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Uvod do nadorové imunity
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- Urceni poctu bunék v
10 ul suspenze a jejich
viabilitu (procento
zivych bunék) pomoci
trypanovée modri
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Druha cast

Jkol:

munometodou ELISA
jsme meérili mnozstvi
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Lektofi: Magdalena Houdova Megova, Ivana Matrasova, Nikola Ternerova,
Tereza Svablova, Sofia Gydnydrova
Instituce: Laboratof biologie nadorové bufiky, Ustav biochemie a experimentélni onkologie 1. LF UK

Dnes vas vezmeme do fascinujiciho svéta nadorové imunity - svéta, kde obranné bunky imunitniho
systému dokazou rozpoznat a nic¢it nadorové bunky. Podivate se na to, co se v nadoru skuteéné
odehrava, azjistite, pro¢ je imunita jednim z kli¢ovych hraéa v boji proti rakoviné. V praktické casti
si sami vyzkousite praci v laboratofi tkanovych kultur. Pomoci zobrazovaciho systému BioTek
Cytation 5 budete sledovat, jak si imunitni buniky poradi s bunkami nadorovymi. Nasledné metodou
ELISA zmérite mnozstvi cytokinu - signalnich molekul, které imunitni bunky pouzivaji ke komunikaci
a koordinaci utoku.
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Nador neni jen hromadka nekontrolované se délicich bunék. Predstavte si ji spise jako
~ ®1 velmi sobecké ,mésto“, které si pretvari okoli k obrazu svému. Toto prostfedi nazyvame
‘ nadorové mikroprostfedi. Nadorové buriky v ném neziji samy - jsou obklopeny tzv.
stromalnimi burikami (napfiklad fibroblasty, které normalné tvofi jizvy nebo drzi tkan
' pohromadé). Nador tyto sousedy dokaze ,pfeprogramovat“ tak, aby mu pomahali. Nuti je
napfiklad podporovat angiogenezi (stavbu novych cév, kterymi si nador privadi ziviny) nebo
.1 vytvaret mechanickou bariéru, pres kterou se k nému nedostanou léky ani imunitni systém.

’ Do tohoto prostfedi neustéale vstupuji rizné bufky imunitniho systému. Nékteré, jako jsou
makrofagy, se snazi neporadek uklidit, ale nador je asto dokaze zmast, aby ho ignorovaly.
Nasi nejvétsi nadéji jsou viak cytotoxické T-lymfocyty (oznacované jako CD8*). Jsou to
elitni jednotky nasi imunity, které maji na svém povrchu specifické receptory, diky nimz
dokazZou poznat, Ze je burika nadorova. Jakmile T-lymfocyt svij cil najde, pevné se k nému
pfichyti. V misté doteku vznikne tzv. imunologicka synapse - je to neuvéfitelné tésné a
organizované spojeni dvou bunék, pres které T-lymfocyt do nadorové bunky , vstfikne*
smrtici balicek enzymu. Tyto enzymy uvnitf nadorové burky spusti apoptozu, cozZ je v
podstaté bunécna sebevrazda. Bunka se diky ni rozpadne bezpeénym a Cistym zpUsobem,
aniz by do$lo k poskozeni okolni tkané.

Dnes se v mediciné pouZiva imunoterapie, ktera se snazi tyto T-lymfocyty znovu aktivovat
nebo je v laboratofi vylepsit, aby nador lépe nachazely. Abychom ale védéli, zda takové
vylepseni funguje, provadime cytotoxickou assay. To je experiment, pfi kterém ve sterilnim
prostfedi (v misce nebo desti¢ce) smichame T-lymfocyty s nadorovymi bunkami a
sledujeme, co se stane. DlleZitym ukazatelem, Ze jsou T-lymfocyty pFipravené k akci,
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je produkce interferonu gama (IFNy). Je to signalni molekula, kterou T-lymfocyty
vypoustéji, kdyZ rozpoznaji nepfitele. Tento protein nejen pfimo brzdi rlst nadoru, ale také
dava ostatnim slozkam imunity védét, kde se problém nachazi.

Abychom dokazali presné zmérit, kolik tohoto dulezitého proteinu T-lymfocyty
vyprodukovaly, vyuzivime metodu ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Tato
technika funguje na principu ,,zamku a kli¢e“, kdy specifické protilatky v laboratorni
destic¢ce vyhledaji a pevné zachyti molekuly IFNy ve vzorku. Nasledna enzymaticka reakce
zpUsobi barevnou zménu roztoku, jejiZz intenzita presné odpovida mnozstvi
vyprodukovaného interferonu. Zatimco tedy pod mikroskopem vidime samotny proces
zabijeni nadorovych bunék, metoda ELISA nam poskytuje exaktni biochemicky dukaz o sile
a aktivité imunitni odpovédi.

Slovniéek odbornych pojmu

Antigen: Specificka bilkovina na povrchu buriky, kterou imunitni systém identifikuje.
Cytokin: Signalni protein (napf. IFNy) slouZici k regulaci imunitni odpovédi.
Glioblastom: Velmi agresivni nador mozku, v nasem experimentu reprezentovany linii
U373.

In vitro: Experimentalni postupy probihajici v laboratornim prostfedi mimo Zivy
organismus.

Lyza: Proces nezvratného poskozeni a rozpadu bunééné membrany.

Stroma: Podplrna tkan nadoru, ktera mu poskytuje ochranu a Ziviny.
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Otazky pro zamysleni k avodni diskuzi:

1. Jaké prekazky (napf. v mozku) musi T-lymfocyt prekonat pfi cesté k nadoru v organismu
pacienta, které v nasi laboratorni desti¢ce nemusi resit?

Hematoencefalickou bariéru (,ovojitd”)

2. IFN-y je klicovy aktivator imunity. Jaké dasledky by viak mohla mit jeho nekontrolovana
produkce v celém téle pacienta?

Mol by nibit [ pstatni buﬁlﬁ,‘d (VCetné téch imunitnich) a naplchat

Zkody v téle

3. Proé je pri pfipravé cytotoxické assaye kritické dodrZet pfesnou koncentraci bunék
a metodu sériového redén(?

Plesnd koncentrace bundk zajidtuje stejné podwminkey pro viechny vzorky a sériové
! Y Y

Fed@ni wmoziivje spravne wrkit utinek rliznych koncentract Litiey. Obé véei jsou

nutné pro presné vyhoduocent cytotoxi
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Zadani:

AKTIVITA 1: PRIPRAVA ELITNICH JEDNOTEK (POCITANI BUNEK)

Nez vyrazime do boje, musime pfFesné védét, kolik ,bojovniki“ (T-lymfocyti) mame

k dispozici.

Postup:

. Prohlédnéte si buriky pod mikroskopem.

. Smichejte 10 pl suspenze bunék s 10 pl trypanové modri.

. Spocitejte buriky pomoci automatického poditadla.

. Princip: Zivé buiiky maji neporuienou membranu a z(stanou svétlé. Mrtvé buriky se obarvi
tmavé modre.

B oW

Namérena hodnota Vysledek
Koncentrace (pocet bunék/ml) | 4
Viabilita (% zivych bunék)

Otazka 1: Pokud v poéitadle uvidite buriku, ktera je cela modra, co to o ni vypovida?
Bulika je mrtva

Otazka 2: Proc je pri pripravé experimentu kritické dodrzet presnou koncentraci bunék?

Alby mohl byt experiment replikovany L pfi dal
¢ J J

perimentech

AKTIVITA 2: VYCVIK PRESNOSTI (SERIOVE REDENI)

Abychom zjistili, jaka ,presila“ T-lymfocytu je potfeba k porazce nadoru, musime pripravit
ruzné koncentrace (pomér E:T - Effector to Target).

Postup: Pro pfipravu sériového fedéni si nejprve nachystejte zkumavky S1-S4 s 500 pl
roztoku. V kazdém kroku preneste 500 pl T-lymfocytl do dalsi zkumavky a promichejte.
Otazka: Proc to délame takto? (Otazka k zamysleni: Pro¢ nepfipravujeme kazdou zkumavku
zvlast?)

Abychom pouzily spravinou Roncentract prot olastomlm

J

AKTIVITA 3: SLEDOVANI BOJE V PRIMEM PRENOSU (CYTOTOXICITA)

Nyni smichame T-lymfocyty s nadorovymi bufikami glioblastomu (U373), které sviti zelené
(GFP).
Jak pozname vitézstvi?

+ Do smési pfidame barvivo Propidium Jodid (PI).

Pl vnikne pouze do bunék s narusenou membranou a obarvi jejich jadro €ervené.

Dopliite barvy podle stavu burnky:

« Ziva nadorova bufka = zelend

Mrtva (porazena) nadorova bunka = Cervend

Otazka: Jak pozname v realném case, ze T-bunka Uspésné zlikvidovala burniku glioblastomu?

Shluk

T-bufek se rozplyne po zlikvidovani gliobl

stomu a glioblastom

(mrtvy) 1€ obarven Cervene
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Zadani:

AKTIVITA 4: BIOCHEMICKY DUKAZ (METODA ELISA)

T-lymfocyty pfi boji vypoustéji signalni molekulu - interferon gama (IFNy). Metoda ELISA
nam ho pomuze zméFit na principu ,zamku a klice“.
Otazka 1: Co je ELISA a k éemu se pouziva?

Otazka 3: Pro¢ je ELISA vhodna metoda pro méreni IFN-y v bunéénych kulturach?

JelikoZ dokbZe dobie

Sefad'te kroky experimentu (1-4):

(4) Pridani substratu (TMB) - pokud je IFN-y pfitomen, roztok zmodra.
(1) Navazani antigenu IFN-y na dno jamky.

(=) Pridani sekundarni protilatky s enzymem (HRP).

(2) Pridani primarni protilatky, ktera specificky vyhleda IFN-y.

Reflexe:

A ZPETNA VAZBA

ZAVERECNA REFLEXE:

Zamyslete se sami a/nebo s kamaradem a napiste nebo nakreslete, co se Vam na dnesnim

workshopu libilo, co Vas zaujalo nebo prekvapilo.
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