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NAŠE MODIFIKACE TESTU LYMFOBLASTICKÉ TRANSFORMACE A IEIÍ DIAGNOSTICKĚ VYUŽITÍ
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(náčelník: plk. MUDr. Vladimír Kotlář, CSc.)

Metoda blastické transformace zkoumá efek-
torovou část buňkami zprostřed'kované imuni-
ty. Malý periferní lymfocyt j-e možné považovat
za odpovídající buňku, která má na 'svém pzo-
vrchu receptory imunoglobulinové povahy. jest-
liže je buňka aktivace Ischopná, naváže Se an-
tige-n na příslušný receptor a v lymfocytu Se
Začne odehrávat řada charakteristických reak-
ci, při kterých se aktivují metabolické proce-
Sy, především pak tvorba nukleových kyselin
RINK, později DNK. Projevem je Změna morfo-
logie malého lymfocytu na blastoidní buňku
S velkými nukleoly .a intenzivně basofilní cyt-O-
plasmou.

Takováto Stimula-ce lymfocytu probíhá pomo-
cí různých antigenů Specifických, ale i nespe-
cifických, t-O znamená, že aktivace probíhá ne-
závisle zna antigenˇní kompetenci těchto poly-
klonálvních aktivátorů, mezi něž Se na první
místo řadí fytohemaglutinin ze Semen Phaseo-
lus vulgaris, běžně nyní užívaný ke Stimulaci
lymfocytů in vitro. je to povahou lektin vážící
Se na gly'koproteiny povrchu lymfocytů a vyvo-
lává řadu metabolických změn uvnitř buňky,
především zvýšení ÍSyntézy proteinů RNK a
DNK, kterou provází právě morfologická změna
lymfocytu v ly'mfoblast. Blastická transformace
lymfocytů Sledova'ná in vitro je vhodným mo-
delem prıo Sledování a 'Studium Schfo-pnofsti or-
ganismu odpovídat na buněčné úrovni na anti-
genni podnět. Použitím Inespecifické Stimulace.
popř. uvedeným fytohemaglutininem, což 'pro-
vádí naše pracoviště, Se odpověď v procesu in
vitro Zvýrazňuje tak, že pod jeho účinkem rea-
guj-e blastickou transformaci 70——80 0/0 lymfo-
cytů přítomných v kultuře.

Test blastické transformace provádíme v pl-
né 'venós`ní, heparinizované krvi v plastikové
Stří'kačce v objemu 0,4 ml 'pro každou koncen-
traci antigenu, resp. PHA. S každou kultivaci
zároveň probíhá kultivace kontrolní, tj. vyše-
třovaná krev bez Ovlivnění anti-genem.

U vzorků S PHA a kontroly, ve které je pouze
médium, provádíme od-ečítání za 48 hodin kul-
tivace. Po této době pořídíme nátěry na mikro-
Skopická Sklíčka a barvení i hodnocení prová-
díme nukleolárním testem podle Smetany. Hod-
notíme nejméně 100 lymfocytů podle typu nu-
kleolu a vyjádříme zastoupeni jednotlivých ty-
pů v procentech.

Pro vlastni Stanov-ení aktivace lymfocytů pe-
riferní krve fytohemaglutininem užíváme pre-
parát Phytovhemaglutinizn M v ıkoncentraci 30 a
15 „ug/l ml média. Během kultivace krevních
buněk provádíme denní výměnu ˇ'kultivačního

média |samotného u kontrol a S příslušnou kon-
centrací PHA u vzorků.

Normální hodnoty pro koncentraci PHA
30 lLıg/.l ml jsou 52—70 0/0 'blasticky transformo-
vaných lymfocytů, pro poloviční koncentraci
36——70 0/0. Kontrola vykazuje 0-6 0/0 blastů.
Normální hodnoty byly získány a ıopakováním
prověřeny testem S krví 20 zdravých dárců.
Předností této modifikace testu je, že pracuje-
me S plnou krví, takže Se 'mo-h'ou v reakci uplat-
nit i Sérové faktory, metoda je materiálně ne-
náročná, a tedy dobře proveditelná i na praco-
vištích S minimální laboratorní výbavou a pou-
žití-m Smetanova testu při hodnoce-ní je výsle-
dek Stanovení dokonce O jeden den dříve než
při použití metody in'kortporace thymidinu.

V naši laboratoři jsme provedli od března
1981 celkem 175 vyšetření aktivity IT-lymfocy-
tů testem lymfoblastické transformace ve pro-
spěch pacientů kožního, infekčního a interních
oddělení ÚVN.

Snížení aktivity lymfocytů jsme našli ve 112
případech, tj. 64 0/0 a 63 vyšetření, tj. 360/0
S hodnotami v normálu. Diagnózy, u kterých
jsme .našli sníženou aktivitu T-buněk, ISe dotý-
kají převážně případů provázených příznaky
imunologické nedostatečnosti v Oblasti kožních,
infekčních a nádorových onemocnění.

Pro ilustraci a poučení zde uvádíme vlastní
zkušenosti S případy, kdy vyšetření blastické
transformace výrazně |přispělo 'k diagnózám
nebo průběžnému monitorování Stavu pacienta
a k rozhodování nebo kontrole terapie. Nejpo-
četnější Skupina [75 vyšetření] imunodeficien-
cí Spojených Se Stavy po různých linfekčních
cho-robách byly: recidivující h-erpe-S, chronická
tOXOpla-smóza, recidivující p-neumonie a angíny,
únavový Syndrom doprovázený -opě'tovným'i in-
fekcemˇi, 4recidivující infekty horních cest dý-
chacích, uzlinový syndrom. Do této oblasti Vpat-
ří naše Studie prováděná ıpod patronací 3. vnitř-
ního oddělení ÚVN při o-bjasňování Subfebril-
ních Stavů nejasné etiologie u hospitalizova-
ných Vojáků Základní Služby. Snížené hodnoty
lym-blastické transformace [včetně jejich Zná-
mek imunodeficience, např. prot'ilátkło'vých]
jsou v této Skupině velmi časté. Tato práce je
předmětem Sdělení na konferenci vojenských
internistů v Brně v říjnu 1982.

U chorob dermatologických ['64 případů]
jsme nalezli, ve Shodě S literaturou, Snížené
hodnoty transformace u rubroficií a také u di-
fúzních alopecií. U lalopecií byl tento nález in-
dikací pro *léčbu levamisolem, jež 'vesměs vedla
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ıke Značné-mu zlepšení nemoci. V jednom pří-pa-
dě maliigní erythr'odermie lbylo vyšetření blas—
tické transformace indikací ık přerušení imuno-
SupreSiv-ní léčby a k navození naopak léčby
imun'o'stimulační, jež vedlo prakticky 'k vyhoje-
ní choroby.

Byli jsme požádání i o vyšetření blastic'ké
transformace u hemodialýz prováděných při
léčení těžkých psoriáz. Nepro'kázali jsme žád-
né Změny v blastické transformaci.

Další skupina představuje onemocnění nádo-
ro'vá, neléčená Ii léče-ná chirurgický nebo cyto-
Stati'ky, především u melanomu a basaliomů
[počet 24 vyšetření). Výrazně pomohlo vyšetře-
ní blastické transformace v nepřímé diagnosti-
ce Ho'dgki'novy chorobyafněkolika případů lym-
fadenóz. U nádorových chorob nám blastícká
transformace pomohla při optimálním Střídání
cytoistatické a imunost-imulační léčby transfer-
faktorem.

Dále jsme provedli 12 vyšetření blast-iflckou
transformací u několika' chorob ledvi-nných
[glom-erulonefritis, nefrotický syndrom), pur-
pury, alergie lna AMP a jiných. Zároveň jsme
u vyšetřovaných pacientů vsledovali krevní
obraz, Zejména úıdaj o počtu lymfocytů, a prak-

ticky ve Shodě s údaji literárními jsme nachá-
Zeli poruchu buněčné imunity tam, kde abso-
lutní počet lymfocytů klesal pod hranici 1500/1
,ul krve.

Při počtu lymfocytů nad 1500 jsme našli v 10
'případech Ze 34 blastíckflou transformaci sníže-
nou a ve 24 případech hodnotu normální.

Závěr

Metoda provádění blasticvké transformace
v plné ıkrvi umožňuje provedení testu ibeZ čas-o-
vě náročné separace lymfocytů. Nedochází ani
k poškození nebo ovlivnění membránové výba-
vy lymfocytů, což žádná separační technika ne-
zaručuje, a i přítomnost monocytů je pro imu-
nitní reakci prospěšná. Vyšetření funkční
schopnosti lymfocytů testem blastícké trans-
formace je vhodné jako příspěvek Vk diagnosti-
ce pacienta. Značného významu nabývá test
prováděný u pacientů s imunologickou nedo-
statečnosžtí 'kde se jedná o`V Zahájení léčby leva-
misolem, resp. dekarisem, nebo transf-erfakto-
rem a kontrolu této terapie průběžným moni-
torováním.
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