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ABSTRAKT

Pfijmeni a jméno: Behounkova Tereza

Katedra: Katedra zachranaistvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictvi
Nazev préace: Piiprava separace a kultivace bazofilnich granulocytt

Vedouci prace: Ing. Tomas Vlas

Pocet stran — Cislované: 56

Pocet stran — necislované: 20

Pocet priloh: 1

Pocet titulii pouzité literatury: 27

Klicova slova: bazofilni granulocyt, alergie, pritokova cytometrie, distribuovana

dielektroforeticka cytometrie

Souhrn:

Bakalaiska prace je zaméfena na test aktivace bazofilnich granulocyti a metodu 2DEP
cytometrie. Teoreticka ¢ast zahrnuje charakteristiku bazofilnich granulocytti, alergické
reakce, jejich diagnostiku, metody separace a analyzy. V praktické ¢asti byl vyuzit test
aktivace bazofili za pomoci pratokové cytometrie, ktery slouzil k porovnani s vysledky
ziskanymi na 2DEP cytometru. K porovnani vysledku byla pouzita plocha pod kiivkou,
CD-sens a hodnoty specifickych IgE a z 2 DEP cytometru DE podpisy bun¢k. Vysledky

metod poukazuji na shodu a moznost vyuziti 2DEP cytometrie v budoucnosti.



ABSTRACT

Surname and name: Béhounkova Tereza

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Preparation of separation and cultivation basophiles granulocytes
Consultant: Ing. Tomas Vlas

Number of pages — numbered: 56

Number of pages — unnumbered: 20

Number of appendices: 1
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Keywords: basophil granulocyte, alergies, flow cytometry, distributed dielectrophoretic
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Summary:

The bachelor thesis is focused on basophil activation test and 2DEP cytometry method.
The theoretical part includes basophil characteristics, allergic reactions, their diagnostics,
methods of separation and analysis. In the practical part, the basophil activation test using
flow cytometry was used, which was used for comparison with the results obtained on
2DEP cytometry. The area under the curve, the CD-sens and the specific IgE values were
used to compare the results and the DE cell signatures from the 2 DEP cytometry. The
results of the methods show the agreement and possibility of using 2DEP cytometry in the

future.
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UvOoD

Tato bakalafska prace se zabyva porovnanim vysledki ziskanymi pomoci
aktivaéniho testu bazofild na pritokovém cytometru s vysledky ziskanymi na 2DEP
cytometru ve formé DE podpist. Z aktivacniho testu bazofilti jsme ziskali vysledky AUC
(plocha pod kiivkou) a CD-sens, které byly porovnany s procentem aktivovanych bazofili
z 2DEP cytometru.

Hlavnim cilem této prace tedy bylo porovnani vysledkl téchto dvou metod a zjistit,
zda vysledky z 2DEP cytometrie odpovidaji vysledkim z aktiva¢niho testu bazofilt
ziskanych na pratokovém cytometru. 2DEP metoda by tak v budoucnu mohla byt
alternativou prutokového cytometru.

Teoretickd Cast se zabyva popisem bunc¢k imunitniho systému se zaméfenim na
mastocyty a bazofily, imunopatologickymi reakcemi, alergeny a diagnostikou alergickych
onemocnéni. Dale popisuje rizné metody separace bunék, jejich kultivaci a metody
stanoveni se zaméfenim na pritokovy cytometr, aktivacni test bazofili a distribuovanou
dielektroforetickou cytometrii.

Prakticka c¢ast popisuje principy, pomicky a pracovni postupy u meéfeni
specifickych IgE, u separace a kultivace bazofilnich granulocytl, aktiva¢niho testu
bazofili a u distribuované dielektroforetické cytometrie. Dale obsahuje porovnani
vysledkt alergickych pacientli, a to pomoci AUC a CD-sens s DE podpisy bun¢k. Stejné
tak je tomu u skupiny negativnich kontrol.

Diskuze je vénovana porovnanim nasich vysledki s odbornymi ¢lanky od rtiznych

autord.
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TEORETICKA CAST

1 BUNKY IMUNITNIiHO SYSTEMU

1.1 Charakteristika leukocytu

Leukocyty ptedstavuji hlavni slozku obranyschopnosti organismu. Jednd se o
morfologicky a funk¢éné heterogenni skupinu. VSechny druhy bilych krvinek pochazi
Z pluripotentnich kmenovych bunck, které jsou pfitomné v kostni dieni. Pod vlivem
riznych faktorti se poté tyto buriky diferencuji na rizné typy leukocytt. Z kmenovych
bunék vznikaji dvé zakladni linie, a to myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji
agranulocyty, kam fadime monocyty a makrofagy. Tento druh bilych krvinek neobsahuje
ve své cytoplazmé granula a granulocyty: neutrofily, eozinofily a bazofily. Tyto leukocyty
maji ve své cytoplazmé obsazena specifickd granula, podle nichz se déli. (Hotejsi, a dalsi,
2017)

Do myeloidni linie také patii dendritické bunky a zirné bunky, které se nachazeji ve
tkénich. VSechny buiikky myeloidni linie tvofi zaklad vrozené ¢asti imunitniho systému.
VétSina z nich ma schopnost fagocytdzy, coz je proces pohlceni cizorodé astice z okoli a
produkce cytokint. (Hotejsi, a dalsi, 2017)

Z lymfoidni linie vznikaji T a B lymfocyty a NK bunky. Vyvoj B lymfocyti
probiha v kostni dfeni a dokoncuje se po setkani s antigenem v sekundarnich lymfatickych
organech (slezina, uzliny). Kone¢nym stadiem B lymfocytu jsou plazmatické bunky, které
produkuji protilatky (imunoglobuliny). Vyvoj T lymfocyti probiha v brzliku, ale nékteré
subpopulace se vyvijeji i mimo né&j. Brzlik opoustéji subpopulace pomocnych T bunék
(Th), které maji na svém povrchu receptor CD4, a cytotoxické T buiiky (Tc), které maji na
svem povrchu receptor CD8. (Hofejsi, a dalsi, 2017)

Urcita ¢ast T a B lymfocytlh méa schopnost ménit se v tzv. pamétové bunky, které
vznikaji po setkani s antigenem. Vznika tak imunologicka pamét’, kdy po dalSim setkani se
stejnym antigenem dochazi k rychlejsi a efektivngjsi sekundarni odpovédi. (Hotejsi, a
dalsi, 2017)
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Tabulka 1: Typy leukocytii a jejich morfologie

Leukocyt Zastoupeni | Rozmér Barveni Znaky
neutrofilni granulocyty | 60-70% | 10-12 ym riiZzova granula segmentované jadro
eozinofilni granulocyty 1-3% |[13-14pm Cervena granula dvoulalo¢né jadro
bazofilni granulocyty 0-1% 10 um tmavé fialova granula esovité jadro
monocyty 4-8% |15-25pm modré plazma ledvinovité jadro
lymfocyty 25-40% | 6-8um | Uzkylem modré plazmy | velké kulaté jadro

Zdroj: Studijni materialy z vyuky hematologie od MUDr. Zdetiky Hajs$manové

Pocet leukocytt v periferni krvi je 4-9x10%L. Pocet leukocyti neni ovlivnén

pohlavim, avsak muZe zaviset na stravé, namaze, denni dob¢ atd. Jejich pocet se zvySuje

hlavné pti zanétlivych onemocnénich. (Mourek, 2012)
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2 BAZOFILNI GRANULOCYTY A MASTOCYTY

2.1 Bazofilni granulocyty

2.1.1 Charakteristika
V periferni krvi koluje méné nez 1 % bazofilnich granulocytt. Hlavni slozkou

specifickych granul je histamin a heparin, které se uplatiuji pfi alergickych a zanétlivych
reakcich. Ovliviiuji proudéni krve a prostupnost krevnich kapilar. Vyskytuji se v krvi a do
tkani mohou piestupovat na zakladé prozanétlivych signald. Zivotnost bazofilnich

granulocytt je ptiblizné 1 den, maximalné tyden. (Trojan, 2003)

2.1.2 Morfologie
Bazofilni granulocyty maji v priméru od 10 do 12 pum, jadro byva nepravidelné

lalo¢naté s malym mnozstvim chromatinu, ¢asto Spatné rozpoznatelné, protoze je prekryto
siln¢ bazofilnimi granuly, kterd se barvi zasaditymi slozkami barviva. Tato granula se
v hematologickém panoptickém barveni jevi silné fialové az fialovocerné. Cytoplazma

bazofilnich granulocytu byva ruzova. (Trojan, 2003)

Obrazek 1: Bazofilni granulocyt v natéru periferni krve

Zdroj: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Basophil.jpg

2.1.3 Vyvoj
Bazofilni granulocyty se tvoti diferenciaci v kostni dfeni z pluripotetntni kmenove

buriky, ze které se vytvoii myeloidni progenitor. Ten se mize vyvinout v jakykoliv
granulocyt, monocyt, erytrocyt nebo megakaryocyt. Progenitor se musi vyvinout
v prekurzorovou bunku, ze které poté vznika myeloblast — promyelocyt — myelocyt

(v této fazi se zacinaji v cytoplazmé objevovat specificka granula) — metamyelocyt —
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granulocyt, ktery je schopen plnit svoji funkci v periferni krvi. Pro vyvoj bazofil je nutna
pritomnost 1L-3 a ristového faktoru GM-CSF. (Sasaki, a dalsi, 2016)

2.1.4 Povrchové znaky
Bazofilni granulocyty exprimuji vysokoafinni Fc-receptor pro IgE, prostfednictvim

tohoto receptoru jsou na povrchu bazofilu vazany molekuly protilatek tiidy IgE, kdy je
s jejich pomoci mozné rozeznavat prislusné antigeny. Po vazb& antigenu na povrch
bazofilu, kde je navdzan IgE dojde k degranulaci, tj. fuze cytoplazmatickych granul
s membranou a vyliti obsahu. (Hoftejsi, a dalsi, 2017) Muzeme také prokazat receptory pro
C5a a CR3a a pro I1L-3 a IL-4, GM-CSF a histaminovy H, receptor. (Sterzl, 2007) Soudasti
membrany granul je znak CD63, kdy pii aktivaci bazofilu dojde k exocytdze a k jeho
premisténi na povrch. (Hoiejsi, a dalsi, 2017) Bazofily jsou vyraznymi producenty IL-4 a
IL-13. Obsahuji receptory pro anafylotoxiny, cytokinové a chemokinové receptory a TLR.
(Ochotna, a dalsi, 2013)

2.1.5 Funkce
Ackoliv se bazofily vyskytuji pouze v malé mife, jejich vyznam je pro imunitni

systém nezanedbatelny. Maji podobnou fadu funkci jako mastocyty, ale na rozdil od nich
se vyskytuji v krvi. (Krejsek, 2016) Bazofily stejné jako eozinofily hraji roli v reakci na
parazity, podileji se na akutni a chronické alergické reakci. Po navazani cirkulujici
protilatky dojde k degranulaci a uvolni se obsah jejich granul. Histamin, jedna
z nejznaméjSich latek obsazena v bazofilech, zvySuje permeabilitu cév a aktivitu hladkého
svalstva, dochazi k tvorbé otoku a snizeni krevniho tlaku. Bazofily také mohou uvoliovat
cytokiny, které ovliviiuji jiné krevni elementy, zejména eozinofily a lymfocyty. (Punt, a

dalgi, 2018)

2.2 Zirné buiiky (mastocyty)

2.2.1 Charakteristika
Mastocyty morfologicky fadime mezi granulocyty. Pfi barveni anilinovou modii se

barvi typicky nachové a toto zbarveni je dano reakci mezi barvivem a kyselym heparinem,
ktery je obsazen v granulech. Vznikaji v kostni dieni, kde probiha i pocateéni cCast
diferenciace. Dalsi ¢ast diferenciace probihd v periferni tkani, hlavné ve sliznicich a v kiizi.
Dtlezitymi ristovymi faktory jsou cytokiny IL-3, IL-4 a SCF, ktery je pfitomny na

fibroblastech a vaZe se na mastocyty pomoci Kit receptoru. (Sterzl, 2007)
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Bylo zjisténo, ze existuji dva fenotypy mastocyti na zaklad¢ jejich
imunohistochemického barveni. Prvni fenotyp, ktery se oznacuje jako MCr fenotyp, se
vyskytuje hlavné v plicich a ve sliznici gastrointestinalniho traktu a obsahuje enzym
tryptazu. Druhy typ, oznaCovany jako MCrc fenotyp, pfevazuje v kiizi a slizni¢nim vazivu
gastrointestinalniho traktu a obsahuje enzymy tryptazu a chymazu. (Sterzl, 2007)

V cytoplazmé mastocytl nachdzime velké mnozstvi granul, kde jsou ulozeny
medidtory. Ty jsou zde ve formé krystalové struktury a jsou iontové vazany
k proteoglykanové matrix. Béhem aktivace mastocytt, dojde ke ztraté krystalického
usporadani granul, stavaji se rozpustné a uvoliuji se do okoli. Hlavnim mediatorem je
histamin, ktery je zodpovédny za casnou alergickou reakci, vazodilataci, zvySenou
permeabilitu cév, kontrakci hladkého svalstva bronchl a zvySenou produkei hlenu. Dalsi
latkou obsaZenou v granulich mastocytu je heparin, kdy jeho uvolnéni vede ke stabilizaci
ostatnich mediatort, plsobi také proti komplementu a antikoagula¢né. Tryptdza se
vyskytuje ve dvou formach, a to jako a-tryptaza a [R-tryptdza, z nichz je enzymaticky
aktivni a-tryptaza. Béhem anafylaxe jsou pfitomny vysoké hodnoty tryptazy, maximalni
hladina je za 1 - 2 hodiny, ustaleni béhem 6 hodin. (Sterzl, 2007) Pii zanétu se tyto buiiky
aktivuji mezi prvnimi. Spolu s bazofily maji za nasledek anafylakticky Sok. (Hofejsi, a
dalsi, 2017)

2.2.2 Funkce
Zirna buiika je napomocna pii vyvolavani zvySené propustnosti krevnich cév v

dusledku uvolfiovani obsahu cytoplazmatickych granul. Granula Zirnych bunék obsahuji
velké mnozstvi histaminu. Degranulace zirnych bun¢k miize byt vyvolana anafylatoxiny
C3a a Cb5a a navazanim specifického antigenu na tiidu protilatky IgE, ktera se vaze na
buniky prostiednictvim povrchovych receptort. Histamin vyvola dilataci cév a zvysSuje
permeabilitu krevnich cév. Stimulaci nervového zakonceni dochazi k dal§imu uvoliovani
histaminu, ktery je zodpovédny za bolest ¢asto spojenou se zanétem, evolucni adaptaci,
ktera s nejvétsi pravdépodobnosti podporuje hostitele, aby chranil infikovanou oblast.
(Delves, a dalsi, 2017) Mastocyty uvoliuji i nékteré cytokiny, které podporuji rozvoj
lokdIlnitho zanétu a dal$i imunitni reakce. Naptiklad TNF aktivuje fagocyty, TGF-B
napomaha pti hojeni ran, IL-6 napomaha v produkci imunoglobulind, IL-5 podnécuje
eozinofily. IL-4 rozhoduje o tom, zda dojde k diferenciaci prekurzort Th na Thy. Th
lymfocyty jsou bunky, které ovliviiuji diferenciaci B lymfocyt na plazmocyty. (Hotejsi, a

dalgi, 2017)
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3 IMUNOPATOLOGICKE REAKCE

3.1 Charakteristika

Imunitni systém za normalnich podminek funguje fyziologicky, ale za urCitych
okolnosti miize imunitni reakce vyvolat poskozeni organismu. V tomto pfipadé se jedna o
imunopatologickou reakci. Toto poskozeni mize byt dusledkem obrannych reakci proti
nebezpeCnym antigenim, ndsledkem reakce na vnéjsi antigeny (alergie) a disledkem
imunitni reakce na autoantigeny (autoimunitni reakce). (Hofejsi, a dalsi, 2017)

Imunologické reakce mizeme na zdkladé mechanismu vzniku a patologickych
projevit rozdélit na humoralni a bunécné zprostiedkovatelné. Podle klasifikace dle
Commbse a Gella rozdélujeme imunopatologické reakce do CEtyi zakladnich typu (I-1V).

(Hortejsi, a dalsi, 2017)

3.2 Imunopatologicka reakce I. typu

Imunopatologicka reakce I. typu se také cCasto nazyva jako reakce cCasné
precitlivélosti, ktera je zprostfedkovana IgE protilatkami. Ty vznikaji proti nékterym
antigenim (alergenlim) ze zevniho prostfedi. Alergeny mohou byt slozky pylovych zrn,
prachu, potravinové alergeny nebo zvifeci srst atd. Jedinci, ktefi reaguji tvorbou protilatek
typu IgE na neskodné antigeny, oznacCujeme jako atopiky. Tato reakce se oznacuje jako
reakce Casné precitlivélosti z divodu rychlé reakce po kontaktu s alergenem. Pfi prvnim
setkani jedince s antigenem, dochdzi ke zvySené citlivosti pacienta, stimuluje se
diferenciace kloni Thy lymfocyti a nasledné plazmocyti, které produkuji protilatky tiidy
IgE. (Hofejsi, a dalsi, 2017) Ty se vazi na mastocyty nebo na bazofily pomoci
vysokoafinniho receptoru pro IgE. Alergen poté aktivuje bunku, kterd ma na svém povrchu
navazanou molekulu IgE a dochézi k uvolnéni mediatort (histamin, heparin, tryptaza,
kalikrein atd.). (Sterzl, 2007)

Alergicka reakce mlize probihat bud’ lokalné (alergickd ryma, konjunktivitida) nebo
systémov¢ (anafylaxe), v zavislosti na vstupu alergenu. Lokalnimi projevy se organismus
snazi z povrcht sliznic vypudit parazita, k systémové reakci dochazi, pokud se alergeny
dostanou do ob&hu senzibilizovaného jedince. Ty mohou zplsobit Zivot ohroZzujici
anafylakticky Sok. (Hofejsi, a dalsi, 2017) Anafylaxe postihuje vice systémt, zahrnujici

postizeni kuize (erytém, exantém), dychaciho traktu (laryngélni edém), kardiovaskularniho
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systému (hypotenze, arytmie), urogenitalniho sytému (kiece délohy a mocového méchyie)
a nervového systému (strach, bolesti hlavy, poruchy védomi). (Sterzl, 2007)

Dale mGzeme reakci 1. typu rozdé€lit na ¢asnou a pozdni fazi. Kdy k ¢asné fazi
dochazi po n€kolika minutach od vystaveni alergenu, ucastni se hlavné¢ mastocyty a
bazofily. Po jejich aktivaci dochézi k rychlé degranulaci a uvolnéni nové vytvofenych
mediatort. Za Casnou fazi jsou zodpoveédné zejména histamin, heparin, prostaglandin D2 a
cysteinylové leukotrieny. Prostaglandin D2 ma vliv na zvySenou propustnost cév kize,
zpusobuje zarudnuti a vyvolava bronchokonstrikci a pfitahuje neutrofily. (Sterzl, 2007)

Pozdni faze se objevuje za 4 - 6 hodin a podileji se zde ptedev§im eozinofily,
bazofily a makrofagy. V této fazi se uplatiuje tryptaza, TNF-a, IL-4, IL-3, IL-13 a IL-5.
(Sterzl, 2007)

3.3 Imunopatologicka reakce I1. typu

Reakce II. typu se také nazyva jako reakce cytotoxickd a tvofi se protilatky typu
IgG a IgM, které jsou namifeny proti antigenim na membrané vlastnich bun¢k (erytrocyty,
leukocyty, trombocyty). (Sterzl, 2007) Tyto protilitky maji schopnost aktivovat
komplement nebo zpisobovat reakci typu ADCC (na protilatkach zavislda bunécna
cytotoxicita). (Hotejsi, a dalsi, 2017)

Do této reakce fadime transfuzni reakce, kdy pii¢inou jsou protilatky proti
nékterym povrchovym antigenim erytrocytti. Hlavnimi antigeny krevnich skupin jsou
oligosacharidy, které¢ urcuji krevni skupinu O (trisacharid, ktery je slozeny z N-
acetylglukosaminu, galaktozy a frukozy), A (modifikovany jednim zbytkem N-
acetylglukosaminu), B (modifikovany jednim zbytkem galaktozy). Sérum jedince, ktery
ma na svych bunkach latku krevni skupiny A, neobsahuje anti-A protilatky, ale anti-B
protilatky. Jedinec se skupinou B mé zase anti-A protilatky a jedinec se skupinou AB neméa
zadné protilatky. Pfi transfuzi B krvinek piijemci A, by doslo k navazani protilatek,
aktivaci komplementu a nasledné lyze krvinek. Proto se musi vySetfovat krevni skupina
darce a pfijemce, aby se shodovali v ABO systému. (Hofejsi, a dalsi, 2017)

Déle sem fadime hemolytickou nemoc novorozence, kterd je zplsobena
protildtkami proti RhD antigenu. Pokud je matka RhD negativni a plod RhD pozitivni,
muze pii porodu dojit k imunizaci matky krvinkami ditéte a pfi dal§im t€hotenstvi mohou
anti-RhD protilatky transplacentarné piestupovat do ob&hu plodu a zpusobit jeho

poskozeni. (Hotejsi, a dalsi, 2017)
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Reakce Il. typu se dale projevuje jako leukopenie, trombocytopenie, thyroiditida a

Goodpasteurtiv pulmorenalni syndrom. (Sterzl, 2007)

3.4 Imunopatologicka reakce Il1. typu

Reakce Ill. typu nebo také stvorbou imunokomplexd, je zpusobena hlavné
protilatkami tiidy IgG, které nejsou plné odstranovany fagocyty. Mize tak dojit k jejich
hromadnému ukladani do tkani, kde zpusobi aktivaci komplementu, zanét a sekundarni
poskozeni. Vytvareni imunokomplext je fyziologicky jev, ale zalezi na genetické
predispozici a na vlivu vnéjSiho prostfedi. Imunokomplexy se nejcastéji ukladaji
v ledvinach, v kloubnich synoviich a zptsobuji glomerulonefritidy a artritidy. (Sterzl,
2007)

Ptikladem této reakce je sérovd nemoc, kterd nastavd po podani nadmérného
mnozstvi xenogenniho antiséra, napft. proti hadimu jedu. U autoimunitnich onemocnéni se
jedna o lupus erythermatodes, kryoglobulinemie a revmatoidni artritidy. (Hofejsi, a dalsi,
2017)

3.5 Imunopatologicka reakce IV. typu

Reakce IV. typu je také oznaCovana jako piecitlivélost oddaleného typu, je
zprostiedkovana T lymfocyty a makrofagy. Podstatou je tuberkulinova reakce, kterou se
zjistuje stav imunity proti tuberkul6ze. U této reakce dochazi k posSkozeni tkani, ¢astym
znakem je tvorba granulomu.

Dé¢lime je na dva podtypy dle ucasti bunék. U prvniho podtypu dochazi k
senzibilizaci Thl (CD4+) lymfocytii aktivujicich makrofagy. Pokud makrofagy nejsou
schopny pfi¢inu zanétu eliminovat, vznikd chronicky granulomatézni zanét jako u
tuberkulozy, lepry, sarkoidosy nebo granulomatéznich vaskulitid. U druhého typu se
uplatiiuji cytotoxické T-lymfocyty (CD8+) a Thl7 lymfocyty zapiicinujici kontaktni

dermatitidu, poSkozeni pti virovych infekcich a akutni rejekci transplantatu. (Hofej$i, a

dalgi, 2017)
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4 ALERGIE

4.1 Charakteristika

Pojem alergie vychazi ze dvou tfeckych slov — ,,jind* a ,reakce”. Neboli zménéna
schopnost reakce. Tento termin byl poprvé pouzit rakouskym pediatrem Clemensem von
Pirquetem v roce 1906. Zminky o alergickych onemocnénich jsou znamy uz z dob starého
Egypta, takze se nejedna o onemocnéni pouze posledni doby. (Sterzl, 2007)

Alergie je pifehnana, nepfiméfena reakce imunitniho systému organismu na latky,
se kterymi se bézn¢ setkidvame v naSem prostfedi. Je zpiisobena nespravnou aktivaci
protildtek ze skupiny imunoglobulinu E (IgE) vlivem daného alergenu. Ty mohou
zpusobovat zanétlivé zmény v riznych tkanich a organech a ty pak mohou vést
k poruchédm jejich funkce. (Hofejsi, a dalsi, 2017) Spektrum projeva alergickych reakci je
velmi $iroké, od banalni rymy az po anafylakticky ok, ktery mize kong¢it i smrti. (Sterzl,
2007)

Alergicka onemocnéni rozdélujeme na zdkladé typu imunopatologické reakce.
Hlavni pfi¢ino vzniku je porucha rovnovahy mezi Thl a Th2 lymfocyty s pfevahou Th2
lymfocyti. Mlize zde hrat roli rovnovdha mezi pro- a protizanétlivymi faktory spolu
s piisobenim T reguladnich lymfocyti. (Sterzl, 2007) P¥i¢inou nadbytku Th2 lymfocyti
mohou byt i zevni faktory, jako je tzv. hygienicka hypotéza v utlém détstvi, ta se opira o
predpoklad, Zze pro vyhovujici vyzravani imunitniho systému, je v urcité mife vhodna
expozice Kk mikrobialnim antigenim. Tudiz se jako nevhodné jevi piehnand sterilita
prostiedi ditéte, sterilni strava apod. NedostateCna stimulace imunitniho systému ditéte

poté miize vést k prebytku Th2 lymfocyti. (Bartiinkova, a dalsi, 2019)
4.2 Struktura IgE, receptory

Struktura

Stejné jako dalsi protilatky se i IgE sklada z 2 lehkych a 2 tézkych fetézct. Kazdy
z fetézct se sklada z okolo 100 aminokyselin a ty se nazyvaji imunoglobulinové domeény,
které jsou kovalentné vazany disulfidlovymi vazbami. Lehky fetézec se sklada z jedné
variabilni (VL) N-terminalni domény a z jedné konstantni (CL) domény. Tézky fetézec
obsahuje jednu variabilni (V1) N-terminalni doménu a &tyfi konstantni (CH) domény.

Protilatky se do tfid rozdéluji podle Cn sekvence, které se oznacuji jako Cu, Co, Cy, Ca,
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Ce pro IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. Néktery B lymfocyt produkuje protilatku pouze jedné
specifity dané kombinaci VL a Vu. Béhem protilaitkové odpovédi muze dojit
k izotopovému presmyku, ktery je urCen genovou rekombinaci a dochazi k ptesunu
segmentu Vx k dalsimu segmentu po sméru C genit na chromozomu 14. Diky izotopovému
piesmyku je protilatkim umoznéno vykonavat novou funkci v imunitni odpovédi. (Sterzl,
2007)

Tézky tetézec € ma Ctyii konstantni domény (Cel-Ce4), kdy Ce3 je homologni
S Cy2 a Ced s Cy3. IgE obsahuje oblast, ktera je Stépitelnd papainem, jedna se o misto mezi
Cel a Ceg2 a receptorové vazebné misto, které bylo na zakladé studii s rekombinantnimi
peptidy a chimérickymi protilatkami nalezeno v oblasti Ce3. Na IgE molekule mizeme
najit dvé vazebna mista, ktera jsou tvofena pary Via Vu domén. (Sterzl, 2007)

Syntéza IgE je dana izotopovym piesmykem, ktery je regulovan cytokiny, ty jsou
produkovany Th lymfocyty. Pokud dojde ke zméné koncentraci téchto cytokind, dochazi
k ovlivnéni sméru izotopového piesmyku. K témto cytokinim patiti Th2 lymfocyty
produkovné cytokiny jako IL-4, IL-5 a IL-13. Thl produkovany IFN-y naopak tento
pfesmyk inhibuje. Cytokiny se vazi na specifické receptory na B lymfocytech, avSak
k izotopovému piesmyku je nutna spoluprace T a B lymfocyti pomoci ligandu CD40 na T
lymfocytech a molekule CD40 na B lymfocytech, CD40 pak spolu s IL-4 indukuji signél a
dochézi k tvorbé komplexu NFkB (nuklearni faktor kappa B) a STAT6 (transduktor

signalu a aktivator transkripce 6), ktery se vaze na promotory Ce genii. (Sterzl, 2007)

Receptory
Protilatka IgE a jeji aktivita je zavisla na schopnosti vazby na specifické receptory Fc ¢asti

t&7kého fetézce. Rozliujeme dvé t¥idy Fce receptori. (Sterzl, 2007)

FceRI je vysokoafinitni receptor, ktery se nachdzi na zirnych bunikdch a bazofilech a méné
na trombocytech, eozinofilech a makrofazich. Tomuto receptoru je umoznéna vazba na IgE
diky jeho vysoké afinité, i ptes jeho nizkou koncentraci v séru. FceRI se sklada ze ¢ty
polypeptidovych fetézcii: alfa, beta a dvou fetézcii gama. VEtsi ¢ast fetézce alfa je umisténa
extracelularné, tato cast je strukturovanid do domén, které jsou podobné imunoglobuliniim.
Solubilni fragment alfa Fetézce vaze molekulu IgE. Retézce alfa a beta jsou odpovédné za

prenos signalu. (Sterzl, 2007)

FceRII je nizkoafinitni receptor (CD23), ktery se vyskytuje na T a B lymfocytech,

eozinofilech a trombocytech. CD23 se fadi do rodiny C lektinti, jednd se o integralni
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membranovy protein, kdy C konec je Ilokalizovan extracelularné a N konec
cytoplazmaticky. Cytoplazmatickd ¢ast se nachazi ve dvou formach jako CD23a a CD23b,
které se lisi Sesti nebo sedmi aminokyselinami na N konci. CD23a se nachazi na B
lymfocytech a Gcastni se procesu prezentace antigeni T lymfocytam v komplexu s IgE.
Exprese CD23b je zprostiedkovana IL-4 na buiikéch, které se ti€astni zanétlivych procesi,
napiiklad lymfoidni buiiky, monocyty a dendritické bunky. (Sterzl, 2007)

Obrézek 2: Obecné schéma imunoglobulinu

Lehké retézce

l Antigen Antigenl

- Tézkeé fetézce ¥ 4
Variabilni oblasti = —

lehkych a té&zkych retézcl F(ab'),
Konstantni oblasti SRR

lehkych a téZkych fetézcl -

Tézké retézce
Zdroj: https://labguide.cz/protilatky/

4.3 Alergeny

Alergeny maji vétSinou glykoproteinovou povahu a jsou schopny vyvolat
alergickou odpovéd. Komplexni organické slouceniny vyvolavaji pievazné odpoveéd
protilatkovou a latky anorganické odpovéd bunécnou. Do organismu se dostavaji pres
kuzi, inhalaci nebo gastrointestindlnim traktem. (Hofejsi, a dalsi, 2017) Mezi alergeny
fadime pyly (travin, obilovin, kefd, stromt), plisng€, Zivo¢isné produkty, ZivociSnou srst,

alergeny pracovniho prostiedi, 1éky, hmyz, potraviny apod. (Sterzl, 2007)

4.3.1 Inhalaéni alergeny
,, Pylové alergeny jsou nejcastejsi pricinou inhalacnich alergii a podileji se zhruba

na 10-20 % alergickych onemocnénich, s nejvétsim podilem alergické rhinitidy. “ (Sterzl,
2007) Nejveétsi obtize jsou pozorovany u pyla trav, pleveld a stromi. Pylova zrna se
odlisuji svoji velikosti, ta se vSak miizou rozpadat a ¢astecky, které jsou v nich obsazené,

mohou puisobit jako alergeny. (Sterzl, 2007)
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Plisné jsou saprofytické organismy, kterym se dobie dafi ve vlhkém a teplém
prostiedi. Vzdusné plisné vnéjsiho prostiedi (Cladosporium, Altterna) mohou uvoliiovat
spory do okoli a je u nich prokazana souvislost p¥i rozvoji astmatu. (Sterzl, 2007)

S Zivo¢isnymi alergeny se setkdvame v doméacim i pracovnim prostiedi. Radime
sem zvireci srst, epitelie i exkrementy. V naSich podminkach je nejcastéjSim zvifecim
alergenem kocka a poté nasleduje pes. Tyto alergeny maji vyssi pfilnavost k povrchim a
dokazou kontaminovat i velmi malé prachové &astice. (Sterzl, 2007)

Rozto¢i jsou z klinického hlediska zavaznym zdrojem alergend na celém svété.
Jejich alergeny jsou obsazeny hlavné v exkretech a télnich schrankach. Jednim z hlavnich
alergenti jsou hydrolytické enzymy, které pochazi ze zazivaciho traktu rozto&t. Radime

sem cysteinové protézy, serinové protézy, amylazy apod. (Sterzl, 2007)

4.3.2 Profesni alergeny
Patii sem cela fada latek od nizkomolekularnich latek az po latky s vysokou

molekulovou hmotnosti. ,,Mezi nizkomolekularni slouceniny, které vyvolavaji IgE
odpovéed, radime kovy a anhydrid kyselin. Mezi ty, které vyvolavaji non-IgE odpovéd, patri
disocyanaty, drevny prach, aminy, glutaraldehyd, formaldehyd, farmaceutické produkty a
dalsi. Mezi profesni alergeny s vysokou molekulovou hmotnosti pak radime alergeny
rostlinné a Zivocisné povahy, enzymy, proteiny z morskych plodii. Vyznamnym profesnim

alergenem je i latex. “ (Sterzl, 2007)

4.3.3 Potravinové alergeny
Nejhorsi antigeny, jsou glykoproteiny rozpustné ve vodé. U potravinovych

alergentl je tfeba rozliSovat termostabilitu, kdy u nékterych alergenti dochazi po tepelné
upravé k denaturaci a ke ztrat¢ alerginicity. Mezi nejvyznamnéjsi alergeny fadime kravské
mléko zejmeéna v détském veku, vejce, ofechy, ovoce, zelenin apod. (Bartunkova, a dalsi,
2019) Potraviny mohou obsahovat i alergizujici aditiva (barviva, konzervaéni latky,
antioxidanty), v nékterych potravinach mohou byt stopy léku, v rostlinnych potravinach

stopy pesticidil a jinych alergizujicich latek. (Sterzl, 2007)

434 Léky
Lék jako inzulin je dostate¢né velka molekula, aby sama vyvolala imunitni reakci,

dochazi k rozpoznani antigenu jako ciziho a k jeho naslednému pohlceni a zpracovani
antigenem prezentujici bunikou. VétSina 1€ki a jejich metabolity jsou vSak malé molekuly,
které imunitni systém nedokdZe rozpoznat, a tak musi byt navazany na makromolekularni

nosi¢, kterym byva bilkovina, jako hapteny. ,, Imunitni odpoved’ je pak zamérena na rizné
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epitopy, kterymi muze byt primo lék (hapten), komplex hapten-nosi¢ (neoantigen) nebo
nosic¢ samotny (viastni antigen). “ (Sterzl, 2007) Velka &ast polékovych reakci nemusi byt
IgE zprostiedkovand, a tak se komplikuje diagnostika. NejcastéjSimi 1éky, které mohou
zpusobovat potencialni alergickou reakci, jsou penicilinova antibiotika, lokalni anestetika,
kontrastni latky atd. V téchto pfipadech vétSinou dominuje jina imunopatologicka reakce,

nez je reakce 1. typu. (Bartinkova, a dalsi, 2019)

435 Hmyz
Jed blanoktidlého hmyzu (vcela, vosa, srSen, ¢meldk) obsahuje alergizujici latky,

kter¢ mohou vyvolat IgE zprostfedkovanou reakci, nékdy 1 anafylaxi. Slozky jedu maji 1
toxické vlastnosti, které mohou zptsobovat degranulaci zirnych bun€k a bazofild. Tudiz je
nutno posoudit, zda se jedna o vysledek alergické reakce nebo pouze o toxické ptisobeni,
které byva nejcastéji pii vetSim poctu zihadel. (Bartiikova, a dalsi, 2019) Muzeme odlisit
tii rizné typy reakce na hmyzi bodnuti. Reakce toxicka, zde se jedna o ptimé, toxické
ucinky jedu. Reakce na IgE nezavisla, kdy slozky jedu ptsobi pfimo na mastocyty a
bazofily a dochazi k aktivaci komplementu. Alergicka reakce zprostiedkovana IgE, tato

v v

4.3.6 Vyuziti alergent
Dnes se vyuzivaji k diagnostice a k terapii. Dnes je pozadavkem standardizovany

alergen, ktery by mél spliiovat kritéria jako je: Cistota a definice vychozi alergenové
suroviny, stanoveni slozeni extraktu, ureni a zastoupeni biologicky aktivnich hlavnich
alergenti, kvantifikaci obsahu a vytvofeni referencnich standardii pro zajisténi shody

jednotlivych vyrobnich Sarzi. (Sterzl, 2007)

4.4 Diagnostika alergickych onemocnéni

Diagnostickym tkolem je pfesné stanoveni alergenu, ktery je pfiinou potizi.
Diagnostika vychazi z rodinné a osobni anamnézy a z popisu alergickych potizi. Dale se
provadi zhodnoceni stavu a provedou se kozni testy. Poté se zatidi laboratorni vySetfeni a

expoziéni testy. (Sterzl, 2007)

4.4.1 Anamnéza
U alergickych stavi se jedna o nezbytnou soucast celkového vysetfeni. Alergicka

reakce se muiZe objevit po opakovaném setkani s velkym mnoZstvim antigenu a pii
rutinnich diagnostickych metodach miZe dochazet k faleSné pozitivité ¢i negativité.

V rodinné anamnéze patrdme po dalsim vyskytu alergickych onemocnéni, protoze
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pritomnost alergie u dalSich ¢lent rodiny poukazuje na vyssi riziko vyskytu alergického
onemocnéni. V osobni anamnéze musi byt dulezit¢é udaje ohledné vyskytu ekzému,
koptivky, vyrazky, reakce na slunce, hmyziho bodnuti, apod. Pozaduji se i Gidaje o kasli a
rymé a jejich trvani, dilezité jsou i udaje o charakteru bydleni, pfitomnosti zvirat, koufeni,
0 zaméstnani, o uzivani vSech 1ékt. V praxi se vyuzivaji dotazniky, které se zaméfuji na
problematiku respira¢nich, koznich a GIT potizi. Dale také obsahuji cast, kterd se zabyva
bydlenim, zaméstnanim a otazkami tykajici se zptsobu zivota. U pylovych alergii je
vhodné vést si pylovy kalendar, kde miiZeme sledovat souvislost mezi potizemi a po¢asim,

S mistem pobytu a lécbou. (Bartinkova, a dalsi, 2011)

4.4.2 Klinicky obraz
Projevy alergiec mohou zpusobit poskozeni organi. Zacatek byva prudky a ma

r~r

bouftlivy pribéh, dochazi k subjektivnim potizim s proménnym charakterem. K alergické

reakci miZe dojit 1 pfi velmi malé davce alergenu a mezi nej€astéjsi projevy v praxi patii

alergicka ryma, atopicky ekzém a bronchialni astma. (Bartunkova, a dalsi, 2011)

Alergickd ryma je nejcastéjsi projev alergického onemocnéni a rozeznavame sezonni a
celoro¢ni rymu. Kdy sezénni ryma se vyskytuje u precitlivélosti na pyly a celoro¢ni pii
precitlivélosti na roztoCe a zviieci alergeny. Mezi klinické projevy fadime vodnaty sekret
Z nosu, svédéni, kychani a zvysené slzeni o¢i. U chronické rymy mitize dojit az ke ztraté
¢ichu nebo vyskytu dalSich onemocnéni, napt. sekretorické otitidy. (Barttiikova, a dalsi,

2011)

Atopicky ekzém je druhé nejcastéj$i onemocnéni a jeho vyskyt stale roste. Pavod
atopického ekzému je rizny a pri¢inou je precitlivélost na potravinové ¢i inhalacni
alergeny. Hlavnimi projevy je svédéni, zhrubéni kiize, erytém, zarudnuti atd. (Barttikova,

a dali, 2011)

Bronchialni astma je chronické zanétlivé onemocnéni DC, kterého se ucastni eozinofilni
granulocyty a mastocyty a méné také bazofilni a neutrofilni granulocyty. Zanét zvySuje
hyperreaktivitu pridusek, ¢imz dochazi k bronchialni obstrukci. Klinickymi projevy jsou
dusnost, kasSel, sipavé dychani a tize na hrudi a mezi spoustéci mechanismy patii virové

infekce, alergeny, kouf atd. (Barttinikkova, a dalsi, 2011)

4.4.3 KoZni testy
KoZni testy se pouZivaji ke zjiSténi pfitomnosti mastocytd v k0zi, které jsou

senzibilizované vii¢i alergenu, ktery testujeme. Pokud testovany alergen nalezne specifické
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IgE protilatky, které jsou navdzané na mastocytech, dojde k jeho aktivaci a nasledné
degranulaci. Histamin, uvolnény z granul, ma vazoaktivni u¢inky a to vede k tvorbé otoku,
zarudnuti a svédéni. Takto vypadd pozitivni reakce na pfitomnost alergenu, kterou
hodnotime po 5 - 20 minutach, kdy se jedna o ¢asnou reakci, popiipadé druhy den, kdy jde
0 pozdni reakci.

NejpouzivangjSim koznim testem je prick test, ktery se provadi na vnitini strané
predlokti nebo na zadech. Provedeni se déla pomoci specidlnich lancet, které maji asi 1
mm dlouh¢ ostfi. Alergen se nanese na ocisténou kiizi ve forme kapky a pomoci lancety se
provede kolmy vpich do kiize sttedem kapky alergenu. Dojde k naruseni povrchové vrstvy
kaze, ale nedochazi k nezddoucimu krvaceni, takze dojde k priniku alergenu do mista
reakce. Je potieba, aby diagnostické alergeny mély pozadovanou koncentraci a kvalitu a je
vhodné dodrzovat vzdalenost pfiblizné 5 cm mezi jednotlivymi aplikovanymi testy.
(Bartlinkova, a dalsi, 2011)

Méng¢ casto se také pouzivaji intradermalni testy, které jsou citlivéjsi, ale je vySsi
riziko nezadoucich reakci a faleSné pozitivity. Tento test se stejné jako prick test provadi
na vnitini strané pfedlokti nebo na zadech a pouZivaji se intradermalni jehly a injek¢ni
stiikacky, které jsou vhodn¢ nakalibrované. Intradermalni injekci se aplikuje 0,02 - 0,05 ml
standardizovaného extraktu, kde je fedéni 10x vys$§i nez u alergenid pro prick testy.
FaleSnou negativitu mtize zpusobit pfili§ hlubokéd aplikace nebo arteficidlni krvaceni.
Falesna pozitivita byvd zplsobena poddnim vyssitho objemu testovaného alergenu.
Vzdalenost mezi jednotlivymi testy by méla byt 6 cm. (Barttnkova, a dalsi, 2011)

U obou testli se musi provést negativni (fedici roztok) a pozitivni (histamin)
kontrola. U intradermalnich testt se jako pozitivni hodnoti vytvofeny pupen 0 minimalnim
priméru 5 mm. U prick testd se jako pozitivni hodnoti pupen o velikosti 2 - 3 mm. Pokud
dojde k pozitivni reakci u negativni kontroly, tak nejspiSe doslo k chybné provedenému
testu. A pokud dojde k negativité u pozitivni kontroly, zna¢i nam to celkové onemocnéni
nebo nedovolenou farmakoterapii. (Barttnkova, a dalsi, 2011)

Pted provedenim téchto testi by mélo dojit k zajisténi zakladniho vySetfeni, i
pfesto, Zze metoda je relativné bezpeéna. Avsak stale zde hrozi riziko systémové reakce, a
tak je tfeba mit pfipraveny adrenalin. (Bartliikova, a dalsi, 2011)

I ptesto, ze jsou kozni testy diagnostickym piinosem, jejich vysledky nejsou zcela
spolehlivé. TudiZ in vitro vySetfeni je nezbytnou soucéasti celkového vySetieni.

(Barttiikova, a dalsi, 2011)
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4.4.4 Stanoveni koncentrace protilatek IgE
Je potvrzeno, Ze celkové koncentrace IgE uzce souvisi s alergickym onemocnénim.

Specifita je témét 90 % a senzitivita 30 — 40 %. U dospélého cloveéka byva fyziologicka
hodnota IgE 50 - 150 IU/ml. Pfesto koncentrace celkové hladiny IgE v séru neni
dostate¢nym ukazatelem v urceni pritomnosti alergie, protoze zvysenou koncentraci IgE
nachazime napiiklad i u alergické bronchopulmonalni aspergilozy, nosnich polypt, AIDS,
myelomu, atd. Z nizké senzitivity vySetfeni vyplyva, ze spousta alergikii nemusi mit
zvySenou hladinu IgE v séru a naopak, normalni celkova koncentrace IgE nevylucuje
pritomnost alergického onemocnéni. Métime hladinu IgE v séru a protilatky, které jsou
navazaneé v tkanich, nejsou zachyceny. (Bartarikova, a dalsi, 2011)

445 Expozicni testy
Tato metoda se vyuziva u pacienta s alergii na potraviny. Je velice spolehlivd a

vyluCuje faleSné stanoveni. Pro pacienta je vSak vySetfeni rizikem, a proto se provadi
pouze ve zdravotnickych zatizenich. Pacientovi se podava Zelatinova kapsle s urcitym
mnozstvim podezielé potraviny a stejné mnozstvi placeba (napt. cukr). Pacient ani
personal nevi, ve které kapsli je podeziela potravina a ve které placebo. Hodnoti se

klinicka reakce a kontroluje se dychani. (Barturnkova, a dalsi, 2011)

4.5 Lécba alergickych onemocnéni

Anithistaminika jsou jednim z prvnich 1éki pouzivanych v 1é¢bé alergii. Jedna se
o blokatory H1 receptorti pro histamin. Histamin se po jejich podani sice vyplavi z zirné
buiiky, ale jeho receptor je na ostatnich buiikdch zablokovan a tak nemuze plsobit na
tkan¢. Antihistaminika jsou v podob¢ tablet nebo roztokl a podavaji se peroralné nebo v

injek¢ni podobé, v podobé¢ kapek do nosu ¢i oci. (Bartinkova, a dalsi, 2019)

Protilatky proti lidskym alergickym protilatkam IgE

Mezi nejnovejsi I€ky na alergické astma patii uméle vyrobené protilatky proti lidskym
alergickym protilaitkdm IgE. Tlumi alergicky zanét blokovanim jejich funkce. Tyto Iéky
maji nezaddouci vedlejsi G€inky, a tak se pouZzivaji jen pti tézkych alergickych astmatech.

Podavaji se injek¢éné kazdé 2 - 4 tydny. (Bartankova, a dalsi, 2019)

Kortikoidy jsou jedny z nejsilngjSich I1éki na alergii a také maji nejvice nezadoucich
ucinkil. Jedna se o uméle vyrobené hormony kuiry nadledvin, potlacujici imunitni odpovéd..
Jejich podani musi byt cilené na postizenou tkan, protoze ovlivnéni celého organismu je

nezadouci. Podavaji se v podobé kapek do nosu a o¢i, tablet a injekci. Mezi jejich vedlejsi
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nezadouci u¢inky patii napiiklad odvapnéni kosti, obezita, rozvoj cukrovky, zpomaleni

rustu u déti atd. (Bartlinkova, a dalsi, 2019)

Autovakciny

Jedna se o desenzibilizaci, kterd se dnes nazyva alergenova vakcinace. Pacient dostava
pravidelné vakciny vyrobené ze svého séra. Vakciny obsahuji alergen, jehoz mnozstvi se
postupné v podavanych vakcinach zvysuje a organismus si tak na alergen postupné zvyka.

(Barttikova, a dalsi, 2019)
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5 PRIPRAVA A SEPARACE

5.1 Metody separace bunék

Ve vyzkumu je Casto tfeba vybrat a separovat urCity druh buiky, napiiklad z krve
nebo z bunééné kultury. Ktomu se vyuzivaji rGzné postupy, které jsou zalozeny na
molekularné biologickych nebo mikroskopickych metodach. Buriky, které izolujeme, poté
dale vyuzivame k analyze, ke kultivaci nebo se mohou pouzit k transplantaci.

Abychom odlisili jednotlivé typy bunck, je tfeba znat jejich charakteristické
specifické znaky. Témito znaky mohou byt membranové struktury, které miizeme
detekovat. Mezi takovéto struktury patii napiiklad membranové proteiny nebo specifické
proteiny uvnitt buniky, jako jsou transkripéni faktory a jaderné receptory. Podle toho jakou
zvolime specifikaci bunék, volime 1 metodu jejich separace.

Pied kazdou metodou je tfeba zajistit, aby byla rozpoznatelna specificka struktura
bunky. K tomu se nej¢astéji pouzivaji protilatky, které jsou néjak znacené. Mohou na svém
konci nest fluorochrom a vtomto ptipadé pouzijeme separaci zalozenou na detekci
fluorescence.

Pti separaci bunék se snazime o maximalni vytézek pii maximalni Cistoté. To
znamend, abychom obdrzeli co nejvétsi pocet bunék, které potiebujeme ziskat, s Cco

nejmens$i moznou kontaminaci jinymi buiikami. (OrganoNET, 2020)

5.1.1 Hustotni gradient
Nenaro¢na metoda, ktera vyuziva morfologii bung€k, a to jejich hustotu. Erytrocyty

a granulocyty maji vys$i hustotu nez monocyty a lymfocyty. Pouziva se periferni krev
nebo kostni dfen, kdy se navrstvi na hustotni gradient (Ficoll, Histopaque) a provede se
centrifugace. Vysledkem je oddélend smés lymfocytli a monocyti, které se zachyti na
hladin¢ a granulocyty a erytrocyty se usazuji na dné¢ zkumavky. (Penka, a dalsi, 2011)
Uskalim metody je po celou dobu prace dodrzovat sterilni podminky. Pro maximalni zisk
bun¢k je tfeba peclivé sebrat prstenec na rozhrani mezi Ficoll a sérem, ktery obsahuje
mononuklearni buniky. Pro centrifugaci je optimalni teplota 18 - 20 °C, vyssi teplota miize
zpomalit Zivotaschopnost bun€k a pfi niz§ich teplotach miize dojit ke snizeni GspéSnosti
separace, protoze je tieba delSi centrifugace. Vyhodou je jednoduchost provedeni a
finan¢ni nendro¢nost metody. Buniky po centrifugaci zistavaji zcela funk¢ni. (Bartnkova,

a dalgi, 2011)
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5.1.2 Separace pomoci paramagnetickych ¢astic
Vyuziva se pro izolaci specifickych bunék, bunécnych komponent nebo k

odstranéni toxickych latek. (Penka, a dalsi, 2011)

Principem je vyuzivani znaCeni specifickych povrchovych znakii bunék pomoci
monoklondlni protilatky s paramagnetickou ¢astici. (Penka, a dalsi, 2011) Separace muze
byt pozitivni ¢i negativni. Kdy u pozitivni selekce se buniky navazi na povrch
paramagnetickych c¢astic se specifickou protilatkou, poté suspenze bunc¢k projde
magnetickou kolonou a paramagnetické castice snavazanymi buinikami zustavaji
zachyceny uvnitt kolony, zatimco zbytek bunck projde kolonou. V piipadé pozitivni
selekce nam tedy jde o bunky, které zlstavaji zachyceny uvnitf kolony pomoci
specifickych protilatek. Naopak pokud chceme frakci bunék, kterd kolonou prochazi bez
navazani na povrch paramagnetickych ¢astic, jedna se o negativni selekci. (Duskova, 2010)

Pti této separaci se jako paramagnetické Castice nejCastéji pouzivaji magnetické
kulicky, které na sob& maji protilatku proti specifickému antigenu. Jako magneticky
separator se vyuziva silny permanentni magnet na bazi kovli vzicnych zemin.
(OrganoNET, 2020)

Vyhodou této metody je, Ze mize byt vyuzita pro jakykoliv typ bunék, pokud
zname jejich specifické povrchové znaky. Metoda je jednoducha a rychla. (OrganoNET,
2020)

Magneticky aktivované tridéni bunék (MACS)

Je separacni technika, kterou vyvinula firma Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany, kdy se vyuziva prichodu znacenych bunék magnetickou kolonou. Po vazbé
bunék na magnetické kulicky se smés prenese do magnetické kolony a pfes tu protece
pouze frakce neznacenych bunck. Znacené bunky zlstavaji zachycené a mohou byt
promyty z kolony (obr. 3). MACS mikrokulicky jsou velice malé (50 nm), neméni
strukturu, funkci ani aktivitu bunck a tak neni tfeba je po prob&hlé separaci odstranovat
z izolovanych bunék. (OrganoNET, 2020)

Znaceni probihd ve dvou krocich. Nejdfive se bunky znaci specifickou protilatkou
namifenou proti antigenu na povrchu buné€k a poté se zna¢i MACS mikrokulickami, které

se vazi na specifickou protilatku. (OrganoNET, 2020)

36



Obrézek 3: Negativni selekce pomoci MACS

bunky znacené vice
protilatkami byly
eluovany

neznacené bunky
prosly kolonkou

Zdroj:http://organonet.med.muni.cz/media/62509/vy _03.pdf
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6 KULTIVACE

Kultivace bun€k probiha in vitro, v piekladu z latiny tedy ,,ve skle. Tato metoda se
pouziva v biologii, medicin¢ a dalSich oborech. Je zaloZena na péstovani bunécnych Ci
tkanovych kultur, které jsou mimo organismus, ale které z ného pochazi.

Aby kultivace probéhla uspésné, musi se odebrana tkan ¢i bunky ihned prenést do
zivného média. Médium ve svém slozeni obsahuje takové chemické a fyzikalni vlastnosti,
aby se co nejlépe priblizilo ptirozenému prostfedi organismu. Musi se kontrolovat
koncentrace organickych Zivin, soli, hodnota pH, teplota atd. Diraz se musi klast 1 na
sterilitu prostiedi a pouzivanych nastroji, aby nedoSlo ke kontaminaci kultury. (Brno,

2020)

6.1 Kultivaéni média

Bunkam poskytuje optimalni prosttedi a slouZi jako zdroj Zivin pro udrZeni jejich
zivotaschopnosti a pro jejich rist. Média obsahuji pfedem ur¢ené mnozstvi soli, glukédzy,
aminokyselin, vitamind, transferinu, specifickych rastovych faktori a bovinniho fetdlniho
séra. Do média se také mohou pfidavat antibiotika jako prevence bakterialni kontaminace.
VétSina bun€k dobie roste pii pH 7,4. Pfi poklesu nebo vzestupu pH bunky ztraci
zivotaschopnost, proto se jako indikator pH piidava fenolova cerven. Kdy pii pH 7,4 je
médium zbarveno do Cervena, pii poklesnuti pH se barva méni na Zlutou a to znaci vyménu

média za nové. (OrganoNET, 2020)
6.1.1 Druhy médii

RPMI11640
Toto médium bylo vyvinuto George E. Moorem, Robertem E. Gernerem a H. Addisonem
Franklinem v roce 1966 v Roswell Park Memorial institutu. Toto médium se vyznacuje
obsahem reduk¢niho ¢inidla glutationu a vysoké koncentrace vitamind. Déle obsahuje
biotin, glukozu, sole, aminokyseliny, vitamin B12. Vitamin inositol a cholin jsou pfitomny
ve velmi vysokych koncentracich. Neobsahuje Zadné proteiny, lipidy ani ristové faktory,
proto je vyzadovana suplementace obvykle 10% fetdlnim bovinnim sérem. V RPMI 1640
médiu se vyuziva systému bikarbonatového pufru a poskytuje tedy prostiedi s 5 - 10 %
CO:z k zajisténi optimalniho pH.

Pouziva se pro rust lidskych lymfoidnich bun¢k a od ostatnich kultivaénich médii

pro savci bunééné linie se lisi svym pH, kter¢ je zde 8. RPMI 1640 je doplnéné sérem, a to
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umoziuje kultivaci mnoha typt bunék, zejména lidskych T a B lymfocytl, bunék kostni

dfené a hybridomovych bunék. (P-LAB, 2020)

MEM

Minimalni esencidlni medium vyvinul Harry Eagle. Je k dispozici s Earlovymi solemi pro
pouziti v CO2 inkubatoru nebo s Hanksovymi solemi pro pouziti bez CO.. Tento produkt
se vyrabi s Earlovymi solemi. MEM neobsahuje zadné proteiny, lipidy ani ristové faktory.
Proto vyzaduje suplementaci obvykle 10% fetalnim bovinnim sérem. V MEM médiu se
vyuziva systému bikarbonatového pufru a poskytuje tedy prostiedi s5 - 10 % CO, k
zajisténi optimalniho pH. (P-LAB, 2020)

Minimalni esencidlni médium ma Siroké vyuziti pro sav¢i buiiky. Obsahuje Earlovy
soli, velkou koncentraci aminokyselin, které jsou svym proteinovym slozenim podobné
lidskym buitkam. Déle obsahuje vysokou koncentraci vitaminli a dal$i nezbytné Ziviny,
které umoznuji delsi kultiva¢ni obdobi. Toto médium je vhodné pro kultivaci Sirokého

spektra savéich bunéénych linii a primarnich bunék. (P-LAB, 2020)

6.2 Kultivaéni podminky

Aby bunky byly schopné pfezit in vitro, je nutné jim zajistit vhodné kultivacni
podminky. Mezi dilezit¢ podminky patii slozeni kultivacniho média, povrch kultivacni
nadoby a dalsi vlastnosti prostfedi. VétSina bunck je adherentnich, to znamena, ze rostou
na kultivacnim povrchu. NejCastéji se pouzivaji polystyrenové nadoby, kde se povrch
upravuje, aby byl hydrofilni.

Bunky se kultivuji vétSinou pii 37 °C, kdy se jedna o teplotu blizkou télesné
teploté. V termostatu se atmosféra obohacuje 0 CO; a to vétSinou s obsahem 5 % COo.
Zvysena koncentrace napomaha udrzet optimalni pH médii. Musi se také udrzovat relativni
vihkost atmosféry, a to okolo 90 %, aby nedochézelo k odpafovani vody z kultivaéniho
média a ke zméné koncentrace jeho slozek.

Existuji specidlni inkubétory, kde se buiiky kultivuji a mohou zajistit vSechny
uvedené parametry. Reguluji teplotu a musi byt vybaveny i pro fizeni koncentrace COo.
Také je nutné, aby nedoslo ke kontaminaci kultur bakteriemi, protoze uvedené podminky
jsou optimalni i pro jejich rist. Inkubatory tedy musi byt snadné na ¢isténi, dezinfekci a
sterilizaci, nékteré jeho soucasti byvaji vyrobeny z materiald, které rastu bakterii brani a
také mohou byt vybaveny ultrafialovym zatficem, které snizuji riziko kontaminace.
(Vejrazka, 2019)
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7 METODY STANOVENI BAZOFILNICH
GRANULOCYTU

7.1 Prutokova cytometrie

Jedna se o molekularné biologickou metodu, kterd umoziiuje méteni a analyzu
fyzikalnich a chemickych vlastnosti buriky pfi prichodu laserem. P¥i dopadu laserového
paprsku na buniku, dochazi k jeho rozptylu a lomu. Podle sméru a uhlu lomu se oznacuje
jako piimy rozptyl — forward scatter (FSC) a bo¢ni rozptyl — side scatter (SSC). FSC nam
udava informaci o velikosti buiiky a SSC o vnitini buné¢né struktufe, tj. granularité buriky.
Zaroven se detekuje fluorescence prochdzejici bunkami, kdy fluorochromy, znacené
monoklonalnimi protilatkami, jsou navazané na detekované bunce a ty absorbuji svétlo
urcité vinové délky vyzatrované laserem a poté vyzaiuji ¢ast tohoto absorbovaného svétla,
ale o jiné vinové délce.

Analyzatory se nazyvaji pratokové cytometry a skladaji se z fluidniho, optického a
elektronického systému. (CR, 2016)

Fluidika

Pro analyzu je nutné, aby se buiiky nachazely ve form¢ suspenze, protoze musi plynule
prochazet systémem jedna za druhou. Suspenze se davkuje do zkumavky, ze které vychazi
kapilara. Laminarnim proudénim se z kapilary strhavaji jednotlivé buiiky, a aby méticim
bodem prosla pouze jedna Castice, je zajisténo hydrodynamickou fokusaci. (MEFANET,
2020)

Optika

Se sklada z ¢asti excitacni, ktera je tvofena laserem, soustavou ¢oéek a hranoli a sbérné
Casti. Tato Cast se sklada z optickych zrcadel a filtrl, které umoznuji detekci svételnych
kvant specifické vinové délky.

Jako zdroj monochromatického zafeni se nejcastéji pouzivaji lasery. Pritokové
cytometry byvaji dvoulaserové nebo tfilaserové. NejcastéjSim laserem je vzduchem
chlazeny argonovy laser, helium-neonovy laser, fialovy laser a UV laser. Kazdy z téchto
laseru se 1isi svoji vinovou délkou.

Zrcadla a filtry rozd€luji emitované fotony podle vinové délky na pfisluSné
detektory. Pouzivaji se rizné druhy filtrt,, a to long pass filtry, short pass filtry, pasmove a
dichroické filtry. (MEFANET, 2020)
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Elektronika

Prevadi optické signaly na elektrické impulsy a ty jsou pak zpracovany pocitaovym
programem. Vysledek je vyjadien graficky a to v podob¢ jednoparametrového histogramu,
kde na osu X se vynasi intenzita signalu a na osu Y mnozstvi bunék nebo
dvouparametrovych dot ploti. Ty se pouzivaji Castéji a na ose X je zobrazena intenzita
signdlu a na ose Y intenzita druhého signalu. Kazda udalost je zobrazena jako tecka a
mnozstvi ¢astic je ddno hustotou bodd. (MEFANET, 2020)

V cytometrii se také vyskytuje proces gatovani, ten vyuzivame v piipad¢, kdy nas
zajima pouze urcitd populace bungk, kterou chceme dale analyzovat a vytvofi se pro ni dot
plot histogram, kde se na obé osy vynesou parametry, které je tieba zkoumat. Mizeme
pozorovat piimy rozptyl (FSC), bo¢ni rozptyl (SSC) a fluorescenci. Vytvotfeny dot plot
histogram se rozdéluje na kvadranty, v jednotlivych kvadrantech mizeme kvantifikovat
mnozstvi bunék.

Vyuziti priitokové cytometrie zasahuje do vSech odvétvi klinické praxe, ale nejvétsi
uplatnéni nachazi v klinické imunologii, hematoonkologii, nadorové biologii a molekularni
biologii. V klinické imunologii slouzi k imunofenotypizaci lymfocytd, k aktivaci
jednotlivych subpopulaci T lymfocytl, testovani alergii, detekce autoprotilaitek, HLA
typizace, apod. (Roubalova, 2017)

7.2 Aktivacni test bazofilnich granulocyti

Pii tomto vySetieni se sleduji znaky, Které se objevuji po inkubaci bazofilnich
granulocytli s alergenem. Znaky se znaCi monoklondlnimi protilitkami a ty jsou
detekovany pomoci pritokové cytometrie. NejCastéjSimi znaky na bazofilnich
granulocytech jsou CD63 a CD203c. VySetienim ziskame informaci 0 procentu
aktivovanych bazofilnich granulocytl. VySetfeni se provadi z plné krve, jako protisrazlivé
¢inidlo se pouZziva heparin. Plna krev se inkubuje s alergenem a soucasné se inkubuje 1
negativni a pozitivni kontrola. Do negativni kontroly se misto alergenu ptidava fedici
roztok a do pozitivni kontroly latka, ktera zplsobuje aktivaci co nejvétsiho poctu
bazofilnich granulocyti.

Metoda BAT ma vys$i senzitivitu neZ vySetfeni specifickych IgE a ma i1 vysokou
specifitu. Uplatiluje se v ptipadech, kdy klinické vySetfeni a zdkladni laboratorni vySetieni
jsou nedostate¢né k urCeni diagndzy. Také se vyuziva pii diagnostické nejasnosti u alergie

na hmyz, na léky a na latex. (Honzova, 2009)
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7.3 Distribuovana dielektroforeticka cytometrie (2DEP cytometrie)

2DEP cytometrie miize byt do budoucna alternativou pritokové cytometrie,
zpracovava informace o heterogenité populace, objemu bunék i expresi povrchovych znak
a pracuje s mikrofluidnimi Cipy, které nam roz$ifuji moznosti v poznavani a manipulovani
s buitkami. Na rozdil od pritokové cytometriec nevyzaduje k rozpoznani bunék znaleni
pomoci protilatek a snizuje tak provozni naklady.

Tato metoda probihd na mikrofluidnim ¢ipu a k méfeni bunék vyuziva elektrické
pole. Vysledkem 2DEP cytometrie jsou dielektrické podpisy bunék, které mohou byt
prospésné k identifikaci biomarkerti. Lze métit rizné fyziologické procesy bunék, 1ékové

rezistence, apoptozu, atd. Neni potieba Zzadné znaceni ani barveni bunék. (Fikar, 2016)

7.3.1 Popis ¢ipu
Mikrofluidni Cip se sklada ze tii vrstev. Prvni ¢ast je tvofena sklenénou podloZzkou,

ktera tvoti dno kandlu. Druhou €asti jsou interdigitalni elektrody, které tvoii elektrické pole
uvnitt kanalu. Tteti vrstva je tvofena PDMS (polydimethyylsiloxan), jedna se o kiemikovy
polymer, ktery je netoxicky, stabilni, nepodporuje adhezi bunék a je prithledny.

Celkova velikost Cipu je 20 x 12 mm, Sitka kanalu je 1 mm a vysoky je 75 pum.
Sestava elektrod jde zprava doleva a na hornim okraji jsou umistény dvé kovové desticky,

které umoziuji piipojeni k sadé interdigitalnich elektrod. (Fikar, 2016)

Obrazek 4. Schéma cipu
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7.3.2 Meéfeni na 2DEP cytometrii
Ke generatoru elektrického pole jsou pfipojeny interdigitalni elektrody. Elektrické

pole, které vytvari generator, ovlivituje chovani bun¢k v kanalu béhem méfeni. Je mozno
vystiidat 20 rozdilnych frekvenci a pozorovat reakci bun¢k. Pumpa, kterd je pfipojend ke
konci kandlu, zajiStuje plynuly prichod bunck. Pomoci ni je tedy mozno regulovat
rychlost pritoku bundk kanalem. Casticova velocimetrie (PIV) slouzi k detekci pohybu
bunék a to tak, ze potizuje dva snimky v kratkém casovém intervalu, ktery je pfedem
definovany.

CCD Z&znamova kamera spolu s inverznim mikroskopem snima proudici buiiky
V kandlu tésn¢é za elektrodami. Snimky se poté ptfenasi do pocitace a bunky, které jsou
vyfoceny, se po dvou po sob¢ jdoucich snimcich rozpoznavaji a paruji pomoci softwaru.
Z dréhy a ¢asové prodlevy mezi snimky se poté vypocitd rychlost buiiky. Tento proces trva
pouze nékolik milisekund, proto méteni probihd skoro v redlném case a je mozné takto

zachytit pres 5 tisic bun¢k za minutu. (Fikar, 2016)
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PRAKTICKA CAST
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8 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace je porovnat vysledky ziskané méfenim na pritokovém
cytometru v elektrickém poli (2DEP) s vysledky ziskanymi pomoci testu aktivace
bazofilnich granulocytd. Metody budou porovnany na zakladé vysledki zjisténych
z méfeni aktivaéni kiivky bazofili se zaméfenim na vysledky AUC (plocha pod kiivkou) a
CD sense. U metody 2DEP budou zjistovany pomoci DE podpist bunék. Obé metody
porovnavaji vysledky mezi alergickymi a nealergickymi pacienty.
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9 VYZKUMNE OTAZKY

Vyzkumn otdzka ¢. 1: Lze detekovat zmény z aktivace bazofilnich granulocyti u

alergickych pacientt na pyl btizy pomoci 2DEP?

Vyzkumna otazka ¢. 2: Lze detekovat zmény z aktivace bazofilnich granulocytt u

alergickych pacientll na pyl biizy pomoci pritokové cytometrie?

Vyzkumna otazka €. 3: Jakd je shoda mezi méfenim aktivace bazofilnich

granulocyti pomoci 2DEP a priitokové cytometrie?

Vyzkumna otazka ¢. 4: Jaky je rozdil mezi alergickymi pacienty a skupinou

negativnich kontrol pfi méfeni na pritokovém cytometru?

Vyzkumna otazka ¢. 5: Jaky je rozdil mezi alergickymi pacienty a skupinou

negativnich kontrol pfi méfeni na 2DEP?
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10 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Vyzkum celkové probihal na 20 vzorcich plné krve. PInd krev byla odebrana do
zkumavky s heparinem. Ze vzorku plné krve jsme separovali Cistou populaci bazofilnich
granulocytd, kterd byla pouzita pro méfeni aktivace bazofilnich granulocyti v 2DEP a ¢ast
pIné krve byla pouzita pro méfeni aktivace bazofili pomoci pritokové cytometrie. Ze
skupiny 20 vzorka bylo 10 pacientt pozitivnich a 10 negativnich. Pro stanoveni bylo
pouzito pouze 6 pozitivnich pacientti a 4 negativni kontroly kvili zavadéni nové metody —
2DEP cytometr. Pfed samotnym vyzkumem byly vSechny vzorky vysetfeny na pritomnost

specifického IgE viici alergenu btizy.
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11 METODIKA PRACE

11.1 Méreni specifickych IgE
Princip

Imunoanalyza je zalozena na chemiluminiscen¢ni detekci, kterd je dvoukrokova a
probiha na pevné fazi. Pevna faze je zde ve formé kulicky a kapalna faze je smés alergent
Ci alergeny, které se vazi na matrici polymeru, ktera je zna¢ena ligandem. Pevna faze je
potazena antiligandem.

V prvni fazi se vzorek pacienta a alergen, ktery je znaceny ligandem inkubuji 30
minut s kulickou, ktera je potazena antiligandem. Dochazi k navazani specifickych IgE
protilatek na alergen, ktery se navaze na antiligand na kuli¢ce. Piebytek se odstrani
promytim.

Ve druhé fazi se ke vzorku ptidava enzym, nejCastéji alkalicka fosfatdza. Ta je
konjugovana monoklonalni mysi protilatkou proti lidskému IgE a znovu probihd inkubace
po dobu 30 minut. Alkalicka fosfatdza se navaze na IgE a piebytek se opét odstrani
promytim.

Nakonec se do vzorku ptidava substrat, ktery je diky ptitomnosti alkalické
fosfatazy defosforylovan. Vznika produkt, ktery je nestabilni a dochazi k jeho rozpadu, za
soucasného vyzareni fotonu. Mnozstvi vyzafenych foton je pfimo umérné mnozstvi

enzymu navazaného na kulicce a je detekovano luminometrem.

Biologicky material

Sérum ze srazlivé plné krve

Reagencie
— Diagnosticka souprava 3gAllergy ™ Specific IgE Universal Kit (Siemens, UK)
— specifické IgE zasobnik s kulickami, specifické IgE reagencie, specifické IgE
kalibratory = adjustory, specifické IgE protilatka proti kalibratoru, specifické IgE
(SPE) kontroly z univerzalni soupravy, specifické IgE protilatka proti kontrole,

specifické alergeny a smiSené panely alergent

— Spotifebni material — chemiluminiscencni substrat, promyvaci roztok, distici

roztok na jehly
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Pristroje a analyzatory

— Immulite 2000 Xpi (Siemens, USA)
— centrifuga ROTINA 46 (Hettich, Némecko)

Postup prace

Pied zahajenim analyzy je potfeba provést denni tidrzbu pfistroje a zkontrolovat, jestli je
dostatek vSech reagencii a spotifebniho materidlu. Poté se provadi méfeni kontrolniho
materialu, ktery by mél vyjit v referenénim rozmezi, které¢ je dano vyrobcem. Ddle
nasleduje vlastni analyza vzorku, kdy se do stojanku vlozi zkumavka s pacientskym sérem.
Ta je oznaéena barcodem, ktery obsahuje informace o udajich pacienta a také o stanoveni,
které ma byt provedeno. Je tfeba kontrolovat, jestli je v analyzatoru dostatek alergenu,
ktery ma byt na stanoveni pouzit, popiipad¢ se doplni novy. Po analyze je ziskan vysledek

0 pozitivité nebo negativité specifickych IgE pacienta.

11.2 Separace a kultivace bazofilnich granulocyti
Princip

Lidské bazofilni granulocyty jsou separovany pomoci negativni selekce, kdy ostatni
leukocyty jsou magneticky znaCeny pomoci smési biotinem konjugovanych mySich
protilatek. Dale se leukocyty znaci anti-biotinovymi monoklonalnimi protilatkami, které
jsou konjugované s magnetickymi kulickami. Mezi témito kroky neni potieba zadné
promyvani. Magneticky znac¢ené leukocyty jsou zadrZeny na kolon¢ v magnetickém poli a

neznaéené bazofilni granulocyty prochazeji kolonou.

Biologicky material

PIn& krev odebrana do zkumavky s heparinem

Pomiicky
— zkumavky (V=15ml, 50ml)
— Pausterovy pipety
— pipety (V=10 pl, 50 pl, 1000 pl)
— Magnetické LS kolony a magneticky stojan (Miltenyi Biotec Inc., USA)

Reagencie
—  Ficoll-Paque (GE Healthcare, Svédsko)
— RPMI 1640 (Biosera, Francie)
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— Basophil Isolation Kit Il, human (Miltenyi Biotec Inc., USA) — FcR Blocking
Reagent, Basophil biotin-antibody cocktail, Anti-biotin Microbeads
— Interleukin-3 (MilliporeSigma, USA)
Piistroje a analyzatory
— centrifuga ROTINA 46 (Hettich, Némecko)
— lednice

— laminérni box (Esco Technologies, Inc., USA)

Postup prace

Do 15ml zkumavky jsme pomoci Pausterovy pipety pienesli 5 ml Ficoll-Paque. Do 50ml
zkumavky jsme vylili obsah krve ze vSech odebranych zkumavek s heparinem, obsah jsme
poté natedili 1:1 pomoci RPMI kultivaéniho média a promichali. Separa¢ni roztok (Ficoll-
Paque) jsme poté pomoci Pausterovy pipety pomalu pievrstvovali takto nafedénou krvi.
Zkumavky jsme dali centrifugovat na 750 g na 20 minut. Po centrifugaci se ve zkumavce
nad peletem objevil jemny bily ,,oblac¢ek®, ktery jsme odebrali a pfendali do Cisté 15ml
zkumavky a doplnili RPMI médiem po okraj. Po promichani jsme zkumavky dali opét
centrifugovat na 500 g na 3 minuty. Poté jsme médium slili a ve zbytku resuspendovali
pelet. K leukocytim jsme piidali 10 ul FcR Blocking Ragent a 10 ul Basophil Biotin-
antibody Cocktail. VSe jsme promichali a dali inkubovat na 10 minut do lednice pti 2 — 8
°C. Po inkubaci jsme piidali 30 ul RPMI média a 20 pl Anti-biotin Microbeads, promichali
a dali inkubovat na 15 minut do lednice. Nasledné jsme pfidali 1 ml RPMI média a
centrifugovali na 620 g na 10 minut, poté jsme odsali cely supernatant a ptidali 500 pl
RPMI. Nakonec jsme si pfipravili magnetickou kolonu tak, Ze jsme ji navlh¢ili RPMI
médiem a nechali médium odtéct do jiné zkumavky. Poté jsme zkumavku vymeénili za
Cistou, umistili ji pod kolonu a do kolony nalili pfipravenou suspenzi bun¢k. Kolonu jsme
poté jesté 3x naplnili po 1 ml RPMI a promyli ji pro ziskani co nejvice bazofilnich
granulocytli. Nakonec jsme do separovanych bazofilnich granulocyti ptidali 40 pl

Interleukinu — 3 pro lepsi kultivaci a preziti bunék.

11.3 Méfeni na pritokovém cytometru - BAT
Princip

Pomoci senzibilujiciho alergenu je vyvolana aktivace bazofilli a nasledné se méti
expozice jejich aktivaniho znaku, ktery je na povrchu, pomoci monoklonélni protilatky.

Meéteni probiha na pritokovém cytometru.
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Molekuly IgE, které jsou ptitomny ve vzorku, jsou navdzany na povrchu bazofili
pomoci vysokoafinitniho receptoru FceRI. Pokud je molekul IgE dostatek, dochéazi k
preklenuti receptori pomoci piidaného alergenu, to vede k plné aktivaci bazofili a k
naslednemu vyliti obsahu granul. Degranulaci také dochézi k expozici transmembranového
proteinu — CD63 na povrch. Tento znak je poté detekovan pomoci monoklonalni protilatky
anti-CD63, kterd je konjugovand s fluorescenénim barvivem (FITC). Bazofily jsou ve
smési leukocytl identifikovany monoklonalni protilatkou anti-CD203c. Pouziva se zde
pozitivni kontrola, kde jsou bazofily aktivované monoklonalni protilatkou anti-1gE, ktera
zpusobuje aktivaci co nejvétSiho poctu bazofili. Do negativni kontroly se misto alergenu

pfida pouze fedici roztok.

Biologicky material

PIn& krev odebrana do zkumavky s heparinem

Pomiicky
— zkumavky (V=5 ml)
—  pipety (V=10 pl, 100 pl, 500 ul)

Reagencie
— BasoFlowEx® Kit (Exbio, CZ) - Stimulation Buffer, Stimulation Control,
Staining Reagent, Lysing Solution
— fosfatovy pufr — PBS (Gibco, USA)
— alergen biizy (Exbio, CR)

— demineralizovana voda

Pristroje a analyzatory

vortex (Biosan, Loty$sko)

— termostat

— lednice

— centrifuga ROTINA 46 (Hettich, Némecko)

— prutokovy cytometr (Beckman Coulter, USA)

Postup prace
Pro kazdy vzorek jsme ptipravili pozitivni a negativni kontrolu a potfebny pocet

zkumavek, které jsou stimulovany alergenem, ktery chceme stanovit. Mohou se pouZit i
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rizné komeréné vyrabéné alergeny. Vzorky jsme pripravili podle nasledujiciho postupu.
Do zkumavky, ktera byla ur¢ena pro alergenem stimulovany vzorek jsme napipetovali 10
ul alergenu. Do negativni kontroly jsme nenapipetovali nic a do pozitivni kontroly jsme
napipetovali 10 pl Stimulation Control (rekonstituovany stimulantu). Do vSech zkumavek
jsme napipetovali 100 pl Stimulation Buffer (rekonstituovany stimulacni pufr), poté jsme
do vsech zkumavek ptidali 100 pl krve a promichali je na vortexu. Ve jsme dali inkubovat
pti teploté 37 °C na 25 minut do termostatu. Dale jsme do vSech zkumavek napipetovali 20
ul Staining Reagent (koktejl protildtek) a obsah jsme opét promichali pomoci vortexu a
inkubovali 20 minut v lednici pii 2 — 8 °C. Poté jsme piidali 300 pl Lysing Solution
(lyzacni roztok) a opét promichali na vortexu a inkubovali 5 minut pfi laboratorni teploté.
Po inkubaci jsme pfidali 3 ml demineralizované vody, promichali a inkubovali 5 — 10
minut pii laboratorni teploté, dokud nedoSlo k lyze erytrocytli. Nasledné jsme vzorky
centrifugovali po dobu 5 minut na 300 g. Po centrifugaci jsme odstranili supernatant a
sediment jsme resuspendovali v 0,4 ml pufru PBS. Vzorky jsme nasledné¢ zmétili na

prutokovém cytometru a vyhodnotili je.

11.4 Méreni na 2DEP cytometru
Princip

Principem této metody je postupné ustaleni vySky a sedimentace bunck plujicich
V kandlu. Vyska levitace bunky zalezi na objemu bunky, struktufe povrchu a poméru iont
Vv cytoplazmé a ta ma vliv na rychlost buiiky. Césticova velocimetrie (PIV) zachycuje
rychlost téchto plujicich bun¢k a ta se softwarové prepocitdva na vysku levitace ode dna
kanalu.

Meéieni zaCina po ustaleni toku, kdy nejsou ptitomny vlivy elektrického pole. Poté
nasleduje méteni s vlivem elektrického pole, které¢ ovliviiuje vysku levitace bun¢k. Na
buiiky piisobi negativni dielektroforetické sily, které odpuzuji bunkky ode dna kanidlu a
pozitivni dielektroforetickeé sily, které ptisobi ve prospéch sedimentace. RozloZeni bunék se
porovnava s referencni ¢asti méfeni bez vlivu elektrického pole a rozdily se vynasi do

grafu. Vysledny graf se nazyva dielektroforeticky podpis burky.

Biologicky material

Cista bunééna kultura bazofilnich granulocytt
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Pomiicky
— pipety (V=20 pl, 100 pl, 500 pl, 1000 pl)
— zkumavky Eppendorf (V=1,5 ml)
— zkumavky (V=15 ml)

Reagencie
— RPMI 1640 (Biosera, Francie)
— BSA (Gibco, USA)
— nizkovodivostni médium (deionizovana voda; 8,5 g/l sachar6zy: 0,3 g/l glukdzy)
— zelatina

— alergen biizy (Exbio, CR)

Pristroje a analyzatory
— COztermostat (Thermo, USA)
— centrifuga
— DEP cytometr

— laminarni box

Postup prace

Pfed samotnym meéfenim jsme si piipravili ¢ip, kdy jsme zapnuli pumpu a cytometr. Do
sttikacky jsme nasali destilovanou vodu a ptipojili ji k vystupu kandlu ¢ipu a rychlosti 300
nl/s kanal napustili. KdyZ se na druhém konci vystupu kanalu objevila kapic¢ka (kanal je
naplnény), prevrstvili jsme ji nizkovodivostnim médiem s BSA (BSA zabranuje adhezi
bunék na dno kanalu), naséli do kanalu a inkubovali po dobu 10 minut. Pfed méfenim jsme
kanal proplachli ¢istym nizkovodivostnim médiem.

Poté jsme si v laminarnim boxu ptipravili butiky na méfeni. Do 15ml zkumavky s
burikami a RPMI médiem jsme pfidali 1 ml roztoku Zelatiny pro lepsi sedimentaci bunék a
dali centrifugovat na 300 g po dobu 6 minut. Poté jsme odsali supernatant a u sedimentu
nechali pfiblizné¢ 500 pl RPMI média. Buiiky v sedimentu jsme resuspendovali a rozd¢lili
po 250 ul do dvou eppendorfek. Do jedné eppendorfky jsme piidali 200 pl alergenu biizy
(k lyofilizatu jsme ptidali 200 ul RPMI) a do druhé 200 ul RPMI. Buiky jsme dali do CO2
termostatu a hodinu c¢ekali na senzibilzaci bazofild. Po hodin€ jsme zcentrifugovali
eppendorfku bez alergenu na 20 g po dobu 5 minut, odsali supernatant a k sedimentu
ptidali 250 pl nizkovodivostniho média a resuspendovali. Takto pfipravenou suspenzi jsme

poté kapli na vstup kandlu a nasali ji rychlosti 600 nl/s, poté jsme rychlost snizili na 60
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nl/s. Nastavili jsme si zorné pole tésné za elektrody a 4 minuty ¢ekali na ustaleni levitace
bunék. Poté jsme nastavili pozadované parametry a spustili méfeni. Po méfeni jsme Cip
oCistili a promyli kanal pomoci nizkovodivostniho média. Stejny postup jsme poté
opakovali u vzorku, kde je pfidany alergen. Po dokon¢eni méfeni jsme kanal promyli
destilovanou vodou, kterou jsme vypustili a kanal nechali prézdny, vypustili jsme

destilovanou vodu i ze sttikacky. Vysledky jsme poté vyhodnotili.
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12 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

12.1 Vysledky stanoveni specifickych IgE

Tabulka 2: Hodnoty specifickych IgE

C. vzorku Hodnota specifickych IgE [KUI/L]
Vzorek ¢. 1 7,812
Vzorek ¢. 2 0,989
Vzorek ¢. 3 2,650
Vzorek ¢&. 4 1,430
Vzorek &. 5 9,440
Vzorek €. 6 0,390
Kontrola ¢. 1 < 0,350
Kontrola ¢. 2 0,450
Kontrola ¢. 3 0,367
Kontrola ¢. 4 < 0,350

Zdroj: vlastni

55




12.2 Porovnani vysledkii pacientii BAT a 2DEP

Skupina pozitivnich pacienti
Vzorek ¢. 1

Graf 1: BAT, vzorek ¢. 1
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Graf 2: DE podpisy bunék, vzorek ¢. 1

DE signature

markey
ke positon
mat

Zdroj: vlastni

U vzorku ¢. 1 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 7,812 kUI/L Plocha pod kiivkou je 2027,462 a CD-sens 0,428. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 8 % a méfeni probihalo pfi frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Vzorek ¢. 2

Graf 3: BAT, vzorek & 2
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Graf 4: DE podpisy bunék, vzorek ¢. 2
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 2 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 0,989 kUI/1. Plocha pod kiivkou je 2311,169 a CD-sens 0,502. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 9,1 % a méteni probihalo pii frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamendny u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Vzorek ¢. 3

Graf 5: BAT, vzorek ¢ 3

25

N
o

[E
(2]

[EEN
o

anfunT3

% aktivovanych bazofil(i

vl

0.001 0.01 0.1 1 10 100
KoncentraceT3

Zdroj: vlastni

Graf 6. DE podpisy bunék, vzorek ¢. 3
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 3 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 2,650 kUI/L. Plocha pod kiivkou je 2066,369 a CD-sens 0,468. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 7,6 % a méfeni probihalo pfi frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Vzorek ¢. 4

Graf 7: BAT, vzorek ¢. 4
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Graf 8: DE podpisy bunék, vzorek ¢. 4
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 4 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 1,430 kUI/l. Plocha pod ktivkou je 3712,487 a CD sens 1. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 5,1 % a méfeni probihalo pfi frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u bun¢k o
velikosti 14 — 32 um.
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Vzorek €. 5

Graf 9: BAT, vzorek ¢. 5
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Graf 10: DE podpisy bunék, vzorek ¢. 5
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 5 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 9,440 kUI/I. Plocha pod kiivkou je 2033,586 a CD-sens 0,562. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 23,1 % a méfeni probihalo pfi frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamendny u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.

60



Vzorek €. 6

Graf 11: BAT, vzorek & 6
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Graf 12: DE podpisy bunek, vzorek ¢. 6
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 6 jsme u BATu naméfili pozitivni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = 0,390 kUI/L. Plocha pod kiivkou je 1108,251 a CD-sens 0,312. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 47,5 % a méteni probihalo pfi frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Skupina negativnich kontrol
Vzorek ¢. 1

Graf 13: BAT, vzorek ¢. 1
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Graf 14: DE podpisy bunek, vzorek ¢. 1
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U vzorku €. 1 jsme u BATu naméfili negativni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = < 0,350 kUI/I. Plocha pod kiivkou je 55,962 a CD-sens 0,011. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen -51,7 % a méfeni probihalo pfti frekvenci 0,3 az 13
MHz, pro hodnoceni byly pouZity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u
bunék o velikosti 14 — 32 um.
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Vzorek ¢. 2

Graf 15: BAT, vzorek & 2
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Graf 16: DE podpisy bunek, vzorek ¢. 2
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 2 jsme u BATu naméfili negativni odezvu na alergen T3 S naméfenymi
specifickymi IgE = 0,450 kUI/L. Plocha pod kiivkou je 675,306 a CD-sens 0,144. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 30 % a méfeni probihalo pii frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamendny u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Vzorek ¢. 3

Graf 17: BAT, vzorek & 3
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Graf 18: DE podpisy bunek, vzorek ¢. 3
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 3 jsme u BATu naméfili negativni odezvu na alergen T3 S naméfenymi
specifickymi IgE = 0,367 kUI/IL. Plocha pod ktivkou je 134,028 a CD-sens 0,028. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen 29,7 % a méfeni probihalo pii frekvenci 0,3 az 13 MHz,
pro hodnoceni byly pouzity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamendny u bun¢k o
velikosti 14 — 32 pum.
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Vzorek ¢. 4

Graf 19: BAT, vzorek ¢. 4
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Graf 20: DE podpisy bunék, vzorek ¢. 4
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Zdroj: vlastni

U vzorku €. 4 jsme u BATu naméfili negativni odezvu na alergen T3 s naméfenymi
specifickymi IgE = < 0,350 kUI/I. Plocha pod kiivkou je 51,525 a CD-sens 0,011. U 2DEP
cytometrie byla odezva na alergen -12,5 % a méfeni probihalo pfti frekvenci 0,3 az 13
MHz, pro hodnoceni byly pouZity frekvence 0,3 a 13 MHz. Zmény byly zaznamenany u
bunék o velikosti 14 — 32 um.
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12.3 Souhrnné zhodnoceni vysledkii BAT a 2DEP

Skupina pozitivnich pacienti

Graf 21: Aktivace bazofilit pozitivnich pacientii z 2DEP
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Graf 22: AUC - plocha pod kiivkou u pozitivnich pacientii
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Zde mizeme vidét hodnoty aktivace bazofill, které jsme ziskali méfenim na 2DEP a
hodnoty plochy pod kiivkou, které jsme ziskali mé&fenim z BATu. Z grafi vyplyva, Ze ¢im
vy$§i je odezva na alergen (aktivace bazofill), tim mensi je plocha pod kiivkou. U pacienta
¢. 6 mizeme vidét, Ze plocha pod kiivkou je nizk4, tudiz se jedna o hrani¢niho pacienta.
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Graf 23: CD-sens u pozitivnich pacienti
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Zde muzeme vidét hodnoty aktivace bazofild, které jsme ziskali méfenim na 2DEP a
hodnoty CD-sens, které jsme ziskali méfenim z BATu. Z grafi vyplyva, Ze ¢im vyssi je
odezva na alergen (aktivace bazofill), tim mensi je CD-sens. U pacienta ¢. 6 mizeme

vidét, ze CD-sens je nizké, tudiz se jedna o hrani¢niho pacienta.
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Skupina negativnich kontrol

Graf 24: Aktivace bazofilit negativnich kontrol z 2DEP
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Graf 25: AUC - plocha pod kiiivkou u negativnich kontrol
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U skupiny negativnich kontrol, kterd ma velmi nizké hodnoty AUC, kromé kontroly €. 2,
vidime, Ze odpovédi v 2DEP cytometrii jsou rizné at ve smyslu kladné nebo zaporné

odezvy na alergen.
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Graf 26: CD-sens u negativnich kontrol
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U skupiny negativnich kontrol, ktera ma velmi nizké hodnoty CD-sens, kromé kontroly ¢&.
2, vidime, Ze odpovédi v 2DEP cytometrii jsou rtizné at’ ve smyslu kladné nebo zaporné

odezvy na alergen.
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DISKUZE

Cilem této bakalaiské prace je ovétit, zda hodnoty z 2DEP cytometrie odpovidaji
hodnotam ziskanym z aktiva¢niho testu bazofili pomoci prutokové cytometrie, protoze by
2DEP metoda v budoucnu mohla byt alternativou pritokové cytometrie. Tyto vysledky
byly néasledné porovnany s DE podpisy bunék a s procenty aktivovanych bazofilnich
granulocytti. Porovnavana byla skupina pozitivnich pacientti a negativnich kontrol.

Po setkani bazofilnich granulocytti s alergenem dochazi k jejich aktivaci a k
naslednému splyvani specifickych granul s cytoplazmatickou membranou, na povrch je
exprimovan vysokoafinni receptor pro IgE a dochazi k degranulaci. Souc¢asti membrany je
také znak CD63, ktery se pfi aktivaci pifesouva na povrch. (Nakashima, a dalsi, 2018)
Z tohoto lze usuzovat, Ze se méni struktura membrany, coZ mélo za néasledek vyvolani
odezvy v 2DEP cytometrii. Tyto zmény jsme detekovali pomoci 2DEP cytometrie u
alergickych pacientd. Kwviili odliSnosti DE podpisi bunék mizeme méfit rtzné
intracelularni a fyziologické mechanismy bunék. DEP metodami mtuzeme také detekovat
apoptozu bunék, kterd se projevuje zménou propustnosti plazmatické membrany a s tim
souvisejici zménou hladiny ionth v cytoplazmé. (KaSparkova, 2019) Zmény v 2DEP
cytometrii se tedy projevily i u apoptotickych bunék.

Z aktivac¢niho testu bazofili lze vypocty ziskat hodnoty AUC a CD-sens. Kdy
hodnota CD-sens poukazuje na senzitivitu bazofild, jedna se o odpovéd na alergen ku
koncentraci alergenu a je stanovena vyvolavaci koncentrace, pii které reaguje 50 %
bazofili, to lze vyjadfit inverzi a nasobenim 100. Senzitivita bazofili je také spojena se
zéavaznosti alergického onemocnéni. To tedy znamena, ze ¢im vyssi je hodnota CD-sens,
tim citlivéjsi je pacient k alergenu a tim zavaznéjsi ma alergické onemocnéni. (Santos, a
dalsi, 2015) Tuto skutenost jsme ovéefili a unaSich hodnot CD-sens, ziskanych
z aktivaéniho tesu bazofilt, miZeme vidét, ze plati stejna piima Uméra.

Hodnota AUC nam vyjadfuje reaktivitu bazofild, je podobna systému citlivosti, ale
zahrnuje caste¢nou anergii indukovanou pii vysokych koncentracich alergenu a lze ji
vypocitat 1 v ptipadech, kdy odpovédi nejsou typické pro kiivku. (Eberlein, a dalsi, 2016)
Opét zde plati pfimd Umeéra, ¢im vys§i je plocha pod kiivkou, tim jsou bazofily
reaktivnéjs$i. Nase hodnoty plochy pod kiivkou této skute¢nosti odpovidaji.

U skupiny alergickych pacientd se nachazi urcitd shoda mezi mefenim aktivace
bazofilnich granulocyti na 2DEP a pritokové cytometrii. V obou piipadech byly

zaznamenany zmeny.
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Aktivaéni test bazofilii se spoléhd na identifikaci zmén specifickych aktivacnich
markerti na povrchové membrané nebo uvnitt bazofild. Tyto zmény mohou byt detekovany
a kvantifikovany pomoci specifickych monoklonélnich protilatek vazanych na konkrétni
fluorochormy. Prakticky jsou bazofily identifikovany markery jako jsou: CD3, CD123 a
hlavné¢ CD203¢c a CD63. (Ebo, 2008) U alergickych pacientt tedy dochazi k identifikaci
téchto markeri a u negativnich kontrol nikoliv. AvSak je mozné zaznamenat zmény na
membrané, aniz by pacient byl alergicky a naopak. Primérna hodnota CD-sens u
pozitivnich pacientt je 0,545; u negativnich kontrol je 0,041. Priimérna hodnota AUC u
pozitivnich pacientti je 2209,887; u negativnich kontrol je tato hodnota 229,205. Oba tyto
znaky poukazuji na rozdil.

V ptipad€ 2DEP cytometrie u pozitivnich pacientli nachazime zmény, které jsou
poté graficky vyhodnoceny. V grafu se nachazi pik, ktery je nejvyssi pii frekvenci 13
MHz. Tento pik poukazuje na to, Ze pacient je alergicky. U negativnich kontrol byly
zmény riznorodé, nevykazovaly stejnou zménu, podle které by bylo mozné usoudit, Ze se
jednd o negativniho jedince. Bylo malé mnozstvi subjekti na provedeni méfeni, a tak

nebylo mozné provést statistické zhodnoceni, jestli jsou zmény vyznamné ¢i nikoliv.
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ZAVER

Bylo ovéteno, Zze metoda 2DEP by v budoucnu mohla byt alternativou pritokové
cytometrie. AvSak tento potencidl je tfeba pied vétsim zavedenim metody do praxe vice
prozkoumat. Vyhodou této metody je mensi finanéni naro¢nost, kdy buiky neni tieba
znacit protilaitkami ani dale nijak barvit jako je tomu u prutokové cytometrie. Jedna
z dalsich vyhod je uspora mista, jedna se o velmi malé zafizeni — Cip s kamerou, pumpou a
PC. Diky provadéni testovani na mikrofluidnim €ipu byly potfeba malé objemy vzorku 1
reagencii, zaroven bylo mozné prométit nekolik tisic bunék najednou. Nevyhodou je velka
casova narocCnost, kdy je potieba piipravit CcCistou bunécnou kulturu bazofilnich
granulocytli. V postupu hrozi, Ze mize nastat spousta chyb, které¢ poté mohou negativné
ovlivnit celé méteni a tedy 1 vysledky.

Dle mého nédzoru tato nové objevena metoda v sobé nese potencial, avSak netusim,
jestli by 1 po prozkoumani a jejim rozsifeni, mohla plné zastupovat pritokovou cytometrii.

Tato metoda se ptili§ nehodi pro bézné rutinni vySetfeni aktivace bunék.
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