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Abstrakt

Schopnost orientovat se v téle definitivniho hostitele je v zivotnim cyklu motolic velmi
dilezita. Na rozdil od mnoha poznatkili o orientaci motolic ve vnéj$im prostredi, migracnich
cestach uvniti hostitele a mistech definitivni lokalizace je jen minimum znamo o latkach,
podle kterych se larvy motolic orientuji v téle hostitelt.

V této praci byla testovana chemoorientace schistosomul Trichobilharzia regenti
v podminkach in vitro. Testovany byly frakce nervové soustavy kachny domaci (4nas
platyrhynchos f. domestica), frakce krevniho séra kachen o riizné molekulové hmotnosti,
roztoky NaCl a KCl, D-gluko6za, L-arginin, komeré¢né dostupné neuromediatory
a apolipoprotein A-I. Nejvyssi atraktivitu vykazovalo nefedéné krevni sérum kachny domaci.
Signifikantné atraktivni byly pro schistosomuly také roztoky NaCl v koncentraci 188 mM
a 205 mM, roztok KCl v koncentraci 205 mM a kombinace NaCl, KCI a D-glukézy v
koncentraci NaCl=136 mM, KCI=5 mM, D-gluk6za=5,5 mM. Vzhledem k tomu, ze roztoky
NaCl a KCl o stejné osmolarité (410 mOsm/1) byly stejné atraktivni, zatimco roztok
D-glukdzy o téze osmolarité atraktivni nebyl, domnivame se, Ze stimulem pro migraci jsou
chloridové ionty.

Pti testovani frakei krevniho séra kachny o rizné molekulové hmotnosti byla nejvice
atraktivni frakce 10-30 kDa. Jak se ukézalo, hlavnim atraktantem této frakce byl
apolipoprotein A-I, a to v testované koncentraci 1 mg/ml.

Pokusy s riiznymi inicidlnimi pocty cerkarii prokazaly negativni korelaci mezi
pocatecnim poctem cerkarii a procentem cerkarii, které penetrovaly vrstvou agaru s kyselinou
linolovou.

Sledovani senzorickych papil na apikalnim konci téla cerkarii a schistosomul ukazalo,
ze jedina vhodna metoda pro charakterizaci téchto papil je skenovaci elektronova
mikroskopie. Touto metodou bylo v oblasti CI identifikovano 10 papil tfi morfologickych
typll. Ze dvou detailnéji sledovanych senzorickych papil se se stafim schistosomul zvétSovala

délka jedné papily, a to papily typu VIL

Klicova slova: Trichobilharzia regenti, chemoorientace, cerkarie, schistosomulum, chetotaxe.



Abstract

The ability to orientate themselves in the definitive host body is very important in the life
cycle of trematodes. Contrary to a number of data on trematode orientation in the external
environment, migratory routes within the host and places of definitive localization, little is
known about compounds serving as stimuli during migration.

In this study we tested chemoorientation of Trichobilharzia regenti schistosomula in
vitro. We tested fractions of the nervous tissue homogenate of domectic duck (4nas
platyrhynchos f. domestica), various fractions of the duck blood serum, NaCl and KCl
solutions, D-glucose, L-arginine and commercially available neuromediators and
apolipoprotein A-I. The highest attractiveness was recorded in the case of the blood serum of
domestic duck. Significant attractiveness also showed NaCl solution at concentrations of 188
and 205 mM, KClI solution at concentration of 205 mM and combination of NaCl, KCI and D-
glucose at concentrations NaCl=136 mM, KCIl=5 mM, D-glucose=5,5 mM As the
attractiveness of NaCl and KCIl solutions of the same osmolarity (410 mOsm/l) was equal,
and D-glucose solution of the same osmolarity showed no attractiveness for schistosomula,
we suggest that the chloride ions are the main stimulus for migration.

When various molecular weight fractions of the duck blood serum were tested, 10-30
kDa fraction showed the highest attractiveness. The main attractant was apolipoprotein A-I in
the concentration of 1 mg/ml.

Tests with various initial numbers of cercariae showed negative correlation between
the initial number of cercariae and the percentage of schistosomula that penetrated the layer of
agar with linoleic acid.

Monitoring of sensory papillae at the apical end of the cercariae and schistosomula
showed that the most relevant method for characterization of these papillae is scanning
electron microscopy. Using this method, 10 papillae belonging to three morphological types
were identified. Measurement of two of these papillae reported progressive enlargement of

one papilla of the type VII.

Keywords: Trichobilharzia regenti, chemoorientation, cercariae, schistosomulum, chaetotaxy.
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1. Uvod

Schopnost vyhledat svého hostitele, orientovat se v jeho téle a nalézt vhodné misto, kde
mohou dospét a produkovat vajicka, hraje v Zivotnim cyklu motolic kli¢ovou roli.
Vyhledavani hostitele je zprostiedkovano stadii pfizptisobenymi pro pobyt ve vnéjSim
prostiedi, coZ jsou miracidia a cerkarie. Miracidia jsou k mezihostiteli atrahovéana takzvanymi
»MAGs* (miracidia attracting glycoproteins), coz jsou makromolekularni glykoproteiny
vyluCované mekkysem (Schiff 1969; Haberl a kol. 1995). Cerkarie se ve vnéjSim prostredi
orientuji pomoci foto-, geo-, termo- a chemotaxe a chemokineze. Pfichyceni na definitivniho
hostitele a penetrace do n¢j jsou u schistosomnich motolic vyvolavany reakci na ceramidy,
cholesterol, mastné kyseliny a vyssi teplotu povrchu nez je okolni prostfedi (Feiler a Haas
1988a,b; Haas a van de Roemer 1998). Po ispé$né penetraci nasleduje faze orientace

a migrace v definitivnim hostiteli, kdy musi parazit vyhledat misto své definitivni lokalizace.
V této fazi se larvy orientuji podle chemickych gradientli riznych latek a také podle svétla
(Grabe a Haas 2004a, b; Haas a kol. 2007).

Na rozdil od mnoha poznatki o orientaci motolic ve vnéj$im prostiedi, migracnich
cestach uvniti hostitele a mistech definitivni lokalizace, o orientaci v téle je znamo jen
schopnosti Uspésné nalézt vhodné misto, kde mizou dospét a rozmnozovat se, by se cely
zivotni cyklus pterusil. Znalost chemickych latek, na které cerkarie a schistosomuly reaguji,
by mohla byt uzite€na 1 pfi vyvoji metod pro preruseni Zivotniho cyklu motolic, a tak 1 pro
ochranu osob pied infekci.

Trichobilharzia regenti Horék, Kolatova & Dvorak, 1998 je motolice z kmene
Platyhelminthes, tfidy Trematoda a ¢eledi Schistosomatidae. Jejim mezihostitelem jsou plzi
rodu Radix a definitivnim hostitelem jsou vodni ptaci. V Ceské republice je to predeviim
kachna divoka (4Anas platyrhynchos). Schistosomuly 7. regenti migruji do mista své
definitivni lokalizace, sliznice nosni dutiny ptakii, neobvyklou cestou - perifernimi nervy,
michou a mozkem. V nosni dutiné cervy dospivaji a rozmnoZuji se (Horak a kol. 1998; Horak
a kol. 1999). Cerkarie T. regenti jsou jednim z ptivodcu tzv. cerkariové dermatitity u lidi, coz
je reakce lidského imunitniho systému na proniknuti cerkarii ptacich schistosom (Hordk a kol.
1999, Horak a kol. 2002). Toto onemocnéni provazené intenzivnim svédénim je vzristajicim
problémem nejen v Ceské republice. Stale ziistava otazkou, zda schistosomuly mohou z kiize

pronikat 1 dale do lidské nervové soustavy a poSkozovat ji. RozSiteni znalosti o chovani



schistosomul 7. regenti pti migraci télem definitivniho hostitele a o stimulech, podle kterych

se orientuji, by mohlo pomoci tuto otdzku vyfresit.



2. Literarni prehled

2.1. Chemoorientace cerkarii ve vnéjSim prostiedi

Schopnost orientovat se v prostiedi a v hostiteli je velmi dilezitd pro vSechna Zivotni stadia
motolic. Bez této schopnosti by motolice nedokdzaly vyhledat svého hostitele ani nalézt
vhodné misto uvnitf jeho téla. V priabehu evoluce se vyvinuly rozmanité strategie, které maji

zajistit maximalni uspésnost pii jejich Sifeni a pienosu.

2.1.1. Motolice, jejichZ cerkarie napadaji bezobratlé
Podle gradient chemickych latek se ve vnéj$im prostiedi orientuji predevsim cerkarie
echinostomnich motolic, které napadaji jako druhého mezihostitele mékkyse. Vodni plzi jsou
oproti obratlovelim méné pohyblivi, takZe se kolem nich mize utvotit chemicky gradient
latek, které cerkarie atrahuji. Aby se snizilo riziko penetrace do téhoz plze, ze které¢ho se
cerkarie uvolnila, a tim 1 pfili$ silné nakazy, orientuji se cerkarie echinostomnich motolic
v prvnich chvilich po uvolnéni podle svétla a gravitace a nereaguji na chemické signaly z plze
(Haas 1994; Evans a Gordon 1983, cit. dle. Loy a kol. 2001). Pti vyhledavani hostitele reagu;ji
larvy echinostomnich motolic na chemické latky vyskytujici se v tak zvané ,,SCW* (Snail
Conditioned Water — plzem obyvana voda). V chemoorientaci cerkarii se vyskytuje
variabilita. Naptiklad cerkarie Echinostoma revolutum, Echinostoma trivolvis
a Pseudoechinoparyphium echinatum se orientuji pomoci chemokineze (se zvysujici se
koncentraci stimulu Castéji méni smér pohybu, pii klesajici koncentraci se otoci zpét)
a reaguji na gradient aminokyselin, mo€oviny a amoniaku, zatimco cerkarie Hypoderaeum
conoideum se orientuji pomoci chemotaxe (jsou schopny urcit smér koncentracniho gradientu
atraktantu) a reaguji na oligopeptidy (Haas a kol. 1995b; Korner a Haas 1998a, b; Haberl
a kol. 2000). U prvnich tfi druhil jsou hlavnim signalem aminokyseliny v L-konformaci
s primarni a-aminoskupinou. Typ aminokyseliny a délka peptidového fetézce jsou
nepodstatné. Dodatecnymi stimuly jsou mocovina a amoniak (Korner a Haas 1998b).

Cerkarie echinostomnich motolic nedokaZou rozliSovat mezi latkami vylu€¢ovanymi
riznymi vodnimi zivo€ichy nebo riznymi druhy vodnich plza tak, jak to dokédzou miracidia,
piestoze by to bylo uzite¢né, nebot’ uspéSnost infekce se mezi riiznymi druhy hostitelskych
plza velmi lisi (Haas a kol. 1995a; Fried a kol. 1997). Echinostoma revolutum a P. echinatum,
jejichz cerkarie jsou atrahovany aminokyselinami, nedokaZou rozlisit mezi vzorky vody, ve
které se vyskytovaly rizné druhy plzi, ryby, pulci a pijavky, pokud byla ziedéna tak, aby

aminokyseliny obsaZené v ni mély stejnou koncentraci. Specifita v chemoorientaci tedy
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spociva v ur€ité koncentraci aminokyselin, a ne v urcité specifické kombinaci aminokyselin
(Korner a Haas 1998a). Strategie pro vyhleddvani a identifikaci hostitelského mékkyse a
atraktanty, na které¢ larvalni stadia reaguji, se lisi dokonce 1 mezi miracidii a cerkariemi

jednoho druhu, jak to bylo pozorovano u druhu Echinostoma caproni (Haberl a kol. 2000).

2.1.2. Motolice, jejichZ cerkarie napadaji obratlovce
Cerkarie motolic napadajicich jako dalSiho hostitele obratlovce se po uvolnéni
z mezihostitelského plze a lokalizaci habitatu dalSiho hostitele orientuji pfedevsim podle
svétla (resp. zastinéni) a vodnich proudi, nebo vyckavaji na kontakt s télem hostitele. Na
chemické latky reaguji az v bezprostiedni blizkosti definitivniho hostitele (Haas 1994). Je to
dano tim, Ze cerkarie téchto druhii napadaji ryby, ptaky a savce, ktefi se ve vodnim prostiedi
pohybuji nesrovnatelné rychleji nez vodni plzi. Jedinou vyjimkou jsou cerkarie S. mansoni,

které se podle chemickych latek orientuji i ve vétsich vzdalenostech od hostitele.

Po kontaktu s potencidlnim hostitelem cerkarie vykazuji sérii vzorct chovani:

ptichyceni na hostitele, trvaly kontakt, nalezeni vhodnych mist pro prinik do hostitele

a penetrace do n¢j. Kazda faze miiZze byt vyvolana odliSnymi signaly (Tabulka 1). V téchto

fazich se vyskytuje velka diverzita strategii, stimula¢ni latky se 1is$i podle toho, zda jsou

definitivni hostitelé ryby, ptaci nebo savci (Haas a Haberl 1997).

Tabulka 1: Stimulacni signaly v jednotlivych fazich rozpoznévani definitivniho hostitele

cerkariemi riznych druhii (upraveno dle Haas 2003)

Nalezeni
Druhy motolic Prichyceni Trvaly kontakt vhodnych mist Penetrace
pro penetraci
Druhy napadajici
ryby
Diplostomum turbulence vody . glykoprotgmy
1 sacharidy ? s kyselinou sialovou
spathaceum CO,+H,CO;3 \ .
mastné kyseliny
Acanthostomum ZaS'[ll’lCl’ll. kombinace proteinti
2 glykoproteiny ? ? , .
brauni . . a mastnych kyselin
s kyselinou sialovou
Opisthorchis turbulence vody 9 9 .
viverrini’ glykosaminoglykany ) ' proteiny
Isthmlo;_)hora CO,+H,CO; 9 2 2
melis
Druhy napadajici
ptaky
zastinéni ceramid
Trichobilharzia ceramidy cholesterzl ? mastné kyselin
szidati® cholesterol ’ Y Y
teplo
teplo
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Austrobilharzia
terrigalensis’

kontakt

zadné stimuly

zadné stimuly

volné steroly

. . cholesterol
Austrobilharzia P PR PR . .
) Y zadné stimuly zadné stimuly zadné stimuly mastné kyseliny
variglandis .
triacylglyceroly
Druhy napadajici
savce
Schistosoma turbulenge Y ody ceramidy L-arginin . .
7 L-arginin mastné kyseliny
mansoni teplo teplo
teplo
Schistosoma L-arginin NP L-arginin . .
haematobium’® teplo zadné stimuly teplo mastné kyseliny
Schistosoma . . . .
spindalc’ teplo teplo teplotni gradient mastné kyseliny
Schistosoma mastné kyseliny

. .10
Jjaponicum

zadné stimuly

zadné stimuly

teplotni gradient

teplo

Orientobilharzia
turkestanicum""

hydrofilni a lipofilni
extrakty kiize skotu
teplo

hydrofilni a
lipofilni extrakty
kiize skotu

?

mastné kyseliny

Reference: 'Haas 1974a,b; 1975; “Haas a Ostrowski de Nufies 1988; Ostrowski de
Nufies a Haas 1991; ° Haas a kol. 1990b; “Feiler a Haas 1988a,b; Haas a van de Roemer 1997
5Clegg 1969; 6Zibulewsky a kol. 1982; " Austin a kol. 1972; Shiff a kol. 1972; Haas 1976,
Haas a Schmitt 1982a,b; Granzer a Haas 1986; Haas a kol. 1994, 1997, 2002a; Haas a kol.
2008; *Haas a kol. 1994; “Haas a kol. 1990a; '®Haas a kol. 1987; ''Shakarbaev a kol. 2001

2.1.2.1.

Druhy napadajici ryby

Mezi druhy, jejichz cerkarie napadaji jako dal$i mezihostitele ryby, se vyskytuje velka

variabilita, co se tyce signald, na které cerkarie reaguji a podle kterych se orientuji (Tabulka

1). Tyto signaly mohou byt jak hostitelsky specifické, jako u druhti Acanthostomum brauni

a Opisthorchis viverrini, tak to mohou byt latky, které se vyskytuji béZzné v okolnim prostiedi,
jako je tomu u druhu Diplostomum spathaceum. Cerkarie tohoto druhu pfisedaji na Siroké
spektrum vodnich zivocichil v reakci na turbulenci vody a urcitou koncentraci CO, + H,COs.
Pro pfisednuti staci zvySeni koncentrace oxidu uhli¢itého o 0,04 %. Cerkarie D. spathaceum
tedy reaguji na hostitelsky nespecifické signaly, coz jim ale ddva mozZnost reagovat okamzité
a pfisednout velmi rychle, a tim zvysit pravdépodobnost infekce dalsiho hostitele (Haas
1974a,b; 1975). Za rozpoznani specifického hostitele (ryby) a trvaly kontakt s nim jsou
zodpovédné monosacharidy. Penetraci naproti tomu vyvoladvaji glykoproteiny

s O-glykosidicky vazanymi sacharidovymi fetézci a kyselinou sialovou jako signalni
strukturou (oxidace kyseliny sialové radikalné snizila stimula¢ni efekt rybiho hlenu) a mastné
kyseliny (Haas a kol. 2002b). Kyselina sialov4 je typickou sloZzkou hlenu na povrchu téla

u obratlovci, ale chybi u mnoha bezobratlych (Schauer a kol. 1995).
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Cerkarie druhu 4. brauni ptisedaji na svého hostitele v reakci na glykoproteiny
s kyselinou sialovou jako hlavni signdlni strukturou. Kyselina hyaluronova byla také
atraktivni, ale pfedevSim ve vysSich koncentracich a v kombinaci s mucinem. Penetraci
stimuluji makromolekularni slozky rybiho povrchového hlenu, které byly identifikovany jako
glykoproteiny, a dale volné mastné kyseliny, které predevSim zvySuji atraktivitu proteint, ale
pokud jsou nabizeny samotné, jsou pro cerkarie jen malo atraktivni. Velké molekuly
glykoproteini mohou byt adaptaci na bahnité prostiedi, ve kterém se cerkarie pohybuji a kde
by mnozstvi nizkomolekularnich latek mohlo znemoznovat identifikaci hostitele
(Haas a Ostrowski de Nufies 1988; Ostrowski de Nuiies a Haas 1991).

U cerkaérii druhu O. viverrini je ptisednuti na hostitele vyvolano reakci na vodni
proudy a hydrofilni slozku rybiho hlenu. Touto sloZzkou jsou pravdépodobné
glykosaminoglykany. Setrvani na povrchu hostitele vyvolavaji prozatim neidentifikované
slozky hlenu. Signalem pro penetraci do hostitele jsou proteiny povrchového hlenu. Reakce
na tak velké molekuly, jako jsou glykosaminoglykany a proteiny, pravdépodobné umoziuje
vyhledéavani hostitele v bahnitém prosttedi, stejné jako u cerkérii A. brauni (Haas a kol.
1990b).

Poslednim druhem motolic infikujicich ryby, u kterého bylo sledovano vyhledavani
a rozpoznani hostitele, je Isthmiophora melis, echinostomni motolice, jejiz cerkérie napadaji
jako druhého mezihostitele ryby a obojZivelniky. Cerkarie tohoto druhu pfisedaji na své
hostitele v reakci na urcitou koncentraci CO, + H,CO3 (Motzel a Haas 1985). Orientace

tohoto druhu je tedy podobna orientaci druhu D. spathaceum.

2.1.2.2. Druhy napadajici ptaky
Cerkarie vétSiny druhii motolic, které napadaji jako definitivni hostitele ptaky, Casto pronikaji
1 do ktize savct, kde ale nejsou schopné pieZivat a v disledku reakce imunitniho systému
hynou. Pronikéni do ¢lovéka, jako do nespecifického hostitele, miize byt zpiisobeno tim, ze v
této fazi zivota cerkdrie reaguji na chemické latky, které se vyskytuji nejen na kazi ptakd, ale
1 savel. Takovymi latkami jsou ceramidy a cholesterol, na které reaguji cerkarie tff dosud
studovanych druhti alesponi v jedné fazi vyhledavani a penetrace do hostitele (Tabulka 1).
Tyto latky nejsou pfitomny v obsahu ptacich uropygialnich zlaz, nevyskytuji se tedy ani na
povrchu ptaciho pefi. Schopnost reagovat na ceramidy a cholesterol mtize tedy cerkariim
pomoci zabranit zbyte¢nym snaham proniknout do peti ptak (Haas 1994). Navic kiize na

nohéch vodnich ptakl postrada Zlazy, pokozka ptakt tedy obsahuje méné chemickych latek
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schopnych vytvofit gradient kolem téla hostitele nez pokozka suchozemskych obratlovcii. To
je pravdépodobné diivod, pro¢ cerkarie napadajici ptaky reaguji pti pfisedani na hostitele
predevsim na lipidy na povrchu ktize, které jsou ve vodé nerozpustné (Haas a van de Roemer
1998).

Detailni data jsou k dispozici pro cerkérie druhu Trichobilharzia szidati (v evropskych
podminkach oznacovana dtive jako 7. ocellata (Rudolfova a kol. 2005)). Pro cerkérie tohoto
druhu je dulezité, aby dostaly spravné stimuly v urcitych fazich vyhledavani hostitele.
Naptiklad v klidové fazi cerkdrie nereaguji na turbulenci vody a kontakt, pouze na zastinéni.
Pokud jsou vystaveny zastinéni, spusti se u nich faze dlouhotrvajiciho plavani smérem od
zastinéni. Vzhledem k tomu, ze se v klidové fazi vyskytuji u vodni hladiny, mtze je toto
chovani pfivést do blizkosti nohou vodnich ptaki. Zastinéni dale zvysuje citlivost parazita na
vyssi teplotu substratu a na chemické latky pritomné na pokozce ptaka, které funguji jako
stimuly pro pfisednuti a trvaly kontakt (Feiler a Haas 1988a). DalSimi testy byly tyto latky
identifikovany jako cholesterol a ceramidy v 1-5 procentni koncentraci (Feiler a Haas 1988b).
Tyto lipidy jsou hydrofobni, a tedy ve vod€ nerozpustné, a tomu se ptizpisobilo chovani
cerkarii tohoto druhu pii pfisedani. Zatimco cerkariim ostatnich schistosomnich druht staci
jen kratky kontakt s atraktivnim substratem pied tim, nez na n¢j pfisednou, cerkarie druhu
T. szidati po kontaktu pokracuji v pohybu vpied, a tim prodluzuji dobu kontaktu se substratem
(Feiler a Haas 1988a). Trichobilharzia szidati je také vyjimecna tim, Ze cerkarie tohoto druhu
vyuzivaji lipidy uz pfi rozpoznani a pfisedani na hostitele, zatimco cerkérie ostatnich druht
z Celedi Schistosomatidae reaguji na lipidy az v dalSich fazich invaze do hostitele
(Feiler a Haas 1988Db).

Stimulem pro penetraci cerkarii 7. szidati do hostitele jsou volné mastné kyseliny,
nicméné u nékterych izolath druhu byla pozorovana také pozitivni odpovéd’ na hydrofilni
frakce ptaci kiize (Haas a van de Roemer 1998, Haas a Haeberlein 2009). Cerkarie 7. szidati
a S. mansoni produkuji pti inkubaci s kyselinou linolovou riizné typy eikosanoidi. Existuje
teorie, Ze mastné kyseliny mohou nejen ovliviiovat transformaci ve schistosomuly, ale
1 ptispivat k obrané proti imunitnimu systému hostitele (Nevhutalu a kol. 1993). Kyselina
linolova stimuluje penetraci v koncentraci 1 uM, cerkarie 7. szidati vykazuji tedy mnohem
vyssi citlivost na tuto kyselinu nezZ cerkarie S. mansoni, které stimuluje koncentrace vyssi (viz
kapitola 2.1.2.3). To miiZe byt adaptace na invazi ptaci kiize, ktera obsahuje niz§i koncentraci

kyseliny linolové nez sav¢i kiize (Haas a Haeberlein 2009).
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Austrobilharzia terrigalensis a Austrobilharzia variglandis reaguji pti penetraci do
hostitele na volné steroly, resp. na cholesterol, mastné kyseliny a triacylglyceroly (Tabulka 1)
(Clegg 1969; Zibulewsky a kol. 1982). U druhti napadajicich ptaky se tedy vyskytuje podobna
variabilita ve stimulacnich latkéach, na které cerkarie reaguji v prubéhu rozpoznani a penetrace
do hostitele, jako u druhli napadajicich ryby. Je ale mozné, ze identifikace hostitele se lisi

ey

mezi druhy zijicimi v mofském a ve sladkovodnim prostfedi (Haas a van de Roemer 1998).

2.1.2.3. Druhy napadajici savce
Z této skupiny byly studie provadény pouze na cerkdriich z ¢eledi Schistosomatidae. Kazdy
druh z této Celedi mé specifickou strategii rozpoznani svého hostitele a penetrace do ngj
(Tabulka 1). Je to pravdépodobné adaptace na rizné ekologické podminky prostiedi, ve
kterém infikuji svého hostitele. Naptiklad cerkarie S. mansoni a Orientobilharzia
turkestanicum (druh nové fazeny do rodu Schistosoma (Wang a kol. 2009)) se v téchto fazich
orientuji predevsim podle chemickych latek, které se vyskytuji na kiizi hostitele (Haas a kol.
1994; Shakarbaev a kol. 2001). Naopak cerkarie S. japonicum a S. spindale neuzivaji Zadné
chemické latky jako signdaly pfi vyhledavani hostitele (kromé faze penetrace), ale orientuji
predevsim podle tepla (Haas a kol. 1987). Je mozné, ze citlivost ke specifickym chemickym
latkam se vyvinula jako adaptace na zivot v Cisté vod¢ nebo blizko vodni hladiny (S. mansoni
a O. turkestanicum), zatimco citlivost ke zménam teploty (S. japonicum a S. spindale) je
pravdépodobné adaptace na bahnité vody, ve kterych se cerkarie téchto druhti potkavaji se
svymi hostiteli (Haas a kol. 1990a, 1994). Pro cerkéarie schistosomnich motolic je
charakteristické, ze faze penetrace je stimulovana volnymi mastnymi kyselinami, které jsou
pfitomny na kiizi vétSiny savct.

Cerkarie S. mansoni jsou mezi cerkariemi motolic napadajicimi obratlovce vyjimecné,
protoze se orientuji podle chemickych latek 1 ve vétsi vzdalenosti od hostitele. Na atraktanty,
kterymi jsou mastné kyseliny, L-arginin a malé peptidy s terminaln€ vazanym L-argininem,
reaguji tim, ze rychle pfechézeji mezi fazemi plavani dopiedu a dozadu, a také Castéji méni
smér plavani. To je mlzZe vést k akumulaci v blizkosti lidské kiiZze a zvySeni pravdépodobnosti
kontaktu s ni. Toto chovani bylo identifikovano jako chemoklinokineze. Atraktivita volnych
mastnych kyselin byla limitovana délkou fetézce, a to mezi 10 a 14 atomy uhliku, a stoupala
s poc¢tem dvojnych vazeb. Volny L-arginin byl atraktivni v koncentraci 100 nM a vazany

v koncentraci 50 uM (Haeberlein a Haas 2008; Brachs a Haas 2008).
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Ptisednuti na t€lo hostitele je stimulovano pfedev§im L-argininem v koncentraci
1 uM-1mM. Se zvysujici se koncentraci L-argininu se zvysuje i odpoveéd’ cerkarii na négj
(Haas a kol. 1994). Dalsimi stimuly jsou turbulence vody a vyssi teplota substratu (Tabulka 1)
(Haas 1976; Granzer a Haas 1986; Haas a kol. 1994). Setrvani na povrchu hostitele je
stimulovano vyssi teplotou substratu a lipidy pfitomnymi na povrchu kiize, predevsim
ceramidy (Haas 1976). Vhodna mista pro penetraci cerkarie nalézaji pomoci teplotnich
gradientl a gradientdi L-argininu. V této studii vykazovaly cerkarie jistou senzitivitu i na dalsi
tfi zékladni aminokyseliny pfitomné na pokozce ¢loveéka, L-ornithin, L-histidin a L-lysin,
atraktivita téchto latek byla ale mnohem nizsi nez L-argininu (Haas 1976; Haas a kol. 1994).
Penetraci a transformaci ve schistosomuly stimuluji volné mastné kyseliny (Haas a Schmitt
1982 a, b).

Orientace cerkarii S. haematobium je podobna orientaci S. mansoni. Je to
pravdépodobné proto, Ze oba druhy napadaji jako definitivniho hostitele ¢loveéka. Cerkarie
S. haematobium reaguji pti prisednuti citlivéji a intenzivnéji na zvysenou teplotu substratu
a tato reakce je inhibovéana u povrch neptirozené horkych. Ptisednuti je dale stimulovéno
L-argininem v koncentraci kolem 3 uM, ale na rozdil od cerkarii S. mansoni se s ristem
koncentrace odpovéd’ dale nezvysovala, a také celkova atraktivita L-argininu je u cerkarii
S. haematobium nizsi. Ve fazi setrvani na povrchu hostitele se pravdépodobné neuplatiiuji
zadné stimuly. Pfi vyhledavéani vhodnych mist pro penetraci se cerkarie orientuji podle
teplotniho gradientu a podle gradientu L-argininu. Senzitivita cerkarii S. haematobium na
zmeény teploty je daleko vyssi nez u cerkarii S. mansoni, stejné jako ve fazi ptisednuti.
Penetrace je jako u piedchoziho druhu stimulovana volnymi mastnymi kyselinami. V prubé¢hu
vyhledavani hostitele a penetrace do n¢j vykazuji tedy cerkérie S. haematobium vyssi citlivost
na zmeény teploty a nizsi citlivost na chemické latky, coz miZe byt pfizpiisobeni pro
vyhledavani hostitele v chladngj$ich vodach nebo ve vétsich hloubkach (Haas a kol. 1994).
Jak bylo feceno vyse, cerkarie druhu S. japonicum v pribéhu vyhledavani hostitele

nepotiebuji mnoho signald. Pro pfisednuti a setrvani jim staci pevny, hydrofobni povrch. Pfi
vyhledavani vhodného mista pro penetraci se orientuji podle tepla a teplotnich gradienti.
Jedina faze, kdy se orientuji podle chemickych latek, je faze penetrace do hostitele, kdy se
stejné jako ostatni druhy napadajici suchozemské obratlovce orientuje podle mastnych
kyselin. Nejvice atraktivni jsou nasycené mastné kyseliny s fetézcem obsahujicim 10-14
atomu uhliku a nenasycené mastné kyseliny s fetézcem obsahujicim 18 atomu uhliku a

vysoky pocet dvojnych vazeb. U cerkarii S. japonicum miize byt ale penetrace stimulovana
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1 pouze vyssi teplotou substratu oproti okolnimu prostiedi, v rozmezi 32—40 °C (Haas a kol.
1987).

Cerkarie druhu S. spindale ptisedaji na svého definitivniho hostitele (pfedevsim skot)
a setrvavaji na ném v reakci na vyssi teplotu. Pfi vyhledavani vhodnych mist pro penetraci se
orientuji podle teplotniho gradientu a pro orientaci jim staci gradient se zménou o 0,07
°C/mm. Penetrace je stimulovana, jak je to typické pro schistosomni motolice, mastnymi
kyselinami. Timto chovanim je S. spindale pravdépodobné¢ adaptovéana na své srstnaté
hostitele a mélké bahnité vody, kde se vyskytuji mezihostitelsti plzi (Haas a kol. 1990a).

Poslednim druhem motolice z této skupiny, ktery byl testovan na orientaci cerkarii, je
O. turkestanicum. Pti pfiseddni na svého definitivniho hostitele, skot, jsou pro cerkarie tohoto
druhu stimulem zvySena teplota a prozatim neidentifikované hydrofilni a lipofilni extrakty
z kiize skotu. Tyto extrakty jsou stimulem také v dalsi fazi, setrvani na hostiteli. Reakci na dva
odlisné chemické stimuly v prvnich dvou fazich rozpoznavani hostitele se tento druh odliSuje
od ostatnich schistosomnich druht. Penetrace je opét stimulovana volnymi mastnymi

kyselinami (Shakarbaev a kol. 2001).

2.2. Orientace v hostiteli

Na rozdil od mnoha poznatkii o orientaci motolic ve vnéj§im prosttedi, migra¢nich cestach
uvniti hostitele a mistech definitivni lokalizace, o orientaci v téle hostitele je zndmo jen
minimum. Je to diky problematickému sledovani chovani motolic in vivo, protoze jakykoliv
zéasah do téla hostitele miize zménit vnitini prostiedi, a tim 1 reakce motolic.

O orientaci larev motolic v mékkysi neni doposud nic zndmo. Zkoumany byly
predevSim migracni cesty, mezidruhova kompetice a vliv na mezihostitele (Alicata 1962,
Cheng a Cooperman 1964, Xia a Jourdane 1991).

Orientace ve druhém mezihostiteli a v definitivnim hostiteli byla doposud testovana
pouze u tii druhti motolic a to v podminkéch in vitro. Bylo zjisténo, ze pfi navigaci v téle se

vyskytuje podobna diverzita strategii, jako pfi vyhledavani hostitele.

2.2.1. Orientace v druhém mezihostiteli
Signaly pro orientaci v druhém mezihostiteli, konkrétné v rybé, byly zkoumany na druhu
Diplostomum spathaceum z Celedi Diplostomatidae. Cerkarie tohoto parazita penetruji kiizi

mezihostitele, méni se na diplostomuly a poté migruji t€lem ryby az do hlavy a o¢ni ¢ocky.
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Zde v podobé metacerkarii vyckavaji do té doby, nez rybu ulovi vodni ptak, ktery je jejich
definitivnim hostitelem.

Otézka, zda diplostomuly migruji z kiize do oka pies tkan¢ nebo krevnim fecistém, neni
jeste uplné vyieSena, ale zda se, ze hlavni migracni cesta je pres zily, které mohou larvy obcas
opustit a migrovat pojivovou nebo svalovou tkani (Davis 1936; Betterton 1974; White a kol.
1991).

V prvnich chvilich po penetraci vykazuji diplostomuly negativni fotoorientaci, coz je
muze vést do hlubsich vrstev klize a zabranit proniknuti zpét do vnéjsiho prostredi
(Grabe a Haas 2004Db).

Kdyz bylo cerkériim umoznéno penetrovat do ocasni ploutve ryby druhu Poecilia
reticulata (pavi ocko), vétSina migrovala ptimo do Zil v ocase a jiz po 1200 um urazené
vzdalenosti témét 80 % diplostomul migrovalo kranidlnim smérem. Poté, co larvy urazily
jesté vetsi vzdalenost, migrovaly kranidlnim smérem vSechny. Schopnost parazita orientovat
se kranidlnim smérem byla nezavisla na toku krve, protoze diplostomuly takto migrovaly
1 v zilach, ve kterych byl zablokovén pritok krve. Tato schopnost byla také nezavisla na
pfitomnosti zivych buiiek, jelikoz se orientace diplostomul kranidlnim smérem vyskytovala,

1 kdyz byla téla usmrcenych ryb osetfena tekutym dusikem. Signaly pro migraci v kranialnim
sméru také nepochazely z anteriorni ¢asti ryby, protoze se larvy orientovaly smérem k hlavé

1 v odd¢lené ocasni ploutvi, v oddélené ¢asti ploutve a také, kdyz byly ¢asti ploutve pfipojeny
k télu opaéné. Nicméné v ocasni ploutvi dekapitované ryby migrovaly diplostomuly pomaleji
a vykazovaly vice zmén sméru migrace, nez v ryb¢, kterd nebyla dekapitovana (Haas a kol.
2007).

Po penetraci do ploutve Zivé nebo dekapitované ryby ji opustilo jen minimum
diplostomul a vétSina z téch, co ji opustily, migrovala pted tim v kaudalnim (Spatném) sméru.
Naproti tomu u ryb oSetfenych tekutym dusikem (burky jiz nebyly zivé) opustila ploutev
vétSina larev. Signaly, které vedou diplostomuly smérem do hlubsich vrstev kiize, se tedy
vyskytuji pfedevSim v Zivé tkani (Haas a kol. 2007).

Pti vyzkumu chemoatrakce v takzvanych W-komtirkach se zjistilo, Ze pro diplostomuly
D. spathaceum jsou atraktivni neidentifikované nizkomolekularni frakce rybiho séra,
D-glukoza (nejvice v koncentraci 1, 10 a 1000 uM), D-manoza v koncentraci 5 mM,
D-maltotriéza v koncentraci 5 mM, roztoky NaCl a KCI o osmolarité¢ 450 mOsm/I. Protoze
roztoky NaCl a KCl o stejné osmolarité byly stejné atraktivni, a protoZe mannitol o osmolarité

stejné jako tyto soli atraktivni nebyl, atraktivni komponentou byly shledany chloridové ionty.
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D-glukosamin v koncentraci 1 nM i v koncentraci 5 mM mél na larvy repelentni u€inky.
Aminokyseliny nebyly pro diplostomuly atraktivni, nicméné L-arginin vazany

v tetrapeptidech, piedevsim pokud byl na terminalni pozici, byl atraktivni uz od koncentrace
mensi nez 1 uM. Létkou, na kterou diplostomuly reagovaly nejvice, byl melatonin, ale pouze
v uzkém rozmezi koncentraci mezi 0,4 a 4,3 pM (Haas a kol. 2007).

Koncentrace melatoninu v retin€ je vy$si nez v krvi a v okolnich tkanich, mize to tedy
byt dobry navigacni prvek pro migraci do oka. Retinu ale larvy opoustéji a migruji dale do
ocni Cocky. Stimulantem v této fazi migrace by mohlo byt svétlo. Nebylo ale prokazano, ze by
v pritomnosti melatoninu (v koncentracich 0,4 a 4,3 pM) doslo u larev D. spathaceum
k pfeméné negativni fotoorientace na pozitivni (Haas a kol. 2007). O gradientu chloridovych
iontll v téle ryb neni nic zndmo, mize vSak vzniknout diky pfitoku vody do okrajovych ¢asti
ktze. D-glukosamin je jedna z hlavnich slou¢enin extracelularni matrix a je tedy mozné, ze
negativni chemotaxe vyvolana jeho pfitomnosti umoziuje diplostomulam vyhnout se
migraci chrupavkami a bazalnimi laminami epitelii. D-glukéza je pro larvy D. spathaceum
atraktivni v koncentracich, které jsou podobné koncentraci v krevni plasmé ryb, mize to tedy
byt dobry navigaéni prvek, ktery pomaha larvam lokalizovat po penetraci do hostitele krevni

cesty (Haas a kol. 2007).

Signaly, na které diplostomuly reaguji, mohou mit funkci ve ¢tyfech behavioralnich
fazich béhem migrace v téle (Obr. 2):
1) migrace do hlubSich vrstev klize a vyhnuti se nahodné perforaci pokozky zpét do vnéjSiho
prostiedi — ptfedpokladanymi signaly jsou chloridové ionty, D-gluk6za, D-glukosamin a
svétlo;
2) orientace smérem k hlave ryby — ptfedpokladanym signalem jsou chloridové ionty;
3) lokalizace krevnich cév — pfedpokladanymi signaly jsou D-glukdza a L-arginin vazany
v tetrapeptidech;

4) rozpoznani oka — pfedpokladanym signalem je melatonin.
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Obr. 2: Model nékterych fazi chovani pti migraci D. spathaceum rybim mezihostitelem a

predpokladané signaly uzivané pro navigaci (upraveno dle Haas a kol. 2007)

Migrace do hlubsich vrstev Signaly: Rozpoznani oka
kiize a vyhnuti se nahodné chloridové ionty
perforaci pokozky zpét do D-gluko6za .’
vnéjsiho prostiedi D-glukosamin Signal: :

svétlo melatonin
Orientace smérem k hlavé Signal:

chloridové ionty
I.okalizace krevnich cév Signaly:

D-glukéza

L-arginin vazany v
tetrapeptidech

2.2.2. Orientace v definitivnim hostiteli
Orientace schistosomul v definitivnim hostiteli byla zkouména u dvou druhti z ¢eledi
Schistosomatidae, S. mansoni a T. szidati. Poté, co cerkarie schistosomnich motolic penetruji
stratum corneum definitivniho hostitele, migruji nejdiive v epidermis paralelné s povrchem,
nasledné penetruji stratum basale, vyhledaji krevni cesty a vstoupi do nich (Wilson 1987).
Nedospélé stadium uvnitf hostitele se u téchto motolic nazyva schistosomulum.

Cerkarie S. mansoni a T. szidati nejCastéji vstupuji do klize v mistech koZnich vrasek,
pfi¢emz doba potiebna pro uplné proniknuti do kiize je v priméru 6,58 min u S. mansoni
a 4,0 minu 7. szidati (Haas a Haeberlein 2009).

V prvni fazi po penetraci se schistosomuly orientuji mimo jiné podle svétla, stejné
jako diplostomuly D. spathaceum ve druhém mezihostiteli. Toto chovéani bylo prokazano u
druhti S. mansoni (napadajici Clovéka) a T. szidati (napadajici ptaky). Cerkarie vSech tii druht
zménily svoji pozitivni fotoorientaci na negativni poté, co penetrovaly do agaru a pfeménily
se ve schistosomuly. To miiZze byt jednim z mechanismil, jak pronikat do hlubs$ich vrstev kiize

a zabranit uvolnéni zpét do vnéjsiho prostiedi (Grabe a Haas 2004b).
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Chemoorientace v téle hostitele byla studovana na schistosomulach druht S. mansoni
a T. szidati. Pomoci pokusil v takzvanych W-komurkach se zjistilo, ze schistosomuly obou
druhti jsou atrahovany lidskym resp. ptacim sérem, konkrétné D-gluk6zou a L-argininem,
které jsou v ném piitomny. Schistosomuly nejlépe odpovidaly na velmi nizké koncentrace
D-gluko6zy (1 pM u T szidati a kolem 10 a 100 uM u S. mansoni) a L-argininu (kolem 0,02
a 0,25 uM u T szidati, S. mansoni byla atrahovana Sirokym spektrem koncentraci predevsim
kolem 1, 10 a 1000 uM). Dalsi atraktivni latkou pro schistosomuly S. mansoni byl L-ornithin
v koncentraci 219 uM. Zajimavé je, ze T. szidati odpovidala nejlépe na takové koncentrace
latek, které byly mnohem nizsi nez obvyklé koncentrace v pta¢im séru, naptiklad u D-glukozy
az desetkrat. Jiné sacharidy nez D-glukdza nemély zaddnou stimulacni aktivitu. L-arginin byl
pro schistosomuly vysoce atraktivni také jako vazany v tetrapeptidech. Oba druhy se vSak
lisily v citlivosti na pozici L-argininu v téchto peptidech. Schistosoma mansoni odpovidala
1épe na subterminalné, zatimco 7 szidati na terminalné vazany L-arginin. Mezi nahodné
vybranymi slozkami kiize a endotelii byly atraktivni fibronektin a bradykinin, ale pouze pro
schistosomuly S. mansoni. Fibronektin v koncentraci 1 uM, bradykinin nejvice v koncentraci
33 uM a péti-aminokyselinovy fragment bradykininu nejvice v koncentraci 100 pM.
Schistosomuly obou druhti se natacely svou ventralni stranou smérem k chemickému
gradientu atraktantu, coz jim pii migraci v epidermis mize pomoci zabranit penetraci
pokozky zpét do vnéjsiho prostiedi (Grabe a Haas 2004a).

Koncentra¢ni gradient byl dokdzan u D-glukézy i L-argininu, mohly by proto pfi
orientaci v téle hostitele slouzit jako dobré signaly. Koncentrace D-glukozy se u ¢lovéka
zvysuje od povrchu téla (0,6-1,7 mM) smérem k epidermis (2,2-5,0 mM) a krvi (4,4-6,0 mM)
(Cunningham a Young 2003). V epidermis také existuje vzriistajici koncentra¢ni gradient
rezidui argininu smérem od stratum corneum ke stratum basale (Senshu a kol. 1995, 1996).
Koncentrace L-argininu se zvySuje od povrchu kiize (13uM, Haas a kol. 2002a), az ke krvi
(40-140 uM) a endotelialnim bunkam (100-1000 uM, Harrison 1997).

Popsana chemo- a fotoorientace miize mit vyznam ve tfech fazich chovani pfi migraci
schistosomul kiizi (Obr. 3):
1) migrace do hlubSich vrstev kiize a vyhnuti se ndhodné perforaci pokozky zpét do vnéjsiho

prosttedi — predpoklddanymi signaly jsou svétlo, L-arginin a D-glukoza;
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2) migrace v epidermis paralelné s povrchem — predpoklddanymi signaly jsou L-arginin a
D-glukoza;

3) lokalizace krevnich cest — predpokladanymi signaly jsou L-arginin a D-glukéza.

Obr. 3: Faze migrace schistosomul v kiizi a mozné signaly z téla hostitele (upraveno dle

Grabe a Haas 2004a)
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Schopnost orientovat se v hostiteli je v Zivotnim cyklu motolic kli¢ova. BohuZzel nic
neni zndmo o tom, jak se v hostiteli orientuji jiné druhy motolic. Pro zjisténi, jakym
zpusobem se larvy motolic orientuji v pozd¢jsich fazich infekce, kdy migruji télem do mist
své definitivni lokalizace a na jaké latky v téchto fazich reaguji, bude tieba dalSich studii.

Je mozné, ze pti dalsi migraci télem definitivniho hostitele cerkarie vyuzivaji nejen své
senzorické receptory (viz kapitola 2.3), ale také antigeny na svém povrchu. Naptiklad
Lewis-X antigen, ktery se vyskytuje na povrchu lidskych bunék, je i dominantnim epitopem
cerkarii S. mansoni (Khoo a kol. 2001). Tento antigen, ktery se v téle podili na buné&cné

signalizaci (Kannagi 2002), mohou cerkdrie vyuZivat nejen jako prostiedek k uniknuti
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imunitnimu systému, ale podle nékterych teorii i pro orientovanou migraci télem definitivniho

hostitele (Pearce 1993).

2.3. Receptory motolic
Vsechna stadia motolic disponuji Sirokou Skdlou senzorickych orgédni, které maji funkci
chemo-, mechano- a fotoreceptorii. Receptory jsou nezbytné pro orientaci motolic v prostiedi
a v té¢le hostitelt. Tyto senzorické struktury a jejich lokalizace na téle motolic jsou neménné
a jsou uzivany jako taxonomické znaky (Richard 1971; Bogéa 2004, Podhorsky a kol. 2009).
Na téle cerkarii byly nalezeny rtizné typy receptort. Lisi se pfitomnosti tegumentalni baze,
tegumentalniho limce, a pfitomnosti a poctem cilii (Bogéa 2004). Navic byla u cerkarii
S. mansoni objevena aciliarni nervova zakonceni nekomunikujici s povrchem (Dorsey a kol.
2002). Pro snazsi interpretaci umisténi papil na téle cerkdrii byla vytvofena univerzalni
nomenklatura (Richard 1971). T¢€lo cerkéarie bylo rozdéleno na n¢kolik ¢asti: hlavovou
(CI-C1V), ptedni (A I—ATIII), sttedni (M I) a zadni (P I — P II), papily lezici v oblasti
acetabula jsou znaceny S, v ocasni ¢asti U a na furce F (Obr. 4) (Kock a Bockeler 1998).

Na povrchu téla miracidii a n€kterych cerkarii se také vyskytuji komplexni receptory
— o¢ni skvrny (Faust 1918; van de Roemer a Haas 1984). U cerkarii 7 szidati se dokonce
vyskytuji dva typy fotoreceptori — pigmentované a nepigmentované (Sopott-Ehlers 2003).
I kdyz zndme mnoho typii senzorickych struktur na téle motolic, o jejich skute¢nych funkcich
muzeme jen spekulovat. Nicméné né€co ndm muiiZe napovédet umisténi senzorickych papil na
téle, ve spojeni s poznatky o chovani cerkarii pfi rozpoznavani hostitele (Sukhdeo a Sukhdeo
2004). Také morfologie papil miiZe ukazovat na jejich moznou funkci. Naptiklad nizky
tegumentalni limec miize umoznovat cilii Iépe reagovat na slabsi mechanické stimuly, jako
jsou vodni proudy, neZ vysoky limec (Bogea a Caira 2001). Argentofilni papily s dlouhymi
ciliemi, které se Casto vyskytuji na hlavové ¢asti cerkarie, se pravdépodobné podileji na
rozpoznavani chemickych latek z téla hostitele, protoZe navazani stiibra na tyto papily
inhibuje schopnost cerkarii pronikat do smési agaru a kyseliny linolenové (King a Higashi

1992)
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Obr. 4: Schematické znazornéni rozlozeni senzorickych papil na téle cerkérie 7. szidati, a)
dorzalni poled, b) lateralni pohled, ¢) ventralni pohled, oc — o¢ni skvrny (dle Kock a Bockeler
1998)
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2.4. Vyuziti poznatkii o chemoorientaci motolic
Poznatky o chemoorientaci cerkarii by se daly vyuzit pro vyvoj specifickych metod pro boj
s motolicemi. Tito parazité, ptedevs§im motolice z ¢eledi Schistosomatidae, jsou vyznamnymi
patogeny clovéka 1 hospodatskych zvifat. Naptiklad na schistosom6zy zemie rocné€ na celém
svéte asi 500 tisic lidi a podle nékterych udaji je az 800 miliont lidi touto nemoci ohroZeno.
Vyznamnym problémem nejen zemi mirného pasu je v souc¢asné dobé cerkariova dermatitida
(tzv. swimmer’s itch) (Horak a Kolatrova 2011). Je to imunitni reakce lidského organismu po
proniknuti pta¢ich cerkarii do pokozky. Tato reakce imunitniho systému se projevuje svédivou
vyrazkou, kterd miiZe trvat aZ ¢trnéct dni. K pronikani cerkarii ptac¢ich motolic do lidské kize
muze dochazet casto, vzhledem k tomu, ze lidské i ptaci druhy motolic vyuZivaji pro
penetraci do hostitele stejné signaly (Tabulka 1). Cerkariova dermatitida zptsobuje velké
ztraty predevsim v turistickém ruchu, protoZe znemoznuje vyuzivani vodnich ploch. Zakaz
koupéni v téchto lokalitdch neni feSenim a navic neni respektovan (Hordk a Kolafova 2011).
Pokusy o vyvoj metod pro obranu pied cerkariemi vychdzely od skupiny
W. Haase (Universitit Erlangen — Niirnberg), ktera se vénovala testovani orientace cerkarii
a schistosomul in vitro. Pasti na cerkarie a vyuziti mastnych kyselin, které stimuluji penetraci
a transformaci tegumentu, a tim osmoticky kolaps ve vnéjSim prostiedi, se ukazaly jako
neucinné pro Sirsi vyuziti (Haas 1984, Shiff a kol. 1993). Metoda, kdy byla na podlozni

sklicko aplikovana smés prithledného laku na nehty a kyseliny linolové je vhodna piedevsim
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pro detekci a determinaci cerkarii ve vodnich plochach, pfi¢emz je nutné, aby voda byla ¢ista
(Shiff a kol. 1993). Kyselina myristova, ktera zptisobuje pfeménu tegumentu cerkarii

S. mansoni a snizuje jejich toleranci k vodé, by byla ideéalni pro kontrolu vyskytu
schistosomnich motolic. Je €innd jiz v nizkych koncentracich (1-3 uM) a koncentruje se u
vodni hladiny, kde se zdrzuji i cerkarie. Navic je netoxicka pro ostatni vodni zivoc€ichy a neni
pravdépodobné, Ze by si na ni cerkarie mohly vytvofit rezistenci. Nicmén¢ jeji pouziti by bylo
mozné jen ve stojatych vodach (Haas 1984). Naproti tomu vyvoj krému, ktery by branil
pronikani cerkarii do téla, a tim 1 chranil proti dermatitid¢ a schistosomédzam, se podaril.
Nicméné¢ tento krém cerkarie neodpuzuje, ale imobilizuje je a zabiji. Jedinym problémem je

sériova vyroba (Wulff a kol. 2007).
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3. Cile prace
Cilem této diplomové prace bylo otestovat reakci schistosomul 7. regenti na rizné latky, které
by pro né mohly byt atraktivni v Casné fazi infekce definitivniho hostitele, a to v podminkach
in vitro. S ohledem na Zivotni cyklus tohoto parazita byly pro testovani zvoleny nasledujici
latky:

— solubilni frakce nervové soustavy kachny domaci (Anas platyrhynchos

f. dom.) v riznych koncentracich

solubilni frakce krevniho séra kachny doméci (Anas platyrhynchos f.
dom.) o rizné molekulové hmotnosti
— latky, které jsou atraktivni pro schistosomuly jinych druht:
— L-arginin v rtiznych koncentracich
— D-glukéza v riznych koncentracich
—médium ,,Hank’s balanced salt solution a jeho jednotlivé slozky
— komeréné dostupné neuromedidtory.
Dal$im cilem diplomové prace bylo sledovat zmény receptori na apikélnim konci téla (oblast

CI) cerkarii a schistosomul v rané fazi infekce, pomoci riznych metod znaceni.
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4. Material a metodika

4.1. Udrzovani laboratorniho Zivotniho cyklu 7. regenti

Vzhledem k tomu, Ze je v nasi laboratoti zaveden laboratorni zivotni cyklus druhu 7. regenti,
cerkarie jsou k dispozici takika nepietrzité. Zivotni cyklus je udrzovan s vyuzitim plzi rodu
Radix jako mezihostitele a kachny domaci (4nas platyrhynchos f. domestica) jako
definitivniho hostitele. P1zi jsou chovani v 50-60 litrovych akvariich s vodou o teploté 21 °C,
v mnozstvi 50-60 jedinct. Krmeni jsou salatem ad libitum.

Miracidia se ziskavaji pitvou nosni dutiny kachen. Tkan nosni dutiny se vlozi do Petriho
misky naplnéné ¢istou, odstatou vodou, kde se po osviceni z tkdn€ uvolni miracidia. Ta se
sbiraji pod binokularni lupou. Pro ndkazu mezihostitele se pouziva 32 jamkova desticka.
Pipetou se prenese 3-5 miracidii do jamky s odstatou vodou a jednim mezihostitelskym
plzem. P1zi jsou s miracidii ponechani ptiblizn¢ 5 hodin.

Cerkarie T regenti byly ziskavany osvicenim infikovanych plzl (v patentni periodé, 5-6
tydnt po infekci) umisténych v cca 200 ml sklenicich s odstatou vodovodni vodou. Po hoding
a pul byly sbirany uvolnéné cerkarie.

Pro nékazu definitivniho hostitele se shromazd’uje cca 500-1500 cerkarii. Pfiblizné
tyden stara kachiiata jsou fixovana tak, aby méla po dobu 30-40 minut nohy ve vodé
s cerkariemi. Dospélé motolice, které se rozmnozuji a produkuji vajicka, jsou v hostiteli

vyvinuty cca 20 dni po infekeci.

4.2. Testovani chemoorientace schistosomul in vitro
Pokusy byly provadény s poctem 5-35 cerkarii na komlrku. Celkem bylo provedeno 221
pokust, z toho 159 vysledki bylo reprodukovatelnych. Kazdy pokus spocival v ptipraveé 30
komdrek, 10 pro negativni kontrolu, 10 pro pozitivni kontrolu (médium ,,Hanks balanced salt
solution*) a 10 pro testovanou latku. V ramci reprodukovatelnych vysledki tedy byly
hodnoceny migrace/orientace schistosomul ve 4770 W-komirkach. S kazdym testovanym
substratem byl pokus provadén tikrat.

Osmolarita roztokl byla stanovovana na ptistroji MARCEL OS3000. Pro
dvoubodovou kalibraci byla pouzita destilovana voda a 400 mOsm/1 roztok NaCl. Rozmezi

méteni bylo tedy mezi 0-400 mOsm/I.
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Me¢éteni pH roztokti probihalo na stolnim pH metru IQ 240, ktery ma pfesnost méteni
az 0,001 a automatickou teplotni kompenzaci pomoci mikroelektrody. Pro kalibraci byly
pouzivany komer¢né vyrobené certifikované pufry.

Nervova soustava kachny domaci pro vyuziti pii testovani chemoorientace schistosomul
byla ziskdna pitvou nenakazenych kachen starych 30 dni. Mozek i micha byly po vyjmuti
oplachnuty fyziologickym roztokem a uchovavany v mrazicim boxu pfi -80 °C.

Pro ur¢eni koncentrace vzorkl nervové soustavy bylo tieba pouzit lyofilizaci. Nejdiive
byl vzorek nervové soustavy homogenizovan pomoci sonikatoru. Pak k nému bylo pfidano
znamé mnozstvi destilované vody a vzorek byl opét sonikovan (3x10 sekund). Nasledné byl
vzorek 10 minut centrifugovan pii rychlosti 1 000 g, aby se odstranily celistvé ¢asti nervové
soustavy a necistoty. Dale byl zpracovavan jen supernatant. Pfed samotnou lyofilizaci byl
znamy objem roztoku solubilni frakce nervové soustavy (supernatant ziskany centrifugaci)
rozdélen do Ctyf oznaCenych a pfedem zvézenych mikrozkumavek. Nasledné se oteviené
mikrozkumavky se vzorky ¢aste¢né ponoii do tekutého dusiku a pak se co nejrychleji premisti
do nadoby, ktera se nasadi na kohout lyofilizatoru. Lyofilizace probiha pies noc. Nasledujici
den se mikrozkumavky s lyofilizovanou nervovou soustavou znovu vazi. Z rozdilu téchto
dvou hmotnosti je mozné vypocitat hmotnost susiny nervové soustavy v roztoku a diky tomu,
Ze zndme objem roztoku, ktery jsme nechali lyofilizovat, i koncentraci. Déle se vychozi
roztok, ze kterého jsme vzali vzorek na lyofilizaci, fedi na koncentrace, které jsme si zvolili
pro testovani chemoorientace.

Pro zpracovani kachniho séra na frakce o rtizné molekulové hmotnosti byla pouzivdna
krev z nenakazené kachny, 38 dni staré. Pro ziskani krevniho séra byla krev ponechana
nékolik minut pii pokojové teploté a pak centrifugovana 10 minut pfi rychlosti 4 000 g.
Separace séra na jednotlivé frakce o riznych molekulovych hmotnostech byla provedena
pomoci centrifugalni filtrace pii pouziti 10, 30 a 50 kDa mikrofiltr AmiconUltra (Millipore).

Pro analyzu kachniho séra byla odebréna krev z 2 nenakazenych kachen, 34 a 47 dni
starych. Srazena krev byla centrifugovana 10 minut pii rychlosti 4 000 g. Ziskané sérum bylo
uchovéavano v mrazicim boxu pii -80 °C. Analyza byla provedena v Ustavu klinické
biochemie a patobiochemie 2. LF, pobocka FN Motol.

Koncentrace L-argininu a D-glukozy pro testovani chemoorientace byly zvoleny podle
koncentraci, které jsou atraktivni pro schistosomuly S. mansoni a T. szidati (koncentrace
D-glukozy také tak, aby odpovidala koncentraci v médiu ,,Hank’s balanced salt solution®).

Koncentrace solubilnich frakci nervové soustavy byly zvoleny tak, aby bylo mozné urcit
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pocet schistosomul v riznych ¢astech komurky, coz ve vyssich koncentracich nebylo mozné
diky mléénému zabarveni roztokli. Koncentrace roztokii NaCl a KCl byla zvolena tak, aby
odpovidala koncentraci téchto soli v médiu ,,Hank’s balanced salt solution*. Dale byly
zvoleny koncentrace blizké¢ této hodnoté. Koncentrace neuromedidtor byly zvoleny podle

fyziologickych hodnot ¢loveka.

4.2.1. Migra¢ni komurky
Komirky, které byly pouzivany pro sledovani chemoorientace schistosomul, tak zvané W-
komirky, byly ziskany od vyzkumného tymu W. Haase (Obr. 5). Jsou vyrobeny z plexiskla a
maji rozméry 3x2 cm. V nékterych pokusech byla jesté pouzivana kovova zarazka, kterd se
umist’ovala do centralni komurky. Jejim ti¢elem byla izolace média obsahujiciho testovanou

latku v boéni chodbiéce, dokud médium neztuhlo. Primér chodbigek je 2x3 mm, tedy 6 mm?.

Obr. 5: W-komirka vyvinuta skupinou W. Haase; a,b - bo¢ni chodbicky s testovanym resp.
neutrdlnim médiem, ¢ - centralni chodbicka, d - vrstva agaru a kyseliny linolové stimulujici

penetraci, e - koncovy roztok (upraveno dle Haas a kol. 2002a)

2

4.2.2. SloZeni médii a postup plnéni: testovani solubilnich frakci nervové
soustavy, D-glukézy a L-argininu (metoda ¢. 1)
V pfipad¢ testovani chemoorientace za podminek in vitro je nutné cerkarie stimulovat k

penetraci do nabizeného média (agaru) a transformaci na schistosomuly. V tomto pifipadé byla
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pouzita vrstva agaru s 0,05 mM kyselinou linolovou, kterd stimuluje penetraci do agaru a
transformaci povrchu cerkdrii S. mansoni a T. szidati (Haas a kol. 2002a). Zasobni 1 mM
roztok, ktery byl uchovavan v mrazicim boxu pfi teploté -80°C, byl pfipraven tak, ze se 1,5 ul
5,3 M kyseliny linolové (Sigma-Aldrich) rozpustilo v 10 pl etanolu a nasledné bylo postupné
ptidavano 5 ml (10 x 500 pl) destilované vody zahtaté na teplotu 50 °C. Po kazdém kroku byl
roztok sonikovan. Pfed plnénim do komirek se tento zasobni roztok misi s destilovanou
vodou 1:10 a pak s horkym 0,5 % agarem 1:1.

Médium, kterym schistosomuly migruji, se sklada z 5 ml 0,5% agaru, 4,5 ml 0,9%
Ringerova roztoku (ptipraveno z Ringer’s tablets, Merck) a 500 pl fosfatového pufru
(NaH,PO4 100 mM + Na,HPO,4 100 mM), ktery se piidava postupné tak, aby vysledné
médium mélo pH 7. Takto pfipravené médium by mélo schistosomuldm simulovat vnitini
prostiedi téla definitivniho hostitele a také zamezit prasknuti jejich povrchové membrany
v dtsledku osmotického tlaku.

Testované latky byly smiseny s vyse uvedenym médiem 1:1, to ovSsem obsahovalo 2x
koncentrovanéjsi Ringertiv roztok, aby vysledné médium obsahovalo stejnou koncentraci
iontll. Takto pfipravené médium s testovanou latkou bylo napipetovano do jedné z boc¢nich
chodbi¢ek W-komurky. Druha bo¢ni chodbicka testovanou latku neobsahovala.

Na agarova média ve W-komdrce byl dale pfidavan tzv. koncovy roztok, ktery ma
stejnou koncentraci iontil a pH, jako média a zabrafiuje vyschnuti a sniZzovani koncentrace
iontl v disledku osmotického gradientu.

Komiirky byly mezi jednotlivymi kroky plnéni umistovany do ledu, aby média ztuhla.
Nasledné byla cela W-komirka pielepena lepici paskou, coz je dalsi ochrana proti vyschnuti,
a byla umisténa do tmy do termostatu nastavené¢ho na 37 °C na dobu 1,5 hodiny.

V piipadé negativni kontroly neobsahovala ani jedna bo¢ni chodbicka testovanou
latku. V ptipadé¢ pozitivni kontroly byl jako atraktant do jedné z bo¢nich chodbicek pouzit
roztok ,,Hank’s balanced salt solution* (Sigma-Aldrich), ktery byl takto vyuzivan pfti testovani
chemoorientace S. mansoni a T. regenti (Grabe a Haas 2004a). Jeho sloZeni je nésledujici:
NaCl 8 mg/ml; D-gluk6za 1 mg/ml; KCI 0,4 mg/ml; CaCI2 0,13 mg/ml; MgSQO4 0,1 mg/ml;
KH,PO4 0,06 mg/ml; Na,HPO4 0,05 mg/ml.

Po 1,5 hodin€ v termostatu se komlrky umist'uji pfed stereomikroskop upraveny pro
horizontélni prohliZeni (Obr. 6) a pocitaji se schistosomuly v centrélni resp. bocnich

chodbickach, a dale cerkarie, které nepronikly vrstvou kyseliny linolové (Obr. 7).

30



Obr. 6: Sledovani migrace schistosomul upravenym stereomikroskopem

Obr. 7: Hodnoceni atraktivity média; a — aplikované cerkérie, b — vrstva agaru s kyselinou
linolovou, ¢ — cerkarie, které pronikly vrstvou agaru s kyselinou linolovou a pfeménily se na

schistosomuly, d — schistosomuly, které vykazovaly chemoorientaci

4.2.3. SloZeni médii a postup plnéni: testovani soli, D-glukézy, L-argininu,
neuromediatori a frakei kachniho séra o rizné molekulové hmotnosti

(metoda ¢. 2)
Protoze se z ptedchozich pokusii ukazalo, Ze pravdépodobnymi atraktanty jsou ionty, a

protoze ionty pronikaji agarem rychleji a rychleji se i ustanovi koncentra¢ni gradient (Grabe a
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Haas 2004a), byla zavedena pro dal$i pokusy modifikovana metoda. Vzhledem k tomu, Ze
soucasti médii v pfedchozich pokusech byl Ringertv roztok, ktery ionty obsahuje, byly touto
metodou testovany nejen neuromediatory a jednotlivé frakce séra, ale znovu i D-gluko6za a
L-arginin.

Slozeni vrstvy stimulujici penetraci zistalo neménné. Pro pfipravu média, kterym
schistosomuly migruji, byl pouzit pouze 0,5% agar a destilované voda. Pro dosazeni pH 7 byl
pouzit 10mM Tris (pH=8,2). Za téchto pozménénych podminek byly testované latky
piidavany az do koncového roztoku v jedné z boc¢nich chodbicek, v tomto piipadé byl ovSem
koncovy roztok pouze destilovana voda. V piipadé negativni kontroly neobsahovala ani jedna
bocni chodbicka testovanou latku. V ptipadé pozitivni kontroly byl jako atraktant do jedné
z bocnich chodbicek opét pouzit roztok ,,Hank’s balanced salt solution* (Sigma-Aldrich).

Dalsi postup je stejny jako u predeslé metody.

4.2.4. SloZeni médii a postup plnéni: testovani vlivu zmén osmolarity médii na
migraci schistosomul (metoda ¢. 3)

V téchto pokusech bylo testovano, zda schistosomuly atrahuje zvolena koncentrace
testovanych soli, nebo zda migruji do bo¢ni chodbicky za atraktantem jen proto, ze agar ve
stiedni chodbic¢ce neobsahoval zddné ionty, a bylo to tedy pro né€ nepfirozené
(hypoosmotické) prostiedi. V tomto pokuse byla s pouzitim zardzky stiedni a prava chodbicka
naplnéna 0,5% agarem obsahujicim NaCl o fyziologické koncentraci 152 mM a do levé 0,5%
agar obsahujici NaCl o koncentraci, ktera se jevila jako atraktivni v pfedeslych pokusech
(205 mM). V ptipadé negativni kontroly byly obé bo¢ni chodbicky naplnéné agarem s NaCl
o koncentraci 152 mM. Nasledné& se pipetuje vrstva agaru s kyselinou linolovou, voda
s cerkariemi a koncovy roztok, coz byl roztok NaCl o koncentraci 152 resp. 205 mM
(izotonicky s agarem a NaCl v komurkach). Mezi kazdym krokem se, stejné jako u
predchozich pokust, nechd agar v komurkach zatuhnout v ledové lazni. Nésleduje pielepeni
vrchni ¢asti W-komirky lepici paskou a inkubace ve tmé v termostatu pii 37 °C, po dobu 1,5

hodiny.

4.2.5. Vliv po¢tu cerkarii na jejich schopnost proniknout vrstvou agaru a
kyseliny linolové stimulujici penetraci
Vliv inicialniho poc¢tu cerkarii na jejich schopnost proniknout vrstvou agaru a kyseliny

linolové byl testovan za podminek pokusti uvedenych v kapitole 4.2.2. VSechny komiurky
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byly naplnény jako negativni kontroly, obsahovaly tedy pouze smés agaru a Ringerova
roztoku, na které byla vrstva agaru s kyselinou linolovou. Dalsi postup byl identicky jako
v pokusech popsanych v kapitole 4.2.2.

Inicialni pocty cerkarii ve W-komtirce se pohybovaly od 0 do 31, poCty cerkarii, které
pronikly vrstvou agaru a kyseliny linolové se pohybovaly od 0 do 8. Celkovy pocet W-
komirek (pokusit) byl 115 a celkovy pocet cerkarii 1217.

4.2.6. Analyza atraktivni frakce kachniho séra
Frakce kachniho séra, ktera byla pro schistosomuly prokazatelné¢ atraktivni, byla analyzovana
pomoci SDS-PAGE elektroforézy na komercné ptipravenych 10% polyakrylamidovych
gelech (Bio-Rad). Naneseno bylo 25 pl vzorku s 5 pl vzorkového neredukujiciho pufru.
Déleni probihalo pii napéti 150 V. Gely byly obarveny Coomassie Briliant Blue R-250 a
oskenovany. Pro ovéfeni identity proteint byly tii nejvyraznéjsi prouzky vyiiznuty z gelu a
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie (4800 Plus MALDI TOF/TOF analyzér,

Laboratof hmotnostni spektrometrie, Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta).

4.3. Sledovani zmén senzorickych papil na apikalnim konci cerkarii a schistosomul
Senzorické papily byly vizualizovéany a sledovany pomoci riznych metod. Sledovana byla
pouze oblast CI (Kock a Bockeler 1998). Cerkarie byly ziskavany z laboratorné drZzenych
infikovanych plza. Schistosomuly byly 1,5 hodiny, 24, 48 a 72 hodin staré a byly ziskany
experimentalni ndkazou definitivnich hostitelt a kultivaci.

Jelikoz jsou papily parovymi organy, byl pi1 udavani poctu senzorickych papil
zachovan stavajici zvyk, kdy se udava pocet papil pouze na jedné strané téla (Kock a

Béckeler 1998).

4.3.1. Kultivace schistosomul pro sledovani senzorickych papil
Ptiprava cerkarii 7. regenti na kultivaci probihala nasledujicim zptsobem (upraveno dle
Chanova a kol. 2009). Cerkarie byly pomoci svételného zdroje stimulovany k uvolfiovani
z mezihostitelského plze. Uvolnéné cerkarie byly sbirany pomoci pipety a premistovany do
50 ml zkumavky, ktera byla uloZena v ledu. Po shromaZzdéni dostateéného poctu cerkarii se
zkumavka nechala v ledu minimélné 1 hodinu, dokud vSechny cerkarie neklesly ke dnu.
Nasledné se sterilni Pasteurovou pipetou odséla ptebyte¢na voda, dokud ve zkumavce

nezbylo cca 5 ml vody s cerkariemi. Sterilni injekéni stiikackou s jehlou o priméru 0,6 mm
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byla opakované¢ nasdvéana a vypousténa voda s cerkariemi, minimalné 20x. Diky tomu
cerkarie odhodi ocasek a jsou stimulovany k transformaci. Injek¢ni stiikackou byla voda

s cerkariemi/schistosomulami pienesena do sterilni Petriho misky o priméru 3 cm, kam bylo
piidano cca 3 ml SCM 169 média (Schistosoma culture medium, Basch 1981). Krouzenim
byla télicka cerkarii zkoncentrovana ve stfedu misky a nasledné byla sterilni Pasteurovou
pipetou opatrné odsata cca polovina objemu tekutiny z okraji misky a opét dodéno Cerstvé
SCM médium na piivodni objem. Toto bylo zopakovano 3x. Déle bylo do SCM média

s cerkariemi/schistosomulami piidano 50 ul roztoku antibiotik Pen/Strep/Amfotericin B
(Lonza) a Petriho miska byla uzaviena a ptelepena parafilmem. Kultivace probihala v CO,
inkubatoru, pii 5% CO, a 37°C. Schistosomuly byly kultivovany 1,5 hodiny a déle 24, 48
a 72 hodin.

4.3.2. Pitva definitivnich hostitelii pro ziskani schistosomul
Pitvy pro ziskani schistosomul byly provadény 1,5 hodiny, 24, 48 a 72 hodin p.i. U kachen
nakazenych 1,5 hodiny a 24 hodin byla stazena kiize z nohou. Z kachen nakazenych 48 a 72
hodin byla vyjmuta micha. Nervova tkan a vzorky kiize byly uloZeny do Petriho misek
s fyziologickym roztokem (0,9% NaCl). Nasledn¢ byla nervova tkan a ktize v Petriho miskach
natrhany prepara¢nimi jehlami a osviceny po dobu 15 minut stolni lampou, coz schistosomuly

stimulovalo k opusténi tkané. Schistosomuly byly sbirdny pod binokuléarni lupou.

4.3.3. Metody pouZité pro vizualizaci senzorickych papil cerkarii a schistosomul
V piipad¢ barveni dusi¢nanem stiibrnym byl k suspenzi cerkarii nebo schistosomul na
hodinovém skle byl ptidan stejny objem 1-5% roztoku AgNO;. Nasledné byla skla pfenesena
do temna, kde probihala za pokojové teploty inkubace po dobu 10-30 minut. Pak byla
suspenze nékolikrat promyta vodovodni vodou a osvicena stolni lampou s 20 W Zarovkou po
dobu 10 minut. Po pfeneseni na podlozni sklicko a ptikryti krycim sklickem byly cerkarie a
schistosomuly pozorovany pomoci optického mikroskopu Olympus BX 51. Fotografie byly
pofizovany pomoci programu QuickPHOTO MICRO.

Vzorky pro sledovéani senzorickych papil cerkarii a schistosomul pomoci skenovaci

elektronové mikroskopie byly zpracovavany nasledujicim zptisobem. Cerkarie a
schistosomuly ziskané kultivaci a pitvami byly fixovany:

1) 8% horkym formaldehydem (fedény destilovanou vodou)
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2) 2,5% glutaraldehydem v pufru obsahujicim 200 mM kakodylatu sodné¢ho, 150 mM

NaCl, 7 mM glukézy, 2 mM CaCl,,

Ve fixazi byly vzorky uchovavany 12 hodin pfi teploté 4 °C. Nasledné byly 3x promyty vodou
(vzorky fixované formaldehydem) resp. ptisluSnym pufrem (vzorky fixované
glutaraldehydem), odvodnény ethanolovou fadou (50% ethanol 15 minut, 80% ethanol 15
minut, 96% ethanol 15 minut, 100% ethanol 3x 5 minut) a pfevedeny do acetonu (100%
aceton 3x 5 minut). Vzorky v acetonu byly vlozeny do kornoutku z cigaretového papirku,
ktery byl nasledné na obou stranach pevné obvazan niti, a spolu s nim byly vysouSeny
metodou kritického bodu v pfistroji Cryticial Poind Dryer CPD 030. VysuSené vzorky byly
umistény na podkladovy tercik pomoci lepici uhlikové pasky. Ter¢iky se vzorky byly déle
pozlaceny vrstvou 3nm v pfistroji Sputter Coater SCD 050 v laboratofi elektronové
mikroskopie na PfF UK. Objekty byly prohlizeny na pfistroji JEOL SEM 6380 LV pfi
urychlovacim napéti 15, 20 a 25 KV. Typy papil byly uréovany dle klasifikace Podhorského
(2000).

Pro morfometrickou charakterizaci byly vybrany dvé papily nachézejici se u
centralnich vyvodi penetracnich zZlaz, které byly nejcastéji dobie viditelné (Obr. 12). Dle
klasifikace popsané Podhorskym (2006) to byly papila typu VII (cilie dlouha cca 3 pl
s tegumentalnim limcem a vysokou tegumentalni bazi) a papila typu X (aciliarni, s vyraznym
tegumentalnim podkladem). U papily typu VII byla métena délka papily od povrchu téla
cerkarie aZ ke konci cilie, u papily typu X od povrchu téla po vrchol papily.

Pro sledovani papil pomoci fluorescen¢ni ho znaceni tubulinu byly vzorky
zpracovavany nasledujicim zplisobem:

— fixace ve 4% paraformaldehydu (v 0,1 M fosfatovém pufru, pH 7,4) po dobu 12 hodin
— 3x 20 minut v AbD (Antibody dilution buffer), slozeni: 0,1 M PBS, pH 7,4, 1% BSA

(Bovine Serum Albumin, Sigma), 0,1% Triton" ™ X-100 (Sigma)

— pridani 50 pl 1% SDS (sodium dodecyl sulfate), inkubace 1 hodinu za pokojové
teploty

— inkubace s primarni protilatkou (Monoclonal Anti-Acetylated Tubulin antibody
produced in mouse, Sigma, 1:100) 1 hodinu pfi 5 °C

— 3x 5 minut v AbD

—  inkubace se sekundarni protilatkou (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG,
Invitrogen, 1:100), 1 hodinu za pokojové teploty

— 3x 5 minut v Abd
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—  zamontovani na sklicko pomoci VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector
Laboratories).
Vzhledem k tomu, ze se nepodaftilo uspokojivé vizualizovat senzorické papily
schistosomul, byly testovany i nasledujici modifikace tohoto postupu:
1. fixace ve 4% paraformaldehydu, promyti v AbD, inkubace s SDS pies noc, inkubace
s primarni protilatkou, dale jak popsano vyse
2. fixace ve 4% paraformaldehydu, promyti v AbD, 1 h SDS, 20 minut 1% TWEEN® 20
(Sigma), inkubace s primarni protilatkou, dale jak popsano vyse
3. fixace ve 4% paraformaldehydu, promyti v AbD, proteinaza K (2 mg/ml, Sigma),
znovu fixace 10 min 4% paraformaldehydem, promyti v AbD, dale jak popsano vyse.
Objekty byly pozorovany pomoci mikroskopu Olympus BX 51. Fotografie byly pofizovany
pomoci programu QuickPHOTO MICRO.

4.4. Statistika
Vysledky byly zpracovavany pomoci programii Microsoft Office Excel 2007 a ,,R* (R
Development Core Team, Ross Thaka a Robert Gentleman). V programu R byla data ziskana
sledovanim chemoorientace schistosmul nejprve transformovana pomoci ,,arcsin square root
transformation® pro ziskani hodnot s normalnim rozdélenim a nasledné byly stfedni hodnoty
porovnany pomoci Tukeyho testu na hladin¢ vyznamnosti a = 0,01 (pokud atraktivita
testované latky a atraktivita pozitivni kontroly nebyly signifikantné odlisné, oznaceno *).
Testovani vlivu inicidlniho poctu cerkérii na procento cerkarii, které pronikly vrstvou
agaru s kyselinou linolovou, bylo provadéno pomoci korelacniho testu v programu R, na

hladin€ vyznamnosti o = 0,01.
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5. Vysledky

5.1. Testovani chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro

Mnozstvi cerkarii, které pronikly vrstvou agaru s kyselinou linolovou a pteménily se na
schistosomuly, se pohybovalo od 0 do 100 %. MnoZstvi schistosomul, které domigrovaly az
do bo¢ni komirky se stimulem (a tedy se orientovaly) se pohybovalo od 0 do 100 % poctu

schistosomul, které pronikly vrstvou agaru s kyselinou linolovou.

5.1.1. Testovani atraktivity solubilnich frakci nervové soustavy, D-glukozy a
L-argininu pro schistosomuly 7. regenti (metoda ¢. 1)
V prvni sérii pokusi, za podminek popsanych v kapitole 4.2.2, byla testovdna reakce
schistosomul 7. regenti na solubilni frakce nervové soustavy kachny domaci (4nas
platyrhynchos f. domestica), konkrétné frakce z michy a mozku. Pro testovani byly zvoleny
koncentrace 5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml.

Z téchto koncentraci se ukézala atraktivni, avSak statisticky neprikazné, solubilni
frakce z michy o koncentraci 1 mg/ml. Ostatni testované koncentrace nebyly atraktivni
(Tabulka 2A).

Za stejnych podminek byly testovany reakce schistosomul na L-arginin a D-gluk6zu
v riznych koncentracich (Tabulka 2B). Z koncentraci 250 uM, 1 uM, 0,5 uM a 0,25 uM

nebyla atraktivni Zadna.

Tabulka 2: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro - testovani atraktivity solubilnich

frakei nervové soustavy, D-glukézy a L-argininu (metoda €. 1)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
schistosomul® (%) cerkarii” (%)
(A) Solubilni frakce nervové soustavy kachny domdci
mozek 5 mg/ml 0 0
1 mg/ml 2,5 1,7
0,1 mg/ml 0 0
0,01 mg/ml 5,3 2.3
micha 5 mg/ml 6,7 1,5
1 mg/ml 27,5 8,9
0,1 mg/ml 2.5 1,0
0,01 mg/ml 15,0 4,0
Hank’s médium® 43,5 21,0
Negativni kontrola 0 0

(B) L-arginin a D-glukoza
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D-glukoza 250 uM 5,6 2,9

1 uM 0 0
0,5 uM 0 0
0,25 uM 0 0
L-arginin 250 uM 7,3 1,5
1 uM 1,4 0,7
0,5 uM 1,9 0,9
0,25 uM 0,9 0,3
Hank’s médium® 38,9 9,1
Negativni kontrola 0 0

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, z téch, které pronikly vrstvou
kyseliny linolové.

®Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze viech cerkarii aplikovanych do
komiirky.

‘Pozitivni kontrola.

5.1.2. Testovani atraktivity sloZek ,,Hank’s balanced salt solution* média, soli
v riiznych koncentracich, D-glukézy, L-argininu a neuromediatori
(metoda ¢.2)
V dalsi sérii pokusti, za podminek popsanych v kapitole 4.2.3, byly testovany slozky média
,Hank’s balanced salt solution®, konkrétné chlorid sodny, chlorid draselny, D-glukéza a jejich
smésy. Z testovanych kombinaci byla signifikantné atraktivni pouze kombinace roztok NaCl,
KCl a D-glukoézy v koncentracich identickych jako v médiu ,,Hank’s balanced salt solution®,

tedy 136 mM NaCl + 5 mM KCI + 5,5 mM D-glukéza (Tabulka 3).

Tabulka 3: Chemoorientace schistosomul 7! regenti in vitro — testovani atraktivity komponent

média ,,Hank’s balanced salt solution* (metoda ¢. 2)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu

schistosomul® (%) cerkarii” (%)
NaCl =Hank’s 0 0
NaCl+KCl =Hank’s 3,6 0,8
NaCl+KCI+D-glukéza =Hank’s* 27,9 4.5
D-glukéza =Hank’s 0 0
Hank’s médium® 21,5 4.3
Negativni kontrola 0 0

* Atraktivita testované latky neni signifikantné odli$né od pozitivni kontroly (Tukeyho test;
a=0,01)

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, z téch, které pronikly vrstvou
kyseliny linolové.

®Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze vSech cerkarii aplikovanych do
komurky.

“pozitivni kontrola
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Dale byly testovany roztoky NaCl a KCI v riznych koncentracich. NaCl v koncentraci
od 136 mM do 273 mM a KCl v koncentraci od 205 mM do 273 mM. Z nich byly pro
schistosomuly signifikantn¢ atraktivni roztoky NaCl v koncentraci 188 mM a 205 mM a
roztok KCl v koncentraci 205 mM. Pfi testovani roztokii NaCl v koncentraci 273 mM a KCl v
koncentraci 273 mM, vykazovaly cerkarie negativni chemoorientaci, kdy migrovaly do

protilehlé bo¢ni chodbicky. Tato koncentrace méla tedy repelentni ¢inek (Tabulka 4).

Tabulka 4: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro — testovani atraktivity NaCl a KCI

o ruznych koncentracich (metoda €. 2)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
schistosomul® (%) cerkarii® (%)
NaCl 136 mM 0 0
153 mM 0 0
171 mM 18 3,9
188 mM* 20,0 7,2
205 mM* 22,0 7,8
225 mM 0 0
239 mM 0 0
256 mM 0 0
273 mM -13,9¢ -4,3¢
KCl 205 mM* 20,0 4.5
225 mM 8,3 1,9
273 mM -18,1¢ -3,6
Hank’s médium® 20,9 6,5
Negativni kontrola 0 0

* Atraktivita testované latky neni signifikantné odlisné od pozitivni kontroly (Tukeyho test;

a=0,01)

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, z t&ch, které pronikly vrstvou

kyseliny linolové.

®Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze vSech cerkarii aplikovanych do

komirky.

“pozitivni kontrola.

Negativni chemoorientace (= repelentni uginek).

Pti opakovaném testovani n€kterych koncentraci D-glukézy a L-argininu za

modifikovanych podminek, kdy v médiich nebyly pfitomny Zadné ionty (podrobna metodika

viz kapitola 4.2.3), nebyla zjisténa Zadna atraktivita (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro — testovani atraktivity D-glukézy

a L-argininu v riznych koncentracich (metoda ¢. 2)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
schistosomul® (%) cerkarii® (%)
D-glukéza 5 mM 0 0
1 uM 0 0
0,5 uM 0 0
0,25 uM 0 0
L-arginin 1 mM 0 0
850 uM 0 0
250 uM 0 0
1 uM 4,3 0,5
0,5 uM 0 0
Hank’s médium*® 21,5 4.3
Negativni kontrola 0 0

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, z po¢tu schistosomul, které
Eronikly vrstvou kyseliny linolové.

Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze vSech cerkarii aplikovanych do
komtrky.
“pozitivni kontrola

Pro ovéfeni, zda jsou pro schistosomuly atraktivni konkrétni soli v pouzité koncentraci
nebo pouze osmolarita roztoku, byl testovan roztok D-glukézy o osmolarité¢ 410 mOsm/1, coz
obsahem osmoticky aktivnich latek v jednom litru odpovida roztokiim NaCl a KCI o
koncentraci 205 mM (které byly signifikantné atraktivni). Nebyla zjisténa zadna atraktivita

roztoku D-gluké6zy (Tabulka 7).

Tabulka 7: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro — testovani atraktivity roztoki o

rizné osmolarité (metoda ¢. 2)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
schistosomul® (%) cerkarii® (%)
NaCl 187 mM* 20,0 7,2
205 mM* 22,0 7,8
KCl 205 mM* 20,0 4,5
D-glukéza 410 mM 0 0
Hank’s médium® 21,5 4.3
Negativni kontrola 0 0

* Atraktivita testované latky neni signifikantné odlisné od pozitivni kontroly (Tukeyho test;
a=0,01)

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, z po¢tu schistosomul, které
pronikly vrstvou kyseliny linolové.

°Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze viech cerkarii aplikovanych do
komirky.
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“pozitivni kontrola

Daéle bylo testovano nékolik latek, které hraji dillezitou roli v procesech v nervoveé
soustave: serotonin, dopamin, acetylcholin, epinefrin, norepinefrin, glycin, kyselina
L-glutamov4, antidiureticky hormon (arginin na 8. misté¢ v aminokyselinovém fetézci),
histamin, ATP (adenosin 5-trifosfat) a GABA (kyselina y-aminomaselnd). V testovanych

koncentracich, nebyla pro schistosomuly atraktivni zadna z téchto latek (Tabulka 8).

Tabulka 8: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro — testovani atraktivity

neuromediatorti (metoda €. 2)

Testovana latka Chemoorientace Chemoorientace
(nazev udavany Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
vyrobcem) schistosomul® (%) cerkarii® (%)
Serotonin 90 ng/ml 0 0
hydrochloride
Dopamine 153 ng/l 0 0
hydrochloride
Acetylcholine 146 ng/l 0 0
hydrochloride
(£)-Epinephrine 10 ng/l 0 0
(£)-Norepinephrine 10 ng/l 0 0
Glycine 10 mg/1 0 0
L-Glutamic acid 0 0
[Arg8] — Vasopressin 500 ng/1

0 0
acetate salt
Histamine 50 ng/ml 0 0
Adenosine 500 pg/ml 0 0

S-triphosphate
disodium salt hydrate

y-Aminobutyric acid 103 pg/ml 0 0
Hank’s médium*® 18,7 4,6
Negativni kontrola 0 0

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze téch, které pronikly vrstvou
kyseliny linolové.

®Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze vSech cerkarii aplikovanych do
komirky.

“pozitivni kontrola.

Pri testovani reakce schistosomul na koncentrované kachni sérum se ukazalo, Ze sérum
je pro schistosomuly signifikantné¢ atraktivni, dokonce jesté vice, nez pozitivni kontrola,
médium ,,Hank’s balanced salt solution®. Proto bylo sérum déle vyuZivéano jako pozitivni
kontrola. Z testovanych frakci kachniho séra o rizné molekulové hmotnosti (0-3 kDa, 3-10

kDa, 10-30 kDa, 30-50 kDa, vice nez 50 kDa) byly signifikantn¢ atraktivni frakce 10-30 kDa
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a 30-50 kDa. V atraktivit¢ m¢la séru nejblize frakce 10-30 kDa. Proto byla dale testovana
atraktivita apolipoproteinu A-I (komeréné dostupny lidsky apolipoprotein A-I, Sigma), ktery
svou velikosti této frakci odpovidal. Z testovanych koncentraci byla atraktivni koncentrace 1

mg/ml (Tabulka 6).

Tabulka 6: Chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro — testovani atraktivity kachniho
krevniho séra, jeho frakci o riznych molekulovych hmotnostech a apolipoproteinu A-I

v riznych koncentracich (metoda €. 2)

Chemoorientace Chemoorientace
Testovana latka Koncentrace z celkového poctu z celkového poctu
schistosomul® (%) cerkarii® (%)
frakce séra 0-3 kDa 20 9.9
frakce séra 3-10 kDa 1,1 0,4
frakce séra 10-30 kDa* 62,5 23,6
frakce séra 30-50 kDa* 49.6 17,1
apolipoprotein A-I 1 mg/ml* 65,2 20,8
0,5 mg/ml 22,6 14,5
0,1 mg/ml 21,6 14,3
0,01 mg/ml 15,4 11,5
0,001 mg/ml 0 0
0,0001 mg/ml 0 0
0,0005 mg/ml 0 0
kachni sérum® koncentrované 67,6 22,8
Negativni kontrola 0 0
Hank’s médium 20,3 4,2

* Atraktivita testované latky neni signifikantn€ odlisna od pozitivni kontroly (Tukeyho test;
a=0,01)

* Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze téch, které pronikly vrstvou
kyseliny linolové.

®Procento schistosomul, které vykazovaly chemoorientaci, ze vSech cerkarii aplikovanych do
komirky.

“pozitivni kontrola.

5.1.3. Testovani vlivu zmén osmolarity médii na migraci schistosomul
(metoda ¢. 3)
Vysledky ukazaly, Ze schistosomuly neziistavaly v médiu ve stfedu migra¢ni komtirky, kde
byla koncentrace NaCl 153 mM, tedy koncentrace izotonicka s krevnim sérem, ale migrovaly
do média s NaCl o koncentraci 203 mM. Atraktivita NaCl o koncentraci 205 mM byla

v téchto pokusech srovnatelnd, jako v pokusech ptechozich (21,1 resp. 7,1 %).
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5.1.4. Vliv poctu cerkarii na jejich schopnost proniknout vrstvou agaru a

kyseliny linolové stimulujici penetraci

Pokusy s rtiznymi inicidlnimi pocty cerkarii vykézaly negativni korelaci mezi pocateCnim

poctem cerkarii ve W-komtrce a procentem cerkarii, které penetrovaly vrstvu agaru s

kyselinou linolovou (program R, korelacni test, a = 0,01). Zavislost je zndzornéna

pomoci grafu 1.

Graf 1: Zavislost procenta cerkarii, které penetrovaly vrstvu agaru s kyselinou linolovou na

inicidlnim poctu cerkarii umisténych do migracni komirky, o = 0,01, korelacni test
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Pti zndzornéni vztahu Gspésnosti penetrace cerkarii a velikosti plochy, do které mohly

penetrovat je zfejmé, Ze mezi nimi existuje pozitivni korelace (program R, korelacni test, o =

0,01) (Graf 2). Z grafu 2 je také ziejmé, Ze tispéSnosti penetrace vyssi nez 60 % bylo

dosahovéno pii velikosti plochy 0,06 — 0,6 cm” na 1 cerkarii. To v nafem ptipadé odpovidalo

poctu 1 — 10 cerkarii na komurku.

43




Graf 2: Zavislost procenta cerkarii, které penetrovaly vrstvu agaru s kyselinou linolovou na

velikosti plochy, do které jim bylo umoznéno penetrovat, a = 0,01, korela¢ni test
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5.2. Analyza kachniho séra

Elektroforéza 10-30 kDa frakce kachniho séra, ktera byla pro schistosomuly témér
stejné atraktivni, jako sérum samotné, ukazala opakované stejny vysledek (Obr. 8), a to tii
vyrazné prouzky v oblastech pfiblizné 26, 52 a 60 kDa.

Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovala protein o velikosti pfiblizné
26 kDa, jako kachni apolipoprotein A-I (Pfiloha 1). Proteiny o velikosti pfiblizné 52 a 60 kDa
se nepodafilo analyzovat, protoZe vzorky byly malo koncentrované, a tak nemohl byt zméten
dostate¢ny pocet trypsinovych §tépt pro identifikaci.

Analyzou kachniho séra provedenou v Ustavu klinické biochemie a patobiochemie
byly ziskany nasledujici hodnoty. V krevnim séru kachny 34 dni staré byla zmétena
koncentrace glukézy 10,07 mmol/l a koncentrace chloridovych iontd 108,6 mmol/l.

V krevnim séru kachny 47 dni staré byla gluk6za v koncentraci 12,24 mmol/l a chloridové

ionty v koncentraci 132,1 mmol/l. Koncentraci apolipoproteinu A-I se nepodatilo zméfit.
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Obr. 8: Vysledek opakované SDS-PAGE elektroforézy 10-30 kDa frakce kachniho séra,

v krouzku prouzky, které byly analyzovany, Sipkou oznacen identifikovany apolipoprotein Al

20 " 200 o

5.3. Sledovani zmén receptori na apikalnim konci téla cerkarii a schistosomul

5.3.1. Barveni dusi¢nanem stiibrnym
Pti vizualizaci senzorickych papil cerkarii pomoci barveni dusi¢nanem stfibrnym byla u
cerkarii v oblasti CI viditelna jedna papila na dorzélni stran¢ a jedna papila na ventralni strané
(Obr. 9). Z lateralniho pohledu nebylo mozné pocet papil v této oblasti urcit.

Senzorické papily schistosomul se obarvit nepodatilo. To platilo pro schistosomuly,

které byly ziskané kultivaci 1 pitvou.
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Obr. 9: Senzorické papily na apikalnim konci cerkarii 7. regenti vizualizované stiibienim; a
ventralni pohled, b lateralni pohled, ¢ dorzalni pohled; Sipkami oznaceny senzorické papily

v oblasti CI, v krouzku tyto papily z lateralniho pohledu.
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5.3.2. Fluorescen¢ni znaceni tubulinu
Pti pouziti této metody byly v oblasti CI viditelné papily kolem tsti penetracnich zlaz
cerkarii, ov§em jejich typ, pfesny pocet ani délka se urcit nedaly (Obr. 10).

Senzorické papily schistosomul (ziskanych kultivaci a pitvou) se touto metodou

vizualizovat nepodafilo.

Obr. 10: Senzorické papily na apikalnim konci cerkarii 7. regenti (v krouzku) vizualizované

fluorescencnim znacenim tubulinu; a dorzalni pohled, b lateralni pohled.
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5.3.3. Sledovani senzorickych papil pomoci SEM
Pti pouziti skenovaci elektronové mikroskopie byly senzorické papily cerkarii i schistosomul
v oblasti CI dobfe viditelné, ovsem jen u vzorkl fixovanych horkym formaldehydem. Larvy
fixované smési glutaradehydu a kakodylatového pufru (doplnéného glukézou a ionty — viz
kapitola 4.3.3) mély apikalni konec zanoteny. Z dorzalniho pohledu nebyla viditelnd zadna
papila. Z ventralniho pohledu byla viditelna jedna papila. Tato papila byla urcena jako papila
typu IV (acilidlni papila se zfasenym tegumentalnim lemem). Z lateralniho pohledu bylo
viditelnych 10 papil rizné morfologie: 7 papil typu VII (cilie dlouha cca 3 pm
s tegumentalnim limcem a vysokou tegumentalni bazi), 2 papily typu VIII (multiciliarni
papila, az 6 cilii cca 3 um) a 1 papila typu X (aciliarni, s vyraznym tegumentalnim
podkladem) (Obr. 12). Tyto papily se pfi transformaci na schistosomuly ani se stafim
schistosomul neménily, pouze se zvétSovala jejich velikost. Ze dvou méfenych senzorickych
papil na apikalnim konci téla (Obr. 11) se vzhledem k délce téla zvétSovala velikost pouze
papily typu VII. Délka této papily rostla od 1,8 pm u cerkarii ke 2,5 pm u schistosomul 72
hodin starych ziskanych pitvou, resp. 2 um u kultivovanych schistosomul 72 hodiny starych.

Vysledky méfeni papil typu VII a X jsou uvedeny v tabulkéach 7 a 8.

Tabulka 7: Vysledky méteni papil typu VII

Rozmér
(vrso Délka papily SD . o
Stari jedince (pitva/kultivované)  (pitva/kultivované) (I?lizl);l/)ll(l(jliitﬁjz:li)
cerkarie (n=35) 1,8 pm 0,4 0,007
schistosomuly 1,5 h (n=23/25) 2,2/1,9 pm 0,22/0,19 0,009/0,011
schistosomuly 24 h (n=22/31) 2,14/2 pm 0,17/0,21 0,011/0,009
schistosomuly 48 h (n=33/39) 3,2/2 um 0,19/0,2 0,013/0,010
schistosomuly 72 h (n=17/25) 2,5/2 pm 0,5/0,2 0,013/0,012
Tabulka 8: Vysledky méteni papil typu X
. . Rozmér
Stafi jedince Délka papily . SD . papily:délka téla
(pitva/kultivované) (pitva/kultivované) (pitva/kultivované)
Cerkarie (n=35) 0,7 um 0,14 0,0030
schistosomuly 1,5 h (n=23/25)  0,2/0,2 um 0,03/0,02 0,0009/0,0012
schistosomuly 24 h (n=22/31) 0,14/0,12 um 0,02/0,05 0,0007/0,0006
schistosomuly 48 h (n=33/39) 0,27/0,25 um 0,03/0,02 0,0011/0,0013
schistosomuly 72 h (n=17/25) 0,2/0,17 pm 0,06/0,03 0,0009/0,0009
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Obr. 11: Apikalni konec cerkarie 7. regenti (SEM); Sipkou oznaceny papily typu VIl a X,
jejichz délka byla sledovana, PZ — vyvody penetracnich z1az.
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6. Diskuze

6.1. Chemoorientace schistosomul 7. regenti

Pti testovani chemoorientace schistosomul 7. regenti byly jako prvni testovany L-arginin

a D-glukoza, protoze se oCekavalo, Ze schistosomuly 7. regenti budou atrahovany stejnymi
nebo podobnymi latkami, jako schistosomuly druhti S. mansoni a T. szidati (Grabe a Haas
2004), coz jsou velmi blizké druhy z ¢eledi Schistosomatidae. Schistosomuly téchto dvou
druhti se orientuji podle L-argininu (v koncentraci kolem 0,02 a 0,25 uM u T szidati, S.
mansoni byla atrahovana Sirokym spektrem koncentraci predev§im kolem 1, 10 a 1000 uM)
a D- glukézy (v koncentraci 1 uM u T szidati a kolem 10 a 100 uM u S. mansoni). Testovany
tedy byly koncentrace 250 uM, 1 uM, 0,5 uM a 0,25 uM. V téchto koncentracich nebyl pro
schistosomuly 7. regenti atraktivni ani L-arginin, ani D-glukéza.

Dutivod, pro¢ schistosomuly 7. regenti nereaguji na L-arginin, by mohl byt vysvétlen
neobvyklou migracni cestou télem definitivniho hostitele. Schistosomuly druhu 7. regenti, na
rozdil od ptibuznych druhti ze skupiny Schistosomatidae, po penetraci do pokozky
definitivniho hostitele nepronikaji do cév, ale vyhledavaji periferni nervy, kterymi se dostavaji
do michy (Hradkové a Horadk 2002). Protoze koncentrace L-argininu je vyssi v krvi, nez jeho
koncentrace na povrchu pokoZzky (Grabe a Haas 2004b), miiZe byt vyznamnym signalem pfi
vyhledavani krevnich cév. Proto by schopnost reagovat na rizné koncentrace L-argininu byla
pro schistosomuly 7. regenti irelevantni.

Zda se, ze schistosomuly 7. regenti se pii migraci télem definitivniho hostitele
orientuji podle iontd, stejné jako diplostomuly druhu D. spathaceum. Larvy tohoto parazita
reagovaly na NaCl a KCI v koncentraci 225 mM (atraktivni komponentou byly chloridové
ionty) a na D-glukozu v koncentraci 1 a S mM (Haas a kol. 2007). Schistosomuly 7. regenti
v nasich pokusech chemotakticky reagovaly na roztoky NaCl v koncentraci 188 mM a 205
mM a roztok KCI v koncentraci 205 mM, pticemz roztoky NaCl a KCl v koncentraci 273 mM
byly pro schistosomuly repelentni. D-glukdza byla pro schistosomuly 7° regenti atraktivni
v koncentraci 5 mM, ovSem jen pokud byla ve smési s chloridovymi ionty. Larvy 7. regenti
a D. spathaceum tedy reaguji na stejnou koncentraci D-glukozy (7. regenti jen kdyz je
D-gluko6za ve smési s ionty), ale 1i§i se v tom, na jaké koncentrace NaCl a KCl reaguji.
Dtivodem, pro¢€ se schistosomuly 7. regenti orientuji podobné jako diplostomuly
D. spathaceum by mohlo byt to, Ze larvy obou téchto druhii po proniknuti do hostitele migru;i

kranidlné. Diplostomuly do oka svého denifitivniho hostitele (ryby) a schistosomuly do nosni
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dutiny ptaki. Z nami ziskanych hodnot vyplyva, ze koncentrace glukézy v krvi kachen je
10,07 resp. 12,24 mM, je to tedy koncentrace vyssi, nez na kterou reaguji schistosomuly

T. regenti. Nicmén¢ koncentrace glukozy v podkozi a v perifernich nervech kachen miize byt
daleko nizsi. I schistosomuly 7. szidati odpovidaly nejlépe na takové koncentrace atraktivnich
latek, které byly mnohem nizsi nez obvyklé koncentrace v pta¢im séru (Grabe a Haas 2004a).

Schistosomuly 7. regenti reagovaly stejnou mérou na roztoky NaCl a KCl o stejné
osmolarité, nahrazeni sodnych iontii draselnymi tedy na orientaci nemélo vliv. Z toho bylo
odvozeno, Ze atraktivni komponentou byly chloridové ionty (Tabulka 2C). Na druhou stranu
koncentrace D-gluk6zy osmoticky odpovidajici atraktivnim roztokiim NaCl a KCl1 (410
mOsm/1) pro schistosomuly atraktivni nebyla. Pro schistosomuly tedy pravdépodobné nejsou
rozhodujici hodnoty osmolarity, ale koncentrace urcitych iontt. Dalsi otazkou bylo, zda je pro
schistosomuly atraktivni ur€itd koncentrace iontli, nebo migrovaly do média s ionty jen proto,
ze médium ve stiedni chodbicce neobsahovalo zadné ionty, a bylo to tedy pro n€ nepfirozené
prostiedi. Nicméné¢ pti pokusu, kdy vychozi koncentrace NaCl v médiu byla 153 mM, tedy
koncentrace izotonicka s krevnim sérem, se ukazalo, Ze i v t€chto podminkach schistosomuly
migruji do média s vyssi koncentraci iontl, kterd je lakala v pfedchozich pokusech (205 mM).

To, ze schistosomuly 7. regenti reaguji na chloridové ionty, na rozdil od schistotomul
pribuznych druhii S. mansoni a T. szidati, je piekvapivé zjisténi a domnivame se, ze to také
souvisi s neobvyklou migraéni cestou (nervovou soustavou) schistosomul do mista své
definitivni lokalizace (Horak a kol. 1998). Koncentrace chloridovych iontl v mozkomisnim
moku je totiz vyssi nez v krevni plasmé (Amtorp a Sorensen 1974).

Roztoky NaCl a KCl o koncentraci 188 mM a 205 mM a objemu 1 1 obsahuji stejnou
koncentraci chloridovych iontd (188 mM a 205 mM). Témto hodnotam odpovida zjisténa
koncentrace chloridovych iontii v kachnim séru (108 mM u kachny staré 34 dnti a 132,1 mM
u kachny staré 47 dni). Tato koncentrace je niz$i, nez zjiSténa atraktivni koncentrace, ovsem
je pravda, Ze pii testovani krevniho séra schistosomuly domigrovaly az do média
s testovanym sérem, zatimco pfi testovani solnych roztokd schistosomuly, které se
orientovaly, nedomigrovaly az do média s roztokem, ale zlistdvaly v médiu blize stfedni
chodbicce. Zde mohla byt koncentrace iontli niz8i a pro n¢ idealni (viz nize).

Jak bylo feceno vyse, velmi dobré vysledky byly ziskany pfi testovani kombinace
NaCl, KCl a D-glukézy, a to ve stejnych koncentracich jako v médiu ,,Hank’s balanced salt
solution* (NaCl=136 mM, KCI=5 mM, D-gluk6za=5,5 mM). Nicméné D-glukdza samotna,

ani kombinace NaCl a KCI (bez D-glukdzy) neptisobily u schistosomul tak vyraznou odezvu.
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To by mohlo ukazovat na pfitomnost dvou chemoreceptort na téle schistosomul — jednoho
pro chloridové ionty a druhého pro D-glukdzu, které vyzaduji uréitou kooperaci. Je mozné, ze
receptor pro D-gluk6zu zacne byt funkeéni az poté, co schistosomulum dostane signal pomoci
receptoru na chloridové ionty, a teprve tim pokracuje migrace. Néco podobného se vyskytuje
napiiklad v pribéhu imunitnich reakci. Aby se B-lymfocyty zacaly mnozit a pfeménily se na
plasmatické bunky, které produkuji protilatky, je tfeba, aby pfijaly dva signdly: prvnim je
navazani antigenu BCR receptorem a druhym vazba Th2 bunky (Schimpl 1983).

D-glukoza je klicovou latkou pii transformaci cerkarii ve schistosomuly (Skelly
a Shoemaker 2000). Autofi popsali, Ze pocet cerkarii S. mansoni transformovanych ve
schistosomuly se zvysil, pokud byly v médiu pfitomny ionty i D-gluk6za. OvSem existuje i
teorie, Ze pro uspéSnou transformaci cerkarii S. mansoni ve schistosomuly sta¢i jen zvySeni
salinity roztoku (Samuelson a Stein 1989). Konkrétné, Ze pro transformaci cerkarii ve
schistosomuly staci pfemisténi cerkarii z fi¢ni vody (18 mOsm) do roztoku 300 mOsm PBS
obsahujiciho 140 mM NaCl. Pocet cerkarii, které se transformovaly ve schistosomuly, byl pfi
tomto postupu dokonce vyssi, nez pii premisténi cerkarii z ficni vody do 300 mOsm média
RPMI, které¢ obsahuje i D-glukozu. Funkce D-glukézy pii transformaci cerkarii na
schistosomuly je tedy diskutabilni.

Roztoky soli a kombinace soli a D-glukézy byly sice pro schistosomuly 7. regenti
v ur€itych koncentracich signifikantné atraktivni (vzhledem k atraktivité pozitivni kontroly,
média ,,Hank’s balanced salt solution‘), nicméné¢ jejich atraktivita zdaleka nedosahovala
takovych hodnot, jako pfi testovani krevniho séra kachny domaci. To mlze znamenat, Ze
kromé chloridovych iontti a D-glukdzy existuje jesté jiny atraktant, na ktery schistosomuly
reaguji. Dle naSich vysledk je to apolipoprotein A-I, a to v koncentraci 1 mg/ml. Tento
protein se vyskytuje jak v krevnim séru, tak v mozkomisnim moku. U lidi se jeho koncentrace
pohybuje kolem 1 mg/ml v séru a 0,004 mg/ml v mozkomisnim moku (Koch a kol. 2001).
Schistosomuly 7. regenti tedy reaguji na takovou koncentraci apolipoproteinu A-I, jaka se
prirozené vyskytuje v krevnim séru ¢lovéka. Jeho hodnotu v krevnim séru kachny se nam,
nepodafilo zméfit. Také schistosomuly S. mansoni reaguji 1 na jiné latky, nez jsou D-glukoza
a L-arginin. Jsou to fibronektin a bradykinin, které se vyskytuji v krevni plasmé.
Diplostomuly D. spathaceum reaguji, kromé chloridovych iont a D-glukozy, také na
melatonin, D-mano6zu a maltotriozu.

Oproti o¢ekavani nebyly solubilni frakce nervové soustavy bud’ viibec atraktivni, nebo

byla atraktivita statisticky nepriikazna. Pravdépodobnym vysvétlenim bude to, Ze diky
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velkému ziedéni (vysvétleni kapitola 6.4) byly koncentrace chloridovych iontt a
apolipoproteinu A-I velmi nizké, a proto na tyto koncentrace schistosomuly nereagovaly. Je
velmi pravdépodobné, ze nefedény roztok solubilnich frakeci nervové soustavy by mohl byt
pro schistosomuly atraktivni.

Komerc¢né dostupné neuromediatory nebyly v testovanych koncentracich atraktivni.
Nicméné pouzité koncentrace byly zvoleny podle fyziologickych hodnot ¢lovéka.

Atraktivita pozitivni kontroly, média ,,Hank’s balanced salt solution®, se pohybovala
od cca 20 % az k hodnoté kolem 40 %. Vysoka atraktivita tohoto média, a zadroven zvySena
atraktivita D-glukézy a L-argininu v prvnich pokusech oproti pokustim provedenym pozdéji,
by mohla byt vysvétlena odlisnou metodikou pokust. Pii prvnim testovani D-glukézy a
L-argininu (metoda €. 1, viz kapitola 4.2.2) byly totiz ve vSech pouzivanych médiich pfitomny
1 chloridové ionty, které by mohly byt za zvySenou atraktivitu zodpovédné. Do vSech médii
(i do neutralniho média) se totiz kromé testovanych latek ptidaval i Ringertiv roztok, ktery
v pouzivanych koncentracich 1,8 a 0,9 % obsahoval 306 mM resp. 153 mM roztok NaCl, po
zfedéni dal$imi komponenty média 76,5 mM roztok NaCl.

Pfi testovani atraktivity soli obsahovalo médium ve W-komitrkach pouze agar
pripraveny pomoci destilované vody. Neobsahoval zadné ionty, a tedy to bylo prostiedi pro
schistosomuly hypoosmotické. Nicméné schistosomuly v médiu uspésné piezivaly i po 1,5
hodin¢ inkubace v termostatu, migrovaly, a nebylo na nich znatelné zddné poskozeni. Agar
tedy pravdépodobné zamezuje pronikani vody do téla schistosomul a zabraniuje osmotickému
kolapsu. Pti testovani atraktivity iontd i jinych nizkomolekularnich latek je zde dale otazka,
jaka je skute¢nd koncentrace v téch castech W-komirky, kde se cerkarie s testovanymi
latkami setkavaji a zaCinaji se orientovat. Je znamo, Ze latky s molekulovou hmotnosti mensi
nez 3 kDa difunduji v 0,25 % agaru do vzdalenosti 7-8 mm za hodinu, latky s molekulovou
hmotnosti vétsi nez 3 kDa do vzdalenosti 0,5-1,5 mm za hodinu (Grabe a Haas 2004a).
Vzdalenost mezi vrstvou agaru s kyselinou linolovou a okrajem média s testovanou latkou se
pohybovala podle typu pokusu od 7 do 12 mm. JelikoZ vSechny testované latky (kromé
solubilnich frakci nervové soustavy a krevniho séra) mély Mr < 3kDa, po 1,5 hodiné
dosahoval jejich gradient az k schistosomulam. OvSem piesnou koncentraci v jednotlivych

¢astech komtirky nejsme schopni urcit.
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6.2. Vliv poctu cerkarii na jejich schopnost proniknout vrstvou agaru a kyseliny
linolové stimulujici penetraci
Je zndmo, ze se zvysujicim se poctem cerkarii S. mansoni na plochu se zvySuje procento téch,
které penetruji lidskou pokozku (Griffiths 1953, cit. dle Ingram a kol. 2003). Vysvétluje se to
tim, Ze cerkarie/schistosomuly zanechévaji v pokozce cesticky, kterymi je mizou nasledovat
dalsi, coz zvysuje procento cerkarii, které proniknou do pokozky, i rychlost, s jakou se to d¢je.
Jelikoz penetracni zlazy cerkarii S. mansoni obsahuji L-arginin, ktery je pro schistosomuly
S. mansoni prokazateln¢ atraktivni, obsah penetracnich zlaz mize vést dalsi schistosomuly
rychleji do pokozky (Granzer a Haas 1986). Latky atrahujici prislusniky stejného druhu,
v odborné terminologii feromony, se mezi parazity vyskytuji ¢asto. Naptiklad klist'ata
rozeznavaji nékolik druht téchto latek. Prvni kategorie jsou shromazd’ovaci feromony, které
volné Zijici kliSt'ata vylucuji, aby se nahromadila v jedné oblasti v prostfedi. Druhé kategorie
jsou feromony, které jsou vylu¢ovany zejména samici pfi sani. Ty atrahuji samce pfimo na
urcitd mista na hostiteli, tedy k samici. Tteti kategorii jsou feromony, které usnadiuji pareni
(Anderson, 2008).

Vysledky této diplomové prace ovSem vykazuji negativni korelaci mezi inicidlnim
poctem cerkarii ve W-komdrce a procentem cerkarii, které pronikly vrstvou agaru a kyseliny
linolové (Graf 1). Mize to byt tim, Ze agar nema stejné mechanické vlastnosti jako lidska
pokozka. V agaru pravdépodobné nezlstavaji po schistosomuléch zadné chodbicky. Navic se
nezjistilo, Ze by byly schistosomuly 7. regenti L-argininem atrahovany. Ingram a kol. (2003)
dospéli k tomu, ze pocet cerkarii S. mansoni, které proniknou do pokozky, nema zadny vliv na
rychlost pronikani dalSich. Stale tedy ziistava sporné, zda méa rozdilny pocet cerkarii na

plochu vliv na jejich penetraci. Je mozné, ze kazdy druh pouziva odliSnou strategii.

6.3. Sledovani zmén receptoru na apikalnim konci téla cerkarii a schistosomul
Pti pronikani do téla definitivniho hostitele a orientaci v jeho téle v ranych fazich infekce se
pravdépodobné nejvice uplatituji senzorické papily na apikalnim konci téla cerkarii
schistosomul (King a Higashi 1992). Proto byly tyto papily vizualizovéany a sledovany
pomoci riznych metod.

Pti barveni senzorickych papil pomoci dusi¢nanu stiibrného byla v oblasti CI viditelna
1 papila na dorzalni stran¢ a 1 papila na ventralni stran¢. To odpovida diive publikovanym
pracim (Horak a kol. 1998, Podhorsky a kol. 2009). OvSem diky velkému nahlouceni papil na

apikalnim konci a také diky tomu, Ze se touto metodou barvi i produkty penetracnich Zlaz
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cerkarii, nebylo mozné urcit piesny pocet papil z laterdlniho pohledu (Obr. 9b). Tento problém
by mohl byt feSen diikladnéj§im promytim cerkarii pied barvenim. Papily schistosomul se
touto metodou obarvit nepodafilo, pravdépodobné diky tomu, ze po transformaci jejich
povrchu se dusi¢nan stiibrny uz na papily nevaze. Je velmi pravdépodobné, ze se na povrchu
schistosomul 7. regenti po transformaci vytvari zdvojena sedmivrstevna membrana, stejné
jako u schistosomul 7. szidati (Horak a kol. 1998b). Ta mlze znemoznovat navazani soli
stfibra na senzorické papily schistosomul.

Fluorescencni znac¢eni tubulinu ukazalo na apikalnim konci cerkarii nékolik papil,
ovsem jejich ptesny pocet, typ a rozlozeni nebylo mozné urcit. Nebyla zde jistota, ze jsou
zobrazeny vSechny papily na apikalnim konci a diky nerovnomérnému zateni riiznych ¢asti
papil nebylo moZzné prokazatelné urcit jejich délku ani tvar. Senzorické papily rizné starych
schistosomul se touto metodou zviditelnit nepodafilo, a to ani pfi riznych modifikacich
metody. Pravdépodobnym vysvétlenim je stejné jako u predeslé metody zména vnéjsi
membrany schistosomul.

Skenovaci elektronovéd mikroskopie odhalila na apikalnim konci cerkarii
a schistosomul 10 dobfte viditelnych papil, sedm papil typu VII, dvé papily typu VIII a jednu
papilu typu X. To odpovida vysledkiim diplomové prace Podhorského (2006). Tyto papily
byly viditelné jen u vzorki fixovanych horkym formaldehydem. Vzorky fixované druhym
zpusobem meély apikalni konec zanotfeny. Zda to bylo diky osmotickému kolapsu tél
schistosomul, kdy byly v prub¢hu fixace a dalSiho zpracovani vystaveny hypo- nebo
hypertonickym roztokiim, nebo zda to byl poc¢atek tvorby ustni ptisavky, zlistava otazkou.
Nicméng puft, se kterym byl misen glutaraldehyd, byl navrzen pravé tak, aby slozenim
a osmolaritou co nejvice odpovidal vnitinim podminkam téla hostitele resp. kultivaénimu
médiu.

Délka senzorickych papil se u schistosomul se stafim zvétSovala, a to jak u
kultivovanych, tak u téch, které byly ziskané pitvou definitivniho hostitele. Délka papil u
kultivovanych schistosomul byla mensi, neZ u schistosomul z hostitele. Nicméné
schistosomuly ziskané kultivaci byly celkové menSich rozmérl nez larvy ziskané pitvou. To
by pravdépodobné mohlo byt tim, Ze postup kultivace a slozeni médii nebyly jeste dostatené
optimalizovany. Délka papily vzhledem k délce téla se zvétSovala pouze u papily typu VIIL. To
by mohlo ukazovat na dulezitou funkci této papily pii orientaci v téle definitivniho hostitele.
Dle popisu Podhorského (2006) méla byt cilie této papily u cerkarii ptiblizné 3 pm dlouha.
Vysledky naseho méfeni celé papily se pohybovaly od 1,4 do 2,2 um. Na délku papily ovSem
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mohla mit vliv teplota, pfi které jsou chovani infikovani plzi, stejn¢ jako je tomu u délky téla

cerkarii (Donges 1964). Plzi v nasi laboratofi jsou chovani ve vod¢ o teploté 21 °C.

6.4. Problémy metodickych pristupi

V prubéhu pokusii bylo zaznamenano velké mnozstvi neplatnych vysledkl. Z vice nez 200
pokusii bylo Gsp&snych 159. Usp&snost pokusi se tedy pohybovala kolem 70 %. Diivodem
bylo malé, nebo nulové mnozstvi schistosomul, které pronikly vrstvou agaru s kyselinou
linolovou v komurkach s pozitivni kontrolou. Tento problém byl piipisovan rychlé oxidaci
kyseliny linolové na vzduchu. Nicméné ani pouzivani Cerstvé dodané kyseliny, ani
uchovavani ptipravené 0,1 mM kyseliny linolové pfi teploté -80 °C tento problém nevyftesilo.
Protoze byla pouzivana takova koncentrace kyseliny linolové, kterd prokazatelné stimuluje
penetraci a transformaci cerkarii S. mansoni (Grabe a Haas 2004), je mozné, Ze cerkérie T.
regenti reaguji na odlisSné koncentrace. Hledani takovych koncentraci by vyzadovalo dalsi
studie.

I kdyz podminky pokusti byly identické, mnozstvi schistosomul, které¢ domigrovaly az
do bo¢ni komtrky se stimulem, a tedy se orientovaly, se mezi jednotlivymi W-komirkami
lisilo, a to i mezi W-komiirkami se stejnou testovanou latkou. Diivod nebyl zjistén, ovSem
podle tstni informace W. Haase se toto stavalo i pfi testovani chemoorientace u druhti
T. szidati, S. mansoni a D. spathaceum. MoZnym vysvétlenim by mohlo byt to, Ze cerkarie
byly ziskavany osvicenim cca 15 infikovanych plzi umisténych v cca 200 ml sklenicich
s odstatou vodovodni vodou. Mezi populacemi cerkarii z jednotlivych plzi mohly byt rozdily
ve schopnosti chemoorientace. Rozdily v ,,chovani* mezi jednotlivymi populacemi byly
pozorovany u cerkarii druhu S. mansoni. Dvé populace tohoto druhu z Guadeloupe, jedna
izolovana z vajicek z lidského trusu a druhd z vajicek z trusu krysy, vykazovaly rozdily mezi
dobou, kdy se uvolnovaly ze svého mezihostitelského plze, coz zifejmé souviselo s adaptaci na
chovani svych definitivnich hostitelll. Lidsky kmen opoustél svého mezihostitele kolem 11
hodiny v poledne, kdy je nejvyssi pravdépodobnost, Ze se bude ve vodé vyskytovat Clovek a
kmen z krys aZ za Sera, kolem 16 hodiny (Théron 1984).

Casté bylo také to, Ze se cerkarie pfi plnéni dostaly do bo¢nich komtirek nestandardni
cestou, tedy mezi vrstvou agaru a sténou W-komiirky. Také bylo tfeba davat pozor na to, které
cerkarie/schistosomuly migruji agarem a které¢ jsou mezi agarem a sténou W-komurky, a tedy

nemigruji standardné.
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Jak bylo popséano vyse, nebylo mozné testovat vyssi koncentrace solubilnich slozek
nervove soustavy. Vzhledem k tomu, Ze pocitani schistosomul v jednotlivych ¢astech
W-komurky bylo zavislé na jejich rozeznatelnosti pozorovatelem, znemoznovalo mlécné
zabarveni vzorka o vys$i koncentraci zhodnoceni atraktivity latky. Navic v pokusech byl
pouzit je smésny vzorek solubilnich frakci nervové soustavy. Je tedy mozné, Ze pii testovani

atraktivity jednotlivych frakci nervové soustavy by mohla byt odezva schistosomul vyssi.

Z vyse uvedenych divodi je studovani chemoorientace larev motolic v podminkach in
vitro problematické. VSechny dosud ziskané poznatky o chemoorientaci motolic uvniti
hostitele se tykaly stadii, ktera se v ptirozenych podminkach vyskytuji ve tkani nebo v cévéach
pokozky definitivniho hostitele. V dalSich studiich se bude tfeba vénovat tomu, jak a podle

¢eho se larvy orientuji v dalSich fazich vyvoje (infekce).
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7. Zavér

V této praci byla testovana chemoorientace schistosomul 7. regenti in vitro pti vyuziti cerkarii
z laboratorniho cyklu. Testovany byly frakce nervové soustavy kachny domaci v riiznych
koncentracich, frakce kachniho krevniho séra o rizné molekulové hmotnosti, vybrané soli, D-
glukoza, L-arginin, komeréné dostupné neuromediatory a apolipoprotein A-1. Celkem bylo
provedeno pies 200 pokusii, Z toho bylo 159 pokusii (4770 hodnocenych W-komtrek)

uspesnych, a to s nasledujicimi hlavnimi vysledky.

— Nejvyssi atraktivitu vykazovalo nefedéné krevni sérum kachny domaci (4nas
platyrhynchos f. domestica).

— Stejné vysokou atraktivitu vykazovala frakce kachniho séra o velikosti 10-30 kDa.

— Jako hlavni atraktant byl prokazan apolipoprotein A-I, a to v koncentraci 1 mg/ml.

— Roztoky NaCl v koncentraci 188 mM a 205 mM a roztok KCI v koncentraci 205 mM
byly pro schistosomuly signifikantn¢ atraktivni. Vzhledem k tomu, Ze roztoky NaCl a
KCl o stejné osmolarité byly obdobné atraktivni, a roztok D-glukdzy o osmolarité 410
mOsm/1 atraktivni nebyl, domnivame se, ze stimulem pro migraci jsou chloridové ionty.

— Signifikantn¢ atraktivni byla i kombinace NaCl, KCI a D-glukézy v koncentraci identické
s pozitivni kontrolou, médiem* Hank’s balanced salt solution®, a tedy v koncentraci 136
mM NaCl + 5 mM KCl + 5,5 mM D-glukéza.

— Ostatni testované latky, tedy L-arginin, D-gluk6za, NaCl a KCI v jinych koncentracich,
kombinace NaCl a KCl, neuromediatory a solubilni frakce nervové soustavy nebyly v
testovanych koncentracich signifikantné atraktivni.

— Pokusy s riznymi inicidlnimi pocty cerkarii prokazaly negativni korelaci poc¢ate¢niho
poctu cerkarii a procenta cerkarii, které usp€sSné penetrovaly vrstvu agaru s kyselinou
linolovou, pficemz uspéSnosti penetrace vyssi nez 60 % bylo dosahovano pii aplikaci

1-10 cerkarii na komurku.

Sledovali jsme 1 distribuci a morfologii senzorickych papil na apikélnim konci téla cerkarii a

schistosomul. Z naSich vysledkt vyplynulo nasledujici.

— Idealni metoda pro sledovéani senzorickych papil na apikalnim konci téla cerkarii a
schistosomul je skenovaci elektronova mikroskopie. Touto metodou bylo v oblasti CI na
téle cerkarii a schistosomul popséno 10 papil, sedm papil typu VII, dvé papily typu VIII a
jedna papila typu X.
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— U cerkarii a schistosomul 1,5-72 hodin starych byly méfeny dvé z téchto papil. Z méteni
vyplynulo, Ze pouze u papily typu VII se délka papily vzhledem k délce téla zvétsuje,

roste tedy rychleji nez télo.

Z vysledku plyne, ze latky, na které reaguji schistosomuly druhu 7. regenti v prvnich
fazich po proniknuti do hostitele (1,5 hodiny po penetraci), jsou odlisné od téch, na které
reaguji jim piibuzné druhy z celedi Schistosomatidae. Schopnost orientovat se podle
apolipoproteinu A-I nebyla prozatim objevena u zadného jiného druhu motolic.
Chemoorientace schistosomul 7. regenti se ¢aste¢né podoba chemoorientaci diplostomul

druhu D. spathaceum, které se také orientuji podle chloridovych iontti a D-glukézy.
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Ptiloha 1: Vysledek analyzy 26 kDa proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie

Protein View

Match to: gi|546158 Score: 84 Expect: 0.016
apolipoprotein A-1, apo A-1 [Beijing ducks, blood, Peptide, 246 aa]

Nominal mass (M,): 28726; Calculated pI value: 5.45
NCBI BLAST search of gi|546158 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Anas platyrhynchos

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass values searched: 83

Number of mass values matched: 27

Sequence Coverage: 72%

Matched peptides shown in Bold Red

1 RYFWQHDEPQ APLDRLRDLV DVYLETVKAS GKDAIAQFEA SAVGKQLDLK
51 LADNLDTLGA AAAKLREDMA PYYKEVREMW LKDTESLRAE LTKDLEEVKE
101 KIRPFLDQFS AKWTEELEQY RQRLAPVAQE LKELTKQKVE LMQQKLTPVA
151 EEARDRLRGH VEELRKNLAP YSDELRQKLS QKLEEIREKG IPQAAEYQAK
201 VVEQLSNLRE KMTPLVQDFK ERLTPYAENL KTRFISLLDE LQKTVA
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