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Princip: Tato metoda je pouzivand v klinice pro detekci defektni funkce systému granzym/perforin.
Vyuziva se hlavné pfi diagnostice hemofagocytujicich lymfohistiocytdz. Cytotoxické lymfocyty T zabiji
cilové buriky poté, co rozpoznaji cilovy antigen, ktery je na jejich povrchu. Dllezity mechanismus pro
imunitni odpovédi proti virdm, nadordm a transplantovanym tkanim. Perforin/granzym B jsou
lokalizovany v intraceluldrnich granulech. Po aktivaci cytotoxické aktivité-CTL-migruji tato granula
k mistu kontaktu CTL a cilové buriky a jejich obsah je uvolnén do mezibunécného prostoru. Perforin se
navaze na membranu cilové burky a dochazi ke vstupu granzymu B do buriky. Poté je spusténa kaskada
proteolytickych stépeni. Dlsledkem je apoptdza cilové bunky. Prvnim predpokladem pro provedeni
testu je indukce efektorovych lymfocytl T, nebo bunék NK. Pro diagnostiku HLH jsou lymfoblasty
ziskany z lymfocyt( pacienta.

Druhou ¢asti pokusu je pfiprava vhodné cilové buriky (burka infikovana testovacim virem, nddorovou
burikou). U HLH se pouZivaji mysi linie, které neexprimuji na svém povrchu molekulu Fas a nemuze byt,
proto izolovana jinym systémem. Cilové burky jsou kultivovany po kratkou dobu s 51Cr, ktery vstupuje
do bunék. Bunky jsou poté inkubované s nékolika populacemi efektorovych bunék, NK nebo CTL. Po 6
h jsou odebrany vzorky supernatantu a v nich je stanovena aktivita gama zareni. Dvé kontroly: Jamky,
do kterych nebyly pfidany efektorové buriky pro zjisténi mnozstvi uvolnéného 51Cr — kontrola a jamky
kde byly vsechny buriky lyzovany detergentem- max. Procento cytotoxické aktivity je stanoveno podle
vzorce 100.(aktivita vzorku) / (max. kontrola)

Uplatnéni metody: Defekty maji v systému perforin/granzym B za nasledek selhani cytotoxické funkce
CTL a jsou podkladem velmi vazné skupiny chorob — hemofagocytujici lymfohistiocytdzy. Aktivované a
proliferujici CTL a také buriky NK nejsou schopny likvidovat buriky infikované jako se tomu déje za
normalnich okolnosti. Nasledkem je progrese infekce a pokracujici aktivace bunék prezentujici antigen.
Produkce cytokini témito bunkami a lymfocyty se oznacuje jako cytokinova boure, vede
k multiorgdnovému selhani a krvaceni. Interferon Gama. Primarni HLH, jedind moZnost terapie je
transplantace kmenovych hematopoetickych bunék. Pro diagnézu HLH slouZi testy prokazujici
cytotoxickou aktivitu. Metodou pro tento pokus je uvolfiovani radioaktivniho 51Cr.

Uskali metody: moZnost provadét pouze na pracovisti slaboratofi schvélenou pro préci
s radioaktivnimi latkami. Interpretaci vysledk( vidy provadi imunolog.

Pristrojové vybaveni: Laboratof musi byt vybavena pro praci s bunéénymi kulturami a radioizotopy,
vCetné gama counteru

Odbér a transport: Vstupnim materidlem je nesrdzliva krev a separované periferni mononuklearni
bunky. ZpUsob pfipravy efektorovych bunék trva nékolik dnl az tydnl. Samotny cytotoxicky test
v klasické formé trva 6-8 hodin.



