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biologické tirovni.
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The identification of immunotoxic biomarkers in annelids for ecotoxicolo-gical tests.
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a biological level.
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UvVoD

Nasledkem masivniho rozvoje chemického primyslu dochédzi k obrovskym uniktim toxickych
latek do zivotniho prostfedi. Kontaminuji se jak ptdni, tak i vodni ekosystémy, ale i ovzdusi.
Pfedmétem této prace bylo sledovani bezobratlych zivocichti pro zachyt latek, které maji

intoxikac¢ni G¢inky na Zivotni prostiedi, vcetné vSech organismii.

Prostiednictvim moderni ekotoxikologie 1ze vcas identifikovat latky, které jsou toxické pro
pudni organismy. Jako bézné indikatory v ptidach se jevi krouzkovci. Ti hraji zasadni roli pti
zachovani ptadni struktury a urodnosti. Krouzkovci dokazi pohlcovat organické a anorganické
¢astice pudy. Bézné jsou tak krouzkovci vyuzivani k posouzeni akutni toxicity kovi, pesticida,
popftipadé k urceni subletdlnich u¢inkl pisobenim lé¢iv (xenobiotik). VSechny tyto latky maji
urc¢ity dopad na imunitni systém, ktery je extrémné citlivy na jakékoliv toxické latky. Ovlivnéni
imunitniho systému krouzkovcli mize byt v takovych ptipadech zdanlivé malé, ale vyvolava
ve svém duisledku fatdlni zmény. Tyto zmény v imunitnim systému se ¢asto projevuji zvySenou
morbiditou a mortalitou postiZzenych organismu. Zminéné zmény na urovni imunitniho systému
lze pouzit jako casné bioindikatory imunotoxicity. Jednim ze sledovanych bioindikatori
imunotoxicity je ovlivnéni relativniho poctu a struktury fagocytt (coelomocytli) po jejich
stimulaci toxickou latkou. Pomoci téchto biomarkeri je zlepSovana informovanost a sledovani

dopadu stopovych kovil na organismy vyskytujici se v pidnim prosttedi.

Jak jiz bylo zminéno vySe, bézné vyuZzivané organismy pro ekotoxikologické testy jsou
krouzkoveci, pfiemz nejvice vyuzivanym testovanym organismem byvaji zastupci zizal. Zizaly
jako modelovy organismus pro testovani imunotoxicity v ekotoxikologickych testech se
osvédéily, protoze to jsou hlavni dekompozitofi piidniho prostiedi. Zizaly jako kosmopolitni
organismus byly také zvoleny dle jejich kratkého Zivotniho cyklu, délky a nenarocnosti pro
laboratorni chov. Nejcastéji na ZiZalach byla testovana 1é¢iva (antibiotika) nebo téZké kovy,
které jsou nejCastéjSimi kontaminanty ptidniho i vodniho prostredi. V téle zizal se vyskytuji
imunokompetentni buiiky (jinak také oznacovany jako coelomocyty), které maji mimo jiné
schopnost fagocytozy. Ze ziejmych divodi, a to moznost hodnotit dopad toxickych latek na
pudni a vodni organismy, byly vyvinuty postupy, jak ziskat dostate¢né mnozstvi coelomocytii
u zizal. Tyto studie se staly inspiraci pro vlastni izolaci a kultivaci imunokompetentnich bunék

roupic Enchytrateus crypticus. Postupy izolace v8ak musely byt optimalizovany pro mensi

organismus.
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V této diplomové praci byl zvolen jako nejpiihodnéjsi testovany organismus roupice rodu
Enchytrateus crypticus. Prace s timto organismem je pracovng¢ i ekonomicky piivétivéjsi nez
prace se zizalami. Roupice maji totiz kratsi Zivotni cyklus, takze testy provadéné na roupicich
jsou 1 Casové mén¢ narocné oproti testiim provadénych na zizalach. Roupice vyzaduji také

mens$i mnozstvi potravy a nejsou narocné pro laboratorni chov.

Tato diplomova prace by méla pomoci vyvinout postup, kterym budou buiky coelomu

efektivné izolovany a poté pouzity pro vlastni in vitro testovani imunotoxicity vybranych latek.
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1 TEORETICKA CAST

Zivotni prostiedi je kazdodenn& zneistovano fadou latek, proto je tfeba hledat vhodné
mikroorganismy, jednoduché organismy — napiiklad bezobratl¢ Zivocichy, pomoci nichz by
bylo mozné 1épe monitorovat ptitomnost latek, které poSkozuji nejenom zivotni prostredi, ale
i vSechny organismy. Jednim z moznych bezobratlych organismu je zizala, ale jsou i jiné
organismy — napiiklad roupice, jimz je vénovana tato diplomova prace. V nasledujicich
odstavcich bude blize popsana tato problematika a osvétlen princip ekotoxikologie, imunologie
a citlivych ukazatell toxicity pro pidni a vodni organismy. Dale bude popsana anatomicka
stavba krouzkovcu vetné fungovani jejich imunitniho systému, a nakonec budou popsany jiz

existujici metody testovani imunotoxicity.

1.1 Ekotoxikologie a citlivé ukazatele toxicity

Ekotoxikologie je obor, ktery se snazi odhalit rizika spojena s ptitomnosti latek antropogenniho
charakteru v zZivotnim prostfedi. Studuje vliv téchto latek na organismy, kromé& ¢lovéka. Ke
zhodnoceni vlivu se pouzivaji mikroorganismy, rostliny, zvirata. Naopak tzv. klinicka
toxikologie zkouma ucinky takovych latek pouze na jeden biologicky druh, tzn. na ¢lovéka.

V ramci ekotoxikologického hodnoceni se provadéji laboratorni testy neboli biotesty
a chemické analyza vzorkl. Ta slouzi k detekci a kvantifikaci latek obsazenych ve vzorku.
U biotestli se zpravidla hodnoti reakce zivych organismil na dané prostedi, na pfitomnost
sledované latky. Laboratorni biotesty spocivaji ve vystaveni modelovych organismi studované
latce za definovanych a kontrolovanych podminek [1]. Biotesty jsou specifického
I nespecifického charakteru. Zatimco nespecifické biotesty slouzi k zachytu celkovych
toxickych U¢inki vSech latek, které jsou obsazeny V analyzovanych vzorcich, specifické
biotesty jsou zaméfeny pouze na prukaz urcitych toxickych latek nebo stanoveni konkrétnich
toxickych ucinkd [1; 2]. Vysledky pak slouzi ke hodnoceni rizik, ktera jsou spojena s vyskytem
latek v zivotnim prostiedi. V zavislosti na koncentraci latek, ¢i dobé expozice lze dale
rozliSovat dva hlavni druhy ekotoxicity, a to akutni a chronickou. Béhem testu je sledovana
odezva organismu, kterd mize mit formu zmény v chovéani, mortality, ale také formu jinych
tzv. citlivych ukazatelii toxicity, mezi néz fadime imunotoxické, genotoxické, biochemické
a dalsi zmény. Zkoumané patologické jevy se v ekotoxikologii oznacuji jako tzv. endpointy
nebo biomarkery toxicity [3; 4].

Do skupiny citlivych ukazateld toxicity fadime jakékoliv zmeény, které nastanou po expozici

xenobiotika a naznacuji naruSeni homeostazy davno pfedtim, nez jsou u organismu pozorovany
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pfi pusobeni nizkych koncentracich polutanti [4; 5].
Védecka organizace US National Academy of Sciences Committee on Biological Markers
vytvofila mezinarodné uznavané déleni biomarkeri. RozliSujeme tii typy biomarkeru [3; 6]:

e Expozice

e Utinku a odpovédi

o Citlivosti
Biomarkery expozice pomahaji urcit o jakou latku se jedna, v€etné jejiho mnozstvi
a koncentrace. Biomarkery u¢inku a odpovédi se zabyvaji mechanismem ucinku toxickych
latek a vyslednou reakci organismu na danou latku, poptipadé latky. A jako posledni Se rozlisuje
biomarker citlivosti, ktery stanovi, do jaké miry je sledovany organismus citlivy na studovanou
latku [5; 6].
Mezi citlivé ukazatele toxicity se fadi tyto ,,endpointy* testi:

e Ogxidativni stres

e Genotoxicita

e Teratogenita

Imunotoxicita

1.1.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres je povazovan za biomarker s nejvetsi vypovidaci hodnotou ze vSech
popisovanych dé&ji. Je pozorovan pii naruseni vnitini rovnovahy organismu. Vnitini rovnovaha
je naruSovana vznikem vétsiho mnozstvi silné reaktivnich volnych radikalt, neZ je systém
schopen zachytit. Za normalnich podminek je rovnovaha zajisténa antioxidac¢nimi mechanismy,
které maji za kol vychytat jednotlivé volné radikaly [7]. Antioxida¢ni mechanismy jsou
dvojiho typu, a to enzymatické nebo neenzymatické. Mezi enzymy, které destruuji volné
radikély, fadime superoxid dismutazu, glutathion reduktazu, katalazu a dalsi. Tyto enzymy,
obzvlast jejich hladinu a aktivitu, oznacujeme jako biomarkery oxidativniho stresu. Do
neenzymatickych antioxida¢nich mechanismu jsou fazeny latky piijimané v potravé jako je
kyselina citronova, beta-karoten, a latky vytvarené v organismu, do né&jz patii redukovana
forma glutathionu, popfipadé¢ kyselina mocova. Oxidativni stres je ptic¢inou fady patologickych
zmén uvnitf organismu, Nejcastéji vsak volné radikaly poskozuji DNA, ¢i zpisobuji peroxidaci
bilkovin a tuku [8; 9]. Jako ptiklad pro detekci oxida¢niho stresu v ekotoxikologii je pouzivano
stanoveni superoxiddismutazy (SOD) nebo malondialdehydu (MDA). SOD Spole¢né

s katalazou a peroxidazou tak hraji ochranou a nezastupitelnou roli v obran¢ organismu pied
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toxickymi superoxidovymi radikaly a peroxidem vodiku, a tim je zvySovana antioxida¢ni
aktivita [10]. Ke stanoveni SOD je vyuzivana metoda kapalinové chromatografie, ELISA test
nebo metoda nepiima, ktera detekuje aktivitu superoxiddismutazy. Jeji aktivita je zajiSténa
schopnosti SOD inhibovat reakce, jeZ jsou fizené superoxidy [11]. Tato metoda probiha ve téech
krocich [12; 13]:

e Produkce superoxida

e Detekce superoxidii

e Inhibice reakci fizenych superoxidy

Produkce superoxidii je =zajiSténa reakci xantinu S xantin oxygendzou nebo
nikotinamidadenindinukleotidem/nikotinamidadenindinukleotidfosfatem  (NADH/NADPH)
s fenazin methosulfatem. Dale je potieba superoxidy umét detekovat — k tomu slouZi specifické
detektory, jako je cytochrom c, nitrobluetetrazolium (NBT), pyrogallol a jiné chromogenni
substraty. Tyto substraty by mély po reakci se superoxidy vytvaret barevné produkty, které jsou
spektrometricky zméfitelné. Posledni zminénou metodou je inhibice reakci fizenych
superoxidy, kdy superoxiddismutaza ma schopnost reakce se superoxidy. Diky této schopnosti
SOD dochazi k inhibici reakce pfemény z chromogennich substrati na jejich specifické
barevné produkty [14; 13].

1.1.2 Genotoxicita
Genotoxicita, také oznaCovana jako mutageneze, je d¢j, pii némz dochazi k poskozeni DNA
vlivem pisobeni mutagennich faktors, dale jen mutagent. Rozlisuji se tiéi druhy mutagent [15;
16]:

e Fyzikalni

e Chemické

e Biologické
Mezi fyzikalni mutageny patii hlavné UV a ioniza¢ni zafeni. Do chemickych mutagenii spadaji
mutace zapfi¢inéné chemickou modifikaci jednotlivych nukleotidi a zménami
polynukleotidového fetézce. Chemické mutageny rovnéZ mohou vyvolat mutace genové,
chromozomové, genomové a gametické. Mezi biologické mutageny ftadime viry
a transpozony [15; 17]. Jako ptiklad pro stanoveni genotoxicity v ekotoxikologii se pouziva
napiiklad Amesiv test nebo micronucleus test (mikronuklearni test) [18]. Amesiv test se
pouziva jako screeningovy test pro detekci reverznich mutaci v histidinovém lokusu v bunikach

Salmonelly Typhimurium, jenz jsou geneticky modifikovany. Pfi reverzni mutaci dochazi
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k pteméné histidin-auxotrofnich (His-) bun¢k na histidin-prototrofni (His+). Bunky His+ jsou
pak schopné rast v médiu i za nepfitomnosti aminokyseliny histidinu. Jestlize je detekovatelna

obnova ristu a metabolicka aktivita, test poukazuje na genotoxické u¢inky daného vzorku [18;

19].

1.1.3 Teratogenita
Teratogenita je stav, ktery za ucinku vnéjsich faktori, teratogend, podnécuje i zvysuje riziko
vzniku vrozenych vyvojovych vad. RozliSujeme tfi druhy teratogent [20]:

e Biologické

e Chemické

e Fyzikalni
Do teratogend biologické povahy spadaji rtizni pivodci infekénich onemocnéni. Napiiklad
cytomegalovirus, herpesviry, treponema pallidum, toxoplasma gondii aj [21]. Teratogeny
chemické povahy zahrnuji latky, jenz se vyuZzivaji v primyslu nebo zemédélstvi. Patii sem
organickd rozpoustédla, t¢Zzké kovy, rliznd 1éCiva, cytostatika, antibiotika, antiepileptika,
thalidomid, alkohol, drogy a jiné [22; 23]. Mezi teratogeny fyzikalni povahy jsou fazeny rizné
typy ionizujiciho zafeni, vysoka teplota ¢i mechanické teratogeny [24; 20]. Pro hodnoceni
teratogenity se vyuziva napiiklad mikroskopicka detekce vrozenych vyvojovych vad
s morfologickymi, imunocytochemickymi a histochemickymi technikami [25]. Naptiklad
v jedné studii detekovali teratogenni U€inky metronidazolu na mysi plod pomoci FTIR
mikroskopie. Jedna se o infraervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci, ktera je
vhodné pro biodiagnostiku. V této studii zjistili, Ze Metronidazol jakoZto 1€k, jenz se béZné
vyuziva pii lécbe trichomondzy nebo bakteridlni vagindzy, zplsobuje zménu V chemickém

sloZeni skupin jaternich a mozkovych biomolekul mysich plodu [26].

1.1.4 Imunotoxicita

Imunotoxicita latek je popisovana jako schopnost latek ovliviiovat fungovani imunitniho
systému tak, Ze plsobi na nékterou ze slozek imunitniho systému. Tim zapfi¢ini oslabeni
organismu, popiipadé¢ vznik imunopatologickych reakci - tato problematika bude popsana
v samostatné Kkapitole [27]. Mezi ptiklady metod hodnoceni imunotoxického ucinku
Vv ekotoxikologii patii metoda stanoveni cytotoxicity, hodnoceni fagocytozy, poptipade
hodnoceni populaci imunokompetentnich buné¢k [28]. Naptiklad v jedné publikaci od autort

Shen a kol. uvadi, ze extrakt z kvétu sinic, tzv. CBE, obsahujici microcystin je vysoce
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imunotoxicky pro testovany mysi organismus. Tento extrakt zptisobuje celkovou imunosupresi
a pokles fagocytézy, ktera byla hodnocena pomoci fagocytarniho indexu peritonedlniho
fagocytu. Pii pokusu 1é¢by pomoci CBE byla zjisténa indukovana lymfoproliferace ¢ili snizeni
poctu bungk, jez tvofi protilatky. K indukované lymfoproliferaci dochazi v dusledku inhibice
lipopolysacharidu [29]. Dalsim piikladem je cytotoxicita. Jedna se o cokoliv, co je pro bunky
toxické a méni jejich tvar, zivotnost a funkce. Je sledovana za pomoci pritokového cytometru,
fluorescenénich analyz nebo piijmu neutralni ¢ervené [30]. V jedné z publikaci se autofi
Zhisong Cui a kol. zabyvali stanovenim cytotoxicity v motské vodé, ktera byla kontaminovana
tézkymi kovy, pomoci bakteridlniho celobunééného biosenzoru s ndzven Acinetobacter baylyi
Tox2. Test byl zalozen na detekci riznych koncentraci toxickych latek, které byly ptimo
umérné intenzité bioluminiscence [31]. Jelikoz imunotoxicita je Gstifednim tématem této prace,
budou metody testovani imunotoxicity pro obratlovce i bezobratlé dale rozebrany podrobnéji
v samostatnych kapitolach.

Pro shrnuti obsahlé problematiky testovani citlivych biomarkert toxicity v ekotoxikologii je na

Obrazku ¢. 1 uvedeno schéma.

[ Citlivé biomarkery toxicity

r &

Omiamm [Genotoxmta] [ Teratogenita ] Imunotoxicita ]
sires

[ Stanoveni ) Stanoveni
{ SOD ) | cytotoxicity

[Mikmnukleémi ] Hodnoceni
test [ fagocytozy |

Stanoveni ]
[ malondialdehvdu ]

Stanoveni

...................... Ce]ko‘-‘ého
poétu

bunél/ml

Obriazek 1 - Vybrané piiklady biomarkeru toxicity latek vyuzitelnych v ekotoxikologii, vlastni zdroj.
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1.2 Krouzkovci (Annelida)

Krouzkovci jsou bezobratli Zivo€ichové. Jejich télo je protahle, ¢lankované z vnittku 1 zvnéjsku
(takovyto stav oznacujeme jako homogenni segmentace) a jejich velikost zavisi na druhu
krouzkovce. Mezi jednotlivymi ¢lanky Ize pozorovat vnitini prepazky, které se oznacuji jako
Hdissepimenty*. Kazdy ¢lanek se sklada z pokozky, svalt a coelomovych dutinek. Jelikoz
krouzkovci nemaji koncetiny, je zapotiebi vétsiho vyvinu svalll, at’ jiz pticnych ¢i okruznich
pro lepsi pohyb. K pohybu také pfispivaji malé Stétinky [32]. RozliSujeme dvé tiidy
krouzkovctli, ato opaskovce a mnohostétinatce. Opaskovci jsou zejména sladkovodni ¢i
suchozemsti zivocichové. D¢li se dale na maloStétinatce a pijavky. Do této skupiny je zafazena
napiiklad ZiZala obecna, ziZalice a nebo roupice, na néz je zaméfena ma prace. T¢lo opaskovcl
je tvofeno vyraznym opaskem. Ten slouzi pro tvorbu slizového pouzdra, respektive kokonu pro
vajicka. Opaskovci jsou hermafrodité [33]. Zatimco mnohoStétinatci jsou spiSe mofsti
zivocichové, nejsou hermafrodité a jsou vice vyvinuti [34; 35].

Krouzkovci maji v ekotoxikologii nezastupitelnou funkci. VyuZivaji se naptiklad v uréeni miry

nebezpecnosti latek, které jsou soucasti pidy, pro ekosystémy [34].

Kutikula

Epidermis Coelom

Septum

Okruzni svalovina oddélujici lanky

Podélna
svalovina

Hibetni
céva

Stfevo

Neophrostom

nalevka 4 D3
t-netanefridie) BFigni Nervova paska
céva

Opasek

Hitan Srdce

Hlavové zauzliny
Stfevo

Svalnaty
zaludek

Bfidni nervova
Podjicnova Jicen paska se zauzlinami
zauzlina

Obrazek 2 - Stavba téla zizaly, pievzato z [36].
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1.2.1 Roupice Enchytraues crypticus

Roupice rodu Enchytraeus crypticus je bélavy cerv o velikosti od 3 do 12 mm. Jeji télo je
¢lankované a opatieno opaskem. Ten se nachdzi obvykle v pfedni tfetin€ téla roupice. Opasek
neboli clitellum v dob¢ pareni vylucuje sliz. Ten slouzi k obaleni nakladenych vaji¢ek — tvorba
kokonu a zaroven napomahaji pfenosu spermii. Proto jsou roupice fazeny mezi opaskovce [37].
Diky tomuto vyraznému opasku lze pouhym okem zhodnotit, zda se jedné o dospé€lého jedince
¢i nikoliv. Dospéli jedinci tento opasek maji zcela vytvoteny. Roupice rodu E. crypticus byla
zvolena jako modelovy organismus diky své malé velikosti, rychlosti rozmnozovani
a snadnému chovu [38] . V testech se bézné pouziva okolo 10 az 20 jedincii na testovaci
nadobu. Lze samoziejmé pouzit i vice jedincli (napf. pro ziskani vét§iho mnozstvi biomasy pro
naslednou analyzu). Vy$si pocet jedincti také zarucuje statisticky reprezentativnéjsi vysledky.
Rozmnozovaci schopnost roupic je velmi rychld a trva zhruba 17 dnl. Dalsi
vyhodou E. crypticus je jejich nizka naro¢nost na chov. V laboratornich podminkach jsou
roupice E. crypticus chovavany pfi teploté (20 + 1) °C v termoboxu ve tmé. Soucasti chovu
musi byt neutralni aZz mirné kyselé pH, mirna vlhkost a ptistup kysliku [39]. Za takovychto
podminek se po oplozeni vyviji az 30 cervll z jednoho kokonu. Tento vyvoj trva okolo 9 dnd.
Po vylihnuti ¢ervi dosahuji délky piiblizné 1 mm. Pfi stejnych podminkach dochazi
k pohlavnimu vyvoji, ktery trva ptiblizné 8 dnli. Po této dob¢ vznikaji dospéli jedinci, ktefi jiz
maji svij vlastni opasek a cyklus se miize opakovat. Roupice se dozivaji okolo 85 dnii [34; 40].

Té&lni stavba roupice E. crypticus je zobrazen na Obrazku ¢. 3.
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Obriazek 3 - Télni stavba roupice Enchatraeus crypticus, kde A: je dorsoventralni pohled na pfedni ¢ast téla; B:
spermatéka; C: coelomové buiiky; D: semenna nalevka; E: semenna zlaza; F: §tétiny s va¢kovitymi buiikami; b:
mozek; cl: opasek; do: vyvijejici se vajicka; dsg: dorsalni lalok tfetiho paru septalnich zlaz; pb: hltanovy vacek;
pe: semenny vacek; pn: peptonefridium; sf: semenna nalevka; st: spermatéka; so: semenny vacek; vo: vitelogenni
vajicko; vsg: ventralni lalok téetiho paru septalnich zlaz [41].

Mezi dalsi standardni modelové organismy nalezi 1 ZiZaly, které jsou fyziologicky velmi
podobné roupicim, a vétSina studii v dostupné literatufe byla provedena na nich. Proto lze
vyuzit jako zdroj informaci pro pfedloZenou diplomovou préaci studie vyuZivajici jako testovaci

v

organismus ZiZaly a podobné krouzkovce.
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1.3 Imunitni systém ¢lovéka a krouzkovci

1.3.1 Imunitni systém ¢lovéka

Imunitni systém hraje svou roli v ochran¢ vnéjsiho i vnitiniho organismu a rozd¢lujeme jej na
dve slozky, a to na slozku vrozenou a ziskanou. Imunitni systém se skladad z lymfatického
systému (slezina, lymfatické uzliny, Peyrovy plaky) a bilych krvinek (leukocyty). Jako takovy
chrani organismus pted parazity, cizorodymi molekulami, nadorovymi bunkami

a mikroorganismy [42].
1.3.2 Zakladni slozky imunitniho systému ¢lovéka
Prirozeny imunitni systém

Ptirozena slozka imunitniho systému muze byt dale ozna¢ovana jako neadaptivni, nespecificky,
popiipadé vrozeny imunitni systém. Charakteristickym pro tuto slozku je skute¢nost, ze
vSechny potiebné informace jsou zapsany v DNA. Tento typ imunity je pfipraven zareagovat
pii kazdém stietu s cizorodym antigenem, a to velmi pohotové (par minut az hodin). AvSak ma
i své uskali, jednak nemé pamét’ a nereaguje proti specifickym antigeniim a jednak je vyvojove
mnohem star$i [43]. Vrozeny imunitni systém je tvofen slozkami komplementu a fagocyty
(granulocyty a makrofagy). Svymi specifickymi receptory rozezndvd mnohé chemické
struktury, které jsou charakteristické pro dané mikroorganismy. Déle je mozné pozorovat urcité
anatomické bariéry jako je ktze, sliznice ¢i mukdzni membrany. Patii sem i fyziologické
bariéry, do kterych fadime hodnotu pH, jenZ je specifické pro jednotlivé Casti téla, a teplotu.
Nesmime opomenout schopnost tvofit fagocytarni bariéry, snimiZz souvisi zanétové
bariéry [42; 43]. Ty jsou soucasti procesu zvany fagocytdza. Jedna se o evoluéné velmi starou
formu obranného mechanismu. Funguje na bazi endocytozy, kdy rozpadlé bunky Cci
mikroorganismy jsou specificky pohlceny do endocytického vacku neboli fagozému. Cely
proces probihd v n€kolika krocich, kdy nejdfive dochdzi k adhezi na povrch cizorodé ¢astice,
jeji pohlceni a vytvoteni fagozomu a k néasledné destrukci pohlcené ¢astice. Hlavnim ukolem
fagocytli je ochrana hostitele pfed Sifenim a poptipad€ ristu infekénich castic. Nachazi se
u bezobratlych i obratlovct. Mezi jednotlivé kroky fagocytozy patti [44; 45; 46]:

e Chemotaxe (fidi pomoci chemokinii migraci fagocytii do mista zranéni)

e Adheze (pomoci opsoninti fagocyty adheruji na patogen)

e Pohlceni (neboli ingesce, dochazi k tvorbé fagozomu za pomoci pseudopodii)

e Usmrceni (vznik fagolysozomu, probiha degradace patogenu)

23



Shrnuti jednotlivych fazi fagocytozy je zobrazeno na Obrazku €. 4.
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Obrazek 4 — Jednotlivé faze fagocytozy, obrazek pievzat a upraven z Russell a kol., 2011 [45; 47].

Specificky imunitni systém

Specificka slozka imunitniho systému miiZe byt dale oznacovana jako do adaptivni, specificky,
popiipade ziskany imunitni systém. Tato slozka je vyvojové mnohem mladsi. U specifické
sloZzky je rozliSovdna bunééna a humordlni slozka. Zatimco bunécna slozka je tvofena
T lymfocyty, humoralni slozka B lymfocyty a plazmatickymi bunikami [42]. Kazdy z klond
B- a T- lymfocytli nese své unikatni receptory. Obranyschopnost se vyviji postupné, a to az po
setkani tzv. imunizaci s danym patogenem. Specificka imunitni odpovéd’ je schopna si tvofit
imunologickou pamét’ jiz pfi prvnim setkani s patogenem. Diky tomuto mechanismu pak
organismus pii dal§im kontaktu se stejnym patogenem reaguje pohotové [48]. Specificka

imunitni odpovéd’ je pak zalozena na vazbé antigenu na specificky receptor. Jak jiz bylo
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zminéno vyse, specifickd imunitni odpovéd’ se sklada z bunééné a humoralni slozky. Bunécna
slozka je tvotena T lymfocyty, které dozravaji z kmenovych buné¢k v brzliku (Thymu). Ten je
fazen mezi primarni lymfatické organy a byt’ brzlik v dospé€losti zanika, T lymfocyty se zde
vyviji po cely zivot. Humoralni slozka he tvofena B lymfocyty, jenz vznikaji a zéaroven
dozravaji v kostni dfeni, a plazmatickymi bunkami [42; 43; 48].
Rozlisujeme rtuzné druhy T lymfocyt, a to dle jejich funkce [44; 49]:
e T cytotoxické bunky (Tc lymfocyty, specificky rozpoznavaji pomoci svych receptort
cizorod¢ antigeny bunék)
e T pomocné bunky (Th, Thl stimuluji bunénou imunitu, Th2 stimuluji humoralni
imunitu)
e T tlumivé bunky (T supresorové lymfocyty, reguluji ¢innost T a B lymfocytii)
Humoralni slozka je naopak tvofena B lymfocyty, cytokiny a plazmatickymi buiikami, jenz
jsou odpovédné za protilatkovou odpovéd’. B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni, kde také
dozréavaji a z ni jsou nasledné uvoliiovany do krve, z niz putuji do sekundérnich lymfatickych
organu (slezina, Peyrovy plaky, lymfatické uzliny) [48]. U zralého B lymfocytu je mozné na
jeho povrchu pozorovat molekuly imunoglobulinu, které funguji jako specificky receptor pro
antigen. K pfeméné z nezralého B lymfocytu na zraly dochazi az pii styku s antigenem a k jeho
aktivaci dopomahd jiz zminény Th2 lymfocyt. Po takovéto aktivaci se vytvari nové klony
lymfocytl, kdy Cast z nich se pfeméni na pamét'ové B lymfocyty a n€kolik z nich dozrava az

Vv plazmatické buriky, jenz produkuji protilatky [42; 44; 49].
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Shrnuti vyznamu T a B lymfocytl v adaptivni sloZce imunitniho systému je zndzornéno na

Obrazku ¢. 5.

B burik N "
o . Krevni ob&h B burika se setkava s cizorodym T-bunécéna zavisla odpoveéd
Vyvoj . st
| : antigenem Th2 pomocna bunka
> PN p- ol Zpracovani a £ Vilsite
)} — w > % 5 —> (1) exprese antigenu > =P @ —>» VY 2}:?'3?'
p L MHC druhé tiidy B huika Protfiatky
Pre- B buriky Casné zrala antigenné Plazmatickd burika

specificka B burika e R Y
T-bunécna nezavislad odpovéd

. > J \2 Tl antigen Vylougent
Kostni dfen 2 = > protilatky

Plazmaticka
burika

T bunky Ozbrojené efektorové buriky

VYVOj Crenareil Tburiky se setkavaji s (1) CD4 - Th1 zan&tlivé buriky
revntobe antigenem aktivujicimakrofagy

) 1
, @' (2) CD4 - Th2 buriky pomahajici pfi
0 — —> — > E— ,@ — > @ — protildtkové odpovédi

Kostni “—— Casné CD4 nebo r ] (3) CD8 cytotoxické buriky
dren Thymocyty CD8 antigenné A"t'ge’,‘ e Proliferace a

podléhajici pozitivni specifickd T burika prezentovan pres diferenciace T bunék
MHC komplex

a negativni selekci

Obrazek 5 - Role T a B lymfocytl ve specifické imunitni odpovédi, pfevzato a upraveno z [42].

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou zdkladem humoralni imunitni odpovédi. Jsou dvojiho
charakteru - bud’ jsou volné kolujici v krvi vytvorené plazmatickymi butikami schopnymi vazat
se specificky na antigen, nebo jsou vazany na povrchu membrany B lymfocyti a slouzi jako
receptor pro antigen [50]. Pro spravné pochopeni jejich podstaty véci, je zapotiebi jejich popis.
Zakladni stavebni jednotkou imunoglobulinti jsou Ctyfi fetézce. Dva z nich jsou lehké a dalsi
dva jsou tézké fetézce [51]. Jednotlivé fetézce jsou spojeny nekovalentnimi hydrofobnimi
silami a zaroven se zde uplatiiuji disulfidické mustky, které davaji vysledny tvar protilatek

v podobé Y [50; 52]. Struktura protilatky tiidy IgG je znazornéna na Obrazku ¢. 6.
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Variabilni oblast
— (misto, pro —
navazani
antigenu)

(Fab)

Lehky retézec

Konstantni oblast
(Fc)

Tézky retézec

Obriazek 6 - Struktura protilatky IgG, ktera je tvofena ze dvou identickych tézkych (Cervena a modra) a dvou
identickych lehkych (zluta a zelend) fetézcti. Horni ¢ast (Fab) je slozena ze dvou variabilnich oblasti a kazda vaze
stejny antigen. Spodni oblast (Fc) interaguje s bunéénymi receptory ¢i komplementem. Obrazek byl pfevzan

a upraven z [49].

Dale je mozné rozeznat podle typu tézkych fetézcl az 5 tfid imunoglobulint [44; 51; 52; 53]:

e 1gG (neutralizuje toxiny, viry, aktivuje komplement a usnadiiuje fagocytozu. Je pfenaSen

transplacentarng)

e IgM (aktivuje komplement klasickou cestou, objevuje se v rannych fazich
obranyschopnosti)

e IgA (monomer — v krevni plazmé; dimer — v sekretech sliznic)

e IgE (vyskytuje se u alergickych stavil)

e IgD (soucésti povrchu membrany B lymfocytil)

Piehled jednotlivych funkci a typi protilatek je zndzornén na Obréazku €. 7.
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Hlavni protilatkovy Sekretovana forma
izotyp Funkce

IgD Zadna Casny B - bun&&ny receptor

Casny B - bun&ény receptor, pfirozend protilatka,

laM Pentamer .

9 aktivuje komplement

IgG Monomer Opsonizace, aktivuje komplement, novorozenecka
imunita

IgE Vétiinou navazany na burikach Obrana proti parazitiim, alergie

IgA Dimer, vylucovén na povrch slizniz * * Slizni¢ni imunita

Obrazek 7 - P&t hlavnich izotypt protilatek a jejich funkce v imunitni odpovédi, obrazek byl upraven a pievzat
z [49].

Pro shrnuti obséhlé problematiky rozdéleni imunitniho systému je uvedeno schéma na Obrazku

¢. 2. a dal$i schéma rozliSeni specifické imunity na Obrazku ¢. 8.

[ Imunitni systém ]

/\

[ Nespecificka imunita [ Specificka imunita J

{(vrozena, neadaptivni) (ziskana, adaptivni)

| }

[ Rychii odpovéd | [Pomalejéi odpoved J
: !
Anatomické bariéry
(kize, sliznice) Diverzita receptor
] I
Fyziologicke bariéry (pH, Rozpoznani
teplota) vlastni/cizi
| Nema imunclogickou ‘ M3 imunologickou
pamét pamét

l

[ Fagocytarni bariery

l [ Specifita antigenu ]
[ Twvorba zanétu
Buiiky: granulocyty, | Buiiky: hlavné |
makrofagy Iymfocyty

Obrazek 8 - Zakladni rozdé€leni imunitniho systému, vlastni zdroj.
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buriky
Makrofagy B lymfocyty

Plazmaticke

buiiky

Protilatky
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Obrazek 9 - Souhrnné rozdéleni specifické imunitni odpovédi, vlastni zdroj.

1.3.3 Imunitni systém krouzkovci
KrouZkovci jsou bezobratli Zivocichové, tudiz jejich systém je na rozdil od ¢loveka tvofen
pouze vrozenym imunitnim systémem. Je tomu tak proto, ze jejich t€la nejsou natolik vyvinuta,
avSak oproti jinym zivo¢ichiim maji krouzkovci vyssi schopnost regenerace [32]. Jak jiz bylo
zminéno, pfirozend imunita je tvofena bunéfnou imunitou a ochrannymi mechanismy.
U bunécné imunity rozeznavame specifické buiikky zvané coelomocyty, coZ jsou krevni buiiky.
Nachazi se pouze v coelomu, to je télni dutina vyplnéna tekutinou. Tato coelomicka tekutina je
dalezita pro fyziologické fungovani krouzkovei. Uastni se transportu Zivin, dychacich plynd,
signalnich molekul, pfenosu meziprodukti ¢i kone¢nych produktd [54]. Coelomocyty se
Vv coelomu mohou volné€ pohybovat a tim zaji$t'uji rovnovahu imunitniho systému. Jak jiZ bylo
naznaceno, coelomocyty zajist'uji bunécnou imunitni odpoveéd’ ve formé fagocytozy, nodulaci,
zanétlivych reakci, tak 1 v nespravné oznacované humoralni imunitni odpovédi, v niz dochézi
Kk produkci pfevazné enzymu — lysozym, peroxidazy [55]. Narozdil od ¢lovéka bunéénou
Imunitu zajistuji granulocyty a makrofagy a humoralni slozky T a B lymfocyty [49].
Rozlisujeme tfi druhy coelomocyti:

e Amébocyty

e Eleocyty

e Granulocyty
Amébocyty tvoii vétSinu coelomocytli, maji ovalnd, popiipad¢ ledvinovitd jadra. Existuji

naznaky, ze amébocyty pochézeji z vystelky coelomu. Na svém povrchu maji ¢etné panozky
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neboli pseudopodia, diky nimz maji svou schopnost fagocytdzy. Princip fagocytozy byl popsan
vyse. Kromé toho se podileji na hojeni ran, sraZeni, tvorbé granulomu, koagulaci coelomické
tekutiny, enkapsulaci, cytotoxicité zanétu aj [56]. Jsou rozliSovany dva typy amébocyti — a to
hyalinni a granularni. Hyalinni amébocyty jsou ve svételném i elektronovém mikroskopu
pozorovany jako bunky bez zietelnych granuli a se vzicnymi organelami. Za to granularni
amébocyty obsahuji hojné mnoZstvi granuli, pfedevsim v perinuklearni oblasti. Casto jsou tak
vnimana jako denzni téliska. DalSim typem coelomocyti jsou granulocyty. Ty jsou oproti
amébocytim mnohem véEtsi a jejich jadra maji kulovity a acidofilni charakter [54]. Poslednim
typem coelomocytii jsou eleocyty, které jsou nejvétsi ze viech tii typt krevnich bungk. Casto
se oznacuji také jako chloragocyty. Tento nazev je odvozen od diferenciace bunck
Z chloragogenu, jenz pokryva coelomické povrchy traviciho traktu a hlavnich krevnich cév.
Maji kulovity, nékdy az ovalny tvar a mala kulovita granula, chloragozomy [57]. Eleocyty jsou
vyjime¢né tim, ze maji schopnost uklddat endogenni materidly, jako je glykogen, lipidy
a riboflavin. Pravé diky riboflavinu je u eleocytli pozorovana autofluorescence. [58]. Eleocyty
se mimo jiné podileji na rovnovaze ionti a pH coelomické tekutiny. Dale se podileji na
detoxikaci tkani zizal a akumulaci tézkych kovi [56]. Morfologické shrnuti jednotlivych typta

bunék je naznaceno v Tabulce ¢. 1.

Tabulka 1 - Morfologicka charakteristika coelomocytt, tabulka ptevzata a upravena z [57].

Typ coelomocytu | Velikost (um) Tvar buiiky Organely v buiice Pseudopodia

Vzacné malo

Eleocyt 177 Sféricky Chloragosomy lobopodii

Amébocyt | Ovélné nebo

(granuldrni) 11,2 Konkévni Nekolik lysozomtl, vakuol, vezikul Malo lobopodii

Malo vezikul, volné ribozomy,

Ameb(fcyt, 11 27,0 Ve tvaru fazole lysozomy, mikrotubuly, fagozomy, Cetné filopodie
(hyalinni) . .
mitochondrie
Granulocyt 18,0 Oval Volné ribozomy, lysozomy, ¢etna -

granula

Bunécna imunita je doplnéna o obranné mechanismy. Nejznaméjsi je fagocytdza, dale
enkapsulace. NejlepSimi fagocyty jsou vSak amébocyty, diky jejich schopnosti meénit
tvar a panozkam, které jsou soucasti jejich povrchu [54]. Makrofagy se daji povazovat za
takové amébocyty u ¢lovéka [46]. Enkapsulace je proces, ktery funguje na stejné bazi jako

fagocytoza, ovSem rozdil spociva v tom, ze pii fagocytdze jsou pohlcovany latky menSiho
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charakteru. Naopak pti enkapsulaci jsou pohlcovany latky vétsiho rozmeéru, kdy cizorodé latky
¢i poskozené bunky jsou obklopeny coelomocyty a dojde k vytvoreni vacku. Obsah vacku je
pak degradovan pomoci cytotoxickych latek produkovanych piedevsim amébocyty Cci
granulocyty [59; 60]. Dalsim obrannym mechanismem je schopnost regenerace, ktera tzce
souvisi s predeslymi mechanismy. Nedilnou soucasti je i imunologickd pamét, kterd se
u krouzkovcl oznacuje jako imunitni ,,priming“. Jedna se o takovy proces, béhem néhoz
organismus zpracovava veskeré vjemy a zabudovava si je do paméti. Tim posiluje imunitni
odpovidavost pii dalSich expozicich [58; 61]. Na nasledujicim Obrazku ¢. 10. je znazornéno

shrnuti imunitniho sytému krouzkovci.

[ Imunitni systém krouzkoven ]

T~

Bunééna imunita Obranné mechanismy

Ty
!
| —

Fagocytoza

i
i

Amébocyty

Enkapsulace
Eleocyvty

Regenerace

Gramulocyty

F

S

Imunclogicka
pamét

Proteiny, enzymy
(cvtotoxicita)

1

Obrazek 10 - Souhrnné znazornéni slozek imunitniho systému krouzkovet, vlastni zdroj.

Rozdil mezi imunitnim systémem ¢loveka a krouzkovct je predevsim ve fylogenezi. Imunitni
systém krouzkovci je nachylny a lehce ovlivnitelny riznymi latkami véetné téch toxickych.

Proto je mozné vyuzivat krouzkovce jako modelové organismy pro testovani imunotoxicity.

w
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1.4 Testy imunotoxicity u ¢lovéka a krouzkovci

1.4.1 Metody testovani imunotoxicity u ¢lovéka
Imunotoxicitu testujeme dvéma moznymi zpusoby, a to bud’ pomoci buné¢nych in vitro testa

nebo testt provadénych na zvifatech (in vivo testy).

In vitro metody hodnoceni imunotoxicity

In vitro testy jsou piinosné k detekci imunotoxicity vzhledem Kk niz§im etickym obavam,
snadnym kultivaénim metodam, kratkym ristovym cyklim a niz$im pracovnim a finanénim
nakladim [62]. V nasledujicich odstavcich budou popsany bunééné imunotesty, jenz se
vyuzivaji k detekci imunotoxicity latek znecist'ujici zivotni prostiedi. Pro in vitro metody je
zapotiebi vybrat vzdy vhodné bunééné linie dle typu testu [63]. V Tabulce €. 2. si dovolim
vypsat vybér bézné pouzivanych bunécnych linii a jejich bunééné kultivacni postupy pouzivané
v imunotoxickych metodach. Tento vybér je inspirovan z ptehledového ¢lanku, ve kterém se

vénovali problematice in vitro testovani imunotoxicity.

Tabulka 2 - Vybér bunéénych linii pouzivanych v in vitro metodach, Tabulka ptevzata z [63].

Typ buiiky Buné¢na linie Druh Stav kultury
Makrofag Sttedni: RPMI 1640 s 10 % FBS; Diferenciace: 5-123,4 ng/ml forbol
odvozeny THP-1 Clovek 12-myristat 13-acetatu (PMA) po dobu 24-72 hodin, nésleduje 24—
Z monocytl 48 hodinova inkubace v neosetieném bunééném kultivacnim médiu
. Médium: RPMI 1640 s 10 % FBS, 10 mM HEPES, 10-100 U/ml
T lymfocyt Jurkat Cloveék o )
penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu
. Médium: RPMI 1640 s 10 % FBS, 10 U/ml penicilinu, 100 pg/ml
B lymfocyt Ramos Cloveék )
streptomycinu, 10 mM HEPES
. Stredni: RPMI 1640 s 10 % tepelné inaktivovanym FCS a 100 U/ml
NK burika NKL Clovek

IL-2

Identifikace imunotoxicity vyvolana latkami zneCistujici zivotni prostiedi se provadi
predevsim témito typy stanoveni [63]:

e Apikalnich koncovych bodii bun¢k

e Indikatorti oxida¢niho stresu

e Imunitni dysfunkce
Metoda stanoveni apikalnich koncovych bodi vyuziva hodnoceni Zivotaschopnosti bunék
ajejich schopnost apoptdézy. Testy jsou zaloZzené na redukéni reakci indukované

dehydrogenéazou Vv zivych bunikach, jako jsou testy MTT a CCK-8, ty jsou Siroce vyuZzivany
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V imunitnich bunkach (makrofagy, lymfocyty a dendritické bunky) [62]. Apoptozu
stanovujeme napiiklad za pomoci barveni Annexin-V ¢i propidium jodidu, popiipadé méfeni
urovné exprese gend ¢i proteintl, jenz s apoptdzou souvisi (napiiklad p53 a bel-2). Proces
apoptozy se musi monitorovat vrealném c¢asem Ktomu slouzi anexin-V-infraerveny
fluoroforovy konjungat (Q-annexin V), ¢imz se mize detekovat kinetika apoptdzy ve 2D a 3D
bunéénych kultivac¢nich systémech [64]. Tato sonda dokaze rychle rozpoznat zménénou
proteinovou strukturu béhem apoptéozy a tim i1 dochdzi k piepinani mezi zhasenim

a fluorescencni [63].

Metoda stanoveni indikatord oxida¢niho stresu zkoumd hladinu reaktivnich forem kysliku
(ROS) a mitochondrialni aparat. Bunééné ROS jsou reguldtofi imunitni signalizace, ale také
slouzi i jako imunitni odpoveéd’ [65]. U fagocytdzy uvoliuji fagocyty baktericidni hydroxylové
radikaly. Nadbytek ROS vsak mtize vést k oxidativnimu poskozeni a dalsi apoptéze imunitnich
bungk. Proto se k monitorovani celkové hladiny ROSu vyuzivaji komer¢ni soupravy ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) testy a imunofluorescenéni barveni [66; 67]. Dalsim
typem detekce riznych ROSG a RNS (reaktivni formy dusiku) je pomoci kovoveé
koordinovanych fluorescencnich a luminiscen¢nich sond. Dal§im typem stanoveni je méteni

mitochondrialni DNA pomoci kapkové digitalni PCR (ddPCR) [63].

U imunitni dysfunkce se hledaji zmény ve fagocytoze a sekreci cytokind. Imunitni bunky
mizou byt pozorované pod metodami jako je svételna mikroskopie, rastrovaci elektronova
mikroskopie nebo ve fluorescenéni mikroskopii po fluorescenénim obarveni naptiklad
faloidinem. Pii sledovani fagocytézy se pouzivaji profesionalni fagocyty (makrofagy
a neutrofily) a hemocyty z vodnich organisma [68; 69]. Klasickou metodou je pozorovani
fagocytarni aktivity fagocytovanych bakterii a buné¢k kvasinek pod optickym mikroskopem
s velkym zvétSenim, popiipadé vyuziti neutralni cervené po lyze fagocyti. Oba tyto testy jsou
znacné subjektivni a maji nizsi citlivost. Moderngj$im typem testovani jsou komer¢ni sady
latexovych kuli¢ek nebo E.coli pritokovou cytometrii, popiipadé fluorescenéni mikroskopii
[70]. Nasledné je zapotiebi vypocitat fagocytarni aktivitu, a to 1ze dvéma zpusoby: prvnim je
rychlost fagocytozy = pocet fagocytovanych bunék/spocitané buiikky a druhym je fagocytarni
ucinnost = pocet pohlcenych ¢astic/spocitané bunky [71]. Nebo Ize pouzivat metody, béhem
nichz dochazi k zastaveni fagocytdzy tzv. Bunééné fixativé. Toho lze dosdhnout pouzitim
ledové vychlazeného metanolu nebo 4% paraformaldehydu ¢i ledoveé vychlazeny PBS [72]. Za
to chemokiny a cytokiny se detekuji ELISA testy. Principem ELISA testu je interakce antigenu

s jeho specifickou protilatkou. Pokud se cilovy protein navaZze na odpovidajici antigen znaceny
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enzymem, spusti se barevna reakce, kterou je mozné detekovat a kvantifikovat [73]. Dale se
vyuziva i multiplexni sendviova imunoanalyza zalozena na prutokové cytometrii. Kdy
mikrokulicky, vyuzivané v testu, slouzi jako nosi¢ odpovédi ligand-receptor, to umoznuje
kontakt cil-protilatka. V nasledujici tabulce je vybér imunotoxickych fenotypli, méteni
a odpovidajicich kontaminantti [63]. V nasledujici Tabulce ¢. 3. si dovolim vypsat vybér
imunotoxickych fenotypl, méfeni a rizné druhy kontaminanti. Tento vybér je inspirovan
z piehledového ¢lanku, ve kterém se vénovali také problematice in vitro testovani

imunotoxicity.

Tabulka 3 -Vybér imunotoxickych fenotypti, méfeni a odpovidajicich kontaminanta [63].

Meéfeni Kontaminant Druhy kontaminantd Imunotoxicita

Ivermektin Paraziticid Snizena zivotaschopnost bunék

Zivotaschopnost bungk

Bisfenol S Plastova ptisada Apoptoza

ZvySenda hladina bunécného

ROS

Cis-bifenthrin Pesticid

Oxidac¢ni stres

Chlorpyrifos Pesticid Inhibovana produkce NO

2,3,3',4,4'-pentachlorbifenyl Polychlorovany bifenyl Zvysena fagocytoza

Fagocytdza

Arsen Tézky kov Snizena fagocydza

In vivo metody hodnoceni imunotoxicity

wewvr

preklinickych studii imunotoxicity tak, aby se identifikovaly a odstranily potencidlni obavy
napiiklad pfed podanim novych 1ékt, popiipadé zdravotnickych piipravki [74]. Tyto testy
zahrnuji analyzu hmotnosti lymfoidnich organi, histologické hodnoceni imunitnich organti
a tkani, pochopeni klinickych chemickych parametri a hematologie minimalné u dvou
zivoc¢isnych druhi — hlodavce (potkan) a nehlodavce (pes) [75]. Extrapolace ze ziskanych testl
a poznatkil na lidsky organismus je asto slozitd diky rozdillim ve sloZeni, organizaci a citlivosti
na uréité latky mezi lidskym imunitnim systémem a zvifecim druhem pouzity k testovani [74].

Tyto testy detekuji silnou imunosupresi a imunostimulaci a jejich citlivost na stfedni
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imunotoxicitu je dana z imunitni dysregulace. Tento fakt je prospéSny pro identifikaci 1€k,

jenz zpusobuji imunotoxicitu u lidi [76].
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1.4.2 Metody hodnoceni imunotoxicity latek u bezobratlych
U bezobratlych Zivocichti se k hodnoceni imunotoxicity vyuzivaji in vivo a in vitro testy.
V dostupné literatufe se imunotoxicita zkouma predev§im na imunokompetentnich bunkach
(coelomocytech). K tomuto tcelu je zapotiebi nejdiive coelomocyty vypudit, ¢i tzv. extrudovat
z organismu do fyziologického roztoku. V dostupnych ¢lancich existuji rizné in vitro metody
extruze coelomocytt, S vyuzitim napiiklad:

e Etanolu

e Elektrického proudu

e Teploty

o Ultrazvuku

Extruze etanolem

Eyambe a kol. [77] se ve své praci zabyvali neinvazivni metodou odbéru coelomocytil zizal a to
tak, ze kazdy Cerv byl oplachnut ve studeném solném roztoku Lumbricus (LBSS) a nasledné
umistén na papirovy ru¢nik. U kazdého Cerva byla nasledné zadni ¢ast téla lehce masirovana
tak, aby doslo k vypuzeni obsahu dolniho stfeva. Poté nasledovala jiz extruze coelomocyti zizal
etanolem. Kazdy Cerv byl vlozen na 3 minuty do 15ml polypropylenové zkumavky obsahujici
3,0 ml studeného vytlatovaciho média. Extruzni médium obsahovalo 5% etanol a 2,5 mg/ml
mukolytického €inidla. Po 3 minutach byl ¢erv vyjmut a objem byl doplnén pfidanim 12 ml
vychlazenym LBSS bez vapniku. Toto médium obsahovalo 1,5 mM NaCl, 4,8 mM KCI,
1,1 mM MgSOa4-7H20, 0,4 mM KH2POs, 0,3 mM Naz2P04-H20 a 4,2 mM NaHCOs, poté bylo
upraveno na pH 7,3 a osmolarita upravena na 300 mmos. Nasledné byly buniky dvakrat promyty
stejnym médiem a ziskany centrifugaci pii 150 g po dobu 15 minut pii 4 °C. Poté byly bunky

resuspendovany v Ca-LBSS. Toto médium obsahovalo navic jesté 3,8 mM CaCl2[78].
Extruze elektrickym vytlacovanim

Stejné tak, jako tomu bylo u extruze etanolem, tak i zde byl kazdy Cerv nejdiive oplachnut ve
studeném LBSS a umistén na papirovy rucnik. Opét byla masirovéna zadni tfetina téla, aby
doslo k vypuzeni obsahu stieva [77]. Nasledné byl kazdy ¢erv vlozen do 15ml polypropylenové
zkumavky obsahujici 3 ml studeného Ca-LBSS. Poté byl erv 10x stimulovan pomoci kratkého
casového useku (1 S) stfidavému proudu 6 V. Nakonec byly zkumavky lehce protiepany a cerv

byl odstranén [79].
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Extruze teplotnim Sokem

Tietim typem extruzni metody je stres pusobenim tepla nebo chladu. Cervi byli nejdiive
oplachnuti a masirovani pro odstranéni obsahu dolniho stieva. Poté byli jedinci vystaveni
teplotnimu Soku. V ptipadé vysokych teplot Ize nalézt prace, kde autofi vystavili zizaly teploté
45 °C po dobu jedné minuty, po 8—10 opakovanich. U nizkych teplot zase jedince vystavili
teploté 4 °C po dobu 1-2 minut a opét s 8-10 opakovanimi. Nakonec zkumavky byly lehce

promichany a ¢ervi byli ze zkumavek odstranéni [80].
Extruze ultrazvukovou lazni

| u posledniho typu extruznich metod byl kazdy Cerv nejprve oplachnut v ledovém LBSS
a nasledn¢ promasirovan pro odstranéni obsahu stieva. Poté byl kazdy cerv vlozen do 15ml
polypropylenové zkumavky, kterd obsahovala 3 ml Ca-LBSS. Tato zkumavka byla vloZena do
ultrazvukové lazn¢, kde byli ¢ervi vystaveni piiblizné 10 expozicim po 2-3 s, dokud se roztok

nezakalil. Nakonec byla zkumavka lehce protiepana a ¢ervi byli odstranéni [81].

Vysledné suspenze, obsahujici pfevazné buiikky coelomocyty, byly u vSech typt extruznich
metod nasledné zkoumany a hodnoceny pomoci optické a fluorescen¢ni mikroskopie, analyzy
na prutokovém cytometru, fluorimetrické detekce ¢i pocitani bun¢k v Biirkerové komirce.
U vSech typt hodnoceni byl sledovan ucinek latek na zivotaschopnost bunék — konkrétné
eleocytl a amébocytt a jejich schopnost fagocytovat [81]. Napiiklad v praci Sauvé a kol. [82]
byl testovan potencial vybranych stopovych prvka inhibovat fagocytarni aktivitu
extrudovanych coelomocytti ziskanych zruznych druhti Cervi. Autofi prace exponovali
extrudované bunky po dobu 18 hodin vybranymi stopovymi prvky. Poté hodnotili
zZivotaschopnost a fagocytarni aktivitu bunék pomoci pratokové cytometrie. Bylo zjisténo, ze
nejucinngj§im imunotoxickym prvkem s 50% inhibici fagocytozy byla rtut’ o koncentraci
vrozmezi od 107 do 10° M. Jako dalsi stopové prvky simunotoxickym tcinkem byly
prokézany kadmium, nikl, méd’ aj. Efektivni koncentrace téchto stopovych prvkla se

pohybovala v rozmezi od 10°do 10 M.
Prutokova cytometrie

Jak jiz bylo zminéno, tak pritokova cytometrie je metoda, kterd umoziiuje v redlném Case
sledovat relativni pocet a tvar riznych bunécnych populaci. Hlavni podstatou této metody je
systém, jenZ vyuziva principy citlivé detekce svételného signilu a mikroskopie. V pritokové

cytometrii jsou bunky unaSeny proudem nosné kapaliny do mémné cely, kde jsou nasledné
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analyzovany. Existuji dva typy detekce — prvni z nich funguje na bazi tzv. Coulterova principu,
kdy mérna cela zaznamenava prichod bunky jako zménu elektrické vodivosti ¢i rezistivity.
Velikost zmény je pak timérna objemu prochézejici bunky. Druhou moznosti je méteni
svételného signalu, kdy je pfi priichodu buiiky paprskem svétla analyzovano kvantum fotont
dopadajicich na fotodetektor. Na ten dopadaji dva druhy paprskd — prvni je ve sméru ptivodniho
paprsku, oznacovany jako ,,forward scatter* (FSC) a druhy pod tthlem 90°, ten je oznacovany
jako ,,side scatter” (SSC) [83]. FSC urc¢uje velikost bunék, SSC urcuje vnitini slozitost bunék.
Naptiklad v jedné studii se autoii Hendawi a kol. zabyvali schopnosti fagocytozy u hemocytu
mlzd, kterou monitorovali pomoci prutokové cytometrie. U hemocyti mlza byly coelomocyty
smichané se Zlutozelenymi latexovymi ¢asticemi FluoSpheres a nasledné inkubované po dobu
18 hodin. Po inkubaci byly proméfeny dle navolenych parametri SSC a FSC na prutokovém
cytometru. Princip tohohle stanoveni spo¢iva v tom, Ze butiky fagocytuji latexové kulicky, tudiz
fluorescence latexovych kuli¢ek poklesne, jelikoz paprsek nedopadd na kulicku, nybrz na
bunku. Fluorescen¢ni emise byly shromazdény pii 520 nm. Pro kazdy vzorek se ziskalo 10 000
udalosti a zaroven tato studie prokazala vyskyt malych bunck (amébocytll) s nizkym FSC

a velkych bunék (eleocyttr) s vysokym SSC [81].
Spektrofluorimetrickd analyza

Spektrofluorimetrie je jednou z metod srychlou, nedestruktivni a neinvazivni analyzou
s vysokou citlivosti méteni [84]. Principem této metody je, ze elektronicky excitované latky,
popfipade¢ jejich elektrony jsou excitované zatfenim, jenz ma sviyj vlastni zdroj. Po této excitaci
dochazi k pfechodu elektronit v orbitalech z niz$i energetické hladiny na tu vyssi. Kazda
molekula mé& fadu energetickych hladin, jenZ absorbuje velké kvantum svétla, které je
energeticky imérné rozptylu mezi obéma energetickymi stavy. Proto se miize pohybovat z nizsi
energetické hladiny na vyssi. Tento jev je taky oznacovan jako zafivy prechod a pretrvava jen
kratkou chvili, nez se elektron vrati zpét na nizsi energetickou hladinu. Pfi¢emz pii prechodu
elektronii dochdzi k vyzareni piebytecné energie ve formé svétla/energie nebo fotonu.
Spektrofluorimetrie detekuje pravé takovéto vyzafeni piebyteéné energie [85; 86].
Fluorescence patii do skupiny fotoluminiscence. Fluorescence je ovliviiovana fadou faktort
jako je zména hodnoty pH, polarita rozpoustédla, pfitomnost zhasecich latek aj. Fluorescence
je vyuzivana pro kvantifikaci materidll méfenim intenzity emise pii vhodné excitacni vlnové
délce [87]. Soucasti fluorescence jsou fluorochromy, také oznacované jako fluofory, které jsou
pfirozené nebo syntetické. Do skupiny umélych fluoforti jsou fazeny fluorescen¢ni sondy, jenz

existuje mnoho druhd. Ty jsou piidavany k testovanym vzorktim, u nichz dochazi k neinvazivni
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detekci raznych jevu [88]. Svou nezastupitelnou funkci maji fluorescenéni sondy v genetice,
kde je pomoci nich detekovana naptiklad jaderné DNA pomoci fluorescencni sondy DAPI [89].
Mezi piirozené fluorochromy jsou fazeny vnitini fluorory obsazené uvniti bunék daného
organismu. Jednim z ukold této prace je pravé stanoveni takového vnitiniho fluoroforu, ktery
je soucasti téla roupic. Bylo zjisténo, ze soucasti téla roupic, respektive bunék eleocytl je
vnitini neboli pfirozeny fluofor riboflavin [90]. V literatufe Ize najit i metody
spektrofluorimetrického stanoveni riboflavinu v lyzatu eleocytd. Podstatou tohoto stanoveni je
rozdil mezi exponovanou skupinou, kterou vyvola imunotoxicka latka, jez ovliviiuje eleocyty,
a kontrolou. Pfi¢emz riboflavin se excituje pfi 370 nm a emituje pii 520 nm. Intenzita

emitovaného svétla zavisi na koncentraci fluorescen¢niho analytu [91].
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2 CILE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace byla izolace a identifikace bun¢k coelomocytl
z organismu Enchytraues crypticus a nasledné analyzy (bunécnych suspenzich a homogenatu
tkan¢ roupic), zda jsou tyto buniky vhodné jako citlivé biomarkery imunotoxicity. Jednim ze
sledovanych biomarker bylo pozorovani zmén v podobé relativniho poctu coelomocyt
a jejich strukturnich zmén po vystaveni organismu E. crypticus toxickou latkou, a to chloridem

nikelnatym v ekotoxikologickém testu.

Dil¢im cilem prace bylo optimalizovat extruzni metody vypuzeni bunék coelomocyti
zorganismu E. crypticus pomoci analyz na optickém a fluorescencnim mikroskopu,

spektrofluorimetru a prutokovém cytometru.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1.1 Priprava roztoki
Rekonstituovana voda byla pouzivana jako zivné médium pro roupice. Pro jeji ptipravu bylo
zapotiebi odebrat ndsledné mnozstvi chemikalii, které je znazornéné v Tabulce €. 4. VSechny

chemikalie jsou odvazené, odebrané a vztazené k 1 | demineralizované vody.

Tabulka 4 - Chemikalie potiebné pro vyrobu rekonstituované vody.

Mnozstvi
Poradi Cinidla Mnozstvi (g/1) roztoku (ml)

odebrané do 11

1 0,2 M CaClz 22,2 10
25,2
2 0,1 M MgSO4 5
(heptahydrat)
3 0,1 M NaHCOs 8,6 7,7
4 0,01 M KCI 0,74 78

Hanktiv roztok (HBSS) byl pouzivan také jako zivné médium pro roupice. Pro jeho pfipravu
bylo zapotiebi odebrat nasledné mnoZzstvi chemikalii, které je zndzornéné v Tabulce €. 5.

Vsechny chemikalie jsou vztazené k 500 ml demineralizované vody.

Tabulka 5 - Cinidla a navazky pro piipravu Hankova roztoku.

Potadi Cinidla MnozZstvi (g)
1 NaCl 4,000
2 KCI 0,200
3 NaHCOs3 0,175
4 KH2PO4 0,030

5 Na2HPO4 -12 H20 0,060

6 caCl, 0,070
7 MgClz -6 Hz0 0,023
8 MgSOs -7 H20 0,030
9 D-glukoza 0,545
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3.2 Material

3.2.1

Modelové organismy

Tato diplomova prace byla zaméfena na roupice, konkrétné na Enchytraeus crypticus.

3.2.2

Laboratorni pomtcky

Petriho misky

Erlenmeyerovy baiky

Odmeérné banky

Kadinky

Stétce

Pinzety

Lzicky

Pausteurovy pipety

Injekeni stiikacky

Filtr

Sklenéné lahve se Sroubovacim uzavérem
Automatické pipety

Pipetovaci $picky

Skalpel

Podlozni a kryci sklicka

Hlinikova folie

Vata bunicita

Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
96jamkové mikrotitra¢ni desticky (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Pinzeta

Cerna folie

Laboratorni pristroje

Analytické vahy ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

Destickovy spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)
Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 801 (Nikon, Japonsko)

Horkovzdusny sterilizator 5104.2 (BMT Medical Technology s.r.o., Ceska republika)

Homogenizator ru¢ni (Benchmark, Malaysie)

42



Chladni¢ka (Goddes, Ceské republika)

Inkubator Heratherm Compact IMC18 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Lazen ultrazvukova DT 31 H + VKO D08 (Bandelin electronic, Berlin)
Michac¢ka magneticka W/Heat VMS-C4 (VWR advancer, CR)

Odstiedivka (Fisherbrand Midi compact, USA)

Opticky mikroskop Levenhuk MED D45T (Levenhuk, Med series, USA)

pH metr CyberScan pH 110 (VWR advancer, CR)

Pratokovy cytometr (Beckman coulter, Cyan ADP, USA)

Ttepacka Vovibracni Heidolph Vibramax 100 (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Némecko)

Softwaru NIS-Elements AR 5.11.03

Systém pro vyrobu redestilované vody Milli-Q® Direct 8 (MilliporeSigma, USA)

Seznam chemikalii a reagencii

Dihydrogenfosforeénan draselny (KH2PO4, Mr = 136,086 g/mol; Penta; CR)
D-Glukdza monohydrat (CeH1206 - H20; Mr = 180,155 g/mol; Penta; CR)

Ethyl alkohol 99,8% (C2HsO; Mr = 46,07 g/mol; Lach:ner, CR)

Hexahydrat chloridu hote¢natého (MgCl. - 6 H2O; Mr = 203,303 g/mol (hexahydrat),
95,211 g/mol (bezvody), Merck, Némecko)

Hexahydrat chloridu nikelnatého (NiCl2 - 6 H2O; Mr = 237,69 g/mol (hexahydrat),
129,69 g/mol (bezvody); Penta, CR)

Heptahydrét siranu hofeénatého (MgSO4 - 7 H20; Mr = 120,366 g/mol; Lach:ner, CR)
Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs; Mr = 84,007 g/mol; Lach:ner, CR)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (NazHPO4- 12 H20; Mr = 358,14 g/mol
(dodekahydrat), 142,14 g/mol (bezvody); Signa aldrich; USA)

Chlorid draselny (KCI, Mr = 74,5513 g/mol; Lach:ner, CR)

Chlorid sodny (NaCl; Mr = 58,44 g/mol; Lachema, CR)

Chlorid véapenaty (CaClz, Mr = 110,98 g/mol; Lach:ner, CR)

Methylenova modt (0,1% vodny roztok)
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3.3 Podminky laboratorniho chovu roupic

Roupice, Enchytraeus crypticus, za normalnich podminek ziji v pidnim prostedi, av§ak pro
veédecké ucely je mozné je chovat na agaru. Roupice v ném nestradaji a jejich chov na agaru je
levngjsi a jednodussi na ptipravu. Chov je potieba jednou za 1 az 2 mésice premistit do Cerstve
piipraven¢ho agaru. Ten je pfipravovan do Petriho misek s ventilaci, aby byl zpfistupnén
neustaly piisun kysliku. Takto pfipraveny chov je pak kultivovan V termostatu ve tmé
pii (19 + 2) °C. Roupice by m¢ly byt krmeny minimalné dvakrat v tydnu jemné nadrcenymi

ovesnymi vlockami, které by se mély jednou za 1-2 mésice sterilizovat.

Potfebné chemikalie pro piipravu chovného agaru:
e 13,6 g Bacto-Agar
e 772 ml ultracCisté vody
e 8 mlroztoku ¢. 1 (CaCly)
e 8 ml roztoku ¢&. 2 (MgSOs)
e 6 mlroztoku ¢. 3 (NaHCO:3)
e 6,4 ml roztoku ¢. 4 (KCl)

Postup ptipravy chovného agaru vychazi z navazeni Bacto-Agaru do ptislusného laboratorniho
skla. K této navazce je pridana demineralizované (ultradista) voda a vSechny vyse zminéné
roztoky. Vysledny roztok byl uzavien alobalem a nechan autoklavovat pii 120° po dobu
30 minut. Poté bylo nutné zajistit, aby pH agaru bylo v rozmezi 7 - 7,5. Takto pfipraveny roztok
byl lehce promichan, a jesté za horka vlévan do pfedchystanych a nadepsanych Petriho misek
s vetilaci. Pfelévani bylo provadéno po celou dobu v digestofi. Ta byla pied praci
vydezinfikovana 70% etanolem a vysvicena UV svétlem po dobu 5 minut. Po vychladnuti agaru
bylo do kazdé Petriho misky s ventilaci pfenesena ¢ast kultury roupic. Takovyto chov byl
uchovavan ve tmé v termostatu pii (20 = 1) °C.
Manipulace s roupicemi:

e Pii praci s timto druhem je vhodny namoceny §tétecek, poptipad¢ hacek

e Pfi posuzovani viability sta¢i roupici vlozit jen do kadinky, poptipadé Petriho misky

s pitnou vodou — pokud je roupice Ziva, za¢ne se napadné hybat.
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Obrazek 11 - O¢isténi roupic E. crypticus ve vodé.

3.4 Test toxicity ve vodném prostiedi
Cilem tohoto testu je urcit efektivni koncentraci, ktera zpisobi 50% mortalitu (ECso) a sou¢asné
zjistit, jakd koncentrace jeSté nezplisobi mortalitu. Takovato koncentrace se taktéz oznacuje
jako NOEC (No Observable Adverse Effect Concentration) neboli koncentrace bez
pozorovaného nepiiznivého ucinku. Pod tGrovni této hodnoty Ize pro mortalitu ocekdvat rizné
efekty na biologické tirovni — jako je oxidativni stres nebo imunotoxicita. Jako testovana latka
byl zvolen chlorid nikelnaty. Tato latka byla zvolena na zakladé publikace, ve které autofi
testovali toxicitu rdznych stopovych prvkid a jejich efekt na inhibici fagocytozy
u extrudovanych coelomocytii u vice druht cervi [82].
Testovani obecné je tieba provést vzdy ve tfech trovnich a v kazdé urovni je zapotiebi test
minimalné dvakrat zopakovat tak, abychom méli srovnavaci data. Tyto tfi Grovné zahrnuji:
e Limitni test (ten zahrnoval jednu vysokou koncentraci — v nasem ptipadé 100 mg/1
NiCl2 a kontrolu)
e Piedbézny test (zahrnoval siroké koncentrace v rozmezi 0,01; 0,1; 1; 10; 100 mg/|
NiCl: a kontrolu)
e Definitivni test (zahrnoval dva typy testl — jeden pro potvrzeni ECsg s koncentracemi
Vv rozmezi 1,25-12,5 mg/l a druhy typ testu s koncentracemi v rozmezi 4-4,4 mg/l na
potvrzeni, Ze roupice v piitomnosti nizké koncentrace neumiraji, ale zdroven v téchto
koncentracich dochazelo k ovlivnéni bunék imunitniho systému roupic)
Pied kazdym testem bylo zapotiebi vSechny roupice fadn¢ omyt od agaru v pitné vode. Test byl

proveden ve sklenénych kéddinkiach o objemu 25 ml. Pro test bylo zvoleno 5 rtiznych
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koncentraci toxické latky. V kazdé testované koncentraci bylo exponovano 100 kusii dospélych
roupic (25 roupic/kadinku). Roupice byly vystaveny riznym koncentracim roztoku NiCly, ktery
byl pfipraven ze zasobniho roztoku (100 mg/l). Tento zdsobni roztok byl pfipraven navazenim
a rozpusténim NiClz - 6 H20 v rekonstituované vodé. Kazda replika obsahovala 10 ml testované
latky. VSechny typy testl byly inkubovany ve tmé pii teploté (19 £ 2) °C a po dobu 72 hodin.
Béhem celé doby testovani roupice nebyly krmeny. Po 72 hodinach byla vyhodnocena

mortalita a vysledek statisticky zpracovan.

3.5 Metody ziskavani bunéénych suspenzi

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.4., existuje mnoho typu extruznich in vitro metod, diky
kterym ziskdme bunécnou suspenzi s predpokladanymi bunikami. V této praci byly zpracovany
tii typy optimalizovanych extruznich metod — extruze etanolem, elektrickym vytlaCovanim

a ultrazvukem.

Odbér roupic z chovu

Pted vSemi typy extruznich metod bylo zapotiebi nejdiive roupice oplachnout od agaru a jinych
necistot. Roupice byly vloZeny do pfipravenych Petriho misek, obsahujici vytemperovany
roztok HBSS na laboratorni teplotu, po dobu 20 minut. Za tuto dobu byly roupice nejenom
oplachnuté, ale zaroven doslo k odstranéni obsahu jejich stfeva. S takto o¢isténymi roupicemi

bylo nakladano dal dle typu extruznich metod.

Extruze etanolem

Ocisténé roupice byly pievedeny do Sml zkumavky, v niz je pfipraveny 15% roztok etanolu
s HBSS. Roupice byly ve zkumavce ponechany po dobu 5 minut. Poté byly roupice ze
zkumavky odstranény a zbyly roztok byl dvakrat precistén za pomoci Hankova roztoku.
Ptecisténi probihalo ve stolni centrifuze pii 2000 otackach po dobu 2 minut. Po této fazi byly
zatazeny dalSi promyvaci useky, ale tentokrat pro zisk coelomocytii a odstranéni velkych

necistot. Pfehled jednotlivych otacek a Casu je zobrazen v Tabulce €. 6.
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Tabulka 6 - Centrifuga¢ni postup u extruze etanolem.

. Pocet otacek
Pocet cyklu Cas (min) .
(RPM)/min
1. 3 2000
2. 2 3000
3. 2 5000
4. 1 6000

Extruze elektrickym vytlacovanim

U této metody bylo 25 dospélych roupic nejdiive o€isténo a nasledné pievedeno do 1,5ml
zkumavky, v niz byl ptipraven 1 ml sterilniho HBSS. Poté do takto pfipravené zkumavky byly
opatrn¢ vkladany a vyndavany platinové dratky vedouci z baterie (9 V). Kazdym vloZzenim
dratkii do roztoku byl dan roupicim pulz. Vzdy bylo pouzito celkem 15 pulzii a mezi pulzy byla
pauza trvajici 3 sekundy. Po 15 pulzech byl ziskdn zakaleny vzorek, ktery byl nejdiive o€istén

od zbytkd tél roupic a nasledné byl centrifugovan za stejnych podminek jak u extruze etanolem.

Extruze ultrazvukovou lazni

Ocisténych 25 dospélych roupic bylo prevedeno jemné stéteckem do 1,5ml zkumavky, v niz
bylo odpiptetovano 1 ml sterilniho HBSS. Takto pfipravena zkumavka byla vkladana do
ultrazvukové lazn€. Roupice byly vystaveny 20 pulziim a mezi jednotlivymi pulzy byla pauza
trvajici 3 sekundy. Po téchto ultrazvukovych pulzech byla sledovana vizualni zména vzorku,
kdy doslo k tvorbé bilého zakalu. Takto ptipraveny vzorek byl promichan na vortexu tak, aby
veskeré roupice zlstaly usazeny pouze na dné zkumavky. Nasledné byl odebran supernatant
tak, aby vSechny roupice zistaly na dn¢ zkumavky. Tento supernatant byl nasledné odsttedén
na centrifuze o praimeéru rotoru 30 mm. Centrifugace probihala pii laboratorni teploté nejdiive
pfi nizSich otackach a vyS$im cCasu tak, aby doSlo k dokonalému oddéleni velkych necistot
(degradovana tkan roupic) od coelomocyti. Po kazdé centrifugaci dojde k vyjmuti supernatantu
od pelety, pficemz ta je nafedéna nasledné¢ Hankovym roztokem a diikladné promichana. Kazdy
dalsi supernatant je stacen pii vysSich otackéach. Piehled jednotlivych otacek, ¢asu a cykli je

zobrazen v Tabulce ¢. 7.
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Tabulka 7 - Centrifuga¢ni postup u extruze ultrazvukovou lazni.

Pocet cykli Cas (min) Izgéslt/l (;;érﬁie;(
1 3 2000
2 1 4000
3. 1 6000

Vyse zminéné extruzni metody maji za cil dostat z t€la roupic co nejvic bunék coelomocytu.
V piipadé granuldrnich amébocyti a eleocytl je tento efekt pozorovan, avSak hyalinni
amébocyty pozorovatelné nebyly. Proto vSechny vzorky ziskané jakoukoliv extruzni metou
byly navic obarveny bunéénou suspenzi barvivem May Griinwald a Giemsovo barveni. Touto
barevnou suspenzi lze pozorovat ohrani¢eny hyalinni amébocyt. Nyni bude popsan postup

pro May-Griinwald-Giemsovo barveni:

e Pasteurovou pipetou byla kapnuta kapka buné&cné suspenze, ktera byla ziskana
z jakékoliv extruzni metody popsané vyse, na podlozni sklicko

e Po uschnuti této kapky bylo vlozeno podlozni sklicko na 3 minuty do May-
Griinwaldova roztoku

e Poté podlozni sklicko bylo oplachovéano zhruba 1 minutu v destilované vodé

e Nasledn¢ bylo ponoieno do Giemsova roztoku (kdy pomér barviva a vody byl 1:3) po
dobu 15 minut.

e Na zavér se sklicko oplachlo destilovanou vodou a obarveny vzorek se nechal
samovolné uschnout

e Takto pfipraveny preparat byl pozorovan na optickém mikroskopu

3.5.1 Pocitani na Biirkerové komiirce
Biirkerova komtrka se pouziva k ustaleni objemt dané bunécné suspenze a pro detekci poctu

bunék. Jeji detail veetné pocitaci miizky je zndzornén na Obrazku ¢. 13.
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Obrazek 13 - Biirkerova komirka s detailem pocitaci m¥izky, obrazek byl pfevzat z [92].

V této praci bylo pomoci Biirkerovy komitrky zjistovano mnozstvi coelomocytd v 1 ml
bunécné suspenze. Nasledné byla sledovéana 1 zivotaschopnost bun¢k coelomocytil, ziskanych
z jednotlivych extruznich postupt, pomoci methylenové modti. Hodnoceni vsech testd bylo 4x
opakovano. Z jakékoliv bunécné suspenze ziskané z extruznich metod bylo odebrano 10 pl na
jednu miizku Biirkerovy komurky. Na druhou mtizku Biirkerovy komirky bylo napipetované
stejné mnozstvi buné¢né suspenze, a navic bylo ptidano i 10 pl methylenové modii. Principem

stanoveni zivotaschopnosti bun¢k ziskanych z extruznich metod spoc¢iva v tom, ze mrtvé buiky

do sebe pfijmou modré barvivo a nejsou schopny ho vypumpovat ven, za to ty zivé tuto

Obrazek 14 - Vlevo znazornény postup vybirdni ¢tvercll, vpravo vybér jednoho z ¢tverct a ukazka pocitani bunck
(¢erné buriky se pocitaji, bilé ne) [92].

Pocet bun€k 1 ml bunécné suspenze 1ze vypocitat dle nasledujiciho vzorce:

[pocet bun€k (napocitané)/9) - 16 - 10000) = vysledny pocet bun¢k/ml]
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3.5.2 Vyuziti priitokové cytometrie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.4, priatokovy cytometr slouzi k analyze velkého mnoZstvi
bunék v realném cCase. Pro tento typ testu bylo zapotitebi pfidat vice promyvacich kroku
suspenze a odmyti necistot tak, aby nedochazelo k mechanickému poskozeni pfistroje.

Jednotlivé zmény v centrifugacnich otackach a casech jsou popsany v Tabulce €. 8.

Tabulka 8 - Centrifuga¢ni postup pro priitokovou cytometrii.

Pocet cyklu Cas (min) Pocet otacek (RPM)
1. 3 1000
2. 2 3000
3. 15 4000
4. 1 6000

Bunécnd suspenze ziskanad extruzi z ultrazvukové lazné byla fadné zcentrifugovana podle
postupu uvedeného v Tabulce €. 8. Nasledné byla bunééna suspenze odebrana do specidlnich
zkumavek pro cytometrické méfeni. Vstup vzorku do pritokového cytometru byl
zprosttedkovan podavatem pro zkumavky. Analyza vzorku byla zajiSténa pfes
hydrodynamickou fokusaci, kdy kazda jednotliva burika byla analyzovana samostatné. Vystup
signalu byl zméfen v optické Casti a v elektronické ¢asti byla detekovatelna data. VSechna
méteni probihala za laboratorni teploty, pficemz délka jednoho méfteni trvala pfiblizn€ minutu.
Dalsi podminky méfeni na cytometru byly nasledujici — fluorescence byla méfena pomoci FITC
detektoru o napéti 580 a gainu 10; pro FS detektor byl pouzit gain 10; pro SS detektor o napéti
480 a gainu 3; Trigger: FS; Threshold: 0,1 %. Maximalni pocet namétenych udalosti bylo
500 000 a rozliSeni pro forward scatter na ose x bylo pouZito 512. Tento priatokovy cytometr
mél tii lasery — 488 nm, 405 nm a 635 nm. Ziskana pilotni data z cytometrické analyzy byla
hodnocena podle granularity (SSC) a velikosti bun¢k (FSC). Detekované buiiky byly oznacené
podle autord Irizar a kol. [93].
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3.6 Sledovani obsahu riboflavinu v eleocytech fluorimetricky

Podminky stanoveni riboflavinu byly odvozeny ze studic od autoru Plytycz a kol. [94]
a nasledné byly tyto podminky pro ucel této prace optimalizovany pro extrudované bunécné
suspenze a homogenaty. Riboflavin u roupic je pfirozené soucasti bunék eleocytti. Roupice,
které jsou soucasti laboratorniho chovu piijimaji riboflavin prostiednictvim potravy, kterymi

jsou sterilni rozemleté ovesné vlocky. Struktura riboflavinu je znazornéna na obrazku ¢. 12.

Obriazek 12 - Struktura riboflavinu, obrazek pievzat z [95].

3.6.1 Analyza extrudovanych bunék z bunécnych suspenzi

Analyza extrudovanych coelomocyti z bunéénych suspenzi byla hodnocena vzdy po stejné
dobé jako akvaticky test toxicity. Tento typ testu vyzadoval nasazeni takovych koncentraci
toxické latky, u nichz byla sledovana mortalita i mozny imunotoxicky efekt u roupic.
Koncentrace byly nasledujici 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/l. Po 72 hodinach byly roupice Setrné
Stéteckem pieneseny do 2ml zkumavky, ve kterych byl sterilni Hankdv roztok. Nasledné byly
vzorky vlozeny do ultrazvukové vodni lazng, v niz probihala extruze coelomocyti. Kazdy
vzorek byl do této lazn€ ponoten 20x po dobu 3 sekund. Poté byl veskery supernatant odebran
a odstfedén. Podminky odstfedéni jsou jiz napsany v kKapitole 3.4. pro extruzi ultrazvukovou
lazni. Ziskané vzorky (po kazdém opakovani testu) byly nasledné¢ proméfeny na

spektrofluorimetrickém zatizeni a na pratokovém cytometru.
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3.6.2 Analyza homogenaitu tkané roupic

Analyza coelomocyti z homogenatu tkané roupic se provadéla vzdy po 72 hodinach. Tento typ
testu se taktéz provadél pii takovych koncentracich toxické latky, pti které byla pozorovana
mortalita, ale zaroven 1 imunotoxické biomarkery. Proto byly zvoleny nasledujici koncentrace
4,2;4,4;5;7,5; 10; 12,5 mg/l. Po 72 hodinach byly roupice Setrné stéteckem preneseny do 2ml
zkumavky, ve kterych byl sterilizovany Hanklv roztok. Kazdy vzorek byl nasledné¢ vkladan do
homogenizatoru, tzv. ultrazvukovy/homogeniza¢ni prst, po dobu 1 minuty. Nasledné byl kazdy
vzorek odstiedén pii 2000 otackach po dobu 1 minuty pro usazeni velkych necistot. Takto
ptipravené vzorky (po kazdém opakovani testu) byly dale proméreny na

spektrofluorimetrickém zatizeni a na pratokovém cytometru.

3.6.3 Fluorescencni detekce riboflavinu v eleocytech

Pro vizualizaci vzorkl ve fazovém kontrastu a pro detekci autofluorescence riboflavinu byl
pouzit fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 80i. Pro fluorescencni mikroskopii byly pouzity
vzorky homogenatu tkdn¢ roupic a suspenze coelomocytl ziskané pomoci extruzni metody
ultrazvukovou vodni lazni. Z obou vzorkii (po dvou opakovéni) bylo odebrano 100 pl
supernatantu, jenz bylo pfepipetovano na podlozni sklicko. Nasledné bylo pfidano kryci sklicko
pod thlem 45°. Vzorky byly vizualizovany ve fazovém kontrastu pii zvétSeni 200x. U vzorkl
byla sledovana vlastni fluorescence riboflavinu s vyuzitim filtru FITC (480/30 nm). Ziskana

reprezentativni data byla pofizena a zpracovana pomoci softwaru NIS-Elements AR 5.11.03.

3.6.4 Fluorimetricka detekce riboflavinu v eleocytech

Pro spektrofluorimetrickd meéfeni byla pouzita suspenze coelomocyti ziskanych pomoci
extruze v ultrazvukové vodni ldzni nebo homogenat tkan€ roupic ziskané rucnim
homogenizatorem. Ze vsech testovanych vzorkd (po tfech opakovani) bylo odebrano 100 pl
supernatantu, jenz bylo pfepipetovano do 96jamkové cerné destiCky. Vzorek byl poté
10 smichan a méfen pii 37 °C s vyuzitim destiCkového spektrofluorimetru SPARK
(Tecan, Rakousko) pii Ex/Em =490/550 nm.
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3.7 Design testu s optimalizovanymi postupy stanoveni biomarkeri

imunotoxicity
V tomto piipadé se vychdzelo zakutniho vodniho testu na roupicich. Jako testovana
imunotoxickd latka byl zvolen chlorid nikelnaty na zakladé publikace od autort
Sauvé a kol. [82]. Nejprve byl proveden predbézny test a nasledné test limitni, kterym se urcilo,
kde pfiblizné se nachazi ECso. Posledni byl nasazen definitivni test ve dvojim
uspotadani — jeden pro potvrzeni ECsg a druhy pro stanoveni NOEC. Pro potvrzeni ECso byly
nasazeny testy do sklenénych 25ml kadinek o koncentracich 4,4; 4,5; 4,7; 4,9; 5; 5,5; 6,5; 7,5;
10 mg/l. Pro stanoveni NOEC byly nasazeny dospé¢lé roupice do sklenénych 25ml kadinek
0 koncentracich 1; 2,5; 3,5; 4,2; 4,4 mg/l., véetné kontrolniho vzorki, jenz obsahoval pouze
rekonstituovanou vodu. Kvili nizké koncentraci riboflavinu v roupicich byl potieba tento test
optimalizovat tak, aby bylo proméfeno a zachyceno detekovatelné mnozstvi fluorescence
pomoci spektrofluorimetru. Pro test bylo zpracovano 100 kusi dospélych roupic na 0,5 ml
HBSS. Na zaklad¢ téchto vysledkt byl optimalizovan akvaticky test a to tak, ze do kazdé 25ml
sklenéné kadinky o 4 replikach bylo vlozeno 25 dospélych roupic tak, aby vysledny pocet
dospélych roupic pro jednu testovanou koncentraci €inil 100. Akutni test vodni toxicity probihal
72 hodin ve tmé pii (19 + 2) °C. Po tomto ¢ase byly vSechny typy testil nasledné zpracovany
optimalizovanymi extruznimi metodami — ultrazvukovou vodni 1azni a homogenizatorem dle
postupti uvedenych v kapitole a podkapitole 3.5.1 a 3.5.2. Zpracované vzorky byly pouzity pro
spocitani poctu zivych coelomocytovych bunék roupic na Biirkerové komirce. Dale byly

zpracované vzorky pouzity pro dal$i méteni na spektrofluorimetru a na pritokovém cytometru.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V této diplomové praci byly zvoleny rizné extruzni metody pro izolaci a identifikaci bunék
coelomocyt z organismu Enchytraues crypticus. Nejdiive byla provedena analyza bunck
coelomocytl se snahou identifikovat, zda jsou tyto buiiky vhodné jako citlivé biomarkery
imunotoxicity. Pro toto zjisténi byla hodnocena funkéni a strukturni aktivita fagocytu
(coelomocytt), véetné jejich pocetnich zmén, po vystaveni toxické latce (chloridem
nikelnatym) v ekotoxikologickém testu. Tato prace byla inspirovana clankem, ve kterém

stanovovali toxicitu vybranych kovl a Zivotaschopnost coelomocyta zizaly E. fetida [93].

Pro izolaci vySe zminénych bun¢k coelomu (coelomocytl) bylo potieba vybrat vhodné extruzni
postupy a optimalizovat je. Jednotlivé vybrané postupy byly jiz uvedené v podkapitole 1.4.2.,
kde byly zvoleny extruzni postupy pomoci etanolu, baterie a ultrazvuku. Metody izolace bunék
byly vybrany na zakladé publikaci od autort Eyamble a kol. [77], kde popisovali extruzni
postup za vyuziti etanolu. Druhym zptisobem extruze bylo pouziti elektrické baterie, které bylo
popsano ve studii od autorti Vernile a kol. [79]. Tteti metodou byla zvolena ultrazvukova vodni
lazen, ktera byla vybrana na zakladé ¢lanku od autort Hendawi a kol. [81]. Jednotlivé metody
byly v praci optimalizovany a nasledné¢ hodnoceny a srovnavany mezi sebou za pomoci

Biirkerovy komirky.

V této praci byly pozorovany zmény coelomocytil ve fluorescenénim a optickém mikroskopu,
dale byly sledovany zmény rozloZeni izolovanych bunéénych populaci na pritokovém
cytometru a spektrofluorimetru. Tyto metody byly vybrany na zakladé publikaci od autort Bilej
a kol. [96], v niZ byla pozorovana fagocytarni aktivita coelomocytd Zizal pomoci prutokového
cytometru a Pytycz a kol. [97], v niZ byl detekovan spektrofluorimetricky riboflavin, ktery je

pfirozenou soucasti granul eleocytl Zizal.
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4.1 Optimalizace extruze coelomocyti z dutiny coelomu

Pro nasledné testy byly vyzkouSeny vSechny typy optimalizovanych extruznich metod (extruze
etanolem, elektrikou a ultrazvukem). Hodnoceni nejucinngjsi extruzni metody probihalo
Vv Biirkerové komtirce za pomoci methylenové modfi. V této komiirce byly pozorovany dva
typy bun¢k, granularni amébocyty a eleocyty, ziskané z extruznich metod z chovu roupic. Tieti
typ buné¢k, hyalinni amébocyty, nebyly pozorovany, nebot’ se predpoklada, Ze tyto bunky
natolik podléhaji degradaci, ze pti bézném pocitani na Biirkerové komiirce je nelze rozlisit. Pii
pocitani v komtirce byl predevsim kladen diraz na posouzeni Zivotaschopnosti téchto bunék.
Pro potvrzeni spravnosti poctii byl test proveden z jednoho vzorku vzdy ve dvojim usporadani.
Zivotaschopnost coelomocytii se zjistovala po pfidani methylenové modii.

Bylo zjisténo, Ze extruzni metoda za pomoci etanolu ma jednu velkou nevyhodu a to tu, Ze je
natolik invazivni, ze zptisobuje témét 100% mortalitu pozorovanych bunék. Extruzni metoda
za pomoci baterie ma vyhodu v tom, Ze je mén€ invazivni pro coelomocyty roupic, avsak jeji
nevyhodou je, ze z tél roupic unikne malé mnozstvi pravé téchto bunck. Posledni a zaroven
nejefektivnéj$i je extruzni metoda za pomoci ultrazvukové vodni 1azn€. V nésledujici Tabulce

¢. 9. je uveden pocet zivych/mrtvych druhti coelomocytt u vSech typt extruznich metod.

Tabulka 9 — Poéty primérnych zZivych/mrtvych bunék coelomu (po tfech opakovani) u jednotlivych extruznich
metod.

Celkovy

Pocet bunék/ml .
pocet

Extruzni

metoda Granularni amébocyty Eleocyty

Primeér Primeér SD SD Primeér Pramér SD SD

zivych mrtvych | zivych | mrtvych zivych mrtvych | zivych | mrtvych

Ultrazvuk 293 333 124 444 | 8889 17778 88 889 97778 | 17778 | 8889 604 444
Baterie 97 778 44 444 8 889 17778 44 444 62 222 8889 | 26667 248 888

Etanol 44 444 115556 | 8889 8 889 26 667 97778 8 889 8 889 71111

Pravé tato posledni extruzni metoda byla zvolena pro vSechny nésledujici testy. Na rozdil od
naSich vysledkti se zplisobem extruze zabyvali v publikaci od autortt Vernile a kol. [79], kde
byla vyhodnocena jako nejlepsi extruzni metoda coelomocyta zizal pomoci etanolu a nejnizsi
pak ultrazvukova extruze. V této diplomové praci nejnizsi data poskytovala pravé etanolova
extruze a nejvyssi pak ta ultrazvukova. Nehled€ na to, Ze u etanolové extruze byla vétSina
bunék coelomu mrtva. V jiné praci zase autoii Hendawi a kol. [81] potvrzuji efekt ultrazvukové
vodni 1azné jako jednou z nejlepsich extruznich metod, které nejen Ze poskytuji vysokou

vytéznost coelomocytl, ale také popisuji ekonomicka pozitiva této metody.

55



4.2 Analyza bunék v optickém a fluorescenénim mikroskopu

Extrudované bunééné suspenze byly hodnoceny v optickém mikroskopu ve svételném, ale
| fazovém kontrastu. Stejné vzorky byly hodnoceny i ve fluorescencnim mikroskopu.
V optickém mikroskopu byly bez ptedeslého obarveni pozorovany dva typy bunék — granularni
amébocyty a eleocyty. Tteti typ bunék ¢ili hyalinni amébocyty bylo potieba pro jejich detekci
nejdiive vizualizovat pomoci MGG barveni. Kurek a kol. [56] ve své praci pozorovali vSechny
druhy coelomocytti najednou. V této praci ovSem nebylo mozné pozorovat vSechny 3 typy
bun¢k, coz mohlo byt zapfi¢inéno destrukci, jak eleocytdi, tak hyalinnich amébocyta.
V nasledujici Tabulce ¢. 10. je popsana struktura coelomocytu dle studie od Kurek a kol. [56],

ve které zkoumali vSechny tfi typy bunck v n¢kolika uspotfadéanich.

Tabulka 10 - Popis struktury coelomocytd, pfevzato a upraveno z [56].

Granularni amébocyty Hyalinni amébocyty Eleocyty
Opticky mikroskop Transparentni cytoplazma - Zlutohnéda granula
Fluorescence - - Autofluorescenéni granula
Fazovy kontrast Modra granula Halo efekt, modra granula | Cytoplazma plna granuli
MGG barveni Tavi;;?g?gﬁiﬁg ovitd Hﬁzzz zg;dzgr;};gﬂzi?tl; , Viditelna velka granula

Struktury jednotlivych typt coelomocytl, které byly pozorovany v optickém mikroskopu ve
fazovém kontrastu miizeme pozorovat na Obrazku ¢. 13. Plochy téchto bun¢k byly méfeny

pomoci doplitkové mikroskopické kamery.
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Obriazek 13 - Tti typy coelomocytl ve fazovém kontrastu v optickém mikroskopu, kde gA je granularni amébocyt;
hA je hyalinni amébocyt a E je eleocyt.
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Pro detekci hyalinnich amébocytd, byly bunééné suspenze vizualizovany pomoci MGG

barveni. Obarvené hyalinni amébocyty dle MGG jsou znazornény na Obrazku ¢.14.

Obrazek 14 - Hyalinni amébocyt po MGG obarveni.

Pro fluorescen¢ni mikroskop byly ptipraveny dva typy vzorki, jak homogenat tkané€ roupic, tak
I extrudované buné&cné suspenze. Pro oba typy vzorku byly nasazeny nasledujici koncentrace
Kk (kontrolni vzorek), 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12 mg/1 chloridu nikelnatého. VSechny koncentrace
byly postupné hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu. Autofluorescence riboflavinu
U bunéénych suspenzi byla pozorovana pouze u kontrolnich vzorkd. Se zvySujici se
koncentraci exponované imunotoxické latky dochazelo ke snizovani fluorescence na takové
mnozstvi, které jiz bylo srovnatelné s pozadim. Nizké odezvy fluorescence byly nepatrné uz
jen ztoho divodu, Ze roupice jsou velmi drobné organismy obsahujici malé mnozstvi
autofluorescenéniho riboflavinu. Nalezené fluorescencni burky, tj. eleocyty jsou znazornény
na Obrazku ¢. 15. Pti hodnoceni tohoto vzorku byla pozorovana zména fluorescence a struktury
eleocyti v ¢ase. Pro oba typy vzorki byly ziskané reprezentativni fotky potizeny a zpracovany

pomoci softwaru NIS-Elements AR 5.11.03.

a)
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Obrazek 15 - Fluorescenéni eleocyty v kontrolnim vzorku, kde a) je fazovy kontrast; b) autofluorescence;
c) slouceni.
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Vzorek homogenatu tkané byl rovnéz hodnocen za stejnych podminek. Odezva u tohoto typu
vzorku byla nizka, jelikoz v suspenzi je velké mnozstvi vSech bunék obsazenych v roupicich,
vcetné zbytkl jejich tkani, které prekryvaji autofluorescencni eleocyty. V disledku toho nebylo
mozné vyfotit vice reprezentativnich fotek z homogenatu tkané roupic. Pro ilustraci mizeme

vidét autoflurescencni eleocyt v homogenatu tkan€ roupic na Obrazku ¢. 16.

Obriazek 16 - Autofluorescenc¢ni eleocyt v homogenatu tkané roupic, kde a) fazovy kontrast; b) autofluorescence;
c) slouceni.

V dostupné publikaci od autort Linthicum a kol. [98] navic byly jesté coelomocytové bufiky
zizaly Lumbricus terrestri studovany transmisni elektronovou mikroskopii. Pomoci této
metody pozorovali autofi rovnou Ctyfi typy bunék — a to lymfocytarni coelomocyty,
granulocytarni coelomocyty, chloragogenni buniky — eleoocyty a coelomocyty, jenZ obsahuji
¢etnd inkluze. Pro pfipadnou dalsi praci na toto téma by bylo dobré vyzkouset i stanoveni bun¢k

pomoci elektronové mikroskopie.
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4.3 Test toxicity ve vodném prostiedi

Tento test byl proveden ve vice Grovnich. Nejprve byl nasazen limitni test, ktery obsahoval
kontrolni vzorek (rekonstituovanou vodu) a roztok NiCI2 o koncentraci 100 mg/l.
Vyhodnoceni testu je zndzornéno na Obrazku ¢. 17, kde je viditelnd zména mezi kontrolou,
V niz jsou Zivé roupice a vysokou koncentraci toxicke latky, ve které jsou mrtvé a nekompaktni

roupice.

Obrazek 17 - Vyhodnoceni limitniho testu, pod a) kontrolni vzorek obsahujici rekonstituovanou vodu s 25 zivymi
dospélymi roupicemi; b) vzorek obsahujici 100 mg/1 testované toxické latky (NiCly) se 100% mortalitou.

Druhy typ testu, tzv. ptedbézny test, zahrnoval Siroké rozpéti koncentraci v rozmezi 0,01; 0,1;
1; 10; 100 mg/l chloridu nikelnatého a kontrolniho vzorku. Tento typ testu mél za cil urcit
pfibliznou koncentraci, u které pfezije pravé polovina nasazenych dospélych roupic ¢ili ECso.
Vysledné primérné hodnoty z méfeni poéti zivych roupic z celkového poctu 25 dospélych

roupic v jedné 25ml kadince je zaznamenan v Tabulce ¢. 10.

Tabulka 10 — Primérné poéty Zivych dospélych roupic u pfedbézného testu (3 opakovani testu).

Koncentrace (mg/l) | Pocty zivych roupic z celkového poctu 25 dospélych roupic na kadinku
K (kontrola) 25 25 25 25
0,01 25 25 25 25
0,1 25 25 25 25
1 25 25 25 25
100 0 0 0 0

Posledni byly nasazeny dva typy definitivniho testu — jeden pro potvrzeni ECsp a jeden pro

potvrzeni vySe koncentrace toxické latky, kterd nezpisobuje Zaddnou mortalitu, ale méla by
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vyvolavat odpovéd’ na imunologické trovni. Oba typy definitivnich testi byly provedeny 3x,
aby byla zajisténa opakovatelnost dosazenych vysledki. Pro ECsg byly nasazeny nésledujici
koncentrace v rozmezi 1,25-12,5 mg/l chloridu nikelnatého a kontrolni vzorek obsahujici

rekonstituovanou vodu. Nasazeni vodniho testu je zobrazeno na Obrazku ¢. 18.

B fisherrn gl

Obrazek 18 — Nasazeni definitivniho ekotoxikologického testu do 25ml sklenénych kéadinek.

Ziskana data z ekotoxikologického testu byla vyhodnocena prostiednictvim statistického
programu GraphPad Prism s vyuzitim linearni regrese stanovena hodnota 72hECsp pro chlorid
nikelnaty u koncentrace 6,5 mg/l s rovnici regrese 0,9804. Takovéto vyhodnoceni je zobrazeno
na Grafu ¢.1. Ve studii od autor Yan a kol. [99] zkoumali pomoci ptidnich testl toxicky efekt
niklu v piidnim prostiedi na 13 druzich zizal. Tito autofi konkrétné zkoumali Gi¢inky niklu na
rast a produkci kokonu a mlad’at. Zjistili, Ze koncentrace inhibi¢niho G¢inku (ECso) se
pohybovaly v rozmezi 169-684 mg/kg. V jiné praci od autorti Lock a kol. [100] stanovovali
chronické plisobeni niklu na 3 rizné druhy bezobratlych. V této publikaci zjistili, ze chronicka
toxicita niklu pro produkci kokonu u E. fetida ¢inila po 21dECsp 362 mg Ni/kg. V této
diplomové praci bylo zaroven pozorovano, ze nejvyssi koncentrace chloridu nikelnatého, ktera
jesté nezptisobuje Zadnou mortalitu bylo pii 4,4 mg/l. Ve vyssich koncentracich testované latky
byl pozorovan tbytek zivych roupic a jiz v koncentraci 10 mg/1 toxické latky byly roupice

témeét vSechny mrtvé. Vyhodnocené vysledky jsou zobrazeny v Tabulce ¢. 11.
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Graf 1 - Zavistlost mortality (%) na logaritmu koncentrace chloridu nikelnatého (zpracovano pomoci programu
GraphPad Prism).

Tabulka 11 — Primérné pocty zivych dospélych roupic u definitivniho testu (3 opakovani testu).

Koncentrace (mg/l) Pocéty Zivych roupic z celkového poétu 25 dospélych roupic na kadinku

K (kontrola) 25 25 25 25
5 21 19 20 20
55 17 17 16 17
6 15 15 13 15

6,5 11 13 11 12

7,5 9 10 10 9

10 1 2 1 1

12,5 0 0 0 0

15 0 0 0 0

Pro potvrzeni nulového efektu mortality a zjiSt€ni imunotoxicity této slouceniny byly nasazeny
nasledujici koncentrace 4; 4,1; 4,2; 4,3; 4,4, 4,5 mg/I chloridu nikelnatého a kontrolni vzorek,
ktery obsahoval rekonstituovanou vodu. Opakované nasazeni testti odhalilo, Ze v koncentraci
4,2 mg/l se ve vétsi mife projevuje mirné poskozeni imunitniho systému roupic. Dale bylo
potvrzeno, ze V koncentraci 4,5 mg/l zainaji roupice umirat. Vyhodnocené pocty Zzivych

roupic, z celkového poctu 25 dospélych roupic na 25ml kadinku, je zobrazeno v Tabulce ¢. 12.
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Tabulka 12 — Priimérné pocty Zivych roupic pro potvrzeni imunotoxicity a nulového efektu mortality (3 opakovani
testu).

Koncentrace (mg/l) Pocty zivych roupic z celkového poctu 25 roupic na kadinku
K (kontrola) 25 25 25 25
4,1 25 25 25 25
4,2 25 25 25 25
43 25 25 25 25
4,4 25 25 25 25
4,5 24 24 23 25
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4.4 Pocitani bunék v Biirkerové komurce

Pocitani na Biirkerové komurce bylo pouzito jako dal$i metoda k ovéteni poétu bunék coelomu
po expozici roupic toxickou latkou. Stejné¢ jako u piedchozich metod byly hodnoceny
nasledujici koncentrace - k (kontrolni vzorek obsahujici rekonstituovanou vodu); 4,2; 4,4; 5;
7,5; 10; 12,5 mg/l chloridu nikelnatého. Jiz v nejniz8i koncentraci chloridu nikelnatého byl
pozorovan ubytek Zivotaschopnych bunék, ktery se s vy$si koncentraci imunotoxické latky
sniZzoval. Pfehled ziskanych pocta Zivych/mrtvych coelomocytl pro jednotlivé koncentrace je

uveden v Grafu ¢&. 3.
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Graf 2 — Srovnani primérnych poéta zivych/mrtvych bunék coelomu (ziskané ze ¢tyt opakovani) pro jednotlivé
koncentrace, kde gA je granularni amébocyt a E je eleocyt

Dale bylo pozorovano, Ze plisobenim chloridu nikelnatého dochazi k destrukci jednotlivych
bunék coelomu. Nejveétsi zmény byly pozorovany u eleocytu, u nichz dochazelo k postupnému

vypuzovani jejich granul. Takovyto polorozpadly eleocyt je zndzornén na Obrazku ¢. 19.

a)

Obrazek 19 — Srovnani dvou eleocytt, kde a) kompletni elocyt, b) polorozpadly eleocyt.
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podléhaji destrukci natolik, ze ve vétsing piipadi ztraci svij tvar i granula, a tudiz je pouhym
okem neni mozné ve velké mife spravné detekovat. Proto byl pozorovan ubytek bunék pfi
vysSich koncentracich testované latky, jelikoz hodnoceni coelomocytli bylo hodné subjektivni.
V publikaci od autord Homa kol. [101] stanovovali ucinek tézkych kovli na imunitni systém
krouzkovcu. Tito autofi zjistili, ze roztoky tézkych kovt pusobi na kazdy druh testovaného
organismu jinak. Napiiklad u jedno druhu zizal Allolobophora chlorotica byl pozorovan pokles
riboflavinu. Zatimco u jiného druhu Zizal E. andrei byl pozorovan opa¢ny efekt, tudiz narast
celkového obsahu riboflavinu obsazeného v eleocytech. Tato publikace prokazuje rozdilnou
vnimavost mezi jednotlivymi druhy testovanych organismui. V této diplomové praci byl
pozorovan ubytek jednotlivych bunék coelomu oproti jiz zminéné publikaci. Rozdil mohl byt
Vv zasad€ vybéru testované¢ho organismu, kdy ve vySe zminéné publikaci testy provadéli na
organismu zizal (E. andrei). Dalsim rozdilem bylo jakym zptisobem byly jednotlivé organismy

uchovany, jaké koncentrace toxickych latek byly pouzity a proces zpracovani.
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4.5 Fluorimetrické sledovani obsahu riboflavinu v eleocytech

Na spektrofluorimetru byly méteny dva typy vzorkl — bunécéné suspenze a homogenat tkan¢
roupic. Oba typy vzorkl byly nasazeny pfi stejnych koncentracich a vzdy minimalné dvakrat
promé&feny. Koncentrace pouzité v testu byly v rozmezi k (kontrola); 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10;
12,5 mg/l NiCl,. Imunotoxicita u roupic spo¢iva ve vyS§i obrané¢ imunitnich bungk,
tj. coelomocyti — piedevs§im eleocytd, oproti toxické latce. Eleocyty svou obranyschopnosti
vydavaji z bunék veEtsi mnozstvi riboflavinu, ktery ma schopnost autofluorescence. A prave
autofluoresce byla jedinym ze stanovovanych faktord. V této praci u bunécné suspenze data
¢inila narust fluorescence pti 4,2 mg/l chloridu nikelnatého. Tato fluorescence postupné klesala
se zvySujici se koncentraci chloridu nikelnatého. V kontrole odezva byla nizka. Tento Gi¢inek
mohl byt dan tim, Ze v kontrole nejsou roupice vystavené zadné toxické latce tudiz se jejich
organismus nemusi proti ni¢emu branit. Dal§im divodem mohlo byt, ze zpracovanim roupic
pomoci ultrazvukové vodni lazni nemuselo byt pro né dostate¢né stresujici. Proto nemuselo
dojit k velkému vylouceni coelomocytovych bunék do roztoku HBSS. Za to u homogenatu byla
pozorovana mnohem vétsi mnozstvi fluorescence v disledku toho, Ze suspenze byla tvofena
z celé tkan¢ téla roupic, pricemz roupice sami o sob& maji velkou schopnost autofluorescence.
Proto u dat ziskanych prométenim homogenatu tkané roupic byly odezvy fluorescence vétsi
nez u bunéénych suspenzi, kde byly pouze coelomocyty, znichz sviti jen eleocyty. Pro
statistické zpracovani a spravné vyhodnoceni bylo tfeba vztdhnout mnoZstvi fluorescence
naméfené ve vzorcich ke kalibracni fadé o riznych koncentracich riboflavinu. Takovéto

zpracovani je vidéno na Grafu €. 4.
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Graf 3 — Kalibra¢ni kfivka riboflavinu vztaZzend k naméfenym fluorescencim ze vzorkd (data ziskana ze tii
opakovani).

Vyslednd data stanoveni riboflavinu ve vzorcich homogenatu tkané roupic a extrudovanych

bunécnych suspenzi jsou zndzornéna na grafu €. 5.

600%

@ Homogenat
@ Extruze

IN o1
) )
S S
> >

300% f----------------------- - - - -

200% }--------------—- - - B -

100%

Koncentrace riboflavinu (% kontrol)

0%

0 4,2 4,4 5 7,5 10
NiCl, (mg/L)

Graf 4 — Vysledna data (ziskana ze tfi opakovani) mnozstvi fluorescence ve vzorcich extruze a homogenatu
vztazena k %CTRL.
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Autofi Lijie Du a kol. [91] a Plytycz a kol. [97] ve své praci zkoumali efekt t€zkych kovi na
organismus zizal v pidnim prostfedi. Po ekotoxikologickych testech provadénych v pade
ajejich nasledném spektrofluorimetrickém proméieni zjistili, ze u Cervil, jenz pobyvaji
V neznecCisténé pude, je obsah autofluorescencniho riboflavinu vyssi oproti ¢erviim, kteii byli
chovéni v znecisténé ptdé obsahujici Ni/Cu nebo Zn/Pb. V téchto publikacich pouzivali
extrudované vzorky pomoci elektrického vytlacovani. V této diplomové préci byly vyuzity pro
méieni extrudované vzorky pomoci ultrazvukové vodni 1azné a nasledn€ i homogenat tkané
roupic ziskany pomoci ru¢niho homogenizatoru. Dalsi odliSnosti bylo, ze zvoleny testovany
organismus roupic byl nasazen do vodniho ekotoxikologického testu. V této praci bylo
V jednom z testl prokazano, ze extrudované buniky coelomu roupic v kontrolnim vzorku, ve
kterém byla pouze rekonstituovand voda, ma nizsi vytéznost fluorescence oproti koncentracim
s toxickou latkou. Tento U¢inek mohl vzniknout tim, Ze roupice v kontrolnim vzorku nejsou
ni¢im stresovany, tudiz vyplaveni autofluorescen¢niho riboflavinu neni v takové mife
detekovatelné. Pti koncentraci 4,2 a 4,4 mg/1 jiz byla detekovatelna vétsi fluorescence, jelikoz
roupice pii téchto koncentracich jesté plné piezivaji, ale uz dochéazi k imunologickym zménam.
To se projevi jako narust fluorescence v disledku vétsiho vydavani riboflavinu z organismu
roupic. V druhém testu byl proméfeny homogenat tkané roupic, jenz vykazoval nejvétsi
hodnotu fluorescence v kontrolnim vzorku oproti jinym nasazenym koncentracim. Dle nardstu
koncentrace toxické latky, klesalo mnozstvi namétené fluorescence. Z ekotoxikologického
testu byla zaznamenéna umrtnost roupic od koncentrace 4,5 mg/l, proto naméfeny ubytek
fluorescence u koncentrace 5 mg/l jiz lze odlvodnit postupnou mortalitou testovaciho

organismu.
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Analyza na priatokovém cytometru

Zivotaschopnost bunék coelomocytii byla monitorovana pomoci priitokové cytometrie v fadé
publikaci. VSechny dostupné publikace vyuzivaly ve vétSingé pfipadi jako modelovy
organismus zizaly. Cilem tohoto experimentu bylo vzdy detekovat buniky coelomu a nasledné
provést jejich identifikaci pomoci fluorescence bunék (eleocytt/chloragocyt) [56]. Ve vSech
publikacich byli schopni rozliSit alespont dva druhy bunék — amébocyty a eleocyty. Pravé
eleocyty jako jediné bunky obsahuji ve svych granulich riboflavin. Proto jen eleocyty poskytuji
fluorescen¢ni odpoveéd’. VSechny typy bunék se 1isi svou velikosti, granularitou a fluorescenéni

barvitelnosti [81].

Cilem analyz na pritokovém cytometru bylo ovéfit vhodnost metody pro imunotoxické
hodnoceni vlivu latek na coelomocyty. Pro analyzy byly pfipraveny bunécéné suspenze
extrudované pomoci ultrazvukové vodni 1azné. Pilotni analyzy suspenze buné¢k s prutokovym
cytometrem vychazely zhodnoceni analyz v praci autord Irizar a kol. [93]
a Hendawi a kol. [81]. V nasledujicim Obrazku ¢. 20a, b je zobrazena analyza kontrolniho
vzorku bez ovlivnéni toxickou latkou a srovnana s vySe uvedenymi pracemi. Izolované bunky
byly hodnoceny podle své granularity (SSC) a velikosti (FSC). P#i hodnoceni se dbalo i na
vhodné oznaceni jednotlivych subpopulaci tak, aby nedochazelo k piekryvu detekovanych
bunécénych populaci. Ve vysledku nebyly zcela oddélené populace bunék, ale byl prokazan
vyskyt malych bunék s nizkym FSC i SSC, pravdépodobné by se mohlo jednat 0 amébocyty.
V praci Irizar akol. [93] taktéZ hodnotili amébocyty jako malé bunky s nizkou
granularitou. Dale byly detekovany velké buiky s vysokym SSC a nizkym FSC,
pravdépodobné by se mohlo jednat o eleocyty. Ve studii od Hendawi a kol. [81] taktéz
detekovali eleocyty jako buiky s vysokym obsahem granuli. V obou vyse zminénych ¢lancich
detekovaly minimaln¢ dvé populace bun€k podle vnitini granularity (SSC) a velikosti bunék
(FSC). V ¢lanku od Hendawi a kol. [81] dokonce detekovali pomoci pritokového cytometru

a svételného mikroskopu az 4 populace bun€k podle jejich granularity, velikosti a barvitelnosti.
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Obrazek 20 — Srovnani histogrami kontrolniho vzorku coelomocytl, kde je a) kontrolni vzorek E. crypticus
zpracovany ultrazvukovou vodni lazni s oznaenymi subpopulacemi R1 a R2 (horni ¢ast), u nichz by se
pravdépodobné mohlo jednat o eleocyty a dale subpopulace R3 a R4 (dolni ¢ast), které by mohly byt amébocyty
(granularni a hyalinni); b) fluorescence kontrolniho vzorku s oblastmi R7 a R8 z oznacené subpopulace R2 (vpravo
nahoie u Obr. 20a); ¢) kontrolni vzorek E. fetida s oznacenymi subpopulacemi E (eleocyty) A (amébocyty) ze
studie [93]; d) kontrolni vzorek zpracovany ultrazvukovou extruzni metodou ze studie [81]

Pro spravné rozliSeni populaci bunék amébocytl a eleocytt, ptipadné hyalinnich bunék, by bylo
vhodné navrhnout analyzu s néjakou znacici latkou (napt. protilatkou proti specifickému
antigenu) proti jedné z populaci. Jinou moznosti pro lepsi orientaci v ziskanych histogramech
by mohlo byt pouziti standardnich latexovych kulicek se zndmou velikosti. S t€émito pilotnimi

vysledky se ukézaly dal$i mozné kroky v analyzach.

Dale byly zanalyz hodnoceny zmény v bunétnych suspenzich ziskanych z nasazeného
ekotoxikologického testu o téchto koncentracich 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/l NiClz proti
kontrole (Obr. 20a). Z kazdé koncentrace byly pievedeny 2 ml vzorku do specidlnich
plastovych zkumavek urCenych pro méfeni na prutokovém cytometru. Na nasledujicich
Obrazcich ¢. 21 a 22 jsou vysledné histogramy extrudovanych bunék ze vzorkt po ovlivnéni
roupic s NiCl,. Na zakladé¢ zmén V rozlozeni bunék a zmeén relativniho poctu zastoupeni

extrudovanych bun¢k u kontrolniho vzorku a vzorkli po ovlivnéni bylo mozné potvrdit
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imunotoxicky efekt chloridu nikelnatého. Tato tvrzeni byla podloZena na zékladé studie od
autorti Sauvé a kol. [82]. Ubytek oznadenych bunék (subpopulace R1, R2, R3, R4) by mohl
znacit pro jejich mortalitu. Ta by vSak musela byt potvrzena napiiklad pomoci propidium
jodidu. Postupné ztraty zivotaschopnych bunék byly v této praci prokazany pomoci Biirkerovy
komirky. Vsechny nize uvedené obrazky obsahuji stejné oznacené (v gatech) subpopulace
bun¢k, tudiz je mozné pozorovat vliv chloridu nikelnatého na coelomocyty. Vysvétlivky
oznaceni subpopulaci jsou uvedeny v popisku obrazku. U vSech analyz byl prométen piiblizné

stejny pocet bunék (500 000) za stejnych podminek.

S ohledem na detekci fluorescence bunék eleocytti byl hodnocen pouze Gate 2 (Obr. 20b,
21a,b,c a22a,b,c vpravo) s priblizné 10 000 bunék, ktery vykazoval nejvyssi miru fluorescence.
Fluorescence kontrolniho vzorku byla zobrazena ve formé souvislého a izkého prvniho piku.
Se zvySujici se koncentraci chloridu nikelnatého postupné dochazelo ke zménam detekované
fluorescence eleocytil, jenz se projevily V rozprostieni a tvaru pievazné prvniho piku oproti
kontrolnimu vzorku. Jiz pfi koncentraci 4,2 mg/l NiClz byla pozorovana zacinajici zména
Vv rozlozeni, kdy prvni pik pifestava byt celistvym. Pfi dalSich zvySujicich se koncentracich
NiCl> byl prvni pik vice rozlozen do $itky, a nikoliv do vysky. VSechny vysledky ziskané

pomoci prutokové cytometrie jsou pouze pilotniho charakteru.
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Rl 24662 493 14 806 95,79
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Obrazek 21 — Pilotni histogramy po¢ti bunék z ekotoxikologického testu, kde jsou a) buiiky v koncentraci 4,2
mg/l NiCl; se ,,zagetovanymi‘‘ populacemi — R1 a R2 (horni dvé& oblasti) by mohly byt pravdépodobné eleocyty
lisici se jen svou velikosti, R3 a R4 (dolni dvé oblasti) by mohly byt hyalinni a granularni amébocyty, v druhé
Casti obrazku (vpravo) je vybrana fluorescence (R7, R8) pro oznacené R2 buiiky (vpravo nahofte); b) koncentrace
4,4 mg/l NiCl; se svou fluorescenci; ¢) koncentrace 5 mg/l NiCl; se svou fluorescenci.
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Obrazek 22 — Pilotni histogramy po¢ti bunék z ekotoxikologického testu, kde jsou a) buiiky v koncentraci 7,5
mg/l NiCl; se ,,zagetovanymi‘‘ populacemi — R1 a R2 (horni dvé oblasti) by mohly byt pravdépodobné eleocyty
lisici se jen svou velikosti, R3 a R4 (dolni dvé oblasti) by mohly byt hyalinni a granularni amébocyty, v druhé
¢asti obrazku (vpravo) je vybrana fluorescence (R7, R8) pro oznacené R2 bunky (vpravo nahoie); b) koncentrace
10 mg/l NiCl se svou fluorescenci; ¢) koncentrace 12,55 mg/l NiCl se svou fluorescenci.
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Pfi hodnoceni histogramt (fluorescencni graf — oblast R8) bylo zjisténo, ze u koncentrace
4,2 a 4,4 mg/l NiCl, byla namétena fluorescence eleocyti vétsi oproti kontrole. U kontrolniho
vzorku bylo pozorovano pouze 2,76 % bunck se schopnosti autofluorescence. Pro koncentraci
4,2 mg/1 toxicke latky byla pozorovana fluorescence u 4,65 % bunék a pro koncentraci 4,4 mg/1
byla zaznamenana fluorescence u 4,77 % eleocyt. Narist fluorescence by mohl byt dan tim,
ze roupice po expozici toxické latky se ve snaze branit produkuji veétsi mnozstvi riboflavinu,
ktery ma autofluorescencni schopnost. Stejny trend ziskanych vysledkii byl naméten
u spektrofluorimetru. Naproti tomu ve studii od autori Podolak a kol. [102] mimo jiné
zkoumali t¢inek kontaminované piidy niklem, olovem a zinkem na organismus zizal pomoci
prutokové cytometrie. Zjistili, ze fluorescence naméfena v kontrolnich vzorcich je vyssi oproti
kontaminovanym vzorkiim. Pilotni data ziskand proméfenim vzorkii pomoci pritokové
cytometrie se liSila oproti vySe zminéné publikaci. Jiné vysledky mohly byt dany uz jen
vybérem jiného testované¢ho organismu, avsak pro spravné hodnoceni by bylo tfeba proméfit
vice vzorkil a provést statistické hodnoceni. Déle bylo v této diplomové praci zjisténo, ze pfi
koncentraci 5 mg/l NiCly, jiz dochazelo k mortalité roupic tudiz i k Gbytku Zivotaschopnych
bun€k. Toto tvrzeni bylo potvrzeno pomoci Biirkerovy komurky. Vzhledem Kk ubytku
zivotaschopnych bunék, hlavné eleocyti obsahujicich riboflavin, byl pozorovan pokles
fluorescence oproti predchozim koncentracim, kterd Cinila 4,41 % eleocytd. Ve srovnani
produkci riboflavinu po expozici toxickou latkou. Pfi dalSich koncentracich fluorescence
I pocet naméfenych bun€k pozvolna klesala. Pfi koncentraci 7,5 mg/l NiClz bylo detekovano
2,41 % autofluorescencnich eleocyti a pii koncentraci 10 mg/l NiClz bylo detekovano pouze
1,19 eleocytt. Jak jiz bylo zminéno vySe, tak eleocyty jako jediné butiky obsahuji riboflavin ve

svych granulich a se vzristajici koncentraci toxické latky se rozpadaji a ztraceji na své sile.

V této praci byly sice zagatované 4 subpopulace, avSak se pravdépodobné jednalo jen o 3 typy
bunék. Subpopulace oznacené jako R1 a R2 byly buiiky o vysokém SSC, v obou ptipadéch by
mohlo jit o eleocyty jen v jinych velikostech a S jinym obsahem granul. Pro subpopulaci R3
bylo piedpokladano, ze se jedna o hyalinni amébocyty a bunky oznacené v subpopulaci R4 by
pravdépodobné mohly byt granularni amébocyty. V jiné publikaci od autord Goven a kol. [103]
byly popsany morfologické rozdily coelomocytt. Bilej a kol. [96] zase popsali ve své praci

rozdily mezi buitkami, které maji vysokou a ty jenz maji nizkou fagocytarni aktivitu.
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4.6 Posouzeni vhodnosti coelomocytii jako biomarkera imunotoxicity

V této praci byly bunky coelomu hodnoceny fadou metod. VSechny analyzy byly propojené
a poskytovaly kladné odezvy. Napiiklad pomoci optimalizovanych extruznich postupti
a vyuziti Biirkerovy komurky byla stanovena ultrazvukova extruze jako nejefektivnéjsi metoda,
ktera primérné poskytovala az 604 444 coelomocytl na 1 ml. Pro ostatni extruzni metody
nebyla vytéznost bunék v takové mife. Pro etanolovou extruzi bylo detekovano primérné pouze
71 111 bunék coelomu na 1 ml. A pro elektrickou extruzi bylo primérn¢ detekovano 248 888
coelomocytl na 1 ml. Pfehled jednotlivych poctl pro mrtvé/zivé coelomocyty je zaznamenan

v podkapitole 4.1. v Tabulce ¢. 9.

Dale byly coelomocyty z ekotoxikologického testu analyzovany Vv pritokovém cytometru, kde
byly pozorovany tfi subpopulace bun¢k. Mohlo by se jednat 0 granularni a hyalinni amébocyty
a eleocyty. Tyto zavéry byly navrzeny podle studii, kde autofi zkoumali buiiky coelomu Zizal
taktéZ pomoci pratokové cytometrie. Dale byly tyto zavéry potvrzeny pomoci stanoveni poctu
bun¢k v Biirkerové komurce a také se spektrofluorimetrickou analyzou coelomocytu.
Prutokova cytometrie byla izce propojena s témito metodami. Pomoci spektrofluorimetru byl
detekovan autofluorescenc¢ni riboflavin obsazeny v granulich eleocyti. Ze ziskanych hodnot
bylo patrné, ze imunotoxicka latka psobi zmény v imunitnim systému roupic, jelikoz pfi
pocatecnich koncentracich vzrista odpovidavost organismu. Za to pii vysokych koncentracich
dochazi k mortalit¢ bunék, tudiz i k vyCerpani organismu o obranné mechanismy mimo jiné
I Vv podobné¢ riboflavinu. Mortalita bunék je potvrzena pomoci Biirkerovy komurky. V ni bylo
detekovano ze kK prvnim naznakim tbytku Zivotaschopnych bunék dochazi jiz pti koncentraci
4,5 mg/l. Pomoci Biirkerovy komurky bylo také zjisténo, Ze v kontrolnim vzorku se nachazi
ptiblizn¢ pod 300 000 zivych granularnich amébocyti na 1 ml vzorku a tésné pod 100 000
zivych eleocytl na 1 ml vzorku. Se zvysujici se koncentraci pocet bun¢k pozvolna klesal a jiz
Vv koncentraci 12,5 mg/l bylo detekovano tésné pod 150 000 Zivych granularnich amébocytl
a okolo 60 000 Zivych eleocytl na 1 ml vzorku. Pfehled primérnych hodnot pro zivé/mrtvé

coelomocyty je zaznamenan v Podkapitole 4.4. v Grafu ¢. 3.

Jak v pritokovém cytometru, tak i ve spektrofluorimetru byla detekovana nejvyssi fluorescence
pii koncentraci 4,4 mg/1 NiCly. Pfi vyssich koncentracich u obou metod pozvolna fluorescence
klesala. Pro spektrofluorimetrické hodnoceni bylo dualezité i odlisit zménu vuci bunéénym
extrudovanym suspenzim a homogenatu tkané roupic. Pro kontrolni vzorek bunéénych suspenzi
byla odezva fluorescence nizkd oproti koncentracim 4,2 mg/l a 4,4 mg/l. Pfi vysSich

koncentracich fluorescence klesala i pod uroven kontrolniho vzorku. Pro homogenat tkang
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roupic byl zjiStén jiny uc€inek, kdy kontrolni vzorek poskytoval nejvétsi fluorescencni odezvu.
Pti zvySujicich se koncentracich pozvolna fluorescence klesala. Rozdil mezi témito vzorky byl
dan tim, ze u extrudovanych bunécnych suspenzi byly méfeny pouze eleocyty, jenz obsahuji
autofluorescencni riboflavin. Naproti tomu ve vzorcich homogenatu byl proméfen veskery
obsah t¢l roupic. Piehled statistického vyhodnoceni dat je zaznamenan v Podkapitole 4.5.
v Grafu ¢. 5. Zavérem této podkapitoly lze coelomocyty oznacit za vhodné biomarkery
imunotoxicity. To je jiz potvrzené v fadé studii, kde zkoumali rizné kontaminanty vyskytujici

se v pud¢ na organismus zizal, respektive na jejich buiiky coelomu.
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5 ZAVER

V této diplomové praci byly mezi sebou srovnavany jednotlivé optimalizované extruzni
postupy. Jednalo se o extruzni metody chemického plisobeni na roupice pomoci etanolu,
elektrického vytlaCovani pomoci baterie a mechanického stresoru pomoci ultrazvukové vodni
lazn€. Pomoci stanoveni poc¢tu bunék v Biirkerové komirce byla nasledné¢ zvolena jako
nejefektivnéjsi extruzni metoda pomoci ultrazvukové vodni 1azné, jejiz data primérné Cinila
604 444 coelomocytli na 1 ml. Tato metoda byla poté vyuzita pro zpracovani vzorka u jinych

metod stanoveni biomarkeri imunnotoxicity.

Dalsim dil¢im krokem v této diplomové praci bylo stanoveni miry imunotoxického piisobeni
vybrané toxické latky. Tou byl zvolen chlorid nikelnaty. Pasobeni této latky bylo pouzito
v ekotoxikologickém vodnim testu. Principem testu bylo nasazeni takového poctu dospélych
roupic Vv testované latce o riznych koncentracich po uréitou dobu (72 hodin). P¥icemz po této
dobé by mélo byt mozné detekovat do jaké miry byl chlorid nikelnaty toxicky pro imunitni
systém roupic. Takovato detekce probihala ve zpracovanych vzorcich ve formé bunécné
suspenze nebo homogenatu tkdné roupic. Stanoveni poctu bun€k imunitniho systému
amnozstvi riboflavinu bylo provedeno pomoci metody pritokové cytometrie,

spektrofluorimetrie, optické a fluorescenéni mikroskopie a Biirkerové komiirce.

Pomoci Biirkerovy komurky bylo pozorovano, ze se zvySujici se koncentraci chloridu
nikelnatého dochazi k tibytku bunék imunitniho systému roupic a k jejich destrukci. Ptehled

priamérnych hodnot pro zivé/mrtvé coelomocyty je zaznamenan v Podkapitole 4.4. v Grafu ¢. 3.

Pomoci priitokového cytometru byly detekovany velké a malé buiiky, pficemz by se mohlo
jednat o 3 typy bunék — granularni a hyalinni amébocyty a eleocyty. Nejvétsi vyznam pro toto
stanoveni mély pravé eleocyty, jelikoZ jen tyto buiiky maji ve svych granulich obsazeny
autofluorescen¢ni riboflavin, ktery byl detekovan. Bylo zjisténo, Ze u kontrolniho vzorku je
pouze 2,76 % bunék, jez poskytuji autofluorescencni odezvu. Nejvyssi fluorescencni odezva
byla pozorovana pro koncentraci 4,4 mg/l, jez vykazovala fluorescenci u 4,77 % bun¢k. Naopak
tomu bylo u koncentrace 12,5 mg/l, kde byla pozorovana fluorescence u 2,55 % bunék. Velky
narust fluorescence byl nejspiSe dan obranyschopnosti organismu roupic, kdy
imunokompetentni buiiky, respektive eleocyty, se brani proti toxické latce tak, Ze vylucuji vetsi
mnozstvi autoflurescen¢niho riboflavinu. Vitamin B2 neboli riboflavin je jednim z antioxidantt

a podili se na udrzeni stalého vnitiniho prostiedi nejenom u organismu krouzkovcu.
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Pomoci spektrofluorimetrické detekce byly proméieny extrudované bunécné suspenze a vzorky
homogenatu tkané roupic E.crypticus, které byly nasazeny v riznych koncentracich NiClo.
Proméfenim vSech vzorki se stanovovalo mnozstvi autofluorescen¢niho riboflavinu, jenz je
soucasti bun€k eleocytli. Pro bunécné suspenze byla naméiena fluorescence nejvyssi
v koncentraci 4,4 mg/l NiCl, a nejnizs§i pak v koncentraci 12,5 mg/l. Stejné namétrené
fluorescence byly ziskany i analyzou na pratokovém cytometru. Pro homogenat tkané roupic
byla nejvyss$i naméfend fluorescence pozorovana v kontrolnim vzorku a Se vzristajici
koncentraci postupné fluorescence klesala. Rozdil mezi témito vzorky byl dan tim, Ze
u extrudovanych bunécnych suspenzi byly méfeny pouze eleocyty, jenz obsahuji
autofluorescen¢ni riboflavin. Naproti tomu ve vzorcich homogenatu byl prométen veskery

obsah t¢l roupic.

Byt jednotlivé pouzité metody pro stanoveni citlivych biomarkerd imunotoxicity u organismu
E. crypticus se v prvnich fazich vyzkumu osvéd¢ily ve vSech smérech, tak ma tato prace i své
uskali. Pro tento maly organismus neexistuje mnoho studi a vzhledem k obsahlé problematice
nebyl prostor se vice vénovat pouze jedné metod€. V piisti praci by mohl byt zapracovan
napiiklad na stanoveni po¢tt subpopulaci coelomocyti v pritokovém cytometru s naslednym
vyuzitim propidium jodidu nebo latexovych kuli¢ek o specifické velikosti pro presnéjsi detekci
subpopulaci coelomocytl a potvrzeni mortality t€chto bunék. V analyze pritokovou cytometrii
je potieba potvrdit vysledna pilotni data statistickym hodnocenim u nejméné tii opakovani
kazdého vzorku. Dale bych doporucila sledovani jednotlivych typi coelomocyti
v elektronovém mikroskopu, pro lepsi zachyt hyalinnich amébocyta. V dalSich pracich bych se
spiSe zaméfila na sledovani bunék v pritokové cytometrii nebo ve spektrofluorimetru. Vhodna

by byla i detekce lyzatu coelomocytii po ptidani 2% Tritonu ¢i jiného €inidla.
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