Obr. 1: Bombyx mori

Bunécna imunita — hemocyty

Fagocytéza je zakladni reakci hemocytu — plasmatocytu a granulocytu. Ke kvantifikaci 1ze pouzit
MSH partikule, které se inkubuji s hemocyty. Poté se vytvori rozter, ktery se barvi komercné
dodavanou sadou barviv — Leukodif. Vyhodnoceni se provadi mikroskopicky — pocitani
fagocytovanych partikuli uvnitf hemocytu (Obr. 3). K pozorovani lze také pouzit vitalni barveni
akridinovou oranzi (Obr. 4).
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Obr. 3: Hemocyty Galleria mellonella Obr. 4: Granulocyty G. mellonella s MSH — barveni akridinovou oranzi.
S MSH — barveni Leukodifem.

Nodulace — po injikaci cizorodého materialu malych rozméru do téla hmyzu jsou pod preparacénim
mikroskopem pozorovatelneé nodule (napr. bakterie obklopené hemocyty) (Obr. 5). Reakce je
doprovazena melanizaci (viz stanoveni
fenoloxidazy).

Enkapsulace - cizorody material
vétSich rozméru jako jsou napfiklad
entomopatogenni hlistovky je

rozpoznavan hemocyty, které adheruji
na jejich povrch a snazi se opouzdrit
parazita (Obr. 6) - vznika cCasteCna
nebo uplna kapsule.

-

Obr. 5: Nodule po injikaci bakterii Obr. 6: Hemocyty G. mellonella
v téle larvy G. mellonella. adherujici na povrch hlistice H.
bacteriophora.
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Stanoveni aktivity fenoloxidazy v hemolymfe A

Enzym fenoloxidaza (PO) je hlavni soucasti PO kaskady (Obr. 7). Jeho aktivitu Ize stanovit
kolorimetricky po pridani substratu 3,4-dihydroxyphenylalaninu (DOPA) (Goldsworthy et al., 2002),
ktery je fenoloxidazou preménovan na barevné produkty — tvorba melaninu. Aktivitu PO Ize ovlivnit
mnoha zpusoby, napf. pouzitim latek ze skupiny inhibitort biosyntézy eikosanoidu.

Hemolymfa je odebirana do fosfatoveho pufru (pH

7,0) a centrifugovana pro oddéleni hemocytt. Narust ey USSR gm———
absorbance vzorku pfi 492 nm po prfidani DOPA, .!?:
ktery je v prvnich 30 minutach reakce linearni, T ———
zaznamenavame V urcenych casovych intervalech

pomoci ELISA readeru Tecan Sunrise (Obr. 8). Z Y ———
hodnot vynesenych do grafu (Obr. 9) ziskame aktivitu

PO jako zménu absorbance za minutu, tento profenoloxidaza fenoloxidaza
vysledek jeste vztahneme na jednotku mnozstvi

hemolymfy. o chinony Lo dl melanin |

Obr. 7: Schéma PO kaskady — PO katalyzuje
oxidaci mono- a difenold. Koneénym produktem

\ reakce je pigment melanin (podle Cerenius &
YOO oot Soderhall, 2004).
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Obr. 9: Graf pro kolorimetrické stanoveni PO - smeérnice
primky vyjadruje aktivitu PO (AA,,4/min). Vlozeny obrazek:
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BUNECNA IMUNITA

« pohyblive krevni burky (hemocyty) — pocet
a aktivita hemocytu je modulovana humoralnimi
faktory a neuroendokrinnim systemem

|

= fagocytoza

* nodulace

* enkapsulace
= koagulace
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HUMORALNI IMUNITA

* molekuly v hemolymfé
« antigenem indukované antibakterialni a regulacni

faktory
4

» koagulacni kaskada

» fenoloxidazova kaskada

* aglutininy

= antimikrobialni faktory (hemolin, lektiny)
» baktericidni peptidy

* lysozym

Modeloveé organismy

bourec morusovy Bombyx mori (Lepidoptera, Bombycidae) (obr. 1)
- chov sezonne, krmeni morusovym listim

zavijec voskovy Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) (obr. 2)
- staly laboratorni chov na umelé potrave podle Haydaka (1936)

* vétSina analyz se provadi v odebrané hemolymfe, jako antikoagulant
a blokator PO pouzivame fenylthiomocCovinu (PTU)
* dale je mozno pracovat s tukovym telesem a strednim stfevem

-
aktivity hemolymfy

Luminometricke stanoveni antibakterialni

~

Nikoskelainen et al. (2002).

antibakterialni aktivitu.
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koncentraci hemolymfy.

levy sloupec — zména zbarveni vzorku zpusobena
preménou DOPA az na melanin; pravy sloupec — pridani Obr. 8: Destickovy spektrofotometr pouzivany pro
fenylthiomoéoviny zabraﬁuje melanizaci. meéereni zmeén absorbance vzorkd.
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Metoda je zalozena na luminometrickém meéreni viability bioluminescencni
Escherichia coli — analogicky jako stanoveni savCiho komplementu podle

Pouzivame E. coli K12pGFPIluxBAmp, u nichz behem nékolika hodin
mérfime inhibici rustu zpusobenou vlivem ruzné koncentrace hemolymfy
(Obr. 10). Vysledky naznacuji, ze hemolymfa hmyzu ma vysokou

Je mozné take odlisit podil lysozymu (blokaci pomoci SDS a jinych
inhibitord) od ostatnich antibakterialnich slozek. Tuto metodu Ize doplnit
standardnim meérenim antibakterialni aktivity pomoci zénove difuze za
pouziti E. coli (ATCC 25922) podle Hou et al. (2007).
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Obr. 10: Luminometr Immunotech LM O1T pro mereni bioluminiscence E. coli. Vpravo graf
ubytku viability E. coli v ¢ase: modfe kontrola bez hemolymfy; H1-H11 vzorky o ruzné
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Obr. 2: Galleria mellonella

g Elektroforéza proteinu hemolymfy

SDS-PAGGE (Sodium dodecylsulfat polyacrylamide gradient gel electrophoresis) - metoda podle
Laemmliho (1970).

Polyakylamidové gely (Obr. 11) vznikaji kopolymeraci dvou monomeru, akrylamidu a N’,N’-
-methylenbisakrylamidu. SDS (dodecylsulfat sodny) se vaze shodné na vsechny bilkoviny
v pomeru 1,4 g/1g bilkoviny a predava jim silny zaporny naboj, vlastni naboj je poté zanedbatelny.

Pouzivame 5% koncentracni gel a separacni gel 14 x 10,5 cm s gradientem 7,5 — 20,0 %.
Vertikalni elektroforéza s aparaturou SE 600 (Hoefer Scientific Instruments) (Obr. 12) probiha
v prostredi running bufferu, pH 8,3 v automatickém dvoukrokovem rezimu 7-8 hodin. Déeéleni
proteinu probiha paralelné ve dvou gelech, kazdy z nich pro 15 vzorku, jednim vzorkem je vzdy
standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad).

Gely jsou barveny stfibrem podle Kirkeby et al. (1993). K vyhodnoceni elektroforetogramu
pouzivame videodensitometr GS-670 a software Molecular Analyst (Bio-Rad).

lipophoriny 203 kDa
vitellogeniny 178 kDa  _

PF7 128 kDa

zasobni proteiny 70-80 kDa

PFB 52 kDa

PF5 45 kDa
PF4 42kDa  -»

PF3 40KkDa

polypeptidy 30 kDa 40
PF2 26 kDa

PF1 18 kDa

Obr. 11: Polyakrylamidovy gel znazornujici vyvoj Obr. 12: Aparatura pro vertikalni elektroforézu vcetné
samic B. mori: S — standard; 1. - 9. den V. instaru; PR densitometru.

— prepupa; Z, S, K — zacatek, stred a konec stadia

kukly. Sipky ukazuji na determinované nebo

nedeterminované (oznaCené jako PF 1-7) proteiny

s uvedenou molekulovou hmotnosti.
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Stanoveni lysozymu v hemolymfe

Mnozstvi lysozymu lIze stanovit in vitro radialni difuzi v agaréze. Metoda vyuziva Micrococcus
luteus (CCM 169), ktery patfi k nejcitlivéjSim mikroorganismum rozpousténym timto enzymem.
Agaroza je rozpusténa v Britt.-Robinsonove pufru (pH 7,0), dale je pfidan Micrococcus luteus
(CCM 169), vse je povareno a nalito na sklenené plotny. Ke kalibraci pouzivame roztok lysozymu
(E.C. 3.2.1.17, Sigma) o koncentraci 2, 5, 10, 15 a 20 mg/ml. Inkubace probiha ve vihké komurce
za laboratorni teploty 24 hodin. Pruméry projasnénych difuznich zén (Obr. 13) se odeditaji

meritkem IDP — SEVAC. Mnozstvi lysozymu ve vzorku se poté prepocita podle kalibracni krivky
na mg/ml vzorku.

Orientacni srovnani nékterych vzorku obsahujicich LSM:

Galleria mellonella VII. instar, hemolymfa: 5-8 mg/ml
Bombyx mori V. instar: 4-10 mg/ml
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Obr. 13: Agar6zovy gel obsahujici Micrococcus luteus a difuzni zény vytvorené lysozym mg/m|
v gelu po aplikaci vzorku s LSM, vpravo kalibracni krivka. == Kalibrace —— Lineami (Kalibrace)
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