Metody sledovani imunity
bezobratlych

Bi5220c Imunologie - cviceni 2021



Imunita bezobratlych

e (immune priming)
» Vrozena (inatni) imunita

» Rychla, nespecificka

» Bunécna — fagocytoza, nodulace, enkapsulace
e Humoralni — AMP, PO, koagulace
» Signalni drahy - Toll, Imd, JAK/STAT



IX. Uloha — Stanoveni aktivity
enzymu fenoloxidazy



Princip

» Fenoloxidaza (PO) - pfitomna v hemolymfé a hemocytech
(profenoloxidaza)

» Aktivace - napr. lipopolysacharid nebo zymosan

» Metanol méni konformaci profenoloxidazy a uvolfiuje aktivni
misto enzymu pro vstup substratu

» Substraty fenoloxidazy - tyrozin a dalSi fenolické latky
(DOPA), které jsou pfeménovany az na pigment melanin

» FenylthiomocCovina (PTU) vyuzivana pro inhibici melanizace

» Stanoveni PO spociva ve sledovani premény substratového
roztoku na barevné produkty

» Mérime spektrofotometricky (tmavnuti vzorku je pfimo
umérné aktivité PO)



Chemikalie a roztoky

» fosfatovy pufr (PBS; 10 mM; pH 7,0)

» substratovy roztok DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin;
3 mg/ml fosfatoveho pufru)

» roztok fenylthiomocoviny (PTU) ve fosfatovem pufru

* suspenze zymosanu o koncentraci 5 mg/ml
fosfatoveho pufru

 metanol
» Vzorek - hemolymfa hmyzu (Galleria mellonella)

Pristroje a pomucky

» 96-jamkové mikrotitracni destiCky
» spektrofotometr



Postup

1. Ve zkumavce si pripravime smés hemolymfy s fosfatovym
pufrem (fedéni hemolymfy 1:10):
o 20 pl hemolymfy + 180 pl pufru — mirné promichame
otoCenim zkumavky

2. Po 40 ul fedéné hemolymfy napipetujeme do tfech jamek
(A-C) na mikrotitraCni destiCce.

3. DalSich 40 pl smési hemolymfa-pufr pfeneseme do noveé
zkumavky, ve které mame pfripraveno 40 ul metanolu.
Smés dukladné promichame a 10 pl z ni napipetujeme do
ctvrté jamky (D) na mikrotitracni desticce.



Postup

Podle charakteristiky méfreni pfidame do jamek na mikrotitraéni destiéce:

A) negativni kontrola:
B) méfeni hladiny spontanné aktivované PO:

C) méreni hladiny PO po aktivaci zymosanem:

D) méfeni celkové hladiny PO (pPO):

40 pl

10 pl roztoku PTU

10 pl fosfatového pufru
10 pl roztoku zymosanu
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Postup

5. Tésné pred mérfenim pfidame ke vzorkim roztok DOPA:
do jamek A-C pipetujeme 150 pl DOPA a do jamky D 190 pl
DOPA, tak aby vysledny objem ve vSech jamkach byl 200 pl.

6. V pétiminutovych intervalech méfime absorbanci vzorku pfi
492 nm po dobu 30 min.
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Vystup
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Tabulka

Aktivita PO

A492.’min

As92/min/pl

Kontrola

Spontanné aktivovana PO

Zymosanem aktivovana PO

Celkova PO




