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CLINICAL BOTTOM LINE

Voor de diagnostische laboratoriumevaluatie van een patiént met een vermoeden van
primaire en/of secundaire cellulaire immuundeficiéntie bieden we in ons laboratorium
verschillende testen aan. Niet onfrequent wordt de Ilymfocytenproliferatietest of -
transformatietest (LTT) aangevraagd om de functionaliteit van de lymfocyten te evalueren.
Meting van deze lymfocytenrespons op mitogenen en antigenen is dan ook een zinvolle
parameter voor de evaluatie van de T-lymfocytenfunctie. Tot op heden werd deze test
uitgevoerd gebruikmakende van radio-isotopen, een methode die echter veel nadelen met
zich meebrengt. De interpretatie van deze resultaten is eerder arbitrair en niet clear-cut. Een
lage uptake van [3H]-thymidine in de lymfocytenwells kan namelijk te wijten zijn aan
meerdere factoren: een lage lymfocytencount, een functioneel lymfocytendefect of een
ondermaatse batch [3H]-thymidine. Heden zijn er flowcytometrische methoden beschikbaar
die een accuratere bepaling van de lymfocytenfunctie toelaten. Wij zochten, vonden en
evalueerden naar aanleiding van de groeiende patiéntenpopulatie en de nood aan een
nieuwe methode een accurater alternatief,i.,e. een flowcytometrische methode die
daarenboven dankzij het gebruik van ModFit software in staat is om mathematisch het
aantal consecutieve dochtergeneraties te berekenen en tevens te kwantificeren, alsook de
fractie lymfocyten die mitose ondergingen, zodanig dat de interpretatie ervan voortaan
kwantitatief en eenzijdig interpreteerbaar kan gebeuren.

CLINICAL/DIAGNOSTIC SCENARIO

Primaire immuundeficiéntie (Pl) is een aangeboren defect in het immuunsysteem en
betekent voor de patiént een verhoogde vatbaarheid voor chronische of ernstige infecties
(oor-of longontstekingen, huidinfecties, sinusitis, darminfecties, meningitis etc.) die vaak
slecht of helemaal niet reageren op de standaard behandelingen. Het regelmatig voorkomen
van de infecties en het niet adequaat reageren op een klassieke antibioticabehandeling zijn
enkele typische kenmerken van PI (cfr. Tabel 1). Ondertussen zijn er reeds meer dan 200
verschillende vormen van Pl bekend, alle sterk variérend in ernst en klinische presentatie. De
moleculaire basis van het merendeel van deze vormen is reeds gekend, de overige zijn
onderwerp van immunologische research.

Meestal treden de eerste symptomen op tijdens de kinderleeftijd, echter soms ook pas
tijdens de adolescentie of op volwassen leeftijd. De diagnose van een aangeboren primaire
immuunstoornis wordt vaak miskend op volwassen leeftijd, slechts ongeveer de helft van de
gekende PID patiénten wordt gediagnosticeerd voor het 30° levensjaar (Figuur 1)
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De awareness rond het bestaan van deze immuundeficiénties is de laatste jaren fors
gestegen: in 2000 waren er bij het ESID 64 geregistreerde Belgische patiénten gekend met
PID, in 2013 zijn er volgens data van de ESID reeds 18.720 patiénten geregistreerd in heel
Europa. In ons universitair centrum worden momenteel een driehonderdtal patiéntjes
gevolgd met een primaire immuundeficiéntie. UZ Leuven draagt sinds enkele jaren het
predicaat Jeffrey Modell Foundation Diagnostic and Research Center als enig Belgisch
ziekenhuis. Dit is een internationale organisatie die ijvert voor meer bekendheid, tijdige
diagnostiek en adequate therapie van PID patiénten.

De stijging van deze bewustwording rond Pl merken we ook aan het gestegen aantal
aanvragen voor de lymfocytenproliferatietest: het aantal patiénten waarbij de LTT wordt
aangevraagd voor evaluatie van lymfocytaire functie varieert momenteel tussen 5 en 15
aanvragen per week. Dit groeiend aantal en mede de gestegen awareness maakt dat we een
betere en betrouwbare methode nodig hebben voor het evalueren van de biologische
lymfocytenrespons.

Voor de evaluatie van de lymfocytenfunctie bij een patiént met een vermoeden van Pl wordt
de lymfocytenproliferatietest uitgevoerd, waarmee de biologische functie van de lymfocyten
geévalueerd wordt in vitro. De huidige gebruikte methode maakt gebruik van de inbouw van
radio-actief gelabeld 3H-thymidine. Vervolgens wordt de ratio berekend van de hoeveelheid
geincorporeerde radio-activiteit in het gestimuleerde cultuurmedium (met het antigeen of
mitogeen) over de ingebouwde radio-actieve labeling in cultuurmedium zonder stimulatie.
Deze ratio wordt gerapporteerd alszijnde de stimulatie-index S.l. en geeft een maat voor de
proliferatie van de lymfocyten. (<5 = negatief; 5-10= zwak positief, >10= positief i.e.
‘normaal’)

De huidige methode heeft te kampen met enkele belangrijke nadelen. Enerzijds is er de
noodzaak tot het gebruik van radio-isotopen voor de analyse en de gezondheidsrisico’s en
afvalproblematiek die dit met zich meebrengt, anderzijds het feit dat er geen discriminatie
mogelijk is van de specifieke subpopulaties binnen de lymfocyten.

De flowcytometrische CFSE assay is hedentendage een efficiénte en populaire methode om
lymfocytenproliferatie te monitoren. (1-2), een omschakeling dringt zich dan ook op.

Indien deze CFSE techniek correct uitgevoerd wordt, is het mogelijk om het aantal cellen dat
in mitose ging te kwantificeren, alsook het aantal mitosen- en dus generaties- die
gegenereerd werden.

Prevalentie : Europese Data

De prevalentie is moeilijk vast te stellen, men schat deze rond 1:1000. Vermoed wordt dat
tot 80% van alle patiénten nooit gediagnosticeerd wordt, daar het spectrum van PID
varianten varieert van milde tot zeer uitgesproken klinische presentatie. Uit Figuur 2 blijkt
dat meer dan de helft van alle geregistreerde PID patiénten lijdt aan antistofdeficiénties, de
tweede grootste groep betreft goed beschreven syndromale PID vormen (waaronder enkele
vormen van cellulaire immuundeficiéntie), T-cel deficiénties maken 7.6% uit van het totaal.
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RECENTE NIEUWE CLASSIFICATIE PID

Het IUIS (International Union of Immunological Societies) expertencomité stelde in 2011 een
PID classificatie voor als referentiekader bij de diagnostische aanpak van primaire
immuundeficiénties. Deze recente classificatie bestaat uit 8 majeure groepen op basis van
het ziektemechanisme (1). De groepen overlappen sporadisch, maar bieden een goed
referentiekader als hulp bij de diagnostische aanpak van primaire immuundeficiéntie.

CD40 ligand deficiéntie, hoort zowel tot klasse 1 als tot klasse 3. Ze stelden tevens voor elke
subcategorie een diagnostische beslissingsboom op, cfr. Attachments Figuur 3-10.

De recentste classificatie opgesteld door IUIS (2011) is als volgt:

. Combined T-cell en B-cell immunodeficiencies (vb. ADA deficiéntie)
. Well-defined syndromes with immunodeficiency

. Predominantly antibody deficiencies

. Diseases of immune dysregulation

. Congenital defects of phagocyte number, function or both

. Defects in innate immunity

. Auto-inflammatory disorders

. Complement deficiencies

cONO UL B WN B

QUESTION(S)

1. Welke testen zijn zinvol voor de diagnostiek van cellulaire immuundeficiéntie?
2. Wat zijn de beschikbare nieuwe methoden voor LTT? Hoe optimaliseren we deze?
3. Welke parameters berekenen we ? Hoe worden de resultaten geinterpreteerd?
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APPRAISAL

1. Laboratoriumdiagnostiek bij vermoeden van
cellulaire immuundeficiénties

De belangrijkste pijlers voor de laboratoriumdiagnostiek worden hieronder opgelijst (1,2).

1.1. Hematologische celtelling

Uit een standaard hematologische celtelling (‘complet’) kan reeds indicatieve informatie
afgeleid worden .

e Lymfocyten: Een leukocytentelling met differentiatie is hier belangrijk ter detectie van
een absolute lymfopenie, rekeninghoudend met leeftijdsspecifieke referentiewaarden.
Ook andere informatie uit de celtelling kan richtinggevend zijn:

e Neutrofielen: Neutropenie (congenitale neutropenie, Barth syndroom) is steeds een
alarmteken, maar ook neutrofilie kan wijzen op een immuunstoornis zoals bij
leukocytenadhesiedeficiéntie (LAD). Bij deze aandoening zal het aantal neutrofielen
verhoogd zijn. LAD betekent au fond een afwijking van de integrinen. Deze integrinen
spelen een belangrijke rol bij de extravasatie uit de bloedbaan naar de plaats van
inflammatie , waardoor de chemotaxis bij deze patiénten verstoord is en de intravasale
neutrofielen niet uit de bloedbaan kunnen treden en de patient bijgevolg neutrofilie
vertoont.

e Bloedplaatjes: Trombocytentelling en MPV kan nuttig zijn om Wiskott-Aldrich syndroom

op te sporen . Deze aandoening gaat frequent gepaard met trombocytopenie en
microtrombocytose.

1.2. Flowcytometrie

Flowcytometrische immunofenotypering speelt een cruciale rol als screeningstest in de
diagnostiek van PID. Dit is een goede screeningstest voor cellulaire immuundeficiéntie en
laat de kwantificatie toe van de verschillende subpopulaties NK-cellen, B- en T-lymfocyten
(Figuur 11). Aan de hand hiervan kan een absolute T-cel lymfopenie (vb. SCID) reeds
gedetecteerd worden.
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1.3. Functionele lymfocytentest (lymfocytentransformatietest: ‘LTT’)

In zijn Diagnostic & Clinical Care Guidelines (2nd edition) beklemtoont de Amerikaanse
Immune Deficiency Foundation (IDF) het als volgt:

“T cell functional testing is of greatest importance” (2).

Voor een functionele investigatie van de lymfocyten wordt in ons laboratorium een
lymfocytentransformatietest (LTT, syn. lymfocytenproliferatietest) uitgevoerd, met diverse
mitogenen en/of specifieke antigenen die als stimulerende liganden worden aangewend.
Deze zijn in staat om in een normale lymfocytenpopulatie blastogenese en proliferatie in
vitro te induceren. Sterke mitogenen zijn vb. de plant-afgeleide phytohemagglutinine (PHA),
concanavaline A (Con A), en in iets minder sterke mate ook pokeweed (PWM).

Cellulaire proliferatie is het gevolg van een complexe signaalpathway die ontstaat door
binding van een antigeen of mitogeen ligand aan oppervlaktereceptoren op de lymfocyten.
Vervolgens zal door genactivatie en cytokinesecretie DNA synthese en celmitose
geinduceerd worden. Meting van de mitogeen of antigeen-geinduceerde
lymfocytenproliferatie in vitro geeft vervolgens een functioneel beeld van de
celgemedieerde immuniteit. De proliferatieve respons op PHA en Con A is voornamelijk T-
lymfocytair, de respons op PWM is zowel T- als B-lymfocytair doch T-cel afhankelijk. Een
gedaalde proliferatierespons op mitogenen komt voor bij een spectrum van primaire en
secundaire immuundeficiénties, waarbij de normale uitrijping van T en/ of B-lymfocyten
afwijkend zijn. Specifieke antigeenherkenning induceert T-lymfocyten, deze T cellen
activeren en prolifereren als respons op een antigene stimulus. Voor antigeen-specifieke T-
cel respons te evalueren worden fregent Candida albicans en tetanus toxoied als antigenen
gebruikt.

1.4. Kwantitatieve immunoglobuline-bepaling

Serum immunoglobuline assays voor IgA, 1gM en 1gG zijn zinvol bv. bij vermoeden van
common variable immunodeficiency (CVID) of bij hyperlgM syndroom.

1.5. Moleculaire diagnostiek

Van verschillende varianten van PID werd reeds de genetische moleculaire basis ontrafeld.
Genetische onderzoek is echter complex daar er wellicht meer dan 200 moleculaire
oorzaken zijn voor PID. Sinds begin 2014 is er op het CME een array beschikbaar waarmee
170 gekende genotypes van PID kunnen opgespoord worden.

1.6. Specifieke testen

FISH test voor 22g11 deletie (Di George syndroom)
Bepaling van het adenosine deaminase (ADA deficiéntie)
T-cel repertoire in het kader van opsporen immuundeficiénties
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2. Klinische indicaties voor aanvraag LTT

De LTT stimulatietest met mitogenen/antigenen is zinvol voor de evaluatie van de
lymfocytenfunctie in volgende gevallen:

1. Patiénten met vermoeden van primaire immuundeficiénties die cellulair (DiGeorge
syndroom, T-negative SCID) of gecombineerd B- en T-cel (SCID, Wiskott Aldrich
syndroom, Louis-Bar syndroom ,CVID) kunnen zijn waarbij de T-cel functie mogelijks
gestoord is cfr. IUIS classificatie(Figuur 3-10).

2. De evaluatie van secundaire immuundeficiéntie, hetzij iatrogeen (corticoiden,
chemotherapie) of ziekte-gerelateerd (SLE).

3. Bepaling van de T-cel functie na stamceltransplantatie of immuunsuppressieve
therapie na orgaantransplantatie.

3. Nieuwe methoden voor functionele lymfocytentest:
flowcytometrische methode met CFSE kleuring

3.1 CFSE

Wanneer lymfocyten gelabeld worden met het membraanpermeabele carboxyfluoresceine
diacetaat succinimidyl ester (CFDA-SE, voorloper van CFSE), zullen de acetaatgroepen van
deze stof verwijderd worden door intracellulaire esterases. Het bekomen CFSE bindt
covalent aan intracellulaire proteinen met intense fluorescente kleuring tot gevolg door het
carboxyfluoresceine. Na elke consecutieve mitose zal de fluorescentie in de dochtercellen
halveren. Zodoende kan gestimuleerde proliferatie van lymfocyten eenvoudig bepaald
worden met behulp van flowcytometrie: elke celdeling is traceerbaar door de consecutieve
halverende fluorescentie. Op die manier kunnen tot 8 celdivisies gevisualiseerd worden
vooraleer het autofluorescentielevel van niet-gestainde lymfocyten bereikt wordt (9) (Fig.
12-13)

CFSE kleuring is een zeer goede optie om celdivisies van lymfocytenpopulaties te traceren
dankzij zijn sterke fluorescente intensiteit en zijn lage celtoxiciteit(1). Daar het een
fluoresceine-gebaseerde kleuring is, is het ook compatibel met een brede waaier van andere
fluorochromen en dus geschikt voor gebruik in multicolorflowcytometrie. CFSE is een
fluorescente celmembraanpermeabele kleurstof met gelijkaardige excitatie en emissie-
eigenschappen dan fluoresceine isothiocyanaat (FITC) en kan bijgevolg in dit kanaal gemeten
worden.

CFSE kleuring in combinatie met immunofenotypering kan de evaluatie van
proliferatiekinetiek binnen de T-celpopulaties apart mogelijk maken (CD3, CD4, CD8), daar
waar met de oude methode geen onderscheid kon gemaakt worden.

pagina 9/31



3.2 Mogelijke alternatieven: CellTrace Violet, Cell Proliferation Dye eFluor 670, CellVue
Claret

Sinds de eerste publicatie rond CFSE in 1994 (7), is geen enkele kleuring er totnogtoe in
geslaagd om de minimale celtoxiciteit en hoge intensiteitsfluorescentie van CFSE te
evenaren. Recent werden tevens andere fluorochromen gecommercialiseerd: Cell Trace
Violet (CTV), Cell Proliferation Dye eFluor 670 (CPD), en CellVue Claret (12). Quah et al
publiceerden in 2012 hun evaluatie van CTV en CPD nieuwe fluorochromen voor de
lymfocytenproliferatietest.

Uit hun evaluatie concludeerden zij dat CFSE performant was om duidelijke
proliferatiepieken te differentiéren, zowel voor voor CD4+ als CD8+ T-cel populaties, met
een maximum van 8 pieken detecteerbaar voordat het level van autofluorescentie bereikt
werd. Discriminatie van de B-cel populatie was echter zwak in vergelijking met de T-cel
populaties. (Fig. 14)

Ook CTV was goed in staat om pieken in de CD4 en CD8 populaties te differentieren, maar
toonde zich zwak in de detectie van de celdivisies. Opvallend nadeel van CTV was dat deze
minder performant was in het visualiseren van late celdivisies, deze kon 6 celdivisies
traceren, terwijl CFSE er 8 vond.

Van alle geteste stainings was CPD veruit de minst performante wat betreft detectie van
celdivisies, zowel qua aantal pieken als qua piekresolutie.

Een recente studie uit 2013 investigeerde ook CTV en CellVue Claret in parallel met CFSE
(16). Hierin werden de lymfocyten 5 dagen met Con A gestimuleerd, en de data werden
geanalyseerd met ModFitLT software. Zolnierowicz et al concludeerden hieruit dat de
resultaten met de 3 kleuringen (CFSE, CellTraceViolet, CellVue Claret) gelijkaardig waren ze
met ModFit geanalyseerd werden naar proliferatie-index en precursorfrequentie toe, en dat
de resultaten bekomen met verschillende kleuringen dan ook gelijkaardig waren (Figuur 15).

3.3 Optimalisatie van de CFSE assay

We baseerden ons hoofdzakelijk op een bestaand protocol uit Current Protocols in
Immunology, genaamd “Use of the intracellular fluorescent dye CFSE to monitor lymphocyte
migration and proliferation”, van Parish et al uit 2009 (8).

Vier belangrijke parameters spelen een rol om de celtoxiciteit te minimaliseren (7, 27), deze
zijn cruciaal in de analyse:

1 Celconcentratie en CFSE concentratie.

Deze twee parameters moeten in elkaars context beschouwd worden. Cellen in hogere
concentraties kunnen met hogere concentraties CFSE gelabeld worden met een minimaal
effect van CFSE toxiciteit op celdeling. Bv. cellen met een concentratie van 1x1026/ml zullen
toxiciteit ervaren wanneer zijn met 5 uM CFSE behandeld worden, maar 1 uM CFSE
daarentegen werkt hier als een prima concentratie. (27)
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2 Labelingtijd
Langere incubatie zal toxiciteit doen stijgen: in de literatuur variéren de optimale
incubatietijden tussen 5 en 10 minuten.

3 Aanwezig/afwezigheid van proteinen in het medium
De afwezigheid van bufferproteines in het gebruikte medium kan CFSE- celtoxiciteit
induceren.

In een eerste assessment trachtten we een optimalisatie uit te voeren van de assay met
focus op deze variabelen. Als positieve controle werden de mitogenen PHA (2ug/ml) en
ConA gebruikt. De negatieve controle bestond uit CFSE gelabelde niet-gestimuleerde cellen
in kweekmedium. Ook niet-gelabelde gestimuleerde cellen werden meegenomen. Aan de
hand van een flowcytometrische analyse kon na enkele dagen incubatie de fractie
prolifererende cellen bepaald worden. Binnen de lymfocytengate werden ter evaluatie
standaard data van 10.000 events gemeten.

3.3.1. Optimale CFSE labeling concentratie

Eerst werd de optimale CFSE labeling concentratie nagegaan. In de literatuur worden
protocols beschreven met een variérende CFSE concentratie van 0.5 tot 5 uM, al
waarschuwt men ook voor de toenemende toxiciteit bij te hoge CFSE concentraties (17). In
ons laboratorium testten we zelf de optimale CFSE concentratie te uit voor analyse, deze
wordt tevens mede beinvloed door de lymfocytenconcentratie waarmee men start. Voor
een eerste evaluatie werden geisoleerde perifere bloedmonocyten geheel volgens het
protocol behandeld en vervolgens gelabeld met 5 uM, 2 uM, 1uM of 0,5 uM CFSE en nadien
gestimuleerd met de mitogenen Con A en PHA gedurende 5 dagen aan een densiteit van 2
miljoen cellen per well in een 96 well plaat.

Conclusies :
1. Hoe hoger de CFSE startconcentratie, hoe intenser uiteraard het fluorescent signaal: bij 5
UM CFSE ligt dit signaal tussen 1074 en 1075, bij 0,5 uM tussen 103 en 10/4.
2. De laagste achtergrondproliferatie werd waargenomen bij een CFSE labeling concentratie
van 0,5 puM.

3.3.2 Cytose PBMC

Ook de celaantallen blijken een cruciale rol te spelen. Een aanzienlijk aantal cellen zou onderhevig
zijn aan celnecrose door CFSE toxiciteit (zelfs bij optimale CFSE concentratie) en activatie-
geinduceerde apoptose (17). We vergeleken 3 startconcentraties PBMC’s: 500.00/ml, 1.000.000/m|
en 2.000.000/ml.

Conclusie: Het startaantal van 2.000.000/ml lijkt de gevoeligheid sterk te verhogen in vergelijking
met slechts 500.000 cellen/well. (Figuur 16).
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3.3.3. Incubatieduur CFSE& mitogenen

0.5 uM werd ingesteld als CFSE concentratie naar analogie van het protocol van Parish et al

(8).

Ook werd de incubatieduur voor de mitogenen. Hiervoor worden PBMC gelabeld met 0,5
UM CFSE en vervolgens gestimuleerd met Con A en PHA gedurende 3, 4,5 en 6 dagen. Na 5
en 6 dagen wordt de fractie binnen de lymfocytengate aanzienlijk kleiner, ook de
fluorescentie vertoont interferentie, mogelijks als gevolg van toxische effecten door het
vrijzetten van CFSE door necrotische cellen: er verschijnen artefacten op de FITC/count plot
die getuigen van CFSE release door necrotische cellen.

Conclusies : Voor de mitogenen wordt 4 dagen incubatietijd toegepast, en de de antigenen 6
dagen. (Identieke incubatietijden als de vorige methode)

3.4. Fenotypering lymfocyten na incubatie

Om het fenotype van prolifererende T-cellen te bepalen na stimulatie met de mitogenen &
antigenen werden PBMC donoren gelabeld met CFSE (0,5 uM) en gestimuleerd met PHA en
Con A. Na deze stimulatie werd de proliferatie gemeten en het fenotype bepaald van de
prolifererende cellen via een FACS kleuring waarbij men gebruik maakte van de monoklonale
antilichamen CD45-PB, CD3 PE-Cy7, CD4-APC en CD8-APC-H7.
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Resultaten UZ Leuven

1. CFSE methode Candida en Tetanus toxoid antigeenstimulatie

Antigeenstimulaties  zijn  intrinsiek  zwakkere lymfocytenstimulaties dan de
mitogeenstimulaties. In de literatuur maakt men doorgaans gebruik van 6 dagen
incubatieduur voor antigeenstimulaties. (16,18) Na 4 dagen incubatie in onze evaluatie blijkt
het % gedeelde CD4+ en CD8+ Ilymfocyten inderdaad nog zeer laag, 2.1% en 1.9% resp.
Twee dagen extra incubatieduur daarentegen (6 dagen) geven een duidelijk sterkere
proliferatierespons, met 21.2% (proliferatie x 10) en 5.6% (proliferatie x3) gedeelde CD4+ en
CD8+ lymfocyten. Ook het percentage gedeelde CD3+ steeg sterk van 2.3 naar 18.4% (x8)

De CD4+ lymfocyten hebben uiteraard een hogere reactiviteit dan de CD8+ lymfocyten op
antigeenstimulatie. De thymidine-methode vereiste eveneens 6 dagen incubatieduur voor
antigeenstimulaties, dit blijft dan eveneens onveranderd voor de CFSE methode.
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Figuur 19 . Proliferatie Tetanus op flowplots na 4 (bovenste rij)resp. 6 dagen incubatieduur
(onderste rij).

Figuur 19 toont duidelijk de verschillen in proliferatie op dag 4 en dag 6 voor de tetanus-

stimulatietest. Na 4 dagen is er vanuit de parentgeneratie nog geen of nauwelijks
reactiviteit, na 6 dagen is er duidelijk laaggradige reactiviteit waar te nemen.

2. CFSE methode na mitogene PHA stimulatie
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Figuur 20 : Reactiviteit van T-cellen van een gezonde donor na 4 dagen stimulatie met PHA.
Bepaling van het fenotype via flowcytomatrie laat binnen de CD3+ gate de reactiviteit van de
aparte subpopulaties CD4+ en CD8+ populaties zien.
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3.4 Methodevergelijking CFSE met thymidinemethode

3.4.1 Literatuurdata

Fulcher & Wong (20) vergeleken in hun centrum de thymidinemethode met de CFSE
methode , ze includeerden 11 gezonde donoren en 2 gekende patiénten met afwijkende
waarden (1 patiént met di George syndroom, 1 patiént met SLE). De 2 patiénten met T
celdysfunctie vertoonden gedaalde divisie-indices, correlerend met lage uptake van
radionucleotiden (Figuur 21).

Figure 4 Correlation between
1pg/mL (a, c, e) and 5 pg/mL
(b, d, ) PHA responses as deter-
mined by [*H]-thymidine uptake
(maximal c.p.m. obtained at any
PHA dose) and the carboxyfluo-
rescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE)-derived values divi-
sion index, percentage blast trans-
formation and increase in CD69-
positive cells. The two patients
with T cell immunodeficiency are
depicted by filled circles.

Figuur 21. Correlatie PHA stimulatie met thymydine en met CFSE. Zwarte dots zijn

In een andere publicatie (18) vergeleken zij resultaten na Candida-stimulatie in 3
subpopulaties (CRVVC*, exposed & unexposed) met beide methoden. Ook uit deze
resultaten bleek dat beide methodes in essentie vergelijkbare resultaten opleveren
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(Figuur 22).
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Fig. 22. CFSE methode vergeleken met thymidinemethode voor Candida-proliferatie.
(*CRVVC= chronic recurrent vulvovaginal candidiasis)

3.4.2 Eigen UZ Leuven data

In deze evaluatiefase werden verschillende routinestalen reeds in duplo geanalyseerd. De
preliminaire resultaten (n=11)zijn goed en vergelijkbaar met deze uit de literatuur, we
gebruiken voorlopig als hanteerbare cut-off voor %CD3+ de gepubliceerde
referentiewaarden van de Mayo Clinic, daar zij dezelfde CFSE methode toepassen. Op
termijn zullen in UZ Leuven eigen referentiewaarden worden opgesteld. Tussen deze
routinestalen zaten ook 2 stalen afkomstig van gekende patiénten :1 patiéntje met ADA-
deficiéntie, en 1 patiéntje met di George syndroom (Figuur 23).

PHA: CFSE versus thymidine
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> *
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0 20 %D 60 80 100
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Figuur 23. Preliminaire resultaten vergelijking CFSE methode en thymidine (n=11). De data
van de 2 gekende patiénten met Pl zijn omcirkeld.

4. Interpretatie LPT

Afwijkende resultaten zijn niet ziekte-specifiek, meer nog: de grootte van de afwijking is niet
noodzakelijk proportioneel aan de graad van immuundeficiéntie. Zoals reeds eerder
vermeld, kan een T-cellymfopenie de proliferatierespons drastisch reduceren. In het geval
van antigeen-speficieke proliferatierespons kan de respons laag of afwezig zijn indien er een
lang interval was sinds de primaire sensitisatie of vaccinatie (typisch tetanus toxoied). Met
de nieuwe CFSE analyse en identificatie van de lymfocytensubsets wordt de interpretatie van
de functionele (proliferatie) lymfocytenrespons echter transparanter en beter
interpreteerbaar.
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Voor de interpretatie van de resultaten worden de frequentst gerapporteerde statistieken
goed beschreven door Roederer (13), deze zijn weergegeven in onderstaande Tabel 2 en de
belangrijkste worden hieronder kort besproken.

Gedilueerde fractie (Dil)

Deze parameter wordt meest courant gerapporteerd als het % gedeelde lymfocyten. De
gedilueerde fractie kan eenvoudig pragmatisch berekend worden door met de cursor de
niet-gestimuleerde lymfocyten te identificeren. Met dezelfde gating wordt vervolgens de
gestimuleerde lymfocytenpopulatie bekeken: de gedilueerde fractie ligt nu links van de
cursor: dit is de fractie lymfocyten in de finale celcultuur die minstens 1 mitose
ondergingen.

Modfit Software® 3.0

Dit softwareprogramma kan eenvoudig de precursor frequentie & proliferatie-index
berekend worden.(zie ook Tabel).

Nadeel aan Modfit is echter dat enkel binnen de totale lymfocytenpopulatie kan gekeken
worden, en niet binnen de verschillende subpopulaties.

Proliferatie-index (PI):

Deze index is de ratio van de finale celtelling over het aantal startlymfocyten.
Precursor frequentie (PF):

Het percentage lymfocyten uit het originele staal dat in mitose is gegaan.

VALUE RANGE
STATISTIC* TYPE FORMULA" MIN MAX INTERPRETATION

Fraction diluted Ext 0 14 Fraction of cells in the final culture that divided
at least once

Precursor frequency, %dividing cells*'®  Int 0 1 Probability that a cell will divide at least once

1 128" Fold expansion during culture (ratio of final cell count
to starting cell count)

. . . - . . v .
Proliferation index®; expansion index® Ext

Coe . f . . . . h . . .
Division index’; replication index® Ext 1 128" For responding cells, fold expansion over

the culture time

Proliferation index® Int 1 7" For responding cells, average number of divisions they
have undergone
C . . Tf ik h C .
Division index® Ext DI= '—%",,. — 0 7" Average number of divisions for all cells in the culture
.’_d-\?‘
. . s r " '] i - . . e s s s
Proliferation variance® Int SDP = o(PI)' 0 7" Standard deviation of the number of divisions ( PI)

Tabel 2. Overzicht van frequent gebruikte parameters ter karakterisatie van proliferatie-
assays.

Het nadeel aan de huidige ModFit software is dat deze parameters enkel te berekenen zijn
op de totale lymfocytenpopulatie (cfr. infra) en niet binnen de verschillende subpopulaties
(CD4+/CD8+)T-lymfocyten. De ModFit software importeert en verwerkt de data vanuit
FACSCanto flowcytometer en gebruikt hiervoor de primaire lymfocytenplot (Figuur 24).

pagina 17/31



BD FACSCanto™ data: lymfocytenplot
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Figuur 24. Lymfocytenplot na stimulatie door ConA
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Figuur 25. ModFit analyse van de lymfocytendata met berekening van de parameters.

ModFit berekent verschillende parameters vanuit de lymfocytenplot zoals te zien in Figuur
24 en 25, waaronder de proliferatie-index (hier 3.03) en de precursorfrequentie (30.6%).
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5. Referentiewaarden

De literatuur biedt ons weinig meerwaarde wat betreft referentie-intervallen. Enkel de Mayo
Clinic heeft eigen gegenereerde data intervallen opgesteld voor 2 antigenen en 2 mitogenen
(23):

LYMPHOCYTE PROLIFERATION TO ANTIGENS
Maximum proliferation of Candida albicans as % CD3: > or =3.0%
Maximum proliferation of tetanus toxoid as % CD3: > or =3.3%

LYMPHOCYTE PROLIFERATION TO MITOGENS

Maximum proliferation of phytohemagglutinin as % CD3: > or =58.5%
Maximum proliferation of pokeweed mitogen as % CD3: > or =3.5%

Deze referentie-intervallen stroken met de eerstbekomen resultaten van onze gezonde
bloeddonoren cfr. validatiedossier.

Voor de parameters in ModFit hebben we -voorlopig althans- geen referentiewaarden
beschikbaar.

Op termijn is het doel om eigen referentie-intervallen opstellen, bij voorkeur ook in een
gezonde pediatrische populatie.

To bo/ACTIONS

1) Methodevergelijking opzetten: stalen in parallel met beide methodes
2) Opstellen referentiewaarden
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ATTACHMENTS

Figuur 1: Leeftijdsdistributie bij diagnose PI
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Bron: Immune Deficiency foundation Survey(2007): Primary Immunodeficiency Diseases In America: Third national survey of patients.

Tabel 1 Klinische waarschuwingstekens voor PID bij kinderen en volwassenen.

PID waarschuwingstekens bij het kind

PID waarschuwingstekens bij de volwassene

*Vier of meer nieuwe oorontstekingen in de loop
van éeén jaar

* Twee of meer nieuwe ernstige sinusontstekingen
in de loop van één jaar

* Twee of meer maanden antibioticatherapie
zonder vee| effect

* Twee of meer longontstekingen in de loop van
één jaar

* Groeiachterstand in lengte of gewicht bij een
kind

* Herhaalde diepe abcessen van de huid of
inwendige organen zoals de lever

* Aanhoudende spruw (candida) in de mond of
schimmelinfectie ter hoogte van de huid of elders

* Nood aan intraveneuze antibiotica om van een
infectie te genezen

* Twee of meer invasieve infecties (bv.
infectie van het bloed met een bacterie,
hersenvliesontsteking)

* Een voorgeschiedenis van PID in de familie

* Twee of meer nieuwe oorontstekingen in de loop
van één jaar

* Twee of meer nieuwe sinus infecties in de loop
van één jaar, zonder dat u allergisch bent

* Eén pneumonie per jaar gedurende meer dan
één jaar

* Chronische diarree met gewichtsverlies

* Herhaalde virale infecties (verkoudheden,
koortsblaren, wratten, condylomen)

* Herhaalde nood aan intraveneuze antibiotic om
van een infectie te genezen

* Herhaalde, diepe abcessen van de huid of
inwendige organen, bv. de lever

* Aanhoudende spruw (candida) of
schimmelinfectie ter hoogte van de huid of elders

+ Infectie met normaliter onschadelijke
tuberculosis-achtige bacterién

* Een voorgeschiedenis van PID in de familie

De lijst van de PID waarschuwingstekens werd ontwikkeld
door de Jeffrey Modell Foundation Medical Advisory Board"

Figuur 2. Data Europese register PID (2010)
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Diaghose 2010
B | Antistofdeficiénties 55,6 % (n=7,238)
Deficiénties in T-cellen 7,6% (n=992)
[ | Deficiénties in fagocytaire cellen 10,2% (n=1,330)
Deficiéntiesinhetcomplementsysteem |  4,7% (n=616)
M | Andere wel-bekende PIDs 16,8% (n=2,191)
u Autoimmune and . 1,4% (n=181)
immuundysregulerende aandoeningen
B | Autoinflammatoire aandoeningen 1,9% (n=245)
Niet geclassifieerde PIDs 1,7% (n=224)
Totaal aantal van patiénten 100% (n=13,017)

Figuur 3. Combined T-cell and B-cell immunodeficiencies: klasse 1 (IUIS classificatie PID)
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Reticular = e AR, CD 132+ Yes No el s HLADR | | HLADRN XL
JAK-3 def Iinfections, hypouricemia PNP def MAGT1 def*
dysgenesis (AK2) s (NP} very low: (MAGT)
(JAK3) T MHC-1I e
lgM., IgETT EQT, cancer, Low NK, def
£ ' ! v LCK def
Alopecia severe atopy, extensive cutaneous viral, [cuTa, I
Chondrosternal Microcephaly + . . N and hacterial (staph.) infections RFX 5, ALeh}
. X Winged helix def* (FOXN1) AD
dysplasia, facial DOCKE def (DOCKS) RFXAP,
deaf d hi I — REXANK) UNC119 def
cainess ysm?rp sm Detectable thymus HIGM, NP, thrombocytopenia CD40 ligand (unciis)
ADA def {ADA) DNA ligase IV Coronin-1A def* (CORO1A) def (XL, €D401G) CD40 def* (AR, cD40)
def (LIG4) -
I I I [ EBV-Lymphoproliferation ITK def* [(iTk) ] HLAAB+ ZAP-70
K Lymphoproliferation (lympha- T def (ZAPR
Mlcrocepha|v+ denopathy, hepatespleno- I Lack of naive T cells, HPV infection RHOH def* (RHOH) ‘ gLz =
In utero growth megaly), autaimmunity (IPEX - - HLA AB —
retardation like),Impaired T-cell Lack of naive T cells, EBV infection, HPV infection,
- _ X B - TAP1-2 neg
Cernunnos proliferation, dysmorphy . FISH ELCETIARTEY S AT Vasculitis
NHE) e I TR Anemis, NP, thromboeytopenia, B and NK calls absent, T MHC-I def {TAPL,
Complete DiGeorge (22q11.2 cells non functional  IKAROS def* (izF1) TAP2 or TAPEP)
RAG 1/2 def (RAGZ or deletion or 10p deletion) ———— —— - — —
RAG2) (sl qE} l-.:.e deficiency, viral infections, autoimmunity C def* (TRAC)
Artemis def (DCLREIC) IL7Ra (IL7R), CDA5* (PTPRC), Growth Hormone Insensitive dwarfism, dysmarphic features, eczema,

DNA PKcs def* (PRKDC)

CD36* (CD3D)/ CO3:*(CD3E)/

lymphocytic interstitial pneurnonitis STATSb def* (STATSB)

T

CD37* (CD247)

Short-limbed dwarfism with metaphyseal dysostosis, sparse halr, bone marrow failure,
autoimmunity, neuronal dysplasia of the intestine Cartilage Hair Hypoplasia (RMRP)
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Figuur 4. Goed gedefinieerde syndromen gepaard met immuundeficiéntie: klasse 2 (1UIS classificatie PID)
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Ataxia, afPP; malignancies;

i:‘::ir:ﬂ(ﬁa:;iemdsz:’:ﬁrm Short stature; Distinctive facial features
— spondyloepiphyseal

{broad nasal bridge}, eczema,
asteoporosis, and fractures,
scoliosis, delayed shedding of

primary teeth, hyper-
extensible jeints, bacterial
nfections (skin and
pulmonary abscesses,
snaumatoceles) due to
Staph aureus, candidiasis
AD-HIES [Job sd ) {(STAT3)

AR-HIES
Recurrent respiratory
infections; extensive
cutaneous virzl and
staphylococcal infections,

HIGM, café-au-lait spats; Lymphoma,
colorectal carcinoma, brain tumor:
BMS2 def (PMS2)

-
Mild motor control and learning difficulties,
mild facial dysmorphism, short stature,
radiosensitivity (RIDDLE sd) OR AT-like
phenotype RNF168 def* (RNF168)

defici with c ic § ; increased risk of cancer,
instabiltiy and facial anomalies (ICF) the intestine severe atopy with anaphylaxis
(DNMT3B or ZBTB24) Cartilage Hair DOCKE def (DOCKS)
T Hypoplasia (RMRP)
ibility te

’ (DKC) (Hoyeraal- Hreidarsson)

Intrauterine growth
Retardation,micro-
cephaly, digestive
tract involvement,
pancytopenia,
reduced number
and function of NK
cells XL-DKC (DKCI)

;-

Hepatic veno-occlusive
disease; Pneumacystis
Jiroveci pneumonia; CMY,
candida thrombocytopenia;
HSM

Hepatic

veno-occlusive
disease with
immuno-deficiency
(VODI) (sp110)

Pancytopenia, sparse
scalp hair and
eyelashes, periorbital
telangiectasia, and
hypoplastic/
dysplastic nails
AR-DKC* (NOP10,
NHFP2)

Anemia, neutropenia
thrombocytopenia, B and
MK cells absent, T cells
non functional

IKAROS deficiency”

(IKZF1)

[T

Reticular
hyperpigmentation
of the skin,
dystrophic nails,

nycobacteria,

fungi, and viruses; eczema

TYK2 def * (TYK2)

CNS hemorrhage, fungal anc

viral infections Undefined
AR-HIES

Mild form of waS. X-Linked Thrombocytopenia (was)

WAS-like phenotype, AR WIP deficiency (WiPF1)

XL, Thrombocytopenia with small platelets; eczema; lymphomas; auteimmune disease;
IgA nephropathy; bacterial and viral infections, FCM*. Wiskott Aldrich sd (was)

05is,
premalignant
leukokeratosis of the
mouth mucosa,
palmar
hyperkeratosis,
anemia,
pancytopenia
AD-DKC (TERT, TERC,
TINFZ)

Thymic defects
Hypo-parathyroidism;
conotruncal heart defects;
abnormal facies. FISH positive.
Di George sd {Interstitial
deletion of 22ql1-pter
orl0p)

Congenital ichthyosis,
bamboe hair, atopic
diathesis, Increased bacterial
infections, failure to thrive,
“PlgE and IgA Comel
Netherton sd (SPINKS)

Figuur 5. Overwegend antistofdeficiénties: klasse 3 (lUIS classificatie PID)

Cold urticaria, humaoral
immune def, autoimmunity,
atopy PLC2G def (PLC2G)

I Ill. Predominantly antibody deficiencies

Recurrent bacterial infections eg : Otitis, pneumonia, sinusitis, diarrhea, sepsis ‘

l Serum Immunoglobulin Assays : IgG, IgA, IgM

l IgG, IgA and/or IgM ¥ ¥ IgG and IgA¥ and normal IgAV Normal
q IgA,I IgM
L or increased IgM gA,IgG,Ig
Exclude 2° causes: drugs [Hx], ||
myeloma [bone marrow], | | Specific 1 1gG subclasses 1,2,3 levels
lymphoma / thymoma [CT]. Ig loss Healthy infant, no antibody (measure at least two)
{not hypo-IgM) in urine, Gl or skin __ increased bacterial responses 2 Specific antibody responses
| | |nfect|03nss_.6rgorma2:at|on g [anti-PPS (anti-PPS antibodies and
months antibodies and Tet/dip/hib)
B Lymphocyte (CD19+) Transient hypogamma- Tet/Dip/Hib +/-
enumeration FCM* globulinemia of infancy relmmunisation) | | |
| | | | Normal Low Iﬁ::‘ SIS
| CD19+ absent | | CD19* >1 % | Interstitial preumonia, +/- NG | is Low
opportunistic infections Ealective =
i 3 IgA Only lgG1 IgG1 &
X-Linked . l no | g, i 1862 are
anmr': - I*l Low
linaemia (B7K) Common Variable L IgA with Doubtful
. Less common AR CD4bL Speciﬁc Ab clinically
B Immunodeficiency hyper-Igh deficien significance
lobuli I disorders, with (cD0LG) cy g
Agammagiotuinas Disorders (CVID) -
mias: deficiencies of lymphaid Check specific =
1« heavy chain (IGHM), hyperplasia: or antibod rZS nees Specific
gt (CD794), Igfi+ Very rare AR disorders: | | ATD def Doubtyf,ul cligi:al bz
(cD798), L5* (IGLL3), Icos*, cp19*, (AIcDA), m significance deficiency
BLNK *
BLNK * (BLNK), P85 081 Cp20% 21, UNG def (), || SR
subunit of PI3K Others (unknown Chod 156 soain |
(PIK3R1) LRBA genes) (cp40) eck 1gG again !
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Figuur 6. Immuundysregulatie syndromen: klasse 4 (1UIS classificatie PID)

IV. Diseases of immune dysregulation

Hemophagoeytic Lymphohistiocytosis Syndromes
(HLH) with Autoimmunity
11 | l
Hypopigmentation Severe inflammation, EBV-associated Splenomegaly, adenapathy,
B lymphoproliferation defective lymphocyte
: persistent fever — )
Giant lysosomes in XL H P apaptosis ALPS
Leukocytes on blood smears Lymphoma, Hepatitis, Frequent EBV
Specific hair shaft anomaly == 7 in);:::‘tiun ofoLp}i]‘. NI&T’:;‘H d I
:?v;\_ ('21])1 07 degranulation — e Reduced CTL activity to EBV. SAP AD AT e ot
. " ALPSFAS
Primary neurological disease Degranulation Degranulation ELe (HiM| LRIRRGEA
b odiak Hisas : (T,NK) AD or AR, lupus, autoimmune
Chediak Higashi sd (L¥ST) Sl I it 2 lupus,
¢ & f 4 XL, i o Colitis, XIAP blood cytopenias
| ‘ Perloin defcicnsy deficiency (FCM*) XLP2 (XIAP) ALPS-FASLG (FASLG)
Sneci ¥ (FCM*) 1 N
[5 p“'cﬁ;kl';; ;hﬂj_] “Im;!a]y FHL2 (PREY) AR, Hypogammaglabulinemia AD autoimmune discsse
it CSIENILANDN , ALPS-CASP10% (CASP10)
(. NK) CD27 def (CD27)
;::;;‘Jll LT Munc 13-4 Autoimmune polyendrocrinopathy with candidiasis and ectodermal AD.R vactcriel and
(RAB278) fErn dystrophy: Autoimmunity alfecting parathyroid, adrenal, other endocrine Pl
by A B viral infections, defective
I ‘ organs; candidiasis; dental enamel hypoplasia APECED (AIRE) activation
Specific hair shaft anomaly FHL3 (UNC13-B) t i:%PAﬁF 8 defect* (CASPS)
Neutropenia IAm:nnnt veritis, arly onset Giabetes, thyroidits. b ly)%: . 1
R ” Syntaxin 11 utoimmene enteritis, carly onset diabetes, thyroiditis, hemolytic anemia, . -
a::?;dl (?;L;:L?i wlation deficiency. thrombocytepenia, eczema. Lack of CD4+ CD25+ FOXP3+ Regulatory :s:::if; 5:::?;1\’; ﬁ?;p ;}:ﬁe
(T,NK). g Tedll Igh, IgET, IPEX (roxry) Activating NeRAS defect,
N FHLA ($TX11) Activating K-RAS defect*
Her ";‘('::;B:“‘“al‘ sd Lymphoproliferation, autoimmunity, impaired T-cell function (somatic mutations of NRAS or
fype CD25 deficiency (IL2RA, KRAS)
Mua 18-2/5TXBP2 ¥ (LR .

AR, Recurrent bacterial and

Specific hair shaft anomaly Primary Bowel disease Multi=organ autoimmunity, chronic In'ng‘dimm, failure to thrive, AT s it

Increased bleedings. developmental delay, macrocephaly ITCH def rem liver
Hermansky Pudlak sd defective TFNy
type 9 (PLDN) FHLS (STXBP2) Other CIDs (Table I) or B cell deficiencies (Table I1T) causes biology

auteimmunity FADD deficiency (FADD)

Figuur 7. Congenitale defecten van fagocytenaantal, -functie of beide: klasse 5 IUIS (classificatie PID)

V. Congenital defects of phagocyte number, function, or both

Neutropenia ? [
a [ [

Syndromic ‘

1 | No syndromic ] DHR assay ‘
Fasting hypeglycemia, lactic T [ [
acidosis, hyperlipidemia, ’ Anti-PMN ? [ Normal J
Hepatomegaly Glycogen
storage disease type 1b | | | [ Abnor
(GerTY) Poor wound healing

— LAD : Leukaeytosis. DHR assay Susceptibility to mal
Structural heart nagativa to fMLP stimulation

>
defects, urogenital Asympto WBC > 25000 Rac 2 def* (RAC2Z) Mycobacteria
abnormalities, and -matic —— — MSMD
venous angiectasias = l I S'EH:!HHM Skin Hemalytic anemia,
of trunks and limbs 1 CBC ftwice weers, e pus XL GEPD (G6PD) Mycobacterla +/-
. Weekly x4 Transient ep il

Severe congenital ic variations? - fermation LT Salmonella +/-: 1L12 XL
neutropenia type 4, Cyel NP o Periodantitis, CO18 Periodontitis, —IFNy axis [ag::]
(G8PC3) I | 11 infancy def [CWF*) palmaplantar ) (gpa1vh=)

1 No=Severe Yes: — LAD 1 {iTGB2) Hyperkeratosis IFNGRI (AD.AR), s
Cardio-myopathy, Congenital Oyclic induced e Papillon-Lefévre (cTscy | | IFNGRZ, IL12RBI, o
rowsh retardation, Neutropenia neutro s " ] [T IL128B, STAT1* (AD), )
XL Barth sd [T {SCH} penia ; CYBE*, IRF8 * (AD),

[LEN] retardation, Fucose , . CYBA
I T aatieE Bilobed nuclei ISG15, NEMO

Poikiloderma, AR Kostmann (HAX1) | LAD 2* (stcasc) Spacific granule T (pz2ehe]
myelodysplasia : deficiency* (C/EBPE) Susceptibility to NCFL
Poikiloderma with ML-Neutropenia®f LA _fqatures and 1 Mycochactaria, (pa7aha)
neutropenia (C166H57) myelodysplasia (was) Yes S Ta Feriodontitis only Papilloma Viruses NCF2

— I LAD 3 (FERMT3) Localized juvenile Histon! T (pE7=N)

- - L periodontitis (FPRI) Istop Lk,
Pancytopenia, exocring AD . — Alveclar proteinosis, NCFa
pancreatic insufficiency, +/- Myelodysplasia SCN1 . Auto myelodysplasia/AML/ (pa0™=)
Chondrodysplasia (ELANE) immune Alvealar macrophages CMML GATA2 def
T T B/T . : 5CNZ* [GRi) NP Pulmonary alvealar [GATAZ)
(5805 proteinosis™ [CSF2RA)
- [ 1
Retinopathy, developmental delay, facial Failure to thrive, Susceptibility to Mycocbacteria,
dysmorphism . Cohen sd (VPS138) mental retardation: Candida, Myeloproliferation
B-Actin® [4CTB) IRFE def (AR form)® (IRFE)

Failure to thrive, partial Albinism, Hypogammaglobulinemia : P14 def* [ROBLD3)

pagina 23/31



Figuur 8. Defecten van het aangeboren immuunsysteem: klasse 6 IUIS (classificatie PID)

VI. Defects in innate immunity

EDA-ID Pyogenic cMmC Herpes I Others |
bacterial simplex
Anhidratic ectodermal Infections: Chranic Mucocutaneous Encephalitis®
) . Candidiasis
dysplasia, various Prsumococeus, | Trypanosomiasis® AD APOLL |
infections, s Occasionally —
Staphylococcus autolmmunity, no . . -
low grade fever: ectodermal dysplasia MK cell def, infection with HSV,
miycobacteria and growth retardation, adrenal
Low grade fewer
[ insufficiency MCMZ def (MCM4)
[T
Isolated congenital asplenia
XL IRAKS def AR: AR : NKX2-5 def (MKX2-5)
L lack of antibody (TRAK: IL17RA*
res.m o 4 UNC9381 = —
pofses I | . - ) Warts, Hypogammaglobulinemia,
Polysacchanides and AD: TLRI infections, Myzlokathexis
el MyD8S def STATI (gain of function) — Neutropenia, reduced B cell
Tremendous clinkcal ™ d aze numbers
and immunological L1 AD
wariability Invasive candidiasis or _
dermatophytic disease AD: warts/ human papilloma virus
NEMO def (1KEKG) TLR3* infection WHIM sd (CXCR4)
With invasive fungal sp |
diseases® TRAF3
— Human papilloma virus (group B1)
AD (gain-of function) (CARDS) infections and skin cancer

+ T-cell defect

(xBAF

(EVER1, EVER2)

Figuur 9. Auto-inflammatoire syndromen: klasse 7 1UIS (classificatie PID)

Epidermo-dysplasia verruciformis

VII. Auto-inflammatory disorders.

Usual age at onset

Sterile multifocal
osteomyelitis,
Folliculitis,

IL1: Unepposed effect

FA: Often daily
Ethnic group : North

European

Urticaria , Deafnass,

Cervical adenopathy
Oral aphtosis, Diarrhea
Elavatad 1gD and IgA,
acute phase response

Polyserositis, Abdominal
pain, Arthritis, Amyloidosis
Colchicine=responsive +++
Erysipelas-ike enthema

Neonatal Infancy Childhood / Early Adult
AR AD AR AR AD
DA : Continuous DA : Continuous, often DA: = 37 days DA: 14 days. DA: 14 weeks
FA : Continuous worse In the evenings FA: 1=2 monthly FA : Varzble. FA : Variable, continuous

Serositis, rash, Periorbital
adema and conjunctivitis;
Amyloidosis, Acute-phase
response during attacks. Low

Chronic recurrant
Multifocal osteomyelitis,
severa pain, lender soll
tissue swelling,
Transfusion-dependent
anemia,

MAIEED® (LPinz)

Parianal abcessas,
Chronic folliculitis.
t TMFa

EQIBD:

Early onset inflammatory
bowel disease (iL10/
IL10R)

chronic meningitis
Deforming arthropathy
Sensorineural deafness
Mental retardation

Visual loss, Acute-phase
respanse mast of the time
CINCA {(NOMID,

CAPS) (NLRP3)

Conjonctivitis, Familial Cold
Autginflammatery Syndrome
(CAPS)  (NLRP3)

Conjunclivitis and mevalonate aclduria Marked acute-phase levels of soluble TNF-R1 when
Deficiency of IL-1 Amyloidosis. during attacks response during attacks well
Receptor Antagonist Muckle Wells syndrome Familial Mediterranean TRAPS  (TNFRSF1A)
[DIRA)* L1an) {CAPS) (NLRP3) MEKD [(HIDS } {mwvi) Fever [FMF) (MEFV)
AR AR AD, sparadic AD AD
DA ;: Few days DA: Continuous DA: 24=45 H i DA: 5 day.s
FA:1-3 f month Early onset entarocalitis, FA : Gontinuous Caold exposure. Non pruritic FA: Fixed interval :4-6 wesks
Entaric fistulas, uni;:arial el urticaria, arthritis, chills Sterlle pyogenic elige-arthritis,

Pycderma gangrenosum,
Myositis. Acute-phase
respanse during attacks
PAPA (PSTPIP1)

AD. DA : Continuous, FA : Continuous. Uveitis, Granulomatous
synovitis, Camptodactyly, Rash, Cranial neuropathies, Crohn
diseasze, Sustained modest acute-phase response

BLAU syndrome (NOD2)

| Others :

1- AR, early-onset pustular dermatitis, short and broken hair, paronychia, frequent cutaneaus bacterial infections, and diarrhea, high IL-1 and IL-6 production.
Lack of TNF-& was considered partly responsible for their increased susceptibility to infection and development of cardiomyopathy. Inflammatory skin and

bowel disease (ADAM17)

2- AR, life-threatening, multisystemic inflammatary disease characterized by episodic widespread, diffuse erythematous pustular rash associated with high
fever, malaise, and leukocytosis. Generalized pustular psoriasis (IL-36Ra)
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Figuur 10. Defecten van het aangeboren immuunsysteem: klasse 8 IUIS (classificatie PID)

VIIl. Complement deficiencies

/ Susceptibility to infections

Yes No
lhcurr::lt m:f;::i I SLE-like syndrome | Atypical Hemolytic Others
pyoge uremic syndrome
infections | l L
ehe ' | AD, Hereditary
umato
Neisserial [ +SLE e Membrano- angioedema.
n [nfsctions infections proliferative Clinhibitor
m only o —- Glomerulonephritis. (SERPING1)
Factor H -
I_L‘_l Clq def i Acguired XL
c6 (€1Q4, €108,
Recurrent severe o . s = Recu;;::::: :;;lvsls
PRI R Glomerulong
: phritis. nocturnal
mainly In lh: lungs; Factor D C8A m Membrane cofactor Hemoglobinuria
necrotizing (cFoy n . &
enterocolitisin 0 [ | protein [CDAS) def (PIGA)
infancy; selective properdin {co46) il
EETE LA (PFCY a8 - Hemalytic anemia,
presd ccal Multiple thrombosis
polysaccharides = S il D59 (MIRL)
Ficolin 3 + Vasculitis i —
deficiency™ (FCN3) C7 def {C7) I
;) Cls def (C15) A developmental syndrome of facial dysmorphism,
Glomerulonephritis, cleft lip and/or palate, craniosynostosis, learning
hemalytic-uremic disability and genital, limb and vesicorenal
Syndrome Factor | Vasculitis, anomalies
(cFi) Polymyositis €2 MASP1
3MC syndrome (COLEC11)
Muostly asymptomatic
MEP (MBL2)

Figuur 11. Aanvraagbare analyses in LAG
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Ai48 C1 Matural killer celien 6704 O TIJIII(‘.LII:\'E
[EE] 05 (+) -cellen . . SAEGR SR
6706 O Cytomegalovirus
6710 O Influenza
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6708 O Baol
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6708 O PWM
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EEES ] Memory B-cellen 6719 O PHA
il CO40 IBgand Expressie 6712 O IL-2 + anti-CD3
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vereie VOORRIgEANGE ArEIvaak mef LD o

pagina 25/31



Figuur 12. CFSE dilutie en histogram
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Figuur 13. Schematische voorstelling van de fasen van CFSE kleuring
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Figuur 14. Detectie van lymfocytenproliferatie in vitro met CFSE, CTV en CPD.

BJ.C. Quah, CR. Parish / Journal of Immunological Methods 379 (2012) 1-14
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1950697/figure/F1/

Figuur 15. Vergelijking ModFit resultaten van CFSE, CellTrace Violet en CellVue Claret stainings.
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Figuur 16. A: lymfocytengate en CFSE plots op 500.000 PBMC/ml, B idem op 1.000.000 PBMC/mI, C:

2.000.000 PBMC/ml.
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Protocol LTT met CFSE op FacsCanto Il:

Reagent set up:

e \Vers geisoleerde humane PBMC (cfr. SOP 096-bijlage 1) kunnen gebruikt worden met
een finale concentratie 2x10°6/ml.

e CFSE stock oplossing. Los CFSE poeder in DMSO op tot een finale concentratie van 5
mM (50 pg oplossen in 18 pul DMSQO). (Te bewaren als 9 aliquots (2ul/aliquot) op -20°C
gedurende enkele maanden).

e RPMI medium gesupplementeerd met glutamine, gentamycine en 10% FCS.

Routinemethode:
1.CFSE labeling van lymfocyten

e Breng 1 ml volume PBMC (cytose 2x10”°6/ml) over in een 10 cc Falcontube.

e Voeg 1 ul CFSE (5mM) toe aan 5 ml PBS tot een finale concentratie van 1 uM

e Voeg 1 ml PBS met CFSE 1 uM toe aan 1 ml PBMC (eindconcentratie
CFSE=.0.5uM)

e Herkap de tube, draai enkele malen om en vortex.

e Laat dit 8 min incuberen op kamertemperatuur (20°C) na grondig op te mengen.
NB: Langere incubatie resulteert in toxiciteit die celproliferatie kan verstoren. Na
labeling wordt het ontstane CFSE fluorescent en moet de tube afgeschermd
worden van het licht.

e Bedek de tube met de CFSE gelabelde lymfocyten met aluminiumfolie.

e Was de cellen door toevoegen van 10 ml RPMI met 10% FCS.

e Laat sedimenteren door centrifugatie op 400 g gedurende 5 min op 4°C en giet
het supernatans af . Was de celpellet nog 1 keer op identieke wijze (+10 ml RPMI
met 10% FCS).

e Lengaan met RPMI 10% FCS tot een concentratie van 2x1076 cellen en vortex.

e Hierna kunnen de cellen het protocol voor inductie van celdeling ondergaan.

2. In vitro stimulatie van CFSE-gelabelde lymfocyten
e Steeds een blanco controle (niet-gestimuleerde lymfocyten zonder CFSE) alsook een
CFSE gestainde niet-gestimuleerde controlewell meenemen.
e Er wordt 100 pl cultuurmedium RPMI 10% FCS (voor de controles), 100ul
antigeen/PWM, 10 pl van PHA en ConA toegevoegd bij 1000 ul gestainde PBMCs
zoals beschreven in bijgevoegde SOP096-Tabel 2
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Antigenen/mitogenen: voorbereiding en gebmiikshoeveel heid

Antigeen of Concentratie Volume woor Verdunning Concentratie na |Finale concentratie

mitogeen stockoplos sing |werdunning [rmet RRWT werdunning tijdens cultuwr {1033 pl
wverdund antigeen bj
200 pl celien)

CAMNDIDA 1000 pgimil 100ul 1110 100 po'mi 10 pgdmil

STREFTO- 10000 LA 100pI 1410 1000 LYl 100 Lmi

KIMNASE

= VARIDASE)

TETAMNCS orwverdund 1001 110 1100

TUBERCULME (1000 E 100p1 15 200 E 20 E

HERFES 1432 100pI 14320

SIMPLEX

CY TO- 1L0ml 1001 110 100 mimil 10 miml

MEGALD-

VIRUS (=CMV )

IMFLUEMZA g4 Liml 1001 1110 064 LWl 0064 Limi

A+B

WARICELL & 13,2 = 10 Uiml | 100pl 1410 V32 =1 1320 = 100 mUmi

BOF 1120 100pI 1410 142000

FOKEWEED |50 pg/mi 100ul 1110 g pgmi 0.5 pg'mi

(= PV}

Antigeen of

Finale concentratie

mitogeen tijdens cultuur {13 pl
mitzgeen i 1 ml celen)

FH a0 pasmi

Con A G, 25 pgimi

Alle artigenendmitogenen bevinden zich in de diepvriez er op -80 ¢

op -20 °C (LASS040),
Ma werdunning zijn de antigenen en PWIM nog 7 dagen houdbaar op 2-3 °C.
FHA en Con A zijn na verdunning nog 1 maand houdbaar op 2-8 *C.

(LA 929134) of,

op de werkpaost,

| De autofluorescentie van prolifererende lymfocyten is groter dan die van rustende
lymfocyten en dus zal een ongelabelde populatie een maat stellen voor de
autofluorescentie van een geactiveerde lymfocytenpopulatie. CFSE-gelabelde
ongestimuleerde cellen geven een fluorescentiemeting van niet-delende lymfocyten.
Vermijd om de buitenste wells op een plaat voor lymfocytencultuur te gebruiken,
deze zijn meest vatbaar voor evaporatie en temperatuurfluctuaties. De buitenste
wells worden best gevuld met PBS.

pagina 30/31




3. Harvesting en detectie van prolifererende lymfocyten

e Celproliferatie wordt meestal niet gezien tot 48u naar cultuurinitiatie. Tot negen
fluorescentiepieken van CFSE kunnen waargenomen worden. Indien celdivisie meer
dan 8 delingen heeft, zullen de cellen nabij het autofluorescentielevel zitten.

e | CFSE heeft een piekexcitatie golflengte van 492 nm en een piek emissiegolflengte
van 517 nm. De excitatiegolflengte is compatibel met de meeste standaard
flowcytometers met een 488 nm excitatie laser.

e Harvest de cellen vanuit de cultuurwells en stain ze vervolgens met CD45-PB, CD3
PE-Cy7, CD4-APC en CD8-APC-H7.,analoog aan de procedure beschreven in SOP 090-
BLG2.

e Na de proliferatiestap worden de cellen geharvest, gestaind met monoklonale
markers voor CD3-CD4 en CD8 & vervolgens flowcytometrisch geanalyseerd.

4. Staining met CD3,CD4, CDS§, CD45.

Stainen met surface antigenen CD3, CD4, CD45 en CD8 zoals beschreven in SOP 090-BLG2.
Binnen de lymfocytengate kunnen we ook de subpopulaties C4+ en CD8 + T-lymfocyten
evalueren: op de plots CFSE versus counts kunnen visueel de verschillende generaties (en
dus countpieken) onderscheiden worden. Het percentage CD4+ CFSE+ (= de niet-
geprolifereerde fractie) en het percentage CD4+ CFSE- (links van de cursor, deze bevatten
Terwijl het aantal mitosen exponentieel toeneemt, zal de CFSE fluorescentie tegelijkertijd
lineair dalen.

4. Analyse van prolifererende lymfocyten
Cfr. Facscanto LTT map vast sjabloon

5. ModFit software

Exporteer naar Modfit® en bereken Pl en PF.

% Divided cells = percentage van cellen uit het originele staal dat gedeeld is, verondersteld
dat er geen celdood optrad.
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