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Ovod

V soucasné dobé se v klinické i hygienicko-
-epidemiologické praxi a vyzkumu projevuje
stdle v&tsi tlak na roz$ifovani spektra a po&tu
vySetteni Fady imunologickych parametrd.

Jednim z pouZivanych testl je metoda vy3e-
tiujici blastickou transformaci lymfocytd. Vy-
uZiva se v souvislosti s monitorovdnim vrozené
i ziskané imunodeficience, jako kontrola pfi
terapii imunostimulaénimi nebo imumosupre-
sivnimi latkami, je vhodnd i pii sledovani pli-
sobeni 3kodlivin Zivotniho a pracovniho pro-
stfedi na imunologicky profil organismu. Tento
test vyuZivd jedné z funkci lymfocyti — in vi-
vo odpovidat na antigenni stimul transformaci
k produkci imunologicky aktivnich dcefinnych
bun&k. Vazba antigenu na receptor lymfocytu
dava podné&t k rad& pochoddl, k zvétSeni a dé&-
leni lymfocytu. Tato zm&na — lymfoblasticka
transformace — mavozena v podminkéach in vit-
ro Géinkem polyklondlnich mitogend nebo spe-
cifickych antigenli je nejcast&ji métfena bud
morfologicky, mebo podle stupné& inkorporace
prekurzoru nukleovych kyselin, znateného ra-
dioaktivnim izotopem. V této praci jsme vyuZili
inkorporace tritiem znateného prekurzoru DNK
do mitogenem stimulovanych lymfocytd, coZ
umoziiuje pristrojové hodnoceni.

PouZitim plné neseparované krve jsme se
snazili priblizit fyziologickym podminkam a
odstranénim separacnich postupdt bylo dosaZe-
no moZnosti zpracovat v&tsi mnoZstvi vzorkd.

V ¢lanku jsou uvedeny naSe zkuSenosti pii
provadéni mikrometody blastické transformace
lymfocytdl z plné krve.

Material a metodika

Princip metody je zaloZen na méreni tritiem
znacdeného inkorporovaného prekurzoru nukle-
ovych Kyselin (*H-thymidinu) v mitogeny sti-
mulovanych lymfocytech. Kvantum wvestav&neé-
ho radionuklidu odpovida rychlosti tvorby a
mnoZstvi vyprodukované DNK a mé&fi se kapa-
linovym scintilaénim pocitatem beta aktivity,
v podtu zableskli za minutu (CPM]).

1. Piiprava kultivatnich médii

Jako kuiltivaéni média byly pouZivany pfii-
pravky USOL: MEM a RPMI-1640, které byly
upraveny takto: MEM byl dopln&n glutaminem
USOL (30 mg/100ml), NEA-USOL (1 lhv/1000
ml), PNC (100 j/lml), STM (100 xg/ml), pH by-
lo nastaveno 7,5% roztokem kyselého uhli¢ita-
nu sodného USOL, do rozmezi 7,2—7,4. Obdob-
né bylo doplnéno RPMI — 1640, kromé& p¥idav-
ku NEA. Ob& média byla testovdna s pfidanim
a bez pridavku inaktivovaného fetdlniho tele-
ctho séra [(FTS) — Vysokd Skola veterindrni,
Brno.

2. Pfiprava mitogenii

a) Phytohaemagglutinin (PHA) — Wellcome,
HA-15. Navazka se rozpusti ve fyziologickém
roztoku (CSL 3) a rozplni do ampuli tak, aby
napf. davka 0,4 ml obsahovala 400 ug PHA; za-
tavené ampule se skladuji pfi —20°C. V cas
potfeby se obsah ampule nafedi médiem na
pracovni koncentraci PHA.

b) Conkanavalin (CON-A), Pharmacia. Zé&-
sobni koncentrace 100 ug CON-A v davce 0,2 ml
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se pripravi a uchovéava stejn&, jak je uvedeno
u PHA.

c) Pokeweed mitogen (PWM), Serva. Piipra-
va, koncentrace a uchovavani zasobniho rozto-
ku je totoZné s CON-A.

3. Rozplnéni mitogeni

Do mikrotitracni destiCky s plochym dnem
pro kultivaci (Novogen, UMG-CSAV) se maplni
médium a mitogeny mikropipetou tak, Ze prvni
trojice Fady jamek obsahuje médium prosté
mitogenu, druhd, treti a ¢tvrta trojice prisludné
mitogeny v pracovni koncentraci a objemu po
100 pel.

4. Redéni krve a jeji rozplnéni do kultiva&ni
desti¢ky

1 ml heparinizované venozni krve se po dvou-
hodinové preinkubaci nafedi médiem na objem
10 ml. Za michdni ma elektromagnetické mi-
chatce MM-2 (Lab. pristroje, Praha) se mafe-
dénd krev ddvkuje po 100 ul do vSech jamek
obsahujicich médium a mitogeny.

5. Kultivace

Kultury se inkubuji v termostatu pfi teploté
37 °C s 90% vlhkosti riiznou dobu:

a) v systému desek zalepenych izolepou;

b) v exsikdtoru s atmosférou 5% CO, a destic-
ké&ch prekrytych vickem; prostfedi CO, bylo
pripraveno reakci vypoclteného obsahu ky-
selého uhli¢itanu sodného s nadbytkem Kky-
seliny citrénové ve vodném roztoku;

c) v termostatu (Heraeus) s fizenou atmosfé-
rou 5% CO, a 90% wvlhkosti, v desti€kach
prekrytych vickem.

18 hodin pred ukoncenim kultivace byl do
véech jamek pfidan 3H-thymidin (specificka
aktivita 980 GBg/mM — UVVVR, Praha) o akti-
vité 40 kBq v 5 ul. PoZadovand aktivita znace-
ného thymidinu byla pfipravena jeho matedé-
nim fyziologickym roztokem. Kultivace je ukon-
Cena zmrazenim desky pii —20 °C.

6. Sklizeni bunék a adjustace filtrii do lah-
vitek

Obsah jamek se pievede a promyje vodou po-
mocl Harvestoru fy Dymatech AG (Branch,
NSR) mna sklovlaknity filtraéni papir (Whatman
GFA 934-AH). Filtry jsou po wvysuSeni vloZeny
do sklen&nych scintilatnich lahvigek (Sklo
Union-Kavalier TYP — KS-90) naplnénych 2 ml
scintilaéniho roztoku ((STL-41, Spolana Nerato-
vice).

7. Méfeni

UzavFené lahvi€ky jsou vloZeny do stojadnku
v kapalinovém scintilatnim poc¢ita¢i beta akti-
vity RACKBETA 1217 fy LKB a méfeny pro-
stfednictvim programu pro *H (30 sekund jed-
nute). U&innost piistroje byla zji¥téna zmére-

na lahvic¢ka). Vysledky jsou ddny v po&tu za-
blesk®i za minutu, CPM/min [(counts per mi-
nim standardu tritia dodaného s pfistrojem a
vypoctenim podile:

L. . _ CPM _111.816

acéinnost = DPM * 100 196.100
kde CPM je naméFend hodnota standardu tri-
tia, DPM je pocet rozpadd udany vyrobcem a
odpovida 100 % CPM.

8. Vyhodnoceni

Z hodnot CPM pro jednotlivé kultivace jsou
politdny praméry (x) a smérodatné odchylky
(s) pro pfislusné triplety. Porovnanim x CPM
s hodnotami referenéniho pasu pro kontrolni
kultivaci (aktivita nestimulovanych bunék) a
pro aktivitu bun&k po stimulaci jednotlivymi
mitogeny se posoudi stupeil lymfoblastické
transformace v krevnich wzorcich.

=57,05 %,

9. Soubor darcii

Krev byla ziskdna od 106 osob (85 muZi ve
veéku 19—21 let, 16 muZd ve véku 30—55 let a
5 Zen ve véku 32—45 let). Vliv jedmotlivich
modifikujicich faktori mna pribéh Kkultivace
byl sledovan opakovanym vySetiovdnim krve
jednoho darce, jednordzovym vySetfenim sou-
boru darci nebo opakovanym vysSetfenim sou-
boru dércil.

Vysledky

Optimalizace metody

Vysledné hodnoty v CPM, uvedené v tabul-
kach a grafech, jsou primérem ziskanym mini-
malné z deseti kultur bun&k jednoho dérce. Po-
névadZ byla v potateCnich experimentech po-
zorovédna vysSi variabilita vysledkd pfi pouZiti
média MEM proti RPMI za jinak stejnych pod-
minek, bylo v této préci uZivdno vyhradné mé-
dia RPMI.

Zjisténi vlivu preinkubac¢ni teploty krve na
koneCnou hodnotu CPM bylo provedeno uloZe-
nim krevnich wzorkd po odbéru na dobu dvou
hodin p¥i teploté mistnosti (24 °C), v termosta-
tu (37°C) a v lednici (4°C). Porovndnim hod-
not vysledk@i v tab. 1 je zfejmé, Ze optim&alni
dvouhodinovd preinkuba¢ni teplota krve je

37 =C.
Tab. 1
Provedeno v termostatu Heraeus; VK = variaéni
koeficient

°C CPM. 10? s. 10° Vk

37 262,3 9,5 3,6

24 245,2 17,0 6,9

4 225,8 9,9 4,4
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Pfi hledéni podminek pro mozZnost dlouhodo-
bého skladovani nefedéné krve bylo zjiSténo,
Ze nejvhodné&jsi teplota pro jeji uloZeni po do-
bu 24 h je 4°C. Poné&vadZ vSak skladovéni krve
do druhého dne se ukéazalo byt zatéZi pro stan-
dardnost prace, nedoporucujeme je a vysledky
neuvadime.

Vzéjemny vztah redéni plné krve, dvou kul-
tivaénich <&asfi a pfitomnosti inaktivovaného
FTS ukazuje tab. 2. PouZiti inakt. FTS do mé-
dia k ovlivnéni rdstovych podminek bylo z4a-
vaznou otdzkou. Ovérili jsme, Ze jeho pritom-
nost zreteln® sniZuje konetny vytéZek CPM.
Testovédni FTS bylo provedeno pro mnejdast&ji
uZivanou koncentraci 10 %. Vysledky v tab. 2
urcuji dileZité kultivaéni podminky: rfedéni kr-
ve 1:10 (vzorky s koncentrovangjsi krvi byly
shleddny jako mepouZitelné), dobu inkubace
96 hodin (Vk = 2,5) a megativni vliv pFitom-
nosti FTS ve vdech koncentracich krve. Cas 72
hodin je uveden proto, Ze je nejcastéji uZiva-
nou dobou v kultivacich krat3ich neZ 96 ho-
din.

Tab. 2

Provedeno v exsikdtoru se stimulaéni ddvkou 80 ug
PHA/ml; Vk = variaéni koeficient

Re- 9 h
: 72h 96 h

déni + 109% FTS

krve CPM. 10® CPM. 10® CPMO. 10°

1:10 57,3 + 4,2 130,2 + 3,2 56,8 + 3,2
Vk 7,3 Vk 2,5 Vk 5,7

1:20 49,0 + 3,8 113,2 + 4,3 30,8 + 4,3
Vk 7,7 Vk 3,8 Vk 14,0

1:40 24,2 + 2,9 37,4 + 4,5 10,8 + 0,9
Vk 12,0 Vk 12,0 Vk 8,3

Zavislost koncentrace PHA ma délce kultivac-
ni doby je patrna z grafu 1. Krevni buiiky jed-
noho dérce byly ve tkéiiové kultufe stimulova-
ny PHA o koncentraci 40, 60, 80, 100 a 120 ug/!
ml média po dobu 48 aZ 120 hodin.

Z grafu vyplyva, Ze optim&lni podminky re-
akce jsou =zajiStény davkou PHA 120 pg/l ml
média a délkou kultivace 96 hodin, p#i Fed&ni
krve 1:10 a pouZiti média RPMI bez FTS.

Byla provedena titrace jednotlivjch mitoge-
nd pfi stanovené Kkultivatni dob& 96 hodin
(HERAEUS) a vysledky jsou zndzornény na
grafu 2. PHA je titrovdn v dévkéch od 60 do
180 g/l ml média. Koncentrace 120 ug/l ml le-
Z1 v optiméalni &&sti kfivky. CON-A je titrovan
v dévkdch od 5 do 50 ug/l ml média. Koncen-
trace 15 ug je pro reakci optimdlni. PWM je
titrovdn v ddvkach od 5 do 20 ug/l ml média.
Jako nejlepsi koncentrace pro reakci lymfo-
blastické transformace uvdd&nou metodou je
téZ 15 ug/l ml média. Tyto t¥i optim&lni kon-
centrace mitogenti davaji standardni vysledky,
coZ potvrzuji i vyhovujici smérodatné odchyl-
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Graj 1 Provedeno v termostatu Heraeus

ky. (Kultivatni podminky stanoveni jsou stejné
jako v pfedchozim p¥ipadé.)

Ospéch dlouhodobé kultivace krevnich bun&k
je podminé&n pfedevSim optimalni hodnotou pH
v celém casovém Useku. PonévadZ vlivem me-
tabolickych pochodd i atmosféry dochézi v bu-
néénych kulturdch b&hem inkubace k posunu
pH, je nezbytné zabezpedit jeho optimélni in-
terval 7,2—7,4. Jako Gpln& nevhodné se proje-
vilo zamezovani pfistupu vzduchu pFelepenim
desky izolepou. Pro kultivaci trvajici 72 plus 18
hodin je kvalita v exsikdtoru upravené atmo-
sféry dostatetna. ZhorSeni bylo pozorovéno aZ
pii prodlouZeni kultivace ma 96 plus 18 hodin.
NejlepSich v{sledkl vSak bylo dosaZeno pii po-
uZiti termostatu s Fizenou atmosférou 5% CO,
a 90% wlhkosti (dale jen termostat). Vlivy Fe-
déni krve, délky kultivace a FTS byly obdobné
jako pii préci s exsikdtorem, avSak projevily
se vy$si odezvou v CPM. Z tab. 3 je patrné, Ze
pii pouZiti termostatu byla za stejnjch podmi-
nek odpovid testu podstatné vy$si, v porovnéni
s exsikdtorem aZ o 90 %.

Tab. 3
Bk~ S C: Termostat CPM. 10°
1374 +7.8 262,3 49,5

Referenéni hodnoty

Pro zisk&ni referentniho pésu jsme pouZili
neparametrickou metodu, opirajici se o vybé-
rové percentyly, jako zplisobu uréeni kritickych
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Tab. 4
Kontrolni kultivace PHA CON-A PWM
959, referenéni pas
v CPM . 10®
do 4,0 196—350 81,19—171,31 18,15—49,52
Tab. 5
Dat. SA s PHA s CON-A s PWM s
10/4 1,1 0,92 271,1 3,8 - - - -
11/4 1,0 0,75 $283,3 15,6 = - = =
17/4 0,62 0,15 272,0 14,1 94,14 4,1 34,3 2,1
22/9 1,9 1,3 270,4 12,4 86,5 10,1 20,2 1,6

limit, nebot mezi 2,5 percentylem a 97,5 per-
centylem leZi 95% rozmezi hodnot. Referencni
hodnoty ziskané v naSi laboratofi vySetfenim

Ddrece R. Z. testovdn opakované v intervalech 1 den, 6 dnil
a 22 tydni. Provedeno pFi optimdlnich reakénich
podminkdch; hodnoty vyjddieny v CPM.103

souboru zdravych darct uvadi tab. 4.

Pri opakovaném sledovani jednoho dérce se
projevila pomérné dobrd stabilita testu, jak
ukazuji vysledky v tab. 5.



ROCNIK LVI, 1987, &. 3

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY 131

Diskuse

Uvedena metodika md nékteré vyrazné vyho-
dy oproti metodé& pouZivajici separovanych
lymfocytd. Je odstranén separacni Sok a neza-
douci opracovani membran. Jsou prdace uvade-
jici ovlivnéni jednotlivych subpopulaci lymfo-
cytlt vlivem separacnich technik (7).

Test je provddén v prostiedi autolognich bil-
kovin plazmy, odpadd zdlouhava separace lym-
focytd a nastaveni jejich koncentrace. Krevni
buiiky zlistavaji ve svém fyziologickém prostie-
di, zmé&na do situace in vitro je men3i. Vyznam-
nou skutednosti je také mald spotfeba krve
(1,0 ml), coZ je vhodné zejména pro uplatnéni
v pediatrické praxi. Pfinosem je i moZnost vy-
SetFit najednou pomérné velké mnoZstvi vzor-
k@i (desitky v jedné smén&). Inkorporace *H-
-thymidinu jako vysledek proliferace lymfocy-
t zdvisi zejména na Fedéni krve, inkubalni
dobég, koncentraci mitogeni a vyznamny je i za-
porny efekt eventudlni pritomnosti FTS. Opti-
méalnim Fedénim krve se podle nasich vysledki
ukézalo Ffedéni 1:10. Mensi Ffedéni vykazovalo
nizky vytéZek CPM. NaSe mélezy v otdzce kon-
centrace krve v testu se li§i od nékterych li-
terdrnich ddaji (1, 2), ale jsou podobné, jak
uvadi S. J. Knox (3). Optimélni kultiva¢ni doba
je v trvani 96 hodin a 18 hodin s *H-thymidi-
nem. V tomto ¢asovém tseku dojde k optimaél-
nimu podétu déleni lymfocytd z pocatecniho, do
reakce vstupujiciho mnoZstvi. Zkréaceni kulti-
vace vedlo k mizSim vytéZkim CPM, prodlouZe-
ni k vy$si variabilité vysledkil. Titraéné byly
stanoveny optimalni koncentrace mitogeni,
vyhovujici reakénim podminkdm a soufasné
vykazujici standardni stimulaéni uinky na
lymfocyty. Obsah inaktivovaného FTS v kultu-
fe vyrazné sniZil odpovéd bunék v CPM. Pri
pouZziti plné krve se pozitivné uplatiiuje wliv
pritommych autolognich bilkovin plazmy. Ty vy-
tvareji prostfedi, které se do jisté miry bliZi si-
tuaci in vivo pro krevni builky optimélni. P¥i-
davek FTS je tedy zbyteény a zdrovell i neZa-
douci, nebot pravdépodobné interferuje s bil-
kovinami krevni plazmy. DiileZitou podminkou
spravné funkce celgho kultivaéniho systému se
ukézalo pouZivdni automatického Fizeni atmo-
sféry obohacené 5% CO, zabezpe&ujici stan-
dardnost prostiedi. Nutné je i obohaceni média
o glutamin a antibiotika t&sné& pred pouZitim,
nebot se tak odstrani vliv eventudlniho starnu-
ti téchto komponent.

Nase vysledky ukazuji, Ze relevantni odpo-
véd lymfocytl miZe byt ziskdna v pfipadé, kdy
jsou kultivovdny za podminek blizkych in vivo.
Opakované wySetfeni jednoho dérce ukézalo,

aoas

%e mezi nejniz$i a nejvys$si hodnotou u nejuZi-
van#j§iho mitogenu byl rozdil do 6 %. Pii opa-
kovaném vy3etieni 16 déarcit byl rozdil do 15
procent. Literatura uvddi i piimy vliv pfida-
nych erytrocytli nebo jejich membréan na zlep-
Seni odezvy lymfocytl separovanych na Ficolu,
pravd&podobné v disledku membrdnovych in-
terakci, dfileZitych pro optimé&lni bun&tnou od-
povéd (4).

Zku3enosti nas presvédC€ily i o presné&jsich
vysledcich ziskanych metodou z plné krve pro-
ti vysledktim ze separovanych lymfocytd. Pii

nedostupnosti pouZivdni termostatu s Fizenou

koncentraci CO, je moZna nadhrada exsikatorem
s chemicky vyvijenym CO,. Literarni prameny
(5, 6) uvadéji i moZnost ndhrady beta kapali-
nového scintiladniho pod¢itate gama pocitatem
a ’H-thymidinu jinym prekurzorem nukleovych
kyselin, ktery je oznacen izotopem '#].

Souhrn

V ¢ldnku jsou uvedeny zkuSenosti s optima-
lizaci stimulace ‘lymfocyti polyklonalnimi mi-
togeny a jejich kultivaci v systému plné krve,
s piistrojovym mé&fenim vy§sledkd. Jsou publi-
kovany referentni hodnoty ziskané ma nasem
pracovisti.
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