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Jak vytvorit, optimalizovat a validovat funkcni test

Hypotéza a plan

ProcC?

Co chci dokazat?
Jaky material mam k dispozici?
Jaké bunky pouziju?

Jaké funkce budu testovat?
Jak?

Kdy? Jak dlouho?

» védecké mysleni + literarni reserse + pozadavky z klinického prostredi



Typy funkcnich testu v klinickych laboratorich

Imunologie

Produkce protilatek (sérum, tkanovy
supernatant)

Produkce cytokinu (sérum, plazma,
tkanovy supernatant, intracelularni
detekce)

Aktivace lymfocyti/monocyti
(aktivacni antigeny CD69, CD25, HLA-
DR, CD71, aj.)

Aktivace bazofili (basoflow)
Oxidativni vzplanuti (burst test)
Testy fagocytarni aktivity (fagoflow)
Testy proliferace

Testy apoptozy

Testy chemotaxe, aj.

Hemato-onkologie

» Aktivace lymfocytu

* Produkce cytokin(

* Testy proliferace

* Testy diferenciace

e Testy apoptozy

* Detekce Ag - specifickych bunék (CMV a
jiné viry)

* Degranulace NK bunék

* Testy cytotoxicity

e Testy intracelularni bunécné signalizace
(fosfo-flow)

Validace - principy a pravidla



Jak vytvorit, optimalizovat a validovat funkcni test

Jaky mam material a kolik ho mam?

Periferni krev

Kostni dren

Vypotek

Buffy coat

Transformovanou bunécnou linii, ...

Wikipedia

Jaké bunky potrebuji testovat?
Jak je budu izolovat? — metody izolace v nasledujici prednasce
Budu je vibec izolovat? Nepotrebuji k dané funkci kontakt ostatnich bunék?

Testy v plné krvi
Testy na izolovanych PBMC
Testy na izolovanych lymfocytech, monocytech aj.

Jaké podminky ex-vivo nebo in-vitro tyto bunky potrebuji?

KultivaCni médium a supplements:

RPMI 1640 + FBS + Antibiotika/Antimykotika (linie, PBMC, T-lymfocyty, ...)

DMEM + FBS + Antibiotika/Antimykotika (linie)

IMDM + FBS, esencidlni aminokyseliny, transferin, insulin, glutathion, L-glutamin, beta-
merkaptoethanol (B-lymfocyty)

Ex-vivo 15 + human serum + antibiotika/antimykotika pro subtypy T-lymfocytt (Treg)




Priklad : izolovat nebo neizolovat?

Aktivace bunék specifickymi antigeny pro detekci Ag-specifickych T-lymfocytu:
Candida albicans antigen
PPD (tuberculin, Mycobacterium tuberculosis)
Streptokinase-streptodornase (Streptococcus)
CMV peptidy, EBV peptidy, BKV, Adenoviry, ...

» nebudu izolovat pouze T-lymfocyty

» nutno mit v kulture Zivé monocyty a DCs

» test provadim na izolovanych PBMC

SPECIFICKE ANTIGENY = vazba na HLA antigeny APC

Signal 1

MHC TCR

cD80, cD86  CD28
(B7 Ligand)
Signal 2

— aktivace (CD40L), proliferace,
produkce cytokinu (IFNy, IL-2, ...)

https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/circresaha.116.303697



Priklad : izolovat nebo neizolovat?

1. Stimulate whole
blood or PBMC 2. LyselFix 3. Permeabilize 4. Stain
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2 Maecker and Maino, Analyzing T-cell responses to
15 mi conical polypropylene tube or well of 96-well round-bottom plate cytomegalovirus by cytokine flow cytometry, Hum Immunol. 2004
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Zakladni podminka funkcnich testu

Izolace bunék z cerstvého nabéru periferni krve

Degranulacni test

PBMC
K562 (MHC I. neg)
anti-CD107a-Alexa647

PBMC

anti-CD107a-Alexa647

&

2h, inkubator

FITC PE

PC7 Alexa 647

CD16 | CD56

CD3 | CD107a

Overnight rest

FSC-A

Optimalni viabilita vzorku

Horsi viabilita vzorku
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Zakladni podminka funkcnich testu

Spravné kultivované bunky
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Zakladni podminka funkcnich testu

Detekce viability pomoci fluorescencnich préb

Pred nasazenim bunék do funkéniho testu
V pribéhu nebo po skonceni funkéniho testu

Viability dyes : Nefixovatelné

Selection guides for nonfixable viability dyes for flow cytometry Selection guides for nonfixable viability dyes for flow cytometry
SYTOX DNA binding dyes Classic DNA binding dyes Esterase substrates Viability/vitality kit SYTOX DNA binding dyes Classic DNA binding dyes Esterase substrates Viability/vitality kit
SYTOX SYTOX P I I} 7_AA D, DAPI Propidium iodide 7-AAD (T-aminoactinomycin D)
SYTOX SYTOX Dead Cell
SYTOX Blue SYTOX Orange AADvanced SYTOX Red = Stain Basis of assay Classic DNA binding dead cell dyes enter cells with compromised cell membranes and bind
© & https//www.biolegend.com/en-us/spectra-analyzer o O o le. May also
: addition of

Basis of

Fluorescence Spectra Analyzer
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Zakladni podminka funkcnich testu

(40mW)

APC Alexa700 APCH7

Dy647 (Alexa680) APC-Cy7

Alexab47 (Dy682) APC-Alexa750
APC-Dy747

zive jaderne elementy

LASER: Detektory:

VIOLET 405nm |450/40 525/50 610/20 [670/30 |780/60
(50mWw) Brilliant Violet 421 |BV 510 BV605 BV711 BV785
Pacific Blue Pacific Orange Qdot 605
Syto 41 Horizon V500 eFluor 605

DAPI (DAPI)
ViViD
Dye Cycle Violet
Horizon V450
VioBlue
BLUE 488nm 530/30 575/25 695/40 |780/60
(20mw) FITC PE PerCP-Cy5.5 |PE-Cy7
Alexa 488 Propidium iodide |PE-Dy647 PC7
Syto16 PE-Alexa680 |PE-Alexa74:
PerCP PE-Dy747 1 05
PE-Cy5
PC5
7-AAD

10° 104

DAPI (violet)

10°




Zakladni podminka funkcnich testu

Viability dyes : Fixovatelné

Selection guide for fixable viability dyes

UV & 405 nm lasers 488 & 561 nm lasers 633/635 nm laser
LIVE/DEAD LIVE/DEAD
Fixable Blue LIVE/DEAD Fixable Fixable Aqua LIVE/DEAD Fixable
stain Violet stain stain Yellow stain
Racic nf aceau | M/E/MFAN Fivahla Naad Call Qtain kite ara fivahla vishilitu duac that dictinanich live ralle

ttps://www.biolegend.com/en-us/spectra-analyzer
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Optimalizacni kroky

Stimulace
vybér spravného stimulans
typ
CYTOKINY (TNFa, IFNg, IL-2, ...) — pozor na degradaci
spravné skladovani
neopakovat freeze-thaw cykly

PROTILATKY
B-lymfo : anti-lgM/A/G (Jackson ImmunoResearch), CD40L
T-lymfo : anti-CD3/28/49d (BD, Exbio)

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 (Thermo)

Apo : anti-Fas (FaslL)

LEKTINY : vazba na glykoproteiny/glykolipidy
phytohemagglutinin (PHA) (Fazole zahradni)
concanavalin A (ConA) (Jack Bean)
pokeweed miil Signalizace : minuty

BAKTERIALNI TOXINY (s| Aktiva¢ni molekuly : hodiny
staphylococcal Cytokiny : 1-3 dny

CHEMICKE KOMPONEN| Proliferace : 6-7 dni
Phorbol 12-m| Diferenciace : 5-8 dni
lonomycin Produkce Ig : 9-12 dni

koncentrace, teplota, ¢as | zaleZi na buné&ném typu a typu stimulace !




Optimalizacni kroky

CD8+ T lymfocyty

Detekce
vybér spravnych préb a protilatek (specifita, zafazeni do panelu - kompenzace)
vyber fluorochromu 1007 Alexa Fluor 488 1007] Alexa Fluor 647
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vybér fixativa a permeabilizacni Cinidla
Komercni kity
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Optimalizacni kroky

Detekce
vybér fixativa a permeabilizacni Cinidla
Komercni kity

>
~ BDFACS Lyse + Perm I

FOXP3 Fix/Perm Buffer Set

z BlOLegend y 10° 4 nestim

Enabling Legendary Discovery™

-CD3/CD28

™ il
0 10° 10° 104 10° 0 102 10° 104 10%

FOXP3 FOXP3



Optimalizacni kroky

Detekce
vybér fixativa a permeabilizacni Cinidla

1,6 - 4% formaldehyd (10 min, RT) --- redime v PBS
0,1% Triton X-100 (15 min, 37°C - vodni lazen) --- redime v PBS
ledovy 80% methanol --- fedime v dest.H,0

paraformaldehyd

ey

ok —
2
)

rozpustit v PBS, 70°C

g
]

PiefceT“;' 16% Formaldehyde (w/v), Methanol-free

Catalog number: 28906

Related applications: Protein Labeling & Crosslinking

B Cantant e for ennmnrt

Catalog number Unit size Price (CZK) Qty

+ 28906 10 x 1 mL 1.134,00

‘ﬁ' 28908 10 x 10 mL 1.640.00

Fixace modifikuje detekované epitopy - vazba protilatky mize byt ovlivnéna
Antibodies to Human Cell-Surface Markers Tested for BD Phosflow Protocols

https://www.biolegend.com/en-us/fixation



Spravné kontroly

» Pacientsky vzorek
X kontrolni vzorek

» Stimulovany
X nestimulovany

» Pozitivni kontrola
» Negativni kontrola
» Kontroly znaceni =

FMO, izotypove
kontroly

“Well, I guess we’re the control group.”

https://humoresquecartoons.com/cartoons/well-guess-control-group/



Spravné kontroly

» Pacientsky vzorek x kontrolni vzorek * Podobny vék x rodinny pfislusnik
» Stimulovany x nestimulovany * Nabrane soucasné
» Pozitivni kontrola * Cestuji spolu (cas, teplota)

» Negativni kontrola

Kontroly, zda test funguje:

pozitivni kontrola = nespecificka stimulace
(PMA + ionomycin, vanadat sodny nebo H,0,, anti-CD3, ...)

PLI negativni kontrola = specificky inhibitor, overnight
e HU0126] - rest v bezsérovém médiu, ...
1 10 100 1000 10000
PERK Ax488




Kontroly znaceni

. Unstained FMO Control Fully Stained
FMO = fluorescence minus one FIC Control CD45RO CD45RO
[ PE CD45RA
Cy55PE | TDh3 CD4
w FMO Bound w g
g _.-._._._._.?..é_ '—"T'f""'- ..... .é._
g 1] Unstained Bound & *{ | : 2 w0
i @ A i
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EXCYTE
\ EXPERT CHTOMETRY

> nastavit FMO na nestimulovaném i stimulovaném vzorku

Izotypova kontrola

» zejména pro intracelularni znaceni

Stejny izotyp (napft. 1gG2a)
Stejny zdroj (napf. mouse)
Stejny fluorochrom

Stejny vyrobce

Stejna koncentrace

> blokace v 0,5% BSA s non-immune imunoglobuliny (10 min, RT, wash)



Take - home message

Pritokova cytometrie ma nezastupitelnou ulohu ve funkénim testovani bunék (nejen)
imunitniho systému

» soucasnou detekci povrchovych a intracelularnich molekul mizeme sledovat
funkéni odpovéd (exprese cytokinu, aktivacnich znaku, fosforylace kindz,
proliferace, apoptdza, ...) na Urovni jednotlivych bunék a v rGznych (i velmi malych)
bunécnych subpopulacich heterogenniho vzorku

Funkéni testy (a nejen ty) musi byt velmi dobre kontrolované na vsech stupnich,
od pre-analytické faze (tj. podminky transportu vzorku do laboratore =

Cas od odbéru, teplota, VIABILITA)
pres analytickou fazi (tj. optimalizovany postup, denni kontrola
nastaveni pritokovych cytometrd, ZARAZENI VHODNYCH KONTROL, VIABILITA)

az post-analytickou fazi (tj. kompenzace, spravna gejtovaci strategie, spravna
interpretace)

obzvlast v pripadech, kdy maji vase
vysledky pomocnou ¢i rozhodovaci ulohu
v |éCebnych strategiich



