1 Metody sledovani imunity bezobratlych

U bezobratlych se nevyskytuje, i pfes nékteré vyjimky, typicka adaptivni imunita, pro niz je
charakteristicka klonalni selekce lymfocytll, tvorba specifickych protilatek a imunologicka pamét.
Obrana bezobratlych Zivocichl je zaloZzena na reakcich vrozené (inatni) imunity, které jsou rychlé,
nespecifické, navzajem se ovliviiuji a spolupracuji. Bunééné mechanismy imunity zajistuji hemocyty.
Napf. u hmyzu rozliSujeme nékolik typ(, u jednotlivych hmyzich fada se lisi jejich zastoupeni. Hraji roli
pfi srazeni hemolymfy - koagulaci (koagulocyt, oenocyt, sférulocyt), hojivych procesech (oenocyt),
eliminaci cizorodych ¢astic (granulocyt, plazmatocyt). Pocet a aktivitu hemocytl ovliviiuji hormony,
poranéni a infekce. K nejdllezitéjSim obrannym mechanismim bunééné imunity bezobratlych patfi
fagocytdza, nodulace a enkapsulace. Tyto procesy jsou zaloZzené na izolaci a eliminaci cizorodych
¢astic, patogenl popf. parazitll. Pfi fagocytéze jsou jednotlivé ¢astice zachycovany hemocytem,
(nodule). Kolem cizorodého materialu se shlukuji rizné hemocyty, na néz se vazi granulocyty, které
pak lyzuji. Vytvari se melanin obalujici cizi ¢astice. Dochazi k aktivaci plazmatocytl a ty se shlukuji
kolem zlyzovanych granulocytl. Z 20-30 vrstev plazmatocytl se pak vytvari samotna nodule fungujici
jako filtr. PFi proniknuti materialu vétSich rozméru (paraziticti prvoci, mnohobunécni, nebiogenni latky -
sklo, latex atd.) dochazi k enkapsulaci. Princip je podobny jako u nodulace s tim, ze plazmatocyty se
nemusi procesu zucastnit a cely utvar (kapsule) je ve vysledku obalen melaninem. Tvorba melaninu je
vysledkem tzv. fenoloxidazové kaskady tzn. jde o latkovou slozku imunity. Podstatou reakce je
pfeména zbytkl aminokyseliny tyrozinu na polymer melanin za vzniku hnédého barviva. Reakce
probiha pres nékolik mediatori a cela je katalyzovana pouze jednim enzymem - fenoloxidazou. U
bezobratlych existuje cela fada chemickych latek, které maji baktericidni a opsonizaéni efekt popf. se
UCastni tvorby melaninu. Nejvétsi vyznam ma enzym lysozym pusobici jako lyticky, bakteriocidni
faktor pro G+ bakterie a bakteriostaticky faktor pro G- bakterie.

Uloha 12: Sledovani mikrobicidnich faktor hemolymfy

Princip
Pod vlivem mikrobicidnich faktord hemolymfy (zejména lysozymu) dochazi k lyze bakterialnich stén

a vycefeni roztoku. Vysledna reakce se urCuje kvantitativné turbidimetricky jako zména optickych
vlastnosti reakéniho roztoku. Jde tedy o snizeni zakalu vlivem mikrobicidnich faktord hemolymfy.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost a ¢asova nenaro¢nost, pii fedéni vzorku je ovSem dulezita
pfesnost v pipetovani.

Chemikalie a roztoky
1. Bakterialni kultura - Micrococcus luteus (CCM 169)

2. Fyziologicky roztok

3. Hemolymfa - Bombyx mori

Pristroje a pomucky
Mikrotitracni desticky (8x12 jamek), spektrofotometr, filtr na 340 nm, termostat

Postup (vlastni prace)

1. Roztok bakterii Micrococcus luteus o ur¢ité koncentraci (pocet bunék/ml), nafedime do zkumavek:
a) do zkumavek 1.-4. napipetujeme 220 pl fyziologického roztoku
b) do zkumavky, oznaCené K, napipetujeme 440 pl koncentrovaného roztoku bakterii.
a) zprvni zkumavky (oznacené K) pfenasime 220 pl vzorku do druhé, dikladné promichame a
prfeneseme 220 pl do dalsi zkumavky atd., naposled do zkumavky €. 4.
b) do daldi Ffady péti zkumavek pfeneseme 100 pyl z kazdého Fedéni a pfidame 15 pl
hemolymfy, promichame a kultivujeme v termostatu 20 min pfi 37°C.



K 1. 2. 3. 4,
Kontrola
1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Koncentrace
Pipetuje se 440 pl bakt. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r. 220 pl fyz.r.
. Ve \_) \_) \_) \_)
Prenasi se
220 pl 220 pl 220 pl 220 pl
220 ul 220 pl 220 ul 220 pl 440 ul
Celkem:
1.7 2.7 3. 4.’
Vzorek K-’
Prenasi 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Hemolymfa 15 pl 15 pl 15 pl 15 15 pl
Celkem 115 pl 115 pl 115 pl 115 pl 115 yl

U hodnot koncentrace je plvodni pocet bunék/ml vyjadren jako 1.

2. Po 20 minutach kultivace pipetujeme z kazdé zkumavky (K, &. 1. — 4., K,

mikrotitracni destiCku a méfime pfi 340 nm zakalovou reakci proti blanku
- blank 1: fyziologicky roztok
- blank 2: 100 pl fyziologického roztoku a 15 pl hemolymfy.
- kontrola K: nefedény roztok bakterii
- kontrola K”: 100 ul nefedéného roztoku bakterii a 15 pyl hemolymfy

Priklad vysledku

1.-4.) 100 pl na

Cislo zkumavky T 12 1314 1516171810910 11 ] 12
Vzorek K |1 |2 |3 |4 |k |1 ]2 |3 ]|a B'a1”k B'Z”k
Absorbance 0,254 (0,209 10,145 (0,100 |0,074 10,246 {0,174 10,149 (0,129 10,104 | 0,051 0,083
A orku — A blanku 0,203 (0,158 10,094 |0,049 |0,023 10,163 (0,091 | 0,066 (0,046 |0,021 - -

Od hodnot K, €. 1. — 4. se odecéita hodnota blanku 1, od hodnot K*, &. 1.- 4.” se odec¢ita hodnota

blanku 2.

Hodnoceni

1. Vypocitame procentualni Ubytek hodnoty absorbance vzhledem k pfisluSnym kontroldam (rozdil
mezi hodnotou absorbance samotného roztoku bakterii a absorbance roztoku bakterii s pfidanou

hemolymfou).
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2. Vypocitané hodnoty ubytku vyneseme do grafu vici plivodni koncentrace bakterii.




Priklad vysledku a grafu

Koncentrace 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Ubytek v % 19,7 424 29,8 6,1 8,7
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Vystup

Jako vystup uvedte:
1) Tabulku s hodnotami:
1. Absorbance vzorku (blanku)
2. Rozdilu absorbance vzorku a absorbance pfislusného blanku

2) Tabulku s vypocitanym ubytkem hodnot absorbance u vzorku bez hemolymfy a s
hemolymfou.

3) Bodovy graf s prolozenou regresni kiivkou (polynomicka zavislost)

4) Konstatovani, pfi zhruba jaké hodnoté koncentrace bakterii (vyjadieno poétem bunék/ml)
doslo k jejich nejvyssSimu ubytku.



