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Anotace

Examination of changes in fagocytosis for the suregof hemotoxicity on a biomodel

Our thesis dealt with the examination of phagodgtas terms of the study of
possibilities of a new biomodel for hemotoxicitgtiag. Two tests were chosen for the
examination that are ordinarily used in laboratdrgmatology when testing the
phagocytosis ability of the leukocytes: 1) obsaoratof phagocytosis in the optical
microscope, and 2) NBT test which measures the atnoli the reactive oxygen
intermediates (ROI) that are capable to kill andotkepose foreign particles. In vitro we
applied synthetic microspherical hydrophilic pdesc(MSHP). Before the observation
in optical microscope the samples were stained Hgy Rappenheim staining. The
assessment then was carried out so that as the@ftegcells were addressed those
cells which contained at least one MSHP particlerey within the cell. The results
were expressed with the aid of the two parametdragocytic activity and phagocytic
index, and it were also distinguished between qaer types of cells. NBT test was
conducted by the method on microarray accordingPiok et al. (1981) and
spectrophotometer measurement. We assessed 7+lidurads in each group.

The applied biomodel wasSpodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera:
Noctuidae) in the sixth instar and the model sulzstavas Tebufenozide RH 59-92 in
the following doses: 1.725 x TQul and 1.725 x 18 pl per larva in the test of the
phagocytic capacity, and 1.725 x%@ and 1.725 x10 ul in the test of NBT reduction,
administereger osin the diet for the period of 8 hours.

Our findings were as follows: we observed a sigatiit increase in the
phagocytic capacity after the administration of feozide in both tests conducted.
The increase in the number of phagocytic cells5#%Bintact;, 63.4% Teb 1.72), as
well as in the increase in the average number efirigested cells (3.8 intact; 5.4 Teb
0.17) occurred. Also the production of ROI sigrafitly increased in comparison with
the control animals. (3.19 intact; 3.79 Teb 1.7R)S. littoralis we recognised four
types of hemocytes, which are normally identifiésban other authors: prohemocytes



(PR), granulocytes (GR), plasmatocytes (PL) andempbcytes (SPH), and further,
prohemocytes and granulocytes were distinguishesint@ll and large. A small fraction
of hemocytes could not be classified because thegpnologically resembled the big
GR but by their function they were more similar Rk, and therefore they were
included in the separate group designated as timeclagssified type of hemocytes.
Granulocytes and prohemocytes formed the predoriplaagocytic cells (FA about
50%) but the PL and SPH were also phagocytosing (Havwb&07%) though only with
the lower average number of ingested particleshénreaction to the administration of
Tebufenozide we recorded also the differences latwiee distinct types of hemocytes
which could point at their distinct functions. Eptdéhe big PR all the other types of
hemocytes increased their phagocytic capacity, gmbese significantly only GR,
conversely the big PR were the single hemocytesrdsponded with the decrease in
the phagocytic activity and index. Our phagocytdssts documented also the existence
of the differences between the sexes. FA did rftgrdout the values of Fl and NBT test
were lower in females than in males in all the sam®d also statistically approved (FI).
For the supplementation of our results we also @et the differential count of the
control group with and without the administratiohTebufenozide but no significant
changes were discovered although we could obsentaic decrease in the proportion
of PR and PL and the increase in proportion of BR.tested two other variations in
addition when performing the NBT test: administatiof ten times higher dose (Teb
17.3) and the 24 hours period of Tebufenozide atnation and it was found out that
in the higher dose the toxic effects prevailed— gneduction of ROI diminishes,
whereas after 24 hours administration the prodoctd ROI recuperated. But the
significance of this phenomenon is not clear, beeahe controls have decreased the
NBT by this time.

With the use of the applied laboratory methods, plhagocytosis test quite
reliably recorded the changes in hemotoxicity iretlcby the administration of

xenobiotics on a given biomodel.
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1. Uvod

Cetnymi studiemi bylo prokazano, Ze imunitni systémze byt modulovan
raiznymi latkami a tyto zeny mohou vést k akutnim i chronickym onemé&mim
imunitniho systému, kterymi jsou imunodeficiengephemocgni projevujici se vyssi
nachylnosti k infekcim, imunosuprese a stim s®mjidi zvySené riziko nadorovych
onemockni a imunostimulace spojené s vyskytem alergii d@oiawnitnich
onemockni. Paradox& vSak nebyly jest donedavna ve &Siné zemi zakonem dané
normy ohleds testovani imunotoxicity uiznych chemickych latek, a tak nebyly vzdy
znamy vedlejSi &inky téchto latek na imunitni systém. Latky s imunomoduieni
vlastnostmi jsou produkty chemického, potravék&ho a farmaceutickeéhotonyslu,
piedevsim vSak exogenni Skodliviny, které &sjici zivotni prostedi a ohrozZuji
stabilitu ekosystému. PostiZzeni imunitnich funkofZze vést k akutnimu Uhynu
Zivocichu (pti  imunodeficienci), anebo k dlouhodobému sniZovmodnosti a
potomstva. Hlavnim idzodem, pré byly studie imunotoxicity v minulosti opomijeny,
je relativreé nizky vyskyt gipadi onemocgini imunitniho systému, ktery se projevi jen u
jedinai s poruchou obranyschopnosti. Ale takowisfup dnes jiZ neniifpustny a také
se vlivem petechnizované spalrosti vyznama zvySuje incidencesthto onemockni,

a pidava tak na vyznamu této problematice.

Z téchto divodi se postup& prosadil novy biologicko-medicinsky obor
imunotoxikologie. V sotasné dob neni test imunotoxicity s@asti zakladniho
testovani toxicity, ale jestlize existuje&jaké podereni, Ze latka moduluje imunitni
systém, pak je navrhovano provedeni kompletniha tesunotoxicity.

Zameérem nasi prace bylo testovat moznosti noveého medalo objektu
studiu hemotoxicity, které by bylo mozno pouzit ke@mparativnim studiim
hemotoxicity a jako vhodného experimentalniho &eolsa pro studium
imunomodul&nich pisobeni xenobiotik. Rozhodli jsme se pro pouzitiutéagocytozy,
ktery je jednim z nejhoffji vyuzivanym testem hemotoxicity u bezobratlycje aelmi
obvykle povazovan za velmi dobry indikator hodndcgopadu xenobiotik na zmu

imunitnich funkci.



2. Soudasny stav

2.1 Imunotoxicita

Prvotni studie, které dokumentovaly velkou citlivamunitniho systému k
poSkozeni podanim toxické latky byly publikovanyQ: letech a na #Zatku 80. let.
(Koller, 2001; K&mar et al., 1999). Od 80. let se tento obor uchyizi ostatnimi
biologickymi disciplinami a dale se vyvijel, taki& dnes neni pochyb o jeho
duleZitosti a socialnim dopadu onem&chimunitniho systému.

V dnesni dob se stavd chemické ztigteéni pesticidy ad&kymi kovy z emisi
hlavni z&tzi zivotniho prosedi (Ka&mar, 1990; Russo a Madec, 2007). V USA bylo
v poslednim desetileti objeveno mnoho slozek pdftice verejnych zasobach vody a
¢asto ve vySSich neZipustnych koncentracich. Chronicka toxicita s&enprojevovat
vznikem rakoviny, jaternimi a ledvinovym poskozenporuchami nervového systému,
imunitniho systému, zémami Stitné zlazy, endokrinnim rozhozenim a vyvijowv
defekty plodu. (Kohler, 2005) Descotes a Vial (1P@bkazuje, Zetizné chemické
latky mohou zpsobovat imunosupresi, imunostimulaci, hypersenitig autoimunitu
u lidi i u zvirat (Fernandes et al., 1999¥i Rontaminaci jidal bylo prokdzano, Ze i nizké
davky vedly Bhem utité doby k poSkozeni imunitnich funkci, které
Friman, 2007) Dnes jiZz mnohé studie prokazuji gestzi imunitniho systému
k mnoZstvi latek zr@St'ujicich Zivotni progedi (Dyryndy, 2000; Galloway a Depledge
2001; Harford et al., 2005; Russo a Lagadic, 2Q2004)

V prab¢hu nékolika poslednich let se énily pozadavky na preklinické studie
testovani farmaceutik ve vztahu k imunotoxicitEU, Japonsku a Spojenych statech. A
to ve vSech oditvich tykajicich se lék drog, jidla a vSech moZnych chemikalii.

Vroce 2002 byla p@dana Mezinarodni konference harmonizace techrickyc
poZadavk pro registraci l&v pro humanni pouziti (ICH), na niz byfijat konsenzus
tykajici se jednotného fstupu k testovani imunomodulace, ktery byl doperu
k implementaci do narodnich prograniNovy koncept zahrnuje in-depth testing neboli

hloubkové funkni testy, které jsou indikovany na zaklad r¢jakého dikazu



imunotoxického potencialu, anebo kdyz jsou cilowdwace specificky zranitelné.
Nemusi byt ale saasti @Znych tesi. (Schulte a Ruehl-Fehlert, 2006; Hinton, 1992)

Imunotoxikologické studie se zabyvaji citlivosti umtniho systému, studuji
miru a druh jeho poSkozeni a srovnavaji je méznymi ZivaiisSnymi druhy. Jejich
cilem je nejen zjig&ni rozsahu poskozeni imunitniho systému, ale kda, by se tento
test dal vyuzit jakaiasny indikator subklinické imunotoxicity niapu preklinickych
studii u lidi ¢i jako biomarker zn@&sténi Zivotniho prosedi. (Anderson, 1993;
Livingstone et al., 2000; Galloway and Depledge)Z20~ournier et al., 2000). Imunitni
systém neni scie traghi¢ povazovan za cilovy organ toxicity (Holsapple ket 2003),
ale protoze je jednim z nejrychleji mobilizovanyobrannych mechanisim bylo
navrzeno, aby byl pouzivan jako biomarker toxickyldbtek v Zivotnim prosgedi.
(Weeks et al., 1990, 1992; Peakall, 1992, Rousseal, 1997; cit. z Russo a Lagadic,
2000) Zbinden (1987) charakterizuje latky, kterdivawji imunitni systém, jako
imunomodulatory. Jsou to restji latky zneistujici Zivotni prostedi (hlavi
pesticidy a pkmyslové emise), Iéky a fyzikalni faktory, ale hap potravinové
dopliky.

2.2 Screening hemotoxicity

Imunotoxicitu je mozné detekovaiznymi zpisoby. Lze pouZzitiznych typi
funkénich i nefunknich test, které se tykaji imunitniho systému a jeho costi.
Nefunkenimi testy jsou nap ukazatele z#n morfologie, pétu hemocyi, histologické
preparaty (Germolec, 2004), vy&ati humoralnich faktér a jiné specializované
techniky z oblasti genetiky, cytochemie atd. Imohgystém je také Uzce spojen také
s nervovym a endokrinnim systémem. Rimikni testy jsou vySéeni spravného
pribéhu mechanisiiimunitni obrany a funkce jednotlivych tyfuntk odpovidajicich
za imunitni obranu. (Kamar et al., 1999; Descotes, 2006) Poskozeni imilnaitn
systému je$t nemusi znamenat zhorSenou funkci imunitniho systdiky pirozené
redundanci, tera je wm zabudovana. Ale opaym jevem je fakt, Ze ani sebemensi
imunosuprese nemusi byt zanedbatelna, protoZe€eneznamenat riziko vzniku

nadorového onemoeéni.
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Je ale nutno brét v potaz, Ze Zivé organismy réadmp¢ na stejnou toxickou
latku a podle toho vybrat spravny test imunotoyicit jednoho druhu nemusi byt
pozorovany zadné ziny, u jiného imunosupresivngiiky a u dalSiho imunostimuiai
acinky dané latky. Nelze ani vybrat jediny zddny druh, ktery by byl citlivy na
veSkera xenobiotika. (Haley, 2003)eB veSkerou diverzitu existuje také mnoho
analogii mezi imunitnim systémem bezobratlych aatdwai. (Fournier et al., 2000)
Fournier et al. (2000) se domniva, Ze by jakykolbZisny druh mohl byt pouzit jako
biomarker imunotoxicity a Ze bude dostake piresny k detekci imunomodulace za
pouziti iznych tym protokoli. Nejvice studii imunotoxicity v Zivotnim prdeti je
provad&no na zwvatech, které jsou povazovany za nejol{Vv vici xenobiotikim
v Zzivotnim prostedi — nekkysich, rybach (Sweet, 2001; Harford et al., 20@5)
obojzivelnicich. Pro vyzkum preklinickych studiim&enych natlovéka se nejastji
pouzivaji hlodavci. (Smialowicz, 2002; Selgrade)20

Nami vybranym parametrem imunotoxicity byla fagd@pi schopnost
imunitnich burk, coz je velmi dlezita slozka obrannych mechanismpéitomna jak u
obratlova, tak i bezobratlych, ktera nabizi mozZnost kompamath studii. Test
fagocytarni schopnosti byl obvykle povazovan zaspy a citlivy néastroj @eni
hemotoxicity. (Fournier et al., 2006, 2000; Gallgwaa Depledge, 2001; cit. z Russo a
Lagadic, 2004). Odis vzorka je neinvazivniho charakteru, jedna se jen o malé
mnozstvi periferni krve nebo cirkulujici tekutiniPrestoze maji vysSi organismy
vyvinuty i specifické obranné mechanismy, je pduziespecifickych biomarkér
imunity (funkéni testy fagocytujicich bik, NK burgk atd.) vyhodnym testem nap
v terénni préci, jelikoZz nevyZzaduje senzibilizadirat. | pges vSeobeenhdobre vysledky
tohoto testu je vZdyiéba znat omezeni, ktera jsou dana jednak typemamgbiatky,
variabilitou odpo¥di na toxickou latku u tznych Ziv@&iSnych druli a dalSimi
parametry testu. (Cheby a Sullivan, 1984; Andersbrml., 1992; Coles et al., 1995;
Dyrynda et al., 1998; Fournier et al., 2002; ciRusso a Lagadic, 2004)
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2.3 Imunitni systém bezobratlych

Bezobratli maji na rozdil od obratlavovyvinuté pouze firozené obranné
mechanismy sestavajici z né a humoralni slozky. Fuéhkeé se girozena imunita u
hmyzu nijak neliSi imunity u obratlovuc Naopak pirozena imunita u hmyzu je dis
vyvinuté a zajisuje komplexni a &innou obranyschopnost.

Bunéénou imunitni odpo¥d” vykonavaji hemocyty. Hemocyty existuji dvojiho
typu: cirkulujici, které jsou v afnu (Davenport et al.,, 1985; Bactor, 1981), a
necirkulujici, které jsou ifsedlé na dznych organech (Wigglesworth, 1974; Lackie,
1988). Dnes jiz vime, Ze z&zanych podminek se mohodtigedlé buky uvoliovat do
obe¢hu a zvySovat tak get cirkulujicich hemocyt Krome toho existuji jedt hemocyty
fixni, ale ty se funé&né, morfologicky i svym jfvodem zcela liSi od fjsedlych
hemocyt.

Bunéénou odpo¥di na antigen je fagocyt6za, enkapsulace a nodulBoman a
Hultmark, 1981; Strand a Pech, 1995) a produkdeZzitych imunologickych faktdi,
které maji rgzné komunikani a efektorové funkce.@z a Boman, 1985). ieZitou
tlohou hemocyt je dale sekrece koagdlach faktofi, detoxifikace (Lavine a Strand,
2001, 2002), hojeni ran a uteai tkani (Lackie, 1988), ipnos (Ribeiro et al., 1996) a
metabolismusiiznych latek (Gupta 1979; Wigglesworth, 1959).

Humoralni obrana zahrnuje produkci antimikrobianigeptidi (Bulet, 1999;
Borgis, 1999; Lowenberger, 2001), reaktivnich imtediati kysliku a dusiku (Bogdan
et al., 2000; Vass a Nappi, 2001) a komplex enzipkyath kaskad, které reguluji
koagulaci a melanizaci hemolymfy (Muta a lwanag29€& Gillespie et al., 1997; cit.
z Lavine a Strand, 2002, 2001). Jedn& sézoé latky typu rozpoznavacich molekul,
opsonirii, komunik&nich a cytotoxickych latek a latek regulujicich mitni odpoed’,
nag. adhezivitu a lokomoci bik. Zdrojem humoralnich latek jsou hemocyty a tukové
telisko.(Lowenberger, 2001) Podle Karpa (1996) mdgvihi Ulohu v mikrobialni
ochrarg lysozymy.

Imunitni systém bezobratlych ma& schopnost rozpaanaizi antigeny a
rozliSovat mezi nimi. Za rozpoznani antigennichuldur odpovidaji jak buftné

povrchové receptory, tak i humoralni molekuly. Dokj@ to mnoho studii. N&p
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Lemaitre et al. (1997) zjistil, Zefipkontaktu hemocyt s antigenem dochazi k rychlé
expresi geth kodujicich tvorbu antimikrobialnich pepiidkteré jsou specifické pro
dany typ mikroba.

Imunitni systém wlovéka je negastji modelovan studiemi na hlodavcich, ale
jsou testovany i jiné ZiwiSné druhy vetnd hmyzu a bezobratlych. Modelovymi
objekty studujicimi fyziologii Lepidopter jsou ®estji Manduca sexta, Pseudopleusia
includens a Bombyx mori (Strand, 2008), ale bylovedeno i mnoho studii na druhu

Spodoptera littoralis.

2.4 Fagocytéza u Lepidopter a bezobratlych

VétSinou je fagocyt6za povazovana za hlavni sloZzktozenych imunitnich
mechanism, jejiz ulohou je odstreovat mikroorganismy a vlastni apoptotickéikw.
(Silverstein, 1995; Fadock a Chimini, 2001; Kurf02; cit. z Borges, 2007) Testy
fagocytozy slouzi ke zhodnoceni stauvtirgzené imunity, nicméh pozorovani zrn
fagocytdzy je u lidi povazovano jen za oriégntiavySeteni funkce fagocyt, ktery musi
byt doplren dalSimi testy. Navic jsou defekty fagocytdzy di Ipongrné vzacnym
onemocgnim. (Pavkova, 2003)

Fagocytujicimi bitkami u hmyzu jsou cirkulujici ifjsedlé hemocyty (Crossley,
1975; Lackie, 1988). Fagocytdéza mekolik fazi podob# jako u obratlova. Zahrnuje
rozpoznani receptory na povrchu fagacyhdhezi, ingesci a destruk&stice (Bang,
1975; Ratcliffe a Rowley, 1979). Jedn& se o sjokimplex dja, které vyzaduji
velkou energetickou sp@tbu. Fagocytdéza vyvolava jednak konfotmiazmeny v
cytoplazmatické membréna cytoskeletu, jejichz vysledkem je z&moi castice do
buiky a vytvaeni fagosomu, jednak vyvolava tvorbu cytotoxickyatek, kterécastici
usmrti a rozlozi.

Fagocyt6ze obvykleipdchazi rozpoznani, opsonizace a chemotaxe cigdmsa
za (asti dalSich butk a imunologickych faktdr. Pohlcené mikroorganismy jsou
zabijeny nitrobu&né uvoliovanymi latkami, jako nap lysozomalnimi degradaimi
enzymy, reaktivni kystlikaté a dusikaté intermed{&OIl a RNI) a dalSi latky. (Adema
et al., 1991; Anderson, 1994) Mechanismy zabijeniliSi u Gznych druli a u
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nekterych tyto latky naprosto chybi. U nilzbylo prokazano oxidativni vzplanuti
v dasledku aktivity NADPH oxidazy (Adema et al., 1998)u Lepidopter byl také
detekovan superoxid (Ahmad et al, 1991; Berginl.e2805). Je znama NO aktivita u
hmyzu (Weiske a Wiesner, 1998, 1999), u komara Khadt, 1998) i u Lepidopter
(Weiske a Wiesner, 1999) Whitten and Ratcliffe @Q@etekuje zvySeni hladiny
reaktivnich kyslikatych a dusikatych intermedliat Svaba Blaberus discoidalis po
infekci.

U Lepidopter jsou aktivnimi hemocyty hlaviGR a v menSi mé pak i PL
(Neuwirth, 1974; Brehélin a Hoffmann, 1980; ciL.avine a Strand 2002). Ostatni typy
burgk vétSinou za fagocytujici povazovany nejsou. U Soidtis byly pozorovany jako
hlavni fagocytujici biikky téZ GR (Costa et al., 2005), kter&hb: obsahovaly az sedm
pozenychcastic.

Co se tg¢e PL, neni zcela jasné, do jaké miry se podiliagadytoze. Nkteri
autai dokonce popiraji, Ze PL fagocytuji (Ratcliffe avikey, 1975; Tojo et al., 2000;
Ling a Yu, 2006), jini jsouieswdéeni, Zze fagocytuji (Akai a Sato 1973; Neuwirth 74;
Beaulaton, 1979) Costa et al. (2005), Brehélin &rkiann (1980) a Ribeiro a Brehélin
(2006) pozorovali fagocytdézu jen u maléhocipo PL, s maximalnim pidem dvou
zfagocytovanychtastic. Ribeiro a Brehélin (2006) se domniva, #eodem odliSnych
vysledki jsou pravdpodobré rozdilné podminky experiment které maji vliv na
mnozstvi pohlceného materialu.

Existuji jeS¢ dalSi rozdily mezi fagocytézou GR a PL. Ling a (2006) jass
prokazali, Zze GR dok&zou fagocytovat jakéKdlstice, jak inertni, tak biologické, ale
PL fagocytuji jen inertnéastice. Yokoo et al. (1995) a Tojo et al.(2000)ezasokazali,
Ze u G. mellonella PL neobklopovaly matéstice, ale jencastice ¥tSi nez 5
mikrometii. Schopnost PL fagocytovat tedy zavisi na velikdgpu ¢astice a dalSich
podminkach experimeintkteré gkdy nezname. (Ribeiro a Brehélin, 2006)

Bylo zjisttno, Ze gkdy se vyskytuji vyznamné rozdily mezi vnimavosthiavi
u stejného druhu v expozici, toxikokinetice a odfmbwna chemikalie. ¥Sinou tomu
nebyla ¥novana pozornost, ale existujéknlik studii, které jast dokazuji, Ze rozdily
mezi pohlavimi vedly ke sniZzeni reprodukce a ndgtalpopulace. Mohou Zsobit
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destabilizaci uvoléni gamet u bezobratlych, 2my v endokrinnim a neuroendokrinnim
systému u obratlovic (Burger, 2007). Dikyémto zaznamenanymtipadim by mela
byt vénovana pozornost také odliSnostem mezi pohlavimi.

Fagocyt6zu a dalSi imunitni odpaly mohou vyvolat jak biotické, tak abiotické
partikule (Wiesner et al., 1996). Na&fana fagocytarni aktivita zavisi na typu
cizorodychc¢astic, jejich velikosti, mnozstvi a nase inkubace. (Ratcliffe a Walter,
1983). Fagocytoza wie byt pozitive ovlivnéna indubaci s imunologickymi faktory,
protoZe fisobi opsonizaci a chemotaxi a stimulovaazanymi latkami typu zymogenu
atd. (Bilej a \ftvicka, 1990; Wiesner a &z, 1993). Ale i samotnym stykem
s povrchem cizorodé&stice je aktivovana fagocytoza.

Vlivem raznych povrclh umelych mikrocastic na fagocytézu se zabyvali
Wiesner (1992),Wiesner adtz (1993), Lavine a Strand (2001), BureSova (2002),
Dikkeboom et al (1998a), Berger (1988). K t@stfagocytdzy jsou néastji pouzivany
syntetické abiotické partikule, nagatexové, polystyrénove&i hydroxymetakrylatové
hydrofilni (HEMA) partikule, anebo Ziv&i usmrcené baktérialni kultury, teplem
inaktivované kvasinky aj. mikroorganismy, anebastice uhliku, karminové nebo
indické barvivo (inkoust), zymosan kadmium (Bilej a \tvicka, 2005; Kind, 2005)
Vyhody unglych metkrylatovyche¢éstic (HEMA) udava Berger (1988): Neposkozuji
buiky, eliminuji adsorpci natizné jiné povrchy diky chemickéisto a negativnimu
povrchovému naboji, jsou vSechny stejné velikostiolire viditelné. K internalizaci
cizorodychcastic obvykle dochazi velmi rychle, po 3-5 minutéClosta et al., 2005).

Dlouhou dobu byly provéaay testy fagocytdzy u hmyzu pouze in vivo, protoze
in vitro dochazelo Kernani (melanizaci) hemolymfy na vzduchu. AZ poeuabpi
vhodnych fix&nich médii byly pouzivany také testy in vitro. livw jsou testované
castice injikovany doé&a hmyzu, zatimco in vitro je inkubovana hemolynmfabo
suspenze hemodytspolu s testovanyméasticemi, pipadré jsou testovan&astice
pietazeny fes zhotovené preparaty hemdcy(Rowley a Ratcliffe, 1976a, cit.
z Pavkova). Ribeiro et al.(1996) se zabyval podonm fagocytarnich tesin vivo a in
vitro a zjistil, Ze jsou vysledky obou srovnatelivesowasné dob jsou provadny oba

typy testi, jak pro srovnani, tak i proto, Ze testy in vipmw rekteré zZiv@isné druhy
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nejsou vhodné zibodu malé velikosti hemoaoyt nizké koncentrace hemotyt
objemu hemolymfy.

Hemolymfa se fixuje chemicky (vhodnymi figaimi médii a fyziologickymi
roztoky), nebo tepetn(pondenim hmyzu do horké vody) (BureSova, 2002)

Citlivost testu fagocytozy byla vicekrat prokazaKartz (2002) studoval individualni
rozdily ve fagocytarni aktiwt a vyvinul mikrometodu, kterou je mozné detekovat
fagocytdzu opakovama velmi fesre a citlive.

V humanni medicih se vySeaeni fagocytozy (phagotest) inertnich partikuli
provadi jen k orientmimu stanoveni zim fagocytarni aktivityCasto byva provéagh
spolu s testem oxidativniho vzplanuti (burst tdg®ry indikuje metabolickou aktivitu
imunitnich buik, chemotax&i mikrobicidni aktivity (Barfiikova a Sediva, 2001, cit.
z Pavkova, 2003)

2.5 Metody vySébvani fagocytdzy

Existuje velky pdet fagocytarnich test které jsou zaloZeny naizanych
metodach hodnoceni fagocytozy. Krontesti zmén fagocytarni schopnosti jsou
pouzivany testy poskozeni fagotyd snizeni jejich pu. Vysledkem niZze byt jak
imunodrese, tak imunosuprese.Testy fagocytarnipubgii jsou nasledujici.

Pozorovani fagocytézy pomoci testovany&astic je mozné ve stelném
mikroskopu, fazovém kontrastu, v transmisnim a ekaani elektronovém mikroskopu.
Testovanécastice mohou byt obarveny (rfapPappenheimovou barveni, trypanova
mod), nebo oznény fluorescetnimi sondami (nap FITC, PI, EB a dalSi) (Rohloff,
1994) Hodnocenymi parametry ve fluorestrénmikroskopii je velikost piku, ktera
uréuje relativni fagocytarni aktivitu, a intenzitadhescence piku, kteraduje relativni
fagocytarni index. (Lee, 2000)
Praitokové cytometrie je vyuZivano kiiptrojovému stavoveni ptu fagocytujicich
burgk na zaklad riznych parameir (Jansen, 2001) Barvenim trypanovou mcal
akridinovou oranzi je mozné rozliSit pohlcené a jedherovanécastice (Bilej a
Vétvicka, 2005).
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Baktericidni testyhodnoti schopnost zabijet mikroorganismy — cytatko
aktivitu, jsou povazovany za klasicky standard fagarnich test Pouziva se nédp
vitalni barveni trypanovou maida krystalovou violeti atd. Anebo schopnost potéto
mikroorganismy - ratoda plakovani gii pocet zbylych bakterii po fagocytéze.

Testy, které hodnoti metabolickou aktivitu imuinétm burgk, jsou testy
produkce reaktivnich kyslikatych intermedia{ROI). K ukeni €chto latek jsou
pouzivany latky schopné redukce a¢ny zbarveni, nap NBT ( nitroblue tetrazoliova
sal), INT (jodnitrotetrazoliové soli). Toto &ieni mize byt provedeno na mikrodeste.

DalSim testem, ktery je¢bn¢ klinicky pouzivan, je rfeni chemiluminiscence,
ktera je vyz#éovana pi tvorbé ROI. Po zesilenifirozené chemiluminisceéni aktivity
se pouzivaji luminofory a &eni je provadno na scinitlanim spektrofotometru.
Metoda je dnes @b jiz vylepSena k pouziti mikrodegky, ktera umoituje paralelni
pouZziti vice stimulans a luminofoa gesrgjSi monitorovani. (Bilej a ¥tvicka, 2005)
Existuje je& mnohem ¥tSi Skala specializovanych fagocytarnichitesiag. pouziti
molekularnich sond (Bilej a &icka, 2005), test radioaktivity bakterii, kteryétn
rozdil p‘ed a po fagocytoze.

Nepoddilo se mi nalézt metody, které by srovnavaly jetimét testy
fagocytdzy, kromy prace Jansen (2001) a Bjerknes (1984). Janseri)2@@ovnaval
dva fagocytarni testy. Srovnaval o mnoho jednodu&sf fagocytdzy wieny na
priaitokovém cytometru s klasickym baktericidnim tesigmdle Romeo-Steiner et al. (),
kterd je povazovana za zlaty standardieni fagocytarni kapacity. Vysledky se
vétSinou signifikantd shodovaly, ale figsto byly mezi testy rozdily. Baktericidni test
byl podstatg citlivéjSi, zatimco test fagocytdzy metodouatpkové cytometrie byl
rychlejsi, jednodussi, bezpe|Si, obeSel se bez pouziti antibiotik a nedavadSal
pozitivni vysledky. Vykr metody, kter& ma byt zvolena, tedy zavisi na gaveich
daného testu. Bjerknes (1984) hodnoti ty stejngy tagpovazoval jejich vysledky za
rovnocenné.

Stejné metody, které jsou uvedeny v této praoy fasto pouzity v klinickych
meienich a pouzili je ve svém vyzkumu magabbur (1991), Slap&ikova a Berger
(2002), Rook a Steel (1985), &aar a Pistl (1999).
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Vybér metod vySdeni imunitniho systému je sice veliky, ale je vitgba
uvazit, které z metod jsou vhodné pro dany typ tfg$e. Optimalni vyséeni by nglo
sphovat tyto kritéria: byt jednoduché, rychlé, beape a standardizovatelné, co
nejvice specifické a citlivé atipprovedeni by o spotebovat minimum testovaného
materialu, byt levné a ideairtaké gedvidat fisobeni latky wloveka. (Jansen 2001)
Samozejmeé neexistuje zadné vygeni, které by spbvalo vSechny tyto poZzadavky, ale
musi sphovat ty kritéria, ktera jsou prvada.

Luster et al. (1992, 1994) poukazuje na to, z& stea neboii testy k predikci
imunotoxicity u mysi. Ale je vzdy nutna kombinacieey test, prestoZze ¥tSina tesi
byla relative dobrymi indikatory. Jako relati¢én Spat indikatory hodnoti
proliferativni odpo¥d’ liposacharid a celkové péy leukocyti. Jeho pozitivnim
zawrem je, Ze existuji dobré korelace mezi¢mami v imunitnich testech a Zngné
rezistence hostitele, vzdycky se &m v rezistenci projevily také v jednom nebo vice
testech imunity. Na druhou stranu ale&kterych gfipadech byly pozorovany zmy
v imunitnich testech bez vlivu na rezistenci. zipeity testu ani nelze spolehliv
urcit, zda se pozorované 2my projevi celkovym sniZzeni obranyschopnosti. (Eust
al., 1994) Vys¥tlenim tohoto jevu je, Ze schopnost rezistence stama stupni
imunosuprese a mnozstvi intekho agens (Luster et al., 1994)i&qzena redundance
Vv imunitnim systému. (Kunder, 2004)

Kacmar et al. (1999) ovSem upo#aje na omezeni tastz krevnich buék,
kterym je, Ze nereflektuji vSechny &ny funkce imunitniho systému a tykéa semych

interakci s jaternim, endokrinnim a nervovym systém

2.6 Klasifikace hemocytu Lepidopter
2.6.1 Problémy a metody klasifikace

Mezi pozorovanimi iznych autoli se zvladt historicky objevovaly velké
nesrovnalosti v popisovanyckidach hemocyt, patu, morfologii a funkci hemoct
U Lepidopter panuje dnes jiz dostate velkd shoda v klasifikaci hemodyta také
nazory na fivod hemocyi se viceméh shoduji. V posledni débse studiecast;ji

zangiovaly na sjednoceni naika zobec#éni morfologickych znak pro jednotlivé typy
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hemocyti (Hartenstein, 2006), anebo alesmpsrovnani hemocitmezi fiznymi druhy
afady hmyzu.

Pricinou riznych vysledi je wtSinou pouziti jinych metod pozorovani a
laboratornich postup Presto se setkavame také s velkymi rozdily u stejnyitizce
piibuznych drufi, které jsou vysledkem velkdimpzené strukturni a furki variability,
ktera je u hmyzu charakteristicka. (Cotter a WilsB@02) Je prokazano, Ze imunitni
systém hmyzu ma schopnost se zétych podminek fizpasobit vrejSimu prostedi
(Sima a \étvicka, 1993).

NejvétSim problémem je igjm¢ pouziti odliSnych metod a technik pozorovani
hemocyti a rfiznych podminek experimentu. Neexistuje Zadna umaher technika,
ktera by pesré urcovala typy hemocyt ale nap. Ribeiro a Brehélin (2006)¢vi, Ze
kombinaci vice postupdosahne spravnéhoceni typu hemocyt

Hemocyty nizeme ftidit podle morfologie, buitnych a antigennich znak
cytochemickych reakci, fyzikalnich vlastnosti a v - nap. v monovrstvach, nebo
podle funkce (Strand, 2008). Naptji je klasifikace provagha pomoci sitelné
mikroskopie, TEM (transmisni elektronova mikrosl@pia SEM (skenovaci
elektronova mikroskopie), pouzitim fluoreséehmikroskopie, pitokové cytometrigi
monoklonalnich protilatek. Ribeiro a Brehélin (2DQ&dava, Zze opravdu nejlepSim
rozliSovacim znakem by bylo sledovani signalnickt,ckteré jsou aktivovanyéhem
diferenciace hemocit(Lebestky et al., 2000; Alfonso a Jones, 2002; iDwt al.,
2002).

2.6.2 TFidy hemocyt u Lepidopter

Klasifikace hemocyt, kterou zde uvadim, se odkazuje na nejjfviteraturu, a
nezabyvé se historickym vyvojem, ktery fedchézel.

U wétSiny radi hmyzu etné Lepidopter jsou neégstji pozorovanymi typy
cirkulujicich hemocyt — prohemocyty (PR), plazmatocyty (PL), granulocyGR),
oenocyty (OEN) a sferulocyty (SF), jejichz klas#de vychazi z Brehélin a Zachary
(1986) (Lavine a Strand 2002; Costa et al., 2005eiR a Brehélin, 2006) Vyjimkou je
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nap. fdd Diptera, ktery ma vyvinut&egme jiné typy hemocyt. (Ribeiro a Brehélin,
2006)

Prohemocytyjsou buiky, které jsou w¥tSinou povazovany za prekurzorove
bunky diferenciovanych hemocytarnich typU rekterych druli Lepidopter nebyly
pozorovany. (Strand, 2008) Jsou to malé kulatékpus velkym nukleolaré
cytoplazmatickym indexem a nevyzralymi cytoplazmkatmi organelami.

Plazmatocytysou kulaté nebo ovalné tky velikosti do 20um, ntkdy protahlé
do wetenovitého tvaru. Jejich cytoplazm&tsinou postrada granula, maresirs
vyvinuté hrubé endoplazmatické retikulum a jen malgvinuty Golgiho aparét.
(Rowley a Ratcliffe, 1981) Vytwa dlouha a Sirok& lamelipodia. V monovrstvach se po
n¢kolika minutach inkubace asymetricky adheruji narrpbu podlozniho skika a
zploselé vykazuji charakteristicky vzhled, ktery je odi od GR. (Ribeiro a Brehélin,
2006). U plazmatocytje velmicasto pozorovana velka variabilita tia(Akai a Sato,
1976)

Funkci PL je tvorba kapsuli okolo cizickes, které jsouiflis velké, aby byly
zfagocytovany, anebo noduli okolo velkého mnozdwakterii a nekrotizujiciho
melanizovaného materialu, in vivo. Svymispbky indukuji apoptézu GR. (Pech a
Strand, 2000) Dale t¥d bazalni membranu abdominalni epidermis gvlékani a
uvoliuji do prostedi izné latky. (Ling a Yu, 2006). Uloha PL ve fago@gdge sporna
(viz dale).

Granulocyty jsou kulaté biiky 5-8 um v praméru, které obsahuji mnoZstvi
raznych inkluzi a granuli. Ve fazovém kontrastu sd jako velmi refraktivni biiky.

V monovrstvach se sitnadheruji na povrch a symetricky se n&mnrozprostiraji.
(Strand et al., 2006) Maji vyvinuté hrubé ER a ustei pinocytotickych véku a ¢asto
také mnoho tenkych a dlouhych pseudopaddii.

Granulocyty jsou povazovany za profesionalni fagyacyykazuji fagocytézu in
vivo stejré jako in vitro, fagocytuji vSechny druhy bakteriiinertnich ¢astic, a to
obvykle ve velkém mnozZzstvi.tiPfagocytdze také uvalji obsah svych granuli do
prostedi. Jejich granula obsahujizné latky charakteru opsoiiincytotoxickych latek
aj. Déle se GR dastni se enkapsulace a nodulace, kde jako pfiatigzeji do kontaktu
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s cizim tlesem. (Akai a Sato, 1973; Ratcliffe a Gagen, 1S€hmit a Ratcliffe, 1977)
Exocyt6zou svych inkluzi potom uvalji latky, které bd’ pritahuji PL do mista zatu
(Gillespie et al., 1997), anebo maji alesdankci v pomahani vystawi kapsuleci
nodule. (Pech a Strand, 1996)

Oenocytyneboli oenocytoidy jsou velké bky o piméru do 25um, ovalného
tvaru, s nizkym nukleoldécytoplazmatickym powrem. Obsahuji organely
neodalené membranou aizr¢ nizké elektronové hustotJsou to velmi kehké buky
a in vitro brzy ve vzorku lyzuji a mizi dakolika minut (Strand a Noda, 1991). &I
littoralis byly pozorovany jako mizejicichem minut 3 min (Ribeiro a Brehélin, 2006).
Predpoklada se, Ze tyto hemocyty s@&sini melanizace hemolymfy, protoZze obsahuji
prekurzory fenoloxidazovych enzyimJejich obsah je uvitbvan do hemolymfy ip
jejich lyze (Dokke, 1988; lwama a Ashida, 1986;friBrehelin, 1993; Essawy et al.,
1985).

Sferulocytyjsou kulaté mensSi lalky, které obsahuji velké inkluze, tzv. sferule.
VétSinou je Ize doke rozeznat a od granulo@ytpieplninych fagocytovanym
materialem je lze ddb odlisit. (Ribeiro a Brehélin, 2006) ékteré studie se domnivaiji,
Ze SF maji Hakou ulohu v metamorféze (Ribeiro et al.,, 1996bd®io a Brehelin,
2006), anebo Ze transportuji kutikularni kompone(ass et al., 1994). Jejich funkce
neni jest zcela prokazana.

DalSi typy hemocyt Krom¢ téchto zakladnich butk se vyskytuji u znych
druhi i dalsi formy hemocyit U rekterych druli Ize pozorovat velmi dlouhé a uzke
hemocyty zvané vermiformni bkly nebo podocyty. ¥Sinou byvaji povaZzovany za
specialni druh plazmatodyt Ribeiro a Brehélin (2006) ale poukazuje na totetrgo
zawr jeS€ musi byt o¥ten, protoze funkné se od plazmatocitisi.

Costa et al. (2005) a Ribeiro a Brehélin (2006)goovali uS. littoralisdalSi typ
hemocyt, velké buiky obsahujici mnoZstvi denznich granuli, avSak3ogith od GR a
SF. Costa et al. (2005) je nazval velkymi granutpcy pozorovanich u ifbuzného
druhuS. frugiperdaakové biiky pozorovany nebyly. (Ribeiro a Brehélin, 2006)

Existuje snaha ostatni mencasté typy hemocyt zaazovat pod #tSi
podskupiny GR a PL (Huxham a Lackie, 1988; Sokalev al., 2000). Nap Gupta
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(1991) z#@azuje vzacké se vyskytujici bilky - podocyty, trombocyty, vermicyty a
lamelocyty mezi variantni formy plazmatogytanebo Sokolova (2000) zahrnuje SF
mezi specializované formy GR. Ale neni to univemz&tSeni, protoZze tize opomijet

dulezité rozdily mezidmito buikami.
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3. Cile prace a hypotézy

= Cilem nasSi prace bylo testovat moznosti noveého baetu Fi studiu hemotoxicity,
které by bylo mozno pouzit jako experimentalniheo&icha Spodoptera littoralis
pro studium imunomoduiaiho pisobeni xenobiotik a ke komparativnim studiim
hemotoxicity.

* Provedenymi vysSéenimi jsme chdi urcit diferencialni rozpoet S. littoralis a
fagocytarni kapacitu jednotlivych tighemocyi.

»= NaSim cilem bylo porovnéani vysletllskupin kontrolnich zvat a zviat, kterym byl
aplikovan Tebufenozide. f®dpokladali jsme, Ze Tebufenozide zvysi fagocytarni
kapacitu hemocyit (Fuigeruido, 2006)
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4. Metodika
4.1 Test fagocytarni kapacity

Vpichem pod panozku byla larvam odebrana kapka hemigp (cca 50 pl) na parafilm.
Odtud bylo pipetovano 20 pl hemolymfy do mikrozkwelaa idano 10 ul pufrované
suspenze mikrosférickych hydrofilnich partikuli MBHv PBS (1:1), ktera byla
piipravena podle navodu v kitu (MSHP kit, ARTIM s.j.oSnts byla opatré
promichana a inkubovanai 87°C po dobu 20 minut. Poté byly &sh provedeny néty
na podlozni skla a po vyschnuti preparabyly panopticky obarveny podle
Pappenheima. Délku inkubace jsme stanovifichtio variant - 20, 40, 60 a 120 minut.
dochéazelo ve &Si mie k rozpadu butk a zarové mira fagocytézy jiz dale nerostla.

Hotové vzorky byly pozorovany ve &elném mikroskopu podle Sakalova
(1995) a hodnoceny podle nasledujicich kritériil Byoveden diferencialni rozpet
hemocyti a odéten pa@et fagocytujicich butk a pdet zfagocytovanychéastic
v buice, které byly vyjatkné jako fagocytarni aktivita a fagocytarni index.

Fagocytarni aktivitavyjadiuje procentualni podil fagocytujicich kikn Vypocet
byl proveden podle vzorce: &t fagocytujicich buk/ patet vSech vySébvanych
burgk, vyjadceno v procentech.

Fagocytarni index vyjadtuje piimérny patet pohlcenych¢astic v jedné
fagocytujici buice. Vzorec: poet pohlcenych castic/ pdet vySetovanych
fagocytujicich buék.

Jako fagocytujici byla hodnocena kazdd@kay ktera obsahovala alespgdnu
MSHP ¢astici. Castice adherované jen na povrchu, an&hsteéns pohlcené nebyly
povazovany za zfagocytované. Bylo také rozliSovangaky typ hemocyt se jedna.
Hodnoceno bylo vzdy minimé&nsto bugk v kazdém vzorku. Ve skupinbylo
hodnoceno podle moznosti 7-10iati

V ramci testovani fagocytdzy byl proveden pokus tsEmi iznymi typy
fyziologickych roztoki (PBS, Ringekv roztok, fenylthioméovina rozpudina ve snisi
s Ringerovym roztokem), kterymi jsme é&tpredejit melanizaci hemolymfy in vitro.
Za nejvhodgjsi byl vybran Ringeiv fyziologicky roztok pro hmyz.
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Fotografickd dokumentace bylaifmena na mikroskopu Nicon eclipse 50i, se
zvétSenim objektivu 100x a s pouzitim giacoveho softwaru Nis Elements AR 2.30
(LUCIA).

4.2 Pappenheimovo panoptické barveni

VysusSené rozrové preparaty byly barveny v May-Gmwaldow roztoku po dobu 6
minut, poté byly proplachnuty na 1 minutu v destiloé vod. Nakonec byly vzorky
barveny roztokem Giemsa-Romanovského a vody wporh:3 po dobu 30 minut a
oplachnuty proudem tekouci vody a usuSeny. Totedpmdrmize byt Gzrné upraveno
s ohledem na charakter barveného materialu tak, el fialovou barvu a
v mikroskopu byly rozliSitelné stuktury bék v riznych odstinech fialové. Toto

barveni je zarowvei fixacnim prostedkem, a proto nevyzaduje jinou fixaci hemolymfy.

4.3 NBT test

Nami pouzitd metoda redukce NBT vychazi z mikrordgtpodle Picka (Pick et
al., 1981), které je provédo na mikrodesice a je mfeno spektrofotometrem.
Ucinkem produki reaktivniho oxidativniho systému (ROS}i fagocytoze se bezbarvy
NBT redukuje na nerozpustny modeony formazan, které je viditelné po rozbiti
fagocyt.

Od kazdeého zvéte byla odebrana hemolymfa stejnyntiisapbem jako tlve. Do
jamek mikrotitr&niho panelu bylo pipetovano v tripletech po 25 jembolymfy a
inkubovdno s 25 pl 0,1% (1mg/ml) roztoku NBT (Sign&BH5075) v Ringeray
roztokd pro hmyz. Dalsi triplet obsahujici hemolymfu a giriiv roztok v pongru 1:1
slouzil jako negativni kontrola. Inkubace trvala @2inut @i teplog 37°C. Poté bylo
piidano 60 ul 2M roztoku KOH a 70 ul dimetylsulfoxigdMSO) do kazdé jamky
(Rook et al., 1985Ximz byl nerozpustny formazan solubilizovan. Vznikipdukt byl
meien spektrofotometricky na ELISA readeru (Sunrisecdn) pi vinové délce 620

nm. Vysledek byl vyjaten jako rozdil oproti negativni kontrole. Negati\kdntrola

! Ringeiiv roztok je fyziologicky roztok, ktery se pouzivakp kultivasni médium. Byl vyvinut roku
1882 fyziologem Sidney Ringerem.
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neobsahal sis KOH a DMSO. Ziskané hodnoty znaravaly absorbanci vzotk

ktera je pimo unmérna mnozstvi redukovanékierného barviva a tedy i produkci ROI.

4.4 Aplikace latky

Tebufenozide RH 59-92 byl podan per os larvam tégesnstaru. Zvhta byla z
pocatku ponechana hladéwi po d¥ hodiny, poté byly krmeny osm hodin dietou
(Premix, Stonefly Industries Inc.). Tebufenozidd bpsazen v digtv koncentracich
0,1 ul, 1 pul a 10 pl / 20g diety. Kontrolni #atia byla krmena dietou bez obsahu
Tebufenozidu. & hodinu po krmeni byly provedeny oty hemolymfy. Ri praimérné
spoteke jednoho zviete 150 ug diety za 8 hodin a koncentraci Tebufieino23% byly
davky latky podané v dietspasitany na 0.1725xI0pl, 1.725x16 a 17.25x18 pl na
zvire. Vtab. 1 je uvedenighled davek Tebufenozidu a jejich ozeai (viz dale
v textu). Kontrolni skupinou byla skupina begniné latky v dieg, jiz byly provedeny
stejné testy jako aplikovanym skupinam.

V testu fagocytarni kapacity byly aplikovany skupifeb 0,17 a Teb 1,7. V
NBT testu jsme aplikovali larvam Tebufenozide v&sigh davkach : Teb 1,72 a Teb
17,2. V testu NBT redukce jsme je&koumali &inek latky na produkci ROI po 24

hodinach v nejvyssi davce oproti kontrolam.

Tab. 1: Davka aplikované latky na jedno g&ipro testované skupiny.

Skupina Koncentracgul]
Teb 0,17 1,725.10
Teb 1,7 1,725.16
Teb 17,3 1,725.10

4.5 Statistické zpracovani dat

Vysledky jsou vyjateny jako pémérna hodnota skupiny: smgrodatna
odchylka pémeéru. Statistické hodnoceni bylo provedeno obousfrannMann-

Whitneyovym U testem na hladivyznamnosti 0,05.

- 26 -



5. Vysledky
5.1 Morfologie hemocyi

Ve swtelném mikroskopu po panoptickém barveni byly vergich pozorovany
tyto typy hemocyit: malé a velké prohemocyty (mPR, vPR), malé a vghedulocyty
(mGR, VGR), plazmatocyty (PL), sferulocyty (SF) akgeden odlisSny typ hemodyt
piipominajici z¢asti plazmatocyty a granulocyty. Morfologie hemdcyiebyla vzdy
jednotnd, ale objevovaly sézné varianty velikosti, tvarburgk a jejich barvitelnosti
mezi hiznymi jedinci ve skupi&

Prohemocyty byl pozorovany jako itky se s¥tlejSim zbarvenim cytoplazmy a
swtlym rizovym jadrem s jemnou strukturou popraskané zazvarklké kulaté jadro
vypliuje WtSinu buwky a je uloZzeno centraln Struktura biiky je jemna,
nediferencovana, bez typickych granulocytarnicmgliaa vakuol. Biky se vyskytuji
ve vice velikostech s individuélnimi rozdily meedijnci, gres malé, $edré malé az po
velké prohemocyty. Nejvice vSak bylo zastoupendenoocyti sttedni velikosti, které
byly zatazovany do skupiny malych prohemacyyjimec¢né, jen u dvou jedini z 30
vySetovanych zwuat, se vyskytly zvlastni nadjpnérné velké prohemocyty. Jednalo se
0 hemocyty samce a samice.

Granulocyty byly pozorovany jako hkly vétSinou malé velikosti, s malym
tmavsSim jadrem, které je m&nmretelné kvili cytoplazng, ktera obsahujeizna granula.
Granula nebyla vzdy patrna, a proto rozpoznavacaiakem astavalo tmavsi fialové
zbarveni jadra i cytoplazmy. d&ddy kwali tamvSimu obarveni vzorku byloczké
rozliSovat granulocyty od prohemoaytv menSim mnoZstvi se vyskytovaly také velké
granulocyty, které byly podobné strukturou, aleybxdtSi velikosti.

DalSim typem pozorovanych btk byly plazmatocyty. Charakteristické jsou
velkym obsahem cytoplazmy a relattvrvelkym jadrem, kterécasto obsahuje
chromatinova granula. Maji ngsgji protdhly wetenovity tvar, s dsmi nebo vice
vybézky, rekteré formy byly delSi, protahlejSi — didtkovité. V literatie se uvadi, ze
mohou mit i kulaty nebo v&ty tvar, ale ty jsme nebyly schopni morfologickyzhisit

od jinych hemocyt a ndmi rozpoznany nebyly.
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Poslednim pozorovanym typem byly sferulocyty. nBy charakteristické
velkym mnozstvim kulatych sferuliznych velikosti, které té#h nebo zcela zasiuji
malé jadro. Velikost &chto burk se ¢asto liSi, my jsme zaznamenali jen malé
sferulocyty.

Kromé uvedenych bu¥k byl zvla® klasifikovan dalsi typ bufk pripominajici
velikosti a tvarem velky granulocyt, avSak bez mpath cytoplazmatickych granuli,
jinak pripominajici  kulaty plazmatocyt wviiiti strukturou jadra (obsahuijici

chromatinova granula) a cytoplazmy.

5.2 Diferencialni rozpéet hemocyk

NasSim ukolem bylo sledovat zastoupeni jednotliviight hemocyt neboli
diferencialni rozpéet (DHC= differential hemocyte count) ve skupindmz aplikace
(kontrola) a s aplikaci Tebufenozidu (Teb 0,17 & Te72). Pestoze byla pozorovana
zna&nd variabilita DHC mezi jednotlivymi larvami, zj@té rozdily nebyly nikdy
statisticky vyznamne.

Podle naSich vysledkbyly buiky zastoupeny podléetnosti takto: nejvice bylo
granulocyt (63,3%), dale prohemoayt(31,0%), nejmés pak plazmatocyit (3,2%) a
ostatnich bu&k jen 2,4%. Z toho malych granuloéybylo pozorovano 53,6% a velkych
granulocyti jen 9,8%, malych prohemody®21,8% a velkych prohemodyttaké jen
6,2%. Byly zastoupeny spiSe malé formy GR a PRuuffeyty byly pozorovany jen
vyjimecng, a proto byly v dalSich testech vynechéany.

Skupiny Teb 0,17 a Teb 1,72 nevykazovaly statigtigkznamné odchylky
DHC proti kontrole kromd skupiny neklasifikovanych bék. Presto nase vysledky
ukazovaly na wité zmeny v DHC a smir pasobeni Tebufenozidu, které zde uvadime.
Zmeny ¢etnosti jednotlivych tyiphemocyl jsou znazorény na obr. 1.

Snizil se poet PR (31% na 21,6%),igdevSim mPR (21,8% na 14,6%). A
naopak poet GR se zvysil (63,3% na 74%), a to hiawmvGR (9,8% na 17,9%). Pet
PL se mirg snizil (3,2 na 2,3%). Neklasifikované ity vykazovaly statisticky
vyznamnou odchylku mezi skupinami Teb 0,17 (7,3%gh 1,72 (2,0%)

Mezi pohlavimi Zadné statisticky vyznamné odchykgteny nebyly.
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Obr. 1: Diferencialni rozptet hemocyi S. littoralis

* znamena signifikantni rozdil mezi kontrolou a&hdickou ozngenou aplikovanou
skupinou Teb 0,17 .ifp. Teb 1,72.
+ znamena signifikantni rozdil mezi aplikovanyriiginami Teb 0,17 a Teb 1,72 .
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5.3 Ingesce MSHP
Fagocytarni schopnost hemacysme hodnotili démi indexy — fagocytarni
aktivitou a fagocytarnim indexem. Byly pouzity dddavky Tebufenozidu, fifemz u
vySSi davky nebylo mozné ziskat relevantni vyslediskupiny sami, a proto nebylo

mozné v této skupihodnotit vysledky rozdil mezi samci a samicemi.

5.3.1 Fagocytarni aktivita

Jako fagocytujici hemocyty byly pozorovany maléeik& granulocyty, malé a
velké prohemocyty, plazmatocyty a neklasifikovaeébcyty.

Fagocytarni aktivita (FA)je vyjadeni pro procentualni podiédh burgk, ktere
fagocytuji. FA jednotlivych typ hemocyt u intaktni skupiny byla: GR (51,6%), PR
(50%), PL (19,2%), neklasifikovanéitky (18,1%).

Po aplikaci Tebufenozidu byl zaznamenan signifikamagst fagocytarni
aktivity oproti kontrole. Vzrostl p&et fagocytujicich buk z 49,5% (intaktni) na 63,4%
(Teb 1,72). Signifikantni byl nést ve skupit granulocyt (51,6%; 65,4%:; 66,7%)a
to obzvla&t ve skupig malych granulocyt (54,6%; 71,8%; 72,6%).

FA ostatnich typ hemocyt se po aplikaci Tebufenozidu od kontrol statisticky
vyznamré neliSila. FA prohemocyt kolisala okolo 50% (50%; 48,3%; 51,5%). FA
MPR mirg vzrostla (48%; 49%; 55%), FA vPR klesla (54,7%,988; 37,9%), FA PI
vzrostla (19,2%; 37,6%; 34,7%), FA neklasifikovanymurek vzrostla (18,1%; 23,9%,
26,7%). Kron¢ velkych prohemocyit bylo tedy zjis¢no zvySeni FA u vSech typ
pozorovanych a hodnocenych hemdcyt

Rozdily mezi pohlavimi nebyly statisticky signifikiai.

! Pozn.: Cisla viads za sebou udavaji hodnoty testu pro tyto skupisp.relntaktni; Teb 0,17; Teb 1,72
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Obr. 2: Ingesce MSHP partikuli: Fagocytarni aktivita hemod. littoralis
* znamena signifikantni rozdil mezi kontrolou a&hdickou ozn&enou aplikovanou

skupinou Teb 0,17 ffp. Teb 1,72.

+ znamena signifikantni rozdil mezi aplikovanyhiiginami Teb 0,17 a Teb 1,72 .
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5.3.2 Fagocytarni index

Fagocytarni index(FI) vyjaduje pimérny patet pohlcenych¢astic v jedné
fagocytujici buice.

Po aplikaci Tebufenozidu se FI v8ech &ursignifikantré zvysil, ale s vysSi
davkou uZ nevzrostl: (3,8; 5:45,4) %% FI granulocyi signifikantré vzrostl oproti
kontrole v obou skupinach, ale ve vys&i davce T,@8 07 se nezvysil (3,4; 5:65,4).
Zvysil se FI malych (3,4; 5/45,1) i velkych granulocyit (4,6; 5,8; 5,5, piicem? [
vysSich davkach v obodipadech rily nizsi FI.

FI prohemocyi nafistal, ale vysledky nebyly statisticky rozdilné (%672; 6,4),
FI mPR vzrostl (3,6; 4,7; 5,6), ale FI vPR se 31{iZi5,8; 5,2).

Hodnoty FI plazmatocyta neklasifikovanych bwk byly v piméru nizsi nez
FI PR nebo GR a jejich hodnoty kolisaly a nevykatpvadny ugity trend.

Mezi pohlavimi byly zaznamenany signifikantni rdgdiSamice nily FI u
vSech i skupin (3,0; 4,5; 4,8 niz$i nez samci (4°8 6,8; - ). V8echny typy
prohemocyi a granulocyi jevily tyto odchylky, nizsi FI u samic nez u sama mGR
a VGR statisticky vyznamné. Naopak u plazmatoeyneklasifikovanych bk byly

FI vySSi u samic.

! Pozn.: Symbol hszdy ugisla (*) znai statisticky vyznamnou hodnotu oproti kontrole.
2 Pozn.Cisla viads za sebou udavaji hodnoty testu pro tyto skupisp.relntakini; Teb 0,17; Teb 1,72.
% Pozn.: Symbol hizdy ugisla €) zna statisticky vyznamnou hodnotu mezi pohlavimi.
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Obr. 3.: Fagocytarni index hemodys. littoralis po aplikaci Tebufenozidu.
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Obr. 4: Fagocytarni index hemodys. littoralis po aplikaci Tebufenozidu. Rozdily
pohlavi.
* znamena signifikantni rozdil mezi kontrolou a&hdickou ozn&enou aplikovanou
skupinou Teb 0,17 ,ifp. Teb 1,72.
+ znamena signifikantni rozdil mezi aplikovanyhuginami Teb 0,17 a Teb 1,72 .
o znamena signifikantni rozdil mezi pohlavimi
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5.4 NBT test

Hodnoty NBT testu udavaji optickou hustotu redukoxeh tetrazoliovych soli,
ktera je pimo unmérna mnozstvi produltROS u vySébvanych hemocyit

Pro tento test jsme zvolili vy3Si koncentrace apldné latky - skupiny Teb 1,7
a Teb 17,3. NiZSi davka vykazovala statisticky \amné zvySeni indexu proti kontrole
z 3,19 £ 0,16 na 3,79 £ 0,15. VysSi davka vykazaveiSi hodnoty NBT (3,05 0,15)
proti kontrole (3,19 0,16), ale ne statisticky vyznamny. Rozdil mezi NBddnotou
vySSi a niz8i davky byl vSak statisticky signifikain

Mezi pohlavimi nebyly nagfeny signifikantni rozdily, festo samice
vykazovaly vZdy niZ§i hodnoty nez samci ve stejngpBsx.

Skupinu s vySSi davkou jsme testovali navicéjggt 24hodinové inkubaci. Po
této dok jevily larvy znamky toxického {sobeni Tebufenozidu. Larvyigstavaly
prijimat potravu, byly malé, skomirajici, larvy ztedg zbarveni, epidermis byla tenka a
spontana se trhala. Jedna larva byla mrtva. Hodnoty NBTyhebtatisticky vyznamé
odliSné, ale festo se liSily. Po 24 hod byl index nizSi u kontf@hod— 3,19 £ 0,16;
24hod- 3,05 + 0,05) a naopak se zvysil u skupiny Tel2 18hod- 3,05 + 0,1224hod
- 3,27 £0,07).
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Obr. 5: NBT test hemocyi S. littoralis.

* znamena signifikantni rozdil mezi kontrolou a&hgickou ozngenou aplikovanou
skupinou Teb 0,17 iffp. Teb 1,72.

+ znamena signifikantni rozdil mezi aplikovanykuginami Teb 0,17 a Teb 1,72 .
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6. Diskuze
6.1 Stanoveni klasifikace a diferencialniho rozfto hemocyi

Ke Kklasifikaci hemocyt bylo pouzito mikroskopisckého studia vzorkbarvenych
klasickym hematologickym barvenim podle Pappenhgktexry barvi strukturu buik
do riznych ostif fialové. Barvi tmayji jadro a organely a stlejSi je cytoplazma.
Bunky maji rekdy zretelnou cytoplazmatickou membranuekaly nezetelny okraj.

U S. littoralis byly rozliSeny 4 typy hemodytpodle klasifikace Brehelin a Zachary
(1969).: granulocyty (GR), prohemocyty (PR), plammogty (PL) a sferulocyty (SF).
Oenocyty jsme ve vzorcich nenasli, protoZe jsowndgitlivéjSi hemocyty, které se
rozpadaji in vitro a zcela ze vzdrknizi bthem rékolika minut (cca 3 min) (Costa et al.,
2005).

PrestoZe byly biikky dokre viditelné, bylo celkem velkym problémem je spravn
mezi sebou odliSit. Tak jsme postdpmohli zangnit n¢které formy PR, PL a GR meazi
sebou. Nap nelze spolehli&rozliSit PR od kulatych PL, protoZe oba typy Bkijsou si
morfologicky velmi podobné. Jsou taetre velké buiky, maji relativié velka jadra,
ovSem liSi se v po#nu jadra k cytoplazth a ve struktie jadra. Bzké je také
klasifikovat buiky, které neadherovaly a jejich struktura je Spatatrna. B tmavsSim
obarveni buék je mozna zagna malych PR a GR. Jetlize GR obsahuji ¢ngmranuli
nag. po degranulaci (Pelc, 1985; Ratcliffe, 1996)tgké mozné je za#nit za PL.
Ribeiro a Brehélin (2006) pozoruje Zny morfologie GR po vice nez Sesti hodinach
inkubace, které sgdvaji v tom, Ze sedtSina granuli ztraci.

Kromé toho byl pozorovan jeden typ hikg ktery gipominal velké GR, ale
neobsahoval granule a strukturou jadra se poddbah Proto nebyl z@zen do Zzadné
skupiny hemocyi a hodnocen jako neklasifikovany typ hemdcyRrotoze naSe metoda
nemohla rozliSit tyto bitky, ponechali jsme je raf v samostatné skupéna pozdji
byly pozorovany zajimavé vysledky co se&dyjejich fagocytarni schopnosti, ktera
nazn&uje, ze se jednalo pradaodobré o PL.

Sferulocyty jsme pozorovali jen sporadicky. 8fecyty jsou to také zraé

nestabilni biiky, které se rozpadaji jizékolik minut po manipulaci in vitro. Pro jejich
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maly paet jsme sferulocyty negadili do této studie, a proto ve vysledcich s nildlie
neni pracovano.
HemocytyS. littoralisbyly studovany v pracich Stettler et al. (1998)d®io a Brehélin
(2006), Costa et al. (2005), Gell®t al. (2006), Brillard (2001), které vSechny pbuz
klasifikace od Brehelin a Zacharyho (1986) (Da &ia et al., 2003; Arnold, 1982).
V pracich Costa et al. (2005) a Ribeiro a Breh€lid06) je popisovan jeStesty typ
hemocyti, ktery dive nebyl klasifikovan, a ozidi jej jako velké granulocyty. Jsou to
velké buiky obsahujicicetné kulaté inkluze nepodobajici se ani PL ani Gikovéto
buinky nebyly v naSem pozorovani zaznamenany. NaSe daetpanoptického
Pappenheimova barveni byla pouZzita jen v praci i@elbal. (2006), ve které ale nebylo
prohemocyty vubec mozné rozlisit podle danych kritérii a bylyyam&odobré zahrnuty
do nejpaéetngjSi skupiny PL. PR se v uvedenych pracich vyskyioyen sporadicky,
narozdil od naSi prace, kde jsme pozorovali zhttéimové zastoupeni prohemoiyt

Jest jinym divodem rozdik mezi pozorovanimiidznych autol muze byt
znana hereditarni variabilita, ktera je typicka u hmmyz ktera se vyskytuje dokonce i
mezi zvfaty stejného druhu (Arnold, 1982) ve tvaru, velikogbo struktée hemocyi.
V ramci naSi studované skupiny nebyly zaznamen&mné& signifikantni rozdily,
protoZe se jednd o jeden chov, algitérindividuélini rozdily jsme pozorovali.&&ina
GR a PR byly biky malé a sedni velikosti, ale vyskytovaly se mezi nimi i vélk
formy GR a PR, a dokonce byly vyjidr@ zaznamenany i dbtypy PR, které byly
vyznamre VvétsSi nez kterékoli jiné hiky. PL se vyskytovaly ve vice morfologickych
variantach, ¥tSinou byly w¥etenovitého tvaru, ale zaznamenali jsem i protéri@y az
tvaru ha'atek, anebo svice nez awi vybéZky. Naopak kulaté formy PL jsme
nedokazali naSi metodou rozliSit od ostatnich hemtoc

U intaktnich hemocyt S. littoralis byl stanoven nasledujici diferencial
rozpatet hemocyit (DHC): GR (63,3%), PR (31,0%), PL (3,2%), ostdtaiky tvorily
jen 2,4%. NaSe vysledky DHC neshodovaly ani s jadmdzorovanim jinych autor
Stettler et al. (1998) udava u 5. instatiblZné stejné zastoupeni GR, PL a SP — po
jedné tetine a zbylé OEN a PR jen v malém mnoZstvi. Pro lejsitifikaci hemocyi

pouZzili dophujici test navazani monoklonalni protilatky na GRyry prokazaly shodu
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s pozorovanim ve fazovém kontrastu vitpadech ze 6. Strbkova (2000) v rozporu
s nim u stejného instaru uvadi vice PL (43%) a&mBR (20%) s pouzitim metody
barveni podle Pappenheima. Gelbt al. (2006) u 6. instaru zkoumal vyvoj hemdcyt
béhem ontogeneze a u 6. instaru uvadi vyvoj DHC pecldnVysledkem byly hodnoty
procentualniho ptiu hemocyl v rozmezi: PL (60-80%), GR (5-25%), SF (8-16%),
OEN (1,5-2,6%), PR uvedeny nebyly. Geélleit al. (2006) prokazuje téZimpzenou
fluktuaci DHC, ktera mize byt disledkem vyvojovych procésorganismu. Posledni
praci, ktera byla nalezena je Brillard (2001), kdlepaiet GR a PL dohromady t¥io
90%, SF a PR po 5% a jen nepatrné mnozstui &N a tzv. velké granulocyty.
Brillard (2001) pouZzil opt jinou metodu — chovani b&k v monovrsté. V faddu
Noctuidae se vyskytuje nejvice variaci wigzh OEN, PL a PR. (Da Silveira et al.,
2003) a zastoupeni hemogyu Lepidopter) se pohybuje &chto rozmezich: GR (50-
75 %), PL ( 14-30%), SPH (1-35 %) a OEN (1-2%) {{8e et al., 1998). Mezi
vysledky tchto autoli i naSimi jsou tedy rozdily, které mohou bytébpyswtleny
pouzitim iznych laboratornich metod, nejednotné klasifikacgrieozené variability
mezi populacemi hmyzich drahPredevsim poukazuji na nestandardnéshto metod
a na petrvavajici nejednotost mezi kritérii klasifikacerhocyf.

NaSe metoda pozorovani fagocyve swtelném mikroskopu po obarveni
panoptickym barvenimimesla dobry zaklad rozliSeni tyfpnemocyt, které ale nebylo
zcela jednoznmé, a proto navrhujeme dopii o dalSi identifikani testy, které by

rozliSily zvlase PL, GR a PR mezi sebou.

6.2 Stanoveni zém hemotoxicity pomoci fagocytarnich teist
6.2.1 VySeéeni znany DHC

V naSi studii nabyly zaznamenany signifikantni ¢agn DHC vlivem
Tebufenozidu, aleipsto bylo patrné snizeni PRedevSim malych PR, zvySeni GR,
hlavre velkych GR, a mirné sniZzenidto PL.

Zmény DHC a THC (total hemocyte count= celkovy¢pb hemocyid) jsou
béZzné @i ontogenezi (Gellsi et al., 2006), # infekci nebo stimulaci rozthymi
¢asticemi (Borges, 2007), stresu (Russo et al., R@@8obeni toxikalii (Fde a Tripp,
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1980) atd. Probiha pod hormonalni kontrolou. (Begtal., 2008) Hormony maji &ity
vliv na stimulaci pisedlych HC vedouci k jejich uvaini do olhu, tim se zvysSuje
celkovy paet cirkulujicich hemocyit (Pathak, 1991). &které wdecké hypotézy
vyswtiuji zmeny diferencialniho rozpittu teorii prekurzorovych bék, za které jsou u
Lepidopter nejastji povaZzovany PR, nebo PR a PL sgoke Fi rozpadu nebo
snizeném p&iu efektorovych hemcofgt dochazi k jejich nahra&d novymi
nediferencovanymi hikami (Wittig, 1973), které mohou¢kdy také pevzit jejich
tlohu. Anebo jako v naSentipact zvySeni pétu efektorovych bukk a snizeni mén
diferencovanych butk mizZze byt znamkou zvySené diferenciacetslddku stimulace
obrannych mechanishjako popisuje nap Borges (2006). Jednim z moznyakvddi
pozorovanych zin DHC mohou byt rozpad nestabilnich Bknanebo zagny burek
zpusobené morfologickymi zémami. Jsou také prokazany aktivace obrannych
mechanism a zneény v DHC vstiknutim unglych ¢astic in vivo a in vitro (Borges,
2006, 2007 aj.), které nami studovany nebyly.

Studie @inka Tebufenozidu na DHC bezobratlych nebyly v litefatnalezeny.
Pouze je zaznamenano zvySovani celkovélitupmemocyl u S. littoralis (Mourad et
al., 2004), které je Zobeno pediasnym vyvojem, istem a zvySovanim objemu
hemolymfy. DHC nfiZze byt ovliviéno aplikaci toxicke latky, jak je to uvedeno v maoh

studiich, ale neni povazovan za spolehlivy indikato

6.2.1 VySeétni znén fagocytdzy

Nami pouZzité testy pozorovani fagocytdézy vesteiném mikroskopu a test
produkce ROI redukci NBT soli signifikastrodrazely zminy fagocytozy, které jsme
piedpokladali. Odbornéa literatura dokumentuje zvySefdgocytozy vlivem
ekdysteroidnich hormdn v praci Figueiredo et al. (2006). DalSi studie vuli
ekdysteroid na hemocyty nebyly nalezly, ale &ny fagocytarni aktivity jsodastym
jevem u fiznych toxickych latek, i kdyZasto jen v kterych z parameir jako nap.
produkce ROI. (Russo a Lagadic, 2000) Z tohotoikkedjsme byli radi, Zze se zmy
fagocytarni aktivity mohly projevit ve vSech zkoumyah testech, a mohli jsme tak

hodnotit vysledkydchto metod.
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Jiz zmény v DHC nazné&ovaly ukity vyvoj ve zmeénach pdéta hemocyi, ale
nebyly statisticky signifikantni. &které studie ani nepovaZzuji 2ny v patech
imunitnich burk za spolehlivy indikator zgm imunitni schopnosti..

Zmeny ve fagocytarni schopnosti se projevily zvySefrif) Fl i produkce ROI
po podani Tebufenozidu. Jeden typ &uynktery WtSinou neni uvath v ostatnich
pracich jako schopny fagocytézy, byl pozorovan jé#gocytar® aktivni. V ostatni
literature se jedna o velmi malo zastoupeni typ henioayz toho dvodu neni ¥tSinou
blize hodnocen sohledem na fagocytarni aktivitmeba je hodnocen jako
nefagocytujici. (Ribeiro a Brehelin, 2006; Costaalet 2005) Nas vysoky get PR je
mozné vysytlit tim, Ze se jednalo o ne zcela vyzralé formy RLGR, které rly
schopnost fagocytézy, ale chip u nich rozpoznéavaci znaky diferencovanych stéadii
byly z toho divodu z@azeny do Spatné skupiny. Anebo PR opravdu fagoaigov
Nékteré prace se totiz ziiji o tom, Ze jsou PR za ditych podminek schopné
fagocytdzy. Ling et al. (2005) ukazuje na to, Zspth nékteré PR jsou zajisté schopny
fagocytozy, picemz timto zpsobem tvéi zachranny mechanismus mapo infekci
nebo ve stadiu vyvoje, aby nahradily snizen§gbginych efektorovych hemoayt Tyto
prohemocyty nebylo mozné povazovat za nevyzralényogranulocyh a pozdji se
nekteré z nich vyvinuly v PL, které v Bombyx mori agbcytuji (Nakahara et al., 2003;
cit. Ling et al. 2005). Ling et al. (2005) se dow#@ize stres f¥e byt iniciatorem
aktivace zmin funkce PR a PL k fagocyt6ze. NasSi metodu ovSewahgeme za
relativreé neinvazivni a také nebyla poskytnutélg¥itost k dlouhodo§Sim znménam,
ktery vyvolaji stresovou reakci u hemoityd aktivuji u nich fagocytézu, a proto tuto
moznost spiSe vytwjeme. ProtoZze vysledky pozorovani fagocytozy MSEHBtic
v mikroskopu povaZujeme za relatévrspolehliveé, #astava tak pedevSim problém
klasifikace hemocyt, ktery by vys¥tloval Spati zatazené biiky do skupiny PR.

MSHP ¢éstice ve vzorcich obarvenych Pappenheimovym barvéryly velmi
dohre viditelné pro svou tmawfialovou barvu, ktera je p&sinou jednotna, jenskdy
o trochu s¥tlejSi, coz je mozné natravenim, ale jejich pravigévar a velikost zartuji
rozpoznanidchto ¢astic. Problémem fize byt stanoveni toho, ktegéstice jsou teprve

adherovany na povrchu hemocytu a které jsou uzozfagvany. Hodnoceni bylo
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provadno tak, Ze jako fagocytovana byla hodnocena jetaséice, ktera byla zcela
uvnité bunky. Presto nevyldujeme, Ze &ktere castice biiky mohly byt misto pouze
adherovany seshora na povrchunku Takové chovani je mozné u GR a OEN
produkujici lepkavé koagulum (Gregore a Goffin&79) a kyselé mukopolysacharidy
( Anderson a Chain, 1979) atgwbujici tak adherenci cizictastic na svém povrchu.
NaSe vysledky ale vyjadji tak piikaznou fagocytarni schopnost, takze nepovazujeme
tento jev za @ak dilezity. DalSim u(skalim této metody je velky ¢gb
zfagocytovanych MSHRastic, které se uvrfitmalych bugk, které byly paradoxn
hlavnimi fagocyty, pekryvaly na malém prostoru a byasto problémemipsré urcit
pocet zfagocytovanyclEastic. Za druhé bylo horSi hodnoceniéaht GR, které rély
tmavsi cytoplazmu a MSHRastice v nich nebyly zcelaretelné. Toto je problém
mozna tmavsiho obarveni vzorku, které by se datwSkrdobou barveni zlepSit. Ty
buinky, které se vSak ve vzorku neadheruji na podlcskio, je téndt nemozné
identifikovat a rozeznat, jaké&stice obsahuji, a proto nejsou mozné hodnotit.

VyzkouSeli jsme takéuzr¢ dlouhé casy inkubace: 20, 40, 60 a 120 minut,
abychom wili dobu, pi které buiky nejvice fagocytuji a zarosejsou dolie
pozorovatelné, prote po delSi daob dochazi k jejich rozpadu in vitro. Pro delsi
uchovani hemocytéarnich kultur byly testovany takiéfyziologické roztoky: PBS,
Ringefiv roztok a smas fenylthiom@oviny rozpu&na s Ringerovym roztokem. Ani
jeden nebyl schopen zcela zamezit hemolyddemych bugk, ale jako nejvhod)si
z nich byl vybran Ringéw fyziologicky roztok pro hmyz.

Vysledkem mikroskopického pozorovani byly paramdégocytarni aktivity a
fagocytarniho indexu. Jako hlavni fagocy®y littoralis jsme pozorovali GR a PR, a PL
a neklasifikované typy bwk fagocytovaly v mensSi rg. FA granulocyt a
prohemocyi byla asi 50%, plazmatoaytl9% a neklasifikovanych hemoayl8%.
Fagocytarni aktivitu vykazovaly o trochu vicétdi PR nez malé PR a 1,5 krat vice
malé GR nez velké GR. Fagocytarni index byl vysS$elkych bugk nez u malych
burgk, domnivame se Ze proporcional jejich velikosti. Také FI prohemodytylo

asi 1,5krat vy3Si nez granulotyw praméru. To podle naSeho nazoru odpovida prav
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pramérné velikosti butk, protoZze PR se vyskytovaly hejrni ve stedni velikosti
narozdil od GR, které bylyfpvazre male.

Plazmatocyty a neklasifikovanéidy mély v praméru nizsi Fl nez PR a GR. A
bereme-li v potaz také jejich nizkou miru aktivaare fagocytoze, je otazkou, jakou
tlohu hraji pi fagocytéze a zda se jedna skukeo fagocytujici biiky. Hlavni funkci
Pl je totiz enkapsulace, a prototabna fagocytdza jednokiodvou MSHPc¢astic mohla
byt jedn prvnim krokem enkapsulace.Ribeiro a Biieh@006) se domnivaji, Ze rozdily
v pozorovani PL ve fagocytarni akt&jtprameni vyhradh z rozdilnych podminek
experimentu a zavisi na velikosti a typastic. Co se e neklasifikované skupiny
hemocyt, byly objeveno podobné chovarii fagocytéze, které se velmi liSilo od GR,
a tim gipominaji spiSe plazmatocyty, ke kterym prgwadobr pati.

Test produkce ROI byl proveden metodou na mikrodestpodle Pick et al.
(1943), ktera je jednoducha a rychla. Vysledkeno lpdtvrzeni pedchozich vysledk
totiz signifikantni zvySeni NBT redukce po podanébtlifenozidu s vySSi davkou.
Vysledna hodnota #iiena spektrofotometrem byla zmenSena o hodnotu et
kontrol. Mezi pohlavimi nebyly na#teny signifikantni rozdily, festo samice
vykazovaly vZdy niZzSi hodnoty nez samci ve stejngpBsx.

Navic byl proveden test &mito zmEnami: inkubace byla prodlouzena na 24
hodin, kdy larvy jevily znamky toxickéhoipobeni Tebufenozidu, a testovana davka
Teb 17,2 byla 10krat vysSi. Tato vysSi davkasgbila i osmi hodinové inkubaci
signifikantni pokles pod kontroly, ale po 24 hodihase opt zvySil. Zmeény u
kontrolnich larev byly prozkoumany také a zjisgdime, Ze produkce ROI byla naopak
po 24 hodinach nizSi nez po 8 hodinach. \éylewmim snizeni hodnoty NBT u vysSi
davky miZze byt gevaha toxického ysobeni davky, které se pmse zase upravily.
VysSi NBT hodnoty kontrolnich ztdt od slepych pokusukazuji na stimulaci aktivity
ROS systémuifdanim MSHP partikuli do hemolymfy in vitro a tinotprzuji produkci
reaktivnich kyslikatych intermediathemocyty S. littoralis jako n#ép ve studiich
(Kabbur et al., 1991; Ratcliffe, 1984; Gotz, 198@kahashi,1995). Odborna literatura

podporuje naSe vysledky.
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Mezi pohlavimi byly zaznamenany signifikantni rdgdi FI. Samice naly Fl
vzdycky nizSi nez samci. VSechny typy prohembcgt granulocyt jevily tyto
odchylky, u malych a velkych GR statisticky vyzna@mnNaopak u plazmatodyta
neklasifikovanych bugk byl FI vySSi u samic. Podle Ling a Yu (2006) majiSinou
samice lepSi imunitni systém — vice hemaatvyssi schopnost fagocytéraktivnich
burgk, zatimco FI byva stejny. Ve studiu S. littorgksne dosli k jinému za&vu, ale
celkovy pa&et hemocyi nebyl zji¥ovan.

Fagocytdézu mohou ovlivnit také stres, pohlavi, jyveprodukce, individualni
rozdily, gitomnost parazit a jinych infekci (Kurtz, 2002; Russo a Lagadic0@))
roéni obdobi (Anderson, 1993), cirkadidnni rytmus (j@era Slaprikova, 2003).
Charakter laboratornich tésthterymi jsou typ a velikost fagocytovanyé&fistic, péet
cirkulujicich hemocyt a mira frekvence styku s cizorodyrasticemi(Russo et al.,
2006), zvySena teplota (Feng Feng, 1974)mnsalinity (Fischer a Newell, 1986) a
dalsi. Vyznamnym moduiaim faktorem, ktery nelze zcela ovlivnit je fagstres.
Podobné studie S.littoralis jako naSe, zkoumalyw \diresu srovnanim vysledlk
neaplikovanych zvat a slepych pokis ale nezaznamenaly mezi nimi Zadné rozidly.
(Gelbk et al, 2006; Berger, 1987; Berger et al., 2003).
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Zaveér

Metoda pozorovani fagocytézy ve éwiném mikroskopu a  barveni
Pappenheimovym barvenimiimesla dobry zaklad rozliSeni typhemocyt.
Navrhujeme jeji dopkni o rgéjaky dalSi identifikéni test PL a GR, ktery by

jednoznéné diferencoval izné typy hemocyit

Provedenim naSich téstbylo prokdzano igdpokladané zvySeni fagocytarni
schopnosti na modelovém objektu, které mohlo roz&§ mezi jednotlivymi typy
hemocyti, mezi jedinci, pohlavimi a odrazelo statistickyzmgmné modulacefip

zmeénénych testovacich pdminkéach.
Také hemocyty S. littoralis fteme hodnotit jako vhodny modelovy objekt pro

screening hemotoxicity, s jedinym nedostatkem, ykterje poteba sjednoceni

klasifikace hemocyi
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9. Kliéovéa slova

Fagocyt6za

Hemocyty

Spodoptera littoralis (Boisd.)
Imunotoxikologie
Tebufenozide
Pappenheimovo barveni
NBT test
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10. Seznam pouzitych zkratek

DHC ...t diferencialni rozigd hemocyi (differential hemocyte count)
FA s fagocytarni aktevit

e fagocytarni index

GR.oveieee e granulocyty

I plazmatocyty

MGR.......oooiiiiiis malé granulocyty

MPR malé prohemocyty

NBT .o nitroblue tetrazolium

PR prohemocyty

ROL...coiis reaktivni kyslikatéermediaty (reactive oxygen intermediates)
ROS ... reactive oxygen syst

SEM . skenovaci elektronaoviiroskopie

SF sferulocyty

MSHP......oooriiiiiiiins mikrosférické hydrafilpartikule

THC .., celkovy pet hemocyi (total hemocyte count)

VGR ..ot velké granulocyty

VPR, velké prohemocyty
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