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» MnoZeni bunék mitd6zou

» Dostatek zivin, rustovych faktoru, pH a teplota prostredi
(kultivacni techniky) + ovlivnéni?

» Metody stanoveni poctu bunek:
nespecifické barveni vSech proteinti/DNA (metylénova modr,
neutralni cerven, tetrazoliové soli MTT, WST1/ CyQuant)
Biirkerova komurka
Pocitac ¢astic (Coulter counter)
Postup: 20 pl b. suspenze do 10 ml hemasolu ... 500 x redéno
Counter nasaje 0,5 ml
Pr.: 1.103b. ....0,5ml /x2

2.103b.....1ml /x500
1.10° b/ml




Zivotnost bunék (vs. mortalita)
7ivé butiky — semipermeabilni cytoplazmatick4 membr.

Mrtvé bunky — permeabilni cytoplazmatickd membr.
DYE EXCLUSSION ASSAYS

Ziva burika je schopna zabranit priniku barviva dovnitr

Barviva: eosin, trypanova modr, propidium iodid, 7 amino
actinomycin, acridin orange, Hoechst 33258 x 33342

: SS 0,15% smichat 1:1 s buné¢nou suspenzi — kapnout do
Biirkerovy komtrky ... hodnotit 100 buné€k — kolik z nich je
mrtvych = oranzovych

PI: SS 1 mg/ml; WS 1 pg/ml ... inkubace 1 minutu, hodnoceni FACS
zivé bunky nenabarvené x mrtvé fluoreskuji v FL2




Rozruznéni bunek vlivem faktoru okolniho prostredi
Zmeéna biochemickych procesu
expresniho profilu (mRNA, DNA, proteiny)
morfologie
povrchovych antigenu
Detekce téchto zmén biochemie
molekularni biologie
histologie/cytologie
imunologie




Zhoubna forma rakoviny kostni diené zptisobena poruchou dozravani
hematopoietickych prekurzoria (>20% blastickych bb. v kostni dfeni)

— 2,5% vSech nadoru

HL-60 - Akutni myeloidni leukemie M3 — 5-8% AML

Genetické abnormality - ¢asto chromosomové translokace - t(15;17) — PML/RARa

Néasledek - nedostatek zralych krevnich bunék
- akumulace nezralych buné€k (zvysena proliferace a snizena apoptéza) v kr.
dreni, perif. krvi, slezin€ a jatrech
Lécba — podptirna lécéba DIC (disseminated intravascular coagulation), podptirna 1é¢ba
pomoci G(M)-CSF
- alogenni transplantace
- diferenciacni terapie ATRA — 25% pacientii RA syndrom + kratka remise
- diferenciacni terapie s trioxidem arseniku v post-remisi

- Gemtuzumab ozogamicin — anti-CD33 MAb + calicheamicin




HEMATOPOIESIS
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(ATRA 1 ,LI]W) — PML/RAR protein méné ucinny nezZ RAR — ATRA
zvysuje jeho ucinnost

Vitamin D3 (VD3, kalcitriol) — aktivace kinazovych kaskad,
translokace do jadra, aktivace VDR, ovlivnéni transkripce

Phorbolmyristate acetate/12-O-tetradecanyl phorbol

13-acetate (PMA/TPA) - vazba na receptor asociovany s protein
kinazou C — PI3K — cAMP - pokles cMyc — zastava proliferace

Dimetyl sulfoxid 1,3 % (DMSO) - &iroké spektrum aéinkd —
zvyseni fluidity membrany, aktivace kinazovych kaskad, zvySeni Ca?+,
vazba na DNA - ovlivnéni transkripce, demetylace

Soubeh drah ovliviiujici kinazové kaskady, transkripcni
faktory (napr. PU.1) a pak G/M/GM-CSF




Zmeéna enzymového vybaveni bunék
Nespecifické esterazy
Hydrolyza a-naftyl acetatu esterazami vede k vzniku hnédého zbarveni

Detekce myeloperoxidazy
Myeloperoxidaza stépi peroxid kysliku za vzniku kyslikovych radikali, které pak oxiduji
o-dianisidin za vzniku barevnych latek chinonového charakteru

Produkce ROS pri oxidativnim vzplanuti (monocyty)

Redukce NBT (nitroblue tetrazolium)

NBT je redukovan superoxidem produkovanym monocyty. Redukce vede k zméné barvy
ze zluté na modrou

Oxidace/redukce luminolu R R
/ . (4 F// \”/ \E:E + 4 OH m E W \O: + 2H,0 + Ny
ROS produkované monocyty oxiduji oy ~
luminol pri redukei - chemiluminiscence

Zmeéna povrchovych molekul
Exprese CD11b (R proC3b slozku komplementu) a CD14 (vazba LPS)
Zmena morfologie ZvysSena adhese, pseudopodia, zastava proliferace




Imunokomplex
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| Pfima — jednostupriova (silny Ag)
v % Nepfima — vicestupriova (velka multiplikace signalu) - slabsi Ag




