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FAGOCYTUJICI BUNKY

basofil

dendriticka b.

V periferii je cca 7% celkového mnozstvi fagocytu, zbytek je v
kostni dreni, odkud se prubézné vyplavuji a zaroven doplnuiji.
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KREVNI DIFERENCIAL

« vyuziti prutokové cytometrie
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- granulocyty tvori 40-65% vSech leukocytu parfireni krve

CD45-FITC




PRUBEH FAGOCYTOZY

(,rolling“) — cytometrie — exprese LAD1, LAD2

EXTRAVAZACE A DIAPEDEZA
ROZPOZNANI OPONIZOVANYCH CASTIC

— test migrace pod agar6zou
— fagocytdza mikroorganismu nebo inertnich ¢astic

DIGESCE - mechanismus nezavisly na kysliku

— mikrobicidni test, detekce enzymu

mechanismus zavisly na kysliku

— mikrobicidni test, NBT, INT, detekce myeloperoxidazy,

chemiluminiscenéni test, ,burst” test



ROZPOZNAVACI MECHANISMY
FAGOCYTU

Fagocyty jsou schopné rozpoznat struktury, které se
nachazeji na povrchu mikroorganismu, ale ne na burikach
vlastnich. Tyto struktury jsou evoluéné konzervovane,
sdilené riznymi mikroorganismy a nezbytné pro jejich zivot.

(G-bakterie), (G+ bakterie),
(kvasinky a plisne)
— komplementové fragmenty (C3b), protilatky (Fc fragment)

- na povrchu vlastnich apoptotickych bunék (za normalnich
okolnosti se nachazeji vyhradné na vnitfni strané membrany)



PRO ROZPOZNANI RUZNE
DRUHY RECEPTORU

Pro rozpoznani charakteristickych mikrobialnich nebo
apoptotickych komponent slouzi fagocytim rdzné druhy
receptoru:

* manozove receptory rozeznavajici cukerné struktury na povrchu

bakterii a nékterych vird
* scavengerove receptory — rozeznavaji acetylované LDL
» chemotaktické receptory (fMLP)

- Toll-like receptory
- komplementové receptory
- Fc receptory




KLINICKY VYZNAM FAGOCYTOZY

- Spravna funkce fagocytu je pro organismus nezbytna!!!

(hlidani adekvatnost zanétlivé reakce na cizorodou Castici: cizoroda vs.
vlastni)

* Naopak hyperaktivace fagocytu — problémy:

poskozeni okolnich bunék a tkani reaktivnimi metabolity a
proteolytickymi enzymy

» Deficience ve funkcich fagocytu = téZzky prubéh banalnich
infekci

priklad: CGD (chronicka granulomatoza) —
defektni NADPH oxidaza (gasta

bakterialni a fungalni onemocnéni)




DALSI VYSETRENI FAGOCYTOZY

« MIKROBICIDNI TEST

sledovani schopnosti fagocytu pohlcovat a usmrcovat zivé
kvasinky; usmrcené kvasinky se z fagocytu uvolni deoxycholatem a
jejich mnozstvi se urCi obarvenim methylenovou modri

NBT (INT) TEST

pri aktivaci fag. vznikaji kyslikové derivaty (peroxid vodiku,
superoxidovy radikal) — tato aktivita je hodnocena redukci
tetrazoliovych soli;

bezbarvy roztok soli pronika pfi fagocytdze do bunky, kde je
redukovan na nerozpustny barevny formazan; pfi extrakci méfitelny
spektrofotometricky.

NBT = nitrobluetetrazolium
INT = iodonitrotetrazolium




Burst test I.

Kvantitativni test pro vyhodnoceni oxidacniho
vzplanuti u granulocytu a monocytu
Fagocytujici bunky se stimuluji E. coli, TMLP a
PMA (3 ruzné zkumavky)-dochazi k oxidacnimu
vzplanuti

Ke vzorkum pfidan DHR (dihydrorhodamin 123),
ktery je radikaly oxidovan na zelené fluoreskujici
rhodamin 123

Na prut. cytometru sledovan pocet (procento)
zelené fluoreskujicich granulocytu a monocytu




Burst test Il.

* Inkubace vysetrované heparinizované krve pri 37°C za
pritomnosti dihydrorhodaminu 123

« Stimulans: A) (opsonizované) E.coli

B) PMA
C) fMLP
« Vysledek:
* 1. % aktivnich fagocytujicich buneék:
Normalni hodnoty: A) (opsonizované) E.coli: 80-100%
B) PMA : 90-100%

e 2. Stimulacni index:

mean intenzity fluorescence stimulovanych bunék
L T — -

mean intenzity fluorescence nestimulovanych bunéek

Normalni hodnoty: A) opsonizované E.coli: 30 a vice
B) PMA : 30 a vice



CHRONICKA GRANULOMATOZA

BEZ STIMULACE STIMULACE PMA

ZDRAVA
KONTROLA
STIMULACE PMA

97%

PACIENT

STIMULACE PMA:
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STIMULACE E.Coli

ZDRAVA KONTROLA

PACIENT S CGD




CHRONICKA GRANULOMATOZA
(AUTOZOMALNE RECESIVNI)

Matka - STIMULACE PMA
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CHRONICKA GRANULOMATOZA
(X-VAZANA)
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