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Abstrakt

Mekkysi se stejné jako dalsi bezobratli zivocichové spoléhaji pouze na vrozenou imunitni
odpovéd. Jejich vnitini obranny systém umi efektivné zakrocit proti vét$iné patogent.
Vyjimku tvori napt. nékteré motolice, pro které plzi predstavuji tzv. kompatibilni mezi-
hostitele. Motolice se dokazou v plzi vyvijet mj. diky intervenci do vnitiniho obranného
systému plze. Tato prace popisuje vybrané aktivity hemocytu u dvou plovatkovitych plzu
Lymnaea stagnalis a Radix lagotis, a dale sleduje vliv nakazy motolici Trichobilharzia re-
genti na hemocyty plze R. lagotis. Hemocyty obou plzu produkovaly v reakci na vybrané
chemické stimuly rizné mnozstvi HyO5 a NO. Tato odpovéd se lisila mezi obéma plovatko-
vitymi plzi. Nakaza plzu R. lagotis motolici T. regenti zvysila pocet kolujicich hemocytu.
Vétsina aktivit hemocytu byla vSak vlivem infekce inhibovana. Snizena byla bazalni pro-
dukce NO, schopnost fagocytovat bakterie, adherovat k povrchu a tvorit panozky. Prace
popisuje mimo hemocytarni aktivity i toxicky vliv plazmy L. stagnalis pro miracidia
nekompatibilni motolice T. regenti. Odhaleni mechanismu, kterymi motolice interaguje
s vnitinim obrannym systémem plzu, ndm pomuze pochopit, pro¢ je jeden druh plze

vhodny pro jeji vyvoj, zatimco druhy, ac¢ blizce ptibuzny, druh plze motolici zabije.

Klicova slova: hemocyt, Lymnaea stagnalis, Radiz lagotis, Trichobilharzia regenti, oxid

dusnaty, peroxid vodiku, fagocytoza, spreading, enkapsulace, toxicita plazmy.



Abstract

Molluscs as well as all other invertebrates rely on innate immune response only. Their
internal defense system is capable of destroying most pathogens. However, there are some
exceptions, e.g. some snails serve as intermediate hosts for some trematodes. Trematodes
are able to develop inside these snails due to intervention in the snail internal defense
system. The submitted thesis describes hemocyte activities of two lymnaeid snails, Lym-
naea stagnalis a Radix lagotis, and the influence of Trichobilharzia regenti infection on
R. lagotis hemocytes. Hemocytes of both species exposed to various chemicals produced
different amounts of HoOy and NO. The response varied between both lymnaeid species.
The amount of circulating hemocytes was elevated in R. lagotis snails due to T. regenti
infection. However, the infenction attenuated hemocyte activities monitored by us. Hemo-
cyte basal NO production was decreased as well as phagocytosis of bacteria, cell adherence
and pseudopodia formation. Toxicity of L. stagnalis plasma against T. regent: miracidia
was also described. Mechanisms used by trematodes to interact with the snail internal
defense system will help us to understand why one species is suitable for the develepment

of the trematode whereas another closely related species kills it.

Key words: hemocyte, Lymnaea stagnalis, Radiz lagotis, Trichobilharzia regenti, nitric

oxide, hydrogen peroxide, phagocytosis, spreading, encapsulation, plasma toxicity.
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Uvod

Schistosomy jsou povazovany za nejpatogennéjsi skupinu motolic zpusobujici i smrt defini-
tivnich hostiteli. Roéné zemfie na nakazu témito motolicemi zhruba 200 000 lidi. Na tizemi{
Ceské republiky se lidské schistosomy nevyskytuji, mizeme se zde ale setkat se zdstupci
piribuzného rodu Trichobilharzia, ktery parazituje ve vodnich ptacich. Trichobilharzie sice
nejsou schopné v lidech dospét, ale mohou jim zpusobit tzv. cerkariovou dermatitidu
(Kolarova 2007). Jejich mezihostitelem jsou plovatkoviti plzi. Bézné se v Ceské republice
vyskytuje plovatka Lymnaea stagnalis, kterd je specifickym mezihostitelem pro motolici
Trichobilharzia szidati, a plovatka Radix lagotis, ktera je specifickym mezihostitelem pro
motolici Trichobilharzia regenti.

Vnitini obranny systém mékkyst je zalozen pouze na vrozené odpovédi. Prestoze postrada
adaptivni odpovéd zndmou z obratlovet, je schopny efektivné zabijet patogenni orga-
nismy. Vyjimkou jsou pravé nékteré druhy motolic, pro které predstavuji urcité druhy plzu
tzv. kompatibilnitho mezihostitele. Behem dlouhé koevoluce se motolice ptizpusobily tak,
7e vnitinf obranny systém plze motolici bud nedokéZe rozeznat, nebo ji poznd, ale nenf
ji schopen zabit. Toho muze motolice dosahnout napf. intervenci do obranného systému
plze. Parazit je schopny ovlivnit nejen vnitini obranny systém svého hostitele, ale i jeho
metabolismus, rozmnozovéni a dokonce i chovani (Tunholi a kol. 2011; Boissier a kol.
2003).

Studium vnitintho obranného systému plze je zajimavé nejen z parazitologického, ale
i z imunologického hlediska. V posledni dobé velmi populdrni toll-like receptory (TLR)
zkoumané i u lidi (Medzhitov a kol. 1997; Kawai a Akira 2011) byly nejprve objeveny
(a¢ puvodné s jinou funkci nez imunologickou) u bezobratlych organismu (toll receptor
u drosofily) (Lemaitre a kol. 1996).

Studium obranného systému plzii pomaha objasnovat jak dimyslnou interakci motolice
s plzem, tak by mohlo stejné jako vyzkum u drosofily v budoucnu prinést i dulezité po-
znatky o imunitnim systému lidi. Cilem této diplomové prace bylo zmapovat ruzné aktivity
hemocytu a pokusit se vysvétlit, jakym zpusobem motolice obchazi imunitni systém svého

kompatibilniho plze.



1 Literarni prehled

1.1 Mekkysi coby mezihostitelé ptacich schistosom

Meékkysi, konkrétné plzi, poskytuji vhodné prostiedi pro vyvoj mnoha druht motolic, mezi
néz patif i ptaci schistosomy. Zivotni cyklus ptacich schistosom je stejné jako u lidskych
schistosom dvouhostitelsky. Pro iispésné rozmnozeni ¢erva je nutny nejen definitivni hosti-
tel (ptak), ale i mezihostitel (vodni plz). V definitivnim hostiteli se nachézi dospély jedinec,
ktery produkuje pohlavnim rozmnozovanim vajicka, zatimco v mezihostiteli se vyskytuji
larvalni stadia, kterd se mnozi vzdy asexualné. Dospélec klade vajicka, ze kterych se ve
vodnim prostiedi lihne prvni larva, obrvené miracidium. Jedinym jeho cilem je nalézt
vhodného mezihostitele, a to vodniho plze. Miracidium po penetraci do plze prodéla
zasadni zménu v morfologii a metabolismu. Béhem penetrace odhazuje ciliarni desticky
(obrveni), na povrchu se objevuje syncytidlni vrstva (neodermis). Z aerobniho organismu
se stava fakultativni anaerob, ktery je tak 1épe prizpusoben k zZivotu uvnitt plze. Miraci-
dium se tim meéni na matefskou sporocystu, ktera nasledné asexualné produkuje dcetfiné
sporocysty. Ty se z mista penetrace (oblast nohy nebo hlavy) presouvaji do hepatopankre-
atu, kde se ddle mnozi (vznikaji dalsi dcetiné sporocysty). Asi po 7 tydnech za¢ind vznikat
dalsi typ larev, cerkarie, které unikaji ven z plze. Za¢ina tim tzv. obdobi patence, zatimco
obdobi pted pocatkem vylucovani cerkérii se oznacuje jako prepatentni perioda. Mezi-
hostitelsky plz slouzi k obrovskému asexualnimu namnozeni, kdy z jedné larvy vzniknou
desetitisice az statisice larev novych (de Souza a kol. 1995). Cerkarie aktivné hledaji defi-
nitivniho hostitele, kachnu. Po ispésném nélezu odhazuji ocdsek a penetruji kuzi nohou,
migruji hostitelem a dospivaji v misté své definitivni lokalizace, kde produkuji vajicka
(Horak a kol. 2002). Schistosomy jsou obecné velmi hostitelsky specifické, a tedy jen je-
den nebo dva konkrétni druhy plze jsou obvykle vhodné coby mezihostitel (Kock 2001).
Pokud miracidium penetruje do nevhodného plze, je jeho vnitinim obrannym systémem

zniceno.

1.2 Vnitrni obranny systém meékkysu

Schopnost motolic dlouhodobé prezivat uvniti mezihostitele a dokonce se v ném tuspésné

mnozit se vyvinula béhem dlouhé koevoluce. V piipadé kompatibilnich dvojic plz—motolice



dochézi k takovému utlumeni imunitni odpovédi hostitele, ze ten neni schopen adekvatné
reagovat a motolici zni¢it. Proto je jeden druh motolice obvykle vazan na jeden druh
plze a v piipadé penetrace do nekompatibilniho plze je motolice zabita (Loker a kol.
1982). Obranny systém mékkysu je stejné jako u dalsich bezobratlych pouze neadaptivni,
a odpovidé tak vrozené imunitni odpovédi obratlovci. Prvni bariéru pro penetrujici mi-
racidium predstavuje hlen na povrchovém epitelu. Pokud tuto bariéru prekond, dostava
se do kontaktu s hemolymfou, ktera obsahuje kromé imunitnich bunék i ruzné imunolo-
gicky dulezité makromolekuly. Na zneskodnéni nekompatibilni motolice se tak podili jak
humorélni, tak i bunécnd slozka hemolymfy (van der Knaap a Loker 1990; de Jong-Brink

a kol. 2001).

1.2.1 Bunéc¢na imunita

V mékkysich existuji ¢tyti druhy obrannych bunék. Fagocytujici retikularni bunky, porové
bunky a antigen vychytavajici endotelové bunky se vyskytuji v tkanich, zatimco hemo-
cyty dokazou z tkané vystoupit, a pak volné kolovat v hemolymfé. Endotelové bunky
vychytavajici antigen jsou casto prvni bunky, které se setkaji s patogenem. Pomoci lek-
tint jsou schopné rozpoznat cizi ¢astici, zachytit ji a predat ji profesionalnim fagocy-
tum — hemocytum. Porové bunky slouzi asi hlavné k degradaci vlastnich proteinti. Reti-
kularni bunky obsahuji velké mnozstvi lysosomu, a jsou tedy schopné degradovat celou
radu ruznych materidlu (Adema a kol. 1991a). Nejdulezitéjsimi buiikami v boji s infekel
jsou vsak hemocyty. Jsou schopné v reakci na piitomnost patogena produkovat toxické
kyslikové radikdly a oxid dusnaty (viz kap.1.3.1). Malé ¢éstice jako bakterie fagocytuji

(viz kap. 1.3.5) a objekty velikosti larvy motolic zni¢i pomoci enkapsulace (viz kap.1.3.7)

(Cheng 1981).

1.2.2 Humoralni imunita

Humoralni slozka vnitfniho obranného systému mékkysu pomahd rozpoznat cizorodé
¢éastice, informuje o tom efektorové buiky (hemocyty), ¢imz je i aktivuje. Jeji soucasti
je fada makromolekul, mezi nimi lektiny, lysosomalni enzymy (napf. lysozym, aminopep-
tidaza, fosfolipaza C), bakteriostatické a baktericidni latky (Adema a kol. 1991a) nebo

nové objevené FREP proteiny obsahujici fibrinogenovou a imunoglobulinovou doménu



(Adema a kol. 1997). Proteiny FREP funguji zfejmé na bazi lektina jako tzv. ,pattern
recognition“ receptory (Gorbushin a lakovleva 2011). Koncentrace FREP proteint roste
po infekci motolici Echinostoma paraensei. Jejich exprese byla zvySend i u rezistentnich
plzu Biomphalaria glabrata po expozici Schistosoma mansoni. Naopak u vnimavych plzu
se exprese FREPs po exporzici S. mansoni nezvysila (Hertel a kol. 2005). Rezistentni plzi,
u kterych byla utlumena exprese FREP3, ztratili ve 20 % rezistenci vuci S. mansoni (Ha-
nington a kol. 2012). Proteiny FREP tedy hraji dalezitou roli v rezistenci plzu vuéi ndkaze
motolicemi.

V plazmé byl také objeven protein s cytotoxickou aktivitou, ktery specificky zabiji euka-
ryotické bunky (prvoky, erytrocyty), avsak nikoliv prokaryotické bunky. Ma lektinovou
povahu a bunky zabiji perforaci membrany (Hubert a kol. 1997).

dokazou specificky rozeznavat jednotlivé sacharidové struktury a vazat se na né. Jsou
zodpovédné za aglutinaci cizich ¢astic a propojuji cizi ¢astice s hemocyty. Slouzi tak jako
dulezity faktor pti rozeznavani cizich struktur a zaroven zprostredkovavaji tuto informaci
hemocytum, které jsou poté schopné cizi ¢astici zneskodnit. Oznacuji cizorodé cCéstice,
a funguji tedy také jako opsoniny (Hordk a van der Knaap 1997).

Humoralni slozka je alespon z ¢asti zodpovédna za rezistenci/vnimavost plze k nékaze
(Granath a Yoshino 1984) a ndkaza motolicemi také zpusobuje zmény titru ruznych

proteinu hemolymfy (Loker a Hertel 1987).

1.3 Strategie boje hemocytt s parazitarni nakazou
1.3.1 Vznik kyslikovych radikala a oxidu dusnatého
Respiracni vzplanuti

Respira¢ni vzplanuti je obranny bunécny mechanismus, ktery se spousti v reakci na
pritomnost cizi ¢astice. Produktem jsou kyslikové radikaly (ROS, ,reactive oxygen spe-
cies“), které jsou pro patogeny obecné toxické. Jsou schopné denaturovat proteiny, pe-
roxidovat lipidy v membrané nebo poskozovat DNA bunék (Halliwell a Aruoma 1991).
Primérnim produktem respira¢niho vzplanuti je superoxidovy radikél (O;, dale jen O )
(Makino a kol. 1986). U mékkysu, stejné jako u dalsich organismu (véetné savcu), je jeho

vznik umoznén membranové vazanym enzymem NADPH-oxiddzou (Adema a kol. 1993).



NADPH-oxiddza

NADPH + 20, — NADPT + 20; + H*

Z O vznika HyOq. Reakce je katalyzovana enzymem superoxid dismutéza (SOD). Induko-
vatelnd forma Cu/Zn dependentni superoxiddismutézy byla nalezena i u plze L. stagnalis.

Jeji exprese je regulovana na transkripcni trovni (Zelck a kol. 2005).

SOD

20; + 2H' — H,0, + O,

Mnoha reakcemi v bunkach vznikd fada vysoce reaktivnich oxidantu (O, hydroxylovy
radikal (OH"), singletovy kyslik (1Os), kyselina chlorn (HCIO) a peroxynitrit (ONOO™))
i méné reaktivnich produktu s pomérné dlouhym polocasem rozpadu (NO', H,O,). Vétsina
O5 je preménéna na HyO9 a vétsina HyO9 je dal preménéna myeloperoxiddzou na HCIO

(Hampton a kol. 1998).

myeloperoxidéza

H,0, + H + CI- — HCIO + H,0

Produkce ROS je sprazena s fagocytézou. Produkce superoxidu za¢ind rust soucasné
s vchlipovanim membréany fagosomu a extracelularni produkce klesa na bazalni tiroven ve
chvili, kdy je ¢éstice pohlcena. Intracelularni produkce radikélu vsak pokracuje dél, coz

je dulezité pro zdarné zniceni patogena (Adema a kol. 1991b).

Produkce oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) je vysoce reaktivni a nestabilni plynny volny radikdl s polocasem
zivota nékolik sekund. Je produkovan oxidaci L-argininu za vzniku L-citrulinu a NO en-
zymem NO-syntaza (NOS). Prvni potvrzeni pritomnosti NOS u mekkysu pochézi ze slad-
kovodniho plze Viviparus ater (Conte a Ottaviani 1995).



NO-syntéaza

L—-Arg + O, — L —citrulin + NO

NOS neprodukuje jen NO, ale pfi nedostatku cytosolického L-Arg za¢ind produkovat i O .
Reakei O5 s NO vznikd vysoce reaktivni peroxynitrit (ONOO™).

NO + O0; —  ONOO-

Peroxynitrit sice nema radikalovou povahu jako jeho prekurzor NO, je vSsak mnohem

reaktivnéjsi. Jeho pusobenim dochézi k peroxidaci lipidia v membranach, DNA fragmen-
taci, oxiduje a nitratuje proteiny. Celkové je tak schopny spustit apoptozu nebo nekrézu
bunék (Virag a kol. 2003).
Samotny NO je pro bunky na rozdil od peroxynitritu jen malo toxicky. Ve chvili, kdy
je vznik obou prekurzoru peroxynitritu zavisly jen na jednom enzymu, je jeho produkce
mnohem efektivnéjsi (O; nestihne byt preménén SOD na HyO,) (Xia a Zweier 1997).
Existuji tedy dvé nezavislé cesty tvorby O, pres NADPH-oxidazu a NOS.

U obratloveu zastava NO dulezitou funkci nejen v imunitnim systému, kde je produ-
kovéan nékterymi imunitnimi bunkami (napf. makrofiagy) v reakci na patogena, ale plni
i fadu dulezitych tkolu jinde. Molekula NO hraje vyznamnou roli v prenosu signalu uvnitf
bunék. Diky nému dochéazi mj. k relaxaci hladkého svalstva, a nasledné napt. k vazodila-
taci. Dédle ma napt. funkci neurotransmiteru nebo inhibuje degranulaci a adhezi krevnich

desticek (Gao 2010).

Bunécéna regulace

Respiracni vzplanuti i produkce NO jsou alespon c¢éastecné ftizeny pomoci MAP kinéaz
(,,mitogen-activated proteinkinase®). Signalni drahy ze série typicky tif MAP kindz patii
mezi evolucné velmi konzervované mechanismy prenosu signalu. Jejich aktivaci vznika
odpovéd na fadu stimuli, jejichZ vysledkem je mimo imunitni obranné reakce i genova

exprese, proliferace, diferenciace, zména v bunécném cyklu nebo apoptéza. Existuje Sest
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MEK 1/2 aktivuje fosforaylaci kindzu ERK 1/2, a ta pak pusobi na transkripéni faktory
v jadie a spoust! bunéénou odpovéd. Rada hormont, ristovych a diferenciaénich faktort
ma vliv na tuto drdhu. Kindzy MEK i ERK existuji ve dvou isoforméch (1 a 2), obé MEK
kinazy jsou schopné aktivovat obé dvé ERK kindzy. Funkce obou ERK kinaz se zda byt
stejnd a nevi se, pro¢ existuji dvé isoformy (Kolch 2000).

V obranné funkci hemocytt hraje ERK kinaza zasadni roli. Je dilezita pro aktivaci
produkce HyOs, fagocytozu, enkapsulaci i schopnost hemocytu adherovat. Aktivaci pro-
teinkindzy C (PKC) hemocytu dochdzi k aktivaci ERK 1/2, a poté k produkci HyoOq
(Lacchini a kol. 2006). Inhibici ERK kindzy v8ak neni produkce HyOy zcela potlacena,
a musi tedy jesté existovat jind forma aktivace. Tim by mohla byt mj. i kindza p38, ktera
se na produkci HyO také podili (Humphries a Yoshino 2008).

Produkce NO je regulovand PKC a ERK kindzou (Wright a kol. 2006). Inhibitor NOS
neni schopny inhibovat produkei NO u hemocytu stimulovanych riznymi stimulanty stejné
efektivné. U mlze Ruditapes decussatus je schopny vyrazné utlumit produkeci stimulova-
nou lipopolysacharidem, zatimco produkei stimulovanou zymosanem jen castecné (Tafalla
a kol. 2003). Stejné tak i u mlze Mytilus galloprovincialis 1ze produkci NO stimulovanou
aktivatorem PKC inhibovat, zatimco produkci stimulovanou laminarinem nikoliv. Je tedy
mozné, Ze existuje jesté jiny zpusob syntézy NO nez pomoci enzymu NOS (Arumugam

a kol. 2000).

1.3.2 Respiracéni vzplanuti u mékkysa

Pro studium imunitni odpovédi hemocytu se pouzivaji ruzné stimulanty jako lamina-
rin (B-1,3- a $-1,6-glukan), zymosan (f3-1,3-glukan), PMA (, phorbol myristate acetate®,
aktivator PKC), lipopolysacharid (LPS), interleukin-2 (IL-2), zivé i teplem usmrcené bak-
terie, celd vyvojova stadia parazitu nebo jejich exkreéné-sekreéni produkty (ESP).
Hemocyty ruznych druhtt produkuji rizné molekuly v odpovéd na stejné stimulanty.
Ne vsechny druhy jsou navic respira¢niho vzplanuti viubec schopné. Stejny stimulant,
zymosan, spusti respiracni vzplanuti u usttice Crassostrea gigas, ne vSak u mlzu Ce-
rastoderma edule nebo R. decussatus (Lépez a kol. 1994). Mnozstvi vyprodukovanych
radikalu po stimulaci zymosanem u hemocytu dvou tustfic C. gigas a Ostrea edulis se 1isi
jak mezi obéma ustficemi, tak i v rdmci jednoho druhu. Vnitrodruhova variabilita je asi

ddna ruznym poétem hemocytu schopnych dané odpovédi (Bachere a kol. 1991). Hemo-



cyty M. galloprovincialis produkuji superoxid po stimulaci PMA i laminarinem. Zatimco
stimulaéni u¢inky vubec (Arumugam a kol. 2000). Jesté vyssi efekt nez PMA ma vsak
zymosan (Ordés a kol. 2000).

U mlzu bylo vzplanuti pozorovdno u druhu M. galloprovincialis (Carballal a kol.
1997b), Crassostrea virginica (Bramble a Anderson 1997), C. gigas (Lépez a kol. 1994)
nebo Tapes philippinarum (Cima a kol. 2000). U mlzu chybi respira¢ni vzplanuti asi
u vétsiny zastupcu radu Veneroida (Lopez a kol. 1994), vyjimkou je vSak napf. uz zminény
T. philippinarum.

U plzu bylo respira¢ni vzplanuti pozorovano u druhu B. glabrata nebo plovatky L. stag-
nalis. Hemocyty B. glabrata produkuji superoxid pii setkdni s miracidii S. mansoni (Sho-
zawa a kol. 1989). Hemocyty L. stagnalis jsou schopné produkovat v reakci na patogena jak
superoxid, tak HyO,. Produkei HoOq 1ze stimulovat laminarinem (Lacchini a kol. 2006),
zymosanem nebo larvou nekompatibilni motolice (Zelck a kol. 2005). Zymosan vSak sti-
muluje i produkei superoxidu, kdy bazalni nestimulovand produkce dosahuje jen 15 %
stimulované hodnoty (Adema a kol. 1991b). Produkce superoxidu byla pozorovéna také
u hemocytu plze Helixz aspersa a Planorbarius corneus (Dikkeboom a kol. 1988). Inkubace
larev Trichobilharzia ocellata (synonymizace s druhem Trichobilharzia szidati (Rudolfova
a kol. 2005)) a S. mansoni s hemocyty L. stagnalis zpusobi nérust produkce kyslikovych
radikalu, pricemz nezélezelo na tom, zda byly sporocysty zivé nebo fixované. Také ne-
byl nalezen rozdil v odpovédi mezi obéma dvéma druhy, prestoze jeden je kompatibilni
a druhy ne (Adema a kol. 1994b).

Produkci ROS méni i jednobunécné organismy, prvoci a bakterie. Ke zvyseni produkce
ROS dochazi napt. pti nakaze usttice C. virginica alveolatnim prvokem Perkinsus marinus
(Anderson a kol. 1992). Hemocyty C. virginica stimulované teplem zabitymi bakteriemi
Listonella anguillarum produkovaly ROS, na zivé bakterie vSak nereagovaly viibec. Bak-
terie jsou schopné jakési suprese imunitni odpovédi, napt. vychytavanim a enzymatickym

zneskodnovanim vytvorenych radikalu (Bramble a Anderson 1997).

1.3.3 Produkce NO u mékkysu

Produkce NO hemocyty byla prokazana u mnoha druht mlzu i plzu. Mlzi coby potravina

jsou pro nas ekonomicky vyznamnéjsi, proto také existuje o mlzich daleko vice praci.



Jeden a ten samy stimulant produkce NO je, stejné jako stimulanty produkce ROS,
u ruznych druht mlzu a plzu ruzné efektivni. Silny stimulant u jednoho druhu nemusi
fungovat u druhu jiného. Naptiklad LPS je efektivni NO-stimulant u druhu V. ater (Conte
a Ottaviani 1995), zatimco u druhu M. galloprovincialis je jeho efekt minimalni (Novas
a kol. 2004), a u L. stagnalis pak vaubec zadny (Wright a kol. 2006). Stejné tak i ruzné sti-
mulanty jsou schopné u jednoho druhu stimulovat ruzné. Hemocyty plze L. stagnalis jsou
vysoce stimulovatelné PMA, zatimco laminarin a zymosan stimuluji jen slabé a uz zminény
LPS nemd zadny vliv (Wright a kol. 2006). Hemocyty mlze R. decussatus sice nejsou
schopné produkovat na obranu proti patogenu kyslikové radikély (Lopez a kol. 1994),
avSak produkovat NO v reakci na pritomnost zymosanu, LPS nebo Zivych patogennich
bakterii Vibrio tapetis schopné jsou (Tafalla a kol. 2003). Protoze vysledkem stimulace
je casto superoxid i NO zdaroven (Arumugam a kol. 2000), dochdzi tak pravdépodobné
ke vzniku peroxynitritu. Bylo tak prokazano, ze zymosan opravdu stimuluje produkci
proxynitritu u hemocytu M. galloprovincialis (Torreilles a Guerin 1999).

Také ruzné druhy bakterii jsou schopné stimulovat ruzné. Patogenni bakterie V. tapetis
stimuluje produkei NO dvakrét efektivnéji nez nepatogenni druh Vibrio splendidus (Jeffroy
a Paillard 2011). Také prvoci maji vliv na produkei NO. Pifkladem muze byt infekce mlze
C. virginica infikovaného prvokem P. marinus. Inhibici NO-syntézy se zvysila pocetnost
parazita, protoze NO snizuje mnozeni prvocich bunék (Villamil a kol. 2007). Co se tyce
stimulace motolicemi, pak ESP S. mansoni stimuluji produkci NO u téch plzu B. glabrata,
ktef{ jsou vuci infekei S. mansoni rezistentni (Zahoor a kol. 2009).

Ke zvyseni produkce NO bunkami dochézi v ruzné dlouhych ¢asovych intervalech po
stimulaci. K maximalni stimulaci hemocytu mlze M. galloprovincialis pomoci IL-2 dochazi
az po 24h (Novas a kol. 2004), zatimco k maximu stimulace L. stagnalis pomoci PMA

dochézi uz po 60 min (Wright a kol. 2006).

1.3.4 Vliv infekce motolicemi na produkci ROS a NO

Pro tspésné zniceni patogena je nutné produkovat spravné radikaly ve spravnou dobu. Zda
se, ze klicovou molekulou pro zabiti sporocyst v mezihostitelském plzi je HyOs, zatimco
HCIO, superoxid ani hydroxylovy radikal nejsou pro zabijeni sporocyst tak dulezité (Hahn
a kol. 2001a). Protoze vsak inhibice tvorby HyO9 nezaruci preziti larev v nekompatibilnim

hostiteli, musi existovat jesté néjaky dalsi mechanismus. Tim je pravdépodobné produkce



oxidu dusnatého. Obé tyto molekuly, NO i HyO,, maji polocas rozpadu nékolik sekund
a dokazou obé, na rozdil od OH, ONOO a O, dobfe pronikat membranou. Jsou tedy
schopné zpusobovat poskozeni uvniti téla larev, a to napt. deaktivaci enzymu dulezitych
v odstranéni toxickych molekul. Tegument sporocyst je ochrani pred nadhlymi prudkymi
vykyvy okolniho prostiedi, vnitini zmény v delsim ¢asovém méritku jsou vsak uz nevratné
(Hahn a kol. 2001b).

Existuji vsak parazité, kteii se dokéazali diky dlouhé koevoluci adaptovat na nepiiznivé
prostied{ v hostiteli nebo se nauéili, jak zmirnit imunitni odpovéd hostitele tak, aby byli
schopni v ném dlouhodobé ptezivat a mnozit se. Infekei tzv. kompatibilnim ¢ervem je
tak ovlivnéna vétsina obrannych efektorovych funkci, véetné produkce radikalu. Takova
intervence byla pozorovana napf. u moiského plze Littorina littorea. Hemocyty tohoto
plze nakazeného echinostomni motolici Hismathla elongata produkuji 2x méné superoxidu
nez zdravi plzi (Gorbushin a Takovleva 2008). Na druhou stranu produkce superoxidu
u hemocytu plze L. stagnalis nakazeného motolici T. szidati byla stejnd jako u zdravych
jedincu (Dikkeboom a kol. 1988).

Ac je B. glabrata specificky mezihostitel pro motolici S. mansoni, existuje kmen, ktery
je vuci nakaze S. mansoni rezistentni. Takovy kmen je schopny eliminovat 80 % larev,
zatimco vnimavy kmen jen 10 % (Hahn a kol. 2001a). Souvisi to se schopnosti produkovat
praveé pro larvy toxicky HoOo. Hemocyty rezistentniho kmene produkuji po stimulaci PMA
vice HyOy (Bender a kol. 2005) i superoxidu (Connors a Yoshino 1990) nez hemocyty
vnimavych plzu. Existuji ale i prace, podle kterych je produkce superoxidu u rezistentnich
plzu stejnd jako u vnimavych (Dikkeboom a kol. 1988). Snizenou produkci ROS maji na
svédomi ziejmé ESP parazita. Za pritomnosti ESP byla snizend jak produkce superoxidu
stimulovand zymosanem (Connors a Yoshino 1990), tak i produkce HyOy stimulovand
PMA. Bazélni nestimulovana produkce radikalu vsak nebyla pritomnosti ESP ovlivnéna
(Humphries a Yoshino 2008).

Nejen ESP motolic ovliviuji produkci radikali. Také extraceluldarni produkty prvoka
Pseudoperkinsus tapetis inhibuji zymosanem stimulovanou produkeci ROS. Bakterie pro-

dukuji acidickou fosfatédzu, pomoci které tvorbu ROS inhibuji (Ordéas a kol. 2000).
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1.3.5 Fagocytoza

Fagocytoza je dulezita nejen coby prvni linie obrany vuci patogenum, ale i jako dulezity
mechanismus pro udrzovani homeostaze (napf. odstranovani starych a jiz nefunkénich
vlastnich bunék). Fagocytéza vyzaduje pro svuj spravny prubéh zménu tvaru hemocytu.
Takto aktivované bunky maji snizenou cirkularitu, coz je parametr popisujici jejich tvar.
Vysoka cirkularita znamena zakulaceny tvar, zatimco nizka cirkularita odpovida vysoce
nepravidelnému tvaru (Mosca a kol. 2013).

Ruzné populace hemocytt jsou schopné fagocytovat ruzné c¢astice ruzné ochotné. Malé
hemocyty maji afinitu k jinym ¢asticim nez velké hemocyty. Zavisi pfitom spis na typu
¢éastice nez na jeji velikosti (Matricon-Gondran a Letocart 1999). Nedozrdlé (mensi, za-
kulacenéjsi) hemocyty juvenilnich plzu maji nizsi schopnost fagocytovat nez hemocyty
dospélych jedincu (Dikkeboom a kol. 1985). Podle jiné teorie vsak ruznd morfologie he-
mocytlu neni ddna ruznym stupném vyzralosti bunék, ale jde o funkéné odlisné populace
hemocytu (Carballal a kol. 1997a). Hemocyty obsahujici ¢etna granula (granulocyty) maji
vyssi schopnost fagocytovat nez hemocyty, kterd granula neobsahuji (hyalinocyty) (Car-
ballal a kol. 1997b). Také hemocyty ruznych druhu plzu maji ruznou schopnost fagocyto-
vat. Fagocytoza hemocytu plzu P. corneus, H. aspersai B. glabrata je nizsi nez fagocytdza
hemocytu L. stagnalis (Dikkeboom a kol. 1988).

Béhem fagocytdzy je zvysend tvorba NO, napi. béhem pohlcovani kvasinek (Arumu-
gam a kol. 2000) nebo latexovych kulicek (Gourdon a kol. 2001). Oba procesy, produkce
NO a fagocytoza, vsak probihaji v jinou dobu. Nejprve probiha fagocytoza, az pak se
spusti produkce NO (Franchini a kol. 1995). Oba mechanismy jsou signalizatné propo-
jené, a tudiz zcela urcité neprobihaji nezavisle. Fagocytdza je stejné jako produkce NO (viz
kap. 1.3.1) regulovana pomoci MAPK kindz, a to konkrétné ERK 1/2 kindzou (Plows a kol.
2004). Vliv na fagocytézu ma i aktivita fosfatidylinositol-3-kindzy, ktera jinak ovliviuje
takové dulezité bunécné déje jako je apoptdza, diferenciace bunék a jejich déleni (Plows

a kol. 2006a).

1.3.6 Vliv infekce motolici na fagocytézu

Infekce kompatibilni motolici muze mit za nésledek snizeni fagocytozy. Prikladem jsou

hemocyty plze B. glabrata, které maji 1den po infekci motolici E. paraensei zvySenou
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fagocytézu, ktera vsak poté klesa. I po 30 dnech po infekci zustava schopnost fagocytovat
oproti hemocytim ze zdravych plzi zhorsena, a to i ptesto, ze vlivem infekce dochazi
k pomnozeni hemocytu (Noda a Loker 1989) (viz kapitola 1.3.9). Hemocyty L. stagnalis
nakazené ptaci schistosomou 7. szidati maji také nizsi fagocytézu nez hemocyty zdravych
plzu (Dikkeboom a kol. 1988). Také nejdiive dochézi k prechodnému zvyseni aktivity,
a to uz asi 1,5h po nakaze T. szidati. Ta vSak 24 h po infekci opét klesd pod troven ak-
tivity hemocytu z nenakazenych plzi. Za inhibi¢nimi/stimula¢nimi ué¢inky parazita stoji
pravdépodobné faktory v plazmé, protoze preinkubace hemocytu s plazmou plzu odebra-
nou 1,5h po ndkaze ma stimula¢ni efekt, zatimco s plazmou plzi odebranou po 24h ma
uz efekt inhibiéni. (Nunéz a kol. 1994).

Na druhou stranu bylo u stejné kombinace L. stagnalis—T. szidati pozorovano i zvyseni
fagocytdzy po nakaze. Béhem prvnich Sesti hodin po nékaze dochazi ke zvySeni aktivity,
ktera je pak prechodné snizena az do 3dnu po infekci, po 810 tydnech vsak dochazi opét
k narustu aktivity. Ihned po nédkaze je zvySena aktivita namifena ziejmé proti odhazo-
vanym cilidrnim destickdm, ne tedy piimo proti motolici (Amen a kol. 1992).

Rozdily ve schopnosti fagocytovat v ramci jednoho druhu souvisi s rezistenci/vnima-
vosti kmenu k uré¢itému patogenu. Schopnost fagocytovat je ovlivnéna jak ptitomnosti
celych parazitu (larev), tak i jejich ESP. Hemocyty kmene plzi B. glabrata vnimavého
k nakaze S. mansoni maji vyssi schopnost fagocytovat nez hemocyty kmene rezistentniho.
Pokud jsou vsak hemocyty vystaveny ESP S. mansoni, je fagocytéza hemocytu plzu
z kmene rezistentniho uz vyssi nez u hemocytu kmene vnimavého (Connors a Yoshino
kmene naopak vyssi fagocytézu nez plzi z vnimavého kmene (Uchikawa a Loker 1992).

Fagocytdza hemocyti rezistentniho kmene je stimulovéna pfitomnosti sporocyst S. man-
soni, zatimco u hemocytu vnimavého kmene je jejich pritomnosti inhibovand. Motolice
produkuji ESP, které snizuji fagocytozu jen u kompatibilnich plztu nebo plzi jim fyloge-
neticky blizce piibuznym (Iakovleva a kol. 2006). V1iv maji jak ESP sporocyst (Connors
a Yoshino 1990), tak i redii (Iakovleva a kol. 2006).

U plzu vnimavého kmene zpusobi interakce hemocytu s larvou produkci latky (larvou
a/nebo hemocytem), kterd inhibuje fagocytézu hemocytu. Tato latka pusobi piimo na
hemocyty. U rezistentnich plzi hemocyty nebo sporocysta produkuji latku, ktera naopak

zvysi fagocytézu hemocyti, a to interakei bud pifmo s hemocyty nebo zvysenim titrt
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Obr. 1: Model moznych zpusobu, jak sporocysta S. mansoni muze ovliviiovat fagocytdzu
hemocytt vnimavych a rezistentnich plzu B. glabrata. U plzi vnimavych zptsobi interakce
hemocytu (H) s larvou produkci latky (larvou a/nebo hemocytem), ktera inhibuje fago-
cytézu hemocytu. Tato latka pusobi pfimo na hemocyty. U rezistentnich plzu hemocyty
nebo sporocysta produkuji latku, ktera naopak zvysi fagocytézu hemocytu, a to inter-
akei bud pifmo s hemocyty nebo zvysenim titrii opsonint. Plné ¢ary — puvodni stimul,
¢erchované ¢ary — mozné odpovédi. Dle Fryer a Bayne (1990), upraveno.

opsoninu (Fryer a Bayne 1990). Mozny zpusob interakce je znézornén na obr. 1.

1.3.7 Enkapsulace

Malé objekty velikosti buniky jsou fagocytovany, objekty velikosti larev motolic jsou pak
hemocyty opouzdreny, tzv. enkapsulovany. Prikladem muze byt interakce hemocytu plze
B. glabrata z rezistentniho kmene se sporocystou S. mansoni. Hemocyty se akumuluji
kolem sporocysty, zplostuji se, panozky se postupem ¢asu zuzuji a piiklanéji k larvé, az
jsou paralelné s jejim povrchem (Harris 1970). Hemocyty takto vytvoii okolo objektu
az 15 vrstev o celkové tloustce 10-40 um. Vnitini vrstva hemocyti je v bezprostfednim
kontaktu s povrchem objektu (Loker a kol. 1982).

Enkapsulace souvisi se dvéma schopnostmi bunék, adhezi (pevné se chytit povrchu)
a schopnosti pfilnout k povrchu v co nejvétsi plose (tzv. ,spreading”). Za témito dvéma
vlastnostmi stoji integriny, coz jsou membranové receptory, které umoznuji praveé prilnuti
bunék k povrchu, jejich migraci, tvorbu pseudopodii a bunécnou interakci (Berrier a Ya-
mada 2007). Integrinum podobné proteiny byly objeveny i u plzu, konkrétné u plovatky
L. stagnalis (Plows a kol. 2006b). Vazebna mista pro integriny obsahuji typicky aminoky-
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selinovou sekvenci Arg-Gly-Asp. Zablokovanim téchto vazebnych mist vhodnym peptidem
je mozné inhibovat spreading i adhezi bunék mezi sebou. Zablokovanim vazebnych mist
jsou inhibovany hemocyty jak vnimavého, tak i rezistentniho kmene B. glabrata. Mnoz-
stvi peptidu potfebného pro efektivni inhibici spreadingu (zakulaceni hemocytu) je vsak
daleko nizsi u vnimavych hemocytt nez u rezistentnich. Hemocyty rezistentnich plzu tedy
musi obsahovat vétsi mnozstvi vazebnych mist nebo je u nich afinita vazby ligand-receptor
mnohem vétsi (Davids a Yoshino 1998).

Aktivace hemocytu méa za nasledek zménu jejich morfologie. Dochézi k expanzi filo-
podii (Lacchini a kol. 2006) a shlukovani integrinu, které tak tvoii tzv. fokalni adhezni
mista. Tato aktivace je zavisla na aktivité PKC (Walker a kol. 2010). Inhibici PKC dochézi
ke zméné morfologie bunék, hemocyty vytvaii méné filopodii a jsou zakulacenéjsi (Lacchini

a kol. 2006).

1.3.8 Vliv infekce na enkapsulaci a spreading

To, jestli bude larva v plzi enkapsulovand nebo se bude dél vyvijet, zavisi na kompa-
tibilité /nekompatibilité prislusné motolice a mékkyse. Stejné jako u fagocytézy mé na
hemocyty vliv jak samotna larva, tak i jeji ESP.

Sporocysty a redie E. paraensei nemaji zadny efekt na morfologii hemocytu plze
H. aspersa, ktery je evolucné velmi vzdéaleny od kompatibilnitho hostitele B. glabrata
(Adema a kol. 1994a). Na druhou stranu larvy jsou schopné zpusobit zakulaceni hemocytu
nejen u svého kompatibilntho hostitele, ale i u lymnaeidnich plza (L. stagnalis a Stagni-
cola elodes), které nejsou pro E. paraensei vhodnym hostitelem. Vzhledem k tomu, ze
larvy zakulacuji jejich hemocyty, maji lymnaeidni plzi zfejmé urcité predpoklady stat se
mezihostitelem (Sapp a Loker 2000a).

V pripadé kompatibilniho plze jsou sporocysty i redie E. paraenser béhem chvilky
obklopené hemocyty. Ty vsSak larvu nekontaktuji, ale naopak se c¢asem zakulacuji, odta-
huji se od larvy a stédvaji se neaktivnimi (Adema a kol. 1994a). Sporocysty E. paraensei
produkuji ESP, které inhibuji aktivitu hemocyti kompatibilnitho plze. Zdravi plzi maji
mnohem méné zakulacenych hemocytu nez plzi nakazeni. Juvenilni plzi jsou k vlivu ESP
nachylnéjsi, coz je dano asi tim, ze maji méné hemocytu, a na jeden hemocyt tak pripada
vetst mnozstvi ucinné latky (DeGaffé a Loker 1998).

Slozeni ESP se méni v prubéhu transformace miracidiif na sporocysty. Produkty se-
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kretované do 24 h po zacatku transformace inhibuji fagocytézu hemocytu, ale nemaji vliv
na adherenci. Pozdéjsi sekrece (24 — 48 h po transformaci) ma uz vliv jak na fagocytdzu,
tak na adherenci a spreading hemocytu. Tyto zmény jsou sice nevratné, ale nesnizuji
zivotaschopnost hemocytu. Aktivni komponenta ESP je mensi nez 100 kDa a ma takovy
ucinek, ze hemocytum vnimavého kmene B. glabrata znemozni enkapsulovat larvu S. man-
soni (Loker a kol. 1992). Naopak plzi rezistentni k ndkaze jsou méné vnimavi praveé k vlivu
ESP této motolice. Jejich efektem sice také dochazi k zakulaceni urcitého poctu hemocytu,
téch je ale mnohem méné nez u plze vnimavého. Opét to muze byt dano poc¢tem hemo-
cytu, protoze rezistentni kmen ma vice hemocytu nez kmen vnimavy, a na jeden hemocyt
tak pripadd méné ucinné latky (DeGaffé a Loker 1998). Vétsi plzi jsou rezistentnéjsi
vuci ndkaze nez mensi plzi. Pii ndkaze obsahuji vétsi plzi vétsi mnozstvi enkapsulovanych

(zabitych) larev (Loker a kol. 1987).

1.3.9 Zmeéna poctu hemocyta vlivem nakazy
Pocet hemocyta u zdravych plza

Pocet cirkulujicich hemocytu zdravého plze neni konstantni, ale méni se béhem ¢asu. Za
velkym rozptylem hodnot stoji jednak vnitrodruhova variabilita, ale i dlouhodobéjsi cykly
vlivem sezony. U plze L. littorea kolisa pocet hemocytu i v prubéhu pomérné kratkého ve-
getacéniho obdobi (od ¢ervna do srpna). Mnozstvi hemocytu se u téchto jedincu pohybuje
od 700 do 4000/ml. K prvnimu maximu dochazi na zacatku cervna, kdy se obnovuje popu-
lace bunék. Pocet klesa béhem kladeni vajicek na zacatku cervence, pak opét roste a znovu
klesa ve chvili, kdy dochazi k lyzi tkané gonad. Dalsi maximum ptichazi po ,navratu® he-
mocytu ze tkani zpét do cirkulace. Béhem léta narusta podil zralych granularnich bunék
(Gorbushin a Iakovleva 2006).

Dalsim vlivem na mnozstvi kolujicich hemocytu je velikost (resp. stéif) plzu. Mladi je-
dinci B. glabrata maji asi 1,8x vyssi hustotu hemocytu nez jedinci dospéli, a to prumérné
170 bunék /ml u juvenilnich jedincu a 95bunék/ml u dospélcu. Neznamend to ale, ze by
dospéli jedinci méli mensi mnozstvi hemocytt, protoze ti maji zase vétsi mnozstvi celkové
hemolymfy (Loker a kol. 1987). Podle jiné prace by mél byt ruzny pocet hemocytu B.
glabrata prisuzovan spise ruznému objemu hemolymfy, protoze hustota bunék je u juve-

nilnich i dospélych plzu stejna. Ze srdce juvenilnich plztu B. glabrata se da ziskat prumérné
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15 ul hemolymtfy, ze srdce dospélych jedincu pak 75 pl hemolymfy (DeGaffé a Loker 1998).
Mirny stres v podobé napt. expozici nizké koncentraci toxickych latek ma za nésledek
narust poctu hemocytu (Fournier a kol. 2002). Prumérné hodnoty poctu kolujicich he-
mocytu se lisi v zavislosti na okolnich podminkach, roéni dobé ziskdvani hodnot a na

velikosti pouzitych plzu.

Vliv parazita na pocet hemocytu

Nékaza kompatibilnim parazitem zpusobi ¢asto imunosupresi, ktera by se logicky mohla
projevit snizenim mnozstvi kolujicich hemocytu. Tak je tomu napt. u ndkazy plze B. glab-
rata motolici S. mansoni (Mounkassa a Jourdane 1990). V jinych piipadech vsak, a¢ je
hostitel imunosuprimovéan, dochézi naopak k narustu poctu kolujicich hemocytu. Prikla-
dem muze byt L. littorea nakazend motolici H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008)
nebo opét plz B. glabrata, tentokrat vsak nakazeny motolici Echinostoma liei (Mounkassa
a Jourdane 1990) nebo E. paraensei, kdy dochézi az k 10-ti ndsobnému narustu poctu
hemocytu (Loker a kol. 1987). Jindy nebyly zddné zmény v poctu kolujicich hemocytu
zaznamenany (L. stagnalis nakazend motolici T. szidati (Nunéz a kol. 1994) nebo tstfice
O. edulis nakazena prvokem Bonamia ostreae (Cochennec-Laureau a kol. 2003)). Nakaza
vsak muze kromé poc¢tu hemocytu zménit i jejich kvalitativni vlastnosti, napt. pii nakaze
B. ostreae cirkuluje v hemolymfé daleko vétsi mnozstvi nedozralych agranularnich bunék
(Cochennec-Laureau a kol. 2003).

Béhem prvnich par hodin po infekci S. mansoni dochazi k poklesu poc¢tu hemocyti,
poté po 12h u albinotickych a 24h u pigmentovanych plzu B. glabrata dochazi opét
k nértustu. Hemocyty putuji okamzité po ndkaze do tkéné, aby znicily patogena (Alle-
gretti a kol. 2009). Maximalni mnozstvi hemocytu bylo u dvojice B. glabrata—S. mansoni
pozorovéano 8. den po infekei (700-800/ml). Zvyseny pocet bunék zustavé az do 15. dne po
infekei (Loker a kol. 1987). Po 15 dnech dochazi k ibytku hemocytu kvili zvysené potiebé
opravit tkan po migraci larev (Mounkassa a Jourdane 1990). Zcela opaény trend pozoro-
vali Santos a kol. (2011), kdy pocet hemocyttu béhem prvnich 24 h po infekei nejprve rostl
a nasledné poklesl. Novy narust zacal az 15.den po infekci a 30.den byl na pocatecnich
hodnotéach. Jiny piipad je ndkaza B. glabrata motolici E. liei, kdy dochazelo postupné
k narustu poctu hemocytu az do 20.dne. Toto obdobi odpovida masivni kolonizaci celé

tkané plze materskymi a dcefinymi rediemi, které jsou pro plze patogenni. Nasleduje
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opousténi cerkarif hostitele, pticemz dochazi k destrukci tkané, kterou je potieba opravit,
a dochazi tedy k mobilizaci hemocyti a snizeni poctu cirkulujicich hemocyti. Je to jiné
nez u S. mansoni, protoze sporocysty echinostom jsou velmi imunogenni a redie patogenni
(Mounkassa a Jourdane 1990).

Hemocyty jsou u nékterych mékkysu produkoviny organem (amebocyty produkujici
orgén — APO), ktery se nachéz{ mezi perikardem a epitelem pldstové dutiny. Ne u vsech
mekkysu byl vsak identifikovan (napt. u plovatky L. stagnalis) (Sminia 1974). Pusobenim
nakazy motolici muze dojit k hypertrofii nebo hyperplazii APO. Infekce B. glabrata moto-
lici S. mansoni nezpusobi zvétseni APO na rozdil od infekce motolici E. paraensei (Noda
1992). Po ndkaze motolici H. elongata byla také zaznamenana dvojndsobnd koncentrace
cyklinu D, ktery je znamenim velmi aktivni mit6zy (Gorbushin a Iakovleva 2008). Zaroven
bylo pozorovéno, ze extrakty miracidif i sporocyst S. mansoni stimuluji déleni v APO (Lie
a kol. 1976). Motolice jsou tedy schopné produkovat latku, ktera piimo nebo nepiimo
zpusobi zvysenou produkei hemocytu v APO. Nové vzniklé kolujici hemocyty jsou casto
nezralé, nediferenciované, a tedy i neschopné parazitovi ublizit (Gorbushin a Iakovleva
2008). Létka zodpovédna za indukei tvorby novych hemocytu je obsazena v miracidiich,
ESP sporocyst i redii a ma molekulovou hmotnost vétsi nez je 100kDa (Noda 1992).
Mezi infekei a odpoveédi (délenim hemocytu) je 18-ti hodinova prodleva. Za predpokladu,
ze je ucinna latka sekretovana ihned, stoji ziejmé za prodlevou bunky APO, které jsou
pravdépodobné v interfazi, a proto potiebuji ¢as na dokonceni bunécného cyklu. Druhou
moznosti je, ze produkt parazita nestimuluje tvorbu hemocytu piimo, ale pres néjaky dalsi
produkt napt. z hemocytu. K nejvyssi mitotické aktivité dochazi 48 h po infekei (Sullivan
a kol. 2004).

APO je také nositelem rezistence vuci parazitovi. Transplantace APO z plze Biomphala-
ria tenagophila rezistentniho vuéi nédkaze S. mansoni na plze vnimavého vede k prenosu
rezistence. Nedochazi pritom ke zvysSeni poc¢tu kolujicich hemocytu, a rezistence je tedy

déna kvalitativnimi zménami hemocyttu pfipadné jejich produktu (Barbosa a kol. 2006).
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Popsana jiz byla rada pripadu, kdy vlivem nakazy motolici doslo k inhibici aktivit he-
mocytu. Zda se, ze inhibici zptusobuji ESP motolic, které ziejmé ovliviuji signalni drahy
hemocytu. Presné mechanismy a mira intervence do vnitiniho obranného systému plze
vSak nejsou zndmy. Imunomodulaéni efekt motolice také nebyl dosud pozorovan u tady

vyznamnych dvojic motolice—plz, jako je napt. dvojice T. regenti-R. lagotis.
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2 Cile prace

Cilem této prace bylo charakterizovat aktivity hemocytu plovatkovitych plzu R. lagotis
a L. stagnalis, jako jsou produkce ROS a NO, schopnost fagocytovat a enkapsulovat.
Protoze plz R. lagotis slouzi jako mezihostitel pro motolici T. regenti a plz L. stagnalis
pro motolici T. szidati, pokusili jsme se zaroven zhodnotit vliv trichobilharzii na vnitini
obranny systém téchto plzu. V kompatibilni varianté bylo cilem zmapovat vliv parazita

na imunitni funkce, v nekompatibilni pak, jakym zpusobem je parazit v hostiteli znicen.

Byly vytyceny tyto cile:

e porovnani schopnosti hemocytu R. lagotis a L. stagnalis produkovat NO a HyOs
v reakci na pritomnost ruznych stimulanti, a porovnani bazalni produkce NO he-

mocytu zdravych plzu R. lagotis a plzi nakazenych T. regents,

e porovnani fagocytozy u hemocytu zdravych plzu R. lagotis a plzii nakazenych T. re-

gentu,

e charakterizace zmény poc¢tu hemocytu u zdravych plzu R. lagotis a plzii nakazenych

T. regentsi,

e porovnani schopnosti adherovat a tvorit panozky u hemocytu zdravych plzu R. la-

gotis a plzu nakazenych T. regenti,

e pozorovani in wvitro enkapsulace larev nekompatibilni motolice 7. regent: hemocyty

L. stagnalis.
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3 Material a metodika

3.1 Modelové organismy

Jako modelové organismy byli studovéani plzi L. stagnalis a R. lagotis chovani v labora-
tornich chovech, a to jak zdravi, tak nakazeni kompatibilni motolici (R. lagotis + T. re-
genti, L. stagnalis + T. szidati). Motolice rodu Trichobilharzia jsou udrzovény v labora-
tornim cyklu. Jejich mezihostitelem jsou pravé plovatkoviti plzi a definitivnim hostitelem

kachna domaci (Anas platyrhynchos f. domestica) (Horék a kol. 2002).

3.2 Priprava homogenatu cerkarii 7. regenti a T. szidati
Chemikalie
e Sterile snail saline, SSS (Adema a kol. 1991b)

s>mM HEPES

3,7/mM NaOH

36mM NaCl

2mM KCl1

4mM CaClg . QHQO

destilovand voda

- pH=78

e inhibitor serinovych protedz TLCK (Sigma)
Zéasobni 10mM roztok byl ptipraven v destilované vodé, ten byl dale fedén v SSS na

pouzivanou 100uM koncentraci.

e inhibitor cysteinovych protedz E64 (Sigma) Zasobni 1mM roztok byl pripraven

v destilované vodé, ten byl déle fedén v SSS na pouzivanou 10uM koncentraci.

e Quant-iT Protein Assay Kit (Molecular Probes)
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Infikovani plzi vylucuji cerkdrie v patentni periodé (5-6tydnu po infekci). Cerkdrie jsou
pozitivneé fototaktické, a v reakci na svétlo tak plze opoustéji. Proto se maximalni mnozstvi
cerkarii ziskava stimulaci svétlem.

Plzi, na které se svitilo lampickou, byli nechéni ve sklenicich v odstaté vodé po dobu
asi 2h. Vyloucené cerkarie byly zakoncentrovany pomoci svétla v Erlenmayerové bance.
Banka byla az na hrdlo, kam z boku svitilo intenzivni svétlo, obalena alobalem. V misté
s nejvétsi intenzitou svétla se hromadily cerkérie. Cerkarie byly odebirany Pasteurovou
pipetou do falkony umisténé na ledu. Diky nizké teploté zpomali cerkérie svij pohyb na
minimum a klesnou ke dnu. Aby byl ziskan co nej¢istsi material, byly cerkérie promyvany
v SSS. Cerkérie byly 3x stoceny pii 1500 g, vzdy 10 min pfi teploté 4 °C, supernatant byl
vzdy odebran a byl doplnén studeny pufr. Po poslednim staceni uz nebyl pufr doplnén.
K zakoncentrovanym cerkariim byly pridany inhibitory serinovych a cysteinovych proteaz
(100upM TLCK a 10uM E64). Poté byly cerkarie homogenizovany sonikaci (Vibra Cell
(Bioblock Scientific)(4x10s, 10 W)) 3x po dobu 30s pfi amplitudé 60 jednotek. Vznikly
homogenat byl stocen 10 min pii 16000 g pri 4 °C. Supernatant byl odebran a opakované
stocen; novy supernatant byl uchovavan pfti teploté —80°C. Homogenat byl pouzivan ve
vysledné koncentraci 20 pg/ml (déle fedén SSS). Koncentrace proteinu v homogenétu byla

zmérena s vyuzitim kitu Quant-iT Protein Assay Kit.

3.3 Odbér hemolymfy a tvorba monovrstvy hemocytu

P1zi ¢eledi Lymnaeidae maji tzv. hemalni pér, kterym pii podrazdéni vypousti urcité
mnozstvi hemolymfy zavislé na velikosti plze. Diky ptfitomnosti tohoto péru lze hemo-
lymfu odebirat zcela neinvazivné. Plz byl pted odbérem omyt destilovanou vodou a osusen
filtraénim papirem. Drazdénim v oblasti nohy (napt. $pickou) se plz zatahne do ulity
a soucasné vypusti do tusti ulity hemolymfu, ktera obsahuje hemocyty. Hemolymfa byla
odebirdna od zdravych i nakazenych plzu R. lagotis o velikosti 1-1,6 cm (vyska ulity).
Vyska ulity plze L. stagnalis nebyla méfena, jednalo se vSak vzdy o dospélé jedince. Z jed-
noho jedince byla hemolymfa odebirana max. 1x tydneé.

Pro méfeni byla vytvofena monovrstva bunék na dné jamky (96-ti jamkova desticka
Nunclon-treated, ploché dno). Na kazdou jamku bylo odebréano 200 pl hemolymfy.

Aby hemocyty adherovaly na povrch co nejrovnomeérnéji, byla hemolymfa plze R. lagotis
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odebirdna do 50 ul SSS, a protoze sbér hemolymfy trva dlouho (jeden plz vypudi kolem
30 ul), byla hemolymfa odebirana postupné po 10 pl do kazdé jamky (vysledny vzorek byl
tedy smeési hemolymfy z 20 plzu). Plovatky L. stagnalis maji diky veétsi velikosti téla i vétsi
mnozstvi hemolymfy. Hemolymfa byla v tomto pripadé odebirdana z vice plzu do falkony
umisténé na ledu, nasledné byla fedéna SSS v pomeéru 2:1 a pipetovana do desticky po
250 ul na jamku.

Buiiky adherovaly na dno po dobu 30 min, nasledné byla jamka 3x promyta 250 ul SSS.
Aby doslo k ustaleni podminek, byly poté hemocyty inkubovany 30 min v 200 ul SSS.

3.4 Pocet hemocytii v monovrstvé
Pouzité chemikalie
e SSS bez iontu vapniku a horéiku, priddn 2% cheldtor iontu EDTA (SSS™ s 2%

EDTA, kyselina ethylendiaminotetraoctové), pH 7,8, molarita dorovnédna NaCl (vyslednd
koncentrace NaCl je 45mM)

Zaroven s odbérem hemolymfy do desticky probihal stejnym zpusobem i odbér vzorku
pro ur¢eni po¢tu hemocytu v monovrstvé (za predpokladu, ze se véechny bunky prichyti).
V tomto piipadé byla ale hemolymfa odebirdna na parafilm, a to do 200 ul SSS™ s 2%
EDTA. Tento pufr byl zvolen pro minimalizaci shlukovani hemocytu nebo jejich adherence
na povrch nadoby. Pocet hemocytu byl uréovan pod mikroskopem (Olympus BX51) po-
moci Biirkerovy pocitaci komurky. Do komurky bylo napipetovano 20 pul vzorku, z kazdého
vzorku byly spocitany tii komurky a v kazdé komurce 10 ¢tverct. Vyslednd hodnota je

prumér vsech hodnot prepoéitany na 1ml.

3.5 Pocet hemocytt u zdravych a nakazenych plza R. lagotis

Hemocyty byly nejprve pocitany ve smésném vzorku hemolymfy ze ti{ plzii. Hemolymfa
byla odebirdna na parafilm do pufru SSS™ s 2% EDTA v poméru 1:3. Pufr a para-
film minimalizovaly shlukovani a adherenci hemocytu. Kvuli velké variabilité v datech
byly néasledné poéitany hemocyty od jednotlivych plzi. Hemolymfa byla fedéna pufrem
v poméru 1:1, 1:2 nebo 1:3 v zavislosti na tom, kolik hemolymfy dany plz vypustil. Hod-

22



noceno bylo 23 zdravych plzi o velikosti 1,27 70,26 cm a 23 nakaZenych plzi o velikosti
1,297 0,22 cm. Odbéry probihaly v obdobi duben-ifjen. Pocet hemocytt byl uréovan po-
moci Biirkerovy komurky tak, jak je popsano v kap. 3.4.

3.6 Produkce radikalu

Produkce radikalu byla detekovana sondou, kterd po reakci s danym radikalem vytvori
fluorescencéni produkt. Intenzita fluorescence byla méfena na fluorometru (Infinite M200
Microplate Reader (Tecan Group, Switzerland)). Méfeni byla provedena v 96-ti jamkové
¢erné desticce (Nunc). Na dné jamky byla vytvorena monovrstva hemocytu, viz kap. 3.3.
Tésné pred mérenim byly k bunkam monovrstvy pridany ruzné stimulanty produkce ra-
dikalu, a pozorovan byl efekt dané latky na jejich produkci. Produkce radikala byla sle-

dovana u obou modelovych druht, u plzu R. lagotis a L. stagnalis.

Pouzité chemikalie a organismy

e DAF-FM diacetate (4-amino-5-methylamino-2-7-difluorescein diacetate (10x50 pg,
Molecular Probes)
Zasobni latka (50 nug) byla rozpusténa ve 20 ul DMSO na vyslednou 5mM koncent-
raci. Roztok byl déle fedén 1000x v SSS tak, aby byl k bunikdm ptidan jako 5uM.

e Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Molecular Probes)
Reakéni smés byla pripravena smichdanim 1 pl kienové peroxidazy (0,1 U/ml), 100 pl
SSS a 0,5 ul Amplex Red (50uM v DMSO). Zésobni litka Amplex Red byla roz-
pusténa v 60 ul DMSO. Kfenova peroxidaza byla rozpusténa v 1ml 5x zfedéného

reakéniho pufru dle navodu vyrobce.

e Zymosan A ze Saccharomyces cerevisiae (Sigma)
Zymosan byl pfipraven jako 1% suspenze v 0,15M NaCl. Smés byla 1h vafena ve

vodni lazni, centrifugovana 30 min pfi 4000 r.p.m. a resuspendovana v SSS.
e Laminarin Laminaria digitata (Sigma) fedény SSS (25 pug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml)

e PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma)
Zasobni liatka (1 mg) byla rozpusténa v DMSO na vyslednou 10mM koncentraci.
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Roztok byl dale fedén na pozadovanou (2uM nebo 10uM) koncentraci v SSS tak, aby
koncentrace DMSO u bunék nepfesdhla 0,1 % (vyssi koncentrace je pro hemocyty

povazovana za toxickou).

e bakterie Escherichia coli
Bakterie byly resuspendovany v SSS a usmrceny vysokou teplotou (70°C, 3h). Ze
sedimentu byl vytvofen koncentrét, ktery byl pouzit bud v blize neuréované kon-

centraci nebo v koncentraci 1072 a 1073,

e kvasinky S. cerevisiae
Kvasinky byly resuspendovény v SSS a usmrceny vysokou teplotou (65°C, 30 min).
Ze sedimentu byl vytvofen koncentrat, ktery byl pouzit bud v blize neurcované

koncentraci nebo v koncentraci 1072 a 1073,

o LPS (L4516-1MG, Sigma)
Zésobni roztok byl pripraven v mediu RPMI 1640 Hepes modification s NaHCOj3
(Sigma) v koncentraci 500 pg/ml. Roztok byl dale fedén v SSS na vyslednou kon-

centraci 10 mg/ml.

3.6.1 Produkce peroxidu vodiku

Hemocyty zdravych plzu R. lagotis a L. staglanis byly stimulovany ruznymi latkami a pro-
dukce H50y byla sledovana béhem 30 min. Monovrstva hemocyti na dné jamky byla
pripravena tak, jak je popsano v kap.3.3. Bunky adherované na dné desticky byly ale
ekvilibrovany ve 100 ul SSS, a to po dobu 1h pfi laboratorni teploté a v temnu. Tésné
pred métenim bylo k bunkam pfiddno 100 pl reakéni smési Amplex Red, kterd pripadné
obsahovala stimulant. Jako stimulant byl pouzit zymosan (25-100 pug/ml), laminarin (1-
10mg/ml) a PMA (10uM). Intenzita fluorescence byla méfena po dobu 30 min kazdych
5min pfi 530/590 nm. Oxidaci sondy Amplex Red molekulou HyOs vznika fluorescenéni
produkt resorufin. Sonda nepronika do bunék, métena proto byla extracelularni produkce

HQOQ.
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3.6.2 Produkce oxidu dusnatého

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat efekt riuznych latek na produkci NO hemocyty
zdravych plzu L. stagnalis a R. lagotis. Nésledné byla také porovnana bazalni produkce
NO u zdravych a nakazenych plzu R. lagotis.

Monovrstva hemocytu plzu R. lagotis a L. staglanis byla pripravena tak, jak je popsano
v kap. 3.3. Hemocyty byly pocitany podle kap.3.4. Adherované bunky byly bez ekvilib-
race inkubovany 1h s fluorescenéni sondou DAF-FM diacetat (5uM). Po dobu inkubace
byly bunky uchovavany v temnu. Sonda DAF-FM diacetdt pronika cytoplazmatickou
membranou, v bunce je sonda deesterifikovana, ¢imz se pro ni membrana stava nepro-
pustnou. Reakei deesterifikované sondy DAF-FM s molekulou NO vznikd fluorescenéni
benzotriazol. Pomoci této sondy lze méfit pouze intracelularni produkei NO.

Hemocyty byly 3x promyty 250 ul SSS, aby byla odstranéna sonda, ktera zistala mimo
bunky. Nasledné doslo béhem 30 min ekvilibrace k ustaleni podminek experimentu. Tésné
pred métenim byl pfiddn stimulant. Jako stimulant byl pouzit zymosan (25-100 pg/ml),
laminarin (1-10 mg/ml), PMA (10 uM), LPS (10 mg/ml), homogenat cerkérii 7. regenti
a T. szidati (20 ug/ml), teplem usmrcené kvasinky a bakterie. Intenzita fluorescence byla
méfena pii 495/515 nm po dobu 60 min kazdych 5min.

Bazédlni (nestimulovand) produkce NO hemocytu plze R. lagotis byla hodnocena jednak
na objem hemolymfy (200 ul), a pak i na poc¢et hemocytu (100 000).

Méten{ produkce HoOs hemocyty R. lagotis/ L. staglanis bylo 4x /6x opakovano.

Produkce NO hemocyty plovatek L. stagnalis chovanych v cistém prostiedi

Vliv cistoty prostiedi na schopnost hemocytu produkovat NO byl testovan proto, ze
v jiné laboratofi byl zjistén u stejného modelového organismu (L. stagnalis) rozdilny
stimulacni efekt fady latek (Wright a kol. 2006). Akvéria nasich plovatek byla ¢isténa
nepravidelné, min. vSak 1x mésicné. V tomto pokusu byly proto plovatky L. stagnalis
drzeny v akvariich ¢isténych castéji, jedenkrat tydné. Pokus byl proveden tak, jak bylo
popséno vyse (kap.3.6.2). Produkce NO stimulovand 10uM PMA byla méfena po tydnu
v ,Cistém prostiedi“ a pokus byl vzdy po tydnu (celkem tedy 3x) zopakovan. Pro kont-
rolu byla zaroven mérena i bazalni a stimulovand produkce NO hemocytu plzu L. stagnalis

drzenych v meésicné ¢isténych akvériich.
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Produkce NO hemocyty plzi R. lagotis chovanych v cistém prostiedi

Protoze efektivni stimulant produkce NO u hemocytu plzu R. lagotis chovanych v 1x
mésiéné ¢isténych akvariich nebyl nalezen, byla odpovéd hemocyti sledovéna i vzhledem
k cistoté prostiedi. Plzi byli chovani v akvériich, ktera byla ¢isténa 1x tydné. Pokus
byl proveden tak, jak bylo popsdno vyse (kap.3.6.2). Hemocyty byly stimulovany 10uM
PMA. Pokus byl opakovén po 14 dnech. Zaroven byla produkce NO méfena pro porovnani

i u hemocytu plzu chovanych v akvariich, ktera nebyla po dobu pokusu vubec ¢isténa.

3.7 Inhibice produkce NO u hemocyta R. lagotis
Pouzité chemikalie

e PKC inhibitor GF109203X hydrochlorid (Life Sciences)
Zasobni latka byla fedéna v DMSO na koncentraci 10 mg/ml. Roztok byl dale fedén

v SSS a pridavan k bunkam ve vysledné 10uM koncentraci.

e MEK 1/2 inhibitor U0126 (Biotech)
Zasobni latka byla fedéna v DMSO na 10mM koncentraci. Roztok byl dale fedén

v SSS a pridavan k buitkam ve vysledné 10uM koncentraci.

Inhibice bazalni produkce NO

Cilem tohoto pokusu bylo sledovat vliv inhibitoru PKC GF109203X na bazalni produkci
NO u hemocytt zdravych plzu R. lagotis. K monovrstvé hemocytu (viz kap. 3.3) byl 10uM
inhibitor PKC (GF109203X) pfiddn na dobu 30 min. Ihned poté zacalo 1 h dlouhé méreni
produkce NO. Bazalni produkce NO (bez inhibitoru) byla méfena pro kontrolu.

Pro ovéreni specifity inhibitoru byly hemocyty plze L. stagnalis inkubovany 30 min s 10uM
inhibitorem PKC (GF109203X) a nasledné stimulovany aktivatorem PKC (10uM PMA).
Pokud je inhibitor specificky, nedojde po soucasné inhibici a stimulaci PKC k narustu

produkce NO, zatimco pfi samotné stimulaci ano.

Inhibice produkce NO stimulované LPS

Po dobu 1h jsme sledovali vliv MEK 1/2 inhibitoru (U0126) na produkci NO hemocyty
R. lagotis stimulované LPS. Hemocyty monovrstvy (viz kap. 3.3) byly inkubovéany po dobu
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30min s 10pM U0126. Poté byl k bunkdm ptidan stimulant (LPS 10 mg/ml) a zacalo 1 h
dlouhé meéreni produkce NO. Jako kontrola byla zaroven mérena samotna stimulace bunék

LPS bez inhibitoru.

3.8 Fagocytoza

Fagocyticka aktivita hemocytu plze R. lagotis byla urcovana pomoci fluorescenéné znace-
nych c¢astic a vyhodnocovana byla fluorescenénim mikroskopem nebo fluorometrem. Vy-
zkouSeny byly ruzné typy FITC-znacenych c¢éstic, a to krélici erytrocyty, mysi erytrocyty,
kvasinky S. cerevisiae a bakterie Escherichia coli. Dale byly vyzkouseny bakterie E. coli
znacené pH-senzitivni barvickou pHrodo (viz dale). Fagocytéza eukaryotickych bunék byla

odecitana mikroskopicky, fagocytéza bakterii pomoci fluorometru.

3.8.1 Priprava FITC-znacenych castic

Piipraveny byly fluorescenéné znacené mysi a kralici erytrocyty (Hordk a Deme 1998)
a fluorescencné znacené kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Pearce a kol. 2001).
Pouzité chemikalie

e Alsieveruv roztok (citratovy pufr)

20,5 ¢ glukézy

4,2 ¢ NaCl
— 0,55 g monohydratu kyseliny citréonové

— 8 g monohydratu citratu sodného

1000 ml destilované vody
e trisovy pufr

150mM NaCl

— 20mM Tris (Sigma)

destilovand voda

—pH=178
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0,1M glycin (Sigma) v trisovém pufru

1% glutaraldehyd (Sigma) v trisovém pufru

SSS, slozeni viz kap. 3.2

uhli¢itanovy pufr

- O,QM Na2C03
— O,QM NaHC03
— destilovana voda

— pH = 94, titrace 0,2M roztoku Nay,CO3 0,2M roztokem NaHCOj3

e 0,01% (w/v)) fluorescein-isothiokyanat (FITC, Sigma) v uhli¢itanovém pufru (pro

znaceni erytrocytu)
e 0,1 mg/ml fluorescein-isothiokyanat (FITC, Sigma) v SSS (pro znaceni kvasinek)

e SSS™ s 0,1% EDTA (viz kap. 3.4)

Erytrocyty znacené FITC

Mysi (kmen Balb)/kralici (outbredni kmen) krev byla pro zabrénéni srézeni odebréna
do nékolikanasobného objemu citratového pufru. Nésledné byla centrifugovana po dobu
Smin pii 550g (kazda nésledujici centrifugace probihala pii 550g). Poté byly erytro-
cyty promyvany 4x5min v trisovém pufru, fixovany v 1% glutaraldehydu v trisovém
pufru po dobu 1h a promyvany 2x5min v SSS. Pro blokaci aldehydovych skupin byly
erytrocyty nasledné promyvany 4x5min v 0,1 M glycinu v trisovém pufru. Pak byly
promyvany 4x5min v SSS a roziedény v SSS na 1% suspenzi. Ta byla promyvana
3x5min v uhli¢itanovém pufru a pak byly erytrocyty inkubovany v 0,01% fluorescein-
isothiokyanatu v uhli¢itanovém pufru po dobu 1 h. Poté byly erytrocyty promyty 4 x5 min
v SSS a uskladnény v SSS™ s 0,1% EDTA pii teploté 4°C. Pred dalsim pouzitim byly

erytrocyty vzdy promyvany 3x5min v SSS.
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Kvasinky znac¢ené FITC

Kvasinky S. cerevisiae byly tepelné usmrceny (30 min pii 65°C). Nasledné byly inku-
bovény s fluorescein-isothiokyandtem v SSS (0,1 mg/ml) po dobu 30 min a poté promyty
5xHmin v SSS.

3.8.2 Fagocytdza eukaryotickych bunék
Pouzité chemikalie
e 4% formaldehyd v destilované vodé

e trypanovd modf (Sigma)
Rozpustnost trypanové modii v destilované vodé je 10mg/ml (2% roztok). Roz-
tok byl pfipraven v koncentracich 2mg/ml, 5mg/ml a 10 mg/ml a pred pouzitim

prefiltrovan.

Schopnost hemocytu pohlcovat eukaryotické bunky byla hodnocena pomoci mikroskopie.
Aby bylo mozné rozeznat, ktera bunka je hemocytem pohlcena a kterd je jen adhero-
vand na jeho povrchu, bylo nutné nepohlcené buitkky bud odmyt, nebo zhasnout jejich
fluorescenci. Hemocyty, které fagocytuji, ztraci schopnost adherovat. Kompletni odmyti
nepohlcenych bunék zpusobovalo odmyti i velké ¢asti fagocytujicich hemocytu, coz zkres-
lovalo vysledky. Proto byla zvolena cesta zhasinani nepohlcenych bunek.

Na podlozni sklicko Superfrost bylo do 10 ul SSS odebrano 30 ul hemolymfy (po 10 ul
ze 3plzu). Hemocyty adherovaly béhem 30min inkubace ve vlhké komurce na povrch
sklicka. Nésledné byly 3x oplachnuty SSS a inkubovéany ve tmé s fluorescencéné znacenymi
buiikkami po dobu 30 min. Nepohlcené fluorescenéné znacené bunky byly opatrné odmyty
(2x oplachnuti SSS), zbylé neodmyté buriky byly zhasnuty trypanovou modii (2% v SSS) a
hemocyty fixovdny pomoci 4% formaldehydu. Pomér hemocytu, které fagocytovaly a které

nefagocytovaly, byl ur¢ovan pomoci fluorescenéni mikroskopie.

3.8.3 Fagocytoza bakterii
Pouzité chemikalie a organismy

e FEscherichia coli (K-12 strain) BioParticles®), Fluorescein Conjugate (Molecular

Probes)

29



Bakterie (zdsobni bakterie 10 mg) byly uchovavany v SSS (20 mg/ml).

e pHrodo Red E. coli BioParticles Conjugate for Phagocytosis (Molecular Probes)
Bakterie byly resuspendovany ve 2ml SSS.

e MEK 1/2 inhibitor U0126 (Biotech)
Zasobni latka byla rozpusténa v DMSO na 10mM koncentraci. Roztok byl dale redén
v SSS na vyslednou 1 nebo 10uM koncentraci.

Schopnost fagocytovat bakterie byla uréovana pomoci fluorometru. Pro pokus byly po-
uzity komercné dodavané bakterie F. coli znacené FITC a E. coli znacené pH-senzitivni
barvickou pHrodo, kterd se stava fluorescenéni az v kyselém pH (tedy v lysosomu).
Meéfeni probihalo v pruhledné 96-ti jamkové desticce (Nunc). Monovrstva hemocytu ze
zdravych i nakazenych plzu byla pfipravena tak, jak je popsano v kap.3.3. Stejné byl
odebiran vzorek na urcéeni po¢tu hemocytu v pokusu, viz kap. 3.4. Monovrstva bunék byla
nasledné inkubovéna v temnu bud s 6x10° buitkami E. coli zna¢enymi FITC po dobu
30 min nebo s 10° buiikami E. coli znacenymi pHrodo po dobu 2h. Nefagocytované bak-
terie znacené FITC byly odmyty (2x oplachnuti SSS). Fluorescence zbylych neodmytych
bakterii byla nésledné zhasnuta trypanovou modfti. V pripadé bakterii znacenych pHrodo
se po 2h inkubace okamzité métilo. Méfen byl i signdl samotnych bakterii znacenych
pHrodo bez pritomnosti hemocytu a namérené hodnoty byly odecteny jako pozadi. In-
tenzita fluorescence byla mérena na fluorometru pii 494/518 nm v piipadé pouziti FITC-
znacenych castic a pfi 545/600 nm v piipadé pouziti ¢dstic znacenych pHrodo. Fagocytoza
bunék byla hodnocena jednak na stejny objem hemolymfy (200 ul), a poté i na stejny pocet
hemocytu (100 000). Méfeni probihala pii stejné citlivosti pristroje.

Inhibice fagocytozy

Vliv inhibice kindzy MEK 1/2 na hemocytéarni fagocytézu byl testovan pomoci inhibitoru
U0126. Monovrstva hemocytu (kap. 3.3) byla ekvilibrovédna 30 min v 200 ul SSS. Inhibitor
U0126 byl poté k bunikam ptidan na 30 min v 1 a 10uM koncentraci. Nésledné byly k hemo-
cytum pridany bakterie znacené pHrodo a po 2h byla méfena fluorescence. Zaroven byla
coby kontrola mérena fagocytdza bunék bez pritomnosti inhibitoru. Hodnoty fluorescence

samotnych bakterii bez bunék byly opét odecteny od ziskanych hodnot s bunkami. Bunky
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jsou pii pouziti 10uM U0126 zaroven vystaveny 0,1% DMSO. Proto byl ovéten i vliv 0,1%
DMSO na fagocytézu hemocytu.

3.9 Adherence hemocyti a tvorba panozek

Schopnost hemocytu adherovat k povrchu a tvorit panozky (spreading) byla hodnocena
meéfenim plochy, obvodu a cirkularity bunék. Parametry byly porovnavany mezi hemocyty
zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych motolici T. regenti. Pro uréeni pozadovanych
parametri bunék byla fluorescenéné obarvena membrana bunék. Zaroven byla znacena

i jddra bunék, aby bylo zaru¢eno vyhodnoceni pouze jedné bunky.

Pouzité chemikalie
e Dil C-12 (1,1’-didodecyl-3,3,3",3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Invitro-
gen)
Alikvoty zdsobniho roztoku byly roziedény v 96% etanolu (1-2,5 mg/ml) a uchovany
pii teploté —80°C. Pfed pouzitim byl roztok fedén v SSS na koncentraci 5 ug/ml.

e Montovaci medium Vectashield s DAPI (Vector Laboratories)
e 4% formaldehyd v destilované vodé
e SSS (viz kap. 3.2)

Hemolymfa byla odebrana od 10 zdravych a 10 nakazenych plzi. Pro rovhomérnou ad-
herenci bunék byla hemolymfa zdravych plzi fedéna 1:1 v SSS na parafilmu, zatimco
hemolymfa nakazenych plzi 1:2 v SSS na parafilmu (nakazeni plzi maji témér 2x vice
hemocytu nez zdravi plzi). Na Superfrost podlozni sklicko bylo pipetovano 40 ul fedéné
hemolymfy od zdravych a od nakazenych plzi. Hemocyty byly ponechany 30 min ve vlhké
komturce, aby adherovaly k povrchu sklicka. Nasledné byly hemocyty oplachnuty 3x SSS
a fixovany 10 min ve 4% formaldehydu. Poté byly hemocyty 4x oplachnuty SSS a pfiddna
byla fluorescenéni barvicka Dil C-12 (5 pug/ml). Tato barvicka je lipofilni, proto se dobie
vaze na membranu. Buiky byly inkubovany 20 min v temnu, oplachnuty 4x SSS, inku-
bovany 10min v SSS a poté znovu 3x promyty SSS, aby se odmyla prebytecnd barva.
Potom byl vzorek zamontovan pomoci media Vectashield s DAPI. Preparaty byly pozo-

rovany fluorescencnim mikroskopem Olympus Cell-R. Buiiky byly foceny v 60-ti nasobném
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zvétSeni jako 16-ti bitové obrazky. Méreni parametru bunék bylo provadéno v programu
ImagelJ.

Kromé obvodu a obsahu byla méfena i cirkularita bunék. Tento parametr je zavisly na ob-
vodu a obsahu buriky (ddno vztahem 1) a charakterizuje schopnost bunék tvorit panozky.

cirkularita = 47TM (1)
obvod

3.10 In wvitro enkapsulace larev T. regenti hemocyty L. stagnalis
Pouzité chemikalie
e Transformacéni medium (Minimal Salt Medium) (Schallig a kol. 1990)
Slozeni na 11 destilované vody:
— 3,5g NaCl
- 0,16 g KCl
— 0,09¢g NagHPO,- 2H,0
— 0,45 g MgSO,- TH,O
— 0,53 g CaCly- 2H,0
— 0,05g NaHCO3
— 1,5 g D-glukéza
— 1,5 g trehaldza
—pH=78
Roztok CaCly- 2H,0 byl piipraven zvlast, a poté piidan ke zbylému roztoku. Vys-

ledné pH roztoku bylo nizsi (pH = 7,6), protoze pii pH 7,8 se v mediu vysrazely

vapenaté ionty.

e 1% agar v destilované vodeé

Agarové plotny v Petriho miskdch mély tloustku asi 0,5 cm.

Transformace miracidii 7. regenti

Miracidia se po 24h inkubace v transformac¢nim mediu pii teploté 37°C preméni na

matefské sporocysty. V pokuse byly pouzity jen plné transformované sporocysty.
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Inkubace hemocytu s miracidii/sporocystami

Hemocyty L. stagnalis byly inkubovany s larvami nekompatibilni motolice T'. regenti, a to
jak s miracidii, tak s matetskymi sporocystami. Inkubace probihala v 300 ul hemolymfy
na parafilmu nebo v Petriho misce na 1% agaru ve vlhké komurce, a to za mirného kyvani
po dobu 18 h. Mirné kyvani zajistilo pravdépodobnéjsi kontakt larvy s hemocyty. Parafilm
a agar minimalizovaly adherenci hemocytu na povrch. Interakce hemocytu s larvami mo-
tolice byla pozorovana pod inverznim mikroskopem Olympus TH4-200 v ruznych ¢asech

béhem inkubace.

3.11 Toxicita plazmy plze L. stagnalis

Cilem tohoto pokusu bylo sledovat miru toxicity samotné plazmy plze L. stagnalis pro
miracidia nekompatibilni motolice T. regenti. Miracidia byla inkubovdna ve 100%, 75%
a 50% plazmé fedéné v SSS. Kontrolni skupina byla inkubovdna pouze v SSS. Zivota-
schopnost miracidii byla prubézné (po 2, 5,5 a 10,5h od pocatku inkubace) pozorovina
inverznim mikroskopem Olympus TH4-200.

Plazma byla ptipravena z ¢erstvé odebrané hemolymfy. Hemocyty byly z hemolymfy od-
stranény centrifugaci, a to nejprve 5min pii 500g, poté 5min pii 5000 g. Supernatant

(plazma) byl pfidan k larvdm na pocatku inkubace.

3.12 Experimentalni nakazy plzt nekompatibilnimi motolicemi

Pro urceni efektivity penetrace miracidii do nekompatibilnich hostitelti byli experimental-
né nakazeni 4 plzi L. stagnalis miracidii motolice T. regentia 9 plzu R. lagotis miracidii mo-
tolice T. szidati. Kazdy plz byl inkubovan 2h s 10 miracidii v odstaté vodé v Sestijamkové

desti¢ce. Nasledné byla pod lupou spocitana volné plovouci a mrtva miracidia.

3.13 Hodnoceni experimentalni nakazy pomoci histologie
Pouzité chemikalie
e Bouinova fixaz (Sigma)

e JB-4 Embedding Kit (infiltra¢ni a polymerac¢ni roztok) (Sigma)
infiltra¢ni roztok: roztok A (50ml) 4+ benzoyl peroxid (0,625 g)
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polymeraéni roztok: infiltraéni roztok (50ml) + roztok B (akcelerdtor polymerace,

2ml)
e ctanol (70%, 96%, 100%)
e DPX Mounting Medium (Sigma)

e toluidinova modf (Sigma)
Barvici roztok byl pfipraven smichanim 1% toluidinové modii a 1% NayB,O7 v desti-

lované vodé. Pied pouzitim byl roztok prefiltrovan.

Plzi R. lagotis byli experimentdlné nakazeni miracidii nekompatibilni motolice T. szi-
dati. Kazdy plz byl nejprve inkubovan po dobu 2h s cca 40 miracidii, nasledné jestée 2h
v odstaté vodé bez miracidii. Tato infekéni davka byla zvolena kvili pravdépodobnéjsimu
nalezu penetrované larvy na histologickych fezech. Ulita a hepatopankreas byly odprepa-
rovany a zbyld tkan plze byla prenesena na 24h do Bouinovy fixdze (5x objem vzorku).
Nasledné byla fixaz vymyta 70% etanolem. Poté byl vzorek odvodnén pomoci vzestupné
alkoholové tady (70%, 96%, 100%). Kazdy vzorek byl promyvéan 20 min v 70% a 96% eta-
nolu, nésledné 3x 10min v 100% etanolu. Ndsledovala 24 h infiltrace. Infiltrac¢ni roztok
byl po 30 a 60 min vyménén. Pak byl vzorek zalit do polymeracéniho roztoku. Polyme-
race probthala v Zelatinové kapsli 24h v temnu a bez ptistupu vzduchu. Zality vzorek
byl nafezdn na mikrotomu na 3 pum silné fezy. Rezy byly preneseny do kapky destilované
vody na podlozni sklo a po zaschnuti byly barveny 1 min 1% toluidinovou modii. Nako-
nec byly fezy montovany do DPX Mounting Media a pozorovany svételnym mikroskopem

(Olympus BX51).

3.14 Statistika

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit dvouvybérovy t-test, parovy test, analyza rozptylu
(ANOVA) a regresni a korela¢ni testy. Analyza byla provedena ve statistickém programu
R verze 2.12.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; www.R-
project.org).

Dvouvybérovy test byl pouzit v ptipadé, kdy byly porovnavany dva nezavislé soubory

dat. To bylo v ptipadé pokusu v kap. 4.1: porovnani velikosti ulity a po¢tu hemocytu mezi
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zdravymi plzi R. lagotis a plzi nakazenymi T. regenti, kap.4.2.3: porovnani bazalni pro-
dukce NO hemocytu zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti, kap. 4.2.4: po-
rovnani bazéalni a stimulované produkce NO hemocytu L. stagnalis a R. lagotis drzenych
v 1x tydné ¢isténém akvariu a pocet hemocytu plzu R. lagotis chovanych v akvariich
¢isténych 1x tydné a akvariich ¢isténych mésiéné, kap. 4.3.2: porovnani fagocytozy hemo-
cytu zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti, kap. 4.4: porovnani obvodu,
obsahu a cirkularity hemocytu zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti.

Parové testy byly pouzity v pripadé, kdy se v ndhodném vybéru vyskytovaly dvo-
jice velicin (pér se lisi se jen ve faktoru, ktery je testovan). To bylo v piipadé pokusu
v kap. 4.2.1: stimulovana produkce HyO5 hemocyty R. lagotis, kap. 4.2.2: stimulovana pro-
dukce NO hemocyty L. stagnalis, kap. 4.2.4: stimulovand produkce NO hemocyty L. stag-
nalis a R. lagotis drzenych v 1x tydné cisténych akvariich, kap. 4.3.2: inhibice fagocytozy
MEK 1/2 inhibitorem.

Analyza rozptylu (ANOVA) byla pouzita pii porovnavani vice ndhodnych vybért, coz
byl pripad kap.4.2.1: produkce HoOs hemocyty L. stagnalis stimulované tfemi ruznymi
koncentracemi zymosanu a kap.4.6: porovnani vlivu jednotlivych koncentraci plazmy
L. stagnalis na zivotaschopnost miracidii 7. regenti.

Korelacni analyza byla pouzita pro testovani vztahu mezi dvéma spojitymi veli¢inami.
Spearmanuv korelacni test byl pouzit v kap. 4.1 pri hledani zavislosti po¢tu hemocytu na
vysce ulity. Pro analyzu zavislosti po¢tu prezivsich larev na koncentraci plasmy (kap. 4.6)
byla pouzita Poissonova regrese. Tento typ regrese je vhodny pro pripad, kdy zavisla
proménnd popisuje pocty udalosti za néjaky c¢asovy usek.

Parametrické testy byly pouzity pro data s normalnim rozdélenim. Pro data, kterd
nemaji normalni rozdéleni, byly pouzity neparametrické testy.

V pripadé, ze byly testy usporddané v case (napt. produkce radikalu po 20, 40,
60 min), bylo nutné kvuli zévislosti po sobé jdoucich udélosti upravit jednotlivé p-hodnoty
a porovnat je s novymi kritickymi hodnotami. Tato korekce byla provedena Fisherovym
kombina¢nim testem (inverzni normdalni metoda s Pocockovymi kritickymi hodnotami)

(Lehmacher a Wassmer 1999).
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4 Vysledky

4.1 Pocet hemocytua plze R. lagotis

Nakazeni plzi méli v pruméru 459 000 hemocytu/ml, zdravi pak 256 000/ml. Nakazeni
plzi méli tedy 1,79 x vice hemocytu nez zdravi plzi. Pocet hemocyti plze nezavisi na jeho
velikosti (p<0,05), viz obr.2. Prumérnd velikost zdravych a nakazenych plzi je stejna

(p<0,05).
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Obr. 2: Pocet hemocytu u zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti.

4.2 Produkce radikalu

Hemocyty ruznych druht plzu jsou ruzné citlivé na jednotlivé stimulanty produkce NO
a HyO,. Stimula¢ni efekt vybranych ldtek a organismu (PMA, zymosan, laminarin, LPS,
tepelné usmrcené bakterie, kvasinky a homogenét cerkarii T. regentia T. szidati) na hemo-
cytarni produkei téchto radikala byl testovan u plzu L. stagnalis a R. lagotis. Jako jediny
efektivni stimulant produkce NO u hemocytu L. stagnalis se osvédéil PMA. U hemocytu
plzu R. lagotis chovanych v 1x mési¢né ¢isténych akvariich se pro produkeci NO neosvédéil

zédny z pouzitych stimulantu (kap. 4.2.2). Hemocyty plztu R. lagotis chovanych v 1x tydné
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¢isténych akvériich se podafilo stimulovat k produkci NO pomoci PMA (kap.4.2.4). Pro
stimulaci produkce HyOs se osvédcil zymosan u L. stagnalis, u plze R. lagotis naopak PMA
(kap.4.2.1). Laminarin se pro stimulaci produkce NO nedal pouzit, protoze interagoval se
sondou a i bez pritomnosti NO vznikal fluorescenéni produkt. Z parazitarnich faktoru byl
vyzkousen homogenat cerkarii T. regenti a T. szidati. Inhibitory protedz interagovaly se
sondou DAF-FM diacetat za tvorby fluorescenéniho produktu. Proto byl vyzkousen i efekt
homogenatu bez inhibitoru protedz. Takové homogenaty mély inhibi¢ni efekt (i kdyz ne

signifikantni). Stimulaéni efekt ruznych latek na produkci NO a HyOo shrnuje Tab. 1.

Tab. 1: Stimula¢ni vliv ruznych latek na produkci NO a HyOy hemocyty L. stagnalis
a R. lagotis. HC — homogenat cerkarii, ANO — po expozici dané latce pozorovan v méreném
intervalu statisticky vyznamny néarust produkce daného radikalu, NE — po expozici dané
latce nebyl pozorovan v méfeném intervalu statisticky vyznamny nartust produkce daného
radikalu, — nebylo testovano

OXID DUSNATY PEROXID VODIKU
Stimulant L. stagnalis R. lagotis L. stagnalis R. lagotis
PMA ANO ANO NE ANO
Zymosan NE NE ANO NE
Laminarin nelze nelze NE NE
Usmrcené bakterie - NE - -
Usmrcené kvasinky — NE — —
LPS - NE - -
HC T. regent: NE NE - —
HC T. szidats NE - - -

4.2.1 Stimulovana produkce peroxidu vodiku
Hemocyty plze L. stagnalis

Zymosan stimuloval produkci HoO4 ve vech pouzitych koncentracich (25 pg/ml, 50 pug/ml,
100 pg/ml). Mira stimulace byla zévisla na koncentraci. Nejnizsi koncentrace (25 pg/ml)
zvysila po 30 min produkei 2,1x (p<0,001), maximalni koncentrace (100 pug/ml) v pruméru
3,5x (p<0,001) oproti bazéalni produkeci (viz obr.3). Méfeni produkce HyOo hemocyty

L. staglanis stimulované zymosanem bylo 6x opakovano.
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Obr. 3: Produkce HyOy hemocyty L. stagnalis stimulovand zymosanem (25 pg/ml,
50 pug/ml, 100 ug/ml). Relativni fluorescence (prumér, = SEM) je ukédzéna jako podil
signdlu v daném case a signalu v ¢ase O min (prerusovand ¢ara). Statistické vyhodnocen{
pomoci parametrického (t = 10 min) i neparametrického (t = 5, 20, 30 min) testu ANOVA.
*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Hemocyty plze R. lagotis

Zymosan produkci HoO9 u hemocytu R. lagotis nestimuluje, PMA naopak vliv ma. Stimu-
lace 10uM PMA zpusobila po 30 min v pruméru 2,7nasobny (p<0,001) narust produkce
H,0, oproti kontrole (viz obr. 4). Méfeni produkce HyOy hemocyty R. lagotis stimulované
PMA bylo 4x opakovéano.

38



m kontrola
m PMA 10pM

relativni fluorescence
o = NI w B ol (@) ~d o

5 15 20 30
cas (min)

Obr. 4: Produkce HyOy hemocyty R. lagotis stimulovana 10uM PMA. Relativni fluo-
rescence (primér, * SEM) je ukdzéna jako podil signalu v daném ¢ase a signdlu v case
Omin (pferusovand cara). Statistické vyhodnoceni parovym t-testem. *: p<0,05, **:
p<0,01.

4.2.2 Stimulovana produkce oxidu dusnatého

Hemocyty plze R. lagotis

Nepodarilo se nalézt stimulant produkce NO u hemocytu plze R. lagotis.

Hemocyty plze L. stagnalis

Z pouzitych stimulantiu mél pouze PMA efekt na produkci NO. Méfeni probihalo po dobu
60 min. Stimulaci 2uM PMA narostla produkce NO po 60min 1,72x (p<0,001) oproti
bazalni produkeci (viz obr.5). Méfeni produkce NO hemocyty L. staglanis stimulované

PMA bylo 3x opakovéno.
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Obr. 5: Produkce NO stimulovand 2uM PMA u hemocytu L. stagnalis. Relativni fluo-
rescence (prumér, = SEM) je ukdzdna jako podil signdlu v daném case a signalu v case
Omin (pferusovand Cara). Statistické vyhodnoceni parovym t-testem. **: p<0,01, ***:
p<0,001.

4.2.3 Bazalni produkce NO nakazenych a zdravych plza R. lagotis

Bazalni produkce NO byla hodnocena jednak vzhledem ke stejnému objemu hemolymfy
(200 ul), ale také vzhledem ke stejnému poctu hemocytia (100000). Pokud data byla
vztazena na stejny objem hemolymfy, produkovaly hemocyty nakazenych plzti 1,07x vice
NO nez hemocyty zdravych plzi. Vysledek nebyl signifikantni. Byla-li data vztazena na
stejny pocet hemocytu, produkovaly naopak hemocyty zdravych plzu signifikantné vice
NO nez hemocyty nakazenych plzii. Po 60 min narostla produkce NO u nakazenych plzu
1,74x, zatimco u zdravych plzu 2,74x oproti pocatku méteni (viz obr.6). Po 10, 20,
40 a 60 min produkovali zdravi plzi 1,89x (p<0,001), 1,79x (p<0,001), 1,62x (p<0,05)
a 1,58x (p<0,05) vice NO nez nakazeni plzi. Méteni bazalni produkce NO hemocyty
R. lagotis bylo 3x opakovano.
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Obr. 6: Bazalni produkce NO hemocyty zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. re-
genti béhem 60 min. Relativni fluorescence (prumér, & SEM) je ukdzana jako podil signdlu
v daném case a signalu v ¢ase 0 min (prerusovand cernd ¢éra pro signal dat hodnocenych
na objem hemolymfy, fialovd pro signal hemocytu nakazenych plzu vztazenych na pocet
hemocytu a zelend pro signal hemocytu zdravych plzu hodnoceny na pocet hemocytu).
Statistické vyhodnoceni dvouvybérovym t-testem. **: p<0,01, ***: p<0,001.

4.2.4 Vliv ¢istoty prostiedi na produkci NO
Hemocyty plze L. stagnalis

Bazalni produkce plzu chovanych v ¢istém prostiedi narostla od pocatku meéreni 2,8x,
zatimco u plzu chovanych v akvériich ¢isténych 1x mésiéné narostla 1,6x (experiment
byl 3x opakovan). Plzi chovani v ¢istém prostiedi méli 1,75x (p<0,001) vyssi bazalni
produkci NO nez plzi chovani v akvariich ¢isténych 1x mési¢né, viz obr. 7. Produkce NO
plzu z ¢istého prostiedi stimulovana 10uM PMA narostla 1,5x vice nez bazalni produkce

(experiment byl 3x opakovan), viz obr. 8.
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Obr. 7: Bazalni produkce NO hemocyty plzu L. stagnalis chovanych v akvariich ¢isténych
1x tydné a 1x mésicné. Relativni fluorescence (prumér, = SEM) je ukdzana jako podil
signdlu v daném ¢ase a signalu v ¢ase 0 min (prerusovand ¢ara). Statistické vyhodnocent
dvouvybérovym t-testem. ***: p<0,001.
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Obr. 8: Produkce NO stimulovana 10uM PMA u hemocytu L. stagnalis drzenych
v akvarifch ¢isténych 1x tydné. Relativni fluorescence (pramér, & SEM) je ukdzéna jako
podil signdlu v daném case a signdlu v ¢ase 0 min (prerusovana cara). Statistické vyhod-
noceni parovym t-testem. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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Hemocyty plze R. lagotis

Protoze nebyl nalezen zadny efektivni stimulant produkce NO u plzu R. lagotis chovanych
v 1x meésicné cisténych akvariich, testovan byl vliv ¢istoty prostiedi na stimulovanou
i bazalni produkci NO. Plzi chovani v 1x tydné cisténych akvariich uz byli schopni pro-
dukovat NO v reakci na pfitomnost 10uM PMA. Produkce NO hodnocena na stejny
objem hemolymfy (200 ul) byla po 60 min 1,29x vyssi (p<0,05) u stimulovanych hemo-
cytu nez u hemocytu nestimulovanych. Po prepoc¢tu na 100000 bunék byla stimulovana
produkce NO po 60 min 1,18 x vyssi (p<0,05) nez bazéalni nestimulovand produkce NO, viz
obr. 9. Experiment byl 4x opakovan. Bazalni produkce NO hemocytu plzu z necisténych
akvarii byla nesignifikantné vyssi nez u plzu z ¢isténych akvéarii. Déle bylo zjisténo, ze plzi
z Cistého prostiedi méli vétsi mnozstvi hemocytu, a to 1,5x vzhledem k plzum drzenym

v necisténych akvériich (p<0,05), viz obr. 10.
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Obr. 9: Produkce NO stimulovana 10uM PMA u hemocytu R. lagotis drzenych v akvariich
¢isténych 1x tydneé. Relativni fluorescence (priumér, © SEM) je ukdzana jako podil signdlu
v daném ¢ase a signédlu v ¢ase 0 min (¢ernd prerusovand cara pro data hodnocend na stejny
objem, ¢ervend pro data hodnocend na stejny pocet hemocytu). Statistické vyhodnoceni
parovym t-testem. *: p<0,05.
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Obr. 10: Rozdil v poétu hemocyti (prumér, & SEM) plzi R. lagotis chovanych v akvariich

¢isténych 1x tydné a v necisténych akvariich. Statistické vyhodnoceni neparametrickym
dvouvybérovym t-testem. *: p<0,05.

4.2.5 Inhibice produkce NO u hemocyttd R. lagotis
Inhibice bazalni produkce NO inhibitorem PKC (GF109203X)

Vliv inhibitoru PKC (GF109203X) na bazélni produkci NO byl testovan u hemocytu plze
R. lagotis. Hemocyty plze R. lagotis inkubované s inhibitorem PKC neprodukovaly méné
NO nez kontrolni hemocyty (bazéalni produkce). Specifita inhibitoru byla testovédna na
hemocytech L. stagnalis. Hemocyty stimulované PMA (aktivdtorem PKC) produkovaly
signifikantné vice NO nez hemocyty stimulované PMA a zéroven inhibované GF109203X.
Vzhledem k tomu, ze hemocyty R. lagotis nelze pomoci PMA k produkci NO stimulovat,

nemohla byt specifita inhibitoru testovana pifimo u nich.

Inhibice LPS stimulované produkce NO u hemocytt R. lagotis

Hemocyty R. lagotis exponované LPS (10 mg/ml) produkovaly nesignifikantné vice NO
nez hemocyty bez LPS (v Tab. 1 neni povazovano za stimulaci, protoze se nejednd o statis-

ticky vyznamny nartst). Pouziti stimulantu (LPS) a inhibitoru MEK 1/2 kinazy (U0126)
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zaroven zpusobilo snizeni produkce NO, avsak ne az na uroven bazéalni produkce. Vysledek

také nebyl signifikantni.

4.3 Fagocytoéza hemocyta R. lagotis

Schopnost hemocytu fagocytovat byla porovnana mezi hemocyty zdravych plzu a plzu

nakazenych T. regenti. Fagocytovany byly ruzné ¢éastice znacené FITC a pHrodo sondami.

4.3.1 Fagocytéza FITC-znacenych ¢astic

Hemocyty ochotné pohlcovaly erytrocyty znacené FITC, avSak zhasinani fluorescence ne-
pohlcenych erytrocyti trypanovou modif bylo velmi problematické. Zédnd kombinace kon-
centrace trypanové modii (0,5% — 2%) a doby inkubace (1 min — 20 min) nevedla k efek-
tivnimu zhasnuti nepohlcenych mysich erytrocyti. VyzkouSeny proto byly jiné bunky
znacené FITC, a to kralici erytrocyty, kvasinky S. cerevisiae a bakterie E. coli. Z&dné
z nich se vSak nepodafrilo trypanovou modii efektivné zhasnout. Hodnoceni pohlcenych
a nepohlcenych bunék se tim stalo témér nemozné, a od této metodiky pokusu bylo ustou-

peno.

4.3.2 Fagocytéza hemocyta zdravych plzi R. lagotis a plzti nakazenych T. re-

genti s vyuzitim pHrodo

Efektivita fagocytézy pHrodo znacenych bakterii byla porovnana mezi zdravymi plzi a plzi
nakazenymi 7. regenti. Méfeni bylo hodnoceno jednak vzhledem ke stejnému objemu
hemolymfy (200 ul), a pak i vzhledem ke stejnému poc¢tu hemocytu (100 000). Fagocytoza
hodnocend na stejny objem hemolymfy dosahovala u hemocytu nakazenych plzu 90 %
fagocytdzy hemocytiu zdravych plzii. Vysledek nebyl signifikantni. Pokud byla fagocytoza
hodnocend na stejny pocet hemocytu, méli nakazenf plzi v pruméru o 50 % nizsi schopnost

fagocytovat bakterie nez plzi zdravi (p<0,05), viz obr. 11. Experiment byl 4x opakovén.
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Obr. 11: Porovnéani fagocytézy hemocytu zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych
T. regenti. Hodnota relativni fagocytézy hemocytu nakazenych plzu je vztazena k hod-
noté signalu hemocyti ze zdravych plzu. Statistické vyhodnoceni neparametrickym
dvouvybérovym t-testem, *: p<0,05.

Inhibice fagocytézy MEK 1/2 inhibitorem

Inhibitor MEK 1/2 kindzy (U0126) je schopny u hemocytu plze R. lagotis inhibovat fago-
cytézu. Inhibitor v 1uM koncentraci snizil fagocytézu o 16 % (p<0,05), v 10uM koncen-
traci o 43 % (p<0,01), viz obr. 12 (hodnoceno na 100 000 hemocytu). Experiment byl 3x
opakovan. Inhibitor byl rozpustén v max. 0,1% DMSO, a proto byl testovan i efekt 0,1%
DMSO na fagocytozu hemocytu, ktery byl vsak zanedbatelny.
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Obr. 12: Vliv inhibice MEK 1/2 kindzy na schopnost hemocytu R. lagotis fagocytovat.
Hodnota relativni fagocytozy hemocytu s inhibitorem je vztazena k hodnoté signélu hemo-
cytu bez inhibitoru. Hodnoceno bylo na 100 000 hemocytu. Ke statistickému zhodnoceni
byl pouzit parovy t-test, *: p<0,05, **: p<0,01.

4.4 Schopnost hemocytia adherovat na povrch a tvorit panozky

Schopnost hemocytu adherovat k povrchu a tvorit panozky byla hodnocena mérenim jejich
morfologickych parametrii, a to obvodu, obsahu a cirkularity. Parametry vice nez 80 bunék
pochézejicich ze zdravych plzu R. lagotis a plzu infikovanych T. regenti byly ziskény ze
4 nezavislych pokust. V kazdém pokusu byl pouzit smésny vzorek hemolymfy z 10 plzu.
Hemocyty pochézejici z nakazenych plzi mély mensi obvod i obsah bunék, a to v prumeéru
0 15,3 %, viz obr. 13.

Cirkularita hemocytu nakazenych plzu byla o 23,2 % vyssi nez u hemocytu zdravych
plzu, viz obr. 14 (cirkularita = 1 = hemocyty maji kruhovy tvar). Obrézek 15 ukazuje

typové tvary hemocytu zdravych a nakazenych plzu.
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Obr. 13: Relativni hodnoty obvodu a obsahu (primér, © SEM) hemocytii zdravych
plzi R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit
dvouvybérovy t-test, **: p<0,01.
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Obr. 14: Porovnani cirkularity (pramér, = SEM) hemocytt zdravych plzi R. lagotis a plzi
nakazenych T. regenti. Cirkularita = 1 = hemocyty maji kruhovy tvar. Ke statistickému
vyhodnoceni byl pouzit dvouvybérovy t-test, *: p<0,05.
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Obr. 15: Typové tvary hemocytu u plzu nakazenych 7. regenti (A) a zdravych plzu (C,
D). U nakazenych plzi se vyskytuji i hemocyty s panozkami (B), jde ale o minoritni ¢ast
populace. Métitko ukazuje 10 um.

4.5 Enkapsulace larev T. regenti hemocyty L. stagnalis in vitro

Agar (1%) se ukazal jako nejvhodnéjsi substrat pro inkubaci hemocytu s larvami motolice.
Oproti parafilmu se na ném hemocyty méné shlukovaly.

Interakce hemocytu L. stagnalis s miracidii a sporocystami T. regenti (jak adherence
jednotlivych hemocytu na povrch larvy, tak i jeji iplnd enkapsulace) byla pozorovéna
béhem max. 7h, protoze po této dobé zivotaschopnost hemocytu rychle klesa. Od zacatku
inkubace larev v hemolymfé se postupné zacaly objevovat shluky hemocytu, ve kterych
byly nékdy pozorovany i larvy motolice. Larvy nejevily znamky poskozeni (napf. destrukce
povrchu). Béhem ¢asu snizovaly svoji pohybovou aktivitu. Béhem ti{ nezavislych pokusu

nebyla enkapsulace larev T. regenti hemocyty L. stagnalis pozorovana.
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4.6 Toxicky efekt plazmy

Testovan byl vliv humoralni slozky vnitiniho obranného systému L. stagnalis (plazmy) na
zivotaschopnost miracidii 7. regenti. Béhem 10,5 h inkubace miracidia postupné snizovala
svoji pohybovou aktivitu a hynula. U nékterych bylo pozorovano poskozeni povrchového
epitelu. Schopnost larev prezit v plazmé plze po 10,5h je zavisla na koncentraci plazmy
(p = 0,0173). Data ziskand v kratsich ¢asovych intervalech nez 10,5h po zacatku inku-
bace neukazuji statisticky vyznamnou zavislost zivotaschopnosti miracidii na koncentraci
plazmy. Ve 100% plazmé uhynulo po 10,5h 70 % miracidii, zatimco v pufru 33 %. Se
snizujici se koncentraci plazmy se snizuje 1 jeji toxicita. V 75% plazmé uhynulo 64 % mi-
racidif a v 50% plazmeé 58 % miracidif, viz obr. 16. Statisticky signifikantn{ je vSak jen trend
zavislosti zivotaschopnosti miracidii na koncentraci plazmy, a nikoliv absolutni rozdily ve

vlivu jednotlivych koncentraci plazmy na zivotaschopnost miracidii. Experiment byl 3x

opakovan.
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Obr. 16: Toxicita plazmy L. stagnalis pro sporocysty T. regenti po 10,5h inkubace.
Mnozstvi piezivajicich larev (primér, T SEM) zdviselo na koncentraci plazmy (p =
0,0173), pro statistické vyhodnoceni byla pouzita Poissonova regrese.
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4.7 Hodnoceni infekce plze pomoci histologie
4.7.1 Efektivita penetrace miracidii do nekompatibilnich hostitelt

Cilem tohoto pokusu bylo ovérit schopnost miracidii penetrovat do nekompatibilniho plze.
Pokud jsou miracidia schopna ispésné penetrovat, je mozné déle sledovat prubéh infekce
pomoci histologie.

Kazdy plz byl inkubovan 2 h s 10 nekompatibilnimi miracidii. V ptipadé dvojice R. la-
gotis—T. szidati bylo po 2h nalezeno 64 % miracidii mimo plze. V piipadé dvojice L. stag-
nalis—T. regenti bylo mimo plze nalezeno 20 % miracidii. Mnozstvi miracidii (zivych
i mrtvych), kterd nepenetrovala do hostitele, shrnuje Tab. 2. Mrtva miracidia nebyla po-
zorovana v piipadé dvojice L. stagnalis—T. regenti. Pokus s dvojici R. lagotis—T. szidati

byl 2x opakovén, s dvojici L. stagnalis—T. regenti byl proveden 1x.

Tab. 2: Efektivita penetrace miracidii 7. regenti a T. szidati do nekompatibilnitho mezi-
hostitele. Tabulka ukazuje pocty zivych i mrtvych miracidii (z 10), kterd nepenetrovala
do nekompatibilniho hostitele po 2 h.

R. lagotis — T. szidati L. stagnalis — T. regenti
7iva mrtva 7iva
¢islo plze miracidia | miracidia miracidia
1 6 1 1
2 6 1 2
3 7 0 4
4 5 1 1
D 6 3
6 4 4
7 5 2
8 ) 0
9 3 0

prumérny pocet miracidif z 10, ktera nepenetrovala

R. lagotis — T. szidati L. stagnalis — T. regenti
6,5z 10 = 65 % 2710 =20%
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4.7.2 Mikroskopie histologickych vzorka

Protoze efektivita penetrace miracidii T. szidati do nekompatibilniho plze R. lagotis byla
35 %, byli plzi uréeni pro histologické zpracovani pro zvyseni uspésnosti infekce inkubovani
s vysokym poc¢tem miracidii (asi 40). V ¢ase 2 h po nékaze byli plzi usmrceni a postoupeni
histologickému zpracovani, viz kap.3.12. Preparaty byly pozorovany pod mikroskopem

Olympus BX51. Infekce vSak nebyla na histologickych preparatech prokazana.
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5 Diskuse

PlZi se spoléhaji pri nakaze patogenem na svuj vnitfni obranny systém. Tento systém
je zalozen pouze na neadaptivnich mechanismech a nesetkame se zde tedy s imuno-
vnitintho obranného systému plzi jsou hemocyty, které maji podobné vlastnosti jako
lidské makrofagy (McKerrow a kol. 1985). Invadujici organismy jsou zniceny fagocytézou
a zaroven jsou produkovany toxické ROS a NO, které jsou klicové v usmrceni parazita
(Hahn a kol. 2001a,b). Na mife rezistence se podileji také humoralni faktory hemolymfy,
z nichz nejdulezitéjsi jsou zirejmeé lektiny, které zprostredkovavaji rozpoznani a propojeni
cizi ¢éstice s hemocytem (Hordk a van der Knaap 1997).

Plzi slouzi jako mezihostitelé fady medicinsky nebo veterindrné dilezitych motolic. Ve
chvili, kdy plze napadne miracidium nekompatiblini motolice, je vnitinim obrannym
systémem rozpoznano a velmi brzy znic¢eno, ale pii nakaze miracidiem kompatibilni moto-
lice se parazit zdarné vyviji. Pfesny mechanismus interakce kompatibilni motolice s vniti-
nim obrannym systémem plze neni znam. Za kompatibilitu motolice mohou byt zod-
povédné muciny, které jsou sekretované miracidii a které se mezi jednotlivymi kmeny
motolice S. mansoni velmi ligily (Roger a kol. 2008). Obranny systém plze motolici z ¢asti
ziejmé nepoznd a z ¢asti je vlivem motolice utlumen, a nedokaze tak adekvatné reagovat
(Bayne a Yoshino 1989). Motolice jsou schopné u hemocytu kompatibilnich plzu snizit ve
svuj prospéch produkci ROS (Gorbushin a Iakovleva 2008) nebo schopnost fagocytovat
(Iakovleva a kol. 2006). Tlumeni aktivit hemocytu probiha pravdépodobné uz na trovni

signalizace v bunce (Walker 2006).

5.1 Pocet hemocyta

Pocet hemocytu u dospélého plze R. lagotis se 1isi mezi jednotlivymi jedinci, v pruméru jich
maji 256 000/ml hemolymfy. Blizce pfibuzny, avsak nékolikandsobné vétsi druh L. stag-
nalis jich m4 skoro 5x tolik (1,2x10%/ml) nez R. lagotis (Adema a kol. 1991b). Na zakladé
nami provedené korela¢ni analyzy nezavisi pocet hemocyti na 1 ml hemolymfy plze R. la-
gotis na jeho staii (velikosti ulity). U dospélych a juvenilnich plza B. glabrata byl naméren
také stejny pocet hemocytu na 1ml hemolymfy. Vétsi celkovy pocet kolujicich hemocytu

je tak dan spiSe vétsim objemem hemolymfy (DeGaffé a Loker 1998). Na druhou stranu
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pocet hemocytu mlze R. decussatus pozitivné koreloval s délkou lastury (Flye-Sainte-Marie
a kol. 2009).

Pocet hemocyt namétfeny u jednotlivych plzu R. lagotis se lisil. Namétena variabi-
lita muze byt castecné zpusobena sezénnimi vlivy. Kolisanim poc¢tu hemocytu zavisi na
rocnim obdobi a aktivité gonad (Gorbushin a Takovleva 2006). Pocet hemocytu plziu R. la-
gotis byl méten v prubéhu obdobi duben—iijen. Vzhledem k tomu, ze plzi jsou chovani
v akvariich ve stalych podminkéch, je vliv rotniho obdobi zfejmé omezen oproti plzum
v zimnim obdobi (V. Skéla, PFFUK, tstni sdéleni), a takové fyziologické zmény mohou
mit za nasledek zménu mnozstvi kolujicich hemocytu. Dalsim moznym vysvétlenim vari-
ability v po¢tu hemocytu mezi jedinci je neptfesnost pouzité metody pocitani hemocytu.
Hemolymfa odebrand z plze musela byt fedéna v SSS™/EDTA, aby se minimalizovalo
shlukovani hemocytu. I tak ke shlukim obc¢as dochazelo. K shlukovani hemocytu totiz
dochdzi i procesem nezavislym na vapenatych a hote¢natych iontech (Chen a Bayne
1995).

Mnozstvi cirkulujicich hemocytu zavisi také na pritomnosti ndkazy. Béhem nakazy
motolici H. elongata, E. paraensei a E. liei dochazi dlouhodobé k narustu poctu ko-
lujicich hemocytu (Gorbushin a Iakovleva 2008; Mounkassa a Jourdane 1990; Loker
a kol. 1987). Zajimavy je pokles v poc¢tu hemocytu zaznamenany hodiny po nékaze plze.
Hemocyty zfejmé putuji do tkédné zneskodnit patogena, a dochazi tak k prechodnému
poklesu v poctu kolujicich hemocytu (Allegretti a kol. 2009). Pokles v poctu kolujicich
hemocytu byl zaznamenan i fadové tydny po infekci, a to po zacatku vylucovani cerkarii.
Duvodem tohoto poklesu byl asi pfesun hemocytu do tkané, aby opravily skody vzniklé
unikem cerkérii (Mounkassa a Jourdane 1990).

Pocet hemocytu plzu R. lagotis nakazenych T. regenti byl urc¢ovan v patentni periodé
(tj. asi 7tydnu po infekei). Nakazeni plzi méli v prameéru asi 1,8x vice hemocytu nez plzi
zdravi. Prestoze plzi béhem tohoto obdobi vylucuji cerkarie, méli vice kolujicich hemocytu
nez zdravi jedinci. Bud' tedy jen zanedbatelné mmnoZstvi hemocyti odchdzi opravovat
poskozenou tkan nebo je jejich odchod kompenzovan dostatecnou tvorbou bunék de novo.
Podobny narust v po¢tu hemocytu v patentni periodé (1,75x) byl pozorovan také u plzu
L. littorea nakazenych motolici H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008).

Soucasné se zménou poctu kolujicich hemocytu byla pozorovéana i kvalitativni zména
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hemocytt, napt. pii ndkaze prvokem B. ostrae (Cochennec-Laureau a kol. 2003) nebo
motolici H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008) se v hemolymfé nachdzelo daleko vic
nezralych agranularnich bunék. Granularita hemocytu zdravych plzu R. lagotis a plzu
nakazenych T. regenti nebyla testovana. Hemocyty z nakazenych plzu mély vsak mensi
tendenci se shlukovat. Je mozné, ze se v hemolymfé nakazenych plzii nevyskytuje néjaky
humoralni faktor za shlukovani zodpovédny nebo hemocyty nemaji na povrchu dostatecné
mnozstvi receptoru nutnych pro adhezi, coz muze naznacovat jistou miru nezralosti nebo
suprese. Zda se tedy, ze nakaza kompatibilni motolici zpusobi dlouhodobé narust v poc¢tu
kolujicich hemocytu hostitelského plze. Nové vzniklé hemocyty budou ziejmé nezralé nebo

inhibované, a tudiz nebudou schopné motolici znicit.

5.2 Produkce kyslikovych radikala

Ruzni autori uvadéji, ze ruzné latky jsou pro stimulaci produkce ROS nebo NO hemo-
cytlu jednoho druhu plze nebo mlze ruzné efektivni, nékteré nemaji viibec zadny tcinek
(Arumugam a kol. 2000; Wright a kol. 2006). Jeden a ten samy stimulant muze u jed-
noho druhu stimulovat napt. jen produkci ROS, ale uz ne produkci NO (Lépez a kol.
1994). K podobnym zévérum (viz déle) jsme dosli i u stimulantia produkce ROS a NO
u plovatkovitych plzu R. lagotis a L. stagnalis.

Produkce HyO5 hemocyty plovatek L. stagnalis byla sledovana po inkubaci se zymosa-
nem, PMA a laminarinem. Je znamo, ze PMA m4 vliv na produkci HyO5 u hemocytu plze
B. glabrata (Humphries a Yoshino 2008) a laminarin a zymosan u hemocytu L. stagnalis
(Lacchini a kol. 2006; Zelck a kol. 2005). Laminarin ani PMA vsak v nasich pokusech s he-
mocyty L. stagnalis nemély efekt. Pouze zymosan byl schopny zvysit produkci HyO4, a to
umeérné jeho koncentraci. Pfi nejvyssi pouzité koncentraci 100 nug/ml vzrostlo po 30 min
mnozstvi HyOq 3,5% oproti bunkam bez stimulace.

Hemocyty plovatky R. lagotis byly exponovany stejnym chemickym stimulum jako
hemocyty plovatky L. stagnalis, jejich efekt na produkei HoO4 se vsak lisil. Tentokrat byl
bez efektu nejen laminarin, ale i zymosan. Naopak PMA produkci HyOy vyznamné zvysil.
P1i pouziti 10uM PMA narostla produkce HoO5 po 30 min 2,7 oproti bazalni produkei.

U plze B. glabrata narostla produkce HyOs stimulovana 0,5uM PMA po 2h asi 2x
(Humphries a Yoshino 2008). Protoze PMA aktivuje piimo PKC a u plovatek L. stagnalis
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je produkce HyOy regulovand pomoci PKC (Lacchini a kol. 2006), bude produkce HyO4
hemocyty R. lagotis také zrejmé alespon castecné regulovana pres PKC.
Podle nasich vysledku existuje variabilita nejen ve schopnosti jednoho druhu plze reagovat

na ruzné stimuly, ale i v odpovédi riznych druht plzti na jeden stimul.

5.3 Produkce oxidu dusnatého

Jako jediny efektivni stimulant pro produkci NO se u hemocytu L. stagnalis osvédéil PMA
(2uM), jehoz pusobenim narostla po 60 min produkce NO 1,72x oproti bazdlni produkei.
K jinym vysledkum dosli u hemocytu L. stagnalis v jiné laboratori. Stimulace hemocytu
PMA zde zpusobila 8-ndsobny nértust oproti bazalni produkci (Wright a kol. 2006) (témér
3x vic nez v nasich pokusech). Z toho vyplyvé, Ze schopnost ruzné intenzivné odpovidat
na ruzné stimuly se lisi nejen mezi jednotlivymi druhy, ale zfejmé i mezi populacemi
v ramci jednoho druhu. Jednim z faktoru, ktery by mohl vysvétlit odlisné vysledky, je
vliv okolnich (abiotickych i biotickych) podminek na plze (diskutovéno nize).

Zymosan nemél vliv na produkci NO hemocyty L. stagnalis. V diive publikovanych
vysledcich v8ak zymosan (10 pug/ml) mél stimula¢éni efekt na produkci NO hemocyty
L. stagnalis. Po 60 min zpusobil u hemocytu L. stagnalis zvyseni produkce NO 2,2x oproti
bazalni produkci (Wright a kol. 2006). Stimulace hemocyttu laminarinem (10mg/ml)
zpusobila po 60 min narust produkce NO 4x oproti bazalni produkei (Wright a kol. 2006).
V nasich pokusech nebyla tato stimulace mozné, protoze fluorescencni sonda pro detekci
NO (DAF-FM diacetdt) interagovala s laminarinem za tvorby fluorescen¢niho produktu
i bez pritomnosti NO. Vzhledem k tomu, ze Wright a kol. (2006) pouzivali identické
chemikélie od stejné spolec¢nosti (DAF-FM diacetat — Invitrogen, laminarin — Sigma),
muze byt ndmi pozorovand interakce chemikalii zpusobena ruznymi vyrobnimi Sarzemi
produktu nebo néjakou interferujici primeési.

U hemocytu plze R. lagotis nebyl objeven zadny funkéni stimulant produkce NO. Vy-
zkouSeny byly jak chemicky definované latky jako PMA, zymosan, laminarin, LPS, tak
i usmrcené bakterie a kvasinky. Hemocyty plze V. ater lze k produkci NO stimulovat LPS
(Conte a Ottaviani 1995), stejny efekt LPS v8ak nebyl pozorovan u plovatky L. stag-
nalis (Wright a kol. 2006), kterd je plzi R. lagotis fylogeneticky piibuznéjsi. To, zZe se

hemocyty R. lagotis nepodarilo stimulovat k produkeci NO, muze byt zpusobeno vice fak-
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tory. Je mozné, ze hemocyty uz byly maximalné stimulované, takze zadny dalsi stimulant
uz nemohl produkci NO zvysit. Hemocyty R. lagotis jsou mnohem mensi a nachylnéjsi
k poskozeni nez hemocyty L. stagnalis, a je proto nutné s nimi pracovat mnohem opatrnéji.
Je proto mozné, ze uz samotnou manipulaci (vypuzenim a odsdnim hemolymfy, adherenci
na dno desticky, promyvanim pufrem) doslo k jejich maximalni stimulaci nebo poskozeni.
V jinych studiich zpusobila manipulace s hemocyty béhem experimentu zvysenou bazalni
fosforylaci ERK hemocytu plze L. stagnalis (Plows a kol. 2004; Wright a kol. 2006)
a zvySenou bazalni produkci ROS hemocyty plze L. littorea (Gorbushin a Iakovleva
2007).

Abychom zjistili, zda jsou hemocyty ve stimulovaném stavu i bez pouziti stimulantu,
vyzkouseli jsme vliv inhibitoru PKC na bazéalni produkci NO. Aktivaci PKC dochéazi
v bunce ke spousténi fady dulezitych déju, mj. i k zahajeni produkce NO po stimulaci.
Pii bazélni produkci NO neni PKC aktivovand (Wright a kol. 2006). Pokud tedy dojde
ke snizeni bazalni produkce NO vlivem inhibitoru PKC, jsou hemocyty stimulované uz
samotnou manipulaci s nimi, a nejde tak o pravou bazalni produkci. Inhibitor vsak nemél
na bazalni produkeci vyznamny vliv, protoze bazalni produkce NO s inhibitorem byla
stejné vysoka jako bez inhibitoru. Signalni drdha zahrnujici PKC tedy zfejmé nebyla po
manipulaci s hemocyty aktivované.

Dalsi moznosti, pro¢ se stimulac¢ni vlasnosti nami pouzitych latek na produkci NO
hemocyty L. stagnalis lisily od vysledku jiné laboratore (Wright a kol. 2006), je ¢istota
prostiedi, ve kterém jsou plzi chovani (A. J. Walker, Kingston University London, dstni
sdéleni). Akvdria naSich plzu jsou ¢isténa nepravidelné (min. jednou mésiéné), na dné
zustavaji ulity mrtvych plza i samotni mrtvi plzi. V jiné studii bylo pozorovano, ze hemo-
cyty plzu vystavenych kontaminovanému prostiedi mély zvysenou bazalni produkeci ROS,
fagocytdzu latexovych ¢éstic i pocet kolujicich hemocyttu (Gust a kol. 2013). Nase chovy
plzu jsou napadené krouzkovcem Chaetogaster sp. (Oligochaeta). Ten se vyskytuje hlavné
u plzu nakazenych motolicemi, ale v mensi mite je i u zdravych plzu. Bylo tedy mozné,
ze v naSem pripadé uz samotny pobyt v kontaminovaném prostredi zpusobil maximalni
stimulaci. Vzhledem k tomu, zZe inhibitor PKC nebyl schopen inhibovat bazalni produkci
NO hemocytu R. lagotis, hemocyty R. lagotis zfejmé nebyly manipulaci a pobytem v kon-
taminovaném prostiedi vyznamné stimulovany.

Pro porovnani jsme testovali vliv ¢istoty prostiedi na bazalni i stimulovanou produkci
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NO, a to u obou plovatkovitych plzu. Produkce NO byla méfena 1x tydné (L. stagnalis)
a 1x za 14dni (R. lagotis). Bazélni produkce NO hemocytu plzu L. stagnalis chovanych
v ¢istém prostredi narostla po 60min 2,81, zatimco u plzu z necisténych akvarii jen
1,64x. V jiné studii byly ziskany zcela opacné vysledky. Bazalni produkce ROS hemocytu
plzu z kontaminovaného prostiedi byla vyrazné vyssi nez u plzu z ¢istého prostiedi (Gust
a kol. 2013). Je mozné, ze castd vyména vody a manipulace s nagimi plzi (odbér hemo-
lymfy 1x za tyden) byly pro hemocyty vétsim stresem nez samotné prostredi necisténého
akvaria.

Hemocyty plovatek R. lagotis chovanych v ¢istém prostiedi se podarilo stimulovat
k produkei NO (na rozdil od plzu z akvarii ¢isténych mésiéné). Hemocyty produkovaly po
stimulaci 10uM PMA 1,29x vic NO nez nestimulované hemocyty. Bazéalni produkce NO
hemocytu plzu z necisténych akvarii byla (stejné jako v piipadé plze L. stagnalis) vySsi nez
u plzu z cistého prostredi, rozdil vsak neni signifikantni. Vzhledem k tomu, ze se nepodafilo
stimulovat produkci NO u hemocytt plzu R. lagotis z ne¢isténych akvarii, a u hemocytu
plzu z ¢istého prostiedi ano, ma ¢istota prostiedi vliv na schopnost produkovat NO. Efekt
vSak neni vyrazny a na neschopnosti hemocytu R. lagotis produkovat NO se budou zcela
jisté podilet i dalsi faktory.

Schopnost produkovat NO pravdépodobné zavisi i na jinych abiotickych faktorech nez
¢istota prostiedi. Vysoka teplota nebo nedostatek kysliku snizuje produkei ROS (Mosca
a kol. 2013). Vliv budou mit i biotické faktory, v nasem piipadé zfejmé hlavné uz zminény
Chaetogaster sp. Vysledek stimulace zavisi také na délce méfeni, protoze nékteré stimu-
lanty mohou mit efekt az hodiny po stimulaci, nékteré maji efekt uz béhem desitek minut
(PMA béhem 60 min (Wright a kol. 2006), IL-2 az po 24h (Novas a kol. 2004)).

Dalsim duvodem, pro¢ nelze hemocyty stimulovat k produkci NO, muze byt vycerpani
zésob prekurzoru NO (L-argininu) nebo nedostateéna aktivita enzymu NOS (Zhu a kol.
2012). To by vysvétlovalo, pro¢ hemocyty plze R. lagotis byly schopné po stimulaci pro-
dukovat HyO ale uz ne NO. Nevysvétluje to vsak uz pritomnost bazalni produkce NO.

Hemocyty plze L. stagnalis byly vystaveny i parazitarnim komponentam, konkrétné
homogenatu cerkarii T. regenti a T. szidati, a hemocyty plze R. lagotis homogenatu
cerkarii T. regenti. Nédkaza motolici snizuje schopnost hemocytu produkovat ROS (Go-
rbushin a Takovleva 2008). Mohou za to pravdépodobné aktivni latky v jejich ESP

(Connors a Yoshino 1990), které budou zfejmé ovliviiovat bunéénou signalizaci hemo-
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cytll a ndslednou imunitni odpovéd plze (Walker 2006). Expozici hemocyti homogendtu
cerkarii by proto v kompatibilni varianté mohlo dojit ke snizeni produkce radikalu (mo-
tolice obsahuje ldtky, které inhibuji imunitni odpoveéd, aby piezila), zatimco v nekom-
patibilni varianté by mélo dojit naopak ke stimulaci (plz se infekci ubréani). Ve vsech
testovanych kombinacich (homogenat cerkérii 7. regenti s hemocyty L. stagnalis a R. la-
gotis, a homogenat cerkarii T. szidati s hemocyty L. stagnalis) vSak byla pozorovand
jen nesignifikantni inhibice produkce NO. V homogenatu se vyskytuji diky obsahu pe-
netra¢nich 714z cysteinové peptiddzy (Mikes a kol. 2005), které mohly inhibovat signalni
drahy. Homogenat byl proto ptipraven s inhibitory peptidaz, avsak inhibitory interfero-
valy s fluorescencni sondou. Nesignifikantni inhibice produkce NO hemocyty R. lagotis
a L. stagnalis po expozici homogenatu cerkarii tedy nebyla zpusobena schopnosti mo-
tolice inhibovat imunitni odpovéd. Homogenat cerkérii neni zcela vhodny materidl pro
testovani imunosuprese, protoze plz se bézné setkava pouze s povrchovymi strukturami
cerkarii a homogenat obsahuje i jejich vnitini obsah. Vhodnéjsim materidlem by byly
napf. cilidrni desticky miracidii.

Schopnost motolic tlumit imunitni odpovéd byla testovana i porovnanim bazélni pro-
dukce NO u zdravych plzu R. lagotis a plzu nakazenych T. regenti. Pokus byl proveden
nejprve za pouziti stejného objemu hemolymfy (200 ul). Rozdil mezi produkei NO he-
mocytl zdravych a nakazenych plzu mél vSak zcela opacény trend, nez jsme ocekavali.
Hemocyty nakazenych plzu produkovaly na 200 ul hemolymfy 1,07x vice NO nez hemo-
cyty plzu zdravych (i kdyz nesignifikantné). Vzhledem k tomu, ze nakazeni plzi méli asi
1,8x vice hemocytu nez plzi zdravi, byla produkce NO zmétena i na 100000 hemocytu.
Produkce NO byla takto prepoctena za predpokladu, ze 100 hemocytu vyprodukuje 100 x
vic NO nez jeden hemocyt. Piipadné interakce mezi hemocyty se tudiz nebraly v po-
taz. Po prepoc¢tu produkovaly hemocyty zdravych plzu po 60 min asi 1,6 X vice NO nez
hemocyty nakazenych plzu. Zda se, ze jednotlivé hemocyty nakazenych plzu produko-
valy méné NO, vnitini obranny systém plze vSak toto oslabeni kompenzoval nartustem
poctu kolujicich hemocytu. Ve vysledku bylo tak v celé hemolymfé nakazeného plze pro-
dukovéno vice NO nez u zdravého plze (viz vyse méfeni na objem). To by odpovidalo
i pozorovani, kdy hemocyty L. stagnalis pii ndkaze T. szidati neprodukovaly na objem
hemolymfy méné superoxidu oproti hemocytum ze zdravych jedincu (Dikkeboom a kol.

1988). Snizeni bazélni produkce NO asi na polovinu bylo naopak pozorovéno u hemocytu
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mlzu L. littorea nakazenych motolici H. elongata (pocitano na objem hemolymfy, nakazent

plzi méli asi 1,75x vice hemocytu nez zdravi plzi) (Gorbushin a Takovleva 2008).

5.4 Fagocytoza

Nakaza motolici ma vliv na fagocytézu hemocytt mezihostitelskych plzi. Snizena schop-
nost fagocytovat byla pozorovana u plze L. stagnalis nakazeného motolici T. szidati
(Nunéz a kol. 1994), plze L. littorea nakazeného motolici H. elongata (lakovleva a kol.
2006) a plze B. glabrata nakazeného motolici E. paraensei (Noda a Loker 1989). Tato
inhibice byla pozorovana dny az tydny po ndkaze. V kratkodobém ¢asovém horizontu (ho-
diny po ndkaze) bylo pozorovano prechodné i zvyseni fagocytézy hemocytu nakazenych
plzu (Amen a kol. 1992; Noda a Loker 1989). Tato zvysend aktivita byla zfejmé namifena
proti cilidrnim destickdm miracidif (Amen a kol. 1992).

Fagocytdéza hemocytu plzu R. lagotis nakazenych motolici T. regenti byla hodnocena
v patentni periodé (asi 7tydnu po infekci). Hemocyty ochotné pohlcovaly mysi a kralici
erytrocyty, kvasinky a bakterie znacené FITC a bakterie zna¢ené pHrodo.

Pouziti bunék znac¢enych FITC bylo problematické. Aby bylo mozné odecitat fago-
cytozu, bylo nutné odmyt nepohlcené bunky nebo bylo potieba zhasnout jejich fluo-
rescencni signal. Odmyti se muselo provadét velmi opatrné, protoze hemocyty, které jiz
fagocytovaly, mély nizsi schopnost adherence, a mohlo tedy lehce dojit k jejich ztrate.
Proto byla zvolena cesta zhasinani extracelularni fluorescence pomoci trypanové modfi.
Zhasinani jak laboratorné, tak i komercné FITC-znacenych bunék bylo problematické.
Nepodarila se totiz nalézt takova kombinace koncentrace trypanové modii a doby bar-
veni, aby bylo mozné spolehlivé odlisit pohlcenou c¢astici od nepohlcené a trypanova modi
nebyla pro hemocyty toxicka. V jiné préci stacila koncentrace trypanové modii 5 mg/ml
po dobu 15min (Hordk a Deme 1998), av8ak v nasem piipadé ani nasyceny roztok
(10mg/ml) trypanové modii nedokdzal za 20 min castice efektivné zhasnout. Tato kom-
binace je vSak extrémni vzhledem k tomu, ze trypanova modi byla v této koncentraci pro
hemocyty toxicka. To, ze se nam ¢astice nepodarilo zhasnout, mohlo byt napf. zpusobeno
vétsi afinitou fluoresceinu ke znac¢enym casticim. K odliseni pohlcenych ¢astic od nepohl-
cenych Ize pouzit i jind zhasedla. Napiiklad ethidium bromid méni pii ozateni UV svétlem

zelenou fluorescenci FITC na oranzovou (Drevets a Campbell 1991), ale vzhledem k jeho
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toxicité nebyl testovan.

Bakterie E. coli znacené pHrodo jsou vyhodné v tom, ze se pHrodo rozsviti az v ky-
selém pH, to znamena az v lysosomu, a odpada tak problém se zhasinanim nepohlcenych
bakterii. Fagocytéza hemocytu plzu R. lagotis nakazenych motolici T. regenti hodno-
cend na stejny objem hemolymfy (200 ul) byla nizsi nez aktivita hemocytu zdravych plzu.
Rozdil vsak nebyl statisticky vyznamny. Vzhledem k ruznému poc¢tu hemocytt u zdravych
a nakazenych plzu byla hodnocena zaroven také fagocytéza prepocitand na 100 000 hemo-
cytu. Opét jsme predpokladali, ze mezi hemocyty nejsou zadné interakce a 100 hemocytu
pohlti 100x vic ¢astic nez 1 hemocyt. Hemocyty nakazenych plzu mély pak schopnost fa-
gocytovat asi 2x nizsi nez hemocyty zdravych plzu. Zda se tedy, ze stejné jako v pripadé
produkce NO méli nakazeni plzi inhibovanou fagocytézu. Tento deficit byl zfejmé opét
kompenzovan narustem poctu kolujicich hemocytu.

Snizeni fagocytozy hemocytu plzi s min. 7tydnu starou infekci souhlasi s vysledky
experimentu na jinych modelovych organismech (viz vyse). Ptechodné zvyseni fagocytdzy
hodiny po nékaze (Amen a kol. 1992; Noda a Loker 1989) nemohlo byt v nasich experi-
mentech zachyceno.

Predpoklada se, ze inhibice obrannych funkci hemocytu je zpusobena inhibici kindz
zodpovédnych za spousténi obrannych reakei proti patogenum (Walker 2006). Sporocysty
a ESP S. mansoni napt. dokazou inhibovat ERK kindzu hemocytu mezihostitelského
plze B. glabrata (Zahoor a kol. 2008). Regulace fagocytézy pomoci ERK kindzy byla
potvrzena i u hemocytu plze L. stagnalis (Plows a kol. 2004). Testovan byl proto vliv
ERK inhibitoru na fagocytézu hemocytu plze R. lagotis. Efekt inhibitoru byl zavisly na
jeho koncentraci, pii 10uM koncentraci byla fagocytéza snizena o 43 %. Fagocytoza je
tedy u hemocytu plze R. lagotis alespon ¢éasteéné fizena ERK kinazou. Je-li fagocytoza
hemocytu R. lagotis regulovana pomoci ERK kindzy a ma-li zaroven motolice T. regenti
inhibi¢ni vliv na ERK kindzu, je pak tato motolice schopna zdsahem do signédlnich drah
aktivné snizovat schopnost hemocytu R. lagotis fagocytovat. Pro potvrzeni této hypotézy
je treba jesté dodat dukaz o nizsi aktivite ERK kindzy u hemocytu plzu nakazenych

T. regenti.
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5.5 Tvorba panozek a adheze hemocyti k povrchu

Nékaza plzu motolici mé vliv na morfologii jejich hemocytu. Hemocyty plze B. glabrata
maji tendeci se zakulacovat pri ndkaze motolici E. paraensei (Adema a kol. 1994a). Stejny
efekt maji sporocysty této motolice i na nekompatibilni hostitele z ¢eledi Lymnaeidae,
avsak efekt uz neni patrny u fylogeneticky vzdaleného plze H. aspersa (Sapp a Loker
2000a). Také v piipadé testovani samotnych ESP kompatibilnich motolic dochézelo k za-
kulacovani hemocytu a snizovani adherence hemocytu zdravych plzu k povrchu (DeGaffé
a Loker 1998; Loker a kol. 1992).

Hemocyty plze R. lagotis mély vlivem nakazy kompatibilni motolici 7. regenti zménénou
svoji morfologii. Obvod i plocha hemocytu byly zmengené v pruméru o 15,3 % (shodné
¢islo je dilem néhody, diléi prumeéry jednotlivych pokust se lisi). Cirkularita bunék (kula-
tost; ¢im nizsi hodnota, tim vice ma bunka panozek) byla u hemocytu z nakazenych plzi
zvysend o 23,2 %. Hemocyty z nakazenych plzu zaujimaly tedy v pruméru mensi plochu
a tvorily méné panozek nez hemocyty ze zdravych plzi, a mély tak snizeny spreading.
Neplati to vSak obecné o celé populaci hemocyti. SpiSe u nakazenych plzu se vyskytovalo
vice malych zakulacenéjsich bunék s kratkymi panozkami, které se u zdravych plzu také

vyskytovaly, ale mnohem méné casto.

5.6 Enkapsulace larev motolice

Schopnost adherovat na povrch a tvorit panozky tizce souvisi se schopnosti enkapsulovat.
V pripadé, ze je plz vuci nakaze rezistentni, nedochazi ke zméné morfologie hemocytu,
a ty jsou tim padem schopné adekvatné reagovat na patogena. Hemocyty plze B. glabrata
rezistentniho k nakaze S. mansoni dokazou enkapsulovat larvy této motolice (Harris 1970).
Béhem prvnich par hodin po nédkaze hemocyty kontaktovaly larvu a zacaly pohlcovat
tegument sporocyst, po 48h byly v okoli destruované sporocysty pozorovany hemocyty
plné fagosomu a 4 dny po infekei jiz nebylo mozné sporocysty rozeznat (Loker a kol. 1982).
V pripadé nakazy kompatibilni motolici hemocyty nejprve kontaktovaly larvu, ale vlivem
parazita se ndsledné zakulacovaly, a nebyly tak schopné larvu enkapsulovat (Adema a kol.
1994a).

Schopnost hemocytu L. stagnalis enkapsulovat miracidia a sporocysty T. regenti byla

pozorovana in vitro béhem 7h. Ptrestoze L. stagnalis je pro T. regenti nekompatibilnim
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hostitelem, larvy T. regenti nejevily béhem inkubace zadné znamky poskozeni. Hemocyty
sice tvorily shluky, ve kterych byly nalézany larvy, ale zachyceni v téchto shlucich se zdalo
byt ndhodné. Larvy béhem ¢asu snizovaly svoji pohybovou aktivitu (zfejmé dochazely
energetické zasoby), ale jinak nedochézelo k zddnému poskozeni (napf. destrukei povrchu).

Béhem inkubace byly Petriho misky s hemocyty mirné kyvany, aby mély hemocyty
vétsi pravdépodobnost kontaktu s larvou. Je mozné, ze pohyb Petriho misky fungoval
spise jako rusivy podnét, diky kterému hemocyty k larvé nedokéazaly adherovat. Inku-
bace probihala na parafilmu nebo na 1% agaru (Sapp a Loker 2000a). Povrch agaru se
ukazal byt vhodnéjsi, protoze na néj hemocyty neadherovaly ani po hodinach inkubace.
Dochézelo ale k adhezi hemocytii k sobé navzajem. Céstecné jsme zabranili shlukovani
hemocytu tim, ze byl kladen duraz na co nejéistsi odbér hemolymfy (sliz odebrany s he-
molymfou pii inkubaci vytvérel sité, do kterych se hemocyty zachytdvaly a shlukovaly).
Shlukovani hemocytu se nam vsak nepodafilo nikdy tplné zabranit, a diky tomu jsme
mozna nepozorovali enkapsulaci larev.

Enkapsulace nebyla pozorovana ani v piipadé inkubace hemocytu H. aspersa se spo-
rocystami F. paraensei (Adema a kol. 1994a). Hemocyty ruznych druhu plzu (B. glabrata,
L. stagnalis, S. elodes, H. aspersa) neadherovaly k povrchu redii E. paraensei, na druhou
stranu adherovaly k povrchu sporocyst S. mansoni, Schistosomatium douthitti a Echi-
nostoma trivolvis, a to nezavisle na vzajemné kompatibilité. Ke sporocystam E. paraenser
adherovaly hemocyty v porovnani se sporocystami jinych druhu jen omezené (Sapp a Lo-
ker 2000a). Larvy ruznych druht motolic jsou tak ziejmé pro hemocyty ruzné atraktivni.

Jinym duvodem, pro¢ jsme enkapsulaci nekompatibilnich larev nepozorovali, muze
byt to, ze hemocyty nejsou obecné schopné sporocysty rozeznat. Jedina efektivni obrana
vuéi motolicim muze byt pouze na uplném zacatku infekce. K prvni viné obrany muze
u nékterych plziu dochézet ihned po penetraci miracidia do plze. Hemocyty v takovych
piipadech rozpoznaji ciliarni desticky jako cizi materidl, a larvu znici. Cilidrni desticky
byly pozorovény ve fagosomech hemocytu (Loker a kol. 1982). Pro stadium sporocysty
uz hemocyt nemusi mit efektivni obrannou reakci, a nedokaze ji tedy znicit. Pozorovana
vSak byla i druhd vina obrany vuéi motolici, a to pfi pruniku vzniklych sporocyst do
dalsich orgénu plze. Ve vylucovacich a rozmnozovacich organech plzu B. glabrata infiko-
vanych S. mansoni byla v dobé, kdy méli vylucovat cerkarie, pozorovana mista se zbytky

sprocyst obklopenych hemocyty. Imunitni systém znicil sporocysty, plz tudiz nevylucoval
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v dobé patentni periody cerkarie (de Souza a kol. 1997).

5.7 Toxicita plazmy plza pro larvy motolic

Kompatibilita plz—motolice zavisi nejen na bunééné obrané, ale také na humoralnich fakto-
rech obsazenych v hemolymfé. Hemolymfa obsahuje fadu latek, mezi nimi lektiny, bakteri-
ostatické a baktericidni latky (Adema a kol. 1991a). Plazma plztu B. glabrata rezistentnich
k nakaze S. mansoni obsahovala vice cytokinu IL-1f3 nez plazma vnimavych plzu. Tento
cytokin se podilel na jejich rezistenci (Granath a kol. 2001), a to zvySenim fagocytdzy
a produkce superoxidu hemocyty (Connors a kol. 1995). V plazmé byl objeven i protein
s cytotoxickou aktivitou, ktery perforaci membrany zabiji specificky pouze eukaryotické
bunky (Hubert a kol. 1997). Plazma muze byt toxickd nejen z diivodu piitomnosti cyto-
lytickych proteinu, ale i diky nevhodnému pH, osmolalité, teploté nebo mnozstvi kysliku
(Sapp a Loker 2000b).

Vzhledem k tomu, ze se nepodarilo pozorovat enkapsulaci larev hemocyty nekompa-
tibilniho plze, byla testovana toxicita samotné plazmy L. stagnalis k miracidiim 7. re-
genti. Zivotaschopnost larev byla sledovéna béhem 10,5h inkubace. Miracidia postupné
snizovala svoji pohybovou aktivitu a hynula. U nékterych bylo pozorovano poskozeni po-
vrchového epitelu. Zivotaschopnost larev zdvisela na koncentraci plazmy. Pocet piezivsich
miracidii ve 100% plazmé ale nebyl vuci poctu prezivsich larev v SSS signifikantné nizsi.
Statisticky vyznamny byl pouze trend zavislosti zivotaschopnosti miracidii na koncentraci
plazmy, coz bylo zpusobeno velkym rozptylem v poctech prezivsich miracidii. V nékterych
pokusech jich po 10,5h prezila vétsina (ve 100% plazmé o néco méné nez v kontrolnim
pufru), zatimco pii opakovani jich uhynula velkd ¢ast jak v plazmé, tak i v kontrolnim
pufru (v pufru ale méné). Ruznd zivotaschopnost miracidiif mohla byt zpusobena rtuznymi
faktory v prubéhu nédkazy kachny a néasledné transformace miracidii na sporocysty, napf.
ruzné dlouhou stimulaci miracidii svétlem pfi jejich sbéru, ktera mohla zpusobit odlisné
vycerpani jejich energetickych zésob.

V jiné studii byla plazma toxicka pro larvy jen v méné nez poloviné nekompatibilnich
kombinaci plz—motolice. Cim byl plz fylogeneticky blizsi kompatibilnimu hostiteli, tim

byla nizsi toxicita jeho plazmy (Sapp a Loker 2000b). Nase modelové organismy L. stag-
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nalis a R. lagotis jsou fylogeneticky velmi blizké (Celed Lymnaeidae), a diky tomu ne-
byla plazma L. stagnalis pro larvy vyvijejici se normélné v plzi R. lagotis prilis toxicka.
V jiné studii se toxicita plazmy nekompatibilnich plzu projevovala nejen poskozenim po-
vrchového epitelu (pozorovaném i v nasem piipadu), ale i ztratou norméalniho tvaru téla
larvy (télo ziskalo sféricky tvar) (Sapp a Loker 2000b). Mira poskozeni zavisela na kon-
centraci plazmy. Zavislost toxicity plazmy plze pro larvy motolice na jeji koncentraci byla
pozorovana nejen ve dvojici Mytilus edulis—H. elongata (Gorbushin a Levakin 2005), ale

i v nasi modelové dvojici L. stagnalis—T. regenti.

5.8 Infekce na histologickych preparatech

Jednim z puvodnich cili bylo i sledovat prubéh infekce nekompatibilni motolici na histolo-
gickych tezech plzem. Nejprve byla testovana efektivita penetrace miracidii do nekompa-
tibilnich plzu. Asi 80 % miracidii 7. regenti penetrovalo do plze L. stagnalis, zatimco jen
kolem 35 % miracidii T. szidati penetrovalo do plze R. lagotis. Efektivita penetrace byla
testovana jen orientacné, a pro jednoznacné zavery by bylo tfeba pokus opakovat. Zda se
vSak, ze miracidia T. regenti penetruji do nekompatibilnitho plze mnohem ochotnéji nez
miracidia 7. szidati.

V jinych studiich bylo zjisténo, ze miracidia rtznych druht motolic penetruji do
ruznych druhu plzu také s odlisnou ochotou. Plzi byli exponovani miracidiim vzdy jed-
noho druhu motolice a v sérii pokusu byla testovana efektivita penetrace v kompatibilnich
i nekompatibilnich kombinacich. V nékterych pripadech penetrovalo vic miracidii do ne-
kompatibilniho plze nez do kompatibilniho. Pokud nem4 miracidium moznost penetrovat
do kompatibilniho plze, penetruje v mnoha ptipadech ochotné i do nekompatibilnich plzu
(Sapp a Loker 2000b).

Vzhledem k tomu, ze efektivita penetrace miracidii 7. szidati do plze R. lagotis se
pohybovala kolem 35 %, byli plzi urcéeni pro histologické zpracovani inkubovéni s vy-
sokym poctem miracidii. Pti udrzovani laboratorniho cyklu 7. regenti v nasi laboratofi
se pro nakazu jednoho plze R. lagotis pouzivaji asi 3 miracidia. V infekcich plzu R. lagotis
urcenych pro histologické zpracovani bylo pro zvyseni zachytu penetrujicich miracidii na
histologickych fezech pouzito asi 40 miracidii 7' szidati na plze. Po 2 h inkubace s miracidii

byl plz postoupen histologickému zpracovani. Na histologickych fezech vsak nebyla na-
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lezena zadna sporocysta. Duvodu muze byt vice. Nemuzeme si byt napf. jisti uspésnosti
penetrace. Miracidium mohlo zustat v povrchovém slizu plze a to, které penetrovalo,

mohlo okamzité uhynout tésné pod jeho epitelem.
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Zaveér

Tato diplomova prace se zabyvala charakterizaci vybranych aktivit hemocytu plzu R. la-
gotis a L. stagnalis. Tito plzi slouzi jako specificti mezihostitelé pro motolice T. regenti,
resp. T. szidati, a proto byl také zjistovan vliv ndkazy (v patentni periodé) na aktivity

hemocytu. Nejzajimavejsi vysledky jsou shrnuty v nasledujicich bodech.

e Hemocyty plzu R. lagotis a L. stagnalis vystavené ruznym latkam produkuji v re-
akci na né ruzné mnozstvi HyO, a NO. Hemocyty plze L. stagnalis byly stimulovany
k produkci HyO5 zymosanem, naopak hemocyty plze R. lagotis pomoci PMA. Hemo-
cyty plze L. stagnalis se podarilo stimulovat k produkci NO pomoci PMA, zatimco
hemocyty plze R. lagotis se stimulovat k produkci NO nepodafilo.

e Cistota prostiedi méla zdsadni vliv na produkci NO hemocyty. Bazélni produkce
NO hemocyty plzu L. stagnalis chovanych v 1x tydné ¢isténych akvariich byla
asi 1,75x vyssi nez u hemocytu plzu chovanych v 1x mésiéné c¢isténych akvariich.
Hemocyty plzu R. lagotis chovanych v 1x tydné cisténych akvariich se podafilo
stimulovat k produkeci NO pomoci PMA, zatimco hemocyty plzu z mésiéné ¢isténych
akvériich se stimulovat k produkci NO nepodafilo (viz vyse). Produkce NO narostla
po stimulaci PMA 1,18 x oproti bazélni produkei. Cistota prostiedi méla vliv i na
pocet hemocytu. Plzi R. lagotis z 1x tydné cisténych akvarii meéli asi 1,5x vice

hemocytu nez plzi z 1x meésiéné ¢isténych akvarii.

e Plzi R. lagotis nakazeni motolici T. regenti méli oproti zdravym plzum stimulovanou
produkci hemocytu. Nakazeni plzi méli v pruméru 1,8x vice hemocytu nez plzi

zdravi.

e Veétsina aktivit hemocytu plze R. lagotis byla vSak vlivem ndkazy T. regenti snizena.

— Bazalni produkce NO hemocyttu nakazenych plzu byla po 60 min 1,07x vyssi
nez bazalni produkce hemocytu zdravych plzu (pocitdno na 200 pl hemolymfy).
Po prepoctu na stejny pocet hemocytu (100000) vSak byla bazalni produkce
hemocytu nakazenych plzii po 60 min asi 1,58 x nizsi nez u hemocytu zdravych

plzti. Hemocyty nakazenych plzi mély tedy snizenou schopnost produkovat NO.
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Tato neschopnost hemocytu nakazenych plzu byla vsak zrejmé kompenzovana

narustem poctu kolujicich hemocytu.

— Schopnost fagocytovat bakterie byla u hemocytu nakazenych plzu snizena asi
na polovinu. Nasge vysledky ukézaly, ze fagocytéza je tizena MEK 1/2 kindzou.

Inhibitor této kindzy inhiboval fagocytézu v zavislosti na jeho koncentraci.

— Hemocyty nakazenych plzu mély snizenou schopnost adherovat a tvorit panoz-
ky. Vlivem ndkazy mély hemocyty o 15,3 % mensi obvod i plochu bunky a 0 23,2 %

vyssi cirkularitu nez hemocyty zdravych plzu.

e Toxicita plazmy L. stagnalis pro miracidia nekompatibilni motolice 7. regenti byla

zavisla na koncentraci pouzité plazmy.

Vnitini obranny systém plze R. lagotis je tedy nakazou kompatibilni motolici T. regent:
zasadné ovlivnén. Stejné jako bylo dfive pozorovano i u jinych dvojic plz—motolice, za-
znamenali jsme také my inhibci aktivit hemocytu zptisobenou nédkazou kompatibilni mo-
tolici. Plz zfejmé kompenzuje nedostatecnou aktivitu jednotlivych hemocytu zvySenim
jejich poctu, a tim zvysuje celkovou imunitni odpoved. Otdzkou zustava, pro¢ je moto-
lice schopna se vyvijet v plzi i pres narust poc¢tu hemocytu (i kdyz méné schopnych).
Je mozné, ze inhibované hemocyty nejsou napt. schopny motolici rozpoznat. Tato otazka

nenf zdaleka jedind, na kterou zatim nebyla nalezena uspokojiva odpovéd.
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