ~ ALE

Pacjenci w momencie wyzdrowienia z ostrej infekcji SARS mieli:
+ IgG 1+ Ig neutralizuj qce (blokujq funkcje biologiczne wirusa)
a miano ich bylo znamienne

Bierna immunoterapia przy uzyciu surowic pochodzacych od pacjentow
rekonwalescentoéw

Duration of serum neutralizing antibodies forSARS-CoV-2: Lessons from SARS-CoV infection https://doi.org/10.1016/j.jmii.2020.03.015

https://www.medicalnewstoday.com/articles/can-an-old-method-help-doctors-fight-covid-19#lts-all-doable



TEST PEFC

O

» Shizy do wykrywania komorek produkujacych przeciwciala przeciw danemu
antygenowl

Przeciwcial skierowanych przeciw antygenom erytrocytow uiﬁtych do
immunizacji, a nastepnie stosowanych jako komorki wskaznikowe.

Przeciwcial przeciw ar.ltﬁgenom rozpuszczalnym, immunizujgc zwierzeta
antygenem 1 stosujgc jako komoérki wskaznikowe erytrocyty optaszczone
tym antygenem

» Zastosowania testu PFC
- Ocena sity humoralnej odpowiedzi odpornosciowej,

- Badaniu korelacji miedzy iloScig komorek PFC a mianem przeciwcial
(w surowicy)




DZIALANIE TESTU PFC

Immunizacja myszy

!

odpowiedZ pierwotna

l

produkcja przeciwciat

!

oplaszczanie antygenu przez Ig

!
aktywacja ukladu dopelniacza

!

liza antygenow

!

powstajace tysinki
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HEMOLYTIC PLAOUE ASSAY

Imunfze mice
with SROC
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T - — containing SROC
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Exposa to complement
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Zrédto obrazka- prezentacja z cwiczen




Mechanizm dzialania testu PFC
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» Wskutek immunizowania zwierzat antygenem zapoczatkowuje sie
odpowiedz pierwotna, ktéra indukuje produkcje przeciwcial. Kontakt z
antygenem, powoduje ze przeciwciala oplaszczajg antygeny i aktywuja

dopehiacz. Aktywowany dopelniacz wywoluje lize tych antygendéw, oraz
powstame tzw }ysmek

Qb@cn o]

Spleen cells from —
immunized animal

Sheep Red Blood Cells

Complement
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Wyrozniamy dwa rodzaje PFC:
- bezposrednia, ktéra wykrywa komorki produkujace
IgM,

- posrednia, wykrywajaca komorki produkujace
przeciwciala IgG




Wykrywanie komorek
produkujacych przeciwciala (PFC)
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Grupa kontrolna Grupa doswiadczalna

Myszy nastrzykniete NaCl, by Myszy immunizowane 4%
zachowac takie same warunki SRBC (zawieszonymi w NaCl
w eksperymencie (czynnik (erytrocyty owcy)

stresu)

4 dni

Po 4 dniach wyizolowac sledziony z myszy,
zhomogenizowac je i oddzieli¢ z zawiesiny komorki od
resztek tkanek. Potem obliczamy gestosc i zywotnosc¢
komorek Zeby przygotowaé zawiesiny o gestosci 106 na ml.




+ 0,5ml zawiesiny komorek ze sledziony

#0,3ml MEM

40,1ml 20% SRBC w MEM

*0,1ml wyadsorbowanego dopetniacza ze swinki morskigj
(dopetniacz dodajemy bezposrednio przed wypetnieniem komor)

Przygotowujemy dwie mieszaniny, jedng z komoérkami ze sledziony
z myszy kontrolnej a drugg z immunizowane,.

Napetniamy komory notujac objetosci zuzytej mieszaniny, beda
nam potrzebne do dalszych obliczen, i zaklejamy parafing wolne
brzegi.

Prowadzimy inkubacje przez godzine, w wilgotnej komorze, w
37°C



Spodziewane wyniki

O

U myszy immunizowanej bedzie wiekszy odsetek komorek produkujgcych
przeciwciata niz u myszy kontrolnej




Liczba komoOrek PFC

O

PFC/105=(Lsr * 10°)/(gestos¢ * zywotnos¢ * Vsr)

PFC/10° — liczba komodrek produkujgcych przeciwciata na 10°
Sledzionowych komorek limfatycznych

Lsr — srednia liczba tysinek produkowana w komorach
Vsr — srednia objetos¢ mieszaniny wlanej do komor
gestosc — gestos¢ komodrek w mieszaninie reakcyjne;j
zywotnos¢ — zywotnos¢ komodrek w zawiesinie




Przykladowe wyniki

7\
Grupa kontrolna Grupa doSwiadczana
Lsr=5 Lér=80
V=0,1 V=0,13

Zywotno$é=0,83 Zywotnoéé=1




Inne metody wykrywania PFC

O

ELISPOT
Technika ta ma celu wykrycie i zliczenie indywidualnych,
antygenowo specyficznych limfocytow B wytwarzajgcych
immunoglobuliny lub limfocytow lub limfocytow uwalniajgcych
specyficzne cytokiny. W praktyce technika ta moze by¢
wykorzystana do wykrycia kazdej frakcji komorek
wytwarzajgcych jakis specyficzny produkt.
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coat plate or nitrocellulose
with antigen

NEIREIN IR

i block
incubate with antibody-secreting cells and

ﬁ ﬁ(} T allow antigen-antibody comples ta form

incubake with antibody-enzyme conjugate

l wash

add substrate and observe color change;
count substrate-forming cells
under low ragnification

Metode mozna podzieli¢ na dwa etapy:
1. Aktywujemy interesujgcg nas frakcje
komorek w trakcie hodowli antygenem
2. Przenosimy aktywowane komorki na
pytke optaszczong antygenem i poddaje
dalszej inkubaciji.

Wytwarzane przez limfocyty
przeciwciata zostajg zwigzane na ptytce
w miejscu w ktérym zostaty
wyprodukowane.

Potem na pytke dodaje sie przeciwciato
drugorzedowe sprzezone z enzymem

Na koncu dodaje sie substratu, ktory
roztozony przez enzym tworzy barwny
produkt.

Kazda plamka odpowiada jednej komorce
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http://www.medicine.mcqill.ca/physio/vliab/other exps/Immunoloqy/PFC.htm
http://www.mevyerinst.com/html/biosciences/iplab/elispot/default.ntm
http://www.currentprotocols.com/protocol/im0714



http://www.medicine.mcgill.ca/physio/vlab/other_exps/Immunology/PFC.htm
http://www.meyerinst.com/html/biosciences/iplab/elispot/default.htm
http://www.currentprotocols.com/protocol/im0714

