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Vazené kolegyné a kolegové,

v dnesnim vydani laboratornich listd Vam pfinasime podrobné informace o vy3etieni respiracniho vzplanuti.
Prijemné Cteni.

VYSETRENI RESPIRACNIHO VZPLANUTI MERENIM
OXIDACE DIHYDRORHODAMINU NA RHODAMIN

Fagocytoza je zakladnim mechanismem obrany patfici do vrozené imunity clovéka. Jedna se o proces, kdy speciali-
zované buriky imunitniho systému oznacované jako profesionalni fagocyty pohlcuji, usmrcuji a rozkladaji mikro-
organismy a jiné nezadouci struktury. Mezi profesionalni fagocyty patfi neutrofilni granulocyty a mononuklearni
fagocyty. Laboratorni vysetieni fagocytézy ma prakticky vyznam pri diagnostice chorob, které jsou zplsobeny
poruchou funkce téchto bunék. Poruchy fagocyt6zy mohou byt vrozené i ziskané.

V pribéhu fagocytozy dochazi k vyrazné metabolické aktivité fagocytujicich bunék, tento déj se oznacuje jako
respiracni vzplanuti, které vyznamné koreluje s mikrobicidni schopnosti fagocytl. Prakticky vyznam maji testy
redukce tetrazoliovych soli, chemiluminiscence a oxidace dihydrorhodaminu na rhodamin méfena pritokovym
cytometrem. Jedna se o tzv. burst test.

PFi respiracnim vzplanuti dochazi ke stimulaci povrchové membrany fagocyt( a k aktivaci enzymu NADPH-oxidazy.
PFi této reakci se zvy3ené spotfebovava kyslik a ten se pfeménuje na reaktivni kyslikové derivaty se silnymi oxidac-
nimi vlastnostmi:

1. O; - ... superoxidovy anion
2. H30; ... peroxid vodiku
3.10; ... singletovy kyslik

4. HCLO ... kyselina chlorna
5. OH. ... hydroxylovy radikal

Ustfedni dlohu v respiraénim vzplanuti zaujima jiz zminény enzym NADPH-oxidaza. Je to komplex nékolikasloZek,
které se postupné aktivuji a vaZou na sebe dalsi enzymatické systémy zejména myeloperoxidazu (MPO).

Klinicka indikace:

Pacienti s imunitnim deficientem jsou v klinické praxi zachyceni na zakladé opakovanych infekci. Mezi nej¢astéjsi
genetické poruchy pfirozené obranyschopnosti patfi poruchy fagocytarni a zabijecské aktivity neutrofilnich granu-
locytd, monocytl a makrofagl, které byvaji zpGsobeny deficitem myeloperoxidazy (MPO, prevalence neni znama),
chronickou granulomatézou (CGD, prevalence 1:250 000.) nebo deficitem glukéza-6-fosfat dehydrogenazy (G6DP,
prevalence neni zndma). VSechny tyto nedostatky vedou k vaznym chronickym infekcim, které jsou odolné proti
standardni lécbé. Fagocyty nejsou schopny Gc¢inné znicit intracelularni i pohlcené extraceluldrni patogeny, bud' kvali
poruse ingesce partikuli nebo kvuli sniZené intenzité respiracniho vzplanuti.

CGD je rGznoroda skupina genetickych onemocnéni s deficitem ve vice enzymech kaskady NADPH oxidazy vytvére-
jici reaktivni kyslikové radikaly. Aktivni NADPH oxidaza zdravého jedince katalyzuje reakci NADPH s kyslikem
a produkuje NADP+ a superoxidovy radikal O2-, ktery prochazi fadou dalSich reakci vedouci k produkci singletového
kysliku a peroxidu vodiku, ktery je transformovan myeloperoxidazou. Pacienti s CGD trpi nejen opakujicimi se infek-
cemi, ale téZ nadmérnymi zanétlivymi neinfekénimi stavy.

Deficit MPO ma za nasledek kvantitativni nebo funkcni nedostatek nasledného generovani hydroxylovych radikald
a chlornanu z peroxidu vodiku enzymem myeloperoxidazou. Chlornan je povaZovan za hlavni zabije¢ patogena pfi
respiracnim vzplanuti.
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Enzym G6PD se Gcastni drahy hexaza monofosfatu, tedy jednoho z hlavnich procesd tvorby NADPH. SniZzena aktivita
G6DP je spojena s chronickou nesférocytickou hemolytickou anémii, mizZe téz zpUsobit sniZeni respiracniho vzpla-
nuti fagocytl. V tomto pfipadé jsou pfiznaky podobné s CGD.

Vsechny vyse uvedené nemoci spojené s fagocytarni funkci ilustruji daleZitou roli fagocytd pfi odstrariovani a usmr-
covani patogend pro udrZeni homeostazy organismu.

Vyhodnoceni testu
Z namérenych dat jsou vyhodnocovany dva parametry, které indikuji podezieni na poruchu respiracniho vzplanuti:

a) Procentualni zastoupeni pozitivnich granulocytd, které vykazuji respiracni vzplanuti po stimulaci bakteriemi
E. coli.

Po stimulaci E. coli se vechny granulocyty Ucastni respiracniho vzplanuti. V nékterych pfipadech mize pacient
zdédit od jednoho rodice nefunkéni granulocyty. Potom se na obrazku, kde jsou buriky stimulované E. coli, objevi
dva piky.

b) Stimulacni index, ktery predstavuje pomér MFI pozitivnich granulocytl stimulovaného vzorku a MFI negativnich
granulocytl negativniho kontrolniho vzorku.

Stimulaéni index slouZi pro pfiblizné porovnani intenzity respira¢niho vzplanuti mezi jednotlivymi vzorky krve.
Stimulacni index je ovlivnén experimentalnimi podminkami v laboratofi a nastavenim pratokového cytometru.

Odbér:

* Vzorek Zilni krve odebrat do heparinu.
* Vzorek uchovavat pri pokojové teploté (nechladit ani nemrazit).
* Do laboratore dodat v co nejkratsim case.

Prosime o dodrZeni preanalytické faze.
Dodani do laboratore:

* Vysetfeni je provadéno kazdy den od pondéli do Ctvrtka.
+ Vysetfeni se neprovadi v patek a den pred statnim svatkem (jednd se o funk¢ni test).

Obr. 1 Ohraniceni populace granulocytu. Obr. 2b Histogram granulocyt( negativni kontraly. Obr. Z¢ Histogram stimulovanych granulocytd.
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