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Krok fagocytdzy Metoda k jeho detekci

1) Chemotaxe Boydenova komtrka, Rebuckovo kozni okénko

4) Degradace / usmrceni Detekce oxidativniho vzplanutl, baktericni test

MSHP test: mikrosférické hydrofilni partikule

Slouzi k detekci miry pohlcovani (ingesce)

Castice, které se v tomto testu pouZivaji jsou z z hydroxyethylmetakrylatu.

1. PIna krev se po dobu cca 60 min inkubuje s ¢asticemi (mirného trepani, 37 °C).
2. Ze suspenze se zhotovi krevni natér, ktery se obarvi.

3. Intenzita fagocytdzy se poté hodnoti vizualné ve svételném mikroskopu.

Jako pozitivni se zpravidla oznacuji buriky, které pohlti 3 a vice partikuli.

Zdroj: VFU Brno



V pribéhu degradace se uplatnuji reaktivni kyslikové metabolity (RKM), neboli kyslikové radikaly,
které vytvaFi fagocyt za Ucelem rozloZeni $kodliviny. RKM mohou napadat molekuly lipid{i, proteind i
nukleovych kyselin patogena, ale hrozi i poSkozeni vlastnich tkani pri nadprodukci RKM.

Reakce tvorby RKM:

1. Vznik superoxidového radikalu (NADPH oxidaza)

O,+el — O,

2. Ze dvou molekul superoxidového radikalu vznika peroxid vodiku

O, +0, +2H*—— H,0, + O,

(v kyselém pH primo, v neutrdlnim vyZaduje katalyzu SOD superoxiddismutdzami)
3. Peroxid vodiku pfrijetim elektront (redukci) dava vznik hydroxilovému radikalu
H,0,+e —— OH- + OH |

Bud'tzv. Fentonovou reakci — elektron poskytuje zeleznaty kationt, nebo Haber-Weisova reakce —
elektron se ziska ze superoxidovéeho radikalu

4. Mimo to mUlze peroxid vodiku reagovat s chloridovymi anionty za vzniku kyseliny chlorné

Katalyzuje to myeloperoxidaza, je v neutrofilech



Metody detekce oxidativniho vzplanuti

VSechny uvedené RKM pusobi jako oxidanty. Toho lze vyuzZit pro jejich detekci

NBT test: Pri stanoveni se vyuziva substrat NBT — nitroblue-tetrazolium chlorid. Detekce
oxidacniho metabolismu je zaloZzena na preméné bezbarvé tetrazoliové soli (NBT) na barevny
formazan. NBT vstupuje do bunék a po jejich aktivaci se vlivem RKM méni na barevnou formu —
tmaveé modry formazan. Zménu barvy lze mérit vizualné v mikroskopu nebo spektrofotometricky

Chemiluminiscencni analyza: je zaloZzena na reakci luminoforu (luminol nebo lucigenin)
s oxidanty, zejména s peroxidem vodiku.

Pri reakci dochazi k oxidaci luminolu na nestabilni meziprodukt, ktery vyzaruje energii v podobé
modrého svétla. Konecnym produktem vzniklym z luminolu je aminoftalat.

Vzniklé svétlo je okem nepozorovatelné, je ho vSak mozné registrovat na specialnim pristroji —
luminometru.

Mira produkce svétla je pfimo umeérna produkci RKM a pfimo umérna intenzité fagocytozy.



Vystup chemiluminiscencniho mereni miry

fagocytozy
Stanoveni RKM chemiluminiscencni reakci:
vice RKM = vétsi aktivita fagocytu
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Aktivator: substance, kterou fagocyty pohlcuji a tim se zahajuje fagocytarni proces

napr. Skrobova zrna, baktérie, aktivni uhli, slozky bunécnych stén baktérii nebo kvasinek)




Vyhodnoceni vysledku do protokolu

Z dodanych hodnot CL signalu spocitat vidy primeér ze dvou paralelek pro kazdy méreny ¢as

Z metodiky zjistime jaké mnozstvi krve bylo fakticky v jamce a vypocteme, kolik z toho predstavuji fagocyty
Pocet fagocyti/ul mate uvedeny u vysledki, vypocitali jsme ho z absolutniho poctu leukocyt a diferencidlu

Pomoci trojclenky prepocteme naméreny CL signdl na 1 000 fagocytu

Tento prepocteny signal vyneseme do grafu a ur¢ime velikost piku a ¢asu piku pro spontanni a aktivovanou reakci

Integral krivek mame uvedeny ve vysledcich, do protokolu je ho tfeba také prepocitat na 1 000 fagocyt(



