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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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



