10.5.2010 UKIA LF MU a FN u sv. Anny v Brné
Olga Ticha

Uloha &. 10

Burst test (test oxida¢niho vzplanuti)

Teorie:

Test je vyuzivan ke kvantitativnimu vyhodnoceni oxida¢niho vzplanuti u granulocyti
a monocyttl v heparinizované plné krvi.
Fagocytujici builky se stimuluji opsonizovanymi E.Coli, fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) nebo
PMA (phorbol-myristat-acetat). Dochazi k oxida¢nimu vzplanuti, pii kterém se tvori
peroxidy, hydroxylové radikdly, superoxidové anionty, které oxiduji membranové
permeabilni fluorogenni substrat DHR 123 (dihydrorhodamin 123) na zelené fluoreskujici
rhodamin 123. Pocet (procento) zelené fluoreskujicich granulocytli a monocytt sledujeme na
prutokovém cytometru.

Provedeni:
1. Plnou krev odebranou do heparinu rozpipetovat po 100ul do 4 zkumavek.
2. Vsechny zkumavky dat na S min do ledové lazné.
3. Ptipravit roztok PMA — k 16pul rozmrazeného PMA pridat 270ul PBS pro Burst test.
4. K vychlazené krvi ve ¢tyfech zkumavkach pipetovat:
a. zk.C.1 —20ul PBS pro Burst test
b. zk.c.2 —20ul rozmrazeného alikvotu E. Coli
c. zk.c.3-20pul fMLP
d. zk.c.4—-20ul PMA
5. Promichat.
6. Vsechny zkumavky inkubovat 10min ve vodni lazni pii 37°C.

7. Naredit DHR — Nechat rozmrznout zkumavku s 45ul DHR, ptidat 450ul PBS pro BT,
dikladné promichat na Vortexu.

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

9. Po ukonceni inkubace pfidat ke vS§em zkumavkam 30ul nafedéného DHR. Diikladné
promichat na Vortexu. Nechat inkubovat 10min ve vodni lazni pri 37°C.

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

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

12. Do odecteni uchovavat v lednicce.

13. Odecist na pritokovém cytometru.

Ref. rozmezi:

Aktivace pomoci E. Coliu granulocytt:  80%
monocytl:  40%

fMLP u granulocytii: <10%

monocytl:  <10%

PMAu granulocytii: >95%



