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Mechanizmy, ktoré zabrariuju infekcii patogénmi najdeme prakticky u vSetkych Zivych
organizmov. PocCas evolucie vzniklo Siroké spektrum takychto obrannych nastrojov, ako napriklad
enzymatické systémy, produkcia obrannych molekul, ¢i schopnost’ pohltit potencialne nebezpecné
bunky. Specialitou mnohobunkovych Zivogichov je v8ak existencia viac, & menej vyvinutych
imunitnych systémov, kde sa na rozoznavani a neutralizacii nebezpe€enstva podielaju rozpustné
molekuly (tzv. humoralna imunita) a aj Specializované bunky (bunkova imunita).

Kedze celom dazdoviek (lumbricidae) je v neustalom kontakte s okolitou pédou
(prostrednictvom metanefridii a dorzalnych pérov), ktora obsahuje velké mnozstvo potencialnych
patogénov, su tieto organizmy mimoriadne zaujimavymi modelmi pre Studium imunitnych procesov.
V celémovej tekutine dazdoviek mdézeme najst’ niekolko typov Specializovanych imunitnych buniek,
ktoré sa nazyvaju celomocyty. V tejto laboratornej ulohe sa budete venovat pozorovaniu

celémocytov dazdovky a analyze imunitnych procesov Zivo&ichov.

Izolacia a pozorovanie celomocytov dazdovky Eisenia hortensis

Pomoécky a material

o skontrolujte, i mate k dispozicii vSetky pomdcky, ak nie, kontaktujte veduceho ulohy

nadoba so substratom a dazdovkou, 2 valsie a jedna menSia Petriho miska, nadoba s pitnou
vodou, nadoba s destilovanou vodou na preplachnutie pipety, odpadova nadoba, roztok LBSS (na
lade) roztok EM (na fade), plastova Pasteurova pipeta, prazdna mikroskimavka a mikroskumavka
s farebnou tekutinou na vyvazenie centrifugy, podlozné a krycie sklicka, mikroskop, rukavice,

papierové utierky.

Postup
e pri manipulacii s dazdovkou budte opatrni a pracujte v rukaviciach
e s izolovanymi bunkami pracujte rychlo a pokuste sa ich drzat na lade
e po kazdom pipetovani si preplachnite Pasteurovu pipetu destilovanou vodou

1. Pripravte si Petriho misky, do jednej z va¢Sich misiek nalejte pitnu vodu, do druhej roztok LBSS,
do mensej misky nalejte 3 ml roztoku EM

2. Dazdovku oplachnite najskér vo vode, aby ste ju zbavili substratu, a potom v roztoku LBSS

3. Osuste dazd'ovku papierovou utierkou

4. Dazdovku vlozte na 30 — 60 sekund do roztoku EM (do tohto roztoku vyluci dorzalnymi pérmi
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tekutinu s obsahom celémocytov).

5. Dazdovku opat premyte v LBSS a vratte do nadoby so substratom.

6. Pasteurovou pipetou preneste 1 ml suspenzie celdmocytov do mikroskumavky

7. Centrifugujte 1 minatu pri 6000 rpm

8. Vylejte alebo odsajte supernatant (davajte pozor, aby vam v skiumavke zostal sediment)
a sediment rozsuspendujte v 1ml roztoku LBSS

9. Centrifugujte 1 minatu pri 6000 rpm

10. Rozsuspendujte sediment v 1 ml roztoku LBSS

11. Kvapnite kvapku takto pripravenej suspenzie na podlozné skli¢ko, prikryte krycim skliCkom
a pozorujte najskér pri mensom zvacseni (objektiv 10x). Jednotlivé bunky v3ak lepSie rozliSite pri
pouziti objektivu so zvacSenim 40x.

Nakres

Va$ou ulohou je identifikovat’ amébocyt a granulocyt na zaklade nasledujuceho popisu. Pozor,
bunky su pomerne flahko prehliadnutelné a maju tendenciu vytvarat zhluky. V pripade,
Ze vo svojom preparate najdete dané bunky, privolajte veduceho ulohy, ktory vam preparat
skontroluje. Nasledne zakreslite jeden amébocyt a jeden granulocyt. PopiSte pozorovatelné
Struktury.

U dazdoviek boli identifikované tri druhy celomocytov: amébocyty, granulocyty a eleocyty.
Amébocyty su bunky nepravidelného tvaru, ktoré vytvaraju mnozstvo vybezkov, ktoré moézu byt
lalokovité (tzv. lamelipddie) a/alebo tensie a predizené (tzv. filopddie a lobopddie). Granulocyty
su prevazne okruhleho tvaru s centralne uloZzenym jadrom a obsahuju v cytoplazme malé granuly.
Niektoré z nich mézu mat na svojom povrchu bublinovité vyliaCeniny. Eleocyty su okruhle bunky s
malym excentricky ulozenym jadrom, obsahuju mnozstvo vacSich nepravidelnych granual. Tiez
obsahuju farbiva, preto mézu byt v mikroskope viditelné ako ZIté resp. hnedasté bunky. Eleocyty
takmer vObec nevytvaraju vybezky a su pomerne krehke, takze pri priprave preparatu méze dojst

k ich fragmentacii.
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Ulohy

1. Ako uz bolo spomenuté, jednym z hlavnych imunitnych mechanizmov je fagocytdza. V3etky tri
druhy celdbmocytov su schopné fagocytozy, avSak jeden z nich je vyrazne aktivnejSi ako ostatné.
Na zaklade popisu buniek v uvode ulohy rozhodnite, ktory typ imunitnych buniek dazdovky
ma najvysSiu fagocyticku aktivitu a vysvetlite svoju odpoved.

2. NeSpecificka imunita je pravdepodobne najlepSie prestudovana u dazdovky Eisenia fetida, ktora
Zije v rozkladajucej sa organickej hmote. Dokonca sa zda, Ze tento druh ma SirSi repertoar
imunitnych mechanizmov ako pribuzné dazdovky, ktoré ziju zahrabané v pbéde. Vysvetlite, ako
modze zivotny Styl E. fetida suvisiet’ s tymto pozorovanim.

3. Ddlezitu ulohu pri obrane proti patogénom zohravaju aj latky rozpustené v celdbmovej tekutine.
Predstavte si, ze sa vam podarilo indentifikovat tri proteiny (nazvime ich CCF, SP a FET)
v celémovej tekutine E. fetida, o ktorych viete, Ze su spoloCne potrebné pre zabijanie baktérii.
Na zaklade vasich predchadzajucich vysledkov ste zostavili hypotézu (obrazok), podla ktorej sluzi
protein CCF na rozoznavanie latok charakteristickych pre baktérie (Ciarkovana Sipka). Ak sa na
CCF naviaze takato latka (napr. lipopoly-sacharidy — LPS), CCF spusti vylu€enie proteinu SP
z celdbmocytov. SP potom aktivuje protein FET, ktory je toxicky pre baktérie (Ciara s krizikom).

Aby ste otestovali svoju hypotézu, urobili ste niekofko experimentov, v prvom z nich ste pouzili
celomovu tekutiny ziskanu z dazdoviek odberom pomocou injekénej striekacky. Tuto celémovu
tekutinu ste rézne oSetrili (napr. odstranenim buniek, &i pridanim LPS). Konkrétne varianty
experimentu su popisané v tabulke. Nasledne ste vo vzorkach sledovali pritomnost proteinov
CCF, SP a FET. Oznacte v tabulke, ¢i v danych vzorkach o€akavate (+) pritomnost spomenutych
proteinov, alebo nie (), ak plati uvedena hypotéza.

CCF SP FET

Celdmova tekutina, z ktorej boli odstranené bunky, bez pridavku
LPS.

Celomova tekutina s bunkami, s pridavkom latky, ktora
spbsobuje rozpad buniek. Bez pridavku LPS.

Celdmova tekutina, z ktorej boli odstranené bunky, s pridavkom
LPS.

Celémova tekutiny s bunkami a pridavkom LPS. Bunky boli
odstranené 30 minut po pridani LPS




4.V druhom experimente ste sa rozhodli purifikovat proteiny CCF, SP a FET. Preto ste gény, ktoré
ich koduju, exprimovali v kulture hmyzich buniek a z nich izolovali jednotlivé proteiny. Nasledne ste
testovali, ktoré z nich su samostatne, alebo v kombinacii toxické pre baktérie Escherichia coli.
Jednotlivé proteiny alebo ich kombinacie ste najskér inkubovali 30 minat pri 18 °C v pufri
so zloZzenim zodpovedajucim celémovej tekutine a nasledne ste k nim pridali suspenziu baktérii.
Po dalSej inkubacii (2 hodiny) ste baktérie centrifugovali, premyli vodou a vysiali na Petriho misky
so zivnym médiom. Nasledujuci den ste vyhodnotili prezivanie na zaklade poctu vzniknutych

kolonii (pozri graf).
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Oznacte pre kazdé z nasledujucich tvrdeni, €i ho ziskané data podporuju (+) alebo nie (-).

Protein CCF sluZi na rozoznavanie patogénov.

Ziadny zo $tudovanych proteinov nie je samostatne toxicky pre E. coli.
Na zabitie buniek E. coli postauje kombinacia proteinov SP a FET.
SP aktivuje FET tak, Ze s nim vytvara komplex.

SP aktivuje FET tak, Ze ho Stiepi a meni z neaktivneho proenzymu na aktivny enzym.

Ak k zmesi proteinov SP a FET pridame protein CCF, zvysSi sa toxicita tejto zmesi
pre baktérie.

Samotny protein FET nie je pre E. coli toxicky preto, Ze tato baktéria bezne neinfikuje
dazdovky.

Vysledky experimentu nie su v rozpore s hypotézou uvedenou v ulohe 3.

5. Imunitné odpovede na infekciu su v pripade neSpecifickej (vrodenej) aj Specifickej (adaptivnej)
imunity iniciované rozoznanim molekul charakteristickych pre patogény, pricom na rozoznavanie
tychto molekul sluzia Specializované receptory. Tieto receptory su v pripade adaptivnej imunity
velmi variabilné a generované nahodne, takze sa medzi nimi najdu aj také, ktoré Specificky
rozoznavaju  konkrétne latky typické pre konkrétny patogén. Na druhej strane, receptory
nedpecifickej imunity, tzv. PRR (pattern recognition receptor) su rovnaké u vSetkych jedincov
a rozpoznavaju latky charakteristické pre SirSie spektrum patogénov, tzv. PAMP (pathogen
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associated molecular pattern). PRR su teda vefmi dblezité pre rozliSenie potencialneho
nebezpeCenstva a iniciaciu imunitnej odpovede (napr. fagocytdza, produkcia obrannych
a signalnych molekul atd.). To znamena, ze ako PAMP mohli byt v evolucii vyuzité iba niektoré
latky produkované patogénom. Oznacte (+) tie vlastnosti, ktoré by podfa vas mali mat molekuly
pouzitelné ako PAMP. Vlastnosti, ktoré nie su vhodné pre PAMP oznacte (-).

su esencialne pre prezitie patogénu
su evoluéne konzervované a vyskytuju sa u SirSej skupiny patogénov

su vysoko variabilné a charakteristické pre konkrétne patogény

su produkované patogénom a aj jeho hostitefom

su produkované v neskorom Stadiu infekcie patogénom

su produkované vylu¢ne hostitefom vtedy, ked' nie je infikovany

6. Okrem imunitnych buniek a molekul su organizmy chranené voc&i infekcii aj prirodzenymi
bariérami, ktoré poskytuju tzv. pasivnu ochranu nezavisle na pritomnosti infekcie. U ¢loveka medzi
takéto bariéry patria koZa a sliznice. NapiSte aspon tri mechanizmy, ktorymi tieto bariéry brania
infekcii.

7. Vo svojom preparate ste si iste vSimli aj zhluky celdmocytov. NapisSte, ako mdze byt schopnost
tychto buniek wvytvarat zhluky vyuZita pri obrane proti mnohobunkovym parazitom

(napriklad hlistovcom).
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