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Abstrakt

Hemocyty jsou hlavni imunitni bunky bezobratlych organismu, tedy i mékkysu. Lisi se
mezi sebou jak v morfologii, tak i ve svych funkcich. Dva zékladni vSeobecné uznavané
morfologické typy, granulocyty a hyalinocyty, se odlisuji mirou fagocytozy a enkapsulace,
produkei kyslikovych radikalu a oxidu dusnatého nebo pritomnosti nékterych enzymu.
Existuje tada metod, pomoci kterych se hemocyty charakterizuji. Mikroskopie slouzi
primérné ke studiu jejich morfologie. Jemné detaily v antigennim slozeni povrchovych
struktur je mozné rozeznat monoklonalnimi protildtkami nebo lektinovymi sondami. Na
zakladé granularity a velikosti bunky se hemocyty déli pomoci gradientové centrifugace
nebo prutokové cytometrie. Produkce oxidu dusnatého a kyslikovych radikala se sleduje
dodanim vhodného substratu, ktery po reakci s radikdlem meéni své vlastnosti. Muze zacit
fluorescencné zarit, zmeénit absorbanci roztoku nebo vytvorit viditelnou srazeninu. Dalsi
moznosti je vyuziti chemiluminiscence. Cilem studia hemocytu je objasnit interakci mezi

mekkysem a jeho patogenem.

Klicova slova: Mollusca, granulocyt, hyalinocyt, prutokova cytometrie, gradientové cen-
trifugace, lektiny, monoklonalni protilatky, kyslikové radikaly, respira¢ni vzplanuti, oxid

dusnaty.

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.



Uvod

mus host{ minimalné jednoho parazita. A dokonce i sam parazit muze byt hostitelem.
Parazitologicky velice zajimavou skupinou bezobratlych organismu jsou mékkysi, protoze
tvori meziclanek ve vyvojovém cyklu mnoha parazitickych helmintu. Bez mékkyse coby
mezihostitele nejsou takovi helminti schopni dokoncit sviij zivotni cyklus. Mékkysi jsou
ale hostiteli i pro organismy z jinych taxonomickych skupin. Piikladem mohou byt prvoci,
ktefri jsou pohromou pro komeréné chované druhy mlzu, jako jsou napf. ustiice.

Prestoze hostitel poskytuje svému parazitovi vSe potiebné, nema to takovy parazit
vubec jednoduché. Hostitel totiz déla vse, aby svého ptizivnika vypudil, a ispéch parazita
pak zavisi na jeho schopnosti vyporadat se s imunitnim systémem hostitele. Ten je ale
i u bezobratlych dost dokonaly na to, aby neprizpusobeného hosta znicil. Neustale dochazi
k inovacim jak na strané hostitelovy obrany, tak na strané tskoku parazita. Parazit se
tedy musi adaptovat tak, aby imunitni systém néjakym zpusobem oklamal. Nékdy si umi
zajistit, ze jej hostitel nevnimé jako cizi element, v jinych piipadech utlumi proti sobé
namifenou imunitni reakci nebo je jednoduse schopny utok prezit.

Existuje fada metod, pomoci kterych se studuje vliv parazita na hostiteluv imunitni
systém. Sleduje se, jak je parazit schopny imunitni systém obchézet, jak jej ovliviiuje
ve svij prospéch a na ¢em zavisi rezistence vuci nakaze. Cilem této préace je vybrat
pomoci téchto metod da zjistit. Prvni ¢ast obsahuje popis hemocytu jako bunécnych typu.
Druh4 ¢ast se zabyva uz jednotlivymi metodami. Ve své bakalaiské praci se budu zabyvat

pouze plzi a mlzi, protoze hlavonozci nejsou z hlediska parazitologie tolik vyznamni.



1 Hemocyty

Imunitni systém bezobratlych je neadaptivni. Chybi mu imunologickd pamét ve smyslu,
jak ji zndme u obratlovct. Odpovéd je vidy nespecifickd. Proto je fagocytéza v obrané
bunééné odpoveédi se obrany proti patogenum ucastni také rada proteini (humordlni
slozka). Hemocyty hraji dulezitou roli v udrzovani homeostaze, jejich funkce je velice
ruznoroda. Podili se na opravach schranky, pomahaji regenerovat, ucastni se traveni
potravy, jejtho transportu a exkrece. Jsou zdkladni slozkou imunitniho systému (Cheng
1981). Neni jednotny nazor, zda jsou hemocyty néjak funkéné rozliseny, nebo jestli exis-
tuje pouze jeden typ, ktery zastava vsechny funkce. To zalezi na tom, podle jakych znaku

se hemocyty popisuji.

1.1 Morfologie hemocyta

Prvni charakterizace hemocytu byla zalozena na jejich morfologii. V hemolymfé byly
pozorovany dva typy bunék. Jedna skupina obsahovala v cytoplazmé velké mnozstvi gra-
nuli (granulocyty), u druhé skupiny granule viceméné pozorovény nebyly (agranulocyty).
Agranulocyty se také ¢asto nazyvaji hyalinocyty (Cheng 1981). Nésledné prace na ruznych
modelovych organismech vétsinou podporily pritomnost dvou odlisnych skupin hemocytu.
Kromeé téchto dvou skupin jsou ale popsany i dalsi typy hemocytu, u kterych ¢asto do-
sud nezname funkci. Na piiklad u mlze Tapes philippinarum byly pozorovany navic dva
typy hemocytu — hemoblasty a sérové bunky. Hemoblasty odpovidaji nediferenciovanym
bunkdm. Jsou CD34-pozitivni (CD34 je adhezivni molekula typickd pro kmenové buiky).
Sérové bunky by mohly mit exkrecéni funkci (Cima et al. 2000). U plze Biomphalaria
glabrata neni mozné hemocyty délit podle granularity. Byly pozorovény tii skupiny na
zakladé jejich velikosti. Ve velké mite se vyskytovaly velké a stiedné velké hemocyty,
mnohem méné pak malé hemocyty (Matricon-Gondran a Letocart 1999).

Podle jedné teorie existuje pouze jeden typ hemocyti. Hyalinocyty jsou jen soucést
jedné vyvojové fady hemocytu a jsou to tedy jen nezralé granulocyty (Mix 1976, cit. dle
Ottaviani et al. 1998), ale tento nazor je mensinovy.

V soucasné dobeé se vétsinové piijima existence dvou hlavnich skupin hemocytu, granu-

locyty a hyalinocyty. Oba typy se nachdzi bud v rozprostiené (spreading), nebo kulovité
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Obr. 1: Morfologie hemocyti, A - rozprostieny (spreading) hemocyt, B - kulovity (round)

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

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

Pomoci elektronové mikroskopie se odhalila morfologie téchto bunék a jejich organel.

1.1.1 Granulocyty

Spoleénym znakem granulocytu uz podle nazvu jsou ¢asté cytoplazmatické granule. Veli-
kost burnky se pohybuje kolem 3-16 um (Cima et al. 2000). Obecné jsou granulocyty vétsi
nez hyalinocyty (Russel-Pinto et al. 1994). Buriky jsou vétsinou jednojaderné. Jadro je
kulovité (Carballal et al. 1997¢c; Cima et al. 2000), umisténé excentricky (Russel-Pinto
et al. 1994; Cima et al. 2000; Bigas et al. 2006) a obsahuje shluky kondenzovaného hete-
rochromatinu (Carballal et al. 1997c). Buiiky jsou charakteristické malou velikosti jadra
v porovnani s objemem cytoplazmy (Allam et al. 2002; Bigas et al. 2006). V cytoplazmé se
nachdzi vétsi mnozstvi organel nez u hyalinocyti. Casté jsou mitochondrie, cisterny a ve-
zikuly rER i sER a hodné vyvinuty Golgiho aparét, lysosomy a volné ribosomy (Russel-
Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997¢). Bunky vytvaii dlouhd tzka i siroka pseudopo-
dia (Russel-Pinto et al. 1994). V cytoplazmé se nachdzi také velké depozity glykogenu
(Carballal et al. 1997¢). Podle zastoupeni organel se d4 fici, ze granulocyty jsou sekreto-
ricky velmi aktivni buriky. Velikost granuli se pohybuje kolem 0,2-1,8 pm (Carballal et al.
1997c¢). V buiikach bylo pozorovéno vice druhu granuli. Granule se lisi jak velikosti, tak
i chemickym slozenim (Carballal et al. 1997a).

U Muytilus edulis byly granulocyty rozdéleny na dvé skupiny. Jedna skupina je charak-
teristickd velkymi granulemi (0,5-1,5 um), druhd malymi granulemi (0,2-0,3 um) (Pipe



1990). K podobnym vysledkum se doslo pomoci elektronové mikroskopie i u Ostrea edulis
(Bigas et al. 2006). Malé granule maji ¢asto protdhly tvar a jsou dominantni v nezralych
buiikach. Ve zralych bunkach maji hlavné kulovity tvar. Granule splyvaji s dalsimi granu-
lemi, endosomalnimi vacky, ale také s plazmatickou membranou (degranulace). Vsechny
jsou funkéné stejné a splyvanim vznikaji z malych granuli velké. Granulocyty s malymi

protédhlymi granulemi jsou tedy jen nezrald stadia (Cajaraville a Santi 1995).

1.1.2 Agranulocyty

Pro agranulocyty (hyalinocyty) je charakteristické, ze ani pomoci svételné mikroskopie
ani prutokové cytometrie nejsme schopni detekovat cytoplazmatické granule. Nékdy se
pojem hyalinocyt pouziva i trochu volnéji, pro bunky s velmi malym mnozstvim granuli.
Veétsinou maji kulaté, centrélné polozené jadro, nékdy i s jadérkem (Carballal et al. 1997c;
Cima et al. 2000). Bunky jsou charakteristické velkym jadrem v porovnéni s mnozstvim
cytoplazmy (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997¢; Bigas et al. 2006) a obsahuji
také pomérné malo organel. Piitomné je malé mnozstvi mitochondrii, rER i sER, ribo-
somu, Golgiho aparat je malo vyvinuty (Russel-Pinto et al. 1994; Carballal et al. 1997c¢).
Vytvaii tzka dlouhd pseudopodia (Carballal et al. 1997¢) nebo vibec zadna (Russel-Pinto
et al. 1994). Obecné jsou mensi nez granulocyty, kolem 4-12 um (Ford et al. 1994).

1.2 Chemicka povaha hemocyta

Kombinovanim morfologickych kritérii a afinity k barvivam ziskdme skupiny hemocytu
zalozené jak na vzhledu, tak na chemické povaze. Kyselé komponenty uvnitt bunék (jadro,
jadérko, rER) jsou bazofilni. Zdsadité slozky (cytoplazma) jsou eozinofilni (acidofilnf).
Pouzitim ruznych typu barviv (Pappenheim, Ehrlich) muzeme rozlisit tii typy granuli.
Riuzné se obarvi bazofilni, neutrofilni a acidofilni granule (Cima et al. 2000), viz obr. 2.
Pouze mladé granulocyty obsahuji bazofilni granule. S dozranim se méni na acidofilni
(Cheng 1981). Izopyknickou centrifugaci se hemocyty rozdéli podle velikosti granuli a je-
jich mnozstvi. Po obarveni Wrightovym roztokem se objevi skupiny hemocytu, které
se prekryvaji se skupinami vzniklymi centrifugaci. Malé agranularni bunky nebo bunky
s malymi granulemi jsou bazofilni. Granuldrni s velkymi granulemi jsou eozinofilni (Pipe

et al. 1997). Hemocyty s eozinofilni cytoplazmou maji malé excentricky polozené jadro,



Obr. 2: Granule hemocytt, a - eozinofilni granulocyt, b - bazofilni granulocyt, ¢ - agranu-

locyt; barveni May-Griinwald Giemsa; dle Chang et al. 2005, upraveno.

plné velkych granuli, které se barvi stejné jako cytoplazma. Bazofily maji centralni velké
jadro, drobné cytoplazmatické granule a jsou obecné mensi. Eozinofily jsou pravdépodobné

jediné cytotoxické (Friebel a Renwrantz 1995).

1.3 Enzymaticka vybava hemocytu

Hemocyty se daji také charakterizovat podle pfitomnosti ruznych enzymu. Mnoho en-
zymu je lokalizovano do cytoplazmatickych granuli. Dlouhou dobu nebylo jasné, jakou roli
granule v hemocytech vlastné hraji. Jednou variantou byla funkce lysosomu. Lysosomy
jsou vacky charakteristické pritomnosti hydrolytickych enzymi, ribonukleazy, deoxyribo-
nukledzy, katepsinu, [-glukuronidédzy, ale hlavné kyselé fosfatdzy (de Duve et al. 1955).
U Mercenaria mercenaria byla pritomnost kyselé fosfatdzy zjisténa uvnitt granuli, granule
jsou tedy povazovany za pravé lysosomy (Yoshino a Cheng 1976). U dalsich organismu
byla v granulich potvrzena kromé kyselé fosfatazy pritomnost i dalsich hydrolytickych
enzymu, nékolika typu esterdz, 5-glukuroniddzy (Moore a Gelder 1985; Carballal et al.
1997a; Cima et al. 2000) a arylsulfatazy (Pipe et al. 1997; Cima et al. 2000). Pfitomny
jsou ale také oxidativni enzymy jako fenoloxiddza a peroxidaza (Pipe et al. 1997; Cima
et al. 2000). Mezi dulezité enzymy obranného systému mékkysu patii 5-glukuronidéza.
Katalyzuje hydrolyzu peptidoglykant (enzym §tépi glukosaminoglykany, ty jsou slozkou
peptidoglykanu), které jsou soucasti napf. bunééné stény bakterii. Dulezity je také ly-
sosomalni enzym lysozym. Jeho obranna funkce spociva v tom, ze dokéze hydrolyzovat

komponenty bakteridlni stény. Kromé toho se uicastni také traveni potravy (Cheng 1983b).



Lysosomy mohou fizovat s fagosomy, a tim do nich ptindset hydrolytické enzymy (Caja-
raville a Santi 1995). Také dochézi k degranulaci, enzymy se tak dostdvaji mimo bunku
(Foley a Cheng 1977). Hladina hydrolytickych enzymu vyrazné stoupa po fagocytéze
(obrana nebo potrava). Predpoklddd se, ze enzymy se v bunkdch nachézi v latentni po-
dobg, jak je tomu u lysosomu (Moore a Gelder 1985).

U Mytilus galloprovincialis byly lysosomalni enzymy potvrzeny jak u granulocytu, tak
i u hyalinocytu. U granulocytu se vsak vyskytuji v mnohem vétsi mite (Carballal et al.

1997a). Jinak jsou hydrolytické enzymy ve vétsiné pripadu pripisovany spis granulocytum.

1.4 Aktivita hemocytt

Hemocyty se daji také charakterizovat z pohledu jejich funkce, jejich aktivity. Umi pro-

vvvvvv

reakce je vSak fagocytoza, piipadné enkapsulace.

1.4.1 Respiracni vzplanuti

Respiraéni vzplanuti je obranny cytotoxicky mechanismus, ktery umi spustit profesionalni
fagocyty. V reakci na stimulaci cizim télesem zac¢nou hemocyty produkovat kyslikové
radikaly (ROS) . Ty jsou toxické tim, ze peroxiduji lipidy bunéénych membran, denaturuji
proteiny, a tim rusi mj. funkei klicovych enzymu (Barron et al. 1949) nebo poskozuji DNA
v jadre (Halliwell a Aruoma 1991).

Respiracni vzplanuti se vétsinou spousti béhem fagocytozy. Neplati to ale u vsech
druhu mékkysu. Produkce ROS nebyla pozorovana u hemocytu mlzu Ruditapes decussa-
tus, Cerastoderma edule (Lopez et al. 1994) ani M. mercenaria (Cheng 1976). Respiraéni
vzplanuti asi chybi u vétsiny mlzu z fadu Veneroida (Lépez et al. 1994). Vzplanuti ale bylo
pozorovano u mlzu M. edulis (Pipe 1992), M. galloprovincialis (Carballal et al. 1997a),
T. philippinarum (prestoze patii mezi Veneroida) (Cima et al. 2000) a sladkovodnich
plzu Lymnaea stagnalis nebo B. glabrata (Adema et al. 1992). ROS jsou produkovény
v zavislosti na vnejsi stimulaci, a to jak extracelularne, tak dovniti fagosomu. Mnozstvi
extracelularné uvolnovanych radikalu roste od pocatku fagocytozy, s koncem fagocytdzy
klesé k nule. Intraceluldrni produkce ale pokracuje jesté néjakou dobu po skonceni vlastni

fagocytdzy. Kontakt castice s membranou spusti systém produkujici ROS a po jeji in-



ternalizaci tak pokracuje tvorba ROS timto systémem uvniti fagosomu (Adema et al.
1991).

Produkce kyslikovych radikalu (superoxidu (O3 ) a jeho produktu) hraje svou roli
pri zneskodnéni parazita. Hemocyty kmene B.glabrata rezistentniho vuci infekei motolici
Schistosoma mansoni produkuji signifikantné vice peroxidu vodiku (H5O5) nez hemo-
cyty z kmene vnimavého (Bender et al. 2005). To samé plati i o produkei O; (Connors

a Yoshino 1990).

1.4.2 Produkce oxidu dusnatého

Hemocyty mékkysu produkuji oxid dusnaty (NO) béhem fagocytdzy, napt. 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 lidskym interleukinem 12
(Novas et al. 2004). Bylo ale dokazéano, ze produkce NO se spousti pozdéji nez fagocytdza
(Franchini et al. 1995). Oxid dusnaty tedy neni medidtorem fagocytézy. Dokonce jeho
piitomnost fagocytézu mirné inhibuje. Jde proto o dva nezavislé mechanismy boje proti
patogenum, fagocytézu a produkci NO (Tafalla et al. 2003). Oxid dusnaty pritom neni
sdm o sobé cytotoxicky. Vznika z néj daleko reaktivnéjsi peroxynitrit (ONOO™), ktery
uz ma ucinek pii obrané proti patogenum. Kromé tvorby ONOO™ by NO mohl hrat
roli v regulaci gent. U octomilky Drosophila melanogaster NO aktivuje expresi genu pro
antimikrobialni peptid diptericin (Nappi et al. 2000).

Preinkubace hemocyti s exogennim NO snizi produkci ROS, coz vede k nizsimu
mnozstvi ONOO™. Tak se mozna pomoci NO negativné reguluje mnozstvi ONOO™,
protoze ten je pro buiiku ve vétsim mnozstvi toxicky (Tafalla et al. 2002). Pritomnost
cytotoxického ONOO™ byla u mékkysu poprvé zaznamenana u M. galloprovincialis. Pro-

dukce byla asociovand se stimulaci zymosanem (Torreilles a Guérin 1999).

1.4.3 Fagocytoza

Fagocytdza je hlavni obrannou reakci proti mikroorganismum. Aby mohla byt ¢édstice po-
hlcena a nésledné uvniti bunky degradovéna, musi ji fagocyt nejprve najit (chemotaxe).
Pak musi byt ¢astice rozpoznana jako cizoroda a musi byt pfipojena k povrchu fagocytu

(Cheng 1983a). Veétsina fagocytujicich bunék patii mezi granulocyty. Hyalinocyty jsou



také schopné fagocytovat, avsak v mnohem mensi mite (Foley a Cheng 1975). V nékterych
pripadech byly ale schopné fagocytovat pouze granulocyty. Hyalinocyty M. galloprovincia-
lis nebyly schopné napf. fagocytovat bakterie (Carballal et al. 1997b). Mezi granulocyty se
uroven fagocytdzy také lisi. Bazofily jsou vyrazné méné aktivni nez eozinofily, coz souvisi
s enzymatickym slozenim, viz kap. 1.2.

Granulocyty, které pohltily cizorody material, obsahuji méné granuli. Ty splynuly
s primarnimi fagosomy (a predaly tak enzymy k degradaci) nebo doslo k jejich degra-
nulaci (Carballal et al. 1997b; Lépez et al. 1997). Vyssi fagocyticka aktivita odpovida
vétsimu mnozstvi hydrolytickych enzymu v lysosomech (Lépez et al. 1997). Material je
v lysosomech straven stejné jako by slo o potravu. Puvodné se myslelo, ze hemocyty, které
fagocytovaly, odchazi do travici zlazy a odtud pres stfevo ven. To ale vétsinou neplati,
protoze naprosta vétsina uhliku z fagocytovanych bakterii je recyklovana a znovu pouzita
na stavbu vlastnich tkani (Bayne 1973). Nékteré molekuly (monosacharidy, mastné kyse-
liny) prochézi difusi pres membréanu fagosomu a dale se vyuzivaji. Z glukdzy je synteti-
zovan glykogen a v cytoplazmé tak vznikaji glykogenova téliska. Nestravitelny material
zustava ve fagosomu za vzniku reziduélnich télisek (Cheng 1981).

Hemocyt mé vice moznosti, jak nalozit s fagocytovanym materidlem. Muze migrovat
epitelem do vnéjsiho prostiedi, ¢imz se organismus zbavi nechténého materidlu, aniz by
ho degradoval. Dalsi variantou je rozlozit fagocytovany material pomoci hydrolytickych
enzymu uvnitt hemocytu. Uvolnéné latky jsou pak pro organismus vyuzitelné jako sta-
vebni material. Posledni moznosti je ulozeni fagocytu v tkani bez jakékoliv degradace.
To vsak plati pouze pro inertni, neskodné castice. Patogenni ¢astice jsou odstranovany
kombinaci degradace a migrace do vnéjstho prostiedi. Osud ¢astice tak zavisi hlavné na

jejim charakteru (Tripp 1961).

1.4.4 Enkapsulace

Pokud je cizorody objekt ptilis velky, neni mozné ho fagocytovat. Dochazi k tzv. enkap-
sulaci. Prikladem muze byt infekce plze B. glabrata sporocystou S. mansoni. Hemocyty
se akumuluji kolem sporocysty a vysilaji kolmo k ni své panozky, jako by ji chtély po-
hltit. Panozky se postupem casu zuzuji a sklapéji se, az jsou paralelné s povrchem ob-
jektu (Harris 1970). Hemocyty takto vytvoif okolo objektu az 15 vrstev o celkové tloustee

10-40 pgm. Vnitini vrstva hemocytu je v bezprostrednim kontaktu s povrchem objektu
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(Loker et al. 1982). Enkapsulace se tcastni jen granulocyty (Cheng a Garrabrant 1977).
Obsahuji mnozstvi lysosomu s hydrolytickymi enzymy, pomoci kterych desintegruji po-
vrch sporocysty a nasledné ji po ¢astech pohleuji (Loker et al. 1982). Timto zpusobem

jsou rezistentni kmeny schopny parazita odstranit.

2 Metody studia hemocytu

Hemocyty jsou velmi variabilni. Variabilita se objevuje jak na mezidruhové drovni, tak
i mezi jedinci téhoz druhu a je zpusobena jak vnéjsimi podminkami, tak i genetickymi fak-
tory. Vliv maji doba a misto shéru mékkysi, ale i podminky v laboratofich béhem pokust
(Oliver a Fisher 1995). Navic hlavni hodnotici znak (granularita) je spojity. Tézko se vy-
mezuji hranice, co je granularni a co uz ne. Proto se hemocyty charakterizuji pomoci rady
metod nejen na zakladé morfologie, ale i podle jejich funkce. Daji se charakterizovat podle
pritomnosti ur¢itych enzymu nebo pomoci lektinovych sond, které se vazou na specifické
sacharidové struktury na povrchu bunék. Pouzitim monoklonalnich protilatek se detekuje
pritomnost antigent na povrchu i uvniti bunky. Existuje fada metod k detekci produkce
oxidu dusnatého nebo kyslikovych radikali. Nejzakladnéjsi a nejptivodnéjsi zptisob po-
zorovani je svételnd mikroskopie. Jeji obmény jsou nedilnou soucasti témeéi vsech nize

popsanych metod.

2.1 Mikroskopie

Rozlisovaci schopnost mikroskopu je 1/2vlnové délky pouzitého svétla. S objevem elek-
tronu se objevily i nové moznosti v mikroskopii. VInova délka urychlené¢ho elektronu je
asi 100 000krat kratsi nez u viditelného svétla. Pouziji-li se misto fotonu elektrony, ma
takovy mikroskop rozliSovaci schopnost az 1071%m.

Pomoci elektronové mikroskopie je mozné vidét jemné detaily v morfologii hemocyt.

Zjisti se mnozstvi, poloha a morfologie organel, na coz uz mé svételna mikroskopie malé

rozliSeni, viz kap. 1.1.1.
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2.2 Gradientova centrifugace

Gradientova centrifugace se provadi v gradientovém médiu. Jeho jednotlivé zény maji
ruznou hustotu. Ve chvili, kdy se bunka dostane do prostiedi o stejné hustoté jako je jeji
vlastni, pfestane sedimentovat. Tak je mozné rozdélit bunky na zdkladé jejich hustoty.
Hustotni gradient v médiu muze byt spojity (kontinualni gradientové centrifugace) nebo
nespojity (diskontinudlni gradientova centrifugace). V druhém piipadé se na sebe navrst-
vuji ruzné koncentrace media. Jednotlivé frakce se po centrifugaci odebiraji z prostoru
mezi vrstvami. Tato varianta je méné piesnd a je proto vhodnéjsi pro rozdélovani do
mensiho poctu frakei (Pertoft 2000).

Jako médium se pouziva sachardza. Kdyz je ale potteba vyssi hustotni gradient, pusobi
médium na bunky vysokym osmotickym tlakem (Day et al. 1971). Navic sacharéza ma
malou molekulovou hmotnost a muze tak pronikat do bunék. Médium je viskézni, diky
tomu se musi centrifugovat nékolik hodin (Pertoft 2000). Jiné pouzivané médium je Ficoll
(synteticky polymer sachardzy). Vyhody oproti sacharéze jsou dvé. Centrifugovani trva
mnohem kratsi dobu a Ficoll pusobi na burnky jen malym osmotickym tlakem (Kurokawa
et al. 1965). Také se casto pouziva Percoll. To jsou koloidni silikonové ¢dstecky pevné
obalené vrstvou polyvinylpyrrolidonu. Toto médium ma mnoho vyhod. M4 nizkou osmo-
lalitu, kterd muze byt jesté upravena pomoci fyziologického roztoku. Je malo viskdzni,
takze ¢astice rychle sedimentuji (Wolf a Pertoft 1972). Percoll nenf toxicky ani nepronika
do bunék (Pertoft et al. 1977).

Na zakladé odlisné hustoty bunék se hemocyty rozdéli podle druhu mékkyse do ruzného
poctu skupin. U O. edulis se tak objevi tfi skupiny hemocyti. Rozdéli se na malé a velké
hyalinocyty a na granulocyty (Xue et al. 2000). Ruzna hustota bunék je dédna piitomnosti
ruzného mnozstvi granuli. U M. edulis byly bunky barvenim rozdéleny na eozinofily a ba-
zofily a nasledné rozdéleny centrifugaci. Bazofily maji nizsi hustotu a tedy mensi pocet
(nebo velikost) granuli nez eozinofily (Friebel a Renwrantz 1995). Ruznou hustotu také
odrazi ruzny pomér velikosti jadra k mmnozstvi cytoplazmy (N:C pomeér). Malé bunky
s velkym pomeérem N:C maji vétsi hustotu nez vétsi bunky s malym pomérem N:C.

Pomoci gradientové centrifugace se da ukazat, jak moc jsou hemocyty variabilni.
Bunky se stejnou hustotou se lisi jak v morfologii, tak v pritomnosti urcitych enzymu

(Adema et al. 1994).
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2.3 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie je velice efektivni metoda, protoze dokaze rychle analyzovat sus-
penzi po jednotlivych burnkach a mérit u nich az vice jak deset znaku najednou. Bunky
jsou najednou znaceny vice fluorescenénimi markery, které emituji svétlo o ruznych vl-
novych délkach. Fluorochromy mohou byt také navazany na monoklonélnich protilatkach
nebo lektinovych sondach. Kromé fluorescen¢nich parametru se méii jesté velikost bunky
a jeji komplexita. Rozptyl svétla smérem dopredu je umérny velikosti bunky (forward
scatter, FSC). Svétlo rozptylené nebo odrazené do stran (side scatter, SSC) je dmeérné
vnitini komplexité bunék. ProtoZze data jsou méfena pro kazdou buiku zvlast, je mozné
porovnavat jednotlivé parametry mezi buiikami jedné populace. Méri-li se tedy aktivita
hemocytu, nezjisti se pouze prumeérna aktivita vSech hemocytu, ale i rozdily v aktivitach
mezi jednotlivymi subpopulacemi. Dalsi vyhoda je, ze se buiikky analyzuji zivé, v prirozené
podobé. Data jsou kvantitativni, diagnostika je tudiz objektivni.

Prutokova cytometrie se pouziva jak pro morfologickou, tak pro funkéni charakterizaci
hemocytu. Hemocyty se rozdéli do subpopulaci v zavislosti na jejich velikosti a granularité.
U O. edulis byly takto nalezeny tti skupiny hemocytu, malé hyalinocyty, velké hyalinocyty
a velké granulocyty (Xue et al. 2001). Pouzitim fluorescenéné znacené protilatky specifické
proti granulocytum se ziskal podobny vysledek, malé granulocyty, malé hemocyty s malym
mnozstvim granuli a velké agranulocyty (Renault et al. 2001). U Crassostrea virginica byly
nalezeny dokonce ¢tyti skupiny. Malé i velké granulocyty i agranulocyty (Hégaret et al.
2003).

Prutokovou cytometrii je také mozné kvantifikovat aktivitu fagocytézy pomoci flu-
orescencné znacenych c¢astic. Podle poctu fagocytovanych ¢astecek vydava hemocyt od-
povidajici fluorescencni signal (Xue et al. 2001). Dalsi vyuziti je v analyze Zivotaschopnosti
bunék, tedy ke sledovani vlivu ruznych metod na bunky. Buriky se inkubuji s barvivem,
které se vaze na nukleovou kyselinu mrtvych bunék (neprochdzi celistvou membranou),
a diky tomu zacne silné fluorescencné zarit. Jako barvivo se pouziva napt. ethidium
homodimer-1 (Ashton-Alcox a Ford 1998) nebo propidium jodid (Brousseau et al. 2000).
Prutokova cytometrie se da také vyuzit k detekei respira¢niho vzplanuti, pokud se pouzije

vhodné fluorescenéni sonda, viz kap. 2.6.4.
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2.4 Lektinové sondy

Dalsi moznosti, jak délit hemocyty, je pouziti molekularnich struktur na povrchu hemo-
cyti. To je mozno provést pomoci monoklonalnich protilatek nebo lektinovych sond.

Lektiny jsou enzymaticky neaktivni proteiny, které nepatii do imunoglobulinové ro-
diny. Specificky rozezndvaji a reverzibilné vazou sacharidy volné nebo vazané na glykopro-
teinech a glykolipidech. Pouzitim fluorescencné znacenych lektinovych sond se hemocyty
rozdéli podle pritomnosti povrchovych ligandu (sacharidu). Zndme-li specifitu pouzitych
lektinli, muzeme urcit, jaké sacharidy jsou na povrchu hemocytu v koncové pozici. To je
dulezité, protoze lektiny mohou fungovat jako opsoniny. Propojuji hemocyt s patogenem
tak, ze se na obou koncich vazou na specifické sacharidové struktury. Hraji proto dulezitou
roli v rozpoznavani ciziho, a tim v nékterych ohledech plni funkci imunoglobulini u ob-
ratloveu (Horédk a van der Knaap 1997).

Konkanavalin A (Con A) se specificky vaze na povrch hemocytu plze B. glabrata.
Reakci inhibuji D-glukéza a D-mandza. Tyto dva monosacharidy jsou tedy ligandy pro
Con A (Yoshino 1981). Specificky se vaze také lektin RCA (Ricinus communis agglutinin).
Reakce je v tomto pfipadé inhibovatelnd D-galaktézou (Yoshino 1983). Timto zpusobem
se zjistilo, ze hemocyty M. edulis maji ¢asto na povrchu v koncovych pozicich galaktozu,
N-acetyl-D-glukosamin a N-acetyl-D-galaktosamin (Renwrantz et al. 1985). Pouzitim lek-
tint je mozné rozdélit hemocyty do podobnych subpopulaci jako pfi jejich déleni gradi-
entovou centrifugaci na eozinofily a bazofily. Pouzité lektiny mély v tomto pripadé afinitu

prevazné k eozinofilum (Pipe et al. 1997).

2.5 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou vysoce specifické molekularni sondy. Efektivné charakteri-
zuji bunécné typy a jejich funkce. Monoklonélni protilatky jsou produktem jednoho klonu
B-lymfocytu, vazou tedy jen jeden urcity antigen. In wvitro se monoklonalni protilatky
ziskavaji izolaci téch klonu B-lymfocytu, které produkuji protilatky zadané specifity. Klon
se musi imortalizovat fizi s myelomovou bunéénou linii. Vysledkem je hybridom (hybridni
bunka), kterd se neomezené déli v kultuie a zdroven produkuje zddané protilatky. Dia-
gnosticky je dulezita tzv. sekundérni protilatka (protilatka proti primarni protildtce). Je

konjugovand napft. s enzymem (kfenové peroxiddza) nebo fluorescenéni sondou (znaceni
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fluorochromem). Diky tomu se zviditelni misto navazani primarni protilatky, a tedy i misto
hledaného antigenu.

V pripadé studia mékkysu byla napf. pripravena monoklonalni protilatka specificka
pro granule hemocytu Crassostrea gigas. Na zékladé toho se hemocyty rozdélily na gra-
nulocyty a agranulocyty. Hemocyty maji nékteré antigeny spolecné, proto se nékteré pro-
tilatky vézou jak na granulocyty, tak na hyalinocyty (Xue a Renault 2001). Protildtka
vytvorena proti antigenu jednoho druhu mékkyse je schopna rozeznat ,svij* antigen
u jiného, i pribuzensky vzdaleného mékkyse. Pritom se nemusi shodovat misto znaceni
(u jednoho druhu znaéi granule, u druhého povrchové struktury). Naopak piibuzné druhy
nékteré antigeny sdilet nemusi (Harris et al. 1992). Pokud se pouziji k imunizaci mysi
oddélené skupiny hemocytu (napft. eozinofily a bazofily), vzniknou protilatky specifické
pro tyto skupiny. Ty znaci nejen granule, ale i hemolymfu. Je mozné, ze se molekuly
(antigeny) dostavaji z burnky degranulaci a jsou tedy produkovany hemocyty (Dyrynda
et al. 1997). Monoklonalni protilatky se daji vyuzit pii studiu ontogenetického vyvoje.
Protildtka, kterd se vaze na larvalni hemocyty, se u adultnich jedincu vaze jen na bazofily
a nikdy na eozinofily (Dyrynda et al. 1997). Bazofily by se tedy ziejmé mohly dél vyvijet
v eozinofily. Jind protilatka, ktera se vazala na hemocyty u adultnich jedincu, se zase

nevézala na larvalni stadia (Xue a Renault 2001).

2.6 Metody detekce respirac¢niho vzplanuti

Neutrofilni granulocyty spotifebovavaji behem fagocytézy mnohem vétsi mnozstvi kysliku
nez v klidu. Tento kyslik ale nesouvisi s energetickym metabolismem buiky. Je spotie-
bovan pravé na tvorbu ROS. Jeho spotieba roste s rostoucim mnozstvim fagocytovanych
castic. Kyslik ale neni podminkou k prubéhu samotné fagocytézy (Sbarra a Karnov-
sky 1959). Vznikajici ROS jsou mnohem reaktivnéjsi nez molekuldrni kyslik a spolecné
s mikrobicidnimi latkami pomadahaji znicit patogena uvniti fagosomu. Primarni produkt
respiracniho vzplanuti je superoxidovy radikdl (O; )! (Makino et al. 1986). U meékkysu,
stejné jako u mnoha dalsich organismu (i savcu), je jeho vznik umoznén membranové

véazanym enzymem NADPH-oxiddzou (Adema et al. 1993). Enzym katalyzuje produkci

'Pro jednoduchost je superoxidovy radikal (O; ) ddle oznacovan jako superoxid (O3 ).
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O3 prenosem jednoho elektronu z NADPH, ktery se timto oxiduje.

NADPH-oxidaza

NADPH + 20, — NADP+ + 20, + H*

Z O3 vznikd HyO,. Reakce je katalyzovana enzymem superoxid dismutaza (SOD).

SOD

20, + 2HT — H,0, + O,

Mnoha reakcemi v bunikdch vznikd fada vysoce reaktivnich oxidantu (O, hydroxylovy
radikdl (OH"), singletovy kyslik (*O,), kyselina chlorna (HCIO) a ONOO™) i méné re-
aktivnich produktu s pomérné dlouhym polo¢asem rozpadu (NO, HyO). Vétsina O je

pfeménéna na HyOs a vétsina HyO, je dél pieménéna myeloperoxiddzou? na HCIO.

myeloperoxidaza

H,0, + H* + CI- — HCIO + H,0

K efektivnimu zabiti patogena je tfeba produkovat spravné oxidanty ve spravnou dobu

a na spravném miste.

2.6.1 Chemiluminiscence

Meéteni chemiluminiscencni aktivity fagocytu je metoda pro kvantitativni sledovani oxi-
dac¢niho vzplanuti fagocytu. Luminofor (svétélkujici latka) nejprve pfijme energii a piejde
tak do excitovaného stavu. Excitovany stav je vSak nestabilni a proto ptechazi zpét do
zakladniho stavu, pritom se uvoliiuje energie ve formé svétla. Budici energie je v ptipadé
chemiluminiscence energie chemické reakce.

Béhem respiracniho vzplanuti uvniti fagosomu dochazi ke vzniku O, ktery reaguje

s dalsimi ¢asticemi za vzniku novych volnych radikalu. Zaroven se pti reakcich uvolnuje

2Pro jednoduchost je ddle pouzivdn termin peroxidéza.
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¢éast energie ve formeé fotonu. Chemiluminiscence se zesiluje pomoci luminolu (5-amino-2,3-
dihydroftalazin-1,4-dion) nebo lucigeninu (9,9’-bi(10-methylakridinium)dinitrét)). Diky
tomu je mozné vyrazneé snizit mnozstvi bunék k ziskani signifikantniho vysledku. Produkce
kyslikovych radikalu (a tim i chemiluminiscence) se vyvolava vnéjsimi stimuly. Pouzivaji
se chemické latky (phorbol myristat acetat(PMA)), které stimuluji vSechny hemocyty
najednou, nebo se mohou pouzit i ¢astice (bakterie, zymosan).

Chemiluminiscence zesilend luminolem je metoda, kterou muzeme nepiimo zjistit pti-
tomnost O, . Je zavisla na pritomnosti myeloperoxiddzového systému, samotny O; che-
miluminiscenci nezpusobi (Dahlgren a Stendahl 1983). Spontédnni dismutaci O, vznika
H50s, ze kterého pak peroxidaza tvori HCIO, ktera difunduje z bunky a reaguje s lumino-
lem (DeChatelet et al. 1982). Metoda detekuje jak intraceluldrni, tak extracelularni akti-
vitu (Dahlgren a Stendahl 1983). Luminol musi projit dvou-elektronovou oxidaci, tim se
vytvori nestabilni endoperoxid. Ten se rozklada na excitovanou kyselinu 3-aminoftalovou,
kterd behem relaxace emituje fotony (Merényi et al. 1990). Peroxiddza nemusi byt pii-
tomna ve vSech pripadech, a muze tedy dojit k falesné negativnimu vysledku.

Chemiluminiscence zesilend lucigeninem je zpusobena O, a je tudiz inhibovatelna
SOD (Yazdanbakhsh et al. 1987). Molekuly O; reaguji s radikdlovou redukovanou formou
lucigeninu. Produktem reakce jsou dvé molekuly akridonu, jedna z nich je excitovana
a muze emitovat fotony (Faulkner a Fridovich 1993). V posledni dobé se vsak ukazuje,
ze metoda neni zcela spolehlivd (Barbacanne et al. 2000). Problém je, ze lucigenin muze
byt redukovan ruznymi enzymy (napi. glukéza-oxiddza, NADPH-oxiddza) a nasledné je
schopny autooxidace a produkce O . Pak se tedy O objevuje i na mistech, kde normélné

nevznika (Liochev a Fridovich 1997).

2.6.2 Redukce cytochromu C

Produkei kyslikovych radikalti muzeme zjisfovat pomoci spektrofotometrie. Reakef sledo-
vaného radikalu s dodanym substratem vznika produkt, ktery méni absorbanci roztoku.

Pomoci cytochromu C muzeme detekovat piitomnost O, . Béhem inkubace hemo-
cyti s cytochromem C a vhodnym stimuldatorem dochéazi superoxidem k redukci fer-
ricytochromu na ferrocytochrom. Mnozstvi ferrocytochromu se méfi pomoci absorbance
(Babior et al. 1973). Reakce je inhibovatelnd SOD, coz dokazuje, Ze redukei zpusobuje Oy
(McCord a Fridovich 1969). Metoda je pomérné citliva, protoze reakce probihd pomalu.
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Navic extinkéni koeficient ferri- a ferrocytochromu se pii 550 nm vyrazné 1isi (Butler et al.

1982).

2.6.3 Oxidace fenolové ¢ervené

Metoda slouzi k méfeni koncentrace HoOs. Princip je zalozeny na oxidaci fenolové ¢ervené
béhem reakce kienové peroxidazy s endogennim H,O,. Fenolova cerven, neboli fenol
sulfonftalein, slouzi mj. i jako indikator pH. Oxidovanad a neoxidovana forma maji pti
610 nm maximalni rozdilnou absorbanci, ¢ehoz se pouziva v diagnostice. V koncentracich
1-60 nmolml~! Hy0, je zdvislost absorbance na koncentraci linedrni. Vyhoda je, Ze se pro-
dukce HyO5 muze sledovat az po dobu 1hod, protoze fenolova cerven je netoxicka latka.

Je mozné detekovat az 1 nmolml~! HyO, (Pick a Keisari 1980).

2.6.4 Fluorescence kyseliny homovanilové

Dalsi metody k méteni respiracniho vzplanuti pracuji s fluorescencénimi sondami. Jsou to
chemické latky, které jsou ve své redukované formé nefluorescencni. Oxidace dané latky
vede k velkému narustu intenzity fluorescence.

Pomoci kyseliny homovanilové (HVA) je mozné detekovat pritomnost HyOo. Reakei pe-
roxidazy s kyselinou homovanilovou za ptitomnosti HoOy vznika kyselina 2,2’-dihydroxy-
3,3’-dimethoxybiphenyl-5,5’dioctova, ktera je fluorescenéni. Metoda je presnd, navic roz-
tok HVA je stabilni. Fluorescence je excitovand pii 315 nm a maximum emise je pii 425 nm.
Je mozné detekovat az 10~ molml~! peroxidu nebo az 1073 jednotek peroxidazy na 1 ml

(Guilbualt et al. 1967).

2.6.5 Fluorescence Amplex Red

Dalsi moznosti, jak detekovat pritomnost HoO5 nebo miru aktivity peroxidazy, je pouziti
Amplex Red. Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) je bezbarvy nefluorescen-
¢ni derivat dihydroresorufinu. Ma vysokou specifitu k HyOs, dovoluje detekei az 50nM
koncentrace. V reakci s peroxiddzou a HyO v stechiometrickém poméru 1 HyO5:1 Amplex
Red se vytvari vysoce fluorescencni produkt resorufin. Resorufin muze byt dale oxidovan,
vznika jiz nefluorescencni produkt. K tomu ale nedochézi, dokud se v reakéni smési nachazi

vic Amplex Red nez resorufinu (Zhou et al. 1997). Resorufin se také pouziva jako substrat,
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meéreni ma pak ale opacny charakter. Méfi se iibytek fluorescence. Tato metoda neni tak
presnd jako pouziti Amplex Red (Brotea et al. 1989). Amplex Red je stabilni latka, ktera
dovoluje i dlouhotrvajici reakce. Maximum emise je 587 nm, excitace pii 536 nm (Zhou

et al. 1997).

2.6.6 Fluorescence DCFH

Diive se hodné vyuzivala fluorescenéni sonda 2’,7’-dichlorofluorescin diacetat (DCFHDA).
Molekula DCFHDA je stabilni, nefluorescenéni a nepolarni, prochazi tedy pres membranu.
Uvnitt bunky je DCFHDA hydrolyzovan esterdazami, tim vznika nefluorescenéni polarni
2", 7’-dichlorofluorescin (DCFH), ktery uz pfes membranu neprojde. Je stabilni nékolik
hodin, ale v pritomnosti HyOs a peroxidazy je rychle oxidovan na fluorescenéni 2°,7’-
dichlorofluorescein (DCF), ktery muze byt kvantifikovan (LeBel et al. 1992). Sonda se da
pouzit i k detekci pomoci prutokové cytometrie, protoze DCFH je uvéznén uvniti bunky:.

V posledni dobé se ale zjistilo, ze tato metoda je pro méreni respiracniho vzplanuti
nevhodnd. Kataldza inhibuje reakci, ikdyz se v systému nevyskytuje zadny H,O,. To
naznacuje, ze néjaké mnozstvi HoO5 musi presto béhem reakei vznikat. Molekula DCFH je
oxidovana dvoustupnové, viz obr. 3. Nejprve probéhne za pritomnosti peroxidazy a HyoOo
oxidace na radikdl DCF ™. Druhé oxidace probiha za ptritomnosti kysliku. Vznikd DCF
a deprotonaci kysliku O;. Z O, pak muze vzniknout HoO,. Reakce je autokatalyticka
a pro méfeni HyOy nebo O nevhodnd (Rota et al. 1999).

2.6.7 Oxidace diaminobenzidinu

Oxidaci 3,3-diaminobenzidinu (DAB) vznika elektron-denzni srazenina. Metoda byla po-
prvé pouzita k detekei pritomnosti peroxidazy. Exogenné se dodal substrat — HyOs. Pe-
roxiddza uvoliuje z HyOs kyslik, ktery oxiduje benzidin za tvorby azobarviva (Graham
a Karnovsky 1966). Metoda se dé pouzit i pro detekeci endogenniho HyO,. Peroxid vodiku
lehce difunduje, a nachdzi se proto na vice mistech bunky. S peroxidazou a DAB se
potkava ve fagosomech. Peroxidaza je do fagosomu nesena aktivné, DAB se tam dostava
fagocytdzou stimulacnich ¢astic. Nedozvime se tedy nic o misté vzniku HyOo. Pouzitim
inhibitoru peroxidazy se zadny produkt reakce nevytvoii. Touto metodou se tedy da mérit

piimo pritomnost HyOy (Briggs et al. 1975).
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Obr. 3: Autooxidace DCFH; dle Rota et al. 1999.

2.6.8 Redukce NBT

Tetrazoliovd modf (nitroblue tetrazolium, NBT') je za ptitomnosti O; redukovana. Z roz-
pustné latky vznikd nerozpustnd modrd srazenina — formazan (Gordon et al. 1973).
Pridanim SOD se reakce neinhibuje, vlivem kompetice o O; dochazi jen ke zpomaleni
reakce (Gulyaeva et al. 1987). Formazan se v bunkdch nachézi ve dvou forméach, a to jako
velky cerny depozit ve fagosomu nebo jako mnoho ¢ernych skvrnek rozesetych po cyto-
plazmé. V druhém piipadé se nékdy vysledek nepovazuje za pozitivni (Freeman a King

1972).

2.7 Metody méreni produkce oxidu dusnatého

Oxid dusnaty je vysoce reaktivni a nestabilni plynny volny radikal. Je produkovan oxidaci
L-argininu za vzniku L-citrulinu a NO enzymem NO-syntdazou (NOS). Prvni potvrzeni

pritomnosti NOS u meékkysu pochazi ze sladkovodniho plze V. ater (Conte a Ottaviani
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1995).

NO-syntéza

L—-Arg + O, — L —citrulin + NO

Funkce NOS je zavisld na pritomnosti L-Arg, ale pouze za jeho nedostatku se spusti tvorba
i druhého dulezitého produktu — superoxidu. Jen v piipadé, ze dochéazi jak k produkeci NO,
tak Oy, vznika vysoce reaktivni ONOO™ (Xia a Zweier 1997). Existuji tedy dvé nezavislé
cesty tvorby O, pfes NADPH-oxiddzu a NOS.

NO + O3 — ONOO~

Oxid dusnaty je velice nestabilni, mé kratky polocas rozpadu. Reaguje s volnym kyslikem
za tvorby nitratu a nitritu. Peroxynitrit je v alkalickych roztocich pomérné stabilni. Ale

jakmile je jednou protonovany, také se rychle rozpada (Beckman et al. 1990).

H* + ONOO~ — ONOOH — OH + NO, —

— NO; + H*

Peroxynitrit je coby silné nitratacni ¢inidlo schopny modifikovat proteiny, lipidy a DNA
a vyCerpava antioxida¢ni obranu (Virdg et al. 2003). Piimé méfeni NO je pomérné slozité
kvuli jeho malé stabilité. Vzniklé nitraty a nitrity se vsak uz daji stanovit. Tvorba NO se

tedy meéfi nepiimo pfes jeho produkty.

2.7.1 Griessova reakce

Griessova reakce byla poprvé pouzita na konci 19. stoleti. Slouzi ke stanoveni koncentrace
nitritu. Princip spoc¢ivd v diazotaci (produktem jsou diazoniové soli) kyseliny sulfany-
lové nitritem. Vznikly produkt se propoji s etylendiaminem a vznikd ruzovy metabo-
lit (viz obr. 4), ktery se stanovuje spektrofotometricky (Griess 1879; cit. dle Guevara
et al. 1998). D4 se mérit pouze koncentrace nitritu. Proto se pfi stanovovani musi pridat

nitratreduktaza, kterd veskery nitrat premeéni na nitrit.
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Obr. 4: Griessova reakce; dle Misko et al. 1993.

2.7.2 Reakce s diaminonaftalenem

Reakce s diaminonaftalenem slouzi také ke stanoveni nitritu. Za ptitomnosti nitritu se 2,3-
diaminonaftalen preméni na 1-(H)-naftotriazol. Vysledny produkt je fluorescencéni. Tato

N

Griessovy reakce je 1-2 uM. Nitrat musi byt opét preveden na nitrit (Misko et al. 1993).

2.7.3 Chemiluminiscence

Ke stanoveni pritomnosti ONOO™ se da pouzit chemiluminiscence. Vznikly ONOO™
zpusobuje (stejné jako kyslikové radikdly) oxidaci luminolu. Mira chemiluminiscence je
z&visld na jeho koncentraci a je zesilena za piitomnosti hydrogenuhlicitanu (HCO3).
Reakce je inhibovatelna SOD, takze O je klicovy béhem chemiexcitace. Béhem reakce
ONOO™ s HCOj3 a luminolem vznikd luminolovy radikdl a O, . Luminol reaguje s timto
O3 za vzniku endoperoxidu. Samotny NO ani O chemiluminiscenci nezpusobi, ONOO™

je nezbytné nutny (Radi et al. 1993).

2.7.4 Radioaktivni znaceni

Aktivita NOS se d4 méfit pomoci pfemény radioaktivné znaceného argininu ([*H|L-Arg
nebo ['C]L-Arg) na citrulin ([*H]L-citrulin nebo [**C]L-citrulin). Po oddélen{ argininu od
citrulinu se mnozstvi radioaktivniho produktu zméii pomoci kapalinové scintilace (Conte

a Ottaviani 1995). To je metoda zalozend na méreni radiace beta-zareni z nuklidu.
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Zaveéer

V této praci jsem shrnula ruzné metody, pomoci kterych se daji studovat funkéni i mor-
fologické vlastnosti hemocytu mékkysu. Takovych metod je celd fada. Pouzivaji se jak
pomérné staré metody, tak i zcela nové. VSechny se vSak s rozvojem védy neustéle zdo-
konaluji. A i ta nejstarsi metoda, mikroskopie, se pouziva stale velice casto. Jeji pocatky
spadaji az do roku 1590 a pouziva se priméarné ke studiu morfologie bunék. Chceme-li se
podivat na vétsi detaily, muzeme pouzit monoklondlni protilatky nebo lektinové sondy,
pomoci kterych detekujeme uz jednotlivé povrchové antigeny. Dalsi charakteristické vlast-
nosti hemocytu, jejich velikost a vnitini komplexita, se urcuji pomoci gradientové centri-
fugace nebo prutokové cytometrie. Ke sledovani aktivity hemocytu, produkece kyslikovych
radikali nebo oxidu dusnatého, se vyuzivaji rizné chemické reakce. Dodany substrat
reaguje s radikdlem, a tim meéni své vlastnosti. Muze zacit fluorescenéné zarit, zmeénit ab-
sorbanci roztoku nebo vytvorit viditelnou srazeninu. Kombinaci téchto metod 1ze sledovat
interakce hemocytu s patogenem.

Hemocyty jsou hlavni slozkou imunitniho systému mékkysu. Diky nim jsou mékkysi
schopni odolavat nédkazam patogeny z ruznych taxonomickych skupin. V parazitologii
jsou znami predevsim coby mezihostitelé motolic, véetné takovych, které mohou ohrozit
i cloveka, a tak je studiu imunitniho systému mékkysu vénovana velka pozornost. Presto
stale neni mnoho otazek zodpovézeno. Dosud neni ani jednotny nazor na to, zda existuje
pouze jeden typ hemocytu nebo jich je vice. Také neni zndma vétsina molekularnich
faktoru ovliviiujicich kompatibilitu dvojice plz—motolice. Pfesné se nevi, pro¢ jsou nékteri
jedinci vuci ndkaze vnimavi a jini rezistentni.

Ve své budouci diplomové praci bych se proto zaméfila na studium bunécéné imunitni
odpovédi plzu rodu Radiz experimentalné infikovanych Trichobilharzia regenti, Tricho-
bilharzia szidati a Fascioloides magna. Chtéla bych se vénovat vlivu parazita na aktivitu

hemocytu v imunitni odpovédi.
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