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1. Uvop

Rozdilna Zivotni prostiedi, v nichZ nalézame jednotliva stadia Zivotniho cyklu motolic jsou
velmi riznoroda a kladou tak zna¢né naroky na schopnost motolic pfizpusobit se. Pfizptsobit
se jak fyziologii, tak i povrchem téla podminkam prostfedi, v némz to které stadium motolice
zZije. Voda je naptiklad hlavnim Zivotnim prostfedim pro dv€ zcela odlisna stadia. Jsou to
miracidia, ktera se lihnou z vajicek, a cerkdrie, které se uvolriuji z nakaZenych plzi. U vétSiny
druhi tato stadia ve vod¢ aktivné vyhledavaji nasledujiciho hostitele, a pravé piechod
z vodniho prostfedi do zcela odliSnych podminek uvnitf téla hostitele vyZzaduje
pravdépodobné nejvétsi pofet zmén. Jsou to napiiklad zmény osmotického potencialu,
teploty, ale hlavné zmény souvisejici s kontaktem s obrannymi mechanismy hostitele.

Vyznamnou ochranou motolic proti nepfiznim vnéj§iho prostiedi je povrchovy
glykokalyx, ktery jim poskytuje pifedev§im osmotickou ochranu. Na druhou stranu je vSak
vysoce imunogenni, a proto dochazi zahy po pruniku do téla hostitele k jeho odvrzZeni (Stein a
Lumbsden, 1973). Sacharidové sloZeni glykokalyxu je jak druhové, tak i stadidlné¢ znacné
rozmanité a pro jeho identifikaci a vzdjemné porovnani se jevi jako nejvyhodnéjsi pouZziti
FITC znacenych lektind.

Dal8i vyznamnou ochranou motolic proti vnéj$imu prostiedi, ale pfedevSim proti
imunitnim reakcim hostitele je jejich povrchovd membrana. Druhy, které vyuZivaji v ramci
svého Zivotniho cyklu krevni feisté hostitele, si dokonce po priniku do hostitele tuto
povrchovou barieru zdvojuji (Hockley a McLaren, 1977).

Pravé problematice glykosylace a ultrastruktury povrchové membrany tegumentu u
druhti Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis se vénuje vétSina predkladané
diplomové prace. Oba zminéné druhy (D. pseudospathaceum a S. inermis) jsou zastupci
motolic vyuzivajici k migraci télem hostitele jeho krevni fecisté. U druhu Diplostomum
pseudospathaceum je krevni fecist¢ ¢asteéné cestou, jak dosahnout organu koneéné lokalizace
metacerkarii — o¢ni €oCky ryb (Karvonen a kol., 2002). Od této lokalizace se odviji i
patogenita tohoto druhu — puisobi ¢aste€nou aZ uUplnou slepotu nakaZenych hostitelii. Ryba
hyne v disledku neschopnosti vyhledavat si potravu a unikat nebezpeci, naptiklad v podobé
rybozravych ptaka apod. Sanguinicola inermis je naopak motolice, ktera se v krevnim fecisti
pfimo vyviji. Vyskytuje se zejména u né€kterych mladych kaprovitych ryb a kumulaci jejich
vaji¢ek v Zabrach ryb i poskozovanim dalSich organd se tato motolice stava vyznamnym

patogenem v aquakulturach.



2. LITERARNI PREHLED A CiLE PRACE
2.1. Lektiny

Slovo lektin je odvozeno z latinského legere (vazat) coZ vyjadiuje schopnost té€chto proteint
vazat sacharidy (Boyd a Shapleigh, 1954 citace dle Vasta, 1991). Lektiny jsou neenzymové a
neimunoglobulinové proteiny, schopné specificky rozeznavat a vazat sacharidy (Rini, 1995).

Objev lektind lze datovat k roku 1940, kdy Boyd, Requera a Renkonen objevili
aglutininy specifické pro lidské krevni skupiny (Sharon a Lis, 1989). Lektiny je mozné dle
povahy jejich sacharidovych ligandd, zavislosti funkce na ptitomnosti kovového prvku,
lokalizace v butice ¢i dle povahy biologickych procest, na kterych se podili, rozdélit do
n€kolika skupin. Rozdéleni lektini do tfi hlavnich skupin (P, C a S) vzniklo na zakladé
srovnani primarni sekvence CRD domén (carbohydrate-recognition domain) (Drickamer,
1994).

Nejpocetnéjsi skupinou jsou lektiny C-typu, pro jejichz aktivitu je nezbytna ptfitomnost
Ca®" iontti (Drickamer, 1988). Tento typ lektind je dale délen na osm podskupin dle své
lokalizace a specifity. Ptikladem jsou selektiny, pfitomné v endotelovych burikach a
leukocytech (Cummings a Smith, 1992).

Aktivita S-typu lektint je Casto zavisla na pfitomnosti redukéniho cinidla. Lektiny S-
typu nevyZaduji kationty pro svou aktivitu a jsou specifické pro B-galaktosidy (Drickamer a
Taylor, 1993).

P-typ lektind zprostfedkovava pienos hydrolas z Golgiho komplexu do lysozomu a je
specificky pro manoso-6-fosfat (Drickamer, 1994). K Zivo¢iSnym lektinim pak dale novéji
patfi lektiny I-typu, vazajici kyselinu sialovou (Hofej$i a Bartirikova, 1998; Loris, 2002) a
pentraxiny (Drickamer a Taylor, 1993; Drickamer, 1994).

Lektiny mohou obsahovat i vazebné misto pro nesacharidovy ligand, pfikladem je
vazebné misto pro elastin (ktery je ovSem vazan hydrofobnimi vazbami) na 67 kDa proteinu,
ktery se naléza v plicich skotu. Protein ma i specifitu pro D-galaktosu. Dal$im pfikladem je
asialoglykoproteinovy receptor hepatocytii savct (Barondes, 1988).

2.1.1. Vyskyt lektini

Lektiny byly objeveny u vétSiny zkoumanych skupin organismu. Velké mnozstvi lektint bylo
lokalizovano v délohach a endospermu rostlin, v organelach znamych jako proteinova téliska,

¢i v embryu obilovin. Lektiny se rovnéZz mohou vyskytovat v hlizdch (napf. brambor) ¢i



plodech (rajée, okurka aj.). Cetné lektiny byly objeveny u virti a bakterii (Sharon a Lis, 1989;
Danguy a Gabius, 1993). Napiiklad chfipkovy virus ma lektin specificky pro kyselinu
sialovou, ¢asto se vyskytujici jako soucast povrchovych glykosylovanych struktur cilovych
bun¢k, a ma tedy funkci adhezinu (Wiley a Skehel, 1987)

Vyznamnym adhesinem je i lektin specificky pro D-galaktosu a N-acetyl-galaktosamin
obou forem druhu Entamoeba histolytica. Dal§i vyznamny lektin, opét s funkci adhezinu, byl
nalezen u prvoki rodu Giardia. Merozoit Plasmodium falciparum mé lektin se Sir$i
specifitou, ktery rozeznava povrchové sacharidy erytrocyti (Jacobson a Doyle, 1996).

U bezobratlych Zzivocichi se lektiny nejCastéji vyskytuji v hemolymf€, pohlavnich
organech, vejcich a hemocytech, byly popsany u mekkyst, kory$t, hmyzu a u helmintt.
U parazitickych helmintl je pfitomny lektin ve stfevé Ascaris suum s dosud nejasnou funkci
(Cuperlovig a kol., 1988). Z infek&ni larvy Toxocara canis byl izolovan 32 kDa protein, jehoZ
aminokyselinova sekvence odpovida CRD lektinii zavislych na Ca** (Loukas a Maizels,
1999). Dale byl ze sekretu larev Toxocara canis vypurifikovan 70 kDa protein patfici mezi C
lektiny, ktery je podobny makrofagovému receptoru pro manosu a receptoru CD-23 (Loukas a
kol., 2000). U dosp€lct Ostertagia ostertagi byl téz zjistén lektin s ne zcela jasnou funkci, ale
pravdépodobné se podilejici na regulaci imunitni odpovédi hostitele (Klesius, 1993). U
dospélct Necator americanus byl nalezen lektin C typu, velmi podobny P selektinu savci
(Daub a kol., 2000).

U druhu Schistosoma mansoni bylo popsano n¢kolik lektinti. U matetské sporocysty se
vyskytuje povrchovy lektin se specifitou k D-galaktose, D-glukose, D-manose, N-acetyl-D-
galaktosaminu, N-acetyl-D-glukosaminu a manoso-6-fosfatu (Zelck, 1993). V jejich
exkreéné-sekre¢nich produktech byl nalezen lektin specificky pro D-galaktosu a N-acetyl-D-
galaktosamin (Davids a Yoshino, 1995). Na tegumentu cerkarii byl nalezen protein vazajici
D-manosu (Coelho-Castelo a kol., 2002), a na povrchu schistosomuly tohoto druhu byl
objeven E-selektin, vazajici Lewis X antigen (Trottein a kol., 1997).

U dvou zastupci plathelminti byl nalezen lektin v penetracnich Zlazach, jednalo se o
motolice schopné penetrovat kizi, konkrétn€ o Diplostomum pseudospathaceum a
Trichobilharzia szidati. Hemaglutinin z penetraénich zlaz Diplostomum pseudospathaceum
ma molekulovou hmotnost 22-24 kDa, vazebnou specifitu pro B-1,3 glukanové fetézce a
nékteré jednoduché sacharidy. Jako nejlep$i inhibitor se jevil heparin spolu s dal$imi
glykosaminoglykany, bakteridlnimi lipopolysacharidy, laminarinem a laktulosou. Lze
predpokladat, Zze se tento zlazovy lektin podili na rozpoznavani hostitele a na penetraci

cerkarii do hostitele (Mikes a Horak, 2001). Lektin vyskytujici se ve Zlazach a na povrchu



Trichobilharzia szidati o molekulové hmotnosti 48-52 kDa je specificky taktéZz pro B-1,3
glukanové fetézce a nékteré jednoduché sacharidy. Inhibitorem je heparin, hyaluronova
kyselina, lipopolysacharidy, laktulosa, laminarin a D-galakturonova kyselina. Tento lektin se
nejspi§ podili na rozpoznavani hostitele a mozna i na priniku do hostitele (Horak a kol.,
1997a). Podobny lektin se nejspiSe naléza i v postacetabularnich Zlazach a na povrchu T.
regenti (PySova, 2002).

Lektiny C-typu a pentraxiny a P-typ lektind byly nalezen pouze u savcti (Arason, 1996).
Lektiny pochazejici ze zivocichu lze dle jejich lokalizace rozdélit do dvou skupin. (i) lektiny
rozpustné — tj. izolované ze séra (napiiklad Anguilla anguilla, A. rostrata), (ii) lektiny vazané
na membrany — tj. asociované s plazmatickou membranou (napftiklad elektricky organ, srdce,
plice Electrophorus electricus) (Sharon a Lis, 1989).

Ackoliv bylo mnoho lektini objeveno v tkanich Zivo€ichl, vét§ina znamych lektini je
rostlinného pivodu a podet charakterizovanych lektint a lektinovych skupin v poslednich
letech neustale stoupa (Drickamer, 1995). Diilezité je, Ze lektiny, jejichz izolace se provadi
pomoci afinitni chromatografie, jsou dnes jiZz lehce komerén€¢ dostupné ve velmi Sirokém
spektru (Murray, 1993).

2.1.2. Biologicka aktivita lektinu

Lektiny, jak jiz bylo feceno, jsou proteiny specificky a reverzibilné vazajici sacharidy. Tyto
proteiny plni dileZitou funkci pfi aglutinaci, adhezi, migraci (hlavné galektiny), aktivaci,
fertilizaci a diferenciaci bunék (Rini, 1995; Ni a Tizard, 1996). V systému, kde chybi
protilatky, lektiny dokonce nahrazuji funkci imunoglobulind. V nékterych ptipadech se
lektiny ulastni fagocytosy jako opsoniny (Zelck a Becker, 1992; van der Knaap a Loker,
1990).

Lektiny maji rizné funkce. Naptiklad povrchové lektiny nékterych parazita
pravdépodobné slouzi k ziskani hostitelskych glykosylovanych molekul, kterymi se parazit
maskuje, a tak unika imunitni reakci (Zelck a Becker, 1992). Povrchové lektiny motolic
nejspi§ mohou mit i jinou funkci neZ jen unik pfed imunitnim systémem, a to naptiklad
vyhledavéni hostitele, orientaci v hostiteli a vyzivu parazita. Nékteré lektiny, mohou byt diky
svym antigennim vlastnostem vhodnym cilem diagnostiky ¢i vyvoje vakcin (Horak, 1996).
Stejné tak se lektiny z penetraénich Zlaz ziejmé podili na rozeznani tkané a na penetraci do
hostitele (Hordk a van der Knaap, 1997). Né&které lektiny zaroveni funguji jako proteasy
(Mikes a Man, 2003).



Pouze lektiny s C-typem CRD a pentraxiny se uplatiiuji v obrannych mechanismech
obratlovcu. Vyskytuji se v krevnim séru a vazou sacharidy na povrchu bakterii (Arason,
1996). Nekteré C-typy lektind slouzi jako povrchové receptory bunék a maji kliCovou roli
v aktivaci imunitniho systému obratlovci (Loukas a Maizels, 2000). V tkanich savct hraji
lektiny vyznamnou roli pfi apoptose bunék i pfi fagocytose mikroorganismi (Ni a Tizard,
1996). Existuji téZ lektiny napodobujici insulinovy efekt v tukovych burikach, to znamena, Ze
stimuluji lipogenesi, transport sacharidii, syntesu glykogenu a fosfokinasovou aktivitu a
naopak inhibuji lipolysu. Pfikladem je lektin z Canavalia ensiformis a Triticum vulgaris. Tyto
dva lektiny, stejné tak jako mnohé dalsi, naptiklad lektin z Robinia pseudoaccacia, jsou

toxické pro sav¢i buriky (Sharon a Lis, 1989).

2.1.3. Vyuziti lektina

Lektiny jsou hojné pouzZivany ve vyzkumu i v klinickych laboratofich. K jejich pfednostem
patii kromé stability i jejich snadna komer¢ni dostupnost.

Mnohé derivaty lektint (radioaktivni, fluorescentni aj.) byly syntetizovany pro detekci
sacharidu v organech, burikach a buné¢nych organelach. Reakce s pouzitim lektind znacenych
flouresceinem (FITC), radioaktivnim izotopem vodiku (TRITC), enzymy ¢i koloidnim zlatem
jsou jednoduchym dikazem, Ze polymer, hormon, neurotransmiter atd. obsahuji sacharidy
(Sharon a Lis,1989).

Lektiny mohou byt vyuzZity pfi vazb& k makromolekulam pro modifikovany western
blott pro zjisténi glykosylace jednotlivych frakci. Lektiny se téZ uplatiiuji jako markery pfi
zjistovani jednotlivych fazi Zivotnich cykld paraziti. S jejich pomoci lze snadno sledovat
produkci glykokonjungati u monogenei (Schabussova a kol., 2003; Schabussova a kol., 2004)
1 u fady trematod (viz 4.1.1.). Rozdilna exprese glykokonjugati v pribéhu Zivotniho cyklu
byla pozorovana také u prvoka Entamoeba invadens (Ribeiro a kol., 1997). Dulezité je také
vyuziti lektind pfi rozliSovani patogennich a nepatogennich organismi (Jacobson a Doyle,
1996).

FITC znaené lektinové proby byly vyuzity k odliSeni Bacillus anthracis od dalSich
druhd rodu Bacillus (Cole a kol.,, 1984). Lektiny téz poslouzily k druhové deierminaci
morfologicky shodnych toxickych dinoflagelat (Gymnodinium mikimotoi, G. pulchellum, a G.
breve) (Rhodes a Haywood, 1995). Podobné byly odliSeny jednotlivé druhy rodu Pseudo-
nitzchia, z nichz byla fada zastupct vysoce toxicka (Rhodes, 1998). Stejné byly aplikovany
lektiny pro rozliSeni tfi vysoce toxickych izolati dinoflagelat Alexandrium tamarense (Cho a
kol., 2001).
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2.2. Tegument motolic

Tegument, ¢ili neodermis, je vné&j§i povrch motolic, tudiZ mimo jiné i mechanicka bariéra
mezi organismem a vné&j$im prostfedim. Tato bariéra je duleZitou adaptaci motolic na jejich

Zivotni prostfedi (Smith a kol., 1969; Morris, 1971).

2.2.1. Zakladni stavba tegumentu

Soucasti tegumentu jsou (viz obrazek 1): povrchovd membrina ¢ili vnéjsi plasmalema
syncytialni cytoplasmy, syncytialni cytoplasma, ostny, vnitini syncytialni plasmalema,
pokleslé perikaryony a cytoplasmatické spoje. U nékterych stadii je sou€asti tegumentu jesté
povrchovy obal — glykokalyx. Celym tegumentem pak prostupuji ¢etné nervové buiiky
tvotici senzorické papily. Jsou znamé znaéné rozdily téchto struktur mezi jednotlivymi druhy

ale i mezi jednotlivymi stadii Zivotniho cyklu motolic.

2.2.2. Funkce tegumentu

Motolice maji dvé struktury, které mohou slouzit k pfijmu Zivin. Jednou je epitel stfeva a
druhou je tegument. Tegument hraje vyznamnou roli pfi vstiebavani jednoduchych sloZek
potravy, napfiklad jednoduchych cukri jako je glukosa, nebo aminokyseliny. Tegument ma
také ochrannou funkci, chrani pfed enzymy a imunitni reakcii hostitele. Plni v3ak i funkci
vnéjsi kostry, G€astni se biosyntézy, exkrece, osmoregulace a ma dilezitou senzorickou
funkci. Tegument je dulezity i diky navazanym inhibitorim pepsinu, trypsinu a serinovych
proteas intestinalnich druhti motolic. Obsahuje i vlastni proteasy a ma schopnost na sebe vazat
vysokomolekularni latky a MHC-antigeny (Thompson, 1997). Pro druhy migrujici krevnim
feciStém hostitele je pfestavba tegumentu nezbytna pro pieziti v téchto podminkach (Hockley
a McLaren, 1977).

2.3. Ultrastrukturalni zmény tegumentu

2.3.1. Ultrastrukturalni zmény u Schistosoma mansoni

Druh Schistosoma mansoni je z ultrastrukturalniho hlediska asi nejlépe prostudovan. Lze na
ném dokumentovat zmény v ultrastruktufe, ke kterym dochézi ve stadiu cerkarii, schistosomul

ruzného staii a dospélych jedincu.
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Cerkarie pred opu$ténim sporocysty

Cerkarie v pribéhu vyvoje uvniti sporocysty maji na svém povrchu primarni epitel, pod
kterym se zaCina tvofit definitivni tegument. Ten vznikne z mnoha plochych bunék, které se
pospojuji do syncytia (Hockley, 1970). Definitivni tegument obsahuje velké mnozstvi jader,
ribosomu a mitochondrii. Nej¢ast&j$i jsou v tomto stadiu dva typy télisek, prvni s vyraznou
membranou a hustym zrnitym obsahem a druhy bez patrné membriany a s méné hustym
zmitym obsahem, pochazejici v obou pfipadech z Golgiho komplexu. Vyvojem ztraci
syncytium jednotlivé organely a akumuluje husty granularni materidl pod povrchovou
membranou. Postupné se objevuji trny, které se ukotvuji na vnitini plasmalemé (Hockley,
1972). Kratce pred opusténim sporocysty se také vytvoii sacharidova vrstvicka na povrchu
tegumentu zvana glykokalyx (Hockley a McLaren, 1971; Hockley, 1972).

Glykokalyx vznika jako granuldrni a fibrilarni (obsahuje filamenta glykosaminoglykant,
glykolipidd, polysacharidi a glykoproteini) vrstva o tloustce 0,5 pum (Kemp, 1970).
Glykokalyx se primarné zaklada kolmo k povrchu tegumentu, poté se vlakna zacnou vétvit a
propojovat v sit. Glykokalyx zahaluje cely povrch cerkarii velmi té€sné, ale nepokryva
vyusténi senzorickych papil (Hockley, 1972; Hockley a McLaren, 1973).

Cerkarie
Dalsim krokem ve vyvoji motolice je
« -, Y, e . Vn&ji Ulomky
uvolnéni cerkarii ze sporocysty. Cerkarie je tHivrstevnd tHvrstevaych Glykokalyx
membrina membran

uzplsobena k aktivnimu pohybu, k nalezeni
hostitele, penetraci, migraci a po dalsi
proméné€ Kk naslednému zrani v pohlavné
dospélou schistosomu. Cerkarie po celou
dobu svého pohybu ve vodé¢ nepfijima

potravu a je tedy zavisla Cist¢ na svych

energetickych  zasobach  z pfedchoziho ' ! o

HustSi Kulovitd Protdhlé Granulérnf TFivrstevnd
V}"VOjC (Dorsey a kol., 2001). Vnéj§i vrstva téliska  téliska  cytoplasma  bazélni
cytoplasmy membréna
, R . pod
membrana tegumentu cerkarii je opticky P

trivrstevna (Morris, 1971; Kemp 1970), jeji

dvé elektrondensni hydrofilni vrstvy jsou i
Obrazek 1:Tegument cerkarii.

oddéleny jednou elektronlucentni Hockley a McLaren, 1973 (upraveno)

hydrofobni vrstvou (tj.
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klasicka jednotkovd membrana). Celkova tloustka takovéto membrany je 8,5 nm, vnitini
hustsi vrstva byva ponékud tlust$i neZ vnéjsi. Perikaryony tegumentu volné Zijicich cerkarii
lezi v parenchymu a téla buné€k se protahuji smérem k povrchu cerkarii (Smith a kol., 1969).
Existuji ¢tyfi druhy buné€k jejichZ, perikaryony jsou asociovana s tegumentem. Tyto buriky
jsou oznaCovany jako subtegumentalni burky typu I, II, Il a IV. Rozdéleni bun&k do
jednotlivych typu se odviji od lokalizace, morfologie a velikosti jejich inkluzi (Dorsey a kol.,
2001).

V glykokalyxu cerkarii 1ze najit kousky povrchové tfivrstevné membrany, které maji
rozméry piiblizné 30 x 9 nm (Dorsey a kol., 2001). Pod membranou je vrstva hustého,
zmitého materidlu, ktery se spojuje v zrnitou cytoplasmu tegumentu (viz obrazek 1).
Typickym a nej€astéjsim obsahem tegumentu cerkarie jsou kulovita téliska s elektrondensnim
centrem a lucentni periferii o priméru 120 nm a podlouhla téliska s téivrstevnou membranou a
zrnitym obsahem o rozmérech 120 x 20 nm (Hockley a McLaren, 1973; Cousin a kol., 1981).

Pro pokracovani zZivotniho cyklu tohoto druhu je nezbytny kontakt aktivné plovoucich

cerkarii s hostitelem a nasledna penetrace cerkarii do jeho téla.

Transformace cerkarii

Transformace cerkarii motolice nastava po vstupu do definitivniho hostitele, kdy je nezbytné
prizptisobit se novému prostiedi. Transformovana larva ¢eledi Schistosomatidae se nazyva
schistosomula.

Béhem transformace cerkdrie v schistosomulu dochazi ke zménam metabolismu,
morfologie a stavby povrchu parazita na urovni ultrastrukturalni i molekularni. Tyto zmény
umozZiiuji preZiti parazita v hostiteli.

Nejnapadnéj§im projevem transformace je ztrata ocasu cerkarie, dale pak neschopnost
prezit ve vodnimu prostfedi. Dal$im nezanedbatelnym projevem transformace je zména
aerobniho metabolismu v anaerobni a vyprazdnéni penetranich Zlaz cerkarie. Tvorba
mikroklkil na povrchu larvy v prvnich minutach po penetraci naznaduje prestavbu povrchové
membrany a svlékani glykokalyxu (Samuelson a Stein, 1989 citace dle Basch, 1991).

Pokusy na druhu Schistosoma mansoni ukazaly, Ze cerkarie jsou citlivé na zménu
osmotické hodnoty prostfedi. Dle miry zvySeni osmotického tlaku probihé transformace u 60
az 95 % cerkarii. DilezZita je i iontova aktivita soli. Konkrétné¢ zména salinity z 18 mOsm
typickych pro vodu v nadrzich na 300 mOsm savéi krve je dostateénym signalem pro
transformaci ve schistosomulu. Stejné tak je dileZita i zména teploty z niZ§i hodnoty v nadrzi

na 37 °C v téle obratlovce (Wiest a kol, 1989).
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Transformaci cerkarie lze vyvolat i in vitro. James a Taylor (1976) popisuji Sest riznych
technik transformace. Prvni moZnosti je inkubace v izotonickém médiu, dale transformace
pomoci priniku cerkarii membranou ¢i izolovanou kiZi nebo stimulace transformace pomoci
lektint. Dal3i metodou je mechanické poruSeni povrchu motolice a odlomeni ocaskii pomoci
nékolikanasobného nasati injekéni jehlou €i pouZiti vortexu v kombinaci s transformaci

pomoci jehly nasledované inkubaci v médiu.

Tricet minut stara schistosomula

Poté, co cerkarie najde hostitele a penetruje do jeho kuZe, zatne vyrazna ultrastrukturalni
pfestavba cerkarie na schistosomulu. Je$té tficet minut po penetraci je vné€j$i membrana
schistosomuly podobna cerkariové, ktera je tfivrstevna. Typicky tegument 30 minut staré
schistosomuly obsahuje méné kulovitych a protahlych télisek neZ tegument cerkarii, ale
objevuje se zde ve velkém poétu novy typ vakuol. Tyto vakuoly jsou kulovité a maji 100 az
150 nm v pruméru. VétSinou jsou obaleny dvéma k sobé t&sné pfilehlymi tfivrstevnymi
membranami. Vakuoly s granularnim materidlem jsou lokalizovany hlavné v blizkosti spoju
mezi burikami tegumentu a subtegumentu (viz obrazek 2). Vakuoly a téliska v burikach
subtegumentu jsou podobné tegumentalnim, ackoliv nékteré z nich jsou vétSi a maji vice

membran (Hockley a McLaren, 1973).

THvrstevnd vnéjii Glykokalyx
membréna ) Mikroklky

b Sedmivrstevna
'a membréna

Vakuoly s dv&émi
tivrstevnymi membrénam

Velké membranové vakuola spojend s povrchovou

2 membrénou
Vakuoly s pfidavnou membrinou
Obrizek 2: Tegument 30 minut staré Obrizek 3: Tegument 60 minut staré
schistosomuly. Hockley a McLaren, 1973 schistosomuly. Hockley a McLaren, 1973
(upraveno) (upraveno)
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Sedesat minut stara schistosomula
Sedesat minut po penetraci se vn&j$i membrana schistosomuly stiva opticky sedmivrstevnou.
Tato membrana je sloZena ze &tyf elektrondensnich a tii elektronlucentnich vrstev, které jsou
piiblizné stejné silné. Celkova tloustka sedmivrstevné membrany je asi 17 nm. V n€kterych
mistech v8ak maji tyto schistosomuly jesté tfivrstevnou membrinu. Na vné&j§i membrané
schistosomul lze pozorovat vybé€Zky z povrchu tegumentu podobné mikroklkiim. Tyto
mikroklky jsou dlouhé asi 1500 nm a 50 nm S$iroké. Cytoplasma tegumentu schistosomul
vtomto stadiu je hustd a granuldrni, obsahuje malo pro cerkarie typickych inkluzi, ale
pomémné mnoho malych vakuol pozorovanych u tficetiminutovych schistosomul.
Charakteristickymi télisky $edesatiminutovych schistosomul jsou velké vakuoly. Tyto
vakuoly jsou limitovany sedmivrstevnou membranou, maji 300 nm v priméru a obsahuji
granularni material s kousky membran (viz obrazek 3). Nékteré vakuoly ¢asem dosahnou
vnéj$i membrany tegumentu a vnitfek vakuoly se otevie smérem ven, ¢imz se sedmivrstevna

limitujici membrana vakuol stane vné€j$i membranou tegumentu (Hockley a McLaren, 1973).

T¥i hodiny stara schistosomula

Typicka membrana schistosomul po tfech hodinach od transformace je sedmivrstevna. Obcas
lze pozorovat, Ze dvé vnitini elektrondensni vrstvy splynou a vytvoii jednu siln€jsi vrstvu.
Takovato membrana je pak pétivrstevna. Nékteré fidce se vyskytujici useky membrany vSak
maji stale pouze tfi vrstvy, tyto Gseky vznikly ze sedmivrstevné membrany, ktera se rozdélila
ve dve.

Misty jsou tfivrstevné fragmenty membrany umistény na povrchu neporuSené
povrchové membrany a vytvareji tak spolu devitivrstevnou povrchovou membranu o celkové
tloust'ce 22 nm. Na povrchu jsou €asto dalsi kousky sedmivrstevné gi pétivrstevné membrany
uzavien¢ do smycek, které né€kdy obsahuji granulami materifl. Jsou podobné velkym
vakuoldm pozorovanym u schistosomul po Sedesati minutach. Rozdil je v jejich Cetnosti, na
povrch tfihodinovych schistosomul obsahuje vyrazn€ méné vakuol nez vnitfek mladSich
schistosomul. V buiikach tegumentu a subtegumentu jsou mala téliska, asi 100 nm v priméru,
ktera se podobaji téliskiim pozorovanych u tficetiminutovych schistosomul. Zde jsou vsak
zastoupena mnohem pocetnéji. V tegumentu schistosomul po tfech hodinach jsou i protahla
téliska (Hockley a McLaren, 1973).
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Jeden az dva dny stara schistosomula
Schistosomuly po 24 a 48 hodinach

. Pétivrstevna Sedmivrstevna Ttivrstevna
byly pozorovany pouze in vitro. Tyto  membrina membréina membréna
schistosomuly maji na svém povrchu

tenkou vrstvu granularniho materialuy,

ale zda se, Ze tento material pochazi

z média, nikoliv z povrchu

schistosomul.  Vné&j§i  membrana

téchto schistosomul je vice zvrasnéna Hustd vrstvapod  Ovilné télisko  Membranové
vnéjsf membrinou telisko

nezZ u mladSich cervi. Sedmi-
vrstevnd membrana pokryva vétSinu
povrchuy, ale stile je moZné nalézt i Obrézek 4 : Tegument 24 hodin staré schistosomuly
useky stfemi ¢i  péti  vrstvami. Hockley a McLaren 1973 (upraveno)
Cytoplasma je granulovana, ale granula jsou umisténa v nespojitych skupinkach, tudiz se
tegument zda méné elektrondensni nez u cerkarii a mladsich schistosomul. Tésné€ pod vnéjsi
membranou je tenka vrstva husté nahromadénych granul (viz obrazek 4). Tegument obsahuje

mnoho protahlych ovalnych télisek (Hockley a McLaren, 1973).

Dospély jedinec
Povrch dospélého
.o . THvrstevna Hust$i vrstva Jedendctivrstevné
]CdlnCC obsahUJe 1 membréina pod vnéjSi membrénou membréna
hodné prohlubni. o — Sedmivrstevna
] AU 3 : membréna
wewr 4 . a "5".‘ & 2y

VnéjSi membrana je Il Sl oA

Y iy . : 1 58S RN Prohlubne
pfevazn¢ sedmi - o 7 RN vpovrehu

vistevna o celkové
tloustce 17 nm, ale je
mozné najit také malé
useky s tfivrstevnou

membranou. Péti -

vrstevnda  membrana

. . » Membrinov4 téliska Ovélna téliska Volné sloZend membréinova téliska
se objevuje méné

¢asto neZ u mladsich :
L. . . Obriazek S: Tegument dosp&lé motolic Hockley a McLaren, 1973
cervi. Stejné tak jako

(upraveno)
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u schistosomul jsou na povrchu dospélcti malé kousky tfi - vrstevné membrany.

Cytoplasma tegumentu je husta a granularni. Charakteristickymi inkluzemi tegumentu
jsou membranova a ovalna t&liska, pfiCemz ovalna téliska jsou zde extrémné pocetna (viz
obrazek 5). Oba typy télisek jsou rovnomémné rozmistény v tegumentu, ale Zadna nejsou v
hustsi vrstvé t&€sné pod membranou. Néktera membranova téliska jsou té€sné €i volné zabalena

pravidelnou kulovitou membranou (Hockley a McLaren, 1973).

2.3.2. Ultrastrukturilni zmény u ptaci schistosomy Trichobilharzia szidati

Povrch cerkarii 7. szidati je pokryt tfivrstevnou membranou a silnou vrstvou glykokalyxu.
Tegument cerkarii obsahuje &etné trny, ovalna a elektrondensni téliska. B€hem transformace
v schistosomulu mizi glykokalyx a v Golgiho aparatu se vytvafi nové, rizné kompaktni
méchytky. Vétsina z téchto méchyfkﬁ ma sedmivrstevnou membranu, ktera po dokonceni
migrace tegumentem splyva s povrchem motolice. Ttivrstevna membrana cerkérii se timto
procesem stavad sedmivrstevnou, misty pomérné hluboce zvrasnénou. Plné vyvinuty povrch
transformované schistosomuly 7. szidati je kompletné pokryt sedmivrstevnou membranou
s Cetnymi prohlubnémi a obsahuje mnoho inkluzi, ovalnych a membranovych télisek. Tyto
zmény byly pozorovany u T. szidati in vivo i in vitro (Horak a kol., 1997b).

Ultrastrukturdlni zmény béhem transformace u 7. szidati (Hordk a kol., 1997b) se
zna¢né podobaji zménam popsanym u lidské S. mansoni (Hockley a McLaren, 1973) a zda se,

Ze oba tyto druhy vyuZivaji stejnou strategii uniku irnunitnimu systémemu hostitele.

Zdvojena fosfolipidova dvouvrstva na povrchu transformovanych cervi celedi
Schistosomatidae neni unikatem této skupiny. Najdeme ji i u dalSich ¢eledi motolic Zijicich
vkrevnim feéisti. Jsou to Aporocotylidae — parazit¢ ryb [tato Celed je v soucasnosti
povaZovana za soucast ¢eledi Sanguinicolidae (Smith, 2002)] a Spirorchiidae — parazité Zelv.

Dvojitd membrana je nejspiSe vyznamnou ochranou proti imunitni odpovédi hostitele ktera je
v krevnim fe€iSti obzvlast¢ intenzivni. Ostatni druhy Zijici v télnich dutinach a stfevech
hostitele maji na svém povrchu pouze jednu fosfolipidovou dvouvrstvu (Hockley a McLaren,

1977).
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2.4. Glykokalyx a zmény v glykosylaci povrchu motolic

2.4.1. Funkce glykokalyxu

Glykokalyx, sacharidovy obal na povrchu tegumentu motolic, chrani proti nepfiznivym
vnéj$§im podminkam. Tato struktura se v pribéhu Zivotniho cyklu motolic znaén€é meni.
Glykokalyx zajistuje pfedev$im osmotickou ochranu volné Zijicich stadii motolic (Smith a
kol.,, 1969). Byl prokazan vliv glykokalyxu cerkarii na navozeni humoralni odpovédi
hostitele. JelikoZz se pfedpoklada, Ze je glykokalyx dobrym aktivatorem alternativni drahy
komplementu, miZe byt jeho odvrhovani v priibéhu penetrace vyhodnou strategii motolic pro
unik pfed imunitnim systémem hostitele (Kolafova a kol., 1994). Nicméné je pravdépodobné,

Ze doposud nebyly odhaleny v§echny déje na kterych se glykokalyx podili.

2.4.2. Glykokalyx u schistosomul Schistosoma mansoni

Skutec¢nost, Ze glykokalyx je zredukovan u in vitro transformovanych schistosomul, byla
prokazana sérologicky (Stirewalt a Kruidenier, 1961 citace dle Bash, 1991), histochemicky
(Gilbert a kol., 1972 citace dle Bash, 1991) a ultrastrukturalné (Smith a kol., 1969; Bruce a
kol., 1970; Morris, 1971; Hockley, 1972; Hockley a McLaren, 1973). JiZ u schistosomul 15 az
30 minut starych je glykokalyx odhazovan, jeho zbytky jsou vSak stile viditelné po barveni
PAS (Periodic acid-Schiff) (Bruce a kol., 1970).

V nasledujici ¢asti se pokusim shrnout vysledky dosavadnich vyzkumi glykokalyxu u
jednotlivych druhti. Data mapujici sacharidové sloZeni glykokalyxu byla ziskdna pomoci
fluorescenéné znacenych lektinl pfevazné rostlinného pivodu. Tyto studie ukazuji, Ze se
sacharidovy obal motolic neli§i pouze mezi druhy, ale také mezi jednotlivymi Zivotnimi
stadii. Prehled lektint a jejich inhibitord pouzitych v téchto studiich viz kapitola 3.

2.4.3. Zmény v glykosylaci stadii miracidium aZ sporocysta

Miracidium, prvni larvalni stadium uvoliiyjici se z vaji¢ka, Zije u vétSiny druhil voln€ a
aktivné se pohybuje vodnim prostfedim. Miracidia maji na svém povrchu vyrazné cilidarni
desti¢ky a aciliarni mezibunééné valy které umoziiuji v dal§im vyvoji vznik tegumentu. Cilem

miracidia je nalezeni a nasledna penetrace do prvniho mezihostitele — mékkyse, v kterém se
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méni na sporocystu. Glykosylace téchto stadii, charakterizovana pomoci fluorescen¢né

znaCenych lektint, vykazuje ¢etné rozdily mezi jednotlivymi druhy.

Schistosoma mansoni

Specificka vazba FITC znaéenych lektind na povrch téla miracidii Schistosoma mansoni byla
pozorovana u péti lektint. Silna interakce byla pozorovana pouze u dvou z nich, a to u lektinti
specifickych pro D-galaktosu (PNA) a D-mannosw/D-glukosu (ConA). VSechny ostatni
lektiny (specifické pro sialovou kyselinu — LFA, LPA — a N-acetyl-D-glukosamin —-WGA
reagovaly také, ale slab&ji (Coles a kol., 1987).

V pokusech sin vitro transformovanymi sporocystami byla zji$t€éna silnd specificka
vazba sedmi lektind z jedenacti testovanych. Byly to lektiny specificky vazajici N-acetyl-D-
glukosamin (PWM, WGA), D-galaktosu (PNA), D-mannosu/D-glukosu (ConA, LCA), N-
acetyl-D-galaktosamin (SBA) a L-fukosu (APA). Slabsi reakce byla pozorovana u lektinu,
jehoZ inhibitorem je L-fukosa (UEA-I). Zadna reakce nebyla prokazana u lektini se specifitou
pro N-acetylmuramovou kyselinu (MAA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA) (Uchikawa a
Loker, 1991).

Schistosoma margrebowiei

Povrch miracidii a sporocyst S. margrebowiei vykazuje také zna¢né rozdily. Na miracidia se
vazou lektiny, jejichz inhibitorem je D-galaktosa (RCA, PNA). Sporocysty vazou 'ektiny se
specifitou pro D-mannosu/D-glukosu (ConA) a N-acetyl-D-glukosamin (WGA) (Daniel a
kol., 1991).

wKomplex“ Trichobilharzia ocellata

Systematika ,.komplexu* z &eledi Schistosomatidae je dosti sloZita. Trichobilharzia ocellata a
Trichobilharzia szidati dtive povazované za rozdilné druhy se dnes diky znalost sekvenci ITS
povazuji za jeden druh (Rudolfova a kol., 2005). Popisu glykosylace téchto druhi se zatim
vénovaly dvé laboratofe. Laboratof v Amsterdamu (Gerhardus a kol., 1990) studovala ,,T.
ocellata® a laboratof v Praze (Hordk, 1995; Hordk a kol., 1997a) studovala T. szidati.
Vysledky téchto dvou pracovist’ se mirné rozchazeji (viz tabulka 1), i kdyZ by se mélo jednat
o0 jeden druh motolice. Rozdily mohly vzniknout pouZitim jiného kmene motolic ¢i jiné Sarze

lektind.
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Studie provadéna v Praze prokazala, Ze se na glykokalyx uriznych stadii vazou
rozdilné lektiny. Mezibunééné valy miracidii reagovaly silné pozitivn€ pouze se dvéma
z testovanych lektind, a to specifickymi pro N-acetyl-D-glukosamin (WGA) a pro L-fukosu
(LTA). Slabsi reakce valii byla zaznamenana s lektinem specifickym pro D-galaktosu (PNA).
Ciliarni desti¢ky miracidii vSak reagovaly i s lektiny specifickymi pro D-mannosu/D-glukosu
(PSA, ConA), N-acetyl-D-glukosamin (BS-II), N-acetyl-D-galaktosamin (SBA) a D-
galaktosu (RCA). Sporocysty Trichobilharzia szidati reagovaly silné s lektiny, jejichz
inhibitorem je D-mannosa (PSA, LCA, ConA), N-acetyl-D-glukosamin (BS-II, WGA) a D-
galaktosa (PNA). Sporocysty slabéji reagovaly s lektiny specifickymi pro N-acetyl-D-
galaktosamin (HPA, SBA), pro L-fukosu (UEA-I) a D-galaktosu (RCA) (Horak a kol.,
1997a).

Pro pokusy s ,,Trichobilharzia ocellata® byla pouZita sada deviti lektind. Miracidia
reagovala se sedmi z nich a sporocysty pouze se tiemi. Dle této studie maji miracidia na svém
povrchu D-mannosu/D-glukosu (ConA), N-acetyl-D-glukosamin (WGA), D-galaktosu (RCA,
ECA, PNA) a N-acetyl-D-galaktosamin (SBA, DBA). Sporocysty maji pouze N-acetyl-D-
glukosamin (WGA), D-mannoswD-glukosu (ConA) a D-galaktosu (PNA). Studie
sacharidového povrchu miracidii a in vitro vytvotfenych sporocyst ,,Trichobilharzia ocellata*“
rovnéZ potvrdila, Ze rizna vyvojova stddia maji odlisné sacharidové sloZeni glykokalyxu
(Gerhardus a kol., 1990).

Tyto dvé vySe uvedené studie se rozchazeji u péti ze sedmi spolecné testovanych lektint
v pfipad¢ miracidii a sporocyst. Rozpory mezi vysledky jsou u miracidii v reakcich s lektiny
SBA, RCA, ConA a LTA podle potfadi specifickych pro N-acetyl-D-glukosamin, D-
galaktosu, D-mannosu/D-glukosu a L-fukosu. Sporocysty se neshoduji ve vysledcich u
lektini SBA, HPA a RCA.
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Tabulka 1: Glykosylace miracidii a sporocyst. Shrnuti péti studii.

S.mn. S.mr?> Ts.* T.0.° Ep.’
LEKTIN] Mir' | Spo® | Mir | Spo | Mir | Spo Mir Spo Spo
APA 0 ++ 0 0 0 0 0 0 -
BSA 0 0 0 0 - ++ 0 0 -
Con-A ++ ++ - ++ - ++ + + ++
DBA 0 0 0 0 0 0 + - 0
ECA 0 0 0 0 0 0 + - 0
HPA 0 - 0 0 - + - - +
LCA 0 ++ 0 0 - ++ 0 0 ++
LFA + 0 0 0 0 0 0 0 0
LPA + 0 0 0 0 0 0 0 0
LTA 0 0 0 0 ++ - - - 0
MAA 0 - 0 0 0 0 0 0 +
PNA ++ ++ ++ - + ++ + + ++
PSA 0 0 0 0 - ++ 0 0 0
PWM 0 ++ 0 0 0 + 0 0 -
RCA-I 0 0 ++ - - + + - 0
SBA 0 ++ 0 0 - + + - +
UEA-I 0 + 0 0 - + 0 0 -
WGA + ++ I ++ ++ + + +

Motolice: S.mn. — Schistosoma mansoni; S.mr. — Schistosoma margrebowiei; T. s. — Trichobilharzia szidati;
T.o. — Trichobilharzia ocelata; E.p. — Echinostoma paraensei; Mir — miracidium; Spo — sporocysta

Lektiny: ++ silna reakce, + slaba reakce, -Zidné reakce, 0 netestovano; V pfipadé miracidii jsou v tabulce
zaznamenany pouze reakce mezibuné&nych valt.

Citace: 'Coles a kol.,1987; *Uchikawa a Loker, 1991; *Daniel a kol., 1991; *“Horak a kol.,1997a ; *Gerhardus a
kol., 1990.

Echinostoma paraensei

V pokusech s in vitro transformovanymi sporocystami byla zjiSténa pozitivni specificka vazba
se sedmi lektiny zjedenacti testovanych. Silnd reakce byla zaznamendna s lektiny
specifickymi pro D-galaktosu (PNA), pro D-mannosu/D-glukosu (LCA, ConA) a N-acetyl-D-
glukosamin (WGA).

Slaba reakce byla pozorovana u lektini specifickych pro galaktosamin (HPA, SBA) a N-
acetylmuramovou kyselinu (MAA). Zadna reakce nebyla pozorovana u lektint specifickych
pro L-fukosu (UEA-I, APA) (Uchikawa a Loker, 1991).

Z porovnani vsech pfedchozich vysledki vyplyva skute¢nost, Ze miracidia Trichobilharzia

szidati, Schistosoma mansoni a Schistosoma margrebowiei maji, 1ze-li soudit z dostupnych

dat, dosti rozdilny sacharidovy povrch. Jedinym spoleénym sacharidem se zda byt
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pravdépodobné D-galaktosa prokazana pomoci lektinu PNA. Dostupna data jsou vSak zna¢né
neuplna.

Sporocysty vSech dosud studovanych druhG (Echinostoma paraensei, Schistosoma
margrebowiei, Schistosoma mansoni a Trichobilharzia szidati) vykazuji shodné reakce
s lektiny ConA, WGA (specifita pro D-mannosu/D-glukosu, N-acetyl-D-glukosamin).
S vyjimkou Schistosoma margrebowiei (netestovano) reagovaly tyto druhy i s lektinem LCA,
specifickym pro D-mannosu/D-glukosu. Z dostupnych dat o glykosylaci sporocyst vsak nelze

urcit sacharidy specifické pro ¢eled’ Schistosomatidae a ¢eled’ Echinostomatidae.

2.4.4. Zmény v glykosylaci cerkarie a nasledujicich stadii

Cerkarie je larvalni stadium uvoliiyjici se z plze — prvniho mezihostitele — u vétsiny druha do
vodniho prostfedi. Cerkarie bud’ pénetruje do nasledujiciho hostitele, a v ptipad¢ Celedi
Schistosomatidae se vyviji v dospélého jedince pres stddium zvané schistosomula, nebo po
penetraci  do nasledujiciho  mezihostiteli tvofi metacerkarie, tj. klidova stadia
(Echinostomatidae). Dal$i variantou vyvoje je encystace cerkarie rovnou ve vné€j$im prostredi
(Fasciolidae). Cekarie penetrujici do hostitele odhazuji ocasek, jeho glykosylace tedy neni pro
naSe potfeby i vzhledem k imunitni odpovédi hostitele podstatna (Samuelson a Caulfield,

1985 citace dle Nanduri, 1991).

Schistosoma mansoni
V pokusech na cerkariich Schistosoma mansoni, v nichz se zvlast hodnotilo télo a zvlast’
ocasek cerkarie, byla zjisténa silna reakce téla s lektiny vazajicimi N-acetyl-D-glukosamin
(WGA), D-mannosuw/D-glukosu (ConA), N-acetyl-D-galaktosamin (SBA, HPA, WEFA, BS-II)
a D-galaktosu (RCA). Naopak Zadna reakce na téle nebyla pozorovana pii pouZiti lektind
vazajicich D-galaktosu (PNA) a L-fukosu (LTA, UEA-I). Na ocasku cerkarii nebyla
pozorovana reakce u Zadného z téchto lektint (Linder, 1984). Nanduri (1991) za pouZiti mirné
odlisné metodiky dokumentuje pozitivni reakci téla cerkarii s lektinem LTA. Tento vysledek
neni do tabulky 2 zahrnut.

Studie schistosomul tohoto druhu ukazuji na pfitomnost D-mannosy (ConA), D-
galaktosy (RCA), L-fukosy (LTA, UEA), N-acetyl-D-galaktosaminu (SBA, PNA, DBA) a N-
acetyl-D-glukosaminu (WGA) (Andrew a kol., 1983). |
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Schistosoma margrebowiei

Cerkarie Schistosoma margrebowiei vézaly pouze lektiny specifické pro L-fukosu (APA).
Zadna reakce cerkarii nebyla pozorovana s lektiny specifickymi pro D-galaktosu (RCA,
PNA), D-mannosu/D-glukosu (ConA) a N-acetyl-D-glukosamin (WGA). U tohoto druhu byla
také prokazana rozdilna glykosylace u stadia cerkarie a schistosomuly (Daniel a kol., 1991).

Pro malé mnozZstvi testovanych lektinu neni tato studie zahrnuta v tabulce 2.

Trichobilharzia szidati

Silné€ pozitivni reakce v pokusech s cerkariemi byly ziskany s lektiny specifickymi pro D-
mannosu/D-glukosu (PSA), D-galaktosu (RCA) a L-fukosu (LTA, UEA-I), kde stejné
reagovalo télo i ocasek cerkarie. V ptipadé lektinu specifického pro N-acetyl-D-glukosamin
(WGA) reagovalo silné pouze télo cerkarie, ocasek nereagoval viibec. Slabsi reakce téla i
ocasku byla zjiSténa v pripadé N-acetyl-D-glukosaminu (PWM) a D-mannosy (LCA).
V piipadé N-acetyl-D-galaktosaminu (SBA) se lektin vazal slabé, a to pouze na télo (Horak,
1995).

K in vitro transformovanym schistosomulam se silné vazalo pét lektini; $lo o lektiny
inhibovatelné pomoci D-mannosy (PSA, ConA), N-acetyl-D-glukosaminu (WGA), D-
galaktosy (PNA) a L-fukosy (UEA-I, LTA). Slabou reakci vykazovaly lektiny se specifitou k
N-acetyl-D-glukosaminu (PWM) a D-galaktose (RCA-I).

Schistosomuly pochazejici z kiize my$i reagovaly silné pouze s lektinem specifickym
pro L-fukosu (UEA-I, LTA), slabéji pak pro D-mannosu/D-glukosu (ConA, PSA), N-acetyl-
D-glukosamin (WGA), D-galaktosu (PNA, RCA-I). Schistosomuly z plic my$i po péti a vice
hodinach uZ nereagovaly s Zadnym z lektin. Podobna byla situace i u schistosomul z kachen.
V kuzi slab€ reagovaly lektiny pro D-mannosu/D-glukosu (ConA, PSA), pro N-acetyl-D-
glukosamin (WGA, PWM, BS-II), D-galaktosu (RCA-I, PNA), N-acetyl-D-galaktosamin
(SBA, HPA) a L-fucosu (LTA, UEA-I). S povrchem schistosomuly izolované po péti dnech z
plic slab&é reagovaly pouze lektiny specifické pro D-mannosuw/D-glukosu (Horak a kol.,
1997a). Je patrné, Ze larvy transformované in vivo maji vice redukované sacharidové epitopy
nezZ larvy transformované in vitro. Tyto rozdily jsou patrné z tabulky 2.

Tyto studie prokdzaly béhem transformace cerkarii in vitro Caste€nou redukci
sacharidovych slozek glykokalyxu (Horak a kol., 1997a). Potvrdila se i moZnost vyuZiti
lektini jako markerti transformace. Konkrétné béhem transformace Trichobilharzia szidati

v schistosomulu se za¢inaji na povrchu Cervii objevovat sacharidy rozpoznatelné pomoci
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ConA a PNA. Naopak z povrchu cerkarii 7. szidati mizi sacharidy rozeznatelné pomoci LCA
(Horak, 1995).

Echinostoma revolutum

Nasledujicich pét druhd pochazeji ze shodného mezihostitele kterym je L. stagnalis. Popis
glykosylace stadii nasledujicich po cerkariich vSak neni k dispozoci.Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 3.

Cerkarie tohoto druhu silné reagovaly s lektiny, jejichZ inhibitorem je D-galaktosa
(PNA, RCA), N-acetyl-D-glukosamin (WGA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, SBA).
Reakce s lektiny specifickymi pro L-fukosu (TPA), D-mannosw/D-glukosu (PS4, LCA,
ConA) a N-acetyl-D-glukosamin (BS-II) byly negativni (Hordk a Mikes, 1995).

Paryphostomum sp.

Cerkarie Paryphostomum sp. reagovaly s lektiny jejichZ inhibitorem je D-galaktosa (PNA,
RCA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, SBA), tedy podobné jako v ptipadé¢ Echinostoma
revolutum (viz tabulka 3). Navic je zde slab$i reakce s lektinem specifickym pro D-
mannosu/D-glukosu (PSA) (Horak a Mikes, 1995).

Echinoparyphium aconiatum

Cerkarie dal$iho druhu z ¢eledi Echinostomatidae maji na svém povrchu pravdépodobné D-
mannosw/D-glukosu (viz reakce s PSA, LCA, ConA), N-acetyl-D-glukosamin (WGA, BS-II)
a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, SBA). Reakce s ostatnimi lektiny byly negativni (Horak a
Mikes, 1995).

Hypoderaeum conoideum

Cerkarie tohoto druhu reagovaly s lektiny specifickymi pro D-mannosu/D-glukosu (ConA),
N-acetyl-D-glukosamin (WGA, BS-II), N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, SBA) a D-galaktosu
(PNA) (Horak a Mikes, 1995).

Diplostomum pseudospathaceum

Dle studie Hordka a Mikese (1995) reaguji cerkarie Diplostomum pseudospathaceum silné
s lektiny, jejichZ inhibitory jsou N-acetyl-D-glukosamin (WGA), D-galaktosa (PNA), a N-
acetyl-D-galaktosamin (HPA, SBA), slabé&ji s lektinem specifickym pro D-mannosu/D-
glukosu (PSA).
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Tabulka 2: Glykosylace cerkarii a schistosomul. Shrnuti péti studii.

T. szidati S. mansoni T. regenti
'Cerkarie | “Schistosomula | *Cerkarie | *Schistosomula | Cerkarie | Schistosomula

Télo/ Invitro5h/ Télo/ My$1h Télo/

LEKTIN| Ocas Kachna 12 h Ocas Ocas
BS-II -/- -/+ +/- 0 0 0
ConA -/- ++/+ +/- + + +
DBA 0 0 -I- + 0 0
HPA -/- -1+ +/- 0 0 0
LCA +/+ -/ 0 0 0 0
LTA ++/++ ++/+ -/- + 0 0
PNA -1- ++/+ -I- + 0 0
PSA ++[++ ++/+ 0 0 ++ +
PWM +/+ +/+ 0 0 0 0
RCA-I ++/++ +/+ +/- + 0 0
SBA +/- -1+ +/- + 0 0
UEA-I ++/++ ++/+ -/- + + -
WGA ++/- ++/+ +/- + 0 0
WFA 0 0 +/- 0 0 0

Lektiny: ++ silna reakce, + slaba reakce,tvelmi slaba reakce, -Zadna reakce, 0 netestovano
Citace: 'Horak a kol., 1997a; 2Horék, 1995; 3Linder, 1984; *Andrew a kol.,1983; °Blazova a Horék, 2005.

Tabulka 3: Porovnani cerkarii sedmi druhi motolic pomoci lektinovych prob. Shrnuti tii
studii.

LEKTIN T.s.%°
BS-II
ConA
HPA
LCA
LTA
PNA
PSA
PWM

RCA-I
SBA

UEA-I
WGA
TPA

e lelt|tlolr Elo| 11]+] 8
Atleltls o] [t]e] 1] 1]H]R
tle|+ | o\t ot |1t £|R

Dpz
+.'_
0
+_|_
+
0
++
0
H

ol+| |+|+|Tla| | [o|+|+|T]3
AtleltE|el | Ele] || | R

TIEE | F | E

Lektiny:++ silna reakce, + slabé reakce,+velmi slaba reakce, -24dna reakce, 0 netestovano.
Motolice: S.m. — Schistosoma mansoni; T.s — Trichobilharzia szidati; E.r. — Echinostoma revolutum; P.sp —

Paryphostomum sp.; H.c. — Hypoderaeum conoideum; E.a. — Echinoparyphium aconiatum; D.p. —Diplostomum
pseudospathaceum

Citace: ' Linder, 1984; > Horak a Mikes, 1995; * Horék a kol., 1997
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Z porovnani vysledki =ziskanych na cerkariich vyplyva, Ze zastupci Celedi
Schistosomatidae (Trichobilharzia szidati a Schistosoma mansoni) reagovali shodn¢ s péti
z deseti lektinii testovanych u obou druhd. Byly to lektiny specifické pro N-acetyl-D-
glukosamin (WGA, PWM), D-galaktosu (RCA, PNA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA).

Jmenované druhy z Celedi Echinostomatidae (Echinostoma revolutum, Paryphostomum
sp., Hypoderaeum conoideum a Echinoparyphium aconiatum) se shodovaly pouze u tfech
zdeseti spoleéné testovanych lektind. Tyto lektiny byly specifické pro N-acetyl-D-
galaktosamin (HPA, SBA) a L-fukosu (TPA). Tyto vysledky nasvéd¢uji jistym rozdilnostem
na urovni rodu v ramci jedné ¢eledi.

Porovnanim druhli Trichobilharzia szidati a Diplostomum pseudospathaceum zjistime
shodu v péti lektinech z deseti. Témito lektiny jsou PSA, ConA, BS-1I, WGA a HPA.

Schistosomuly byly studovany pouze u druhti Trichobilharzia szidati a Schistosoma
mansoni. Z porovnani t&€chto druhi z jedné Celedi je patrna shoda reakce Sesti lektini ze

sedmi spole¢né testovanych. Témito lektiny byly WGA, UEA-I, RCA, LTA, PNA a ConA.

2.5. Antigeny lidskych schistosom

Vzhledem ke zna¢né silnému antigennimu piasobeni glykalyxu cerkarii ((Marikovsky,
Fishelson a Amon, 1988) je nutné tento pfehled doplnit o kratkou kapitolu vénovanou
vyznamnym, jiZ dobfe znamym schistosomnim antigenim (ptivodem nejen z glykokalyxu) a
cerkariové dermatitidé. Charakterizovat hlavni antigeny druhu 7. regenti a T. szidati se
pokousime v kapitole 4.3. této prace.

Antigenem vyvolavajicim imunitni reakci hostitele pfi nakaze lidskymi schistosomami
je napfiiklad glyceraldehyd-3 fosfat dehydrogenasa (GAPDH) asociovand s povrchem
dospélych Cervi a schistosomul. U schistosomul se t€Z vyskytuje imunogenni fosfoglycerat
kinasa (PGK) (Abath a Werkhauser, 1996). Dale pak N,N’-diacetyllactosediamin (LDN,
ptipadné LDN-F s navazanou fucosou) coZ je N-glykan exprimovany dospélymi Cervy
(Wuhrer a kol., 2005). Pak imunogenni Lewis X antigen z povrchovych glykoproteint
dospélych &ervii a mnoho jinych O-glykanu ¢i glykolipida. Ackoliv se s témito (LDN, Lewis
X) strukturami setkame i u ¢lovéka a jinych savct, ptitomnost Fucal-2Fuc elementu u téchto

struktur se zda byt specificka pro schistosomy a jim ptibuzné druhy (Hokke a Deelder, 2001).
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Za vyznamné antigeny a soucasné i kandidaty pro vyvoj vakciny proti schistosomose,
(jiz trpi celkové asi 200 miliond lidi) lze povazovat sedm struktur (viz Capron a kol., 1992).
Jednou je glutathion-S-transferasa, 28 kDa enzym, ktery se nachazi u dospélych jedinct
schistosom. Kandidatem je i paramyosin, 97 kDa svalovy protein pfitomny u schistosomul a
dospélych jedinci motolic, ktery byl recentné objeven i v postacetabularnich zlazach cerkarii
(Pearce a kol., 1988). Také irradiation-asociated vaccine (IrV-5) antigen, 62 kDa svalovy
protein piitomny u vSech stadii je vhodnym kandidatem. Dal$im je triosa-fosfat isomerasa, 28
kDa glykolyticky enzym vyskytujici se u vSech stadii na povrchu a u nékterych stadii i ve
sttevé. Adeptem je také asparaginyl peptidasa (Sm 23), membranovy a stfevni antigen o
velikosti 23 kDa, ktery je také pfitomny u vSech stadii. Dal§im antigenem je mastné kyseliny
vazajici protein (FABP), 14 kDa membranovy protein nalezeny u schistosomul. MoZnosti je
také vyuZiti povrchovych sacharidovych antigeni (Review viz Hokke a Deelder, 2001) pro
tvorbu anti-idiotypové vakciny (Taylor, 1994).

Antigeny stimulujici ¢asnou imunitni reakci v ptipadé Trichobilharzia regenti,
pivodce lidské cerkariové dermatitidy, by mohly byt, jak hypotetizuje Dvorak a kol. (2005),
cysteinové proteasy cerkariového plivodu a povrchové glykany asociované s lipidy ¢i proteiny
exprimované u riznych stadii parazita, véetné cerkarii [glykokalyx cerkarii motolic obsahuje
filamenta glykosaminoglykant, glykolipidd, polysacharidii a glykoproteini (Kemp a kol.,
1970)] a vajec. Jedna se tedy o stadia, se kterymi se mizZe hostitel opakované setkat.

Opakované infekce ptakii mohou za uréitych podminek vyustit aZ v rezistenci tohoto
kompatibilniho hostitele vii¢i infekci trichobilharziemi. Rozvoj efektivni imunitni odpovédi
viici ptacim schistosomam je ziejmé pticinou, pro¢ v pfirodé detekujeme tyto motolice spise u
mladSich ptaki (Guth a kol., 1979).

V piipadé infekce nekompetentniho hostitele (savce) vétSina paraziti hyne v kizi a

vznika tzv. cerkariova dermatitida.

2.5.1. Cerkariova dermatitida

Cerkariova dermatitida je ¢asto opomijené onemocnéni, o mechanismech infekce se vsak i
pfes vzrustajici zajem v poslednich letech mnoho nevi.

Jiz z pocatku dvacatého stoleti pochazeji prvni udaje o vyrazce, ktera se vyskytuje u
osob koupajicich se v ptirodnich vodnich nadrzich. Tato vyrazka byla zptisobena cerkariemi
riznych druhti ptaéich schistosom (Cort, 1928 citace dle Chamot a kol., 1998). O néco
pozdé&ji bylo objeveno, Ze vznik vyraZky je podminén senzibilizaci hostitele, ktera se vyviji

opakovanym kontaktem s pta¢imi schistosomami (Olivier, 1949 citace dle Chamot a kol.,
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1998). Cerkariova dermatitida se projevuje jako rychle nastupujici koZni zanét a je hlavnim

mechanismem likvidace paraziti zahy po priniku do hostitele (Chamot a kol., 1998).

Pocatek infekce se projevuje slabym svédénim, které se objevuje jiZ par minut po
penetraci cerkarii do hostitele. Zhruba do jednoho dne po infekci se dostavi velmi silné
svédéni a objevi se makuly a papuly. Tato vyraZka zmizi i bez 1é€by do dvou tydni, ale
pigmentové skvrny mohou pfetrvavat i n¢kolik mésict. U silnych infekci miiZze byt nakaza
doprovazena zvy$enou teplotou, edémy a zdufenim lymfatickych uzlin (Chamot a kol., 1998).
Primoinfekce vyvolava jen slabou imunitni reakci, ale i tak neni vétSina paraziti schopna
proniknout do krevniho fecisté ¢i perifernich nervii a pokratovat ve svém vyvoji. VéEtSina
paraziti hyne jiZ v kiZi hostitele. U T. regenti dosahne pouze cca 10 % z celkového poctu
schistosomul, které vniknou do kiize, CNS specifického hostitele (Hradkova a Horak, 2002).
Podrobné se mechanismim imunitni reakce nekompetentniho hostitele infikovaného druhem
T. regenti vénuje Koufilova a kol. (2004). V této praci bylo zji§t€éno, Ze se na vzniku
cerkariové dermatitidy u mysi podili koZni hypersensitivni reakce ¢asného, ale také pozdniho
typu. Antigeny podilejici se na vzniku t€chto reakci pochazeji nejspise z glykokylyx, pfipadné
jsou Zlazového pivodu. Blazova a Horak (2005) srovnavaji vyvoj 7. regenti v pfirozeném a

abnormalnim (nekompetentnim) hostiteli.
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2.6. Cile prace

Charakterizace sacharidovych epitopti cerkarii a transformovanych larev Diplostomum
pseudospathaceum a Sanguinicola inermis a definice lektinovych markerti transformace
téchto druhl. V ptipadé D. pseudospathaceum vyuziti této znalosti k vyhodnoceni vlivu
cerkariového cathepsinu L na svlékani glykokalyxu cerkarii D. pseudospathaceum.

Popis  ultrastrukturdlnich zmén béhem transformace cerkarii  Diplostomum
pseudospathaceum a Sanguinicola inermis se zaméfenim na povrchovou membranu

tegumentu.

Charakterizace sacharidovych epitopi cerkarii Echinostoma spiniferum, Echinostoma
revolutum, Trichobilharzia regenti, Trichobilharzia szidati, poptipadé i Trichobilharzia
franki a zhodnoceni vyuZzitelnosti téchto vysledkt pro druhovou determinaci uvedenych,
v néktrych ptipadech (T.regenti, T.szidati, T. franki) morfologicky obtiZzné odlisitelnych

druhd.
Zhodnoceni kvalitativnich zmén protilatkové odpovédi specifického hostitele v zavislosti

na trvani infekce druhem Trichobilharzia regenti a Trichobilharzia szidati. 1 okalizace

antigenu v téle cerkarii.
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3. MATERIAL A METODIKA

Sbér materialu v prirodé a laboratorni cykly motolic

Pro zajisténi dostatku materialu pro pokusy byli sbirani plzi ve vodnich nadrzich s idealnim
porostem makrofyt. Sbéry probihaly vokoli Veseli nad LuZnici (rybniky Svarcnberk,
Vikovsky rybnik, Velky Dubovc) ale i v okoli hlavniho mésta (Seberak, Labské ting, Kyjsky
rybnik, Hostavicky rybnik). Sbér byl zaméfen na mezihostitele sledovanych motolic, tedy na
zastupce Celedi Lymnaeidae (Lymnea stagnalis — mezihostitel druhdt Diplostomum
pseudospathaceum, Echinoparyphium aconiatum a Echinostoma revolutum. Radix
auricularia — mezihostitel druht Sanguinicola inermis a Trichobilharzia franki a R. peregra —
mezihostitel druhu Sanguinicola inermis). Déle na ¢eled’ Planorbidae (Planorbarius corneus —
mezihostitel druhu Echinostoma spiniferum). Celkem bylo vySetfeno 6300 plzd tfi roda
z deviti opakované navitévovanych lokalit.

Infikovani plZi v patentni periodé byli ponechani za laboratorni teploty jednotlivé ve

sklenéné nadobé s odstatou ¢istou vodou pod 70 W Zarovkou ¢&i pii pfirozeném osvétleni
alespoini po dobu jedné hodiny. Voda s cerkariemi byla odebrana a zbavena neistot. Cerkarie
byly zkoncentrovany pomoci centrifugace (1200 g po 3 min). U druhi, jeZ nelze snadno
zkoncentrovat pouze pomoci centrifugace (rod Trichobilharzia) se osvédCilo pouziti
alternativni metody:
Po cca hodinové expozici $neki na svétle, byl cely objem vody s cerkariemi prelit do bartiky
obalené, krom hrdla, alobalem. Bartika pak byla je$té na deset minut nasvicena a cerkarie,
migrujici k hrdlu za svétlem byly sbirany do 50 ml centrifuganich zkumavek. Zkumavky
byly nasledné ochlazeny pii —20 °C po dobu cca 15 minut, stoéeny v pfedem vychlazené
centrifuze (4 °C) pfi 16100 g/10 minut. Sedimentované cerkarie byly odebrany a pieneseny
do malé centrifugaéni zkumavky a opét sto¢eny ve vychlazené centrifuze pfi 16100 g po 10
minut. Sedimentované cerkarie byly dale vyuZity v pokusech.

Chov motolic druht Trichobilharzia regenti a T. szidati v laboratornich podminkéch je
jiZz v nasi laboratofi zaveden. PlZi Radix peregra z laboratornich chovi — chov v akvariich
s provzdu$iiovanou a filtrovanou vodou obohacenou CaCOj; krmeni hldvkovym salatem —
byli nakaZeni v priméru ¢tyfmi miracidii. Po cca 30 dnech zadinaji plzi vyluCovat cerkarie.
Do vody s 1000 — 2000 cerkariemi byla umisténa tyden stara kachiata Anas platyrhynchos {.
domestica na cca jednu hodinu. T. regenti se dale vyviji v kachn¢€ a po 22 dnech - kdyZ pocet
vaji¢ek motolic dosahuje maxima — je vypitvana jeji nasalni sliznice s vaji¢ky, z nichZ se ve
vodé uvolfiuji miracidia, opét pouzita k ndkaze plzi. T. szidati se v kachné vyvyji déle a
vzhledem k tomu Ze se jedna o visceralni druh, jsou vaji¢ka a z nichZ s¢ uvoliiujici miracidia

ziskavana z trusu kachen.
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Roztoky, pufry a lektiny

Rybi fyziologicky roztok
111 mM NacCl

5,3 mM KCl

1 mM CaCl

0,6 mM MgSO,
5 mM Hepes
pH73

Hepes pufr
10 mM Hepes

1 mM CaCl,
1 mM MnCl,
pH 7,8

Kakodylatovy pufr
Zasobni roztok:

A: 0,2 M roztok sodného kakodylatu (42,8 g Na(CH3) ,As0,.3H,0 v 1000 ml)
B: 0,2 M NaOH
Pro pH 7,4 : 50 ml A + 2,7 ml B doplnéné do 200 ml

Sodnofosfatovy pufr
Zasobni roztok:

A: 0,2 M roztok H,PO4 (27,8 g v 1000 ml)
B: 0,2 M roztok Na;HPOy4 (53,65 g NaHPO4.7H,0 nebo 71,7 g Na,HPO4. 12 H,O v 1000 ml)
PropH 7,8 : 8,5 ml A + 91,5 ml B doplnéné do 200 ml

Elektroforeticky SDS pufr
25 mM Tris

192 mM glycin
0,1% SDS
pH 8,3

Blotovaci pufr
Elektroforeticky SDS pufr

Metanol (vysledna koncentrace 20%)
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Ponceau
100 mg Ponceau Cerven

100 ml 1% kyseliny octové

Substratovy roztok (pro western-blotting)
20 ml TRIS-HCI pH 7,6

10 mg 3,3-diaminobenzidin
Tésné pted pouzitim ptidat 6 ul 30% H,0,

Bouinova fixaz
150 dild nasyceného vodniho roztoku kyseliny pikrové

50 dilu 40% formaldehydu

Tésné pred pouzitim 10 dilt kyseliny octové

TRIS-HCI pufr
20 mM TRIS-HCI

150 mM NaCl
pH 7,6

TRIS - Tween (T-Tw)
0,05% Tween v 20 mM TRIS-HCI pH 7,6

Pufrovany glycerol
1 dil pufru TRIS-HCI pH 7,6
1 dil glycerolu
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PouZité zkratky

BSA — bovine serum albumin

BCA - bicinchoninic acid

TEM - transmisni elektronova mikroskopie

GA - glutaraldehyd

T - Tw — 0,05 % Tween v 20 mM TRIS — HCI1 pH 7,6

Sacharidy
Fuc - L-fukosa

Gal - D-galaktosa

GalNAc - N-acetyl-D-galaktosamin
Glc - D-glukosa

GlcNAc - N-acetyl-D-glukosamin

Lac - laktosa

Man - D-mannosa

MetGlc - a-D-methylglukopyranosid
MetMan - a-D-methylmannopyranosid

Inhibitory proteas
E — 64 — Trans-epixysuccinyl-L-leucylamido ( 4 guanidino)-butan

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid
TLCK - Tosyl-lysin-chloromethylketon
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Tabulka 4: Seznam lektint pouzitych v pokusech a uvadénych v textu

LEKTIN PUVOD SPECIFITA INHIBITOR
APA* Asparagus pea Fucal- a -L-Fuc

BS-II Bandeiraea simplicifolia (GIcNAcB1-4), GlcNAc

ConA Canavalia ensiformis Manal-;Glecal- MetMan, MetGlc
DBA Dolichos biflorus GalNAca- GalNAc

ECL Erythrina cristagalli GalNAca- Lac

GSL-1 Griffonia simplicifolia GalNAca- Gal, GalNAc
HPA Helix pomatia GalNAca1-GalNAc- | GalNAc

JAC Artocarpus integrifolia GalNAca- GalNAc

LCA Lens culinaris . Manal-;Glcal- MetMan, MetGlc
LFA* Limax flavus Neu NAc Sialova kyselina
LTA, TPA Lotus tetragonolobus Fucal- 2Galp1- a-L-Fuc

MAA* Maakia amurensis NeuNAca- NeuNAc

PHA-E Phaseolus vulgaris Komplexni specifita | 0

PHA-L Phaseolus vulgaris Komplexni specifita | 0

PNA Arachis hypogaea Galp1-3GalNAc- Gal

PSA Pisum sativum Manal-;Glcal- MetMan, MetGlc
PWM Phytolacca americana (GlcNAcB1-4), oligo- GIcNAc
RCA-I Ricinus communis GalB1-4GlcNAc Lac

SBA Glycine max GalNAca,B1- GalNAc

SJA Sophora japonica GalNAca- GalNAc

UEA-I Ulex europaeus Fucal- 2GalBl a-L-Fuc

WGA Triticum vulgaris (GlcNAcB14), oligo- GIcNAc
WGA-suc Triticum vulgaris (GIcNAcB1-4), oligo- GlcNAc

Vysvétlivky k tabulce 4: Gal — D-galaktosa, GaINAc — N-acetyl-D-galaktosamin, Glc — D-glukosa, GlcNAc—
N-acetyl-D-glukosamin, Lac - laktosa, Fuc — L-fukosa, Man - D-mannosa, MetMan - a-D-
methylmannopyranosid, Neu Nac — sialova kyselina, MetGlc — a-D-methylglukopyranosid; *Lektiny pouZité
jinymi autory v pracich citovanych v kapitole 2.
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3.1. Charakterizace sacharidovych epitopi a povrchové ultrastruktury
larev Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis

Transformace cerkarii in vitro
Transformované larvy pro dal$i pokusy byly ziskavany pfevazné v systému in vitro, ktery
nevyZaduje usmrceni obratlovce a rychle poskytuje poZadované mnozstvi transformovanych
larev. Jako kontrola funkénosti tohoto systému $louzily larvy transformované in vivo.
Zkoncentrované cerkarie zbavené nelistot ve vodé byly vloZzeny do media L-15
Leibowitz (Sigma) v poméru 2 : 8 (pouzivano v piipadé S. inermis) ¢i do média RPMI
(Sigma) v poméru 1 : 9 (pouzivano v ptipadé D. pseudospathaceum) a inkubovany 24 hodin
pii teplot¢ 23 °C. Do obou médii byla pfidana antibiotika penicilin (100 IU/ml) a
streptomycin (100 pg/ml) (Sigma). Po 24 hodinach byly cerkarie proplachnuty v rybim

fyziologickém roztoku a pouzity k dal$im pokustim.

Transformace cerkarii in vivo
Jako kontrola, pro srovnani s larvami transformovanymi in vitro, slouzily larvy
transformované v pfirozeném systému in vivo.

Diplostomum pseudospathaceum: Kaprovita ryba (Cyprinus carpio & Carassius
auratus) o rozmérech 4-15 cm byla ponechana v nadobé s vodou acca 3000 cerkariemi
Cerstvé vyloucenymi z plZze Lymnea stagnalis v klidném a temném prostiedi po dobu 60
minut. Nasledné¢ byla ryba ptenesena do vody bez cerkarii a za dalSich 29 minut
dekapitovana. Kize ryby byla staZena, roztrhana na drobné kousky a v sitce vyrobené
z monofilu vlozena do rybiho fyziologického roztoku, v némz se do hodiny zacaly objevovat
transformované larvy — diplostomuly.

Sanguinicola inermis: 4 cm velky kapr (Cyprinus carpio) byl vloZzen do vody s cca
1500 cerkariemi uvolnénymi z plze Radix auricularia po dobu 60 minut, pak byl pfenesen do
nadoby bez cerkarii a za dalSich 60 minut dekapitovan. Vypitvana Zabra byla roztrhina a
v sitce z monofilu vloZena do rybiho fyziologického roztoku, z néhoz byly do hodiny a pul

pod mikroskopem vybrany transformované larvy.
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3.1.1. Charakterizace sacharidovych epitopi larev Diplostomum pseudospathaceum a

Sanguinicola inermis pomoci FITC znacenych lektinu

Vazba FITC zna&enych lektini na povrch larev motolic
K charakterizaci sacharidovych epitopi zkoumanych larev bylo vyuzito vazeb FITC-
znagenych lektint (Sigma, Vector, Molecular Probes).

Cerkarie ¢i transformované larvy v 10 mM Hepes pufru pH 7,3 s 1 mM CaCl,a 1 mM
MnCl, byly v temnu inkubovany 20 minut s lektiny (seznam lektini viz Tabulka 4)
v koncentraci 20 pug/ml a pii teplot€ 4 °C. Po této dobé byly Zivé larvy pieneseny na podloZni
sklicka a prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem (Olympus BX 51). Jako kontrola
slouzily larvy s lektinem, ke kterému byl pfidan specificky inhibitor (sacharid) o koncentraci

0,5 M. Pokusy byly minimalné tfikrat opakovany.
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Tabulka 5: Seznam lektini pouzitych v pokusech

LEKTIN SPECIFITA INHIBITOR
BS-II (GIcNAcB1-4), GlcNAc

ConA Manal-;Glcal- MetMan, MetGlc
DBA GalNAca- GalNAc

ECL GalNAca- Lac

GSL-I GalNAca- Gal, GalNAc
HPA GalNAca1-GalNAc- | GalNAc

JAC GalNAca- GalNAc

LCA Manal-;Glcal- MetMan, MetGlc
LTA, TPA Fuc&l- 2Galp1- a-L-Fuc

PHA-E Komplexni specifita | 0

PHA-L Komplexni specifita | 0

PNA GalB1-3GalNAc- Gal

PSA Manal-;Gical- MetMan, MetGlc
PWM (GlcNAcB1-4), oligo- GIcNAc
RCA-I Galp1-4GIcNAc Lac

SBA GalNAca,B1- GalNAc

SJA GalNAca- GalNAc

UEA-I Fucal- 2GalB1 a-L-Fuc

WGA (GlcNAcp1-4), oligo- GIcNAc
WGA-suc (GIcNAcB1-4), oligo- GlcNAc

Vysvétlivky k tabulce 4: Gal — D-galaktosa, GalNAc — N-acetyl-D-galaktosamin, Glc — D-glukosa, GlcNAc—
N-acetyl-D-glukosamin, Lac — laktosa, Fuc - L-fukosa, Man - D-mannosa, MetMan - «a-D-
methylmannopyranosid, MetGlc — a-D-methylglukopyranosid.

3.1.2. Imobilizace cerkarii riznych druhu motolic pomoci anestetika procain

Aplikace procainu k cerkariim riznych druhi

Fotografovani Zivych cerkarii je diky jejich znaéné pohyblivosti obtiZzné. Proto jsme hledali
latku ktera by cerkarie znehybnila, ale nezabila. Tyto vlastnosti ma kokain, ktery nam ale
nebyl dostupny. Vytipovali jsme tedy Procain Lééiva 1 % (Zentiva) coZ je synteticky ester

kyseliny p-aminobenzoové, pouZivany jako lokalni anestetikum s kratkodobym ucinkem.
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Procain byl aplikovan v riznych koncentracich (0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,05% a 0,025%)
k zivym cerkariim druhl E. aconiatum, T. regenti, T. franki a D. pseudospathaceum. Cerkarie
byly pozorovany pod svételnym mikroskopem (Olympus CX 21). Poté, co byla stanovena
minimalni davka potfebna k imobilizaci cerkarii, byl sledovan vliv procainu na
vyhodnocovani pokusti s lektinovymi probami. Sledovana byla sila reakce u intaktnich
cerkarii a u cerkarii inaktivovanych procainem. Byl sledovan vliv procainu na fluorescenéni
znaleni lektinti které je citlivé na posun pH k nizSim hodnotam. Pokusy byly opakovany
tiikrat.

3.1.3. Vliv cathepsinu L na penetraci cerkarii D. pseudospathaceum do hostitele a na

svlékani jejich glykokalyxu

Cathepsin L byl izolovan pomoci z;.ﬁnitm' a ionexové chromatografie z penetraénich Zlaz
cerkarii Diplostomum pseudospathaceum (Mike$ a Man, 2003). Jeho role se predpoklada pti
rozpoznavani hostitelskych tkani, pfi penetraci do hostitele a pfi odvrhovani glykokalyxu
cerkarii (Mikes a Horak, 2001; Mike$ a Man, 2003).

Migrace cerkarii Diplostomum pseudospathaceum kapti kuzi
Aby bylo mozné ovéfit predpokladanou ucast cathepsinu L na penetrace do hostitele bylo
zapotiebi vytvofit systém podobny piirozenym podminkam.

V pfipadé pouziti kapfi kiZe se jednd o migrace ex vivo. Na 50 ml centrifuga¢ni
zkumavku s rybim fyziologickym roztokem byla pfichycena ¢ast kiize o rozmérech 5x5 cm z
cca dvoukilogramového kapra ¢i 5 cm velkych zavojnatek. Na kGzi byly nakapany
zkoncentrované cerkarie Diplostomum pseudospathaceum a po dvé hodiny byl cely systém
ponechan pfi laboratorni teploté ve vlhké komiirce. Poté byl obsah zkumavky zcentrifugovén
a transformovanost ziskanych larev byla posouzena pomoci lektinovych markera

transformace (lektin RCA a Con-A). Pokus byl opakovan tfikrat pokazdé s novou kiizi.
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Migrace cerkarii Diplostomum pseudospathaceurmn W komurkou

Alternativni zplisob migrace in vitro nabizi migra¢ni komurka ve tvaru W. Komirka byla
rozdélena na dvé ¢asti pomoci 5% gelatinu (Serva) s 0,1 pl/ml kyseliny linolové (Sigma). Do
krajni Casti byly vloZeny zkoncentrované cerkarie Diplostomum pseudospathaceum a do
druhé krajni ¢asti byl aplikovan rybi fyziologicky roztok s pfidavkem glukosy. Larvy byly
dvé hodiny ponechiny v tomto systému a vysledek byl pozorovan pod svételnym
mikroskopem. Transformovanost larev byla posouzena pomoci markert transformace (lektin

RCA a Con-A).

Gelatin a kys.
linoleova

VT
i - Rybi fyziologicky roztok

' !
L ‘|<J' ’ 1 s glukosou
Cerkérie —r—'} | J ‘ ’ |
|
Lo : ‘ ! J

Ovéreni proteasové aktivity cathepsinu L na ¢ernobilém fotografickém filmu

Nosi¢€ citlivé vrstvy fotografického filmu exponovanim a vyvolanim zéerna a tuto vrstvu lze
pak snadno pouZit jako substrat pro priikaz proteolytické (gelatinolytické) aktivity. Na film
byly naneseny 3 pl purifikované proteasy o koncentraci 1,1 mg/ml a jako kontrola 3 pul pufru.
Film byl vloZen na 12 hodin do vlhké komurky v laboratorni teploté. Aktivita proteasy se

projevila jako prtihledné zlyzované misto v éerné Zelatinové vrstvé filmu.

Posouzeni vlivu cathepsinu L na svlékini glykokalyxu cerkarii Diplostomum
pseudospathaceum

Pro zjisténi, zda m4 tato proteasa vliv na svlékani glykokalyxu cerkarii, byl pouZit jednoduchy
pokus. Cerkarie ve 100 pl vody byly vystaveny plisobeni proteasy v mnozZstvi 1,1 — 3,3 ug po
dobu 30 az 120 minut na podloZznim skle. Po celou dobu pokusu byly cerkarie vizualné
kontrolovany pod svételnym mikroskopem. Jako kontrola slouZily cerkarie bez pfidavku
proteasy. Cerkarie pak byly inkubovény s lektiny a na zakladé reakci s lektinovymi markery
transformace (RCA, ConA) bylo posouzeno, zda méla proteasa vliv na odvrZeni glykokalyxu

cerkarii. Pokus byl tiikrat opakovan.
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Inhibice penetrace cerkarii Diplostomum pseudospathaceum

Podili-li se dana cathepsin L (Mike§ a Man, 2003) na penetraci cerkarii do hostitele, je
pravdépodobné, Ze zablokovanim jeho aktivity pomoci E-64 dojde k inhibici penetrace
cerkarii do hostitele. E-64 je Sirokospektry inhibitor cysteinovych proteas (Trans-
epixysuccinyl-L-leucylamido ( 4 guanidino)-butan) ktery jiZ byl jako inhibitor cathepsinu L
ve zminéné studii otestovan.

K pokusu byla pouzita kiize ze zavojnatek (cca 5 cm velké) zbavena Supin 1 veSkeré
svaloviny. KiZe byla 60 minut inkubovana v 100 aZz 500 uM inhibitoru proteas E-64 a poté
byla napnuta na 50 ml centrifugani zkumavku naplnénou rybim fyziologickym roztokem.
Zkoncentrované cerkarie s1 az 5 puM E-64 byly naneseny na tuto membranu a spolu
s kontrolou (kiZze inkubovana ve fyziologickém roztoku a cerkarie bez E-64) umistény do
vlhké komtrky. Po 120 minutach byl obsah zkumavky zcentrifugovan a pod mikroskopem
pozorovan vysledek penetrace. Pomoci lektinovych markeri bylo posouzeno, zda se jedna o

larvy transformované. Pokus byl tfikrat opakovan.

3.1.4. Ultrastrukturalni zmény tegumentu larev a povrchové membrany druhu

Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis

Nikaza ryb cerkariemi
Podobné jako pfi popisu povrchové glykosylace jsme se nevénovali pouze cerkariim ale i in
vivo a in vitro transformovanym larvam. Tyto larvy pro ultrastrukturalni pozorovani byly
ziskavany shodnym zpusobem jako pro pokusy s FITC znaenymi lektiny. Ultrastrukturalni
pozorovani vSak bylo rozSifeno o stddium pozdni diplostomuly neboli metacerkarie D.
pseudospathaceum a dospé€lce S. inermis. Tato stadia byla ziskavana nasledujicimi zpasoby:

Diplostomuly byly ziskavany z o¢ni ¢oky Carassius auratus. Kazda ze Ctyf pouZitych
zavojnatek (7 az 8 cm) byla po jednu hodinu exponovana v nadobé s vodou 60 cerkariim
Diplostomum pseudospathaceum. Po této dob€ byly ryby umistény ve vzduchovaném akvariu
a po osm tydni krmeny komeréné dostupnym krmivem. Po osmi tydnech byly ryby usmrceny
dekapitaci a z jejich oc¢i byly ziskany metacerkarie motolice Diplostomum pseudospathaceum
pro zpracovani na elektronovou mikroskopii.

Pro ziskani dospélca S. inermis byl kapr Cyprinus carpio exponovan ve vodé 500
cerkariim po dobu 60 minut. Tticet dni byl nasledné drzen ve vzduchovaném akvariu a krmen
komeréné dostupnym krmivem. Po 30 dnech byla ryba dekapitovana a do rybiho

fyziologického roztoku bylo vloZeno jeji srdce a Zabra. V bulbus arteriosus se vyskytuji
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dospéli Eervi a v zabrach vaji¢ka motolice. Vaji€ka z Zaber byla pouzita k infekci plzi Radix

peregra. Plzi by po dal$im mésici méli vyluCovat cerkérie S. inermis.

Fixace materidlu
Pro ziskani ultrastrukturalnich dat, konkrétné pro zhodnoceni zmén na povrchovych
membranach b&hem transformace, jsme pouzivali standardni metody transmisni elektronové
mikroskopie.
Cerkarie ¢i transformované larvy byly fixovany v 2,5% glutaraldehydu (Sigma) v 400
mM Hepes pufru pH 7,6 s 150 mM NaCl a 1% taninem (Sigma) 2 -12 hodin pfi teploté 4 °C.
Larvy pak byly postfixovany v 1% OsO4 v 300 mM Hepes pufru pH 7,6 po 1 hodinu pii
laboratorni teploté (modifikovana metodika dle Horaka a kol., 1997b).
Alternativni fixace:
e 25% glutaraldehyd (GA) v 0,05 M sodnofosfatovém pufru (pH 7,3) s4%
sacharosou. V 4 °C pies noc. Postfixace 1% OsO4 ve vodé po 1 hodinu (Wiest,
Kossmann a Tartakov, 1989).
e 3% GA v 0,1 M sodném kakodylatovém pufru. V 4 °C po 2 hodiny. Postfixace
1% OsO4 1 hodinu v daném pufru (Gobel a Pan, 1985).
e 25% GA v 0,1 M sodném kakodylatovém pufru (pH 7,4) po 1 hodinu, 12 hodin
promyvat pufrem, postfixace 1% OsO4 v pufru 30 minut (Yoshino a Laursen,
1995).
o 2% paraformaldehyd v 0,1 M sodném kakodylatovém pufru (pH 7,4) po 1 hodinu,
12 hodin promyvat pufrem, postfixace 1% OsO4 v pufru 30 minut (Yoshino a
Laursen, 1995).

Zalévani materialu

Material po fixaci byl propran v pufru, odvodnén etanolovou fadou (50% - 15 minut, 70% -
30 minut, 80% - 15 minut, 96% - 15 minut, 100% — 15 minut). Dal$i dehydratace probéhla
ve 100% acetonu (3 x 15 minut). Nasledovalo prosycovani zalévaci pryskyftici Poly/Bed 812/
Araldite 502 (Polysciences, Inc) fedéné 100% acetonem - pfipravené dle navodu od vyrobce,
a nasledné prevedeni do &isté pryskyfice. Cista pryskyfice byla po 12 hodinach tiikrat
vyménéna. Poté byl vzorek v pryskyfici zalit do formy a nechan polymerovat 48 hodin pti
teploté 65 °C.
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Rezani materiglu
Rezani blokd na polosilné fezy 0,5-0,9 pum na ultramikrotomu bylo zadévano pracovisti
ELMI pii PaU AVCR v Ceskych Budg&jovicich. Ultratenké fezy nebylo idajné mozné fezat

z divodi ptfitomnosti vapenatych télisek.

3.2. Vyuziti FITC znacenych lektinti k druhové determinaci

morfologicky tézko rozliSitelnych druhu motolic

Druhova determinace cerkarii pomoci FITC znaé¢enych lektind
Cerkarie ptaCich schistosom jsou téZko rozliSitelné. Chetotaxe, pomoci které se zdaji tyto
cerkarie odlisitelné (Podhorsky, osobni sdéleni), je znaéné naro¢nou metodou a vysledky jsou
Casto obtizné reprodukovatelné a interpretovatelné. Cerkarie dvou druhd rodu Echinostoma
(E. spiniferum a E. revolutum) které jsou rozlisitelné pomoci intravitalniho barveni slouzily
pro porovnani.

Pro druhovou determinaci cerkarii ptacich schistosom jsme paralelné srovnali reakce
FITC znacenych lektini s glykokalyxem tii drubhlG (7richobilharzia szidati, T. regenti a T.
franki). Pokusy probihaly shodné jako v kapitole 3.1. Stejné tomu bylo v pfipad€é kontrol.
Diraz byl kladen na zhodnoceni rozdilt mezi druhy a na nalezeni lektinu, pomoci které¢ho

bude mozné jednoznaéné tyto druhy cerkarii béhem pul hodiny odlisit.

3.3. Zmény protilatkové odpovédi specifického definitivniho

hostitele v prubéhu infekce T. regenti a T. szidati

Imunitni reakce nespecifickych hostiteld proti ptac¢im schistosomam je v souvislosti
s cerkariovou dermatitidou aktivné studovana. Nic se ale nevi o protilaitkové odpovédi
specifického hostitele. Pokusy tedy sméfovaly k nalezeni antigeni ptaCich schistosom

navozujicich protilatkovou odpovéd’ u experimentalné infikovanych kachen a jejich lokalizaci

v téle cerkarii.

Imunizace kachen
Pro ziskani kachnich krevnich sér s vysokou hladinou nespecifickych imunoglobulint
(kontrolni sérum) byla kachna (Anas platyrhynchos f. domestica) od druhého tydne Zivota

imunizovana praseéim 7y-globulinem (Sigma 62512-106) ve Freundové nekompletnim
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adjuvans (Sigma). V intervalech dvou tydni bylo celkem 3x podkoZné aplikovano po 150 ug
prase¢iho y-globulinu.

Pro zisk krevnich sér z opakované infikovanych kachen byla tyden stara kachiata
nakazena tfikrat v tydennich intervalech cerkariemi Trichobilharzia regenti. Davka cerkarii
musela byt dostate€né€ nizka (odpovidajici cca 200 cerkariim), aby nedo$lo k ochrnuti kachen,
jedna se totiZ o nazalni neuropatogenni druh. Po tydnu od posledni infekce byl kachnam
odebran cca 1 ml krve zvena metatarsalis superficialis medialis externa, ktera byla
zpracovana na sérum pro dal$i pokusy.

Krev jednorazové infikovanych kachen (7. regenti a T. szidati) byla odebirana
v tydennich intervalech zvena metatarsalis superficialis medialis externa &i pouze po
dokonceni cyklu z kréni tepny. Krev byla odebirana i kachnam, které v dusledku infekce T.
regenti ochrnuly. '

Krev se nechala koagulovat 1 hodinu pti 37 °C, poté byla zcentrifugovana (1000 g po

dobu 5 minut) a ziskané sérum bylo zamraZeno pfi —20 °C.

Priprava materialu (proteinu) na elektroforesu v polyakrylamidovém gelu

Cerkarie vyloucené z plze byly zkoncentrovany (viz 3.1.), z centrifugacni mikrozkumavky
byla odebrana voda a nahrazena 20 mM TRIS-HCI pufrem se 150 mM NaCl. Nasledovalo
stoCeni pfi 16100 g po dvé minuty a zbaveni piebytku pufru. Cerkarie byly sonikovany
pomoci piistroje VIBRA CELL 3 x 30 sekund pifi amplitudé 60. K dal$imu pouZiti slouzil
bud’ takto pfipraveny homogenat, nebo se tento homogenat centrifugoval ve vychlazené
centrifuze (4 °C) 16100 g po deset minut a vznikly supernatant byl odebran a opét
centrifugovan. Supernatant i pelet z cerkarii byl samostatné zamraZen pfi 70 °C. K materialu

byly pridany inhibitory proteas E-64 (10 uM), TLCK (100 uM) a EDTA (10 uM).

Méreni koncentrace proteinu

Pro méfeni koncentrace proteinu byl pouzit BICINCHONINIC ACID (BCA) PROTEIN
ASSAY KIT (Sigma) dle navodu od vyrobce v 96-ti jamkovych mikrotitranich desti¢kach
s plochym dnem. Kalibra¢ni fada byla vytvofena z 1 mg/ml zasobniho roztoku BSA (Sigma).

Ziskana data byla dale zpracovana v programu Standard Curves ¢i Excel.
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Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

Pro elektroforetickou separaci proteinti homogenatu cerkarii v redukujicim vzorkovém pufru
(supernatant a pelet po centrifugaci ¢i kompletni protein bez centrifugace) byl pouzZit 12%
polyakrylamidovy gel o tloustce 0,75 mm (na aparatufe Owl 1,6 mm). Déleni proteinu
probihalo vertikaln€ na aparatufe Mini Protean IlI (Bio-Rad) — 50 pg celkového proteinu na

2D hieben &i na aparatufe Owl (Owl scientific) — 500 ug celkového proteinu na 2D hieben.

Blotting

Proteiny po elektroforetické separaci byly pfeneseny na nitrocelulosovou (NC) membranu
(Serva) ¢i na PVDF membranu (Bio-Rad) pomoci pfistroje Semi-dry transfer cell (Bio-Rad)
za konstantniho proudu 1 mA/cm® po 90 minut. Pro do¢asné obarveni NC membrany byla
pouZita Ponceau Cerveni. Pro barveni gelu ¢i pro trvalé barveni PVDF membran byla pouzita
Coomasie Brilliant Blue R — 250.

Membrana pro Western blotting byla rozfezana na cca 4 mm S§iroké prouzky,
blokovana v 5% odtu¢néném mléce Blotting Grade Blocker Non-fat Dry Milk (Bio-Rad)
v 0,05% Tweenu v 20 mM TRIS-HCI se 150 mM NaCl (déle jen T-Tw) po dobu 60 minut pfi
laboratorni teploté. Poté byla membrana promyta 3 x 5 minut v T-Tw. Nésledovala inkubace s
testovanymi krevnimi séry infikovanych kachen v fedéni 1 : 50 aZ 1 : 20 po jednu az tfi
hodiny a pak promyti v T-Tw (3 x 5 minut). Nasledovala inkubace se sekundarnimi kozimi
protilatkami znaCenymi peroxidasou (KPL) v fedéni 1 : 1000 aZ 1 : 500. U vSech inkubaénich
kroki bylo pouzito 5 mg/ml laminarinu (Sigma) pro zablokovani nespecifickych reakci
(Horak a kol., 1997b). Po opakovaném promyti (3 x 5 minut v T-Tw) byla barevna reakce
vyvolana inkubaci v substratovém roztoku s diaminobenzidinem a zastavena destilovanou
vodou. Pro citlivéjsi detekci byla pouzita sada Opti-4CN Substrate kit (Bio-Rad) ¢i Super
Signal West Pico Chemiluminiscent Substrate kit (Pierce). U téchto metod byly dodrzovany
navody od vyrobce, k posledni zmifiované metodé byl pouzit fotograficky hyperfilm
(Amersham Biosciences). Délka expozice byla jedna a dvé minuty. Pokus byl v v kompletnim
rozsahu opakovan dvakrat na NC a PVDF membrané. Dil¢i vysledky byly ziskany na NC
membané.

Je-1li néktery z nalezenych antigenu glykosylovany, mohl by pochazet z glykokalyxu.
Glykosylaci antigenii jsme zjiStovali pomoci ligand blotu s lektiny které reaguji s povrchem
cerkarii tohoto druhu (WGAy,, PSA, LCA, UEA-I, LTA).

Nitrocelulosova ¢i PVDF membrana byla rozfezana na prouzky, blokovana 5% BSA

(Sigma) v T-Tw po dobu 60 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla membrana promyta 3 x 5
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minut v T-Tw. Nasledovala inkubace s biotinylovanymi lektiny o koncentraci 10 azZ 20 pg/ml
a kontrolou (lektiny s pfidavkem 0,5 M sacharidového inhibitoru). Po jedné hodiné
nasledovalo promyti v T-Tw (3 x 5 minut) a hodinova inkubace s peroxidasou znaCenym
streptavidinem (Streptavidin peroxidase polymer, Sigma) viedéni 1 : 1000. Lektiny i
streptavidin byly fedény na pozadovanou koncentraci v 1% BSA. Po opakovaném promyti (3
X 5 minut v T-Tw) byla barevna reakce vyvolana inkubaci v Opti-4CN Substrate kit (Bio-
Rad). Tento pokus byl z divodu nedostatku materialu opakovan pouze dvakrat.

Imunohistochemie

Cerstvé uvolnéné cerkarie z plZze Radix peregra byly fixovany Bouinovym roztokem (Denguy
a Gabius, 1993) a =zality do hydrofébni glykolmetakrylatové pryskytice JB-4 Plus
(Polysciences, Inc.) dle niavodu vyrobce do Zelatinovych kapsli. S vyuZitim mikrotomu
(Finesse ME, Shadon Scientific Limited) byly pfipraveny 4 um silné fezy. Tyto fezy byly
vypnuty na kapce destilované vody na dikladné odmasténych podlozZnich skli¢kach. Sklicka
byla ponechiana na histologické plotynce, kde doSlo k vysuSeni vody a pfilnuti fezu
k podloznimu skli¢ku.

Rezy byly blokovany 2% roztokem BSA v 20 mM TRIS-HCI se 150 mM NaCl pufru
pH 7,6 Sedesat minut a nasledné inkubovany s krevnimi séry infikovanych kachen v fedéni 1 :
50 az 1 : 20 opét jednu hodinu. Rezy pak byly jemné& vyprany ve stejném pufru a osuseny.

Takto upravené fezy byly dale inkubovany se sekundarnimi FITC znaCenymi
kachnimi protilatkami (KPL) v fedéni 1 : 1000 az 1 : 500, dvakrat promyty v pufru, osuSeny a
pod kapkou pufrovaného glycerolu prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem (Olympus
BX 51). U vSech inkubaénich krokid byl pouzit laminarin (5 mg/ml) (Sigma) pro zablokovani
nespecifickych reakci, konkrétné pro zablokovani vazby protilatek (glykosylovanych Ig) na
cerkariovy lektin (Horak a kol., 1997b). Pokus byl tfikrat opakovan.
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4. VYSLEDKY

4.1. Charakterizace sacharidovych epitopi a povrchové ultrastruktury

larev Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis

4.1.1. Charakterizace sacharidovych epitopi larev pomoci FITC znadenych lektinu

Diplostomum pseudospathaceum

Zivé cerkarie D. pseudospathaceum reagovaly slektiny se specifitou pro N-acetyl-D-
glukosamin (WGA, DBA), N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, PNA, GSL, SBA, RCA-I a JAC)
a D-mannosu/D-glukosu (ConA).

Télo larev transformovanych in vitro reagovalo s lektiny specifickymi pro N-acetyl-D-
glukosamin (WGA, DBA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, PNA - viz obrazek 11, GSL,
SBA, JAC a slabé RCA-I).

Larvy transformované in vivo reagovaly slektiny se specifitou pro N-acetyl-D-
glukosamin (WGA, DBA) a N-acetyl-D-galaktosamin (HPA, GSL a JAC). Ke kazdému
testovanému lektinu byla pfifazena negativni kontrola se specifickym inhibitorem daného
lektinu. Inhibice se nezdafila u lektinG GSL a JAC.

Na zéklad¢ téchto vysledkt jsme urcili tfi lektiny jako markery transformace. Tyto
lektiny reagovaly rozdilné s cerkariemi a s diplostomulami v systému in vitro i in vivo. Jsou to
lektiny SBA, RCA-I a ConA.

Jak je patrné z obrazkia 6 az 9, jsou reakce lektinii u tohoto druhu velmi rozmanité.
S lektinem ECL reaguje slabé pouze ocasek cerkarie, slektinem SBA reaguje pouze télo
cerkarie. V pfipadé GSL jde také jen o reakci téla, ale doprovazenou svlékanim glykokalyxu
cerkarie. Celé télo i ocas cerkarie reaguje shodné s lektinem PNA. Reakce PNA je dokonce
doprovazena silnou aglutinaci (viz obrazek 10) cerkarii..

Cerkarie s navazanym FITC lektinem nejevi v pufrovaném prostfedi Zadné znamky
,nespokojenosti“. N&které lektiny vSak stimulovaly cerkarie ke svlékani glykokalyxu. Tyto
larvy se snazily mechanicky naru$it a odvrhnout glykokalyx a postupné se ho smérem od
hlavového organu zbavit. Toto nas rovnéZ privedlo na myslenku otestovat zapojeni Zlazového
cathepsinu L v tomto procesu.

V tabulce 6 jsou zaneseny kromé naSich vysledki i vysledky na cerkariich D.
pseudospathaceum, které jiZ byly publikovany jinymi autory. Z porovnani vysledki je patrné,
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Ze se s naSimi rozchazeji pouze v piipadé lektinu ConA specifického pro D-mannosu/D-

glukosu a v pripadé PNA specifického pro N-acetyl-D-galaktosamin.

Obrazek 6: Cerkérie D. pseudospathaceum Obrizek 7: Cerkérie D. pseudospathaceum
lektin ECL,zvétSeno 100x. lektin GSL, svlékani glykokalyxu, zvét§eno 100x.

Tabulka 6: Porovnani glykosylace tegumentu tél cerkarii a diplostomul D.

pseudospathaceum
LEKTIN | Cerkarie' | Cerkarie In vitro In vivo
diplostomula | diplostomula
PWM 0 - - 0
WGA ++ + + +
DBA 0 + + +
BS-II - - - 0
LTA - - - -
UEA-I 0 - - -
HPA ++ ++ ++ ++
PNA ++ + + -
GSI! 0 ++ ++ +
SBA ++ + + -
[H 0 - - -
RCA-I ++ ++ + -
JAC! 0 ++ ++ ++
T - + - -
PHA-E 0 - - -
PHA-L 0 - - -

Lektiny: ++ silnd fluorescence; + slaba fluorescence; + velmi slaba fluorescence; - Zadna fluorescence; 0
netestovano; ! nespecificka reakce; Modra — specifita pro N-acetyl-D-glukosamin, galaktosu, Ruzova  specifita
pro L-fukosu. Zclend  specitita pro N-acervl-D-galaktosamin.

Cerna — komplexni specifita. Citace: 'Horak a Mikes, 1995.
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Obriazek 8: Cerkarie D. pseudospathaceum
lektin SBA, zvétieno 100x.

Obrizek 9: Cerkarie D. pseudospathaceum
lektin PNA, zvétSeno 100x.

Obrazek 10: D. pseudospathaceum lektin PNA-  Obrazek 11: D. pseudospathaceum lektin PNA -
aglutinace cerkarif, zv&tSeno 100x. diplostomula po transformaci in vitro, zvé&tSeno 200x.

Sanguinicola inermis
U cerkarii druhu S. inermis reagoval tegument se C&tyfmi lektiny z celkového poétu 17
testovanych. Lektiny byly specifické pro oligomerni N-acetyl-D-glukosamin (WGA) a D-
mannosw/D-glukosu (LCA, ConA). Déale pak pro N-acetyl-D-galaktosamin (JAC). Tyto
reakce ukazuji obrazky 12 aZ 14. Cerkariim reagovalo t€lo vZdy shodné s ocaskem.

In vivo transformované larvy jiZ viibec nereagovaly s lektinem specifickym pro
oligomerni N-acetyl-D-glukosamin. Reagovaly pouze s lektiny specifickymi pro N-acetyl-D-
galaktosamin (JAC) a D-mannosu/D-glukosu (ConA).
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Je patré Ze zde v pfipadé lektinu WGA, LCA a ConA doSlo po transformaci
k zeslabeni az vymizeni reakce (viz tabulka 7), proto byly zminéné tfi lektiny oznaceny za
markery transformace.

In vitro transformované larvy bylo velmi obtizné ziskat. Z toho diivodu nebyla jejich

povrchova glykosylace studovana.

Tabulka 7: Glykosylace tegumentu cerkarii a transformovanych larev S. inermis

LEKTIN Cerkarie [Transformované
larvy (in vitro)

WGA ++ -
BS-II - -
DBA - -
['TA - -
ULEA-] - -
P A - -
PNA - -
(Y - -
SBA - -
O - -
ROA-] - -

JACH! ++ ++
<+ -

++ +

PHA-E - -
PHA-L - -

Lektiny: ++ silna fluorescence; + slaba fluorescence; + velmi slaba fluorescence; - Zidn4 fluorescence; 0
netestovano; ! nespecificka reakce; Modra — specifita pro N-acetyl-D-glukosamin, galaktosu. Ruzova - specitita
pro L-fukosu. Zclend specifita pro N-aeets -D-galaktosaniin,

Cerna — komplexni specifita.

Obrazek 12: Cerkarie S. inermis Obrazek 13: Cerkarie S. inermis Obrazek 14: Cerkarie S. inermis

lektin ConA, zvétSeno 100x. lektin JAC, zvé&tSeno 100x. lektin WGA, zvét$eno 100x.
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4.1.2. Imobilizace cerkarii riznych druhu motolic pomoci procainu

Cerkarie druhti Diplostomum pseudospathaceum (viz obrazky 15, 16 a 19), Trichobilharzia
franki (viz obrazek 17), T. regenti (viz obrazek 20) a Echinoparyphium aconiatum (viz
obrazek 18) jsme vystavovali pusobeni lokalniho anestetika procain. Vysledky ziskané na
téchto ¢tyfech druzich jsou naprosto shodné.

K cerkariim dané motolice jsme postupné pfidavali procain v fedéni 0,5 az 0,025%
(viz tabulka 8). Davka 0,5% procainu byla dosti velka, cerkarie se hned po podani silné
zmitaly, odhazovaly ocasky a do 4 minut byly v klidu. Vnitini pohyby cerkarii utlumeny
nebyly.

Koncentrace 0,05% je dostadujici, cerkarie se bez zmitani do deseti minut zbavily
ocasku a relaxované leZely.

Davka procainu pfi koncentraci 0,025% je jiZz ptili§ nizka. K imobilizaci cerkarii
nedojde do 20 minut od aplikace procainu. Ocasky cerkarie odhodi také, ale t€licka se stale
pohybuji.

Fluorescence fluoresceinu je optimalni v mirné zasaditém pH. Aplikace procainu
posouva pH k niz§im hodnotam (az 5,5), kde fluorescence zna¢né klesa. Vyssi koncentrace
procainu tedy nejsou pro fotografovani s FITC lektiny vhodné, pH lze ale snadno upravit

pomoci pufru.

Tabulka 8: Uginek a pouZitelnost jednotlivych fedéni procainu

Redéni Nastup Odhozeni Zmitani | Pouzitelnost pti

procainu ucinku ocasku cerkarii FITC znaceni
0,5% 4 min Ano Silné Ne
0,25% 5 min Ano Silné Ne
0,125% 6 min Ano Stredni Ano v pufru
0,05% 9 min Ano Slabé Ano v pufru
0,025% Ne Ano Slabé Ano
0% Ne Ne Ne Ano
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Obrazek 16: Cerkarie D. pseudospathaceum ‘
0,05%, 5 minut,zvétseno 100x.

Obrazek 15: Cerkarie D. pseudospathaceum procain,
0,025% , 10 minut, zv&t3eno 100x.

AR

i

{

Ob;‘ézek 17: Cerkéri T. franki 0,05%, 7 minut, Obrizek 18: Cerkarie E. aconiatum 0,05%, 9 minut,
zvétieno 200x. zvétieno 20x.

Obrazek 19: : D. pseudospathaceum 0,25%, 2 minuty, ‘(')“l')r'aivze 20: T, rget 0,2, 3 minuty,
zvét§eno 100x. zvétseno 40x.
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4.1.3. Vliv cathepsinu L na penetraci cerkarii D. pseudospathaceum
a na svlékani jejich glykokalyxu

Pomoci &ernobilého vyvolaného filmu jsme ovéfili proteasovou aktivitu cathepsinu L
purifikovaného v nasi laboratofi. Proteasa zlyzovala Zelatinovou vrstvu filmu a bilym mistem
na vyvolaném filmu potvrdila svou aktivitu.

Cerkarie D. pseudospathaceum, knimz byl pfidan cathepsin L izolovany
z penetracnich Zlaz tohoto druhu, nejevily Zadné znamky svlékani glykokalyxu pozorovatelné
pod svételnym mikroskopem. Ke svlékani glykokalyxu skute¢né nedoSlo, coz bylo ovéfeno
pomoci markeri transformace tohoto druhu.

Inhibice penetrace cerkarii pomoci zablokovani proteasové aktivity cathepsinu L byla
provadéna ex vivo. Cerkarie D. pseudospathaceum, ke kterym byl ptfidam inhibitor
cysteinovych proteas E-64, mély stale tendenci vnikat do kiiZe zavojnatek, ale pouze v malém
mnozZstvi dokazaly skrz ni migrovat az do rybiho fyziologického roztoku. Tyto proniklé larvy
se jevily jako transformované. Oproti pfedpokladu, u kontrolniho vzorku bez inhibitoru
nedoslo k Zadnému priniku larev skrz kizi, i kdyZ jich bylo velké mnozZstvi lokalizovano
v kiizi. Larvy se v kizi velmi aktivné pohybovaly a pohybem hlavového organu do stran a do
ptedu si rychle vytvarely cestu kizi hostitele (viz obrazky 21 a 22).

Tento pokus byl vsak vzhledem k ro¢ni dob¢é a nedostatku materialu provadén pouze
dvakrat. Pro objasnéni celé¢ problematiky bude nutné dalsi opakovani, pfipadné volba jiné

metodiky.

s v € * . .;.
0 . ’ . WS PR
Obrazek 21: Diplostomula v kiZi Carassius auratus, =~ Obréazek 22: Diplostomula v ki2i Carassius auratus,
zvétieno 100x. zvétieno 100x.
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4.1.4. Ultrastrukturalni zmény tegumentu larev Diplostomum pseudospathaceum a

Sanguinicola inermis béhem transformace

Diplostomum pseudospathaceum

Vysledky naSeho ultrastrukturdlniho pozorovani zachycuji vyvoj tegumentu D.
pseudospathaceum od stadia cerkarie, pfes diplostomulu, aZ po metacerkarii. Je na nich
mozné dokumentovat aktivni pfestavbu tegumentu, jeho zvétSujici se zvrasnéni a stfidani typt
vezikul a granuli migrujicich k povrchu.

Na fezech cerkarii dobfe patrnd vnitini struktura a ptrechod téla v kofen ocasu (viz
obrazek 23 a 24). Pfi vétSim zvétSeni byla patrnd pro cerkarie typicka téliska
s elektrondensnim jadrem a lucentni periferii o rozmérech 120 x 50 nm a glykokalyx nad
povrchovou membranou (viz obrazek 25). Tiivrstevna povrchovd membrana je na tomto
snimku dobfe patrna stejné tak jako vnitini ultrastruktura. Membrana byla dobfe zachovana a
byla sloZena ze dvou vyraznych elektrondensnich a jedné elektronlucentni vrstvy. Nejlep$ich
vysledku bylo dosaZeno fixaci v 2,5% GA v Hepes pufru s NaCl a taninem. Ostatni pouZité
fixaze poskytovaly pouze primérné, méné kontrastni a nazorné vysledky. ProhliZeni ale
komplikovaly pomérné siln€ fezy.

K pozorovani transformovanych larev jsme vyuZili metody transformace in vitro a in
vivo. Transformace in vitro nabizela zisk velkého mnoZstvi larev, ale povrchové membrany
nebylo moZné pozorovat pro jejich znaéné zlyzovany stav. Shodnych vysledkt bylo dosazeno
pouzitim fixdze z 2,5% GA v Hepes pufru a 2,5% GA v Hepes pufru s NaCl a taninem.
Fotografie téchto larev zde nepfikladam.

Lepsi situace byla s larvami transformovanymi in vivo (viz obrazek 26). Larev bylo
velmi malo, ale vnitini struktura byla po fixaci v 2,5% GA v Hepes pufru s NaCl a taninem ¢i
2,5% GA v kakodyldtovém pufru dobie zachovana. Povrchovd membrana byla pii vétSim
zvétSeni misty stale dobfe rozeznatelna. Jeji vrstvy vSak nebylo mozné spocitat. Na téchto
larvach jsme také pozorovali stievo, vybihajici podobné jako tegument ve vyrazné zahyby a
penetracni 7lazy, které maji pro tento druh, charakteristickém uspotfadani 2 x 4. Dale byla
patrné lamina basalis, vyrazna podélna svalovina a nové se objevujici membranové kulovité
vezikuly o velikosti 150 nm (viz obrazek 27).

Tkanova stadia tohoto parazita — pozdni diplostomula neboli metacerkarie (viz
obrazek 28) — jsme ziskali z o¢ni ¢oCky nakaZenych zavojnatek. Po osmi tydnech infekce
jsme u kazdé nakaZené ryby nalezli alespoii pét metacerkarii. Tyto larvy byly vyrazné vétsi

nez predchozi stadia a lépe se s nimi pracovalo. U metacerkarii se osvéd¢ila zkracena fixaz
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$2,5% GA, taninem a NaCl v Hepesu, ale i fixaZ s 2,5% GA v kakodylatovém pufru. Na
snimcich lze vidét vyrazné zahyby tegumentu se sekre¢nimi granuly prominujicimi
k povrchu. Dale pak perikaryony tegumentalniho syncytia zanofené hluboko v tkani parazita,
svalovinu a Cetné sekre€ni Zlazy (viz obrazek 29). A také jsme poprvé prokazatelné
zdokumentovali jednovrstevnou povrchovou membranu u postcerkaridlnich Diplostomum
pseudospathaceum (viz obrazky 30-31).

Obrazky 32 aZz 35 porovnavaji vysledky ziskané pouzitim rtiznych metod fixace

materialu, snimky 33 a 35 ukazuji nejlep$i dosaZené vysledky.

Obrézek 23: Cerkarie D pséugi;);bdt}iaceum - pfechod téla v ocas. KO — kmen ocasu, T — t&lo,
J — jadro, ZB — zlazové buitky
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Obrazek 4:Cekarie D. pseudopathacéum-— detail. PM — poi"réhové membrana, LB - lamina bz;valis,
SM - subtegumentéinf muskulatura podéin4, SMP — subtegumentéini muskulatura pti¢na

200 nm

Obrizek 25: Povrch cerkérie D. pseudospathaceum. PM — povrchova membrana, I - inkluze,
ZT - zéhyby tegumentu, G —~ glykokalyx
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5 um

Obrazek 26: Diplostomula po transformaci in vivo. TE — tegument, ST — stfevo, PZ — penetralni Zlazy

SM

Obréazek 27: Diplostomula po transformaci in vivo. PM — povrchovd membréna, ZT — zéhyby tementu,
LB — lamina basalis, SM — subtegumentalni muskulatura, MV — membranové vezikuly
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Obrazek 28: Ziva metacerkarie D. pseudospathaceum. UP — uistni ptisavka, VT — vépenata téliska,
VP — ventralni pfisavka, S — stfevo, zvétSeno 200x.

'Y PM ZT

cerkérie D. seudospathaceum. PM - povrchové membréna, ZT — zahyby
tegumentu, LB — lamina basalis, SM — subtegumentélni muskulatura, PTS — perikaryony tegumentalniho
syncytia, SZ — sekre¢ni Zlazy

Obrazek 29: Tegument meta
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PM

Obrazek 30: Metacerkarie D. pseudospathaceum. PM — povrchova membrana, ZT — zahyby tegumentu,
SG — sekre¢ni granula

PM
100 nm

Obrazek 31: Metacerkarie D. pseudospathaceum. Sekredni granula (SG) vyprazdiiujici sviij obsah do okoli.
ZT — z&hyb tegumentu, PM — povrchovd membrana
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Obrazek 32: Diplostomula, glutaraldehyd v Obrizek 33: Pozdni diplostomula, glutaraldehyd v
Hepes pufru. Hepes pufru s taninem.

f4

Obfaizék 34: Diplostomula, glutaraldehyd v ~ Obrézek 35: Diplostomula, glutaraldehyd
sodnofosfatovém pufru se sacharosou. v kakodylatovém pufru.

Sanguinicola inermis

Ultrastrukturalni pozorovani druhu Sanguinicola inermis se datilo pouze v ptipad¢ cerkarii.
Transformované larvy in vitro se nam nepodafilo ziskat v dostatecném mnozZstvi a larvy
transformované in vivo se nepodafilo nafixovat a nafezat tak, aby bylo moZné pozorovat jejich
povrchové membrany. Problém se ziskdvanim materidlu vSak zna¢né¢ komplikoval celou
praci. Plzi nakaZeni S. inermis totiz velmi rychle hynou a vylu¢uji velmi malo cerkarii.

Na cerkariich bylo mozné pozorovat jednoduchou povrchovou membranu sloZzenou ze
ti vrstev, lamina basalis a vyraznou svalovinu (viz obrazek 36). Obecné jsou tyto struktury
podobné strukturam pozorovanym u cerkarii D. pseudospathaceum &i Schistosoma mansoni.
Vysledky ziskané na transformovanych larvach lze velmi obtiZné interpretovat, protoZe tyto
vzorky jsou velice tmavé v disledku silnych fezu. Jejich fotografie zde nepiikladam. Dospelé
jedince pro ultrastrukturalni pozorovani se nam nepodafilo v bulbus arteriosus zachytit,

nalezli jsme pouze vejce potvrzujici infekci ryby.
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PM LB o

Obrazek 36: Tegument cerkarie S. inermis. PM — povrchova membrana, LB — lamina basalis, SM —
subtegumentélni muskulatura

4.2. Vyuziti FITC znacenych lektini k druhové determinaci morfologicky

tézko rozlisitelnych druhua motolic

Rod Trichobilharzia

U cerkarii laboratorn¢ drzeného druhu Trichobilharzia regenti jsme zjistili silnou vazbu
lektint se specifitou pro L-fukosu (LTA, UEA-I), dale pak pro D-mannosu/D-glukosu (PSA,
LCA - viz obrazek 38 — a slabéji ConA) a pro N-acetyl-D-galaktosamin (RCA — viz obrazek
37, JAC). S lektinem JAC velmi dobte reagovaly 1 E-S produkty cerkarii.

Cerkarie dalsiho ,,Jaboratorniho* druhu T. szidati silné vazaly lektiny se specifitou pro
L-fukosu (LTA a slabé¢ UEA-I), dile pak pro D-mannosu/D-glukosu (PSA, LCA — viz
obrazek 40 a ConA) a pro N-acetyl-D-galaktosamin (PNA, RCA - viz obrazek 39 a JAC).
Pokusy na T. regenti a T. szidati byly provadény paraleln€. Z vysledkt vyplyva témét 100%
podobnost obou druhii po strance glykosylace tegumentu cerkarii.

60



Druh T. franki byl nalezen v jiznich Cechach v prib&hu tH sezén pouze jedenkrat.
Glykosylace tegumentu 7. franki se velmi podobala glykosylaci ptedeSlych dvou druhu.
Cerkarie T. franki silné vazaly lektiny se specifitou pro L-fukosu (LTA, UEA-I kde dochazelo
k vyrazna aglutinaci viz obrazek 41), dile pak pro D-mannosu/D-glukosu (PSA, slab&ji ConA
a LCA) a N-acetyl-D-galaktosamin (JAC a slabé RCA).

T. szidati vykazuje odlisnosti od ostatnich studovanych druhd ¢eledi (viz tabulka 9,
tabulka 10 namensi $kale lektini porovnava naSe vysledky s publikovanymi studiemi) u
lektinit UEA-I a ConA. U ConA se jedna pouze o rozdil v sile reakce. V piipadé lektinu PNA
je reakce ohodnocena ,,+* oproti ostatnim dvéma druhiim kde je ohodnocena ,,-“.

Nejvyraznéjsi rozdily v povrchové glykosylaci jsou tedy v ptipad¢ T. franki, kdy dva
lektiny (LCA, RCA) reaguji slab&ji neZ u ostatnich dvou druhd a naopak slaba reakce (+) je
pozorovana u lektini ECL, SBA kde u ostatnich druhii nedochazi k reakci Zadné.

Tabulka 9: Povrchova glykosylace cerkarii Trichobilharzia regenti, T. szidati a T. franki.
Rozsitené spektrum lektini.

LEKTIN |T. regenti| T. szidati | T. franki
PWM 0 0 0
WGA +/- +/- ++

WGA suc + +/- +
DBA - - -
BS-II 0 0 0
LLTA ++ ++ ++
UEA-I ++ + ++
HPA - - -
PNA - + -
G181 - - -
GSE T - - -
SBA - - +/-
SJA - - -
ECL - - +
RCA-I ++ ++ +
JACH! ++ ++ ++
Lo ++ ++ ++
R ++ + +
R + + +

PHA-E - - -

PHA-L - - -

Lektiny:++/- t&lo/ocas; ++ silna fluorescence; + slaba fluorescence; + velmi slaba fluorescence; - Zadna
fluorescence; 0 netestovano; ! nespecificka reakce; PWM — specifita pro N-acetyl-D-galaktosamin, galaktosu,
LTA specifita pro L-fukosu, TIPA  specifita pro N-acetyl-D-gataktosamin,
PHA - komplexni specifita
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Obrazek 37: Cerkarie T. regenti lektin RCA, Obrézek 38: Cerkarie T. regenti lektin LCA,
zvétSeno 200x. svlékani glykokalyx, zvét§eno 200x.

Obréazek 39: Cerkarie T. szidati lektin RCA, Obriazek 40: Cerkarie T. szidati lektin LCA,
zvétSeno 200x. zvétSeno 200x.




Tabulka 10: Glykosylace cerkarii ¢eledi Schistosomatidae. Shrnuti péti studii a ziskanych
vysledki. Uzsi paleta lektinti vyplyvajici z publikaci.

LEKTIN | T.s. 2 Sm? Tr.* 1y Tr Ts.
Télo |Ocas| T&lo | Ocas | T&lo | Te¢lo | Ocas | Télo | Ocas | Télo | Ocas
PWM + + 0 0 - 0 0 0 0 0 0
WGA ++ - + - - + + + - + -
DBA 0 0 - - - - - - - - -
BS-I1 - - + - - 0 0 0 0 0 0
L TA +t ++ | - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++
UEA-I ++ ++ | - - ++ ++ ++ ++ ++ + +
HPA - - + - - - - - - - -
PNA - - - - - - - - - + +
SBA + - + - - + - - - - -
WA 0 0 + - 0 0 0 0 0 0 0
ROA-I ++ ++ | + - - + + ++ =+ | A
++ +| 0 0 + Gt ++ ++ ++ ++ ++
+ + 0 0 - + + ++ ++ ++ ++
- - + - + + + + + . S

Motolice: T.s. — Trichobilharzia szidati, S.m. — Schistosoma mansoni, S.mg. — Schistosoma margrebowiei, T.r. —
Trichobilharzia regenti, T. f. — Trichobilharzia franki. Lektiny: ++ silna fluorescence; + slaba fluorescence; +
velmi slaba fluorescence; - Zddné fluorescence; 0 netestovano; ! nespecificka reakce; Modra — specifita pro N-
acctyl-D-glukosamin, galaktosu, Ruzova specifita pro L-fukosu. Zclena specitita pro N-acety [-D-
valaktosamin, Cern4 — komplexni specifita. Citace: 'Horék kol.,
1997a; Hor4k a Mikes, 1995; *Linder, 1984; * Fryzkova, 2004 — pouze fezy cerkarii; *Blazové a Horak, 2005

Rod Echinostoma

NasSe pokusy prokazaly, Ze tegument cerkarii E. revolutum obsahuje pfevazné N-acetyl-D-
galaktosamin (HPA, SBA, PNA — viz obrazek 42, RCA, ECA a JAC). Slaba reakce byla také
pozorovana u lektinu rozeznavajiciho N-acetyl-D-glukosamin (SJA) a D-mannosu/D-glukosu
(ConA).

Cerkdrie E. spiniferum reagovaly silné s lektiny specifickymi pro N-acetyl-D-
galaktosamin (SBA, PNA, RCA, ECA - viz obrazek 43 a JAC) a velmi slabé s lektinem
s komplexni specifitou (PHA-E). Vazbu lektini JAC a PHA-E se vSak nepodafilo zablokovat
specifickym inhibitorem.

Z porovnani vysledki ziskanych na obou druzich vyplyvaji pomémé vyznamné rozdily
v piipadé lektintit HPA a SJA. Rozdily v intenzité reakci jsou také u lektinG PNA, RCA a
JAC. Vysledky naSich pokusi a vysledky prace jiz publikované shrnuje tabulka 11.
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Obrazek 42: Cerkarie E. revolutum lektin PNA,
zvétSeno 100x. zvétseno 200x.

Obrizek 43: Cerkarie E. spiniferum lektin ECA,

Tabulka 11: Glykosylace cerkarii. Shrnuti publikované studie a naSich vysledku

LEKTIN | E. revolutum’ | E. revolutum | E. spiniferum
BSA - 0 0
WGA - -

WGAG ¢ 0 - -
SJA 0 + -
DBA 0 - -
FIPA ++ + -
SBA ++ ++ ++
PN A ++ ++ + *
ROA ++ ++ +
FCA 0 ++ ++
N 0 - -
JAC! 0 ++ +

- -—+ -

L TA 0 - -
UEA 0 - -
PHA-E! 0 - +
PHA-L 0 - -

Citace: 'Mike$ a Horak (1995). Lektiny: ++/- télo/ocas; ++ silna fluorescence; + slaba fluorescence; + velmi
slabé fluorescence; - Zadna fluorescence; 0 netestovano; ! nespecifickd reakce; *aglutinuje. Modra — spccifita pro
N-acetyl-D-glukosamin, galaktosu, Ruzova  specifita pro L-fukosu. Zclena spectiite proo N-acetvi-1)-
calahiosanti, Cerna — komplexni specifita.
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4.3. Zmény protilatkové odpovédi specifického definitivniho

hostitele v pribéhu infekce ptac¢imi schistosomami

4.3.1. Antigeny Trichobilharzia regenti

Western blotting

Celkovy homogenat cerkarii 7. regenti byl elektroforeticky separovan a pieblotovan na
membranu. Byla testovana séra ¢tyt jednorazove infikovanych kachen (A, B, C, D), odebirana
v7., 14. a 21. dnu po infekci a séra Ctyf kachen s trojnasobnou reinfekci (RE1-RE4)
v sedmidennich intervalech, odebrand 7 dni po posledni infekci. Antigeny na membrané
reagovaly se séry infikovanych kachen nej¢astéji v oblasti 38 kDa a to konkrétn¢ v 12
ptipadech ze 16. Krevni séra &tyt reinfikovanych kachen reagovala téméf shodné v oblasti
kolem 200 a 38 kDa (viz prouzky 14 — 17 obrazku 44). Séra RE2 a RE4 pak jesté navic
v oblasti 42 kDa. Sérum RE2 reagovala na blotu jako jediné z této sady v oblasti 50 kDa.

Krevni séra Ctyf kachen ktera byla odebirana po tydnu v priibé¢hu infekce (oznacena A,
B, C, D) vykazovala zna¢né rozdily.

»A*“ sérum v prvnim tydnu infekce reagovalo v oblasti kolem 200 a 93 kDa, v druhém
tydnu tato reakce pietrvavala, ale pfidavaly se k ni je$té reakce na 50 a 42 kDa. V tfetim
tydnu se zachovaly reakce na 93, 50 a 42 kDa a piidala se reakce na 38 kDa. Dochazi zde tedy
k reakcim s rozdilnymi antigeny. Tato séra jsou na blotu (obrazek 44) na prouZcich 2 — 4.

»B“ sérum reagovalo na blotu odlisn€, i kdyZ tendence k reakcim s rozdilnymi
antigeny v prib¢hu Zivotniho cyklu byla shodna. V prvnim tydnu reagovalo sérum pouze
v oblasti 38 kDa, v druhém jizZ s oblasti kolem 200, 93, 42 a 38 kDa a v tietim tydnu s 93, 50,
42 a 38 kDa. Tato séra jsou na blotu (obrazek 44) na prouzcich 5 — 7.

»C* sérum reagovalo v prvnim tydnu v oblasti kolem 200, 50 a 38 kDa, v druhém
tydnu v oblasti 50 a 38 kDa a ve tfetim jiZ pouze v oblasti 50 kDa. Slabnouci tendence reakce
u tohoto séra byla v rozporu s ostatnimi tfemi pouZivanymi séry v tomto pokusu. Tato séra
jsou na blotu (obrazek 44) na prouZcich 8 — 10.

D sérum bylo odebirano o jeden den diive nez ostatni séra. D6 reagovalo v oblasti
42 kDa, 13 dpi a 20 dpi byly jeho reakce shodné v oblasti kolem 200, 93, 50 a 38 kDa.
Reakce tohoto séra sili s postupem infekce, ale jednotlivé antigeny s kterymi séra reaguji se
objevuji v jiném pofadi nez u sér A, B a C. ,,D* séra jsou na blotu (obrazek 44) na prouzcich
11-13.
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U vSech ¢tyf krevnich sér 7 dné p. i. (A7, B7, C7 a D7) neni pievladajici zadny
z vyskytujicich se antigeni. Odli$na situace je u sér 14 dpi kde dochazi k vétSinové reakci
s antigeny v oblasti kolem 200, 93, 50 a 38 kDa a podobné¢ u sér 21 dpi kde jsou
pfevladajicimi antigeny o velikosti 50 a 38 kDa.

Kazda z kachen reagovala unikatné v pribéhu infekce. Ptehlednéji jsou vyse uvedené udaje
shrnuty v tabulce 12.

Pfi testovani zkfiZzené reakce antigenu 7. regenti se séry kachen infikovanych T.
szidati (se séry szidati 15 dni p. i. = S15, S24 dpi a S30 dpi; prouzky 18-20 obrazku 44), tato
reagovala shodné v oblasti 26 kDa, tedy v oblasti, kde séra kachen infikovanych 7. regenti
nereagovala. Jedna se o zkfiZzenou reakci, i kdyZ velmi slabou. Sérum S15 reagovalo také
v oblasti 42 kDa.

Jako kontrola zde slouzilo sérum z kachny imunizované prase¢im y-globulinem, ¢imz
byla zajiSt€na vysoka hladina nespecifickych imunoglobulini pro pfipadné vylouceni
nespecifickych reakci danych pouze vysokou hladinou celkovych Ig). Kontrolni sérum
nereagovalo v Zadné oblasti blotu (prouzek 1 na obrazku 44), vSechny reakce protilatek
z imunizovanych kachen byly tedy povazovany za specifické.

Tento pokus byl dvakrat opakovan v kompletnim rozsahu s podobnym vysledkem, dil¢i
vysledky byly ziskany na 12% gelu.
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kolem kolem 20C
200 kDa kDa
93kDa —» oy ' | 90 kDa
50kDa —» 50 kDa
42kDa —» 40 kD
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38kDa —»
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Obrazek 44: Western blot: vazba kachnich protilditek na homogenat cerkarii 7. regenti. A — D oznaceni
jednotlivych kachen infikovanych 7. regenti; 6 — 30 po&et dni od zatatku infekce k odbéru krve;

RE1 — RE4 — oznadeni jednotlivych kachen reinfikovanych T. regenti; S — oznaleni jednotlivych kachen
infikovanych 7. szidati. Séra pouZit na jednotlivé prouzky: 1 — Negativni (imunizace prase&im y globulinem), 2
-A7,3-A14,4-A21,5-B7,6-B14,7-B21,8-C7,9-C14,10-C21, 11 - D6, 12 - D13, 13 - D20,

14 - RE]1, 15-RE2, 16 - RE3, 17 - RE4, 18 — S15,19 — S24, 20 — S30, M — markery, G — obarveny gel.

Ligandovy blot

Pro ligandovy blot jsme z divodi nedostatku materialu pouzili zuZenou paletu lektind a
pouze dve opakovani. Lektiny WGA ¢, PSA, LCA, SBA, UEA-I a LTA vS$ak svou specifitou
pokryly Sirokou $kalu sacharidi, které rozeznavaji. Lektiny byly vybirany na zakladé znalosti
glykosylace tegumentu Zivych cerkarii 7. reganti. Prvni pokus byl provadén na 12%
polyakrylamidovém gelu a NC membrané. Na ligandovém blotu doslo k
¢etnym nespecifickym reakcim. Na zédkladé této zkuSenosti jsme membranu lépe blokovali a
pouZzili smési sacharidovych inhibitori. V druhém pokuse byl pouzit 10% gel a PVDF

membrana. V tomto pfipadé nebyla na ligandovém blotu pozorovana zadna reakce.

Imunohistochemie
Shodna séra jako byla pouzita na blot jsme aplikovali na histologické fezy cerkarii 7. regenti.
Sledovali jsme, zda rozdilné reakce na blotu néjak koreluji s rozdilnymi reakcemi konkrétniho

séra na fezech.
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U krevnich sér B7 a C7 je patrna reakce vnitini struktury cerkarii t€sné pod povrchem
(nejspiSe se jedna o svalovinu) v pfipadé B14 a C14 je reakce jesté o n€co intenzivnéjsi. 21
dpi v obou ptipadech tato reakce mizi a alespoii slabé se objevuje reakce s tegumentem. Tento
vyvoj lze pozorovat i u sér ,,A“ (obrazky 45 — 47), s jedinou vyjimkou, a to v piipadé séra A7,
kde reaguje také tegument fezi cerkarii. U sér ,,D* (obrazky 54 — 56) je reakce se svalovinou
shodna u sér 6 al3 ale odli$na v ptipadé 20 dpi, kde viibec nereaguje tegument, ani Zadna jina
struktura.

Obecné tedy prevladaji rekce séra 7 a 14 (A, B, C a D) se ,,svalovinou“ a sér 21
s tegumentem. Jako kontrolni sérum slouZilo opét sérum kachny imunizované prase¢im y-
globulinem, které nevykazovalo vazbu k Zadnym strukturam. Pokusy na fezech byly
opakovany Ctyfikrat.

Séra reinfikovanych kachen (RE1 — RE4 viz obrazky 57 — 60) reagovala na fezech
shodne s tegumentem cerkarii. Podobna situace nastala u sér S15, S24 a S30, kde doslo ke
zkfiZené reakci tegumentu cerkarii 7. regenti a sér kachen infikovanych 7. szidati.

U vSech zminénych testovanych sér je vSak oproti kontrolnimu séru patrna velmi slaba

reakce celého téla cerkarie véetné jesté slabéji reagujiciho ocasku.
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Obrizek 45: Sérum A7, zvétdeno 200x. Obrézek 48: Sérum B 7, zvétdeno 200x.
— ,svalovina“ cerkarii, TE — tegument cerkarii

Obrazek 46: Sérum Al4, zvétieno 200x.  Obrazek 49: Sérum B14, zvétieno 200x.

Obrazek 47: Sérum A21, zvétieno 200x. Obrazek 50: Sérum B21, zvétieno 200x.




SV
4

Obrazek 51: Sérum C7, zvétSeno 200x. Obrézek 54: Sérum D6, zvétseno 200x.
SV — ,svalovina“ cerkarii,

Obrazek 52: Sérum C14, zvétSeno 200x. Obrazek 55: Sérum D13, zvé&tieno 200x.

Obrazek 53: Sérum C21, zvétseno 200x. Obrazek 56: Sérum D20, zvétseno 200x.
TE — tegument cerkarif




Obrizek 57: Sérum RE1, zvét§eno 200x. Obrazek 58: Sérum RE2, zvétSeno 200x.
TE — tegument cerkarii

Obrizek 59: Sérum RE3, zvétieno 200x. Obrizek 60: Sérum RE4, zvét§eno 200x.

Obriazek 61: Sérum S30, zvétseno 200x. Obrazek 62: Sérum negativni, zvétSeno 200x.




Tabulka 12: Reakce jednotlivych krevnich sér s antigeny cerkarii 7. regenti s a reakce
pozorované na fezech cerkarii

Kaf:hna - Prouzek | Kolem 200 93 kDa | 50 kDa | 42 kDa | 38 kDa | 26 kDa Reakce, f_e:zu
sérum blotu kDa cerkarii
Negativni ‘

B4 [ 6 | 2+ 1+ [ [+ [+ [ [ _svah |

c4 [ 9o | 1 [ + | [ + [ I _sval |

RE1 14 + + povrch
RE2 15 + + + + povrch
RE3 16 + + povrch
RE4 17 + + + povrch
S15 18 + + povrch
S24 19 + povrch
S30 20 + povrch

A — D oznaeni jednotlivych kachenmﬁkovan ych T. regenti, 6 — 30 pocet dni od zacatku 1nfekce k odbéru krve
+ reakce v daném misté blotu; T fsodbér dva tydny od infekce; &l )
##il8§ s¢ra reinfikovanych kachen T. regentt S — séra kachen infikovanych 7. szidati.

4.3.2. Antigeny Trichobilharzia szidati

Krevni séra kachen infikovanych druhem 7. szidati (,,S°) reaguji shodné nespecificky
v oblasti 22 kDa. Specificka reakce se objevila u téchto Sesti krevnich sér shodné v oblasti
pod 20 kDa. Sérum S15 dpi reagovalo specificky v oblasti 61 kDa, sérum S22 dpi v oblasti 42
kDa — shodné jako séra D6 a D13 z kachen infikovanych 7. regenti. Krevni sérum S30 také
reagovalo specificky v oblasti 58 kDa.

Séra z kachen nakazenych 7. regenti reagovala s antigeny cerkarii 7. szidati v ptipadé
sér D6 a D13 (prouzek 2, 3 na obrazku 63) v oblasti 22 kDa. V této oblasti reagovalo i
kontrolni sérum a jedna se tedy zfejmé o nespecifickou reakci. Séra D6 a D13 reagovala téz
v oblasti 42 kDa. Zde se jedna s specifickou, zktiZzenou reakci. Séra D21 a RE2 (prouzek 4 a 5
na obrazku 63) — odebrana po tfech tydnech infekce ¢i reinfekce 7. regenti nereagovala

v Zadné oblasti blotu. Tyto vysledky shrnuje tabulka 13.

72



; i ' é

i 90 kDa

: 70 kDa

6} kBa — : o 60 kDa
a 50 kDa

42kDa ————» 40 kDa

— >
22 kDa | .i 20 kDa
pod 20 kDa —» , N i‘

1 23 45 67 8 9 10IIM G

Obrazek 63: Western blott: vazba kachnich protilatek na pelet homogenatu cerkarii 7. szidati. Séra pouZita na
jednotlivé prouzky: 1 — Negativni (imunizace prase&im y globulinem), 2 — D6, 3 — D13, 4 — D20, 5 — RE2,
6 —S15,7—S22,8 - S24,9 - S28, 10 — S30, 11 — S31, M — markery, G — obarveny gel.

Tabulka 13: Reakce jednotlivych krevnich sér s antigeny cerkarii 7. szidati

Sérum Pgﬁgfjk 61 kDa | 58kDa| 42kDa |22 kDa Pﬁgzo
Negativni 1 +
D13 3 + +
RE2 5
S15 6 T T T
S22 7 T m n
S24 8 + +
S28 9 + +
$30 10 " T ¥
S31 11 T T

A — D oznaceni jednotlivych kachen lnﬁkovan'ch T. re entz,‘6 30 pocet dni od zatatku mfekce k odbéru krve
+ reakce v daném misté blotu; EINE SIS IR odber dva tydny od infekce; i

#il#séra reinfikovanych kachen T regenti; S — séra kachen infikovanych T. szidati; ptipady kdy nebylo

stanoveno zda jde o specifickou reakci.

73



5. DISKUSE

5.1. Charakterizace sacharidovych epitopu a povrchové ultrastruktury

larev vybranych druhi motolic

NaSe prace s vénovala z velké asti druhu D. pseudospathaceum ktery nas po strance
glykosylace zajimal hlavné kwvili vyuZitelnosti lektinovych markerti transformace pti
objasniovani vlivu cathepsinu L na svlékani glykokalyxu cerrkarii. Sanguinicola inermis zde
slouzila hlavné pro porovnani tendence kredukci sacharidovych epitopt. Druhy
trichobilharzii, at’ uz ziskané z chovi nebo z pfirody, mély ovéfit vyuZitelnost povrchové
glykosylace pro rozliSeni jednotlivych druhi. Pravé u téchto druhi by byla druhova
determinace pomoci glykosylace velmi pfinosnym poznatkem, ktery by usnadnil orientaci
mezi cerkariemi této Celedi. Pro srovnani jsme vyuzili cerkarie druhii E. spiniferum a E.
revolutum.

Porovnanim nasich vysledku ziskanych na cerkariich druhu D. pseudospathaceum s jiz
publikovanymi vysledky (Horak a Mikes, 1995) jsme zjistili pouze drobné neshody v ptipadé
dvou testovanych lektini (PNA a ConA). Nejvyraznéjsi odchylku v piipadé lektinu ConA si
vysvétluji odliSnosti SarZe pouZitého lektinu ¢i inkubaci vzorku v lednici, coZ mohlo v nasem
pripad¢ zpomalit odvrhavani glykokalyx. Oproti publikované studii je nynéj$i studie rozsifena
o dalsich deset lektini.

Transformované larvy D. pseudospathaceum reagovaly s mensSim spektrem lektinti nez
cerkarie. Na zaklad¢ této redukce jsme stanovili markery transformace. Markery transformace
jsou znamé u druhu S. mansoni, kde dochazi k redukci sacharidovych epitopi (Wiest,
Kossman a Tartakov, 1989). Dale u 7. szidat (Horak a kol, 1997a) a 7. regenti (BlaZova a
Horak, 2005). Markery transformace D. pseudospathaceum (RCA, SBA a ConA) jsme
vyuzivali pfi posuzovani vlivu cathepsinu L na shazovani glykokalyx.

Redukce sacharidovych epitopi u druhu D. pseudospathaceum napadné pfipomina
strategii schistosom po penetraci do hostitele. Tato redukce je velice dulezitd pro unik
imunitnimu systému hostitele (Stein a Lumsden, 1973).

Srovnanim larev transformovanych in vitro a in vivo jsme zjistili Ze transformace in
vitro v mediu RPMI (Whyte a kol.,, 1988) je vhodna, i kdyZ zde nedochazi k uplnému
odvrzZeni glykokalyxu. Rozdily ve vazbé se vyskytly u lektint specifickych pro N-acetyl-D-
galaktosamin (PNA, GSL, RCA a SBA). Zda se, Ze u larev transformovanych in vivo dochazi

k redukci sacharidovych epitopti vice neZ u larev transformovanych in vifro. Markery
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transformace druhu D. pseudospathaceum byly vybrany tak, aby spolehlivé zachytily larvy po
transformaci in vivo ale i in vitro.

In vivo metody se zdaji byt spolehlivéj$imi, avSak metody in vitro poskytuji vétsi
mnozstvi larev a nevyZaduji usmrceni obratlovce. Metoda in vitro je spolohlivou
transformaéni metodou, je vSak nutné srovnani se systémem in vivo a navrZeni markerud tak,
aby odhalily i tuto méné rozvinutou transformaci larev. Metoda in vivo ssebou nesla
komplikace spojené s ndkazou zakoupenych ryb monogenei (Gyrodactylus a Dactylogyrus) a
s tim souvisejicim zvySenym uhynem ryb. DalSim problémem byla sezénni dostupnost
potiebnych ryb.

P#i pokusech s FITC zna¢enymi lektinovymi probami jsme ¢asto narazili na problém
se zablokovanim kontrolnich vzorki specifickym inhibitorem (u druhu D. pseudospathaceum
se jednalo o lektiny GSL a JAC). Pro tento fakt existuji alespon tfi mozné vysvétleni. Lektin
se, vazal k larvam specificky, dokonce s vétsi afinitou nez ke specifickému inhibitoru. Také se
mohlo jednat o nespecifickou vazbu danou odliSnymi naboji lektinu a tkani larvy. Je také
mozné Ze, dochazi k vazbé lektinu pouze pfes jeho vlastni glykosylaci a povrchovy lektin
larev (Horék a kol., 1997b). Také reakce lektint o stejné vazebné specifité s larvami nebyla
vZzdy shodna. Tento fakt je nejspiSe odrazem heterogenity oligosacharidovych sekvenci na
povrchu larev. Je znamé, Ze lektiny se stejnou vazebnou specifitou k monosacharidim se
rozdiln¢ vazou ke tkanim ¢&i burikam. Specifickd vazba lektind miZe byt také ovlivnéna pH,

teplotou, typem tkané atd. (Uchikawa a Loker, 1991).

Nalezy motolice druhu S. inermis v letech 2003-2005 byly spise ojedin€lé. V poslednim roce
se podafilo objevit lokalitu s pomérné vysokym procentem nakaZenych plzi. Jednalo se o
rybnik Velky Dubovec na Tteborisku. PlZi ale ¢asto hynuli zdhy po pfevozu do laboratote.
Motolice je pro plze natolik patogenni, Ze kombinace s dal$im stresem je Casto letalni.

Povrch druhu S. inermis reagoval v porovnani s jinymi druhy (cerkarie S. inermis
reagovaly se ¢tyfmi ze 17 testovanych lektind dvou skupin specifit, druh 7. regenti reagoval
sdeviti z22 lektint a druh D. pseudospathaceum reagoval v deseti piipadech z 18
testovanych lektintl) s velmi malym mnozstvim lektind. I pfes omezené mnoZstvi reagujicich
lektini bylo moZné pozorovat tendenci k redukci sacharidovych epitopt u transformovanych
larev, tak jak ji zname napf. u druhu S. mansoni (Stein a Lumsden, 1973) ¢&i D.
pseudospathaceum (viz 4.1.1). Jako markery transformace druhu S. inermis byly ozna€eny

lektiny WGA, LCA a ConA, diky kterym byla tato tendence prokazana.
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S. inermis je velmi naroény druh na laboratorni drZeni, Zivotni cyklus se podafilo
vytvofit pouze ojedinéle (Schell, 1974; Kirk a Lewis, 1992). Prace s parazitem samotnym je
také dosti komplikovana, protoZe transformované larvy S. inermis maji tendenci adherovat
k podkladu jakmile uciti sebemensi proudéni. Jedna se ziejmé o adaptaci parazita na Zivot
v krevnim fecisti. Tento fakt nam téméf znemozZiioval vybirani larev transformovanych in
vitro z media.

Transformace cerkarii S. inermis in vivo probihala celkem bez obtiZi. Bylo ale nutné
vybirat larvy uvolnéné z tkani ryby pomoci pipety pod mikroskopem. Larvy jsou velmi malé
a maji také tendence adherovat, tato vlastnost zde ale neni tak vyrazna jako u larev
transformovanych in vitro, coZ mize byt zptisobeno krat$i expozici larev v systému.

U cerkarii S. inermis s typickou ploutvi¢kou (tato ploutvi¢ka po transformaci mizi a
muze tedy slouZit jako pomocny znak pro posouzeni transformace larev) je zajimavé, Ze se
vSemi lektiny reagovalo shodné télo i ocasek larvy. U vSech ostatnich pozorovanych druhiti se
vyskytovaly lektiny, jejichZ vazba méla riiznou intenzitu na ocasku a na téle cerkarie. Nejvice
patrna byla tato tendence u druhu D. pseudospathaceum (viz 4.1.1.). Stejné tak nizky pocet
lektint reagujici s cerkdriemi S. inermis je ojedinély viz vySe. Zda se tedy, Ze nami sledovany
druh S. inermis je po strance povrchové glykosylace cerkarii velmi odli$ny od ostatnich druhi

sledovanych nami ¢i popsanych v literatufe.

Pro oba vySe uvedené druhy bylo moZné vyuzit lokalni anestetikum procain za ucelem
snadnéjsiho fotografovani. Optimalni davkou je 0,05% procain. Cerkarie po ni do 10 minut
znehybni a nedochédzi k praskani membran. Pfi vysSich davkach se cerkarie velmi silné
zmitaji a po imobilizaci pisobi znaéné ,,vyCerpané“. Fotografovani s FITC zna¢enymi lektiny
je viak komplikované nutnosti udrzovat pH kolem 7 za pomoci pufru. Posunem k niz§imu pH
totiZz dojde k vyraznému zeslabnuti sviceni fluoresceinu lektini navazanych na povrchu
tegumentu. Pfi pouziti procainu spolu s FITC zna¢enymi lektiny je tedy na misté opatrnost

ohledné spravného vyhodnoceni vysledku.

Mike$s a Man (2003) uvazuji o €etnych funkcich cathepsinu L pfitomného v penetranich
zlazach D. pseudospathaceum. Jednou z nich je i ucast na penetraci cerkarii do hostitele.
Podili-li se tedy tento enzym na penetraci do hostitele, je pravdépodobné, Ze zablokovanim
jeho proteasové aktivity pomoci Sirokospektrého inhibitoru cysteinovych proteas E-64 dojde
k inhibici penetrace cerkarii do hostitele. Vliv cathepsinu L na penetraci cerkarii do hostitele

se nam na zdklad¢ dvou pokust nepodatilo potvrdit. Na priniku larev do hostitele se ale
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jednozna¢né podili pohyby hlavového organu mechanicky narusujici tkan. Systém ktery jsme
k pokusim pouzili v§ak nebyl dfive vyzkousen, byl vytvofen pouze pro nase ucely.

Ve své studii piredpokladaji Mikes a Hordk (2001) také vliv cathepsinu L na svlékani
glykokalyxu cerkarii. Na zakladé naSich vysledku tfikrat opakovanych pokust jsme vSak tuto
funkci nepotvrdili.

Na zékladé naSich vysledkii se muze zdat, Ze cathepsin L neplni predpokladané
funkce (Mike$ a Horak, 2001), a tedy Ze se nepodili ani na svlékani glykokalyxu cerkarii, ani
na jejich penetraci do hostitele. Dalsi mozZnosti je, Ze cathepsin L izolovany danym zpisobem
patfi¢né nefunguje v systému neodpovidajicim pfirozenym podminkam.

V systému byly vyzkouSena rozdilna tloustka rybi kize, rozdilné ¢asy pro penetraci
cerkarii kuzi a rozdilné koncentrace inhibitort, ale Zadna zavislost na téchto faktorech nebyla
prokdzana. Podafilo se nam vSak dokazat, Ze u cerkdrii prochéazejicich rybi kizi ex vivo
dochazi k redukci sacharidovych epitopti.

Hledali jsme i alternativni metody, které by bylo mozné pouzit pro prikaz funkce
cathepsinu L. Ve W komiirkach poZitych pro tyto uéely nemély cerkarie tendenci migrovat
gelatinem s kyselinou linoleovou do fyziologického roztoku s glukosou. W komirky s
gelatinovou zatkou se pro nase ucely také neosvédcily.

Vzhledem k téZko interpretovatelnym vysledkiim je nutné tyto pokusy jesté opakovat

a vyzkouset chovani cerkarii i v jinych systémech.

Larvy Diplostomum pseudospathaceum Castené vyuZivaji krevni fe€isté hostitele béhem své
migrace do o¢ni CoCky ryb, kde vy€kavaji na pozfeni definitivnim hostitelem v podobé
metacerkarii (Whyte a kol., 1988). Druhy s podobnou Zivotni strategii (migrujici krevnim
feiStém hostitele) maji na svém povrchu po transformaci zdvojenou fosfolipidovou
dvouvrstvu (Hockley a McLaren, 1977). Jedna se o ¢eled’ Schistosomatidae (sledovany byly
druhy Schistosoma haematobium, S. japonicum, S. matthei, S. bovis, S. leiperi, S.
margrebowiei a S. intercalatum) — vyznamné parazity teplokrevnych obratlovcid, celed
Aporocotylidae (Aporocotyle simplex a A. spinosicanalis) — parazity ryb (tato celed je
v soucasnosti povazovana za soucast ¢eledi Sanguinicolidae (Smith, 2002)) a Spirorchiidae
(Spirorchis sp.) — parazity Zelv. Dvojitd membrana je nejspiSe vyznamnou ochranou proti
imunitni odpovédi hostitele. Ostatni druhy Zzijici v télnich dutinach a stfevech maji na svém
povrchu pouze jedinou fosfolipidovou dvouvrstvu (Hockley a McLaren, 1977). Jednoducha
membrana byla pozorovana u druhi Steringophorus furciger, Fasciola hepatica, Echinostoma

caproni, Notocotylus tricerialis, Dicrocoelium dendriticum, Corrigia vitta, Stephanostomum
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pristis, Podocotyle atomon, Macrolecithus papilliger, Lepidopedon elongatum, Zoogonoides
viviparus, Hemiurus communis a Derogenes varicus (Hockley a McLaren, 1977).

Nase ultrastrukturalni pozorovani prokazalo u druhu D. pseudospathaceum ptitomnost
pouze jediné, nezdvojené povrchové membrany ve stadiu metacerkarie, coZ je v rozporu s
vysledky ziskanymi v Némecku v prib¢hu diplomové prace Cynthie Wulff, 2002. Tato prace
uvadi fotografie povrchovych membran cerkarii, in vivo a in vitro transformovanych larev.
Tyto fotografie ukazuji nekompaktni povrchovou membranu, ktera je misty zcela zlyzovana a
mozna misty diky své sile pfipomina membranu zdvojenou. Sedm vrstev zdvojené povrchové
membrany transformovanych larev D. pseudospathaceum vsak tyto fotografie jednoznacné
neprokazuji. Lze tak soudit i s pfihlédnutim k ultrastrukturnim pozorovanim povrchovych
membran provadénym v nasi laboratofi na druzich 7. szidati (Hordk a kol., 1997b) a T.
regenti (BlaZova, osobni sdéleni).

Vezikuly a granula, ktera se vyskytovala u jednotlivych stadii, jsou n€kdy dosti podobna
tém, které popisuje Hockley a McLaren (1973) u druhu Schistosoma mansoni a Horak a kol.,
(1997b) u T. szidati. Tegument cerkarii D. pseudospathaceum obsahoval téliska o rozmérech
120 x 50 nm. U S. mansoni jsou pozorovana téliska shodného typu o rozmérech 120 x 120
nm. Kulovité membranové vezikuly, objevujici se u larev po transformaci, jsou v pfipadé D.
pseudospathaceum o cca 50 nm vétsi nez u S. mansoni. Druh S. mansoni ma vacky lemovany
sedmivrstevnou, zdvojenou membranou, ktera vSak nebyla u naseho druhu pozorovana. U
metacerkarii D. pseudospathaceum byla pozorovana sekre¢ni granula bez membran, ale Zadna
podobna granula nebyla popsana ani u druhu Schistosoma mansoni ani u T. szidati.

Produkce membranovych télisek, podobného typu i velikosti, putujicich k povrchu je
identicka u vSech zminénych druhi (S. mansoni T. szidati, D. pseudospathaceum). Zda se, Ze
u viech dochazi k velmi intenzivni obméné povrchovych membran kratce po transformaci.

Pozorované zvrasnéni tegumentu zvét§uje povrch larev a umoziuje tak intenzivnéjsi
vstiebavani jednoduchych slozek potravy, napiiklad glukosy a aminokyselin a vylepSuje i
dalsi dilezité funkce tegumentu (Thompson, 1997). Tendence k prohlubovéani zahybi
tegumentu byla pozorovana shodné u druhlG Schistosoma mansoni a T. szidati. U D.
pseudospathaceum tato tendence dosahla svého vrcholu ve stadiu metacerkarie.

K fixaci materidlu jsme pouZili n€kolik metod. Srovnani Ctyf metod fixace ukazuji
obrazky 32 az 35. NejlepSich vysledku bylo dosazeno s pouzitim 2,5% glutaraldehyd ve 400
mM Hepes pufru s pfidavkem NaCl a taninu. O néco horsich vysledki jsme dosahli pouzitim
2,5% glutaraldehydu v kakodylatovém pufru. Ostatni typy fixdZze se zdaji byt nevyhovujici

pro pozorovani povrchovych membran tohoto druhu. Zkraceni fixace na 1 aZ 2 hodiny také

78



prospiva kvalité¢ vzorku. Postfixace jednotné probihajici 1 hodinu v OsO4 se osvédcila. Na
velké problémy jsme narazili pfi fezani materialu, které bylo zadavano pracovisti ELMI pti
PaU AVCR v Ceskych Bud&jovicich. Ve fixovaném materialu se ¢asto vyskytovala nejspise
vapenata granula, ktera krajeni na ultratenké fezy velmi komplikovala. Na takovychto fezech
se Casto nedala rozeznat povrchova membrina, ani vnitini struktura larev. Pozorovani
povrchovych membran vS$ak bylo komplikované i u druhu 7. regenti (BlaZova, osobni
sdéleni). Citlivost membran na sloZeni fixaze, ¢asy fixace a dal$i zpracovani je obrovska a zda

se, Ze pro kazdy druh bude vZdy nutné nalézt vyhovujici fixaz

U zastupce Celedi Sanguinicolidae (Smith, 2002), S. spinosicanalis, parazitujiciho u platyse
drsného (Hippoglossoides platessoides) je znama ptitomnost zdvojené povrchové membrany
(Hockley a McLaren, 1977). U S. inermis v$ak zatim membrana nebyla sledovana.

Pfi ziskavani larev S. inermis pro elektronovou mikroskopii jsme narazili na ¢etné
obtiZe. Cerkarii byl sice dostatek, ale bylo t¢Zké s nimi, pro jejich malé rozméry, manipulovat
v zalévaci pryskyfici. Pfi transformaci in vitro jsme nedokézali ziskat dostatek materidlu.
Transformace in vivo se jevi byti vhodnéj$i, ale problémem stejné jako u transformace in vitro
zustava tendence larev pfichytavat se k pipetdm ¢i k jakémukoliv povrchu. To zna¢né
komplikuje praci vzhledem k nutnosti vybirat jednotlivé transformované larvy pod
mikroskopem pravé pipetou. Diky zanedbatelné velikosti transformovanych larev nelze
bezezbytku odstranit veSkerou rybi tkan ze vzorku a je tedy nutné se timto ,hledanim“
zabyvat az pod ELMI.

Pro dosaZeni lepSich vysledki jsme se pokouseli ziskat dospélé jedince S. inermis
z infikovaného kapra (Kirk a Lewis, 1996). Rybu jsme vypitvali, ale dospélce v bulbus
arteriosus jsme nena$li. Vajicka nalezena v Zabrach jsme pouZili k nakaZeni dalSich
mezihostitelskych plzi. Zivotni cyklus se nam ale nepodatilo dokonéit. PlZ nakaZeni
miracidii S. inermis podlehli infekci dfive neZ zacali vyluCovat cerkarie. Z literatury je ale
Znamo, Ze zavedeni Zivotniho cyklu druhu S. inermis v laboratornich podminkéach neni snadné

(Schell, 1974; Kirk a Lewis, 1992).
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5.2. Vyuziti FITC znacenych lektini k druhové determinaci

morfologicky tézko rozlisitelnych druhi motolic

Povrchova glykosylace cerkarii druhti 7. regenti a T. szidati byla popsana v fad€ praci (Horak
a Mikes, 1995; Hordk a kol., 1997b; Fryzkova, 2004; BlaZzova a Hordk, 2005) a srovnanim
studii vyplynuly zna¢né rozdily v reakcich zminénych druhti s identickymi lektiny. Rozdily
mohou byt zplsobeny rozdilnym zpracovanim materidlu ¢i pouzitim jiné SarZe lektint.
Konkrétné se jednotlivé publikované vysledky liSily v Sesti ptipadech z 12 spolecné
testovanych lektini. Na zaklad¢ jmenovanych studii jsme porovnali reakce cerkarii obou
druhu trichobilharzii v paralelnich pokusech na Zivych cerkariich ve snaze jednoznatné
definovat lektiny, pomoci kterych by bylo mozZné tyto dva morfologicky velmi podobné druhy
rozlisit. Druhova diferenciace se totiZ zatim dafi pouze na véjcich a dospélych ¢ervech.

Druhova diferenciace dospélcu trichobilharzii je mozna podle lokalizace v hostiteli i
podle morfologie jedinci. Vajitka zminénych druhid jsou také morfologicky odlisitelna.
Miracidia T. regenti napadaji plZze Radix peregra a v ptipad¢ T. szidati plze Lymnea stagnalis.
Cerkarie uvoliyjici se z nakaZzenych plzi 1ze vSak velmi obtizné rozliSit. Nabizi se pomérné
naro¢né rozliSeni pomoci lokalizace senzorickych papil ¢i morfometrie (Podhorsky, osobni
sdéleni). Dalsi moZnosti byla aplikace FITC znaCenych lektini a kvantifikace odli$nosti
vyplyvajicich z vy$e uvedenych publikaci.

Z nasich vysledkii vyplyvd zna¢na odlisnost glykosylace jednotlivych druhii od
publikovanych vysledki k ¢emuz mohlo dojit napf. pouZitim odli$né $arze lektint &i horsi
odecitatelnosti né€kterych slabSich reakci tegumentu na fezech a zplsobem zpracovani
materidlu na histologické fezy v ptipadé Fryzkové (2004). Z naSich paralelné provadénych
pokust jsou patrné pouze minimalni rozdily mezi obéma druhy, a navic se vétSinou jedna
pouze o rozdily v intenzité reakci u lektini UEA-I, ConA a PNA. Lektin PNA u T. regenti
nereaguje a u 1. szidati reaguje slabé, coz vzhledem k vysledkiim zjednoho opakovani
pokusu kdy cerkarie druhu 7. regenti reagovaly slabg, neni dostate¢né pritkazny rozdil.

Srovnanim s druhem 7. franki jehoZ Zivotni cyklus zahrnuje plZze Radix auricularia a
vodni ptaky, a ktery mimo jiné zpusobuje cerkariovou dermatitidu (Miiller a Kimmig, 1994)
dojdeme v podstaté ke shodnyn zavérim jako u ptedeslych dvou druhi. I kdyZ rozdily mezi
lektiny ECL a SBA by zdanlivé k druhové determinaci T. franki stadily, u T. szidati a T.
regenti se bé¢hem tfech opakovani pokust u lektind ECL a SBA vyskytla v jednom piipadé
slaba reakce. Reakce lektinit LCA a RCA jsou také nepouZitelné protoZe se nejedna o

80



dostate¢né prukazny rozdil, ale pouze o rozdilnou intenzitu reakce ktera by mohla byt
nespravné interpretovana na jiném mikroskopu nebo jinym subjektem.

Lektiny se v tomto ptipadé nezdaji byti vhodnym nastrojem k rozliSeni tfi, morfologicky
téméf identickych druhd. Rozdilna situace je ale naptiklad u obmének (Rhodes a Haywood,
1995; Rhodes, 1998) ¢i bakterii Bacillus anthracis (Cole a kol., 1984).

V naSich pokusech se nepodafilo zablokovat lektin jacalin (JAC) specifickym
inhibitorem kterym je N-acetyl-D-galaktosamin. NejspiSe se tedy jednalo a nespecifickou
reakci tohoto lektinu.

V tabulce 10 uvadim srovnani naSich pokust sjiZ publikovanymi studiemi.
Z vysledkt vyplyva, Ze rod Schistosoma se vyznaduje jinym motivem glykosylace neZ rod
Trichobilharzia (RCA, UEA-I, LTA). Glykosylace tegumentu motolic se na ziklad¢ této
studie omezené na tfi druhy zd4 byt rodové unikatni.

Jina situace byla zaznamenana u n€kterych monogenei, kde je povrchova glykosylace
odli$na i druhové (Schabuss, 2003; Fryzkova, 2004).

Zastupci rodu Echinostoma nam slouzili pro porovnani k problematice druhové diferenciace
trichobilharzii pomoci FITC lektini. E. spiniferum a E. revolutum jsou motolice ¢asto
nalézané ve vodnich nadrzich jiznich Cech. Celkové druhové zastoupeni uvadi Faltynkova
(2005). E. spiniferum vyuziva plze Planorbarius corneus jako mezihostitele. Mezihostitelem
E. revolutum je Lymnea stagnalis. Oba tyto druhy motolic se vyznacuji napadnym limcem
trn, v obou pfipadech v poétu 37. Cerkarie maji témé shodnou délku cca 780-800 pm.
Odli$ny je tvar paraesofagealnich Zlaz barvitelnych neutralni Cerveni. Vice se témto
motolicim vénuje NaSincova (1992) a uvadi i synonyma pouzivana pro E. spiniferum
(Echinostoma echinatum, E. lindoense).

FITC znacené lektiny se zde nabizely jako jednoduché ndstroje pro spolehlivé
rozliSeni téchto dvou druhii ve stadiu cerkarii. Nedostatek plzi nakaZenych E. revolutum,
podle udaji velmi béZného druhu (Faltynkova, 2005), praci znaéné komplikoval. Abychom
ziskali kontrolu spravnosti nasich pokust s druhem E. revolutum, vyuZili jsme pro porovnani
star$i studii (Hordk a Mikes, 1995). Vyskytly se pouze dva drobné rozdily mezi studiemi, a to
v intenzité reakce u lektinh HPA a ConA. Recentné pouzita $kala lektind vSak byla vyrazné
Sir$i a proto ne viechny vysledky mame potvrzené. Z porovnani E. revolutum a E. spiniferum
po strance glykosylace tegumentu vyplyvaji jisté rozdily. Asi nejvyznamnéj$i se zdaji byt u
lektini SJA a HPA, méné vyrazné u PNA, JAC a RCA. Lektin SJA nemizZeme

zatimdoporucit, protoze ve studii Hordka a MikeSe (1995) neni tento lektin testovan a nam
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diky jedinému opakovani pokusu chybi kontrola spravnosti ziskaného vysledku. Zbyva tedy
pouze lektin HPA, ktery u E. revolutum reaguje a u E. spiniferum nereaguje. Nicméné jediny
lektin ke spolehlivé druhové determinaci nejspise nestaci.

Aby viak bylo moZné jednozna¢né zhodnotit pouzitelnost FITC znacenych lektind

k tomuto uc¢elu, bude nutné tyto studie rozsifit o vétsi pocet druhti a celedi.

5.3. Zmény protilatkové odpovédi specifického definitivniho

hostitele v priibéhu infekce 7. regenti a T. szidati

Vzhledem k potencidlné silnym imunogennim vlastnostem glykokalyxu cerkarii byly také
sledovany zmény v protilatkové odpovédi hostitele v pribe¢hu infekce T regenti a T. szidati.

Z vysledku ziskanych na blotu je moZné usuzovat, Ze krevni séra jednotlivych kachen
(,,A“, ,,B“, ,,C* a ,,D“) vétSinou vykazuji podobnou tendenci reagovat v prubéhu infekce
postupné s nékolika antigeny. Imunitni odpovéd’ jednotlivych kachen se ale pfes tuto
spole€nou tendenci zna¢né 1isi. Rozdily vynikaji nejspiSe v zavislosti na individualnim stavu
imunitniho systému infikovanych kachen. Dal§i moZnou pfi€inou této rozmanitosti miZe byt
,»zviditelnéni“ nékterych antigenti naptiklad thynem parazita v hostiteli. Pfi¢inou pomérné
nizkého poctu nalezenych antigeni miZe byt slaba infekce kachen &i migrace parazita
(imunoprotektivnim) nervovym systémem hostitele. K vytvofeni obecné platného schématu
tvorby protilatek pfi infekci 7. regenti bude nutné provést daldi pokusy s vétSim poctem
kachen a zaméfit se na nalezeni typického vyvoje imunitni odpovédi hostitele.

Stejna situace nastala u imunohistochemickych pokust. Patrné jsou spole¢né tendence
k reakci kachnich sér se strukturou podobnou svaloviné cerkarii prvni dva tydny po infekci —
cozZ je nejspiSe zpisobeno uhynem cerkarii t€$né po penetraci do hostitele a kontaktem
hostitele s antigeny svaloviny, které parazit na svém povrchu za Ziva nevystavuje. Tato reakce
byla pozorovana u vSech krevnich sér pofizenych 6 — 14 dpi kromé séra A7. Divodem
k odli$né reakci tohoto séra stegumentem mohla byt, kromé atypického vyvoje imunitni
odpovédi kachny, také migrace parazita probihajici odli$n€ od zbyvajicich kachen (B,C,D) a
rozpad paraziti v hostiteli. Po tfetim tydnu od infekce krevni séra, aZ na jedinou vyjimku
(D20), reaguji s antigeny tegumentu motolic 7. regenti, ktery je vzhledem k vysokému obsahu
sacharidu a dle udaji z literatury znaéné imunogenni (Marikovsky a kol.,, 1988). Ptes
intenzivni obménu tegumentalnich struktur béhem prvnich hodin po proniknuti do hostitele se
moZna stabilni protilatky proti povrchovym strukturam u primoinfekci objevuji aZ po tfech
tydnech od infekce.
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Zavislost reakci tegumentu cerkarii na fezu a reakci s jednotlivymi antigeny na blotu
se zatim nedafi nalézt. Nabizi se prouzek v oblast 38 kDa ktery se vyskytuje na blotu u
vétsiny krevnich sér, ktera reagovala na fezu s tegumentem (kromé séra A7). Ale naopak,
krevni séra reagujici v této oblasti na blotu nereaguji vSechna stegumentem na fezech.
Prouzky odpovidajici reakci svalstva na fezech nelze viibec ur€it. Spoleénym jmenovatelem
obou vysledku lze nazvat pfevladajici tendenci k zesileni protilaitkové odpovédi b&hem
infekce hostitele a tendenci k reakcim s riiznymi antigeny v pribéhu infekce (alespoii) do 21
dne po infekci.

Na fezech reagovala silné¢ séra reinfikovanych kachen s tegumentem cerkarii. Jedinym
rozdilem mezi jednotlivymi séry byla sila této reakce, RE1 a RE3 reagovala slab&ji a RE2 a
RE4 reagovala silngji. Zvlastni je zde korelace s reakcemi téchto sér na blotu. RE2 a RE4 se
vazou v oblasti kolem 200 a 38 kDa — stejn¢ jako RE1 a RE3 — ale mimo to i v oblasti 42
kDa. RE2 sérum, které se jevilo jako obecné nejsilnéjsi, reagovalo i v oblast 50 kDa. Zda se,
Ze by mnoZstvi bandi v oblasti 50 az 38 kDa mohlo byt pfimo umérné intenzit¢ reakci
v oblasti tegumentu cerkarii na fezech cerkarii. Séra reagujici nejsiln€ji s tegumentem cerkarii
tedy reaguji na blotu se vSemi antigeny ve zminéné oblasti (38, 42, 50 kDa). Séra kachen
infikovanych T. szidati reagovala zkfizené¢ s povrchem cerkarii 7. regenti. Vzhledem
k vyrazné podobnosti povrchové glykosylace téchto druhi neni tento vysledek nijak
prekvapuyjici.

Imunogennost proteas penetracnich Zlaz o molekulové hmotnosti kolem 30 kDa by
z hlediska parazita a reinfekce hostitele byla nevyhodna. Glykokalyx je vSak struktura ktera se
na priniku do hostitele nijak nepodili a kratce po penetraci je shazovana. Je tedy
pravdépodobné, Ze antigeny pochazi spiSe z povrchu cerkarii. Antigeny o molekulové
hmotnosti kolem 200 kDa by mohly byt vysoce glykosylovanymi komponentami
glykokalyxu, coz vSak nepotvrdil ligand blot. Je ale moZné Ze lsou tyto antigany
glykosylavany sacharidem, ktery nase paleta lektinii nerozeznala.

Ligandovy blot mél prokazat, zda n¢které antigeny reagujici se séry na blotu jsou
glykosylované, tedy nejspiSe pfitomné v odhazovaném glykokalyxu. Lektiny pro pokus jsme
vybirali na zakladé znalosti glykosylace tegumentu Zivych cerkarii, jejichZ reakce byla
ohodnocena ++ (kapitola 4.2.; Fryzkova, 2004; Blazova a Horak, 2005). Nicméné Zadna
glykosylace antigeni vytipovanych pomoci western blottu nebyla detekovana. V prvnim
pokuse na NC membrané byly pfitomné pouze nékteré nespecifické reakce. Pouzitim PVDF
membrany a smési inhibitori se podafilo velice dobfe eliminovat nespecifickou vazbu lektint

k proteinim. Z tohoto pokusu bylo patrné, Ze vybrané lektiny se nevazou na Zadnou oblast
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blotu specificky. Pro nedostatek materidlu nebylo mozné pokus zopakovat se Sirsi paletou

lektini nebozopakovat za jinych podminek.

T. szidati je druh odlidny od T. regenti svou migraci ,,neimunoprotektivni* tkani hostitele a
odlisnou lokalizaci dospélct. Elektroforetogram 7. szidati byl pofizen pouze z peletu cerkarii
po homogenizaci a centrifugaci (viz obrazek 63), nejde tedy o kompletni homogenat jako v
ptipadé T. regenti. Pelet cerkarii, v némz je mnoho bunéénych membran, vytvafi na gelu
vyrazné barvitelné plochy, které jej, oproti gelu skompletnim proteinem 7. regenti,
zneptehlediiuji. Srovnani celkovych proteint z cerkarii obou druhti motolic po elektroforéze
nebylo mozné kvili nedostatku materidlu 7. szidati. Pelet cerkarii zde byl pouzit také
vzhledem k pfedpokladanym imunogennim vlastnostem tegumentu, jehoz prevladajici
nerozpustné ¢asti se po zpracovani cerkarii nalézaji pravé v peletu. Vyhradnim pouZitim
peletu zcerkarii jsme ale pfiSli o rozpustné proteiny vyskytujici se po zpracovani
V supernatantu.

Cetné reakce sér T. szidati (prouzky 6 — 11 obrazku 63) v oblasti 22 kDa nelze
vzhledem k reakci s kontrolnim sérem spolehlivé povazovat za specifické. V ptipadé reakci v
oblasti pod 20 kDa se jedna se o antigen se kterym specificky reaguje imunitni systém
hostitele po celou sledovanou dobu infekce 7. szidati (15, 22, 24, 28, 30 a 31 dpi).

Reakce vyskytujici se u prouzku 6, 7 a 10 obrazku 63 v oblastech blotu s vy3si
molekulovou hmotnosti (po fadé 61, 42 a 58) si vysvétluji jako specifické reakce antigent
charakteristickych pro dané obdobi infekce. Jedna se tedy o né€kolik povrchovych antigent
exprimovanych v daném obdobi. Fakt, Ze intervaly mezi pofizenim sér jsou relativné kratké
(15, 22 a 30 dpi) a Ze séra nebyla pofizovana ze stejné kachny jako v ptipade¢ T. regenti,
nabizi i vysvétleni, Ze se miZe jednat pouze o individudlni odchylky v imunitni reakci
jednotlivych kachen. Séra kachen nakaZenych 7. szidati byla ziskavana pouze po dokon¢eni
zivotniho cyklu motolic v kachné nebo dfive v ptipadé, kdy byla kachna pouzivana pro ucely
jinych experimentt.

Reakce sér kachen nakazZenych 7. regenti na blotu s peletem cerkarii 7. szidati jsou
v ptipad¢ reakce voblasti 22 kDa vzhledem kreakci s kontrolnim sérem nejspise
nespecifické. Prouzky 4 a 5 obrazku 63 vSak vtéto oblasti nereaguji a proto neni tato
nespecificka reakce jednozna¢na. V oblasti 42 kDa reaguji prouzky 2 a 3. Zde se jedna o

specifickou zktizenou raekci.
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Bylo by vhodné doplnit tuto studii jest€¢ o imunohistochemické pokusy jako v pfipadé T.
regenti. Vzhledem k vyhynuti laboratorniho chovu 7. szidati v pruibéhu experimenti to vsak

v naSem piipadé nebylo mozné.
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6. ZAVER

Diplomova prace se zaméfila na sledovani povrchovych zmén b&hem transformace cerkarii.
Sledovany byly rozdily v glykosylaci a v ultrastruktufe povrchovych membran tegumentu
druhi Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis. Povrchova glykosylace byla
sledovana také u druhti Trichobilharzia szidati, T. regenti, T. franki, Echinostoma revolutum a
E. spiniferum za WCelem druhové diferenciace. V kontextu s potencidln€é silnymi
imunogennimi vlastnostmi povrchovych struktur byly sledovany zmény v protildtkové

odpovédi hostitele v prib&hu infekce Trichobilharzia regenti a T. szidati.

o U druhti Diplostomum pseudospathaceum a Sanguinicola inermis byly stanoveny
lektinové markery zmény glykosylace.

Markery transformace druhu Diplostomum pseudospathaceum (RCA, ConA) byly
nasledné vyuZity v pokusech zaméfenych na zhodnoceni vlivu cathepsinu L pii
penetraci cerkarii do hostitele na svlékani glykokalyxu cerkarii. Zapojeni cathepsinu L
do téchto procest ale nebylo prokazano.

Pro snadnéjSi fotografovani jinak znacné pohyblivych larev motolic bylo uspésné
zavedeno pouzivani lokalniho anestetika procain v pufrovaném prostiedi.

o Ultrastrukturalni pozorovani transformovanych larev postcerkaridlnich stadii
(diplostomuly ¢ili metacerkarie) Diplostomum pseudospathaceum prokazalo
ptitomnost jednoduché povrchové membrany. Ultrastrukturalni pozorovani povrchové
membrany transformovanych larev Sanguinicola inermis nebylo uspésné.

o Paralelni popis povrchové glykosylace cerkarii druhi Trichobilharzia szidati, T.
regenti, T. franki ukéazal na napadnou podobnost téchto druht a na jejich odli$nost od
druhu S. mansoni. Vyuziti FITC znacenych lektini pro druhovou determinaci neni
v tomto pfipad¢€ mozné.

Z paralelniho popisu povrchové glykosylace cerkarii druhi Echinostoma revolutum a
E. spiniferum vyplyvaji jisté mezidruhové odli$nosti, které by po rozsifeni pokusu

mohly k druhové diferenciaci slouzit.
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o Reakce jednotlivych sér pokusnych kachen nakaZenych 7. regenti se dosti 1isi, zfejmé
v zavislosti na imunitnim systému hostitelt a vyvoji parazita.
Na konci infekce, po cca 20 dnech, se objevuje reakce stegumentem cerkarii na
fezech. Je mozné, Ze této reakci odpovida proteinu v oblasti 38 kDa na blotu. Velikost
antigenu zodpovédného za reakci svaloviny na fezech nelze stanovit.
Z omezeného mnoZstvi pokusti nevyplyva glykosylace Ziadného z nalezenych
antigenu.
Na blotu z peletu 7. szidati jsou patrné specifické reakce se séry infikovanych kachen.
Jedna se jak o reakce vyskytujici se v prub&éhu celé infekce, tak o reakce
charakteristické pro urcité obdobi po infekci.
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8. PRILOHA — ABSTRAKTY Z KONFERENCI

8.1. Zmény ultrastruktury a glykosylace tegumentu cerkarii

motolic béhem penetrace

Sbornik abstraktl z Eeskych a slovenskych parazitologickych dnti konanych 17 — 21. kvétna
2004 v Ostravici, strana 26.

Z. Hizova, M. Fryzkova a L. Mike$
Katedra parazitologie, Pfirodovédecka fakulta UK, Vini¢na 7, 12844, Praha 2

Tegument penetrujicich cerkarii prodélava beéhem transformace pieménu jak
ultrastrukturalni (napf. zmény povrchové membrany), tak zmény ve sloZeni sacharidového
obalu (glykokalyxu). Ultrastrukturalni zmény jsou jiZ podrobn¢ prostudovany na druhu
Schistosoma mansoni. Tento druh, stejné jako né€které jiné druhy vyuzivajici krevni fecisté
hostitele, ma ve stddiu cerkarii tfivrstevnou vné&j§i membranu, ktera se pietvafi v
sedmivrstevnou membranu schistosomul zahy po penetraci do hostitele. Zmény v glykosylaci
vSak nelze takto snadno shrnout.

Charakterizace glykokalyxu cerkarii Diplostomum pseudospathaceum pomoci
fluorescenéné znaCenych lektini prokazala pravdépodobnou ptitomnost hlavné N-acetyl-D-
galaktosaminu, D-galaktosy a laktosy, dile pak D-mannosy/D-glukosy a D-glukosaminu. U
cerkarii po transformaci zeslably reakce lektini specifickych pro laktosu a N-acetyl-D-
galaktosamin, Gpln€ zmizela reakce lektint specifickych pro D-mannosu/D-glukosu.

Z porovnani glykosylace cerkarii Diplostomum pseudospathaceum s druhy Echinostoma
revolutum, Paryphostomum sp., Hypoderaeum conoideum, Echinoparyphium aconiatum,
Trichobilharzia szidati a Schistosoma mansoni vyplyva shoda u reakce jediného lektinu
(specifita pro N-acetyl-D-galaktosamin) z deseti pouZitych. Jde tu o markantni rozdilnost
v glykosylaci jednotlivych druhti rozdilnych ¢eledi. Porovnanim dvou vzdalenéj$ich druhu
Celedi Schistosomatidae (Trichobilharzia szidati a Schistosoma mansoni) nalezneme
vzajemné podobné reakce lektind se specifitou pro N-acetyl-D-galaktosamin a oligomerni N-
acetyl-D-glukosamin. V ostatnich sacharidech se tyto dva druhy uplné rozchézeji. Zajimavé
vysledky pfineslo srovnani piibuznych druhG Trichobilharzia szidati a T. regenti, jejichz
cerkarie nejsou morfologicky spolehlivé rozlisitelné.

Prokézali jsme, Ze u zkoumaného druhu mohou zmény glykosylace povrchu slouzit jako
marker transformace cerkarii, coZ podporuje vysledky ziskané doposud i na jinych druzich.
Dal3i experimenty maji ukéazat, zda by bylo moZiné rozeznani morfologicky tézko
rozliitelnych druhti v ramci jednoho rodu (napi. Trichobilharzia, Diplostomum) pomoci
znalosti pfipadnych rozdilnosti glykosylace cerkarii.
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8.2. Labelled lectins as a tool for differentiation of bird
schistosome cercariae and for detection of changes in
glycosylation during penetration of cercariae into their hosts.

Hazova Z. and Mikes L.
Department of Parasitology, Charles University, Viniéna 7, 12844, Prague 2, Czech Republic

The glycocalyx (sacharide coat) of cercariae is a structure that provides osmotic
protection and physiological adaptation to changing environment during trematode life cycles.
For cercariae in the water, this structure is absolutely essential, but after penetration into a
host it could be a source of possible activation of host immune system. In order to avoid this
activation, cercariae shed their saccharide coat after penetration.

Glycosylation of living cercariae was described for two species of the family
Schistosomatidae: Schistosoma mansoni (Linder 1984) and Trichobilharzia szidati (Horak
and Mike$ 1995; Horak et al. 1997). On cross-sections it was characterized also for cercariae
of Trichobilharzia regenti (Fryzkova 2004). Comparison of these four studies has shown
significant differences in the glycosylation of these species. It was supposed that the type of
glycosylation could be used for determination of cercariae of morphologically
undistinguishable schistosome species.

During a control experiment employing a set of fluorescein-labelled lectins and two
bird schistosomes (7richobilharzia szidati and Trichobilharzia regenti) parallelly, no clear
differences were observed between these cercariae. The results of this experiment led to a
conclusion that the glycosylation of cercarial tegument might not be a reliable discriminative
character for determination of related schistosome species.

However, changes in glycosylation of cercariae and following post-penetration stages
seem to be a good marker of transformation not only for schistosomes but also for other host-
penetrating species. For example, binding of lectins specific for N-acetyl-D-galactosamine, D-
galactose lactose, D-mannose/D-glucose and D-glucosamine has been detected to cercariae of
the fish eye fluke, Diplostomum pseudospathaceum. After penetration into the host, the
reactions of lectins specific for lactose and N-acetyl-D-galactosamine appeared weaker, while
the reactions of lectins specific for D-mannose/D-glucose have even not been detected. A
similar tendency to reduce external glycosylation of cercariae after penetration has also been
observed in cercariae of the fish blood fluke, Sanguinicola inermis.
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