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Vychodisko:

T-lymfocyty jsou nepostradatelnou ¢asti naseho imunitniho systému, zaroven se ale jednd i o typ
imunitnich bunék, které jsou zodpovédné za vznik reakce Stépu proti hostiteli (GvHD) po transplantaci
krvetvornych bunék. Pokud by bylo pfredem znamo, k jaké mife aktivovani T-lymfocytd po transplantaci
dojde, bylo by moiné efektivnéji predchazet ¢i alesponn mirnit projevy této komplikace. Moje
bakalafska prace se zabyva tématikou porovnani miry aktivace T-lymfocytl pomoci specifickych latek
— interleukin 2, interleukin 15, DynaBeads CD3/CD28 a jejich vzajemnych kombinaci. Pribéh aktivace
byl sledovan v redlném case na pristroji IncuCyte®. Cilem prace byla identifikace nejvhodnéjsi latky i
kombinace latek k aktivaci T-lymfocytl a také zhodnoceni, zda je pfistroj IncuCyte® vhodny ke
sledovani a analyze tohoto déje.

Cil:
Cilem nasi prace bylo sledovani aktivace T-lymfocytd v redlném Case pomoci pfistroje IncuCyte © a
posouzeni vhodnosti pfistroje IncuCyte® ke sledovani tohoto déje.

Metodika:

V prvni fazi jsme separovali T-bunky z pIné krve darcl. Vzorek byl nasledné doplnén o kryomédium a
vloZzen do mrazaku na teplotu -96°C. Poté, co bylo nashromazdéno 8 vzork(i mononuklearnich bunék,
bylo prikroceno k dalsi fazi experimentu. Pro experiment bylo potfeba vsech téchto 8 vzorkl rozmrazit
ve vodni lazni. Nasledné byly buriky centrifugovany kvili oddéleni média, ve kterém byly zamrazeny,
jelikozZ jeho soucasti je i toxicky dimetylsulfoxid.

Pro samotny experiment v pfistroji IncuCyte® bylo potieba upravit povrch kultivacnich desticek, a to
pomoci Poly-L-lysinu. Tato Uprava umozni, aby bunky k povrchu desticky Iépe prisedly a mohly byt za
pomoci pfistroje IncuCyte® snimany.

Pro stimulaci T lymfocytl byly pouZity nasledujici latky a jejich vzajemné kombinace: interleukin 2,
interleukin 15, Dynabeads Human T-activator CD3/CD28, IL-2 + IL-15, IL.-2 + Dynabeads Human T-
activator CD3/CD28, IL15 + Dynabeads Human T-activator CD3/CD28, IL-2 + IL-15 + Dynabeads Human
T-activator CD3/CD28 CD28.

Cely experiment byl zpracovan v duplikatech. Pfipravené desticky byly umistény do pfistroje
IncuCyte®, kde byl povrch kazdé jamky kazdé 2 hodiny naskenovdn a ulozen k naslednému
vyhodnoceni.

Vysledky:

Nejvyssiho stupné stimulace bylo dosazeno v jamkach, kde byla pouZita samostatna latka CD3/CD28
Dynabeads. K aktivaci T-lymfocytl doslo i ve vzorcich, kde byly Dynabeads kombinovany s IL-2, s IL-15
¢i s obéma interleukiny, zde jiz byla ale aktivace nizsi neZ ve vzorcich, kde byly Dynabeads pfitomny
samostatné.

Cas, kdy doslo k aktivaci T-lymfocytd, byl u jednotlivych darct individudlni a pohyboval se v rozmezi
nékolika hodin aZ do ¢asu 4 dni.
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Graf 1 — Ukazka grafické znazornéni pribéhu zmény konfluence u darce 1
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