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Prvé skusenosti so stanovenim IC pomocou reagencii Duractive a DuraClone |F
T helper cell tube v reprodukénej medicine
K. Szaboova, E. Tibenska
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Cytokiny - vSeobecne

* Molekuly prenasajuce dblezité informacie medzi bunkami
« Vplyv na regulaciu rastu, delenie bunky, diferenciaciu, zapal a

obranyschopnost ' ._
- Sekrécia cytokinov je kratkodoba ATE W\ Cytokinova sit
 Po stimulacii sa syntetizuju de novo =
« Nie su antigénovo $pecifické @ EE A i*'"aF*
» Pdsobenie v nizkych koncentraciach s -
* Thlymfocyty IR e W S
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Th lymfocyty

* Boj proti intracelularne parazitujucim mikroorganizmom, oneskoreny typ
hypersenzitivnych reakcii, usmrcovanie vhodnych terCovych struktur

« KlucCova regulacna uloha v adaptivnej imunite
* Regulacia protilatkovej i bunkovej imunity
« POGsobenie pomocou primarneho kontaktu aj cytokinov

Naturaily

b P I aSti Ci ta Bone marrow gnn ocourring
. \ Foxp3* T reg

* Vplyv hormoénov na produkciu s ———— (@1eg

r r /
cytokinov — Progesterén, HCG,

Peripherally derived

I . TGF-B Foxp3* T reg

estrogeny, kortizol . / / \ .

Adaplive

Foxp3 T reg
IL-10 (eg Tr1, Th3)
TGF-p
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Th lymfocyty a cytokiny v reprodukcnej imunologii

 Porucha IS — cca 20% podiel imunologickych faktorov z celkového poctu infertilit
,neznamej" etiologie

« Th lymfocyty a cytokiny — tolerancia embrya

« Th1/Th2/Th17/Treg koncepcia

IL-12, IFN-y (o/B) IL-10, TGF-p

A :_..
BT ]
4 re K

\ g =

IL-17, IL-6

IL-4, IL-13, IL-5

Orihara K et all. 2008
4
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Cytokiny Th1

TNF alfa

+ T lymfocyty, NK, aktivované MF, Ne, Mo, fibroblasty

* Funkcia — pleiotropny, prozapalovy, embryotoxicky

* Indukcia prozapalovych proteinov (chemokiny, cytokiny, adhezivne molekuly, rastové faktory)

* Vplyv na termoregulaciu, lipidovy metabolismus, krvny prietok, koagulaciu, inzulinovu rezistenciu

» Embryotoxicky ucinok (negativny vplyv na proliferaciu embryonalnych buniek, pro-apoptoticky signal)
* Nadprodukcia - infekcie, RA, IBD, celiakia, psoriaza

IFN gama

* Th1, NK, NKT, Tc, MF, DC

» Funkcia — prozapalovy, embryotoxicky

» Antiproliferativne a antivirosové ucinky

» Zvysenie expresie MHC 1. i Il. triedy

» Aktivator MF a dalSich monocytarnych fagocytov

» Blokovanie Th2 imunitnej odpovede

» Stimulacia aktivity NK buniek a neutrofilov

* Vo vCasnej gravidite vyznam pri remodelacii endometrialnych ciev a angiogenéze

IL2

* Th1

* Funkcia — protizapalovy, embryotoxicky

* Hlavny rastovy faktor pre T ly

» Diferenciacia, proliferacia a aktivacia NK buniek, 1 proitlatkovu odpoved

* V nizkych koncentraciach podporuje vyvoj Tregs, vo zvysenych koncentraciach blokuje ich supresivne funkcie
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Cytokiny Th2

IL-4

Th2, NK, Zirne bunky, bazofily, eozinofily
» Funkcia — protizapalovy, embryoprotektivny
» ZAakladny rastovy a diferenciacny faktor B ly
» Diferenciacia z ThO na Th2
* Regulacia expresie MHC II. triedy na B ly
» ZniZenie produkcie IFNy u T ly, inhibicia sekrécie IL-12 z aktivovanych MF
» Vplyv na proliferaciu, diferenciaciu a apoptézu endotelovych, svalovych i nervovych buniek
* Nadprodukcia IL-4 — alergia, astma

IL-10
* Th2, Treg, Mo, aktivované MF, B Ly, DC
» Funkcia — protizapalovy, embryoprotektivny
* Inhibicia produkcie prozapalovych cytokinov (TNF, IL-1, IL-6),
» Znizenie funkcie MF
» Znizenie expresie MHC Il. triedy a expresie kostimulacnych molekul na APC
» ZvySenie proliferacie B ly a produkcie niektorych Ab

clen
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Cytokiny Th17

IL-17

Th17,yd T, NK, NKT,MF, DC, Ne

Funkcia — prozapalovy cytokin

Stimulacia produkcie chemokinov

Indukcia cytokinov (IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL-13, TNFa, TGFpB)

Obrana proti bakteriam a kvasinkam

Uloha v mnohych imunopatologickych dejoch (autoimunitné reakcie, transplantaéné reakcie, astma, protinadorova imunita)
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Stanovenie IC v nasom laboratoériu

» Material — periférna krv (Li-Hep)

* Riedenie krvi 1:1 (kultivacné médium RPMI 1640)
« Stimulacia PMA + 10 + brefeldin A

* Inkubacia 4 hodiny pri 37°C a 5% CO2

 Povrchové a intracelularne znacenie

(povrchové znacenie CD3 a CD4 — fixacia — permeabilizacia — intracelularne znacenie IL4, IL-2, TNF-alfa,
IFN-gama)

» Meranie na prietokovom cytometri FC500

« Casovo naroé¢na metdda
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Stanovenie IC v nasom laboratoériu

» Material — periférna
* Riedenie krvi 1:1 (kultivatné médium RPMI 164
« Stimulacia PMA + 10 + brefeldin A
» Inkubacia 4 hodiny pri 37°C a 5%

* Povrchové a intracelularne znacenie
permeabilizacia — intracelularne znacenie 1L4, IL-2, TNF-alfa,

(povrchové znacenie CD3 a CD4 — fixaci
IFN-gama)

» Meranie na prietokovom cytdmetri FC500

« Casovo naroé¢na metdda
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Stanovenie IC pomocou DurActive a
DuraClone IF T helper (reagencie)

DurActive skumavky

DurActive 1 PMA/IO/ BFA
50 pl PK (LiHep)
DurActive 2 PMA/IO

DuraClone IF T Helper skiumavky
IFNy — FITC

IL-4 — PC7

CD4 — APC

CD3 — Alexa Flour 750

IL-17a — PB

PerFix-nc Kit

10
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Stanovenie IC pomocou DurActive a
DuraClone IF T helper (aktivacia)
» Material — periférna krv (LiHep)
« Stimulacia DurActive 1 (10 + PMA + Brefeldin A) | |‘
DurActive 2 (10 + PMA) A e
* Inkubacia 3 hodiny pri 37°C a 5% CO2 R i
[Cling 7351
| c|03+ca4+ _|c0|3+fn44
i | '_ ‘ llw
z SR | <
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Stanovenie IC pomocou DurActive a
DuraClone IF T helper (farbenie)

* Do oznacCenych cytometrickych skumaviek napipetuj 50 ul prislusnej krvi
* Pridaj 25 pl Fixacného Cinidla R1 z PerFix-nc, zvortexuj a inkubuj 15 minut
« Pridaj 2 ml 1 x PBS, zvortexuj, centrifugacia 200g, 5 minut. , aspiruj supernatant

« K peletu pridaj 25 pl FBS, zvortexuj na resuspendovanie peletu, a pridaj 300 pl Permeabilizacného Cinidla
R2 z PerFix-nc a znovu zvortexu;

« Na dno DuraClone skumavky napipetuj dalSiu Ziadanu kvapalnu protilatku (5 ul TNFa-BD)

« Cely obsah skumavky so vzorkou prenes do prislusnej DuraClone skumavky s protilatkami, zvortexuj pri
vysokych otaCkach cca 6-8 sekund na rozpustenie protilatok

* Inkubuj 45 minut pri izbovej teplote

* Priprav 1x finalny roztok 3,5 ml na 1 pacienta z 10 x konc. finalneho roztoku R3 z PerFix-nc

« Pridaj 3 ml 1 x riedeného finalneho roztoku a zvortexu;j -

» Centrifugacia 500g, 5 minut, aspiruj supernatant ] (

* Pridaj znovu 500 pl riedeného finalneho roztoku |

* Meranie na cytometri NAVIOS EX na spravne nastavenom a
skompenzovanom protokole

(1)
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CD&9 PE

CD69 PE
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Aktivacia vzorky (porovnanie)

1023

1023

S5 Lin

DurActive 2
(inkubécia 3 h)

aktivacia na
CD3+

aktivacia na
CD3+CD4+

CD&9 PE

CD69 PE

0 1023
55 Lin

0 1023

Stary protokol
(inkubacia 4 h)

vselks pre vase dravie
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Farbenie (gate CD3+ DuraClone IF T helper)
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Farbenie (gate CD3+ stary protokol)

CD3 ECD
IFN FITC
IL-4 PE
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ILZ2-FITC

o " 1023

S5 Lin S5 Lin



MEDIREX .2"MEDIREX GROUP
vselks pre vase dravie

Farbenie (gate CD3+CD4+ DuraClone IF T helper)
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Farbenie (gate CD3+CD4+ stary protokol)

IFH FITC
IL-4 PE

o T 1023

SSLin

IL2-FITC

o " T 1023
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Zaver

DurActive skimavky — susené, ready-to-use reagencie, skladovanie pri izbovej
teplote, eliminacia zamrazenych alikvotov PMA, 10, BFA

DuraClone IF T helper skumavky — kompenzacny kit v suprave, susené, ready-to-
use reagencie, moznost dokvapnut dalSiu ziadanu kvapalnu protilatku, skladovanie
pri izbovej teplote

PerFix-nc Kit (no centrifuge assay Kit) — 2 ready-to-use reagencie, 1 konc. roztok
(riedenie 10x), eliminacia premyvacich procedur po€as postupu (potrebné 1
premyvanie), moznost povrchového a intracelularneho znacenia naraz, skladovanie
pri izbovej teplote

Casovo vyhodnejsia/finanéne naroénejsia metdda
Poskytuje vysSSiu intra/interlaboratérnu standardizaciu

Stanovenie novych referencnych hodnét pre IC
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