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Abstrakt

Schistosomy, véetné druhl vyskytujicich se v ptacich, jsou parazité zpusobuijici
onemocné&ni vyznamna pro humanni i veterinarni medicinu. Cast svého vyvoje
prodélavaji v mezihostiteli, kterym jsou vodni plzi patfici do riznych &eledi.
Kombinace parazit-mezihostitel je pravdépodobné vysoce druhové specificka.
Ochranu plza pred parazity zajiStuje vnitfni obranny systém. Ten se sklada ze slozky
humoralni a bunééné. NejdulezitéjSi soucasti bunécné slozky a zaroven zakladnim
prvkem obrany plzu pfed trematody jsou hemocyty. Hemocyty jsou buriky vyskytujici
se v hemolymfé a pojivové tkani plzd, kde slouzi jako hlavni nastroj fagocytozy

a enkapsulace parazitll, kterym se podafilo proniknout do téla plze. Hemocyty dokazi
syntetizovat a dale vyuzivat urcité slozky humoralni imunity, jako jsou napfiklad
lektiny zajiStujici rozpoznavani cizich nebo vlastnich poSkozenych struktur. Paraziti
se snazi zabranit svému rozpoznani a nasledné eliminaci. Proto vytvari
exkrecni/sekreéni produkty blokujici receptory hemocytu pro povrchové struktury

parazita.

Abstract

Schistosomes including bird species are parasites causing diseases important in both
human and veterinary medicine. In one part of their life-cycle they develop within

the intermediate snail hosts from different families. The parasite-intermediate host
combinations are probably highly species-specific. The internal defence system (IDS)
is involved in protection of snails against parasites. The IDS is comprised of humoral
and cellular limbs. The most important part of cellular limb and the fundamental
component of defence against trematodes is a hemocyte. Hemocytes are free cells
occurring in the haemolyph and connective tissue of snails. They represent the major
defence tool, being able to phagocytose and/or encapsulate pathogens within

the body of snails. Hemocytes can synthesize and use certain factors of humoral
immunity, e.g. lectins recognising non-self and self damaged particles. On the other
hand, the parasites try to avoid recognition and elimination by hemocytes,

e.g. by means of their inhibitory excretory/secretory products; such molecules could
interfere with hemocyte receptors responsible for recognition of specific parasite
surface epitops.



1 Uvod

Motolice jsou vyznamni paraziti napadajici ¢lovéka i zvifata. ZpUsobuji zavazna
onemocnéni, ktera mohou vést az ke smrti infikovaného organismu. Castym
objektem vyzkumu se stavaji zejména zastupci ¢eledi Schistosomatidae. Divodem je
pfiblizné 200 miliond lidi nakazenych schistosomami v endemickych zemich

(http://www.who.int/schistosomiasis/en/ 2007). Diky tak vysokému poctu fadi Svétova

zdravotnicka organizace (WHO) schistosomdzy mezi deset nejsledovanéjsich

infek€nich onemocnéni (http://www.who.int/tdr/index.html 2004 ).

V poslednich dvou desetiletich se pozornost védcl obraci znovu i k ptagim
schistosomam (devét platnych rodu: Austrobilharzia, Ornithobilharzia, Macrobilharzia,
Bilharziella, Trichobilharzia, Jilinobilharzia, Gigantobilharzia, Dendritobilharzia,
Allobilharzia; Kolafova a kol. 2006), a to hlavné k nejlépe prostudovanému rodu
Trichobilharzia. Tento zajem je vyvolan i novymi pripady vyskytu cerkariové
dermatitidy v rdznych zemich (napf. Island, Itélie, Francie), jejimZ puvodcem jsou
prevazné larvy zastupcu tohoto rodu. K zajmu o trichobilharzie pfispéla také
identifikace novych druht (napf. Trichobilharzia franki, Trichobilharzia regenti,
Trichobilharzia salmanticensis). Z dat ziskanych jejich vyzkumem vyplyva Sirsi
spektrum plvodcl onemocnéni s riznymi zivotnimi cykly, hostitelskou specifitou

a patogenitou (Horak 2004).


http://www.who.int/schistosomiasis/en/
http://www.who.int/tdr/index.html

2 Literarni prehled

2.1 Charakteristika celedi Schistosomatidae

Vsichni zastupci Celedi Schistosomatidae (Lophotrochozoa; Platyhelminthes;
Trematoda; Digenea) jsou krevni paraziti obratlovct (hematofagové). Tomuto
zpusobu Zivota se v pribéhu evoluce znacné pfizpUsobili z hlediska morfologie,
fyziologie a ekologie. Schistosomy se vyskytuji v 74 endemickych zemich, kde Zije
v rizikovych oblastech na 650 milionu lidi. Asi 200 milionu lidi je infikovanych a podle
nékterych zdroji az 200 tisic lidi ro¢né v dusledku onemocnéni schistosomézou

zemre (http://www.who.int/schistosomiasis/en/ 2007).

2.1.1 Dulezité morfologické znaky

Schistosomy maji protahlé, stihlé télo o velikosti 0,5 — 20 mm. Diky
charakteristické struktufe svého povrchu jsou spole¢né s ostatnimi zastupci taxonu
Trematoda a dale zastupci taxon Monogenea a Cestoda fazeni do skupiny
Neodermata. Jejich povrch — neodermis (s vyjimkou prvniho larvalniho stadia
schistosom) je tvofen vnéjSi bezjadernou vrstvou, ktera je napojena
cytoplasmatickymi spoji na vlastni bunécna téla, tzv. cytony. Ty obsahuji jadro a dalsi
bunécné organely a jsou zanofeny pod bazalni membranu a vrstvu svaloviny. DalSim
typickym znakem trematodu jsou zpravidla dvé svalnaté pfisavky, Ustni asociovana
s pfijimacim (a zaroven vyvrhovacim) otvorem a bfiSni pfisavka — acetabulum.
Schistosomy maji obé prisavky, které jim pomahaji k pfichyceni se v hostiteli. Jinou
povrchovou strukturou charakteristickou pro schistosomy jsou tuberkuly, hrbolky
na téle pomahajici pfi pohybu v cévach hostitele. Tuberkuly mohou slouzit také jako
taxonomicky znak. Schistosomy nemaji té€lni dutiny, anus, dychaci ani ob&hovou
soustavu. Naopak dobfe vyvinuta je travici soustava, exkrecni systém
protonefridialniho typu a jako u vSech motolic také rozmnoZovaci soustava.
Schistosomy maji vysoky reprodukéni potencial. Samice je schopna denné
vyprodukovat 50 — 1500 vajiCek ektolecitalniho typu bez vicka. Tvar vajicek je
druhové specificky a mize slouzit jako taxonomicky znak. Schistosomy jsou
gonochoristé (mezi motolicemi vyjimka) s vyraznym pohlavnim dimorfismem.

Pokud se v definitivnim hostiteli setkaji dva jedinci rizného pohlavi, zaléza Stihlejsi
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a delSi samice do ryhy zvané canalis gynaecophorus na téle kratSiho a SirSiho
samce. Vyvojové cykly schistosom jsou stejné jako u ostatnich trematodu slozité.
Nervova soustava je typu orthogon. VSechny vnitfni organy jsou ulozeny

v parenchymu.

2.1.2 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus schistosom je nepfimy, dixenni. VajiCka se dostavaji do vnéjsiho
prostfedi s moci, stolici, pfipadné nazalnim sekretem definitivniho hostitele.
Pro pokraCovani cyklu je nutné, aby se vajicka dostala do vodniho prostfedi. Zde se
z nich lihne prvni larvalni stadium, tzv. miracidium. Miracidium je bohaté obrvena,
aktivné se pohybuijici larva. Cilie se na povrchu miracidia vyskytuji jen
na specifickych oblastech — ciliarnich desti¢kach, které jsou od sebe oddéleny
mezibunécnymi valy. Povrch miracidia je tedy tvofen multiciliarni epidermis
(x neodermis u ostatnich stadii). Uvnitf larvy jsou totipotentni zarodecné buriky,
které daji pozdéji vzniknout dalSim vyvojovym stadiim. Cilem miracidia je vyhledat
a proniknout do téla prvniho mezihostitele. Tim je u schistosom vodni plZ. Kombinace
parazit — hostitel je v tomto pfipadé vysoce druhové specificka. Dany druh
schistosomy je schopny se vyvijet a rozmnoZovat €asto jen v jediném vhodném
druhu plze. Specifické rozpoznani mezihostitele je umoznéno diky miraxonum,
latkam, které jsou pro plze druhové specifické. Miraxony atrahuji miracidia. To se
pfiblizi k mezihostiteli a s vyuzitim obsahu svych penetracnich Zlaz pronikne
do svalnaté nohy €i hlavy plZe. Po penetraci dochazi k morfologickym zménam
miracidia, pfetvari se v matefskou sporocystu. Pfi této pfeméné jsou odvrzeny
ciliarni desti¢ky, které jsou silnym antigenem a vyvolavaji obrannou imunitni reakci
téla plze, ktera by vedla k eliminaci parazita. Na misto ciliarnich desti¢ek expanduji
mezibunécné valy a vznika z nich neodermis. V nové vytvofené matefské sporocysté
vznikaji asexualnim rozmnozovanim ze zarodecnych bunék dcefinné sporocysty.
Ty nasledné opoustéji matefskou sporocystu a migruji do hepatopankreatu, travici
Zlazy plzl. Zde se ve sporocysté opét asexualné namnozi cerkarie. Cerkarie jsou
druhé volné pohyblivé larvalni stadium schistosom Zijici ve vné&jSim prostfedi. Jejich
télo je zakonCeno rozeklanym ocaskem (furkocerkarie). Po dozrani cerkarie opousti
télo mezihostitele do vody, kde hledaji definitivnhiho hostitele (obratlovce).

Predpokladem k jeho nalezeni je vyskyt cerkarii na stejném misté a ve stejném Case



jako jejich hostitel. K tomu jim slouzi nejrliznéjsi receptory. Cerkarie schistosom jsou
negativné geotaktické a pozitivné fototaktické, navic rozpoznavaji urcité molekuly
na povrchu hostitele. Kdyz je hostitel identifikovan jako vhodny, cerkarie penetruje
jeho povrch za pomoci produktd svych penetracnich zlaz. Pfi penetraci odhazuje
ocasek a glykokalyx, povrchovou vrstvu sacharidd, ktera chranila cerkarie proti
hypoosmotickému prostiedi sladké vody. Pfi ur€ovani vhodnosti hostitele se ale
cerkarie mize zmylit (cerkarie ptacich schistosom penetruji kizi ¢lovéka). Stimulem
pro identifikaci hostitele a penetraci jeho povrchu jsou ceramidy, cholesterol

a mastné kyseliny. Tyto latky se vyskytuji v savéi kuzi ve vySsi koncentraci nez v kazi
ptakl a stavaji se pro cerkarie ,neodolatelnym® signalem. DUsledkem takového
omylu je vznik hypersenzitivni kozni reakce u lidi — cerkariova dermatitida (Horak

a Kolarova 2005). V kazi definitivniho hostitele se cerkarie pretvari na schistosomulu
se dvéma povrchovymi membranami. Schistosomula se na zakladé gradientu
D-glukdzy a L-argininu dokaze orientovat v kizi a nalézt cévu svého hostitele. Poté,
co vstoupi do krevniho FeCisté, migruje télem hostitele (prab&h migrace je u riznych
rodud €eledi rizny) a dokond&uje svij vyvoj. Prabéh vyvoje v nespecifickém hostiteli
(savci) byl popsan pfi experimentalnim vyzkumu cerkarii Trichobilharzia ocellata’.
Ty jsou schopny po penetraci do kiize savce, pfestoze je nespecifickym hostitelem,
pokraCovat ve vyvoji do dalSiho stadia — schistosomuly. Ta je dale schopna, zejména
u predem neimunizovanych experimentalnich savcu, opustit kiizi a migrovat

do vnitfnich organd. Zda se, ze hlavnim cilem migrace visceralnich schistosom jsou
plice. U nékterych pacientli opakované vystavenych nakaze cerkariemi ptacich
schistosom byly zjistény zmény celkového zdravotniho stavu doprovazené plicnimi

poruchami (Bayssade-Dufour a kol. 2001, cit. dle Horak a Kolarova 2005).

Rod Trichobilharzia zahrnuje vice nez 40 druhd, ale platnost nékterych z nich je zpochybhovana
(Rudolfové a kol. 2005). Poté, co byl na zékladé cerkarii popsan druh Trichobilharzia ocellata
nalezeny v mezihostitelském plzi Lymnaea stagnalis, bylo toto oznaceni bézné pouzivano pro témeér
vSechny ocelatni furkocerkarie nalezené v Evropg, prestoze se liSil jejich mezihostitel, chovani i
rozmeéry. T. ocellata pfedstavuje komplex druht (viz. review Farley 1971, Blair a Islam 1983), coz bylo
nedavno potvrzeno podrobnou analyzou morfologickych znaki a Zivotnich cykld. Vysledky podpofila i
data ziskana pfi molekularnich analyzach. Z téchto informaci vyplyva nutnost pfehodnoceni platnosti
druhu T. ocellata (Rudolfova a kol. 2005). V této praci jsou zachovana plvodni oznaceni tak, jak byla

pouzita citovanymi autory.



Migrace tkanémi obratlovcu byla popsanaiu T. regenti. Ve specifickém ptacim
hostiteli tato schistosoma pronika do perifernich nerva, dale migruje pfes michu
a mozek do nosni dutiny ptaka, kde dokonCuje svUj vyvoj a klade vajicka (Blazova
a Horak 2005). Prunik schistosomuly do michy a mozku byl zjistén i u pokusnych
savcl. Zde ale migrace nepokracovala do nosni dutiny. Vzhledem k nespecifickému
hostiteli byl vyvoj schistosomuly zastaven a nasledoval jeji uhyn. Nicméné zavaznym
nasledkem této migrace muze byt poSkozeni michy a neuromotorické poruchy véetné
ochrnuti koncetin. Tato poSkozeni byla zaznamenana jak u infikovanych ptaku, tak
savcl (Horak a kol. 1999, Hradkova a Horak 2002).

Pokud se ve vnimaveém hostiteli setkaji jedinci rizného pohlavi, dochazi k jejich
migraci do specifickych organa hostitele (druhové specificka lokalizace), kde
v krevnim Fecisti daného organu kopuluji a samice klade vaji¢ka. Ta predstavuiji
hlavni patogenni agens. Jen asi 50% vajicek se dostane ven z hostitele, zbytek
zustava deponovan v jeho tkanich, kde kolem nich vznika zanétliva reakce —
granulom. PFi vySSi hustoté granulomu v tkani maze dojit k disfunkci daného organu.
Klinickymi projevy schistosom6z mohou byt cerkariova dermatitida, hematurie,
hepatosplenomegalie, anémie, ezofagealni varixy, cor pulmonale. Pokud neni
schistosoméza diagnostikovana a IéCena, dokaze parazit v hostiteli pfezivat az 30

let.
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2.2 Vnitrni obranny systém mekkysu

Obratlovci i bezobratli zivoCichové, mékkyse nevyjimaje, potfebuji obranny systém
chranici je pfed napadenim nejrliznéjSimi patogeny jako jsou napfiklad viry
a bakterie, jejichz utokim jsou denné vystaveni. Musi Celit i vlastnim prestarlym
Ci poskozenym bunkam. Branit jedince pfed timto potencialnim nebezpecim ma
za ukol vnitfni obranny systém (internal defence system, IDS), ,obdoba“ imunitniho

systému u obratlovcu.

2.2.1 Charakteristika IDS

Prvni obranna linie je tvofena povrchem téla, ktery je pokryt sekretovanym hlenem
obsahujicim drazdivé a mikrobicidni latky znemozniujici penetraci povrchu (Kamiya
a kol. 1989). Samotny vnitfni obranny systém mékkysu postrada adaptivni (ziskanou)
¢ast imunitnich reakci, rozpoznavani antigent pomoci imunoglobulind, nevyuZziva
T ani B bunék a nema imunologickou pamét’ (van der Knaap a Loker 1990). Musi se
spoléhat pouze na neadaptivni (vrozenou) imunitu (Horak a Kolarova 2005), jejiz
fungovani je zajisténo hemolymfou, respektive latkami a burikami v ni obsazenymi.
Parazit, kterému se podafi proniknout do téla mékkyse, je rozpoznan jako cizi
(pravdépodobné pomoci lektin) a nasledné se ho snazi obranny systém eliminovat

pomoci dalSich sloZzek humoralni, ale i bunécné obrany (Adema a kol. 1991).

2.2.2 Humoralni imunita
Humoralni imunita je zprostfedkovana nejrizné;jSimi humoralnimi faktory,
které jsou produkované kromeé jiného i hemocyty (soucast bunééné slozky imunity)
(Mohandas a kol. 1992, Sminia 1972) a uvoliované do hemolymfy. Molekularni
charakteristika je znama jen u nékterych z nich (Adema a kol. 1991). Mezi humoralni
faktory patfi lysozym a jiné lysozomalni enzymy, bakteriostatické a baktericidni latky,
agglutininy, lektiny, cytokine-like molekuly, oxid dusnaty a dalSi (Adema a kol. 1991).
Bakteriostatické latky obsazené v plazmé (hemolymfa zbavena bunék) Lymnaea
stagnalis dokazi velmi efektivné inhibovat mnozZeni Gram-pozitivnich bakterii jako je
Staphylococcus saprophyticus. U Gram-negativnich bakterii (Escherichia coli) je

ucinek jen okrajovy (van der Knaap a Meuleman 1986). Jsou zde zastoupeny
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i baktericidni latky schopné urcité druhy bakterii zabijet (Cushing a kol. 1971 a Mori a
kol. 1984, cit. dle Adema a kol. 1991).

Lektiny jsou proteiny (neimunoglobulinové a neenzymatické povahy)
rozpoznavajici specificky sacharidové struktury a slouzici jako dllezity faktor
k rozeznani cizich ¢astic (antigenu) od vlastnich. Misto jejich syntézy je vétSinou
neznamé, ale v nékterych pfipadech jsou produkovany bilkovinnou Zlazou (Horak
a van der Knaap 1997) nebo hemocyty (van der Knaap a kol 1981). Vyskytuji se jak
vazané na hemocytech jako membranové receptory, tak ve formé volné rozpustnych
faktortl v hemolymfé (Horak a Deme 1998). V rozpustné formé mohou slouzit jako
mustky spojujici povrchovy sacharid patogenu na jedné strané a hemocyt na strané
druhé (rozpoznani patogenu) nebo jako opsoniny, pak dojde k navazani lektinu
na sacharidovy epitop antigenu, to vyvola zménu konformace lektinu a vystaveni
vazebného mista pro hemocyt. Lektin timto zpisobem vlastné oznadi cizi strukturu,
aby mohla byt hemocytem rozpoznana (opsonizace) a odstranéna (Richards
a Renwrantz 1991). DalSi mozZnou funkci lektind je agglutinace (propojeni, sesitovani
antigent dohromady) usnadnujici fagocytdézu antigent (Horak a van der Knaap
1997). Lektiny hemolymfy se mohou také reverzibilné vazat na povrch hemocytu
a slouzit zde jako cytofilni receptory pro rozpoznavani cizich bunék (van der Knaap
a kol. 1983)(obrazek 1). Funkce nékterych lektini maze byt ovlivnéna pfitomnosti
divalentnich kationtt kov(i, predevéim Ca®". Tim se stava v urditych pfipadech
proces rozpoznavani antigenu a jeho nasledna fagocytéza hemocyty
Ca?*-dependentni, jak bylo prokazano na hemocytech L. stagnalis v interakci
s erytrocyty kralika (Horak a Deme 1998). Hladina agglutinint a opsoninG odrazi vék
jedince (Dikkeboom a kol. 1985), jeho fyziologicky stav, stresové reakce a pfipadnou
pritomnost patogent v téle (Couch a kol. 1990). Jejich produkce muze byt ovlivnéna
nékterymi infekcemi v€etné nakazy larvami trematod (Monroy a kol. 1992, Loker
a kol. 1994, Monroy a Loker 1993). Syntéza nékterych muze byt dokonce zahajena
de novo az jako reakce na infekci (Ottaviani 1992). Informace o lektinech
a agglutininech mékkysu vSak zdaleka nejsou kompletni. Jisté pfedstavuji zajimavy
objekt pro budouci vyzkum (Horak a van der Knaap 1997).

Oxid dusnaty (NO) je molekularni posel mnoha organisma s fadou funkci v€éetné
regulace cévniho tonu, bunécéné signalizace v mozku a eliminace patogen

nespecifickou imunitni odpovédi. Je produkovan NO-syntazou, jejiz funkce je
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Ca?*-dependentni (Conte a Ottaviani 1995). V mékkysich NO zpUsobuje shlukovani
bakterii kolem hemocytl a nasledné je usmrti svoji bakteriocidni aktivitou. Tento

Obrazek 1:

Schématické znazornéni lektin-sacharidovych interakci obranného systému plzl s larvami
trematodd.

Funkce potvrzené experimentalnimi daty:

1 — lektiny jsou syntetizované v hemocytech a vystaveny na jejich povrchu nebo uvolfiovany

do hemolymfy; 2 — nékteré lektiny z hemolymfy se vazou na povrch hemocytu, kde slouzi jako cytofilni
receptory pro cizi buriky; 3 — lektiny v hemolymfé pochazi i z jinych tkani; 4 — membranové lektiny
hemocytl rozpoznavaji patogeny; 5 — lektiny v hemolymfé slouzi jako opsoniny, jejichZ sacharidové
zbytky jsou rozpoznavany membranovymi lektiny hemocytd

Dalsi pfedpokladané funkce lektin (prozatim nepotvrzené experimentalné):

6 — lektiny plvodem z plze a/nebo parazita rozpoznavaiji sacharidové zbytky na obojim, hemocytech

i povrchu parazita, a slouzi jako propojujici mustek; 7 — povrchové lektiny motolice se u¢astni
maskovani parazita pouZzitim ziskanych glykosylovanych molekul plze; 8 — povrchové lektiny motolice
se vazou na hemocyty; 9 — lektiny jsou exkretovany/sekretovany parazitem, reaguji se sacharidy
hemocytl a stimuluji nebo inhibuji hemocyty; 10 — exkretované/sekretované lektiny parazita reaguji

s burikami/organy plze a ovliviiuji jeho funkce ne pfimo se tykajici obranného systému.

H — hemocyt; T — tegument (neodermis); M — vrstva svaloviny; C — vlastni t&lo bufiky s organelami
(cyton); G — exkre€ni/sekredni Zlaza

Prevzato z Horak a van der Knaap 1997
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proces je nezavisly na fagocytdéze hemocyty (Franchini a kol.1995, Ottaviani a kol.
1993).

Cytokiny jsou rozpustné ,zprostfedkovatelské” molekuly regulujici efektorovou fazi
imunitni odpoveédi. Bylo prokazano jejich zapojeni v imunitni odpovédi mékkysu.
RUzné cytokiny (IL-1a, IL-2, TNF-a) vyznamné stimuluji motilitu hemocytll mékkysu
(vliv cytokinl na motilitu se mezi druhy mékkysa lisi), zvySuji aktivitu pfi fagocytoze
a podnécuji zahajeni syntézy oxidu dusnatého (Ottaviani a kol. 1995).

2.2.3 Bunéc¢na imunita

V mékkysSich je bunécna imunita zastoupena Ctyfmi typy bunék: antigen
vychytavajici endotelové burky, pérové buriky pohlcujici cizi proteiny, fagocytujici
retikularni buriky a volné pohyblivé hemocyty (van der Knaap a kol. 1992).

Antigen vychytavajici buriky lemuji krevni cévy a hraji dalezitou roli v prvni fazi
odstranovani cizich ¢astic (van der Knaap a kol. 1981). Ty rozpoznavaji pomoci
lektin-like receptoru, které maji na svém povrchu (Renwrantz a Cheng 1977, cit. dle
Adema a kol. 1991). Po zachyceni ¢astice nedochazi k jejimu pohlceni antigen
vychytavajici burikou, ale je fagocytovana jednim z cirkulujicich hemocytt (Adema a
kol. 1991).

Retikularni buriky jsou fixni fagocyty s vysokym poctem lysosomu, které jsou
schopné degradovat Siroké spektrum cizich latek (Sminia 1981, cit. dle Adema a kol.
1991). Narozdil od hemocytl nedisponuji enzymem peroxidazou (Adema a kol.
1991).

Pdrové buriky jsou druhym zastupcem fixnich fagocytu. Maji velké, kulaté jadro
a dobfe vyvinuté drsné endoplasmatické retikulum obsahujici hemocyanin (Sminia
a kol. 1972). Ten je u nékterych druhu plz (Helix aspersa) produkovan pfimo
porovymi bufikami (Sminia a Vlugt-van Daalen 1977). V jejich bunécné membrané se
vyskytuji etné invaginace, coz se na prafezu jevi jako péry v buné&né membrané.
Témito invaginacemi prochazeji vSemi sméry vybézky cytoplasmy obklopené vrstvou
cytoplasmatické membrany (téz obsahuji hemocyanin; Sminia a kol. 1972), mezi
kterymi zUstavaji §térbiny o velikosti 20 - 30 nm (Sminia a kol. 1972, Sminia 1972).
Takové prostorové usporadani dava nakonec vzniknout struktufe pfipominajici sito,
diky které maji pérové bunky schopnost selektivni endocytozy (velikost pronikajici
Castice je omezena velikosti $térbin v invaginacich cytoplasmatické membrany).

Navic jsou schopné rozliSovat pfijimané latky na zakladé jejich povahy - maji
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vysokou afinitu k proteinlim (Adema a kol. 1991). Jejich schopnost $tépit cizi latky je
pomérné nizka (Sminia 1972). To naznacuje, Ze porove bunky nejsou dostate¢né
vybaveny vhodnymi enzymy a Ze jejich primarni funkce asi nebude v odstranovani
cizich latek. Pravdépodobné se podili na procesech degradace vlastnich protein(
(Adema a kol. 1991). Studie nékterych druht maijicich v hemolymfé hemoglobin
(Biomphalaria glabrata, Planorbarius corneus) naznacCuji, Zze porové bunky navic
dokazi syntetizovat hemoglobin (Sminia a kol. 1972, Sminia a Vlugt-van Daalen
1977).

2.2.3.1 Hemocyty

na tvorbé& humoralnich faktorl hemolymfy mékkys, dale disponuji schopnosti uc¢inné
fagocytovat cizi ¢astice a uCastni se také pfi enkapsulaci patogend, jejichz velikost
znemoznuje eliminaci prostfednictvim fagocytdzy. Hemocyty se pohybuji volné

v otevieném ob&hovém systému mékkySu a mohou snadno migrovat do pojivové
tkané a naopak. Diky své pohyblivosti slouzi jako neustaly dozor. Jejich pohyb je
smeérovan chemotakticky (Schmid 1975). Mistem vzniku hemocytl mize byt tzv.
organ produkujici hemocyty (hemocyte-producing organ), jehoz lokalizace v téle

se mUze mezi druhy liSit (€ast ledviny u Lymnaea truncatula), nebo se mohou
hemocyty formovat v pojivové tkani (Monteil a Matricon-Gondran 1991). PocCet
hemocytl se znacné lisi jak mezi jednotlivymi druhy, tak mezi samotnymi jedinci
jednoho druhu (Sminia 1972). Jejich poCet se méni také v zavislosti na stavu jedince
(infekce, stafi; van der Knaap a kol. 1987, Dikkeboom a kol. 1985). Stafi jedince
nema vliv zdaleka jen na poc¢et hemocytl. U juvenilnich plzu je fagocytéza hemocytl
meéné efektivni a je také snizena schopnost plasmy zajistit opsonizaci a agglutinaci
cizich Castic (Dikkeboom a kol. 1985, van der Knaap a kol. 1987). To pravdépodobné
prispiva k vétsi vnimavosti juvenilnich jedincl k infekcim motolicemi (Dikkeboom

a kol. 1985). Z hlediska morfologie Ize nalézt dva typy hemocytd. Prvnim typem jsou
hemocyty kruhového tvaru (round hemocytes) s malym obsahem lysosomd,
nékterymi autory nazyvané hyalinocyty. Druhym typem jsou bufiky s mnoha
panozkami rozprostirajicimi se do stran (spreading hemocytes) nazyvané
granulocyty. Ty maji vysoky obsah lysosom( naznadujici dobrou schopnost

fygocytovat (Ottaviani 1983). Klasifikace hemocytl vSak zdaleka neni jednotna, tyto
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dva typy bunék jsou nékterymi autory povazovany jen za dvé rlzna vyvojova stadia

jedné bunécné linie (Bachere a kol. 1988).

2.2.3.2 Prabéh eliminace parazita hemocyty

V zavislosti na velikosti parazita je bud fagocytovan hemocytem nebo
enkapsulovan vétsim po¢tem hemocytl.Tyto aktivity musi byt spustény signalem
a ve svém prubéhu musi byt také regulovany (Adema a kol. 1991). Spoustécim
signalem jsou latky uvolfiované patogenem, napf. rizné sacharidy rozpoznavané
lektiny mékkysSe (Schmid 1975, cit. dle Adema a kol. 1991), ale i latky proteinové
povahy. Po navazani fyzického kontaktu musi hemocyt rozpoznat, jestli se jedna
o vlastni Ci cizi strukturu. Prvnim signalem je elektrostaticky naboj povrchu cizi
Castice. Pokud se ten vzajemné odpuzuje s povrchovym nabojem hemocytu, kontakt
je okamzité ukoncen. Tento fenomén byl prokazan na hemocytech L. stagnalis,
které se vazaly rizné k agarézovym €asticim s riznym elektrostatickym nabojem
(Dikkeboom a kol. 1988). BlizZSi a pfesnéjSi rozpoznani antigenu je dale zajistovano
lektiny diky jejich specifické vazbé na sacharidové struktury. Schopnost lektin(
agglutinovat mikroorganismy zpusobi jejich imobilizaci, a tim zabrani jejich rozsevu
v téle hostitele a zaroven tak snizi pocet cilt pro efektorové buriky — hemocyty.
Lektiny zprostfedkovavaji i kontakt mezi hemocyty a objektem urcenym
k enkapsulaci (Adema a kol. 1991). Enkapsulace je dosazeno nékolika vrstvami
hemocytl, které obklopi danou strukturu (Sminia a kol. 1974). S tou ma ale pfimy
kontakt pouze prvni vrstva hemocytd, ta vysila signaly, které zajisti nasedani dalSich
vrstev hemocytl. K dokonc€eni enkapsulace je tedy zapotfebi komunikace mezi
hemocyty, jejiz povaha vSak zatim neni objasnéna (Adema a kol. 1991). Pokud se
jedna o nekompatibilni dvojici parazit-hostitel, hemocyty usmrti cytotoxickymi latkami
enkapsulovany organismus, a to dokonce i v nepfitomnosti humoralnich faktor
v in vitro podminkach (Dikkeboom a kol. 1988). Z toho vyplyva, Zze primarnim
efektorovym nastrojem jsou pravé hemocyty. Humoralni faktory slouzi spiSe jako
poslové smérujici aktivitu hemocytl (Adema a kol. 1991), coz ukazuji hemocyty
z vnimavého hostitele, které po pfidani plasmy z rezistentniho hostitele ziskaly
v urcitych pfipadech potencial usmrtit sporocystu kompatibilniho druhu motolice
(Loker a Bayne 1982).

Humoralni faktory produkované hemocyty predstavuji nastroj boje hemocytl s

patogeny na dalku, bez nutnosti pfimého kontaktu. Druhym nastrojem jsou jiz
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zmifiované cytotoxické latky pouzivané pfi tésném kontaktu s parazitem (fagocytoza,
enkapsulace). Mezi né patfi fada lytickych enzymu (lysozym, peroxidaza) (Mohandas
a kol. 1992, Sminia 1972), které se nachazeji v lysosomech, ale v nékterych
pfipadech byla jejich aktivita zaznamenana i v drsném endoplasmatickém retikulu

a Golgiho aparatu. Hladina téchto enzym( se po kontaktu s antigenem zvySuje
(Sminia a Barendsen 1980). Lytické enzymy mohou pusobit degradaci povrchu
patogena jak extracelularné pfi jejich uvolnéni do Stérbiny mezi hemocytem

a enkapsulovanym parazitem (Dikkeboom a kol. 1988), tak intracelularné

po splynutim lysosomu s fagosomem pfi fagocytéze (Cheng a Cali 1974, cit. dle
Adema a kol. 1991).

DalSim dualezitym zdrojem cytotoxicity zprostfedkované hemocyty jsou reaktivni
intermediaty redukce kysliku (reactive oxygen intermediates, ROIs). Oxidace je
zakladni reakci pro metabolismus vétSiny organism(, mize byt ale také velmi
nebezpecna. Jeji toxické produkty jsou bézné vyuzivany savCimi leukocyty
pfi odstrafiovani patogenu (obrazek 2). VyuZiti tohoto mechanismu hemocyty

contact
activation NAD(P)H-oxidase
increased oxygen consumption

production of

superoxide singlet oxygen
hydroxyl radical hydrogen peroxide

peroxidase + halides
synergistic
effects with

lysosomal enzymes

direct

hypohalides
halidamines

Obrazek 2:

Sled déju pravdépodobné vedoucich k vyuziti cytotoxickych vlastnosti produkt( oxidace:
NAD(P)H-oxid4za je aktivovana kontaktem s antigenem. Transformuje kyslik na reaktivni intermediaty
redukce kysliku (ROIs): superoxid (O,"), peroxid vodiku (H,O,), hydroxylovy radikal (-OH) a singletovy
kyslik (102). Tyto molekuly jsou ¢astecné redukovany nebo maiji neparovy elektron. To je €ini vysoce
reaktivnimi, a proto toxickymi. Pokud reaguiji s latkami jako je peroxidaza nebo halidy (napf. chloridy a
bromidy), vznikaji jesté toxictéjsi latky nez jsou ROIs (hypohalidy, halidaminy). Mezi poSkozeni
zplsobovana produkty oxidace patfi inhibice enzymU a naru$eni metabolismus, poSkozeni bunéénych
membran a poSkozeni genetické informace (viz. review Adema a kol.1991).

Prevzato z Adema a kol. 1991
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mékkysl zaznamenal az Chagot (1989, cit. dle Adema a kol. 1991), ktery
demonstroval NAD(P)H-oxidazovou aktivitu enzymu nachazejiciho se

v cytoplasmatické membrané hemocytl Ostrea edulis a Crassostrea gigas. Tento
enzym je kliCovy v celém systému produkce reaktivnich slou€enin kysliku (Adema

a kol. 1994). Nasledovalo prokazani tvorby superoxidu (O2) hemocyty L. stagnalis a
dale tvorby peroxidu vodiku (H202) hemocyty stejného plze (Dikkeboom a kol. 1987).
Samo o sobé to ale nedokazuje zapojeni téchto reaktivnich produktd pfi obrané proti
parazitim. To ovéfil az pokus, kdy k hemocytim L. stagnalis byly pfidany kvasinky.
Po jejich vzajemném kontaktu byla pozorovana extracelularné tvorba O, a H,0, az
do doby dokonceni internalizacni faze fagocytdzy. Poté tato extracelularni produkce
klesla a vystfidala ji produkce uvnitf buriky, ktera se po urcitou dobu ve fagosomech
udrzovala na vysoké hodnoté (Adema a kol. 1991). Reaktivni intermediaty redukce
kysliku mohou potencialné slouZzit jako zbran eliminujici fagocytované

Ci enkapsulované parazity

v organismu mékkyse (Adema a kol. 1994) (obrazek 3). Z uvedenych faktl Ize

Obrazek 3:

Predpokladany model systému produkce ROIs v hemocytech mékkysu:

(1) membranovy enzym s NAD(P)H-oxidazovou aktivitou je aktivovan kontaktem s velkym cizim
objektem (2). ROlIs jsou produkovany do prostoru mezi hemocytem (H) a enkapsulovanym objektem
(et). (3) k aktivaci produkce ROIs dochazi i po kontaktu s malym objektem (pt), ten je spolecné

s enzymem produkujicim ROIs internalizovan (4,5) az se aktivita ROIs zcela pfesouva dovnitf
hemocytu (6).

N — jadro

Prevzato z Adema a kol. 1991

-18 -



2.3 Specifita vztahu hostitel-parazit

Vztah hostitel-parazit predstavuje velmi kiehkou a do detailu pfesné nastavenou
koexistenci dvou raznych zivoc€iSnych druhd, z nichz jeden se snazi svymi
prizplsobenimi zajistit si preziti a co nejlepSi podminky pro rozmnozovani a druhy
se snazi svému napadeni co neefektivnéji ubranit. Takto fungujici vztah vSak existuje
jen u kompatibilni dvojice skladajici se z vhodného hostitele a specifického parazita.
Kompatibilita znamena, Ze parazit najde ve svém hostiteli fyziologicky vhodné
prostfedi a obranny systém, ktery selhava ve snaze rozpoznat a znicit parazita
(van der Knaap a kol. 1987). Neznamena to ovSem, Ze by obranny systém plze
nefungoval, stale je schopny rozpoznat a odstranit ostatni (nekompatibilni) patogeny.
Kompatibilita pfedstavuje vyjimku z normalniho stavu, kterym je obecna rezistence
k infekcim. Caste&né je uréena geneticky (Richards a kol. 1992), ale presné faktory
umoznujici vznik takového vztahu zatim nezname. Pfedpoklada se, Ze ke vzniku
specifické dvojice hostitel-parazit je potfeba, aby se parazit vyhnul rozpoznani
hostitelem, a to za pouziti molekularniho mimikry nebo aktivniho ziskani molekul
hostitele pro vlastni pouziti (maskovani), a ovlivnénim obrannych mechanismu

hostitele (imunosuprese) (Wright 1971, cit. dle Fryer a Bayne 1996).

2.3.1 Vliv parazitu na plze

PFi vyzkumu vlivu trematodu na mezihostitelské plze, v tomto pfipadé Lymnaea
elodes infikované motolici Echinostoma revolutum, bylo zjisténo vyznamné ovlivnéni
rstu, plodnosti a délky Zivota plze. U infikovanych jedincl byla prokazatelné vétsi
délka jejich ulity, Casto se u téchto jedincl vyskytoval tzv. gigantismus zpusobeny
zrychlenym rastem. Gigantismus bézné doprovazi nakazu plzi motolicemi (Keymer
a Read 1991, cit. dle Sorensen a Minchella 1998). Také byla pozorovana zvySena
mortalita, a to u Cerstvé infikovanych jedincl a dale nékolik tydna po uvolnéni prvnich
cerkarii hostitelem. Plodnost infikovanych plz{ prudce klesa uz tfi tydny po infikovani
a produkce vSech vajiCek byla u vétSiny hostitell zastavena v obdobi 5 — 6 tydnl po
infikovani. Caste&né jsou tyto zmény zplGsobené Ubytkem energie hostitele
v dusledku jejiho Cerpani parazitem. Pfestoze nedostatek energie znemoznuje vyvoj

vajiCek hostitele, jeji zasoby jsou dostadujici pro jeho urychleny rast (Sorensen
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a Minchella 1998). Snizeni reprodukéniho potencialu oznaCované jako paraziticka
kastrace hostitele je b&Znym jevem doprovazejicim infekce mékkysu schistosomami
(El-Ansary 2003; Wright 1971, cit. dle Sorensen a Minchella 1998). Reprodukce
hostitele by spotfebovavala energii, kterou potfebuje pro svij vyvoj parazit (Bayne
a Loker 1987). Kastrace hostitele parazitem byla pozorovana i u dalSich dvojic
hostitel-parazit, napfiklad B. glabrata infilkovana motolici Schistosoma mansoni
(Crews a Yoshino 1989). K uplnému zastaveni kladeni vajec doslo, stejné jako
u predchoziho pfikladu, 5 tydnl po infikovani. V pribéhu migrace dcefiné sporocysty
do travici zlazy byly jiz gonady plze znacné menSi nez u kontrolnich jedincl (Crews
a Yoshino 1989). Laboratorni modely (L.stagnalis infikovana motolici T.ocellata;
Schallig a kol. 1991, de Jong-Brink a kol. 1995, de Jong-Brink a kol. 2001, Hordijk
a kol. 1991) studujici molekularni podstatu parazitické kastrace ukazuiji,
Ze schistosomy ve svych mezihostitelich podnécuiji tvorbu schistosominu, peptidu
produkovaného pravdépodobné v centralni nervové soustavé (Schallig a kol. 1991)
a identifikovaného v hemolymfé parazitovanych plza v dobé dozravani cerkarii.
Schistosomin ovliviiuje neuroendokrinni systém hostitele. Blokuje receptory
bilkovinné zlazy pro hormon calfluxin a receptory obojetné zZlazy pro hormon
kaudodorzalnich bunék. Tim dochazi k ovlivnéni kladeni vajec (de Jong-Brink a kol.
1995). Navic ma take vliv na ,light green® bunky neuroendokrinniho systému, které
reguluji rist plze (souvislost s vyskytem gigantismu u infikovanych plz{)
(de Jong-Brink a kol. 2001). U&inek schistosominu byl prokazan i v plzich
infikovanych lidskymi motolicemi rodu Schistosoma (de Jong-Brink a kol. 1991)
Infekce motolici ma vliv také na obranny systém plze, jak bylo ukazano
na L. stagnalis infikované ptaci schistosomou T. ocellata. Schopnost hemocytl
infikovaného plze fagocytovat cizi bufky (experimentalné ¢ervené krvinky kralika) se
zvySuje pfimo po penetraci miracidia do plze a béhem dalSich tfi tydna trvani infekce
(pfitomna zatim jen materska sporocysta) (van der Knaap a kol. 1987, Amen a kol.
1991). Hemocyty se pravdépodobné aktivuji fagocytovanim ciliarnich desticek
uvolnénych miracidiem a poskozené tkané v okoli rostouci sporocysty.
Nejnapadnéjsi zmény hemocytl se projevuji pét tydnl po infekci (pfitomna jiz
matefska i dcefina sporocysta). Pocet cirkulujicich hemocytl znaéné roste, jejich
schopnost fagocytovat naopak klesa a dokonce jejich morfologie prochazi zménami -
hemocyty jsou vétsi, maji vice inkluzi a zvétsuji svlj povrch tvorbou mnoha dlouhych,

rozvétvenych panozek (van der Knaap a kol. 1987). ZvySeni poctu cirkulujicich

-20 -



hemocytl v tomto stadiu infekce pravdépodobné neni v dusledku jejich proliferace.
Nebyla pozorovana zadna mitoticka vieténka a hemocyty mély charakter zralych
bunék (Dikkeboom a kol. 1984). Zdrojem jsou pravdépodobné existujici zasoby
hemocytl v pojivové tkani hostitele (Sminia 1974).

Zajimavé vyuziti hemocytl parazitem bylo zjiS§téno u plagiorchidni motolice
Haplometra cylindracea. Jejim mezihostitelem je Lymnaea truncatula. Sporocysta
vyvijejici se v tomto plzi je obklopena "obalem", ktery je tvofen adherovanymi
a modifikovanymi hemocyty hostitele. V infikovaném plzi hemocyty rozpoznaji
sporocystu jako cizi objekt a pfiblizi se k ni ve snaze ji enkapsulovat. Pak se ale
jejich chovani zméni a jiz dale nejsou schopni vytvaret vrstevnatou strukturu typickou
pro enkapsulaci. Hemocyty jsou obklopeny dlouhymi mikroklky na povrchu
sporocysty, které je od sebe navzajem izoluji. Pak se morfologicky méni: ubyva
cytoplasma, diferencuji se desmosomy spojujici hemocyt s povrchem parazita. Dale
dochazi u hemocytd ke zménam metabolismu, ztraté organel, ztraté endogenni
peroxidazové aktivity a hromadéni glykogenu a lipidl, které pravdépodobné slouzi
jako zdroj energie pro parazita. Prozatim nebylo zjisténo jakym mechanismem
parazit inhibuje funkce hemocytt (Monteil a Matricon-Gondran 1991).

PFestoze plzi nemaji imunologickou pamét, jejich vnitfni obranny systém zustava
na vysokém stupni aktivity nékolik dnu po stimulaci infekénim agens, jak bylo zjisténo
u plze L. stagnalis. Po naoCkovani mrtvymi bakteriemi doSlo k aktivaci obrany plze.
Po reinfikovani o Ctyfi dny pozdéji (tentokrat Zivymi bakteriemi) byla pozorovana
rychlejSi odezva obranného systému infikovaného plze. Pravdépodobné se jedna
o nespecifickou aktivaci. Vyzkum prokazal, Ze mira aktivace je zavisla na velikosti
davky pfi prvnim infikovani. Cim vy$8i prvni davka, tim lep$i je schopnost patogen
zlikvidovat pfi reinfekci. Tento stav zvySené aktivity trval nejméné 64 dna. Dlivodem
je pravdépodobné aktivace hemocytu plze, nebot po reinfikovani po¢et hemocytl
stoupa rychleji u plzi pre-infikovanych bakteriemi nez u kontrolnich jedincl
a hemocyty pre-infikovanych plzd vykazuji vy$8i fagocytarni aktivitu in vitro nez
hemocyty kontrol (van der Knaap a kol. 1983).

Opakem k tomuto stavu se zda byt situace pfi infikovani plze vhodnou motolici,
ktera suprimuje imunitni systém hostitele a zvySi tak Sance na pfeziti dalSiho druhu
motolice, ktera nasledné infikuje téhoz plze (van der Knaap a kol. 1987). Vrozena
rezistence plze B. glabrata k infekci S. mansoni mize byt snizena, pokud je plz
nejdfive nakazen motolici E. paraensei (Lie a kol. 1977). Tento efekt mize byt
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prokazan i pfimo na hemocytech. Pokud jsou inkubovany s kompatibilni larvou
echinostomy, sniZuje se jejich snaha odstranit nekompatibilni sporocystu S. mansoni
(Loker a Bayne 1986). Podobné ovlivnéni obranného systému plze pfedchozi infekci
trematody se pravdépodobné vyskytuje i u jinych kombinaci trematod-plz

(van der Knaap a kol. 1987). To je pravdépodobné umoznéno exkreCnimi/sekreCnimi
(E-S) produkty samotné motolice. E-S produkty schistosom dokazi ovlivnit bunécné
slozky obranného systému plzu inhibovanim motility hemocytd (Lodes a Yoshino
1990), snizenim fagocytarni aktivity hemocytu, snizenim produkce cytotoxického
superoxidu (Connors and Yoshino 1990) a inhibovanim proteinové sekrecni aktivity
hemocytlu (ElI-Ansary 2003). Motolice jsou toho schopny blokovanim povrchovych
receptorl hemocytu (van der Knaap a Loker 1990). Vyzkum provadény na ptaci
schistosomé T. ocellata a jejim mezihostitelském plZi L. stagnalis odhalil dva E-S
produkty, jeden aktivujici a druhy suprimujici aktivitu hemocytl plze (Nunez

a de Jong-Brink 1997, Nunez a kol. 1997). VyuZiti téchto E-S produktld muze byt
zpusob, jakym trichobilharzie unika rozpoznani a odstranéni hemocyty plze.

E-S produkty dokazi modulovat aktivitu spravnym zpusobem jen ve specifickych
mezihostitelich, z EehoZz |ze soudit, Ze alespon ¢asteéné urcuji specifitu vztahu

trematod-plz (Nunez a de Jong-Brink 1997).
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2.4 Zaver

Tato bakalarska prace predstavuje na vybranych pfikladech shrnuti zakladnich
udajl o vnitfnim obranném systému mékkysu. Ten vyuzZiva pouze neadaptivni
a bunécénou slozku, kam patfi hemocyty. Ty diky své multifunkénosti (schopnost
fagocytovat a enkapsulovat parazity, tvorba humoralnich faktor( atd.) tvofi zakladni
prvek zajistujici obranu mékkysu pfed parazity a pfedevSim obranu plzu proti larvam
motolic.

V soucasné dobé se vyzkum obrannych mechanismi mékkySu zamérfuje
predevs§im na molekularni podstatu déju probihajicich v ramci obrannych reakci,
na charakterizaci specifickych latek zapojujicich se do imunitni odpovédi, jako jsou
napfiklad nejriznéjsi bioaktivni peptidy a cytokiny a také na zpUsoby, jakymi je vnitini
obranny systém mékkysa ovliviiovan produkty parazita.

Opakované se ,vynofujici“ vyskyt cerkariové dermatitidy, jeho ekonomicky dopad
a mozna patogenita ptacich schistosom pro ¢lovéka jsou davody pro jejich dalSi
vyzkum.

Data uvedena v této praci budou tvofit informacéni zaklad pro mdj vyzkum
v navazujicim magisterském studiu. Béhem néj se budu snazit charakterizovat
predevSim bunécnou imunitni reakci plzi rodu Radix na nakazu ptacimi
schistosomami rodu Trichobilharzia. Dale je mym cilem charakterizovat hemocyty
plzd tohoto rodu z hlediska morfologie, porovnat hemocyty infikovanych plz(
s hemocyty zdravych plz0 a srovnat imunitni reakci riznych druht plzi rodu Radix
na infekci riznymi druhy rodu Trichobilharzia. Svymi vysledky chci pFispét

k objasnéni fenoménu specifity vztahu parazitu s jejich hostiteli.
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