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MIKRDMETODA TESTU BLASTIcKÉ TRANSFORMACE LYMFOCYTÛ Z PLNÉ KRVE A NÉKTERE
IEIÍ PODMÍNKY

RNDr.. M. ŠVEC, mjr. MUDr. Z. REFKA, pplk. MUDr. P. RÀKOSNÎK
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

[náčelˇníxkz plk. MUDr. Vl. Ko'tlář, CSc.)

Úvod

V Souıčłaısné době Se v kılínfliıcké i hygienicko-
-eıpidemíologivcké praxi a vý'zıkumıu projevuje
Stále větší t'laık na rozšiřování szpekftra Za poě'tu
lvyšetření řady imunologický'ch parametrů.

Iedıníflm Z ,používaných testů je metoda vyše-
třující blastickou transformaci lymíoıcytů. Vy-
užívá Se v Souvislosti S monitorováním vırozeně
i Získané imunodeficienlce, ja'ko kontrola při
terapii imıunostimuılfačıními 'nebo iımflufnosurp're-
Sí.v,ní:mi látkami, je ıvhodflná i při Sledování pů-
sobení škodılżi'vin životního a pracovního- .pro-
sıtředí na imunologioký .profil organismu. Tento
test 'využíıvá jedné Z Í'uın'klcí lflymfocyˇtů - in vi-
vo odpovídat na aıntigenıní S'tiımuzl transformací
k 4produkcí imunologicky xaık'tiıvıních dceřžinnýnch
buněk. Vazba antigenu na receptor lyžmÍocytu
dává podnět k řfa-dě pochodů, k zıvěrtšení a dě-
lení lymžfocytıu. Tato zıměna —— lymˇnfıolblvas'tická
'transformace ——— lnavoızena [v ipoıd'mínvkáoh in vit-
ro úěi'nłkem ,ıpolyžkvlonálníıcłh mitogenů .nebo Sıpe-
c|ì=fický|cflh sażntigenů je :nejčastěji měřena oud
morfolflogiflckjy, nebo :p'o'dıle ısıtıuıpně inłkożršporaflce
prekıurzżor'u ınqleový-ch kyselin, znaflčeněłho rfa-
ıdioaıktiıvní'm iizotopem. V 'této .práci jsme využili
iınfkorıporace tflriˇtie-m zın'aflčeněho :prekurzoru DNK
do mitogenem Słtimulovžaınýoh lyˇmfvocytů, c'ož
umožňuje přístrojové hodnocení.

Použití-m plně neseparovaně krve jsme se
snažili přiblížit fyziologickýım podmínkám a
odstraněním separačnícıh postupů ıbyżlzo :dosaže-
no `možnosti zpracovat větší množství vzorků.

V čılánłku jsou uvedeny naše Zkušenosti při
provádění milkırometody blaıstíckě transformace
lyćm'focy'tů Z plné krve.

Materiál øa metodika

Princip metody je Zaıložen na měření tri'tiem
značeného iınkorporozvaného preku-rzoru nuıkle-
ovýžc-h kyıselíın [3H-ıthymifldnínlu] v mítogeny sti-
mlulovaných lymflfocytech. Kvantuzm vestavěné-
ho raìdiˇonvuık-liıdıu odıpoflvídá ry'cıhlosti tvorby a
množství vyıproduškovaıné DNK a měří Se kaflpa-
linovým Szcinıtilačzníım počítačem .beta aktivity,
v počtu Záblesků Za minutu (CPM).

1. Příprava kultivaěních médií

jako k=uı1‹t=i›vľaění media byıly používány pří-
zp!rfa:vky ÚSOL: MEM a RvP'MI-1640, k'teré :byly
upšrzaflveny taıkˇto: MEM byl doıpˇlšněn gil=utaminem
ÜsSDL [30 ıIng/100 m1), NE'A-fÚfSOL [11.t/1000
m1], PNC [100j/fl1m11, STıM [100 ,uzg/ı *1], pH by-
lo nastaıvenšo 7,5% roztokem kyseleho ušhllifčiıta-
nu sodněho ÚSOL, doI rozmezí 7,2—7,4. Olbfldob-
ně bylo doplněno R.PMI —— 1.640, kromě přídav-
ku NEA. Obě média .byla testována S přidáním
a bez pří=da=vzkıu infaškztiıvov'aıneho Íetálınílho tele-
cízho séra [FTêS] —— Vysoká škola veterinární,
Brno.

2. Příprava mìtogenů

a] Phytohaemagglutinin [PHA] — Wellcıome,
HflA-15. Naflváflž'ka Se rozlpustí ve fy'Ziol-Ogickěm
roztoku [ČSL 3] a rozp'lfní do amıpulí taflk, a'by
např. dáka 0,4 ml obsahovala 400 ,ug PHA; 24a—
t-ave:né ampsule se sklad-ují ,při -20 °C. V čas
potřeby se obsah amflpfufle n'ažředí mědiem 'na
pracovní koncentrací PHA.

b) Conkanavalìn [CON-A], Pharmacie. Z-á-
sobní koncentrace 100 ,n CON-A N dávce 0,2 mfll
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se připraví a uıcłhoıvává ıs'tejıně, jak je luvedeno
u PHA.

c] Pokeweed mitogen [IPWML Serva. Přípra-
va, koncentrace a uıchováıváıní zásıobžníıho rozto-
ku je totožıné s CON-A.

3. Rozpl'nění mitogenů

Do :mtiıkrzotitraıční destiflčıky s plochým ıdınem
flprżo ıkiulıtivažci [N*ozv.ogen, ÚzMG-JČSAV] se ınaplıní
médium a mitogeny mikropıiıpetofu tak, že ıprvflní
trojice řady jaıInek zoibısaıhuje médium Iprosté
miıtoflg-enu, druhá, třetí a čtvrtá for onji ce .příslušné
mitogeny v 'pracovní ıkonfcenmraci a :objemu po
100 ,ul.

4. Ředění krve a její roflzplnění do kulti-vační
destičky

1 m'l .hep-arrnizovaıné żvenó/zıní Ikrve se po dvou-
hodfližnové zpreiınżkIuibaci naředí -méd'i-em ina ıoìbjem
10 m1. Za mížc-háfní na eflek'tro-magnetiıcké mí-
chačice MM-IZ \[La.b. ıpří'st-ro je, Praha] se náře-
děfná krev `dávfkuje po 100 ,wl do všech jzamek
obsahujících médium a mix'togeıny.

5. Kultivaee

Kult-ury se i'nkuflbfluzjí v |termostatu flpři teplotě
37 oC s 90% vlıhìkostí růzınou dobu:
a] v 'Systému desek zalepených izolepou;
b] v exsikátoru s atmosférou 50/0 002 a destič-

ıkáıc'h překryttýzclh vížčıkem; prostředí 002 ıbzylo
připraveno reaıkcí vyıpočtenéıho oìbsalhu ky-
selého ıuıhli-čiıtanru soıdınéıho s nad'zbytžkem «ky-
seliflny Icitróınové ve voıdınérn roztoku;

c) v termostatu [Heraeuıs] s řízenou atmosfé-
rou 50/0 002 a 900/0 vlhkostí, v Vdestıifčkčz'ıch
ıpřekrytých víčkem.

18 hodiın před zu'kožnčením :kultivace :byl do
všech jašmek .přišdáın 3H-4thyıníiidin [zsıpeciçfiflcká
aktiviıta 9.80 vGBq/s —— =Ú\VL`V*V=R, Praha] o akti-
vitě 40 ıkBq v 5 ,ul. Požadovaná aktivita znače-
ného thymiždiınflu :byla ıpřirprzavena jeho :naředě-
ním tyziıolożgliıcıkým rozt'oıkern. lKultLivace je qon-
čena zmražzeınírn desıky přli ——20 °C.

6. Sklízení buněk a adjustaee filtrů do lah-
víček

Obsa'h jamek se převede a `-promyje vodou zpo-
mo-cí Harżvesıtozr-u ry ıDytnateoh AG [Br-ancžh,
NSR) :na sklovilá'kinitý ‹Íif1mraıčıní papír [Wıhaıtman
GFA 934-AH). Filtry jsou ;po vysušení vloženy
do Slkleněınýfch žsıci'ntilačıníc'h la-hviček [Sıklo
Uťnion-Kašva'liier TYIP — KS—QO] naplněných 2 ml
sciınti'laıčníıho šroztokfu (ETL-41, Sıpžolarra Nerato-
vice).

7. Měření

Uzavřené laıhvičky jsou vloženy do stojánku
v .kapelinovérn s‹cì:ntila‹čıním počítači Ibeta akti-
vilty RA›0fK›B:ET‹A 1217 [Íy VLˇKıB a měřeny pro-
střednictvím :programu rpm 3H [30 sekfuznıd jed-
nute ]. Účinnost přístroje :byla zjištěna změře-

na l'a.“hvičık=a]. Výsledky jsou dány v počtu Zá-
:blesıků za miınfuıtvu, CPM/mim {counts per mi-
ním :standardu tritia dodaného S přístrojem a
vypočtežním -p odile:

..,. , . __ CPM _ 111.816
ucinnons-t DPM . 100 196.100

kde CPM je |.naměřezná hodınota standardu tri-
tia, DPM je |počet Irozpadů -uıdaný výrobcem a
o'vdlpào-víıdá 100 0/0 CPM.

=57,05 0/0,

8. Vyhodnocení

Z .hodınot CPM [pro jednotlivé ıkužlıtiflvaıce jsou
počítány .průměry [x] a flsměšrzodatné odchylky
[IS] pro :příťsıl-uıšné triıplety. Porovınáıním x CPM
s hodnotami referenčního /páısu pro kontrolní
knuıltfliıvaıci [aktivita ınesıtimuıloıvanýcih :buně'kj a
ıpro alkłtiví tu ıb=uıněflk ıpo stimulaˇci jedınotlinvýımi
mii'tzogeıny se .posoudí stufpeň lymfoblastické
traınfsfžo'rmace v krevınífcfh vzorcích.

9. Soubor dárců

Krev lbyla získána od 106 osob ['85 mužů ve
věłkfiu 19-21 let, 16 ırnıužů ve věıku 30—55 let a
5 žen 've ıvěıku 32—45 let ]. lVılˇiv jedıno'tlivýıoh
mod'ilfilkujízcích faktorů ına průıběh .kultivace
byl sledovásn ıoıpa'konvanýım vyšetřováıním |.krve
jednoho dárce, jednorázovým vyšetřením sou-
bšoru dárců nnebzo Iopfaıkıovaıným vyšetřením sou-
Iboru dárců.

Výsledky

Optimalizace metody
Výêslešdıné »h'odčnoty v CPM, uvedené .v tabul-

kách a grefecťh, jsou ıprůıměrem .zíflskaıným mini-
málně z deseti kultur :bıwněık jednoho ıdárce. Po-
něvadž 'byla v .počátečních exıperfliımenrteoh po-
zorována vyšší :variabilita flvýžsıledıků při použití
média |MEM .proti RPMI Za jinak .stejınýzch .pod-
míınek, .bylo v této práci uıžíflváıno výhradně mé-
dia RPMI.

Zjištění ıvliv-u previtnk'uìbafční teploty krve ›nza
konečnou hžo'dvnoıt-u CPM \by1|o ıprovedeno ulože-
ním krevních vzorků lpžo odfběru na dobu dvou
hoıdiın :při teplotě místnosti V[24 oC), v ltermosta-
tu [37 °C] a v |ledınici ‹[4 °“C]. Porovınáıním 'hod-
ınot výsledků v xtaìb. 1 je zřejmé, že optimální
fldıvouih'odifnová zpreiınkuflbačıní teplota 'krve je
37 cC.

Tab. 1
Provedeno v termostatu Heraezıs; VK = uarı'ační

koeficient

°C CPM . 103 S . 103 Vk

37 262,3 9,5 3,6
24 245,2 17,0 6z9

4 225,8 939 4,4
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Při Ihıledání podmínek .pro možnost ıdılouıhodvo-
bého skladování fneředěné krve [bylo zjištěno,
že nejvhodnější teplota pro její uložení po do-
bu 24 flh je 4 °C. Poněvadž však 'Skladování krve
do dıruhéıho dne se ukááza'lo lbýt zátěží pro stan-
dardnost práce, nedoporučujeme je a výsledky
neuvádnne.

Vzájemný vztah vřeıdění plné krve, dvou kul-
tivˇačních časů la přítomnosti inaktivovaného
FTS »ukazuje tab. 2. Použití 'inakt FTS .do zmé-
dia k ovlivnění růstových podmínek ıbżylo zá-
važnou otázkou. Ozvěřiıli jsme, že jeho přítom-
nost zřetelně lSnižuje konečný výtěžek CPM.
Testování FTS |.bylo .provedeno pro nejčastěji
užívanou koncentraci 1'0 0/0. IVýsledky v taıb. 2
určují :důležité kultiivační podmínky: ředění kr-
ve 1 : 10 [vzorky s .kˇonce'n'trovıanější kır'ví byfly
Shleidáıny jako nezpoužitelnéj, dobu inkuflbace
96 hodin [Vk = 2,5] a negativní vliv přítom-
nosti FTS ve všech koncentracích krve. Čas 72
hodin je uveden proto, 'že je nejčastěji užíva-
no-u ıdobou v ku'ltivacích kratších než 96 1t—
din.

Tab. 2

Provedeno v exsżkătoru Se stimulační dávkou 80 ng
PHA/ml; Vk = varżační koeficient
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ammo3

Ře-
dění
krve

96 h
+ 10% FTS
CPM . 103

72 h
CPM . 103

96 h
CPM . 103

1:10 57,3 ± 4,2 130,2 ± 3,2
Vk 7,3 Vk 2,5

56,8 1: 3,2
Vk 5,7

1:20 49,0 i— 3,8 113,2 ;l; 4,3
k 7,7 Vk 3,8

30,8 i— 4,3
Vk 14,0

1:40 24,2 i- 2,9 37,4 ± 4,5 10,8 -I_- 0,9
Vk 12,0 Vk 12,0 Vk 8,3

Závislost koncentrace PHA na dé'lce kultiva'č-
ní doby je patrına .Z gram 1. Krevní buňky jed-
noho żdázrce Ebyıly ve tkáňové kultuře sztimıufllová-
ny PHA 'o koncentraci 40, 60, 80, 100 a 120 Iuzg/l
ml ımédıiza po ıdo'bu 48 až 1240 hodin.

Z grafu vyplývá, že optimální podmínky re-
akce jsou zajištěn-y dávkou PHA 120 ,ag/'l :ml
média a délkou kflu'ltiıvace 96 hodin, .při ředění
krve 1 : 10 a použití flmédia R*P=MI ibez FTS.

Byla provedena ti'trace jednotlivých ımzitıoge-
:nů při stanovené kultivační době 96 hodin
[HE-RAEUS] :a výsledky jsou znázorněny na
grafu 2. PHA je titrováın v :dávkách od 60 do
180 ,wg/l mil mérd'iea. ıKoncentrace 12'0 łag/l ml le-
ží v optimální části křivky. CON—A je titroıván
v dávkách od 5 do 50 _,ug/ıl ml média. Koncen-
trace 15 Mg je pro 'reakci optimální. 'PWM je
titrován -v dávkách o-d 5 do 20 ,ug/l ml :média
jako nej lepší koncentrace pro reakci lymfo-
blastické trša-nstıormace uváděnou metodou je
též 15 ,ag/-l Imfll média. Tyto tři optimální ko-n-
centrace .mitogenů dávají vStandardní výsledky,
což potvrzují i 'vyhovující směrodatné odchyl-
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Graf 1 Provedeno v termostatu Heraeus

ky. (lKnılžtívační .pofdmínıkıy stanovení jsou stejné
jako v předchozím případě.)

Úspěch dlouhodobé kultivace krevních ıb'uněk
je podmíněn především optimální 'hodnotou pH
v celé-m časovém úsekıu. ıPıoněva-dž vlivem me-
tažbol'ickýcih pocëh'odů i atmosféry dochází v bu-
něčných kulturách :během inkuflbace k posunu
pH, je neziby'tzné zaıb'eflzıpečlizt jeho optimální in-
terval 7,2-7,4. jako úiplně .nevhodné se proje-
vilo zamezování přístupu vzduchu zpřelepenívm
desky iizo-lepou. Pro :kultivaci :trvající 7.2 plus 18
hodin je kvalita v exsıikátonu upravené atmo-
Stéry dostatečná. Zho-ršení Ibylo pozo-rová-no až
přıi .prodloužení :klużltivace na 96 plus 18 hodin.
Nejleıpšíflch výsledků .však :bylo Id osaflžeťnıo .při po-
užití termostatu s řízenou atmosférou 50/0 002
a 900/0 vlhkostí [dále jen termostat). Vlivy ře-
dění krve, .délky kultivace a FTS byly obdobné
jako při práci s exıs'iıká'torem, avšak projevily
Se vyšší odezvou v CPM. Z (tafb. 3 je patrné, že
při použití termostatu lbyla za stejných podmí-
nek odpověd testu podstatně vyšší, v poro-vnání
s exsikátoreım až o 90 0/0.

Tab. 3

CPM . 103EXSÍk- + 5W0 C02 TermostatCPM.13

137,4 ±7,8 262,3 ±9,5

Referenční hodnoty

Pro získání referenčního .pásu jsme použili
ıneparamefltrzìckou metodu, Iopírající se .o výıbě-
flro-vé percentyly, jako způsobu určení kritických
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Tab. 4

95% referenční pás
v CPM . 10a

‹ Kontrolní kultivace PHA CON—A PWM

do 4,0 ' 196—350 81,19—171,31 18,15-49,52

Tab. 5

Dat. SA PHA CON-A PWM

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

limi'tů, fne'bvot mezí 2,5 percemylem za 97,5 ıpeır-
ceıntylełm leží 95% rozmezí xho'dınozt. Referenční
hodnoty Zísıkałné V tna'ší laboratoři vyšetřením

Dárce R. Z. testován opakovaně v intervalech 1 den,6 dnů
a 22 týdnů. Provedeno při optimálníc'h reakčních

Soubèoıru `Z‹dır›a.›výıcıh dárců Íuıváżdí tab, 4.

podmínkách; hodnoty vyjádřeny v C'PM.105

Pří zopaikozvfla-ném Sledování jevdıno'ho dárce Se
projevila ipzoıIněTıně ćdoıbrá S-'taıbi-lita testu, jak
uľkfazu jí lvýsledky v tarb. 5.
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Diskuse

Uvedená metodika má .některé .výrazné výho-
dy op-roti metodě používající Separovaných
lymfocytů. je odstraněn separační šok a nežá-
doucí opracování membrán. Jsou práce uvádě-
jící ovlivnění jednotlivých vsu'błpopulací lymfo-
cytů vlivem separačních technik [7].

Test je prováděn v ,prostředí autolognich bíl-
kovin plazmy, odpadá Zdlouhavá Separace lym-
focytů a nastavení jejich koncentrace. Krevní
buňky zůstávají ve svém fyziologickém prostře-
dí, Změna do situace in vitro je menší. Význam-
nou skutečností je také (malá spotřeba krve
[1,0 mil), což je vhodné ze jména pro uplatnění
v pediatrické praxi. Přínosem je i možnost vy-
šetřit najednou poměrně velké množství vzor-
ků [desítky v jedné směně). Inkorporace 3H-
-thymidinu jako výsledek proliflferace lymˇfocy-
tů závisí zejména na ředění krve, iınkuıbační
době, koncentraci ımitog'enů a významný je izä—
porný efekt eventuální :přítomnosti FTS. Opti-
málníım ředění'm krve se podle našich výsledků
ukázalo ředění 1 : 10. Menší ředění vyka'zov'alo
nízký výtěžek CPM. Naše nálezy v otázce kon-
centrace krve v testu se liší od některých li-
terárních údajů [1, 2], .ale jsou podobné, jak
uvádí lS. I. Kınox [3]. Optimální kultivační doba
je ‘V ztrłvární 96 'hodin :a 18 łhodin s 3H-thymidi-
nem. V tomto časovém úseku dojde k optimál-
níımu .počtu Idělení lymfocytů z počátečního, do
reakce vstupují'cího lmnožství. Zkrácení kulti-
vace vedlo k nižším `výtěžlkům CPM, prodlouže-
ní k vyšší =v“ari~ab:ilitě výsledků. Titrazčně fbyly
stanoveny optimální koncentrace mitogenů,
vyhovující reakčním podmínkám a současně
vykazující standardní stimulační účinky na
lymfocyty. Obsah inakftivov'anéžho FTS v kultu-
ře výrazně :snížil odpověď :buněk v CPM. Přfi
použití plné krve se pozitivně uplatňuje vliv
přítomných autoılogních bílkovin plazımy. Ty vy-
tvářejí prostředí, které se do jisté míry .blíží s-i-
tuaci in vivo pro krevní buňky optimální. Pří-
davek FTS je tedy Zbytečný a Zároveň i Inežá-
doucí, neboť pravděpodobně .interferuje s ibíl-
kovinami krevní plazrmy. Důlležˇitou podmínkou
správné funkce celého k'uıltivačníıho systému se
ukázalo používání automatického řízení atmo-
sféry obohacené 50/0 C'Oz, zazbezpeč'ující stan-
dardnost prostředí. Nutné je i obohacení média
o glutamin a antibiotika těsně před použitím,
nebot' se tak odstraní Ivliv eventuálního 'stárnu-
tí těchto komponent.

Naše výsledky ukazují, že relevantní odpo-
věď lymfocytů může být Získána Iv případě, kdy
jsou kultivovány Za podmínek blízkých in vivo.
Opakované vyšetření jednoho dárce ukázalo,
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VV,že mezi nejnižší a nejvyssi ıhodnotou u nejuží-
`v`aněfj‹ší!ho mšiıtog-venu by'l .rozdíl do 6 O/0. Při Iopa-
kovaném vyšetření 16 dárců [byl rozdíl do 15
procent. Literatura uvádí i přímý 'vliv přida-
ných erytrocytů nebo jejich membrán :na Zlep-
šení .odezvy lymfocytů sep-ar-ovaných na Ficolu,
pravděpodobně v důsledku membránovýoh in-
terakcí, důležitých pro optimální :buněčnou od-
pověd' [4].

Zkušenosti nás ıpřesvědčily i o [přesnějších
výsledcích získaných metodou z plné krve pro-
ti výsledkům ze seıparovaných vlyžmzfocytů. Při
nedostupn-osti používání termostatu s řízenou
koncentrací COz je možná náhrada exsikátorem
s chemicky vyvíjeným COz. Literární prameny
[5, 6] uvádějí i možnost náhrady bet-a kapali-
novélho scintilačního počítač-e gama počítačem
va 3H-Ithynmıidin'u jiným prekurZo-rem nuıkleových
kyselin, který je označen izotoapem 1251.

Souhrn

V článku jsou uvedeny Zkušenosti s optima-
lizací stimulace -lymfocytů polyıklo'náfilnímıi mi-
togfleny a jejich kultivací v systému plné krve,
s přístrojovým měřením výsledků. Isou pu'bıli-
kovány .referenční hodnoty Získané na našem
pracovišti.

Literatura

1. BICKER, U. - SCHAUMAN, W. — HAAS, V.: Optimizing
the lymphocyte transformation test in the whole
blood. I. Optimum condition for thymidiine incor-pora-
tion. j. Immunopharmacol., 5, 1983, s. 1—12. `

2. SCHAUMANN, W. - BICKER, U. - HAAS, V.: Optimi-
zing the lymphocyte transformation test in the who-
le blood. 11. Kinetics of thymidine incorporation. I.
Immu'nopharflmacol., 5, 1983, č. 13—30.

3. KNOX, S. I. - SHIFRINE, M. - ROSENBLATT, L. S.:
Assessement of the in vitro radiosensitivity of human
peripheral blood lymphocytes. Radiation Research, 89,
1982, s. 575-589.

4. JOHNSON, R. A. - SMITH, T. K. - KIRKPATRICK, C. H.:
Augmentation of phytohemaglutinin mitogenic acti-
vity by ery'trocyte membranes. Cellular Imunol., 50,
1976, s. 613.

5. BAKESH, K. - KUMAR: A mioromethod for in vitro
assay of lymphocyte proliferation in mouse whole
blood. Immuno-l. Methods, 25, 1979, s. 239—245.

6. HEDGES, M. - HORSNEY, S.: The effect of xrays and
neutrons on lymphocyte death and transformation.

7. KOL, R. - FRIEDLÄNDER, M. - RIKLIS, E. - RAVEM,
D.: Separation of human lymphocytes on icol-Pague
Gradients Radiation Researoh, 95, 1983, s. 108—115.

Další literatura u autora.

Klíčová slova: Blastická transformace lymfocytů; Mito-
gen; Tritium thymidin; Plná krev.


