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CHEMILUMINISCENCNI TEST
Méreni luminiscence mikrodestickovym luminometrem

Teorie:

Fagocytujici buiiky jsou schopné pohltit a zni¢it cizorody materidl nebo vlastni -
poskozené ¢i odumielé buiiky. Odstranénym materidlem muze byt napiiklad bakterie ¢i malé
mineralni c¢astecky. Profesiondlnimi fagocytujicimi bunikami imunitniho systému jsou
neutrofilni a eosinofilni granulocyty, makrofagy, monocyty a dendritick¢ bunky. Po
fagocytovani Castic ¢i bun€k dochazi k jejich dezintegraci hlavné pomoci hydrolytickych
enzymi a baktericidnich latek v prostedi nizkého pH (4-5). U antigen prezentujicich bunék
(dendritické buiiky, monocyty, makrofagy) pak dochazi k vystaveni peptidovych fragmentt
v interakci s MHCII molekulami na jejich povrchu.

Fagocytoza hraje vyznamnou tlohu v imunitnim systému a to jak v pfirozené, tak i v
adaptivni sloZzce imunity. V piipadé role v pfirozené imunité hraje tlohu hlavné povaha
fagocytované castice — pokud jde o cizorodou ¢astici, fagocytujici buiiky indukuji zanét.
V adaptivni imunitni odpovédi hraji fagocytujici buniky klicovou roli — Th-lymfocytim musi
byt cizoroda castice prezentovdna navazana na molekulach MHCII, aby mohly byt
aktivovany.

Chemiluminiscen¢nim testem hodnotime jednu z fazi fagocytarni aktivity krevnich
elementl. Po stimulaci fagocytujicich bun€k vznikaji v procesu respiracniho vzplanuti
kyslikové derivaty se silnymi oxida¢nimi schopnostmi. Jejich tvorbu je mozné sledovat po
pfidavku luminoforu, ktery vyuZzivd oxidacni energie ke své excitaci do energeticky
bohatSiho, ale nestabilniho stavu. Pfi nasledné stabilizaci je oxidacné ziskana energie
uvoliiovana ve form¢ luminometrem registrovatelnych svételnych kvant (chemiluminiscence).

Provedeni:

1. Odebrat venozni krev do zkumavky s heparinem 5j/ml. Krev inkubovat 30min pfi
37°C. krev zpracovat za 45 min po odbéru, ale nejpozdéji do 2 hodin.

2. Stanovit pocet leukocytl a vysetiit krevni diferencial u vySetfované krve.

3. Pfipravit roztok MEMu: Iml zasobniho MEMu + 9ml destilované vody. Uzavfit
proti oxidaci a nechat vytemperovat na laboratorni teplotu. Asi 10min pied
pouzitim upravit pH na hodnotu 7,4 pomoci 50ul 7,3% NaHCOs. Takto pfipraveny
MEM je tteba skladovat ve tmé!

4. Ptiprava roztoku luminolu:

a) naredit zasobni roztok luminolu 1:9 pripravenym MEMem
70ul NaHCO3 + 50ul 0,1 M luminolu + 450ul ptipraveného MEMu
b) dalsi fedéni luminolu z bodu a)
60ul luminolu natedéného v a) + 250ul ptipraveného MEMu

5. pftipraveni mikrodesticky — do ramecku vsadit svisle tolik stripd, kolik je vzorka

k vySetfeni (2 po stranach jsou pro sledovani luminiscen¢niho pozadi).
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6. Schéma pipetovani reagencii:
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radky MEM luminol | Skrob krev
SPONTANNI
AKTIVITA B,C,D 85 pl 10 pl p'e 10 pl
STIMULOVANA
AKTIVITA E,F,G 75 pl 10 pl 10 pl 10 i
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7. Pristroj MeLiX sdm méii v 3 min intervalech chemiluminiscenci pii 37°C po dobu

8.

45 min (tzn. 15x%).

Po zadani hodnot poctu leukocytli a procenta monocyti + granulocytli v krevnim
diferencialu, piepoitd program pocet zébleskii na 10° fagocytujicich bundk a
vypoéte index vzplanuti (podet zableskl na 10° fagocytujicich bungk u Skrobem
stimulovanych vzorkt déleno podtem zableskd na 10° fagocytujicich bungk u
nestimulovanych vzorki).



