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Metodika sledovani vrozené imunity ptaki
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Uvod

Imunitni systém ptakjakoZto jeden ze zakladnich homeostatickych mechah@ganismu zahrnuje stejn
jako u ostatnich ziv&ich imunitu nespecifickou a specifickourdtinétem nasSeho zajmu se stala imunita
nespecificka neboli vrozena, jez je evard starSi a negnna. Mechanismy této imunity, jejichz aktivace je
Vv piipact potreby takka okamzitd, dlime na slozku humoraini a b&mou.

Humoralni slozku zdeiedstavuje pedevSim komplementovy systém a lysozym, mimo to tékzéé druhy
interferori, lektin ¢i sérovych proteifi. Slozku buénou reprezentuji fagocytujici a cytotoxickéitiy.

Pro n¥feni imunitnich parameirjsme jako modelové organismy vybrali nasledujici druhykpi&iepelka
japonsk&Coturnix japonica) kur doméaci{Gallus gallus f. domestica sykora kaadra(Parus major).

Obr. 1: Modelové organismy. Zlevatepelka japonskéCoturnix japonica)kur doméaci(Gallus gallus f. domestica),
sykora kdadra(Parus major)
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Obr.2: Nami studované mechanismy vrozené imuniipt

Komplementovy systém ptaki

Komplementovy systémipdstavuje hlavni komponentu humoralni nespecifické ityunlako takovy se
sklada z 25-30 sérovych a membranovych prdtekooperujicich jak mezi sebou, tak i s dalSimi
imunitnimi mechanismy jako je n#ilad fagocyt6za.

Slozky komplementu se v reakci na cizorody peickaskadovig aktivuji a tim spousji imunitni reakci.
Terminalnim produktem této kaskady je tzv. MAC (membraracktcomplex). Ten perforuje membrany
n&kterych mikroorganisiiha zpisobuje tak jejich lyzi.

K aktivaci komplementového systému dochazi 3 moZnynisapy — klasickou, alternativni a lektinovou
cestou. Dive se ¥dci domnivali, Ze ptaci jsou schopni pouze klasické cestivake, nedavno vsak byly
konkrétre u kurat objeveny i dalSi dvcesty, tedy alternativni a lektinova.

Stanoveni aktivity komplementového systému
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Obrg.3: Stanoveni aktivity komplementiepelky japonské, jejiz plazma byléep hlubokym zamraZenim (-8D)
skladovana # raznych podminkach a péan¢ diouhou dobu. Blank — PBS (pH 7,4).
Z grafu je patrné, Ze stéplazmyéi teplota pi skladovani nerly na aktivitu komplementu vliv, jaky by se daiekavat -
tedy ¢im starsi krewi vy3si teplota, tim nizsi aktivita. Naopak, ngemé hodnoty plazmy, jez byla zamrazena v nejktatsic
z nami zvolenych intervél(0 hodin, 6hodin) vykazujitpkvapivé nejnizsi aktivitu komplementu.

Relativie novad metoda stanoveni bakteriolytické aktivity kompletmeryuziva bioluminisceimi
bakterieEscherichia coli(K12pGFPluxBAmp). Bakterialni luminiscence (viz rovnjde piitom piimo
umerna jejich viabilig.

ATP + D-luciferin + 02— ADP + PPi + oxyluciferin + KO + s\tlo
Princip metody je zaloZen nadteni kinetiky bioluminiscence v zavislosti na baktericichmil&incich
komplementového systému, afiéme ¢as potebny pro usmrceni 50% bakteriCim vy3$i je tedy

aktivita komplementu, tim vice bakterii zlyzuje a tim nib&luminiscerni signal ziskame. V fibshu
méieni se postupovalo dle Buchtikova et al. (2011) za pouzitinometru Immunotech LM - O1T .

Stanoveni lysozymu v plazré

Lysozym paitti do skupiny hydrolytickych enzytn Jako takovy rozklada zakladni komponentu
burgenych stn bakterii - polysacharid murein. Lyzi podiéhajitedeviim grampozitivni
bakterie, jejichz mureinova vrstva na rozdil od gramnegativnich ebakpostrada vesi
lipopolysacharidovou membranou. U piélstejré jako u vSech obratlovcje lysozym soudasti
krevni plazmygi slin, dale také vajgného bilku a Zloutku.

Mnozstvi lysozymu Ize stanovit metodou radialni difize v agarézéidaypkem Micrococcus
luteus dle Laemmliho (1970) modifikovana podle Hyrsl & Simek (2005). V ramci metody
dochdzi k difdzi lysozymu do okolniho gelu a nasledné interakd. duteus jeZ se projevuje
vycefenim okoli jamky, do které byl nanesen vzorek. Plocha mittesvi pitom odrézi aktivitu
lysozymu.

Obrz.4: Agar6zovy gel s diftiznimi zénami
— po obvodu lysozym pro kalibraci, uvinitzorky slepti plazmy.
Koncentrace lysozymu v plazhkura doméaciho byla z kalibéai kiivky prepaitena jakozto hodnota 0,1
mg/ml, tedy o ®co nizsi nez u savg u kterych se koncentrace lysozymu pohybuje s mezidruhovym
rozdily mezi 0,3 a 0,5 mg/ml. Plazma byl&igravena centrifugaci krveip2500 x g/10 min, poté
zamrazena #p-20°C. MnozZzstvi lysozymu nana$ené do jamek byl@50

Fagocytéza

Fagocytéza je u ptdk zprostedkovana funénimi ekvivalenty sadich neutrofifi ozna&ovanych jako
heterofily. Pfib&h fagocytézy je zpeétku stejny u obou typtéchto granulocyl, aviak konéné faze, tedy
likvidace pohlceného mikroorganismu je Zn&odlisna.

Sawi neutrofily vyuzivaji primara oxidativnich mechanisin znamych také pod nazvem resgina
vzplanuti. Tento proces je zahajen aktivaci membranovéimyneu NADPH oxidazy a postupnou
produkei reaktivnich kyslikovych intermediatVysledkem je myeloperoxidazou katalyzovany vznik
baktericidnich chlornanovych anidnt

Ptai heterofily vSak myeloperoxidazu postradajfegto vSak k respitmimu vzplanuti dochazi, avSak
v daleko mensi nié nez u satich neutrofifi. Prvotre jsou proto vyuzivany mechanismy na kysliku
nezavislé, tedy neoxidativni. Za ty je zodgdny piedevsim beta-defensin, ktery je hlavni komponentou
heterofilnich granul.

Stanoveni respir&niho vzplanuti fagocyti

Stanoveni respitaiho vzplanutiili baktericidni schopnosti fagocytie zaloZzeno na chemiluminiscém
analyze. Ta je zprostdkovana luminoforem, ktery je excitovan piestnictvim volnych kyslikovych
radikali. Behem navratu luminoforu z excitovaného do zakladniho staathdzi k emitaci sitla, jehoz
hodnota je fimo Unmérna mie fagocyt6zy.

K b&znému stanoveni respiiho vzplanuti neutrofil savd & ryb se jako luminofor pouziva luminol.
Z davodu nizké hladiny produkovanych kyslikovych radikge vSak v gfipadt ptaki nutno pouZzit
mnohem citli¥jSi luminofor. Takovym se oslcil byt Pholasin — fotoprotein extrahovany z is&ych
mekkysi roduPholas dactylugSild and Hsrak , 2010 ).

1) Stanoveni senzitivity fagocylt k riiznym typim aktivator i
Modelovy organismus:ikpelka japonska, gfekrve: 18 hodin. Zvolené aktivatory: LREpopolysacharid),
PMA (forbol-12-myristat-13-acetaty,P (zymosanové partikule), fMLBormylmetionylleucinfenylalanin)
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Obrg.5: Reakce fepelky japonské na
riizné druhy aktivatdr.

Z vySe uvedeného grafu vyplyva, Ze nejrychlejsi je reakcPS, Lk té dochazidhem rekolika méalo vtdin,
kdy dosahuje maxima a poté prudce klesa. Intenzivni realgtze znznamenana také u reakce s PMA,
kiivka ma vSak tentokrat charakter postupnéhstu s maximem dosazenym az p&kalika minutach.
Naopak velmi slabou reakci vykazuje ZP, kdeftak nedochazi k zadnému fatu intenzity. Stejnou
situaci jsme zaznamenali také vipact fMLP, kterd se vSak diky absenci recefitqpro tento typ
aktivatoru dala sekavat (Kogut et al. 1998).

2) Aktivita respira &niho vzplanuti mléd’at sykory kofiadry v reakci na LPS S. entericaa E. coli
LPS bakterifedtny s pufrem (DPBS, pH 7,4) v poftu 1:1, st&i krve : 2-6 hodin

Obrg.6: Respirani vzplanuti sykory kiadry
v reakci na LPE.colia S.enterica

Reakce fagocyits LPSE. colije v porovnani s&. entericaznatel vy3si, coz koreluje s vysledky Sild a
Hérak 2010. Kivka vykazuje trendirstu s maximem dosazenym pekolika malo sekundach. Naslegin
dochazi k pozvolnému klesani, které silizi k hodnot blanku az po vice nez hodinNaopak reakce se
S. entericadosahuje maxima ihned po jejinfigéni. Steji tak pokles na Growveblanku, tedy vyerpani
volnych radikab je témei okamzité.
Priprava vzorki a podminky méreni:
Nami provedena &feni probihala za pouziti kitu typu ABEL® Cell Activation Tesit for Whole Blood
or Isolated Cells with Pholasin and Adjuvant¥ Mgteni pomoci tohoto typu luminoforu probihalo na
vzorcich plné krve odebirané #itelni Zily ptaki do heparizovanych kapilar. Krev byla poté az dédtu
mefeni skladovanaip4°C. Jako blank byla pouzita plazma danéhasfita druhu ziskana centrifugaciip
2500 x g/10 min. K mifeni luminiscence byl pouZit @pluminometr Immunotech LM - O1T.

ZAveér: Vyse uvedené metody stanoveni komplementu, lysozyitlagocytézy, tedy zakladnich mechanismarozené imunity se v naden¥ipacs oswedcily jako pouzitelné pro #t3i studie. Fedevaim stanoveni
respiréniho vzplanuti pomoci Pholasinu je velice praktickafespa metoda, ktera wipads ptaki nahrazuje malou citlivost luminolu. V ramci této metody yyiibec poprvé pouzity jako modelové organismy sykora

konadraci kiepelka japonska.

Literatura: Buchtikova S., Simkova A. Rohlenova K., Flajshans M.gkop., Liliuse E., Hyr3l P.: The seasonal changes

Laemmii U.K.: Cleavage of structural proteins durihg assembly of the head of bacteriophage T4. B@®27, 680 — 685, 1970.
Kogut M.H., Holtzapple C., Lowry V.K., Genovese K., Sker L.H.: Functional responses of neonatal chicken ariky

of the common rpig.
Hyrsl P., Simek V.: An analysis of hemolymph proteinfjies during the final instar, prepupa and pupa of tHexgirm, Bombyx mor{Lepidoptera: Bombycidae). Blologla 207 23 2005.

318:169-175,2011.

following

by
Sild E. and Hﬁrak P.: Assessment of oxidative burstiarawhole blood samples. Validation and application ohamiluminescence method based on Pholasin. Behav Beiltfiol, 64: 2064-2076, 2010.

Am J Vet Res 59: 1404-1408, 1998.

Tato préace byla podpena granty GAR P506/12/2472 a P505/10/1871.




