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Abstrakt

Pfijmeni a jméno: Dominika Nova

Katedra: Katedra zachranafstvi, diagnostickych obori a vefejného zdravotnictvi
Nazev prace: Pratokova cytometrie v elektrickém poli

Vedouci prace: Ing. Tomas Vlas

Pocet stran — Cislované: 45

Pocet stran — necislované: 19

Pocet ptiloh: 1

Pocet titulli pouzité literatury: 21

Klicova slova: bunky imunitniho systému, prutokova cytometrie, 2DEP cytometrie, test ak-

tivace basofila

Souhrn:

Tato bakalarska prace se bude zabyvat porovnanim metodiky stanoveni aktivace
basofilnich granulocytti stimulovanych alergenem bfizy na pratokovém cytometru a na noveé
vyvijejici se 2DEP cytometrii. Stanoveni bude probihat u pozitivnich pacientii na alergen
btizy a u negativnich kontrol pro porovnani vysledku. Teoreticka ¢ast bude shrnovat obecny
popis bunék imunity, bude se zabyvat popisem principu a konstrukce pratokového cytometru
a 2DEP cytometru. Praktick4 ¢ast se vénuje popisu méfeni na pratokovém cytometru, vy-
hodnoceni vysledk a jejich interpretace. Bude se zde srovnavat méfeni na 2DEP cytometru,
jejich rozdily pii zpracovani biologického materidlu, hodnoceni vysledki a nasledné porov-
nani mezi sebou. Vysledky bakalafské prace ukazuji na vyrazné rozdily mezi jednotlivymi
metodami, hlavné z pohledu odlisného stanoveni aktivace basofild, tak rozdilnost v interpre-

taci naméfenych vysledku.



Abstract

Surname and name: Dominika Nova

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Flow cytometry in electric field

Consultant: Ing. Tomas Vlas

Number of pages — numbered: 45

Number of pages — unnumbered: 19

Number of appendices: 1

Number of literature items used: 21

Keywords: cells of the immune system, flow cytometry, 2DEP cytometry, basophil activa-
tion test

Summary:

This Bachelor thesis will be about comparsion of methodologies for determining the
activation of basophilic granulocytes stimulated by the birch allergen on a flow cytometer
and on newly developed 2DEP cytometry. Determination will take place on positive patients
for birch allergen and negative controls for comparison of results. Theoretical part will sum-
marize general description of cell imunity, more than will be describing function and con-
struction of flow cytometer and 2DEP cytometer. Practical part will describe measuring on
flow cytometer, evaluation of results and their interpretation. There will be comparsion of
measuring on 2DEP cytometer, difference in processing results, evaluation of results and
their comparsion. Results of this Bachelor thesis shows significant differences between in-
dividual methods, mainly from view of different determination of basophil activation and

difference in interpretation of measured values.



Predmluva

Tuto praci jsem si zvolila diky mozZnosti ti¢astnit se vyzkumu ve vyzkumném centru
NTIS, kde jsem méla moznost se seznamit s nové se vyvijejici metodou 2DEP cytometrie.
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vajicim stanoveni na pritokovém cytometru. Tato bakalaiska prace si dava za cil ovétit moz-

nost vyuziti a nalezeni vyhod ¢i nevyhod pii pouziti 2DEP cytometru v praxi.

Podékovani

M¢ diky za pomoc a odborné vedeni bych velice rada vénovala panu Ing. Tomasi
Vlasovi, ktery mé vzdy spravné inspiroval a nasméroval v psani této prace. Dalsi obrovské
diky patii pani Bc. Adriané Kasparkové za trpélivé a vstiicné jednani pii praci ve vyzkum-
ném centru NTIS. Zaroven bych chtéla podékovat panu Dr. Ing. Pavlovi Fikarovi, Ph.D., z vy-
zkumného centra NTIS, za poskytnuti moznosti podilet na praci na 2DEP cytometru. Diky také
patii samotnému vyzkumnému centru NTIS a Ustavu imunologie a alergologie ve FN Plzefi za

poskytnuti prostor, materialu a vzorku potiebnych pro zpracovani této prace.



OBSAH

SEZNAM GRAFU .......ouiiiiiiiiiieeietcsa sttt 11
SEZNAM OBRAZKU ......oviiiiiiiiieicissinssesiassssi st sessessessns 12
SEZNAM TABULEK ... ..ottt e e e 13
SEZNAM ZKRATEK . ... ettt e et e e e et eeannes 14
L6070 ) 5 SRR 15
TEORETICKA CAST ..ottt 16
1 BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU.....coiuiiiriiirineeeineisisesisessesssessssssssssssssssnss 16
1.1 VZNIK @ VIVO] ttiiiiiiiie ettt 16
1.2 Charakteristika I€UKOCYLU.........oviiiiieiiiieiiiecc e 16
1.3 CD NAZVOSIOVI ccciiiiiiiiiee et e e e e e e e e e s a e e e e e e 22
2 IMUNOPATOLOGICKE REAKCE ..ot 23
2.1 CharakteriStIKa.........ceirieiiieiiie ittt 23
2.2 Imunopatologicka reakce typu L. ....c.cooviiiiiiiiiiiiie 23
2.3 Imunopatologicka reakce typu L. ........coouiiiiiiiiiiiieii e 23
2.4 Imunopatologicka reakce typu TIL.........cccoiiiiiiiiiiiiie e 24
2.5 Imunopatologicka reakce typu IV.....ccooviiiiiiiiiiii 25
2.6 AIEIgIE @ AlOPIE...cccuieeeciiee ettt 26
3 PRUTOKOVY CYTOMETR .....ocooviiiiiieeeeiiseeeeeseeeseseseeistes s enes e senseniesenenansnens 27
3.1  Princip stanoveni na pritokKovém CYtOMEIU.........uvvvviiieeeniiiiiiiiiiie e seiiiieeeeens 27
3.2  Konstrukce pritokoveho CytOmEtrU.........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiieee e 28
3.3 Znaceni fluorescencnimi monoklondlnimi protilatkami..........ccccceeeeeiiiiiiiinennnn. 30
4 UPLATNENI PRUTOKOVE CYTOMETRIE ......vvviiiiiiiiriereresieeiesiesienenes 32
5 USKAL[ PRUTOKOVE CYTOMETRIE.......ccouiiiiiiiirinirsinienierissesississeenenes 33
6 DISTRIBUOVANA DIELEKTROFORETICKA CYTOMETRIE (2DEP).................. 34
PRAKTICKA CAST ..ottt s 35
7 CIL A UKOLY PRACE ....ccoouiiiiiiiiieisiitieses i 36
8 VYZKUMNE OTAZKY ...oovrivriimiiriiiiiinisisassesssssssssssisisise s 37
9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU...........cccooveurievererirerineeenininnnns 38
10 METODIKA PRACE .....ccouiiuiiiiiiiiieiiniet et 39
10.1 Stanoveni specifickych IgE ... 39
10.2 Separace a kultivace basofilnich granulocytl...........ccooviiiiiiiiii i, 40
10.3 Megfteni na pritokovém cytometru — BAT teSt.........oooiiiiiiiiiiiiiiieccieeeee 42
10.4  Mecteni na 2DEP CYLOMELIU ...eveeiiiiiiiieiiiiiie ettt 44
11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU ..ot 46

111 Vysledky stanoveni specifickych IgE ... 46



11.2  Vysledky stanoveni na pritokovém cytometru.........cccovvveiivireniieeiiieeiieenn 46

11.3 Vysledky stanoveni na 2DEP CYtOMEtIU........covvvveiiiiiiiiiii i 54
L2 DISKULZE ...t 57
L3 ZAVER ..ot 60
14 SEZNAM LITERATURY ...ttt 61
SEZNAM PRILOH.......couiimiiiiiiiiiicieisi st 64

L5 PRILOHEY oo e et e e e e e et e e e et et e et e et e e e e e e e e e e e es e 65



SEZNAM GRAFU

Graf 1 Hodnoty AUC u pozitivnich paci@ntl...........cevvvveriiiieiiiieiiiieeiic e 50
Graf 2 Hodnoty AUC u negativnich KOntrol.............cocoveiiiiiiiii i 51
Graf 3 Hodnoty CD — sens u pozitivnich pacientll.............cccveivieriiiiiiiiieiicee e 52
Graf 4 Hodnoty CD — sens u negativnich Kontrol ............ccooceiiiiiiiiiiiie e 53
Graf 5 Vysledky stanoveni na 2DEP cytometru — pozitivni pacienti..........cccccoevvrervveennnnn. 56

Graf 6 Vysledky stanoveni na 2DEP cytometru — negativni kontroly.............c.ccceerivvrennnnn. 56



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Grafrozlozeni leukocyti pomoci bo¢niho a pfedniho rozptylu .............ceeeeee. 28
Obrazek 2 Schéma konstrukce pratokového cytometru ...........ccevvvveiiiieiiiiiciiccec, 30
Obrazek 3 Ukazka gatingu u T — lymfocytt (znaceno PE anti — CD8 a FITC anti — CD4) 31
Obrazek 4 Schéma 2DEP CYLOMELIIC .......uvviiiiieeiiiieeiiie e 34

Obrazek 5 Stanoventi titracni kiivky u aktivace basofili alergenem btizy (0,01 mg/ml) ....46
Obrazek 6 Stanoventi titracni kfivky u aktivace basofilti alergenem biizy (0,1 mg/ml) ......47
Obrazek 7 Stanoventi titracni kiivky u aktivace basofil alergenem bfizy (1 mg/ml)......... 47
Obrazek 8 Stanoventi titracni kiivky u aktivace basofil alergenem bfizy (10 mg/ml)....... 48
Obrazek 9 Stanoventi titracni kfivky u aktivace basofilti alergenem biizy (100 mg/ml) .....48

Obrazek 10 Piiklad stanoveni aktivace basofilli u pozitivniho pacienta (koncentrace — 10

111074001 ) PP PP TR 49
Obrazek 11 Priklad stanoveni aktivace basofili u negativni kontroly (koncentrace — 10
111074001 ) PP PP TR 49
Obrazek 12 Priklad vysledku méfeni na 2DEP cytometru — pozitivni pacient ................... 54

Obrazek 13 Ptiklad vysledku méfeni na 2DEP cytometru — negativni kontrola................. 55



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Pfehled nejvyznamnéj$ich CD znaktll u leukocytli.........cccooovveiiiiiiiiiiiiiicn, 22
Tabulka 2 Ptfehled nejpouzivanéjsich fluorochromuil ...........cccccveviiiiiiii i, 31
Tabulka 3 Namétené hodnoty specifickych IgE..........ccccoiiiiiiiii 46
Tabulka 4 Hodnoty AUC u pozitivnich pacientll ...........ceivvvveriirieiiiiesiiieeiiieesiee e 50
Tabulka 5 Hodnoty AUC u negativinich KONtrol............cccveiiiiiiiniieiiicicccc e 50
Tabulka 6 Hodnoty CD — sens u pozitivnich pacienttl ...........cccccvevvieiiiinieiiieneeee e 52

Tabulka 7 Hodnoty CD — sens u negativnich Kontrol............cccocoveiiiiiiiiiiincce 52



SEZNAM ZKRATEK

APC.................. antigen prezentujici bunka

AUC.................. plocha pod kiivkou

| 7. test aktivace basofili

BPI......oool propustnost zvysSujici baktericidni protein
BSA....... hovézi sérovy albumin

CD.ovviiiee cluster of differentiation, diferencia¢ni skupina
CSFS..ciiiiiian kolonie stimulujici faktor

DEP...........l. dielektroforetické

2DEP................. distribuovana dielektoforeticka cytometrie
FasL.................. transmembranovy protein typu II z rodiny TNF cytokint
FITC..........oel fluorescein isothiocyanate

fMLP................. N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin
L. interleukin

INFy..oooooiieni interferon gamma

MHC.................. hlavni histokompatibilni komplex
PBS........ceeiil. fosfatovy pufr

PE.....ccoe phycoerythrin

PIV......o ¢asticova velocimetrie

TCoviiiiiin, cytotoxické T — lymfocyty
Theoo pomocné T — lymfocyty

TSH............ tyreotropni hormon



UVOD

Bunky imunitniho systému jsou nedilnou soucasti naseho imunitniho systému, ktery
ma jako sviij hlavni tkol branit organismus proti vS§em moznym antigenim ¢i patogeniim,
se kterymi se kazdy den potkavame. Likviduje také poskozené vlastni bunky téla (nddorove).
Na imunitni systém ¢asto bohuzel ptisobi, ve vétsin€ ptipadi negativng, civilizacni vlivy,
od zivotniho stylu (sloZeni potravy, chemické latky v nasem okoli, stres) az po Zivotni pro-
stfedi, ve kterém zijeme. Jednim druhem nespravného fungovani nasi imunity jsou projevy
alergie, prehnané reakce organismu na latku, které bézné¢ nachazime ve svém okoli. Lidé
mohou byt precitlivéli na nejbéznéjsi véci, jako jsou pyly, prach ¢inékteré potraviny. Alergie
mohou mit rtizné projevy jako je alergicka ryma, svédéni, otoky oci, zizeni pridusnice ¢i
pridusek a tim naslednd dusnost. Typickym ptiznakem jsou rtuzné typy vyrazek, ekzému
nebo jinych dalSich koZnich projevi. U alergii je dulezita také jejich diagnostika. V dne$ni
dob¢ Ize vyuzit nékolik zptisobu stanoveni toho, zdali je ¢lovék na danou véc alergicky ¢i
nikoliv. Jednim z testi je tzv. kozni test, kdy se narusenim ktize aplikuje dany alergen a ¢eka
se, jestli dojde k reakci. U laboratorniho vysetfeni se spoléhame na stanoveni specifickych
IgE protilatek nebo pravé vyuzivame stanoveni testu aktivace basofilnich granulocyti.

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim testu aktivace basofili na prutokovém
cytometru u pacientl alergickych na biizu a zaroven se zde bude porovnavat toto stanoveni
testu aktivace basofilti za pouziti distribuované dielektroforetické cytometrie. Bude se za-
meétfovat na rozdily mezi metodami — jaké jsou jejich vyhody a nevyhody, vyhodnoceni vy-
sledka.

V teoretické Casti bakalarské prace obsahuje informace o vSech bunikach imunitniho
systému a imunopatologickych reakcich. Dale je zde rozebran princip, konstrukce a vlast-
nosti pritokového cytometru. Cést je vénovana i popisu distribuované dielektroforetické cy-
tometrie.

V praktické ¢asti bakalaiské prace je uvedena metodika jednotlivych analytickych
metod, a to stanoveni specifickych IgE protilatek, stanoveni testu aktivace basofilii na pri-
tokovém cytometru a popis méteni na 2DEP cytometru.

Diskuze se bude se zaméfovat na rozdily mezi zvolenymi analytickymi metodami,

jakeé jsou jejich vyhody a nevyhody, vyhodnoceni vysledki a jejich intepretace.
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TEORETICKA CAST

1 BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU

1.1 Vznik a vyvoj

Proces hematopoézy je d¢j, pfi kterém vznikaji vSechny krevni buniky z jedné za-
kladni neboli pluripotetni kmenové buiiky. Kmenova buiika je ve velmi malém mnoZzstvi
zastoupena Vv populaci bunék a nelze ji v mikroskopu rozeznat. Jeji stanoveni lze provést
pomoci specifického CD34 znaku, ktery exprimuje na svém povrchu. Kmenové buiiky se
mohou neomezen¢ délit a tento proces probiha v organismu v kostni dieni a je dulezity k za-
Jisté€ni neustalé obnovy vSech krevnich elementii. Tato burika je schopna, po stimulaci ris-
tovymi faktory, se délit a dozravat v jednotlivé bunééné linie. Mezi regulujici ristové faktory
fadime IL — 2, 3, 4,5, 6,7, 9, 11, 12, 15, erytropoetin, trombopoetin, CSFs (kolonie stimu-
lacni faktor), ¢ — kit ligand (Stem Cell Factor). Jeji déleni probihd asymetricky, aby jedna
Z dcefinych bunék opét plnila funkci kmenové buiiky a nedochazelo k jejich zaniku. Z druhé
se posléze stava multipotentni kmenova bunka. Dochazi ke vzniku dvou linii buné¢k mye-
loidnich a lymfoidnich. Z fady myeloidni vznikaji granulocyty, monocyty, makrofagy, den-
dritické bunky, vyvijeji se z ni 1 erytrocyty a krevni desticky. Z fady lymfoidni vznikaji T a
B — lymfocyty a NK bunky. (Hotejsi, a dalsi, 2017) (Jilek, 2019)

1.2 Charakteristika leukocyti

Nejdulezitéjsi casti, kterou tvofi imunitni systém, jsou bilé krvinky (leukocyty). Leu-
kocyty mizeme rozdélit dle riznych hledisek. Podle obsahu svych granul v cytoplazmé dé-
lime leukocyty na granulocyty a agranulocyty. Mezi granulocyty patii neutrofily, eosinofily,
basofily a jim podobné mastocyty. Mezi agranulocyty nasledné pak fadime lymfocyty a mo-
nocyty. Dal§im moznym hlediskem dé€leni je Clenitost jadra na laloky. Rozeznavame poly-
morfonukloeary a mononukleary, kdy do polymorfonukleard fadime neutrofily, eosinofily,
basofily a do mononukledrt patii lymfocyty a monocyty. (Hotejsi, a dalsi, 2017)

Bunky, které vychazeji z myeloidni fady, jsou hlavni soucasti imunity vrozené. V¢t-
Siny z nich je hlavni funkci €astnit se procesu fagocytdzy, coz je evolucné velmi stary déj,
pti kterém dochazi k opsonizaci a pohlceni cizorodé ¢astice, kterou nejcastéji byvaji mikro-
organismy. Déle jsou vyznamni producenti velké fady cytokinil a dal§ich riznych mediatort.

(Hoftejsi, a dalsi, 2017)
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Nejpocetnéjsi skupinu predstavuji granulocyty neutrofilni. Vice nez 90 % z nich je
ulozeno jako zasobarna v kostni dieni, kde se mohou v pfipadé potieby uvolnit a také udr-
zovat potfebny pocet v kolujici krvi. Jejich hladina se zved4 po zvySeni koncentrace cy-
tokint, které jsou uvoliovany béhem probihajiciho zanétu v organismu. Jejich pobyt v krvi
je relativné kratky. Pramérné asi 6 — 8 hodin. Pokud v organismu dochazi k zanétlivé reakci,
maji schopnost vycestovat do tkan¢, kde zanét probiha. Jsou hlavnimi zbranémi organismu
proti extracelularnim bakteriim. Jejich nejvyznamnéjsi funkci je fagocytdza. Z granulocytl
dokazi nejucinnéji pohlcovat a nasledné usmrcovat bakterie. Proces ni¢eni pohlcenych mi-
kroorganismti je zaloZen na degranulaci obsahu cytoplazmy neutrofilniho granulocytu. Ten
ve své cytoplazmé obsahuje dva druhy granul — azurofilni a specifické. Azurofilni granula
obsahuji antimikrobidlni proteiny jako je myeloperoxidéaza, lysozym, defenziny, BPI, dale
neutralni proteinazy jako elastazu, katepsin Gp, nasledné kyselé hydrolazy jako katepsin B
aD, p— D — glukoronidazu a mnoho dal$iho. Granula specificka obsahuji také antimikrobi-
alni proteiny lysozym, laktoferin, z neutrdlnich proteindz obsahuji kolagenazu a komple-
mentovy aktivator, z kyselych hydrolaz obsahuji fosfolipazu Az. Dale specificka granula ob-
sahuji CR3 a CR4, FMLP receptor a spousty dalsich slozek. Cast granul slouzi k procestim,
které se podileji na niceni patogenti. Mezi n¢€ fadime tzv. oxida¢ni vzplanuti, kdy pii aktivaci
NADPH-oxidazy vznikaji velmi reaktivni kyslikové radikaly. Pti této reakci vznika také pe-
roxid vodiku, ktery pokracuje do reakce katalyzované myeloperoxidazou a vznikaji chlor-
nanové anionty, které maji také schopnost nicit patogeny. (Hoiejsi, a dalsi, 2017) (Devels, a
dalsi, 2017) (Punt, a dalsi, 2019)

Mezi dalsi zpiisob likvidace mikroorganismii fadime proces, kdy neutrofil vypudi
¢ast svého chromatinu do extracelularniho prostoru. Jedna o specidlni druh bunécné smrti —
netozy. Na vyvrzené vlakno DNA nasledn¢ adheruji dalsi proteiny a takto pfipravena ,,past*
zachycuje a nejspiSe za pritomnosti baktericidnich latek 1 usmrcuje pfitomné mikroorga-
nismy. Tento mechanismus se oznacuje jako tzv. neutrofilova extraceluldrni past. Pfi vycer-
pani sil neutrofila pfi boji proti zdnétu hynou a jsou makrofidgy pohlceni a odstranéni.
(Devels, a dalsi, 2017)

Dalsim v pofadi v Cetnosti vyskytu granulocyti fadime granulocyty eosinofilni.
Eosinofily nalézame ve vétSiné€ ptipadl uloZené ve tkanich. Zejména tedy v kizi, gastroin-
testindlnim traktu a plicich. Cést jich koluje v periferni krvi. Spole¢nou vlastnosti s granulo-
cyty neutrofilnimi je obsah granuli ve své cytoplazmé a v ptipadé€ potieby jejich schopnost
degranulace. Eosinofil také obsahuje ve svych granulich latky potfebné k usmrceni mikro-
organismu a dale pak fadu enzymu. Jeho granula obsahuji bazické proteiny jako je eosino-

filni kationicky protein, hlavni bazicky protein a eosinofilni neurotoxin. Dale pak peroxidazu
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a histamindzu. Jejich hlavni funkci v organismu je obrana proti parazitiim a pohlcovani imu-
nitnich komplexti. (Hoftejsi, a dalsi, 2017) (Punt, a dalsi, 2019)

Nejméné zastoupenou skupinu tvofi basofilni granulocyty. Basofily koluji zejména
v periferni krvi. Jejich zakladni funkci je opét degranulace obsahu své cytoplazmy, a tim
dochazi k uvolnéni protizanétlivych molekul jako je histamin, leukotrieny a prostaglandiny.
Tato situace nastava po vazb¢ alergenu na receptor umistény na povrchu basofilu. Basofily
infiltruji tkan az po n€kolika hodinach po setkani s alergenem. (Hoftejsi, a dalsi, 2017)

Velka podobnost panuje mezi basofilnimi granulocyty a tzv. zirnymi butikami neboli
mastocyty, proto se také fadi mezi granulocyty. Na rozdil od basofild, zirné bunky se po
opusténi kostni dfené dostavaji do periferni krve a nasledné vycestuji do tkan¢. Podle toho,
kde se nalézaji a podle jejich slozeni, je délime na dva typy mastocyti — slizni¢ni a pojivove.
Pojivové nalézame predevsim v kiizi a pojivech, zatimco slizni¢ni v plicich, nosni a stfevni
sliznici. Mastocyty v organismu hraji roli v obrané pred parazity. Ucastni se spravného fun-
govani sliznic a pomahaji k fungovani metabolismu pojiva. Mastocyty maji ve své cyto-
plazmé& mnoho granuli, které obsahuji hydrolytické enzymy, heparin, chondroitinsulfat, dale
pak histamin a serotonin. Po vyliti obsahu cytoplazmy uvolnény histamin zptisobuje zvyseni
propustnosti cév a jejich rozsifeni, diky tomu se to do okolni tkan¢ dostane vice tekutiny
mastocytll je vysokoafinni Fc receptor pro IgE. Pokud je na povrchu mastocytu navazana
IgE protilatka a dojde k vazb¢ antigenu na jeho povrchu spousti to fadu signalt, kdy vysled-
kem je degranulace bunky. Latky uvolnéné z cytoplazmy mohou tak rovnou utocit na pii-
tomného parazita. Stejny princip nastava u patologického stavu, jakym je alergie, kdy takto
bunka nepiiméiené reaguje na neSkodny antigen. (Siracusa, 2013) (Devels, a dalsi, 2017)

Posledni ze skupiny leukocytt, které se diferencuji z myeloidni fady, jsou monocyty,
makrofagy a dendritické bunky. Makrofagy jsou buniky, které maji schopnost fagocytozy a
nalezneme je vicemén¢ v kazdé tkani ¢i orgdnu. Vznikaji pfeménou z monocytl pfestupem
do tkané. V zavislosti na tom, ve které tkéni se nachazeji, se od sebe rtizné makrofagy lisi, a
to jak morfologicky, tak funkci. Makrofagy jsou buiiky, které Ziji v téle dlouho a jejich hlav-
nim kol je pohlcovani bunék, které prosly buné¢nou smrti (apoptézou) a staraji se o odstra-
novani tkanového odpadu. Piikladem mohou byt naptiklad Kupfferovy bunky, které nalez-
neme V jatrech a slouzi jako bariéra pro odstranéni mikrobidlnich ¢4stic, endotoxinti ¢i jinych
Skodlivych latek. Osteoklasty jsou pfikladem vysoce specializovanych makrofagt, které se

ucastni prestavby kostni tkané, respektive degraduji kostni matrix a uvoliiuji vapnik z kosti.
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Alveolarni makrofagy zase pohlcuji vdechnuté cizorodé ¢astice, které se dostavaji do dycha-
cich cest jako je prach, alergeny atd. V nervové tkani nalézame rovnéz druh makrofagt a
nazyvame je mikroglie. (Hotejsi, a dalsi, 2017) (Jilek, 2019)

V boji se zdnétem v organismu jsou makrofagy v Cele v prvni fazi, kdy pohlcuji mi-
kroorganismy zpisobujici infekci a zaroven jsou producenti dilezitych cytokinid a dalSich
markeridl zanétu. Vyjma toho, i makrofagy dokazi produkovat latky, které jsou pro patogeny
toxické, jako jsou reaktivni kyslikové radikaly nebo oxid dusny. (Hofejsi, a dalsi, 2017)

Makrofagy miizeme rozdélit na skupiny podle toho, jak byli aktivovani na — M1 a
M2 makrofagy. M1 makrofidgy neboli klasicky aktivované makrofagy jsou siln¢ prozanét-
livé a vznikaji pod vlivem cytokinu INFy a jsou hlavnimu producenti IL — 12, ktery slouzi
ke stimulaci T — lymfocytt. M1 maji za ukol fagocytdozu odumielych bunék a likvidaci pa-
togentl. Naproti tomu pod vlivem cytokint IL — 4 vznikaji M2 makrofagy. M2 se podileji na
regeneraci tkdni a napomahaji procesu vedouci ke zhojeni, avSak na druhou stranu paradoxné
podporuji rist tumort. Jsou producenti IL — 10. (Punt, a dalsi, 2019)

Monocyty délime je na dvé subpopulace s odliSnou funkci — klasické monocyty a
neklasické monocyty. Volné v krvi se pohybuji klasické monocyty. Pokud dojde ke vzniku
infekce, v tom okamziku monocyty migruji do mista poskozeni a zaénou se ti¢astnit imunitni
reakce. Tim dojde k jejich diferenciaci na makrofagy popiipad€ na dendritické buiiky. Ne-
klasické monocyty maji obdobné funkce jako makrofagy. Pfichycuji se na sténu cévy, kde
pohlcuji odumielé endotelidlni bunky, odstranuji odpadni ¢astice a ptispivaji k udrzeni ce-
listvosti endotelii. Avsak také se UiCastni na zanétlivé reakei pti zdnétu nebo poranéni, ob-
dobn¢ jako klasické monocyty. (Hotejsi, a dalsi, 2017)

Dendritické buiiky v organismu hraji dilezitou roli v prezentaci antigenu. Jsou to
takzvané antigen prezentujici buniky (APC). Slouzi jako spojeni mezi vrozenou imunitni od-
poveédi, ktera reaguje rychle, a ziskanou imunitni odpovédi, ktera se rozviji az za n€kolik dni
po priiniku infekce. Dendritické buiiky se v téle vyskytuji jak v nezralé, tak i ve formé zralé.
Nezralé formy jsou umistény tam, kde se nachazi rozhrani mezi organismem a okolnim pro-
sttedim, jakym je pfedevsim kiize, déle pak sliznice dychacich cest ¢i gastrointesticidlniho
traktu. Dendritické builky, které se nalézaji ve sliznicich, maji schopnost ,,vysouvat® své
vybézky mezi butikami na slizniéni povrch a sbirat tam ¢astecky napft. alergent. (Kumar,
2019)

Nezralé dendritické buniky takto obvykle pohlcuji i odumielé buriky z riiznych tkéani
a dalsi jiné molekuly kolem sebe. Tyto pohlcené molekuly zpracuji a spoleéné s komplexem
MHC proteint exprimuji na sviij povrch. Takto vystavené molekuly tzv. autoantigeny roz-

poznaji T — lymfocyty, ale timto kontaktem jsou bud’ utlumeny, nebo se z nich diferencuji
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Treg (regulacni lymfocyty), které slouzi k potla¢eni imunitni odpovédi. Tim se tedy nezralé
dendritické buniky zacastiuji zachovani tolerance viici vlastnim tkanim. Kdyz naopak dojde
k tomu, ze dendriticka buika se setkd s potencidlnim nebezpecim, patogenen, dojde K jeji
aktivaci a stane se z ni zrala dendriticka bunka. Takto zrala dendriticka bunka ma zvysenou
produkci MHC proteinti, kostimula¢nich molekul (CD80, CD86) a dalSich druhti cytokinii
¢i adhezivnich molekul, které jsou nutné ke stimulaci naivnich T — lymfocyti a k jejich di-
ferenciaci v efektorové T — lymfocyty. (Kumar, 2019) (Devels, a dalsi, 2017)

Buiiky, které se naopak vyvijeji z fady lymfoidni, se podileji predevsim na ziskané
imunité. Vyjimku tvoii tzv. NK buniky jinymi slovy ,,pfirozeni zabijeci®. Jejich dominantni
schopnosti je, Ze mohou velmi rychle a bez ptedchozi stimulace napadat a likvidovat nékteré
nadorové buriky a buinky, které byli napadeny virem. Dalsi odliSnosti od ostatnich lymfocytt
Jje, Ze na svém bunécném povrchu neexprimuji Zadné antigenné specifické receptory. Diky
tomu je spiSe fadime do mechanismi vrozené imunity. AvSak disponuji podobnymi nastroji
cytotoxicity jako cytotoxické T — lymfocyty. (Hofejsi, a dalsi, 2017) (Sterzl, 2007)

T — lymfocyty, které sviij vyvoj dokoncuji v brzliku, ¢ekaji v organismu dva osudy.
Cast je diferenciovana v tzv. T — pomocné buiiky (Th), které v zavislosti na tom, pod vlivem
kterého cytokinu dozravaji, se mohou diferenciovat Thl nebo Th2 buiky. Mezi zakladni
funkci Th1l buné€k je obrana pted intraceluldrnimi parazity, kam fadime parazitujici mikro-
organismy, které vstupuji pfimo do bun¢k organismu. Piikladem mohou byt mykobakterie,
viry a nekteré dalsi mikroorganismy. Pokud dojde k napadeni organismu z vySe uvedenych
mikroorganismi, zacnou dendritické bunky pohlcovat dané patogeny a na sviij povrch vy-
stavovat jejich peptidy. Zaroven dochazi k zvySeni produkce riiznych molekul, nejvyznam-
néj8i pro diferenciaci Thl je produkce IL — 12. Obranu pted extracelularnimi mikroorga-
nismy, ale i velkymi mnohobunénymi parazity, se kromé eosinofilii, basofilti, mastocyta
podileji taktéz Th2 buiiky, které mimoto pomahaji B — lymfocytiim k tvorbé specifickych
IgE protilatek. K tomu, aby doslo k jejich dozrani, je potieba opét spolupréce s antigen pre-
zentujicimi buiikami a produkce IL — 4, ktery ziejmé nepochdzi z APC, ale produkuji ho
basofily nebo zirné burniky. Mezi dalsi dulezity interleukin patii IL — 2. O tom zdali dojde
k diferenciaci smérem k Thl nebo Th2 bunikam zavisi pravé na poméru mnozstvi mezi IL —
12 a IL — 4. Regulace, ktera probiha mezi Thl a Th2 reakei je v organismu velice podstatna.
(Ralph C. Budd, 2017) (Sterzl, 2007)

Cytotoxické T — lymfocyty rozpozndvaji buiiky napadené virem ¢i jinak abnormalné
poskozené. Jejich funkce je takto odlisné buiky znicit pfimym kontaktem nebo pomoci l4-
tek, které produkuji. Tento postup je velmi extrémni, kdy snaha cytotoxickych lymfocytt je,

co nejrychleji eliminovat zdroj infekce 1 za cenu toho, Ze miize dochazet k naruSeni okolni
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zdravé tkané. Vyvolani vzniku efektorovych cytotoxickych T — bun¢k je opét na zdklade
spoluprace s APC, kterd na sviij povrch mize vystavovat MHC . tfidy, které pohlti ze svého
okoli, nebo sama bunka mize byt infikovana napt. danym virem. Cytotoxické T — lymfocyty
maji tfi druhy mechanismii, které vyuzivaji k niceni poskozenych bunck. Jednim je obsah
cytotoxickych granul ve své cytoplazmé, které obsahuji granzymy a perforin. Obsah cyto-
plazmy se degranuluje v piitomnosti postihnuté buriky. Perforin slouzi k tvorb¢é pora v jeji
membrang, do kterych nasledné prostoupi granzymy, které pomoci aktivaci kaspaz vedou ke
spusténi apoptdzy. DalSim zplisobem navozeni apoptdzy je tzv. FasL, ktery se nachdzi na
povrchu Tc a vaze se na buniku. Navazanim na piislusny receptor dojde k navozeni apoptozy
a burika spusti proces buné¢éné smrti. Podobné jako FasL slouZi jesté lymfotoxin, ktery taktéz
indukuje navozeni bunécné smrti. (Devels, a dalsi, 2017) (Ralph C. Budd, 2017)

Malou skupinu T — lymfocytu tvoii tzv. T — regula¢ni lymfocyty. Jejich tikolem je
potlaceni aktivace a proliferace jinych efektorovych T — lymfocytl, ale uc¢inné potlacu;ji 1
funkce APC. Udrzuji homeostazu v imunitnim systému, coz znamena, Ze tlumi zanét a za-
branuji poskozovani okolni tkan¢. Hraji také roli v regulaci autoimunitnich onemocnéni a
V nadorové a post transplanta¢ni imunité. Typicka je pro n¢€ produkce transkripniho faktoru
FoxP3, ktery je dulezity pro jejich vyvoj. (Hoftejsi, a dalsi, 2017)

Zajimavou skupinu T — lymfocytt tvoii populace bun¢k produkujici IL — 17. Hraji
nezbytnou roli v obrané organismu proti infekénim extracelularnim patogentum. Podileji se
na aktivaci neutrofilti a makrofagi tim, Ze stimuluji jejich migraci do postizené tkang. Indu-
kuji produkci potiebnych cytokinii a antimikrobialnich peptidt. Populace Th17 se dava do
spojitosti s celou fadou pievazné autoimunitnich onemocnéni (napf. revmatoidni artritida).
(Hotejsi, a dalsi, 2017) (Jilek, 2019)

Mezi dalsi buriky, které vznikaji v kostni dfeni z lymfoidni linie, jsou B — lymfocyty.
Jejich vyvoj probiha v kostni dfeni, avSak uplna diferenciace probiha az po setkani s antige-
nem, kdy kone¢nym stadiem je plazmaticka burika, jejiz hlavnim tkolem je produkce proti-
latek neboli imunoglobulinii. Skladaji se z dvou téZkych a dvou lehkych fetézct. Podle typu
tézkého fetézce rozliSujeme pét tiid imunoglobulinu — 19G, IgE, IgD, IgM a IgA. (Jilek,
2019)

Imunoglobulin G je v nejvétsi mife zastoupen v krvi a je schopen piestupovat pies
placentu. Tvofise az v sekundarni fazi imunitni odpovédi. Jeho hlavni funkci je neutralizace,
opsonizace (vaze se na fagocyty) a aktivace komplementu. (Hotej$i, a dalsi, 2017)
(Bartinkova, a dalsi, 2019)

Imunoglobulin M je prvni, ktery se za¢ne tvofit po setkani s antigenem. Sekretovany

IgM se vyskytuje ve formé pentameru, coz mu dava moznost mit 10 vazebnych mist. Snadno
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aktivuje klasickou drahu komplementu, ale na rozdil od IgG se nevaze na fagocyty. (Devels,
a dalsi, 2017)

Imunoglobulin A se vyskytuje rovnéz v séru, ale hojné také na sliznicich, kde slouzi
jako jejich ochrana proti mikroorganismiim. Dale ho pak nalézame v slzach ¢i v matefském
mléce. Neslouzi k aktivaci komplementu. (Hoftejsi, a dalsi, 2017)

Imunoglobulin E se uplatiiuje pii obrané proti mnohobunéénym parazitim. Je také
hlavni pfi¢inou alergickych reakci. Imunoglobulin D se v séru nachazi jen ve velmi malych
koncentracich a jeho funkce neni zcela znama. (Hoftejsi, a dalsi, 2017)

B — lymfocyty maji na svém povrchu tzv. komplex BCR, ktery se sklada z vlastniho
povrchového imunoglobulinu a asociovanych signalizaénich molekul. (Sterzl, 2007)

Dulezitou soucasti imunitniho systému je i to, ze ¢ast B a T — lymfocytd, které se
setkali s antigenem, se méni v tzv. pamétové bunky. Ty hraji roli v opakovaném setkani se
stejnym antigenem. Mnohem dfive, rychleji a efektivnéji je zahdjena sekundarni odpovéd’

organismu a je ucinnéjsi nez odpoved primarni. (Hotejsi, a dalsi, 2017)

1.3 CD nazvoslovi

Leukocyty na svém povrchu maji nepieberné mnozstvi riznych povrchovych mole-
kul. Proto bylo zavedeno jakési CD nazvoslovi a kazda nové objevena molekula dostala
svoje oznaceni. Cislo, jaké bylo dané molekule ptifazeno, nevypovida nic o jejich vlastnos-

tech ¢i funkci. Je popséno vice nez 300 riznych CD znakt. (Hotejsi, a dalsi, 2017)

Tabulka 1 Prehled nejvyznamnéjsich CD znakii u leukocytii

Leukocyt CD znaky

B — lymfocyty CD45, CD69, CD40, CD20, CD19

T — lymfocyty CD45, CD3, CD4 (Th), CD8 (Tc), CD25
Granulocyty CD16, CD14, CD34

Monocyty CD16, CD14, CD34

NK — bunky CD45, CD26, CD56

Znaky aktivace CD25, CD69, HLA — Dr, FasL

Zdroj dat: https://www.jimmunol.org/content/195/10/4555
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2 IMUNOPATOLOGICKE REAKCE

2.1 Charakteristika

Pfi imunopatologickych reakcich mize v organismu dochazet k poSkozeni orga-
nismu s riiznou zavaznosti. Spousté¢em mohou byt nepfimétené reakce organismu na ne-
Skodny antigen (alergie) nebo jako disledek obranné reakce proti nebezpecnym patogentim.
Pfi reakci organismu na vlastni autoantigeny mluvime o autoimunitni reakci. Imunopatolo-
gické reakce se daji zaradit do ¢tyi skupin a to podle klasické klasifikace dle Coombsa a
Gella. Rozdélujeme je tedy na imunopatologickou reakci typu I, 11, 111 a V. (Marshall, 2018)
(Jilek, 2019)

2.2 Imunopatologicka reakce typu .

Imunopatologicka reakce typu I. je nejcastéjsi typ, ktery je spojen s produkci IgE
protilatek proti n€kterym antigeniim z béZného prostiedi. Typickym piikladem takového an-
tigenu mohou byt zrna pyll, antigeny potravin, zvifeci srsti ¢i roztocl. Na tyto viceméné
béZné antigeny citlivy jedinci mohou zacit produkovat jiz vySe zminéné IgE protilatky. Tyto
lidé jsou nazyvani atopici a jejich piecitlivélost jako atopie. Atopie je tedy genetické predis-
pozice pro tvorbu protilatek s rizikem vzniku alergie. V prvni fazi dochazi k senzibilizaci
jedince a to pii prvnim setkani s antigenem potazmo alergenem. Tato reakce se velmi podoba
té, kdy se organismus setkdva s mnohobunéénym parazitem a za¢ne stimulovat pod vlivem
cytokinti tvorbu Th2 lymfocytd. Nasleduje diferenciace B — lymfocytd v plazmatické bunky
za pomoci Th2 (produkuji IL — 4, IL — 5) a zac¢inaji produkovat IgE protilatky. Vzniklé pro-
tilatky se prostfednictvim vysokoafinniho receptoru Fc vazou na basofily a zirné bunky.
K vyplaveni mediatort obsazenych v granulich basofilii nebo Zirnych bun¢k dochazi po opé-

tovném setkani organismu s alergenem. (Marshall, 2018)

2.3 Imunopatologicka reakce typu Il.

Imunopatologické reakce typu II. je zaloZena na cytotoxickych protilatkach IgG a
IgM, které¢ se vazi na povrch vlastnich bunék a mohou diky tomu aktivovat komplement
nebo zapticinit reakci typu ADCC (na protilatkach zaloZend bunécné cytotoxicita). Leukocyt
vybaven na svém povrchu Fc receptorem rozpozna buiiku s navazanymi protilatkami a
svymi cytotoxickymi mechanismy se ji bude snazit zlikvidovat. Typickym piikladem je
transfuzni rekce po podani inkompatibilni krevni transfize. Na povrchu erytrocytu je fada
antigenl a mezi ty nejvyrazngjsi patii antigeny krevnich skupin. RozliSujeme antigeny urcu-

jici krevni skupinu 0, A a B. V séru jedince krevni skupiny 0 koluji protilatky anti — A i anti
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— B. Zatimco u jedince s krevni skupinou A koluji ptirozen¢ pouze protilatky anti — B. U
jedince s krevni skupinou B je to naopak a u ¢lovéka s krevni skupinou AB v séru zadné
protilatky nejsou. Pokud dojde k podani inkompatibilni krevni transfuze, na podané erytro-
cyty se navazi v séru pritomné protilatky, které zaktivuji komplement, a nastane hemolyza.
(Marshall, 2018)

Dalsim ptikladem imunopatologické reakce II. typu je hemolytickd nemoc novoro-
Zenc, kterd je zpisobena protilatkami proti antigenu RhD. Tato situace nastava, kdy t€hotna
Zena je RhD"a jeji plod je RhD™. Ptiporodu dojde k imunizaci matky, ktera si nisledné zaéne
tvofit anti — D protilatky. To ma vyznam pii druhém t&hotenstvi, kdy opét ¢eka RhD* plod.
Vytvotené protilatky pii prvnim porodu mohou prochazet pies placentu a poSkozovat tak
krvinky plodu v déloze. (Devels, a dalsi, 2017)

Cytotoxické protilatky ale také hraji roli u orgénové specifickych autoimunitnich
chorob. Autoimunitni reakce je cilené mifena na urCitou skupinu bunék nebo tkan. Télo si
tak tvofi protilatky proti vlastnim erytrocytim, neutrofilim, trombocytim nebo bazalnim
membranam glomeruld atd. (Marshall, 2018) (Devels, a dalsi, 2017)

Existuje podtyp imunopatologickych reakci typu II., kdy vzniklé autoprotilatky mo-
hou blokovat ¢i stimulovat funkci danych bun€k nebo tkéani. Ptikladem mutze byt Graves —
Basedowova choroba, kdy si organismus tvofi stimulaéni protilatky proti receptoru pro hor-
mon TSH, dochdazi tak ke zvySené produkci hormonti §titné zlazy a z toho plynoucich kom-
plikaci. Pfi vytvoreni blokujicich protilatek proti acetylcholinovému receptoru dojde k blo-
kaci nervosvalovéhu pienosu a toto onemocnéni nazyvame myasthenia gravis. U perniciézni
anémie zase dochazi k produkci protilatek proti vnitinimu faktoru, diky kterému je vstieba-
van vitamin Biz, kterého je nasledné nedostatek a tim dojde k rozvoji anémie. U poruch
plodnosti u zen mohou byt na viné protilatky mifené proti oocytim a u muzi se mohou
naopak tvofit protilatky proti vlastnim spermiim a tim jim snizovat jejich hybnost. Protilatky
proti koagula¢nimu faktoru FVII maji zase za nasledek vznik krvacivého onemocnéni — he-

mofilie (konkrétné typu A). (Marshall, 2018)

2.4 Imunopatologicka reakce typu Ill.

Imunopatologicka reakce typu IIl. je zaloZena na tvorbé imunokomplext. Je vyvo-
lana protilatkami IgG, které po vazbé na antigen tvoii imunokomplexy. Imunokomplexy se
navazina Fc receptory fagocyti, které je eliminuji. Druhou moZnosti je, Ze aktivuji komple-
ment, ktery zapo¢ne kaskadu reakci. Pokud jich v organismu vznika vét§i mnoZstvi, zacnou

se ukladat do tkani. Patologickd imunokomplexova reakce vzniké tehdy, je-li davka antigenu
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velika nebo antigen v organismu pietrvava. Reakce vznika az po 7 — 14 dni po vystaveni
antigenu. Imunokomplexy se usazuji velmi ¢asto v ledvinach, dale na povrchu endotelii ¢i
V kloubnich synovii. V ledvinach tyto imunokomplexy mohou zptisobovat glomeruloneftri-
tidy, v cévnich sténach se mohou objevovat vaskulitidy a v kloubnim mazu pak artritidy.
(Punt, a dalsi, 2019)

Piikladem je sérova nemoc, ktera muze nastat po terapeutické aplikaci xenogenniho
séra (pf. podani antiséra proti hadimu jedu). Klinickymi projevy je kopfivka, artralgie, myal-
gie, edém ¢i teplota. Tzv. farmarska plice vznika ukladanim imunokomplext do plic, kdy se
v organismu vytvortily 1gG protilatky proti inhala¢nim antigenim (plisné, seno). Kdyz se
vytvoii protilatky proti jadernym antigentim, hovofime o systémovém lupusu erythema-
todes, pfi kterém dochazi k poskozeni mnoha zivotné dtlezitych organti. U vnimavych je-
dinctt mize dochazet k imunokomplexovym poskozenim v disledku prodélani néjaké in-
fek¢ni choroby. Piikladem mulze byt poststrepotokokova glomerulonefritida, revmatoidni

artritidy ¢i postinfekéni artritidy. (Punt, a dalsi, 2019)

2.5 Imunopatologicka reakce typu V.

Imunopatologicka reakce typu IV. se da jinak pojmenovat jako reakce oddalené¢ho
typu. Jedna se o lokalni reakci zptisobenou lymfocyty Thl a monocyty, potazmo tedy mak-
rofagy. Tato reakce fyziologicky slouzi k odstranéni intracelularnich parazitii za pomoci
makrofagii. Pii prvnim setkani organismu s antigenem vzniknou antigenné specifické Thl
lymfocyty. Cast se zméni v buiiky pamétové. Pokud naslednd dojde k opétovnému kontaktu
a antigenem tak za 24 — 72 hodin vznika lokalni reakce a vznika tzv. granulom (doslo k in-
filtraci Th1 bunkami a makrofagy). Pokud je stimulace déletrvajici, mohou se makrofagy
meénit na mnohojaderna syncytia (obrovské bunky). (Hoiejsi, a dalsi, 2017)

Piecitlivélost oddaleného typu je principem tuberkulinové reakce, kdy se timto tes-
tem d4 zjistit stav imunity proti tuberkuléze. U onemocnéni sarkoid6za nékteré neznamé
autoantigeny zpusobuji tvorbu granulomu. Roztrousend skler6za, jako vazna demyelizac¢ni
autoimunitni choroba, je typicka infiltraci Thl s tvorbou interferonu y. (Hofejsi, a dalsi,
2017) (Devels, a dalsi, 2017)

Reakce oddaleného typu je obdobnd jako reakce bun&cné cytotoxicka. Kromé Thl
bunék se do reakce zapojuji i dalsi efektorové T — lymfocyty a to predev§im cytotoxické
(CD8+). Vyznam hraji u virovych exantému a u akutnich rejekei transplantovanych organt.

(Hoftejsi, a dalsi, 2017) (Marshall, 2018)
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2.6 Alergie a atopie

Terminy alergie a atopie se v dnesni dob¢ ¢asto zaménuji, ackoliv se jedna o rozdilné
pojmy. ,,Atopie je pojem vyjadrujici dedicné podmineny sklon ke vzniku imunologické pre-
citlivélosti casného typu zprostiedkované protilatkami IgE. “ (Sterzl, 2007) Zatimco o alergii
se da hovofit jako o fenotypickém projevu atopie. (Sterzl, 2007)

Pokud se organismus setkd s alergenem, dochazi k navazani na molekulu imunoglo-
bulinu E na jeho specifické vazebné misto, tim dojde k aktivaci bun¢k (zejména eozinofily,
basofily, mastocyty), které nasledn¢ zacnou uvoliovat spektrum riznych mediatori. Nejvy-
znamng&j$im produktem je histamin, ktery je uz obsazen v jejich cytoplazmé. Dale dochéazi
k dalsim syntézam jako aktivac¢nich produktti metabolismu kyseliny arachidonové, nasledné
pak leukotrienti a prostaglandini. Jejich pisobenim dochazi k rozsiteni cév, zvySeni pro-
pustnosti cévni stény a smrsténi hladké svaloviny. Pfiznaky alergii pravé vychazeji z téchto

ucinkt mediatord. (Barttinkova, a dalsi, 2019) (Siracusa, 2013)

26



3 PRUTOKOVY CYTOMETR

Cytometrie je proces, ve kterém jsou méteny fyzikalni a/nebo chemické vlastnosti
jednotlivych buné€k, nebo dalSich biologickych ¢i nebiologickych Castic, které maji zhruba
stejnou velikost. V pratokové cytometrii se méfeni provadi tak, Ze bunky nebo ¢astice pro-
chazeji méficim zatizeni, pritokovym cytometrem, v proudu tekutiny. Pritokové cytometry
vyuzivaji jako zdroje svétla lasery a to jak k produkci rozptylenych, tak fluorescenénich své-
telnych signalli. Tyto signaly jsou posléze zachytavany na detektorech, kterymi byvaji foto-
diody nebo fotonasobice. Signaly jsou pievadény na elektronické signaly, kterou jsou ana-
lyzovany v pocitaci v prislusném softwaru. Populace buné¢k mohou byt analyzovany na za-
klad¢ jejich fluorescen¢nich nebo rozptylovych charakteristik. V prutokovém cytometru se
vyuziva cela fada fluorescencnich znaceni. Patii mezi né¢ fluorescencné znacené konjugo-
vané protilatky, barviva vazajici DNA, barviva Zivotaschopnosti, iontova indikatorova bar-
viva a fluorescen¢ni expresni proteiny. (McKinnon, 2018) (Shapiro, 2003)

Pratokovy cytometr je vykonny analyzator, ktery naléza uplatnéni v mnoha oborech
jako imunologie, molekularni biologie, bakteriologie, virologie apod. Béhem poslednich 30
let doSlo k vyraznému pokroku, cozZ umoZziuje moznosti rozvoje studia imunitniho systému

a dalSich oblasti buné¢né biologie. (McKinnon, 2018) (Lima, 2020)

3.1 Princip stanoveni na priitokovém cytometru

Princip analyzy na pratokovém cytometru spociva v interakci castic a zafeni. Do-
chazi zde k tfidéni jednotlivych populaci bun¢k heterogenni smési v biologickém materialu
pomoci pouziti laserti. Toto déleni probiha na zakladé dvou moznosti méfeni a to bud’ fyzi-
kalnich, nebo chemickych. Fyzikalni méfeni vlastnosti miizeme rozdélit jako méteni pied-
niho rozptylu (forward scatter) a bo¢niho rozptylu (side scatter). Méieni predniho rozptylu
se vyuziva pro odhad velikosti bun€k prochazejicim kandlem. Dokaze rozlisit zivé buiky od
téch mrtvych (apoptické buriky, bunééné fragmenty). O tom jakou vnitini strukturu méa dana
burika (napt. obsah granul, buné¢nych inkluzi), nas informuje rozptyl bo¢ni. Paprsek dopada
na buiiku pod 90° thlem a rozliSuje ndm tak hlavné lymfocyty (neobsahuji vesmés granula)
a granulocyty, které maji granule ve své cytoplazmé hojné zastoupena. (Jahan-Tigh, a dalsi,
2012)

Chemické méteni vyuZziva principu fluorescence, pii které se vyuzivaji monoklonalni
protilatky konjugované s fluorochromy. Buiika je oznacena pomoci vazby antigen — proti-
latka. Mezi nej€astéji vyuzivané fluochromy fadime fluoresceinisothiocyanate (FITC), phy-

coerythrin (PE) a mnoho dalsich. (Jahan-Tigh, a dalsi, 2012)
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Obrazek 1 Graf rozlozeni leukocytii pomoci bocniho a predniho rozptylu
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Zdroj:https://www.miltenyibiotec.com/US-en/resources/macs-handbook/macs-technolo-

gies/flow-cytometry/flow-cytometry-basics.html#gref

3.2 Konstrukce pritokového cytometru

Zakladni ¢asti, ze kterych se sklada pratokovy cytometr, tvofi tii systémy — fluidika,
optika a elektronika. Fluidni systém zahrnuje pratokovou komoru, do které je vsttikovana
tekutina vzorku. VétSina modernich optickych prutokovych cytometri vyuziva principu
hydrodynamické fokusace, ktera zajistuje usmérnéni proudéni bunék kandlem fazenych
jedna za druhou. Timto je zajisténo, Ze tok tekutiny vzorku se pohybuje laminarné a je zlep-
Sena presnost, s jakou muze byt vzorek snimadm optickou ¢asti cytometru. Stabilni, neome-
zeny tok minimalizuje zmény polohy a rychlosti hlavniho proudu. Pokud by zde nastala si-
tuace, Ze tok by byl nestabilni ¢i turbulentni, coz mtize byt zapti¢eno naptiklad né¢jakou blo-
kaci ¢i jinym divodem, tak toto méfeni se stava nepiesné. Proto je nutno, aby ptistroj udr-
zoval laminérni pritok a rychlost fluidnim systémem, coz ndm zajisti spravné a presné vy-
sledky. (McKinnon, 2018) (Shapiro, 2003)

Opticky systém pritokového cytometru se sklada z excitacni optiky a sbérné optiky.
Z technického hlediska je pritokovy cytometr zatizeni schopné detekovat fotony raznych
vlnovych délek ve vysokém dynamickém rozsahu. Pro dosaZeni vysokého dynamického roz-
sahu je nutné peclivé navrzeni optiky a detekce signalti. Soucasti optického systému jsou
cocky, které v pritokovém cytometru slouZzi ke sbéru svétla odrazeného z pozadované buiky
pouze z mista, ze které¢ho sbér svétla potfebujeme. Dale se vyuzivaji k tomu, aby mohlo

dojit k nasmérovani svétla na detektory. Pritokovy cytometr vyuziva sbérné a kolimac¢ni
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cocky. Sbérné cocky se pouzivaji k zaostteni svétla z bodu na konec optického vlakna nebo
kolimaéni Cocky. Nekteré piistroje vyuzivaji opticka vldkna pro nasmérovani detekovaného
toku svétla k detektortim, které jsou nainstalovany v osmitthelniku. V tomto piipadé je koli-
macni coCka umisténa na druhém konci optického vldkna, a tim je zajisténo to, ze je veskeré
svétlo vedeno rovnobézné osmiuhelnikem. Uvniti osmithelniku je pred kazdym detektorem
umisténa dalsi kolimaéni ¢ocka pro zaostieni paralelniho svétla dopadajiciho na detektor. U
pristroji, které optické vlakno nemaji, je paralelni svétlo smétovano ,,optickou lavici® a na-
sledn¢ zaostteno na detektor kolima¢ni ¢ockou. Fotodetektory, které se vyuzivaji v pratoko-
vych cytometrech jsou spektralné Sirokopasmové, a proto nemohou detekovat signal, ktery
je vyhradné ze specifickych vinovych délek, a tedy specifickych markerti. Pravé proto je
tteba pouziti optickych filtrii ke zvyseni specificnosti. Kromé optickych filtri se vyuzivaji i
dichroicka zrcadla. Optické filtry v prutokovém cytometru slouzi k propousténi svétla pouze
V urcitém spektralnim rozsahu. VyuZzivaji se filtry pasmové, short pass filtry a long pass fil-
try. Short pass filtry propoustéji vinové délky, které jsou niz§i nez specifickd vinova délka.
Long pass filtry naopak propoustéji vinové délky delSi nez je konkrétni vinova délka.
Pasmovy filtr slouzi k propousténi specifickych vinovych délek pro zvoleny fluorochrom,
proto pouziti konkrétniho filtru souvisi s emisni vinovou délkou pouzivaného fluorochromu.
Nezbytnou soucasti pritokového cytometru jsou také lasery. Laser je svételny zdroj kohe-
rentniho svétla, ktery umoziuje vysilat vysokou hustotu fotont do urcitého bodu a to slouzi
k efektnimu pienosu energie do fluorochromu. Lasery pouzivané pro pritokovou cytometrii
jsou hlavné vzduchem chlazené argonové lasery (pro modrou oblast spektra), helium — neo-
novy laser (Cervena oblast spektra) nebo UV laser a dalsi. Jak jich bylo vySe zminé€no, sou-
Casti konstrukce priatokového cytometru jsou i fotodetektory. PouZivaji se fotodiody a foto-
katody. (Cossarizza, a dalsi, 2017) (Shapiro, 2003)

Vysledkem méteni na pratokovém cytometru jsou signaly, které je tfteba prevést na
elektrické impulsy. Tyto impulsy jsou nasledné pomoci softwaru v pocitaci zpracovavany.
Graficky je pak vysledek vyjadien bud’ pomoci jednoparametrového histogramu (osa x —
intenzita signdlu, osa y — ¢etnost) nebo dvouparametrové a to nazyvame dot ploty. Metodou
gatovani si pak z grafu lze vybirat danou populaci, kterou analyzujeme. (Cossarizza, a dalsi,
2017) (Lima, 2020)
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Obrazek 2 Schéma konstrukce priitokového cytometru
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Zdroj: https://www.bosterbio.com/media/images/The_Flow_Cytometer.jpg

3.3 Znaceni fluorescenénimi monoklonalnimi protilatkami

Monoklonélni protilatky jsou neocenitelnou soucasti prutokové cytometrie. Jejich
objev pfinesl vyznamny posun a neomezeny piisun vysoce specifickych protilatek a drama-
ticky vyvoj této metody ovlivnil. Monoklonalni protilatky jsou produkty B — lymfocyta, re-
spektive uméle vytvorenych hybridomu, které vznikly fuzi B — lymfocytu (z imunizovanych
zvitat) a linie myelomovych bunék. Z kultury se vyseparuji hybridomy, které produku;ji po-
zadovanou specifickou monoklonalni protilatku. Takto ptipravené protilatky lze vyuzit na
analytické ucely, diagnostické ¢i dokonce terapeutické. (BD Biosciences, 2014)

Pro vyuzZiti v pritokové cytometrii se na monoklonélni protilatky vazou fluorescen-
¢ni barviva, kterd po excitaci laserem emituji fluorescencni zafeni. Vétsina bunék pfirozend
zadné fluorescencni zafeni nevyzartuji, ale pokud se na buiiku navéaze fluorescencné znacena
monoklondlni protilatka, které je pfimo mifena na nékterou strukturu bunky, tak pti pri-
chodu kandlem v analyzatoru, kde buniku 0zéfi laser, nasledné za¢ne fluorochrom emitovat
specifické zareni. Kazdy fluorochrom se od sebe bude odlisovat tim, jaké zafeni bude vyza-
fovat. Tyto odliSnosti mezi riznymi fluorochromy usnadiiuje rozliSeni mezi jednotlivymi
populacemi bunék nebo riznymi bunéénymi aktivitami. U fluorochromti dochazi ke Sto-

kesovu posunu, coz je rozdil mezi excitacni vinovou délkou a vinovou délkou emitovanou.
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Je vhodné je volit tak, aby se jejich absorpéni maximum blizilo vinovym délkdm u pouzitych

laserti. (BD Biosciences, 2014)

Tabulka 2 Prehled nejpouzivanéjsich fluorochromii

Flurochrom Excita¢ni vinova délka [nm] | Emitovana vinova délka [nm]
FITC 495 520
Phycoerythrin (PE) 565 575
Pacific Blue 405 455
Allophycocyanin (APC) 650 660
PE-Cy5 565 670
Alexa 568 568 605
Alexa 680 680 700

Zdroj dat: https://www.sinobiological.com/category/fcm-facs-fluorochrome-selection

Obrazek 3 Ukdzka gatingu u T — lymfocytii (znaceno PE anti — CD8 a FITC anti — CD4)
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Zdroj: https://www.mblbio.com/bio/g/support/method/conjugated.html (upraveno)
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4 UPLATNENIi PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Prutokova cytometrie je metoda, ktera se rychle vyviji a potencial vyuziti je velice
$iroky a rozmanity napii¢ riiznymi obory. (Rihova, 2016)

Nejvétsi uplatnéni naléza v Klinické imunologii, kde se vyuZziva ke stanoveni jednot-
livych bunéénych populaci, zjisténi stavu imunity (imunodeficienci, monitorace autoimunit-
nich chorob), k funk¢énim testim (pi. aktivace basofilnich granulocytt, testu oxida¢niho
vzplanuti), celkového stavu T — lymfocytd — absolutni i relativni po¢ty pomocnych T — lym-
focytd, cytotoxickych T — lymfocytd, supresorovych T — lymfocyti, dale pak B — lymfocytt
nezralych nebo aktivovanych, NK buiky, lze vySetfovat i trombocyty (pf. aktivované). Sta-
novuji se i autoprotilatky proti leukocytiim, erytrocytim nebo trombocytim. (Rihova, 2016)

Uplatnéni naléza také v oboru hematoonkologie, kdy se pomoci imunofenotypizace
diferencidlné diagnostikuji leukémie (rozliSeni akutni lymfoblastické a myeloidni leukemie),
lymfomy nebo zda nedochazi u onemocnéni k remisi ¢i relapsu. Diferencialni diagnostika
hematologickych malignit vyplyva ze znalosti exprese povrchovych znaki i1 téch ulozenych
intracelularné v buiikach v pribéhu jejich diferenciace. Tim vznika moznost odhaleni pfi-
tomnosti patologickych bunék, které maji odlisny fenotyp, a lze urcit, z jaké linie bunky
pochézeji (lymfoidni, myeloidni, monocytarni...). (Rihova, 2016) (Syunsuke, a dal$i, 2020)

Priitokovou cytometrii Ize také vyuzit na analyzu DNA ¢i RNA. Je mozno stanovit
diagnézu i u jinych onemocnéni jako je napiiklad hereditarni sférocytdza ¢i paroxysmalni
no¢ni hemoglobinurie. Uziti priitokové cytometrie mize spocCivat také v analyze nejen bunék

lidskych, ale také Zivo¢isnych &i dokonce rostlinnych. (Rihova, 2016) (Lima, 2020)
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5 USKALI PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Kazd4 analytickd metoda ma svoje uskali, vyhody a nevyhody. U prutokové cytome-
trie tomu neni jinak. Pfednost této metody tkvi v tom, jak rychle dokaze analyzovat jednot-
livé ¢astice vzorku a zaroven jsme schopni ziskat i1 velké mnozstvi dat. Vyhodou je, Ze tyto
informace ziskame za relativné kratkou dobu. Analyza ve vétSin€ piipadu zabere par minut.
U vzorki také mizeme analyzovat i vice markerti soucasn¢, coz také usnadiiuje nasledné
hodnoceni vysledkt. Priutokovou cytometrii miizeme stanovovat nejen povrchové znaky na
buiikéach, ale také intracelularni markery. Analyza mize byt kvantitativni, ale i kvalitativni.
Vyhodu lze shledat i v tom, Ze samotna piiprava vzorku na stanoveni nebyva nikterak na-
ro¢na ¢i zdlouhava. Co v klinické praxi nemiva takovy vyznam je mozZnost tfidéni bunék,
ktera je velkou vyhodou a vyuziva se spiSe pro védecké ucely. (Jahan-Tigh, a dalsi, 2012)
(Rihova, 2016)

Nevyhodou u priatokovych cytometra je predev§im potizovaci cena piistroji, ktera
sahd velmi vysoko. Samotné pouZivani monoklondlni protilatek je zna¢né finanéné€ na-
kladné. K sestaveni analyzy a k samotné analyze a vyhodnoceni vysledkt je také tieba vy-
skoleny personal, ktery spravné data z analyzatoru zpracuje, coz se vzhledem k mnozstvi dat
muze nékdy jevit jako obtizné. Mlize také nastavat situace, kdy je slozité rozlisit a analyzovat
vice fluorochromii najednou a musi se provadét tzv. kompenzace, kterd vyzaduje urcitou

znalost obsluhy. (Jahan-Tigh, a dalsi, 2012) (Rihova, 2016)
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6 DISTRIBUOVANA DIELEKTROFORETICKA CYTOME-
TRIE (2DEP)

Distribuovana dielektroforeticka cytometrie je nové vyvijejici se lab-on-chip me-
toda, kdy méteni probihd na mikrofluidnim Cipu, kde se na dn¢ kanalu nachazi interdigitalni
elektrodové pole. Metoda je zaloZena na principu vertikalniho prenosu bun¢k indukovanych
dielektroforézou (DEP) ve spojeni s velocimetrii obrazk ¢astic (PIV). Buiiky, které procha-
zeji timto kanalem, jsou ovliviiovany sedimentac¢nimi silami a zaroven proti nim ptsobi tzv.
DEP sily, které ptisobi bud’ proti sedimentaci, nebo naopak sedimentaci podporuji ¢i nikterak
neovliviiuji. Toto zavisi na dielektrickych podpisech bunék, které jsou ovlivnény vyskou, ve
které se buniky v kanalu ustéli. Bunky, které jsou v kanalu a ptisobi na né¢ nejednotné elek-
trické pole, vykazuji specifickou DEP reakci. Rozdily mezi DE podpisech bunék zavisi na

jejich strukturalnich a dielektrickych vlastnostech. (Fikar, 2018)

Obrazek 4 Schéma 2DEP cytometrie
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Zdroj: https://link.springer.com/article/10.1007/s10544-017-0253-5/figures/8
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PRAKTICKA CAST
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7 CIL A UKOLY PRACE

Cilem této bakalaiské prace je porovnat metodu 2DEP s méfenim na pratokovém
cytometru. Metody budou porovnany z hlediska naro¢nosti pripravy vzorku a rozdilnosti ve
zpracovani. Hodnotit budu také metody detekce aktivace basofilnich granulocytt a jaka je
naro¢nost interpretace vysledki. Budu se zamétovat na to, zdali by do budoucna byla moz-
nost 2DEP cytometrii vyuZzit v rutinni praxi, tak jako je tomu doposud s prutokovym cyto-

metrem.
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8 VYZKUMNE OTAZKY

1. Jaké jsou rozdily ve zpracovani biologického materidlu pro stanoveni aktivace bun¢k po-

moci metody 2DEP a metody vyuZzivajici pritokovou cytometrii?

2. Jaké jsou rozdily ve vysledcich a jejich hodnoceni pro stanoveni aktivace bun¢k pomoci

metody 2DEP a metody vyuzivajici pritokovou cytometrii?

3. Jaké jsou rozdily v interpretaci dat pro stanoveni aktivace bun¢k pomoci metody 2DEP a

metody vyuzivajici priitokovou cytometrii?

4. Jaka jsou omezeni pro zvolené analytické metody (2DEP a priitokova cytometrie)?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Vyzkum probihal celkové na 20 vzorcich pIlné krve. Plna krev byla odebirana do
zkumavky s heparinem. Ze vzorki pIné krve jsme separovali ¢istou bunéénou kulturu baso-
filnich granulocytt, ktera byla nasledné pouzita na analyzu na 2DEP cytometru a ¢ast vzorku
plné krve byla vyuzita na analyzu na pratokovém cytometru. Pifed samotnym vyzkumem
jsme provedli ovéteni na ptitomnost specifickych IgE proti alergenu btizy, ze kterych bylo
10 pacienti pozitivnich a 10 negativnich. Z divodu zavadéni metody na 2DEP cytometru,

nastavovani potiebnych hodnot, bylo pouzito 6 pozitivnich pacientd a 4 negativni kontroly.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Stanoveni specifickych IgE
Princip metody

Imunoanalyza je zalozena na chemiluminiscen¢ni detekci, kdy se jedna o dvoukro-
kovou metodu imunochemické reakce v pevné fazi, ktera vyuziva pevnou fazi ve forme ku-
licky a ve své kapalné podobé jsou zde pouzity alergeny ¢i smési alergent, které jsou nava-
zany na rozpustnou matrici, ktera je znacena ligandem. Pouzitim aminokyselinového kopo-
lymeru se zvySuje pocet alergend, které mize matrice pojmout. Kuli¢ky jsou dale potazeny
antiligandem.

V prvni fazi se pacientské sérum inkubuje s ligandem, ktery je znaceny specifickym
alergenem a kuli¢kou po dobu 30 minut. Dochazi zde k navazani specifickych IgE protilatek
ze vzorku pacienta s ligandem znaceny alergenem, ktery se posléze navaze na antiligand na
kuli¢ce. Dale je tfeba odmytim odstranit nenavazany vzorek.

Ve fazi druhé se do zkumavky, ve které probiha reakce, ptfidava enzym (alkalicka
fosfatdza) konjugovany s monoklondlni protilatkou proti lidskému IgE. Tato smés je dalSich
30 min inkubovéna. Enzymem konjugovana monoklondlni protilatka proti lidskému IgE se
navaze na imobilizovany IgE. Nenavazany zbytek smési se odstrafiuje centrifugaCnim pro-
mytim.

V posledni fazi se do zkumavky obsahujici kuli¢ku ptidava substrat a ten se vzhle-
dem k ptitomnosti enzymu alkalické fosfatazy (je vazana na kulicce) defosforyluje. Vznika
tak nestabilni meziprodukt, ktery se rozklada a dochazi k vyzafeni fotonu. Mnozstvi téchto
vyzéatrenych fotont je pfimo umérné mnozstvi enzymu, ktery byl navazan na kulickach. De-
tekce probihda pomoci luminometru.

Biologicky material

e sérum ze srazlivé plné krve (s obsahem separa¢niho gelu)

Pomiicky

e rukavice, pracovni protokol

Reagencie
e diagnosticka souprava 3gAllergy™ Specific IgE Universal Kit (Siemens, UK) —
specifické IgE zasobniky s kuli¢kami, specifické IgE reagencie, specifické IgE ka-
libratory (adjustory), specifické IgE protilatka proti kalibratoru, specifické IgE kon-
troly z univerzalni soupravy, specifické IgE protilatka proti kontrole, specifické aler-
geny a smiSené panely alergenti
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= spotiebni materidl — chemiluminiscencni substrat, promyvaci roztok, Cistici roz-

tok na jehly
Pristroje a analyzatory

e Immulite® 2000 XPi (Siemens, USA)
e centrifuga Rotina 46 (Hettich, Némecko)

Postup

Pted vlastni analyzou vzorkt jsme provedli denni udrzbu pftistroje. Zkontrolovali se,
zdali je dostatek vSech potfebnych reagencii a spotifebniho materialu v analyzatoru. Dale
jsme provedli méfeni kontrolnich materialti, které se svymi hodnotami musi pohybovat
vV rozmezi dané vyrobcem. Nasledné jsme spustili méfeni v analyzatoru. Do analyzatoru se
vklada ve stojanku zkumavka s barcodem, ktery obsahuje informace o pacientovi a daném
stanoveni. Je tfeba dbat na dostate¢né mnozstvim séra, jestli neobsahuje srazeniny, které by

naruSilo méfeni. Po analyze jsme zhodnotili namétené vysledky.

10.2 Separace a kultivace basofilnich granulocyti
Princip metody

Principem metody separace pomoci magnetickych kuli¢ek je vyuziti negativni se-
lekce basofilnich granulocytii, kdy vSechny ostatni leukocyty jsou oznaceny smési biotinu
konjugovaného s monoklonédlnimi protilatkami a nasledn€ jsou na to navazany magnetické
kulicky s anti — biotinem. Tato vazba zpusobuje zadrZeni v§ech ostatnich bunék v magne-

tické kolonce a pouze basofily jsou kolonkou separovany do zkumavky.

Biologicky material

e plna nesrazliva krev (obsahuje heparinat)

Pomiicky

e zkumavky (15ml)

e Pausterovy pipety

e pipety (objem 10 pl, 50 pul, 100 ul, 1000 pl)

e magnetické LS kolony a magneticky stojan (Miltenyi Biotec Inc., USA)

Reagencie

e Ficoll — Paque™ PREMIUM (GE Healthcare, Svédsko)

e RPMI 1640 (Biosera, Francie)

e Basophil Isolation Kit Il, human (Miltenyi Biotec Inc., USA) — FcR Blocking reagent,
Basophil biotin — antibody coctail, Anti — biotin MicroBeads
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e Interleukin — 3, human (MiliporeSigma, USA)

Pristroje a analyzatory
e centrifuga Rotina 46 (Hettich, Némecko)
e lednice

e laminarni box (Esco Technologies, Inc., USA)

Postup

Do laminarniho boxu jsme si piipravili vSechny pottebné pomicky potiebné k pro-
vedeni separace — 15ml zkumavky, 50ml zkumavky, Ficoll — Paque, RPMI a Basophil Iso-
lation Kit Il atd. 15ml zkumavky jsme si pomoci jehly naplnili po prvni vyzna¢enou rysku
gelem Ficoll — Paque. Takto pfipravené zkumavky jsme oznacili ¢islem, pod kterym byl
uveden pacient. Vzorky krve pacienti jsme v odebranych zkumavkach mirné¢ promichali a
vSechen jejich obsah jsme premistili do 50ml zkumavky. Krev v 50ml zkumavce jsme poté
pomoci média RPMI natedili v poméru 1:1. Obsah zkumavky jsme promichali a pomoci
Pausterovy pipety jsme naifedénou krev opatrné a po stén¢ prevrstvovali gel, ktery jsme méli
ptipraveny v 15ml zkumavkach. Krvi jsme zkumavky s gelem naplnili az po horni rysku.
Zkumavky jsme umistili do centrifugy a pfi 750g jsme nechali 20 min centrifugovat. Ve
zkumavce se nam oddéli jednotlivé vrstvy a pomoci Pausterovy pipety jsme odebrali vidi-
telny jemné bily ,,oblac¢ek* umisténi kolem poloviny zkumavky. Pfemistili jsme ho do ¢isté
popsané 15ml zkumavky. Poté po horni rysku zkumavky jsme doplnili médiem RPMI. Na-
sledovala centrifugace pii 500g po dobu 3 minut. Slitim jsme odstranili médium v superna-
tantu a ve zbytku média jsme resuspendovali pelet na dné zkumavky. K resuspendovanym
bunkam jsme piidali 10 pl FcR Blocking Reagent a poté 10 ul Basophil Biotin — Antibody
Coktail. Jemn¢ jsme obsah zkumavky promichali a inkubovali jsme 10 minut v lednici pfi
teploté 8 °C. Po inkubaci jsme ptidali 30 ul RPMI média a 20 ul Anti — Biotin MicroBeads.
Opét jsme nechali inkubovat v lednici pti 8 °C 15 minut. Po dobéhnuti inkubace jsme do
zkumavky pfidali 1 ml média RMPI a zkumavky jsme umistili do centrifugy a po dobu 10
min a 620g jsme nechali centrifugovat. Poté jsme odpipetovali cely supernatant a pelet bun¢k
umistény na spodku zkumavky jsme resuspendovali v 500 pl média. Ptipravili jsme si mag-
netickou kolonku a umistili jsme ji do magnetického stojanu. Pod magnetickou kolonku jsme
umistili ¢istou zkumavku a kolonku jsme proplachli ¢istym médiem RPMI, abychom ji na-
vlh¢ili. Po proteceni média jsme zkumavky vyménili za Cisté a popsané ¢islem pacienta. Do
kolonky jsme pfelili obsah ptipravené suspenze bunck v médiu a poté jsme postupné piida-

vali 3 x 1 ml média RPMI. Po separovani veskeré smesi do zkumavky jsme do ¢isté suspenze
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basofilnich granulocytl pridali 40 ul interleukinu 3, ktery nam zajisti lepsi kultivaci a preziti

bungk.
10.3 Méreni na pritokovém cytometru — BAT test

Princip metody

Principem testu je zapti¢inéni aktivace basofilnich granulocytt in vitro V pfitomnosti
senzibilizujicitho alergenu. Posléze dochazi k expozici aktivacniho znaku basofilii (znak
CD63) na povrch jeho bunééné membrany. Pomoci monoklonalni protilatky a pritokového
cytometru miiZzeme tuto zmeénu pozorovat.

V zavislosti na dostatecném mnozstvi alergenné specifickych molekul IgE, které
jsou zachyceny na povrchu basofild prostiednictvim vysokoafinitniho receptoru FceRI, do-
dany alergen zpiisobi pfemosténi receptord, které vyvolaji plnou aktivaci basofilli spojené
s procesem vyprazdnéni obsahu zanétlivych mediatort z granuli v cytoplazmé — degranu-
laci. Pravé degranulace mé za nasledek mimo jiné expozici povrchového znaku CD63 na
membranu basofilii. Tento povrchovy znak je moZzno detekovat pomoci monoklonalni pro-
tilatky anti — CD63 konjugovanou s FITC (fluorescenéni barvivo). Ve smési leukocytl iden-
tifikujeme populaci basofilii pomoci monoklonalni protilatky anti — CD203c konjugovanou
S PE (fluorescen¢ni barvivo). Vzorek, ktery ndm slouzi jako pozitivni kontrola, obsahuje
basofily aktivované monoklonalni protilatkou anti — IgE, ktera nahrazuje Gc¢inek specific-
kého alergenu, a chemotakticky peptid, ktery aktivuje basofily pomoci fMLP receptoru. Do

negativni kontroly se namisto alergenu ptidava fedici roztok.

Biologicky material

e plna nesrazliva krev (obsahuje heparinat)

Pomiicky

e zkumavky (5ml)

e pipety (10 pl, 50 pl, 100 ul, 1000 pl)

Reagencie

e BasoFlowEXx® Kit (Exbio, CZ) — Stimulation Buffer, Stimulation Control, Staining Re-
agent, Lysing Solution

e alergen biizy (Exbio, CZ)

e fosfatovy pufr — PBS (Gibco, USA)

e ultradista demineralizovana voda
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Pristroje a analyzatory

vortex (Biosan, LotySsko)

e centrifugace Rotina 46 (Hettich, Nemécko)
e termostat

e lednice

e pratokovy cytometr (Beckman Coulter, USA)

Postup

Ptipravili jsme si vSechny potifebné pomutcky. Pfipravené zkumavky jsme si oznacili
¢islem pacienta. Déle pro vySetfeni jednoho vzorku jsme si pfipravili negativni, pozitivni
kontrolu a potfebny pocet zkumavek stimulovanych testovanymi alergeny. Vzorky jsme si
piipravili tak, Ze do zkumavky urcené pro alergenem stimulovany vzorek jsme napipetovali
10 plalergenu. Do zkumavky s negativnim kontrolnim vzorkem jsme nepipetovali nic a do
pozitivniho kontrolniho vzorku jsme napipetovali 10 pl rekonstituovaného stimulantu (Sti-
mulation Control). Nasledné jsme do vSech zkumavek napipetovali 100 ul rekonstituova-
né¢ho stimulacniho pufru (Stimulation Buffer). Dale jsme do vSech zkumavek napipetovali
100 ul pIné heparinizované krve a pomoci vortexu jsme smés promichali. Zkumavky jsme
umistili do termostatu a nechali jsme jej inkubovat 25 min pii 37 °C. Po inkubaci jsme do
vSech zkumavek napipetovali 20 ul koktejlu protilatek (Staining Reagent). Zkumavky jsme
pomoci vortexu promichali a ulozili na 20 min inkubovat do lednice pti 2 — 8 °C. Po pro-
behnuti inkubace v lednici jsme do zkumavek napipetovali 300 pl lyza¢niho roztoku (Lysing
Solution). Zkumavky jsme opét pomoci vortexu promichali a nechali 5 minut inkubovat pfi
laboratorni teploté. Nasledné jsme do zkumavek ptidali 3 ml demineralizované vody, smés
jsme promichali vortexem a dale jsme jej inkubovali 10 min pii laboratorni teploté (dokud
nedoslo k hemolyze ¢ervenych krvinek). Zkumavky jsme poté centrifugovali pii 300 g po
dobu 5 minut. Po dokonceni centrifugace jsme pomoci pipety odstranili supernatant a sedi-
ment ve zkumavce jsme pomoci 0,4 ml pufru PBS resuspendovali. S takto pfipravenymi
vzorky jsme provedli analyzu na pritokovém cytometru. Provedli jsme také kompenzaci
fluorescencnich signdlti namétenych dat (FITC a PE kanal). Po méfeni jsme pomoci pocita-
cového softwaru vyhodnotili aktivaci basofili. Provedli jsme vyhodnoceni vysledkii pomoci

procenta aktivovanych basofilii, AUC a CD — sens.

43



10.4 Méreni na 2DEP cytometru

Princip metody

Princip metody zvané distribuovana dielektroforeticka cytometrie (2DEP) je pouZiti
vertikalIni translace zivych bunék indukovanych elektroforézou ve spojeni s velocimetrii ob-
raza Castic (PIV), za ucelem méfeni pravdépodobnostniho rozdé€leni sil DEP, které pilisobi
na celou bunéénou populaci.

Metoda probiha v mikrofluidnim zatizeni, kdy buiiky plujici v kanalu postupné sedi-
mentuji a ustaluji vySku své levitace. Na objemu buiky, jeji struktufe plazmatické mem-
brany je pak odraZena vyska levitace buniky v kanalu, ktera nasledné ovlivituje 1 rychlost,
kterou se buiika v kanalu pohybuje. Cim je buiika blize ke stfedu, tim se pohybuje rychleji,
naopak je — li blize ke dnu, pluje pomaleji. Pomoci ¢asticové velocimetrie je zachycovana
rychlost bungk, které prochazeji kanalem, posléze pomoci softwaru je tato rychlost ptepoci-
tavana na vysku levitace ode dna kanalu. Pfed samotnym métfenim je tieba nechat ustalit tok
bez vlivu elektrického pole a to slouzi jako reference daného métfeni. Poté Ize prejit k méie-
nim s vlivem elektrického pole, které uz méni vysku levitace bun¢k. Na buiiky plisobi dvé
sily — negativni dielektrické sily (N — DEP), které odpuzuji bunky ode dna kanalu a pozitivni
dielektrické sily (P — DEP), které naopak ptisobi ve prospéch sedimentace. To jak jsou buiiky
rozlozeny v kandle, se porovnava s referencni ¢asti méteni bez vlivu elektrického pole. Tyto

rozdily jsou vynaseny do grafu. Tento graf se oznacuje jako dielektricky popis bunék.

Biologicky material
e (ista bunécna kultura basofilnich granulocytti (v PBS pufru)
Pomiicky
e zkumavky (15ml, 50ml)
e mikrozkumavka Eppendorf (1500ul)
e pipety (10 pl, 50 pl, 1000 pl)
Reagencie
e médium RPMI 1640 (Biosera, France)
e BSA (Gibco, USA)
¢ nizkovodivostni médium (deionizovana voda; 8,5 g/l sachardzy; 0,3 g/l glukdzy)
e Zelatina
e alergen biizy (Exbio, CZ)
Pristroje a analyzatory
e centrifuga
e COgytermostat (Thermo, USA)
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e laminarni box

e DEP cytometr

Postup prace

Pted zahajenim méfeni je nutno provést pripravu Cipu. Zapnuli jsme pumpu a sa-
motny cytometr. Do stfikacky jsme naséli destilovanou vodu a pomoci hadicky jsme ptipojili
pumpu K vystupu kanalu ¢ipu. V Cipu jsme nasledné Spusténim pumpy naplnili kanal. Po
naplnéni kanalu (objevila se kapi¢ka na druhém konci kanalu), jsme vystup kanalu pte-
vrstvili LC médiem s BSA a pustili jsme tok pumpy obracenym smérem. Takto naplnény
kanal jsme nechali 10 min inkubovat. Pfed samotnym métenim jsme kanal proplachnuli ka-
nal nasatim Cistého nizkovodivostniho média.

Ptiprava samotného vzorku byla nasledujici. Ptipravili jsme si pottebné pomicky do
laminarniho boxu. Do zkumavky s ¢istou populaci basofilnich granulocytt resuspendova-
nych v médiu RPMI jsme napipetovali 1 ml roztoku Zelatiny a tuto smés jsme dali centrifu-
govat na 6 min pfi 300 g. Po centrifugaci jsme v laminarnim boxu odsali supernatant tak,
aby na dn¢ zkumavky zbylo cca 500 ul smési. Ve zbytku média RPMI jsme buiiky resuspen-
dovali a rozdélili jsme jej do mikrozkumavek (cca po 250 pl). Pripravili jsme si roztok aler-
genu brizy tak, ze do lyofilizatu alergenu jsme piidali 200 ul média RMPI. Tento pfipraveny
alergen jsme napipetovali do jedné z mikrozkumavek a do druhé jsme napipetovali 200 ul
RMPI pro zachovani poméru objemi. Ob¢ zkumavky jsme hodinu inkubovali v termostatu
se zvyseni tenzi CO> pii 37 °C.

Po uplynuti doby inkubace jsme mikrozkumavky zcentrifugovali pii 20 g po dobu 5
minut. Nasledné jsme odsali supernatant a ptidali jsme 250 pl nizkovodivostniho média.
Smeés jsme resuspendovali. Poté jsme si ptipravili ¢ip proplachnutim ¢istym nizkovodivost-
niho médiem a touto piipravenou suspenzi bunck jsme prevrstvili vstup kandlu. Provedli
jsme nastaveni parametrti metody a spustili jsme nasavani ¢ipu rychlosti 600 nl/s, poté jsme
rychlost snizili na 60 nl/s. Po sniZeni rychlosti jsme ¢ekali 4 minuty na ustaleni levitace
bunék. Po ustaleni bunék jsme zahajili méfeni. Mezi kazdym méfenim vzorku jsme Cip pro-
plachovali ¢istym nizkovodivostnim médiem. Po skonceni analyz jsme Cip proplachli desti-
lovanou vodou a nasledné jsme z ¢ipu odstranili veskerou kapalinu. Odpojili jsme stiikacku

Z pumpy a jeji obsah jsme vyprazdnili. Poté jsme vyhodnotili namétené hodnoty.
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Vysledky stanoveni specifickych IgE
V nésledujici tabulce jsou pfifazeny namétené hodnoty specifickych IgE pacientti a

negativnich kontrol naméfenych na piistroji Immulite® 2000 XPi.

Tabulka 3 Namérené hodnoty specifickych IgE

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 K1 K2 K3 K4

Hodnota IgE [kUI/L] | 7,812 0,989 | 2,650 | 1,430 | 9,440 | 0,390 | < 0,350 | 0,450 | 0,367 | <0,350

11.2 Vysledky stanoveni na priitokovém cytometru

Titra¢ni kiivka u pozitivniho pacienta

V histogramech (obr. ¢ 1, 2, 3, 4, 5) Ize pozorovat postupné zvySovani procenta ak-
tivovanych basofilnich granulocyt v titracni ki'ivce u pozitivniho pacienta. U nejvyssi kon-
centrace alergenu (100 mg/ml) doslo pak k mirnému sniZeni procenta aktivace oproti pied-

chozi koncentraci alergenu (10 mg/ml).

Obrazek 5 Stanoveni titracni kiivky u aktivace basofilit alergenem brizy (0,01 mg/ml)

[Ungated] CD203c PE / SS INT [B] CD63 FITC i [B] CD63 FITC / CD203c PE
1000 ]| ] E
800 1024 C,‘
&
600 = 9
3 g 10y
(] S ]
400 O 9
100—:
2004 ]
O; WL | T WAL | WERLRRE LY K T T T
10° 10’ 10% 10° 10° 10’ 10* 10° 10° 10' 102 103
CD203c PE CD63 FITC CDé63 FITC
Gate %Gated X-Med Gate %Gated X-Med
All 100.00 1.89 All 100.00 1.89
A 0.44 19.02 C 0.44 19.02

Na obrazku ¢. 5 gatingem byly basofily ozna¢eny pomoci znaku CD63 a CD203c. Procento

aktivace basofill, pfi koncentraci alergenu btizy 0,01 mg/ml, bylo 0,44 %.
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Obrazek 6 Stanoventi titracni krivky u aktivace basofilu alergenem brizy (0,1 mg/ml)

[Ungated] CD203c PE / SS INT [B] CD63 FITC

Count

10 10° 10’
CD203c PE CD63 FITC
Gate %Gated X-Med
All 100.00 2.06
A 1.65131.14

[B] CD63 FITC / CD203c PE

10'

CD203c PE

1 1 T
100 10 10? 10°

CDé63 FITC

Gate %Gated X-Med

All
C

100.00 2.06

1.65131.14

Na obrazku ¢. 6 gatingem byly basofily ozna¢eny pomoci znaku CD63 a CD203c¢. Procento

aktivace basofilti, pfi koncentraci alergenu btizy 0,1 mg/ml, bylo 1,65 %.

Obrazek T Stanoveni titracni kiivky u aktivace basofilii alergenem brizy (1 mg/ml)

[Ungated] CD203c PE / SS INT " [B]CD63 FITC

Count

10° 10! 102 163 10° 10! 102 10°
CD203c¢c PE CD63 FITC
Gate %Gated X-Med

All  100.00 11.67
A 48.68 167.18

CD203c PE

[B] CD63 FITC / CD203c PE

10'

S

1ll)° 1(IJ‘ 1(I)1 10°
D63 FITC

Gate %Gated X-Med
100.00 11.67
48.30 167.94

All

€

Na obrazku €. 7 gatingem byly basofily oznaeny pomoci znaku CD63 a CD203c. Procento

aktivace basofilli, pti koncentraci alergenu biizy 1 mg/ml, bylo 48,68 %.
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Obrazek 8 Stanovent titracni krivky u aktivace basofilu alergenem brizy (10 mg/ml)
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Na obrazku ¢. 8 gatingem byly basofily ozna¢eny pomoci znaku CD63 a CD203c¢. Procento

aktivace, pti koncentraci alergenu biizy 10 mg/ml, bylo 91,41 %.

Obrazek 9 Stanoventi titracni krivky u aktivace basofilit alergenem brizy (100 mg/ml)
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Na obrazku ¢. 9 gatingem byly basofily oznaeny pomoci znaku CD63 a CD203c. Procento

aktivace basofilti, pti koncentraci alergenu biizy 100 mg/ml, bylo 88,63 %.
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SS INT

Stanoveni aktivace basofilii u pozitivniho pacienta a negativni kontroly

Obrazek 10 Priklad stanoveni aktivace basofilit u pozitivniho pacienta (koncentrace — 10

mg/ml)
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Na obrazku ¢. 10 gatingem byly basofily oznaceny pomoci znaku CD63 a CD203c. Procento

aktivace basofilt, pfi koncentraci alergenu biizy 10 mg/ml, bylo 73,82 %.

Obrazek 11 Priklad stanoveni aktivace basofilii u negativni kontroly (koncentrace — 10

mg/ml)
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Na obrazku ¢. 11 gatingem byly basofily oznaceny pomociznaku CD63 a CD203c. Procento

aktivace basofill, pfi koncentraci alergenu btizy 10 mg/ml, bylo 0,71 %.
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Hodnoty plochy pod kiivkou (AUC)

Hodnoty ploch pod kiivkami (AUC) vychazeji z grafl, ktery byly vytvoieny ze sne-
seni kalibra¢nich kiivek do bodti namétenych hodnot procent aktivovanych basofilnich gra-
nulocytl piiriznych stoupajicich koncentracich alergenu (0,01 — 100 mg/ml). Ktivka je diky
témto zvolenym bodim nespojitd a zaroven pod kiivkou vznikaji plochy ve tvaru ctyithel-

nikd, jejiz soucty vyuzivame k urceni hodnoty AUC.

Tabulka 4 Hodnoty AUC u pozitivnich pacientii

Pacient 1 2 3 4 5 6
Hodnota AUC | 2027,462 | 2311,169 | 2066,369 | 3712,487 | 2033,586 | 1108,251

Tabulka 5 Hodnoty AUC u negativnich kontrol

Kontrola 1 2 3 4
Hodnota AUC | 55,9629 | 675,306 134,028 51,5255

Graf 1 Hodnoty AUC u pozitivnich pacientii
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V grafu ¢. 1 vidime zanesené hodnoty AUC u pozitivnich pacientl, které dosahuji vyssich
hodnot neZ u negativnich kontrol (graf ¢. 2), coz ukazuje na to, Ze pfi pozitivité na alergen se

hodnota AUC u pacientii zvySuje.
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Graf 2 Hodnoty AUC u negativnich kontrol
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V grafu ¢. 2 vidime zanesené hodnoty AUC, které jsou u negativnich kontrol vyrazné nizsi
nez u pozitivnich pacientt (graf¢. 1). U negativni kontroly ¢. 2 doslo k vétsi aktivaci basofilt
nez jakym byl pfedpoklad, zfejmée se jednalo o pacienta, ktery na alergen btizy reaguje, ale

pouze mirné (bez priznaki).

CD —sens

Mezi jednotlivymi pacienty existuje velka variabilita odpovédi basofili na alergen.
Za Ucelem popsani této heterogenity a porovnani basofilnich odpoveédi mezi riznymi paci-
enty lze stanovit rizné parametry na zakladé kiivky zavislosti reakce na davce, jako je CD-
max nebo CD sens. CD max je maximalni aktivace a odpovidd maximalnimu podilu aktivo-
vanych basofilli pfi jakékoliv koncentraci alergenu. Pti 50 % aktivaci basofilni granulocytii
oznacujeme tuto hodnotu jako CD —sens. CD — sens je inverzni hodnota polovi¢ni maxi-
malni efektivni koncentrace, proto tato hodnota musi byt vynasobeno 100x. Rostouci hod-
nota CD — sens ukazuje na i1 vyssi citlivost basofilu na alergen. Zavedeni tohoto zplisobu
hodnoceni citlivosti basofilu na alergen méa za vyhodu odhaleni falesné nizSich hodnot pfi

vysSich koncentracich alergenu.
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Tabulka 6 Hodnoty CD — sens u pozitivnich pacientii

Pacient 1 2 3 4 5 6

Hodnota CD —-sens | 0,428 | 0,502 0,468 1,000 0,562 0,312
Tabulka 7 Hodnoty CD — sens u negativnich kontrol

Kontrola 1 2 3 4

Hodnota CD —sens | 0,0114 | 0,1440 0,0280 0,0112

Graf 3 Hodnoty CD — sens u pozitivnich pacientii
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V grafu ¢. 3 vidime zanesené hodnoty CD — sens u pozitivnich pacientd, jejichz hodnoty

jsou vétsi nez u negativnich kontrol (graf €. 4), z toho vyplyva, ze pfi pozitivité na alergen

se hodnota CD - sens zvétsuje.
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Graf 4 Hodnoty CD — sens u negativnich kontrol
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V grafu ¢. 4 vidime zanesené vysledky CD — sens u negativnich kontrol, jejichZ vysledky
dosahuji nizsich hodnot nez u pozitivnich pacientti (graf ¢. 3). Vyjimku tvofi kontrola ¢. 2,
kdy hodnota je vyssi nez u ostatnich negativnich kontrol a to zifejmé vlivem, Ze se jednalo o

pacienta, ktery slab¢ji reagoval na alergen btizy (bez ptiznaki).
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11.3 Vysledky stanoveni na 2DEP cytometru

Obrazek 12 Priklad vysledku méreni na 2DEP cytometru — pozitivni pacient
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Vysledkem métfeni na 2DEP cytometru je dielektricky podpis bunék méfenych pii urcitych
frekvencich (0,3 — 13 MHz). Na obrazku ¢. 12 mizeme vidét patrny vyrazny pik naméfeny
pii 13 MHz (svétle modra kiivka), ktery se vyskytoval u vSech pozitivnich pacientl po sti-

mulaci alergenem.
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Obrazek 13 Priklad vysledku méreni na 2DEP cytometru — negativni kontrola
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Na obrazku ¢. 13 vidime dielektricky podpis bun¢€k u negativni kontroly métenych pii urci-
tych frekvencich (0,3 — 13 MHz), kdy oproti pozitivnimu pacientu (obrazek ¢. 12) chybi pik
naméteny pii 13 MHz (svétle modra kiivka). Tento podobny podpis bun¢k jsme zaznamenali

u vSech negativnich kontrol, av§ak pokazdé s mirné€ jinym prabéhem.
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Souhrnné vysledky 2DEP cytometrie

Graf 5 Vysledky stanoveni na 2DEP cytometru — pozitivni pacienti
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Na grafu ¢. 5 jsou zaneseny procentudlni hodnoty odezvy na alergen u pozitivnich pacientd.

Vysledky se 1isi, zejména pacient ¢. 6 vykazuje vysokou odezvu na alergen.

Graf 6 Vysledky stanoveni na 2DEP cytometru — negativni kontroly
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Na grafu €. 6 jsou zaneseny procentualni hodnoty odezvy na alergen u negativnich kontrol.
Muzeme pozorovat, zZe vysledky jsou velmi odlisné. U kontroly €. 2 a €. 3 vidime, Ze odezva
dosahuje kolem 30 %, coz jsou vy$§i hodnoty neZ u vétSiny pozitivnich pacientli z grafu €.
5. U kontrol ¢. 1 a €. 4 se naopak hodnoty dosahuji zapornych ¢isel. Vzhledem k nizkému

poctu zkoumanych vzorkd nelze vysledky statistiky zhodnotit.
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12 DISKUZE

Tato bakalatska prace si dala za cil otestovat, zdali by bylo v budoucnu mozno na-
hradit pritokovou cytometrii s pouzitim monoklonalnich protilatek za metodu distribuované
dielektroforetické cytometrie. K hodnoceni byl zvolen test aktivace basofilnich granulocytu.
Meli jsme k dispozici skupinu pacientd (6 vzorkl), kteti prokazatelné vykazovali senzibili-
zaci na alergen biizy. Druhou skupinu pacientt (4 vzorky) jsme zatadili jako negativni kon-
troly. U vSech téchto pacientii jsme zméfili hladinu specifickych IgE proti alergenu btizy.

V rutinni klinické imunologické laboratofi se ke stanoveni testu aktivace basofilnich
granulocytti vyuziva pritokovy cytometr s vyuzitim monoklonalnich protilatek konjugova-
nych s fluorochromem. Zpracovani biologického materialu na toto vySetieni je oproti 2DEP
cytometrie podstatné jednodusi. Pracujeme zde s plnou heparinizovanou krvi, do které se
ptidavaji specifické monoklonalni protilatky namifené na konkrétni CD znaky vyskytujici
se na membrané basofila (CD63). Ve zpracovani je dalezité, ze je tieba zlyzovat Cervené
krvinky, které by pii stanoveni vadily. Cas u stanoveni hraje také roli. Cim delsi dobu od
odbéru se vzorek analyzuje, tim je aktivita basofilti niz8i. Idedlni je stanoveni provést sta-
noveni do 4 hodin. (Hemmings, 2018) Na rozdil pti zpracovani biologického materialu pro
distribuovanou dielektroforetickou cytometrii je zde potfeba mit co nejvice ¢istou bunécnou
kulturu, ktera obsahuje pouze basofilni granulocyty. Kultura se separovala pomoci magne-
tickych kuli¢ek s vyuzitim negativnim selekce. Magneticka separace je zdlouhavé;jsi proces,
pii kterém muze snadnéji nastat chyba jakéhokoliv charakteru, kterd pak nasledné¢ miize
ovliviiovat stanoveni na 2DEP cytometru. U bun¢k vzdy bylo riziko, ze se bunécna kultura
né¢jakym zptisobem kontaminuje a vysledky by se nasledn¢ nedaly povazovat za validni.
Diilezitou roli zde taky hralo prostfedi, ve kterém byla bunécna kultura kultivovana. Muselo
byt zvoleno prostfedi s dostatecnym mnozstvim potfebnych latek a také bylo tieba dodat
Kk udrzZeni zivotaschopnosti bunék IL — 3.

Mezi zasadnimi rozdily mezi méfenim na pritokovém cytometru a na 2DEP cytom-
tru byl shledan cas, ktery zabral samotné stanoveni. Jak bylo vySe zminéno, u 2DEP cyto-
metru byla nutnost pouzit ¢istou buné¢nou kulturu basofilnich granulocytt, ktera nema zatim
zadny rychlejsi vyzkouSeny princip, ktery by se dal zatadit do laboratorni rutinni praxe. Toto
je jednim z nejvétSich nevyhod 2DEP cytometrie. AvSak na druhou stranu oproti vyuziti
pritokového cytometru ma nespornou vyhodu v tom, Ze neni nutno vyuZivat na bunky jiz
dal$i znaceni ¢i barveni. To je otazka ekonomické rozvahy vzhledem k cen€ monoklonélnich

protilatek, které maji pfi pouZiti svd omezeni. Dalsi vyhodou 2DEP cytometrie je Uspora
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mista v laboratofi. Jedna se o velmi malé zatizeni — pouze o ¢ip s kamerou pod nim a pfipo-
jenym generatorem a pumpou, kdy k obsluze je zapotiebi také pocita¢ s danym softwarem
na ovladani pumpy a je zde vidét obraz kamery, ktery snima kanal ¢ipu. (Fikar, 2018)

Pfi stanoveni testu aktivace basofilti na prutokovém cytometru mame nékolik moz-
nosti interpretace naméfenych vysledkti. Jednim z nich stanoveni procenta aktivovanych
basofill z titra¢ni kiivky pomoci vzristajici koncentrace od 0,01 do 100 mg/ml alergenu,
ktera se vyhodnocuje z histogramii v programu Kaluza, kterym se ovlada software prutoko-
vého cytometru Navios. Dal§im moZznym parametrem je hodnota plochy pod ktivkou a hod-
nota CD — sens. U pacientu s alergii je prokazano, ze ¢im vyssi je hodnota CD — sens, tim
vy$$i je senzitivita basofilu na dany alergen. (Hemmings, 2018) Coz se projevilo i u vzorkt
pacientd, ktefi byli oznaceni jako pozitivni, ti m¢li hodnoty CD — sens vyS$i nez vzorky
zatfazené do skupiny negativni kontrol. Takto vychazeli 1 hodnoty AUC. Hodnoty pozitiv-
nich pacientd vychazeli vyssi nez u negativnich kontrol. (Eberlein, 2016) K hodnoceni vy-
sledkti z 2DEP cytometrie se vyuzivaji dielektrické podpisy bunek. Rozlozeni bunék, konk-
trétné populace basofild, plujicich v kandlu se porovnava s referen¢ni ¢asti méreni bez vlivu
elektrického pole a tyto rozdily jsou zaneseny do grafu. Ten je nasledné tieba vyhodnotit
Vv piislusném softwaru. (Fikar, 2018) Vysledky jsou vydavany jako procenta odezvy na aler-
gen u basofilnich granulocyti. Toto hodnoceni jiz vyzaduje vétsi zkuSenost a praxi v hod-
noceni nez v softwaru pritokového cytometru, kde hodnoty napt. CD — sens jasnym zptiso-
bem ukazuji, ze jejich zvySena hodnota poukazuje na to, ze pacient bude na dany alergen
senzibilizovany. Intepretace vysledki z 2DEP cytometru je i vzhledem komplikovanosti
prace s DE podpisy slozitéjsi nez vyjadiovani vysledkl z pritokového cytometru. Vysledky
Z obou pristroji se také htife srovnavaji vzhledem k tomu, ze u prutokové cytometrie se hod-
noti exprimované znaky na povrchu basofila, ktery se v pfitomnosti alergenu aktivoval, po-
moci monoklonalnich protilatek, zatimco u 2DEP cytometrie se hodnoti vyvolané zmény na
membrané, kterd se méni vlivem piisobeni alergenu na basofil.

Ob¢ metody, jak méteni na pritokovém cytometru, tak méfeni na 2DEP cytometru
maji sva pro a proti. Jak jiz bylo zminéno vyse, stanoveni na pritokovém cytometru je rutinni
metodou, ktera oproti 2DEP cytometrii zabira méné Casu, at’ uz diky tomu, Ze neni nutna
takova pfiprava vzorku, tak i samotné méfeni zde probihd podstatné rychleji. Je moZnost si
zde ptipravit vice vzorkl najednou, coZz u 2DEP cytometrie v pfipadé aktivace testu basofil
jde pouze omezené. Nespornou vyhodou ovsem u 2DEP cytometrie zistava nepotiebnost

vyuziti monoklonalnich protilatek ¢i jinych barviv.
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Dle mého nazoru je tieba metodu 2DEP vice prozkoumat. Zatim si myslim, ze vzhle-
dem k naroc¢nosti ptipravy vzorku k méfeni a doby trvani stanoveni nelze usoudit, ze stano-
veni na pritokovém cytometru v soucasné chvili pred¢ila. Snizila by se ziejmé finan¢ni na-

ro¢nost na stanoveni odpadnutim pouzivani znacenych protilatek nebo barviv.
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13 ZAVER

V této bakalarské praci bylo cilem ovéfit moznost vyuziti 2DEP cytometrie jako kon-
kurenta v stanoveni testu aktivace basofilll na pritokové cytometrii. Z vysledku, které jsem
ziskala stanovenim obéma analytickymi metodami, Ize usoudit, ze tyto vysledky nelze
snadno porovnavat. Obé metody jsou zalozeny na jiném principu stanoveni aktivace baso-
filniho granulocytu.

U ovéiené metody stanoveni testu aktivace basofilnich granulocyt na pritokovém
cytometru jsem si potvrdila platnost toho, ze u pozitivnich pacientl na alergen biizy nalé-
zame vys$i hodnoty CD — sens a AUC nez u negativnich kontrol, kde tyto hodnoty nalézame
vyrazné nizsi.

U vysledkt aktivace basofilnich granulocytti zmétenych pomoci distribuované die-
lektroforetické cytometrie jsem zjistila, ze u vétSiny pozitivnich pacientti vychazeli nizsi
hodnoty odezvy na alergen, nez tomu bylo u dvou negativnich kontrol. Vzhledem nizkému
poctu analyzovanych vzorki nelze urcit, zda se jednalo o chyby v méfeni ¢i néjaké interfe-
rence. Z tohoto diivodu nebylo mozno porovnat vyuziti 2DEP cytometrie na stanoveni testu
aktivace basofilnich granulocyti s méfenim na pratokovém cytometru.

Do budoucna by metoda stanoveni na 2DEP cytometru mohla najit jista uplatnéni
V praxi na stanoveni i jinych biomarkerti, ale mezitim bude na této metod¢ potieba jeste
spousta vyzkumu a testovani. Metodu 2DEP hodnotim jako méné¢ vhodnou pro stanoveni

aktivaCnich znak u citlivych bunék.
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tvi
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro o$etfovatelskou pé&i FN Plzer udéluji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledku laboratornich metod, pouziva-
nych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Plzeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalarské prace s nazvem ,Prutokova cyto-
metrie v elektrickém poli“.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzen:

. Vedouci zdravotni laborantka UIA souhlasi s Vasim postupem.
. Osobné povedete svoje Setfeni.
. VaSe Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientd a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setreni
bude provedeno za dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na plat-
nost zakona €. 372/2011_Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Vas$i bakalarské
praci, musi byt anonymizovany.
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, $kolou schvalené odborné praxe na UIA a pod

pfimym vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Bc. Tomas Vlas,
odborny pracovnik v laboratornich metodach UIA FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjisténych udajli poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice ¢i organizacnimu
celku FN Plzen zavéry Vaseho Setieni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK/ OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkd Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich
pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by spo-
luprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancu. Spoluprace zaméstnancl FN
Plzer na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné uspéch pfi studiu.

Mgr. Be. Svétluse Chabrova
manazerka pro vzdélavani a vyuku NELZP
zastupkyné naméstkyné pro os. péci

Utvar naméstkyné pro os. péci FN Plzen

tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas@fnplzen.cz
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