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Hodnoceni preziti a proliferace T-lymfocyti ve smisené
lymfocytarni reakci s dendritickymi bunikami metodou
diferencialniho gatingu

Obrtlikova P., Pytlik R., Hofman P., Cervinkova P.
1. interni hematoonkologické klinika VFN a 1. LF Praha

Souhrn

Smisena lymfocytarni reakce (MLC) T-lymfocyta s dendritickymi butikami je jednim ze zaklad-
nich nastroju studia imunologickych mechanismu. Tato prace p¥inasi popis nové metodiky hod-
noceni alogenni a autologni ML.C pomoci prutokové cytometrie a diferencialniho gatingu. Metoda
je zaloZena na ¢éasové omezené akvizici udalosti a na jejich rozdéleni podle hodnot forward a side
scatteru. Gatovana je jednak populace vsech Zivych bunék (R1), dale populace Zivych neprolife-
rujicich bunék (R2) a populace mrtvych/apoptotickych bunék (R4). Pomoci fluorescenénich mik-
rosfér (R3) je navic mozno vypodéitat absolutni mnozstvi bunék ve stanoveném gatu. Pomoci 7-AAD
exkluze bylo ovéieno, Ze zhruba 90 % 7-AAD pozitivnich bunék se promita do gatu R4, navic pomér
R1: R2 vyte¢éné koreluje s procentem bunék pozitivnich na aktivaéni/proliferaé¢ni marker CD71.
Priklady dalsich vysledku dosaZenych touto metodikou jsou uvedeny v textu. Vzhledem k tomu,
Ze metoda diferencialniho gatingu ve své zakladni podobé nevyzaduje uziti Zzadné fluorescenéni
protilatky, umoziiuje rychly a levny skrining velkého mnoZstvi vzorku bez pouZziti radioaktivné
zna¢enych nukleotidi.

Kliéova slova: prutokova cytometrie — smiSena lymfocytarni reakce - T lymfocyty - dendritické
buriky.

Summary

Obrtlikova P., Pytlik R., Hofman P., Cervinkova P. Flow cytometric
differential gating strategy for evaluation of T-lymphocyte survival and
proliferation in mixed lymphocyte reaction with dendritic cells

Mixed lymphocyte reaction (MLC) of T-lymphocytes with dendritic cells is one of the basic tools
for studying of immune reaction mechanisms. This work describes a new method of evaluation of
allogeneic and autologous MLC by flow cytometry and differential gating. This method is based
on fixed time acquisition of events and their sorting according to their forward and side scatter
properties. Differential gating distinguishes populations of all living cells (R1), living non-
proliferating cells (R2) and dead/apoptotic cells (R4). Addition of fluorescence microspheres (R3)
enables the calculation of absolute number of cells in a given sample volume. Using the method of
7-AAD exclusion, we have shown that approximately 90% of 7-AAD positive cells project into the
R4 gate. Moreover, there was an excellent correlation between the R1: R2 ratio and the percentage
of cells positive for activation/proliferation marker CD71. The method of differential gating in its
basic version does not require use of any fluorescent antibody and therefore is suitable for rapid
screening of large number of samples at reasonable cost and without the use of radiolabeled
nucleotides.

Key words: flow cytometry — mixed lymphocyte reaction - T-lymphocytes — dendritic cells.

Dendritické bunky jsou profesionalni antigen-
prezentujici burnky, které jsou v posledni dobé
intenzivné studovany pro svoji roli v protinadoro-
vé imunité [1-3]. Klasickym prostiedkem zkou-
mani interakci mezi dendritickymi bunikami a T-
lymfocyty je smiSena lymfocytarni reakce, a to
bud alogenni (spole¢né jsou kultivovany dendri-
tické bunky a T-lymfocyty od raznych jedincit)

nebo autologni, kdy je zkouména schopnost dend-
ritickych bunék vyvolat proliferaci vlastnich T-
lymfocytt na novy €i jiz znamy antigenni podnét
(4, 5].

Klasickou metodou zkoumaéani proliferace T-
lymfocytt ve smiSené lymfocytarni reakci (MLC)
je inkorporace radioaktivniho 3H-thymidinu do
proliferujicich bunék. Tato metoda ma cetné
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Tab. 1. Charakteristika darct
Tab. 1. Characteristics of donors

@

Darce Pohlavi Vek *Stav onemocnéni **Pocet leukocytl
Zdravi dobrovolnici

D1 Zena 27

D2 muz 29

D3 muz 39

D4 Zena 52

Pacienti s CLL

CLL1 7ena 38 nelééena 17,3x10°/1
CLL2 muz 62 kompletni remise 6,6x10%1
CLL3 zena 67 nelécena 21,4x109/1
CLL4 Zena 58 nelécena 34,5x109/1
Pacienti s folikularnim lymfomem

FL1 Zena 62 nelécena

FL2 Zena 55 kompletni remise

* Pouze u pacientt

* Pouze u pacientti s CLL
* in patients only

** in CLL patients only

nevyhody. Za prvé, je mozno sledovat pouze proli-
ferujici populaci T-lymfocyta, zatimco lymfocyty,
které pouze piezivaji, ale neproliferuji, jsou timto
zpuasobem nepostizitelné. Za druhé, neni mozZno
soucasné sledovat expresi aktivaénich znakt
(CD25, CD69, CD71 — 6) ani produkci intracelu-
larnich cytokint (IFN-g, IL-4) stimulovanymi T-
lymfocyty [7], eventualné davat do souvislosti
expresi povrchovych molekul s produkei cytokint.
Za tieti, neni mozno sledovat absolutni pocet pro-
liferujicich bunék. Navic se v posledni dobé obje-
vuji prace, které ukazuji, Ze radioaktivni thymi-
din muZe zpusobit poruchy bunééného cyklu ¢&i
bunéénou smrt v uréitych bunéénych liniich [8].

7Z téchto dtvodt jsme vyvinuli jednoduchou
a ve své zakladni podobé i velmi lacinou metodu
sledovani prezivani a proliferace T-lymfocytta
v autologni ¢i alogenni reakci. Za zaklad jsme zvo-
lili rok starou praci Nguyenovu [9] s nékolika
modifikacemi. Pomoci diferencidlniho gatingu
zivych proliferujicich, zivych neproliferujicich
a apoptotickych bunék se nam podatilo sledovat
prezivani a kinetiku T-lymfocytd v autologni
i alogenni lymfocytarni reakei, a to jak u zdravych
dobrovolnika, tak u pacienttt s lymfoidnimi
malignitami.

Materialy a metodika

Pacienti a zdravi dobrovolnici

Studie byla schvalena etickou komisi a pacienti i zdravi
dobrovolnici podepsali informovany souhlas. Celkem byli
zkouméni ¢ty¥i pacienti s chronickou lymfatickou leukémii,
dvé pacientky s folikularnim lymfomem a ¢tyii zdravi dobro-
volnici. Charakteristiky tucastnika studie jsou uvedeny

v tabulce 1. Ugastnikiim studie bylo odebrano 50 ml krve na
pripravu dendritickych bunék a o tyden pozdéji dalSich 50 ml
krve k ziskani T-lymfocytu.

Priprava dendritickych bunék

Dendritické buriky byly ptfipraveny z perifernich monocytu
metodou Spiska a spolupracovnikt [10]. Periferni monocyty
byly ziskany adhezi na plast po dobu 12 hodin. U pacientt
s chronickou lymfatickou leukémii byla nejprve provedena
predbézna CD19 deplece pomoci imunomagnetické CD19 pro-
tilatky (Milténiy Biotec, LV Biomed, Hyskov). Monocyty byly
dale péstovany po dobu 7 dnt v RPMI médiu (Gibco, KRD Pra-
ha) s 10% fetalnim telecim sérem a se suplementy (1000 U/ml
GM-CSF, 10 000 U/ml IL-4, oboji Invitrogen, I.T.A.-Intertakt
Praha). Suplementy byly do média znovu p#idany 4. den kul-
tivace. 6. den kultivace byly dendritické bunky vyzravany
pomoci 10 ng/ml TNF-o (Invitrogen, I.T.A-Intertakt Praha)
a 50 pg/ml poly I:C (Sigma-Aldrich, CR). Dendritické buriky
pro autologni MLR byly od 4. dne péstovany s ¢istym tetano-
vym toxoidem (dar firmy Sevapharma, Praha) a vyzravany
vySe popsanym zptusobem.

Ziskavani T-lymfocytii a smisend lymfocytarni reakce

T-lymfocyty byly ziskany po centrifugaci na Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Uppsalla) a pozitivné selektovany pomoci imuno-
magnetickych protilatek CD4 a CD8 (Milténiy, LV-Biomed).
U pacientt s chronickou lymfatickou leukémii byla provedena
predbéZna imunomagneticka CD19-deplece. Cistota CD4 lym-
focytu ¢inila v praméru 87,9 % (62,1-96,4 %) a Cistota CD8
lymfocytt 73,7 % (55,3-90,4 %).

T-lymfocyty byly péstovany s dendritickymi burikami
v 96-jamkovych destickach ve 300 pl RPMI s 10% FCS
v poméru 10:1 (105 lymfocytd na 10% dendritickych bunék).
Alogenni reakce byly provadény tak, Ze dendritické bunky
pacienta byly kultivovany s lymfocyty jednoho dobrovolnika
a dendritické bunky téhoz dobrovolnika s T-lymfocyty paci-
enta. Jako pozitivni kontrola slouzily dendritické bunky dru-
hého zdravého dobrovolnika, jako negativni kontrola pak
samotné dendritické buniky pacienta a kontrol. P¥i autolog-
nich reakcich byly dendritické burnky pacienta pulzovany
1,5-15 pg/ml tetanového toxoidu a smichany s autolognimi
lymfocyty. Jako negativni kontroly slouzily nepulzované
dendritické burnky (zralé a nezralé) a samotny tetanovy toxo-
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id v uvedenych koncentracich. Ve v§ech expe-
rimentech byly zvlast pouzity CD4 lymfocyty
a CD8 lymfocyty, v nékterych experimentech
byly CD4 a CDS8 lymfocyty opét smichany 1:1.
Vsechny experimenty byly provadény trojité.

Priitokovd cytometrie a metodika
diferencidlniho gatingu

Na dendritickych burikach byly zkoumany
znaky CD1a, CD83 a CD54 (Invitrogen); dale
CD3, CD4, CDS8, CD11c, CD14, CD16, CD20,
CD40, CD45, CD80, CD86, HLA-II (klon
CR3/R3) a HLA-I (v8e Dako Cytomation, Brno)
a ILT3 (Immunotech, Praha). Povrchové znaky
T-lymfocytt byly méfeny pomoci CD3 FITC,
CD4 PE a CD8 PE-Cy5. Jako aktivaéni znak
bylo pouzito protilatky CD71 FITC (vSe Dako

Pocet udalosti

Cytomation). Mrtvé bunky byly hodnoceny
podle akumulace 7-AAD (Sigma Aldrich). Ana-
lyza dat byla provedena pomoci programu
Summit® V3.3 (zaphjéen laskavosti Dako
Cytomation, CR).

Absolutni po¢ty bunék byly ziskany nasle-
dujicim zpusobem: po dukladném a opatr-
ném promichani obsahu jamky bylo 100 ul
bunééné suspenze smichano se 100 ul PBS
a s urenym mnozstvim protilatek. Do nékte-
rych zkumavek nebylo pfidavano PBS, ale
100 pl fluorescenénich kuliéek CytoCount™
(Dako) o znamé koncentraci technikou
reverzniho pipetovani podle doporuceni
vyrobce. Akvizice probihala po fixné stanove- o
nou dobu 30 s a poéet udalosti byl hodnocen
pouze v métenich se stabilni akvizici (obr. 1).
Pii akvizici nebyl pouzit zadny treshold ani
zadny negativni gate k vylouceni bunééné
drté, coz by mohlo vést jednak k vylouéeni
kulicek CytoCount z akvizice, jednak ke
ztraté nékterych pozdné apoptotickych
bunék. Bunky byly méfeny v pozitivnich
gatech: R1 = v8echny lymfocyty, R2 = malé,
zivé, av8ak neproliferujici lymfocyty, R4 =
apoptotické/mrtvé buriky. Absolutni pocet
bunék v jednotlivych gatech je pak mozno
vypocitat podle vzorce:

podet bundk = Docet namérenych udalosti v piislusném gatu y
podet kuliéek CytoCount™

x koncentraceCytoCount™ x diluéni faktor,

kde diluéni faktor je pomér celkového objemu vzorku
k ptvodnimu objemu vzorku (napt. pokud bylo k pavodnim
100 pl vzorku p¥idano 100 pl CytoCount™ a 15 pl protilatek,
je celkovy objem vzorku 215 pl a diluéni faktor je 2,15). Pro-
cento fluorescencénich udélosti bylo méfeno v jednotlivych
diferencialnich gatech. Pocet kulicek CytoCount byl méien
v histogramu SSCxFL2. Princip diferencialniho gatingu je
uveden na reprezentativnim ptikladu na obr. 2. Validita gatin-
gu byla ovéfena stanovenim mrtvych bunék pomoci 7-AAD.

Zpracovani dat a statistickd analyza

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly mé¥eny pomoci
Studentova parového testu a Studentova testu s nerovnosti
rozptylt. Korelace byly méfeny pomoci Pearsonova korelaéni-
ho koeficientu. Hodnoty p <0,05 byly pokladany za statisticky
vyznamné.

[ 128 182 256
Cas

Obr. 1. Sledovani stability akvizice udéalosti na ¢asové ose

Na grafu A je znazornéna situace, kde akvizice udalosti (bunék, bunééné drté
¢i fluorescen¢nich mikrocastic) klesa spolu s dobou akvizice. To svédéi pro ¢as-
teénou obstrukei kapilary cytometru a takovy vzorek neni mozno pouzit
k vypocttiim. Graf B znazornuje stabilni pruatok kapilarou cytometru po celou
dobu méfeni vzorku.

Fig. 1. Stability of acquisition of events on the time axis

Fig. A shows a situation where acquisition of events (cells, cell detritus or flu-
orescent microparticles) decreases with acquisition time. This is suggestive of
partial obstruction of the cytometer capillary tube and such a sample cannot
be used for the calculation. Fig. B shows stable flow through the capillary tube
over the whole sample measurement period.

Vysledky

Generace dendritickych bunék

Generace dendritickych bunék se zda¥ila u paci-
entu i u zdravych kontrol. Znaéna ¢ast dendritic-
kych bunék byla CD4 pozitivnich (5,6 az 74,2 %),
CD8*CD3" bunék bylo minimum (0-1,3 %). Dend-
ritické bunky pacient s chronickou lymfatickou
leukémii (CLL) exprimovaly molekulu CD40 pod-
statné méné oproti dendritickym bunkam zdra-
vych dobrovolnikt a pacientt s folikularnim lym-
fomem (v priméru 28,4 % CD40 pozitivnich bunék
u CLL v. 75,9 % u ostatnich darca, p = 0,008), jinak
se imunofenotypické profily dendritickych bunék
ziskanych od pacientt a zdravych darca vyraznéji
nelisily. Vyzravani dendritickych bunék s tetano-
vym toxoidem nemélo statisticky vyznamny vliv
na expresi jejich povrchovych znaku.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

111

—



Epidemiologie 3/05 18.7.2005 13:27 Strénka 112 ¢ .

256

132

R3

T
72
&

FLZH

84 128 122 288
FSCH

=

0 )

128 182 2% .
FSCH 10! 1o

10t 108 10
FL2H Comp

Ga RE

[GERT

FLAH Comp

182 2% 1 PR T

108
FL2-H Samp

13
FSC-H

Obr. 2. Princip diferencidlniho gatingu

Diferencialni gating vyuziva distribuce viditelného svétla na T-lymfocytech k jejich rozdéleni do jednotlivych populaci. Validita
tohotobrozlc(lé%eni je pak hodnocena pomoci specifickych markert (napt. 7-AAD pro mrtvé buriky, CD71 pro aktivované a prolife-
rujici buniky).

1A — zakladni distribuce T-lymfocytt do tii gata. R1 = zivé lymfocyty, R2 = Zivé, ale klidové lymfocyty, R4 = apoptotické a mrt-
vé lymfocyty. Vlevo nahoie na histogramu FSCxSSC je vidét populace bunééné drté, ktera jiz neakumuluje ani 7-AAD. S touto
drti ¢asteéné splyva oblast fluorescenénich mikrosfér, které se vsak vzhledem ke svému vysokému side scatteru a dobré fluo-
rescenci lépe gatuji na histogramu SSCxFL2 (R3).

1B piedstavuje gating na zivé lymfocyty. Z celkového po¢tu 5118 lymfocyta tvoii 4421, tj. 86 % malé, neproliferujici lymfocyty.
Tomu odpovida 1 procento CD71 pozitivnich bunék (8,5 % z R1 gatu). Pouze 5 % bunék v R1 gatu je 7-AAD pozitivnich.

1C predstavuje gating na 7-AAD pozitivni, tj. mrtvé buriky. Z celkového mnozstvi mrtvych bunék se 88,6 % nachazi v R4 gatu
a pouze 3,2 % v R1 gatu.

Fig. 2. Differential gating principle

Differential gating uses the visible light distribution on T-lymphocytes to divide them into different populations. Validity of this
division is tested by specific markers (e.g. 7-AAD for dead cells, CD71 for activated and proliferating cells).

1A shows basic distribution of T-lymphocytes into three gates. R1 = live lymphocytes, R2 = live but resting lymphocytes, R4 =
apoptotic and dead lymphocytes. The cell detritus population that does not accumulate 7-ADD any longer is shown top left in
the histogram FSCxSSC. This detritus is partly confluent with the area of fluorescent microspheres whose high side scatter and
good fluorescence enable better gating in the histogram SSCxFL2 (R3).

1B shows gating on live lymphocytes. As many as 4421 (86 %) of 5118 lymphocytes are small nonproliferating lymphocytes. The
percentage (8.5 % from R1 gate) of CD71-positive cells is in agreement with this finding. Only 5% in R1 gate are 7-AAD-positive.
1C shows gating on 7-ADD-positive, i.e. dead, cells. Of all dead cells, 88.6% are found in R4 gate and only 3.2% in R1 gate.

Validita vysledkii ziskanych diferencidlnim
gatingem

V R4 gatu bylo pramérné 74,5 % bunék 7-AAD
pozitivnich, priéemz Siroké rozmezi (17,4-96,7 %)
vypovida nejspise o tom, Ze ne vSechny apoptotic-
ké bunky v R4 gatu jiz byly mrtvé. Za podstatné;j-
§i pokladame fakt, Ze ze 7-AAD pozitivnich bunék
se jich prumérné 90,5 % (rozmezi 78,9-96,1 %)
nachéazelo v R4 gatu, coz svéd¢éi pro validni
a reprodukovatelné nastaveni této sbérné oblasti.

Pocet 7-AAD pozitivnich bunék v R1 gatu byl vel-
mi vyrazné ovlivnén tim, zda buriky byly ¢ nebyly

stimulovany. P#i spoleéné kultivaci lymfocytt
s dendritickymi butikami v alogenni reakci bylo
v R1 gatu pramérné 2,8 % 7-AAD pozitivnich bunék
oproti 16,7 % v jamkach, do nichz alogenni dendri-
tické buriky ptidany nebyly (p = 0,04). Stejné tak,
v autologni reakci bylo v R1 gatu pramérné 3,3 % 7-
AAD pozitivnich bunék, pokud byly lymfocyty pésto-
vany s dendritickymi burikami pulzovanymi tetano-
vym toxoidem. Pokud byly lymfocyty péstovany se
samotnymi dendritickymi burikami ¢i se samotnym
tetanovym toxoidem, bylo v R1 gatu v praméru
30,5 % 7-AAD pozitivnich udalosti (p <0,001).
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Obr. 3. Alogenni smiSena lymfocytarni reakce

V hornim grafu (A) jsou T-lymfocyty stimulované alogennimi
dendritickymi butikami, v dolnim grafu (B) tytéz lymfocyty
bez stimulace. Jednotlivé sloupce: 1 — CD4 lymfocyty dobro-
volnik 1 + dendritické butiky dobrovolnik 2, 2 — CD4 lymfocy-
ty pacientka s CLL1 + dendritické buriky dobrovolnik 1, 3 —
CD8 lymfocyty dobrovolnik 1 + dendritické buriky dobrovolnik
2,4 — CD8 lymfocyty pacientka s CLL1 + dendritické bunky
dobrovolnik 1.

Fig. 3. Allogenic mixed lymphocyte reaction

The top diagram (A) shows T-lymphocytes stimulated by allo-
genic dendritic cells while nonstimulated T-lymphocytes are
shown in the bottom diagram (B). Bar 1: volunteer 1 CD4
lymphocytes + volunteer 2 dendritic cells, Bar 2: CLL1 patient
CD4 lymphocytes + volunteer 1 dendritic cells, Bar 3: volun-
teer 1 CD8 lymphocytes + volunteer 2 dendritic cells, Bar 4:
CLL1 patient CD8 lymphocytes + volunteer 1 dendritic cells

Alogenni a autologni MLC

V alogenni smisené reakci se nam podafilo pro-
kazat funkéni zdatnost lymfocytt zdravych dob-
rovolnikd i pacientt. Poméry mezi nestimulova-
nymi a stimulovanymi butikami jsou uvedeny na
obr. 3. Na rozdil od metody *H thymidinové inkor-
porace, ale i Nguyenovy prace bylo mozné pozoro-
vat, ze pfidani dendritickych bunék k lymfocyttim
nejen stimuluje jejich proliferaci, ale i zvySuje
prezivani nestimulovanych bunék. Na druhé stra-
né, stimulaéni schopnost dendritickych bunék
pacientt s chronickou lymfatickou leukémii v alo-
genni MLC byla podstatné snizena jak oproti
zdravym dobrovolniktim, tak i oproti pacientce
s folikularnim lymfomem. Je piitom pozoruhod-
né, ze dendritické bunky od téze pacientky s CLL,
pulzované tetanovym toxoidem, dobie stimulova-
ly proliferaci vlastnich T-lymfocytt v autologni
reakci (obr. 4). Tyto vysledky je nutno ovérit na
vétsim poctu pacientu a zdravych darcu.
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Obr. 4. Alogenni a autologni smiSena lymfocytarni reakce
u pacientky CLL1.

Ukazany jsou pouze vysledky s CD4 lymfocyty. V prvnim
sloupci jsou dendritické bunky pacientky s T-lymfocyty zdra-
vého darce 1, ve druhém sloupeci dendritické buriky pacient-
ky bez tetanového toxoidu s T-lymfocyty pacientky a ve tie-
tim sloupeci dendritické buriky pacientky pulzované
tetanovym toxoidem s T-lymfocyty pacientky. Ctvrty a paty
sloupec pro srovnani ukazuji alogenni reakci dendritickych
bunék zdravého darce 2 a lymfocytu zdravého darce 1 (4)
a dendritickych bunék pacientky FL1 a zdravého darce 3 (5).
Fig. 4. Allogenic and autologous mixed lymphocyte reaction in
CLL1 patient

Only results for CD4 lymphocytes are shown. Bar 1A: patient
dendritic cells + healthy volunteer T-lymphocytes, Bar 1B:
patient dendritic cells without tetanus toxoid + patient T-lym-
hocytes, Bar 1C: patient tetanus toxoid pulsed dendritic cells
+ patient T-lymphocytes, For comparison: Bar 2: healthy donor
2 dendritic cells + healthy donor 1 lymphocytes and Bar 3:
FL1 patient dendritic cells + healthy donor 3 lymphocytes.

Ve vSech pokusech jsme pozorovali zvySenou
proliferaci CD4 lymfocytt oproti CD8 lymfocyttim
(R1-R2, obr. 5). Aktivaéni marker CD71+ byl p¥i-
tomen témé¥ vyhradné na velkych, blastickych
bunikach (obr. 1B) a procento CD71+ bunék velmi
dobte korelovalo s pomérem R1: R2 (obr. 6)

Ovéreni piesnosti pipetovdni pomoci imunofluo-
rescenc¢nich ¢dstic

V prabéhu 30vtefinové akvizice bylo celkem ze
34 méieni zaznamenano v praméru 61 699 mik-
rosfér na 100 ml suspenze (95% interval spolehli-
vosti: 60527-62571 mikrosfér). V praxi to zname-
n4, ze u 95 % méreni vysledky oscilovaly o méné
nez 1,5 % kolem pramérné hodnoty. Po¢et mikro-
sfér jsme neuzivali ke stanoveni absolutniho
poctu lymfocyta, protoZe nase vypoéty byly zalo-
Zeny na pomérech mezi experimentalnimi a kon-
trolnimi vzorky.

Diskuse

Soucasny rozvoj aplikaci pratokové cytometrie
ke studiu bunééné proliferace je zpusoben jednak
potiebou ziskat detailné&jsi piehled o chovani jed-
notlivych bunéénych subpopulaci, jednak dostup-
nosti novych intravitalnich fluorescen¢nich bar-
viv. Barvivo CFDA-SE [11] je hojné vyuzZivanym

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

113



Epidemiologie 3/05 18.7.2005 13:29 Strénka 114 L #j .

8000

7000

6000

5000

N cD4 lymfocyty

4000

3000 B cD8 lymfocyty
2000

1000

Obr. 5. Rozdily v proliferaci CD4 a CD8 T-lymfocytu.
Sloupec 1 — dendritické bunky zdravy darce 1 a lymfocyty
pacientky CLL1, sloupec 2 — dendritické buniky zdravy darce
2 a lymfocyty zdravého darce 1, sloupec 3 — autologni reakce
T-lymfocytt pacientky CLL1 s vlastnimi dendritickymi buni-
kami pulzovanymi tetanovym toxoidem.

Fig. 5. Differences in proliferation of CD4 and CD8 T-lympho-
cytes

Bar 1: healthy donor 1 dendritic cells + CLL1 patient lympho-
cytes, Bar 2: healthy donor 2 dendritic cells + healthy donor 1
lymphocytes, Bar 3: CLL1 patient T-lymphocytes + CLL1 pati-
ent tetanus toxoid pulsed dendritic cells

prostiedkem, umoznujicim nejen oznacéeni bunék
naseho zajmu, ale i sledovani poétu bunéénych
déleni. Nevyhodou tohoto barviva je jednak to, ze
pozorované bunky musi byt ptiblizné stejné veli-
kosti, jinak je nutno kiivky pocitacové upravovat
[12], jednak emisni spektrum tohoto barviva je
pomérné Siroké, coz do jisté miry limituje moz-
nost uziti fluorochromt s emisi detekovanou ve
FL2 kanalu. CFDA-SE se vaze na cytoplazmatic-
ké bilkoviny a pti déleni burnky se rovnomérné
rozdéli do obou bunék dcerinych. Jiné, lipofilni
barvy, jako napi. PKH26 ¢ CM-Dil, se vazi na
bunécéné membrany bunék a jejich nevyhodou je
moZny prenos barviva na neoznacené buriky,
pokud jsou tato barviva uzivana v dostateénych
koncentracich [13].

Nase metoda diferencialniho gatingu je velmi
jednoducha a ve své zakladni verzi i velmi lacina,
protoZe nevyzaduje zadné fluorescenc¢ni protilat-
ky. To umoziiuje skriningové prométeni velkého
mnozstvi vzorkt a zakladni odhad uspésnosti
experimentu diive, nez pfikro¢ime k sofistikova-
néjsim metodam zkoumaéani bunéénych subpopu-
laci pomoci povrchovych ¢i intracelularnich proti-
latek. Diferencialni gating rovnéz umoznuje plné
vyuziti detekénich mozZnosti kazdého pruatokové-
ho cytometru, protoze Zadny fluorescen¢ni kanéal
k detekeci cilové populace neni zapotiebi. Jediné,
co tato metoda vyzaduje, je piresné pipetovani
pravidelné kalibrovanymi pipetami a reverzni
technikou a sledovani pravidelnosti akvizice. Pou-
ziti fluorescenénich mikrosfér je na misté tam,
kde chceme zjistit absolutni mnozstvi urcitych

CD71+ bunék
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Obr. 6. Zavislost CD71 pozitivity na poméru celkového poctu
lymfocytti (R1) s neproliferujicimi lymfocyty.

Fig. 6. Effect of the total lymphocyte count to the nonprolife-
rating lymphocyte count ratio on CD71 positivity

bunék nebo ovérit presnost pipetovani. V nasich
experimentech témito mikrosférami kontroluje-
me nahodné cca 25 % vzorku.

Relevantni namitkou je, Ze bez pouziti fluores-
cenc¢nich barviv se mohou do diferencialné gato-
vanych populaci dostat i jiné bunky, nez T-lymfo-
cyty. Toto je tfreba v kazdé aplikaci této metody
vyzkouSet a zvolené gaty validovat zpusoby
podobnymi tém, kterych jsme pouzili v této praci.
Co se MLC reakce tyce, Zadnou kombinaci fluo-
rescenc¢nich protilatek se nam nepodatilo zachytit
relevantni mnozstvi dendritickych bunék, makro-
fagh ani B lymfocyta (data neuvedena).

Konkrétni pozorovani, uvedena v této praci si
nekladou za cil sdélovat nové poznatky z oblasti
imunologie pacientd s lymfoidnimi malignitami,
spiSe jsou uvedeny jako priklady vyuziti metody
diferencialniho gatingu. Proto také nechceme
dosazené vysledky nikterak komentovat diive,
dokud nebudou ovéieny na véts§im souboru. Za
pomoci vySe popsané, jednoduché a flexibilni
metody by mélo byt pomérné snadné zjistit, zda
se jedna o obecné platné jevy, ¢i pouze o kazuisti-
ky podminéné individualnimi vlastnostmi zkou-
manych pacientt a zdravych dobrovolnik.

Tato prdce byla financovdna pomoct grantii FRVS
991 a IGA MZ CR 8092-3/2004

Literatura

1. Fong, L., Engleman, E. G. Dendritic cells in cancer
immunotherapy. Annual Reviews in Immunology, 2000,
18, s. 245-273.

2. Hajek, R., Kfivanova, A., Bourkova, L. et al. Biologie
dendritickych bunék a jejich p¥iprava pro klinické uziti
(ptehled a piedbézné vysledky). Klin. onkol., 2001, 14, 3,
s. 79-83.

3. O’Neill, D. W., Adams, S., Bhardwaj N. Manipulating

114



Epidemiologie 3/05 18.7.2005 13:29 Strénka 115 ¢ -

dendritic cell biology for the active immunotherapy of 9. Nguyen, X. D., Eichler, H., Dugrillon, A. et al. Flow

cancer. Blood, 2004, 104, s. 2236—2246. cytometric analysis of T cell proliferation in a mixed
4. Scheinecker, C., Machold, K. P., Majdic, O. et al. lymphocyte reaction with dendritic cells. Journal of
Initiation of the autologous mixed lymphocyte reaction Immunological Methods, 2003, 275, 1-2, s. 57-68.
requires the expression of costimulatory molecules B7-1 10. Spisek, R., Bretaudeau, L., Barbieux, I. et al.
and B7-2 on human peripheral blood dendritic cells. The Standardized generation of fully mature p70 IL-12
Journal Of Immunology, 1998, 161, s. 3966-3973. secreting monocyte-derived dendritic cells for clinical use.
5. Pettit, S. J., Neal, D. E., Kirby, J. A. Evaluation of Cancer Immunology and Immunotherapy, 2001, 50, 8, s.
dendritic cell immunogenicity after activation and 417-427.
chemical fixation: a mixed lymphocyte reaction model. 11. Lyons, B. A. Analysing cell division in vivo and in vitro
Journal of Immunotherapy, 2002, 25, 2, s. 152-161. using flow cytometric measurement of CFSE dye
6. Caruso, A., Licenziati, S., Corulli, M. et al. Flow dilution. Journal of Immunological Methods, 2000, 243, s.
cytometric analysis of activation markers on stimulated 147-154.
T cells and their correlation with cell proliferation. 12. Hodgkin, P. D., Chin, S. H., Bartell, G. et al. The
Cytometry, 1997, 27, 1, s. 71-76. importance of efficacy and partial agonism in evaluating
7. Caraher, E. M., Parenteau, M., Gruber, H., Scott, F. models of B-lymphocyte activation. International
W. Flow cytometric analysis of intracellular IFN-gamma, Reviews in Immunology, 1997, 15, 1-2, s.101-127.
IL-4 and IL-10 in CD3(+)4(+) T-cells from rat spleen. 13. Harraz, M., Jiao, C., Hanlon, H. D. et al. CD34 blood-
Journal of Immunological Methods, 2000, 244, 1-2, s. derived human endothelial cell progenitors. Stem cells,
29-40. 2001, 19, s. 304-312.

8. Yanokura M., Takase K., Yamamoto K., Teraoka H.
Cell death and cell cycle arrest induced by incorporation Do redakce doslo 30. 12. 2004

of [3H] thymidine into human haematopoietic cell lines.
International Journal of Radiation Biology, 2000, 76, 3, s. MUDr. R.Pytlik
295-303. L. interni hematoonkologickd klinika VFN a 1. LF UK
U nemocnice 2
128 08 Praha 2
e-mail: pytlik@seznam.cz

POZADAVEK NTS A TISKARNY PRO DODAVANI PODKLADU DO TISKU

Prispévky dodané v kvalitni formé |ze dodavat tiskarné na elektronickych médiich. Nakladatelské
a tiskové stredisko (NTS) pfijima rukopisy pouze v textovém editoru WORD pro Windows (W7/WIN98 nebo
noveéjsi verze). Prispévky musi byt napsany formou tzv. hladké sazby: bez zarazek, odrazek, tvrdych kon-
cu fadek (s vyjimkou oddéleni odstavcu), podtrhavani, zmén velikosti pisma, formatovani (na stfed, pomo-
ci tabulatortl), automatického Cislovani odstavcu (napf. u citaci v literatufe nutno Cislice vypisovat) a ves-
kerych grafickych experimentt, které moderni tiskovy editor umozriuje. VeSkera prednastaveni je nutno
zruSit. Kazdy elektronicky dodany pfispévek musi byt zaroven dodan i v tisténé formé ve dvojim vyhotove-
ni. Papirovy a elektronicky text musi byt identicky, na disketé smi byt jen definitivni verze zasilané prace.
Disketa musi byt popsana nazvem souboru (text také), prosta virl a ochranéna proti nahodnému smazani.
Pojmenovani soubort vychazi ze jména autora. V nazvu souboru nelze pouzivat hacky a ¢arky.
Elektronickou obrazovou dokumentaci [tj. grafy, fotografie (i barevné), vystupy z pfistroja] NTS pfijima
pro pfimé tiskarenské zpracovani, a to ve formatech .tif a .eps, pficemz mozna média jsou kromé disket
3,5 také CD-ROM, zip 100 MB, jaz.

Grafy musi byt zpracovany pro jednobarevny tisk, veSkera dokumentace musi byt zaslana i v papirové
podobé (mohou byt dodany i v .ai, .cdr, i .xIs v kfivkach).

Pokud jsou obrazky ve formatu .jpg, je tfeba uzit velkého rozliSeni (nejlepsi kompresni pomér) z davodl kvali-
ty.

Skenovani barevnych obrazkd vyzaduje minimalné rozliSeni 300 dpi v pozadovaném tiskovém rozméru.

V komplikovanych pfipadech Ize autorim vyjednat kontakt pfimo s tiskarnou.

Casopisy jsou zpracovavany technologii CTP (vystup z poditade v kompozitnim .pdf formatu je ripovan pfi-
mo na ofsetové desky).

Dodrzenim uvedenych pravidel zjednodusite pfedtiskovou pfipravu svych pfispévku a zajistite jeho kvalitnéjsi
reprodukci.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 115



