8. cviceni: Stanoveni lyzozymu metodou jednoduché radialni difuze

Lyzozym jako enzym rozkldda polysacharid murein, ktery je zdkladni
komponentou bunécnych stén bakterii. Lyzuje pfedevsim grampozitivni baktérie,
které maji mureinovou vrstvu nechranénou vnéjsi lipopolysacharidovou
membranou. Vyskytuje se nejen u obratlovci (sliny, sekrety, krevni sérum,
mléko, mo¢, pot, jatra, cytoplazma fagocyti apod.), ale i u bezobratlych
(hemolymfa) a nékterych rostlin (Papaya latex, Ficus apod.). Jednou z
nejjednodussich metod stanoveni lyzozymu je imunodifize v agarézovém gelu.
Princip

Pfi této metod¢ je jedna ze slozek (bakterie, protilatky nebo senzibilizované
erytrocyty) rozpusténa v agarézovém gelu a druhd (lyzozym, antigen, sérum s
komplementem) difunduje z jamky radidln€ do okolniho gelu. Ob¢ slozky spolu
interaguji a dochazi k 1yze bakterii lyzozymem projevujici se jako vyceteni okoli
jamky. Aktivitu lyzozymu odrazi velikost plochy, ve které¢ doSlo ke zméné
zakaleni gelu.

Pti manipulaci je potieba dodrZet spravnou teplotu tak, aby byl gel tekuty, ale
zaroven aby nedochazelo k denaturaci proteint teplotou.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost, casovd naro¢nost, nutna zkuSenost a
zrucnost.

Chemikalie a roztoky

=bakteridlni kultura - Micrococcus luteus (CCM 169)

=1,25% agarozovy gel s bakterialni kulturou

»zasobni roztok lyzozymu [2,5 mg/ml]: I mg lyofilizovaného lyzozymu ma aktivitu
priblizné 47 000 jednotek. Rozpusténo v boratovéem pufru.

=borat-fosfatovy pufr (BFP), pH 7,4

Méreny vzorek
*mySsi sérum, sliny, slzy, mo¢ nebo hemolymfa zavije€e voskového, fyziol. roztok

Pristroje a pomicky

Sklenénd plotna 5 x 5 cm, Petriho misky na vlhkou komitirku, borat-fosfatovy pufr,
korkovrt napojeny na vyveévu pro vysekdvani jamek do agarovych ploten, filtracni
papir, polystyrenové zkumavky (2,5 ul), pravitko, pipety, epiny, nalevku nebo
kelimky na mo¢

Priprava sklenénych ploten s agarozovym gelem:

1. Vyvazime podloZku na nalévani do vodorovné polohy.

2. Sklenénou plotnu (5 x 5 cm) ocistime alkoholem a nechame uschnout.

3. Pripravenou sklenénou pipetu nékolikrat proplachneme horkou vodou.

4. Na plotnu naneseme skleneénou pipetou 2,4 ml diikladné promichané agarozy s
bakterialni kulturou.

5. Gel nechame nékolik minut zatuhnout na kalibrované vodorovné plose.



Z Petriho misky a vihkeho filtracniho papiru pripravime vihkou komiirku. Do ni
umistime sklenenou plotnu s agarozovym gelem, aby nevyschl. Kazda plotna
musi mit kalibraci, proto si do dvojice ptipravime kalibracni fadu péti zkumavek
podle nasledujiciho schématu.

Postup:

1. KaZda plotna musi mit kalibraci, proto si do dvojice pfipravime kalibracni fadu péti zkumavek
podle nasledujiciho schématu. Koncentraci a aktivitu lyzozymu dopoéitejte.

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 4. 5.
Borat-fosfatovy pufr - 10 pl 10 pl 10 10 pl
Zasobni roztok lyzozymu | 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul
10 10 10 pl 10 pl
)
Redéni: 1x 2x 4x 8x 16x

Koncentrace lyzozymu [mg/ml]:
Aktivita lyzozymu [jednotek/ml]:
Celkovy objem: 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 20

2. Korkovrtem napojenym na vyvévu vysekame do agardzy jamky dle Sablony:

0 0 0
Zkum. 1 zkum. 2  zkum. 3

0 0 0
serum zkum. 5  zkum. 4

0 o] 0
sliny hemolymfa BFP

3. Do kaZde jamky napipetujeme 2,6 pl vzorku podle schématu v bodé 2.
4. Desky inkubujeme 48 hodin ve vihké komurce pfi 4 °C.

5. Lyzozym difunduje do okoli jamek a lyzuje bakterie v gelu, €&imZ dochazi k vycefeni gelu (viz obr.
u bodu 2). Pomoci specialniho méfitka SEVAC odecteme druhe mocniny poloméri prstencd okolo
jamek.

Vystupem této metody je 1. tabulka obsahujici hodnoty:
1. druhych mocnin praimért prstence

2. koncentrace lysozymu

3. aktivity lysozymu



2. graf zavislosti koncentrace lysozymu standardd (osa X) na druhé mocniné
pramért prstencti v mm (osa Y) tj standardni kiivka (rovnice regrese) a podle
této kiivky zjisténi koncentrace vlastnich vzorkd.

Osa X — koncentrace lysozymu

Osa Y — druhd mocnina priméri prstencii (mm)
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