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POUZITE SYMBOLY A ZKRATKY

APC
BPI

CGD
fMLP

IL-8

LAD

LTB4
MCP-1
MIP-1aa B

NADP
NK buiiky
PAF
RAN-TES
RNS

ROS

SOD

bunka piedkladajici antigen (antigen-presenting cell)
baktericidni a permeabilitu zvySujici protein

(bactericidal permeability increasing protein)

chronickd granulomat6zni choroba
formyl-methionylleucylalanin (chemotakticky peptid)
interleukin 8

deficience adhesivity leukocyti (leukocyte adhesion deficiency)
leukotrien B4

membranovy kofaktorovy protein (membrane cofactor protein)
chemotakticky faktor pro monocyty

(macrophage inflammatory protein)
nikotinamidadenindinukleotid fosfat

piirozeni zabijeci (natural killers)

faktor aktivujici krevni desticky (platelet activating factor)
chemotakticky faktor (chemokin)

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
superoxiddismutaza
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1. ABSTRAKT

Profesionalni fagocyty patii k zdkladnim strukturdlnim a funkénim slozkdm imunitniho
sytému a proto musi byt vySetieni fagocytdzy soucasti spektra metod klinické laboratorni
imunologie.

Chemiluminiscence je metodou, ktera diky svému Sirokému uplatnéni budi pozornost
nejen klinické, ale také experimentalni imunologie. Jeji samotny princip je zalozen na
skuteCnosti, ze fagocyty reaguji na rizné podnéty membrany (napft. pii fagocytoze)
tzv. respiratnim vzplanutim, které je spojeno se vznikem peroxidu vodiku, superoxidovych
radikala a singletového kysliku. Biologicky aktivni kyslikové produkty reaguji s excitabilnimi
substraty v buiice a pfitom dochézi k uvoliovani svételnych kvant. K amplifikaci pfirozené
chemiluminiscence se pouzivaji tzv.luminofory, nejcastéji luminol. Excitované svétlo se
deteguje chemiluminometricky.

Cilem této prace bylo popsat chemiluminiscencni test s plnou krvi a dale zpracovat
vysledky vlivu lokalné podavanych antibiotik (polymyxin B, colistin) na chemiluminiscen¢ni

aktivitu lidskych leukocyti krve v podminkéch in vitro.
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ABSTRACT

Professional phagocytes are among the basic structural and functional components of the
immunity system. For this reason phagocytosis testing is necessarily to be a part of the
methods of clinical laboratory immunology.

Due to a wide range of use, chemiluminescence is a method which attracts attention not
only of clinical but also of experimental immunology. Its very principle is based on the fact
that phagocytes react on various stimuli of their membranes (e.g. when phagocytosing) by
respiratory inflammation, during which hydrogen peroxide, superoxide radicals and singlet
oxygen are produced. As biologically active products of oxygen react with excitable
substrates in cell, quanta of light are emitted. To amplify natural chemiluminescence it is
possible to use luminophores, mainly luminol. Excited light can be detected luminoletrically.

The aim of this thesis was to describe a chemoluminescence test with a full blood sample
and further to analyse the consequences of the influence which locally administered
antibiotics have on chemoluminescent activity of human blood leukocytes under in vitro

conditions.
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2.UVOD

Profesionalni fagocyty patii k zdkladnim strukturam a funkénim slozkdm imunitniho
systému a predstavuji klicovy obranny mechanismus proti mikrobidlnim patogentim. Jsou to
praveé neutrofily, které jako prvni infiltruji po infekci zanétlivou oblast, uvoliuji mediatory
zanétu a tim se podili na dal$im pribéhu zanétlivé reakce. Pro usnadnéni fagocytézy byvaji
mikroorganismy opsonizovany sérovymi imunoglobuliny nebo slozkami komplementu a
nasledné adheruji na specifické povrchové receptory fagocytli a jsou uzavieny uvnitt
fagosomu, ktery poté flzuje s lyzosomy. Tim je zahdjen proces odbouravani a zabijeni
bakterii mnoha enzymatickymi i neenzymatickymi mechanismy, z nichz mezi nejvyznamnéjsi
bezesporu patii schopnost fagocytid reagovat tzv. ,respiraénim vzplanutim“- intenzivnim,
rychlym a kratkou dobu trvajicim zvySenim konsumpce kysliku, tvorby superoxidového
anionu, resp. reaktivnich kyslikovych meziprodukti. K vySetieni této aktivity fagocytl se
vyuziva celd fada testd, z nichz mizeme uvést testy redukce tetrazoliovych soli (NBT- a INT-
test), testy flow- cytometrické (,,burst- test) a testy chemiluminiscence.

Chemiluminiscence ma v tomto smyslu Siroké uplatnéni, zachycuje totiz nejen poruchy
v NADPH oxidazovém systému spojené s chronickou granulomatézou, ale také poruchy
V systému myeloperoxiddzovém spojené s deficienci myeloperoxidazy. Je zalozena pravé na
principu respiracniho vzplanuti, pfi kterém vznikaji elektronové excitované stavy, které pfi
navratu do zakladniho stavu emituji fotony.

Kromé Iékai'ské praxe se tato metoda uplatiiuje i v zakladnim biomedicinském vyzkumu,
nebot’ se da velmi dobfe a elegantné vyuzit pfi studiu defektd procesu opsonizace, exprese
povrchovych antigenil, vlivu slozek bakteridlnich bunéénych stén, endotoxind nebo virovych
kapsidt, ale umoznuje naptiklad i studovat vliv antimikrobialnich piipravkt a 1é¢iv na

fagocytarni aktivitu leukocytu.
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3. LITERARNI ZPRACOVANI

3.1. IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém je jednim ze zakladnich homeostatickych mechanismi naseho téla.
priabézné odstraiuje staré, poskozené nebo zmutované bunky a zaroven udrzuje toleranci vici
vlastnim tkanim. Slozky imunity Se rozdé€luji na humoralni a bunécné. Podle zptlisobu
rozpoznavani cizorodych struktur a schopnosti vytvofeni imunologické paméti rozliSujeme

imunitu vrozenou (piirozenou, nespecifickou) a ziskanou (adaptivni, specifickou).

3.1.1. Vrozené, prirozené imunologické mechanismy

Tyto mechanismy jsou pfitomny u vSech mnohobunéénych organismu a tvoii je jednak
slozka bunécna (fagocytujici buiiky, pfirozené cytotoxické buiiky tzv. NK buriky), jednak
humoralni (komplementovy systém, interferony). Nemaji imunologickou pamét, tudiz nejsou
ovlivnény predchozim setkdnim se Skodlivinou a jejich reakce probihd velmi rychle, uvadi se
asi do 96 hodin. Kromé toho se na obran¢ organismu podili i neimunitni mechanismy, které
délime na mechanické (napf. anatomické bariéry, pohyb fasinek) a chemické (napf. enzymy

ve slinach, slzach a potu, mastné kyseliny na kizi).

3.1.2. Specifické (adaptivni) mechanismy

Tyto mechanismy jsou evoluéné mladsi, objevuji se aZz na urovni obratlovci, jsou
antigenné specifické a jsou aktivovany az po setkani s danym antigenem. Opét je mizeme
rozdé€lit na slozku humoralni (lymfocyty B, protilatky) a bunécnou (zalozenou hlavné na T-
lymfocytech). Jejich reakce probihd pomaleji, fddové nékolik dni az tydn a je pro né

charakteristickd imunologicka pamét’.

Imunitnich reakci se ucastni 1 buiiky, které ptfimo nepatii do sloZzek imunitniho sytému.
Prikladem jsou erytrocyty (podileji se na vychytavani komplexti antigenu a protilatky) a
trombocyty (Gcastni se zanétlivych a alergickych reakci). Také fibroblasty, endotelie a epitelie
produkuji nekteré cytokiny a exprimuji po aktivaci adhezivni molekuly, které usnadiuji

prinik bilych krvinek do tkani (Bartiikova, Paulik, 2005).
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3.2 FAGOCYTOZA

Fagocytéza je evolucné velmi stary déj podobny pohlcovani potravnich castic amébami
(Hoftejsi, Bartinkova, 2005). Je to schopnost profesiondlnich fagocytujicich bunék
(neutrofilnich a eozinofilnich leukocyt, monocytti a makrofagt) vyhledat, pohltit, usmrtit a
rozlozit mikroorganismy, starnouci a poskozené buiky a jiny cizorody materidl. O jejim
vyznamu pro ¢lovéka svéd¢i i fakt, Ze jeji hlubsi vrozené defekty jsou neslucitelné se zivotem.

Fagocytujici bunky maji schopnost identifikovat Skodliviny pomoci membranovych
receptort, které se bud’ vazi pfimo na struktury cizorodé Castice (napi.Toll-like receptory,
lektinové receptory) nebo nepiimo za pomoci komplementu ¢i protilatek (receptor pro Fc ¢ast
protilatky, CR, FcR).

Kone¢nou eliminaci pohlcené Skodliviny provedou buiiky pomoci velkého mnozstvi

enzymd, které obsahuji ve svych granulech.

3.2.1. Zakladni typy fagocytarnich bunék

U vyssich organismi se vyd¢lila populace bun¢k, které zabezpecuji obranyschopnost
organismu prav€é mechanismem fagocytdzy. Tyto builky jsou nazyvany profesiondlnimi
fagocyty (neutrofilni granulocyty, monocyty). Jde o zakladni bunky nespecifické imunity a
ustfedni bunky zanétlivé reakce (Hoftejsi, Bartiiikova, 2005).

Kromé vlastni fagocytézy a eliminace mikroorganismti maji fagocyty i dulezitou tlohu
regulacni, jsou totiZ vyznamnymi producenty cytokind, diileZitym zdrojem lokalni produkce
slozek komplementu (C3) a nékteré znich jsou antigen prezentujicimi buiikami (APC=
antigen-presenting cell). Pti zanétlivé reakci uvolnuji fagocyty mediatory zanétu- produkty
metabolizmu kyseliny arachidonové, tj.prostaglandiny, leukotrieny a tromboxany. Tyto latky
spolu s cytokiny stimuluji specifické slozky imunity a zpétné reguluji rozsah zanétlivé reakce
(Bartinkové, Paulik, 2005).

* Neutrofilni granulocyty- jsou pocetné nejvetsi populaci leukocytt (40-60%), vznikaji

Z myeloidni linie a jejich Zivotnost po terminalni diferenciaci v kostni dieni je kratka. Ve

svych granulech obsahuji celou fadu biologicky aktivnich latek. Jejich plisobeni je vSak

nespecifické, takze pfii jejich aktivaci a uvolnéni dochézi i k poSkozeni vlastni tkané.

Granula jsou tii typl a délime je na primarni (azurofilni), sekundarni a terciarni. Maji

hlavni tlohu v obrané proti extracelularnim mikrobtiim, jako jsou piedevsim stafylokoky,

pneumokoky, streptokoky i nékteré plisné.
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e Monocyty a makrofagy- monocyty vznikaji z myeloidni linie, cirkuluji v Krvi a poté se
pfeménuji na svou tkanovou formu, kterou oznacujeme jako makrofag. Monocyty se
mohou také diferencovat v dendritické bunky. Maji dlouhou Zivotnost a proces fagocytozy
mohou nékolikrat opakovat. Pfi jejich aktivaci dochazi k produkci cytokini a ty se pak
dale podili na aktivaci slozek specifické imunity a celkové reakci organismu na Skodlivy
podnét. Tento systém ma zasadni roli pti zpracovani a predkladani antigenti lymfocytim.
Jako profesionalni fagocyty se uplatiiuji pfedevsim u infekci vyvolanych fakultativné

intracelularnimi bakteriemi, napt. mykobakteriemi.

3.3. PRUBEH FAGOCYTOZY

Fagocytoza je slozity mnohastupnovy d¢j, ktery orientaéné délime do nékolika fazi. Je pro
ni charakteristické spektrum mezibunéénych interakci zajisténych cytokiny i1 pfimym

kontaktem membranovych molekul.

Adheze, extravazace a chemotaxe

V periferni krvi existuji dva fondy neutrofili, mezi nimiz probihd neustdlda vyména:
centrdlni fond cirkulujici v axidlnim proudu krevniho fecisté¢ a marginalni fond pohybujici se
pomalu podél endotelu. Jednou z prvnich udélosti pfi akutnim zanétu je zvySeni adherence
cirkulujicich neutrofild k endotelu cév (Stites, Terr, 1994).

Tato adherence na povrch endotelialnich bunck cév je prvni fazi fagocytdzy. Dochazi k ni
proto, ze zanicené tkané exprimuji pod vlivem zanétlivych cytokini nckteré adhezivni
molekuly, jako napf. selektiny, které jsou fagocyty rozeznavany. Adherované fagocyty potom
prostupuji mezi endotelidlnimi bunikami do tkané, coZ oznacujeme jako diapedézu nebo
extravazaci (Obr 1 a 2). Jejich dalsi pohyb piimo do mista poskozeni je fizen chemotakticky
latkami, které se tu uvoliiuji. Tyto chemotaktické faktory fidi pohyb bunc¢k ve sméru
chemotaktického gradientu. Hlavni chemotaktickou latkou pro neutrofily je cytokin
(chemokin) interleukin 8 (IL-8). Pro monocyty a eozinofily jsou dulezité jiné chemokiny
(MIP-1a. a B, MCP-1 a RAN-TES). Dalsimi spoleénymi chemotaktickymi latkami jsou
komplementové fragmenty C3a a C5a, leukotrien B4 (LTB4), faktor aktivujici desticky (PAF)
a chemotaktické peptidy pochézejici z bakterialnich proteint, z nichz nejznamé;jsi je tzv.fMLP

(formyl- metionylleucinphenylalanin)(Hofejsi, Bartinkova, 2005).
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Phagocytosis
of bgcte‘:'ia

Obrdzek ¢.1: Diapedéza neutrofil a nasledna fagocytdza (Odd.bunééné a mol.imunologie 3.LF UK)

Opsonizace, ingesce a tvorba fagosomu

Pro usnadnéni fagocytdzy byvaji mikroorganismy povlékany specifickou protildtkou nebo
komplementem (opsonizace), a poté usmrcovany kombinovanym ucinkem oxidanti
vytvofenych neutrofilem a cytotoxickych proteini z jeho cytoplazmatickych granul (Stites,
Terr, 1994).

Opsonizace je zavisla na spoluptisobeni protilatek, slozek komplementu a jinych sérovych
proteint. Protilatky vazané na mikroorganismus jsou rozeznavany Fc-receptory fagocytii. Na
povrchu mikroorganismit dochazi také k aktivaci komplementového systému, coz vede
K usazovani fragment komlementovych proteinti, a to zvlasté fragmenti proteinu C3. Ty jsou
rozeznavany komplementovymi receptory. Protilatky a komlementové fragmenty tak plisobi
jako opsoniny, které oznacuji Castici jako cizorodou a c¢ini ji tak pro fagocyt ,,chutné;jsi*
(Hoftejsi, Bartankova, 2005).

K nejvyznamnéj$im opsoniniim obecné patii specifické protilatky (zvlasté tiid IgG a IgM),
déle je to sérovy lektin vazici mandzu, fibronektin, fibrinogen, C- reaktivni protein a sérovy
amyloid P. Tyto proteiny se oznacuji také jako proteiny akutni faze.

Opsonizujici latky umoznuji ptilnuti pohlcované latky na povrch fagocytu a tim zvySuji
uc¢innost ingesce. Dochazi pti ni k pohlcovani ¢astic vétsich nez 0,5 pm. Fagocyt cizorodou
Castici obklopi pseudopodiemi, ktera poté na svych distalnich koncich splynou a dochazi tak
k tvorb¢ endocytarniho vezikulu, ktery oznacujeme jako fagosom. Tvorba fagosomu je
mj.zavisla na intraceluldrnim pieskupeni kontraktilnich proteini (mikrofilamentovy a
mikrotubulovy systém). Tyto d&je, jakoz i1 d¢je, které nasleduji, jsou iniciovany a fizeny

signaly poskytovanymi povrchovymi receptory fagocytti (Hotejsi, Bartiinkova, 2005).
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Selectin-mediated adhesion is weak, and allows leukocytes to roll along
the vascular endothelial surface

Blood flow —

& 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.

Obrdazek ¢.2 Chemotaxe leukocyti (podle: Janeway C.A. et al., Immunobiology, 4th ed., 1999, p.378)

Tvorba fagolyzosomu, cidie a nitrobunéény rozklad

Nitrobunééna degranulace, ,,vnitini trdveni“, neni jednordzovym procesem, nebot
azurofilni a specificka granula uvoliiuji svlij obsah béhem fagocytdzy riznou rychlosti. Proces
degranulace neutrofilu spo¢iva v uvolnéni obsahu granula do nové vytvoieného fagolyzosomu
(Stites, Terr, 1994).

Baktericidni latky obsaZené v granulech (napt.defensiny), hydrolytické enzymy (napf.
lysozym) napadaji pohlcené mikroorganismy, usmrcuji je a rozkladaji. Dochazi ke vzniku

siln€ kyselého prostiedi.

Pro fagocyty je typické, ze se u nich uplatiuji dva mikrobicidni systémy:
* mechanismy na kysliku nezavislé- souvisi s plisobenim biologicky aktivnich latek
obsazenych v cytoplazmatickych granulich (napf. baktericidni permeabilitu zvySujici

protein =BPI, defenziny, serinové proteazy).
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* mechanismy na Kkysliku zavislé- dochazi k tvorb¢ biologicky velmi aktivnich
kyslikovych mediatort. Tyto reakce jsou spjaty S prudkym vzestupem spotieby kysliku

V buiice, coz oznacCujeme jako tzv. respiracni vzplanuti.

3.4. PORUCHY FAGOCYTOZY

Jako imunodeficience oznacujeme stavy, kdy vlivem ur€ité pfic¢iny neni imunitni systém
jedince stoprocentné funkéni a tento jedinec je pak néchylnéjsi k infekénim onemocnénim.
Podle pficiny je délime na primarni a sekunddrni. U primarnich imunodeficienci jsou pfic¢inou
mutace gent, které se urcitym zpisobem podileji na funkei imunitniho systému. Na rozdil od
sekundédrnich imunodeficienci, které jsou ziskané v prib¢hu Zivota jedince a jsou disledkem
pusobeni vnéjsich nebo vnitinich faktord, je u primarnich imunodeficienci pficina pfitomna

uz od samého pocatku a zavisi jen na charakteru onemocnéni, kdy a jak se projevi.

3.4.1. Primarni imunodeficience fagocyti

Poruchy fagocyt6zy postihuji hlavné neutrofily a monocyty s makrofagy. Pricinou téchto
poruch miiZze byt nedostatecny pocet neutrofild nebo jejich defektni funkce. Mezi klinické
projevy poruch fagocytdézy patii pyogenni infekce klze, sliznic a wvnitfnich organt

vyvolanymi stafylokoky, enterobakteriemi, plisnémi a mykobakteriemi.

Poruchy v po¢tu neutrofili
Kostmanniiv syndrom

Molekulova pii¢ina onemocnéni spoc¢iva v mutaci genu kodujiciho neutrofilni elastazy.
Projevy onemocnéni zahrnuji zdnéty klize a sliznic, objevujici se jiz kratce po narozeni.
Cyklicka neutropenie

Pro onemocnéni je charakteristicky cyklicky pokles granulocytl, nejcastéji v intervalu tii

tydni.

Poruchy ve funkcich fagocytujicich bunék
Chronicka granulomatozni choroba (CGD)
Vétsinou jde o formu onemocnéni vazanou na chromosom X, pfi némz neutrofily a

monocyty postizenych déti nejsou schopny usmrcovat bakterie a plisn€é, coz se projevuje
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tézko lécitelnymi a neustidle se opakujicimi infekcemi. Tyto infekce mohou postihnout
kteroukoliv tkan nebo organ, nejcastéji to byva kiize, plice, lymfatické uzliny, jatra a kosti.

Nemoc je zpusobena mutacemi genti kodujicich jednotlivé slozky NADPH-oxidazy.
Dochazi k defektu v tvorbé kyslikovych radikald, ktery vede jednak ke snizené baktericidni
schopnosti, ale také k dysfunkci nékterych lysozomalnich degradacnich enzymu, coz vede
k omezené schopnosti likvidovat fagocytovany material. V dusledku toho se tvofi granulomy
(ohrani¢end mista infekce kulovitého tvaru), které jsou pro toto onemocnéni charakteristické a
daly mu jméno.

U pacientll s autosomalné recesivni formou onemocnéni je mozné Castecné stimulovat
tvorbu ROS pomoci interferonu y. Kvalita zivota pacientd s timto onemocnénim se vyrazné
zlepsila poté, co byla objevena podstata nemoci a zavedena rychla diagnostika. V 1&¢bé této
choroby se pouzivaji antibiotika, interferon vy, u tézkych forem se provadi transplantace kostni

dfené.

LAD syndrom

U tohoto onemocnéni na povrchu neutrofilli chybi nebo jsou v nedostate¢ni mife pfitomny
adhezivni molekuly z rodiny integrind, coz zpisobuje poruchu jejich adhezivity. Dusledkem
je neschopnost pfilnout K endoteliim, opustit krevni fecist€é a migrovat do mista zanétu.
V periferni krvi pacientii najdeme vysoky pocet kolujicich neutrofild, ale v misté zanétu jich

je nedostatek.
3.4.2. Sekundarni imunodeficience
Sekunddarni netropeni
Pti¢inou mohou byt poruchy tvorby myeloidnich bun¢k v kostni dfeni, ale mohou mit i

periferni pfi¢inu zpusobenou plsobenim autoprotilaitek nebo vychytavanim ve zvétSené

sleziné.
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3.5. OXIDATIVNI METABOLISMUS

Voln¢ kyslikové radikaly tvotené neutrofily jsou dilezitymi mikrobicidnimi latkami a maji
pfinejmensim stejny vyznam jako medidtory uvoliiované pii zanétu a poskozeni tkani (Stites,
Terr, 1994).

Tyto latky pohotové reaguji s raznymi biologickymi strukturami a diky tomu maji
dalezitou ulohu v pfenosu energie, faktorech imunitni ochrany a signalnich molekul bunécné

regulace.

Tabulka ¢.1: Reaktivni formy kysliku a dusiku (Stipek a kol., 2000)

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
superoxid, O,° peroxid vodiku, H,O»
hydroxylovy radikal, HO" kyselina chlornd, HOCI
peroxyl, ROO* ozon, Os
alkoxyl, RO singletovy kyslik, 'O,
hydroperoxyl, HO,*
REAKTIVNI FORMY DUSIKU
Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
oxid dusnaty, NO* nitrosyl, NO*
oxid susi¢ity, NO,* nitroxid, NO
kyselina dusitad, HNO,
oxid dusity, N»O3
oxid dusicity, N2Os
nitronium, NO,*
peroxynitrit, ONOO
alkylperoxynitrit, ROONO

Jak jiz bylo feCeno vyse, reaktivni formy kysliku se uplatituji v kone¢né fazi fagocytozy
pii odstraiiovani zbytkli mrtvych bunc¢k a pii zabijeni bakterii. Plazmatickd membrana
neutrofilnich leukocyti a makrofagl je vybavena enzymovym komplexem- NADPH-
oxidazou, ktera obsahuje flavocytochrom b558. Tento komplex je aktivovan napf. interakci
Fc-receptort s Opsonizovanymi ¢asticemi , V nestimulovanych buiikach je enzym nefunk¢ni a
jednotlivé komponenty jsou volné rozprostieny. Po pohlceni infekéniho agens dochazi
k aktivaci tohoto komplexu, coz ma za nasledek redukci dioxygenu na superoxid a tim se
zvysi spotieba O, coz oznacujeme jako respiracni vzplanuti. Donorem elektronti je NADPH,
ktery se pak regeneruje pfi oxidaci glukézy v pentézovém cyklu. Proto pii respiracnim
vzplanuti zaznamename i vzestup oxidace glukozy. Superoxid se méni rychle na peroxid
vodiku a hydroxylovy radikal. Ve fagosomu vznika kyselé prostiedi, které podporuje
uvoliovani iontll Zeleza pro Fentonovu reakci a tvorbu hydroxylového radikalu. Tento proces

muzeme vyjadfit pomoci chemickych reakci takto:
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NADPH-oxidaza
NADPH + 20 ,  NADP" + H" +20,*"

Superoxid se méni piisobenim superoxiddismutazy SOD na peroxid vodiku.

Superoxiddismutdza

02 + 0 + 2H* H202 + O2

v

Fentonovou reakci vznikd vysoce toxicky hydroxylovy radikal, ktery je extrémné silnym

oxidac¢nim ¢inidlem a okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami.

Fe?* + H.0: — ° Fe* + OH + OH*

Neutrofilni granulocyty syntetizuji pomoci myeloperoxidazy kyselinu chlornou, ktera je

silnym antooxidantem.

Myeloperoxiddza
HCIO + O2e- > HO++Cl-+ 02

Cast chlornanovych anionti (ClO") reaguje s nizkomolekularnimi aminy za vzniku

chloramin, které maji spolu s ROS silny mikrobicidni G¢inek.

Kromé kysliku se pfi zanétlivém procesu uplatiiuje i oxid dusnaty. Efekt RNS se projevuje
S vétsi Casovou prodlevou nez je tomu u ROS, zato ma vSak delsi dobu trvani. Oxid dusnaty i
spolu sjeho metabolity jsou za uréitych okolnosti prudce jedovatymi latkami a patii
K vyznamnym signaliza¢nim molekulam.

Indukovatelna forma NO- syntazy neni specifickd pro makrofagy, ale najdeme ji i v jinych
bunkach, jako napt. bunikach hladkého svalstva. Uvoliiovany NO’ stimuluje vazodilataci, coz
je typické pro zanétem zasazenou tkan a navic se podili na zneSkodnéni intracelularné
prezivajich patogent. Interaguje se superoxidem za vzniku peroxynitritu, ktery oxiduje
sulfhydrylové skupiny a je pro bunky vysoce toxicky. NOe dale piimo reaguje se
sulthydrylovymi skupinami aminokyselin a peptidii za vzniku S-nitrosothiolii. Interakce NO«
s trioly ovliviiuje mechanismy koagulace a fibrinolyzy a je spojena s antimikrobnimi G¢inky

(Stipek a kol.,2000).
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Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou tedy pii zanétu organismu dulezitou soucasti
mikrobicidnich mechanismt fagocytl a ucastni se aktivace tvorby prozanétlivych cytokini.
Pokud ale dojde ke zvySené lokalni tvorbé reaktivnich forem kysliku , mohou zptsobit nejen
destrukci mikrobti, ale i1 vlastni tkdn€. Systémova nadprodukce oxidu dusnatého pak miize
vést az k septickému Soku.

Pti uvolnovani ROS dochézi ke vzniku elektronové excitovanych stavii, pii jejichz névratu do
zékladniho stavu dochazi kemisi fotoni a tento jev oznaCujeme jako spontanni

chemiluminiscenci.

Tabulka ¢.2: Tvorba toxickych oxidanti ve fagolyzosomech leukocytii pii respiraénim vzplanuti (Stites, Terr,

1994)

I. Tvorba superoxidového anionu ucinkem NADPH-oxidazy

Glukéza + NADP+ — Pent6ézofosfat + NADPH?2

hexd6zomonofosfatova zkratkova draha

NADPH + O - NADP+ Oy

NADPH-oxidaza

I1. Spontanni tvorba toxickych kyslikovych radikala

20, +2H*
07 + H20,

H,0, + 10;
.OH + OH +10;

—
—

III.Tvorba halogenacnich ¢inidel i¢inkem peroxidazy

H,0, + CI — OCI + H,0

peroxidaza

OCIF+H,0 — !0, +ClI+H0
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Obrazek ¢.3: Schéma respiraéniho vzplanuti fagocytu a tvorby toxickych forem kysliku

HMPS- hexose monophospate shunt, G6PD- glukose-6-phosphate dehydrogenase, GSSG and GSH- reduced and
oxidized forms of glutathione, NADPH and NADP™* - reduced and oxidized forms of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, SOD- superoxide, Cp*" -superoxide anionic radical, *OH- hydroxyl radical, *O- singlet
oxygen, MPO- myeloperoxidase, SOD- superoxiddismutase (Upraveno podle Frencika, 2000)
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3.6. MOZNOSTI VYSETRENI FAGOCYTOZY

3.6.1. Hodnoceni poctu fagocytujicich bunék

Mezi zékladni vySetfeni spojené s fagocytdzou patii stanoveni poctu bun¢k schopnych
fagocytozy (tj. neutrofilnich granulocytl), coz lze urcit bud’ z diferencialniho krevniho obrazu
nebo prikazem specifickych membranovych znaki (CDI15 pro neutrofilni granulocyty a
CD14 pro monocyty). Jejich vyrazné opakované snizeni, €asto spojené s jinym onemocnénim,

opraviuje k diagnostice poruchy fagocytozy.

3.6.2. VySetreni funkce

Za urcitych klinickych okolnosti je vhodné provést i vySetieni vztahujici se k funkéni
kapacité¢ neutrofilnich granulocytl. Jednd se o primarni defekty fagocytozy, jako napf.
porucha adheze, chemotaxe, ingesce a respira¢niho vzplanuti. Jako zdroj bunék pouzivame

plnou krev. Vysetieni jednotlivych stadii fagocytozy shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka ¢.3: Funkéni vySetieni neutrofilnich granulocytii (Litzman a spol., 2007)

FUNKCE TEST PORUCHA
ADHEZE Exprese CD11/ CD18 LAD1 syndrom
CHEMOTAXE Migrace pod agar6zou Poruchy jsou pomérné¢ vzacné;
transientni  jsou u  infekci,
popalenin, traumatu
INGESCE Opsonizace a pohlceni castic | Projevi se u poruch opsonizace
(metakrylatové partikule,
mikroorganismy)
RESPIRACNI VZPLANUTI NBT Defektni u chronické
Chemiluminiscence granulomatézni choroby (CGD);
Burst test transientni porucha u infekei,
traumatu, malnutrice
CELY PROCES FAGOCYTOZY- | Mikrobicidni test Upozorni na poruchu né&kterého
USMRCENTI z krokii fagocytozy
MIKROORGANISMU

Stanoveni exprese povrchovych antigentt (CD11/CD18) vede k odhaleni deficienci
leukocytarnich adheznich molekul LAD (leukocyte adhesion deficiency). VysSetfeni
provadime pomoci pratokového cytometru a monoklonalnich protilatek.

Chemotaxe je zakladni vlastnosti fagocytl, ktera jim umoznuje migrovat do mista zadnétu.
In vitro ji testujeme pod agarézou. Do gelu se vytvoii jamky, z nichZ do jednd umistime

suspenzi granulocyti a do druhé chemotaktickou latku. Po pfislusném casovém intervalu

29




zmétime vzdalenost, kterou buiiky urazi od stfedu jamky, do niz byly umistény. Test hodnoti
stimulovanou chemotaktickou aktivitu i spontanni pohyblivost bun¢k.

Pro hodnoceni ingesce a =zavislost na opsonizaci lze pouzit nckolik substrati.
Nejptirozenéj§i jsou bakterie, ale v laboratofich se vétSinou pouzivaji jako substrat
mikrosférické hydrofilni partikule- MSHP, které maji hydrofilni charakter s nizkym
negativnim nabojem. Tim je zna¢né omezena nespecificka adherence k bunéénym povrchim
a dal$i vyhodou je i nizky sklon ke spontdnni agregaci pifi dlouhodobém skladovéani. Test
probiha tak, Ze suspenzi ¢astic inkubujeme s plnou krvi 1 hodinu pti 37°C za stalého tfepani.
Poté zhotovime natér, ktery se fixuje, obarvi a odecitd. Ze 100 hodnocenych bunék
oznacujeme jako pozitivni ty, které obsahuji 3 a vice pohlcené partikule. Tento parametr
oznacujeme jako fagocytarni aktivitu, pojmem fagocytarni index vyjadiuje pocet pohlcenych
¢astic na 1 buiku.

Baktericidni test se d4 pouzit jako screeningovd metoda, protoze zahrnuje vSechny faze
fagocytarniho déje a upozorni tedy na poruchu nekterého z jednotlivych krokii fagocytozy
nebo jejich kombinace. Builkky se zde inkubuji za pfitomnosti séra, které¢ je zdrojem
opsonizacnich latek, s zivymi mikroorganismy (C. albicans, S.aureus, E.coli). Hodnoceni
provadime riizn€ podle pouzitého substratu. Jednou moznosti je stanovit pocet prezivajicich
mikrobil vyockovadnim na zivnou pldu, druhd moznost je pak mikroskopické hodnoceni po
vitalnim barveni trypanovou modii (obarvi se usmrcené mikroorganismy).

S mikrobicidni schopnosti fagocyti vyznamné koreluje tzv. respiracni vzplanuti, které
vyhodnocujeme pomoci testil redukce tetrazoliovych soli, burst testu a chemiluminiscence.

K testim redukce tetrazoliovych soli se pouziva dvou substrati- nitroblue- tetrazolium
chlorid (NBT) a jodonitrotetrazolium (INT). Tyto testy jsou zalozeny na schopnosti redukovat
bezbarvé tetrazoliové soli na barevny formazan, ktery se ukldda ve formé& krystalt
Vv cytoplazmé granulocyti. Test 1ze hodnotit jednak mikroskopicky, kdy je vysledek vyjadien
jako procento pozitivnich bunc€k, nebo piesnéji fotometricky po provedené extrakci
formazanu. V pfipadé poruch v oxidaénich mechanizmech je test nulovy ¢i negativni.
V soucasné dobé¢ je doporuCeno ovefit a zpresnit vysledek testu dalS§imi testy, napf.
chemiluminiscenci.

K testim zalozenym na méfeni pomoci pritokového cytometru patii tzv.burst test.
Vyuziva se oxidac¢ni redukce dihydrorhodaminu 123 (DHR) na rhodamin 123 po stimulaci
bunc¢k PMA a pfi fagocytoze E coli. Stanovuje se jak procento bun¢k produkujicich oxidativni

radikaly, tak jejich sttedni fluorescenéni aktivita.
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3.6.2.1. Chemiluminiscence

V roce 1972 popsal Allen se svymi spolupracovniky chemiluminiscenci u neutrofil
periferni krve. Poprvé byla méfena pomoci scintilacniho counteru, ovSem tato metoda
vyzadovala relativné velké mnozstvi bunék a chemiluminiscence byla zavisld na interakci
fagocytovanych castic s dalSimi komponentami v médiu. Pouziti vhodného zesilovace
chemiluminiscence, jako je luminol, umoznilo pouzivani mnohem mensiho objemu krve
k vySetfeni a toto vySetfeni se velmi rychle stalo metodou volby pro screening defektl
v oxida¢nim metabolismu neutrofild, jako napf. chronicka granulomatézni choroba. Luminol
je pravdépodobné¢ oxidovan nékterymi reaktivnimi casticemi kysliku tvofenymi béhem
respiraéniho vzplanuti a vysledkem je excitovany aminoftaldtovy anion jehoz ptechod do
zakladniho stavu je spojen s tvorbou svétla.

Samotny princip vySetieni spociva v tom, Ze fagocyty reaguji na podnét oxida¢nim
vzplanutim, které je charakterizovano vznikem peroxidu vodiku, superoxidovych radikalt a
singletového kysliku. Tento singletovy kyslik je velmi nestabilni a reaktivni, dochazi proto
k reakci v lyzosomech bakterii a vznikaji elektronové nestabilni karboxylové skupiny, které
pfi navratu do zakladniho stavu emituji fotony. Chemiluminiscence se vyvolava ptidanim
stimulu, ktery aktivuje fagocyty. Pouzivd se bud’ phorbol-myristat-acetat (PMA), ktery
pfimou aktivaci proteinkinazy C aktivuje NADPH oxidazu, nebo korpuskuldrni stimula, jako
napf. zymosan nebo mikroorganismy. K indukci tvorby svétla a k jeho zesileni se vyuziva
chemikalie luminol. V pfitomnosti produkti respiracniho vzplanuti je kazda jeho molekula
konvertovana na aminoftalovou kyselinu za uvolnéni dusiku a fotonti s maximalni vinovou
délkou 430 nm.

Vzorky se vySetfuji nejméné v dubletu. VySetfuje se jednak spontanni aktivita
chemiluminiscence, jednak aktivita stimulovand pfisluSnym stimulem. Intenzita
a nejcastéji hodnocené ukazatele oxidacniho vzplanuti patii vrchol CL odpovédi a cas
potiebny k jeho dosazeni (Bartinkova, Paulik, 2005).

Krev musi byt zpracovana do dvou hodin po odbéru a za fyziologické teploty, tj.v
temperovaném luminometru pii 37°C, protoze pii niz§i teplot¢ dochazi k podstatné slabsi
aktivaci fagocytl vyjadiené jako chemiluminiscence.

Metoda je kvantitativni, je méfena celkovd hodnota chemiluminiscence a proto je tieba
brat v tvahu mnozstvi granulocytii. Pokud se test provadi z plné krve, mohou byt vysoké

hodnoty zptisobené leukocytdzou, nizké hodnoty pak neutropenii. Analyza krevniho obrazu
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s diferencialnim rozpo¢tem nebo vySetfeni z definované koncentrace granulocytli je tedy
soucasti vysetfeni (Bartinkova, Paulik, 2005).

Diky tomu, ze tato metoda zachycuje nejen poruchy v NADPH oxidazovém systému
spojené s chronickou granulomatozou, ale také poruchy v systému myeloperoxiddzovém
spojené s deficienci myeloperoxidazy, nasla Siroké uplatnéni nejen v Iékarské praxi, ale i
v zakladnim biomedicinckém vyzkumu, kde se pouziva napt. ke studiu vlivu endotoxinti nebo
virovych kapsidii, ale umoznuje napiiklad stanovit i vliv antimikrobidlnich pfipravki a 1éciv
na fagocytarni aktivitu. Je také dulezité zminit, ze u dialyzovanych pacientt v disledku
opakované stimulace neutrofili na dialyzacnich membrandch, jsou hodnoty
chemiluminiscence obvykle vyssi ve vSech parametrech nez u zdravych osob.

Srovnani flow-cytometrického a spektrofotmoetrického testu k vySetfovani respiracniho

vzplanuti fagocyti je uvedeno na obrazku ¢.4, prevzatého z monografie Krejska a Kopeckého.

3.6.4. Porovnani jednotlivych metodickych postupii

Z uvedenych typl vySetfeni je velice oblibenou metodou hodnoceni schopnosti ingesce,
ovsem vypoveédni hodnota v klinické diagnostice je velmi maléd a hodnotit se da pouze snizeni
hodnot, které je vyrazné az pii velmi tézkych stavech, jako je sepse nebo konecna stadia
nadorovych onemocnéni. Proto se uplatiiuje predevS§im ve vyzkumné praci podobné jako
baktericidni testy, které jsou narocné a nesnadno standardizovatelné kvili nutné nadvaznosti na
mikrobiologickou laboratof.

Naproti tomu velmi levnou a jednoduchou metodou jsou testy oxida¢niho metabolizmu, u
kterych je jedinou podminkou zpracovani krve do 2 hodin po odbéru, jinak muize byt
vysledkem faleSné negativni test. VySeteni odhali vSechny formy chronické granulomat6zni
choroby, tj. autozomalné recesivni i vdzanou na X-chromozom (defekt ve vétsi podjednotce
cytochromu b), nezachyti vSak nosi¢e poruchy. Také test chemiluminiscence je vhodny jak
pro diagnostiku chronické granulomatozy, tak i pro urceni heterozygott, ktefi mohou mit
polovi¢ni hodnotu chemiluminiscence nez zdravy jedinec, av§ak je zde zavislost na mozaice

granulocytil a na schopnosti normalnich fagocytl produkovat kyslikové radikaly.
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FAGOCYTUJICI BUNKY - TESTOVANi 0, ZAVISLYCH MECHANISMU ZABIJENi

CYTOMETRICKY

dihydrorhodamin
(nefluorescenéni substrdt)

forbolovy ester

ionomycin :
(aktiv a'tyoty) rhodamin FLUORESCENCE
Rl e r‘hod i HODNOCENI
EUINIOPN | PRUTOKOVOU
‘ ‘ CYTOMETRI{
Eln:i vznikaji reaktivni ‘ X
eparimzovana produkty O,
zonovani fagocytujicich bunék
. ] (granulocyty, monocyty)
inkubace ‘
~ aktivace NADPH oxidazy méieni intenzity fluorescence

SPEKTROFOTOMETRICKY

stimulaéni litka ‘
(Skrobova zrna) |

bezbarvy roztok INT INT |
(jod-nitro-tetrazoliovd (jéd-nitro-tetrazoliovd sil) ‘ HODNOCENI
sil) bezbarvy . SPEKTROFOTOMETRICKY
: intenzita zabarveni
‘ \ vznikaji reaktivni umérna aktivité
| produkty O, NADPH oxidazy
suspenze 8l
separovanych @ aktivace NADPH oxidizy  snifena aktivita NADPH oxidazy
granulocytii ‘
‘ =
inkubace @ pohlceni !krobavych zrn CHRONICKA
37°C/45 min J ] GRANULOMATOZN{
akﬁvace granulocyti CHOROBA (CGD)

Obrazek ¢.4: Fagocytujici buniky- testovani Oz zavislych mechanism zabijeni (Krejsek, Kopecky, 2004)

3.6.5. Indikace k vySeti‘eni oxida¢niho metabolismu

Indikaci k vySetfeni je predev§im podezieni na chronickou granulomatézni chorobu, ktera
se projevuje uzlinovymi syndromy nejasné etiologie a recidivujicimi stafylokokovymi
infekcemi kUZe a wvnitfnich organd. V klinickém vyzkumu se vySetfeni provadi pfi
monitorovani stavu fagocytarnich funkci u chorob sekundarné postihujicich fagocytarni

systém jako je dialyza, expozice toxickym latkdm, 1€¢ba riistovymi faktory a podobné.
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3.6.6. Rozmezi normalnich hodnot

U NBT testu si rozmezi normalnich hodnot urcuji laboratofe jako arbitrdlni jednotky,
nulové hodnoty podporuji diagnézu chronické granulomatozy.

Hodnoty chemiluminiscence jsou vzdy porovnavany s kontrolou a normalni hodnoty
stimulované CL jsou 500 CPM jednotek bez omezeni véku. Nizké nebo nulové hodnoty CL

maji pacienti s chronickou granulomatézou a pacienti s deficienci myeloperoxidazy

(Bartiinkova, Paulik, 2005).
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4. CILE PRACE

Mezi nejvyznamnégj$imi sledovanymi parametry fagocytdzy, k nimz se obraci pozornost
jak klinické, tak experimentalni imunologie, je schopnost fagocytl reagovat tzv. ,,respiracnim
vzplanutim®- intenzivnim, rychlym a kratkou dobu trvajicim zvySenim konsumpce kysliku,
tvorby superoxidového anionu, resp. reaktivnich kyslikovych meziprodukti. K vySetieni této
aktivity fagocytu se vyuzivaji testy, zalozené na redukci tetrazoliovych soli (NTB- a INT-

test), testy chemiluminiscence a testy flow cytometrické (,,burst test).

Cile prace:

* popsat chemiluminiscen¢ni test s plnou krvi a zaméfit se predevsim na vyuziti luminolu, a
riznych stimulancii (zymosan, opsonizovany zymosan, formol myristat acetat- PMA)

» zpracovat vysledky vysetieni vlivu lokalné podavanych antibiotik (polymyxin B, colistin)

na chemiluminiscenéni aktivitu lidskych leukocytt krve v podminkach in vitro.

Jako podklady budou pouzity pracovni protokoly nepublikovanych experimentti

prof. J. Lokaje z UKIA LF MU.
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5. METODICKA CAST

5.1. MATERIAL

Zasobni roztoky, stejné jako koncentrace reagencii a usporadani testu, byly voleny dle

zavedenych postupti na Ustavu klinické imunologie a alergologie LF FN u sv.Anny v Brng.

5.1.1. Biologicky material - krev

Pro vSechna méfeni byla pouzita plna venoézni krev odebrana dobrovolnym darcim do 5

jednotek heparinu na 1 ml.

5.1.2. Chemikalie

« Luminol (3-aminopthalhydrazid)
« PMA

+ Endotoxin

» Hanksuv roztok

* Zymosan

* Opsonizovany zymosan

» Polymyxin B

+ Kaolistin

« PBS

* Destilovana voda

» Fyziologicky roztok (NaCl 0,9% wi/v)
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5.1.3. Priprava reagencii

PBS (Phosphate buffered saline) — fosfatovy pufr

* NaCl 4,80g
* NapHPO4.2H,O 7,609
* KH2PO4 1,45¢

* navazend mnozstvi chemikalii rozpustime v 1 I destilované vody

* na apravu pozadovaného pH (7,2) pouzijeme 1M NaOH nebo 1M HCI

Zymosan (Pure, Serva, Feinbiochemica, Heidelberg) — 1% suspenze
* mnozstvi 0,20 g rozpustime ve 20 ml fyziologického roztoku
* inkubujeme 30 minut ve vodni 14zni pii 80-90°C
» 2x propereme ve fyziologickém roztoku
* centrifugujeme 5 minut pti 1500 rpm
 vznikly sediment resuspendujeme ve 20 ml fyziologického roztoku

* rozdélime po 1 ml a uchovavame pii -20°C

Senzibilizace zymosanu
+ 1,0 ml 1% suspenze zymosanu rozpustime ve fyziologickém roztoku a centrifugujeme

* k sedimentu ptidame 0,5 ml Cerstvého séra pacienta a inkubujeme 30 minut pii teploté
37°C.

« centrifugujeme a sediment resuspendujeme ve 2,0 ml PBS, ¢imZ vnikne 0,5% suspenze
Luminol (Sigma, molekulova hmotnost 117,16)
« roztok Lumac 10°°M ziedime v PBS v poméru 1: 4

« ziskdme roztok o koncentraci 2,5.10* M (250 uM/I)

Endotoxin (Sigma, NO L-2880, E.Coli 055.B5)

* 1mg/ ml ve fyziologickém roztoku

Polymyxin B a colistin (Pfizer)

 zasobni roztoky pfipraveny ve fyziologickém roztoku
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5.1.4. Reakce

» Hankstv roztok 0,5 ml
e Luminol 0,1 ml
» Vzorek krve 0,1 ml

» Inkubace 5 minul pti 37°C
» Zymosan (opsonizovany zymosan, PMA) 0,1 ml

» Meéfeni na luminometru Biolumat

Pfi studiu t¢inku endotoxinu a antibiotik byla krev pfedinkubovéana 30 minut pti 37°C
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5.2. METODIKA

5.2.1. Detekce metabolické aktivity fagocytii chemiluminiscenéni metodou

Chemiluminiscence je svétélkovani, které doprovazi chemické reakce nékterych latek a

vznika piimou pfeménou chemické energie na svételnou bez soucasného vzniku tepla .

Princip metody:

Principem metody je skutecnost, ze fagocyty reaguji na zanétlivy podnét oxidacnim
vzplanutim, které mé& za nésledek vznik peroxidu vodiku, superoxidovych radikali a
singletového kysliku. Jejich elektrony jsou schopny piejit do tzv. excitovaného stavu s vyssi
energii, ktery je ovSem nestabilni a tak velmi rychle dochdzi k navratu do stavu zakladniho a
ziskana energie je uvolnéna ve form¢ fotont.. K indukci tvorby a zesileni signalu pro snazsi
detekci pouzivame tzv. luminofory, napf. luminol, isoluminol, lucigenin. . Luminol reaguje
piedevsim s H,O2 a pravdépodobné singletovym kyslikem (*O2) a jeho CL je zavisla na
myeloperoxidazové aktivité. Lucigenin je vysoce specificky pro superoxidovy aniont a tudiz
odrazi aktivitu NADPH-oxidazy. Vysledkem téchto reakci je emise fotont, kterou detegujeme

na luminometru (Obr. ¢.5 a 6).

NH NH
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0
+Noy +H‘_;('?

Obrazek ¢.5: Chemiluminiscence luminolu (http://www.caymanchem.com/app/template/currents,010.vm/a/z)

Aktivatory oxidacniho vzplanuti

Pro navozeni oxidativniho vzplanuti profesionalnich fagocytii se pouZzivaji nésledujici druhy
aktivatori:

+ forbolmyristat acetat (PMA)- pronika pies cytoplazmatickou membranu a aktivuje pfimo

proteinkinazu C, kterd nasledné¢ aktivuje NADPH- oxidazu fosforylaci jejich podjednotek
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* opsonizovany zymosan (OZP)- na zymosanové Castice je navazan C3b, jehoz
prostiednictvim se vazou na komplementové receptory fagocytii, ¢imz se spusti signalni

dréha, jejimz vysledkem je aktivace proteinkindzy C a nasledn¢ i NADPH- oxidazy.
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Obr.¢.6: Luminometr Biolumat LB 3500 (Berthold) pouzity pfi métenich
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5.3. VYSLEDKY

5.3.1. Chemiluminiscence p¥i pouZiti Zzymosanu a opsonizovaného zymosanu

Z tabulky ¢.4 a grafu ¢.1 je ziejmé, ze reakce chemiluminisce u leukocyti plné krve

stimulovanych opsonizovanym zymosanem ma vyssi intenzitu a probihé daleko rychleji nez u

leukocytii stimulovanych samotnym zymosanem. Maximalni hodnoty chemiluminiscence je

Vv prvnim piipadé dosazeno v prvnich péti minutach a poté nasleduje rychly pokles aktivity.

Naproti tomu u leukocytii stimulovanych samotnym zymosanem vidime pomaly narust

chemiluminisce¢ni aktivity S maximalni hodnotou az po 70 minutach a poté strmy pokles

aktivity.

Tabulka ¢.4 (ke grafu ¢.1)

zymosan zymosan
¢as kontrola | opsonizovany kontrola | opsonizovany | zymosan
0 12,5 1087,5 215 500,5 774,0
5 13,0 17235 22,5 437,0 850,5
10 14,5 1585,5 26,0 3235 1049,0
20 17,0 1216,5 28,5 250,5 1194,5
25 18,0 993,0 36,0 195,0 1440,5
30 18,0 811,0 0,0 0,0 1393,5
35 19,5 581,5 0,0 0,0 625,0
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Graf ¢.1 : Chemiluminiscenéni aktivita leukocyti plné krve stimulovana zymosanem a opsonizovanym
zymosanem. Jednotlivé kiivky vyjadiuji pribéh chemiluminiscence (krevni obraz: leukocyty 8,2, segmenty 69%,
lymfocyty 26%, monocyty 5%).
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5.3.2. Chemiluminiscence p¥i pouZziti zymosanu, opsonizovaného zymosanu a PMA

Nasledujici graf ¢.2 a tabulka ¢.5 shrnuji vysledky aktivity leukocyti plné krve
stimulovanych zymosanem, opsonizovanym zymosanem a PMA. U zymosanu a
osponizované¢ho zymosanu je pribéh kiivek podobny jako u grafu ¢.1. U leukocytt
stimulovanych opsonizovanym zymosanem je dosazeno velmi rychle maxima, u leukocytl
stimulovanych samotnych zymosanem probiha reakce pomaleji a po dosazeni maxima
nasleduje u obou rychly pokles aktivity. Naproti tomu u leukocytl stimulovanych PMA
probiha reakce o néco pomaleji nez za pouziti opsonizovaného zymosanu, ale po dosazeni

maximalni hodnoty chemiluminiscence nésleduje pozvolny pokles aktivity.

Tabulka ¢.5 (ke grafu ¢.2)
zymosan
¢as kontrola | ¢as2 opsonizovany | ¢as3 zymosan | ¢as4 PMA
5 12,0 5 781,0 7 48,3 11 178,0
14 15,5 15 1583,5 16 143,7 19 534,7
22 16,5 22 12255 23 369,7 27 650,7
30 20,5 30 7240 31 792,3 35 643,0
38 20,0 38 458,5 39 1046,0 43 603,3
46 23,0 46 350,5 47 1003,3 51 575,0
54 24,0 54 2240 55 851,3 59 545,7
62 26,0 62 162,5 63 655,7 67 490,7
125 32,5 125 75,5 125 107,0 125 87,0
1800

1600 /\
1400 I \
1200

3

c

g / \ kontrola

© 1000 . .

IS I \/ = OpSonizovany zymosan
5 800 —— zymosan

€ PMA

(0]

e

(8]

A
600 +—— ﬁ
400

200

//
/
[/

0 20 40 60 80 100 120 140

Graf ¢.2: Chemiluminiscencni aktivita leukocytd plné krve stimulovand zymosanem, opsonizovanym
zymosanem a PMA (0,1pg). Jednotlivé kiivky vyjadiuji prub€h chemiluminiscence (krevni obraz: leukocyty 3,7,
segmenty 55%, lymfocyty 37%, monocyty 6%).



5.3.3. Vliv polymyxinu B a endotoxinu na chemiluminiscenci p¥i pouZiti luminolu

Nasledujici tabulka ¢.6 a graf ¢.3 shrnuji hodnoty chemiluminiscence ovlivnéné pouzitim
endotoxinu a polymyxinu B. Je zfejm¢, Ze endotoxin chemiluminiscenci vyrazné stimuluje a
ta dosahuje hodnoty maxima téméf 5000. Polymyxin B chemiluminiscencni aktivitu
indukovanou opsonizovanym zymosanem prakticky neméni. Naproti tomu polymyxin

zfeteln€ inhibuje chemiluminiscenéni aktivitu indukovanou endotoxinem.

Tabulka ¢.6 (ke grafu ¢.3)

cas kontrola | &as endotoxin | ¢as polymyxin | éas E+P

1 300,0 2 2832,7 6 1076,3 8 2947,0
9 1760,3 10 4893,7 11 2082,3 12 3325,3
15 2290,7 17 3978,7 18 2409,0 19 2502,0
26 1791,0 27 2529,3 28 1765,0 29 1605,7
35 1246,0 37 1547,0 38 1116,0 40 1061,3
41 879,0 42 1198,3 43 840,3 44 885,3
47 726,0 49 944,3 51 607,3 53 618,7
54 514,3 55 7193 56 499,0 58 558,3
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Graf ¢.3: Vliv endotoxinu a polymyxinu B na chemiluminiscenéni aktivitu leukocytt plné
krve stimulovanych opsonizovanym zymosanem za pouziti luminolu. Jednotlivé kiivky vyjadiuji prubeh
chemiluminiscence (PIna krev: leukocyty 6,0, segmenty 64%, lymfocyty 36%).
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5.3.4. Vliv polymyxinu B, colistinu a endotoxinu na chemiluminiscenci p¥i pouziti
luminolu

V nasledujici tabulce ¢.7 a grafu ¢.4 jsou shrnuty vysledky méfeni chemiluminiscence
leukocytti plné krve ovlivnéné pouzitim polymyxinu B, colistinu a endotoxinu. Je ziejmé Ze
za pouziti endotoxinu nastupuje rychla reakce s dosazenim maximalni hodnoty
chemiluminiscence 3206. Kombinaci endotoxinu s polymyxinem nebo colistinem je prub¢h
obou kiivek téméf shodny, ovSem maximalni dosazena hodnota chemiluminiscence je
vyrazné niz§i nez pii pouziti samotného endotoxinu. Polymyxin a colistin neovliviiuji

chemiluminiscencni aktivitu pii fagocytdéze opsonizovaného zymosanu.

Tabulka ¢.7 (ke grafu ¢.4)

¢as | kontrola |[c¢as P ¢as C ¢as |E ¢as |E+P ¢as [E+C
0 20,5 1 27,5 2 24,0 3 540,0 4 480,3 5 531,3
6 476,5 7 505,0 7 590,0 8 2050,0 9 1669,7 10 1713,3
11 13615 12 1348,0 13 1438,5 14 2964,0 15 2420,0 16 2323,0
17 119735 18 2030,0 18 2088,0 19 [3206,0 21 24423 22 2405,0
23 (22420 24 2168,5 24 23245 25 2381,0 26 2128,0 27 21210
28 19355 29 1901,0 29 1969,0 30 2093,0 31 1789,7 32 1838,0
33 [1538,0 34 1555,0 34 1600,5 35 1676,0 36 15497 37 1424,3
38 |12755 39 1176,0 40 12420 40 1362,0 41 1248,0 42 1180,0
43 [962,0 44 927,0 45 1031,5 46 1152,0 46 1058,7 47 947,7
48 7610 49 789,0 50 7815 51 968,0 52 856,3 58 7740
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Graf ¢.4: Vliv polymyxinu B, colistinu a endotoxinu na chemiluminiscenéni aktivitu leukocytd plné krve
stimulovanych opsonizovanym zymosanem za pouziti luminolu. Jednotlivé kiivky vyjadiuji prubeh
chemiluminiscence (Plna krev: leukocyty 3,8, segmenty 62%, lymfocyty 36%, monocyty 2%)
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6. ZAVERY

Na moznost vySetfovat fagocytdézu chemiluminiscenci v plné krvi bylo upozornéno jiz
v osmdesatych letech minulého stoleti (Tono-Oka a spol., 1983, Ristola a Repo, 1989,
DeChatelet a spol. 1982). Na oddéleni klinické imunologie FN v Brn¢ byla jiz tehdy tato
metodika zavedena a vyuzita napt. pii diagnostice chronické granulomatdzy (StarSia a spol.,
2007), zistava vsak stale vyuzitelnd v laboratotich 1€¢katské imunologie.

Z analyzovanych dat je zfejmd predevsim odliSnd dynamika luminol-dependentni
chemiluminiscence plné krve v zavislosti na stimulans: nejrychlejsi, s maximem okolo 15
minut je po opsonizovaném zymosanu, nejpomalejsi, s maximem okolo 60 minut, je pii
pouziti neopsonizovaného zymosanu, solubilni stimulans — PMA - md maximum v obdobi
okolo 30 minut. K vyznamné stimulaci luminol-dependentni chemiluminiscence indukované
opsonizovanym zymosanem dochazi v pfitomnosti endotoxinu.

Je znamo, Ze antibiotika ovliviuji nejen mikroorganismy, ale i slozky imunitniho systému,
napt. fagocyty (Soltisova a Lokaj, 1989). Ve své praci jsem se proto zaméfila na studium
vlivu antibiotik, kterd jsou urcena pro lokalni aplikaci, na fagocytézu lidskych leukocyta
periferni krve. V praxi se vyuziva Polymyxin B (v o¢nim Iékafstvi Maxitrol, V ORL
formg).

Zuvedenych vysledki je zfejmé, ze obé¢ antibiotika neovlivituji chemiluminiscenci
krevnich leukocyti indukovanou fagocytézou opsonizovaného zymosanu, ale vyrazné
inhibuji chemiluminiscencni aktivitu pifi fagocytéze v pfitomnosti endotoxinu. Lze
predpokladat, Ze tento ucinek je zpisoben neutralizaci endotoxinu polymyxinem a colistinem

(Cooperstock a Riedle, 1981), coz mize antibakterialni G¢inek téchto antibiotik zesilovat.
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