Test aktivity lymfocyti

Teorie: Proliferace je jednim z fyziologickych jevli bunééné aktivace. Pouzitim radioaktivné
znaGeného thymidinu (‘H-thymidin) jsme schopni v laboratofi proliferaci lymfocytd
kvantitativné vysetfit, nebot’ thymidin se zabuduje do DNA délicich se bun¢k a takto je
oznaci. Tvorba nové DNA je imérnad mnoZzstvi bunéénych déleni. Dalsi variantou pro rychlé
stanoveni proliferace a cytotoxicity savCich bun€k je stanoveni mnozstvi bunééného ATP
(adenosin trifosfat). Tento test nahrazuje inkorporaci *H thymidinu..

K déleni miZeme lymfocyty stimulovat in vitro polyklonaln€ a nebo specificky. Lektiny,
rostlinné proteiny vazici se na membranové glykoproteiny buiiky, plisobi jako polyklonalni
mitogeny. Aktivuji lymfocyt nezavisle na jeho antigenni specificité. Pro stimulaci T-bun¢k se
pouzivaji phytohemaglutinin (PHA) a konkavalin A (Con A), k aktivaci B-bunék pak
pokeweed mitogen (PWM). Monoklonalnich protilatek lze také pouzit, ptikladem mize byt
anti-CD3 protilatka. Tetanického toxoidu (antigenu) vyuzivame ke specifické stimulaci,
podobné téZ E. coli nebo tuberkulinu. Pfitomnost bun€k prezentujicich antigen, jako jsou
monocyty, je zde nezbytna.

Pfi vySetfeni inkubujeme izolované builkky nebo plnou krev pacienta s piisluSnym
stimulantem. Po nékolikadenni kultivaci ptfiddme do suspenze triciem znaceny thymidin a po
nékolika hodindch odd€lime bunécnou suspenzi (s navdzanym oznacenym thymidinem) od
kultiva¢niho media (v némz se nachézi thymidin, ktery nebyl do DNA inkorporovan). Energii
radiace prevedeme na svételny signal, testované bunécné vzorky vyhodnocujeme ve
scintilacnim pocitaci. Vysledky jsou vyjadieny jako pocet svételnych impulzii za minutu.
Celd metodika je naro¢na na sterilitu i pfesnost provedeni a je pouzivana zejména pii
vySetfeni nemocnych s podezienim na zdvaznou primarni nebo sekundarni imunodeficienci.

Test blastické transformace na webu - http://www.biothema.com/

Technicky prehled

Tento kit (BioThema) se da pouzit pro detekci bioluminiscence adenozin 5’-trifostatu (ATP)
uvolnéného ze suspenze zivych somatickych bun¢k. Koncentrace bunék se da vypocitat za
pfedpokladu, Ze se mnozstvi ATP na kaZzdou bunku pfili§ neméni. MnoZstvi zivych
somatickych bunék se pocita selektivné, protoze, kdyz bunika zemfe, jeji ATP se vyznamné

Snizi.


http://www.biothema.com/

Obecné vzato, Ziva somaticka buiika obsahuje 1 pikogram (107 gramil) nebo 2 femtomoly (2
x 107"° moli) ATP. Presn&jsi udaj pro ur&itou bun&énou linii a ristové médium lze ziskat z
literatury nebo obarvenim a pocitanim Zivych bunék. ATP zivé somatické bunky mlze byt

definovan jako:

ATP + D-luciferin + O, — Oxyluciferin + AMP + CO; + PPi + svétlo

Kdyz je ATP limitujicim faktorem, vyzéaiené svétlo je umérné mnozstvi ptitomného ATP,

které je postupn€ imérné poctu somatickych bunék ve vzorku.

Vzhledem k riznym vlastnostem buné¢k (nejde o stoprocentné homogenni kulturu), ne zcela
piesné zjisténé koncentraci bunék pomoci pocitani v Birkerové komirce (lidskd chyba),
eventualnim nepfesnostem pii fedéni apod. slouzi eventualné vypocitané mnozstvi ATP

pouze jako orientacni udaj.

Cil: Stanoveni mnozstvi ATP u lymfocyth

Material: centrifuga, komirky na pocitani bunék, eppendorfky, zkumavky, nastavitelné

mikropipety a Spicky, 0,87% NH4CI, PBS roztok na uchovani lymfocytii, mysi slezina
Pracovni postup:
Izolace lymfocyti ze sleziny mysi

1. Vykrvit mysi kréni tepnou a vyjmout slezinu.

2. Slezinu homogenizovat v PBS.

3. Suspenzi bun¢k se zbytky sleziny opatrné prelit pies gdzu a centrifugujovat 10 min pfi
1000 ot/min.

4. Sediment resuspendovat v asi 300 pul NH4Cl a centrifugovat 10 min pii 1500 ot/min.

5. Sediment resuspendovat v asi 300 pl PBS (3x).

6. Bunky resuspendovat v 1-1,5 ml PBS a spocitat. V roztoku se nachazi krom¢ lymfocyt

také mono a gra.
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Pfevzato z http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html
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http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html

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

K vypoctu mnozZstvi bunék v 1 ml suspenze je tieba znat tloust’ku vzorku nad m¥izkou.
Kazdy z 25 &tvercii obvykle méfi 0,2 x 0,2 x 0,1 mm a ma tedy objem 0,004 mm®. TakZe
25 &tvercii ma objem 0,1 mm’. Po vynasobeni zji§téného poctu bunék v 25 &tvercich

hodnotou 10 000 dostaneme tedy pocet bunék v 1 ml suspenze.

Stanoveni relativniho mnozstvi ATP

ATP Reagent SL - lyofilizat obsahujici D-luciferin, luciferazu a stabilizatory,
Lysing Diluent - roztok Tris (hydroxymethyl) aminomethanu, EDTA, lyzujici latka, inhibitor
ATPazy. Slouzi k rozpusténi ATP Reagent SL

Postup prace:

Obsah lahvicky s ATP Reagent SL rozpustit pfidanim veskerého objemu Lysing Diluent.

1. Buiky v PBS, u nichz stanovujeme mnozstvi ATP, v objemu 100 ul napipetovat
v triplikatech do jamek ve stripu (Pouzijeme 3 rGznd ftedéni roztoku s builkami -
koncentrovany, 2x fedény a 4x fedény.). Kromé toho pouzijeme jako blank pouze PBS.

2. Do kazdé jamky ptidat 50 ul rozpusténého ATP Reagent SL a zamichat.

3. Zméftit luminiscenci (RLU) odpovidajici mnoZzstvi ATP.

Vyhodnoceni:

Po odecteni primérné hodnoty luminiscence blanku do grafu vynést primérné hodnoty
luminiscence proti pfislusné koncentraci/mnozstvi bunék ve 100 pl pipetovanych do jamky ve
stripu (3 hodnoty luminiscence proti tiem hodnotdm mnozstvi bunék) a zhodnotit, jakou

mérou se ménila hodnota luminiscence.


http://www.superior.de/pgr06_info_e.htm

