2. Obecné principy diferenciace

Diferenciaceje vyvojovy proces, #hem kterého se ¢ni morfologie a funkce bk, piicemz
aZz na malé vyjimky typuipskupovani subgéru B-lymfocyti, zistava geneticky material beze &m
Nespecializované (prekurzorové, progenitorovigkplise tak mini na konéné specializované fughki
typy. Diferenciace je podména znénami genové exprese, které vedou kerzdm velikosti, tvaru,
polarity, metabolické aktivity nebo citlivosti kznym signdlm. Na z&atku vyvoje ¢lovéka nebo
jakéhokoli mnohobuttného organismu je jedina itka - oplozené vajko (zygota), ktera secti a
postup® rozmziuje podle pesnych pravidel genetického programu. V dbtsgii je lidské &lo
sloZeno ze zhruba ¥0burgk a vice neZ 200aznych burénych typi. Diferenciace je fesré tizeny
proces, s dokonalymiasovanim i prostorovou zavislosti. Podle schoprdiftrenciace dotiznych
burg¢nych typi se rozliSuje &kolik typa prekurzorovych busk.

Totipotentni prekurzorova biika je schopna diferencovat do vSech dsugch typi
v organizmu). Pluripotetni buriky vznikaji z totipotetnich a davaji vznik vSerferh zarodenym
listam. Mohou tedy iniciovat vznik jak bék endodermu, mezodermu i ektodernMultipotetni

muze vznikat, Multipotetni jsou n#&p nékteré specializované hematopoetické kmenovékyu
Unipotetni buiky davaji vznik jedinému biinému typu.
Jako kmenova hika, se ozn&uje primarni nediferencovanaiitka schopna sebeobnovy (tedy

umo#iuje vznik identické kopie sebe sama) a zatidudiferenciace do pokedejSich stadii.

gfkin Cells . o ot
euron igme
Epidermis  of Brain _ can Sperm Egg
—— KXE D - 2
S IS S @
s LA A = L
1 $ ) 1 1
I— Ectodgrm_l L Germ_l
(External Layer) Cells

Gastrula

Blastocyst

Mesodem Endoderm
{Middle Layer} {Internal Layer)
] T 1 4
. ,;"l'f o% P-’-‘“,,.i E' y
ol a_tﬁ.i s
—— = = | e | v
Cardiac  Skeletal  Tubule Red Blood Smoocth Lung Cell Thyreid  Pancreatic
Muscle Muscle  Cell of Cells Muscle (Alveolar Cell Cell
Cells the Kidney {in Gut) Cell)

Obr. 15. Diferenciace zygoty do zarédgch listi jednotlivych bugénych typi.



Hematopoeze

Typickym pikladem toho, jak funguji principy ba&né diferenciace je vznik imunitniho
systému a krvetvorba hematopoeze VSechny krevni hiky vznikaji sériemi mnoha betnych
déleni zjediné hematopoetické kmenovénky Béhem diferenciace krevnich bdln a tvorby
imunitniho systému se vytkiaslozita informani s’ fizena mezibutnymi signaly — zejména
cytokiny nebo #iznymi chemickymi latkami.
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Obr. 16. Hematopoeze.



Struény prehled nékterych cytokinu, které se &astni krvetvorby

Rodina Cytokin Receptor Produkujici Funkce Einek vyrazeni z funkce
buriky

Epo (erytropoietin) EpoR Biky ledvin, Stimuluje tvorbu Epo i EpoR: letalni
hepatocyty erytrocyfi

IL-2 (Rustovy faktor T- CD25 @), T lymfocyty Proliferace Deregulovana proliferace a vyvoj T-

bungk) CD122 @), T-lymfocyti burgk, autoimunitni poruchy

CD132 fc)

IL-3 CD123,fc T lymfocyty, Ridirané faze Poruchy vyvoje eozinofil
epitelialni hematopoeze
buiiky thymu

IL-4 (BCGF-1, BSF-1) CD124, T lymfocyty,  Aktivace B SniZzena syntéza IgE

CD132 ¢c) zirné buiky lymfocyti, tvorba
IgE, regulace §1

bungk
IL-5 (BCGF-2) CD125Bc T lymfocyty, Tvorba a diferenciac@oruchy tvorby IgE a cytokinll-9
Zirné buiky eozinofili a IL-10, poruchy tvorby eozinoiil
IL-6 (IFN-B,, BSF-2, CD126, T lymfocyty, Tvorba T- IL-6: poruchy produkce IgA
BCDF) CD130 makrofagy,  a Bdymfocytt, tvorba
endotelialni  proteini akutni faze
buiky Zargth
IL-7 CD127, Tzv. non- Tvorba preB- a preT-Poruchy tvorby preB- a preT -
CD132 ¢c) T-lymfocyty  lymfocyti lymfocyti
IL-9 IL-9R, T lymfocyty  Aktivace T2
- CD132 c) zprostedkovana
c Zirnymi buikami
e}
8 IL-11 IL-11R, Stromalni Spolu s IL-3 a IL-4
o CD130 fibroblasty regulace
% hematopoeze
= IL-13 (P600) IL-13R, T lymfocyty Rist a diferenciace
() CD132 ¢c) B-lymfocyti, inhibice
T tvorby

prozértlivych
cytokind makrofagy a

Tyl buikami
G-CSF G-CSFR Fibroblasty  Stimuluje vyvoj Poruchy myelopoeze, neutropenie
amonocyty  a diferenciaci
neutrofili
IL-15 (Ristovy faktor IL-15R, Rada tzv. non- Podobny IL-2-like,
T-bursk) CD122 (IL- T-lymfocytd  stimuluje fist
Rp) CD132 sttevniho epitelu, Ta
(yc) NK bungk
GM-CSF (granulocyte-CD116,c  Makrofagy, Stimuluje ast GM-CSF, GM-CSFR: Pulmonalni
macrophage colony- T-lymfocyty  a diferenciaci alveolarni proteinéza
stimulating factor) myelomonocytarnich
linii, zvlasg

dendritickych busk
OSM (OM, onkostatin OSMR or  T-lymfocyty,  Stimuluje buiky

M) LIFR, makrofagy Kaposiho sarkomu,
CD130 inhibuje st
melanomu
LIF (leukemia LIFR, Stroma kostni UdrZuje embryonalniLIFR: smrt kratce po narozeni nebo
inhibitory factor) CD130 drerg, kmenové biiky, in utero, nizké mnozstvi

fibroblasty podobny IL-6, IL-11, hematopoetickych kmenovych hikn
OSM



Interferony

Rodina TNF Imunoglobuliny

7

~

aazene

Nez

IFN-y
IFN-a
IFN-B

B7.1 (CD80)

B7.2 (B70, CD86)

TNF-a (kachektin)
TNF-B (lymfotoxin, LT,
LT-a)

LT-B

CD40 ligand (CD40L)

Fas ligand (FasL)

CD27 ligand (CD27L)

CD30 ligand (CD30L)

4-1BBL

Trail

OPG-L (RANK-L)

TGF$

IL-1a

IL-1pB

IL-1 RA

CD119, T-lymfocyty,
IFNGR2 NK

CD118, Leukocyty
IFNAR2

CD118, Fibroblasty
IFNAR2

CD28, Antigen
CTLA-4 prezentujici
buiky

CD28, Antigen
CTLA-4 prezentujici
buiky

p55, p75 Makrofagy,
CD120a, NK,
CD120b T-lymfocyty

p55, p75 T-lymfocyty,
CD120a, B-lymfocyty
CD120b

LTBR nebo T-lymfocyty,

HVEM B-lymfocyty
CD40 T-lymfocyty,
CD95 (Fas) T-lymfocyty
CD27 T-lymfocyty
CD30 T-lymfocyty

4-1BB T-lymfocyty

DR4, DR5 T-lymfocyty,

DCR1, monocyty

DCR2 a

OPG

RANK/OPG Osteoblasty,

T-lymfocyty

TGF$R Chondrocyty,

monocyty,
T-lymfocyty

CD121a (IL- Makrofagy,

1Rl) a epitelialni

CD121b (IL- buiky

1RII)

CD121a (IL- Makrofagy,

1Rl) a epitelialni

CD121b (IL- bunky

1RII)

CD121a Monocyty,
makrofagy,
neutrofily,
hepatocyty

Aktivace makrofag, Snizena {1 odpo¥d’, vnimavost
regulace MHC k bakterialnim a virovym infekcim

Protivirové, zvySenavnimavost k virovym infekcim
exprese MHCI

Protivirové, zvySena

exprese MHCI

Kostimulace CD28: snizena aktivita T-lymfoayt
T-lymfocyti

Kostimulace B7.2: snizena odpéd’ na
T-lymfocyti alloantigeny

CTLA-4: masivni lymfoproliferace,
rana smrt

Lokalni zant, TNF-aR: odolnost k septickému
endotelialni aktivace Soku, vnimavost k infekdiisteria

Endotelialni aktivace TNB: chybi lymfatické uzliny,
sniZzena tvorba protilatek, zvySena

tvorba IgM
Vyvoj lymfatickych  Chybny vyvoj periifernich
uzlin lymfatickych uzlin, Peyerovych
plaki a sleziny
Aktivace B- Slaba protilatkova odpeéw’,
lymfocyti
Apoptéza, Fas, FasL: mutantni formy vedou k
cytotoxicita nezavisldymfoproliferaci a autoimunitnim
na C&" porucham
Stimuluje proliei
T-lymfocyti

Stimuluje prolifci  ZvétSeny thymus, alloreaktivita

T-a B-lymfocyii

Kostimuluje T- a

B-lymfocyty
Apoptéza

aktivovanych T-

lymfocyti

a nadorovych bugk

Stimuluje diferenciac OPG-L: osteopetréza
osteoklasi a resorpciOPG: osteopor6za

kostni tkag

Inhibuje proliferaci, TGFB: letalni zagty

pasobi protizastlive,

indukuje sekreci IgA

Horetka, aktivace  IL-1RI: snizena produkce IL-6
makrofagi a

T-lymfocyti

Horetka, aktivace

makrofagi a

T-lymfocyti

Véaze se na IL-1 IL-1RA: nizk& hmotnost, vnimavost
receptor, ale k septickému Soku (endotoxim)

neaktivuje jej.
Prirozeny antagonista
funkce IL-1



IL-10 IL-10Rao, T-lymfocyty, Inhibuje funkci IL-10 nebo CRF2—4: snizenyst,

(cytokine synthesis ~ CRF2—4 (IL- makrofagy, makrofagi anémie, chronické enterokolitida
inhibitor F) 10RB) B-lymfocyty

transformované

EBV
IL-12 (NK cell IL-12Rp1 B-lymfocyty,  Aktivuje NK buiky, IL-12: naruSena produkce in IFN-

stimulatory factor) IL-12Rp2 makrofagy indukuje diferenciacia funkce T;1 podobnych butk
CD4 T-lymfocyti do
Thl-podobnych

burgk
MIF T-lymfocyty,  Inhibuje migraci Rezistence k septickému Soku.
buiky makrofagi, stimuluje

hypofyzy jejich aktivaci.
Indukuje rezistenci k
steroidim.

IL-16 CD4 T-lymfocyty, Chemoatraktant pro
eosinofily CD4 T-lymfocyty,
monocyty
a eosinofily,
antiapoptoticky fakto
pro T-lymfocyty
stimulované IL-2-

IL-17 (mCTLA-8) CD4 panttové Indukuje syntézu
buiky cytokini epitely,
endotelem
a fibrobalsty

IL-18 (IGIF, interferon- IL-1Rrp (IL- Aktivované Indukuje produkci  NaruSend aktivita NK a, L
v inducing factor) 1R related makrofagy IFN-y T-lymfocyty
protein) a Kupfferovy a NK, aktivace 1,
buiky imunitni odpoed
zprostedkovana {2



Modelové linie

V Laboratdi bung¢né diferenciace UEBiP MU se vyuZziva &kolik burgenych linii, jejichz
diferenciaci Ize indukovatiznymi chemickymi latkami nebo cytokiny.

Zakladnim modelem je bw#na linie kdecich monoblagtBM2, které jsou transformovany
virem ptai myeloblastézy. Zasadni genetickouénmu, kterou tyto biiky procklaly a kterd zpsobila
jejich leukemicky fenotyp, bylo Z&Eeréni onkogenniho genu wyb do genomu. Jeho bétny
homolog cayb koduje kiEovy regulator diferenciace makrofagBuiky BM2 tak exprimuji velka
mnozstvi genu vayb, nedokoguji diferenciaci a trvale istavaji ve stadiu prolifeta¢ aktivnich
monoblasi. Pomoci chemické latky tetradekanoylforbolacet4fliPA) je mozné fekonat
diferenci&ni blok a indukovat tak diferenci do fufikich makrofag. DalSi latky, nap kyselina
okadaova (OA, inhibitor proteinovych fosfataz) netimzhostatin A (TSA, inhibitor histonovych

deacetylaz) také umniji diferenciaci busk BM2 do mono — nebo multinuklearnich makrafag

BM2 po |nduk(:| dlferenC|ace OA
e Yt 3 ".A' Y i ST\

L J Ve

BM2 po mdukC| dlferenCIace TPA 'f BM2 po indukci diferenciace TSA
« g € ¢ ;i . o ek

Obr. 17. Bug¢na linie kdecich monoblagtBM2.



DalSi zajimavou linii imortalizovanych hematopokfich burgk jsou mysi makrofagy
RAW264.7, které byly odvozeny z ascitu tumoru mysi infikn@avirem Abelsonovy mySi leukémie.
Bunky RAW sice neprodukuji virovéastice a chovaji se jako nddorové s neomezenyrigueshim
potencialem, ale zarowesi podrzely schopnost diferencovat do mnohojaggrnmakrofag,
osteoklast i do dendritickych bu¥k. Buiky RAW jsou senzitivni zejména k molekulam cytakin
M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) a RAN(Receptor Activator of Nuclear Factor
Kappa B Ligand), které indukuji diferenciaci dotich osteoklast burtk které jsouin vivo
zodpowdné za resorpci kostni tk&rnPouZitim samotného M-CSF ziskdme mnohojadernéaféay .
Tyto buiky také citliw reaguji na fitomnost ®gkterych bakterialnich latek, napipopolysacharidu
(LPS, endotoxin), tvorbou antigen prezentujicichdigtickych burgk.

| RA*W Qontrola

|
i
6L & A #

Obr. 18. Buki¢na linie mySich makrofdagRAW?264.7..



Bureéna linie HL-60 pati mezi dnes uz klasické modely nadorové molekularburé¢né
biologie, o¢emz s¥d¢i ténmei 11000 dosud publikovanych praci zabyvajicich se6dLy databazi
Pubmed. Linie HL-60 byla odvozena z nadorovych &kupacientky trpici akutni promyelocytarni
leukémii. Redstavuje vyznamny systém umafci studium fyziologie i nadorové transformace
leukemickych buék na udrovni granulocyt monocyi a makrofag. Genom HL-60 obsahuje
amplifikovany protoonkogen wwc, ktery pati k vyznamnym regulatém burééné diferenciace a
proliferace. NaruSeni kontroly jeho exprese a fenkede k nadorovému fenotypu. Elm lze

diferenciaci navodit jssobenim nafp DMSO, TPA nebo kyselinou retinovou.

ATCC Number: CCL-240
Designation:  HL-0

Tk

Low Density Scale Bar= 100um  High Density

LA £
Scale Bar = 100um

Obr. 19. Lidska promyelocytarni linie HL-60




Bunky U937 byly izolovany z pleuralniho vyplachu pacientaitfbo generalizovanym
histiocytarnim lymfomem. U937 maji velké mnoZstvomocytarnich znak a vyuzivaji se jakan
vitro systém diferenciace monodyta makrofa, resp. granulocyt a dalSich bustnych typi.
Diferenciace U937 ii¥e byt navozendadou latek, mj. forbolovymi estery, kyselinou retmou,

TNFa, vitaminem D3 nebo IFp

ATCC Number: CRL-15%3.2
Designation: U-937

=

igh Density N Scale Bar = 100um

Obr. 20. Lidska linie U937.




Control

TPA

TSA

Funkéni zmény provazejici diferenciaci rékterych hematopoetickych burék

Cytocentrifugace

Cytocentrifugace (Cytospin) umidje pevedeni bukk ze suspenze na
mikroskopické skiiko a vyhodnoceni jejich morfologie, jejiz ny diferenciaci provazeji.

Postup:

Stanovit koncentraci bék na hemocytometru

Odebrat 5« 10* burgk, centrifugovat 600g/5 min.

Resuspendovat pelet ve 1001 x PBS

Sestavit cytocentrifugai komirku a suspenzi centrifugovat 500g/4 min
Rozebrat aparaturu, séa nechat kratce oschnout

Obarvit pomoci setu DiffQuick

N o g b~ w N PRF

Jemr oplachnout vodou, nechat uschnout, vyhodnotit

12 hours 24 hours

Obr. 21.U burek BM2 byla indukovéana diferenciacgnidly TPA a TSA a néaslednproveden:
cytocentrifugace. Na mikrofotografiichdasti ,A“ jsou cytocentrifugované, fixované a obamé
buiky, v ¢asti ,,B* jsou zivé biiky rostouci na misce. Jasje vidkt zména tvaru budk i preference
adheze fed tistem v suspenzi.



Imunofluorescenéni mikroskopie

Imunofluoresceéni mikroskopie umaiuje detekci specifickych antigénpomoci
protilatky s konjugovanym fluoresc&mim barvivem. Specifita je dana peyprotilatkou,
konjugovany fluorochrom umdaje amplifikaci signalu a zviditeémi cilovych antigefn na
klasickém fluorescamim nebo konfokalnim mikroskopu. V praxi se vyuZivéSinou
systému dvou protilatek, tzv. primarni, je spe&diqro swj jedineiny cil, epitop antigenu,
druhd, tzv. sekundérni, ktera nese fluorochronvdge pouze na primarni protilatky. Vyuziti
sekundérnich protildtek je vyhodné, protozéZzeme mit pro &kolik raznych primérnich
protilatek pouze jedinou ozéenou sekundarni (ktera je pochopitetirazSi neZz neozt@na
primarni). Specifita sekundarni protilatky je daaaociSnym druhem, ve kterém byla
vytvorena primarni, nap mys (sekundarni protilatka je ozeaa jako anti-mouse), kralik
(anti-rabbit), koza (anti-goat), ale taki&hia Kecek (anti-hamster) nebo osel (anti-donkey).

Imuofluorescednim zviditelrenim tak lze sledovat ffiomnost specifickych antigén

o

~ Sekundarni protilatka konjugovana s
fluorochromem

! — Primarni protilatka

zavislych na stupni diferenciace.

BM2 BM2 + TPA BM2 + TSA

Obr. 22. Detekce jednoho z proteirmntermedialnich filament — vimentinu bunkdch BM2 pomoc
negimé imunofluorescence. Priméarni protilatka detekowamentin v izném mnoZstvi wzavislosti n¢
stupni diferenciace bwk BM2. Sekundarni protilatka konjugovan&luworochromem FITC potor
zviditelnila mista s navazanou primarni protilatkea tedy i lokalizaci vimentinu. Propidium jodidem
cervert je ozndena DNA.



Postup:

Kultivovat 0.3x16 burtk na 2ml miskach s krycim skkem a induknimi ginidly.

Pokud buiky adheruji na povrch skka, odsat médium a misku se 8kém promyt 2ml
1xPBS. Pokud hiky prisedlé nejsou, provést cytocentrifugaci na krytiickk.

Fixace (aceton:metanol 1:1).

Pelive odsat fixani snes.

Oplachnout 3x5min v 1xPBS.

Blok v 5%mléku (neni nutné)

Oplachnout v TBS

Sklicko inkubovat s primarni protilatkoudtsinou 1:200) 2hod/RT

Oplachnout 3x5min v TBS

. Nanést sekundarni protilatku konjugovanou s FITT@QQ), inkubovat 1hod/RT

. Oplachnout 1x5min v TBS

. Oplachnout 1x5min v TBS + RNazou A (1:500)

. Oplachnout 2x5min v TBS

. Odsat TBS, fidat 40Qul propidium jodidu (5Qg/ul), inkubovat 5 min.

. Oplachnout 1x5min v TBS

. Sklitko osusit, umistit hitkami dofi s cca il montovaciho média MOWIOL (Calbiochem)

. Buiiky pozorovat pod fluorescénim mikroskopem



Detekce Fitomnosti specifickych enzyni

Diferenciace #kterych bur¢nych typi je provazena ffftomnosti specifickych protein
s enzymovou aktivitou. Tyto enzymy jsou obvykle mgné pro spravnou funkci diferencovanych
burtk — prikladem niize tartrat-rezistentni kysela fosfataza (TRAP)r&te ve velkém mnoZstvi
produkovana zralymi osteoklasty, které ji vyuZiv@ko jednu ze sloZzek enzymového aparétu p
degradaci kostni tk&n Detekce TRAP se provadi na cytocentrifugovanyehonjinym zgisobem
imobilizovanych biikach tak, Ze permeabilizovanérliy jsou inkubovany za vhodnych podminek
v pufru obsahujicim substrat, ktery TRAPepeiuje na barevnycerveny) produkt. Jednoduchym
vyhodnocenim pod mikroskopem jsme tak schopni pdatytitomnost tohoto enzymu a stanovit tak
prislusny bugény typ.

P g TR

Obr. 23. Buiky RAW264,7 kultivované viftomnosti M-CSF (vlevo) nebo MISF+RANKL
(vpravo). Pouze u zralych osteokfagtpravo) produkuji TRAP a akumuluferveny pigment
cytoplazné. Mnohojaderné makrofagy, které mohou osteoklaspominat, TRAP nevyti&ji.

Postup (optimalizovany protokol pro misky):
(Acid Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit, # 387&gnsa Aldrich)

Pripravit 5ml misky s diferencovanymi osteoklasty.

Promyt 1xPBS.

Do misky napipetovat 3ml fixmiho roztoku, fixovat 30sec.

Promyt sterilni deionizovanou vodou.

Inkubovat v pracovnim roztoku be#igtupu s¥étla 1hod/37°C

Promyt deionizovanou vodou

Pripadré podbarvit hematoxylinem, promyt deionizovanou wadgysusit.

© N o g b woDdPE

Mista s aktivnimi kyselymi fosfatdzamiiipadré TRAP jsou zbarvengervers.



Roztoky
Fixacni roztok: 20ml citratového roztoku (#91-51) + 3Gamktonu

Pracovni roztoky:

1. Pripravit smés 0,5ml Fast Garnet GBC Base Solution (#387-2)5anDSodium
Nitrite Solution (#91-4). (Diazotace) Inkubovat 2WiRT.
2. Pripravit roztoky podle tabulky:
Detekce vSech
kyselych fosfataz Detekce TRAP

Deionizovana voda 37°C 45ml 45ml
Diazotizovany Fast Garnet GBC Solution (krok|1) nl,0 1,0ml
Naphthol AS-BI Phosphate Solution (#387-1) 0,5ml 5ndl,
Acetate Solution (#386-3) 2,0ml 2,0ml
Tartrate Solution (#387-3) - 1,0ml




Fagocytéza

Diferenciace dkterych krevnich butk je provdzena ziskdnim schopnosti fagocytdzy. Sayrtest je
velmi jednoduchy, fislusSnym zgsobem diferencované tky jsou inkubovany vifitomnosti
silikatovych mikr@éstic (DynaBeads), které jsouitami pohlceny.

Obr. 24. DynaBeads mohou byt vyuzitydd
separdanich  metod  kzolaci  mznych
buréénych typi, DNA, RNA, proteirii apod.
V jednoduché Uprav mohou slouzit pr&y
k analyze fagocyt0zy.. www.invitrogen.com
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Fig. 1: Dynabeads® are the only unffam, super-
paramagnetic magnetic beads available.
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Obr. 25.Nediferencované hiky BM2 (nahde)
a buky BM2 u nichz byla indukovar
diferenciace  do makrofég pomoci TPA
Béhem diferenciace hiky ziskaly schopno:
fagocytdzy.




Postup:

1.

N o o bk~ wD

K bunkdm gidat Dyna(Fago)-beads v pém 1:5000, tedy 1@l beads na 10ml misku
Sklizené bitky promyt v 1 x PBS

Do zkumavky s Histopaque&gnést bu&nou suspenzi; vrstvy se nesmi promichat.
Cfg na centrifuze s vykyvnym rotorem (Heraeus, 480qin)

Odebrat biiky z rozhrani obou vrstev, promyt 10 ml 1 x PBS/EDT
Resuspendovat pelet v malém mnozstvi PBBpagvime preparat.

Ihned vyhodnotit minimak200 burk



NBT test (Nitroblue tetrazolium test)

Pomoci tzv. NBT testu Ize detekovat tzv. oxidativaplanuti ¢xidative burst), kterym vznikaji
reaktivni kyslikové radikaly, podilejici se na odbavani fagocytovanychastic. Podstatou testu je
piremEna bezbarvé latky (nitroblue tetrazolium, tetrazedi mod) na tma¥ modry formazan.
Vyhodnoceni se provadi zfienim absorbance v b&mém lyzatu, fipadré vizualrg v intaktnich

buitkach pod mikroskopem.

Obr. 26. Nitroblue

H,CO OCH tetrazolium

N

NO NO

q& Obr. 27. Aktivované neutrofily (a) fagocytuji

redukuji molekuly NBT na tma&modré krystal
formazanu. Pro kontrolu slouzi neaktivovi
neutrofily (b). Pacienti trpici CGD Chronic
Granulomatous Disease), maji  poSkozen
(a) mechanismus ,za&Zehu* oxidativniho vzplan
nemohou likvidovat fagocytované bakterie a je
NBT test je tedy negativni a ve vysledku podo
obrazku (b).

— Chapel H. et al. 2006. Essentials of clinical imniogg.
Blackwell Publishing.

(b)




Postup:

1. 1 x 10 burek cfg. 1500rpm/5min.
Odsat supernatant
K peletu gidat roztoky I a Il
Rozsuspendovat kly
Inkubovat 1 hod/37°C (inkubator)
Pridat 20Qul 10% Tritonu , lehce rogtpat
Extrahovat 20-30 min./RT

Po skoweni inkubace 2Q@ na mikrotitra&ni desttku

© © N o 0~ w DN

Zznefit absorbanci na ELISA readerii 20nm (reference) a 570nm (measurement)

Roztoky:

I: 1 x PBS

Il Img/ml NBT v PBS + fl/ml zasobniho roztoku PMA (TPA 1QM)
10% Triton X-100 v 100mM HCI



