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ABSTRAKT 

Trichobilharzia regenti je neurotropní motolice patřící do čeledi Schistosomatidae. 

V definitivním hostiteli (vrubozobí ptáci) migrují larvy zvané schistosomula přes centrální 

nervovou soustavu (CNS) do nosní sliznice, kde dospívají a rozmnožují se. 

V náhodném savčím hostiteli (včetně člověka) dochází k potlačení infekce často již v kůži, 

brzy poté, co do ní parazit pronikne. U experimentálně infikovaných myší jsou však některá 

schistosomula schopná domigrovat až do CNS a omezenou dobu v ní přežívat.  

 Buňky zodpovědné za reakci na infekci T. regenti v CNS myší jsou především mikroglie 

a astrocyty, případně další imunitní buňky infiltrované z krve hostitele. Parazit se eliminaci ze 

strany hostitele brání pomocí povrchového tegumentu, který neslouží pouze jako mechanická 

bariéra, ale také jako sekreční orgán schopný efektivní obrany před imunitou hostitele. 

Změny působené migrací schistosomul T. regenti CNS hostitele byly s pomocí 

klasických histologických a imunohistochemických metod popsány již dříve. Doposud však 

chyběly poznatky o vzájemných interakcích imunitních buněk hostitele a tegumentu parazita 

na ultrastrukturální úrovni. K jejich získání bylo využito propojení dvou odlišných metod: 

(1) imunohistochemie ve světelném i elektronovém mikroskopu a (2) standardní transmisní 

elektronové mikroskopie (TEM). Kromě potvrzení již známých faktů se v těsném okolí 

migrujích schistosomul u ptačího i savčího hostitele podařilo odhalit přítomnost morfologicky 

specifických bipolárních mikroglií. Dále byla zjištěna přímá souvislost mezi potravními 

zvyklostmi schistosomul a jejich lokalizací v míše hostitele. Po neúspěších s protilátkovým 

značením u kachen byla zavedena nová metoda značení imunitních buněk v CNS pomocí 

lektinů. Propojením metody TEM s protilátkovým značením byla potvrzena příslušnost 

konkrétních typů buněk v míše a nově byl pozorován i jejich přímý vliv na tegument parazita 

v různých fázích infekce na ultrastrukturální úrovni. 

Hlavním přínosem této práce bylo zejména využití pokročilých mikroskopických 

metod pro detailní pozorování změn vyvolaných přítomností parazita v CNS za podmínek 

in situ, které přispělo k hlubšímu pochopení průběhu infekce u myší a kachen.  

 

 

 

 

Klíčová slova: Trichobilharzia regenti, centrální nervová soustava, mikroglie, astrocyty, 

tegument, ultrastruktura, imunohistochemie, imunogold, transmisní elektronová 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. ÚVOD  

Schistosomy jsou významnou skupinou motolic parazitující převážně v krevním řečišti savců 

a ptáků. Onemocnění způsobené těmito cizopasníky se nazývá schistosomóza. Lidské druhy 

(především S. mansoni a S. haematobium) jsou původci závažných zdravotních problémů 

zejména v tropických zemích. Podle světové zdravotnické organizace (WHO) bylo 

schistosomózou v roce 2015 ohroženo přes 218 milionů lidí (WHO [online]). 

Ptačí schistosomy jsou rozšířené celosvětově a vyskytují se běžně i v oblastech 

mírného pásma včetně České republiky (Ebbs a kol. 2016; Horák a kol. 1998; Horák a kol. 

2008). U některých ptačích schistosom byla prokázána schopnost pronikat kůží náhodných 

savčích hostitelů, včetně člověka, a způsobovat u nich kožní alergickou vyrážku zvanou 

cerkáriová dermatitida (Cort 1928; pro přehled např. Horák a kol. 2015; Kolářová a kol. 2013; 

Soldánová a kol. 2013). Ptačí schistosomy se, podobně jako savčí druhy, obvykle vyskytují 

v krevním řečišti a krevní cévy využívají také k migraci tělem hostitele. Některé druhy si však 

osvojily zcela výjimečnou strategii a do místa definitivní lokalizace putují nervovou 

soustavou, včetně centrální nervové soustavy (CNS) (Horák a kol. 1999; Prüter a kol. 2017). 

Tento fenomén byl poprvé popsán u modelového organismu předkládané diplomové práce, 

motolice Trichobilharzia regenti (Horák a kol. 1999). Schopnost T. regenti proniknout až do 

CNS i v případě náhodných savčích hostitelů byla opakovaně experimentálně prokázána u 

laboratorních myší (Horák a kol. 1999).  U laboratorně infikovaných kachen a myší byly 

v souvislosti s migrací parazita popsány také různé neuromotorické obtíže, například poruchy 

orientace a rovnováhy či ochrnutí (Horák a kol. 1999; Lichtenbergová a kol. 2011). V případě 

lidských infekcí data o případných důsledcích migrace schistosomul mimo kůži chybí a 

nákaza tak může představovat potenciální zdravotní riziko minimálně pro imunosuprimované 

osoby (Kouřilová a kol. 2004b). 

Přirozenou obranou hostitele proti migrujícím parazitům je aktivace jeho 

imunitního systému, která může vést až k degradaci parazita. V nervové soustavě jsou za 

eliminaci migrujících larev T. regenti zodpovědné především mikroglie a astrocyty jakožto 

rezidentní buňky CNS, na imunitní odpovědi se omezeně podílejí i imunitní buňky 

infiltrované z krevního řečiště hostitele (Kolářová a kol. 2001; Kouřilová a kol. 2004b; 

Lichtenbergová a kol. 2011). Ochrannou bariérou motolic proti útokům ze strany hostitele je 

jejich tělní povrch, zvaný tegument. Ten je neustále dynamicky přestavován a obnovován 

sekrečními produkty, které mají původ v subtegumentálních buňkách 
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(Wilson a Barnes 1974b). Kromě mechanické ochrany je úkolem tegumentu také únik před 

imunitním systémem hostitele a jeho modulace a představuje „první linii“ konfrontace 

hostitele a parazita (Abath a Werkhauser 1996). 

Tyto vzájemné interakce je nutné sledovat ve stavu odpovídajícímu co nejvíce 

reálným podmínkám in vivo. Povaha buněčného infiltrátu a reakce gliových buněk v okolí 

migrujících larev je známá již z předchozích studií využívajících zejména klasických 

histologických a imunohistochemických metod (Kolářová a kol. 2001, Kouřilová a 

kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011). Doposud však chybí poznatky o vlivu konkrétních 

imunitních a gliových buněk na tegument parazita a o morfologických změnách těchto buněk 

za in situ podmínek na ultrastrukturální úrovni. 
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1.1. Cíle diplomové práce 

Předkládaná diplomová práce si klade za cíl charakterizaci interakcí mezi buňkami 

zodpovědnými za imunitní odpověď v CNS hostitele a tegumentem parazita v podmínkách 

in situ, a to mimo jiné také nově na ultrastrukturální úrovni. K tomu bylo využito 

následujících postupů s dílčími cíly:  

 

1. Zhodnotit reakci gliových buněk CNS (tedy astrocytů a mikroglií) v okolí parazita 

v různých fázích infekce u různých hostitelů pomocí fluorescenční mikroskopie na 

kryořezech. 

 

2. Popsat morfologické změny vybraných buněk a tegumentu parazita při vzájemném 

kontaktu s využitím transmisní elektronové mikroskopie (TEM). 

 

3. Potvrdit identitu těchto buněk na ultrastrukturální úrovni s využitím imuno-transmisní 

elektronové mikroskopie (imunogold) a konfrontovat nabité poznatky se standardní 

TEM. 

 

4. Pokusit se aplikovat metodu korelační světelné a elektronové mikroskopie (CLEM) na 

míchy infikované T. regenti tak, aby bylo možné lokalizovat požadované místo ve 

tkáni pomocí fluorescenčního značení a následně ho zdokumentovat na 

ultrastrukturální úrovni v TEM 
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2. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

AIF-1 Allograft inflamatory factor 1 (zánětlivý faktor makrofágů) 

CLEM  Correlative light and electron microscopy 

 (korelační světelná a elektronová mikroskopie) 

CD Cluster of differentiation (diferenciační skupina) 

CNS  Centrální nervová soustava 

CT  Počítačová tomografie 

DAPI 4′,6-Diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride 

dpi Dny po infekci 

GFAP Glial fibrillary acidic protein (kyselý gliový fibrilární protein) 

HPF High pressure freezing (zmrazení za vysokého tlaku) 

HIER Heat induced epitope retrieval (teplotní odmaskování epitopů) 

Iba1  Ionized calcium-binding adapter molecule 1 (mikrogliální protein 

vyvazující vápník)  

IHC Imunohistochemie 

IR Inkubační roztok  

iTEM Imuno-transmisní elektronová mikroskopie   

KUL01 Protilátka proti kuřecím monocytům/makrofágům 

LR White London-resin white 

NGS Normal goat serum (normální kozí sérum) 

OCT Optimal cutting temperature compound (zamrazovací médium) 

PBS  Phosphate buffered saline (pufrovaný fyziologický roztok) 

PBR Permeabilizační a blokační roztok  

PLT  Progressive lowering of temperature  

 (postupné snižování teploty) 

PR Permeabilizační roztok 

QH 1  Quail hemangioblastic marker 1 (hemangioblastický marker u 

křepelek) 

RCA-1 Ricinus Communis Agglutinin  1 (lektin) 

TEM  Transmisní elektronová mikroskopie/ Transmisní elektronový 

mikroskop 
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3. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1. Helmintózy centrálního nervového systému 

Cizopasní helminti parazitují v různých orgánových soustavách hostitele, včetně centrálního 

nervového systému (CNS). V této lokalizaci se přitom vyskytují v odlišných stadiích svého 

životního cyklu, často v podobě larev. Podle míry afinity k nervové soustavě hostitele lze 

helminty rozdělit do tří základních skupin, ke kterým jsou níže uvedeny vybrané příklady: 

 

1. Helminti vyskytující se v CNS ektopicky  

Některá ontogenetická stádia helmintů, běžně parazitujících v jiných tkáních 

hostitele, mohou být do nervové soustavy zanesena náhodně, například krevním 

řečištěm. Nacházejí se pak v tzv. ektopické lokalizaci, tj. v místech mimo obvyklý 

cílový orgán. 

Příkladem mohou být vajíčka lidských schistosom vyskytující se 

v míše či mozku hostitele (Scrimgeour & Gajdusek 1985; Pittella 1997a). Vzácně 

byla v CNS člověka nalezena také jaterní motolice Fasciola hepatica 

(Vatsal a kol. 2006). Dalším příkladem jsou mikrofilárie zavlečené krevním 

systémem do CNS (Aron a kol. 2002). Zejména u imunosuprimovaných lidí se 

zde mohou vyskytovat i larvy Strongyloides stercoralis (Morgello a kol. 1993; 

Rodríguez a kol. 2012). 

2. Helminti se zvýšenou afinitou k CNS  

Vývojová stádia helmintů náležící do této skupiny se během aktivní tkáňové 

migrace vyskytují i v jiných tkáních hostitele (např. svalovina, podkoží, játra či 

plíce). Se zvýšenou preferencí se však dostávají i do CNS.  

Výrazná afinita k CNS je známá např. u larválních stadií lidské 

tasemnice Taenia solium, které mohou v mozku vytvářet tzv. cysticerkus 

a působit nejběžnější parazitární onemocnění CNS člověka – neurocysticerkózu 

(Dell Brutto 2012). Méně často dochází k infestaci CNS také larvami 

Taenia multiceps či T. serialis (tzv. coenuróza; Becker a Jacobson 1951; 

Oryan a kol. 2014), či tasemnic rodu Echinococcus (Abbassioun a kol. 2003) 

a Spirometra (Noiphithak a Doungprasert 2016). Se zvýšenou afinitou se v CNS 

savců, vč. člověka, mohou vyskytovat také plicní motolice rodu Paragonimus 

(Xia a kol. 2015). 
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Významným příkladem takového parazita jsou hlístice rodu Toxocara 

parazitující u masožravců, kde při infekci náhodných hostitelů (člověk či 

experimentálně myš; Deshayes a kol. 2016; Eid a kol. 2015; Hamilton 2006) larvy 

nedospívají, ale během somatické migrace mohou doputovat do jejich centrální 

nervové soustavy. Podobně je tomu i u škrkavek rodu Baylisascaris, parazitujících 

ve střevě mývalů (Campbell a kol. 1997; Wise a kol. 2005).  

3. Helminti obligátně se vyskytující v CNS 

Pro některé helminty představuje nervová tkáň místo specifické lokalizace 

určitých ontogenetických stádií.  

Například hlístice rodu Angiostrongylus se během svého vývoje 

v obratlovčím hostiteli vyskytují mimo jiné i v CNS, kde dochází ke svlékání 

larválních stádií. Zatímco v definitivním hostiteli (hlodavci; Mackerras a Sandars 

1955) pokračují krevními cévami do plic, kde dospívají, při infekci náhodného 

hostitele (např. člověk; Martins a kol. 2015) nejsou hlístice schopné dokončit svůj 

vývoj a umírají v nervové soustavě. U jelenovitých a jiných přežvýkavců je CNS 

obligátním místem výskytu hlístic rodu Elaphostrongylus (Handeland a kol. 

2000a; Handeland a kol. 2000b). V případě motolic Diplostomum phoxini, 

parazitů rybožravých ptáků, přítomnost metacerkárií (tzv. diplostomulum) v CNS 

ryb ovlivňuje jejich chování a ty se pak stávají snadnější kořistí (Barber a 

Crompton 1997; Rees 1955). 

Z hlediska předkládané diplomové práce jsou nejpodstatnějším 

zástupcem neurotropní larvální stadia ptačí motolice T. regenti, pro která je CNS 

obligátní migrační cestou do místa definitivní lokalizace (Horák a kol. 1999).  

3.1.1. Histopatologie helmintóz CNS 

Parazitičtí helminti vyvolávají v tkáních obratlovců patologické změny související s jejich 

velikostí (např. Nemati a kol. 2010), pohybem (např. Horák a kol. 1999) nebo sekrecí a 

exkrecí (např. Lightowlers a Rickard 1988; Stadecker a kol. 2001). Hostitel se proti působení 

parazita chrání různými mechanismy. Důležitou součástí obrany hostitele je jeho imunitní 

systém. V nervové soustavě, podobně jako v ostatních tkáních hostitele, dochází 

k patologickým procesům a k aktivaci hostitelských buněk zodpovědných za imunitní 

odpověď (např. Ransohoff a Brown 2012). Patologické změny související s přítomností 

helmintů v mozku či míše jsou studovány intravitálně zejména pomocí počítačové tomografie 

(CT), případně histologicky či imunohistochemicky post mortem. Nejvíce známých informací 
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pak existuje o helmintech významných z hlediska lidského zdraví (především o 

neuroschistosomóze, neurocysticerkóze či neurotoxokaróze). 

3.1.1.1. Histopatologie helmintóz vyskytujících se v CNS ektopicky 

Pomocí in vitro metod bylo zjištěno, že vajíčka schistosom indukují prostřednictvím 

sekretovaných rozpustných vaječných antigenů (soluble egg antigens) tvorbu granulomů 

(Goes a kol. 1991; Lukacs a Boros 1992; Parra a kol. 1991). Při zavlečení vajíček krevními 

cévami do CNS se v okolí vytváří zánětlivá ložiska imunitních buněk (Pittella 1997b). 

Buněčný infiltrát kolem parazita je zastoupen především eozinofily, lymfocyty, plazmocyty 

a makrofágy (Pittella 1997a). V pozdní fázi jsou vajíčka degradována a opouzdřena fibrózní 

tkání (Cabral a Pittella 1989) a v okolí může docházet k aktivaci astrocytů a k tvorbě gliové 

jizvy (Pittela 1985). Buněčný infiltrát podobné povahy se vyskytuje i při infekci CNS 

filariemi či larvami S. stercoralis (Bhalla a kol. 2013; Morgello a kol. 1993). 

3.1.1.2. Histopatologie helmintóz se zvýšenou afinitou k CNS 

Aktivní migrace těchto parazitů do CNS s sebou přináší – oproti předchozí skupině parazitů 

zavlečených do CNS spíše pasivně – také patologické projevy s tím spojené. U myší 

experimentálně infikovaných Toxocara canis bylo například zaznamenáno porušení 

hematoencefalické bariéry vlivem průniku larev do CNS (Liao a kol. 2008a). 

Na histologických řezech se v počáteční fázi infekce toxokarami či cysticerky T. solium 

neobjevuje žádný, či jen minimální infiltrát hostitelských buněk (Fan a kol. 2003; Liao a kol. 

2008a; Molinari a kol. 1993; Othman a kol. 2010; Pittella 1997b). To je pravděpodobně 

způsobeno aktivním maskováním před imunitním systémem hostitele, opět v kontrastu 

s předchozí skupinou (Despommier 2003; Flisser a kol. 1986; White a kol. 1992). Zároveň 

dochází k imunomodulaci a sekreci produktů ovlivňujících lokální imunitní odpověď 

(Molinari a kol. 2000; Solano a kol 2006; Sikasunge a kol. 2008; Tato a kol. 1995). Teprve 

v okolí odumírajících cysticerků byly zaznamenány infiltráty hostitelských buněk sestávající 

převážně z hystiocytů, makrofágů, T a B lymfocytů a neutrofilů (Del Brutto 2012; 

Pittella 1997b; Restrepo a kol. 2001). Podobné léze se vyskytují také ve tkáni kolem hlístic 

rodu Baylisascaris migrujících CNS, zároveň však dochází k rozvoji masivní eozinofilní 

meningitidy (Fox a kol. 1985; Hamann a kol. 1989). Dlouhodobá přítomnost parazitů v CNS 

často indukuje aktivaci mikroglií 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). 
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3.1.1.3. Histopatologie helmintóz obligátně se vyskytujících v CNS 

Rovněž helminti obligátně se vyskytující v některé části svého vývoje v CNS hostitele 

způsobují aktivaci imunitní odpovědi související s postupnou infiltrací imunitních buněk do 

okolí parazita. Na histologických preparátech lidské CNS byl v okolí larev Angiostrongylus 

cantonensis pozorován masivní infiltrát eozinofilů, makrofágů a lymfocytů pod meningy 

(Lindo a kol. 2004; Murphy a Johnson 2013). Zánětlivý infiltrát a poškozené buňky byly 

detekovány také v místech, kudy larvy migrovaly nerovovu tkání. Zejména kolem mrtvých a 

degradovaných červů se nacházely eozinofilní granulomy (Lindo a kol. 2004; Wang a kol. 

2008). Slabý submeningeální infiltrát imunitních buněk byl zaznamenán také u jelenů, koz a 

ovcí experimentálně infikovaných hlísticí E. cervi (Handeland a kol. 2000a; Handeland a kol. 

2000b).  

Hostiteli výše zmíněných parazitů jsou u všech tří kategorií až na výjimky savci. 

Většina z nich je navíc důležitá nejen z hlediska veterinární medicíny, ale i také z hlediska 

zdraví člověka. Pro neurotropní motolici T. regenti jsou přirozenými hostiteli vrubozobí ptáci, 

k infekcím CNS však může dojít i u náhodných savčích hostitelů – experimentálně u myší.  

Histopatologie a imunitní odpověď přirozeného ptačího i náhodného savčího hostitele 

v souvislosti s migrací larev motolice T. regenti nervovou soustavou je součástí výsledků 

dlouholetého výzkumu v helmintologické laboratoři na katedře parazitologie PřF UK. 

Dosavadní poznatky se staly výchozím bodem pro téma předkládané diplomové práce a 

budou podrobněji shrnuty v následujících kapitolách. 
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3.2. Trichobilharzia  regenti 

3.2.1. Vývojový cyklus T. regenti 

Trichobilaharzia regenti (Trematoda: Schistosomatidae) má, podobně jako ostatní 

schistosomy, dvouhostitelský vývojový cyklus částečně vázaný na vodní prostředí (Obr. 1). 

Definitivními hostiteli těchto motolic jsou vodní ptáci z čeledi Anatidae (kachnovití), v jejichž 

nosní sliznici se nacházejí dospělí jedinci odděleného pohlaví. Samice zde po kopulaci kladou 

vajíčka, z nichž se líhnou obrvené larvy – miracidia. Ta aktivně vyhledávají vodní plže rodu 

Radix z čeledi Lymnaeidae, kteří figurují jako mezihostitelé. V hepatopankreatu plžů dochází 

k nepohlavnímu namnožení parazita a vývoji infekčních larev – cerkárií. Ty opouštějí plže 

a aktivně pronikají do obratlovčího hostitele. V případě, že cerkárie naleznou vhodného 

ptačího hostitele, transformují se na schistosomula, která migrují centrálním nervovým 

systémem (CNS) do nosní sliznice, kde dospívají.  

Pokud však cerkárie penetrují do těla náhodného hostitele (včetně člověka), 

dochází pouze k omezenému vývoji schistosomul, která následně umírají v kůži či CNS bez 

dokončení cyklu (Horák a kol. 1998; Horák a kol. 1999; Hrádková a Horák 2002).  

3.2.2. Klinické projevy nákazy T. regenti 

Zejména po opakovaném kontaktu náhodného hostitele s cerkáriemi schistosom, včetně 

T. regenti, se infekce projevuje jako alergická svědivá vyrážka zvaná cerkáriová dermatitida 

(Horák a kol. 1998a; Horák a kol. 2002; Kouřilová a kol. 2004a; Kouřilová a kol. 2004b). 

Část larev je schopna proniknout do CNS i u savčích hostitelů. I když zde může několik týdnů 

přežívat (Horák a kol. 1999; Hrádková a Horák 2002; Kouřilová 2004b; Lichtenbergová a kol. 

2011), nikdy u nich nedochází k dokončení vývoje a následnému rozmnožování parazita 

(Horák a kol. 1998a; Horák a kol. 1999; Hrádková a Horák 2002). Podobně jako u 

experimentálně nakažených přirozených hostitelů - kachen, i u myší může docházet s ohledem 

na míru infekce k rozvoji neuromotorických poruch (paralýza končetin, poruchy orientace 

apod.) (Horák a kol. 1999; Lichtenbergová a kol. 2011). Z tohoto důvodu představuje infekce 

T. regenti potenciální zdravotní riziko také pro člověka. 

3.2.3. Histopatologie nákazy T. regenti v CNS  

Podle dosavadních výzkumů je  poškození nervové soustavy hostitele s následnými 

klinickými projevy v případě infekce T. regenti způsobeno zejména značnou velikostí parazita 

oproti objemu tkáně CNS i množstvím migrujících larev (Blažová a Horák 2005). Zmiňován 

je i možný negativní vliv na hostitele v souvislosti s tím, jak parazit během své migrace 
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získává potravu. Ve střevě schistosomul migrujících kachní i myší nervovou soustavou byla 

totiž mikroskopicky pozorována a následně i histochemicky prokázána degradovaná nervová 

tkáň CNS, která svědčí o jejím možném využití k výživě parazita. 

U experimentálně infikovaných myší bylo pomocí pitev a histologických metod 

zjištěno, že schistosomula T. regenti se do CNS dostávají přes periferní nervy hostitele, odkud 

vstupují do míchy míšními kořeny (Lichtenbergová a kol. 2011). U kachen mohou do míchy 

vstupovat už druhý den po infekci (dpi) a přetrvávají zde do 15. dne pi. Od 12. do 18. dne 

infekce je pak lze najít v mozku (Hrádková a Horák 2002). U myší byla schistosomula v míše 

pozorována v intervalu mezi druhým a 21. dnem pi. (Hrádková a Horák 2002). 

Při opakovaných infekcích myší však docházelo z důvodu imunizace ke zrychlení imunitní 

odpovědi hostitele a časné destrukci parazitů – při čtvrté infekci téže myši nebyly v CNS 

nalezeny žádné larvy již 3 dpi (Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011). 

V mozku neimunizovaných myší lze schistosomula nalézt mezi třetím a 24. dnem infekce 

(Hrádková a Horák 2002), což je déle než u přirozených hostitelů.  

Distribuce schistosomul migrujících CNS bylo tradičně zjišťováno zejména 

histologicky na seriálních řezech nervové soustavy a na roztlakových preparátech tkáně 

(Kolářová a kol. 2001; Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011), nově 

i s využitím moderních 3D zobrazovacích metod (Bulantová a kol. 2016). Ukazuje se, 

že u myší i kachen 5 dpi se larvy častěji vyskytovaly v bílé hmotě, méně v submeningeální 

oblasti a  pouze v malé míře i ve hmotě šedé (Bulantová a kol. 2016).  

Přítomnost schistosomul v nervové soustavě vyvolává imunitní odpověď hostitele. 

V okolí migrujících či již degradovaných larev tak byla detekována přítomnost buněk 

podílejících se na imunitní odpovědi proti migrujícím larvám. Jejich povaha byla zjišťována 

zejména s využitím histologických (Kolářová a kol. 2001; Kouřilová a kol. 2004b), případně 

imunohistochemických metod, které oproti výše zmíněným umožňují bližší a spolehlivější 

identifikaci konkrétních typů imunitních buněk (Lichtenbergová a kol. 2011).  

Bylo zjištěno, že s ohledem na to, zda se jedná o přirozeného nebo náhodného 

hostitele se liší i charakter buněčného infiltrátu v okolí migrujících larev T. regenti 

(Kolářová a kol. 2001; Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011).  
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3.2.3.1. Histopatologie nákazy T. regenti v CNS kachen 

Většina informací o vlivu T. regenti na CNS přirozeného hostitele vychází z experimentálních 

infekcí kachen. Bylo tak zjištěno, že 23 dpi. se v okolí larev migrujících submeningeálním 

prostorem hostitele tvoří silný buněčný infiltrát sestávající převážně z eozinofilů a heterofilů, 

v menší míře pak plazmatických buněk, makrofágů, histiocytů a lymfocytů 

(Kolářová a kol. 2001). Během migrace bílou či šedou hmotou ve stejné fázi infekce se 

v okolí larev rovněž vyskytují eozinofily, heterofily, histiocyty a mononukleární buňky, 

ovšem v mnohem menším množství, než je tomu v submeningeální oblasti 

(Kolářová kol. 2001).  

K výraznějším patologickým změnám nervové tkáně s následnými klinickými 

přízaky u infikovaných kachen spíše nedochází. Kolářová a kolektiv (2001) popisují ojedinělé 

nekrotické či dystrofické změny nervové tkáně v těsném kontaktu s parazity. Míra destrukce 

patrně souvisí s množstvím migrujících larev. K většímu poškození zároveň dochází v míše 

než v mozku (Kolářová a kol. 2001). To může souviset (1) s dlouhodobým přetrváváním 

parazitů v této části CNS (až 3 týdny; Kolářová a kol. 2001) a (2) s větším počtem larev 

vyskytujících se v míše v porovnání s mozkem, jelikož část schistosomul je v míše usmrcena 

a do mozku nedoputuje a lze je pak pozorovat v podobě degradovaných, černě 

pigmentovaných larev, v jejichž okolí je nervová tkáň pozměněna na želatinózní hmotu. 

(Horák a kol. 1999).  

3.2.3.2. Histopatologie nákazy T. regenti v CNS myší 

Jako model nákazy náhodných savčích hostitelů ptačí motolicí T. regenti slouží tradičně 

laboratorní myši. Pro výzkum byly využívány zejména imunokompetentní kmeny BALB/c, 

C57BL/6 a hr/hr (bezsrstá varianta laboratorní myši) a imunodeficientní kmen SCID. To bylo 

důležité hlavně při hodnocení imunitní reakce hostitele i jejího vlivu na parazita. V časné fázi 

infekce (3 dpi) nebyl kolem larev lokalizovaných v bílé hmotě míchy imunokompetentních 

myší detekován žádný buněčný infiltrát (Kouřilová a kol. 2004b). Imunitní buňky byly v okolí 

parazita pozorovány nejdříve šestý den infekce (Kouřilová a kol. 2004b). Na histologických 

řezech myší míchy v pozdějších fázích infekce byly v okolí migrujících larev pozorovány 

neutrofily, eozinofily, plazmatické buňky, histiocyty a makrofágy (Kolářová a kol. 2001; 

Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová 2011). Imunohistochemicky byly ve tkáni 

imunokompetentních myší detekovány také aktivované mikroglie a v malém množství 

i CD3+ lymfocyty (Lichtenbergová a kol. 2011). 
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U imunokompetentních myší byla v porovnání s buněčnou odpovědí v bílé hmotě 

u kachen pozorována silnější reakce (Kolářová a kol. 2001). Intenzita imunitní odpovědi 

hostitele však všeobecně rostla s počtem schistosomul migrujících CNS a větší infiltrát se 

zároveň nacházel kolem destruovaných larev (Kouřilová a kol. 2004b). Zatímco u kachen 

vede migrace parazitů submeningeálním prostorem k silné imunitní reakci, u myší je tomu 

naopak (Lichtenbergová a kol. 2011; Kouřilová a kol. 2004b).  

Lichtenbergová a kolektiv (2011) přikládají největší podíl na destrukci T. regenti 

v CNS savců mikrogliím a makrofágům, které byly detekovány v lézích kolem usmrcených 

larev (Obr. 2A). V migračních kanálech za schistosomuly dále pozorovali aktivované, 

hypertrofované astrocyty (Obr. 2B), které pravděpodobně hrají roli při reparaci poničené 

nervové tkáně a tvorbě gliové jizvy (viz 3.3.1.).  

 

Obr. 1 – Vývojový cyklus Trichobilhrazia regenti; (CDC [online]; upraveno). 
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Obr. 2 – Schistosomula migrující bílou hmotou myší míchy, 7 dpi; Imunoperoxidázové značení 

histologických řezů (Lichtenbergová a kol. 2011; upraveno): 

A – aktivované mikroglie (anti-Iba1); B –  hypertrofované astrocyty (anti-GFAP);  

 schistosomulum T. regenti. 
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3.3. Úloha gliových a imunitních buněk při poškození CNS 

Centrální nervový systém byl v minulosti považován za imunoprivilegovaný orgán, neboť 

se předpokládalo, že postrádá klasický lymfatický systém (Galea a kol. 2007; Hawkins a 

Davis 2005; Medawar a kol. 1948; Mrass a Weninger 2006). Recentně však byla existence 

meningeálních lymfatických cév potvrzena (Aspelund a kol. 2015; Louveau a kol. 2015). 

Dalším důvodem pro předpokládané imunoprivilegium CNS byla přítomnost 

hematoencefalické bariéry, která odděluje CNS od krevního řečiště (Hawkins a Davis 2005; 

Mrass a Weninger 2006). Přes tuto bariéru je omezen přístup většiny imunitních buněk 

a molekul z oběhového systému do CNS (problematiku podrobně shrnují Syková a Nicholson 

2008). Za určitých okolností (poranění či infekce) je však pomocí složitých regulačních 

mechanizmů umožněn průnik perivaskulárních leukocytů (podrobněji např. Ransohoff a kol. 

2003; Russo a McGavern 2015). Centrální nervový systém tedy není zcela 

imunoprivilegovaným systémem, jak se v minulosti předpokládalo. 

Přesto, že CNS není plně separován od imunitního systému zbytku těla, není na 

něj ani zcela odkázán. CNS totiž není tvořen pouze neurony, jakožto hlavními stavebními 

kameny nervové tkáně, ale také dalšími podpůrnými buňkami, které jsou označované jako 

buňky gliové. Kromě jiných důležitých funkcí tyto buňky představují i první linii při detekci 

patogena či poranění v CNS a následném zprostředkování imunitního zásahu během infekce 

či reparačních procesů (Nayak a kol. 2012). 

3.3.1. Gliové buňky 

Mezi gliové buňky patří především: (1) makroglie – tedy astrocyty (podílející se na tvorbě 

hematoencefalické bariéry), oligodendrocyty (obalující neurony myelinovými pochvami) 

a ependymové buňky (tvořící výstelku dutin CNS) – a (2) mikroglie (mozkové makrofágy). 

Jakožto rezidentní imunokompetentní buňky CNS hrají klíčovou úlohu při poškození CNS 

především astrocyty a mikroglie, které jsou popsány níže 

3.3.1.1. Astrocyty 

Astrocyty jsou největšími a zároveň nejpočetnějšími gliovými buňkami v CNS. Jejich název 

je odvozen od charakteristicky hvězdicovitého tvaru. Ve zdravém mozku se domény 

jednotlivých buněk nepřekrývají, ale jejich výběžky tvoří v celém objemu CNS astrocytární 

síť (Halassa a Haydon 2010).  Již od počátku 20. století rozlišujeme dva základní 

morfologické typy astrocytů (Sofroniew a Vinters 2010; Obr. 3). 
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 Protoplasmické astrocyty, vyskytující se v šedé hmotě. Jejich kmenové výběžky 

rovnoměrně vybíhají z buněčného těla do okolí a bohatě se větví. 

 Vláknité astrocyty, nacházející se v bílé hmotě. Mají spíše vláknitý charakter a jejich 

tenké a dlouhé výběžky se táhnou paralelně s axony neuronů. 

 

Ve zdravé CNS se astrocyty podílejí na mnoha funkcích. Ve vyvíjejícím se mozku hrají roli 

například při navádění migrujících neuronů (Powell a Geller 1999). Ve zralé CNS komunikují 

astrocyty svými výběžky s krevními kapilárami a podílejí se na tvorbě hematoencefalické 

bariéry zprostředkováním komunikace mezi oběhovým systémem a nervovou tkání 

(Abbott a kol. 2010). Důležitou úlohou astrocytů je dále výživa a mechanická podpora 

neuronů či udržování homeostázy CNS (Simard a Nedergaard 2004).  

Při poškození nervové tkáně (např. poranění či infekce) odpovídají astrocyty tak 

zvanou reaktivní astrogliózou (Sofroniew 2005). Jedná se o soubor molekulárních, buněčných 

a funkčních změn (Sofroniew 2009) odstupňovaných podle závažnosti poškození od lehké 

formy astrogliózy po gliovou jizvu. Během aktivace astrocyty hypertrofují, proliferují a 

postupně se začínají vzájemně překrývat domény jednotlivých buněk. Dochází tak především 

k oddělení patogena či poškozených neuronů od zdravé tkáně, což je i hlavním účelem gliové 

jizvy. (Sofroniew a Vinters 2010) 

Důležitým znakem aktivace astrocytů je zvýšená exprese proteinu GFAP 

(Glial Fibrillary Acidic Protein). Protože je zároveň je hlavní složkou intermediálních 

filament nacházejících se ve výběžcích astrocytů, využívá se jako specifický marker pro jejich 

značení (Eng a kol. 1971). 
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Obr 3 – Morfologické typy astrocytů v neinfikované kachní míše; Fluorescenční značení kryožezů  

(anti-GFAP): 

A – protoplasmické astrocyty v šedé hmotě míchy; B – vláknité astrocyty v bílé hmotě míchy. 

 

 

3.3.1.2. Mikroglie 

Mikroglie, odvozené od buněk monocyto-makrofágové řady, představují 5-20 % celkového 

počtu glií v CNS (Lawson a kol. 1990). Ve vyspělém nervovém systému lze rozlišit několik 

základních morfologických forem (Obr. 4), lišících se zároveň svou funkcí (Benveniste 1997; 

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

 

 Klidové mikroglie („resting/remified“) vyskytující se ve zdravé tkáni a vyčkávající na 

podnět k aktivaci. 

 Aktivované mikroglie („activated/reactive“) měnící se v reakci na patologický podnět, 

ale neschopné fagocytózy. 

 Améboidní fagocytické mikroglie, rovněž označované za „mozkové makrofágy“ kvůli 

schopnosti fagocytózy. 

 Distrofické mikroglie, degradující mikroglie objevující se zejména ve stárnoucí CNS. 

 

Klidové mikroglie mají malé buněčné tělo a tenké, dlouhé a rozvětvené panožky 

(Kreutzberk 1996). Mikroglie jsou v nervové tkáni rozprostřeny pravidelně a jejich buněčná 

těla se nepřesouvají. Přesto se však jedná o dynamické buňky, které svými výběžky neustále 

monitorují své okolí (Davalos a kol. 2005; Nimmerjahn a kol. 2005; Raivich 2005). 

Při patologických procesech v CNS (infekce, poranění či neurodegenerativní 

onemocnění) se klidové mikroglie mění na aktivované, které proliferují a migrují k místu 

poškození (Brockhaus a kol. 1996; Lazar a Pal 1996). Aktivované mikroglie mají oproti 

klidové formě silnější výběžky a zvětšené buněčné tělo (Kreutzberg 1966, citováno dle 
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Streit a kol. 1998). Mikrogliemi zprostředkovaná parakrinní sekrece cytokinů je zároveň 

klíčová pro komunikaci se sousedními buňkami, jako jsou například neurony či astrocyty, ale 

také pro řízení imunitní odpovědi během patologie CNS (Ambrosini a Aloisi 2004; 

Balasingam a kol. 1996).  

Aktivované mikroglie se stávají fagocytickými jako odpověď na signály, které 

jsou produkované apoptickými buňkami či infekčními agens (např. bakterie, viry či paraziti). 

Tato forma má améboidní kruhovité buněčné tělo s velice krátkými silnými panožkami 

a hypertrofovanou cytoplasmu s množstvím fagosomů a lysozomů (Streit a Kreutzberg 1988; 

Streit a kol. 1999). Jejich úkolem je fagocytóza zbytků okolních apoptotických buněk či 

infekčních agens a následné vystavení jejich antigenů na svém povrchu pomocí MHC II 

(Major Histocompatibility Complex II), neboť mikroglie zastávají také důležitou úlohu 

antigen prezentujících buněk CNS (Streit a kol. 1989; Streit 2001).  

Během aktivace mikroglií se zvyšuje produkce Iba1 molekuly (Ionized kalcium-

binding adapter molecule 1), nazývané rovněž AIF-1(Allograft inflamatory factor 1). Jedná se 

o vápník vyvazující protein uplatňující se svým vlivem na aktin při pohybu a fagocytóze 

makrofágů a mikroglií (Oshawa a kol. 2000). Ve tkáni CNS se Iba1 molekula využívá jako 

specifický marker mikroglií a jejich aktivace (Imai a kol. 1996; Ito a kol. 1998).  

 

Obr. 4 – Morfologické typy mikroglií kultivovaných in vitro; Skenovací elektronový mikroskop 

(Macháček 2015; upraveno). 

A – mikroglie nestimulovaná; B – mikroglie stimulovaná homogenátem z transformovaných cerkárií. 
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3.4. Povrch těla helmintů a jeho funkce ochranné bariéry 

Helminti jsou během života vystaveni mnoha nepříznivým podmínkám. Volně žijící stádia 

musejí odolávat převážně fyzikálně-chemickým vlivům, jako jsou například změny 

osmotického tlaku, pH či teplot. Parazitická stadia helmintů se navíc potýkají i s obrannými 

mechanismy a imunitním systémem hostitele. První ochrannou bariérou červů je jejich tělní 

povrch, který se mezi jednotlivými skupinami liší chemickým složením, stavbou, pevností 

i změnami během vývojového cyklu parazita (Lee 1966). Tělo neodermátů, kam patří 

i motolice a tedy i schistosomy, je kryto syncytiální vrstvou zvanou tegument 

(Threadgold 1963). 

3.4.1. Tegument schistosom a jeho proměny během vývoje v obratlovčím hostiteli 

V ontogenetickém vývoji motolic se tegument objevuje poprvé při přeměně miracidia na 

následující larvální stadium (sporocystu) a vyskytuje se až do dospělosti. Jedná se 

o syncytium tvořené splynutím cytoplasmy neoblastů, jejichž buněčná těla s jádry 

(tzv. subtegumentální buňky) zůstávají zanořena pod lamina basalis a vrstvami svaloviny. 

S bezjadernou vrstvou tegumentu jsou tyto cytony spojeny cytoplasmatickými mosty 

lemovanými mikrotubuly, přes které dochází k transportu sekrečních tělísek vytvořených 

v těle buňky do horních vrstev cytoplasmy tegumentu (Obr. 5; Lee 1966; 

Meuleman a kol. 1978; Threadgold 1963). 

Tegument cerkárií má pouze jednoduchou povrchovou membránu krytou silnou 

vrstvou (glykokalyx), která toto stadium chrání před hypo-osmotickým vodním prostředím. 

Povrchová membrána tegumentu schistosomul a dospělců je oproti cerkáriím zdvojená a 

přisuzuje se jí především imunoprotektivní funkce (Abath a Werkhauser 1996; Wilson a 

Barnes 1974b).  Přeměna tegumentu je např. u S. mansoni patrná již 30 min po penetraci. 

Během tohoto procesu váčky tvořené vícevrstevnou membránou (tzv. multilamilární váčky) 

putují ze subtegumentálních buněk cytoplasmatickými spoji do bezjaderné vrstvy tegumentu 

(Hockley a McLaren 1973). Už po jedné hodině po penetraci jsou v tegumentu pozorovatelné 

velké vakuoly se sedmivrstevnou membránou, které vznikly spojením více multilamilárních 

váčků (Hockley a McLaren 1973). Vakuoly postupně splývají s vnější membránou a 3 hodiny 

po penetraci do hostitele je většina povrchu parazita kryta sedmivrstevnou membránou 

(Hockley & McLaren 1973). Tegumentální záhyby se v průběhu transformace prohlubují, 

čímž dochází ke zvětšování povrchu (Hockley a McLaren 1973) a parazit tak může lépe 

interagovat se svým okolím (viz 3.4.2).  
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Podobný průběh i uspořádání vnější membrány tegumentu byl později potvrzen 

i u ptačích schistosom. Jmenovitě u viscerálního druhu T. szidati , který stejně jako lidské 

schistosomy obývá cévy hostitele (Horák a kol. 1998b) ale i u neurotropní T. regenti jejíž 

schistosomula se po značnou část migrace v hostiteli nacházejí mimo cévy v nervové soustavě 

(Chanová a kol. 2009).  

3.4.2. Význam tegumentu schistosom při úniku před imunitním systémem hostitele 

Schopnost schistosom dlouhodobě přežívat v hostitelském prostředí spočívá v jejich 

schopnosti efektivně modulovat imunitní systém hostitele (Abath a Werkhausen 1996). 

Většina těchto mechasnismů je spjata s tegumentem parazita, a to několika růzými způsoby:  

1. Antigenní mimikry 

 Jedním ze způsobů maskování schistosom, který byl popsán např. u S. mansoni 

(Smithers 1969), je inkorporace hostitelských antigenů na tělní povrch a zakrytí 

vlastních epitopů, které pak imunitní systém hostitele není schopen rozpoznat 

(Damian 1987; Abath a Werkhausen 1996; Damian 1964; Smithers a kol. 1969;  

Hewitson a kol. 2009).  

 Schistosomy jsou však schopny také samy syntetizovat povrchové molekuly 

podobné hostitelským. Imunitní systém pak tyto epitopy nerozpoznává jako 

cizorodé (Abath a Werkhausen 1996; Damian 1987; Hewitson a kol. 2009).  

2. Obměna povrchové membrány tegumentu 

 Důležitým aspektem přežívání v imunologicky aktivním prostředí je například 

bohatě zvlněná zdvojená vnější membrána tegumentu schistosom 

(Abath a Werkhauser 1996; Wilson a Barnes 1974b), která je kontinuálně 

obměňována (Kusel a Mackenzie 1975; Pearce a kol. 1986). Tímto způsobem 

schistosomy pravděpodobně svlékají komplexy protilátek hostitele navázané na 

parazitární epitopy (Abath a Werkhausen 1996). 

3. Imunomodulace imunitního systému hostitele schistosomami 

 Na povrchu krevních stádií schistosom se nachází řada protizánětlivých a 

imunomodulačních faktorů (Fishelson 1995; Hewitson a kol. 2009; Rumaswamy a 

kol. 1995), které umožňují schistosomám dlouhodobě přežívat v krevním systému 

hostitele (Van der Kleij a kol. 2002). Bylo například prokázáno, že fosfatidylserin 

nebo ATP-katabolizující enzymy na povrchu schistosom v důsledku působí 

změnu typu imunitní odpovědi z Th1 (prozánětlivý) na Th2 (protizánětlivý) 

(Bhardwaj a Skelly 2009). Molekulárními metodami bylo rovněž zjištěno, že 
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schistosomy jsou schopné pozměnit lidský proteom, především jednotlivé složky 

komplementu, čímž je snížena jeho možnost aktivace a potlačení infekce 

(Da'Dara a kol. 2016). 

3.4.3. Degradace a reparace tegmentu schistosom po jeho poškození 

K degradaci tegumentu schistosom obvykle dochází buď po použití účinného antihelmintika 

nebo v důsledku selhání výše uvedených mechanismů překonání imunitního systému 

hostitele. Právě odhalení změn v ultrastruktuře tegumentu zasaženého těmito negativními 

vlivy se stalo cílem mnoha studií prováděných za přispění 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 změny lze sledovat ve skenovacím elektronovém mikroskopu 

(SEM), podpovrchové vrstvy pak na ultratenkých řezech v transmisním elektronovém 

mikroskopu (TEM). Autoři, kteří se problematikou degradace tegumentu v důsledku 

imunitní odpovědi či antihelmintické léčby zabývali (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 shodují, že první známkou destrukce tegumentu je vakuolizace v bazální vrstvě 

tegumnetu, kdy postupně drobné tvořící se vakuoly splývají ve větší (Hockley 1970; 

Smithers a kol. 1969;).  Výrazné je i navýšení počtu tegumentálních tělísek (Hockley 1970; 

Peréz a Terry 1973; Smithers a Terry 1967; Smithers 1969; Shaw a Erasmus 1987). 

V pozdější fázi degradace tegumentu  je znatelné také porušení vnější membrány, ztráta 

tegumnetální cytoplasmy a nakonec také celková ztráta tegumentu a odhalení svalových 

vláken pod lamina basalis (Hockley 1970; Smithers a kol. 1969), které se stávají snadným 

cílem pro nasednutí imunitních buněk (Filho a kol. 1987; Hockley 1970; McLaren a James 

1985; Smithers a kol. 1969).  

 Některé z těchto změn však nejsou pouze přímým důsledkem degradace 

tegumentu, ale mohou poukazovat na snahu parazita obnovit svůj povrch (Hockley a 

McLaren 1973; Kusel a Mackenzie 1975; Pearce a kol. 1986; Wilson a Barnes 1974). 

Hlavním nástrojem pro doplnění cytoplasmy tegumentu a opravu vnější membrány jsou 

tegumentální tělíska. Ta jsou u schistosom dvou hlavních typů (Obr. 6): 
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 Membránové váčky („membranous bodies“, Hockley a McLaren 1973), 

nazývané také multilamelární váčky („multilaminate vesicles“, Smith a kol. 

1969), se nepodílejí pouze na zdvojování vnější membrány při přeměně cerkárie 

na schistosomulum, ale účastní se také její aktivní obměny během celého dalšího 

života parazita (Hockley a McLaren 1973; Wilson a Barnes 1974). Jejich úlohou 

je především oprava vnější membrány tegumentu po poškození imunitním 

systémem či během penetrace cerkárie do hostitele (Hockley a McLaren 1973; 

Peréz a Terry 1973; Rifkin 1971).  

 Diskoidní tělíska („discoid granules“; Smith a kol. 1969), nazývaná rovněž 

protáhlá tělíska („elongated bodies“, Hockley a McLaren 1973) či tyčovitá 

tělíska („rod bodies“, Morris a Threadgold 1968; Silk a kol. 1969). Podle obsahu 

těchto tělísek, který je stejné denzity a granulární povahy jako cytoplasma 

tegumentu, se Hockley a McLaren (1973) domnívají, že se účastní jejího 

doplňování.  
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Obr. 5 – Povrch těla schistosomula T. regenti (5 dní po penetraci); transmisní elektronový mikroskop: 
T – tegument; m – povrchová membrána tegumentu; z – tegumentální záhyby; lb – lamina basalis; os – okružní 

svalovina; ps – podélná svalovina; ss – šikmá svalovina; C – jádro subtegumentální buňky; mt – mitochondrie; 

cm – cytoplasmatický most;  sekreční tegumentální  tělíska. 

 

 

 

Obr. 6 – Sekreční tělíska tegumentu schistosom (7 dní po penetraci); schématický diagram (Hockley a 

McLaren 1973; upraveno): 
T – tegument; m – povrchová membrána tegumentu; z – tegumentální záhyby; d – diskoidní tělíska;  

mb – membránové váčky. 
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4. MATERIÁL A METODIKA 

V následující kapitole jsou uvedeny pouze úspěšně optimalizované postupy a protokoly, které 

nakonec vedly k získání výsledků předkládané diplomové práce. Protokoly k neúspěšně 

použitým metodám jsou shrnuty na konci diplomové práce v kapitole Přílohy (viz 9). Volba 

konkrétních přístupů, postup optimalizace jednotlivých metod a neúspěchy zaznamenané 

během studia problematiky jsou zároveň diskutovány v kapitole Diskuze (viz 6.3.). 

  Celkové počty použitých zvířat (23 kachen, 51 myší) zahrnují kromě 

experimentálních jedinců, jejichž vyšetřením byla nakonec získána data prezentovaná v této 

práci i další kachny a myši. Tato zvířata byla využita k optimalizacím jednotlivých protokolů, 

hodnocení schopnosti schistosomul přežívat v CNS náhodných hostitelů, udržování 

laboratorního cyklu odděleného kmene T. regenti v chovech či zkušebním pitvám.  

4.1. Modelový organismus a jeho udržování v laboratorních podmínkách  

Životní cyklus ptačí motolice Trichobilharzia regenti je na katedře parazitologie PřF UK 

dlouhodobě udržován v laboratorních podmínkách. Jako mezihostitelé slouží v akváriích 

chovaní plži Radix lagotis, definitivními hostiteli jsou kachny domácí (Anas platyrhynchos, 

forma domestica) držené v klecích umístěných ve vnitřních prostorách. Pro potřeby 

diplomové práce posloužil jako model náhodného savčího hostitele laboratorní kmen myši 

Mus musculus BALB/c.   

4.1.1. Terénní sběry plžů infikovaných T. regenti 

Na vybraných lokalitách s předchozím dokumentovaným výskytem plžů nakažených 

T. regenti byli, za pomoci cedníků, sesbíráni plži rodu Radix. Ti byli následně v laboratoři 

intravitálně vyšetřeni na přítomnost ocelátních furkocerkárií (viz 4.1.4.). Bližší identifikace 

a druhová determinace cerkárií byla následně provedena molekulárními metodami 

a potvrzena úspěšnou infekcí definitivního hostitele. 

4.1.2. Hodnocení schopnosti schistosomul různých kmenů T. regenti infikovat CNS 

náhodného hositele 

Před zahájením experimentů bylo nutné stanovit optimální infekční dávku pro nákazy 

náhodných a definitivních hostitelů.  Myši i kachny byly nakažovány různým množstvím 

cerkárií způsobem popsaným v následující kapitole (viz 4.1.4.). Pět dní po infekci byla 

nakažená zvířata usmrcena a vypitvaná mícha byla vyšetřena pod binokulární lupou (NIKON CP-

S). Po přemístění míchy do 0,1 M rotoku PBS a jejím roztrhání na malé části pomocí ostré 
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pinzety a pitevní jehly došlo k uvolnění schistosomul z tkáně. Tímto způsobem bylo možné 

spočítat celkový počet larev v míše nakaženého zvířete a ve spojitosti s případnými 

klinickými projevy infekce upravit infekční dávku. Cílem bylo dosáhnout co největšího počtu 

schistosomul v míše bez přítomnosti klinických projevů zasažení CNS.  

4.1.3. Udržování životního cyklu T. regenti v laboratorních podmínkách 

Kachny byly nakažovány také z důvodu udržení laboratorního cyklu parazita a to ve dvou 

oddělených kmenech. Oproti běžné infekční dávce 1500 - 2000 cerkárií u starého 

laboratorního kmene T. regenti byla pro nově získaný kmen T. regenti nakonec empiricky 

stanovena infekční dávka na 500 cerkárií. Při vyšších dávkách kachny ochrnovaly a často 

často docházelo i k úhynům. Nakažené kachny byly zabíjeny dekapitací 21 dní po infekci. 

4.1.3.1. Získávání miracídií a nákazy plžů 

Nosní sliznice z vypitvaných kachen byla přenesena do odstáté vody, roztrhána na malé části 

pomocí ostré pinzety a pitevní jehly a nasvícena stolní lampou. Miracídia, uvolněná z tkáně 

vlivem změny osmotického tlaku, bylo možné sbírat pipetou pod binokulární lupou. Těmi byli 

nakažováni 2-3 mm velcí plži Radix lagotis, kteří byli po jednom rozděleni do zkumavek 

s odstátou vodou a třemi miracídii. Nákaza probíhala minimálně jednu hodinu při pokojové 

teplotě. Poté byli infikovaní plži umístěni společně do odděleného akvária. Cerkárie se 

z infikovaných plžů začaly uvolňovat po šesti týdnech. 

4.1.4. Nákazy a pitvy obratlovčích hostitelů 

4.1.4.1. Sběr a koncentrace cerkárií 

Infikovaní plži byli z chovných nádrží přemístěni do nádob s odstátou vodou a nasvíceni 

lampou po dobu 30 – 60 minut. Cerkárie uvolněné z plžů byly s využitím jejich pozitivní 

fototaxe koncentrovány v Erlenmeyerových baňkách. Po nasvícení hrdla nádoby obalené 

hliníkovou fólií vyplavaly cerkárie ke zdroji světla u hladiny, odkud je bylo možné sbírat 

pipetou. Počet získaných cerkárií byl stanovován na podložním skle, kam bylo umístěno deset 

kapek roztoku o objemu 10 µl. Počet cerkárií v každé kapce byl spočítán pod binokulární 

lupou. Pomocí aritmetického průměru byl následně vypočítán průměrný počet cerkarií v 1 ml 

roztoku a objem s požadovaným počtem cerkárií byl poté použit pro nákazu příslušného 

obratlovčího hostiele. 



25 

 

4.1.4.2. Nákaza a pitva kachen 

Kachny byly nakažovány ve věku 1 – 2 týdnů infekční dávkou 500 – 2000 cerkárií 

(dle kmene parazita a požadované délky infekce). Nákaza probíhala ve speciálních 

zatemnělých nádobách s hrdlem přizpůsobeným k upevnění nohou nakažované kachny. 

Uvnitř této nádoby byla umístěna kádinka s odstátou vodou a cerkáriemi. Nákaza probíhala 

jednu hodinu při pokojové teplotě (Meuleman a kol. 1984). Po pěti či deseti dnech byly 

kachny usmrceny dekapitací a mícha byla vyjmuta pinzetou z míšního kanálu po odstřižení 

dorzální poloviny obratlů páteře. Vypitvaná mícha byla dále zpracovávána příslušnou 

metodou dle zvoleného účelu (viz níže).  

4.1.4.3.  Nákaza a pitva myší 

Infikováni byli především myší samci ve věku 8 – 12 týdnů infekční dávkou 1500 - 3000 

cerkárií (dle kmene parazita). Nákaza probíhala v zatemněné nádobě s odstátou vodou a 

cerkáriemi po dobu jedné hodiny při pokojové teplotě. Hladina vody s cerkáriemi v nádobě 

dosahovala hloubky jednoho centimetru a myši do ní byly vloženy až po předchozím 

půlhodinovém odstavení od vody/krmení a vyprázdnění.   Po pěti, respektive 10 či 15 dnech 

infekce byly myši usmrceny cervikální dislokací (v případě pitev pro určení schopnosti 

parazitárního kmene infikovat CNS náhodných hostitelů, viz 4.1.2) nebo podrobeny 

transkardiální perfuzi v hluboké anestezi (v případě fixování tkáně pro další zpracování). 

 

Transkardiální perfuze 

Nervová tkáň podléhá velmi rychlé degradaci, proto byla pro lepší zachování nervové tkáně 

použita metoda fixace transkardiální perfuzí.  

 Použité roztoky a chemikálie 

o Anestetikum 

Anestetikum bylo čerstvě připravováno před použitím ve sterilních 

injekčních stříkačkách o objemu 1 ml a aplikováno intraperitoneálně 

v množství 200  -240 µl (dle hmotnosti myši). 

Složení anestetika: 

 0,1 ml Rometar (BIOVETA) 

 0,2 ml Narketan (VÉTOQUINOL) 

 0,7 ml sterilní fyziologický roztok (MAYRHOFER PHARMACEUTICA) 
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o Perfuzní promývací roztok 

Jako promývací roztok pro transkardiální perfuzi myší byl používán 

heparizovaný 0,1 M PBS (1 U Heparinu; SIGMA ALDRICH na 1 ml 0,1M PBS). 

Roztok byl míchán těsně před použitím a temperován na 37 °C.  

o Fixační roztok 

Složení fixačního roztoku záviselo na dalším využití tkáně (viz jednotlivé 

metody). Fixáž byla vždy míchána čerstvá a před použitím uchovávána na 

ledu. 

 Postup transkardiální perfuze 

Myš byla nejprve hluboce uspána intraperitoneálně podaným anestetikem. 

Po otevření hrudní dutiny byla injekční jehla perfuzní soupravy zavedena do levé 

srdeční komory a nastřižena pravá srdeční předsíň. Tlakem temperovaného 

promývacího roztoku ve stříkačce napojené na jehlu byl cévní systém myši 

promýván cca 50 ml po dobu několika minut. Stejnou cestou bylo poté aplikováno 

30 – 60 ml fixačního roztoku. Z takto nafixované myši byla následně po odstřižení 

dorzální poloviny obratlů páteře vypitvána mícha. 
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4.2. Imunohistochemie na kryořezech  

Zpracovávány byly míchy myší 5 dpi (5 myší), 10 dpi (3 myši) a 15 dpi (1 myš). Kachny byly 

zpracovávány 5 dpi (2 kachny) a 10 dpi (2 kachny). Neinfikovaná zvířata (1 myš a 1 kachna) 

sloužila jako negativní kontroly při hodnocení patologických změn ve tkáni kolem 

schistosomul. 

4.2.1. Příprava kryořezů 

Tkáň fixovaná pro imunohistocehmii (IHC) perfuzí (myši) nebo ponořením do fixačního 

roztoku (kachny) byla po vyjmutí z páteře přenesena do čerstvého fixačního roztoku pro IHC, 

kde byla ponechána přes noc při pokojové teplotě na třepačce.   

4.2.1.1. Roztoky pro přípravu kryořezů 

 0,1 M PBS (uchováván v lednici v uzavřené lahvi až 1 měsíc) 

 Fixační roztok pro IHC (míchán vždy čerstvý a před použitím skladován na ledu) 

 4% formaldehyd v PBS 

 Připravováno rozpuštěním paraformaldehydu (SIGMA ALDRICH) ve vodní lázni při 

72 °C  

 Roztoky sacharózy (PENTAX) v PBS – 10%, 20% a 30% (míchány čerstvé před 

použitím) 

 Zamražovací medium: Tissue Freezing Medium (LEICA BIOSYSTEMS), nebo OCT 

(Optimal Cutting Temperature Compound; SAKURA) 

4.2.1.2. Postup zpracování kryořezů 

Nafixovaná tkáň byla promyta od zbylé fixážě PBS (3x15 minut) a prosycena 

kryoprotektantem (roztok sacharózy). Prosycování probíhalo při teplotě 4 °C po dobu 

uvedenou níže, nebo dokud tkáň neklesla ke dnu v důsledku vyrovnání hustoty vzorku 

a roztoku:  

 10% sacharóza (2 - 4 hodiny) 

 20% sacharóza (4 - 6 hodin) 

 30% sacharóza (přes noc). 

 

Následující den byla tkáň prosycena zamražovacím médiem po dobu jedné hodiny 

při pokojové teplotě. Prosycené části míchy byly poté vkládány do jednorázových 

zamražovacích formiček (LEICA BIOSYSTEMS) naplněných zamražovacím médiem a individuálně 

nebo po skupinách orientovány podle toho, jestli měla být následně tkáň krájena příčně nebo 
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podélně. Zamražování probíhalo přes noc při teplotě −20 °C. Dlouhodobě byly vzorky 

uchovávány při teplotě −80 °C. Zamražená mícha byla krájena na kryomikrotomu 

(LEICA BIOSYSTEMS CM3050S) na 10 µm silné řezy. Po přenesení řezů na adhezivní podložní skla 

X-tra (LEICA BIOSYSTEMS) byla pod světelným mikroskopem provedena kontrola přítomnosti 

schistosomul ve tkáni. Sklíčka s řezy se schistosomuly byla dlouhodobě uchovávána 

při teplotě −80 °C, maximálně však po dobu 6 měsíců (dlouhodobější uchovávání řezů se pro 

následné imunohistochemické značení neosvědčilo). 

4.2.2. Imunohistochemické značení a lektinová histochemie na kryořezech 

Kryořezy s potvrzenou přítomností migrujících schistosomul byly následně fluorescenčně 

značeny pomocí protilátek, případně lektinů. Řezy uchovávané v mrazových teplotách byly 

nejprve ponechány 20 minut při pokojové teplotě. Před samotným značením bylo nezbytné 

zamezit stékání roztoků ze sklíček orámováním příslušného prostoru s řezy hydrofobním 

perem (LEICA BIOSYSTEMS). Aby se zamezilo vysychání řezů během delších inkubací, probíhal 

celý proces v uzavřené vlhké komůrce.  

4.2.2.1. Roztoky pro značení na kryořezech 

 0,1 M PBS (uchováván v lednici v uzavřené lahvi až 1 měsíc) 

 Permeabilizační roztok pro IHC (míchán vždy čerstvý a před použitím uchováván 

v lednici) 

 0,1% Triton-X-100 (SIGMA ALDRICH) v PBS 

 Blokační roztok pro IHC (míchán vždy čerstvý a před použitím uchováván 

v lednici) 

 1% BSA (SIGMA ALDRICH) a 0,1% Triton-X-100 v PBS 

 Inkubační roztok pro IHC (IRIHC; míchán vždy čerstvý a před použitím uchováván 

v lednici) 

 1% BSA, 0,1% Triton-X-100 a 0,01 NaN3 (SIGMA ALDRICH) v PBS 

 Protilátky a lektiny ředěné v IRIHC (ředěny vždy těsně před použitím; ředění viz 

Tabulka 1) 

 Montovací médium Vectashield s DAPI (VECTOR LABS) 
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Tabulka 1 – Použité protilátky a lektiny a jejich optimalizované hodnoty ředění pro fluorescenční značení 

kryořezů.  

M: u myší; K: u kachen; IRIHC – inkubační roztok pro imunohistochemii. 

 

 Primární protilátka/ 

lektin 

Ředění 

v IRIHC 

Sekundární protilátka 
Ředění 

v IRIHC 

M
Y

Š
I 

Mikroglie 

Monoclonal rabbit anti- 

Iba1 antibody (WAKO) 
1:250 

Goat anti-rabbit Alexa 

Fluor
®
 488 (INVITROGEN) 

1:1000 

Lektin RCA 1 (VECTOR 

LABORATORIES) 
1:750 

Konjugováno 

s fluoresceinem či 

rhodaminem od výrobce 

- 

Astrocyty 

Monoclonal mouse anti- 

GFAP antibody (CELL 

SIGNALING 

TECHNOLOGY) 

1:600 
Goat anti-mouse Alexa 

Fluor
®
 568 (INVITROGEN) 

1:1000 

K
A

C
H

N
Y

 

Mikroglie 
Lektin RCA 1 (VECTOR 

LABORATORIES) 
1:750 

Konjugováno 

s fluoresceinem od 

výrobce 

- 

Astrocyty 

Monoclonal mouse anti- 

GFAP antibody (CELL 

SIGNALING 

TECHNOLOGY) 

1:600 
Goat anti-mouse Alexa 

Fluor
®
 568 (INVITROGEN) 

1:1000 

 

4.2.2.2. Postup protilátkového značení na kryořezech 

Temperované kryořezy byly nejprve rehydratovány a promyty od zbylého zamražovacího 

média pomocí PBS (3x10 minut). Dále byly řezy permeabilizovány 10 minut 

permeabilizačním roztokem pro IHC. Dalších 60 minut byla tkáň blokována proti 

nespecifickému nasedání protilátek blokačním roztokem pro IHC. Následně byly řezy 

inkubovány s primárními protilátkami rozředěnými v inkubačním roztoku pro IHC. Inkubace 

probíhala přes noc (zpravidla 12-24 hodin) při teplotě 4 °C v pečlivě utěsněné vlhké komůrce. 

Ostatní kroky již probíhaly při pokojové teplotě. Jako negativní kontrola 

posloužily řezy inkubované za stejných podmínek, ovšem bez primárních protilátek, pouze 

s inkubačním roztokem. Následující den byl zbytek roztoku důkladně vymyt PBS (6x5 minut) 

a poté byly řezy 60 minut inkubovány se sekundárními protilátkami, rozředěnými 

v inkubačním roztoku pro IHC. Následně byly vzorky opět důkladně promyty PBS 

(6x5 minut), zamontovány do média VectaShield s DAPI (VECTOR LABS) a prohlíženy ve 

fluorescenčním mikroskopu (OLYMPUS BX51), případně konfokálním 
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mikroskopu (ZEISS LSM 880). Získané fotografie byly dále zpracovávány v programech 

QuickPHOTO MICRO 3.0 a ImageJ 1.50b – Fiji.  

4.2.2.3. Postup lektinového značení na kryořezech 

Histochemické značení kryořezů lektiny probíhalo podobným způsobem, jako v případě 

protilátkového značení (viz výše). Místo primárních protilátek byly řezy inkubovány s lektiny 

rozředěnými v inkubačním roztoku pro IHC po dobu 60 minut při pokojové teplotě. Jelikož 

byly lektiny již od výrobce konjugovány s fluorescenčními značkami, po jejich vymytí 

pomocí PBS (6x5 minut) byly řezy rovnou zamontovány do montovacího média VectaShield 

s DAPI a pozorovány ve fluorescenčním mikroskopu. 

4.2.2.4. Postup kombinovaného značení protilátkami a lektiny na kryořezech 

Kombinované značení probíhalo podobně, jako v případě protilátkového značení (viz výše). 

V tomto případě však byly lektiny přidány do inkubačního roztoku k sekundárním 

protilátkám. Po následném vymytí a zamontování do montovacího media byly řezy 

prohlíženy ve fluorescenčním mikroskopu. 
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4.3. Standardní transmisní elektronová mikroskopie (TEM) 

Zpracovávány byly míchy myší 5 dpi (2 myši) a 10 dpi (2 myši). Kachny byly zpracovávány 

5 dpi (1 kachna) a 10 dpi (1 kachna).  

Tkáň CNS fixovaná pro účely standardní transmisní elektronové mikroskopie 

perfuzní cestou (myši) nebo ponořením do fixačního roztoku pro TEM (kachny) byla po 

hodině fixace rozdělena pomocí skalpelu na části o velikosti 1-2 milimetry a přenesena do 

čerstvého fixačního roztoku pro TEM, kde byla ponechána přes noc při pokojové teplotě na 

třepačce. 

4.3.1. Roztoky použité pro přípravu tkáně pro standardní TEM 

 TEM pufr, 100 ml (dle Karnovsky 1965, modifikováno; pufr byl uchováván při 

4 °C až 1 měsíc, před použitím vždy filtrován přes filtrační papír) 

 0,135 g NaCl (MAYRHOFER PHARMACEUTICA) 

 0,0063 g glukózy (SIGMA ALDRICH) 

 0,0011 g CaCl2 (SIGMA ALDRICH) 

 do 100 ml dolít 0,1 M kakodylátovým pufrem (SIGMA ALDRICH) 

 Fixační roztok pro klasickou TEM (dle Karnovsky 1965, modifikováno; míchán 

vždy čerstvý, přefiltrován přes filtrační papír a před použitím uchováván při 4 °C) 

 2% formaldehyd (SIGMA ALDRICH) 

 2,5% glutaraldehyd (SIGMA ALDRICH) 

 TEM pufr 

 1% roztok OsO4 v TEM pufru 

 Vzestupná alkoholová řada – 30%, 50%, 75% a 100% etanol  

 100% aceton 

 Pryskyřice SPURR, 50ml (SPI-CHEM) (rozmíchaná pryskyřice byla dlouhodobě 

uchovávána v 50ml injekčních stříkačkách bez přístupu vzduchu při teplotě 

−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 přípravy tkáně pro standardní TEM 

Nafixovaná tkáň byla promyta od zbylé fixáže v TEM pufru (3x10 minut), postfixována 

1% roztokem OsO4 po dobu dvou hodin, a opět promyta v TEM pufru po dobu 3x10 minut. 

Před finálním zalitím do pryskyřice byla tkáň odvodněna pomocí vzestupné alkoholové řady 

a prosycena pryskyřicí SPURR podle následujícího postupu: 

 Vzestupná alkoholová řada – 30%, 50%, 75% a 100% etanol (15 minut 

každý krok) 

 100% aceton (3x15 minut) 

 100% aceton s pryskyřicí SPURR v poměrech: 

o 3:1 (2 hodiny) 

o 1:1 (4 hodiny) 

o 1:3 (12 hodin) 

 Čistý SPURR (3x12 hodin). 

Jednotlivé části míchy byly následně přemístěny a orientovány dle potřeby do silikonových 

forem, želatinových kapslí či polyethylenových BEEM® kapslí a zality čistou pryskyřicí. 

Polymerizace probíhala po dobu 48 hodin při teplotě 60 °C. Takto připravené bločky bylo 

možné uchovávat prakticky neomezenou dobu. 

 Bločky byly poté krájeny na mikrotomu (SHANDON FINESSE) za použití 

skleněných nožů. Řezy silné 2-3 µm byly po přemístění na podložní skla SuperFrost 

(THERMOFISHER SCIENTIFIC) a zaschnutí na elektrické plotně (37 °C) prohlíženy pod světelným 

mikroskopem. Pozitivní bločky s potvrzeným výskytem schistosomul na řezu byly předány 

servisnímu pracovišti (Laboratoř elektronové mikroskopie, PřF UK) k dalšímu zpracování. 

Řezná plocha bločku byla trimováním zmenšena tak, aby bylo možné z prostoru tkáně 

s lokalizovaným schistosomulem přímo krájet ultratenké řezy o tloušťce 60-70 nm na 

ultramikrotomu (REICHERT-JUNG ULTRACUT E) za použití diamantového nože. Tyto řezy byly 

následně přeneseny na měděné elektronmikroskopické síťky potažené formvarovou blánou a 

poté standardně kontrastovány uranyl acetátem a citrátem olova. Zpracované síťky byly 

prohlíženy pod transmisním elektronovým mikroskopem (TEM JEOL 1011). Pořízené fotografie 

byly zpracovávány v programu PhotoFilter. 
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4.4. Imunotransmisní elektronová mikroskopie (iTEM) 

Postup zpracování tkáně na iTEM byl modifikován dle Paul a kolektiv 2012 a IHC World 

protokolu [online]. Zpracovávány byly míchy myší 5 dpi (5 myší), 10 dpi (3 myši). Kachny 

byly zpracovávány 5 dpi (2 kachny) a 10 dpi (2 kachny). Neinfikovaná zvířata 

(1 myš a 1 kachna) sloužila jako negativní kontroly při hodnocení patologických změn 

ve tkáni kolem schistosomul. 

4.4.1. Příprava tkáně na iTEM 

Fixace tkáně byla provedena srovnatelným způsobem jako v případě standardní TEM, ovšem 

příslušným fixačním roztokem (viz níže).  

4.4.1.1. Roztoky pro přípravu tkáně pro iTEM 

 0,1 M kakodylátový pufr (SIGMA ALDRICH) (míchán vždy čertvý) 

 Fixační roztok pro iTEM (míchán vždy čerstvý a před použitím skladován na ledu) 

 4% formaldehyd (SIGMA ALDRICH) 

 0,1% glutaraldehyd (SIGMA ALDRICH) 

 0,1 M kakodylátový pufr 

 Vzestupná alkoholová řada – 30%, 50%, 75% a 96% etanol 

 Pryskyřice LR White, 50 ml (FLUKA; rozmíchaná pryskyřice byla dlouhodobě 

uchovávána v 50 ml jednorázových zkumavkách bez přístupu vzduchu při teplotě 

4 °C) 

 50 ml pryskyřice 

 1 g katalyzátoru 

4.4.1.2. Postup přípravy tkáně pro iTEM 

Tkáň, rozdělená na části o velikosti 1-2 mm, byla po fixaci promyta kakodylátovým pufrem 

(3x10 minut), odvodněna vzestupnou alkoholovou řadou (15 minut každý) a prosycena 

pryskyřicí LR White při pokojové teplotě podle následujícího postupu: 

 96% etanol s LR White v poměru 1:1 (2 hodiny) 

 čistý LR White (3x1 hodina) 

 čistý LR White (přes noc). 

Následující den byly prosycené části tkáně přeneseny do želatinových kapslí naplněných 

pryskyřicí až po okraj a pevně uzavřených bez přítomnosti vzduchových bublin. Polymerizace 

probíhala ve speciálním boxu s UV zářivkou a ventilátorem zajišťujícím neustálou obměnu 

vzduchu a zabraňujícím tak nadměrnému zahřívání vzorků (Obr. 7). Prvních 72 hodin byly 
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vzorky polymerizovány při teplotě 4 °C, pro dokonalé vytvrdnutí pokračoval proces dalších 

48 hodin při pokojové teplotě. Takto připravené bločky bylo možno dlouhodobě uchovávat 

při pokojové teplotě. Pryskyřicové bločky byly následně krájeny na mikrotomu s využitím 

skleněných nožů a umisťovány na adhezivní podložní skla X-Tra (LEICA BIOSYSTEMS) podobně 

jako při standardní TEM. Pro lokalizaci schistosomul ve tkáni zpracované bez postfixace 

v OsO4, která má i funkci kontrastovací, bylo potřeba řezy ještě dodatečně obarvit 1% 

roztokem toluidinové modři (barvení 10 sekund a následné opláchnutí destilovanou vodou). 

Bločky s lokalizovanými červy byly předány ke zpracování laboratoři elektronové 

mikroskopie PřF UK k dalšímu zpracování. Ultratenké řezy, krájené pomocí diamantových 

nožů na ultramikrotomu (viz 4.3.2.), byly instalovány na niklové síťky potažené formvarovou 

blánou. 

 

Obr. 7 – Speciální box s UV zářivkou a ventilátorem pro polymerizaci LR White bločků (zapůjčeno od 

Mgr. Martina Fraiberka, Přírodovědecká Fakulta UK): 

V – ventilátor; O – odvětrávací otvory; UV – UV zářivka; S – drátěný stojánek s na kapsle s pryskyřicí. 
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4.4.2. Imunohistochemické značení ultratenkých řezů (imunogold) 

Postup značení tkáně metodou imunogold byl modifikován dle protokolů Paul a kolektiv 2012 

a Sogn a kolektiv 2013 a byl využit pro detekci astrocytů a mikroglií v transmisním 

elektronovém mikroskopu. Jedná se o imunohistochemické značení pomocí sekundárních 

protilátek  konjugovaných se zlatými partikulemi o velikosti 5 a 10 nm, které jsou 

v transmisním elektronovém mikroskopu patrné jako elektrondenzní body. Vzorky byly 

značeny dle tzv. „post-embeding“ protokolu, tedy až po zamontování do pryskyřice a 

nakrájení vzorku. 

Značení ultratenkých řezů probíhalo v uzavíratelné nádobě na 50 µl kapkách 

roztoků umístěných na parafilmu (SIGMA ALDRICH). Řezy byly mezi kapkami přenášeny ostrou 

hodinářskou pinzetou za současné snahy eliminovat vysušení vzorků a možná poškození či 

znečištění řezů neopatrnou manipulací. Vyjma inkubace v primární protilátce probíhal celý 

proces značení při pokojové teplotě.  

4.4.2.1. Roztoky pro imunogold 

 0,1 M Tris pufr (uchováván při teplotě 4 °C až 1 měsíc, před použitím filtrován přes 

filtrační papír) 

 Stabilizační fixační roztok (míchán vždy čerstvý, před použitím filtrován přes 

filtrační papír a uchováván na ledu)  

 2% glutaraldehyd v Tris pufru 

 0,05 M roztok glycinu (SIGMA ALDRICH) v Tris pufru (uchováván při teplotě −20 °C 

až 1 měsíc, před použitím temperován na pokojovou teplotu a filtrován přes 

filtrační papír) 

 Blokační a permeabilizační roztok pro iTEM (míchán vždy čerstvý a před použitím 

uchováván při 4 °C) 

 10% NGS (Normální kozí sérum; THERMOFISHER SCIENTIFIC) a 0,05% Tween 20 

(BIO-RAD) v Tris pufru 

 Inkubační roztok pro iTEM (IRTEM; míchán vždy čerstvý a před použitím 

uchováván při 4 °C) 

 10% NGS v Tris pufru 

 Protilátky ředěné v IRTEM (ředěny vždy těsně před použitím; ředění viz Tabulka 2) 
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Tabulka 2 – Použité protilátky a jejich optimalizované hodnoty ředění pro imunogold. 

 Dvojité značení u myší; IRTEM – inkubační roztok pro imunotransmisní elektronovou mikroskopii. 

 

 Primární protilátka 
Ředění v 

IRTEM 
Sekundární protilátka 

Ředění v 

IRTEM 

Mikroglie 
Monoclonal rabbit anti- Iba1 

antibody (WAKO) 
1:20 

Anti-rabbit IgG – Gold 

antibody produced in goat, 

10 nm (SIGMA ALDRICH) 

1:100 

Astrocyty 

Monoclonal mouse anti-

GFAP antibody (CELL 

SIGNALING TECHNOLOGY) 

1:100 

Anti-mouse IgG – Gold 

antibody produced in goat, 

10 nm (SIGMA ALDRICH) 

1:100 

Anti-mouse IgG – Gold 

antibody produced in goat, 

5 nm (SIGMA ALDRICH) 

1:100 

 

4.4.2.2. Postup imunogoldového značení ultratenkých řezů 

Síťky s řezy byly nejprve 10 minut rehydratovány v Tris pufru. Následně byly po dobu 

10 minut inaktivovány volné aldehydové skupiny pocházející z fixáže a to na kapkách roztoku 

glycinu. Dalších 90 minut byly řezy permeabilizovány a blokovány proti nespecifickému 

nasedání protilátek blokačním a permeabilizačním roztokem pro iTEM. Řezy byly následně 

inkubovány s primárními protilátkami rozředěnými v inkubačním roztoku pro iTEM. 

Inkubace probíhala přes noc (zpravidla 12-20 hodin) při teplotě 4 °C. Proti vyschnutí řezů 

byla do inkubační komůrky vložena Petriho miska s destilovanou vodou. Jako negativní 

kontrola byly některé síťky inkubovány pouze s inkubačním roztokem bez primárních 

protilátek. Druhý den byly řezy důkladně promyty Tris pufrem (6x2 minuty) a 1 hodinu 

inkubovány se sekundárními protilátkami rozředěnými v inkubačním roztoku pro iTEM. 

Zbylý roztok byl následně důkladně vymyt Tris pufrem (6x2 minuty) a destilovanou vodou 

(3x2 minuty). Pro stabilizaci značení byly řezy ještě 5 minut postfixovány stabilizačním 

fixačním roztokem. Po usušení řezů volně na vzduchu následovalo standardní kontrastování 

uranyl acetátem a citrátem olova v servisní laboratoři elektronové mikroskopie PřF UK. 

Značené řezy byly prohlíženy v transmisním elektronovém mikroskopu. Zlaté partikule byly 

pro kontrolu softwarově měřeny přímo během prohlížení. Pořízené fotografie byly 

zpracovávány v programu PhotoFilter. 
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5. VÝSLEDKY 

Pro lepší orientaci v infikované nervové tkáni byly nejprve fluorescenčně značeny kryořezy 

kachní a myší míchy se schistosomuly. Standardně byla vizualizována buněčná jádra (DAPI), 

dále astrocyty (GFAP) a mikroglie/makrofágy (Iba1 či RCA 1). Pro větší přehlednost nejsou 

na fotografiích uvedených v této kapitole zobrazeny vždy všechny pozorované fluorescenční 

kanály, ale pouze ty, které nejlépe znázorňují popisovaný jev. Namísto zobrazení ve 

světelném poli (brightfield), který na kryořezech neposkytuje potřebný kontrast, je pro 

přehled vždy uvedena, kromě fotografie bez legendy, ještě fotografie s legendou. Zde je pro 

lepší orientaci schistosomulum dodatečně ohraničeno. Barvy jednotlivých signálů jsou 

softwarově upraveny, aby bylo dosaženo co nejpřehlednějšího znázornění. 

Výsledky získané z fluorescenčního značení kryořezů byly dále konfrontovány 

s poznatky z transmisní elektronové mikroskopie. Pomocí TEM byla zjišťována ultrastruktura 

imunitních buněk ve tkáni, jejich změny v souvislosti s infekcí a dále stav parazitárního 

tegumentu. Pro zpřehlednění jsou u některých jevů navíc připojeny dvojice fotografií 

znázorňujících vzájemnou pozici schistosomula a buněk hostitele, kde jednen z obrázků je 

vždy doplněn o identifikační značení a zároveň arteficielně dobarven, zatímco druhý je 

ponechán v podobě, která co nejméně narušuje zobrazovanou situaci. Pro potvrzení správné 

identifikace byly imunitní buňky imunohistochemicky značeny pomocí iTEM.  Ultrastruktura 

je při této metodě přirozeně méně zachovalá na úkor antigenicity a navázanou sekundární 

protilátku s koloidním zlatem je možné zachytit pouze při velkém zvětšení. Fotografie 

znázorňující značení zlatými partikulemi v TEM jsou proto zařazeny jen pro demonstraci 

metody.  
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5.1. Charakteristika buněk CNS v okolí schistosomul 

5.1.1. Fluorescenční značení gliových buněk CNS 

5.1.1.1. Fluorescenční značení gliových buněk CNS u myší 

Na kryořezech myší míchy 5, 10 a 15 dpi cerkáriemi T. regenti byly kolem migrujících 

schistosomul opakovaně zaznamenány početné shluky buněk. Ve fluorescenčním mikroskopu 

při značení jader pomocí DAPI byla navíc v blízkém kontaktu s parazitem pozorována 

výrazně zploštělá jádra buněk míchy hostitele. Kombinovaným imunohistochemickým 

značením byla u většiny těchto buněk potvrzena i reaktivita s protilátkami proti proteinu Iba1, 

který se využívá k identifikaci mikroglií, případně makrofágů. Druhým sledovaným 

buněčným typem míšního parenchymu byly astrocyty značené pomocí protilátky proti 

proteinu GFAP. Kombinací značení DAPI, anti-Iba1 a anti-GFAP byl dokumentován 

postupný vývoj reakce hostitele na přítomnost parazita migrujícího míchou nakažených myší 

ve všech sledovaných fázích infekce.  

 

o mícha myší 5 dní po infekci T. regenti 

U myší 5 dpi byl v okolí schistosomul pozorován pouze slabý buněčný infiltrát Iba1
+
 buněk 

(Obr. 9B) a jen velmi málo buněk se zploštělými jádry (Obr. 8B). Ve tkáni kolem 

schistosomul se rovněž v malé míře nacházely hypertrofované astrocyty značené GFAP. 

Astrocytární výběžky přitom v některých případech částečně obklopovaly migrující larvy 

a oddělovali je tak od okolní nervové tkáně (Obr. 10B). 
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Obr. 8 – Buňky se zploštělými jádry v okolí schistosomula T. regenti migrujícího bílou hmotou myší 

míchy, 5 dpi na šikmém řezu; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno 

v programech ImageJ a PhotoFiltre 7: 

A: bez legendy; B: s legendou;  schistosomulum; zploštělá jádra (DAPI); detail znázorňuje zploštělá 

jádra v blízkosti schistosomula. 

 

 

 

Obr. 9 – Iba1
+
 buňky v okolí schistosomula T. regenti migrujícího bílou hmotou myší míchy, 5 dpi na 

šikmém řezu; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech ImageJ a 

PhotoFiltre 7:A: bez legendy; B: s legendou;  migrační kanál (bez schistosomula); jádra (DAPI); 

Iba1 pozitivní buňky. 
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Obr. 10 – Astrocytární výběžky částečně oddělující schistosomulum T. regenti na příčném řezu od nervové 

tkáně myší míchy, 5 dpi; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech 

ImageJ a PhotoFiltre 7: 

A: bez legendy; B: s legendou;  schistosomulum;  lumen střeva;  astrocytární výběžek (GFAP);  

 zploštělé jádro (DAPI).  

 

 

 

o mícha myší 10 a 15 dní po infekci T. regenti 

Buněčný infiltrát u myší 10 a 15 dpi byl oproti předchozí skupině mnohem výraznější 

(Obr. 11A). Mezi infekcemi 10 a 15 dpi však nebyl pozorován zásadní rozdíl v míře infiltrace 

okolní tkáně imunitními buňkami. Iba1
+
 buňky se nacházely kolem larev ve velkém množství 

(Obr. 11C) a velké shluky bylo možno pozorovat na podélných řezech také za schistosomuly 

v místech, kudy schistosomula zřejmě dříve migrovala (Obr. 11D). Stejně jako u předchozí 

skupiny, i v tomto případě byly v okolí parazita detekovány hypertrofované astrocyty. Nebyly 

však pozorovány výběžky těsně obklopující parazita, jako je tomu v případě předchozí 

skupiny (Obr. 9B). V submeningeálním míšním prostoru nakažených myší se nevyskytoval 

žádný či jen slabý infiltrát hostitelských buněk (Obr.16B). 
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Obr. 11 – Iba1+ buňky v okolí schistosomula T. regenti migrujícího bílou hmotou myší míchy na podélném 

řezu, 10 dpi; Imunohistochemie na kryořezech; konfokální mikroskop; upraveno v programech ImageJ a 

PhotoFiltre 7: 

A: jádra imunitních buněk (DAPI) v míšní tkáni okolo schistosomula a v migračním kanálu za ním; B: většina 

těchto buněk byla Iba1 pozitivní; C: DAPI + Iba1, bez legendy; D: stejné schistosomulum na jiném řezu, Iba1
+ 

buňky patrné zejména ve tkáni za migrujícím červem;  schistosomulum; Iba1 pozitivní buňky; jádra 

(DAPI);  zploštělá jádra (DAPI); detaily znázorňují zploštělá jádra v blízkosti schistosomula. 
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5.1.1.2. Fluorescenční značení gliových buněk CNS u kachen 

Podobně jako u myší, byly i v míše kachen na kryořezech značených DAPI  pozorovány 

shluky buněk okolo schistosomul, včetně zploštělých jader. Povaha buněčného infiltrátu 

v okolí schistosomul migrujících kachní míchou se lišila s ohledem na délku infekce 

i lokalizaci parazita. 

U kachen se ve všech případech podařilo pomocí protilátek proti GFAP 

fluorescenčně vizualizovat astrocyty. K naznačení kachních mikroglií byly neúspěšně 

vyzkoušeny dvě různé protilátky. První z nich byla protilátka proti Iba1 molekule používaná u 

myší, druhou byla protilátka KUL01 proti kuřecím monocytům a makrofágům. Kachní 

mikroglie/makrofágy se podařilo vizualizovat pouze s využitím fluorescenčně značeného 

lektinu RCA-1 (Ricinus communis Agglutinin-1). Jako pozitivní kontrola k ověření vazby 

tohoto lektinu na konkrétní buňky našeho zájmu u kachen byly použity kryořezy myší míchy 

se schistosomuly naznačené zároveň protilátkou proti Iba1 (Obr. 12A) i lektinem RCA-1 

(Obr. 12B) konjugované s fluorescenčními markery v jiném spektru. Signály z obou 

fluorescenčních kanálů se po proložení fotografií překrývaly, v některých preparátech se však 

lektinem RCA-1 značily navíc i perivaskulární buněčné infiltráty a některé submeningeálně 

lokalizované buňky blíže neurčeného původu. 

 

Obr. 12 – mikroglie kolem schistosomula v myší CNS, paralelně značené lektinem RCA1 a protilátkou 

anti-Iba1; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech ImageJ a 

PhotoFiltre 7:  

A: Iba1; B: RCA-1; jádra (DAPI). 
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o mícha kachen 5 dní po infekci T. regenti 

V okolí schistosomul lokalizovaných v bílé hmotě byl pozorován pouze slabý buněčný 

infiltrát. V některých případech se v blízkosti larev nacházelo i malé množství buněk se 

zploštělými jádry (Obr. 13B). Hypertrofované astrocyty, pozorované ve stejné fázi infekce 

(5 dpi) u myší, se v míše přirozeného kachního hostitele zachytit nepodařilo. Pod míšními 

plenami nakažených kachen se však bez ohledu na přítomnost migrujícího schistosomula 

v blízkém okolí vyskytoval infiltrát hostitelských buněk (Obr. 13B), které se podařilo blíže 

identifikovat pouze na základě jejich ultrastruktury (obr. 21A). Takto masivní přítomnost 

imunitních buněk v submeningeálním prostoru nebyla u myší zaregistrována v žádné ze 

sledovaných fází infekce, a to ani v případě, kdy se schistosomula nacházela těsně na hranici 

bílé hmoty (Obr. 16B). Vyloučen byl i možný vliv rozdílného zpracování míchy u myši 

(perfuze) a kachny (prosté vyjmutí míchy a její ponoření do fixáže). Zpětně byl tento fakt 

ověřen i na početných archivních sériích histologických řezů kachních a myších mích 

z předchozích prací studentů i vědeckých pracovníků věnujících se problematice T. regenti 

z jiného úhlu pohledu.  

 

Obr. 13 – Schistosomulum v blízkosti meningů kachní míchy na šikmém řezu, 5 dpi; Imunohistochemie na 

kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech ImageJ a PhotoFiltre 7:  

A: bez legendy; B: s legendou;  schistosomulum;  střevní lumen;  submeningeální buněčný infiltrát 

(DAPI);  hranice meningů a bílé hmoty;  zploštělá jádra v okolí schistosomula (DAPI); detail 

znázorňuje zploštělá jádra. 
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o mícha kachen 10 dní po infekci T. regenti 

V pozdější fázi infekce byly shluky buněk infiltrovaných do tkáně v okolí migrujících larev 

mnohem výraznější (Obr. 14B, 15B), podobně jako v případě myších hostitelů. Velkou část 

tvořily buňky RCA-1
+
 (Obr. 14B). Oproti předchozí skupině kachen sledovaných 5 dpi byly 

v okolí schistosomul nacházejících se v bílé hmotě kachní míchy pozorovány navíc 

i hypertrofované astrocyty (Obr. 15B) přičemž u myší byly pozorovány již 5 dpi (Obr. 10B). 

V submeningeálním prostoru se opět vyskytoval početný infiltrát blíže neidentifikovaných 

buněk (Obr. 16A). V porovnání s časnou infekcí kachen 5 dpi byl infiltrát výrazně silnější.   

 

Obr. 14 – RCA-1+ buňky a astrocyty v okolí schistosomula migrujícího bílou hmotou kachní míchy na 

šikmém řezu, 10 dpi; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech 

ImageJ a PhotoFiltre 7:  

A: bez legendy; B: s legendou;  schistosomulum;  RCA-1 pozitivní buňky; jádra (DAPI); 

astrocyty (GFAP). 
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Obr. 15 – Hypertrofované astrocyty v blízkosti schistosomula migrujícícho bílou hmotou kachní míchy, 

10 dpi; Imunohistochemie na kryořezech; fluorescenční mikroskop; upraveno v programech ImageJ a 

PhotoFiltre 7:  

A: bez legendy; B: s legendou;  schistosomulum;  hypertrofované astrocyty (GFAP);  blíže 

neidentifikovaný buněčný infiltrát; jádra (DAPI). 

 

 

 

Obr. 16 – Submeningeálně infiltrované imunitní buňky v míše hostitele nakaženého T. regenti. Barvení 

Toluidinovou modří; světelný mikroskop; upraveno v programu PhotoFiltre 7:  

A: schistosomul lokalizované v submeningeálním prostoru kachní míchy, 10 dpi; B: schistosomulum 

lokalizované na hranici meningů a bílé hmoty myší míchy, 10 dpi;  schistosomulum;  míšní meningy; 

 submeningeální infiltrát imunitních buněk.  
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5.1.2. Ultrastruktura a imunolokalizace gliových a imunitních buněk CNS v TEM  

V transmisním elektronovém mikroskopu (TEM) byly v těsné blízkosti schistosomul 

migrujících nervovou soustavou identifikovány různé typy imunitních buněk na základě jejich 

ultrastruktury. Sledován byl jejich tvar, povrch, charakter cytoplasmy, přítomnost 

cytoplasmatických inkluzí a stav jádra. U kachen i myší bylo možné ve tkáni okolo 

schistosomul rozlišit a blíže charakterizovat několik typů buněk, jejichž pozměněná 

ultrastruktura, zvýšená početnost nebo i jen samotný výskyt v okolí parazita byl spjat 

s probíhající infekcí T. regenti.  Tyto buňky, jsou pracovně označeny kódy (Typ A1 – C3) 

a blíže budou charakterizovány v následujících odstavcích.  Stejné oblasti zájmu byly 

zpracovány i pro potřeby imunohistochemického značení v TEM (imunogold) za účelem 

přesné identifikace konkrétních typů buněk v okolí schistosomul. Charakteristiku jednotlivých 

buněčných typů u myší i kachen přehledně shrnuje Tabulka 3.  

5.1.2.1. Ultrastruktura a imunolokalizace gliových a imunitních buněk CNS u myší  

V TEM byla pozorována schistosomula migrující myší míchou 5 a 10 dpi. V obou těchto 

případech byly v nerové tkáni v blízkosti schistosomul pozorovány různé typy imunitních 

buněk.  

Buňky označované jako typ A1 se vyznačovaly nepravidelně laločnatým oválným 

jádrem a heterochromatinem kondenzovaným ve větších shlucích, často periferně 

lokalizovaným pod jadernou membránou. Při kontaktu těchto buněk se schistosomulem měla 

jádra výrazně protáhlý, zploštělý tvar (Obr. 17A, 17B). Cytoplasma těchto buněk se 

v elektronovém mikroskopu jevila středně elektrondenzní a obsahovala velké množství 

hrubého endoplasmatického retikula a volných ribozomů (Obr. 17C, 17D). Dále se v ní 

vyskytovaly početné elektronlucentní vakuoly a zejména v pozdější fázi infekce i různé 

cytosolické membránové váčky (pravděpodobně lysozomy; Obr. 17C, 17D). Povrch těchto 

buněk vybíhal v drobné panožky. Při kontaktu buněk se schistosomuly nabývaly buňky 

protáhlého, vřetenovitého tvaru (Obr. 17A, 17B)   

Deset dní po infekci se v okolí migrujících larev nacházelo velké množství buněk 

typu A2 s podobným složením cytoplasmy, jako mají buňky typu A1, ovšem se zvlněným 

buněčným povrchem a dlouhými tenkými panožkami, které hojně zasahovaly do prostoru na 

straně kontaktu s parazitem (Obr. 18A, 18B, 18C). Jejich jádro mělo nepravidelný tvar bez 

viditelného zploštění s heterochromatinem kondenzovaným periferně a cytoplasma 

obsahovala hrubé endoplasmatické retikulum a zejména velké množství váčků 

(pravděpodobně lysozomů) a mitochondrií.  U obou typů buněk (A1 i A2) se později 
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k ultrastrukturální charakteristice těchto typů podařilo přiřadit i pozitivní reakci s protilátkami 

proti Iba1. (Obr. 22A, 22C).  

V okolí deset dní starých schistosomul bylo často vidět buňky typu A2 

s narušenou buněčnou membránou. V některých případech membrána zcela chyběla a obsah 

buněk se volně vyléval do prostoru. V cytoplasmě těchto buněk se vyskytovaly zvětšené 

mitochondrie a lysozomy často orientované na straně blíže k parazitovi (Obr. 18C, 18D, 24A). 

V některých buňkách byla pozorována vakuolizace. Jádra takto poškozených buněk většinou 

nejevila žádné výrazné změny v porovnání se zachovalými buňkami dále ve tkáni. 

V některých případech se v prostoru mezi degradující buňkou a tegumentem parazita 

nacházely cytosolické měchýřky. Uvolněný buněčný obsah často zasahoval až mezi 

tegumentální záhyby parazita (Obr. 24B).  

V obou fázích infekce se v okolí schistosomul vyskytovaly buněčné výběžky 

obsahující při bližším pozorování svazky filament (typ B; Obr. 20D, 23D). Dle značení 

s využitím zlatých partikulí se tyto výběžky s filamenty podařilo jednoznačně identifikovat 

jako části astrocytů (Obr. 23A). Zejména deset dní po infekci byly tenkými astrocytárními 

výběžky často lemovány i části migračního kanálu ve tkáni za schistosomulem.   

V pozdější fázi infekce (10 dpi) submeningeální prostor obsahoval také malé množství buněk 

typu C1 a C3, jejichž povaha je blíže charakterizována v následující kapitole (Obr. 21B, 21D). 
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Obr. 17 – Imunitní buňky typu A1 se zploštělým jádrem v blízkém kontaktu se schistosomulem 

migrujícím myší míchou, 5 dpi; transmisní elektronový mikroskop; SPURR, kontrastováno, upraveno 

v programu PhotoFiltre 7: 

A: Přehledový snímek buňky se zploštělým jádrem – arteficielně dobarveno:  schistosomulum;  buňka 

typu A1 se zploštělým jádrem v blízkém kontaktu se schistosomulem;  buňky typu A1 s oválným jádrem dále 

ve tkáni; B: Přehledový snímek buňky se zploštělým jádrem – bez legendy a arteficielního dobarvení; C: detail 

buněk z rámečku obrázku A; D: buňka typu A1, detail; J – jádro imunitní bunky; MK – migrační kanál; T – 

tegument; NT – nervová tkáň; Tb – tegumentální tělíska; Ly – lysozomy; rER – hrubé endoplasmatické 

retikulum; mt – mitochondrie; V – vakuoly. 
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Obr. 18 – Imunitní buňky typu A2 s panožkami v kontaktu se schistosomulem migrujícím myší míchou, 

10 dpi; transmisní elektronový mikroskop; SPURR, kontrastováno, upraveno v programu PhotoFiltre 7: 

A: Přehledový snímek buňky s panožkami – arteficielně dobarveno;   schistosomulum;  buňka typu A2; 

B: Přehledový snímek buňky se zploštělým jádrem – bez legendy a arteficielního dobarvení; C: detail buňky 

z ráměčku obr. A; D: buňka typu A2, detail; J – jádro imunitní bunky; T – tegument; MK – migrační kanál; m – 

myelinizované nervové vlákno; Ly – lysozomy; rER – hrubé endoplasmatické retikulum; mt – mitochondrie; P 

– panožky;  odlučující se povrchová membrána tegumentu. 
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5.1.2.2. Ultrastruktura a imunolokalizace gliových a imunitních buněk CNS u kachen 

Ve tkáni okolo schistosomul 5 a 10 dpi byly identifikovány buňky shodné s buněčným 

typem A1 u myší. I v tomto případě jádra často nabývala při kontaktu s parazitem zploštělého 

tvaru (Obr. 25A) a cytoplasma obsahovala množství hrubého endoplasmatického retikula, 

vakuol a lysozomů. V pozdější fázi infekce (10 dpi) se v okolní tkáni nacházelo i malé 

množství buněk odpovídajících typu A2 u myší, ovšem s drobnými panožkami přesně 

kopírujícími topologii tegumentu (Obr. 19A, 19B).  

Zejména deset dní po infekci se v těsném okolí schistosomul v bílé hmotě 

vyskytovalo i velké množství dlouhých buněčných výběžků obsahujících svazky filament, 

které oddělovaly migrující larvy od okolní tkáně (Obr. 20A, 20B). Stejně jako u myší, 

i v tomto případě se tyto buňky (typ B) podařilo identifikovat jako astrocyty. U kachen se 

navíc podařilo zachytit i jádra těchto buněk, která jsou velká, kulovitá a v TEM oproti jádrům 

jiných typů buněk více elektronlucentní (Obr. 20C). Cytoplasma astrocytů obsahovala kromě 

četných filamentových svazků také malé množství na průřezu kruhovitých mitochondrií a 

mnoho glykogenových granul (Obr. 20D).    

Při lokalizaci schistosomul v submeningeálním prostoru kachní míchy 10 dní po infekci byl 

v prostoru kolem parazita pozorován silný infiltrát sestávající převážně z buněk tří typů 

(Obr. 21A):  

 

 Prvním a nejhojněji se vyskytujícím typem (typ C1) byly granulocyty s laločnatým 

jádrem a dvěma typy velkých elektrondenzních granul v cytoplasmě. Tyto buňky 

tvořily četné drobné a krátké panožky (Obr 21B).  

 Druhý typ buněk (typ C2) se vyznačoval kulatým jádrem s heterochromatinem 

kondenzovaným ve shlucích ve středu a na okrajích jádra. Charakteristickým znakem 

těchto buněk bylo zejména silně vyvinuté hrubé endoplasmatické retikulum. Buňky 

měly nepravidelný tvar bez panožek (Obr. 21C). 

 Třetím typem (typ C3) byly buňky s jádrem nepravidelného tvaru, 

s heterochromatinem kondenzovaným na okrajích. Oproti ostatním typům více 

lektronlucentní cytoplasma obsahovala mnoho inkluzí, zejména lysozomů a drobných 

vakuol. Nepravidelný buněčný povrch vybíhal v četné panožky (Obr. 21D).  

 

Ve volném prostoru kolem larev T. regenti migrujících submeningeálním prostorem kachen 

10 dpi byly často pozorovány imunitní buňky typu C1, C2 a C3 v různém stádiu degradace 

(Obr. 26A). Mnoho buněk mělo narušenou cytoplasmatickou membránu. Některé byly plně 
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degradované, s  kompletně odloučenou buněčnou membránou a téměř chybějící cytoplasmou. 

Ojediněle bylo možné pozorovat i rozpad jaderné membrány. V některých případech byla 

v cytosolu submeningeálně lokalizovaných imunitních buněk patrná výrazná vakuolizace 

(Obr. 26B). Ostatní buněčné typy, nacházející se kolem larev migrujících bílou hmotou, 

nejevily žádné výraznější známky poškození, a lze tedy vyloučit vliv postupu zpracování 

tkáně na stav buněk. 

 

Obr. 19 – Buňka typu A2 s panožkami vmezeřenými mezi tegumentální záhyby schistosomula T. regenti; 

kachna, 10 dpi; transmisní elektronový mikroskop; LR White, kontrastováno, upraveno v programu 

PhotoFiltre 7: 

A: snímek buňky s panožkami zasahujícími mezi tegument – arteficielně dobarveno:  schistosomulum;  

buňka typu A2; B: snímek buňky s panožkami zasahujícími mezi tegument – bez legendy a arteficielního 

dobarvení; J – jádro imunitní buňky; T – tegument; rER – hrubé endoplasmatické retikulum; mt – 

mitochondrie; Ly – lysozomy; S – svalovina; Tb – tegumentální tělíska. 
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Obr. 20 – Buňka typu B s filamenty v cytoplasmě; kachna, 10 dpi; transmisní elektronový mikroskop; LR 

White, kontrastováno, upraveno v programu PhotoFiltre 7: 

A: výběžek s filamenty v blízkosti schistosomula – arteficielně dobarveno:  schistosomulum;  výběžek s 

filamenty; B: stejná fotografie, bez legendy; C: jádro totožné buňky; D: detail z rámečku obr. C – filamenta; J – 

jádro imunitní bunky; T – tegument; MK – migrační kanál; NT – nervová tkáň; F –  filamenta; mt – 

mitochondrie; rER – hrubé endoplasmatické retikulum;  znázorňuje totožné místo na fotografiích. 
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Obr. 21 – Imunitní buňky lokalizované v submeningeálním prostoru; A-C: kachna, 10 dpi; D: myš, 10 dpi; 

transmisní elektronový mikroskop; upraveno v programu PhotoFiltre 7: 

A: submeningeální infiltrát (LR White, kontrastováno); B: buňka typu C1 (LR White, nekontrastováno); 

C: buňka typu C2 (LR White, kontrastováno); D: buňka typu C3 (SPURR, kontrastováno); M – meningy;  

J – jádro; G – granula; P – panožky; rER – hrubé endoplasmatické retikulum; mt – mitochondrie; k – kolagen. 
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Obr. 22 – Imunogold, anti-Iba1; transmisní elektronový mikroskop; LR White (kontrastováno); upraveno 

v programu PhotoFiltre 7: 

A: buňka typu A1 (Iba1
+
); B: detail (viz A); C: buňka typu A2 (Iba1

+
); D: detail (viz C);  zlaté partikule. 
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Obr. 23 – Imunogold, anti-GFAP; transmisní elektronový mikroskop; LR White (kontrastováno); upraveno 

v programu PhotoFiltre 7: 

A: buňka typu B (GFAP
+
); B: detail (viz A);  zlaté partikule. 
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Tabulka 3 –  Typy imunitních buněk pozorovaných v CNS myší a kachen v okolí schistosomul T. regenti 

■ = pozorovány běžně; ▪ = pozorovány ojediněle; □ = nepozorovány; P = míšní parenchym; SM = submeningeální prostor; rER = hrubé endoplasmatické retikulum; 

mt = mitochondrie; V = vakuoly; Ly = lysozomy; F = filamenta; gly = glykogenová granula; G = elektrondenzní granula. 

 

Buněčný 

typ 

Myš 

(dpi) 

Kachna 

(dpi) Lokalizace Jádro Cytoplasma Povrch Imunogold Obr. 

5 10 5 10 

A1 ■ ■ ■ ■ P oválné či zploštělé rER, mt, V, Ly 
bez panožek, rovný až 

zvlněný 

Iba1
+
 

(Obr. 22) 
17 

A2 □ ■ □ ▪ P 
oválné až 

nepravidelné 
rER, mt, V, Ly Krátké a silné panožky 

Iba1
+ 

(Obr. 22) 
18, 19 

B ■ ■ ■ ■ P kulovité F, gly, mt dlouhé výběžky 
GFAP

+ 

(Obr. 23) 
20 

C1 □ ▪ ▪ ■ SM laločnaté G drobné panožky - 21B 

C2 □ □ ▪ ■ SM kulovité rER, mt nepravidelný - 21C 

C3 □ ▪ ▪ ■ SM nepravidelné Ly, mt, V dlouhé a silné panožky - 21D 
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5.2. Interakce schistosomul s tkání a buňkami CNS zodpovědnými za 

reakci hostitele na infekci 

5.2.1. Změny v tegumentu schistosomul 

Ultrastrukturální změny tegumentu parazita v souvislosti s migrací hostitelskou nervovou 

soustavou byly pozorovány v TEM. Pozornost byla věnována zejména stavu vnější membrány 

a sekreční činnosti tegumentu. Stav tegumentu schistosomul byl sledován u myší i kachen 

5 a 10 dpi.  

5.2.1.1. Změny tegumentu schistosomul migrujících CNS myší 

o Myši 5 dní po infekci 

Tegument schistosomul migrujících bílou hmotou myší míchy 5 dpi nebyl výrazněji 

poškozen. V místě kontaktu tegumentu s imunitními buňkami typu A1 a A2 bylo pravidelně 

patrné nahloučení tegumentálních sekrečních tělísek (Obr. 17A). Pouze ojediněle bylo možné 

pozorovat drobnou vakuolizaci syncytiální vrstvy tegumentu u jeho báze a odlučování 

krátkých fragmentů vnější tegumentální membrány v místě kontaktu s imunitní buňkou. 

 

o Myši 10 dní po infekci 

V tegumentu deset dní starých schistosomul, v místě kontaktu s imunitními buňkami typu A1, 

častěji však A2, bylo nahloučení tegumentáních sekrečních tělísek zřetelnější než u ranných 

infekcí. V těchto místech se často vyskytovala i rozsáhlá vakuolizace tegumentu při jeho bázi 

(Obr. 24A, 24B). Docházelo také k masivnímu odlučování vnější membrány a to i v delších 

fragmentech (Obr. 24C). Často byla pozorována také fůze membránových váčků 

přicházejících z prostoru cytonů subtegumeningeálních buněk s vnější membránou 

(Obr. 24C). 
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Obr. 24 – Změny v tegumentu schistosomul migrujících bílou hmotou myší míchy v místě kontaktu 

s imunitními buňkami, 10 dpi; transmisní elektronový mikroskop; SPURR; upraveno v programu 

PhotoFiltre 7: 

A: nahloučení tegumentálních tělísek a vakuolizace tegumentu v blízkosti buňky typu A2; B: viz A, detail jiné 

buňky typu A2; C: nahloučení tegumentálních tělísek a odlučování vnější membrány tegumentu v blízkosti 

buňky typu A2; a: detail (viz C), typy tegumentálních sekrečních tělísek; b: detail (viz C), odlučování povrchové 

membrány tegumentu;  J – jádra imunitních buněk; T – tegument; mt – mitochondrie; C – cytoplasma; Ly – 

lysozom; V – vakuolizace tegumentu; Tb – tegumentální tělíska; t – tegumentální trn; lb – lamina basalis; S – 

svalovina;  membránové váčky;  diskoidní tělíska;  odlučující se povrchová membrána;  buněčná 

cytoplasma vylévající se mezi tegumentální záhyby;  membránový váček splývající s povrchovou 

membránou tegumentu.  
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5.2.1.2. Změny tegumentu schistosomul migrujících kachní CNS 

o Kachny 5 a 10 dní po infekci 

U většiny schistosomul migrujících míšním parenchymem nebylo ani po deseti dnech 

pozorováno žádné výraznější poškození tegumentu (Obr. 25A). V některých případech 

se v místě kontaktu parazita s imunitními buňkami hostitele vyskytovalo mírné nahloučení 

sekrečních tegumentálních tělísek (Obr. 25B). Ojediněle bylo možné v cytoplasmě tegumentu 

pozorovat i vakuoly při jeho bázi. Tyto změny se projevovaly převážně v místě kontaktu 

s imunitními buňkami typu A2. Výraznější odlučování vnější membrány tegumentu nebylo 

pozorováno. Povrch schistosomul migrujících submeningeálním prostorem rovněž 

neprojevoval známky poškození.  

 

Obr. 25 – Změny v tegumentu schistosomul migrujících bílou hmotou kachní míchy, 5 a 10 dpi v místě 

kontaktu s imunitními buňkami; transmisní elektronový mikroskop; LR White (kontrastováno); upraveno 

v programu PhotoFiltre 7: 

A: kontakt tegumentu s imunitní buňkou typu A1, 5 dpi; B: nahloučená tegumentální tělíska v místě kontaktu 

s imunitní buňkou typu A2, 10 dpi (na detailu patrná chybějící buněčná membrána imunitní buňky); J – jádro 

imunitní buňky; T – tegument; Tb – tegumentální tělíska; os – okružní svalovina; ps – podélná svalovina;  

ss – šikmá svalovina; mt – mitochondrie; C – buněčná cytoplasma. 
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5.2.2. Vliv parazita na tkáň a imunitní buňky hostitele 

Schistosomula T. regenti během své migrace míchou poškozují nervovou tkáň hostitele jako 

takovou a jejich negativní vliv se projevuje i ve vztahu k imunitním buňkám v CNS 

(Obr. 24A, 2B, 26A). Při pozorování vzájemných interakcí parazita se podařilo opakovaně 

zachytit a blíže identifikovat i obsah střeva migrujících schistosomul, který vypovídá 

o potravních zvyklostech parazita.  

5.2.2.1. Tkáň a imunitní buňky CNS jako zdroj výživy migrujících schistosomul T. regenti  

Ve střevě migrujících larev se vyskytoval natrávený obsah, jehož povaha byla rozlišována na 

základě ultrastruktury v TEM a závisela výhradně na lokalizaci parazita během migrace. 

U červů migrujících nervovou tkání obsahovala střeva převážně natrávená myelinizovaná 

nervová vlákna (Obr. 27C). Oproti tomu, u larev migrujících submeningeálním prostorem 

kachen, sestával střevní obsah pravidelně zejména z imunitních buněk, které se ve velkých 

množstvích vyskytovaly volně kolem parazita (Obr. 26A), tedy buněk typu C1, C2 a C3 

(Obr. 27A). Tyto buňky se ve střevě schistosomul nacházely v různém stádiu degradace.  

 

Obr. 26 – Degradované imunitní buňky v okolí schistosomula migrujícího submeningeálním prostorem 

kachní míchy, 10 dpi; transmisní elektronový mikroskop; LR White (kontrastováno); upraveno v programu 

PhotoFiltre 7: 

A: přehled, arteficielně dobarveno:   schistosomulum;  nervová tkáň;  imunitní buňky; B: detail 

degradovaných imunitních buněk, patrná narušená buněčná membrána a výrazná vakuolizace cytoplasmy;  

J – jádra buněk; G – granula; V – vakuolizace; rER – hrubé endoplasmatické retikulum. 
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Obr. 27 – Natrávené buňky hostitele ve střevě schistosomul; transmisní elektronový mikroskop; upraveno 

v programu PhotoFiltre 7: 

A: natrávené imunitní buňky ve střevním lumen schistosomula migrujícího submeningeálním prostorem kachní 

míchy, 10 dpi; LR White (nekontrastováno) – arteficielně dobarveno; B: bez legendy; C: natrávený myelin ve 

střevním lumen schistosomula migrujícího myší míchou, 10 dpi; SPURR – arteficielně dobarveno;  

 lumen střeva;  nervová tkáň hostitele;  střevní stěna; IB – imunitní buňky hostitele; T – tegument. 
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6. DISKUZE 

Při řešení předkládané diplomové práce vyvstaly během experimentů nejrůznější potíže při 

získávání materiálu (neefektivní nákazy experimentálních hostitelů; viz 6.2.), případně 

při výběru a optimalizaci metod používaných pro jeho další zpracování (viz 6.3.). Kromě 

samotných výsledků jsou tak v následující kapitole tyto problémy diskutovány s důrazem na 

snahu o  objasnění možných příčin a s návrhy či doporučeními na jejich případná řešení. 

6.1. Interakce migrujících schistosomul T. regenti s gliovými a imunitními 

buňkami CNS hostitele na ultrastrukturální úrovni 

Úloha imunitních buněk při infekcích CNS způsobených helminty byla v minulosti studována 

zejména u parazitů významných pro lidské zdraví, zejména tasemnice T. solium 

(Alvarez a kol. 2008; Cardona a kol. 1999; Pittela 1997b; Restrepo a kol. 2001; 

Sikasunge a kol. 2009), hlístice Toxocara spp. (Eid a kol. 2015; Resende a kol. 2015) či 

motolice Schistosoma spp. (Pittela 1997a). Gliové buňky, tedy astrocyty a mikroglie jakožto 

imunokompetentní buňky CNS, přitom zůstávaly spíše na okraji zájmu. Histopatologické 

změny způsobené migrací neurotropních larev T. regenti centrální nervovou soustavou 

hostitele byly již dříve studovány in situ pomocí histologických a imunohistochemických 

metod (Blažová a Horák 2005; Horák a kol. 1999; Kolářová a kol. 2001; 

Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011). Úloha gliových buněk během infekce 

byla popsána u experimentálně infikovaných myší (Lichtenbergová a kol. 2011) a v in vitro 

podmínkách (Macháček a kol. 2016). Metody zvolené při zpracovávání předkládané 

diplomové práce nově umožnily nahlédnout na vzájemné interakce buněk CNS hostitele 

s dynamickým tegumentem parazita in situ, ovšem mnohem detailněji, až na ultrastrukturální 

úrovni.  

6.1.1. Výskyt a morfologické typy Iba1
+
 buněk v míše při infekci T. regenti  

Na kryořezech ve fluorescenčním mikroskopu i na pryskyřicových řezech barvených 

toluidinovou modří během přípravy vzorků pro TEM byly u kachen i myší ve tkáni kolem 

migrujících schistosomul detekovány buňky s výrazně zploštělým jádrem. Dřívější 

histologické studie přitom tomuto jevu dosud nevěnovali pozornost. V TEM se v obou 

případech jednalo o morfologicky nápadně podobné buňky s rozsáhlým hrubým 

endoplasmatickým retikulem a dalšími inkluzemi v cytoplasmě (buněčný typ A1; Obr. 17). 

U myší se některé z těchto buněk podařilo na základě imunohistochemického značení ve 

fluorescenčním i elektronovém mikroskopu identifikovat jako Iba1
+
, šlo tedy o mikroglie 
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či makrofágy. Pokus o imunolokalizaci kachních mikroglií v transmisním elektronovém 

mikroskopu byl neúspěšný. Na základě shodné ultrastruktury těchto buněk u myší i kachen a 

dle výsledků z fluorescence při značení lektinem RCA-1, však lze buňky typu A1 u kachen 

považovat rovněž za mikroglie/makrofágy. Buňky se zploštělými jádry se vyskytovaly pouze 

v blízkosti larev, Iba
+
 buňky se však vyskytovaly i v okolní tkáni dále od schistosomul. Zde 

ovšem byla buněčná jádra spíše oválná až nepravidelná. V literatuře se kromě běžně 

popisovaných typů mikroglií (klidová = resting / remified; aktivovaná = activated / reactive; 

fagocytická = amoeboid), setkáváme i s takzvanými bipolárními (bipolar microglia; 

Tam a Ma 2014) či tyčovitými mikrogliemi (rod microglia; Fumagali a kol. 2015; 

Graeber a Mehraein 1994; Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Jedná se o méně častou 

aktivovanou formu mikroglií, vyskytující se v bílé hmotě CNS (Lawson a kol. 1990). Tento 

typ mikroglií je popisován zejména v souvislosti s neurodegenerativními a virovými 

onemocněními (Bobrowicz a kol. 2002; Lewanowska a kol. 2004; Ohno a kol. 1992; Tam a 

Ma 2014; Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Účast bipolárních mikroglií na imunitní 

odpovědi při onemocněních způsobených parazitickými helminty nebyla doposud popsána. 

Pouze u koní experimentálně infikovaných prvokem Trypanosoma evansi byly na 

histologických řezech mozku pozorovány MHC II
+ 
tyčovité mikroglie (Lemos a kol. 2008). 

Předpokládaná úloha těchto buněk během infekce T. evansi však není autory uváděna.  

Bipolární mikroglie nejsou, oproti běžně studovaným morfologickým formám 

mikroglií, příliš prozkoumanou skupinou (Taylor a kol. 2014). Důvodem byl zejména až do 

nedávné doby chybějící in vitro systém, běžně využívaný při studiu ostatních typů mikroglií 

(Tam a Ma 2014). Bipolární mikroglie byly podrobněji studovány až na modelu difuzního 

axonálního poranění (Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). Autoři pozorovali řazení 

mikroglií za sebe podél poškozených axonů neuronů a formulovali hypotézu, že mikroglie 

tyto neurony pravděpodobně podpírají a zároveň oddělují od okolní zdravé tkáně 

(Taylor a kol. 2014; Ziebell a kol. 2012). 

 Iba1
+ 
buňky se zploštělým jádrem se v těsné blízkosti schistosomul T. regenti 

lokalizovaných v bílé hmotě vyskytovaly u kachen i myší 5 i 10 dpi. Pomocí 

imunohistochemických metod bylo již dříve prokázáno, že migrace schistosomul T. regenti 

způsobuje poškození neuronů (Lichtenbergová a kol. 2011). V CNS infikovaných kachen 

a myší by se tedy bipolární mikroglie mohly podílet na izolaci schistosomul a poškozené 

nervové tkáně od tkáně nezasažené a to již v rané fázi infekce.  

Mikroglie však nejsou jediné buňky schopné vytvářet formu se zploštělým 

jádrem. Při in vitro kultivacích různých helmintů (S. mansoni, T. spiralis a N. brasiliensis) 
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s kulturami imunitních buněk byly detekovány zploštělé eozinofily adherující k povrchu 

parazita (McLaren a kol. 1977). V in vitro systému se však může jednat o arteficielní chování 

imunitních buněk. Na řezech mozku s cysticerky M. corti byly pozorovány částečně zploštělé 

makrofágy s nepravidelným jádrem adherované k tegumentu parazita (Alvarez a kol. 2008). 

Makrofágy zde byly imunohistochemicky značené pomocí CD11b. To však nevylučuje, že by 

některé z těchto buněk nemohly být mikroglie, které jsou rovněž CD11b
+
 a od makrofágů jsou 

morfologicky prakticky neodlišitelné (Alvarez a kol. 2008). Autoři pozorovali u těchto buněk 

fagocytózu mikrotrichů parazita. U buněk typu A1 se zploštělým jádrem v okolí schistosomul 

T. regenti však nebyly známky fagocytózy pozorovány. 

Množství lysozomů a panožek nasvědčujících aktivní fagocytóze však bylo 

zaznamenáno u buněk typu A2 zejména v okolí 10 dní starých schistosomul migrujících myší 

míchou (Obr. 18). Některé z těchto buněk se opět podařilo identifikovat jako Iba1
+
. Na 

základě jejich morfologie se pravděpodobně jedná o améboidní fagocytické mikroglie, 

případně makrofágy (Alvarez a kol. 2008). Zajímavé je, že se tyto buňky vyskytovaly u myší 

především v pozdější fázi infekce, tedy 10 dpi a ne 5 dpi. U kachen nebyly ve větším 

množství zaznamenány v žádné ze sledovaných fází infekce.  

Iba1
+ 
buňky se nacházely nejen kolem larev, ale zejména ve tkáni za migrujícími  

 schistosomuly. To odpovídá výsledkům z předchozích studií zahrnujících 

imunohistochemické značení parafínových řezů CNS myší infikovaných T. regenti 

(Lichtenbergová a kol. 2011). Na základě ultrastruktury těchto buněk lze předpokládat, že se 

patrně podílejí (1) na fagocytóze částí parazita, jako je tomu například v případě cysticerků 

M. corti (Alvarez a kol. 2008) a/nebo (2) „odklízení“ pozůstatků hostitelských buněk 

poškozených během migrace parazita (Neumann a kol. 2009).  

Zdá se, tedy, že Iba1
+
 buňky zaujímají v  během infekce T. regenti v in situ 

podmínkách CNS minimálně tři různé morfologické formy, které se liší nejen svou funkcí, ale 

i výskytem v různých fázích infekce u různých typů hostitelů. 

6.1.2. Změny v tegumentu T. regenti během migrace CNS 

Přítomnost fagocytických buněk v těsném kontaktu s migrujícími schistosomuly T. regenti je 

znát i na stavu tegumentu parazita v blízkosti těchto buněk. Při srovnání tegumentu 

schistosomul migrujících kachní a myší míchou 5 a 10 dpi, byla pouze u myší 10 dpi 

zaznamenána schistosomula s výrazně se odlučující povrchovou membránou. Zároveň se 

v této fázi infekce u myší projevovalo mnohem výraznější uvolňování sekrečních tělísek do 

cytoplasmatické vrstvy tegumentu, než tomu bylo u ostatních skupin (myši 5 dpi, 
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kachny 5 a 10 dpi). Zvýšené odlučování povrchové membrány tegumentu může být 

způsobeno různými faktory či jejich kombinacemi: 

1. Imunitní buňky hostitele přímo působí na povrch parazita v místě kontaktu, čímž 

dochází k jeho poškození, odloučení a následné fagocytóze. Podobně tomu je 

v případě makrofágů fagocytujících mikrotrichy cysticerka M. corti 

(Alvarez a kol. 2008) nebo odlučujícího se tegumentu schistosomul S. mansoni 

kultivovaných in vitro s  neutrofily (Incani a McLaren 1983) či makrofágy (McLaren a 

James 1985).  

2. Parazit se aktivně snaží opravit tegument poškozený vlivem imunitních buněk 

zvýšenou obměnou povrchové tegumentální membrány (Hockley a McLaren 1973; 

Incani a McLaren 1983; Rifkin 1971). Tomu nasvědčuje i zvýšené množství 

sekrečních tělísek včentě fůzujících membránových váčků v tegumentu v místě 

kontaktu s imunitními buňkami u schistosomul migrujících myší míchou 10 dpi 

(Obr. 24B, 24C). Tyto procesy byly u myší pozorovány ve znatelně vyšší míře než u 

kachen.    

3. Nemusí však jít nezbytně o důsledek poškození, ale o obměnu povrchových membrán 

v důsledku aktivního maskování před imunitním systémem hostitele 

(Abath a Werkhausen 1996).  

6.1.3. Submeningeálně infiltrované buňky v míše infikované T. regenti 

Dalším výrazným rozdílem v imunitní odpovědi vůči T. regenti v CNS infikovaných kachen a 

myší je přítomnost submeningeálně infiltrovaných imunitních buněk. Tyto buňky se v 

masivním množství vyskytovaly u kachen 10 dpi. Oproti tomu u kachen 5 dpi jich bylo méně, 

u myší 10 dpi byly detekovány v malých množstvích a u myší 5 dpi nebyly zaznamenány 

vůbec. Tyto buňky byly na základě jejich ultrastruktury identifikovány jako heterofily 

či eozinofily (buněčný typ C1, Obr. 21B; nejhojněji zastoupen), plazmocyty (buněčný typ C2, 

Obr. 21C) a krevní makrofágy (buněčný typ C3, Obr. 21D).  

Přítomnost eozinofilů, neutrofilů, plazmocytů, makrofágů a lymfocytů 

v submeningeálním prostoru infikovaných kachen ústící v eozinofilní meningitidu byla 

u kachen nakažených T. regenti pozorována na histologických řezech již dříve 

(Kolářová a kol. 2001). Výskyt eozinofilní meningitidy v souvislosti s neurohlemintózami je 

znám také při neurocysticerkóze, rovněž u infekcí hlísticemi rodu Angiostrongylus, 

Gnathostoma; Toxocara či 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 při 

zavlečení vajíček schistosom do CNS je eozinofilie mozkomíšního moku spíše výjimečná 

(Scrimgeour a Gajdusek 1985). Je otázkou, z jakého důvodu migrace schistosomul T. regenti 

kachním submeningeálním prostorem takto masivní eozinofilii vyvolává, zatímco u myší 

nikoliv. Může to být způsobeno množstvím larev vyskytujících se v tomto prostoru u 

přirozeného hostitele. Přesto, že preferenčním místem migrace kachní i myší CNS je bílá 

hmota (Bulantová a kol. 2016), v submeningeálním prostoru kachen se ve srovnání s bílou a 

šedou hmotou pravděpodobně vyskytuje větší podíl parazitů než je tomu u myší 

(Kolářová a kol. 2001).  

Vliv savčích eozinofilů a neutrofilů (jejichž funkčními analogy u ptáků jsou právě 

heterofily; Brooks a kol. 1996) na helminty byl v minulosti studován zejména in vitro 

(Caulfield a kol. 1980; Glaubert a kol. 1980; Incani a McLaren 1983; McLaren a kol. 1977). 

Autoři ve většině případů pozorovali postupnou degradaci parazita, která se nejprve 

projevovala vakuolizací tegumentu, následně zvýšeným množstvím sekrečních tělísek 

v tegumentu, odlučováním povrchové membrány a postupnou dezintegrací tegumentu. 

Podobně tomu bylo i u schistosomul T. regenti migrujících myší nervovou tkání 10 dpi. 

U submeningeálně lokalizovaných schistosomul migrujících kachní míchou však nebylo 

žádné výrazné poškození tegumentu zaznamenáno a to i přes masivní infiltrát imunitních 

buněk v místě migrace. To může být opět způsobeno efektivními maskovacími a opravnými 

mechanismy parazita a jeho adaptací na ptačího hostitele. 

6.1.4. Reakce astrocytů při migraci T. regenti míchou hostitele 

Zvýšená aktivace astrocytů v CNS byla popsána například při neurocysticerkóze či 

neurotoxokaróze (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 pozorovány i 

v souvislosti s infekcí T. regenti u myší a to na imunohistochemicky značených parafínových 

řezech (Lichtenbergová a kol. 2011). Hypertrofované astrocytární výběžky oddělující larvy od 

okolní nervové tkáně byly dokumentovány také pro potřeby předkládané diplomové práce, 

tentokrát ve fluorescenčním a elektronovém mikroskopu (Obr. 10, 15, 20, 23). 

Aktivace astrocytů byla nejvíce patrná u myší 5 i 10 dpi a u kachen 10 dpi, méně u kachen 

5 dpi. Zdá se tedy, že u myší (náhodných hostitelů) dochází k aktivaci astrocytů a tvorbě 

gliové jizvy dříve než u kachen, pro které je T. regenti přirozený definitivní hostitel. Při 

bližším pohledu na hypertrofované astrocyty v elektronovém mikroskopu byly v 

jejich cytoplasmě v okolí schistosomul T. regenti detekovány nejen GFAP
+
 filamentové 
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svazky a mitochondrie, ale rovněž množství glykogenových granul. Glykogen deponovaný 

v astrocytech přitom představuje hlavní energetickou zásobu neuronů i ostatních gliových 

buněk v CNS (Dringen a kol. 1993; Phelps 1975) a jeho zvýšená akumulace v cytoplasmě 

astrocytů byla zaznamenána také při traumatických poraněních či ischemických stavech 

mozku (Kajihara a kol. 2001; Watanabe a Passonneau 1974). Vysvětlení je takové, že 

porušené neurony pravděpodobně neodebírají takové množství energie v podobě glykogenu 

jako za fyziologického stavu a ten se proto v astrocytech hromadí (Kajihara a kol. 2001). Jde 

přitom o dočasný stav, po regeneraci nervové tkáně se množství deponovaného glykogenu 

opět přirozeně snižuje (Kajihara a kol. 2001; Watanabe a Passonneau 1974). Z toho zle 

usuzovat, že přítomnost zvýšeného množství glykogenových granul v cytoplasmě astrocytů 

v CNS infikované T. regenti je zřejmě důsledek degradace nervových buněk vlivem migrace 

parazita. To odpovídá i dosavadním výsledkům studia poškození neuronů v okolí 

schistosomul T. regenti pomocí imunohistochemie na prafínových řezech 

(Lichtenbergová a kol. 2001).  

6.1.5. Degradace buněk CNS v blízkosti migrujících schistosomul T. regenti 

V transmisním elektronovém mikroskopu byly v blízkosti larev migrujících myší 

míchou 10 dpi pozorovány buňky s  buněčnou membránou narušenou pravidelně na straně 

kontaktu s červem (Obr. 24B). Cytoplasma těchto buněk se volně vylévala do prostoru. 

Rovněž kolem schistosomul migrujících  submeningeálním prostorem kachen se nacházely 

silně poškozené imunitní buňky (Obr. 26B). Nejednalo se však pouze o buňky v přímém 

kontaktu s červem, ale i v prostoru za migrující larvou. V cytoplasmě některých buněk byla 

patrná výrazná vakuolizace, což může být známkou probíhající apoptózy (Moon a kol. 2000) 

či autofagie (Perrotta a kol. 2011). Poškození buněk v okolí schistosomul migrujících míšním 

parenchymem či submeningeálním prostorem mohlo být způsobeno (1) jako přímý důsledek 

aktivní imunitní odpovědi buněk, či (2) mechanickým poškozením během migrace parazita. 

6.1.6. Zdroje potravy schistosomul T. regenti migrujících CNS 

Za hlavní zdroj potravy pro schistosomula T. regenti migrující CNS je považován myelin 

a degradovaná nervová tkáň,  imunohistochemicky prokázaná v obsahu jejich střeva 

(Blažová a Horák 2005; Horák a kol. 1999; Lichtenbergová a kol. 2011). Střevní obsah 

schistosomul byl pravidelně pozorován i v transmisním elektronovém mikroskopu a ukázalo 

se, že povaha natráveného obsahu přímo souvisela s aktuální lokalizací parazita během 

migrace (Obr. 27). U červů migrujících nervovou tkání míchy se v lumen střeva nacházela 

myelynizovaná nervová vlákna, zatímco larvy lokalizované v submeningeální oblasti kachní 
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míchy měly ve střevě zejména degradující imunitní buňky, které se hojně vyskytovaly 

v okolním prostoru.  

Dospělí jedinci T. regenti se přitom živí krví v nosní sliznici, stejně jako většina 

ostatních zástupců schistosom (Bourns a kol. 1973; Chanová a Horák 2007). 

Hematin z natrávených erytrocytů se ve střevě schistosomul objevuje ve větší míře u kachen 

12 a 13 dpi, kdy jsou lokalizovány v meningeální oblasti bulbus olfactorius. Zdá se tedy, že 

právě meningy mozku kachen mohou být místem, kde juvenilové T. regenti ve větší míře 

přecházejí na jiný zdroj výživy, tedy z nervové tkáně na krev (Chanová a Horák 2007). Ačkoli 

tmavě hnědý pigment byl v malé míře detekován také u schistosomul migrujících kachní 

míchou devátý, výjimečně již šestý dpi (Blažová a Horák 2005). Schistosomula kultivovaná 

in vitro v kultivačním médiu s přidanými kachními erytrocyty nebo homogenizovanou 

nervovou tkání prosperovala překvapivě lépe v médiu s červenými krvinkami, které rovněž 

požírala. Oproti tomu trávení homogenizované nervové tkáně v těchto pokusech nebylo 

zaznamenáno (Chanová a kol. 2009).  

Během pozorování situace in situ v elektronovém mikroskopu nebyly červené 

krvinky ve střevech červů pozorovány. I přesto se zdá, že larvy pravděpodobně nejsou během 

migrace centrální nervovou soustavou specializovány výhradně na trávení nervové tkáně jako 

takové. Přesto, že se zřejmě jedná o hlavní zdroj výživy v této fázi vývoje, jsou schistosomula 

zjevně schopna trávit i některé složky krve, která je hlavní potravou dospělců v nosní sliznici, 

v podobě imunitních buněk infiltrujících do submeningeálního prostoru.  
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6.2. Snížení schopnosti různých kmenů T. regenti domigrovat do CNS 

náhodných hostitelů  

Druh ptačí motolice T. regenti je na katedře parazitologie Přírodovědecké fakulty UK 

udržována v laboratorních podmínkách již od roku 1997 (Horák a kol. 1998a). Laboratorní 

chov slouží, mimo jiné, k experimentálním nákazám kachen i myší (Blažová a Horák 2005; 

Horák a kol. 1999; Hrádková a Horák 2002; Kolářová a kol. 2001; Kouřilová a kol. 2004b; 

Lichtenbergová a kol. 2011). Empiricky bylo zjištěno, že po několika letech se u laboratorně 

chovaného kmene T. regenti opakovaně objevují problémy jako je pokles produkce miracidií 

u definitivních hostitelů, nižší počty migrujících schistosomul v míše definitivního hostitele, 

případně snížená schopnost schistosomul přežívat a migrovat v tělech náhodných savčích 

hostitelů. Proto byl laboratorní kmen T. regenti dle potřeby v nepravidelných intervalech 

(zpravidla každých 3-6 let) posilován jedinci dovezenými z typové lokality 

(Podkadovský rybník) nebo z jiných lokalit s potvrzeným výskytem tohoto druhu parazita 

v přírodě. V době zahájení experimentů v rámci předkládané diplomové práce klesla 

u stávajícícho laboratorního kmene T. regenti schopnost schistosomul domigrovat do CNS 

u myší až na kriticky nízkou hranici. Při navýšené infekční dávce 3000 cerkárií, což je 

dvojnásobek standardní dávky používané pro stejný typ nákaz do té doby 

(Blažová a Horák 2005; Horák a kol. 1999; Hrádková a Horák 2002; Kolářová a kol. 2001; 

Kouřilová a kol. 2004b; Lichtenbergová a kol. 2011) bylo po pěti dnech nacházeno v míše 

jedné myši zpravidla 0-4 schistosomula. U kachen přitom situace zůstávala uspokojivá, ačkoli 

i zde bylo zaznamenáno snížení produkce miracidií i množství schistosomul v míše. Aby bylo 

možné pokračovat v experimentech na myších, bylo rozhodnuto o zavedení zcela nového 

laboratorního kmene T. regenti, který se nakonec podařilo získat díky spolupráci 

s Dr. Miroslavou Soldánovou z parazitologického Ústavu Biologického centra AV ČR 

v Českých Budějovicích z rybníku Hejtman v Jižních Čechách. Z důvodu jiných dlouhodobě 

probíhajících experimentů v laboratoři helmintologie PřF UK, které vyžadovaly zachování 

stávajícího kmene T. regenti, byl nově dovezený kmen T. regenti chován  odděleně od 

stávajícího a po ověření lepší schopnosti přežívání u savčích hostitelů (zpravidla 5-15 

schistosomul v míše jedné myši při nákaze 1500 cerkárií) byl následně používán 

k experimentálním nákazám myší pro účely této diplomové práce. Vyvstává však otázka, 

z jakého důvodu dochází u laboratorně udržovaného kmene parazita k náhlému poklesu 

životaschopnosti vývojových stádií v hostiteli. Podle dostupných zdrojů i zkušeností 

z helmintologické laboratoře je to zřejmě způsobeno dlouhodobým, opakovaným 
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pasážováním v laboratorních podmínkách (Chanová a Hrdý 2016; Macháček 2016). 

V izolované populaci parazita totiž dochází k příbuzenskému křížení (inbreeding), který se 

opakuje i v každé další generaci. Pro konkrétní představu lze upřesnit, že při jednom cyklu 

parazita (viz 3.2.1.) dosáhne z infekční dávky 1500 cerkárií dospělosti pouze několik červů 

v řádu jednotlivců. Z jejich potomstva se nakazí pomocí miracidií stovky mezihostitelských 

plžů, kteří poté slouží jako zdroj nepohlavním množením vzniklých cerkárií pro další infekci 

kachen. Z dlouhodobého hlediska má inbreeding patrně vliv na snížení fitness celé populace 

(inbrední deprese; Dolgin a kol. 2007).  Nabízí se proto hypotéza, že inbrední larvy T. regenti 

postupně ztrácejí schopnost efektivně unikat imunitnímu systému hostitele a pronikat do jeho 

CNS. Tento jev je pravděpodobně patrný dříve u myší než u kachen, neboť myši představují 

náhodné, nespecifické hostitele, na které není parazit tak úzce adaptován. V přírodě 

k inbreedingu v tak vysoké míře obvykle nedochází. Příkladem toho může být i studie 

genetické diverzity populací S. mansoni u lidí v severním Senegalu (Broeck a kol. 2014), 

u kterých autoři identifikovali více rozdílných kmenů S. mansoni, přičemž toto číslo rostlo 

s věkem hostitele. V případě ptačí motolice T. regenti je v předcházení příbuzenskému křížení 

velkou výhodou možnost snadného přelétávání definitivních hostitelů (vrubozobých ptáků) 

mezi lokalitami (vodními plochami) s různými populacemi parazita.  

Na základě faktu, že křížení mezi jednotlivými kmeny parazita v hostiteli snižuje 

míru inbrední deprese populací a zajišťuje genetickou diverzitu parazitů v prostředí (Broeck a 

kol. 2014) lze předpokládat, že problém inbredního chovu T. regenti a jeho snižující se 

schopnosti přežívat u savčích hostitelů bude potřeba i do budoucna řešit opakovaným 

přidáváním nových kmenů parazita dovezených z přírody. Předpokladem pro takový postup je 

vždy důsledné ověřování druhové příslušnosti, případně i genetické variability každého nově 

přivezeného kmene molekulárně biologickými metodami, pečlivé vedení dlouhodobých 

záznamů o původu konkrétních kmenů a o změnách zejména ve schopnosti přežívat v míše 

experimentálních myší. 
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6.3. Použití imunohistochemických metod při studiu migrace schistosomul 

T. regenti CNS hostitele 

6.3.1. Fluorescenční značení gliových buněk u myší a kachen 

Ke studiu vzájemných interakcí buněk CNS se schistosomuly T. regenti v míše kachen a myší 

bylo potřeba imunohistochemicky naznačit základní buněčné typy – tedy astrocyty 

a mikroglie. Jako nejefektivnější byla zvolena metoda protilátkového fluorescenčního značení 

na kryořezech. Pro myši, běžně využívaná laboratorní zvířata, existuje celá řada komerčně 

dostupných protilátek. To však neplatí v případě kachen.  

Ke značení astrocytů u myší a savců obecně, se běžně využívá protilátky proti GFAP 

(Eng a kol. 1971; Lichtenbergová a kol. 2011). Jedná se o hlavní protein intermediálních 

filament v cytoskeletu astrocytů. Tato struktura je konzervovaná napříč obratlovci 

(Bignami a kol. 1972), což umožňuje využití běžně dostupných protilátek proti GFAP 

i v případě kachních astrocytů (Zaid a kol. 2016). 

Jako specifický marker mikroglií u savců se používá především protilátka proti 

Iba1 molekule (Ito a kol. 1998; Oshawa a kol. 2000). Jelikož je však tato molekula 

produkována také makrofágy, nelze na základě imunohistochemického značení ani 

morfologie tyto buněčné typy s jistotou rozeznat (Oshawa a kol. 2000). U myší nakažených 

T. regenti byla tato protilátka použita k identifikaci mikroglií/makrofágů již dříve 

(Lichtenbergová a kol. 2011). Kachní mikroglie se však touto protilátkou naznačit nepodařilo 

(viz 9.1.; Tabulka 4). 

Naprostá většina studií zabývajících se výzkumem ptačí nervové soustavy využívá 

jako modelové organismy kuřata, případně křepelky, pro které jsou v omezené míře dostupné 

i komerčně vyráběné protilátky. Jednou z testovaných protilátek proto byla i KUL01 (viz 9.1.; 

Tabulka 4), která se využívá jako specifický marker buněk monocyto-makrofágové řady 

u kuřat (Mast a kol. 1998). Podle výrobce lze tuto protilátku využít i k naznačení 

aktivovaných mikroglií. V naší laboratoři se podařilo pomocí KUL01 značit kachní buňky 

monocyto-makrofágové řady na krevním roztěru. Mikroglie na kryořezech kachní míchy se 

však lokalizovat nepodařilo.  

Další zvažovanou možností bylo značení mikroglií pomocí protilátky HIS-C7, 

která rozpoznává CD45 (Cluster of Differentiation) homolog u kuřat (Jeurissen a kol. 1988) 

ale byla použita i jako specifický marker mikroglií v kuřecím mozku (Cuadros a kol. 2006). 

Srovnatelnou protilátkou využívanou ke značení mikroglií u křepelek je také QH 1 (Quail 

Hemangioblastic marker; Navascue  s a kol. 1995). U obou se však ukázalo, že reciproční 
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použití těchto protilátek (HIS-C7 u křepelek a QH 1 u kuřat) není funkční 

(Cuadros a kol. 2006) a proto bylo nakonec od jejich využití u kachen ustoupeno.  

Protože se komerčně testované protilátky ukázaly pro účel studia mikroglií 

u kachen jako nevhodné, byla pozornost zaměřena i na možnost využít k histochemické 

lokalizace pomocí lektinů. Jedná se o proteiny neimunní povahy, které specificky váží 

cukerné skupiny na povrchu buněk, obdobně jako protilátky váží buněčné antigeny. Jako 

lektiny rozpoznávající mikroglie jsou uváděny například 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) či Wheat Germ agglutinin (WGA; 

Colton a kol. 1992). Pro značení kachních mikroglií byl nakonec zvolen lektin Ricinus 

Communis Agglutinin 1 (RCA-1; Bröjer a kol. 2012; Mannoji a kol. 1986), který byl 

s úspěchem již dříve využit pro značení imunitních buněk CNS u kachen (Bröjer a kol. 2012). 

Zmíněný lektin se v mozkové tkáni váže na mikroglie, ne však na astrocyty, oligodendrocyty 

ani neurony (Mannoji a kol. 1986; Suzuki a kol. 1988). Kromě mikroglií se však RCA-1 váže 

také na makrofágy a endotelové buňky cév (Mannoji a kol. 1986). Značení lektinem RCA-1 

tedy neumožňuje rozlišení aktivovaných mikroglií od infiltrovaných krevních makrofágů 

v infikované tkáni (Colton a kol. 1992). Pro ověření funkčnosti posloužily kryořezy myší 

míchy značené zároveň lektinem RCA-1 a protilátkou proti Iba1 molekule (Obr. 12). Protože 

se oba signály překrývaly, lze lektin RCA-1 doporučit jako jednoduchou a levnou, ovšem 

méně specifickou variantu využitelnou k detekci aktivovaných buněk monocyto-makrofágové 

řady v myší CNS. Zároveň se však jedná o prozatím jedinou ověřenou funkční metodu 

značení buněk monocyto-makrofágové řady v nervové soustavě kachen. 

6.3.2. Využití imuno-transmisní elektronové mikroskopie při studiu migrace T. regenti 

CNS hostitele in situ 

Světelná mikroskopie, zvláště v kombinaci s imunolokalizací (tzv. imunohistochemie, IHC), 

poskytuje přehled o buňkách nacházejících se v okolí parazita. Limitujícím faktorem je však 

rozlišení světelného mikroskopu, které vylučuje detailnější pohled na studované objekty. 

Toto umožňuje transmisní elektronová mikroskopie (TEM), pomocí které je možné se zaměřit 

na ultrastrukturu jednotlivých buněk, případně i zhodnotit možná poškození.  

Nevýhodou standardní TEM je identifikace pozorovaných objektů pouze na 

základě ultrastrukturálních znaků. Výhody imunohistochemie a transmisní elektronové 
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mikroskopie kombinuje tzv. imuno-transmisní elektronová mikroskopie (iTEM). Tato metoda 

umožňuje imunolokalizaci pozorovaných buněčných struktur přímo na ultratenkých řezech.  

Jednou z metod je tzv. imunogold, založený na značení buněčných epitopů 

pomocí sekundárních protilátek, které jsou pomocí bakteriálních proteinů A nebo 

proteinů G konjugovány se zlatými partikulemi.  Ty jsou v elektronovém mikroskopu patrné 

jako elektrondenzní body. Výhodou této metody je možnost velmi přesné imunolokalizace na 

konkrétních buněčných strukturách a to při velkém rozlišení elektronového mikroskopu 

(např. Miyake a Colguhoun 2012; Paul a kol. 2012; Perrotta a kol. 2011; Sogn a kol. 2013; 

Stirling 1989). Tato metoda našla uplatnění i při výzkumu T. regeni, kde byla úspěšně využita 

pro detekci imunoreaktivních epitopů vyskytujících se zejména na povrchu a 

v subtegumntálních buňkách různých vývojových stádií (Chanová a kol. 2012). 

6.3.2.1. Zpracování tkáně pro i-TEM za nízkých teplot 

Nejdůležitějším aspektem při imunohistochemických metodách obecně je zachování buněčné 

antigenicity. Nejšetrnější metodou zpracování tkáně v klasické světelné imunohistochemii je 

kryofixace, případně její kombinace s chemickou fixací. Mrazové metody se využívají 

i v imuno-transmisní elektronové mikroskopii. Například metoda zvaná Tokuyasu (Tokuyasu 

1973), založená na prosycení studovaných vzorků kryoprotektanten a následném prudkém 

zamražení.Nízké teploty je pak potřeba udržovat i při následném ultratenké krájení na kryo-

ultramikrotomu. . Jiným a z mrazových metod zároveň velmi často používaným způsobem 

zpracování vzorků pro iTEM je metoda tzv. zmrazování za vysokého tlaku, neboli High 

Pressure Freezing (HPF) kombinovaná s následnou kryosubstitucí a zaléváním do pryskyřic 

(Moor a Riehle 1968, citováno dle Moor 1987). Během tohoto procesu dochází k rychlému 

zamrazení vzorku za vysokého tlaku, čímž se předchází tvorbě ledových krystalů, a tedy 

i poškození buněk a tvorbě artefaktů (Moor 1987). Vzniklé pryskyřicové bločky však lze 

krájet už na klasickém ultramikrotomu při pokojové teplotě. Stejně jako u metody Tokyashu, 

i v tomto případě je limitující velikost vzorku (do 200 µm).  

Touto metodou se sice mimo buněčné kultury podařilo zpracovat i celé helminty 

drobného vzrůstu (Fischer a kol. 2014; Chanová a kol. 2012; Kolotuev a kol. 2010), problém 

však nastává při zpracování celé tkáně. Infikovanou míchu nebylo pro potřeby předkládané 

práce možné rozkrájet na části kratší než 1 - 2 mm, aby nedošlo k uvolnění schistosomul 

z tkáně. Takové vzorky jsou však pro zpracování metodou Tokuyasu či HPF příliš velké. 

Tokuyasu metoda zároveň neumožńuje postupné prokrajování tkáně na mikrotomu 
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při pokojové teplotě za účelem identifikace schistosomul na řezech před jejich dalším 

zpracováním.  

6.3.2.2. Zpracování vzorků pro i-TEM při pokojové teplotě (LR White) 

Po zavržení kryofixace bylo přistoupeno k chemické fixaci a zalévání tkáně do pryskyřice 

LR White, která je vhodná i pro následné značení zlatými partikulemi (Miyake a Colquhoun 

2012; Newman a Hobot 1987; Stirling 1989). Klíčovými body jsou v tomto případě: (1) 

omezení fixace glutaraldehydem, který proniká do tkání pomaleji než formaldehyd a hůře 

zachovává antigenicitu vzorku, (2) vynechání postfixace OSO4, který maskuje antigeny před 

samotným značením a (3) použití akrylových pryskyřic, které oproti epoxidovým pryskyřicím 

lépe zachovávají antigeny (Murtey 2016; Stirling 1989). Pro dosažení optimálních výsledků je 

nutné pryskyřici polymerizovat pod UV světlem, o něco horší výsledky přináší polymerizace 

při teplotě do 50 ºC po dobu 48 hodin (dle výrobce, FLUKA). V případě vzorků 

zpracovávaných na diplomovou práci se nejlépe osvědčila polymerizace bločků pomocí UV 

po dobu 48 hodin při 4 ºC a následně po dalších 72 hodin při pokojové teplotě, která byla 

testována po konzultaci se zkušenějšími kolegy (Fraiberk, ústní sdělení).  

Z takto zpracované tkáně v LR White pryskyřici byly později krájeny ultratenké 

řezy myší míchou, na kterých se pomocí imunogoldu podařilo lokalizovat astrocyty 

a mikroglie v okolí migrujícího parazita. Metoda však s sebou přinesla řadu problémů, které 

bylo nejprve nutné vyřešit.  

Aby nedocházelo k poškození křehkých ultratenkých řezů vlivem proudu 

elektronů v elektronovém mikroskopu, potahují se síťky uhlíkovou vrstvou. To je však možné 

až po dokončení značení, jelikož uhlíková vrstva překrývá buněčné epitopy. Přetrvávajícím 

problémem však bylo potrhání či odplavování řezů ze síťek během jejich značení na kapkách 

roztoků. Proto byly řezy montovány na síťky předem potažené formvarovou blánou, která 

jejich odplavování zamezila. Na formvarovou blánu se však nespecificky vázaly zlaté 

partikule během značení. Tato komplikace byla vyřešena delším časem blokování 

a intenzivnějším promýváním mezi jednotlivými kroky značení. Lepších výsledků bylo 

zároveň dosahováno při použití Tris pufru jako základního pufru pro přípravu roztoků, oproti 

PBS. 

6.3.2.3. Identifikace buněčných typů pomocí kombinace i-TEM se standardní TEM 

Mnoho prací popisujících konkrétní buněčné typy v nervové soustavě tak činí pouze na 

základě ultrastruktury bez současného ověření správné determinace pomocí imunolokalizace 

(Griffin a kol. 1972; Uehara a Ueshima 1985). Při takovém hodnocení velmi záleží na 
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zkušenosti pozorovatele a jeho kvalifikovaném odhadu. V případě předkládané diplomové 

práce byla snaha minimalizovat možné omyly při identifikaci, a proto byla TEM 

kombinována s iTEM. Imuno-transmisní elektronová mikroskopie umožňuje imunolokalizaci 

požadovaných struktur v elektronovém mikroskopu, nevýhodou však zůstává nízký kontrast 

a hůře zachovalá ultrastruktura pozorovaného objektu. Z tohoto důvodu je při definování 

buněčných typů pomocí imunolokalizace vhodné konfrontovat získané výsledky se standardní 

transmisní elektronovou mikroskopií. Oba přístupy však vyžadují jiný způsob fixace i dalšího 

zpracování. U infikovaných kachen byla proto vždy polovina míchy fixována pro iTEM 

a polovina pro standardní TEM. U perfundovaných myší toto možné nebylo. Možným 

řešením by bylo využití dvou jedinců nakažených stejným způsobem, nebo ustoupení od 

perfuze s rizikem nižšího zachování pozorované tkáně. 

6.3.3. Využití korelační světelné a elektronové mikroskopie při studiu schistosomul 

T. regenti migrujících CNS hostitele 

Spolehlivá identifikace značených struktur pomocí imunogoldu je však možná pouze při 

velkém zvětšení. S tím se zároveň vytrácí komplexita při širším pohledu na situaci v nakažené 

tkáni. Oproti klasické IHC (fluorescenční mikroskopie) je jistým omezením i efektivní 

aplikace vícenásobného značení různých struktur na jednom řezu pomocí zlatých partikulí 

odlišných velikosti (5, 10 a 15 nm) a jeho vyhodnocování (Humbel a Biegelman 1992; 

Humbel a kol. 1998) Oba nedostatky by dokázala eliminovat technika, zvaná korelační 

světelná a elektronová mikroskopie (Correlative Light and Electron Microscopy; CLEM). 

Tato pokročilá zobrazovací metoda využívá spojení obrazů pozorovaného objektu ze 

světelného (zpravidla fluorescenčního) a elektronového mikroskopu (transmisního 

i skenovacího). Výsledkem je tedy (1) komplexní a široký pohled na celé místo zájmu ve 

světelném mikroskopu, (2) imunolokalizace požadovaných struktur ve světelném, a zároveň 

v elektronovém mikroskopu a (3) známá ultrastruktura konkrétního objektu pozorovaného při 

velkém rozlišení elektronového mikroskopu. Díky těmto vlastnostem je CLEM hojně 

využívána zejména při in vitro pokusech na buněčných kulturách (Peddie a kol. 2014; 

Rijnsoever a kol. 2008; Watson a kol. 2003). V parazitologii nalézá své uplatnění například při 

in vitro studiu prvoků (Forestie a kol. 2011, Loussert a kol. 2012). K získání uceleného 

pohledu na vzájemné vztahy hostitele a parazita v případě T. regenti v míše však bylo nutné 

aplikovat tuto metodu in situ, tedy na tkáňové řezy. Tento ne zcela běžný přístup má potenciál 

odhalit zcela nový pohled na vzájemné interakce zkoumaného parazita, při pokusu o uvedení 

do praxe s sebou však přinesl i celou řadu komplikací, které budou popsány níže. 
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6.3.3.1. Využití nanopartikulí při CLEM 

Pro kombinaci fluorescenčního signálu ve světelné mikroskopii se signálem v podobě 

denzních nanopartikulí se nabízí volba komerčně vyráběných sekundárních protilátek 

FluoroNanogold (Robinson a Vandré 1997; Takizawa a Robinson 2000) či Quantum dots 

(Giepsmans a kol. 2005; Watson a kol. 2003). Výhodou FluoroNanogoldu je fluorescenční a 

imunogoldové značení v jednom kroku, nicméně komerčně jsou dostupné pouze 

nanopartikule o velikosti 1,4 nm, které jsou pro zvolený účel příliš drobné a vyžadují inkubaci 

s koloidním kovem pro zvýšení signálu (Robinson a Vandré 1997). Dostupnost pouze jedné 

velikosti nanopartikulí navíc neumožňuje vícenásobné značení požadovaných struktur na 

jednom řezu, což je při použití Quantum dots možné. Ve většině publikovaných protokolů 

jsou však těmito partikulemi značeny zejména čerstvě nafixované buňky, případně tkáň ještě 

před zaléváním do pryskyřice (tzv. pre-embeding postup; např. Giepsmans a kol. 2005). 

Charakter materiálu využívaného v předkládané práci však pre-embeding značení nedovoluje.  

6.3.3.2. Post-embeding značení pryskyřicových řezů (LR White) pro CLEM 

Z tohoto důvodu bylo přistoupeno k pokusu o fluorescenční značení na polotenkých 

i ultratenkých řezech tkání v pryskyřici LR White, kde již byla ověřena funkčnost značení 

pomocí zlatých partikulí v TEM. Výsledek fluorescenčního značení ultratenkých řezů míchy 

byl však neuspokojivý (slabě se podařilo vizualizovat pouze astrocyty, mikroglie nikoliv), a to 

ani po odmaskování antigenů metodou HIER  (heat-induced epitope retrieval; Brorson 1998; 

Brorson 2001; viz 9.2.3.). Problém s fluorescenčním značením ultratenkých řezů (70 

nanometrů) by mohl být způsoben slabým fluorescenčním signálem z důvodu malého 

množství epitopů na takto slabých řezech. Této teorii ovšem neodpovídá úspěšné vyuřití 

fluorescenčního značení například na ultratenkých řezech zpracovaných kryometodami 

(Vicidomini 2010). V takovém případě by navíc bylo možné vizualizovat epitopy na 

polotenkých nebo silnějších přehledových řezech (2 µm) na podložním skle. Ani tento způsob 

však nebyl úspěšný. Pokud tedy došlo během zpracování tkáně k poškození buněčných 

epitopů, mohlo se tak stát (1) během fixace tkáně, či (2) během procesu zalévání do 

pryskyřice. Vliv fixace tkáně lze vyloučit. Tkáň byla při zpracování na imunogold i CLEM 

fixována shodným způsobem, fixáž byla rovněž otestována na kryořezech, kde se buňky 

vizualizovat podařilo. V případě, že by došlo k narušení antigenicity vzorku během procesu 

zalévání do pryskyřice, kromě fluorescenční imunolokalizace by byla omezena i možnost 

detekce imunogoldem.  
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6.3.3.3. Metoda postupného snižování teploty při CLEM  

Poslední z metod vyzkoušených za účelem získání fluorescenčního i elektrondenzního signálu 

ve tkáni s lokalizovaným parazitem je metoda pomalého snižování teploty, neboli progressive 

lowering of temperature (PLT, Carlemalm a kol. 1982). Nízké teploty (až −35 °C) během 

dehydratace a prosycování tkáně by měly zabránit procesu denaturace proteinů a lépe tak 

zachovat buněčné epitopy. Metoda PLT (viz 9.2.1.) byla na vzorcích míchy infikované myši 

vyzkoušena ve spolupráci s Ing. Janou Nebesářovou, CSc a Petrou Masařovou z Laboratoře 

elektronové mikroskopie při Biologickém centru AV ČR v Českých Budějovicích. Tato 

metoda vylučuje použití pryskyřice LR White, která zamrzá při teplotách pod −20 °C 

(Newman a Hobot 2001). Z tohoto důvodu byla tkáň zalévána do pryskyřice Lowicryl K4M, 

která je rovněž doporučovaná při značení zlatými partikulemi, navíc si i při nízkých teplotách 

během prosycování zachovává velmi nízkou viskozitu (Altman a kol. 1984; 

Carlemalm a kol. 1982).  

Při aplikaci zkoušeného protokolu na nervovou tkáň (viz 9.2.1.) byly výsledné 

bločky příliš křehké a během krájení na mikrotomu a při následné manipulaci se řezy velmi 

snadno trhaly. Uspokojivé nebyly ani výsledky krájení ultratenkých řezů na ultramikrotomu. 

Z tohoto důvodu nebylo možné ověřit úspěšnost/neúspěšnost imunogoldového značení 

v elektronovém mikroskopu. Fluorescenční značení polotenkých ani ultratenkých řezů rovněž 

nebylo úspěšné. Metoda PLT s využitím Lowicrylu K4M však byla z časových důvodů 

vyzkoušena pouze jednou. 

Přes množství protokolů, aplikujících CLEM na buněčné kultury či tkáně 

(např. 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 

nepodařila optimalizovat pro použití na míchy infikované schistosomuly T. regenti. 
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7. ZÁVĚR 

Cílem předkládané diplomové práce bylo zhodnocení vzájemných interakcí buněk centrálního 

nervového systému hostitele zodpovědných za imunitní reakci (zejména mikroglií a astrocytů) 

s neurotropními larvami ptačí motolice Trichobilharzia regenti. Dosavadní studie, zabývající 

se touto problematikou, využívaly pro zodpovězení kladených otázek zejména metody 

klasické histologie nebo imunohistochemie na parafínových řezech. Kromě těchto in situ 

přístupů byly interakce parazita a hostitele hodnoceny i v systému in vitro. Předkládaná 

diplomová práce se zaměřuje na charakterizaci těchto procesů in situ, tedy přímo ve tkáni 

hostitele, nově však také na ultrastrukturální úrovni. K tomu bylo využito transmisní 

elektronové mikroskopie (TEM) v kombinaci s imunohistochemickými metodami. 

 

Výstupem předkládané práce jsou zejména tyto výsledky: 

 

1. V okolí schistosomul migrujících kachní i myší bílou hmotou míchy byly pozorovány 

dosud přehlížené buňky s výrazně zploštělým jádrem. S velkou pravděpodobností se 

jedná o bipolární mikroglie, podílející se na časné imunitní odpovědi v CNS a spolu 

s astrocyty i na izolaci larev od neporušené tkáně.  

 

2. Pomocí TEM se v in situ podmínkách podařilo zdokumentovat známky degradace 

tegumentu parazita (vakuolizace, odlučování povrchové membrány) vlivem imunitní 

odpovědi hostitele (výskyt fagocytujících mikroglií/makrofágů s panožkami a 

množstvím lysozomů v cytoplasmě) a zvýšenou aktivní snahu parazita o opravu 

tegumentu v místě kontaktu s imunitními buňkami hostitele (zvýšená sekrece 

tegumentálních tělísek). 

 

3. Při infekci 10 dpi byl potvrzen výrazný rozdíl mezi kachním a myším hostitelem ve 

výskytu infiltrovaných imunitních buněk v submeningeálním prostoru. Tegument 

schistosomul migrujících tímto prostorem s velkým množstvím infiltrovaných 

imunitních buněk u kachen přesto nevykazoval výrazné známky poškození.  
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4. V TEM bylo u hypertrofovaných astrocytárních výběžků oddělujících migrující larvy 

od zdravé tkáně patrné zvýšené množství filamentových svazků. U myší byla aktivace 

astrocytů patrná dříve (již 5 dpi), než u kachen (10 dpi), což pravděpodobně souvisí 

s adaptací schistosomul na ptačího definitivního hostitele. Dále bylo v astrocytech 

poblíž migrujících larev zaznamenáno zvýšené množství glykogenových granul 

potvrzující poškození okolních neuronů.  

 

5. Díky TEM bylo nově zjištěno, že střeva schistosomul migrujících submeningeálním 

prostorem byla vyplněna natrávenými imunitními buňkami infiltrovanými pod 

meningy z krevního řečiště. Střeva schistosomul migrujících míšním parenchymem 

přitom obsahovala natrávená myelinizovaná nervová vlákna. Schistosomula migrující 

nervovou soustavou tedy zřejmě nejsou adaptována pouze na požírání nervové tkáně, 

ale jejich potrava úzce souvisí s aktuální lokalizací během migrace (míšní parenchym 

vs. submeningeální prostor). 

 

6. Přes dosavadní neúspěchy se značením kachních mikroglií/makrofágů pomocí 

komerčně dostupných protilátek byly tyto buňky úspěšně lokalizovány fluorescenčně 

značeným lektinem Ricinus Communis Agglutinin 1. Na kryořezech myší míchy bylo 

následně potvrzeno souběžné značení mikroglií/makrofágů anti-Iba1 protilátkou a 

lektinem RCA-1. Tento lektin lze tedy doporučit jako levnější a jednodušší variantu 

detekce myších imunitních buněk CNS zahrnující i mikroglie/makrofágy. 

 

7. Pomocí metody imunogold se podařilo identifikovat některé buněčné typy CNS 

hostitele v okolí migrujících larev T. regenti přímo v elektronovém mikroskopu. Po 

konfrontaci takto získaných znalostí o ultrastruktuře konkrétních buněčných typů bylo 

následně možné posoudit jejich interakce s parazitem pomocí standardní transmisní 

elektronové mikroskopie. 

 

8. Při pokusu o zavedení korelační světelné a elektronové mikroskopie (CLEM) 

v kombinaci s fluorescenčním značením vyvstaly problémy s aplikací této metody na 

infikované míchy in situ plynoucí z povahy studovaného materiálu. Přes snahu o 

optimalizaci se CLEM nepodařilo úspěšně použít. 
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Nové metodické přístupy aplikované na již zavedené modelové organismy často pomáhají 

zpřesňovat, korigovat nebo dokonce revidovat starší výsledky. Mnohdy přináší i zcela nové 

poznatky. Tak tomu bylo u imunohistochemie na kryořezech, standardní TEM a iTEM při 

studiu migrujících schistosomul T. regenti. Všechny tři metody, mimo jiné, přinesly nové 

informace o vzájemných interakcích mezi buňkami v míše hostitele a parazitem T. regenti na 

ultrastrukturální úrovni, které mohou pomoci pochopit proces potlačování infekce 

obratlovčím hostitelem v CNS.  

Zavedení pokročilejších metod, jmenovitě iTEM v kombinaci se standardní TEM, 

nebo CLEM však s sebou přináší řadu komplikací, které výrazně znesnadňují jejich aplikaci 

na celé tkáně, zvláště, pokud je potřeba ve vzorcích hledat konkrétní místa, jako tomu bylo u 

experimentů v diplomové práci.  

V případě úspěšného zvládnutí nových metod však jejich využití přináší řadu 

nových poznatků, které by jinými přístupy nebylo možné získat. Pro jejich rutinní zavedení je 

však potřeba dalších optimalizací umožňujících efektivnější využití těchto metod na větším 

počtu experimentálních zvířat.  
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9. PŘÍLOHY 

V následujícím textu jsou předloženy verze protokolů a postupy, které byly v rámci 

předkládané práce vyzkoušeny, nicméně nepřinesly uspokojivé výsledky.  Účelem zveřejnění 

těchto postupů by mělo být určení směru pro případné zájemce, kteří by rádi využili a dále 

rozšířili a optimalizovali metody popisované v předkládané práci. 

9.1. Značení kachních mikroglií/makrofágů na kryořezech 

Protože kachní mikroglie/makrofágy nereagovaly s protilátkami využívanými ke značení 

mikroglií u myší, byla vyzkoušena protilátka KUL01 značící buňky monocyto-makrofágové 

řady u kuřat (Mast a kol. 1998). Dle výrobce by tato protilátka měla reagovat také 

s aktivovanými mikrogliemi. U kachen však nebylo její použití úspěšné a protilátkové značení 

bylo nahrazeno značením lektinovým (viz 4.2.2.). 

 

Tabulka 4 – Protilátky a jejich ředění neúspěšně zkoušené ke značení  mikroglií/makrofágů v CNS kachen. 

IRIHC – Inkubační roztok pro imunohistochemii (viz 4.2.1.1). 

 

Primární protilátka Ředění v IRIHC  Sekundární protilátka Ředění v IRIHC 

Monoclonal rabbit anti- 

Iba1 antibody (WAKO) 
1:250, 1:100 

Goat anti-rabbit Alexa 

Fluor
®
 488 (INVITROGEN) 

1:1000 

Mouse anti Chicken 

Monocyte/Macrophages 

(KUL01; ABD SEROTEC) 

1:250, 1:100 

Donkey anti-mouse 

Alexa Fluor
®
 488 

(INVITROGEN) 

1:1000 

 

9.2. Imuno-transmisní elektronová mikroskopie 

9.2.1. Postup zpracování tkáně metodou PLT 

Metoda postupného snižování teploty (PLT) byla zkoušena na infikované myší míše, 10 dpi. 

Fixace tkáně probíhala stejným způsobem a stejným fixačním roztokem jako v případě tkáně 

zpracovávané při pokojové teplotě a zalévané do pryskyřice LR White (viz 4.4.1).  

 Druhý den byla nafixovaná tkáň převezena do Laboratoře elektronové mikroskopie 

(Biologické centrum AV ČR, České Budějovice). Během transportu byla tkáň ve fixačním 

roztoku uchovávána na ledu. Nafixovaná a promytá tkáň byla po konzultaci s Ing. Janou 

Nebesářovou, CSc. a Petrou Masařovou zpracovávána v kryosubstituční jednotce LEICA 

EMAFS  podle protokolu odvozeného od metodiky uvedeného v článku autorů Fabig a 

kolektiv 2012 následujícím způsobem: 
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Roztoky pro zpracování tkáně metodou PLT: 

 Vzestupná etanolová řada – 30%, 50%, 70%, 80%, 100% 

 Lowicryl K4M 

 komponent A – 2,4 g 

 komponent B – 17,3 g 

 komponent C – 0,1 g 

 

Postup zpracování tkáně v kryosubstituční jednotce 

 T1: teplota 0 °C udržovaná po dobu 30 min – 30% etanol 

 S1: postupné stoupání na teplotu 20 °C po dobu 60 minut – 50% etanol 

 T2: teplota −20 °C udržovaná po dobu 30 minut – 70% etanol 

 S2: postupné stoupání na teplotu 20 °C po dobu 30 minut – 80% etanol 

 T3: teplota −30 °C udržovaná po dobu 18 hodin – následující 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 – čistý Lowicryl K4M 

 T4: teplota −30 °C udržovaná po dobu 48 hodin – čistý Lowicryl K4M, polymerizace 

UV světlem 

Připravené bločky byly zpracovávány a krájeny stejným způsobem, jako v případě pryskyřice 

LR White (viz 4.4.1). Následně byly imunohistochemicky značeny metodou imunogold 

shodným způsobem jako LR White ultratenké řezy (viz 4.4.2). Postup fluorescenčního 

značení je popsán níže. 

9.2.2. Fluorescenční značení pryskyřicových řezů pro CLEM 

Neúspěšné pokusy o fluorescenční značení byly aplikovány jak na řezy 2 µm silné na 

podložním skle, tak i na ultratenké řezy na elektronmikroskopických síťkách. Postup byl 

vyzkoušen na řezech tkáně zalévané v pryskyřici LR White (viz 4.4.1.) i Lowicryl K4M 

(viz výše). 
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Fluorescenční značení  řezů silných 2 µm na podložních sklíčkách 

Postup značení probíhal shodným způsobem, jako značení kryořezů – nejprve byly 

vyzkoušeny roztoky pro IHC (viz 4.2.2.1.), poté i roztoky pro iTEM (viz 4.4.2.1).  

 

Fluorescenční značení ultratenkých řezů 

Ultratenké řezy byly fluorescenčně značeny stejným způsobem, jako v případě metody 

imunogold až do fáze vymývání sekundárních protilátek (viz 4.4.2.2.), rovněž primární 

protilátky byly ředěny na stejné hodnoty, jako v případě úspěšně použitého značení zlatými 

partikulemi (viz Tabulka 2). Následně byly síťky montovány na podložní skla pomocí 

montovacího media VectaShielD s DAPI. Ozkoušeny byly roztoky modifikované jak pro IHC 

tak i pro iTEM.  

9.2.3. Odmaskování epitopů metodou HIER (Brorson 1998) 

Jelikož žádný způsob fluorescenčního značení pryskyřicových řezů na podložních sklech i 

ultratenkých řezů na elektronmikroskopických síťkách nebyl úspěšný, před samotné značení 

byl navíc zařazen krok odmaskování antigenů citrátovým pufrem. 

 

Složení citrátového pufru (připravený pufr byl uchováván při 4 °C maximálně týden) 

 0,01 M citrátový pufr, pH 0,6  

 0,05% Tween 20 

 

Postup odmaskování epitopů metodou HIER 

Podložní skla byla zahřívána v nádobě s citrátovým pufrem 3x3 minuty v mikrovlné troubě 

při výkonu 500 kV, následně byly v pufru ponechány dalších 15 minut při pokojové teplotě.  

Elektronmikroskopické síťky s ultratenkými řezy byly zahřívány 

v mikrozkumavkách s 50 µl citrátového pufru v PCR cycleru (C1000 THERMAL CYCLER; BIO-

RAD) 15 minut při teplotě 95 °C a následně zchlazeny na pokojovou teplotu.  

Poté následovalo fluorescenční značení, které je popsáno výše. 


