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ABSTRAKT

Migrace télem nakazeného hostitele je dtlezitou ¢asti zivotnich cykli motolic, v¢. schistosom.
Migrace ptacich i sav€ich druhti visceralnich schistosom je pomérné studované téma (Haas a
Haeberlein, 2009), které se stalo jesté atraktivnéj$im po objevu T. regenti, schistosomy migrujici
nervovou soustavou nejen ptakd, ale i savcll (Horak a kol., 1999).

Diplomova prace se zabyva migraci schistosomul T. regenti a T. szidati v alimentarné
infikovanych definitivnich (kachny) a nahodnych (mysi) hostitelich. Tato prace navazuje na predchozi
vyzkum K. Blazové (Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze), ktera se zabyvala migraci T.
regenti v definitivnich hostitelich nakazenych alimentarné cerkariemi nebo hepatopankreaty
infikovanych mezihostitelskych plzi Radix lagotis. Na rozdil od K. BlaZzové (nepublikovano), ktera
prokazala migraci schistosomul T. regenti michou a mozkem do nazalni sliznice nakaZzenych ptakda, se
tato prace zamétuje zejména na Casnou fazi migrace v alimentarn¢ nakazenych kachnach a mysich.

Invaze jicnu cerkariemi T. regenti in vitro neni podminéna sekreci Zlazovych produktt v¢.
katepsinu B2 (TrCB2) do okoli. Aktivita TrCB2 proti hlavnim slozkdm slizni¢niho hlenu, mucintim,
byla v této praci studovana na substratovych gelech: katepsin B2 nebyl schopen muciny typu I a Ill
degradovat. V jicnovém epitelu si az polovina cerkarii ponechava neodhozené ocasky minimalné
3 hodiny od penetrace. K migraci z jicnu do michy alimentarné nakazenych kachen i mysi vyuziva T.
regenti mi$ni nervy (Cervi se v miSe u obou zvitat objevuji 2 dny po infekci) a v ojedinélych piipadech
pravdépodobné také cévni systém. Trichobilharzia szidati se z jicnu do plic alimentarné nakazenych
kachen a mysi dostava krevnim fecistém. Plice jsou v kachnach (také pti nakaze hepatopankreaty
infikovanych mezihostitelskych plzi Lymnaea stagnalis) i mySich invadovany 2. den po infekci.

Kolem migrujicich schistosomul T. regenti i T. szidati se v kachnach a mysich shromazd'uje
bunéény infiltrat tvofeny piedev§im granulocyty, které do 24 hodin nejsou schopné parazita

eliminovat.

Klicova slova: Trichobilharzia regenti, Trichobilharzia szidati, helmint, Trematoda, alimentarni
infekce, definitivni hostitel, nahodny hostitel, migrace, penetrace, acetabularni zlazy, katepsin B2,

mucin



ABSTRACT

Migration within the body of an infected host is one of the most important parts in the life
cycle of flukes, including schistosomes. Migration of avian and mammalian visceral schistosomes has
been a quite well studied topic (Haas a Haeberlein, 2009), which became more attractive after the
discovery of T. regenti, an avian schistosome which is able to migrate through the nervous tissues of
infected birds and mammals as well.

Migration of T. regenti and T. szidati schistosomula within the definitive (duck) and the
accidental (mouse) hosts is the main topic of the diploma thesis. This work continues with the research
of K. Blazova (Faculty of Science, Charles University in Prague) who studied migration of T. regenti
within the definitive hosts infected perorally with cercariae or hepatopancreases of the infected
intermediate snail, Radix lagotis (unpblished). She proved that T. regenti schistosomula are able to use
the central nervous system for migration to the nasal mucosa of infected birds. In our work, we
focused on the early phase of migration within the perorally infected birds and mice.

Invasion of esophagus by T. regenti cercariae in vitro is not conditioned by secretion of
glandular products, including cathepsin B2 of T. regenti (TrCB2). Activity of TrCB2 against mucins,
the main components of esophageal mucus, was studied in this work by incubating TrCB2 with
substrate gels: TrCB2 was not able of proteolyticaly cleave mucins of the type | or Ill. Inside of
esophageal epithelium, about 50% of cercariae still keep the tails attached to the bodies at least for
3 hours after penetration. Trichobilharzia regenti schistosomula use peripheral nervous system to
migrate from esophagus to the spinal cord (schistosomula reach the spinal cord 2 days post infection)
of ducks and mice infected perorally. At least in some cases, T. regenti schistosomula may probably
migrate to the spinal cord via blood veins. Lungs of ducks (also infected perorally with
hepatopancreases of the snail Lymnaea stagnalis) and mice were invaded by 2 days post infection.
Trichobilharzia regenti and T. szidati schistosomula migrating within the ducks and mice were

surrounded by granulocyte infiltration, but were not eliminated before 24 hours post infection.

Key words: Trichobilharzia regenti, Trichobilharzia szidati, helminth, Trematoda, alimentary
infection, definitive host, accidental host, migration, penetration, acetabular glands, cathepsin B2,

mucin
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1. UVOD

Motolice rodu Schistosoma (Schistosomatidae) jsou vyznamnymi parazity lidi i zvifat. Je
odhadovano, ze vice nez 200 miliond lidi trpi lidskou schistosomoézou a ze dalSich 800 milioni lidi
zije v oblastech, kde se tito paraziti vyskytuji (Steinmann a kol., 2006). Schistosoméza je chronické
onemocnéni doprovdzené anémii, chronickou bolesti, prijmy, podvyzivou a poSkozenim vnitinich
organt, v¢. jater, ledvin michy a mozku (Barsoum a kol., 2013). Nékazy zvifat schistosomami jsou
vyznamné z hospodarského hlediska. Naptiklad na nékterych lokalitach v zapadni Africe mize byt S.
bovis infikovano az 80% skotu (Rollinson a kol., 1990).

Savci vé. ¢lovéka mohou byt nahodné infikovani také ptacimi druhy schistosom (napf.
Trichobilharzia spp.), které jsou ale schopné dospét pouze v definitivnich hostitelich (DH) — vodnich
ptacich. Opakovany kontakt savéich hostitelt a cerkarii (larvy infekéni pro DH) ve vodnim prostiedi
muze nicméné vést ke vzniku kozni vyrazky oznaované jako cerkariova dermatitida (Kolafova a kol.,
2013).

U savcd i ptakti nakazenych perkutanné zavisi rozvoj patologickych piiznakd na zptsobu
migrace schistosomul télem hostitele. Trichobilharzia regenti se od visceralnich schistosom (napft. T.
szidati) lisi unikatni migraci periferni i centralni nervovou soustavou definitivniho i nahodného
hostitele (Hradkova a Horak, 2002). U nakazenych zvifat byly popsany problémy s koordinaci pohybt
a rovnovahou, do¢asna paralyza (Horak a Kolarova, 2011, Hradkova a Horak, 2002, Lichtenbergova a
kol., 2011, Kolatrova a kol., 2001) ¢i dokonce thyn (Lichtenbergova, nepublikovano).

Mimo obvyklého perkutanniho zptisobu ndkazy se hostitelé schistosom mohou nakazit i
vypitim cerkarii (Boulanger a kol., 1999). Alimentarni cesta nakazy byla u motolice T. regenti
recentné prokazana nejen po vypiti cerkarii, ale také po pozieni infikovanych vodnich plza R. lagotis
(Blazova, nepublikovano). Uspésnost alimentarnich ndkaz DH byla doloZena migraci schistosomul T.
regenti do nazalni sliznice (Blazova, nepublikovano). Zptisobem, jakym T. regenti migruje z travici do
centralni nervové soustavy definitivnich a ndhodnych hostitell, se poprvé zabyva az tato prace.
Poznatky o alimentarnim zptisobu nakazy definitivnich a ndhodnych hostiteltt motolicemi T. regenti a
T. szidati nashromazdéné v ramci této prace jsou rovnéz porovnany S daty o perkutannich nakazach.
Diky vysledklim této prace je mozné lépe pochopit epidemiologicky a epizootologicky vyznam

ptacich motolic, a jejich kolobéh v pfirode.



2. LITERARNI PREHLED

2.1  Modelové organismy

Trichobilharzia regenti Hordk, Kolafova et Dvorak, 1998 i T. szidati Neuhaus, 1952 (jako T.
szidati jsou dnes oznaCovany i nékteré izolaty diive povazované za T. ocellata La Valette, 1855 —
Rudolfova a kol., 2005) jsou ptaci schistosomy s dvouhostitelskym Zivotnim cyklem; vodni plzi rodu
Radix, resp. Lymnaea, slouzi jako mezihostitelé, definitivnimi hostiteli (DH) jsou vodni ptaci ¢eledi
Anatidae. Nahodnymi hostiteli mohou byt i savci.

Po uvolnéni z vaji¢ek miracidia napadaji mezihostitele ve vodnim prostfedi. V nich se méni na
primarni sporocysty, z jejichz totipotentnich bun¢k vznikaji sekundarni sporocysty. Uvnitf téchto
sporocyst dochazi k produkci cerkdrii, které se cyklicky uvoliuji z infikovanych plzi a ve vodnim
prosttedi vyhledavaji DH, aktivné penetruji kiizi jejich koncetin a pfeménuji se na télem migrujici

schistosomuly (Horak a kol., 2002).

2.1.1  Penetrace kiizZe

Po pfichyceni se na kiizi definitivniho nebo nahodného hostitele vyhledavaji cerkarie vhodné
misto, které narusi pohyby hlavového organu, zatimco ostny zajis$tuji mechanickou podporu.
Penetrace kiize je podnicena mastnymi kyselinami (Haas a van de Roemer, 1998) a doprovazena
vyprazdnénim obsahu penetracnich zlaz cerkarii stimulovanym ptedev§im ceramidy, cholesterolem a
mastnymi kyselinami (Haas a Haeberlein, 2009).

Penetracni Zlazy larvalnich stadii schistosom jsou tvotfeny péti pary velkych sekrec¢nich bunégk,
které jsou vzhledem kpozici wvii¢i acetabulu oznacovany jako preacetabularni (syn.
cirkumacetabularni; dal jen CA) — tfi pary bunék, a postacetabularni — dva pary bunék (dal jen PA;
Horak a kol., 2002, Stirewalt a Kruidenier, 1961). Podobné jako u S. mansoni bylo i v CA Zlazach T.
regenti objeveno zna¢né mnozstvi Ca* ionti (Dorsey a kol., 1977, Mikes a kol., 2005). V PA 7lazach
T. regenti i T. szidati byl prokazan vyskyt proteinu s lektinovou aktivitou (Horak a kol., 1997, Mikes a
kol., 2005) a v PA Zlazach T. regenti také katepsin B2 (Doleckova a kol., 2009). Tato cysteinova
peptidaza dokaze proteolyticky degradovat myelin, fibrinogen a proteiny obsazené v kizi (keratin,
kolagen a elastin), a usnadiiovat tak cerkariim prinik do DH (Doleckova a kol., 2009).

Cerkarie mohou penetrovat povrch kiize osamocené nebo hromadné, jak to bylo popsano napft.
u cerkarii T. szidati, z nichz vétSina dokonc¢ila proces penetrace béhem 4 minut od zacatku penetrace
(Haas a van de Roemer, 1998). Cerkarie béhem penetrace odvrhuji povrchovy glykokalyx (Horak a
kol., 1998) a se zahajenim penetracnich pohybt (a béhem nasledujicich 105 vtefin) také odhazuji
ocasek (Haas a Haeberlein, 2009). U motolic S. mansoni a S. japonicum byly ovSem pozorovany
pfipady, kdy se vtunelu vytvofeném v epidermis (stratum corneum) penetrujicimi cerkariemi

nachazelo najednou nékolik cerkarii s neodhozenymi ocasky (Gordon a Griffiths, 1951, Wang a kol.,



2012) — az 60% cerkarii S. mansoni (ale 0% cerkarii T. szidati) pfi vstupu do kiize ocasky neodhazuje
(Haas a van de Roemer, 1998, Haas a Haeberlein, 2009).

Po invazi kiiZze a pted dalsi migraci hloubéji touto tkani zistavaji schistosomuly T. szidati
s povrchem v horizontalni pozici tésné pod vrstvou stratum corneum (Haas a van de Roemer, 1998).
Nasledné schistosomuly T. szidati migruji skrz corium a 19 hodin po penetraci (p.p.) Sikmo invaduji
hypodermalni cévy (Bourns a kol., 1973). Touto dobou jiz maji témét vyprazdnéné penetracni zlazy,
zatimco obsah hlavové Zlazy zistava nevyprazdnény (Haas a Haeberlein, 2009). Po 3 dnech po infekci
se schistosomuly T. szidati v kuzi jiz nenachazi (Ellis a kol., 1975). U reinfikovanych ptaka je
opusténi kiize schistosomulami pomalejsi a miize trvat az 7 dni (Ellis a kol., 1975).

Schistosomuly T. regenti pronikaji do corium nahodnych hostiteli (mysi) nejdiive 4 hodiny po
penetraci, ale vétSina Cervil se zde nachazi mezi 12 a 24 hodinami p.p. (Koufilova a kol., 2004a).
Nejrychlejsi schistosomuly mohou do hypodermis proniknout jiz 4 — 6 hodin p.p. (Koufilova a kol.,
2004a). U mysi byly neurotropni schistosomuly T. regenti piekvapivé nalezeny v podkoznich
kapilarach (Koufilova a kol., 2004a). Je pozoruhodné, Ze schistosomuly T. regenti nebyly pozorovany
Vv perifernich nervech inervujicich corium a hypodermis, ptestoze byly v perifernich nervech koncetin
nakazenych mysi nalezeny 12 a 24 hodin po infekci (Koutilova a kol., 2004a).

Cerkarie ptacich schistosom (diky vétsimu obsahu stimula¢nich mastnych kyselin v sav¢i kiizi
v porovnani s kiizi ptakt,, Haas a Haeberlein, 2009) paradoxné¢ ochotnéji penetruji savci kizi (Haas a

van de Roemer, 1998).

2.1.11 Cerkariova dermatitida

U savcl (v¢. lidi), ndhodnych hostitelti, za¢ina kozni reakce na penetraci cerkarii ptacich
schistosom pocity pichani v kuzi asi 1 hodinu po infekci (Chamot a kol., 1998). Dalsi projevy této
reakce zavisi mj. na stavu imunitniho systému hostitele, tedy na tom, zda s cerkariemi pfisel savci
hostitel do styku jiz dfive v minulosti. U primoinfekci je reakce proti Cerviim mirnd; v kizi se
V mistech penetrace cerkarii objevuji otoky, dochazi k vazodilataci a k akutni zanétlivé reakci
(1 — 6 hodin po infekci, Koutilova a kol., 2004b) s infiltraci neutrofila, CD** lymfocyta, MHC II
antigen prezentujicich bunék, mastocyti a makrofagl podpotfenou pritomnosti cytokint IL-12, IL-6,
IL-15 a IFN-y (Koufilova a kol., 2004b). Humoralni odpovéd’ proti schistosomuldm, kterou doprovazi
zvySeni IgG2 vkrvi (Koufilovda a kol., 2004b), je u primoinfekci tedy Tpl7-polarizovana
(Lichtenbergova a Horak, 2012). Mezi 5. a 14. dnem p.i. se na kidzi mize v misté penetrace objevit
kratce trvajici vyrazka (Chamot a kol., 1998).

U opakovanych infekci ma cerkariova dermatitida charakter nejprve hypersenzitivni reakce
typu I a pozdé&ji kozniho zanétu s masivnéjsi infiltraci bunék zminénych vyse (Koutilova a kol., 2004a,
Kouftilova a kol., 2004b). Ptitomnost IL-10, IL-6 a IL-4 (Koutilova a kol., 2004b) ale navozuje T,2-

polarizovanou odpovéd (Lichtenbergova a Horak, 2012), kterd je navic doprovazena zvySenou



produkci histaminu (Koufilovd a kol., 2004b). U opakovanych infekci se zvySuji také hladiny
sérovych IgGl a IgE (Koufilova a kol., 2004b). V kuzi reinfikovanych mysi dochazi k eliminaci
veétSiny schistosomul (Koutilova a kol., 2004b). Cerkariova dermatitida mize byt pii opakovaném
styku s cerkariemi doprovazena napi. svédénim, erytémem, horec¢kou, lokalnim otokem lymfatickych
uzlin. U silnych infekci se mize objevovat pocit nevolnosti, svédéni koncetin, prijjem a nespavost

(Horak a kol., 2002, Chamot a kol., 1998, Kolafova a kol., 2013).

2.1.2  Migrace definitivnim hostitelem

Po penetraci ktize DH sméfuji schistosomuly k mistu finalni lokalizace, kde pozdé&ji dospivaji,
rozmnozuji se a kladou vajicka. K migraci do stfevni stény a prilehlych cév vyuzivaji visceralni druhy
Trichobilharzia spp. (v¢. T. szidati a T. ocellata sensu lato) krevni fec¢isté (Bourns a kol., 1973).
Trichobilharzia regenti se do nazalni sliznice dostava po prichodu nervovou soustavou (Hradkova a

Horak, 2002).

2.1.2.1 Migrace T. ocellata sensu lato a T. szidati

Schistosomuly T. szidati se v ktizi kachen mohou vyskytovat az 3 dny po infekci (p.i., Ellis a
kol., 1975), odkud dale migruji vaskularn¢ do plic (Bourns a kol., 1973). Plice kachen a mysi jsou
prvnim mistem, kde se schistosomuly T. szidati hromadi — vyskytuji se zde 2. — 10. den p.i. (Chanova
a kol., 2007). V plicich DH pozorovali Bourns a kol. (1973) a Ellis a kol. (1975) dva vrcholy vyskytu
schistosomul T. ocellata (1. — 3. den p.i. a kolem 8. dne p.i.). Druhy vrchol byl ptisuzovan sekundarni
invazi plic Cervy migrujicimi zjater bez dalSiho prichodu plicemi (Bourns a kol., 1973) nebo
opakované invazi krevniho fecisté schistosomulami po nékolikadenni extravaskularni periodé stravené
V lumenu parabronch (Chanova a kol., 2007). Pasaz schistosomul T. ocellata plicemi nakazenych
ptakt byla pivodn¢ popisovana jako invaze vzdusnych prostor parabronchd a nasledné sekundarnich
bronchti s pozdé€jsim prinikem epitelem broncht a cévnich stén do Zzilniho obéhu (Bourns a kol.,
1973). Recentngjsi vyzkum se piiklani k opaénému postupu, tedy migraci nejprve do sekundarnich
bronchti a pak do parabronchtl, ze kterych Cervi (T. szidati) vstupuji zpét do cévniho systému. Tato
migracni cesta je podpotena i vyvojem plicnich 1ézi (Chanova a kol., 2007). V mysich plicich jsou
schistosomuly T. szidati nachazené 2. — 6. den p.i. (Chanova a kol., 2007), ale mohou se zde
vyskytovat i 10 dni p.i. (Hordk a Kolarova, 2000), po kterych Cervi vymizi. Schistosomuly z kachnich
plic pokracuji v migraci krevnim fecistém (Haas a Pietsch, 1991, Hordk a Koléafova, 2000).
Schistosomuly T. ocellata se v kachnach hromadi také v jatrech (Bourns a kol., 1973, Ellis a kol.,
1975), ze kterych se do plicnich arterii 8. a 9. den p.i. vraci jiz dospéli Cervi (Bourns a kol., 1973). O
téchto dospélcich se Chanova a kol. (2007) v§ak domnivaji, Zze se jedna o Cervy z plic invadujici cévni
systém, protoze v plicnich arteriich tito autofi Zadné Cervy nenalezli. Kachni jatra jsou také jedinym

organem, ve kterém se schistosomuly T. ocellata vyskytuji mezi 89. — 370. den p.i. (Bourns a kol.,



1973). Mezi 1. a 21. dnem p.i. jsou schistosomuly T. ocellata v kachnach nachazeny v nizkych
poctech také v ledvinach (Bourns a kol., 1973). Ve stievni sténé a pridruzenych cévach je T. ocellata
pritomna od 8. do 21. dne p.i. a poté vymizi (Bourns a kol., 1973).

Do plic a jater reinfikovanych ptakt schistosomuly T. ocellata migruji se zpozdénim a
v nizkych poctech, a do ledvin se dostanou jen vyjimecné. Cév stfevni stény schistosomuly
nedosahnou vibec (Ellis a kol., 1975).

Soucasné nazory na vyskyt schistosomul v jatrech nakazenych savcli jsou rozporuplné.
Schistosomuly T. ocellata v jatrech nakazenych savet (mysi, kiecci, morcata, kralici a opice)
nachdzeny nejsou (Olivier, 1953). Radioaktivni loziska v jatrech mysi, které byly nakazeny
radioaktivné znacenymi cerkariemi T. szidati, vSak dokladaji pfitomnost schistosomul 2. — 5. den p.i

(Haas a Pietsch, 1991).

2.1.2.2 Migrace T. regenti

Nazalni druh T. regenti je mezi schistosomami unikatni tim, Ze z klize migruje nervovou
soustavou; v DH nejrychlej$i schistosomuly invaduji corium jiz béhem 4 hodin po penetraci
(Koufilova a kol., 2004a) a nasledné vyuZzivaji periferni nervy k migraci do michy (Hradkova a Horak,
2002), do které vstupuji misnimi koteny (Lichtenbergova a kol., 2011). V mise migruji Sedou a bilou
hmotou a subarachnoidalnim prostorem (Kolafova a kol., 2001). V synsakralni a hrudni miSe kachen
jsou schistosomuly pfitomné 2. — 15. den p.i., v kréni miSe se vyskytuji mezi 6. a 15. dnem p.i.
(Hradkova a Horak, 2002, Koufilova a kol., 2004a). Z michy pokracuje vétSina schistosomul v migraci
do mozku, ale nékteré v miSe zustavaji a dal jiz nemigruji (Horak a kol., 1999). Schistosomuly se do
mozku dostavaji 10. den p.i. (Hordk a kol., 1999), resp. 12. den p.i. (Hradkova a Horak, 2002).
Z prodlouzené¢ michy schistosomuly pokracuji do mozecku, mozkovych hemisfér, optickych a
¢ichovych laloki (Horak a kol., 1999, Kolafova a kol., 2001). Bulbus olfactorius je invadovan 18. den
p.i. (Hradkova a Horak, 2002). V mozecku a cichovych lalocich byly schistosomuly pozorovany i
23. den p.i. (Horak a kol., 1999). Hlavové nervy schistosomuly k migraci z mozku do nazalni sliznice
nevyuzivaji (Chanova a Horak, 2007). V mozkovych plendch Cervi prechazeji na jiny zdroj potravy
(pravdépodobné cervené krvinky); k invazi nazalni sliznice tak pravdépodobné dochéazi krevnim
fecCistém (Chanova a Horéak, 2007). V nazalni sliznici schistosomuly dospivaji, kopuluji a kladou
vajicka. Dospéli Cervi jsou zde pritomni pouze 13. — 24. den p.i. (Hordk a kol., 1999, Chanova a
Horak, 2007). Z nakladenych vaji¢ek se mohou miracidia lihnout jest¢ v nazalni sliznici (Horak a kol.,
1999).

Kromé nervové soustavy a nazalni sliznice se mohou schistosomuly T. regenti v nakazenych
ptacich vyskytovat i v plicich (2. — 3. den p.i., Horak a kol., 1999). Mensi pocet schistosomul tak

pravdépodobné vstupuje do michy i mi$nimi arteriemi (Hradkova a Horak, 2002).



V savéich hostitelich nejsou schistosomuly T. regenti schopné migrovat do nazalni sliznice (a
tedy dokoncit sviij zivotni cyklus), ale mohou invadovat CNS (Hradkova a Horak, 2002); v mysi miSe
se schistosomuly vyskytuji 2. — 24. den p.i. a v mozku 3. — 24. den p.i. (Hradkova a Horak, 2002).
Neuropatologické zmény v miSe doprovazené poskozenim axonli mohou u mysi vyustit v ¢astecnou
paralyzu zadnich koncetin (Lichtenbergova a kol., 2011) a v pfipad¢ imunodeficientnich kmenti mysi
(SCID) i jejich uhyn (Lichtenbergova, nepublikovano).

Recentnim vyzkumem uskute¢nénym v nasi laboratofti bylo dokazano, ze T. regenti je schopna
nakazit DH nejen perkutanni cestou, ale ze k ndkaze vodnich ptakd mtze dojit i po vypiti cerkarii nebo

pozieni infikovanych plzi (K. Blazova, nepublikovano).

2.2  Alimentarni nakazy hostitelt cerkariemi schistosom

Definitivni hostitelé motolic parazitujicich v savcich se mohou alimentarné nakazit pozfenim
metacerkarii na vegetaci (napf. Fasciolidae, rod Fasciola) nebo uvnitf mezihostiteld (napf.
Dicrocoeliidae, rod Dicrocoelium). Dospélé motolice jsou poté Casto lokalizovany v travici soustavé
(napf. v jatrech a/nebo Zlucovych cestach) savcii. Méné Casto se DH nakazi po spolknuti cerkdrii, jako
je tomu napt. u motolic ¢eledi Bivesiculidae (rod Bivesicula) nebo Azygiidae (rod Azygia), u kterych
dalsi vyvoj probiha ve stteve ryb.

Schistosomy mohou své hostitele mimo obvyklého perkutanniho zptisobu néakazy infikovat
také alimentarnd. Usp&snost alimentarni infekce byla prokazana nalezem vaji¢ek napt. v kiedeich,
kozach a ovcich nakaZzenych cerkariemi S. bovis (Boulanger a kol., 1999, Kassuku a kol., 1985,
Oleaga a Ramajo, 2004) nebo v prasatech nakazenych cerkariemi S. japonica (Giver a kol., 1999).
Migraci schistosomul T. regenti v alimentarné nakazenych kachnach studovala K. Blazova
(nepublikovano). V kachnach nakazenych cerkariemi nachazela schistosomuly ve sténé hltanu a jicnu
a od 3. dne p.i. také v centralni nervové soustavé. Usp&snost infekce dokladaji nalezy ¢ervil v nazalni
sliznici od 14. dne p.i. V kachnach nakaZenych hepatopankreaty infikovanych plzi R. lagotis sice
nachdzela méné schistosomul, pfesto se relativné hodné cervii 20. den p.i. vyskytovalo v nazalni
sliznici.

Alimentarni zptisob nakazy je od perkutdnniho zplsobu znacné odlisny; cerkarie se Vv
alimentarné nakazeném hostiteli ocitaji na povrsich tkéni (napf. jazyk, sténa ustni dutiny, sténa travici
trubice), které jsou na rozdil od kiize vlhké a mekké. Pohyb cerkarii je na téchto povrsich v porovnani
S vodnim prostfedim zna¢n¢ omezen a cerkérie jsou proto nuceny zahdjit penetraci v misté/pobliz
mista pfisednuti. Uvnitf travici soustavy hostitele vSak cerkarie mohou postradat n€které orientacni
signaly, napt. svétlo, které se uplatiuji pii penetraci (Grabe a Haas, 2004). Mezi ustnim otvorem a
zaludkem predstavuje jicen organ s nejveétsi plochou. Da se tedy ocekavat, ze na sliznici jicnu se

budou vypité cerkarie ocitat nejéastéji.



2.2.1 Jicnovy hlen
Povrch sliznice travici soustavy (v€. jicnu) ptakl i savcil, pokryva gelovity hlen, ktery ho
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sloZkou tohoto hlenu tvofi muciny (Van Klinken a kol., 1997, cit. dle Forstner a Forstner, 1994).

2.2.1.1 Muciny

Muciny jsou 5x 10% — 4x 10° kDa velké glykoproteiny (Carlstedt a Sheenan, 1989)
produkované slizni¢nimi epitelovymi buitkami (DeBuysscher a kol., 1984). Exprese jednotlivych typt
mucint je tkanove specificka (Chang a kol., 1994). Muciny se rozli$uji na sekre¢ni nebo membranove
vazané a jsou tvoreny polypeptidovou kostrou opakujicich se aminokyselinovych sekvenci s bohatym
vyskytem serinovych a threoninovych zbytkii. NH, a COOH konce mucinového polypeptidu mohou
byt oproti centralni O-glykosylované casti N-glykosylované (Strous a kol., 1992).

Silna glykosylace (az 85% mucint tvoii sacharidy) chrani molekuly mucint pfed proteolyzou
(Elstein, 1978). U sekre¢nich proteinti obsahuji NH, a COOH konce mnoho cysteinovych rezidui,
které mohou byt disulfidickymi mustky pospojovany v ramci jedné ¢i vice molekul, a tvofit tak husty
gel (Strous a kol., 1992). Membranové muciny jsou ukotveny k plazmatické membrané epitelii pomoci
hydrofébniho tseku (Shekels a kol., 1998). Sializace koncii postrannich sacharidovych fetézci mucind
chrani muciny pted bakterialni adhezi (Zopf a Roth, 1996).

O-glykosilované polypeptidy, mezi které jsou fazeny i muciny, se mohou uplatiiovat
v interakci helminti — hostitel (Theodoropoulos a kol., 2001). O-glykosilované glykokonjugaty
(>300 kDa) mohou byt napt. vyuzity miracidii schistosom S. mansoni a S. haematobium pfti hledani
mezihostitelskych plzi (Haberl a kol., 1995). K vyhledani mezihostitelli vyuzivaji O-glykosylované
proteiny (>30 kDa) také miracidia T. ocellata (Kalbe a kol., 1997).

Uspé&snost nékterych patogennich mikroorganismil zavisi na schopnosti degradovat slizni¢ni
hlen, resp. muciny (Wiggins a kol., 2001). Schopnost degradovat muciny si osvojili také néktefi

paraziti¢ti helminti, jak je uvedeno v nasledujici kapitole.

2.2.1.1.1 Degradace mucini

Degradace mucinii komenzalnimi mikroorganismy (napi. Lactobacillus) je v obratu téchto
molekul povazovana za ptirozenou (Wiggins a kol., 2001). Nékteré patogenni mikroorganismy ovsem
narusenim integrity hlenu, resp. c¢astecnou nebo Uplnou degradaci jeho mucinii, maji moznost
invadovat slizni¢ni epitel (Wiggins akol., 2001).

Enzymy schopné proteolyticky S$té€pit muciny jsou souhrnné oznaCované jako mucinazy.
Razné mucinazy degraduji muciny rdznymi zpusoby: sulfatdzy od$tépuji z mucinti terminalni
sulfatové zbytky (Roberton a Wright, 1997), glykosidazy odstranuji oligosacharidy postrannich

fetézct (Howe a kol., 1999), proteazy degraduji neglykosylované useky mucini (Dwarakanath a kol.,



1995) a sialidazy (syn. neuraminazy) z mucinlil odstrafiuji terminalni kyselinu sialovou chranici
sacharidy postrannich fetézcti pied hydrolyzou (Wiggins a kol., 2001). Absence kyseliny sialové miize
vést spolecné se ztratou negativniho naboje k bakterialni adhezi na muciny (Zopf a Roth, 1996). Pro
kompletni degradaci mucinti jsou patogenni mikroorganismy (napt. Vibrio cholerae, Trichomonas
vaginalis) casto vybaveny komplexem i n€kolika mucinaz (Lehker a Sweeney, 1999, Stewart-Tull a
kol., 1986).

Schopnost degradovat muciny byla prokazana i u enzymt parazitickych helmintl; narusenim
N-terminalni polymeriza¢ni domény mucinu typu II poskozuje nematod Trichuris muris integritu
hlenu stfevni sliznice (Hasnain a kol., 2012). U hlistice Ostertagia ostertagi byl objeven L-like
katepsin a aspartylova proteaza, tedy enzymy schopné degradovat mucin bovinnich slinnych zlaz
(Geldhof a kol., 2000). Také in vitro uvolnéné sekre¢ni produkty hlistice Passalurus ambiguus
obsahuji aspartylovou a cysteinovou protedzu, které jsou v prostiedi kyselého pH schopné stépit
bovinni muciny slouZzici tomuto parazitovi pravdépodobné jako zdroj potravy. Podobné je tomu i u
nematoda Syphacia muris, jenz je vybaven zatim blize nespecifikovanymi peptidazami schopnymi
degradovat stfevni muciny v alkalickém prostfedi (Vadlejch a kol., 2010). Po uspé$né invazi sliznice

DH mohou patogenni organismy v¢. helmintl narazit na humoralni ¢i bunénou imunitni odpoved.

2.2.2  Mukozni lymfaticky systém

Imunitni odpovéd’ na sliznicich (plic, travici trubice, nosni a ustni dutiny, urogenitalniho
systému, oka a vnitiniho ucha) je zprostfedkovand mukoéznim lymfatickym systémem (,,mucosa-
associated lymphoid tissues”, MALT) nezavislym na systémovém imunitnim systému (Cesta, 2006,
Kuper a kol., 2002) a obsahujicim az polovinu veskerych lymfocyti (Cesta 2006, cit. dle Croitoru a
Bienenstock, 1994). Hlavni funkci MALTu je tvorba sekretorického IgA (S-IgA) na povrchu sliznic,
nastoleni imunotolerance vu¢i antigenim potravy (cytotoxickymi T-lymfocyty) a zprostiedkovani
nejen Th1-dependentni, ale pfedevsim Tn2-dependentni imunitni reakce (Gormley a kol., 1998, Kiyono
a Fukuyama, 2004, Lillehoj a Trout, 1996). Nektefi autofi v rdimci MALTu rozlisuji organizovanou
(indukéni) a difizni (efektorovou) slozku. Organizovany MALT zahrnuje predev§im BALT
(,,bronchus-associated lymphoid tissues™), GALT (,gut-associated lymphoid tissues) a NALT
(,,nasopharynx-associated lymphoid tissues®, Cesta, 2006), a po aktivaci T-bunkkami v ném dochazi
K izotypovému presmyku IgA a proliferaci B-bun¢k. Aktivované B- a T-buiiky poté migruji do
efektorovych mist — lamina propria a substantia propria (Lillenoj a Trout, 1996, Yan a kol., 2003).
V piilehlém slizni¢nim epitelu je pak produkovan S-IgA (Pabst, 1987). Bunécna slozka diftizniho
MALTu mimo roztrou$ené T-buiiky (hlavné CD4" ale i intraepitelidlni CD8") zahrnuje také NK
buniky, plazmatické bunky, B-bunky, dendritické bunky, membranové epitelové bunky (tzv. M-
buriky), granulocyty a makrofagy (Bockman a Cooper, 1973, Chai a kol., 1988, Lillehoj a Trout, 1994,
MacDonald, 2003, Pabst, 1987, Trout a Lillehoj, 1995, Cesta 20086, cit. dle Kelsall a Strober, 1999).



2.2.2.1 Stievni lymfaticky systém

Prace zabyvajici se imunitni odpovédi MALTu v gastrointestinalnim traktu jsou zamétené na
lymfaticky systém stfeva (GALT). Funkce GALTu spociva v indukci humoralni i bunééné imunitni
odpovédi proti alimentarné ziskanym virovym, bakteridlnim i parazitarnim infekcim (Bockman a
Cooper, 1973, Carman a kol., 1986, Rothwell a kol., 1995, Simmons a kol., 2001). U savci je GALT
mimo stfevni epitel a lamina propria (Tagliabue a kol., 1982) tvofen Peyerovymi plaky (PP) a
apendixem (Bhide a kol., 2001). U ptakt (kura) se dale jedna o Fabriciovu burzu (Bockman a Cooper,
1973), Meckelovo divertikulum (Befus a kol., 1980) a lymfatické agregaty (lymphonoduli aggregati
canalis alimentarii) ve sliznici hltanu a cék (Cerny, 2005) napojenych na lymfatické cévy (Ohshima a
Hiramatsu, 2000, cit. dle King a McLelland, 1975). Pocet téchto lymfatickych agregatti se umeérné
zvysuje s vékem ptaki (Cerny, 2005). Kachny jsou na rozdil od ostatnich ptaki, kterym GALT slouzi
také jako hlavni sekundarni lymfaticky organ (Arnouts, 2009), vybaveny lymfatickymi uzlinami
(Flajnik a kol., 2003, cit. dle Lundqvist a kol., 2006). U kura bylo ale na rozhrani jicnu a proventrikulu
(svalnatého zaludku) popsano 6 — 8 jednotek tzv. jicnové mandle. Tato mandle méa pravdépodobné
podobnou funkci jako sttevni PP — navozeni tolerance ¢i systémové imunitni reakce transportem
lumenalnich antigend a bakterii M-bunkami imunitnim bunkam (Jung a kol.,2010, Olah a kol., 2003).

Peyerovy plaky mohou patogenim (napt. Salmonella) slouzit jako vstupni brana ze stieva do
vnitinich télesnych organt (Cerutti a Rescigno, 2008). Také dospélci S. mansoni preferované kladou
vajicka nejCast&ji uvnitt dobie vaskularizovanych PP ilea (Cheever, 1968, Tumer a kol., 2012). Cévni
sit’ PP je navic vlivem vaji¢ek remodelovana a dale expanduje (Tumer a kol., 2012). Pro pasaz vajicek
schistosom do lumen stieva je nutna kooperace imunitniho systému hostitele (Doenhoff a kol., 1978).
Ve vajickach produkuji nevylihla miracidia (5. — 6. den po nakladeni, tedy v dob& pasazovani vajicek
do lumenu stieva) antigenni a lytické faktory (Andrade a kol., 2009, Doenhoff a kol., 1986) a kolem
vaji¢ek se shlukuji regulaéni CD4"CD25" T-lymfocyty (Yang a kol., 2007) a nasledné (i alternativng)
sttevni makrofagy (Herbert a kol., 2004). Vajicka jsou u ndkaz schistosomami hlavnim patologickym
agens (Modha a kol., 1998). Diky nim dochazi ve sttevni stén¢ k histopatologickym zméndm (napf-.
lokalni snizeni integrity pojiva) a ackoli je reakce na pfitomnost vajiCek schistosom castéji difuzniho
charakteru, mohou se zde vytvaret i granulomat6zni 1éze (Cheever, 1987, Tumer a kol., 2012).

Pfi¢inou patologickych zmén stfevni sliznice jsou i1 dospéli Cervi (S. japonicum), ktefi
prilehlymi krevnimi cévami pfili§ nemigruji a radéji se dlouhodobé vyskytuji ve skupinach na jednom

misté (Cheever a kol., 1978), ve kterém vznikaji fokalni 1éze (Cheever, 1987).

2.2.2.2 Nazofaryngealni lymfaticky systém
Béhem dychani se dostava NALT jako prvni do kontaktu s vdechnutym aerosolem a
mikroorganismy. Zatimco anorganické mikro¢astice mohou byt odstranény mechanicky, proti

patogentim invadujicim nazalni sliznici musi zasahnout imunitni systém (Chanova a Horak, 2007). U



ptakt je NALT tvofen nazalni muko6zou, lateralnimi nazalnimi zlazami a jejich sekre¢nimi dukty.
V nazélni duting se T-lymfocyty (CD4" a CD8") nachdzeji nejvice v respiraénim epitelu nebo pod nim
a dale v lamina propria (Ohshima a Hiramatsu, 2000). U kura se Vv lateralnich nazalnich Zlazach a
jejich duktech vyskytuji lymfoidni folikuly B-lymfocytii obklopené CD4" lymfocyty a ohrani¢ené
epitelem (Bang a Bang, 1968, Ohshima a Hiramatsu, 2000). Efektorovymi buiikami zasahujicimi proti
vajickim, prazdnym vaje¢nym obaliim a miracidiim T. regenti (volna miracidia byla prokazana od
19. dne p.i., Chanova a Horak, 2007) jsou v nazalni muko6ze nakazenych ptaka 15. — 19. den p.i.
lymfocyty, eosinofily a heterofily (Chanova a Horak, 2007, Kolafova a kol., 2001). Tyto leukocyty
také tvori granulomatdzni 1éze obklopujici vajicka (od 22. dne p.i.). 17. den p.i. mohou byt v nazalni
sliznici pfitomné také hemorhagie (Chanova a Horak, 2007).

Mimo imunitni odpovéd’ proti T. regenti v nazalni dutiné nakazenych kachen (Chanova a
Horak, 2007) byl vyzkum interakce T. regenti a definitivnich nebo nahodnych hostiteltt doposud
zaméfen zejména na charakterizaci imunitni odpovédi proti larvalnim stadiim migrujicim kizi nebo
centralni nervovou soustavou (Koutilova a kol., 2004b, Lichtenbergova a kol., 2011). Prace o imunitni
odpovédi nejen proti T. regenti, ale také proti jingym druhtim schistosom, ve sliznici travici trubice

hostiteltl infikovanych alimentarné chybi.
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3. CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo urcit zptisob migrace schistosomul T. regenti z travici soustavy
do michy alimentarné nakazenych definitivnich a ndhodnych hostiteld. Pro realizaci cile byly

stanoveny tyto dil¢i ukoly:

e popsani migrace schistosomul T. regenti a T. szidati v alimentarné nakazenych kachnach a

my$ich béhem prvnich 4, resp. 3, dnti od infekce,

e popsani migrace a vyprazdnovani sekre¢nich produktl (v¢. katepsinu B2) acetabularnich Zlaz

cerkarii T. regenti kachni kiizi a jicnem in vitro béhem prvnich 3 hodin po penetraci,

e sledovani vyskytu bunéénych infiltratl zasahujici proti motolicim T. regenti a T. szidati v kizi

a jicnu kachen, resp. mysi, 1 den po infekci,

e objasnéni proteolytické aktivity katepsinu B2 T. regenti proti mucinim, hlavni slozce

jicnového hlenu.

Vyse uvedené ukoly byly realizovany pomoci histologickych, imunohistochemickych a
Castetn€é 1 biochemickych metod. Migrace motolic nakazenymi hostiteli byla dale zkoumana
prohlizenim vybranych vnitfnich organd, které byly z kachen a mysi pitvany ve stanovenych ¢asovych

intervalech.
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4. MATERIALY A METODY

4.1  Modelové organismy
Zivotni cyklus motolic T. regenti a T. szidati je v nasi laboratoii udrzovan jiz mnoho let;
mezihostiteli téchto motolic jsou vodni plzi Radix lagotis, resp. Lymnaea stagnalis, definitivnim

hostitelem pak kachna domaci Anas platyrhynchos f. domestica.

4.1.1 Sbér cerkarii
Mezihostitel§ti plzi vylucuji cerkarie v kadinkach s odstdtou vodou pod zdrojem svétla.
Pomoci svétla Ize také cerkarie v kadince koncentrovat a nasledné odebrat pfebyte¢nou vodu. Timto

zpisobem byly cerkarie ziskany pro veskeré pokusy. Cerkarie byly vzdy pouzity okamzité po sbéru.

4.2  Nakazy hostitel
4.2.1 Jednorazové nakazy
4.2.1.1 Alimentarni nakazy kachen cerkariemi T. regenti a T. szidati

Nakazované kachny domaci Anas platyrhynchos f. domestica staré 10 — 14 dni (plati pro
vSechny typy pokust s kachnami) byly pfed nakazou na 3 hodiny odstaveny od piti a potravy. Nakaza
byla provedena pomoci Pasteurovy pipety a 2500 cerkariemi v cca 2 ml odstaté vody.

Nakazeni ptaci byli dekapitaci zabiti odpovédnou osobou 0,5, 1, 2, 3 a 4 dny po infekci (p.i.).
Vypitvané organy uvedené v tabulce 1 byly sbirany do PBS pufru (slozeni viz nize) a prohlizeny
mikroskopem Olympus BX51 jako seSkrabové nebo roztlakové preparaty. Co nejmensi ¢asti organd (o
rozmérech v fadech né€kolika milimetrit) byly v PBS pufru vzdy také prohlizeny binokularni lupou
(Nikon). Pocet a lokalizace nalezenych Zivych schistosomul byl zaznamenan. Stejnym zptsobem byly
télesné organy infikovanych hostitelii prohlizeny ve vSech dale zminovanych pokusech (plati i pro

nakazy mysi).

Tabulka 1. Prehled prohliZenych organi kachen nakaZenych alimentarné cerkariemi T. regenti a T.

szidati.

Druh motolice pouZité k nikaze kachen

T. regenti T. szidati
jicen jicen
plice plice
jatra jatra

Pitvané kachni organy
kréni, hrudni, synsakralni mi$ni

nervy

kréni, hrudni, synsakralni micha
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prodlouzena micha

mozecek

optické laloky

mozkové hemisféry

Slozeni PBS pufru (pH = 7.2):
e roztok A-0,2 M Na;HPO,
e roztok B-0,2 M NaH,PO,
e NaCl-7g¢

Pro pozadované pH smichame 360 ml roztoku A a 140 ml roztoku B, ptidame 7 g NaCl a doplnime na

objem 1000 ml destilovanou vodou.

4.2.1.2 Alimentarni nakazy kachen hepatopankreaty plzu L. stagnalis

Dva dny pted vypitvanim hepatopankreati plzi L. stagnalis obsahujicich cerkarie T. szidati
(nakazy cerkariemi T. regenti nevylou¢enymi z hepatopankreatd plzii R. peregra nami nebyly
provedeny, protoze se jimi jiz zabyvala K. Blazova, nepublikovano) byli plZzi kontrolné¢ vySetfeni na
vylucovani cerkarii (viz kapitola 4.1.2). V pozitivnim piipadé byl hepatopankreat izolovan do SSS+
pufru (slozeni viz nize, podle Adema a kol., 1994), nabran Pasteurovou pipetou s ustfizenym koncem
(pro mensi poskozeni celistvosti hepatopankreatu) a jednim hepatopankreatem byla nakazena kachna
3 hodiny odstavena od piti a potravy. Nakazené kachny byly pitvany 0,5, 1, 2 a 3 dny p.i. a byly u nich

prohlizeny jicen, plice a jatra.

SloZeni SSS+ pufru (pH = 7,8, 110 — 120 mOsm):
e HEPES (Sigma) —0,1192 g
e NaOH-0,014¢
e NaCl-0,2103¢
e KCI-0,01491¢g
e MgCl,-0,019¢
e CaCl,-0,0443¢g

e destilovana voda — 100 ml
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4.2.1.3 Alimentarni nakaza mysi cerkariemi T. regenti a T. szidati

Outbredni laboratorni mysi byly ptfed nékazou odstaveny od piti a potravy po dobu alespoii
2 hodin. K nakaze byla pouzita 15ml injekéni stiikacka s gumovou hadickou (@ 1,5 mm) zasunutou do
pocateni Casti jicnu mysi. Infek¢éni davka byla 800 cerkarii/mys v 0,2 — 0,3 ml odstaté vody.

Pted pitvou (6, 12, 24 a 48 hodin, a dale 3 nebo 5 dni p.i.) byly mysi opét odstaveny od piti a
potravy po dobu 2 — 3 hodin a usmrceny cervikalni dislokaci odpovédnou osobou. Prohlizené organy
jsou uvedeny Vv tabulce 2. Jicny 4 mysi nakazenych cerkariemi T. regenti vypitvané 24 a 48 hodin p.i.
byly histologicky zpracovany (viz kapitola 4).

Tabulka 2. Piehled prohliZenych orgianid myS$i alimentirné nakaZenych cerkariemi T. regenti a

T. szidati.

Druh motolice pouZité k nakaze mysi

T. regenti T. szidati
jicen jicen
plice plice
jatra jatra

kréni, hrudni, bederni misni

nervy

kréni, hrudni, bederni micha

Pitvané mysi organy

prodlouzena micha

mozectek

opticke laloky

mozkové hemisféry

4.2.1.4 Alimentarni nakazy cerkariemi T. regenti zna¢enymi CFSE

Pii studiu migrace motolice T. regenti v alimentarné nakazenych mysich bylo celkem 9 mysi
BALB/c (stafi 4 — 6 mésici) nakazeno cerkariemi fluorescenéné znacenymi CFSE
(,,carboxyfluorescein succinimidyl ester; Molecular Probes, Invitrogen). Tento ester je vhodny
k dlouhodobému sledovani zna¢enych bunék (napt. lymfocytr) in vivo (Weston a Parish, 1990). U

cerkarii T. regenti se CFSE vaze na povrch a predevsim acetabularni zlazy (viz kapitola 4.2.1.4.1).

4.2.1.4.1 Inkubace cerkarii/schistosomul T. regenti s CFSE
Inkubacemi cerkarii nebo in vitro transformovanych schistosomul s roztoky CFSE (viz niZe)
byla hledana vhodna netoxicka koncentrace CFSE pro znaceni cerkarii, resp. schistosomul. Cerkarie a

schistosomuly transformované in vivo, nikoli in vitro, znacené pomoci CFSE byly pouzivany
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v nékterych infekénich pokusech (viz kapitoly 4.2.1.4.2, 4.2.1.5 a 4.2.1.6). Inkubace také slouzily ke

zjisténi, jestli CFSE vydrzi vtéle cCervi po né€kolik dni od znaceni.

cerkarii/schistosomul probihaly podle nasledujicich dvou postupti:

I. Postup inkubace in vitro transformovanych schistosomul v médiu s CFSE

Samotné

transformace cerkarii na schistosomuly in vitro (podle Chanové a kol., 2009):

e ponechani cerkarii ve 45ml falkoné€ na ledu po dobu 1 hodiny

e opatrné odebrani hornich cca 40 ml vody

inkubace

e nasati a opétovné vypusténi vody s cerkariemi (alespoit 20x) 10ml sterilni stiikackou

s jehlou (@ 0,6 mm) — dojde k oddéleni ocaskii cerkarii

e pteneseni cerkarii do sterilni Petriho misky (@ 3 cm)

e piidani 3 ml SCM (,,schistosoma culture medium®) média 169 (slozeni viz, podle

Basch, 1981)

e koncentrovani cerkarii do stiedu Petriho misky jejim krouzenim

e vyména média (alespon 3x)

inkubace schistosomul ve 3 ml SCM média 169 s 15 ul antibiotika Amfotericinu B (Lonza,

vysledna koncentrace antibiotika v médiu byla 1,25 pg/ml) a 0,5, 1 nebo 2uM CFSE

(Molecular Probes, Invitrogen, ptiprava dle protokolu vyrobce) v termostatu (37 °C, 5% CO,

atmosféra) po dobu 7 a 11 dni (vymena antibiotika a média 1x za 24 hodin).

Slozeni SCM média 169 (275 mOsm):

Basal medium Eagle (Gibco, Invitrogen , tekuté) — 1 |
laktalbumin hydrolyzat (Sigma) — 1 g (1 g/l)

D-glukoéza (Sigma) — 1g (11,1 mM)

hypoxantin (Sigma) — 0,5 ml (5x 107" M)

serotonin (Sigma) — 1 ml (10° M)

inzulin (Sigma, praskovy) — 1 ml (roztok o koncentraci 8 pg/ml)
hydrokortizon (Sigma) — 1 ml (10° M)

trijodotyronin (Sigma) — 1 ml (2x 107 M)

MEM vitaminy (Sigma) — 5 ml (0,5x)

Schneiderovo médium (Gibco, Invitrogen) — 50 ml (5% — v/v)
HEPES (Sigma) — 2,4 g (10mM)

fetalni bovinni sérum (Sigma) — 100 ml (10% — v/v)

NaOH — dle potieby k tpraveé pH na hodnotu 7,4
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Il. Postup znaceni cerkarii pomoci CFSE a naslednd inkubace

e znaceni cerkarii pomoci CFSE:
e koncentrovani cerkarii v odstaté vodé v 15 ml falkon¢ svicenim na jeji dno po dobu cca
10 vtefin
e ponechani cerkarii ve 2 ml odstaté vody odsanim piebyte¢né povrchové vody
e smichani CFSE (Molecular Probes, Invitrogen, pfiprava dle protokolu vyrobce) 0
dvakrat vetsi koncentraci nez je vyslednd koncentrace pouzita pro znaceni cerkarii
05, 1, 2, 4, 8, 10 a 20uM CFSE) s odstatou vodou v jiné 15ml falkoné (objem
finalniho roztoku byl 2 ml)
e smichani obsahti obou falkon (z kazdé falkony 2 ml)
e ponechani cerkarii zakrytych hlinikovou f6lii na ledu po dobu 3 hodin
e promyti cerkarii odstatou vodou (3x)
e transformace a inkubace po 4 dny jako v pfipadé ,,Inkubace in vitro transformovanych

schistosomul v médiu s CFSE*

4.2.1.4.2 Nakazy mySi

Infekce mysi cerkariemi fluorescenéné znacenymi CFSE (viz kapitola 4.2.1.4.1) probihaly
zpusobem popsanym v kapitole 2.1.3, ale s odlisnou infekéni davkou — 1200 cerkarii/mys. Infikované
mys$i byly pitvany 18, 20, 24, 30 a 48 hodin po infekci a byly jim prohlizeny vnitini organy popsané
v tabulce 2 a meziZzeberni svalstvo. U 3 z 8 nakazenych mysi byl na roztlakovych preparatech

prohlizen hrudni ko$ po ¢astech obsahujicich 3 — 5 Zeber.

4.2.1.5 Subkutanni nakazy mysi schistosomulami T. regenti zna¢enymi CFSE

Z michy perkutanné nakaZzené kachny (podle Kolafové a kol., 2010) byly schistosomuly
vypitvané 4. den p.i. pfendany do 8uM CFSE v PBS pufru (sloZeni viz kapitola 4.2.1.1) ve sterilni
Petriho misce (@ 3 cm) a ponechany 2 hodiny pii pokojové teploté. Poté byl PBS pufr s CFSE
nahrazen Cistym PBS a schistosomuly byly krouzivym pohybem koncentrovany, nasaty Iml sterilni
injekéni stiikackou s jehlou (@ 0,6 mm) a dvéma mySim injikovany subkutanné do blizkosti hrudni

patete (cca 30 schistosomul/mys). Mysi byly pitvany 5. den p.i.

4.2.1.6 Perkutanni nakazy mysi cerkariemi T. regenti zna¢enymi CFSE

Nakaza dvou mysi v odstaté vodé (hloubka cca 7 mm) s cerkariemi zna¢enymi 20 uM CFSE
(viz kapitola 4.2.1.4.1) probihala bez pfitomnosti svétla po dobu 45 minut. Infekéni davka byla
1500 cerkarii/my$. Mysi byly pitvané 5. a 11. den p.i. a byly prohlizeny micha a nervi ischiadici (tyto
nervy byly u dvou mysi zpracovany histologicky viz kapitola 4).
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Aby se zvysila uspé$nost nakazy, byl tento zplisob nakazy modifikovan: nakazovany byly
mysi v anestezii (slozeni roztoku pro anestezii viz nize) a cerkariim bylo umoznéno penetrovat kizi
pouze jedné zadni koncetiny ponotfené v mikrozkumavce obsahujici 1800 cerkarii/mys a cca 2 ml

odstaté vody.

SloZeni roztoku pro anestezii (1 ml):

e Rometar (Bioveta) — 0,1 ml
e Narketan 10 (Vétoquinol) — 0,2 ml

e sterilni fyziologicky roztok (Mayrhafer Pharmazeutika) — 0,7 ml

Pro ucely infikovani byly mysi intraperitonealn€ uspané pomoci 1ml sterilni injekéni stiikacky
s jehlou (© 0,6 mm) a 100 ul roztoku pro anestezii. Po 7, 10 a 21 dnech p.i. byla prohliZzena centralni
nervova soustava a nervus ischiadicus penetrované koncetiny mysi. Tyto mysibyly nejprve hluboce
uspané (200 pl roztoku pro anestezii), a poté byla provedena perfuze: po nastfizeni pravé srdeéni
ptedsin€ byl do cévniho systému levou komorou vpraven nejprve fyziologicky roztok temperovany na
teplotu 40 °C s 0,2% (w/v) heparinem (Sigma), a nasledné vychlazeny 4% paraformaldehyd (Fluka)
v PBS (slozeni viz kapitola 4.2.1.1).

4.2.2 Opakované nakazy
4.2.2.1 Opakované nakazy kachen cerkariemi T. regenti

Byly provedeny dvé série opakovanych nakaz kachen cerkariemi T. regenti. V prvni sérii
pokusti pokusu byli nakazeni ptaci stafi 7 dni, v sérii druhé kachny staré 14 dni. Kachny byly
infikovany vzdy po 10 dnech 2000 cerkarii (davka pro posledni infekci je specifikovana v tabulce 3).
Pocet a zplsob nakaz kachen udava tabulka 3. Pfed kazdou nakazou byl kachnam odebran vzorek
krve, které pak L. Turjanicova (Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Kkatedra

parazitologie) pouzila ke sledovani zmén hladin IgY metodou ELISA (viz diskuze).

Tabulka 3. Podet a zpisob opakovanych nakaz kachen infikovanych cerkariemi T. regenti pro

sledovani vyvoje bunééné iminitni odpovédi na histologickych Fezech jicnu a kiiZe.

Infekéni davka pri
Pocet | Zpiisob a mnoZstvi
pribéZnych Infekéni davka pri posledni nakaze
kachen nakaz
nakaziach
1 4x perkutanné 2000 cerkarii 4000 cerkarii
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3x perkutann¢ a 10000 (kachny poprvé nakazené ve
2 poctvrté 2000 cerkarii véku 7 dni) nebo 20000 (kachny poprvé
alimentarné nakazené ve véku 14 dni)
1x perkutanné a 10000 (kachny poprvé nakazené ve
1 podruhé 2000 cerkarii veéku 7 dni) nebo 20000 (kachny poprvé
alimentarné nakazené ve véku 14 dni)
1 bez nakaz

Nakazeni ptaci byli 2. (u prvniho série pokusi) nebo 1. den po posledni nakaze (u druhé série
pokusti) usmrceni a byl unich pitvan jicen, popt. kiize z plovacich blan. U jicnu byly rozliSovany
hrudni a kréni oddily, ze kterych byly vybrany 2 ¢i 3 vzorky, které byly stejné jako kiize histologicky
zpracovany (viz kapitola 4).

4.2.2.2 Opakované nakazy mysi cerkariemi T. szidati

Uspotadani tohoto pokusu (intervaly mezi ndkazami, poCet a typ nakaz, mnoZstvi
infikovanych zvifat) vychazelo z opakovaného nakaZzovani kachen (viz kapitola 4.2.4.1), jak ukazuje
tabulka 4, ale mysi (BALB/c staré 4 mésice) byly nakazeny motolici T. szidati. Opakované perkutanni
nakazy byly provedeny cerkariemi v odstaté vodé, ve které mysi volné staly (200 cerkarii/mys$) po
dobu 45 minut. Posledni nadkaza byla bud’ alimentarni (postup viz kapitola 4.2.1.3) nebo perkutanni —
ponofenim ucha mysi v anestezii (viz kapitola 4.2.3.1) do mikrozkumavky obsahujici odstatou vodu a
cerkarie (usi predstavuji relativné velkou plochu kiize a diky nepfitomnosti kostni tkdné se snadno
histologicky zpracovavaji). Mysi byly pitvané 1 den p.i. a jejich jicny ¢i usi, do kterych penetrovaly
cerkarie, byly dale histologicky zpracovany (viz kapitola 4).

Tabulka 4. Pocet a zpiisob opakovanych nikaz mysi infikovanych cerkariemi T. szidati pro

sledovani vyvoje bunééné iminitni odpovédi na histologickych Fezech jicnu a kiZe.

l::;;: Zpisob a mnoZstvi niakaz Infekéni davka pri posledni niakaze
1 4x perkutanné 3000 cerkarii
2 3x perkutanné a poctvrté alimentarné 3000 cerkarii
1 1x perkutanné a podruhé alimentarné 3000 cerkarii
1 2x perkutanné 3000 cerkarii
1 bez nakaz
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4.3 Penetrace cerkarii in vitro
4.3.1 Penetrace kachni kiiZe a jicnu in vitro

Jicen ¢i klize (z plovacich blan) ziskané z usmrcenych kachen (staii obvykle 2 tydny) byly
napnuty pfes 15ml falkonu obsahujici 3000 cerkarii T. regenti tak, ze cerkariim byla vystavena
sliznice jicnu a vnéjsi strana kiize. 15ml falkony byly dnem vzhtliru zasunuty do 45ml falkon s vétSim
priumérem, ve kterych byly 3 ml PBS pufru (sloZeni viz kapitola 4.2.1.1) temperovaného na teplotu
37 °C. Nasledovala inkubace v termostatu ve 37 °C s 5% CO, atmosférou po dobu 20 minut. Poté se
voda s cerkariemi, které doposud nepenetrovaly, odstranila (tim bylo zaru¢eno relativné stejné stafi
schistosomul ve tkani), falkony se 3x proplachly PBS pufrem a s novym PBS pufrem se pokraovalo
Vv inkubaci po celkovou dobu 30, 60 a 180 minut od zacatku pokusu. Po skonceni inkubace byly
tkané/schistosomuly sbirané do PBS pufru. Celé schistosomuly byly ndsledné barveny, tkan€ bylo
nejprve nutné histologicky zpracovat (viz kapitola 4). Vzorky tkani byly barveny hematoxylinem-
eozinem (viz kapitola 4.3.2.1) nebo znacéeny lektiny (viz kapitola 4.3.2.3) ¢i protilatkami (viz kapitola
4.3.2.4). Celé schistosomuly se barvily alizarinem (viz kapitola 4.3.1.1), lithium-karminem (viz
kapitola 4.3.1.2) nebo apomorfinem (viz kapitola 4.3.1.3). Pokusy byly zopakovany 3x a v kazdém
pokusu bylo vyfoceno (kamerou napojenou na mikroskop Olympus BX51) prvnich 10 nalezenych
schistosomul, které byly analyzovany, kategorizovany (viz tabulka 5) a statisticky vyhodnoceny.

4.3.2 Statistické vyhodnoceni

Na doporuceni A. Cernikové (Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Ustav
aplikaci matematiky a vypocetni techniky) byl pro statistické vyhodnoceni pouzit Chi-kvadrat test (v
programu Microsoft Excel). Timto testem byly testovany schistosomuly, resp. u nich vybrané
kategorie (viz tabulka 5). Testovany byly vybrané kategorie schistosomul pochazejicich z jicnu nebo
kize kachen inkubovanych 30, 60 nebo 180 minut. V ramci jednoho testu byly vzdy testovany
vSechny 3 Casové intervaly pro jednu tkain najednou (napft. schistosomuly z jicnu inkubovaného 30, 60
a 180 minut) nebo ob¢ odlisné tkané po jednotlivych Casovych intervalech (napf. schistosomuly
Zjicnu a klize inkubované 30 minut). Vysledky jednotlivych testi mély odhalit rozdily v chovani
cerkarii béhem penetrace a migrace kize a jicnem kachen prvni 3 hodiny od penetrace. Hladina
vyznamnosti byla stanovena na 5 %, a pokud byla p-hodnota nizsi nez 0,05, jednalo se o vyznamny
rozdil. Byla-li p-hodnota ¢islo s 5 desetinnymi misty, byla zaokrouhlena na 0,0001. Pokud vysla p-
hodnota 1,0, byla nasledné uvedena jako 0,999.
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Tabulka 5. Prehled pouzitych barveni schistosomul (celych ¢i na fezech), u kterych byly vybrané
kategorie testovany Chi-kvadrat testem (viz kapitola 4.3.1). CA cirkumacetabularni, PA
postacetabularni, ESP exkre¢né-sekrecni produkty, malé mnoZzstvi ESP exkrecné-sekrecni produkty
jsou ptitomny v blizkosti cerkarie/schistosomuly a ¢asto v prostoru mezi okolni tkani a tegumentem,

znaéné mnozstvi ESP sekreéni produkty jsou pfitomné i mimo bezprostfedni okoli tegumentu

cerkarie/schistosomuly, Zlazy jsou intenzivné vyprazdiiovany

Objekty
Zpusob
] testované Kategorie testovanych objekti
Schistosomuly barveni
. Chi-kvadrat (schistosomuly/PA ¢i CA Zlazy)
objektu
testem
anteriorni a . . .
) ) | bunky jednotlivych ¢asti jsou s obsahem/bez
alizarin posteriorni ¢asti
obsahu
CA 7laz
cele lithium- _ _
PA zlazy zlazy jsou plné/vyprazdiujici se/prazdné
karmin
apomorfin CA i PA Zlazy zlazy jsou plné/vyprazdiujici se/prazdné
hematoxylin- | schistosomuly lokalizace v jednotlivych vrstvach
eozin na fezu jicnem tkané,poloha téla schistosomuly
(kolméa/rovnobézna s povrchem/jina ¢i neslo
hematoxylin- | schistosomuly ur¢it), pocet nalezenych cervii
na eozin na fezu kazi s neodhozenym ocaskem,penetrace tkané
histologicleych samostatné/ve skupiné (2 a vic cerkarii)
fezech
rezec _ ESP v okoli
lektin RCA-I )
schistosomuly zadné/malé/znacné mnozstvi sekrecnich
_ ESP v okoli ESP v okoli schistosomul
lektin PNA )
schistosomuly
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4.4 Histologické zpracovani larvalnich stadii T. regenti a vzorki tkani
441 Fixace vzorki

Vsechny vzorky tkani (zejména jicen a kize) byly pro ucely pokust této prace fixovany
Bouinovou tekutinou (Sigma) 24 — 48 hodin. Tato fixa¢ni tekutina je vhodna k fixaci mékkych tkani
(napf. travici soustavy), ale kyselinu pikrovou, ktera je jednou ze soucasti této fixaze, je pied dal§im
zpracovanim nutné odstranit. Odstranéni kyseliny pikrové se provadi promyvanim tkani 75% etanolem
tak dlouho, dokud se etanol nepfestane zluté zabarvovat. Fixace tkani pro imunohistochemii 4%

paraformaldehydem (PFA, viz kapitola 4.4.3.2.4.1) se neosvéd¢ila a bylo od ni upusténo.

4.4.2 Zalévani vzorku
4.4.2.1 Zalévani vzorku do parafinu

Vzorky tkani (nejcastéji kiize nebo jicnu) byly standardné zalévany do parafinu. Montovani do
parafinu se nam osvéd¢ilo pro barveni vzorki hematoxylinem-eozinem (viz 4.3.2.1) a Giemsou (viz
4.3.2.2), i pro znaceni vzorku lektiny (viz 4.3.2.3) a protilatkami (viz 4.3.2.4). Odvodnéni, a projasnéni
vzorku nékdy vedlo kjeho smrsténi, ztmavnuti ¢i zvySené kiehkosti. Prosycovani vzorkti navic

probiha za vysokych teplot, které mohou pozmenit antigenni epitopy, na které se vazou protilatky.

Postup:
Vzorky tkani zbavené fixaze (viz kapitola 4.4.1) byly odvodnény laznémi 70%, 96% a 100%

etanolu vzdy 3x po 30 minutach. Pak byly vzorky piendany do xylenu (2x 15 minut) a nasledné do
smesi xylen-parafin (Leica, Microsystems) na 15 minut. Nasledovalo vlastni prosycovani tkané
parafinem, ktery byl celkem 3x vyménén (nejprve po 1 hodin€, pak druhy den rano a pak znovu po
1 hoding) pii teploté 56 °C. Poté byly vzorky piendany do Cistého parafinu v silikonové formé, ve
které tuhly pii pokojové teploté. Vzorky byly krajeny na mikrotomu (Shandon Finesse ME) na fezy

silné¢ 7 — 9 pm pro klasickou histologii nebo 17 um pro imunohistochemii.

4.4.2.2 Zalévani vzorki do JB-4 Plus
Do glykolmetakrylatové pryskytice JB-4 Plus (Polysciences, Inc.) je vhodné zalévat velmi
malé objekty (v nasem pfipadé cerkarie). Na rozdil od zalévani do parafinu (viz kapitola 4.2.1) se

zhotovené fezy nemusi zavodiiovat a je mozné je ihned barvit.

Postup:

Po odstranéni kyseliny pikrové z fixovanych cerkarii (viz kapitola 4.4.1) byly cerkarie
promyty PBS (sloZeni viz kapitola 4.2.1.1) a pfemistény do infiltra¢niho roztoku (monomer A — 50 ml
+ benzoyl peroxid — 0,625 g). Nasledovalo zaliti cerkarii polymera¢nim roztokem (infiltra¢ni roztok —

50ml, + roztok B — 2 ml) a centrifugovani (centrifuga Eppendorf Minispin, rychlost ota¢ek 0,8 G, 30
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vtetin). Polymerace V Zelatinové kapsli probihala pii pokojové teploté v temnu bez pfistupu vzduchu
po 24 hodin. Druhy den byla Zelatinova kapsle odstranéna a vzorek byl krajen na mikrotomu (Shandon
Finesse ME) na fezy silné 4 nebo 10 pm. Aby se zabranilo mozné oxidaci a znehodnoceni fezil, byly

tyto fezy barveny do dvou tydni od jejich zhotoveni.

443 Pouzité barvici metody
4.43.1 Barveni acetabuldrnich Zlaz cerkarii a schistosomul

Pted barvenim schistosomul histologickymi barvivy uvedenymi v této kapitole bylo nejprve
ovefeno, ze u schistosom barvi acetabularni zlazy stejné jako v pfipadé€ cerkdrii. VSechny pokusy byly

provedeny 3x.

44311 Alizarin

Ve vodg alizarin barvi cirkumacetabularni (CA) zlazy zivych cerkarii T. regenti (Mikes a kol.,
2005). Schistosomuly T. regenti ale bylo nutné barvit v PBS pufru (sloZeni viz kapitola 4.2.1.1), ve
kterém se alizarin srazel. Jeho schopnost vazat se na CA zlazy tim nebyla ovlivnéna. Pod modrym

fluorescencnim svétlem alizarin fluoreskuje. Tato vlastnost umoznila lepsi rozliSeni jednotlivych

bun¢k CA Zlaz.

Ptiprava:
Alizarin (Sigma) byl ptipraven za varu jako nasyceny vodny roztok, ktery byl pied barvenim
cerkarii a schistosomul nafedén 50x ve vodé (barveni cerkarii) nebo PBS pufrem (barveni

schistosomul).

Postup pfi barveni cerkarii:

Barvici roztok alizarinu byl pfidan ke stejnému objemu vody obsahujici cerkarie v Petriho
miskach (@ 3 cm). Finalni fedéni nasycené¢ho roztoku alizarinu bylo 100x. Cerkarie se barvily
15 minut, nacez byly pfendany do Cisté vody a pozorovany fluorescenénim mikroskopem (Olympus
BX51).

Postup pii barveni schistosomul:

Schistosomuly byly pro tento pokus ziskany z in vitro penetrované kachni kiize (doba viz
kapitola 4.3). Celkova doba inkubace cerkarii s kiizi byla 30 minut. Schistosomuly byly nasledné
sbirany do PBS pufru v Petriho miskach (@ 3 cm). Pak byl ke schistosomulam ptidan barvici roztok o
objemu, ktery odpovidal objemu PBS pufru v Petriho miskach. Nasyceny roztok alizarinu tak byl
natedén celkem 100x. Po 15 minutach barveni se schistosomuly ptfendaly do ¢istého PBS pufru a

nasledné na podlozni skla. Povrchové struktury schistosomul branily u nékterych Cervii v jasném
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pozorovani CA Zlaz svételnym mikroskopem, a proto byly schistosomuly obarvené alizarinem

pozorovany fluorescencnim mikroskopem (Olympus BX51).

4.4.3.1.2 Lithium-karmin

Lithium-karmin barvi bazofilni postacetabularni (PA) Zlazy cerkarii T. regenti usmrcenych a
fixovanych 70% etanolem (Mike§ a kol., 2005). Pro barveni schistosomul lithium-karminem bylo
nutné modifikovat postup pouzivany na cerkariich, protoze 70% etanol, ve kterém se barvi cerkarie,
schistosomuly bez povrchového glykokalyxu poSkozuje. Stav vyprazdnéni PA Zl4z schistosomul byl

pozorovan svételnym mikroskopem.

Ptiprava:
Ve 100 ml nasyceného vodného roztoku uhli¢itanu lithného (Li,CO3) piipraveného za
laboratorni teploty bylo nasledné za varu rozpus$téno 2,5 g karminu. Vznikly roztok byl pro ucely

barveni ¢ervua fedén 50x 70% etanolem.

Postup pfi barveni cerkarii:

e fixace cerkarii 70% etanolem — 30 minut
e barveni cerkarii lihium-karminem, barvici roztok byl nafedén 70% etanolem obsahujicim
cerkarie v poméru 1:1, vysledné fedéni zasobniho roztoku 100x — 15 minut

e promyvani schistosomul 70% etanolem — 5 minut

Postup pfi barveni schistosomul:

e sbirani schistosomul z kachni kiize inkubované s cerkariemi 30 minut (viz kapitola 4.3) do
PBS pufru (slozeni viz kapitola 4.2.1.1)

e fixovani schistosomul 4% PFA v PBS pufru — 30 minut

e permeabilizovani povrchu schistosomul PBS pufrem s0,3% Tritonem X-100 (Sigma) —
30 minut

e PBS -5 minut

e promyvani schistosomul 70% etanolem — 5 minut

e barveni schistosomul roztokem lithium-karminu v 70% etanolu; objem barviciho roztoku byl
totozny s objemem 70% etanolu (vysledné fedéni zasobniho roztoku 100x), ve kterém se
nachazely fixované schistosomuly— 15 minut

e promyvani schistosomul 70% etanolem — 5 minut

Do Petriho misek obsahujicich jednotlivé 1azn€ byly schistosomuly pfendavany pomoci pipety.
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4.4.3.1.3 Apomorfin

V cerkariich schistosom rodu Schistosoma (Bruckner a kol., 1974) a stejné tak i rodu
Trichobilharzia 1ze apomorfinem obarvit CA i PA zlazy najednou. Kazdy typ Zlaz se barvi jinou
barvou. U cerkarii T. regenti se CA zlazy barvi zelené a PA Zlazy hnéd€. Potadi vyprazdhovani

acetabularnich zlaz schistosomul bylo pozorovano pomoci svételného mikroskopu.

Pfiprava (podle Brucknera a kol., 1974):

K barveni cerkarii i schistosomul byl pouzit roztok ImM apomorfinu (Sigma) v PBS pufru
(sloZeni viz kapitola 4.2.1.1). Aby doslo k oxidaci apomorfinu, bylo nejprve nutné ponechat roztok

24 hodin na tfepacce pti pokojové teplote.

Postup pii barveni:

e sbirani schistosomul z kachni kiize inkubované s cerkariemi 30 minut (viz kapitola 4.3) do
PBS pufru (slozeni viz kapitola 4.2.1.1), cerkarie byly pfed barvenim sbirany do odstaté vody

e fixovani ¢ervii 4% PFA v PBS pufru — 1 minuta

e piendani ¢erva z PBS pufru do 1,9 ml barviciho roztoku apomorfinu pomoci pipety se 100ul
$pickou (nafedéni roztoku apomorfinu PBS pufrem v poméru 1:19) — 4 hodiny na tifepacce

e promyti ¢ervii PBS pufrem

4.43.1.4 Fluorescentné znacené lektiny (FITC-lektiny)

Lektiny jsou proteiny neimunoglobulinové a neenzymatické povahy rozpoznavajici
sacharidové epitopy. Navazany fluorochrom proptijéuje FITC-lektinim (Vector Laboratories, dal jen
lektiny) fluorescenéni vlastnosti. V naSem piipadé byly lektiny pouZity na znaeni acetabularnich Zlaz
celych cerkarii T.regenti a jejich histologickych fezt (viz kapitola 4.3.2.3). Seznam pouzitych lektint

je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6. Seznam lektint, kterymi byly znac¢eny acetabularni Zlazy cerkarii T. regenti.

Lektin Pivod
PNA Arachis hypogaea
PSA Pisum sativum
ConA Canavalia ensiformis
LTA Lotus tetragonolobus
UEA-I Ulex europaeus
RCA-I Ricinus communis
WGA Triticum vulgaris
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STA Solanum tuberosum

Modifikovany postup Collinse a kol. (2011) pro znaceni acetabularnich zlaz cerkarii:
o fixovani cerkarii v 8% PFA (Fluka) v PBS pufru (sloZzeni viz kapitola 4.2.1.1)
e oplachnuti 0,3% Tritonem X-100 (Sigma) v PBS pufru (PBST)

e permeabilizovani povrchu cerkarii inkubaci s proteinazou K (Qiagen, 2 pg/ml v roztoku pro
permeabilizaci) + 0,5% (w/v) SDS (Serva) v PBST — 5 minut

e opachnuti cerkarii PBST

e blokovani nespecifickych vazeb bloka¢nim roztokem: 5% (w/v) BSA (Sigma) + 0,3% Triton
X-100 + 0,05% Tween 20 (Bio-Rad) v PBS pufru — 2 hodiny

e inkubovani s lektiny (2 mg/ml v bloka¢nim roztoku) — ve tmé pii 4 °C pi‘es noc

e oplachnuti PBS

4.43.2 Barveni fezi
4.43.2.1 Hematoxylin-eozin

Kombinace hematoxylinu a eozinu (H-E) patii mezi zakladni komplexni barveni
histologickych fezii. Bazofilni oblasti bun¢k (napt. jadra) jsou barveny odstiny modré barvy, acidofilni
oblasti (napf. cytoplazma) se barvi odstiny ¢ervené barvy. Pii barveni parafinovych fezt byl pouzit

Ehrlichtiv kysely hematoxylin (sloZeni viz nize).

Slozeni Ehrlichova kyselého hematoxylinu:

e 2 g hematoxylinu

e 100 ml 96% etanol

e 100 ml destilované vody

e 10 ml ledové kyseliny octové

e 100 ml glycerinu

e 3 g siranu hlinito-draselného (Kal(SOy,),)
e 0,4 gjodi¢nanu sodného (NalOj3)

Postup barveni parafinovych fezu:

e odparafinovani — xylen |
—xylen Il — ob¢ lazn¢ 15 minut
e zavodnéni — 100% etanol
—96% etanol
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— 70% etanol — vSechny lazn€ 2 minuty
— destilovana voda — 30 vtefin
e barveni — Ehrlichiv kysely hematoxylin — 5 minut
— promyvani pod tekouci vodovodni vodou — 5 minut
—eozin (Polysciences, Inc.) — 30 vtefin
— destilovana voda — 30 vtefin
e odvodnéni a projasnéni fezt (kazdy krok dvé minuty) — 70% etanol
—96% etanol
—100% etanol
—xylen |
—xylen 1l

e montovani do kanadského balzamu (Sigma)

44322 Giemsa
Giemsa je polychromni barvivo barvici bazofilni substance riiznymi odstiny modré barvy a
acidofilni substance riznymi odstiny ¢ervené nebo fialové. Giemsou byly barveny napt. mysi jicny se

schistosomulami.

Postup:

Tésné pred barvenim byl zasobni roztok Giemsy (Sigma) nafedén destilovanou vodou
v poméru 1:9. Barveni zavodnénych parafinovych tezi (viz kapitola 4.3.2.1) probihalo 20 minut. Poté
byly fezy oplachnuty vodou a podle potieby 3 — 5x ponoteny do 1azn¢ 100% etanolu. Nasledovaly dvé

xylenové 1azn€ po 2 minutach a montovani do kanadského balzamu (Sigma).

44323 FITC-lektiny

Lektiny byly pouzity k detekci exkreéné-sekre¢nich produktd (ESP) cerkarii a schistosomul T.
regenti na histologickych fezech. Pro nase ucely (detekovani ESP acetabularnich zlaz béhem migrace
schistosomul kachni k@zi a jicnem na histologickych fezech) byla postacujici reakce lektini bez
ovefeni jeji specifity, nebot’ nasim zamérem nebylo charakterizovat sacharidové slozeni ESP. Na
zavodnéné parafinové fezy byl aplikovan vzdy 1 z lektinid RCA-I a PNA (Vector Laboratories). Tyto
lektiny byly vybrany na zakladé odlisné reakce sriznymi ¢astmi acetabularnich zlaz cerkarii
(viz tabulka 13). Na histologickych fezech kachnim jicnem a kizi pfedtim inkubovanych s cerkariemi

(viz kapitola 4.3) bylo studovano vyprazdiiovani acetabularnich zlaz migrujicich schistosomul.
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Postup znaceni fezu lektiny:

e nafedéni lektind trisovym pufrem (slozeni viz nize) v poméru 1:9 (jejich vysledna koncentrace
byla 0,5 mg/ml)

e inkubace lektinii se zavodnénymi fezy (viz Kkapitola 4.3.2.1) vtemné vlhké komurce pii
pokojové teploté — 30 minut

e oplachnuti fezl trisovym pufrem

e promyvani fezi v trisovém pufru v zakryté kyveté na laboratorni tfepacce — 5 minut

e osuseni bunicitou vatou

e pozorovani fezll po pfidani Vectashield (Vector Laboratories)

Slozeni trisového pufru (1000 ml):

e Trizma base — 2,423 g (Sigma)
e NaCl-8,75¢g
Pied upravenim vysledného objemu roztoku bylo nutné pomoci koncentrované HCI upravit pH na

pozadovanou hodnotu 7,8.

4.4.3.2.4 Znaceni protilatkami
Specifickymi protilatkami Ize na histologickych fezech prokazat pfitomnost antigenti. Pro
lepsi pochopeni role ESP béhem invaze kachniho jicnu a kdze in vitro byl na histologickych fezech
témito tkanémi obsahujicimi migrujici schistosomuly detekovan katepsin B2 T. regenti (TrCB2).
Pouzité mysi (kmen BALB/c) protilatky proti rekombinantnimu TrCB2 byly pfipraveny Doleckovou a
kol. (2009) za G¢elem imunodetekce TrCB2 v acetabularnich zlazach cerkarii T. regenti. Po ziskani
pozitivniho séra byla autory ovéfena funkénost protilatek pomoci SDS-PAGE elektroforézy
homogenatu cerkarii a schistosomul T. regenti a nasledné imunodetekce TrCB2 na Western blotu.
Soucasné s inkubaci s pozitivnim myS$im sérem byly provadény také kontrolni inkubace
histologickych tezl:
e snegativnim mySim sérem (dar od T. Machécka, Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
v Praze, katedra parazitologie) a sekundarnimi protilatkami (typy a vyrobci pouzitych
sekundarnich protilatek jsou uvedeny v postupech jednotlivych znaceni)
e 5PBS pufrem (misto pozitivniho séra) a sekundarnimi protilatkami (sloZzeni PBS pufru viz
kapitola 4.2.1.1)

e pouze s PBS pufrem
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4.4.3.24.1 Znaceni parafinovych rezu

Vzorky kiize a jicnu kachny penetrované cerkariemi in vitro byly po ukonceni inkubace (viz
kapitola 4.3) fixovany Bouinovou tekutinou (viz kapitola 4.4.1). ZkuSebné bylo také provedeno
znaceni parafinovych fezi vzorkll fixovanych Cerstvym 4% PFA, ze kterych byl po 24 hodinach fixace
PFA vymyt PBS pufrem (3x 30 minut, slozeni viz kapitola 4.2.1.1). Na zhotovenych fezech byly
nasledné antigenni epitopy odmaskovany zahiivanim fezi v Tris-EDTA pufru (slozeni viz nize)
v mikrovinné troubé (500 W) po dobu 20 minut. Pti pouziti fixace 4% PFA byl signal dokazujici

ptitomnost katepsinu B2 na fezech slaby a od fixace vzorkl paraformaldehydem bylo upusténo.

SloZeni Tris-EDTA pufru (pH = 7,8):
e 10 mM Trizma base (Sigma)
e 1mMEDTA (Sigma)

Po namichani je nutné upravit hodnotu pH pomoci koncentrované HCL.

Postup znaceni feza vzorkd fixovanych Bouinovou tekutinou:

e 2X xylenova lazen — kazda 15 minut

e lazen 100% etanolu — 2 minuty

e lazen 96% etanolu — 2 minuty

e lazent 3% H,0, v metanolu — 30 minut

e lazen 96% etanolu — 2 minuty

e lazen 70% etanolu — 2 minuty

e oplachnuti fezil destilovanou vodou — 30 vtetin

e blokovani nespecifickych vazeb — 5% (v/v) negativni kozi sérum (Sigma) v PBS pufru ve
vlhké komuirce — 2 hodiny

e inkubovani fezil s pozitivnim mySim sérem (fedéné PBS pufrem v poméru 1:200) ve vlhké
komiirce ve 4 °C — pies noc

e promyti fezti PBS pufrem — 3x 5 minut

e inkubovani fezl se sekundarnimi protilatkami (Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG,
Invitrogen, Molecular Probes, fedéné PBS pufrem v poméru 1:5000)

e promyti fezti PBS pufrem — 3x 5 minut

e pozorovani fezt po pridani Vectashield (Vector Laboratories)
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4.4.3.24.2 Znaceni i'ezi zalitych v JB-4
Pro ovéreni negativniho vlivu parafinu na detekci TrCB2 protilatkami uvniti PA zlaz cerkarii

byly tyto protilatky inkubované i s fezy zalitymi v JB-4 Plus (viz 4.3.2.4.1).

Modifikovany postup dle Doleckové a kol. (2009):

e blokovani endogenni peroxidazy lazni 3% H,0O, v metanolu — 30 minut

e Dblokovani dalSich nespecifickych reakci a mozné peptidolytické aktivity (nektera z latek, které
jsou soucasti produktl acetabularnich zlaz, by mohla odstiihdvat navazané protilatky)
bloka¢nim roztokem: 5% (w/v) odtuénéné susené mléko + 0,05% Tween 20 (Bio-Rad) + 0,1%
(w/v) laminarin (Sigma, v PBS), + Complete Mini Protease Inhibitor Cocktails (Roche, dle
protokolu vyrobce) v PBS pufru (slozeni viz kapitola 4.2.1.1) ve vlhké komtrce pfes noc
ve 4 °C

e inkubovani fezli s pozitivnim my$im sérem (fedéné PBS pufrem v poméru 1:50) s 2% (w/v)
BSA (Sigma) + 0,05% Tween 20 v PBS pufru — 90 minut

e promyti PBS pufrem — 3x 10 minut

e inkubovani fezi se sekundarnimi protilatkami (Anti-mouse IgG-HRP, Sigma, fedéné PBS
pufrem v poméru 1:500) pfi pokojové teploté — 45 minut

e promyti PBS pufrem — 3x 5 minut

e inkubovani fezu se substratem DAB+ (Dako, namichan dle pokynt vyrobce) — 5 minut (reakci
je nutné sledovat pod mikroskopem)

e zastaveni reakce v lazni destilované vody

montovani do kanadského balzamu (Sigma)

45  Proteolytické stépeni mucini
Rekombinantni katepsin motolice T. regenti (TrCB2) v citrat-fosfatovém pufru pufru (CPB,
slozeni viz 5.1) motolice T. regenti (TrCB2), byl ziskan od H. Dvoiakové (Ptirodovédecka fakulta

Karlovy Univerzity v Praze, katedra parazitologie).

451  Méreni koncentrace TrCB2

K méteni koncentrace TrCB2 byl pouzit Quant-IT Protein Assay Kit (Invitrogen). Méfeni bylo
provadéno po dvojicich s 1, 2,5 a 5 ul zasobniho roztoku TrCB2 (v CPB pufru, slozeni viz nize) za
pouziti ¢ernych 96-jamkovych desticek (Nunc) a fluorometru Schoeller Infinite M200 vybaveného
programem Magellan 7,1. Méfeni bylo provedeno dvakrat. Pfi prvnim méfeni byly naméfeny hodnoty
nad ramec moznosti méfeni (,,overflow*), pfi druhém jsme proto nepracovali s ptivodnim zasobnim
roztokem TrCB2, ale s 10x fedénym roztokem. V programu Microsoft Excel byla z hodnot ziskanych

ve druhém méfeni pomoci kiivky standardu stanovena koncentrace zasobniho roztoku TrCB2.
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Pfiprava 50mM citrat/100 mM fosfatového pufru (CPB, pH = 6):

e roztok A - 0,1 M kyselina citrébnova

e roztok B—-0,2 M Na,HPO,

e destilovand voda
Pro dosazeni CPB pufru s pH 6 (optimalni pH TrCB2, Doleckova a kol., 2009) bylo smichano
17,9 ml roztoku A a 32,1 ml roztoku B. Vznikly roztok se destilovanou vodou doplnil do 100 ml.

45.2 Méreni proteolytické aktivity TrCB2
Postup:

Do kazdé jamky 96-jamkové cerné desticky (Nunc) bylo napipetovano 100 pul CPB (sloZeni
viz kapitola 4.5.1) sDTT (Sigma, vysledna koncentrace DTT byla 4 mM). Thned po ptidani
fluorogenniho substratu Z-Phe-Arg-AMC (Bachem, finalni koncentrace 50 uM) byla méfena
peptidazova aktivita TrCB2 pomoci fluorometru Schoeller Infinite M200 s mnozstvim TrCB2 0,5, 1 a
2 pg/jamku v CPB pufru (findlni objem v 1 jamce byl 200 pl). Méfeni fluorescence uvoliiovaného
AMC bylo provadéno v intervalech 2 minut po celkovou dobu 30 minut pii pokojové teploté

(excitaéni vlnova délka — 355 nm, emisni vinova délka — 460 nm).
453 Separace frakci myelinu
Peptidazova aktivita TrCB2 byla také ovéfena analyzou $tépt MBP (myelin basic protein,

Sigma) na SDS-PAGE elektroforéze (Doleckova a kol., 2009).

Postup inkubace TrCB2 s MBP:

Katepsin B2 T. regenti fedény CPB pufrem (sloZeni viz kapitola 4.5.1) v poméru 1:100 pfi
finalni koncentraci TrCB2 0,02 pg/ul byl inkubovan s MBP o vysledné koncentraci 0,2 pug/ul v 50 ul
CPB pufru obsahujicim DTT (Sigma) o0 vysledné koncentraci 2mM nebo 100uM
E-64 (Sigma) o vysledna koncentrace 10 mM. Pied zahajenim inkubace ve 37°C vodni lazni
(Thermomixer Comfort, Eppendorf) byl do zkumavky s CPB pufrem, TrCB2 a DTT nebo E-64 pfidan
MBP vzdy jako posledni 15 minut po zminénych latkach. Po 1 a 3 hodinach od zacatku inkubace, a
také druhy den rano bylo z mikrozkumavek odebrano vzdy 10 pl, které byly zamraZeny a nasledné

analyzovany SDS-PAGE elektroforézou (viz kapitola 4.5.3.1).
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45.3.1 SDS-PAGE elektroforéza
Postup:

Alikvoty frakci MBP (Sigma) ziskanych inkubaci s TrCB2 (viz kapitola 4.5.3) byly smichany
s neredukujicim vzorkovym pufrem — 65 mM Tris, 2% (w/v) SDS, 10% glycerol a bromfenolové
modii o vysledné koncentraci 1 mg/ml — vpoméru 4:1 a analyzovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy (Bio-Rad) na 15% polyakrylamidovych gelech o tloust’ce 0,75 mm. Déleni probéhlo za
konstantniho napéti (PowerPack Universal™, Bio-Rad) 150 V (pro jeden gel) nebo 200 V (pro dva
gely) v elektrodovém pufru Tris/Glycin/SDS Buffer (Bio-Rad) v Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad).
Jako standardy byly pouzity Precision Plus Protein Dual Xtra Standards (Bio-Rad)
obsahujici spektrum proteind od 2 do 250 kDa. Gely byly barveny Coomassie Briliant Blue R-250

(Serva Electrophoresis) a foceny pomoci skeneru GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

45.4 Dot bloty

Inkubaci dot blotl (substratovych polyakrylamidovych gelti, dal jen gelt) obsahujicich
muciny (slozky hlenu kryjici sliznici trdvici soustavy) s TrCB2 bylo zjistovano, zda je tento enzym
schopny muciny proteolyticky rozstépit. SloZeni gel bylo podobné sloZeni 10% separacnich gelt (viz
nize), ale substratové gely navic obsahovaly 1% substratu (gely s 0,1% substratu se osvédcily méng).
Jako kontroly slouZily gely obsahujici 1% Zelatinu. Gely byly barveny bud’ Coomassie Briliant Blue
R-250 nebo PAS reakci. Barveni geld pomoci PAS reakce (modifikovany postup podle Dubray a
Bezard, 1982 viz niZe), kterou se prokazuji polysacharidy, se neosvéd¢ilo a nebylo proto dale

pouzivano. Po obarveni byly gely foceny pomoci skeneru GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

SloZeni 1% substratovych gelt:

e polyakrylamid (Bio-Rad) — 1 ml

e CPB se 40,3 mg mucinu/zelatiny (vysledna koncentrace substratu v gelu byla 10 mg/ml) —
3ml

e Temed (Sigma) — 2,5 ul

e 10% (w/v) peroxodisiran amonny — 25 ml

Postup inkubace TrCB2 s gely:

e inkubovani gelt s 10ul kapky CPB pufru (slozeni viz kapitola 4.5.1) obsahujici TrCB2 o
vysledné koncentraci Img/ml a DTT (Sigma) o vysledné koncentraci 2 mM — ve vlhké
komtrce pies noc pii teploté 37 °C

e odmyti enzymu 0,3% Tritonem X-100 (Sigma) v destilované vodé (2x 10 minut na laboratorni
ttepacce)

e barveni geli pomoci Coomassie Briliant Blue R-250 (Serva Electrophoresis)
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uskladnéni gelt v destilované vodé

Modifikovany postup barveni geli podle Dubray a Bezard (1982):

ponofeni geli do 7,5% kyseliny octové — 30 minut

ponofeni gela do 0,2% kyseliny perjodisté — 1 hodina ve 4 °C
prendani gelti do Schiffova ¢inidla (Sigma) — 1 hodina ve 4 °C
ponofeni gelt do 7,5% kyseliny octové — 1 hodina

uskladnéni gelt v destilované vodé
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5. VYSLEDKY

5.1 Fluorescen¢ni znaceni cerkarii a schistosomul T. regenti

Migrace schistosomul nahodnym hostitelem byla studovdna z pitvanych organi mysi. Mysi
byly nakazeny cerkariemi nebo schistosomulami. Tato larvalni stadia byla u nékterych infekénich
pokust pfed ndkazou fluorescencné€ znacena pro jejich snadnéjsi nalezeni v prohlizené tkani a odliseni

od okolnich objekti (napt. krevnich srazenin).

5.1.1 Znaceni in vitro transformovanych schistosomul pomoci CFSE

Schistosomuly transformované in vitro byly inkubovany v médiu obsahujicim CFSE. Tyto
pokusy byly provedeny, aby bylo zjisténo, zda po n€kolika dnech inkubace ziistane CFSE uvnitf tél
schistosomul. Roztokem o vysledné koncentraci CFSE 0,5 uM byly schistosomuly znaéeny velmi
slab&. S koncentracemi 1 a 2 uM CFSE byly ziskany zivé schistosomuly, které si v té€le udrzely tolik
CFSE, Ze poskytovaly signal i po 11 dnech inkubace. Schistosomulam se CFSE vazal pievazné na

penetracni zlazy a povrch.

5.1.2 Znaceni cerkarii pomoci CFSE s naslednou transformaci in vitro a inkubaci

Znaceni cerkarii pomoci CFSE nasledované transformaci na schistosomuly in vitro a jejich
inkubaci bylo provedeno za U¢elem stanoveni netoxické koncentrace, pfi které by CFSE zaroven
poskytovalo dostateény signal 1 uvnitt ¢ervii nékolik dni po odvrzeni glykokalyxu. Znaceni cerkarii
probihalo s nejlepsimi vysledky ve vodném roztoku o vysledné koncentraci CFSE 20 uM. | takto
vysoka koncentrace CFSE nebyla pro cerkarie toxickd. Po nasledné transformaci in vitro byl CFSE

navazan na penetracnich zlazach schistosomul, a to i po 4 dnech inkubace (viz obrazek 1).
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Obrazek 1. Inkubovana schistosomula stara 4 dny s fluorescencné sviticimi acetabularnimi

#1azami znaéenymi pomoci 20pM CFSE. Sipka acetabularni Zlazy.

5.2 Migrace schistosomul nakaZenymi hostiteli
5.2.1 Alimentarni nakazy kachen cerkariemi T. regenti a T. szidati

Prohlizenim pitvanych organi byla studovana migrace motolic T. regenti a T. szidati
v alimentarné nakazenych kachnach béhem prvnich 5, resp. 4, dni po infekci. Cerkarie T. regenti
v alimentarné nakazenych kachnich penetruji sténu ustni dutiny, jazyk, hltan a jicen. Jicen
schistosomuly opousti nejcastéji 24 hodin p.i. V ¢evech migrujicich zjicnu miSnimi nervy byla
nalezena granula podobnd poziené nervové tkani (viz obrazek 3). Misnimi nervy schistosomuly
migruji do michy kachny, ve které se vyskytuji od 2. dny p.i. BE€hem této doby nékteré schistosomuly
invaduji prodlouzenou michu. V mozku dale migruji mozeckem, optickymi laloky a hemisférami.

Tieti den po infekci jsou schistosomuly nachazeny také v plicich.

Tabulka 7. Migrace schistosomul T. regenti v kachnach nakaZenych alimentarné cerkariemi. den
p.i. den po infekci, hod p.i. hodina po infekci, X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul, XXX 51

a vic schistosomul, n/a udaje nejsou dostupné

12 hod p.i.| 1den p.i. | 2dny p.i. | 3dny p.i. | 4 dny p.i.

ustni dutina X 0
jazyk X 0
hltan X X 0 0 0
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jicen X XX X 0 0
meziZeberni svalovina n/a n/a 0 n/a n/a
plice 0 0 0 X 0
jatra n/a n/a 0 n/a n/a
kréni mi$ni nervy 0 0 X X 0
hrudni mi$ni nervy 0 X X X 0
synsakralni miS$ni nervy 0 0 X 0 0
kréni micha 0 0 X X XXX
hrudni micha 0 0 XX XX XX
synsakralni micha 0 0 XX X X
prodlouZena micha 0 X XX XX
mozecek 0 X
optické laloky 0 X
hemisféry 0 X
celkem nalezenych schistosomul v
celkovém poctu nakaZenych kachen 2112 2213 804 9912 33813

Trichobilharzia szidati opousti jicen kachen po 12 hodinach p.i. a nasledné migruje Zilni krvi

do plic, ve kterych se schistosomuly objevuji 2. den p.i. a setrvavaji zde i 3. den p.i. K invazi jater

definitivniho hostitele béhem prvnich 3 dnil p.i. nedochazi.

Tabulka 8. Migrace schistosomul T. szidati v kachnach nakaZenych alimentarné cerkariemi.

den p.i. den po infekci, X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul

0,5 dne p.i. ldenp.i.| 2dnyp.i. | 3dnyp.i.
jicen XX 0 X 0
plice 0 0 XX XX
jatra 0 0 0 0
celkem nalezenych schistosomul v
16/1 0/2 171 18/1
celkovém poctu nakazenych kachen
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Obrazek 2. Schistosomula T. regenti migrujici jazykem kachny nakaZené alimentarné

cerkariemi, 12 hodin p.i. A, B: schistosomula na podélném fezu jazykem, H-E. C: schistosomula
z povrchu jazyka. ep epitel, Ip lamina propria, Sipka apikalni konec ¢erva
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Obrazek 3: Schistosomula T. regenti na roztlakovém preparatu 3. hrudniho nervu kachny
nakaZené alimentarné cerkariemi, 2 dny p.i. 1 apikalni konec schistosomuly, 2 pravdépodobné

stfevni obsah

Obrazek 4. Schistosomula T. szidati z plic alimentarné nakaZené kachny, 2 dny od nakazy.
A: celkovy pohled na schistosomulu. B: stievni vétev s pozfenou potravou. 1 apikalni konec

schistosomuly, 2 stievni vétev S pozienou potravou
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5.2.2 Alimentarni nakazy kachen hepatopankreaty infikovanych plza L. stagnalis

Migrace schistosomul motolice T. szidati byla studovana také v kachnach alimentarné
nakazenych hepatopankreaty plzii L.stagnalis obsahujicimi cerkarie T. szidati. Tyto nakazy byly
uskutecnény s cilem zjistit, zda se DH mize nakazit i po pozieni infikovaného mezihostitele.
Schistosomuly jsou v nakazenych kachnach schopné migrovat z jicnu zilni krvi do plic, kde se jich
veétsi pocet nachazi 3. den p.i. V jatrech schistosomuly nalezeny nebyly.

Tabulka 9.
hepatopankreaty infikovanych plzi L. stagnalis. den p.i. den po infekci, hod p.i. hodina po infekci,
X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul

Migrace schistosomul T. szidati v kachnach nakaZenych alimentarné

12hod p.i. | 1denp.i. | 2dnyp.i. | 3dnyp.i.
jicen XX X X 0
plice 0 0 X XX
jatra 0 0 0 0
celkem nalezenych schistosomul v
16/1 8/1 9/2 23/1
celkovém poctu nakaZenych kachen

5.2.3 Alimentarni nakazy mysi cerkariemi T. regenti a T. szidati

Migrace schistosomul T. regenti a T. szidati byla studovana i v nahodnych hostitelich, mysich,
nakazenych alimentarné cerkariemi. Nakazy mysi hepatopankreaty infikovanych plzi nebyly mozné
ani Pasteurovou pipetou, ani injek¢ni stiikackou s tenkou gumovou hadi¢kou, a nebyly proto
provedeny.

V jicnu nakazenych mysi se schistosomuly T. regenti nachazeji do 2 dni p.i. Nasledné migruji
mis$nimi nervy do michy, kterou invaduji 2. den p.i. V alimentarn¢€ nakazenych mysich se 5. den p.i.

vyskytuji i v mozku.

Tabulka 10. Migrace schistosomul T. regenti v mySich nakaZenych alimentarné cerkariemi.
den p.i. den po infekci, hod p.i. hodina po infekci, X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul, ,,X*

1-10 mrtvych schistosomul, n/a tdaje nejsou dostupné, T4 4. hrudni nerv.

6 hod p.i. |12 hod p.i.| 1denp.i. | 2dny p.i. | 5 dni p.i.
jicen XX XX XX 0 0
plice 0 0 0 X X
meziZeberni svalovina n/a n/a n/a n/a n/a
kréni mis$ni nervy 0 0 0 0 0
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hrudni miSni nervy 0 0 0 :'I')i‘:; 0

bederni mi$ni nervy 0 0 0 0 0

kréni micha 0 0 0 X X

hrudni micha 0 0 0 0 X

bederni micha 0 0 0 0 X

prodlouZena micha 0 0 0 0 X

mozecfek 0 0 0 0 0

optické laloky 0 0 0 0 0

hemisféry 0 0 0 0 0

celkem nalezenych schistosomul v

celkovém poctu nakaZenych mysi 1972 e 33 1313 12

Obrazek 5. Schistosomula T. regenti nalezena v hrudni miSe mysi nakaZené alimentarné 5 dni
p.i. A, B: ¢erv pozorovany svételnou mikroskopii. B: negativni snimek pro lep$i znazornéni stfevniho

obsahu. stf stievni vétev, Sipka apikalni konec schistosomuly

Schistosomuly T. szidati migruji v mySich nakazenych alimentarné¢ zjicnu, kde jsou
nachazeny do 1 dne p.i., do plic (vyskyt 2 — 3. den p.i.). V mySich 2. den p.i. invaduji také jatra.
Schistosomuly nalezené 2. den p.i Vjicnu mély prazdna stieva. Poziena potrava ve stfevech stejné

starych schistosomul z jater a plic se lisila.

Tabulka 11. Migrace schistosomul T. szidati v mySich nakaZenych alimentarné cerkariemi.

den p.i. den po infekci, hod p.i. hodina po infekci, X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul

6 hod p.i.

12 hod p.i.

1 den p.i.

2 dny p.i.

3dny p.i.

jicen

XX

XX

X

0

0
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plice 0 0 0 X X
jatra 0 0 0 X 0

celkem nalezenych schistosomul v
17/1 14/1 8/2 15/2 1/1

celkovém poctu nakaZenych mysi

Obrazek 6. OdlisSny sti‘evni obsah schistosomul T. szidati z riznych tkani myS$i nakaZenych
alimentarné cerkariemi, 2 dny p.i. A: schistosomula ze sliznice jicnu. B: schistosomula z plic.

C: schistosomula z jater. Sipka stievni vétev

5.2.4  Alimentarni nakazy mysi cerkariemi T. regenti zna¢enymi CFSE

Faze migrace, kdy schistosomuly T. regenti migruji perifernimi nervy nahodného hostitele,
byla zkoumana také na mySich (kmen BALB/C) nakazenych alimentarné cerkariemi znacenymi
pomoci fluorescenéniho CFSE. Ve tkani pitvanych organii tak bylo mozné schistosomuly snadné&ji
odliSit od okolnich objekt (napt. krevnich srazenin) a presnéji ur€it, kudy Cervi migruji. VSechny
schistosomuly nalezené v miSnich nervech (18 — 48 hodin p.i.) a mezizeberni svaloving (18. hodin p.i.)

mysi byly mrtvé.

Tabulka 12. Migrace schistosomul T. regenti v mySich nakaZenych alimentiarné cerkariemi
znatenymi CFSE. hod p.i. hodina po infekci, X 1-10 schistosomul, XX 11-50 schistosomul,
»X* 1-10 mrtvych schistosomul

18 hod p.i. | 20 hod p.i. | 24 hod p.i. | 30 hod p.i. | 48 hod p.i.
jicen XX XX X 0 X
plice 0 0 0 0 XX
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meziZeberni svalovina X

kréni miSni nervy

hrudni mi$ni nervy X »X

bederni miSni nervy

kréni micha

hrudni micha

bederni micha

ol O] ol o ol o| o
ol O Ol ol o oOo| ol o
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Obrazek 7. Porovnani svételné a fluorescenéni mikroskopie pfi pozorovani schistosomul uvnitf
5. hrudniho nervu mysi nakaZené alimentirné cerkariemi znacenymi pomoci CFSE. A, B: mrtva

schistosomula 1 den p.i. Svételna (A), resp. fluorescenéni (B), mikroskopie. Sipka schistosomula

5.2.5 Subkutanni nakazy mysi schistosomulami T. regenti znaéenymi CFSE

Ve snaze zjistit, zda se CFSE udrzi ve znagenych schistosomulach vyskytujicich se nékolik
dni uvnitt hostitele, byly provedeny subkutanni nakazy mysi schistosomulami transformovanymi in
Vivo a nasledné zna¢enymi pomoci CFSE. Dvé nakaZené mysi byly pitvané 5 dni p.i.; celkem bylo

nalezeno pouze 5 mrtvych schistosomul a od tohoto typu ndkaz bylo proto dale upusténo.
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5.2.6 Perkutanni nakazy mysi cerkariemi T. regenti zna¢enymi CFSE

Mysi byly perkutanné nakazeny cerkariemi znacenymi CFSE k posouzeni vlivu penetrace a
transformace cerkarii in vivo, a migrace schistosomul uvnit tkani mysi na silu signalu CFSE pri
pozorovani nalezenych cervl. Nékazy nejprve probihaly umisténim mysi do vody se
znacenymi cerkariemi. Vysledna piedstava o migraci schistosomul centralni nervovou soustavou tak
ale mohla byt ovlivnéna tim, Ze cerkariim bylo umoznéno penetrovat kiizi prednich i zadnich koncetin
mysi. Proto byly dale perkutanné nakazovany jen mysi v anestezii, kterym cerkarie mohly penetrovat
ktzi pouze jedné zadni koncetiny.

Pii pitvé dvou mysi, kterym cerkarie penetrovaly kizi vSech koncetin, byly v mise 5 dni p.i.
nalezeny 4 zivé schistosomuly a 9 zivych schistosomul 11 dni p.i. U 2 ze 3 mysi nakazenych v
anestezii se 2. a 3. den p.i. objevila paralyza penetrované koncetiny. Histologické zpracovani sedacich
nervu postizenych koncetin paralyzovanych mysi vSak nebylo provedeno spravné. V téchto mySich
bylo celkem nalezeno 7. den p.i. 14 schistosomul v miSe, 10. den p.i. 25 schistosomul v mise a
1 vmozku a 21. den p.i. 4 schistosomuly v miSe. Schistosomuly byly zivé a na penetracni zlazy byl

stale navazan CFSE.

5.3  Vyskyt bunééného infiltratu v jicnu a kiizi opakované nakaZenych hostiteli
Sledovani vyskytu bunééného infiltratu reagujiciho na pfitomnost motolic Trichobilharzia spp.
probéhlo hodnocenim histologickych ezl jicnu a klize imunizovanych kachen a mysi nakazenych

alimentarni nebo perkutanni cestou.

5.3.1 Vyskyt bunééného infiltratu v kachnach opakované nakazenych motolici T. regenti

Pro tyto pokusy byly kachny nakazeny celkem 2x nebo 4x. V jicnu a kiizi kachen nakazenych
2x, a také v hrudni ¢asti jicnu kachen nakazenych 4x nebyli nalezeni zadni Cervi. Na fezech jicnt 4x
nakazenych kachen byly schistosomuly vzacné nalezeny v poctech nékolik jedincu, a to jen v
jejich kréni ¢asti. Na stejnych fezech byla 1. i 2. den p.i. v epitelu pozorovana nekroticka ohniska a
také bunécny infiltrat vyskytujici se v Ilamina propria nezavisle na pritomnosti parazita anebo
Vv blizkosti neporusenych ¢ervi. Tento infiltrat nebyl z ¢asovych divodu blize charakterizovan.

V kizi 4x nakazenych kachen byla 1. i 2. den p.i. pozorovana hojici se/jiz zahojena tkan
Vv tésné blizkosti schistosomul. Schistosomuly nalezené po 4. infekci byly jak zivé, tak mrtvé. Kolem
zivych 1 mrtvych schistosomul byl 1. i 2. den p.i. nashromazdén rozsahly bunécny infiltrat tvofeny
pfedevsim granulocyty s malym podilem makrofagi. Typ pfitomnych leukocytli nebyl z casovych

duvodu bliZe urcen.
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Obriazek 8. Bunééna imunitni odpovéd’ proti T. regenti v kréni ¢asti jicnu 4x nakaZené kachny,

v 7w .

1 den p.i. pri¢né fezy jicnem, H-E. A: jicen nenakazené kachny. B: schistosomula na rozhrani
epitelu a lamina propria s pfitomnym bunéénym infiltratem. C: schistosomula v blizkosti buné¢ného
infiltratu s neposkozenym tegumentem. D: nekrotické lozisko v epitelu pravdépodobné zpiisobené
migrujicim ¢ervem a bunéény infiltrat pritomny v |. propria. ep epitel, go glandulae oesophageales,

Ip I. propria, 1 schistosomula, 2 nekrotické lozisko
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Obrazek 9. Bunééna imunitni odpovéd’ proti T. regenti v kaZi 4x nakaZené kachny, 1 den p.i.,

pri¢né Fezy kuzi, H-E. A: kiize nenakazené kachny. B, C: ziva schistosomula mezi vrstvami stratum
germinativum a corium obklopené bunéénym infiltritem. D, E: mrtvy Cerv na rozhrani vrstev S.
germinativum a corium obklopeny bunécnym infiltratem v blizkosti jizvy vzniklé pravdépodobné

nasledkem penetrace cerkarie. SC S. corneum, sg s. germinativum, co corium, Sipka cerv
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5.3.2  Vyskyt bunééného infiltratu v mysich opakované nakazenych motolici T. szidati

Na tezech tkani nakazenych mysi byly schistosomuly v porovnani stezy kachnich tkani
nachazeny snaze. Alimentarni infekce mysi, u které byly vynechany prvni 2 nakazy, se ale nepovedla.
Schistosomuly byly 1 den p.i. v jicnu mysi nakazenych 4x nachazeny neposkozené, ackoli se v jejich
okoli hromadily bunky imunitniho systému — ptedevs§im granulocyty. V lamina propria jicnt 4x

nakazenych mysi byla pfitomna zanétliva granulomatézni loziska a hemorhagie.

Obrazek 10. Bunééna imunitni reakce proti T. regenti v kuZi mysi, pri¢né Fezy, H-E.

A: nenakazené mysSi. B: vertikdlné migrujici schistosomula na v kuzi 4x nakazené mysi.
C: horizontalné migrujici schistosomula v ki 2x nakazené mysi. D: schistosomula ve vrstvé stratum
germinativum k0ze 4x nakazené myS$i obklopené granulomatéznim bunéénym infiltratem.

ca cartillago, co corium, gs glandula sebacea, inf bunéény infiltrat, sg s. germinativum, Sipka ¢erv
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Obrazek 11. Bunééna imunitni reakce proti T. regenti v jicnu mysi 1 den p.i., pfi¢né fezy, H-E.

A: jicen nenakazené mysi. B: schistosomula invadujici corium naivni mysi. C: jicen 4x infikované
mysi s bunéénym infiltratem v lamina propria obklopujicim schistosomulu. D: granulomatozni 1éze
s hemorhagii  vepitelu jicnu 4x nakazené mySi vzniklda pravdépodobné prunikem
cerkarii/schistosomul. ep epitel, Ip lamina propria, mm muscularis mucosae, 1 schistosomula,

2 granulomatézni 1éze
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Kize mysi penetrovana cerkariemi pfi posledni nakaze byla oproti nepenetrované kuzi 1 den
p.i. napadné zarudla a otekld. V kiizi mysi infikovanych pouze 2x byly schistosomuly 1 den p.i.
nachazeny ve vrstvé stratum corneum. Schistosomuly touto vrstvou migrovaly horizontalné¢ a
zanechavaly za sebou tunel vyplnény bunéénym infiltratem. Na fezech kiize mysi infikovanych 4x
bylo okoli schistosomul (resp. s. germinativum) siln¢ infiltrovano zanétlivymi bufikami s pievahou
granulocytll. Schistosomuly se Casto nachazely v blizkosti penetrovaného mista a migrovaly vertikalné

hloubgji do vrstvy corium, ktera byla napadné natekla.

5.4  Penetrace cerkarii in vitro

Schistosomuly byly po penetraci kachni kiize a jicnu cerkariemi in vivo na histologickych
fezech nachazeny jen vzacné. Casna fize migrace schistosomul, tedy prvni 3 hodiny od penetrace, a
vyprazdinovani jejich penetraénich zZlaz proto byly studovany na tkanich penetrovanych cerkariemi in

vitro.

5.4.1 Casna faze migrace T. regenti kachni kiiZi a jicnem

Na histologickych fezech kiize byly pozorovany cerkarie penetrujici tkan spole¢né (nejcastéji
vV poctu 2 — 4 cerkarii) vjednom misté. Cerkarie s neodhozenymi ocasky byly ve stratum corneum
nachdzeny vyjimecné. Cerkarie/schistosomuly nejprve v kazi migrovaly horizontalné vrstvou s.
corneum. K invazi vrstev kiize lezicich dal od povrchu dochazelo vertikalnim sto¢enim apikalniho
konce t€la a jeho zanofenim hloubéji. Pfedev§im prvnich 30 minut p.p. se schistosomuly ¢asto
vyskytovaly na rozhrani vrstev s. corneum a s. germinativum. V corium se prvni ¢ervi vyskytovali jiz
30 minut p.i., ale jejich vétsi pocet byl v této vrstvé nachazen 3 hodiny p.i. Migrujici schistosomuly
nebyly tésné obklopeny tkani hostitele, ale mély kolem sebe prazdny prostor.

Béhem prvnich 3 hodin od invaze jicnu se vétSina cerkarii/schistosomul zdrzovala ve vrchnim
epitelu, ktery byl jejich migraci poskozen. Asi jedna polovina ¢ervii méla stale neodhozené ocasky i
3 hodiny od zacatku penetrace. Cerkarie/schistosomuly byly ziidka nachazeny v té€sné blizkosti. Na
fezech jicnu byly béhem prvnich 3 hodin p.p. nejcastéji nachazeny v horizontalni poloze a jen

vyjimeéné v tuto dobu dochézelo k pruniku ¢ervi do lamina propria.

47



Obrazek 12. Invaze jicnu kachny cerkariemi T. regenti, pii¢né fezy, H-E. A: nepenetrovany jicen.

B: cerkarie T. regenti s neodhozenym ocaskem ve vrchni epitelové vrstvé 3 hodiny p.p. C: detail
pripojeni neodhozeného ocasku k télu cerkarie, 3 hodiny p.p. 1 télo cerkéarie, 2 apikalni konec cerkarie,

3 ocasek
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Obrazek 13. Migrace motolice T. regenti kazi kachny prvni 3 hodiny od penetrace, pri¢né rezy,

H-E. A: nepenetrovana kiize. B: penetrace kiize 2 cerkariemi 0,5 hodiny p.p. C: schistosomuly na
pti¢ném fezu kuzi 1 hodinu p.p. D: schistosomula invadujici corium 3 hodiny p.i. sc stratum corneum,

sg S. germinativum, co corium, 1 apikalni konec ¢erva, 2 misto penetrace kiize cerkariemi
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Graf 1. Migrace schistosomul T. regenti kachni kiizi (A) a jicnem (B) penetrovanych cerkariemi
in vitro. * vyznamny rozdil v rozloZeni schistosomul mezi jednotlivymi vrstvami tkané¢ béhem 3 hodin
po penetraci, testovany byly najednou ¢asové intervaly 0,5, 1 a 3 hodin p.p., hod pp hodina po

penetraci
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Graf 2. Odhozeni ocaskii béhem invaze kiiZe a jicnu kachny cerkariemi béhem
3 hodin od penetrace. * vyznamny rozdil v po¢tu neodhozenych ocaskl v jicnu a kuzi

testovanych soucasné pro interval 0,5; 1 nebo 3 hodiny, hod pp hodina po penetraci
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Graf 3. Poloha téla T. regenti po penetraci kachni kiZe a jicnu béhem 3 hodin od
penetrace. hod pp hodina po penetraci
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T. regenti. hod pp hodina po penetraci

5.4.2 Vyprazdiiovani penetra¢nich Zlaz béhem ¢asné faze migrace T. regenti

Vyprazdiiovani penetracnich zlaz cerkarii a schistosomul T. regenti béhem prvnich 3 hodin
invaze kachniho jicnu a kiize bylo studovano na celych schistosomulach. Schistosomuly byly ziskany
z tkani inkubovanych s cerkariemi 0,5, 1 nebo 3 hodiny. Z téchto tkani byly rovn&z zhotoveny
histologické fezy, jejichz barvenim, resp. znaCenim, byla doplnéna predstava o prubehu sekrece

acetabularnich zlaz.

5.4.2.1 Znaceni parafinovych fezii lektiny

Mnozstvi sekre¢nich produktti vylouc¢enych zjednotlivych typl penetrac¢nich zlaz béhem
prvnich 3 hodin migrace cerkarii/schistosomul bylo detekovano na histologickych fezech znacenych
fluorescen¢nimi lektiny RCA-I nebo PNA. Tyto lektiny byly z 8 testovanych lektinii vybrany podle
toho, na jaky typ acetabularnich zlaz se vazaly (viz tabulka 13). Lektiny se vazaly bud’ pouze na PA
zlazy (lektiny PNA, PSA, ConA, WGA, STL) nebo na CA i PA Zlazy najednou (lektiny LTA, UEA-I,
RCA-I).
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Tabulka 13. Znadeni acetabularnich Zlaz cerkarii T. regenti pomoci lektinu.

PA postacetabularni, CA cirkumacetabularni

Lektin Typ znacenych 7Zlaz Sila reakce
PNA PA silna
PSA PA slaba
ConA PA silna
LTA CAiPA slaba

UEA-I CAiPA silna

RCA-I CAiPA silna

WGA PA silna
STA PA slaba

Na fezech penetrovanou kuzi byly pozorovany cerkarie béhem spoleéné penetrace jednoho
mista. Tyto cerkarie byly svymi exkrecné-sekrecnimi produkty obklopeny ze vSech stran. Z ezl
penetrované kuize znacené lektinem PNA, ne vSak RCA-I, bylo dale patrné, ze cerkarie/schistosomuly
intenzivné vyprazdiovaly penetraéni zlazy nejen 30 minut p.p., ale i 60 minut p.p. Vyprazdnéni zlaz
vétsiny schistosomul bylo 3 hodiny od zacatku penetrace ukonceno, kolem nékterych ¢ervi ale bylo
nalezeno malé mnozstvi sekretti i v tuto dobu.

Exkreéné-sekreéni produkty ¢ervii invadujicich jicen byly na histologickych fezech nachazeny
vV malém mnozstvi, a to vétSinou pouze 30 minut od penetrace. Penetracni zlazy Cervi v jicnu nebyly
mnohdy vyprazdnény ani po 3 hodinach od penetrace. Dva Cervi nalezeni na fezech jicnem vytvotily
svou migraci vrchnim epitelem tunel, ktery byl po znaéeni lektiny vyplnén fluorescencnim signalem

(viz obrazek 18).
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Obrazek 14. Znaleni penetracnich Zlaz cerkarii T. regenti pomoci fluorescenénich lektin.
A, C: acetabularni Zlazy cerkarie T. regenti. B: postacetabularni zlazy cerkarie znacené lektinem PNA.
D: cirkumacetabularni a postacetabularni zlazy cerkarie znacené lektinem RCA-I. 1 postacetabularni

Zlazy, 2 cirkumacetabularni Zlazy, 3 acetabulum
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Graf 5. Mnozstvi ESP pritomnych v okoli ¢ervii béhem 3 hodin od invaze jicnu nebo kuzZe
kachny cerkariemi T. regenti, znaceni rfezii lektinem RCA-I. * vyznamny rozdil v mnozstvi sekretl
nalezenych v okoli cerkarii/schistosomul v kachnim jicnu a kuzi, testovany byly zminéné tkané

soucasné pro Casové intervaly 0,5; 1 nebo 3 hodiny od penetrace (A), resp. kazda tkan zvlast

v ¢asovych intervalech 0,5; 1 a 3 hodiny p.p. (B). hod pp hodina po penetraci
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Graf 6. MnoZstvi ESP vyprazdiiovanych béhem 3 hodin od invaze jicnu nebo kiize kachny
cerkariemi T. regenti, znaceni Fezli lektinem PNA. * vyznamny rozdil v mnozstvi sekretl
nalezenych v okoli cerkarii/schistosomul v kachnim jicnu a kiizi . Testovany byly tyto tkané soucasné
pro ¢asové intervaly 0,5; 1 nebo 3 hodiny od penetrace (A), resp. kazda tkan zvlast v ¢asovych
intervalech 0,5; 1 a 3 hodiny p.p. (B). hod pp hodina po penetraci

56



Obriazek 15. Sekrece ESP béhem invaze kiize kachny cerkariemi motolice T. regenti a nasledné

migrace 3 hodiny p.p., priéné iezy, znaceni lektinem RCA-l. A: nepenetrovana kuze.
B: intenzivni vyprazdiovani acetabularnich Zlaz béhem penetrace kiize skupinou cerkarii 30 minut
p.p. C: migrujici schistosomula zanechavajici za sebou ESP 1 hodinu p.p. D: migrace vrstvou stratum
germinativum bez ptispéni ESP 3 hodiny p.p. SC S. corneum, sg S. germinativum, co corium,

esp exkre¢né-sekre¢ni produkty, 1 schistosomula, 2 apikalni konec Cerva, 3 acetabularni zlazy
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Obriazek 16. Sekrece ESP béhem invaze kiize kachny cerkariemi motolice T. regenti a nasledné

migrace 3 hodiny p.p., priéné fezy, znacfeni lektinem PNA. A: nepenetrovana kuze.
B: naruseni vrstvy stratum corneum ESP penetrujici cerkarie 30 minut p.p. C: migrujici schistosomula
zanechavajici za sebou ESP 1 hodinu p.p. D: schistosomula invadujici corium bez piispéni ESP
3 hodiny p.p. sc s. corneum, sg S. germinativum, co corium, esp exkrecné-sekre¢ni produkty,

1 schistosomula, 2 apikalni konec ¢erva, 3 acetabularni zlazy
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Obrazek 17. Sekrece ESP béhem invaze jicnu kachny cerkariemi motolice T. regenti a nasledné

migrace 3 hodiny p.p., priéné fFezy, znaceni lektinem RCA-l. A: nepenetrovany jicen.
B: minimum ESP vyloucenych cerkarii s neodhozenym ocaskem v povrchovém epitelu jicnu
0,5 hodiny p.p. C: ¢Cerv bez ocasku migrujici bez sekrece ESP v povrchovém epitelu jicnu 1 hodinu
p.p. D: <¢erv invadujici lamina propria 3 hodiny p.p. ep epitel, Ip | propria,

1 schistosomula, 2 apikalni konec ¢erva, 3 sekre¢ni soustava, 4 ocasek, 5 ESP
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Obrazek 18. Sekrece ESP béhem invaze jicnu kachny cerkariemi motolice T. regenti a nasledné

migrace 3 hodiny p.p., pfi¢né Fezy. A: nepenetrovany jicen. B: schistosomula pronikajici epitelem
jicnu bez pfitomnych ESP 0,5 hodiny p.p., znaceni lektinem PNA. C, D: cerkarie/schistosomula
migrujici epitelem jicnu s ESP zanechanymi za sebou v tunelu 3 hodiny p.p., barveni H-E (C), resp.
znaceni lektinem PNA (D). ep epitel, Ip lamina propria, esp exkre¢né-sekreéni produkty, 1 Cerv,

2 apikalni konec Cerva, 3 ocasek, 4 sekrecni soustava

5.4.2.2 Imunohistochemické znaceni Fez

Piitomnost katepsinu B2 motolice T. regenti (TrCB2) na histologickych fezech
cerkarii/schistosomul migrujicich invadovanym jicnem a kazi kachen byla zjistovana
imunohistochemicky. Ziskana data byla nasledné porovnana. Pro nedostate¢né mnozstvi primarnich
protilatek vSak nebyly nasbirané vysledky hodnoceny statisticky. Provedené kontrolni inkubace
parafinovych i JB-4 Plus fezd s negativnim mysim sérem a sekundarnimi protilatkami, a dale fezd bez
primarnich i sekundarnich protilatek potvrdily specifitu primarnich protilatek proti TrCB2. Na JB-4

Plus fezech se TrCB2 vazal na PA Zlazy cerkarii.
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Na histologickych fezech kuize byl katepsin B2 pozorovan 30 minut po penetraci v mistech,
kde byla tkan poskozena penetrujicimi ¢ervy. Mezi 30 minutami a 3 hodinami od zacatku penetrace
schistosomuly migrovaly horizontaln¢; 1 hodinu p.p. byly obklopeny TrCB2, ktery vyplioval tunel
v narusené tkani. S postupujicim Casem mnozstvi TrCB2 ubyvalo a 3 hodiny p.p. zistaval signal

dokladajici pritomnost TrCB2 v tunelu za Cervy, ktefi dal migrovali jiz bez sekrece TrCB2.

Obrazek 19. MnoZstvi TrCB2 detekované pomoci protilatek proti TrCB2 béhem penetrace
cerkarii T. regenti a prvnich 3 hodin migrace schistosomul kachni kiZi, p¥i¢né fezy.
A nepenetrovana ktize. B: TrCB2 v okoli nékolika cerkarii penetrujicich jedno misto kiize 30 minut
p.p. C: tunel vyplnény TrCB2, ktery je sekretovan cervem migrujicim na rozhrani vrstev S. corneum a
s. germinativum 1 hodinu p.p. D: schistosomula migrujici na rozhrani vrstev S. corneum a
S. germinativum jiz s vyprazdnénymi penetracnimi zlazami 3 hodiny p.p. SC S. corneum,
sg s. germinativum, co corium, esp exkrecné-sekre¢ni produkty, 1 schistosomula, 2 apikalni konec

cerva, 3 acetabularni zlazy
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Mnozstvi TrCB2 detekovaného na fezech jicnem, kterym migrovaly cerkarie/schistosomuly,
se od situace na fezech kazi liSilo. Na fezech jicnu byl katepsin B2 pfitomen jen ve velmi malém

mnozstvi nebo vibec, a to po celé 3 hodiny od zacatku penetrace.

Obrazek 20. MnoZstvi TrCB2 detekované pomoci protilatek proti TrCB2 béhem penetrace
cerkarii T. regenti a prvnich 3 hodin migrace schistosomul kachnim jicnem, pFi¢né rezy.
A: nepenetrovany jicen inkubovany s pozitivnim sérem. B, C: ¢erv migrujici povrchovym epitelem
jicnu 30 minut p.p., inkubace fezu s negativnim (B), resp. pozitivnim (C), my$im sérem. ep epitel, Ip

lamina propria, 1 ¢erv, 2 apikalni konec ¢erva, 3 exkre¢né-sekre¢ni produkty
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Obrazek 21. Imunodetekce TrCB2 v postacetabularnich Zlazach na JB-4 Fezech cerkarii.
A: kontrolni inkubace s negativnim sérem, B: inkubace s pozitivnim sérem. paz postacetabularni

zlazy

5.4.2.3 Barveni schistosomul alizarinem

Na schistosomulach, které byly ziskany z cerkariemi penetrovaného jicnu nebo kize a které
byly nasledné barveny alizarinem, bylo pozorovano vyprazdiovani cirkumacetabularnich zlaz. Bunky
téchto zlaz bylo diky fluorescenéni mikroskopii mozné jasné rozliSit na dvé Casti — anteriorni a
posteriorni. Potadi vyprazdnovani jednotlivych ¢asti CA zlaz bylo variabilni, ale vétSina schistosomul
v k@zi i jicnu vyloucila nejprve sekreni produkty posteriorni ¢asti zldz (béhem prvni hodiny po
penetraci), a teprve potom té anteriorni (mezi 1. a 3. hodinou p.p.). Tii hodiny po penetraci byly

sekre¢ni produkty nachazeny pouze ve vyvodech bunék tvotici Zlazy ¢ervi (viz obrazek 22).
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Obrazek 22. Poradi vyprazdiiovani cirkumacetabularnich Zlaz cerkarii, resp. schistosomul T.

regent, barveni alizarinem. A: CA zlazy kontrolni cerkarie. B: sekretované posteriorni CA zlazy
¢erva zjicnu kachny 30 minut p.p. C: Cerv z kiize kachny s vyprazdnénymi posteriornimi, ale stale
plnymi anteriornimi CA Zlazami 1 hodinu p.p. D: €erv z jicnu kachny s vyprazdnénymi posteriornimi i
anteriornimi CA Zlazami, ktery ma ve vyvodech téchto zlaz stale pfitomné sekrecni produkty 3 hodiny

p.p. ac acetabulum, acz anteriorni CA zlazy, pcZ posteriorni CA Zlazy
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Graf 7. Sekrece anteriorni ¢asti CA Zlaz T. regenti barvenych alizarinem v kachni kiiZi a jicnu
béhem penetrace a 3 hodiny po ni. * vyznamny rozdil, testovani byli cervi z kiize a jicnu najednou

po Casovych intervalech 0,5;1 nebo 3 hodiny od penetrace, hod pp hodina po penetraci
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Graf 8. Sekrece anteriorni ¢asti CA Zlaz T. regenti barvenych alizarinem v kachni kiiZi a jicnu
béhem penetrace a 3 hodiny po ni. * vyznamny rozdil, testovani byli ¢ervi z kazdé tkané jednotliveé v

¢asovych intervalech 30, 60 a 180 minut, hod pp hodina po penetraci
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Graf 9. Sekrece posteriorni ¢asti CA zZlaz T. regenti barvenych alizarinem v kachni kiiZi a jicnu
béhem penetrace a 3 hodiny po ni. * vyznamny rozdil, testovani byli cervi z kiize a jicnu najednou
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Graf 10. Sekrece posteriorni ¢asti CA Zlaz T. regenti barvenych alizarinem v kachni kiiZi a jicnu
béhem penetrace a 3 hodiny po ni. * vyznamny rozdil, testovani byli ¢ervi z kazdé tkané jednotliveé v

¢asovych intervalech 0,5,1 a 3 hodin p.p., hod pp hodina po penetraci
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5.4.2.4 Barveni schistosomul lithium-karminem

Sledovani ¢asového pribéhu vyprazdnovani postacetabularnich zlaz béhem 3 hodin po
penetraci bylo provedeno na cervech barvenych lithium-karminem. Tito Cervi byli ziskani z kachni
kize a jicnu penetrovanych cerkariemi. Vétsina Cervi z kiize i jicnu méla PA zlazy vyprazdnéné jiz

30 minut p.p.

A

Obrizek 23. Casovy pribéh vyprizdnéni postacetabulirnich 71az motolice T. regenti béhem
3 hodin p.p. cerkarii. A: Cerv z penetrované kiuze kachny s nevyprazdnénym obsahem PA zlaz
30minut p.p. B: ¢&erv vprocesu vyprazdiovani PA Zzlaz nalezeny vkuzi 1 hodinu p.p.
C: Cerv z kachniho jicnu s vyprazdnénymi PA Zlazami 3 hodiny p.p. paZ postacetabularni zl1azy, Sipka

vyvody PA Zlaz
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Graf 11. Vyprazdiovani postacetabularnich Zlaz cerkarii/schistosomul T. regenti béhem prvnich

3 hodin od penetrace, barveni lithium-karminem. hod pp hodina po penetraci

5.4.25 Barveni schistosomul apomorfinem

Poznatky o vyprazdiiovani CA a PA zlaz schistosomul barvenych alizarinem a lithium-
karminem byly rozSifeny o data, ktera byla ziskana po barveni cervii apomorfinem. Z
potizenych fotografii acetabularnich zlaz bylo mozné stanovit poradi vyprazdiovani CA a PA zlaz u
vétSiny Cervl: nejdiive se vyprazdni sekrety PA zlaz (do 30 minut p.p.), nasledné posteriorni (zacatek
vyprazdnovani béhem prvnich 30 minut p.p.) a nakonec i anteriorni ¢asti CA Zzlaz (vyprazdnéni mezi
1 a 3 hodinami p.p., viz obrazek 24). Tti hodiny od penetrace byly sekre¢ni produkty acetabularnich

zlaz nachazeny pouze ve vyvodech bunék, které tvofi penetracni zlazy.
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Obriazek 24. Pribéh vyprazdnéni acetabularnich Zlaz motolice T. regenti barvené apomorfinem
béhem 3 hodin od penetrace cerkarii. A: cerkarie s plnymi Zlazami. B: Cerv z jicnu s vyprazdnénym
obsahem PA Zlaz a posteriornich CA zlaz 30 minut po penetraci. C, D: schistosomuly z kachni kiize
s vyprazdnénymi PA i CA zlazami 1 hodinu (C), resp. 3 hodiny (D) od penetrace. 1 PA sekreéni
soustava, 2 anteriorni CA zlazy, 3 posteriorni CA Zlazy, 4 vyvody bun¢k CA zlaz
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Graf 12. Sekrece cirkumacetabularnich (A) a postacetabularnich (B) Zlaz cerkarii/schistosomul
T. regenti z kachni kiiZe a jicnu béhem 3 hodin od penetrace, barveni ¢ervi apomorfinem. *
vyznamny rozdil, testovana byla kazda tkan jednotlivé v ¢asovych intervalech 0,5, 1 a 3 hodiny p.p.,
hod pp hodina po penetraci
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5.4.3 Statistické vyhodnoceni
Casovy pribéh migrace kachni kdzi a jicnem penetrovanych in vitro, a dynamika
vyprazdinovani penetracnich zlaz schistosomul T. regenti byly statisticky vyhodnoceny. Pomoci

vysledné p-hodnoty pak byly uréeny vyznamné rozdily (viz tabulka 14).

Tabulka 14. Statistické vyhodnoceni migrace a vyprazdiiovani penetracnich Zlaz T. regenti
béhem prvnich 3 hodin migrace. Zluté jsou zvyraznény p-hodnoty vyznamnych rozdila. H-E
hematoxylin-eozin, L-K lithium-karmin, ESP exkre¢né-sekre¢ni produkty, RCA-I lektin z

Ricinus communis, PNA lektin z Arachis hypogaea. CA cirkumacetabularni, PA postacetabularni

Testovano Chi-kvadrat testem
. Vysledna
(Cervi z vybrané tkané + délka doby Poznamka

. . p-hodnota
inkubace v hodinach)

Migrace schistosomul tkani po penetraci

kize, 0,5 + kize, 1 + kize, 3 0,0001 v porovnani s jicnem je migrace ervl
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,0536 hloubgji do kiize rychlejsi

Poloha téla schistosomuly (H-E)

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,7276
kaze, 1 + jicen, 1 0,6748
kaze, 3 + jicen, 3 0,5404

kaze, 0,5 + kuze, 1 + kize, 3 0,8979
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,1164

Pocet schistosomul s neodhozenym ocaskem (H-E)

kiaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,0001
: vice schistosomul s neodhozenym ocaskem je
ktize, 1 + jicen, 1 0,0001 o
oproti kuizi v jicnu
kaze, 3 + jicen, 3 0,0001
kize, 0,5 + kuze, 1 + kize, 3 0,3638
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,4269
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Testovano Chi-kvadrat testem
(Cervi z vybrané tkan¢ + délka doby

inkubace v hodinach)

Vysledna
p-hodnota

Poznamka

Pocet schistosomul penetrujicich tkan ve skupiné

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,3894
kaze, 1 + jicen, 1 0,6876
kaze, 3 + jicen, 3 0,9999

kuze, 0,5 + kuze, 1 + kuze, 3 0,1113
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,2271

Mnozstvi ESP znadenych RCA-I v okoli schistosomul

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,0178
: vice uvolnénych ESP se v okoli cervii
kiize, 1 + jicen, 1 0,0103 i _ )
vyskytuje v kiizi nez v jicnu
kaze, 3 + jicen, 3 0,0500
kuze, 0,5 + kuze, 1 + kuze, 3 0,0009 po penetraci dochazi béhem prvnich 3 hodin
ke sniZzeni mnozstvi uvolnénych ESP
jicen, 0,5 + jicen, 1 +jicen, 3 0,0001

nalezenych v okoli ¢ervl

MnoZzstvi ESP znacenych PNA v okoli schistosomul

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,0001
: vice uvolnénych ESP se v okoli ¢ervii
kiize, 1 + jicen, 1 0,0001 i _ )
vyskytuje v kiizi nez v jicnu
kaze, 3 + jicen, 3 0,3554
kuze, 0,5 + ktze, 1 + kuze, 3 0,0001 po penetraci dochazi béhem prvnich 3 hodin
ke sniZzeni mnozstvi uvolnénych ESP
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,0002

nalezenych v okoli ¢ervii

Vyprazdiiovani anteriorni ¢asti CA Zlaz schistosomul barvené alizarinem

kiaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,0098 zlazy vyprazdni vice Cervi v kiizi nez v jicnu
ktze, 1 + jicen, 1 0,9999
kize, 3 + jicen, 3 0,0114 zlazy vyprazdni vice ¢ervll v klizi nez v jicnu
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Testovano Chi-kvadrat testem
(Cervi z vybrané tkan¢ + délka doby

inkubace v hodinach)

Vysledna
p-hodnota

Poznamka

Vyprazdiiovani anteriorni ¢asti CA Zlaz

schistosomul barvené alizarinem

kuze, 0,5 + kuze, 1 + kuze, 3

0,0235

k vyprazdnéni 714z vétSiny ¢ervii dochazi

b&hem 30 minut p.p.

jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3

0,6269

Vyprazdiovani posteriorni ¢asti CA zlaz schistosomul barvené alizarinem

kiaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,1287
kaze, 1 + jicen, 1 0,2839
kaze, 3 + jicen, 3 0,0056 zlazy vypréazdni vice cerva v klizi nez v jicnu
k vyprazdnéni z14z vétSiny Cervii dochazi
kize, 0,5 + kuze, 1 + ktze, 3 0,0051 ]
béhem 30 minut
) ) . k vyprazdnéni z14z vétSiny Cervl dochazi
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,0241

béhem 30 minut p.p.

Vyprazdiovani PA Zlaz schistosomul barvenych L-K

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,2340
ktze, 1 + jicen, 1 0,7174
kaze, 3 + jicen, 3 0,6009

kuze, 0,5 + kuze, 1 + kuze, 3 0,9570
jicen, 0,5 + jicen, 1 +jicen, 3 0,3663

Vyprazdiiovani CA Zlaz schistosomul barvenych apomorfinem

kaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,1922
ktze, 1 + jicen, 1 0,7659
kaze, 3 + jicen, 3 0,8749
kuze, 0,5 + kaze, 1 + kuze, 3 0,0001 po penetraci nartista pocet ¢ervii s prazdnymi
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,0106 zlazami s prib&hem Casu
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Testovano Chi-kvadrat testem
. Vysledna
(Cervi z vybrané tkan¢ + délka doby Poznamka
) . p-hodnota
inkubace v hodinach)

Vyprazdiiovani PA Zlaz schistosomul barvenych apomorfinem

kiaze, 0,5 + jicen, 0,5 0,8219
kaze, 1 + jicen, 1 0,9119
kaze, 3 + jicen, 3 0,9119
po penetraci nariista pocet ¢ervii s prazdnymi
kize, 0,5 + kuze, 1 + ktze, 3 0,0217 )
zldzami s pribéhem cCasu
jicen, 0,5 + jicen, 1 + jicen, 3 0,0576

5.5  Proteolytické $tépeni mucini

Stanovenim proteolytické aktivity TrCB2 proti vybranym mucinim bylo zji§téno, zda
motolice T. regenti pronikda mucinovym hlenem kryjicim sliznici jicnu mechanicky nebo pomoci
katepsinu B2. Koncentrace TrCB2 v citrat-fosfatovém pufru (zasobniho roztok) byla stanovena na
1,30 g/ul.

5.5.1 Stanoveni proteolytické aktivity TrCB2

Proteolyticka aktivita roztoku TrCB2 byla uréena dle degradace komeréniho substratu.
Substratovou doménu AMC stépil TrCB2 ochotné. Katepsin B2 byl také béhem 1 hodiny schopny
proteolyticky degradovat i MBP (,,myelin basic protein©). K ¢aste¢né degradaci MBP doslo i

katepsinem B2 inhibovanym pomoci E-64 (inkubace ptes noc), jak ukazuje obrazek 25.
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Graf 13. Stanoveni proteolytické aktivity TrCB2 (vysledna koncentrace 1 ug/pl) $tépenim
domény AMC komer¢niho substratu. Graf znazorfiuje aritmetické priméry hodnot ze dvou

opakovani. rfu ,relative fluorescent unit

Obrazek 25: Separace §tépi MBP inkubovaného s TrCB2 pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
A: markery. B: inkubace 1 hodinu vroztoku s DTT. C: inkubace 3 hodiny vroztoku sDTT.
D: inkubace pies noc v roztoku DTT. E: inkubace pies noc v roztoku s E-64. F: MBP bez TrCB2.
1 prouzek katepsinu B2, 2 myelinovy prouzek
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5.5.2 Dot bloty
Aktivita TrCB2 proti mucinim byla zkoumana inkubaci této peptidazy se substratovymi gely.
Substratové gely obsahujici muciny typu I nebo III nebyly na rozdil od kontrolni Zelatiny katepsinem

B2 motolice T. regenti proteolyticky degradované ani po inkubaci pies noc (viz obrazek 26).

A &

7

Obrazek 26: Proteolyticka aktivita TrCB2 proti mucinim, barveni Coomassie pomoci Briliant

Blue R-250. A, B: inkubovany substratovy gel obsahujici mucin typu I (A), resp. III (B), s TrCB2.
C: inkubovany kontrolni Zelatinovy gel s TrCB2. cb misto naneseni kapky s katepsinem B2,

Sipka misto po naneseni kontrolni kapky vody
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6. DISKUZE

Migrace télem DH patii k dilezitym aspektiim zivotnich cyklt schistosom vé. Trichobilharzia
spp. Tato prace se zabyva migraci neurotropni T. regenti a visceralni T. szidati v definitivnich a
ndhodnych hostitelich nakazenych alimentarné, a zaméfuje se na migraci schistosomul z travici
soustavy (jicnu) b&hem casné faze infekce. Pokusy provedené v ramci této prace navazuji na
ptedchozi vyzkum K. Blazové (nepublikovano), ktera se zabyvala migraci T. regenti kachnami

nakazenymi alimentarné cerkariemi ¢i hepatopankreaty infikovanych plzu R. lagotis.

6.1 Alimentarni nakazy kachen motolici T. regenti

Nalezy schistosomul ve stén€ tstni dutiny, v jazyce, hltanu a jicnu svédc¢i o tom, Ze cerkarie T.
regenti mohou nakazit DH nejen ve vn&jSim prostiedi, ale Ze zlstavaji infekéni i uvnité DH.
Nejdistalngjsim organem ve sméru od ustni dutiny, kde by teoreticky mohly cerkarie uspésné
penetrovat sténu travici trubice, je proventrikulus — svalnaty zaludek, ale Blazova (nepublikovano)
v zalude¢ni sténé Cervy nikdy nenalezla. Pokud by cerkarie byly schopné v ustni duting, jazyce, hltanu
a jicnu nalézt hlavové nervy inervujici tyto tkané (nervus glossopharyngeus, n. hypoglosseus, n.
accessorius, n. trigeminus, n. vagus), domnivame se, Ze by se v mozku mély objevit diive nez 2. den
p.i., kdy se Cervi jiZ nachazeji v miSe. V nasi praci jsme se migraci schistosomul hlavovymi nervy do
mozku nezabyvali, ale tuto hypotézu nepfimo podporuji vysledky Blazové (nepublikovano), ktera
schistosomuly v mozku alimentarné nakaZzenych kachen nepozorovala ani 3. den p.i. Do michy by
schistosomuly T. regenti mohly z jicnu migrovat parasympatickymi a sympatickymi mi$nimi nervy
inervujicimi jicen. V misnich nervech bylo ve srovnani s pozdé€jsim vyskytem schistosomul v mise
nalezeno relativné malé mnozstvi migrujicich cervli. Migrace misnimi nervy tak mtze byt bud’ velmi
rychla, nebo se jedna pouze o jednu zcest vedoucich do michy. Travici soustava schistosomul
migrujicich miSnimi nervy obsahovala granula ptfipominajici pozfenou nervovou tkan (Horak a kol.,
1999, Blazova a Horak, 2005, Lichtenbergova a kol., 2011). Obsah stfev ale nebyl napt. vyuZzitim
imunohistologickych metod bliZze charakterizovan. Nebylo by pfili§ prekvapivé, kdyby tkan také
periferni, a ne pouze centralni, nervové soustavy schistosomulam slouzila jako zdroj potravy
(Lichtenbergova a kol., 2011).

Nélezy malého mnozstvi schistosomul v plicich 3. den p.i. naznacuji, Ze n€ktefi ¢ervi mohou
invadovat michu z krevniho fecisté. Pravdépodobné se ale jedna o méné vyznamnou migraéni cestu
(stejné jako u perkutanné nakazenych ptakt, Hordk a kol., 1999), protoze vétSina schistosomul do
michy dorazi jiz 2. den p.i. Vyskyt schistosomul v plicich 3. den p.i. mohl byt pfi silné infekci také
ektopicky. Po invazi michy pokrac¢uje migrace schistosomul do mozku. Prunik do b. olfactorius je
v perkutanné nakazenych kachnach popisovan 18. den p.i. (Hradkova a Horak., 2002). Blazova

(nepublikovano) zde ale v alimentarné nakazenych kachnach pozorovala Cervy o 11 dni diive.
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Vysvétlenim takto rychlé migrace by mohlo byt migrovani pravée perifernimi nervy inervujicimi travici
soustavu. Casové je vyskyt Cervil v nazalni sliznici kachen u perkutannich i peroralnich infekci
nicmén¢ podobny — cca 2. — 3. tyden (Horak a kol., 1999, Chanova a Horak, 2007, Blazova,

nepublikovano).

6.2  Alimentarni infekce kachen motolici T. szidati

Z jicnu kachen nakazenych alimentarné cerkariemi T. szidati schistosomuly mizely relativné
rychle a nasledné se (1 den p.i) vyskytovaly v Zilni krvi. V porovnani s T. regenti mize byt rychlejsi
mozné, ze ve sliznici jicnu je nalezeni krevnich kapilar snadnéjsi nez nalezeni perifernich nervi.

Nalezy vétsiny schistosomul v plicich kachen 2. a 3. den p.i. odpovidaji jejich vyskytu i
v perkutanné¢ nakazenych kachnach (Chanova a kol., 2007). Absence schistosomul v jatrech
alimentdrné nakazenych kachen 2. a 3. den p.i., ve kterych se v perkutanné nakazenych ptacich
i v kachnach alimentarné nakazenych hepatopankreaty plzi L. stagnalis infikovanych T. szidati.

Uspé&snost alimentarnich infekci kachen nakaZenych hepatopankreaty plzi L. stagnalis
obsahujicimi cerkarie T. szidati nebo volnymi cerkariemi T. szidati je dle poctu schistosomul
nalezenych v plicich 3. den p.i. (pozd€jsi fazi infekce jsme se nezabyvali) srovnatelnd. SkuteCnost, ze
lze kachny infikovat hepatopankreaty nakazenych mezihostitelskych plzi, méni pohled na kolob&éh
nakazy v pfirodé: DH se béhem zimni sezoény miZze infikovat pozfenim zimujicich vodnich plzd
(Blazova, nepublikovano). Nakazami prirozené infikovanych ptaktt motolicemi rodu Trichobilharzia
béhem zimy se zabyvali napt. Jouet a kol. (2008). Z epizootologického hlediska je vyznamné, Ze
hepatopankreaty nakazenych plzi ptedstavuji pro DH silnou jednorazovou infekéni davku. V ptirodé
by se tak vodni ptaci mohli poztenim nakazenych plzt infikovat efektivnéji v porovnani s perkutannim

zpisobem nakazy volnymi cerkariemi.

6.3  Alimentarni infekce mysi cerkariemi T. szidati

Vétsina schistosomul T. szidati opousti jicen alimentarné infikovanych mysi i kachen mezi
12 a 24 hodinami od infekce. Pro schistosomuly T. szidati tedy nalezeni krevnich cév, kterymi
visceralni druhy schistosom migruji (Bourns a kol., 1973), v jicnu nahodného hostitele nepfedstavuje
problém. Po opusténi jicnu alimentarné nakazenych mysi se schistosomuly hromadi v plicich, ve
kterych se stejné jako v plicich mys$i nakazenych perkutanné objevuji 2. den od nakazy (Chanova a
Horak, 2007). Opusténi plic nakazenych mysi mize byt pro schistosomuly T. szidati problematické.
V plicich mysi se na rozdil od plic kachen schistosomuly T. szidati vyskytuji ve sténach alveola
(Chanova a Horak, 2007). V plicich nakazenych mysi se proti schistosomulam nevytvaii specificka

imunitni odpovéd’ (v malém mnozstvi jsou pfitomny pouze lymfocyty v perifernich ¢astech plicnich

78



lalokl) a tento organ tedy neslouzi jako imunitni bariéra (Chanova a Hordk, 2007). Je mnohem
szidati obtizné. Svéd¢i o tom pouze ojedinélé nalezy Cervu v jatrech mysi z nasich pokust 2. den p.i.
Dostupna data o vyskytu schistosomul T. szidati v jatrech perkutanné nakaZenych mysi jsou v rozporu:
Olivier (1953) zde nikdy Cervy nenalezl, ale Haas a Pietsch (1991) v jatrech mysi 2. — 5. den p.i.
zaznamenali signal dokladajici vyskyt radioaktivné znacenych cCervi. Stfevni obsah schistosomul
nalezenych 2. den p.i. vjatrech mysi nakazenych alimentarné se liSil od stfevniho obsahu stejné
starych schistosomul z plic. Schistosomuly se tedy asi zivi nejen erytrocyty (Horak a Kolarova, 2000),
ale také okolni tkani. Je pozoruhodné, ze schistosomuly nalezené v jicnu mysi 2. den po infekci mély

travici soustavu bez jakéhokoli obsahu.

6.4  Alimentarni infekce mysi cerkariemi T. regenti

Spise vzacné nalezy schistosomul v miSnich nervech a relativn€ maly pocet ¢ervii nalezenych
Vv plicich alimentarné nakazenych mysi odpovida situaci u alimentarné nakazenych kachen. V misnich
nervech mysi nakazenych alimentarn€é byly pozorovdny pouze mrtvé schistosomuly. Jejich thyn
b&hem prvnich 24 hodin infekce pravdépodobné nebyl zpisoben nedostatkem potravy. V piirozenych
hostitelich totiz byly zivé schistosomuly s prazdnymi stfevy ojedin€le pozorovany v jicnové sliznici i
2 dny po infekci. Konec migrace a thyn schistosomul v misnich nervech nahodného hostitele tedy
pravdépodobné souvisi s imunitni reakci proti parazitovi. Na té se v nervové soustavé kromé
neutrofili podili i aktivované makrofagy, mikroglie, astrocyty a CD3" lymfocyty (Koutilova a kol.,
2004a, Lichtenbergova a kol., 2011). Uhyny schistosomul v perifernich nervech alimentarng
nakazenych mysi se lis$i od situace u perkutanné nakazenych mysi, jejichz perifernimi nervy
schistosomuly T. regenti migruji do michy uspé$né (Hradkova a Horak, 2002). Migrace schistosomul
zjicnu do michy tak mozna probihd jinou cestou, napt. krevnim feciStém. Vyskyt schistosomul
vplicich perkutdinné nakazenych mysi je vsSak vsouCasné dobé povazovan za ektopicky
(Lichtenbergova a kol., 2011). Je zajimavé, ze pfitomnost Cervll v plicich a miSe alimentdrné
nakazenych mys$i od 2. dne p.i. odpovidd vyskytu schistosomul v téchto tkanich u perkutanné
nakazenych mysi (Chanova a kol., 2007, Hradkova a Horak, 2002).

Vyskyt pouze jedné (mrtve) schistosomuly v mezizeberni svalovin€é je pravdépodobné
ektopicky. Tato schistosomula na roztlakovém preparatu mysiho hrudniho kose by bez znaceni Cervi
pomoci CFSE byla pravdépodobné prehlédnuta. U infekci mysi nakazenych alimentarné cerkariemi
znacenymi pomoci CFSE se toto znaceni ukazalo jako pifinosné také pii hledani schistosomul na
roztlakovych preparatech jicnu a michy. Tkan¢ téchto organti nejsou homogenni. Jicen muze
obsahovat ¢asti poziené potravy i pres odstaveni mysi od potravy pied nakazou. V nervové soustave se

zase mohou vytvaret krevni sraZzeniny pfipominajici mrtvé schistosomuly.
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6.5 Subkutanni nakazy mysi schistosomulami T. regenti

Subkutanné je mozné nakazit laboratorni mysi napf. cerkariemi ¢i schistosomulami S. mansoni
subkutanné injikovanymi cerkariemi (Vilar a Pinto, 2005). Netspéch nami provedenych subkutannich
nakaz mysi schistosomulami T. regenti transformovanymi in vivo v kachné si lze vysvétlit tim, ze
parazit nebyl schopen nalézt migracni cestu do michy ndhodného hostitele. Dalsim diivodem mohla
byt napf. reakce imunitniho systému mysi s kachnimi antigeny na povrchu schistosomul (Sell a Dean,

1972, Smithers a kol., 1969).

6.6  Perkutanni nakazy mysi cerkariemi T. regenti

Docasné paralyza zadnich koncetin my$i nakazenych perkutdnné béhem anestezie, a navic
pouze téch koncetin, do kterych byla cerkariim umoznéna penetrace, byla pozorovana poprvé (2. a
3. den p.i.). Pricinou této paralyzy mohlo byt poskozeni perifernich nervi v dobé, kdy se vétSina
schistosomul stale nachdzi v perifernim nervovém systému mysi (Hradkova a Hordk, 2002). Paralyza
zadnich koncetin byla u mysi popséana az 10. den p.i. (u jedné mysi se ale paralyza objevila 4. den p.i.
a odeznéla 7. den p.i., Hordk a kol., 1999), resp. 6. den p.i. u imunodeficientni mysi (kmen SCID,
Kourilova a kol., 2004a). Stejné jako u kachen se i u mysi predpoklada, Ze paralyza koncetin vznika
diky neuropatologickym zménam plsobenym schistosomulami, které migruji michou hostitele
(Lichtenbergova a kol., 2011). V ptipad¢ silné infekce mtize byt nicméné paralyza koncetin zptisobena
zfejmée 1 poSkozenim perifernich nervi.

6.7  Vyskyt bunééného infiltratu v jicnu a kiazi kachen opakované nakazenych T. regenti

Ve vrchnim epitelu jicnu 4x nakaZenych kachen se v blizkosti nekrotickych lozisek, ktera
pravdépodobné zptisobili migrujici Cervi, Casto vyskytoval bunécny infiltrat. Méné rozsahly infiltrat
byl ptfitomny i na sliznici jicnu nenakazenych ptakt. Infiltrace hlenovych zldz a jejich vyvoda
leukocyty je Vjicnech b&zna piedevsim u starsich ptaka (Cerny, 2005). V jicnech 4x nakazenych
kachen (zejména pobliz nekrotickych lozisek) byl ale nachdzen rozsahlejsi bunécny infiltrat, a to i
Vv ptipadech, kdy cervi na konkrétnim histologickém fezu nebyli prokazani. Je mozné, ze rychlou
migraci povrchovym epitelem ¢ervi mohou unikat pfed obrannou reakci imunitniho systému. To se ale
nezda prili§ pravdépodobné, protoze horizontalni migrace cervu epitelovou vrstvou byla patrna i na
histologickych fezech jicnti (naivni kachny) penetrovanych cerkariemi in vitro.

Vétsina cerva T. regenti opustila jicen kachen, které byly alimentarné primoinfikovany za
ucelem studia migrace t€lem DH, kolem 24 hodin p.i. Po této dobé¢ zstalo v jicnu primoinfikovanych
ptakt pouze nékolik Cervil. V jicnu 4x nakazenych kachen nebyl imunitni systém hostitele schopny
béhem prvnich dvou dni infekce naruSit tegument schistosomul. To je v kontrastu se situaci v kizi

kachen nakaZenych 4x, ve které byli mrtvi Cervi v tomto obdobi nachazeni. Pokud by slizni¢ni
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imunitni systém kachen nebyl schopny penetrujici Cervy eliminovat, jednalo by se i pfes nizsi
uspesnost alimentarni infekce v porovnani s infekci perkutanni o epizootologicky vyznamny fakt.
Boulanger a kol. (1999), ktefi se zabyvali alimentarnimi nakazami koz cerkariemi S. bovis, navic
zjistili, ze opakované alimentarni ndkazy vyusti v imunitni toleranci parazita. Opakované perkutanni
nakazy naopak vedou k vytvoreni ziskané imunity proti parazitovi (Boulanger a kol., 1999, cit. dle
Lindberg a kol., 1995).

Prazdné misto v okoli zivych Cervii nalezenych s neposkozenym tegumentem na rozhrani
vrstev stratum germinativum a corium kize 4x infikovanych kachen 1. i 2. den p.i. mohlo byt
zpisobené fixaci tkan€ nebo pfi krajeni parafinovych blockli na mikrotomu. Nelze ale vyloucit ani
mechanické poskozeni okolni tkan€ migrujicimi schistosomulami nebo histolytické plsobeni jejich
sekre¢nich produktti acetabuldrnich z14z. Negativni vliv sekrecnich produktii schistosomul na okolni
tkan dokladaji nami potizené fotografie histologickych fezii kiize penetrované cerkariemi in vitro.
Tyto fezy byly inkubovany s fluorescencné znaCenymi lektiny nebo protilatkami proti TrCB2.
Schistosomuly jsou na nich fluorescen¢nim signalem obklopeny.

V kazi kachen infikovanych 4x perkutinné byla nachazena mista s napadné siln€jSimi
vrstvami stratum corneum a s. germinativum. Domnivame se, Ze se jednalo o hojici se nebo jiz
zahojenou tkan poskozenou penetrujicimi cerkariemi. V blizkosti téchto mist se totiz casto
vyskytovaly mrtvé schistosomuly. Tito ¢ervi vSak pravdépodobné nepochazi z posledni, ale spise ze
2. ¢i 3. infekce. Pokud by naopak tyto schistosomuly byly poskozeny béhem prvnich 2 dni po
4. perkutanni infekci, rozdil v Zivotaschopnosti schistosomul v jicnu a kiizi by mohl byt vysvétlen
napf. zasahem rtiznych typt specifickych protilatek proti cerkariim/schistosomulam v téchto tkanich.

Sledovanim zmén koncentrace IgY v krvi kachen reinfikovanych pro nase pokusy dosla L.
Turjanicova (nepublikovano) k zavéru, ze se hladina IgY zacala v krvi zvySovat bez zavislosti na véku
nakazenych kachen cca 10. den p.i. Nejvyssich hladin IgY bylo dosazeno cca 20 dni po prvni nakaze.
Produkce IgA zasahujiciho na sliznicich (Tizard, 2002) je oproti IgY, ptacimu homologu sav¢ich IgG
a IgE (Taylor a kol., 2009), az o 30 dni opozdéna (Ng a Higgins, 1986) a je vékove zavisla.
Normalnich hodnot dosahuje IgA az mezi 55. a 60. dnem po narozeni (Ng a Higgins, 1986). Cerkarie
se tedy ve sliznici jicnu alimentarné¢ nakazenych kachen (v naSich pokusech byli nakazeni ptaci
usmrceni ve veku 45, resp. 46 dni) setkavaly s prostiedim s nizsi koncentraci IgA (Lillehoj a Trout,
1996). Je ale mozné, ze IgY mohl byt spoluzodpovédny za eliminaci schistosomul v kazi
reinfikovanych ptakl. Z hlediska poSkozeni schistosomul protildtkami zprostfedkovanou imunitni
odpovédi by pak alimentarni zplsob nakazy nedospélych ptakti mohl pro T. regenti ptedstavovat
mensi riziko.

V klzi ani v jicnu nakazenych ptakl nebyla buné¢na imunitni odpovéd’ doposud studovana. Je
vsak znamo, Ze v klizi reinfikovanych nahodnych hostitelil — mysi — mize dojit k eliminaci vétSiny

migrujicich ¢ervli (Koufilova a kol., 2004b). Da se ale predpokladat, Ze na obrannou reakci ptaciho
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imunitniho systému bude T. regenti 1épe adaptovana a ze pocet eliminovanych schistosomul bude

v kachni kuZi mensi.

6.8  Vyskyt bunééného infiltratu v jicnu a kiZi mysi opakované nakazenych T. szidati

V jicnech mysi infikovanych T. szidati byly 1 den po 4. ndkaze pozorovany schistosomuly jak
neobklopené, tak obklopené bunéénym infiltratem pfitomnym v lamina propria. Leukocyty se na
fezech vyskytovaly zejména Vv blizkosti Cervi nebo byly souéasti granulomatéznich 1ézi.
Schistosomuly nalezené bez pfitomnosti okolniho infiltratu mohly zjeho dosahu uniknout
horizontalnim migrovanim epitelem podobné jako v jicnech reinfikovanych kachen, nebot’ v lamina
propria byly 1 den p.i. schistosomuly pozorovany jen ziidka.

Kuze mysi penetrovana cerkariemi pfi posledni (4) nakaze byla na rozdil od nepenetrované
kiize napadné zarudld, pravdépodobné vlivem histaminu pisobici permeabilizaci cév (Koufilova a
kol., 2004b). Oproti jicnu v ni byl pozorovan bunécny infiltrat obklopujici vSechny cervy ve vétSim
rozsahu. Histamin je v kiizi 4x nakaZenych mysi produkovan zirnymi buiikami a basofily, a kromé
zvySené permeabilizace krevnich cév zpiisobuje také otok tkdné (Koufilova a kol., 2004b). Takovou
tkani by pak schistosomuly mohly snaze migrovat, coZ miiZe naznacovat situace po penetraci kiize 4x
nakazenych mysi. Schistosomuly migrovaly touto tkani spiSe vertikaln€, a ne nejprve horizontalné
vrstvou stratum corneum, jak tomu bylo u ktize mysi nakazené pouze 2x. Jelikoz pro tento pokus byla
uspésné nakazena jen 1 mys, bylo by potieba tyto domnénky ovétit nakazami vice mysi.

Kolem schistosomul migrujicich kizi mysi nakazenych celkem 2x i 4x se vyskytoval rozsahly
bunéény infiltrat. Tegument schistosomuly byl ale 1 den p.i. nepoSkozeny, coz je v kontrastu
s vysledky Koufilové a kol. (2004a), kteti v kizi 5x infikovanych (14-denni intervaly) mysi (kmen
hr/hr a imunodeficientni kmen SCID) 1 den p.i. nalezli poskozené schistosomuly. Vysvétlenim by
mohl byt rizny pocet opakovanych nakaz ¢i rozdilna reakce pouzitych inbrednich kmenti mysi na

parazita.

6.9 Penetrace kachni kiiZe cerkariemi T. regenti in vitro

Stejné jako cerkarie T. szidati (Haas a van de Roemer, 1998) a S. mansoni (Haas a Haeberlein,
veétSiny Cervl ve vrstvé stratum corneum anebo pod ni béhem prvnich 30 minut po penetraci svéd¢i
pro dobrou adaptaci T. regenti na perkutanni cestu infekce. Prvni schistosomuly se do kachni kuze,
kde u ptakt konéi nervova zakonceni (Hemming a kol., 1994) a kde by tedy schistosomuly mohly
pocet schistosomul invaduje 3 hodiny p.p., v piipadé mysi kiize se v této vrstvé prvni schistosomuly
vyskytuji az 4 hodiny p.p. (Koufilova a kol., 2004a). Pomalejsi migrace savéi kizi muze byt

zapri¢inéna odliSnou fyziologii a anatomii ptakt a savcll. Na druhou stranu je ale napi. koncentrace
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ceramidu a cholesterolu, které u ptacich schistosom stimuluji vyprazdiiovani acetabularnich zlaz (Haas
a Haeberlein, 2009), v kazi savct a vodnich ptakt srovnatelna (Horak a Kolafova, 2001). Koncentrace
volnych mastnych kyselin, které sekreci acetabularnich zlaz také stimuluji a pisobi jako dominantni
penetracni stimul, je paradoxné vyssi v kizi savcl v porovnani s ktizi ptakd (Haas a Haeberlein,
2001). Rychlost migrace schistosomul ktizi tedy nezavisi na stimulaci sekrece penetracnich zlaz, ale je
ovlivnéna jinym faktorem, napt. imunitni odpovédi hostitele na parazita nebo orientaci schistosomul
v kazi hostiteld.

Zajimavé by bylo porovnat rychlost migrace neurotropni T. regenti a visceralni T. szidati ptaci
kazi in vivo a pokusit se zjistit, kde T. regenti invaduje periferni nervy a jestli T. szidati vstupuje do
krevniho fecisté ve skate nebo podkoznim vazivu, jako napf. S. japonicum (He a kol., 1990).

Vyprazdnovani acetabularnich zlaz béhem penetrace a casné faze migrace bylo v této praci
studovano in vitro. Inkubaci cerkarii s kachnim jicnem nebo kizi 0,5, 1 nebo 3 hodiny bylo nasledné
mozné ziskat Zivé schistosomuly s vyprazdiiovanymi Zlazami. Zlazy téchto schistosomul byly barveny
alizarinem, apomorfinem a lithium-karminem. Parafinové fezy zhotovené ze zminénych tkani byly
inkubovany s protilatkami proti TrCB2 nebo lektiny PNA a RCA-l. Bylo zjisténo, ze mira
vyprazdnéni acetabularnich Zlaz u schistosomul z kize odpovida mnozstvi sekre¢nich produkti
v okoli schistosomul; v ptipad¢ schistosomul z jicnu je tento vztah méné patrny. Poradi, v jakém jsou
sekrety uvoliovany do okoli, se z potfizenych fotografii barvenych schistosomul z obou tkani zda byt
stejné: nejprve dojde k vyprazdnéni PA Zlaz, pak posteriornich CA 7laz a nakonec anteriornich CA
7laz. Pravé toto pofadi by mohlo zarudovat aktivaci TrCB2 az ve chvili dodani Ca”" iontti z CA Zlaz
(Ligasova a kol., 2011). Vapenaté ionty by mohly zajist'ovat prostifedi s optimalnim pH (Ligasova a
kol., 2011), nebot’ u jiné schistosomy (S. japonicum) byl prokazan vyskyt calpainu, tedy cysteinové
proteazy, jejiz aktivita je zavisla na piitomnosti Ca®* ionti (Witkowski a kol., 2002), v penetraénich
zlazach (Kumagai a kol., 2004). U opa¢ného poradi vyprazdiovani CA a PA zlaz by ve vodnim
prostfedi hrozilo odplaveni iontl a neaktivovani peptidazy, a tedy mensi Sance cerkarii na tispéSnou
penetraci. Mikes a kol. (2005) se domnivaji, ze Ca®* ionty mohou ve volném prostiedi hrét roli ,.cross-
linkert* zptsobujicich polymerizaci mukopolysacharid vylou¢enych z PA Zlaz do lepivého
polymeru. Podle autorG by tento polymer mohl usnadiovat pfichyceni cerkarii k podkladu, resp.
penetrované kuzi. Tuto domnénku podporuji nami potfizené fotografie cerkarii, které hromadné
penetruji kizi kachen v jednom misté. V takovych piipadech jsou cerkarie sekrety zlaz obklopeny ze
vsech stran.

Za ucelem detekce sekretovaného obsahu acetabuldrnich Zlaz byly v této préaci inkubovany
histologické fezy jicnu a kuze kachen, které byly penetrovany cerkariemi T. regenti in vitro,
s fluorescen¢né znacenymi lektiny RCA-I a PNA. Vazby jednotlivych lektinti ptinesly rozdilné
vysledky. Rezy tkanémi se lisily dle sily signalu a doby od penetrace. Lektin PNA (vaze se na PA

zlazy cerkarii), na rozdil od lektinu RCA-I (vaze se na CA i PA Zlazy cerkarii), reagoval siln¢ na
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tezech kize i 1 hodinu p.p. To by za ptredpokladu, Ze produkty CA i PA zlaz vydrzi ve tkani stejné
dlouho, mohlo znamenat, Ze vyprazdiiovani PA Zlaz trva déle neZz vyprazdnovani CA zlaz. Po tuto
dobu se navic katepsin B2 zda byt nepostradatelny pfi St€peni vrstvy stratum corneum. Tato vrstva
predstavuje prostiedi s optimalni hodnotou pH pro TrCB2 (pH 6, Doleckova a kol., 2009, Ligasova a
kol., 2011), takZe ve vrchnich vrstvach kiize, kterymi bezprostfedné po penetraci ¢ervi migruji, by pak

TrCB2 mohl byt proteolyticky aktivni i bez hypotetické tpravy okolniho pH Ca®* ionty.

6.10 Penetrace kachniho jicnu cerkariemi T. regenti in vitro

Na rozdil od kize byly cerkérie v jicnu kachen pozorovany v blizkosti jinych jedinct jen
vzacné. Cerkdrie jsou pfi penetraci kiize atrahovany slozkami narusené tkan€ uvoliiované do prostiedi
(Haas a van de Roemer, 1998). Je ale t€zké si predstavit, Ze k podobnému jevu dochézi i na sliznici
jicnu, kde cerkarie ptfed pfisednutim na tkan hostitele nemaji moznost volného pohybu jako ve vodnim
prostfedi. Proto se domnivame, ze cerkdrie pravdépodobné penetruji jicen v blizkosti mista pfisednuti
na sliznici.

Cerkarie T. regenti setrvavaji po penetraci aZz 3 hodiny ve vrchnim epitelu sliznice jicnu a
maji asi v 50 % ptipojené ocasky. Proces penetrace se u sav¢ich a ptacich schistosom lisi; energické
pohyby ocaskd cerkarii S. mansoni podporuji vstup ¢ervi do penetrované kaze, kdezto cerkarie
motolice T. ocellata pronikaji do kiize jiz bez ocaskt diky odstrkovani se zadnim koncem téla (Haas a
van de Roemer, 1998). Je tedy mozné, Ze rozdil v rychlosti migrace a odhozeni ocaska cerkarii T.
regenti v jicnu ve srovnani s kizi souvisi s absenci pevného podkladu nebo nedostatkem signald.

Barveni obsahu acetabularnich zlaz schistosomul zjicnu kachen b&hem ukazalo, Zze
k vyprazdnéni CA i PA Zlaz dochazi u vétSiny schistosomul béhem prvnich 30 minut od penetrace,
coz podporuje hypotézu, ze se CA i PA zlazy vyprazdiuji najednou (Mikes a kol., 2005). Mikes a kol.
(2005) se dale domnivaji, ze k aktivaci sekre¢nich produktii dochazi az mimo télo cerkarie. Pokud by
cerkarie vypustily veSkery obsah acetabuldrnich zlaz do okoli se zahdjenim penetrace, bylo by
sekre¢nich produkt nachazeno na histologickych fezech vétsi mnozstvi. Je mozné, ze pfi priniku do
epitelu vyprazdni cerkarie své acetabularni zlazy, ale z penetrovaného mista mékkym hlenem migruji
dal (viz obrazek 18). Pro tuto domnénku svéd¢i i nalezy nekrotickych lozisek v epitelu jicnu
opakovan¢ nakazenych mysi a kachen. Domnivame se, ze se jednd o tkan poskozenou prunikem
cerkarii/schistosomul. Na histologickych fezech se vsak fluorescen¢né znacené lektiny PNA a RCA-I
vazaly na penetraCni zlazy uvnitf ¢ervli nachazenych v jicnovém epitelu. Jak naznacuji vsledky
barveni zlaz celych schistosomul, lektiny se mohly vazat na zbytkovy obsah jiz prazdnych zlaz.
Vyprazdnéni obsahu zlaz bezprostfedné po penetraci a naslednou rychlou horizontdlni migraci
vrchnim epitelem jicnu podporuje také znaceni protilatkami proti rekombinantnimu katepsinu B2.
Katepsin B2 nebyl béhem zadného ¢asového intervalu (30, 60 a 180 minut od penetrace) protilatkami

detekovan uvniti PA Zlaz Cervii na parafinovych fezech kachnim jicnem a kuZzi penetrovanych
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cerkariemi. Signal ptitom nebyl ziskan ani v okoli cerkarii/schistosomul na fezech jicnem, na kterych
bylo pozorovano pouze minimalni vyprazdnéni acetabularnich zladz. Na JB-4 Plus fezech cerkariemi se
protilatky proti TrCB2 uvnitt PA zlaz ale vazaly. Domnivame se, ze tento rozdil byl zplsoben
zalévanim do riznych montovacich médii. K potvrzeni této domnénky jsme vSak neméli dostatek
pozitivniho séra. Negativni vliv Bouinovy tekutiny na detekci TrCB2 uvnitf Zlaz Cervll na
parafinovych fezech byl vyloucen. Pouzitou fixazi byly fixovany i cerkarie montované do JB-4 Plus.
Fixace vzorkd Bouinovou tekutinou se ndm navic pro imunohistochemii osvédcila vice nez fixace 4%
paraformaldehydem, ktery se v nasi laboratofi pro imunohistochemii rutinné pouziva. Slaby signal
mohl byt zpisobeny nedostatecnym odmaskovanim antigennich epitopti TrCB2 béhem zahtivani fezi

v Tris-EDTA pufru.

6.11 Proteolyticka degradace mucini katepsinem B2 motolice T. regenti

Katepsin B2 motolice T. regenti usnadiiuje cerkariim penetraci kuze tim, ze $t€pi nékteré jeji
proteinové komponenty (elastin, keratin a kolagen, Doleckova a kol., 2009). Ke zjisténi, zda je tento
enzym nezbytny i pro penetraci jicnu, byl TrCB2 inkubovan s muciny typu I nebo III. Hlen chranici
sliznice travici soustavy je tvofen prevazné muciny (Tytgat a kol., 1993). Degradace mucin
katepsinem B2 byla zkoumana inkubaci této peptidazy se substratovymi gely obsahujicimi vzdy jeden
typ mucinu (dal jen gely). Abychom urcili, zda doslo k degradaci glykoproteintl, bylo nutné muciny
opticky zviditelnit barvenim geltt pomoci Coomassie Briliant Blue R-250 (dal jen Coomassie) nebo
PAS reakce. Je =zajimavé, ze ackoli se PAS reakce na detekci mucinovych prouzki
v elektroforetickych gelech b&zné uziva (napf. Dubray a Bezard, 1982), pfi pouziti tohoto druhu
barveni mucinii obsazenych v substratovych gelech jsme s ni méli horsi vysledky nez s barvenim
Coomassie. Barveni gelii PAS reakci bylo nerovnomérné. Slabsi zbarveni n€kterych oblasti gelt
mohlo byt zptisobeno napt. nedostatecnou oxidaci polysacharidti kyselinou jodistou. Barveni pomoci
Coomassie fungovalo nejlépe na gelech obsahujicich 1 % mucinu. Gely s 0,1 % mucinu se barvily
slabéji pravdépodobné kvili tomu, Ze proteinova slozka je v silné glykosylovanych mucinech tézko
pfistupna a zastoupena jen v malé mite.

Katepsin B2 T. regenti v nasSich pokusech nebyl schopny proteolyticky degradovat muciny
typu I a III. Jeho aktivita proti myelinu a n¢kterym komponentam kiize, jejichz molekulova hmotnost
je oproti mucinim az fadové mensi, byla v minulosti jiz prokazana (Doleckova a kol., 2009). V této
praci byla degradaci myelinu ovétena funkénost TrCB2. Myelin byl ¢astecné degradovan i katepsinem
B2, ktery byl inhibovany reverzibilnim inhibitorem E-64. Pravé reverzibilita inhibitoru mohla
zpusobit, ze aktivni misto enzymu nebylo blokovéano nepfetrzité¢ a Ze v dany moment byla vzdy cést
molekul enzymu proteolyticky aktivni.

Peptidazy Casto $tépi az samotné proteinové jadro molekuly mucinti deglykosylované jinymi

mucinazami (Dwarakanath a kol., 1995). Je mozné, Ze mimo piiliSnou velikost mucini a jejich

85



glykosylaci nedoslo k interakci aktivniho mista TrCB2 s témito molekulami také diky nevyhovujicimu
pH: cysteinova peptiddza nematoda Passalurus ambiguus dokaze muciny stejného typu, ktery byl
pouzit i v nasi praci, degradovat v prostiedi kyselého pH, peptidazy Syphacia muris naopak v prostiedi
alkalického pH (Vadlejch a kol., 2010). Proteolytickou aktivitu TrCB2 proti muciniim by proto bylo
nutné overit napt. inkubacemi substratovych gelti za jinych hodnot pH nez je optimum TrCB2 — pH 6
(Doleckova a kol., 2009).

Na rozdil od vySe zminénych nematodd, pro které je hlen trdvici soustavy hostitele
pravdépodobné nutricné vyznamny (Vadlejch a kol., 2010), chybi evolu¢ni tlak na tvorbu mucinaz u

T. regenti. I pies to je ale T. regenti schopna invadovat jicen DH a migrovat az do nazalni sliznice.
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7. ZAVER

V této praci byla studovana pocateéni faze migrace motolic T. regenti a T. szidati
v alimentarné nakazenych definitivnich a ndhodnych hostitelich, a to zejména prohlizenim organt
nakazenych hostiteli, a dale histologickymi a zdkladnimi biochemickymi metodami. Nashroméazdéné
poznatky o alimentarnich nakazach definitivnich a nahodnych hostiteli byla porovnavana s jiz
znamymi nebo nové ziskanymi daty o perkutannich ndkazich téchto hostiteld. Diplomova prace

ptinesla nasledujici vyznamné vysledky:

e Penetrace kiize kachen cerkariemi T. regenti in vitro mize probihat ve skupiné a dochazi
béhem ni k intenzivnimu vyprazdiiovani acetabularnich zlaz. Cerkarie ihned po penetraci
odhazuji ocasky a béhem prvnich 30 minut po penetraci migruji horizontalné s povrchem
vrstvou stratum corneum nebo na rozmezi vrstev S. corneum a S. germinativum. Sekrece
produktt acetabularnich zlaz (v¢. TrCB2) migrujicimi schistosomulami trva alespoii 1 hodinu
od zahajeni penetrace. Migrace kizi definitivnich hostitelii je oproti kiizi nahodnych hostitell

rychlejsi, nebot’ prvni schistosomuly invaduji corium jiz 30 minut od penetrace.

e Invaze jicnu kachen cerkariemi T. regenti in vitro je doprovazena sekreci jen minimalniho
mnozstvi produkt acetabuldrnich zldz (v€. katepsinu B2). Cerkérie ziistavaji ve vrchnim
epitelu minimalné 3 hodiny a asi polovina z nich si béhem této doby ponechava neodhozené

ocasky.

e Zjicnu do centralni nervové soustavy alimentarné nakazenych kachen a ndhodnych hostiteld
(mysi) mize T. regenti migrovat mi$nimi nervy; jiné cesty, napt. krevnim fecistém, vSak nelze
vylou¢it. V miSnich nervech alimentarné infikovanych mys$i byly na rozdil od kachen
nalezeny pouze mrtvé schistosomuly, coz vSak neznamenalo likvidaci vlastni infekce.
V alimentarné nakazenych mysSich byly nékteré schistosomuly schopné 5. den po infekci
proniknout az do mozku. U kachen byly prvni schistosomuly byly v prodlouzené mise kachen

nachazeny jiz 2 dny po infekei.

e Visceralni schistosoma T. szidati je vkachnach nakazenych alimentarné cerkariemi i
hepatopankreaty infikovanych plzd, a také v mySich infikovanych alimentarné cerkariemi
schopna migrace krevnimi cévami do plic, ve kterych se u obou zvifat schistosomuly objevuji

2. den po infekci.
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e Docasna paralyza mysi infikovanych perkutanné cerkariemi T. regenti je zpiisobovana nejen
poskozenim michy migrujicimi schistosomulami, jak se doposud uvadélo, ale ziejmé i
poskozenim perifernich nervi. Tkan periferniho nervového systému mize schistosomuldm

motolice T. regenti pravdépodobné slouzit jako zdroj potravy.

e Vkizi 4x nakazenych kachen je imunitni systém schopny eliminovat schistosomuly T.
regenti. ZneSkodnéni ¢ervii v kiizi nastupuje po vice jak dvou dnech od zacatku penetrace,
béhem kterych zlistava tegument schistosomul neporuseny. V klizi mysi nebyly pozorovany
mrtvé schistosomuly, pfestoze se v jejich blizkosti bunécny infiltrat vyskytoval jiz po prvnim

dni od druhé nakaze.

e Migrujici cerkarie/schistosomuly T. regenti za sebou zanechavaly nekrotické 1éze v epitelu
jicnu 4x nakazenych kachen a mysi. V jicnu nakazenych myS$i se navic 1 den po posledni
infekci vyskytovaly i hemorhagie. Buné¢ny imunitni systém DH (zejména granulocyty) proti
schistosomulam zasahuje v lamina propria jiz jeden den po infekci. V tuto dobu jsou Cervi ale

stale nazivu.

e Pfi alimentarni nakaze musi cerkarie penetrujici jicen ptekonat ochranny hlen, ktery je tvofen
muciny. Inkubace rekombinantniho katepsinu B2 motolice T. regenti nepotvrdily, Ze by tato
peptidaza byla schopna proteolyticky degradovat muciny typu | a Ill. Invaze jicnu tedy mize

probihat spise mechanicky nebo za casti vice enzymdl.

Cilem ptedlozené prace bylo ziskani poznatkli o alimentarnich nékazach ptacich a savcich
hostiteli motolicemi T. regenti a T. szidati, a upozornit na jejich veterinarni, popf. medicinsky,
vyznam. Uspé$né alimentrni nakazy mysi a kachen ukazuji, e motolice Trichobilharzia spp. jsou
schopné invaze a priniku travici soustavou hostitele, a nasledného pokracovani v migraci. Sekre¢ni
produkty acetabularnich zlaz (v¢. katepsinu B2 motolice T. regenti) pii invazi jicnu zfejmé nehraji
velkou ulohu a k naruseni stény jicnu dochazi spiSe mechanicky pohyby hlavového organu. V jicnu
alimentarné nakazenych hostiteld neni imunitni systém schopny Cervy destruovat. Migrace ptacich
schistosom je vimunizovanych kachnach oproti kachnam primoinfikovanym pomalejsi a méné
uspésna (Ellis a kol., 1975), presto mlze byt alimentarni zptsob nédkazy DH v piirodé vyznamné;jsi,
nez se doposud myslelo. Zejména v ptipadé neuropatogeni motolice T. regenti by proto bylo vhodné
piehodnotit riziko infekce hospodaiskych ¢i domacich zvitat (napt. psti) v mistech, kde tato zvifata piji

vodu.
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