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ABSTRAKT

Trichobilharzia regenti je neurotropni motolice patiici do celedi Schistosomatidae.
V definitivnim hostiteli (vrubozobi ptaci) migruji larvy zvané schistosomula pfes centralni
nervovou soustavu (CNS) do nosni sliznice, kde dospivaji a rozmnozuji se.
V nahodném sav¢im hostiteli (véetné cloveéka) dochazi k potlaceni infekce Casto jiz v kiizi,
brzy poté, co do ni parazit pronikne. U experimentalné infikovanych mysi jsou vSak néktera
schistosomula schopna domigrovat az do CNS a omezenou dobu v ni piezivat.

Buniky zodpovédné za reakci na infekci 7. regenti v CNS mysi jsou predevSim mikroglie
a astrocyty, ptipadn¢ dal$i imunitni buiiky infiltrované z krve hostitele. Parazit se eliminaci ze
strany hostitele brani pomoci povrchového tegumentu, ktery neslouzi pouze jako mechanicka
bariéra, ale také jako sekrecni organ schopny efektivni obrany pted imunitou hostitele.

Zmény pusobené migraci schistosomul 7. regenti CNS hostitele byly s pomoci
klasickych histologickych a imunohistochemickych metod popsany jiz diive. Doposud vsak
chybély poznatky o vzajemnych interakcich imunitnich bun€k hostitele a tegumentu parazita
na ultrastrukturdlni arovni. K jejich ziskani bylo vyuzito propojeni dvou odlisnych metod:
(1) imunohistochemie ve svételném i elektronovém mikroskopu a (2) standardni transmisni
elektronové mikroskopie (TEM). Kromé potvrzeni jiz znamych faktl se v t€sném okoli
migrujich schistosomul u ptaciho 1 sav¢iho hostitele podatilo odhalit pfitomnost morfologicky
specifickych bipolarnich mikroglii. Déle byla zjiSténa pfima souvislost mezi potravnimi
zvyklostmi schistosomul a jejich lokalizaci v miSe hostitele. Po netspéSich s protilatkovym
znaCenim u kachen byla zavedena nova metoda znaceni imunitnich bunék v CNS pomoci
lektinti. Propojenim metody TEM s protilatkovym znafenim byla potvrzena piisluSnost
konkrétnich typil bun€k v miSe a nove byl pozorovan i jejich piimy vliv na tegument parazita
v riznych fazich infekce na ultrastrukturalni arovni.

Hlavnim pfinosem této prace bylo zejména vyuZiti pokrocilych mikroskopickych
metod pro detailni pozorovani zmén vyvolanych pfitomnosti parazita v CNS za podminek

in situ, které ptispélo k hlubsimu pochopeni priibé¢hu infekce u mysi a kachen.

Klicova slova: Trichobilharzia regenti, centrdlni nervova soustava, mikroglie, astrocyty,

tegument, ultrastruktura, imunohistochemie, imunogold, transmisni elektronova mikroskopie.



ABSTRACT

Trichobilharzia regenti is a neurotropic fluke belonging to family Schistosomatidae. Larvae
called schistosomula migrate in the definitive hosts (anseriform birds) throuth the central
nervous system (CNS) to their final location in nasal mucosa, where they mature and lay eggs.
In contrast with that, the infection of accidental mammalian hosts (including human), is often
stopped already in the skin immediately after entering the host. However, some schistosomula
are able to reach CNS of experimentally infected mice, and survive there temporarily.
Reaction to the CNS infection of mice is usually provided by microglia, astrocytes or the
other immune cells infiltrated from the hosts blood. Parasite protects itself against the host
reaction with its tegument. It does not serve only as mechanical barrier, but also as main
secretoric organ that is capable of active immune evasion.

Changes within CNS of the vertebrate hosts, caused by migrating schistosomula
of T. regenti, were already described by routine histological and immunohistochemical
methods. Till now, there was a lack of informations about interactions of immune cells of the
host and the tegument of the parasite on ultrastructural level. To fill this gap in knowledge,
two different methods were used: (1) imunohistochemistry in light and electron microscopy,
and (2) standard transmission electron microscopy (TEM). Besides confirmation of already
known facts, the presence of morphologically distinctive bipolar microglia was detected
in close vicinity of migrating schistosomula in both bird and mammalian hosts. Hereafter,
direct relationship between intestinal content and precise localization of schistosomula in the
spinal cord of the host was observed. New protocol for labeling of immune cells in spinal
cords of ducks with lectins was introduced as a replacement for unsuccessfull use
of antibodies. Combination of TEM with antibody labeling confirmed ultrastructural
characterization of particular cell types in the hosts spinal cord and direct influence of these
cells to the tegument of parasite in different phases of infection was described
on ultrastructural level.

The main benefit of this thesis consists in use of advanced imaging methods for
precise observation of changes caused by the presence of parasite in the CNS under in situ

conditions that contributed to a better understanding the process of infection in mice and
ducks.

Key words: Trichobilharzia regenti, central nervous system, microglia, astrocytes, tegument,

ultrastructure, immunohistochemistry, immunogold, transmission electron microscopy.
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1. UVOD

Schistosomy jsou vyznamnou skupinou motolic parazitujici prevazné v krevnim fecisti savca
a ptakd. Onemocnéni zplisobené témito cizopasniky se nazyva schistosomoéza. Lidské druhy
(ptedevSim S. mansoni a S. haematobium) jsou puvodci zavaznych zdravotnich problémi
zejména v tropickych zemich. Podle svétové =zdravotnické organizace (WHO) bylo
schistosomozou v roce 2015 ohrozeno ptes 218 miliont lidi (WHO [online]).

Ptaci schistosomy jsou rozsifené celosvétoveé a vyskytuji se bézné i v oblastech
mirného pasma véetné Ceské republiky (Ebbs a kol. 2016; Hordk a kol. 1998; Horak a kol.
2008). U néekterych ptacich schistosom byla prokazana schopnost pronikat kiizi nahodnych
savéich hostitelll, véetn¢ clov€ka, a zplsobovat u nich kozni alergickou vyrdzku zvanou
cerkariova dermatitida (Cort 1928; pro ptehled napt. Horak a kol. 2015; Kolatrova a kol. 2013;
Soldanova a kol. 2013). Ptaci schistosomy se, podobn¢ jako sav¢i druhy, obvykle vyskytuji
v krevnim fecisti a krevni cévy vyuZzivaji také k migraci télem hostitele. Nékteré druhy si vSak
osvojily zcela vyjime¢nou strategii a do mista definitivni lokalizace putuji nervovou
soustavou, vcetné centralni nervové soustavy (CNS) (Hordk a kol. 1999; Priiter a kol. 2017).
Tento fenomén byl poprvé popsan u modelového organismu pfedkladané diplomové prace,
motolice Trichobilharzia regenti (Horék a kol. 1999). Schopnost T. regenti proniknout az do
CNS i v pfipadé ndhodnych sav¢ich hostitelit byla opakované experimentalné prokézana u
laboratornich mysi (Hordk a kol. 1999). U laboratorné infikovanych kachen a mysi byly
v souvislosti s migraci parazita popsany také riizné neuromotorické obtize, napiiklad poruchy
orientace a rovnovahy ¢i ochrnuti (Hordk a kol. 1999; Lichtenbergova a kol. 2011). V ptipadé
lidskych infekci data o pfipadnych dusledcich migrace schistosomul mimo kiizi chybi a
nakaza tak miZe predstavovat potencialni zdravotni riziko minimaln€ pro imunosuprimované
osoby (Koufilova a kol. 2004b).

Pfirozenou obranou hostitele proti migrujicim parazitim je aktivace jeho
imunitniho systému, kterda mtze vést az k degradaci parazita. V nervové soustavé jsou za
eliminaci migrujicich larev 7. regenti zodpovédné piredev§sim mikroglie a astrocyty jakozto
rezidentni builky CNS, na imunitni odpovédi se omezené podileji 1 imunitni buiky
infiltrované z krevniho fecisté hostitele (Koldftova a kol. 2001; Koufilova a kol. 2004b;
Lichtenbergova a kol. 2011). Ochrannou bariérou motolic proti utokiim ze strany hostitele je
jejich télni povrch, zvany tegument. Ten je neustdle dynamicky piestavovan a obnovovan

sekrecnimi  produkty, kter¢é maji plivod v  subtegumentilnich  buiikach



(Wilson a Barnes 1974b). Kromé& mechanické ochrany je tikolem tegumentu také Unik pted
imunitnim systémem hostitele a jeho modulace a ptedstavuje ,,prvni linii“ konfrontace
hostitele a parazita (Abath a Werkhauser 1996).

Tyto vzajemné interakce je nutné sledovat ve stavu odpovidajicimu co nejvice
realnym podminkdm in vivo. Povaha bunécného infiltratu a reakce gliovych bunék v okoli
migrujicich larev je znama jiz z pfedchozich studii vyuzivajicich zejména klasickych
histologickych a imunohistochemickych metod (Kolafova a kol. 2001, Koufilova a
kol. 2004b; Lichtenbergova a kol. 2011). Doposud vsSak chybi poznatky o vlivu konkrétnich
imunitnich a gliovych bunék na tegument parazita a o morfologickych zménach téchto bunék

za in situ podminek na ultrastrukturalni Grovni.



1.1.

Cile diplomové prace

Predkladana diplomova prace si klade za cil charakterizaci interakci mezi bunkami

zodpovédnymi za imunitni odpovéd” v CNS hostitele a tegumentem parazita v podminkach

in situ, a to mimo jiné také nové na ultrastrukturdlni Grovni. K tomu bylo vyuzito

nasledujicich postupii s dil¢imi cily:

1.

Zhodnotit reakci gliovych bun¢k CNS (tedy astrocytti a mikroglii) v okoli parazita
v ruznych fazich infekce u rtiznych hostiteld pomoci fluorescencni mikroskopie na

kryotezech.

Popsat morfologické zmény vybranych bunck a tegumentu parazita pfi vzdjemném

kontaktu s vyuzitim transmisni elektronové mikroskopie (TEM).

Potvrdit identitu téchto bunék na ultrastrukturdlni tirovni s vyuzitim imuno-transmisni
elektronové mikroskopie (imunogold) a konfrontovat nabité poznatky se standardni

TEM.

Pokusit se aplikovat metodu korela¢ni svételné a elektronové mikroskopie (CLEM) na
michy infikované 7. regenti tak, aby bylo moZzné lokalizovat pozadované misto ve
tkani pomoci fluorescencniho znafeni a nasledn€ ho zdokumentovat na

ultrastrukturalni irovni v TEM



2. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. Helmintozy centralniho nervového systému

Cizopasni helminti parazituji v riznych organovych soustavach hostitele, véetné centralniho
nervového systému (CNS). V této lokalizaci se piitom vyskytuji v odlisSnych stadiich svého
zivotniho cyklu, Casto v podob¢ larev. Podle miry afinity k nervové soustavé hostitele lze

helminty rozd¢lit do tii zakladnich skupin, ke kterym jsou nize uvedeny vybrané priklady:

1. Helminti vyskytujici se v CNS ektopicky

Nékterd ontogenetickd stddia helmintd, bézné parazitujicich v jinych tkanich
hostitele, mohou byt do nervové soustavy zanesena nahodn¢, naptiklad krevnim
fecistém. Nachazeji se pak v tzv. ektopické lokalizaci, tj. v mistech mimo obvykly
cilovy organ.

Ptikladem mohou byt vajicka lidskych schistosom vyskytujici se
v miSe ¢i mozku hostitele (Scrimgeour & Gajdusek 1985; Pittella 1997a). Vzacné
byla v CNS c¢lovéka nalezena také jaterni motolice Fasciola hepatica
(Vatsal a kol. 2006). Dalsim piikladem jsou mikrofilarie zavleCené krevnim
systtmem do CNS (Aron a kol. 2002). Zejména u imunosuprimovanych lidi se
zde mohou vyskytovat i larvy Strongyloides stercoralis (Morgello a kol. 1993;
Rodriguez a kol. 2012).

2. Helminti se zvyv§enou afinitou k CNS

Vyvojova stadia helminti ndleZici do této skupiny se b&hem aktivni tkanové
migrace vyskytuji i v jinych tkanich hostitele (napf. svalovina, podkozi, jatra ¢i
plice). Se zvySenou preferenci se vSak dostavaji i do CNS.

Vyrazna afinita k CNS je znaméa napf. u larvalnich stadii lidské
tasemnice Taenia solium, které mohou v mozku vytvafet tzv. cysticerkus
a pusobit nejbéznéjsi parazitarni onemocnéni CNS ¢Elovéka — neurocysticerkozu
(Dell Brutto 2012). Méné¢ casto dochazi kinfestaci CNS také larvami
Taenia multiceps ¢1 T. serialis (tzv. coenurdza, Becker a Jacobson 1951;
Oryan a kol. 2014), ¢i tasemnic rodu Echinococcus (Abbassioun a kol. 2003)
a Spirometra (Noiphithak a Doungprasert 2016). Se zvySenou afinitou se v CNS
savcl, v¢. Clovéka, mohou vyskytovat také plicni motolice rodu Paragonimus

(Xia a kol. 2015).



Vyznamnym ptikladem takového parazita jsou hlistice rodu Toxocara
parazitujici u masozravcl, kde pii infekci ndhodnych hostiteld (Cloveék ¢i
experimentalné mys; Deshayes a kol. 2016; Eid a kol. 2015; Hamilton 2006) larvy
nedospivaji, ale béhem somatické migrace mohou doputovat do jejich centralni
nervoveé soustavy. Podobné je tomu i u Skrkavek rodu Baylisascaris, parazitujicich
ve stfevé myvalii (Campbell a kol. 1997; Wise a kol. 2005).

3. Helminti obligdtné se vyskytujici v CNS

Pro nékteré helminty ptedstavuje nervova tkan misto specifické lokalizace
uréitych ontogenetickych stadii.

Naptiklad hlistice rodu Angiostrongylus se b&hem svého vyvoje
v obratlovéim hostiteli vyskytuji mimo jiné i v CNS, kde dochazi ke svlékani
larvalnich stadii. Zatimco v definitivnim hostiteli (hlodavci; Mackerras a Sandars
1955) pokracuji krevnimi cévami do plic, kde dospivaji, pfi infekci ndhodného
hostitele (napft. ¢lovék; Martins a kol. 2015) nejsou hlistice schopné dokoncit sviij
vyvoj a umiraji v nervové soustave. U jelenovitych a jinych prezvykavet je CNS
obligatnim mistem vyskytu hlistic rodu Elaphostrongylus (Handeland a kol.
2000a; Handeland a kol. 2000b). V pfipadé motolic Diplostomum phoxini,
parazitl rybozravych ptaki, pfitomnost metacerkarii (tzv. diplostomulum) v CNS
ryb ovlivituje jejich chovéani a ty se pak stavaji snadnéjSi kofisti (Barber a
Crompton 1997; Rees 1955).

Z hlediska ptfedkladané diplomové prace jsou nejpodstatnéjSim
zastupcem neurotropni larvalni stadia ptaci motolice 7. regenti, pro ktera je CNS

obligatni migrac¢ni cestou do mista definitivni lokalizace (Horék a kol. 1999).

3.1.1. Histopatologie helmint6z CNS

Paraziticti helminti vyvolavaji v tkdnich obratlovci patologické zmény souvisejici s jejich
velikosti (napt. Nemati a kol. 2010), pohybem (napt. Hordk a kol. 1999) nebo sekreci a
exkreci (napt. Lightowlers a Rickard 1988; Stadecker a kol. 2001). Hostitel se proti ptisobeni
parazita chrani riznymi mechanismy. DileZitou soucésti obrany hostitele je jeho imunitni
systétm. V nervové soustavé, podobné jako v ostatnich tkadnich hostitele, dochazi
k patologickym procesim a k aktivaci hostitelskych bunék zodpovédnych za imunitni
odpovéd’ (napt. Ransohoff a Brown 2012). Patologické zmény souvisejici s pfitomnosti
helminti v mozku ¢1 miSe jsou studovany intravitdlné zejména pomoci pocitacové tomografie

(CT), ptipadné histologicky ¢i imunohistochemicky post mortem. Nejvice znamych informaci



pak existuje o helmintech vyznamnych zhlediska lidského =zdravi (pfedevSim o

neuroschistosomoéze, neurocysticerkoze ¢i neurotoxokardze).

3.1.1.1. Histopatologie helmintoz vyskytujicich se v CNS ektopicky

Pomoci in vitro metod bylo zjisténo, ze vajicka schistosom indukuji prostiednictvim
sekretovanych rozpustnych vajeénych antigenti (soluble egg antigens) tvorbu granulomu
(Goes a kol. 1991; Lukacs a Boros 1992; Parra a kol. 1991). Pii zavleCeni vaji¢ek krevnimi
cévami do CNS se v okoli vytvari zanétliva loziska imunitnich bunék (Pittella 1997b).
Buné¢ny infiltrat kolem parazita je zastoupen pfedevsim eozinofily, lymfocyty, plazmocyty
a makrofagy (Pittella 1997a). V pozdni fazi jsou vajicka degradovana a opouzdiena fibrézni
tkani (Cabral a Pittella 1989) a v okoli miize dochdzet k aktivaci astrocytl a k tvorbé gliové
jizvy (Pittela 1985). Bunécny infiltrat podobné povahy se vyskytuje i pii infekci CNS
filariemi ¢i larvami S. stercoralis (Bhalla a kol. 2013; Morgello a kol. 1993).

3.1.1.2. Histopatologie helmintoz se zvysenou afinitou k CNS

Aktivni migrace téchto parazitii do CNS s sebou pfinasi — oproti piedchozi skupiné parazitl
zavleCenych do CNS spiSe pasivné — také patologické projevy stim spojené. U mysi
experimentalné infikovanych Toxocara canis bylo napiiklad zaznamenano poruSeni
hematoencefalické bariéry vlivem priniku larev do CNS (Liao a kol. 2008a).
Na histologickych fezech se v pocateéni fazi infekce toxokarami ¢i cysticerky 7. solium
neobjevuje zadny, ¢i jen minimalni infiltrat hostitelskych bunek (Fan a kol. 2003; Liao a kol.
2008a; Molinari a kol. 1993; Othman a kol. 2010; Pittella 1997b). To je pravdépodobné
zpusobeno aktivnim maskovanim pfed imunitnim systémem hostitele, opét v kontrastu
s ptedchozi skupinou (Despommier 2003; Flisser a kol. 1986; White a kol. 1992). Zaroven
dochazi k imunomodulaci a sekreci produktli ovliviyjicich lokalni imunitni odpovéd
(Molinari a kol. 2000; Solano a kol 2006; Sikasunge a kol. 2008; Tato a kol. 1995). Teprve
v okoli odumirajicich cysticerkli byly zaznamendny infiltraty hostitelskych bunck sestavajici
pfevazné z hystiocytd, makrofagh, T a B lymfocytd a neutrofili (Del Brutto 2012;
Pittella 1997b; Restrepo a kol. 2001). Podobné 1éze se vyskytuji také ve tkani kolem hlistic
rodu Baylisascaris migrujicich CNS, zarovenn vSak dochazi k rozvoji masivni eozinofilni
meningitidy (Fox a kol. 1985; Hamann a kol. 1989). Dlouhodoba pfitomnost paraziti v CNS
casto indukuje aktivaci mikroglii a tvorbu gliové jizvy (Alvarez a kol. 2002; Eid a kol. 2015;
Gundra a kol. 2011; Liao a kol. 2008a; Liao a kol. 2008b ;Sikasunge a kol. 2009).



3.1.1.3. Histopatologie helmintoz obligatné se vyskytujicich v CNS
Rovnéz helminti obligatné se vyskytujici v nékteré casti svého vyvoje v CNS hostitele
zpisobuji aktivaci imunitni odpovédi souvisejici s postupnou infiltraci imunitnich bunék do
okoli parazita. Na histologickych preparatech lidské CNS byl v okoli larev Angiostrongylus
cantonensis pozorovan masivni infiltrdt eozinofilti, makrofagi a lymfocyti pod meningy
(Lindo a kol. 2004; Murphy a Johnson 2013). Zanétlivy infiltrat a poSkozené buiky byly
detekovany také v mistech, kudy larvy migrovaly nerovovu tkani. Zejména kolem mrtvych a
degradovanych cervli se nachazely eozinofilni granulomy (Lindo a kol. 2004; Wang a kol.
2008). Slaby submeningealni infiltrat imunitnich bun¢k byl zaznamenan také u jelenti, koz a
ovci experimentalné infikovanych hlistici E. cervi (Handeland a kol. 2000a; Handeland a kol.
2000b).

Hostiteli vySe zminénych paraziti jsou u vSech tii kategorii aZ na vyjimky savci.
Vétsina z nich je navic dalezitd nejen z hlediska veterinarni mediciny, ale i1 také z hlediska
zdravi ¢loveka. Pro neurotropni motolici 7. regenti jsou pfirozenymi hostiteli vrubozobi ptéci,
k infekcim CNS vSak mize dojit i u ndhodnych savéich hostiteld — experimentalné u mysi.
Histopatologie a imunitni odpovéd’ pfirozeného ptacitho 1 ndhodného savciho hostitele
v souvislosti s migraci larev motolice 7. regenti nervovou soustavou je soucasti vysledkl
dlouholetého vyzkumu v helmintologické laboratofi na katedfe parazitologie PiF UK.
Dosavadni poznatky se staly vychozim bodem pro téma ptedkladané diplomové prace a

budou podrobné;ji shrnuty v nésledujicich kapitolach.



3.2. Trichobilharzia regenti

3.2.1. Vyvojovy cyklus T. regenti
Trichobilaharzia regenti (Trematoda: Schistosomatidae) méa, podobné jako ostatni
schistosomy, dvouhostitelsky vyvojovy cyklus ¢astecné vazany na vodni prostiedi (Obr. 1).
Definitivnimi hostiteli téchto motolic jsou vodni ptaci z celedi Anatidae (kachnoviti), v jejichz
nosni sliznici se nachazeji dospéli jedinci oddélené¢ho pohlavi. Samice zde po kopulaci kladou
vajicka, z nichz se lihnou obrvené larvy — miracidia. Ta aktivn¢ vyhledavaji vodni plze rodu
Radix z ¢eledi Lymnaeidae, ktefi figuruji jako mezihostitelé. V hepatopankreatu plzit dochézi
k nepohlavnimu namnozeni parazita a vyvoji infek¢nich larev — cerkarii. Ty opoustéji plze
a aktivné pronikaji do obratlovciho hostitele. V pifipadé, ze cerkarie naleznou vhodného
ptaciho hostitele, transformuji se na schistosomula, kterd migruji centrdlnim nervovym
systémem (CNS) do nosni sliznice, kde dospivaji.

Pokud vSak cerkérie penetruji do téla ndhodného hostitele (vCetné clovéka),
dochazi pouze k omezenému vyvoji schistosomul, kterd nasledné umiraji v kizi ¢i CNS bez

dokonceni cyklu (Horak a kol. 1998; Horak a kol. 1999; Hradkova a Horak 2002).

3.2.2. Klinické projevy nakazy T. regenti

Zejména po opakovaném kontaktu ndhodného hostitele s cerkdriemi schistosom, vcetné
T. regenti, se infekce projevuje jako alergickd svédiva vyrazka zvana cerkariova dermatitida
(Horédk a kol. 1998a; Horak a kol. 2002; Koufilova a kol. 2004a; Koufilova a kol. 2004b).
Cast larev je schopna proniknout do CNS i u savéich hostiteld. I kdyz zde miize nékolik tydnt
prezivat (Horak a kol. 1999; Hradkova a Hordk 2002; Koufilova 2004b; Lichtenbergova a kol.
2011), nikdy u nich nedochézi k dokonceni vyvoje a naslednému rozmnoZovani parazita
(Hordk a kol. 1998a; Horak a kol. 1999; Hradkova a Horak 2002). Podobné jako u
experimentalné nakazenych pfirozenych hostitell - kachen, 1 u my$i mize dochazet s ohledem
na miru infekce k rozvoji neuromotorickych poruch (paralyza koncetin, poruchy orientace
apod.) (Hordk a kol. 1999; Lichtenbergova a kol. 2011). Z tohoto divodu ptedstavuje infekce

T. regenti potencialni zdravotni riziko také pro ¢lovéeka.

3.2.3. Histopatologie nakazy 7. regenti v CNS

Podle dosavadnich vyzkumti je poSkozeni nervové soustavy hostitele s naslednymi
klinickymi projevy v ptipadé€ infekce 7. regenti zptisobeno zejména znac¢nou velikosti parazita
oproti objemu tkdné¢ CNS i mnozstvim migrujicich larev (Blazova a Hordk 2005). Zminovan

je 1 mozny negativni vliv na hostitele v souvislosti s tim, jak parazit béhem své migrace



ziskava potravu. Ve stfevé schistosomul migrujicich kachni 1 mysi nervovou soustavou byla
totiz mikroskopicky pozorovéana a nasledné i histochemicky prokazéna degradovana nervova
tkan CNS, kterd svéd¢i o jejim mozném vyuziti k vyzive parazita.

U experimentalné infikovanych mysi bylo pomoci pitev a histologickych metod
zjisténo, ze schistosomula 7. regenti se do CNS dostavaji pies periferni nervy hostitele, odkud
vstupuji do michy mi$nimi koteny (Lichtenbergova a kol. 2011). U kachen mohou do michy
vstupovat uz druhy den po infekci (dpi) a pretrvavaji zde do 15. dne pi. Od 12. do 18. dne
infekce je pak 1ze najit v mozku (Hradkova a Hordk 2002). U mysi byla schistosomula v miSe
pozorovana v intervalu mezi druhym a 21. dnem pi. (Hrddkova a Hordk 2002).
Pti opakovanych infekcich mysi vSak dochdzelo z divodu imunizace ke zrychleni imunitni
odpovédi hostitele a casné destrukci parazith — pii Ctvrté infekci téze mysi nebyly v CNS
nalezeny zadné larvy jiz 3 dpi (Koufilova a kol. 2004b; Lichtenbergova a kol. 2011).
V mozku neimunizovanych mysi lze schistosomula nalézt mezi tfetim a 24. dnem infekce
(Hradkova a Horak 2002), coz je déle nez u ptirozenych hostiteli.

Distribuce schistosomul migrujicich CNS bylo tradiéné zjistovano zejména
histologicky na seridlnich fezech nervové soustavy a na roztlakovych preparatech tkané
(Kolatova a kol. 2001; Koufilova a kol. 2004b; Lichtenbergovd a kol. 2011), nové
1 s vyuzitim modernich 3D zobrazovacich metod (Bulantova a kol. 2016). Ukazuje se,
ze umysi 1 kachen 5 dpi se larvy Castéji vyskytovaly v bilé hmot€, méné v submeningealni
oblasti a pouze v malé mife i ve hmot¢ Sedé (Bulantova a kol. 2016).

Pfitomnost schistosomul v nervové soustaveé vyvolava imunitni odpovéd’ hostitele.
V okoli migrujicich ¢i jiz degradovanych larev tak byla detekovana pfitomnost bunck
podilejicich se na imunitni odpovédi proti migrujicim larvam. Jejich povaha byla zjisStovana
zejména s vyuzitim histologickych (Kolafova a kol. 2001; Koufilova a kol. 2004b), ptipadné
imunohistochemickych metod, které oproti vySe zminénym umoziuji bliz8i a spolehlivéjsi
identifikaci konkrétnich typt imunitnich bun¢k (Lichtenbergova a kol. 2011).

Bylo zjisténo, Ze s ohledem na to, zda se jedna o pfirozeného nebo ndhodného
hostitele se li§i i charakter bunééného infiltratu v okoli migrujicich larev T. regenti

(Kolétova a kol. 2001; Koufilova a kol. 2004b; Lichtenbergova a kol. 2011).
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3.2.3.1. Histopatologie ndkazy T. regenti v CNS kachen

VétSina informaci o vlivu 7. regenti na CNS piirozeného hostitele vychazi z experimentalnich
infekci kachen. Bylo tak zjisténo, ze 23 dpi. se v okoli larev migrujicich submeningedlnim
prostorem hostitele tvofi silny bunécny infiltrat sestavajici prevazné z eozinofilli a heterofila,
vmens$i mife pak plazmatickych bun€k, makrofagli, histiocytt a lymfocytd
(Koléatova a kol. 2001). Béhem migrace bilou ¢i Sedou hmotou ve stejné fazi infekce se
v okoli larev rovnéz vyskytuji eozinofily, heterofily, histiocyty a mononukledrni bunky,
ovSem v mnohem menSim mnozstvi, nez je tomu v submeningealni oblasti
(Kolatrova kol. 2001).

K vyraznéj$Sim patologickym zménam nervové tkané s naslednymi klinickymi
prizaky u infikovanych kachen spiSe nedochézi. Kolarova a kolektiv (2001) popisuji ojedinélé
nekrotické ¢i dystrofické zmény nervové tkdné v t€sném kontaktu s parazity. Mira destrukce
patrn€ souvisi s mnozstvim migrujicich larev. K vétSimu poSkozeni zarovenn dochazi v mise
nez v mozku (Kolafova a kol. 2001). To mize souviset (1) s dlouhodobym pfetrvavanim
parazitd v této ¢asti CNS (az 3 tydny; Kolafova a kol. 2001) a (2) s vétsSim poctem larev
vyskytujicich se v miSe v porovnani s mozkem, jelikoz ¢ast schistosomul je v miSe usmrcena
a do mozku nedoputuje a lze je pak pozorovat vpodobé degradovanych, cerné
pigmentovanych larev, v jejichZz okoli je nervovad tkdn pozménéna na Zelatindzni hmotu.

(Horak a kol. 1999).

3.2.3.2. Histopatologie nakazy T. regenti v CNS mysi

Jako model nakazy ndhodnych sav¢ich hostitelti ptaci motolici 7. regenti slouzi tradi¢né
laboratorni mysi. Pro vyzkum byly vyuzivany zejména imunokompetentni kmeny BALB/c,
C57BL/6 a hr/hr (bezsrsta varianta laboratorni mysi) a imunodeficientni kmen SCID. To bylo
dilezité hlavné pfi hodnoceni imunitni reakce hostitele 1 jejiho vlivu na parazita. V ¢asné fazi
infekce (3 dpi) nebyl kolem larev lokalizovanych v bilé hmoté¢ michy imunokompetentnich
mysi detekovan zadny bunécny infiltrat (Koufilova a kol. 2004b). Imunitni buiiky byly v okoli
parazita pozorovany nejdiive Sesty den infekce (Koufilova a kol. 2004b). Na histologickych
fezech myS$i michy v pozdgjSich fazich infekce byly v okoli migrujicich larev pozorovany
neutrofily, eozinofily, plazmatické bunky, histiocyty a makrofagy (Kolarova a kol. 2001;
Koufilovd a kol. 2004b; Lichtenbergova 2011). Imunohistochemicky byly ve tkani
imunokompetentnich mysi detekovany také aktivované mikroglie a v malém mnozZstvi

1 CD3+ lymfocyty (Lichtenbergova a kol. 2011).
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U imunokompetentnich mysi byla v porovnéani s bunécnou odpovédi v bilé hmoté
u kachen pozorovana silnéjsi reakce (Kolafova a kol. 2001). Intenzita imunitni odpovédi
hostitele vSak vSeobecné rostla s poctem schistosomul migrujicich CNS a vétsi infiltrat se
zéaroven nachdzel kolem destruovanych larev (Koufilova a kol. 2004b). Zatimco u kachen
vede migrace paraziti submeningealnim prostorem k silné imunitni reakci, u mysi je tomu
naopak (Lichtenbergova a kol. 2011; Koufilova a kol. 2004b).

Lichtenbergova a kolektiv (2011) ptfikladaji nejvétsi podil na destrukei 7. regenti
v CNS savcl mikrogliim a makrofaglim, které¢ byly detekovany v l1ézich kolem usmrcenych
larev (Obr. 2A). V migracnich kanédlech za schistosomuly dale pozorovali aktivované,
hypertrofované astrocyty (Obr. 2B), které pravdépodobné hraji roli pfi reparaci poni¢ené

nervove tkané a tvorbe gliové jizvy (viz 3.3.1.).

Obr. 1 — Vyvojovy cyklus Trichobilhrazia regenti; (CDC [online]; upraveno).

@ | Definitivni

Nahodny M hostitel

hostltel

Miracidium

Cerkarie

Mezihostitel

12



Obr. 2 - Schistosomula migrujici bilou hmotou mysi michy, 7 dpi; Imunoperoxidazové znaceni
histologickych fezi (Lichtenbergova a kol. 2011; upraveno):

A— ‘aktivované mikroglie (anti-Ibal); B — =) hypertrofované astrocyty (anti-GFAP);
= schistosomulum 7. regenti.
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3.3. Uloha gliovych a imunitnich bunék p¥i poskozeni CNS

Centralni nervovy systém byl v minulosti povazovan za imunoprivilegovany orgéan, nebot
se predpokladalo, ze postrada klasicky lymfaticky systém (Galea a kol. 2007; Hawkins a
Davis 2005; Medawar a kol. 1948; Mrass a Weninger 2006). Recentné vSak byla existence
meningealnich lymfatickych cév potvrzena (Aspelund a kol. 2015; Louveau a kol. 2015).
Dals$im dGvodem pro piedpoklddané imunoprivilegium CNS byla pfitomnost
hematoencefalické bariéry, kterd oddéluje CNS od krevniho fecist¢ (Hawkins a Davis 2005;
Mrass a Weninger 2006). Pfes tuto bariéru je omezen piistup veétSiny imunitnich bunék
a molekul z obéhového systému do CNS (problematiku podrobné shrnuji Sykova a Nicholson
2008). Za urcitych okolnosti (poranéni ¢i infekce) je vSak pomoci slozitych regulacnich
mechanizmii umoznén prinik perivaskularnich leukocytd (podrobnéji napt. Ransohoff a kol.
2003; Russo a McGavern 2015). Centralni nervovy systém tedy neni zcela
imunoprivilegovanym systémem, jak se v minulosti pfedpokladalo.

Ptesto, ze CNS neni plné separovan od imunitniho systému zbytku téla, neni na
néj ani zcela odkazan. CNS totiz neni tvofen pouze neurony, jakozto hlavnimi stavebnimi
kameny nervové tkang, ale také dalSimi podpirnymi buiikami, které jsou oznacované jako
bunky gliové. Kromé jinych dileZitych funkei tyto bunky predstavuji i prvni linii pii detekci
patogena ¢i poranéni v CNS a nasledném zprostiedkovani imunitniho zasahu béhem infekce

¢i reparacnich procest (Nayak a kol. 2012).

3.3.1. Gliové buiiky

Mezi gliové bunky patfi pfedevsim: (1) makroglie — tedy astrocyty (podilejici se na tvorbé
hematoencefalické bariéry), oligodendrocyty (obalujici neurony myelinovymi pochvami)
a ependymové bunky (tvotici vystelku dutin CNS) — a (2) mikroglie (mozkové makrofagy).
Jakozto rezidentni imunokompetentni buitky CNS hraji klicovou tlohu pii poSkozeni CNS

predevsim astrocyty a mikroglie, které jsou popsany nize

3.3.1.1. Astrocyty

Astrocyty jsou nejvetSimi a zaroven nejpocetnéjSimi gliovymi buitkami v CNS. Jejich nazev
je odvozen od charakteristicky hvézdicovitého tvaru. Ve zdravém mozku se domény
jednotlivych bunék nepiekryvaji, ale jejich vybézky tvoii v celém objemu CNS astrocytarni
sit (Halassa a Haydon 2010). Jiz od pocatku 20. stoleti rozliSujeme dva zdkladni
morfologické typy astrocytli (Sofroniew a Vinters 2010; Obr. 3).
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e Protoplasmické astrocyty, vyskytujici se v Sedé hmoté. Jejich kmenové vybézky
rovnomérné vybihaji z bunécného téla do okoli a bohaté se vétvi.
e Vlaknité astrocyty, nachdzejici se v bilé hmoté. Maji spiSe vlaknity charakter a jejich

tenké a dlouhé vybézky se tdhnou paraleln€ s axony neurond.

Ve zdravé CNS se astrocyty podileji na mnoha funkcich. Ve vyvijejicim se mozku hraji roli
napiiklad pfi navadéni migrujicich neuronti (Powell a Geller 1999). Ve zralé CNS komunikuji
astrocyty svymi vybézky s krevnimi kapilarami a podileji se na tvorbé hematoencefalické
bariéry zprostfedkovanim komunikace mezi obchovym systémem a nervovou tkani
(Abbott a kol. 2010). Diulezitou ulohou astrocyti je dale vyziva a mechanickd podpora
neuront ¢i udrzovani homeostazy CNS (Simard a Nedergaard 2004).

Pti poskozeni nervové tkané (napf. poranéni Ci infekce) odpovidaji astrocyty tak
zvanou reaktivni astrogliézou (Sofroniew 2005). Jedna se o soubor molekularnich, bunéénych
a funk¢nich zmén (Sofroniew 2009) odstupniovanych podle zavaznosti poSkozeni od lehké
formy astrogliozy po gliovou jizvu. Béhem aktivace astrocyty hypertrofuji, proliferuji a
postupné se zacinaji vzajemné prekryvat domény jednotlivych bunck. Dochazi tak predevSim
k odd¢leni patogena ¢i poskozenych neuront od zdravé tkané€, coz je 1 hlavnim ucelem gliové
Jjizvy. (Sofroniew a Vinters 2010)

Dulezitym znakem aktivace astrocytli je zvySend exprese proteinu GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein). Protoze je zaroven je hlavni sloZkou intermedialnich
filament nachazejicich se ve vybézcich astrocytli, vyuziva se jako specificky marker pro jejich

znaceni (Eng a kol. 1971).
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Obr 3 — Morfologické typy astrocyti v neinfikované kachni miSe; Fluorescenéni zna¢eni kryozezi
(anti-GFAP):
A — protoplasmické astrocyty v Sedé hmot¢ michy; B — vlaknité astrocyty v bilé hmot¢ michy.

3.3.1.2. Mikroglie

Mikroglie, odvozené od bunék monocyto-makrofagové tady, predstavuji 5-20 % celkového
poctu glii v CNS (Lawson a kol. 1990). Ve vyspélém nervovém systému lze rozlisit nékolik
zékladnich morfologickych forem (Obr. 4), liSicich se zaroveinl svou funkei (Benveniste 1997;

Morioka a kol. 1992; Streit a Kreutzberg 1987; Streit a Kreutzberg 1988; Streit a kol. 2004):

e Klidové mikroglie (,,resting/remified”) vyskytujici se ve zdravé tkani a vyckavajici na
podnét k aktivaci.

e Aktivované mikroglie (,,activated/reactive*) ménici se v reakci na patologicky podnét,
ale neschopné fagocytozy.

e Améboidni fagocytické mikroglie, rovnéZ oznacované za ,,mozkové makrofagy* kvili
schopnosti fagocytozy.

¢ Distrofické mikroglie, degradujici mikroglie objevujici se zejména ve starnouci CNS.

Klidové mikroglie maji malé bunééné télo a tenké, dlouhé a rozvétvené panozky
(Kreutzberk 1996). Mikroglie jsou v nervové tkani rozprostfeny pravidelné a jejich bunécna
téla se nepresouvaji. Pfesto se vSak jedna o dynamické bunky, které¢ svymi vybézky neustéle
monitoruji své okoli (Davalos a kol. 2005; Nimmerjahn a kol. 2005; Raivich 2005).

Pti patologickych procesech v CNS (infekce, poranéni ¢i neurodegenerativni
onemocnéni) se klidové mikroglie méni na aktivované, které proliferuji a migruji k mistu
poskozeni (Brockhaus a kol. 1996; Lazar a Pal 1996). Aktivované mikroglie maji oproti

klidové formé silngj§i vybézky a zvétSené bunécné télo (Kreutzberg 1966, citovano dle
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Streit a kol. 1998). Mikrogliemi zprostiedkovand parakrinni sekrece cytokinli je zaroven
klicova pro komunikaci se sousednimi butikami, jako jsou naptiklad neurony ¢i astrocyty, ale
také pro fizeni imunitni odpovédi béhem patologie CNS (Ambrosini a Aloisi 2004;
Balasingam a kol. 1996).

Aktivované mikroglie se stavaji fagocytickymi jako odpovéd’ na signaly, které
jsou produkované apoptickymi buitkami ¢i infekénimi agens (napft. bakterie, viry ¢i paraziti).
Tato forma md& améboidni kruhovité bunééné télo s velice kratkymi silnymi panozkami
a hypertrofovanou cytoplasmu s mnozstvim fagosomt a lysozomt (Streit a Kreutzberg 1988;
Streit a kol. 1999). Jejich tkolem je fagocytéza zbytkil okolnich apoptotickych bunék ¢i
infek¢nich agens a nasledné vystaveni jejich antigeni na svém povrchu pomoci MHC II
(Major Histocompatibility Complex II), nebot” mikroglie zastavaji také dulezitou ulohu
antigen prezentujicich bun¢k CNS (Streit a kol. 1989; Streit 2001).

Béhem aktivace mikroglii se zvySuje produkce Ibal molekuly (Ionized kalcium-
binding adapter molecule 1), nazyvané rovnéz AIF-1(Allograft inflamatory factor 1). Jedna se
o vapnik vyvazujici protein uplatiujici se svym vlivem na aktin pfi pohybu a fagocytoze
makrofagl a mikroglii (Oshawa a kol. 2000). Ve tkani CNS se Ibal molekula vyuziva jako
specificky marker mikroglii a jejich aktivace (Imai a kol. 1996; Ito a kol. 1998).

Obr. 4 — Morfologické typy mikroglii kultivovanych in vitro; Skenovaci elektronovy mikroskop
(Machacek 2015; upraveno).
A — mikroglie nestimulovand; B — mikroglie stimulovana homogenatem z transformovanych cerkarii.
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3.4. Povrch téla helminti a jeho funkce ochranné bariéry

Helminti jsou béhem zivota vystaveni mnoha nepiiznivym podminkam. Voln¢ Zijici stadia
museji odolavat prevazné fyzikalné-chemickym vliviim, jako jsou napfiklad zmeény
osmotického tlaku, pH ¢i teplot. Parazitickd stadia helminti se navic potykaji i s obrannymi
mechanismy a imunitnim systémem hostitele. Prvni ochrannou bariérou ¢ervi je jejich télni
povrch, ktery se mezi jednotlivymi skupinami 1iSi chemickym slozenim, stavbou, pevnosti
1zménami béhem vyvojového cyklu parazita (Lee 1966). T¢lo neodermatii, kam patii
imotolice a tedy 1 schistosomy, je kryto syncytidlni vrstvou zvanou tegument

(Threadgold 1963).

3.4.1. Tegument schistosom a jeho promény béhem vyvoje v obratlovéim hostiteli

V ontogenetickém vyvoji motolic se tegument objevuje poprvé pii pfeméné miracidia na
nasledujici larvalni stadium (sporocystu) a vyskytuje se az do dospé€losti. Jednd se
o syncytium tvofené splynutim cytoplasmy neoblastl, jejichz bunécnd téla s jadry
(tzv. subtegumentalni bunky) zlstadvaji zanofena pod lamina basalis a vrstvami svaloviny.
S bezjadernou vrstvou tegumentu jsou tyto cytony spojeny cytoplasmatickymi mosty
lemovanymi mikrotubuly, pfes které dochazi k transportu sekrecnich télisek vytvorenych
vtéle bunky do hornich vrstev cytoplasmy tegumentu (Obr. 5; Lee 1966;
Meuleman a kol. 1978; Threadgold 1963).

Tegument cerkarii ma pouze jednoduchou povrchovou membranu krytou silnou
vrstvou (glykokalyx), kterd toto stadium chrani pfed hypo-osmotickym vodnim prostfedim.
Povrchovd membrana tegumentu schistosomul a dospélct je oproti cerkariim zdvojena a
pfisuzuje se ji pfedevSim imunoprotektivni funkce (Abath a Werkhauser 1996; Wilson a
Barnes 1974b). Pfeména tegumentu je napt. u S. mansoni patrnd jiz 30 min po penetraci.
Béhem tohoto procesu vacky tvorené vicevrstevnou membranou (tzv. multilamilarni vacky)
putuji ze subtegumentélnich bunék cytoplasmatickymi spoji do bezjaderné vrstvy tegumentu
(Hockley a McLaren 1973). Uz po jedné hodin€ po penetraci jsou v tegumentu pozorovatelné
velkeé vakuoly se sedmivrstevnou membréanou, které¢ vznikly spojenim vice multilamilarnich
vacka (Hockley a McLaren 1973). Vakuoly postupné splyvaji s vnéj§i membranou a 3 hodiny
po penetraci do hostitele je vétSina povrchu parazita kryta sedmivrstevnou membranou
(Hockley & McLaren 1973). Tegumentéalni zahyby se v prabéhu transformace prohlubuji,
¢imz dochazi ke zvétSovani povrchu (Hockley a McLaren 1973) a parazit tak mtze 1épe

interagovat se svym okolim (viz 3.4.2).
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Podobny prubéh i uspotfadani vnéjsi membrany tegumentu byl pozdéji potvrzen
iu ptacich schistosom. Jmenovité u visceralniho druhu 7. szidati , ktery stejné jako lidské
schistosomy obyva cévy hostitele (Hordk a kol. 1998b) ale i u neurotropni 7. regenti jejiz
schistosomula se po zna¢nou ¢ast migrace v hostiteli nachazeji mimo cévy v nervové soustave

(Chanova a kol. 2009).

3.4.2. Vyznam tegumentu schistosom pri tiniku pred imunitnim systémem hostitele
Schopnost schistosom dlouhodobé piezivat v hostitelském prostfedi spociva v jejich
schopnosti efektivné modulovat imunitni systém hostitele (Abath a Werkhausen 1996).
Vétsina téchto mechasnismi je spjata s tegumentem parazita, a to n€kolika rizymi zptsoby:

1. Antigenni mimikry

e Jednim ze zplsobl maskovani schistosom, ktery byl popsan napt. u S. mansoni
(Smithers 1969), je inkorporace hostitelskych antigenli na télni povrch a zakryti
vlastnich epitopti, které pak imunitni systém hostitele neni schopen rozpoznat
(Damian 1987; Abath a Werkhausen 1996; Damian 1964; Smithers a kol. 1969;
Hewitson a kol. 2009).

e Schistosomy jsou vSak schopny také samy syntetizovat povrchové molekuly
podobné hostitelskym. Imunitni systém pak tyto epitopy nerozpoznava jako
cizorodé (Abath a Werkhausen 1996; Damian 1987; Hewitson a kol. 2009).

2. Obména povrchové membrany tegumentu

e Dilezitym aspektem pieZivani v imunologicky aktivnim prostfedi je napiiklad
bohat¢ zvinéna zdvojend vné€jSi membrdna tegumentu  schistosom
(Abath a Werkhauser 1996; Wilson a Barnes 1974b), kterda je kontinualné
obmeénovéana (Kusel a Mackenzie 1975; Pearce a kol. 1986). Timto zptisobem
schistosomy pravdépodobné svlékaji komplexy protilatek hostitele navdzané na
parazitarni epitopy (Abath a Werkhausen 1996).

3. Imunomodulace imunitniho systému hostitele schistosomami

w1

imunomodulac¢nich faktort (Fishelson 1995; Hewitson a kol. 2009; Rumaswamy a
kol. 1995), které umoziiuji schistosomam dlouhodobé pfezivat v krevnim systému
hostitele (Van der Kleij a kol. 2002). Bylo napftiklad prokézano, ze fosfatidylserin
nebo ATP-katabolizujici enzymy na povrchu schistosom v disledku ptisobi

YL

(Bhardwaj a Skelly 2009). Molekularnimi metodami bylo rovnéz zjisténo, ze
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schistosomy jsou schopné pozménit lidsky proteom, predevsim jednotlivé slozky
komplementu, ¢imZz je snizena jeho moZznost aktivace a potlaceni infekce

(Da'Dara a kol. 2016).

3.4.3. Degradace a reparace tegmentu schistosom po jeho poskozeni
K degradaci tegumentu schistosom obvykle dochazi bud’ po pouziti u¢inného antihelmintika
nebo v disledku selhdani vyse uvedenych mechanismii pfekonani imunitniho systému
hostitele. Pravé odhaleni zmén v ultrastruktuie tegumentu zasazeného témito negativnimi
vlivy se stalo cilem mnoha studii provadénych za ptispéni eletronové mikroskopie
(Filho a kol. 1987; Hockley a Smithers 1970; McLaren a James 1985; Shaw a Erasmus 1987;
Smithers a Terry 1967; Smithers a kol. 1969).

Povrchové zmény lIze sledovat ve skenovacim elektronovém mikroskopu
(SEM), podpovrchové vrstvy pak na ultratenkych fezech v transmisnim elektronovém
mikroskopu (TEM). Autofi, ktefi se problematikou degradace tegumentu v disledku
imunitni odpové&di ¢i antihelmintické 1écby zabyvali (Filho a kol. 1987; Hockley a Smithers
1970; McLaren a James 1985; Shaw a Erasmus 1987; Smithers a Terry 1967; Smithers a kol.
1969) se shoduji, ze prvni znadmkou destrukce tegumentu je vakuolizace v bazalni vrstvé
tegumnetu, kdy postupné drobné tvofici se vakuoly splyvaji ve vétsi (Hockley 1970;
Smithers a kol. 1969;). Vyrazné je i navySeni poctu tegumentalnich télisek (Hockley 1970;
Peréz a Terry 1973; Smithers a Terry 1967; Smithers 1969; Shaw a Erasmus 1987).
V pozdéjsi fazi degradace tegumentu je znatelné také poruseni vnéjSi membrany, ztrata
tegumnetalni cytoplasmy a nakonec také celkova ztrata tegumentu a odhaleni svalovych
vlaken pod lamina basalis (Hockley 1970; Smithers a kol. 1969), které se stdvaji snadnym
cilem pro nasednuti imunitnich bunék (Filho a kol. 1987; Hockley 1970; McLaren a James
1985; Smithers a kol. 1969).

Nekteré z téchto zmén vSak nejsou pouze pfimym disledkem degradace
tegumentu, ale mohou poukazovat na snahu parazita obnovit svij povrch (Hockley a
McLaren 1973; Kusel a Mackenzie 1975; Pearce a kol. 1986; Wilson a Barnes 1974).
Hlavnim néstrojem pro doplnéni cytoplasmy tegumentu a opravu vnéj§i membrany jsou

tegumentalni téliska. Ta jsou u schistosom dvou hlavnich typt (Obr. 6):
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e Membranové vacky (,,membranous bodies”, Hockley a McLaren 1973),
nazyvané také multilamelarni vacky (,,multilaminate vesicles®, Smith a kol.
1969), se nepodileji pouze na zdvojovani vnéj§i membrany pii premeéné cerkarie
na schistosomulum, ale Uc¢astni se také jeji aktivni obmény béhem celého dalsiho
zivota parazita (Hockley a McLaren 1973; Wilson a Barnes 1974). Jejich tlohou
je predevsim oprava vnéj$Si membrany tegumentu po poskozeni imunitnim
systémem ¢i béhem penetrace cerkarie do hostitele (Hockley a McLaren 1973;
Peréz a Terry 1973; Rifkin 1971).

e Diskoidni téliska (,,discoid granules®; Smith a kol. 1969), nazyvana rovnéz
protahla téliska (,,elongated bodies”, Hockley a McLaren 1973) ¢i tyCovitd
téliska (,,rod bodies*, Morris a Threadgold 1968; Silk a kol. 1969). Podle obsahu
téchto telisek, ktery je stejné denzity a granularni povahy jako cytoplasma
tegumentu, se Hockley a McLaren (1973) domnivaji, zZe se ucastni jejiho

dopliovani.
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Obr. 5 — Povrch téla schistosomula 7. regenti (5 dni po penetraci); transmisni elektronovy mikroskop:

T — tegument; m — povrchovd membrana tegumentu; z — tegumentalni zahyby; b — lamina basalis; os — okruzni
svalovina; ps — podélna svalovina; ss — $ikma svalovina; C — jadro subtegumentalni buiiky; mt — mitochondrie;
cm — cytoplasmaticky most; % sekre¢ni tegumentalni t&liska.

Obr. 6 — Sekrecni téliska tegumentu schistosom (7 dni po penetraci); schématicky diagram (Hockley a
McLaren 1973; upraveno):

T — tegument; m — povrchova membrana tegumentu; z — tegumentalni zahyby; d — diskoidni téliska;

mb — membranové vacky.
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4. MATERIAL A METODIKA

V nasledujici kapitole jsou uvedeny pouze uspésné optimalizované postupy a protokoly, které
nakonec vedly k ziskdni vysledkii predkladané diplomové prace. Protokoly k nelspésné
pouzitym metodam jsou shrnuty na konci diplomové prace v kapitole Prilohy (viz 9). Volba
konkrétnich pfistupii, postup optimalizace jednotlivych metod a netspéchy zaznamenané
béhem studia problematiky jsou zaroven diskutovany v kapitole Diskuze (viz 6.3.).

Celkové poCty pouzitych zvifat (23 kachen, 51 mysi) zahrnuji kromé
experimentalnich jedinct, jejichz vySetfenim byla nakonec ziskéna data prezentovana v této
praci i dal$i kachny a mysi. Tato zvifata byla vyuzita k optimalizacim jednotlivych protokold,
hodnoceni schopnosti schistosomul pifezivat v CNS ndhodnych hostitelt, udrZzovani

laboratorniho cyklu oddéleného kmene T. regenti v chovech ¢i zkusebnim pitvam.

4.1. Modelovy organismus a jeho udrzovani v laboratornich podminkach

Zivotni cyklus ptadi motolice Trichobilharzia regenti je na katedie parazitologie PiF UK
dlouhodobé udrzovan v laboratornich podminkach. Jako mezihostitelé slouzi v akvariich
chovani plzi Radix lagotis, definitivnimi hostiteli jsou kachny domaci (Anas platyrhynchos,
forma domestica) drzené v klecich umisténych ve wvnitfnich prostorach. Pro potieby
diplomové prace poslouzil jako model ndhodného sav¢iho hostitele laboratorni kmen mysi

Mus musculus BALB/c.

4.1.1. Terénni sbéry plzi infikovanych 7. regenti

Na vybranych lokalitdich s pfedchozim dokumentovanym vyskytem plzii nakaZenych
T. regenti byli, za pomoci cednikil, sesbirani plzi rodu Radix. Ti byli nasledné v laboratoti
intravitalné vySetfeni na pritomnost ocelatnich furkocerkarii (viz 4.1.4.). Blizsi identifikace
a druhovd determinace cerkarii byla nasledné¢ provedena molekularnimi metodami

a potvrzena uspésnou infekci definitivniho hostitele.

4.1.2. Hodnoceni schopnosti schistosomul riznych kmen 7. regenti infikovat CNS
nahodného hositele

Pted zahijenim experimentii bylo nutné stanovit optimalni infekéni davku pro ndkazy

ndhodnych a definitivnich hostitelti. Mysi 1 kachny byly nakazovany rtiznym mnoZzstvim

cerkarii zplisobem popsanym v ndsledujici kapitole (viz 4.1.4.). Pét dni po infekci byla

nakazend zvifata usmrcena a vypitvana micha byla vySetfena pod binokularni lupou (Nikon CP-

S). Po premisténi michy do 0,1 M rotoku PBS a jejim roztrhdni na malé Casti pomoci ostré
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pinzety a pitevni jehly doslo k uvolnéni schistosomul z tkan€. Timto zptisobem bylo mozné
spocitat celkovy pocet larev v miSe nakazeného zvifete a ve spojitosti s piipadnymi
klinickymi projevy infekce upravit infekéni davku. Cilem bylo dosdhnout co nejvétsiho poctu

schistosomul v miSe bez pritomnosti klinickych projevii zasazeni CNS.

4.1.3. UdrZovani zZivotniho cyklu 7. regenti v laboratornich podminkach

Kachny byly nakazovéany také z diivodu udrzeni laboratorniho cyklu parazita a to ve dvou
oddélenych kmenech. Oproti bézné infekéni davce 1500 - 2000 cerkérii u starého
laboratorniho kmene 7. regenti byla pro nové ziskany kmen 7. regenti nakonec empiricky
stanovena infek¢éni dédvka na 500 cerkérii. Pfi vysSich davkach kachny ochrnovaly a casto

Casto dochazelo i k thyniim. Nakazené kachny byly zabijeny dekapitaci 21 dni po infekci.

4.1.3.1. Ziskavani miracidii a nakazy plzi

Nosni sliznice z vypitvanych kachen byla pienesena do odstaté vody, roztrhdna na malé ¢asti
pomoci ostré pinzety a pitevni jehly a nasvicena stolni lampou. Miracidia, uvolnéna z tkan¢
vlivem zmény osmotického tlaku, bylo mozné sbirat pipetou pod binokularni lupou. Témi byli
nakazovani 2-3 mm velci plzi Radix lagotis, ktefi byli po jednom rozdéleni do zkumavek
s odstatou vodou a tfemi miracidii. Nédkaza probihala minimalné€ jednu hodinu pfi pokojové
teploté. Poté byli infikovani plzi umisténi spoleéné do oddéleného akvaria. Cerkarie se

z infikovanych plzii zacaly uvoliiovat po Sesti tydnech.
4.1.4. Nakazy a pitvy obratlovc¢ich hostiteli

4.1.4.1. Sbér a koncentrace cerkarii

Infikovani plzi byli z chovnych nédrzi pfemisténi do nadob s odstatou vodou a nasviceni
lampou po dobu 30 — 60 minut. Cerkarie uvolnéné z plzl byly s vyuZitim jejich pozitivni
fototaxe koncentrovany v Erlenmeyerovych bankach. Po nasviceni hrdla nadoby obalené
hlinikovou f6lii vyplavaly cerkarie ke zdroji svétla u hladiny, odkud je bylo mozné sbirat
pipetou. Pocet ziskanych cerkérii byl stanovovan na podloznim skle, kam bylo umisténo deset
kapek roztoku o objemu 10 pl. Pocet cerkarii v kazdé kapce byl spocitan pod binokularni
lupou. Pomoci aritmetického priméru byl nasledné vypocitan primérny pocet cerkarii v 1 ml
roztoku a objem s pozadovanym poctem cerkarii byl poté pouZzit pro nakazu piislusného

obratlov¢iho hostiele.
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4.1.4.2. Nakaza a pitva kachen

Kachny byly nakazovany ve véku 1 — 2 tydnl infekéni davkou 500 — 2000 cerkarii
(dle kmene parazita a pozadované délky infekce). Nakaza probihala ve specialnich
zatemnélych nédobach s hrdlem pfizptisobenym k upevnéni nohou nakazované kachny.
Uvniti této nadoby byla umisténa kadinka s odstatou vodou a cerkariemi. Nakaza probihala
jednu hodinu pfi pokojové teplot¢ (Meuleman a kol. 1984). Po péti ¢i deseti dnech byly
kachny usmrceny dekapitaci a micha byla vyjmuta pinzetou z misniho kanalu po odstfizeni
dorzalni poloviny obratli patefe. Vypitvana micha byla dale zpracovavéana pfislusSnou

metodou dle zvoleného ucelu (viz nize).

4.14.3. Ndkaza a pitva mysi

Infikovani byli pfedevs§im mysi samci ve véku 8 — 12 tydni infek¢éni davkou 1500 - 3000
cerkarii (dle kmene parazita). Nékaza probihala v zatemnéné nadob¢ s odstatou vodou a
cerkariemi po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté. Hladina vody s cerkdriemi v naddobé
dosahovala hloubky jednoho centimetru a myS$i do ni byly vlozeny az po ptfedchozim
pulhodinovém odstaveni od vody/krmeni a vyprazdnéni. Po péti, respektive 10 ¢i 15 dnech
infekce byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci (v pfipadé pitev pro urceni schopnosti
parazitairniho kmene infikovat CNS ndhodnych hostiteld, viz 4.1.2) nebo podrobeny

transkardialni perfuzi v hluboké anestezi (v ptipadé¢ fixovani tkdné€ pro dalsi zpracovani).

Transkardialni perfuze

Nervova tkan podléha velmi rychlé degradaci, proto byla pro lepsi zachovéani nervové tkané
pouzita metoda fixace transkardialni perfuzi.

e Pourzité roztoky a chemikalie

o Anestetikum
Anestetikum bylo Cerstvé pfipravovano pied pouzitim ve sterilnich
injekénich stfikackach o objemu 1 ml a aplikovano intraperitonealné
v mnozstvi 200 -240 pl (dle hmotnosti mysi).
Slozeni anestetika:
= (0,1 ml Rometar (BIoVETA)
= (0,2 ml Narketan (VETOQUINOL)

= 0,7 ml sterilni fyziologicky roztok (MAYRHOFER PHARMACEUTICA)
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o Perfuzni promyvaci roztok
Jako promyvaci roztok pro transkardidlni perfuzi mysi byl pouzivan
heparizovany 0,1 M PBS (1 U Heparinu; Sigma ALpricH na 1 ml 0,1M PBS).
Roztok byl michéan tésné pred pouzitim a temperovan na 37 °C.

o Fixacni roztok
Slozeni fixa¢niho roztoku zaviselo na dalSim vyuziti tkdné (viz jednotlivé
metody). Fixaz byla vzdy michana Cerstva a pted pouzitim uchovéavana na
ledu.

e Postup transkardialni perfuze

My§ byla nejprve hluboce uspédna intraperitonealné podanym anestetikem.
Po otevieni hrudni dutiny byla injekéni jehla perfuzni soupravy zavedena do levé
srdecni komory a nastfizena prava srdecni predsin. Tlakem temperovaného
promyvaciho roztoku ve stiikaéce napojené na jehlu byl cévni systém mysi
promyvan cca 50 ml po dobu nékolika minut. Stejnou cestou bylo poté aplikovano
30 — 60 ml fixacniho roztoku. Z takto nafixované mysi byla nasledné po odstfizeni

dorzalni poloviny obratli patefe vypitvana micha.
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4.2. Imunohistochemie na kryorezech

Zpracovavany byly michy mysi 5 dpi (5 mysi), 10 dpi (3 mysi) a 15 dpi (1 mys). Kachny byly
zpracovavany 5 dpi (2 kachny) a 10 dpi (2 kachny). Neinfikovana zvitata (1 mys a 1 kachna)
slouzila jako negativni kontroly pifi hodnoceni patologickych zmén ve tkani kolem

schistosomul.

4.2.1. Priprava Kryorezi
Tkan fixovana pro imunohistocehmii (IHC) perfuzi (mysi) nebo ponoienim do fixa¢niho
roztoku (kachny) byla po vyjmuti z pateie prenesena do Cerstvého fixacniho roztoku pro IHC,

kde byla ponechana pfes noc pti pokojové teploté na tiepacce.

4.2.1.1. Roztoky pro pripravu kryorezii
e 0,1 M PBS (uchovavan v lednici v uzaviené lahvi az 1 mésic)
e Fixacni roztok pro IHC (michan vzdy Cerstvy a pied pouzitim skladovan na ledu)
* 4% formaldehyd v PBS
= Pfipravovano rozpusténim paraformaldehydu (SiGma ALDRICH) ve vodni l4zni pfi
72 °C
e Roztoky sacharézy (PEnTAX) Vv PBS — 10%, 20% a 30% (michany cerstvé pted
pouzitim)
e Zamrazovaci medium: Tissue Freezing Medium (Leica Biosystems), nebo OCT

(Optimal Cutting Temperature Compound; SAKURA)

4.2.1.2. Postup zpracovani kryorezii
Nafixovanad tkan byla promyta od =zbylé fixaz¢ PBS (3x15 minut) a prosycena
kryoprotektantem (roztok sachar6zy). Prosycovani probihalo pii teplot¢ 4 °C po dobu
uvedenou nize, nebo dokud tkan neklesla ke dnu v disledku vyrovnani hustoty vzorku
a roztoku:

e 10% sacharéza (2 - 4 hodiny)

e 20% sacharo6za (4 - 6 hodin)

e 30% sacharoza (ptes noc).

Nasledujici den byla tkan prosycena zamrazovacim médiem po dobu jedné hodiny
pii pokojové teploté. Prosycené c¢asti michy byly poté vkladany do jednordzovych
zamrazovacich formicek (LEica BiosysTeEms) naplnénych zamrazovacim médiem a individualné

nebo po skupinach orientovany podle toho, jestli méla byt nasledné tkan krajena piicné nebo
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podélné. Zamrazovani probihalo pies noc pfi teplot¢ —20 °C. Dlouhodobé¢ byly vzorky
uchovavany pii teplot¢ —80 °C. Zamrazend micha byla krdjena na kryomikrotomu
(LEICA B10SYSTEMS CM3050S) na 10 um silné fezy. Po pfeneseni fezl na adhezivni podlozni skla
X-tra (LEICA BiosysTeEms) byla pod svételnym mikroskopem provedena kontrola pfitomnosti
schistosomul ve tkani. Sklicka sftezy se schistosomuly byla dlouhodobé uchovéavana
pti teploté¢ —80 °C, maximaln¢ vSak po dobu 6 mésict (dlouhodobé¢jsi uchovavani fezli se pro

nasledné imunohistochemické znaceni neosvédcilo).

4.2.2. Imunohistochemické znaceni a lektinova histochemie na kryoiezech

Kryofezy s potvrzenou piitomnosti migrujicich schistosomul byly nésledné fluorescencéné
znadeny pomoci protilatek, piipadné lektini. Rezy uchovavané v mrazovych teplotich byly
nejprve ponechany 20 minut pfi pokojové teploté. Pfed samotnym znacenim bylo nezbytné
zamezit stékani roztok ze sklicek ordmovanim piisluSného prostoru s fezy hydrofobnim
perem (LEICA BlosysTEMS). Aby se zamezilo vysychéani fezti béhem delSich inkubaci, probihal

cely proces v uzaviené vlhké komtrce.

4.2.2.1. Roztoky pro znaceni na kryorezech
e 0,1 M PBS (uchovavan v lednici v uzaviené lahvi az 1 mésic)
e Permeabilizacni roztok pro IHC (michan vzdy Cerstvy a pfed pouzitim uchovavan
v lednici)
= (0,1% Triton-X-100 (SiGmMA ALDRICH) V PBS
e Blokacni roztok pro IHC (michan vzdy cerstvy a pied pouzitim uchovavéan
v lednici)
= 1% BSA (Sioma ALpricH) a 0,1% Triton-X-100 v PBS
e Inkubacni roztok pro IHC (IRmc; michén vzdy Cerstvy a pfed pouZitim uchovavan
v lednici)
= 1% BSA, 0,1% Triton-X-100 a 0,01 NaNj5 (SigMA ALDRICH) v PBS
e Protilatky a lektiny fedéné v IRyc (fedény vzdy tésné pred pouzitim; fedéni viz
Tabulka 1)

e Montovaci médium Vectashield s DAPI (VECTOR LABS)
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Tabulka 1 — PouZité protilatky a lektiny a jejich optimalizované hodnoty Fedéni pro fluorescen¢ni znaceni
kryorezi.
M: u mysi; K: u kachen; IRy ¢ — inkubacni roztok pro imunohistochemii.

Primarni protilatka/ Redéni Redéni
Sekundarni protilatka
lektin \4 IRIHC \4 IRIHC
Monoclonal rabbit anti- Goat anti-rabbit Alexa
) 1:250 ® 1:1000
Ibal antibody (WAKO) Fluor™ 488 (INVITROGEN)
Mikroglie Konjugovano

Lektin RCA 1 (VECTOR . )
1:750 s fluoresceinem G| -

A7) LABORATORIES) )
= rhodaminem od vyrobce

Monoclonal mouse anti-

GFAP antibody (CELL Goat anti-mouse Alexa
Astrocyty 1:600 ® 1:1000
SIGNALING Fluor™ 568 (INVITROGEN)
TECHNOLOGY)
] Konjugovano
Lektin RCA 1 (VECTOR )
Mikroglie 1:750 s fluoresceinem od | -
— LABORATORIES) rob
vyrobce
Z y
5 Monoclonal mouse anti-
é GFAP antibody (CELL Goat anti-mouse Alexa
Astrocyty 1:600 ® 1:1000
SIGNALING Fluor” 568 (INVITROGEN)
TECHNOLOGY)

4.2.2.2. Postup protilatkového znaceni na kryorezech
Temperované kryotfezy byly nejprve rehydratovany a promyty od zbylého zamraZovaciho
média pomoci PBS (3x10 minut). Déle byly fezy permeabilizovany 10 minut
permeabilizacnim roztokem pro IHC. DalSich 60 minut byla tkan blokovana proti
nespecifickému nasedani protilatek blokacnim roztokem pro IHC. Nésledné byly fezy
inkubovany s priméarnimi protilatkami rozfedénymi v inkuba¢nim roztoku pro IHC. Inkubace
probihala ptes noc (zpravidla 12-24 hodin) pfi teploté 4 °C v peclivé utésnéné vlhké komtirce.
Ostatni kroky jiz probihaly pii pokojové teploté. Jako negativni kontrola
poslouzily fezy inkubované za stejnych podminek, ovSem bez primarnich protilatek, pouze
s inkuba¢nim roztokem. Nasledujici den byl zbytek roztoku dikladné vymyt PBS (6x5 minut)
a pot¢ byly fezy 60 minut inkubovdny se sekundarnimi protildtkami, rozfedénymi
v inkuba¢nim roztoku pro IHC. Nasledné¢ byly vzorky opét dikladné¢ promyty PBS
(6x5 minut), zamontovany do média VectaShield s DAPI (VEcTor LaBs) a prohlizeny ve

fluorescencnim mikroskopu (OLYMPUS BX51), piipadné konfokalnim
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mikroskopu (Zeiss LSM 880). Ziskané fotografie byly déale zpracovavany v programech
QuickPHOTO MICRO 3.0 a ImageJ 1.50b — Fiji.

4.2.2.3. Postup lektinového znaceni na kryorezech

Histochemické znaceni kryofezli lektiny probihalo podobnym zplsobem, jako v ptipadé
protilatkového znaceni (viz vyse). Misto primarnich protilatek byly fezy inkubovany s lektiny
rozfedénymi v inkuba¢nim roztoku pro IHC po dobu 60 minut pii pokojové teploté. Jelikoz
byly lektiny jiz od vyrobce konjugovany s fluorescenénimi znackami, po jejich vymyti
pomoci PBS (6x5 minut) byly fezy rovnou zamontovany do montovaciho média VectaShield

s DAPI a pozorovany ve fluorescencnim mikroskopu.

4.2.2.4. Postup kombinovaného znaceni protilatkami a lektiny na kryorezech

Kombinované znaceni probihalo podobné, jako v ptipadé protilatkového znaceni (viz vyse).
V tomto pfipadé¢ vSak byly lektiny pfiddny do inkubacniho roztoku k sekundérnim
protilatkdm. Po nésledném vymyti a zamontovani do montovaciho media byly fezy

prohlizeny ve fluorescen¢nim mikroskopu.
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4.3.

Standardni transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Zpracovavany byly michy mysi 5 dpi (2 mysi) a 10 dpi (2 mysi). Kachny byly zpracovavany
5 dpi (1 kachna) a 10 dpi (1 kachna).

Tkan CNS fixovana pro ucely standardni transmisni elektronové mikroskopie

perfuzni cestou (mysi) nebo ponotfenim do fixa¢niho roztoku pro TEM (kachny) byla po

hodin¢ fixace rozdélena pomoci skalpelu na casti o velikosti 1-2 milimetry a pfenesena do

cerstvého fixacniho roztoku pro TEM, kde byla ponechana pies noc pii pokojové teploté na

tiepacce.

4.3.1.

Roztoky pouzité pro pripravu tkané pro standardni TEM

TEM pufr, 100 ml (dle Karnovsky 1965, modifikovano; pufr byl uchovavan pti
4 °C az 1 mésic, pted pouzitim vzdy filtrovan ptes filtracni papir)

= (0,135 g NaCl (MAYRHOFER PHARMACEUTICA)

= 0,0063 g glukdzy (SIGMA ALDRICH)

= 0,0011 g CaCl, (SIGMA ALDRICH)

= do 100 ml dolit 0,1 M kakodylatovym pufrem (SiGMA ALDRICH)
Fixac¢ni roztok pro klasickou TEM (dle Karnovsky 1965, modifikovano; michan
vzdy Cerstvy, ptefiltrovan pies filtrani papir a pted pouzitim uchovavan pii 4 °C)

= 2% formaldehyd (SiGMA ALDRICH)

= 2,5% glutaraldehyd (SiGmMaA ALDRICH)

= TEM pufr

= 1% roztok OsO4 v TEM pufru
Vzestupna alkoholova fada — 30%, 50%, 75% a 100% etanol
100% aceton
Pryskytice SPURR, 50ml (Spi-CHEM) (rozmichand pryskyfice byla dlouhodobé
uchovavana v 50ml injekénich stiikackach bez piistupu vzduchu pfi teploté
—20 °C.)

= 10 g komponent ERL

= 8 g komponent DER 736

= 25 g komponent NSA

= 0,3 g komponent DMAE
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4.3.2. Postup pripravy tkané pro standardni TEM
Nafixovana tkan byla promyta od zbylé fixdze v TEM pufru (3x10 minut), postfixovana
1% roztokem OsOy4 po dobu dvou hodin, a opét promyta v TEM pufru po dobu 3x10 minut.
Pted findlnim zalitim do pryskyfice byla tkan odvodnéna pomoci vzestupné alkoholové fady
a prosycena pryskyiici SPURR podle nasledujiciho postupu:
e Vzestupnd alkoholova tfada — 30%, 50%, 75% a 100% etanol (15 minut
kazdy krok)
e 100% aceton (3x15 minut)
e 100% aceton s pryskyfici SPURR v pomérech:
o 3:1 (2 hodiny)
o 1:1 (4 hodiny)
o 1:3 (12 hodin)
e Cisty SPURR (3x12 hodin).
Jednotlivé ¢asti michy byly nasledné premistény a orientovany dle potteby do silikonovych
forem, Zelatinovych kapsli ¢i polyethylenovych BEEM® kapsli a zality Cistou pryskyfici.
Polymerizace probihala po dobu 48 hodin pfi teploté 60 °C. Takto pfipravené blocky bylo
mozné uchovavat prakticky neomezenou dobu.

Blocky byly poté krajeny na mikrotomu (SHANDON FINESSE) za pouZiti
sklenénych nozii. Rezy silné 2-3 pm byly po piemisténi na podlozni skla SuperFrost
(THERMOFISHER SCIENTIFIC) a zaschnuti na elektrické plotné (37 °C) prohlizeny pod svételnym
mikroskopem. Pozitivni bloc¢ky s potvrzenym vyskytem schistosomul na fezu byly predany
servisnimu pracovisti (Laboratot elektronové mikroskopie, PfF UK) k dal§Simu zpracovani.
Rezna plocha blo¢ku byla trimovanim zmensSena tak, aby bylo mozné z prostoru tkang
s lokalizovanym schistosomulem pfimo krajet ultratenké fezy o tlouStce 60-70 nm na
ultramikrotomu (REICHERT-JUNG ULTRACUT E) za pouziti diamantového noze. Tyto fezy byly
nasledné pieneseny na médeéné elektronmikroskopické sitky potazené formvarovou blanou a
poté standardné kontrastovany uranyl acetdtem a citrdtem olova. Zpracované sitky byly
prohliZzeny pod transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM JEOL 1011). Pofizené fotografie

byly zpracovavany v programu PhotoFilter.
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4.4. Imunotransmisni elektronova mikroskopie (iTEM)

Postup zpracovani tkan¢ na iTEM byl modifikovan dle Paul a kolektiv 2012 a IHC World
protokolu [online]. Zpracovavany byly michy mysi 5 dpi (5 mysi), 10 dpi (3 mysi). Kachny
byly zpracovdvany 5 dpi (2 kachny) a 10dpi (2 kachny). Neinfikovana zvifata
(1 mys a 1 kachna) slouzila jako negativni kontroly pfi hodnoceni patologickych zmeén

ve tkani kolem schistosomul.

4.4.1. Priprava tkané na iTEM
Fixace tkané byla provedena srovnatelnym zptsobem jako v ptipad¢ standardni TEM, ovSem

ptisluSnym fixacnim roztokem (viz nize).

4.4.1.1. Roztoky pro pripravu tkané pro iTEM
e 0,1 M kakodylatovy puftr (Sigma ALDRICH) (michén vzdy Certvy)
e Fixacni roztok pro iTEM (michan vzdy Cerstvy a pied pouzitim skladovan na ledu)
= 4% formaldehyd (SiGmMA ALDRICH)
= 0,1% glutaraldehyd (SiGmMA ALDRICH)
= 0,1 M kakodylatovy pufr
e Vzestupna alkoholova fada — 30%, 50%, 75% a 96% etanol
e Pryskyfice LR White, 50 ml (FLuka; rozmichana pryskyfice byla dlouhodobé
uchovavana v 50 ml jednordzovych zkumavkach bez ptistupu vzduchu pfi teploté
4 °C)
= 50 ml pryskyfice
= ] gkatalyzatoru

4.4.1.2. Postup pripravy tkané pro iTEM
Tkan, rozd€lena na Casti o velikosti 1-2 mm, byla po fixaci promyta kakodylatovym pufrem
(3x10 minut), odvodnéna vzestupnou alkoholovou fadou (15 minut kazdy) a prosycena
pryskyfici LR White pfi pokojové teploté podle nésledujiciho postupu:

e 96% etanol s LR White v poméru 1:1 (2 hodiny)

e (Cisty LR White (3x1 hodina)

e Cisty LR White (pfes noc).
Nasledujici den byly prosycené casti tkan¢ pfeneseny do zelatinovych kapsli naplnénych
pryskyfici az po okraj a pevné uzavienych bez pfitomnosti vzduchovych bublin. Polymerizace
probihala ve specialnim boxu s UV zéfivkou a ventilatorem zajistujicim neustdlou obménu

vzduchu a zabranujicim tak nadmérnému zahtivani vzorka (Obr. 7). Prvnich 72 hodin byly
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vzorky polymerizovany pfi teploté 4 °C, pro dokonalé¢ vytvrdnuti pokracoval proces dalSich
48 hodin pfi pokojové teploté. Takto pfipravené blocky bylo mozno dlouhodobé uchovavat
pii pokojové teploté. Pryskyficové blocky byly nasledné krajeny na mikrotomu s vyuzitim
sklenénych nozii a umistovany na adhezivni podlozni skla X-Tra (LEicA BiosysTEMs) podobné
jako pii standardni TEM. Pro lokalizaci schistosomul ve tkdni zpracované bez postfixace
v OsOg4, kterda ma i funkci kontrastovaci, bylo potfeba fezy jesté¢ dodatecné obarvit 1%
roztokem toluidinové modfi (barveni 10 sekund a nasledné oplachnuti destilovanou vodou).
Blo¢ky s lokalizovanymi cervy byly pfedany ke zpracovani laboratofi -elektronové
mikroskopie PiF UK k dalSimu zpracovani. Ultratenké fezy, krajené pomoci diamantovych
nozu na ultramikrotomu (viz 4.3.2.), byly instalovany na niklové sitky potazené formvarovou

blanou.

Obr. 7 — Specialni box s UV zafivkou a ventilatorem pro polymerizaci LR White blo¢ki (zaptjceno od
Mgr. Martina Fraiberka, Piirodovédecka Fakulta UK):
V — ventilator; O — odvétravaci otvory; UV — UV zérivka; S — dratény stojanek s na kapsle s pryskyfici.
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4.4.2. Imunohistochemické znaceni ultratenkych fezt (imunogold)

Postup znaceni tkan¢ metodou imunogold byl modifikovan dle protokolti Paul a kolektiv 2012
a Sogn a kolektiv 2013 a byl vyuzit pro detekci astrocyti a mikroglii v transmisnim
elektronovém mikroskopu. Jedna se o imunohistochemické znaCeni pomoci sekundéarnich
protilatek konjugovanych se zlatymi partikulemi o velikosti 5 a 10 nm, které jsou
v transmisnim elektronovém mikroskopu patrné jako elektrondenzni body. Vzorky byly
znaceny dle tzv. ,post-embeding® protokolu, tedy az po zamontovani do pryskyfice a
nakrajeni vzorku.

Znaceni ultratenkych fezli probihalo v uzaviratelné nadobé na 50 pl kapkéach
roztok®l umisténych na parafilmu (Sioma ALbricH). Rezy byly mezi kapkami pienaseny ostrou
hodinafskou pinzetou za soucasné snahy eliminovat vysuseni vzorkli a mozna poskozeni ¢i
znecisténi fezd neopatrnou manipulaci. Vyjma inkubace v primdrni protilatce probihal cely

proces znaceni pii pokojové teploté.

4.4.2.1. Roztoky pro imunogold
e 0,1 M Tris pufr (uchovavan pfi teploté 4 °C az 1 mésic, pied pouzitim filtrovan pies
filtra¢ni papir)
e Stabilizacni fixaéni roztok (michdn vzdy cerstvy, pfed pouZitim filtrovan pies
filtra¢ni papir a uchovavan na ledu)
= 2% glutaraldehyd v Tris pufru
e 0,05 M roztok glycinu (Sima ALpricH) v Tris pufru (uchovavan pii teploté —20 °C
az 1 meésic, pred pouZitim temperovdn na pokojovou teplotu a filtrovan ptes
filtracni papir)
e Blokacni a permeabiliza¢ni roztok pro iTEM (michan vzdy Cerstvy a ptfed pouzitim
uchovavan pti 4 °C)
= 10% NGS (Normalni kozi sérum; THERMOFISHER SCIENTIFIC) a 0,05% Tween 20
(B1o-RAD) v Tris pufru
e Inkubacni roztok pro iTEM (IRtgym; michan vzdy cerstvy a pifed pouzitim
uchovavan pfti 4 °C)
= 10% NGS v Tris pufru

e Protilatky fedéné v IRy (fedény vzdy tésné pred pouzitim; fedéni viz Tabulka 2)
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Tabulka 2 — PouZité protilatky a jejich optimalizované hodnoty Fedéni pro imunogold.
] Dvojité znaceni u mysi; IRpgy — inkubaéni roztok pro imunotransmisni elektronovou mikroskopii.

Redéni v Redéni v
Primarni protilatka Sekundarni protilatka
IRTEM IRTEM
Anti-rabbit IgG - Gold
Monoclonal rabbit anti- Ibal ; ;
Mikroglie 1:20 antibody produced in goat, | 1:100

antibody (WAKO
i ) 10 nm (SIGMA ALDRICH)

Anti-mouse IgG - Gold

antibody produced in goat, | 1:100
Monoclonal mouse anti-

Astrocyty GFAP  antibody  (CELL | 1:100

SIGNALING TECHNOLOGY)

10 nm (SIGMA ALDRICH)

Anti-mouse IgG - Gold
antibody produced in goat, | 1:100

5 nm (SIGMA ALDRICH)

4.4.2.2. Postup imunogoldového znaceni ultratenkych rezii

Sitky sfezy byly nejprve 10 minut rehydratovany v Tris pufru. Nasledné byly po dobu
10 minut inaktivovany volné aldehydové skupiny pochazejici z fixaze a to na kapkach roztoku
glycinu. DalSich 90 minut byly fezy permeabilizovany a blokovany proti nespecifickému
nasedani protilatek blokaénim a permeabilizaénim roztokem pro iTEM. Rezy byly nasledng
inkubovany s primarnimi protilaitkami rozfedénymi v inkubaénim roztoku pro iTEM.
Inkubace probihala pfes noc (zpravidla 12-20 hodin) pii teploté 4 °C. Proti vyschnuti fezi
byla do inkuba¢ni komitrky vlozena Petriho miska s destilovanou vodou. Jako negativni
kontrola byly néckteré sitky inkubovany pouze s inkubacnim roztokem bez primarnich
protilatek. Druhy den byly fezy dikladné promyty Tris pufrem (6x2 minuty) a 1 hodinu
inkubovany se sekundarnimi protildtkami rozfedénymi v inkubac¢nim roztoku pro iTEM.
Zbyly roztok byl nasledné dikladné vymyt Tris pufrem (6x2 minuty) a destilovanou vodou
(3x2 minuty). Pro stabilizaci znaceni byly fezy jest¢ 5 minut postfixovany stabilizaénim
fixacnim roztokem. Po usuSeni fezii voln¢ na vzduchu nasledovalo standardni kontrastovani
uranyl acetdtem a citratem olova v servisni laboratofi elektronové mikroskopie PiF UK.
Znacené tezy byly prohlizeny v transmisnim elektronovém mikroskopu. Zlaté partikule byly
pro kontrolu softwarové méfeny piimo b&hem prohlizeni. Pofizené fotografie byly

zpracovavany v programu PhotoFilter.

36



5.  VYSLEDKY

Pro lepsi orientaci v infikované nervové tkani byly nejprve fluorescencné znaceny kryotezy
kachni a mys$i michy se schistosomuly. Standardné byla vizualizovana bunécna jadra (DAPI),
dale astrocyty (GFAP) a mikroglie/makrofagy (Ibal ¢i RCA 1). Pro vétsi piehlednost nejsou
na fotografiich uvedenych v této kapitole zobrazeny vzdy vSechny pozorované fluorescencni
kanaly, ale pouze ty, které nejlépe znazoriiuji popisovany jev. Namisto zobrazeni ve
svételném poli (brightfield), ktery na kryofezech neposkytuje potiebny kontrast, je pro
prehled vzdy uvedena, krom¢ fotografie bez legendy, jesté fotografie s legendou. Zde je pro
lepsi orientaci schistosomulum dodate¢né ohrani¢eno. Barvy jednotlivych signali jsou
softwarové upraveny, aby bylo dosazeno co nejptehlednéj$iho znazornéni.

Vysledky ziskané z fluorescencniho znaceni kryotezii byly dale konfrontovany
s poznatky z transmisni elektronové mikroskopie. Pomoci TEM byla zjistovana ultrastruktura
imunitnich bun€k ve tkani, jejich zmény v souvislosti s infekci a déale stav parazitarniho
tegumentu. Pro zpfehlednéni jsou u nékterych jevi navic pfipojeny dvojice fotografii
znazoriujicich vzajemnou pozici schistosomula a bunék hostitele, kde jednen z obrazki je
vzdy doplnén o identifikacni znaCeni a zaroven arteficielné dobarven, zatimco druhy je
ponechan v podobé, ktera co nejméné naruSuje zobrazovanou situaci. Pro potvrzeni spravné
identifikace byly imunitni buiiky imunohistochemicky znaceny pomoci iTEM. Ultrastruktura
je pfi této metod¢ piirozené méné zachovald na tkor antigenicity a navézanou sekundarni
protilatku s koloidnim zlatem je mozné zachytit pouze pii velkém zvétSeni. Fotografie
znazoriiujici znaceni zlatymi partikulemi v TEM jsou proto zafazeny jen pro demonstraci

metody.
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5.1. Charakteristika bunék CNS v okoli schistosomul

5.1.1. Fluorescencni znaceni gliovych bunék CNS

5.1.1.1. Fluorescencni znaceni gliovych bunék CNS u mysi

Na kryofezech mysi michy 5, 10 a 15 dpi cerkariemi 7. regenti byly kolem migrujicich
schistosomul opakovan¢ zaznamenany pocetné shluky bunék. Ve fluorescenénim mikroskopu
pii znaCeni jader pomoci DAPI byla navic v blizkém kontaktu s parazitem pozorovana
vyrazn¢ zplostéla jadra bun¢k michy hostitele. Kombinovanym imunohistochemickym
znacenim byla u vétSiny téchto bunék potvrzena i reaktivita s protilatkami proti proteinu Ibal,
ktery se vyuziva kidentifikaci mikroglii, pfipadné¢ makrofdgi. Druhym sledovanym
bunéénym typem miSniho parenchymu byly astrocyty znacené pomoci protilatky proti
proteinu GFAP. Kombinaci zna¢eni DAPI, anti-Ibal a anti-GFAP byl dokumentovan
postupny vyvoj reakce hostitele na pritomnost parazita migrujiciho michou nakazenych mysi

ve vSech sledovanych fazich infekce.

o micha mysi 5 dni po infekci 7. regenti
U mysi 5 dpi byl v okoli schistosomul pozorovan pouze slaby bunéény infiltrat Ibal”™ bundk
(Obr. 9B) a jen velmi malo bun€k se zploSté€lymi jadry (Obr. 8B). Ve tkani kolem
schistosomul se rovnéZ v malé mife nachazely hypertrofované astrocyty znacené GFAP.
Astrocytarni vybézky pfitom v nékterych piipadech Castecné obklopovaly migrujici larvy

a oddélovali je tak od okolni nervové tkané (Obr. 10B).
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Obr. 8 — Buiiky se zploStélymi jadry v okoli schistosomula 7. regenti migrujiciho bilou hmotou mysi
michy, 5 dpi na Sikmém Fezu; Imunohistochemie na kryofezech; fluorescencéni mikroskop; upraveno
v programech ImageJ a PhotoFiltre 7:

A: bez legendy; B: s legendou; schistosomulum; ':>zplo§télé jadra ( ); detail znazornuje zplostéla
jadra v blizkosti schistosomula.

Obr. 9 — Ibal” buiiky v okoli schistosomula 7. regenti migrujiciho bilou hmotou mysi michy, 5 dpi na
Sikmém fFezu; Imunohistochemie na kryofezech; fluorescencni mikroskop; upraveno v programech Imagel a
PhotoFiltre 7:A: bez legendy; B: s legendou; migracni kanal (bez schistosomula); jadra ( );

[bal pozitivni buiky.
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Obr. 10 — Astrocytarni vybézky ¢asteéné oddélujici schistosomulum 7. regenti na priéném fezu od nervové
tkané myS$i michy, S dpi; Imunohistochemie na kryotfezech; fluorescenéni mikroskop; upraveno v programech
ImagelJ a PhotoFiltre 7:

A: bez legendy; B: s legendou; schistosomulum; ¢ lumen stieva; =) astrocytarni vybézek (GFAP);
zplostélé jadro (DAPI).

o micha mysi 10 a 15 dni po infekci 7. regenti
Bunéény infiltrdt u mySi 10 a 15 dpi byl oproti pfedchozi skupiné mnohem vyraznéjsi
(Obr. 11A). Mezi infekcemi 10 a 15 dpi v8ak nebyl pozorovan zésadni rozdil v mife infiltrace
okolni tkané imunitnimi buiikami. Ibal” buiiky se nachazely kolem larev ve velkém mnoZstvi
(Obr. 11C) a velke shluky bylo mozno pozorovat na podélnych fezech také za schistosomuly
v mistech, kudy schistosomula zfejmé dfive migrovala (Obr. 11D). Stejné€ jako u predchozi
skupiny, 1 v tomto pifipadé byly v okoli parazita detekovany hypertrofované astrocyty. Nebyly
vSak pozorovany vybeézky tésn¢ obklopujici parazita, jako je tomu v piipadé¢ piedchozi
skupiny (Obr. 9B). V submeningedlnim miSnim prostoru nakaZenych mysi se nevyskytoval

zadny ¢i jen slaby infiltrat hostitelskych bunék (Obr.16B).
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Obr. 11 — Ibal+ buiiky v okoli schistosomula 7. regenti migrujiciho bilou hmotou mysi michy na podélném
fezu, 10 dpi; Imunohistochemie na kryofezech; konfokalni mikroskop; upraveno v programech Imagel] a
PhotoFiltre 7:

A: jadra imunitnich bunék (DAPI) v miSni tkéni okolo schistosomula a v migracnim kanalu za nim; B: vétSina
té&chto bun&k byla Ibal pozitivni; C: DAPI + Ibal, bez legendy; D: stejné schistosomulum na jiném fezu, Ibal”
buiiky patrné zejména ve tkani za migrujicim Cervem; schistosomulum; Ibal pozitivni bunky; jadra

(DAPI); = zplostéla jadra (DAPI); detaily znazoriiuji zplostela jadra v blizkosti schistosomula.
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5.1.1.2. Fluorescencni znaceni gliovych bunék CNS u kachen

Podobné jako u mysi, byly i v miSe kachen na kryofezech znaenych DAPI pozorovany
shluky bun¢k okolo schistosomul, vcetné zplostélych jader. Povaha bunécného infiltratu
v okoli schistosomul migrujicich kachni michou se liSila s ohledem na délku infekce
1 lokalizaci parazita.

U kachen se ve vSech pfipadech podafilo pomoci protilatek proti GFAP
fluorescencné¢ vizualizovat astrocyty. K naznafeni kachnich mikroglii byly neuspésné
vyzkouseny dve rizné protilatky. Prvni z nich byla protilatka proti Ibal molekule pouzivana u
mysi, druhou byla protiladtka KULO1 proti kufecim monocytim a makrofaglim. Kachni
mikroglie/makrofagy se podafilo vizualizovat pouze s vyuzitim fluorescenéné znaceného
lektinu RCA-1 (Ricinus communis Agglutinin-1). Jako pozitivni kontrola k ovéfeni vazby
tohoto lektinu na konkrétni buiiky naseho zajmu u kachen byly pouzity kryofezy mysi michy
se schistosomuly naznacené zaroven protilatkou proti Ibal (Obr. 12A) i1 lektinem RCA-1
(Obr. 12B) konjugované s fluorescen¢nimi markery v jiném spektru. Signdly z obou
fluorescen¢nich kanalti se po prolozeni fotografii ptekryvaly, v nékterych preparatech se vsak
lektinem RCA-1 znacily navic i perivaskularni bunécné infiltraty a nékteré submeningealné

lokalizované bunky bliZze neur¢eného piivodu.

Obr. 12 — mikroglie kolem schistosomula v my$i CNS, paralelné znacené lektinem RCA1 a protilitkou
anti-Ibal; Imunohistochemie na kryofezech; fluorescencni mikroskop; upraveno v programech Imagel] a
PhotoFiltre 7:

A: Ibal; B: ; jadra (DAPI).
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o micha kachen 5 dni po infekci 7. regenti
V okoli schistosomul lokalizovanych v bilé hmoté byl pozorovan pouze slaby bunécény
infiltrat. V nékterych ptipadech se v blizkosti larev nachazelo i malé mnoZzstvi bunék se
zplos§télymi jadry (Obr. 13B). Hypertrofované astrocyty, pozorované ve stejné fazi infekce
(5 dpi) u mysi, se v miSe pfirozeného kachniho hostitele zachytit nepodafilo. Pod misSnimi
plenami nakazenych kachen se vSak bez ohledu na pfitomnost migrujiciho schistosomula
v blizkém okoli vyskytoval infiltrat hostitelskych bun¢k (Obr. 13B), které se podafilo blize
identifikovat pouze na zéklad¢ jejich ultrastruktury (obr. 21A). Takto masivni pfitomnost
imunitnich bunc¢k v submeningedlnim prostoru nebyla u myS$i zaregistrovdna v zadné ze
sledovanych fazi infekce, a to ani v ptipadé, kdy se schistosomula nachéazela té¢sné na hranici
bilé hmoty (Obr. 16B). Vyloucen byl i mozny vliv rozdilného zpracovani michy u mysi
(perfuze) a kachny (prosté vyjmuti michy a jeji ponofeni do fixdze). Zpétn¢ byl tento fakt
ovéfen 1 na pocetnych archivnich sériich histologickych fezti kachnich a mySich mich
z predchozich praci studentii i védeckych pracovniki vénujicich se problematice 7. regenti

z jiného thlu pohledu.

Obr. 13 — Schistosomulum v blizkosti meningi kachni michy na Sikmém Fezu, 5 dpi; Imunohistochemie na
kryofezech; fluorescenéni mikroskop; upraveno v programech ImageJ a PhotoFiltre 7:
A: bez legendy; B: s legendou; schistosomulum; g% stievni lumen; g% submeningealni bunéény infiltrat

(DAPI); hranice meningti a bilé hmoty; m— zplostéla jadra v okoli schistosomula (DAPI); detail
znazornuje zplostéla jadra.
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o micha kachen 10 dni po infekci 7. regenti
V pozdéjsi fazi infekce byly shluky bunék infiltrovanych do tkdné¢ v okoli migrujicich larev
mnohem vyraznéj$i (Obr. 14B, 15B), podobn¢ jako v ptipadé mySich hostitelt. Velkou cast
tvotily buiiky RCA-1" (Obr. 14B). Oproti piedchozi skupiné kachen sledovanych 5 dpi byly
v okoli schistosomul nachézejicich se v bilé hmoté kachni michy pozorovany navic
1 hypertrofované astrocyty (Obr. 15B) pfi¢emz u mysi byly pozorovany jiz 5 dpi (Obr. 10B).
V submeningedlnim prostoru se opét vyskytoval pocetny infiltrat blize neidentifikovanych

bunék (Obr. 16A). V porovnani s casnou infekci kachen 5 dpi byl infiltrat vyrazné silngjsi.

Obr. 14 — RCA-1+ buiiky a astrocyty v okoli schistosomula migrujiciho bilou hmotou kachni michy na
Sikmém fezu, 10 dpi; Imunohistochemie na kryotezech; fluorescenéni mikroskop; upraveno v programech
ImagelJ a PhotoFiltre 7:

A: bez legendy; B: s legendou; schistosomulum; ) RCA-I pozitivni buiky; jadra (DAPI);
astrocyty (GFAP).
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Obr. 15 — Hypertrofované astrocyty v blizkosti schistosomula migrujicicho bilou hmotou kachni michy,
10 dpi; Imunohistochemie na kryofezech; fluorescencni mikroskop; upraveno v programech Image] a
PhotoFiltre 7:

A: bez legendy; B: s legendou; schistosomulum; =) hypertrofované astrocyty (GFAP); = blize
neidentifikovany bunéény infiltrat; jadra (DAPI).

Obr. 16 — Submeningealné infiltrované imunitni buiiky v miSe hostitele nakaZzeného 7. regenti. Barveni
Toluidinovou modii; svételny mikroskop; upraveno v programu PhotoFiltre 7:
A: schistosomul lokalizované v submeningeadlnim prostoru kachni michy, 10 dpi; B: schistosomulum

lokalizované na hranici meningt a bilé hmoty mysi michy, 10 dpi; - schistosomulum,; m— miSni meningy;
¢ submeningealni infiltrat imunitnich bungk.
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5.1.2. Ultrastruktura a imunolokalizace gliovych a imunitnich bunék CNS v TEM

V transmisnim elektronovém mikroskopu (TEM) byly v tésné blizkosti schistosomul
migrujicich nervovou soustavou identifikovany rizné typy imunitnich bun¢k na zékladé jejich
ultrastruktury. Sledovan byl jejich tvar, povrch, charakter cytoplasmy, pfitomnost
cytoplasmatickych inkluzi a stav jadra. U kachen i mysi bylo mozné ve tkéni okolo
schistosomul rozli§it a blize charakterizovat nékolik typt bunék, jejichz pozménéna
ultrastruktura, zvySend pocetnost nebo i1 jen samotny vyskyt v okoli parazita byl spjat
s probihajici infekci 7. regenti. Tyto buiiky, jsou pracovné oznacCeny kody (Typ Al — C3)
ablize budou charakterizovany v nasledujicich odstavcich. Stejné oblasti zajmu byly
zpracovany ipro potieby imunohistochemického znaceni v TEM (imunogold) za ucelem
ptresné identifikace konkrétnich typt bunék v okoli schistosomul. Charakteristiku jednotlivych

bunécénych typii u mysi i kachen piehledné shrnuje Tabulka 3.

5.1.2.1. Ultrastruktura a imunolokalizace gliovych a imunitnich bunék CNS u mysi

V TEM byla pozorovana schistosomula migrujici mysi michou 5 a 10 dpi. V obou téchto
ptipadech byly v nerové tkani v blizkosti schistosomul pozorovany rtizné typy imunitnich
bunék.

Buiiky oznacované jako typ Al se vyznacovaly nepravideln€ lalo¢natym ovalnym
jddrem a heterochromatinem kondenzovanym ve vétSich shlucich, casto periferné
lokalizovanym pod jadernou membranou. Pii kontaktu téchto bun€k se schistosomulem méla
jadra vyrazn¢é protdhly, zplos§tély tvar (Obr. 17A, 17B). Cytoplasma téchto bunck se
v elektronovém mikroskopu jevila stfedné elektrondenzni a obsahovala velké mnozstvi
hrubého endoplasmatického retikula a volnych ribozomi (Obr. 17C, 17D). Dale se v ni
vyskytovaly pocetné elektronlucentni vakuoly a zejména v pozdéjsi fazi infekce i rGzné
cytosolické membranové vacky (pravdépodobné lysozomy; Obr. 17C, 17D). Povrch téchto
bun€k vybihal v drobné panozky. Pii kontaktu bunék se schistosomuly nabyvaly buiky
protahlého, vietenovitého tvaru (Obr. 17A, 17B)

Deset dni po infekci se v okoli migrujicich larev nachazelo velké mnozstvi bun¢k
typu A2 s podobnym slozenim cytoplasmy, jako maji bunky typu Al, ovSem se zvinénym
bunéénym povrchem a dlouhymi tenkymi panozkami, které hojn€ zasahovaly do prostoru na
strané kontaktu s parazitem (Obr. 18A, 18B, 18C). Jejich jadro mélo nepravidelny tvar bez
viditelného zplosténi s heterochromatinem kondenzovanym periferné a cytoplasma
obsahovala hrubé endoplasmatické retikulum a zejména velké mnozstvi vacka

(pravdépodobné lysozoml) a mitochondrii. U obou typt bunck (Al i A2) se pozdé&ji
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k ultrastrukturalni charakteristice téchto typt podafilo pfifadit i pozitivni reakci s protilatkami
proti Ibal. (Obr. 22A, 22C).

V okoli deset dni starych schistosomul bylo casto vidét bunky typu A2
s narusenou bunétnou membranou. V nékterych piipadech membréana zcela chybéla a obsah
bun¢k se volné vyléval do prostoru. V cytoplasmé téchto bunck se vyskytovaly zvétSené
mitochondrie a lysozomy c€asto orientované na strané blize k parazitovi (Obr. 18C, 18D, 24A).
V né¢kterych buiikach byla pozorovéana vakuolizace. Jadra takto poSkozenych bunck vétSinou
nejevila zadné vyrazné zmény v porovnani se zachovalymi bunkami dale ve tkéni.
V nékterych ptipadech se v prostoru mezi degradujici buiikkou a tegumentem parazita
nachazely cytosolické méchytky. Uvolnény bunéény obsah cCasto zasahoval az mezi
tegumentalni zahyby parazita (Obr. 24B).

V obou fazich infekce se v okoli schistosomul vyskytovaly bunécné vyb&zky
obsahujici pfi bliz§im pozorovéani svazky filament (typ B; Obr. 20D, 23D). Dle znaceni
s vyuzitim zlatych partikuli se tyto vybézky s filamenty podafilo jednozna¢né identifikovat
jako ¢asti astrocytii (Obr. 23A). Zejména deset dni po infekci byly tenkymi astrocytarnimi
vybézky Casto lemovany i ¢asti migra¢niho kanalu ve tkéni za schistosomulem.

V pozd¢jsi fazi infekce (10 dpi) submeningealni prostor obsahoval také malé mnozstvi bunék

typu C1 a C3, jejichZ povaha je blize charakterizovana v nasledujici kapitole (Obr. 21B, 21D).
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Obr. 17 — Imunitni buiiky typu Al se zplostélym jadrem v blizkém Kkontaktu se schistosomulem
migrujicim mysi michou, 5 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; SPURR, kontrastovino, upraveno
v programu PhotoFiltre 7:

A: Ptehledovy snimek buiiky se zploStélym jadrem — arteficielné dobarveno: [ schistosomulum; I buiika
typu Al se zplostélym jadrem v blizkém kontaktu se schistosomulem; = buriky typu Al s ovalnym jadrem dale
ve tkani; B: Piehledovy snimek buiiky se zplostélym jadrem — bez legendy a arteficielniho dobarveni; C: detail
bunék z ramecku obrazku A; D: buiika typu Al, detail; J — jadro imunitni bunky; MK — migra¢ni kanal; T —
tegument; NT — nervova tkan; Tb — tegumentalni téliska; Ly — lysozomy; rER — hrubé endoplasmatické
retikulum; mt — mitochondrie; V — vakuoly.
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Obr. 18 — Imunitni buiiky typu A2 s panoZkami v kontaktu se schistosomulem migrujicim mysi michou,
10 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; SPURR, kontrastovano, upraveno v programu PhotoFiltre 7:

A: Piehledovy snimek buiiky s panozkami — arteficielné dobarveno; [ schistosomulum; IM buiika typu A2;
B: Ptehledovy snimek buiiky se zplostélym jadrem — bez legendy a arteficielniho dobarveni; C: detail bunky
z ramécku obr. A; D: burika typu A2, detail; J — jadro imunitni bunky; T — tegument; MK — migra¢ni kanal; m —
myelinizované nervové vlakno; Ly — lysozomy; rER — hrubé endoplasmatické retikulum; mt — mitochondrie; P
— panozky; g% odlucujici se povrchova membrana tegumentu.
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5.1.2.2. Ultrastruktura a imunolokalizace gliovych a imunitnich bunék CNS u kachen

Ve tkani okolo schistosomul 5 a 10 dpi byly identifikovany builky shodné s bunéénym
typem Al u mysi. I v tomto pfipad¢ jadra ¢asto nabyvala pfi kontaktu s parazitem zplostélého
tvaru (Obr. 25A) a cytoplasma obsahovala mnozstvi hrubého endoplasmatického retikula,
vakuol a lysozomul. V pozd¢jsi fazi infekce (10 dpi) se v okolni tkani nachazelo i malé
mnozstvi bunék odpovidajicich typu A2 u mys$i, ovSem s drobnymi panozkami piesné
kopirujicimi topologii tegumentu (Obr. 19A, 19B).

Zejména deset dni po infekci se v tésném okoli schistosomul v bilé hmoté
vyskytovalo i velké mnozstvi dlouhych bunéénych vybézkli obsahujicich svazky filament,
které oddélovaly migrujici larvy od okolni tkdn¢ (Obr. 20A, 20B). Stejné jako u mysi,
i vtomto piipad¢ se tyto bunky (typ B) podafilo identifikovat jako astrocyty. U kachen se
navic podafilo zachytit i jadra téchto bunék, kterd jsou velka, kulovitd a v TEM oproti jadrim
jinych typt bunék vice elektronlucentni (Obr. 20C). Cytoplasma astrocyti obsahovala kromé
cetnych filamentovych svazkt také malé mnozstvi na prufezu kruhovitych mitochondrii a
mnoho glykogenovych granul (Obr. 20D).

Pti lokalizaci schistosomul v submeningedlnim prostoru kachni michy 10 dni po infekci byl
v prostoru kolem parazita pozorovan silny infiltrat sestavajici pfevazné z bunék tii typh

(Obr. 21A):

e Prvnim a nejhojnéji se vyskytujicim typem (typ C1) byly granulocyty s lalo¢natym
jadrem a dvéma typy velkych elektrondenznich granul v cytoplasmé. Tyto bunky
tvotily ¢etné drobné a kratké panozky (Obr 21B).

e Druhy typ bunck (typ C2) se vyznaCoval kulatym jadrem s heterochromatinem
kondenzovanym ve shlucich ve stfedu a na okrajich jadra. Charakteristickym znakem
téchto bunék bylo zejména siln¢ vyvinuté hrubé endoplasmatické retikulum. Bunky
mély nepravidelny tvar bez panoZzek (Obr. 21C).

o Tietim typem (typ C3) byly bunky sjadrem nepravidelného tvaru,
s heterochromatinem kondenzovanym na okrajich. Oproti ostatnim typim vice
lektronlucentni cytoplasma obsahovala mnoho inkluzi, zejména lysozomt a drobnych

vakuol. Nepravidelny bunéény povrch vybihal v ¢etné panozky (Obr. 21D).

Ve volném prostoru kolem larev 7. regenti migrujicich submeningedlnim prostorem kachen
10 dpi byly Casto pozorovany imunitni buniky typu C1, C2 a C3 v rizném stadiu degradace
(Obr. 26A). Mnoho buné€k mélo naruSenou cytoplasmatickou membranu. Nékteré byly plné
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degradované, s kompletné odlouc¢enou bunéénou membrénou a témét chybéjici cytoplasmou.
Ojedinéle bylo mozné pozorovat i rozpad jaderné membrany. V nékterych piipadech byla
v cytosolu submeningedlné¢ lokalizovanych imunitnich bunék patrnd vyraznd vakuolizace
(Obr. 26B). Ostatni bunétné typy, nachazejici se kolem larev migrujicich bilou hmotou,
nejevily zadné vyrazngj$i zndmky poSkozeni, a lze tedy vyloucit vliv postupu zpracovani

tkané na stav bunék.

Obr. 19 — Buiika typu A2 s panoZkami vmezefenymi mezi tegumentalni zahyby schistosomula 7. regenti;
kachna, 10 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; LR White, kontrastovano, upraveno Vv programu
PhotoFiltre 7:

A: snimek bunky s panozkami zasahujicimi mezi tegument — arteficielné dobarveno: T schistosomulum; (|
buika typu A2; B:snimek buiky s panozkami zasahujicimi mezi tegument — bez legendy a arteficielniho
dobarveni; J — jadro imunitni bunky; T — tegument; rER — hrubé endoplasmatické retikulum; mt —
mitochondrie; Ly — lysozomy; S — svalovina; Tb — tegumentalni téliska.
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Obr. 20 — Buiika typu B s filamenty v cytoplasmé; kachna, 10 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; LR
White, kontrastovano, upraveno v programu PhotoFiltre 7:

A: vybézek s filamenty v blizkosti schistosomula — arteficielné dobarveno: C schistosomulum; | vybézek s
filamenty; B: stejna fotografie, bez legendy; C: jadro totozné buiiky; D: detail z ramecku obr. C — filamenta; J —
jadro imunitni bunky; T — tegument; MK — migraéni kanal; NT — nervova tkan; F — filamenta; mt —
mitochondrie; rER — hrubé endoplasmatické retikulum; g% znazorfuje totozné misto na fotografiich.
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Obr. 21 — Imunitni butiky lokalizované v submeningealnim prostoru; A-C: kachna, 10 dpi; D: mys, 10 dpi;
transmisni elektronovy mikroskop; upraveno v programu PhotoFiltre 7:

A: submeningedlni infiltrat (LR White, kontrastovano); B:buinika typu Cl (LR White, nekontrastovano);
C: buiika typu C2 (LR White, kontrastovano); D: buika typu C3 (SPURR, kontrastovdno); M — meningy;

J —jadro; G — granula; P — panozky; rER — hrubé endoplasmatické retikulum; mt — mitochondrie; k — kolagen.
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Obr. 22 — Imunogold, anti-Ibal; transmisni elektronovy mikroskop; LR White (kontrastovdno); upraveno

v programu PhotoFiltre 7:
A: buiika typu A1 (Ibal”); B: detail (viz A); C: buiika typu A2 (Ibal"); D: detail (viz C); = zlaté partikule.
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Obr. 23 — Imunogold, anti-GFAP; transmisni elektronovy mikroskop; LR White (kontrastovano); upraveno
v programu PhotoFiltre 7:
A: buiika typu B (GFAP"); B: detail (viz A); = Zlaté partikule.

O
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Tabulka 3 — Typy imunitnich bunék pozorovanych v CNS mysi a kachen v okoli schistosomul 7. regenti

m = pozorovany bézn¢; = = pozorovany ojedinéle; o = nepozorovany; P =misni parenchym; SM = submeningealni prostor; rER = hrubé endoplasmatické retikulum;
mt = mitochondrie; V = vakuoly; Ly = lysozomy; F = filamenta; gly = glykogenova granula; G = elektrondenzni granula.

. Mys§ Kachna
Bunécny
(dpi) (dpi) Lokalizace Jadro Cytoplasma Povrch Imunogold Obr.
typ
5 10 5 10
‘ bez panozek, rovny az Ibal®
Al | | | | P ovalné ¢i zplostélé rER, mt, V, Ly 17
zvinény (Obr. 22)
P ovalné az ER V,L Kratk 1 k foal’ 18,19
A2 . rER, mt, V, Ly atké a silné panozky R
. " . nepravidelné (Obr. 22)
. GFAP"
B ] ] ] ] P kulovité F, gly, mt dlouhé vybézky 20
(Obr. 23)
C1 ] . . ] SM lalo¢naté G drobné panozky - 21B
C2 m] m] . ] SM kulovité rER, mt nepravidelny - 21C
C3 o . . ] SM nepravidelné Ly, mt, V dlouhé a silné panozky - 21D
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5.2. Interakce schistosomul s tkani a bunikami CNS zodpovédnymi za

reakci hostitele na infekci

5.2.1. Zmény v tegumentu schistosomul

Ultrastrukturalni zmény tegumentu parazita v souvislosti s migraci hostitelskou nervovou
soustavou byly pozorovany v TEM. Pozornost byla vénovéana zejména stavu vnéj$i membrany
a sekrecni ¢innosti tegumentu. Stav tegumentu schistosomul byl sledovan u mysi i kachen

5a 10 dpi.

5.2.1.1. Zmény tegumentu schistosomul migrujicich CNS mysi

o Mysi 5 dni po infekci
Tegument schistosomul migrujicich bilou hmotou myS$i michy 5 dpi nebyl vyraznéji
poskozen. V misté kontaktu tegumentu s imunitnimi buiikami typu Al a A2 bylo pravideln¢
patrné nahlouceni tegumentélnich sekrec¢nich télisek (Obr. 17A). Pouze ojedinéle bylo mozné
pozorovat drobnou vakuolizaci syncytidlni vrstvy tegumentu u jeho béaze a odluc¢ovani

kratkych fragmentl vnéj$i tegumentalni membrany v misté kontaktu s imunitni buiikou.

o Mysi 10 dni po infekci
V tegumentu deset dni starych schistosomul, v misté kontaktu s imunitnimi butikami typu Al,
Castéji vSak A2, bylo nahlouceni tegumentanich sekrecnich télisek zieteln€jsi nez u rannych
infekci. V téchto mistech se casto vyskytovala 1 rozsahld vakuolizace tegumentu pii jeho bazi
(Obr. 24A, 24B). Dochazelo také k masivnimu odlu¢ovani vnéj$i membrany a to 1 v delSich
fragmentech (Obr. 24C). Casto byla pozorovana také fiize membranovych vackh
pfichazejicich z prostoru cytonli subtegumeningedlnich buné€k svnéj§i membranou

(Obr. 24C).
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Obr. 24 — Zmény v tegumentu schistosomul migrujicich bilou hmotou mysi michy v misté kontaktu
s imunitnimi bunikami, 10 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; SPURR; upraveno Vv programu
PhotoFiltre 7:

A: nahlouceni tegumentalnich télisek a vakuolizace tegumentu v blizkosti buiiky typu A2; B: viz A, detail jiné
buiiky typu A2; C: nahlouceni tegumentalnich télisek a odlucovani vnéjSi membrany tegumentu v blizkosti
buiiky typu A2; a: detail (viz C), typy tegumentalnich sekre¢nich télisek; b: detail (viz C), odluc¢ovani povrchové
membrany tegumentu; J — jadra imunitnich bunék; T — tegument; mt — mitochondrie; C — cytoplasma; Ly —
lysozom; V — vakuolizace tegumentu; Th — tegumentalni téliska; t — tegumentalni trn; 1b — lamina basalis; S —

svalovina; = membranové vacky; O diskoidni téliska; % odlucujici se povrchova membrana; ‘ bunécna

cytoplasma vylévajici se mezi tegumentdlni zdhyby; = membranovy vacek splyvajici s povrchovou
membranou tegumentu.
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5.2.1.2. Zmény tegumentu schistosomul migrujicich kachni CNS
o Kachny 5 a 10 dni po infekci

U vétSiny schistosomul migrujicich miSnim parenchymem nebylo ani po deseti dnech
pozorovano zadné vyraznéj$i poSkozeni tegumentu (Obr. 25A). V né€kterych piipadech
se v misté kontaktu parazita s imunitnimi bunikami hostitele vyskytovalo mirné nahlouceni
sekreCnich tegumentalnich télisek (Obr. 25B). Ojedinéle bylo mozné v cytoplasmé tegumentu
pozorovat i vakuoly pii jeho bazi. Tyto zmény se projevovaly pfevazné v mist¢ kontaktu
s imunitnimi bunikami typu A2. Vyraznéjsi odlucovani vnéj$i membrany tegumentu nebylo
pozorovano. Povrch schistosomul migrujicich submeningedlnim prostorem rovnéz

neprojevoval znamky poskozeni.

Obr. 25 — Zmény v tegumentu schistosomul migrujicich bilou hmotou kachni michy, 5 a 10 dpi v misté
kontaktu s imunitnimi buifikami; transmisni elektronovy mikroskop; LR White (kontrastovano); upraveno
v programu PhotoFiltre 7:

A: kontakt tegumentu s imunitni bunikou typu Al, 5 dpi; B: nahloucena tegumentalni téliska v misté kontaktu
s imunitni buiikou typu A2, 10 dpi (na detailu patrnd chybé&jici bunééna membrana imunitni bunky); J — jadro

imunitni buiiky; T — tegument; Tb — tegumentalni téliska; os — okruzni svalovina; ps — podélna svalovina;

ss — Sikma svalovina; mt — mitochondrie; C — bunééna cytoplasma.
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5.2.2. Vliv parazita na tkan a imunitni bunky hostitele

Schistosomula 7. regenti béhem své migrace michou poskozuji nervovou tkan hostitele jako
takovou a jejich negativni vliv se projevuje i ve vztahu k imunitnim buiikdm v CNS
(Obr. 24A, 2B, 26A). Pti pozorovani vzajemnych interakci parazita se podafilo opakované
zachytit a blize identifikovat i obsah stfeva migrujicich schistosomul, ktery vypovida

o potravnich zvyklostech parazita.

5.2.2.1. Tkan a imunitni bunky CNS jako zdroj vyzivy migrujicich schistosomul T. regenti

Ve stfeveé migrujicich larev se vyskytoval natraveny obsah, jehoz povaha byla rozliSovana na
zéklad¢ ultrastruktury v TEM a zavisela vyhradné na lokalizaci parazita béhem migrace.
U cervii migrujicich nervovou tkani obsahovala stfeva pfevdzné natrdvend myelinizovana
nervova vlakna (Obr. 27C). Oproti tomu, u larev migrujicich submeningealnim prostorem
kachen, sestaval stievni obsah pravidelné zejména z imunitnich buné¢k, které se ve velkych
mnozstvich vyskytovaly volné kolem parazita (Obr. 26A), tedy bun€k typu C1, C2 a C3

(Obr. 27A). Tyto buniky se ve stiev€ schistosomul nachazely v rizném stadiu degradace.

Obr. 26 — Degradované imunitni buiiky v okoli schistosomula migrujiciho submeningealnim prostorem
kachni michy, 10 dpi; transmisni elektronovy mikroskop; LR White (kontrastovano); upraveno v programu
PhotoFiltre 7:

A: prehled, arteficielné dobarveno: ] schistosomulum; T nervova tkan; 1 imunitni bunky; B: detail

degradovanych imunitnich bunék, patrna narusena bunéénad membrana a vyrazna vakuolizace cytoplasmy;

J —jadra bunék; G — granula; V — vakuolizace; rER — hrubé endoplasmatické retikulum.
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Obr. 27 — Natravené buiiky hostitele ve stievé schistosomul; transmisni elektronovy mikroskop; upraveno
v programu PhotoFiltre 7:
A: natravené imunitni buniky ve stfevnim lumen schistosomula migrujiciho submeningealnim prostorem kachni

michy, 10 dpi; LR White (nekontrastovino) — arteficielné dobarveno; B: bez legendy; C: natraveny myelin ve

sttevnim lumen schistosomula migrujiciho my$i michou, 10 dpi; SPURR — arteficieln¢ dobarveno;

B [umen stieva; B nervova tkan hostitele; '::> stievni sténa; IB — imunitni buniky hostitele; T — tegument.
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6. DISKUZE

Pti feSeni predkladané diplomové prace vyvstaly béhem experimentli nejriznéjsi potize pii
ziskavani materidlu (neefektivni ndkazy experimentalnich hostitelt; viz 6.2.), pfipadné
pii vybéru a optimalizaci metod pouzivanych pro jeho dal$i zpracovani (viz 6.3.). Krom¢
samotnych vysledku jsou tak v nasledujici kapitole tyto problémy diskutovany s dirazem na

snahu o objasnéni moznych pficin a s ndvrhy ¢i doporuc¢enimi na jejich pfipadna feseni.

6.1. Interakce migrujicich schistosomul 7. regenti s gliovymi a imunitnimi

burnikami CNS hostitele na ultrastrukturalni drovni
Uloha imunitnich bun&k pii infekcich CNS zptsobenych helminty byla v minulosti studovéna
zejména u parazitl vyznamnych pro lidské zdravi, zejména tasemnice 7. solium
(Alvarez akol. 2008; Cardona a kol. 1999; Pittela 1997b; Restrepo a kol. 2001;
Sikasunge a kol. 2009), hlistice Toxocara spp. (Eid a kol. 2015; Resende a kol. 2015) ¢i
motolice Schistosoma spp. (Pittela 1997a). Gliové bunky, tedy astrocyty a mikroglie jakozto
imunokompetentni builkky CNS, pfitom zistavaly spiSe na okraji zajmu. Histopatologické
zmény zpusobené migraci neurotropnich larev 7. regenti centrdlni nervovou soustavou
hostitele byly jiz diive studovany in situ pomoci histologickych a imunohistochemickych
metod (Blazova a Hordk 2005; Hordk a kol. 1999; Kolatova a kol. 2001;
Koufilova a kol. 2004b; Lichtenbergova a kol. 2011). Uloha gliovych bun&k b&hem infekce
byla popséna u experimentalné infikovanych mysi (Lichtenbergova a kol. 2011) a v in vitro
podminkach (Machacek a kol. 2016). Metody zvolené pii zpracovavani predkladané
diplomové prace nov€é umoznily nahlédnout na vzijemné interakce bunék CNS hostitele
s dynamickym tegumentem parazita in sifu, oviem mnohem detailnéji, az na ultrastrukturalni

urovni.

6.1.1. Vyskyt a morfologické typy Ibal” bun&k v miSe p¥i infekci 7. regenti

Na kryofezech ve fluorescencnim mikroskopu i na pryskyficovych ftezech barvenych
toluidinovou modii béhem ptipravy vzorkli pro TEM byly u kachen 1 mysi ve tkani kolem
migrujicich schistosomul detekovany bunky s vyrazné zplo§télym jadrem. Diive)si
histologické studie pfitom tomuto jevu dosud nevénovali pozornost. V TEM se v obou
pfipadech jednalo o morfologicky napadné podobné builkky srozsahlym hrubym
endoplasmatickym retikulem a dal§imi inkluzemi v cytoplasmé (bunéény typ Al; Obr. 17).

U mysi se nékteré¢ z téchto bunék podafilo na zdkladé imunohistochemického znaceni ve

fluorescenénim i elektronovém mikroskopu identifikovat jako Ibal”, §lo tedy o mikroglie
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¢i makrofagy. Pokus o imunolokalizaci kachnich mikroglii v transmisnim elektronovém
mikroskopu byl netispé$ny. Na zaklad¢ shodné ultrastruktury téchto bun¢k u mysi i kachen a
dle vysledkl z fluorescence pii znaceni lektinem RCA-1, vSak lze buiiky typu Al u kachen
povazovat rovnéz za mikroglie/makrofagy. Bunky se zplostélymi jadry se vyskytovaly pouze
v blizkosti larev, Iba" buiiky se v§ak vyskytovaly i v okolni tkani dale od schistosomul. Zde
ovSem byla bunétna jadra spiSe ovalna az nepravidelna. V literatufe se kromé bézné
popisovanych typt mikroglii (klidova = resting / remified; aktivovand = activated / reactive;
fagocyticka = amoeboid), setkdvame 1 stakzvanymi bipolarnimi (bipolar microglia;
Tam a Ma 2014) ¢&i tyCovitymi mikrogliemi (rod microglia; Fumagali a kol. 2015;
Graeber a Mehraein 1994; Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Jednd se o0 mén¢ Castou
aktivovanou formu mikroglii, vyskytujici se v bilé hmoté CNS (Lawson a kol. 1990). Tento
typ mikroglii je popisovdn zejména v souvislosti s neurodegenerativnimi a virovymi
onemocnénimi (Bobrowicz a kol. 2002; Lewanowska a kol. 2004; Ohno a kol. 1992; Tam a
Ma 2014; Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Ugast bipolarnich mikroglii na imunitni
odpovédi pfi onemocnénich zplsobenych parazitickymi helminty nebyla doposud popséna.
Pouze u koni experimentalné infikovanych prvokem Trypanosoma evansi byly na
histologickych fezech mozku pozorovany MHC II" ty¢ovité mikroglie (Lemos a kol. 2008).
Predpokladand tloha téchto bun€k béhem infekce 7. evansi vSak neni autory uvadéna.

Bipolarni mikroglie nejsou, oproti bézn€ studovanym morfologickym formam
mikroglii, pfili§ prozkoumanou skupinou (Taylor a kol. 2014). Diivodem byl zejména az do
nedavné doby chybéjici in vitro systém, bézné vyuZzivany pii studiu ostatnich typi mikroglii
(Tam a Ma 2014). Bipolarni mikroglie byly podrobnéji studovany az na modelu difuzniho
axondlniho poranéni (Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Autofi pozorovali fazeni
mikroglii za sebe podél poskozenych axonl neuront a formulovali hypotézu, Ze mikroglie
tyto neurony pravdépodobné podpiraji a zaroven odd€luji od okolni zdravé tkané
(Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012).

Tbal” buiiky se zplostélym jadrem se v t&sné blizkosti schistosomul 7. regenti
lokalizovanych v bilé hmoté¢ vyskytovaly u kachen 1 my$i 5 i 10 dpi. Pomoci
imunohistochemickych metod bylo jiz diive prokdzano, Ze migrace schistosomul 7. regenti
zpusobuje poskozeni neuronii (Lichtenbergova a kol. 2011). V CNS infikovanych kachen
amys$i by se tedy bipolarni mikroglie mohly podilet na izolaci schistosomul a poskozené
nervove tkadné od tkan€ nezasazené a to jiz v rané fazi infekce.

Mikroglie vSak nejsou jediné bunky schopné vytvaret formu se zploStélym

jadrem. Pti in vitro kultivacich rtznych helminth (S. mansoni, T. spiralis a N. brasiliensis)

63



s kulturami imunitnich bun¢k byly detekovany zplostélé eozinofily adherujici k povrchu
parazita (McLaren a kol. 1977). V in vitro systému se vSak mize jednat o arteficielni chovani
imunitnich bun¢k. Na fezech mozku s cysticerky M. corti byly pozorovany ¢astecné zplostelé
makrofagy s nepravidelnym jadrem adherované k tegumentu parazita (Alvarez a kol. 2008).
Makrofagy zde byly imunohistochemicky znac¢ené pomoci CD11b. To vSak nevylucuje, ze by
n&které z téchto bun&k nemohly byt mikroglie, které jsou rovnéz CD11b" a od makrofagi jsou
morfologicky prakticky neodlisitelné (Alvarez a kol. 2008). Autofi pozorovali u téchto bunék
fagocytézu mikrotrichti parazita. U bun€k typu Al se zplostélym jadrem v okoli schistosomul
T. regenti vSak nebyly zndmky fagocytdzy pozorovany.

Mnozstvi lysozomi a panozek nasvédCujicich aktivni fagocytéze vSak bylo
zaznamenano u bunék typu A2 zejména v okoli 10 dni starych schistosomul migrujicich mysi
michou (Obr. 18). Nékteré ztéchto bunék se opét podatilo identifikovat jako Ibal’. Na
zéklad€ jejich morfologie se pravdépodobné jednd o améboidni fagocytické mikroglie,
pripadné makrofagy (Alvarez a kol. 2008). Zajimave je, Ze se tyto bunky vyskytovaly u mysi
predevsim v pozdéjsi fazi infekce, tedy 10 dpi a ne 5 dpi. U kachen nebyly ve vétSim
mnozstvi zaznamendny v zadné ze sledovanych fazi infekce.

Ibal” buiiky se nachizely nejen kolem larev, ale zejména ve tkani za migrujicimi
schistosomuly. To  odpovidd  vysledkim  z pfedchozich  studii  zahrnujicich
imunohistochemické znaceni parafinovych ftezi CNS mysi infikovanych 7. regenti
(Lichtenbergova a kol. 2011). Na zaklad¢ ultrastruktury téchto buné€k Ize predpokladat, ze se
patrné podileji (1) na fagocytoéze Casti parazita, jako je tomu naptiklad v ptipadé cysticerkl
M. corti (Alvarez a kol. 2008) a/nebo (2) ,odklizeni pozistatkii hostitelskych bunck
poSkozenych béhem migrace parazita (Neumann a kol. 2009).

Zda se, tedy, ze Ibal” builky zaujimaji v béhem infekce T. regenti v in situ
podminkdch CNS minimalné tfi rizné morfologické formy, které se liSi nejen svou funkci, ale

1 vyskytem v riznych fazich infekce u riznych typl hostiteli.

6.1.2. Zmény v tegumentu 7. regenti béhem migrace CNS

Ptitomnost fagocytickych bunck v t€sném kontaktu s migrujicimi schistosomuly 7. regenti je
znat 1 na stavu tegumentu parazita v blizkosti téchto bunék. Pti srovnani tegumentu
schistosomul migrujicich kachni a mysi michou 5 a 10 dpi, byla pouze u mysi 10 dpi
zaznamenana schistosomula s vyrazné se odlucujici povrchovou membranou. Zaroveil se
v této fazi infekce u mysi projevovalo mnohem vyrazné€jsi uvoliovani sekrecnich télisek do

cytoplasmatické vrstvy tegumentu, nez tomu bylo u ostatnich skupin (mysi5 dpi,
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kachny 5 a 10 dpi). ZvySené odluCovani povrchové membrany tegumentu muze byt
zpusobeno ruznymi faktory ¢i jejich kombinacemi:

1. Imunitni bunky hostitele pfimo plsobi na povrch parazita v misté¢ kontaktu, ¢imz
dochazi k jeho posSkozeni, odlouceni a nasledné fagocytoze. Podobné tomu je
v pfipad¢  makrofagli  fagocytujicich  mikrotrichy  cysticerka M.  corti
(Alvarez a kol. 2008) nebo odlucujiciho se tegumentu schistosomul S. mansoni
kultivovanych in vitro s neutrofily (Incani a McLaren 1983) ¢i makrofagy (McLaren a
James 1985).

2. Parazit se aktivné snazi opravit tegument poskozeny vlivem imunitnich bunck
zvySenou obmeénou povrchové tegumentalni membrany (Hockley a McLaren 1973;
Incani a McLaren 1983; Rifkin 1971). Tomu nasvédCuje i zvySené mnozstvi
sekre¢nich tclisek vcenté flhzujicich membranovych vackt v tegumentu v misté
kontaktu s imunitnimi buiikami u schistosomul migrujicich mys$i michou 10 dpi
(Obr. 24B, 24C). Tyto procesy byly u mysi pozorovany ve znateln¢ vyssi mife nez u
kachen.

3. Nemusi vSak jit nezbytn€ o dusledek poskozeni, ale o0 obménu povrchovych membran
v disledku  aktivniho  maskovani pfed imunitnim  systémem  hostitele

(Abath a Werkhausen 1996).

6.1.3. Submeningealné infiltrované buiiky v miSe infikované 7. regenti
Dal§im vyraznym rozdilem v imunitni odpovédi vici 7. regenti v CNS infikovanych kachen a
mySsi je pfitomnost submeningedlné infiltrovanych imunitnich bunék. Tyto buiky se v
masivnim mnoZstvi vyskytovaly u kachen 10 dpi. Oproti tomu u kachen 5 dpi jich bylo méné,
u mysi 10 dpi byly detekovany v malych mnoZstvich a u mysi 5 dpi nebyly zaznamenany
vubec. Tyto buiiky byly na zadkladé jejich ultrastruktury identifikovany jako heterofily
¢i eozinofily (bunéény typ C1, Obr. 21B; nejhojnéji zastoupen), plazmocyty (bunéény typ C2,
Obr. 21C) a krevni makrofagy (bunéény typ C3, Obr. 21D).

Pfitomnost eozinofilli, neutrofild, plazmocytl, makrofdgi a lymfocytl
v submeningedlnim prostoru infikovanych kachen ustici v eozinofilni meningitidu byla
u kachen nakazenych 7. regenti pozorovana na histologickych ftezech jiz dfive
(Kolarova a kol. 2001). Vyskyt eozinofilni meningitidy v souvislosti s neurohlemintézami je
znam také pfi neurocysticerkdze, rovnéz u infekci hlisticemi rodu Angiostrongylus,
Gnathostoma, Toxocara ¢i Baylisascaris (Cardona a kol. 1999; Eberhardt a kol. 2005;
Fox a kol. 1985; Murphy a Johnson 2013; Punyagupta a kol. 1975; Schmutzhard a kol. 1988;
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Sotelo a Del Brutto 2002; Tsai a kol. 2001; Vidal a kol. 2003; Yii 1976). Oproti tomu pfi
zavleceni vajicek schistosom do CNS je eozinofilie mozkomiSniho moku spiSe vyjimecna
(Scrimgeour a Gajdusek 1985). Je otazkou, z jakého diivodu migrace schistosomul 7. regenti
kachnim submeningedlnim prostorem takto masivni eozinofilii vyvolava, zatimco u mysi
nikoliv. Muze to byt zptisobeno mnozstvim larev vyskytujicich se v tomto prostoru u
ptirozeného hostitele. Pfesto, Ze preferenénim mistem migrace kachni i mysi CNS je bila
hmota (Bulantova a kol. 2016), v submeningealnim prostoru kachen se ve srovnani s bilou a
Sedou hmotou pravdépodobné vyskytuje veétsi podil parazith nez je tomu u mysi
(Kolarova a kol. 2001).

Vliv sav¢ich eozinofild a neutrofilii (jejichz funkénimi analogy u ptakd jsou prave
heterofily; Brooks a kol. 1996) na helminty byl v minulosti studovan zejména in vitro
(Caulfield a kol. 1980; Glaubert a kol. 1980; Incani a McLaren 1983; McLaren a kol. 1977).
Autofi ve vétSin€ piipadl pozorovali postupnou degradaci parazita, kterd se nejprve
projevovala vakuolizaci tegumentu, nasledné¢ zvySenym mnozstvim sekrecnich télisek
v tegumentu, odlu¢ovanim povrchové membrany a postupnou dezintegraci tegumentu.
Podobné tomu bylo i u schistosomul 7. regenti migrujicich mysi nervovou tkani 10 dpi.
U submeningeéalné lokalizovanych schistosomul migrujicich kachni michou vSak nebylo
z4dné vyrazné poSkozeni tegumentu zaznamenano a to i pies masivni infiltrdt imunitnich
bunék v misté¢ migrace. To miize byt opét zplisobeno efektivnimi maskovacimi a opravnymi

mechanismy parazita a jeho adaptaci na ptaciho hostitele.

6.1.4. Reakce astrocyti pri migraci 7. regenti michou hostitele

ZvySend aktivace astrocytli v CNS byla popsana naptiklad pii neurocysticerkdze ¢i
neurotoxokardze (Alvarez a kol. 2002; Eid a kol. 2015; Othman a kol. 2010; Quintanar a kol.
2003; Sikasunge a kol. 2009). Aktivované a hypertrofované astrocyty byly pozorovany i
v souvislosti s infekei 7. regenti u mysi a to na imunohistochemicky znacenych parafinovych
fezech (Lichtenbergova a kol. 2011). Hypertrofované astrocytarni vybézky oddélujici larvy od
okolni nervové tkan¢é byly dokumentovany také pro potieby predkladané diplomové préce,
tentokrat ve fluorescencnim a  elektronovém  mikroskopu (Obr. 10, 15, 20, 23).
Aktivace astrocytl byla nejvice patrna u mys$i 5 1 10 dpi a u kachen 10 dpi, mén€ u kachen
5 dpi. Zda se tedy, Ze u mysi (ndhodnych hostitelt) dochazi k aktivaci astrocytii a tvorbé
gliové jizvy diive nez u kachen, pro které je 7. regenti ptirozeny definitivni hostitel. Pti
bliz§im pohledu na hypertrofované astrocyty v elektronovém mikroskopu byly v

jejich cytoplasmé v okoli schistosomul 7. regenti detekovany nejen GFAP' filamentové

66



svazky a mitochondrie, ale rovnéz mnozstvi glykogenovych granul. Glykogen deponovany
v astrocytech pfitom piedstavuje hlavni energetickou zasobu neuront i ostatnich gliovych
bunek v CNS (Dringen a kol. 1993; Phelps 1975) a jeho zvySend akumulace v cytoplasmé
astrocyti byla zaznamenana také pfi traumatickych poranénich ¢i ischemickych stavech
mozku (Kajiharaakol. 2001; Watanabe a Passonneau 1974). Vysvétleni je takové, Zze
porusené neurony pravdépodobné neodebiraji takové mnozstvi energie v podobé glykogenu
jako za fyziologického stavu a ten se proto v astrocytech hromadi (Kajihara a kol. 2001). Jde
piitom o docCasny stav, po regeneraci nervové tkan¢ se mnozstvi deponovaného glykogenu
opét piirozené snizuje (Kajihara a kol. 2001; Watanabe a Passonneau 1974). Z toho zle
usuzovat, ze pfitomnost zvySeného mnozstvi glykogenovych granul v cytoplasmé astrocytd
v CNS infikované T. regenti je ziejmé disledek degradace nervovych bunck vlivem migrace
parazita. To odpovidd 1 dosavadnim vysledkim studia poSkozeni neuronii v okoli
schistosomul 7. regenti pomoci imunohistochemie na prafinovych fezech

(Lichtenbergova a kol. 2001).

6.1.5. Degradace bunék CNS v blizkosti migrujicich schistosomul 7. regenti

V transmisnim elektronovém mikroskopu byly v blizkosti larev migrujicich mysi
michou 10 dpi pozorovany buiiky s bunéénou membranou naruSenou pravidelné na strané
kontaktu s cervem (Obr. 24B). Cytoplasma téchto bunck se volné vylévala do prostoru.
RovnéZ kolem schistosomul migrujicich submeningedlnim prostorem kachen se nachazely
siln€¢ posSkozené imunitni buniky (Obr. 26B). Nejednalo se vSak pouze o buiiky v pfimém
kontaktu s Cervem, ale 1 v prostoru za migrujici larvou. V cytoplasmé nckterych bunck byla
patrna vyrazna vakuolizace, coZ miiZe byt zndmkou probihajici apoptoézy (Moon a kol. 2000)
¢i autofagie (Perrotta a kol. 2011). Poskozeni bun¢k v okoli schistosomul migrujicich miSnim
parenchymem ¢i submeningealnim prostorem mohlo byt zpiisobeno (1) jako pfimy dasledek

aktivni imunitni odpovédi bunék, ¢i (2) mechanickym poskozenim béhem migrace parazita.

6.1.6. Zdroje potravy schistosomul 7. regenti migrujicich CNS

Za hlavni zdroj potravy pro schistosomula 7. regenti migrujici CNS je povaZovan myelin
a degradovand nervova tkan, imunohistochemicky prokdzand v obsahu jejich stfeva
(Blazova a Hordk 2005; Hordk a kol. 1999; Lichtenbergova a kol. 2011). Stfevni obsah
schistosomul byl pravidelné pozorovan 1 v transmisnim elektronovém mikroskopu a ukazalo
se, ze povaha natraveného obsahu piimo souvisela s aktudlni lokalizaci parazita b&hem
migrace (Obr. 27). U Cervll migrujicich nervovou tkani michy se v lumen stfeva nachazela

myelynizovand nervova vladkna, zatimco larvy lokalizované v submeningealni oblasti kachni
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michy mély ve stievé zejména degradujici imunitni bunky, které se hojné vyskytovaly
v okolnim prostoru.

Dospéli jedinci 7. regenti se pfitom zivi krvi v nosni sliznici, stejné jako vétSina
ostatnich zastupci schistosom (Bourns a kol. 1973; Chanova a Hordk 2007).
Hematin z natravenych erytrocyti se ve stievé schistosomul objevuje ve vétsi mife u kachen
12 a 13 dpi, kdy jsou lokalizovany v meningealni oblasti bulbus olfactorius. Zda se tedy, ze
pravé meningy mozku kachen mohou byt mistem, kde juvenilové 7. regenti ve vétsi mite
piechazeji na jiny zdroj vyzivy, tedy z nervové tkané na krev (Chanova a Horak 2007). Ackoli
tmavé hnédy pigment byl v malé mife detekovan také u schistosomul migrujicich kachni
michou devaty, vyjimecné jiz Sesty dpi (Blazova a Hordk 2005). Schistosomula kultivovana
in vitro v kultivaénim médiu s pfidanymi kachnimi erytrocyty nebo homogenizovanou
nervovou tkani prosperovala piekvapivé 1€pe v médiu s Cervenymi krvinkami, které rovnéz
pozirala. Oproti tomu trdveni homogenizované nervové tkané v téchto pokusech nebylo
zaznamenano (Chanova a kol. 2009).

Béhem pozorovani situace in situ v elektronovém mikroskopu nebyly cervené
krvinky ve stfevech Cervil pozorovany. I ptesto se zd4, Ze larvy pravdépodobné nejsou béhem
migrace centralni nervovou soustavou specializovany vyhradné na traveni nervové tkané jako
takové. Presto, ze se zfejm¢e jedna o hlavni zdroj vyzivy v této fazi vyvoje, jsou schistosomula
zjevné schopna travit 1 nékteré slozky krve, ktera je hlavni potravou dospélcii v nosni sliznici,

v podob¢ imunitnich bunék infiltrujicich do submeningealniho prostoru.
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6.2. SniZeni schopnosti riznych kmeni 7. regenti domigrovat do CNS

nahodnych hostitelu
Druh ptaci motolice 7. regenti je na katedfe parazitologie Pfirodovédecké fakulty UK
udrzovana v laboratornich podminkéch jiz od roku 1997 (Hordk a kol. 1998a). Laboratorni
chov slouzi, mimo jiné, k experimentalnim nakazdm kachen i mysi (Blazova a Horék 2005;
Horak a kol. 1999; Hradkova a Horak 2002; Kolarova a kol. 2001; Koufilova a kol. 2004b;
Lichtenbergova a kol. 2011). Empiricky bylo zjiSténo, ze po n€kolika letech se u laboratorné
chovaného kmene 7. regenti opakované objevuji problémy jako je pokles produkce miracidii
u definitivnich hostitelli, nizs§i pocty migrujicich schistosomul v miSe definitivniho hostitele,
ptipadné snizena schopnost schistosomul pfezivat a migrovat v télech nahodnych savcich
hostitelti. Proto byl laboratorni kmen 7. regenti dle potifeby v nepravidelnych intervalech
(zpravidla kazdych 3-6 let) posilovan jedinci dovezenymi ztypové lokality
(Podkadovsky rybnik) nebo z jinych lokalit s potvrzenym vyskytem tohoto druhu parazita
v pfirodé. V dob& zahijeni experimentd v ramci piedkladané diplomové prace klesla
u stavajicicho laboratorniho kmene 7. regenti schopnost schistosomul domigrovat do CNS
umysi az na kriticky nizkou hranici. Pfi navySené infekéni davce 3000 cerkdrii, coz je
dvojnasobek standardni davky pouzivané pro stejny typ ndkaz do té doby
(Blazova a Horak 2005; Horak a kol. 1999; Hradkova a Horak 2002; Kolafova a kol. 2001;
Koufilova a kol. 2004b; Lichtenbergova a kol. 2011) bylo po péti dnech nachédzeno v mise
jedné mysi zpravidla 0-4 schistosomula. U kachen pfitom situace ztistavala uspokojiva, ackoli
1 zde bylo zaznamenano snizeni produkce miracidii i mnoZstvi schistosomul v miSe. Aby bylo
mozné pokracovat v experimentech na mySich, bylo rozhodnuto o zavedeni zcela nového
laboratorniho kmene T. regenti, ktery se nakonec podafilo ziskat diky spolupraci
s Dr. Miroslavou Solddnovou z parazitologického Ustavu Biologického centra AV CR
v Ceskych Budgjovicich z rybniku Hejtman v Jiznich Cechach. Z divodu jinych dlouhodobg
probihajicich experimentl v laboratofi helmintologie PfF UK, které vyzadovaly zachovani
stavajiciho kmene 7. regenti, byl nové dovezeny kmen 7. regenti chovan oddélené od
stavajiciho a po ovétfeni lepSi schopnosti piezivani u savCich hostitel (zpravidla 5-15
schistosomul v miSe jedné mySi pii nakaze 1500 cerkérii) byl nasledné pouzivan
k experimentadlnim nakazam mysi pro ucely této diplomové prace. Vyvstava vSak otazka,
z jakého divodu dochazi u laboratorné udrZzovaného kmene parazita k ndhlému poklesu
zivotaschopnosti vyvojovych stadii v hostiteli. Podle dostupnych zdroji i zkuSenosti

z helmintologické laboratoie je to ziejme¢ zplsobeno dlouhodobym, opakovanym
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pasazovanim v laboratornich podminkach (Chanovda a Hrdy 2016; Machacek 2016).
V izolované populaci parazita totiz dochazi k ptibuzenskému kiiZeni (inbreeding), ktery se
opakuje i v kazdé dalsi generaci. Pro konkrétni predstavu lze upfesnit, ze pfi jednom cyklu
parazita (viz 3.2.1.) dosdhne z infekéni davky 1500 cerkarii dospélosti pouze nékolik Cervia
v fadu jednotlivcl. Z jejich potomstva se nakazi pomoci miracidii stovky mezihostitelskych
plza, kteti poté slouzi jako zdroj nepohlavnim mnozenim vzniklych cerkarii pro dalsi infekci
kachen. Z dlouhodobého hlediska ma inbreeding patrné€ vliv na snizeni fitness celé populace
(inbredni deprese; Dolgin a kol. 2007). Nabizi se proto hypotéza, ze inbredni larvy 7. regenti
postupné ztraceji schopnost efektivné unikat imunitnimu systému hostitele a pronikat do jeho
CNS. Tento jev je pravdépodobné patrny diive u mysi nez u kachen, nebot’ mysi predstavuji
nahodné, nespecifické hostitele, na které neni parazit tak uzce adaptovan. V pfirodé
k inbreedingu v tak vysoké mife obvykle nedochazi. Piikladem toho miize byt i studie
genetické diverzity populaci S. mansoni u lidi v severnim Senegalu (Broeck a kol. 2014),
u kterych autofi identifikovali vice rozdilnych kment S. mansoni, pti¢emz toto ¢islo rostlo
s vékem hostitele. V piipad¢ ptaci motolice 7. regenti je v predchazeni ptibuzenskému kiizeni
velkou vyhodou moznost snadného ptelétavani definitivnich hostitelti (vrubozobych ptaki)
mezi lokalitami (vodnimi plochami) s riiznymi populacemi parazita.

Na zéklad¢ faktu, ze kiizeni mezi jednotlivymi kmeny parazita v hostiteli snizuje
miru inbredni deprese populaci a zajistuje genetickou diverzitu paraziti v prostiedi (Broeck a
kol. 2014) lze ptedpokladat, Ze problém inbredniho chovu T. regenti a jeho sniZujici se
schopnosti pieZivat u sav€ich hostiteld bude potieba i do budoucna feSit opakovanym
pridavanim novych kment parazita dovezenych z ptirody. Pfedpokladem pro takovy postup je
vzdy dasledné ovérovani druhové prislusnosti, pfipadné i genetické variability kazdého novée
pfivezeného kmene molekuldrné biologickymi metodami, peclivé vedeni dlouhodobych
zédznaml o puvodu konkrétnich kment a o zménéach zejména ve schopnosti prezivat v mise

experimentalnich mysi.
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6.3. Pouziti imunohistochemickych metod pfi studiu migrace schistosomul

T. regenti CNS hostitele

6.3.1. Fluorescen¢ni znaceni gliovych bunék u mysi a kachen

Ke studiu vz4jemnych interakci bunék CNS se schistosomuly 7. regenti v miSe kachen a mysi
bylo potfeba imunohistochemicky naznacit zdkladni bunétné typy — tedy astrocyty
a mikroglie. Jako nejefektivnéjsi byla zvolena metoda protilatkového fluorescencniho znaceni
na kryofezech. Pro mysi, bézn¢ vyuzivana laboratorni zvirata, existuje cela fada komercné
dostupnych protilatek. To vSak neplati v piipad¢ kachen.

Ke znaceni astrocytl u mysSi a savcl obecné, se bézné vyuziva protilatky proti GFAP
(Eng akol. 1971; Lichtenbergovad a kol. 2011). Jedna se o hlavni protein intermedialnich
filament v cytoskeletu astrocytii. Tato struktura je konzervovana napfi¢ obratlovci
(Bignami a kol. 1972), coz umozinuje vyuziti bézn¢ dostupnych protildtek proti GFAP
i v ptipad¢ kachnich astrocytt (Zaid a kol. 2016).

Jako specificky marker mikroglii u savcl se pouziva predevsSim protilatka proti
Ibal molekule (Ito a kol. 1998; Oshawa a kol. 2000). Jelikoz je vSak tato molekula
produkovana také makrofagy, nelze na =zakladé¢ imunohistochemického znafeni ani
morfologie tyto bunécné typy s jistotou rozeznat (Oshawa a kol. 2000). U mysi nakaZzenych
T. regenti byla tato protilaitka pouzita k identifikaci mikroglii/makrofagh jiz dfive
(Lichtenbergova a kol. 2011). Kachni mikroglie se vSak touto protilatkou naznacit nepodafilo
(viz 9.1.; Tabulka 4).

Naprosta vétSina studii zabyvajicich se vyzkumem ptaci nervové soustavy vyuziva
jako modelové organismy kufata, pfipadné kiepelky, pro které jsou v omezené mite dostupné
1 komer¢né vyrabéné protilatky. Jednou z testovanych protilatek proto byla i KULO1 (viz 9.1.;
Tabulka 4), kterd se vyuziva jako specificky marker bunék monocyto-makrofagové tady
u kurat (Mast a kol. 1998). Podle vyrobce lze tuto protilatku vyuzit i k naznaceni
aktivovanych mikroglii. V na$i laboratofi se podatfilo pomoci KULO1 znacit kachni bunky
monocyto-makrofagové fady na krevnim roztéru. Mikroglie na kryofezech kachni michy se
vSak lokalizovat nepodatilo.

Dalsi zvazovanou moznosti bylo znaceni mikroglii pomoci protilatky HIS-C7,
ktera rozpoznava CD45 (Cluster of Differentiation) homolog u kutat (Jeurissen a kol. 1988)
ale byla pouzita i jako specificky marker mikroglii v kufecim mozku (Cuadros a kol. 2006).
Srovnatelnou protilatkou vyuZzivanou ke znaceni mikroglii u kiepelek je také QH 1 (Quail

Hemangioblastic marker; Navascue's a kol. 1995). U obou se vsak ukazalo, Ze reciproéni
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pouziti téchto protilatek (HIS-C7 u kiepelek a QH 1 wu kufat) neni funkcni
(Cuadros a kol. 2006) a proto bylo nakonec od jejich vyuziti u kachen ustoupeno.

Protoze se komercné testované protilatky ukéazaly pro Ucel studia mikroglii
u kachen jako nevhodné, byla pozornost zaméfena 1 na moznost vyuzit k histochemické
lokalizace pomoci lektini. Jedna se o proteiny neimunni povahy, které specificky vazi
cukerné skupiny na povrchu bun¢k, obdobné jako protilatky vazi bunécné antigeny. Jako
lektiny  rozpozndvajici  mikroglie = jsou  uvadény  napiiklad Tomato  lektin
(TL; Villacampa a kol. 2013), lektin Griffonia simplicifolia 1 (GS-1;
Streit a Kreutzberg 1987; Streit 1990), Mistletoe lektin 1 (ML-1; Suzuki a kol. 1988),
Concanavalin A (ConA; Colton a kol. 1992) ¢i Wheat Germ agglutinin (WGA;
Colton a kol. 1992). Pro znadeni kachnich mikroglii byl nakonec zvolen lektin Ricinus
Communis Agglutinin 1 (RCA-1; Bréjera kol. 2012; Mannoji a kol. 1986), ktery byl
s tspéchem jiz dfive vyuzit pro znaceni imunitnich bunék CNS u kachen (Brojer a kol. 2012).
Zminény lektin se v mozkové tkani vaze na mikroglie, ne vSak na astrocyty, oligodendrocyty
ani neurony (Mannoji a kol. 1986; Suzuki a kol. 1988). Krom¢ mikroglii se v§ak RCA-1 vaze
také na makrofagy a endotelové buiiky cév (Mannoji a kol. 1986). Znaceni lektinem RCA-1
tedy neumozniuje rozliSeni aktivovanych mikroglii od infiltrovanych krevnich makrofagi
v infikované tkani (Colton a kol. 1992). Pro ovéfeni funkEnosti poslouZily kryotfezy mysi
michy znacené zaroven lektinem RCA-1 a protilatkou proti Ibal molekule (Obr. 12). Protoze
se oba signaly ptekryvaly, lze lektin RCA-1 doporucit jako jednoduchou a levnou, oviem
mén¢ specifickou variantu vyuzitelnou k detekci aktivovanych buné€k monocyto-makrofagoveé
fady v myS$i CNS. Zaroven se vSak jedna o prozatim jedinou ovéfenou funkéni metodu

znaceni bunék monocyto-makrofagové fady v nervoveé soustaveé kachen.

6.3.2. Vyuziti imuno-transmisni elektronové mikroskopie pri studiu migrace 7. regenti
CNS hostitele in situ

Svételnd mikroskopie, zvlasté v kombinaci s imunolokalizaci (tzv. imunohistochemie, IHC),
poskytuje prehled o buitkédch nachéazejicich se v okoli parazita. Limitujicim faktorem je vSak
rozliSeni svételného mikroskopu, které vylucuje detailngj$i pohled na studované objekty.
Toto umoZiuje transmisni elektronova mikroskopie (TEM), pomoci které je mozné se zaméfit
na ultrastrukturu jednotlivych bunék, pfipadné i zhodnotit mozné poSkozeni.

Nevyhodou standardni TEM je identifikace pozorovanych objektli pouze na

zéklad¢ ultrastrukturdlnich znaki. Vyhody imunohistochemie a transmisni elektronové
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mikroskopie kombinuje tzv. imuno-transmisni elektronova mikroskopie (iTEM). Tato metoda
umoziuje imunolokalizaci pozorovanych bunéénych struktur pfimo na ultratenkych fezech.
Jednou z metod je tzv. imunogold, zalozeny na znaceni bunécnych epitopl
pomoci sekundarnich protilatek, které jsou pomoci bakteridlnich proteini A nebo
proteinit G konjugovany se zlatymi partikulemi. Ty jsou v elektronovém mikroskopu patrné
jako elektrondenzni body. Vyhodou této metody je moznost velmi piesné imunolokalizace na
konkrétnich bunécnych strukturdch a to pii velkém rozliSeni elektronového mikroskopu
(napt. Miyake a Colguhoun 2012; Paul a kol. 2012; Perrotta a kol. 2011; Sogn a kol. 2013;
Stirling 1989). Tato metoda nasla uplatnéni i pfi vyzkumu 7. regeni, kde byla uspéSné vyuzita
pro detekci imunoreaktivnich epitopti vyskytujicich se zejména na povrchu a

v subtegumntalnich buiikach rtiznych vyvojovych stadii (Chanova a kol. 2012).

6.3.2.1. Zpracovani tkané pro i-TEM za nizkych teplot

antigenicity. NejSetrnéjsi metodou zpracovani tkané v klasické svételné imunohistochemii je
kryofixace, pfipadn¢ jeji kombinace s chemickou fixaci. Mrazové metody se vyuzivaji
1 v imuno-transmisni elektronové mikroskopii. Napiiklad metoda zvana Tokuyasu (Tokuyasu
1973), zalozend na prosyceni studovanych vzorkl kryoprotektanten a nasledném prudkém
zamrazeni.Nizké teploty je pak potieba udrzovat i pfi nasledném ultratenké krajeni na kryo-
ultramikrotomu. . Jinym a z mrazovych metod zéroven velmi Casto pouzivanym zplsobem
zpracovani vzorkl pro iTEM je metoda tzv. zmrazovani za vysokého tlaku, neboli High
Pressure Freezing (HPF) kombinovana s naslednou kryosubstituci a zalévanim do pryskyfic
(Moor a Riehle 1968, citovano dle Moor 1987). Behem tohoto procesu dochéazi k rychlému
zamrazeni vzorku za vysokého tlaku, ¢imz se pfedchdzi tvorbé ledovych krystall, a tedy
1 poskozeni bunck a tvorbé artefaktii (Moor 1987). Vzniklé pryskyticové blocky vSak lze
krajet uz na klasickém ultramikrotomu pii pokojové teploté. Stejn¢ jako u metody Tokyashu,
1 v tomto piipad¢ je limitujici velikost vzorku (do 200 um).

Touto metodou se sice mimo bunécéné kultury podatilo zpracovat i celé helminty
drobného vzristu (Fischer a kol. 2014; Chanova a kol. 2012; Kolotuev a kol. 2010), problém
v8ak nastava pii zpracovani celé tkané€. Infikovanou michu nebylo pro potieby predkladané
prace mozné rozkrajet na Casti kratS$i neZ 1 - 2 mm, aby nedo$lo k uvolnéni schistosomul
z tkdné. Takové vzorky jsou vSak pro zpracovani metodou Tokuyasu ¢i HPF pftili§ velké.

Tokuyasu metoda zaroven neumoznuje postupné prokrajovani tkdné na mikrotomu
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pii pokojové teplot¢ za ucelem identifikace schistosomul na fezech pied jejich dalsim

zpracovanim.

6.3.2.2. Zpracovani vzorkii pro i-TEM pri pokojove teploté (LR White)

Po zavrzeni kryofixace bylo pfistoupeno k chemické fixaci a zalévani tkdn€¢ do pryskyfice
LR White, kterd je vhodna i pro nasledné znaceni zlatymi partikulemi (Miyake a Colquhoun
2012; Newman a Hobot 1987; Stirling 1989). Klicovymi body jsou v tomto piipadé: (1)
omezeni fixace glutaraldehydem, ktery pronika do tkéni pomaleji nez formaldehyd a hiife
zachovava antigenicitu vzorku, (2) vynechani postfixace OSO,, ktery maskuje antigeny pred
samotnym znacenim a (3) pouziti akrylovych pryskyfic, které oproti epoxidovym pryskyficim
1épe zachovavaji antigeny (Murtey 2016; Stirling 1989). Pro dosazeni optimalnich vysledku je
nutné pryskyfici polymerizovat pod UV svétlem, o néco horsi vysledky ptfinasi polymerizace
pii teplot¢ do 50°C po dobu 48 hodin (dle vyrobce, FLUKA). V piipadé¢ vzorka
zpracovavanych na diplomovou préci se nejlépe osvédcila polymerizace blocklti pomoci UV
po dobu 48 hodin pii 4 °C a nasledné po dalSich 72 hodin pfi pokojové teploté, kterd byla
testovana po konzultaci se zkuSen¢jsimi kolegy (Fraiberk, ustni sd¢lent).

Z takto zpracované tkan¢ v LR White pryskyfici byly pozdé€ji krajeny ultratenké
fezy my$i michou, na kterych se pomoci imunogoldu podafilo lokalizovat astrocyty
a mikroglie v okoli migrujiciho parazita. Metoda vSak s sebou pfinesla fadu problémi, které
bylo nejprve nutné vytesit.

Aby nedochdzelo k poSkozeni kiehkych ultratenkych fezi vlivem proudu
elektronti v elektronovém mikroskopu, potahuji se sitky uhlikovou vrstvou. To je vSak mozné
az po dokonceni znaceni, jelikoz uhlikovéd vrstva prekryva bunécné epitopy. Pietrvavajicim
problémem vSak bylo potrhani ¢i odplavovani fezl ze sit'ek béhem jejich znaceni na kapkach
roztokli. Proto byly fezy montovany na sitky pfedem potazené formvarovou blanou, kterad
jejich odplavovani zamezila. Na formvarovou blanu se vSak nespecificky vazaly zlaté
partikule béhem znaeni. Tato komplikace byla vyfeSena delSim casem blokovani
a intenzivnéj$Sim promyvanim mezi jednotlivymi kroky znaceni. LepSich vysledkii bylo
zaroven dosahovano pti pouziti Tris pufru jako zédkladniho pufru pro ptfipravu roztoki, oproti

PBS.

6.3.2.3. Identifikace bunécnych typii pomoci kombinace i-TEM se standardni TEM
Mnoho praci popisujicich konkrétni bunécné typy v nervové soustavé tak ¢ini pouze na
zaklad¢ ultrastruktury bez soucasného ovétreni spravné determinace pomoci imunolokalizace

(Griffin a kol. 1972; Uehara a Ueshima 1985). Pii takovém hodnoceni velmi zalezi na
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zkuSenosti pozorovatele a jeho kvalifikovaném odhadu. V piipadé piedkladané diplomové
prace byla snaha minimalizovat mozné omyly pfi identifikaci, a proto byla TEM
kombinovéna s iTEM. Imuno-transmisni elektronova mikroskopie umoznuje imunolokalizaci
pozadovanych struktur v elektronovém mikroskopu, nevyhodou vsak zustava nizky kontrast
a hiite zachovala ultrastruktura pozorované¢ho objektu. Z tohoto diivodu je pii definovani
bunécnych typii pomoci imunolokalizace vhodné konfrontovat ziskané vysledky se standardni
transmisni elektronovou mikroskopii. Oba pfistupy vSak vyzaduji jiny zptisob fixace i dal§iho
zpracovani. U infikovanych kachen byla proto vzdy polovina michy fixovana pro iTEM
apolovina pro standardni TEM. U perfundovanych mysi toto moZzné nebylo. MoZznym
feSenim by bylo vyuziti dvou jedinci nakaZzenych stejnym zplsobem, nebo ustoupeni od

perfuze s rizikem niz$iho zachovani pozorované tkané.

6.3.3. Vyuziti korela¢ni svételné a elektronové mikroskopie pri studiu schistosomul
T. regenti migrujicich CNS hostitele
Spolehlivéa identifikace znacenych struktur pomoci imunogoldu je vSak mozna pouze pfi
velkém zvétSeni. S tim se zaroven vytraci komplexita pfi $ir§Sim pohledu na situaci v nakazené
tkani. Oproti klasické THC (fluorescencni mikroskopie) je jistym omezenim i efektivni
aplikace vicendsobného znaeni riznych struktur na jednom fezu pomoci zlatych partikuli
odlisnych velikosti (5, 10 a 15 nm) a jeho vyhodnocovani (Humbel a Biegelman 1992;
Humbel a kol. 1998) Oba nedostatky by dokazala eliminovat technika, zvand korela¢ni
svételna a elektronova mikroskopie (Correlative Light and Electron Microscopy; CLEM).
Tato pokrocila zobrazovaci metoda vyuziva spojeni obrazii pozorovaného objektu ze
svételného (zpravidla fluorescencniho) a elektronového mikroskopu (transmisniho
i skenovaciho). Vysledkem je tedy (1) komplexni a Siroky pohled na celé¢ misto zajmu ve
svételném mikroskopu, (2) imunolokalizace pozadovanych struktur ve svételném, a zaroven
v elektronovém mikroskopu a (3) znama ultrastruktura konkrétniho objektu pozorovaného pti
velkém rozliSeni elektronového mikroskopu. Diky témto vlastnostem je CLEM hojné
vyuzivana zejména pii in vitro pokusech na bunéénych kulturdch (Peddie a kol. 2014;
Rijnsoever a kol. 2008; Watson a kol. 2003). V parazitologii naléza své uplatnéni napiiklad pii
in vitro studiu prvoka (Forestie a kol. 2011, Loussert a kol. 2012). K ziskani uceleného
pohledu na vzajemné vztahy hostitele a parazita v ptipad¢ 7. regenti v miSe vSak bylo nutné
aplikovat tuto metodu in situ, tedy na tkanové fezy. Tento ne zcela bézny piistup mé potencial
odhalit zcela novy pohled na vzajemné interakce zkoumaného parazita, pti pokusu o uvedeni

do praxe s sebou vsak pfinesl i celou fadu komplikaci, které budou popsany nize.
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6.3.3.1. Vyuziti nanopartikuli pri CLEM

Pro kombinaci fluorescen¢niho signdlu ve svételné mikroskopii se signdlem v podobé
denznich nanopartikuli se nabizi volba komeréné vyrabénych sekundéarnich protilatek
FluoroNanogold (Robinson a Vandré 1997; Takizawa a Robinson 2000) ¢i Quantum dots
(Giepsmans a kol. 2005; Watson a kol. 2003). Vyhodou FluoroNanogoldu je fluorescen¢ni a
imunogoldové znaceni v jednom kroku, nicméné¢ komeréné¢ jsou dostupné pouze
nanopartikule o velikosti 1,4 nm, které jsou pro zvoleny ucel piilis drobné a vyzaduji inkubaci
s koloidnim kovem pro zvySeni signalu (Robinson a Vandré 1997). Dostupnost pouze jedné
velikosti nanopartikuli navic neumoziuje vicendsobné znafeni pozadovanych struktur na
jednom fezu, coz je pti pouziti Quantum dots mozné. Ve vétsiné publikovanych protokoli
jsou vsak témito partikulemi znaceny zejména Cerstvé nafixované buiiky, piipadné tkan jesté
pted zalévanim do pryskyfice (tzv. pre-embeding postup; napt. Giepsmans a kol. 2005).

Charakter materidlu vyuZzivaného v ptedkladané praci vSak pre-embeding znaceni nedovoluje.

6.3.3.2. Post-embeding znaceni pryskyricovych rezit (LR White) pro CLEM

Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k pokusu o fluorescenéni znaceni na polotenkych
i ultratenkych fezech tkani v pryskyfici LR White, kde jiz byla ovéfena funkcénost znaceni
pomoci zlatych partikuli v TEM. Vysledek fluorescenéniho znaceni ultratenkych fezli michy
byl vSak neuspokojivy (slabé€ se podafilo vizualizovat pouze astrocyty, mikroglie nikoliv), a to
ani po odmaskovani antigenit metodou HIER (heat-induced epitope retrieval; Brorson 1998;
Brorson 2001; viz 9.2.3.). Problém s fluorescencnim zna¢enim ultratenkych ftezd (70
nanometrtt) by mohl byt zplsoben slabym fluorescenénim signalem z divodu malého
mnoZstvi epitopl na takto slabych fezech. Této teorii ovSem neodpovidd uspésné vyufiti
fluorescenéniho znaceni napiiklad na ultratenkych fezech zpracovanych kryometodami
(Vicidomini 2010). V takovém piipadé¢ by navic bylo mozné vizualizovat epitopy na
polotenkych nebo silnéjSich piehledovych fezech (2 pm) na podloznim skle. Ani tento zplisob
vSak nebyl uspé$ny. Pokud tedy doSlo béhem zpracovani tkan€ k poskozeni bunécénych
epitopl, mohlo se tak stat (1) béhem fixace tkané, ¢i (2) béhem procesu zalévani do
pryskyfice. Vliv fixace tkané lze vyloucit. Tkan byla pii zpracovani na imunogold i CLEM
fixovana shodnym zpiisobem, fixaz byla rovnéz otestovana na kryoiezech, kde se bunky
vizualizovat podafilo. V ptipad¢, Zze by doSlo k naruseni antigenicity vzorku béhem procesu
zalévani do pryskyfice, kromé fluorescencni imunolokalizace by byla omezena i moznost

detekce imunogoldem.
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6.3.3.3. Metoda postupného snizovani teploty pri CLEM

Posledni z metod vyzkousenych za ucelem ziskani fluorescen¢niho i elektrondenzniho signalu
ve tkani s lokalizovanym parazitem je metoda pomalého snizovani teploty, neboli progressive
lowering of temperature (PLT, Carlemalm a kol. 1982). Nizké teploty (az —35 °C) b&hem
dehydratace a prosycovani tkdn¢ by meély zabranit procesu denaturace proteini a lépe tak
zachovat bunécné epitopy. Metoda PLT (viz 9.2.1.) byla na vzorcich michy infikované mysi
vyzkousSena ve spoluprici s Ing. Janou Nebesaifovou, CSc a Petrou Masafovou z Laboratoie
elektronové mikroskopie pii Biologickém centru AV CR v Ceskych Budgjovicich. Tato
metoda vylucuje pouziti pryskyfice LR White, kterd zamrzd pii teplotdich pod —20 °C
(Newman a Hobot 2001). Z tohoto diivodu byla tkan zalévana do pryskytice Lowicryl K4M,
ktera je rovnéz doporucovana pii znaceni zlatymi partikulemi, navic si i pii nizkych teplotach
béhem prosycovani zachovavd velmi nizkou viskozitu (Altman a kol. 1984;
Carlemalm a kol. 1982).

Pti aplikaci zkouseného protokolu na nervovou tkan (viz 9.2.1.) byly vysledné
blocky piili§ kiehké a béhem krajeni na mikrotomu a pii nasledné¢ manipulaci se fezy velmi
snadno trhaly. Uspokojivé nebyly ani vysledky krajeni ultratenkych fezl na ultramikrotomu.
Z tohoto diivodu nebylo mozné ovefit UspéSnost/netispéSnost imunogoldového znaceni
v elektronovém mikroskopu. Fluorescenéni znaceni polotenkych ani ultratenkych ezl rovnéz
nebylo uspésné. Metoda PLT s vyuzitim Lowicrylu K4M vsSak byla z ¢asovych divodi
vyzkouSena pouze jednou.

Ptes mmnoZstvi protokolil, aplikujicich CLEM na bunééné kultury ¢i tkané
(napt. Onouchi a kol. 2016; Rijnsoever a kol. 2008; Schwarz a Humbel 2007;
Van der Wel a kol. 2005; Vicidomini a kol. 2010; Watson a kol. 2003) se tato metoda

nepodaftila optimalizovat pro pouziti na michy infikované schistosomuly 7. regenti.
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7.

ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace bylo zhodnoceni vzajemnych interakci bun¢€k centralniho

nervového systému hostitele zodpovédnych za imunitni reakci (zejména mikroglii a astrocyti)

s neurotropnimi larvami ptaci motolice Trichobilharzia regenti. Dosavadni studie, zabyvajici

se touto problematikou, vyuzivaly pro zodpovézeni kladenych otdzek zejména metody

klasické histologie nebo imunohistochemie na parafinovych fezech. Kromé téchto in situ

pfistupt byly interakce parazita a hostitele hodnoceny i v systému in vitro. Piedkladana

diplomova prace se zamétuje na charakterizaci téchto procesi in situ, tedy pfimo ve tkani

hostitele, nové vSak také na ultrastrukturdlni urovni. K tomu bylo vyuZito transmisni

elektronové mikroskopie (TEM) v kombinaci s imunohistochemickymi metodami.

Vystupem predkladané prace jsou zejména tyto vysledky:

1.

V okoli schistosomul migrujicich kachni i mysi bilou hmotou michy byly pozorovany
dosud prehlizené buiiky s vyrazné zplostélym jadrem. S velkou pravdépodobnosti se
jedna o bipolarni mikroglie, podilejici se na ¢asné imunitni odpovédi v CNS a spolu

s astrocyty 1 na izolaci larev od neporusené tkang.

Pomoci TEM se v in situ podminkach podafilo zdokumentovat zndmky degradace
tegumentu parazita (vakuolizace, odlu¢ovani povrchové membrany) vlivem imunitni
odpoveédi hostitele (vyskyt fagocytujicich mikroglii/makrofagli s panozkami a
mnozstvim lysozomi v cytoplasmg) a zvySenou aktivni snahu parazita o opravu
tegumentu v mist¢ kontaktu s imunitnimi bunikami hostitele (zvySend sekrece

tegumentalnich télisek).

Pti infekci 10 dpi byl potvrzen vyrazny rozdil mezi kachnim a my$im hostitelem ve
vyskytu infiltrovanych imunitnich buné€k v submeningedlnim prostoru. Tegument
schistosomul migrujicich timto prostorem s velkym mnozZstvim infiltrovanych

imunitnich bun€k u kachen ptesto nevykazoval vyrazné¢ znamky poskozeni.
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V TEM bylo u hypertrofovanych astrocytarnich vybézki odd€lujicich migrujici larvy
od zdravé tkan¢ patrné zvySené mnozstvi filamentovych svazkl. U mysi byla aktivace
astrocytll patrné dtive (jiz 5 dpi), nez u kachen (10 dpi), coz pravdépodobné souvisi
s adaptaci schistosomul na ptac¢iho definitivniho hostitele. Déale bylo v astrocytech
pobliz migrujicich larev zaznamendno zvySené mnozstvi glykogenovych granul

potvrzujici poskozeni okolnich neuront.

Diky TEM bylo nové zjisténo, ze stieva schistosomul migrujicich submeningealnim
prostorem byla vyplnéna natrdvenymi imunitnimi bunkami infiltrovanymi pod
meningy z krevniho fecisté. Stieva schistosomul migrujicich miSnim parenchymem
pritom obsahovala natrdvend myelinizovand nervova vlakna. Schistosomula migrujici
nervovou soustavou tedy ziejmé nejsou adaptovana pouze na pozirani nervové tkane,
ale jejich potrava izce souvisi s aktudlni lokalizaci béhem migrace (mi$ni parenchym

vs. submeningedalni prostor).

Ptes dosavadni neuspéchy se znaCenim kachnich mikroglii/makrofagii pomoci
komercné€ dostupnych protilatek byly tyto buiiky Gspésné lokalizovany fluorescencné
znacenym lektinem Ricinus Communis Agglutinin 1. Na kryofezech mys$i michy bylo
nasledné potvrzeno soubézné znaceni mikroglii/makrofagli anti-Ibal protilatkou a
lektinem RCA-1. Tento lektin I1ze tedy doporucit jako levngj$i a jednodussi variantu

detekce mysich imunitnich bunék CNS zahrnujici 1 mikroglie/makrofagy.

Pomoci metody imunogold se podafilo identifikovat nékteré bunétné typy CNS
hostitele v okoli migrujicich larev T. regenti ptimo v elektronovém mikroskopu. Po
konfrontaci takto ziskanych znalosti o ultrastruktufe konkrétnich bunéénych typti bylo
nasledné¢ mozné posoudit jejich interakce s parazitem pomoci standardni transmisni

elektronové mikroskopie.

Pii pokusu o zavedeni korela¢ni svételné a elektronové mikroskopie (CLEM)
v kombinaci s fluorescenénim znacenim vyvstaly problémy s aplikaci této metody na
infikované michy in situ plynouci z povahy studovaného materialu. Pfes snahu o

optimalizaci se CLEM nepodafilo uspé$né pouzit.
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Nové metodické piistupy aplikované na jiz zavedené modelové organismy Casto pomahaji
zptesiovat, korigovat nebo dokonce revidovat starsi vysledky. Mnohdy piinési i zcela nové
poznatky. Tak tomu bylo u imunohistochemie na kryotfezech, standardni TEM a iTEM pfi
studiu migrujicich schistosomul 7. regenti. VSechny tfi metody, mimo jiné, piinesly nové
informace o vzajemnych interakcich mezi buiitkami v miSe hostitele a parazitem 7. regenti na
ultrastrukturdlni Urovni, které mohou pomoci pochopit proces potlacovani infekce
obratlov¢im hostitelem v CNS.

Zavedeni pokrocilejSich metod, jmenovité iTEM v kombinaci se standardni TEM,
nebo CLEM vsak s sebou pfinasi fadu komplikaci, které vyrazn¢ znesnadiiuji jejich aplikaci
na celé tkang, zvlasté, pokud je potieba ve vzorcich hledat konkrétni mista, jako tomu bylo u
experimentl v diplomové préaci.

V ptipad¢ GspéSného zvladnuti novych metod vSak jejich vyuZiti pfindsi fadu
novych poznatkll, které by jinymi pfistupy nebylo mozné ziskat. Pro jejich rutinni zavedeni je
vSak potieba dalSich optimalizaci umoznujicich efektivnéjsi vyuziti t€chto metod na vétsim

poctu experimentalnich zvirat.
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9. PRILOHY

V nasledujicim textu jsou pfedloZzeny verze protokoli a postupy, které byly v ramci
predkladané prace vyzkouseny, nicméné nepiinesly uspokojivé vysledky. Uelem zvefejnéni
téchto postupti by mélo byt ur€eni sméru pro ptipadné zajemce, kteti by radi vyuzili a dale

rozsifili a optimalizovali metody popisované v predkladané praci.

9.1. Znaceni kachnich mikroglii/makrofagu na kryorezech

Protoze kachni mikroglie/makrofagy nereagovaly s protilatkami vyuzivanymi ke znaceni
mikroglii u mysi, byla vyzkouSena protilatka KULO1 znacici buitky monocyto-makrofagové
fady u kufat (Mast a kol. 1998). Dle vyrobce by tato protilatka méla reagovat také
s aktivovanymi mikrogliemi. U kachen vSak nebylo jeji pouZiti uspé$né a protilatkové znaceni

bylo nahrazeno znacenim lektinovym (viz 4.2.2.).

Tabulka 4 — Protilatky a jejich fedéni neuspésné zkousené ke znaceni mikroglii/makrofdgii v CNS kachen.
IRy — Inkubadni roztok pro imunohistochemii (viz 4.2.1.1).

Primarni protilatka Redéni v IR ¢ Sekundarni protilatka Redéni v IRy
Monoclonal rabbit anti- Goat anti-rabbit Alexa

) 1:250, 1:100 ® 1:1000
Ibal antibody (WAKO) Fluor™ 488 (INVITROGEN)
Mouse anti  Chicken Donkey anti-mouse
Monocyte/Macrophages 1:250, 1:100 Alexa Fluor® 488 | 1:1000
(KULOI1; ABD SEROTEC) (INVITROGEN)

9.2. Imuno-transmisni elektronova mikroskopie

9.2.1. Postup zpracovani tkané metodou PLT

Metoda postupného snizovani teploty (PLT) byla zkouSena na infikované mysi miSe, 10 dpi.
Fixace tkan¢ probihala stejnym zplisobem a stejnym fixa¢nim roztokem jako v piipadé tkané
zpracovavané pii pokojové teploté a zalévané do pryskyfice LR White (viz 4.4.1).

Druhy den byla nafixovana tkan pievezena do Laboratofe elektronové mikroskopie
(Biologické centrum AV CR, Ceské Budgjovice). Bdhem transportu byla tkai ve fixaénim
roztoku uchovavana na ledu. Nafixovana a promyta tkan byla po konzultaci s Ing. Janou
Nebesatovou, CSc. a Petrou Masafovou zpracovavana v kryosubstitucni jednotce LEICA
EMAFS podle protokolu odvozeného od metodiky uvedeného v ¢lanku autorti Fabig a

kolektiv 2012 nasledujicim zpiisobem:
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Roztoky pro zpracovani tkané¢ metodou PLT:
e Vzestupna etanolova fada — 30%, 50%, 70%, 80%, 100%
e Lowicryl K4M

= komponentA—-24g¢g
= komponentB-17,3 g
= komponentC—-0,1 g

Postup zpracovani tkané v kryosubstitu¢ni jednotce

e TI: teplota 0 °C udrzovana po dobu 30 min — 30% etanol
e S1: postupné stoupani na teplotu 20 °C po dobu 60 minut — 50% etanol
e T2:teplota —20 °C udrzovana po dobu 30 minut — 70% etanol
e S2: postupné stoupani na teplotu 20 °C po dobu 30 minut — 80% etanol
e T3: teplota —30 °C udrzovana po dobu 18 hodin — nasledujici roztoky
= 60 minut — 100% etanol
= 60 minut — Lowicryl K4M: 100% etanol (1:2)
= 60 minut — Lowicryl K4M: 100% etanol (1:1)
= 60 minut — Lowicryl K4M: 100% etanol (2:1)
= 15 hodin — ¢isty Lowicryl K4M
e T4: teplota —30 °C udrzovana po dobu 48 hodin — ¢isty Lowicryl K4M, polymerizace
UV svétlem
Ptipravené blocky byly zpracovavany a krajeny stejnym zpisobem, jako v piipadé pryskyfice
LR White (viz 4.4.1). Nasledn€¢ byly imunohistochemicky znaceny metodou imunogold
shodnym zpiisobem jako LR White ultratenké tezy (viz 4.4.2). Postup fluorescencniho

znaceni je popsan niZe.

9.2.2. Fluorescen¢ni znaceni pryskyficovych rezii pro CLEM

Netspésné pokusy o fluorescenéni znaceni byly aplikovany jak na fezy 2 pm silné na
podloznim skle, tak i na ultratenké fezy na elektronmikroskopickych sitkach. Postup byl
vyzkouSen na fezech tkané zalévané v pryskyfici LR White (viz 4.4.1.) 1 Lowicryl K4M

(viz vyse).
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Fluorescenéni znadeni fezi silnych 2 um na podloznich skli¢kach

Postup znaceni probihal shodnym zplsobem, jako znaceni kryofezli — nejprve byly

vyzkouseny roztoky pro IHC (viz 4.2.2.1.), poté 1 roztoky pro iTEM (viz 4.4.2.1).

Fluorescenéni znadéeni ultratenkvych fezi

Ultratenké tezy byly fluorescencné znaleny stejnym zplsobem, jako v pfipadé¢ metody
imunogold az do faze vymyvani sekundéarnich protilatek (viz 4.4.2.2.), rovnéz primarni
protilatky byly fedény na stejné hodnoty, jako v ptipadé GspéSné pouZzitého znaceni zlatymi
partikulemi (viz Tabulka 2). Nasledné byly sitky montovany na podlozni skla pomoci
montovaciho media VectaShielD s DAPI. Ozkouseny byly roztoky modifikované jak pro IHC
tak 1 pro iTEM.

9.2.3. Odmaskovani epitopi metodou HIER (Brorson 1998)
Jelikoz zadny zplsob fluorescenéniho znaceni pryskyficovych fezl na podloznich sklech i
ultratenkych fezl na elektronmikroskopickych sitkach nebyl uspésny, pired samotné znaceni

byl navic zatazen krok odmaskovani antigenti citratovym pufrem.

Slozeni citratového pufru (ptipraveny pufr byl uchovavan pii 4 °C maximalnég tyden)

e 0,01 M citratovy pufr, pH 0,6
e (,05% Tween 20

Postup odmaskovani epitopu metodou HIER

Podlozni skla byla zahtivana v nddobé¢ s citratovym pufrem 3x3 minuty v mikroviné troubé
pii vykonu 500 kV, nasledné byly v pufru ponechany dalSich 15 minut pti pokojové teploté.

Elektronmikroskopické  sitky  sultratenkymi  fezy  byly  zahfivany
v mikrozkumavkéch s 50 pl citratového pufru v PCR cycleru (C1000 THERMAL CYCLER; BIO-
RAD) 15 minut pfti teplote 95 °C a nésledné zchlazeny na pokojovou teplotu.

Poté nasledovalo fluorescen¢ni znacenti, které je popsano vyse.

96



