1 Imunodifuzni metody

Metoda radialni difuze byla nejvice pouzivana v 80tych letech minulého stoleti, kdy slouZila jako
standardni metoda pro stanovovani raznych sérovych protein(i. Stanovovaly se nej¢astéji protilatky a
¢asti komplementu. Dnes se ke stanoveni téchto parametrd nahrazeno nefelometrii a turbidimetrii.
V soucasné dobé se pomoci radialni difuze stanovuji hlavné IgD protilatky, které maji malou aviditu,
proto nelze vyuzit turbidimetrického respektive nefelometrického stanoveni. Dale se radialni difuze
pouziva pfi stanoveni lyzozymu.

Priklady
V gelu V jamce Vysledek reakce
Stanoveni aktivity lyzozymu Bakterie Lyzozym Projasnéni gelu
PFitomnost antigenu ve vzorku Protilatka Antigen Vznik precipitacniho prstence
Stanoveni hemolytické aktivity Senzibilizované | Sérums Zména barvy gelu v disledku
komplementu erytrocyty komplementem hemolyzy

ULOHA 6: Stanoveni lyzozymu metodou jednoduché radialni difuze

Lyzozym je latka enzymatické povahy. Rozkldda polysacharid murein, ktery je zakladnim
komponentem buné&énych stén bakterii, ¢imz lyzuje grammpozitivni bakterie.Vyskytuje se nejen u
obratlovcu (sliny, sekrety, krevni sérum, mléko mo¢, pot, jatra, cytoplazma fagocytd ...), ale i u
bezobratlych (hemolymfa ...) a nékterych rostlin (Papaya latex, Ficus apod.). Vice viz rozSitujici
informace na konci kapitoly.

Princip

Pfi této metodé je jedna ze slozek (bakterie, protilatky nebo senzibilizované erytrocyty) rozpusténa
v agarézovém gelu a druha (lyzozym, antigen, sérum s komplementem) difunduje z jamky radialné do
okolniho gelu. Obé slozky spolu interaguji a dochazi k lyze bakterii lyzozymem, projevujici se jako
vyCefeni v okoli jamky. Aktivitu lyzozymu odrazi velikost plochy, ve které doSlo ke zméné zakaleni
gelu.

Pfi manipulaci je potfeba dodrzet spravnou teplotu tak, aby gel byl tekuty a zarover nedochazelo
k denaturaci proteinl teplotou.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost, ¢asova naro¢nost, nutna zkusenost a zruénost.

Chemikalie a roztoky

1. Bakterialni kultura - Micrococcus luteus (CCM 169)

2. 1,25% Agarozovy gel s bakterialni kulturou

3. Zasobni roztok lyzozymu [10 mg/ml]
1 mg lyofilizovaného lyzozymu ma aktivitu pfiblizné 24 000 jednotek. Rozpusténo v boratovém
pufru.

4. Borat-fosfatovy pufr (BFP)

Vzorek: mySi sérum, sliny, hemolymfa bource moruSového
Mysi sérum ziskame z pfedchozich cviceni.

Pristroje a pomucky

Sklenéna plotna 5 x 5 cm, Petriho misky na vihkou komurku, borat-fosfatovy pufr, korkovrt napojeny
na vyvévu — na vysekavani agarovych ploten, filtracni papir, polystyrenové zkumavky (V=2,5 ml)



Pfipravime pfedem:
1. PFiprava mikrokoka:

a) Micrococcus luteus (dfive M. lysodeicticus) naoCkujeme na misku a inkubujeme 24 — 48
hod.

2. Priprava sklenénych desek:

a) ocistime skla alkoholem

b) na vodni lazni rozvafime 1,2% agarézu v borat-fosfatovém pufru (budeme-li chtit nalité
plotny uchovavat delsi dobu, pfidame nékolik kapek merthiolatu pro konzervaci)

c) do agarézy pfidame mikrokoka pomoci kli¢ky (cca 30 mg na 10 ml)

d) ddkladné promichame a pipetujeme 2,4 ml na skla 5x5 cm umisténé na absolutné
vodorovné plose. Nechame ztuhnout.

e) Z Petriho misky a vihkého filtraéniho papiru pfipravime vihkou komurku

Postup (vlastni prace):

1. Kazda plotna musi mit kalibraci, proto si spoleéné pfipravime kalibracni fadu 5ti zkumavek podle
nasledujiciho schématu. Koncentraci a aktivitu lyzozymu si dopocitejte:

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 4. 5.
Borat-fosfatovy pufr - 1ml 1ml 1mi 1ml
Zasobni roztok lyzozymu 2ml 1ml 1ml 1ml 1ml
_ [
Redéni: 1x 2X 4x 8x 16x
Koncentrace lyzozymu [mg/ml]:
Aktivita lyzozymu [jednotek]:
Celkovy objem: 1 ml 1 ml 1 mi 1ml 2 mi

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

(o) (o) (o)
zkum. 1 zkum. 2  zkum. 3

(o) (o) (o)
m. sérum zkum.5 zkum. 4

(o] o o
sliny  hemolymfa BFP

3. Do kazdé jamky napipetujeme 2,6 ul vzorku podle schématu v bodé 2.

4. Desky inkubujeme 48 hodin ve vihké komrce pfi 4 °C.

5. Lyzozym difunduje do okoli jamek a lyzuje bakterie v gelu, €¢imz dochazi k vyefeni gelu. Pomoci
specialniho méfitka SEVAC odecteme druhé mocniny polomér( prstencl okolo jamek.

Hodnoceni:



Sestavte kalibra¢ni kfivku z jamek €. 1, 2, 3, 4 a 5 jako linearni zavislost druhych mocnin prdméri
prstenct na koncentraci lyzozymu (v téchto jamkach znate koncentraci lyzozymu). Urcete rovnici
regrese kalibra¢ni pfimky a hodnotu spolehlivosti (R). Pomoci rovnice regrese kalibra¢ni pfimky urcete
koncentraci lyzozymu ve slzach, slinach a v hemolymfé.

Pomoci znamé koncentrace a aktivity lyzozymu v zasobnim roztoku, vypoététe koncentraci a aktivitu
lyzozymu v jednotlivych fedénich a v jednotlivych vzorcich (slzy, sliny, hemolymfa). Doplite do tabulky
VvV postupu.

Vystup

Vystupem této metody jsou 2 hodnoty, které udavaji koncentraci a aktivitu lyzozymu ve vzorku.
1) Uvedte tedy tabulku s hodnotami:

1. Druha mocnina primeérd prstence

2. Koncentrace lyzozymu

3. Aktivita lyzozymu
- v tabulce uvedte nejen hodnoty pro jednotlivé vzorky, ale také pro kalibracni zkumavky 1 — 5.

2) Bodovy graf kalibraéni kfivky s rovnici regrese a hodnotou spolehlivosti (R).

3) Sloupcovy graf s porovnanim koncentrace lyzozymu ve vzorcich slz, slin a hemolymfy.



Rozsifujici informace o Lyzozymu

Obecna charakteristika 20

Lyzozym je protein o velmi malé molekulové
hmotnosti (14,6 KDa), ktery se sklada z jediného
polypeptidového fetézce tvofeného 129 jednotkami.
Vnitfni stabilitu zajistuji disulfidické mustky. Jedna
se o dllezity enzym s antibakteridlnim Gcinkem, &g _
ktery byl objeven v roce 1922 (Alexander Fleming). gt ¥ 7% by
Vyskytuje se uvnitf specidlnich lytickych vacka, ﬂ‘ﬂ g .
nebo je souéasti pfimo specializovanych buné&énych G- AN - coon ﬂ, o
organel (lyzozomu), ale nachazi se také napf. s R 7
v granulich leukocytu. U ¢lovéka je lyzozym o (e o
obsazen v krevnim séru a ve velkem mnozstvi v v oy (i -
t&lnich sekretech: mléko, mog, slzy, sliny, hlen. Hon 0 o o &
Obecn& tento nespecificky humoralni faktor PR g © T
nachazime u bezobratlych i obratlovcu, ale uvolfiuje o "
se napf. i ze zakladni desky bi¢iku bakteriofaga, 5 ]
¢imz dochazi k perforaci hostitelské bunky (a
podruhé se uplatiuje, kdyz se nové bakteriofagy
dostavaiji z buriky ven). G

Lyzozym se izoluje z vaje€ného bilku, kde ;:
se také ve velkém mnozZstvi nachazi, a v pfipadé aa
infek&nich procest dutiny Ustni nebo hitanu ho Ize " @il
podavat jako antiseptikum v podob& tablet el
(Larypront, Heinrich Mack Nachf., GMBH & CO.

KG).

Mechanismus uc€inku

Lyzozym je bazicky polypeptid enzymatické povahy, ktery se uplathuje pfi rozkladu
polysacharidu mureinu tim, Ze &tépi p-1,4-glykosidickou vazbu, ktera spojuje zbytky
n-acetylglukésaminu a kyseliny n-acetylmuramoveé.

Murein (peptidoglykan) je =zakladni stavebni soucasti bunécné stény bakterii, jeho
polysacharidové Fetézce obsahuji stfidavé zbytky n-acetylglukézaminu a kyseliny n-acetylmuramové,
na jejiz karboxyl je navazan fetézec 4 aminokyselin v pofadi L alanin, D glutamové kyselina, libovolng
aminokyselina a D alanin. Jednotlivé tetrapeptidové fetézce jsou vzajemné propojeny, a pravé
ucinkem lyzozymu z mureinu vznikaji disacharidové jednotky. Inhibi¢ni aktivita tohoto enzymu je
nejsilngjsi proti grampozitivnim bakteriim, kterym chybi vnéjSi membrana. Gramnegativni bakterie
mohou byt vystaveny pusobeni lyzozymu teprve po poskozeni nebo odstranéni vnéjSi membrany,
napf. prostfednictvim nisinu (naruSuje membranu), EDTA nebo citratu s chelatizanim ucinkem, kdy
na sebe tyto latky vazi vapenaté ionty, a tim narusi stabilitu lipopolysacharidG v membrané.

Pasobeni latek na bunéénou sténu bakterii

Bakterie maji (na rozdil od zivo&iSnych bunék) cytoplazmatickou membranu krytou bunécnou
sténou, ktera se u jednotlivych kmen( lisi svou stavbou, tloustkou i kvalitou. Bunééna sténa je pro
zivot bakterii velmi dulezita - je nezbytna pro jejich preziti, udrzuje tvar buniky a zabezpecuje optimalni
vnitfini prostfedi (vysoky intracelularni tlak). PoSkozeni buné&né stény nebo inhibice tvorby nékteré z
komponent vedou k poruse jeji funkce, coz mlze zpulsobit az lyzi bufiky. VétSina struktur bakterialni
bunééné stény se nevyskytuje v organismu Clovéka, proto je bunélna sténa pro inaktivaci
mikroorganismu vhodnym mistem. Inhibice syntézy buné&né stény je hlavnim mechanismem u€inku
celé fady antibiotik (peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy, vankomycin, bacitracin).
Lyzozym bunéénou sténu z vnéjSku hydrolyzuje.

Bunécéna sténa grampozitivnich bakterii (G+) o sile 20-80 nm je tvofena prevazné silnou
peptidoglykanovou vtstvou (15-20 nm), pfiCemz samotny murein predstavuje 10-50 % suché
hmotnosti celé bakterie. K u¢inku antibiotik i lyzozymu jsou G+ bakterie velmi citlivé.



Gramnegativni bakterie (G-) maji buneCnou sténu tvofenou tenkou, ale pevnou
peptidoglykanovou vrstvou (cca 10 nm), nad kterou se nachazi jesté membrana tvofena dvojvrstvou
fosfolipidd a bilkovin. Pravé vnéjsi fosfolipidova membrana brani priniku hydrofilnich antibiotik (napf.
G penicilin). Tato antibiotika ovliviiuji gramnegativni bakterie pouze v pfipadé, Ze jsou schopna
pronikat transmembranovymi péry zevni membrany (napf. ampicilin, amoxycilin). Vlastni murein tvofi
cca 3 % suché hmotnosti bufky. | pro plsobeni lyzozymu musi mit G- bakterie po$kozenu nebo
odstranénu vnéjSi membranu, jinak jsou k uéinkim téchto latek velmi malo citlivé.

Rozdily ve stavbé bunééné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

a) =]

a) Bunééna sténa grampozitivnich bakterii:
1. polysacharidovy fetézec peptidoglykanu (mureinu) 2. pfiéné propojeni 3. polysacharid 4. kyselina teichoova 5.
bunééna sténa 6. cytoplazmaticka membrana 7. fosfolipid 8. protein

b) Bunécna sténa gramnegativnich bakterii:
1. lipoprotein 2. peptidoglykan 3. lipopolysacharid 4. antigeny 5. porinové trimery 6. vnéjSi membrana 7.
periplasmaticky prostor 8. cytoplazmaticka membrana 9. fosfolipid 10. protein
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