1 Fagocyt6za a metody jejiho sledovani

Fagocytéza je jeden ze zakladnich projeva zivo€iSnych bunék. V savéim mnohobuné&ném organismu
existuje cela fada bunék, u kterych je schopnost fagocytézy zachovana. OvSem pouze uritd skupina
bunék vyuziva fagocytézu k jinému uU€elu nez k ziskavani potravy. Tyto bufiky se oznaluji jako
profesionalni fagocyty a Ize je rozdélit do dvou skupin podle toho, zda jsou uréeny k pfimé likvidaci
Skodlivin (neutrolily, eozinofily) nebo zda maji za Ukol pouze zpracovani a prezentaci antigenu
(dendritické buriky, monocyty, makrofagy).

Proces fagocytézy se sklada z nékolika dil€ich kroku

Krok fagocytézy Metoda k jeho detekci
1) Chemotaxe Boydenova komurka, Rebuckovo kozni okénko
2) Rozpoznani / navazani MSHP test
3) Pohlceni MSHP test
4) Degradace / usmrceni Detekce oxidativniho vzplanuti, baktericni test

Pro stanoveni fagocytdzy existuje vice metod, pfi¢emz nékteré se zaméfuji pouze na dilci kroky (napf.
na pohlceni — MSHP test, nebo na degradaci - oxidativni vzplanuti) zatimco jiné metody jsou schopny
monitorovat cely popsany proces (baktericidni test z plné krve).

Pro prabéh chemotaxe je nutny

1) podnét (chemokiny, leukotrieny apod.)

2) receptory pro vySe uvedené

3) cytoskelet umoznujici lokomoci bunék
V kazdém z téchto dil€ich krokim muize dochazet k porucham. Uvedené testy nas informuji pouze o
celkovém prubéhu procesu a nelze s jejich pomoci urcit, ve kterém konkrétnim kroku je porucha.

Testy pro stanovovani chemotaxe

Boydenova komurka
Je zaloZena na prachodu fagocytl pres nitrocelulézovou membranu z jedné ¢asti nadoby do
druhé, kde je umistén chemoatraktant. PoCet bunék, které vykazuji pozitivni chemotaxi je mozné
kvantifikovat. Metoda byla hodné uplatiiovana pfed zhruba 30 lety. V souCasnosti se jiz
nepouziva pro velkou pracnost, variabilitu vysledk(l a pomérné malou vypovédni hodnotu.

Rebuckovo kozni okénko
Princip je zaloZen na migraci leukocytd do mista zanétu (poSkozeni tkané). Sterilni kryci sklicko
se priklada v urlitych Casovych intervalech na pokozku, ktera se pfedtim narusi sterilnim
skalpelem. Leukocyty, které pronikly na povrch do mista zanétu pak ulpi na pfilozeném sklic¢ku.
Sklicko se obarvi a vysledek se hodnoti vizualné.

MSHP test

Slouzi k detekci miry pohlcovani (ingesce). Castice, které se vtomto testu pouZivaji jsou
z hydroxyethylmetakrylatu. Jsou hydrofilni, maji nizky negativni naboj, proto maji minimalni
nespecifické adheze na buriky a vzajemné neagreguji. Pro stanoveni se pouziva plna krev,
reakéni poméry slozek udava vyrobce MSHP, test trva 30 — 60 minut a inkubuje se pfi 37 °C.
Déle je potfeba zajistit mirné tfepani béhem celého procesu — buriky musi mit relativni klid na
ingesci partikuli, ale zaroven partikule nesmi klesnout ke dnu. Ze suspenze se zhotovi krevni
natér, ktery se obarvi. Intenzita fagocytézy se poté hodnoti ve svételném mikroskopu. Jako
pozitivni se zpravidla oznacuji buriky, které pohlti 3 a vice partikuli. Lze hodnotit i poCet partikuli
fagocytovanych 1 burikou.

Z protisrazlivych aditiv Ize pouzit heparin nebo EDTA. Heparin se pouziva v koncentraci
10 — 50 U/ml, ovSem tlumi miru fagocytézy. EDTA zase vychytava vapenaté ionty, které jsou
nutné pro aktivaci bunék.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost, nutna zkudenost s vyhodnocovanim, krev musi byt Cerstva
(do 2 hodin po odbéru), nutnost pouziti antikoagulancii.



Vyuziti: Vypovédni hodnota této metody je omezena. Méfit Ize pouze snizeni hodnot. ZvySeni
nelze dost dobfe detekovat, nebot kazdy fagocyt je schopen fagocytdzy, pokud je mu dodan
substrat v nadbytku.

Ke snizeni fagocytézy vSak dochazi pouze za velmi vaznych stavl jako jsou napfiklad kone¢na
stadia nadorovych onemocnéni nebo téZké imunodeficence. Nizkou schopnost fagocytézy maji
také prekurzory perifernich neutrofilll — tycky. Vétsi vyuziti ma metoda ve vyzkumu nez v klinické
praxi. Napfiklad v toxikologickych testech, kdy xenobiotika mohou ovliviovat funkce fagocytu.
DalSi vyuZziti je sledovani ucinnosti 1é¢Eby kolonie stimulujicimi faktory (GM-CSF).

Baktericidni test
Test zachycuje vSechny faze fagocytdzy. Princip je stejny, jako u MSHP, misto ¢astic se vyuziva
zivého patogenu (Candida albigans, Stafyloccocus aureus). Test se provadi na plné krvi nebo
izolovanych granulocytech. Jelikoz fagocyt vyuziva vice mikrobicidnich fagocytl, pfipadny defekt
fagocytdzy neni mozno v burice pfesné lokalizovat.
Vyhodnoceni
U velkych mikroorganisml (C. albigans) lze test vyhodnocovat mikroskopicky po obarveni
(s vyuzitim trypanové modfi). Hodnoti se mnozZstvi usmrcenych (obarvenych) mikroorganismd.
Pfed vlastnim hodnoceni je tfeba leukocyty lyzovat.
U malych mikroorganism0 (S. aureus) se vyuziva hodnoceni na kultivacnich pudach. Bakterie se
po probéhlé reakci vysadi na Zivnou pudu a ty, které prezily vytvofi kolonie, které se pocitaiji.

Vyhody a nevyhody: metoda je narocna na praci a tézko standardizovatelna, je opét potfeba
Cerstva krev, antikoagulancia, neustalé tfepani, pro kultivace mikrobd je nutné zazemi
mikrobiologické laboratofe. Pfi pasaZovani mikroorganismu dochazi ke sniZovani jeho virulence a
zménach antigennich vlastnosti, proto je obtizné srovnani jednotlivych stanoveni.

Detekce oxidativniho vzplanuti:

NBT test
Pfi stanoveni se vyuziva substrat NBT — nitroblue-tetrazolium chlorid. Detekce oxida&niho
metabolismu je zaloZzena ne redukci bezbarvé tetrazoliové soli (NBT) na barevny formazan. NBT
vstupuje do bunék a po jejich aktivaci se vlivem oxidacnich pochodll ve vakuole nebo na
membranach bunék redukuje na barevnou formu — tmavé modry formazén. Touto metodou se
prokazuje hlavné schopnost fagocytl tvofit kyslikové radikaly aktivaci NADPH oxidazy. Reakci
Ize vyhodnocovat odecitanim v optickém mikroskopu, kdy se hodnoti procento pozitivnich bunék,
tedy téch, které obsahuji tmavé modré skvrny formazanu. DalSi moznosti je spektrofotometrické
hodnoceni intenzity vzniklého zbarveni, v tomto pfipadé se pracuje na mikrotitraénich deskach.
Metodu Ize kombinovat se sledovanim ingesce MSH partikuli a zjistit tak, zda bunky, které
fagocytuji, jsou schopny tvofit kyslikové radikaly cestou oxidativniho vzplanuti.

Vyhody a nevyhody: Metoda je levna, nenarocna. Krev musi byt podobné jako u ostatnich
metod detekce fagocytézy zpracovana do dvou hodin po odbéru.

Chemiluminiscence
Tato metoda je nejvhodnéjsi pro kvantitativni hodnoceni oxidativhiho vzplanuti. Kli¢ovym
enzymem je NADPH oxidaza v membrané fagocytl, ktera pfenasi elektron na molekulovy kyslik,
¢imzZ se tvofi superoxidovy radikal:

NADPH
oxidaza
O,+el —» Oy

0O, +H,O0 ——» H,0, + O (singletovy kyslik)

Béhem téchto procest vznikaji elektronové excitované stavy, které emituji fotony. Pfi
chemiluminiscenénim stanoveni dochazi k oxidaci molekul luminoforu (luminol, izoluminol nebo
lucigenin). Ten je uveden do excitovaného stavu a nasledné vyzafi energii v podobé svétla, které
je detekovano pfistrojem — luminometrem.

Vzorky se vySettuji vzdy v paralelkach, stanoveni je vysoce citlivé. Lze hodnotit jednak spontanni
CL, kdy se nepfidava aktivator a aby vzorky mély stejny objem a tedy i koncentraci reakénich



slozek, pfidava se misto aktivatoru médium. Dale se stanovuje aktivovana CL, kdy jako aktivatord
se poziva napf. PMA — phorbolmyristat acetat, ktery aktivuje pfimo proteinkinazu C a dale pak
NADPH oxidazu. DalS$im pouzivanym aktivatorem je suspenze mikroorganismu, Skrobovych
¢astic nebo Zymosanu, coz je slozka kvasinkovych bunéénych stén.

Mé&feni trva zpravidla jednu hodinu a vysledkem je CL kfivka, ktera ma za fyziologickych
podminek tvar charakteristicky pro pouzity vzorek (plna krev, izolované burky) a zejména pro typ
pouzitého aktivatoru.

Vyhody a nevyhody: CL aktivitu je nutné zmé&fit do dvou hodin po odebrani krve, krev musi byt
nesrazliva, pfiemz se musi pocitat s tim, Ze antikoagulancia mohou zhaset chemiluminiscenci.
MérFeni trvd pomérné dlouho — 1 hodinu . Vysledek je nutno vétSinou pfepocitat na poéet bunék
ve vzorku, nebo dat do vzorku jizZ znamy poc&et bunék. Vzhledem k tomu, Ze luminometry nepatfi
k béznému vybaveni imunologickych laboratofi, je tato metoda vyuzivana spiSe jen ve vyzkumu
nebo vramci specialnich vySetfeni deficitd fagocytdézy. Dovede totiz zachytit SirSi spektrum
poruch v¢etné deficitd myeloperoxidazy, nez testy NBT.

Touto metodou Ize sledovat i zvySeni hodnoty oxidativniho vzplanuti, které mohou byt
nebezpecné. Vlivem vyssi produkce kyslikovych radikald muzZze dochazet k tzv. oxidativnimu
poSkozeni bunék a tkani vlastniho organismu. Pfi téchto stavech byva zvySena i spontanni
chemiluminiscence.

ULOHA 4: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytt in vitro za pomoci
hydrofilnich partikuli MSHP

Princip

Inkubujeme-li krev se specialnimi mikro¢asticemi, dochazi k jejich pohlcovani fagocytujicimi burikami,
coz je ukazka nespecifické imunitni reakce. Po inkubaci se z krve zhotovi krevni natér, ktery se obarvi
kyselymi a zasaditymi barvivy a vyhodnocuje se pod svételnym mikroskopem.

K testu je zapotfebi pIna krev, ktera je Cerstva a obsahuje vitalni buriky oznacované jako profesionalni
fagocyty (neutrofily, eozinofily, monocyty). Castice, které se pouzivaji k tomuto stanoveni jsou
komeréné dodavané a oznacuji se jako MikroSférické Hydrofilni Partikule (MSH partikule - MSHP).
Jedna se o malé kulicky z hydroxyetylmetakrylatu o velikosti 1 ym a pfi vyhodnoceni vysledku ve
svételném mikroskopu jsou pozorovatelné uvnitf fagosomu profesionalnich fagocytl. Sleduje se pocet
bunék, které fagocytovaly, a také pocet €astic v jednotlivych burikach.

Vyhody a nevyhody

Pristrojové a Casové nenarocné. Relativné rychla (hodina inkubace + pul hodiny vyhodnoceni). Levna
metoda.

Chemikalie a roztoky

1. Komercéné dodavana souprava MSHP
Obsahuje partikule v mnoZstvi 600 000/ul dest. vody a fosfatovy pufr (PBS).

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

Vzorek: Heparinizovana mysSi krev
Pri stanoveni fagocytézy u ¢lovéka nema koncentrace heparinu prekrocit 10 U/ml piné krve. MySi krev
vSak vykazuje vyS8Si schopnost koagulace neZ lidska, proto ve cviCeni budeme pouzZivat vyS$i
koncentraci heparinu a to 50 U/ml.

Pristroje a pomucky
Inkubator na 37 °C s moznosti tfepani. Podlozni sklika.



Postup:

1. Spolec¢né si ve skupiné pfipravime do mikrozkumavky smés partikuli MSHP s PBS (1 : 1)
500 pl zasobniho roztoku partikuli + 500 yl PBS > ddkladné protfepejte

2. Kazdy zvlast si do mikrozkumavky pfipravime:
15 pl fedéné suspenze MSHP z kroku 1 + 30 ul heparinizované mysi krve

3. Vzorky inkubujeme pfi 37 °C po dobu 30 minut. Nemame-li tfepacku, vzorky alespori 2x bé&hem
inkubace mirné protfepeme.

4. Pfipravime krevni natéry z krve inkubované s MSHP (postup najdete v sekci Obecné laboratorni
postupy). Natér provedeme z 5 pl vyuzZitim pipety. Po zaschnuti obarvime.

5. Pozorujeme pod svételnym mikroskopem. ZvétSeni 1000 x (imerzni objektiv — imerzni olej).

Hodnoceni

Vyhodnotime krevni diferencial ze 100 bunék (zpusob vyhodnoceni krevniho diferencialu v sekci
Obecné laboratorni postupy). BEhem pocitani bunék si zaznamenavame jednotlivé typy leukocytl do
tabulky vcetné poctu zfagocytovanych partikuli.  Z krevniho diferencialu uréime procentualni
zastoupeni fagocytl (secteme neutrofily, eosinofily a monocyty).

Vystup

Zakladnim vystupem této metody je hodnota, kterd udava pocet bunék, které byly schopné fagocytézy
tzv. buriky pozitivni. Za pozitivni se povazuji buriky, které zfagocytovaly 3 a vice partikuli.

Z hodnoty pozitivhich bunék vypocitame:
1) Fagocytarni aktivitu, ktera hovofi o procentu leukocytd schopnych fagocytézy. Jednotky jsou %.
Jako vstupni hodnoty uvadéjte bud aboslutni pocet bunék (napf¥. 40 pozitivnich bunék a 82 fagocytl)
nebo relativni v % (napf 40 % pozitivnich bunék ze vSech leukocytld a 82 % fagocytu ze vSech
leukocyt).
fagocytarni aktivita = poc€et pozitivnich bunék * 100
celkovy pocet fagocytu

2) Fagocytarni index:
fagocytarni index = pocet fagocytovanych ¢astic
pocet fagocytujicich bunék

Pozn.: Celkovy pocet fagocytu predstavuje vsechny buriky schopné fagocytézy. Tedy soucet
neutrofilti, eozinofili a monocyti. Pocet fagocytovanych éastic zde znamena celkovy pocet vSech
partikuli nalezenych uvnitf vSech bunék schopnych fagocytozy.



