Izolace lymfocytii ze sleziny mysi

Mysi jsou vykrvaceny kréni tepnou a slezina odstranéna

Slezina je jemné homogenizovala v PBS. Suspenzi bun¢k se zbytky sleziny pielejeme opatrné
ptes gazu. Centrifugujeme 10 min. pfi 1000 ot/min. Sediment resuspendujeme v asi 300 pl
NH4Cl. Centrifugujeme 10 min pii 1500 ot/min. Sediment resuspendujeme v asi 300 pl PBS.
Konec¢né promyti 3x. Nakonec buriky resuspendujeme v cca 1,5 ml PBS a spocitame.
Dotedime na potfebnou koncentraci. Pro zachovani a kultivaci bun¢k pouzivime MEM
médium). V roztoku se nachézi kromé lymfocytii také mono a gra.

Pomiicky: centrifuga s malym rotorem, komirky na pocitdni bunék, eppendorfky,
umélohmotné testovaci nadobky - kalibrované, nastavitelné mikropipety a Spicky

Chemikalie: ajatin, 0,87% NH4Cl, PBS roztok na uchovani lymfocytt, mysi slezina,

Poéitani v Biirkerové komurece:
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Pfevzato z http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html

(viz téz http://www.superior.de/pgr06_info_e.htm)




K vypoctu mnozstvi bun¢k v 1 ml suspenze je tieba znat tloustku vzorku nad mtizkou. Kazdy
z 25 ¢tvercl obvykle méti 0,2 x 0,2 x 0,1 mm a ma tedy objem 0,004 mm?®. TakZe v 25
&tvercti ma objem 0,1 mm’. Po vynésobeni zjidténého po&tu bunék v 25 &tvercich hodnotou
10 000 dostaneme tedy pocet bunck v 1 ml suspenze.

Technicky prehled
Popis vyrobku

Tento kit se da pouzit pro detekci bioluminiscence adenozin 5’-trifosfatu (ATP) uvolnéného
ze suspenze zivych somatickych bunck. Koncentrace bunék se dé vypocitat za predpokladu,
ze se mnozstvi ATP na kazdou bunku pfili§ neméni. Mnozstvi zivych somatickych bun¢k se
pocita selektivné, protoze, kdyz buiika zemfe, jeji ATP se vyznamné snizi.

Obecné vzato, ziva somaticka buiika obsahuje 1 pikogram (10'? gramii) nebo 2 femtomoly (2
literatury nebo obarvenim a pocitanim zivych bunék. ATP zivé somatické bunky muze byt
definovan jako:

nitrobunécny ATP FLSAR » volny ATP (1)
luciferaza svétlusky
ATP + luciferin < > adenyl-luciferin + PPi (2)
Mg+2

adenyl-luciferin + O2 — Oxyluciferin + AMP + CO, + svétlo (3)

Reakce 1 a 3 jsou v podstaté nevratné, reakce 2 ano s rovnovahou daleko vpravo. Kdyz je
ATP limitujicim faktorem, vyzafené svétlo je imérné mnoZstvi pfitomného ATP, které je
postupn¢ umérné poctu somatickych bunék ve vzorku.

S vyuzitim pfedchoziho postupu tento kit m&i ATP uvolnény mén& nez 10 nebo az 2 x 10’
7ivymi somatickymi buiikami (vzorek obsahujici od 400 do 8 x 10° bun&k na mililitr). To se
velice dobie shoduje s citlivosti mikroskopu s pouzitim hemocytometru, ktery mize detekovat
pouze 2 x 10° bun&k na 1 ml. Vysledky ziskané timto kitem zavisi pfedevsim na mife zhaseni
médiem, ve kterém jsou bunky.

Slozky

ATP Assay Mix - lyofilizovany prasek obsahujici luciferazu, luciferin, MgSO4, DTT, EDTA,
BSA a tricinové soli. ATP Assay Mix Stock Solution - obsah lahvicky s ATP Assay Mix
rozpustit v 5 ml predestilované vody, aby vznikl zasobni roztok o pH 7,8. Jemnym obracenim
lahvi€ky nebo krouzivymi pohyby tplné€ rozpustit obsah lahvicky. Béhem této doby je mozné
pozorovat ubytek pozadi. ATP Assay Mix Working Solution - pro vétSinu somatickych bunék
se doporucuje 25x nafedit pomoci ATP Assay Mix Dilution Buffer. Jestlize jsou pro
stanoveni pouzity buiiky pifimo z bunééné kultury, pak je pfi tomto 25 ndsobném fedéni
mozné mé&fit ATP uvolnéné z 500 az 2 x 10° bunék v jednom vzorku nebo z 2 x 10* az 8 x 10°



bunék v 1 ml. Zmétené svétlo nezavisi pouze na poctu bun¢k a mnozstvi ATP na jednu
buriku, ale i na stupni zhaSeni svétla médiem, ve kterém buiiky jsou.

ATP Assay Mix Dilution Buffer - lyofilizovany praSek obsahujici MgSO,4, DTT, EDTA,
BSA a tricinové soli. ATP Assay Mix Dilution Buffer - obsah lahvicky rozpustit v 50 ml
piedestilované vody. Tento roztok je stabilni nejméné dva tydny pfi teploté 2-8 °C.

ATP Standard - piedvazena lahvitka obsahuje 1 mg (2 x 10 mol@i). Aktualni obsah ATP je
uveden na Stitku. ATP Standard Stock Solution - pfipravit rozpusténim obsahu lahvicky s
ATP standardem v 10 ml ptedestilované vody. Tento zasobni roztok je stabilni nejméné 24
hodin pfi teplot¢ 2-8 °C nebo dva tydny pfi -20 °C. ATP Standard Working Solutions -
pfipravit riznym fedénim ATP Standard Stock Solution ptedestilovanou vodou. Rozsah
fedéni zévisi na pozadované citlivosti testu. ATP Standard Working Solutions jsou pfi
uchovani v ledu stabilni az 8 hodin.

Somatic Cell ATP Releasing Reagent - 10x koncentrovany piipravek, ktery zvySuje
prachodnost riznych malych molekul membranami. Bunéény ATP je uvoliiovan témeét
okamzité. Pred pouzitim 10x zfedit pfedestilovanou vodou. Je stabilni 6 tydni pfi teploté 25
°C a delsi nedefinovanou dobu pii teploté 2-8 °C. Zmrazeni roztoku neovlivituje jeho vzhled
nebo schopnost uvoliiovat ATP.

Postup

Pro ptipravu slozek a béhem celé procedury pouzivejte 0,2 um filtrovanou piedestilovanou
vodu (17 MQ .cm nebo ekvivalentni).

Najednou muze byt vySetieno az 15 vzorka.

1. Pfidat 0,1 ml ATP Assay Mix Working Solution do reak¢ni nadobky. Zamichat a nechat
stait pfi pokojové teploté 3 minuty. Béhem této doby se bude endogenni ATP
hydrolyzovat, ¢imz se snizi pozadi

2. Do oddélené nadobky obsahujici 0,1 ml 1x Somatic Cell ATP Releasing Reagent, ptidat

0,05 ml redestilované vody stejného fedéni, jaké je pouzito pro ATP standard. Pak ptidat
0,05 ml vzorku obsahujiciho buiiky na méfeni, rychle zamichat, ptenést 0,1ml do reakéni
nadobky a thned zmé&fit mnoZstvi emitovaného svétla [Lsam)] luminometrem.
Poznamka: Podobné jako v ptipad¢ jednoduchého ATP Standard Assay, pridani média a
1x Somatic Cell ATP Releasing Reagent mtize zplisobit zhaSeni. Ackoliv by toto zhaSeni
nemélo snizovat efektivitu testu, je mozni snizit miru zhaSeni zfedénim vzorku bunck
v destilované vodé nebo zifedénim pufru s pH asi 7,8.

3. Mnozstvi uvolnéného ATP je nejlepsi stanovit pomoci vnitiniho standardu. Pfidat 0,1 ml
ATP Assay Mix Working Solution do reak¢ni nddobky a nechat stat pii pokojové teploté
3 minuty. Do oddélené nadobky obsahujici 0,1 ml 1x Somatic Cell ATP Releasing
Reagent ptidat 0,05 ml vhodného ATP standardu a 0,05 ml vzorku bunék. Rychle
zamichat, pfenést 0,1 ml do reak¢ni nadobky a okamzité zméfit mnozstvi emitovaného
svétla [L(sam+s)] luminometrem.

Poznamka: Pro nejlepsi vysledky by mnozstvi ATP v pfidaném standardu mélo byt asi
ekvivalentni mnozstvi ATP v méfeném vzorku bunék. Jinak feceno, svétlo emitované
vzorkem plus interni standard by mélo byt dvakrat vyssi nez u vzorku samotného.



Vysledky
Vypocty
Mnozstvi ATP ve vzorku bunék 1ze vypocitat pomoci nasledujici rovnice:

ATP(IS) X L(SAM)

ATPsamy=
Lsam+1s) - Lisam)

ATPsamyje ATP ve vzorku bunék (v molech)
ATPs) je ATP v ptfidaném vnitinim standardu (v molech)
L(sam je svétlo emitované vzorkem bunck

L(sam+1s) je svétlo emitované vzorkem bunék plus vnitini standard



