1 Fagocyt6za a metody jejiho sledovani

Fagocytéza je jednim ze =zakladnich projevd zivocisnych bunék. V sav€éim mnohobunééném
organismu existuje celad fada bunék, u kterych je schopnost fagocytézy zachovéana, ovSem pouze
urita skupina z nich vyuziva fagocytézu k jinému UCelu nez k ziskavani potravy. Tyto bunky se
oznacuji jako profesionalni fagocyty a Ize je rozdélit do dvou skupin podle toho, zda jsou uréeny
k pfimé likvidaci Skodlivin (neutrolily, eozinofily) nebo zda maiji za ukol také zpracovani a prezentaci
antigenu (dendritické bunky, monocyty, makrofagy).

Po pozfeni patogenni Castice fagocytem, dojde k jejimu uzavieni ve fagozomu. Ten pozdéji fuzuje
s lyzozomem a patogeny jsou eliminovany rdznymi enzymatickymi a neenzymatickymi mechanismy.
Proces fagocytdzy se tedy sklada z nékolika dil¢ich kroku:

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

Pro stanoveni fagocytdzy existuje vice metod, pfi¢emz nékteré se zaméfuji pouze na jednotlivé dilCi
kroky (napf. na pohlceni — MSHP test, nebo na degradaci - oxidativni vzplanuti), zatimco jiné metody
jsou schopny monitorovat cely proces fagocytézy (baktericidni test z pIné krve). V kazdém z dil€ich
kroku fagocytozy mize dochazet k porucham. Uvedené testy nas informuji pouze o celkovém pribéhu
fagocytozy Ci jejiho dil€iho kroku a nelze tedy s jejich pomoci urcit konkrétni pfi¢inu poruchy.

5.1 TESTY PRO STANOVENi CHEMOTAXE

Pro pribéh chemotaxe je nutny:

1) podnét (chemokiny, leukotrieny apod.)
2) receptory pro vySe uvedené signalni molekuly (podnéty)
3) cytoskelet umozhiujici lokomoci bunék

5.1.1 Boydenova komurka

Je zalozena na prlichodu fagocytll pfes nitrocelulézovou membranu z jedné ¢asti nadoby do druhé,
kde je umistén chemoatraktant. Polet bunék, které vykazuji pozitivni chemotaxi, je mozné
kvantifikovat. V sou€asnosti se tato metoda jiz velmi nepouziva pro velkou pracnost, variabilitu
vysledkl a pomérné malou vypovédni hodnotu.

5.1.2 Rebuckovo kozni okénko

Princip je zaloZen na migraci leukocytll do mista zanétu (poSkozeni tkané). Sterilni kryci sklicko se
pfiklada v ur€itych €asovych intervalech na pokozku, ktera se pfedtim narusi sterilnim skalpelem.
Leukocyty, které pronikly na povrch do mista zanétu, pak ulpi na pfilozeném skli¢ku. Sklicko se obarvi
a vysledek se hodnoti vizualné.

5.2 TESTY PRO STANOVENI MIiRY INGESCE

5.2.1 MSHP test

Slouzi k detekci miry pohlcovani (ingesce). Pfi testu jsou pouzivany hydrofilni €astice vyrobené
z hydroxyethylmetakrylatu (MSHP). Tyto ¢astice maiji nizky negativni naboj, a proto pouze minimalné
nespecificky adheruji na bunky a vzajemné neagreguji. Pro stanoveni ingesce se pouziva plna krev.
Reakéni poméry slozek udava vyrobce MSHP, test trva 30 — 60 minut a inkubuje se pfi 37 °C. Dale je



potfeba zajistit mirné tfepani b&éhem celého procesu — buriky musi mit relativni klid na ingesci partikuli,
ale zaroven partikule nesmi klesnout na dno reakéni smési. Ze suspenze bunék a partikuli se zhotovi
krevni natér, ktery se obarvi. Intenzita fagocytézy se poté hodnoti ve svételném mikroskopu. Jako
pozitivni se zpravidla oznacuji bufky, které pohlti 3 a vice partikuli. Lze hodnotit i poCet partikuli
fagocytovanych jednou burikou.

Z protisrazlivych aditiv 1ze pro ucely MSHP testu pouzit heparin nebo EDTA. Heparin se pouziva
v koncentraci 10 — 50 U/ml, ale mirn& tlumi miru fagocytézy. EDTA zase vychytava vapenaté ionty,
které jsou nutné pro aktivaci bunék.

Vyhody: Jednoduchost, pfistrojova a ¢asova nenaroCnost (hodina inkubace + pal hodiny
vyhodnoceni), nizka cena.

Nevyhody: Nutna zkuSenost s vyhodnocovanim, krev musi byt Cerstva (do dvou hodin po odbéru),
nutnost pouziti antikoagulancii.

Vyuziti: Vypovédni hodnota této metody je omezena - méfit Ize pouze sniZzeni hodnot. Zvy3eni nelze
dost dobfe detekovat, nebot kazdy fagocyt je schopen fagocytézy, pokud je mu dodan substrat v
nadbytku.

Ke snizeni fagocytézy vSak dochazi pouze za velmi vaznych stavd, jako jsou napfiklad kone¢na stadia
nadorovych onemocnéni nebo tézké imunodeficence. Nizkou schopnost fagocytézy maji také
prekurzory perifernich neutrofild — ty¢ky. Vétsi vyuziti ma metoda ve vyzkumu nez v klinické praxi.
Napriklad v toxikologickych testech, kdy xenobiotika mohou ovliviiovat funkce fagocyta. DalSi vyuziti je
pfi sledovani ucinnosti 1é¢by kolonie stimulujicimi faktory (GM-CSF).

5.3 DETEKCE OXIDATIVNIHO VZPLANUTI

5.3.1 Chemiluminiscence

Chemiluminiscencéni (CL) analyza umoznuje sledovani cidni schopnosti fagocytll. K tomu, aby mohlo
dojit k cidnimu plisobeni na cizorodé Castice, je ovSem nutné, aby byly funkéni vSechny pfedchozi
faze fagocytdzy (rozpoznani, navazani, pohlceni). Z tohoto pohledu nas tedy CL stanoveni informuje o
funk&nosti celého procesu fagocytdzy od prvniho kontaktu s ¢astici az po jeji rozklad.

Vlastni proces tvorby kyslikovych radikald ve fagocytu se oznacuje jako oxidativni vzplanuti
(respiratory burst). Pro oznaceni kyslikovych radikall se v literatufe pouzivaji zkratky RKM nebo RKI
(reaktivni kyslikové metabolity/intermediaty) nebo z angli¢tiny ROS (reactive oxygen species). Nejvice
RKM produkuji neutrofily. RKM se zacinaji tvofit ve vétSim mnozstvi v okamziku, kdy je Skodlivina
uzaviena ve fagozomu a tento fagozom fuzuje s lyzozomy za vzniku fagolyzozomu.

Klicovym enzymem je NADPH oxidaza v membrané fagocytl, ktera prenasi elektron na
molekulovy kyslik, &imz se tvofi superoxidovy radikal:

NADPH oxidaza
02 +e > 02_'

Vznikly superoxidovy radikal je zadkladem pro celou fadu dalSich RKM. V kyselém prostfedi pfimo
generuje peroxid vodiku, v neutralnim nebo alkalickém prostfedi je tato pfeména katalyzovana
superoxid dismutazami (SOD). V zivoCiSnych tkanich je vzhledem k pH ¢astéjSi katalyzovana forma
reakce, ktera je také vyrazné rychlejsi, ovSem ve fagolyzozomu je nizké pH a pravdépodobné zde
reakce mlze bézet i bez katalyzy.

O, +0; + 2H" —» H,0, + O,

Peroxid vodiku je mala molekula, kitera muzZe difundovat pfes membrany, coZ zvySuje jeho
biologickou nebezpecnost. Zaroven je velmi reaktivni a mdze pfimo oxidovat biomolekuly. Peroxid
vodiku je také zakladem pro tvorbu dalSiho vysoce reaktivnino ¢lena kyslikovych radikald —
hydroxilového radikalu (OH).



H,O, + @ — OH + OH"

Hydroxilovy radikal je velmi silny oxidant. Reakce, které na uvedeném oxida¢né reduk&énim principu
vedou k jeho vzniku, se nazyvaji Fentonova reakce a Haber-Weisova reakce. Podstatou Fentonovy
reakce je dekompozice peroxidu vodiku v pfitomnosti Fe®* iontd.

Fe?" + H,0, — Fe® + OH + OH

Haber-Weisova reakce je zaloZena na interakci peroxidu vodiku se superoxidovym aniontem
katalyzované Zeleznatymi ionty.

02_' + H202 — HZO + 02 + OH

Enzym myeloperoxidaza (MPO) je pfitomen v azurofilnich granulich neutrofild a patfi do skupiny
peroxidaz - tedy enzymd, jejichz substratem je peroxid. MPO katalyzuje tzv. myeloperoxidazovou
reakci.

MPO
H,O, + 2CIT — HCIO

a jako halogenidové anionty se mohou uplathovat kromé chloru i Br, I, SCN". Kyselina chlorna je
povazovana za silny oxidant (pro pfedstavu: je to substance obsazena v pfipravku SAVO).

VSechny uvedené latky pusobi jako oxidanty. Chemiluminiscencni analyza je zalozena na reakci
luminoforu (luminol, izoluminol nebo lucigenin) s témito oxidanty, zejména s peroxidem vodiku. P¥i
reakci dochazi k oxidaci luminolu na nestabilni meziprodukt, ktery vyzafuje energii v podob& modrého
svétla. Kone¢nym produktem vzniklym zluminolu je aminoftalat. Vzniklé svétlo je okem
nepozorovatelné, ale je ho mozné detekovat na specialnim pfistroji — luminometru. Mira produkce
svétla je pfimo umérna produkci RKM a pfimo umérna intenzité fagocytozy.

Vzorky pro CL analyzu se vySetfuji vzdy v paralelkach, stanoveni je vysoce citlivé. Lze hodnotit jednak
spontanni, tak aktivovanou CL. Spontanni nas informuje o ,klidové“ produkci RKM. V pfipadé
aktivované do vzorku pfidame néjakou substanci, kterou fagocyty pohlicuji. Tak vlastné napodobujeme
stav, ktery v organismu nastava pfi vniknuti cizorodych €astic. Pouzitou substanci oznaCujeme jako
aktivator fagocytozy. Mohou to byt riizné latky jako

= bakterialni suspenze

= Skrobové éastice

= zymosan, coz je slozka bunécnych stén kvasinek

= phorbolmyristat acetat (PMA), coz je latka, ktera se zapojuje do procesu prenosu signalu
uvnitf neutrofilu. Aktivuje pfimo proteinkinazu C a dale pak NADPH oxidazu.

Nékteré aktivatory (nejéastéji zymosan) se mohou pfed pouzitim jedté tzv. opsonizovat, coz
znamena, Ze se na jeho povrch navazi opsoniny ze séra (protilatky pfes F,, fragment a C3 slozka
komplementu). Tato Uprava usnadni rozpoznani a navazani ¢astice na fagocyty a tim se zesili CL
signal. Hovofime potom o opsonizovaném zymosanu (OZP). Aktivovana CL lépe odrazi potencial
fagocytu likvidovat patogeny.

Méreni CL odpovédi trva zpravidla jednu hodinu a vysledkem je CL kfivka, ktera ma za fyziologickych
podminek tvar charakteristicky pro pouzity vzorek (plna krev, izolované fagocyty, buriky z in vitro kultur
— napf. HL-60) a pro pfislusny aktivator, ktery byl pouzit. Méfeni CL zacgina ihned po smichani vSech
substanci reakéni smési a méfi se intenzita reakce v €ase (kinetika). Ve vyhodnoceni se pak uvadi
grafické znazornéni intenzity CL v zavislosti na ¢ase nebo tabulkové porovnani integrald, svételnych
maxim nebo ¢asu jejich dosazeni (peak time) u jednotlivych vzorkd.

Vyhody: CL metoda dovede zachytit SirSi spektrum poruch (v€etné deficitd myeloperoxidazy), nez
ostatni metody pouzivané pfi studiu fagocytézy v€etné NBT testu. Touto metodou Ize sledovat i
zvySené hodnoty oxidativniho vzplanuti, které mohou byt nebezpelné. Pfi téchto stavech byva
zvySena i spontanni CL. Dobre reprodukovatelna metoda.



Nevyhody: CL aktivitu je nutné méfit do dvou hodin po odebrani krve, to je bohuzel v terénu tézko
dosazitelné. Krev musi byt nesrazliva, pfi¢emz se musi pocitat s tim, Ze antikoagulancia mohou mirné
zhaset CL vyvazovanim vapenatych iontd. Pfi delSim skladovani krve dochazi k jeji aktivaci kontaktem
s povrchy zkumavek apod. a vysledek stanoveni mize byt timto zkresleny. Méfeni trva pomérné
dlouho — jednu hodinu. Vysledek je nutno vétSinou prepocitat na pocet bunék ve vzorku nebo dat do
vzorku jiz znamy pocet bunék. To je nutné, abychom mohli jednotlivé vzorky vzajemné porovnavat
(pozor: vysoky signal nemusi nutné znamenat zvy$enou produkci RKM jednotlivych bunék, muze byt
zplsoben vy$sim poctem fagocyti ve vzorku). Vzhledem k tomu, Ze luminometry nepatfi k béznému
vybaveni klinickych laboratofi, je tato metoda vyuZivana spiSe jen ve vyzkumu nebo v ramci
specialnich vysetfeni deficitd fagocytozy.

Pozn.: Popsany mechanismus tvorby RKM, ktery je nezbytné nutny pro likvidaci patogend, se vSak
muze za urcitych patologickych okolnosti obratit proti viastnimu organismu a poskozovat viastni bunky
a tkané. Potom hovofime o tzv. oxidativnim poskozeni tkani. | v tomto pfipadé hraji roli hlavnich
producentl kyslikovych radikalt neutrofily, které maji schopnost pronikat v misté zanétu do tkani ato i
ve velkém mnozZstvi a zde tyto agresivni metabolity kysliku uvolfiovat.

5.3.2 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 pochod(l ve vakuole nebo na membranach
bunék redukuje na barevnou formu — tmavé modry formazan. 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 mozZnosti je spektrofotometrické hodnoceni intenzity
vzniklého zbarveni. Metodu Ize kombinovat se sledovanim ingesce MSH partikuli a zjistit tak, zda
buriky, které fagocytuji, jsou schopny tvofit kyslikové radikaly cestou oxidativniho vzplanuti.

Vyhody: Metoda je levna, nenaro¢na.

Nevyhody: Krev musi byt podobné jako u ostatnich metod detekce fagocytézy zpracovana do dvou
hodin po odbéru.

5.4 TESTY PRO STANOVENiI CELKOVEHO PRUBEHU FAGOCYTOZY

5.4.1 Baktericidni test

Test zachycuje vSechny faze fagocytézy. Princip je stejny jako u MSHP, pouze misto ¢astic se vyuziva
zivého patogenu (Candida albigans, Stafylococcus aureus). Test se provadi v plné krvi nebo
na izolovanych granulocytech. Jelikoz fagocyt vyuziva vice mikrobicidnich faktord, neni mozno
pfipadny defekt fagocytdzy v burice pfesné lokalizovat.

Vyhodnoceni: U velkych mikroorganismi (C. albigans) lze test vyhodnocovat mikroskopicky
po obarveni napf. trypanovou modfi. Hodnoti se mnozstvi usmrcenych (obarvenych) mikroorganism.
Pfed vlastnim hodnocenim je tfeba leukocyty zlyzovat. U malych mikroorganismd (S. aureus) se
vyuziva hodnoceni na kultivaénich pldach. Baktérie se po probéhnuti reakce vysadi na Zivnou pudu
a ty, které prezily, vytvori kolonie. Ve vysledku se tedy hodnoti po€et vzniklych bakterialnich kolonii.

Vyhody: Vyhodnoceni celkového pribéhu fagocytdzy pomoci pfirozenych patogent.

Nevyhody: Metoda je naroéna na praci a tézko standardizovatelna. Je opét potfeba Cerstva krev,
antikoagulancia a neustalé tfepani. Pro kultivace mikrobd je nutné zazemi mikrobiologické laboratore.
Pfi pasazovani mikroorganismu navic dochazi ke sniZzovani jeho virulence a zménam antigennich
vlastnosti, coz je pfiCinou obtizné srovnatelnosti jednotlivych stanoveni.



ULOHA 4: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytti in vitro za pomoci
hydrofilnich partikuli (MSHP)

Princip

Inkubujeme-li krev se specialnimi mikro€asticemi, dochazi k nespecifické imunitni reakci — pohlcovani
Castic fagocytujicimi bufikami. Po inkubaci se z krve zhotovi krevni natér, ktery se obarvi kyselymi a
zasaditymi barvivy a vyhodnocuje se pod svételnym mikroskopem. K testu je zapotiebi plna krev,
ktera je Cerstva a obsahuje vitalni burfiky oznaované jako profesiondlni fagocyty (neutrofily, eozinofily,
monocyty). Castice, které se pouZivaji k tomuto stanoveni, jsou komeréné dodavané a oznaduji se
jako mikrosférické hydrofilni partikule (MSH partikule, MSHP). Jedna se o malé kulicky z
hydroxyetylmetakrylatu o velikosti 1 ym, které jsou pfi vyhodnocovani ve svételném mikroskopu dobfe
pozorovatelné uvnitf fagozomu profesionalnich fagocytu. Sleduje se pocet bunék, které fagocytovaly,
a také pocet ¢astic v jednotlivych fagocytujicich burikach.

Chemikalie a roztoky

= komer¢né dodavana souprava MSHP: obsahuje partikule v mnoZstvi 600 000/ul destilované vody
a fosfatovy pufr (PBS)

= komeréné dodavana souprava na barveni krevnich natéra — Leukodif

Méreny vzorek

= heparinizovana mysi krev

Pozn.: Pri stanoveni fagocytézy u ¢lovéka nema koncentrace heparinu pfekrocit 10 U/ml piné krve.
Mysi krev vSak vykazuje vy3Si schopnost koagulace neZ lidska, proto ve cviceni budeme pouZivat
vy88i koncentraci heparinu a to 50 U/ml.

Pristroje a pomucky

Inkubator na 37 °C s moznosti tfepani, podlozni sklicka.

Postup

1. Spolec¢né si ve skupiné pfipravime do mikrozkumavky smés MSH partikuli s PBS (1 : 1)
500 ul zasobniho roztoku partikuli + 500 ul PBS — d(kladné protrepejte

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

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

4. Pfipravime krevni natéry z krve inkubované s MSHP (postup najdete v sekci Obecné laboratorni
postupy - viz str. X). Natér vytvofime z 5 pl reakéni smési napipetovanych na sklicko a po
zaschnuti jej obarvime komeréni sadou Leukodif.

5. Nabarvené roztéry pozorujeme pod svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 1000x (imerzni objektiv +
imerzni olej).



Hodnoceni

Vyhodnotime krevni diferencial ze 100 bunék (zplsob vyhodnoceni krevniho diferencialu naleznete
v sekci Obecné laboratorni postupy — viz str. X). Béhem poditani bunék si zaznamenavame jednotlivé
typy leukocytt do tabulky véetné poétu zfagocytovanych partikuli. Z krevniho diferencialu uréime
procentualni zastoupeni fagocytu (se¢teme neutrofily, eosinofily a monocyty).

Vystup

Zakladnim vystupem této metody je hodnota udavajici pocet bunék, které byly schopné fagocytézy
(tzv. pozitivni bunky). Za pozitivni se obyCejné povazuji buriky, které zfagocytovaly tfi a vice partikuli.
V pFipadé nizké miry fagocytézy partikuli mazeme zapocitat mezi pozitivni vSechny bunky s alespori
jednou zfagocytovanou ¢astici.

Z hodnoty pozitivhich bunék dale vypocitame:
1) Fagocytarni aktivita udava procento leukocyti schopnych fagocytézy. Jako vstupni hodnoty
uvadéjte bud absolutni pocet bunék (napf. 40 pozitivnich bunék a 82 fagocytll) nebo relativni pocty v

procentech (napf. 40 % pozitivnich bunék ze vSech leukocyt a 82 % fagocytl ze vSech leukocytu).

fagocytarni aktivita = poc€et pozitivnich bunék * 100
celkovy pocet fagocytu

2) Fagocytarni index udavajici prilmérny pocet ¢astic pfipadajicich na fagocytujici buriku.

fagocytarni index = pocet fagocytovanych €astic
pocet fagocytujicich bunék

Pozn.: Celkovy pocet fagocytu predstavuje vdechny buriky schopné fagocytézy, tedy soucet neutrofilt,
eozinofill a monocytid. Poclet fagocytovanych castic zde znamena celkovy pocéet vsech partikuli
nalezenych uvniti vSech bunék schopnych fagocytézy a pocet fagocytujicich bunék je mnoZstvi bunék,
které pohltily néjakou castici.

ULOHA 5: Stanoveni fagocytarni aktivity pomoci $krobovych éastic
Princip

Inkubujeme-li krev se suspenzi ryzového Skrobu, dochazi k nespecifické imunitni reakci — pohlcovani
Skrobovych Castic krevnimi fagocyty. Po inkubaci se z krve zhotovi krevni natér, ktery se obarvi
kyselymi a zasaditymi barvivy a vyhodnocuje se pod svételnym mikroskopem. Castice $krobu se
nebarvi, mizeme je vS8ak celkem dobfe pozorovat jako prosvétlena mista v obarvené fagocytujici
burice. Jelikoz jsou €astice v porovnani s burikami dost velké, byva v jedné fagocytujici burice obvykle
jedna pohlcena Castice, pouze vyjimecné vic.

Tato metoda je jak pfistrojové tak ¢asové nenarocna a také levna. Samotné stanoveni fagocytarni
aktivity trva pfiblizné hodinu (30 min inkubace + 30 min vyhodnoceni).

Chemikalie a roztoky

= suspenze Skrobovych Castic — 76 mg ryZového skrobu smichame se 750 ul fyziologického
roztoku a centrifugujeme jednu minutu pri nizkych otackach, pricemz sedimentuji ¢astice, které
Jsou prilis velké pro ucely stanoveni fagocytézy. Vznikly supernatant odpipetujeme a podrobime
druhé centrifugaci, jejimz ucelem je zkoncentrovani $krobové suspenze. Pro stanoveni
fagocytarni aktivity pouzivame pelet vznikly po druhé centrifugaci. Suspenze Skrobovych ¢astic
bude jiz pfipravena vyucujicimi.

= komeréné dodavana souprava na barveni krevnich natérd — Leukodif



Méreny vzorek

= heparinizovana mysi krev

Pristroje a pomucky

Inkubator na 37 °C s moznosti tfepani, podlozni sklicka.

Postup

1. Spolecné si ve skupiné pfipravime do mikrozkumavky smés Skrobu a krve (kapilarni krev pro tento
ucel odebirdme do hematokritovych kapilarek):
30 ul Skrobové suspenze + 120 ul heparinizované krve — mirné protrepejte

2. Vzorky inkubujeme pfi 37 °C po dobu 30 minut. Nemame-li tfepacku, vzorky alespon 2x béhem
inkubace mirné protfepeme.

3. Pripravime krevni natéry z krve inkubované se Skrobovymi Casticemi (postup najdete v sekci
Obecné laboratorni postupy - viz str. X). Natér vytvofime z 5 pl reakéni smési napipetovanych na
skli€ko. Snazime se malou Spi¢kou odebrat vzorek z vrstviCky lezici tésné nad spodni masou
erytrocytll, ve které Ize ocekavat nejvice leukocytl. Po zaschnuti natér obarveni komeréni sadou
Leukodif.

4. Nabarvené roztéry pozorujeme pod svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 1000x (imerzni objektiv +
imerzni olej).

Hodnoceni

Vyhodnotime krevni diferencial ze 100 bunék (zplsob vyhodnoceni krevniho diferencialu naleznete

v sekci Obecné laboratorni postupy — viz str. X). Béhem pocitani bunék si zaznamenavame jednotlivé

typy leukocyttl do tabulky a u fagocyta (neutrofily, monocyty, eozinofily) zaznamename i to, zda

fagocytoval nebo ne.

Vystup

Zakladnim vystupem této metody je hodnota udavajici pocet bunék, které byly schopné fagocytézy

(tzv. pozitivni buiiky). Za pozitivni povazujeme buriky, které zfagocytovaly aspon jednu Skrobovou

castici.

Z hodnoty pozitivhich bunék dale vypocitame:

Fagocytarni aktivitu udavajici procento leukocytd schopnych fagocytézy. Jako vstupni hodnoty
uvadéjte absolutni pocet bunék (napf. 40 pozitivnich bunék a 82 fagocytu).

fagocytarni aktivita = poc€et pozitivnich bunék * 100
celkovy pocet fagocytu

Pozn.: Celkovy pocet fagocytu pfedstavuje vSechny buriky schopné fagocytdzy, tedy soucet neutrofild,
eozinofilli a monocytu.



ULOHA 6: Stanoveni fagocytarnich schopnosti leukocytii in vitro metodou
chemiluminiscence

Princip

Fagocyty predev§im neutrofily reaguji na stimulaéni podnét oxidativnim vzplanutim, pfi kterém se tvofi
reaktivni kyslikové metabolity (RKM). Tyto radikaly predstavuji velmi silny baktericidni mechanismus
fagocytld. Chemiluminiscence (CL) je zareni, které je emitované latkami béhem jejich navratu z
excitovanych hladin. CL Ize obecné vyjadfit vztahem

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

V tomto vztahu si Ize luminofor pfedstavit jako jakoukoli latku, kterd je schopna b&hem navratu
z excitovaného do zakladniho stavu vyzafit svételné kvantum. K excitaci luminoforu dochazi v naSem
pripadé prostfednictvim RKM. Jelikoz je pfirozena CL fagocytu velmi nizka, pouziva se pro ucely
diagnostiky specifickych luminofor(, jako je napf. luminol, jejichz schopnost CL je mnohonasobné
vys$Si. Kmérfeni CL slouzi pfistroje zvané luminometry. Vysledkem meéfeni je hodnota vzniklého
svételného kvanta, ktera je pfimo umérna mire fagocytézy.

Méreny vzorek

» heparinizovana mysi krev. Je lepsi vyuzit mensich mnoZzstvi piné krve (vysoké redéni v jamce),
protoZze hemoglobin z erytrocyttu zhaSi CL. Heparin ve vySSich koncentracich také tlumi
chemiluminiscenci, ovSem pro na$e ucely je vliv heparinu zanedbatelny. PouZijeme proto heparin v
koncentraci obvyklé pro mysi krev — 50 U/ml krve.

Chemikalie a roztoky

» Hanks Ballanced Salt Sollution (HBSS, Hanksuv roztok) pH 7,4

= zasobni roztok OZP (5 mg/ml). Pozn.: Pfed pouZzitim je nutno jej 2x zfedit HBSS tak, aby pracovni
roztok mél koncentraci 2,5 mg/ml. Redte pridanim 500 ul HBSS do zkumavky se zasobnim
roztokem OZP.

» 0,01 M zasobni roztok luminolu (3-aminophthalhydrazid; Mr = 177,16)

= Tiirkiaiv roztok pro barveni leukocytl

Pristroje a pomucky

= Biirkerova komurka
= Juminometr

» Sablona s jednorazovymi stripy (plastové mikrojamky — obr. 5.1) nebo mikrotitracni desticka. Pro
méreni CL je nezbytné pouZit jamky vyrobené z neprisvitného materialu, aby nedochazelo
k interferenci signalt z jednotlivych paralelnich méreni.

3 ) |
Obr. 5.1: Jamky pro méfeni CL.
Postup
1. Pro pocitani leukocytu si pfipravime do zkumavky smeés Tirkova roztoku s plnou krvi. Tiirkidv roztok

barvi jadra leukocytu a lyzuje erytrocyty. Pro mySi krev jej pouzivame v fedéni 1 : 20.
10 pl krve + 190 pl Tirkova roztoku



2. Spole¢né nafedime OZP na pracovni koncentraci 2,5 mg/ml:
500 pl zasobniho roztoku OZP + 500 ul HBSS

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

]

Jamka | HBSS Luminol Plnakrev Aktivator

L A 273 25 2 -
Spontanni CL 5 273 o5 5 i
. . C 248 25 2 25
Aktivovana CL D 048 o5 5 o5
Poradi pipetovani na desticku: 1. 2. 3. 4,

Tab.: Pofadi pipetovani do jamek na mikrotitraéni desti¢ku. Spontanni i aktivovana CL budou
méfeny v duplikatech, proto bude mit kazdy student ve vysledku celkem Ctyfi napipetované jamky.
Cisla uvédéji pipetované objemy pfimo do jednotlivych jamek. Jak je vidét misto aktivétoru se pfi
méreni spontanni CL pfidavéa navic stejny objem HBSS. Aktivator se nanasi jako POSLEDNI aZ pred
vioZenim desti¢ky do pfistroje, abychom zachytili zaCatek reakce.

4. Ihned po napipetovani vSech jamek méfime desti¢ku na luminometru v rezimu:

interval mezi jednotlivymi méfenimi: 90 s

pocet méficich cykll: 40 (pfistroj zméFi desku 40x kazdych 90 s; celkova doba mérfeni je tedy 1 h)
teplota: 37 °C

bez tfepani

5.Béhem méfeni si spocéitame pomoci Birkerovy komurky koncentraci leukocytl ve
zkoumaném vzorku mysi krve (viz Obecné laboratorni postupy — str. 11). Pro pocitani bunék
pouZijeme smés krve s Turkovym roztokem pfipravenou v kroku 1.

Hodnoceni a vystup

PFistroj pracuje s jednotkami RLU (Relative Light Unit), které udavaji relativni svitivost vzorka.
Vystupem je objemna tabulka, ve které jsou hodnoty RLU pro kazdou jamku v riznych Easech.
S tabulkou Ize pracovat v excelu nebo jiném tabulkovém programu.

Ze ziskanych vysledku vytvofte zjednodusenou tabulku, ve které uvedete jen primérné hodnoty
z duplikatd. Pomoci znamé koncentrace leukocytll (ziskana v bodu 5 postupu) pak prepocitejte
naméreny chemiluminiscencni signal na pocet leukocytld. K vypocétu budete potfebovat faktické
mnozstvi krve v jamce. CL se obvykle uvadi v RLU na 10° leukocyt(.

Dale vytvorte ze ziskanych hodnot graf kinetiky, ve kterém bude znazornén pribéh CL v Gase
pomoci kfivky. V grafu porovnejte spontanni a aktivovanou CL (viz obr. 5.2).



Priklad kinetického grafu chemiluminiscenéni reakce
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Obr. 5.2: Graf kinetiky spontanni a aktivované CL.
Jako vystup dale uvedte do zavérecné tabulky nasledujici udaje:

1. Maximum CL (tzv. peak), kterého bylo v pribéhu méfeni dosazeno. Peak se da urcit obvykle
jen u aktivované CL. Pokud se vSak vyrazny peak objevil i na kfivce spontanni CL, uvedte jej
v tabulce také. Hodnotu maxima CL uvedte v pfepoctu na pocet leukocytt!

2. Cas kdy bylo maxima CL dosazZeno.

3. Integral vyjadfujici plochu pod kinetickymi kfivkami spontanni a aktivované CL. Také hodnoty
integralu je nutné vztahnout na pocet leukocyta.

Pozn.: Hodnoty 1 a 2 vyctete z vytvofeného grafu kinetiky. Integral je pocitan programem luminometru
béhem samotného mérfeni a najdete jej ve vystupnich datech.



