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Studijńı obor Parazitologie

Bc. Zuzana Jindrová

Aktivity hemocyt̊u plovatkovitých plž̊u a jejich změny
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V Praze, 15.8.2013 ...............................................



Poděkováńı
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Abstrakt

Měkkýši se stejně jako daľśı bezobratĺı živočichové spoléhaj́ı pouze na vrozenou imunitńı

odpověd’. Jejich vnitřńı obranný systém umı́ efektivně zakročit proti většině patogen̊u.

Výjimku tvoř́ı např. některé motolice, pro které plži představuj́ı tzv. kompatibilńı mezi-

hostitele. Motolice se dokážou v plži vyv́ıjet mj. d́ıky intervenci do vnitřńıho obranného

systému plže. Tato práce popisuje vybrané aktivity hemocyt̊u u dvou plovatkovitých plž̊u

Lymnaea stagnalis a Radix lagotis, a dále sleduje vliv nákazy motolićı Trichobilharzia re-

genti na hemocyty plže R. lagotis. Hemocyty obou plž̊u produkovaly v reakci na vybrané

chemické stimuly r̊uzné množstv́ı H2O2 a NO. Tato odpověd’ se lǐsila mezi oběma plovatko-

vitými plži. Nákaza plž̊u R. lagotis motolićı T. regenti zvýšila počet koluj́ıćıch hemocyt̊u.

Většina aktivit hemocyt̊u byla však vlivem infekce inhibována. Sńıžena byla bazálńı pro-

dukce NO, schopnost fagocytovat bakterie, adherovat k povrchu a tvořit panožky. Práce

popisuje mimo hemocytárńı aktivity i toxický vliv plazmy L. stagnalis pro miracidia

nekompatibilńı motolice T. regenti. Odhaleńı mechanismů, kterými motolice interaguje

s vnitřńım obranným systémem plž̊u, nám pomůže pochopit, proč je jeden druh plže

vhodný pro jej́ı vývoj, zat́ımco druhý, ač bĺızce př́ıbuzný, druh plže motolici zabije.

Kĺıčová slova: hemocyt, Lymnaea stagnalis, Radix lagotis, Trichobilharzia regenti, oxid

dusnatý, peroxid vod́ıku, fagocytóza, 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 H2O2 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. regenti 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, Radix lagotis, Trichobilharzia regenti, nitric

oxide, hydrogen peroxide, phagocytosis, spreading, encapsulation, plasma toxicity.
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2 Ćıle práce 19
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4.3.2 Fagocytóza hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených
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Úvod

Schistosomy jsou považovány za nejpatogenněǰśı skupinu motolic zp̊usobuj́ıćı i smrt defini-

tivńıch hostitel̊u. Ročně zemře na nákazu těmito motolicemi zhruba 200 000 lid́ı. Na územı́

České republiky se lidské schistosomy nevyskytuj́ı, můžeme se zde ale setkat se zástupci

př́ıbuzného rodu Trichobilharzia, který parazituje ve vodńıch ptáćıch. Trichobilharzie sice

nejsou schopné v lidech dospět, ale mohou jim zp̊usobit tzv. cerkáriovou dermatitidu

(Kolářová 2007). Jejich mezihostitelem jsou plovatkovit́ı plži. Běžně se v České republice

vyskytuje plovatka Lymnaea stagnalis, která je specifickým mezihostitelem pro motolici

Trichobilharzia szidati, a plovatka Radix lagotis, která je specifickým mezihostitelem pro

motolici Trichobilharzia regenti.

Vnitřńı obranný systém měkkýš̊u je založen pouze na vrozené odpovědi. Přestože postrádá

adaptivńı odpověd’ známou z obratlovc̊u, je schopný efektivně zab́ıjet patogenńı orga-

nismy. Výjimkou jsou právě některé druhy motolic, pro které představuj́ı určité druhy plž̊u

tzv. kompatibilńıho mezihostitele. Během dlouhé koevoluce se motolice přizp̊usobily tak,

že vnitřńı obranný systém plže motolici bud’ nedokáže rozeznat, nebo ji pozná, ale neńı

ji schopen zab́ıt. Toho může motolice dosáhnout např. intervenćı do obranného systému

plže. Parazit je schopný ovlivnit nejen vnitřńı obranný systém svého hostitele, ale i jeho

metabolismus, rozmnožováńı a dokonce i chováńı (Tunholi a kol. 2011; Boissier a kol.

2003).

Studium vnitřńıho obranného systému plže je zaj́ımavé nejen z parazitologického, ale

i z imunologického hlediska. V posledńı době velmi populárńı toll-like receptory (TLR)

zkoumané i u lid́ı (Medzhitov a kol. 1997; Kawai a Akira 2011) byly nejprve objeveny

(ač p̊uvodně s jinou funkćı než imunologickou) u bezobratlých organismů (toll receptor

u drosofily) (Lemaitre a kol. 1996).

Studium obranného systému plž̊u pomáhá objasňovat jak d̊umyslnou interakci motolice

s plžem, tak by mohlo stejně jako výzkum u drosofily v budoucnu přinést i d̊uležité po-

znatky o imunitńım systému lid́ı. Ćılem této diplomové práce bylo zmapovat r̊uzné aktivity

hemocyt̊u a pokusit se vysvětlit, jakým zp̊usobem motolice obcháźı imunitńı systém svého

kompatibilńıho plže.
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1 Literárńı přehled

1.1 Měkkýši coby mezihostitelé ptač́ıch schistosom

Měkkýši, konkrétně plži, poskytuj́ı vhodné prostřed́ı pro vývoj mnoha druh̊u motolic, mezi

něž patř́ı i ptač́ı schistosomy. Životńı cyklus ptač́ıch schistosom je stejně jako u lidských

schistosom dvouhostitelský. Pro úspěšné rozmnožeńı červa je nutný nejen definitivńı hosti-

tel (pták), ale i mezihostitel (vodńı plž). V definitivńım hostiteli se nacháźı dospělý jedinec,

který produkuje pohlavńım rozmnožováńım vaj́ıčka, zat́ımco v mezihostiteli se vyskytuj́ı

larválńı stadia, která se množ́ı vždy asexuálně. Dospělec klade vaj́ıčka, ze kterých se ve

vodńım prostřed́ı ĺıhne prvńı larva, obrvené miracidium. Jediným jeho ćılem je nalézt

vhodného mezihostitele, a to vodńıho plže. Miracidium po penetraci do plže prodělá

zásadńı změnu v morfologii a metabolismu. Během penetrace odhazuje ciliárńı destičky

(obrveńı), na povrchu se objevuje syncytiálńı vrstva (neodermis). Z aerobńıho organismu

se stává fakultativńı anaerob, který je tak lépe přizp̊usoben k životu uvnitř plže. Miraci-

dium se t́ım měńı na mateřskou sporocystu, která následně asexuálně produkuje dceřiné

sporocysty. Ty se z mı́sta penetrace (oblast nohy nebo hlavy) přesouvaj́ı do hepatopankre-

atu, kde se dále množ́ı (vznikaj́ı daľśı dceřiné sporocysty). Asi po 7 týdnech zač́ıná vznikat

daľśı typ larev, cerkárie, které unikaj́ı ven z plže. Zač́ıná t́ım tzv. obdob́ı patence, zat́ımco

obdob́ı před počátkem vylučováńı cerkáríı se označuje jako prepatentńı perioda. Mezi-

hostitelský plž slouž́ı k obrovskému asexuálńımu namnožeńı, kdy z jedné larvy vzniknou

desetitiśıce až statiśıce larev nových (de Souza a kol. 1995). Cerkárie aktivně hledaj́ı defi-

nitivńıho hostitele, kachnu. Po úspěšném nálezu odhazuj́ı ocásek a penetruj́ı k̊už́ı nohou,

migruj́ı hostitelem a dosṕıvaj́ı v mı́stě své definitivńı lokalizace, kde produkuj́ı vaj́ıčka

(Horák a kol. 2002). Schistosomy jsou obecně velmi hostitelsky specifické, a tedy jen je-

den nebo dva konkrétńı druhy plže jsou obvykle vhodné coby mezihostitel (Kock 2001).

Pokud miracidium penetruje do nevhodného plže, je jeho vnitřńım obranným systémem

zničeno.

1.2 Vnitřńı obranný systém měkkýš̊u

Schopnost motolic dlouhodobě přež́ıvat uvnitř mezihostitele a dokonce se v něm úspěšně

množit se vyvinula během dlouhé koevoluce. V př́ıpadě kompatibilńıch dvojic plž–motolice
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docháźı k takovému utlumeńı imunitńı odpovědi hostitele, že ten neńı schopen adekvátně

reagovat a motolici zničit. Proto je jeden druh motolice obvykle vázán na jeden druh

plže a v př́ıpadě penetrace do nekompatibilńıho plže je motolice zabita (Loker a kol.

1982). Obranný systém měkkýš̊u je stejně jako u daľśıch bezobratlých pouze neadaptivńı,

a odpov́ıdá tak vrozené imunitńı odpovědi obratlovc̊u. Prvńı bariéru pro penetruj́ıćı mi-

racidium představuje hlen na povrchovém epitelu. Pokud tuto bariéru překoná, dostává

se do kontaktu s hemolymfou, která obsahuje kromě imunitńıch buněk i r̊uzné imunolo-

gicky d̊uležité makromolekuly. Na zneškodněńı nekompatibilńı motolice se tak pod́ıĺı jak

humorálńı, tak i buněčná složka hemolymfy (van der Knaap a Loker 1990; de Jong-Brink

a kol. 2001).

1.2.1 Buněčná imunita

V měkkýš́ıch existuj́ı čtyři druhy obranných buněk. Fagocytuj́ıćı retikulárńı buňky, porové

buňky a antigen vychytávaj́ıćı endotelové buňky se vyskytuj́ı v tkáńıch, zat́ımco hemo-

cyty dokážou z tkáně vystoupit, a pak volně kolovat v hemolymfě. Endotelové buňky

vychytávaj́ıćı antigen jsou často prvńı buňky, které se setkaj́ı s patogenem. Pomoćı lek-

tin̊u jsou schopné rozpoznat ciźı částici, zachytit ji a předat ji profesionálńım fagocy-

t̊um – hemocyt̊um. Porové buňky slouž́ı asi hlavně k degradaci vlastńıch protein̊u. Reti-

kulárńı buňky obsahuj́ı velké množstv́ı lysosomů, a jsou tedy schopné degradovat celou

řadu r̊uzných materiál̊u (Adema a kol. 1991a). Nejd̊uležitěǰśımi buňkami v boji s infekćı

jsou však hemocyty. Jsou schopné v reakci na př́ıtomnost patogena produkovat toxické

kysĺıkové radikály a oxid dusnatý (viz kap. 1.3.1). Malé částice jako bakterie fagocytuj́ı

(viz kap. 1.3.5) a objekty velikosti larvy motolic znič́ı pomoćı enkapsulace (viz kap. 1.3.7)

(Cheng 1981).

1.2.2 Humorálńı imunita

Humorálńı složka vnitřńıho obranného systému měkkýš̊u pomáhá rozpoznat cizorodé

částice, informuje o tom efektorové buňky (hemocyty), č́ımž je i aktivuje. Jej́ı součást́ı

je řada makromolekul, mezi nimi lektiny, lysosomálńı enzymy (např. lysozym, aminopep-

tidáza, fosfolipáza C), bakteriostatické a baktericidńı látky (Adema a kol. 1991a) nebo

nově objevené FREP proteiny obsahuj́ıćı fibrinogenovou a imunoglobulinovou doménu
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(Adema a kol. 1997). Proteiny FREP funguj́ı zřejmě na bázi lektin̊u jako tzv.
”
pattern

recognition“ receptory (Gorbushin a Iakovleva 2011). Koncentrace FREP protein̊u roste

po infekci motolićı Echinostoma paraensei. Jejich exprese byla zvýšená i u rezistentńıch

plž̊u Biomphalaria glabrata po expozici Schistosoma mansoni. Naopak u vńımavých plž̊u

se exprese FREPs po expozici S. mansoni nezvýšila (Hertel a kol. 2005). Rezistentńı plži,

u kterých byla utlumena exprese FREP3, ztratili ve 20 % rezistenci v̊uči S. mansoni (Ha-

nington a kol. 2012). Proteiny FREP tedy hraj́ı d̊uležitou roli v rezistenci plž̊u v̊uči nákaze

motolicemi.

V plazmě byl také objeven protein s cytotoxickou aktivitou, který specificky zab́ıj́ı euka-

ryotické buňky (prvoky, erytrocyty), avšak nikoliv prokaryotické buňky. Má lektinovou

povahu a buňky zab́ıj́ı perforaćı membrány (Hubert a kol. 1997).

Za nejd̊uležitěǰśı složku plazmy byly vždy považovány lektiny. Lektiny jsou proteiny, které

dokážou specificky rozeznávat jednotlivé sacharidové struktury a vázat se na ně. Jsou

zodpovědné za aglutinaci ciźıch částic a propojuj́ı ciźı částice s hemocyty. Slouž́ı tak jako

d̊uležitý faktor při rozeznáváńı ciźıch struktur a zároveň zprostředkovávaj́ı tuto informaci

hemocyt̊um, které jsou poté schopné ciźı částici zneškodnit. Označuj́ı cizorodé částice,

a funguj́ı tedy také jako opsoniny (Horák a van der Knaap 1997).

Humorálńı složka je alespoň z části zodpovědná za rezistenci/vńımavost plže k nákaze

(Granath a Yoshino 1984) a nákaza motolicemi také zp̊usobuje změny titr̊u r̊uzných

protein̊u hemolymfy (Loker a Hertel 1987).

1.3 Strategie boje hemocyt̊u s parazitárńı nákazou

1.3.1 Vznik kysĺıkových radikál̊u a oxidu dusnatého

Respiračńı vzplanut́ı

Respiračńı vzplanut́ı je obranný buněčný mechanismus, který se spoušt́ı v reakci na

př́ıtomnost ciźı částice. Produktem jsou kysĺıkové radikály (ROS,
”
reactive oxygen spe-

cies“), které jsou pro patogeny obecně toxické. Jsou schopné denaturovat proteiny, pe-

roxidovat lipidy v membráně nebo poškozovat DNA buněk (Halliwell a Aruoma 1991).

Primárńım produktem respiračńıho vzplanut́ı je superoxidový radikál (O.−
2 , dále jen O−

2 )

(Makino a kol. 1986). U měkkýš̊u, stejně jako u daľśıch organismů (včetně savc̊u), je jeho

vznik umožněn membránově vázaným enzymem NADPH-oxidázou (Adema a kol. 1993).
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NADPH + 2O2

NADPH-oxidáza

−−→ NADP+ + 2O−
2

+ H+

Z O−
2 vzniká H2O2. Reakce je katalyzována enzymem superoxid dismutáza (SOD). Induko-

vatelná forma Cu/Zn dependentńı superoxiddismutázy byla nalezena i u plže L. stagnalis.

Jej́ı exprese je regulována na transkripčńı úrovni (Zelck a kol. 2005).

2O−
2

+ 2H+

SOD

−−→ H2O2
+ O2

Mnoha reakcemi v buňkách vzniká řada vysoce reaktivńıch oxidant̊u (O−
2 , hydroxylový

radikál (OH.), singletový kysĺık (1O2), kyselina chlorná (HClO) a peroxynitrit (ONOO−))

i méně reaktivńıch produkt̊u s poměrně dlouhým poločasem rozpadu (NO., H2O2). Většina

O−
2 je přeměněna na H2O2 a většina H2O2 je dál přeměněna myeloperoxidázou na HClO

(Hampton a kol. 1998).

H2O2
+ H+ + Cl−

myeloperoxidáza

−−→ HClO + H2O

Produkce ROS je spřažena s fagocytózou. Produkce superoxidu zač́ıná r̊ust současně

s vchlipováńım membrány fagosomu a extracelulárńı produkce klesá na bazálńı úroveň ve

chv́ıli, kdy je částice pohlcena. Intracelulárńı produkce radikál̊u však pokračuje dál, což

je d̊uležité pro zdárné zničeńı patogena (Adema a kol. 1991b).

Produkce oxidu dusnatého

Oxid dusnatý (NO) je vysoce reaktivńı a nestabilńı plynný volný radikál s poločasem

života několik sekund. Je produkován oxidaćı L-argininu za vzniku L-citrulinu a NO en-

zymem NO-syntáza (NOS). Prvńı potvrzeńı př́ıtomnosti NOS u měkkýš̊u pocháźı ze slad-

kovodńıho plže Viviparus ater (Conte a Ottaviani 1995).
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L− Arg + O2

NO-syntáza

−−→ L− citrulin + NO

NOS neprodukuje jen NO, ale při nedostatku cytosolického L-Arg zač́ıná produkovat i O−
2 .

Reakćı O−
2 s NO vzniká vysoce reaktivńı peroxynitrit (ONOO−).

NO + O−
2 −−→ ONOO−

Peroxynitrit sice nemá radikálovou povahu jako jeho prekurzor NO, je však mnohem

reaktivněǰśı. Jeho p̊usobeńım docháźı k peroxidaci lipid̊u v membránách, DNA fragmen-

taci, oxiduje a nitratuje proteiny. Celkově je tak schopný spustit apoptózu nebo nekrózu

buněk (Virág a kol. 2003).

Samotný NO je pro buňky na rozd́ıl od peroxynitritu jen málo toxický. Ve chv́ıli, kdy

je vznik obou prekurzor̊u peroxynitritu závislý jen na jednom enzymu, je jeho produkce

mnohem efektivněǰśı (O−
2 nestihne být přeměněn SOD na H2O2) (Xia a Zweier 1997).

Existuj́ı tedy dvě nezávislé cesty tvorby O−
2 , přes NADPH-oxidázu a NOS.

U obratlovc̊u zastává NO d̊uležitou funkci nejen v imunitńım systému, kde je produ-

kován některými imunitńımi buňkami (např. makrofágy) v reakci na patogena, ale plńı

i řadu d̊uležitých úkol̊u jinde. Molekula NO hraje významnou roli v přenosu signálu uvnitř

buněk. Dı́ky němu docháźı mj. k relaxaci hladkého svalstva, a následně např. k vazodila-

taci. Dále má např. funkci neurotransmiteru nebo inhibuje degranulaci a adhezi krevńıch

destiček (Gao 2010).

Buněčná regulace

Respiračńı vzplanut́ı i produkce NO jsou alespoň částečně ř́ızeny pomoćı MAP kináz

(
”
mitogen-activated proteinkinase“). Signálńı dráhy ze série typicky tř́ı MAP kináz patř́ı

mezi evolučně velmi konzervované mechanismy přenosu signálu. Jejich aktivaćı vzniká

odpověd’ na řadu stimul̊u, jejichž výsledkem je mimo imunitńı obranné reakce i genová

exprese, proliferace, diferenciace, změna v buněčném cyklu nebo apoptóza. Existuje šest

základńıch skupin MAP kináz, z nichž nejvýznamněǰśı jsou p38, JNK a ERK 1/2. Kináza
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MEK 1/2 aktivuje fosforaylaćı kinázu ERK 1/2, a ta pak p̊usob́ı na transkripčńı faktory

v jádře a spoušt́ı buněčnou odpověd’. Řada hormon̊u, r̊ustových a diferenciačńıch faktor̊u

má vliv na tuto dráhu. Kinázy MEK i ERK existuj́ı ve dvou isoformách (1 a 2), obě MEK

kinázy jsou schopné aktivovat obě dvě ERK kinázy. Funkce obou ERK kináz se zdá být

stejná a nev́ı se, proč existuj́ı dvě isoformy (Kolch 2000).

V obranné funkci hemocyt̊u hraje ERK kináza zásadńı roli. Je d̊uležitá pro aktivaci

produkce H2O2, fagocytózu, enkapsulaci i schopnost hemocyt̊u adherovat. Aktivaćı pro-

teinkinázy C (PKC) hemocyt̊u docháźı k aktivaci ERK 1/2, a poté k produkci H2O2

(Lacchini a kol. 2006). Inhibićı ERK kinázy však neńı produkce H2O2 zcela potlačena,

a muśı tedy ještě existovat jiná forma aktivace. T́ım by mohla být mj. i kináza p38, která

se na produkci H2O2 také pod́ıĺı (Humphries a Yoshino 2008).

Produkce NO je regulovaná PKC a ERK kinázou (Wright a kol. 2006). Inhibitor NOS

neńı schopný inhibovat produkci NO u hemocyt̊u stimulovaných r̊uznými stimulanty stejně

efektivně. U mlže Ruditapes decussatus je schopný výrazně utlumit produkci stimulova-

nou lipopolysacharidem, zat́ımco produkci stimulovanou zymosanem jen částečně (Tafalla

a kol. 2003). Stejně tak i u mlže Mytilus galloprovincialis lze produkci NO stimulovanou

aktivátorem PKC inhibovat, zat́ımco produkci stimulovanou laminarinem nikoliv. Je tedy

možné, že existuje ještě jiný zp̊usob syntézy NO než pomoćı enzymu NOS (Arumugam

a kol. 2000).

1.3.2 Respiračńı vzplanut́ı u měkkýš̊u

Pro studium imunitńı odpovědi hemocyt̊u se použ́ıvaj́ı r̊uzné stimulanty jako lamina-

rin (β-1,3- a β-1,6-glukan), zymosan (β-1,3-glukan), PMA (
”
phorbol myristate acetate“,

aktivátor PKC), lipopolysacharid (LPS), interleukin-2 (IL-2), živé i teplem usmrcené bak-

terie, celá vývojová stadia parazit̊u nebo jejich exkrečně-sekrečńı produkty (ESP).

Hemocyty r̊uzných druh̊u produkuj́ı r̊uzné molekuly v odpověd’ na stejné stimulanty.

Ne všechny druhy jsou nav́ıc respiračńıho vzplanut́ı v̊ubec schopné. Stejný stimulant,

zymosan, spust́ı respiračńı vzplanut́ı u ústřice Crassostrea gigas, ne však u mlž̊u Ce-

rastoderma edule nebo R. decussatus (López a kol. 1994). Množstv́ı vyprodukovaných

radikál̊u po stimulaci zymosanem u hemocyt̊u dvou ústřic C. gigas a Ostrea edulis se lǐśı

jak mezi oběma ústřicemi, tak i v rámci jednoho druhu. Vnitrodruhová variabilita je asi

dána r̊uzným počtem hemocyt̊u schopných dané odpovědi (Bachere a kol. 1991). Hemo-

7



cyty M. galloprovincialis produkuj́ı superoxid po stimulaci PMA i laminarinem. Zat́ımco

v̊uči PMA jsou hemocyty 1000× citlivěǰśı než v̊uči laminarinu, bakteriálńı LPS nemá

stimulačńı účinky v̊ubec (Arumugam a kol. 2000). Ještě vyšš́ı efekt než PMA má však

zymosan (Ordás a kol. 2000).

U mlž̊u bylo vzplanut́ı pozorováno u druhu M. galloprovincialis (Carballal a kol.

1997b), Crassostrea virginica (Bramble a Anderson 1997), C. gigas (López a kol. 1994)

nebo Tapes philippinarum (Cima a kol. 2000). U mlž̊u chyb́ı respiračńı vzplanut́ı asi

u většiny zástupc̊u řádu Veneroida (López a kol. 1994), výjimkou je však např. už zmı́něný

T. philippinarum.

U plž̊u bylo respiračńı vzplanut́ı pozorováno u druhu B. glabrata nebo plovatky L. stag-

nalis. Hemocyty B. glabrata produkuj́ı superoxid při setkáńı s miracidii S. mansoni (Sho-

zawa a kol. 1989). Hemocyty L. stagnalis jsou schopné produkovat v reakci na patogena jak

superoxid, tak H2O2. Produkci H2O2 lze stimulovat laminarinem (Lacchini a kol. 2006),

zymosanem nebo larvou nekompatibilńı motolice (Zelck a kol. 2005). Zymosan však sti-

muluje i produkci superoxidu, kdy bazálńı nestimulovaná produkce dosahuje jen 15 %

stimulované hodnoty (Adema a kol. 1991b). Produkce superoxidu byla pozorována také

u hemocyt̊u plže Helix aspersa a Planorbarius corneus (Dikkeboom a kol. 1988). Inkubace

larev Trichobilharzia ocellata (synonymizace s druhem Trichobilharzia szidati (Rudolfová

a kol. 2005)) a S. mansoni s hemocyty L. stagnalis zp̊usob́ı nár̊ust produkce kysĺıkových

radikál̊u, přičemž nezáleželo na tom, zda byly sporocysty živé nebo fixované. Také ne-

byl nalezen rozd́ıl v odpovědi mezi oběma dvěma druhy, přestože jeden je kompatibilńı

a druhý ne (Adema a kol. 1994b).

Produkci ROS měńı i jednobuněčné organismy, prvoci a bakterie. Ke zvýšeńı produkce

ROS docháźı např. při nákaze ústřice C. virginica alveolátńım prvokem Perkinsus marinus

(Anderson a kol. 1992). Hemocyty C. virginica stimulované teplem zabitými bakteriemi

Listonella anguillarum produkovaly ROS, na živé bakterie však nereagovaly v̊ubec. Bak-

terie jsou schopné jakési suprese imunitńı odpovědi, např. vychytáváńım a enzymatickým

zneškodňováńım vytvořených radikál̊u (Bramble a Anderson 1997).

1.3.3 Produkce NO u měkkýš̊u

Produkce NO hemocyty byla prokázána u mnoha druh̊u mlž̊u i plž̊u. Mlži coby potravina

jsou pro nás ekonomicky významněǰśı, proto také existuje o mlž́ıch daleko v́ıce praćı.
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Jeden a ten samý stimulant produkce NO je, stejně jako stimulanty produkce ROS,

u r̊uzných druh̊u mlž̊u a plž̊u r̊uzně efektivńı. Silný stimulant u jednoho druhu nemuśı

fungovat u druhu jiného. Např́ıklad LPS je efektivńı NO-stimulant u druhu V. ater (Conte

a Ottaviani 1995), zat́ımco u druhu M. galloprovincialis je jeho efekt minimálńı (Novas

a kol. 2004), a u L. stagnalis pak v̊ubec žádný (Wright a kol. 2006). Stejně tak i r̊uzné sti-

mulanty jsou schopné u jednoho druhu stimulovat r̊uzně. Hemocyty plže L. stagnalis jsou

vysoce stimulovatelné PMA, zat́ımco laminarin a zymosan stimuluj́ı jen slabě a už zmı́něný

LPS nemá žádný vliv (Wright a kol. 2006). Hemocyty mlže R. decussatus sice nejsou

schopné produkovat na obranu proti patogenu kysĺıkové radikály (López a kol. 1994),

avšak produkovat NO v reakci na př́ıtomnost zymosanu, LPS nebo živých patogenńıch

bakteríı Vibrio tapetis schopné jsou (Tafalla a kol. 2003). Protože výsledkem stimulace

je často superoxid i NO zároveň (Arumugam a kol. 2000), docháźı tak pravděpodobně

ke vzniku peroxynitritu. Bylo tak prokázano, že zymosan opravdu stimuluje produkci

proxynitritu u hemocyt̊u M. galloprovincialis (Torreilles a Guerin 1999).

Také r̊uzné druhy bakteríı jsou schopné stimulovat r̊uzně. Patogenńı bakterie V. tapetis

stimuluje produkci NO dvakrát efektivněji než nepatogenńı druh Vibrio splendidus (Jeffroy

a Paillard 2011). Také prvoci maj́ı vliv na produkci NO. Př́ıkladem může být infekce mlže

C. virginica infikovaného prvokem P. marinus. Inhibićı NO-syntázy se zvýšila početnost

parazita, protože NO snižuje množeńı prvoč́ıch buněk (Villamil a kol. 2007). Co se týče

stimulace motolicemi, pak ESP S. mansoni stimuluj́ı produkci NO u těch plž̊u B. glabrata,

kteř́ı jsou v̊uči infekci S. mansoni rezistentńı (Zahoor a kol. 2009).

Ke zvýšeńı produkce NO buňkami docháźı v r̊uzně dlouhých časových intervalech po

stimulaci. K maximálńı stimulaci hemocyt̊u mlže M. galloprovincialis pomoćı IL-2 docháźı

až po 24 h (Novas a kol. 2004), zat́ımco k maximu stimulace L. stagnalis pomoćı PMA

docháźı už po 60 min (Wright a kol. 2006).

1.3.4 Vliv infekce motolicemi na produkci ROS a NO

Pro úspěšné zničeńı patogena je nutné produkovat správné radikály ve správnou dobu. Zdá

se, že kĺıčovou molekulou pro zabit́ı sporocyst v mezihostitelském plži je H2O2, zat́ımco

HClO, superoxid ani hydroxylový radikál nejsou pro zab́ıjeńı sporocyst tak d̊uležité (Hahn

a kol. 2001a). Protože však inhibice tvorby H2O2 nezaruč́ı přežit́ı larev v nekompatibilńım

hostiteli, muśı existovat ještě nějaký daľśı mechanismus. T́ım je pravděpodobně produkce
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oxidu dusnatého. Obě tyto molekuly, NO i H2O2, maj́ı poločas rozpadu několik sekund

a dokážou obě, na rozd́ıl od OH, ONOO a O−
2 , dobře pronikat membránou. Jsou tedy

schopné zp̊usobovat poškozeńı uvnitř těla larev, a to např. deaktivaćı enzymů d̊uležitých

v odstraněńı toxických molekul. Tegument sporocyst je ochráńı před náhlými prudkými

výkyvy okolńıho prostřed́ı, vnitřńı změny v deľśım časovém měř́ıtku jsou však už nevratné

(Hahn a kol. 2001b).

Existuj́ı však parazité, kteř́ı se dokázali d́ıky dlouhé koevoluci adaptovat na nepř́ıznivé

prostřed́ı v hostiteli nebo se naučili, jak zmı́rnit imunitńı odpověd’ hostitele tak, aby byli

schopni v něm dlouhodobě přež́ıvat a množit se. Infekćı tzv. kompatibilńım červem je

tak ovlivněna většina obranných efektorových funkćı, včetně produkce radikál̊u. Taková

intervence byla pozorována např. u mořského plže Littorina littorea. Hemocyty tohoto

plže nakaženého echinostomńı motolićı Hismathla elongata produkuj́ı 2×méně superoxidu

než zdrav́ı plži (Gorbushin a Iakovleva 2008). Na druhou stranu produkce superoxidu

u hemocyt̊u plže L. stagnalis nakaženého motolićı T. szidati byla stejná jako u zdravých

jedinc̊u (Dikkeboom a kol. 1988).

Ač je B. glabrata specifický mezihostitel pro motolici S. mansoni, existuje kmen, který

je v̊uči nákaze S. mansoni rezistentńı. Takový kmen je schopný eliminovat 80 % larev,

zat́ımco vńımavý kmen jen 10 % (Hahn a kol. 2001a). Souviśı to se schopnost́ı produkovat

právě pro larvy toxický H2O2. Hemocyty rezistentńıho kmene produkuj́ı po stimulaci PMA

v́ıce H2O2 (Bender a kol. 2005) i superoxidu (Connors a Yoshino 1990) než hemocyty

vńımavých plž̊u. Existuj́ı ale i práce, podle kterých je produkce superoxidu u rezistentńıch

plž̊u stejná jako u vńımavých (Dikkeboom a kol. 1988). Sńıženou produkci ROS maj́ı na

svědomı́ zřejmě ESP parazita. Za př́ıtomnosti ESP byla sńıžená jak produkce superoxidu

stimulovaná zymosanem (Connors a Yoshino 1990), tak i produkce H2O2 stimulovaná

PMA. Bazálńı nestimulovaná produkce radikál̊u však nebyla př́ıtomnost́ı ESP ovlivněna

(Humphries a Yoshino 2008).

Nejen ESP motolic ovlivňuj́ı produkci radikál̊u. Také extracelulárńı produkty prvoka

Pseudoperkinsus tapetis inhibuj́ı zymosanem stimulovanou produkci ROS. Bakterie pro-

dukuj́ı acidickou fosfatázu, pomoćı které tvorbu ROS inhibuj́ı (Ordás a kol. 2000).
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1.3.5 Fagocytóza

Fagocytóza je d̊uležitá nejen coby prvńı linie obrany v̊uči patogen̊um, ale i jako d̊uležitý

mechanismus pro udržováńı homeostáze (např. odstraňováńı starých a již nefunkčńıch

vlastńıch buněk). Fagocytóza vyžaduje pro sv̊uj správný pr̊uběh změnu tvaru hemocyt̊u.

Takto aktivované buňky maj́ı sńıženou cirkularitu, což je parametr popisuj́ıćı jejich tvar.

Vysoká cirkularita znamená zakulacený tvar, zat́ımco ńızká cirkularita odpov́ıdá vysoce

nepravidelnému tvaru (Mosca a kol. 2013).

Různé populace hemocyt̊u jsou schopné fagocytovat r̊uzné částice r̊uzně ochotně. Malé

hemocyty maj́ı afinitu k jiným částićım než velké hemocyty. Záviśı přitom sṕı̌s na typu

částice než na jej́ı velikosti (Matricon-Gondran a Letocart 1999). Nedozrálé (menš́ı, za-

kulaceněǰśı) hemocyty juvenilńıch plž̊u maj́ı nižš́ı schopnost fagocytovat než hemocyty

dospělých jedinc̊u (Dikkeboom a kol. 1985). Podle jiné teorie však r̊uzná morfologie he-

mocyt̊u neńı dána r̊uzným stupněm vyzrálosti buněk, ale jde o funkčně odlǐsné populace

hemocyt̊u (Carballal a kol. 1997a). Hemocyty obsahuj́ıćı četná granula (granulocyty) maj́ı

vyšš́ı schopnost fagocytovat než hemocyty, která granula neobsahuj́ı (hyalinocyty) (Car-

ballal a kol. 1997b). Také hemocyty r̊uzných druh̊u plž̊u maj́ı r̊uznou schopnost fagocyto-

vat. Fagocytóza hemocyt̊u plž̊u P. corneus, H. aspersa i B. glabrata je nižš́ı než fagocytóza

hemocyt̊u L. stagnalis (Dikkeboom a kol. 1988).

Během fagocytózy je zvýšená tvorba NO, např. během pohlcováńı kvasinek (Arumu-

gam a kol. 2000) nebo latexových kuliček (Gourdon a kol. 2001). Oba procesy, produkce

NO a fagocytóza, však prob́ıhaj́ı v jinou dobu. Nejprve prob́ıhá fagocytóza, až pak se

spust́ı produkce NO (Franchini a kol. 1995). Oba mechanismy jsou signalizačně propo-

jené, a tud́ıž zcela určitě neprob́ıhaj́ı nezávisle. Fagocytóza je stejně jako produkce NO (viz

kap. 1.3.1) regulovaná pomoćı MAPK kináz, a to konkrétně ERK 1/2 kinázou (Plows a kol.

2004). Vliv na fagocytózu má i aktivita fosfatidylinositol-3-kinázy, která jinak ovlivňuje

takové d̊uležité buněčné děje jako je apoptóza, diferenciace buněk a jejich děleńı (Plows

a kol. 2006a).

1.3.6 Vliv infekce motolićı na fagocytózu

Infekce kompatibilńı motolićı může mı́t za následek sńıžeńı fagocytózy. Př́ıkladem jsou

hemocyty plže B. glabrata, které maj́ı 1 den po infekci motolićı E. paraensei zvýšenou
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fagocytózu, která však poté klesá. I po 30 dnech po infekci z̊ustává schopnost fagocytovat

oproti hemocyt̊um ze zdravých plž̊u zhoršená, a to i přesto, že vlivem infekce docháźı

k pomnožeńı hemocyt̊u (Noda a Loker 1989) (viz kapitola 1.3.9). Hemocyty L. stagnalis

nakažené ptač́ı schistosomou T. szidati maj́ı také nižš́ı fagocytózu než hemocyty zdravých

plž̊u (Dikkeboom a kol. 1988). Také nejdř́ıve docháźı k přechodnému zvýšeńı aktivity,

a to už asi 1,5 h po nákaze T. szidati. Ta však 24 h po infekci opět klesá pod úroveň ak-

tivity hemocyt̊u z nenakažených plž̊u. Za inhibičńımi/stimulačńımi účinky parazita stoj́ı

pravděpodobně faktory v plazmě, protože preinkubace hemocyt̊u s plazmou plž̊u odebra-

nou 1,5 h po nákaze má stimulačńı efekt, zat́ımco s plazmou plž̊u odebranou po 24 h má

už efekt inhibičńı. (Núněz a kol. 1994).

Na druhou stranu bylo u stejné kombinace L. stagnalis–T. szidati pozorováno i zvýšeńı

fagocytózy po nákaze. Během prvńıch šesti hodin po nákaze docháźı ke zvýšeńı aktivity,

která je pak přechodně sńıžená až do 3 dn̊u po infekci, po 8–10 týdnech však docháźı opět

k nár̊ustu aktivity. Ihned po nákaze je zvýšená aktivita namı́̌rena zřejmě proti odhazo-

vaným ciliárńım destičkám, ne tedy př́ımo proti motolici (Amen a kol. 1992).

Rozd́ıly ve schopnosti fagocytovat v rámci jednoho druhu souviśı s rezistenćı/vńıma-

vost́ı kmen̊u k určitému patogenu. Schopnost fagocytovat je ovlivněna jak př́ıtomnost́ı

celých parazit̊u (larev), tak i jejich ESP. Hemocyty kmene plž̊u B. glabrata vńımavého

k nákaze S. mansoni maj́ı vyšš́ı schopnost fagocytovat než hemocyty kmene rezistentńıho.

Pokud jsou však hemocyty vystaveny ESP S. mansoni, je fagocytóza hemocyt̊u plž̊u

z kmene rezistentńıho už vyšš́ı než u hemocyt̊u kmene vńımavého (Connors a Yoshino

1990). Logičtěǰśı se zdaj́ı ale závěry práce, ve které měli plži B. glabrata rezistentńıho

kmene naopak vyšš́ı fagocytózu než plži z vńımavého kmene (Uchikawa a Loker 1992).

Fagocytóza hemocyt̊u rezistentńıho kmene je stimulována př́ıtomnost́ı sporocyst S. man-

soni, zat́ımco u hemocyt̊u vńımavého kmene je jejich př́ıtomnost́ı inhibovaná. Motolice

produkuj́ı ESP, které snižuj́ı fagocytózu jen u kompatibilńıch plž̊u nebo plž̊u jim fyloge-

neticky bĺızce př́ıbuzným (Iakovleva a kol. 2006). Vliv maj́ı jak ESP sporocyst (Connors

a Yoshino 1990), tak i redíı (Iakovleva a kol. 2006).

U plž̊u vńımavého kmene zp̊usob́ı interakce hemocyt̊u s larvou produkci látky (larvou

a/nebo hemocytem), která inhibuje fagocytózu hemocyt̊u. Tato látka p̊usob́ı př́ımo na

hemocyty. U rezistentńıch plž̊u hemocyty nebo sporocysta produkuj́ı látku, která naopak

zvýš́ı fagocytózu hemocyt̊u, a to interakćı bud’ př́ımo s hemocyty nebo zvýšeńım titr̊u
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Obr. 1: Model možných zp̊usob̊u, jak sporocysta S. mansoni může ovlivňovat fagocytózu
hemocyt̊u vńımavých a rezistentńıch plž̊u B. glabrata. U plž̊u vńımavých zp̊usob́ı interakce
hemocyt̊u (H) s larvou produkci látky (larvou a/nebo hemocytem), která inhibuje fago-
cytózu hemocyt̊u. Tato látka p̊usob́ı př́ımo na hemocyty. U rezistentńıch plž̊u hemocyty
nebo sporocysta produkuj́ı látku, která naopak zvýš́ı fagocytózu hemocyt̊u, a to inter-
akćı bud’ př́ımo s hemocyty nebo zvýšeńım titr̊u opsonin̊u. Plné čáry – p̊uvodńı stimul,
čerchované čáry – možné odpovědi. Dle Fryer a Bayne (1990), upraveno.

opsonin̊u (Fryer a Bayne 1990). Možný zp̊usob interakce je znázorněn na obr. 1.

1.3.7 Enkapsulace

Malé objekty velikosti buňky jsou fagocytovány, objekty velikosti larev motolic jsou pak

hemocyty opouzdřeny, tzv. enkapsulovány. Př́ıkladem může být interakce hemocyt̊u plže

B. glabrata z rezistentńıho kmene se sporocystou S. mansoni. Hemocyty se akumuluj́ı

kolem sporocysty, zplošt’uj́ı se, panožky se postupem času zužuj́ı a přikláněj́ı k larvě, až

jsou paralelně s jej́ım povrchem (Harris 1970). Hemocyty takto vytvoř́ı okolo objektu

až 15 vrstev o celkové tloušt’ce 10–40µm. Vnitřńı vrstva hemocyt̊u je v bezprostředńım

kontaktu s povrchem objektu (Loker a kol. 1982).

Enkapsulace souviśı se dvěma schopnostmi buněk, adheźı (pevně se chytit povrchu)

a schopnost́ı přilnout k povrchu v co největš́ı ploše (tzv.
”
spreading“). Za těmito dvěma

vlastnostmi stoj́ı integriny, což jsou membránové receptory, které umožňuj́ı právě přilnut́ı

buněk k povrchu, jejich migraci, tvorbu pseudopodíı a buněčnou interakci (Berrier a Ya-

mada 2007). Integrin̊um podobné proteiny byly objeveny i u plž̊u, konkrétně u plovatky

L. stagnalis (Plows a kol. 2006b). Vazebná mı́sta pro integriny obsahuj́ı typicky aminoky-
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selinovou sekvenci Arg-Gly-Asp. Zablokováńım těchto vazebných mı́st vhodným peptidem

je možné inhibovat spreading i adhezi buněk mezi sebou. Zablokováńım vazebných mı́st

jsou inhibovány hemocyty jak vńımavého, tak i rezistentńıho kmene B. glabrata. Množ-

stv́ı peptidu potřebného pro efektivńı inhibici spreadingu (zakulaceńı hemocyt̊u) je však

daleko nižš́ı u vńımavých hemocyt̊u než u rezistentńıch. Hemocyty rezistentńıch plž̊u tedy

muśı obsahovat větš́ı množstv́ı vazebných mı́st nebo je u nich afinita vazby ligand-receptor

mnohem větš́ı (Davids a Yoshino 1998).

Aktivace hemocyt̊u má za následek změnu jejich morfologie. Docháźı k expanzi filo-

podíı (Lacchini a kol. 2006) a shlukováńı integrin̊u, které tak tvoř́ı tzv. fokálńı adhezńı

mı́sta. Tato aktivace je závislá na aktivitě PKC (Walker a kol. 2010). Inhibićı PKC docháźı

ke změně morfologie buněk, hemocyty vytvář́ı méně filopodíı a jsou zakulaceněǰśı (Lacchini

a kol. 2006).

1.3.8 Vliv infekce na enkapsulaci a spreading

To, jestli bude larva v plži enkapsulovaná nebo se bude dál vyv́ıjet, záviśı na kompa-

tibilitě/nekompatibilitě př́ıslušné motolice a měkkýše. Stejně jako u fagocytózy má na

hemocyty vliv jak samotná larva, tak i jej́ı ESP.

Sporocysty a redie E. paraensei nemaj́ı žádný efekt na morfologii hemocyt̊u plže

H. aspersa, který je evolučně velmi vzdálený od kompatibilńıho hostitele B. glabrata

(Adema a kol. 1994a). Na druhou stranu larvy jsou schopné zp̊usobit zakulaceńı hemocyt̊u

nejen u svého kompatibilńıho hostitele, ale i u lymnaeidńıch plž̊u (L. stagnalis a Stagni-

cola elodes), které nejsou pro E. paraensei vhodným hostitelem. Vzhledem k tomu, že

larvy zakulacuj́ı jejich hemocyty, maj́ı lymnaeidńı plži zřejmě určité předpoklady stát se

mezihostitelem (Sapp a Loker 2000a).

V př́ıpadě kompatibilńıho plže jsou sporocysty i redie E. paraensei během chvilky

obklopené hemocyty. Ty však larvu nekontaktuj́ı, ale naopak se časem zakulacuj́ı, odta-

huj́ı se od larvy a stávaj́ı se neaktivńımi (Adema a kol. 1994a). Sporocysty E. paraensei

produkuj́ı ESP, které inhibuj́ı aktivitu hemocyt̊u kompatibilńıho plže. Zdrav́ı plži maj́ı

mnohem méně zakulacených hemocyt̊u než plži nakažeńı. Juvenilńı plži jsou k vlivu ESP

náchylněǰśı, což je dáno asi t́ım, že maj́ı méně hemocyt̊u, a na jeden hemocyt tak připadá

větš́ı množstv́ı účinné látky (DeGaffé a Loker 1998).

Složeńı ESP se měńı v pr̊uběhu transformace miracidíı na sporocysty. Produkty se-
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kretované do 24 h po začátku transformace inhibuj́ı fagocytózu hemocyt̊u, ale nemaj́ı vliv

na adherenci. Pozděǰśı sekrece (24 – 48 h po transformaci) má už vliv jak na fagocytózu,

tak na adherenci a spreading hemocyt̊u. Tyto změny jsou sice nevratné, ale nesnižuj́ı

životaschopnost hemocyt̊u. Aktivńı komponenta ESP je menš́ı než 100 kDa a má takový

účinek, že hemocyt̊um vńımavého kmene B. glabrata znemožńı enkapsulovat larvu S. man-

soni (Loker a kol. 1992). Naopak plži rezistentńı k nákaze jsou méně vńımav́ı právě k vlivu

ESP této motolice. Jejich efektem sice také docháźı k zakulaceńı určitého počtu hemocyt̊u,

těch je ale mnohem méně než u plže vńımavého. Opět to může být dáno počtem hemo-

cyt̊u, protože rezistentńı kmen má v́ıce hemocyt̊u než kmen vńımavý, a na jeden hemocyt

tak připadá méně účinné látky (DeGaffé a Loker 1998). Větš́ı plži jsou rezistentněǰśı

v̊uči nákaze než menš́ı plži. Při nákaze obsahuj́ı větš́ı plži větš́ı množstv́ı enkapsulovaných

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

1.3.9 Změna počtu hemocyt̊u vlivem nákazy

Počet hemocyt̊u u zdravých plž̊u

Počet cirkuluj́ıćıch hemocyt̊u zdravého plže neńı konstantńı, ale měńı se během času. Za

velkým rozptylem hodnot stoj́ı jednak vnitrodruhová variabilita, ale i dlouhodoběǰśı cykly

vlivem sezóny. U plže L. littorea koĺısá počet hemocyt̊u i v pr̊uběhu poměrně krátkého ve-

getačńıho obdob́ı (od června do srpna). Množstv́ı hemocyt̊u se u těchto jedinc̊u pohybuje

od 700 do 4000/ml. K prvńımu maximu docháźı na začátku června, kdy se obnovuje popu-

lace buněk. Počet klesá během kladeńı vaj́ıček na začátku července, pak opět roste a znovu

klesá ve chv́ıli, kdy docháźı k lyzi tkáně gonád. Daľśı maximum přicháźı po
”
návratu“ he-

mocyt̊u ze tkáńı zpět do cirkulace. Během léta nar̊ustá pod́ıl zralých granulárńıch buněk

(Gorbushin a Iakovleva 2006).

Daľśım vlivem na množstv́ı koluj́ıćıch hemocyt̊u je velikost (resp. stář́ı) plž̊u. Mlad́ı je-

dinci B. glabrata maj́ı asi 1,8× vyšš́ı hustotu hemocyt̊u než jedinci dospěĺı, a to pr̊uměrně

170 buněk/ml u juvenilńıch jedinc̊u a 95 buněk/ml u dospělc̊u. Neznamená to ale, že by

dospěĺı jedinci měli menš́ı množstv́ı hemocyt̊u, protože ti maj́ı zase větš́ı množstv́ı celkové

hemolymfy (Loker a kol. 1987). Podle jiné práce by měl být r̊uzný počet hemocyt̊u B.

glabrata přisuzován sṕı̌se r̊uznému objemu hemolymfy, protože hustota buněk je u juve-

nilńıch i dospělých plž̊u stejná. Ze srdce juvenilńıch plž̊u B. glabrata se dá źıskat pr̊uměrně
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15µl hemolymfy, ze srdce dospělých jedinc̊u pak 75µl hemolymfy (DeGaffé a Loker 1998).

Mı́rný stres v podobě např. expozici ńızké koncentraci toxických látek má za následek

nár̊ust počtu hemocyt̊u (Fournier a kol. 2002). Pr̊uměrné hodnoty počtu koluj́ıćıch he-

mocyt̊u se lǐśı v závislosti na okolńıch podmı́nkách, ročńı době źıskáváńı hodnot a na

velikosti použitých plž̊u.

Vliv parazita na počet hemocyt̊u

Nákaza kompatibilńım parazitem zp̊usob́ı často imunosupresi, která by se logicky mohla

projevit sńıžeńım množstv́ı koluj́ıćıch hemocyt̊u. Tak je tomu např. u nákazy plže B. glab-

rata motolićı S. mansoni (Mounkassa a Jourdane 1990). V jiných př́ıpadech však, ač je

hostitel imunosuprimován, docháźı naopak k nár̊ustu počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u. Př́ıkla-

dem může být L. littorea nakažená motolićı H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008)

nebo opět plž B. glabrata, tentokrát však nakažený motolićı Echinostoma liei (Mounkassa

a Jourdane 1990) nebo E. paraensei, kdy docháźı až k 10-ti násobnému nár̊ustu počtu

hemocyt̊u (Loker a kol. 1987). Jindy nebyly žádné změny v počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u

zaznamenány (L. stagnalis nakažená motolićı T. szidati (Núněz a kol. 1994) nebo ústřice

O. edulis nakažená prvokem Bonamia ostreae (Cochennec-Laureau a kol. 2003)). Nákaza

však může kromě počtu hemocyt̊u změnit i jejich kvalitativńı vlastnosti, např. při nákaze

B. ostreae cirkuluje v hemolymfě daleko větš́ı množstv́ı nedozrálých agranulárńıch buněk

(Cochennec-Laureau a kol. 2003).

Během prvńıch pár hodin po infekci S. mansoni docháźı k poklesu počtu hemocyt̊u,

poté po 12 h u albinotických a 24 h u pigmentovaných plž̊u B. glabrata docháźı opět

k nár̊ustu. Hemocyty putuj́ı okamžitě po nákaze do tkáně, aby zničily patogena (Alle-

gretti a kol. 2009). Maximálńı množstv́ı hemocyt̊u bylo u dvojice B. glabrata–S. mansoni

pozorováno 8. den po infekci (700–800/ml). Zvýšený počet buněk z̊ustává až do 15. dne po

infekci (Loker a kol. 1987). Po 15 dnech docháźı k úbytku hemocyt̊u kv̊uli zvýšené potřebě

opravit tkáň po migraci larev (Mounkassa a Jourdane 1990). Zcela opačný trend pozoro-

vali Santos a kol. (2011), kdy počet hemocyt̊u během prvńıch 24 h po infekci nejprve rostl

a následně poklesl. Nový nár̊ust začal až 15. den po infekci a 30. den byl na počátečńıch

hodnotách. Jiný př́ıpad je nákaza B. glabrata motolićı E. liei, kdy docházelo postupně

k nár̊ustu počtu hemocyt̊u až do 20. dne. Toto obdob́ı odpov́ıdá masivńı kolonizaci celé

tkáně plže mateřskými a dceřinými rediemi, které jsou pro plže patogenńı. Následuje
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opouštěńı cerkáríı hostitele, přičemž docháźı k destrukci tkáně, kterou je potřeba opravit,

a docháźı tedy k mobilizaci hemocyt̊u a sńıžeńı počtu cirkuluj́ıćıch hemocyt̊u. Je to jiné

než u S. mansoni, protože sporocysty echinostom jsou velmi imunogenńı a redie patogenńı

(Mounkassa a Jourdane 1990).

Hemocyty jsou u některých měkkýš̊u produkovány orgánem (amebocyty produkuj́ıćı

orgán – APO), který se nacháźı mezi perikardem a epitelem plášt’ové dutiny. Ne u všech

měkkýš̊u byl však identifikován (např. u plovatky L. stagnalis) (Sminia 1974). Působeńım

nákazy motolićı může doj́ıt k hypertrofii nebo hyperplazii APO. Infekce B. glabrata moto-

lićı S. mansoni nezp̊usob́ı zvětšeńı APO na rozd́ıl od infekce motolićı E. paraensei (Noda

1992). Po nákaze motolićı H. elongata byla také zaznamenána dvojnásobná koncentrace

cyklinu D, který je znameńım velmi aktivńı mitózy (Gorbushin a Iakovleva 2008). Zároveň

bylo pozorováno, že extrakty miracidíı i sporocyst S. mansoni stimuluj́ı děleńı v APO (Lie

a kol. 1976). Motolice jsou tedy schopné produkovat látku, která př́ımo nebo nepř́ımo

zp̊usob́ı zvýšenou produkci hemocyt̊u v APO. Nově vzniklé koluj́ıćı hemocyty jsou často

nezralé, nediferenciované, a tedy i neschopné parazitovi ubĺıžit (Gorbushin a Iakovleva

2008). Látka zodpovědná za indukci tvorby nových hemocyt̊u je obsažena v miracidíıch,

ESP sporocyst i redíı a má molekulovou hmotnost větš́ı než je 100 kDa (Noda 1992).

Mezi infekćı a odpověd́ı (děleńım hemocyt̊u) je 18-ti hodinová prodleva. Za předpokladu,

že je účinná látka sekretována ihned, stoj́ı zřejmě za prodlevou buňky APO, které jsou

pravděpodobně v interfázi, a proto potřebuj́ı čas na dokončeńı buněčného cyklu. Druhou

možnost́ı je, že produkt parazita nestimuluje tvorbu hemocyt̊u př́ımo, ale přes nějaký daľśı

produkt např. z hemocyt̊u. K nejvyšš́ı mitotické aktivitě docháźı 48 h po infekci (Sullivan

a kol. 2004).

APO je také nositelem rezistence v̊uči parazitovi. Transplantace APO z plže Biomphala-

ria tenagophila rezistentńıho v̊uči nákaze S. mansoni na plže vńımavého vede k přenosu

rezistence. Nedocháźı přitom ke zvýšeńı počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u, a rezistence je tedy

dána kvalitativńımi změnami hemocyt̊u př́ıpadně jejich produkt̊u (Barbosa a kol. 2006).

17



Popsána již byla řada př́ıpad̊u, kdy vlivem nákazy motolićı došlo k inhibici aktivit he-

mocyt̊u. Zdá se, že inhibici zp̊usobuj́ı ESP motolic, které zřejmě ovlivňuj́ı signálńı dráhy

hemocyt̊u. Přesné mechanismy a mı́ra intervence do vnitřńıho obranného systému plže

však nejsou známy. Imunomodulačńı efekt motolice také nebyl dosud pozorován u řady

významných dvojic motolice–plž, jako je např. dvojice T. regenti–R. lagotis.
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2 Ćıle práce

Ćılem této práce bylo charakterizovat aktivity hemocyt̊u plovatkovitých plž̊u R. lagotis

a L. stagnalis, jako jsou produkce ROS a NO, schopnost fagocytovat a enkapsulovat.

Protože plž R. lagotis slouž́ı jako mezihostitel pro motolici T. regenti a plž L. stagnalis

pro motolici T. szidati, pokusili jsme se zároveň zhodnotit vliv trichobilharzíı na vnitřńı

obranný systém těchto plž̊u. V kompatibilńı variantě bylo ćılem zmapovat vliv parazita

na imunitńı funkce, v nekompatibilńı pak, jakým zp̊usobem je parazit v hostiteli zničen.

Byly vytyčeny tyto ćıle:

• porovnáńı schopnosti hemocyt̊u R. lagotis a L. stagnalis produkovat NO a H2O2

v reakci na př́ıtomnost r̊uzných stimulant̊u, a porovnáńı bazálńı produkce NO he-

mocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti,

• porovnáńı fagocytózy u hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. re-

genti,

• charakterizace změny počtu hemocyt̊u u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených

T. regenti,

• porovnáńı schopnosti adherovat a tvořit panožky u hemocyt̊u zdravých plž̊u R. la-

gotis a plž̊u nakažených T. regenti,

• pozorováńı in vitro enkapsulace larev nekompatibilńı motolice T. regenti hemocyty

L. stagnalis.
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3 Materiál a metodika

3.1 Modelové organismy

Jako modelové organismy byli studováni plži L. stagnalis a R. lagotis chovańı v labora-

torńıch chovech, a to jak zdrav́ı, tak nakažeńı kompatibilńı motolićı (R. lagotis + T. re-

genti, L. stagnalis + T. szidati). Motolice rodu Trichobilharzia jsou udržovány v labora-

torńım cyklu. Jejich mezihostitelem jsou právě plovatkovit́ı plži a definitivńım hostitelem

kachna domáćı (Anas platyrhynchos f. domestica) (Horák a kol. 2002).

3.2 Př́ıprava homogenátu cerkáríı T. regenti a T. szidati

Chemikálie

• Sterile snail saline, SSS (Adema a kol. 1991b)

– 5mM HEPES

– 3,7mM NaOH

– 36mM NaCl

– 2mM KCl

– 2mM MgCl2· 2H2O

– 4mM CaCl2· 2H2O

– destilovaná voda

– pH = 7,8

• inhibitor serinových proteáz TLCK (Sigma)

Zásobńı 10mM roztok byl připraven v destilované vodě, ten byl dále ředěn v SSS na

použ́ıvanou 100µM koncentraci.

• inhibitor cysteinových proteáz E64 (Sigma) Zásobńı 1mM roztok byl připraven

v destilované vodě, ten byl dále ředěn v SSS na použ́ıvanou 10µM koncentraci.

• Quant-iT Protein Assay Kit (Molecular Probes)

20



Infikovańı plži vylučuj́ı cerkárie v patentńı periodě (5–6 týdn̊u po infekci). Cerkárie jsou

pozitivně fototaktické, a v reakci na světlo tak plže opouštěj́ı. Proto se maximálńı množstv́ı

cerkáríı źıskává stimulaćı světlem.

Plži, na které se sv́ıtilo lampičkou, byli necháni ve sklenićıch v odstáté vodě po dobu

asi 2 h. Vyloučené cerkárie byly zakoncentrovány pomoćı světla v Erlenmayerově baňce.

Baňka byla až na hrdlo, kam z boku sv́ıtilo intenzivńı světlo, obalená alobalem. V mı́stě

s největš́ı intenzitou světla se hromadily cerkárie. Cerkárie byly odeb́ırány Pasteurovou

pipetou do falkony umı́stěné na ledu. Dı́ky ńızké teplotě zpomaĺı cerkárie sv̊uj pohyb na

minimum a klesnou ke dnu. Aby byl źıskán co nejčistš́ı materiál, byly cerkárie promývány

v SSS. Cerkárie byly 3× stočeny při 1500 g, vždy 10 min při teplotě 4 ◦C, supernatant byl

vždy odebrán a byl doplněn studený pufr. Po posledńım stáčeńı už nebyl pufr doplněn.

K zakoncentrovaným cerkáríım byly přidány inhibitory serinových a cysteinových proteáz

(100µM TLCK a 10µM E64). Poté byly cerkárie homogenizovány sonikaćı (Vibra Cell

(Bioblock Scientific)(4×10 s, 10 W)) 3× po dobu 30 s při amplitudě 60 jednotek. Vzniklý

homogenát byl stočen 10 min při 16000 g při 4 ◦C. Supernatant byl odebrán a opakovaně

stočen; nový supernatant byl uchováván při teplotě −80 ◦C. Homogenát byl použ́ıván ve

výsledné koncentraci 20µg/ml (dále ředěn SSS). Koncentrace protein̊u v homogenátu byla

změřena s využit́ım kitu Quant-iT Protein Assay Kit.

3.3 Odběr hemolymfy a tvorba monovrstvy hemocyt̊u

Plži čeledi Lymnaeidae maj́ı tzv. hemálńı pór, kterým při podrážděńı vypoušt́ı určité

množstv́ı hemolymfy závislé na velikosti plže. Dı́ky př́ıtomnosti tohoto póru lze hemo-

lymfu odeb́ırat zcela neinvazivně. Plž byl před odběrem omyt destilovanou vodou a osušen

filtračńım paṕırem. Drážděńım v oblasti nohy (např. špičkou) se plž zatáhne do ulity

a současně vypust́ı do úst́ı ulity hemolymfu, která obsahuje hemocyty. Hemolymfa byla

odeb́ırána od zdravých i nakažených plž̊u R. lagotis o velikosti 1–1,6 cm (výška ulity).

Výška ulity plže L. stagnalis nebyla měřena, jednalo se však vždy o dospělé jedince. Z jed-

noho jedince byla hemolymfa odeb́ırána max. 1× týdně.

Pro měřeńı byla vytvořena monovrstva buněk na dně jamky (96-ti jamková destička

Nunclon-treated, ploché dno). Na každou jamku bylo odebráno 200µl hemolymfy.

Aby hemocyty adherovaly na povrch co nejrovnoměrněji, byla hemolymfa plže R. lagotis
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odeb́ırána do 50µl SSS, a protože sběr hemolymfy trvá dlouho (jeden plž vypud́ı kolem

30µl), byla hemolymfa odeb́ırána postupně po 10µl do každé jamky (výsledný vzorek byl

tedy směśı hemolymfy z 20 plž̊u). Plovatky L. stagnalis maj́ı d́ıky větš́ı velikosti těla i větš́ı

množstv́ı hemolymfy. Hemolymfa byla v tomto př́ıpadě odeb́ırána z v́ıce plž̊u do falkony

umı́stěné na ledu, následně byla ředěna SSS v poměru 2:1 a pipetována do destičky po

250µl na jamku.

Buňky adherovaly na dno po dobu 30 min, následně byla jamka 3× promyta 250µl SSS.

Aby došlo k ustáleńı podmı́nek, byly poté hemocyty inkubovány 30 min v 200µl SSS.

3.4 Počet hemocyt̊u v monovrstvě

Použité chemikálie

• SSS bez iont̊u vápńıku a hořč́ıku, přidán 2% chelátor iont̊u EDTA (SSS− s 2%

EDTA, kyselina ethylendiaminotetraoctová), pH 7,8, molarita dorovnána NaCl (výsledná

koncentrace NaCl je 45mM)

Zároveň s odběrem hemolymfy do destičky prob́ıhal stejným zp̊usobem i odběr vzorku

pro určeńı počtu hemocyt̊u v monovrstvě (za předpokladu, že se všechny buňky přichyt́ı).

V tomto př́ıpadě byla ale hemolymfa odeb́ırána na parafilm, a to do 200µl SSS− s 2%

EDTA. Tento pufr byl zvolen pro minimalizaci shlukováńı hemocyt̊u nebo jejich adherence

na povrch nádoby. Počet hemocyt̊u byl určován pod mikroskopem (Olympus BX51) po-

moćı Bürkerovy poč́ıtaćı komůrky. Do komůrky bylo napipetováno 20µl vzorku, z každého

vzorku byly spoč́ıtány tři komůrky a v každé komůrce 10 čtverc̊u. Výsledná hodnota je

pr̊uměr všech hodnot přepoč́ıtaný na 1 ml.

3.5 Počet hemocyt̊u u zdravých a nakažených plž̊u R. lagotis

Hemocyty byly nejprve poč́ıtány ve směsném vzorku hemolymfy ze tř́ı plž̊u. Hemolymfa

byla odeb́ırána na parafilm do pufru SSS− s 2% EDTA v poměru 1:3. Pufr a para-

film minimalizovaly shlukováńı a adherenci hemocyt̊u. Kv̊uli velké variabilitě v datech

byly následně poč́ıtány hemocyty od jednotlivých plž̊u. Hemolymfa byla ředěna pufrem

v poměru 1:1, 1:2 nebo 1:3 v závislosti na tom, kolik hemolymfy daný plž vypustil. Hod-
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noceno bylo 23 zdravých plž̊u o velikosti 1,27 +
− 0,26 cm a 23 nakažených plž̊u o velikosti

1,29 +
− 0,22 cm. Odběry prob́ıhaly v obdob́ı duben–ř́ıjen. Počet hemocyt̊u byl určován po-

moćı Bürkerovy komůrky tak, jak je popsáno v kap. 3.4.

3.6 Produkce radikál̊u

Produkce radikál̊u byla detekována sondou, která po reakci s daným radikálem vytvoř́ı

fluorescenčńı produkt. Intenzita fluorescence byla měřena na fluorometru (Infinite M200

Microplate Reader (Tecan Group, Switzerland)). Měřeńı byla provedena v 96-ti jamkové

černé destičce (Nunc). Na dně jamky byla vytvořena monovrstva hemocyt̊u, viz kap. 3.3.

Těsně před měřeńım byly k buňkám monovrstvy přidány r̊uzné stimulanty produkce ra-

dikál̊u, a pozorován byl efekt dané látky na jejich produkci. Produkce radikál̊u byla sle-

dována u obou modelových druh̊u, u plž̊u R. lagotis a L. stagnalis.

Použité chemikálie a organismy

• DAF-FM diacetate (4-amino-5-methylamino-2-7-difluorescein diacetate (10×50µg,

Molecular Probes)

Zásobńı látka (50µg) byla rozpuštěna ve 20µl DMSO na výslednou 5mM koncent-

raci. Roztok byl dále ředěn 1000× v SSS tak, aby byl k buňkám přidán jako 5µM.

• Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Molecular Probes)

Reakčńı směs byla připravena smı́cháńım 1µl křenové peroxidázy (0,1 U/ml), 100µl

SSS a 0,5µl Amplex Red (50µM v DMSO). Zásobńı látka Amplex Red byla roz-

puštěna v 60µl DMSO. Křenová peroxidáza byla rozpuštěna v 1 ml 5× zředěného

reakčńıho pufru dle návodu výrobce.

• Zymosan A ze Saccharomyces cerevisiae (Sigma)

Zymosan byl připraven jako 1% suspenze v 0,15 M NaCl. Směs byla 1 h vařena ve

vodńı lázni, centrifugována 30 min při 4000 r.p.m. a resuspendována v SSS.

• Laminarin Laminaria digitata (Sigma) ředěný SSS (25µg/ml, 50µg/ml, 100µg/ml)

• PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma)

Zásobńı látka (1 mg) byla rozpuštěna v DMSO na výslednou 10mM koncentraci.
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Roztok byl dále ředěn na požadovanou (2µM nebo 10µM) koncentraci v SSS tak, aby

koncentrace DMSO u buněk nepřesáhla 0,1 % (vyšš́ı koncentrace je pro hemocyty

považována za toxickou).

• bakterie Escherichia coli

Bakterie byly resuspendovány v SSS a usmrceny vysokou teplotou (70 ◦C, 3 h). Ze

sedimentu byl vytvořen koncentrát, který byl použit bud’ v bĺıže neurčované kon-

centraci nebo v koncentraci 10−2 a 10−3.

• kvasinky S. cerevisiae

Kvasinky byly resuspendovány v SSS a usmrceny vysokou teplotou (65 ◦C, 30 min).

Ze sedimentu byl vytvořen koncentrát, který byl použit bud’ v bĺıže neurčované

koncentraci nebo v koncentraci 10−2 a 10−3.

• LPS (L4516-1MG, Sigma)

Zásobńı roztok byl připraven v mediu RPMI 1640 Hepes modification s NaHCO3

(Sigma) v koncentraci 500µg/ml. Roztok byl dále ředěn v SSS na výslednou kon-

centraci 10 mg/ml.

3.6.1 Produkce peroxidu vod́ıku

Hemocyty zdravých plž̊u R. lagotis a L. staglanis byly stimulovány r̊uznými látkami a pro-

dukce H2O2 byla sledována během 30 min. Monovrstva hemocyt̊u na dně jamky byla

připravena tak, jak je popsáno v kap. 3.3. Buňky adherované na dně destičky byly ale

ekvilibrovány ve 100µl SSS, a to po dobu 1 h při laboratorńı teplotě a v temnu. Těsně

před měřeńım bylo k buňkám přidáno 100µl reakčńı směsi Amplex Red, která př́ıpadně

obsahovala stimulant. Jako stimulant byl použit zymosan (25–100µg/ml), laminarin (1–

10 mg/ml) a PMA (10µM). Intenzita fluorescence byla měřena po dobu 30 min každých

5 min při 530/590 nm. Oxidaćı sondy Amplex Red molekulou H2O2 vzniká fluorescenčńı

produkt resorufin. Sonda neproniká do buněk, měřena proto byla extracelulárńı produkce

H2O2.
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3.6.2 Produkce oxidu dusnatého

Ćılem tohoto experimentu bylo sledovat efekt r̊uzných látek na produkci NO hemocyty

zdravých plž̊u L. stagnalis a R. lagotis. Následně byla také porovnána bazálńı produkce

NO u zdravých a nakažených plž̊u R. lagotis.

Monovrstva hemocyt̊u plž̊u R. lagotis a L. staglanis byla připravena tak, jak je popsáno

v kap. 3.3. Hemocyty byly poč́ıtány podle kap. 3.4. Adherované buňky byly bez ekvilib-

race inkubovány 1 h s fluorescenčńı sondou DAF-FM diacetát (5µM). Po dobu inkubace

byly buňky uchovávány v temnu. Sonda DAF-FM diacetát proniká cytoplazmatickou

membránou, v buňce je sonda deesterifikována, č́ımž se pro ni membrána stává nepro-

pustnou. Reakćı deesterifikované sondy DAF-FM s molekulou NO vzniká fluorescenčńı

benzotriazol. Pomoćı této sondy lze měřit pouze intracelulárńı produkci NO.

Hemocyty byly 3× promyty 250µl SSS, aby byla odstraněna sonda, která z̊ustala mimo

buňky. Následně došlo během 30 min ekvilibrace k ustáleńı podmı́nek experimentu. Těsně

před měřeńım byl přidán stimulant. Jako stimulant byl použit zymosan (25–100µg/ml),

laminarin (1–10 mg/ml), PMA (10µM), LPS (10 mg/ml), homogenát cerkáríı T. regenti

a T. szidati (20µg/ml), teplem usmrcené kvasinky a bakterie. Intenzita fluorescence byla

měřena při 495/515 nm po dobu 60 min každých 5 min.

Bazálńı (nestimulovaná) produkce NO hemocyt̊u plže R. lagotis byla hodnocena jednak

na objem hemolymfy (200µl), a pak i na počet hemocyt̊u (100 000).

Měřeńı produkce H2O2 hemocyty R. lagotis/L. staglanis bylo 4×/6× opakováno.

Produkce NO hemocyty plovatek L. stagnalis chovaných v čistém prostřed́ı

Vliv čistoty prostřed́ı na schopnost hemocyt̊u produkovat NO byl testován proto, že

v jiné laboratoři byl zjǐstěn u stejného modelového organismu (L. stagnalis) rozd́ılný

stimulačńı efekt řady látek (Wright a kol. 2006). Akvária našich plovatek byla čǐstěna

nepravidelně, min. však 1× měśıčně. V tomto pokusu byly proto plovatky L. stagnalis

drženy v akváríıch čǐstěných častěji, jedenkrát týdně. Pokus byl proveden tak, jak bylo

popsáno výše (kap. 3.6.2). Produkce NO stimulovaná 10µM PMA byla měřena po týdnu

v
”
čistém prostřed́ı“ a pokus byl vždy po týdnu (celkem tedy 3×) zopakován. Pro kont-

rolu byla zároveň měřena i bazálńı a stimulovaná produkce NO hemocyt̊u plž̊u L. stagnalis

držených v měśıčně čǐstěných akváríıch.
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Produkce NO hemocyty plž̊u R. lagotis chovaných v čistém prostřed́ı

Protože efektivńı stimulant produkce NO u hemocyt̊u plž̊u R. lagotis chovaných v 1×

měśıčně čǐstěných akváríıch nebyl nalezen, byla odpověd’ hemocyt̊u sledována i vzhledem

k čistotě prostřed́ı. Plži byli chováni v akváríıch, která byla čǐstěna 1× týdně. Pokus

byl proveden tak, jak bylo popsáno výše (kap. 3.6.2). Hemocyty byly stimulovány 10µM

PMA. Pokus byl opakován po 14 dnech. Zároveň byla produkce NO měřena pro porovnáńı

i u hemocyt̊u plž̊u chovaných v akváríıch, která nebyla po dobu pokusu v̊ubec čǐstěna.

3.7 Inhibice produkce NO u hemocyt̊u R. lagotis

Použité chemikálie

• PKC inhibitor GF109203X hydrochlorid (Life Sciences)

Zásobńı látka byla ředěna v DMSO na koncentraci 10 mg/ml. Roztok byl dále ředěn

v SSS a přidáván k buňkám ve výsledné 10µM koncentraci.

• MEK 1/2 inhibitor U0126 (Biotech)

Zásobńı látka byla ředěna v DMSO na 10mM koncentraci. Roztok byl dále ředěn

v SSS a přidáván k buňkám ve výsledné 10µM koncentraci.

Inhibice bazálńı produkce NO

Ćılem tohoto pokusu bylo sledovat vliv inhibitoru PKC GF109203X na bazálńı produkci

NO u hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis. K monovrstvě hemocyt̊u (viz kap. 3.3) byl 10µM

inhibitor PKC (GF109203X) přidán na dobu 30 min. Ihned poté začalo 1 h dlouhé měřeńı

produkce NO. Bazálńı produkce NO (bez inhibitoru) byla měřena pro kontrolu.

Pro ověřeńı specifity inhibitoru byly hemocyty plže L. stagnalis inkubovány 30 min s 10µM

inhibitorem PKC (GF109203X) a následně stimulovány aktivátorem PKC (10µM PMA).

Pokud je inhibitor specifický, nedojde po současné inhibici a stimulaci PKC k nár̊ustu

produkce NO, zat́ımco při samotné stimulaci ano.

Inhibice produkce NO stimulované LPS

Po dobu 1 h jsme sledovali vliv MEK 1/2 inhibitoru (U0126) na produkci NO hemocyty

R. lagotis stimulované LPS. Hemocyty monovrstvy (viz kap. 3.3) byly inkubovány po dobu
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30 min s 10µM U0126. Poté byl k buňkám přidán stimulant (LPS 10 mg/ml) a začalo 1 h

dlouhé měřeńı produkce NO. Jako kontrola byla zároveň měřena samotná stimulace buněk

LPS bez inhibitoru.

3.8 Fagocytóza

Fagocytická aktivita hemocyt̊u plže R. lagotis byla určována pomoćı fluorescenčně znače-

ných částic a vyhodnocována byla fluorescenčńım mikroskopem nebo fluorometrem. Vy-

zkoušeny byly r̊uzné typy FITC-značených částic, a to králič́ı erytrocyty, myš́ı erytrocyty,

kvasinky S. cerevisiae a bakterie Escherichia coli. Dále byly vyzkoušeny bakterie E. coli

značené pH-senzitivńı barvičkou pHrodo (viz dále). Fagocytóza eukaryotických buněk byla

odeč́ıtána mikroskopicky, fagocytóza bakteríı pomoćı fluorometru.

3.8.1 Př́ıprava FITC-značených částic

Připraveny byly fluorescenčně značené myš́ı a králič́ı erytrocyty (Horák a Deme 1998)

a fluorescenčně značené kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Pearce a kol. 2001).

Použité chemikálie

• Alsiever̊uv roztok (citrátový pufr)

– 20,5 g glukózy

– 4,2 g NaCl

– 0,55 g monohydrátu kyseliny citrónové

– 8 g monohydrátu citrátu sodného

– 1000 ml destilované vody

• trisový pufr

– 150mM NaCl

– 20mM Tris (Sigma)

– destilovaná voda

– pH = 7,8
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• 0,1M glycin (Sigma) v trisovém pufru

• 1% glutaraldehyd (Sigma) v trisovém pufru

• SSS, složeńı viz kap. 3.2

• uhličitanový pufr

– 0,2M Na2CO3

– 0,2M NaHCO3

– destilovaná voda

– pH = 9,4, titrace 0,2M roztoku Na2CO3 0,2M roztokem NaHCO3

• 0,01% (w/v)) fluorescein-isothiokyanát (FITC, Sigma) v uhličitanovém pufru (pro

značeńı erytrocyt̊u)

• 0,1 mg/ml fluorescein-isothiokyanát (FITC, Sigma) v SSS (pro značeńı kvasinek)

• SSS− s 0,1% EDTA (viz kap. 3.4)

Erytrocyty značené FITC

Myš́ı (kmen Balb)/králič́ı (outbredńı kmen) krev byla pro zabráněńı srážeńı odebrána

do několikanásobného objemu citrátového pufru. Následně byla centrifugována po dobu

5 min při 550 g (každá následuj́ıćı centrifugace prob́ıhala při 550 g). Poté byly erytro-

cyty promývány 4×5 min v trisovém pufru, fixovány v 1% glutaraldehydu v trisovém

pufru po dobu 1 h a promývány 2×5 min v SSS. Pro blokaci aldehydových skupin byly

erytrocyty následně promývány 4×5 min v 0,1 M glycinu v trisovém pufru. Pak byly

promývány 4×5 min v SSS a rozředěny v SSS na 1% suspenzi. Ta byla promývána

3×5 min v uhličitanovém pufru a pak byly erytrocyty inkubovány v 0,01% fluorescein-

isothiokyanátu v uhličitanovém pufru po dobu 1 h. Poté byly erytrocyty promyty 4×5 min

v SSS a uskladněny v SSS− s 0,1% EDTA při teplotě 4 ◦C. Před daľśım použit́ım byly

erytrocyty vždy promývány 3×5 min v SSS.
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Kvasinky značené FITC

Kvasinky S. cerevisiae byly tepelně usmrceny (30 min při 65 ◦C). Následně byly inku-

bovány s fluorescein-isothiokyanátem v SSS (0,1 mg/ml) po dobu 30 min a poté promyty

5×5 min v SSS.

3.8.2 Fagocytóza eukaryotických buněk

Použité chemikálie

• 4% formaldehyd v destilované vodě

• trypanová modř (Sigma)

Rozpustnost trypanové modři v destilované vodě je 10 mg/ml (2% roztok). Roz-

tok byl připraven v koncentraćıch 2 mg/ml, 5 mg/ml a 10 mg/ml a před použit́ım

přefiltrován.

Schopnost hemocyt̊u pohlcovat eukaryotické buňky byla hodnocena pomoćı mikroskopie.

Aby bylo možné rozeznat, která buňka je hemocytem pohlcená a která je jen adhero-

vaná na jeho povrchu, bylo nutné nepohlcené buňky bud’ odmýt, nebo zhasnout jejich

fluorescenci. Hemocyty, které fagocytuj́ı, ztráćı schopnost adherovat. Kompletńı odmyt́ı

nepohlcených buněk zp̊usobovalo odmyt́ı i velké části fagocytuj́ıćıch hemocyt̊u, což zkres-

lovalo výsledky. Proto byla zvolena cesta zhaśınáńı nepohlcených buňek.

Na podložńı skĺıčko Superfrost bylo do 10µl SSS odebráno 30µl hemolymfy (po 10µl

ze 3 plž̊u). Hemocyty adherovaly během 30 min inkubace ve vlhké komůrce na povrch

skĺıčka. Následně byly 3× opláchnuty SSS a inkubovány ve tmě s fluorescenčně značenými

buňkami po dobu 30 min. Nepohlcené fluorescenčně značené buňky byly opatrně odmyty

(2× opláchnut́ı SSS), zbylé neodmyté buňky byly zhasnuty trypanovou modř́ı (2% v SSS) a

hemocyty fixovány pomoćı 4% formaldehydu. Poměr hemocyt̊u, které fagocytovaly a které

nefagocytovaly, byl určován pomoćı fluorescenčńı mikroskopie.

3.8.3 Fagocytóza bakteríı

Použité chemikálie a organismy

• Escherichia coli (K-12 strain) BioParticles R©, Fluorescein Conjugate (Molecular

Probes)
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Bakterie (zásobńı bakterie 10 mg) byly uchovávány v SSS (20 mg/ml).

• pHrodo Red E. coli BioParticles Conjugate for Phagocytosis (Molecular Probes)

Bakterie byly resuspendovány ve 2 ml SSS.

• MEK 1/2 inhibitor U0126 (Biotech)

Zásobńı látka byla rozpuštěna v DMSO na 10mM koncentraci. Roztok byl dále ředěn

v SSS na výslednou 1 nebo 10µM koncentraci.

Schopnost fagocytovat bakterie byla určována pomoćı fluorometru. Pro pokus byly po-

užity komerčně dodávané bakterie E. coli značené FITC a E. coli značené pH-senzitivńı

barvičkou pHrodo, která se stává fluorescenčńı až v kyselém pH (tedy v lysosomu).

Měřeńı prob́ıhalo v pr̊uhledné 96-ti jamkové destičce (Nunc). Monovrstva hemocyt̊u ze

zdravých i nakažených plž̊u byla připravena tak, jak je popsáno v kap. 3.3. Stejně byl

odeb́ırán vzorek na určeńı počtu hemocyt̊u v pokusu, viz kap. 3.4. Monovrstva buněk byla

následně inkubována v temnu bud’ s 6x105 buňkami E. coli značenými FITC po dobu

30 min nebo s 105 buňkami E. coli značenými pHrodo po dobu 2 h. Nefagocytované bak-

terie značené FITC byly odmyty (2× opláchnut́ı SSS). Fluorescence zbylých neodmytých

bakteríı byla následně zhasnuta trypanovou modř́ı. V př́ıpadě bakteríı značených pHrodo

se po 2 h inkubace okamžitě měřilo. Měřen byl i signál samotných bakteríı značených

pHrodo bez př́ıtomnosti hemocyt̊u a naměřené hodnoty byly odečteny jako pozad́ı. In-

tenzita fluorescence byla měřena na fluorometru při 494/518 nm v př́ıpadě použit́ı FITC-

značených částic a při 545/600 nm v př́ıpadě použit́ı částic značených pHrodo. Fagocytóza

buněk byla hodnocena jednak na stejný objem hemolymfy (200µl), a poté i na stejný počet

hemocyt̊u (100 000). Měřeńı prob́ıhala při stejné citlivosti př́ıstroje.

Inhibice fagocytózy

Vliv inhibice kinázy MEK 1/2 na hemocytárńı fagocytózu byl testován pomoćı inhibitoru

U0126. Monovrstva hemocyt̊u (kap. 3.3) byla ekvilibrována 30 min v 200µl SSS. Inhibitor

U0126 byl poté k buňkám přidán na 30 min v 1 a 10µM koncentraci. Následně byly k hemo-

cyt̊um přidány bakterie značené pHrodo a po 2 h byla měřena fluorescence. Zároveň byla

coby kontrola měřena fagocytóza buněk bez př́ıtomnosti inhibitoru. Hodnoty fluorescence

samotných bakteríı bez buněk byly opět odečteny od źıskaných hodnot s buňkami. Buňky
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jsou při použit́ı 10µM U0126 zároveň vystaveny 0,1% DMSO. Proto byl ověřen i vliv 0,1%

DMSO na fagocytózu hemocyt̊u.

3.9 Adherence hemocyt̊u a tvorba panožek

Schopnost hemocyt̊u adherovat k povrchu a tvořit panožky (spreading) byla hodnocena

měřeńım plochy, obvodu a cirkularity buněk. Parametry byly porovnávány mezi hemocyty

zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených motolićı T. regenti. Pro určeńı požadovaných

parametr̊u buněk byla fluorescenčně obarvena membrána buněk. Zároveň byla značena

i jádra buněk, aby bylo zaručeno vyhodnoceńı pouze jedné buňky.

Použité chemikálie

• DiI C-12 (1,1’-didodecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Invitro-

gen)

Alikvoty zásobńıho roztoku byly rozředěny v 96% etanolu (1–2,5 mg/ml) a uchovány

při teplotě −80 ◦C. Před použit́ım byl roztok ředěn v SSS na koncentraci 5µg/ml.

• Montovaćı medium Vectashield s DAPI (Vector Laboratories)

• 4% formaldehyd v destilované vodě

• SSS (viz kap. 3.2)

Hemolymfa byla odebrána od 10 zdravých a 10 nakažených plž̊u. Pro rovnoměrnou ad-

herenci buněk byla hemolymfa zdravých plž̊u ředěna 1:1 v SSS na parafilmu, zat́ımco

hemolymfa nakažených plž̊u 1:2 v SSS na parafilmu (nakažeńı plži maj́ı téměř 2× v́ıce

hemocyt̊u než zdrav́ı plži). Na Superfrost podložńı skĺıčko bylo pipetováno 40µl ředěné

hemolymfy od zdravých a od nakažených plž̊u. Hemocyty byly ponechány 30 min ve vlhké

komůrce, aby adherovaly k povrchu skĺıčka. Následně byly hemocyty opláchnuty 3× SSS

a fixovány 10 min ve 4% formaldehydu. Poté byly hemocyty 4× opláchnuty SSS a přidána

byla fluorescenčńı barvička DiI C-12 (5µg/ml). Tato barvička je lipofilńı, proto se dobře

váže na membránu. Buňky byly inkubovány 20 min v temnu, opláchnuty 4× SSS, inku-

bovány 10 min v SSS a poté znovu 3× promyty SSS, aby se odmyla přebytečná barva.

Potom byl vzorek zamontován pomoćı media Vectashield s DAPI. Preparáty byly pozo-

rovány fluorescenčńım mikroskopem Olympus Cell-R. Buňky byly foceny v 60-ti násobném
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zvětšeńı jako 16-ti bitové obrázky. Měřeńı parametr̊u buněk bylo prováděno v programu

ImageJ.

Kromě obvodu a obsahu byla měřena i cirkularita buněk. Tento parametr je závislý na ob-

vodu a obsahu buňky (dáno vztahem 1) a charakterizuje schopnost buněk tvořit panožky.

cirkularita = 4π
obsah

obvod2 (1)

3.10 In vitro enkapsulace larev T. regenti hemocyty L. stagnalis

Použité chemikálie

• Transformačńı medium (Minimal Salt Medium) (Schallig a kol. 1990)

Složeńı na 1 l destilované vody:

– 3,5 g NaCl

– 0,16 g KCl

– 0,09 g Na2HPO4· 2H2O

– 0,45 g MgSO4· 7H2O

– 0,53 g CaCl2· 2H2O

– 0,05 g NaHCO3

– 1,5 g D-glukóza

– 1,5 g trehalóza

– pH = 7,8

Roztok CaCl2· 2H2O byl připraven zvlášt’, a poté přidán ke zbylému roztoku. Výs-

ledné pH roztoku bylo nižš́ı (pH = 7,6), protože při pH 7,8 se v mediu vysrážely

vápenaté ionty.

• 1% agar v destilované vodě

Agarové plotny v Petriho miskách měly tloušt’ku asi 0,5 cm.

Transformace miracidíı T. regenti

Miracidia se po 24 h inkubace v transformačńım mediu při teplotě 37 ◦C přeměńı na

mateřské sporocysty. V pokuse byly použity jen plně transformované sporocysty.
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Inkubace hemocyt̊u s miracidii/sporocystami

Hemocyty L. stagnalis byly inkubovány s larvami nekompatibilńı motolice T. regenti, a to

jak s miracidii, tak s mateřskými sporocystami. Inkubace prob́ıhala v 300µl hemolymfy

na parafilmu nebo v Petriho misce na 1% agaru ve vlhké komůrce, a to za mı́rného kýváńı

po dobu 18 h. Mı́rné kýváńı zajistilo pravděpodobněǰśı kontakt larvy s hemocyty. Parafilm

a agar minimalizovaly adherenci hemocyt̊u na povrch. Interakce hemocyt̊u s larvami mo-

tolice byla pozorována pod inverzńım mikroskopem Olympus TH4-200 v r̊uzných časech

během inkubace.

3.11 Toxicita plazmy plže L. stagnalis

Ćılem tohoto pokusu bylo sledovat mı́ru toxicity samotné plazmy plže L. stagnalis pro

miracidia nekompatibilńı motolice T. regenti. Miracidia byla inkubována ve 100%, 75%

a 50% plazmě ředěné v SSS. Kontrolńı skupina byla inkubována pouze v SSS. Života-

schopnost miracidíı byla pr̊uběžně (po 2, 5,5 a 10,5 h od počátku inkubace) pozorována

inverzńım mikroskopem Olympus TH4-200.

Plazma byla připravena z čerstvě odebrané hemolymfy. Hemocyty byly z hemolymfy od-

straněny centrifugaćı, a to nejprve 5 min při 500 g, poté 5 min při 5000 g. Supernatant

(plazma) byl přidán k larvám na počátku inkubace.

3.12 Experimentálńı nákazy plž̊u nekompatibilńımi motolicemi

Pro určeńı efektivity penetrace miracidíı do nekompatibilńıch hostitel̊u byli experimentál-

ně nakaženi 4 plži L. stagnalis miracidii motolice T. regenti a 9 plž̊u R. lagotis miracidii mo-

tolice T. szidati. Každý plž byl inkubován 2 h s 10 miracidii v odstáté vodě v šestijamkové

destičce. Následně byla pod lupou spoč́ıtána volně plovoućı a mrtvá miracidia.

3.13 Hodnoceńı experimentálńı nákazy pomoćı histologie

Použité chemikálie

• Bouinova fixáž (Sigma)

• JB-4 Embedding Kit (infiltračńı a polymeračńı roztok) (Sigma)

infiltračńı roztok: roztok A (50 ml) + benzoyl peroxid (0,625 g)
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polymeračńı roztok: infiltračńı roztok (50 ml) + roztok B (akcelerátor polymerace,

2 ml)

• etanol (70%, 96%, 100%)

• DPX Mounting Medium (Sigma)

• toluidinová modř (Sigma)

Barvićı roztok byl připraven smı́cháńım 1% toluidinové modři a 1% Na2B4O7 v desti-

lované vodě. Před použit́ım byl roztok přefiltrován.

Plži R. lagotis byli experimentálně nakaženi miracidii nekompatibilńı motolice T. szi-

dati. Každý plž byl nejprve inkubován po dobu 2 h s cca 40 miracidii, následně ještě 2 h

v odstáté vodě bez miracidíı. Tato infekčńı dávka byla zvolena kv̊uli pravděpodobněǰśımu

nálezu penetrované larvy na histologických řezech. Ulita a hepatopankreas byly odprepa-

rovány a zbylá tkáň plže byla přenesena na 24 h do Bouinovy fixáže (5× objem vzorku).

Následně byla fixáž vymyta 70% etanolem. Poté byl vzorek odvodněn pomoćı vzestupné

alkoholové řady (70%, 96%, 100%). Každý vzorek byl promýván 20 min v 70% a 96% eta-

nolu, následně 3× 10 min v 100% etanolu. Následovala 24 h infiltrace. Infiltračńı roztok

byl po 30 a 60 min vyměněn. Pak byl vzorek zalit do polymeračńıho roztoku. Polyme-

race prob́ıhala v želatinové kapsli 24 h v temnu a bez př́ıstupu vzduchu. Zalitý vzorek

byl nařezán na mikrotomu na 3µm silné řezy. Řezy byly přeneseny do kapky destilované

vody na podložńı sklo a po zaschnut́ı byly barveny 1 min 1% toluidinovou modř́ı. Nako-

nec byly řezy montovány do DPX Mounting Media a pozorovány světelným mikroskopem

(Olympus BX51).

3.14 Statistika

Pro statistické vyhodnoceńı byl použit dvouvýběrový t-test, párový test, analýza rozptylu

(ANOVA) a regresńı a korelačńı testy. Analýza byla provedena ve statistickém programu

R verze 2.12.1 (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria; www.R-

project.org).

Dvouvýběrový test byl použit v př́ıpadě, kdy byly porovnávány dva nezávislé soubory

dat. To bylo v př́ıpadě pokus̊u v kap. 4.1: porovnáńı velikosti ulity a počtu hemocyt̊u mezi
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zdravými plži R. lagotis a plži nakaženými T. regenti, kap. 4.2.3: porovnáńı bazálńı pro-

dukce NO hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti, kap. 4.2.4: po-

rovnáńı bazálńı a stimulované produkce NO hemocyt̊u L. stagnalis a R. lagotis držených

v 1× týdně čǐstěném akváriu a počet hemocyt̊u plž̊u R. lagotis chovaných v akváríıch

čǐstěných 1× týdně a akváríıch čǐstěných měśıčně, kap. 4.3.2: porovnáńı fagocytózy hemo-

cyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti, kap. 4.4: porovnáńı obvodu,

obsahu a cirkularity hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti.

Párové testy byly použity v př́ıpadě, kdy se v náhodném výběru vyskytovaly dvo-

jice veličin (pár se lǐśı se jen ve faktoru, který je testován). To bylo v př́ıpadě pokus̊u

v kap. 4.2.1: stimulovaná produkce H2O2 hemocyty R. lagotis, kap. 4.2.2: stimulovaná pro-

dukce NO hemocyty L. stagnalis, kap. 4.2.4: stimulovaná produkce NO hemocyty L. stag-

nalis a R. lagotis držených v 1× týdně čǐstěných akváríıch, kap. 4.3.2: inhibice fagocytózy

MEK 1/2 inhibitorem.

Analýza rozptylu (ANOVA) byla použita při porovnáváńı v́ıce náhodných výběr̊u, což

byl př́ıpad kap. 4.2.1: produkce H2O2 hemocyty L. stagnalis stimulované třemi r̊uznými

koncentracemi zymosanu a kap. 4.6: porovnáńı vlivu jednotlivých koncentraćı plazmy

L. stagnalis na životaschopnost miracidíı T. regenti.

Korelačńı analýza byla použita pro testováńı vztahu mezi dvěma spojitými veličinami.

Spearman̊uv korelačńı test byl použit v kap. 4.1 při hledáńı závislosti počtu hemocyt̊u na

výšce ulity. Pro analýzu závislosti počtu přeživš́ıch larev na koncentraci plasmy (kap. 4.6)

byla použita Poissonova regrese. Tento typ regrese je vhodný pro př́ıpad, kdy závislá

proměnná popisuje počty událost́ı za nějaký časový úsek.

Parametrické testy byly použity pro data s normálńım rozděleńım. Pro data, která

nemaj́ı normálńı rozděleńı, byly použity neparametrické testy.

V př́ıpadě, že byly testy uspořádané v čase (např. produkce radikálu po 20, 40,

60 min), bylo nutné kv̊uli závislosti po sobě jdoućıch událost́ı upravit jednotlivé p-hodnoty

a porovnat je s novými kritickými hodnotami. Tato korekce byla provedena Fisherovým

kombinačńım testem (inverzńı normálńı metoda s Pocockovými kritickými hodnotami)

(Lehmacher a Wassmer 1999).
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4 Výsledky

4.1 Počet hemocyt̊u plže R. lagotis

Nakažeńı plži měli v pr̊uměru 459 000 hemocyt̊u/ml, zdrav́ı pak 256 000/ml. Nakažeńı

plži měli tedy 1,79× v́ıce hemocyt̊u než zdrav́ı plži. Počet hemocyt̊u plže nezáviśı na jeho

velikosti (p<0,05), viz obr. 2. Pr̊uměrná velikost zdravých a nakažených plž̊u je stejná

(p<0,05).

Obr. 2: Počet hemocyt̊u u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti.

4.2 Produkce radikál̊u

Hemocyty r̊uzných druh̊u plž̊u jsou r̊uzně citlivé na jednotlivé stimulanty produkce NO

a H2O2. Stimulačńı efekt vybraných látek a organismů (PMA, zymosan, laminarin, LPS,

tepelně usmrcené bakterie, kvasinky a homogenát cerkáríı T. regenti a T. szidati) na hemo-

cytárńı produkci těchto radikál̊u byl testován u plž̊u L. stagnalis a R. lagotis. Jako jediný

efektivńı stimulant produkce NO u hemocyt̊u L. stagnalis se osvědčil PMA. U hemocyt̊u

plž̊u R. lagotis chovaných v 1× měśıčně čǐstěných akváríıch se pro produkci NO neosvědčil

žádný z použitých stimulant̊u (kap. 4.2.2). Hemocyty plž̊u R. lagotis chovaných v 1× týdně
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čǐstěných akváríıch se podařilo stimulovat k produkci NO pomoćı PMA (kap. 4.2.4). Pro

stimulaci produkce H2O2 se osvědčil zymosan u L. stagnalis, u plže R. lagotis naopak PMA

(kap. 4.2.1). Laminarin se pro stimulaci produkce NO nedal použ́ıt, protože interagoval se

sondou a i bez př́ıtomnosti NO vznikal fluorescenčńı produkt. Z parazitárńıch faktor̊u byl

vyzkoušen homogenát cerkáríı T. regenti a T. szidati. Inhibitory proteáz interagovaly se

sondou DAF-FM diacetát za tvorby fluorescenčńıho produktu. Proto byl vyzkoušen i efekt

homogenátu bez inhibitor̊u proteáz. Takové homogenáty měly inhibičńı efekt (i když ne

signifikantńı). Stimulačńı efekt r̊uzných látek na produkci NO a H2O2 shrnuje Tab. 1.

Tab. 1: Stimulačńı vliv r̊uzných látek na produkci NO a H2O2 hemocyty L. stagnalis
a R. lagotis. HC – homogenát cerkáríı, ANO – po expozici dané látce pozorován v měřeném
intervalu statisticky významný nár̊ust produkce daného radikálu, NE – po expozici dané
látce nebyl pozorován v měřeném intervalu statisticky významný nár̊ust produkce daného
radikálu, – nebylo testováno

OXID DUSNATÝ PEROXID VODÍKU

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. regenti NE NE – –

HC T. szidati NE – – –

4.2.1 Stimulovaná produkce peroxidu vod́ıku

Hemocyty plže L. stagnalis

Zymosan stimuloval produkci H2O2 ve všech použitých koncentraćıch (25µg/ml, 50µg/ml,

100µg/ml). Mı́ra stimulace byla závislá na koncentraci. Nejnižš́ı koncentrace (25µg/ml)

zvýšila po 30 min produkci 2,1× (p<0,001), maximálńı koncentrace (100µg/ml) v pr̊uměru

3,5× (p<0,001) oproti bazálńı produkci (viz obr. 3). Měřeńı produkce H2O2 hemocyty

L. staglanis stimulované zymosanem bylo 6× opakováno.
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Obr. 3: Produkce H2O2 hemocyty L. stagnalis stimulovaná zymosanem (25µg/ml,
50µg/ml, 100µg/ml). Relativńı fluorescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl
signálu v daném čase a signálu v čase 0 min (přerušovaná čára). Statistické vyhodnoceńı
pomoćı parametrického (t = 10 min) i neparametrického (t = 5, 20, 30 min) testu ANOVA.
*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.

Hemocyty plže R. lagotis

Zymosan produkci H2O2 u hemocyt̊u R. lagotis nestimuluje, PMA naopak vliv má. Stimu-

lace 10µM PMA zp̊usobila po 30 min v pr̊uměru 2,7násobný (p<0,001) nár̊ust produkce

H2O2 oproti kontrole (viz obr. 4). Měřeńı produkce H2O2 hemocyty R. lagotis stimulované

PMA bylo 4× opakováno.
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Obr. 4: Produkce H2O2 hemocyty R. lagotis stimulovaná 10µM PMA. Relativńı fluo-
rescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl signálu v daném čase a signálu v čase
0 min (přerušovaná čára). Statistické vyhodnoceńı párovým t-testem. *: p<0,05, **:
p<0,01.

4.2.2 Stimulovaná produkce oxidu dusnatého

Hemocyty plže R. lagotis

Nepodařilo se nalézt stimulant produkce NO u hemocyt̊u plže R. lagotis.

Hemocyty plže L. stagnalis

Z použitých stimulant̊u měl pouze PMA efekt na produkci NO. Měřeńı prob́ıhalo po dobu

60 min. Stimulaćı 2µM PMA narostla produkce NO po 60 min 1,72× (p<0,001) oproti

bazálńı produkci (viz obr. 5). Měřeńı produkce NO hemocyty L. staglanis stimulované

PMA bylo 3× opakováno.
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Obr. 5: Produkce NO stimulovaná 2µM PMA u hemocyt̊u L. stagnalis. Relativńı fluo-
rescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl signálu v daném čase a signálu v čase
0 min (přerušovaná čára). Statistické vyhodnoceńı párovým t-testem. **: p<0,01, ***:
p<0,001.

4.2.3 Bazálńı produkce NO nakažených a zdravých plž̊u R. lagotis

Bazálńı produkce NO byla hodnocena jednak vzhledem ke stejnému objemu hemolymfy

(200µl), ale také vzhledem ke stejnému počtu hemocyt̊u (100 000). Pokud data byla

vztažena na stejný objem hemolymfy, produkovaly hemocyty nakažených plž̊u 1,07× v́ıce

NO než hemocyty zdravých plž̊u. Výsledek nebyl signifikantńı. Byla-li data vztažena na

stejný počet hemocyt̊u, produkovaly naopak hemocyty zdravých plž̊u signifikantně v́ıce

NO než hemocyty nakažených plž̊u. Po 60 min narostla produkce NO u nakažených plž̊u

1,74×, zat́ımco u zdravých plž̊u 2,74× oproti počátku měřeńı (viz obr. 6). Po 10, 20,

40 a 60 min produkovali zdrav́ı plži 1,89× (p<0,001), 1,79× (p<0,001), 1,62× (p<0,05)

a 1,58× (p<0,05) v́ıce NO než nakažeńı plži. Měřeńı bazálńı produkce NO hemocyty

R. lagotis bylo 3× opakováno.
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Obr. 6: Bazálńı produkce NO hemocyty zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. re-
genti během 60 min. Relativńı fluorescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl signálu
v daném čase a signálu v čase 0 min (přerušovaná černá čára pro signál dat hodnocených
na objem hemolymfy, fialová pro signál hemocyt̊u nakažených plž̊u vztažených na počet
hemocyt̊u a zelená pro signál hemocyt̊u zdravých plž̊u hodnocený na počet hemocyt̊u).
Statistické vyhodnoceńı dvouvýběrovým t-testem. **: p<0,01, ***: p<0,001.

4.2.4 Vliv čistoty prostřed́ı na produkci NO

Hemocyty plže L. stagnalis

Bazálńı produkce plž̊u chovaných v čistém prostřed́ı narostla od počátku měřeńı 2,8×,

zat́ımco u plž̊u chovaných v akváríıch čǐstěných 1× měśıčně narostla 1,6× (experiment

byl 3× opakován). Plži chovańı v čistém prostřed́ı měli 1,75× (p<0,001) vyšš́ı bazálńı

produkci NO než plži chovańı v akváríıch čǐstěných 1× měśıčně, viz obr. 7. Produkce NO

plž̊u z čistého prostřed́ı stimulovaná 10µM PMA narostla 1,5× v́ıce než bazálńı produkce

(experiment byl 3× opakován), viz obr. 8.
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Obr. 7: Bazálńı produkce NO hemocyty plž̊u L. stagnalis chovaných v akváríıch čǐstěných
1× týdně a 1× měśıčně. Relativńı fluorescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl
signálu v daném čase a signálu v čase 0 min (přerušovaná čára). Statistické vyhodnoceńı
dvouvýběrovým t-testem. ***: p<0,001.

Obr. 8: Produkce NO stimulovaná 10µM PMA u hemocyt̊u L. stagnalis držených
v akvaríıch čǐstěných 1× týdně. Relativńı fluorescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako
pod́ıl signálu v daném čase a signálu v čase 0 min (přerušovaná čára). Statistické vyhod-
noceńı párovým t-testem. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001.
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Hemocyty plže R. lagotis

Protože nebyl nalezen žádný efektivńı stimulant produkce NO u plž̊u R. lagotis chovaných

v 1× měśıčně čǐstěných akváríıch, testován byl vliv čistoty prostřed́ı na stimulovanou

i bazálńı produkci NO. Plži chovańı v 1× týdně čǐstěných akváríıch už byli schopńı pro-

dukovat NO v reakci na př́ıtomnost 10µM PMA. Produkce NO hodnocená na stejný

objem hemolymfy (200µl) byla po 60 min 1,29× vyšš́ı (p<0,05) u stimulovaných hemo-

cyt̊u než u hemocyt̊u nestimulovaných. Po přepočtu na 100 000 buněk byla stimulovaná

produkce NO po 60 min 1,18× vyšš́ı (p<0,05) než bazálńı nestimulovaná produkce NO, viz

obr. 9. Experiment byl 4× opakován. Bazálńı produkce NO hemocyt̊u plž̊u z nečǐstěných

akváríı byla nesignifikantně vyšš́ı než u plž̊u z čǐstěných akváríı. Dále bylo zjǐstěno, že plži

z čistého prostřed́ı měli větš́ı množstv́ı hemocyt̊u, a to 1,5× vzhledem k plž̊um drženým

v nečǐstěných akváríıch (p<0,05), viz obr. 10.

Obr. 9: Produkce NO stimulovaná 10µM PMA u hemocyt̊u R. lagotis držených v akvaríıch
čǐstěných 1× týdně. Relativńı fluorescence (pr̊uměr, +

− SEM) je ukázána jako pod́ıl signálu
v daném čase a signálu v čase 0 min (černá přerušovaná čára pro data hodnocená na stejný
objem, červená pro data hodnocená na stejný počet hemocyt̊u). Statistické vyhodnoceńı
párovým t-testem. *: p<0,05.
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Obr. 10: Rozd́ıl v počtu hemocyt̊u (pr̊uměr, +
− SEM) plž̊u R. lagotis chovaných v akváríıch

čǐstěných 1× týdně a v nečǐstěných akváríıch. Statistické vyhodnoceńı neparametrickým
dvouvýběrovým t-testem. *: p<0,05.

4.2.5 Inhibice produkce NO u hemocyt̊u R. lagotis

Inhibice bazálńı produkce NO inhibitorem PKC (GF109203X)

Vliv inhibitoru PKC (GF109203X) na bazálńı produkci NO byl testován u hemocyt̊u plže

R. lagotis. Hemocyty plže R. lagotis inkubované s inhibitorem PKC neprodukovaly méně

NO než kontrolńı hemocyty (bazálńı produkce). Specifita inhibitoru byla testována na

hemocytech L. stagnalis. Hemocyty stimulované PMA (aktivátorem PKC) produkovaly

signifikantně v́ıce NO než hemocyty stimulované PMA a zároveň inhibované GF109203X.

Vzhledem k tomu, že hemocyty R. lagotis nelze pomoćı PMA k produkci NO stimulovat,

nemohla být specifita inhibitoru testována př́ımo u nich.

Inhibice LPS stimulované produkce NO u hemocyt̊u R. lagotis

Hemocyty R. lagotis exponované LPS (10 mg/ml) produkovaly nesignifikantně v́ıce NO

než hemocyty bez LPS (v Tab. 1 neńı považováno za stimulaci, protože se nejedná o statis-

ticky významný nár̊ust). Použit́ı stimulantu (LPS) a inhibitoru MEK 1/2 kinázy (U0126)
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zároveň zp̊usobilo sńıžeńı produkce NO, avšak ne až na úroveň bazálńı produkce. Výsledek

také nebyl signifikantńı.

4.3 Fagocytóza hemocyt̊u R. lagotis

Schopnost hemocyt̊u fagocytovat byla porovnána mezi hemocyty zdravých plž̊u a plž̊u

nakažených T. regenti. Fagocytovány byly r̊uzné částice značené FITC a pHrodo sondami.

4.3.1 Fagocytóza FITC-značených částic

Hemocyty ochotně pohlcovaly erytrocyty značené FITC, avšak zhaśınáńı fluorescence ne-

pohlcených erytrocyt̊u trypanovou modř́ı bylo velmi problematické. Žádná kombinace kon-

centrace trypanové modři (0,5% – 2%) a doby inkubace (1 min – 20 min) nevedla k efek-

tivńımu zhasnut́ı nepohlcených myš́ıch erytrocyt̊u. Vyzkoušeny proto byly jiné buňky

značené FITC, a to králič́ı erytrocyty, kvasinky S. cerevisiae a bakterie E. coli. Žádné

z nich se však nepodařilo trypanovou modř́ı efektivně zhasnout. Hodnoceńı pohlcených

a nepohlcených buněk se t́ım stalo téměř nemožné, a od této metodiky pokusu bylo ustou-

peno.

4.3.2 Fagocytóza hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. re-

genti s využit́ım pHrodo

Efektivita fagocytózy pHrodo značených bakteríı byla porovnána mezi zdravými plži a plži

nakaženými T. regenti. Měřeńı bylo hodnoceno jednak vzhledem ke stejnému objemu

hemolymfy (200µl), a pak i vzhledem ke stejnému počtu hemocyt̊u (100 000). Fagocytóza

hodnocená na stejný objem hemolymfy dosahovala u hemocyt̊u nakažených plž̊u 90 %

fagocytózy hemocyt̊u zdravých plž̊u. Výsledek nebyl signifikantńı. Pokud byla fagocytóza

hodnocená na stejný počet hemocyt̊u, měli nakažeńı plži v pr̊uměru o 50 % nižš́ı schopnost

fagocytovat bakterie než plži zdrav́ı (p<0,05), viz obr. 11. Experiment byl 4× opakován.

45



Obr. 11: Porovnáńı fagocytózy hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených
T. regenti. Hodnota relativńı fagocytózy hemocyt̊u nakažených plž̊u je vztažena k hod-
notě signálu hemocyt̊u ze zdravých plž̊u. Statistické vyhodnoceńı neparametrickým
dvouvýběrovým t-testem, *: p<0,05.

Inhibice fagocytózy MEK 1/2 inhibitorem

Inhibitor MEK 1/2 kinázy (U0126) je schopný u hemocyt̊u plže R. lagotis inhibovat fago-

cytózu. Inhibitor v 1µM koncentraci sńıžil fagocytózu o 16 % (p<0,05), v 10µM koncen-

traci o 43 % (p<0,01), viz obr. 12 (hodnoceno na 100 000 hemocyt̊u). Experiment byl 3×

opakován. Inhibitor byl rozpuštěn v max. 0,1% DMSO, a proto byl testován i efekt 0,1%

DMSO na fagocytózu hemocyt̊u, který byl však zanedbatelný.
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Obr. 12: Vliv inhibice MEK 1/2 kinázy na schopnost hemocyt̊u R. lagotis fagocytovat.
Hodnota relativńı fagocytózy hemocyt̊u s inhibitorem je vztažena k hodnotě signálu hemo-
cyt̊u bez inhibitoru. Hodnoceno bylo na 100 000 hemocyt̊u. Ke statistickému zhodnoceńı
byl použit párový t-test, *: p<0,05, **: p<0,01.

4.4 Schopnost hemocyt̊u adherovat na povrch a tvořit panožky

Schopnost hemocyt̊u adherovat k povrchu a tvořit panožky byla hodnocena měřeńım jejich

morfologických parametr̊u, a to obvodu, obsahu a cirkularity. Parametry v́ıce než 80 buněk

pocházej́ıćıch ze zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u infikovaných T. regenti byly źıskány ze

4 nezávislých pokus̊u. V každém pokusu byl použit směsný vzorek hemolymfy z 10 plž̊u.

Hemocyty pocházej́ıćı z nakažených plž̊u měly menš́ı obvod i obsah buněk, a to v pr̊uměru

o 15,3 %, viz obr. 13.

Cirkularita hemocyt̊u nakažených plž̊u byla o 23,2 % vyšš́ı než u hemocyt̊u zdravých

plž̊u, viz obr. 14 (cirkularita = 1 ⇒ hemocyty maj́ı kruhový tvar). Obrázek 15 ukazuje

typové tvary hemocyt̊u zdravých a nakažených plž̊u.
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Obr. 13: Relativńı hodnoty obvodu a obsahu (pr̊uměr, +
− SEM) hemocyt̊u zdravých

plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti. Ke statistickému vyhodnoceńı byl použit
dvouvýběrový t-test, **: p<0,01.

Obr. 14: Porovnáńı cirkularity (pr̊uměr, +
− SEM) hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u

nakažených T. regenti. Cirkularita = 1 ⇒ hemocyty maj́ı kruhový tvar. Ke statistickému
vyhodnoceńı byl použit dvouvýběrový t-test, *: p<0,05.
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Obr. 15: Typové tvary hemocyt̊u u plž̊u nakažených T. regenti (A) a zdravých plž̊u (C,
D). U nakažených plž̊u se vyskytuj́ı i hemocyty s panožkami (B), jde ale o minoritńı část
populace. Měř́ıtko ukazuje 10µm.

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

Agar (1%) se ukázal jako nejvhodněǰśı substrát pro inkubaci hemocyt̊u s larvami motolice.

Oproti parafilmu se na něm hemocyty méně shlukovaly.

Interakce hemocyt̊u L. stagnalis s miracidii a sporocystami T. regenti (jak adherence

jednotlivých hemocyt̊u na povrch larvy, tak i jej́ı úplná enkapsulace) byla pozorována

během max. 7 h, protože po této době životaschopnost hemocyt̊u rychle klesá. Od začátku

inkubace larev v hemolymfě se postupně začaly objevovat shluky hemocyt̊u, ve kterých

byly někdy pozorovány i larvy motolice. Larvy nejevily známky poškozeńı (např. destrukce

povrchu). Během času snižovaly svoji pohybovou aktivitu. Během tř́ı nezávislých pokus̊u

nebyla enkapsulace larev T. regenti hemocyty L. stagnalis pozorována.
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4.6 Toxický efekt plazmy

Testován byl vliv humorálńı složky vnitřńıho obranného systému L. stagnalis (plazmy) na

životaschopnost miracidíı T. regenti. Během 10,5 h inkubace miracidia postupně snižovala

svoji pohybovou aktivitu a hynula. U některých bylo pozorováno poškozeńı povrchového

epitelu. Schopnost larev přež́ıt v plazmě plže po 10,5 h je závislá na koncentraci plazmy

(p = 0,0173). Data źıskaná v kratš́ıch časových intervalech než 10,5 h po začátku inku-

bace neukazuj́ı statisticky významnou závislost životaschopnosti miracidíı na koncentraci

plazmy. Ve 100% plazmě uhynulo po 10,5 h 70 % miracidíı, zat́ımco v pufru 33 %. Se

snižuj́ıćı se koncentraćı plazmy se snižuje i jej́ı toxicita. V 75% plazmě uhynulo 64 % mi-

racidíı a v 50% plazmě 58 % miracidíı, viz obr. 16. Statisticky signifikantńı je však jen trend

závislosti životaschopnosti miracidíı na koncentraci plazmy, a nikoliv absolutńı rozd́ıly ve

vlivu jednotlivých koncentraćı plazmy na životaschopnost miracidíı. Experiment byl 3×

opakován.

Obr. 16: Toxicita plazmy L. stagnalis pro sporocysty T. regenti po 10,5 h inkubace.
Množstv́ı přež́ıvaj́ıćıch larev (pr̊uměr, +

− SEM) záviselo na koncentraci plazmy (p =
0,0173), pro statistické vyhodnoceńı byla použita Poissonova regrese.
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4.7 Hodnoceńı infekce plže pomoćı histologie

4.7.1 Efektivita penetrace miracidíı do nekompatibilńıch hostitel̊u

Ćılem tohoto pokusu bylo ověřit schopnost miracidíı penetrovat do nekompatibilńıho plže.

Pokud jsou miracidia schopna úspěšně penetrovat, je možné dále sledovat pr̊uběh infekce

pomoćı histologie.

Každý plž byl inkubován 2 h s 10 nekompatibilńımi miracidii. V př́ıpadě dvojice R. la-

gotis–T. szidati bylo po 2 h nalezeno 64 % miracidíı mimo plže. V př́ıpadě dvojice L. stag-

nalis–T. regenti bylo mimo plže nalezeno 20 % miracidíı. Množstv́ı miracidíı (živých

i mrtvých), která nepenetrovala do hostitele, shrnuje Tab. 2. Mrtvá miracidia nebyla po-

zorována v př́ıpadě dvojice L. stagnalis–T. regenti. Pokus s dvojićı R. lagotis–T. szidati

byl 2× opakován, s dvojićı L. stagnalis–T. regenti byl proveden 1×.

Tab. 2: Efektivita penetrace miracidíı T. regenti a T. szidati do nekompatibilńıho mezi-
hostitele. Tabulka ukazuje počty živých i mrtvých miracidíı (z 10), která nepenetrovala
do nekompatibilńıho hostitele po 2 h.

R. lagotis – T. szidati L. stagnalis – T. regenti

živá mrtvá živá

č́ıslo plže miracidia miracidia miracidia

1 6 1 1

2 6 1 2

3 7 0 4

4 5 1 1

5 6 3

6 4 4

7 5 2

8 5 0

9 3 0

pr̊uměrný počet miracidíı z 10, která nepenetrovala

R. lagotis – T. szidati L. stagnalis – T. regenti

6,5 z 10 = 65 % 2 z 10 = 20 %
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4.7.2 Mikroskopie histologických vzork̊u

Protože efektivita penetrace miracidíı T. szidati do nekompatibilńıho plže R. lagotis byla

35 %, byli plži určeńı pro histologické zpracováńı pro zvýšeńı úspěšnosti infekce inkubováni

s vysokým počtem miracidíı (asi 40). V čase 2 h po nákaze byli plži usmrceni a postoupeni

histologickému zpracováńı, viz kap. 3.12. Preparáty byly pozorovány pod mikroskopem

Olympus BX51. Infekce však nebyla na histologických preparátech prokázána.
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5 Diskuse

Plži se spoléhaj́ı při nákaze patogenem na sv̊uj vnitřńı obranný systém. Tento systém

je založen pouze na neadaptivńıch mechanismech a nesetkáme se zde tedy s imuno-

globuliny nebo pamět́ı tak, jak je známe u obratlovc̊u. Nejd̊uležitěǰśı efektorové buňky

vnitřńıho obranného systému plž̊u jsou hemocyty, které maj́ı podobné vlastnosti jako

lidské makrofágy (McKerrow a kol. 1985). Invaduj́ıćı organismy jsou zničeny fagocytózou

a zároveň jsou produkovány toxické ROS a NO, které jsou kĺıčové v usmrceńı parazita

(Hahn a kol. 2001a,b). Na mı́̌re rezistence se pod́ılej́ı také humorálńı faktory hemolymfy,

z nichž nejd̊uležitěǰśı jsou zřejmě lektiny, které zprostředkovávaj́ı rozpoznáńı a propojeńı

ciźı částice s hemocytem (Horák a van der Knaap 1997).

Plži slouž́ı jako mezihostitelé řady medićınsky nebo veterinárně d̊uležitých motolic. Ve

chv́ıli, kdy plže napadne miracidium nekompatiblińı motolice, je vnitřńım obranným

systémem rozpoznáno a velmi brzy zničeno, ale při nákaze miracidiem kompatibilńı moto-

lice se parazit zdárně vyv́ıj́ı. Přesný mechanismus interakce kompatibilńı motolice s vnitř-

ńım obranným systémem plže neńı znám. Za kompatibilitu motolice mohou být zod-

povědné muciny, které jsou sekretované miracidii a které se mezi jednotlivými kmeny

motolice S. mansoni velmi lǐsily (Roger a kol. 2008). Obranný systém plže motolici z části

zřejmě nepozná a z části je vlivem motolice utlumen, a nedokáže tak adekvátně reagovat

(Bayne a Yoshino 1989). Motolice jsou schopné u hemocyt̊u kompatibilńıch plž̊u sńıžit ve

sv̊uj prospěch produkci ROS (Gorbushin a Iakovleva 2008) nebo schopnost fagocytovat

(Iakovleva a kol. 2006). Tlumeńı aktivit hemocyt̊u prob́ıhá pravděpodobně už na úrovni

signalizace v buňce (Walker 2006).

5.1 Počet hemocyt̊u

Počet hemocyt̊u u dospělého plže R. lagotis se lǐśı mezi jednotlivými jedinci, v pr̊uměru jich

maj́ı 256 000/ml hemolymfy. Bĺızce př́ıbuzný, avšak několikanásobně větš́ı druh L. stag-

nalis jich má skoro 5× tolik (1, 2x106/ml) než R. lagotis (Adema a kol. 1991b). Na základě

námi provedené korelačńı analýzy nezáviśı počet hemocyt̊u na 1 ml hemolymfy plže R. la-

gotis na jeho stář́ı (velikosti ulity). U dospělých a juvenilńıch plž̊u B. glabrata byl naměřen

také stejný počet hemocyt̊u na 1 ml hemolymfy. Větš́ı celkový počet koluj́ıćıch hemocyt̊u

je tak dán sṕı̌se větš́ım objemem hemolymfy (DeGaffé a Loker 1998). Na druhou stranu
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počet hemocyt̊u mlže R. decussatus pozitivně koreloval s délkou lastury (Flye-Sainte-Marie

a kol. 2009).

Počet hemocyt̊u naměřený u jednotlivých plž̊u R. lagotis se lǐsil. Naměřená variabi-

lita může být částečně zp̊usobena sezónńımi vlivy. Koĺısáńım počtu hemocyt̊u záviśı na

ročńım obdob́ı a aktivitě gonád (Gorbushin a Iakovleva 2006). Počet hemocyt̊u plž̊u R. la-

gotis byl měřen v pr̊uběhu obdob́ı duben–ř́ıjen. Vzhledem k tomu, že plži jsou chovańı

v akváríıch ve stálých podmı́nkách, je vliv ročńıho obdob́ı zřejmě omezen oproti plž̊um

žij́ıćım ve volné př́ırodě. I tak však během léta docháźı k častěǰśımu kladeńı vaj́ıček než

v zimńım obdob́ı (V. Skála, PřFUK, ústńı sděleńı), a takové fyziologické změny mohou

mı́t za následek změnu množstv́ı koluj́ıćıch hemocyt̊u. Daľśım možným vysvětleńım vari-

ability v počtu hemocyt̊u mezi jedinci je nepřesnost použité metody poč́ıtáńı hemocyt̊u.

Hemolymfa odebraná z plže musela být ředěna v SSS−/EDTA, aby se minimalizovalo

shlukováńı hemocyt̊u. I tak ke shluk̊um občas docházelo. K shlukováńı hemocyt̊u totiž

docháźı i procesem nezávislým na vápenatých a hořečnatých iontech (Chen a Bayne

1995).

Množstv́ı cirkuluj́ıćıch hemocyt̊u záviśı také na př́ıtomnosti nákazy. Během nákazy

motolićı H. elongata, E. paraensei a E. liei docháźı dlouhodobě k nár̊ustu počtu ko-

luj́ıćıch hemocyt̊u (Gorbushin a Iakovleva 2008; Mounkassa a Jourdane 1990; Loker

a kol. 1987). Zaj́ımavý je pokles v počtu hemocyt̊u zaznamenaný hodiny po nákaze plže.

Hemocyty zřejmě putuj́ı do tkáně zneškodnit patogena, a docháźı tak k přechodnému

poklesu v počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u (Allegretti a kol. 2009). Pokles v počtu koluj́ıćıch

hemocyt̊u byl zaznamenán i řádově týdny po infekci, a to po začátku vylučováńı cerkáríı.

Důvodem tohoto poklesu byl asi přesun hemocyt̊u do tkáně, aby opravily škody vzniklé

únikem cerkáríı (Mounkassa a Jourdane 1990).

Počet hemocyt̊u plž̊u R. lagotis nakažených T. regenti byl určován v patentńı periodě

(tj. asi 7 týdn̊u po infekci). Nakažeńı plži měli v pr̊uměru asi 1,8× v́ıce hemocyt̊u než plži

zdrav́ı. Přestože plži během tohoto obdob́ı vylučuj́ı cerkárie, měli v́ıce koluj́ıćıch hemocyt̊u

než zdrav́ı jedinci. Bud’ tedy jen zanedbatelné množstv́ı hemocyt̊u odcháźı opravovat

poškozenou tkáň nebo je jejich odchod kompenzován dostatečnou tvorbou buněk de novo.

Podobný nár̊ust v počtu hemocyt̊u v patentńı periodě (1,75×) byl pozorován také u plž̊u

L. littorea nakažených motolićı H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008).

Současně se změnou počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u byla pozorována i kvalitativńı změna
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hemocyt̊u, např. při nákaze prvokem B. ostrae (Cochennec-Laureau a kol. 2003) nebo

motolićı H. elongata (Gorbushin a Iakovleva 2008) se v hemolymfě nacházelo daleko v́ıc

nezralých agranulárńıch buněk. Granularita hemocyt̊u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u

nakažených T. regenti nebyla testována. Hemocyty z nakažených plž̊u měly však menš́ı

tendenci se shlukovat. Je možné, že se v hemolymfě nakažených plž̊u nevyskytuje nějaký

humorálńı faktor za shlukováńı zodpovědný nebo hemocyty nemaj́ı na povrchu dostatečné

množstv́ı receptor̊u nutných pro adhezi, což může naznačovat jistou mı́ru nezralosti nebo

suprese. Zdá se tedy, že nákaza kompatibilńı motolićı zp̊usob́ı dlouhodobě nár̊ust v počtu

koluj́ıćıch hemocyt̊u hostitelského plže. Nově vzniklé hemocyty budou zřejmě nezralé nebo

inhibované, a tud́ıž nebudou schopné motolici zničit.

5.2 Produkce kysĺıkových radikál̊u

Růzńı autoři uváděj́ı, že r̊uzné látky jsou pro stimulaci produkce ROS nebo NO hemo-

cyt̊u jednoho druhu plže nebo mlže r̊uzně efektivńı, některé nemaj́ı v̊ubec žádný účinek

(Arumugam a kol. 2000; Wright a kol. 2006). Jeden a ten samý stimulant může u jed-

noho druhu stimulovat např. jen produkci ROS, ale už ne produkci NO (López a kol.

1994). K podobným závěr̊um (viz dále) jsme došli i u stimulant̊u produkce ROS a NO

u plovatkovitých plž̊u R. lagotis a L. stagnalis.

Produkce H2O2 hemocyty plovatek L. stagnalis byla sledována po inkubaci se zymosa-

nem, PMA a laminarinem. Je známo, že PMA má vliv na produkci H2O2 u hemocyt̊u plže

B. glabrata (Humphries a Yoshino 2008) a laminarin a zymosan u hemocyt̊u L. stagnalis

(Lacchini a kol. 2006; Zelck a kol. 2005). Laminarin ani PMA však v našich pokusech s he-

mocyty L. stagnalis neměly efekt. Pouze zymosan byl schopný zvýšit produkci H2O2, a to

úměrně jeho koncentraci. Při nejvyšš́ı použité koncentraci 100µg/ml vzrostlo po 30 min

množstv́ı H2O2 3,5× oproti buňkám bez stimulace.

Hemocyty plovatky R. lagotis byly exponovány stejným chemickým stimul̊um jako

hemocyty plovatky L. stagnalis, jejich efekt na produkci H2O2 se však lǐsil. Tentokrát byl

bez efektu nejen laminarin, ale i zymosan. Naopak PMA produkci H2O2 významně zvýšil.

Při použit́ı 10µM PMA narostla produkce H2O2 po 30 min 2,7× oproti bazálńı produkci.

U plže B. glabrata narostla produkce H2O2 stimulovaná 0,5µM PMA po 2 h asi 2×

(Humphries a Yoshino 2008). Protože PMA aktivuje př́ımo PKC a u plovatek L. stagnalis
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je produkce H2O2 regulovaná pomoćı PKC (Lacchini a kol. 2006), bude produkce H2O2

hemocyty R. lagotis také zřejmě alespoň částečně regulovaná přes PKC.

Podle našich výsledk̊u existuje variabilita nejen ve schopnosti jednoho druhu plže reagovat

na r̊uzné stimuly, ale i v odpovědi r̊uzných druh̊u plž̊u na jeden stimul.

5.3 Produkce oxidu dusnatého

Jako jediný efektivńı stimulant pro produkci NO se u hemocyt̊u L. stagnalis osvědčil PMA

(2µM), jehož p̊usobeńım narostla po 60 min produkce NO 1,72× oproti bazálńı produkci.

K jiným výsledk̊um došli u hemocyt̊u L. stagnalis v jiné laboratoři. Stimulace hemocyt̊u

PMA zde zp̊usobila 8-násobný nár̊ust oproti bazálńı produkci (Wright a kol. 2006) (téměř

3× v́ıc než v našich pokusech). Z toho vyplývá, že schopnost r̊uzně intenzivně odpov́ıdat

na r̊uzné stimuly se lǐśı nejen mezi jednotlivými druhy, ale zřejmě i mezi populacemi

v rámci jednoho druhu. Jedńım z faktor̊u, který by mohl vysvětlit odlǐsné výsledky, je

vliv okolńıch (abiotických i biotických) podmı́nek na plže (diskutováno ńıže).

Zymosan neměl vliv na produkci NO hemocyty L. stagnalis. V dř́ıve publikovaných

výsledćıch však zymosan (10µg/ml) měl stimulačńı efekt na produkci NO hemocyty

L. stagnalis. Po 60 min zp̊usobil u hemocyt̊u L. stagnalis zvýšeńı produkce NO 2,2× oproti

bazálńı produkci (Wright a kol. 2006). Stimulace hemocyt̊u laminarinem (10 mg/ml)

zp̊usobila po 60 min nár̊ust produkce NO 4× oproti bazálńı produkci (Wright a kol. 2006).

V našich pokusech nebyla tato stimulace možná, protože fluorescenčńı sonda pro detekci

NO (DAF-FM diacetát) interagovala s laminarinem za tvorby fluorescenčńıho produktu

i bez př́ıtomnosti NO. Vzhledem k tomu, že Wright a kol. (2006) použ́ıvali identické

chemikálie od stejné společnosti (DAF-FM diacetát – Invitrogen, laminarin – Sigma),

může být námi pozorovaná interakce chemikálíı zp̊usobená r̊uznými výrobńımi šaržemi

produkt̊u nebo nějakou interferuj́ıćı př́ıměśı.

U hemocyt̊u plže R. lagotis nebyl objeven žádný funkčńı stimulant produkce NO. Vy-

zkoušeny byly jak chemicky definované látky jako PMA, zymosan, laminarin, LPS, tak

i usmrcené bakterie a kvasinky. Hemocyty plže V. ater lze k produkci NO stimulovat LPS

(Conte a Ottaviani 1995), stejný efekt LPS však nebyl pozorován u plovatky L. stag-

nalis (Wright a kol. 2006), která je plži R. lagotis fylogeneticky př́ıbuzněǰśı. To, že se

hemocyty R. lagotis nepodařilo stimulovat k produkci NO, může být zp̊usobeno v́ıce fak-
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tory. Je možné, že hemocyty už byly maximálně stimulované, takže žádný daľśı stimulant

už nemohl produkci NO zvýšit. Hemocyty R. lagotis jsou mnohem menš́ı a náchylněǰśı

k poškozeńı než hemocyty L. stagnalis, a je proto nutné s nimi pracovat mnohem opatrněji.

Je proto možné, že už samotnou manipulaćı (vypuzeńım a odsáńım hemolymfy, adherenćı

na dno destičky, promýváńım pufrem) došlo k jejich maximálńı stimulaci nebo poškozeńı.

V jiných studíıch zp̊usobila manipulace s hemocyty během experimentu zvýšenou bazálńı

fosforylaci ERK hemocyt̊u plže L. stagnalis (Plows a kol. 2004; Wright a kol. 2006)

a zvýšenou bazálńı produkci ROS hemocyty plže L. littorea (Gorbushin a Iakovleva

2007).

Abychom zjistili, zda jsou hemocyty ve stimulovaném stavu i bez použit́ı stimulantu,

vyzkoušeli jsme vliv inhibitoru PKC na bazálńı produkci NO. Aktivaćı PKC docháźı

v buňce ke spouštěńı řady d̊uležitých děj̊u, mj. i k zahájeńı produkce NO po stimulaci.

Při bazálńı produkci NO neńı PKC aktivovaná (Wright a kol. 2006). Pokud tedy dojde

ke sńıžeńı bazálńı produkce NO vlivem inhibitoru PKC, jsou hemocyty stimulované už

samotnou manipulaćı s nimi, a nejde tak o pravou bazálńı produkci. Inhibitor však neměl

na bazálńı produkci významný vliv, protože bazálńı produkce NO s inhibitorem byla

stejně vysoká jako bez inhibitoru. Signálńı dráha zahrnuj́ıćı PKC tedy zřejmě nebyla po

manipulaci s hemocyty aktivovaná.

Daľśı možnost́ı, proč se stimulačńı vlasnosti námi použitých látek na produkci NO

hemocyty L. stagnalis lǐsily od výsledk̊u jiné laboratoře (Wright a kol. 2006), je čistota

prostřed́ı, ve kterém jsou plži chováni (A. J. Walker, Kingston University London, ústńı

sděleńı). Akvária našich plž̊u jsou čǐstěna nepravidelně (min. jednou měśıčně), na dně

z̊ustávaj́ı ulity mrtvých plž̊u i samotńı mrtv́ı plži. V jiné studii bylo pozorováno, že hemo-

cyty plž̊u vystavených kontaminovanému prostřed́ı měly zvýšenou bazálńı produkci ROS,

fagocytózu latexových částic i počet koluj́ıćıch hemocyt̊u (Gust a kol. 2013). Naše chovy

plž̊u jsou napadené kroužkovcem Chaetogaster sp. (Oligochaeta). Ten se vyskytuje hlavně

u plž̊u nakažených motolicemi, ale v menš́ı mı́̌re je i u zdravých plž̊u. Bylo tedy možné,

že v našem př́ıpadě už samotný pobyt v kontaminovaném prostřed́ı zp̊usobil maximálńı

stimulaci. Vzhledem k tomu, že inhibitor PKC nebyl schopen inhibovat bazálńı produkci

NO hemocyt̊u R. lagotis, hemocyty R. lagotis zřejmě nebyly manipulaćı a pobytem v kon-

taminovaném prostřed́ı významně stimulovány.

Pro porovnáńı jsme testovali vliv čistoty prostřed́ı na bazálńı i stimulovanou produkci
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NO, a to u obou plovatkovitých plž̊u. Produkce NO byla měřena 1× týdně (L. stagnalis)

a 1× za 14 dńı (R. lagotis). Bazálńı produkce NO hemocyt̊u plž̊u L. stagnalis chovaných

v čistém prostřed́ı narostla po 60 min 2,81×, zat́ımco u plž̊u z nečǐstěných akváríı jen

1,64×. V jiné studii byly źıskány zcela opačné výsledky. Bazálńı produkce ROS hemocyt̊u

plž̊u z kontaminovaného prostřed́ı byla výrazně vyšš́ı než u plž̊u z čistého prostřed́ı (Gust

a kol. 2013). Je možné, že častá výměna vody a manipulace s našimi plži (odběr hemo-

lymfy 1× za týden) byly pro hemocyty větš́ım stresem než samotné prostřed́ı nečǐstěného

akvária.

Hemocyty plovatek R. lagotis chovaných v čistém prostřed́ı se podařilo stimulovat

k produkci NO (na rozd́ıl od plž̊u z akváríı čǐstěných měśıčně). Hemocyty produkovaly po

stimulaci 10µM PMA 1,29× v́ıc NO než nestimulované hemocyty. Bazálńı produkce NO

hemocyt̊u plž̊u z nečǐstěných akváríı byla (stejně jako v př́ıpadě plže L. stagnalis) vyšš́ı než

u plž̊u z čistého prostřed́ı, rozd́ıl však neńı signifikantńı. Vzhledem k tomu, že se nepodařilo

stimulovat produkci NO u hemocyt̊u plž̊u R. lagotis z nečǐstěných akváríı, a u hemocyt̊u

plž̊u z čistého prostřed́ı ano, má čistota prostřed́ı vliv na schopnost produkovat NO. Efekt

však neńı výrazný a na neschopnosti hemocyt̊u R. lagotis produkovat NO se budou zcela

jistě pod́ılet i daľśı faktory.

Schopnost produkovat NO pravděpodobně záviśı i na jiných abiotických faktorech než

čistota prostřed́ı. Vysoká teplota nebo nedostatek kysĺıku snižuje produkci ROS (Mosca

a kol. 2013). Vliv budou mı́t i biotické faktory, v našem př́ıpadě zřejmě hlavně už zmı́něný

Chaetogaster sp. Výsledek stimulace záviśı také na délce měřeńı, protože některé stimu-

lanty mohou mı́t efekt až hodiny po stimulaci, některé maj́ı efekt už během deśıtek minut

(PMA během 60 min (Wright a kol. 2006), IL-2 až po 24 h (Novas a kol. 2004)).

Daľśım d̊uvodem, proč nelze hemocyty stimulovat k produkci NO, může být vyčerpáńı

zásob prekurzoru NO (L-argininu) nebo nedostatečná aktivita enzymu NOS (Zhu a kol.

2012). To by vysvětlovalo, proč hemocyty plže R. lagotis byly schopné po stimulaci pro-

dukovat H2O2 ale už ne NO. Nevysvětluje to však už př́ıtomnost bazálńı produkce NO.

Hemocyty plže L. stagnalis byly vystaveny i parazitárńım komponentám, konkrétně

homogenátu cerkáríı T. regenti a T. szidati, a hemocyty plže R. lagotis homogenátu

cerkáríı T. regenti. Nákaza motolićı snižuje schopnost hemocyt̊u produkovat ROS (Go-

rbushin a Iakovleva 2008). Mohou za to pravděpodobně aktivńı látky v jejich ESP

(Connors a Yoshino 1990), které budou zřejmě ovlivňovat buněčnou signalizaci hemo-
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cyt̊u a následnou imunitńı odpověd’ plže (Walker 2006). Expozićı hemocyt̊u homogenátu

cerkáríı by proto v kompatibilńı variantě mohlo doj́ıt ke sńıžeńı produkce radikál̊u (mo-

tolice obsahuje látky, které inhibuj́ı imunitńı odpověd’, aby přežila), zat́ımco v nekom-

patibilńı variantě by mělo doj́ıt naopak ke stimulaci (plž se infekci ubráńı). Ve všech

testovaných kombinaćıch (homogenát cerkáríı T. regenti s hemocyty L. stagnalis a R. la-

gotis, a homogenát cerkáríı T. szidati s hemocyty L. stagnalis) však byla pozorovaná

jen nesignifikantńı inhibice produkce NO. V homogenátu se vyskytuj́ı d́ıky obsahu pe-

netračńıch žláz cysteinové peptidázy (Mikeš a kol. 2005), které mohly inhibovat signálńı

dráhy. Homogenát byl proto připraven s inhibitory peptidáz, avšak inhibitory interfero-

valy s fluorescenčńı sondou. Nesignifikantńı inhibice produkce NO hemocyty R. lagotis

a L. stagnalis po expozici homogenátu cerkáríı tedy nebyla zp̊usobena schopnost́ı mo-

tolice inhibovat imunitńı odpověd’. Homogenát cerkáríı neńı zcela vhodný materiál pro

testováńı imunosuprese, protože plž se běžně setkává pouze s povrchovými strukturami

cerkáríı a homogenát obsahuje i jejich vnitřńı obsah. Vhodněǰśım materiálem by byly

např. ciliárńı destičky miracidíı.

Schopnost motolic tlumit imunitńı odpověd’ byla testována i porovnáńım bazálńı pro-

dukce NO u zdravých plž̊u R. lagotis a plž̊u nakažených T. regenti. Pokus byl proveden

nejprve za použit́ı stejného objemu hemolymfy (200µl). Rozd́ıl mezi produkćı NO he-

mocyt̊u zdravých a nakažených plž̊u měl však zcela opačný trend, než jsme očekávali.

Hemocyty nakažených plž̊u produkovaly na 200µl hemolymfy 1,07× v́ıce NO než hemo-

cyty plž̊u zdravých (i když nesignifikantně). Vzhledem k tomu, že nakažeńı plži měli asi

1,8× v́ıce hemocyt̊u než plži zdrav́ı, byla produkce NO změřena i na 100 000 hemocyt̊u.

Produkce NO byla takto přepočtena za předpokladu, že 100 hemocyt̊u vyprodukuje 100×

v́ıc NO než jeden hemocyt. Př́ıpadné interakce mezi hemocyty se tud́ıž nebraly v po-

taz. Po přepočtu produkovaly hemocyty zdravých plž̊u po 60 min asi 1,6× v́ıce NO než

hemocyty nakažených plž̊u. Zdá se, že jednotlivé hemocyty nakažených plž̊u produko-

valy méně NO, vnitřńı obranný systém plže však toto oslabeńı kompenzoval nár̊ustem

počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u. Ve výsledku bylo tak v celé hemolymfě nakaženého plže pro-

dukováno v́ıce NO než u zdravého plže (viz výše měřeńı na objem). To by odpov́ıdalo

i pozorováńı, kdy hemocyty L. stagnalis při nákaze T. szidati neprodukovaly na objem

hemolymfy méně superoxidu oproti hemocyt̊um ze zdravých jedinc̊u (Dikkeboom a kol.

1988). Sńıžeńı bazálńı produkce NO asi na polovinu bylo naopak pozorováno u hemocyt̊u
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mlž̊u L. littorea nakažených motolićı H. elongata (poč́ıtáno na objem hemolymfy, nakažeńı

plži měli asi 1,75× v́ıce hemocyt̊u než zdrav́ı plži) (Gorbushin a Iakovleva 2008).

5.4 Fagocytóza

Nákaza motolićı má vliv na fagocytózu hemocyt̊u mezihostitelských plž̊u. Sńıžená schop-

nost fagocytovat byla pozorována u plže L. stagnalis nakaženého motolićı T. szidati

(Núněz a kol. 1994), plže L. littorea nakaženého motolićı H. elongata (Iakovleva a kol.

2006) a plže B. glabrata nakaženého motolićı E. paraensei (Noda a Loker 1989). Tato

inhibice byla pozorována dny až týdny po nákaze. V krátkodobém časovém horizontu (ho-

diny po nákaze) bylo pozorováno přechodně i zvýšeńı fagocytózy hemocyt̊u nakažených

plž̊u (Amen a kol. 1992; Noda a Loker 1989). Tato zvýšená aktivita byla zřejmě namı́̌rena

proti ciliárńım destičkám miracidíı (Amen a kol. 1992).

Fagocytóza hemocyt̊u plž̊u R. lagotis nakažených motolićı T. regenti byla hodnocena

v patentńı periodě (asi 7 týdn̊u po infekci). Hemocyty ochotně pohlcovaly myš́ı a králič́ı

erytrocyty, kvasinky a bakterie značené FITC a bakterie značené pHrodo.

Použit́ı buněk značených FITC bylo problematické. Aby bylo možné odeč́ıtat fago-

cytózu, bylo nutné odmýt nepohlcené buňky nebo bylo potřeba zhasnout jejich fluo-

rescenčńı signál. Odmyt́ı se muselo provádět velmi opatrně, protože hemocyty, které již

fagocytovaly, měly nižš́ı schopnost adherence, a mohlo tedy lehce doj́ıt k jejich ztrátě.

Proto byla zvolena cesta zhaśınáńı extracelulárńı fluorescence pomoćı trypanové modři.

Zhaśınáńı jak laboratorně, tak i komerčně FITC-značených buněk bylo problematické.

Nepodařila se totiž nalézt taková kombinace koncentrace trypanové modři a doby bar-

veńı, aby bylo možné spolehlivě odlǐsit pohlcenou částici od nepohlcené a trypanová modř

nebyla pro hemocyty toxická. V jiné práci stačila koncentrace trypanové modři 5 mg/ml

po dobu 15 min (Horák a Deme 1998), avšak v našem př́ıpadě ani nasycený roztok

(10 mg/ml) trypanové modři nedokázal za 20 min částice efektivně zhasnout. Tato kom-

binace je však extrémńı vzhledem k tomu, že trypanová modř byla v této koncentraci pro

hemocyty toxická. To, že se nám částice nepodařilo zhasnout, mohlo být např. zp̊usobeno

větš́ı afinitou fluoresceinu ke značeným částićım. K odlǐseńı pohlcených částic od nepohl-

cených lze použ́ıt i jiná zhášedla. Např́ıklad ethidium bromid měńı při ozářeńı UV světlem

zelenou fluorescenci FITC na oranžovou (Drevets a Campbell 1991), ale vzhledem k jeho
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toxicitě nebyl testován.

Bakterie E. coli značené pHrodo jsou výhodné v tom, že se pHrodo rozsv́ıt́ı až v ky-

selém pH, to znamená až v lysosomu, a odpadá tak problém se zhaśınáńım nepohlcených

bakteríı. Fagocytóza hemocyt̊u plž̊u R. lagotis nakažených motolićı T. regenti hodno-

cená na stejný objem hemolymfy (200µl) byla nižš́ı než aktivita hemocyt̊u zdravých plž̊u.

Rozd́ıl však nebyl statisticky významný. Vzhledem k r̊uznému počtu hemocyt̊u u zdravých

a nakažených plž̊u byla hodnocena zároveň také fagocytóza přepoč́ıtaná na 100 000 hemo-

cyt̊u. Opět jsme předpokládali, že mezi hemocyty nejsou žádné interakce a 100 hemocyt̊u

pohlt́ı 100× v́ıc částic než 1 hemocyt. Hemocyty nakažených plž̊u měly pak schopnost fa-

gocytovat asi 2× nižš́ı než hemocyty zdravých plž̊u. Zdá se tedy, že stejně jako v př́ıpadě

produkce NO měli nakažeńı plži inhibovanou fagocytózu. Tento deficit byl zřejmě opět

kompenzován nár̊ustem počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u.

Sńıžeńı fagocytózy hemocyt̊u plž̊u s min. 7 týdn̊u starou infekćı souhlaśı s výsledky

experiment̊u na jiných modelových organismech (viz výše). Přechodné zvýšeńı fagocytózy

hodiny po nákaze (Amen a kol. 1992; Noda a Loker 1989) nemohlo být v našich experi-

mentech zachyceno.

Předpokládá se, že inhibice obranných funkćı hemocyt̊u je zp̊usobena inhibićı kináz

zodpovědných za spouštěńı obranných reakćı proti patogen̊um (Walker 2006). Sporocysty

a ESP S. mansoni např. dokážou inhibovat ERK kinázu hemocyt̊u mezihostitelského

plže B. glabrata (Zahoor a kol. 2008). Regulace fagocytózy pomoćı ERK kinázy byla

potvrzena i u hemocyt̊u plže L. stagnalis (Plows a kol. 2004). Testován byl proto vliv

ERK inhibitoru na fagocytózu hemocyt̊u plže R. lagotis. Efekt inhibitoru byl závislý na

jeho koncentraci, při 10µM koncentraci byla fagocytóza sńıžena o 43 %. Fagocytóza je

tedy u hemocyt̊u plže R. lagotis alespoň částečně ř́ızena ERK kinázou. Je-li fagocytóza

hemocyt̊u R. lagotis regulována pomoćı ERK kinázy a má-li zároveň motolice T. regenti

inhibičńı vliv na ERK kinázu, je pak tato motolice schopna zásahem do signálńıch drah

aktivně snižovat schopnost hemocyt̊u R. lagotis fagocytovat. Pro potvrzeńı této hypotézy

je třeba ještě dodat d̊ukaz o nižš́ı aktivitě ERK kinázy u hemocyt̊u plž̊u nakažených

T. regenti.
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5.5 Tvorba panožek a adheze hemocyt̊u k povrchu

Nákaza plž̊u motolićı má vliv na morfologii jejich hemocyt̊u. Hemocyty plže B. glabrata

maj́ı tendeci se zakulacovat při nákaze motolićı E. paraensei (Adema a kol. 1994a). Stejný

efekt maj́ı sporocysty této motolice i na nekompatibilńı hostitele z čeledi Lymnaeidae,

avšak efekt už neńı patrný u fylogeneticky vzdáleného plže H. aspersa (Sapp a Loker

2000a). Také v př́ıpadě testováńı samotných ESP kompatibilńıch motolic docházelo k za-

kulacováńı hemocyt̊u a snižováńı adherence hemocyt̊u zdravých plž̊u k povrchu (DeGaffé

a Loker 1998; Loker a kol. 1992).

Hemocyty plže R. lagotis měly vlivem nákazy kompatibilńı motolićı T. regenti změněnou

svoji morfologii. Obvod i plocha hemocyt̊u byly zmenšené v pr̊uměru o 15,3 % (shodné

č́ıslo je d́ılem náhody, d́ılč́ı pr̊uměry jednotlivých pokus̊u se lǐśı). Cirkularita buněk (kula-

tost; č́ım nižš́ı hodnota, t́ım v́ıce má buňka panožek) byla u hemocyt̊u z nakažených plž̊u

zvýšená o 23,2 %. Hemocyty z nakažených plž̊u zauj́ımaly tedy v pr̊uměru menš́ı plochu

a tvořily méně panožek než hemocyty ze zdravých plž̊u, a měly tak sńıžený spreading.

Neplat́ı to však obecně o celé populaci hemocyt̊u. Sṕı̌se u nakažených plž̊u se vyskytovalo

v́ıce malých zakulaceněǰśıch buněk s krátkými panožkami, které se u zdravých plž̊u také

vyskytovaly, ale mnohem méně často.

5.6 Enkapsulace larev motolice

Schopnost adherovat na povrch a tvořit panožky úzce souviśı se schopnost́ı enkapsulovat.

V př́ıpadě, že je plž v̊uči nákaze rezistentńı, nedocháźı ke změně morfologie hemocyt̊u,

a ty jsou t́ım pádem schopné adekvátně reagovat na patogena. Hemocyty plže B. glabrata

rezistentńıho k nákaze S. mansoni dokážou enkapsulovat larvy této motolice (Harris 1970).

Během prvńıch pár hodin po nákaze hemocyty kontaktovaly larvu a začaly pohlcovat

tegument sporocyst, po 48 h byly v okoĺı destruované sporocysty pozorovány hemocyty

plné fagosomů a 4 dny po infekci již nebylo možné sporocysty rozeznat (Loker a kol. 1982).

V př́ıpadě nákazy kompatibilńı motolićı hemocyty nejprve kontaktovaly larvu, ale vlivem

parazita se následně zakulacovaly, a nebyly tak schopné larvu enkapsulovat (Adema a kol.

1994a).

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

pozorována in vitro během 7 h. Přestože L. stagnalis je pro T. regenti nekompatibilńım
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hostitelem, larvy T. regenti nejevily během inkubace žádné známky poškozeńı. Hemocyty

sice tvořily shluky, ve kterých byly nalézány larvy, ale zachyceńı v těchto shlućıch se zdálo

být náhodné. Larvy během času snižovaly svoji pohybovou aktivitu (zřejmě docházely

energetické zásoby), ale jinak nedocházelo k žádnému poškozeńı (např. destrukci povrchu).

Během inkubace byly Petriho misky s hemocyty mı́rně kývány, aby měly hemocyty

větš́ı pravděpodobnost kontaktu s larvou. Je možné, že pohyb Petriho misky fungoval

sṕı̌se jako rušivý podnět, d́ıky kterému hemocyty k larvě nedokázaly adherovat. Inku-

bace prob́ıhala na parafilmu nebo na 1% agaru (Sapp a Loker 2000a). Povrch agaru se

ukázal být vhodněǰśı, protože na něj hemocyty neadherovaly ani po hodinách inkubace.

Docházelo ale k adhezi hemocyt̊u k sobě navzájem. Částečně jsme zabránili shlukováńı

hemocyt̊u t́ım, že byl kladen d̊uraz na co nejčistš́ı odběr hemolymfy (sliz odebraný s he-

molymfou při inkubaci vytvářel śıtě, do kterých se hemocyty zachytávaly a shlukovaly).

Shlukováńı hemocyt̊u se nám však nepodařilo nikdy úplně zabránit, a d́ıky tomu jsme

možná nepozorovali enkapsulaci larev.

Enkapsulace nebyla pozorována ani v př́ıpadě inkubace hemocyt̊u H. aspersa se spo-

rocystami E. paraensei (Adema a kol. 1994a). Hemocyty r̊uzných druh̊u plž̊u (B. glabrata,

L. stagnalis, S. elodes, H. aspersa) neadherovaly k povrchu redíı E. paraensei, na druhou

stranu adherovaly k povrchu sporocyst S. mansoni, Schistosomatium douthitti a Echi-

nostoma trivolvis, a to nezávisle na vzájemné kompatibilitě. Ke sporocystám E. paraensei

adherovaly hemocyty v porovnáńı se sporocystami jiných druh̊u jen omezeně (Sapp a Lo-

ker 2000a). Larvy r̊uzných druh̊u motolic jsou tak zřejmě pro hemocyty r̊uzně atraktivńı.

Jiným d̊uvodem, proč jsme enkapsulaci nekompatibilńıch larev nepozorovali, může

být to, že hemocyty nejsou obecně schopné sporocysty rozeznat. Jediná efektivńı obrana

v̊uči motolićım může být pouze na úplném začátku infekce. K prvńı vlně obrany může

u některých plž̊u docházet ihned po penetraci miracidia do plže. Hemocyty v takových

př́ıpadech rozpoznaj́ı ciliárńı destičky jako ciźı materiál, a larvu znič́ı. Ciliárńı destičky

byly pozorovány ve fagosomech hemocyt̊u (Loker a kol. 1982). Pro stadium sporocysty

už hemocyt nemuśı mı́t efektivńı obrannou reakci, a nedokáže ji tedy zničit. Pozorována

však byla i druhá vlna obrany v̊uči motolici, a to při pr̊uniku vzniklých sporocyst do

daľśıch orgán̊u plže. Ve vylučovaćıch a rozmnožovaćıch orgánech plž̊u B. glabrata infiko-

vaných S. mansoni byla v době, kdy měli vylučovat cerkárie, pozorována mı́sta se zbytky

sprocyst obklopených hemocyty. Imunitńı systém zničil sporocysty, plž tud́ıž nevylučoval
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v době patentńı periody cerkárie (de Souza a kol. 1997).

5.7 Toxicita plazmy plž̊u pro larvy motolic

Kompatibilita plž–motolice záviśı nejen na buněčné obraně, ale také na humorálńıch fakto-

rech obsažených v hemolymfě. Hemolymfa obsahuje řadu látek, mezi nimi lektiny, bakteri-

ostatické a baktericidńı látky (Adema a kol. 1991a). Plazma plž̊u B. glabrata rezistentńıch

k nákaze S. mansoni obsahovala v́ıce cytokinu IL-1β než plazma vńımavých plž̊u. Tento

cytokin se pod́ılel na jejich rezistenci (Granath a kol. 2001), a to zvýšeńım fagocytózy

a produkce superoxidu hemocyty (Connors a kol. 1995). V plazmě byl objeven i protein

s cytotoxickou aktivitou, který perforaćı membrány zab́ıj́ı specificky pouze eukaryotické

buňky (Hubert a kol. 1997). Plazma může být toxická nejen z d̊uvodu př́ıtomnosti cyto-

lytických protein̊u, ale i d́ıky nevhodnému pH, osmolalitě, teplotě nebo množstv́ı kysĺıku

(Sapp a Loker 2000b).

Vzhledem k tomu, že se nepodařilo pozorovat enkapsulaci larev hemocyty nekompa-

tibilńıho plže, byla testována toxicita samotné plazmy L. stagnalis k miracidíım T. re-

genti. Životaschopnost larev byla sledována během 10,5 h inkubace. Miracidia postupně

snižovala svoji pohybovou aktivitu a hynula. U některých bylo pozorováno poškozeńı po-

vrchového epitelu. Životaschopnost larev závisela na koncentraci plazmy. Počet přeživš́ıch

miracidíı ve 100% plazmě ale nebyl v̊uči počtu přeživš́ıch larev v SSS signifikantně nižš́ı.

Statisticky významný byl pouze trend závislosti životaschopnosti miracidíı na koncentraci

plazmy, což bylo zp̊usobeno velkým rozptylem v počtech přeživš́ıch miracidíı. V některých

pokusech jich po 10,5 h přežila většina (ve 100% plazmě o něco méně než v kontrolńım

pufru), zat́ımco při opakováńı jich uhynula velká část jak v plazmě, tak i v kontrolńım

pufru (v pufru ale méně). Různá životaschopnost miracidíı mohla být zp̊usobena r̊uznými

faktory v pr̊uběhu nákazy kachny a následné transformace miracidíı na sporocysty, např.

r̊uzně dlouhou stimulaćı miracidíı světlem při jejich sběru, která mohla zp̊usobit odlǐsné

vyčerpáńı jejich energetických zásob.

V jiné studii byla plazma toxická pro larvy jen v méně než polovině nekompatibilńıch

kombinaćı plž–motolice. Č́ım byl plž fylogeneticky bližš́ı kompatibilńımu hostiteli, t́ım

byla nižš́ı toxicita jeho plazmy (Sapp a Loker 2000b). Naše modelové organismy L. stag-
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nalis a R. lagotis jsou fylogeneticky velmi bĺızké (čeled’ Lymnaeidae), a d́ıky tomu ne-

byla plazma L. stagnalis pro larvy vyv́ıjej́ıćı se normálně v plži R. lagotis př́ılǐs toxická.

V jiné studii se toxicita plazmy nekompatibilńıch plž̊u projevovala nejen poškozeńım po-

vrchového epitelu (pozorovaném i v našem př́ıpadu), ale i ztrátou normálńıho tvaru těla

larvy (tělo źıskalo sférický tvar) (Sapp a Loker 2000b). Mı́ra poškozeńı závisela na kon-

centraci plazmy. Závislost toxicity plazmy plže pro larvy motolice na jej́ı koncentraci byla

pozorována nejen ve dvojici Mytilus edulis–H. elongata (Gorbushin a Levakin 2005), ale

i v naš́ı modelové dvojici L. stagnalis–T. regenti.

5.8 Infekce na histologických preparátech

Jedńım z p̊uvodńıch ćıl̊u bylo i sledovat pr̊uběh infekce nekompatibilńı motolićı na histolo-

gických řezech plžem. Nejprve byla testována efektivita penetrace miracidíı do nekompa-

tibilńıch plž̊u. Asi 80 % miracidíı T. regenti penetrovalo do plže L. stagnalis, zat́ımco jen

kolem 35 % miracidíı T. szidati penetrovalo do plže R. lagotis. Efektivita penetrace byla

testována jen orientačně, a pro jednoznačné závěry by bylo třeba pokus opakovat. Zdá se

však, že miracidia T. regenti penetruj́ı do nekompatibilńıho plže mnohem ochotněji než

miracidia T. szidati.

V jiných studíıch bylo zjǐstěno, že miracidia r̊uzných druh̊u motolic penetruj́ı do

r̊uzných druh̊u plž̊u také s odlǐsnou ochotou. Plži byli exponováni miracidíım vždy jed-

noho druhu motolice a v sérii pokus̊u byla testována efektivita penetrace v kompatibilńıch

i nekompatibilńıch kombinaćıch. V některých př́ıpadech penetrovalo v́ıc miracidíı do ne-

kompatibilńıho plže než do kompatibilńıho. Pokud nemá miracidium možnost penetrovat

do kompatibilńıho plže, penetruje v mnoha př́ıpadech ochotně i do nekompatibilńıch plž̊u

(Sapp a Loker 2000b).

Vzhledem k tomu, že efektivita penetrace miracidíı T. szidati do plže R. lagotis se

pohybovala kolem 35 %, byli plži určeńı pro histologické zpracováńı inkubováni s vy-

sokým počtem miracidíı. Při udržováńı laboratorńıho cyklu T. regenti v naš́ı laboratoři

se pro nákazu jednoho plže R. lagotis použ́ıvaj́ı asi 3 miracidia. V infekćıch plž̊u R. lagotis

určených pro histologické zpracováńı bylo pro zvýšeńı záchytu penetruj́ıćıch miracidíı na

histologických řezech použito asi 40 miracidíı T. szidati na plže. Po 2 h inkubace s miracidii

byl plž postoupen histologickému zpracováńı. Na histologických řezech však nebyla na-
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lezena žádná sporocysta. Důvod̊u může být v́ıce. Nemůžeme si být např. jisti úspěšnost́ı

penetrace. Miracidium mohlo z̊ustat v povrchovém slizu plže a to, které penetrovalo,

mohlo okamžitě uhynout těsně pod jeho epitelem.
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Závěr

Tato diplomová práce se zabývala charakterizaćı vybraných aktivit hemocyt̊u plž̊u R. la-

gotis a L. stagnalis. Tito plži slouž́ı jako specifičt́ı mezihostitelé pro motolice T. regenti,

resp. T. szidati, a proto byl také zjǐst’ován vliv nákazy (v patentńı periodě) na aktivity

hemocyt̊u. Nejzaj́ımavěǰśı výsledky jsou shrnuty v následuj́ıćıch bodech.

• Hemocyty plž̊u R. lagotis a L. stagnalis vystavené r̊uzným látkám produkuj́ı v re-

akci na ně r̊uzné množstv́ı H2O2 a NO. Hemocyty plže L. stagnalis byly stimulovány

k produkci H2O2 zymosanem, naopak hemocyty plže R. lagotis pomoćı PMA. Hemo-

cyty plže L. stagnalis se podařilo stimulovat k produkci NO pomoćı PMA, zat́ımco

hemocyty plže R. lagotis se stimulovat k produkci NO nepodařilo.

• Čistota prostřed́ı měla zásadńı vliv na produkci NO hemocyty. Bazálńı produkce

NO hemocyty plž̊u L. stagnalis chovaných v 1× týdně čǐstěných akváríıch byla

asi 1,75× vyšš́ı než u hemocyt̊u plž̊u chovaných v 1× měśıčně čǐstěných akváríıch.

Hemocyty plž̊u R. lagotis chovaných v 1× týdně čǐstěných akváríıch se podařilo

stimulovat k produkci NO pomoćı PMA, zat́ımco hemocyty plž̊u z měśıčně čǐstěných

akváríıch se stimulovat k produkci NO nepodařilo (viz výše). Produkce NO narostla

po stimulaci PMA 1,18× oproti bazálńı produkci. Čistota prostřed́ı měla vliv i na

počet hemocyt̊u. Plži R. lagotis z 1× týdně čǐstěných akváríı měli asi 1,5× v́ıce

hemocyt̊u než plži z 1× měśıčně čǐstěných akváríı.

• Plži R. lagotis nakažeńı motolićı T. regenti měli oproti zdravým plž̊um stimulovanou

produkci hemocyt̊u. Nakažeńı plži měli v pr̊uměru 1,8× v́ıce hemocyt̊u než plži

zdrav́ı.

• Většina aktivit hemocyt̊u plže R. lagotis byla však vlivem nákazy T. regenti sńıžena.

– Bazálńı produkce NO hemocyt̊u nakažených plž̊u byla po 60 min 1,07× vyšš́ı

než bazálńı produkce hemocyt̊u zdravých plž̊u (poč́ıtáno na 200µl hemolymfy).

Po přepočtu na stejný počet hemocyt̊u (100 000) však byla bazálńı produkce

hemocyt̊u nakažených plž̊u po 60 min asi 1,58× nižš́ı než u hemocyt̊u zdravých

plž̊u. Hemocyty nakažených plž̊u měly tedy sńıženou schopnost produkovat NO.
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Tato neschopnost hemocyt̊u nakažených plž̊u byla však zřejmě kompenzována

nár̊ustem počtu koluj́ıćıch hemocyt̊u.

– Schopnost fagocytovat bakterie byla u hemocyt̊u nakažených plž̊u sńıžena asi

na polovinu. Naše výsledky ukázaly, že fagocytóza je ř́ızena MEK 1/2 kinázou.

Inhibitor této kinázy inhiboval fagocytózu v závislosti na jeho koncentraci.

– Hemocyty nakažených plž̊u měly sńıženou schopnost adherovat a tvořit panož-

ky. Vlivem nákazy měly hemocyty o 15,3 % menš́ı obvod i plochu buňky a o 23,2 %

vyšš́ı cirkularitu než hemocyty zdravých plž̊u.

• Toxicita plazmy L. stagnalis pro miracidia nekompatibilńı motolice T. regenti byla

závislá na koncentraci použité plazmy.

Vnitřńı obranný systém plže R. lagotis je tedy nákazou kompatibilńı motolićı T. regenti

zásadně ovlivněn. Stejně jako bylo dř́ıve pozorováno i u jiných dvojic plž–motolice, za-

znamenali jsme také my inhibci aktivit hemocyt̊u zp̊usobenou nákazou kompatibilńı mo-

tolićı. Plž zřejmě kompenzuje nedostatečnou aktivitu jednotlivých hemocyt̊u zvýšeńım

jejich počtu, a t́ım zvyšuje celkovou imunitńı odpověd’. Otázkou z̊ustává, proč je moto-

lice schopna se vyv́ıjet v plži i přes nár̊ust počtu hemocyt̊u (i když méně schopných).

Je možné, že inhibované hemocyty nejsou např. schopny motolici rozpoznat. Tato otázka

neńı zdaleka jediná, na kterou zat́ım nebyla nalezena uspokojivá odpověd’.
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López, C., Villalba, A., Bachére, E. Absence of generation of active oxygen radi-

cals coupled with phagocytosis by the hemocytes of the clam, Ruditapes decussatus

(Mollusca: Bivalvia). Journal of Invertebrate Pathology, 64(3):188–192, 1994. URL

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201194901252.

Makino, R., Tanaka, T., Iizuka, T., Ishimura, Y., Kanegasaki, S. Stoichiometric conversion

of oxygen to superoxide anion during the respiratory burst in neutrophils. Direct evi-

dence by a new method for measurement of superoxide anion with diacetyldeuteroheme-

substituted horseradish peroxidase. The Journal of biological chemistry, 261(25):11444–

11447, 1986.

Matricon-Gondran, M., Letocart, M. Internal defenses of the snail Biomphalaria glabrata.

Journal of Invertebrate Pathology, 74(3):235–247, 1999. URL http://dx.doi.org/10.

1006/jipa.1999.4877.

McKerrow, J. H., Jeong, K. H., Beckstead, J. H. Enzyme histochemical comparison of

Biomphalaria glabrata amebocytes with human granuloma macrophages. Journal of

leukocyte biology, 37(3):341–347, 1985.

Medzhitov, R., Preston-Hurlburt, P., Janeway Jr., C. A. A human homologue of the

Drosophila Toll protein signals activation of adaptive immunity. Nature, 388(6640):

394–397, 1997. URL http://dx.doi.org/10.1038/41131.

76

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201194901252
http://dx.doi.org/10.1006/jipa.1999.4877
http://dx.doi.org/10.1006/jipa.1999.4877
http://dx.doi.org/10.1038/41131
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