ni provedeni a nastaveni
panelu pro detekci Th-17
lymfocytu

Mgr. Michal Rataj Ustav imunologie 2.LF UK a FN Motol
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Th-17 lymfocyty — vyvoj a aktivace

- Subpopulace Th-17 je zodpovédny za obrannou reakci proti bakteridlnim a fungalnim agens
- potencuje systémovou zanétlivou odpoved’

- Pfeména naivniho ThO T-lymfocytu je zavisla na - vrozené imunité a prezentaci antigenu
- pUsobeni produktl dendritickych bunék IL-6, IL-18, IL-23
- pfitomnosti transformujiciho ristového faktoru B (TGFp)

- Aktivace dale probiha intracelularné 1) aktivaci traskripcnich faktord STAT3 a RORyt a produkci IL-21
2) stabilizace plsobenim IL-21
3) produkci cytokinG IL-17, 1L-21, IL-22

- Funkce produkovanych cytokinl - podpora.aktivace™eutrofilu Eles, ¥ 2
= pOdera Zénétu \ g v : 520 » = Th17 T cell
- zesileni produkce antimikrobialnich protein( Actnaed Tesll i /

- zvySeni bariérovych funkci strevo, klize

e )
Candida \ r R o 3
fa e S
%3 Thymus
\ s (APECED, Thymoma)
S3 3
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% Th-17 lymfocyty — charakteristika a funkce

Fenotypizace
1) Povrchové markery - CD45+ buriky s jadrem
- CD3+ T-lymfocyty
- CD4+ pomocné T-lymfocyty

- skupina 6 interleukin(

- potencuji migraci neutrofilnich granulocyt(

- podpora produkce G-CSF, IL-1, IL-6

- zesileni produkce antimikrobialnich proteint (defenzint)

- pUsobeni na kuzi a sliznicich eni integrity sliznic a epitelii

J—
- stabilizace a podpora prolyferace novych Th-17 lymfocytd

- multipotentni Ucinek — podpora aktivace a diferenciace Blymfocytl v
germinalnich centrech uzlin

2) Produkované cytokiny -

3) Funkéni traskripcni faktory - — pUsobeni IL-6 a signalizace TcR — produkce IL-17, IL-
www.DesktopBackground.org
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Th-17 lymfocyty — optimalizace a
troubleshooting

Optimalizované kroky expermentu

1) Cas stimulace po inkubaci s PMA a ionomycinem
2) Koncentrace PMA a ionomycinu

3) Délka pUsobeni brefeldinu A

4) Délka inkubace extraceluldrniho barveni

5) Objem protilatek pri extraceluldarnim barveni

6) Délka plisobeni fixaéniho a permeabilizaéniho &inidla Fix/Perm """

7) Délka inkubace intracelularniho barveni="
8) Objem protilatky anti-IL-17 pfi intraceluldarnim barveni

9) Gatovaci strategie
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Th-17 lymfocyty — Cas stimulace PMA 3
jonomycinem

Cas stimulace
Relativni poc¢et Th-17 bunék

Cas stimulace poéet CD4+
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Délka stimulace (hodiny) Délka stimulace (hodiny)

Troubleshooting 1) Dodrzovani casového bodu R ———
2) Kvalita stimulantd PMA.a<denomycinu a jejich spravné skladovani
3) Sterilni prostredi v pribéhu stimulace
4) Pouziti desticky s U dnem
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9 Th-17 lymfocyty — koncentrace PMA a
jonomycinu

s Koncentrace PMA/ionomycin CD4+
80

60

40

Relativni poéet IL-17+ z CD4+ bunék
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& N %
Koncentrace PMA/ionomycin Koncentrace PMAfionomycin

Troubleshooting 1) Koncentrace stimulantd PMA 2 pg/ml; iowé/rhl
2) Spravny pocet PBMC v.danémroBijemu kompletniho media
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Tth 17 lymfocyty - &as plsobeni brefeldinu A

Cas podani Brefeldinu A po stimulaci poéet CD4+ Cas podani Brefeldinu A po stimulaci pocet IL-17
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Cas podani Brefeldinu A po stimulaci Cas podani Brefeldinu A po stimulaci

Troubleshooting 1) Dodrzovani ¢asového bodu podani Brefeldinu A -
2) Skladovani Brefeldinu A (problé razenim brefeldinu A v lednici)
3) Nizky objem pridavaneho Brefeldinu A (nutnost naredit napf.: 10x)
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Th-17 lymfocyty — Cas extracelularniho

barveni

Cas inkubace Cas inkubace Cas inkubace Cas inkubace
extracelularni barveni poéet CD3+ extracelularni barveni median CD3+ extracelularni barveni po¢et CD4+ extracelularni barveni median CD4+

Relativni pocet CD3+
populace z lymfocyta

Median CD3+ populace
Relativni pocet CD4+ populace
z CD3+ bunék
Median CD4+ populace

& o 6“\(\ (é\(\
& ) N S of

Cas inkubace extracelularnich protilatek Cas inkubace extracelularnich protilatek Cas inkubace extracelularnich protilatek Cas inkubace extracelularnich protilatek

Troubleshooting 1) Dodrzeni ¢asu barveni
2) Rozpad tandemovych flouro rata pozitivity a vznik faleéné.Bozitivity
3) Centrifugace - mozné usmrceni bunék vysokymi otackami
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“n-17 lymfocyty — objem Ab’s extracelu
-4 barveni

Objem protilatek Objem protilatek
extracelularni barveni po¢et CD3+ extracelularni barveni median CD3+

RS >

I
Objem pFidanych extracelularnich protilatek Objem pfidanych extracelularnich protilatek

Objem protilatek Objem protilatek
extracelularni barveni poéet CD4+ extracelularni barveni median CD4+
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Objem pfidanych extracelularnich protilatek Objem pfidanych extracelularnich protilatek

Troubleshooting 1) Objem protilatek pridané pipetou i
2) Objem zbylého supernw pred barvenim — naredéni protilatky
3) Spravné odstranéni supernatantu bez ztraty pelety
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Th-17 lymfocyty — Cas pusobeni Cinidla
Fix/Perm

Cas inkubace Cas inkubace
roztok Fix/Perm pocet CD4+ roztok Fix/Perm poéet Th-17
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arniho barveni

A P lymfocyty — ¢as intracelu

Cas inkubace Cas inkubace Cas inkubace
intracelularni barveni pocet CD4+ intracelularni barveni poéet IL-17 intracelularni barveni median IL-17+
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40 0.2

z CD4+ bunék

=
0
c
3
=}
+
©
[a]
(]
N

0.1
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Relativni pocet Th-17 populace
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Cas inkubace intraceluldrni protilatky anti IL-17 Cas inkubace intracelularni protilatky anti IL-17 Cas inkubace intracelularni protilatky anti IL-17

Troubleshooting 1) Komplikace pfi pfekroc€eni ¢asu stimulace. Posun negativni‘populace
2) Nizky objem protilatky anti-1E Ny
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“%  Th-17 lymfocyty — objem anti-IL-17
intracelularni barveni

Objem protilatek Objem protilatek
intracelularni barveni pocet CD4+ intracelularni barveni poéet IL-17+

Objem protilatek
intracelularni barveni median IL-17+
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z CD3+ bunék
.
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Relativni poéet Th-17 populace
z CD4+ bunék

Objem pfidané intracelularni protilatky anti IL-17 Objem pfidané intracelularni protilatky anti IL-17

Objem pfidané intracelularni protilatky anti IL-17

Troubleshooting 1) Dodrzeni Casu barveni -
2) Rozpad tandemovych roWnik faleSné pozitivity

3) Potvrzeni spravnosti prubéhu stimulace
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