Aktywacja i funkcje efektorowe
komoérek odpornosci nabytej

Sposoby badania aktywacji i
funkcji efektorowych
limfocytow T

prof. dr hab. Nadzieja Drela

Wydziat Biologii UW

Instytut Biologii Funkcjonalnej i Ekologii
Zaktad Immunologii
ndrela@biol.uw.edu.pl



Etapy aktywacji limfocytow T
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Etapy aktywacji limfocytow T

@ T-Cell Activation and Differentiation

Anti Clonal
TECOENItion CRpAnsion

Efector Activation of
It macrophages,
- T ol B cells, cither
Maive
+ I:LIL'."r
—
. | Memory
| . FIL- T+
% & :f!_'f ® ®o® T cell
o -2
APC @ ® "8 Cytkines N
@2 g o *
a® & - &  Other collular
-ll: e ” '."" o *® sources of Effcctor
Y], o 8”0 cyotkines - CI* T cell
8 oy e T (CTL) Killing of
» e infected
Py “wrget oolls™;
CIE @ L2 ™y macrophage
T cell :-[.I'-_-.I- . Memory activation
5 CIEt
T ol
Lymphoid organs Peripheral tisswes
kaby-Hrmunolegy2043




Komentarz do slajdow nr 2i 3:

Ryciny przedstawiajg etapy aktywacji limfocytow zapoczgtkowane przez interakcje
receptora dla antygenu limfocytéw T (TCR) z kompleksem MHC/peptyd prezentowanym
przez komorke prezentujgcg antygen (APC). Ten etap nazywany jest skrotowo
,rozpoznaniem antygenu”. Aktywacja naiwnych limfocytow T wymaga prezentacji antygenu
przez komorki dendrytyczne. Aktywowane naiwne limfocyty T syntezujg i wydzielajg
cytokiny,gtéwnie IL-2, ktora petfni role czynnika wzrostowego dla aktywowanych limfocytéw
T. Limfocyty T proliferuja (ekspansja klonalna), nastepnie rdéznicujg w limfocyty efektorowe
i limfocyty pamieci. Etapy rozpoznania antygenu, aktywacji, ekspansji klonalnej i
réznicowania zachodzg w obwodowych narzadach limfoidalnych. Powstate wskutek catego
procesu aktywacji limfocyty efektorowe wykazujg aktywnos¢ biologiczng w tkankach
objetych stanem zapalnym, najczesciej wskutek infekcji patogenem.

Zalecana literatura:

Kuby Immunology, J.A. Owen, J. Punt, S.A. Stranford, wyd. W.H. Freeman and Company,
Janeway’s Immunobiology, w sieci dostepne 7 wydanie

Basic Immunology. Functions and disorders of the immune system, A.K. Abbas, A.H.
Lichtman, wyd. Saunders Elsevier, w sieci wydanie z 2011 roku.



Aktywacja limfocytow T




Komentarz do slajdu nr 5:

Interakcje niezbedne do aktywacji naiwnych limfocytéw T przez komorki dendrytyczne to :
1/MHCI lub MHCII/TCR

2/CD80i CD86/CD28

3/ cytokiny/receptory cytokin (niewskazane na tym slajdzie).

Tu przedstawione s3 rzadziej omawiane w podrecznikach oddziatywania biatek btonowych
limfocytow T i komoérek dendrytycznych jak OX40L/OX40, ktére zachodzg 24-72 godzin po
aktywacji limfocytéw przy udziale czgsteczek wyszczegdlnionych powyzej (1, 2 ). Czasteczka
OX40L, ligand dla OX40 nie wystepuje na spoczynkowych komorkach dendrytycznych, lecz
dopiero wskutek ich aktywacji. Oddziatywanie OX40L/OX40 nie ma wptywu na proliferacje
aktywowanych limfocytow T podczas 3 pierwszych dni po aktywacji. Po tym czasie, gdy
ekspresja obu czgsteczek jest duza, interakcja miedzy nimi utrzymuje zywotnosc¢
aktywowanych limfocytow T poprzez regulacje ekspresji biatek Bcl-2, Bcl-XL i surviviny, a takze
indukcje syntezy cytokin przez aktywowane limfocyty T.

Interakcja 4-1BBL/4-1BB nasila proliferacje, synteze IL-2, aktywnos¢ cytotoksyczng limfocytéw
T CD8+ (potencjalna mozliwos$¢ wykorzystania jako celu w terapii nowotwordw).



Najczesciej badane skutki aktywaciji

1. Ekspresja markerow aktywacji

2. Klonalna ekspansja limfocytow

3. Rdéznicowanie efektorowych limfocytow T
4. Indukcja cytotoksycznosci

5. Synteza cytokin

6. Indukcja apoptozy

7. Inne funkcje efektorowe



Czynniki indukujgce aktywacje
stosowane w laboratorium

Table 1. Stimulation reagents.

Heagent Cealls Condc. Mode of Action
Phorbol 12-myristate  Human, 1-10 Activation of protemn
13-acetata (FMA) mousa, rat  ng'mil kinasa C, usa with
KO CHTIRCIN
fogalppiely Hurman, 200-500 Calcium ionophore,
mouse, rat  ng'mi usa with PMA
FPriytohsamagglutinimn  Human, 1-5 Indirect TCR cross-
mousa, rat  pg'mi Inking, requires
antigen prasanting
calls
Concanavalin A Mouse, rat  1-10 Indirect TCR cross-
{Con A) Higml Inking, requires

antigen prasanting
calls




Symulacja warunkow fizjologicznych
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Przeciwciata stymulujgce na nosniku

In vivo
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Przeciwciata stymulujgce na nosniku

Anti-Biotin MACSiBead MACSiBead Particles are T cells bind to the loaded
Particles have Anti-Biotin loaded with biotinylated CD2, MACSiBead Particles and get
antibodies conjugated to their CD3, and CD28 antibodies activated by the stimulation
surface. under slow continuous of CD2, CD3, and CD28.
rotation, for example, by using The loaded MACSiBead
the MACSmix Tube Rotator. Particles mimic antigen-

presenting cells and cause
efficient stimulation of T cells.

Anti-Biotin antibody Biotinylated CD2, CD3, —= (D3 CD28

'—< conjugated to a = or CD28 antibod —e== (D2 =i T cell receptor
MACSiBead Particle

Cell culture - Cell culture - Miltenyi Biotec technologies - MACS ...
miltenyibiotec.com
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Sktadniki podtoza do hodowli limfocytéw

Component
Sodium Bicarbonate (NaHCO;)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine
ethanesulfonic acid)

Phenol Red

Protein

Amino acids

Carbohydrates
Lipids

Inorganic Salts

Trace Elements

Vitamins

R-mercaptoethanol

Growth Factors

Function
A non-toxic natural buffer commonly included in stem cell medium to stabilize
changes in pH within a CO, incubator.
A zwitterion that acts as an organic buffer to stabilize changes in pH in a more
robust manner compared to sodium bicarbonate.
A visual pH indicator. It is yellow when media pH is below pH 6.8 and fuchsia
above pH 8.2.
Proteins can act as carriers, offer media stability, and provide protection of cells
against physical damage. The most commonly added proteins are albumin,
transferrin, fibronectin and insulin.

Supplemented in cell culture media to replace those depleted during logarithmic
growth phase. They are building blocks required for protein synthesis in cells.

Carbohydrates are the main energy source for cells in culture media. Glucose is
the important for T cell proliferation.

Lipids are necessary for cell membrane synthesis and activate important
signaling pathways.

Inorganic salts in the media help maintain osmotic balance and regulate
membrane potential by providing sodium, potassium, and calcium ions.

Trace elements such as zinc, copper, selenium and tricarboxylic acid
intermediates are commonly added to culture media. They serve as enzyme
cofactors.

Vitamins cannot be synthesized in sufficient quantities by cells and are necessary
supplements in culture media for cell growth and proliferation.

R-mercaptoethanol (1§ -ME or 2-ME) is an antioxidant that reduces oxidative
stress through removal of free radicals from the culture environment. Required
for growing murine T cells.

Interleukin-2 (IL-2) is an important cytokine for T-cell proliferation and is often
added to T cell media.



Ocena pH podtoza w hodowli

Acidic » Basic
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Czerwien fenolowa pH 6.8 - 8.2.



Rodzaje podtozy do hodowli

Media Type Description

Serum-containing media contains serum or plasma, which contains
. nutrients required for cell survival and growth including growth factors,
Serum-containing _
hormones, macromolecules, and adhesion factors. The most commonly

used serum is fetal bovine serum (FBS).

Serum-free media does not contain serum or plasma though it may
Serum-free contain components derived from serum or plasma. It may contain
animal-derived components such as bovine serum albumin (BSA).

Xeno-free media does not contain any animal-derived (non-human)
Xeno-free components. Xeno-free medium may contain human-derived
components, such as human serum, growth factors or insulin.

. . Chemically-defined media has components that are of a known
Chemically-defined ) )
chemical structure and concentration.



Materiat do badan

Centrifugation
plasma

>

Blood Lymphocytes, monocytes, platelets
Ficoll-Paque PLUS
Ficoll-Paque PLUS granulocytes, erythrocytes




Materiat do badan

f\//:‘:'- :Z% Szyjne wezty chfonne

Cervical lymph nodes
‘A/ Pachowe wezty chtonne
Axillary lymph nodes
/ ramienne wezty chtonne

Brachial lymph nodes

Sledziona
Spleen

mezenteryczne wezty chfonne
esenteric lymph nodes

Inguinal lymph nodes
pachwinowe wezty chfonne

podkolanowe wezty chfonne
Popliteal lymph nodes



Limfocyty w hodowli




Limfocyty w hodowli




Dzien 1 hodowli

Skupisko limfocytéw:
efekt proliferacji. Nie
widzimy takich
skupisk w hodowli
kontrolnej, ktdra nie
zawiera czynnika
aktywujacego
limfocyty T.
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Ptytki do hodowli




Objetosc¢ hodowli

P96: 0.1 ml—-0.2 ml

P48: 0.25 ml - 0.5 ml

P24:0.5ml-1.0 ml

P12: 1 ml-2 ml

P6:2ml-4 ml

Suggested working volumes for Ultra-
Low Attachment surface products:

w 96-well plate: 0.1 mL to 0.2 mL/well
w 24-well plate: 0.4 mL to 0.6 mL/well
w 6-well plate: 1.9 mL to 2.9 mL/well
w 60 mm dish: 4.2 mL to 6.3 mL/dish
w 100 mm dish: 11.0 mL to 16.5 mL/dish
w 25 cm2 flask: 5 mL to 7.5 mL/flask
w 75 cm2 flask: 15 mL to 22.5 mL/flask
w 636 cm2 chamber: 127 mL to 191
mL/flask



Inserty w hodowli

TWO COCULTURING METHODS

Insert/Upper Chamber
— PBMCs

_~PBMCs o SFo = ?:Q@ =) - Soluble Factors

=)

for = - 2 NS
P o e b .

"mfé_ -Cancer Cells .

C

¢ _=}— Cancer Cells

Mixed Coculture Transwell Coculture

Figure 1: Two Methods for Coculturing Cancer and Immune Cells

The mixed coculture (/eft) allows peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
namely lymphocytes and monocytes, to physically interact with cancer cells. In
contrast, in a transwell coculture (right), the two cell populations are physically
separated; cells are exposed to only soluble factors secreted into the media.




Inserty w hodowli: wybér membrany

Transwell insert

Upper com pa rimernt

’illilllll’illi! Microporous membrane

Lower compartment

1. Select a Membrane
Permeable supports are available in three materials of construction:

PC (Polycarbonate)

Transwell® Permeable Supports are available in a broad range of pore sizes from 0.4 to 8.0 um. This
high pore density membrane is suitable for a variety of applications. It allows for maximum diffusion
when studying transport, secretions, or drug uptake.

PET (Polyester or Polyethylene Terephthalate)

Transwell-Clear inserts permit sufficient optical transparency for visualization of cell outlines by
phase contrast microscopy.

PTFE (Polytetrafluoroethylene)

Collagen-coated PTFE membranes are available in limited pore sizes (0.4 pm and 3.0 pm). These
coated membranes promote cell attachment and allow cells to be visualized during culture,



Inserty w hodowli: wybér srednicy porow

Application Cell Type Pore Size (pm)
Anglogenesls Endothelial, hmvec, huvec 3.0
Co-culture Stem, neuronal, and various others 0.4, 1.0
Eplthelial Cell Polarlty Epithelial cells 0.4
Migration Endothelial, HUVEC, HMVEC 3.0
Meutrophils, PMNs 3.0
Lymphocytes, macrophages, monocytes 3.0,5.0
MNeuronal cells 3.0
Dendritic cells 3.0, 5.0, 8.0
Meurite outgrowth 1.0, 3.0
Epithelial fibroblasts 8.0
Leukocytes 3.0,5.0
Smooth muscle 8.0
Invaslon Melanoma 8.0
Glioma 8.0
Lymphoma, Jurkat 5.0, 8.0
Osteoblasts 8.0
Breast cancer 5.0, 8.0
Endothelial 3.0, 5.0, 8.0
Tissue Engineering Human skin model 0.4, 3.0
Toxlclty Testing Mouse fibroblasts 3.0
Human lung 0.4
Transport and Permeabllity Studles Caco-2 0.4, 1.0

MDCK 0.4,1.0



Butelki do hodowli

\/‘



Butelki do hodowli

Flask Neck Styles

IR Straight neck flasks are ideal for larger medium volumes since this design reduces

medium sloshing into the cap.

Canted neck flasks allow easier pouring and improved access to the flask for

111 ﬁ pipetting or scraping. The canted neck design was a Corning innovation that first

appeared in 1974.

Ty E Angled neck flasks improve pipet access and reduce medium sloshing into the

neck. This design was a Corning innovation that first appeared in 1988.




Objetosc¢ hodowli i liczba komorek w

hodowli
Approximate Average Recommended

Corning and Costar® Flasks Growth Area (cm) Cell Yield* Medium Volume (mL)
25 cm?® 25 2.5 x 10% 5-7.5

75 cm*® canted neck 75 7.5 x 10% 15-22.5
75 cm” straight neck 75 7.5 x 10° 15-22.5
100 cm? 100 1.0 x 107 20-30
150 cm? 150 1.5 x 107 30 -45
162 cm? 162 1.6 x 107 32-48
175 cm? 175 1.75 x 107 35-525
225 cm? 225 2,25 x 107 45-87.5
235 cm® 235 2.35 x 107 47 -70.5

1720 cm? 1720 2.5 x 108 565



Rodzaje powierzchni ptytek i butelek

Cell Culture Formats

;8 s iz
Corning Cell Culture Surfaces = o z= = 84 G ] g éa
For enhancing cell attachment:
Original Tissue Culture (TC) surface N N N N N |
Corning CellBIND surface | u | u n |
Poly-D-Lysine-coated surface u
For reducing or preventing cell attachment:
Ultra-Low Attachment surface n n n n n
For specialized cell needs:
Corning Osteo Assay surface | N

Corning Synthemax surface

Self-coating



Markery aktywacji limfocytow T



Markery aktywacji limfocytow T

1. Proliferation and 2. Phenotyping probe/dye 3. Measure cytokine
cell viability via markers of activation secretion with beads
TS Effector cytokine Effector cytokine
LIVE / >

detection

N secretion
\

CD4*
T helper
CD3* 4 IFNy
T cells > _> > Capture
Tht bead
Cytokine

IFNy

TNFa
capture
bead

CD8*
T cytotoxic

DEAD Membrane |
integrity %, Q‘ p
dye

Multifunctional
cytokine
TNFao




Komentarz do slajdu nr 31:

W hodowli limfocytéw uzyskiwanych z obwodowych narzadow limfoidalnych (najczesciej
wykorzystywane zrodto limfocytow zwierzat laboratoryjnych), krwi (najczesciej pobierany
materiat do badan cztowieka) znajdujg sie zaréwno limfocyty T jak i B. Limfocyty T
charakteryzujg sie ekspresjg powierzchniowych czgsteczek CD3 (wszystkie limfocyty T), CD4
(limfocyty T CD4+), CD8 (limfocyty T CD8+). Wyznakowanie tych czgsteczek przeciwciatami
monoklonalnymi sprzezonymi z fluorochromami umozliwia ich rozréznienie technika
cytometrii przeptywowej. Najczesciej badane markery aktywacji limfocytéw T (cztowieka i
myszy) to CD69 ulegajacy ekspresji kilka godzin po aktywacji i CD25 (podczas aktywacji jego
ekspresja zwieksza sie az do osiggniecia statego poziomu). Za pézny marker aktywacji
limfocytow T cztowieka uznawane jest biatko HLA-DR, ktdre jest typowe dla komaérek
prezentujgcych antygeny (komérki dendrytyczne, makrofagi, limfocyty B). Markery
aktywacji wykrywamy technika cytometrii przeptywowej po uprzednim wyznakowaniu
komorek przeciwciatami monoklonalnymi anty-CD69 i anty-CD25 (czy tez anty-HLA-DR)
sprzezonymi z fluorochromami. Aktywowane limfocyty T CD4+ jak réwniez CD8+ wykazujg
ekspresje tych markeréw wykrywanych w réznym czasie po aktywac;ji.

Obecnos¢ aktywowanych limfocytéw T w hodowli ilustrujg kolejne dwa slajdy (33 i 34).
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Komentarz do slajdu nr 34:

Prosze zwrdci¢ uwage, ze ekspresja markeréw charakterystycznych dla limfocytéw T
helperowych i cytotoksycznych (odpowiednio CD4 i CD8) nie ulega zmianie wskutek
aktywacji. Skutkiem aktywacji jest synteza biatek CD69 i CD25.



Klonalna ekspansja (proliferacja)



Rzadziej stosowane metody badania
proliferacji

(1) najczesciej w tym celu stosuje sie wbudowywanie prekursorow
syntezy DNA, trytowana tymidyna — [H3] tymidyna i pomiar
scyntylacyjny promieniowania R.

(2) alternatywa jest bromodeoksyurydyna (ang. bromodeoxyuridine,
BrdU) syntetyczny analog nukleozydu tymidyny. Pomiaru dokonuje
sie za pomoca specyficznego przeciwciata sprzezonego z enzymem
oraz reakcji enzymatycznej powyzszego enzymu z chromogennym
substratem pozwalajagcym na kolorymetryczng analize. Stosuje sie
takze przeciwciato sprzezone z fluorochromem, a analizuje sie
komorki za pomocg cytometru przeptywowego.



Zastosowanie CFDA-SE do badania
proliferacji

o CFDASE
1] 1]
imev<nn
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W cell exterior
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CFDASE CFSE R2-NH. CER2

cytosol

R2-NH- ! 5
0

*CFDA-SE carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (lipofilowy o stabej fluorescenciji)
*CFSE carboxyfluorescein succinimidyl ester (emituje silng fluorescencje)



Komentarz do slajdu nr 38:

CFDA-SE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) jest czgsteczka lipofilowa o
bardzo stabym poziomie fluorescencji. W zywej komorce esterazy odcinajg grupy
acetylowe i czagsteczka zaczyna emitowacd fluorescencje pod wptywem swiatta. Pozostaje
ester CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester), ktéry kowalencyjnie wigze sie z biatkami
i trwale utrzymuje sie w komarce.



Analiza proliferacji c.d.

Emisja fluorescencji przez limfocyty
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Komentarz do slajdéw nr 42 i 43:

Opisana metoda badania proliferacji umozliwia okreslenie liczby kolejnych podziatéw, a
dodatkowe wyznakowanie charakterystycznych markerow limfocytéw (na slajdzie CD4)
umozliwia analize wybranej populacji (CD4+, CD8+).
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Analiza proliferacji limfocytow Th
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Aktywacja
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Aktywacja Ag-swoista limfocytow T

Do hodowli dodano zwiekszajgce sie stezenia roztworu owoalbuminy. Widoczne s3 trzy
rundy podziatowe i zwiekszajgce sie liczby limfocytéw T po kazdym podziale zaleznie od
stezenia antygenu w podtozu.
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Aktywacja Ag-swoista limfocytow T po
adoptywnym transferze do biorcy
allogenicznego

Divisions 6 5 4 3 2 1

-

% of Max

LR L B Ll DL B ) )
0 107 10° 10* 10°
CFSE

w= CFSE labeled D8 T cells with antigen
CFSE labeled-CD8* T cells unstimulated
I Non-labeled cells




Analiza cyklu komorkowego

S phase W
-0 @ — - "
S

1 > o — 1
DA content

Do badania cyklu komdérkowego technika cytometrii przeptywowe;j stuzg fluorochromy,
ktore wigzg sie z DNA i emitujg fluorescencje, ktorej intensywnosé jest proporcjonalna
do zawartosci DNA.



Oznaczanie zawartosci DNA

&1

S nhas
S phase |y
. 4

—h- Q -

1 > 9 ¢

i

DNA content
DAPI, PI, 7-AAD bezposrednio tgczg sie z DNA
DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) —przenika przez btony zywych i
utrwalonych komorek, fluorescencja wzbudzana przez UV.
Pl (Jodek propidyny) — nieprzepuszczalny dla bton zywych komorek (w
komoérkach roslinnych znakuje sciane komoérkowa), wzbudzenie
fluorescencji 535 nm/617 nm
7-AAD, (7-aminoactinomycin D), duze powinowactwo do regionow GC, nie
przenika przez btony zywych komérek, wzbudzenie fluorescencji 546
nm/647 nm
Hoechst — bis-benzimidazole, przenika przez nienaruszone biony
komoérek, UV, 345 nm/ 485 nm




Analiza cyklu komédrkowego
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Analiza cyklu komorkowego
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Analiza cyklu komorkowego
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Ki-67 marker proliferacji

DAPI
Ki-67

Mitosis

Biatko Ki-67 (antygen jagdrowy)
niewykrywalne jedynie w fazie GO cyklu
komodrkowego, a najwieksza ekspresja
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Réznicowanie efektorowych
limfocytow T



Polaryzacja immunologiczna: rsinicowanie

aktywowanych naiwnych limfocytow w populacje limfocytéow
efektorowych petnigcych rézne funkcje odpornosciowe

http://www.nature.com/nri/journal/v3/n12/fig_tab/nri1246_F1.html



Réznicowanie aktywowanych naiwnych
limfocytow T w limfocyty T efektorowe

effector T cells

CDA4 regulatory
m-rwn CDAT,1 cells CDAT,2 cells CDAT, 17 cells T cells
(various types)
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T cell
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adaptive immune virus-infected Provane l'\'elp w an;ubc:.d y neutrophil T-cell
response cells for a:t.ib:dy p::p:;‘l:;. response responses
production switching to IgE
Microbes that
persistin
macrophage
Viruses vesicles (e.g.
(e.g.influenza, mycobacteria, Extracellular
Pathogens targeted rabies, vaccinia) Listeria, Helminth bacteria
Some Leishmania parasites (e.g.Salmonella
intracellular donovani, enterica)
bacteria Pneumocystis
carinii)
Extracellular
bacteria

Figure 8-1 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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Cechy limfocytow T efektorowych

Limfocyty efektorowe mozna
charakteryzowad poprzez @ -
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Wykrywanie czynnikow transkrypcyjnych

D127 Alexa Huo® 647

100
1

10

T T
W 10° 10 w
2 cnas Btill&

CD25lowCD127-Foxp3- \

Count

Charakterystyczny czynnik transkrypcyjny jest gifownym
markerem identyfikujgcym efektorowe populacje limfocytéw
T przy braku specyficznych markeréw powierzchniowych:
przyktad identyfikacji limfocytow T regulatorowych na
podstawie ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3.
Wykrywanie czynnika trznskrypcyjnego wymaga
permeabilizacji btony, co umozliwia nastepnie wnikniecie
specyficznego przeciwciata monoklonalnego sprzezonego z
fluorochromem. Znakowanie komdrek przeciwciatami
przeciwko markerom btonowym umozliwia charakterystyke
fenotypowa limfocytéw Treg.

CD25highCD127lowFoxp3+ (Treg)

w0’ l'2

FOXP3 PE-CF594



Wykrywanie czynnikow transkrypcyjnych w
zywych komadrkach

Odsetek komorek STAT5+ w odniesieniu do zywych komorek i wszystkich komérek w probie

Martwe — intensywnos¢ swiecenia 10-
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Stat5(pY694) Alexa Fluor® 647 Stat5(pY694) Alexa Fluor® 647

FVS450, FVS510 - laser fioletowy
FVS520 - laser niebieski

FVS570 - laser zottozielony i niebieski
FVS660, FVS700 — laser czerwony

Barwniki polimerowe wnikajg do wszystkich komaérek.
Emitowana przez nie fluorescencja wykazuje rézna
intensywnos¢ w komadrkach martwych (duza intensywnos¢
fluorescencji) i zywych (mata intensywnos¢ fluorescencji).
Permeabilizacje komérek i znakowanie przeciwciatem
specyficznym dla biatka STAT5 wykonuje sie w kolejnym etapie.



Wykrywanie Foxp3 w rozwoju tTreg w grasicy
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Rozwaj limfocytow T w grasicy

W grasicy powstajg limfocyty T, ktore gdy przejdg wszystkie etapy rozwoju i osiggng dojrzatos¢ migrujg
do obwodowych narzaddéw limfoidalnych gdzie stanowig populacje naiwnych limfocytow T o
réznorodnej specyficznosci receptoréow dla antygenu. To wtasnie naiwne limfocyty T ulegajg aktywac;ji
przez antygeny prezentowane w kompleksach MHC/peptyd przez komorki dendrytyczne. Skutkiem
aktywacji jest, jak przedstawiono na poprzednich slajdach, ekspansja klonalna antygenowo-swoistych
limfocytow T i ich réznicowanie w limfocyty T efektorowe.

Rozwoj limfocytdw T w grasicy mozna sledzi¢ na podstawie ekspresji markerow powierzchniowych
takich jak CD4, CD8, TCR, CD3 czy CD28 co przedstawiono na kolejnych slajdach.



Schemat rozwoju limfocytéow T w grasicy

TvaC,Yt\_/ 1. Limfocyty T w grasicy nazywamy
pr;(goer:i(:::o . podwdjnie-negatywne tymocytami. Niedojrzate tymocyty
— | cDp4acps’ nie wykazujg obecnosci biatek

ze szpiku c-Kit *

powierzchniowych CD4 i CD8

e

/ tymocyty ap
S?lskc]a negatywna

cD4*cD8* 2. Kolejne stadium rozwoju
CD28 ";"fh tymocytow charakteryzuje sie
g 2 9 , o 0
TCR off Tymocyty obecnoécig zaréwno CD4 jak i CD8.

cp3 Meh

podwodjnie-pozytywne |

Selekcja pozytywna
Tymocyty A Ja pozytyw
pojedynczo -pozytywne

3. Gtowne dojrzate populacje
tymocytow wykazujg ekspresje biatek
powierzchniowych CD4 lub CD8.
Wsrod tymocytow CD4+ wyrdznia sie
tymocyty CD4+CD25- (limfocyty T

4. Na schemacie zaznaczono takze inne markery, ktorych helperowe) i CD4+CD25+ (limfocyty T
poziom ekspresji zmienia sie podczas rozwoju tymocytow, co regulatorowe oraz ich prekursory)

pokazujg nastepne slajdy (64, 65, 66).

CD4*'CD8"
CD28 *TCR af*
CD25"

CD8*CD4"
CD28 *TCR af*
CD25°

CD4°CD8"
CD28 *TCR af*
CD25°

Drela N, APMIS, 2006
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Przyktadowa analiza przedstawiajgca

e zmiany w rozwoju tymocytow na podstawie
=Y ekspresji markeréw roznicowania CD4 i
& ° D8
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FL1-Height

4

UL =28.53%
UR = 53.90%
LL=2.35%

LR=15.22%

v

CD8

Drela N., Zeéko I. Immunopharmacol.Immunotoxicol. 2003,25:101



TCRPB'ow i TCRphieh

] ; W populacji wszystkich tymocytow
] high
23.62% TCRB"e

w grasicy, w miare ich dojrzewania,
zwieksza sie odsetek tymocytow z
Ctrl duzg ekspresjg TCR a3
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Drela N., Zesko I. Immunopharmacol. Immunotoxicol. 2003,25:101
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Counts

CD3high

21.81% /
|
|

4

0% 10
FL1-Height

51.44% CD3high

0%
FL1-Height

Ctrl

ASM

CD3

W populacji wszystkich tymocytéow
w grasicy, w miare ich dojrzewania,
zwieksza sie odsetek tymocytow z
duzg ekspresjg CD3 (sktadnik
kompleksu TCR).

CD4*CD8*CD3lv
TCRBlvCD28his:

CD4*CD8*CD3high
TCRPBMeCD28

Drela N., Zesko I. Immunopharmacol. Immunotoxicol. 2003,25:101
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W populacji wszystkich tymocytow
w grasicy, w miare ich dojrzewania,
zmniejsza sie ekspresja CD28, a
odsetek tymocytéw CD28high
zmniejsza sie.

CD4*CD8*CD3v
TCRBlovCD28high

CD4*CD8*CD3hich
TCRpBMeCD28low

Drela N. et al. Toxicol. Appl. Pharmacol. 2006, przyjeta do druku



Aktywnosc¢ cytotoksyczna



Testy do badania zywotnosci komorek

Calcein-AM
(non-fiucrescent compound)
-
i:'::, esterase
)
WST-8 Calesin
[nuh%sﬂlﬁht]
) NADH, NADPH . |
@ [Dehydrogenase mitochondria nucleus
: ~ *e
s MTT formazan dyes
WST-8 formazan dye S (crystals)
A
LY E“:]':}D
ickumi |

Fig. 1 Reagents for cell viability detection



Dye exclusion assays

Btekit trypanu (wnika do martwych komorek)

Czerwien obojetna (wnika do zywych komadrek, barwi lizosomy)
Stosowane do komérek w zawiesinach. Mozna stosowac takze
do oznaczania zywotnosci innych komadrek niz limfocyty.

.

Widoczne sg limfocyty zabarwione
btekitem trypanu na kolor niebieski
(martwe) oraz zabarwione
czerwienig obojetng na kolor
czerwony (zywe).




Neutral red uptake NRU

* Barwnik kationowy, przenika do komorek w drodze
dyfuzji i lokalizuje sie w lizosomach.

* Poddawany ekstrakcji z lizosomow za pomoca
mieszaniny etanolu z kwasem, pomiar absorbancji za
pomocg spektrofotometru (540 nm).

* Pobieranie barwnika zalezy od gradientu pH. pH
lizosomow jest mniejsze niz cytoplazmy. Gdy komorka
umiera gradient pH ulega redukcji i barwnik jest
usuwany.




MTT assay (redukcja MTT) a
Metoda kolorymetryczna
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Formazan

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)

redukcja MTT do purpurowego formazanu (krysztaty) przez oksydoreduktaze zalezng od NADH
Pomiar absorbancji przy okreslonej dtugosci fali (570 nm).

Przed pomiarem krysztaty formazanu nalezy rozpusci¢ uzywajac DMSO lub izopropanol.

2-(2-methoxy4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H tetrazolium,
monosodium salt (WST-8)

Powstajacy w wyniku redukcji formazan jest rozpuszczalny w wodzie



Redukcja MTT b

Zwiekszenie intensywnosci barwy swiadczy o zwiekszeniu
liczby komodrek (ocena proliferaciji),

A zmniejszenie intensywnosci barwy swiadczy o
zmniejszeniu liczby komorek (skutek aktywnosci
cytotoksycznej wobec zabarwionych komoérek docelowych).
Im wiecej komorek tym wieksza gestos¢ optyczna.



Test fluorymetryczny: alamarBlue

resazurin reduction assay: w zywych komodrkach nastepuje konwersja
niebieskiej, niefluorescencyjnej resazuryny do rézowej fluorescencyjnej
resorufiny przez enzymy mitochondrialne

System opiera sie na wskazniku REDOX, ktdry jednoczesnie zmienia
barwe i nabiera wiasciwosci fluorescencyjnych w odpowiedzi na
redukcje metabolizmu komdrkowego. Ilos¢ wytwarzane] fluorescencii
jest proporcjonalna do liczby zywych komdrek.

™~
\@ ﬁ Redukc;a przez O\QOKZO
o
N

O aktywne metabolicznie komodrki



Test luminometryczny: test ATP

W martwych komorkach poziom ATP ulega naglemu zmniejszeniu.
Test polega na posrednim pomiarze ATP w komorkach (detergent do
lizy komarek, inhibitor ATPaz do stabilizacji ATP uwolnionego z
komarek).

Test polega na reakcji lucyferyny do oksylucyferyny w obecnosci
lucyferazy, jondw magnezu i ATP i emisji luminescencji. Sygnat
luminescencji zalezy od stezenia ATP.

Lucyferyna emituje swiatto na skutek reakcji utleniania katalizowanej

przez lucyferaze. Viable Cell

H COOH Luciferase
O\CESHN:( + ATP .~ Light
N S

Luciferin




Test luminometryczny: modyfikacja

RealTime-Glo® Reagent

(Prosubstrate & Luciferase) \‘

Pro-substrat dodawany do komadrek i stabilna forma lucyferazy (pochodzaca z
krewetek). W zywych komadrkach pro-substrat redukowany jest do substratu dla
lucyferazy. Substrat emituje swiatto na skutek reakcji utlenienia przez lucyferaze. W
martwych komadrkach nie jest generowany substrat dla lucyferazy.



Badanie aktywnosci cytotoksycznej:
przyktadowy eksperyment

225l 225u 2251 225u 2254l
RPMI REMI RPMI RPMI RPMI

{'\ {\ {"\ {\ {\ Co-culture

EFFECTOR:
H U U U U U wee | @ @ O|®
Purified CD8 ﬁ .
EE,B 54;:! CD8 2X CDB 4x CDB8 8X CD8 16X CD8 32X . . . .
— e | @ OO O
® e
Stain in S;J:ﬁc a5 — : ® e :
TARGET CELLS:  Count :cﬂﬁéﬂw; peplide Resuspend
) and split / AT ;‘;Cllisﬂg:ml . . . .
Purified CD4 0" Mix ratio 1:1 @ @
BN S QISLT’S
(CFSE-Hi) Wash 2X —

100 pl of GD8
+

100 ul of Mix CD4 (CFSE Hi-Low)

Figure 1. Schematic representation of the cytotoxic assay coculture. Purified CD8+ T cells were resuspended in 450 pl of complete RPMI
and 5 serial dilutions were performed. Purified CD4+ T cells were counted, split into two tubes and stained with two concentrations of CFSE
(0.02 uM CFSE-low and 0.2 uM CFSE-high). Only CFSE low CD4+ T cells were pulsed with 5 pg of specific peptide. After 45 min, both CFSE

low and high CD4+ T cells were washed 2x, resuspended at 2 x 105/ml and mixed at a ratio of 1:1. 100 pl of mixed CD4+ were seeded in a 96-
well plate in the presence or absence of 100 pl of each CD8+ T cell dilution for 6 hr.

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.jove.com%2Fvideo%2F51105%2Fcell-based-flow-cytometry-assay-to-measure-
cytotoxic-activity&psig=AOvVaw2qgHgW_SF9uUQoMEkK4voXr&ust=1587800311014000&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwiYkg-
dx4DpAhVDB3cKHQ7NB98Qr4kDegUIARDIAQ



Komentarz do slajdu nr 76:

Limfocyty uzyte w eksperymencie mogg pochodzi¢ z krwi lub obwodowych narzagdéw
limfoidalnych. Z materiatu do badania wyizolowano limfocyty T CD4+ i limfocyty T CD8+.
Zawiesine limfocytow T CD8+ rozcienczono (szereg rozcienczen jak na schemacie).
Limfocyty T CD4+ rozdzielono na dwie porcje i obie wyznakowano CFSE: do znakowania
uzyto dwoch stezen CFSE, tak aby uzyskac rdéznie ,Swiecgce” populacje limfocytow T CD4+
(CFSE low CDA4+ i CFSE high CD4+). Limfocyty efektorowe, CD8+ (cytotoksyczne) wczesniej
aktywowano specyficznym antygenem i wyizolowano tylko te, ktorych TCR wykazywaty
specyficzne powinowactwo do antygenu. Komorkami docelowymi dla cytotoksycznych
limfocytow T byty autologiczne limfocyty CD4+ CFSE low prezentujgce kompleksy
MHCI/peptyd specyficzny przygotowanym uprzednio limfocytom CD8+. Zatem, limfocyty
CD4+ CFSE low stanowity cel ataku limfocytow cytotoksycznych CD8+.

Limfocyty naniesiono na ptytke 96-dotkowg jak to pokazano na slajdzie nr 76. Wynik testu
odczytano po 6 godzinach inkubacji.
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Analiza aktywnosci
cytotoksycznej
limfocytow T CD8+
wzgledem docelowych
limfocytow T CD4+
(CFSE low)

Limfocyty martwe

Limfocyty zywe

Zielony prostokat: limfocyty T CD4+
CFSE low (docelowe dla limfocytéw T
cytotoksycznych)

Pomaranczowy prostokat: limfocyty T
CD4+ CFSE high



Komentarz do slajdu nr 78:

Widzimy dwie kolumny wykresow:

-Lewa kolumna przedstawia rozktad limfocytow T CD4+ wg intensywnosci fluorescenc;ji
pochodzgcej od CFSE (wida¢ dwie populacje limfocytow T CD4+, CFSE low i CFSE high).
Pokazano populacje zywych komdrek. W hodowli zawierajgcej tylko limfocyty T CD4+ jest
tyle samo limfocytéw CD4+ CFSE low i CFSE high. W hodowlach zawierajgcych limfocyty T
CD8+ wida¢, ze populacja zywych limfocytéw T CD4+ CFSE low maleje zaleznie od proporcji
CD4:CD8 w hodowli.

- prawa kolumna przedstawia zywe i martwe limfocyty T CD4+. W hodowli samych
limfocytow T CD4+ widzimy martwe komorki zarowno CFSE low jak i CFSE high. W
hodowlach zawierajgcych limfocyty T CD8+ widac¢ zwiekszajgcg sie populacje martwych
limfocytow T CD4+ CFSE low. Wielkos¢ populacji jest zalezna od proporcji CD4:CD8.
Populacja martwych limfocytow T CD4+ CFSE high nie zmienia sie, pozostaje taka sama jak w
hodowli kontrolnej niezawierajacej limfocytéw cytotoksycznych. Widac zatem, ze celem
ataku limfocytow T cytotoksycznych sg limfocyty T CD4+ CFSE low prezentujgce specyficzne
peptydy.

- odsetek limfocytéw T zywych i martwych wylicza program do analizy danych.



Cytotoksycznos¢ komorek NK
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Komentarz do slajdu nr 80:
Przyktad badania aktywnosci cytotoksycznej komodrek NK.

Komorki NK charakteryzujg sie obecnoscig biatka (markera) powierzchniowego CD56. Mozna zatem
identyfikowac komoérki NK poprzez znakowanie biatka CD56 przeciwciatem monoklonalnym anty-CD56
sprzezonym z fluorochromem (na schemacie PE, fikoerytryna). W standardowym tescie in vitro stosuje sie
komarki biataczki K562 jako cel dla komorek NK. Analize przeprowadza sie technikg cytometrii przeptywowe;j.
Komorki NK mozna tatwo odrézni¢ od komdrek K562 na podstawie parametréw fizycznych, wielkosci i
ziarnistosci oraz emisji autofluorescenc;ji.

A/ W przypadku badania funkcji cytotoksycznej komorek NK cztowieka zrédtem komorek NK jest krew zylna.
Z probki krwi usuwa sie erytrocyty (mozna zastosowac lize erytrocytéw za pomocg buforu hipotonicznego).
W prébie po lizie erytrocytow wystepujg wszystkie leukocyty, wsrod ktorych komaorki NK stanowi populacja
komodrek CD56+ (na wykresie widoczne na osi FL2, oznaczone NK). Mozna tez uzyska¢ poprzez wirowanie na
gradiencie sacharozy populacje leukocytow mononukleranych (w wiekszosci limfocyty)zawierajgcg komorki
NK. Komérki K562 ze wzgledu na emisje autofluorescencji zajmujg pozycje w srodku wykresu. Komaorki NK
dziatajg cytotoksycznie wskutek ich aktywacji poprzez interakcje receptoréw i ligandéw w bezposrednim
kontakcie z komodrka docelowg. Zatem na wykresie widoczne sg konjugaty komorek NK i K562. Odsetek
konjugatow daje informacje o potencjalnej aktywnoséi komérek NK.

B/ Komoérki K562 od limfocytéw mozna odrdznié na podstawie wielkosci (0$ FSC) i ziarnistosci (0$ SSC).
Analizowane sg komérki K562 wyznakowane jodkiem propidyny (o$ FL2/Pl). Komorki K562 Pl+ sg martwe, a
K562 PI- sg zywe.

C/ Analizie poddajemy komorki K562, ktdre nie tworzg konjugatow z NK. Znajdujg sie wsrdd nich K562 zywe
i martwe, ktore rozrézniamy na podstawie wielkosSci i ziarnistosci, czyli parametrow fizycznych. Mniejsze i
bardziej ziarniste w populacji K562 sg martwe, a wieksze i mniej ziarniste — zywe.



Synteza cytokin



Wykrywanie wewnatrzkomorkowych cytokin

Basic principles of intracellular staining.

Cells are M@ed and parmeabllized (symolized Dy dashad line mambrane), stainad, and then
analyzed by fow cytometry. For studies of secreted proteins, cells are first treated with a
protein transport. inflbitor to alkoer accumulation of the target protein inside the cell.
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Wykrywanie wewnatrzkomorkowych cytokin

Unstimulated SEB (Positive Control) CMV pp65
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i Cytokiny wytwarzane sg przez aktywowane limfocyty. Na wykresach widac, ze
R limfocyty, ktore wykazujg obecnos¢ IFN gamma sg jednoczesnie CD69+

(wykazujg ekspresje markera charakterystycznego dla aktywowanych
Figure 1. Overview of the BD Fastimmune . , . . . .
intracelluar Cytokine assay. limfocytéw). Limfocyty nieaktywowane nie produkujg IFN-y.



Przyktady antygendw uzywanych do aktywacji
limfocytow in vitro

Actlvation Agent

Source

Stock Solutlon

Use In Assay

SEB positive control

Sigma Catalog Mo.
S48E1 (1 mag)

Add 2 mL of sterile PBS directly to a 1-mg vial of 3EB. Cap
the vial and shake to dissolve all the poveder. Remowve the
solution and dilute up to 20 mL with PBS to make a stock
solution of 50 pgfmlL. Store this stock solution at 45C.

Use 20 pl of stock solution for
stimulation of 1 mL blood at
a final concentration of

1 pg/mL.

CMW Lysate

Advanced
Biotechnologies
(ABl) Catalog No.
10-144-000 {1 mg)
Catalog No.
10-144-100 (3.1 mag)

The material is diluted to a final concentration of 1 mgl20 mL
(50 pofmL) in sterile PES, calculating from the protein
concentration given in the product insert. Aliquots of 20 pl
each are frozen at —20°C. NOTE: Different lots of this product
might need to be titrated for optimal concentrations.

Use 20 pl of stock solution for
stimulation of 1 mL blood at
a final concentration of

1 pgimL.

CMV pp&e5 protein

Austral

Biotechnologies
Catalog Mo, CMA-
1420-4 {50 ng)

Fifty micrograms (50 pg) is diluted to a total of 2 mL in sterile
PES [fimal concentration 25 pg/mlL). Aliquots of 20 pl each
are frozen at -80°C.

Use 20 pl of stock solution for
stimulation of 1 mL blood at
a final concentration of

0.5 pg/'ml.

Peptides

Most peptides can be dissolved in DMS0 at a concentration
of 2 maimlL. Aliquots of 5 plL each are frozen at —20°C.

Use 5 pl of stock solution for
stimulation of 1 mL blood at
a final concentration of

10 pgfmlL.



Wykrywanie limfocytow wydzielajacych
cytokiny

Copyright 2010 Miltenyi Biotec GmbH, Germany

Znakowanie MoAb-anty cytokina Wysycenie
Aktywacja limfocytow MoAb wigze cytokine mikrokulkami
limfocytéw anty-CD45 i anty- wydzielang do umozliwia sortowanie
cytokina podtoza limfocytow
; Secreted
bl \\ Anti-PE
9 . . microBeads
e % Detection
1 » antibody
/ Cytokine '
secreting
cell
© o =
Antigen-specific Labelling with Secretion Fluorescent and
restimulation catch reagent period magnetic labelling



Stimulated leukocyte

O

Cytokine
Catch
Reagent

< . Secreted cytokines

PE-conjugated
Cytokine Detection
Antibody

The cells are stimulated in vitro.
T cells or other stimulated
leukocytes rapidly start to
secrete cytokines.

A

3-16 hours

A cytokine-specific affinity matrix,
the Cytokine Catch Reagent, is
attached to the cell surface of all
leukocytes via the CD45 antigen.

B

5 min
During a short incubation period
at 37 °C the secreted cytokines
bind to the Gytokine Catch
Reagent of the respective cells.
45 min

The cells are stained with, e.g.,
a specific PE-conjugated Cytokine
Detection Antibody and are ready
for analysis by flow cytometry.

D

10 min

Wykrywanie
limfocytow
wydzielajgcych
cytokiny

Zastosowanie techniki cytometrii
przeptywowe,;.

A/ préba leukocytow jest aktywowana
(antygenem, aktywatorem poliklonalnym)
B/ leukocyty po aktywacji znakuje sie
sprzezonymi przeciwciatamio podwajnej
specyficznosci: anty-CD45 wigze biatko
CDA45 obecne na wszystkich leukocytach.
Czes$¢ anty-cytokina x bedzie wigzaé
wydzielang przez leukocyty cytokine x
C/ Wiazanie wydzielanej cytokiny przez
przeciwciata anty-cytokina

C/ wykrywanie zwigzanej cytokiny przez
przeciwciato anty-cytokina sprzezone z
fluorochromem.

https://www.miltenyibiotec.com/ES-en/resources/macs-
handbook/human-cells-and-organs/human-cell-
types/pan-t-cells-human.html
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{ mi?g;g:glsly labeled with Anti-PE I i m f o cyt 6W
wydzielajgcych

cytokiny

15 min
The cells can be efficiently
magnetically enriched using
MACS Columns and 5ali i
e Jezell.zas'tosu jemy dodatkowo
« Cells remain viable for downstream P rzeciwciata a nty- PE ( P rzeciwko
applications such as expansion fikoerytrynie) optaszczone na
and functional characterization. . . ..,
o _ mikrokulkach, to uzyskamy mozliwos¢
I » Magnetic enrichment of cytokine- . . j . .
0 secreting cells enables unmatched wyizolowania komérek wydzielajgcych
sensitivity of detection as low as ki
N R cytokiny za pomoca sortera
magnetycznego.
\/ 15 min

https://www.miltenyibiotec.com/ES-en/resources/macs-
handbook/human-cells-and-organs/human-cell-
types/pan-t-cells-human.html
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ELISpot (enzyme-linked immune absorbent spot)

“ Precipitating substrate

L]
]
T
LN |

Streptavidin-enzyme
Detection mAb-biotin

Analyte

Capture mAb

- - -

Test umozliwia wykrywanie
komarek wydzielajacych cytokine.

5/ dodanie substratu dla enzymu,
produkt reakcji enzymatycznej jest
nierozpuszczalny i tworzy depozyt
w miejscu, w ktérym komorka
wydzielata cytokine. ,Spoty”
liczone sg za pomocg
automatycznego czytnika

4/ dodanie enzymy sprzezonego z
streptavidyng

3/dodanie przeciwciat anty-
cytokina sprzezonych z biotyng

2/ dodanie aktywowanych
limfocytow, ktére wydzielaja
cytokine. Cytokina jest
,wWyltapywana” przez przeciwciata
zaadherowane na ptytce. Limfocyty
Sg usuwane.

1/ optaszczenie ptytki MoAB anty-
cytokina



Zastosowanie biotyny i awidyny

1. Biotyna, wit. H, wit. B7

2. Awidyna, biatko obecne w jajach, wykazuje powinowactwo do
biotyny, 1 cz. awidyny wigze 4 cz. biotyny

3. Streptoawidyna, biatko bakteryjne (Streptomyces avidinii),
wigze niekowalencyjnie biotyne

Reakcja biotyna-awidyna; biotyna-streptoawidyna — specyficzna,
nieodwracalna



Przewodnik po tescie ELISpot

Coating

Monoclonal capture antibodies are
added to an ethanol-treated PVDF
membrane plate.

_.%

f —

Detection antibodies
Cells are removed and the plate is

washed before biotinylated detection
antibodies are added.

Cell incubation

Cells are added in the presence or
absence of stimuli and the plate is in-
cubated to allow cytokine secretion.

S —

N\

Streptavidin—enzyme conjugate
Addition of a streptavidin-conjugate

enables the formation of spots on the
membrane.

Cytokine capture
Secreted cytokines bind to

capture antibodies surrounding the
activated cells.

+’:

1-.'-- ‘-..- -|:.|

Addition of subsatrate

& colorimetric substrate forms an

insaluble precipitate when catalyzed
by the enzyme.



No stimuli Anti-CD3 PHA PPD

Przyktady oznaczania
limfocytéw
wydzielajgcych IFN-y.
Liczba ,,spotow” zalezy
od uzytego aktywatora

4 spots 687 spots 698 spots 22 spots
Human IFN-y ELISpot

IFN-y secretion by PBMCs incubated overnight without stimuli or with anti-CD3, phytohaem-
agglutinin (PHA) or purified protein derivative (PPD).

Przyktady oznaczania

, limfocytow
Influenza A (HIN1)-specific IgG Influenza A (HINT)-specific IgA . .
: wydzielajgcych
G % przeciwciata 1gG i IgA
2 e W) pochodzacych od
.- v -

. - ;
! i3 * e pacjentow
‘;’p” A nieszczepionych i
Lo i szczepionych
Before vaccination After vaccination Before vaccination After vaccination SZCZGpionka przeciwko

grypie.

Human IgG and IgA ELISpot
PBMCs were collected before and after vaccination with Pandemrix® and secretion of influenza
A (HIN1)-specific IgG (feft) and IgA (right) was analyzed by ELISpot.



Single FIuoroSpot: odmiana ELISpot z zastosowaniem
fluoroforow zamiast enzymow

Mo stimuli CEF

o
SA-550

@

Detection mab-blotin

g\ ...

Capture mAb

0 spots 205 spots

PBMCs were incubated owernight with or without CEF Single FluoroSpot assay principle

peptide pool, and IFN-y-secreting cells were analyzed by
gingle FluoroSpot.



ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Substrate

Secondary antibody
labeled %
Primary anﬁbody

Target
anhgen

Substrate

Indirect ELISA




Substrate

Secondary antibody
labeled

Primary s
antibody

Target
antigen

Capture
antibody




ELISA: test bezposredni

Advantages Disadvantages

Faster than other ELISA — the technique has fewer
steps

Antigen immobilization is not specific - may cause
higher background noise than indirect ELISA. Mainly
because all proteins in the sample, including the
target protein, will bind to the plate
Less prone to error — as less reagents and fewer steps Less flexible - each target protein needs a specific
are required conjugated primary antibody
No signal amplification - reduces assay sensitivity

Best for: when analyzing the immune response to an antigen.

https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html



ELISA: test posredni
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Advantages Disadvantages

High sensitivity - more than one labeled secondary
antibody can bind the primary antibody

Possibility of background noise - secondary
antibody may be cross-reactive

Economical - fewer labeled antibodies are needed Longer procedure than direct ELISA technique -
additional incubation step for secondary antibody
needed

Greater flexibility - different primary antibodies
can be used with a single labeled secondary
antibody

Best for: determining total antibody concentration in samples.

https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html



ELISA: sandwich
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Advantages Disadvantages

High sensitivity - 2-5 times more sensitive than direct
or indirect ELISA

Antibody optimization can be difficult - cross-reactivity
High specificity - two antibodies are involved in may occur between the capture and detection
capture and detection antibodies. Needs a standardized ELISA kit or tested
antibody pair.

Flexibility - both direct and indirect detection can be
used

Best for: analysis of complex samples, since the antigen does not need to be purified prior to measurement.

https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html



CBA: oznaczanie stezenia cytokin za
pomocg cytometru przeptywowego

4

% /(OH I Ab PE przeciw cytokinie

R, e
[ @

kuleczka oplaszczona przeciwcialem przeciw cytokinie



Komentarz do slajdu nr 99:

Zastosowano kuleczki o réznej intensywnosci fluorescencji. Kuleczki sg takiej samej
wielkosci, tworzg szes¢ populacji réznigcych sie intensywnoscig swiecenia. Kuleczki
nalezace do jednej populacji optaszczone sg przeciwciatami (nieznakowanymi) wigzgcymi
okreslong cytokine. W zestawie znajduje sie 6 populacji kuleczek optaszczonych
odpowiednio przeciwciatami. Intensywnos¢ fluorescencji oceniana jest w kanale FL3.
Zatem w zestawie znajduje sie 6 fiolek zawierajgcych kuleczki optaszczone przeciwciatami
przeciw cytokinom (przeciw jednej cytokinie w kazdej fiolce).

Przed przystgpieniem do testu zawiesiny kuleczek mieszane sg w rownych objetosciach.
Do badanej préoby (np. supernatant pohodowlany, surowica, ptyny tkankowe) dodawane sg
kuleczki optaszczone przeciwciatami przeciw cytokinom. Cytokiny wykrywane sg pomocg
przeciwciat przeciw cytokinom sprzezonym z PE (pomiar w kanale FL2).

Analiza wykonywana jest technikg cytometrii przeptywowej. O obecnosci cytokin w
badanej prébie Swiadczy przesuniecie populacji kuleczek w prawga strone osi FL2.
Program do analizy oblicza stezenie poszczegdlnych cytokin w badanej probie w
odniesieniu do krzywych wzorcowych.
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Indukcja apoptozy



Aneksyna V

Biatko komodrkowe o stabo poznanej funkcji. Wykazuje powinowactwo do fosfatydyloseryny,

ktora w zywych komaérkach zlokalizowana jest w wewnetrznej warstwie btony
cytoplazmatycznej, a w komadrkach apoptotycznych przemieszcza sie na strone zewnetrzng i jest

tatwo wykrywalna przez wigzanie Aneksyny V sprzezonej z fluorochromem.
Live Cell Apoptotic Cell Late-apoptotic Cell
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http://www.google.pl/imgres?imgurl=http://www.biomol.de/dateien/infos_nr647.gif&imgrefurl=http://www.biomol.



Oznaczanie komorek apoptotycznych i nekrotycznych

Komorki nekrotyczne maja
btone powierzchniowg
przepuszczalng dla jodku

propidyny i jednocze$nie L2 UR2 = APOPTOSIS INDUCED
nie wykazujg zmian w : ' <

lokalizacji ' 4 3 r
fosfatydyloseryny.

.' l.. ..‘ '.- -
ST B
s

FITC - ANNEXIN V

1. Komérki zywe

2. Wczesna faza apoptozy komorek
3. Pézna faza apoptozy

4. Komorki nekrotyczne



Oznaczanie komadrek apoptotycznych: inne podejscie

Komorki po inkubacji z czynnikiem indukujgcym apoptoze wyznakowano Pl i AnV/FITC.
Komadrki apoptotyczne — AnV+
Komadrki martwe bez rozgraniczenia sposobu Smierci : AnV+Pl+

No staurosporine 1hr staurosporine 6 hr staurosporine
e 1:'“3 | Dead 105.5”42 - o Dead 1o ng.;a Dead
10t 3 J it
£ : . '-‘-:.::' z =
0 - o
1
i’ 5 e .
0 E .

Apoptotic Apoptotic

Annexin V FITC Annawn V FITC Arnexin VFITC



Oznaczanie komorek apoptotycznych: waine
wskazowki

Wida¢, ze komorki znajdujgce sie w obszarze A zawierajg gtownie komorki martwe. Zatem,
badajac dziatanie czynnikdw potencjalnie indukujgcych apoptoze analizujemy ich dziatanie
wobec populacji w obszarze B. Widzimy wiec, ze komorki martwe i zywe mozna odrdoznic na
podstawie parametrow fizycznych jak wielkos¢ (FSC) i ziarnisto$¢ (SSC).
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FSC Annexin PE



Analiza potencjatu btonowego mitochondriow

 Utrata potencjatu btonowego
mitochondriéw jest oznakg apoptozy 3- E.R.

* JC-1 monomery w cytozolu-"zielona” LOADING
fluorescencja

* JC-1 dimery w mitochondriach-

"czerwona” fluorescencja.
« Zmniejszenie potencjatu blonowego

mitochondridow skutkuje przesunieciem
komorek w kierunku FL1.

Cl

-QJ L) 1: CYTOPLASMIC

LOADING ~-60 mV ~-180 mV

2: MITOCHONDRIAL
LOADING

Cl ) NJ LN CI cl
QNWN Cytosol JC-1(5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’
. tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide)

180-200 mV

Aggregation 527 to 590 nm
IL




Analiza potencjatu btonowego mitochondriéw

A vt
2 CONTROL
g 1o, ® .
= Kierunek zmiany
= emis;ji fluorescenc;ji
S Swiadczy o indukcji
10° —_— L apoptozy
107 10" 10 10° 10°
JC-1 grean fluorescences .
B 1|:r*E
% 10°5 CAMPTOTHECIN TREATED
B ] wiecej monomerow
s 10 JC-1 w komérkach
jest wyznacznikiem
e e e apoptozy

JC=1 green fluorescence
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Analiza
potencjatu
btonowego

mitochondriow

Ustawienie cytometru
(ustawienie
kompensaciji)
umozliwia ptynne
Sledzenie zmiany
emisji fluorescencji i
badanie kinetyki
apoptozy.



Analiza cyklu komoérkowego, apoptoza

Number

0
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Komaorki apoptotyczne —

sub GOG1. Widag¢, ze

zawartos¢ DNA jest
GOG1 mniejsza niz w komaérkach
w fazie GOG1

80 120 200
DNA Content




Analiza cyklu komorkowego: Sub G1 (Nicoletti
assay), przyktad analizy

B




Analiza kaspaz

Caspases are a family of conserved cysteine proteases that play an essential
role in apoptosis.

Mammalian caspases can be subdivided into three functional groups: initiator
caspases (caspase 2, 8, 9 and 10), executioner caspases (caspase 3, 6 and 7),
and inflammatory caspases (caspase 1, 4, 5, 11 and 12). Initiator caspases
initiate the apoptosis signal while the executioner caspases carry out the mass
proteolysis that leads to apoptosis. Inflammatory caspases do not function in
apoptosis but are rather involved in inflammatory cytokine signaling and
other types of cell death such as pyroptosis.



Add FLICA reagent

Active caspase

®
® .
@ @
FLICA Cysteing
® ®

FLICA reagent binds
to active caspases

10"

107

f=]

Propidium icdide fluorescence
3

3

FAM fluorescence

Measure fluorescence

Unbound FLICA reagent
gets washed away

Detecting active caspases in
apoptotic cells using the Vybrant
FAM Caspase Assay Kits. Unbound
FLICA (FLuorescent Inhibitor of
CAspases) reagent diffuses out of
the cell and is washed away. The
green-fluorescent signal is a direct
measure of the amount of active
caspase that was present at the
time the inhibitor was added.

Detection of active caspases in living cells by
flow cytometry. Jurkat cells were either
treated with 10 uM camptothecin for 4 hours
at 372C and 5% CO, and stained with the
FLICA reagent for caspase-3 and -7 and
propidium iodide, both from the Vybrant FAM
Caspase-3 and -7 Assay Kit. Samples were
analyzed on a flow cytometer with 488 nm
excitation using 530 nm bandpass and 670 nm
longpass emission filters.



DEte ija FAS (CDQS) . zwiekszenie ekspresji tego biatka w btonie

powierzchniowej komodrek zwieksza ich wrazliwos¢ na indukcje apoptozy w wyniku interakcji
Fas/FasL wskutek kontaktu z komarka cytotoksyczna.

88C

CD45 AB4T

CD45 AS4T
CD45 AB4T

CD95 expression in peripheral blood populations. A, lymphocytes, monocytes and
granulocytes in the live cell fraction were identified by FSC and SSC. The level of CD95
/FAS receptor was determined in B, lymphocytes, C, monocytes and D, granulocytes. To
help with identification, cells were counterstained with CD45



Analiza zywotnosci limfocytow w
hodowli



Rozrdéznianie komorek zywych i martwych

Komorki martwe
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Forward scatter Forward scatter

Figure 1. Panel A shows the use of a DNA binding dye, propidium iodide. Dead cells are
positive for the dye (upper region). Panel B shows a fixable amine-binding dye
(eFluor780). Again dead cells are identified by positive fluorescence in the upper region.



Jakos¢ analizy fenotypowej komadrek ulega

8sC

poprawie po usunieciu z analizy martwych
komorek.

Eliminacja z analizy
komarek martwych na

podstawie parametrow
fizycznych

live
905

RN

SSC

CD14

Eliminacja z analizy
komodrek martwych na
podstawie barwienia
jodkiem propidyny

Popidium lodide

CD3

Using a live/dead stain can improve your staining. A. Use of forward and side scatter gating (red rectangle) may not
remove all dead cells and some non-specific binding may still be present. B. Exclusion of dead cells using propidium iodide

staining (red rectangle) means less non-specific binding and easier id
shown here are human peripheral blood stained with CD14 and CD3.

entification of positively stained populations. Images



Barwniki stosowane do LTV DEAD
odréznienia komorek o .
martwych i zywych 5 ey
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DRAQT™, Propidium lodide (PI) and 7-AAD
l:[ [ D[AD (7-amino-actinomycin D) are high affinity DNA-binding
I _— dyes that are effectively excluded from live cells. Dead
cells with compromised plasma membranes allow the

> e - _ . . passage of these dyes into the nucleus, where they will
T i e bind DMA. These dyes produce a bright fluorescent signal
" " " _ * e when excited by the appropriate lasers.
.c _ L
i - -‘-' " "
3 i w
£ &

Zombie Dyes are fixable dyes that react with primary amine
groups on proteins. Live cells exclude the dyes, so that only
cell surface proteins will be labeled, while dead cells allow the
entry of the dyes into the cytoplasm increasing the amount of
total protein labeling. Thus, dead cells will be significantly
brighter for Zombie fluorescence than live cells.




Przyktady analizy cytometrycznej

V450- barwnik wnikajgcy do komadrek zywych i

a) Strategia bramkowania tymocytow swiezo po izolacji z grasicy s ) _ -
martwych, umozliwia badanie proliferacji
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Przyktady analizy cytometrycznej

b) Strategia bramkowania tymocytow po 72h hodowli
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ALAMARBLUE

System opiera sie na wskazniku REDOX, ktdry jednoczesnie zmienia
barwe i nabiera wiasciwosci fluorescencyjnych w odpowiedzi na
redukcje metabolizmu komdrkowego. Ilos¢ wytwarzanej fluorescenciji
jest proporcjonalna do liczby zywych komdrek.

aktywne metabolicznie komadrki
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Sposoby badania aktywacji i
funkcji efektorowych
limfocytéw B



Etapy aktywacji limfocytow B

B cell activation and antibody production
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Aktywacja limfocytow B
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W o—— Extracellular
"o antigens

Ag fragment

Ag fragment

B CELL ACTIVATION

HLA class Il with
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Immunoglobulin
receptors
coating

B cell surface

€) Immunoglobulin
receptors on B cell
surface recognize
and attach to antigen,
which is then
internalized and
processed. Within the
B cell a fragment of
the antigen combines
with HLA class Il
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€ HLAclass €) Receptor on the T helper cell

I-antigen- (Ty) recognizes complex of
fragment HLA class Il and antigen
complex is fragment and is activated—
displayed on B producing cytokines, which

cell surface.

activate the B cell.

Plasma Antibodies
cell

Cytokines

) B cell is activated by
cytokines and
begins clonal
expansion. Some of
the progeny become
antibody-producing
plasma cells.



Two Signals Are Required for
B Cell Activation

« TI Antigen

— Binding of antigen
provides both signal
1 and signal 2

« TD Antigen
— Binding of antigen
provides signal 1
— Binding of Th2 cell

via CD40:CD40L
provides signal 2

(analogous to B7 for
T cells)

(@) TI-1 antigen (b) TD antigen

B cell



Sequence of Events in B-Cell Activation
by a Thymus-DependentAg

Antigen cross-links mlg, generating signal

, which leads to increased expression of
class Il MHC and co-stimulatory B7.
Antigen-antibody complexes are
internalized by receptor-mediated
endocytosis and degraded to peptides,
some of which are bound by class 1| MHC
and presented on the membrane as
peptide-MHC complexes.

Ty cell recognizes antigen-class Il MHC on
B-cell membrane. This plus costimulatory
signal activates T, cell.

1. Ty cell begins to express CD40L.
2. Interaction of CD40 and CD40L provides

signal ).

3.B7-CD28 interactions provide
costimulation to the T, cell.

Figure 11-12 part 1
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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Niezbedne sygnaty aktywac;ji
limfocytow B przez Ag biatkowe

Antigene
BCR P




Symulacja warunkow fizjologicznych
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B cell activation without the help of T cells

T-INDEPENDENT ANTIGEN T-INDEPENDENT ANTIGEN
TI-1 Ti-2

B cell

Complete absence of T-cell help. No
interactions no cytokines. At high
concentration B-cell mitogens.
Simultaneous activation of BCR and other

receptors on B cells (i.e. LPS binding protein NK cells etcTI-2 usually do not act as
/CD14/TLR4) induces the B cells to

: . : polyclonal B cell activators.
proliferate and differentiate
B CELL ACTIVATION

Strong crosslinking of BCR by
repetitive polysaccharide or protein
epitopes. Cytokine help provided by T,



J:\: 8RR Propertles of thymus-dependent and thymus-Independent antigens

Tl antigens
Property TD antlgens Type 1 Type 2
Chemical nature Soluble protein Bacterial cell-wall Polymeric protein antigens;

components (e.g., LPS) capsular polysaccharides
Humoral response

Isotype switching Yes No Limited
Affinity maturation Yes No No
Immunologic memory Yes No No
Polyclonal activation No Yes (high doses) No
]
(a) TD antipen (b) TI-1 antigen {c) TI-2 antigen
@

B cell B cell
Kuby Immunology, 2013



Limfocyty B-1 i B-2

Spleen,
other
lymphoid
organs

Mucosal
tissues,
peritoneal
cavity
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Follicular
B cells

Protein antigen
+ helper T cell

Germinal center
reaction

zone B cells

IgM

o

B-1 B cells

Polysaccharides, lipids, etc.

Isotype-switched,
high-affinity
antibodies;

long-lived
plasma cells

IgG

£y %

Mainly IgM;
short-lived
plasma cells

Mainly IgM;
short-lived
plasma cells




Limfocyty B-1 i B-2
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Charakterystyka fenotypowa limfocytow B

Cell surface CD5* CDS CDS CDS5S CD5s*
phenotype CcD1g™ cDig" CD19™ CD1g9™ CDi1g™
CD1d™ CD1d™™ CD1d" CD1dm¥ CD1d%
cD21™ CD2 1 himid
CD23 CD23 CD23 CcD23" CcDz3"
CD43* CD43* CD43 CD43 CD43
IgAhi IgM'™ IgWM™ Igtiow IgMhi
'QUW lchw 'golm 'QD" 'ngmﬁnd
Frequency in 2% <1% 15% >70% 1%
total splenic
B cell population
Marginal Regulatory
13 zonw Follicular B cell
B-1 cells B-2 cells Relationship
tob<1and B-2

cells unclear

Nature Reviews | Immunoloqy



Jak odroznic B-1 od B-2?

H%ﬁ

Czesto limfocyty nie posiadajg typowo specyficznych markeréw. Majg te same, ale ich poziom ekspresiji
sie rézni.

Limfocyty B-1: CD19high B220 low.

W tej populacji mozna zidentyfikowac B-1a i B-1b na podstawie ekspresji innych markeréw jak CD5 i
CD43.

Limfocyty B-2: CD19 low B220 high
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ch25

Markery aktywacji limfocytow B

Ekspresja markerow aktywacji CD69 i CD25 zwieksza sie podczas aktywacji limfocytow B

Total B celis

Narve B cells

Memory B cells

EVAS

A

B& h

48 h
24 h

Oh



Badanie aktywnosci
supresorowej limfocytow Treg.



Przyktad badania aktywnosci supresorowej
|imf0cyt6w Treg: zastosowano test proliferacji. Limfocyty docelowe

wyznakowano CFSE. Widag, ze liczba rund podziatowych nie ulegta zmianie w hodowli z
limfocytami Treg, ale zmniejszyt sie odsetek proliferujacych limfocytéw T

Aktywnosc¢ supresorowg wykazujg takze

—_
o Ctrl : o
i limfocyty Breg. Podobnie jak limfocyty Treg
= s . .
P W mogg hamowac proliferacje aktywowanych
[ k. . s . 7 7
EE; M3 limfocytow T. Zatem ich zdolnos¢ do
=K hamowania proliferacji limfocytéw
Gm” ™ e 'TEF NE 4 docelowych mozna badac z
FL1-Height wykorzystaniem tej samej metody.
= E 3
i 24 M2=16.57%
o 23 M3=37.11%
273 | v | {5 M4=30.18%
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a-CD3+a-CD28 — activated T cells

a-CD3+a-CD28 — activated T cells + Treg

CFSE



Dziekuje za uwage



