Jihateska univerzita Ceskych Budjovicich

Zdravotrg socialni fakulta

Laboratorni diagnostika poruch fagocytozy

bakal&ska prace

Autor prace: lvona Polivkova

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

Vedouci prace: RNDr. Pavlina Tinavska, Ph.D.

Datum odevzdani prace: 14. 8. 2013



Abstrakt
Laboratorni diagnostika poruch fagocytozy

Fagocyt6za je jeden z nejstarSickjud podobny pohlcovantastic amébami,
apati mezi zakladni obranné mechanismy imunitniho systépi postizeni
oraganismu infekci. Porucha fagocytézy se kliniokgnifestuje pod obrazem imunitni
nedostaténosti a niize byt gicinou velmi zavaznych onemaodm, jejichZz neléeni Usti
ve smrt postizenéhtloveka.

Je to proces, ip kterém jsou specializované iiky (makrofagy, dendritické
bunky, neutrofilni granulocyty a ostatni fagocytarnyetoidni buiky) schopné pohltit
cilové castice, pedevSim mikroorganismy, odueaté buiky a cizi €lesa. Tento proces
je Kklicovy pro udrzeni homeostazy, kdy dochazi po pohlogkioorganisni k aktivaci
adaptivni imunitni odpaidi, odstragni apoptotickych a jinak zénénych burk
a nastartovani opravnych mechanism poskozené tk&n Jedna se o slozity proces,
ktery mizeme rozdlit na rekolik fazi: aktivni pohyb fagocyt do mista z&ku,
adherenci, ingesci a intracelularni degradaci,&tede k zabijeni patogermpomoci
mnoha mechanisin Ty mohou byt jednak na Kkysliku nezavislé, kde ujso
antimikrobialni latky ulozené v azurofilnich grafll uvohovany do fagolysozomu,
anebo na kysliku zavislé, tzv. oxiae (respiréni) vzplanuti, vedouci k tvoéb
biologicky aktivnich kyslikovych mediathr a molekul se zramym oxid&nim
potencialem.

Defekty postihujici fagocytarni systém jsoueyazre v poruchach piu
¢i ve funkci neutrofilnich granuloc§t Poruchy fagocytdzy se projevuji infekcemi,
zpiasobenymi zejména stafylokoky, enterobakteriginplisnémi.

Kostmariv syndrom, neboli &k& kongenitalni neutropenie a cyklicka
neutropenie, p&t mezi poruchy fagocytdzy, zaloZzené na nizkénitymeutrofilnich
granulocyi.

K funkénim porucham fagocytézy gatnag. LAD | a LAD Il syndrom.
Pricinou €chto syndromi je defektni exprese adhezivnich molekul, kteraeved
k neschopnosti fagocytarnich kradherovat a nasledipronikat do mist zau.



DalSimi poruchami funkce fagocytézy je defekt vynatickém systému
Tento defekt je $¢inou vzacného zavazného vrozeného onerrdcnchronické
granulomatézni choroby.

Autosomal® recesivni porucha enzymu myeloperoxidaza, kt&st&né nebo
apir¢ chybi v azurofilnich granulich neutrafib monocyi, je dalSi aasgjSi poruchou
fagocytozy.

K odhaleni &chto vzacnych a zavaznych poruch obrany organisiameancelou
fadu laboratornich metod, od hodnoceniétpo neutrofiti v krevnim obraze,
po stanoveni jejich respifai aktivity pomoci piitokové cytometrie, které jsem v této
praci pouzila. Jednd se o tzv. Burst test, kde w&antitativie hodnoti respiréni
vzplanuti granulocyit v heparinizované krvi gitenim na pitokovém cytometru.
Princip testu spfiva ve vyuziti oxidani redukce dihydrorhodaminu 123 na zeélen
fluoreskujici rhodamin 123 pomoci peroxidu, hydidoxych radikah a superoxidovych
anionfi, vznikajicich pi aktivaci respiréniho vzplanuti

Respirgni vzplanuti je jednou zvlastnosti fagocytarnicuindk a je
charakterizovano vicestiipvou aktivaci NADPH oxidazy, ktera katalyzuje etekiové
snizeni molekularniho kysliku na superoxittaje velmi dilezitou roli imunitniho
systému v obrah organismu, umailje usmrtit a degradovat fagocytarnimnkam
pohlcen&dastice a bakterie.

Zakladnim pedpokladem spra¥nprovedeného furtkhiho testu respitaiho vzplanuti
je dodrzeni pedepsané preanalytické faze, tedy zejménarodbsrazlivé krve do
vhodného antikoagulantucasu od odéru po zpracovani.

V obdobi let 2009 — 2012 jsem vyhodnotila vysle@iyl pacient, u kterych byl
proveden test respitaiho vzplanuti na zaklad poZzadavku oSaijiciho |ékde.

Z celkového p&tu vySetenych pacierit byl jen u 2 paciefitzaznamenén snizeny Sl za
sowasného vyrazného snizeni procenta aktivovanychulpreyti. Oba tyto parametry
snizené procento aktivovanych granuldcgtimulovanych PMA &. coli a nizky SI
ukazoval na moznou zavaznou poruchu fagocytézyasdlednych testech byl zjit
defekt enzymu, jenz v ramci imunodeficienci fagdéeyt byva ¢asgjSi, a ktery se



v Burst testu projevi préwyraznym sniZzenim Sl i procenta aktivovanych glaoyta.
Z vysledki je patrné, Ze zavazné primarni defekty v mechamifagocytozy jsou velmi
vzacné a jejich zachyceni dochazitsinou jiz v dtském wku, jelikoz se jedna o
primérni imunodeficienci. Proto ma toto vy&sti stZejni vyznam u &i s podegenim
na imunodeficienci.



Abstract
Laboratory diagnosis of disorders of phagocytosis

Phagocytosis is one of the oldest processes airlaibg particles like amoeba,
which is one of the basic mechanisms of the immaystem to defend the body against
infections. Failure of these processes is clinycallanifested like immune deficiency
and it can cause a very serious complication winichld leads to the death of the
patient.

Phagocytosis is performed by specialized cellacophages, dendritic cells,
neutrophils and other phagocytic myeloid cells) chhare able to absorb the target
particles, especially microorganisms, dead celtsfareign objects. These processes are
essential for stability of homeostasis. Absorptdmicro-organisms leads to activation
of adaptive immunity response, elimination of ajpdptand destroyed cells and starts
the reparation processes of damaged tissue. Phagscgs a complex process can be
divided into several phases: active movement ofjpbgtes to the inflammation zone,
adherence, ingestion and intracellular degradatdnch leads to the killing of
pathogens. There are two mechanisms of killing ggehs. First is independent on
oxygen where antimicrobial substances are storeszumophilic granules which could
be released into phagolysosom. Second mechanismxygen-dependent called
oxidation (respiratory) flare which leads to thernfation of biologically active
mediators where oxygen molecules have considecedidiation potential.

Defects in phagocytic system are mainly causetblwynumber or malfunction
of neutrophils which leads to severe infections niyaicaused by staphylococci,
Enterobacteriaceae or fungi.

Kostman syndrome, severe congenital neutroperdacgnlic neutropenia are
disorders of phagocytosis based on the low numbeewtrophil granulocytes.

Among malfunctioning of phagocytosis processe®rmgs LAD | and LAD I
syndrome. The cause of these two syndromes is tdiefdbhe expression of adhesion
molecules which leads to the inability of phagocytells to adhere and then penetrate

into the inflammation zone.



The other possible disorder of phagocytic malfiomcts defect in enzymes. The
NADPH oxidase is necessary for bacterial lyses meisim of phagocytes and lack of
these enzyme caused serious inherit disorder calflexhic granulomatous disease.

Lack or completely missing of enzyme myeloperogelastored in the
azurophilic granules of neutrophils and monocytes more and more common
autosomal recessive disorder of phagocytosis.

In this diploma work | focused on detection ofgbeare and serious disorders
defects using flow cytometry to detect respiratouyst activity of neutrophils in blood
samples. This laboratory procedure is called atliest. In this test we quantitatively
evaluate the respiratory burst activity of granytes in heparinized blood samples
using the flow cytometery. Principle of this methedn oxidation-reduction reaction of
dihydrorhodamine 123 to green fluorescent rhodaniid® using peroxide, hydroxyl
radicals and superoxide anions which are activiaye@spiratory burst.

This process is one of the significant charastierof phagocytic cells which are
characterized by multi-stage activation of NADPHidase. This oxidase catalyzes
electron reduction of molecular oxygen to superexithis step plays a very important
role in our immune system and allows to kill andyrdele particles and bacteria in
phagocyte cells.

Pre-analytical phase is basic for good performahgurst test of neutrophils. It
mostly depends on using right anticoagulant, tirheaking samples and delivering to
the laboratory department.

Since 2009 - 2012 | analyzed the results of 61epts who were tested for respiratory
burst of neutrophils on a request of their physiclamong all of these results we obtain
only two positive results of reduction of stimutatiindex (SI) and significant decrease
percentage of activated granulocytes. Both of tlpggameters: reduced percentage of
(activated granulocytes stimulated by PMA and Hi)@nd low stimulation index
pointing to a potentially serious disorder of phagosis mechanism. In specific tests of
these cases proved the enzyme defect in phagoeytosthanism which is the most
common disorder in this type of immunodeficiencyhe$e results indicate that the
major primary defects of phagocytosis are very @ard their detection is usually in



childhood for suspicion of primary immunodeficiencihis test is very helpful for

discovering a prime immunodeficiency.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CGD
DHR
ELISA
FACS
FSC
G-CSF
LAD

MPO
NADPH
NBT
NED
NO
PAMP
PHPA
ROOH
RNA
SI
SOD
SSC
TNF
TLR

chronicka granulomat6zni choroba (nfrgranulomatous disease)
di-hydrorhodamin
enzyme linked immuno sorbent assay

piitokova cytometrie (fluorescence activated cell sean

forward scatter

faktor stimulujici kolonie granulotygranulocyte-colony stimulat_ factor)
deficit leukocytarnich adheznich male(leukocyte adhesion deficiency
syndrom)

myeloperoxidaza

nikotinamidadenindinukleotid fosfat (téavana forma)
nitroblue-tetrazolium

napthylethylenediamin-dihydrochlend

oxid dusny

pathogen associated molecular patterns

p-hydroxyfenyl kyseliny octové

hydroxiperoxidaza

ribonukleova kyselina (ribonucleicid)

stimubmi index

superoxiddismutaza

side scatter
tumor nekrotizujici faktor (tumoecrosis factor)

toll-like receptor

12



UvOD

Fagocyt6za je jeden z nejstarSickjidpodobny pohlcovantastic amébami,
ktery pati mezi zakladni mechanismy imunitniho systéniuopraré organismu fed
infekci. O vyznamu fagocytézy pro celkovou obramggmost ¢lovéeka swdci
skut&nost, Ze hlubSi vrozené defekty fagocytdézy nejstutitelné se Zivotem.
Fagocytujici  biky, zvlas¢ makrofagy a dendritické kly, maji schopnost
identifikovat ,,nebezpmé vzory* patogennich mikroorganiém tzv. PAMP
prostednictvim fylogeneticky fovodnich membranovych recepiorNa gitomnost
patogennich mikroorganigsmodpovidaji tvorbou cytokin které modeluji komplexni
obranny z&&. Fagocytované mikroorganismy jsou usmrcovany aklé&aany
biologicky aktivnimi latkami, jeZ jsou obsaZzenymicytoplazmatickych granulich
fagocytujicich buék.

Porucha fagocytézy se klinicky manifestuje pod @abra imunitni
nedostaténosti a niize byt @icinou velmi zavaznych onemo#m, které nel&ené usti

ve smrt postizenéhdoveka. RozliSujeme primarni a sekundarni poruchy fagimy.

Je-li fagocytéza naruSena geneticky podmymn defektem, jednd se o
primarni poruchu. Sekundarni poruchy fagocytdézy omolbyt zapiceniny Sirokou
paletou vijSich faktofi prostedi, se kterymi se jedinec setkavdrqzert nebo jsou
souwasti nap. terapeutickych zaséha gredstavuji drtivou $Sinu gipadi poruch této
sloZky vrozené imunity (Krejsek et al., 2004).

Pti podezeni na primarni poruchy fagocytarni aktivity jeSeyeni fagocytozy
metodou prvni volby. Pro vy§eni fagocytozy v laboratbse pouzivaji d¥ zakladni
metody, a to fagocytarni testyi pterych se hodnoti @et fagocytujicich butk, a pak
jsou to funkni testy, kterymi se stanovuje fummk aktivita fagocytujicich bugk, tedy

zda jsou tyto biiky schopny nejen patogena pohiltit, ale také ho tismr
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1. SOUCASNY STAV

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém pét k zakladnim homeostatickym mechanismorganismu.
Jeho funkci je obranyschopnost a imunitni dohle@ 24 Ukol nefipustit ohrozeni
organismu nezadoucimi cizorodymi latkami a tekt, které musi &as
identifikovat, lokalizovat, zlikvidovat a fpdat k vylodeni z organismu. Imunitni
systém rozliSuje Skodlivé od neSkodného a chrdniotganismus proti Skodlivinam
zevniho i vnitniho pivodu, phGbéZzné odstraiuje staré, poSkozené, virem
napadené, nadorovéjinak zmenéné vlastni bitkky organismu (Podstatova, 2001).

DalSi dilezitou funkci imunitniho systému je autotolerankdy rozpoznava
vlastni tk& organismu a udrzZuje tolerandiay ni.

Mechanismy imunitniho systému, které se podileji uggzovani integrity
organismu dlime podle zpsobu rozpoznavani cizorodych struktur a schopnosti
vytvoreni imunologické pagti do dvou zakladnich kategorii: mechanisnmyrqzené
imunity (vrozené, neadaptivni) a mechanismy ziskaménity (specifické, adaptivni).
Ok¢ kategorie pak zahrnuji slozky humoralni a &uneé (HdejSi, Bartinkova, 2005;
Ferertik et al., 2005).

1.2 Mechanismy firozené imunity

Pro obranu organismu proti infekci méa zakladni \amnneporuseny povrch
ktize a sliznice a jejichipozené neimunitni obranné mechanismy, které |zekiin
na mechanické (pohykrasinek), chemické (mastné kyseliny nazik enzymy)
a mikrobialni (kompetice normalni nepatogenni fldnyatogeny).

Mechanismy firozené imunity nazyvané také neadaptivnivrozené, jsou
evolwne starSi. Tve je slozka bu&na, kterou tvéi fagocytujici buiky (zde
se uplatuji mikrofagy a makrofagy) a NK Iy a slozka humoralni, twena
komplementovym systémem a interferony. Tyto medmagi jsou zaloZzeny
na molekulach a hikach, které jsou v organismuipraveny gedem a jsou obvykle
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acinné proti iznym patogeiim tim, Ze reaguji na strukturni nebo fankrysy, které
jsou jim spoléné. Tento mechanismus nema imunologickou gantj. nejsou
ovlivnény predchozim setkdanim se Skodlivinou @€@i, Bartinkova, 2009;
Krejsek at al., 2004).

1.3 Specifické mechanismy

Specifické mechanismy, nazyvané také adaptivni @emluné mladsSi. Jsou
to antigeng specifické mechanismy, reaguji na cizorodou stnuktprostednictvim
vysoce specifickych  molekul (protilatky, antig€énn specifické receptory
T aBlymfocyti) a aktivuji se aZz po setkani s danym antigenemchisi@smy
specifické imunity diime na humoralni (zalozené na protilatkach) a ¢boué@
zprostedkované (zalozené hlavnna T- lymfocytech). Tyto reakce fiio

imunologickou part’.

1.4 Fagocytoza

Fagocytéza je proces, fip kterém jsou specializované iiky
(makrofagy, dendritické bitky, neutrofilni granulocyty a ostatni fagocytarnyetoidni
buiky) schopné pohltit cilovéastice o velikosti 0,5-5 um (Greenberg et al., 2002
Jedné séedevsim o mikroorganismy, odiehé buiky a cizi tlesa.

Tento proces je kibvy pro udrZzeni homeostazy, kdy po pohiceni
mikroorganisnid dochazi k aktivaci adaptivni imunologické odpdy odstragni
apoptotickych a jinak z#ménych bugk a nastartovani opravnych mechanism
u poSkozené tk&n(Celli et al., 2002).

Fagocyt6za je slozity proces, probihaji zené druhy aktivace a kooperace
s ostatnimi biikkami (Underhill et al., 2012). Pro efektivni odskfai mikroorganism
je nutna detekce povrchovymi receptory, které nukganismus rozeznaji a naslédn
dochazi k pohlceni neboli ingesci a zabiti danélikraarganismu. Kror terminace
investovaného patogena dochazi u specializovanyalmeékb (dendritickych

bunek, makrofag a B-lymfocyti) k produkci prozégtlivych cytokini a prezentaci
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peptidi na svém povrchu. Tyto peptidy pochazeji zdtné sény patogena a poskytuji
jeden z aktivanich signal pro CD4+ T lymfocyty (Rieger et al., 2010).

1.4.1 Fagocytujici biky

Profesionalni fagocyty jsou bky, které se zabyvajitpvazré fagocytdzou. Pt
mezi ré neutrofilni a eozinofilni granulocyty, monocytygjigch tk&ova forma
makrofagy a dendritické lily, které hraji zvlaStni roli ve zpracovani a preaei

antigenu (HeejSi, Bartinkova, 2009).

. Neutrofilni granulocyty — jejich populace&ini 40 — 60 % leukocyt periferni
krve, pochazeji z myeloidriady a jejich Zivotnost je kratka. Maji azurofilniagula,
ktery obsahuji mnoho lytickych enzymVyznam spoiva v protiinfekni obrag proti
extracelularnim bakteriim fpdevSim pneumokdkn, stafylokokim, streptokolm

a rekterym plisnim.

. Monocyty a makrofagy — monocyty vznikaji z myeloidni linie, cirkuluji krvi

a posléze seipnenuji na tkaovou formu — makrofagy. Maji dlouhou Zivotnost
a proces fagocytézy mohouckolikrat opakovat. Makrofagy jsou mononuklearni
bunky, které pohlcuji mikroorganismy (Gopfertova et 2002). Uplatuji se gedevsim

u infekci vyvolanymi intracelularnimi patogeny, hamykobakteriemi, jsou to antigen
prezentujici biiky.

. Dendritické buiiky - jsou to nejdinngsSi buiky prekladajici antigen.

Rozdlujeme je na nezralé a zralé dendritickéhu
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1.4.2 Faze fagocytozy

Proces fagocytdézy tiieme rozdlit na c¢tyri faze (obr. 1): aktivni pohyb
fagocyti do mista z&ftu, adherence, ingesce a intracelularni degradace
(Nagao et al., 2011).

Pri aktivnim pohybu fagocytujicich bék dochazi k aktivaci chemokinovych
a cytokinovych receptér které po penosu signalu navedou itk do mista s nefiSi
koncentraci.

Po styku s neznamatastici dochazi k navazani liganda receptory aipnosu
signalu pomoci signalni kaskady do jadrakyu Tyto signaly zjpsobuji polymerizaci
aktinovych vlaken v okoli navazaného komplexu a hdat k vychlipeni
cytoplasmatické membrény, kter4 obejme navazanypl@mreceptoru s ligandem.
Tomuto kroku seiika ingesce. Vznikly &k, neboli fagozém, se odpt
od cytoplasmatické membrany a nasleduje fuze ztysg. LysozoOmy obsahuji velké
mnozstvi kyselych hydrolaz, které degraduji pohjoeraterial (Baggiolini et al., 1993).
DalSi mozZnosti degradace je res@iavzplanuti granulocyta NO makrofag.

Pseudopod tips

Destruction of
particle or
pathogen illing

Nature Reviews | Immunology

Obr 1. Faze fagocytdzy (Stuart et al., 2008)
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1.4.3 Receptory zapojené ve fagocytdze

Tyto receptory mizeme rozdlit na tii skupiny.

Prvni skupina receptdrjsou takzvané receptory zavislé na opsonizacio Tyt
receptory nerozeznavajitimo povrch patogena, ale latky, které se na jehargho
navazaly. Do této skupiny gat Fc receptor, ktery se vaze na Fc konce
imunologlobulini, komplemetovy receptor, ktery vaze slozky kompletaea o531
integrin, ktery vaze fibronektin.

Druhou skupinu tvid receptory na opsonizaci nezavislé, do které jsctin 1
vazajici p-glucan, MARCO, Scavenger receptor Ao®p5 integrin, ktery se vaze

na apoptické hitky.

Posledni skupinou jsou Toll-like receptory (TLR}etlé tvai celou rodinu
receptofi TLR-1 az TLR-13 a vazi se ndizné slozky lipopolysacharidovééay
mikroorganisni, dale mohou rozpoznavat dvouvldknovou molekulu RNfproteiny
G- bakterii, kyselinu lipoteichovou G+  bakterii, ipdarabidomanany
mykobakterii, zymosan hub, HSP70 a mnoho dalSichn&éazani ligand na tyto
receptory dochazi k aktivaci signalnich drah, kteréhou vést najklad k produkci
cytokini, chemokiri ¢i polymerizaci aktinovych vliaken (Brown et al., )9

1.5 Respiré&ni vzplanuti

Respir&ni vzplanuti je jednou z vlastnosti fagocytarnichindh, které
je charakterizovano vicestipvou aktivaci NADPH oxidazy, ktera katalyzuje
elektronové snizeni molekularniho kysliku na suxier¢0,’) (Baggiolini et al., 1993).

Respir&ni vzplanuti je rychlé uvolmi reaktivnich forem kysliku (superoxidovy
radikal a peroxid vodiku) aktivovanymi fagocyty. dir velmi dilezitou roli
V imunitnim systému a to v obr&organismu. Umakuje fagocytarnim btkam usmrtit
a degradovat pohlcengstice a bakterie (Baggiolini et al., 1993). NADRKidaza
produkuje superoxid, ktery samovalreaguije s jinymi molekulami za vzniku aktivnich
volnych radikah. Pisobenim NADPH oxidazy dochazi ke snizeni dky vzniku

volnych kyslikovych radikdl a vzniku peroxidu vodiku. Neutrofily a monocyty
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vyuzivaji myeloperoxidazy v kombinaci s peroxidewdiku a chlornym iontem (Gl
za vzniku chlornanu a nasledkyseliny chlorné, ktera hraje zasadni ulohiudestrukci
bakterii (Rolas et al., 2012). DalSi enzym odflmy u fagocyi za respirani vzplanuti
je nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxiddza 2 (N£X NOX, je membranovy
multiproteinovy komplex, jehoZz aktivace vyzadujesffirylaci a membranovyipsun
cytosolickych komponeif mezi nimiz je i NADPH oxidaza. Népomnostci defekt
NADPH oxidazy zabrani tvotbreaktivnich forem kysliku a ma za nasledek chiahic

granulomatézni onemoéni (Inoguchi et al., 2003).

1.5.1 Analyza respiamiho vzplanuti

Analyzu respiréniho vzplanuti Ize rozdit na dw zakladni skupiny:
1. intracelularni analyza produkce oxid&nich radikala a jejich produkt @

Pro analyzu intracelularnich  oxitdch radikah se  vyuziva
precipitace, fi které dochazi k redukci NBT ( Kriska et al., 1999
2. analyza volnych kyslikovych radikah uvolnénych z burék béhem respiraéniho
vzplanuti

Mezi moznosti laboratorniho stanoveni respifho vzplanuti uvolénych
radikali pati fotometrické stanoveni SOD - inhibovatelné redukgtochromuC, kde
se stanovuje kyslikovy radikal,Q ktery zabrani redukci cytochrdima tim i znéné
konformace. Ta pak mé jiné &elné vlastnosti. Pro moZnou interferenci s hydmge
peroxidazou ma vSak toto stanoveni nizkou sentzitivi

Volné kyslikove radikdly je moZzno stanovit také nmxi Clarkovy
elektrody, jejimZ principem je &eni potencialu na jedné sttamembrany, ktery se
meéni v zavislosti na koncentracigienych iont v okoli (Klegeris et al., 1994).

Nejvice senzitivni metodou pro stanoveni volnycyslikovych radikai
je chemiluminiscence, ktera vyuziva detekce cheéhioks¥étla, vznikléeho po uvoléni
kyslikovych radikab.

Vedle luminiscence je jednou z s&$tji pouzivanych metod pro stanoveni
volnych kyslikovych radikdl fluorometrie. Tato metoda ma celodadu

modifikaci, nap. na peroxidaze zavislé oxidaci PHPA (p-hydroxyfeygeliny octove)
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nebo scopoletinu, které shadstanovuji mnoZstvi peroxidu vodiku. DalSi moznosti
je pouziti sondy 2-7-dichlorodihydrofluorescinu,@CFDA), ktera se po oxidaci éni

na fluorescetni produkt (Kaul et al.,, 1996). DalSi variantoutze byt pouziti
dihydrorhodaminu 123 (DHR 123), ktery se oxidujdlnarescetini rhodamin 123.

Principem &chto stanoveni je nastimulovani kn nefluorescetni
substanci, ktera se po aktivaci a vzniku o&meh radikah aktivuje a zmini
konformaci a stane se z ni latka fluorescén(Adolph et al., 2012). Fluorescam
signal lze sledovat naigokovém cytometru, ktery je schopny &b velky patet
burék v krdtkéméase a intenzitu signalu, ktera odpovida aktiekidainiho vzplanuti.
(Raidal et al., 1998).

Pro stanoveni NO produkovaného aktivovanymi malgef tedy dalSiho
fagocytarniho mechanismu intracelularniho zabijeei,nejastji vyuziva Griessova
metoda. Tato metoda je zaloZena fiagbeni NO na sulfanilamid, ktery reaguje s N-1-
napthylethylenediamin-dihydrochloridem (NED), kterynasleds znmeni  jeho
konformaci a tato z#ma se projevi jako nast absorbanceip550 nm. Vyhodnoceni
lze provést na spektrofotometru, ktery je fiildpd i sowasti ELISA readru
(Modolell et al., 1997).

Zlatym standardem pro dfeni NO je chemiluminiscéni metoda, kdy
se plynny NO ze vzorku misi s ozonem za vzniku, N@c¢asti excitovaném stavu
(NO,). Po navratu do zakladniho stavu se fiuj foton, ktery se detekuje

fotonasobiem (Litzman et al., 2007).

1.6 Pnitokova cytometrie (FACS)

Pritokova cytometrie je laboratorni metoda, ktera uingg charakterizovat
n¢kolik parametii najednou na velké mno&rtastic v suspenzi. Tato charakterizace
probiha pedevSim na zakl&d jejich fyzikélnich, chemickych a morfologickych
vlastnosti. Vyuziti této metody je zejména v biomatskych oborech, jako jsou

hematologie a imunologie. Zde se pouziva k charaie jednotlivych bu&nych
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populaci. Charakterizace btknpomoci pétokového cytometru je zaloZzena na principu
meieni s¥telnych rozptyl a intenzit fluorescence.

Priprava bugk pro nefeni spgiva predevsim ve fluorescénim zna&eni
pomoci monoklonalnich protilatek proti  specifickymextracelularnim  nebo
intracelularnim znakm. Ozn&ené a n&edné buiky jsou naséaty do analyzatoru, kde
dochazi k hydrodynamické fokusaci proudu vzorkuosped laminarniho proudu
nosného média. Vipsré definovaném bo# prochazi proudem média s rami
n¢kolik laserovych paprsk o niznych vinovych délkach, které excitujiizné
fluorescewni znaky navazané na specifickych strukturacéremych bugk. Diky
hydrodynamické  fokusaci a ifekni suspenze bwk je  vysoka
pravdEpodobnost, Ze laserovym paprskem prochazi vzdygena buka. Analyzator
zaznamenava kron emitované fluorescence i rozptyl ¢da ve dvou srrech
(Bartinkova, Paulik, 2005).

Senzor forward-scatter (FSC)éth piimy rozptyl laserového paprsku a senzor
side-scatter (SSC) boi rozptyl v uhlu 90° k laserovému paprsku asmtoku vzorku.
Intenzita signalu fdmého rozptylu je naslednnterpretovana jako velikost prochazejici
buiky, zatimco intenzita signdlu z d&who rozptylu popisuje fyzikalni vlastnosti
povrchu buky, jeji wvnitini ¢lenitost (granularitu) a optické vlastnosti jadra
a cytoplasmy. Emitované fluorescéan swtlo je mefeno pomoci fluoresceénich
detektofi. Jedna se o fotonasobj které zachytavaji zablesky v monmigrkidy prochazi
buika laserovym paprskem. Tyto impulsyfepeni v elektrické signaly, které
zaznamenava a vyhodnotigia¢, ktery byva pimou sowasti analyzatoru.

Ke zna&eni povrchovych nebo intracelularnich zéakurek se vyuZzivaji
monoklonalni protilatky, na které je navazanyslusny fluorochrom. Diky specifické
afinité¢ k danému antigenu (znaku)ireme zjistit nejen get burgk, které dany antigen
maji na povrchui uvnité bunky (potet zablesk na detektoru), ale pomoci intenzity
zablesku mizeme zjistit, v jakém relativnim mnoZzstvi je damak zastoupen.

U wetSiny laboratornich #feni se vyuZziva vicebarevného ¢ewai, kdy

kombinace fitomnych znak presrgji ur¢i burgény typ. V €chto gipadech je nezbytné
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zn&it kazdy antigen jinym fluorochromem tak, aby seisrh spektra negkryvala
nebo se fekryvala co nejmén(Bonetta, 2005).

1.7 Poruchy fagocytozy

Defekty postihujici fagocytarni systém jsoteyazri v poruchach p&u nebo
funkce neutrofilnich granulocyt Funkini poruchy zasahuji i monocyto-makrofagovy
systém a projevuji se infekcemi, které jsouisqbeny stafylokoky, enterobakteriemi,
plisnemi (Candida albicans, Aspergilus mykobakteriemi.

Primérni poruchy fagocytézy vznikaji vrozenym déen geri kodujicich
proteiny, které hrajilezitou roli v tomto obranném mechanismu, jsoutheté vzacné
a tvai asi 9 % vSech imunodeficienci. Sekundarni imufio@sce jsou ziskané
avznikaji v disledku msobeni vijSich nebo vninhich faktofi a jsou casté
(Bartinkova, 2002).

1.7.1 Porucha p&tu neutrofit:

Kostmanniv syndrom je ozn&ovan také jako&Zka kongenitadlnheutropenie.
Tento syndrom pé#t ke kvantitativnim poruchdm vrozené agranulocytoRyojevy
onemockni je prav@podobr’ mutace genu pro elastazu neutfofiV kostni deni
se narusi zrani neutrafilve stadiu promyelocytu nebo myelocytu. Kdé& se pouziva
rastového faktoru G-CSF, ktery je velmiigny. U WwtSiny pacieni po zahajeni kby
dojde ke zvySeni koncentrace neutrofilnich leukibciAestoze tyto neutrofily nejsou
zcela funkné kompletni, klinicky stav pacieiitse zlepsi. V fpact potreby byva Iéba
doplreéna antibiotiky. Nezabira-li tda G-CSF, je pacient indikovan k transplantaci
hemopoetickych kmenovych békn(Hoiejsi, Barfinkova, 2009; Baftikova, 2002).

Cyklicka neutropenie je podle novych poznaikziejmeé variantou pedchoziho
syndromu. Toto onemoéni je charakterizovano cyklickym poklesem granutacy
vintervalech asi 3 tydn Vtomto obdobi byvaji pacienti nachyjgi k infekcim.
| u téchto pacient byla prokdzand mutace neutrofilni elastazy, gi@ésoblasti genu
nez u Kostmannova syndromu. Klinicky obraz je padojako u kvantitativnich poruch
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neutrofiti. Mezi pfiznaky cyklické neutropenie gatnekrotizujici a ulcerozni zéty
sliznice a kize, které jsou provazeny hékami objevujicimi se v cyklech (Hejsi,
Bartinkova, 2009; Batfitikova, 2002).

1.7.2 Defekt adhezivnich molekul

LAD | syndrom

Pricinou tohoto vzacného syndromu je defekt leukocytérimtegrini. Muze se
jednat o kvantitativni nebo kvalitativni odchylkggjednotkyp, integrinovych molekul
CD11/CD18. Jedna se o mutaci genu, ktera ko@ujpodjednotku, umighého na
21. chromozomu nebo jeipina na posttransktgmi arovni. Syndrom je autozoméln
recesivni anebo se jednd o nové mutace. Tentotdgisobuje neschopnost neutréfil
piilnout k endoteliim a tim nedochazi k jejich putovao mista zéatiu. Adheze
ostatnich fagocyt neni touto poruchou ovliwna, nebé je zajifovana jinym typem
adhezivnich molekul (Barikova, 2002).

LAD Il syndrom

Pricinou tohoto syndromu je defektni exprese antigealyls- LewisX (SLeX,
CD15), ktery je ligandem pro P a E selektiny. Maoll@kni podstatou je mutace v genu
kédujici jednu z fukosyltransferaz. Tento enzympsdili na biosyntéze sialyl - Le
a jinych komplexnich sachafid Molekula CD15 je exprimovana na granulocytech,
monocytech, erytrocytech a endotelu (Bakbva, 2002).

1.7.3 Chronicka granulomatozni choroba (CGD)

Chronicka granulomat6zni choroba je vrozené onesmiczpisobené defekty
v enzymatickém systému NADPH oxidazy, kterd je wazana membran
fagocyfi, nebo abnormalitou v cytosolickych faktorech, &t@ou zapdebi k aktivaci
NADPH oxidazy a ke vzniku kyslikovych radikaljez gimo pisobi na poSkozeni
a usmrceni pohlcenych patogerPodle typu deficitni slozky NADPH oxidazovéeho
komplexu se jednd o formu vazanou na chromozom B0 ree onemocEni recesivi
dedicné (Goldblatt a Thrasher, 2000).
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Leukocytarni peet u pacient s chronickou granulomatézni chorobou
je v norng, je zde vSak defekt funkce fagocytujicich leukéeyimonocyl (makrofag)
a neutrofiti, které diky absenci respér@ho vzplanuti, a tedy tvorby reaktivnich forem
kysliku, nemohou  &nng usmrcovat  &které bakterie a plign
(Bartinkova, 2002; Feikova, 1995).

Defekt v tvorlg kyslikovych radikal smeiuje ke snizeni baktericidni schopnosti
u rekterych mikroorganisin ale vede i k dysfunkci &kterych lysozomalnich
degradanich enzyni a ty nemohou efektivnrozlozit pohlceny material. Vigledku
toho tvai granulomy, které jsou typické pro CGD (Baitova, Paulik, 2005;
Litzman et al., 2007).

1.7.4 Defekt dalSich enzym

Castjsi poruchou fagocytozy, nezli je absence NADPHIaxy, je autosomain
recesivni porucha enzymu myeloperoxidaza, ktéAst&né nebo Uuplg chybi
v azurofilnich granulich neutrofil a monocyi. Myeloperoxiddza ma mikrobicidni
funkci. Tento defekt se e projevit nachylnosti k plisvym a bakterialnim infekcim
i s velmi vaznym pibéhem U \tSiny pacieni vSak probiha asymptomaticky.

Existuji i dalSi defekty enzyim které postihuji myeloidni kiky, nag. glukdzo-
6-fosfat dehydrogenazy, katepsinu C, glutation ké&fly nebo glutation syntézy.
Defekty €chto enzymi mohou byt bd asymptomatické, nebo se projevi poruchami
chemotaxeci baktericidie, které vedou ke zvySené nachyln&stfekcim, obzvlast
plisiovymi anebo po poZiti kterych latek niZze dojit k hemolytické anémii
(Bartinkova, 2002; Kamani a Douglas, 1997).
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1.7.5 Sekundarni poruchy fagocytozy

Sekundarni imunodeficience jsou poruchy vznikayighribé¢hu Zivota vlivem
pusobeni vijSich a wvnitnich faktofi, jako nap. imunosuprese, ba
cytostatiky, ozéeni nebo fisobeni toxickych latek, které owvliuvji produkci
myeloidnich bugk v kostni deni a zfisobuji sekundarni neutropenie. Famikporuchy
ve smyslu stimulacei inhibice neutrofilnich granulocit jsou zmisobeny vazbou

autoprotilatekCi vlivem jinych fakto piitomnych v krevnim séru.

1.8 Laboratorni diagnostika poruch fagocytozy

1.8.1 Kvantitativni zastoupeni neutrofilnich gravaylt:

VysSefeni p@tu granulocyt a neutrofiti se provadi z celkového §ta leukocyf
v krevnim obraze. Z diferencialniho krevniho obrdze ziskat relativni zastoupeni
absolutniho petu jednotlivych bugk (Litzman et al., 2007).

1.8.2 Testovani schopnosti fagocytujicichdiupohltit cizorodouwastici

Jedna se o schopnost ingesce neboli pohlcené jeeravislé na opsonizaci a Ize
je posoudit testem s metakrylatovy®aisticemi nebo kvasinkamt( albican3.

V rutinnich imunologickych laboratith se donedavna pouzivaly pro posouzeni
schopnosti ingesce fagocytujicich Bknmikrosférické hydrofilni partikule (MSHP).
Jednalo se o hydroxyethylmetakrylatoséstice s nizkym negativnim nabojem, ktery
omezoval nespecifickou adherenci k Btmému povrchu (Litzman et al., 2007). Jako
prirozergjSi substrat se pouZzivaji kvasinky, hapC. albicans V tomto testu
se vypg&itava tzv. fagocytarni index, ktery vyjage paet pohlcenych mikroorganisim
na jednu bitku (Bartinkova, Paulik, 2005).
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1.8.3 Stanoveni miry exprese adhezivnich molekul

Provadi se hlawn pii podezeni na LAD syndrom. Stanovenim exprese
povrchovych glykoprotein CD11/CD18 na membranach lymfoéyt monocyt
a granulocyt vede k odhaleni deficience leukocytarnich adhézivnmolekul.
VySeteni se provadi na fokovém cytometru pomoci monoklonalnich protilatek
namienych proti a nebo B fetzci heterodimeru (Bakfikova, 2002;
Litzman at al., 2007).

1.8.4 Baktericidni testy

Tato metoda se pouziva jako screeningové ig8epro posouzeni baktericidni
schopnosti granuloct kterym vSak nelzetpsré stanovit v jaké fazi fagocytézy (od
adheze aZ po usmrceni pohlceného mikroorganisniid #goruse.

Baktericidni testy se mezi sebou liSi v pouzivérikroorganismu Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia) cdlySeteni se provadi z pIné krve, ke
které se fidava suspenzeiiglusného mikroba. Test se hodnoti podle pouzitého
substratu. Jednak se stanovicgtopreZivajicich mikrob vyotkovanych na Zivnou
pudu, jednak se pouziva vitalni barveni methylenowondti, kdy se mikroskopicky

hodnoti usmrcené mikroorganismy (Litzman et alQ720

1.8.5 Testy oxidamiho metabolismu granuloait

Jedna se o testy posuzujici kyslikovy metabolisgrenulocyl, ktery je
aktivovan v piibéhu fagocytdzy a vyznamdrkoreluje s jejich mikrobicidni schopnosti.

Test redukce tetrazoliovych soli

Pati sem NBT test (nitro-blue-tetrazolium test) a INBt (iod-nitro-tetrazolium
test). Princip obou testje zaloZzen na redukci rozpustnych bezbarvych zeli@vych
soli na modry nerozpustny formazan. Ten se ukladoure krystali v cytoplazng

fagocytujicich buék. Do fagocyt nejprve vstupuje rozpudta nebarevna forma

26



substratu a ta se oxigdd@mi pochody mini na nerozpustnou barevnou latku.
Vyhodnoceni se provadi na siii v optickém mikroskopu, kdy je vysledek vyiéad
jako procento pozitivnich bgk s tma¥ modrymi skvrnami formazanu, nebo
piesréjSim fotometrickym vyhodnocenim po provedené exdrakniklého formazanu.
Fagocyty jsou stimulovany nap ryZzovym Skrobem nebo zymozanem
(Litzman at al., 2007; Bartikova, Paulik, 2005).

Chemiluminiscenéni test

Jednd se o citlgfSi metodu kvantitativniho sledovani respiréno vzplanuti.
Princip tohoto testu je zaloZzen na skuesti, Ze biiky prfi fagocytéze emituji mala
mnozstvi swtla, které lze detekovat. Chemiluminiscence se i&v@idanim
stimulu, ktery aktivuje fagocytozu. Nejpneji se pouziva PMA (phorbol — myristat —
acetatu). Ten pomoci proteinkinazy C aktivuje NADBXidazu. Jako dalSi stimuly se
pouzivaji 1% ryzovy Skrob nebo zymozan. Dojde lpi@gnimu vzplanuti a vznikaji
vysoce reaktivni latky, které reaguji s mikrobyvzaiku karboxylovych slotenin. Ty
jsou elektrono¥ nestabilni a  navratu do zakladniho stavu pak dochazi k emisi
fotoni. K zesileni s#tla a indukci tvorby sétla se vyuZivaji luminiformy, néast;ji
luminal. Test je vhodny pro diagnézu chronické gtamatdézy a to k zachyceni
poruchy v NADPH oxidazovém a myeloperoxidazovém t&ys (Barinkova,
Paulik, 2005; Litzman et al., 2007).

Burst test

Timto testem se kvantitatign hodnoti respiréni vzplanuti granulocwt
v heparinizované krvi gfenim na pitokovém cytometru. Jedna se o modifikaci
piedchoziho testu.

Princip testu spfivd ve vyuZiti oxidani redukce dihydrorhodaminu 123
na zelel fluoreskujici rhodamin 123 pomoci peroxidu, hyddoxych radikéal
a superoxidovych aniofnfpri aktivaci respiraniho vzplanuti. Pro aktivaci fagocytozy se

pouZzivaji opsonizované bakterescherichia colia PMA. Dochazi k respi¢gaimu
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vzplanuti za vzniku hydroxylovych radikél peroxidu vodiku a superoxidovych
anionti, které redukuji dihydrorhodamin na rhodamin128rkspontanéfluoreskuje.

Fluorescence je pak hodnocena naitgkovém cytometru. Stanovuje se
stimulani index a procento (get) granulocyi produkujicich oxidativni radikaly, tedy
zelert  fluoreskujici  buiky. Vyhodnocuje se také aktivita spontannich
tj. nestimulovanych fagocyt (Litzman et al., 2007; Bartikova, Paulik, 2005;
Elbim et al., 1999).
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cile prace

Cilem prace bylo sestaveni literarni reSerSe na déma, zvladnuti laboratorni
metodiky a naréné prace s @tokovym cytometrem a zakladnim vyhodnoceni

klinickych dat v rozsahu moZznosti rutinni imunoldg? laboratée.

2. 2 Hypotézy

Predpoklada se ugpné zavedeni daného vy&eti do laborat@. DalSim
piedpokladem je, Ze ziskané vysledky regmpitao vzplanuti budou ve shéd
s literarnimi Udaji a to, Ze primarni defekt fagway je velmi vzacné onemogmi. Se

sekundarnimi poruchami tohoto imunologického meidman se mzeme setkatastji.
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3. MATERIAL A METODY
V obdobi let 2009 aZ 2012 jsem vyhodnotila ponrétokové cytometrie 611

pacienti, u kterych byla v ramci diferencialni diagnostiggovedena bufgna imunita

véetre respir&niho vzplanuti.

3. 1. 1 Material

Diagnostiku respitniho vzplanuti jsem provedla z nesrazlivé perifeknie
odebrané do zkumavky s heparinem. Krev nesmi bgbi@gha do EDTA nebo citratu
sodného, nehtato antikoagukni ¢inidla rusi funkni stanoveni.

Pouzila jsem komeni soupravu FagoFlowExod firmy EXBIO. VySeteni
jsem provedla podle zavedenych postup Laboratdich imunologie v Nemocnici
Ceské Budjovice a.s.

Nakonec jsem vys@ni vyhodnotila na p@tokovém cytometru Cytomics
FC 500 nebo na NAVIO%od firmy Beckman Coulter.

3.1.2 Reagencie

. Escherichia coli

. PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)
. PBS ( phosphate buffered saline)

. DHR 123 (dihydrorhodamin 123)

. Demineralizovana voda

. Fyziologicky roztok (NaCl 0,9 % wi/v)

. Lyzacni roztok

3.1.3 Riprava reagencii

. E. coli - lyofilizované bakterie E. coli rozpustim pomoci 200 ul

demineralizované vody a suspenzi promicham na wxorté&Nepotebné mnozstvi
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suspenze lze skladovat v lednidi @ — 8 °C nejdéle 24 hodintfipadre zamrazit
pri < 20 °C.

. DHR 123 - pred pouZzitim rozpustim pomoci 600ul demineralizovandy

a roztok promicham na vortexu. Nefsliné mnozstvi roztoku Ize skladovat v lednici
pii 2 — 8 °C nejdéle 8 hodinfipadré zamrazit pi < 20 °C. Zamrazeny roztok DHR123
se musi spéebovat do 14 dn Skladovani zamrazeného roztokuize zmsobit az
20% pokles stimukaich index.

. PMA - pied pouzitim rozpustim pomoci 200l demineralizoveody a roztok
promicham na vortexu. Negebné mnoZzstvi suspenze Ize skladovat v ledtiici p

2 - 8 °C nejdéle 24 hodinfipadré zamrazit pi < 20 °C.

. Lyzaéni roztok — je @ipraven pro okamzité pouZziti.

3. 1. 4 Paotebné vybaveni

. Demineralizovana voda
. 5 ml zkumavky pro barveni bk

. Sada automatickych pipet s jednordzovyméisami

. Vortex

. Termostat nastaveny na 37 °C

. Centrifuga

. Pratokovy cytometr - excitace modrym laserem 488 nmise z&eni (i

525 nm (FITC)

3. 2 Metodika

3. 2. 1 Princip metody

Princip testu je zaloZen na ¢teni respiréniho (oxid&niho) vzplanuti
granulocyi po jejich stimulaci inaktivovanymi bakterietai coli. Po ingesci bakterii je

ve fagocytech aktivovana NADPH oxidaza, kterd dpespir&ni (oxidani) vzplanuti.
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Vznikajici reaktivni meziprodukty uviiitfagocyti oxiduji dihydrorhodamin 123

(DHR123) na fluoresceéni produkt rhodamin 123, ktery je detekovaritpkovym

cytometrem. Pozitivni kontroluredstavuje vzorek, ktery je inkubovan s PMA (phorbol

12 - myristate 13 - acetate), ktery spusti respirazplanuti i bez adheze a ingesce

patogenu granulocytem.

3. 2. 2 Postup metody

Pro vySeteni jednoho vzorku krve pacienta jsou zagot 3 zkumavky.

V 1. zkumavce ozri@né jakadk mame nestimulovanou negativni kontrolu.
Ve 2. zkumavce oziané jakoP je pozitivni kontrola stimulovana PMA.

Ve 3. zkumavce oziané jakaA je vzorek stimulovany susperizicoli.

Do zkumavky:

* A (vzorek krve stimulovany bakteriemi) jsem napipeiavl0 pl suspenze
E. coli

» K (negativni kontrola) jsem nedala nic

* P (pozitivni kontrola) jsemifdala 10 pl roztoku PMA

Do vSech zkumavek jsem odhia 50 pl krve s heparinem a zkumavky

promichala pomoci vortexu.

Do vS8ech zkumavek jsen¥igala 10 ul rekonstituovaného roztoku DHR 123

a zkumavky promichala pomoci vortexu.

Zkumavky jsem inkubovalaipteplog 37 °C po dobu 40 minut.

5. Poté jsem fidala 50 pl lyzaniho roztoku (Lysing Solution), zkumavky

promichala pomoci vortexu a inkubovala 5 mintiigboratorni teplat
Poté jsem do zkumavekigala 3 ml demineralizované vody, promichala pomoci
vortexu a inkubovala fiblizn¢ 5 - 10 minut @ laboratorni teplat, dokud

nedosSlo k lyze&ervenych krvinek.

. Zkumavky jsem centrifugovala 5 minuiti 8300 g.
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8. Odstranila jsem supernatant a tepala sediment pomoci 0,2 - 0,4 ml pufru
PBS.

Test jsem nasled@nvyhodnotila pomoci fitokového cytometru. Nagbend data
stimulovaného vzorku, pozitivni a negativni konyreke zobrazuji v grafu side-scatter
(SSC) ku forvard-scatter (FSC) a nebo FSC/ SSClilZyeme si populaci buik, ktera
m¢ zajimala (obr. 1.), v tomtotipact se jednalo o populaci granulogytViivem
ingesce bakterii dochazi k posunu populace gragpilocSSC/FFC grafu. Ohrar@ni
populace je feba nastavit individuaén podle jednotlivych vzonk Posléze mame
zobrazeni ohraténych granulocyit v histogramech (obr. 2, 3, 4.), kde na ose X je
intenzita fluorescence ve FL1 pro FITC a na oseeYpget burgk. Vhodnym
ohrantenim populaci jsem spidala procentudlni zastoupeni pozitivnich a negativ
granulocyli a jejich paimérnou intenzitu fluorescence (MFI) (Tabulka 1 a 2).
Granulocyty stimulované PMA at. col, u  kterych doSlo k respitaimu
vzplanuti, vykazuji intenzivni fluorescenci rhodamil23 ve FITC kanalu. Vysledky se
vyjadiuji jako relativni zastoupeni (procento) bBkinozna&enych rhodaminem 123
nestimulovanych a stimulovanyck. coli nebo PMA. Nasledh jsme stanovila
tzv. stimul&ni index (SI), ktery se vyg@ita jako pondr pramérné intenzity fluorescence
pozitivnich granulocyt stimulovanychE. coli (MFI - POZ) a pdmérné intenzity
fluorescence nestimulovaného - negativniho koninolnvzorku (MFI - NEG).
Stimulani index slouZzi pro iibliZné porovnani intenzity respifaiho vzplanuti mezi

jednotlivymi vzorky krve (Fibalovy letdk od firmy EXBIO).

S|= MFI — pozitivni
MFI — negativni
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Obr. 1: Ohraniena populace granulodyt
Zdroj: pribalovy letak firmy EXBIO
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Obr. 2: Histogram populace nestimulovanych gracyifo- negativni kontrola
Zdroj: gibalovy letak firmy EXBIO
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Tabulka¢. 1: Nestimulované granulocyty — negativni kontrola
Zdroj: gibalovy letak firmy EXBIO

Populace Pdet bunék MFI - NEG
Negativni 98,2 33,3
Pozitivni 1,77 751
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Obr. 3: Histogram populace stimulovanychhgtacyti PMA - pozitivni kontrola
Zdroj: pribalovy letak firmy EXBIO
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Obr. 4: Histogram populace stimulovanych granuld&ytcoli
Zdroj: gibalovy letak firmy EXBIO
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Tabulka¢. 2: Granulocyty stimulovarig. coli

Zdroj: ibalovy letak firmy EXBIO

Populace Pdet bunék MFI - POZ
Negativni 0,56 130
Pozitivni 99,4 3391




Tabulka¢. 3: Referetini hodnoty respiraiho vzplanuti granulocit

Stimulani index

% stimulovanych

granulocyi E. coli

% stimulovanych
granulocyit PMA

> 80%

>80%

4. VYSLEDKY

V obdobi let 2009 — 2012 bylo v naSi imunologic&Bdratdi vySeteno celkem
611 pacient, u kterych byl proveden test resgingho vzplanuti na zaklgédoozadavku
oSetujiciho |ékde a jejichz vysledky jsem v nasledujici kapitoldhegnotila. Jednalo
se 0 pacienty zejména z imunologickych ordinaétskd/ch a gastroenterologickych

odckleni (Tabulkac. 4.). NefasgjSi diagn6zou u pacieints vySetenim respiréniho

vzplanuti granulocyit byla imunodeficience (Tabulka 5)

Tabulka¢. 4: Oddleni nefastji pozadujici vySdeni respiraniho vzplanuti

Zdroj: vlastni vyzkum

Imunologické ordinace 310 5 17 288
Gastroenterologické odkbni 103 1 6 96
Détské oddleni 85 5 11 69
Interni odeleni 25 0 3 22
Infekéni oddtleni 10 0 1 9
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Tabulka¢. 5: Rozdleni pacieni dle nefasgjSich diagnoz

Zdroj: vlastni vyzkum

D849 | Imunodeficience 131 2 10 119
D839 | B&Zna variabilni imunodeficience NS 79 0 0 79
D848 | Jiné specifické imunodeficience NS 77 0 4 73
D899 | Porucha tykajici se mechanigmmunity 50 1 4 45
R509 | Horetka NS 24 2 3 19
J459 | Astma NS 22 0 1 21
D803 | Selektivni defekt poditd Ig G 1 0 0 1

Nasledr jsem pacienty rozdila podle pohlavi, ¥ku a stimul&niho indexu
(Graf¢. 1,¢. 2).

Grafé. 1 : P@et zastoupeni mialle wku a stimul&niho indexu

Zdroj: vlastni vyzkum
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Na grafucislo 1 vidime zastoupeni muzské populace. Celkeln bySeteno
247 pacient, které jsem rozflila podle w¥ku na muze do 18 let a nad 18 let.
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Ve skupirg do 18 let bylo 168 muZ a z toho vyraz& snizeny SI 0 — 20 &o 8.
10 muz mélo snizeny SI 21 - 30 &t8ina (149) mla normalni SI v rozmezi 31 — 200.

DalSi skupinou byli muzi nad 18 let, kterych bgklkem 79, z toho se SI 0 - 20
bylo 5 mu#, se SI 21 - 30 jich bylo 10 a 64 vy&stanych mu# tohoto ¥ku melo Sl
31 -200.

Graf¢. 2: P@et zastoupeni Zen dl€éku a stimul&niho indexu

Zdroj: vlastni vyzkum
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Na grafucislo 2 vidime zastoupeni Zenské populace, kdy by$eteno celkem
364 Zen. Ve ¥koveé kategorii do 18 let bylo 159 Zen a z toho B} 20 n¢la 1 Zena,

Sl 21- 30 bylo zaznamenéano u 11 Zert§ina (143) vySébvanych pacientek &a
S1 31 - 200.

Zeny nad 18 let &ku, kterych bylo celkem 206, byly dle S| rahehy
nasledova: vyrazré snizeny SI 0 - 20 &y 2 Zeny, ve skupise snizenym S| 21 - 30
bylo 10 Zen a 191 vySetrovanych Zen tohatkuvelo normalni SI 31 — 200.

Ve skupi Zen i mui se vyskytl material, ktery nebylo moZzno zpracovat
vétSinou z divodu chybného odiou do zkumavek s nevhodnym antikoagulan
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¢inidlem (citrdt nebo EDTA), pdfpac nebyla dodana nesrazliva krev. Celkem
se jednalo o 7 ifpadi.

V nasledujici tabulce. 6 jsou blizSi informace k paciéimh s vyrazg snizenym
stimulanim indexem (SI 0-20), u kterych bylo podeai na vazgsi poruchu

fagocyt6zy. Celkem bylo zaznamenano ipadi s vyrazi snizenym Si (0 — 20).

Tabulka¢. 6: Skupina paciefits pode#zenim na poruchu fagocytézy se S1 0 — 20

Zdroj: vlastni vyzkum

Pohlavi a &k SI  E.coli Dg. Roénik Oddéleni
Muzi do 18 let 12 | 43% | J458 1997 | Imunologické oddleni

11 | 45% | J301 1997 | Imunologické oddleni
15 | 98% | D849 2004 | Imunologické oddleni
18 | 92% | A844 2007 | Détské oddleni
8 82% | R509 2006 | Détské oddleni
19 | 88% | R560 2010 |Detské oddleni
12 | 46% | J209 2008 | Détské oddleni
19 | 73% | R509 2012 | Détské oddleni

Muzinad 18 let | 20 | 98% | JO69 1988 | Interni oddleni

12 | 98% | K831 1945 | Gastroenterologické odkni
12 | 98% | C218 1947 | Onkologické oddleni

19 | 99% | R060 1919 |ORL

20 | 98% | JO38 1975 | Interni oddleni

Zeny do 18 let 15 | 83% | D849 2007 | Imunologické oddeni
Zenynad 18 let |10 |72% |C510 |1950 Onkologické oddleni

16 |81% |D899 |1978 Imunologické oddeni
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V tabulce ¢. 7 uvadim pacienty s vyragzmsnizenym Sl (0 - 12) nezavisle

na pohlavi.

Tabula¢. 7: Vybrané skupina paciéns vyrazg snizenym Sl (O - 20)

Zdroj: vlastni vyzkum

Aktiv. Kontr.
Roénik Diagnéza SI granulocyty granulocyty

PS 2008 Akutni bronchitida 12 |46% |11% |5.1 0,59
2006-1. odbr | Horetka 8 [82% |- 6.2 0,75
2006-2. odbr | Horetka 70 |98% |- 36,5 0,52
1945 Neprichodnost Zltovodu 12 [98% |- 10,1 0,85
1947 ZN-léze gesahujici rectunijt’ afitni kanal | 12 {98% |- 7,5 0,61
1950 ZN-velky stydky pysk 10 |10% |- 3,2 0,32

U pacienta - rénik 1997 byl zaznamenaniip opakovaném vySg&ni
respir@niho vzplanuti vyrazhsnizeny Sl (12 a 11) i snizené procento aktivogany
granulocyti (43% a 45%). Z obou vy&eni je patrné, Ze Sl i procento aktivovanych
granulocyt E. colijsou u tohoto pacienta opako¥asnizené, tudiz zde bylo vysloveno
podezeni na imunodeficienci a dop@eno =zaslat pacienta na specializované
imunologické oddleni.

Také u pacienta PS 2008 byl zaznamenan snizen$23la snizené procent
aktivovanych granulocyt stimulaci PMA i E. Coli (46%) S podezenim
na imunodeficit byl pacient odeslan na imunologd 8lemocnice Motol v Praze.
Opakovany odér nentla naSe laboratgiz k dispozici.

U ostatnich paciefitse snizenym Sl nebylo prokadzano vyrazné snizexepto
aktivovanych granulocyta byl doporden opakovany odi a vySeteni k definitivnimu
vylouéeni defektu. Pouze u pacientamtk — 2006 jsme #li k dispozici ke srovnani
opakované vysetni stasovym odstupem odipodniho, kdy u pacienta byl prokazan
systémovy infekni zarét. Opakované vyS@ni respirdniho vzplanuti neprokazalo

primarni defekt fagocytézy.
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V nasledujiciéasti uvadim vysledky 2 paciéntPrikladem pacienta s normalnim
respir&nim vzplanutim, které ne&sci pro poruchu fagocytézy granuloéyje pacient
NK 1981 (grafickd dokumentace 1A - 3B), u kteréleo grocento aktivovanych
granulocyti stimulovanych PMA &E. coli a SI v nornd. Tyto hodnoty nesidci
0 poruSe fagocytdzy v respirdm vzplanuti.

U pacienta PS 2008 (graficka dokumentace 4A - 68D lzjiSttno nizke
procento aktivovanych granulodystimulovanych PMA &.coli a vyrazg snizeny Sl,
na jejichz zakladl bylo vysloveno podéeni na mozny defekt ve fagocytarnim

mechanismu (Tabulka 8).

Tabulkac. 8: Stimul&ni index a procentualni zastoupeni aktivovanycmgacyti bez
stimulace a se stimulaci u vybranych padiévikK 1981 a PS 2008

Zdroj: vlastni vyzkum

NK 1981

zdravy 0,80 99,87 99,70 58,90
PS 2008

deficit 0,97 10,99 46,26 11,90

Graficka dokumentace vysletlknéieni pltokovym cytometrem u paciintNK 1981
a PS 2008:

Zdroj: vlastni vyzkum

1A -3B

1A, 1B - bez stimulace

2A, 2B - stimulace PMA u zdravgarienta NK 1981

3A, 3B - stimulacée. coli

4A - 4B

4A, 4B - bez stimulace

5A, 5B - stimulace PMA u pacientaagologickym respiraim vzplanutim -
6A, 6B - stimulacee. coli deficit v MPO PS 2008
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5. DISKUSE

Zakladnim pedpokladem spra¥nprovedeného furidniho testu respitamiho
vzplanuti je dodrZzeniipdepsané preanalytické faze, tedy zejménaradbesrazlivé
krve do vhodného antikoagulantuc¢asu od odéru po zpracovani. Pro stanoveni
respir&niho vzplanuti by nesrazliva krewta byt odebrana do zkumavky s heparinem,
jelikoz odkér do EDTA nebo citrdtu f¥e ovlivnit vySeteni. Tato antikoagutai
ginidla rusf funkni stanoveni tim, Zze dochazi k vyvazanf'Ganti, které jsou dlezité
pro pichod membranou lky (Pribalovy letéak od firmy EXBIO). Blezitou roli také
hraje wasné dodani vySetvaného materialu do laboré&o Samotné stanoveni tohoto
funkéniho testu by se &o provadt do 8 hodin po odiyu. Literarni zdroje uvagi, ze
jednotliva vySeteni a pouZité reagencie musi byt velmi specifielkd, neovlivnily dalsi
dulezité procesy v hice, které maji fimy vliv na oxid&ni vzplanuti. Nafiklad
piitomnost latek, které by negativovlivnily transkrigini faktor NB, ktery je gimo
zodpowdny za syntézu $D,, by byla velmi nezadouci (Kaul et al. 1996).

Podle celéfady experimentalnich studii tthe byt stanoveni oxidaiho
vzplanuti ovlivieno mnoha latkami, jako jsou ndiklad hydroxyperoxidy (ROOH)
&i tert-butylhydroperoxid, kterégsobi na zvySeni koncentrace vapenatychii¢ee™)
puasobenim proteinkindzy C uvhibuiky, a tim sniZzeni aktivity produkce oxigich
radikali (Murphy et al., 1995). lonty jako je Zra Cd" jsou zodpowdné za redukci
NADPH a tim i zastaveni signalni drahy, ktera veéde vzniku peroxidu vodiku
v aktivované biice (Murphy et al., 2006). Naopak acetylcholinestar&tera se dokaze
vazat na monozovo-fukusové receptoryjtggnné na povrchu makrofag zpisobuje
zvySeni aktivity &chto burk. Jedna se tedy o dalSi signalni drahu, kter&lma
aktivovat fagocyty (Klegeris et al., 1996).

Pri interpretaci laboratornich vysledlkrespir&niho vzplanuti bychom &
také brat getel na to, jestli pacient neprddva v dols vySeteni rgjaké infekeni
onemocgni, jako napiklad pneumonii, bakterialni infekci, sepsi a dakia se, Ze tato
onemockni by mohla byt ficinou ,unavy“ granulocyi, ktera se projevi jako snizeni
Sl respirg&niho vzplanuti s normalnim procentem aktivovanycnglocyti. Proto by

bylo velmi ginosné, aby se ¥¢hto gipadech vySéeni opakovalo a jednozér& se
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stanovilo, zda se jedna o imunodeficienci nebdexipodné sniZeni respird aktivity
granulocyti. V pripadt podezeni na imunodeficienci je nutné provést genetické
vySeteni na specializovaném pracovisti.

Z celkového pétu vySetenych pacierit (611) byli jenom 2 pacienti, ktemgli
snizeny S| za s@asného vyrazného sniZeni procenta aktivovanych ubpreyt.
Snizené procento aktivovanych granulégcgtimulovanych PMA &. coli a nizky Sl
ukazuje na mozné zavazné onemmérchronické granulomatozy, ktera jeuspbena
mutaci genu kodujici enzym fagocytarni NADPH-oxidaY prvni fad je ale teba
nejprve vylodit defekt enzymu MPO, ktery v ramci imunodeficiefi@gocytézy byva
castjSi a ktery se v Burst testu projevi p¥avyrazré snizenym az negativnim Sl
I procentem aktivovanych granulogyfLitzma et al., 2007). V ramci nasi imunologické
laboratde je mozno pomoci firokové cytometrie odtit intracelularni pitomnost
enzymu MPO v granulocytech specifickou monoklongprbtilatkou. Ale i toto
onemocgni je feba nakonec potvrdit genetickym vy&etim.

U prvniho pacienta - tmik 1997 - byl prokazan defekt fagocytdzy opakovany
vySetenim respir&niho vzplanuti, které bylo posléze dopio vySetenim
intracelularni pitomnosti enzymu MPO v granulocytech pomoci monaé&loi
protilatky. V tomto pipadt byla zaznamenana velmi nizkad exprese MPO. Vgséet
potvrdilo ¢ast&ny defekt tohoto enzymu ve fagocytech.

Také u pacienta PS 2008 (grafickd dokumentace 8B) byl nakonec prokazan
deficit v enzymu MPO. Gft zde byl sniZzeny Sl a sniZzené procento aktivoManyc
fagocyti stimulovanych PMA &. coli.

U dalSich paciefit se snizenym Sl se nejednalo o primarni defektcggay,
ale vzhledem knormalnimu nebo jen mdirgnizenému procentu aktivovanych
granulocyt by mohlo jit o sekundarni postizeni fagocytujicktiaty vlivem
onkologického onemoeni, pripadre jeho I&bou.

U malého pacienta- énik 2006 se Sl 8 a normalnim procentem aktivovanych
granulocyt, bylo vyzadano a provedeno opakované \gsetpo odezéni akutniho
infekéniho zawtu, které vylodilo mozny imunodefekt. Zde byla snizena respifa
aktivita granulocyi pravd&podobr ovlivnéna infekci.
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Z vysledki je patrné, Ze zavazné primarni defekty v mechanisagocytdzy
jsou velmi vzacné a jejich zachyt byvétsinou jiz v dtském ¥ku, jelikoZz se jedna
o primarni imunodeficienci. Proto ma toto vy®eti stzejni vyznam u é&i
s pode¥enim na imunodeficienci (Krejsek et al., 2004)

VySeteni respiréniho vzplanuti pitokovym cytometrem je velmi specifické
a presné stanoveni. Je zasadni pro potvrzeni nebo éeylouchoroby, ktera je
zpiusobena poruchou fagocytarnich funkci, a to chranigkanulomatozni chorobyi
jiného primarniho defektu (Litzman at al., 20079n®ci cytometru je zaji&ho citlivé
a presné nieni p@tu neutrofifi, které jsou schopny generovat reaktivni formy ikysl
a tim odhalit zdvazné primarni inunodefekty nejegejich homozygotni, ale
I heterozygotni forr a odliSit je tak od fechodnych¢i sekundarnich stavoslabeni

imunity.
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6. ZAVER

V nasi imunologické laboratiose mi podé#lo UspssSre zavést metodu Burst testu
zaloZenou na detekci respingho vzplanuti pitokovym cytometrem do rutinni praxe.

Podle pedpoklad mela wetSina vySaibvanych pacieit fagocyty
imunokompetentni, coz znamena, Ze byly schopny ykwal kyslikovych radikdl
jakozto dilezitého baktericidniho mechanismu imunitniho gsysté Ve 2 pipadech
bylo na zaklad vySeteni respiréniho vzplanuti pomoci ptokové cytometrie
vysloveno podeazni na zavazny defekt fagocytdzy, ktery byl nasiedké potvrzen.
Se snizenym SI, ktery je jednim z pararindtodnoceni respitaiho vzplanuti aktivity
granulocyi, se setkavame i u paciénd pfrechodnym oslabenim fagocytozy feejt|i
vlivem infel¢niho za®tu, onkologického onemoéni ¢i jeho I&bou. U gchto pacient
je vSak procento aktivovanych fagoiytormalni.

PrestoZze je vyskyt poruch fagocytdzy nizky, je diagiika tchto defekd
vyznamna zejména wiskych pacierit, u kterych je v ramci diferencialni diagnostiky

nutno vylowit Zivot ohrozujici imunodefekt.
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