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Abstrakt

Do celedi Schistosomatidae patfi lidské schistosomy zpiasobujici schistosomdzu, ale i
Siroké spektrum cizopasnika zvitat (hlavné ptaka). Zivotni cyklus schistosom je dixenni, tedy
dvouhostitelsky. Mezihostitelem je vodni plZ. Definitivnim hostitelem byva ptak nebo savec.

In vitro kultivace schistosom pomahaji udrzet Zivotni cyklus v laboratornich podminkach,
charakterizovat vyvoj a morfogenezi, a stanovit nutri¢ni poZadavky parazita. V oblasti
imunodiagnostiky mohou kultivace ptispét k identifikaci exkreéné-sekre¢nich a somatickych
antigenti. Schistosomy je mozné kultivovat kratkodobé nebo dlouhodobé. Kratkodobé
kultivace mohou usnadnit napi. vyvoj diagnostickych metod, chemoterapeutik a vakcin.

Dlouhodobe kultivace se mohou vyuZit napi. k produkci vétsiho mnoZstvi parazitu.

Abstract

The family Schistosomatidae covers not only human schistosomes, but also a wide
spectrum of avian parasites. The schistosomes have a two-host life cycle. The intermediate
host is a water snail and birds or mammals can serve as final host.

In vitro cultivation of schistosomes help to keep the life cycle under laboratory conditions,
characterize development and morphogenesis, and determinate specific nutritional
requirements of parasites. In the area of immunodiagnosis it can contribute to identification of
excretory-secretory and somatic antigens. Schistosomes can be kept in short-term or long-
term cultures. The short-term cultivation can facilitate e.g. the development of diagnostic
methods, chemoterapeutic agents and vaccines.The long-term cultivation can applied for e.g.

mass production of parasites.
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1. Uvod

Schistosomy jsou krevni motolice z kmene Platyhelminthes, ti¥idy Trematoda (motolice),
podtiidy Digenea a ¢eledi Schistosomatidae.

Motolice jsou obvykle dorzoventralné zplostélé, vyjimku tvoii ¢eledé Schistosomatidae,
Didymozoidae a Paramphistomidae. VétSina zastupcu této tiidy jsou endoparaziti. Typickym
morfologickym znakem je ptitomnost prisavek (nejéastéji dve).

Trematoda spolu s Monogenea a Cestoda patii do monofyletické skupiny Neodermata.
Povrch téla této skupiny tvoii neodermis (= tegument) (krom¢ 1. larvalniho stadia). Tegument
je syncytialni utvar a byva kryt glykokalyxem. Povrch tegumentu tvofi vnéjSi membréana
(dvojitd u krevnich motolic) a vrstva bezjaderné cytoplasmy. Syncytialni vrstva vysila
cytoplasmaticke vybezky, jimiz se poji k vlastnim buné¢nym télam obsahujicim jadro
(subtegumentalnim bunkéam). T¢la subtegumentalnich bunék se nachéazi pod lamina basalis a
pod svalovymi vrstvami a zasahuji az do parenchymu. Svalova soustava je mélo vyvinuta.
Skladé se z podélné, okruzni a Sikmé svaloviny. Motolice nemaji téIni dutiny, anus, dychaci a
cévni soustavu. Naopak maji dobte vyvinutou travici, exkreé¢ni a rozmnozovaci soustavu.
VeétSina motolic jsou hermafroditi s vyjimkou ¢eledi Schistosomatidae a Didymozoidae.

Do celedi Schistosomatidae se fadi Schistosomatium, Heterobilharzia, Schistosoma,
Bivitellobilharzia, Austrobilharzia, Orientobilharzia, Ornithobilharzia, Macrobilharzia,
Bilharziella, Jilinobilharzia, Gigantobilharzia, Dendritobilharzia, Trichobilharzia (Khalil
2002) a Allobilharzia (Kolafova a kol. 2006). Rod Griphobilharzia izolovany z krokodyla
byl diive fazen téZ do Schistosomatidae.

Cilem této prace je shrnout poznatky o in vitro kultivacich schistosom, porovnat sloZeni
kultiva¢nich médii a vyvoj stadii in vitro a in vivo na vybranych zéstupcich ¢eledi

Schistosomatidae.



2. Zivotni cyklus zastupci ¢eledi Schistosomatidae

Vyvojovy cyklus schistosom je dixenni, tedy dvouhostitelsky. Mezihostitelem (MH) je
vodni plz, zde probih4 asexudlni mnozZeni. Definitivnim hostitelem (DH) je obratlovec (pték,
savec), kde dochazi k sexualnimu rozmnozovéani. Rod Trichobilharzia se rozdéluje na druhy
visceralni (T. franki, T. ocellata = T. szidati) a nazalni (T. regenti) v zavislosti na lokalizaci
dospélcu v kapilarach viscerdlnich organa nebo nazalni mukdzy hostitele. Visceréalni druhy
kladou vajicka do kapilar a télo hostitele opousti vajicka ve vykalech nebo mo¢i. P#i kontaktu
vajicek s vodnim prostiedim dojde k uvolnéni obrvenych larvalnich stadii - miracidii.

U nazélnich druht jsou deponovana do nazalni mukozy a k lihnuti miracidii dochazi jiz ve
tkani. Nékterd vajicka se nedostanou do vnéjsiho prostiedi, zastanou uvéznéna v tkéni, kde se
okolo nich utvoii granulom a jsou znicena (Fried a Haseeb 1991; Horéak a kol. 2002). Prvni
larvalni stadium (miracidium) se volné pohybuje ve vodé. Miracidium na zakladé stimula
vyhled4 MH. K praniku do plze dochazi pomoci penetra¢nich Zlaz, z nichz se uvolnuji
proteolytické enzymy. Béhem 24 hod po penetraci vznik& materska sporocysta. Z matetské
sporocysty vznika dcefind sporocysta, ktera pozdéji produkuje furkocerkarie. Nékolik stovek
cerkérii opousti kazdy den plZe. Na zaklad¢ chemickych stimula cerkérie nalezne hostitele a

penetruje kuZzi. Poté se preméni na schistosomulu a migruje télem v zavislosti na druhu.

2. 1. Morfologie jednotlivych stadii zastupci celedi

Schistosomatidae

Vajicka

Vajicko nemé operkulum. V zavislosti na druhu ma razny tvar a mizZe byt opatieno trnem.

Miracidium

Miracidia maji povrch téla sloZzeny z epidermalnich desticek s ciliemi a mezibuné¢nych
valt. Na predni ¢asti téla je apikalni papila (terebratorium) s vyvody penetra¢nich Z1az. Déle
jsou vybavena nervovym, svalovym a exkrec¢nim systémem a senzorickymi papilami. Nemaji
travici soustavu a jsou odkazana na zasoby glykogenu. U schistosom miracidia nejsou

vybavena o¢ni skvrnou. Uvniti téla se nachazi masa zarodec¢nych bunek (okolo 20).



Mateiska (MS) a dcefina sporocysta (DS)

Tvar sporocyst je proménlivy. Povrch téla sporocyst je pokryt syncytialnim tegumentem
s mikrovilli, které tvoii interdigitace s hostitelskou tkani. Ziviny jsou ptijimany celym
povrchem a musi se dostat aZ k buink&m embrya cerkérie (Hansen 1976a). Sporocysty maji
svalovou soustavu. Tato stadia sekretuji histolytické enzymy, které hydrolyzujici tkan plZe.
Je ¢asto obtizné rozeznat MS a DS v piirozené¢ infikovaném plZi.

Pocet jedinct MS v Biomphalaria glabrata neprevySuje osm (Kassim a Richards 1979),
u Oncomelania hupensis bylo napo¢itano az 32 larev (Jourdane a Xia 1987; cit. dle Jourdane
a Théron 1987).

Cerkérie

Cerkarie jsou sloZeny z téla a océsku. Jiz jsou vytvoieny prichytavaci organy (prisavky).
Na povrchu tegumentu je ochrannd vrstva glykokalyx (glykosaminoglykany, glykolipidy,
polysacharidy a glykoproteiny). Na sacharidové retézce se vazou lektiny a protilatky (Horéak a
kol. 1998). Vn¢&jsi membrana tegumentu cerkérie je trilaminarni. Télo obsahuje nervovy,
svalovy, travici a exkre¢ni systém a genitalni primordium. Cerkarie mohou byt vybaveny
receptory (napt. chemo- , foto- a mechanoreceptory). Tato stadia maji dva pary
preacetabularnich Z1az, tii pary postacetabularnich Z1az, hlavovou Zlazu a par hlavovych

penetra¢nich Zl1az pro pranik tkani.

Dospélci

Povrch je kryt tegumentem. Vn&jsSi membréna tegumentu dospélych cervi je
heptalaminarni a bez glykokalyx. Télo obsahuje nervovou, svalovou, travici, exkreéni a
pohlavni soustavu. Schistosomy jsou gonochoristé s vyraznym pohlavnim dimorfismem.
U nekterych rodu (Schistosoma, Heterobilharzia a Schistosomatium) je samice uloZena
v canalis gynaecophorus samce (Basch 1990). DalSi rody mohou mit redukovany canalis
gynaecophorus (Giganthobilharzia) nebo muze zcela chybét (Dendritobilharzia) (Morand a
Muiller-Graf 2000). Sam¢i pohlavni soustavu tvoii pocetna varlata, vasa efferentia, vas
deferens, vesicula seminalis, ductus ejaculatorius a cirrus. Soucasti samici soustavy jsou
germaria, ovidukt, receptaculum seminis, vitelaria, ootyp, Mehlisovy Zlazy, Laurertv kanalek

a deloha ustici genitalnim porem. Samice maji vysoky reprodukéni potenciél.



2. 2. Vyvoj zastupci ¢eledi Schistosomatidae v mezihostiteli

2. 2. 1. Nalezeni mezihostitele

Uvolnéni miracidii z vajic¢ek je stimulovdno mnoha faktory prostredi. Podnétem k lihnuti
miracidii je napt. zména osmotickeho tlaku a zvySeni svételnych stimult (Meuleman a kol.
1984b; Xu a Dresden 1990; Kalbe a kol. 1997; cit. dle Horak a kol. 2002). Teplota vody
ovliviuje jejich dobu prezivani.

Miracidia se orientuji pomoci svétla a gravitace (pozitivné fototaktickd a negativné
geotaktickd). K plZi jsou atrahovana miraxony (MAGs - miracidia attracting glycoproteins)
(Kalbe a kol. 2000), coz jsou exkre¢né-sekreéni produkty plze. MAGS se u riznych druhi

plza lisi glykosylaci.

2. 2. 2. Penetrace miracidii a povrchové zmeény sporocyst

Po nalezeni vhodného mezihostitele pronikaji miracidia do plze. V zavislosti na druhu
preferuji urcité oblasti pti penetraci. Miracidia S. mansoni, S. haematobium a S. intercalatum
ve vice nez 70% penetruji do nohy a v ostatnich pripadech do tykadel nebo okraje plaste
(Jourdane a Théron 1987). Nicméné u S. japonicum a Trichobilharzia australis se penetracni
mista nachazi po celé hlavo-noZni oblasti (Islam 1986; Jourdane a Xia 1987; cit. dle Jourdane
a Théron 1987). U 57% miracidii S. japonicum byl pozorovan vstup Zaberni dutinou,
prijimacim otvorem a rektem (Xia a Jourdane 1991).

Kratce po penetraci dojde k odvrZeni cilidrnich desticek expanzi mezibunéenych vali pod
povrch. Miracidia ztraci senzorické papily a dojde k vytvoreni neodermis. U S. mansoni
k tomuto procesu dochazi béhem 3 hod (DiConza a Basch 1974). Odvrzené ciliarni desticky
stimuluji imunitni odpoveéd’ plZze (Amen a kol. 1992).

Béhem 24 - 48 hodin po expozici B. glabrata miracidiim S. mansoni jsou nekteré

sporocysty zniceny, zatimco jiné pokracuji v normalnim vyvoji (Newton 1954; Pan 1963).



2. 2. 3. Migrace a vyvoj sporocyst

Vyvoj MS muaZe pokracovat blizko penetra¢niho mista (S. mansoni, S. haematobium)
nebo v preferovanych orgénech, napt. srdci (S. japonicum). Zralé MS S. mansoni vznikaji za
12 - 14 dni p.i. v plZi. Mezi 10. a 17. dnem p.i. MS migruji k hepatopankreatu. Po dalSich 7 -
10 dnech p.i. produkuji DS. N¢které DS byly nalezeny kromé hepatopankreatu i v ledvinéch
(Buecher a kol. 1974). Pro srovnani MS Trichobilharzia australis se vyskytuji od 7. dne p.i.
ve tkani plicniho vaku a ledvin a 10. - 12. den p.i. se zralé MS nachézi v plasti a tkdnich
sousedicich s hepatopankreatem. DS i MS se vyskytuji 24. den p.i. v hepatopankreatu a 29. -
46. den p.i. cerkarie opoustéji plZe (Islam 1986).

DS S. mansoni a S. haematobium opousti MS porusenim tegumentu (Jourdane a Théron
1987). U S. japonicum bylo pozorovan unik DS porodnim otvorem (Jourdane a Xia 1987; cit.
dle Jourdane a Théron 1987). Podle nékterych autori DS mtize migrovat aktivné (Pan 1965;
Cheng a Bier 1972) tk&ni MH nebo pasivné cirkulaénim systémem (Meuleman 1972). Je
velmi pravdépodobné, Ze larvy pouZivaji oba typy migrace. Cerkarie S. mansoni a S.
japonicum opousti DS porodnim otvorem, ale tato struktura nebyla popsana u S. haematobium
a S. bovis (Capron a kol. 1965; Lengy 1962; cit dle Jourdane a Théron 1987).

Prepatentni perioda v plZi je razna (3 - 10 tydni) v zavislosti na nékolika faktorech,
zahrnujicich i teplotu (Horak a kol. 2002). S rostouci teplotou klesa délka prepatentni periody

a vyvoj parazita je rychlejsi (Zbikowska 2005).
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2. 3. Vyvoj zastupci ¢eledi Schistosomatidae v definitivnim hostiteli

2. 3. 1. Nalezeni definitivniho hostitele

Cerkarie jsou obvykle negativné geotaktické a pozitivné fototaktické. Stimulem cerkarii
pro prisednuti a k setrvani na kaZi H je napi. povrchova teplota (Cohen a kol. 1980),
ceramidy, cholesterol, L-arginin (Haas 1976; Granzer a Haas 1986; Haas 1994; Haas 2003).
L-arginin je zasadnim stimulem pro S. mansoni (Granzer a Haas 1986; Haas a kol. 2002).

Vzhledem k tomu, Ze cerkarie neptijimaji potravu, hynou v piirodnich vodach béhem 2 -
3 dnu (Trichobilharzia sp.), pokud se jim nepodaii najit vhodneho mezihostitele (Kolarova a
kol. 2004).

2. 3. 2. Penetrace a povrchové zmény cerkarii

Nenasycené mastné kyseliny (k. linolov4, k. linolenova) (Haas 2003), glukosylceramidy a
fosfolipidy (Haas a kol. 1997) stimuluji sekreci penetracnich Zl&z, které pomohou narusit tkan
a umozni pranik parazita do tk&n¢. Lidska kiZe obsahuje vétsi mnozstvi mastnych kyselin nez
ptaci, proto ptaci schistosomy mohou penetrovat i do nekompatibilniho hostitele (savce).

Béhem penetrace cerkérie odvrhne ocések a v téle H se musi vyrovnat se zménami napr.
teploty, koncentrace sacharidt a osmolarity (Skelly a Shoemaker 2000). Nésledné se meni
povrch. Trilaminarni vnéjSi membrana se transformuje na heptalaminarni. Novad membréana se
formuje z malych membranovych télisek, které vznikaji v subtegumentalnich bunkéach
(Abath a Werkhauser 1996). Krom¢ povrchu se méni i metabolismus z aerobniho na

anaerobni. Vznikaji stadia zvana schistosomuly.
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2. 3. 3. Migrace a vyvoj schistosomul

Kozni schistosomuly jsou schopny podle chemickych signali (L-arginin, D-gluk6za)
(Haas a kol. 2002; Grabe a Haas 2004) a teplotniho gradientu hledat krevni fe¢isté
(McKerrow a Salter 2002). L-arginin muaZe schistosomula pouzit k produkci NO, ktery pasobi
rozSiteni cév a tim usnadnuje migraci. Nicmené in vitro nedoké&ze konverzi NO provést. Pro
orientaci v H tkéani je téZ dalezité vnimani intenzity svétla (Grabe a Haas 2004). Migrujici
schistosomula je negativné fototaktickd, v epidermis migruje paraleln¢ s povrchem mezi
stratum corneum a stratum germinativum, a poté sméiuje do hlubSich vrstev (Haas a kol.
2002).

2. 3. 3. 1. Migrace lidskych schistosom

Béhem 24 hod p.i. pies 90% schistosomul S. mansoni a S. haematobium dosahlo
epidermis. Nejvice jedincu bylo nalezeno v dermis po 48 hod p.i., derméalnich cév dosahli
okolo 72 hod p.i. V porovnéni schistosomuly S. japonicum byly ptitomny v derméalnich
cevach béhem 2 hod p.i. (He a kol. 2002).

Z kaze migruji lidské schistosomy cévnim a lymfatickym systémem pies pravé srdce do
plic. Nejvice schistosomul S. mansoni a S. haematobium se v plicich vyskytovalo 6. den p.i.
(Rheinberg a kol. 1998). N¢které schistosomuly S. mansoni zustavaly v plicich az 35 dni p.i.
(Wilson 1987; cit. dle Haas a Pietsch 1991). Zatimco schistosomuly S. japonicum byly v
plicich nalezeny jiZ za dva dny p.i. (He 1993) a nejvice jich zde bylo 3. den p.i. (Gui a kol.
1995; Rheinberg a kol. 1998).

Z plic se schistosomuly premist’uji pies levé srdce do stieva, jater a podle druhu do cév
mocoveho méchyie ¢i stieva. Kromé intravaskularni migrace maze nékdy dochézet i k
extravaskularni (mimocévni). Schistosomuly S. mansoni migrovaly v laboratorni mysi z plic
do jater také pies pleuralni dutinu a branici (Wilks 1967).

S. japonicum migruje a dosahuje pohlavni zralosti rychleji ve srovnani s S. mansoni a S.
haematobium. S. japonicum klade vaji¢ka 24. - 27. den p.i. oproti 30. - 35. dni p.i. u S.
mansoni a 60. - 63. dni p.i. u S. haematobium (He a Yang 1980; Burden a Ubelaker 1981).
Vajicka opousti télo H vykaly nebo moci, ale ¢ast vajicek mtze byt diseminovana do jater,

plic a jinych organi.
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2. 3. 3. 2. Migrace visceralnich druht rodu Trichobilharzia

Ve srovnani se S. mansoni migruje T. szidazi rychleji (Haas a Pietsch 1991).
Schistosomuly T. szidati opousti kachni kizi béhem 24 hod p.i. (Bourns a kol. 1973) az 3 dni
p.i. (Haas a Pietsch 1991), ale v nekompatibilnim hostiteli mohou n¢které schistosomuly
zustat az 4 dny (Haas a Pietsch 1991).

Z plic migruji visceralni druhy rodu Trichobilharzia pravdépodobné lymfatickym a
vendznim obéhem do srdce a plicnimi kapilarami do sekundarnich bronchi, kde zpétné
invaduji epitel.

V plicich a ledvinach kachny se vyskytovali ¢ervi jiZz od 19 hod p.i. a maly pocet jedinci
az do 16. dne p.i. (Bourns a kol. 1973). Haas a Pietsch (1991) uvadi, Ze schistosomuly
T.szidati byly nalezeny v plicich 2. - 4. den p.i. V plicich mysi byli cervi detekovani jiz po 10
hod p.i. (Haas a Pietsch 1991) a zustavali az do 6. dne p.i. (Haas a Pietsch 1991; Chanové a
kol. 2006). Podle jinych autora zustavaji ¢ervi v plicich mysi az 10 dni p.i. (Horék a
Kolarova 2000). V nekompatibilnim H jsou schistosomuly T. szidati lokalizované ve sténé
plicnich alveolu (extravaskularng) (Chanova a kol. 2006) a n¢které schistosomuly se mohou
dostat i do jinych orgdnt (napi. jater a strev), ale vétSina jich uhyne v ktzi (Appleton a Brock
1986).

Z plic schistosomuly déle pokracuji zpét pies srdce do mezenterickych vén, kde dospivaji.
Hodné ¢ervi mezi 10. - 21. dnem p.i. bylo ve vénéch a strevni tkani kachny. Jedinci pohlavné
dospivali 7. den p.i. Nejvice ¢erva bylo mezi 10. - 21. dnem p.i. ve vénach a stievni tkani.
Samice kladly vajicka jiz 9. den, ale nejvice se jich nachdzelo ve vykalech 14. - 16. den p.i.
Cast vajicek byla diseminovana podobné jako u lidskych schistosom do riiznych organi
(Bourns a kol. 1973).
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2. 3. 3. 3. Migrace nazalnich druhi rodu Trichobilharzia

Nazalni druhy rodu Trichobilharzia migruji pres periferni nervovy systém (PNS) a
centrélni nervovy systém (CNS) do krevniho fe¢isté ¢i tkané nazalni sliznice. Schistosomuly
T. regenti v kompatibilnim H migruji perifernimi nervy, kde je Ize detekovat jiZz od 24 hod.
p.i., v prodlouZzené miSe 2. den p.i. a v mozku 10. - 12. den p.i. (Hradkova a Horak 2002).

V nazélni oblasti se vyskytuji 13. den p.i. Vaji¢ka produkuji samice jiz 14. den p.i. (Horék a
kol. 1999). V nekompatibilnim H se do mozku dostanou schistosomuly 3. den p.i. (Hradkova
a Horék 2002).
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2. 4. Invitro kultivace zastupci ¢eledi Schistosomatidae

Zé&kladem kultivacnich médii je fyziologicky roztok, ktery osmolaritou odpovida sloZeni
vnitniho prostiedi MH ¢i H. Do médii je nutné ptidat zdroj potravy (napi. sérum, erytrocyty).
VIliv na uspésSnou kultivaci ma sloZzeni média, teplota a pH. K udrZeni hodnot pH se pouZiva
pufr (HEPES). Ptihlédnout se téZ musi k metabolickym narokam parazita a zajistit vhodny
pomér hladin O, a CO,. Kultiva¢ni média se musi ménit pravidelng, protoZe vyvojova stadia
produkuji metabolicky odpad. Pro zamezeni piemnoZeni bakterii a plisni se ptidavaji do

média antibiotika ¢i antimykotika, kterd jinak neovlivni kultivaci.

2. 4. 1. In vitro kultivace stadii schistosom z mezihostitele

Dulezitym krokem k Uspésné in vitro kultivaci je transformace miracidia. Pii zajisténi

vhodnych kultivacnich podminek a zdroje potravy dochazi k vyvoji dalSich larvalnich stadii.

2. 4. 1. 1. In vitro transformace miracidii

Miracidia odvrhuji povrch v riznych solnych roztocich. In vitro prfeména na mateiskou
sporocystu probihd relativné snadno. DuleZitym faktorem je osmolarita média - nejméné 110
mOsm. Samotné médium (bez séra) nepodporovalo preménu miracidia. Do médii se zacalo
pridavat sérum o optimalni koncentraci 20% z vysledného objemu (% obsah séra v médiu) .
Pii dodani koniskeho séra do média se nepieménila vSechna miracidia S. mansoni. Pii pouZziti
lidského séra se skoro vSechna transformovala béhem 3 hod (Basch a DiConza 1974). Pro
kultivaci T. ocellata byla pouZita razna séra (lidské, konské, krélici, kachni), které dala
podobné vysledky. Po ptidani fetalniho teleci séra (FCS) do$lo k odvrZeni povrchu rychleji.
Pies 90% miracidii zacalo béhem nékolika minut az 2 hod ménit povrch. Transformace
probihala i za pouZiti hemolymfy infikovanych i neinfikovanych plzi. PouZita hemolymfa
byla zcentrifugovana a byly z ni odstranény buiky (Mellink a van der Bovenkamp 1985).
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2. 4. 1. 2. Ziskani a in vitro kultivace sporocyst

Do médii je nutno ptidat zdroj potravy. Proteiny hemolymfy plze mohou byt nahrazeny
sérem z obratlovce (Jones 1966). Existuje nékolik médii, kterd obsahuji sérum, coz je dulezité
pro rast sporocyst (napi. médium podle DiConza a Basch 1974, modifikované Schneiderovo
médium podle Hansen 1976a, medium podle Buecher 1974). Pii ptidani ¢erstvé hemolymfy
do média doslo k zabiti sporocyst (Buecher a kol. 1974; Mellink a van der Bovenkamp
1985). Ziejme pii preparaci doslo k uvolnéni toxickych latek z bunék. Ani tepelné
inaktivovana hemolymfa nepodporovala vyvoj MS. Piitomnost tk&ni plZze miZe ovliviiovat
prezivani MS. Pridanim celého cerebralniho ganglia z neinfikovanych plzu obvykle
podporovalo vyvoj (Mellink a van der Bovenkamp 1985).

In vitro pieZiti a rast MS je komplikovangjsi v porovnani s transformaci miracidii. MS
uréené ke kultivaci je mozno ziskat z miracidii in vitro, kterd odvrhnou povrch v médiu a
nebo z MS izolovanych z plze. DS urcené ke kultivaci se mohou ziskat in vitro ze zralych MS
(DiConza a Basch 1974; Mellink a van der Bovenkamp 1985) nebo z MS izolovanych z MH
(DiConza a Basch 1974; Meuleman 1972). DalSim moznym piistupem ziskani DS je in vitro
kultivace MS s naslednou implantaci do MH (Basch a DiConza 1974). LepSich vysledku bylo
dosazeno pfi kultivaci DS ziskanych in vivo z MS. V médiu nevznikaly cerkarie, ale jen jejich
embrya (Buecher a kol. 1974; Hansen a kol. 1974; DiConza a Basch 1974; Hansen 1975,
1976b). Embrya cerkérii uvolnéna z DS se déle nevyvijela (Mellink a van der Bovenkamp
1985). V nékterych ptipadech se vyvijela in vitro, ale nedosahla v3ak zralosti a infekénosti
(Hansen 1975; Hansen 1976b; Basch a DiConza 1977).

DiConza a Basch (1974) pti kultivaci sporocyst S. mansoni pouZili médium doplinéné
lidskym sérem. MS se vyvijely a rostly, ale DS nebyly produkovany. DS S. mansoni ziskané
in vivo z MS vyznamng rostly. Uvniti sporocyst se formoval zarodek, ale sekundarni DS
nebyly produkovany (DiConza a Basch 1974; Meuleman 1972).

Basch a DiConza (1974) pouZili k in vitro kultivaci MS S. mansoni médium podle Voge a
Seidel (1972), které se primarné liSilo sacharidy, solemi, o néco vy3§im pH (7 - 7,2 vs. 6,7 —
7), amonokyselinami (AMK) a osmolaritou. Nasledné implantovali 6, 8, 10 denni MS do B.
glabrata. Infekce v implantovanych plZich byla nerozpoznatelna od pifirozené infekce
miracidii. Prvni cerkarie se objevily 30. - 39. den po implantaci bez ohledu na dobu kultivace.

DalSim médiem pro S. mansoni DS bylo 30% Schneiderovo médium s ptidanou
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galaktozou, inaktivovanym FCS a fenolovou ¢erveni. Vyslednd osmolarita byla 163 mOsm,
pH 7 a 0,5 % CO,. Do média byly pridany redukéni latky (obsahujici -SH skupinu), které
snizuji oxidativni poSkozeni sporocyst. Osvédcilo se pouZiti dithiothreitolu (Glelandovo
¢inidlo) nebo cysteinu v kombinaci s glutathionem (Buecher a kol. 1974).

Mellink a van der Bovenkamp (1985) pouZzili pro MS T. ocellata modifikované zékladni
médium dle DiConza a Basch (1974). Ziskali rychlejsi rast MS in vitro. DS nebyly
produkovany. MS piezivaly 4 tydny, vyjimeén¢ i 8 tydna. Médium obsahovalo dvojité
mnoZzstvi AMK ze z&kladniho média (BME = Basal Medium Eagle) bez L-glutaminu
(Skodlivy ve vysoké koncentraci), vitaminy a 1% modifikované Schneiderovo médium
s pridavkem soli (NaCl, KCI, MgCl,, Na,HPO, CaCl,), glukdzy, pufru, indikatoru (fenolové
cerveng) a antibiotik (penicilinu a streptomycinu). Osmolarita zakladniho media byla 110
mOsm. Kultivace probihala pii 1,73 % CO, a pH 7,2. Hlavni rozdil od origindlniho média
DiConza a Basch (1974) byl ve sloZzeni AMK, absenci organickych kyselin, mnoZstvi
sacharida a pridatku antibiotik. Do zakladniho média bylo pfid&no inaktivované lidské sérum
(standardni medium). Osmolarita standardniho média byla 135 mOsm. V zavislosti na davce

séra bylo pH 7,8 az 8, coZ je analogické s pH hemolymfy parazitovaného plze (pH 7,8).

2. 4. 1. 3. Tkanova kultura

2.4.1. 3. 1. Kultura bunék ¢lenovca

Pouziti této kultury dokazuje, Ze médium nemusi mit piesné sloZeni jako hemolymfa
(Schneider 1972; cit. dle Hansen 1976b). O pouZiti tkanové kultury se zminuji DiConza a
Basch (1973). PouZili monoxenickou kulturu s bunikami ze ¢lenovca (z komati linie) pro
kultivaci MS ziskanych z plZze. Médium se skladalo z hydrolyzatu laktalbuminu v roztoku soli
(HS = Hank’s salts) dopInéné inaktivovanym fetalnim bovinnim sérem (FBS), vajecnym
extraktem, bovinni frakci A, penicilinem a streptomycinem (pH 6,8 - 7). MS byly ziskany z
B. glabrata 14 - 17 dni p.i. a udrZované pti 26°C. Ziskané DS byly promyty v pufrovaném
roztoku soli (CBSS = Chernin balanced salt solution) (Chernin 1963) a inokulovany
k buné&céné linii (28°C). Vyvoj zarodecnych bunék DS byl pozorovén 25. den p.i. Cerkarie se
nepodatilo ziskat. Sporocysty prezivaly az 35 dni. V kultuie bez bunék ze ¢lenovca

sporocysty pieZivaly jen 7 dni.
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2. 4. 1. 3. 2. Kultura bunék embrya Biomphalaria glabrata

Dalsi tkanovou kulturu lIze ziskat z embryi B. glabrata (Bge) (Hansen 1975; Hansen
1976b). Sporocysty muzou byt udrzovany axenicky v médiich (Bixier a kol. 2001), ale rist a
VYVOj nastava jen pii pridani Zivych bunék (synxenicky) (Bayne a kol. 1978). Bge bunky
poskytuji vhodné fyziologické prostiedi pro in vitro transformaci MS - DS.

Vyvoj miracidii na MS a MS na DS S. mansoni Ize realizovat ve spole¢né kultuie Bge
bunék ¢i jejich produkta a kompletniho média (C-Bge). C-Bge médium obsahovalo CBSS,
antibiotika, glukdzu, trehal6zu a FBS. Sporocysty v médium bez séra nepteZivaly déle nez 12
- 14 dni. Spole¢né kultura Bge bunék ¢i jejich produktia a C-Bge média vykazovala nejlepsi
vysledky v piezivani a rastu MS oproti C-Bge médiu samotnému. Zarodky DS se zacaly
objevovat v MS béhem prvnich 20 dni. Zralé DS se uvoliovaly priblizné za 30 - 45 dni od
zacatku kultivace. In vitro vyvoj DS byl srovnatelny s vyvojem in vivo (Yoshino a Laursen
1995)

Pomoci spole¢né kultury Bge bun¢k a C-Bge média je mozné zajistit i vyvoj miracidii -
MS a MS - DS S. japonicum. Miracidia byla promyta v CBSS obsahujicim glukozu,
trehal6zu a gentamicin. Po transformaci byla umisténa do C-Bge média s pridanym
inaktivovanym FBS a gentamicinem. Transformace nastala béhem 48 hod. Produkce DS
trvala minimaln¢ 11 tydna misto 6 - 7 tydna (Coustau a kol. 1997).

Bge linie podporuje i in vitro preménu miracidii na MS a MS na redie jaterni motolice
Fascioloides magna. Transformace miracidii byla zavisla na piitomnosti produkti Bge bunék
(Laursen a Yoshino 1999).

Kratkodobou kultivaci vedouci k produkci infek¢énich cerkérii S. mansoni popsali Kapp a
spol. (2003). Miracidia byla udrZzovana in vitro s Bge buiikami nebo produkty Bge bunék v
médiu. V obou ptipadech byly produkovany MS. Dva dny staré MS byly transplantovany do
cephalopedalniho sinu. Cerkarie byly ziskany za 6 tydnt po implantaci (jako v ptirodni
infekci) a Uspésne infikovaly kiecka.

S. mansoni sporocysty ziskané ze spolecné kultivace s Bge bunék a C-Bge média byly
injekéné vpraveny do hepatopankreatu. O 5 - 8 tydnt pozdgji se zacaly produkovat infekéni

cerkérie (Ivaschenko a kol. 1999).
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2. 4. 1. 4. Inkubace organu ziskanych z mezihostitele

Vyvoj cerkarii pokracuje i ve fragmentech hepatopankreatu a gonad B. glabrata
inkubovanych v médiu. LepSich vysledka se dosahlo pouZitim CBSS s glukdzou, trehal6zou a
antibiotiky nez s komplexnim médiem, které obsahovalo lidské sérum, antibiotika,
embryonalni extrakt z kutete, hydrolyzat laktalbuminu a kvasinkovy extrakt. Odstranéna tkan
(19. - 20. den p.i.) obsahovala DS se zarodky cerkarie. Po 9. dni v kultuie se uvoliovaly
cerkérie, kterymi bylo moZno infikovat mysi. Toto médium bylo vhodné i pro kultivaci
pozdéjSich larvalnich stadii (Chernin 1964).
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2. 4. 2. In vitro kultivace stadii schistosom z definitivniho hostitele

Kultivace stadii z obratlovce umozZnuji vyvoj z cerkarie, kterd penetruje kuzi hostitele,
preménu na schistosomulu, dosaZeni pohlavni zralosti, vytvoreni paru dospélych ¢erva a

produkci Zivotaschopnych vajicek samici.

2. 4. 2. 1. Penetracni techniky

Cerkarie je mozno zbavit ocasku nékolika zpusoby (napt. penetraci, mechanickym a
chemickym stresem).

K penetraci se da vyuZzit napi. potkani, mysi, kiec¢i, kachni (Clegg 1965; Haas a Roemer
1998) a lidska kiZze (Haas a Roemer 1998; Bartlett a kol. 2000; He a kol. 2002; Whitfield a
kol. 2003). Pii pouZiti kiiZze se vyprodukuje relativné maly pocet schistosomul. Lidskou kaZi
Ize inkubovat v médiu RPMI s FBS, lidskym sérem, gentamycinem a fungizonem (37°C, 5%
CO,) (He a kol. 2002).

Déle je moZno k penetraci pouZit ekvivalentu ktze (LSE = living skin equivalent) (Fusco
a kol. 1993; Khammo a kol. 2002). LSE je sloZen z dermalni vrstvy s lidskymi dermalnimi
fibroblasty v kolagenni miiZce a epidermalni vrstvy s lidskymi keratinocyty. Penetrace
nebyla pozorovéna v prvnich 15 min expozice. Maximum penetraci probéhlo po 20 hod
(80%). Do LSE obohaceného kyselinou linolovou penetrovalo vice cerkarii nez do
neupraveného LSE. LSE byl inkubovan v médiu (1:1 DMEM = Dulbecco’s Modified Eagles
Medium a F-12 obsahujici fenolovou ¢erven, bikarbonat sodny a gentamycin sulfat) pti 35°C,
6 - 8% CO,. Pocatek penetrace LSE cerkariemi byl zpozdén oproti penetraci kiZe, coz je
ziejmée zpasobeno odliSnym mnozZstvi lipida a mastnych kyselin ve stratum corneum LSE.
(Fusco a kol. 1993).

Ocések cerkérie je moZno nechat odstranit mechanicky, napt. pasazi pies injekeni jehlu
(Colley a kol. 1974; Basch 1981a; Basch a O"Toole 1982; Samuelson a Stein 1989; Wang a
kol. 2006) a vortexovanim (Ramalho-Pinto a kol. 1974). VyuZitim téchto dvou mechanickych
metod lze ziskat velké mnozZstvi schistosomul (Samuelson a Caulfield 1985; Gold a Flescher
2000).

DalSim zptisobem odstranéni ocasku je pouZziti chemickeho stresu (Eveland a Morse 1975;
Wang a kol. 2006). Inaktivované lidske sérum (bez komplementu) podporovalo transformaci

u ¢asti cerkérii S. mansoni, nikoliv S. japonicum. Komplement v ¢erstvém séru je dulezity pro
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transformacni proces povrchu cerkarie (Eveland a Morse 1975; Greenblatt a kol. 1979; Wang
a kol. 2006). V cerstvem lidském séru se 40 - 50% cerkaérii S. japonicum piemeénilo béhem 24
hod. S. mansoni pifeména byla mnohem rychlejsi (30 min) neZ S. japonicum. U S. mansoni
nasledné komplement zabijel schistosomuly, zatimco S. japonicum pieZivaly v in vitro kulture
(Wang a kol. 2006).

2. 4. 2. 2. Invitro inkubace a transformace cerkarii

Pro inkubaci cerkarii S. mansoni (uvolnénych z MH) Ize pouZzit laboratorné piipravené
rybni¢ni vody (APW). APW je roztokem soli (CaCl,, MgSO4, FeCls, K,SO4) s osmolaritou
18 mOsm a pH 7. Pro cerkérie, které byly ziskaly z hepatopankreatu MH, je vhodné 120
mOsm PBS (NaCl, Na;HPO,) nebo 120 mOsm RPMI 1640 (Samuelson a Stein 1989).

Pro uspésnou transformaci je tieba zajistit fyziologické stimuly a médium, které by
podporovalo tuto pireménu. Transformaci je moZno podpofit ptiddnim serotoninu (Basch
19814, b; Samuelson a Caulfield 1985) a séra. Naopak inhibici ptisobi APW, eserin sulfat a
EDTA (Samuelson a Caulfield 1985).

Cerkarie S. mansoni byly inkubovéany pii 37°C po dobu 3 hod v roztocich s rtiznou
osmolaritou. K transformaci cerkarie na schistosomulu doslo jiz pii 120 mOsm PBS nebo
RPMI (Samuelson a Stein 1989). Pii pouziti 120 mOsm PBS byla transformace o néco
300 mOsm PBS nebo RPMI. Zvyseni koncentrace soli bylo silngjSim stimulem neZ samotné
zvySeni osmolarity, protoZe pti pouZziti 300 mOsm roztoku mannitolu doslo k transformaci jen
u 14% cerkarii (Samuelson a Stein 1989).
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2. 4. 2. 3. Ziskani a in vitro kultivace schistosomul

Schistosomuly pro naslednou kultivaci ¢i inkubaci Ize ziskat izolaci z DH (Cheever a
Weller 1958; Clegg 1965) nebo in vitro transformaci cerkarie.

Pro kultivaci Ize pouzit definované syntetické médium (DSM) obsahujici RPMI 1640 a
F-12 médium, doplInéné glutaminem, HEPES, penicilinem, streptomycinem a gentamycinem
(6% CO; a 37°C) (Gold a Flescher 2000).

Ke kultivaci S. mansoni (ziskané po mechanickém odstranéni ocasku) bylo pouzito BME,
do kterého byl ptidan hydrolyzat laktalbuminu, glukdza, lidské sérum, hormony (napf.
serotonin a inzulin) a dalsi slozky. Kultivace probihala pii 36'C a 5% CO,. Schistosomuly
byly krmeny lidskymi erytrocyty. Dospélci tvofrili pary béhem sedmi tydna kultivace in vitro.
Parovani nastalo pozdgji nez in vivo (Basch 1981a).

Po vice neZz 2 mésicich kultivace S. mansoni byla dosaZena stala produkce infertilnich
vajicek asi u 10% kultivovanych ¢ervi. Vajicka méla polovi¢ni velikost a méla maly lateréalni
trn. Dospélci méli malo vyvinuteé vitelinni Zlazy, germaria a testes. Alternativni pokusy se
zménou plynné faze nebo pridani redukujicich latek, antioxidanta, steroidnich hormont a
specifickych adsorpénich latek nebo extraktu z dospélych cerva nezlepSily produkci vajicek
(Basch 1981b).

Signifikantni rast S. mansoni jako prvni ukazali Cheever a Weller (1958). Pouzili
schistosomuly ziskané z plic nebo jater infikované mysi. Médium obsahovalo koniské nebo
lidské sérum, HS, extrakt z kuieciho embrya a erytrocyty. Schistosomuly rostly relativné
pomalu a nedosahly sexualni zralosti.

K dalSim pokusim bylo pouZito podobné médium (médium I) s AMK (misto extraktu
z kuiete), dopInéno hydrolyzatem laktalbuminu a Na,CO3 (pii pH 7,4, 7% COy,).
Schistosomuly byly zisk&ny z kiZe.VV médiu se vyvijeli samci se spermiemi a samice
s malymi germérii bez vajicek v uteru (Clegg 1959; cit. dle Clegg 1965).

V médium Il (modifikované médium I) byly kultivovany schistosomuly S. mansoni
ziskané z plic mysi. Medium Il obsahovalo inaktivované krali¢i sérum, roztok soli (ES =
Earle’s salt), kréli¢i erytrocyty, hydrolyzat laktalouminu, glukdzu, penicilin, streptomycin a
Na,COs (pti 37°C, pH 7,4 a 8,8% CO,). Od média | se tedy liSilo nahrazenim HS za ES,
zvySenim koncentrace hydrolyzatu laktalbuminu a Na,COg3. Vyvoj probihal do stadia, kdy se
tvoii protein vajec¢né stény ve vitelinnich bunkach. Tento proces vyZadoval 42 dni, oproti 30

dnim v in vivo podminkach v mysi. Schistosomuly ziskané z kuZe se vyvijely jen do stadia,
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kdy se tvori testes a germaria. Médium Il obohacené o extrakt z kureciho embrya, extrakt
z krali¢ich jater a gluk6zu nepodporoval vyvoj dale neZ do stadia tvorby proteinu vajecné
stény. Zvysena koncentrace gluk6zy méla inhibicni efekt, jelikoZ dosSlo ke zvy3ené exkreci
kyseliny mlé¢né (Clegg 1965).

Schistosomuly T. ocellata ziskané penetraci kachni ktzi nebo Zelatinovou membrénou
byly kultivovany v médium Il (Clegg 1965). Kréli¢i serum, erytrocyty byly nahrazeny
kuiecim nebo kachnim sérem a homolognimi erytrocyty, déle byl piidan mykostatin (5%
CO,, pH 7,2 - 7,4 a 39 - 40°C). Cervi travili erytrocyty a maximum vyvoje dosahovali 12. den
(Howell a Bourns 1974).

Schistosomuly S. mansoni a S. japonicum byly kultivovany v médiu NCTC - 109
(anorganicke sole, aminokyseliny, vitaminy, glukéza a dalsi sloZky) obsahujici lidské nebo
kralici sérum. Schistosomuly dospély, ale samice neprodukovaly vajicka (YYasuraoka a kol.
1978).

Basch a O"Toole (1982) kultivovali Schistosomatium douthitti podle Basch (1981a). Rust
in vitro byl rychlejsi nez u S. mansoni. Kultivovani ¢ervi S. douthitti byli mensi nez z H.
Vajicka méla normalni velikosti tvar, ale nebyla Zivotaschopna.

Injikovéani schistosomul, juvenilnich jedinct a para dospélych ¢erva S. mansoni do
mezenterické veny mysi vedlo k pInému vyvoji a kladeni vaji¢ek. VSechna uvedend stadia se
vyvijela z cerkérie in vitro. Schistosomuly staré 2 hod nebo 13 dni byly injikované do H.
Starsi ¢ervi byli chirurgicky implantovani do mysi. Pary dospélych ¢erva in vivo byly
schopni znovu klést Zivotaschopné vajicka, kdyZ byli kultivovani in vitro. Ale ¢ervi rostouci
do dospélosti in vitro nebyli schopni produkovat Zivotaschopné vajicka. Zrejme postradali
néjaky stimul, ktery nemaZe byt opatien pozdéji (Basch a Humbert 1981).

Ziskat Zivotaschopna vajicka je mozno téz pri chirurgickém odstranéni S. mansoni
dospélych jedinca z cév H. KdyzZ byl separovany ¢erv z paru kultivovan s pavodnim
partnerem, doslo k pareni rychleji neZ pii nahrazeni ¢ervem z jiného paru (Shirazia a Schiller
1982).

Lidské schistosomy jsou jiZz dlouho studovany vzhledem k zavaZznosti onemocnéni, které
zpusobuji. Zatimco vyzkum ptacim schistosom byl tak trochu opomijen a doposud je jen malo

popsanych pokust vztahujici se k in vitro kultivacim ptacich schistosom.
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3. Zavér

Schistosomy jsou znamy jako lidsky patogen v tropickych a subtropickych zemich.
Zpuasobuji nemoc zvanou schistosomoza. Na celém svété je nakazeno 200 - 300 milionu osob
a ro¢né umira kolem 200 - 300 tisic. Nicmén¢ ptaci schistosomy se vyskytuji kosmopolitné a
nékteré rody byly popsany jako puvodci lidské cerkariové dermatitidy, a nejen proto si
zasluhuji nasi pozornost.

Zé&kladem kultivacnich médii je fyziologicky roztok, ktery osmolaritou odpovida sloZeni
vnitiniho prostiedi MH ¢i H. Do médii je nutné piidat zdroj potravy (napt. sérum, erytrocyty).
Vliv na uspésSnou kultivaci ma sloZzeni média, teplota a pH. K udrZeni hodnot pH se pouZiva
pufr. Piihlédnout se téZ musi k metabolickym narokam parazita a zajistit vhodny pomér
hladin O, a CO,. Pti zajisténi téchto podminek mohou v budoucnu i vitro kultivace mimo jiné
prispét i k omezeni pocétu pouzivanych experimentalnich zvirat.

Na tuto bakaldiskou préaci bude navazovat diplomova préce. V nasi laboratoti pouzivame
ptaci schistosomy Trichobilharzia szidati a T. regenti jako modelové organismy, které budou
pouZity ke srovnavacim studiim. Oba druhy se liSi v nutricnimi i ekologickymi naroky. Cilem
bude definovat optimalni sloZeni kultiva¢niho média, které by umoZznilo dlouhodobé piezivani
a vyvoj ptac¢ich schistosom do dospélosti. In vitro kultivace stadii z mezihostitele mohou
prispét k identifikaci neznamych ptacich schistosom. V oblasti imunodiagnostiky budou
charakterizovany exkre¢né-sekrec¢ni a somatické antigeny, které mohou hrat roli v interakcich

parazit-hostitel.
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