Fagocytoza a metody jejiho
sledovani
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Fagocytoza

» Profesionalni fagocyty
> Prima likvidace skodlivin
o Zpracovani a prezentace antigenu

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




Stanoveni chemotaxe

Pro prubéh chemotaxe je nutny:

1) podnét (chemokiny, leukotrieny apod.)

2) receptory pro vySe uvedene signalni molekuly (podnéty)
3) cytoskelet umoznujici lokomoci bunék

Boydenova komurka
« pruchodu fagocytu pres nitrocelulézovou membranu

Rebuckovo kozni okénko
« migrace leukocytl do mista zanétu (poskozeni tkané)



Stanoveni miry ingesce

MSHP test
» Mikrosférické hydrofilni partikule
Hodnoceni: krevni natér

Vyhody: Jednoduchost, pfistrojova a Casova nenaro€nost,
nizka cena

Nevyhody: Nutna zkusSenost s vyhodnocovanim, krev musi byt
cerstva, mérit Ize pouze snizeni hodnot

» Ke snizeni fagocytdézy dochazi pouze za velmi vaznych
stavu, jako jsou napfriklad kone€na stadia nadorovych
onemocneni nebo tézke imunodeficence



Celkovy prubeh fagocytozy
Baktericidni test
» Stejny princip jako u MSHP, ale vyuziva zivych bakterii

Hodnoceni: vysev bakterii na Zivnhou pudu, pocitani
bakterialnich kolonii

Vyhody: Vyhodnoceni celkového prubéhu fagocytézy pomoci
pfirozenych patogenu

Nevyhody: Metoda je naroCna na praci a tézko
standardizovatelna



Detekce oxidativniho vzplanuti

NBT test
» substrat nitroblue-tetrazolium chlorid > formazan (modry)

» schopnost fagocytu tvofit kyslikové radikaly aktivaci NADPH
oxidazy

Hodnoceni: mikroskopicky, spektrofotometricky

Vyhody: Metoda je levna, nenaroCna



V. Uloha — Stanoveni
fagocytarnich schopnosti
leukocytu in vitro metodou

chemiluminiscence



Princip
» Fagocyty > oxidativni vyplanuti > ROS > baktericidni uCinek
e Luminiscence

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

» Meéreni pomoci luminometru

» Vysledkem je hodnota vzniklého svetelného kvanta, ktera je
primo umerna mire fagocytozy



Chemikalie a roztoky

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

» zasobni roztok zymosanovych partikuli (ZP; 2,5 mg/ml).
e 0,01 M luminol

o Tirkav roztok

» Meéfeny vzorek — lidska krev

Pristroje a pomucky

o Burkerova komurka
e luminometr
» Sablona s jednorazovymi stripy



Postup

1. Pipetujeme na desku v poradi dle nasledujiciho schématu:

(1]

Jamka HBSS Luminol Plnakrev Aktivator

Spontanni CL A 273 29 2 )
B 273 25 2 -
: . C 248 25 2 25
Aktivovana CL D 548 5 5 o5
Poradi pipetovani na desticku: 1. 2. 3 4

2. Ihned po napipetovani vSech jamek mérime destiCku na
luminometru v rezimu:

o interval mezi jednotlivymi mérenimi: 60 s
o pocCet méficich cyklu: 130

o teplota: 37 °C

o bez trepani



Postup

« Pomoci Burkerovy komurky koncentraci leukocytu ve
zkoumaném vzorku lidskeé krve v redeni 1 : 20

(10 ul krve + 190 pl Tarkova roztoku)

-

plastovy nebo
: sklenény zaklad
A \'
\ kryci sklicko
—

1.a 2. mfizka suspenze bunek

odtokowy
Zlabek tvaru H

" hloubka 0,1 mm




Hodnoceni

» Ze ziskanych vysledku vytvorte zjednodusenou tabulku
> Prumérné hodnoty duplikat
- Prepocet na 1000 fagocytujicich leukocytt (CPS/103 leu)
- Pozor — v kazdé jamce 2 ul krve

» Ze ziskanych hodnot vytvorte graf kinetiky
> prubeh CL v ¢ase pomoci krivky



Vystup
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Obr. 5.2: Graf kinetiky spontanni a aktivované CL.



Vystup

o Graf kinetiky

» Tabulka
o Maximum CL
- Cas dosazeni maxima
o Intergral (pfepocteny na 1000 leukocytul)



