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Závěr 23
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Abstrakt

Hemocyty jsou hlavńı imunitńı buňky bezobratlých organismů, tedy i měkkýš̊u. Lǐśı se

mezi sebou jak v morfologii, tak i ve svých funkćıch. Dva základńı všeobecně uznávané

morfologické typy, granulocyty a hyalinocyty, se odlǐsuj́ı mı́rou fagocytózy a enkapsulace,

produkćı kysĺıkových radikál̊u a oxidu dusnatého nebo př́ıtomnost́ı některých enzymů.

Existuje řada metod, pomoćı kterých se hemocyty charakterizuj́ı. Mikroskopie slouž́ı

primárně ke studiu jejich morfologie. Jemné detaily v antigenńım složeńı povrchových

struktur je možné rozeznat monoklonálńımi protilátkami nebo lektinovými sondami. Na

základě granularity a velikosti buňky se hemocyty děĺı pomoćı gradientové centrifugace

nebo pr̊utokové cytometrie. Produkce oxidu dusnatého a kysĺıkových radikál̊u se sleduje

dodáńım vhodného substrátu, který po reakci s radikálem měńı své vlastnosti. Může zač́ıt

fluorescenčně zářit, změnit absorbanci roztoku nebo vytvořit viditelnou sraženinu. Daľśı

možnost́ı je využit́ı chemiluminiscence. Ćılem studia hemocyt̊u je objasnit interakci mezi

měkkýšem a jeho patogenem.

Kĺıčová slova: Mollusca, granulocyt, hyalinocyt, pr̊utoková cytometrie, gradientová cen-

trifugace, lektiny, monoklonálńı protilátky, kysĺıkové radikály, respiračńı vzplanut́ı, oxid

dusnatý.

Abstract

Hemocytes are the main immune cells of invertebrates; therefore they can be found in

molluscs, too. They differ both in morphology and function. The two generally accep-

ted morphological types, granulocytes and hyalinocytes, vary in the level of phagocy-

tosis and encapsulation, production of reactive oxygen species and nitrogen oxide, and

presence of some enzymes. There is an array of methods by means of which hemocy-

tes can be characterized. Microscopy serves particularly for study of morphology. An-

tigens localized on the surface can be determined by monoclonal antibodies or lectin

probes. Hemocytes can be divided on the basis of cell size and granularity using gra-

dient centrifugation or flow cytometry. Production of nitrogen oxide and reactive oxy-

gen species is monitored by adding appropriate substrate which changes its proper-

ties after reaction with the radical. It may become fluorescent, change absorbance of

the solution or form a visible precipitate. Another possibility is the use of chemilu-

miniscence. The objective of hemocyte research is to explain mollusc–pathogen inter-

action.

Key words: Mollusca, granulocyte, hyalinocyte, flow cytometry, gradient centrifugation,

lectins, monoclonal antibodies, reactive oxygen species, respiratory burst, nitric oxide.
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Úvod

Parazitismus je nejrozš́ı̌reněǰśı životńı strategíı, protože snad každý volně žij́ıćı organis-

mus host́ı minimálně jednoho parazita. A dokonce i sám parazit může být hostitelem.

Parazitologicky velice zaj́ımavou skupinou bezobratlých organismů jsou měkkýši, protože

tvoř́ı mezičlánek ve vývojovém cyklu mnoha parazitických helmint̊u. Bez měkkýše coby

mezihostitele nejsou takov́ı helminti schopni dokončit sv̊uj životńı cyklus. Měkkýši jsou

ale hostiteli i pro organismy z jiných taxonomických skupin. Př́ıkladem mohou být prvoci,

kteř́ı jsou pohromou pro komerčně chované druhy mlž̊u, jako jsou např. ústřice.

Přestože hostitel poskytuje svému parazitovi vše potřebné, nemá to takový parazit

v̊ubec jednoduché. Hostitel totiž dělá vše, aby svého př́ıživńıka vypudil, a úspěch parazita

pak záviśı na jeho schopnosti vypořádat se s imunitńım systémem hostitele. Ten je ale

i u bezobratlých dost dokonalý na to, aby nepřizp̊usobeného hosta zničil. Neustále docháźı

k inovaćım jak na straně hostitelovy obrany, tak na straně úskok̊u parazita. Parazit se

tedy muśı adaptovat tak, aby imunitńı systém nějakým zp̊usobem oklamal. Někdy si umı́

zajistit, že jej hostitel nevńımá jako ciźı element, v jiných př́ıpadech utlumı́ proti sobě

namı́̌renou imunitńı reakci nebo je jednoduše schopný útok přež́ıt.

Existuje řada metod, pomoćı kterých se studuje vliv parazita na hostitel̊uv imunitńı

systém. Sleduje se, jak je parazit schopný imunitńı systém obcházet, jak jej ovlivňuje

ve sv̊uj prospěch a na čem záviśı rezistence v̊uči nákaze. Ćılem této práce je vybrat

nejd̊uležitěǰśı metody, kterými se daj́ı zkoumat imunitńı buňky – hemocyty, a popsat, co se

pomoćı těchto metod dá zjistit. Prvńı část obsahuje popis hemocyt̊u jako buněčných typ̊u.

Druhá část se zabývá už jednotlivými metodami. Ve své bakalářské práci se budu zabývat

pouze plži a mlži, protože hlavonožci nejsou z hlediska parazitologie tolik významńı.
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1 Hemocyty

Imunitńı systém bezobratlých je neadaptivńı. Chyb́ı mu imunologická pamět’ ve smyslu,

jak ji známe u obratlovc̊u. Odpověd’ je vždy nespecifická. Proto je fagocytóza v obraně

mnohem d̊uležitěǰśı než např. u savc̊u. Fagocytické buňky se nazývaj́ı hemocyty a kromě

buněčné odpovědi se obrany proti patogen̊um účastńı také řada protein̊u (humorálńı

složka). Hemocyty hraj́ı d̊uležitou roli v udržováńı homeostáze, jejich funkce je velice

r̊uznorodá. Pod́ıĺı se na opravách schránky, pomáhaj́ı regenerovat, účastńı se tráveńı

potravy, jej́ıho transportu a exkrece. Jsou základńı složkou imunitńıho systému (Cheng

1981). Neńı jednotný názor, zda jsou hemocyty nějak funkčně rozlǐseny, nebo jestli exis-

tuje pouze jeden typ, který zastává všechny funkce. To zálež́ı na tom, podle jakých znak̊u

se hemocyty popisuj́ı.

1.1 Morfologie hemocyt̊u

Prvńı charakterizace hemocyt̊u byla založena na jejich morfologii. V hemolymfě byly

pozorovány dva typy buněk. Jedna skupina obsahovala v cytoplazmě velké množstv́ı gra-

nuĺı (granulocyty), u druhé skupiny granule v́ıceméně pozorovány nebyly (agranulocyty).

Agranulocyty se také často nazývaj́ı hyalinocyty (Cheng 1981). Následné práce na r̊uzných

modelových organismech většinou podpořily př́ıtomnost dvou odlǐsných skupin hemocyt̊u.

Kromě těchto dvou skupin jsou ale popsány i daľśı typy hemocyt̊u, u kterých často do-

sud neznáme funkci. Na př́ıklad u mlže Tapes philippinarum byly pozorovány nav́ıc dva

typy hemocyt̊u – hemoblasty a sérové buňky. Hemoblasty odpov́ıdaj́ı nediferenciovaným

buňkám. Jsou CD34-pozitivńı (CD34 je adhezivńı molekula typická pro kmenové buňky).

Sérové buňky by mohly mı́t exkrečńı funkci (Cima et al. 2000). U plže Biomphalaria

glabrata neńı možné hemocyty dělit podle granularity. Byly pozorovány tři skupiny na

základě jejich velikosti. Ve velké mı́̌re se vyskytovaly velké a středně velké hemocyty,

mnohem méně pak malé hemocyty (Matricon-Gondran a Letocart 1999).

Podle jedné teorie existuje pouze jeden typ hemocyt̊u. Hyalinocyty jsou jen součást

jedné vývojové řady hemocyt̊u a jsou to tedy jen nezralé granulocyty (Mix 1976, cit. dle

Ottaviani et al. 1998), ale tento názor je menšinový.

V současné době se většinově přij́ımá existence dvou hlavńıch skupin hemocyt̊u, granu-

locyty a hyalinocyty. Oba typy se nacháźı bud’ v rozprostřené (spreading), nebo kulovité
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Obr. 1: Morfologie hemocyt̊u, A - rozprostřený (spreading) hemocyt, B - kulovitý (round)

hemocyt; barveno Giemsou; dle Pampanin et al. 2002, upraveno.

(round) formě (Cima et al. 2000), viz obr. 1.

Pomoćı elektronové mikroskopie se odhalila morfologie těchto buněk a jejich organel.

1.1.1 Granulocyty

Společným znakem granulocyt̊u už podle názvu jsou časté cytoplazmatické granule. Veli-

kost buňky se pohybuje kolem 3–16µm (Cima et al. 2000). Obecně jsou granulocyty větš́ı

než hyalinocyty (Russel-Pinto et al. 1994). Buňky jsou většinou jednojaderné. Jádro je

kulovité (Carballal et al. 1997c; Cima et al. 2000), umı́stěné excentricky (Russel-Pinto

et al. 1994; Cima et al. 2000; Bigas et al. 2006) a obsahuje shluky kondenzovaného hete-

rochromatinu (Carballal et al. 1997c). Buňky jsou charakteristické malou velikost́ı jádra

v porovnáńı s objemem cytoplazmy (Allam et al. 2002; Bigas et al. 2006). V cytoplazmě se

nacháźı větš́ı množstv́ı organel než u hyalinocyt̊u. Časté jsou mitochondrie, cisterny a ve-

zikuly rER i sER a hodně vyvinutý Golgiho aparát, lysosomy a volné ribosomy (Russel-

Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c). Buňky vytvář́ı dlouhá úzká i široká pseudopo-

dia (Russel-Pinto et al. 1994). V cytoplazmě se nacháźı také velké depozity glykogenu

(Carballal et al. 1997c). Podle zastoupeńı organel se dá ř́ıci, že granulocyty jsou sekreto-

ricky velmi aktivńı buňky. Velikost granuĺı se pohybuje kolem 0,2–1,8 µm(Carballal et al.

1997c). V buňkách bylo pozorováno v́ıce druh̊u granuĺı. Granule se lǐśı jak velikost́ı, tak

i chemickým složeńım (Carballal et al. 1997a).

U Mytilus edulis byly granulocyty rozděleny na dvě skupiny. Jedna skupina je charak-

teristická velkými granulemi (0,5–1,5µm), druhá malými granulemi (0,2–0,3µm) (Pipe

5



1990). K podobným výsledk̊um se došlo pomoćı elektronové mikroskopie i u Ostrea edulis

(Bigas et al. 2006). Malé granule maj́ı často protáhlý tvar a jsou dominantńı v nezralých

buňkách. Ve zralých buňkách maj́ı hlavně kulovitý tvar. Granule splývaj́ı s daľśımi granu-

lemi, endosomálńımi váčky, ale také s plazmatickou membránou (degranulace). Všechny

jsou funkčně stejné a splýváńım vznikaj́ı z malých granuĺı velké. Granulocyty s malými

protáhlými granulemi jsou tedy jen nezralá stadia (Cajaraville a Santi 1995).

1.1.2 Agranulocyty

Pro agranulocyty (hyalinocyty) je charakteristické, že ani pomoćı světelné mikroskopie

ani pr̊utokové cytometrie nejsme schopni detekovat cytoplazmatické granule. Někdy se

pojem hyalinocyt použ́ıvá i trochu volněji, pro buňky s velmi malým množstv́ım granuĺı.

Většinou maj́ı kulaté, centrálně položené jádro, někdy i s jadérkem (Carballal et al. 1997c;

Cima et al. 2000). Buňky jsou charakteristické velkým jádrem v porovnáńı s množstv́ım

cytoplazmy (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c; Bigas et al. 2006) a obsahuj́ı

také poměrně málo organel. Př́ıtomné je malé množstv́ı mitochondríı, rER i sER, ribo-

somů, Golgiho aparát je málo vyvinutý (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c).

Vytvář́ı úzká dlouhá pseudopodia (Carballal et al. 1997c) nebo v̊ubec žádná (Russel-Pinto

et al. 1994). Obecně jsou menš́ı než granulocyty, kolem 4–12µm (Ford et al. 1994).

1.2 Chemická povaha hemocyt̊u

Kombinováńım morfologických kritéríı a afinity k barviv̊um źıskáme skupiny hemocyt̊u

založené jak na vzhledu, tak na chemické povaze. Kyselé komponenty uvnitř buněk (jádro,

jadérko, rER) jsou bazofilńı. Zásadité složky (cytoplazma) jsou eozinofilńı (acidofilńı).

Použit́ım r̊uzných typ̊u barviv (Pappenheim, Ehrlich) můžeme rozlǐsit tři typy granuĺı.

Různě se obarv́ı bazofilńı, neutrofilńı a acidofilńı granule (Cima et al. 2000), viz obr. 2.

Pouze mladé granulocyty obsahuj́ı bazofilńı granule. S dozráńım se měńı na acidofilńı

(Cheng 1981). Izopyknickou centrifugaćı se hemocyty rozděĺı podle velikosti granuĺı a je-

jich množstv́ı. Po obarveńı Wrightovým roztokem se objev́ı skupiny hemocyt̊u, které

se překrývaj́ı se skupinami vzniklými centrifugaćı. Malé agranulárńı buňky nebo buňky

s malými granulemi jsou bazofilńı. Granulárńı s velkými granulemi jsou eozinofilńı (Pipe

et al. 1997). Hemocyty s eozinofilńı cytoplazmou maj́ı malé excentricky položené jádro,
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Obr. 2: Granule hemocyt̊u, a - eozinofilńı granulocyt, b - bazofilńı granulocyt, c - agranu-

locyt; barveńı May-Grünwald Giemsa; dle Chang et al. 2005, upraveno.

plné velkých granuĺı, které se barv́ı stejně jako cytoplazma. Bazofily maj́ı centrálńı velké

jádro, drobné cytoplazmatické granule a jsou obecně menš́ı. Eozinofily jsou pravděpodobně

jediné cytotoxické (Friebel a Renwrantz 1995).

1.3 Enzymatická výbava hemocyt̊u

Hemocyty se daj́ı také charakterizovat podle př́ıtomnosti r̊uzných enzymů. Mnoho en-

zymů je lokalizováno do cytoplazmatických granuĺı. Dlouhou dobu nebylo jasné, jakou roli

granule v hemocytech vlastně hraj́ı. Jednou variantou byla funkce lysosomů. Lysosomy

jsou váčky charakteristické př́ıtomnost́ı hydrolytických enzymů, ribonukleázy, deoxyribo-

nukleázy, katepsinu, β-glukuronidázy, ale hlavně kyselé fosfatázy (de Duve et al. 1955).

UMercenaria mercenaria byla př́ıtomnost kyselé fosfatázy zjǐstěna uvnitř granuĺı, granule

jsou tedy považovány za pravé lysosomy (Yoshino a Cheng 1976). U daľśıch organismů

byla v granuĺıch potvrzena kromě kyselé fosfatázy př́ıtomnost i daľśıch hydrolytických

enzymů, několika typ̊u esteráz, β-glukuronidázy (Moore a Gelder 1985; Carballal et al.

1997a; Cima et al. 2000) a arylsulfatázy (Pipe et al. 1997; Cima et al. 2000). Př́ıtomny

jsou ale také oxidativńı enzymy jako fenoloxidáza a peroxidáza (Pipe et al. 1997; Cima

et al. 2000). Mezi d̊uležité enzymy obranného systému měkkýš̊u patř́ı β-glukuronidáza.

Katalyzuje hydrolýzu peptidoglykan̊u (enzym štěṕı glukosaminoglykany, ty jsou složkou

peptidoglykan̊u), které jsou součást́ı např. buněčné stěny bakteríı. Důležitý je také ly-

sosomálńı enzym lysozym. Jeho obranná funkce spoč́ıvá v tom, že dokáže hydrolyzovat

komponenty bakteriálńı stěny. Kromě toho se účastńı také tráveńı potravy (Cheng 1983b).
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Lysosomy mohou fúzovat s fagosomy, a t́ım do nich přinášet hydrolytické enzymy (Caja-

raville a Santi 1995). Také docháźı k degranulaci, enzymy se tak dostávaj́ı mimo buňku

(Foley a Cheng 1977). Hladina hydrolytických enzymů výrazně stoupá po fagocytóze

(obrana nebo potrava). Předpokládá se, že enzymy se v buňkách nacháźı v latentńı po-

době, jak je tomu u lysosomů (Moore a Gelder 1985).

U Mytilus galloprovincialis byly lysosomálńı enzymy potvrzeny jak u granulocyt̊u, tak

i u hyalinocyt̊u. U granulocyt̊u se však vyskytuj́ı v mnohem větš́ı mı́̌re (Carballal et al.

1997a). Jinak jsou hydrolytické enzymy ve většině př́ıpad̊u připisovány sṕı̌s granulocyt̊um.

1.4 Aktivita hemocyt̊u

Hemocyty se daj́ı také charakterizovat z pohledu jejich funkce, jejich aktivity. Umı́ pro-

dukovat v reakci na patogena kysĺıkové radikály a oxid dusnatý. Nejd̊uležitěǰśı obranná

reakce je však fagocytóza, př́ıpadně enkapsulace.

1.4.1 Respiračńı vzplanut́ı

Respiračńı vzplanut́ı je obranný cytotoxický mechanismus, který umı́ spustit profesionálńı

fagocyty. V reakci na stimulaci ciźım tělesem začnou hemocyty produkovat kysĺıkové

radikály (ROS) . Ty jsou toxické t́ım, že peroxiduj́ı lipidy buněčných membrán, denaturuj́ı

proteiny, a t́ım ruš́ı mj. funkci kĺıčových enzymů (Barron et al. 1949) nebo poškozuj́ı DNA

v jádře (Halliwell a Aruoma 1991).

Respiračńı vzplanut́ı se většinou spoušt́ı během fagocytózy. Neplat́ı to ale u všech

druh̊u měkkýš̊u. Produkce ROS nebyla pozorována u hemocyt̊u mlž̊u Ruditapes decussa-

tus, Cerastoderma edule (López et al. 1994) ani M. mercenaria (Cheng 1976). Respiračńı

vzplanut́ı asi chyb́ı u většiny mlž̊u z řádu Veneroida (López et al. 1994). Vzplanut́ı ale bylo

pozorováno u mlž̊u M. edulis (Pipe 1992), M. galloprovincialis (Carballal et al. 1997a),

T. philippinarum (přestože patř́ı mezi Veneroida) (Cima et al. 2000) a sladkovodńıch

plž̊u Lymnaea stagnalis nebo B. glabrata (Adema et al. 1992). ROS jsou produkovány

v závislosti na vněǰśı stimulaci, a to jak extracelulárně, tak dovnitř fagosomů. Množstv́ı

extracelulárně uvolňovaných radikál̊u roste od počátku fagocytózy, s koncem fagocytózy

klesá k nule. Intracelulárńı produkce ale pokračuje ještě nějakou dobu po skončeńı vlastńı

fagocytózy. Kontakt částice s membránou spust́ı systém produkuj́ıćı ROS a po jej́ı in-
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ternalizaci tak pokračuje tvorba ROS t́ımto systémem uvnitř fagosomu (Adema et al.

1991).

Produkce kysĺıkových radikál̊u (superoxidu (O−
2 ) a jeho produkt̊u) hraje svou roli

při zneškodněńı parazita. Hemocyty kmene B.glabrata rezistentńıho v̊uči infekci motolićı

Schistosoma mansoni produkuj́ı signifikantně v́ıce peroxidu vod́ıku (H2O2) než hemo-

cyty z kmene vńımavého (Bender et al. 2005). To samé plat́ı i o produkci O−
2 (Connors

a Yoshino 1990).

1.4.2 Produkce oxidu dusnatého

Hemocyty měkkýš̊u produkuj́ı oxid dusnatý (NO) během fagocytózy, např. u R. decussatus

po stimulaci zymosanem a bakteriemi (Tafalla et al. 2003), u Viviparus ater lipopolysa-

charidem (Conte a Ottaviani 1995), nebo u M. galloprovincialis lidským interleukinem 12

(Novas et al. 2004). Bylo ale dokázáno, že produkce NO se spoušt́ı později než fagocytóza

(Franchini et al. 1995). Oxid dusnatý tedy neńı mediátorem fagocytózy. Dokonce jeho

př́ıtomnost fagocytózu mı́rně inhibuje. Jde proto o dva nezávislé mechanismy boje proti

patogen̊um, fagocytózu a produkci NO (Tafalla et al. 2003). Oxid dusnatý přitom neńı

sám o sobě cytotoxický. Vzniká z něj daleko reaktivněǰśı peroxynitrit (ONOO−), který

už má účinek při obraně proti patogen̊um. Kromě tvorby ONOO− by NO mohl hrát

roli v regulaci gen̊u. U octomilky Drosophila melanogaster NO aktivuje expresi genu pro

antimikrobiálńı peptid diptericin (Nappi et al. 2000).

Preinkubace hemocyt̊u s exogenńım NO sńıž́ı produkci ROS, což vede k nižš́ımu

množstv́ı ONOO−. Tak se možná pomoćı NO negativně reguluje množstv́ı ONOO−,

protože ten je pro buňku ve větš́ım množstv́ı toxický (Tafalla et al. 2002). Př́ıtomnost

cytotoxického ONOO− byla u měkkýš̊u poprvé zaznamenána u M. galloprovincialis. Pro-

dukce byla asociovaná se stimulaćı zymosanem (Torreilles a Guérin 1999).

1.4.3 Fagocytóza

Fagocytóza je hlavńı obrannou reakćı proti mikroorganismům. Aby mohla být částice po-

hlcena a následně uvnitř buňky degradována, muśı ji fagocyt nejprve naj́ıt (chemotaxe).

Pak muśı být částice rozpoznána jako cizorodá a muśı být připojena k povrchu fagocytu

(Cheng 1983a). Většina fagocytuj́ıćıch buněk patř́ı mezi granulocyty. Hyalinocyty jsou
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také schopné fagocytovat, avšak v mnohem menš́ı mı́̌re (Foley a Cheng 1975). V některých

př́ıpadech byly ale schopné fagocytovat pouze granulocyty. HyalinocytyM. galloprovincia-

lis nebyly schopné např. fagocytovat bakterie (Carballal et al. 1997b). Mezi granulocyty se

úroveň fagocytózy také lǐśı. Bazofily jsou výrazně méně aktivńı než eozinofily, což souviśı

s enzymatickým složeńım, viz kap. 1.2.

Granulocyty, které pohltily cizorodý materiál, obsahuj́ı méně granuĺı. Ty splynuly

s primárńımi fagosomy (a předaly tak enzymy k degradaci) nebo došlo k jejich degra-

nulaci (Carballal et al. 1997b; López et al. 1997). Vyšš́ı fagocytická aktivita odpov́ıdá

větš́ımu množstv́ı hydrolytických enzymů v lysosomech (López et al. 1997). Materiál je

v lysosomech stráven stejně jako by šlo o potravu. Původně se myslelo, že hemocyty, které

fagocytovaly, odcháźı do trávićı žlázy a odtud přes střevo ven. To ale většinou neplat́ı,

protože naprostá většina uhĺıku z fagocytovaných bakteríı je recyklována a znovu použita

na stavbu vlastńıch tkáńı (Bayne 1973). Některé molekuly (monosacharidy, mastné kyse-

liny) procháźı difuśı přes membránu fagosomu a dále se využ́ıvaj́ı. Z glukózy je synteti-

zován glykogen a v cytoplazmě tak vznikaj́ı glykogenová těĺıska. Nestravitelný materiál

z̊ustává ve fagosomu za vzniku reziduálńıch těĺısek (Cheng 1981).

Hemocyt má v́ıce možnost́ı, jak naložit s fagocytovaným materiálem. Může migrovat

epitelem do vněǰśıho prostřed́ı, č́ımž se organismus zbav́ı nechtěného materiálu, aniž by

ho degradoval. Daľśı variantou je rozložit fagocytovaný materiál pomoćı hydrolytických

enzymů uvnitř hemocytu. Uvolněné látky jsou pak pro organismus využitelné jako sta-

vebńı materiál. Posledńı možnost́ı je uložeńı fagocytu v tkáni bez jakékoliv degradace.

To však plat́ı pouze pro inertńı, neškodné částice. Patogenńı částice jsou odstraňovány

kombinaćı degradace a migrace do vněǰśıho prostřed́ı. Osud částice tak záviśı hlavně na

jej́ım charakteru (Tripp 1961).

1.4.4 Enkapsulace

Pokud je cizorodý objekt př́ılǐs velký, neńı možné ho fagocytovat. Docháźı k tzv. enkap-

sulaci. Př́ıkladem může být infekce plže B. glabrata sporocystou S. mansoni. Hemocyty

se akumuluj́ı kolem sporocysty a vyśılaj́ı kolmo k ńı své panožky, jako by ji chtěly po-

hltit. Panožky se postupem času zužuj́ı a sklápěj́ı se, až jsou paralelně s povrchem ob-

jektu (Harris 1970). Hemocyty takto vytvoř́ı okolo objektu až 15 vrstev o celkové tloušt’ce

10–40µm. Vnitřńı vrstva hemocyt̊u je v bezprostředńım kontaktu s povrchem objektu
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(Loker et al. 1982). Enkapsulace se účastńı jen granulocyty (Cheng a Garrabrant 1977).

Obsahuj́ı množstv́ı lysosomů s hydrolytickými enzymy, pomoćı kterých desintegruj́ı po-

vrch sporocysty a následně ji po částech pohlcuj́ı (Loker et al. 1982). T́ımto zp̊usobem

jsou rezistentńı kmeny schopny parazita odstranit.

2 Metody studia hemocyt̊u

Hemocyty jsou velmi variabilńı. Variabilita se objevuje jak na mezidruhové úrovni, tak

i mezi jedinci téhož druhu a je zp̊usobena jak vněǰśımi podmı́nkami, tak i genetickými fak-

tory. Vliv maj́ı doba a mı́sto sběru měkkýš̊u, ale i podmı́nky v laboratoř́ıch během pokus̊u

(Oliver a Fisher 1995). Nav́ıc hlavńı hodnot́ıćı znak (granularita) je spojitý. Těžko se vy-

mezuj́ı hranice, co je granulárńı a co už ne. Proto se hemocyty charakterizuj́ı pomoćı řady

metod nejen na základě morfologie, ale i podle jejich funkce. Daj́ı se charakterizovat podle

př́ıtomnosti určitých enzymů nebo pomoćı lektinových sond, které se vážou na specifické

sacharidové struktury na povrchu buněk. Použit́ım monoklonálńıch protilátek se detekuje

př́ıtomnost antigen̊u na povrchu i uvnitř buňky. Existuje řada metod k detekci produkce

oxidu dusnatého nebo kysĺıkových radikál̊u. Nejzákladněǰśı a nejp̊uvodněǰśı zp̊usob po-

zorováńı je světelná mikroskopie. Jej́ı obměny jsou ned́ılnou součást́ı téměř všech ńıže

popsaných metod.

2.1 Mikroskopie

Rozlǐsovaćı schopnost mikroskopu je 1/2 vlnové délky použitého světla. S objevem elek-

tronu se objevily i nové možnosti v mikroskopii. Vlnová délka urychleného elektronu je

asi 100 000krát kratš́ı než u viditelného světla. Použij́ı-li se mı́sto foton̊u elektrony, má

takový mikroskop rozlǐsovaćı schopnost až 10−10m.

Pomoćı elektronové mikroskopie je možné vidět jemné detaily v morfologii hemocyt̊u.

Zjist́ı se množstv́ı, poloha a morfologie organel, na což už má světelná mikroskopie malé

rozlǐseńı, viz kap. 1.1.1.
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2.2 Gradientová centrifugace

Gradientová centrifugace se provád́ı v gradientovém médiu. Jeho jednotlivé zóny maj́ı

r̊uznou hustotu. Ve chv́ıli, kdy se buňka dostane do prostřed́ı o stejné hustotě jako je jej́ı

vlastńı, přestane sedimentovat. Tak je možné rozdělit buňky na základě jejich hustoty.

Hustotńı gradient v médiu může být spojitý (kontinuálńı gradientová centrifugace) nebo

nespojitý (diskontinuálńı gradientová centrifugace). V druhém př́ıpadě se na sebe navrst-

vuj́ı r̊uzné koncentrace media. Jednotlivé frakce se po centrifugaci odeb́ıraj́ı z prostoru

mezi vrstvami. Tato varianta je méně přesná a je proto vhodněǰśı pro rozdělováńı do

menš́ıho počtu frakćı (Pertoft 2000).

Jako médium se použ́ıvá sacharóza. Když je ale potřeba vyšš́ı hustotńı gradient, p̊usob́ı

médium na buňky vysokým osmotickým tlakem (Day et al. 1971). Nav́ıc sacharóza má

malou molekulovou hmotnost a může tak pronikat do buněk. Médium je viskózńı, d́ıky

tomu se muśı centrifugovat několik hodin (Pertoft 2000). Jiné použ́ıvané médium je Ficoll

(syntetický polymer sacharózy). Výhody oproti sacharóze jsou dvě. Centrifugováńı trvá

mnohem kratš́ı dobu a Ficoll p̊usob́ı na buňky jen malým osmotickým tlakem (Kurokawa

et al. 1965). Také se často použ́ıvá Percoll. To jsou koloidńı silikonové částečky pevně

obalené vrstvou polyvinylpyrrolidonu. Toto médium má mnoho výhod. Má ńızkou osmo-

lalitu, která může být ještě upravena pomoćı fyziologického roztoku. Je málo viskózńı,

takže částice rychle sedimentuj́ı (Wolf a Pertoft 1972). Percoll neńı toxický ani neproniká

do buněk (Pertoft et al. 1977).

Na základě odlǐsné hustoty buněk se hemocyty rozděĺı podle druhu měkkýše do r̊uzného

počtu skupin. U O. edulis se tak objev́ı tři skupiny hemocyt̊u. Rozděĺı se na malé a velké

hyalinocyty a na granulocyty (Xue et al. 2000). Různá hustota buněk je dána př́ıtomnost́ı

r̊uzného množstv́ı granuĺı. U M. edulis byly buňky barveńım rozděleny na eozinofily a ba-

zofily a následně rozděleny centrifugaćı. Bazofily maj́ı nižš́ı hustotu a tedy menš́ı počet

(nebo velikost) granuĺı než eozinofily (Friebel a Renwrantz 1995). Různou hustotu také

odráž́ı r̊uzný poměr velikosti jádra k množstv́ı cytoplazmy (N:C poměr). Malé buňky

s velkým poměrem N:C maj́ı větš́ı hustotu než větš́ı buňky s malým poměrem N:C.

Pomoćı gradientové centrifugace se dá ukázat, jak moc jsou hemocyty variabilńı.

Buňky se stejnou hustotou se lǐśı jak v morfologii, tak v př́ıtomnosti určitých enzymů

(Adema et al. 1994).
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2.3 Pr̊utoková cytometrie

Pr̊utoková cytometrie je velice efektivńı metoda, protože dokáže rychle analyzovat sus-

penzi po jednotlivých buňkách a měřit u nich až v́ıce jak deset znak̊u najednou. Buňky

jsou najednou značeny v́ıce fluorescenčńımi markery, které emituj́ı světlo o r̊uzných vl-

nových délkách. Fluorochromy mohou být také navázány na monoklonálńıch protilátkách

nebo lektinových sondách. Kromě fluorescenčńıch parametr̊u se měř́ı ještě velikost buňky

a jej́ı komplexita. Rozptyl světla směrem dopředu je úměrný velikosti buňky (forward

scatter, FSC). Světlo rozptýlené nebo odražené do stran (side scatter, SSC) je úměrné

vnitřńı komplexitě buněk. Protože data jsou měřena pro každou buňku zvlášt’, je možné

porovnávat jednotlivé parametry mezi buňkami jedné populace. Měř́ı-li se tedy aktivita

hemocyt̊u, nezjist́ı se pouze pr̊uměrná aktivita všech hemocyt̊u, ale i rozd́ıly v aktivitách

mezi jednotlivými subpopulacemi. Daľśı výhoda je, že se buňky analyzuj́ı živé, v přirozené

podobě. Data jsou kvantitativńı, diagnostika je tud́ıž objektivńı.

Pr̊utoková cytometrie se použ́ıvá jak pro morfologickou, tak pro funkčńı charakterizaci

hemocyt̊u. Hemocyty se rozděĺı do subpopulaćı v závislosti na jejich velikosti a granularitě.

U O. edulis byly takto nalezeny tři skupiny hemocyt̊u, malé hyalinocyty, velké hyalinocyty

a velké granulocyty (Xue et al. 2001). Použit́ım fluorescenčně značené protilátky specifické

proti granulocyt̊um se źıskal podobný výsledek, malé granulocyty, malé hemocyty s malým

množstv́ım granuĺı a velké agranulocyty (Renault et al. 2001). U Crassostrea virginica byly

nalezeny dokonce čtyři skupiny. Malé i velké granulocyty i agranulocyty (Hégaret et al.

2003).

Pr̊utokovou cytometríı je také možné kvantifikovat aktivitu fagocytózy pomoćı flu-

orescenčně značených částic. Podle počtu fagocytovaných částeček vydává hemocyt od-

pov́ıdaj́ıćı fluorescenčńı signál (Xue et al. 2001). Daľśı využit́ı je v analýze životaschopnosti

buněk, tedy ke sledováńı vlivu r̊uzných metod na buňky. Buňky se inkubuj́ı s barvivem,

které se váže na nukleovou kyselinu mrtvých buněk (neprocháźı celistvou membránou),

a d́ıky tomu začne silně fluorescenčně zářit. Jako barvivo se použ́ıvá např. ethidium

homodimer-1 (Ashton-Alcox a Ford 1998) nebo propidium jodid (Brousseau et al. 2000).

Pr̊utoková cytometrie se dá také využ́ıt k detekci respiračńıho vzplanut́ı, pokud se použije

vhodná fluorescenčńı sonda, viz kap. 2.6.4.
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2.4 Lektinové sondy

Daľśı možnost́ı, jak dělit hemocyty, je použit́ı molekulárńıch struktur na povrchu hemo-

cyt̊u. To je možno provést pomoćı monoklonálńıch protilátek nebo lektinových sond.

Lektiny jsou enzymaticky neaktivńı proteiny, které nepatř́ı do imunoglobulinové ro-

diny. Specificky rozeznávaj́ı a reverzibilně vážou sacharidy volné nebo vázané na glykopro-

teinech a glykolipidech. Použit́ım fluorescenčně značených lektinových sond se hemocyty

rozděĺı podle př́ıtomnosti povrchových ligand̊u (sacharid̊u). Známe-li specifitu použitých

lektin̊u, můžeme určit, jaké sacharidy jsou na povrchu hemocytu v koncové pozici. To je

d̊uležité, protože lektiny mohou fungovat jako opsoniny. Propojuj́ı hemocyt s patogenem

tak, že se na obou konćıch vážou na specifické sacharidové struktury. Hraj́ı proto d̊uležitou

roli v rozpoznáváńı ciźıho, a t́ım v některých ohledech plńı funkci imunoglobulin̊u u ob-

ratlovc̊u (Horák a van der Knaap 1997).

Konkanavalin A (Con A) se specificky váže na povrch hemocyt̊u plže B. glabrata.

Reakci inhibuj́ı D-glukóza a D-manóza. Tyto dva monosacharidy jsou tedy ligandy pro

Con A (Yoshino 1981). Specificky se váže také lektin RCA (Ricinus communis agglutinin).

Reakce je v tomto př́ıpadě inhibovatelná D-galaktózou (Yoshino 1983). T́ımto zp̊usobem

se zjistilo, že hemocyty M. edulis maj́ı často na povrchu v koncových pozićıch galaktózu,

N-acetyl-D-glukosamin a N-acetyl-D-galaktosamin (Renwrantz et al. 1985). Použit́ım lek-

tin̊u je možné rozdělit hemocyty do podobných subpopulaćı jako při jejich děleńı gradi-

entovou centrifugaćı na eozinofily a bazofily. Použité lektiny měly v tomto př́ıpadě afinitu

převážně k eozinofil̊um (Pipe et al. 1997).

2.5 Monoklonálńı protilátky

Monoklonálńı protilátky jsou vysoce specifické molekulárńı sondy. Efektivně charakteri-

zuj́ı buněčné typy a jejich funkce. Monoklonálńı protilátky jsou produktem jednoho klonu

B-lymfocyt̊u, vážou tedy jen jeden určitý antigen. In vitro se monoklonálńı protilátky

źıskávaj́ı izolaćı těch klon̊u B-lymfocyt̊u, které produkuj́ı protilátky žádané specifity. Klon

se muśı imortalizovat fúźı s myelomovou buněčnou liníı. Výsledkem je hybridom (hybridńı

buňka), která se neomezeně děĺı v kultuře a zároveň produkuje žádané protilátky. Dia-

gnosticky je d̊uležitá tzv. sekundárńı protilátka (protilátka proti primárńı protilátce). Je

konjugovaná např. s enzymem (křenová peroxidáza) nebo fluorescenčńı sondou (značeńı

14



fluorochromem). Dı́ky tomu se zviditelńı mı́sto navázáńı primárńı protilátky, a tedy i mı́sto

hledaného antigenu.

V př́ıpadě studia měkkýš̊u byla např. připravena monoklonálńı protilátka specifická

pro granule hemocyt̊u Crassostrea gigas. Na základě toho se hemocyty rozdělily na gra-

nulocyty a agranulocyty. Hemocyty maj́ı některé antigeny společné, proto se některé pro-

tilátky vážou jak na granulocyty, tak na hyalinocyty (Xue a Renault 2001). Protilátka

vytvořená proti antigenu jednoho druhu měkkýše je schopná rozeznat
”
sv̊uj“ antigen

u jiného, i př́ıbuzensky vzdáleného měkkýše. Přitom se nemuśı shodovat mı́sto značeńı

(u jednoho druhu znač́ı granule, u druhého povrchové struktury). Naopak př́ıbuzné druhy

některé antigeny sd́ılet nemuśı (Harris et al. 1992). Pokud se použij́ı k imunizaci myši

oddělené skupiny hemocyt̊u (např. eozinofily a bazofily), vzniknou protilátky specifické

pro tyto skupiny. Ty znač́ı nejen granule, ale i hemolymfu. Je možné, že se molekuly

(antigeny) dostávaj́ı z buňky degranulaćı a jsou tedy produkovány hemocyty (Dyrynda

et al. 1997). Monoklonálńı protilátky se daj́ı využ́ıt při studiu ontogenetického vývoje.

Protilátka, která se váže na larválńı hemocyty, se u adultńıch jedinc̊u váže jen na bazofily

a nikdy na eozinofily (Dyrynda et al. 1997). Bazofily by se tedy zřejmě mohly dál vyv́ıjet

v eozinofily. Jiná protilátka, která se vázala na hemocyty u adultńıch jedinc̊u, se zase

nevázala na larválńı stadia (Xue a Renault 2001).

2.6 Metody detekce respiračńıho vzplanut́ı

Neutrofilńı granulocyty spotřebovávaj́ı během fagocytózy mnohem větš́ı množstv́ı kysĺıku

než v klidu. Tento kysĺık ale nesouviśı s energetickým metabolismem buňky. Je spotře-

bován právě na tvorbu ROS. Jeho spotřeba roste s rostoućım množstv́ım fagocytovaných

částic. Kysĺık ale neńı podmı́nkou k pr̊uběhu samotné fagocytózy (Sbarra a Karnov-

sky 1959). Vznikaj́ıćı ROS jsou mnohem reaktivněǰśı než molekulárńı kysĺık a společně

s mikrobicidńımi látkami pomáhaj́ı zničit patogena uvnitř fagosomu. Primárńı produkt

respiračńıho vzplanut́ı je superoxidový radikál (O.−
2 )1 (Makino et al. 1986). U měkkýš̊u,

stejně jako u mnoha daľśıch organismů (i savc̊u), je jeho vznik umožněn membránově

vázaným enzymem NADPH-oxidázou (Adema et al. 1993). Enzym katalyzuje produkci

1Pro jednoduchost je superoxidový radikál (O.−
2 ) dále označován jako superoxid (O−

2 ).
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O−
2 přenosem jednoho elektronu z NADPH, který se t́ımto oxiduje.

NADPH + 2O2

NADPH-oxidáza

−−→ NADP+ + 2O−
2

+ H+

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

2O−
2

+ 2H+

SOD

−−→ H2O2
+ O2

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

radikál (OH.), singletový kysĺık (1O2), kyselina chlorná (HClO) a ONOO−) i méně re-

aktivńıch produkt̊u s poměrně dlouhým poločasem rozpadu (NO, H2O2). Většina O−
2 je

přeměněna na H2O2 a většina H2O2 je dál přeměněna myeloperoxidázou2 na HClO.

H2O2
+ H+ + Cl−

myeloperoxidáza

−−→ HClO + H2O

K efektivńımu zabit́ı patogena je třeba produkovat správné oxidanty ve správnou dobu

a na správném mı́stě.

2.6.1 Chemiluminiscence

Měřeńı chemiluminiscenčńı aktivity fagocyt̊u je metoda pro kvantitativńı sledováńı oxi-

dačńıho vzplanut́ı fagocyt̊u. Luminofor (světélkuj́ıćı látka) nejprve přijme energii a přejde

tak do excitovaného stavu. Excitovaný stav je však nestabilńı a proto přecháźı zpět do

základńıho stavu, přitom se uvolňuje energie ve formě světla. Bud́ıćı energie je v př́ıpadě

chemiluminiscence energie chemické reakce.

Během respiračńıho vzplanut́ı uvnitř fagosomu docháźı ke vzniku O−
2 , který reaguje

s daľśımi částicemi za vzniku nových volných radikál̊u. Zároveň se při reakćıch uvolňuje

2Pro jednoduchost je dále použ́ıván termı́n peroxidáza.
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část energie ve formě foton̊u. Chemiluminiscence se zesiluje pomoćı luminolu (5-amino-2,3-

dihydroftalazin-1,4-dion) nebo lucigeninu (9,9’-bi(10-methylakridinium)dinitrát)). Dı́ky

tomu je možné výrazně sńıžit množstv́ı buněk k źıskáńı signifikantńıho výsledku. Produkce

kysĺıkových radikál̊u (a t́ım i chemiluminiscence) se vyvolává vněǰśımi stimuly. Použ́ıvaj́ı

se chemické látky (phorbol myristát acetát(PMA)), které stimuluj́ı všechny hemocyty

najednou, nebo se mohou použ́ıt i částice (bakterie, zymosan).

Chemiluminiscence ześılená luminolem je metoda, kterou můžeme nepř́ımo zjistit př́ı-

tomnost O−
2 . Je závislá na př́ıtomnosti myeloperoxidázového systému, samotný O−

2 che-

miluminiscenci nezp̊usob́ı (Dahlgren a Stendahl 1983). Spontánńı dismutaćı O−
2 vzniká

H2O2, ze kterého pak peroxidáza tvoř́ı HClO, která difunduje z buňky a reaguje s lumino-

lem (DeChatelet et al. 1982). Metoda detekuje jak intracelulárńı, tak extracelulárńı akti-

vitu (Dahlgren a Stendahl 1983). Luminol muśı proj́ıt dvou-elektronovou oxidaćı, t́ım se

vytvoř́ı nestabilńı endoperoxid. Ten se rozkládá na excitovanou kyselinu 3-aminoftalovou,

která během relaxace emituje fotony (Merényi et al. 1990). Peroxidáza nemuśı být př́ı-

tomna ve všech př́ıpadech, a může tedy doj́ıt k falešně negativńımu výsledku.

Chemiluminiscence ześılená lucigeninem je zp̊usobena O−
2 , a je tud́ıž inhibovatelná

SOD (Yazdanbakhsh et al. 1987). Molekuly O−
2 reaguj́ı s radikálovou redukovanou formou

lucigeninu. Produktem reakce jsou dvě molekuly akridonu, jedna z nich je excitovaná

a může emitovat fotony (Faulkner a Fridovich 1993). V posledńı době se však ukazuje,

že metoda neńı zcela spolehlivá (Barbacanne et al. 2000). Problém je, že lucigenin může

být redukován r̊uznými enzymy (např. glukóza-oxidáza, NADPH-oxidáza) a následně je

schopný autooxidace a produkce O−
2 . Pak se tedy O−

2 objevuje i na mı́stech, kde normálně

nevzniká (Liochev a Fridovich 1997).

2.6.2 Redukce cytochromu C

Produkci kysĺıkových radikál̊u můžeme zjǐst’ovat pomoćı spektrofotometrie. Reakćı sledo-

vaného radikálu s dodaným substrátem vzniká produkt, který měńı absorbanci roztoku.

Pomoćı cytochromu C můžeme detekovat př́ıtomnost O−
2 . Během inkubace hemo-

cyt̊u s cytochromem C a vhodným stimulátorem docháźı superoxidem k redukci fer-

ricytochromu na ferrocytochrom. Množstv́ı ferrocytochromu se měř́ı pomoćı absorbance

(Babior et al. 1973). Reakce je inhibovatelná SOD, což dokazuje, že redukci zp̊usobuje O−
2

(McCord a Fridovich 1969). Metoda je poměrně citlivá, protože reakce prob́ıhá pomalu.
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Nav́ıc extinkčńı koeficient ferri- a ferrocytochromu se při 550 nm výrazně lǐśı (Butler et al.

1982).

2.6.3 Oxidace fenolové červeně

Metoda slouž́ı k měřeńı koncentrace H2O2. Princip je založený na oxidaci fenolové červeně

během reakce křenové peroxidázy s endogenńım H2O2. Fenolová červeň, neboli fenol

sulfonftalein, slouž́ı mj. i jako indikátor pH. Oxidovaná a neoxidovaná forma maj́ı při

610 nm maximálńı rozd́ılnou absorbanci, čehož se použ́ıvá v diagnostice. V koncentraćıch

1–60 nmolml−1 H2O2 je závislost absorbance na koncentraci lineárńı. Výhoda je, že se pro-

dukce H2O2 může sledovat až po dobu 1 hod, protože fenolová červeň je netoxická látka.

Je možné detekovat až 1 nmolml−1 H2O2 (Pick a Keisari 1980).

2.6.4 Fluorescence kyseliny homovanilové

Daľśı metody k měřeńı respiračńıho vzplanut́ı pracuj́ı s fluorescenčńımi sondami. Jsou to

chemické látky, které jsou ve své redukované formě nefluorescenčńı. Oxidace dané látky

vede k velkému nár̊ustu intenzity fluorescence.

Pomoćı kyseliny homovanilové (HVA) je možné detekovat př́ıtomnost H2O2. Reakćı pe-

roxidázy s kyselinou homovanilovou za př́ıtomnosti H2O2 vzniká kyselina 2,2’-dihydroxy-

3,3’-dimethoxybiphenyl-5,5’dioctová, která je fluorescenčńı. Metoda je přesná, nav́ıc roz-

tok HVA je stabilńı. Fluorescence je excitovaná při 315 nm a maximum emise je při 425 nm.

Je možné detekovat až 10−11molml−1 peroxidu nebo až 10−3 jednotek peroxidázy na 1ml

(Guilbualt et al. 1967).

2.6.5 Fluorescence Amplex Red

Daľśı možnost́ı, jak detekovat př́ıtomnost H2O2 nebo mı́ru aktivity peroxidázy, je použit́ı

Amplex Red. Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) je bezbarvý nefluorescen-

čńı derivát dihydroresorufinu. Má vysokou specifitu k H2O2, dovoluje detekci až 50nM

koncentrace. V reakci s peroxidázou a H2O2 v stechiometrickém poměru 1H2O2:1Amplex

Red se vytvář́ı vysoce fluorescenčńı produkt resorufin. Resorufin může být dále oxidován,

vzniká již nefluorescenčńı produkt. K tomu ale nedocháźı, dokud se v reakčńı směsi nacháźı

v́ıc Amplex Red než resorufinu (Zhou et al. 1997). Resorufin se také použ́ıvá jako substrát,
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měřeńı má pak ale opačný charakter. Měř́ı se úbytek fluorescence. Tato metoda neńı tak

přesná jako použit́ı Amplex Red (Brotea et al. 1989). Amplex Red je stabilńı látka, která

dovoluje i dlouhotrvaj́ıćı reakce. Maximum emise je 587 nm, excitace při 536 nm (Zhou

et al. 1997).

2.6.6 Fluorescence DCFH

Dř́ıve se hodně využ́ıvala fluorescenčńı sonda 2’,7’-dichlorofluorescin diacetát (DCFHDA).

Molekula DCFHDA je stabilńı, nefluorescenčńı a nepolárńı, procháźı tedy přes membránu.

Uvnitř buňky je DCFHDA hydrolyzován esterázami, t́ım vzniká nefluorescenčńı polárńı

2’,7’-dichlorofluorescin (DCFH), který už přes membránu neprojde. Je stabilńı několik

hodin, ale v př́ıtomnosti H2O2 a peroxidázy je rychle oxidován na fluorescenčńı 2’,7’-

dichlorofluorescein (DCF), který může být kvantifikován (LeBel et al. 1992). Sonda se dá

použ́ıt i k detekci pomoćı pr̊utokové cytometrie, protože DCFH je uvězněn uvnitř buňky.

V posledńı době se ale zjistilo, že tato metoda je pro měřeńı respiračńıho vzplanut́ı

nevhodná. Kataláza inhibuje reakci, ikdyž se v systému nevyskytuje žádný H2O2. To

naznačuje, že nějaké množstv́ı H2O2 muśı přesto během reakćı vznikat. Molekula DCFH je

oxidována dvoustupňově, viz obr. 3. Nejprve proběhne za př́ıtomnosti peroxidázy a H2O2

oxidace na radikál DCF·−. Druhá oxidace prob́ıhá za př́ıtomnosti kysĺıku. Vzniká DCF

a deprotonaćı kysĺıku O−
2 . Z O−

2 pak může vzniknout H2O2. Reakce je autokatalytická

a pro měřeńı H2O2 nebo O−
2 nevhodná (Rota et al. 1999).

2.6.7 Oxidace diaminobenzidinu

Oxidaćı 3,3-diaminobenzidinu (DAB) vzniká elektron-denzńı sraženina. Metoda byla po-

prvé použita k detekci př́ıtomnosti peroxidázy. Exogenně se dodal substrát – H2O2. Pe-

roxidáza uvolňuje z H2O2 kysĺık, který oxiduje benzidin za tvorby azobarviva (Graham

a Karnovsky 1966). Metoda se dá použ́ıt i pro detekci endogenńıho H2O2. Peroxid vod́ıku

lehce difunduje, a nacháźı se proto na v́ıce mı́stech buňky. S peroxidázou a DAB se

potkává ve fagosomech. Peroxidáza je do fagosomů nesena aktivně, DAB se tam dostává

fagocytózou stimulačńıch částic. Nedozv́ıme se tedy nic o mı́stě vzniku H2O2. Použit́ım

inhibitor̊u peroxidázy se žádný produkt reakce nevytvoř́ı. Touto metodou se tedy dá měřit

př́ımo př́ıtomnost H2O2 (Briggs et al. 1975).
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Obr. 3: Autooxidace DCFH; dle Rota et al. 1999.

2.6.8 Redukce NBT

Tetrazoliová modř (nitroblue tetrazolium, NBT) je za př́ıtomnosti O−
2 redukována. Z roz-

pustné látky vzniká nerozpustná modrá sraženina – formazan (Gordon et al. 1973).

Přidáńım SOD se reakce neinhibuje, vlivem kompetice o O−
2 docháźı jen ke zpomaleńı

reakce (Gulyaeva et al. 1987). Formazan se v buňkách nacháźı ve dvou formách, a to jako

velký černý depozit ve fagosomu nebo jako mnoho černých skvrnek rozesetých po cyto-

plazmě. V druhém př́ıpadě se někdy výsledek nepovažuje za pozitivńı (Freeman a King

1972).

2.7 Metody měřeńı produkce oxidu dusnatého

Oxid dusnatý je vysoce reaktivńı a nestabilńı plynný volný radikál. Je produkován oxidaćı

L-argininu za vzniku L-citrulinu a NO enzymem NO-syntázou (NOS). Prvńı potvrzeńı

př́ıtomnosti NOS u měkkýš̊u pocháźı ze sladkovodńıho plže V. ater (Conte a Ottaviani

20



1995).

L− Arg + O2

NO-syntáza

−−→ L− citrulin + NO

Funkce NOS je závislá na př́ıtomnosti L-Arg, ale pouze za jeho nedostatku se spust́ı tvorba

i druhého d̊uležitého produktu – superoxidu. Jen v př́ıpadě, že docháźı jak k produkci NO,

tak O−
2 , vzniká vysoce reaktivńı ONOO− (Xia a Zweier 1997). Existuj́ı tedy dvě nezávislé

cesty tvorby O−
2 , přes NADPH-oxidázu a NOS.

NO + O−
2 −−→ ONOO−

Oxid dusnatý je velice nestabilńı, má krátký poločas rozpadu. Reaguje s volným kysĺıkem

za tvorby nitrát̊u a nitrit̊u. Peroxynitrit je v alkalických roztoćıch poměrně stabilńı. Ale

jakmile je jednou protonovaný, také se rychle rozpadá (Beckman et al. 1990).

H+ + ONOO− −−→ ONOOH −−→ OH + NO2 −−→

−−→ NO−
3

+ H+

Peroxynitrit je coby silné nitratačńı činidlo schopný modifikovat proteiny, lipidy a DNA

a vyčerpává antioxidačńı obranu (Virág et al. 2003). Př́ımé měřeńı NO je poměrně složité

kv̊uli jeho malé stabilitě. Vzniklé nitráty a nitrity se však už daj́ı stanovit. Tvorba NO se

tedy měř́ı nepř́ımo přes jeho produkty.

2.7.1 Griessova reakce

Griessova reakce byla poprvé použita na konci 19. stolet́ı. Slouž́ı ke stanoveńı koncentrace

nitritu. Princip spoč́ıvá v diazotaci (produktem jsou diazoniové soli) kyseliny sulfany-

lové nitritem. Vzniklý produkt se propoj́ı s etylendiaminem a vzniká r̊užový metabo-

lit (viz obr. 4), který se stanovuje spektrofotometricky (Griess 1879; cit. dle Guevara

et al. 1998). Dá se měřit pouze koncentrace nitritu. Proto se při stanovováńı muśı přidat

nitrátreduktáza, která veškerý nitrát přeměńı na nitrit.
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Obr. 4: Griessova reakce; dle Misko et al. 1993.

2.7.2 Reakce s diaminonaftalenem

Reakce s diaminonaftalenem slouž́ı také ke stanoveńı nitritu. Za př́ıtomnosti nitritu se 2,3-

diaminonaftalen přeměńı na 1-(H)-naftotriazol. Výsledný produkt je fluorescenčńı. Tato

metoda je až 100krát citlivěǰśı než Griessova reakce, detekuje až 10 nM nitritu. Limit

Griessovy reakce je 1–2µM. Nitrát muśı být opět převeden na nitrit (Misko et al. 1993).

2.7.3 Chemiluminiscence

Ke stanoveńı př́ıtomnosti ONOO− se dá použ́ıt chemiluminiscence. Vzniklý ONOO−

zp̊usobuje (stejně jako kysĺıkové radikály) oxidaci luminolu. Mı́ra chemiluminiscence je

závislá na jeho koncentraci a je ześılena za př́ıtomnosti hydrogenuhličitanu (HCO−
3 ).

Reakce je inhibovatelná SOD, takže O−
2 je kĺıčový během chemiexcitace. Během reakce

ONOO− s HCO−
3 a luminolem vzniká luminolový radikál a O−

2 . Luminol reaguje s t́ımto

O−
2 za vzniku endoperoxidu. Samotný NO ani O−

2 chemiluminiscenci nezp̊usob́ı, ONOO−

je nezbytně nutný (Radi et al. 1993).

2.7.4 Radioaktivńı značeńı

Aktivita NOS se dá měřit pomoćı přeměny radioaktivně značeného argininu ([3H]L-Arg

nebo [14C]L-Arg) na citrulin ([3H]L-citrulin nebo [14C]L-citrulin). Po odděleńı argininu od

citrulinu se množstv́ı radioaktivńıho produktu změř́ı pomoćı kapalinové scintilace (Conte

a Ottaviani 1995). To je metoda založená na měřeńı radiace beta-zářeńı z nuklidu.

22



Závěr

V této práci jsem shrnula r̊uzné metody, pomoćı kterých se daj́ı studovat funkčńı i mor-

fologické vlastnosti hemocyt̊u měkkýš̊u. Takových metod je celá řada. Použ́ıvaj́ı se jak

poměrně staré metody, tak i zcela nové. Všechny se však s rozvojem vědy neustále zdo-

konaluj́ı. A i ta nejstarš́ı metoda, mikroskopie, se použ́ıvá stále velice často. Jej́ı počátky

spadaj́ı až do roku 1590 a použ́ıvá se primárně ke studiu morfologie buněk. Chceme-li se

pod́ıvat na větš́ı detaily, můžeme použ́ıt monoklonálńı protilátky nebo lektinové sondy,

pomoćı kterých detekujeme už jednotlivé povrchové antigeny. Daľśı charakteristické vlast-

nosti hemocyt̊u, jejich velikost a vnitřńı komplexita, se určuj́ı pomoćı gradientové centri-

fugace nebo pr̊utokové cytometrie. Ke sledováńı aktivity hemocyt̊u, produkce kysĺıkových

radikál̊u nebo oxidu dusnatého, se využ́ıvaj́ı r̊uzné chemické reakce. Dodaný substrát

reaguje s radikálem, a t́ım měńı své vlastnosti. Může zač́ıt fluorescenčně zářit, změnit ab-

sorbanci roztoku nebo vytvořit viditelnou sraženinu. Kombinaćı těchto metod lze sledovat

interakce hemocyt̊u s patogenem.

Hemocyty jsou hlavńı složkou imunitńıho systému měkkýš̊u. Dı́ky nim jsou měkkýši

schopńı odolávat nákazám patogeny z r̊uzných taxonomických skupin. V parazitologii

jsou známı́ předevš́ım coby mezihostitelé motolic, včetně takových, které mohou ohrozit

i člověka, a tak je studiu imunitńıho systému měkkýš̊u věnována velká pozornost. Přesto

stále neńı mnoho otázek zodpovězeno. Dosud neńı ani jednotný názor na to, zda existuje

pouze jeden typ hemocyt̊u nebo jich je v́ıce. Také neńı známa většina molekulárńıch

faktor̊u ovlivňuj́ıćıch kompatibilitu dvojice plž–motolice. Přesně se nev́ı, proč jsou někteř́ı

jedinci v̊uči nákaze vńımav́ı a jińı rezistentńı.

Ve své budoućı diplomové práci bych se proto zaměřila na studium buněčné imunitńı

odpovědi plž̊u rodu Radix experimentálně infikovaných Trichobilharzia regenti, Tricho-

bilharzia szidati a Fascioloides magna. Chtěla bych se věnovat vlivu parazita na aktivitu

hemocyt̊u v imunitńı odpovědi.
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