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Burst test
(test oxida¢niho vzplanuti)

Teorie

Test je vyuzivan ke kvantitativnimu vyhodnoceni oxidac¢niho (respira¢niho) vzplanuti
fagocytli (predevsim granulocytil). Pro vysetfeni se pouziva plna nesrazlivd krev odebrana do
zkumavek s heparinem.

Fagocytujici bunky se stimuluji pomoci bakterii E. coli, fMLP (N-formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin) a PMA (phorbol-myristat-acetat). Dochazi k oxida¢nimu vzplanuti, pfi kterém se tvoii
reaktivni kyslikové slouceniny a radikaly, které oxiduji dihydrorhodamin (DHR) na rhodamin.
Fluorogenni substrat DHR, ktery se na zacatku ptida k bunkdm, prochdzi membranou a sam o sobé
neni fluorescencné aktivni. Fluoreskuje az produkt (rthodamin), ktery vznikad z DHR pfi oxida¢nim
vzplanuti. Procento granulocytl, ve kterych doslo k oxidacnimu vzplanuti métime na pratokovém
cytometru. Mame celkem 4 zkumavky: neg. kontrola - bez stimulatoru, zjisti se podle ni fluorescence
pozadi u daného pacienta, 3 zkumavky se stimulatory (E. coli, fMLP, PMA).

Material a pomicky

Plna krev v heparinu, PBS, dihydrorhodamin 123 (DHR123), E. coli, fMLP, PMA, zkumavky 5 ml,
mikrozkumavky 1,5 ml ("eppendorfky"), vortex, pipety, $pi¢ky, ledova lazen, vodni lazen 37°C,
lyzator, cytometr.

Postup

1. PInou krev v heparinu rozpipetovat po 100 ul do 4 zkumavek.

2. Vsechny zkumavky dat na 5 min do ledové lazné.

3. Naftedit roztok PMA: k 16 pl rozmrazeného PMA piidat 270 pl PBS.
Natedit roztok fMLP: k 40 pl rozmrazeného fMLP pfidat 40 ul PBS.

4. K vychlazené krvi ve ¢tyfech zkumavkach pipetovat:

a. zk.¢.1-—20pul PBS
b. zk.¢.2 — 20 pl rozmraZzeného alikvotu E.Coli
c. zk.¢.3 — 20 nl natedéného fMLP
d. zk.¢.4 — 20 nl nafedéného PMA
5. Promichat.
6. Vsechny zkumavky inkubovat 10min ve vodni lazni pii 37°C.

7. Nafedit DHR — Nechat rozmrznout zkumavku s 45ul DHR, ptidat 450ul PBS pro BT,

dikladné promichat na Vortexu.

Dat vychladit PBS tak, aby byl ledovy, ale ne zmrzly.

9. Po ukonéeni inkubace pfidat ke vSem zkumavkam 30ul nafedéného DHR. Dukladné
promichat na Vortexu. Nechat inkubovat 10min ve vodni lazni p¥i 37°C.

10. Pridat ke kazdé zkumavce 2ml ledového PBS pro BT. Centrifugovat 20000t/5min.

11. Slit supernatant, sediment rozmichat na Vortexu a lyzovat na lyzatoru.

12. Pasteurovou pipetou stahnout pénu.

13. Do odecteni uchovavat v lednicce.

14. Odecist na pritokovém cytometru.

o

Vyhodnoceni

Normalni hodnoty pii stimulaci - E. Coli >70%
-PMA >90%



