Mechanismy imunity u bezobratlych

BEZOBRATLI: - pouze nespecifické - latkové
- bunécné

Navzéjem se ovliviiuji, spolupracuji.

Bunééné mechanismy imunity zajistuji hemocyty => buiikky hemolymfy - u t¥idy "hmyz"
rozliSujeme nekolik typt, u jednotlivych hmyzich tadu se lisi jejich zastoupeni.

prohemocyt - velké jadro, bazofilni cytoplazma, béhem ontogeneze se z nc¢ho béhem
diferenciace a proliferace vyviji ostatni typy, je tedy prekurzorem pro dalsi typy hemocyta,

granulocyt - vysoky obsah granul, acidofilni cytoplazma, podili se na vSech reakcich,
nejdulezitéjsi jsou: fagocytodza, nodulace, enkapsulace

plazmatocyt - podili se na vSech reakcich, nejdulezitéjsi jsou: fagocytdza, nodulace,
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koagulocyt - aktivuje koagulaci - srdzeni hemolymfy, mozn4 je buika vyvinuta jako
specializovany granulocyt

oenocyt - aktivuje fenoloxiddzovy systém, ucast v hojivych procesech, koagulace

sférulocyt - koagulace, vice neni zndmo

Pocet a aktivitu hemocyta ovliviiuje:

hormony (ekdyzon, juvenilni hormon aj.), poranéni (pocet se zvétSuje), infekce (pocet se s
trvanim infekce zmensuje)

Fagocytoza

- jednotlivé déje:
adheze - ptilnuti ¢astice na povrch

AP



ingesce - pohlceni

&

cidie - usmrceni ¢éstic
digesce - natraveni cizorodych ¢astici
exocytoza - vyliti obsahu ven z buiiky nebo uloZeni do lysozomi

Nodulace

Je proces, ktery vznika po poranéni, ¢i po vniknuti cizorodého materialu do hmyziho organismu,
ucastni se jej hemocyty a vysledkem je tvorba nodul. Nodule je tutvar vznikajici agregaci
hemocyti na zékladé plisobeni cizorodého materidlu. Plsobi jako filtr, vychytava cizi Ag. Je
podjednotkou utvaru zvaného kapsule. Tohoto dé&je se ucastni vSechny hemocyty na zacatku
procesu.

Sled dé&ja

- kolem cizorodého Ag se shlukuji hemocyty, pak se vazi granulocyty

- granulocvty reaguji na cizorody Ag tim, ze lyzuji

- uvolnuji se slozky fenoloxidazové kaskady, ta se tim sama aktivuje, vytvari se melanin

- dochazi k aktivaci plazmatocvti

- shlukuji se kolem cizorodého materialu a zlyzovanych granulocyti

- dochazi k vytvofeni nodule, ktera je tvotena z 20-30 vrstev PL vytvéfejicich mezi sebou spojeni
gap junctions

- dochazi k filtraci cizorodého materialu a jeho zachyceni, a ten miize byt v kone¢ném dusledku
fagocytovan

zlyzovany Ag a granulocyty

Enkapsulace
Uplatiiuje se u antigenniho materidlu vétSich rozmeért, ktery nemize byt hemocyty fagocytovan -
paraziticti prvoci, hlistovky a mnohobunééni nebo i nebiogenni substance (sklo, uméla hmota, latex).



Existuji 2 typy:
latkovy: - granulocvty reaguji na cizorody Ag - lyzuji
- aktivuji se slozky fenoloxidazové kaskady, jde o intenzivni proces
- vytvaii se velké mnozstvi melaninu, ktery obaluje cizorody Ag
buné¢ny: - stejny postup jako u nodulace, ale ptidavaji se plazmatocyty
- dochazi v8ak jesté k obaleni kapsule melaninem

Koagulace
Reakei zprostiedkovavaji koagulocyty, které se po stimulaci béhem poranéni rozpadaji, uvoliuji
slozky koagula¢ni kaskady a aktivuji ji. U€astni se n€kdy i dal$i hemocyty.

Fenoloxidazova kaskada

Kaskéada se podili na tvorbé kutikularnich barviv, agregaci proniklych bakterii, opsonizaci, agregaci
antigenu, enkapsulaci a tvorb& noduli. Podstatou reakce je pfeména zbytkli aminokyseliny tyrozinu
na polymer melanin za vzniku hnédého barviva. Reakce probiha pfes nékolik mediatori a cela je
katalyzovana pouze jednim enzymem, fenoloxidazou.

Lysozym - katalyzuje hydrolyzu polysacharidovych fetézcti N-acetylglukosaminovych jednotek a zbytku
N-acetylmuramové kyseliny v bunéénych sténach bakterii. Plisobi pouze na G+ bakterie, protoze maji
odlisSnou stavbu bunécné stény nez G- bakterie (lyticky, bakteriocidni faktor pro G+ bakterie,
bakteriostaticky faktor pro G- bakterie).

Attaciny, Cecropiny - vazi se na stény bakterii a narusuji jejich integritu na zptisob detergentii a riznych
perforinii. Jejich koncentrace v hemolymf€ je velmi nizkd, ale injikaci antigenniho stimulu (hlavné
bakterii) nékolikanasobné stoupa

Hemolin - vaZe se na povrch bakterii, umoznuje pfipojeni tyrosinovych derivati (melanizace) na bakterie,
prichyceni bakterii k hemocytim a pravdépodobné pomaha pti tvorbe noduli.

Aglutininy - byla u nich detekovana opsonizacni aktivita s rozdilnou intenzitou proti riznym hmyzim
patogentim. Nékteré aglutininy patii zaroven mezi lektiny.



Lektiny - jsou schopny rozeznavat patogeny a parazity a podilet se na obranné reakci. Syntetizuji se po
zranéni, bakterialni infekci nebo béhem metamorfoézy, coz naznacuje, Ze jsou schopny podilet se na
likvidaci patogentd nebo poskozenych a rozpadavajicich se tkani.



Zakladni sérologické metody

Uskuteciiuji se v kapalném prosttedi. Pomoci nich se urcuje protilatka, antigen nebo hapten a to
kvalitativné 1 kvantitativné. Koncentrace protilatek, kterd se v séru zjisti po ptidani zndmého
antigenu, se vyjadiuje titrem séra tj. nejvétSim ziedénim séra, které jeSté reaguje s antigenem
(1:2, 14, ..., 1:20, 1:40 atd.).

1. Precipitani metody

2. Aglutina¢ni metody

3. Hemaglutina¢ni metody

4. Komplement-fixacni reakce

1. Precipita¢ni metody
Ag (precipitogen-rozpustny) + Ab (precipitinin) = Ag-Ab (precipitat)

V prvni fazi se tvofi rozpustné imunokomplexy (obtizné detekovatelné). Ve druhé fazi, ktera je
pomalejsi, dochazi k agregaci (shlukovani) rozpustnych komplexid a vznikaji nerozpustné
(viditelné) komplexy. Ne vSechny Ab maji schopnost precipitovat Ag. Provedeni na sklicku
(kapky Ag a Ab), ve sklenéné zatavené trubicce (vznik precipitacniho prstence) nebo ve
zkumavce. Kvalitativné se reakce hodnoti okometricky (+/-), kvantitativné se mnozstvi
precipitatu presné¢ méti. Modifikaci precipitacnich metod jsou imunodifizni metody (precipitace
v gelu).

2. Aglutina¢ni metody
Ag (aglutinogen-nerozpustny) + Ab (aglutinin) = Ag-Ab (aglutinat)

Obdoba precipitacnich metod, rozdil je v Ag. Pouzivaji se k identifikaci mikroorganisma a
zivocisnych bunc¢k a k prokazéani specifickych protildtek. Smés Ag a Ab ve zkumavce se
promicha a kultivuje. Po urcité dob¢ se vytvoii na dn¢ zkumavky aglutinat (sit’ imunokomplexit)
a nad nim ¢iry roztok. Aglutinace se dale provadi na mikrotitra¢ni desticce (malé mnozstvi Ag a
Ab, automatizace) a na podloznim sklicku. V ptipadé sklicka se vysledek odecita pfimo nebo pod
mikroskopem.

Aglutinace: a) pfima - reakce Ab s Ag na povrchu ,,Castice*
b) nepfima - reakce Ab s rozpustnym Ag pasivné navazanym na ,,castici‘

3. Hemaglutina¢ni metody
Ag (hemaglutinogen-erytrocyt/jeho ¢ast) + Ab (hemaglutinin) = Ag-Ab (hemaglutinat)

Aglutina¢ni metody, pii nichz jako Ag funguji erytrocyty popf. jejich ¢asti.
Hemaglutinace: a) pfima - reakce Ab s povrchovymi Ag ery (zejména krevnimi skupinami),
in vivo je nasledovana hemolyzou (po ,,nepodaiené* transfizi)
b) nepiima - reakce Ab s rozpustnymi Ag pasivné adsorbovanymi na ery
(chemicky modifikovany povrch)



Hemaglutina¢né inhibi¢ni test (HIT) - pouziti pfi detekci antivirovych Ab. Nékteré viry (chiipka)
jsou schopné aglutinovat ery. Pfidanim protilatek proti virim dojde k zabranéni aglutinace.

4. Komplement-fixac¢ni reakce (KFR)

Urceni Ag a Ab pomoci vazby komplementu.
V prvnim stupni reakce Ag s Ab v pfitomnosti znamého mnozstvi komplementu (krev morcat),
ktery se vaze na vznikajici imunokomplexy. K reaktantim se piidaji erytrocyty (berannni)
obalené amboceptorem (krali¢i protilatky). Pokud se v prvni reakci vyvazal veskery komplement,
nedojde po pfidani obalenych erytrocyti k hemolyze - pozitivni KFR. Pfi kvantitativnim
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pozitivni KFR.
Imunodifizni metody

Zékladem je imunoprecipitace, ktera se neuskuteciiuje v kapalin€, ale v gelu, ktery se vyrabi
z agaru. Agar se sklada z agar6zy (linearni polymer disacharidu agarobiozy) a agaropektinu (vic
sacharidii, karbocylovych a sulfatovych skupin). Agar6za ma v podstaté vlastnosti molekulového
sita a standardnéjsi slozeni nez agaropektin. Proto se vétSinou pfipravuje gel z Cisté agardzy.

Do gelu se aplikuje Ab a Ag, které se pak v gelu pohybuji (difunduji).

V misté stfetu Ab a Ag se tvoii precipitacni linie - ¢ara, obloucek, prstenec. Tu je mozno
detekovat pouhym okem, zabarvenim nebo radioaktivnim izotopem. V piipadég, ze je jedné latky
vice nez druhé, neni precipitacni linie ostra - rozmyva se.

Diflize probiha ve sméru snizovani koncentrace difundujici latky a zavisi na teploté, velikosti a
tvaru molekul popf. na jejich pH. Rychlost difiize je nepiimo imérna casu.

Jednoducha imunodifuze
Ab nebo Ag se rozpusti v gelu a druha slozka se do gelu aplikuje az potom.

Oudinova metoda - Ab se rozpusti v gelu ve zkumavce. Na gel se aplikuje roztok s Ag, ktery
difunduje do gelu a v zavislosti na poctu Ab a Ag se vytvareji precipitacni prouzky v riznych
vzdalenostech. Je mozné stanovit Ag i kvantitativné.

Jednoducha radialni imunodifize podle Manciniové - obdoba Oudinovy metody provadéna na
sklicku. Ag v gelu radialné difunduje do vSech stran a vytvaii se precipitacni prstenec. Plocha
prstence popt. druhd mocnina priméru je linedrn¢ umérnd mnozstvi Ag.

Dvojita imunodifize

Ob¢ slozky difunduji. Vyuziti pro kvalitativni stanoveni. Provadi se ve zkumavkach nebo na
skli¢ku popt. Petriho misce.

Jednorozmérna dvojita imunodifize - zkumavkova varianta. Tti vrstvy gelu, ve spodni je Ab,
v horni Ag, uprostted je Cisty gel. Ag a Ab difunduji do gelu a tvofi prouzky.



Dvojrozmérna dvojita/Dvojita radialni imunodifiize podle Ouchterlonyho - N¢kolik jamek
v gelu vedle sebe, kam se napipetuji Ab a Ag. V pfipad¢, ze si Ab a Ag odpovidaji, vytvoii se
mezi jamkami precipitacni linie/obloucky.



Turbidimetrie a nefelometrie

Pti prachodu svételnych paprski kapalinou, kterd obsahuje jemné rozptylené nerozpusténé
castice, dochazi k rozptylu svétla do vSech smérl. Intenzita prochazejiciho svétla se zmensuje v
zavislosti na koncentraci rozptylenych castic.

Koncentraci rozptylenych ¢astic lze zjistovat dvojim zplisobem:

a) mefenim svételného toku po prichodu prostiedim ve sméru dopadajiciho svételného toku ze
zdroje, a pak hovofime o turbidimetrii.

b) méfenim svételného toku, ktery je Casticemi odrdzen kolmo nebo pod urcitym thlem na smér
dopadajiciho paprsku. Tento zplisob méfeni se oznacuje jako nefelometrie.

Pii méfeni zdkalu méa znacn€ omezenou platnost Lambert-Beeriv zakon (Prochazi-li tok
rovnobéznych monochromatickych [stejna vlnova délka] paprski o urCité zarivé energii
homogenni vrstvou urcité délky, dochazi k urcité absorbcei zafeni a z homogenni vrstvy vychazi
paprsek se snizenou zafivou energii.), a proto je nutné empirické kalibrovani pfistroji. Intenzita
rozptyleného svétla zavisi na koncentraci ¢astic ve vzorku (méfeny parametr) a dale zavisi na
uhlu rozptylu, na vlnové délce pouzitého svétla a na vlastnostech nerozpustnych ¢astic
v kapaling, jako je velikost Castic, jejich tvar, barva a index lomu (pomér rychlosti svételného
paprsku v prvnim prostfedi k jeho rychlosti v prostiedi druhém, do kterého ptechazi (relativni
i.l.). Je-li prvnim prostiedim vakuum, jde o absolutni i.l.).

Turbidimetrie a nefelometrie jsou metody velmi citlivé a lze jimi stanovit objemové
koncentrace 10™ % i niz§i. Pristroje nachazeji uplatnéni pfi vyrobé napoji, v Gipravnach vody, pii
meéfeni koncentrace suspenzi apod.
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Elektroforéza

Proteiny jsou svou podstatou amfolyty - nesou zdporny i kladny naboj. Pti urcité hodnoté pH
oznacované jako pl (izoelektricky bod) dochazi k vyrovnéani téchto naboji. Pokud hodnota pH
neni rovna pl, vykazuje protein navenek zdporny nebo kladny naboj a pokud je vlozen do
elektrického pole o stejnosmérném proudu, za¢ne se rovnomérne zrychlen¢é pohybovat ke kladné
elektrodé (anoda) nebo k zaporné (katoda).

Pohyblivost molekul v elektrickém poli je dana:

1. velikosti jejich povrchového ndboje (uplatnéni néboji na povrchu, ovlivnéno konformaci,
zmeéna vlivem denaturace)

2. velikosti molekul (vétsi molekuly se pohybuji pomaleji)

3. tvarem molekul (kulovité molekuly se pohybuji rychleji)

4. podminkami prostiedi (typ nosiCe - agardza, polyakrylamid atd., hodnota pH pufru, iontové
sloZeni prostiedi)

5. silou elektrického pole (proud, napéti)

Elektroforéza - volna (v prostedi volného elektrolytu - rychla difiize latek, drahé)
- zonova (vyuziti nosice - omezeni diflize)
Nosi¢€ - porovity hydrofilni gel (Skrob, agar, agar6za, polyakrylamid, acetylceluloza)

Postup - smés bilkovin se nanese na start, v elektrickém poli se za¢nou podle naboje rozdélovat.
Po rozdéleni se detekuji obarvenim (amidocerni, bromfenolova modi, AgNOs)

Pufr - je v ném umistén gel, udrzuje konstantni pH a umoziuje vedeni proudu nosicem

Elektroforéza se pouziva pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni proteini nebo na jejich
preparativni izolaci.

Déleni molekul pomoci elektroforézy:
1. Déleni podle néboje — vliv povrchového naboje proteinu
2. Déleni podle velikosti molekul (molekularni hmotnosti) — vyuziti tzv. SDS-PAGE

SDS-PAGE - elektroforéza provadénd v polyakrylamidovém gelu. K proteinim se ptidava
sodium dodecyl sulfat (SDS), ktery jim udili uniformni zéporny naboj (1,4g SDS - 1 g proteinu),
takze vSechny proteiny se pohybuji ke kladné elektrodé.

3. Izoelektrickd fokusace - zaloZena na izoelektrickém bodu (pl).

Izoelektricka fokusace - protein se pohybuje v gelu sriznymi hodnotami pH a zastavi se
v oblasti, kde hodnota pH odpovida hodnot¢ jeho pl.. Vyuziti hlavné pro detekci IgG a IgM.



Imunoelektroforéza

Jedna se o kombinaci imunodifuze a elektroforézy. Rozlisuji se 4 zakladni typy.

Imunoelektroforéza podle Williamse a Grabara

Metoda je kombinaci zoénové elektroforézy a Ouchterlonyho dvojité radialni imunodifiize a ma 2
stupn¢:

1. Do jamky v agar6zovém gelu se nanese smés proteinll (vétSinou sérum). Do gelu se zavede
elektricky proud a provede se rozdé€leni proteinti v séru, pricemz vétSina proteint se pohybuje ke
kladné elektrod¢€, mensi cast (Ig) k zaporné.

2. Podél linie rozdéleni se vyfiznou drazky, do kterych se napipetuje smées protilatek proti
rozdélenym proteinim (antigenim). Rozdélené antigeny a protilatky pak proti sobé difunduji
gelem a pokud si odpovidaji, vytvoii se v prislusné Césti gelu charakteristicky precipitacni
obloucek.

Metoda se pouziva pro kvalitativni detekci vétSinou sérovych protein (Ize jich detekovat az 35).

a2 macroglob IgM IgA IG

albumin transferrin

Raketova elektroimunodifiize podle Laurella

Jedna se o kombinaci jednoduché imunodifuze a elektroforézy.

Agarézovy gel obsahuje protilatku proti urc¢itému proteinu. Do nékolika jamek v gelu se nanesou
roztoky o rizné koncentraci daného proteinu a vzorek s neznamou koncentraci. Do gelu se pusti
elektricky proud. Po skonceni elektroforézy se gel obarvi a objevi se precipitacni rakety. Plocha
(respektive vyska) rakety odpovida urcité koncentraci. Po sestrojeni kalibra¢ni kiivky se dosadi
velikost rakety vzorku a ur¢i se jeho koncentrace.

Metoda se pouziva pro kvantitativni stanoveni urcitého proteinu.



Protismérna imunoelektroforéza

Kombinace dvojité imunodifiize a elektroforézy.

V gelu jsou vyftiznuty dvé fady jamek. V jedné tad¢ jsou vzorky antigeni se zapornym néabojem,
ve druhé piislusné protilatky s kladnym nébojem. Po vloZeni elektrického pole se proti sobé
antigeny a protilatky pohybuji a pokud si odpovidaji, objevi se precipitani obloucky.

Metoda se pouziva pro kvalitativni stanoveni zaporné€ nabitych proteint.
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Dvojrozmérna imunoelektroforéza

Jde o kombinaci zonové elektroforézy a raketové imunoelektroforézy.

1. V gelu je rozdélen vzorek obsahujici smés proteinii. Pruh s rozdélenymi proteiny je vyfiznut,
pfenesen na Cisté sklicko a doplnén novym gelem, ktery obsahuje smés protilatek proti
rozdélenym proteintim.

2. kolmo na smér prvni elektroforézy se provede druha elektroforéza. Nakonec s v ur€itém misté
vytvofii precipitacni utvary charakteristické svou polohou a velikosti.

Metoda se vyuziva pro kvalitativni i1 kvantitativni stanoveni. V lidském séru je takto mozné
detekovat az 50 riznych proteinti (s pouzitim izoelektrické fokusace i vic).
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