Nr 3 MEDYCYNA W

ETER

NARYJN

Rok XLII

PATOLOGIA | TERAPIA

ZDZISEAW GLINSKI, JAN JAROSZ
Lublin

Elekiroforeza zelowa w poliakrylamidzie w badaniach hemolimty

owaddw

Ze wzgledu na wlasciwosei fizyko-chemicz-
ne i role biologiczng pilyndéw ustrojowych or-
ganizméw zywych, analiza ich sktadu oraz
okreslenie roli poszczegodlnych komponent w
organizmie zdrowym, a zwlaszcza ich udzialu
w procesach patologicznych, wymaga zastoso-
wania odpowiednich metod badawczych. Odno-
si sie to rowniez do badan krwi owadow, kto-
rej sklad ilosciowy i jakoSciowy rézni sie za-
réwno ¥ obrebie poszczegolnych stadiéw roz-
wojowych, jak tez pomiedzy roznymi gatun-
kami (7). Podkresla sie tez odrebnosé sktadu
biochemicznego krwi kregowcoéw, zwlaszcza
ssakéw i1 hemolimfy owaddéw. Réznice te sag
efektem daleko zaawansowanej specjalizacji
metabolizmu owaddéw, hormonalnej kontroli
morfogenezy i rozmnazania, wystepowania zto-
zonej metamorfozy, zwlaszcza u owaddéw ho-
lometabolicznych. Pojawienie sie stadium po-
czwarki w cyklu rozwojowym owada jest zwig-
zane z calkowita przebudowsg organizmu i Wy-
tworzeniem nowych struktur. Ponadto nie tyl-
ko bialka syntetyzowane w homologicznych
tkankach i mnarzadach, ale rowniez procesy
aktywaciji, ktore inicjuja ich synteze sa spe-
cyficzne dla poszezegblnych gatunkdéw owa-
dow.

Hemolimfa jest bogatym i zréznicowanym
plynem, ktéry stanowi od 20% do 40% masy
ciata. U owadéw hemolimfa peini funkcje $ro-
dowiska wewnetrznego i rezerwuaru wody, jest
srodkiem transportu sktadnikéw pokarmowych,
produktéw przemiany materii i hormonéw.
Rozpuszczone w hemolimfie wolne aminokwa-
sy, biatka, weglowodany i sole mineralne wa-
runkuja homeostaze poprzez utrzymanie cis-
nienia osomtycznego i hydrostatycznego, pH
i potencjatu oksydo-redukcyjnego. Wolne ami-
nokwasy sa prekursorami syntezy bialek owa-
déw, w tym réwniez rozpuszczalnych bialek
hemolimfy i innych specyficznych struktur
biatkowych, np. oprzed, jedwab (7).

Bialtka, obok weglowodanow, stanowiag jeden
z glownych skladnikéw hemolimfy. Poziom
bialek krwi owadéw waha sie od 1% do 10%.
Niska zawarto$¢ bialek w rozwoju larwalnym
gwaltownie wzrasta w ostatnim stadium wy-
linkowym larwy bezpoérednio przed metamor-
foza. Z reguly rozpuszczalne biatka hemolim-
fy rzadko wystepuja w postaci wolnej; sa one
skonjugowane z trojglicerydami, fosfolipida-
mi, sterolami i innymi zwigzkami niebiatko-

wymi, ktére wystepuja w hemolimfie. Krew
owadéw charakteryzuje sie szczegblnie wyso-
kim poziomem trehalozy, stanowigcej gtowny
material energetyczny, relatywnie wysokim po-
ziomem azotu aminowego i magnezu, niskim
stosunkiem Na do K.

Badania procesdw odpornosciowych u owa-
déw wykazaly, ze skiadniki hemolimiy warun-
kuja odpornosé komorkows i humoralng, a tak-
7e hiorg udzial w procesach detoksykacji nie-
ktorych substancji czynnych biologicznie. Do-
tychezas wyjasniono udzial pewnych typow
hemocytéw w procesach fagoeytozy i inkapsu-
lacii, a takze role drobnoczasteczkowych bia-
telx zasadowych lub polipeptydow hemolimfy
w odpornosci humoralnej owada (26). Najwie-
cej badan poswiecono roli lizozymu i cekro-
pin w przeciwbakteryjnej odpornosci humo-
ralnej (18, 19, 20, 21, 29).

Sklad hemolimfy zmienia sie w przebiegu
procesow rozwojowych owada (4, 6, 8, 33, 41).
Ulega takze czesto drastycznym zmianom ilog-
ciowym i jakosciowym w stanach patologicz-
nych. Zmiany te dotycza zwlaszcza frakeji roz-
puszczalnych bialek hemolimiy. Pojawianie sig
nowyeh frakeji biatkowych, jak réwniez obni-
zenie stezenia pewnych biatek hemolimfy az
do ich zupelnego zaniku, moze byé¢ mie tylko
nastepstwem bezposredniego dzialania inhibi-
toré6w metabolicznych. Moga one takze byé
efektem zakazenia, glodzenia, reakeji obron-
nych owada na zakazenie i dzialanie stre-
SSOTrOW.

Zlozona natura bialek hemolimfy i ich funk-
cje w procesach metamorfozy owada i odpor-
noéci, a takze fakt wystepowania bialek pelnia-
cych podstawowe role biologiczne zaréwno w
znacznych ilosciach, jak i w ilosciach $lado-
wych w hemolimfie, stwarza niekiedy ogrom-
ne trudnosci we wlasciwej ocenie ich roli w
organizmie,.

W okreslaniu struktury bialek hemolimfy
i ich znaczenia w zyciu owadow, ze wzgledu
na czulosé, swoistosé i powtarzalno§¢ wyni-
k6w, bardzo przydatne okazaly sie metody elek-
troforezy zelowej. Metody te w polaczeniu z
bioautografia wydzielonych komponent bial-
kowych, autoradiografia, metodami histoche-
micznymi, a zwlaszeza immunologicznymi
umozliwily zidentyfikowanie wielu skladnikéw
krwi o istotnym znaczeniu dla rozwoju, w me-
tabolizmie i odpornosci owada. Metody elek-
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troforezy zelowej sa stosowane zarO0wno w ce-
lach rozdzialdéw amalitycznych, a takze jako
metody preparatywne. Nosnikiem, w ktéorym
przebiega rozdzial s3 najcze$ciej zele polia-
krylamidowe, rzadziej zele sporzgdzone ze spe-
cjalnie spreparowanej skrobi, bgdZz zele aga-
rozowe. Zele poliakrylamidowe sg tréjwymia-~
rowymi polimerami utworzonymi przez akry-
lamid i bisakrylamid, przy czym pozadana ge-
sto$é zelu 1 wymiary oczek sita molekularne-
oo zaleza od stosunku akrylamidu do bisakry-
lamidu. Czgsteczki rozpuszczalnych biatek he-
molimfy rozdzielajg sie na zelu poliakrylami-
dowym, podobnie jak i na zelu skrobiowym,
na zasadzie réznic w ruchliwosci elektrofore-
tycznej przy jednoczesnym dzialaniu nosnika
jako sita molekularnego. NajczeSciej jest sto-
sowana elektroforeza zelowa w poliakrylami-
dzie: elektroforeza dyskowa i slabowa. Zel po-
liakrylamidowy jest latwy w przygotowaniu,
cechuje sie zdefiniowanymi wymiarami czg-
steczek, wykazuje duza wytrzymatos¢ termicz-
ng i mechaniczng, okreslong objetos¢ chemicz-
na i nie posiada ladunkéw elektrostatycznych.
Elektroforeza slabowa, w poréwnaniu do elek-
troforezy dyskowej, zapewnia bardziej stan-
daryzowane warunki rozdziatu elektroforetycz-
nego.

Stosujac metode kataforezy zelowej uzys-
kuje sie rozdzial bialek zasadowych i polipe-
ptydow. W tym celu nadal jest szeroko sto-
sowana w badaniach bialek hemolimfy elek-
troforeza zelowa w systemie buforéow kwas-
nych (pH okolo 4,0) wg Reisfelda i wsp. (31).
Bardzo przydatne do charakterystyki bialek
krwi owadéw okazaly sie metody anaforezy,
najpierw metoda Davisa, obecnie zas metoda
Laemmli (24). Dzigki tym metodom, stosujac
uklady buforéw zasadowych, jest mozliwy roz-
dzial calych kompleksow bialkowych (biatka
natywne) hemolimfy owada. Zastosowanie ukla-
du buforéw denaturujacych z uzyciem SDS
(sb6] sodowa siarczanu dodecylowego) i B-mer-
kaptoetanolu (wzglednie dithiotreitolu) prowa-
dzi do dysocjacji komplekséw biatkowych
i ujednolicenia tfadunku powierzchniowego pod-
jednostek, w efekcie czego szybko§é migracii
w zelu poliakrylamidowym jest $ci§le skore-
lowana z ich masg. Masy bialek hemolimfy
okreslano wezesniej techniky elektroforezy ze-
lowej wg Webera i Osborna z uzyciem SDS.
Obecnie bardziej przydatng okazala sie meto-
da elektroforezy zelowej wg Laemmli w ukla-
dzie buforéw denaturujgcych.

Dzieki zastosowaniu elektroforezy zelowej
w poliakrylamidzie wyréznione jednostki tak-
sonomiczne w obrebie poszczegdlnych grup
owadéw znalazly czesto biochemiczne potwier-
dzenie w skiadzie bialek hemolimfy. Wykaza-
no, ze zmiany strukturalne i ilo$ciowe biatek
hemolimfy pozostajg w Scistym zwigzku z pro-
cesami rozwoju i metamorfozy. Metody elek-
troforezy zelowej umozliwily tez poznanie me-
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chanizmdéw dzialania biochemicznego i trans-
portu hormondéw owadow kontrolujgcych pro-
ces metamorfozy, dopomogly w identyfikacji
frakeji biatkowych pelnigcych role biatek za-
pasowych 1 przyczynily sie do wyjasnienia
udzialu bialek hemolimfy w syntezie kutikuli
oraz okre$lenia skladu biochemicznego krwi
owadow, w tym rowniez zmian w strukturze
biatek hemolimfy w procesach patologicznych
zwigzanych z zakazeniem i dzialaniem czynni-
kow stresowych. Szczegbdlnie przydatne oka-
zaly sie metody elektroforezy w zelu poliakry-
lamidowym w poznaniu biochemicznych pod-
staw odpornos$ci humoralnej owadow i wyjas-
nienia reli lizozymu, cekropin i innych frakeji
biatek rozpuszczalnych hemolimfy w procesach
odpornosciowych.

Biochemiczne potwierdzenie zgodnosci,
wzglednie odrebnosci sktadu biatek hemolimfy
bezpornie posiada ogromne znaczenie w tak-
sonomii poszezegdlnych grup owadow, ponie-
waz sklad bialek krwi owada jest zdetermino-
wany genetycznie. Okreslenie zlozonego skla-
du biatek krwi owaddéw, wykazanie podobieni-
stw i réznic w obrebie wydzielonych gatun-
kéw stanowi¢ moze zatem istotny dowdd na
\?vystepowanie lub brak pokrewieastwa filo-
genetycznego w obrebie wydzielonych jedno-
stek. Identyfikacja poszczegélnych frakeji bial-
kowych hemolimfy nastrecza wiele trudnosci
ze wzgledu na zlozony charakter komplek-
sow bialkowych krwi owadéw. Te zlozone
kompleksy udaje sie rozdzielié na poszczeg6l-
ne komponenty metodami elektroforezy zelo-
wej, a nastepnie zidentyfikowaé metodami hi-
stochemicznymi, biochemicznymi, a ostatnio
tez metodami serologicznymi (12, 13). Szcze-
gélnie duzo badan nad skiadem bialtek hemo-
limfy przeprowadzono u réznych gatunkéw mo-
tyli (25).

W ostatnich latach zwro6cono Wleksza uwa-
ge na charakter zmian jakosciowych i iloscio-
wych bialek hemolimfy w celu wyjasnienia
ich roli w procesach rozwoju i metamorfozy
owada. Dokladny wglad w charakter zmian
rozpuszezalnych bialek krwi stal sig mozliwy
po wprowadzeniu do badah entomologicznych
elektroforezy w zelach poliakrylamidowych,
ogniskowania izoelektrycznego, a takze metod
serologicznych. Metamorfozie czesto towarzy-
sza znaczne zmiany jakoéciowe w obrazie elek-
troforetycznym biatek krwi (3). Wérdod 14 ro6z-
nych frakeji bialek krwi Anthonomus grandis,
wystepuje jedna charakterystyczna frakcja
dla larw i odrebna, typowa dla poczwarek. W
procesie histolizy-histogenezy ma takze miej-
sce rozpad niektérych bialek hemolimfy i syn-
teza nowych biatek strukturalnych (1). U Ca-
lliphora pojawiaja sie w hemolimfie w pro-
cesie metamorfozy nowe frakcje bialek roz-
puszezalnyeh (30). Udokumentowano tez wy-
stepowanie zaleznoéci miedzy sktadem bialek
hemolimfy i synteza bialek kutikuli (27). Jed-
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Ryc. 1. Obraz elekiroforetyczny rozpuszezaluych bia-

leix hemolimfy larwy zwinietej A. mellifera po roz-

dziate w 10% zelu akrylamidowym w ukladzie bufo-

réw niedvsocjujaeyeh. * — roznice statystyeznle jstotne
(p = 0,01, n=12) feyt. za 11)

na z 19 frakcji biatek krwi Locuste migratoria
pojawia sie regularnie przed kazdg wylinka,
brak jej natomiast w okresach miedzywylin-
kowych i u imago. Podobne obserwacje poczy-
niono tez u Periplaneta americana (33).

Stosujac raownclegle trzy metody analityez-
ne: ogniskowanie izoelektryczne, elekiroforeze
w poliakrylamidzie z uzyciem SDS oraz elek-
troforeze w warunkach niedenaturujacych wy-
kazano, ze diapauzie larw Diatraea grandio-
sella towarzyszy wysoki poziom bialek ciala
ttuszczowego i hemolimfy. kiére sg zaangazo-
wane takze w transporcie lipidow (40). Istotne
zmiany w obrazie elekiroforetycznym biatek
i lipoprotein hemolimfy Pieris brassicae towa-
rzysza ostatniej wylince larwalnej, procesowi
przepoczwarczania i wygryzaniu sig bielinka
(39). Zmiany jakosciowe bialek i lipoprotein
wystepuja tez w procesie starzenia, jak wy-
kazano u Locusta migratoria migratoides (42).

Stosunkowo dobrze poznano spektrum bia-
tek hemolimfy pszezoly miodnej. W hemolim-
fie larw zwinietych i wyprostowanych w wa-
runkach niezdenaturowanych wyrézniono 6
kompleksow biatkowych, przy czym rbznice
statystycznie istotne dotycza zawartosci bia-
lek wystepujacych we frakeji 1 (rye. 1, 2) (12).
W sklad tych 6 kompleksow wchodzi co naj-
mniej 14 serologicznie akiywnych podjedno-
stek u larwy zwinietej, a 16 u larwy wypro-
stowanej. Natomiast w prébkach krwi zdena-
turowanej larw robotnic wystepuje 24, zas u
poczwarek 27 frakeji biatkowych. Godnym
uwagi jest fakt, ze masa czasteczkowa tych pod-
jednostek biatkowyeh jest stosunkowo niska
i miedci sie w granicach 1400—90 000 daltonéw
(rye. 3, 4) (10). Elektroforeza kwasna umoz-
liwila ponadto zidentyfikowanie dwéch frakeji
bialka lizozymu w hemolimfie pszczoly (11).
Trudno obecnie ocenié, czy frakcje te stano-
wia dwa izoenzymy, czy tez sa to lizozymy
wielorakie.

U wielu gatunkow owad6w bialka hemolim-
fy stanowig od 70 do 90% ogdlnej zawartosci

Ryc. 2. Obraz elektroforetyczny rozpuszezalnych bia-

telc hemolimfy larwy wyprostowanej A. mellifera

po rozdziale w 10% zelu akrylamidowym w ulkladzie

buforow niedysocjujacych. * — roznice statystycznie
istotne (0 = 0,01, n = 12) (cyt. za 11)

bialek jajeczek (15). Te biatka zwigzane z Wy-
twarzaniem zoltka i wystepujace wylgczenie u
dojrzalych samic owadéw, zwane witelloge-
ninami, syntetyzowane sg w ciele ttuszczowym,
jak wykazaly analizy elektroforetyczne i po-
twierdzily badania immunologiczne, przy czym
ich biosynteza jest kontrolowana przez corpora
allata. Komoérki neurowydzielnicze plata $rod-
kowego corpora allate stymuluja oprocz synte-
zy witellogenin rowniez synteze bialek struk-
turalnych, np. u Melanophus sunguinipens (5).
Pomimo wielu osiggnie¢ nadal nie wyjasniono
w pelni charakteru i zakresu tych zmian za-
réwno na poziomie komoérkowym, jak i na po-
ziomie molekularnym. Wecigz, nawet W przy-
padku owadow stosowanych powszechnie jako
modele w entomologii i patologii owadéw, a
takze owadéw o duzym znaczeniu gospodar-
czym, madal brak wyczerpujacych informacji
o eckspresji procesow rozwoju osobniczego W
profilach bialek rozpuszczalnych krwi

Stalymi sktadnikami hemolimfy owadoéw
oprocz enzymoéw sa hormony, czesto zwigzane
z bialkami krwi i zaangazowane W procesach
przemian ustrojowych, linienia, metamorfozy
i rozmnazania. Do$¢ dokladnie poznano role
trzech gléwnych hormonow: prototorakotropo-
wego (PTTH) wytwarzanego przez lateralne
komorki sekrecyjne moézgu i nastepnie uwal-
nianego do hemolimfy owada za posrednictwem
corpora cardiaca i corpora allata, ekdyzonu syn-
tetyzowanego w gruczolach protorakalnych
i uwalnianego do hemolimfy, gdzie nastepnie
w ciele tluszczowym ulega przemianie na ek-
dysteron (B-ekdyzon) i hormonéw juwenilnych
(JH) wydzielanych przez corpore allate. Za-
stosowanie elektroforezy zelowej wyjasnilo
zaleznosci miedzy aktywnoseig i poziomem w
hemolimfie tych hormonéw a synteza bialek
w ciele tluszezowym oraz ich stezeniem we
krwi. Udalo sie wykazaé takze zwigzki mie-
dzy poziomem i aktywnoscig tych hormonéw
i witelogenezg u Oncopeltus fasciatus (22), a
takze wplyw analogow JH na ksztaltowanie
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Ryc. 3. Typowy elektroferogram biatek hemolimfy

czerwia A, mellifera oraz wzgledna zawartosé po-

szczegolnych frakeji bialkowych. Elektroforeza w zelu

podiakrylarnidowym wg Laemmli w ukladzie buforéw
denaturujacych (cyt. za 9)

si¢ obrazu bialek hemolimfy i wytwarzanie
zottka u glodzonych owadéw i dojrzatych sa-
mic w fazie diapauzy. Rozlegle badania nad
syntezg biatek kutikuli i jej ciemnieniem, pro-
cesami kontrolowanymi przez bursykon udo-
wodnity, ze przynajmniej niektére biatka struk-
turalne kutikuli i hemolimfy sg identyczne, co
swiadczy o inkorporacji bialek hemolifmy do
nowo tworzgcej sie kutikuli (23). Obecnosé te-
go typu bialek wykazano m.in, u Manduca
sexta metodami elektroforezy zelowej, a na-
stepnie zidentyfikowano je ostatecznie przy
uzyciu pierwiastkow znakowanych. Roéwniez
pod wzgledem immunoclogicznym bialka izolo-
wane z kutikuli okazaly sie bardzo zblizone
lub identyczne z bialkami nosnikowymi hemo-
limfy (carrier proteins).

Metody elektroforezy zelowej w poliakry-
lamidzie okazaly sie bardzo przydatne zwlasz-
cza w analizie nawet bardzo subtelnych zmian
biatek i polipeptydéw hemolifmy w przebiegu
chorob zakaznych i pasozytniczych owadow.
Wielu autoréw prezentuje poglad, ze roznice
w profilach elektroforetycznych bialek roz-
puszezalnych krwi u larw Mamestra brassicae,
Trichoplusia ni i Spodoptera mauritia acrony-
ctoides zakazonych wirusami poliedroz jadro-
wych, zwlaszcza hipoproteinemia, zanikanie
frakcji o duzej masie czgsteczkowej, jest efek-
tem uposledzenia syntezy bialek w ciele tlusz-
czowym (14, 37, 43). Wzrost zawartosci, wzgled-
nie pojawienie sie¢ nowych frakcji bialek he-
molimfy jest reakcja organizmu na dzialanie
patogena. Zwieckszenie poziomu niektorych
frakeji bialek hemolimfy obserwuje sie u Spo-
doptera mauritia acronyctoides zakazonych
subletalng dawka wirusa poliedrozy jadrowei;
dodatkowe frakeje pojawiaja sie w hemolimfie
Trichoplusia ni. Guest i Wassink (14) uwazaja,
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Rye. 4. Masy czasteczkowe frakeii biatelk hemolimfy

czerwia A, mellifera wyznaczone meloda elekiroforezy

zelowe] w ukladzie buforéw denaturujgeych przy
uzyein mankeréw (Pharmacia Fine Chem., Uppsala)
o masie od 14400 do 94 000 daltondw (cyt. za 9)

ze bialtka hemolimnfy o duzej masie czasteczko-
we] sg wykorzystywane przynajmniej u Mame-
stra brassicue do syntezy bialek wirusa po-
liedrozy jadrowej i poliedréw. Réwniez w prze-
biegu granuloz zachodza zmiany w biatkach
hemolimiy, Swiadezace o uszkodzeniu -ciala
tluszczowego (38). Wyrazne obnizenie zawar-
tosci jednej lub nawet kilku frakeji bialek
hemolimfy obserwuje sie tez u larw owadow
w przebiegu chordb bakteryinych (28). U larw
Galleria mellonella w fazie posocznicowej za-
kazenia Pseudomonas geruginosa spada zawar-
tos¢ pigeiu frakeji bialtkowych o matej ruch-
liwosel elektroforetycznej. Natomiast u Culex
pipiens w nastepstwie zakazenia: Romanomer-
mis culicivorax liczba frakeji bialkowych w
hemolimfie obniza sig z 35 do 22 (34). To
zmniejszenie liczby frakeji bialek hemolimiy
w przebiegu inwazji nicieni jest nastepstwem
bgdz wydzielania przez pasozyta proteaz de-
gradujacych biatka hemolimfy, badz absorpeji .
tych bialek przez pasozyta (32). Bardzo cie-
kawie przedstawiaja sie réwniez zmiany w
obrazie elektroforetyeznym bialek hemolimfy
czerwia trutowego pszezoly miodnej zakazone-
go Varroa jacobsomi (9). Opréez hipoproteine-
mii, kiérej nasilenie zaléZy od stopnia inwazji
pasozytniczej, zmienia sie zardwno ilosé, jak
i stgzenie niektorych frakeji bialek rozpuszezal-
nych hemolimly, zwlaszeza frakeji niskocza-
steczkowych biatek katodowych (rye. 5, 6).
Charakier i zakres tych zmian umozliwia Wy-
jasnienie wielu zjawisk zwigzanych z patoge-
nezy warrozy.

Charakteryzujac owady jako grupe zwie-
rzgt, obok odrebnosci przemiany materii i bio-
fizycznych réznic w strukturze ciala, podkre-
sla sie tez odrebnos¢ reakcji odpornosciowych,
zwlaszeza humoralnych mechanizméw odpor-
nosci przeciwzakazneij. Wprowadzenie do he-
molimfy immunogenéw indukuje selektywng
synteze drobnoczasteczkowych biatek i polipe-
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Ryc. 5. Uklad elektroforetyczny i procentowa zawar-
tosé niskoczasteczkowych frakeji biatek zasadowych
hemolimfy A. mellifera. Rozdziat hemolimfy czerwia
trutowego w 24% zelu poliakrylamidowym metoda
elektroforezy kwasnej (cyt. za 8)

ptydéw zwanych antysomami, ktore pelnig ro-
le w obronie wewnetrznej owada i roznig sig
strukturg i funkeja od immunoglobulin kre-
sowcow (26). Sposrdéd czynnikéw odpornosci
humoralnej dotychczas najlepiej poznano Kki-
netyke indukeji i strukture chemiczng lizozy-
mu i cekropin oraz ich role w odpornosci (2, 29).

Metoda elektroforezy zelowej w poliakryla-
midzie dostarczyla dowodéw biochemicznych,
$wiadezacych o hipersyntezie lizozymu w na-
stepstwie naruszenia homeostazy owada (19,
21). Narastanie dzialania ochronnego u gasie-
nic Galleria mellonella na letalng dawke owa-
dobbjezej bakterii Pseudomonas aeruginosa jest
skorelowane z selektywng de movo syntezag
frakeji bialek lizozymu w hemolimfie, jak wy-
kazano metoda elekiroforezy kwasnej w polia-
krylamidzie (18). Synteza ta ulega zahamo-
waniu pod wplywem inhibitorow metabolicz-
nych oddzialywujgcych na procesy transkrypeji
kwaséow nukleinowych lub na synteze ryboso-
malnych bialek krwi owada (20).

Cekropiny zostaly w ostatnich latach ziden-
tyfikowane u poczwarek Hyalophora cecropia
w diapauzie jako czynniki odpornosci induko-
wane w hemocelu tego owada przez zawiesiny
zywych komoérek Enterobacter -cloacae (2).
Czynniki humoralne o aktywnosci cekropin
(cecropin-like activity) zidentyfikowano na-
stepnie u innych gatunkéw owadow (16). Ce-
kropiny stanowia odrebna klase polipeptydow
odpornos$ciowych o masie czgsteczkowej okolo
4000 daltondéw i aktywnosci bakteriolitycznej
skierowanej zaré6wno wobec bakterii gram do-
datnich, jak i gram ujemnych. Aktywnos¢ w
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Ryc. 6. Uklad elektroforetyczny i procentowa zawar-
tosé niskoczasteczkowych frakeji biatek katodowych
dzerwia ftrutowego A. mellifera porazonego V. ja-
cobsoni. Rozdzial w 24% zelu poliakrylamidowym
metoda elektroforezy kwasnej (cyt. za 8)

stosunku do bakterii gram ujemnych odrédznia
cekropiny od lizozymu dzialajacego zasadni-
czo na bakterie gram dodatnie. Stosujgec me-
tode elektroforezy zelowej w poliakrylami-
dzie i pierwiastki znakowane wyrdzniono 8
nowych frakeji w hemolimfie Hyalophora ce-
cropia po indukeji odpornosci. Elektroforeza
zelowa w polaczeniu z metodsg bioautografii
pozwolitla na zidentyfikowanie w -obrebie tych
frakeiji lizozymu, cekropin i atacin (17). Oka-
zalo sie, ze frakcja cekropin nie jest jednolita,
ale sktada sie z kilku komponent polipeptydo-
wych. Dotychczas najlepiej poznano budowe
chemiczng i okreslono sekwencje aminokwa-
sow cekropiny A i B (36).

Jakkolwiek wprowadzenie nowych metodyk
badan (ELISA, metody radioimmunologiczne,
zwlaszeza metody serologiczne z uzyciem prze-
ciweial monoklonalnych) powinno wyjasnié
molekularne podstawy biosyntezy i funkeji
poszczegolnych biatek krwi owada, to metody
elektroforezy zelowej w poliakrylamidzie sta-
nowia nadal rutynowg technike rozdzialu
i identyfikacji biatek hemolimfy.
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ANTONINA SOPINSKA

Zastosowanie testu transformacii blastycznej limfocytéw

w badaniach odpornosci komérkowej u karpi in vitro®

Zaklad Choréb Ryb Instytutu Choréb ZakaZnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
al. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Badania in vitro dostarczajg wielu informacji
o funkcjonowaniu komorkowych mechanizméw
obronnych organizmu. Jedng z metod ocenia-
jacych reaktywno$¢ immunologiczng limfocy-
tow jest test transformacji blastycznej limfo-
cytow stymulowanych przez mitogeny. Test
ten pozwala oceni¢ z duzg precyzja stan nad-
wrazliwosei organizmu lub uposledzenie rea-
keji obronnych. W dostepnym pismiennictwie
istnieje niewiele danych dotyczacych wykony-
wania tego testu u ryb (3, 4, 6, 9). Badania te
dotyczg glownie ryb lososiowatych. Nieliczne
tylko publikacje dotycza karpi (8, 10).

Celem pracy bylo poznanie zjawiska tran-
sformacji blastycznej u karpi. Okreslono wplyw
wybranych mitogenéw na limfocyty krwi ob-
wodowej, nerki glowowej i $ledziony karpi
w zaleznosci od temperatury i czasu inkubaciji
oraz aktywnos¢ limfocytéw w przebiegu cho-
roby grzybiczej (pleSniawki).

Material i metody

Badania wykonano u 10 karpi zdrowych (K, o
masie 350—450 g oraz u 5 karpi chorych z wyrafnymi
objawami plesniawilzl. Ryby chore (Kg) mialy mase
250—300 g. Karpie przetrzymywano w akwariach
z wodg o temperaturze 20°C. Limfoeyty izolowano
z krwi obwodowej, nerki glowowej i $ledziony @2, 7.
Krew pobierano z iZyly ogonowej lub z serca, nato-
miast wyizolowane narzgdy przecierano przez geste
sitko w celu otrzymania zawiesiny komoérek. Uzyska-
ny materiat rozcienczano plynem Eagle’a i wirowano
przez 40 minut przy 2000 obr./min. na gradiencie
»limphoprep.” Uzyskane limfocyty plukano trzykrot-
nie przy uzyciu podloza Earle’a. Po ostatnim pluka-
niu komorki zawieszano w 1 ml plynu Eagle'a z do-

* Praca finansowana przez Instytut Rybactwa Srédladowego
W Olsztynie.
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datkiem 10% surowicy ecielecej. Obliczano procent
komorek zywych oraz zageszczenie limiocytow w
1 ml podioza. Uzyskane steienie pierwotne komérek
rozcienczano w celu otrzymania 2 X 10f limfocytow
w 1 ml podioza dla komorek uzyskanych z nerki
glowowej oraz 2 X 10¢ w 1 ml podioza dla limfoeytow
zZ krwi 1 sledziony.

Do badania zjawiska transformacji blastycznej za-
stosowano nastepujace mitogeny: fitohemaglutynine
(PHA) w stgzeniu 20 pg ml, konkanawaline (Con A)
w stezeniu 50 1 100 ug/ml oraz wyelgg szkarlatki
(PWM) w stezeniu 50 1 100 pg/ml. Odpowiednie ste-
Zenia mitogenow byly przygotowywane na podlozu
Eagle'a z dodatkiem 10% surowicy cielecej, Grupa
kontrolna zawierala tylko podloze z surowiecs.

Po 72-godzinnej i 96-godzinnej inkubacii w tem-
peraiurze 22°C oraz 28°C do kaidej proby dodano
50 ul 1 u Ci) tymidyny znakowanej trytem. Hodo-
wle pozostawiono w odpowiednich temperaturach na
okres 24 godzin. Po zahamowanej inkubacji leukocyty
przenoszono przy uzyciu bibuly filtracyjnej do na-
czynek scyntylacyjnych. Po dodaniu plynu scyntyla-
cyjnego w liczniku scyntylacyjnym odezytywano licz-
be impulséw na minute (cpm) w zaleznosci od iloéci
znakowanej tymidyny whbudowanej do form blastycz-
nych limfocytéw. W oparciu o uzyskane wyniki obli-

czano indeks stymulacyjny (IS) podstawiajac dane
do wzoru:
— cpm stymulowanej hpdowli

cpm niestymulowanej hodowli

Uzyskane wyniki poddano analizie stytystycznej —
testem t-Studenta.

Wyniki i omoéwienie

Stymulacja limfocytéw mitogenem PHA w
stezeniu 20 pg/ml.

Badania mnad wplywem mitogenu PHA na
przebieg transformacji blastycznej limfocytow
karpi przedstawiono w tabh. 1.

Indeks stymulacyjny (IS dla limfocytow krwi



