1 Metody sledovani imunity bezobratlych

U bezobratlych se nevyskytuje, i pfes nékteré ndznaky, 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 rychle,
nespecifické, navzajem se ovliviiuji a spolupracuiji.

Bunéc&né mechanismy imunity zajistuji hemocyty. U skupiny hmyzu rozliSujeme hned nékolik typu
téchto hemocytd, jejichz zastoupeni se muize liSit u jednotlivych hmyzich fadd. Hraji roli napf. pfi
srazeni hemolymfy - koagulaci (koagulocyt, oenocyt, sférulocyt), v hojivych procesech (oenocyt) nebo
béhem eliminace cizorodych &astic (granulocyt, plazmatocyt). Pocet a aktivitu hemocytl ovliviuji
hormony, poranéni a infekce.

a enkapsulace. Tyto procesy jsou zaloZzené na izolaci a eliminaci cizorodych ¢astic, patogent popf.
parazitl. Pfi fagocytéze jsou jednotlivé Castice zachycovany hemocyty, pohlceny a natraveny.
Nodulace je slozZitéjsi proces, pfi némz agregaci hemocytl vznikaji Utvary zvané nodule. Kolem
cizorodého materialu se shlukuji razné typy hemocytl, na néz se pak vazi granulocyty, které nasledné
lyzuji. Vytvari se melanin obalujici cizi ¢astice a dochazi k aktivaci plazmatocytu, které se shlukuji
kolem zlyzovanych granulocytll. Z 20-30 vrstev plazmatocytu se pak vytvaFi samotna nodule funguijici
jako filtr. PFi proniknuti materialu vétSich rozmér( (paraziti€ti prvoci, mnohobunécni parazité,
nebiogenni latky - sklo, latex apod.) dochazi k enkapsulaci. Princip je podobny jako u nodulace s tim,
Ze plazmatocyty se nemusi procesu ucastnit a cely Utvar (kapsule) je ve vysledku obalen melaninem.

Tvorba melaninu je vysledkem tzv. fenoloxidazové kaskady, ktera je jednou ze sloZzek humoralni
(latkové) imunity. Podstatou reakce je pfeména zbytk(i aminokyseliny tyrozinu na polymer melanin
za vzniku hnédého barviva. Reakce probiha pfes nékolik mediatord a celd je katalyzovana pouze
jednim enzymem - fenoloxidazou. U bezobratlych existuje cela fada dalSich chemickych latek, které
maji baktericidni a opsonizacni efekt popf. se U€astni tvorby melaninu. Nejvétsi vyznam ma enzym
lysozym pUsobici jako lyticky (bakteriocidni) faktor pro G+ bakterie a bakteriostaticky faktor pro G-
bakterie.

Uloha 12: Stanoveni mikrobicidnich faktord hemolymfy pomoci turbidimetrie

Princip

Pod vlivem mikrobicidnich faktord hemolymfy (zejména lysozymu a dalSich antimikrobialnich peptidd)
dochazi k lyze bakteridlnich buné&cnych stén a vy&efeni roztoku obsahujiciho baktérie. Vysledna
reakce se kvantitativné urCuje turbidimetricky jako zména optickych vlastnosti reakéniho roztoku.
Jedna se tedy o méfeni snizeni zakalu bakterialni suspenze vlivem mikrobicidnich faktord hemolymfy.
Vyhody a nevyhody: Jednoduchost a ¢asova nenarocnost, pfi fedéni vzork(l je ovSem dulezita
presnost v pipetovani.

Chemikalie a roztoky

»  bakterialni kultura - Micrococcus luteus (CCM 169)
= fyziologicky roztok

= hemolymfa Bombyx mori

Pristroje a pomucky

Mikrotitracni desti¢ky (8x12 jamek), spektrofotometr s filtrem pro 340 nm, termostat.



Postup

1. Roztok bakterii Micrococcus luteus o ur€ité koncentraci (po€et bunék/ml) nafedime do zkumavek:

a) do zkumavek 2-5 si napipetujeme 220 pul fyziologického roztoku

b) do zkumavky oznacené 1 napipetujeme 440 pl koncentrovaného roztoku bakterii

a) zprvni zkumavky oznacené K pfeneseme 220 pl vzorku do druhé zkumavky, dikladné
promichame a pfeneseme 220 pl do dalSi zkumavky atd., naposled do zkumavky ¢&. 5

b) do dalsi Fady péti zkumavek pfeneseme 100 ul z kazdého fedéni a pfidame 15 ul hemolymfy,
promichame a kultivujeme v termostatu 20 min pfi 37 °C

1 2 3 4 5
Zkumavka
1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Koncentrace bakt.
Pipetuje se 440 pl bakt. | 220 plfyz.r. | 220 plfyz. r. | 220 pl fyz. r. | 220 pl fyz. r.
Pfenasi se
220 pl 220 pl 220 ul 220 yl
220 yl 220 yl 220 pl 220 yl 440 pl
Celkem
2’ 3 4’ 5
Vzorek 1
Prenasi se 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Hemolymfa 15 ul 15 ul 15 pl 15 pl 15 pl
Celkem 115 pl 115 pl 115 yl 115 yl 115 yl

Pozn.: U hodnot koncentrace je puvodni pocet bunék/ml vyjadfen jako 1.

2. Po 20 min kultivace pipetujeme z kazdé zkumavky (1-5a 1 -5") 100 yl na mikrotitracni destiCku
a méfime pfi 340 nm zakalovou reakci proti blanku:

blank A: fyziologicky roztok
blank B: 100 pl fyziologického roztoku a 15 pl hemolymfy

Priklad vysledk:

Vzorek 11213 |als |1 23|45 B""‘A”k B'g”k
Absorbance (A340) 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 340 vzorku — A 340 blanku | 0,203 0,158 {0,094 | 0,049 {0,023 | 0,163 | 0,091 | 0,066 | 0,046 (0,021 - -

Pozn.: Od hodnot 1 - 5 se odecita hodnota blanku A, od hodnot 1” - 5" se odecita hodnota blanku B.

Hodnoceni




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

100X 1—1) 100X 2-2)

1 2

2. Vypocitané hodnoty ubytku vyneseme do grafu vici plivodni koncentraci 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:
= tabulku s hodnotami:
1. absorbance vzorkd a blanku
2. rozdilu absorbance vzorku a absorbance pfislusného blanku
= tabulku s vypocitanym procentualnim Ubytkem hodnot absorbance vzorkd s hemolymfou
*» bodovy graf s prolozenou regresni kfivkou (polynomicka zavislost)
» konstatovani pfi jaké hodnoté koncentrace bakterii zhruba doSlo k jejich nejvy$Simu ubytku

pusobenim hemolymfy. Pokud zname presnou koncentraci plivodni suspenze, uvedeme ji
v poctu bunék na ml, pokud ji nezname, uvedeme pouze fedéni.

Uloha 13: Stanoveni aktivity enzymu fenoloxidazy

Princip



Fenoloxidaza (PO) je pfitomna v hemolymfé a hemocytech ve formé neaktivniho proenzymu —
profenoloxidazy, ktera je za fyziologickych podminek aktivovana aktivaéni enzymy ze skupiny
proteaz. Uméle Ize profenoloxidazu hmyzu aktivovat napf. pouzitim metanolu, ktery méni konformaci
proenzymu a uvolfiuje aktivni misto enzymu pro vstup substratu.

Mezi substraty fenoloxidazy patfi tyrozin a dalSi fenolické latky, které jsou pfeméfnovany az na pigment
melanin. Nékteré latky fenolické povahy, jako napf. fenylthiomoCovina (PTU), se sice mohou diky
podobné struktufe trvale vazat do mista pro substrat, avSak nejsou enzymaticky zpracovavany. Tyto
latky jsou hojné vyuzivany pro inhibici melanizace.

Vyznamnou ulohu hraje PO u hmyzu béhem pigmentace a hojeni zranéni, ale u€astni se také pfi
izolaci patogenu proniknuvsich do organismu.

Stanoveni PO spociva ve sledovani pfemény substratového roztoku na barevné produkty. Tmavnuti
reakéni smeési zpusobené produkci melaninu Ize méfit spektrofotometricky a je pfimo umérné aktivité
PO ve vzorku.

Chemikalie a roztoky

= fosfatovy pufr (10 mM; pH 7,0)

» substratovy roztok DOPA (3,4-dihydroxyphenylalanin; 3 mg/ml fosfatového pufru)
Pozn.: Pripraveny roztok na vzduchu samovolné oxiduje, proto jej pripravujeme vzdy Cerstvy.

» roztok fenylthiomocoviny (PTU) ve fosfatovém pufru
= suspenze zymosanu o koncentraci 5 mg/ml fosfatového pufru

= metanol

Méreny vzorek

= hemolymfa hmyzu (Bombyx mori, Galleria mellonella)

Pristroje a pomucky

96-jamkové mikrotitracni desti¢ky, zkumavky, spektrofotometr.

Postup

1. Ve zkumavce si pfipravime smés hemolymfy s fosfatovym pufrem (fedéni hemolymfy 1:10):
10 ul hemolymfy + 90 ul pufru — mirné promichame otoéenim zkumavky

Pozn.: Hemolymfu odebirame pipetou bud’ pfimo z nastfizené panozZky larvy nebo z kapky vytvorené
na parafilmu.

2. 40 pyl smési prepipetujeme do jamky na mikrotitracni desti€ce (mame-li dostate€né mnozstvi
hemolymfy, pracujeme v duplikatech kvuli vétsi presnosti).

3. 40 pl smési hemolymfa-pufr pfeneseme do nové zkumavky, ve které jiz mame pfipraveno 40 pl
metanolu. Smés ddkladné promichame a 10 yl z ni napipetujeme na mikrotitracni desticku.

4. Podle charakteristiky méfeni pfidame ke vzorku bez metanolu na mikrotitracni destiCce:

a) kontrola: pfidame 10 pl roztoku PTU
b) méfeni hladiny spontanné aktivované PO: pfidame 10 ul fosfatového pufru
c) méreni hladiny PO po aktivaci zymosanem: pfidame 10 ul roztoku zymosanu

d) méreni celkové hladiny PO (pPO): nic nepfidavame



Pozn.: Budeme pracovat ve skupinach, z nichZz kazda provede jedno ze stanoveni (a)-(c) a stanoveni
celkové hladiny PO (d).

5. Ke vzorkiim pfidame roztok DOPA: do jamek bez metanolu (40 ul smési hemolymfa-pufr + 10 ul
roztoku z bodu 4) pipetujeme 150 ul DOPA a do jamek s metanolem 190 ul DOPA, tak aby
vysledny objem ve v8ech jamkach byl 200 ul.

6. V pétiminutovych intervalech méfime absorbanci vzorkud pfi 492 nm po dobu 30 min.

Pozn.: Méreni by mélo zacinat bezprostfedné po pfidani substratu do reakce.

Hodnoceni a vystup

Zmérené hodnoty vyneste do grafu zavislosti absorbance na ¢ase (viz obr. 11.1; bodovy graf
prolozeny linearni zavislosti). Celkem budou v grafu Ctyfi pfimky — viz bod 4 postupu (kontrola,
spontanné aktivovana PO, zymosanem aktivovana PO a celkova PO).
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Obr. 11.1: Priklad grafu pro hodnoceni aktivity PO (Cervené je zvyraznéna smérnice
proloZzené primky, jejiz hodnotu pouzivame pri dal§im hodnoceni).

Ve vytvofeném grafu si pro kazdou pfimku zobrazte rovnici regrese. Smérnice pfimky, kterou vyctete
Z regresni rovnice, vyjadfuje zménu absorbance reakéniho roztoku za min (Ase2/min) — tj. aktivitu PO.

Pro porovnani jednotlivych méfeni mezi sebou vztahnéte hodnoty aktivity PO na pl hemolymfy
(Ase2/min/pl) a uvedte je do zavérecné tabulky. Stejnym zplsobem vypoctéte aktivitu PO pro vSechna
Ctyfi méfeni.

Zavérecna tabulka:

Aktivita PO A4go/min Aygo/min/pl

Kontrola

Spontanné aktivovana PO
Zymosanem aktivovana PO
Celkova PO




Pozn. Pro prepocet aktivity PO na ul hemolymfy je nutno znat faktické mnozZstvi hemolymfy v jamce.
Toto mnozZstvi je jiné pfi méreni celkové hladiny PO (vzorky byly fedény metanolem), nez u ostatnich
méreni!



