Srovnani tri metod stanoveni lysozymu v hemolymfé hmyzu
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Uvod:

Kalibra¢ni kfivka LSM

Lysozym je soucasti humoralni slozky pfirozené Imunity hmyzu stejné tak jako jinych
bezobratlych a obratlovell. Radime ho mezi antibakterialni proteiny hemolymfy, které se
nachazeji bézn¢ v hemolymfé (fenoloxidazy ve formé profenoloxidaz, lysozym, lektiny,
hemolin, aglutininy). Jejich dalsi ¢ast Je exprimovana pouze V pripad¢ infekce (baktericidni
peptidy).

Lysozym nalezi ke skupin€¢ heterogennich enzymi, kterd zahrnuje asi 20 pribuznych
enzymu, oznacovanych jako N-acetylmuramylhydrolazy — E.C.3.2.1.17. U hmyzu jsou
znamy ti1 nepatrné se liSici alelické varianty cecropia enzymu (izolovany z Hyalophora
cecropia) a lysozym Bombyx mori (Yu et al. 2002). Lysozym je velmi konzervativni
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molekula o relativni molekulové hmotnosti 14,5 kDa, kterou tvori 129 aminokyselin mm? | (OD x mm) Mazimum | Minimum | Adj | (ODx mm)
(Vodrzka 1992). N T O W R R
E3 20,21 @a0,90 20,10 0,49 0,24 0,1% 30,10
Lysozym katalyzuje hydrolyzu polysacharidovych fetézcti ze stfidajicich se N- R4 | 21,79 60,90 32,46 0,53 0,24 0,16 3246
acetylglukézaminovych jednotek a zbytku N-acetylmuramové kyseliny, které dodavaji tuhost e —— L - s R
bunécnym sténdm bakterii. Pisobi pouze na G* bakterie, protoze maji odliSnou stavbu Obr.: Vlevo nahofe akrylamidovy gel s frakcemi lysozymu R1 - R5 (2 - 20 ul/ml), vpravo kalibra¢ni kiivka lysozymu
bunécné stény nez G- bakterie (lyticky, baktericidni faktor pro G* bakterie, bakteriostaticky sestrojend podle tabulky (dole) na zakladé programu Volume Analysis.
faktor pro G- bakterie) (Morishima et al. 1994).
U hmyzu se vyskytuje ve vsech tkanich. Jeho aktivita (koncentrace) v hemolymf& stoupé 3. Turbidimetrickd metoda - spektrofotometrie
po Injikaci antigenu I po poranéni az 10x (Wiesner & Gotz 1993, Kanost et al. 1990). Metoda podle Parry et al. (1965), ktera stanovuje aktivitu lysozymu jako pokles
Cilem prace bylo porovnat tfi metody stanoveni lysozymu v hmyzi hemolymfe. absorbance vzorku obsahujiciho lysozym v 20 minut povatené suspenzi M. luteus.
Absorbance vzorku (kontroly) byla méfena pri laboratorni teploté a vinové délce 530 nm
v 1 ml bakterialni suspenze (0,2 mg/ml Britt.-Robinsonova pufru o pH 7,0). Absorbance
Material metody: byla métena ithned po pridani kalibracniho roztoku (25 pl) nebo hemolymfy (2, 5, 10, 15
AG A , i 8 st A0 nebo 20 ul) a po 10 minutach inkubace pfi laboratorni teploté. Byl zaznamenan pokles
_Pro srovnani tfi uv§denych metod byl pouzit kalibracni roztok Iy.Sozymu (E.C.3.2.1.17, absorbance zpisobeny bakteriolytickou aktivitou lysozymu.
Sigma) o koncentraci 2, 5, 10, 15 a 20 mg/ml. Dale byla pouzita hemolymfa bource O ; SRR O
moruSového (Bombyx mori) a zavije¢e voskového (Galleria mellonella). Vsechny metody Mnozstvi lysozymu ve vzorcich bylo prepocitano podle kalibracni kiivky na mg/ml
vyuzivaji Micrococcus luteus (M. lysodeikticus, CCM 169), ktery patii K nejcitlivéjSim hemolymfy.

Kalibracni krivka

mikroorganizmim rozpousténym timto enzymem (Powning & Davison 1973).
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Mnozstvi lysozymu lze stanovit radialni difuzi v agaroze podle Hyrsl & Marek (1999). 0,002 1
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Agardza (Lachema) byla povatena v Britt.-Robinsonové pufru (pH 7,0) spolecné s M. T T L e e o 7 5 o 10 11 10 13 14 e 1 17 18 10 20
luteus a nalita na sklenéné plotny 18 x 8,5 cm. Do vysekanych jamek bylo nanaseno 5 ul 00 omcantrace Iysosymu (masmi
nefedéné hemolymfy nebo kalibra¢niho roztoku. Inkubace probihala ve vlhké komiirce za
laboratorni teploty 24 hodin. Velikost difizni zony je pfimo umérna velikosti bakteriolytické Obr.: Kalibracni kiivka ur¢ena na zakladé méfeni zmeény absorbance po deseti minutach pusobeni

lysozymu o rtizné koncentraci na suspenzi M. luteus.

aktivity hemolymfy. Primér diftzni zony byl odecitan méritkem IDP — SEVAC. Mnozstvi

lysozymu ve vzorku bylo prepocitano podle kalibra¢ni kiivky na mg/ml hemolymfy.

Tabulka vysledku:

- Kalibracni kfivka Druh hayzu Mnozstwi lysozymu
v mg { ml hemolymiy
. RS L. mari samice V. instar t-10
T o L. paort samct V. instar 5-12
;e B, mori samice kukly 10-14
A B, mori samei kukly 1213
] 7. mellonella larva 4-3
N G. mellanella kukla 12
o e e Tab.: Mnozstvi lysozymu v hemolymf{€ vybranych zastupcu hmyzu (n = 10).
Diskuze:
Obr.: Agarozovy gel s vysekanymi jamkami a difuznimi zéonami (vlevo). Horni fada obsahuje vzorky kalibra¢niho Nejpfesnéj $1 hod noty koncentrace Iysozymu pro vzorky hem0|ymfy pochézeji hlavne
roztoku lysozymu o koncentraci 2, 5, 10, 20 a 25 mg/ml. Dalsi ¢tyfi fady jsou vzorky hemolymfy B. mori. Kalibracni z metody radialni diftize v agardze, i kdyz byly vétsinou potvrzené i dalsimi metodami.

fimka (vpravo) a jeji rovnice, podle které se vypocitaji vysledné hodnoty obsahu lysozymu ve vzorcich. e p AN 3y i SR ERN R ‘
¢ (Vpravo) a je " Fel A A B Elektroforetické stanoveni lysozymu je casové velmi naroéné a dochazi pifi ném

K prebarveni ostatnich proteinovych frakci. Vyuziti elektroforézy pouze za tucelem

stanoveni je tedy velmi neekonomické, 1 kdyz vhodné jako potvrzeni jeho pritomnosti Ve

vzorku. Turbidimetricka metoda se nejevi jako spolehliva, protoze zména absorbance neni
jednoznaéné¢ umeérna koncentraci lysozymu (viz. kalibra¢ni ktivka), a proto mmnozstvi

2. Elektroforéza SDS-PAGGE lysozymu v hemolymf€ prepocitané podle kalibrac¢ni kiivky neni tak presné jako u zbylych

Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gradient gel electrophoresis - metoda podle dvou metod. Ackoliv ma tato metoda vyuziti napi. pii stanoveni mnozstvi lysozymu
Laemmliho (1970) modifikovana podle Hyrsl & Simek (2005). V tkanich a télnich tekutinach ryb (Ellis 1990), nam se u hmyzu neosvédcila.
Polyakrylamidové gely vznikaji kopolymeraci dvou monomert, akrylamidu a N’,N’- Zavér:

methylenbisakrylamidu. SDS (Sodium dodecylsulfat) se vaze shodné¢ na vSechny bilkoviny
v poméru 1,4 g / 1g bilkoviny a predava jim silny zaporny naboj, vlastni naboj je poté
zanedbatelny.

Nejlépe se osvédcCila metoda radialni difize v agaroze, protoze je velmi rychla,
levna, citliva a pouzitelna nejen pro vzorky hmyzi hemolymfy a tkani, ale | pro jiné
vzorky ebsahujici lysozym.

Byl pouzit 5 % koncentracni gel a separacni gel 14 x 10,5 cm s gradientem 7,5 — 20,0 %.

Vertikéalni elektroforéza SE 600 (Hoefer Scientific Instruments) probihala v prostiedi | iteratura:
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