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Proliferace lymfocytu
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lace/lymfocytl

* do prazdné zkumavky napipetovat 3,5 mli
Lymphoprepu

. pasterkou nanést OPATRNE na povrch
Lymphoprepu cca 5 ml krve smichané s RPMI
(ve skupiné 4 rovhomerneé = stejna hladina),
vrstvy se nesmi promichat
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Icelymfocytl‘.] 2 ‘

« stacet pri 2500 ot. /30 min

« po centrifugaci: bily prouzek cca uprostred je
vrstva lymfocytu oddéleny na zakladé
odlisné vznasivé hustoty

« odstranit do kose vrchni vrstvu krevni
plazmy
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olace lymfocytu 3

« zkontrolovat zda jsou lymfocyty
zcentrifugovany na dnée zkumavky

 slit tekutinu
« pridat 1 ml PBS
» dobre promichat

* nechat spocitat lymfocyty pomoci pristroje pro
pocitani leukocytll — namérena hodnota udava
pocet lymfocyti x106/ml
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Vl KuI e lymfocytu in vitro ‘

« primarni bunécéné linie lymfocytu jsou odvozené z
periferni krve nebo z lymfoidnich organu

* pouze model chovani IS — IS je jinak velice
komplexnil!

» pestovani probiha v definovaném bazalnim meédiu —
obsahuje cukry, AMK, vitaminy, stopove prvky atd.
(+ATB-penicilin, streptomycin...) pri 37°C, 5%CO,,
95%vlhkost

» podle typu pestovanych bunek dalsi pridavné latky
(nekteré pripraveny pomoci Gl)

 cesta kterou objeveny mnohé fce cytokinu a rust.
faktoru
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” lymfocyta in vitro 2 ‘

y Kulti

* normalni bunky maji omezenou délku zivota —
omezeny pocet deleni

* pro srovnani experimentalnich dat problem —
pomoci karcinogennich latek ¢i viru (SV40, EBV)
Ize dosahnout transformace bunék na
nesmrtelné a vytvorit tzv. bunécné linie

Jurkat — lidské leukemické bunky produkujici IL-2

HL-60 — lidske buriky odvozené od myeloidnich
leukemickych bnek
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VI oliferaéni test

» testuje schpnost lymfoyctu délit se po stimulaci

* k testu se vyuziva: plné periferni krve nebo
izolovanych leukocytu

* je potreba definované mnozstvi lymfocytu
* prida se stimulancium (PHA, ConA, Ag...)

* Inkubace 2 (ConA, PHA) Ci 7 (tetanicky toxoid)
dni

* den pred vyhodnocovanim testu se prida do
proliferacni smési tymidin s H?

« druhy den se hodnoti mnozstvi zaCleneneho
tymidinu pomoci betacounteru (jednotky cpm)
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severe combined imunodeficiency

« skupina onemocneni, které vykazuji vadu ve
vyvoji lymfoidni rady — nekdy pouze porucha
vyvoje T-lymf, nekdy kombinace s B-lymf. a s
NK bunkami (zalezi na geneticke vade)

 klinické projevy - nevyviji se thymus, velmi nizke
pocty cirkulujicich lymfocytu (lymfopenie) a T-
lymfocytu

* lymfocyty nereaguji na stimulaci mitogeny — tzn.
nemuzou proliferovat v odpovédi na antigeny

(myeloidni a erytroidni rada je v pocCtech a funkci
neovlivhena)
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« existuje asi 7 variant, které jsou AR, jedna X vazana

« vetSinou jde o defekt v gama retezci IL-2R (X-vazana
forma), tento retézec je soucasti i receptoru 1L-4, -7, -9,

15
Syndrom T-bb B-bb NK-bb DediCnost
Retikularni dysgeneze - - - AR
ADA deficit - - - AR
RAG 1,2 deficit - - + AR
Cy C deficit - + - XL
JAKS3 deficit - + - AR
IL-7Ra. deficit - + + AR
Omennuv syndrom + - + AR
ZAP-70 deficit CD4+ + + AR
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» prodlouzeni zivota vyhnutim se kontaktu s
potencialné nebezpecCnymi patogeny —
musi zit ve sterilnim prostredi!

* musi se vyhybat kontaktu s lidmi a
nefiltrovanym vzduchem, vSe s Cim prijdou
tyto deti do styku - vCetne jidla! musi byt
sterilizovano
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ELISPOT assay to quantify secretion of cytokines by T lymphocytes {T cells)

Expart Heviews in Molacular Medicine

h Washing of plate;
addition of substrats;
washing of plata

| Scoring of positive
'spots’ under microscope

ELISPO

* umoznuje
kvantifikaci
bunek v
populaci, kterée
produkuji
specificke
protilatky proti

predlozenemu
antigenu
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