DIFERENCIACE

Diferenciace je rozriznéni bun¢k vlivem faktorti okolniho prostiedi.
Pti diferenciaci
* se méni morfologie bunék
* stoupa aktivita specifickych enzymi (napft. alkalické fosfatazy)
* stoupa exprese specif. povrchovych antigent (CD11b, CD 14)
* vzniké schopnost fagocytozy a produkce kyslikovych radikalt (méfeni redukce NBT
nebo chemiluminiscen¢n¢)
Metody detekce diferenciace:
Zména enzymového vybaveni bunék
* Nespecifické esterazy - Hydrolyza a-naftyl acetatu esterazami vede k vzniku hnédého
zbarveni
* Detekce myeloperoxidiazy - myeloperoxiddza S$tépi peroxid kysliku za vzniku
kyslikovych radikald, které pak oxiduji o-dianisidin za vzniku barevnych latek
chinonového charakteru
* Detekce alkalické fosfatazy - alkalicka fosfataza Stépi bezbarvy substrat 4-p-
nitrofenyl fosfat za vzniku zlutého zbarveni, které je detekovano spektrofotometrem.
Intenzita zbarveni odpovidd mnozstvi alkalické fosfatazy ve vzorku.

Produkce ROS pfi oxidativnim vzplanuti (monocyty)
* Redukce NBT (nitroblue tetrazolium) - NBT je redukovan superoxidem
produkovanym monocyty. Redukce vede k zmén¢ barvy ze zluté na modrou
* Oxidace/redukce luminolu - ROS produkované monocyty oxiduji luminol pfii
redukci — chemiluminiscence

Zména povrchovych molekul
* Exprese CD11b (R proC3b slozku komplementu) a CD14 (vazba LPS)
Zména morfologie ZvySena adhese, pseudopodia, zastava proliferace

MERENI DIFERENCIACE — AKTIVITA ALKALICKE FOSFATAZY

Stanoveni diferenciace métenim aktivity alkalické fosfatazy u stfevni nddorové linie HT-29
po pusobeni mastné kyseliny butyratu sodného.

potiebujeme:
e substratovy pufr
e 4-p-nitrophenylphosphate fedény 2mg/1ml substratového pufru
e ALP ss 5U/ml
e 3mM NaOH

pracovni postup: potiebujeme 0,5 . 10° bunék

-stocit (200G/5min) a odsat médium (v tomto kroku je mozné pelet zamrazit a
pokracovat jindy)

-oplachnout substratovym pufrem



-pelet rozpipetovat v 500ul substratového pufru a dat na led

-sonikovat 5x10s (s mezichlazenim) pii nastaveni 1 (25W)

-stoCit

-vzorky nakapat do jamek (96-jamkové deska) po 50ul

-stejné nakapat 1 blank (substratovy pufr) a kalibra¢ni kiivku (fedéni ALP)
-ptidat do jamek S0ul substratu (4-p-nitrophenylphosphate - fedény 2mg/Iml
substratového pufru)

-inkubovat 30min v 37°C

-ptidat 50ul 3mM NaOH

-zm¢fit absorbanci na Fluostaru pii 405nm

Redéni pro kalibraéni k¥ivku:
-zasobni roztok ALP 5U/ml = 0,25U/50ul tedit 250x substratovym pufrem (do 500ul dat 2ul
ALP) a dostanu 0,001U/50ul. Déle fedit substratovym pufrem 1:1 :

0,0005U/50ul

0,00025U/50ul

0,000125U/50ul

0,0000625U/50ul

0,00003125U/50ul

0,000015625U/50ul

Substratovy pufr:

-rozpustit 10,05ml diethanolaminu v 70ml destilované vody

-nastavit pH na 9,7

-navazit 0,1016g MgCl,.6H,0 a rozpustit ho v 10ml destilované vody
-smichat s diethanolaminem a dlouho michat

-dofedit destilovanou vodou na 100ml



