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STUDIUM FAGOCYTOZY JAKO MECHANISMU NESPECIFICKE PROTIINFEKCNI ODOLNOSTI

Plk. MUDr. Josef VANCURIK, RNDr. Miroslav SVEC
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha
(nacelnik: plk. MUDr. Vladimir Kotla¥, CSc.)

Imunologie v arm&adnich podminkdch musi
byt schopna vySetfit a testovat protiinfekéni
imunitu, jejiZ Grovein miZe byt u riznych jedin-
cl odliSnd a miZe i znacné kolisat vlivem zev-
nich ¢initeld. Vyraznym mechanismem nespe-
cifické ochrany proti infekci je fagocyt6za. Pra-
ce soucasné doby ukazuji stdle ndzornéji vel-
kou komplexnost fagocytozy. Jde jednak o fa-
gocytozu granulocytd, kterd se uplatiiuje spise
v lokélnich procesech, a fagocytozu retikuloen-
dotelovym systémem jater, sleziny a plic, jez
mé rozhodujici podil na ocisté krevniho recis-
té. Oba systémy jsou vSak stejné vnimavé na ty-
téZ noxy, takZe vySetfeni fagocytarni funkce
granulocyti poskytuje vesmés i informaci
o funkci RESu, s vyjimkou specidlnich p¥ipadl
(myelozy apod.). Fagocytdéza méa vSak velmi Gz-
ké propojeni s humoralnimi faktory, mimo jiné
s komplementem, a stdva se tak multifaktoro-
vym jevem. Pokrok v této oblasti vSak narazi
mimo jiné i na moZnosti technické a metodické.
SnaZime se proto pristupovat k vySetfeni fago-
cytarni funkce komplexné, tj. vypracovat a vy-
uZit vhodné nové metody, které by davaly pfed-

poklady k dalS$imu hlubSimu studiu podminek
a okolnosti, které se pri fagocytéze spoluticast-
ni. Takovou novou metodou, kterou jsme vy-
pracovali, je sklickovy test.

Metodika

Na podlozni skli¢ko se silikonovou vazelinou
fixuje krouZek z plexiskla a do takto vzniklé
komirky se neché stéci krev vySetifované oso-
by. Po jeji koagulaci se prstének a k nému fi-
xované koagulum sejme, takZe ziistdvd vrstva
bunék adherovanych na skle, sloZend z neutro-
filnich granulocyti (85—95 %) a monocytf
(10—15 %). Jiné buiiky nejsou pFitomny. Po
oplachnuti se vazelinou pfipevni novy krouZek
a do takto vzniklé komfrky se instiluje 0,2 ml
zkouSeného séra a 0,2 ml suspenze kadmiumal-
buminovych krystald jpodle Palisy (2). Krystaly
vzhledem ke své tiZi rychle sedimentuji, a do-
stdvaji se tak do tésného kontaktu s fagocyty.
S komirkou neni tfeba nijak manipulovat. Po
pilhodinové inkubaci pti 37 °C, fixaci a obarve-
ni se hodnoti procento fagocytujicich bunék,
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Obr. 1 Prstenec z plexiskla, komirka prdzdnd a naplnénd krvi

ev. i fagocytarni index. PoCet adherovanych leu-
kocytli je zna¢né stabilni a Fddové se neméni.
Potfeby pro tento test jsou na obr. 1.

Metoda méa dvé prednosti:

1. Umotziiuje praci s ¢istymi leukocyty, bez
prfimési lymfocytli, které lze v ostatnich meto-
dach casto jen nesnadné odliSit a jeZ mohou
zkreslit vysledek.

2. UmoZiiuje kombinovat plné vitdlni fagocy-
ty s rliznymi typy sér, nebo naopak, a odlisit
tak podil séra a buiiky na vysledné fagocytoze.

Vysledky

Pri zavddéni metody jsme zprvu dostavali
nékdy znaén& rozkolisané vysledky. NeSlo vSak
o technickou vadu, a protoZe kadmiumalbumi-
nové krystaly jsou neantigenni, neuplatiioval se
ani vliv protilatek. Zstdvd vSak moZnost sti-
mulace fagocytdzy termolabilnimi nespecific-
kymi opsoniny uvolnénymi z komplementu, ze-
jména z jeho sloZky C3. Abychom omezili akti-
vaci komplementu pf¥i venepunkci, zavedli jsme
standardizovany odbér krve pro fagocytézu —
jehlou &. 10 do sklenéné zkumavky a oddé&leni
koagula vZdy po palhodiné stani pfi laborator-
ni teploté. Sérum se déle skladuje pri —20 °C.
Kromé& toho pouZivdme u kontrolnich pokust
standardni . inaktivované sérum zdravého d4r-
ce. Oznadujeme je jako NLS.

Nékteré prace dokazuji sniZeni aktivity fago-
cytd za urditych okolnosti (1), jiné naopak po-
pisuji v urditych klinickych syndromech stimu-
laci fagocytézy (3). Provedli jsme proto poku-
sy, které mély objasnit podminky obou krajnich
jevi.

Depresi fagocytozy jsme studovali u dvou
kralikd p¥i pouZiti jejich vlastnich leukocytl a
standardniho inaktivovaného Kkrali¢iho séra.
Sougasné jsme pouZili dvou réiznych koncentra-
ci kadmiovych krystald. Kréalici potom dosta-
vali denné 20 mg cyklofosfamidu, celkem 10
davek. Potom byla opé&t vySetfena fagocytoza.
Vysledky jsou v tabulce 1. Z tabulky plyne, Ze
sniZeni fagocytozy u pokusnych zvifat 1ze nej-
spiSe prokazat u t&ch kvant fagocytovanych
objekti, kterda davaji vysokou pocéate¢ni fago-
cytozu, a pri pouZiti indiferentniho séra, které
¢innost leukocytll nijak nemodifikuje.

Za nucelem prukazu stimulace fagocytézy
jsme pouZili séra pacientl B.V. (hairy cells
leukemia) a M.E. (melanom). PFi vySetFeni
téchto sér jsme naopak k fagocytéze pouZili
leukocyty zdravého darce a provedli ji opé&t
s dvéma rtznymi koncentracemi kadmia. V kon-
trolnich pokusech bylo pouZito normdélni lid-
ské sérum (NLS — viz vySe). Vysledky jsou
v tabulce 2.

Tab. 1

Fagocytéza u 2 krdliki pFed a po aplikaci cyklofosfamidu
(priimérné hodnoty)

Fagocytoza " SniZeni
Koncentrace ’ < Fagocytdza
kadmiovych | PFed POKU= | “pocppgo fy%‘;’(’)‘t‘?zy
krystal | (=kontrola) tosfamidu kontrole
2000/mikrolitr | 29 % 279% 93 9%
6000/mikrolitr ’ 74 % 439 58 %
Tab. 2
Stimulaini udinek dvou vybranych sér na fagocytozu
Zvyseni fa-
Koncentrace Fagocy- Fagocytdza gocytozy
kadmiovych toéza se sérem oproti kon-
krystalt sNLS | B. V. M. E. | trole s NLS
(=100 %)
2000/mikrolitr 24,5% | 495 % 50 % 200-200
6000/mikrolitr 57 % 58 % 62 % 100-108

Z obou tabulek plyne, Ze stimulaci fagocyt6-
zy 1ze nejsndze dokdazat p¥i nizkych davkéach fa-
gocytovaného objektu, depresi fagocytdzy na-
opak pii vysSich kvantech krystald. Je vSak tre-
ba vhodné kombinovat vySetfované buriky a sé-
rum. Metoda s NLS a vy$Simi kvanty fagocyto-
vaného objektu je velmi citlivd pro prikaz de-
prese fagocytozy, a 1ze tak snadno prokéazat sni-
Zeni aktivity leukocytd po radé 1ékd, napf. i an-
tibioticich tetracyklinové skupiny. Tyto poru-
chy jsou vSak jenom doCasné a po vysazeni 1é-
kd se velmi rychle reparuji.

Fagocytézu u nemocnych proto vySetfujeme
ve tfech kombinacich: leukocyty nemocného a
NLS s vysS$imi ddvkami kadmiovych krystald —
1ze tak velmi dobfe sledovat depresi fagocytéar-
nich funkci. Ddle sérum nemocného & d&reav-
ské leukocyty s nizkou ddvkou krystalii. V této
kombinaci 1ze velmi dobfe prokézat vystupiio-
vani fagocytézy. V tfeti kombinaci posuzujeme
fagocytézu leukocyti nemocného v prostiedi
jeho vlastniho séra. Timto zplisobem lze postih-
nout vSechny zdkladni komponenty fagocytézy.

Stimulaéni uacinek séra pozorujeme casto
unédorovych a zdnétlivych onemocnéni. Studu-
jeme moZnost vyuZit tohoto jevu v diagnostice
a monitorovani nemocnych. Objasnéni jeho pod-
staty by vS8ak pfispélo i k bliZ§imu poznéni me-
chanismi prirozené rezistence.

Demonstrujeme zde jeden typicky priklad:
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Nemocny S.F. (melanom,lé€en DTIC)

fagocyt6za
1. kontrola: vlastni leuko, Cd 6000/mikrolitr NLS 35 %
norm. leuko, Cd 6000/mikrolitr NLS 45 %
2. kontrola: norm. leuko, Cd 2000/mikrolitr NLS 25 %
norm. leuko, Cd 2000/mikrolitr vlastni 56 %
sérum
3. kontrola: vlastni leuko, Cd 2000/mikrolitr vlastni 52 %
sérum

Pfi vySetfeni by se mohlo zdat, Ze jde o nor-
malni fagocytozu. Ale funkce leukocytd je sni-
Zena, patrné vlivem 1écby. Tento defekt je vSak
Casteéné kompenzovan stimulaé¢nim ucinkem
vlastniho séra p¥i nddorovém onemocnéni.

Souhrn

Byla zavedena novd metoda testovani fago-
cytozy na podloZnim sklidku, kterd dava infor-
mativni obraz o obou zdkladnich komponen-
tdch fagocytézy — stavu bunék i podilu séro-
vych faktord. ZkuSenosti z vySetfovani nemoc-
nych ukazuji v n&kterych pripadech rychle se

meénici dynamiku fagocytdrni aktivity, a vyty-
¢uji tak nutnost opakovaného vySetfovéani.
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