1 Imunodifuzni metody — stanoveni lyzozymu

Metoda radidlni difuze byla nejvice pouzivana v 80. letech minulého stoleti, kdy slouzila jako
standardni metoda pro stanoveni riznych sérovych protein. Stanovovaly se nejCastéji protilatky a
¢asti komplementu. Dnes bylo stanoveni téchto parametrli nahrazeno nefelometrii a turbidimetrii.
V soucasné dobé se pomoci radialni difuze stanovuji hlavné IgD protilatky, které maji malou aviditu, a
proto nelze vyuzit turbidimetrického respektive nefelometrického stanoveni. Dale se radialni difuze
pouZziva pfi stanoveni lyzozymu.

Priklady imunodifiuznich stanoveni

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 | Sérum s Zména barvy gelu v dasledku
komplementu erytrocyty komplementem hemolyzy

7.1 Lyzozym

7.1.1 Obecna charakteristika
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Obr. 7.1: Struktura molekuly lyzozymu.
7.1.2 Mechanismus ucinku

Lyzozym je bazicky polypeptid enzymatické povahy, ktery se uplatiuje pfi rozkladu polysacharidu
mureinu tim, Ze Stépi B-1,4-glykosidickou vazbu, ktera spojuje zbytky
n-acetylglukésaminu a kyseliny n-acetylmuramové.



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 Ctyf aminokyselin v pofadi L-alanin, D-glutamova kyselina, dalSi libovolna
aminokyselina a D-alanin. Jednotlivé tetrapeptidové fetézce jsou vzajemné propojeny a pravé
uCinkem lyzozymu z mureinu vznikaji disacharidové jednotky. Inhibiéni aktivita tohoto enzymu je
nejsilngjsi proti grampozitivnim bakteriim, kterym chybi vné&jsi membrana. Gramnegativni bakterie
mohou byt vystaveny pusobeni lyzozymu teprve po poskozeni nebo odstranéni vnéj$i membrany,
napf. prostfednictvim nisinu (narusuje membranu), EDTA nebo citratu s chelatizaénim G¢inkem, kdy
na sebe tyto latky vazi vapenaté ionty a tim narusuji stabilitu lipopolysacharidi v membrané.

7.1.3 Pusobeni latek na bunéénou sténu bakterii

Bakterie maji (na rozdil od ZivociSnych bunék) cytoplazmatickou membranu krytou buné&tnou sténou,
ktera se u jednotlivych kmen( liSi svou stavbou, tloustkou i kvalitou. Bunécna sténa je nezbytna pro
preziti bakterii, protoze udrzuje tvar bufiky a zabezpeluje optimalni vnitfni prostiedi (vysoky
intracelularni tlak). PoSkozeni bunécné stény nebo inhibice tvorby nékteré z komponent vedou
k poruse jeji funkce, coz mlze zpUsobit az lyzi buriky. VétSina struktur bakterialni bunécéné stény se
nevyskytuje v organismu ¢lovéka, proto je bunécna sténa pro inaktivaci mikroorganismu vhodnym
mistem. Inhibice syntézy bunélné stény je hlavnim mechanismem uc&inku celé fady antibiotik
(peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy, karbapenemy, vankomycin, bacitracin). Lyzozym bunéénou
sténu z vnéjsku hydrolyzuje.

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

Gramnegativni bakterie (G-) maji buné¢nou sténu tvofenou tenkou, ale pevnou peptidoglykanovou
vrstvou (cca 10 nm), nad kterou se nachazi jeSté membrana tvofena dvojvrstvou fosfolipidi a bilkovin.
Pravé vnéjsi fosfolipidova membrana brani praniku hydrofilnich antibiotik (napf. G penicilin). Tato
antibiotika ovliviiuji gramnegativni bakterie pouze v pfipadé, zZe jsou schopna pronikat
transmembranovymi pory zevni membrany (napf. ampicilin, amoxycilin). Vlastni murein tvofi cca 3 %
suché hmotnosti bunky. | pro plsobeni lyzozymu musi mit G- bakterie poSkozenu nebo odstranénu
vnéjSi membranu, jinak jsou k u€inkim téchto latek velmi malo citlivé.
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Obr. 7.2: Rozdily ve stavbé bunécné stény G+ a G- bakterii:

a) Bunééna sténa grampozitivnich bakterii: b) Bunééna sténa gramnegativnich bakterii:

1. polysacharidovy fetézec peptidoglykanu (mureinu) 1. lipoprotein

2. pfiEné propojeni 2. peptidoglykan

3. polysacharid 3. lipopolysacharid

4. kyselina teikoova 4. antigeny

5. bunécna sténa 5. porinové trimery

6. cytoplazmatickd membrana 6. vnéjSi membrana

7. Fosfolipid 7. periplasmaticky prostor

8. protein 8. cytoplazmaticka membrana
9. fosfolipid
10. protein



ULOHA 7: Stanoveni lyzozymu metodou jednoduché radialni diftize

Lyzozym je latka enzymatické povahy. Rozklada polysacharid murein, ktery je zakladni komponentou
bunéénych stén bakterii. Lyzuje pfedevSim grampozitivni baktérie, které maji mureinovou vrstvu

krevni sérum, mléko, mo¢, pot, jatra, cytoplazma fagocytll 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 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
vyCereni okoli jamky. Aktivitu lyzozymu odrazi velikost plochy, ve které doslo ke zméné zakaleni gelu.

Pfi manipulaci je potfeba dodrzet spravnou teplotu tak, aby byl gel tekuty, ale zaroven aby
nedochazelo k denaturaci proteinu teplotou.

Vyhody a nevyhody: jednoduchost, Casova naro¢nost, nutna zkusenost a zru€nost.

Chemikalie a roztoky

= bakterialni kultura - Micrococcus luteus (CCM 169)
= 1,25% agardzovy gel s bakterialni kulturou

= zasobni roztok lyzozymu [5 mg/ml]: 1 mg Iyofilizovaného lyzozymu méa aktivitu pfiblizné 24 000
jednotek. Rozpusténo v boratovém pufru.

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

Méreny vzorek

» mySi sérum (ziskame z pfedchozich cvi¢eni), sliny, hemolymfa bource moruSového nebo
zavijeCe voskového

Pristroje a pomucky

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

Priprava sklenénych ploten s agarézovym gelem:

1. VyvaZime podloZku na nalévéni do vodorovné polohy.

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

3. Pripravenou sklenénou pipetu nékolikrat proplachneme horkou vodou.

4. Na plotnu naneseme sklenénou pipetou 2,4 ml dikladné promichané agarézy
s bakterialni kulturou.

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

Z Petriho misky a vihkého filtracniho papiru pfipravime vihkou komurku. Do ni umistime sklenénou
plotnu s agarézovym gelem, aby nevyschl.



Postup

1. Kazda plotna musi mit kalibraci, proto si do dvojice pfipravime kalibraéni Fadu péti zkumavek

podle nasledujiciho schématu. Koncentraci a aktivitu lyzozymu dopoéitejte.

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 5.
Borat-fosfatovy pufr - 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Zasobni roztok lyzozymu | 20 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

S\ S

10 pl 10 ul 10 ul 10 l
_ [
Redéni: 1x 2X 4x 16x
Koncentrace lyzozymu [mg/ml]:
Aktivita lyzozymu [jednotek/ml]:
Celkovy objem: 10 ul 10 pl 10 ul 10 ul 20 i
2. Korkovrtem napojenym na vyvévu vysekame do agar6zy jamky dle Sablony:
(0] (0] (0]
zkum.1 zkum.2 zkum. 3
(0] (0] (0]
sérum zkum.5  zkum. 4
(0] (0] (0]
sliny  hemolymfa BFP

3. Do kazdé jamky napipetujeme 2,6 ul 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 vy€efeni gelu (viz obr.
u bodu 2). Pomoci specialniho méfitka SEVAC odecteme druhé mocniny polomért prstencl okolo
jamek.

Hodnoceni

Sestavte kalibraéni kfivku z jamek €. 1, 2, 3, 4 a 5 jako linearni zavislost druhych mocnin priimér(
prstenct na koncentraci lyzozymu (v téchto jamkach je fedény zasobni roztok lyzozymu a tudiz znate
jeho pfesnou koncentraci a aktivitu). UrCete rovnici regrese kalibrani pfimky a hodnotu spolehlivosti
(R). Pomoci rovnice regrese kalibra¢ni pfimky urCete koncentraci lyzozymu v ostatnich vzorcich (mysi
sérum, sliny a hemolymfa). Vypoctenou koncentraci a aktivitu v jednotlivych vzorcich doplite do
tabulky v postupu.

Vyjde-li Vam néktera z hodnot priméru prstence mimo rozsah kalibracni kfivky, nelze koncentraci
v tomto vzorku spocitat podle kalibraéni kfivky. Divodem tohoto je, Ze nezname chovani systému
mimo rozsah kalibracni kfivky. Chyba by v tomto pfipadé mohla byt velmi znaéna.



Vystup
Vystupem této metody jsou 2 hodnoty, které udavaji koncentraci a aktivitu lyzozymu ve vzorku.

= v protokolu uvedte tabulku obsahujici hodnoty:
1. druhych mocnin primeérd prstence
2. koncentrace lyzozymu
3. aktivity lyzozymu

V tabulce uvedte nejen hodnoty pro jednotlivé vzorky, ale také pro kalibracni zkumavky 1 — 5. MuzZete
vyuZit tabulku z postupu.

= bodovy graf kalibracni kfivky s rovnici regrese a hodnotou spolehlivosti (R)

= sloupcovy graf s porovnanim koncentrace lyzozymu ve vzorcich my$iho séra, slin a hemolymfy



