ULOHA 5: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytt in vitro metodou
chemiluminiscence

Princip

Fagocyty, pfedevSim neutrofily reaguji na stimulaéni podnét oxidativnim vzplanutim, pfi kterém se
tvofi kyslikové radikaly — tzv. Reaktivni Kyslikové Metabolity (RKM, z angli¢tiny ROS). Tyto radikaly
pfedstavuji velmi silny baktericidni mechanismus fagocytd.

Dojde-li k pozfeni patogenni Castice dojde k jejimu uzavieni ve fagosomu. Ten pozdéji fuzuje s
lyzozomem a patogeny jsou eliminovany riznymi enzymatickymi a neenzymatickymi mechanismy.
Klic¢ovym enzymem ve tvorbé RKM a procesu likvidace patogent je NADPH-oxidaza, ktera prenasi
elektron na molekularni kyslik a ten se timto redukuje na superoxidovy radikal. Superoxidovy radikal je
pak zakladem pro dal$i RKM, napf. peroxid vodiku &i hydroxylovy radikal. Peroxid vodiku mize dale
vstupovat do reakce s myeloperoxidazou a CI ionty, pfi které se tvofi vysoce reaktivni oxidanty,
v&etné kyseliny chlorné.

Chemiluminiscence (CL) je zafeni, které je emitované latkami po jejich navratu z excitovanych hladin.
Chemiluminiscenci Ize obecné vyjadfit vztahem:

luminofor + energie — excitovany luminofor (pfirozené nestabilni) — luminofor + svétlo (425 nm)

V tomto vztahu si Ize jako luminofor predstavit jakoukoli latku, ktera je schopna po excitaci vyzafit
svételné kvantum. K jejich excitaci v tomto pfipadé dochazi prostiednictvim RKM. JelikozZ je pfirozena
chemiluminiscence fagocytu velmi nizka, pouziva se pro Ucely diagnostiky specifickych luminofor(
(luminol, izoluminol, lucigenin), jejichz schopnost chemiluminiscence je velmi vysoka. K méfeni
chemiluminiscence slouzi pfistroje zvané luminometry. Vysledkem této metody je tedy svételné
kvantum, které odrazi oxidacni aktivitu méfené suspenze.

U fagocytu Ize detekovat chemiluminiscenci spontanni nebo aktivovanou. PFi spontanni CL se
detekuje kvantum svétla emitované u neaktivovanych fagocytl, zatimco pfi aktivované CL dochazi ke
stimulaci fagocytu prostfednictvim latek zvanych aktivatory. Bézné jsou pouzivany aktivatory jako
opsonizovany zymozan (OZP) &i phorbolmyristat acetdt (PMA) nebo Skrob. Napfiklad OZP aktivuje
fagocyty prostfednictvim vazby na komplementové a imunoglobulinové receptory diky opsoniniim ze
séra, které jsou zachyceny na povrchu zymozanovych ¢astic. Aktivovana CL Iépe odrazi potencial
fagocytul k likvidaci patogend.

Méreni CL zacina ihned po smichani vSech substanci reakéni smési a méfi se intenzita reakce v ¢ase
(kinetika). Ve vyhodnoceni se pak uvadi grafické znazornéni intensity CL v zavislosti na ¢ase nebo
tabulkové porovnani integrald, svételnych maxim nebo ¢asu jejich dosazeni u jednotlivych vzork(.

Vyhody a nevyhody

Vlastni méfeni je pomérné rychlé, ovSem pfiprava roztok(l je naro¢na. Dobfe reprodukovatelna
metoda. Nutno mit k dispozici pomérné specificky pfistroj (luminometr). Lze pracovat jen s Cerstvymi
vzorky (ne star§imi nez 2 hodiny).

Chemikalie a roztoky

1. Zasobni roztok Luminolu [0,01 M] — 3-aminophthalhydrazid (M = 177,16)

2. Zasobni roztok OZP [5 mg/ml]
Pozn.: Pred pouzitim nutno zfedit 2x v HBSS tak aby pracovni roztok mél koncentraci
2,5 mg/ml. Zredte pridanim 500 ul HBSS do zkumavky s OZP.

3. Hanks ballanced salt sollution (HBSS, Hanksuv roztok) pH 7,4 mnozstvi 225 ml.

4. Tarkav roztok pro barveni leukocytl

5. Komeréné dodavana souprava na barveni krevnich natérd — Leukodif.



Vzorek: Heparinizovana mysSi krev. (30 pl/st.)
Je lepsi vyuzit mensich mnozstvi plné krve (vysoké fedéni v jamce), nebot hemoglobin z erytrocytu
zhasi CL. Heparin ve vyssSich koncentracich také tlumi chemiluminiscenci, ovéem pro naSe Ucely je
vliv heparinu zanedbatelny. Pouzijeme koncentraci heparinu 50 U/ml krve.

Pristroje a pomucky

Luminometr.
Sablona s jednorazovymi stripy (plastové mikrojamky) nebo mikrotitracni desticka.

Postup

1. Spole¢né nafedime OZP na pracovni koncentraci 2,5 mg/ml (2 eppendorfky na skupinu):
500 pl zasobniho roztoku OZP + 500 pyl HBSS

2. Kazdy si nafedi krev v pracovnim pufru HBSS:
10 pl krve + 5 ml HBSS

3. Pipetovat na desku v pofadi dle nasledujiciho schématu (zleva doprava — viz posledni fadek):

(1]

fedéna
Jamka | HBSS Luminol plna krev  Aktivator
A 275 25 - -
Spontanni slencs B 275 25 . -
Vzorek c 25 25 250 -
D 25 25 250 .
E 250 25 - 25
Aktivovana lank 02 F 250 25 - 25
Vzorek G - 25 250 25
2 - 25 250 25
poradi pipetovani na destiCku: 1. 2. 3 4.

Tab 2. Pofadi pipetovani na mikrotitraéni desticku. Kazdy vzorek bude méfeny v duplikatech. Cisla
uvadeji pipetované objemy pfimo na desticku. Jak je vidét misto aktivatoru se ve spontanni CL dava
stejny objem HBSS. Aktivator se nanasi az POSLEDNI u pfistroje, aby doSlo k zachyceni zagatku
reakce.
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Tab. 3. Rozvrzeni vzork(l na spole¢né desticce pro celou skupinu. Kazdy student bude mit 1 sloupec,
coz popisuje posledni fadek (zkratka st. = student).



4. Ihned po napipetovani desticky méfime na luminometru v rezimu:
interval mezi jednotlivymi méfenimi: 90 s
pocet méficich cykld: 40
teplota: 37 °C
bez tfepani

5. Mezitim spocitame pocet leukocytu a krevni diferencial v krvi pfed separaci:
a. Pocet leukocytu uréime v Blirkerové komUrce po obarveni Tiirkovym roztokem (1 : 20).
b. Krevni diferencial z krevniho natéru po obarveni Leukodifem - viz obecné postupy.

Hodnoceni

Pristroj pracuje s jednotkami RLU (relative light unit), které udavaji relativni svitivost vzorkd. Vystupem
je objemna tabulka, ve které jsou hodnoty RLU pro kazdou jamku v riznych €asech. S tabulkou Ize
pracovat v excelu nebo jiném tabulkovém programu.

Vytvorte podobnou tabulku, ve které uvedete jen primerné hodnoty z duplikatl &i triplikatd. Pomoci
znamé koncentrace leukocytl a krevniho diferencidlu prepocitejte naméfeny chemiluminiscenéni
signal na pocet fagocytli (uvadi se chemiluminiscence na 10° fagocytt). Mezi fagocytujici buriky patfi
hlavné neutrofily a monocyty. K vypoctu budete také potfebovat objem pIné krve v jamce (kolik fedéné
krve je v jamce a jaké je Fedéni. Z téchto hodnot ziskate absolutni pocet fagocytl v jamce.

Vystup

Jako vystup uvedte do tabulky nasledujici Udaje pro kazdy vzorek — prepoéitano na milion fagocytl:
1. Maximum chemiluminiscence (tzv. peak), kterého bylo v pribéhu méfeni dosazeno
2. Casu kdy bylo maxima dosazeno
3. Integral, jako plocha pod kinetickou kfivkou

Nezapomente, Ze pracujete v duplikatech, takze je treba vytvofit primér ze dvou jamek téhoz vzorku.
Hodnoty také nezapomerite prevést na milion fagocytu.

Dale vytvorte z pavodnich hodnot graf kinetiky, ve kterém bude znazornén priibéh CL v ase pomoci
kfivky. V grafu porovnejte spontanni CL a aktivovanou CL.

Priklad kinetického grafu chemiluminiscencéni reakce
140

_ 120 1
=2
-
&, 100 -
(]
g
o 80
(%
2
f=
E 60 n
2 Aktivovana CL
E 40 - -
2 = =Spontanni CL
o

20 -

0'————§——v—-———~-\—\¢—-\-\

Y O Q0 > D D PO DA N OO DD DD D
P G WG P SRR S
Cas [s]




VZdy je tfeba uvést pfi jaké koncentraci luminolu a aktivatoru bylo méfeni provedeno, tj. jaka je
koncentrace v reakéni smési (v jamce) - tyto hodnoty vypoéteme z koncentraci uvedenych v sekci
chemikalie a roztoky. Stejné tak je tfeba uvést finalni fedéni krve v reakéni smési.




