m CHEMILUMINISCENCNI TEST

- MEM: 1ml zasobniho MEMu + 9ml destil. H,O
upravit pH — pfidat SOl NaHCO,

e Luminol:

70ul NaHCO, + 50pl 0,1 M luminolu + pfipraveného

« Luminol 2:

60pl luminolu nafedéného vyse +

 Pipetovaci schéma:

MEMu

pripraveneho MEMu

AKTIVITA radky MEM | luminol
SPONTANNI B,C,D 85ul @ 10l
STIMULOVANA | EFG 75ul 10l
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85 ul
@ | luminol 10 pl
skrob ) ¢
@ krev 10 pl
< @ _
< 75 pl
© . luminol 10 pl
:EJ @ skrob 10 ul
P @ krev 10 pl

AKTIVITA fadky | MEM | luminol
SPONTANNI BCD 8wpu  10u

STIMULOVANA EFG | 75l 10 pl
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FAGOCYTOZA
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Fagocytoza je proces pohlceni a
degradace castic vetsich nez 0,5 ym.

— pohlcenym materialem mohou byt cizorodeé bakterie,
poskozené Ci odumrelé bunky Ci jejich Casti, mineralni
castecky, atd.



(X® FAGocYTUJICI BUNKY
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V periferii je cca 7% celkového mnozstvi fagocytu, zbytek je v
kostni dreni, odkud se prubézné vyplavuji a zaroven doplnuiji.
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(X® KREVNIi DIFERENCIAL

e vyuziti prutokové cytometrie
* s MAb nebo bez nich

« granulocyty tvofi 40-65% vSech leukocytu periferni krve
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w PRUBEH FAGOCYTOZY

« ADHEZE (,rolling“) — cytometrie — exprese LAD1, LAD2
- EXTRAVAZACE A DIAPEDEZA
- ROZPOZNANI OPONIZOVANYCH CASTIC

« CHEMOTAXE — test migrace pod agar6zou

* INGESCE — fagocytoza mikroorganism( nebo inertnich éastic

- mechanismus nezavisly na kysliku

— mikrobicidni test, detekce enzymu

- mechanismus zavisly na kysliku

— mikrobicidni test, NBT, INT, detekce myeloperoxidazy,
chemiluminiscencni test, ,burst” test
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Chemotaxis and adherence
of microbe to phagocyte.

) ingestion of microbe
by phagocyte.

o Formation of a phagosome.

) Fusion of the phagosome
with a lysosome to form a
phagolysosome.

) Oigestion of ingested
microbe by enzymes.

) Formation of residual body
containing indigestible
material.

) Discharge of waste
materials.

(a) Phases of phagocytosis
Copyright © 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.



EX® RozPOZNAVACI MECHANISMY
FAGOCYTU

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

Priklady:
* LPS (G-bakterie), peptidoglykany (G+ bakterie), glukany a manany

(kvasinky a plisné)

* Opsoniny — komplementové fragmenty (C3b), protilatky (Fc fragment)

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



w PRO ROZPOZNANI RUZNE
DRUHY RECEPTORU

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

* mandézové receptory rozeznavajici cukerné struktury na povrchu

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

- Toll-like receptory
- komplementové receptory
- Fc receptory




w RESPIRACNI VZPLANUTI

Stimulace povrchové membrany fagocytu
— aktivace NADPH oxidazy —

zvysena spotreba kysliku a jeho preména na
reaktivni kyslikoveé derivaty

O,
H,0,
1O2
HOCI
OH'

.. superoxidovy anion
.. peroxid vodiku

.. singletovy kyslik

... kyselina chlorna
... hydroxylovy radikal



DETEKCE KYSLIKOVYCH DERIVATU
VZNIKLYCH V PROCESU
CX® RESPIRAENIHO VZPLANUTI

Zesileni pfirozené chemiluminiscenc¢ni aktivity fagocytu
pridavkem luminoforu.

energie chemické reakce

LUMINOFOR LUMINOFOR*

energeticky bohatsi, nestabilni

N S

Uvolnéni pfebyteCné energie ve formé svételnych kvant
registrovatelnych fotonasobicem luminometru.




w TEST CHEMILUMINISCENCE

« Fagocytujici bunky

plna krev
izolované polymorfonuklearni buriky
 Luminofory

luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedione)
lucigenin (bis-N-methylacridinium nitrat)

- Aktivita

spontanni

stimulovana

« Stimulatory

korpuskularni: Skrob, opsonizovany zymozan
solubilni: phorbol myristat acetat



KINETIKA RESPIRACNIHO VZPLANUTI

w
* V, . -.- maximalni produkce

fotonu

Vinax * t ..... Gas nutny k dosazeni
maximalni produkce fotonu

 Hodnota integrované
plochy pod krivkou ...

vyjadreni celkoveho mnozstvi
foton vyprodukovanych
systemem za definovanych
podminek

CHL [RLU]

max

t [min]
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PRACOVNI POSTUP

* QOdber venodzni krve do heparinu (5j heparinu/1ml krve).

Krev 30 min inkubovat v termostatu pri 37°C. Material

zpracovat do 120 min po odbeéru.
« Krev vysetrit hematologicky (celkovy pocet leukocytu,

KO).

« U kazdeého pacienta vysetrit: spontanni aktivitu (bez
stimulace) i stimulovanou aktivitu (stimulace 1% ryzovym

Skrobem).

 Pipetovaci schéma:

AKTIVITA radky MEM | luminol | Skrob
SPONTANNI B,C,D 85 pl 10 pl X
STIMULOVANA E.F.G 75 ul 10 pl 10 pl
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» Mereni chemiluminiscence luminometrem ve 3 minutovych
intervalech po dobu 45 min pri teplote 37°C.

* Hodnoceni vypoctem integrované plochy pro spontanni i
stimulovanou aktivitu a jeji prepocet na 10° fagocytujicich
bunek.

 Vypocet indexu metabolického vzplanuti (IMV).
* Klinicky vyznam vysetreni:

- diagnostika chronické granulomatozy (defekt NADPH oxidazy )

- defekt myeloperoxidazy (srovnani chemiluminiscence lucigenin-luminol)
- vliv [éCiv na fagocytozu

- septické stavy



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

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

bezbarvy roztok soli pronika pri fagocytdze do buriky, kde je
redukovan na nerozpustny barevny formazan; pfi extrakci méritelny
spektrofotometricky.

NBT = nitrobluetetrazolium

INT = iodonitrotetrazolium m
VW



KLINICKY VYZNAM FAGOCYTOZY

« Spravna funkce fagocytu je pro organismus nezbytna!!l

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

« Naopak hyperaktivace fagocytl — problémy:

poskozeni okolnich bunek a tkani reaktivnimi metabolity a
proteolytickymi enzymy

« Deficience ve funkcich fagocytu = tézky prubéh banalnich
infekci
priklad: CGD (chronicka granulomatéza) —

defektni NADPH oxidaza (¢asta
= bakterialni a fungalni onemocneni)




