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ABSTRAKT

Trichobilharzia regenti je pta¢i nazalni schistosoma, ktera ma v prvnich dnech zivota
v definitivnim hostiteli afinitu k nervové soustavé. Larvalni stadia migruji centralni nervovou
soustavou a dostavaji se az do nosni sliznice nakazenych vrubozobych ptakt, kde dospivaji
amnozi se. Této fazi infekce byla zatim vénovana mensi pozornost. Dospélé motolice se
nachazeji v nosni sliznici zhruba od 13. do 24. dne po infekci. Béhem této Zivotni faze prolézaji
oblasti bohaté prokrvené pojivové tkané a kladou vajicka, jejichz pfitomnost byla zatim
zaznamenana pouze ve tkani. Ve tkani dochazi také k vyvoji a (na rozdil lidskych schistosom)
lihnuti miracidia. Pfitomnost parazita vyvolava zanét a tkan je infiltrovana imunitnimi bunikami.
Pomoci zékladnich histologickych barveni byly popsany lymfocyty, granulocyty, makrofagy,
plasmatické bunky a obifi vicejaderné bunky. Tato prace je zaméiend na detailn€j$i popis
bunééné imunitni odpovédi a histopatologickych zmén tkané, coz bylo provadéno pomoci
histologickych barveni a za pouziti protilatkovych a lektinovych sond.

Pomoci histologickych barveni byli dospéli Cervi pozorovani Castéji v lumenu cév, ktery
obsahoval také zvySend mnozstvi imunitnich bun€k oproti zdravym jedincm. Ve tkani doslo
k infiltraci velkého mnozstvi lymfocytli, kolem vajicek se ve shlucich hojné vyskytovaly
makrofagy a v oblasti sntiSek byly Casté nekrotické oblasti s granulocyty. Sniisky vajicek byly
pozorovany nejen ve tkani, ale také v lumenu cév pozménénych reparacnimi procesy, které
kolem vajicek vytvotily zcela novou tkan bohatou na kolagenni vlakna; takto pozorované cévy
zustaly alespon ¢aste¢né prachodné. Pro ucely imunohistochemického znaceni byly testovany
protilatky specifické zejména k imunitnim buiikam jinych zivocisnych druhd, nebot’ na trhu je
zatim nedostatek protilatek specifickych na kachni bunky. Pti pouziti nékterych z nich bylo
pozorovano velké mnozstvi KULOI pozitivnich bun€k se segmentovanymi jadry a pod bazalni
membranou epitelu se vyskytovaly CD4 pozitivni T lymfocyty. Lektinové sondy reagovaly
s infiltrovanymi bunikami nespecificky.

Prace prokazala, ze pusobenim parazita dochazi k destrukci zilnich pleteni nosni sliznice
anapadend tkan je masivné infiltrovdna imunitnimi buiikami. Byla potvrzena pfitomnost
nckolika typli imunitnich bunék a pozorovany zmény v jejich lokalizaci kolem parazita
v pribéhu infekce. Poprvé byl popsan vyskyt vajicek v poskozenych cévach hostitelské tkané
a pritomnost T lymfocytt a KULO1 pozitivnich bunék.

Klicova slova: Trichobilharzia regenti, ptaci schistosomy, krevni motolice, definitivni hostitel,

kachna domaci, Anatidae, nosni sliznice, histologie, imunohistochemie, lektiny.



ABSTRACT

Trichobilharzia regenti is a nasal avian schistosome which has during the initial phase of
infection an affinity to the nervous system. Larvae migrate through the central nervous system
to the nasal mucosa of waterfowl, where they mature and reproduce. Until now this infection
phase has been described only marginally. Adults are located in the nasal mucosa approximately
from 13th to 24th day post infection. During this life phase, they migrate through the
vascularized connective tissue and lay eggs, the presence of which has been detected in the
tissue only. Maturation and hatching of miracidia occur in the tissue (unlike human
schistosomes). The parasite causes inflammation, and the tissue is infiltrated with immune cells.
Lymphocytes, granulocytes, macrophages, plasma cells and giant multi-nuclear cells were
described by histological methods. The thesis is focused on a more detailed description of
cellular immune response and histopathological changes of the tissue by means of histological
stains, and antibody/lectin probes.

The flukes were observed more frequently in the blood vessel lumen, together with a higher
number of immune cells compared to the healthy duck. Infiltration by a high number of
lymphocytes occurred in the tissue, the macrophages were frequently observed in clusters
around the eggs, along with many necrotic areas with granulocytes. Clustered eggs were found
not only in the tissue, but also in the lumen of blood vessels altered by reparation giving rise to
new tissue rich in collagen fibers around the eggs; those blood vessels remained at least partly
unobstructed. For immunohistochemical detection, the antibodies specific to immune cells of
other hosts were tested, because commercial to the duck cells are unavailable. We observed
many KULO1 positive cells with lobular nuclei, and CD4 positive T lymphocytes occurred
under the basal membrane of the nasal epithelium. Lectin probes reacted non-specifically with
the infiltrated cells.

The study confirmed that the parasite presence causes a destruction of blood vessels in the
nasal mucosa, and the affected tissue is massively infiltrated by immune cells. The presence of
several types of immune cells was confirmed, and some changes in their location around the
parasite were observed during the infection. For the first time, the presence of eggs in the
damaged blood vessels in the host tissue was described, as well as the presence of

T lymphocytes and KULO1 positive cells.

Key words: Trichobilharzia regenti, avian schistosomes, blood flukes, definitive host, domestic

duck, Anatidae, nasal mucosa, histology, immunohistochemistry, lectins.
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UvVOD

Schistosomy neboli ¢esky krevnicky fadime mezi ploché Cervy (Platyhelminthes), konkrétné
do tfidy Trematoda. Jedna se o motolice, které v tropickych oblastech svéta negativné ovliviuji
lidsky zivot. Podle udaji Svétové zdravotnické organizace (WHO; angl. World Health
Organization) je na celém svété nakazeno schistosomoézou (plisobenou zejména motolicemi
S. mansoni a S. haematobium) pies 200 miliond lidi, z toho odhadem 20 az 56 miliond Zen trpi
genitalni formou schistosomozy, kterda mimo jiné zvysuje riziko nakazeni virem HIV (WHO
online).

V mirném pasu i na nasem tizemi pak mtizeme nalézt schistosomy ptaci. Ptaci schistosomy
maji v zasadé velmi podobny zivotni cyklus schistosomam lidskym. Ten zahrnuje aktivni
penetraci larvalniho stadia do hostitele a migraci krevnim fecistém, ve kterém patrné ve vétSing
ptipadd dochazi také ke kopulaci dospélcti a kladeni vajec. V misté penetrace cerkarie do kiize
dochazi k alergické reakci a tvorbé vyrazky znamé pod pojmem cerkariova dermatitida (Cort,
1928) a prave rod Trichobilharzia, ktery je i experimentdlnim modelem v této diplomové praci,
je s cerkariovou dermatitidou spojovan nejcastéji (Horak et al., 2015; Kolatova et al., 1997,
Kolatova et al., 2010). Piivodce cerkariové dermatitidy mizeme najit nejen v Ceské republice
(Aldhoun et al., 2012), potazmo v Evropé (Kolatova ef al., 1999; Lawton et al., 2014), ale i po
celém svéte (Ebbs ef al., 2016; Valdovinos & Balboa, 2008).
podrobné zkoumame, byl popsan unikatni zplsob migrace télem hostitele — larvy putuji
nervovou soustavou aZz do oblasti ¢elnich lalok (Chanova & Horak, 2007; Horak et al., 1999;
Lichtenbergova et al., 2011), odkud jiz pravdépodobné krevni cestou (Chanova & Horak, 2007)
doputuji na misto definitivni lokalizace — do nosni sliznice, kde dospivaji, kopuluji a kladou
vajicka (Horak et al., 1999). Ve sliznici byli Cervi i nakladena vaji¢ka pozorovani voln¢ v tkani,
dospélci pak také v krevnim fecisti (Chanova & Horak, 2007; Horak et al., 1999; Horak et al.,
1998; Kolatova et al., 2001). Dosud vSak neni objasnéno, pro¢ napiiklad dochazi k lihnuti
miracidii jiz v tkéni ¢i pro¢ dospéli parazité ztistavaji v nosni sliznici jen po dobu cca 12 dni, co
se snimi dale déje a zda jsou negativné ovlivnéni imunitni odpovedi hostitele, nebo prosté
nejsou ,,dlouhovéci® jako jejich ptibuzni — lidské schistosomy (Warren ef al., 1974).

Pro imunokompetentniho ¢loveka, resp. savce, neptredstavuje kontakt s cerkariemi ptacich
schistosom vazné riziko, nebot’ je parazit znicen vétSinou jiz v kizi nedlouho po penetraci
a s opakovanymi infekcemi se Sance na zachyceni parazita v kizi zvySuje (Koufilova et al.,
2004b). Problém by mohl nastat u imunosuprimovanych jedincti ¢i u mensich savet, u kterych
nemusi dojit ke zniCeni parazita v kazi, nebot nedochazi k odpovidajici imunitni reakci
(Koutilova et al., 2004b). Bylo prokazano, ze parazit je i v sav€im hostiteli schopen doputovat

do michy (Horak et al., 1999; Hradkova & Horak, 2002), ojedinéle byl zaznamenan také



v plicich u kachen (Horak et al., 1999) a imunosuprimovanych mysi (Lichtenbergova et al.,
2011). I u imunokompetentnich zvifat miize byt migrace michou doprovazena slabsimi ¢i
vazngj$imi neuromotorickymi potizemi — ztratou rovnovahy a koordinace koncetin, a to jak
u ndhodného, tak u definitivniho hostitele (Horak et al., 1999; Hradkova & Horak, 2002;
Lichtenbergova ef al., 2011).

Hostitelsky organismus se brani patogenim aktivaci imunitniho systému. Jednotlivé slozky
imunity maji za cil tyto patogeny lokalizovat, zlikvidovat a omezit styk s vlastnimi bufikami
ajeho dalsi piisobeni v organismu. Tyto procesy vSak mohou vést az k trvalému poskozeni
a modifikaci nasledkem reparaci napadené tkan¢ hostitele.

Je znamo, Ze helminti jsou schopni imunomodulace hostitelského organismu, coz souvisi
s dlouhovekosti parazita a jeho Zivotnimi strategiemi, véetné prenosu na dalsi hostitele. Obvykle
je charakteristickd stimulace Th2 polarizace imunitni odpovédi doprovazena aktivaci
regulacnich T lymfocyti (Treg) a alternativné aktivovanych makrofagti (aMF). Béhem takového
pusobeni helminti dochézi k postupnému utlumovani Th1/Th17 imunitni odpovédi, coz zvySuje
Sance parazita na pteziti. Velkou roli hraji exkre¢né-sekrecni (ES) produkty, které interaguji
s hostitelskymi imunitnimi buitkami a molekulami. V1iv maji také povrchové molekuly zejména
tkanovych parazitt, a to pii zmeéné stadii ¢i pfi migraci parazita tkani. Roli v modulaci imunitni
odpovédi mohou hrat i produkty vyvijejiciho se vajicka, napt. proteazy (Hewitson ef al., 2009).

Obranou napadeného organismu proti 7. regenti je tedy aktivace imunitni odpovédi, ktera
nastupuje jiz pii pruniku k@zi a pokracuje i v nervové soustavé. Imunitni reakce v misté
definitivni lokalizace parazita jsou dosud malo popsané (Chanova & Horak, 2007; Kolafova
etal.,2001).

Kachna coby modelovy organismus naseho vyzkumu a definitivni hostitel studovaného
parazita 7. regenti neni zdaleka tak komplexné prostudovanym organismem jako napftiklad
bézné v laboratofich vyuzivané kufe. Vyvojovd vétev Anatidae se vevoluci odstépila
0 40 miliont let diive nez Galliformes, a proto kachny maji mnohem blize k obojzivelnym
plazim nez ke kufatim, coz je podlozeno i vyskytem stejnych tfid imunoglobulini (Bertram
et al., 1996; Magor et al., 1994). Lze tedy ocekavat, Ze imunitni systém kachen se bude od 1épe
prostudované¢ho kufeciho liSit. Pfestoze popularita kachen na védeckém poli vrostla
v souvislosti s podezienim, Ze se mizZe jednat o hlavniho rezervoarového prenasece viru ptaci
chiipky, popt. dalSich patogenti, které maji vliv na chov drtibeZe pro spotiebu (Kim ef al., 2009;
Sharp et al., 1993), nastrojt pro studium jejich imunitnich reakci je na trhu stale poskrovnu.

Vziajemné interakce mezi hostitelem a parazitem je vhodné zkoumat v prostedi co nejlépe
odpovidajicimu realnym podminkam. Jako modelovy organismus byla pro ucely této prace
zvolena kachna coby pfirozeny definitivni hostitel 7. regenti a metody zachycujici parazita

v jeho ptirozeném prostiedi in situ — histologické a imunohistochemické techniky na fezovych



preparatech napadené tkan€. Zvolené postupy, vysledky, zdary i nezdary badani jsou popsany

na nasledujicich stranach této diplomové prace.

Cile prace

V ptedlozené diplomové praci jsme si stanovili nasledujici cile:

L.

Shrnout dostupnou literaturu o imunitni odpovédi hostitele pii infekei

schistosomami.

Popsat imunitni odpovéd’ a histopatologické zmény tkan€ nosni sliznice kachny

v prubéhu infekce parazitem za pomoci klasickych histologickych barveni.

Prokazat konkrétni bunécné typy podilejici se na imunitni odpovédi proti

parazitovi pomoci protilatkovych sond na fezovych preparatech.

Pozorovat zmény v cilové tkdni pomoci fluorescencné znacenych lektint.

Na zékladé vysSe uvedeného souhrnné charakterizovat patogenezi a zmény

v imunitni odpovéedi v infikované tkani od 14. do 26. dne po infekci.



1 LITERARNI PREHLED

Trichobilharzia regenti je ptaci krevni motolice. Cesta do mista jeji definitivni lokalizace
v hostiteli zaCina penetraci larvalniho stadia — cerkarie — zpravidla do koncCetiny, pii pozieni je
schopna penetrace i do jicnu vrubozobého ptaka (Pech 2013). Cerkarie pii penetraci ztraci
ocasek a vkuzi se transformuje v dal$i larvalni stadium zvané schistosomula, které je
adaptovano na migraci tkani, pfip. krevnim fecistém, a nasledné perifernimi nervy a centralni
nervovou soustavou az do nosni sliznice. Zde parazit dospiva, kopuluje a klade vajicka, ktera
nekolik dni zraji — utvafi se v nich miracidium, které poté pti ponofeni zobaku do vody vajecné
obaly opousti a vydava se na svou dals$i cestu ve vodnim sloupci — za vodnim plzem.
V okamziku opusténi skotfdpky je mozné volna miracidia zachytit jeste v tkani.

Parazit je v téle kachny cizorodym materidlem a v pritbéhu celé infekce vyvolava imunitni
odpovéd’ hostitele. My jsme se zaméfili na terminalni fazi infekce, tedy obdobi, kdy se jiz
dospéli cervi nachazeji v nosni sliznici a produkuji vajicka. Podobné jako u lidskych schistosom
zlstane i u ptakl cast vajicek uvéznéna v tkani. Uviznutd vajicka a vajecna rezidua pisobi jako

patogenni agens, které aktivuje imunitni mechanismy ptaka.

1.1 Lidské schistosomy

Schistosomy, mezi které patii i ,naSe” 7. regenti, jsou dvouhostitelské motolice (tfida
Trematoda, kmen Platyhelminthes), jejichz mezihostitelem je plz a definitivnim hostitelem
teplokrevny obratlovec. Nejznaméjsimi a velmi dobie prozkoumanymi lidskymi schistosomami
jsou Schistosoma haematobium, S. mansoni a S. japonicum. Dospélci S. haematobium kladou
vajicka v cévach okolo mocového méchyte. Vajicka pifi penetraci cévni stény zplsobuji
krvacivé ranky. Pfi dlouhodobém piisobeni parazita mtize dojit az ke karcinomu (Gelfant et al.,
1967; Fergusson, 1911) a vlivem lokalizace v urogenitalnim traktu pak az k neplodnosti jak
u Zen (Elmahgoub, 1982), tak u muzi (Kini ef al., 2009). Dospélci S. mansoni a S. japonicum se
vyskytuji v cévach mezenteria, vajicka zplsobuji obstrukce cév portalniho Zilniho systému
a jater, mén¢ Casto zpusobuji komplikace také v plicich a dalSich organech, pfi¢emz nejvaznéjsi
je neuroschistosoméza s pritomnosti granulomti v mozku a prodlouzené miSe (Ferrari et al.,
2008). Vyskyt schistosom je vazan na sladkou vodu tropt, kde jsou vhodné podminky pro
pieziti mezihostitele, a souvisi s hor§imi hygienickymi navyky bez bezpe¢nych zdroji vody ¢i
s praci ve vodé (Afrika, Jizni Amerika, Asie) (WHO online).

Po proniknuti cerkarii do kiize muze dojit k vysevu svédivé makulopapulézni vyrazky,
n¢kdy nazyvané také ,,swimmers itch® nebo cerkariova dermatitida, kterou plisobi i cerkarie
ptacich schistosom (Cort, 1928; Folster-Holst et al., 2001; Horak & Kolafova, 2011). Migrujici
cerkarie lidskych schistosom mohou zptisobit systémovou hypersenzitivni reakci znamou jako

horecka Katayama vykazujici vysokou eosinofilii (de Jesus et al., 2002), pfitomnost parazitl
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v plicich mize vést ke tvorbé zanétlivych lozisek a pneumonii, infekci provazi dominujici Thl
imunitni odpovéd’ (de Jesus et al., 2002; Hogg et al., 2003). Poté, co se Cervi dostanou do cév
mezenteria a portalniho systému, tj. 5. — 6. tyden po infekci (p.i.), dochazi k dominanci Th2
imunitni odpovédi; k polarizaci Th2 odpovédi mozna dochazi jesté pied kladenim vajicek, jak
bylo popsano u mysi nakazenych motolici S. mansoni (Fraga et al., 2010). Po 12. tydnu p.i. se
stava infekce chronickou, mize pretrvavat mnoho let a uviznutd vajicka ptsobi dalsi potize —
nejcastejsi je zvetSeni jater a sleziny a jejich nedostatecnost, méné casté potom zbytnéni tlustého
stteva (megakolon) ¢i jicnu, varixy, ascites v bfiSni duting, stfevni polypy, pneumonie,
glomerulonefritida ¢i dusledky ektopické lokalizace parazita/vajicek v centrdlni nervové
soustaveé (CNS) (Gryseels, 2012; Ross et al., 2012). Zavazna je pak kombinace schistosomozy
s HIV. Vliv na pfenos viru mize mit pravdépodobna vyssi vnimavost CD4+ T lymfocyti
zpisobena ptitomnosti chemokinti (CXCR4 a CCRS5) na povrchu téchto lymfocyti a monocytii
vlivem Th2 cytokinil interleukinu 4 (IL-4) a IL-10 (Secor et al., 2003). Pro endemické oblasti je
rizikovym faktorem prenosu HIV také kombinace s urogenitalni formou schistosomoézy u zZen
1u muza (Feldmeier et al., 1994; Leutscher ef al., 2005).

Vzhledem k zaméfeni diplomové prace se budeme zajimat piednostné o vzajemné interakce
parazita a hostitele, zejména pak o imunitni odpoveéd’ hostitele vii¢i plisobeni parazita.

Svou roli v tiniku imunitnimu systému a naslednému dlouhému ptezivani v hostiteli sehrava
hned nékolik faktort: velikost parazita, ktera brani klasické fagocytoze, a specialni povrch téla
u jednotlivych stadii, ktery miize parazit odhazovat, miize jej vyuzivat k molekularnim mimikry,

¢i zamérné indukovat imunitni odpovéd’ pomoci vystavovani imunomodula¢nich molekul.

1.1.1 Kozni infekce

Pti prichodu cerkarie k0zi hostitele a nasledujici transformaci na dalsi larvalni stadium
(schistosomula) dochazi k odhozeni ocasku a svlékani povrchového glykokalyxu. Prichod tkani
zajistuje cerkarie jak aktivnim pohybem, tak uvoliiovanim ES produktti z preacetabularnich
a postacetabularnich zlaz. Cerkarie S. mansoni uvoliuje pii pruchodu ktzi cerkariovou elastazu
protein Sm16 (Sanin & Mountford, 2015), metaloproteazu, homolog dipeptidyl peptidazy 1V,
inhibitor serinové protedzy (serpin) a mnozstvi proteinii, z nichz je mnoho glykosylovanych
(Curwen et al.,, 2006). Proti cizorodému télesu i produkovanym latkdm se hostitelsky
organismus pomérné rychle brani. Béhem 3 hodin p.i. dochazi k lokalni vazodilataci a otoku,
v ramci nékolika hodin p.i. se v misté infekce objevuji infiltraty obsahujici neutrofily, u kterych
bylo in vitro prokazano, ze se UCastni destrukce schistosomuly spole¢né s protilatkami,
komplementem, mastocyty, kyslikovymi metabolity a leukotrieny (Mogbel et al., 1990).
Pruchod parazita kizi je dilezitym stimulem pro rozvoj imunitni odpovédi proti parazitovi.

Do 24 hodin od penetrace do ktize se objevuji cytokiny a chemokiny: MIP-1a (CCL3) a MIP-13
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(CCLA4), které atrahuji monocyty, lymfocyty a dendritické bunky (DC) a podili se na vzniku
Thl odpovédi a produkci cytokini akutni faze jako IL-1PB a IL-6 (Hogg et al., 2003). Ty
stimuluji antigen prezentujici bunky (APC; keratinocyty, Langerhansovy builky, makrofagy
a DC) k expresi MHC 1II glykoproteint, na kterych pak APC vystavuji cizorodé fragmenty
schistosom v lymfatickych uzlinach a indukuji dozrani naivnich T lymfocytt v aktivni CD4+
formy. Podili se rovnéz na produkci IL-12 APC i dal$imi buikami a IL-18 keratinocyty (Hogg
et al., 2003). Ktze je pravdépodobné velmi dilezitym zdrojem zejména cytokinu IL-12, ktery
indukuje tvorbu Thl lymfocytd; pfi pokusech s nijak neupravenymi larvami se vsak hladina
cytokinii snizovala pomérné rychle (Hogg et al., 2003). V kiizi mlizeme najit také dalsi
prozanétlivé cytokiny, hlavné interferon y (IFNy) a také IL-1ra a tumor-necrosis factor o
(TNFa) (He et al., 2002).

Schistosomuly jiz pfi penetraci kiize u€inn€ bojuji proti odpoveédi hostitele produkci
prostaglandinu D2 (PGD?2), ktery indukuje hostitelské keratinocyty k dalsi produkci PGD2 a IL-
10. IL-10 snizuje lokalné produkci prozanétlivych cytokinti a chemokinl, a tim i pfiliv
prozanétlivého cytokinu IL-12, ktery indukuje tvorbu Thl lymfocyti (Faveeuw et al., 2003).
Kromé¢ IL-10 indukuji schistosomuly také produkci cytokinu IL-1Ra, které svou vazbou blokuji
receptor pro IL-1 a prostfednictvim toho usnadiiuji parazitovi Unik pfed imunitni odpovédi
hostitele (He et al., 2002). U cerkarii a schistosomul S. mansoni byl v ES produktech objeven
faktor (SMAF, 23 kDa), ktery indukuje apoptozu CD4+ bunék (Chen et al., 2002). V kozni fazi
byly mezi nadkazami S. mansoni, S. japonicum a S. haematobium pozorovany rozdily

v pritomnosti cytokinti (He et al., 2002).

1.1.2 AKutni faze

Za akutni fazi oznaCujeme dobu trvajici cca 6 tydnl p.i., kdy v organismu dominuje Thl
imunitni odpoveéd’ proti migrujicim schistosomulam a nedospélym cervim. Pro tuto fazi je
typickd vysoka eosinofilie, u n€kterych pacientl je detekovana leukocytoéza v periferni krvi.
Byly zjistény také vysoké hladiny prozanétlivych cytokind TNFa, IFNy, IL-1 a IL-6 (de Jesus
et al., 2002). V akutni fazi také dominuji klasicky aktivované makrofagy, které patrné ovliviiuje
pfitomnost antigenti dospélych Cervit (Zhu et al., 2014) a pro které je typickd exprese
prozanétlivych cytokinil, chemokint a oxidu dusného (NO).

V plicich produkuje schistosomula prostaglandin E2, ktery indukuje bunky endotelu
(konkrétné z kultur lidskych a mysich endotelovych buné€k) k produkci IL-6 a snizuje riziko
zanétu v plicich, zatimco pokud mys neprodukuje IL-6, dochazi ke zvySeni produkce eotaxinu
(chemoatraktant atrahujici eosinofily) a IL-5 a kinfiltraci eosinofild do plic, coz ohrozuje
parazita (Angeli et al., 2001). Parazit rovnéz produkuje molekuly, které snizuji expresi E-

selektinu a VCAM-1 (adhezivni molekula exprimovana na povrchu aktivovaného endotelu,
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na kterou se vazi integriny buné€k), diky ¢emuz nedojde k prichyceni leukocytli na povrch
kapilar a jejich prichodu do mista infekce (Trottein et al., 1999).

Béhem 5. — 6. tydne p.i. dochazi dle in vivo studii u mysi k posunu od mirné Thl k silné
Th2 imunitni odpovédi. Tento piesmyk je ziejmé velmi dulezity pro hostitele i parazita. Pii
pokusech s my$mi, u kterych dominovala Th1 imunitni odpovéd’, dochazelo ke klasické aktivaci
makrofagi (kMF), které produkuji inducibilni NO syntazu (iNOS). Dochazelo ke tvorbé
mensich granulomi a vyss§i mortalité nakazenych mysi. V1iv Th2 odpovédi je tudiz pro preziti
hostitele v nasledujici chronické fazi klicovy. Nicméné pokud se NO v jaternim parenchymu pfi
infekci nevyskytoval viibec, dochazelo k vaznému poskozeni jater. Je mozné, ze NO je soucasti
ptirozené obrany a hraje ochrannou roli v prevenci jaterniho poskozeni indukovaného TNFa
a kyslikovymi radikaly (Brunet et al., 1999). U mysi byl béhem infekce v nékterych organech
pozorovan nartist karbonylovanych proteind, které jsou znamkou oxidativniho poskozeni tkané
(de Oliveira et al., 2013).

Vratme se ale k presmyku na Th2 odpovéd’. Mélo se za to, ze k nému dochazi az vlivem
vajecnych antigentl (Grzych et al., 1991; Pearce et al., 1991); podle novéjsich vyzkumi se vSak
zda, ze Th2 odpovéd navozuje jiz samotna piitomnost dospélcti indukujicich CD4+
T lymfocyty a bazofily k produkci IL-4, vaji¢ka jsou tedy jiz kladena do prostredi s pievazujici
Th2 imunitni odpovédi (Fraga et al., 2010). Th2 odpoveéd pretrvava (u mysi i lidi) a je pro ni
charakteristickd mimojiné pfitomnost cytokinti IL-4 a IL-13. Ty jsou vyznamné zapojeny do
vzniku jaterni fibrozy, nebot’ stimuluji fibroblasty k tvorbé kolagenu (de Jesus et al., 2004;
Fallon et al., 2000). Mnozstvi IFNy, ktery ma antifibrogenni efekt a biosyntézu kolagenu
inhibuje (de Jesus et al., 2004), je regulovano ptitomnosti cytokinu IL-10, ktery potlacuje
expresi I[FNy (King er al., 1996; Sher et al., 1991). Pokud je schistosomdza zaznamenana
u ¢loveka, jde ve vétsing piipadi jiz o Th2 imunitni odpoveéd trvajici tydny az roky, jejiz
intenzita se mezi jednotlivci 1i8i (de Jesus et al., 2004).

Pro Th2 odpovéd je typicka eosinofilie a mastocytdza a vysoké hladiny cytokint, zejména
IL-4, IL-13 a imunoglobulinu E (IgE) (Grzych et al., 1991; Schwartz et al., 2014), jejichz
zasadnim zdrojem jsou T lymfocyty. Tyto cytokiny by mohly mit vliv i na pfitomnost bazofild
(Schwartz et al., 2014). V krvi je zastoupen také cytokin IL-5, ktery ma ale vliv pouze na
eosinofilii v krevnim ob&hu, nikoli na tvorbu samotného granulomu (Sher ef al., 1990).

K aktivaci bazofilli dochéazi vlivem vazby nejznadméjSich vajecnych antigenti schistosom
IPSE/alfa-1 (IL-4 inducing principle form S. mansoni; imunogenni komponenta povrchu
schistosom, kterd indukuje tvorbu granulomu) ptes IgE na receptor pro IgE na povrchu bazofili
(Meyer et al., 2015; Schramm et al., 2007). Tato vazba bazofily aktivuje a stimuluje je

/////
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amplifikuji Th2 odpovéd. Bazofily rovnéz zvysuji efektorové mechanismy Th2 odpovédi —
podporuji eosinofilii a podili se na diferenciaci aMF.

Dalsi vajecny antigen, tedy glykosylovany protein omega-1, hraje roli pfi navozovani Th2
imunitni odpovédi prostfednictvim DC a mozna i dalsich bun¢k (Everts et al., 2009).

Béhem infekce se rovnéz uplatiiuji imunoregula¢ni mechanismy. Lidské dendritické bunky
na svych TLR-2 (Toll-like receptor 2) vystavuji fragmenty lysofosfatidylserinu, jez najdeme
u dospélcil a vajicek S. mansoni. Dochazi k indukci regulacnich T lymfocytt (Treg) (Layland
et al., 2007; van der Kleij et al., 2002). Treg buiiky (CD4'CD25 Foxp3") lze nalézt napi. ve
slezin€, lymfatickych uzlindch a granulomech v jatrech (Baumgart et al., 2006; Singh et al.,
2005). Treg produkuji IL-10, ktery se podili na utlumeni efektorové odpovédi proti helminttim,
potlacuji akutni Th2 odpoveéd vyvolavanou vajicky (Baumgart et al., 2006), navozuji
chronickou fazi infekce (Herbert et al., 2008) a pfispivaji ke kontrole imunopatologie pfi
schistosomoéze (Layland et al., 2007).

Udrzeni vyvazené Thl a Th2 odpovédi vede ke tvorbé protektivnich granulomii kolem
cizorodého materidlu — vajicek — a zdroven brani vzniku rozsahlé patologie, kterou by

dlouhodobé zanétlivé procesy Thl polarizace ptisobily.

1.1.3 Chronicka faze

Vlivem pfretrvavajici imunitni odpovédi na pfitomnost stale novych vajicek v tkanich hostitele
povazujeme infekci od 12. tydne po ndkaze za chronickou, dominuje ji stale Th2 odpovéd
a pretrvava dlouhé roky. Regulace imunitni odpovédi se ucastni zejména Treg. Bylo popsano,
ze u lidi nakazenych schistosomé6zou jsou pocty téchto bunek oproti zdravé populaci vyssi,
ackoliv lze pozorovat urcité rozdily u mladsich a starSich lidi (Nausch et al., 2011; Singh et al.,
2005). Hlavnim produkovanym cytokinem Treg je IL-10, ktery potlacuje aktivaci dendritickych
bunék, ty pak neprodukuji IL-12 a dochazi k inhibici tvorby Thl bunék (McKee & Pearce,
2004).

Vyznamnou mérou ovliviiuji hostitelskou imunitni odpovéd” ES produkty vajicka (Grzych
etal., 1991; Pearce et al, 1991). Indukuji CD4+ builkky a bazofily a prostfednictvim
produkovanych cytokint IL-4 a IL-13 vyvolavaji odpovéd aktivaci makrofagt alternativni
cestou; IL-10 nehraje v této aktivaci roli (Herbert er al., 2004). Aktivaci aMF a udrzeni Th2
odpoveédi podporuje pravdépodobné také dospélci regurgitovany hemozoin vznikly pii traveni
hemu (samice potiebuji zelezité ionty pro vyvoj vajicek) — pritomnost hemozoinu reprezentuje
podle Truscott et al. (2013) nejen detoxifika¢ni drahu pii samotném traveni hemu, ale i dalsi
zpusob modulace hostitelské odpovedi parazitem.

Alternativné aktivované makrofagy, jejichz pfitomnost je typicka pro chronickou fazi

schistosomdzy a pritomnost vaje¢nych antigenti (Zhu et al., 2014), se podili na repara¢nich

~~~~~
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zahrnujicich arginazu-1 (Pesce et al., 2009), PD-L2 (programmed cell death ligand 2) (Huber
etal., 2010) ¢i Relm-a/Fizzl (Resistin-like molecule alpha 1/found in inflammatory zone
protein) (Nair et al., 2009), které inhibuji aktivitu ¢i proliferaci T lymfocytl. Arginaza-1 ma
vliv na rizné déje, ale jeji hlavni ulohou je ziejmée potlacovat a regulovat granulomat6zni zanét
a fibrézu indukovanou Th2 odpovédi v jatrech a stievech (Herbert et al., 2004; Pesce et al.,
2009). Cytokiny IL-4 a IL.-13 jsou kli¢ové pro rozvoj Th2 imunitni odpovédi, obecné lze fici, ze
IL-13 se podili vétsi mérou na projektivni tvorbé kolagenu a rozvoji jaterni fibrozy, tedy na
rozvoji chronické schistosomozy, IL-4 zase spiSe zabranuje vaznému poskozeni hostitelské
tkané béhen akutni schistosomozy (Fallon et al., 2000).

Imunitni odpovéd’ hostitelského organismu neni schopné parazita zcela zlikvidovat, proto
dochazi alespon k zabranéni styku toxickych molekul produkovanych vajicky, napt. vySe
zminéného IPSE/alpha-1 (Abdulla et al., 2011), s jaternim parenchymem ¢i tkani stény stfeva.
Granulomy jsou tvofeny CD4+ buiikami a makrofagy, ale také eosinofily, mastocyty a bazofily,
obaleny jsou pak kolagennimi vlakny (Burke et al., 2009). Zajimavé je, Ze nepiitomnost
eosinofili v pokusném zvifeti neovlivni velikost granulomti a naopak, a to prestoze se
eosinofily bézné€ nachazi v granulomech; je mozné, ze eosinofily a bazofily maji v granulomu
zastupnou funkci (Schwartz et al.,, 2014). Pozitivnim jevem tohoto procesu je ochrana
organismu hostitele pred toxickymi produkty vaji¢ek. Zejména pti silnéjsi a dlouhodobé nakaze
vSak mize dochazet k obstrukci cév portalniho zilniho systému, zvysSeni tlaku krve a priméru
cév, tvorb¢ ascitu v bii$ni dutin¢ a tvorbé cévnich novotvari (Gryseels, 2012; Shariati et al.,
2011). Fibroticka jatra pak nemohou plné zastavat svoji funkci protektivniho detoxikac¢niho
organu.

Schistosomy se dokazi aktivné branit, resp. schovavat imunitni odpovédi hostitele.
Syntetizuji proteiny ovliviyjici ¢innost komplementu, napt. CRIT (complement C2 receptor
inhibitory trispanning) vyvazujici C2 zlidského séra (Inal & Sim, 2000), ¢i SCIP-1
(schistosome complement inhibitory protein), coz je povrchova forma paramyosinu vyvazujici
C9 (Deng et al., 2003). Jako mimikry vyuzivaji motolice také dalSich molekul, které vazi na
svij tegument, napt. MHC I a II glykoproteiny (Sher et al., 1978), DAF (membranovy protein,
angl. decay-accelerating factor) bézn¢ chranici hostitelské bunky pfed poskozenim
komplementem (Fatima et al., 1991) ¢i antigeny erytrocytd A, B, H (Goldring et al., 1976).
Schistosomy jsou samy schopny syntetizovat vyznamny Lewis X antigen (Mickum et al., 2016;
Srivatsan et al, 1992). Lewis X antigen (Castéji sialovany) se nachdzi na povrchovych
glykoproteinech tady lidskych i ptacich bun¢k vcetné lymfocytd (Masteller ef al., 1995; Ohta
etal., 1993). US. mansoni byl Lewis X antigen nalezen na povrchovych membranach,
v tkanich, stfevé iv proteinech sekretovanych stfevem a ve vaji¢cich (Robijn et al., 2005;
Vandam et al., 1994). Bylo zjisténo, Ze i IPSE/alfa-1 N-glykan nese Lewis X motiv (Wuhrer
et al., 2006), u vajicek je dokonce spolu s fukosylovanym i nefukosylovanym LDN (glykan

9



LacdiNAc) zastoupen v mnohem vét§im mnozstvi v porovnani s ostatnimi stadii (Nyame et al.,
2003; Robijn et al., 2007; Robijn et al., 2005). Parazit jej zjevné dokaze pouzivat k tlumeni
hostitelské odpovédi (Velupillai et al., 2000), Lewis X antigen indukuje vazbou na DC Th2
imunitni odpovéd’ (Okano et al., 2001), ovliviyje ¢innost makrofagl (Trottein et al., 1997),
zprostiedkovava vazbu na endotelové bunky, pomaha pii migraci télem hostitele, ma patrné ale

mnoho dal$ich funkci.

1.1.4 Schistosomy ve sliznicich

Oblasti mukoézy a submukédzy stieva (S. mansoni, S. japonicum), resp. mocového méchyie
(S. haematobium), kde se vyskytuji vajicka lidskych schistosom, jsou nejpodobnéjsi definitivni
lokalizaci nami zkoumaného parazita Trichobilharzia regenti — nosni sliznici kachny, ve které

tyto ptaci schistosomy migruji a kladou vajicka.

1.1.4.1 Mocova schistosoméza

U pacientil s mocovou schistosomézou (piivodce S. haematobium) dochéazi k tvorbé polyptl
v moc¢ovém mechyti, které ale nemusi piisobit bolesti ani hematurii, jako napt. v pfipad¢ Zeny,
u niz byl popsan nalez pfi rutinni gynekologické prohlidce. Dalsi testy u Zeny odhalily zanétlivy
polyp apfitomnost vajicek schistosomy, které byly obklopené eosinofilnim infiltratem
a mitotickou tkani (Obr. 1 A). V takovychto ptipadech je dulezita cestovatelska anamnéza
(Dessyn et al., 2016). Tato krevnicka je spojovana s tropickymi oblastmi, nicméné v poslednich
letech byly zaznamenany piipady nakaz na Korsice. U postizenych osob bylo zjisténo, ze se
koupaly v fece Cavu, kde byl nalezen i mezihostitelsky plz Bulinus truncatus (Boissier et al.,
2016) a parazit se zde patrné vyskytuje trvale (Berry et al, 2016). K typickym projevim
(hematurie, bolesti a vajicka v mo¢i) opét nedochazelo u vSech pacientd, ¢asto byla nakaza
popsana u ditéte a poté prokazana asymptomaticka forma i u starSich ¢lenti rodiny (Berry et al.,
2014; Brunet et al., 2015; Holtfreter et al., 2014).

O mechanismech z&nétu pfi mocové schistosoméze je toho zatim znamo pomérné malo
oproti ,,popularné&j$i“ S. mansoni. Chybél totiz vhodny model, jelikoz u mysi nedochazi
k dospivani parazita. Tento problém se pokusili Fu ef al. (2012) obejit injikaci vajicek ptimo do
stény mocového meéchyie. Doslo ke tvorbé granulomatdzni odpovédi s infiltraty bunck
bohatymi zejména na eosinofily a neutrofily, ale i lymfocyty, dochazelo k enkapsulaci vajicek
aktivovanymi makrofagy (Obr. 1 C, D), dale byla popsana fibr6za (Obr. 1 B), poruchy funkce,
hematurie a eosinourie. V lymfatickych uzlinach i v periferiich byla detekovand Th2
polarizovand imunitni odpovéd’, pro kterou jsou typické vysoké hladiny IL-4, IL-13, eotaxinu

a zvySovaly se také hladiny chemokinti, zato nebyly naméteny signifikantni zmény hladin Th1

-----

10



Obr. 1: Histologicky zpracovana tkan stény mocového méchyre s vajicky S. haematobium a bunécnymi
infiltraty. (A) Histopatologicky rez polypem z lidského mocového méchyre s vajicky S. haematobium
a zanétlivou tkani. Hematoxylin eosin, zvétSeno 100x. (B, C, D) Vajicka S. haematobium byla do tkané
mocového méchyfe mysi injikovana. (B) Rozvoj fibrozy ve sténé mocového méchyfe mysi. Massonlv
trichrom. (C, D) Vajicka jsou obklopena aktivovanymi makrofagy (epiteloidni buriky), které jsou
imunohistochemicky znadeny protilatkou proti CD68 (hnéd3; Zluté Sipky), a dalsimi burikami zanétu.
Cervend Sipka — vajitka parazita, 7lutd Sipka — aktivované makrofagy (epiteloidni buriky). Zdroje:
A (Dessyn et al., 2016); B, C, D (Fu et al., 2012), upraveno.

1.1.4.2 Stievni schistosomoéza

U nékterych pacientt se stfevni schistosomdzou (puvodci S. mansoni a S. japonicum) dochazi
ke tvorbé stfevnich polypt. Tito pacienti trpi zpravidla bolestmi bficha, krvi ve stolici ¢i
krvavym prijmem, souvisejicimi obtizemi je obecné neprospivani v disledku nedokonalého
traveni potravy a pfijmu Zivin. Infekce tak mtZze mit v chudsich, rozvojovych oblastech svéta
neblahy vliv i na celou spolec¢nost. Nasledna kolonoskopie tedy mize odhalit polypy, coz jsou
utvary ve stfevni sténé, a v bioptickém materidlu po histologickém zpracovani jsou pak
pozorovana vajicka schistosom (Brandt, 2011; Cao et al., 2010; Hussein et al., 1983; Javid
etal., 2007; Lin et al, 2010; Rodriguez-Guardado et al., 2010). V piipad¢ akutni stfevni
schistosomozy se v okoli zivych vajicek objevuji infiltraty eosinofilt (Obr. 2) (Lin et al., 2010;
Rodriguez-Guardado et al, 2010), lymfocytd a plasmatickych bun¢k (Cao et al., 2010).
U chronické formy pak byly v okoli kalcifikovanych vaji¢ek pozorovany infiltraty lymfocytd
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a plasmatickych bungk a fibroza tkan¢ (Cao et al., 2010). Histologicky zpracovany biopticky
material lidskych stfevnich polypti zobrazuji ptilozené fotografie (Obr. 2).

Obr. 2: Vajicka lidskych schistosom zachycena v bioptickém materialu lidskych stfevnich polypd.
Hematoxylin eosin. (A, B) Chronicky zdnét v mukdze rekta, s obsahem kalcifikovanych vajicek
a fibroplasii, zvétSeno 100x, 200x; (C) Chronicky zdnét s vajicky v submukdze, zvétseno 200x; (D)
Vajicko S. intercalatum obklopeno eosinofily, zvétseno 200x. Zelené Sipky — eosinofily, Zluta Sipka — trn
vajic¢ka. Zdroje: A, B, C (Cao et al., 2010); D (Rodriguez-Guardado et al., 2010), upraveno.
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1.2 Ptaci motolice Trichobilharzia regenti

Jak je uvedeno vyse, ptaci schistosomy vcetné 7. regenti (Horak et al., 1998) maji stejné jako ty
lidské dvouhostitelsky Zzivotni cyklus zahrnujici jako mezihostitele vodniho plze a jako
definitivniho hostitele vodniho ptaka. V Ceské republice potazmo v Evropé lze odekavat
pomérné hojné zastoupeni tohoto parazita. Larvalni stadium — cerkdrie — opousti
mezihostitelského plze a penetruje definitivniho hostitele. Podobné v§ak miize vyhledat i jiného
teplokrevného obratlovce — savce, napi. Cloveéka. V misté penetrace kiize dochazi k reakci
atvorbé makulopapuléozni vyrazky - cerkariové dermatitidy. V této souvislosti jsou
nejskloniovanéjsi pravé cerkarie ptacich schistosom rodu Trichobilharzia (Hordk & Kolarova,
2011). Velkou cast téla cerkarie vypliuji zlazy — n€které jeji ES produkty hraji roli i v pronikani
do hostitele, dalsi po transformaci na schistosomulu pii migraci tkani a imunitni odpovédi
hostitele, ale i v traveni poziené potravy, napi. katepsin Bl (stfevo schistosomuly — traveni)
aB2 (v penetrac¢nich zlazach cerkarie) (Doleckova et al., 2010; Dvorak et al, 2005).
2005) a bylo spekulovano, ze ,elastinolytickou aktivitu ziejmé zastupuje katepsin B2
(Doleckova et al., 2009). Nejnovejsi pruzkumy vyuzivajici molekularnich metod vSak ukazaly,
7ze gen pro elastdzu je exprimovan jak ve stadiu zarodec¢né koule, tak ve stadiu cerkarie
a ptitomnost cerkariové elastazy byla prokazana i pomoci proteomickych analyz ES produktt
cerkarie (L. Konec¢ny 2018, nepublikovano).

V kizi dochéazi k transformaci cerkarie 7. regenti na dal$i larvalni stadium zvané
schistosomula, kterd putuje nervovou soustavou — perifernimi nervy a centrdlni nervovou
soustavou az do oblasti celnich meningli. Po dobu migrace miSnim parenchymem se zivi
nervovou tkani (Horak et al., 1999; Hradkova & Horak, 2002; Lichtenbergova et al., 2011),
zato schistosomuly migrujici submeningealnim prostorem poziraji infiltrované imunitni buiiky
(Krémarova 2017). V nékterych piipadech lze najit schistosomuly i v koznich kapilarach
(Koutilova et al., 2004b), podle in vitro studii vS8ak krev/cévy nejsou pro schistosomula
atraktivni, tento zptsob migrace tak je pravdépodobné minoritni ¢i ndhodny (Hradkova &
Horak, 2002), na rozdil od lidské schistosomy (McKerrow & Salter, 2002).

Cervi putuji michou az do oblasti ¢elnich meningd, ne viem &erviim se ale podaii misni
kanal opustit a dokon¢it sviyj vyvoj. Nékteti uviznou v tkani a jsou zni¢eni imunitnim systémem
(Horak et al., 1999). V meningach byli Cervi detekovani kolem 12. a 13. dne po infekci (dpi),
a to jak intra-, tak extravaskularné, zato zadné poskozeni ani ¢ervi nebyli zaznamenani v bulbus
olfactorius, nervus olfactorius a n. opticus; sttevo cervii obsahovalo hnéda granula — Cerv se zde
zivi krevni potravou (Chanova & Horak, 2007). Na misto definitivni lokalizace Cervi migruji

pravdépodobné krevni cestou.
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V nosni sliznici se ¢ervi mohou vyskytovat od 13. dpi, dospivaji, kopuluji a kladou vajicka
(Horék et al., 1999). Ke kladeni vajicek dochazi od 14. dpi, nejvyssi mnozstvi je jich v tkani
v 22. dpi. Dospélci, ktefi nenesou viditelné znaky poskozeni, se ve sliznici vyskytuji az do 24.
dpi (Chanova & Horak, 2007), jejich dalsi osud vsak neni dosud znam. Ve sliznici byli Cervi
i nakladena vajicka pozorovani jak v krevnim fecisti, tak — Cast&ji — voln¢ v tkani (Chanova &
Horak, 2007; Horak et al., 1999; Horak et al., 1998; Kolarova et al., 2001). K lihnuti miracidii
dochazi rovnou v tkani a do vodniho prostfedi se dostavaji pti kontaktu zobdku s vodou pfi
napf. piti ¢i krmeni (Hordk ef al., 1998).

Pokusy na mySich ukazaly, Ze je parazit i v sav€im hostiteli schopen putovat do michy
amichou az do prodlouzené michy a mozecku, nejpozdé€ji zde vsak hyne a nikdy nedojde
k dospéni parazita (Hordk et al, 1999). V nékterych piipadech je vSak migrace michou
doprovazena neuromotorickymi potizemi patrné vlivem axonalniho poskozeni — projevuje se
ztratou rovnovahy a koordinace koncetin, a to jak u nahodného, tak u definitivniho hostitele;
v nekterych piipadech tyto obtize samovolné odezni, jindy mohou vést az ke smrti hostitele

(Horak et al., 1999; Lichtenbergova et al., 2011).

V nasledujicich tadcich budou shrnuty dosavadni poznatky o interakcich mezi parazitem
a definitivnim hostitelem (model kachna domaci Anas platyrhynchos f. domestica) a mezi
parazitem a nahodnym hostitelem (model my$ laboratorni Mus musculus). Vétsina praci
zabyvajicich se histopatologii a imunologii infekce se soustfedi na centralni nervovou soustavu
u definitivniho i ndhodného hostitele. Tento zajem je logicky, nebot’ parazit plisobi patrné
nejvice potizi pravé pfi migraci misSnim kanalem, ¢imz je 7. regenti také unikatni (Horak et al.,
1999; Hradkova & Horak, 2002). Dalsi pta¢i schistosomou, ktera byla nalezena i v nervové
soustave, konkrétn€ v miSe a pod meningy, je Bilharziella polonica (Priiter et al., 2017). Nosni
sliznice, ve které T. regenti dospiva a mnozi se, a kterou lze laboratorné sledovat nejlépe

u nakazenych kachen, je zatim malo prozkoumanou oblasti.

1.2.1 Imunitni odpovéd’ proti 7. regenti v definitivnim hostiteli

Kachna je pro sledovani postupu infekce vhodnym modelovym organismem — je jednim
z definitivnich hostiteld 7. regenti a je mozné ji pomérné snadno chovat v laboratornich
podminkach. Jiz pti vstupu parazita do hostitele, ktery je mozny jak bézné kizi, tak i sténou
jicnu, je mozné pozorovat imunitni odpovéd’ organismu, ta vSak dosud nebyla prili§
prozkoumana. Pech (2013) ve své diplomové praci publikuje fotografiemi histologickych fezi
kize kachny po penetraci, ale popisuje jen vagné piitomnost makrofagli a lymfocytl v okoli

parazita.
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1.2.1.1 Migrace centralni nervovou soustavou

V centralni nervové soustavé — v miSe a meningach, kde se parazit béhem své migrace
vyskytuje, byly pozorovany prevladajici nahloucené eosinofily a heterofily, mén¢ Cetné pak
plasmatické bunky, histiocyty, lymfocyty a makrofagy, v nékterych piipadech i spongidzni
hmota s vySe zminénymi bufikami véetné¢ monocytd. Pfitomnost bunék se v urcitych castech
michy mirn¢ 1isi (Kolafova et al., 2001). Rovnéz byla pozorovana perivaskularni eosinofilie
a infiltraty bun€k kolem centrdlniho kandlu. Pobliz parazita vykazovaly nékteré neurony
znamky nekrotickych zmén. V oblasti bulbus olfactorius se kolem parazita vyskytovaly
infiltrdty eosinofild, heterofili, plasmatickych bunék a Ilymfocytd. Nebylo pozorovano
poskozeni parazitli v pribéhu pasaze CNS ani vyznamné poskozeni nervové tkané (Kolarova
etal.,2001).

Schistosomuly se pifi migraci miSnim kanalem nejcastéji vyskytuji v bilé hmoté obsahujici
axony a v menSim mnozstvi ptipadl byly nalezeny v submeningedlnim prostoru a Sedé¢ hmoté
(Bulantova et al., 2016). K aktivaci astrocytil a reparaci poskozené tkdn¢ po migraci parazita
pak dochdzi kolem 10. dpi (Krématrova 2017). S poskozenim michy béhem migrace cerva
pravdépodobné souvisi neuromotorické obtize, které byly u infikovanych ptakd opakované
pozorovany (jedna se o poruchy rovnovahy a orientace a paralyzy koncetin) (Horak et al., 1999;

Hradkova & Horak, 2002).

1.2.1.2 Terminalni faze infekce v nosni sliznici

Terminalni faze infekce byla zatim zkoumdana pouze histologickymi metodami (Obr. 3). V nosni
sliznici se dospélci nachazeli intra- i extravaskularné, vajicka vSak pouze ve sliznici (Kolarova
et al., 2001), vdobé mezi 14. a 27. dpi byla infekce doprovazena také az 700 pm velkymi
hemoragiemi (Chanova & Horak, 2007). Po celou dobu byly kolem vajicek pozorovany
infiltraty lymfocytl, od 22. dpi tvofily lymfocyty, eosinofily a heterofily kolem vajicek
granulomatozni tvary. Stejné bunécné slozeni bylo popsano kolem volnych miracidii, ktera se
lihnou ptimo v tkani (Chanova & Horak, 2007), a u samotnych skofapek (Kolafova et al.,
2001). Kolarova (2001) popisuje také pritomnost histiocytd, plasmatickych bunék a obftich
vicejadernych bunék.

Co se tyce protilatek, do 15. dne po infekci, kdy dochazi k prvnimu kladeni vajicek, se
zvySuje hladina sérového IgM, poté klesa (Turjanicova et al., 2015). S pozd&jsi fazi infekce je
spojena zvysena produkce IgY, jehoz hladina se zaCala zvedat kolem 10. dne po infekci
a kulminovala 30 dni po infekci. V rdmci testovanych skupin sestavajicich z domaécich
a divokych kachen se pfitomnost protilatek vyrazngji nelisila. Jediny rozdil byl pozorovany

u IgY u rizné starych kachen a stejné doby infekce (Turjanicova et al., 2015).
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Obr. 3: Lokalizace stadii T. regenti v nosni sliznici kachny. Hematoxylin eosin. (A) Dospély ¢erv (15 dpi),
zvétseno 400x); (B) nezrala vajicka (15 dpi), zvétseno 400x; (C) vajicko s plné vyvinutym miracidiem
(23 dpi) obklopené eosinofily, heterofily, histiocyty, mononuklearnimi burikami, obfimi vicejadernymi
burikami, mensim mnoZstvim plasmatickych bunék a lymfocytli, zvétseno 330x; (D) granulom
s kolagennimi vlakny kolem vaji¢ek pobliz chrupavky (23 dpi), zvéteno 210x. Sipka — parazit. Zdroje: A, B
(Chanova & Hordk, 2007); C, D (Kolarova et al., 2001), upraveno.

1.2.2 Imunitni odpovéd’ proti 7. regenti v nahodném savéim hostiteli

Cerkarie 7. regenti je schopnda kromé definitivniho hostitele penetrovat i kidzi savci.
Transformovana schistosomula zde vyvolava imunitni reakci a unikd do nervové soustavy.
Parazit v nahodném sav¢im hostiteli sice nepieziva do dosp€losti, ale dokaze i né€kolik dni
migrovat nervovou soustavou, coz mize stejné jako u hostitele definitivniho vést
k neuromotorickym obtizim. Jako modelovy organismus nakazy nahodného hostitele slouzily

mysi, imunokompetentni kmen BALB/c a imunodeficientni kmen SCID.

1.2.2.1 KiiZe — vstupni brana infekce
Pro cerkariovou dermatitidu ptisobenou ptac¢imi schistosomami je charakteristicky ¢asny typ
hypersenzitivni reakce a v pozdni fazi kutanni zanét, vznik edému plsobenim cinnosti
makrofagi a zirnych bunék, které produkuji histamin. Dochazelo k atrakci neutrofild,
eosinofill, dalSich makrofagt a zirnych bun¢k a mensiho mnozstvi CD4+ lymfocyta.

U mysi méla primoinfekce Iehéi pribéh. V prabéhu nékolika hodin po penetraci do kize

nastoupil zanét, ktery byl doprovazen uvolnénim cytokinti IL-1p, IL-6 a IL-12p40 (Koufilova
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et al., 2004a), které ovliviiji diferenciaci Th17 bun¢k (Acosta-Rodriguez et al., 2007), a byla
pozorovana smiSend Th1/Th2 odpoveéd. Pii opakované infekci dochazelo k prilivu vétsiho
mnozstvi bunék a ke tvorbé abscesti a nekroze (Koufilova et al., 2004a). U reinfekei
provadénych 4x v rozmezi 10 dni byla jiz pozorovana Th2 polarizovana cytokinova odpovéd’
s dominujici produkci IL-4 a IL-5 a zvySena tvorba sérovych imunoglobulini IgM, IgG1 a IgE.
Diky produkeci IgE dochazelo k degranulaci zirnych bunék a basofilti s vylitim histaminu
a produkci IL-4 (Koufilovd et al., 2004a; Lichtenbergovd et al., 2008). Po opakovanych
infekcich doslo v séru k nartstu antigenné specifickych IgGl1 protilatek a poklesu IgG2 — coz
poukazuje na dominanci Th2 odpovédi (Koutfilova ef al., 2004a; Lichtenbergova et al., 2008).
Zato infekce u imunodeficientnich mysi (SCID) reakci v kiizi nevyvolala (Koufilova et al.,
2004b).

U T. regenti je zatim potvrzeno, ze dokaze doputovat do michy, nejpozde€ji v prodlouzené
miSe ¢i mozeCku vSak nakonec hyne (Horak et al., 1999). T. regenti byla také zaznamenana
v plicich, ale pouze v minoritnim poctu piipadi u imunodeficientnich mysi (SCID)
(Lichtenbergova et al, 2011). Do plic mohou migrovat také Trichobilharzia szidati
a Bilharziella polonica, kde sice hynou, ale piesto plisobi poskozeni (Horak & Kolarova, 2000).

1.2.2.2 Migrace centralni nervovou soustavou

Trichobilharzia regenti vstupuje do CNS perifernimi nervy napojujicimi se na mis$ni kofeny
(Lichtenbergova et al., 2011). V casné fazi infekce 3. dpi nebyly v okoli parazita pozorovany
zadné bunécné infiltraty, imunitni buniky se objevily az 6. dpi (Koufilova et al., 2004b).
Histologicky byly kolem cervli v bilé hmoté popsany infiltraty s lymfocyty, neutrofily,
eosinofily, plasmatickymi bunkami a histiocyty (Kolarova et al., 2001; Koutilova et al., 2004b;
Lichtenbergova et al., 2011). Imunohistochemicky byly dale detekovany CD3+ lymfocyty
a aktivované mikroglie (Lichtenbergova et al., 2011). V pribéhu infekce dochazelo k destrukci
parazitti, hlavni roli patrn¢ sehravaji makrofagy a mikroglie detekované ve velkych mnozstvich
kolem mrtvych ¢ervii (Koufilova et al., 2004b; Lichtenbergova et al., 2011). Podél migra¢nich
kanalt s parazitem byly detekovany aktivované astrocyty, které se ucastni oprav poskozené
tkané a tvorby gliové jizvy. Tyto infekce i pres pozorovana poSkozeni obvykle nevedly
k paralyze (Lichtenbergova et al., 2011).

U imunodeficientnich mysi (SCID) dochazelo pifi migraci schistosomuly CNS ke slabsi
imunitni odpovédi i mensimu poskozeni. V bilé hmoté¢ michy iniciovaly schistosomuly pfiliv
makrofagl a aktivaci mikroglii, byly pozorovany poSkozené axony (Lichtenbergova et al.,
2011). Ke tvorb¢ 1ézi kolem parazita a naslednému zniceni parazita vSak dochazelo podstatné
pozdéji nez v ptipadé¢ imunokompetentnich mysi, coz poukazuje i na vliv CD3+ lymfocyti
u imunokompetentnich mysi. Opakovana infekce vedla k tézké paraplegii, snad v disledku

poskozeni axonti (Lichtenbergova ef al., 2011).
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Rozsah poskozeni axond se u imunokompetentnich a imunodeficientnich mys$i nelisilo,
dochazelo k reparaci a tvorbé gliovych jizev. Poskozeni tkan€ neni podle Lichtenbergova et al.
(2011) zpisobeno imunitni odpovédi hostitele, nybrz mechanicky piisobenim parazita, dochazi
zfejme 1 k pozirani tkané. Traveni myelinu zfejmé zajistuje katepsin B1 obsazeny ve stieve
migrujici schistosomuly (Dvorak et al., 2005).

V soucasné dob¢ (2018) probiha vyzkum, ktery by mél u nakazenych mysi popsat dynamiku
cytokinii v CNS, vliv infekce na periferni imunitni odpovéd’ a vliv oxidu dusnatého na vyvoj
nakazy v CNS in vivo. Zatim bylo zji$téno, Ze po stimulaci in vitro kultur astrocytd a mikroglii
zivymi schistosomulami dochazi ke zvySené produkci cytokinu IL-6 astrocyty. Pokud byly tyto
kultury stimulovany homogenatem schistosomul nebo rekombinantnimi katepsiny B1.1 a B2,
byly naméfeny zvysené hladiny nejen IL-6, ale také TNF-a v kultufe astrocytii a NO v obou
kulturach. Nebyl pozorovan zadny efekt na produkei IL-10 a TGF-B1 (Machécek et al., 2016).

1.3 Nosni sliznice kachen a obrana proti patogentiim

Nosni sliznice je prvni barierou pred vstupem patogenti do organismu dychacimi cestami.
V mucindznich zlazkdch se tvoii ochranna vrstva hlenu, povrch i samotnou tkan chrani

humoralni a bunécna imunita a v ptipadé napadeni dochazi k rychlé zanétlivé reakci.

1.3.1 Strucny prehled specifik kachniho imunitniho systému

Kachny maji s detailn¢ji prozkoumanymi kutaty mnohé spolecné, ale jejich imunitni soustava
i mechanismy imunitni odpovédi vykazuji také jista specifika. Nékteré rozdily mezi ptaky
a savci, a také mezi kachnami a ostatnimi ptaky, jsou shrnuty v této kapitole.

Typickym imunitnim organem ptakl je Fabriciova burza (Glick et al., 1956) zajistujici
vyvoj B lymfocytl. Co se tyce bungk, funkénimi homology sav¢ich neutrofill jsou heterofily,
jejichz granula jsou oproti savéim neutrofilim eosinofilngjsi (Brooks et al., 1996). Podle
vyzkumi se zda, Ze kachni imunitni bunky obecné disponuji jen velmi malo epitopy, které by
byly shodné s jinymi zivo¢iSnymi druhy. Napf. nesdileji stejné motivy epitopti na povrchu
lymfocytli CD4 a CD8, a to ani s lidmi, ani s kufaty (Kothlow et al., 2005). Na druhou stranu se
ukazuje, ze nékteré epitopy jsou pieci jen konzervovanéj$i a mohou byt rozpoznany
specifickymi protilatkami proti bufikdm jinych Zivocisnych druhti (Bertram et al., 1996;
Jeurissen & Janse, 1998), je jich v§ak zatim zndmo jen omezené mnozstvi.

Pro kachny jsou pak typické lymfatické uzliny, které u castéji zkoumaného kufete zcela
chybi (Lundqvist et al., 2006), a pfitomnost dvou izoforem IgY (Lundqvist et al., 2006).
Diverzifikace imunoglobulinil probiha u savct cely zivot, zato u ptak dojde k vyvoji B bun¢k
jiz béhem prvnich dvou tydnl imunitniho vyvoje a po zbytek Zivota pak ziistava vybava stejna

(fadové jde o 10° variant Ig) (McCormack et al., 1991).
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Soucasti periferniho lymfatického systému je také ,,soustava“ shlukii i jednotlivych bunék
rozptylenych v podslizni¢ni vrstvé organti a v nékterych zlazach. V této tkani dochazi ke
zpracovani a prezentaci antigend a produkci lokalnich protilatek (sekre¢ni formy IgM a IgA)
a cytokinl. Jde o pomémn¢ rychly systém ochrany samotné sliznice pfed invazi patogeny.
Cichové stroji obratlovci je nejen senzorickym organem, ale i vykonnym obrannym systémem
proti infekci. Nosni lymfoidni imunita (angl. nasal-associated lymphoid tissue; NALT) je
patogentim, nebot’ stoji prakticky v prvni linii obrany proti inhalovanym antigenim. U kachen
se v kaudalni oblasti nosni dutiny nachéazi dva pary lymfoidnich uskupeni — jeden par se nachézi
na dorzalni strané choanalni ryhy a druhy na obou stranach nosni ptepazky. Navic miizeme najit
1 difuzni lymfatickou tkan v nosni sténé a skofepach (Obr. 4 B, C). NALT nejspis hraje tstfedni
roli v aktivaci imunitni odpovédi napf. proti inhalovanym antigenim (Kang et al., 2014).
U kuftat jsou lymfoidni noduly tvofeny B lymfocyty obklopenymi CD4+ lymfocyty; CD8+
buiiky jsou situovany v epitelu a v lamina propria sliznice nosni dutiny. V NALT jsou pak
ptitomny pievazné IgY+ buiky, mén¢ IgM+ buiiky a ojedinéle IgA+ buiiky. Minimalné v nosni
sliznici tedy mize hrat IgY vétsi roli nez IgA, ktery dominuje na sliznicich u savel (Ohshima &

Hiramatsu, 2000).
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Obr. 4: Rezy kachni nosni dutinou a sliznici obklopujici nosni dutinu. Hematoxylin eosin. (A) Rez nosni
dutinou kachny v oblasti concha nasalis media. NS — nosni skofepa (concha nasalis) s centralni
chrupavkou, N — nervy, P — nosni prepdzka, D — nosni dutina, CR — choandlni ryha, S — slzovod, Ch —
hyalinni chrupavka. (B, C) Povrch skorep pokryva jednoduchy i cylindricky epitel s fasinkami. Difuzni
lymfoidni folikuly (Sipka) jsou rozmistény nahodné pod fasinkovym epitelem mezi nebo pod
mucinéznimi zlazami (MZ) skofepy (40x). Sipka — folikul asociovany s epitelem. Zdroj: (Kang et al., 2014),
upraveno.
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1.3.2 Obrana kachen proti infekci patogeny

Na rozpoznani patogenti se u kachen podili napt. receptory RIG-I-like (angl. retinoic acid-
inducible gene-I-like receptor) (Barber et al., 2010) a TLR, které aktivuji DC, indukuji expresi
cytokinti, chemokinti, NO a pozdé&ji se podili na nastoleni Th1 odpovédi (Barton & Medzhitov,
2002). U ptaka nebyla polarizace dlouho prozkoumana, avSak zda se, ze funguje podobné jako
u savel. Degen et al. (2005) provedli sérii pokusii na kutatech, kde zkoumali zvySeni hladin
cytokinli ve slezin¢ a lymfatické tkani ilea pfi infekci paramyxovirem a Skrkavkou Ascaridia
galli. U prvni skupiny infikované virem zjistili po 24 hodindch zvySenou hladinu IFNy
a snizenou hladinu IL-13, coz dle oc¢ekavani odpovida Thl polarizované odpovédi. U druhé
skupiny infikované Skrkavkou zjistili 14. dpi zvySenou hladinu cytokint IL-4 a IL-13 a naopak
snizenou expresi IFNy, coz dle o¢ekavani odpovida Th2 polarizované odpovédi (Degen et al.,
2005). Pozorovana Th2 imunitni odpovéd pfi helmintdze koreluje s jiz znamym faktem, ze pii
napadeni sliznice helminty dochazi typicky k polarizaci Th2 imunitni odpoveédi (Weinstock
et al., 2005). Krom toho mize u kufat dochazet také k diferenciaci Th17, nebot’ byly po
stimulaci kiize kutat fytohemaglutininem detekovany cytokiny spojené s ¢innosti Th17: IL-6
a TGFp, ktery ma vliv na vznik Th17 (pomocné lymfocyty) i Treg a je tak dilezity pro udrZeni
imunologické tolerance, a prozanétlivy IL-13 (Vinkler et al., 2014).

Do mista zanétu se velmi rychle dostavaji heterofily (jejich pocty stoupaji béhem 12 hodin,
kdy dosahuji maxima) a makrofagy (pfetrvdvaji po mnoho dni). Rovnéz stoupaji pocty
lymfocytl a bazofill, kterych je vSak oproti heterofilim a makrofagiim vyrazn€¢ méné (Klasing,
1991). Heterofily jsou vyznamnymi fagocyty a stoji v prvni linii obrany proti mikroblm,
pricemz velky vyznam maji v dychaci soustave. Na obrané proti patogentim se podili schopnosti
fagocytovat, degranulovat a navozovat oxidativni vzplanuti, oproti savcim vsSak s nizsi
intenzitou. Heterofily obsahuji n€kolik typti granuli s elastazou, B-defenziny, katepsinem,
lysozymem, kyselou fosfatdzou atd., zato oproti neutrofilim neobsahuji myeloperoxidazu,
alkalickou fosfatdzu a katalazu (Genovese et al., 2013; Harmon, 1998). Heterofily jsou po
vylihnuti kutat nezral¢ a svou funkci zacinaji pln¢ zastavat az v prvnich tydnech po vylihnuti,
do té doby nejsou dostate¢né uc¢inné, nereaguji na cytokiny tak, jako heterofily u starSich ptaka,
a mladi ptaci jsou tak nachylnéjsi k infekcim (Kogut et al., 2002; Lowry et al., 1997; Wells
et al., 1998; Zulkifli & Siegel, 1994).

Mastocyty neboli zirné bunky se bézné nachazi ve sliznicich a pojivu, a to i u kachen
(Valsala et al., 1986), a ucastni se odpovédi proti virm i parazitim. Jejich ptitomnost koreluje
s mnozstvim tryptazy v tkani (Wang et al., 2008), kterou obsahuji ve svych granulich spolu
s histaminem, heparinem a dal§imi enzymaticky aktivnimi latkami, které brani srazeni krve,

podileji se na vzniku alergické reakce ¢i pfimo puisobi na navazané patogeny.
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Studium kachen je Casto spojené s vyzkumem ptaci chiipky. U dribeze zpisobuje ptaci
chiipka tthyny a dlouhodob¢ se fesi vyvoj vhodnych vakcin (Kang ef al., 2012). Do 24 hodin po
expozici napada virus makrofagy, heterofily a buiky endotelu. Pravé makrofagy a heterofily jej
pak roznasi po téle. Kachny jsou pfirozenym rezervoarem ptaci chfipky a typicky u nich
nedochazi k rozvoji projevi infekce ¢i ke smrti (Kida et al., 1980; Sharp et al., 1993). Jednim
z prvnich mist, kde se u dribeze nakaza projevuje, je nosni sliznice. V nosni sliznici, konkrétné
u poldka chocholacky (Aythya fuligula), se objevuji heterofily zejména v lamina propria
a hlubsich castech epitelu. Nékteré buniky epitelu jsou degenerovany. Nicméné velka poSkozeni
¢i léze jsou i u tohoto vrubozobého ptika spiSe ojedinélé (Brojer et al., 2009). Co se tyce
markeri zanétu, hladina iNOS stoupa pii ndkaze ptaci chiipkou ¢i v pfitomnosti IFNy u kufat

i u kachen a koreluje s vyskytem NO (Burggraaf et al., 2011).
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2 METODIKA

2.1 Zisk materialu

V této praci poslouzily jako modelovy organismus motolice vodnich ptdkG Trichobilharzia
regenti, jejichz cyklus mame v nasi laboratofi zavedeny. K jeho udrzeni slouzi mezihostitelsky
plz Radix lagotis a definitivni hostitel kachna domaci Anas platyrhynchos f. domestica. Pro
ucely této diplomové prace poslouzily vzorky nosni skofepy se sliznici a nosnou chrupavkou
(concha nasalis) kachny napadené uvedenym parazitem a obsahujici zivotni stadia: dospélce,
vajicka a vyvinutd miracidia. Pro ucely nékterych pokust byly pouzity také tenké roztéry krve
kutete ¢i kachny a otisky lymfatickych organt (sleziny a Fabriciovy burzy).

Béhem prace na diplomovém projektu bylo vyuzito nasledujici mnozstvi zvifat: 2 zdravé
mysi kmene BALB/c pro zisk negativniho mysiho séra, 3 zdrava kufata na krevni roztéry
a 28 kachen (zdravé i nakazené T. regenti v riznych fazich infekce) na krevni roztéry, otisky
tkani a zejména k dalSimu zpracovani nosni sliznice. Soucasti vyctu jsou zvifata vyuzita jak pro

optimalizaci metod, tak k samotnym dil¢im pokustim.

2.1.1 Nakazy a pitvy kachen

Nakazeni plzi byli vyjmuti z chovnych nadrzi a umisténi do kadinek s odstatou vodou pod zdroj
svétla po dobu cca 60 minut. Z plza se zacaly uvolnovat cerkarie. Poté byli plzi vraceni do
akvaria a voda s cerkariemi slita do odmérné banky s vysokym hrdlem. Na hrdlo byl opét
nasmérovan zdroj svétla, zbytek banky byl obalen alobalem. Jelikoz jsou cerkarie pozitivné
fototaktické, zacaly se na zakladeé svételné stimulace shromazd’ovat u hladiny, odkud byly
odebirany.

Sedmidenni kachna byla fixovana k nadobé pomoci specialné upraveného vika a jeji nohy
byly umistény do kadinky s vodou obsahujici infekéni davku ¢itajici cca 1000 cerkarii. Kachna
byla obalena alobalem proti prochladnuti a zanechana na bezpe¢ném misté po dobu 45 minut.
Po uplynuti této doby byla kachna vyjmuta z nadoby s vodou, okrouzkovana a navracena zpét
do chovti (Meuleman et al., 1984).

Délka infekce zavisela na studované fazi infekce. Infekce byla rozdé€lena do étyt fazi, ve
kterych je jiz mozné v nosni sliznici zachytit dospélce a posléze i vajicka a miracidia: kachny
byly usmrcovany dekapitaci 14., 16., 22. a 26. dpi. Z kachny byly vypitvany ob¢ nosni skotepy
se sliznici (concha nasalis) a zpracovany podle zpiisobu dalsiho pouZiti.

Pro mnohé postupy byl potfeba fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline; PBS): do
nadoby o objemu 1 1 bylo odvazeno 8 g chloridu sodného (NaCl), 0,2 g chloridu draselného
(KCl), 0,2 g dihydrogenfosforecnanu draselné¢ho (KH,PO,) a 0,92 g hydrogen fosforecnanu
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sodného Na,HPO, a bylo doplnéno do 1 | destilovanou vodou. Poté bylo zméteno pH a piipadné

upraveno na hodnotu 7,4. Roztok PBS byl autoklavovan a poté uchovavan v lednici.

2.2 Histologické zpracovani a barveni vzorkii

Nosni sliznice byla zalévana do parafinu, z blockli byly nasledné na mikrotomu krajeny 5 pm
tlusté fezy. Rezy byly napnuty na hladiné vlazné vody a potom sesbirany na podlozni skla. Po
prilnuti byly fezy skladovany na suchém misté nebo rovnou déale zpracovavany pro histologicka
barveni. Barveni bylo provadéno témér po celou dobu v digestoii, nebot nékteré roztoky
obsahuji t€kavé a zdravi nebezpecné latky (fenol, formaldehyd, metanol atd.). Vzorky byly
prohlizeny pod mikroskopem (OLYMPUS BXS51), ziskané fotografie byly zpracovavany
v programech QuickPHOTO MICRO 3.0 (PROMICRA) a Zoner Photo Studio 14 (ZONER
SOFTWARE).

2.2.1 Fixace tkani

Pro histologické zpracovani tkani byl nejprve srovnavan efekt nasledujicich fixazi:
4% formaldehydu a Bouinova roztoku (SIGMA-ALDRICH), které jsou v nasi laboratofi bézné
pouzivany. V obou pfipadech byly vzorky tkané fixovany 24 az 48 hodin pii pokojové teplote
a poté bylo postupovano, jak je uvedeno nize (kapitola 2.2.2). V ptipadé Bouinova roztoku byla
tkan po fixaci promyvana 70 % etanolem (bod 1 v kapitole 2.2.2) navic jes§té¢ 6 x po 1 hodin¢
a pfes noc.

Po neuspokojivych vysledcich byla na zakladé doporuceni vyzkouSena a dale vyuzivana

pouze Davidsonova fixaz.

2.2.1.1 Modifikovana Davidsonova fixaz DAFA
DAFA je vhodna pro fixaci vzorkd obsahujicich rizn¢ tuhé tkané, napf. pro zpracovani
mekkysh i se schrankami, kosti ¢i vzorkll obsahujicich jak chrupavku, tak i mékkou sliznici,
jako v nasem ptipadé.
Pfiprava zasobniho roztoku:
e 110 ml glycerolu C3HgO;
e 220 ml 40% formaldehyd CH,O
e 330 ml 96% etanolu (EtOH)
e 340 ml destilované vody
Pro ptipravu pracovniho roztoku bylo pouzito 9 dilii zasobniho roztoku a 1 dil kyseliny
octove.
Tkan byla fixovana 24 hodin, maximaln¢ vSak 48 hodin, nebot’ pfi del§i dob¢ fixace tkan
vlivem formaldehydu kiehne.

Vzorky je poté mozné uchovavat v 70% EtOH do dalsiho zpracovani.
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2.2.2 Priprava parafinovych blocki

Po 24 hodinové fixaci v DAFA (a pfipadném uchovavani v 70 % etanolu) bylo postupovéano

nasledovné:
1. Proplachnuti: 70% EtOH 3 x 15 minut
2. Odvodnéni:
70% EtOH 3 x 30 minut
96% EtOH 3 x 30 minut
100% EtOH 3 x 30 minut
3. Projasnéni: xylen 2 x 15 minut
4. Prosyceni: xylen-parafin 15 minut
5. Parafin I: 56 °C 1 hodina
6. Parafin II: 56 °C cca 12 hodin (pies noc)
7. Parafin I1II: 56 °C 1 hodina
8. Zaliti vzorkl do blocku parafinem.

Etanol byl pfipraven pouzitim denaturovaného 96% etanolu fedéného bud’ destilovanou
vodou v odpovidajicim poméru, nebo pridanim vyzihané, bezvodé modré skalice (siran
méd’naty CuSQy), ktera z etanolu vyvaze molekuly vody za vzniku téméi 100% etanolu.

Prace s xylenem probihala v digestofi. Xylen-parafin byl pfipraveny pfedem rozpusténim
paraplastu (Surgipath Paraplast, SIGMA-ALDRICH) v xylenu za dosazeni nasyceného roztoku.
Pfi prosycovani vzorku parafinem byl vzorek mistén do nadoby s alesponi desetindsobkem
objemu parafinu, nez je objem samotného vzorku. Pro vytvoteni blockil byla pouzita silikonova
forma. Pfi nalévani parafinu a praci se samotnym vzorkem je vhodné vyvarovat se tvorbé
bublinek vzduchu, které poté znesnadnuji krajeni — rozpustény parafin byl nalit do nahtatych
formicek, poté byl vlozen vzorek a takto pfipravené blocky byly jesté zanechany po dobu
cca 15 minut v termoboxu v 56 °C. JelikoZz je nosni skofepa stoc¢end, je nutné také kontrolovat,
zda se nenachazi bublinky vzduchu uvnitf, a to po celou dobu zpracovani od fixace po zaliti do
blockd.

Blocek byl zanechan alespon 3 hodiny pii pokojové teploté ke ztuhnuti, vétSinou vSak déle.
Krajeni nékterych blocki probihalo po jejich zchlazeni cca 1 hodinu v -20 °C.

Na rotacnim mikrotomu (SHANDON FINESSE) byly blocky krajeny na 5 pm fezy,

napnuty na hladiné vody zahiaté cca na 37 °C a poté sbirany na podlozni skla.
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2.2.3 Pouzité barvici metody

Veskera barveni byla provadéna v digestofi. U vSech barvicich metod bylo postupovano

nasledovné:
1. Odparafinovani:
Xylen I
Xylen II

2. Zavodnéni:

100% EtOH

96% EtOH
70% EtOH

10 minut

10 minut

2-5 minuty
2-5 minuty
2-5 minuty

3. Barveni — postup se lisi u jednotlivych barveni (seznam viz Tab. 1) a bude

uvedeno nize
4. Odvodnéni:
70% EtOH
96% EtOH

100% EtOH

5. Projasnéni:
Xylen I
Xylen II

Tab. 1: Pfehled pouZitych histologickych barveni a zakladnich struktur, které jimi byly barveny.

1 minuta
1 minuta

1 minuta

30s
30s

Nazev struktury strana
Hematoxylin a eosin Siroké spektrum 26
MassonQv trichromu | kolagen 27
MassonQv trichromu Il kolagen 28
Diff Quick krevni elementy 29
Toluidinova modr Zirné bunky 30
Ziehl-Neelsen skorapky schistosom 31
Alcianova modr Zirné bunky 32
Periodic Acid Schiff polysacharidy 32
Giemsa krevni elementy i tkané 33
Orcein elasticka vlakna 33
Pruska modr prikaz zeleza 33
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2.2.3.1 Hematoxylin a eosin

Barveni kombinaci barviv hematoxylinu a eosinu patfi mezi barveni piehledna a je stale rutinné
vyuzivano i v diagnostickych laboratofich pro rozliSeni riznych tkani a morfologickych zmén
napt. pfi nadorovém bujeni. Hematoxylin ma tmavé fialovou barvu a znaci nukleové kyseliny,

tedy zejména jadra. Eosin je vyrazné€ rizovy a nespecificky znaci proteiny.

Roztoky
Ehrlichuv kysely hematoxylin
e 2 g hematoxylinu C;sH;40¢
e 100 ml 96% EtOH
e 100 ml destilované vody
e 10 ml ledové kyseliny octové CH;COOH (95%)
e 100 ml glycerinu C3HgO;
e 3 gsiranu hlinito-draselného AIK(SOy),
¢ 0,4 gjodicnanu sodného NalO;

Hematoxylin byl rozpustén v 96% etanolu za stdlého michani ve vodni lazni na zahfaté
plotynce (cca 80 °C). Po zchladnuti byl roztok smichan s destilovanou vodou, glycerinem,
kyselinou octovou, jodicnanem sodnym (oxidac¢ni ¢inidlo) a nasycen siranem hlinito-draselnym
(moftidlo, které zvysSuje afinitu barvy ke tkéani). Prefiltrovany roztok poté¢ tyden oxidoval
v tmavé ¢i zatemnélé nadobé.

Eosin'Y
e 1 geosinuY CyH¢BrsNa,Os
e 100 ml 96% EtOH

Rozpusténim 1 g eosinu v 100 ml 96% EtOH vznikl cca 1% zasobni roztok. Pracovni roztok

byl vytvofen nafedénim 70% etanolem do 0,1% eosinu a pridanim kapky ledové kyseliny

octove.

Postup barveni po zavodnéni
1. Hematoxylin 5 minut
2. Promyti vodovodni vodou — diferenciace a kontrola pod mikroskopem (oxiduje
na hematein, coZ se projevuje zvySenim kontrastu a modro fialovym zbarvenim)
3. EosinY 15 s az 1 minuta (dle stafi barvy)
Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené 7. regenti
(14., 16., 22., 26. dpi).
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2.2.3.2 Massonuv trichrom I
Massonovy trichromy patfi rovnéz mezi prehledna barveni a jsou pouzivany pfi vySetfovani
kolagenniho vaziva. Jsou pouzivany tii typy barveni podle toho, jakou barvou kolagen znaci:
zluty, modry a zeleny.

Pomoci nésledujiciho postupu bylo mozné v tkani pozorovat modro zeleny kolagen, fialovo-

¢erna jadra a Cervenou cytoplazmu (Cerveng barvi také svalova vlakna).

Roztoky
Wiegertitv Zelezity hematoxylin
Roztok A (stabilni 1 rok):
e 1 g hematoxylinu C;sH;40¢
e 100 ml 96% EtOH
Roztok B (stabilni 1 rok):
e 0,6 g chloridu zelezitého FeCl;
e 0,75 ml kyseliny chlorovodikové HCI
e 95 ml destilované vody
Roztoky byly pfipravovany za varu, kyseliny byly ptidany po zchladnuti. Poté, co byly oba
roztoky smichany a pfefiltrovany, byla barva stabilni po dobu min. 3 mésict.
Kysely etanol 70%
e 100 ml 70% EtOH
e 1 mlledové kyseliny octové
Biebrich scarlet
e 0,5 g Biebrich scarlet C»,HsN,OS,
e 1 mlledové kyseliny octové CH;COOH
e 99 ml destilované vody
Roztok byl ptipravovan pti teploté cca 80 °C a zlstal stabilni po dobu 3 mésici.
Roztok kyseliny fosfowolframové a fosfomolybdenové
e 100 ml destilované vody
o 2.5 gkys. fosfowolframové H3[P(W301)4] - H20
e 2.5 gkys. fosfomolybdenové H;Mo,04P - H,O
Fast green FCF = brilantni modrr FCF = triarylmetan
e 25 ggast green FCF Cs;H34N,0,0S;Na,
e 2.5 ml ledové kyseliny octové CH;COOH
e 97,5 ml destilované vody

Roztok byl pripravovan pii teploté cca 80 °C a ztstal stabilni po dobu 5 let.
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1% ledova kyselina octova
e 99 ml destilované vody

e 1 mlledové kyseliny octové CH;COOH

Postup barveni po zavodnéni

1. Wiegertiv hematoxylin 3 - 10 minut (dle stafi)

Oplach kohoutkovou vodou

Diferenciace kyselym etanolem s kontrolou pod mikroskopem

Oprani kohoutkovou vodou (dle potieby)

2
3
4
5. Oprani destilovanou vodou
6. Biebrich scarlet 2 - 5 minut
7. Oplach destilovanou vodou
8. Roztok kys. fosfowolframové

a fosfomolybdenové 1 minuta
9. Oplach destilovanou vodou
10. Fast green FCF 2 minuty

11. 1% ledova kyselina octova 1 minuta

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené T. regenti

(14.,16., 22., 26. dpi).

2.2.3.3 Massonuv trichrom II

Pomoci nasledujiciho postupu je mozné v tkani pozorovat modry kolagen, fialovo-Cerna jadra

bun¢k a v riizné intenzité riZovo-¢ervenou cytoplazmu (riizove barvi i svaly).

Roztoky
Fuchsin-ponceau
Roztok A:
e 1 gkyselého fuchsinu C,,H;7N;Na,0¢S;
e 100 ml destilované vody
e 1 mlledové kyseliny octové CH; COOH
Roztok B:
e 1 gponceau 2R = ponceau de xylidine C;3HsN,O-S,
e 100 ml destilované vody
e 1 gkyseliny fosfowolframové H3[P(W3014)4] - H2O
e 2ml ledové kyseliny octové CH; COOH

Roztoky byly pfipravovany za varu, kyseliny byly pfidany po zchladnuti poté, co byly oba

roztoky smichany a ptefiltrovany.
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Anilinovd modr
e 2.5 ganilinové modii C;,H,5N300S;3Na,
e 100 ml destilované vody
e 2 ml ledové kyseliny octové CH;COOH
Prasek anilinové modii byl rozpoustén za tepla, kyselina byla pfidana po zchladnuti.
V literatui'e ¢i u vyrobcl se miizeme setkat s riznymi ekvivalenty nazvu aniline blue jako china
blue, metyl blue ¢i aniline blue WS, n¢kdy 1ze také nalézt, ze anilin blue je kombinaci metyl
blue a water blue.
Poznamka: Pro zlepSeni kontrastu, resp. posileni vazby mezi molekulami barviva
a sledovanou tkani se nékdy doporucuje refixace (angl. mourdanting) pouzitim Bouinovy
tekutiny, a to zejména u postupt zahrnujicich svétlou zelen (Light Green SF yellowish) namisto
anilinové modfi. Po rehydrataci (xylen, sestupna alkoholové fada) se fezy inkubuji 1 hodinu
v 56 °C v Bouinové roztoku, poté se vypiraji destilovanou vodou do odmyti zluté¢ barvy.

Nasleduje stejny postup.

Postup barveni po zavodnéni

1. Wiegertiv hematoxylin 3 - 10 minut (dle stafi)
2. Oplach kohoutkovou vodou

3. Diferenciace kyselym etanolem s kontrolou pod mikroskopem
4. Oprani kohoutkovou vodou (dle potieby)

5. Oprani destilovanou vodou

6. Fuchsin-ponceau 5 minut

7. Oplach 1% kys. octovou

Poznamka: Nékdy se uvadi prolozeni téchto krok promytim v dH,O — je
nutné vyzkouSet a pfipadné optimalizovat ¢asy. My jsme tento krok
vypustili, nebot’ pravdépodobné vlivem zmény pH zplsoboval vymyti
modfi.

8. Anilinova modf 5 - 10 minut (Iepsi déle)

9. Oplach destilovanou vodou

10. Dif. v 1% kyseliné octové 1 minuta (dle potfeby)

11. Oplach destilovanou vodou

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené T. regenti

(14.,16., 22., 26. dpi).

2.2.3.4 Diff Quick
Differential Quick Stain Kit je komer¢né dostupné modifikované Giemsa-Romanowski barveni
vhodné zejména na roztérové preparaty. Postup je jednoduchy a rychly, sestava ze tii

cca 30 sekundovych krokt nasledujicich po ususeni vzorku.
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Roztoky
e roztok A — fixaz: obsahuje metan a triarylmetan (fast green FCF = brilantni
modi FCF)
e roztok B — modry, eosinofilni: xanthenové barvivo
e roztok C — Cerveny, bazofilni: thiazinové barvivo (toluidinovad a methylénova
modf), pufr
Podle serveru IHCWORLD.com lze barvit také parafinové fezy a vynechat roztok

A (metanol). My jsme tento krok zatadili.

Postup barveni po zavodnéni

1. Diff Quick roztok A 30 sekund
2. Diff Quick roztok B 30 sekund
3. Diff Quick roztok C 30 sekund
4. Oplach destilovanou vodou

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené T. regenti

(14.,16., 22., 26. dpi).

2.2.3.5 Toluidinova modi#
Zirné buiiky/mastocyty byvaji za b&znych fyziologickych podminek rozprostieny v pojivové

tkani, toluidinova modit metachromaticky obarvi granula diky obsahu heparinu.

Roztoky
Toluidinova modr — zdsobni roztok 1%
e 1 gtoluidinové modii C;sH;cCIN;S
e 100 ml 70% EtOH
Chlorid sodny 1%
e 0,5 g chloridu sodné¢ho NaCl
e 50 ml destilované vody
Bylo tieba u roztoku NaCl zméfit pH a ptipadné je upravit na 2,3.
Pracovni roztok byl pfipravovan smichanim 5 ml zisobniho roztoku toluidinové modfi
a 45 ml 1% NaCl. V idealnim ptipad¢ je vhodné ptipravovat roztok 1% NaCl potazmo pracovni
roztok toluidinové modii vzdy Cerstvy, nebot’ zvySeni pH pfi delsi dob€ uchovavani zptisobi, Ze

jsou vysledky barveni méné kontrastni (IHCWORLD.com).

Postup barveni po zavodnéni
1. Toluidinova modi (prac. roztok) 30 s — 2 min (dle stafi roztoku
a zalévaciho media)

2. Oplach destilovanou vodou 3x
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3. Okamzita dehydratace
Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené 7. regenti

(14., 16., 22., 26. dpi).
2.2.3.6 Ziehl-Neelsen

Roztoky
Wiegertiv zZelezity hematoxylin viz 2.2.3.2
Karbol-fuchsin 1%
e 1 gbazického fuchsinu C,oH,)CIN;
e 10 ml 100% EtOH
e 90 ml destilované vody
e 5 gkrystalického fenolu C4HsOH
Krystalicky fuchsin byl zahtivan v destilované vodé v EtOH do rozpusténi. Po zchladnuti
byl ptidan fenol a roztok byl piefiltrovan do tmavé nadoby nebo alespon uchovavan na temném
misté, stabilni by mel byt po dobu 1 roku.
Kysely EtOH viz 2.2.4.2
Methylénova modr
e 1 g methylénové modii C14H1gN3SCl
e 20 ml 96% EtOH
e 80 ml destilované vody
e 1 mlledové kyseliny octové CH;COOH
Methylénova modi byla rozpusténa zahfatim roztoku EtOH a destilované vody.

Po zchladnuti byl ptfidan 1 ml ledové kyseliny octové. Roztok je stabilni po dobu 2 mésici.

Postup barveni po zavodnéni

1. Oplach destilovanou vodou

2. Wiegertiv hematoxylin 10 minut

3. Oplach kohoutkovou vodou

4. Diferenciace kyselym etanolem s kontrolou pod mikroskopem

5. Vyprat kohoutkovou vodou (dle potfeby) a destilovanou vodou

6. Karbol-fuchsin 2 hodiny v kyveté v 37 °C
7. Diferenciace kyselym EtOH do narGzovélé barvy vzorku

8. Vyprat kohoutkovou vodou (dle potieby) a destilovanou vodou

9. Methylénova modi 5 minut

10. Vyprat v kohoutkové vode 2 — 3 minuty

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny nakazené T. regenti (22. dpi).

31



2.2.3.7 Alcidanova modr

Alcianovd modr
e 100 ml 3% ledova kyselina octova CH;COOH (pH 2,5)
e Ig Alcian blue 8GX CssHgsCisCulN;6S4

Postup barveni po zavodnéni
1. Oplach destilovanou vodou
2. Roztok Alcidnové modii 1-2 hod/30 min
3. Oplach destilovanou vodou
Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny nakazené 7. regenti (22. dpi).
K dobarveni jader byla vétSinou doporucovana jadrova Cerveii na rizné€ dlouhou dobu za
ruzné teploty: 20 min, 5 min v 37 °C ¢i 30 sekund v mikrovinné troubé. My jsme pouzili

Wiegertlv Zelezity hematoxylin.

2.2.3.8 Periodic Acid Schiff (PAS)

PAS reakce slouzi kdikazu polysacharidi (glykogen, 8krob, celuloza, kaldza),
glykosaminoglykanti/mukopolysacharida (kys. hyaluronova, chondroitin sulfat), proteoglykand,
glykoproteinil (tyreoglobulin, kolagen), glykolipida.

Roztoky
Kyselina jodista (HIO,, angl. Periodic acid)

e 0,1 gkys. jodisté HIO,4

e 50 ml destilované vody
Schiffovo cinidlo

Bylo pouzito komer¢né dostupné Schiffovo ¢inidlo (MERC), lze jej vSak také pripravit

nasledovne: 200 ml destilované vody se vaii za stdlého michani s 1 g bazického fuchsinu, po
ochlazeni na 50 °C je roztok pfefiltrovan a doplnén 20 ml HCI, po ochlazeni na 25 °C jsou
pfidany 2 g disificnanu sodného ¢i draseln¢ho. Roztok se necha odlezet 24 hodin na temném
misté v uzaviené nadob€. Poté jsou pfidany jeste¢ 2 g aktivniho uhli, roztok je zfiltrovan — ma
mit ¢irou ¢i nazloutlou barvu, ne riizovou; skladovani je doporuceno v lednici.

Gillitv hematoxylin — vyuZili jsme jiz ptipraveného roztoku

Postup barveni po zavodnéni

1. Oxidace kys. jodistou 5 minut

2. Oplach destilovanou vodou

3. Schiffovo ¢inidlo 15 minut - svétle rizové
4. Vyprat kohoutkovou vodou 5 minut - tmavé rizové
5. Dobarveni Gillovym hematoxylinem 1 — 5 minut
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6. Vyprat kohoutkovou vodou 5 minut
7. Po uschnuti montovat do DPX

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny nakazené T. regenti (22. dpi).

2.2.3.9 Giemsa

Byl pouzit komercn¢ dostupny roztok tohoto polychromatického barviva. Obsahoval kombinaci
methylénové modii (azur B) a eosinu v glycerolu a metanolu (Giemsa stain — modified,
SIGMA-ALDRICH), diky ¢emuz Ize jednim roztokem obarvit odli$né rizné bunécné struktury

— acidofilni slozky rizovo-Cervené, neutralni fialoveé a bazofilni modie.

Postup barveni po zavodnéni
1. Oplach destilovanou vodou
2. Giemsa 4 hodiny v 37 °C
3. Oplach destilovanou vodou
4. 1% kys. octova 30 sekund

Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny nakazené T. regenti (22. dpi).

2.2.3.10 Orcein
Pomoci orceinu lze obarvit elasticka vlakna.
Ptiprava roztoku orceinu: 2 g orceinu C,3H,4N,O; byly za tepla rozpustény v 45 ml ledové

kyseliny octové CH;COOH, poté bylo pfidano 55 ml destilované vody a roztok byl zchlazen.

Postup barveni po zavodnéni

1. Oplachnuti fezii destilovanou vodou
Orcein 30 — 60 minut v 38 °C
Oplach destilovanou vodou

Diferenciace 70% kyselym EtOH

A I

Poté je mozné dobarvit Mayerovym ¢i Harrisovym hematoxylinem
Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené T. regenti

(14.,16., 22., 26. dpi).

2.2.3.11 Pruska modf
Barvici metoda se vyuziva k detekci hemosiderinu (zasobni formy Zzeleza) ve tkani, na
roztérech krve a kostni dfen¢. Hemosiderin je obarven jasné modre, jadra ¢ervené a cytoplasma

ruzove. Jako pozitivni kontrola byla pouZzita mysi slezina.

Roztoky
Pruska modr
Roztok A: 20% vodny roztok kyseliny chlorovodikové
e 20 ml kyseliny chlorovodikové HCl
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e 80 ml destilované vody
Roztok B: 10% vodny roztok zluté krevni soli
e 10 g zluté krevni soli (ferrokyanid draselny, hexakyanozeleznatan draselny)
K4Fe(CN)s - H,O
e 100 ml destilované vody
Pracovni roztok pruské modri byl pfipraven smichanim obou roztokd v poméru 1 : 1 tésn¢
ptred pouzitim.
Jadrova cerven
e 0,1 gjadrové ¢ervené¢ C;HgNNaO,S
e 5 gsiranu hlinitého Al,(SO,);

e 100 ml destilované vody

Postup barveni po zavodnéni
1. Oplachnuti fezil v destilované vode
2. Pracovni roztok pruské modfi 20 minut
3. Jadrova cerven 5 minut
4. Promyti destilovanou vodou
Touto metodou byly obarveny vzorky nosni sliznice kachny zdravé i nakazené T. regenti

(14., 16., 22., 26. dpi) a mysi sleziny pro pozitivni kontrolu.

2.2.4 Zhodnoceni pritomnosti 7. regenti, imunitnich bunék a patologickych
zmén

Pro posouzeni zmén ve tkani nosni sliznice v prubéhu infekce bylo v ur€enych intervalech (14.,
16., 22. a 26. dpi) sledovano n¢kolik ukazatelll — vyvojova stadia parazita, infiltrované bunky
a patologické zmény hostitelské tkan€, k jejichz identifikaci ndm pomohla vyse uvedena
histologicka barveni. V§e bylo porovnévano s neinfikovanou kontrolou.
Sledovali jsme:

e Pfitomnost dospé€lct a vajicek ve tkani a cévach, stupen vyvinuti miracidia

e Destrukcei vajicek

e Poskozeni cévniho feciste

e Hemozoin ve tkani v okoli vajicek

e Infiltraty zanétlivych bunék a jejich vyskyt ve tkani a kolem parazita:

granulocyty, Zirné bunky, lymfocyty a makrofagy

e Tvorbu kolagennich vlaken v okoli vajicek
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2.3 Imunohistochemické zpracovani tkané na kryorezech

Pomoci imunohistochemickych metod lze ve vzorku tkédné prokazat pfitomnost antigend na
zakladé interakce se specifickymi protildtkovymi sondami. Byly vytvofeny mrazené vzorky
v kryoprotektivnim médiu. Rezy tkan& byly poté znateny bud’ ,jednokrokové® protilatkou,
kterd jiz obsahovala fluorescencni znacku, nebo ,,dvoukrokove* neznaenou primarni
protilatkou, na kterou byla poté navazana sekundarni protilatka konjugovana fluorescencni
znackou. Vyhodou mrazenych vzorkll je snazsi ptiprava, pii které nedochazi k vystavovani
vzorkli zbyteén¢ dalSim latkam, které by mohly znesnadiiovat barveni. U fluorescenc¢niho
barveni je vyhodna moznost znac¢eni nékolika protilatkovymi sondami najednou.

Vzorky byly prohlizeny pod fluorescenénim mikroskopem (OLYMPUS BX51), ziskané
fotografie byly zpracovavany v programech QuickPHOTO MICRO 3.0 (PROMICRA) a Gimp.

2.3.1 Zpracovani tkané a priprava vzorki

2.3.1.1 Pouzité roztoky
Cerstvy roztok paraformaldehydu (4%)

Roztok byl ptipraven rozpusténim 4 g paraformaldehydu (PFA) ve 100 ml destilované vody
za stalého michani pfi 60 °C. Roztok je mozné skladovat v lednici v4 °C, doporucuje se
maximalné 2 tydny, nebo v mrazdku v -20 °C po delsi Casovy usek; v nasem piipadé byl
skladovan nejdéle 2 tydny pii 4 °C. Teplota a doba fixace se zda byt zavisla na zvyklostech
dané laboratofe. Nam se osvédcilo fixovat tkan pfes noc a ne déle nez 24 hodin pfi pokojové
teplote.

Fosfatovy pufr (PBS) (viz 2.1.1)
Sacharoza o riizné koncentraci

Mezi fixaci a mrazenim je nutné vzorky prevést pies sachar6zovou fadu do
kryoprezervativniho média, které zamezi popraskani vzorku pti zmrazeni. Roztoky sachardzy
byly pfipraveny rozpusSténim pfislusného mnozstvi sacharézy (LACH-NER) v PBS. Tento
piechod jsme provedli s roztoky sacharozy: 4%, 15% a 30% sacharoza pii pokojové teploté.

Mrazeni vzorkt bez aplikace roztoki sacharozy se neosvédcilo.

Kryoprezervativni médium (OCT)
Kryoprezervativni médium — Tissue Freezing Medium (LEICA BIOSYSTEMS)

2.3.1.2 Priprava kryoblocku s tkani
Z usmrcené kachny je vyjmuta nosni skotepa (concha nasalis) se sliznici a nasleduje postup:
1. den:

1. Fixace 4% PFA v pokojové teploté pfes noc na tfepacce
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2. den:

1. PBS 3x15 minut
2. 4% sacharoza 15 minut
3. 4% sacharoza do klesnuti tkan¢ — tj. doba, za kterou dojde

k prosyceni vzorku sacharézou

4. 15% sachar6za do klesnuti tkané
5. 30% sacharoza do klesnuti tkané
2. nebo 3. den:
1. Zalit ¢istym OCT 1 h v pokojové teploté, zmizi bublinky

vzduchu; tento krok miize byt jest¢ jednou opakovan, aby doslo k prosyceni
kryoprotektivnim médiem, nebylo to ale potieba
2. Do -80°C
Vzorky byly zalévany do malych bloc¢kl o velikosti cca 1 x 1 x 2 cm a uchovavany v -80 °C
v zip-saccich bez piistupu vzduchu. Kryoprezervativni médium je velmi nachylné na vyschnuti,
proto i znaCeni vzorkl bylo provaddéno co nejdiive po krajeni, aby se piredeslo piipadné
degradaci antigennich epitopti a autofluorescenci tkané.
Kréjeni bylo provadéno na kryomikrotomu (LEICA BIOSYSTEMS CM3050S) pii teploté
-22 °C na fezy o tloust’ce 10 um. Tato tloustka byla vhodna jak pro pohodiné krajeni, tak pro
pozorovani bunék. Rezy piilnuly na skla X-tra (LEICA BIOSYSTEMS) za pokojové teploty,
a poté byly uloZeny opét do -80 °C v pouzdie v zip-sacku.

2.3.2 Znaceni bunék a tkani protilatkami

2.3.2.1 Pouzité roztoky
Blokovaci a inkubacni pufr BIP (100 ml)
e 1 ghovéziho sérového albuminu (Bovine Serum Albumin; BSA)
e 0,1 ml Triton-X-100
e dolit do 100 ml PBS
Blokovaci a inkubacni pufr byl pouzit k blokovani a k fedéni primarnich i sekundarnich
protilatek.
Tris Base Solution (TBS)
e 0,605 g Tris base (0,05 M)
e 0,876 gNaCl (0,15 M)
Roztok byl pripraven ve 100 ml destilované vody a pH bylo upraveno na 7,6 v 25 °C.
Pouzité (primdrni) protilatky jsou uvedeny v prilozené tabulce (Tab. 2, str. 40-41)
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Pouzité sekundarni protilatky:
e Donkey anti-mouse IgG (H+L), konj. AlexaFluor® 488 (INVITROGEN, A-
21202)
e Goat anti-mouse IgG (H+L) konj. AlexaFluor® 568 (INVITROGEN, A-11004)

— pouze pii pilotnich testovacich pokusech

2.3.2.2 Postup znaceni
Sklicka se vzorky byla vyjmuta z -80 °C, nechana 10 az 20 minut pii pokojové teploté
a oramovana hydrofobnim perem (NovoPen NCL-PEN, LEICA BIOSYSTEMS). Vzorky na
sklickdch byly zpracovavany do nckolika dnfi, maximalné tydnti po nakrajeni. Pii delSim
skladovani mohou vzorky vysychat a epitopy ztracet antigenicitu, coz muze vést k falesné
negativnim vysledkiim. Pokusy byly provadény ve vlhké komirce bez ptistupu svétla.

1. Rehydratace PBS 3x10 minut

2. (Permeabilizace: 0,1% Triton-X-100 v PBS 10 minut)

3. Blokovani (viz. nize) 60 minut pti pokojové teplote

4. (Odkryvani epitopti: 1% sacharoza cca 20 hodin)

5. Primarni protilatka v BIP inkubace pies noc ve 4 °C

6. Promyti PBS 6x5 minut

7. Sekundarni protilatka v BIP inkubace 60 minut pii pokojové teploté
8. Promyti PBS 6x5 minut

9.

Montovani — Vestashield s DAPI (VECTOR LABS)

Poznamky k jednotlivym krokiim
Vzhledem k tomu, ze do posledni chvile nebyla metoda pro jednotlivé protilatky uspokojive
optimalizovana, jsou zde uvedeny prakticky veskeré kroky a obmény, nikoli jediny funkcni
postup.

1. Rehydratace PBS: zavodnéni vzorku, bez obmén

2/3. Blokovani a permeabilizace: u tohoto kroku doSlo krozsahlym zméndm. Byla
vyzkouSena celd fada blokovacich roztokl z bézn¢ dostupnych zdroji, od klasického 1% BSA
v PBS, ktery se pomémé bézné¢ a uspé$né v laboratofich pouziva, az po vysokoprocentni
roztoky obsahujici negativni séra hovézi ¢i kozi (Normal Goat Serum; NGS) v riznych
kombinacich v PBS i TBS. Zde jsou uvedeny v§echny pouzité roztoky:

e 1% BSA vPBS

2% BSA v PBS
5% BSA v PBS
2% BSA + 2% NGS v PBS
2% NGS v PBS
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e 5%NGSvPBS

e 10% NGS v PBS

e 2% BSA +2%NGS v TBS

e 2%NGSvTBS

e 5%NGSvTBS

e 10%NGS v TBS

e BIP (obsahuje 1% BSA)

e 5% mléko (Blotting-Grade Blocker, BIO-RAD)

Od kroku s permeabilizaci bylo nakonec upusSténo a zastoupil jej BIP, ktery obsahuje
detergent. V piipad¢ blokovani ostatnimi roztoky byl pouzit 0,1% Triton-X-100.

4. Odkryvani epitopii: Tento krok byl zatazen pouze 1x v dobé, kdy se ndm naopak nedafilo
pozorovat zadny signal.

5. Primarni protilatka v BIP: U vétSiny protilatek bylo pouzito fedéni 1:100 (coz odpovida
koncentraci 5 az 10 pg/ml), v nékterych ptipadech 1:50 a 1:200. Protilatky proti kufecim
bunkam (viz Tab. 2, str. 40 — 41) byly aplikovany i na roztéry kuieci krve, v§echny protilatky
byly vramci testovani aplikovany i na roztéry kachni krve, nékteré pak i na otisky sleziny
a Fabriciovy burzy a na fezy nosni sliznici kachen.

7. Sekunddrni protilatka v BIP: Redéni sekundarni protilatky bylo zpravidla 1:200
(koncentrace 10 pg/ml), zkouseno bylo i fedéni 1:400 az 1:1000.

Negativni kontroly
U negativnich kontrol bylo provedeno misto kroku 5. Primarni protilatka v BIP nasledujici:
a) vzorek jsme inkubovali pouze s BIP a poté opét postupovali dle protokolu
b) vzorek jsme inkubovali s negativnim mys$im sérem, jelikoz veskeré primarni

protilatky byly mySiho ptivodu, a poté opét postupovali dle protokolu

Pozitivni kontroly
Jako pozitivni kontroly byly pouzity vzorky inkubované s protilatkou proti CD4 T lymfocytim
a KULOI.

2.3.3 Znaceni vybranych markeru zanétu

Pomoci nasledujicich dvou znaceni by mélo byt mozné detekovat oxidované a nitrosylované

proteiny.

2.3.3.1 Nitrosylované proteiny
Vlivem oxidu dusnatého dochazi k nitrosylaci proteint, resp. tyrosinu za vzniku 3-nitrotyrosinu.
Pfitomnost nitrotyrosinu na proteinech je vhodnym markerem zanétlivého procesu s produkei

NO. Ke znaceni byla pouZzita monoklonalni protilatka proti 3-nitrotyrosinu.
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Postup byl obdobny, jak je uvedeno v kapitole 2.3.2.2. Redéni protilatky 1:200 (mouse mAb
anti-nitrotyrosine antibody, ABCAM ab7048).

2.3.3.2 Oxidované proteiny
K tomuto ucelu byl pouzit kit (Cell Biolabs, STA-310) obsahujici dinitrofenylhydrazin (DNPH),
ktery zpusobi derivatizaci sledovanych karbonylovanych proteinti (ty vznikaji vlivem oxidace
popt. glykace proteinll) za vzniku dinitrofenolu; a takto upraveny vzorek byl poté inkubovan
s protilatkou proti dinitrofenolu.

Derivatizacni roztok: 0,1% DNPH ve 2M HCI v PBS

Primarni protilatka proti DNP: v poméru 1:200 v PBS (specifikace viz Tab. 2, str. 40-41)

Sekundarni protilatka: Goat anti-rabbit IgG (H+L), konj. Alexa Fluor ® (INVITROGEN,
A-11034) v poméru 1:200 v PBS

Postup:
1. Rehydratace PBS 3x10 minut
2. Permeabilizace PBS-T 10 minut, zbytek odsat
3. Blokovani: BIP 60 minut pti pokojové teplote
4. Derivatizace roztokem DNPH 1 hodina pfi pokojové teploté
5. Priméarni protilatka proti DNP v PBS  inkubace pies noc ve 4 °C
6. Promyti PBS 6x5 minut
7. Sekundarni protilatka v BIP inkubace 60 minut pii pokojové teploté
8. Promyti PBS 6x5 minut
9. Montovani — Vestashield s DAPI (VECTOR LABS)
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Tab. 2: Seznam vsech testovanych protilatek.

Pro.tllatka/ Klon S_peC|- Pavod Znaci dle vyrobce Znaceni u kachen
antigen fita
Santa Cruz Biotech, B lymfocyty (Kothlow
BAFF-R /CD268 | 2C4 H «c-365410 B lymfocyty et al., 2005)
nic (Bean, Reaiche,
P Bertram, Lowethal a
Bu-1-RPE AV20 ¢ é%z:l:eiangiotech) igr:r;fcoiyt/t;akrofa' Jilbert; Kothlow,
Yy ey Kaspers a Shultz podle
Schat et al., 2014)
UMG AV nic (Jeurissen & Janse
cD3 CT3 C (supernatant, zdroj: T lymfocyty 1998) !
Cihak Uni. Mnichov)
v pripadé konzervované
Santa Cruz Biotech, sc- el intecib)
CD3-¢ UCH-T1 H ! T lymfocyty (Bertram et al., 1996;
1179 .
Brojer et al., 2012;
Kothlow et al., 2005)
. T lymfocyty (Kothlow
cD4 DuCD4-2 |D BioRad, MCA2478 T lymfocyty et al,, 2005)
leukocyty (Bean,
vUVel Brno Reaiche, Lowenthal a
D45-AP LT4 Sechny leuk !
CDA45-APC 0 ¢ (Southern Biotech) vsechny leukocyty Jilbert podle Schat et
al., 2014)
leukocyty (Bean,
Southern Biotech Reaiche, Lowenthal a
DA45-RPE LT4 ' Sechny leuk ’
€pas 0 ¢ 8270-09 (20O) vsechny leukocyty Jilbert podle Schat et
al., 2014)
nic (Bean, Reaiche,
P Bertram, Lowethal a
CD4-FITC cT4 c vuvel Brno T lymfocyty Jilbert; Kothlow,
(Southern Biotech)
Kaspers a Shultz podle
Schat et al., 2014)
Z00 osteoklasty, endotel, ,
CD51/61 23C6 H (BioLegend, 304410) makrofagy, kr. desticky neznamo
Z00
CD8pB EP42 C (Lsbio, C188705) T lymfocyty (CD8+) neznamo
vUVel Brno thymocyty, ,
CD8-SPRD cre ¢ (Southern Biotech) mononocyty (CD8+) neznamo
adhezivni povrchové
UMG AV glykoproteiny rady ,
aCD11c/CD18 ¢ (Cihdk Uni. Mnichov) bunék - Tc, B lymfocyty, neznamo
Mo/MF, mikroglie
UMG AV T lymfocyty (Kothlow
ceRae 2-4 ¢ (Cihak Uni. Mnichov) | | Ymfoevty et al., 2005)
UMG AV
aCD4 2-6 C (supernatant, Vainio T lymfocyty (CD3+) neznamo
Uni Turku)
UMG AV
aCD69 - C (supernatant, Cihdk T lymfocyty, NK neznamo
Uni. Mnichov)
acCD8 - C UMG AV (ascites, dr. T lymfocyty (CD8+) neznamo

Vainio Uni. Turku)

(pokracovani a popis tabulky na dalsi strané)
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Pro.tnlatka/ Klon S.pea- Pavod Znaci dle vyrobce Znaceni u kachen
antigen fita
COL10A1 X-AC9 A iagr;gafruz Eloc s kolagen al typ X kolagen typu 1
UMG AV . , monocyty/makrofagy
K1 ¢ (prof. Kaspers Mnichov) SUCRIIELTE ) (Kothlow et al., 2005)
UMG AV p
KULO1 KULO1 C (dr. Maast Brusel) Mo/MF, DC neznamo
Z00 (Southern Biotech, ,
KULO1-FITC KULO1 C 8420 - 02) Mo/MF, DC neznamo
UMG AV (supernatant , . 7
M1 - D 27K, dr. Mason, USA) kachni makrofagy makrofagy
UMG AV (supernatant , . .
M2 - D 27K, dr. Mason, USA) kachni makrofagy makrofagy
Mast Cell 63 H Santa Cruz Biotech, sc- $irné burik neznamo, mohla by
Tryptase 33676 y rovnéz tryptazu MC
MF marker MAC387 |H santa Cruz Biotech, sc- makrofagy neznamo
66204
UMG AV (supernatant, . .
TRC1 . c zdroj: Cihak Uni. ;'Em;oﬁ‘l’:zg cR1 Z'nggf“”sse” & Janse,
Mnichov) pop
UMG AV . .
TRe2 : ¢ | (oscites, Gnakuni, | Thmfoesty (TCR2 e feurissen & anse
Mnichov) pop
UMG AV (supernatant, . .
TRe3 : ¢ |adropCinakuni, | Thmoey [TCR3 e feurissen & anse
Mnichov) pop
- LD16 C UMG AV neznamo neznamo
i 1251016 | ¢ UMG AtV (supernatant, | aktivované kureci neznimo
prof. Hala Innsbruck) lymfocyty
. Cell Biolabs, STA-310
dinitrophenol . v s . , . . P .
(DNP) - - (protilatka soucasti oxidované proteiny oxidované proteiny
ELISA kitu)
nitrotyrosine nitrosylované proteiny | nitrosylované proteiny
HM.11 - Al 704
(3-NT) SRR (3-nitrotyrosin) (3-nitrotyrosin)

VSechny protilatky jsou z mysiho hostitele, kromé protilatky proti DNP, kterad je z krdlika. U Zluté
vyznacenych protilatek byla moZzna reakce s kachnimi bunikami ¢i tkanémi a byly pouZity na tkanovych

fezech.

Pouzité zkratky | Specifita: A — ptaci; D — kachna; H — ¢lovék; C — kure. Vzorky nékterych protilatek jsme
ziskali z jinych pracoviét — pdvod: UMG AV — Ustav molekularni geneticky AV CR v Praze, Odd. virové
a bunééné genetiky (starsi protilatky z rGznych zdrojd); VUVel Brno — Vyzkumny Ustav veterinarniho
Iékarstvi v Brné, Odd. imunologie; ZOO — Katedra zoologie PfF UK Praha, Lab. evolu¢ni a ekologické
imunologie. Znaci: DC — dendritické buriky; MF — monocyty/makrofagy; NK — NK burky, pfirozeni
zabijeci; TCR — receptory T bunék.
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2.4 Méreni reaktivity protilatek pomoci priitokové cytometrie

Nekteré protilatky byly testovany také pomoci pritokové cytometrie, nebot’ byly k tomuto tcelu
doporuceny vyrobcem ¢i takto byly jiz vyuzity v publikovanych vyzkumech. Pro ucely metody
jsme vybrali jen nekteré, nize uvedené, protilatky a vyuzili jsme nastaveni softwaru u cytometru
podle kolegti, kteti pomoci cytometrie analyzovali kuteci krev (Bilkova et al., 2017).
Tuto metodu jsme zkouseli tfikrat na rizném vstupnim materialu.
1. pokus: Kachni krev mrazena v kryoprotektivnim roztoku
2. pokus:
a) Kachni krev plna Cerstva
b) Leukocyty ziskané z kachni krve pomoci Histopaque gradientu
3. pokus: Slezina homogenizovana pies sitko
Pouzité roztoky:
Heparin (SIGMA-ALDRICH)
Fosfatovy pufr (PBS) (viz 2.1.2)
10% dimethylsulfoxid (10% DMSO)v PBS
10% DMSO s 10% BSA v PBS

2.4.1 Postup jednotlivych cytometrickych pokusi

Vzorky byly zpracovavany za minimalniho pfistupu svétla. VSechny vzorky byly méfeny na
cytometru CytoFLEX S (Beckman Coulter, Inc., Brea, California, USA) pomoci softwaru
CytExpert (Beckman Coulter) a vzorky 3. pokusu byly poté zpracovavany také v programu
FlowJ0®10.4.2 (FlowJo, LLC).

2.4.1.1 1. pokus
Pomoci inzulinové injekéni stiikacky bylo odebrano cca 180 ml kachni krve (2 dily), ktera byla
okamzit¢ smichana s heparinem (1 dil). Do cca 250 ml roztoku krve s heparinem bylo pfidano
25 ml 10% DMSO a takto upravené vzorky byly uchovavany v -80 °C po dobu 1 mésice.
Nasledujici postup je doplnén tabulkou (Tab. 3), ktera poskytuje piehled pouzitych protilatek
a fedéni u jednotlivych vzorkt a kontrol.
Po rozmrazeni roztoku krve s heparinem a DMSO byly vytvoreny 4 vzorky o objemu 50 pl,
které byly dale zpracovavany na ledu:
1. 1. inkubace: Ke kazdému vzorku obsahujicimu 50 pl roztoku krve s heparinem
a 10% DMSO byla pifidana bud’ protilatka, mysi sérum, nebo PBS (podle Tab.
3) na 20 minut.
2. Poté byl kazdy vzorek promyt 1400 ul PBS, vortexovan a centrifugovan
S minut pii 400 g a teploté 20 °C. Supernatant byl vylit a s peletem byl postup
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promyti opakovan. Po druhém promyti bylo ve zkumavce ponechano cca 100 pl
PBS s buiikami z peletu.

3. 2. inkubace: Kazdy vzorek byl inkubovan se sekundarni protilatkou nebo PBS
(podle Tab. 3) 20 minut.

4. Byl opakovan postup z bodu 2 a po druhém promyti bylo k peletu piidano
500 ul PBS.

5. Meéfeni probihalo na prtokovém cytometru a bylo naméteno cca 10 000

udalosti.

Tab. 3: Pfehled protilatek a roztokl, které byly aplikovany k jednotlivym vzorkiim kachni krve pf¥i
prvnim pokusu.

Cisl
\(/:;Z‘r)ku 1. inkubace/primarni protilatka, fedéni 2. inkubace/sekundarni protilatka, fedéni
1 proti kachnim CD4, 1:100 (BioRad, Donkey anti-mouse IgG, 1:200
MCA2478) (INVITROGEN, A-21202)
5 proti kurecim CD45, 1:100 (Southern x (Primarni protilatka je konjugovana
Biotech, 8270-09) s fluorescencni znackou.)
v Donkey anti-mouse 1gG, 1:200
K1 -
3 myst serdm (INVITROGEN, A-21202)
4 K2 — % x

K1, K2 — negativni kontroly; * —vzorek byl vtomto kroku inkubovan pouze s PBS.

2.4.1.2 2. pokus

Kachni krev byla odebrana pomoci inzulinové injekéni stiikacky a okamzité smichana
s heparinem v poméru 3 dily krve ku 1 dilu heparinu, ziskali jsme cca 500 pl roztoku.
Nasledujici postup je doplnén tabulkou (Tab. 4), ktera poskytuje piehled pouzitych protilatek
a fedéni u jednotlivych vzorkt a kontrol.

U celé krve (typ vzorku ,,CK*, viz Tab. 4), ktera byla zpracovavana cca do 10 minut od
odebrani, bylo postupovano jako u prvniho pokusu (kapitola 2.4.1.1) vyjma ptidani DMSO
a mrazeni; centrifugace probihala pti 20 °C.

U c¢asti vzorkl byly leukocyty nejprve separovany gradientovou centrifugaci (typ vzorku
wHL*, viz Tab. 4) s vyuzitim Histopaque (SIGMA-ALDRICH), a to pomoci nasledujiciho
postupu:

1. Na 500 pl separacniho média Histopague bylo opatrné napipetovano 500 ml
roztoku krve s heparinem.

2. Vzorky byly centrifugovany 20 minut pti 800 g a teplote 20 °C.

3. Roztok se rozd¢lil na frakce (Obr. 5): plasma, $patné viditelny ,,buffy coat™
s lymfocyty a monocyty (PBMC; angl. peripheral blood mononuclear cell),
Histopaque, pelet s erytrocyty a pravdépodobné granulocyty. Vrstva s plasmou
byla odpipetovana tak, aby nedo$lo k naruseni ,,buffy coat“, ten byl poté

opatrné pienesen do nové zkumavky a nafedén PBS.
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<«——— plasma
<+— ,,buffy coat” s PBMC

<4——— Histopaque

pelet obsahujici erytrocyty a granulocyty

Obr. 5: Schéma krve rozdélené na frakce po centrifugaci pres separacni médium Histopaque. PBMC —
lymfocyty a monocyty (angl. peripheral blood mononuclear cell).

V ptipadé suspenze obsahujici jen ,,buffy coat* byl postup nésledovny:

1. 1. inkubace: Vzorek ,buffy coat“ v PBS o objemu 50 pl byl inkubovan
s protilatkou nebo PBS (podle Tab. 4) po dobu 20 minut pii pokojové teploté.

2. Poté byl kazdy vzorek promyt 1400 ul PBS, vortexovan a centrifugovan
5 minut pii 400 g a teploté 20 °C. Supernatant byl vylit a s peletem byl postup
promyti opakovan. Poté bylo ve zkumavce nechano cca 50 pl roztoku.

3. 2. inkubace: Vzorek byl inkubovan se sekundarni protilatkou nebo PBS
(podle Tab. 4) 20 minut pii pokojové teplote.

4. Opakovali jsme postup zbodu 2 a po druhém stoCeni bylo k peletu ptidano
500 ul PBS. Podle potieby jsme roztok fedili i pii méfeni.

5. Mgéfeni probihalo na pritokovém cytometru a bylo naméteno 10 000 udalosti.

Tab. 4: Prehled protilatek a roztokt, které byly aplikovany k jednotlivym vzorkiim kachni krve pfi
druhém pokusu.

Cisl
S::ku Typ vzorku 1. inkubace/primarni protilatka 2. inkubace/sekundarni protilatka
1A CK (KULO1) o x
KULO1 proti kufecim Mo/MF, 1:100 s, et . ,
(Southern Biotech, 8420 — 02) (Primarni protilatka je konjugovana
1B HL (KULO1) ! s fluorescencni znackou.)
2A CK (K1) N Goat anti-mouse IgM W chain, 1:200
2B HL (K1) (INVITROGEN, A-21042)
3A CK (K2) N Donkey anti-mouse IgG, 1:200
3B HL (K2) (INVITROGEN, A-21202)
4A CK (K3)
x x
4B HL (K3)

CK — celd krev; HL — leukocyty oddélené pomoci Histopaque. K — negativni kontroly (K1 a K2 obsahuji
pouze sekundarni protilatku, K3 neobsahuje zadnou protilatku). ¥ — vzorek byl v tomto kroku inkubovan
pouze s PBS; Mo/MF — monocyty/makrofagy.
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2.4.1.3 3. pokus

Cerstva slezina byla po vyjmuti z kachny nakazené T. regenti 26. dpi udrzovana po nezbytné

dlouhou dobu na ledu vmalém mnozstvi PBS. Cca 1/3 tkdné byla natrhana pinzetou

a skalpelem, homogenizovana pomoci plastové palicky (angl. plastic/pellet pestle) v 1,5 ml

zkumavce. Homogenat byl poté prelit ptes sitko (EASYstrainer, 70um, GREINER BIO-ONE)

do 50 ml zkumavky a doplnén PBS do 20 ml. Pfitomnost bunék byla zkontrolovana pod

mikroskopem. Nasledujici postup je doplnén tabulkou (Tab. 5), ktera poskytuje piehled

pouzitych protilatek a fedéni u jednotlivych vzorkt a kontrol.

Pro ucely tohoto pokusu byla pouzita sekundéarni protilatka: Donkey anti-mouse IgG, 1:200

(INVITROGEN, A-21202). Jako kontroly byly pouzity vzorek bez znaceni, vzorek pouze se

sekundarni protilatkou a vzorek, ktery byl 20 minut zahfivan na 60 °C znaCeny markerem

k posouzeni stavu buné€k (zivé/mrtvé) (viz Tab. 5 — vzorky €. 1-3).

Postup:

1.

Pro jednotlivd znaceni (vzorky) bylo pouzito 50 pl suspenze homogenatu
odebraného do 1,5 ml zkumavky.

Suspenze byla doplnéna 500 pl PBS, 2x promyta a centrifugovana 5 minut pii
400 g za 4 °C. Supernatant byl vylit.

1. inkubace: K n€kterym vzorkim byla ptfiddna primarni protilatka, resp.
konjugovana protilatka v PBS, v pfipad¢ kontrol potom pouze PBS bez
primarni protilatky o objemu 200 ul (podle Tab. 5). Vzorky byly inkubovany
30 minut v 4 °C.

Kazdy vzorek byl 2x promyt PBS, centrifugovan 5 minut pii 400 g a 4 °C.
Supernatant byl vylit.

2. inkubace: K nékterym vzorkiim byla piidana sekundarni protilatka a znacka
pro detekci mrtvych bunék (LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit,
INVITROGEN, L34957; dale zkraceno na L/D) (podle Tab. 5). Vzorky byly
inkubovany 20 minut pfi pokojové teploté.

Kazdy vzorek byl 3x promyt PBS, centrifugovan 5 minut pii 400 g a 4 °C.
Supernatant byl vylit. Pro ucely méfeni bylo k peletu pfidano 100 pl PBS
a vzorek byl pfed méfenim vortexovan.

Mg¢ieni probihalo na prutokovém cytometru. Nejdiive byly zméfeny
kompenzaéni kontroly (Tab. 5 — vzorek 3 a 8). Poté bylo pokracovano se

samotnymi vzorky a u kazdého bylo naméteno zpravidla 50 000 udalosti
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Tab. 5: Pfehled protilatek a roztokd, které byly aplikovany k jednotlivym vzorkiim kachni sleziny pf¥i
tfetim pokusu.

1. inkubace 2. inkubace
Cislo Primarni Sekundarni
\'
vzorku zorek protilatka (IAb) | protilatka (11Ab) L/D
1 K —bez protilatek x x x
2 K—1Ab x v x
3* K — zahfivany 60 °C x x 4
4 IAb: proti kachnim CD4, 1:100 v v v
(BioRad, MCA2478)
5 IAb: proti Iv(uFecim CD28, 1:50 v v v
(UMG AV CR)
6 IAb: proti Iids.k\'(m CD3g, 1:100 v v v
(Santa Cruz Biotech, sc-1179)
7 IAb: proti Iids.kym BAFF-R, 1:100 v v v
(Santa Cruz Biotech, sc-365410)
g* IA!a: proti kachnim CD4, 1:100 v v N
(BioRad, MCA2478)
9 IAb: KULO1 proti kufecim Mo/MF, v < v
1:100 (Southern Biotech, 8420 — 02)

Pro kompenzaci zde poslouzily vzorky 3* a 8*. K — kontroly, 11Ab — sekundarni protilatka. * — vzorek byl
v tomto kroku inkubovan pouze s PBS; v’ — vzorek byl v tomto kroku inkubovén s pfislusnou protildtkou.

.....

2.4.2 Analyza dat — gating strategy

Vyhodnocovani probéhlo jen u vysledkti pokusu ¢. 3 (kapitola 2.4.1.3) pomoci programu
FlowJo®10.4.2. Vysledka bylo dosazeno pomoci vhodného vybirani dat (,,gating strategy*).
Nejdiive byly zméfeny kompenzaéni kontroly (Tab. 5 — vzorky ¢. 3 a 8), coz jsou vzorky
oznacené jen jednim fluorochromem. Kompenzace slouzi ke korekci pfipadné emise do jiného
kanalu. L/D obsahuje molekulu, ktera se vaze na intracelularni i membranoveé vazané aminy
u mrtvych bunék a fluorochrom ,,Aqua“ excituje pii 405 nm. Oproti tomu fluorochrom pouzité
sekundarni protilatky excituje pii 488 nm. Tato kontrola ukézala bunky emitujici jen zZadouci
signal v daném spektru a potvrdila, Ze nedochazi k vyraznému piekryvu signali obou pouzitych
fluorescencnich znacek. Poté byly méfeny ostré vzorky. Prvnim krokem nasledné ,,gating
strategy* bylo vyneseni dat z méteni bun€k dle velikosti a granularity, poté byly vybrany jen
jednotlivé buniky (singlety), u kterych bylo poté pozorovano rozdé€leni na grafu s vynesenou
velikosti bun¢k (osa x) ku sile fluorescencniho signalu (osa y) pfi excitaci pti 488 nm. Byla
vybrana pozitivni populace bun€k, u které byl v poslednim kroku posuzovan stav bunéck

(zivé/mrtvé) sledovanim L/D signalu.
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2.5 Histochemické znaceni kryorezu lektiny

Pti histochemickém znaceni byly vyuzivany roztoky obsahujici lektiny, které by se mély vazat
na predpokladané sacharidy. Pro zamezeni chybnému vyhodnoceni falesné pozitivniho
vysledku, tedy nespecifické vazby protein-protein, bylo potieba vytvofit kontrolu: nejprve byl
lektin inkubovéan s kompetitivnim inhibitorem (neznacenym sacharidem) a az poté byl roztok
aplikovan na zkoumany vzorek.

Podle toho, ktery monosacharid je specificky vazan, délime lektiny do péti skupin na lektiny
s afinitou k D-mandze, L-fukoze, D-galaktoze/N-acetyl-D-galaktosaminu, kyseling sialové a N-
acetyl-D-glukosaminu. Vybrali jsme pro nase pokusy lektiny tak, aby zastupovaly vazbu na

Siroké spektrum sacharida.

2.5.1 Zpracovani tkané a priprava vzorki

Tkan byla zpracovana stejné, jak je uvedeno v kapitole 2.3.1.

2.5.2 Znaceni lektiny

Znaceni bylo provadéno celou dobu ve vlhké komirce, aby se zamezilo vyschnuti vzorku. To
by mohlo zplsobit nespecifické vazby lektinli na pozadi. Vybrané lektiny byly fedény v PBS na
vyslednou koncentraci 10 pg/ml. Jako kontroly poslouzily vzorky, u kterych byly aplikovany
lektiny s jiz navazanym sacharidem: k roztoku lektinu byl pfidan kompetitivni inhibitor, tedy
sacharidovy motiv, na ktery se lektin specificky vaze, a to na 30 minut v 4 °C a az poté byla
s timto roztokem inkubovana sledovana tkan.

Pouzité lektiny a jejich kompetitivni inhibitory jsou popsany v tabulce (Tab. 6).
Z uvedenych lektind byla provedena kontrola jen u tiech vybranych, které vykazovaly zajimavy

signal na fezech kachni nosni sliznici.

2.5.2.1 Postup znaceni lektiny

1. Promyti PBS 3x5 minut
2. Blokovani 1% BSA v PBS 30 minut
3. Inkubace: pies noc v 4 °C nebo 1 hodinu R/T

3.1. s lektinem v PBS

3.2. s lektinem s navazanym inhibitorem v PBS
4. Promyti PBS 3x5 minut
5. Montovani — Vectashield s DAPI cca 30 minut
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Tab. 6: Seznam pouzitych lektinti (VECTOR LABS) s jejich inhibitory.

(Triticum vulgaris); 5 mg/ml

Lektin (zdroj); koncentrace Zkratka Kdéd vyrobce Inhibitor Pouziti
Lektiny se specifitou k Man a Glc

Concanavalin A (Canavalia

. . ConA FL-1001 MetMan/MetGlc | kNS
ensiformis); 25 mg/ml
Pisum sativum agglutinin PSA FL-1051 MetMan/MetGlc | kNS
(Pisum sativum); 5 mg/ml

Lektiny se specifitou ke Gal a GalNAc
Peanut agglutinin (Arachis PNA FL-1071 Gal kNS, K
hypogaea); 5 mg/ml
Soybean agglutinin (Glycine SBA FL-1011 GalNAC KNS
max); 2 mg/ml
RI(':Ir'ms commum? agglutinin RCA I FL-1081 Gal, Lac kNS, K, S, FB
(Ricinus communis); 5 mg/ml
Lektiny se specifitou k Fuc
Ulex europeaeus agglutinin UEA | FL-1061 Fuc KNS
(Ulex europeaeus); 2 mg/ml
Lotus tetragonobolus
agglutinin (Lotus LTL FL-1321 Fuc kNS, K, S, FB
tetragonobolus); 2 mg/ml
Lektiny se specifitou k GIcNAc

Wheat germ agglutinin WGA FL-1021 oligo GIcNAc kNS

Lektiny byly fedény na koncentraci 10 ug/ml v PBS. Kontrola s kompetitivnim inhibitorem byla
provedena jen u Zluté zvyraznénych lektind (pouZity inhibitor zvyraznén tucné).

Zkratky poutZiti: kNS — kryorez nosni sliznici; K — krevni roztér; S — slezina (otisk i kryorez); FB — otisk

Fabriciovy burzy.

Zkratky sacharidd: Fuc — L-fukdza; Gal — D-galaktdza; GalNAc — N-acetyl-D-galaktosamin; Glc — D-glukdza;
GIcNAc — N-acetyl-D-glukosamin; Lac — a-laktéza; Man — D-mandza; MetMan — a-D-metylmanopyra-

nosid; MetGlc — a-D-methylglukopyranosid; NeuNAc — kyselina N-acetylneuraminova.

Zdroj: www.vectorlabs.com.
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3 VYSLEDKY PRACE

3.1 Makroskopické zhodnoceni tkané

Nakazené i kontrolni nenakazené kachny byly v urcenych intervalech usmrcovany dekapitaci
aznosni dutiny byly vyjmuty obé nosni skofepy. Jiz pfi makroskopickém zhodnoceni byly
patrné rozdily mezi zdravou a infikovanou tkani. Skofepy zdravé kachny byly rizové, s tenkou
vrstvou pojivové tkan¢ kolem chrupavky (Obr. 6 A). Skotepy kachny nakazené 7. regenti
obsahovaly cetné star$i i novejsi krevni srazeniny (petechie), patrny byl otok a tvorba vétsiho
mnozstvi hlenu (Obr. 6 B). VéEtsina vyjmutych skofep méla na délku v priméru kolem 2 cm, se
stafim zvitete rostla i velikost skofepy. Ve tiech ptipadech doslo k ochrnuti nakazené kachny
a jejimu pred¢asnému usmrceni (14., 15. a 20. dpi). U téchto kachen byly nosni skofepy vyrazné

mensi nez skofepy kachen odpovidajiciho véku, u kterych k ochrnuti nedoslo. Tato pozorovani

nejsou doloZena métenim.

Obr. 6: Porovnani nosnich skofep zdravé kachny a kachny infikované T. regenti (22. dpi). V obou
pfipadech se jedna o kachny staré 29 dni: (A) zdrava kachna; (B) kachna nakazena T. regenti 22. dpi.

3.2 Histologické zhodnoceni tkané

K histologickému hodnoceni tkané nosni sliznice byly vyuzity nasledujici pocty kachen
nakazenych 7. regenti a usmrcenych po urcitém poctu dnt po infekci (dpi): 1 kachna 14. dpi,
2 kachny 16. dpi, 4 kachny 22. dpi a 2 kachny 26. dpi.

Nejdiive bylo potieba nalézt vhodny zpisob fixace tkané. Fixace 4% formaldehydem byla
nevhodnd, nebot’ pti krajeni dochazelo k praskani a droleni vzorkdi. Rovnéz nevhodna byla
fixace Bouinovym roztokem, kdy u takto fixovanych vzorkd dochdzelo k rozpadu tkané
v oblasti krevnich srazenin, coz bylo zejména v okoli vajicek nezadouci. Fixazi volby se

nakonec stala modifikovana Davidsonova fix4z. Fixované vzorky ptsobily na fezu kompaktnim
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dojmem. Vzorky byly zalévany do parafinu. Pfi krajeni na mikrotomu bylo dosahovano lepsich
vysledkd pfi pouziti vzork, které byly chlazené cca 1 hodinu v -20 °C, a nastroji odkladanych
na led, a to zejména v letnich mésicich.

Pred barvenim bylo tfeba fezy na sklickach odparafinovat a zavodnit pomoci sestupné
5 minut, v pozdéjSich jsme presli ke kratSim kroktim ¢itajicim pouze 2 minuty, které byly

dostacujici.

3.2.1 Pouzita histologicka barveni

Nejdiive byla zvolena barveni, kterd byla vhodna pro pozorovani infikovanych tkani.

Pomoci barveni hematoxylinem a eosinem bylo mozné popsat naprostou vétsinu tkani
a bun¢k a toto barveni bylo vhodné i ke sledovani zmén v prubéhu infekce. Hematoxylin obarvil
fialov¢ jadra bunék i fragmenty jader. Eosin je vyrazné rizovy a ve tkani nosni sliznice znacil
s riznou intenzitou cytoplasmu bunék, amorfni hmotu hustého i fidkého kolagenniho vaziva,
svalovinu cév protinajicich tkan i svalovinu stadii parazita: dospé€lct a vyvijejicich se miracidii
a apikalni Zlazu miracidii (napt. Obr. 10). K ozna¢eni hiife identifikovatelnych bunék a tkani
jsme vyuzili dalsi barveni.

Pomoci Massonovych trichromi I a II byla modie zvyraznéna kolagenni vlakna, ktera
u zdravé tkané tvorila fidké a husté vazivo a obsahovaly je stény cév (Obr. 7 B, C).
U parazitované tkan¢ pak dochazelo k vyraznym zménam ve vyskytu téchto vldken (napt. Obr.
11), které budou popsany nize. Dale byly modie zbarveny hlavné mucindézni zlazy nosni
sliznice hostitele, u parazita pak Zzlazy miracidia (tmavsi byla apikalni zldza a svétlejsi
penetracni zlazy) a svalovina dosp€lce a miracidia. Také toto barveni je pro sledovani
a srovnavani fazi infekce vhodné a dopliuje poznatky ziskané barvenim hematoxylinem
a eosinem.

Toluidinova a alcianova mod¥ oznacily ve tkani zirné buiky, z t€chto dvou barveni jsme
pro dalsi pokusy zvolili toluidinovou modi (Obr. 7 D, Obr. 9 C). Buiiky ve ziejmé stejném
zastoupeni byly patrné i pii barveni Diff Quickem (Obr. 8§ A). Pro zirné bunky je typicka
metachromasie, tedy Ze se po obarveni toluidinovou modfi zbarvi odlisné¢ od okolni tkané,
v tomto piipadé byly zirné bunky fialové a okolni tkan zlstala modra (napi. Obr. 7 D). Barveni
toluidinovou modii je vhodné pro detekci zirnych bunék. Diff Quick obarvil v nékterych
piipadech fialové jadra i granula v cytoplasme, v nékterych jadra modie a granula v cytoplasmu
fialov€. V jednom ptipadé byl zachycen i materidl neznamého pavodu, a to u barveni Diff
Quickem (Obr. 13 B, zvétSeno ve vyiezu) viz nize.

Pti pouziti barveni Ziehl-Neelsen doslo v nékterych ptipadech k vyraznéj$imu zbarveni

skorapek vajicek (Obr. 13 A). V tkani nebyly pozorovany zadné dalsi vyrazné odlisné struktury.
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Toto barveni je pro sledovani jakychkoliv zmén ¢i jevl v infikované tkani nevhodné a nebylo
jiz dale pouzivano.

Metoda PAS ukazala na pfitomnost polysacharidli, pficemz jejich zastoupeni se
u vyvijejictho miracidia ve vaji¢ku ménilo. Vyvijejici se a vyvinuta miracidia méla nékteré
struktury vyrazné PAS pozitivni (Obr. 13 C). V nekterych oblastech byl nalezen nenabarveny
zlatavy material (Obr. 13 D). Nachazel se v pojivové tkdni v oblasti spolu s vajicky, ale
zachycen byl i v céve.

K vizualizaci elastickych vlaken byl pouzit orcein, ktery obarvil vlakna koncentrovana
sténami zilniho systému a fidkym kolagennim vazivem. Pavodné byly v prubéhu infekce
pozorovany jen nevyrazné zmény v tkani, ale v nékterych ptipadech se elasticka vlakna
nachdzela kolem snisky vajic¢ek, ale nikoli uvnitf (Obr. 13 E).

Hnédy pigment v nosni sliznici nebyl pruskou modii obarven. Kontrolni vzorek mysi
sleziny obsahoval modfe obarvena granula.

Poslednim z pouzitych barveni byla Giemsa. Ji obarvené vzorky vSak byly natolik
nekontrastni, ze nebyla dale pouzivana.

Pro sledovéani jednotlivych fazi infekce byla zvolena barveni, kterd piindsela dobfte
definovatelné vysledky a bylo diky nim mozné pozorovat piipadné zmény v pfitomnosti
infiltrovanych bunék a reparaci tkani po puasobeni parazita. Zvolenymi barvenimi jsou:

hematoxylin a eosin, Massonovy trichromy a toluidinova modf.

3.2.2 Pribéh zanétu v piitomnosti parazita

Z obou bocnich stén dutiny nosni odstupuji nosni skotepy (viz Obr. 4 A, str. 19). Nosni skofepa

je slizni¢ni vychlipka podepiena chrupavkou, kterd byla vyuzita k histologickym barvenim.

3.2.2.1 Histologicky popis nosni sliznice zdravé kachny

Na histologickych preparatech (Obr. 7) byla patrnd centrdlni hyalinni chrupavka
s perichondriem, na které navazovalo kolagenni vazivo s ptevladajici amorfni hmotou (lamina
propria). Blize chrupavce byla vrstva hustého kolagenniho vaziva, kterou protkavaly artérie
azejména pak tenkosténnad venodzni pleteil tvofici rozsifené cisterny. Tato oblast bohata na
kolagenni vldkna byla pfi barveni hematoxylinem a eosinem vyrazn€¢ eozinofilni (diky
pfitomnosti svaloviny ve sténach cév) a Massonovy trichromy ji barvily modie (diky
pfitomnosti kolagenli ve sténach cév). BliZze povrchu bylo pozorovano fidké kolagenni vazivo
obsahujici klasické zastoupeni bunék, ze kterych bylo mozné rozlisit fixni fibroblasty/fibrocyty
a druhotn€ vcestované, tzv. bloudivé krevni buiiky: makrofagy, plasmatické buiiky, zirné bunky
(ty byly ale cCast&jsi v hustém vazivu a lumenu zil; Obr. 7 D), lymfocyty, granulocyty, a dale

v krevnich kapilarach byly patrné jaderné erytrocyty. Povrch pokryval vicetady cylindricky
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epitel s tasinkami (lamina epithelialis), v n¢kterych mistech jsou patrné poharkové buiky
a Casté jsou zanofené mucinézni zlazy s kratkym vyvodem, jejichz buniky maji cylindricky tvar

a jadro bliZze bazalni membrang.

Obr. 7: Zdrava nosni sliznice kachny domaci. (A) Hematoxylin eosin; (B, C) Massonuv trichrom IlI; (D)
Toluidinovad modr.

HKV — oblast hustého kolagenniho vaziva a cév: artérii a vendznich pleteni; Ch — chrupavka; RKV — fidké
kolagenni vazivo; ZI — mucindzni zlazy; vné — vnéjsi strana skofepy; vni — vnitini strana skotepy;

—=— Zirné bunky.
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3.2.2.2 Histologicky popis infikované nosni sliznice 14. dpi 7. regenti
Jiz na vzorcich nosni sliznice infikované kachny usmrcenél4. dpi bylo mozné pozorovat
dospélé Cervy a nakladena vajicka. Vajicka byla ve dvou stupnich vyvoje: v 1. stupni byly
patrné pouze vitelinni bunky a piipadné zygota, ve 2. stupni jiz bylo mozné rozeznat ryhujici se
embryo. V obou piipadech tvorily vitelinni bunky stale jednotlivé bunky a byly v t€sném
kontaktu s vnitinim povrchem skotapky (Obr. 8 D). V oblasti kolem nakladenych vajicek se
Casto nachazel hnédy pigment, s velkou pravdépodobnosti se jedn4d o produkt po traveni krve
(Obr. 8 O).

Oblast, kterou ve zdravé tkani vyplituje vendzni pletent, jiz prakticky nebyla patrnd,
v nekterych oblastech bylo mozné pozorovat stény cév s poskozenym a pieruSovanym
endotelem, jejichz lumen vypliiovala velkd mnozstvi zanétlivych bun¢k a od okolni tkané ji
bylo mozné rozliSit jen diky absenci mezibunécné hmoty (Obr. 8 B). Samotna tkan byla
infiltrovana lymfocyty a makrofagy, zato obsahovala jen velmi malo granulocytti (Obr. 8 D).
Dospélci i vajicka se nachazeli ve stejné oblasti tkdn¢ — v oblasti kolagenniho vaziva blize
chrupavce v mistech plvodni venozni pletené. Kolem nékterych sntiSek byla patrnd
organizovana kolagenni vlakna se zbytky endotelu (patrné bunky se zplostélymi jadry), ktera
poukazuji na mozny pozistatek cévy (Obr. 8 E). Zirné buiiky nebyly pozorovany kolem vaji¢ek
ani dospélct, ale jejich pocty se viditelné¢ zvySily a vypliovaly zejména oblast mezi

mucindéznimi zlazkami blize povrchu (Obr. 8 A).
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Obr. 8: Rezy nosni sliznici kachny nakaiené T. regenti, 14. dpi. (A) Diff Quick. Oblast po migraci
dospélého Cerva obsahuje nakladena vajicka, krevni srazeniny a hemozoinem. Oblast mezi mucinéznimi
Zlazami obsahuje fialové zbarvené Zirné burky. (B) Massonuv trichrom II. Céva poskozend pfi migraci
dospélého cerva. (C) Hematoxylin eosin. Hemozoin ve tkani okolo vajicek. (D) Hematoxylin eosin. Vaji¢ka
nakladena v tkani. (E) MassonQv trichrom Il. Vajicka nakladend v cévé.

Ch — chrupavka; MC — oblast obsahujici zvySené mnozZstvi Zirnych bunék (mastocytt); TR — oblast vyskytu
stadii T. regenti; V — vajicka ¢i snlsky vaji¢ek; == — krev ve tkdni; = — hemozoin; == — sténa cévy

s endotelem; g% —lumen cévy; V1 — vajicko vyvojového stupné 1; V2 — vaji¢ko vyvojového stupné 2; dit —
difuzni lymfatickd tkan
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3.2.2.3 Histologicky popis infikované nosni sliznice 16. dpi 7. regenti

Ve vajiccich, kterd byla obsazena v nosni sliznici infikovanych kachen usmrcenych 16. dpi,
byla patrna embrya budoucich miracidii v pokro¢ilém stadiu vyvoje a jadra vitelinnich bun¢k,
nikoli cytoplasmatické membrany. Zacinala se tvofit podskotfapkova vrstva (tento vyvojovy
stupen vajicka byl nazvan stupném 3). Malé mnozstvi miracidii jiz bylo pln€ ¢i témét plné
vyvinuto (stupenn 4; popis viz kapitola 3.2.2.4). Kolem vajicek bylo mozné nalézt napadné
kumulované vétsi buiiky s jadry s patrnym heterochromatinem. V nékterych mistech zejména
mezi vajicky byly patrné velké shluky jader, kterd obklopovala celistvd hmota. Jedna se
o tkanové makrofagy (Obr. 9 A). Kolem nékterych vajicek byly pozorovany klidové lymfocyty
s kompaktnim jadrem (Obr. 9 B). Okolni tkan byla stale infiltrovana velkym mnozstvim bunék
(v obrazku oznaCeno jako ,difuzni lymfatickd tkan*) zahrnujicich zejména efektorové
lymfocyty a makrofagy (Obr. 9 A). Stale vSak nebylo mozné ve tkani rozeznat nebo nalézt
granulocyty. Dospéli Cervi se nachazeli intravaskularné i extravaskularné a nebyly na jejich
povrchu pozorovany zadné tésné nasednuté buiiky. Nicméné jak v tkani, tak v cévé byly v okoli
Cerva hojné zastoupené imunitni bunky at uz ve tkani formou tkanového infiltratu, nebo
v krevnim fecisti. Stfevo dospélce bylo ¢asto plné hnédého pigmentu. (Obr. 9 D, E). Ve tkani
mezi vajeCnymi sntiSkami se Casto nachazela hmota obsahujici fragmenty, které se barvily
hematoxylinem, tedy se jednalo ziejmé o jadra (Obr. 9B). V celé tkani bylo mozné pozorovat

také oproti zdravé tkani zvySena mnozstvi zirnych bunék (Obr. 9 C).

55



-‘ o . x . 1-’] /\“ y ',‘.‘ | = 3 r ‘;—S-:q |
Obr. 9: Rezy nosni sliznici kachny nakazené T. regenti, 16. dpi. (A) Hematoxylin eosin. Vaji¢ka nakladend
v tkdni a obklopena shluky makrofagl. (B) Hematoxylin eosin. Vajicko ve tkani obklopené makrofagy
a klidovymi lymfocyty. (C) Toluidinovd modf. Infikovana nosni sliznice s Zirnymi burikami. (D, E)
MassonQv trichrom. Dospély Cerv: v cévé s prazdnym stifevem (D) a ve tkani se svétle hnédym obsahem
stfeva (E).

C - dospélec T. regenti;==>— sténa cévy s endotelovymi burikami; == — klidové lymfocyty;== —
makrofagy ve shlucich; Ch — chrupavka; V3 — vajicko vyvojového stupné 3; dIf — difuzni lymfaticka tkan;
d — diapedéza; g — stfevo; f — hmota s fragmenty jader.
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3.2.2.4 Histologicky popis infikované nosni sliznice 22. dpi 7. regenti

Ve vajiccich, ktera byla nalezena v nosni sliznici infikovanych kachen usmrcenych 22. dpi, se
jiz hojn€ vyskytovala pIn¢ vyvinuta miracidia s témito vyrazné€jsimi strukturami: terebratoriem,
eozinofilnimi zlazami (apikalni a penetracni), nervovym gangliem, germinalnimi bunkami
apovrchem pokrytym fasinkami (stupeii 4). Bylo vSak mozné nalézt vajicka vSech Ctyt
vyvojovych stupnd, jelikoz v této vrcholné fazi infekce stale dochazelo ke kladeni novych
vajicek. Dospélci se vyskytovali intravaskularné€ i extravaskuldrnég, ale Castéji byli pozorovani
v lumenu cév. Kolem vajicek se stile nachazela velkda mnozstvi tésné pfisedlych bunck
s velkymi jadry, jedna se ziejmé o makrofigy ve stavu ,epiteloidnich bundk“. Cast&jsi nez
v predchozi fazi byly v blizkosti vajicek i klidové lymfocyty (Obr. 10 A-C). Zridka byly
pozorovany i obii vicejaderné buiky, tedy makrofagy s fuzovanymi membranami tvofici tzv.
Langhansovy buiikky (Obr. 11 D). V cévach dominovaly lymfocyty a bunky monocyto-
makrofagové tady. V cévach i ve tkani jiz byly pozorovany i granulocyty, které se vsak
neobjevovaly v blizkosti vajicek. Ve tkani mezi vajeCnymi sniiskami se Casto nachazela hmota
obsahujici objekty, které se barvily hematoxylinem, tedy jde zfejmé o mala jadra ¢i fragmenty
jader (Obr. 10 A). Tkan stale obsahovala bohatou tzv. difuzni lymfatickou tkan s lymfocyty,
diferencovanymi plasmatickymi bufikami, makrofagy a dal$imi krevnimi elementy vcetné
erytrocytll. Zastoupeni zirnych buné€k se nezmeénilo a nebyla pozorovana degranulace. Kolem
nekterych vajicek obklopenych zanétlivym infiltratem byla pozorovana soustfedna orientovana
kolagenni vlakna (Obr. 11 A, C, D). V nékterych piipadech bylo mozné v okoli vaji¢ek odlisit
zbytky stén cév podle pritomnosti bun¢k endotelu (Obr. 11 A-D). V ostatnich piipadech se
jednalo zfejmé o novotvary, tedy reparacni tkan odde€lujici parazita od tkané. Pfitomnost
vyraznéj$ich kolagennich vldken byla zaznamendna v oblastech ptivodnich vendznich pleteni
a hustého kolagenniho vaziva. V ptipadé€, Ze se vaji¢ka nachazela v oblasti fidkého kolagenniho
vaziva, dochdzelo ve vétSin€ pripadl také k tvorbé soustfednych orientovanych kolagennich
vlaken, bylo jich vSak mén¢ a nebyly tudiz tak vyrazné (Obr. 11 A, D, E). Vajicka, infiltrované
imunitni bunky a kolagenni vldkna spolu tvofily ohrani¢enou mikroskopickou zanétlivou

jednotku neboli granulom (zejména Obr. 10 B, Obr. 11 A, C, D).
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Obr. 10: Rezy nosni sliznici kachny nakaiené T. regenti, 22. dpi. Hematoxylin a eosin. (A) Céva
s poskozenym endotelem, v jejimz lumenu se vyskytuje dospély cerv a velké mnozstvi imunitnich bunék.
Vajicka jsou obklopena makrofagy a extracelularni matrix. (B) Zanétlivy granulom s vajicky, imunitnimi
burikami a kolagennimi vldkny; na detailu jsou lymfocyty. (C) Vajicka ve tkani obklopend makrofagy
(,,epiteloidni buriky”) a klidovymi lymfocyty.

C - dospélec T. regenti; V — vajicka; V4 — vajicko vyvojového stupné 4;==— sténa cévy s endotelovymi
burikami;== — klidové lymfocyty;== — makrofagy ve shlucich ;......... — okraj granulomu; g% —lumen
cévy vyplnény imunitnimi burikami; Ch — chrupavka; f — hmota s fragmenty jader; dIf — difuzni lymfatickd
tkan.
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Obr. 11: Rezy nosni sliznici kachny nakaZené T. regenti, 22. dpi. Masson(v trichrom. (A) Vaji¢ka ve tkani
a poskozené cévé. (B) Vajicka ve tkani a jedno vajicko v poskozené a reparované oblasti; dospély cerv
zachycen vlumenu cévy. (C, D) Vajicka zfejmé v plvodnim lumenu cévy obklopend makrofagy
a kolagennimi vlakny. (E) Vaji¢ka ve tkani.

C - dospélec T. regenti; Ch — chrupavka; V — vajicka;==>— sténa cévy s endotelovymi burikami;= —
lymfocyty; $8 — lumen cévy vyplnéné imunitnimi bufikami;l=> — hemozoin;==— obfi vicejaderna burika.
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3.2.2.5 Histologicky popis infikované nosni sliznice 26. dpi 7. regenti

Nosni sliznice infikovanych kachen usmrcenych 26. dpi se podobala predchozim fazim.
Obsahovala vajicka vSech vyse popsanych vyvojovych stupni, ale pfevazovaly stupné 3 a 4.
Stale v8ak bylo mozné nalézt i nové snusky. Zastoupeni imunitnich bun¢k v tkani bylo velmi
podobné situaci z 22. dpi (Obr. 12 A). V nékterych piipadech byla vajicka v pfitomnosti hmoty
s fragmenty jader pravdépodobné kalcifikovana, jak usuzujeme podle podobnych pozorovani

u vajicek lidskych schistosom (Obr. 12 B). V tkani byl v jednom piipadé nalezen dospély Cerv.

Obr. 12: Rezy nosni sliznici kachny nakazené T. regenti, 26. dpi. (A) Hematoxylin eosin. Vaji¢ka ve tkani
se shluky makrofagl a oblastmi s fragmenty ¢i malymi jadry. (B) MassonUv trichrom Il. Poskozena vaji¢ka
ve tkani.

Ch — chrupavka; V — vajicka; == — makrofagy; f — hmota s fragmenty jader.

3.2.2.6 Dalsi pozorované jevy v infikované nosni sliznici kachen nakaZenych 7. regenti

V piipadé pouziti PAS reakce, barveni Ziehl-Neelsenem a orceinem se jednalo pouze o prvotni
pokusy, které byly provadény na fezech nosni sliznici kachen usmrcenych 22. dpi T. regenti.
V piipadé barveni Ziehl Neelsenem doSlo v nékterych ptipadech k vyraznéjSimu zbarveni
skotapek nékterych vajicek (Obr. 13 A) oproti okolni tkani, nicméné nebyla pozorovana zadna
souvislost s mirou vyvinuti miracidia, dobou infekce ani degradaci okolni tkan¢€. V tkani nebyly
pozorovany zadné dal$i vyrazné odlisné struktury. V piipadé PAS reakce byla skotapka
i vitelinni bunky mladSich vajicek (stupné 1 a 2) jen slabé PAS pozitivni, zatimco u vajicek
s vyvinutym miracidiem (stupen 4) bylo vyrazné¢ PAS+ n¢kolik struktur: podskotapkova vrstva,
svalovina miracidia a nékteré oblasti uvnitf miracidia ptiléhajici t€sn€ pod svalovinu (Obr. 13 C,
D). Rtuzova byla také kolagenni vlakna vaziva. V n€kterych oblastech byl nalezen nenabarveny
zlatavy material (Obr. 13 D, E), ktery byl také pomérmné vyrazné autofluorescencni. Nachazel se
ve tkani v oblasti spolu s vajicky, ale zachycen byl i v cév€. U jednoho vzorku barveného Diff
Quickem byl pozorovan nezndmy material z vnéjsi strany skotfapky vajicka. Tento material
neobsahoval jadra bunék a morfologicky pfipominal vacky ¢i apopticka téliska. V okoli vajicek
se opét nachazely shluky makrofagi. Pti barveni orceinem bylo pozorovano, Ze v nékterych

»granulomech® se nenachazela elasticka vlakna (Obr. 13 E).
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Obr. 13: Vybér snimka z dalSich histologickych barveni, ktera nebyla pouZita k mapovani infekce,
22. dpi. (A) Ziehl-Neelsen. Skoidpky nékterych vajicek jsou rGizové. (B) Diff Quick. Zirné buriky ve tkani
a v detailu material pfipominajici vacky Ci apopticka téliska. (C, D) PAS. Barveny rozdil mezi vyvojovymi
stupni vajicka a zlatavy material v tkani, ktery je patrny i pod UV lampou. (E) Orcein, dobarveno
Wiegetovym hematoxylinem. Hnédé obarvena elasticka vlakna obklopuji oblast s nakladenymi vajicky,
patrny je endotel a lumen cévy a makrofagy kolem vajicek i nenabarveného zlatavého materialu.

V —vaji¢ka; V1, V2, V4 — vajitka vyvojového stupné 1, 2 a 4; 2% — lumen cévy s erytrocyty a imunitnimi
burikami; ==> — sténa cévy s endotelovymi burikami; === — skofapky; = — Zirné bunky; = — nenabar-
veny zlatavy materidl; == — makrofagy ve shlucich.
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Celkové lze konstatovat, ze pomoci histologickych technik byly identifikovany nékteré
bunécné typy a zmeény tkané v pribehu infekce ptaci motolici 7. regenti. Dospéli Cervi a vajicka
vSech vyvojovych stupiii byli pozorovani po celou dobu infekce od 14. do 26. dpi. Ke konci
pozorovaného obdobi byla néktera vajicka poskozena. Tkan byla od prvniho pozorovaného dne
(14. dpi) infiltrovana leukocyty, z nichz pfevazovaly lymfocyty a makrofagy. Pravé makrofagy
byly od 16. dpi pozorovany také v tésné blizkosti vaji¢ek a vaji¢ka ¢asto obklopovaly. Zirné
buiiky byly ve tkdnich také hojné zastoupeny, a to po celou dobu infekce, zato granulocyty byly
zachyceny v menSich mnozstvich az od 22. dpi. Kolem vajicek dochédzelo ke kumulaci
infiltrovanych leukocyti a tvorbé kolagennich vldken. V pfipadé nékterych orientovanych
uskupeni kolagennich vlaken se jednalo o stény cév, na jejichZ vnitinim povrchu byla patrna
jadra endotelovych bunék. Endotel byl Casto poSkozen a v nékterych mistech byly v blizkosti
stén cév nakladena vajicka, ktera byla v pozdéjsich fazich infekce (22. a 26. dpi) obklopena
fibroblasty a mezibunécnou hmotou obsahujici orientovanad kolagenni vlakna. Pfitomnost
a Cetnost pozorovanych procest je shrnuta v tabulce (Tab. 7) a celkovy prehled vsech jevi ve
fazi infekce (22. dpi) mozné vidét na piehledovém mikroskopickém obrazku pfi menSim

zvétseni (Obr. 14).

Tab. 7: Souhrn pozorovani na histologickych preparatech.

Faze infekce
Pozorované jevy z 14. dpi 16. dpi 22. dpi 26. dpi
vajicka v tkani X +++ +++ +++ ++
plné vyvinuta miracidia
srv X - + +++ ++

ve vajiccich
dospélci X ++ - 4+ +
poskozend vajicka X - - + 1+
poskozené cévy - +++ +++ +++ +++
hemozoin kolem vaji¢ek X +++ +++ ++ +
difdzni lymfaticka tkan - +++ +++ +++ +++
Zirné bunky + +++ +++ +++ +++
makrofagy obklopujici

cry X + +++ +++ +++
vajicka
kolagenni vlakna + ++ ++ +++ ++

Mira vyskytu jednotlivych pozorovdni je vyznafend znaménky: (+) nizky stupefi vyskytu; (++) stfedni
stupen vyskytu; (+++) maximalni stupen vyskytu; (-) vyskyt nepozorovan; (x) vyskyt nemohl byt
pozorovan. Z — zdrava kachna; TR x dpi — x dni po infekci T. regenti.
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Obr. 14: Rez nosni sliznici kachny nakaZené T. regenti, 22. dpi. MassonGv trichrom Il. Kolagenni vazivo
vyplnovaly snsky vajicek, ¢asté byly krevni sraZeniny. Lumen cév obsahoval velkd mnoZstvi imunitnich
bunék, které infiltrovaly napadenou tkan. Kontrastni modra zvyrazniuje kolagenni vldakna a velké Zlazy
miracidii.

C - zily; Ch — chrupavka; K — oblast se zvySenym mnozstvim kolagennich vlaken; Sr — krevni srazeniny, V —
vajicka; — oblast s vy$sim vyskytem kolagennich vldken.
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3.3 Imunohistochemické znaceni tkané protilatkami

Pro ucely imunohistochemického znaceni nosni sliznice byly vyuzity néasledujici pocty kachen
nakazenych 7. regenti a usmrcenych po urcitém poctu dnt po infekci (dpi): 1 kachna 14.dpi,
3 kachny 16. dpi, 3 kachny 22. dpi a 3 kachny 26. dpi. Zasadnim kritériem pro to, aby byl pokus
povazovan za uspésny, bylo provedeni negativni kontroly, kdy reakce vzorku obsahujiciho
pouze sekundarni protilatku bez primarni protilatky byla negativni. Dal§im kritériem bylo

opakované dosaZeni stejného vysledku.

3.3.1 Pouzité protilaitkové sondy

Prvnim krokem bylo testovani, zda jsou protilatky funkéni. K tomu byly pouzity roztéry kuteci
a kachni krve, a v nékterych ptipadech také otisky organii — kachni sleziny a Fabriciovy burzy.
Po tomto kroku, ktery byl minimdlné dvakrat opakovéan, byla naprostd vétSina protilatek
vyfazena, nebot’ neprokazaly pozadovanou vazebnou aktivitu. Zbyvajici protilatky byly pouzity
na znaceni kryofezii nosni sliznice. U nésledujicich protilatek byl na kryofezech zaznamenan
pozitivni signdl (Tab. 8). Pouze v ptfipadé¢ dvou protilatek bylo dosazeno opakované
reprodukovatelnosti a pozitivniho vysledku bylo dosazeno minimalné tfikrat. Vysledné
fotografie z pokust testujicich protilatky jsou v této praci pro lepsi piehled vzdy ve dvou
verzich. Obrazky s indexem 1 zobrazuji pouze pozorovany signal pouzité protilatky a obrazky
s indexem 2 slozeny obraz se signalem pouzité protilatky a se signalem DAPI znacicim jadra

bunék.

3.3.1.1 Priikkaz CD4+ bunék na kryoiezech

Pomoci protilatky specifické proti transmembranovému glykoproteinu CD4 na kachnich
T lymfocytech (BioRad, MCA2478) byly u kachen ozna€eny buriky s jednoduchym jadrem ve
slezin€ i ve sliznici. Tyto buiiky se nachazely nejCastéji pod bazalni membranou epitelu tésné
pod povrchem sliznice. Nalezeny byly sporadicky u zdravych kachen (Obr. 15 D), kde mély
s panozkami velikost az 13 um (Obr. 15 C), a ve vétsich poctech u kachen nakazenych
T. regenti (Obr. 15 A, B), u kterych byly velké cca 8 — 11 um. Nebyla pozorovana Zadna
napadna kumulace bunék kolem dospélych ¢ervi ¢i vajicek. Ve vsech pripadech bylo oznaceno
i pozadi a nespecificky signal vyskytujici se hlavné v oblasti kolagennich pojiv branil
v rozeznani piipadnych dalSich bunék v pojivu smérem blize ke chrupavce. Proto jsou zde

popsany pouze bunky nachazejici se prakticky vyhradné pod povrchem sliznice.

64



Obr. 15: Buriky s jednoduchym jadrem velké cca 8 — 11 pm v nosni sliznici kachny, znaceny protilatkou
proti CD4 epitopu kachnich T lymfocyth (BioRad, MAC2478). (A) 14. dpi; (B) 22. dpi; (C) priklad typické
CD4+ oznacené buriky; (D) nosni sliznice ze zdravé kachny s CD4+ buriikami pod bazdlni membrdnou.
Index 1 —znacené CD4+ bunky; index 2 —znacené CD4+ bunky a DAPI+ jadra bunék.

V —vajicko; mZ — mucindzni zlazky; == — CD4+ bunky; zeleny signal — CD4+ buriky; modry signal — DAPI+
jadra bunék.
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3.3.1.2 Priikaz KULO1+ bunék na kryorezech
Pomoci protilatky proti kufecim buiikdm monocyto-makrofagového systému (Southern Biotech,
8420-02) byly ve sleziné zachyceny kompaktni bunky v oblasti ¢ervené pulpy (Obr. 17 D).
V nosni sliznici zdravé kachny byly KULO1+ bunky ojedinéle pfitomny v fidkém kolagennim
pojivu v blizkosti mucindznich zlazek. Ve sliznici kachen nakazenych 7. regenti se nachazelo
velké mnozstvi bun¢k o velikosti cca 10 pm. U nékterych bun¢k byl pozorovan kompaktni
KULO1+ signdl cytoplasmy, u vétStho mnozstvi bun€k byla v cytoplasmé patrnd samostatna
KULO1+ granula. Tato granula se v pozdgjsSich fazich infekce (22. a 26. dpi) vyskytovala
i extraceluldarné (Obr. 17 A, B). Jadra byla nejCastéji segmentovana (Obr. 17 E). Jedna se
o jedinou protilatku, pomoci které¢ byly oznaceny i buiiky ¢i granularni material nachazejici se
v autofluorescencni hmoté (Obr. 16 A, B; Obr. 17 A—C) v tésné blizkosti nakladenych vajicek.
V nosni sliznici nakazené kachny byl zachycen masivni infiltrat KULO1+ bunék jiz
od 14. dpi (Obr. 16 A, B). Sntsky vajicek byly Casto obklopené autofluorescen¢ni hmotou, ve
které bylo mozné nalézt také KULO1 signal a malé DAPI+ utvary, tedy zfejmé jadra ¢i
fragmenty jader (Obr. 16 B). Ve vzorcich z nakaz 22. dpi (Obr. 16 C, D; Obr. 17 A, B) se
u nékterych samostatnych vajicek ve tkani objevovaly nahlouc¢ené KULO1+ bunky (Obr. 16 C).
U vsech nakaz (a hlavné 22. a 26. dpi) pak byly pozorovany i mensi samostatné KULO1+
utvary, velikostné odpovidajici granulim z cytoplasmy ostatnich bunék (Obr. 17 A, C). Masivni
infiltrat KULO1+ bungk ve tkani pretrvaval po celou sledovanou dobu infekce. Kolem nékterych
snasek se vyskytoval ,,prstenec bez KULO1 signalu, ovSem obsahujici DAPI signal bunéénych
jader (Obr. 17 B, C). Dospéli ¢ervi byli pozorovani intravaskularné¢ (Obr. 16 D; Obr. 17 B)
i extravaskularné (neni dolozeno obrazkem) a nebyl v jejich okoli zaznamenan napadny KULO1

signal.
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Obr. 16: Buriky se segmentovanymi jadry o velikosti cca 10 um v nosni sliznici kachny, znaceny
protilatkou proti kufecim Mo/MF (KULO1). (A, B) 14. dpi; (C, D) 22. dpi. Index 1 — znacené KULO1+
burky; index 2 —zna¢ené KULO1+ buriky a DAPI+ jadra bunék.

€ - dospélec T. regenti; AH — autofluorescenéni hmota; V — vajicka; zeleny signal — KULO1+ buriky; modry
signal — DAPI+ jadra bunék; == — sténa cévy s endotelovymi burikami; f — hmota s KULO1+ oblastmi a
s fragmenty jader; mz — mucindzni zlazky.
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Obr. 17: Burikky se segmentovanymi jadry o velikosti cca 10 um v nosni sliznici kachny, znaceny
protilatkou proti kufecim Mo/MF (KUL01). U starsich ndkaz (22. a 26. dpi) pak byly pozorovany i mensi
KULO1+ atvary. (A, B) 22. dpi; (C) 26. dpi; (D) kachni slezina; (E) KULO1+ buriky se segmentovanymi jadry.
Index 1 —znacené KULO1+ bunky; index 2 —znac¢ené KULO1+ buriky a DAPI+ jadra bunék s popisky.

A —dospélec T. regenti; AH — autofluorescenéni hmota; gr — KULO1+ granula; ch — chrupavka; f —hmota

s KULO1+ oblastmi a s fragmenty jader; V — vaji¢ka; zeleny signal — KULO1+ bunky; modry signdl — DAPI+
jadra bunék; == — sténa cévy s endotelovymi burikami; == — , prstenec” bez KUO01 signdlu.
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3.3.1.3 Dalsi pouzité protilatky
U nasledujicich protilatek nebylo splnéno druhé kritérium, tedy nebylo mozné reprodukovat
uspésné znaceni.

Pfi pouziti protilatky proti lidskému membranovému receptoru pro faktor aktivujici
B lymfocyty (BAFF-R; Santa Cruz Biotech, sc-365410) byly ve vzorcich tkan¢ zachyceny
buiiky se segmentovanymi jadry a granuly v cytoplasme. Pocty pozitivnich bunék byly nizsi nez
toto pozorovani vSak nebylo kvantifikovano. Pozitivni reakci se podatilo zaznamenat pouze ve
dvou ptipadech na vzorcich nosni sliznice jediné kachny usmrcené 16. dpi (Obr. 18 A).

Pti pouziti protilatky proti 3-nitrotyrosinu (Abcam, ab7048), ktera znaci nitrosylované
proteiny, byla pozitivni reakce zaznamendna u bun€k kolem Cerva v tkani i v cévé (Obr. 18 B)
a u bunék, které tvotily shluky kolem nékterych vajicek (Obr. 18 C). Cela nosni sliznice byla po
pouziti kitu pro znaceni oxidovanych proteint (s protilatkou proti dinitrofenolu; Cell Biolabs,
STA-310) vyhodnocena jako dinitrofenol pozitivni. Zachyceno bylo pouze nékolik
bunék/utvarti (nebylo mozné urcit) vyraznéjsich oproti okolni tkani (neni doloZeno obrazkem).
V piipadé obou protilatek se znaceni jiz nepodatilo opakovat.

Protilatkou proti kufecim CD28 epitopam (UMG AV CR) byly oznaéeny buiiky o velikosti
cca 8 um na roztérech kufeci i kachni krve, na otisku sleziny a v jediném piipad¢ na kryofezu

nosni sliznice. Ani v tomto pfipadé se znaceni nepodatilo pozdé&ji opakovat.
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Obr. 18: Bunky pozitivni na protilatky proti BAFF-R a 3-NT. Nosni sliznice kachny 16. dpi T. regenti.
Zeleny signal — (A) BAFF-R+ bunky; (B, C) 3-NT+ buriky; modry signdl — DAPI+ jadra bunék. Index 1 —
buriky pozitivni na pouZitou protilatku; index 2 — buriky pozitivni na pouZitou protilatku a DAPI+ jadra
bunék s popisky.

C —dospélec T. regenti; Ch — chrupavka; V — vajicka; DAPI; ==s — sténa cévy s endotelovymi burikami.
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Lze shrnout, ze tkan byla jiz minimaln¢ od 14.dpi po infekci motolici 7. regenti infiltrovana
velkym mnozstvim bunék. Tyto buiiky byly ¢asto KULOI1+, vyplnovaly pojivo, oblasti pod
sliznici, mista s piivodnim bohatym cévnim zasobenim pobliz chrupavky a také okoli vajicek,
a to vetné mist s vyrazné autofluorescenc¢ni hmotou kolem vajicek. V pozdéjsich fazich infekce
byly kolem néekterych sntisek pozorovany oblasti bez KULOI signalu. Kolem nékterych vajicek
byly po 22. dpi pozorovany nejen KULO1+ buiky, ale také samostatnda KULO1+ granula ¢i
fragmenty bunék. Pro vyskyt CD4 bunéénych epitopi madme data az od 16. dpi, kdy se
protilatka vazala na builky nachézejici se pod bazilni membranou, v nékterych ptfipadech na
tkan okolo vajicek, ale také na dalsi struktury.

Pfi pouziti dalSich zminénych protilatek byly inkubované vzorky pozitivni v maximalné
dvou opakovanich. Jednalo se o vzorky nosni sliznice jediné kachny usmrcené 16. dpi
T. regenti. Vyjimku piedstavuje protilatka proti BAFF-R, jejiz signal byl v jednom piipadée

zaznamenan i u vzorku z 22. dpi. Vysledky znaceni protilatkami jsou shrnuty v tabulce (Tab. 8).

Tab. 8: Seznam pouzitych protilatek a pozorovanych signalli na tkanovych kryofezech.

Antigen/ Klon Speci-

protilitka fita Signal na kryofezech Obrazek

Znaceni bylo s uspéchem opakovano

buriky o velikosti cca 8 —11 um s jednoduchym jadrem, které
Ccb4 DuCD4-2 | kachna se nachazely nejcastéji pod bazalni membranou epitelu Obr. 15
v pojivové tkani

velké mnozstvi bunék o velikosti cca 10 pm se segmentova- Obr. 16

KULO1-FITC KULO1 kure nymi jadry, které se nachazely v pojivové tkani Obr. 17

Znaceni se podatilo pouze jednou

buriky se segmentovanymi jadry a granuly v cytoplasmé, které

BAFF-R /CD268 | 2C4 Clovék . " L4 Obr. 18A
se nachazely v pojivové tkani
nitrotyrosine buriky v okoli migrujiciho ¢erva v cévé i tkani a shluky Obr. 18B
HM.11 - N , oy

(3-NT) u nékterych vajicek Obr. 18C
dinitrophenol e .

(DNP) * - - pozitivni okrsky v tkani -
CD28 2-4 kure cca 8 um velké buriky -

Protilatka proti Mo/MF (KULO1) byla jako jedina konjugovana fluorescenéni znackou FITC. *) vzorek
vykazoval silny signdl pozadi.
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3.4 Méreni signalu protilatek pomoci priitokové cytometrie

Vysledky z prutokové cytometrie mély slouzit k potvrzeni vazby pouzitych protilatek.
U 1. pokusu byla kachni krev zmrazena. V mrazené krvi doSlo klyzi erytrocytd a nebylo
naméieno dostate¢né mnozstvi pozitivnich udalosti. V ptipadé 2. pokusu bylo zjisténo, ze plna
krev neni vhodna, dokud neni zndm a pouzit marker leukocytd, ktery by sledované bunky
pomohl odfiltrovat. Protilatka proti kutfecim CD28 epitoptim, ktera by mohla byt pro tyto ucely
vhodnd, nebyla jiz podle novéjSich pokusti funkcni. V piipadé pouziti Histopaque doslo
k oddéleni nekterych leukocytli od erytrocytl, nicmén¢ v namétenych hodnotach nebyl patrny
signifikantni rozdil mezi vazbou sekundarnich protilatek a KULO1 protilatky.

Pro 3. pokus byla vybrana homogenizovana kachni slezina obsahujici oproti krvi velké
mnozstvi leukocytli a vyrazné niz§i mnozstvi erytrocytl a je pro tyto ucely vhodnéjsi.

U vzorki 2, 4-7, 9 bylo naméfeno 50 000 udalosti. Jejich rozlozeni na grafech vsak bylo
prakticky vzdy totozné. Proto je pro ilustraci v nize uvedenych grafech situace doloZena jen
negativni kontrolou se sekundarni protilatkou a jednim vzorkem obsahujicim i primarni
protilatku. Zvolena ,,gating strategy* byla u vSech vzorkd totozna (Grafy 1, Grafy 2). V prvnim
kroku byla data vynesena na graf, ktery zobrazoval velikost jednotlivych udalosti (osa x)
a granularitu (osa y) (Grafy 1A, Grafy 2A), poté byly vybrany pouze singlety, tedy jednotlivé
bunky (Grafy 1B, Grafy 2B). U singletd byla poté sledovana sila fluorescencniho signalu (osa
y) vztazena k velikosti bunék (osa x). Zde byla u vSech vzorkti (kromé kontroly, ktera nebyla
inkubovéana s zadnou protilatkou) oznacena populace malych bun€k nebo bunécného ,,debris*
(zbytkil), kterda vykazovala nejsilnéj$i fluorescenéni signal (Grafy 1C, Grafy 2C), a tato
populace byla poté vynesena na grafu zobrazujicim velikost bun€k (osa x) a signal mrtvych
bunék (osa y; pouzity marker LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain — déle kraceno jen na
L/D).

U kontroly byla zaznamenana nespecificka vazba sekundarni protilatky u 5,6 % udalosti,
znichz zadna nevykazovala signal L/D (Grafy 1D). U vzorkd s primarni protilatkou CD3¢g
(Santa Cruz Biotech sc-1179) bylo takto naméfeno 4,45 % pozitivnich udalosti z celkového
mnozstvi jednotlivych bunék, z nichz 60,5 % vykazovalo také signal L/D. Vice neZ polovina
pozitivnich udalosti byla tedy naméfena na mrtvych bunkach ¢i bunééném ,,debris“ (Grafy 2D).
Velmi podobné rozlozeni (v priméru kolem 5% pozitivnich udalosti obsahujicich vétSinu
mrtvych bunék ¢i zbytkll) bylo pozorovano také u ostatnich sledovanych primarnich protilatek.
Pro obrazovou demonstraci vysledki zde byly vybrany 2 vzorky. U vSech méfenych vzorki
vSak byly hodnoty obdobné a vzhledem k vysledkim u kontrol se sekundarni protilatkou
nemély zadnou vypovédni hodnotu. Pomoci pritokové cytometrie tedy nebyla ovétena
reaktivita zadné z vybranych protilatek pouZzivanych s kachnim modelem, avSak méfeni podle

postupu u 3. experimentu bylo provedeno pouze jednou.
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Grafy 1: Cytometricka analyza vazby sekundarni protilatky na burnky homogenatu kachni sleziny
(kontrolni vzorek €. 2). Gating strategy: (A) burnky rozdélené dle velikosti (forward scatter, FSC)
a granularity (side scatter, SSC), (B) vybrané singlety, (C) oddélena populace FITC+ bunék, (D) v oddélené
populaci FITC+ bunék nebyly Zadné mrtvé bunky.

Al B[ -
20M =
g <
(]
] 2
< <
2 2
@ = oM Single Cells
97,0
L]
T T T
[] 1.0M 2.0M 3.0M
FSCH: FSCH
C 7 D 74
"3 Fmc+ i ;
3 445 < 3 ead
@ 605
3 6
10 E § 10
< ]
g g
w [=]
(3] E
5 5
% H
g a
8 <
"
o
=
£
H] E
(=]
10
T T T
] 1.0M 2.0M 200
FSC-8 1t FSC-A FSC-A:: FSC-A

Grafy 2: Cytometricka analyza vazby protilatky proti lidskému epitopu CD3e na buriky homogenatu
kachni sleziny (vzorek €. 6). Gating strategy: (A) buriky rozdélené dle velikosti (forward scatter, FSC)
a granularity (side scatter, SSC), (B) vybrané singlety, (C) oddélena populace FITC+ bunék, (D) v oddélené
populaci FITC+ bunék je 60,5 % mrtvych bunék.
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3.5 Histochemické znaceni tkané lektiny

V ptipad€ znaceni fezli nosni sliznice infikované motolici 7. regenti (16., 22., 26. dpi) pomoci
lektinti nebyla ze spektra testovanych lektinli pozorovdna zadna relevantni vazba, tedy vhodna
pro ucely identifikace imunitnich buné¢k, a to u lektini ConA, PSA, SBA, UEA I ani WGA.
Tyto lektiny oznacily na vzorcich velké mnozstvi struktur bez hodnotitelné vazby na probihajici
infekci.

Pozitivni signal infiltrovanych bun¢k byl na fezech tkani zaznamenan pii pouziti lektini
LTL, PNA a RCA-L. Ve sleziné oznacily vSechny tfi lektiny buiiky se segmentovanymi jadry,
ato LTL nejvyraznéji a PNA nejméné vyrazné. Ve Fabriciové burze byly rovnéz patrné bunky
se segmentovanymi jadry, ovSem jen v malém mnozstvi (jednotky bunék na otisk) a pozitivni
byla i tkan kolem bun¢k. V nosni sliznici kachny byl signal pozorovan zejména v mucindznich
zlazach, ve tkani u infiltrovanych bunék a slabsi reakce také v autofluorescenénim materialu
kolem vajic¢ek. Pouziti sacharidového inhibitoru ukazalo, Ze se v piipad¢€ infiltrovanych bunck
v nosni sliznici jednalo o nespecifické vazby, rovnéz nespecificky byly oznaceny buiiky se
segmentovanymi jadry ve slezin¢ a Fabriciové burze (az na velmi malé mnozstvi bunck
oznacenych PNA). Specificka byla vazba na mucindzni zlazy kachny u zna¢eni PNA a LTL, na
ojedinélé buiilky se segmentovanymi jadry ve slezin€ a Fabriciove burze znacené PNA a na tkan
kolem bun¢k ve Fabricioveé burze.

Jelikoz vSak byly vazby na infiltrované buiiky v nosni sliznici nespecifické, nebyly lektiny

dale vyuzivany k mapovani stadii infekce. Vysledky jsou shrnuty v tabulce (Tab. 9).

Tab. 9: Vazba tfi lektind na vybrané tkané/buriky kachen po pouZiti specifického inhibitoru.

Vysledky pouziti
. Pouzity Infikovana nosni . -
Lektin Zkratka |, . . . Slezina Fabriciova burza
inhibitor sliznice
+++ MZ +0B
P . PNA D-galakto ! + BSN '
eanut ag galaktoza n +++ 1B S + BSN*
Ricinus n +++ MZ ++ OB
. RCA | D-galaktoza ! n +++ BSN !
communis ag. & z n +++ 1B n + BSN*
Lotus -
X +++ MZ, +++ OB,
- +++
’;egtragonobolus LTL L-fukoza N4+ 1B n BSN N + BSN*

MZ — mucindzni zlazy; 1B — infiltrované buriky; BSN — buriky se segmentovanym jadrem, OB — tkari v okoli
bunék; agg. — aglutinin. MnoZstvi/intenzita fluorescencniho signélu je vyznaena znaménky: (+) mala
intenzita signalu; (++) stfedni intenzita signalu; (+++) vysoka intenzita signalu; (n) nespecificky signal; * —
maly vyskyt.
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4 DISKUZE

4.1 Fixace tkané

Pro tcely histologickych barveni bylo nejdfive tfeba vybrat vhodnou fixaz, nebot’ hodnocené
vzorky obsahovaly tkdn€ rizného charakteru (chrupavka, kolagenni pojivo, skofapky vajicek
atd.). Nejdiive byly pouzity bézné fixaze: 4% formaldehyd v PBS a Bouintv roztok. Ob¢ fixaze
jsou v nasi laboratofi bézné pouzivany a byly vyuzivany také pro histologicka zkouméani tkani
zvitat nakazenych 7. regenti (Chanova & Hordk, 2007; Horak et al., 1999; Kolafova et al.,
2001). V pripadé 4% formaldehydu byla tkan kiehka a bylo problematické dosahnout kvalitniho
fezu bez trhlin. V ptipadé Bouinova roztoku pusobila tkan kompaktnéj$im dojmem, nicméné
problém byl u krevnich srazenin a nekréz. Patrné vlivem nékteré slozky Bouinova roztoku doslo
ke ztvrdnuti téchto oblasti, tkan vypadavala z fezii ¢i nedochazelo k uspokojivému napnuti
tkané na hladin¢ vody. Jelikoz se pobliz téchto oblasti ¢asto vyskytovala také vajicka a Cervi,
byl tento jev rovnéz piekazkou k dosazeni uspokojivého vysledku pii barveni. Fixaze nebyly
dale pouzivany.

Z vyse uvedenych diivodl byla zvolena Davidsonova fixaz (DAFA). DAFA je diky svému
slozeni vhodna pro fixaci vzorkli obsahujicich kombinaci tkani rGznych mechanickych
vlastnosti (tvrdych kosti ¢i schranek, pruzné a pevné chrupavky a gelovitého vaziva) a pouziva
se napf. pri fixaci korysi. Vzorek se po pouziti této fixaze pomérné¢ snadno krajel a vzorky
pusobily kompaktnim dojmem. Nicméné vajicka byla v n¢kterych piipadech oddélena od okolni
tkanég, coz by mohlo byt zpiisobeno nedokonalym prinikem fixaze skotapkou.

Pro imunohistochemické znaceni byla zvolena fixace 4% paraformaldehydem, ktery byl
Cerstvy nebo maximalné 14 dni skladovany pii 4 °C. V piipadé pouziti starSiho roztoku

dochazelo k nezadouci autofluorescenci pozadi.

4.2 Histologicka barveni

4.2.1 Hodnoceni vzorki pomoci histologickych barveni

Prubéh infekce byl sledovan od 14. do 26. dpi ve 4 fazich. Plivodné byly tyto faze pouze tfi:
16. dpi (ptedpoklad: pocatek infekce s jiz pritomnymi dospélci a prvnimi nakladenymi vajic¢ky),
22. dpi (predpoklad: vrchol infekce, nejvétsi mnozstvi vajicek v riznych stupnich vyvoje
miracidia), 26. dpi (pfedpoklad: ustup infekce bez pritomnosti dospélct). Jelikoz vsak jiz
16. dpi byla infekce velmi rozvinuta, byla ptidana rangjsi faze — 14. dpi. Cervi i vajitka byli
zachyceni po celé sledované obdobi; jiz 14. dpi byla tkan hojné vyplnéna vajicky (v nékterych

jiz bylo mozné pozorovat ryhujici se embryo), a infiltrovana imunitnimi bunikami hostitele,
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které jsou diskutovany nize. Rovnéz 26. dpi, kdy by jiz mélo dochazet k ustupu infekce, byla
stale nachazena nova vajicka a v jednom piipad¢ byl zachycen i dospély Cerv.

Podle pozorovani Chanové & Horaka (2007) klade Cerv vajicka nejdiive kolem chrupavky
a az pozd¢ji se objevuji vajicka i dale ve tkani. Kladeni podél cévniho fecisté blize chrupavce
dava smysl, nebot’ Cerv pravdépodobné proléza krevnim fecistém nejdiive zde. To potvrzuji
i pozorovani tkan¢ z 14. a 16. dpi, kdy byla vajicka nakladena také blize chrupavce a az
v pozd¢jsich fazich infekce se objevovala i v fidkém pojivu blize mucindznim zlazkam
a povrchu. Nabizi se otazka, kde dochazi ke kladeni vajicek, zda v tkani, nebo v cévach. Pti
migraci Cerva dochazi k rozsahlému pfilivu imunitnich bunék do tkdné, a to zejména do mist,
kde doslo k poskozeni cév. V lumenu cév je mozné pozorovat prevahu imunitnich bunék nad
erytrocyty oproti vzorkim ze zdravych kachen. Cerv ziejmé prolézd krevnim fedistém
venoznich pleteni, naruSuje cévy a klade vajicka. Pfi naruSeni cév dochézi k uniku krve do
tkané. Oblast je nejen infiltrovana imunitnimi butikami, takZe je obtizné rozlisit, kde ptivodné
cévy byly, ale posléze je také opravovana fibroblasty. Pfitomnost vajicek by mohla souviset
sliznici nachazeji intravaskularné i extravaskularng, pricemz lokalizace ve tkani mimo cévu byla
uvedena jako cast¢jSi (Chanova & Horak, 2007; Horak et al., 1999; Horak et al., 1998;
Kolatova et al., 2001). V nami pouzitych a studovanych vzorcich se vSak ¢ervi nachazeli spiSe
intravaskularné, zato extravaskularné méné az ojediné€le. Vajicka byla diive popsana pouze ve
tkani (Kolarova et al., 2001). V naSich vzorcich byla nalezena i v cévach v pozdg€jsich infekcich
obklopena reparacni tkani obsahujici kolagenni vlakna (Obr. 11 A, B, C, D). Vajicka pfitomna
jak vtkani, tak v cévach byla pozorovana i na fotografiich z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM; viz PRILOHY, Obr. 20 A, B; K. Svobodové, nepublikovano).

Vsechna vySe uvedena pozorovani byla provedena na vzorcich barvenych zejména
hematoxylinem a eosinem, které poskytlo zakladni prehled o tkani i idedlni podminky pro
pozorovani pribéhu infekce. Barveni jiz bylo diive aplikovano i na fezy nosni sliznice kachen
a byly popsany imunitni bunky ucastnici se zanétu v ptitomnosti 7. regenti (Chanova & Horak,
2007; Kolatrova et al., 2001). Pomoci tohoto barveni byla oznacena jadra bunék modie a bazické
struktury rGzov€. Barveni se pouziva rutinn€ v laboratofich k diagnostickym ucelim
a zkuSenym okem Ize v tkani popsat jednotlivé typy tkéni a bun€k vcetné bunck imunitniho
systému. V piipad¢ zdravé tkané byly relativné dobfe rozlisitelné rizné typy bunék v pojivove
tkani, pfiCemz rozlozeni odpovidalo béznému rozlozeni bun€k v fidkém slizni¢nim pojivu
u sliznic. U infikovanych zvitat uz byla identifikace diky velkému mmnozZstvi infiltrovanych

Kolem vaji¢ek T. regenti v nosni sliznici byly jiz dfive popsany ecosinofily, heterofily,
histiocyty (tedy makrofagy nachazejici se v pojivové tkani a schopné tvofit panozky) a kolem

vajicek s vyvinutym miracidiem také vicejaderné bunky. Méné cCasto se vyskytovaly
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plasmatické bunky a dalsi jednojaderné bunky. Podobna reakce byla pozorovana kolem
samotnych skotfapek i volnych miracidii; ve tkani bylo pozorovano také velké mnozstvi
erytrocytll (Chanova & Horak, 2007; Kolafova et al., 2001). V naSich experimentech byla tkan
od prvniho sledovaného dne, tedy 14. dpi infiltrovana velkym mnoZstvim imunitnich bungk,
zejména lymfocytll, z nichz n€které by mohly byt ve stadiu déleni. V tésné blizkosti vajicek
byly od 16. dpi patrné shluky makrofagli a jejich pocéty v pribéhu infekce mirné stoupaly.
Pozdé&ji (hlavné 22. dpi) se kolem vajicek objevovaly klidové lymfocyty s kompaktnim jadrem
a vyskytovaly se i plasmatické burniky s kulatym jadrem a basofilni cytoplasmou ustupujici do
strany.

Velmi brzy by do mista zanétu mély u ptakt pronikat heterofily, funkéni homology sav¢ich
neutrofilii (Brooks et al., 1996). Heterofily jsou vyznamnymi fagocyty, stoji bézn€ v prvni linii
v dychaci soustavé. Na obrané proti patogeniim se podili schopnosti fagocytovat, degranulovat
a navozovat oxidativni vzplanuti, avSak oproti savéim neutrofilim s niz$i intenzitou (Genovese
et al., 2013; Harmon, 1998). V piipad€¢ nosni sliznice infikované 7. regenti nebyly 14. ani
16. dpi identifikovany buniky odpovidajici charakteristice granulocytd. Od 22. dpi jiz byly
v nekterych pripadech rozeznany, ale v mnozstvi dalSich bunc¢k byly na 5 pm fezech $patné
patrné. Bylo popsano, ze u mladSich ptakd (3 tydny) jesté nejsou heterofily plné vyvinuté
(Lowry et al., 1997; Wells et al., 1998), a tak se nabizelo vysvétleni, ze by u kachen v tak
nizkém veéku jesté nebyly atrahovany do mista zanétu. Nicméné pii TEM tkané (19 dpi) byly
granulocyty ve tkani i v cévach pomérné hojné zastoupeny a v cytoplasmeé obsahovaly
charakteristicka granula i fagocytovany material (viz PRILOHY, Obr. 20 E, F; K. Svobodova,
nepublikovano). Je tedy pravdépodobnéjsi, Ze granulocyty pouze nebyly v pfitomnosti
lymfocytarniho infiltritu na histologickych preparatech zdarné odliSeny. Domnénky
o pritomnosti granulocyti by mohlo osvétlit i detailn€jsi prozkoumdani ,,hmoty s fragmenty
jader*. Zejména v oblastech vétSich sntsek totiz byly mezi vajicky patrné oblasti obsahujici
nahloucena malé jadra ¢i fragmenty jader, detailn€j$i pozorovani bylo obtizné. Tento material
byl také vyrazné autofluorescencni. Pravdépodobné se jednd o nekrotické oblasti obsahujici
praveé heterofily a eosinofily, coz by vysvétlovalo jejich rGzovou barvu pii barveni
hematoxylinem a eosinem i Massonovymi trichromy. Pomoci histologickych barveni byly
podobné oblasti popsany u infekce krevnickou Schistosoma nasale v nosni sliznici u dobytka,
kde byly v téchto oblastech identifikovany eosinofily a neutrofily (Obr. 19 A) (Debont et al.,
1989) nebo u bakterialni infekce solnych Zlaz kachen, kde tyto nekrotické oblasti obsahovaly
degenerované heterofily obklopené obfimi vicejadernymi buiikami (Obr. 19 B) (Klopfleisch et
al., 2005). Nekroza uvnitt granulomu byla popsana také u nakaz lidskymi schistosomami,
nicméné podle fotografii histologicky zpracovanych vzorkd vypada odlisné (napf. von

Lichtenberg et al., 1973; Amaral et al., 2017).
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Obr. 19: Nekrotické oblasti s granulocyty na histologickych fezech. (A) Nekroticky stfed granulomu
s vakuolizovanymi burnkami, neutrofily a eozinofily v nosni sliznici dobytka pfi nakaze S. nasale. (B)
Nekroticky stfed granulomu s degenerovanymi heterofily obklopenymi vicejadernymi obfimi burfikami
pFi bakteridlni infekci solnych #laz u kachen. Sipka — nekrdza. Zdroje: A (Debont et al., 1989),
B (Klopfleisch et al., 2005), upraveno.

V misté zanétu byly pfitomny pojivové makrofagy neboli histiocyty, kterymi se stavaji
monocyty po prichodu z periferni krve do tkan¢. Makrofagy maji mnoho funkci: fagocytuji
nevhodny material, produkuji medidtory zanétu a funguji jako antigen prezentujici bunky. Pfi
schistosoméze hraji makrofagy roli jak v pocatcich v akutni fazi infekce, tak i v rozvoji
chronickych stavi, a to podle zptisobu aktivace (Herbert et al., 2004; Zhu et al., 2014). Ve tkani
napadené T. regenti se nachazelo velké mnozstvi makrofagl. Patrné byly od 14. dpi infiltrované
v pojivu a od 16. dpi se objevovaly napadné shluky v pifimém okoli vajicek Casto tésné
obklopujici vajicko (napt. Obr. 9 A, Obr. 10 C). Velké mnozstvi makrofagii bylo pozorovano
ina snimcich z TEM, buiky tvofily panozky a obsahovaly fagocytovany material. Kolem
nékterych vaji¢ek v tkani a kolem jednoho vajicka nalezen¢ho v cévé tvofily velmi dlouhé
panozky, které vajicko obklopovaly. V nékterych mistech byly dokonce tak blizko sebe, Ze
nebyly patmé cytoplasmatické membrany a mozna doslo k fuzi. Byly nalezeny i vétsi bunky
plné fagocytovaného materidlu a rezidui jinych bunck (zfejmé erytrocytl), takze jde patrné
rovnéz o makrofagy (viz PRILOHY, Obr. 20 C, D, E; K. Svobodova, nepublikovano). Pokud
nemohou makrofagy patogenni agens pohltit, mohou tvofit ,epiteloidni bunky®, které jej
obklopi. Jejich fuzi pak mize dojit ke tvorbé obfich vicejadernych tzv. Langhansovych bunék.
Tyto modifikace tkanovych makrofagii jsou béZznym jevem pii granulomatéznim zanétu a byly
pfi podobnych infekcich jiz popsany (Debont et al., 1989; Fu et al., 2012; Klopfleisch et al.,
2005; Kolarova et al., 2001). U lidi maji vyznamny vliv na tvorbé téchto bunéénych uskupeni
T lymfocyty. Bylo popsano, Ze k tvorbé obfich bunék je zapotiebi, aby prob&hla interakce mezi
T lymfocyty a monocyty, resp. epitopem CD40 a jeho ligandem (CD40L), a to navic
v ptitomnosti cytokinu IFN-y produkovaném rovnéz T lymfocyty (Sakai ez al. 2012).

Lymfocyty z periferni krve infiltrovaly tkan velmi brzy a vytvortily tzv. difizni lymfatickou

tkan, kde dochazi ke tvorbé a diferenciaci dalSich lymfocytd. Jednalo se nejspis o aktivované
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a diferencované T a B lymfocyty zuzlin, které piedstavuji zastupce specifické imunity.
Z B bun¢k se pak mohou diferencovat plasmatické buiiky produkujici protilatky. Tyto bunky se
ve tkani také nachazely, ale nebyly nalezeny na snimcich z TEM, kde je pro tyto bunky
charakteristické vyrazné rozvinuté drsné endoplazmatické retikulum. V blizkosti vajicek se
u pozdgjsich infekci (hlavné od 22. dpi) objevovaly i klidové lymfocyty s kompaktnim jadrem,
ale na rozdil od makrofagt je nikdy tak t€sn¢ neobklopovaly. Tyto lymfocyty jsou velmi Casté
v periferiich a po aktivaci jsou schopné déleni a diferenciace na efektorové lymfocyty. Byly
obsazeny v poskozenych mistech, kde piedpokladdme pivodni cévni zasobeni, ojedinéle pak
také pod povrchem sliznice. Ke stanoveni typii lymfocyti by vSak bylo vhodné pouzit

Dal$im bunéénym typem byly Zirné buiiky, které byly zvyraznény toluidinovou modii.
Zirné buiiky neboli heparinocyty ¢ mastocyty se b&zné nachazeji v pojivu a ve sliznicich
dychaciho a gastrointestinalniho traktu, kde tvoii prvni linii obrany proti patogentim. Hraji
dalezitou roli v imunitni odpovédi a zanétu, ucastni se obrany proti virim a parazitim i na
regulaci imunitni odpovédi. Pfi schistosomodze se zirné buiiky patrné€ podili na vzniku fibrézy
(Birck et al., 2006). Zirné buiiky se vyskytuji i u ptakil a produkuji mnozstvi latek: histamin,
heparin, serotonin, chymazu ¢i tryptazu, jejiz hladina je u kufat pfimo umérna mnozstvi
mastocytt v tkani (Wang et al., 2008). B€zné se nachazeji ve sliznicich a pojivu i u kachen
(Valsala et al., 1986). Pokud jsou Zirné buiky aktivovany (pfitomnosti antigend virti, bakterii,
paraziti ¢i pasobenim komplementu), uvolnuji prozanétlivé mediatory a cytokiny, kterymi
ovliviyji také permeabilitu cév a plsobi priliv dal§ich imunitnich bunék (Galli et al., 1999).
Vazodilatator histamin, ktery lze v bunkach obarvit toluidinovou modii, ptisobi rozsifeni cév,
priliv imunitnich bun¢k a zaroven vypuzeni parazita. Také umoziuje zvySenou produkci hlenu
na sliznici. Pfi experimentalni virové infekci kutat doslo k produkei histaminu, ktery se zdal byt
spiSe zodpovédny za poskozeni tkané (Sun et al., 2009), a tryptazy, jejimz pravdépodobnym
pricinénim doslo ke zvyseni poctu prozanétlivych bunék. Mastocyty byly popsany také pfi
histopatologickych studiich nakaz lidskymi schistosomami, namatkou napf. kolem vajicek
S. mansoni v jatrech infikované mysi (Epstein et al., 1979) ¢i kolem schistosomul S. japonicum
v epidermis primatéi (Hsu et al., 1979). Zirné buiiky se sice v nosni sliznici kachny napadené
T. regenti objevuji hojnéji nez u zdravé tkané, ale nebyla patrna kumulace kolem parazita ani
jejich degranulace. To, Ze se zimé builkky nevyskytuji v blizkosti parazita, by mohlo byt
zpusobeno tim, Ze jejich uloha pro tuto infekci je pouze v atrakci makrofagti a lymfocytd do
infikované tkan€ pomoci zanétlivych medidtorti a cytokind, jak uvazuji v souvislosti s virézou
kurat také Sun et al. (2009). V naSem piipadé by tedy mohlo v Casné fazi infekce dojit
k rozpoznani cizorodych antigend zirnymi bunikami, jejich navySeni v tkani (v porovnani se

zdravou tkani) a produkce prozanétlivych cytokind, které pak atrahuji dalsi leukocyty. Jelikoz
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nebyly pozorovany v blizkosti parazita ani degranulované, je mozné, Ze se aktivné (vylitim
granuli s enzymy) nepodileji na likvidaci parazita.

V nosni sliznici a stievé dospélych Cervi T. regenti byl Casto pozorovan také hnédy
pigment, ktery nebyl obarven zadnym z pouzitych barveni. Trichobilharzia regenti se zivi krvi
hostitele a pigment byl popsan uz ve stieveé schistosomul 12 a 13 dpi v meningealni oblasti
kachniho bulbus olfactorius, kdy Cerv ziejmé ptrechazi na krevni potravu (Chanova & Horak,
2007). V ojedinélych piipadech byl hnédy produkt pozorovan i u mladSich schistosomul
v kachni mise (Blazovd & Hordk, 2005). Pfi schistosoméze byl tzv. bilharzialni pigment
nalezen v makrofézich i volné v tkéni (Botelho ef al., 2010). U S. mansoni se soudi, Ze je nejen
odpadnim detoxifikovanym materidlem, ktery parazité vylucuji, popt. vyuzivaji dale ve
moduluje imunitni odpovéd’ hostitele v souvislosti s indukci tvorby alternativné aktivovanych
makrofagli a Th2 odpovédi (Truscott et al., 2013), ¢imz pomahd k dlouhodobému preziti
parazita. Obdobny hnédy pigment se tedy objevoval ve stievé dosp€lci 7. regenti v nosni
sliznici kachny a také v samotné tkani v oblasti migrace Cerva. Je mozné, Ze tento pigment
sehrava u nakaz 7. regenti podobnou roli jako u schistosomoéz, tedy ovlivituje protizanétlivou
odpoveéd’. Predpoklada se, ze se i v pfipad¢ naSich vzorku, resp. v piipadé T. regenti, jedna
0 hemoglobin metabolizovany na hemozoin a vzorky byly obarveny pruskou modii. Pruska
modf barvi modfe pouze hemosiderin, jak bylo pozorovano napt. v placenté zen nakazenych
malarii (Parekh et al., 2010). Jelikoz k obarveni tohoto pigmentu nedoslo, je mozné vyloucit, Ze
by se jednalo o hemosiderin (na ktery byla pozitivni kontrolni slezina mysi). Podle pozorovani
struktury a porovnani s daty, ktera jsou znama u lidskych schistosom, by se tedy mélo jednat
0 hemozoin. Pozorovali jsme také rozdilny odstin tohoto pigmentu ve stievech dospélych cervii:
svétly (Obr. 9 E) a tmavy (neni doloZeno obrazkem). U S. mansoni bylo popsano, ze svétly
obsah se nachazel ve stievé samcl a tmavy ve stfevé samic. Divodem této odliSnosti je ziejme
rozdilné mnozstvi pfijimané krve a rozdilnd schopnost detoxikace hemu mezi pohlavimi:
spotfeba krve u samct je relativné nizka a zpracovano je pouze 10 % hemu, zatimco u samic je
to vice nez 50 % a jejich spotieba krve je vyssi (Oliveira et al., 2000). Tento pigment lze v tkani
povazovat také za doklad ptedchozi pfitomnosti parazita, i pokud praveé nejsou pfitomna vajicka
¢i samotny dospéelec.

Na nekterych vzorcich byl pozorovan zlatavy material v tkanich i v cévé. Mohlo by se
jednat o skofapky vajicek po vylihnuti miracidia. Kolem nékterych téchto domnélych skotapek
byly zachyceny i nahlou¢ené makrofagy (Obr. 13 E).

Granulomy sloZené z infiltrovanych bun¢k a piipadné jesté obklopené kolagennimi vlakny
se v mensi mife objevuji 16. dpi a jesté nejsou prilis znatelné, ale 22. dpi jiZ jsou zejména diky

kolagennim vlakndm rozliSitelné pomérné dobfe, nachazeji se spis§ blize chrupavce v mistech,
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kde bylo pGivodné bohaté cévni zasobeni. Co se tyce kladeni vajicek, pozorovani nékterych
oblasti s nakladenymi vajicky naznacuji, ze mize dochazet ke kladeni pfimo v céveé. Vajicka
zde vSak vlivem mnozstvi, velikosti a svého specifického vietenovitého tvaru uviznou podobng,
jako je tomu u vajicek schistosom. U lidskych schistosom dochazi k extravazaci vaji¢ek do
tkani a poté lumenu stfeva, resp. moCového meéchyfe. Za to jsou ziejmé zodpoveédné
proteolytické enzymy produkované vajickem spolecné s pohyby svalstva napadeného organu.
Ve vajiccich ¢i jejich produktech byly popsany enzymaticky aktivni latky, které by mohly mit
na prichodu tkanémi podil (Cesari et al., 2000; Doenhoff et al., 1990; Pinoheiss et al., 1985;
Xuet al., 1990). Vajicko ma patrné vliv i na krevni desticky, které zptisobi jeho zachyceni
v mezenterickych cévach (Ngaiza & Doenhoff, 1990). U 7. regenti k prichodu vajicek tkanémi
nedochdzi. Je vSak mozné, ze jsou kladena rovnéz do cév, kde dojde k jejich zachyceni. Taktéz
je mozné, ze dochazi k vajecné exkreci ¢i sekreci, kterd ovlivituje hostitele, nicméné bude asi
jiného charakteru ¢i sily, nez u lidskych schistosom. Vajicko 7. regenti totiz zstava v tkani,
dokud se zn¢j nevylihne miracidium. Jiz samotna ptitomnost vajicek 7. regenti mize dale
narusSovat cévu (napi. Obr. 11 A) a spolecné s povrchovymi antigeny, piipadné ES produkty
stimulovat imunitni ~ syst¢ém. Dochazi katrakci imunitnich bunék a fibroblasti
a nasledné reparaci tkané a oddéleni cizorodého materialu od hostitelovy krve a tkani. Tuto
situaci demonstruji obrazky Obr. 10A, Obr. 11B, C a D.

Pii lidské schistosomoze byl nejdiive pozorovan kolagen Il prostupujici tkani, ktery byl
poté nahrazovan kolagenem I, jez byl pozorovan v kompaktnéj$im uskupeni kolem vaji¢ek
(Andrade et al, 1992). Bézné¢ se kolagenni vlakna barvi trichromy, napf. Massonovym
barvenim, které bylo pouzito pro tuto praci. Kolagenni vlakna typu III lze barvit metodou PAS.
Podle téchto barveni lze soudit, ze opornou funkci pojivové tkan€ v nosni sliznici kachny plni
kolagenni vlakna ziejmé typu I a III, kterd pozorujeme rozvolnéna ve zdravé tkani; v nosni
sliznici nakazené kachny jsou tato vlakna infiltrovana imunitnimi bunikami. BohuZzel u kachen
nedochdzi k tak vyraznym zménam tkané jako u ndkaz lidskymi schistosomami, a tak nemohlo
byt vyuzito podobné klasifikace granulomt, jakou publikovali napt. Amaral et al. (2017).
Rozdily mohou byt zplisobeny odlisnym hostitelem i parazitem, rozdily v ES produktech
i dobou infekce — u T. regenti sleduyjeme mnohem kratsi obdobi. V nasem piipade lze tedy
konstatovat, ze kolem snisek se objevuje shluk imunitnich bun€¢k: makrofagy a lymfocyty
kolem vajicek a nekrotické oblasti s granulocyty. Také dochdzi ke tvorbé kolagennich vlaken
fibroblasty, které jsou kolem sniiSek patrnéjsi v pozdéjSich fazich infekce. Vyrazné€jsi jsou
kolagenni vldkna v oblasti plivodniho cévniho zasobeni, podle charakteru pozorované tkané
piedpokladame, Zze nékteré snisky jsou nakladeny piimo do cévy, a kolagenni ,,obal“ je tak
alespon z ¢asti tvoren sténou cévy. Kolem vajicka se pak tvoii kolagenni pouzdro podobného
histologického charakteru, jako ma sténa cévy, de novo, a to s cilem zachovani prichodnosti

napadenych cév, ale oddé€leni patogenniho agens od toku krve.
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4.2.2 Histologicka barveni, ktera nebyla dale vyuzita

Pti pilotnich pokusech byla pouzita i dalsi barveni, ktera nakonec z riznych divodi nebyla
vhodna ke sledovani prabéhu infekce.

Ziehl Neelsen je histologickd metoda pouzivand bézné k detekci bakterii Mycobacterium
tuberculosis ¢i rodu Nocardia (Muricy et al., 2014). Karbol-fuchsin pronikne do butiky, jejiz
bunécnd sténa obsahuje mykolové kyseliny, které udrzi barvivo uvnitt buiiky (Richards 1941),
coz se projevi vyrazné rizovym zbarvenim bakterii. Bylo popsano, Ze touto metodou je mozné
obarvit také skotdpky vajicek S. mansoni a S. intercalatum v tkani; nebylo vSak urceno, co
karbol fuchsin ve skotapkach barvi (Lichtenberg & Lindenberg, 1954; Muller & Taylor, 1972a;
Muller & Taylor, 1972b). Vieira et al. (2016) to vSak vyvraceji a uvadéji, Ze pii obarveni
roztéru s vajicky byly pfi pozorovani ve svételné mikroskopii skofapky obarveny jen velmi
slabé. I u T. regenti doslo ke slabému nabarveni nékterych skotapek, avsak nebyla patrna zadna
souvislost s délkou vyvoje ¢i dobou infekce, a navic kontrast nebyl zdaleka tak vyrazny, jak
uvadéji nékteré vySe zminéné prace. SpiSe bylo odhadovano, zda se jednd o obarveni ¢i
o vhodny lom svétla, tloustku a thel fiznuté skofapky. Nepiijemny je i fakt, ze karbol-fuchsin je
potieba zahtat, coz bylo provadéno v digestofi nad kahanem, na plotynce ¢i v laboratorni picce.

PAS reakce barvi polysacharidy a je pouzivana jako pomocna diagnostickd metoda
u nékterych onemocnéni zpuisobenych bakteriemi, ale i helminty — konkrétné echinokokozy
(napt. Brunetti et al., 2010) ¢i trichinelozy (napt. Othman & Shoheib, 2016), pfi kterych jsou
patrné vyrazné PAS pozitivni cysty. Zastoupeni polysacharidi se u vyvijejicitho miracidia
T. regenti ve vajicku meénilo, ale nebyly pozorovany zadné jiné struktury, pro které by bylo toto
barveni vhodné, proto nebylo dale vyuzivano.

Orcein znaci elasticka vlakna a mohl by byt tedy uzitecny ze dvou diivodi: (a) pro oznaceni
stén cév, které jsou po poSkozeni Spatné patrné, a (b) pro piipadné oznaceni novotvarti v okoli
vajicek T. regenti. Pti studiu tvorby, charakteru a zmén okoli periovularnich granuloma u mysi
nakazenych S. mansoni byla elastickd vldkna pozorovana ve sténdch krevnich cév, ale také
v tkani, kde bylo pfi schistosoméze zaznamenano zvySujici se mnozstvi vlaken, a to v oblasti
ponienych cév (Andrade et al, 1992). Pii nakaze lidskymi schistosomami dochazi
k obstrukcim cévniho systému a pomoci orceinu Ize od okoli cév odlisit fibrotickou a zanétlivou
tkan vypliujici lumen cév (Andrade et al., 2006). Vlivem vaje¢nych antigenti dochazi u nakaz
S. mansoni také k tvorbé novych cév (Loeffler et al., 2002; Andrade et al., 2006). Vzhledem
k destrukci cév po migraci dospélce 7. regenti a k omezeni priutoku krve vlivem nakladenych
vajicek by ke tvorbé novych cév (angiogenezi) mohlo dochdzet, nicméné na naSich vzorcich
nebyly utvary pfipominajici nové cévy patrny. U nékterych granulomii v§ak bylo zaznamenano,
ze se elasticka vlakna nachazeji jen podél okraje granulomu, nikoliv ,,uvniti, kde vsak byla

patrna zfejme jiz noveé vytvorena mezibuné¢nd hmota. Toto pozorovani opét podporuje teorii, Ze
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vajicka jsou kladena (také) do cév a pomoci orceinu by teoreticky bylo mozné odlisit, ktera
vajicka jsou nakladena v cévach (a obklopend novym pojivem), a ktera do tkané.

Pti prvnich pokusech byl pouzit také roztok Giemsy. Roztok se pouziva rutinné,
z parazitologické diagnostiky u lidi zejména na krevni roztéry k detekci prvokd rodu
Plasmodium zpusobujicich spavou nemoc ¢i Trichomonas vaginalis ve vaginalnim stéru
(mikrobialni obraz posevni), pro veterinarni Ucely k detekci prvokd rodl Leucocytozoon,
Babesia, bakterii Anaplasma/Ehrlichia ptenaSenych klistaty, z helmintéz k detekci mikrofildrii
v krvi atd. V naSem pfipadé byla nabarvend tkaii pomérn€ nekontrastni a bez vyraznych struktur
a dobfe rozlisitelnych bunek, barveni tedy nebylo dale vyuzivano. Je v§ak mozné, Zze byl pouzit
nevhodny roztok, jelikoz i pfi jinych experimentech v nasi laboratofi byly zaznamendny rizné
vysledky pfi pouziti rtznych roztoki Giemsy na krevnich roztérech, a to i komercné

dostupnych.

4.3 Vybér protilatek pro imunohistochemicka znaceni

Vyrazné autofluorescenci vzorkd bylo zabranéno volbou vhodné fixdze — Cerstvého
4% paraformaldehydu — a také pouze nezbytnou manipulaci se vzorky a jejich uchovavanim bez
ptistupu vzduchu. V prubehu let vSak dochazelo opakované k nekonzistentnim vysledkiim
znaceni. Negativni kontrola obsahujici pouze sekundarni protilatku byla v nékterych ptipadech
v potadku, jindy vykazovala vice ¢i méné vyrazny signal. V nékolika piipadech negativni
kontrola vykazovala signdl, pfestoze u vzorkli inkubovanych i s primarni protilatkou nebyl
zadny signal patrny. PfiCina nebyla zjiSténa, a asi je mozny negativni vliv staii vzorku.
Diskutovany jsou pouze vysledky pokust, u nichz byla ,,negativni kontrola* negativni.

JelikoZ neni na trhu dostatek protilatek ke znaCeni kachnich bun¢k a tkani, byly nejdiive
zkouseny dostupnéj$i protilatky uréené proti kutatim. V nekterych piipadech byly ziskany
pozitivni vysledky. VétSinou protilatek byla v prvnim kroku znacena kuteci krev. Vhodnégjsi by
vSak pro ucely pozitivni kontroly bylo pouziti kuteci sleziny. Naprosta vétSina testovanych
protilatek nevykazovala na kuteci krvi Zadnou aktivitu, coz asi bylo zptisobeno jejich vysokym
stafim a degradaci ¢i ztratou reaktivity. Testovali jsme také n€kolik protilatek proti epitoptim na

kachnich bunkach. Pouziti nékterych protilatek je zde diskutovano.

4.3.1 Protilatky s opakované pozitivnim signalem

Pfimo proti kachnim CD4 T lymfocytim byla pouzita specificka (nové zakoupend) protilatka
(BioRad, MCA2478). Pozitivni byly bunky obsazené ve slezin€¢ a v nékterych piipadech jsme
mohli pozorovat pozitivnéjsi buiikky vnosni sliznici, nicméné pomémé vyrazny signal
vykazovala i okolni tkan. Tuto protilatku vyvinuli Kothlow ef al. (2005) v BALB/c mysich

a spolu s dal§imi protilatkami proti CD4 a CD8 epitopim ji uspé$né¢ pouzili pro pritokovou
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cytometrii ke znaceni bun¢k z brzliku, sleziny, perifernich a burzalnich lymfocytl. Tutéz
protilatku, ale jiz komer¢né dostupnou (BioRad — Abd Serotec), s ispéchem vyuzili ve svych
pokusech Cornelissen et al. (2013). V nosni sliznici kachny byly pozorovany bunky
s jednoduchym jadrem, které byly Casto protahlé ¢i panozkovité. U mysSi bylo vin vitro
tvorbu panozek a nizka hladina prozanétlivého cytokinu IL-2 tvorbu panozek blokuje (Palomo
et al., 1996). Pritomnost T lymfocytl s panozkami by tak i v ndmi studované tkani mohla
indikovat potlacovani zanétlivé odpovédi; tuto hypotézu by bylo tfeba ovéfit pomoci
specifickych protilatek, které¢ v§ak momentalné€ na trhu jesté nejsou k dispozici.

Protilatka, ktera specificky znaci kufeci bunky monocyto-makrofagové fady, KULO1
(Southern Biotech, 8420-02), opakované znacila velké mnozstvi bunék infiltrovanych do nosni
sliznice kachny napadené 7. regenti a také buiiky v nékterych oblastech kachni sleziny a v krvi.
Mast et al. (1998) popsali, ze KULOI specificky znac¢i kufeci monocyty/makrofagy. Velké
mnozstvi makrofagli bylo nalezeno stejné jako v naSem piipadé v Cervené pulpé sleziny.
Ohledné reaktivity s kachnimi buitkami nebyly nalezeny zadné zminky, ale je mozné, Ze
protilatka KULO1 rozpoznava u kachen néjaky konzervovany epitop, resp. homolog, stejné jako

je tomu u ¢loveéka (Staines et al., 2014).

4.3.2 Protilatky s nekonzistentnimi vysledky znaceni

vvvvvv

pokusech na roztérech kuteci i kachni krve, na otisku sleziny a v jednom ptipad¢ i na vzorku
nosni sliznice kachny nakazené 7. regenmti 16. dpi. Molekula CD28 byla u kufat diive
oznaCovand jako CD2 (Vainio et al, 1991). Jedna se o homolog savcich CD28 epitopt
nachézejicich se na T lymfocytech (Young et al., 1994), kde ptisobi jako kostimula¢ni molekula
pro interakci napt. s APC a je dilezitd pro aktivaci T lymfocytu na efektorovou Thl buriku.
Kutreci CD28 molekulu specificky rozpoznava i nami pouzita monoklondlni protilatka (2-4;
UMG AV CR). Kotlow et al. (2005) popsali zkiizenou reaktivitu této protilatky
s kachnimi T lymfocyty a oznacili ji za ,,pan-T cell marker* znacici celou populaci kachnich
T lymfocytt (Kothlow et al., 2005). Pii naSich dalSich pokusech vSak nebyl pozitivni signal jiz
pozorovan. Je mozné, Ze protilatka nebyla jiz pfi ziskani v dobrém stavu (ale jelikoz se jednalo
o star$i vzorek ziskany z jiného pracovisté, nezname jeji historii), a pfi poslednim rozmrazeni
doslo k jejimu znehodnoceni.

Z, komerén¢ dostupnych protilatek byl pozorovan pozitivni signal ve dvou ptipadech
u protilatek proti BAFF-R (Santa Cruz Biotech, sc-365410), ale dal$i opakovani jiz nebyla
uspés$na. BAFF-R je konzervovany transmembranovy cytokin, ktery je ddlezity pro aktivaci,
proliferaci a diferenciaci B lymfocytt (Schneider ef al., 2004). Protilatku proti lidskym BAFF-R
jsme se rozhodli vyzkouset, nebot’ lidsky imunostimulant hBAFF ma s kachnim dBAFF 78%
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shodu v aminokyselinovych sekvencich a bylo prokazano, ze se vaze i na kachni burzalni
B lymfocyty (Guan et al., 2007), kufeci chBAFF ma shou s dBAFF dokonce 97 % (Kothlow
et al., 2005).

V jednom piipadé byl pozorovan signal také u vzorkll testovanych na oxidované
a nitrosylované proteiny (Cell Biolabs, STA-310; Abcam, ab7048). Pii obran¢ organismu proti
patogenim hraji svou roli reaktivni formy kysliku (ROS), na jejichz produkci se podileji
fagocyty (neutrofily, makrofagy) po aktivaci béhem oxidacniho vzplanuti. Makrofagy jsou
stimulované prozanétlivymi cytokiny (Thl) také k produkci oxidu dusnatého, ktery je uzitecny
zejména pii zabijeni intracelularnich paraziti. Béhem zanétu vSak dochazi také k poskozeni
vlastnich bun¢k hostitele: ptisobenim ROS dochazi ke karbonylaci proteinti, pfi plsobeni
reaktivnich forem dusiku (RNS) dochézi k nitrosylaci, tedy navazani nitro- skupiny na tyrosin
(Radi, 2004). Autofi vyzkumu zabyvajiciho se vlivem nikazy myS$i motolici S. mansoni
popisuji, ze vnekterych organech, zejména v jatrech, doSlo k narGstu karbonylovanych
proteind, které jsou zndmkou oxidativniho poskozeni tkané (de Oliveira et al., 2013). Je
pravdépodobné, ze k podobnym reakcim a poskozeni dochdzi i u nami sledované infekce, ale

nas prukaz takto pozménénych proteinti se nepodatilo opakovat.

4.3.3 Protilatky s negativnimi vysledky znaceni

Bez uspéchu skoncilo pouziti dalSich protilatek (vétSinu jsme vytadili jiz po znaceni krevnich
roztéri), i kdyz nckteré znich se ndm zdaly perspektivni: proti epitopim CD3g, CDA45,
kolagenu typu 1, makrofagim (K1, M1 a M2) a tryptaze zirnych bunék.

U protilatek specifickych proti kachnim monocytim/makrofagiim M1 a M2 (UMG AV CR)
Slo nejspis o pfilis staré a jiz degradované protilatky. Protilatka proti kutfecim leukocytim CD45
(Southern Biotech), ktera je vyuzivana napf. pfi cytometrii pro oddéleni sledovanych bunék od
jadernych erytrocyti (Bilkova et al., 2017), nebyla funk¢ni ani pfi méfeni na pritokovém
cytometru. Usp&iné nebylo ani pouziti nové protilatky proti kolagenu typu 1 (Santa Cruz
Biotech, ¢s-59954). Stara byla ziejmé i protilitka K1 (UMG AV CR), ktera byla ptivodné
vyvinuta proti kufecim leukocytim. U té bylo dfive zjiSténo, Zze zkiiZzen¢ reaguje s kachnimi
trombocyty a monocyty/makrofagy, a zaroven nereaguje s T a B lymfocyty a znaceni bylo
ovéteno pomoci pritokové cytometrie (Kothlow et al., 2005). V ptipadé funkéni protilatky by
se opét mohlo jednat o uziteény nastroj detekce. V nasem piipad¢ byla protilatka testovana
pouze na krevnich roztérech.

Monoklonalni protilatka proti lidskym CD3e (Santa Cruz Biotech, sc-1179) by mohla
oznacit T lymfocyty, pokud by S§lo o vazbu na stejny epitop, na ktery se vaze polyklonalni
krali¢i protilatka proti lidskym CD3e. CD3¢ je vysoce konzervovana membranova doména
exprimovana na T lymfocytech napfi¢ skupinami obratlovcd (kachna, kufe, ¢loveék) (Kothlow

et al., 2005). Diky tomu mutzZe polyklonalni protilatka proti lidskym CD3¢ zkiiZzené reagovat
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i s kachnimi T lymfocyty (Bertram et al., 1996). V ptipad¢ této monoklonalni protilatky vsak
nebyl zaznamenan zadny signal na fezech ani pfi cytometrickém méfeni.

Pomoci protilatky byla znacena také tryptaza zirnych bun¢k (Santa Cruz Biotech, sc-33676).
Diky histaminu je mozné Zzirné butiky histologicky obarvit napf. toluidinovou nebo alcianovou
modri, jak bylo uvedeno vyse, a diky obsahu tryptazy by zase mélo byt mozné je oznacit
protilatkou proti tryptaze (Wang et al.,, 2008). V nasich pokusech nebyl v kachni tkani
pozorovan pozitivni signdl ani v jediném ptipadu, pfestoze se podle barveni toluidinovou modfi

zirné bunky ve tkani hojn¢€ vyskytovaly.

4.4 Testovani reaktivity protilitek pomoci priutokové cytometrie

Mgfteni vazby protilatek pomoci pritokové cytometrie bylo zvoleno poté, co pii pouziti n€kolika
vySe zminénych protilatek v imunohistochemickych detekcich vychazely rozdilné vysledky.
Vzorek zpracovavany pro prutokovou cytometrii neprochazi tolika kroky, které by mohly
ovliviiovat epitopy, a navic byly pouzivané protilatky vétSinou z pracovist, kde byly pouzivany
praveé pro cytometrickd méfeni, nikoli pro znaceni fezu.

Mrazeni by udajné€ nemélo mit vazné€jsi vliv na zachyt lymfocytt v lidské krvi (Alam et al.,
2012), takze i kachni krev byla pro prvni pokus zmrazena v -80 °C. MraZeni zpusobilo lyzi
erytrocytl, coz nevadilo, ale pravdépodobné znehodnotilo i granulocyty, a mozna i dalsi krevni
elementy ¢i antigenni struktury, pfestoze byl ke krvi pfidan roztok DMSO. Proto jsme pfi
dalsich pokusech pracovali jiz s Cerstvou krvi, nicméné vysledek byl obdobny vysledku
u prvniho pokusu a nebyla pozorovana zadna napadné odlisitelnd populace. Pro oddéleni
lymfocyt byla pfi druhém pokusu pouzita jednokrokova gradientova metoda. Vhodnéjsi by
mohl byt postup, pomoci kterého lze oddélit nejen lymfocyty a monocyty, ale také heterofily,
bazofily a eosinofily, a to v rizném poméru v 5 oddélenych frakcich (Mills & Wilcox, 1993),
tento postup byl viak dohledan aZ po provedeni viech tii cytometrickych pokusti. Cerstva krev,
popf. Cerstva slezina ¢i jina tkan je k tomuto méfeni vhodnéjsi a 1épe odrazi podminky, které
byly ptivodné nastaveny pro kachni bunky (Kothlow et al., 2005), a proto jsme pro ucely tfetiho
pokusu zvolili kachni slezinu.

Pti tfetim pokusu byly pomoci L/D markeru oznaceny i mrtvé buiiky. VSechna méfeni
véetné kontroly vysla v poradku, avSak interpretace je problematicka. Jediny rozdil u vSech
vzorkl se specifickou protilatkou oproti negativni kontrole byl v signalu, ktery vykazovala mala
populace malych bun¢k ¢i bunééného ,,debris (bunéénych zbytkt). U vSech vzorki s primarni
protilatkou byla vice nez polovina této populace slozena z mrtvych bunék/zbytkl. Zato
u negativni kontroly byly tyto buiiky/zbytky zivé. Pokus je nutné zopakovat, a v tuto chvili 1ze
pouze konstatovat, Ze pomoci pritokové cytometrie nebyla potvrzena reaktivita pouzivanych

specifickych protilatek s kachnim modelem.
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Pouzitim vhodného spektra protilaitek a optimalizaci postupu by priutokova cytometrie
v budoucnu mohla pomoci pii analyze zmén v zastoupeni bunék a cytokint v pribéhu infekce

v cilové tkani — nosni sliznici.

4.5 Histochemicka znaceni lektiny

Na fezech nosni sliznici kachny bylo vyzkouSeno také znaceni lektinovymi sondami. Jedna se
o proteiny a glykoproteiny neenzymatické a neimunitni povahy, které plni riznou funkci
v zivych soustavach (Jacobson & Doyle, 1996) a s vysokou vazebnou specifitou obdobnou
reakci antigen-protilatka rozpoznavaji sacharidy. Lektiny jsou casto mitogeny schopnymi
stimulace déleni leukocyti (Nowell, 1960), vyuzivaji se ale také k vizualizaci pfitomnosti
sacharidovych motivt. Prace s lektiny ma fadu vyhod: lektiny nejsou vazany na zivocisny druh,
jsou levné a sacharidy nejsou tak nachylné na ovlivnéni fixaci jako proteinové epitopy. Nekteré
lektiny rozpoznavaji i subpopulace lymfocytll a makrofagli na zaklad¢ jejich glykosylace.

V parazitologii se lektinové sondy vyuzivaji k pozorovani jednotlivych fazi zivotniho cyklu.
Povrch schistosom pokryva tzv. glykokalyx, ktery Casto nese fukosylované epitopy (Horak &
Mikes, 1995; Robijn et al., 2005) a je bohaty také na D-mandézu — vaZe se na n¢j lektin se
specifitou k D-mandze (Klabunde et al., 2000). V prabéhu zivota dochazi u jednotlivych stadii
ke zménam exprese sacharidii. Po penetraci cerkarie do kiize je odvrhovan glykokalyx, ¢imz je
ziejme redukovana povrchova imunoreaktivita (Chanova et al., 2012; Rimnacova et al., 2017;
Simpson et al, 1983). Zmény exprese byly popsany napt. i u stadii S. mansoni
v mezihostitelském plzi (Zelck & Becker, 1990) ¢i u larev 7. szidati (Horak, 1995). VSechny
tyto zmény lze pozorovat pomoci lektiniti. Pfi schistosoméze mysi byly pomoci lektint
oznaceny také nékteré sacharidové epitopy na Cervech ¢i v okoli vajicek a v granulomu. Lektiny
ConA, WGA a PNA rozpoznavaly sacharidy na povrchu dospélct S. mansoni. Granulom silné
reagoval PNA a méné s ConA, ktery se vazal hlavné na fibroticky prstenec a okolni jaterni
parenchym (Melo-Junior et al. 2008). Melo-Junior et al. (2008) podle vySe uvedenych vlastnich
vysledkd 1 dalSich studii usuzuji, Zze by v nékterych pfipadech mohlo jit o sacharidy
produkované vajickem a inkorporované do vlastni i okolni tkané€. Pfi patologickych procesech
mize rovn€Z dochdzet ke zménam glykosylace hostitelské tkané. U pacientt trpicich
schistosomdzou byla popsana zvySena exprese WGA ligandii v mukdze tlustého stieva (Rego
potencialné hledanych sacharidii: CON A, PNA, UEA I, WGA, SBA, PSA, RCA, LTL.

Konkanavalin A (ConA; Canavalia ensiformis) se vaze na povrchova vazebna mista
lidskych lymfocytli (Wands et al., 1976) a podle Greenfield et al. (1988) je ConA vhodny pro
znaceni tkanovych makrofagl (zna¢i cytoplasmu) a heterofild (oznaci granula a cytoplasmu)
u ptakli. Konkanavalin A se ale v naSem pfipad¢ vazal také na vétSinu bun€k a tkani, takze je
moznd vhodny pro praci v kulturdch, ale mén¢ na tkanové fezy, a proto nebyl jiz dale pouzivan.
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Bez uspéchu skoncila také aplikace lektinit UEA I, WGA, SBA, PSA. UEA-I (Ulex europaeus)
by mél dobfe znacit endotel krevnich cév (Miettinen et al., 1983), ale u naSich vzorkd nebyl
patrny zadny signal. Pii pouziti SBA nebylo na vzorcich kromé krevnich srazenin mozné nic
identifikovat, coz by mohlo byt zpisobeno sializaci T lymfocyti (Reisner et al., 1976). Pii
aplikaci WGA byly patrné skotapky a povrch miracidia, a také PSA oznacil skotapky. U téchto
lektinti nebylo provedeno kontrolni znaceni s inhibitorem.

Pouzitim lektint PNA, RCA a LTL doslo k vyraznéj§imu oznaceni zejména infiltrovanych
bunék, které podle jader povazujeme zpravidla za granulocyty, a mucindznich zl4z na povrchu
nosni sliznice, a proto byly u nich aplikovany i inhibitorové kontroly. Toxicky RCA-1 (Ricinus
communis) se vazal 1 na skotapky vajicek, vitelinni buiiky ve vajiccich a na povrch miracidia.
Pti pouziti inhibitoru se vSak ukdazalo, ze specificka byla pouze vazba na mucindzni zlazy
kachen, prestoze dle literatury by se mél vazat také na povrch makrofagli (v CNS na mikroglie)
a na endotel (Brojer et al., 2012; Lee et al., 2002). PNA (Arachis hypogaea) se rovnéz dobie
vaze na rizné tkdn€, v nasem piipade byla situace podobna jako u RCA-I s vyrazné reagujicimi
mucindéznimi zlazami a granulocyty a pouziti inhibitoru ukazalo specifitu jen u mucin6znich
zlaz. LTL se v krvi vazal na granulocyty, taktéz ve slezin€ a nosni sliznici, a na povrch a dvé
lateralni zlazky u miracidia, a to ve vSech ptipadech nespecificky. Je mozné, ze sacharidové
epitopy jsou zamaskované. Nicméné zavérem je tfeba fici, Ze pomoci lektini nebyly ve tkani

odhaleny dobfe identifikovatelné struktury se specifickou vazbou lektind.
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ZAVER

Pro detailnéj$i prozkoumani nosni sliznice kachen nakazenych ptaci motolici Trichobilharzia

regenti poslouzila histologickd barveni a protilatkové sondy, pomoci kterych byly

identifikovany né€které imunitni bunécné procesy v infikované tkani in sifu. Lektinové sondy se

neosveddily.

Diplomova prace potvrdila nasledujici literarni udaje:

Dospéli Cervi T. regenti se vnosni sliznici kachny nachazi minimalné od 14. do
26. dne po infekci (dpi). Cervi migruji nejdiive oblasti protkanou vendzni pleteni
blize chrupavce. Vétsina prvnich vajicek se nachazi v této oblasti a az v pozd¢jSich
fazich se vajicka objevuji Castéji i v fidkém kolagennim vazivu. Pfi migraci Cerv
poskozuje endotel cév a regurgituje hemozoin.

Husté 1 fidké kolagenni vazivo obsahuje jiz od 14. dpi masivni infiltrat imunitnich
bunék. Ve tkani se nejdiive nachazi lymfocyty, makrofagy a zirné buniky, od 16. dpi
je mozné nalézt i plasmatické bunky a obfi vicejaderné bunky. Makrofagy
(histiocyty) se od 16. dpi nachazeji v bezprostiedni blizkosti vajicek (,,epiteloidni
buitky*) a od 22. dpi i kolem prazdnych skotapek. Lymfocyty vytvari v fidkém
vazivu ,,difizni lymfatickou tkan“, kde dochazi k déleni a diferenciaci dalSich
lymfocyta.

Mezi vajeénymi sniskami se jiz od 14. dpi objevuji nekrotické oblasti
s granulocyty, Castéjs$i jsou v pozdéjSich fazich infekce, a 26. dpi se vyskytuji
i poSkozena vajicka. Pritomnost granulocytd byla prokazana imunohistochemickou
detekci jiz od 14. dpi a histologickym barvenim od 22. dpi.

Kolem snisek dochazi ke tvorbé orientovanych kolagennich vlaken, ktera jsou

vyrazngj$i v pozd¢jsich fazich infekce a v hustém kolagennim vazivu.

Diplomova préce pfinesla tato nova zjisténi:

Vajicka schistosom 7. regenti jsou kladena i do lumenu cév, u kterych je patrné
poskozeni endotelu. Vajicka jsou v cévé opouzdiena kromé makrofagh také
fibroblasty a extracelularni matrix, a to hlavné od 22. dpi.

Tkan je od 14. dpi infiltrovana KULO1 pozitivnimi bunkami a pozitivni signal se
vyskytuje i v nekrotickych oblastech kolem vaji¢ek. Podle segmentovaného jadra se
jedna zifejmé o granulocyty.

Pod bazalni laminou nazélniho epitelu se pfi infekci nachazi oproti zdravé tkani
zvySené pocty CD4 T lymfocyty, které jsou Casto protahlé ¢i panozkovité a maji

velké kulaté jadro.
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Dalsi vyzkum v této oblasti by vyzadoval uzsi spolupraci s imunology, s jejichZ pomoci by
bylo mozné vytvorit spolehlivé a specifické protilatkové sondy, které by mohly objasnit Gcast
jednotlivych typll imunitnich bunék v pfitomnosti parazita. Rozsiteni spektra o noveé vyvinuté
specifické protilatky by pak mohlo byt uzitetné také pro studium jinych infekci u kachen,

respektive vrubozobych ptak.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aMF alternativné aktivované makrofagy

APC antigen prezentujici buiika; angl. antigen-presenting cell
BAFF aktivacni faktor B lymfocytt; angl. B-cell activating factor
BIP blokacni a inkubacni pufr

BSA bovinni sérum albumin

CNS centralni nervova soustava

ConA lektin konkavalin A; zdroj Canavalia ensiformis
CRIT angl. complement C2 receptor inhibitory trispannig
DAF angl. decay-accelerating factor

DAFA Davidsonova fixdz; angl. Davidson AFA fixative
DAPI fluorescenéni barvivo 4',6-diamidin-2-fenylindol
DC dendriticka buiika; angl. dendritic cell

DMSO dimethylsulfoxid

DNPH dinitrofenylhydrazin

dpi dny po infekei

ES produkty exkre¢né-sekrecni produkty

EtOH etanol

FITC fluorescein-izo-thiokyanat

IADb primarni protilatka

IFN interferon

Ig imunoglobulin

IIAb sekundarni protilatka

IL interleukin

iNOS inducibilni NO syntaza

IPSE angl. IL-4 inducing principle form S. mansoni

K kontrola

kMF klasicky aktivované makrofagy

LTL lektin; zdroj Lotus tetragonobolus

MALT angl. mucosal-associated lymphoid tissue

MHC hlavni histokompatibilni komplex; angl. major histocompatibility complex
Mo/MF buitkky monocyto-makrofagové fady

n. nervus

NALT angl. nasal-associated lymphoid tissue

NGS kozi sérum; angl. normal goat serum

NO oxid dusnaty

OCT kryoprezervativni médium

p.i. po infekci

PAS Periodic Acid Schiff
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PBMC
PBS
PD-L2
PGD2
PNA
PSA
R/T
RCA-I
RIG-I-like r.
RNS
ROS
S.

SBA
SCIP
SMAF

TBS
TCR
TEM
Th
TLR
TNF
Treg
UEA-I
VCAM-1
WGA
WHO

jednojaderné krevni buiiky; angl. peripheral blood mononuclear cell
fosfatovy pufr; angl. phosphate buffered saline

programmed cell death ligand 2

prostaglandin D2

lektin; zdroj Arachis hypogaea

lektin; zdroj Pisum sativum)

pokojova teplota; angl. room temperature

lektin; zdroj Ricinus communis

receptor; angl. retinoic acid-inducibe gene-I-like receptor
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

Schistosoma

lektin sojovy; zdroj Glycine max

angl. schistosome complement inhibitory protein

apopticky faktor; angl. S. mansoni-derived apoptosis-inducing factor
Trichobilharzia

Tris puft; angl. Tris-buffered saline

receptor T lymfocytt; angl. T-cell receptor

transmisni elektronova mikroskopie

pomocny T lymfocyt

Toll-like receptor

faktor nadorové nekréz; angl. tumoc necrosis factor

regulacni T lymfocyty

lektin; zdroj Ulex europaeus

endotel adhezivni molekuly; angl. ascular cell adhesion molecule 1
lektin; zdroj Triticum vulgaris

Svétova zdravotnicka organizace; angl. World Health Organization
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PRILOHY

V ptiloze uvadime jako doplnujici fotodokumentaci ke kapitole DISKUZE dosud
nepublikované vysledky pilotnich pokusti Bc. Katetiny Svobodové, kterd se v nasi laboratofi
vénuje elektronmikroskopickému hodnoceni nazalnich infekci kachen motolici 7. regenti.
Fotografie i text postupu jsou pouzity se souhlasem autorky (K. Svobodova 2018, nepublikova-
no). Fotografie z TEM maji podpofit nase zavéry histologického a imunohistochemického
hodnoceni infikované tkané.

Studovana tkan (nosni skotfepa) byla vyjmuta ze zobaku kachny nakazené T. regenti 19. dpi,
rozstiihana na cca 1x2 mm kousky z oblasti s petechiemi a fixovéna v 2,5% glutaraldehydu
v HEPES pufru pfes noc pii pokojové teploté. Poté byla tkan 3x 10 minut promyta promyvacim
pufrem (obsah: 400 mM HEPES a 150 mM NaCl), postfixovana 1 hodinu v 1% OsO, a znovu
3x 10 minut promyta promyvacim pufrem. Nasledovalo odvodnéni pomoci vzestupné
alkoholové tady (30, 50, 70, 80, 96% EtOH po 10 minutach a 3x 100% EtOH a 3x aceton po
5 minutach), po kterém byla tkan postupné prosycovana pryskyfici SPURR (SPI-CHEM)
s acetonem v pomérech: 1:3 2 hodiny, 1:1 6 hodin, 3:1 12 hodin a ¢istou pryskytici SPURR 3x
12 hodin. Poté byla tkan umisténa do silikonové formy a zalita Cistou pryskytici SPURR, ktera
polymerovala 48 hodin v 60°C. Blocky byly po kontrole pod svételnym mikroskopem piedany
servisnimu pracovisti (Laboratof elektronové mikroskopie, PfF UK), kde byly vytvoteny
ultratenké fezy o tloustce 60-70 nm. Rezy byly pieneseny na médéné elektronmikroskopické
sitky potazené formvarovou blanou a poté standardné kontrastovany uranyl acetatem a citratem
olova. Takto zpracované vzorky byly pozorovany pod transmisnim elektronovym mikroskopem

(TEM JEOL 1011). Fotografie byly upraveny v programu Zoner Photo Studio 14 PRO.

Vajicka byla nalezena ve tkani (Obr. 20 D) i v cévach (Obr. 20 A, B). V nékterych se
nachazely vitelinni bunky, v jinych uz bylo mozné pozorovat miracidium a podskotfapkovou
vrstvu. Vajicka v cévach i ve tkani byla obklopena makrofagy a ve tkani byly pozorovany také
velké utvary s vice jadry a spojenou cytoplasmou, resp. obii vicejaderné buiiky, tvofené ziejme
pivodnimi makrofagy (Obr. 20 D). Vajicka se patrn€ vlivem nevhodné fixaze smr$tuji, proto se
muze zdat, ze tkan a bunky k sobé nepfiléhaji tésn€. Granulocyty byly pfitomny v cévach i ve
tkani, ale nenachazely se na rozdil od makrofagh v tésné blizkosti vajicek. Ve tkani byly Castéji
pozorovany granulocyty s granuly obsahujicimi krystalinni kosodélnikovy utvar. Podle granuli
by tyto buiiky odpovidaly eozinofilim, jaké méli napt. ¢aja bélolici (Chauna chavaria) nebo
husovec strakaty (Anseranas semipalmata) (Maxwell, 1978). Heterofily kachen byly popsany
jako bunky obsahujici ovalna granula s malymi centralnimi denznimi télisky (Maxwell, 1973),
takové buiiky se vnami pozorované tkani vyskytovaly jen velmi malo. Makrofagy

a granulocyty pfitomné ve tkanich i cévach obsahovaly fagocytovany material (Obr. 20 C, E, F).
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Obr. 20: TEM snimky nosni sliznice kachny napadené T. regenti, 19 dpi.

VB — vitelinni bunky; MF — makrofagy; sk — skordpka vajicka; gra — granulocyty; mi — miracidium ve
vajitku; [ > —fagocytovany material; [> —kolagenni vldkna fidkého vaziva.
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