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Uvod: Vysledky:

V dnesni dobé se jak pro vyzkumne tak bézne diagnosticke postupy vyuziva stanoveni Vysledky byly stanoveny po analyze na priitokovém cytometru. A vyhodnoceny jako procentudlni
ruznych druhu cytokinu v seru pacientu, avsak je take velice zajimave sledovat moznosti zastoupeni populace produkujici hledany cytokin. Postupem analyzy bylo v zakladnim leukogate
produkce cytokinu u jednotlivych bunecnych populaci, jak po stimulaci ruznymi chemickymi vybrani lymfocytarni populace, ktera byla dala analyzovana. Na jednotlivé subpopulace dle

!étkam? él antigeny té}k u §amotnych nestimulov?n)’/ch bunél_<. Ke stanoveni produkc_e u pfislusnych CD znaku CD3+, CD4+ a CD8+ na subpopulacich byly stanoveny intracelularnim
jednotlivych populaci muzeme postupovat tak, ze vyseparujeme hledanou populaci a u ni znadenim jednotlivé cytokiny.

provadime inkubaci a nasledné v kultivacnim mediu detekujeme ruznymi metodami hledané
cytokiny. V tomto pripadé se vsak jevi jako vhodnéjsi pouziti metodiky detekce pomoci
pratokove cytometrie, ktera hledanou populaci vybira pomoci kombinaci vhodnych CD znaku.
Tento postup bychom chtéli predvést na vyzkumnych projektech, které jsme provadéli na
nasem ustavu.
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* Moznosti aktivace HIV-1-specifickych CD8+ T lymfocy  td po inkubaci s IL-2 a
Histaminem
(ve spolupraci s Infekéni klinikou FN Plzen)
« Stanoveni produkce IFN — g u CD4+ T lymfocyt U po stimulaci peptidem CMV
(ve spolupraci s Interni klinikou FN Plzen)
« TH1-TH2 odpov édi a riziko atopie u pacientek s poruchou reprodukce
(ve spolupraci s Gynekologicko-porodnickou klinikou FN Plzen)
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Soubor nemocnych metodika: Forward Scatter Mouse IgG 14 FITC

Vzdy se jednalo o skupiny nemocnych jejiz vysledky byly porovnavany proti skupiné zdravych
jedincu. Pacienti v jednotlivych skupinach byli vzdy komplexné vysetreni a byli jim provadény
dalSi testy podle jednotlivych planu vyzkumnych zaméru. Pro potfebna vySetfeni intracelularni
produkce cytokinu byly vzorky odebirany do zkumavek s antikoagulaénim Cinidlem (heparin Na,
Li). A nasledné ihned zpracovany v laboratofi a to tak, Zze doSlo k oddéleni populace lymfocytu
pomoci separace na hustotnim gradientu a tyto bunky byly nasledné inkubovany v mediu pro
tkanove kultury dle predpisu pro jednotlivé protokoly. A nasledné byly méreny pomoci
prutokové cytometrie a analyzovany.

[A] FL1-HFL2-H [A] FL3-HFL2-H
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Separace na hustotnim gradientu 10° 10°

Vyuziva rozdilné hustoty krevnich elementu ty jsou pak zachytavany na hustotnim gradientu
vytvoreném mediem o poZzadovana hustoté (polysacharosa p=1,071 g - cm3).

10" 10° 102 1113| 10" 1'1]“‘ 1'1]2 1|]3|

CD4FITC CD3 PerCP

Stanoveni intracelularni produkce cytokynu
[A] FL1-HFL2-H

Stanoveni vyuziva detekce pozadovaneho cytokynu pomoci znacené monoklonalni protilatky,
které po perforaci bunééné membrany pronika do endoplasmatického retikula, kde jsou 10°
zadrzovany jednotlivé cytokyny po inhybyci procesu uvolhovani cytokynu z endoplazmatického
retikula pomoci Monensinu. Monensin je antibiotikum izolované z Streptomyces
cinnamonensis, tato latka ovlivahuje antiport Na+/H+ a tim zadrzuje peptidy v endoplazmatickem
retikulu. Kde jsou po inkubaci znaceny mnoklonalnimi protilatkami a stanovovany pomoci
prutokove cytometrie.
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10° Obr.1.: Dotpolty pro stanoveni jednotlivych
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* PA stanoveni aktivace HIV-1-specifickych CD8+ T lyfoc  ytda. o cytokynu. Ukazuje zakladni leukogate,
L ey , . . . v . . 81.6% Negativni kontrola, stanoveni IL-4, INF-y a
Byly separované bunky inkupovany po dobu 24h v reakcnim mediu s pridavky IL-2, histaminu w- perforinu,
a (Elmetldllnu S pept_ldy viru HIV gag a_gp120. Po 24 hodinach byla sledovana pomoci - v z&kladnim leukogate chybi ostatni
prutokove cytometie produkce perforinu. - oopulace monocyty a granulocyty ty byly
Tt ' a2 10 oddéleny pomoci hustotni separace
« PA stanoveni produkce INF — yu CD4+ T lymfocyt & Lhe HTe
Byly separované bunky inkupovany po dobu 5h v reakénim mediu s pridavky peptidu CMV o Zaver:
?IQI’IC:’UCh koncentracich. Po 5 hodinach byla sledovana pomocl prutokove cytometie produkce Podafilo se ndm vytvofit metodiku, kterd umoZfiuje stanoveni produkce nami sledovanych
-y cytokinu za vyuziti prutokové cytometrie. Diky své univerzalnosti muzeme tuto metodu
modifikovat pro ruzne analyticke postupy. Pokusime si metodu dale rozvijet aby bylo
» PFi sledovani TH1-TH2 odpov é&di u pacient & s poruchou reprodukce mozne sledovat produkce cytokinu po stimulaci ruznymi latkami.
Po separaci a nafedéni bunék na koncentraci 1 106 b.b. na 1 ml media byla smés Pn sledovani TH1-TH2 odpov edi u pacientek s poruchou reprodukce
inkubovabna 5 hodin se stimulaénimi reagenciem PMA (phorbolmyristate-acetate), monensin a Se podarilo prokazat snizenou TH2 aktivitu u zen s poruchou reprodukce u této
ilonomycin. Po 5 hodinach byla sledovana intracelularni produkce IL-4 a INF-y. skupiny byla také nalezena snizena hodnota CD4+/IL4+ pozitivni populace oproti

kontrolni skupiné.
Pn stanoveni aktivace HIV-1-specifickych CD8+ T lymfo  cytu

Béhem tohoto stanoveni se podafrilo prokazat stimulacni ucinek IL-2 na HIV-1
specifickeCD8+ T lymfocyty. ZlepSeni cytotoxickych funkci T lymfocytu in vivo muze fesit
Stanoveni produkce IFN — g u CD4+ T lymfocyt U po stimulaci peptidem CMV
Tento vyzkumny zamér zatim pokracuje, ale dle predbéznych vysledku se jevi, ze u
pacientu, ktefi maji vyssi virovou naloz, stoupa produkce INF — y vice nez u pacientu, u
kterych je toto zatizeni nizké.

Tato studie byla podporena vyzkumnym zamérem VZ MSM 002 1620812




