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[ Cytokiny ]

» proteiny, které zdsadnim zplsobem reguluji imunitni déje

» produkované hlavné burikami imunitniho systému

» pulsobi jako stimulaéni nebo inhibi¢ni signaly mezi burikami

» ke svému ucinku potrebuji specificky receptor na cilové burice
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Th lymfocyty — klicové buriky imunitniho systému ]
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Wegmann a kol. (1993), paradigma Th1/Th2 v téhotenstvi -
posun k Th2 imunitni odpovédi jako indukce tolerance plodu

Th2 lymfocyty - mediatory humoralni
imunity, embryoprotektivni, IL-4, IL-5, IL-10

N
N

Th1 lymfocyty - bunkami zprostredkovana imunita,
embryotoxické, TNF a, INF vy, IL-2
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» Materidl : periferni krev, zkumavka s heparinem Li (heparin Na), skladovani laboratorni
teplota

» Stimulace: PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) a lonomycin

» Brefeldin A: blokuje transport protein Q& | oy
z endoplazmatického retikula %
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Immunobiology, Janeway, 2004

» Stanovujeme cytokiny TNFa, IFNy a IL-4 .
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[ Pracovni postup ]

» Vzorek (500 pl) redime 1:1 v kultivacnim mediu RPMI, stimulace PMA, lonomycin, Brefeldin
inkubace 4 hodiny pri 37 C

» Fixace, permeabilizace a lyzace pomoci kitu PerFix-nc, dle protokolu Beckman coulter

PerFix-nc R1 (fixace), inkubace 15 minut

promyti PBS, centrifugace 5 minut pri 1500

R2 (permeabilizace), extracelularni a intracelularni znaceni, BSA

inkubace 45 minut

R3 (lyzace) centrifugace 5 minut pfi 1500
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[ Monoklonalni protilatky ]

CD4 APC
CD3 APC AF 750

IFNy PB IL-4 PC7

TNF-a PE CD69 PE

Méreni na pradtokovém cytometru NAVIOS

Vyhodnoceni vzorku pomoci softwaru KALUZA

www.expertcytometry.com
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| Vyhodnoceni — negativni kontrola ]

Pridavame pouze BFA, bez PMA a lonomycinu

[A] CD4-APC-AF750 / CD69-PE

[CD4+] CD4-APC-AF730 / IL-4-PC7

D2: 0,00%
107
= 5
o a
g *1:' 10
© =
10P 4
1P 10 107 1P
CD4-APC-AF750 N4-APC-AF7R0
[A] CD4-APC-AF750 / TNFa-PE . [CD4+] CD4-APC-AF750 / IFNg-PB

TNFa-PE
IFNg-PB

ar
/0

U, Ul i e
- : SPADIA
gl 10 gl 10* 10° 10! 1 10 e

CD4-APC-AF750 CD4-APC-AF750




SSINT

!

Intraalulérm produkce Thl, Th2 cytokind

[ Vyhodnoceni — pozitivni kontrola ]

CD 69 — exprese aktivacniho antigenu T lymfocytd, pfiddvdme PMA a lonomycin
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[ Vyhodnoceni - pacient |
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[ Preanalyticka faze — vliv transportu na produkci cytokint ]

Transport pri pokojové teploté — vzorek zpracovan po odbéru a pak po transportu nasledujici
den, testovano 6 vzorku

Porovnani transport
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Preanalyticka faze — vliv ¢asu 24 a 48 hodin na produkci cytokin(

Vzorek zpracovan po odbéru a pak po 24 a 48 hodinach po odbéru,
testovano 6 vzorkd

Porovnani ¢asu
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[ Duractive — ready to use kit obsahujici PMA, lonomycin a Brefeldin v jedné zkumavce ]

Vzorek zpracovan klasickym protokolem a pomoci Duractivu, testovano 11 vzork

Porovnani klasicka aktivace a duractive
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[ Shrnuti |

» Funkéni test, intracelularni produkce cytokint muaze poskytnout dalezitou informaci o
nastaveni imunitniho systému u rlznych imunopatologii

» Ddlezitd je svédomitd priprava a presné pipetovani
» Zatizen chybovosti v jakékoli fazi pfipravy (mitogeny, permeabilizace, protilatky....)

» Transport vzorkl a zpracovani do 24 hodin od odbéru vyrazné neovliviiuje hodnoty
jednotlivych cytokinG

» Moina standardizace pomoci Duractive a Duraclone kit(
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