Izolace bunek

Funkcéni testy lymfocytu




|lzolace PBMC

PBMC = peripheral blood mononuclear cells = lymfocyty, monocyty

* lzolace PBMC pomoci gradientové centrifugace

krev se opatrné navrstvi na
separacni médium

pri centrifugaci se oddeli
jednotlivé vrstvy na zaklade
odlisné vznasive hustoty —
nahore je plazma, mezi plazmou
a médiem je vrstva PBMC, na
dno klesnou erytrocyty a

Erythrocytes,
Granulocytes and
granulocyty dead cells




|lzolace PBMC

« odebere se plazma

« poté se nabere vrstva PBMC pozorovatelna jako bily
prstenec na rozhrani plazmy a média

« PBMC se pak promyji pomoci PBS (opakované stoCeni, odliti
supernatantu a rozsuspendovani peletu v PBS)

- Zziska se koncentrovana

suspenze mononuklearu




Dalsi typy izolaci bunek

Jednotlivé typy leukocytll je mozné izolovat napi. pomoci
IMUNOMAGNETICKE SELEKCE

Vyuziva magnetické kulicky s navazanymi monoklonalnimi
protilatkami proti urcitym CD znakim hledaného typu bunék

bunky se navazou na tyto kulicky a jsou silnym magnetem
prichyceny ke sténé zkumavky, po odmyti ostatnich bunéek
zustanou jen pozadované bunky (pozitivni selekce)

postup je mozné vyuzit i obracene — zbavit se urcitého typu
bunék a ziskat vSechny ostatni (negativni selekce)

k izolaci bunék je mozné vyuzit i modifikaci prutokového
cytometru — cell sorter



Funkéni testy lymfocytu

e Patfi sem zejména TEST PROLIFERACE LYMFOCYTU,
kdy se sleduje schopnost déleni lymfocytu po stimulaci

« Stimulatory:.
— rostlinné - PHA (fytohemaglutinin), ConA (konkanavalin)
— monoklonalni protilatky proti receptorum a koreceptorum
(anti-CD3, anti-CD28)
— bakterialni antigeny — tetanicky toxoid

 |zolované bunky se kultivuji nékolik dni in vitro
s ruznymi stimulatory a pro kontrolu i bez stimulace

« Poruchou proliferace se vyznacuji zavazna onemocneni
imunitniho systemu jako SCID (severe combined
Immunodeficiency)



Funkéni testy lymfocytu

« Schopnost proliferace je mozné testovat ruznymi
metodami, napr:

— detekce nové syntetizované DNA pomoci BrdU (brom-
deoxyuridin), ktery je homologem thyminu a zacleni se do
noveé vznikajici DNA, BrdU je poté detekovan pomoci
protilatky anti-BrdU znacené napf. fluorescencné

— detekce nove syntetizované DNA pomoci thymidinu
znaceného radioaktivné (tritiem) — méreni na beta-
counteru

— cytometricka detekce pomoci fluorescencéniho barviva
CFSE (karboxyfluoresceinsukcinimidylester), které se vaze
nespecificky na ruzné struktury v bunkach, sleduje se
narust fluorescence po déleni bunék



Kultivace lymfocytu in vitro

péstovani probiha v definovaném bazalnim médiu —
obsahuje cukry, AMK, vitaminy, stopove prvky atd. (+ATB-
penicilin, streptomycin...) pri 37°C, 5%CO,, 95%vlhkost
normalni bunky maji omezenou delku zivota — omezeny
pocet deleni

pomoci karcinogennich latek Ci viru (SV40, EBV) Ize
dosahnout transformace bunék na nesmrtelné a vytvorit tzv.
bunecne linie

Jurkat — lidske leukemicke bunky produkujici IL-2

HL-60 — /idské bunky odvozené od myeloidnich
leukemickych bnek

cesta kterou objeveny mnohé fce cytokinu a rust. faktoru
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ELISPOT assay to quantify secretion of cytokines by T lymphocytes {T cells)

Expart Heviews in Molacular Medicine

ELISPOT

« patfi mezi funkcni
testy lymfocytu

slouzi ke sledovani
produkce
specifickych
protilatek
B-lymfocyty nebo
prokdukce cytokinu
T- a B-lymfocyty




ELISPOT

5y 105 7 dni po ockovani

2.5 x 10°
1,25 x 10°

0,63 x 10°




'/ SCID
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 genetickeé vade)

* klinické projevy - thymus se nevyviji normalne

(uplne/redukce), velmi nizké 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 poctech a funkci
neovlivhéna)

N | B |

J B




« existuje asi 7 variant, které jsou AR, jedna X vazana
« veéetSinou jde o defekt v gama retezci IL-2R (X-vazana
forma), tento fetézec je soucasti i receptoru IL-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
potencialne nebezpecnymi 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




