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/

Cil: Stanoveni mnozstvi ATP u lymfocytt

Izolace lymfocytii ze sleziny mySi
Mysi jsou vykrvaceny kréni tepnou a slezina odstranéna
Slezina je jemné homogenizovala v PBS. Suspenzi bunék se zbytky sleziny pielejeme opatrné
pres gazu. Centrifugujeme 10 min. pii 1000 ot/min. Sediment resuspendujeme v asi 300 pl
NH4Cl. Centrifugujeme 10 min pii 1500 ot/min. Sediment resuspendujeme v asi 300 ul PBS.

Kone¢né promyti 3x. Nakonec bunky resuspendujeme v cca 1,5 ml PBS a spocitame.



Dotedime na potfebnou koncentraci. Pro zachovani a kultivaci bunék pouzivime MEM
médium. V roztoku se nachazi krom¢ lymfocytl také mono a gra.

Pomiicky: centrifuga s malym rotorem, komirky na pocitani bunck, eppendorfky,
umélohmotné testovaci nadobky - kalibrované, nastavitelné mikropipety a Spicky
Chemikalie: ajatin, 0,87% NH4Cl, PBS roztok na uchovani lymfocyti, mysi slezina, MEM
médium

Poéitani v Biirkerové komurce:
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upraveno podle http://www.who.int/vaccines/en/poliolab/webhelp/Figure 4.2.htm



http://www.who.int/vaccines/en/poliolab/webhelp/Figure_4.2.htm

Pfrevzato z http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html

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

K vypoctu mnozstvi bunck v 1 ml suspenze je tieba znat tlouStku vzorku nad miizkou. Kazdy
z 25 ¢tverct obvykle méii 0,2 x 0,2 x 0,1 mm a ma tedy objem 0,004 mm?®. TakZe v 25
&tvercti méa objem 0,1 mm’. Po vynasobeni zjisténého poétu bunék v 25 &tvercich hodnotou

10 000 dostaneme tedy pocet bun¢k v 1 ml suspenze.

Postup

Pomiicky: eppendorfky, pipety, Spicky, stripy do luminometru, luminometr
Chemikalie: ATP Reagent, ATP standard, Somatic Release Reagent

1. V triplikatech smichdme 100 ml Somatic Release Reagent s 50 ml destilované vody a 50
ml vzorku.

2. Ke smési ptidame 50 ml ATP Reagent, zamichdme a okamzité zméfime luminiscenci.

3. Stejny postup zopakujeme s tim, Ze misto vody pfidame 50 ml ATP standard (10, 107, 10"
? mol/l).

Vysledky

Mnozstvi ATP ve vzorku bun€k Ize vypocitat pomoci nasledujici rovnice:

ATPgs)x Lisam
ATP(S AM) =

Lsam+1s) - Lisam)


http://www.lo-laboroptik.de/englisch/info/info.html
http://www.superior.de/pgr06_info_e.htm

ATPsam)je ATP ve vzorku bunék (v molech)

ATPs) je ATP v pfidaném vnitinim standardu (v molech)

L(sam je svétlo emitované vzorkem bunck

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

Meéreni:

V Birkerové komtrce jsme zjistili koncentraci 4 000 000 U/ml, kterou jsme upravili

na vyslednou koncentraci 1 000 000 U/ml.

Vypocet:
MERENI RLU
Standard 10 27483,33
Standard 107’ 604,33
Standard 10 370,33
Vzorek 374,67

Hodnotami je nejblize vzorku fed&ni standardu 107 (méla by byt zhruba polovina), proto:
107 x 374,67

ATPsam) = =162,9 * 10” mol
604,33 — 374,33

Zavér:
Nase lymfocyty ze sleziny mysi produkovaly ATP v mnozstvi 162,9 * 10™ mol.
Vzhledem k tomu, Ze jedna Ziva somaticka buiika obsahuje piiblizné 2 * 10" mol ATP, a my

jsme méli vzorek s milionem bunék, nas vysledek odpovida pfedpokladanym hodnotam.




