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ÚVOD 

Následkem masivního rozvoje chemického průmyslu dochází k obrovským únikům toxických 

látek do životního prostředí. Kontaminují se jak půdní, tak i vodní ekosystémy, ale i ovzduší. 

Předmětem této práce bylo sledování bezobratlých živočichů pro záchyt látek, které mají 

intoxikační účinky na životní prostředí, včetně všech organismů.  

Prostřednictvím moderní ekotoxikologie lze včas identifikovat látky, které jsou toxické pro 

půdní organismy. Jako běžné indikátory v půdách se jeví kroužkovci. Ti hrají zásadní roli při 

zachování půdní struktury a úrodnosti. Kroužkovci dokáží pohlcovat organické a anorganické 

částice půdy. Běžně jsou tak kroužkovci využíváni k posouzení akutní toxicity kovů, pesticidů, 

popřípadě k určení subletálních účinků působením léčiv (xenobiotik). Všechny tyto látky mají 

určitý dopad na imunitní systém, který je extrémně citlivý na jakékoliv toxické látky. Ovlivnění 

imunitního systému kroužkovců může být v takových případech zdánlivě malé, ale vyvolává 

ve svém důsledku fatální změny. Tyto změny v imunitním systému se často projevují zvýšenou 

morbiditou a mortalitou postižených organismů. Zmíněné změny na úrovni imunitního systému 

lze použít jako časné bioindikátory imunotoxicity. Jedním ze sledovaných bioindikátorů 

imunotoxicity je ovlivnění relativního počtu a struktury fagocytů (coelomocytů) po jejich 

stimulaci toxickou látkou. Pomocí těchto biomarkerů je zlepšována informovanost a sledování 

dopadu stopových kovů na organismy vyskytující se v půdním prostředí.  

Jak již bylo zmíněno výše, běžně využívané organismy pro ekotoxikologické testy jsou 

kroužkovci, přičemž nejvíce využívaným testovaným organismem bývají zástupci žížal.  Žížaly 

jako modelový organismus pro testování imunotoxicity v ekotoxikologických testech se 

osvědčily, protože to jsou hlavní dekompozitoři půdního prostředí.  Žížaly jako kosmopolitní 

organismus byly také zvoleny dle jejich krátkého životního cyklu, délky a nenáročnosti pro 

laboratorní chov. Nejčastěji na žížalách byla testována léčiva (antibiotika) nebo těžké kovy, 

které jsou nejčastějšími kontaminanty půdního i vodního prostředí. V těle žížal se vyskytují 

imunokompetentní buňky (jinak také označovány jako coelomocyty), které mají mimo jiné 

schopnost fagocytózy. Ze zřejmých důvodů, a to možnost hodnotit dopad toxických látek na 

půdní a vodní organismy, byly vyvinuty postupy, jak získat dostatečné množství coelomocytů 

u žížal. Tyto studie se staly inspirací pro vlastní izolaci a kultivaci imunokompetentních buněk 

roupic Enchytrateus crypticus. Postupy izolace však musely být optimalizovány pro menší 

organismus.  
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V této diplomové práci byl zvolen jako nejpříhodnější testovaný organismus roupice rodu 

Enchytrateus crypticus. Práce s tímto organismem je pracovně i ekonomicky přívětivější než 

práce se žížalami. Roupice mají totiž kratší životní cyklus, takže testy prováděné na roupicích 

jsou i časově méně náročné oproti testům prováděných na žížalách. Roupice vyžadují také 

menší množství potravy a nejsou náročné pro laboratorní chov. 

Tato diplomová práce by měla pomoci vyvinout postup, kterým budou buňky coelomu 

efektivně izolovány a poté použity pro vlastní in vitro testování imunotoxicity vybraných látek.  
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

Životní prostředí je každodenně znečišťováno řadou látek, proto je třeba hledat vhodné 

mikroorganismy, jednoduché organismy – například bezobratlé živočichy, pomocí nichž by 

bylo možné lépe monitorovat přítomnost látek, které poškozují nejenom životní prostředí, ale 

i všechny organismy. Jedním z možných bezobratlých organismů je žížala, ale jsou i jiné 

organismy – například roupice, jimž je věnována tato diplomová práce. V následujících 

odstavcích bude blíže popsána tato problematika a osvětlen princip ekotoxikologie, imunologie 

a citlivých ukazatelů toxicity pro půdní a vodní organismy.  Dále bude popsána anatomická 

stavba kroužkovců včetně fungování jejich imunitního systému, a nakonec budou popsány již 

existující metody testování imunotoxicity. 

1.1  Ekotoxikologie a citlivé ukazatele toxicity 

Ekotoxikologie je obor, který se snaží odhalit rizika spojená s přítomností látek antropogenního 

charakteru v životním prostředí. Studuje vliv těchto látek na organismy, kromě člověka. Ke 

zhodnocení vlivu se používají mikroorganismy, rostliny, zvířata. Naopak tzv. klinická 

toxikologie zkoumá účinky takových látek pouze na jeden biologický druh, tzn. na člověka.  

V rámci ekotoxikologického hodnocení se provádějí laboratorní testy neboli biotesty 

a chemická analýza vzorků. Ta slouží k detekci a kvantifikaci látek obsažených ve vzorku. 

U biotestů se zpravidla hodnotí reakce živých organismů na dané prostředí, na přítomnost 

sledované látky. Laboratorní biotesty spočívají ve vystavení modelových organismů studované 

látce za definovaných a kontrolovaných podmínek [1]. Biotesty jsou specifického 

i nespecifického charakteru. Zatímco nespecifické biotesty slouží k záchytu celkových 

toxických účinků všech látek, které jsou obsaženy v analyzovaných vzorcích, specifické 

biotesty jsou zaměřeny pouze na průkaz určitých toxických látek nebo stanovení konkrétních 

toxických účinků [1; 2]. Výsledky pak slouží ke hodnocení rizik, která jsou spojena s výskytem 

látek v životním prostředí. V závislosti na koncentraci látek, či době expozice lze dále 

rozlišovat dva hlavní druhy ekotoxicity, a to akutní a chronickou. Během testu je sledována 

odezva organismu, která může mít formu změny v chování, mortality, ale také formu jiných 

tzv. citlivých ukazatelů toxicity, mezi něž řadíme imunotoxické, genotoxické, biochemické 

a další změny. Zkoumané patologické jevy se v ekotoxikologii označují jako tzv. endpointy 

nebo biomarkery toxicity [3; 4].  

Do skupiny citlivých ukazatelů toxicity řadíme jakékoliv změny, které nastanou po expozici 

xenobiotika a naznačují narušení homeostázy dávno předtím, než jsou u organismu pozorovány 



16 

 

změny na úrovni reprodukce, či přežívání. Na rozdíl od akutních účinků se tedy projevují již 

při působení nízkých koncentracích polutantů [4; 5]. 

Vědecká organizace US National Academy of Sciences Committee on Biological Markers 

vytvořila mezinárodně uznávané dělení biomarkerů. Rozlišujeme tři typy biomarkerů [3; 6]: 

• Expozice 

• Účinku a odpovědi  

• Citlivosti 

Biomarkery expozice pomáhají určit o jakou látku se jedná, včetně jejího množství 

a koncentrace. Biomarkery účinku a odpovědi se zabývají mechanismem účinku toxických 

látek a výslednou reakcí organismu na danou látku, popřípadě látky. A jako poslední se rozlišuje 

biomarker citlivosti, který stanoví, do jaké míry je sledovaný organismus citlivý na studovanou 

látku [5; 6].  

Mezi citlivé ukazatele toxicity se řadí tyto „endpointy“ testů:  

• Oxidativní stres 

• Genotoxicita 

• Teratogenita 

Imunotoxicita 

1.1.1 Oxidativní stres 

Oxidativní stres je považován za biomarker s největší vypovídací hodnotou ze všech 

popisovaných dějů. Je pozorován při narušení vnitřní rovnováhy organismu. Vnitřní rovnováha 

je narušována vznikem většího množství silně reaktivních volných radikálů, než je systém 

schopen zachytit. Za normálních podmínek je rovnováha zajištěna antioxidačními mechanismy, 

které mají za úkol vychytat jednotlivé volné radikály [7]. Antioxidační mechanismy jsou 

dvojího typu, a to enzymatické nebo neenzymatické. Mezi enzymy, které destruují volné 

radikály, řadíme superoxid dismutázu, glutathion reduktázu, katalázu a další. Tyto enzymy, 

obzvlášť jejich hladinu a aktivitu, označujeme jako biomarkery oxidativního stresu. Do 

neenzymatických antioxidačních mechanismů jsou řazeny látky přijímané v potravě jako je 

kyselina citronová, beta-karoten, a látky vytvářené v organismu, do nějž patří redukovaná 

forma glutathionu, popřípadě kyselina močová. Oxidativní stres je příčinou řady patologických 

změn uvnitř organismu, nejčastěji však volné radikály poškozují DNA, či způsobují peroxidaci 

bílkovin a tuků [8; 9]. Jako příklad pro detekci oxidačního stresu v ekotoxikologii je používáno 

stanovení superoxiddismutázy (SOD) nebo malondialdehydu (MDA). SOD Společně 

s katalázou a peroxidázou tak hrají ochranou a nezastupitelnou roli v obraně organismu před 
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toxickými superoxidovými radikály a peroxidem vodíku, a tím je zvyšována antioxidační 

aktivita [10]. Ke stanovení SOD je využívána metoda kapalinové chromatografie, ELISA test 

nebo metoda nepřímá, která detekuje aktivitu superoxiddismutázy. Její aktivita je zajištěna 

schopností SOD inhibovat reakce, jež jsou řízené superoxidy [11]. Tato metoda probíhá ve třech 

krocích [12; 13]:  

• Produkce superoxidů 

• Detekce superoxidů 

• Inhibice reakcí řízených superoxidy 

Produkce superoxidů je zajištěna reakcí xantinu s xantin oxygenázou nebo 

nikotinamidadenindinukleotidem/nikotinamidadenindinukleotidfosfátem (NADH/NADPH) 

s fenazin methosulfátem. Dále je potřeba superoxidy umět detekovat – k tomu slouží specifické 

detektory, jako je cytochrom c, nitrobluetetrazolium (NBT), pyrogallol a jiné chromogenní 

substráty. Tyto substráty by měly po reakci se superoxidy vytvářet barevné produkty, které jsou 

spektrometricky změřitelné. Poslední zmíněnou metodou je inhibice reakcí řízených 

superoxidy, kdy superoxiddismutáza má schopnost reakce se superoxidy. Díky této schopnosti 

SOD dochází k inhibici reakce přeměny z chromogenních substrátů na jejich specifické 

barevné produkty [14; 13].   

 

1.1.2 Genotoxicita 

Genotoxicita, také označovaná jako mutageneze, je děj, při němž dochází k poškození DNA 

vlivem působení mutagenních faktorů, dále jen mutagenů. Rozlišují se tři druhy mutagenů [15; 

16]:  

• Fyzikální 

• Chemické  

• Biologické 

Mezi fyzikální mutageny patří hlavně UV a ionizační záření. Do chemických mutagenů spadají 

mutace zapříčiněné chemickou modifikací jednotlivých nukleotidů a změnami 

polynukleotidového řetězce. Chemické mutageny rovněž mohou vyvolat mutace genové, 

chromozomové, genomové a gametické. Mezi biologické mutageny řadíme viry 

a transpozony [15; 17]. Jako příklad pro stanovení genotoxicity v ekotoxikologii se používá 

například Amesův test nebo micronucleus test (mikronukleární test) [18]. Amesův test se 

používá jako screeningový test pro detekci reverzních mutací v histidinovém lokusu v buňkách 

Salmonelly Typhimurium, jenž jsou geneticky modifikovány. Při reverzní mutaci dochází 
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k přeměně histidin-auxotrofních (His-) buněk na histidin-prototrofní (His+). Buňky His+ jsou 

pak schopné růst v médiu i za nepřítomnosti aminokyseliny histidinu. Jestliže je detekovatelná 

obnova růstu a metabolická aktivita, test poukazuje na genotoxické účinky daného vzorku [18; 

19].  

 

1.1.3 Teratogenita 

Teratogenita je stav, který za účinku vnějších faktorů, teratogenů, podněcuje i zvyšuje riziko 

vzniku vrozených vývojových vad. Rozlišujeme tři druhy teratogenů [20]:  

• Biologické  

• Chemické 

• Fyzikální 

Do teratogenů biologické povahy spadají různí původci infekčních onemocnění. Například 

cytomegalovirus, herpesviry, treponema pallidum, toxoplasma gondii aj [21]. Teratogeny 

chemické povahy zahrnují látky, jenž se využívají v průmyslu nebo zemědělství. Patří sem 

organická rozpouštědla, těžké kovy, různá léčiva, cytostatika, antibiotika, antiepileptika, 

thalidomid, alkohol, drogy a jiné [22; 23]. Mezi teratogeny fyzikální povahy jsou řazeny různé 

typy ionizujícího záření, vysoká teplota či mechanické teratogeny [24; 20]. Pro hodnocení 

teratogenity se využívá například mikroskopická detekce vrozených vývojových vad 

s morfologickými, imunocytochemickými a histochemickými technikami [25]. Například 

v jedné studii detekovali teratogenní účinky metronidazolu na myší plod pomocí FTIR 

mikroskopie. Jedná se o infračervenou spektroskopii s Fourierovou transformací, která je 

vhodná pro biodiagnostiku. V této studii zjistili, že Metronidazol jakožto lék, jenž se běžně 

využívá při léčbě trichomonázy nebo bakteriální vaginózy, způsobuje změnu v chemickém 

složení skupin jaterních a mozkových biomolekul myších plodů [26].  

 

1.1.4 Imunotoxicita 

Imunotoxicita látek je popisována jako schopnost látek ovlivňovat fungování imunitního 

systému tak, že působí na některou ze složek imunitního systému. Tím zapříčiní oslabení 

organismu, popřípadě vznik imunopatologických reakcí - tato problematika bude popsána 

v samostatné kapitole [27]. Mezi příklady metod hodnocení imunotoxického účinku 

v ekotoxikologii patří metoda stanovení cytotoxicity, hodnocení fagocytózy, popřípadě 

hodnocení populací imunokompetentních buněk [28]. Například v jedné publikaci od autorů 

Shen a kol. uvádí, že extrakt z květu sinic, tzv. CBE, obsahující microcystin je vysoce 
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imunotoxický pro testovaný myší organismus. Tento extrakt způsobuje celkovou imunosupresi 

a pokles fagocytózy, která byla hodnocena pomocí fagocytárního indexu peritoneálního 

fagocytu. Při pokusu léčby pomocí CBE byla zjištěna indukovaná lymfoproliferace čili snížení 

počtu buněk, jež tvoří protilátky. K indukované lymfoproliferaci dochází v důsledku inhibice 

lipopolysacharidu [29]. Dalším příkladem je cytotoxicita. Jedná se o cokoliv, co je pro buňky 

toxické a mění jejich tvar, životnost a funkce. Je sledována za pomocí průtokového cytometru, 

fluorescenčních analýz nebo příjmu neutrální červeně [30]. V jedné z publikací se autoři 

Zhisong Cui a kol. zabývali stanovením cytotoxicity v mořské vodě, která byla kontaminovaná 

těžkými kovy, pomocí bakteriálního celobuněčného biosenzoru s názven Acinetobacter baylyi 

Tox2. Test byl založen na detekci různých koncentrací toxických látek, které byly přímo 

úměrné intenzitě bioluminiscence [31]. Jelikož imunotoxicita je ústředním tématem této práce, 

budou metody testování imunotoxicity pro obratlovce i bezobratlé dále rozebrány podrobněji 

v samostatných kapitolách.  

Pro shrnutí obsáhlé problematiky testování citlivých biomarkerů toxicity v ekotoxikologii je na 

Obrázku č. 1 uvedeno schéma. 

 

 

Obrázek 1 - Vybrané příklady biomarkerů toxicity látek využitelných v ekotoxikologii, vlastní zdroj. 
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1.2 Kroužkovci (Annelida) 

Kroužkovci jsou bezobratlí živočichové. Jejich tělo je protáhlé, článkované z vnitřku i zvnějšku 

(takovýto stav označujeme jako homogenní segmentace) a jejich velikost závisí na druhu 

kroužkovce.  Mezi jednotlivými články lze pozorovat vnitřní přepážky, které se označují jako 

„dissepimenty“. Každý článek se skládá z pokožky, svalů a coelomových dutinek. Jelikož 

kroužkovci nemají končetiny, je zapotřebí většího vývinu svalů, ať již příčných či okružních 

pro lepší pohyb. K pohybu také přispívají malé štětinky [32]. Rozlišujeme dvě třídy 

kroužkovců, a to opaskovce a mnohoštětinatce. Opaskovci jsou zejména sladkovodní či 

suchozemští živočichové. Dělí se dále na máloštětinatce a pijavky. Do této skupiny je zařazena 

například žížala obecná, žížalice a nebo roupice, na něž je zaměřena má práce. Tělo opaskovců 

je tvořeno výrazným opaskem. Ten slouží pro tvorbu slizového pouzdra, respektive kokonu pro 

vajíčka. Opaskovci jsou hermafrodité [33]. Zatímco mnohoštětinatci jsou spíše mořští 

živočichové, nejsou hermafrodité a jsou více vyvinutí [34; 35].  

Kroužkovci mají v ekotoxikologii nezastupitelnou funkci. Využívají se například v určení míry 

nebezpečnosti látek, které jsou součástí půdy, pro ekosystémy [34].  

 

 

Obrázek 2 - Stavba těla žížaly, převzato z  [36]. 
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1.2.1 Roupice Enchytraues crypticus 

Roupice rodu Enchytraeus crypticus je bělavý červ o velikosti od 3 do 12 mm. Její tělo je 

článkované a opatřeno opaskem. Ten se nachází obvykle v přední třetině těla roupice. Opasek 

neboli clitellum v době páření vylučuje sliz. Ten slouží k obalení nakladených vajíček – tvorba 

kokonu a zároveň napomáhají přenosu spermií. Proto jsou roupice řazeny mezi opaskovce [37]. 

Díky tomuto výraznému opasku lze pouhým okem zhodnotit, zda se jedná o dospělého jedince 

či nikoliv. Dospělí jedinci tento opasek mají zcela vytvořený. Roupice rodu E. crypticus byla 

zvolena jako modelový organismus díky své malé velikosti, rychlosti rozmnožování 

a snadnému chovu [38] . V testech se běžně používá okolo 10 až 20 jedinců na testovací 

nádobu. Lze samozřejmě použít i více jedinců (např. pro získaní většího množství biomasy pro 

následnou analýzu). Vyšší počet jedinců také zaručuje statisticky reprezentativnější výsledky. 

Rozmnožovací schopnost roupic je velmi rychlá a trvá zhruba 17 dnů. Další 

výhodou E. crypticus je jejich nízká náročnost na chov. V laboratorních podmínkách jsou 

roupice E. crypticus chovávány při teplotě (20 ± 1) °C v termoboxu ve tmě. Součástí chovu 

musí být neutrální až mírně kyselé pH, mírná vlhkost a přístup kyslíku [39]. Za takovýchto 

podmínek se po oplození vyvíjí až 30 červů z jednoho kokonu. Tento vývoj trvá okolo 9 dnů. 

Po vylíhnutí červi dosahují délky přibližně 1 mm. Při stejných podmínkách dochází 

k pohlavnímu vývoji, který trvá přibližně 8 dnů. Po této době vznikají dospělí jedinci, kteří již 

mají svůj vlastní opasek a cyklus se může opakovat. Roupice se dožívají okolo 85 dnů [34; 40]. 

Tělní stavba roupice E. crypticus je zobrazen na Obrázku č. 3. 
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Obrázek 3 - Tělní stavba roupice Enchatraeus crypticus, kde A: je dorsoventrální pohled na přední část těla; B: 

spermatéka; C: coelomové buňky; D: semenná nálevka; E: semenná žláza; F: štětiny s váčkovitými buňkami; b: 

mozek; cl: opasek; do: vyvíjející se vajíčka; dsg: dorsální lalok třetího páru septálních žláz; pb: hltanový váček; 

pe: semenný váček; pn: peptonefridium; sf: semenná nálevka; st: spermatéka; so: semenný váček; vo: vitelogenní 

vajíčko; vsg: ventrální lalok třetího páru septálních žláz [41]. 

Mezi další standardní modelové organismy náleží i žížaly, které jsou fyziologicky velmi 

podobné roupicím, a většina studií v dostupné literatuře byla provedena na nich. Proto lze 

využít jako zdroj informací pro předloženou diplomovou práci studie využívající jako testovací 

organismus žížaly a podobné kroužkovce.   
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1.3 Imunitní systém člověka a kroužkovců  

1.3.1 Imunitní systém člověka 

Imunitní systém hraje svou roli v ochraně vnějšího i vnitřního organismu a rozdělujeme jej na 

dvě složky, a to na složku vrozenou a získanou. Imunitní systém se skládá z lymfatického 

systému (slezina, lymfatické uzliny, Peyrovy plaky) a bílých krvinek (leukocyty). Jako takový 

chrání organismus před parazity, cizorodými molekulami, nádorovými buňkami 

a mikroorganismy [42].  

1.3.2 Základní složky imunitního systému člověka 

Přirozený imunitní systém  

Přirozená složka imunitního systému může být dále označována jako neadaptivní, nespecifický, 

popřípadě vrozený imunitní systém. Charakteristickým pro tuto složku je skutečnost, že 

všechny potřebné informace jsou zapsány v DNA. Tento typ imunity je připraven zareagovat 

při každém střetu s cizorodým antigenem, a to velmi pohotově (pár minut až hodin). Avšak má 

i své úskalí, jednak nemá paměť a nereaguje proti specifickým antigenům a jednak je vývojově 

mnohem starší [43]. Vrozený imunitní systém je tvořen složkami komplementu a fagocyty 

(granulocyty a makrofágy). Svými specifickými receptory rozeznává mnohé chemické 

struktury, které jsou charakteristické pro dané mikroorganismy. Dále je možné pozorovat určité 

anatomické bariéry jako je kůže, sliznice či mukózní membrány. Patří sem i fyziologické 

bariéry, do kterých řadíme hodnotu pH, jenž je specifická pro jednotlivé části těla, a teplotu. 

Nesmíme opomenout schopnost tvořit fagocytární bariéry, s nimiž souvisí zánětové 

bariéry [42; 43]. Ty jsou součástí procesu zvaný fagocytóza. Jedná se o evolučně velmi starou 

formu obranného mechanismu. Funguje na bázi endocytózy, kdy rozpadlé buňky či 

mikroorganismy jsou specificky pohlceny do endocytického váčku neboli fagozómu. Celý 

proces probíhá v několika krocích, kdy nejdříve dochází k adhezi na povrch cizorodé částice, 

její pohlcení a vytvoření fagozómu a k následné destrukci pohlcené částice. Hlavním úkolem 

fagocytů je ochrana hostitele před šířením a popřípadě růstu infekčních částic. Nachází se 

u bezobratlých i obratlovců. Mezi jednotlivé kroky fagocytózy patří [44; 45; 46]: 

• Chemotaxe (řídí pomocí chemokinů migraci fagocytů do místa zranění) 

• Adheze (pomocí opsoninů fagocyty adherují na patogen) 

• Pohlcení (neboli ingesce, dochází k tvorbě fagozomu za pomocí pseudopodií) 

• Usmrcení (vznik fagolysozomu, probíhá degradace patogenu) 
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Shrnutí jednotlivých fází fagocytózy je zobrazeno na Obrázku č. 4. 

 

 

Obrázek 4 – Jednotlivé fáze fagocytózy, obrázek převzat a upraven z Russell a kol., 2011 [45; 47]. 

 

Specifický imunitní systém  

 

Specifická složka imunitního systému může být dále označována jako do adaptivní, specifický, 

popřípadě získaný imunitní systém.  Tato složka je vývojově mnohem mladší. U specifické 

složky je rozlišována buněčná a humorální složka. Zatímco buněčná složka je tvořena 

T lymfocyty, humorální složka B lymfocyty a plazmatickými buňkami [42]. Každý z klonů 

B- a T- lymfocytů nese své unikátní receptory. Obranyschopnost se vyvíjí postupně, a to až po 

setkání tzv. imunizaci s daným patogenem. Specifická imunitní odpověď je schopna si tvořit 

imunologickou paměť již při prvním setkání s patogenem. Díky tomuto mechanismu pak 

organismus při dalším kontaktu se stejným patogenem reaguje pohotově [48]. Specifická 

imunitní odpověď je pak založena na vazbě antigenu na specifický receptor. Jak již bylo 
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zmíněno výše, specifická imunitní odpověď se skládá z buněčné a humorální složky. Buněčná 

složka je tvořena T lymfocyty, které dozrávají z kmenových buněk v brzlíku (Thymu). Ten je 

řazen mezi primární lymfatické orgány a byť brzlík v dospělosti zaniká, T lymfocyty se zde 

vyvíjí po celý život. Humorální složka he tvořena B lymfocyty, jenž vznikají a zároveň 

dozrávají v kostní dřeni, a plazmatickými buňkami [42; 43; 48].  

Rozlišujeme různé druhy T lymfocytů, a to dle jejich funkce [44; 49]: 

• T cytotoxické buňky (Tc lymfocyty, specificky rozpoznávají pomocí svých receptorů 

cizorodé antigeny buněk) 

• T pomocné buňky (Th, Th1 stimulují buněčnou imunitu, Th2 stimulují humorální 

imunitu) 

• T tlumivé buňky (T supresorové lymfocyty, regulují činnost T a B lymfocytů) 

Humorální složka je naopak tvořena B lymfocyty, cytokiny a plazmatickými buňkami, jenž 

jsou odpovědné za protilátkovou odpověď. B lymfocyty vznikají v kostní dřeni, kde také 

dozrávají a z ní jsou následně uvolňovány do krve, z níž putují do sekundárních lymfatických 

orgánů (slezina, Peyrovy plaky, lymfatické uzliny) [48]. U zralého B lymfocytu je možné na 

jeho povrchu pozorovat molekuly imunoglobulinu, které fungují jako specifický receptor pro 

antigen. K přeměně z nezralého B lymfocytu na zralý dochází až při styku s antigenem a k jeho 

aktivaci dopomáhá již zmíněný Th2 lymfocyt. Po takovéto aktivaci se vytváří nové klony 

lymfocytů, kdy část z nich se přemění na paměťové B lymfocyty a několik z nich dozrává až 

v plazmatické buňky, jenž produkují protilátky [42; 44; 49].  

  



26 

 

Shrnutí významu T a B lymfocytů v adaptivní složce imunitního systému je znázorněno na 

Obrázku č. 5.  

 

 

Obrázek 5 - Role T a B lymfocytů ve specifické imunitní odpovědi, převzato a upraveno z [42]. 

Protilátky neboli imunoglobuliny jsou základem humorální imunitní odpovědi. Jsou dvojího 

charakteru - buď jsou volně kolující v krvi vytvořené plazmatickými buňkami schopnými vázat 

se specificky na antigen, nebo jsou vázány na povrchu membrány B lymfocytů a slouží jako 

receptor pro antigen [50]. Pro správné pochopení jejich podstaty věci, je zapotřebí jejich popis. 

Základní stavební jednotkou imunoglobulinů jsou čtyři řetězce. Dva z nich jsou lehké a další 

dva jsou těžké řetězce [51]. Jednotlivé řetězce jsou spojeny nekovalentními hydrofobními 

silami a zároveň se zde uplatňují disulfidické můstky, které dávají výsledný tvar protilátek 

v podobě Y [50; 52]. Struktura protilátky třídy IgG je znázorněna na Obrázku č. 6. 
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Obrázek 6 - Struktura protilátky IgG, která je tvořena ze dvou identických těžkých (červená a modrá) a dvou 

identických lehkých (žlutá a zelená) řetězců. Horní část (Fab) je složena ze dvou variabilních oblastí a každá váže 

stejný antigen. Spodní oblast (Fc) interaguje s buněčnými receptory či komplementem. Obrázek byl převzán 

a upraven z [49]. 

Dále je možné rozeznat podle typů těžkých řetězců až 5 tříd imunoglobulinů [44; 51; 52; 53]: 

• IgG (neutralizuje toxiny, viry, aktivuje komplement a usnadňuje fagocytózu. Je přenášen 

transplacentárně) 

• IgM (aktivuje komplement klasickou cestou, objevuje se v ranných fázích 

obranyschopnosti) 

• IgA (monomer – v krevní plazmě; dimer – v sekretech sliznic) 

• IgE (vyskytuje se u alergických stavů) 

• IgD (součástí povrchu membrány B lymfocytů) 

Přehled jednotlivých funkcí a typů protilátek je znázorněn na Obrázku č. 7.  
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Obrázek 7 - Pět hlavních izotypů protilátek a jejich funkce v imunitní odpovědi, obrázek byl upraven a převzat 

z [49]. 

Pro shrnutí obsáhlé problematiky rozdělení imunitního systému je uvedeno schéma na Obrázku 

č. 2. a další schéma rozlišení specifické imunity na Obrázku č. 8.  

 

Obrázek 8 - Základní rozdělení imunitního systému, vlastní zdroj. 
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Obrázek 9 - Souhrnné rozdělení specifické imunitní odpovědi, vlastní zdroj. 

1.3.3 Imunitní systém kroužkovců 

Kroužkovci jsou bezobratlí živočichové, tudíž jejich systém je na rozdíl od člověka tvořen 

pouze vrozeným imunitním systémem. Je tomu tak proto, že jejich těla nejsou natolik vyvinutá, 

avšak oproti jiným živočichům mají kroužkovci vyšší schopnost regenerace [32]. Jak již bylo 

zmíněno, přirozená imunita je tvořena buněčnou imunitou a ochrannými mechanismy. 

U buněčné imunity rozeznáváme specifické buňky zvané coelomocyty, což jsou krevní buňky. 

Nachází se pouze v coelomu, to je tělní dutina vyplněna tekutinou. Tato coelomická tekutina je 

důležitá pro fyziologické fungování kroužkovců. Účastní se transportu živin, dýchacích plynů, 

signálních molekul, přenosu meziproduktů či konečných produktů [54]. Coelomocyty se 

v coelomu mohou volně pohybovat a tím zajišťují rovnováhu imunitního systému. Jak již bylo 

naznačeno, coelomocyty zajišťují buněčnou imunitní odpověď ve formě fagocytózy, nodulaci, 

zánětlivých reakcí, tak i v nesprávně označované humorální imunitní odpovědi, v níž dochází 

k produkci převážně enzymu – lysozym, peroxidázy [55]. Narozdíl od člověka buněčnou 

imunitu zajišťují granulocyty a makrofágy a humorální složky T a B lymfocyty [49].  

 Rozlišujeme tři druhy coelomocytů:  

• Amébocyty 

• Eleocyty 

• Granulocyty 

Amébocyty tvoří většinu coelomocytů, mají oválná, popřípadě ledvinovitá jádra. Existují 

náznaky, že amébocyty pocházejí z výstelky coelomu. Na svém povrchu mají četné panožky 
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neboli pseudopodia, díky nimž mají svou schopnost fagocytózy. Princip fagocytózy byl popsán 

výše. Kromě toho se podílejí na hojení ran, srážení, tvorbě granulomu, koagulaci coelomické 

tekutiny, enkapsulaci, cytotoxicitě zánětu aj [56]. Jsou rozlišovány dva typy amébocytů – a to 

hyalinní a granulární. Hyalinní amébocyty jsou ve světelném i elektronovém mikroskopu 

pozorovány jako buňky bez zřetelných granulí a se vzácnými organelami. Za to granulární 

amébocyty obsahují hojné množství granulí, především v perinukleární oblasti. Často jsou tak 

vnímána jako denzní tělíska. Dalším typem coelomocytů jsou granulocyty. Ty jsou oproti 

amébocytům mnohem větší a jejich jádra mají kulovitý a acidofilní charakter [54]. Posledním 

typem coelomocytů jsou eleocyty, které jsou největší ze všech tří typů krevních buněk. Často 

se označují také jako chloragocyty. Tento název je odvozen od diferenciace buněk 

z chloragogenu, jenž pokrývá coelomické povrchy travicího traktu a hlavních krevních cév. 

Mají kulovitý, někdy až oválný tvar a malá kulovitá granula, chloragozomy [57]. Eleocyty jsou 

výjimečné tím, že mají schopnost ukládat endogenní materiály, jako je glykogen, lipidy 

a riboflavin. Právě díky riboflavinu je u eleocytů pozorovaná autofluorescence. [58]. Eleocyty 

se mimo jiné podílejí na rovnováze iontů a pH coelomické tekutiny. Dále se podílejí na 

detoxikaci tkání žížal a akumulaci těžkých kovů [56]. Morfologické shrnutí jednotlivých typů 

buněk je naznačeno v Tabulce č. 1. 

 

Tabulka 1 - Morfologická charakteristika coelomocytů, tabulka převzata a upravena z [57]. 

Typ coelomocytu Velikost (µm) Tvar buňky Organely v buňce Pseudopodia 

Eleocyt 17,7 Sférický Chloragosomy 
Vzácně málo 

lobopodií 

Amébocyt I 

(granulární) 
11,2 

Oválné nebo 

konkávní 
Několik lysozomů, vakuol, vezikul Málo lobopodií 

Amébocyt II 

(hyalinní)  
27,0 Ve tvaru fazole 

Málo vezikul, volné ribozomy, 

lysozomy, mikrotubuly, fagozomy, 

mitochondrie 

Četné filopodie 

Granulocyt 18,0 Ovál 

 

Volné ribozomy, lysozomy, četná 

granula 

- 

 

Buněčná imunita je doplněna o obranné mechanismy. Nejznámější je fagocytóza, dále 

enkapsulace. Nejlepšími fagocyty jsou však amébocyty, díky jejich schopnosti měnit 

tvar a panožkám, které jsou součástí jejich povrchu [54]. Makrofágy se dají považovat za 

takové amébocyty u člověka [46]. Enkapsulace je proces, který funguje na stejné bázi jako 

fagocytóza, ovšem rozdíl spočívá v tom, že při fagocytóze jsou pohlcovány látky menšího 
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charakteru. Naopak při enkapsulaci jsou pohlcovány látky většího rozměru, kdy cizorodé látky 

či poškozené buňky jsou obklopeny coelomocyty a dojde k vytvoření váčku. Obsah váčku je 

pak degradován pomocí cytotoxických látek produkovaných především amébocyty či 

granulocyty [59; 60]. Dalším obranným mechanismem je schopnost regenerace, která úzce 

souvisí s předešlými mechanismy. Nedílnou součástí je i imunologická paměť, která se 

u kroužkovců označuje jako imunitní „priming“. Jedná se o takový proces, během něhož 

organismus zpracovává veškeré vjemy a zabudovává si je do paměti. Tím posiluje imunitní 

odpovídavost při dalších expozicích [58; 61]. Na následujícím Obrázku č. 10. je znázorněno 

shrnutí imunitního sytému kroužkovců.  

 

 

Obrázek 10 - Souhrnné znázornění složek imunitního systému kroužkovců, vlastní zdroj. 

Rozdíl mezi imunitním systémem člověka a kroužkovců je především ve fylogenezi. Imunitní 

systém kroužkovců je náchylný a lehce ovlivnitelný různými látkami včetně těch toxických. 

Proto je možné využívat kroužkovce jako modelové organismy pro testování imunotoxicity.  
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1.4 Testy imunotoxicity u člověka a kroužkovců 

1.4.1 Metody testování imunotoxicity u člověka 

Imunotoxicitu testujeme dvěma možnými způsoby, a to buď pomocí buněčných in vitro testů 

nebo testů prováděných na zvířatech (in vivo testy).  

 

In vitro metody hodnocení imunotoxicity  

 

In vitro testy jsou přínosné k detekci imunotoxicity vzhledem k nižším etickým obavám, 

snadným kultivačním metodám, krátkým růstovým cyklům a nižším pracovním a finančním 

nákladům [62]. V následujících odstavcích budou popsány buněčné imunotesty, jenž se 

využívají k detekci imunotoxicity látek znečišťující životní prostředí. Pro in vitro metody je 

zapotřebí vybrat vždy vhodné buněčné linie dle typu testu [63]. V Tabulce č. 2. si dovolím 

vypsat výběr běžně používaných buněčných linií a jejich buněčné kultivační postupy používané 

v imunotoxických metodách. Tento výběr je inspirován z přehledového článku, ve kterém se 

věnovali problematice in vitro testování imunotoxicity. 

Tabulka 2 - Výběr buněčných linií používaných v in vitro metodách, Tabulka převzata z [63]. 

Typ buňky Buněčná linie Druh Stav kultury 

Makrofág 

odvozený 

z monocytů 

THP-1 Člověk 

Střední: RPMI 1640 s 10 % FBS; Diferenciace: 5–123,4 ng/ml forbol 

12-myristát 13-acetátu (PMA) po dobu 24–72 hodin, následuje 24–

48 hodinová inkubace v neošetřeném buněčném kultivačním médiu 

T lymfocyt Jurkat Člověk 
Médium: RPMI 1640 s 10 % FBS, 10 mM HEPES, 10–100 U/ml 

penicilinu, 100 μg/ml streptomycinu 

B lymfocyt  Ramos Člověk 
Médium: RPMI 1640 s 10 % FBS, 10 U/ml penicilinu, 100 μg/ml 

streptomycinu, 10 mM HEPES 

NK buňka  NKL  Člověk 
Střední: RPMI 1640 s 10 % tepelně inaktivovaným FCS a 100 U/ml 

IL-2 

Identifikace imunotoxicity vyvolaná látkami znečisťující životní prostředí se provádí 

především těmito typy stanovení [63]:  

• Apikálních koncových bodů buněk 

• Indikátorů oxidačního stresu 

• Imunitní dysfunkce 

Metoda stanovení apikálních koncových bodů využívá hodnocení životaschopnosti buněk 

a jejich schopnost apoptózy. Testy jsou založené na redukční reakci indukované 

dehydrogenázou v živých buňkách, jako jsou testy MTT a CCK-8, ty jsou široce využívány 
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v imunitních buňkách (makrofágy, lymfocyty a dendritické buňky) [62]. Apoptózu 

stanovujeme například za pomocí barvení Annexin-V či propidium jodidu, popřípadě měření 

úrovně exprese genů či proteinů, jenž s apoptózou souvisí (například p53 a bcl-2). Proces 

apoptózy se musí monitorovat v reálném časem k tomu slouží anexin-V-infračervený 

fluoroforový konjungát (Q-annexin V), čímž se může detekovat kinetika apoptózy ve 2D a 3D 

buněčných kultivačních systémech [64]. Tato sonda dokáže rychle rozpoznat změněnou 

proteinovou strukturu během apoptózy a tím i dochází k přepínání mezi zhášením 

a fluorescencní [63].  

Metoda stanovení indikátorů oxidačního stresu zkoumá hladinu reaktivních forem kyslíku 

(ROS) a mitochondriální aparát. Buněčné ROS jsou regulátoři imunitní signalizace, ale také 

slouží i jako imunitní odpověď [65]. U fagocytózy uvolňují fagocyty baktericidní hydroxylové 

radikály. Nadbytek ROS však může vést k oxidativnímu poškození a další apoptóze imunitních 

buněk. Proto se k monitorování celkové hladiny ROSů využívají komerční soupravy ELISA 

(enzyme linked immunosorbent assay) testy a imunofluorescenční barvení [66; 67]. Dalším 

typem detekce různých ROSů a RNS (reaktivní formy dusíku) je pomocí kovově 

koordinovaných fluorescenčních a luminiscenčních sond. Dalším typem stanovení je měření 

mitochondriální DNA pomocí kapkové digitální PCR (ddPCR) [63].  

U imunitní dysfunkce se hledají změny ve fagocytóze a sekreci cytokinů. Imunitní buňky 

můžou být pozorované pod metodami jako je světelná mikroskopie, rastrovací elektronová 

mikroskopie nebo ve fluorescenční mikroskopii po fluorescenčním obarvení například 

faloidinem. Při sledování fagocytózy se používají profesionální fagocyty (makrofágy 

a neutrofily) a hemocyty z vodních organismů [68; 69]. Klasickou metodou je pozorování 

fagocytární aktivity fagocytovaných bakterií a buněk kvasinek pod optickým mikroskopem 

s velkým zvětšením, popřípadě využití neutrální červeně po lýze fagocytů. Oba tyto testy jsou 

značně subjektivní a mají nižší citlivost. Modernějším typem testování jsou komerční sady 

latexových kuliček nebo E.coli průtokovou cytometrií, popřípadě fluorescenční mikroskopií 

[70]. Následně je zapotřebí vypočítat fagocytární aktivitu, a to lze dvěma způsoby: prvním je 

rychlost fagocytózy = počet fagocytovaných buněk/spočítané buňky a druhým je fagocytární 

účinnost = počet pohlcených částic/spočítané buňky [71]. Nebo lze používat metody, během 

nichž dochází k zastavení fagocytózy tzv. Buněčné fixativě. Toho lze dosáhnout použitím 

ledově vychlazeného metanolu nebo 4% paraformaldehydu či ledově vychlazený PBS [72]. Za 

to chemokiny a cytokiny se detekují ELISA testy. Principem ELISA testu je interakce antigenu 

s jeho specifickou protilátkou. Pokud se cílový protein naváže na odpovídající antigen značený 
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enzymem, spustí se barevná reakce, kterou je možné detekovat a kvantifikovat [73]. Dále se 

využívá i multiplexní sendvičová imunoanalýza založená na průtokové cytometrii. Kdy 

mikrokuličky, využívané v testu, slouží jako nosič odpovědí ligand-receptor, to umožňuje 

kontakt cíl-protilátka. V následující tabulce je výběr imunotoxických fenotypů, měření 

a odpovídajících kontaminantů [63]. V následující Tabulce č. 3. si dovolím vypsat výběr 

imunotoxických fenotypů, měření a různé druhy kontaminantů. Tento výběr je inspirován 

z přehledového článku, ve kterém se věnovali také problematice in vitro testování 

imunotoxicity. 

Tabulka 3 -Výběr imunotoxických fenotypů, měření a odpovídajících kontaminantů [63]. 

Měření Kontaminant Druhy kontaminantů Imunotoxicita 

Životaschopnost buněk  

Ivermektin Paraziticid Snížená životaschopnost buněk 

Bisfenol S  Plastová přísada  Apoptóza  

Oxidační stres  

Cis-bifenthrin Pesticid 
Zvýšená hladina buněčného 

ROS 

Chlorpyrifos Pesticid Inhibovaná produkce NO 

Fagocytóza 

2,3,3',4,4'-pentachlorbifenyl Polychlorovaný bifenyl Zvýšená fagocytóza 

Arsen  Těžký kov  Snížená fagocyóza 

 

In vivo metody hodnocení imunotoxicity 

 

In vivo metody jsou náročnější, dražší a často neetického charakteru. Avšak jsou stále součástí 

preklinických studií imunotoxicity tak, aby se identifikovaly a odstranily potenciální obavy 

například před podáním nových léků, popřípadě zdravotnických přípravků [74]. Tyto testy 

zahrnují analýzu hmotnosti lymfoidních orgánů, histologické hodnocení imunitních orgánů 

a tkání, pochopení klinických chemických parametrů a hematologie minimálně u dvou 

živočišných druhů – hlodavce (potkan) a nehlodavce (pes) [75]. Extrapolace ze získaných testů 

a poznatků na lidský organismus je často složitá díky rozdílům ve složení, organizaci a citlivosti 

na určité látky mezi lidským imunitním systémem a zvířecím druhem použitý k testování [74]. 

Tyto testy detekují silnou imunosupresi a imunostimulaci a jejich citlivost na střední 
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imunotoxicitu je dána z imunitní dysregulace. Tento fakt je prospěšný pro identifikaci léků, 

jenž způsobují imunotoxicitu u lidí [76].   
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1.4.2 Metody hodnocení imunotoxicity látek u bezobratlých  

U bezobratlých živočichů se k hodnocení imunotoxicity využívají in vivo a in vitro testy. 

V dostupné literatuře se imunotoxicita zkoumá především na imunokompetentních buňkách 

(coelomocytech). K tomuto účelu je zapotřebí nejdříve coelomocyty vypudit, či tzv. extrudovat 

z organismu do fyziologického roztoku. V dostupných článcích existují různé in vitro metody 

extruze coelomocytů, s využitím například:  

• Etanolu 

• Elektrického proudu 

• Teploty  

• Ultrazvuku 

 

Extruze etanolem  

Eyambe a kol. [77] se ve své práci zabývali neinvazivní metodou odběru coelomocytů žížal a to 

tak, že každý červ byl opláchnut ve studeném solném roztoku Lumbricus (LBSS) a následně 

umístěn na papírový ručník. U každého červa byla následně zadní část těla lehce masírována 

tak, aby došlo k vypuzení obsahu dolního střeva. Poté následovala již extruze coelomocytů žížal 

etanolem. Každý červ byl vložen na 3 minuty do 15ml polypropylenové zkumavky obsahující 

3,0 ml studeného vytlačovacího média. Extruzní médium obsahovalo 5% etanol a 2,5 mg/ml 

mukolytického činidla. Po 3 minutách byl červ vyjmut a objem byl doplněn přidáním 12 ml 

vychlazeným LBSS bez vápníku. Toto médium obsahovalo 1,5 mM NaCl, 4,8 mM KCl, 

1,1 mM MgSO4·7H2O, 0,4 mM KH2PO4, 0,3 mM Na2PO4·H2O a 4,2 mM NaHCO3, poté bylo 

upraveno na pH 7,3 a osmolarita upravená na 300 mmos. Následně byly buňky dvakrát promyty 

stejným médiem a získány centrifugací při 150 g po dobu 15 minut při 4 °C. Poté byly buňky 

resuspendovány v Ca-LBSS. Toto médium obsahovalo navíc ještě 3,8 mM CaCl2 [78].  

Extruze elektrickým vytlačováním  

Stejně tak, jako tomu bylo u extruze etanolem, tak i zde byl každý červ nejdříve opláchnut ve 

studeném LBSS a umístěn na papírový ručník. Opět byla masírována zadní třetina těla, aby 

došlo k vypuzení obsahu střeva [77]. Následně byl každý červ vložen do 15ml polypropylenové 

zkumavky obsahující 3 ml studeného Ca-LBSS. Poté byl červ 10x stimulován pomocí krátkého 

časového úseku (1 s) střídavému proudu 6 V. Nakonec byly zkumavky lehce protřepány a červ 

byl odstraněn [79].  
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Extruze teplotním šokem  

Třetím typem extruzní metody je stres působením tepla nebo chladu. Červi byli nejdříve 

opláchnuti a masírováni pro odstranění obsahu dolního střeva. Poté byli jedinci vystaveni 

teplotnímu šoku. V případě vysokých teplot lze nalézt práce, kde autoři vystavili žížaly teplotě 

45 °C po dobu jedné minuty, po 8–10 opakováních. U nízkých teplot zase jedince vystavili 

teplotě 4 °C po dobu 1–2 minut a opět s 8–10 opakováními. Nakonec zkumavky byly lehce 

promíchány a červi byli ze zkumavek odstraněni [80].  

Extruze ultrazvukovou lázní  

I u posledního typu extruzních metod byl každý červ nejprve opláchnut v ledovém LBSS 

a následně promasírován pro odstranění obsahu střeva. Poté byl každý červ vložen do 15ml 

polypropylenové zkumavky, která obsahovala 3 ml Ca-LBSS. Tato zkumavka byla vložena do 

ultrazvukové lázně, kde byli červi vystaveni přibližně 10 expozicím po 2-3 s, dokud se roztok 

nezakalil. Nakonec byla zkumavka lehce protřepána a červi byli odstraněni [81].  

Výsledné suspenze, obsahující převážně buňky coelomocyty, byly u všech typů extruzních 

metod následně zkoumány a hodnoceny pomocí optické a fluorescenční mikroskopie, analýzy 

na průtokovém cytometru, fluorimetrické detekce či počítání buněk v Bürkerově komůrce. 

U všech typů hodnocení byl sledován účinek látek na životaschopnost buněk – konkrétně 

eleocytů a amébocytů a jejich schopnost fagocytovat [81]. Například v práci Sauvé a kol. [82] 

byl testován potenciál vybraných stopových prvků inhibovat fagocytární aktivitu 

extrudovaných coelomocytů získaných z různých druhů červů. Autoři práce exponovali 

extrudované buňky po dobu 18 hodin vybranými stopovými prvky. Poté hodnotili 

životaschopnost a fagocytární aktivitu buněk pomocí průtokové cytometrie. Bylo zjištěno, že 

nejúčinnějším imunotoxickým prvkem s 50% inhibicí fagocytózy byla rtuť o koncentraci 

v rozmezí od 10-7 do 10-6 M. Jako další stopové prvky s imunotoxickým účinkem byly 

prokázány kadmium, nikl, měď aj. Efektivní koncentrace těchto stopových prvků se 

pohybovala v rozmezí od 10-5 do 10-4 M. 

Průtoková cytometrie 

Jak již bylo zmíněno, tak průtoková cytometrie je metoda, která umožňuje v reálném čase 

sledovat relativní počet a tvar různých buněčných populací. Hlavní podstatou této metody je 

systém, jenž využívá principy citlivé detekce světelného signálu a mikroskopie. V průtokové 

cytometrii jsou buňky unášeny proudem nosné kapaliny do měrné cely, kde jsou následně 
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analyzovány. Existují dva typy detekce – první z nich funguje na bázi tzv. Coulterova principu, 

kdy měrná cela zaznamenává průchod buňky jako změnu elektrické vodivosti či rezistivity. 

Velikost změny je pak úměrná objemu procházející buňky. Druhou možností je měření 

světelného signálu, kdy je při průchodu buňky paprskem světla analyzováno kvantum fotonů 

dopadajících na fotodetektor. Na ten dopadají dva druhy paprsků – první je ve směru původního 

paprsku, označovaný jako „forward scatter“ (FSC) a druhý pod úhlem 90°, ten je označovaný 

jako „side scatter“ (SSC) [83]. FSC určuje velikost buněk, SSC určuje vnitřní složitost buněk. 

Například v jedné studii se autoři Hendawi a kol. zabývali schopností fagocytózy u hemocytů 

mlžů, kterou monitorovali pomocí průtokové cytometrie. U hemocytů mlžů byly coelomocyty 

smíchané se žlutozelenými latexovými částicemi FluoSpheres a následně inkubované po dobu 

18 hodin. Po inkubaci byly proměřeny dle navolených parametrů SSC a FSC na průtokovém 

cytometru. Princip tohohle stanovení spočívá v tom, že buňky fagocytují latexové kuličky, tudíž 

fluorescence latexových kuliček poklesne, jelikož paprsek nedopadá na kuličku, nýbrž na 

buňku. Fluorescenční emise byly shromážděny při 520 nm. Pro každý vzorek se získalo 10 000 

událostí a zároveň tato studie prokázala výskyt malých buněk (amébocytů) s nízkým FSC 

a velkých buněk (eleocytů) s vysokým SSC [81].  

Spektrofluorimetrická analýza 

Spektrofluorimetrie je jednou z metod s rychlou, nedestruktivní a neinvazivní analýzou 

s vysokou citlivostí měření [84]. Principem této metody je, že elektronicky excitované látky, 

popřípadě jejich elektrony jsou excitované zářením, jenž má svůj vlastní zdroj. Po této excitaci 

dochází k přechodu elektronů v orbitalech z nižší energetické hladiny na tu vyšší. Každá 

molekula má řadu energetických hladin, jenž absorbuje velké kvantum světla, které je 

energeticky úměrné rozptylu mezi oběma energetickými stavy. Proto se může pohybovat z nižší 

energetické hladiny na vyšší. Tento jev je taky označován jako zářivý přechod a přetrvává jen 

krátkou chvíli, než se elektron vrátí zpět na nižší energetickou hladinu. Přičemž při přechodu 

elektronů dochází k vyzáření přebytečné energie ve formě světla/energie nebo fotonu. 

Spektrofluorimetrie detekuje právě takovéto vyzáření přebytečné energie [85; 86]. 

Fluorescence patří do skupiny fotoluminiscence. Fluorescence je ovlivňována řadou faktorů 

jako je změna hodnoty pH, polarita rozpouštědla, přítomnost zhášecích látek aj. Fluorescence 

je využívána pro kvantifikaci materiálů měřením intenzity emise při vhodné excitační vlnové 

délce [87]. Součástí fluorescence jsou fluorochromy, také označované jako fluofory, které jsou 

přirozené nebo syntetické. Do skupiny umělých fluoforů jsou řazeny fluorescenční sondy, jenž 

existuje mnoho druhů. Ty jsou přidávány k testovaným vzorkům, u nichž dochází k neinvazivní 
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detekci různých jevů [88]. Svou nezastupitelnou funkci mají fluorescenční sondy v genetice, 

kde je pomocí nich detekována například jaderné DNA pomocí fluorescenční sondy DAPI [89]. 

Mezi přirozené fluorochromy jsou řazeny vnitřní fluorory obsažené uvnitř buněk daného 

organismu. Jedním z úkolů této práce je právě stanovení takového vnitřního fluoroforu, který 

je součástí těla roupic. Bylo zjištěno, že součástí těla roupic, respektive buněk eleocytů je 

vnitřní neboli přirozený fluofor riboflavin [90]. V literatuře lze najít i metody 

spektrofluorimetrického stanovení riboflavinu v lyzátu eleocytů. Podstatou tohoto stanovení je 

rozdíl mezi exponovanou skupinou, kterou vyvolá imunotoxická látka, jež ovlivňuje eleocyty, 

a kontrolou. Přičemž riboflavin se excituje při 370 nm a emituje při 520 nm. Intenzita 

emitovaného světla závisí na koncentraci fluorescenčního analytu [91].   



40 

 

2 CÍLE PRÁCE  

Hlavním cílem této diplomové práce byla izolace a identifikace buněk coelomocytů 

z organismu Enchytraues crypticus a následné analýzy (buněčných suspenzích a homogenátu 

tkáně roupic), zda jsou tyto buňky vhodné jako citlivé biomarkery imunotoxicity. Jedním ze 

sledovaných biomarkerů bylo pozorování změn v podobě relativního počtu coelomocytů 

a jejich strukturních změn po vystavení organismu E. crypticus toxickou látkou, a to chloridem 

nikelnatým v ekotoxikologickém testu. 

 Dílčím cílem práce bylo optimalizovat extruzní metody vypuzení buněk coelomocytů 

z organismu E. crypticus pomocí analýz na optickém a fluorescenčním mikroskopu, 

spektrofluorimetru a průtokovém cytometru.   
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

3.1.1 Příprava roztoků 

Rekonstituovaná voda byla používána jako živné médium pro roupice. Pro její přípravu bylo 

zapotřebí odebrat následné množství chemikálií, které je znázorněné v Tabulce č. 4. Všechny 

chemikálie jsou odvážené, odebrané a vztažené k 1 l demineralizované vody.  

Tabulka 4 - Chemikálie potřebné pro výrobu rekonstituované vody. 

Pořadí Činidla Množství (g/l) 

Množství 

roztoku (ml) 

odebrané do 1 l 

1 0,2 M CaCl2 22,2 10 

2 0,1 M MgSO4 
25,2 

(heptahydrát) 
5 

3 0,1 M NaHCO3 8,6 7,7 

4 0,01 M KCl 0,74 7,8 

 

Hankův roztok (HBSS) byl používán také jako živné médium pro roupice. Pro jeho přípravu 

bylo zapotřebí odebrat následné množství chemikálií, které je znázorněné v Tabulce č. 5. 

Všechny chemikálie jsou vztažené k 500 ml demineralizované vody.  

Tabulka 5 - Činidla a navážky pro přípravu Hankova roztoku. 

Pořadí Činidla Množství (g) 

1 NaCl 4,000 

2 KCl 0,200 

3 NaHCO3 0,175 

4 KH2PO4 0,030 

5 Na2HPO4 ·12 H2O 0,060 

6 CaCl2 0,070 

7 MgCl2 ·6 H2O 0,023 

8 MgSO4 ·7 H2O 0,030 

9 D-glukóza 0,545 
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3.2 Materiál  

3.2.1 Modelové organismy 

Tato diplomová práce byla zaměřena na roupice, konkrétně na Enchytraeus crypticus. 

3.2.2 Laboratorní pomůcky  

- Petriho misky 

- Erlenmeyerovy baňky 

- Odměrné baňky 

- Kádinky 

- Štětce 

- Pinzety 

- Lžičky 

- Pausteurovy pipety 

- Injekční stříkačky 

- Filtr  

- Skleněné láhve se šroubovacím uzávěrem 

- Automatické pipety  

- Pipetovací špičky 

- Skalpel 

- Podložní a krycí sklíčka 

- Hliníková fólie 

- Vata buničitá 

- Mikrozkumavky (Eppendorf, Německo) 

- 96jamkové mikrotitrační destičky (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 

- Pinzeta 

- Černá fólie 

 

3.2.3 Laboratorní přístroje  

- Analytické váhy ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Německo) 

- Analytické váhy (Mettler Toledo, Švýcarsko) 

- Destičkový spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko) 

- Fluorescenční mikroskop Nikon Eclipse 80i (Nikon, Japonsko) 

- Horkovzdušný sterilizátor 5104.2 (BMT Medical Technology s.r.o., Česká republika) 

- Homogenizátor ruční (Benchmark, Malaysie) 
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- Chladnička (Goddes, Česká republika) 

- Inkubátor Heratherm Compact IMC18 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Lázeň ultrazvuková DT 31 H + VKO D08 (Bandelin electronic, Berlín) 

- Míchačka magnetická W/Heat VMS-C4 (VWR advancer, ČR) 

- Odstředivka (Fisherbrand Midi compact, USA) 

- Optický mikroskop Levenhuk MED D45T (Levenhuk, Med series, USA) 

- pH metr CyberScan pH 110 (VWR advancer, ČR) 

- Průtokový cytometr (Beckman coulter, Cyan ADP, USA) 

- Třepačka Vovibrační Heidolph Vibramax 100 (Heidolph Instruments GmbH & Co. 

KG, Německo) 

- Softwaru NIS-Elements AR 5.11.03 

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

 

3.2.4 Seznam chemikálií a reagencií 

- Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4, Mr = 136,086 g/mol; Penta; ČR) 

- D-Glukóza monohydrát (C6H12O6 · H2O; Mr = 180,155 g/mol; Penta; ČR) 

- Ethyl alkohol 99,8% (C2H6O; Mr = 46,07 g/mol; Lach:ner, ČR) 

- Hexahydrát chloridu hořečnatého (MgCl2 · 6 H2O; Mr = 203,303 g/mol (hexahydrát), 

95,211 g/mol (bezvodý), Merck, Německo) 

- Hexahydrát chloridu nikelnatého (NiCl2 · 6 H2O; Mr = 237,69 g/mol (hexahydrát), 

129,69 g/mol (bezvodý); Penta, ČR) 

- Heptahydrát síranu hořečnatého (MgSO4 · 7 H2O; Mr = 120,366 g/mol; Lach:ner, ČR) 

- Hydrogenuhličitan sodný (NaHCO3; Mr = 84,007 g/mol; Lach:ner, ČR) 

- Hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát (Na2HPO4· 12 H2O; Mr = 358,14 g/mol 

(dodekahydrát), 142,14 g/mol (bezvodý); Signa aldrich; USA) 

- Chlorid draselný (KCl, Mr = 74,5513 g/mol; Lach:ner, ČR) 

- Chlorid sodný (NaCl; Mr = 58,44 g/mol; Lachema, ČR) 

- Chlorid vápenatý (CaCl2, Mr = 110,98 g/mol; Lach:ner, ČR) 

Methylenová modř (0,1% vodný roztok)  
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3.3 Podmínky laboratorního chovu roupic  

Roupice, Enchytraeus crypticus, za normálních podmínek žijí v půdním prostředí, avšak pro 

vědecké účely je možné je chovat na agaru. Roupice v něm nestrádají a jejich chov na agaru je 

levnější a jednodušší na přípravu. Chov je potřeba jednou za 1 až 2 měsíce přemístit do čerstvě 

připraveného agaru. Ten je připravován do Petriho misek s ventilací, aby byl zpřístupněn 

neustálý přísun kyslíku. Takto připravený chov je pak kultivován v termostatu ve tmě 

při (19 ± 2) °C. Roupice by měly být krmeny minimálně dvakrát v týdnu jemně nadrcenými 

ovesnými vločkami, které by se měly jednou za 1-2 měsíce sterilizovat.  

 

Potřebné chemikálie pro přípravu chovného agaru: 

• 13,6 g Bacto-Agar 

• 772 ml ultračisté vody  

• 8 ml roztoku č. 1 (CaCl2) 

• 8 ml roztoku č. 2 (MgSO4) 

• 6 ml roztoku č. 3 (NaHCO3) 

• 6,4 ml roztoku č. 4 (KCl) 

 

Postup přípravy chovného agaru vychází z navážení Bacto-Agaru do příslušného laboratorního 

skla. K této navážce je přidána demineralizované (ultračistá) voda a všechny výše zmíněné 

roztoky. Výsledný roztok byl uzavřen alobalem a nechán autoklávovat při 120° po dobu 

30 minut. Poté bylo nutné zajistit, aby pH agaru bylo v rozmezí 7 - 7,5. Takto připravený roztok 

byl lehce promíchán, a ještě za horka vléván do předchystaných a nadepsaných Petriho misek 

s vetilací. Přelévání bylo prováděno po celou dobu v digestoři. Ta byla před prací 

vydezinfikována 70% etanolem a vysvícena UV světlem po dobu 5 minut. Po vychladnutí agaru 

bylo do každé Petriho misky s ventilací přenesena část kultury roupic. Takovýto chov byl 

uchováván ve tmě v termostatu při (20 ± 1) °C. 

Manipulace s roupicemi: 

• Při práci s tímto druhem je vhodný namočený štěteček, popřípadě háček 

• Při posuzování viability stačí roupici vložit jen do kádinky, popřípadě Petriho misky 

s pitnou vodou – pokud je roupice živá, začne se nápadně hýbat. 
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Obrázek 11 - Očištění roupic E. crypticus ve vodě. 

 

3.4 Test toxicity ve vodném prostředí  

Cílem tohoto testu je určit efektivní koncentraci, která způsobí 50% mortalitu (EC50) a současně 

zjistit, jaká koncentrace ještě nezpůsobí mortalitu. Takováto koncentrace se taktéž označuje 

jako NOEC (No Observable Adverse Effect Concentration) neboli koncentrace bez 

pozorovaného nepříznivého účinku. Pod úrovní této hodnoty lze pro mortalitu očekávat různé 

efekty na biologické úrovni – jako je oxidativní stres nebo imunotoxicita. Jako testovaná látka 

byl zvolen chlorid nikelnatý.  Tato látka byla zvolena na základě publikace, ve které autoři 

testovali toxicitu různých stopových prvků a jejich efekt na inhibici fagocytózy 

u extrudovaných coelomocytů u více druhů červů [82].  

Testování obecně je třeba provést vždy ve třech úrovních a v každé úrovni je zapotřebí test 

minimálně dvakrát zopakovat tak, abychom měli srovnávací data. Tyto tři úrovně zahrnují:  

• Limitní test (ten zahrnoval jednu vysokou koncentraci – v našem případě 100 mg/l 

NiCl2 a kontrolu) 

• Předběžný test (zahrnoval široké koncentrace v rozmezí 0,01; 0,1; 1; 10; 100 mg/l 

NiCl2 a kontrolu) 

• Definitivní test (zahrnoval dva typy testů – jeden pro potvrzení EC50 s koncentracemi 

v rozmezí 1,25-12,5 mg/l a druhý typ testu s koncentracemi v rozmezí 4-4,4 mg/l na 

potvrzení, že roupice v přítomnosti nízké koncentrace neumírají, ale zároveň v těchto 

koncentracích docházelo k ovlivnění buněk imunitního systému roupic) 

Před každým testem bylo zapotřebí všechny roupice řádně omýt od agaru v pitné vodě. Test byl 

proveden ve skleněných kádinkách o objemu 25 ml. Pro test bylo zvoleno 5 různých 
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koncentrací toxické látky. V každé testované koncentraci bylo exponováno 100 kusů dospělých 

roupic (25 roupic/kádinku). Roupice byly vystaveny různým koncentracím roztoku NiCl2, který 

byl připraven ze zásobního roztoku (100 mg/l). Tento zásobní roztok byl připraven navážením 

a rozpuštěním NiCl2 · 6 H2O v rekonstituované vodě. Každá replika obsahovala 10 ml testované 

látky. Všechny typy testů byly inkubovány ve tmě při teplotě (19 ± 2) °C a po dobu 72 hodin. 

Během celé doby testování roupice nebyly krmeny.  Po 72 hodinách byla vyhodnocena 

mortalita a výsledek statisticky zpracován. 

3.5 Metody získávání buněčných suspenzí  

Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.3.4., existuje mnoho typů extruzních in vitro metod, díky 

kterým získáme buněčnou suspenzi s předpokládanými buňkami. V této práci byly zpracovány 

tři typy optimalizovaných extruzních metod – extruze etanolem, elektrickým vytlačováním 

a ultrazvukem.  

 

Odběr roupic z chovu  

Před všemi typy extruzních metod bylo zapotřebí nejdříve roupice opláchnout od agaru a jiných 

nečistot. Roupice byly vloženy do připravených Petriho misek, obsahující vytemperovaný 

roztok HBSS na laboratorní teplotu, po dobu 20 minut. Za tuto dobu byly roupice nejenom 

opláchnuté, ale zároveň došlo k odstranění obsahu jejich střeva. S takto očištěnými roupicemi 

bylo nakládáno dál dle typu extruzních metod.  

 

Extruze etanolem  

Očištěné roupice byly převedeny do 5ml zkumavky, v níž je připravený 15% roztok etanolu 

s HBSS. Roupice byly ve zkumavce ponechány po dobu 5 minut. Poté byly roupice ze 

zkumavky odstraněny a zbylý roztok byl dvakrát přečištěn za pomocí Hankova roztoku. 

Přečištění probíhalo ve stolní centrifuze při 2000 otáčkách po dobu 2 minut. Po této fázi byly 

zařazeny další promývací úseky, ale tentokrát pro zisk coelomocytů a odstranění velkých 

nečistot. Přehled jednotlivých otáček a času je zobrazen v Tabulce č. 6.  
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Tabulka 6 - Centrifugační postup u extruze etanolem. 

Počet cyklů Čas (min) 
Počet otáček 

(RPM)/min 

1. 3 2000 

2. 2 3000 

3. 2 5000 

4. 1 6000 

 

Extruze elektrickým vytlačováním  

U této metody bylo 25 dospělých roupic nejdříve očištěno a následně převedeno do 1,5ml 

zkumavky, v níž byl připraven 1 ml sterilního HBSS.  Poté do takto připravené zkumavky byly 

opatrně vkládány a vyndávány platinové drátky vedoucí z baterie (9 V). Každým vložením 

drátků do roztoku byl dán roupicím pulz. Vždy bylo použito celkem 15 pulzů a mezi pulzy byla 

pauza trvající 3 sekundy. Po 15 pulzech byl získán zakalený vzorek, který byl nejdříve očištěn 

od zbytků těl roupic a následně byl centrifugován za stejných podmínek jak u extruze etanolem.  

Extruze ultrazvukovou lázní  

Očištěných 25 dospělých roupic bylo převedeno jemně štětečkem do 1,5ml zkumavky, v níž 

bylo odpiptetováno 1 ml sterilního HBSS. Takto připravená zkumavka byla vkládána do 

ultrazvukové lázně.  Roupice byly vystaveny 20 pulzům a mezi jednotlivými pulzy byla pauza 

trvající 3 sekundy. Po těchto ultrazvukových pulzech byla sledována vizuální změna vzorku, 

kdy došlo k tvorbě bílého zákalu. Takto připravený vzorek byl promíchán na vortexu tak, aby 

veškeré roupice zůstaly usazeny pouze na dně zkumavky. Následně byl odebrán supernatant 

tak, aby všechny roupice zůstaly na dně zkumavky. Tento supernatant byl následně odstředěn 

na centrifuze o průměru rotoru 30 mm. Centrifugace probíhala při laboratorní teplotě nejdříve 

při nižších otáčkách a vyšším času tak, aby došlo k dokonalému oddělení velkých nečistot 

(degradovaná tkáň roupic) od coelomocytů. Po každé centrifugaci dojde k vyjmutí supernatantu 

od pelety, přičemž ta je naředěna následně Hankovým roztokem a důkladně promíchána. Každý 

další supernatant je stáčen při vyšších otáčkách. Přehled jednotlivých otáček, času a cyklů je 

zobrazen v Tabulce č. 7.  
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Tabulka 7 - Centrifugační postup u extruze ultrazvukovou lázní. 

Počet cyklů Čas (min) 
Počet otáček 

(RPM)/min 

1. 3 2000 

2. 1 4000 

3. 1 6000 

 

Výše zmíněné extruzní metody mají za cíl dostat z těla roupic co nejvíc buněk coelomocytů. 

V případě granulárních amébocytů a eleocytů je tento efekt pozorován, avšak hyalinní 

amébocyty pozorovatelné nebyly. Proto všechny vzorky získané jakoukoliv extruzní metou 

byly navíc obarveny buněčnou suspenzí barvivem May Grünwald a Giemsovo barvení. Touto 

barevnou suspenzí lze pozorovat ohraničený hyalinní amébocyt.  Nyní bude popsán postup 

pro May-Grünwald-Giemsovo barvení: 

• Pasteurovou pipetou byla kápnuta kapka buněčné suspenze, která byla získaná 

z jakékoliv extruzní metody popsané výše, na podložní sklíčko 

• Po uschnutí této kapky bylo vloženo podložní sklíčko na 3 minuty do May-

Grünwaldova roztoku 

• Poté podložní sklíčko bylo oplachováno zhruba 1 minutu v destilované vodě 

• Následně bylo ponořeno do Giemsova roztoku (kdy poměr barviva a vody byl 1:3) po 

dobu 15 minut.  

• Na závěr se sklíčko opláchlo destilovanou vodou a obarvený vzorek se nechal 

samovolně uschnout  

• Takto připravený preparát byl pozorován na optickém mikroskopu  

 

3.5.1 Počítání na Bürkerové komůrce 

Bürkerova komůrka se používá k ustálení objemů dané buněčné suspenze a pro detekci počtu 

buněk. Její detail včetně počítací mřížky je znázorněn na Obrázku č. 13. 
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Obrázek 13 - Bürkerova komůrka s detailem počítací mřížky, obrázek byl převzat z [92]. 

V této práci bylo pomocí Bürkerovy komůrky zjišťováno množství coelomocytů v 1 ml 

buněčné suspenze. Následně byla sledována i životaschopnost buněk coelomocytů, získaných 

z jednotlivých extruzních postupů, pomocí methylenové modři. Hodnocení všech testů bylo 4x 

opakováno. Z jakékoliv buněčné suspenze získané z extruzních metod bylo odebráno 10 µl na 

jednu mřížku Bürkerovy komůrky. Na druhou mřížku Bürkerovy komůrky bylo napipetované 

stejné množství buněčné suspenze, a navíc bylo přidáno i 10 µl methylenové modři. Principem 

stanovení životaschopnosti buněk získaných z extruzních metod spočívá v tom, že mrtvé buňky 

do sebe přijmou modré barvivo a nejsou schopny ho vypumpovat ven, za to ty živé tuto 

schopnost mají. Tím se snadno odliší živé buňky od těch mrtvých. Příklad výběru daných 

mřížek pro počítání buněk je zobrazen na Obrázku č. 14.  

 

Obrázek 14 - Vlevo znázorněný postup vybírání čtverců, vpravo výběr jednoho z čtverců a ukázka počítání buněk 

(černé buňky se počítají, bílé ne) [92]. 

Počet buněk 1 ml buněčné suspenze lze vypočítat dle následujícího vzorce:  

[počet buněk (napočítané)/9) · 16 · 10000) = výsledný počet buněk/ml] 
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3.5.2 Využití průtokové cytometrie  

Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.4, průtokový cytometr slouží k analýze velkého množství 

buněk v reálném čase. Pro tento typ testu bylo zapotřebí přidat více promývacích kroků 

suspenze a odmytí nečistot tak, aby nedocházelo k mechanickému poškození přístroje. 

Jednotlivé změny v centrifugačních otáčkách a časech jsou popsány v Tabulce č. 8. 

Tabulka 8 - Centrifugační postup pro průtokovou cytometrii. 

Počet cyklů Čas (min) Počet otáček (RPM) 

1. 3 1000 

2. 2 3000 

3. 1,5 4000 

4. 1 6000 

 

Buněčná suspenze získaná extruzí z ultrazvukové lázně byla řádně zcentrifugována podle 

postupu uvedeného v Tabulce č. 8. Následně byla buněčná suspenze odebrána do speciálních 

zkumavek pro cytometrické měření. Vstup vzorku do průtokového cytometru byl 

zprostředkován podavačem pro zkumavky. Analýza vzorku byla zajištěna přes 

hydrodynamickou fokusaci, kdy každá jednotlivá buňka byla analyzována samostatně. Výstup 

signálu byl změřen v optické části a v elektronické části byla detekovatelná data. Všechna 

měření probíhala za laboratorní teploty, přičemž délka jednoho měření trvala přibližně minutu. 

Další podmínky měření na cytometru byly následující – fluorescence byla měřena pomocí FITC 

detektoru o napětí 580 a gainu 10; pro FS detektor byl použit gain 10; pro SS detektor o napětí 

480 a gainu 3; Trigger: FS; Threshold: 0,1 %. Maximální počet naměřených událostí bylo 

500 000 a rozlišení pro forward scatter na ose x bylo použito 512. Tento průtokový cytometr 

měl tři lasery – 488 nm, 405 nm a 635 nm.  Získaná pilotní data z cytometrické analýzy byla 

hodnocena podle granularity (SSC) a velikosti buněk (FSC). Detekované buňky byly označené 

podle autorů Irizar a kol. [93].   
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3.6 Sledování obsahu riboflavinu v eleocytech fluorimetricky 

Podmínky stanovení riboflavinu byly odvozeny ze studie od autorů Płytycz a kol. [94] 

a následně byly tyto podmínky pro účel této práce optimalizovány pro extrudované buněčné 

suspenze a homogenáty. Riboflavin u roupic je přirozeně součástí buněk eleocytů. Roupice, 

které jsou součástí laboratorního chovu přijímají riboflavin prostřednictvím potravy, kterými 

jsou sterilní rozemleté ovesné vločky. Struktura riboflavinu je znázorněna na obrázku č. 12. 

 

Obrázek 12 - Struktura riboflavinu, obrázek převzat z [95]. 

 

3.6.1 Analýza extrudovaných buněk z buněčných suspenzí 

Analýza extrudovaných coelomocytů z buněčných suspenzí byla hodnocena vždy po stejné 

době jako akvatický test toxicity. Tento typ testu vyžadoval nasazení takových koncentrací 

toxické látky, u nichž byla sledována mortalita i možný imunotoxický efekt u roupic. 

Koncentrace byly následující 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/l.  Po 72 hodinách byly roupice šetrně 

štětečkem přeneseny do 2ml zkumavky, ve kterých byl sterilní Hankův roztok. Následně byly 

vzorky vloženy do ultrazvukové vodní lázně, v níž probíhala extruze coelomocytů. Každý 

vzorek byl do této lázně ponořen 20x po dobu 3 sekund. Poté byl veškerý supernatant odebrán 

a odstředěn. Podmínky odstředění jsou již napsány v kapitole 3.4. pro extruzi ultrazvukovou 

lázní. Získané vzorky (po každém opakovaní testu) byly následně proměřeny na 

spektrofluorimetrickém zařízení a na průtokovém cytometru.  
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3.6.2 Analýza homogenátu tkáně roupic  

Analýza coelomocytů z homogenátu tkáně roupic se prováděla vždy po 72 hodinách. Tento typ 

testu se taktéž prováděl při takových koncentracích toxické látky, při které byla pozorována 

mortalita, ale zároveň i imunotoxické biomarkery. Proto byly zvoleny následující koncentrace 

4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/l. Po 72 hodinách byly roupice šetrně štětečkem přeneseny do 2ml 

zkumavky, ve kterých byl sterilizovaný Hankův roztok. Každý vzorek byl následně vkládán do 

homogenizátoru, tzv. ultrazvukový/homogenizační prst, po dobu 1 minuty. Následně byl každý 

vzorek odstředěn při 2000 otáčkách po dobu 1 minuty pro usazení velkých nečistot. Takto 

připravené vzorky (po každém opakování testu) byly dále proměřeny na 

spektrofluorimetrickém zařízení a na průtokovém cytometru.  

3.6.3 Fluorescenční detekce riboflavinu v eleocytech 

Pro vizualizaci vzorků ve fázovém kontrastu a pro detekci autofluorescence riboflavinu byl 

použit fluorescenční mikroskop Nikon Eclipse 80i. Pro fluorescenční mikroskopii byly použity 

vzorky homogenátu tkáně roupic a suspenze coelomocytů získané pomocí extruzní metody 

ultrazvukovou vodní lázní. Z obou vzorků (po dvou opakování) bylo odebráno 100 µl 

supernatantu, jenž bylo přepipetováno na podložní sklíčko. Následně bylo přidáno krycí sklíčko 

pod úhlem 45°. Vzorky byly vizualizovány ve fázovém kontrastu při zvětšení 200x. U vzorků 

byla sledována vlastní fluorescence riboflavinu s využitím filtru FITC (480/30 nm). Získaná 

reprezentativní data byla pořízena a zpracována pomocí softwaru NIS-Elements AR 5.11.03. 

3.6.4 Fluorimetrická detekce riboflavinu v eleocytech  

Pro spektrofluorimetrická měření byla použita suspenze coelomocytů získaných pomocí 

extruze v ultrazvukové vodní lázni nebo homogenát tkáně roupic získané ručním 

homogenizátorem. Ze všech testovaných vzorků (po třech opakování) bylo odebráno 100 µl 

supernatantu, jenž bylo přepipetováno do 96jamkové černé destičky. Vzorek byl poté 

10 s míchán a měřen při 37 °C s využitím destičkového spektrofluorimetru SPARK 

(Tecan, Rakousko) při Ex/Em = 490/550 nm.  
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3.7 Design testu s optimalizovanými postupy stanovení biomarkerů 

imunotoxicity 

V tomto případě se vycházelo z akutního vodního testu na roupicích. Jako testovaná 

imunotoxická látka byl zvolen chlorid nikelnatý na základě publikace od autorů 

Sauvé a kol. [82]. Nejprve byl proveden předběžný test a následně test limitní, kterým se určilo, 

kde přibližně se nachází EC50. Poslední byl nasazen definitivní test ve dvojím 

uspořádání – jeden pro potvrzení EC50 a druhý pro stanovení NOEC. Pro potvrzení EC50 byly 

nasazeny testy do skleněných 25ml kádinek o koncentracích 4,4; 4,5; 4,7; 4,9; 5; 5,5; 6,5; 7,5; 

10 mg/l. Pro stanovení NOEC byly nasazeny dospělé roupice do skleněných 25ml kádinek 

o koncentracích 1; 2,5; 3,5; 4,2; 4,4 mg/l., včetně kontrolního vzorků, jenž obsahoval pouze 

rekonstituovanou vodu. Kvůli nízké koncentraci riboflavinu v roupicích byl potřeba tento test 

optimalizovat tak, aby bylo proměřeno a zachyceno detekovatelné množství fluorescence 

pomocí spektrofluorimetru. Pro test bylo zpracováno 100 kusů dospělých roupic na 0,5 ml 

HBSS. Na základě těchto výsledků byl optimalizován akvatický test a to tak, že do každé 25ml 

skleněné kádinky o 4 replikách bylo vloženo 25 dospělých roupic tak, aby výsledný počet 

dospělých roupic pro jednu testovanou koncentraci činil 100. Akutní test vodní toxicity probíhal 

72 hodin ve tmě při (19 ± 2) °C. Po tomto čase byly všechny typy testů následně zpracovány 

optimalizovanými extruzními metodami – ultrazvukovou vodní lázní a homogenizátorem dle 

postupů uvedených v kapitole a podkapitole 3.5.1 a 3.5.2. Zpracované vzorky byly použity pro 

spočítání počtu živých coelomocytových buněk roupic na Bürkerově komůrce. Dále byly 

zpracované vzorky použity pro další měření na spektrofluorimetru a na průtokovém cytometru. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V této diplomové práci byly zvoleny různé extruzní metody pro izolaci a identifikaci buněk 

coelomocytů z organismu Enchytraues crypticus. Nejdříve byla provedena analýza buněk 

coelomocytů se snahou identifikovat, zda jsou tyto buňky vhodné jako citlivé biomarkery 

imunotoxicity. Pro toto zjištění byla hodnocena funkční a strukturní aktivita fagocytů 

(coelomocytů), včetně jejich početních změn, po vystavení toxické látce (chloridem 

nikelnatým) v ekotoxikologickém testu. Tato práce byla inspirována článkem, ve kterém 

stanovovali toxicitu vybraných kovů a životaschopnost coelomocytů žížaly E. fetida [93]. 

Pro izolaci výše zmíněných buněk coelomu (coelomocytů) bylo potřeba vybrat vhodné extruzní 

postupy a optimalizovat je. Jednotlivé vybrané postupy byly již uvedené v podkapitole 1.4.2., 

kde byly zvoleny extruzní postupy pomocí etanolu, baterie a ultrazvuku. Metody izolace buněk 

byly vybrány na základě publikací od autorů Eyamble a kol. [77], kde popisovali extruzní 

postup za využití etanolu. Druhým způsobem extruze bylo použití elektrické baterie, které bylo 

popsáno ve studii od autorů Vernile a kol. [79]. Třetí metodou byla zvolena ultrazvuková vodní 

lázeň, která byla vybrána na základě článku od autorů Hendawi a kol. [81]. Jednotlivé metody 

byly v práci optimalizovány a následně hodnoceny a srovnávány mezi sebou za pomocí 

Bürkerovy komůrky.   

V této práci byly pozorovány změny coelomocytů ve fluorescenčním a optickém mikroskopu, 

dále byly sledovány změny rozložení izolovaných buněčných populací na průtokovém 

cytometru a spektrofluorimetru. Tyto metody byly vybrány na základě publikací od autorů Bilej 

a kol. [96], v níž byla pozorována fagocytární aktivita coelomocytů žížal pomocí průtokového 

cytometru a Pytycz a kol. [97], v níž byl detekován spektrofluorimetricky riboflavin, který je 

přirozenou součástí granul eleocytů žížal.   
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4.1 Optimalizace extruze coelomocytů z dutiny coelomu 

Pro následné testy byly vyzkoušeny všechny typy optimalizovaných extruzních metod (extruze 

etanolem, elektrikou a ultrazvukem). Hodnocení nejúčinnější extruzní metody probíhalo 

v Bürkerově komůrce za pomocí methylenové modři. V této komůrce byly pozorovány dva 

typy buněk, granulární amébocyty a eleocyty, získané z extruzních metod z chovu roupic. Třetí 

typ buněk, hyalinní amébocyty, nebyly pozorovány, neboť se předpokládá, že tyto buňky 

natolik podléhají degradaci, že při běžném počítání na Bürkerově komůrce je nelze rozlišit.  Při 

počítání v komůrce byl především kladen důraz na posouzení životaschopnosti těchto buněk. 

Pro potvrzení správnosti počtů byl test proveden z jednoho vzorku vždy ve dvojím uspořádání. 

Životaschopnost coelomocytů se zjišťovala po přidání methylenové modři. 

Bylo zjištěno, že extruzní metoda za pomocí etanolu má jednu velkou nevýhodu a to tu, že je 

natolik invazivní, že způsobuje téměř 100% mortalitu pozorovaných buněk. Extruzní metoda 

za pomocí baterie má výhodu v tom, že je méně invazivní pro coelomocyty roupic, avšak její 

nevýhodou je, že z těl roupic unikne malé množství právě těchto buněk. Poslední a zároveň 

nejefektivnější je extruzní metoda za pomocí ultrazvukové vodní lázně.  V následující Tabulce 

č. 9. je uveden počet živých/mrtvých druhů coelomocytů u všech typů extruzních metod.  

 

Tabulka 9 – Počty průměrných živých/mrtvých buněk coelomu (po třech opakování) u jednotlivých extruzních 

metod. 

  Počet buněk/ml 
Celkový 

počet 

Extruzní 

metoda 
Granulární amébocyty Eleocyty   

  
Průměr 

živých 

Průměr 

mrtvých 

SD 

živých 

SD 

mrtvých 

Průměr 

živých 

Průměr 

mrtvých 

SD 

živých 

SD 

mrtvých 
  

Ultrazvuk  293 333   124 444   8 889   17 778   88 889   97 778   17 778   8 889   604 444  

Baterie  97 778   44 444   8 889   17 778   44 444   62 222   8 889   26 667   248 888  

Etanol  44 444   115 556   8 889   8 889   26 667   97 778   8 889   8 889   71 111  

 

Právě tato poslední extruzní metoda byla zvolena pro všechny následující testy. Na rozdíl od 

našich výsledků se způsobem extruze zabývali v publikaci od autorů Vernile a kol. [79], kde 

byla vyhodnocena jako nejlepší extruzní metoda coelomocytů žížal pomocí etanolu a nejnižší 

pak ultrazvuková extruze. V této diplomové práci nejnižší data poskytovala právě etanolová 

extruze a nejvyšší pak ta ultrazvuková.  Nehledě na to, že u etanolové extruze byla většina 

buněk coelomu mrtvá. V jiné práci zase autoři Hendawi a kol. [81] potvrzují efekt ultrazvukové 

vodní lázně jako jednou z nejlepších extruzních metod, které nejen že poskytují vysokou 

výtěžnost coelomocytů, ale také popisují ekonomická pozitiva této metody. 
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4.2 Analýza buněk v optickém a fluorescenčním mikroskopu 

Extrudované buněčné suspenze byly hodnoceny v optickém mikroskopu ve světelném, ale 

i fázovém kontrastu. Stejné vzorky byly hodnoceny i ve fluorescenčním mikroskopu. 

V optickém mikroskopu byly bez předešlého obarvení pozorovány dva typy buněk – granulární 

amébocyty a eleocyty. Třetí typ buněk čili hyalinní amébocyty bylo potřeba pro jejich detekci 

nejdříve vizualizovat pomocí MGG barvení.  Kurek a kol. [56] ve své práci pozorovali všechny 

druhy coelomocytů najednou.  V této práci ovšem nebylo možné pozorovat všechny 3 typy 

buněk, což mohlo být zapříčiněno destrukcí, jak eleocytů, tak hyalinních amébocytů. 

V následující Tabulce č. 10. je popsána struktura coelomocytů dle studie od Kurek a kol. [56], 

ve které zkoumali všechny tři typy buněk v několika uspořádáních.  

Tabulka 10 - Popis struktury coelomocytů, převzato a upraveno z [56]. 

 Granulární amébocyty Hyalinní amébocyty Eleocyty 

Optický mikroskop Transparentní cytoplazma - Žlutohnědá granula 

Fluorescence - - Autofluorescenční granula 

Fázový kontrast Modrá granula Halo efekt, modrá granula Cytoplazma plná granulí 

MGG barvení 
Tavě modrá ledvinovitá 

jádra i granula 

Tmavě modrá cytoplazma, 

tmavě modrá ledvinovitá 

jádra 

Viditelná velká granula 

 

Struktury jednotlivých typů coelomocytů, které byly pozorovány v optickém mikroskopu ve 

fázovém kontrastu můžeme pozorovat na Obrázku č. 13. Plochy těchto buněk byly měřeny 

pomocí doplňkové mikroskopické kamery. 

 

Obrázek 13 - Tři typy coelomocytů ve fázovém kontrastu v optickém mikroskopu, kde gA je granulární amébocyt; 

hA je hyalinní amébocyt a E je eleocyt.  
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Pro detekci hyalinních amébocytů, byly buněčné suspenze vizualizovány pomocí MGG 

barvení. Obarvené hyalinní amébocyty dle MGG jsou znázorněny na Obrázku č.14. 

 

Obrázek 14 - Hyalinní amébocyt po MGG obarvení. 

Pro fluorescenční mikroskop byly připraveny dva typy vzorků, jak homogenát tkáně roupic, tak 

i extrudované buněčné suspenze. Pro oba typy vzorků byly nasazeny následující koncentrace 

k (kontrolní vzorek), 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12 mg/l chloridu nikelnatého. Všechny koncentrace 

byly postupně hodnoceny ve fluorescenčním mikroskopu. Autofluorescence riboflavinu 

u buněčných suspenzí byla pozorována pouze u kontrolních vzorků.  Se zvyšující se 

koncentrací exponované imunotoxické látky docházelo ke snižování fluorescence na takové 

množství, které již bylo srovnatelné s pozadím. Nízké odezvy fluorescence byly nepatrné už 

jen z toho důvodu, že roupice jsou velmi drobné organismy obsahující malé množství 

autofluorescenčního riboflavinu.  Nalezené fluorescenční buňky, tj. eleocyty jsou znázorněny 

na Obrázku č. 15. Při hodnocení tohoto vzorku byla pozorována změna fluorescence a struktury 

eleocytů v čase.  Pro oba typy vzorků byly získané reprezentativní fotky pořízeny a zpracovány 

pomocí softwaru NIS-Elements AR 5.11.03. 

 

Obrázek 15 - Fluorescenční eleocyty v kontrolním vzorku, kde a) je fázový kontrast; b) autofluorescence; 

c) sloučení. 

50 µm 50 µm 50 µm 
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Vzorek homogenátu tkáně byl rovněž hodnocen za stejných podmínek. Odezva u tohoto typu 

vzorku byla nízká, jelikož v suspenzi je velké množství všech buněk obsažených v roupicích, 

včetně zbytků jejich tkání, které překrývají autofluorescenční eleocyty. V důsledku toho nebylo 

možné vyfotit více reprezentativních fotek z homogenátu tkáně roupic. Pro ilustraci můžeme 

vidět autoflurescenční eleocyt v homogenátu tkáně roupic na Obrázku č. 16.  

 

Obrázek 16 - Autofluorescenční eleocyt v homogenátu tkáně roupic, kde a) fázový kontrast; b) autofluorescence; 

c) sloučení. 

V dostupné publikaci od autorů Linthicum a kol. [98] navíc byly ještě coelomocytové buňky 

žížaly Lumbricus terrestri studovány transmisní elektronovou mikroskopií. Pomocí této 

metody pozorovali autoři rovnou čtyři typy buněk – a to lymfocytární coelomocyty, 

granulocytární coelomocyty, chloragogenní buňky – eleoocyty a coelomocyty, jenž obsahují 

četná inkluze. Pro případnou další práci na toto téma by bylo dobré vyzkoušet i stanovení buněk 

pomocí elektronové mikroskopie.   

50 µm 50 µm 50 µm 
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4.3 Test toxicity ve vodném prostředí  

Tento test byl proveden ve více úrovních. Nejprve byl nasazen limitní test, který obsahoval 

kontrolní vzorek (rekonstituovanou vodu) a roztok NiCl2 o koncentraci 100 mg/l.  

Vyhodnocení testu je znázorněno na Obrázku č. 17, kde je viditelná změna mezi kontrolou, 

v níž jsou živé roupice a vysokou koncentrací toxické látky, ve které jsou mrtvé a nekompaktní 

roupice. 

 

Obrázek 17 - Vyhodnocení limitního testu, pod a) kontrolní vzorek obsahující rekonstituovanou vodu s 25 živými 

dospělými roupicemi; b) vzorek obsahující 100 mg/l testované toxické látky (NiCl2) se 100% mortalitou. 

Druhý typ testu, tzv. předběžný test, zahrnoval široké rozpětí koncentrací v rozmezí 0,01; 0,1; 

1; 10; 100 mg/l chloridu nikelnatého a kontrolního vzorku. Tento typ testu měl za cíl určit 

přibližnou koncentraci, u které přežije právě polovina nasazených dospělých roupic čili EC50. 

Výsledné průměrné hodnoty z měření počtů živých roupic z celkového počtu 25 dospělých 

roupic v jedné 25ml kádince je zaznamenán v Tabulce č. 10. 

Tabulka 10 – Průměrné počty živých dospělých roupic u předběžného testu (3 opakování testu). 

Koncentrace (mg/l) Počty živých roupic z celkového počtu 25 dospělých roupic na kádinku 

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 

 

Poslední byly nasazeny dva typy definitivního testu – jeden pro potvrzení EC50 a jeden pro 

potvrzení výše koncentrace toxické látky, která nezpůsobuje žádnou mortalitu, ale měla by 
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vyvolávat odpověď na imunologické úrovni. Oba typy definitivních testů byly provedeny 3x, 

aby byla zajištěna opakovatelnost dosažených výsledků.  Pro EC50 byly nasazeny následující 

koncentrace v rozmezí 1,25-12,5 mg/l chloridu nikelnatého a kontrolní vzorek obsahující 

rekonstituovanou vodu. Nasazení vodního testu je zobrazeno na Obrázku č. 18.  

 

Obrázek 18 – Nasazení definitivního ekotoxikologického testu do 25ml skleněných kádinek. 

Získaná data z ekotoxikologického testu byla vyhodnocena prostřednictvím statistického 

programu GraphPad Prism s využitím lineární regrese stanovena hodnota 72hEC50 pro chlorid 

nikelnatý u koncentrace 6,5 mg/l s rovnicí regrese 0,9804. Takovéto vyhodnocení je zobrazeno 

na Grafu č.1. Ve studii od autorů Yan a kol. [99] zkoumali pomocí půdních testů toxický efekt 

niklu v půdním prostředí na 13 druzích žížal. Tito autoři konkrétně zkoumali účinky niklu na 

růst a produkci kokonu a mláďat. Zjistili, že koncentrace inhibičního účinku (EC50) se 

pohybovaly v rozmezí 169-684 mg/kg. V jiné práci od autorů Lock a kol. [100] stanovovali 

chronické působení niklu na 3 různé druhy bezobratlých. V této publikaci zjistili, že chronická 

toxicita niklu pro produkci kokonu u E. fetida činila po 21dEC50 362 mg Ni/kg. V této 

diplomové práci bylo zároveň pozorováno, že nejvyšší koncentrace chloridu nikelnatého, která 

ještě nezpůsobuje žádnou mortalitu bylo při 4,4 mg/l. Ve vyšších koncentracích testované látky 

byl pozorován úbytek živých roupic a již v koncentraci 10 mg/l toxické látky byly roupice 

téměř všechny mrtvé. Vyhodnocené výsledky jsou zobrazeny v Tabulce č. 11.  
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Graf 1 - Závistlost mortality (%) na logaritmu koncentrace chloridu nikelnatého (zpracováno pomocí programu 

GraphPad Prism). 

Tabulka 11 – Průměrné počty živých dospělých roupic u definitivního testu (3 opakování testu). 

Koncentrace (mg/l) Počty živých roupic z celkového počtu 25 dospělých roupic na kádinku 

K (kontrola) 25 25 25 25 

5 21 19 20 20 

5,5 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 potvrzení nulového efektu mortality a zjištění imunotoxicity této sloučeniny byly nasazeny 

následující koncentrace 4; 4,1; 4,2; 4,3; 4,4; 4,5 mg/l chloridu nikelnatého a kontrolní vzorek, 

který obsahoval rekonstituovanou vodu. Opakované nasazení testů odhalilo, že v koncentraci 

4,2 mg/l se ve větší míře projevuje mírné poškození imunitního systému roupic. Dále bylo 

potvrzeno, že v koncentraci 4,5 mg/l začínají roupice umírat. Vyhodnocené počty živých 

roupic, z celkového počtu 25 dospělých roupic na 25ml kádinku, je zobrazeno v Tabulce č. 12.  
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Tabulka 12 – Průměrné počty živých roupic pro potvrzení imunotoxicity a nulového efektu mortality (3 opakování 

testu). 

Koncentrace (mg/l) Počty živých roupic z celkového počtu 25 roupic na kádinku 

K (kontrola) 25 25 25 25 

4,1 25 25 25 25 

4,2 25 25 25 25 

4,3 25 25 25 25 

4,4 25 25 25 25 

4,5 24 24 23 25 
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4.4 Počítání buněk v Bürkerově komůrce  

Počítání na Bürkerově komůrce bylo použito jako další metoda k ověření počtu buněk coelomu 

po expozici roupic toxickou látkou. Stejně jako u předchozích metod byly hodnoceny 

následující koncentrace - k (kontrolní vzorek obsahující rekonstituovanou vodu); 4,2; 4,4; 5; 

7,5; 10; 12,5 mg/l chloridu nikelnatého. Již v nejnižší koncentraci chloridu nikelnatého byl 

pozorován úbytek životaschopných buněk, který se s vyšší koncentrací imunotoxické látky 

snižoval. Přehled získaných počtů živých/mrtvých coelomocytů pro jednotlivé koncentrace je 

uveden v Grafu č. 3.  

 

Graf 2 – Srovnání průměrných počtů živých/mrtvých buněk coelomu (získané ze čtyř opakování) pro jednotlivé 

koncentrace, kde gA je granulární amébocyt a E je eleocyt  

Dále bylo pozorováno, že působením chloridu nikelnatého dochází k destrukci jednotlivých 

buněk coelomu. Největší změny byly pozorovány u eleocytů, u nichž docházelo k postupnému 

vypuzování jejich granul. Takovýto polorozpadlý eleocyt je znázorněn na Obrázku č. 19.  

 

Obrázek 19 – Srovnání dvou eleocytů, kde a) kompletní elocyt, b) polorozpadlý eleocyt. 
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Při vyšších koncentracích chloridu nikelnatého je pozorována nižší životaschopnost buněk. Ty 

podléhají destrukci natolik, že ve většině případů ztrácí svůj tvar i granula, a tudíž je pouhým 

okem není možné ve velké míře správně detekovat. Proto byl pozorován úbytek buněk při 

vyšších koncentracích testované látky, jelikož hodnocení coelomocytů bylo hodně subjektivní. 

V publikaci od autorů Homa kol. [101] stanovovali účinek těžkých kovů na imunitní systém 

kroužkovců. Tito autoři zjistili, že roztoky těžkých kovů působí na každý druh testovaného 

organismu jinak. Například u jedno druhu žížal Allolobophora chlorotica byl pozorován pokles 

riboflavinu. Zatímco u jiného druhu žížal E. andrei byl pozorován opačný efekt, tudíž nárůst 

celkového obsahu riboflavinu obsaženého v eleocytech. Tato publikace prokazuje rozdílnou 

vnímavost mezi jednotlivými druhy testovaných organismů. V této diplomové práci byl 

pozorován úbytek jednotlivých buněk coelomu oproti již zmíněné publikaci. Rozdíl mohl být 

v zásadě výběru testovaného organismu, kdy ve výše zmíněné publikaci testy prováděli na 

organismu žížal (E. andrei). Dalším rozdílem bylo jakým způsobem byly jednotlivé organismy 

uchovány, jaké koncentrace toxických látek byly použity a proces zpracování.  
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4.5 Fluorimetrické sledování obsahu riboflavinu v eleocytech  

Na spektrofluorimetru byly měřeny dva typy vzorků – buněčná suspenze a homogenát tkáně 

roupic. Oba typy vzorků byly nasazeny při stejných koncentracích a vždy minimálně dvakrát 

proměřeny. Koncentrace použité v testu byly v rozmezí k (kontrola); 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 

12,5 mg/l NiCl2. Imunotoxicita u roupic spočívá ve vyšší obraně imunitních buněk, 

tj. coelomocytů – především eleocytů, oproti toxické látce. Eleocyty svou obranyschopností 

vydávají z buněk větší množství riboflavinu, který má schopnost autofluorescence. A právě 

autofluoresce byla jediným ze stanovovaných faktorů. V této práci u buněčné suspenze data 

činila nárust fluorescence při 4,2 mg/l chloridu nikelnatého. Tato fluorescence postupně klesala 

se zvyšující se koncentrací chloridu nikelnatého. V kontrole odezva byla nízká. Tento účinek 

mohl být dán tím, že v kontrole nejsou roupice vystavené žádné toxické látce tudíž se jejich 

organismus nemusí proti ničemu bránit. Dalším důvodem mohlo být, že zpracováním roupic 

pomocí ultrazvukové vodní lázní nemuselo být pro ně dostatečně stresující. Proto nemuselo 

dojít k velkému vyloučení coelomocytových buněk do roztoku HBSS. Za to u homogenátu byla 

pozorována mnohem větší množství fluorescence v důsledku toho, že suspenze byla tvořena 

z celé tkáně těla roupic, přičemž roupice sami o sobě mají velkou schopnost autofluorescence. 

Proto u dat získaných proměřením homogenátu tkáně roupic byly odezvy fluorescence větší 

než u buněčných suspenzí, kde byly pouze coelomocyty, z nichž svítí jen eleocyty. Pro 

statistické zpracování a správné vyhodnocení bylo třeba vztáhnout množství fluorescence 

naměřené ve vzorcích ke kalibrační řadě o různých koncentracích riboflavinu. Takovéto 

zpracování je viděno na Grafu č. 4. 
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Graf 3 – Kalibrační křivka riboflavinu vztažená k naměřeným fluorescencím ze vzorků (data získaná ze tří 

opakování). 

Výsledná data stanovení riboflavinu ve vzorcích homogenátu tkáně roupic a extrudovaných 

buněčných suspenzí jsou znázorněna na grafu č. 5. 

 

Graf 4 – Výsledná data (získaná ze tří opakování) množství fluorescence ve vzorcích extruze a homogenátu 

vztažená k %CTRL. 
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Autoři Lijie Du a kol. [91] a Plytycz a kol. [97] ve své práci zkoumali efekt těžkých kovů na 

organismus žížal v půdním prostředí. Po ekotoxikologických testech prováděných v půdě 

a jejich následném spektrofluorimetrickém proměření zjistili, že u červů, jenž pobývají 

v neznečištěné půdě, je obsah autofluorescenčního riboflavinu vyšší oproti červům, kteří byli 

chováni v znečištěné půdě obsahující Ni/Cu nebo Zn/Pb. V těchto publikacích používali 

extrudované vzorky pomocí elektrického vytlačování. V této diplomové práci byly využity pro 

měření extrudované vzorky pomocí ultrazvukové vodní lázně a následně i homogenát tkáně 

roupic získaný pomocí ručního homogenizátoru. Další odlišností bylo, že zvolený testovaný 

organismus roupic byl nasazen do vodního ekotoxikologického testu. V této práci bylo 

v jednom z testů prokázáno, že extrudované buňky coelomu roupic v kontrolním vzorku, ve 

kterém byla pouze rekonstituovaná voda, má nižší výtěžnost fluorescence oproti koncentracím 

s toxickou látkou. Tento účinek mohl vzniknout tím, že roupice v kontrolním vzorku nejsou 

ničím stresovány, tudíž vyplavení autofluorescenčního riboflavinu není v takové míře 

detekovatelné. Při koncentraci 4,2 a 4,4 mg/l již byla detekovatelná větší fluorescence, jelikož 

roupice při těchto koncentracích ještě plně přežívají, ale už dochází k imunologickým změnám. 

To se projeví jako nárust fluorescence v důsledku většího vydávání riboflavinu z organismu 

roupic. V druhém testu byl proměřený homogenát tkáně roupic, jenž vykazoval největší 

hodnotu fluorescence v kontrolním vzorku oproti jiným nasazeným koncentracím. Dle nárůstu 

koncentrace toxické látky, klesalo množství naměřené fluorescence. Z ekotoxikologického 

testu byla zaznamenána úmrtnost roupic od koncentrace 4,5 mg/l, proto naměřený úbytek 

fluorescence u koncentrace 5 mg/l již lze odůvodnit postupnou mortalitou testovacího 

organismu.   
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Analýza na průtokovém cytometru 

Životaschopnost buněk coelomocytů byla monitorována pomocí průtokové cytometrie v řadě 

publikací. Všechny dostupné publikace využívaly ve většině případů jako modelový 

organismus žížaly. Cílem tohoto experimentu bylo vždy detekovat buňky coelomu a následně 

provést jejich identifikaci pomocí fluorescence buněk (eleocytů/chloragocytů) [56]. Ve všech 

publikacích byli schopni rozlišit alespoň dva druhy buněk – amébocyty a eleocyty. Právě 

eleocyty jako jediné buňky obsahují ve svých granulích riboflavin. Proto jen eleocyty poskytují 

fluorescenční odpověď. Všechny typy buněk se liší svou velikostí, granularitou a fluorescenční 

barvitelností [81].   

Cílem analýz na průtokovém cytometru bylo ověřit vhodnost metody pro imunotoxické 

hodnocení vlivu látek na coelomocyty. Pro analýzy byly připraveny buněčné suspenze 

extrudované pomocí ultrazvukové vodní lázně. Pilotní analýzy suspenze buněk s průtokovým 

cytometrem vycházely z hodnocení analýz v práci autorů Irizar a kol. [93] 

a Hendawi a kol. [81]. V následujícím Obrázku č. 20a, b je zobrazena analýza kontrolního 

vzorku bez ovlivnění toxickou látkou a srovnána s výše uvedenými pracemi. Izolované buňky 

byly hodnoceny podle své granularity (SSC) a velikosti (FSC). Při hodnocení se dbalo i na 

vhodné označení jednotlivých subpopulací tak, aby nedocházelo k překryvu detekovaných 

buněčných populací. Ve výsledku nebyly zcela oddělené populace buněk, ale byl prokázán 

výskyt malých buněk s nízkým FSC i SSC, pravděpodobně by se mohlo jednat o amébocyty. 

V práci Irizar a kol. [93] taktéž hodnotili amébocyty jako malé buňky s nízkou 

granularitou.  Dále byly detekovány velké buňky s vysokým SSC a nízkým FSC, 

pravděpodobně by se mohlo jednat o eleocyty. Ve studii od Hendawi a kol. [81] taktéž 

detekovali eleocyty jako buňky s vysokým obsahem granulí. V obou výše zmíněných článcích 

detekovaly minimálně dvě populace buněk podle vnitřní granularity (SSC) a velikosti buněk 

(FSC). V článku od Hendawi a kol. [81] dokonce detekovali pomocí průtokového cytometru 

a světelného mikroskopu až 4 populace buněk podle jejich granularity, velikosti a barvitelnosti.   
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Obrázek 20 – Srovnání histogramů kontrolního vzorku coelomocytů, kde je a) kontrolní vzorek E. crypticus 

zpracovaný ultrazvukovou vodní lázní s označenými subpopulacemi R1 a R2 (horní část), u nichž by se 

pravděpodobně mohlo jednat o eleocyty a dále subpopulace R3 a R4 (dolní část), které by mohly být amébocyty 

(granulární a hyalinní); b) fluorescence kontrolního vzorku s oblastmi R7 a R8 z označené subpopulace R2 (vpravo 

nahoře u Obr. 20a); c) kontrolní vzorek E. fetida s označenými subpopulacemi E (eleocyty) A (amébocyty) ze 

studie [93]; d) kontrolní vzorek zpracovaný ultrazvukovou extruzní metodou ze studie [81]  

Pro správné rozlišení populací buněk amébocytů a eleocytů, případně hyalinních buněk, by bylo 

vhodné navrhnout analýzu s nějakou značící látkou (např. protilátkou proti specifickému 

antigenu) proti jedné z populací. Jinou možností pro lepší orientaci v získaných histogramech 

by mohlo být použití standardních latexových kuliček se známou velikostí. S těmito pilotními 

výsledky se ukázaly další možné kroky v analýzách. 

Dále byly z analýz hodnoceny změny v buněčných suspenzích získaných z nasazeného 

ekotoxikologického testu o těchto koncentracích 4,2; 4,4; 5; 7,5; 10; 12,5 mg/l NiCl2 proti 

kontrole (Obr. 20a). Z každé koncentrace byly převedeny 2 ml vzorku do speciálních 

plastových zkumavek určených pro měření na průtokovém cytometru. Na následujících 

Obrázcích č. 21 a 22 jsou výsledné histogramy extrudovaných buněk ze vzorků po ovlivnění 

roupic s NiCl2. Na základě změn v rozložení buněk a změn relativního počtu zastoupení 

extrudovaných buněk u kontrolního vzorku a vzorků po ovlivnění bylo možné potvrdit 
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imunotoxický efekt chloridu nikelnatého. Tato tvrzení byla podložena na základě studie od 

autorů Sauvé a kol. [82]. Úbytek označených buněk (subpopulace R1, R2, R3, R4) by mohl 

značit pro jejich mortalitu. Ta by však musela být potvrzená například pomocí propidium 

jodidu. Postupné ztráty životaschopných buněk byly v této práci prokázány pomocí Bürkerovy 

komůrky. Všechny níže uvedené obrázky obsahují stejně označené (v gatech) subpopulace 

buněk, tudíž je možné pozorovat vliv chloridu nikelnatého na coelomocyty. Vysvětlivky 

označení subpopulací jsou uvedeny v popisku obrázku. U všech analýz byl proměřen přibližně 

stejný počet buněk (500 000) za stejných podmínek.  

S ohledem na detekci fluorescence buněk eleocytů byl hodnocen pouze Gate 2 (Obr. 20b, 

21a,b,c a 22a,b,c vpravo) s přibližně 10 000 buněk, který vykazoval nejvyšší míru fluorescence. 

Fluorescence kontrolního vzorku byla zobrazena ve formě souvislého a úzkého prvního píku. 

Se zvyšující se koncentrací chloridu nikelnatého postupně docházelo ke změnám detekované 

fluorescence eleocytů, jenž se projevily v rozprostření a tvaru převážně prvního píku oproti 

kontrolnímu vzorku. Již při koncentraci 4,2 mg/l NiCl2 byla pozorována začínající změna 

v rozložení, kdy první pík přestává být celistvým. Při dalších zvyšujících se koncentracích 

NiCl2 byl první pík více rozložen do šířky, a nikoliv do výšky. Všechny výsledky získané 

pomocí průtokové cytometrie jsou pouze pilotního charakteru.   



71 

 

 

Obrázek 21 – Pilotní histogramy počtů buněk z ekotoxikologického testu, kde jsou a) buňky v koncentraci 4,2 

mg/l NiCl2 se „zagetovanými“ populacemi – R1 a R2 (horní dvě oblasti) by mohly být pravděpodobně eleocyty 

lišící se jen svou velikostí, R3 a R4 (dolní dvě oblasti) by mohly být hyalinní a granulární amébocyty, v druhé 

části obrázku (vpravo) je vybraná fluorescence (R7, R8) pro označené R2 buňky (vpravo nahoře); b) koncentrace 

4,4 mg/l NiCl2 se svou fluorescencí; c) koncentrace 5 mg/l NiCl2 se svou fluorescencí.  
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Obrázek 22 – Pilotní histogramy počtů buněk z ekotoxikologického testu, kde jsou a) buňky v koncentraci 7,5 

mg/l NiCl2 se „zagetovanými“ populacemi – R1 a R2 (horní dvě oblasti) by mohly být pravděpodobně eleocyty 

lišící se jen svou velikostí, R3 a R4 (dolní dvě oblasti) by mohly být hyalinní a granulární amébocyty, v druhé 

části obrázku (vpravo) je vybraná fluorescence (R7, R8) pro označené R2 buňky (vpravo nahoře); b) koncentrace 

10 mg/l NiCl2 se svou fluorescencí; c) koncentrace 12,55 mg/l NiCl2 se svou fluorescencí.  
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Při hodnocení histogramů (fluorescenční graf – oblast R8) bylo zjištěno, že u koncentrace 

4,2 a 4,4 mg/l NiCl2 byla naměřená fluorescence eleocytů větší oproti kontrole. U kontrolního 

vzorku bylo pozorováno pouze 2,76 % buněk se schopností autofluorescence. Pro koncentraci 

4,2 mg/l toxické látky byla pozorována fluorescence u 4,65 % buněk a pro koncentraci 4,4 mg/l 

byla zaznamenána fluorescence u 4,77 % eleocytů.  Nárůst fluorescence by mohl být dán tím, 

že roupice po expozici toxické látky se ve snaze bránit produkují větší množství riboflavinu, 

který má autofluorescenční schopnost. Stejný trend získaných výsledků byl naměřen 

u spektrofluorimetru. Naproti tomu ve studii od autorů Podolak a kol. [102] mimo jiné 

zkoumali účinek kontaminované půdy niklem, olovem a zinkem na organismus žížal pomocí 

průtokové cytometrie. Zjistili, že fluorescence naměřená v kontrolních vzorcích je vyšší oproti 

kontaminovaným vzorkům. Pilotní data získaná proměřením vzorků pomocí průtokové 

cytometrie se lišila oproti výše zmíněné publikaci. Jiné výsledky mohly být dány už jen 

výběrem jiného testovaného organismu, avšak pro správné hodnocení by bylo třeba proměřit 

více vzorků a provést statistické hodnocení. Dále bylo v této diplomové práci zjištěno, že při 

koncentraci 5 mg/l NiCl2, již docházelo k mortalitě roupic tudíž i k úbytku životaschopných 

buněk. Toto tvrzení bylo potvrzeno pomocí Bürkerovy komůrky. Vzhledem k úbytku 

životaschopných buněk, hlavně eleocytů obsahujících riboflavin, byl pozorován pokles 

fluorescence oproti předchozím koncentracím, která činila 4,41 % eleocytů. Ve srovnání 

s kontrolním vzorkem, byla naměřená fluorescence stále vyšší, což může být zapříčiněno větší 

produkcí riboflavinu po expozicí toxickou látkou. Při dalších koncentracích fluorescence 

i počet naměřených buněk pozvolna klesala. Při koncentraci 7,5 mg/l NiCl2 bylo detekováno 

2,41 % autofluorescenčních eleocytů a při koncentraci 10 mg/l NiCl2 bylo detekováno pouze 

1,19 eleocytů. Jak již bylo zmíněno výše, tak eleocyty jako jediné buňky obsahují riboflavin ve 

svých granulích a se vzrůstající koncentrací toxické látky se rozpadají a ztrácejí na své síle.  

V této práci byly sice zagatované 4 subpopulace, avšak se pravděpodobně jednalo jen o 3 typy 

buněk. Subpopulace označené jako R1 a R2 byly buňky o vysokém SSC, v obou případěch by 

mohlo jít o eleocyty jen v jiných velikostech a s jiným obsahem granul. Pro subpopulaci R3 

bylo předpokládáno, že se jedná o hyalinní amébocyty a buňky označené v subpopulaci R4 by 

pravděpodobně mohly být granulární amébocyty. V jiné publikaci od autorů Goven a kol. [103] 

byly popsány morfologické rozdíly coelomocytů. Bilej a kol. [96] zase popsali ve své práci 

rozdíly mezi buňkami, které mají vysokou a ty jenž mají nízkou fagocytární aktivitu.    
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4.6 Posouzení vhodnosti coelomocytů jako biomarkerů imunotoxicity 

V této práci byly buňky coelomu hodnoceny řadou metod. Všechny analýzy byly propojené 

a poskytovaly kladné odezvy. Například pomocí optimalizovaných extruzních postupů 

a využití Bürkerovy komůrky byla stanovena ultrazvuková extruze jako nejefektivnější metoda, 

která průměrně poskytovala až 604 444 coelomocytů na 1 ml. Pro ostatní extruzní metody 

nebyla výtěžnost buněk v takové míře. Pro etanolovou extruzi bylo detekováno průměrně pouze 

71 111 buněk coelomu na 1 ml. A pro elektrickou extruzi bylo průměrně detekováno 248 888 

coelomocytů na 1 ml. Přehled jednotlivých počtů pro mrtvé/živé coelomocyty je zaznamenán 

v podkapitole 4.1. v Tabulce č. 9.  

 Dále byly coelomocyty z ekotoxikologického testu analyzovány v průtokovém cytometru, kde 

byly pozorovány tři subpopulace buněk. Mohlo by se jednat o granulární a hyalinní amébocyty 

a eleocyty. Tyto závěry byly navrženy podle studií, kde autoři zkoumali buňky coelomu žížal 

taktéž pomocí průtokové cytometrie. Dále byly tyto závěry potvrzeny pomocí stanovení počtu 

buněk v Bürkerově komůrce a také se spektrofluorimetrickou analýzou coelomocytů. 

Průtoková cytometrie byla úzce propojená s těmito metodami. Pomocí spektrofluorimetru byl 

detekován autofluorescenční riboflavin obsažený v granulích eleocytů. Ze získaných hodnot 

bylo patrné, že imunotoxická látka působí změny v imunitním systému roupic, jelikož při 

počátečních koncentracích vzrůstá odpovídavost organismu. Za to při vysokých koncentracích 

dochází k mortalitě buněk, tudíž i k vyčerpání organismu o obranné mechanismy mimo jiné 

i v podobně riboflavinu. Mortalita buněk je potvrzena pomocí Bürkerovy komůrky. V ní bylo 

detekováno že k prvním náznakům úbytku životaschopných buněk dochází již při koncentraci 

4,5 mg/l. Pomocí Bürkerovy komůrky bylo také zjištěno, že v kontrolním vzorku se nachází 

přibližně pod 300 000 živých granulárních amébocytů na 1 ml vzorku a těsně pod 100 000 

živých eleocytů na 1 ml vzorku. Se zvyšující se koncentrací počet buněk pozvolna klesal a již 

v koncentraci 12,5 mg/l bylo detekováno těsně pod 150 000 živých granulárních amébocytů 

a okolo 60 000 živých eleocytů na 1 ml vzorku. Přehled průměrných hodnot pro živé/mrtvé 

coelomocyty je zaznamenán v Podkapitole 4.4. v Grafu č. 3.  

Jak v průtokovém cytometru, tak i ve spektrofluorimetru byla detekována nejvyšší fluorescence 

při koncentraci 4,4 mg/l NiCl2. Při vyšších koncentracích u obou metod pozvolna fluorescence 

klesala. Pro spektrofluorimetrické hodnocení bylo důležité i odlišit změnu vůči buněčným 

extrudovaným suspenzím a homogenátu tkáně roupic. Pro kontrolní vzorek buněčných suspenzí 

byla odezva fluorescence nízká oproti koncentracím 4,2 mg/l a 4,4 mg/l. Při vyšších 

koncentracích fluorescence klesala i pod úroveň kontrolního vzorku. Pro homogenát tkáně 
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roupic byl zjištěn jiný účinek, kdy kontrolní vzorek poskytoval největší fluorescenční odezvu. 

Při zvyšujících se koncentracích pozvolna fluorescence klesala. Rozdíl mezi těmito vzorky byl 

dán tím, že u extrudovaných buněčných suspenzí byly měřeny pouze eleocyty, jenž obsahují 

autofluorescenční riboflavin. Naproti tomu ve vzorcích homogenátu byl proměřen veškerý 

obsah těl roupic. Přehled statistického vyhodnocení dat je zaznamenán v Podkapitole 4.5. 

v Grafu č. 5. Závěrem této podkapitoly lze coelomocyty označit za vhodné biomarkery 

imunotoxicity. To je již potvrzené v řadě studií, kde zkoumali různé kontaminanty vyskytující 

se v půdě na organismus žížal, respektive na jejich buňky coelomu.  
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5 ZÁVĚR 

V této diplomové práci byly mezi sebou srovnávány jednotlivé optimalizované extruzní 

postupy. Jednalo se o extruzní metody chemického působení na roupice pomocí etanolu, 

elektrického vytlačování pomocí baterie a mechanického stresoru pomocí ultrazvukové vodní 

lázně. Pomocí stanovení počtu buněk v Bürkerově komůrce byla následně zvolena jako 

nejefektivnější extruzní metoda pomocí ultrazvukové vodní lázně, jejíž data průměrně činila 

604 444 coelomocytů na 1 ml. Tato metoda byla poté využita pro zpracování vzorků u jiných 

metod stanovení biomarkerů imunnotoxicity.  

Dalším dílčím krokem v této diplomové práci bylo stanovení míry imunotoxického působení 

vybrané toxické látky. Tou byl zvolen chlorid nikelnatý. Působení této látky bylo použito 

v ekotoxikologickém vodním testu. Principem testu bylo nasazení takového počtu dospělých 

roupic v testované látce o různých koncentracích po určitou dobu (72 hodin). Přičemž po této 

době by mělo být možné detekovat do jaké míry byl chlorid nikelnatý toxický pro imunitní 

systém roupic. Takováto detekce probíhala ve zpracovaných vzorcích ve formě buněčné 

suspenze nebo homogenátu tkáně roupic. Stanovení počtu buněk imunitního systému 

a množství riboflavinu bylo provedeno pomocí metody průtokové cytometrie, 

spektrofluorimetrie, optické a fluorescenční mikroskopie a Bürkerově komůrce.  

Pomocí Bürkerovy komůrky bylo pozorováno, že se zvyšující se koncentrací chloridu 

nikelnatého dochází k úbytku buněk imunitního systému roupic a k jejich destrukci. Přehled 

průměrných hodnot pro živé/mrtvé coelomocyty je zaznamenán v Podkapitole 4.4. v Grafu č. 3.  

Pomocí průtokového cytometru byly detekovány velké a malé buňky, přičemž by se mohlo 

jednat o 3 typy buněk – granulární a hyalinní amébocyty a eleocyty. Největší význam pro toto 

stanovení měly právě eleocyty, jelikož jen tyto buňky mají ve svých granulích obsažený 

autofluorescenční riboflavin, který byl detekován. Bylo zjištěno, že u kontrolního vzorku je 

pouze 2,76 % buněk, jež poskytují autofluorescenční odezvu. Nejvyšší fluorescenční odezva 

byla pozorována pro koncentraci 4,4 mg/l, jež vykazovala fluorescenci u 4,77 % buněk. Naopak 

tomu bylo u koncentrace 12,5 mg/l, kde byla pozorována fluorescence u 2,55 % buněk. Velký 

nárůst fluorescence byl nejspíše dán obranyschopností organismu roupic, kdy 

imunokompetentní buňky, respektive eleocyty, se brání proti toxické látce tak, že vylučují větší 

množství autoflurescenčního riboflavinu. Vitamín B2 neboli riboflavin je jedním z antioxidantů 

a podílí se na udržení stálého vnitřního prostředí nejenom u organismů kroužkovců.  
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Pomocí spektrofluorimetrické detekce byly proměřeny extrudované buněčné suspenze a vzorky 

homogenátu tkáně roupic E.crypticus, které byly nasazeny v různých koncentracích NiCl2. 

Proměřením všech vzorků se stanovovalo množství autofluorescenčního riboflavinu, jenž je 

součástí buněk eleocytů. Pro buněčné suspenze byla naměřena fluorescence nejvyšší 

v koncentraci 4,4 mg/l NiCl2 a nejnižší pak v koncentraci 12,5 mg/l. Stejné naměřené 

fluorescence byly získány i analýzou na průtokovém cytometru. Pro homogenát tkáně roupic 

byla nejvyšší naměřená fluorescence pozorována v kontrolním vzorku a se vzrůstající 

koncentrací postupně fluorescence klesala. Rozdíl mezi těmito vzorky byl dán tím, že 

u extrudovaných buněčných suspenzí byly měřeny pouze eleocyty, jenž obsahují 

autofluorescenční riboflavin. Naproti tomu ve vzorcích homogenátu byl proměřen veškerý 

obsah těl roupic.  

Byť jednotlivé použité metody pro stanovení citlivých biomarkerů imunotoxicity u organismu 

E. crypticus se v prvních fázích výzkumu osvědčily ve všech směrech, tak má tato práce i své 

úskalí. Pro tento malý organismus neexistuje mnoho studí a vzhledem k obsáhlé problematice 

nebyl prostor se více věnovat pouze jedné metodě. V příští práci by mohl být zapracován 

například na stanovení počtů subpopulací coelomocytů v průtokovém cytometru s následným 

využitím propidium jodidu nebo latexových kuliček o specifické velikosti pro přesnější detekci 

subpopulací coelomocytů a potvrzení mortality těchto buněk. V analýze průtokovou cytometrií 

je potřeba potvrdit výsledná pilotní data statistickým hodnocením u nejméně tří opakování 

každého vzorku. Dále bych doporučila sledování jednotlivých typů coelomocytů 

v elektronovém mikroskopu, pro lepší záchyt hyalinních amébocytů. V dalších pracích bych se 

spíše zaměřila na sledování buněk v průtokové cytometrii nebo ve spektrofluorimetru. Vhodná 

by byla i detekce lyzátu coelomocytů po přidání 2% Tritonu či jiného činidla.  
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