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Circadian changes in hemocytes in Spodoptera littoralis

Abstrakt

This work is a study of the morphology of hemocytes and stability of the
basic non-pathological hematological levels during 24 hours. Spodoptera
littoralis. (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae) in the sixth instar was used as the
biological model. Light microscopy was the technique used to observe the
hemocytes. Prior to the microscopy, preparations were made from the
hemolymph and stained by Pappenheim’s staining method. This is a method
which is routinely used in veterinary as well as human laboratory practice in
hematology. Six types of hemocytes were observed: small granulocytes (SGR),
large granulocytes (IGR), small prohemocytes (sPR), large prohemocytes
(IPR), spherulocytes (SP), and plasmatocytes (PL). Pappenheim's staining also
enabled apoptosis to be followed.

The knowledge of circadian changes in hemocytes in S. littoralis is very
important if this animal is to be employed as a new biological model, for
instance, for investigations in  imunology, hematotoxicology or
pharmacotoxicology. Changes in the levels of some substances can be
physiological even if lying beyond the reference level limits (Knapp et al.,
1984).

We found the various hemocyte counts varying throughout the day. At
midnight, the sPR and IPR counts are lowest while the apoptotic cell and IGR
counts are highest.

We tested the use of an ELISA reader (Sunrise, Tecan) (which is based on
the photometric principle) with a view to increasing the precision and
shortening the time of analysis. However, due to the large spans of
concentrations, viz. roughly from 2 mmol/l to 30 mmol/l, the use of the ELISA

reader was found unsuitable.



Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem bakaldiskou praci na téma Cirkadianni zmény
hemocytli Spodoptera littoralis vypracovala samostatné a pouzila jen pramentl,
které uvadim v ptilozené bibliografii.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé/v
uprave vzniklé vypusténim vyznacenych ¢asti archivovanych Zdravotné socidlni
fakultou elektronickou cestou ve vefejné piistupné casti databaze STAG
provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich

internetovych strankach.

V Ceskych Budgjovicich ...........cco..........

Podpis studenta



Podékovani:
Ucenec v laboratori neni jen odbornik, je to dite, které hledi na védu jako
na pohadku. Vidi ve védeé krasu.

Marie Curieova-Sklodowska

Réada bych timto chtéla pod&kovat svému vedoucimu prace panu prof.
RNDr. Josefu Bergerovi, CSc. za odborné vedeni bakalaiské prace, pii které mé
mimo jiné naucil vidét védu jako pohadku.

Dale dékuji panu doc. RNDr. Ivanovi Gelbic¢ovi, CSc. z Entomologického

tistavu AV CR za poskytnuti experimentalnich zvifat.



© o N o

UVOD o 6
SOUCASNY STAYV ...ttt 7
2.1 Alternativni biomodely ............oooviiiiiiiii e 7
2.2 Chronobiologie ..........ooiii i 8
2.2.1 Chronohematologie ...........cccovviiiiiiiii e, 8
2.3 ITMunitnd SYStEM ....vutiti it 9
2.3.1 Bunécéné slozky imunity bezobratlych ......................... 10
2.3.2 Humoralni slozky imunity bezobratlych ...................... 10
2.4 HEMOCYLY ..ottt e, 11
2.4.1 Klasifikace hemocytll ...........coevviiiiiiiiiiiiiiieien 11
2.4.2 APOPLOZA ...vvitiii i 13
2.4.3 Metody rozpoznavani hemocytll ..............ccooviiinai. 13
2.5 Koncentrace hemocCytll .........o.vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 14
CILEPRACE ......coooiiiiiiiiiiii e 16
METODIKA e, 17
A1 OdDEE .. 17
4.2 Panoptické barveni dle Pappenheima ......................cooeeall . 17
4.3 Koncentrace hemoCytll ........c.oviviiiiiiiiiiii i eee e 18
4.4 Statistické zpracovanidat ... 18
VYSLEDKY .ottt 19
5.1 Morfologiec hemoCytl ........c.oviniiiiii e 19
5.2 Zastoupeni jednotlivych hemocytl ..., 23
5.3 Diferencidlni rozpocet hemocytd (DHC) ... 23
5.4 Koncentrace hemocytll ..........covieiiiiiiiiiiiiii e, 29
DISKUZE ..., 31
ZAVER ...t 35
LITERATURA L. e, 36
KLICOVA SLOVA ....ooiiiiiiiiiiiiicee e, 43
PRILOHY ...ttt 44



1. UVOD

V soucasné¢ dob¢ jsou ve vyzkumu v oblasti laboratorni hematologie,
imunologie 1 toxikologie velmi oblibenymi, experimentdlnimi zivocichy,
bezobratli. Tento fakt se opira o skutecnost, ze nejsou zdaleka tak naro¢ny na
chov, jako obratlovci. Jejich rozmnoZzovani a vyvoj umoziuje postupovat ve

vyzkumu rychleji a upada zde i mnoho etickych problémd.

Cetnymi studiemi byla prozkoumana hemolymfa fady bezobratlych,
prokazala se pfitomnost krevnich bunék, nasledovalo jejich popisovani, zjiSténi
funkce, tfidéni 1 klasifikace. Aby se hemocyty bezobratlych prozkoumaly
opravdu dikladné¢ a nedochdzelo k ovlivnéni vysledkd kvuli neznalosti,
nesmime opominat chronohematologii, ktera je nedilnou soucasti laboratorni a
srovnavaci hematologie. Naptiklad pii studovani hematotoxicity latek, nemusi
byt ubytek hemocytl zplisoben toxickou latkou, nybrz se mize jednat o zcela

fyziologicky jev v disledku biorytmu.

Zamérem nasi prace je zjisténi poctu hemocytli modelového Zivocicha,
ve standartnich ¢asovych intervalech (po tfech hodinach) béhem 24 hodin.
Rozhodli jsme se pro vyuziti Pappenheimova barveni hemolymfy k diferenciaci
krevnich bun¢k a vyuziti spektroskopického méfeni pro zjisténi koncentrace

hemocytll v hemolyf€.
Zjisténim pocti jednotlivych hemocytl pfispéjeme velkou meérou k
piesnéjsi diagnostice v experimentalni laboratorni hematologii 1 v fad¢ dalSich

oboru.



2. SOUCASNY STAV

2.1 Alternativni biomodely

V biomedicinskych studii tykajicich se oveéfovani novych lécebnych
postupii a testovani bezpeCnosti, se vyuzivad piedevsim savcl diky jejich
fylogenetické piibuznosti s ¢lovékem (Levine et al., 2004).

Pokusy na zvitatech podléhaji pravnim omezenim, které odrazi kulturni,
etické, politické 1 ekonomické vlivy dané zemé&. Jejich pouZivani tak nardZi na
fadu problémi. A to se tykd i vyuziti obratlovcl, a pravé proto se neustale
hledaji a nasledné vyuzivaji nové biomodely. V posledni dobé je to zejména
vyuziti kmenovych bunék. Vyuziti kmenovych bunék vSak podléha jeste vétsSim
etickym problémim, neZ vyuziti obratlovcti, vzhledem k narocnosti se zde neda
uvazovat ani o ekonomické vyhodé (Paixao, 1999; Bradshaw, 2002; Berger,
2003).

Z téchto davodii se o hmyzu uvazuje jako o mozném biomodelu ke
zkoumani predevSim v preklinickych imunotoxikologickych studii pro
hematotoxikologicky screeaning (Berger a Slavickova 2008). Ani zde se zatim
neuvazuje o Uplné nahrad¢ za savce a ostatni obratlovce, kteii pravdépodobné
zustanou 1 nadale nedilnou soucasti vyzkumu a to zejména ve zkoumani toxicity
na embryonalni vyvoj.

V soucasné dobé jsou ve vyzkumu v oblasti laboratorni hematologie,
imunologie 1 toxikologie velmi oblibenymi, experimentalnimi Zzivocichy,
bezobratli. Tento fakt se opird o skuteCnost, ze nejsou zdaleka tak narony na
chov, jako obratlovci. Jejich rozmnoZovani a vyvoj umoziuje postupovat ve

vyzkumu rychleji a upada zde i mnoho etickych probléma (Berger, 2005).

Jednim z nejvétSich problému vyuziti hmyzu je nedostate¢na znalost jejich
fyziologickych funkci a hodnot. Tak je tomu i v experimentalni hematologii,
kde nejsou zcela prozkoumany hemocyty hmyzu ptitomné v hemolymf&. Byly

sice jiz v mnoha védeckych pracich pfedmétem zkoumani. Avsak i pfesto



nardzime na urcitou nesourodost jak nomenklatury, tak objevenych hemocytt,
ale 1 na uréeni jejich funkci, které nejsou zcela prozkoumany. Pfipisujeme to k
pomérné vysoké fyziologické strukturni i funkcni variabilité, omezenému
mnozstvi objemu hemolymfy, pouziti rozdilnych metod pozorovani,
laboratornich postupt, technik, zalezi také na podminkach experimentu, které

nejsou standardizované (Pech et al. 1994; Strand a Johnson, 1996).

2.2 Chronobiologie

Tento multidisciplinarni védni obor se zabyva otazkou wvnitinich
fyziologickych pochodut, probihajicich v uréitych intervalech v biologickém
systému. ,,Chrono‘= tykajici se Casu, ,,biologie* se zabyva studiem zivota. Hraji
zde roli jak rytmy exogenni, tak endogenni. Mezi rytmy exogenni fadime
sttidani svétla a tmy, teplotni cykly, socidlni aspekty aj. Zatimco endogenni
sleduji chemické pohody v organismu, které jsou vnitfnim zdrojem rytmicity.
(Halberg 1969; Halberg et al. 2003)

Nejpouzivangj$i rytmus je cirkadidnni (,,circa® = asi, ,,dian“ = den) s
periodou t = 24 h (£2) hod. Mezi dalsi fadime napf. ultradianni t < 20 hod u
nich muzeme ptedpokladat, ze nejsou regolovany enviromentdlnimi cykly
(Berger, 2004), infradianni s t > 28 hod, nebo také hojné uzivany cirkanualnni
(Karsch et al., 1989).

Chronobiologickd studia zahrnuji srovndvaci anatomii, fyziologii,
molekuldrni biologii, etiologii organismii v mechanismech biologickych rytmd,

dalsi hlediska zahrnuji vyvoj a reprodukci.

2.2.1 Chronohematologie

Pokud ov§em chceme pouzivat nové biomodely v preklinickych studiich,
je zadouci znat jejich fyziologické hodnoty z diivodu maximdlni pfesnosti
predikce (Knapp et. al., 1984; Klerman, 2005).

Znalost rytmd v hematologii je duleZitd pro Ilékarské laboratofe i

srovnavaci patologii (Berger, 2006). Zmény v hladinach nékterych latek mohou



byt fyziologické a to, 1 kdyz jsou mimo hranici referencnich hodnot (Knapp et
al., 1984). Jako je tomu napf. u melatoninu — no¢ni hormon, ktery je zvyseny
zejména vecer a priblizné 2 hodiny po probuzeni zlstava fyziologicky zvysen
(Cajochen et al., 2003).

V poslednich letech je chronohematologie ptredmétem velkych diskuzi.
Publikované nalezy totiz poukazuji na pritomnost cirkadidnich rytmi
V hematoimunim systému, které nejsou zcela zavislé na suprachiasmatickém
jadru. Denni rytmicita u hmyzu je fizena stimulatorem lokalizovanym v mozku
blizko o¢niho laloku. Toto je pfizptisobeno enviromentalnim cyklim jako je
stiidani svétla a tmy, teplotou, vyzivou a mnoha dal§imi aspekty (Berger, 2004).
Hmyz byl mezi prvnimi zvifaty, u kterych se toto pozorovalo a lokalizovalo,
nasledovali dalsi studie, které ukazali podobnost se savci (Forster, 2004).

Cirkadianni rytmy jsou fizeny hodinovymi geny, jejichz proteiny se
piepisi témet do 10 % geonomu. Nasla se fada proteind, vytvarenych neurony
mozku, které maji vliv na cirkadianni rytmy napi. u Lepidopter je to PER, CLK
A CYC (Forster, 2005). To by ovSem znamenalo, ze denni rytmicita neni
lokalizovana pouze pies o¢ni lalok, ale nachazela by se také v centralnim mozku
(blizko neuroendokriniho systému). Toto pfipomina situaci u obratlovcd. U
savcu je stimulatorem suprachiasmaticka jadra v hypotalamu, ten je spojeny
s vizualnim systémem (Forster, 2005) a s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje
hematopoeticky systém a imunitni reakce, s vlivem piedev§im na leukocyty
(Knapp et al., 1984).

O roli hodinovych geni v hematopoetickém systému a hematocytech

doposud vime velmi malo.

2.3 Imunitni systém

U lidi se sloZzky imunity rozd€luji podle zplisobu rozpoznani antigenu na
specifické a nespecifické. Specifické slozky jsou fylogeneticky mladsi nez
nespecifické a popsany jsou az u obratlovct. Podle toho zda se efektorové ¢asti

imunitni reakce Ui€astni humoralni faktory nebo burky se sloZzky imunity déli na



humoralni a bunééné. U hmyzu se vyskytuje pouze nespecificka slozka imunity
(Fucikova; Ribeiro et al., 2006). Hmyzi imunitni systém je piesto schopen
zajistit obranu pied patogeny, parazity, cizorodymi casticemi i zranénim.
(Lackie, 1983; Pech, 1995; Lavine et al., 2002; Jalali et al. 2008). Zakladem
imunitni reakce je schopnost rozeznavani vlastniho od ciziho a to na zdkladé¢

chemickych nebo fyziologickych vlastnosti jejich povrchii.

2.3.1 Bunécné slozky imunity u bezobratlych

Zakladni bunéénou imunitni odpovédi je fagocytoza hemocyty (krevnimi
bunikami hmyzu), zejména granulocyty. Dalsim mechanismem bunééné imunity
je nodulace, pii které je cizorody objekt obklopen velkym poc¢tem granulocyti a
plazmatocyti. Do této slozky imunity fadime jesté enkapsulace, kdy
granulocyty a plasmatocyty vytvari vice vrstev kolem cizorodého objektu. Jeho
vysledkem je nekrotizace celé kapsule. (Akai a Sato, 1973; Pech, 1994; Strand a
Pech, 1995; Silva et al., 2002; Osta et al. 2005; Gelbi¢ et al., 2006; Wootton,
2006)

2.3.2 Humordalni sloZky imunity u bezobratlych

Mezi tyto slozky fadime rizné latky, které jsou produkovany hemocyty
nebo tukovym téliskem (Lowenberger, 2001), jako jsou enzymy-lysozymy,
antimikrobialni peptidy, lektiny, lytické proteiny i opsoniny, melanizace
(Lowenberger, 2001; Ribeiro et al., 2006; Wootton et al., 2006; Séderhill et al.,
2009). Kazdy druh hmyzu ma svij vlastni specificky sortiment cytotoxickych
peptidi a bilkovin, které jednaji proti proti invazi patogent (Lamberty et al.,
1999).

Bunééné 1 humordlni slozky spolu tzce souvisi, navzéjem se dopliuji a

ovliviuji.
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2.4 Hemocyty

U hmyzu jsou popsany rizné druhy hemocytd, avSak ne vSechny se
objevuji u vSech druhi. Prozatim nejsou zdaleka tak prozkoumany, jako je tomu
u obratlovcti. U hmyzu nenalezneme obdobu erytrocytd, kvili zcela odlisnému
transportu kysliku. Zatim se neobjevily bunky podobné trombocytim.
Provedena byla také spousta studii, které srovnavali hemocyty riznych druht
mezi sebou 1 srovnani s lidskymi krvinkami. Z nichz vyplyva urcitd podobnost
mezi hemocyty nalezené u S. apterus a lidskymi leukocyty. Podle velikosti a
morfologické struktury by se hmyzi prohemocyty dali pfirovnat k lidskym
lymfocytim. Granulocyty S. uterus, se jevi jako lidské neutrofilni granulocyty.
U plazmatocytii se predpoklada, ze by mohly mit podobnou funkci jako lidské
monocyty. Sférulocyty jsou pofdd zdhadou, nenaSla se pro né jakékoliv

podobnost s lidskymi krevnimi butikami (Berger a Slavickova, 2008).

2.4.1 Klasifikace hemocytit

U vétSiny druhitt z fddu Lepidopter rozeznavame pét druhd hemocyti
podle Brehélina a Zachary (1986) a to granulocyty (GR), prohemocyty (PR),
plasmatocyty (PL), sférulocyty (SF) a eonocyty (EON).

Granulocyty (GR) jsou nejbéznéjSim typem hemocytti o velikosti 5-8 um
(Ribeiro et al., 2006). Mirn¢ basofilni cytoplazma je siln¢ granulovana s hrubym
endoplazmatickym retikulem, Golgiho aparatem. Pfitomny jsou téz
mitochondrie, glykogenové slozky rozptylené v cytoplazmé a mnoZzstvim
pinocytotickych vacku (Falleiros, 2003; Berger a Slavi¢kova, 2008). Tyto
hemocyty jsou velice variabilni, vétSinou se vSak jedna o bunky kulatého nebo
ovalného tvaru o velikosti 4 - 20 um. Jadra jsou uloZené v centru buiky. V
jaddru pozorujeme v masach roztrouSeny chromatin vétSinou i s jadérkem.
Funkci granulocytt je fagocytoza, ktera probiha jak in vivo, tak in vitro. (Akai a
Sato, 1973; Pech et al., 1994; Silva 2002; Costa et al., 2005; Gelbi¢ et al. 2006).
Na zakladé povrchové ultrastruktury by se GR daly zafadit do dvou podtypd,

jedny s mnoha a druhé s mensim poctem povrchovych vyénélka (pseudopodii),
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které pravdépodobné piedstavuji aktivni a neaktivni formu bunky vzhledem
k fagocytarni aktivit¢ (Jalali, 2008) Né&kteti autofi popisuji nalez hemocytd
srysy GR i PL (Silva et. al., 2002; Falleiros, 2003)

Prohemocyty (PR) jsou velké 3-10 um, mohou byt kulaté, ovalné nebo
eliptické bunky s velkym, centralné uloZenym jadrem, ktery témef vypliuje
celou buiku. V jadru nachdzime dobte viditelné jadérko. Cytoplazma zaujima
jen uzky prostor kolem jadra, obsahuje velké mnozstvi volnych ribozému, ale
jen velmi mald hruba endoplazmaticka retikula a velmi malo mitochondrii.
Vzacné se u PR naléza i Golgiho komplex (Silva et al., 2002; Falleiros, 2003;
Berger a Slavitkova, 2008). Casto se povazuji za prekurzory diferencovanych
hemocytarnich typa (Gupta, 1979; Brehélin et al. 1979; Negreiro et al., 2004;
Ribeiro a Brehélin, 2006).

Plasmatocyty (PL) jsou protahlé vietenovité butiky do velikosti 4 - 25 pm
s velkym kulatym jadrem o velikosti 5 - 11 pm jsou bohaté na endoplazmatické
retikulum. V jadfe mazeme nalézt az dvé masivni jadérka. Cytoplazma je
bazofilni mohou byt pfitomny malé granule nebo dutinky proménlivych formati
a tvari, dobfe vyvinuté hrubé endoplazmatické retikulum, golgiho komplex i
mitochondrie. Casto nalezené buiiky s charakteristickymi znaky jak PR tak i PL
se oznacuji jako mladé plasmatocyty (Silva 2002; Falleiros 2003; Berger a
Slavickova 2008). PL tvoii kolem velkych cizich téles nebo vétSimu poctu
bakterii tzv. kapsule. Indikuji tak appoptézu granulocytd (Lavine a Strnad,
2002; Ribeiro a Brehélin, 2006; Lackie, 1983).

Stérulocyty (SP) maji riiznou velikost, vetSinou jsou vSak velkého kulatého
¢i vejCitého tvaru, 22-48 um veliké. Jadro je oproti velikosti celé buiiky malé,
ulozené uprostied nebo na okraji buiiky. Cytoplazma je basofilni, vzhledem
K mnozstvi inkluzi zaujima pomérné maly obsah. Snadno se rozpoznaji od
ostatnich hemocytii podle velkého poctu sféruli, coz jsou velké inkluze. Kromé
sféruli cytoplazma obsahuje v malém poctu organely umisténé predevsim kolem
jddra a to: ribozomy, endoplazmatické retikulum, Golgiho komplex a

mitochondrie (Silva 2002; Falleiros 2003; Ribeiro a Brehélin, 2006; Berger a
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Slavickova 2008). Jejich funkce jesté neni zcela objasnéna. Nékteré studie jim
ptipisuji Glohu v transportu, jiné v metamorfoze (Ribeiro a Brehélin, 2006; Sass
et.al., 1994).

Oenocyty (OE) jsou popisované jako 22-35,5 um velké, kulaté bunky
S malym jadrem uloZzenym vétSinou na okraji buiiky. Cytoplazma je homogenni
a chuda na organely s vyjimkou volnych ribozéma (Silva, 2002; Falleiros, 2003;
Ribeiro a Brehélin, 2006).

2.4.2 Apoptoza

Je jeden z nejCastéjSich typi programované bunééné smrti bunky. Ve
vétSing€ pripadi jde o fyziologickou bunéénou smrt, ktera nezpusobuje
zénétlivou reakci, na rozdil od nekrézy. Hraje rozhodujici roli v celé tadé
fyziologickych procest a to jak béhem vyvoje plodu, tak i v dospélé tkani
(Reed, 2000). Imunitni systém je na jevu apoptdézy zcela zavisly, a proto
poruseni tohoto procesu, mé fatalni ndsledky. Témér tietina vSech lymfocyta
kazdy den pfi dozravani zanikne. Tato selekce je fyziologicka (Trebichavsky,
1994). Bunka, ktera podlehne apoptdoze se morfologicky méni. Cytoplazma
zaCind kondenzovat, buiika se zmenSuje, dochdzi ke svrasténi jadra a
kondenzaci jadérka a chromatinu, nasledné se rozpadne chromatin i jadro,
vytvaii se apoptosomy (apoptoticka téliska), které jsou fagocytovany (Reed,
2000). Apoptézu podporuji rizné faktory jako napriklad Ca®* , TNF receptor,
cytokiny i rizné geny. I vnéjsi vlivy, jako je stres, chemoterapie, toxické latky

(Zhang et al. 2005) nebo infekce (bakterialni i virové), jsou také schopné

vyvolat apoptozu (Reed, 2000).

2.4.3 Metody rozpozndvdani hemocytii
Hemocyty mizeme zkoumat fadou technik. V posledni dobé se objevuje
nazor, ze nejefektivn€j§im zplisobem je spojeni vice technik, pficemz se zvysi

pravdépodobnost spravného zatazeni hemocytl i uréeni jejich funkce.
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Zékladni metodou je svételna mikroskopie. V hematologii je univerzalni
metodou pro svételnou mikoskopii je Pappenheimovo panoptické barveni. Toto
kontrastni barveni je nejbéznéji pouzivané na krevni natéry, protoze velmi dobte
zobrazuje jadro i cytoplazmu. Tato metoda je zakladni jak pro lidskou, tak
veterindrni hematologii.

Dalsi velmi castou metodou je elektronova mikroskopie zejména pak
skenovaci (SEM). Je mozné do jist¢é miry povazovat SEM za analogii
svételného mikroskopu v dopadajicim svétle, na rozdil od n€ho je vysledny
obraz tvotfen pomoci sekundarniho signalu. Velkou ptednosti SEM v porovnani
se svételnym mikroskopem je jeho velka hloubka ostrosti (Nebesafova). V
pozadi nezlistdva ani trasmisni elektronova mikroskopie (TEM).

Identifikace hmyzich hemocyti pomoci monoklonalnich protilatek
(mAbs) je zajimavou technikou a pfislibuje vysokou specifitu. Znac¢eni pomoci
mAbs je hlavni technikou identifikace bun€k imunitniho systému u obratlovcil
(Chain et al., 1992; Rodriguez et al., 1995; Strand a Johnson, 1996; Falleiros,
2003, Winotaphan et al., 2005). Prozatim vSak jes$té nebyly izolované mAbs
s dostate¢nou specifitou pro dané hemocyty (Ling et al., 2003).

Dalsi metodou rozpozndvani hemocytl je prikaz enzymii napiiklad
protéza, kysela fosfataza, peroxidaza atd. (Chain et al., 1992).

Prokazalo se, Ze velmi u¢innou metodikou je fluorescencni mikroskopie,
vyuzivajici jako barviva napf. akridinovou oranz a propidium jodid (Ling et al.,
2003).

Dobrou cestou, zejména pro urychleni identifikace, je pratokova

cytometrie (Ribeiro a Brehélin, 2006).
2.5 Koncentrace hemocytii

Ke zjisténi koncentrace leukocytl se bézné vyuziva pocitani jednotlivych

bungk v Biirkerové komurce s vyuzitim Tiirkova roztoku.
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Koncentraci ur€ité¢ latky, mizeme méfit na zakladé pohlcovani svétla
ur¢ité vinové délky, pomoci optickych spektroskopickych metod jako je
fotometrie nebo spektrofotometrie.

Fotometry jsou jednodussi, k vymezeni tizkého pasma vlnovych délek
pouzivaji filtry. Lze tedy méfit pouze v takovych vinovych délkach, na které
mame filtry.

Spektrofotometry pouzivaji miizkovy monochromator a ten umoznuje
kontinualné ménit vinovou délku méfeni a to v Sirokém intervalu (Drbal,

Kfizek; Schneiderka a kolektiv)
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3. CILE PRACE

- Prostudovat stabilitu zékladnich nepatologickych hematologickych hodnot
u zvoleného alternativniho biomodelu v pribéhu dne
- Overit moznosti ELISA readeru pro zptesnéni odectu koncentrace

hemocytt
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4. METODIKA

4.1. Odbér

Vybirali jsme larvy Spodoptery littoralis Sestého larvalniho instaru, tésné
po svléknuti a ponechali je v termostatu se stalou teplotou 25°C s konstantnim
stiidanim svétla a tmy (16 hod. svétlo, 8 hod. tma)(Lackie 1983). Kde byly
chovany v petriho miskdch a krmeny standardni dietou PREMIX (vyrobce
Stonefly Industries, Bryan, TX, USA). Po 24 hodinovém aklimatizovani jsme
zacali odebirat hemolymfu. Hemolymfa byla odebirdna vzdy minimalné tfem
larvam po tfi hodinovych intervalech béhem 24 hodin — v 09:00, 12:00, 15:00,
18:00, 21:00, 24:00, 03:00 a 06:00 hodin. Vpich byl proveden pod panozkou,
kapku hemolymfy jsme kapli na podlozni sklicko. Pomoci druhého podlozniho
sklicka tzv. roztérového jsme zhotovili preparat krevniho natéru, ktery jsme

nasledné obarvili.

4.2 Panoptické barveni dle Pappenheima

Hemocyty jsme barvili pomoci pappenheimova barveni. Dobfe vysuseny
preparat byl nejprve obarven v roztoku May-Griinwalda (6 minut). Nasledovalo
fadné oplachnuti destilovanou vodou (1 minutu). Dal§im krokem bylo
dobarveni preparatu roztokem Giemsa-Romanovského a vody (30 minut).
Roztok byl vzdy ptipravovan tésné¢ pied barvenim v poméru 1:3 dilim vody.
Nakonec byl preparat oplachnut pod proudem tekouci vody a ususen.

Takto ptipraveny preparat byl vhodny k diferencialnimu rozpoctu
hemocyti (DHC= differential hemocyte count) ve svételném mikroskopu.
Rozpocet byl utvafen s minimalné 100 spocitanych bungk.

Fotograficka dokumentace byla vytvofena za pomoci CCD kamery na
mikroskopu znacky OLYMPUS BX 51 s objektivem zvétSujici 100x.
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4.3 Koncentrace hemocytii

Na tento test byly pouzity stejné vzorky hemolymfy jako na diferencialni
rozpocet. Pfed méfenim jsme si pfipravili specialni protisrazlivy roztok. A to
smichanim NaOH (0,098 M) s NaCl (0,186 M), EDETA (0,017 M) a s
kyselinou citronovou (0,041 M) do 100 ml destilované vody. (Mead et al., 1986,
cit. Strand, 1996) Nasledné jsme odpipetovali 90 ul protisrazlivého roztoku do
jamek mikrodesticky ptidali jsme k nému 10 pl hemolymfy a fadn€ promichali.
Z jednoho vzorku jsme provedli 2 paralelni méfeni. Vznikly roztok byl méten
fotometricky za pomoci ELISA readeru (Sunrise, Tecan). Pfi méfeni jsme

vyuzivali vlnové délky 620 nm.
4.4 Statistické zpracovani dat

Vysledky jsou vyjadieny jako pramérna hodnota skupiny + smérodatna

odchylka praméru.
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5. VYSLEDKY

5.1 Morfologie hemocytii

Diky panoptickému barveni jsme pomoci svételného mikroskopu jsme
sledovali tyto bunky: granulocyty (GR), prohemocyty (PR), plasmatocyty (PL),
sférulocyty (SF) i apoptotické bunky.

Morfologie hemocytti byla velice rozmanitd, pozorovali jsme rizné
varianty jednotlivych bun¢k s ohledem na jejich tvar, velikost i vysledek
barveni.

Granulocyty byly nejcastéji vyskytované hemocyty kulatého tvaru
s centralné ulozenym kulatym jadrem. Typické pro GR je tmavé fialovortuzové
jadro. Cytoplazma byla granulovana modrofialova. Mnohdy u GR nebylo
mozné rozliit cytoplazmu od jadra, cela buiika byla tmavé fialova az do Cerna.
Pozorovali jsme ruznou velikost tohoto typu hemocytt, proto jsme se rozhodli
pro dalsi rozd€leni na malé (mGR) a velké (vGR). GR stifedni velikosti jsem

zatadila mezi vGR.

Obr. 1: Granulocyt

Zdroj: viastni vyzkum
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Pro prohemocyty bylo typické ruzové jadro, vypliujici témét celou bunku.
Okolo jadra je svétlounce fialova cytoplazma, bez granul nebo vakuol. U
nékterych PR byla takika neviditelna. U PR, stejné jako u vySe zminénych GR,
byla velka variabilita ve velikosti. | zde jsme se rozhodli pro dalsi rozdéleni na

malé (mPR) a velké PR (vPR). Stiedni velikost jsem zaradila mezi vPR.

Obr. 2: Prohemocyt

Zdroj: vlastni vyzkum

Plasmatocyty jsme pozorovali vétSinou jako zplostélé bunky s ruzné
dlouhymi vybézky na zplostélych koncich. Jadro bylo kulatého nebo ovalného
tvaru. Cytoplazma se jevila jako mirn€ granulovana. Vysledky barveni nebyly

jednoznacné. Nekdy pripominaly GR jindy spiSe PR.
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Obr. 3: Plasmatocyt a Granulocyt

Zdroj: viastni vyzkum

U sférulocytii jsou v cytoplazmé typické inkluze tzv. sférula seskupené
kolem jadra, které je nejcastéji ulozené centraln¢, pozorovali jsme vSak i
excentrické ulozeni jadra. V panoptickém barveni byly inkluze bezbarvé, nékdy
nartizovélé s rizovym hraniCenim. Inkluze byly poctem i velikosti rliznorodé.
Pozorované jadro bylo malé, bylo mens$i 1 ve srovnani s jadry ostatnich

pozorovanych hemocytt.

-21-



Obr. 4: Sférulocyt

Zdroj: viastni vyzkum

Panoptické barveni nam umoznilo sledovat apoptdzu, dobie viditelna byla
segmentace bunky i apoptotickd téliska. Pocet apoptotickych bunék nebyl

vysoky u nékterych vzorku, jsem dokonce nepozorovala ani jednu.

Obr. 5 a); b) Apoptdza

Zdroj: viastni vyzkum

5.2 Zastoupeni jednotlivych hemocytii
Pomoci cetnosti jednotlivych hemocytli v pozorovanych natérech jsme

zjistili, Zze nejvice jsou Vhemolymfé¢ S. littoralis zastoupeny mGR
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(35,1%= 2,6%), nasleduji vGR (27,1% +4,5%), mPR (19,7% £3,4), VPR
(13,7% +£2,4%), SF (2,2% *1,8%), PL (1,4% +0,8%) a Snejniz§im
zastoupenim Se vyskytovala apoptéoza (1,2% =+2%). Celkové zastoupeni

granulocytil je 62,2% + 5,5% a prohemocytu 33,4% + 4,2%.

Graf 1: Zastoupeni jednotlivych hemocytd v %.
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zdroj: viastni vyzkum

5.3 Diferencidalni rozpocet hemocytit (DHC)

Ukolem této prace bylo prostudovat stabilitu zakladnich nepatologickych
hematologickych hodnot u zvoleného alternativniho biomodelu v pribéhu dne
pomoci DHC.

Z nasich vysledk je patrné, Ze pocet jednotlivych hemocytii neni stabilni,
V prib&hu dne se pofty méni. Az na mMGR a PL, u kterych je pocet v prubéhu

dne téméf staly, nedochdzi k vyraznym zménam.
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Graf 2: diferencialni rozpocet malych granulocytii v prub&éhu 24 hodin.
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zdroj: viastni vyzkum

U vGR uz mizeme pozorovat narust kolem ptilnoci, na 36,9% z celkového

poctu pozorovanych bungk, ktery se kolem 03:00 opét stabiluzuje.
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Graf 3: diferencialni rozpocet velkych granulocytli v pribéhu 24 hodin.
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zdroj: viastni vyzkum

Pocet mPR dosahuje maxima ve 21:00, nasleduje prudky ubytek o
ptlnoci, kdy je relativni po¢et mPR 13%.

Graf 4: diferencialni rozpocet malych prohemocytt v priabéhu 24 hodin.
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svvr

8,5%. A maxima dosahuji v 15:00. S nepatrnymi vykyvy je pocet mPR staly.

Graf 5: diferencialni rozpocet velkych prohemocyti v prubéhu 24 hodin.
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zdroj: viastni vyzkum
Ve 03:00 jsme pozorovali narust SF na 6,1%. Naopak nejméné SF je ve
00:00 ato 0,6%.

Graf 6: diferencialni rozpocet sférulocytl v prubéhu 24 hodin.
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Plasmatocytti jsem pozorovala velice malo s malymi zménami Vv priab&hu

pocet byl ve 21:00 a hodnotou 0,5%.

Graf 7: diferencialni rozpocet plasmatocytd v prubéhu 24 hodin.
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Velice zajimavy je relativni pocet apoptdzy v priubéhu dne. Kolem piilnoci

byl vyrazny narust a to na 6,2 % pti¢emz v jinych hodinach apoptdza nedosdhla

ani na 1% z celkového poétu pozorovanych hemocytu.
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Graf 8: diferencialni rozpocet apoptozy v prub&hu 24 hodin.
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KdyZz srovname apoptozu s prohemocyty (mPR i VvPR) a velkymi
granulocyty, s nejvétsi pravdépodobnosti spolu tizce souvisi. Jak je vidét na
grafu ¢.9. Kdyz v 0:00 klesa pocet mPR 1 vPR, vzrist4 pocet vGR a také pocet
pozorovanych apoptotickych bun¢k. S nejvétsi pravdépodobnosti v této dobé

dochazi k apoptdze pravé prohemocytu.
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Graf 9: Srovnani mPR, vPR, vGR a apoptozy
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5.4 Koncentrace hemocyti

Na ELISA readru jsme vyuzili pro méfeni vinovou délku 620 nm. Méteni
bylo provadéno proti blenku (destilovana voda). Z tabulky ¢.1, kde uvadime
vysledky z prvniho méfeni, je patrné, ze koncentrace je velmi rozmanita. Od
2,13 mmol/l az po 29,16 mmol/l s primérnou smérodatnou odchylkou 7,44.
Podobné¢ jsou na tom 1 vysledky u ostatnich méfeni (viz. Piilohy). U méteni ¢.2
jsou vysledné koncentrace od 2,08 — 31,89 mmol/l s primérnou smérodatnou
odchylkou 7,89 (Pfiloha 1). Méfeni ¢.3 koncentrace se pohybuji v rozmezi 2,34
— 33,68, smérodatna odchylka je 7,74 (Ptiloha 2). A u posledniho méfeni ¢. 4 se

v v

odchylkou 7,24 (Ptiloha 3).
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Tabulka 1: Méreni ¢. 1. Méteni koncentrace hemocytti na ELISA readru

pii vinové délce 620 nm. Vysledky jsou uvedeny v mmol/I.

5 Cislo
Cas vzorku ¢ (mmol/l) smérodatna odchylka
a) b)
1. 3,47 6,13 1,880904038
9:00| 2. 5,06 14,69 6,809438303
3. 3,87 14,85 7,764032457
4, 7,24 20,32 9,248956698
12:00|5. 5,54 20,74 10,74802307
6. 5,84 29,16 16,48973014
7. 4,98 13,18 5,798275606
15:00 8. 6,16 12,94 4,794183976
9. 7,16 14,88 5,458864351
10. 7,76 23,51 11,1369318
18:00|11. 3,73 21,22 12,3672976
12. 6,87 11,22 3,075914498
13. 3,42 12,96 6,745798693
21:00|14. 3,13 14,25 7,863027407
15. 5,07 16,91 8,372144289
16. 2,31 5,51 2,2627417
0:00|17. 8,49 15,53 4,97803174
18. 10,49 10,49 0
19. 3,51 4,1 0,417193001
3:001 20. 2,35 11,22 6,272037149
21. 3,55 22,27 13,23703894
22, 7,6 30,5 16,19274529
6:00 | 23. 17,38 27,02 6,816509371
24. 9,85 12,67 1,994041123

zdroj: viastni vyzkum
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6. DISKUZE

Vychazeli jsme z klasifikace podle Brehélina a Zachary (1986), ktefi
popsali tyto hemocyty: granulocyty (GR), prohemocyty (PR), plasmatocyty
(PL), sférulocyty (SF) a eonocyty (EON). EON u S.littoralis in vitro béhem 3
minut lyzuji a mizi (Lavine a Strand 2002; Costa et. al. 2005; Ribeiro a Brehélin
2006). Proto nebylo mozné, abychom je ve vzorcich pozorovali.

Byly pozorovany i jiné typy hemocytii, napiiklad Jallali et al. (2008)
pozorovali jesté adipocyty, vermicyty a podocyty. Kde adipocyty popisuji jako
vej¢ité podlouhlé burky, jejichz velikost se pohybuje vrozmezi 5,5-10 pum
s centralné ulozenym jadrem a hladkou bunéénou membranou. Naopak
Sanjayan et al. (1996) nazyvaji adipocyty jako adipohematocyty (typicky
piiklad nesjednocené¢ nomenklatury). Podle né& jsou Adipohematocyty
velikostné velmi variabilni, kulatého nebo ovalného tvaru. Porovnava je s PL,
tvrdi, ze adipohematocyty maji oproti PL mensi jadro, ovalngjSiho tvaru
vétSinou ulozené excentricky. A cytoplazma obsahuje malé tukové kapénky a
vakuoly. Silva et al. (2002) pozoruji adipohematocyty velikostné i tvarové
vysoce polymorfni s basofilni membranou. Casto sleduji inkluze, které
piekryvaji jadro. Jediné na ¢em se tyto vyzkumné tymy shoduji je tvar bunky,
nutno podotknout, Ze vyuzivali rizné techniky zobrazovani. Sanjayan et al.
(1996) vyuzivali panoptického barveni a zobrazovaci technikou jim byla
svételna mikroskopie. Zatim co Jallali et al. (2008) vyuzili SEM. A Silva et al.
(2002) pouzili k detekci Giemsa-Rosenfeldovo barveni. Z tohoto piikladu
vidime, Ze by bylo vhodné spojit vice technik pro ziskani popisu hemocytl a
tim pfesnéjSitho zafazeni. Tyto popisy by mohly poukazovat téZ na PL,
pravdépodobné na né&jakou nevyzralou nebo neaktivni formu PL. Stalo by takeé
za zamysleni, zda-li se PL nevyskytuji ve vice formach a tudiz by bylo vhodné
Jje mezi sebou rozttidit. Jalali et al. (2008) tvrdi, ze PL se vyskytuji v 6 riznych
variantach s ohledem na jejich tvar. Dalsimi bunkami pfipominajici PL jsou
vermicyty, které jsou vietenovitého tvaru s jadrem lokalizovanym ve stfedu

buriky. S hladkou buné¢nou membranou (Falleiros et al., 2003). Tento popis
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napadné piipomina popis adipocytt podle Jalali et al. (2008). Mohlo by se tudiz
jednat o stejné hemocyty, ale jinak pojmenované. Podocyty popisuji Falleiros et
al. (2003) jako ploché bunky s vétsim poctem vybézku. Jadro je veliké,
lokalizované centralné. | tyto hemocyty bychom mohli fadit mezi PL.
Pozorovali jsme podobné buiiky, které byly morfologicky shodné s PL jen mély
vice vybézku. Jak je vidét Klasifikace hmyzich hemocytl neni standardizovana,
byly pozorovany rizné druhy hemocytd, ale ne vS§echny subpopulace jsou vzdy
pritomny u vSech druhti hmyzu (Gupta 1979). At tak ¢i onak, pfesné téidéni je
dulezity predpoklad pro dalsi studium hemocyti.

Rozhodli jsme se pro identifikaci pouzit svételnou mikroskopii, ktera je
bézna jak pro humanni, tak i veterinarni praxi, i kdyz jak uvadi Arnold (1979) je
tato metoda zdrojem Casté polemiky. Pfi identifikaci kazdého typu hemocytt
svételnou mikroskopii ¢asto dochazi k chybam. Je to totiz velice subjektivni
zalezitost, kazdy z nas ma pieci jen jiné oko. Falleiros et al. (2003) popisuji, ze
je zvlasté obtizné od sebe odliSit GR a PR a to 1 pro zkusené vyzkumniky.
Pouzili jsme panoptické barveni, které¢ je stejn¢ jako svételnd mikroskopie,
béZn€ pouzivané v humanni i veterinarni praxi. Toto barveni ma vyhodu v tom,
ze se da razn¢ upravit tak, aby vysledkem barveni byly dobie pozorovatelné
struktury bunék v ruznych odstinech fialové a ruzové. Dalsi vyhoda spociva
vtom, Ze nevyzaduje fixaci hemolymfy, protoze je zaroven i fixacnim
prostiedkem. Ackoliv barveni podle Pappenheima, ndm umoznilo dobie od sebe
rozeznavat jednotlivé hemocyty, je pravdou, Ze nékteré preparaty, se obarvily
vice, tzv. se piebarvily. V takovychto preparatech bylo obtizné mezi sebou
rozeznat PR a GR. Také jsem nemohla rozpoznat kulaty typ PL, pravdépodobné
jsem je zatradila mezi GR nebo PR. To je mozna diivod pro¢ jsme pozorovali
jejich celkové zastoupeni jen 1,4% oproti Falleiros et al. (2003) kteti
pozorovali 29% zastoupeni, Gelbi¢ et al. (2006) udavaji ze z celkového poctu
hemocytd jsou PL zastoupeny 60-80% a Jalali et. al (2008) 37,8% zastoupeni
v 5. Instaru. Ani zastoupeni ostatnich typi hemocytii se pfiliS neshoduje

s vysledky nasi prace. Gelbi¢ et al. (2006) uvadi v 6. instaru procentuelni
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zastoupeni takto: GR 5-25%, SF 8-16% a eonocyty 1,5-2,6%. PR v této praci
nebyly pozorovany. Jalali et. al (2008) pozorovali 40% zastoupeni PR, u
ostatnich hemocytl zastoupeni neuvadi. Falleiros et al. (2003) eonocyty 5,3%,
vermicyty 9,3%, SF zhruba tfetinové zastoupeni z celkového poctu. GR
pozorovali jako nejCastéji se vyskytujici hemocyty. V praci Brillarda et al.
(2001) kde uvadi pocet PL a GR dohromady tvoii 90%, SF 5%, PR také 5% a
malé mnozstvi tvofi eonocyty a velké granulocyty. Jen s Falleiros et al. (2003)
jsme se shodli, Ze GR jsou nejpocetnéjsi skupinou hemocytu.

Doposud nebyla vypracovana prace zamétujici se na biorytmy hemocyti
S. littoralis (Boisd.). Mohli bychom vsak navazat na nazor, ze by se hemocyty
S. apterus mohli pfirovnat k lidskym hemocytim (Berger a Slavickova 2008).
Maximalni po¢et GR dosahoval v nasi praci v 0:00 a odpoledne. GR by se dali
piirovnat k lidskym neutrofilim, které¢ dosahuji maxima kolem poledne a pred
pulnoci (Palm et al., 1996 Akbulut et al., 1999), coz by souhlasilo i s nasimi
vysledky. I proto bych se také ptiklanéla k nazoru, Ze by se GR mohli pfirovnat
K neutrofilim. Monocyty maji maximum odpoledne a veCer (Akbulut et al.,
1999), tyto buriky ptirovnava Berger a Slavickova k PL. Protoze jsme sledovali
jen malé procento PL (v maximu pouze 2,5%), netroufame si je srovnavat.
Abychom vsak opravdu potvrdili domnénky, Ze by se hemocyty hmyzu dali
piirovnat k lidskym leukocytim. M¢li bychom provézt dalsi testy, ptiklanéli
bychom se identifikaci pomoci monoklonalnich protilaitek (mAb), zatim vSak
nebyly vytvoieny specifické mAb proti danym hemocytum (Chain et al., 1992;
Rodriguez et al., 1995; Strand a Johnson, 1996; Falleiros, 2003; Ling et al.,
2003), to bych vtomto ptipadé¢ nevidéla jako tak veliky problém. Stacilo by
zkusit pouzit mAb namifené proti lidskym leukocytim, které jiz zndme a
aplikovat je na hmyzi hemocyty, tim bychom mohli podobnost s leukocyty
potvrdit a dokonce bychom mohli pfifadit jednotlivé typy hemocytl
K jednotlivym typim lidskych leukocytd.

Ani odbornd prace zabyvajici se apoptézou s ohledem na cirkadidnni

rytmy prozatim nebyla sepsdna. Z vysledki této prace vyplyva urcitd spojitost
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mezi PR a apoptézou. Pozorované apoptotické bunky se morfologicky podobali
PR. Kolem ptilnoci jsme pozorovali zvySeni GR, to by mohlo také souviset
s apoptozou. GR jsou schopné fagocytozy (Costa et al., 2005), pravdépodobné
proto kolem ptilnoci dosahuji maxima, protoze pohlcuji apoptotické bunky. Je
ovSem mozné, ze jsme mohli nékteré apoptotické buiiky zaménit za SF. A to
pokud byl preparat piebarveny, nebo pokud jsme nedostate¢né oplachli
obarveny preparat, pak mohly castecky barviva ulpét na preparatu a pod
mikroskopem pak se inkluze SF mohly jevit jako apoptoticka téliska. Myslim,
7e by bylo velice zajimavé pokracovat ve studiu apoptézy v zavislosti na Case.
Pro takovyto vyzkum, by se apoptdza méla potvrdit vice metodami. Naptiklad
pomoci elektronového mikroskopu, dale metodou TUNEL (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labelling, TUNEL assay) diky které se ozna¢i buiiky na
zaCatku a ve stfedni fazi apoptdzy. Nevyhodou je, Ze detekuje 1 nekrotické
bunky (Khanobdee et al., 2002). Mozna by bylo také vhodné ud¢lat detekci
kaspaz.

Vzhledem k velkym rozdilim koncentrace, si myslim, Ze méfeni
koncentrace pomoci ELISA readeru neni ptili§ vhodné. Podle naSich vysledki
jsme pravdépodobné meéftili koncentraci roztoku hemolymfy a protisrazlivého
¢inidla. Vzhledem ktomu, Ze jsme méfeni provadéli u kazdého vzorku
hemolymfy dvojmo, zjistili jsme, ze druhé vysledky byly vzdy vyssi. S nejveétsi
pravdépodobnosti to poukazuje na melanizaci hemolymfy, ke které patrné
dochazelo pti ¢asové prodleve (nez jsme odpipetovali hemolymfu z podlozniho
sklicka do protisrazlivého cinidla v mikrodesti¢ce). Melanizace je dilezitou
slozkou imunitniho systému bezobratlych, je zivotné dualezita pro obranu a
stejné tak 1 pro hojeni ran. U vétSiny bezobratlych je syntéza melaninu dosazena
prophenoloxidazové aktivaci systému proteolytickych kaskad (Soderhall et al.,
2009).
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7. ZAVER

l. Diky metod¢ Pappenheimova barveni, jsme prostudovali zékladni
nepatologické hodnoty v prib&éhu dne u alternativniho biomodelu S. littoralis
(Boisd.). Zjistili jsme, Ze se procentualni zastoupeni jednotlivych hemocytt
podléha cirkadidnnim rytmdm. Doporucujeme vSak jeji doplnéni o né&jaky
citlivéjsi test pro lepsi rozliSeni PL a dopInéni dalSich testi potvrzujici vyskyt

apoptozy.
. Vyuziti ELISA readeru pro zptesnéni odectu koncentrace hemocytil,

se prokazala jako nevhodnd. Snad jen kdyby se doplnila o n¢jaké vhodné

barveni hemocytl pred fotometrickym méfenim.
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10. PRILOHY
Priloha 1: Meéreni ¢. 2. Tabulka naméfené koncentrace hemocytl na

ELISA readru pii vinové délce 620 nm. Vysledky jsou uvedeny v mmol/I.

Cislo smérodatna
Cas vzorku | c (mmol/l) odchylka
a) b)
1. 3,51| 21,34 25,21542782
9:00 | 2. 3,13| 10,53 10,46518036
3, 426| 621 2,757716447
12:00 | 4. 298| 12,03 12,79863274
5. 4,48 7,8 4,695189027
6. 3,63 3,89 8,20950973
15:00| 7. 2,08 5,49 7,2054181
8. 7,12 7,23 5,536646097
9. 5,25| 28,22 16,24224276
18:00 | 10. 12,65| 26,31 9,659078631
11. 4,3 15,6 7,990306627
12. 8,29 | 16,92 6,102331522
21:00 | 13. 6,87 13,4 4,617407281
14. 7,59 7,58 0,007071068
0:00 | 15. 4,3| 29,23 17,62817205
16. 5,92 | 31,89 18,36356311
3:00|17. 2,35 10,4 5,692209589
18. 9,32 11,5 1,541492783
19. 5,06 5,05 0,007071068
6:00 | 20. 2,35 9,47 5,034600282
21. 8,49 | 23,17 10,38032755

zdroj: vlastni vyzkum
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Priloha 2: Mereni ¢. 3. Tabulka namétené koncentrace hemocytii na

ELISA readru pii vinové délce 620 nm. Vysledky jsou uvedeny v mmol/I.

Cislo smérodatna
Cas vzorku | c(mmol/l) odchylka
a) b)
1. 6,98 11,36 3,097127702
9:00 | 2. 4,56 28,7 17,0695577
3. 2,34 11,65 6,583164133
4, 11,49 22,8 7,997377695
12:00 | 5. 3,37 10,32 4,914392129
6. 5,26 6,71 1,025304833
7. 3,08 5,34 1,598061325
15:00 | 8. 2,63 12,3 6,837722574
9. 7,98 6,5 1,046518036
18:00 | 10. 4,56 5,47 0,643467171
11. 3,86 9,48 3,97394011
12. 9,1 10,27 0,827314934
21:00 | 13. 3,14 3,4 0,183847763
14. 5,6 9,15 2,510229073
0:00 | 15. 8,54 | 27,33 13,28653642
16. 10,21 22,58 8,746910883
3:00|17. 4,34 12,97 6,102331522
18. 4,1 6,72 1,852619767
6:00 | 19. 15,8 | 33,68 12,64306925
20. 7,64 22,16 10,26719046

zdroj: viastni vyzkum
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Priloha 3: Meéreni ¢. 4. Tabulka naméfené koncentrace hemocytd na

ELISA readru pii vinové délce 620 nm. Vysledky jsou uvedeny v mmol/I.

Cislo smérodatna
Cas vzorku | c(mmol/l) odchylka
a) b)
1. 5,98 8,75 1,958685784
9:00 | 2. 5,36 21,69 11,54705374
3. 7,61 13,25 3,988082246
4, 3,23 15,53 8,697413409
12:00 | 5. 4,34 9,26 3,478965363
6. 5,15 6,59 1,018233765
7. 5,05 7,35 1,626345597
15:00 | 8. 3,85 12,62 6,201326471
9. 10,03 15 3,514320702
10. 3,1 10,35 5,126524164
18:00 | 11. 6,53 13,03 4,596194078
12. 221| 541 2,2627417
21:00 | 13. 7,2 32,84 18,13021787
14. 3,35 3,4 0,035355339
15. 6,6 27,9 15,06137444
0:00 | 16. 3,105 11,73 6,098795988
17. 5,12 26,33 14,99773483
18. 2,26 8,82 4,638620485
3:00 | 19. 5,12 19,01 9,821713191
20. 6,305 21,31 10,61013725
21. 2,93 4,09 0,820243866
6:00 | 22. 12,96 17,93 3,514320702
23. 6,52 7,42 0,636396103

zdroj: viastni vyzkum
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Priloha 4: Prohemocyt a Granulocyt

Zdroj: viastni vyzkum
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