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PH A G O B U R ST

Набор реагентов для количественного определения активности окислительного взрыва моноцитов 
и гранулоцитовв гепаринизированной цельной крови человека

Набор реагентов содержит флуорогенный субстрат, стимуляторы и реагенты для проведения 100 тестов
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* Подробное разъяснение символов, используемых в наименованиях компонентов реагентов, см. в главе 
«Материалы и реагенты».
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О Б Щ А Я  И Н Ф О Р М А Ц И Я  И О П И С А Н И Е

Данный набор позволяет проводить
количественное определение окислительного 
взрыва в лейкоцитах гепаринизированной 
цельной крови. Он содержит немеченные
опсонизированные бактерии (E.coli), форбол-
12-миристат-13-ацетат (ФМА) и пептид
хемотаксиса N-формил-метионин-лейцин- 
фенилаланин (fMLP) в качестве стимуляторов, 
дигидрородамин 123 (DHR) в качестве
флюорогенной подложки и необходимые 
реагенты. Тест определяет процентное
соотношение фагоцитов, вырабатывающих 
реактивные окислители (преобразование 
дигидрородамина 123 в родамин 123) и их 
ферментативную активность (количество
родамина 123 на клетку).
Оценка активности окислительного взрыва 
выполняется при помощи проточной
цитометрии. При проведении количественного 
анализа крайне необходима точность работы, 
особенно, когда требуется ежедневное
сравнение результатов. Более подробные 
указания -  результат специфического опыта и 
точных анализов проверки. Наиболее важные 
этапы выделены жирным шрифтом. Также 
прилагается графический отчет теста.

П Р И М Е Н Е Н И Е

PHAGOBURST^*^ предназначен для 
исследования измененной активности
окислительного взрыва, связанной с
различными нарушениями, и для оценки 
действия лекарственных препаратов.

Снижение либо отсутствие активности взрыва 
наблюдается при врожденных нарушениях, 
например при хроническом гранулематозе 
(CGD). Хронический гранулематоз относится к 
гетерогенной группе наследственных
заболеваний, которые обычно проявляются в 
течение первых двух лет жизни (3, 4).
Клинически заболевание характеризуется 
повторяющимися опасными для жизни 
инфекциями, вызванными бактериальными и 
грибковыми организмами. Эти инфекции 
обычно вызывают пневмонию, лимфаденит, 
абсцесс лимфатических узлов, легких и 
печени. НАДФН-оксидазы являются ферментной 
системой, ответственной за выработку
супероксид аниона, который быстро 
превращается в перекись водорода и 
гидроксильные радикалы. Отклонения в
структуре пептидов, являющихся компонентами 
ферментной системы НАДФН-оксидазы,

приводят к дисфункциям, характерным для 
хронического гранулематоза. Нейтрофилы 
пациентов с хроническим гранулематозом не 
производят значительного окислительного 
взрыва после стимуляции. Описаны различные 
формы хронического гранулематоза 
(классический сцепленный с Х-хромосомой 
хронический гранулематоз и аутосомно- 
рецессивные виды). PHAGOBURSP'“  -  быстрый 
и чувствительный метод диагностики 
хронического гранулематоза и обнаружения 
носителей Х-сцепленного дефекта.

Снижение активности окислительного взрыва 
было обнаружено у больных СПИДом (5), у 
пожилых людей (6), у пациентов с тяжелыми 
инфекциями (7), у пациентов, проходивших 
лечение N-ацетилцистеином (8) или у 
реципиентов костного мозга и 
трансплантантов крови (9).

У новорожденных без лабораторных 
признаков инфекции было обнаружено 
увеличение спонтанных и вызванных fMLP 
респираторных взрывов нейтрофилов (10).

Считается, что различные иммуномодуляторы 
(например, цитокины (ГМКСФ, ГКСФ, ФНОа) и 
лекарственные препараты), оказывают влияние 
на окислительный взрыв. При использовании 
fMLP в качестве слабого стимулятора можно 
исследовать аддитивные или инициирующие 
эффекты (11) тестируемых веществ.

Тестовый набор совместим с кровью мышей, 
крыс, кроликов, собак, крупного рогатого скота 
и кровью других видов (12-14).

П Р И Н Ц И П Ы  П Р О Ц Е Д У Р Ы

Фагоцитоз полиморфноядерных нейтрофилов 
и моноцитов является важным средством 
защиты организма от бактериальных и 
грибковых инфекций. Процесс фагоцитоза 
можно разделить на несколько основных 
этапов: хемотаксис (миграция фагоцитов к 
очагам воспаления), прикрепление частиц к 
поверхности клетки фагоцитов, поглощение 
(фагоцитоз) и внутриклеточное уничтожение 
при помощи кислород-зависимых
(окислительный взрыв) и кислород- 
независимых механизмов (1, 2).

PHAGOBURST™ позволяет проводить 
количественное определение окислительного 
взрыва в лейкоцитах. Комплект PHAGOBURST™ 
содержит немеченные опсонизированные 
бактерии (E.coli) (реагент В) в качестве
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крупнодисперсного стимулятора, лиганд 
протеинкиназы С форбол-12-миристат-13-ацетат 
(ФМА, реагент D) в качестве сильного 
стимулятора и пептид хемотаксиса N-формил- 
метионин-лейцин-фенилаланин (fMLP, реагент 
С) в качестве слабого физиологического 
стимулятора, дигидрородамин 123 (DHR) 
(реагент Е) в качестве флюорогенной подложки, 
а также все необходимые реагенты. 
Гепаринизированная цельная кровь 
инкубируется с различными стимуляторами при 
37°С, образец без стимулирования используется 
в качестве контрольного. При стимуляции 
гранулоциты и моноциты вырабатывают 
реактивные метаболиты кислорода (супероксид- 
анион, перекись водорода, хлорноватистую 
кислоту), которые уничтожают бактерии внутри 
фагосомы. Формирование реактивных 
окислителей во время окислительного взрыва 
можно отследить с помощью увеличения и 
окисления дигидрородамина 123. Реакцию 
останавливают, добавляя лизирующий раствор 
(реагент F), удаляющий эритроциты, что 
приводит к частичному связыванию лейкоцитов. 
После одной отмывки с помощью отмывающего 
раствора (реагент А), добавляют раствор для 
окраски ДНК (реагент G) для исключения 
артефактов афегации бактерий или клеток. 
Затем анализируют процентное соотношение 
клеток, выработавших реактивные радикалы 
кислорода, а также их среднюю интенсивность 
флуоресценции (ферментативную активность).

Таким образом, фагоцитоз и последующее 
расщепление -  многоступенчатый и 
многофакторный процесс (1, 2). Поэтому для его 
исследования в контролируемых условиях 
применяются разные наборы: MIGRATEST'^ -  
для измерения хемотаксиса, PHAGOTESP''^ -  
для измерения поглощения микробов, 
PHAGOBURST™ -  для измерения 
окислительного взрыва.

М А Т Е Р И А Л Ы  И Р Е А Г Е Н Т Ы

Набор реагентов содержит:

Реагент С

Реагент А

1 флакон выпаренной соли в смеси с 1 л 
бидистиллированной воды, дает 1 л готового к 
использованию 1 х отм ы ваю щ его  раствора.

Реагент В

1 флакон (2 мл) взвеси стабилизированных и 
опсонизированны х (немеченых) Е.соП, 1 х 
раствор, готовый к использованию, прибл. 1-2 
X 10® бактерий в 1 мл.

1 флакон (100 мкл), содержащий пептид 
хем отаксиса (fMLP) (200 х исходный раствор, 
1 ммоль). Разводится в соотношении 5 мкп на 
1 мл отмывающего раствора.

Реагент D

1 флакон (100 мкл), содержащий форбол-12- 
миристат-13-ацетат (ФМА) (200 х исходный 
раствор, 1,62 ммоль). Разводится в соотношении 
5 мкл на 1 мл отмывающего раствора.

Реагент Е

12 флаконов, каждый из которых содержит 
один д и ск субстрата, содержащий 
дигидрородамин 123, который разводится с 
помощью инъекции 1 мл отмывающего 
раствора за 20-30 мин перед использованием 
в 1 мл раствора субстрата.

Реагент F

1 флакон (20 мл) лизирую щ его  раствора 
(10 X исходный раствор для хранения), для 
приготовления 200 мл 1 х раствора после 
разведения в пропорции 1 :1 0  
бидистиллированной водой для лизирования 
эритроцитов и одновременного связывания 
лейкоцитов.

Реагент G

1 флакон (20 мл) раствора для окраски ДНК 
для цитометрического различия бактерий во 
время анализа лейкоцитов, розовый раствор 
реагента, 1 х раствор.

Набор реагентов не содержит следующие 
материалы, необходимые для анализа:

1. Пробирки для сбора крови, содержащие 
антикоагулянт гепарин.

2. Одноразовые пробирки размером 12 х
75 мм (Falcon, Becton Dickinson № 352052) 
и соответствующие стойки.

3. Колбы (500 мл и 1000 мл) для отмывающего 
раствора (реагента А) и 1 х лизирующего 
раствора (реагента D).

4. Емкость со льдом и с крышкой.
5. Бидистиллированная вода или вода для 

инъекций для приготовления отмывающего 
раствора (реагента А), а также для 
разбавления 10 х лизирующего раствора 
(реагента D).
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Необходимая аппаратура:

1. Микропипетки с изменяющимся объемом 
20-200 мкл, 100-1000 мкл и одноразовые 
наконечники.

2. Диспенсеры и наконечники для 
диспенсеров.

3. Диспенсеры на бутыли для отмывающего 
и лизирующего раствора.

4. Водяная баня.
5. Цифровой термометр.
6. Вихревой смеситель.
7. Охлаждающая центрифуга с качающимся 

ротором и вкладышами для пробирок 
размером 12 х 75 мм.

8. Проточный цитометр с длиной волны 
возбуждения 488 нм (аргоновый лазер).

В Н И М А Н И Е

1. Образцы крови должны всегда 
рассматриваться как потенциально 
инфицированные. Используйте 
одноразовые перчатки и защитную одежду 
при работе с образцами крови.

2. Реагент А содержит хлорацетамид и 
натриевую соль и этилендиаминтетрауксусной 
кислоты. Хлорацетамид вреден при 
вдыхании и попадании на кожу (R22) и 
может вызвать раздражение на коже (R43). 
Возможен риск нарушения фертильности 
(R62). Не вдыхайте пыль (S22).
Используйте соответствующую защитную 
одежду, перчатки и защиту глаз/лица 
(S36/37/39). Натриевая соль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты 
вызывает раздражение глаз (R36) и может 
вызывать длительные неблагоприятные 
эффекты в водной среде (R52/53). Не 
допускайте попадания в окружающую 
среду. См. специальные инструкции / 
инструкции по технике безопасности (S61).

3. Реагенты С и D содержат 
диметилсульфоксид. Диметилсульфоксид 
вызывает раздражение глаз, дыхательных 
путей и кожи (R36/37/38). Избегайте контакта 
с кожей и глазами (S24/25). В случае 
попадания в глаза, немедленно промойте 
большим количеством воды и обратитесь 
за медицинской помощью (S26).

4. Реагент D содержит форбол-12-миристат-
13-ацетат (ФМА). ФМА очень токсичен при 
вдыхании, контакте с кожей и проглатывании 
(R26/27/28). Он вызывает раздражение глаз, 
дыхательных путей и кожи (R36/37/38). 
Возможен риск необратимых последствий 
(R40). При несчастном случае или при

возникновении недомогания, немедленно 
обратитесь за медицинской помощью (S45), 
в случае попадания в глаза, немедленно 
промойте большим количеством воды и 
обратитесь за медицинской помощью (S26). 
Немедленно снимите всю загрязненную 
одежду (S27). Используйте соответствующую 
защитную одежду, перчатки и защиту 
глаз/лица (S36/37/39).

5. Реагент F содержит диэтиленгликоль и 
формальдегид. Формальдегид вреден при 
вдыхании, при контакте с кожей и при 
проглатывании (R20/21/22). Он вызывает 
раздражение глаз, дыхательных путей и 
кожи (R36/37/38). Возможен риск 
необратимых последствий (R40). Может 
вызывать раздражение кожи при контакте 
(R43). В случае попадания в глаза, 
немедленно промойте большим количеством 
воды и обратитесь за медицинской 
помощью (S26). Используйте 
соответствующую защитную одежду и 
перчатки (S36/37), При несчастном случае 
или при возникновении недомогания, 
немедленно обратитесь за медицинской 
помощью (S45). Используйте только в 
хорошо проветриваемых помещениях 
(S51). Диэтиленгликоль вреден при 
проглатывании (R22). При проглатывании 
немедленно обратитесь за медицинской 
помощью и покажите эту упаковку или 
этикетку (S46).

6. Краситель ДНК загрязняет пипетки и систему 
доставки образца проточного цитометра и, 
возможно, влияет на анализ 
иммунофлюоресценции, особенно в случае 
антител, помеченных фикоэритрином. 
Разбавленный гипохлорит натрия (0,5-1,5%) 
устраняет загрязнения от красителя ДНК.

Х Р А Н Е Н И Е  И Б Е З О П А С Н О С Т Ь

Набор следует хранить в темноте при 
тем пературе 2-8°С  (в холодильнике). Перед 
использованием тщательно перемешайте 
бактерии (вихревым смесителем) или при 
помощи шприца с узкой иглой. После 
использования рабочие растворы fMLP и ФМА 
следует утилизировать. Реагенты поставляются 
с консервантом, который не влияет на 
активность окислительного взрыва. Реагенты 
стабильны в течение периода, указанного на 
этикетке упаковки, и при соответствующем 
хранении.
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П Р О Ц Е Д У Р А

1. П риготовления:

1.1 Растворите соли для отмывающего 
раствора (реагент А) в 1 л 
бидистиллированной воды для 
приготовления отмывающего раствора.

1.2 Разбавьте исходные растворы реагента С 
(исходный раствор fMLP) и реагента D 
(исходный раствор ФМА) в пропорции
1 : 200 с отмывающим раствором (объем 
по мере необходимости, например, 5 мкл 
в 1 мл, из расчета 20 мкл на один образец 
крови).

1.3 Разбавьте исходный раствор реагента F в 
пропорции 1 ; 10 в бидистиллированной 
воде (объем по мере необходимости, 2 мл 
на тест).

1.4 Подготовьте раствор субстрата: в день 
анализа разведите реагент Е путем 
введения 1 мл отмывающего раствора 1 мл 
шприцом, оставьте его на 20-30 минут 
перед использованием и осторожно 
взболтайте (не используйте  вихревой 
см еситель!). Неиспользованный раствор 
субстрата можно хранить замороженным 
при температуре ниже -15°С до двух недель.

1.5 Подготовьте емкость со льдом.

1.6 Прогрейте водяную баню до температуры 
37°С (необходим  точны й контроль 
тем пературы !).

1.7 Включите и откалибруйте проточный 
цитометр.

2. Установки о кислительного  взры ва:
2.1 Дозирование:

Гепаринизированная цельная кровь  
осторожно перемешивается (вихревым 
смесителем) и ал и квотируется на дне 5 мл 
пробирки, 100 мкл на тест.
Кровь не должна оставаться на боковых 
стенках пробирки, как и при анализах 
иммунофлюоресценции.
НЕ ИСПОЛЬЗУЙТЕ кровь, в которую  в 
качестве антикоагулянта добавлена 
EDTA или лим онная кислота!
Перед добавлением бактерий образцы 
крови следует инкубировать в емкости со 
льдом в течение 10 минут, чтобы охладить 
их до 0°С.

2.2 Активация:
(1) Добавьте 20 мкл отм ы ваю щ его 
раствора (реагент А) в пробирку в 
качестве «отрицательного  контроля»
(пробирка № 1).
(2) Хорошо перемешайте предварительно 
охлажденные бактерии E.coli (реагент В) 
и добавьте  в цельную  кровь  из расчета 
20 мкл на тест (пробирка № 2).
(3) Добавьте 20 мкл рабочего раствора 
fM LP (реагент С) в другую пробирку в 
качестве «низкого  контроля»
(пробирка № 3).
(4) Добавьте 20 мкл рабочего раствора 
ФМ А (реагент D) в другую пробирку в 
качестве «вы сокого  контроля»
(пробирка № 4).
Перемешайте все пробирки еще раз. 
Инкубируйте анализируемые на взрыв 
образцы в течение 10 мин при 37,0°С на 
водяной бане.
Водяная баня должна б ы ть  закры та и 
предварительно  прогрета. Тщ ательно 
контролируйте  время и температуру 
инкубации.

2.3 Окисление:
После 10 мин инкубации добавьте 20 мкл 
раствора субстрата (реагент Е) и 
тщ ательно перемешайте образец 
вихревы м  смесителем.
Все пробирки инкубируйте в течение еще 
10 м инут при температуре 37,0°С на 
водяной бане.

2.4 Лизис и Фиксация:
Образцы цельной крови лизируются и 
фиксируются 2 мл предварительно 
нагретого до комнатной температуры 1 х 
реагента F (лизирую щ его раствора).

Смешайте образцы вихревым смесителем 
и инкубируйте в течение 20 минут при 
комнатной температуре. 
Отцентрифугируйте клетки (5 мин, при 
250 д, при 2-8°С). Удалите надосадочную 
жидкость.

2.5 Промывка:
Добавьте в пробирки 3 мл отм ы ваю щ его 
раствора (реагент А). Отцентрифугируйте 
пробирки (5 мин, при 250 д, при 2-8°С). 
Аспирируйте надосадочную жидкость.
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2.6 Окрашивание ДНК:
Добавьте в пробирки 200 мкл раствора для 
окраш ивания ДНК (реагент G). Смешайте 
и инкубируйте 10 минут на льду (в емкости 
со льдом без доступа света).
Проведите измерения в клеточной 
взвеси в течение последующ их 30 минут.

3. Анализ методом проточной цитометрии

Клетки анализируются методом проточной 
цитометрии с использованием сине-зеленого 
излучения (488 нм аргоновый лазер).

Измерения:
Во время сбора данных «живой» гейт 
устанавливается на гистограмме красной 
ф луоресценции на тех событиях, которые 
содержат, по крайней мере, такое же 
количество ДНК, что и диплоидные клетки 
человека (т.е. исключение скопления бактерий, 
имеющих те же свойства рассеивания света, 
что и лейкоциты. См. рис. 1А). Кроме того, 
бактерии могут быть исключены из анализа 
путем установления порога ф луоресценции 
по FL2 и FL3 каналу.
Соберите 10 000-15 000 л ейкоцитов  на 
образец.

Оценка данных:
Анализируется процентное соотношение 
клеток, которые выработали реактивные 
метаболиты кислорода (набор), а также их 
средняя интенсивность флуоресценции 
(количество расщепленного субстрата, 
активность). Для этой цели соответствующ ий 
кластер лейкоцитов гейтируется
профаммным обеспечением по гистограмме 
светорассеяния (lin FSC и lin SSC) и затем 
анализируется гистограмма зеленой 
ф луоресценции (FL1) (см. рис. 2A-2F).

Для этого используйте контрольный образец 
для установления маркера флуоресценции-1 
(FL1) таким образом, чтобы менее 1-3%  
событий были позитивными. Процент 
положительных клеток в тестовых образцах 
может быть определен путем подсчета числа 
событий над этой позицией маркера. Среднее 
значение флуоресценции коррелирует с 
количественной оценкой окисления на один 
лейкоцит.

РИСУНКИ

Рекомендуемая гистограмма / дот плот 
(точечный график), отображаемые во время 
сбора данных (см. рис. 1А, 1В, 1C).

- Лейкоциты

R1

-Бактерии-

10<=
1

10' 10= 10̂  10‘ 
FL2

Рис. 1А Живой гейт на ДНК лейкоцитов 
(гистограмма FL2)

КЖГР0ЛЫ1ЫЙ оброец (6ei стимулйдии)

о 1023
SSCH

Рис. 1 в  Дот плот Мп SSC / log FL1 
контрольного образца (без стимуляции)

il!

тестируемый о6р*э4вч 
стимуляция с бактерией Exoli

•" • I ч* • * L • • ■ • ч • *1г:.: ■ ■

SSC-H
1023

Рис. 1 с  Дот плот Мп SSC / log FL1 тестового 
образца (стимуляция бактерией Е.соП)
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Типичный дот плот FSC/SSC и гистограммы FL1
теста на окислительный взрыв (время инкубации 10 
+ 10 минут при 37°С). Гистограммы контрольных 
образцов представлены слева (см. рис. 2A-2F).

' ' V.

FSC-H
1023

Рис. 2А Типичный дот плот FSC/SSC, гейт 
установлен на гранулоцитах, стимуляция 
бактерией Е.соМ

Рис. 2В Типичная гистограмма FL1, гейт 
установлен на гранулоцитах, стимуляция 
бактерией Е.соМ

FSC-H
1023

Рис. 2С Типичный дот плот FSC/SSC, гейт 
установлен на гранулоцитах, стимуляция ФМА

10» 10' 10= 10’ 
FL1-H

Рис. 2D Типичная гистограмма FL1, гейт 
установлен на гранулоцитах, стимуляция ФМА

С-)(/>сл

FSC-H
1023

Рис. 2Е Типичный дот плот FSC/SSC, гейт 
установлен на моноцитах, стимуляция 
бактерией Е.соМ

стинупямин с 6«1СТСР«СЙ L e d

М2

Рис. 2F Типичная гистограмма FL1, гейт 
установлен на моноцитах, стимуляция 
бактерией Е.соМ

З А М Е Ч А Н И Я

1. Гепаринизированная кровь должна быть 
обработана в течение 24 ч после отбора 
проб. О бразцы  крови следует хранить 
при комнатной температуре до обработки.
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2.

3.

5.

6.

7.

Доступное количество  субстрата 
определяется временем инкубации 
диска  субстрата в отмывающем растворе 
(оптим ально -  в течение 20-30 мин).
Э озиноф илы  (количество которых растет 
при аллергии и паразитарных инфекциях) 
демонстрируют повы ш енную  
аутоф лю оресценцию , которую можно 
выявить в контрольной пробе при 0°С. 
Фагоциты, инкубируемые при 37°С, 
отличаются по размеру и зернистости от 
клеток контрольного образца. Это 
необходимо помнить при определении 
областей интереса (гейтов или точечных 
областей) на графике светорассеяния. 
Кроме того, увеличение потери клеток 
может наблюдаться из-за их прилипания к 
пластиковой поверхности при температуре 
37°С и аутолиза.
При постановке анализа полезно выполнять 
его параллельно дважды или трижды. 
Предлагаемый порядок тестирования 
исследует процессы взрыва при 
о птим альны х усл о ви ях  (цельная кровь, 
опсонизированные бактерии, отсутствие 
этапов изоляции и т.д.). Таким образом, 
при тестировании препаратов на 
здоровых пациентах можно ожидать лишь 
небольшое увеличение активности взрыва 
е х  v ivo  или in vitro. При тестировании 
эф ф ектов препаратов in  v i t r o  полезно 
использовать слабый стимулятор fM LP 
либо при изучении зависим ости  
действия препаратов от времени 
(инкубация с бактериями E.coli в течение
2,5 или 5 мин) и от разведения бактерий 
(пропорция 1 : 4 или 1 : 8, соотношение 
бактерий и лейкоцитов).
Бактерии уже опсонизированы, однако 
дополнительный эффект достигается за 
счет сыворотки в цельной крови. Это 
следует принимать во внимание при 
работе с образцами, отличными от 
цельной крови.
Активность окислительного взрыва 
изолированны х моноцитов / макроф агов 
или клеточных линий может быть изучена 
путем инкубации клеток с бактериями E.coli 
в культуральной среде, содержащей 5 -  
20% эм бриональной телячьей крови 
или сы воротки  крови человека. При 
этом может быть потребоваться продление 
времени инкубации (60-240 мин).

Т О Ч Н О С Т Ь  М Е Т О Д И КИ

Внутрианалитическая точность  данного 
метода анализа была определена путем 
трехкратного исследования цельной крови 
здоровых добровольцев (стимуляция 
бактерией Е. coli).

Диапазон
значений

Средний 
КВ (%) п

%
окисляю щ ихся
гранулоцитов

99,60-99,95 0,1 6

GeoMean 
(Геометрическое 

среднее) FL1
154,50-395,75 4,8 6

%
окисляющихся

моноцитов
81,80-96,67 1,1 6

GeoMean FL1 49,60-88,65 6,5 6

О Ж И Д А Е М Ы Е  Р Е З У Л Ь Т А Т Ы

Н орм альны й диапазон активности 
окислительного взрыва гранулоцитов и 
моноцитов определяется на образцах свежей 
гепаринизированной цельной крови
здоровых добровольцев.

Тип
клетки Стимулятор

%
окисляемых

клеток*

GeoMean
FL1*

Г рануло- 
циты

E.coli 97-100 150-500

fMLP 1-10 -

ФМА 98-100 300-1000

Моно­
циты E.coli 70-100 50-100

* Результаты получены с помощью водяной бани со 
встряхиванием, значения GeoMean уменьшаются 
на 10-20% при использовании водяной бани без 
встряхивания.
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О ГР А Н И Ч Е Н И Я

1. Лаборатории должны создавать 
собственные диапазоны нормальных 
значений, используя свои условия 
испытаний.

2. Образцы должны содержать более 95% 
жизнеспособных клеток и к ним должна 
быть добавлена полная доза 
антикоагулянта. Клетки от старых и не 
содержащих полную дозу антикоагулянта 
образцов крови могут демонстрировать 
неспецифическое окрашивание. Причины 
этого явления -  агрегаты тромбоцитов и 
мертвые кпетки, из которых наблюдается 
утечка ДНК.

3. Образцы, готовые для измерения без 
добавления реагента G (раствор для 
окрашивания ДНК), стабильны в течение 
1 часа на льду, но они систематически 
теряют интенсивность флуоресценции.

4. Флуорогенный субстрат дигидрородамин 
123 чувствителен к окислению и, 
следовательно, вводится в ампулы в 
атмосфере инертного газа.

В А Ж Н Ы Е  И Н С Т Р У К Ц И И  Д Л Я  
К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н О ГО  А Н А Л И З А

1. Процесс ф агоцитоза и окислительного  
взры ва  в значительной степени зависит 
от тем пературы . В процессе подготовки 
образцов необходимо стро го  соблю дать 
температуру и время инкубации. 
Термометр должен обеспечивать 
измерения с точностью до одной десятой 
фадуса.

2. Также большое значение имеет 
воспроизводимость и стандартизация 
действий. Поэтому, пожалуйста, 
придерживайтесь данной инструкции и 
собственных уточнений.

3. Во внимание должны быть приняты любые 
изменения в проточном цитометре, которые 
влияют на чувствительность измерения 
флуоресценции и, следовательно, 
значение «СеоМеап». Для ежедневной 
калибровки необходимо использовать 
стандартные калибровочные частицы 
(флуоресцентные микрогранулы).
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PHAGOBURST™ - Процедура подготовки образцов

1. АКТИВАЦИЯ С ОПСОНИЗИРОВАННОЙ БАКТЕРИЕЙ ECOLI, ФМА И FMLP
г—  4 4 Х  100 МП 

цельной крови 
приО*С

20 мкл р в а г е т з  А (отмывакммий р а а в о р )
-------4- 20 мкл р « а т< т9  В (бактерия Е.ооМ)

I-------------4  20 мкл резг«нтз С (рабочий раствор fMPU
-  +  20 мкл реагента О (рабочий р а а в о р  ФМА)

Чх>
перемешать е и хр м ы м  
смесителем при  0*С

инкубируйте каждук 
проб ирку  в теиение 
«О мин при J7*C

2. ОКИСЛЕНИЕ

—  -f 20 мкл реагента Е (раствор субстрата)

Ж

перемешать мхрмым миксером
иикубировлъ 
втеи«йие 
10 мин при В7̂

3. лизис и ФИКСАЦИЯ
-•)-2 мл IX реагента F 
(1 X лизируюций расгаор) 
при комнатуюй температуре (КТ)

перемешать 
вихревьм миксером

Инкубировать 
20 мин при  КТ

4. ОТМЫВКА И ОКРАШИВАНИЕ ДНК

центрифугироаатъ 5 мин, 
при 2 5 0 д  при 2-в*С

переливая

~ 4  3 мл центрифугировать S миц.
*  К 1 2 Д и й р а а в о р )  п Р « 2 5 0 д п р и 2 -в *С
♦  к  ^  переливая

* 200 МКЛ реагента G 
(раствор для окраски ДНЮ

I v o r t e x

перемешать вихревым 
смесителем и инкубировать 
в теиение 10 мин при О* С

5. ОБРАЗЦЫ ГОТОВЫ ДЛЯ АНАЛИЗА FACS
хранить при  без достуга  света! Измерять в теиение 30 минут!
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MIGRATEST
C H E M O T A X I S

Набор реагентов для количественного определения хемотаксической 
активности нейтрофильных гранулоцитов

Содержит мембраны для клеточных культур и реагенты для проведения 24 тестов (12 пациентов)

I V D  С €

Glycotope Biotechnology GmbH 
Czernyring 22 
69115 Heidelberg 
Германия
Тел. +49 (0)62 21 91 05-0 
Ф а кс +49 (0)62 21 91 05-10 
Эл. почта: info@glycotope-bt.com 
www.qlvcotope-bt.com

У словны е обозначения

IV D
Медицинское устройство для 
диагностики in vitro

С€ Декларация соответствия ЕС

Место производства

p g p l  Номер по каталогу

L O T  Номер партии

C O N T  Содержит

Включает реагенты для 
<п> тестов

Ограничение температур

Обратитесь к инсфукциям 
по применению

2  Использовать до 

SORB I Мембраны для клеточных

i

культур

R EA G  Реагент*

* Подробное разъяснение символов, используемых в наименованиях компонентов реагентов, см. в главе 
«Материалы и реагенты».
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О Б Щ А Я  И Н Ф О Р М А Ц И Я  И О П И С А Н И Е

Этот тест позволяет количественно 
определить хемотаксическую функцию 
нейтрофильиых гранулоцитов с помощью 
метода проточной цитометрии. По аналогии с 
методом камеры Бойдена, этот набор 
содержит многолуночные планшеты и 
мембраны, на которые предварительно
нанесена культура клеток, для исследований 
хемотаксиса, пептид хемотаксиса N-формил- 
метионин-лейцин-фенилаланин (fMLP), реагент 
антител, гранулы для подсчета и необходимые 
реагенты. Это позволяет определить
количество нейтрофилов, мигрировавших через 
мембраны с культурой клеток по градиенту 
концентрации хемоаттрактанта fMLP. Вместе 
со снижением экспрессии молекул клеточной 
адгезии L-селектина можно проанализировать 
изменение формы клеток, анализируя
изменения прямого рассеяния сигналов.
Более подробные указания -  результат 
специфического опыта и точных анализов 
проверки. Наиболее важные этапы и советы 
выделены жирным шрифтом.

П Р И М Е Н Е Н И Е  -

MIGRATES!™ предназначен для
исследования изменений хемотаксической 
функции нейтрофилов при различных 
нарушениях и для оценки действия 
лекарственных препаратов на этот процесс.
Ненормальный хемотаксис наблюдался и 
описан при различных клинических 
расстройствах (3, 4). Как правило, эти
нарушения сопровождаются рецидивирующими 
инфекциями кожи или дыхательных путей.
Клинические синдромы с частыми инфекциями 
наблюдаются уже у младенцев. 
Функциональный дефект хемотаксиса снижает 
количество гранулоцитов, мигрирующих из 
кровотока в воспаленные ткани и, 
следовательно, количество активных клеток 
на участках воспаления.
Известные врожденные нарушения -  
нарушение адгезии лейкоцитов (5), синдром 
гипериммуноглобулина Е или синдром Джоба 
и синдром Чедиака-Хигаси (СЧХ). Эти 
нарушения связаны с пониженной 
хемотаксической активностью нейтрофильиых 
гранулоцитов (6, 7).
Приобретенные нарушения наблюдаются при 
почечной недостаточности, сахарном диабете, 
циррозе печени (8) и болезни Ходжкина. Также 
подавляют хемотаксис циркулирующие

иммунные комплексы при ревматоидном 
артрите (10).
Различные препараты и иммуномодуляторы 
могут увеличить или снизить хемотаксическую 
активность гранулоцитов. Эти эффекты могут 
быть исследованы in vitro или ex v ivo  с
помощью MIGRATEST™.

П Р И Н Ц И П Ы  П Р О Ц Е Д У Р Ы

Процесс фагоцитоза можно разделить на 
несколько основных этапов: хемотаксис, как 
начальный этап фагоцитоза (миграция 
фагоцитов к воспалительным очагам в 
направлении градиента хемотаксических 
факторов), прикрепление частиц к поверхности 
кпетки фагоцитов, поглощение (фагоцитоз) и 
внутриклеточное уничтожение при помощи 
кислород-зависимых и кислород-независимых 
механизмов (1, 2). Фагоцитоз
полиморфноядерными нейтрофилами и 
моноцитами является важным средством 
защиты организма от бактериальных и 
грибковых инфекций.
MIGRATEST™ позволяет количественно
определить хемотаксис нейтрофилов.
Определяется количество клеток,
мигрировавших через мембраны для клеточных 
культур в направлении градиента 
концентрации хемоаттрактанта fMLP при 
размере пор 3,0 мкм. Одновременно может 
быть измерена экспрессия L-селектина (11). 
Подавление этой молекулы клеточной адгезии 
коррелирует напрямую с активацией 
нейтрофилов путем воздействия
хемотаксическими факторами. Изменение
формы клеток предшествует миграции. Этот 
процесс измеряется анализом изменения 
прямого рассеяния сигналов при проточной 
цитометрии. Тестовый набор содержит 
хемоаттрактант fMLP, включения культуры 
клеток и необходимые реагенты. Лейкоциты 
изолируются от гепаринизированной цельной 
крови путем спонтанного осаждения поверх 
реагента А  (среда выделения лейкоцитов) и 
помещаются на мембраны для клеточных 
структур. Хемотаксис проводится при 
температуре 37°С в направлении градиента 
fMLP в сравнении с контролем, где добавляется 
реагент В (инкубационный буфер). Затем клетки 
окрашиваются реагентом D (реагент антител 
aнти-L-ceлeктинa), который также содержит 
счетные гранулы. Непосредственно перед 
проточной цитометрией добавляется особый 
прижизненный краситель ДНК (реагент Е).
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Таким образом, хемотаксис -  начало 
многоступенчатого и многофакторного процесса 
фагоцитоза (1, 2). Всю цепь событий можно 
исследовать отдельно в контролируемых 
условиях, используя различные методики 
анализа: MIGRATES!™  для измерения
хемотаксиса, PHAGOTEST™ для измерения 
поглощения микробов, BURSTTEST 
(PHAGOBURST™) для измерения
окислительного взрыва.

Необходимая аппаратура:
1. Микропипетки объемом 20-200 мкп, 100- 

1000 мкл и одноразовые наконечники.
2. Диспенсер и наконечники для диспенсера.
3. Водяная баня.
4. Цифровой термометр.
5. Вихревой смеситель.
6. Проточный цитометр с длиной волны 

возбуждения 488 нм (аргоновый лазер).

. М А Т Е Р И А Л Ы  И Р Е А Г Е Н Т Ы

Комплект реагентов содержит:

SORB
24 специально подготовленных мембран для 
клеточны х культур  (размер пор -  3,0 мкм), 
предустановленных в два 24-луночных 
планшета.

Реагент А
12 флаконов (1 мл), содержащих среду 
разделения л е й коц и тов  для выделения 
богатой лейкоцитами плазмы (БЛП).

Реагент В
1 флакон (20 мл), содержащий 
инкубационны й буфер.

Реагент С
1 флакон (100 мкл), содержащий пептид 
хемотаксиса (fMLP) (200 х исходный раствор, 
10 мкМоль). Для использования развести 5 
мкл в 1 мл реагента В.

Реагент D
1 флакон (0,9 мл) реагента антител и реагента 
подсчета содержит моноклональные антитела 
анти-1-селектина-Р1ТС и гранулы подсчета.

Реагент Е
1 флакон (100 мкл), содержащий 
прижизненны й раствор  для  окраски  ДНК. 
Разводится 5 мкл в 250 мкл реагента В.

Набор реагентов не содержит следующие 
материалы, необходимые для анализа:

1. Пробирки для сбора крови, содержащей 
антикоагулянт гепарин.

2. 1 мл или 2 мл одноразовые пробирки 
(например, Eppendorf, № 0030 102.002 или 
Nunc, № 341173).

3. Одноразовые пробирки размером 12 х
75 мм (Falcon, Becton Dickinson № 352052) 
и соответствующие стойки.

4. Емкость со льдом и с крышкой.

В Н И М А Н И Е

1. Всегда рассматривайте образцы крови как 
потенциально инфицированные. Используйте 
одноразовые перчатки и защитную одежду 
при работе с образцами крови.

2. Реагент Е в качестве консерванта содержит 
азид натрия. В кислой среде, азид натрия 
образует азотистоводородную кислоту, 
чрезвычайно токсичное и летучее 
соединение. Растворы с азидом следует 
разбавлять водопроводной водой до 
утилизации, чтобы избежать отложений в 
системе канализации для предотвращения 
возникновения взрывоопасных ситуаций.

3. Реагенты С и Е содержат
диметилсульфоксид (ДМСО).
Диметилсульфоксид вызывает раздражение 
глаз, дыхательных путей и кожи 
(R36/37/38). Избегайте контакга с кожей и 
глазами (S24/25). В случае попадания в 
глаза, немедленно промойте большим 
количеством воды и обратитесь за 
медицинской помощью (S26).

Х Р А Н Е Н И Е  И Б Е З О П А С Н О С Т Ь

Набор следует хранить  в темноте при 
тем пературе 2-8°С  (в холодильнике). 
М ембраны для клеточны х культур и 
м ноголуночны е  планш еты  можно хранить 
при ком натной температуре. Рабочие 
растворы реагентов С и Е после 
использования необходимо утилизировать. 
Реагенты поставляются с консервантом, 
который не влияет на хемотаксическую 
функцию базофильных гранулоцитов. 
Реагенты стабильны в течение периода, 
указанного на этикетке упаковки, и при 
соответствующем хранении.
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П Р О Ц Е Д У Р А

1. П риготовления:

1.1 Разбавьте исходные растворы с 
реагентом В;
- реагентом С, в пропорции 1 : 200 
(объем по мере необходимости, 
например, 5 мкл в 1 мл, 350 мкл на тест).
- реагентом Е, в пропорции 1 : 50 
(например, 5 мкл в 250 мкл, 20 мкл 
на тест).

1.2 Прогрейте водяную баню до температуры 
37°С (необходим  точн ы й  контроль  
тем пературы !).

1.3 Подготовьте емкость со льдом.
1.4 Вкпючите и откалибруйте проточный 

цитометр.

2. Изоляция л ейкоцитов :

Соберите для исследования 5 мл 
гепаринизированной цельной крови у 
каждого пациента и у контрольного 
испытуемого. При заборе крови соблюдайте 
обычные правила асептики.
НЕ ИСПОЛЬЗУЙТЕ кровь , в которую  в 
качестве антикоагулянта добавлена  EDTA 
или лим онная кислота!

2.1 Аккуратно наслоите 1 мл 
гепаринизированной цельной крови 
поверх реагента А.

2.2 Оставьте флакон неподвижным при 
комнатной температуре. Через 40 мин 
образуются следующие фазы: верхняя 
фаза, содержащая лейкоциты и 
тромбоциты (богатую  лейкоцитам и 
плазму = БЛП), и нижняя фаза, 
содержащая эритроциты. При 
использовании более старых образцов 
крови оседание эритроцитов занимает 
больше времени.

2.3 Заберите прибл. 500 мкл богатой 
лейкоцитами плазмы (верхняя фаза), 
пипеттируйте клеточную взвесь в одну 
1 мл или 2 мл тестовую пробирку. Для 
анализа хемотаксис изолированные 
клетки необходимо использовать в 
течение 1 часа.

3. Настройка MIGRATEST"“ :
3.1 Подготовьте следующие образцы для 

каждого пациента или контрольного 
испытуемого, пипеттируя рабочий 
раствор реагента В или реагента С на 
дно лунок многолуночного планшета:

О трицательны й контрольны й 
образец:
350 мкл реагента В 
П олож ительны й контрольны й  
(тестируем ы й) образец:
350 мкл рабочего раствора реагента С

3.2 Поместите мембраны для клеточных 
культур в обе лунки. Добавьте 100 мкп 
богатой лейкоцитами плазмы на 
каждую мембрану для клеточных культур.

3.3 Инкубация:
Многолуночный планшет инкубируется в 
течение 30 м инут при температуре 
37,0°С в водяной бане без встряхивания.

3.4 Точно в конце инкубационного периода 
удалите вручную вкпючения культуры 
клеток из многолуночного планшета. 
Добавьте клеточную взвесь из обеих 
лунок многолуночного планшета в две 
отдельные 5 мл пробирки (пробирка 1 
и пробирка 2) и положите пробирки на 
лед. Кроме того, нестимулированные 
клетки богатой лейкоцитами плазмы 
служат контролем  L -селектина. Для 
этого смешайте 20 мкл клеточной 
взвеси с м ем браны  для клеточны х 
культур отрицательного контрольного 
образца со 180 мкл реагента В и 
переместите эту смесь в третью  5 мл 
пробирку  (пробирку  3).

3.5 1\/1аркировка реагентом D:
Добавьте 20 мкл реагента D в каждую 
пробирку  (3 пробирки  на одного  
пациента). Перемешайте вихревым 
смесителем и инкубируйте пробирки в 
течение 10 м инут в емкости со льдом , 
закры той  для предотвращ ения 
попадания света.

3.6 Прижизненное окрашивание:
Добавьте 20 мкл 1-кратного реагента Е 
в пробирку, перемешайте и инкубируйте 
в течение 5 мин на л ь д у  (в защищенной 
от света емкости со льдом).
П роведите измерения в клеточной 
взвеси в течение последую щ их
120 минут.

4. Анализ ПРОТОЧНОЙ цитометрии:

Клетки анализируются с помощью проточной 
цитометрии с использованием сине-зеленого 
света (488 нм аргоновый лазер, например, 
FACSCalibur™, ПО CellQuest™).
Измерения:
Получите данные путем установления 
порога ф луоресценции в канале FL3, 
установите  первую  область  1 на лейкоциты
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Ф

и гранулы  подсчета (дот плот диаграмма 
SSC/FL3, см. рис. 1А, 1В).
После активации гейта на области 
1 установите вторую  область  2 вокруг 
гранул подсчета (дот плот диаграммы SSC / 
FSC, см. рис 2А, 2В); начните получать 
данные. О кончите получать  д анны е  ровно 
на подсчитанном  2 000-м собы тии  для того, 
чтобы количество гранулоцитов в контрольном 
образце можно было сопоставить с 
количеством гранулоцитов в положительном 
контрольном образце после стимуляции fMLP. 
Установите третью  область  3 вокруг 
популяции гранулоцитов  (дот плот 
диаграммы SSC / FSC, см. рис. 2А, 2В).
Оценка данных:
После настройки логического гейта на 
гранулоциты в области 1 и 3, анализируются 
следующие два параметра для каждого 
отрицательного контрольного образца и 
положительного контрольного (тестируемого) 
образца:
(1) Количество клеток
(2) Среднее значение сигнала FSC (только  

для тестового образца, сигнал 
управления FSC получают из L -селектина 
контрольного  образца)

Оценка экспрессии  L -селектина
производится в отдельной гистограмме FL1. 
Для этого используйте L-селектин 
контрольного образца для установки маркера 
флуоресценции-1 (FL1) таким образом, чтобы 
положительными были менее прим. 15% 
клеток (см. рис. ЗА). Затем определите
процентное соотношение активированных
гранулоцитов, показывающих снижение 
экспрессии L-селектина в исследуемом
образце (см. рис. ЗВ). Также необходимо 
анализировать, управляющий сигнал FSC в L- 
селектине контрольного образца (участок 
точек диаграммы SSC / FSC). Для оценки 
данных воспользуйтесь следующей итоговой 
таблицей.

ара-
метр

Пробирка
№1

Пробирка
№2

Пробирка
№ 3

1 Количеств 
0 клеток

Количество
клеток -

2 -
Среднее 
значение 

сигнала FSC

Среднее
значение
сигнала

FSC

3 -

Процент 
ное соотноше 

ние активи- 
рованых 
клеток

Процент­
ное

соотноше­
ние

активи­
рованных

клеток

РИСУНКИ

Рекомендуется гейтирование при получении 
данных, данные получают с помощью 
установления порога флуоресценции в канале 
FL3 (красная флуоресценция > 630 нм). Область 
1 настроена на лейкоциты и гранулы подсчета 
(см. рис. 1А и 1В).

SSCH

Рис. 1А Область 1 настроена на лейкоциты и 
гранулы подсчета, отрицательный контрольный 
образец
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Гранулы подсчета

R1

Лейкоцкггы

Гранулоцкты

1023
SSCH

Рис. 1В Область 1 настроена на лейкоциты и 
гранулы подсчета, гранулы положительного 
контрольного образца

Типичный дот плот SSC/FSC, отображаемый при 
получении данных и анализе, гейт установлен 
на область 1. Область 2 настроена на гранулы 
подсчета, область 3 настроена на гранулоциты 
(см. Рис. 2А и 2В)

Грлнулоциты

Рис. 2А Область 2 установлена на гранулы 
подсчета, область 3 установлена на гранулоциты, 
отрицательный контрольный образец

SSC-H

Рис. 2В Область 2 установлена на гранулы 
подсчета, область 3 установлена на гранулоциты, 
положительный контрольный образец 
Примечание: Изменение формы гранулоцитов 
(FSG-H- сигнал)!

Гистограммы FL1 при анализе данных, гейт 
установлен на сочетании областей 1 и 3 
(см. рис ЗА и ЗВ)

10° 10’ 102 10  ̂ 10* 
1=«еле»аин-ГГГС

Рис. ЗА Гистограмма FL1 популяции 
гранулоцитов в области 3, L-селектина 
контрольного образца

10’ 102 10^
1-селектин-РГГС

10‘

Рис. ЗВ Гистограмма FL1 популяции 
гранулоцитов в области 3, тестовый образец 
Заметка: Увеличение процентного соотношения 
активированных клеток указывает на снижение 
экспрессии L-селектина
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З А М Е Ч А Н И Я

1. Гепаринизированная цельная кровь  
должна быть обработана в течение 24 ч 
после отбора проб. О бразцы  крови 
следует хранить при комнатной 
температуре до обработки.

2. При настройке тестирования полезно 
двойные определения.

3. Предлагаемая схема испытаний позволяет 
исследовать процесс хемотаксиса после 
инкубационного периода от 30 мин. Для 
получения более высоких значений 
параметра «количество мигрировавших 
через включения клеточной культуры» 
необходимо увеличить время инкубации.

4. При тестировании  воздействия
препаратов на усиление или 
ингибирование хемотаксической функции, 
полезно сначала инкубировать клеточную 
взвесь с тестируемым препаратом. После 
этого клетки стимулируются
хемоаттрактантом fMLP.

Т О Ч Н О С Т Ь  М Е Т О Д И К И

Внутрианалитическая точн ость  данного 
анализа была определена на трех тестовых 
образцах (стимулированных fMLP), взятых от 
здоровых добровольцев.

Количество
клеток
после

миграции

Среднее
значение
сигнала

FSC

%
активиров­

анных
фанулоци-

тов

Диапазон
значений

3 002- 
14 162 615-713 97,01-

99,44

Средний 
KB (%) 9,1 1.9 0,2

n 15 10 10

О Ж И Д А Е М Ы Е  Р Е З У Л Ь Т А Т Ы

■Нормальный диапазон хемотаксической 
активности гранулоцитов и моноцитов 
определяется на образцах свежей 
гепаринизированной цельной крови 
здоровых людей.

Количество
клеток
после

миграции

Среднее
значение
сигнала

FSC

%
активиров­

анных
клеток

L-селектин
контроль

- 250-450 <10%

Контрольн
ый
образец

100-1 500 - -

Тести­
руемый
образец

2 500-15 000 500-750 > 90%

. О Г Р А Н И Ч Е Н И Я  ? ; -

1. Лаборатории должны создавать 
собственные диапазоны нормальных 
значений, используя свои условия 
испытаний.

2. Образцы должны содержать более 95% 
жизнеспособных клеток и к ним должна 
быть добавлена полная доза 
антикоагулянта.

3. Готовые для измерения образцы 
стабильны в течение 2 часов на льду 
после добавления реагента Е 
(прижизненный раствор для окраски ДНК).
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MIGRATES!™ -  Процедура подготовки образцов
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P H A G O T E S T

Набор реагентов для количественного определения фагоцитарной активности моноцитов 
и гранулоцитов в гепаринизированной цельной крови человека

Набор реагентов содержит опсонизированные бактерии E.coli, помеченные флуоресцеин 
изотиоцианатом, и реагенты для проведения 100 тестов

I V D  С €

Glycotope Biotechnology GmbH 
Czernyring 22 
69115 Heidelberg 
Германия
Тел. +49 (0)62 21 91 05-0 
Ф а кс +49 (0)62 21 91 05-10 
Эл. почта: info@glycotope-bt.com 
www.alvcotope-bt.com

Условны е обозначения

IV D
Медицинское устройство для 
диагностики in vitro

С€ Декларация соответствия ЕС

m i Место производства

R E F  Номер по каталогу

L O T  Номер партии

CONT Содержит

5̂  /  Включает реагенты для
<п> тестов

Ограничение температур

Обратитесь к 
инструкциям по 
применению

Использовать до

REAG Реагент*

* Подробное разъяснение символов, используемых в наименованиях компонентов реагентов, см. в главе 
«Материалы и реагенты».
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О Б Щ А Я  И Н Ф О Р М А Ц И Я  И О П И С А Н И Е

Данный набор реагентов предназначен для 
количественного определения лейкоцитарного 
фагоцитоза в гепаринизированной цельной 
крови. В состав набора входят 
опсонизированные бактерии E.coli, меченые 
флуоресцеином (FITC) и необходимые 
реагенты. Измеряется общий процент 
фагоцитирующих моноцитов и гранулоцитов 
(поглощение одной или более бактерий на 
клетку) и фагоцитарная активность отдельных 
клеток (число бактерий на клетку). 
Исследование фагоцитоза необходимо 
производить с помощью проточной 
цитометрии. При проведении количественного 
анализа крайне необходима точность работы, 
особенно, когда требуется ежедневное 
сравнение результатов. Более подробные 
указания -  результат специфического опыта и 
точных анализов проверки. Наиболее важные 
этапы выделены жирным шрифтом. Также 
прилагается графический отчет теста.

......П Р И М Е Н Е Н И Е

PHAGOTEST^” предназначен для исследования 
фагоцитарной активности, обнаруживаемой 
при различных расстройствах, и для оценки 
действия лекарственных препаратов.

Аномальный фагоцитоз может возникать при 
различных клинических нарушениях (4, 5, 6) 
Дефекты могут быть связаны как с самим 
нейтрофилом, так и с дефектами 
иммуноглобулинов, либо системы комплемента. 
В настоящее время известны следующие 
врожденные нарушения: дефицит интегрина 
лейкоцитов, дисфункция актина и дефекты 
компонентов системы комплемента (7, 8. 9). Эти 
нарушения могут привести к повышенной 
восприимчивости к инфекциям из-за дефектов 
нейтрофильного фагоцитоза. Приобретенные 
нарушения, связанные с изменением 
фагоцитарной активности, могут наблюдаться 
при травмах, сахарном диабете, почечной 
недостаточности, системных инфекциях либо 
остром панкреатите. Ослабленный фагоцитоз 
был обнаружен у пациентов с рецидивирующей 
бактериальной инфекцией кожи, придаточных 
пазух и легких (10), у больных с раневой 
инфекцией после ожогов (11), у больных 
СПИДом (12), у новорожденных (13), у пожилых 
людей (14) или у пациентов, проходящих 
лечение глюкокортикоидами (15) или 
анестетиками (16).

Усилить фагоцитарную активность 
нейтрофилов и моноцитов можно с помощью 
различных иммуномодуляторов (цитокинов, 
например интерлейкина-2 или у-интерферона, 
молочнокислых бактерий и растительных 
экстрактов, например, травы Echinaceae Pur- 
pureae). Эффективность таких воздействий 
может быть исследована как in vitro, так и ех 
wVo(17, 18).

PHAGOTEST™ также позволяет изучать 
фагоцитарную активность промиелоцитарных 
лейкозных клеток HL-60, изолированных 
моноцитов или макрофагов.

Тестовый набор совместим с кровью мышей, 
крыс, кроликов, собак, крупного рогатого скота 
и кровью других видов (19-22).

П Р И Н Ц И П Ы  П Р О Ц Е Д У Р Ы

Фагоцитоз полиморфноядерными нейтрофилами 
и моноцитами является важным средством 
защиты организма от бактериальных и 
грибковых инфекций. Процесс фагоцитоза 
можно разделить на несколько основных 
этапов: хемотаксис (миграция фагоцитов к 
очагам воспаления), прикрепление частиц к 
поверхности клетки фагоцитов, поглощение 
(фагоцитоз) и внутриклеточное уничтожение 
при помощи кислород-зависимых и кислород- 
независимых механизмов (1, 2, 3).

PHAGOTEST™ предназначен для
количественного определения лейкоцитарного 
фагоцитоза (поглощения бактерий). Измеряется 
процент фагоцитов, поглотивших бактерию, и их 
активность (количество бактерий на клетку). 
Набор для исследования фагоцитоза содержит 
опсонизированные бактерии E.coli, меченые 
флуоресцеином, и прочие необходимые 
реагенты. Гепаринизированную цельную кровь 
инкубируют с реагентом В (бактерии E.coli, 
меченые флуоресцеин изотиоцианатом) при 
37°С, отрицательный контрольный образец 
оставляют на льду. Фагоцитоз останавливают, 
поместив образцы на лед и добавив к ним 
реагент С (подавляющий раствор). Этот 
раствор позволяет различать прикрепленные к 
клетке и поглощенные клеткой бактерии, 
подавляя FITC-флуоресценцию бактерий, 
прикрепленных к поверхности клетки, но не 
влияя на флуоресценцию поглощенных 
частиц. После двух этапов отмывки с 
реагентом А (отмывающим раствором) 
эритроциты удаляются путем добавления 
реагента D (лизирующего раствора). Раствор
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для окрашивания ДНК (Реагент Е), который 
добавляется непосредственно перед анализом 
методом проточной цитометрии, исключает 
артефакты агрегации бактерии или клеток.

Бактерии E.coli опсонизированы с 
иммуноглобулином и комплементом смешанной 
сыворотки. Клетки фагоцитарной системы 
(моноциты, полиморфноядерные нейтрофилы) 
имеют рецепторы для компонента комплемента 
(СЗЬ) и для постоянной части молекулы 
иммуноглобулина (Fc), опосредующие адгезию 
бактерий к поверхности клеток. Используя 
опсонизированные и неопсонизированные 
бактерии, которые также доступны, 
одновременно можно измерить
опсонизирующую способность и фагоцитоз. 
Таким образом, можно определить, является ли 
ненормальный фагоцитоз следствием 
нарушения процесса опсонизации, либо 
дефектом поглощающей способности фагоцитов.

Фагоцитоз и последующее расщепление -  
многоступенчатый и многофакторный процесс 
(1, 2, 3). Поэтому для его исследования в 
контролируемых условиях применяются разные 
наборы: MIGRATESP”  для измерения
хемотаксиса, PHAGOTEST" для измерения 
поглощения микробов, BURSTTEST 
(PHAGOBURSP“ ) для измерения
окислительного взрыва. Важными факторами 
являются; степень опсонизации, температура, 
время инкубации и соотношение бактерий 
и лейкоцитов.

^  ' М А Т Е Р И А Л Ы  И Р Е А Г Е Н Т Ы

Набор реагентов содержит:

Реагент D

Реагент А
1 флакон выпаренной соли для растворения 
в 1 л бидистиллированной воды, дает 1 л 
готового к использованию 1 х отм ы ваю щ его  
раствора.

Реагент В
1 флакон (2 мл) взвеси стабилизированных и 
опсонизированных E.coli, меченых FITC, 1 х 
раствор, готовый к использованию, прибл. 2 х 
10® бактерий на 1 мл.

Реагент С
1 флакон (10 мл) подавляю щ его  раствора 
для подавления флуоресценции бактерий, 
прикрепленных снаружи клетки, синий раствор 
реагента, 1 х раствор.

1 флакон (20 мл) л изирую щ его  раствора 
(10 X исходного раствора для хранения), для 
получения 200 мл 1 х раствора после 
разведения в пропорции 1 : 10 с дважды 
дистиллированной водой для лизирования 
эритроцитов и одновременной фиксации 
лейкоцитов.

Реагент Е
1 флакон (20 мл) раствора для окраски ДНК 
для цитометрического различия бактерий во 
время анализа лейкоцитов, розовый раствор 
реагента, 1 х раствор.

Набор реагентов не содержит следующие 
материалы, необходимые для анализа:

1, Пробирки для сбора крови, содержащие 
антикоагулянт гепарин,

2, Одноразовые пробирки размером 12 х
75 мм (Falcon, Becton Dickinson № 352052) 
и соответствующие стойки.

3, Колбы (500 мл и 10ОО мл) для отмывающего 
раствора (реагента А) и 1 х лизирующего 
раствора (реагента D).

4, Емкость со льдом и с крышкой,
5, Дважды дистиллированная вода или вода 

для инъекций для приготовления 
отмывающего раствора (реагента А), а 
также для разбавления 10 х лизирующего 
раствора (реагента D).

Необходимая аппаратура:

1. Микропипетки с изменяющимся объемом 
20-200 мкп, 100-1000 мкл и одноразовые 
наконечники.

2. Диспенсер и наконечники для диспенсера.
3. Диспенсеры на бутыли для отмывающего 

раствора и 1 х лизирующего раствора.
4. Водяная баня.
5. Цифровой термометр.
6. Вихревой смеситель.
7. Охлаждающая центрифуга с качающимся 

ротором и вкладышами для пробирок 
размером 12 х 75 мм.

8. Проточный цитометр с длиной волны 
возбуждения 488 нм (аргоновый лазер).
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В Н И М А Н И Е

1. Образцы крови должны всегда
рассматриваться как потенциально
инфицированные. Используйте одноразовые 
перчатки и защитную одежду при работе с 
образцами крови.

2. Реагент А содержит хлорацетамид и
натриевую соль этилендиаминтетрауксусной 
кислоты. Хлорацетамид вреден при
вдыхании и попадании на кожу (R22) и
может вызвать раздражение на коже (R43). 
Возможен риск нарушения фертильности 
(R62). Не вдыхайте пыль (S22). Используйте 
соответствующую защитную одежду,
перчатки и защиту глаз/лица (S36/37/39). 
Натриевая соль этилендиаминтетрауксусной

А  кислоты вызывает раздражение глаз (R36) и
может вызывать длительные
неблагоприятные эффекты в водной среде 
(R 52/53). Не допускайте попадания в 
окружающую среду. См. специальные 
инструкции/инструкции по технике 
безопасности (S61).

3. Реагент D содержит диэтиленгликоль и 
формальдегид. Формальдегид вреден при 
вдыхании, при контакте с кожей и при 
проглатывании (R20/21/22). Он вызывает 
раздражение глаз, дыхательных путей и 
кожи (R36/37/38). Возможен риск 
необратимых последствий (R40). Может 
вызывать раздражение кожи при контакте 
(R43). В случае попадания в глаза, 
немедленно промыть большим количеством 
воды и обратиться за медицинской помощью 
(S26). Используйте соответствующую 
защитную одежду и перчатки (S36/37). При

• несчастном случае или при возникновении 
недомогания, немедленно обратитесь за 
медицинской помощью (S45). Используйте 
только в хорошо проветриваемых 
помещениях (S51). Диэтиленгликоль вреден 
при проглатывании (R22). При 
проглатывании немедленно обратитесь 
обратитесь за медицинской помощью и 
покажите эту упаковку или этикетку (S46).

4. Краситель ДНК загрязняет пипетки и систему 
доставки образца проточного цитометра и, 
возможно, влияет на анализ 
иммунофлюоресценции, особенно в случае 
антител, помеченных фикоэритрином. 
Разбавленный гипохлорит натрия (0,5-1,5%) 
устраняет загрязнения от красителя ДНК.

Х Р А Н Е Н И Е  И Б Е З О П А С Н О С Т Ь

Набор следует хранить в темноте при 
тем пературе 2-8°С  (в холодильнике). Перед 
использованием тщательно перемешайте 
бактерии (вихревым смесителем) или при 
помощи шприца с узкой иглой. Реагенты 
поставляются с консервантом, который не 
влияет на фагоцитоз. Реагенты стабильны в 
течение периода, указанного на этикетке 
упаковки, и при соответствующем хранении.

1. П риготовления:

1.1 Растворите соли для отмывающего 
раствора (реагент А) в 1 л 
бистиллированной воды для 
приготовления отмывающего раствора.

1.2 Разведите исходный раствор реагента D 
в пропорции 1: 10 в бистиллированной 
воде (объем по мере необходимости, 2 мл 
на тест).

1.3 Подготовьте емкость со льдом.

1.4 Прогрейте водяную баню до температуры 
37°С (необходим  точн ы й  контроль 
тем пературы !).

1.5 Включите и откалибруйте проточный 
цитометр.

2. Настройка PHAGOTEST™:
2.1 Дозирование:

Гепаринизированная цельная кровь 
осторожно перемешивается (вихревым 
смесителем) и ал и квотируется на дне 5 мл 
пробирки, 100 мкл на тест.
Кровь не должна оставаться на боковых 
стенках пробирки, как и при анализах 
иммунофлюоресценции.
НЕ ИСПОЛЬЗУЙТЕ кровь , в которую  в 
качестве антикоагулянта  добавлена 
EDTA или лим онная кислота!
Перед добавлением бактерий, образцы 
крови следует инкубировать в емкости со 
льдом в течение 10 минут, чтобы охладить 
их до 0°С.
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2.2 Активация:
Тщательно перемешайте предварительно 
охлажденны е бактерии Е.соП (Реагент 
В) (вихревым смесителем) и добавьте 
20 мкл на тест, а также контрольный 
образец к образцу цельной крови.

2.3 Инкубация:
Все пробирки перемешиваются еще раз. 
Контрольный образец остается на льду. 
Тестовы й образец инкубируется  в 
течение 10 м инут при тем пературе 
37,0°С на водяной бане. Водяная баня 
должная бы ть закрыта и предварительно 
прогрета. Следует тщ ательно  
контролировать  время инкубации и 
температуру.

2.4 Подавление Флюоресценции:
Точно в конце периода инкубации все 
образцы, находящиеся в одной стойке, 
одновременно извлекаются из водяной 
бани и помещаются на лед, чтобы 
остановить фагоцитоз. К каждому образцу 
добавляется 100 мкл холодного реагента 
С (подавляю щ его раствора). 
Перемешайте образцы, используя 
вихревой смеситель.

2.5 Отмывка:
Добавьте 3 мл отм ываю щ его раствора 
(реагент А) в пробирки. Отцентрифугируйте 
пробирки (5 мин, при 250 д, при 2-8°С). 
Удалите надосадочную жидкость. Образцы 
отмываются еще один раз с добавлением
3 мл отм ы ваю щ его  раствора (реагент 
А) (5 мин, при 250 д, при 2-8°С). Удалите 
надосадочную жидкость.

2.6 Лизис и Фиксация:
Образцы цельной крови лизируются и 
фиксируются 2 мл предварительно 
нагретого до комнатной температуры 1 х 
реагента D (лизирую щ его  раствора). 
Смешайте вихревым миксером и 
инкубируйте образцы в течение 20 минут 
при комнатной температуре. 
Отцентрифугируйте клетки (5 мин, при 
250 д, при 2-8°С). Удалите надосадочную 
жидкость.

2.7 Отмывка:
Добавьте 3 мл отм ы ваю щ его  раствора 
(реагент А) в пробирки. Отцентрифугируйте 
пробирки (5 мин, при 250 д, при 2-8°С). 
Удалите надосадочную жидкость.

2.8 Окрашивание ДНК:
Добавьте 200 мкл раствора для 
окраш ивания ДНК (реагент Е) в пробирки. 
Смешайте и инкубируйте 10 минут на льду 
(в емкости со льдом без доступа света). 
Проведите измерения в клеточной 
взвеси в течение последующ их 60 минут.

3. Анализ методом проточной цитометрии

Клетки анализируются методом проточной 
цитометрии с использованием сине-зеленого 
излучения (488 нм аргоновый лазер).

Измерение:
Во время сбора данных «живой» гейт 
устанавливается на гистограмме красной 
ф луоресценции на тех событиях, которые 
содержат, по крайней мере, такое же 
количество ДНК, что и диплоидные клетки 
человека (т.е. исключение скопления бактерий, 
имеющих те же свойства рассеивания света, 
что и лейкоциты. См. рис. 1А). Кроме того, 
бактерии могут быть исключены из анализа 
путем установления порога  ф луоресценции 
по FL2 и FL3 каналу.
Соберите 10 000-15  000 лейкоцитов на 
образец.
Оценка данных:
Анализируется процент клеток, совершивших 
фагоцитоз (гранулоцитов и моноцитов), а также 
их средняя интенсивность флуоресценции 
(количество поглощенных бактерий). С этой 
целью соответствую щ ий кластер лейкоцитов 
гейтируется профаммным обеспечением по 
гистограмме светорассеяния (lin FSC и lin 
SSC, см. рис. 2А, 2С) и затем анализируется 
гистограмма зеленой ф луоресценции (FL1) 
(см. рис. 2В, 2D).
Для этого используйте контрольный образец для 
установления маркера флуоресценции-1 (FL1) 
таким образом, чтобы менее 1-3% событий 
были позитивными. Процент фагоцитирующих 
клеток в исследуемом образце может быть 
определен путем подсчета числа событий над 
этой позицией маркера. Среднее значение 
флуоресценции коррелирует с количеством 
бактерий на один лейкоцит.
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РИСУНКИ
Рекомендуемая гистограмма/дот плот (точечный 
график), отображаемые во время сбора данных 
(см. рис. 1А, 1В, 1C).

§
■ Лейкоциты ■

Бактерии-

10* 10' 10‘ 10» 
FLJ

Г
Рис. 1А Живой гейт на ДНК лейкоцитов 
(гистограмма FL2)

SS C H

Рис. 1 в  Дот плот lin SSC / log FL1 
контрольного образца (0°С)

Типичный дот плот FSC/SSC и гистограммы FL1 
фагоцитарного теста (время инкубации 10 мин при 
37°С) Гистограммы контрольного образца при 0°С 
представлены слева (см. рис. 2А, 2В, 2С, 2D).

•

• ; s'-".

R1 /  /

1
• 1 "

; Ч ' ■ ■ '■ .

Рис. 2А Типичный дот плот FSC/SSC, гейт 
установлен на гранулоцитах

КомтропьО°С

Инкубируйте е тм вни в  Ю минут при Э7°С 
М2

М1 '

10“ 10' 102 10  ̂ 10‘ 
FL1-H

Рис. 2В Типичная гистограмма FL1, гейт 
установлен на гранулоцитах

Инкубируйте » т«чони« I о иииут при 37̂

SSC-H
1023

Рис. 1C Дот плот Пп SSC / log FL1 тестового 
образца (37°С)

Рис. 2С Типичный дот плот FSC/SSC, гейт 
установлен на моноцитах



Инструкция PHAGOTEST™ Версия 03/09
стр. 7 из 10 G  L Y C Т Ф Р  Е

B i o t e c h n o l o g y

КошролкЛ

Инкубируйте в течение Ш  минут при 37*С 

М2

Рис. 2D Типичная гистограмма 
установлен на моноцитах

FL1, гейт

, З А М Е Ч А Н И Я

1. Гепаринизированная кровь должна быть 
обработана в течение 24 ч после отбора 
проб. О бразцы  крови  следует хранить 
при комнатной температуре до обработки.

2. Э озиноф илы  (количество которых растет 
при аллергии и паразитарных инфекциях) 
демонстрируют повы ш енную  
аутоф лю оресценцию , которую можно 
выявить в контрольной пробе при 0°С.

3. Фагоциты, инкубируемые при 37°С, 
отличаются по размеру и зернистости от 
клеток контрольного образца при 0°С. Это 
необходимо помнить при определении 
областей интереса (гейтов или точечных 
областей) на графике светорассеяния. 
Кроме того, увеличение потери клеток 
может наблюдаться из-за их прилипания к 
пластиковой поверхности при температуре 
37°С и аутолиза.

4. При постановке анализа полезно выполнять 
его параллельно дважды или трижды.

5. Предлагаемый порядок тестирования 
исследует процесс ф агоцитоза при 
оптимальных условиях (опсонизированные 
бактерии, отсутствие этапов изоляции и 
т.д.). Таким образом, при тестировании 
препаратов на здоровых пациентах можно 
ожидать лишь небольшое увеличение 
фагоцитарной активности ех v ivo  или in vit­
ro. Тестирование эф ф ектов препаратов in 
vitro может быть полезным при изучении 
зависим ости  действия  препаратов от 
времени (инкубация с бактериями E.coli- 
FITC (реагент В) в течение 2,5 или 5 мин)
и от разведения бактерий (пропорция 1 :
4 или 1 : 8).

6. Бактерии уже опсонизированы, однако 
дополнительный эффект достигается за 
счет сыворотки в цельной крови. Это 
следует принимать во внимание при 
работе с образцами, отличными от 
цельной крови.
Фагоцитарная активность HL-60 
пром иелоцитарны х л е й козны х клеток 
или изол и ро ван н ы х м оноцитов или 
макроф агов может быть изучена путем 
инкубации клеток с бактериями E.coli, 
мечеными FITC, в культуральной среде, 
содержащей 5-20%  эмбриональной 
телячьей сы во р о тки  или сы воротки 
крови  человека. При этом может быть 
потребоваться продление времени 
инкубации (120-240 мин).

7. В качестве реагента F также доступны  
неопсонизированны е  бактерии Е.соИ, 
мечены е FITC. Их можно использовать в 
качестве стимуляторов, чтобы проверить 
о п сонизирую щ ую  способность  
сы воротки  пациента.

Т О Ч Н О С Т Ь  М Е Т О Д А

Внутрианалитическая точность  данного 
метода анализа была определена путем 
трехкратного исследования цельной крови 
здоровых добровольцев.

Диапазон
значений

Средний 
КВ (%) п

%
фагоцитирующих

гранулоцитов
96,80-99,59 0,2 6

GeoMean 
(геометрическое 

среднее) FL1
264,30-616,60 1.5 6

%
фагоцитирующих

моноцитов
78,4-95,5 1,1 6

GeoMean FL1 161,90-310,30 3,6 6

О Ж И Д А Е М Ы Е  Р Е З У Л Ь Т А Т Ы

Н орм альны й диапазон фагоцитарной 
активности гранулоцитов и моноцитов был 
определен на образцах свежей 
гепаринизированной цельной крови
здоровых добровольцев.
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Тип клетки

Гранулоциты

Моноциты

%
фагоцитирующих

клеток*

95-99

65-95

GeoMean FL1'

250-600

150-350

* Результаты получены с помощью водяной бани со 
встряхиванием, значения GeoMean уменьшаются 
на 20-30%  при использовании водяной бани без 
встряхивания.

О Г Р А Н И Ч Е Н И Я :

1. Лаборатории должны создавать 
собственные диапазоны нормальных 
значений, используя свои условия 
испытаний.

2. Образцы должны содержать более 95% 
жизнеспособных клеток и к ним должна 
быть добавлена полная доза 
антикоагулянта. Клетки от старых и не 
содержащих полную дозу антикоагулянта 
образцов крови могут демонстрировать 
неспецифическое окрашивание. Причины 
этого явления -  агрегаты тромбоцитов и 
мертвые клетки, из которых наблюдается 
утечка ДНК.

3. Соотношение бактерий (примерно 4 х 10^ на 
2 0  мкл) к лейкоцитам (в 100 мкл цельной 
крови) составляет 50 : 1 при условии 
количества лейкоцитов в -  крови 8 000/мкл и 
80 : 1 при 5 000/мкл. Для образцов с 
количеством белых кровяных клеток, 
отличающимся от нормального диапазона 
(4 000-10 000), необходимо корректировать 
количество добавляемых бактерий.

4. Образцы, готовые для измерения без 
добавления реагента Е (раствора для 
окрашивания ДНК), стабильны в течение 
24 часов на льду, но они систематически 
теряют интенсивность флуоресценции.

В А Ж Н Ы Е  И Н С Т Р У К Ц И И  Д Л Я  
К О Л И Ч Е С Т В Е Н Н О Г О  А Н А Л И З А

1. Процесс фагоцитоза в значительной 
степени зависит от температуры. В 
процессе подготовки образцов необходимо 
строго соблюдать температуру и время 
инкубации. Термометр должен 
обеспечивать измерения с точностью до 
одной десятой градуса.

2. Также большое значение имеет 
воспроизводимость и стандартизация 
действий. Поэтому, пожалуйста, 
придерживайтесь данной инструкции и 
собственных уточнений.

3. Во внимание должны быть приняты любые 
изменения в проточном цитометре, которые 
влияют на чувствительность измерения 
флуоресценции и, следовательно, значение 
«GeoMean». Для ежедневной калибровки 
необходимо использовать стандартные 
калибровочные частицы (флуоресцентные 
микрогранулы).
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