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1. UVOD

Candat obecny je druhem ryby, u kterého intenzivni chov nemé dlouholetou tradici,
ale jeji chov ma v Evropé v budoucich letech velkou perspektivu. JelikoZ jsou mozZnosti
na zvySeni produkce candita extenzivnim zpusobem v jezerech a rybnicich znacné
omezeny, je jednou zvelkych moZnosti zvySeni produkce intenzivni chov
v recirkulacnich rybochovnych zafizenich. Podminky v téchto intenzivnich chovech
Casto zpusobuji stres, ktery v kone¢ném disledku miize vést ke snizené obranyschopnosti
ryb. To je zplisobeno zejména plisobenim negativnich faktort jako vysoka koncentrace
ryb na dany objem (hustota obsidky), vysokd koncentrace metaboliti ve vodé,
nedostate¢nd koncentrace kysliku ve vod€. Chronicky stres a sniZend obranyschopnost
vede k vyS$§i pravdépodobnosti vyskytu nemoci a vyznamnym ekonomickym ztratdm
v disledku vysoké mortality. Po zdkazu uzivani antibiotik v chovech zvifat ziistava
vakcinace ryb atraktivnim zplGsobem prevence onemocnéni chranici proti Sirokému
spektru patogent. Pro dspé$ny vyvoj preventivnich opatieni je vSak klicovd znalost
imunitniho systému daného druhu, vcetné zdkladniho sloZeni lymfatickych organii a
prabehu zanétlivé reakce. Imunitni systém u tradi¢nich druhti ryb je pfedmétem vyzkumu
jiz n€kolik desetileti, ale informace o mechanismu imunitni odpovédi candéta jsou zna¢né
omezené.

Peritonedlni zanct patii k zdkladnim imunologickym modelim, které umozZiuji
studium raznych aspekt imunitni odpovédi. V rdmci této prace bude tento model vyuzit
ke studiu zédkladnich mechanism@ imunitni odpovédi u candita a k pochopeni vlivu

snizené hladiny kysliku na priibéh a rozsah imunitni odpovédi.



2. CIL PRACE

Hlavnim cilem pfedklddané diplomové prace bylo rozsitit dostupné informace o
imunitnim systému candata obecného a usnadnit tak vyvoj preventivnich opatfeni pro
jeho chov v akvakulturdch. Za timto tcelem byla analyzovadno sloZeni jednotlivych
populaci bilych krvinek ve vybranych lymfatickych organech, v bfiSni dutin€ a v krvi
testovanych jedinc pomoci mikroskopie a priutokové cytometrie. Analyza byla
provedena jak u zdravych jedinci v klidovém stavu, tak v pribéhu akutniho zdnétu
vyvolaného peritonedlni injekci modelového antigenu, Aeromonas hydrophila do
peritonedlni dutiny.

V prvni ¢4sti diplomové prace bude popsdno sloZzeni zdkladnich lymfatickych
organd, rezidentni populace peritonedlnich lymfocytl a krve u zdravych ryb. Néasledné
bude po indukci experimentdlniho zadnétu sledovan pribéh akutni faze imunitni reakce
v prvnich tfech dnech po injekci modelového antigenu Aeromonas hydrophila s cilem
otestovat, zda imunitni reakce probihd stejn¢ jako u ostatnich druht ryb. Ovéfuji se
bunécné pomery lymfoidnich a myeloidnich populaci leukocyti v zdkladnich
lymfatickych organech, sleziné a hlavové ledving, stejn¢ jako slozeni krve.

V druhé casti priace bude testovdna hypotéza, Ze hypoxie (snizend koncentrace
kysliku) ma vliv na pribéh zanétlivé imunitni reakce v peritonedlni dutiné¢ candita
obecného. To znamend, Ze bude porovnan pribéh rozdilnosti imunitni reakce ve stavu

normoxie a hypoxie.

10



3. LITERARNI PREHLED

3.1 BIOLOGICKA CHARAKTERISTIKA CANDATA
OBECNEHO

Vv s

Candit obecny je jedna z nejznaméjsich sladkovodnich dravych ryb nejen v Ceské
republice, ale v Evropé viibec. Candat patii do Celedé¢ okounovitych. Hlava je Stihl4,
protdhld a pfechdzi v lehce vyklenuty hibet. Obyva dolni Casti fek, vétsi jezera se
Stérkopiskovym dnem. Jednd se o pomérné choulostivou rybu, kterd mé vysoké naroky
na kvalitu vody a obsah rozpusténého kysliku. Tento faktor se projevuje pfi thynech
obsadky, kdy prave tato ryba kyslikovému deficitu podléha jako jedna z prvnich, je také
velmi citlivd na neSetrné zachdzeni, pfedevSim diky ktenoidnim Supindm a kosténym
paprskiim hibetni ploutve (Saulamo et al., 2005).

Candat je masozrava (karnivorni) ryba s dvoufdzovou denni aktivitou. Nejcastéjsi
vyhleddvani a pfijem potravy je pozorovan za soumraku a v rannich hodinach. Potravu
vyhleda pomoci zrakového ustroji, které je adaptovdno pro viditelnost za niZsi svételné
intenzity. Adaptace zrakového ustroji je zptisobena ptitomnosti velkého poctu jemnych
bunék — tyCinek, které jsou svétlo¢ivné. Oko candéta na vnitini stran¢ obsahuje barvivo
guanin, to zpusobuje intenzivnéjsi odraz svétla, které dopadd na oko. Timto dochdzi
k vétsimu drazdéni svétloCivnych bunék. Na venek se to u canddta projevi sveétélkujicim
okem (Saulamo et al., 2005).

Candat Zije vétSinou v hejnech, kde se vyskytuji jedinci podobné velikosti a stejného

veéku. Velci jedinci Ziji samotéisky (Saulamo et al., 2005).

Obrézek 1: Candéat obecny

(Zdroj:(Skupina rybart Odry, 2019))
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3.1.1 Vyznam candata obecného na trhu

Candat obecny (Sander lucioperca) je hospoddisky vyznamnd drava ryba a patii
mezi nejvyznamnéj$i druhy ryb v Ceské republice, co do potieb sportovniho rybolovu,
avSak v dneSni dobé je oblibeny i pro jeho atraktivitu v oblasti gastronomie a
potravindistvi. V gastronomii je obliben pro kvalitu svého masa. Canddt nema
mezisvalové kosti, coZ zvySuje jeho atraktivitu u spotiebitelll. Maso candata neni pfili§
tuéné (0,2 az 0,6 % tuku), tuk se uklddd v hojném mnoZstvi zejména kolem jeho stiev

(Frisk et al., 2012).
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Graf 1: Svétova produkce candata obecného (t) (Zdroj: (Fao, 2009))
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Graf 2: Svétova akvakulturni produkce candéta obecného (Zdroj: (Fao, 2009))
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3.1.2 Potravni naroky

Potravni ndroky se méni v souvislosti s riistem a vyvojem candatl. Plidek do staii
piiblizné¢ jednoho roku se v extenzivnim chovu zivi vyhradné ZivociSnou potravou-
zooplanktonem, jehozZ soucasti jsou napiiklad perloocky, buchanky a vitnici. U candati
se pomérné brzy vyskytuje kanibalismus, a to jiZ pti dosaZeni velikosti cca 12 mm (Balik
et al., 2011).Vé&tsi jedinci poZiraji larvy hmyzu: koméroviti (Culicidae), pakomaroviti
(Chironomidae), jepice (Ephemeroptera), chrostiky (Trichoptera) a rybi pludek az
postupné piechdzi na lov vétSich ryb, a to imérné s rostouci délkou candata se zvétSuje
jejich kofist (Harnisz a Tucholski, 2010).

V intenzivnich chovech se k vykrmu juvenilnich ryb az do trZzni hmotnosti nejcast&ji

vyuziva granulované krmivo.
3.1.3 Rist

Candat obecny se vétSinou v naSich zemépisnych podminkédch doziva véku cca 10

let.
Tabulka 1: Rast candata v rybni¢nim prostiedi
Veék ryby Délka Hmotnost
1.rok 80-150 mm 10-15¢g
2.rok 200-300 mm 250-500 g
3.rok 300-350 mm 500-1000 g

Aby candat pfirostl o 1 kg své hmotnosti, musi zkonzumovat 3-6 kg jinych ryb. V
piirodnich podminkach ro¢né pfijme candat mnoZstvi potravy ekvivalentni 200-250 %
vlastni hmotnosti téla) (Lusk et al., 2004; Penaz et al., 1996).

Primérnd hmotnost trZnich ryb se pohybuje v rozmezi 0,8-3 kg.
3.1.4 RozmnoZovani candata obecného

Pohlavn{ dospélost candéta v CR je ve véku 3-4 let. Samci, mli¢4ci, dospivaji i o rok
diive nez jikernacky. Pfirozeny vytér probihd nejcastéji v obdobi do konce dubna az
kvétna, kdy teplota vody dosahuje 12-16 °C. V nddrzich vyhledava vhodné trdlisté, jako
vegetaci porostld mista a kofeny vodnich rostlin.

Samec vycisti ¢ast dna od ndnosu pro nakladeni jiker. Po nakladeni a oplodnéni jiker
samec hlida vytérové hnizdo a pfihdni na jikry Cerstvou vodu. PéCe candita o oplodnéné
jikry se vyuZziva pii poloumé&lém vytéru (Sustova metoda). Rybam se predkladaji uméle
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vytvofend hnizda z vétvicek, tato hnizda s jikrami jsou v pokrocilém stidiu vyvoje
prendsena do chovnych rybnikli. MnozZstvi jiker je u candéta od 40 000 do 900 000 kust
a u jikernacek nad 10 kg, miiZze byt pocet jesté vyssi (Kucharczyk et al., 2007).

Relativni priimérnd plodnost jikernaCky se pohybuje 150 000-200 000 jiker na
kilogram hmotnosti ryby. Velikost jiker dosahuje 0,84—1,08 mm. Barvu maji Spinavé
zelenou (Pendz et al., 1996). Inkubacni doba jiker byva 120-150 °D (Tolonen et al., 2003).

Umély vytér je metoda zcela zavisld na provedenych krocich chovatele. Generacni
ryby jsou oddéleny v manipula¢nich rybnicich, kde je sledovéna teplota a pfipravenost
ryb k vytéru. Vytér generacnich ryb je synchronizovan pomoci hormondlnich preparatt
(kapti hypofyza, Ovopel aj.). Jikry se vytiraji do misek. Nasledn¢ je provedeno osemenéni

a oplodnéni, déle se tyto jikry nasazuji do inkubacnich zafizeni.

3.1.5 Morfologie a fyziologie dychani

7 Nz

Dychani u ryb zajistuje aparat, zvany vnitini Zabry, které jsou umistény v Zaberni
dutin€. Ochranu Zaberniho apardtu zabezpecuje specidlni kryt, neboli skielova vicka.
Vnitini zabry se sklddaji ze Ctyf zabernich obloukli, kde kazdy oblouk ma dvé tady
Zabernich listkli, které jsou tvoreny zabernimi destickami. Paty Zaberni oblouk je
zakrnély. Pocet Zabernich desticek je v fadu desitek tisic a tim tvoii velky dychaci prostor.
U dravych ryb obecné tento pocet Zabernich desticek je vyS$si. Ke Ctyfem Zabernim
obloukiim je vZdy samostatné ptivedena tepna, kterd zabezpecuje privod okysli¢ené krve
ze srdce. K Zabernim listkiim vedou vZdy 2 cévy — prvni tepna slouZi jako ptivod krve do
kazdého listku, po okysli¢eni krve je krev sbirana do druhé odvodné tepny. Z tohoto mista
je krev rozvadéna po celém t€le. V Zabrach dochédzi pomoci dychéni k okysliceni krvinek
pomoci kysliku, ktery je rozpustén ve vod¢. Kyslik pfechdzi do krve pasivni difizi

Vv, vvs

(transport plynu z mist s vyssi koncentraci do mist s niz§i koncentraci). Pii vymeéné
kysliku a oxidu uhli¢itého, se oxid uhligity vyloudi. Zdbra se musi pravideln&
proplachovat Cerstvou vodou. Ryba nasava usty Cerstvou vodu, kterd je bo¢nim tlakem
transportovana pres zZdbry a skfelovymi vicky je vyluCovéana ven z téla. Pii zvySené

teploté vody se dychaci procesy zrychluji, pii nizké zpomaluji (Penaz et al., 1996).
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3.1.6 Intenzivni chov candata obecného v recirkula¢nich systémech
3.1.6.1 Recirkulaé¢ni systémy

Jak jiz bylo uvedeno v tvodni kapitole, jednou z moZnosti zvySeni produkce candata
obecného je intenzivni chov v recirkulacnich systémech.

Recirkulaéni systémy jsou specidlni produkéni systémy pro chov ryb, pfipadné i
dalsich druhii vodnich Zivocichd, ve kterych je voda z odchovnych nddrzi po
mechanickém ¢isténi a sniZzeni obsahu amoniaku znovu vyuZita. Recirkulacni
akvakulturni systémy charakterizuje vysokd produkce z jednotky plochy, nizké
pozadavky na mnoZstvi pfitokové vody a omezeny objem vypousténych znecist'ujicich
litek z RAS. Chov v recirkulacnich systémech je zaloZen na vyzivé chovanych ryb
pomoci doddvanych krmnych smési o komplexnim sloZeni, kde jsou zohlednény nutri¢ni
a jiné pozadavky pro jednotlivé druhy a velikosti ryb.

Intenzivné chované a zdroven krmené ryby spotiebovavaji dychidnim kyslik a do
vody vylucuji nestravené zbytky krmiv ve formé exkrementl a produktii latkové vymeény.
Tyto produkty tvoii zejména amoniak a oxid uhli¢ity, v malém mnoZstvi pak mocovina.
Pokud chovatel nevhodné zvoli techniku krmeni, mtze dojit i v recirkulaénim systému i
ke znecisténi zbytky nezkonzumovanych krmiv.

Cisténi vody v RAS je zaloZeno v odstrafiovani nerozpusténych litek exkrementii a
zbytkli krmiv pomoci mechanické filtrace nebo sedimentace ptipadné flotace. Druha ¢4st
¢isténi vody je zaloZena na pfreméné amoniaku rozpusSténého ve vodé prostiednictvim
biologickych nitrifikacnich filtrii na dusi¢nany ptes dusitany. V nékterych piipadech u
vysoce sofistikovanych systémt dal§i krok biologické filtrace, ktery se nazyva
denitrifikace. Pti denitrifikaci se dusi¢nany v anaerobnim prostfedi pfeménuji na plynny
dusik, ktery se uvoliiuje do atmosféry. Uprava vody zahrnuje i proces odplynéni, ¢imz se
sniZi obsah rozpusténého oxidu uhlicitého (ptipadné pirebytecného elementarniho dusiku)
ve vodég, upravu pH, zvySeni obsahu ve vodé rozpusSténého kysliku pomoci aerace nebo
oxygenace. MuzZe byt zafazena i desinfekce vody pomoci ozonizace nebo UV zifeni a
v neposledni fad¢ je tieba regulovat dprava teploty vody. Chlazeni vody v systému pro
chov candéta je vyuZivano jen vyjimecn¢ (Lawson, 2013).

Cirkulace vody je zabezpecovéna ¢erpanim pomoci klasickych obéZnych cerpadel (u
vertikdlnich RAS) nebo tzv. airlifti (u horizontdlnich RAS). Objem pfitoku vody do

systému se pohybuje v rozmezi 1-5 (10) % celkového aktudlniho pratoku v systému.
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Voda se do RAS dopliuje z divodu odparu, ndhradé¢ ztrat vody zplsobenych
technologickymi zdkroky (odkaleni chovnych nddrzi, sedimentacnich =zafizeni,
mechanickych a biologickych filtri aj.). Doplilovani vody muze byt vyuZivdno i
k natfedéni a tim i snizeni obsahu dusi¢nand, pokud by kapacita filtri byla nedostatecna,
nebo v ptipadé€, Ze by RAS systém nebyl soucasti systému denitrifikace. Pro doplnéni
vody je vhodnd voda podzemni, piipadné i z vodovodniho systému. PouZiti povrchové
vody zpravidla neni vhodné.

Nejvyznamnéj$i rozvoj a vyuziti recirkulacnich akvakulturnich systémt je v USA,
Izraeli, Holandsku a Dénsku. Intenzivni RAS rGznych typl jsou hojné vyuZivany v
zejména v Evropé a v Severni Americe, a to nejen pro lososovité ryby (Rasmussen et al.,
2007), ale i pro dravé ryby.

Odhadovand ro¢ni produkéni roéni kapacita v CR ve zprovoznénych RAS v
soucasnosti nepfesahuje 500 tun. V budoucnosti je mozné vyuZiti recirkulacnich systému
v CR nejen pro produkci studenomilnych druhii, tzn. ndsadovych i trznich lososovitych
ryb, tak celé fady dalSich druhi ryb. Patii mezi n¢€ jeseteroviti i dravé druhy ryb, zejména
candét aj.

Vysoké vstupni investice pii vystavbé RAS miZe v soucasnosti vyznamné
kompenzovat soucasna dotacni politika v sektoru zemé&d¢€lstvi a rybéftstvi (Martins et al.,

2010).

3.1.6.2 Vyhody a nevyhody chovu v recirkula¢nich systémech, faktory

zpusobujici stres ryb a nep¥riznivé podminky pro chov

Recirkulaéni akvakulturni systémy pro chov ryb jsou charakteristické vysokou
hustotou obsadky ryb v relativné malém mnoZstvi vody v systému. UdrZzeni vhodnych
podminek v celém recirkula¢nim rybochovném zatizeni je velice narocné. Zasahy, které
se v systétmu provedou, mohou zpusobit rychlou odezvu v projevu zmén fyzikalné-

chemickych parametri. Témito zménami miiZe dojit k ohrozeni obsadky ryb.
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Tabulka 2: Vyhody a nevyhody chovu v recirkulaénich systémech (Zdroj: (Bufi€ et al., 2016)

Vyhody RAS Poznamky

Roz3ifovani druhové pestrosti ryb Zajisténi celoronich dodévek trznich ryb
Chov okrasnych ryb

Eliminace negativniho vlivu rybozZravych predator(i V pfipadé zastfeSenych objektl

Produkce malého mnoZstvi odpadni vody
Relativné mala zavislost na vnéjSim prostredi
Lep8i moznosti [é&eni pfi vzniku onemocnéni
Minimalizace rizika Uniku chovanych ryb (moZnost | Moznost chovu novych exotickych druhl
chovu novych exotickych druht)

Vysoky stuperi tzv. bezpe€nosti potravin
Vyuzitelné ve vSech klimatickych podminkach

Nevyhody RAS Poznamky

Socialni stres Vysoka koncentrace ryb na dany objem

Chemicky stres Vlysokéa koncentrace metabolitt ve vodé, popf.
nedostateéna koncentrace kysliku ve vodé

Rychlé Sifeni infekce v RAS MoZné roz8ifeni nemoci prostiednictvim cirkulujici vody

Staly odbér elektrické energie Nutny zaloZni zdroj elektrické energie v pfipadé
vypadku

Vysoké vstupni investice
QOdborné naroky na personal

3.1.7 Kli¢ové parametry kvality vody monitorované intenzivniho chovu

v RAS
3.1.7.1 Obsah kysliku ve vodé

Jak jiz bylo zminéno, candat obecny patii do skupiny ryb s velkou citlivosti na kvalitu
vody a na obsah rozpusténého kysliku ve vod¢. Koncentrace kysliku ve vod¢ je zavisla
na teploté vody, organickém znecisténi vody, intenzité svétla a mnozstvi organismu, které
jsou schopné procesu fotosyntézy. V ptrirozeném chovu v ptirodé se kyslik do vody
dostava fotosyntézou, diftizi z atmosféry nebo prokyslicovanim vody na pfitoku. V
akvakulturnim chovu se obsah rozpusténého kysliku upravuje technologickou tpravou
napf. vyuzitim riznych filtrti, airliftd apod. Pfi intenzivnim chovu je aktudlni zvySend
spoteba kysliku z divodu vysoké obsadky, zvyseného metabolismu ryb, intenzivnim
krmenim a s tim souvisejicimi rozkladnymi procesy krmiva a vykali. Z tohoto diivodu se
do systému dodéava cisty kyslik z tlakovych lahvi ¢i zdsobniku procesem oxygenace.
Druhym zptsobem je transport atmosférického vzduchu do vody pomoci kompresorti ¢i
dmychadel pomoci aerace (Pihu et al., 2004). Optimalni koncentrace kysliku pro candata
se pohybuje v rozmezi 8 az 10 mg - I'\. Pii teplot& vody 21-22 ° C, coz znamen4 80-95
% nasyceni. Kritickd koncentrace je pii poklesu kysliku pod 3 mg- 17! (pod 60 % mg -
1! kysliku pii teploté 21-22 ° C), kdy dochézi k duseni aZ Gmrti ryb (Steinberg et al.,

2018).
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3.1.7.2 Dusik

Dtlezity parametr zejména u intenzivniho chovu. Formy dusiku, které pii chovu ryb
sledujeme je amoniak, nedisociovany (NHs, toxickd forma) a disociovany (NH4*,
netoxickd forma). Sténa zivociSnych bunék je pro ionty NH4* jsou téméf nepropustné,
NH3 pronika pies bunéénou sténu snadno, z tohoto diivodu je pro ryby toxicky. To, jaky
je obsah disociovaného amoniaku a nedisociovanou formou amoniaku, zavisi na teploté
vody a hodnoté pH (Rongved, 2016).

Amoniak je odpadni produkt metabolismu dusiku a z t€la ryby se vyluc€uje pies zabra
do vody koncentraénim spadem. Proto se v akvakulturach typu RAS pouZiva pro redukci
toxické formy amoniaku tzv. biologicka filtrace (pfitomnost nitrifika¢nich baktérii a
preména toxické formy amoniaku na dusitany a ddle na dusi¢nany) (Schram et al., 2014).

Diéle je v akvakulturdich monitorovédna piitomnost dusitanti a dusi¢nand. Dusitany
jsou pro ryby toxické, nebot’ se navazuji na hemoglobin. Timto dochazi ke vzniku
methemoglobinu a tim se sniZuje transportni kapacita krve pro kyslik. V intenzivnich
chovech mtize vySsi obsah NO; putsobit letdln¢ (napf. pfi nedostatecné kapacité
biologického filtru), v ptirod¢ se otrava dusitany téméi nevyskytuje, jelikoz dochdzi ke
snadné oxidaci dusitani pomoci nitrifikacnich organismii. Nebezpeci otravy dusitany je
mozné redukovat piidavkem NaCl (0,3 - 3 g - 1) do vody. Dusi¢nany nejsou pro ryby
toxické (Endut et al., 2014).

3.1.7.3 Teplota

Parametr teploty patii mezi vyznamné fyzikdlni vlastnosti vody. Teplota ovliviiuje
Zivotni dé&je, piijem potravy, rozmnozovani, ddle rychlost biochemickych procest a
reakci Zivota ryb a vodnich organismi. Teplota ma souvislost i s kolobéhem latek ve
vodg¢, velky vyznam md v souvislosti s rozpustnosti kysliku ve vodé. Pti vysSich teplotach
dochdzi u ryb i k vyS$i pohybové a travici aktivite, a to se odrazi i na zvysSené spotiebe
kysliku (Lawson, 2013). Optimalni teplota pro chov candata obecného je 21-24 °C v RAS
23-28 °C.
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3.1.7.4 Intenzita svétla v intenzivnich chovu

Candata obecny se vyznacuje dvoufazovou soumracnou nebo no¢ni aktivitou (Pendz

et al., 1996).V intenzivnich chovech doporucuje se kompletni zastinéni nadrze kromé

krmnych mist (Luchiari et al., 2006).

Tabulka 3: Kvalitativni parametry vody a produktivita systému pfi produkci candita obecného v

RAS
Parametr Hodnota
Teplota 23-28 °C
Pozadavek na obsah kysliku (na odtoku) % min 60-70 % (na odtoku)
Amoniak 11,2mM - |1
Oxid dusity 34mM- I
Oxid uhli¢ity <15mg- I
Intenzita svétla 20-50 Lx
Rust 12 mésict 10-700 g
Biomasa 60 kg - m3
Produktivita systému 0-60 kg - m3za rok
Preziti 50-80 %

Krmny koeficient

1 (urybdo 1kg), 1,3 (u vétsich)
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3.2 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém je souhrn mechanismi zajiStujici celistvost organismu
rozeznavanim a likvidaci vlastnich, cizich ¢i potencidlné Skodlivych bunék. (Murphy a
Weaver, 2016).

Zakladni rozdé€leni imunity je na imunitu vrozenou a ziskanou. Vrozena imunita
zahrnuje jak bunécnou, tak humordlni slozku a pfedstavuje prvni obranou linii proti
infekci (Hansen a Zapata, 1998; Zapata et al., 2006). Principem vrozené imunity je, Ze
jeji buiiky svymi receptory rozezndvaji molekuly na povrchu patogenii. Reakce vrozené
imunity je okamzitd a velice dynamicka. Reakce vrozené imunity se ucastni zejména
buniky schopny pohltit (fagocytovat) cizorodé Castice, jako jsou makrofagy a neutrofily
(Murphy a Weaver, 2016).

Ziskand imunita vstupuje do hry v pozdé;si fazi infekce, kdy antigeny aktivuji pres
specifické antigenni imunoreceptory piislusné klony T a B lymfocyti. Klony T-
lymfocytl se zacnou d¢lit a béhem tif aZ sedmi dnli dochazi k zahdjeni ucinné imunitni
odpovédi. Ziskand imunita ma tu vyhodu, imunitni paméti. To znamenad, Ze pii opakované
infekci stejnym patogenem je imunitni odpovéd tim silngjSi a rychlejsi. Ziskanou
imunitu, jako zndme u ¢lovéka, poprvé sledujeme u ryb (Parra et al., 2013; Sunyer, 2013)
Hlavnimi bunkami jsou B-lymfocyty, které produkuji protilatky, a T-lymfocyty,
predstavujici slozku bunécné imunity (Murphy a Weaver, 2016).
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3.2.1 Zakladni lymfatické organy candata a jejich funkce
Organy imunitniho systému
Hlavnimi lymfatickymi orgény jsou u kostnatych ryb slezina, hlavova ledvina a

thymus. Ryby na rozdil od savcli nemaji kostni dieni a lymfatické uzliny, velké mnoZstvi

lymfatickych bun¢k se taktéz nachazi ve sliznici stfeva.

Obrazek 2: Lymfatické orgdny ryby (k-ledvina, p-hlavova ledvina, s-slezina, t-thymus)
(Zdroj: (Hyrsl, 2017) )

3.2.1.1 Slezina

Slezina je organ, ve kterém dochdzi k vychytdvani a destrukci opotfebovanych
¢ervenych krvinek. Ma kliCovou roli pro vyvoj adaptivni imunitni odpovédi., zejména
jako hlavni misto, kde se shromazd’uji buiiky celého imunitniho systému (Magnadottir,
2006).

Slezinna tkan je rozd€lena na Cervenou pulpu, v jejiz okéch retikula se vyskytuji fixni
a volné makrofagy, monocyty, lymfocyty, plasmatické buiiky a krevni elementy, a na
bilou pulpu, tvotici pochvy okolo tepen, které obsahuji T a B-lymfocyty.

V pribéhu imunitni odpovédi dochdzi ve sleziné ke zvySeni poctu délicich se

lymfocyti, zvySeni po¢tu mladych plasmatickych bun¢k (Manning a Nakanishi, 2008).

3.2.1.2 Hlavova ledvina

Ledviny ryb zac¢inaji téméf u srdce a tdhnou se az do koncové Casti télni dutiny,

nachazejici se v dorzalni ¢asti pod patefi. Ledviny, vétSiny kostnatych ryb, jsou rozd€leny

na dv¢ ¢asti — na predni (hlavovou) ¢4st a na stiedni (trupovou) ¢ést.
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Histologicka struktura téchto organti je analogicka kostni dfeni. Hlavova ¢ast ledvin
neni mistem sekrece, ale jeji hlavni funkce spoc¢iva v hematopoéze. Jedna se tedy o organ
s analogickou funkci jako kostni dien u savct. Lymfatickou tkan najdeme v ptedni i zadni
casti ledvin, ve které dochdzi k zachytdvani, zpracovani, prezentaci antigenu
v melanomakrofadgovych centrech a hraje velmi duleZitou roli v produkci protildtek
(Press, 1999; Zwollo et al., 2010). Pfedni ¢ast, nachdzejici se nad drovni srdce, obsahuje
krvetvornou tkan a taktéZz je i tkdni s endokrinni funkci, jelikoZ ryby postradaji

nadledviny. Stfedni ¢4st, probihajici pod patefi, je tvofena exkrecni tkéni.

3.2.1.3 Thymus - brzlik

Thymus ryb je lymfatickym organem, ktery je zaloZen jako jeden z prvnich. Vyviji
se z Zabernich $térbin a neni kompaktnim orgédnem, ale ma podobu parovych vacki, které
jsou roztrousSeny v Zaberni dutin€. Tyto vacky se u nékterych ryb spojuji v celistvy tutvar.
Brzlik je sloZen z kiiry a diené, avSak tyto dvé slozky jsou od sebe témét nerozeznatelné
(Laing a Hansen, 2011; Press a Evensen, 1999). Thymocyty (lymfocyty) se nachédzeji v
siti epitelidlnich a retikularnich bun¢k. VEtsi mnozstvi thymocytl se nalézd v oblasti ktiry.
Brzlik je jako prvni osidlovdn lymfocyty, v pribchu stafi zanika. Jeho funkce je zaloZena
ve tvorbé, vyzravani a transportu zralych T lymfocyt do krevniho obéhu a do dalSich
organt lymfatického systému. Je hlavnim fidicim orgdnem transplanta¢ni imunity a
humordlni odpovédi vici antigenim zavislych na T-bunikdch. Brzlik je citlivy na
pfitomnost stresu a bylo prokdzano jeho zanikani pti odchytu a transportu ryb (Manning

a Nakanishi, 2008).

3.2.1.4 Peritonealni dutina

Peritonedlni dutina obsahuje rezidentni leukocyty, které v sobé zahrnuji jedine¢nou
smés makrofagli, monocytil, neutrofild a lymfocytl, které brani télesnou dutinu. Pomér
mezi lymfocyty a myeloidnimi bunkami je druhové specificky a informace o jejich
sloZeni, zastoupeni jednotlivych bun¢k a funkéni odezve na patogeny u nékterych druhti
zcela chybi (Korytér et al., 2013; Murphy a Weaver, 2016).

Prestoze dusledky rtzného sloZeni rezidentnich leukocytli zlstdvaji nejasné,
stimulace (napf. inaktivovanymi bakteriemi) indukuji rychlou reakci a u vSech
druhti rekrutuji béhem nékolika hodin velky pocet bun¢k myeloidniho ptivodu (Afonso
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et al., 1997). Myeloidni buiiky jsou velmi dilezitym prvkem peritonedlni dutiny, jelikoZ
disponuji prostfedky nezbytnymi k eliminaci patogend, véetné fagocytézy, produkce
reaktivniho kysliku ¢i cytotoxické aktivity. Jakmile je stimulant vyc¢iStén, pocet
myeloidnich bun¢k kles4, a tyto buniky jsou nahrazeny lymfocyty, které iniciuji adaptivni

imunitni odpovéd’ (Korytar et al., 2013).

3.3 CHARAKTERIZACE HLAVNICH POPULACI BILYCH
KRVINEK A JEJICH EFEKTOROVE FUNKCE

Buriky, jeZ se nachdzi v krevnim fecisti, vykondvajici imunitni reakce, oznacujeme
jako leukocyty-bilé krvinky. Jejich ndzev je odvozen od bilé vrstvy, které formuji béhem
centrifugace krve. Jednd se o buiiky se schopnosti pronikat do okolnich tkéani, kde chrani
organismus pied napadenim mikroorganismy tak, Ze vyvoldvaji imunitni reakci a pohlcuji
pevné Castice z okolniho prostredi (Amler et al., 1986).

Pocet bilych krvinek kolisa v pribéhu dne. Za fyziologickych podminek nastiva
pouze mirnd diference v poctu leukocytli, vétsi ubytek nebo zhorSeni poctu jen za
chorobnych stavli. Pocty imunitnich buné€k jsou zavislé na prosttedi, ve kterém se dany
ZivoCich pohybuje. Leukocyty rozd€lujeme na dvé hlavni skupiny, myeloidni bunky a

lymfocyty.

3.3.1 Myeloidni buiiky

2N s

Multipotentni hematopoetickd kmenova bunka vytvaii dva typy progenitori —
myeloidni a lymfoidni. Z myeloidniho progenitoru vznikaji bunky myeloidni fady
zahrnujici skupiny agranulocytli, mezi néz fadime monocyty, makrofagy, dendritické
buniky, trombocyty a endotelidlni bunky, a smés granulocytl, zahrnujici neutrofily,

eozinofily, bazofily a Zirné bunky (Akashi et al., 2000).
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3.3.1.1 Agranulocyty

Agranulocyty jsou skupinou bilych krvinek, které neobsahuji specificka barvitelna
granula, ale azurofini granula. Mezi agranulocyty fadime monocyty, makrofagy,
trombocyty, dendritické bunky a endotelidlni bunky. Jednd se o buinky, které maji
nezaménitelnou roli prvnich fazich imunitni odpovédi, diky své schopnosti fagocytézy a

produkce antibakteridlnich proteinti. (Amler et al., 1986).

Monocyty a makrofagy

Monocyty jsou nejvétsi bunky periferni krve, které casto obsahuji jadro
s ledvinovitym vykrojem. Cytoplasma obsahuje jemnd, azurofilni granula, kterd lze
rozliSit svételnym mikroskopem. Jednd se o buiiky schopny fagocytovat, resp. pohlcovat
a zpracovat cizi, nefunk¢éni, mrtvé ¢i nemocné bunky (Magnadottir et al., 2005).

Prostupuji cévni sténou do nejraznéjsich tkani, kde dochazi k jejich metamorféze na
makrofagy, které zabezpec€uji imunitni reakci, jsou schopny fagocytézy, fidi hemopoézu,

hemostdzu, hojeni ran, reguluji zdnét a eliminuji mikroorganismy. Makrofdgy jsou

typické svym jednim, nesegmentovanym jddrem. Podle toho, v jakych tkanich se
24



nachdazeji, je jinak nazyvame (Masarykova Univerzita, 2016). Mezi tkanové makrofagy
fadime napf. Kupfferovy bunky, histiocyty, mikroglie ¢i osteoklasty. K metamorféze
monocytu na makrofaga dochdzi v nékolika krocich — dojde ke zvétSeni velikosti buiiky,
zvysi se pocet lysozomt, receptorti pro imunoglobin a nakonec se zvysi jeho schopnost

fagocytézy (Amler et al., 1986).

Trombocyty

Trombocyty, neboli krevni desticky, jsou bezjaderné formované krevni elementy,
které maji nezastupitelnou udlohu pfi zdstavé krvdceni. Krevni desticka savcl je
bezjaderné télisko se schopnosti pfilnavosti (adhezivity) a shlukovéni se (agregaci), které
se podili na procesu zastavy krvéaceni a srazeni krve. U ostatnich obratlovct jde o jadernou
buniku (koagulocyt) (Masarykova Univerzita, 2016). U ryb piitomnost jadra
pravdépodobné souvisi s tim, Ze jsou schopny se aktivné podilet na imunitni odpovédi.
Ucastni se pohlcovani (fagocytzy) a jsou schopny prezentovat antigen (Nagasawa et al.,

2014).

Dendritické buiky

Tyto bunky jsou typické svymi membranovymi vybézky (dendrity), které umoznuji
kontakt s ostatnimi bunikami. V perifernim ob¢hu je jejich zastoupeni malé, mensi nez
vyskyt bazofila, obvykle do 1 %. Maji nepravidelné jadro, jeZ obsahuje mala jadérka.
V cytoplasmé se vyskytuje velké mnoZstvi mitochondrii, na druhou stranu obsahuji mensi
mnozstvi lyzozomt, ribozomii a endoplazmatické retikulum také neni piili§ vyvinuté
(Lugo-Villarino et al., 2010).

Nezralé dendritické bunky jsou vybaveny receptory, které usnadiiuji kontakt
s bakteridlni agens. Membréanové receptory umoznuji fagocytézu, dile makropinocytézu.
schopnost stimulovat nativni T a B bunky a regulovat tak imunitni odpovéd’ organismu.
Jsou rozmistény témeét ve vSech tkdnich organismu, nejvice v kiiZi. Pohlcuji antigeny a
nasledn¢ migruji do sekundarnich lymfatickych orgdnt, kde zpracovany antigen
prezentuji T bunkdm, ¢imZ je umoZnén rozvoj uc¢inné imunitni odpovédi (Masarykova

Univerzita, 2016), (Lugo-Villarino et al., 2010).
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3.3.1.2 Granulocyty

Granulocyty jsou druhy bilych krvinek, které ve své cytoplasmé obsahuji granula,
jez jsou barvitelnd kyselymi ¢i bazickymi komponenty barvici smési dle Pappenheima.
Jednd se o buiky, které maji velmi proménlivé (polymorfni) jadro, Casto byvaji
oznacovany jako polymorfonukledrni leukocyty, které je vétSinou tfisegmentové
(vyjimka je u eozinofili). Jejich schopnosti je tvorba proteolytickych enzyml a
pohlcovani (fagocytéza). Granulocyty jsou rozdéleny do tii skupin-neutrofily, eozinofily

a bazofily (Magnadottir, 2006).

Neutrofily

Buiiky, u nichZ jsou barvitelna granula v cytoplasmé z jedné tfetiny zastoupena jako
azurofilni granula, ze dvou tietin jako granula specifickd. Specifickd granula jsou
barvitelnd jen slabé kyselymi a bazickymi barvivy. Absence drsného endoplasmatického
retikula a jadérek naznacuje nizkou droven proteosyntézy. V cytoplasmé se vyskytuje
glykogen-latka umoZnujici pteZziti neutrofilti i za anaerobnich podminek a vykonavat tak
své imunologické funkce.
i 1-4 dny bez ohledu na to, zda fagocytuji ¢i nikoliv. Hlavnim tkolem neutrofilt je
fagocytéza Céstic bez nésledné prezentace antigenu, probihajici v n€kolika krocich:
Prvnim krokem je adherence a chemotaxe a prinik neutrofild do tkani v gradientu
chemotaxickych faktori jako anafylatoxiny C5a, C3a, C4a, IL-8, platelet activating
factor, slozky bakteridlnich povrchii aj. Druhym krokem je fagocytéza, kterd predstavuje
pohlcovani pevnych Castic z okolniho prostiedi. Tietim krokem je degranulace, kterd
spoc¢iva v likvidaci pohlcené Castice zprostiedkované na zaklad¢ vyliti obsahu granul do
fagolysosomu. Za urc¢itych podminek dochazi k vyliti obsahu granul do extracelularniho
prostiedi, je-li proces masivni, ¢asto vede k vyznamnému poskozeni tkani v pribchu
infekce. V dusledku nizké proteosyntézy se novd granula tvofit nemohou (Hansen a

Zapata, 1998; Magnadottir, 2006; Uribe et al., 2011).

Eozinofily
Eozinofily jsou termindlni stddia bunck, u nichZ jsou, jako u neutrofild,
mitochondrie, endoplasmatické retikulum a Golgiho komplex, médlo vyvinuty. Tyto

buniky jsou vétsi nez neutrofily. Jejich typickym znakem je dvousegmentové jadro.
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Granula v cytoplasmé& jsou vétSi nez u neutrofilti, a jejich velikost je hlavnim
rozpozndvacim znakem. Barvi se eozinem cihlové Cervené. Granula obsahuji bilkovinu
S vyraznym zastoupenim argininu, coZ je hlavni bazicky protein.

Jedna se o bunky s typickym vyskytem ve tkdnich, v perifernim krevnim ob¢hu se
vyskytuji méné. Jejich Zivotnost je v fddech hodin je cca 6-12 hodin, v pojivové tkédni
preziji 1 nékolik dni. Jsou schopny fagocytovat, ale v mensi mite, neZ jsou toho schopny
neutrofily.

Hlavnimi receptory eozinofilti jsou receptory pro imunoglobuliny IgE a IgG, z nichz
z funk¢niho hlediska je nejduleZitéjsi receptor pro IgE. Déle se na eozinofilech vyskytuji
receptory pro komplement, které jsou pfitomny jen u n€kterych bungk.

Hlavni funkci eozinofili je boj sendoparazity, zejména s mnohobunécnymi
helminty, které parazituji ve tkanich. V pribéhu imunitni reakce dochédzi ve tkani ke
kontaktu  vétStho  zastoupeni eozinofili s parazitem. Léitky uvolnéné z
granul eozinofili do extracelularntho prostfedi pfimo naruSuji tkdné parazita

(Masarykova Univerzita, 2016).

Bazofily

Bunky, které se v periferni krvi vyskytuji jen velmi mdlo. Jadro je méné
kondenzované narozdil od jinych granulocytii, byva esovitého tvaru, které je Casto
prekryto granulemi, jeZ se barvi zdsaditymi slozkami barvici smési.

Hlavnim komponentem granul je histamin a heparin, takZe se uplatiuji pii
vazodilataci a koagulaci. Ziji nékolik dnii, maximalné tyden.
vykazuji fadu podobnosti s Zirnymi buiikami, které se v minulosti oznacovaly jako

tkanové bazofily. Vyskytuji se pouze v krevnim obéhu (Masarykova Univerzita, 2016).

Zirné buiiky

Zirmé buiiky se vyskytuji v oblasti tzv. imunologickych bariér — v mistech, kde
dochdzi ke kontaktu vnéj$itho a vnitiniho prostfedi — v klizi, na sliznicich dychaciho a
traviciho traktu a v plicni tkdni. Nejednd se o jednotnou populaci buné€k, protoZe se podle
mista vyskytuji odliSuji svou enzymatickou a receptorovou vybavou. V cytoplasmé
obsahuji granula, kterd obsahuji vysoky podil AMK histaminu, jehoZ mnozZstvi je vyssi
nez u bazofilt. Maji rizny tvar — kulovity, vietenovity.
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3.3.2 Lymfocyty

Buiiky, které rozliSujeme podle stupné¢ diferenciace na malé, sttedni a velké, z nichz
v perifernim ob¢hu prevladaji malé lymfocyty, jejichz pramér je fddoveé 6-8 um. Jadro je
kulovité, intenzivné se barvi a vypliluje témét celou buiiku. Hlavni funkei lymfocytl je
adaptivni/ziskana imunita, kterd pfi opakovaném vystaveni patogenu umoznuje jeho
rychlejsi a efektivnéjsi eliminaci. Lymfocyty se rozd€luji do dvou hlavnich skupin.

B lymfocyty jsou buiky zajiStujici protilitkovou odpovéd proti patogentim.
Kone¢nym diferencia¢nim stddiem B lymfocytl jsou plazmatické buiiky, které produku;ji
protilatky proti bilkovinnym a glykoproteinovym antigenim a toxinim. N¢které B
lymfocyty se po setkdni s antigenem méni v pamétové B lymfocyty, které jsou soucésti
imunitni paméti a pfi opakovaném setkdni s antigenem vyrazné urychluji sekundarni
imunitni odpovéd’ (Lebien a Tedder, 2008; Parra et al., 2016).

Dalsi skupinou jsou T lymfocyty, které rozdélujeme do dvou zdkladnich skupina a to
na Tu lymfocyty a Tc lymfocyty. Tu lymfocyty, také zndimé jako pomocné lymfocyty,
nebo CD4 bunky, zastdvaji roli v adaptivnim imunitnim systému. Uvoliuji cytokiny,
které aktivuji ostatni buniky imunitniho systému a napomahaji regulovat imunitni
odpovéd. Na druhé stran¢ Tc lymfocyty, neboli cytotoxické T lymfocyty,
zprostiedkovavaji bunéénou imunitni odpovéd’. Prostiednictvim sekretovanych latek jsou
schopny rozpoznat a likvidovat buiiky napadené intraceluldrnimi parazity, jako jsou
napiiklad viry. Tento zpisob boje je velmi Gcinny, avSak nékdy dojde k vétSimu
poskozeni bunc¢k nez samotnym poSkozenim patogenem (Fabbri et al., 2003), (Murphy a
Weaver, 2016).

T i B lymfocyty vyzravaji bud’ v efektorova stddia, nebo pamétové bunky. Jejich
Zivotnost je v fddech mésicl, vyjimkou jsou tzv. pamétové bunky, diferencované z T

nebo B lymfocyti, schopny piezivat po cely Zivot jedince.

28



NK buiiky
Jedna se o buiky, které jsou morfologicky pifechodnym typem mezi lymfocyty a
makrofagy. Vyskytuji se pievazné v periferni krvi. Jadro je kulatd nebo se zafezem,

cytoplasma NK bunék obsahuje azurofilni granula.

3.4 BAKTERIALNI ONEMOCNENI CANDATA
OBECNEHO ZPUSOBENE BAKTERII AEROMONAS
HYDROPHILA

Aeromonas hydrophila jsou heterotrofni, gramnegativni bakterie. Jedna se o tyCinky
s polarn€é umisténym bicikem, tudiz se mohou pohybovat. Vyskytuji se predevSim
v teplejSich oblastech, ale miiZzeme ji najit v slané, sladké, brakické, moiské, chlorované
1 nechlorované vod¢, ale hlavnim mistem vyskytu jsou pfedev§im sladkovodni feky,
jezera a nadrZe. Jednd se o patogenni bakterie zplsobujici celou fadu onemocnéni.
Dal8imi druhy Aeromonas jsou napt. A. sobria, A. caviae (Joseph a Carnahan, 1994).

VSichni pfislusnici rodu Aeromonas produkuji cytotoxické enterotoxiny. Tyto
endotoxiny byly izolovdny z potravin, jako jsou ryby, maso, dribeZ, syrové mléko,
saldtové zeleniny, ale i z vody. Schopnost piezivat nizké teploty ma za nasledek jejich
vyskyt v chlazeném mase (Janda a Abbott, 1998).

Z antibiotik mohou byt aplikovany napf. fluorochinolony, cefalosporiny 3. generace,

cotrimoxazol, tetracykliny, gama-proteobakterii.

3.4.1 Patogenita pro ryby

Bakterie skupiny A. salmonicida a A. hydrophila jsou povazovany za vyznamné
patogeny ryb. Jsou plvodci napt. furunkulézy u lososovitych ryb, aeromonddové
septikémie, ulcer6zni nemoci sladkovodnich i moiskych ryb (Joseph a Carnahan, 1994).

Aeromonas hydrophila je pravdépodobné nejcastéjsi bakteridlni patogen
sladkovodnich ryb. Zplsobuje nemoc pohyblivych aeromondd. Jak jiZ bylo zminéno
vivodu, jednd se o patogenni bakterie, které napadaji ryby s oslabenou
obranyschopnosti. Mohou iniciovat vyskyt petechii, hemoragie, vodnatelnosti,

exoftalmus (vytlaeni oka z ocnice), ddle olupujici se kiiZi i Supiny. Systémové ndkazy se
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projevuji jako hemoragickd septikémie, kterd ndsledné¢ zplsobuje zanéty a nekrézy

zazivaciho traktu, ledvin, svall a sleziny (Lewbart, 2008).

3.4.1.1 Erythrodermatitida

Nejcastéji postizenou rybou touto bakteridlni nemoci zplUsobenou Aeromonas
hydrophila je kapr obecny, cejn velky, karas obecny, dravé ryby, jako je candat.
Nejcastéjsi vyskyt A. hydrophila je na jaie a v 1ét¢, resp. jakmile dojde ke zvySeni teploty
vody.

Po propuknuti choroby jsou na téle ryby viditelnd zanétlivé loZiska na kazi. Tyto 1éze
prechazi do hlubokych viedd, nékdy dojde i k obnaZeni az svaloviny, a miZe dojit i k
perforaci té€lni dutiny. Uprostted zanétlivych lozisek dochdzi také k nekrotickym
procesim. Napadenym rybam také tmavne pokozka a ptestdvaji pfijimat potravu. Projev
konecné faze je takovy, Ze ryba trpi celkovou vodnatelnosti, vyskytuje se zjezeni Supin,

je také pozorovana anémie Zaber a vypouleni o¢i (Janda a Abbott, 2010).

3.4.1.2 Skvrnitost ryb

Candat patii mezi vnimavé druhy na skvrnitost ryb, obecné pifiznaky jsou lokdlni
ztrata Supin, kozni viedy. Mezi diagnostické symptomy patii zarudlé podélné kozni
skvrny a krevni podlitiny, které se slévaji do plochych hemoragickych viedi. Mozn4 je

terapie antibiotiky (Janda a Abbott, 2010).

3.4.1.3 Bakterialni rozpad ploutvi

Mezi obecné symptomy patii poruchy plavani a stazené ploutve. Mezi diagnostické
symptomy patii rozpad ocasni, fitni a hibetni ploutve, kdy miiZe dojit aZ k jejich dplné
ztraté. Nejprve se objevuje bily pruh na okraji ploutvi, postupné dochdzi k rozsiteni ke
kofeniim a tplné ztrat€ ploutevnich paprski. Mozna je 1écebnd terapie koupel v modré

skalici (Janda a Abbott, 2010).
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3.5 MODEL PERITONEALNIHO ZANETU U RYB

Jako zanét je oznacovdna odpovéd’ na poruseni integrity organismu. Zanét mohou
vyvolat infek¢ni mikroorganismy (imunologicky podnét), ale také poranéni zpiisobena
chemickymi ¢i fyzikdlnimi vlivy nebo ischemii tkdné¢ (neimunologicky podnét).
Odpovéd organismu na poskozeni v zdvislosti na jeho rozsahu a délce trvani mize byt
mistni, anebo celkovd. Zanétlivd odpovéd probihd nejprve lokdlné, kterd je casto
doprovdzena projevy, jako je z€ervendni, otok, bolestivost a zvySeni mistni teploty (Shi
a Pamer, 2011). Po lokdlni zéanétlivé odpovédi ndsleduje systémova odpovéd’, jejiz
intenzita zavisi na rozsahu poSkozeni a délce trvani lokdlniho zanétu.

Prvni signély k rozvoji zanétlivych reakci zprostredkovavaji degranulované tkanové
zirné bunky, fagocyty a latky uvolnéné z poSkozenych bunck. V misté poskozeni jsou
fagocyty uvolovany cytokiny a jiné medidtory implikujici zanétlivé déje. Antigeny
z mikroorganismu jsou builkami vrozené imunity (makrofagy, dendritické buiiky)
prezentovany specifickym T a B-lymfocytiim, u nichZ stimuluji aktivaci a diferenciaci.
Vysledkem celého procesu je maturace B lymfocytl v plasmatické bunky, sekretujici
protilatky, napomdhajici opsonizaci mikroorganismi a aktivaci komplementu
(Magnadottir, 2006).

Pfi vétSim rozsahu zanétlivé reakce se cytokiny produkované v misté zanétu
dostavaji do krevniho ob&hu a v jatrech stimuluji produkci sérovych proteinti akutni faze,
mezi které patfi CRP protein a komplementové slozky C3 a C4, jeZ maji opsonizacni
funkci a dcastni se aktivace komplementu(Uribe et al., 2011).

Béhem rozsédhlejsi nebo chronické zanétlivé reakce, kdy do peritonea pronika
masivni mnoZzstvi mikroorganisml, se uvolnuji dal$i cytokiny, které zpusobuji
novotvorbu a vyliti vétstho mnoZstvi leukocyttl, coz vede k leukocytdze.

V priibéhu uvolovani velkého mnoZstvi raznych medidtorti, jako jsou cytokiny,
kininy a histaminy, dochazi k vazodilataci, pfi niZ muze dojit k hypotenzi ¢i obéhovému
selhani.

Peritonedlni zanét je jednim z nejcastéji vyuZivanych imunologickych modelt.
Injekce cizorodych bunék (Zivych ¢i inaktivovanych), stejné jako imunogennich latek
(napt. LPS, flagelin a podobné) indukuje dramatické zmény, a to zejména kompozici
myeloidnich bun¢k a lymfocytl. V pocatecni fazi reakce je reakce kontrolovdna buikami
myeloidni linie. Po eliminaci patogenu, jsou myeloidni bunky vystfiddny lymfocyty
(Korytar et al., 2013). Ackoli je vétSina vakcin u ryb aplikovana piimo do peritonedlni
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dutiny, sloZeni a ukol jednotlivych populaci bilych krvinek doposud nebyly prozkoumané
do hloubky. Dalsi vyzkumy a védecké prace zabyvajici se stimulovanou peritonedlni
dutinou by byly pifinosem pro detailni popis imunitni reakce na lokdlni trovni a jaké

S vyuzitim peritonedlniho modelu zanétu byl cilem mé priace popis mechanismil
fidicich imunitni odpovéd’ u candédta obecného s v pritbéhu prvnich tiech dni po injekci

inaktivované bakterie A. hydrophila a vyhodnoceni efektu hypoxie na tuto reakci.
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4. MATERIAL A METODIKA

41 MATERIAL PRO TESTOVANI

4.1.1 Ziskani a piivod ryb pro experimenty

Pti experimentu bylo vyuZito ryb z hospodarstvi pana Miroslava Cakla z Jihlavy. Byl
nakoupen rychleny pludek (TL 40-60 mm), ktery byl ndsledné podle postupu odchovan
v podminkéch intenzivniho chovu az do ndmi testované velikosti cca 30 cm, viz. metodika

(Blecha et al., 2016).

4.1.2 Podminky uchovani ryb pro testovani

Testovani candéti byli rozd€leni primarn€ do dvou zakladnich skupin, a to na skupinu
kontrolni, kde byla provedena simulace peritonea candata pouze fyziologickym
roztokem, a testovanou skupinu s provedenou simulaci infekce pomoci inaktivované
bakterie Aeromonas hydrophila. Dale byly testované ryby rozd€leny na podskupinu
udrzovanou v podminkdch normoxie (optimdlni mnozstvi kysliku pro bunécny
metabolismus) — hladina obsahu kysliku byla udrzovana na hodnoté 90-100 % pfi teploté
23-24 °C. Zbyla cast ryb byla udrZzovana v podminkich hypoxie (nedostatecny obsah
kysliku pro télesny metabolismus, neZ na ktery je organismus navykly) na hodnoté
obsahu kysliku 35-45 %.

Testovaci podminky normoxie a hypoxie byly simulovdny pomoci sméSovaci, a to
jeden na dusik a druhy na kyslik. Pro podminky hypoxie byly testované ryby adaptovany
ve zhorSenych kyslikovych podminkidch tyden pied zahdjenim vlastniho testovani

simulace pomoci fyziologického roztoku a Aeromonas hydrophila.

4.1.3 Testovana skupina ryb-kontrolni skupina

U kontrolni skupiny ryb byla provedena simulace infikace ryb pomoci 100 ul
fyziologického roztoku (fosfitovy pufr PBS). Pfed podidnim injekéni déavky

fyziologického roztoku do téla byly ryby anestezovany.
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4.1.4 Anestezie ryb

K veskeré anestezii byl pouzivédn roztok hiebickového oleje v koncentraci 0,03 ml
hiebickového oleje na jeden litr vody. Do védra s vodou byl pfiddn hiebickovy olej
v uvedené koncentraci. Nasledn¢ byly ryby urcené pro anestézii umistény do tohoto
védra. Po cca 5 minutdch byla provedena kontrola uc¢innosti anestezie vizudlné€, pokud
nedochézelo k pohybu Zaberniho oblouku ryby, mohlo byt pfistoupeno k podani injekéni

davky fyziologického roztoku.

Obrazek 4: Podani injekéni davky fyziologického roztoku po anestezii ryb

4.1.5 Testovana skupina ryb — s peritonealni stimulaci inaktivované

bakterie A. hydrophila

Testovana stimulovand skupina ryb infikaci inaktivovanou baktérii Aeromonas
hydrophila byla provedena prostfednictvim injekéni aplikace roztoku s inaktivovanou
Aeromonas hydrophila (1 000 000 bakterii ve 100 ul fyziologického roztoku). Pred
podéanim injek¢ni stimulované davky infekce do téla byly ryby anestezovany.

Anestezie ryb byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.4.

Po stimulaci byly ryby vraceny do odchovnych nddrzi.
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42 ZAKLADNI METODIKA

4.2.1 Eutanazie ryb

Pro eutandzii byla pouZita ddvka 0,8-1 ml hiebickového oleje na 10 1 vody. Po
intenzivnim pusobeni vétsi koncentrace hiebiCkového oleje (7-10 min) byly ryby uréené
pro pitvu usmrceny uderem tupym predmétem do hlavy. Po odbéru vzorka krve bylo

provedeno méteni délky téla a stanoveni hmotnosti.

Obrazek 5: Eutanazie ryb

4.2.2 Odbér krve

Vhodnou metodou odbéru krve u ryb s vyhovujici hmotnosti byla punkce. Provdadéna
byla punkce ocasnich cév injekéni stiikackou opatienou jehlou do priiméru 0,5 mm. Jehla
musela byt oSetfena heparinem, aby nedoslo ke sraZeni odebirané krve uvnitt jehly. Ryba
byla po vyloveni osuSena a uchopena za hibetni ¢ast t€la. OsuSeni téla ryby bylo
provedeno na vnitini strané nedaleko od fitni ploutve. Po osuSeni mista odbéru byl
proveden asi cca 1 cm od fitni ploutve vpich heparizované injekéni jehly pod dhlem cca
40-45 °. Poté, co jehla narazila a pronikla svalovinou, doslo k napichnuti ocasni Zily (ve
stifkacce se objevi krev), pfi dalSim posunu jehly smérem dovnitf téla ryby bylo narazeno
i na pétefni obratle. V misté kontaktu jehly a patefnich obratlii byla stiikacka mirné

povytaZena a krev byla odebrdna piimo z tepny nebo Zily.
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4.2.3 Odbér organii-pitva ryb

Dalsim krokem po odbéru vzorku krve byla pitva ryb. Pitva ryb byla provddéna za
ucelem odbéru vzorkt vnitfnich lymfatickych organti. Pro ptipad naseho experimentu byl
nutny odbér sleziny (MI) a hlavové ledviny (KN).

Pomiicky pro provedeni pitvy: laboratorni niizky, skalpel, laboratorni pinzeta, pean,
popf. laboratorni nerezova 1Zi¢ka
Pracovni postup pitvy:

Ryba byla po usmrceni osusena a poloZena na podlozku na laboratornim stole. Déle
byl proveden podélny fez skalpelem nebo niizkami na spodni ¢asti peritonea od fitniho
otvoru aZ mezi par prsnich ploutvi. Rez byl provadén se zvy$enou opatrnosti, aby nedoslo
k poruseni traviciho traktu a tim i k silnému zneciSténi peritonea. Po roziiznuti biisni
dutiny byla nastfihnuta bo¢ni ¢ast trupu u Zaber, timto bylo snadné&jsi oteviit celou biisSni
dutinu a vyjmout jeji cely obsah.

Pro izolaci peritonedlnich leukocytd byly peritonedlni dutina omyta Sml chlazeného
PBS. Ziskand bunéfnd suspenze byla pouzita pro piipravu cytospinii a pratokovou
cytometrii.

Z btisni dutiny byl vyjmut cely obsah trdviciho systému a proveden odbér sleziny,
kterd se nachdzi v bfiSni dutin€ mezi stfevem a plynovym méchyfem a ma vyrazné
tmavou barvu. Poté bylo pfikroceno i k odbéru dalSitho pro néas dulezitého lymfatického
organu, kterym byla pfedni hlavova ledvina. Hlavové ledvina se nachédzi v predni ¢asti
nad drovni srdce. Odebrané lymfatické organy byly umistény do chladiciho boxu, kde

byly uchovany do dal$iho zpracovéni pro ticely provadéni analyzy.

Obrazek 6: Pitva ryby
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4.2.4 Priprava bunéénych suspenzi pomoci gradientové centrifugace

Gradientova centrifugace

Cilem gradientové centrifugace bunéénych suspenzi bylo izolovat lymfocyty
z odebranych tkéni.

Pti gradientové centrifugaci byla smés latek délena na hustotnim gradientu roztoku
v kyveté. Byl pouzit preparativni typ centrifugy s chlazenym pracovnim prostorem a

s vykyvnym typem kyvety a jde o tzv. zonélni (gradientovou) centrifugaci.

Naredéna krev Mononuklearni
bunky
® O
@ @@
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% : ) ® i
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" /
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©
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Obrazek 7: Princip izolace bilych krvinek gradientovou centrifugaci

Priprava roztoku na gradientovou centrifugaci:
Ptiprava 51% roztoku. Do oznacené plastové zkumavky bylo napipetovano uvedené
mnozstvi Percollu, PBS a H20.
51% roztok:
5,1 ml Percoll (definovand hustota potiebnd k odizolovani lymfocyti)
Iml PBS 10x
3,9 ml H20

Pouzité roztoky a pomicky:

Percoll je specidlni roztok, ktery umoZziuje u¢innéjsi separaci médii o rizné hustoté
v biochemii. Pouziva se pro izolaci bunék, organel, anebo virit pomoci centrifugace v
hustoté. Percoll byl sloZen z koloidnich ¢astic oxidu kiemicitého o priméru 15-30 nm
(23 % hmotnostnich ve vod¢), které byly potazeny polyvinylpyrrolidonem (PVP). Percoll

je vhodny pro experimenty s hustotnim gradientem, protoZe ma nizkou viskozitu ve
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srovndni s alternativami, nizkou osmolaritou a Zadnou toxicitou vici buitkdm a jejich

slozkam.

Obrazek 8: Piiprava roztokil pro gradientovou centrifugaci

Ptiprava 34% roztoku. Do oznacené plastové zkumavky bylo napipetovdano uvedené
mnoZstvi Percollu a RPML

34% roztok:

3,4ml Percoll

6,6ml RPMI
Pouzité roztoky a pomiucky:

Percoll

RPMI obsahuje glukézu, pH indikétor Cervené barvy, soli, aminokyseliny, vitaminy
—vhodné médium pro sav¢i bunky.

Zkumavky, mikropipety

Dle vyse uvedeného postupu byla ptipravena zkumavka s 3 ml 34% roztoku a s 3 ml
51% roztoku.
Poté byl proveden pomaly ndsttik roztoku 51% mikropipetou do ptipraveného 34%

roztoku. Timto doslo k oddéleni vrstev o ruzné hustote.

Zpracovani vzorku tkani lymfatickych organu sleziny a hlavové ledviny
Odebrana slezina i hlavova ledvina byla umisténa na plastovd zkumavkov4 sitka.
Nésledné bylo provedeno protlaceni bunécné tkané¢ skrz sitko pomoci plastového pistu z

injek¢ni stitkacky. Jednotlivé rozmélnéné bunécné tkané sleziny i hlavové ledviny byly
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zality roztokem RPMI o objemu 4 ml, kdy byl zdrovenn proveden i oplach sitka po
protlaceni tkani.

Ptipravené vzorky tkdni byly umistény do termoboxt do ledu.

Obrazek 9: Chlazeni ptipravenych vzorki tkani v termoboxu

Ptipravené vzorky tkanové kultury v roztoku RPMI byly poté napipetovany: z kazdé
zkumavky 3 ml do 2 zkumavek s pfipravenou smési roztoku 3ml 34% + 3ml 54% roztoku
pro gradientovou centrifugaci. Pfepipetovani roztoku piefiltrované tkanové kultury do
pfipraveného roztoku pro gradientovou centrifugaci muselo probihat pomalu, aby nedoslo
k promichédni barevnych frakci. Nasledovala vlastni centrifigace 2 ks zkumavek s vyse
uvedenymi roztoky s tkdniovou kulturou sleziny a hlavové ledviny za téchto nastavenych
parametri centrifugy:

1. centrifugace: pri 400 otacek, pii teploté 4 °C, po dobu 15 minut.

Po ukonceni 1.centrifugace byly odpipetoviany 2 barevné frakce z vrchni Césti

zkumavek a byly provedeny sbéry leukocyti, tj. prvni vrstva nad €irou frakci ode dna

zkumavky.

Obrazek 10: Barevné frakce a sbér leukocyti
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Nasledné byla provedena 2. centrifugace odebranych leukocytli ze sleziny i hlavové
ledviny za téchto nastavenych parametrt centrifugy: p¥i 400 otackach, pri teploté 4 °C,
po dobu 5 minut. Timto dojde k vymyti Percollu. Pelet tvofeny bilymi krvinkami byl

resuspendovan v 1 ml kultiva¢niho média RPMI.

4.2.5 Priprava preparati pro mikroskopické stanoveni sloZeni hlavnich

populaci bilych krvinek

Piiprava boxt pro Cytospin — popis Mi skli¢ek a kompletace boxi pro Cytospin
Vyznam cytospinu — je to specifickd ptiprava bunéénych vzorkl pro mikroskopii.
Ptiprava vzorkl pro cytospin probihala pomoci specializovanych boxt, které byly

umistény do centrifugy, a prostfednictvim odstfedivé sily dochdzelo k odseparovani a

naneseni bunék na mikroskopickd sklicka. Pfistroj pomoci odstiedivé sily vytvofiil na

ur¢eném misté na sklicku jednoduchou vrstvu téchto nanesenych bunék. Jednalo se o

konzistentné jednotné preparaty se snadno barvitelnymi a vyhodnotitelnymi buiikami.

Obrézek 11: Boxy pro cytospin

Pomiicky: boxy pro cytospin, mikropipety, mikroskopicka sklicka, popisovac
Postup pripravy: ozna¢ena mikroskopicka sklicka byla zafixovana pomoci zamkového
mechanismu na dno boxu. Box pro cytospin byl tvofen tfemi tubusy, do kterych byl
napipetovan roztok tkanové kultury o rizné koncentraci a mnozstvi. Po pfepipetovani
roztokli byl box uzavfen a byl pfipraven pro vlastni centrifugaci. Cytospin byl pfipraven
pro peritonedlni leukocyty, slezinu a hlavovou ledvinu.

Po naplnéni a uzavieni boxl bylo provedeno odstfed’ovani s témito nastavenymi
parametry centrifugy— p¥i 700 otackach, pri teploté 10 °C, po dobu 3 minut. Po

ukonceni centrifugace byla provedena demontaz odstfed’ovacich box1, zbytek roztoku z
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jednotlivych cel byl odpipetovan a mikroskopicka sklicka byla demontovana z dann boxd.
Nésledné byla provedena fixace mikroskopickych sklicek ve fixacnim roztoku po dobu 1
minuty. Poté bylo provadéno suSeni skli¢ek, kdy byla sklicka umisténa do sklenéného

stojanu.

Obrazek 12: Odstredivka

Priprava mikroskopickych preparata vzorku krve

Cilem mikroskopické kontroly bylo hodnoceni morfologie krevnich buné¢k
v provedeném nétéru krve.

Pomiicky: mikropipeta, mikroskopickd sklicka, fixa¢ni roztok, popisovac
Postup pripravy:

Na podlozni mikroskopické sklicko byla nanesena mikropipetou kapka krve, kterd
byla rozetfena dalsim mikroskopickym sklickem rovnomérné po celé plose sklicka, timto
byl proveden tzv. natér. Po zaschnuti rozetfené krve byla provedena fixace preparatd ve
fixaCnim roztoku.

Mikroskopicka sklicka po fixaénim roztoku se nechala uschnout pro dalsi pfipravu

mikroskopickych preparati.
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Obrazek 13: Mikroskopicka skli¢ka pfed aplikaci fixa¢niho roztoku
Hematologické barveni mikroskopickych preparatu

Ptipravend mikroskopicka sklicka se vzorky rezidentnich peritonealnich leukocyta,
leukocytl z hlavové ledviny a sleziny, a roztéry krve byly pied analyzou sloZeni barveny
pomoci hematologického barveni Kwik Diff Stain kit. Tento kit pouziva dvé slozky,
anionové barvivo eosin a kationové barvivo metylenové modfe. Po fixaci se

mikroskopickd sklicka maci 30 vtefin v roztoku kazdého barviva a nésledné jsou omyta

pod tekouci vodou. Takto pfipravené vzorky byly pouZity pro svételnou mikroskopii.

43 VYHODNOCENI SLOZENI HLAVNICH
IMUNOLOGICKYCH ORGANU

4.3.1 Priitokova cytometrie

Priutokova cytometrie je metoda, kterd urcuje ve fenotyp a charakteristiku bunéénych
populaci nebo ¢astic. Pracuje na kombinovaném principu spektrofotometru, mikroskopu
s vys$§i rozliSovaci schopnosti a metody analyzy obrazu. Pritokova cytometrie umoziiuje
meéfeni a identifikaci jednotlivych fyzikdlnich a chemickych znakt danych individudlnich
bunék anebo ¢astic v heterogenni populaci. Vyuziva fluorescen¢né znacenych protilétek,
které se navdZou na struktury na povrchu nebo uvnitt buncék. Tato metoda umoznuje

kvalitativni 1 kvantitativni zpracovani vzorkl s vysokou analytickou rychlosti a citlivosti

pii méfeni. Ziskand data byla pievedena do pocitace, zobrazena na grafech a uloZena.

42



Obrazek 14: Pratokovy cytometr

4.3.2 Svételna mikroskopie

Ptipravené a barvené mikroskopické preparaty byly analyzovdny na svételném
mikroskopu pii 10 x 100 zvétSeni. Pti pozorovani byly bilé krvinky analyzovany podle
morfologie bunék a jadra, stejné jako podle barveni. Z preparitu kazdé tkané byly

vyfoceny snimky pro ilustraci bunééného sloZeni.

4.3.3 Metoda vyhodnoceni vysledkii experimentu

Veskeré vysledky poct bunék, jejich vzajemné pomery, procentudlni zastoupeni a
jejich zmény v Case, naméfené pritokovou cytometrii, byly vyhodnoceny formou
jednotlivych grafi.

Data grafi zobrazujici pocty bunék a jejich procentudlni vyjadfeni pro kazdy den
jsou primérem péti naméfenych hodnot toho dne. Pro vSechna data byly zpracovany
statistické ddaje, jako je smérodatnd odchylka (v grafech zobrazena chybovymi
useckami) a dédle byla vSechna data podrobena T-Testu, ktery uddvd vyznamnost toho,
jak se vysledky méfeni jednotlivych skupin 1i$i vzdjemné mezi sebou. Tato statistickd
vyznamnost je v grafech oznacena ptisluSnym poctem hvézdicek, kdy jedna hvézdicka
uddva miru odliSnosti mensi nebo rovnu 0,05. Dvé hvézdi¢ky znamenaji miru odliSnosti
mens$i nebo rovnu 0,01 a tfemi hvézdiCkami je vyjddiena odliSnost mensi nebo rovna

0,001.
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5. VYSLEDKY

51 POMER LYMFOCYTU A MYELOIDNICH BUNEK VE
ZKOUMANYCH ORGANECH

Jak bylo pifedesldno v dvodu této price, znalosti imunitniho systému candata
obecného jsou velice omezené. V prvni Casti této prace bylo tedy mym cilem popsat
slozeni a pomér lymfoidnich a myeloidnich populaci v zdkladnich lymfatickych
orgdnech, sleziny a hlavové ledviny, stejn¢ jako slozeni krve a rezidentnich populaci
v peritonedlni dutiné u zdravych ryb. Zakladni metodou pro vyhodnoceni poméru
lymfoidnich a myeloidnich bun¢k byla pritokova cytometrie. Jako zdkladni kritéria byl
pouzit pomér velikosti (FSC-A) a komplexity povrchu (SSC-A). Zatimco lymfocyty byly
typické malou velikosti a hladkym povrchem (FSC®*SSC'¥ (na obrdzku v ovilu v levé
&asti dot plotu), butiky myeloidniho ptivodu byly zpravidla vétsi (FSCMeh) a s ¢lenitéjsim
povrchem (SSCP&") (na obrazku v pravé horni &4sti dot plotu). Ze ziskanych dat je patrné,
Ze kazdy z organti ma unikétni sloZeni bilych krvinek (Obrazek 16). V krvi bylo mozné
pozorovat dominantni populaci lymfocyti, kterd byla doplnéna mensi populaci vétSich
bunék myeloidniho charakteru. Podobné 1 ve sleziné¢ byla vétSina bunék (96 %)
lymfoidniho charakteru jen s minimem bunék myeloidnich. 1 populace rezidentnich
peritonedlnich leukocyt byla dominovana lymfocyty, zatimco populace myeloidnich
bunck byla zastoupena jen ve frakci (9 %). Nutno podotknout, Ze myeloidni buiiky
v peritoneu byly vétSi nez v krvi ¢i slezin€ s vyrazné€ strukturovanym povrchem. Jedinym
organem s vyznamnym zastoupenim myeloidnich bunék byla hlavova ledvina. I zde bylo
sledovéano, zZe vétsina bun¢k byla lymfoidniho rdzu, ovSem populace myeloidnich bunék
byla vyznamna a ptesahuje u zdravych ryb 25 %.

SloZeni bun¢k bylo déle studovdno pomoci mikroskopie na preparatech. Snimky
jednotlivych prepardti ukazuji shodné slozeni jako cytometrie. Ve vétSin¢ tkani
dominovaly malé lymfocyty stmavym jadrem, které vypliovaly takika celou
cytoplasmu. Ve vzorku hlavové ledviny byl patrny vétsi pocet vétSich bunck s blede
modrou cytoplasmou a fazolovitym jadrem (monocyty), stejné¢ jako vétsi bunky se

segmentovanym jadrem - neutrofily.
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Obrazek 15: Pomér lymfocyti a myeloidnich bun¢k v peritoneu, krvi, hlavové ledvin¢ a sleziné
(méftitko 10 um)

5.2 POPIS DYNAMIKY PERITONEALNIHO ZANETU

Tato ¢éast prace byla zamétena na vyhodnocovani vysledki poctu myeloidnich a
lymfatickych buné€k v peritonedlni duting, krvi, slezin¢ a hlavové ledviné v prub¢hu
prvnich tiech dni po indukci zdnétu v peritonedlni dutiné ryb ve stavu normoxie.
Prezentované vysledky byly prezentaci dat ziskanych pomoci priitokové cytometrie, tak

jak byly popsény vyse.

5.2.1 Peritonealni dutina

Jak je patrné z Obrazku 17, stimulace vedla k dramatickym zméndm ve slozeni
peritonedlnich lymfocytl. Zatimco u ryb kontrolni skupiny a nestimulovanych ryb byly
hlavni populaci v peritonedlni dutiné lymfocyty (oval vlevo dole), stimulace
inaktivovanou A.hydrophila vedla jiz v prvnich 24 hodinich k dramatickym zménam
sloZeni. Patrné bylo mnozstvi velkych bunék myeloidniho charakteru (oval vpravo
nahote), které bylo v prvnich dni nejvyznamnéjsi populaci bunék. V prubéhu dalSich
dvou dni pocet téchto bunck kleslo a dominantni populaci se opét staly lymfocyty.
Obrazek 17 ukazuje reprezentativni data pro kazdy jednotlivy den. Detailni analyzy poc¢tu

bunék a poméru lymfoidnich a myeloidnich buné€k je uvedena nize.
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Obrazek 16: Pomér lymfoidnich a myeloidnich bunék v peritonedlni dutin¢ v prubcéhu zanétlivé
reakce
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Graf 3: Pocet myeloidnich bun€k v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie

Z grafu 3 je patrné, Ze po stimulaci A. hydrophila do peritonedlni dutiny pocet
myeloidnich bun¢k rapidné stoupl, a to aZ na 13 408 540 bunck 24 hodin po injekci.
V druhy den reakce pocet myeloidnich bunék klesl na 3 172 920 bunék, a ve tieti den se
pocet mirn€ zvysil na 4 035 840 myeloidnich bunék. V kontrolni skupin¢ nestimulované

peritonedlni dutiny bylo zastoupeni myeloidnich bunék nizké.
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Graf 4: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunck v peritoneélni dutin€ ve stavu normoxie

Jak jiz bylo zminéno u piedchoziho grafu, injekce modelového antigenu do
peritonedlni dutiny vedla k dramatickému zvySeni v poctu myeloidnich bunék. To se
odrazilo na procentudlnim zastoupeni myeloidnich bun€k, ktery se zvysil z 9 % azna 79,9
% v prubéhu prvnich 24 hodinach imunitni reakce. V druhé fazi reakce doslo k poklesu
2 79,9 % myeloidnich bun¢k na 8,6 % myeloidnich bunék. Ve tfeti fazi reakce bylo jejich

zastoupeni mirn€ zvySeno z 8,6 % na 22,2 %.
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Graf 5: Pocet lymfocytii v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie
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Na rozdil od myeloidnich bunék byl v prvni fdzi reakce pocet lymfocyti ve
stimulované peritonedlni dutin¢ nizky, obsahoval téméf 3 miliony lymfocytl. SniZen{
poctu myeloidnich bunék ve druhé fazi (od druhého dne) bylo vSak kompenzovéano
masivni infiltraci lymfocyti, které byly dominantni skupinou bunék; jejich pocet se ze 3
milionti zvysil na 29 546 000 lymfocytd. Ve tieti fazi doslo k poklesu lymfocyti z 29 546
000 bunek na 13 765 800 bun¢k, viz. Graf 5.
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Graf 6: Procentudlni zastoupeni lymfocyt v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie

V prvni den reakce procento lymfocytti z 90 % v disledku zvyseného poctu infiltrace
myeloidnich buné€k kleslo na 20,1 %. Do druhého dne bylo ale zastoupeni lymfocytl
rapidné€ zvyseno, z 20,1 % na 91,3 %. Treti den imunitni reakce byl pozorovin pokles
poméru lymfocytl z 91,3 % na 77,7 % lymfocyti. V nestimulované peritonedlni dutiné
byl pocet lymfocyti vysoky, v peritonedlni dutin¢ byly lymfocyty dominantni skupinou

nad myeloidnimi buitkamij; jejich procento ptesahlo 90 %.
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Graf 7: Pocet myeloidnich bun¢k a lymfocytii v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie

Ze srovnani zastoupeni obou skupin bunc¢k (myeloidnich bun¢k a lymfocytl) je
mozné si v Grafu 7 pov§imnout, Ze stimulaci peritoneélni dutiny se jednotliva zastoupeni
myeloidnich bunék a lymfocytii dramaticky ménila. V prvni den reakce byly dominantni
skupinou myeloidni buriky, avSak od druhého dne ptebraly roli lymfocyty, které jsou

nezbytné pro aktivaci funkéni adaptivni imunitni odpovédi.
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Graf 8: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bun¢k a lymfocytl v peritonedlni dutiné ve
stavu normoxie
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Pro lepsi prehlednost a porozuméni grafti je z Grafu 8 patrné, Ze v prvni den reakce
pocet myeloidnich bunék vzrostl z9 % na 79,9 %, od prvniho dne do druhého dne se
pocet sniZil na 8,6 %, ve tfetim dnu pocet opét vzrostl na 22,2 %. Co se tyCe lymfocyta,
od nultého dne byl jejich pocet vysoky, v peritoneu byly prevladajici skupinou bun¢k, a
dosahovaly 90 %. V prvni den reakce ale jejich pocet z 90 % klesl na 20,1 %, do druhého
dne pocet opét vzrostl na 91,3 %, avsak ve tfetim dnu doSlo k mirnému poklesu na 77,7

% lymfocyti.

5.2.2 Krev
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Graf 9: Pocet myeloidnich bun€k v krvi ve stavu normoxie

Vlivem peritonedlni stimulace se v krvi v prvnim dnu zanétu vyskytovalo vysoké
mnoZzstvi myeloidnich bun¢k, které se uvolnily z hlavové ledviny putujici do mista zanétu
v peritonedlni dutin€. Doslo tedy ke zvysSeni poc¢tu myeloidnich bunék z 30 000 bunék na
202 200 bun€k na mililitr, v druhém dni se pocet myeloidnich buné&k snizil z 202 200
bunck na 57 800 bunék. Tteti den pocet poklesl na 50 000 myeloidnich bunék a byl blizky
poctu myeloidnich bun¢k pozorovanych u kontrolni skupiny injikované fyziologickym

roztokem.
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Graf 10: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék v krvi ve stavu normoxie

Z Grafu 10 je patrné, Ze v prvnim dnu reakce zastoupeni myeloidnich buné€k vzrostlo
22,6 % na 14 %. Do druhého dne reakce doslo k tbytku myeloidnich bunék v krvi z 14
% na 8,1 %. Tretim dnem reakce doslo k dalSimu poklesu myeloidnich bunék v krvi z 8,1
% na 7,5 %. U nestimulovanych ryb v prvnim dni reakce procento myeloidnich bun¢k
kleslo z 2,6 % na 2,4 %. Do druhého dne reakce se jejich pocet zvysil z 2,4 % na 3,6 %,

avsak do tfetiho dne zastoupeni myeloidnich bun¢k kleslo na 2,8 %.

5.2.3 Slezina
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Graf 11: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék ve slezin€ ve stavu normoxie
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V krvi a peritonedlni dutin¢ bylo sledovdno v pribéhu prvniho dne po stimulaci
dramatické zvyseni poctu a procentudlniho poméru myeloidnich bunék. Podobné zmény
byly sledovany i ve slezing, kterd je hlavnim sekundarnim orgdnem ryb. V prvnim dni se
procento myeloidnich bunék ze 4,3 % zvysilo na 10, 6 %. Do druhého dne dochézelo
k poklesu myeloidnich bun¢k z 10,6 % na 3,9 %. Ve tretim dni doSlo ke zvySeni

zastoupeni myeloidnich bun¢k na 4,7 %.

5.2.4 Hlavova ledvina
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Graf 12: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék v hlavové ledviné ve stavu normoxie

Z lymfatickych organt je hlavova ledvina prvnim mistem, ze které se ihned uvoliuje
velké mnozstvi myeloidnich bun€k putujicich do mista zanétu. Od prvniho dne stimulace
se zastoupeni myeloidnich bunék ze 30,1 % sniZilo na 13,3 % bun¢k. Ke druhému dni se
zastoupeni zvysilo z 13,3 % na 23,6 % myeloidnich bun¢k. Ttetim dnem reakce se pomér
myeloidnich bunék v hlavové ledvin¢ vratil k hodnoté pozorované u kontrolni skupiny,

obsahovala 31,8 % myeloidnich bungk.
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53 VLIV HYPOXIE NA PRUBEH AKUTNIHO ZANETU
V PERITONEU A OSTATNICH LYMFATICKYCH
ORGANECH

Po vyhodnoceni imunitni reakce v podminkdach s pfirozenou saturaci kyslikem bylo
mym cilem zkoumat imunitni reakci v indukovanych hypoxickych podminkach. Pro
ujasnéni a lepsi pochopeni téchto stavii budou popisovany reakce jak ve stavu normoxie,
tak i ve stavu hypoxie. Vyhodnoceni vlivu hypoxie na pritbéh imunitni reakce je dulezité
nejen pro ovéfeni tieti hypotézy, ale predevSim nabizi unikétni data o povaze imunitni

odpovédi u ryb.

5.3.1 Peritonealni dutina
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Graf 13: Pocet myeloidnich bunék v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie a hypoxie

Z Grafu 13 je patrné, Ze v diisledku hypoxie pocet myeloidnich buné€k v peritonedlni
dutin€ byl nizsi neZ za stavu normoxie. V prvni den reakce pocet myeloidnich bun¢k pii
normoxii byl 13 408 540, kdezto u hypoxickych ryb byl pocet myeloidnich buné¢k
vyrazné niz§i, predstavoval 9 286 260 myeloidnich bunék. Druhy den u obou stavii doslo
k poklesu na 3 172 920 myeloidnich bun¢k. Ve treti den reakce ve stavu normoxie byl

pocet myeloidnich bun€k zvySen na 4 035 840, pti hypoxii snizen na 1 529 520 bunc¢k.
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Graf 14: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék v peritonealni dutin€ ve stavu normoxie
a hypoxie

Z Grafu 14 je mozné pozorovat, Ze procentudlni zastoupeni myeloidnich bun¢k u
stimulovanych hypoxickych ryb bylo vyssi nez u stimulovanych ryb v normoxii. I pfesto,
Ze poctem bunck prevazovaly myeloidni buiikky v normoxii (viz Graf 13), pomérem
lymfocytti ku myeloidnim buiikdm v celkovém souctu ptevazovaly myeloidni bunky v

hypoxii.
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Graf 15:Pocet lymfocytl v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie a hypoxie
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Z grafu 15 je zfejmé, Ze u stimulovanych ryb v normoxii byl celkovy pocet lymfocytl
od druhého dne pokusu vyssi nez u stimulovanych hypoxickych ryb. V prvnim dnu reakce
byly v peritoneu dominantni skupinou myeloidni buniky. Avsak rozdil bun¢k ve stavu

normoxie a hypoxie byl zhruba 10 miliond.
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Graf 16: Procentudlni zastoupeni lymfocytl v peritonedlni dutin¢ ve stavu normoxie a
hypoxie

U stimulovanych ryb v normoxii se procento lymfocytii od prvniho do druhého dne

220 % vysplhd na 91,4 %. U hypoxickych ryb je zastoupeni lymfocytl o 16 % niZsi.
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Graf 17: Pocet myeloidnich bun€k a lymfocytl v peritonedlni dutin€ ve stavu normoxie a
hypoxie

Pro ujasnéni rozdilnosti po¢tu myeloidnich bun¢k a lymfocytii ve stavu normoxie a
hypoxie je mozno z Grafu 17 pozorovat, Ze zmény poctli myeloidnich bunék v normoxii
nebyly tak vyrazné, jako byly zmény lymfocytii, a to zejména v druhém a tfetim dni

imunitni reakce, kdy byl pocet lymfocytl u hypoxickych ryb vyznamné nizsi.
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Graf 18: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bun¢k a lymfocyt v peritonedln{ dutiné ve
stavu normoxie
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Z Grafu 18 je mozné vycist, Ze pii normoxii bylo procentudlni zastoupeni lymfocytl
a myeloidnich bun¢k vyS$si neZ v hypoxii. Piesto byl vSak u obou skupin rozsah a priibéh

imunitni reakce velice podobny.

5.3.2 Krev
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Graf 19: Pocet myeloidnich bunék v krvi ve stavu normoxie a hypoxie

Z Grafu 19 je moZzné vycist, Ze u stimulovanych ryb v normoxii byl pocet
myeloidnich bunék v prvnim dnu imunitni reakce vys§i neZ u stimulovanych
hypoxickych ryb. Rozdil ¢inil 60000 bun€k. Ve druhém dni imunitni reakce pocet
myeloidnich buné€k u stimulovanych ryb v normoxii klesl, to na 57800 bunék, kdeZto
pocet bun¢k u stimulovanych hypoxickych ryb byl vy$si o 30000 bunék. U kontrolni
skupiny hypoxickych ryb byl pocet bun¢k srovnatelny s poctem bun¢k kontrolni skupiny

ryb v normoxii.
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Graf 20: procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék ve stavu normoxie a hypoxie

Pro srovnéni stavii normoxie a hypoxie v krvi bylo v prvnim dni imunitni reakce
mozné si pov§imnout, Ze procento myeloidnich bunék u stimulovanych ryb v normoxii
bylo 0 5 % vySss§i nez u stimulovanych hypoxickych ryb. Do druhého dne reakce ale
procento bunék stimulované skupiny ryb v normoxii pokleslo, ze 14,1 % na 8,1 %, kdezto
procento myeloidnich buné€k u stimulované hypoxické skupiny ryb vzrostlo z 9,3 % na
11,4 %. Procenta myeloidnich buné¢k u kontrolnich skupin v normoxii i hypoxii byla

srovnatelna.

58



5.3.3 Slezina
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Graf 21: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék ve sleziné ve stavu normoxie a hypoxie

V prvnim dni imunitni reakce ve slezin¢ procento myeloidnich bunék stimulované
skupiny ryb v normoxii pfevazovalo procento myeloidnich bun¢k stimulované skupiny
ryb v hypoxii, rozdil byl neceld 3 %. Ve druhém dni imunitni reakce doSlo k poklesu
myeloidnich bunék u stimulovanych skupin ryb jak v normoxii, z 10,5 % na 3,9 %, tak
hypoxii, 27,9 % na 5,1 %. U kontrolnich skupin od prvniho do druhého dne reakce
prevazovalo procento myeloidnich bun€k v normoxii, ve tfetim dni reakce bylo procento

myeloidnich bunék srovnatelné s procentudlnim zastoupenim bunék v hypoxii.
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5.3.4 Hlavova ledvina
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Graf 22: Procentudlni zastoupeni myeloidnich bunék v hlavové ledviné ve stavu normoxie a
hypoxie

Graf 22 poukazuje na fakt, Ze v prvnim dni reakce byla procenta myeloidnich bunék
stimulovanych skupin ryb v normoxii a hypoxii, oproti procentim bunék kontrolnich
skupin ryb v normoxii a hypoxii, nizka. Procento bun¢k stimulovanych hypoxickych ryb
¢inilo 11,2 %, oproti tomu procento kontrolni skupiny hypoxickych ryb cCinilo 24,5 %. Na
druhé stran€ procento bunék stimulovanych ryb v normoxii bylo vyssi, jeho hodnota byla
13,3 %, kdeZto procento bun€k u kontrolni skupiny ryb v normoxii dosahovalo az k 31,1
%. Ke druhému dni imunitni reakce doslo k procentudlnimu zvyseni vSech stimulovanych
skupin a kontrolni skupiny ryb v hypoxii, ale k poklesu procentuélniho zastoupeni bunék
doSlo u kontrolni skupiny ryb v normoxii. Ke tfetimu dni reakce doslo k dal§imu
procentudlnimu ndrstu obou stimulovanych skupin, procenta kontrolnich skupin ryb

klesala.
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6. DISKUZE

Poptavka po rybim mase v poslednich dekdddch zaznamendva trvaly rast. BohuZzel
zéasoby rybich populaci v mofich, ocednech a ostatnich vodnich plochéch jsou limitovany
a velké procento konzumnich druh je v soucasnosti rybolovem ohroZeno. Chov ryb
v akvakulturdch se nabizi jako vhodné feSeni tohoto problému a jako potencidlni
udrzitelny zdroj rybiho masa. Ani intenzifikace akvakulturnich chovl vSak neni
bezproblémova a Casto nardzi na limity prostiedi ¢i chovanych ryb. Z ekonomického
hlediska je cilem chovateli produkovat co nejvys$§i mnoZstvi rybich produktii
s nejniz§imi ndklady. To Casto vede k zvySovani hustoty rybich obsddek a k zhorSovéni
zivotniho prostiedi chovanych ryb. To v disledku vede k zvySovani stresového zatizeni
ryb a ¢astym infekcim, které mohou mit negativni dopady na ekonomiku celého provozu.
Cilem soucasného imunologického vyzkumu je poznani dopadt akvakulturniho chovu na
ryby, porozuméni vlivu riznych biotickych a abiotickych faktord ovliviiujicich
obranyschopnost ryb, stejn¢ jako pochopeni zdkladnich mechanismti imunitni odpovédi
u novych akvakulturnich druhti s cilem vyvoje u¢innych preventivnich a terapeutickych
opatteni. Pravé tyto cile byly hlavni motivaci pfedklddané diplomové préce, ve které bylo
mym cilem pfispét k popisu imunitniho systému canddta obecného a mechanismu jeho
imunitni reakce.

Rust spotieby rybiho masa byl jednim z hlavnich hnacich motora rybi imunologie
v poslednich dekdddch. U hlavnich akvakulturnich druht vedl k detailnimu porozuméni
riznych aspektll imunitni reakce a objevim, které evolu¢né predchazely imunitnimu
systému, jak jej zname u savci. JelikoZ patii candat obecny mezi nové akvakulturni
druhy, je mnozstvi dostupnych informaci o jeho imunitnim systému zatim znacné
omezené. V prvni ¢asti price bylo proto mym cilem analyzovat sloZeni leukocytl
v hlavnich lymfatickych organech. Z naSich vysledkii vyplyvd, Ze lymfocyty jsou
dominantni sloZkou hlavnich lymfatickych orgédnt candita obecného. Zvysené mnozstvi
myeloidnich bun¢k bylo sledovano jen v hlavové ledving€, u které je zndma funkce
krvetvorby a jakéhosi zasobniku myeloidnich bunék, které mohou byt uvolnény do ob&hu
v ptipad¢ potieby. Toto sloZeni odpovida sloZeni lymfatickych organil, tak jak bylo diive
popsano i u jinych druhti ryb (Korytar et al., 2013; Uribe et al., 2011; Zapata et al., 2006).

Nase data naznacuji, ze lymfocyty, jako prevladajici skupina bunék, hraji dalezitou
roli ve vytvéareni adaptivni imunitni odpovédi. Naproti tomu myeloidni buiiky maji

nenahraditelnou roli pii inicializaci imunitni odpovédi a pfi fagocytdze, aktivné se podili
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na tvorb¢ a regulaci imunitni odpovédi, jsou schopny prezentovat antigen, a predstavuji
dialezity typ bunék, ktery je okamZité schopen bojovat proti patogenu. Toto odpovida
vysledkiim sledovanym u ostatnich druhti ryb.

Peritonedlni nika pfedstavuje unikétni niku s vlastni populaci rezidentnich leukocytt,
které zajiSt'uji prvni linii obrany v pfipad¢ infekce (Brietzke et al., 2015; Korytar et al.,
2013). Peritonedlni nika je taky hojné vyuZivdna pro injekci vakcin, nebot’ poskytuje
nejlepsi vysledky s ohledem na produkci protilatek a prevenci onemocnéni. U candata se
v peritonedlni dutin€¢ vyskytovaly dva typy bunék — myeloidni buiiky a lymfocyty,
pficemz druhd skupina predstavovala prevladajici bunécny typ. Pomér mezi lymfocyty a
myeloidnimi bunikami se mtzZe liSit, coZ je ¢asto specifické pro dany druh ryb.

Peritonedlni model zanétu umoZnuje studium rtznych aspektii imunitni reakce,
vcetn¢ mobilizace bilych krvinek, produkce cytokinti, efektorové funkce individudlnich
populaci ¢i eliminace patogenu a prezentace antigend ostatnim bunikdm imunitniho
systému. JelikoZ u candéta popis zdkladniho mechanismu zanétlivé reakce chybi, bylo
mym druhym cilem analyzovat pribéh po stimulaci peritonea inaktivovanou A.
hydrophila, ktera poslouzila jako modelovy antigen. Po provedeni stimulace byly
sledovany dramatické zmény v poctu bun¢k. Jak je patrné z vysledkd, imunitni reakce
méla dvé faze; prvni byla dominovdna myeloidni populaci bun€k, zatimco druhd faze
byla fizena lymfocyty. Toto odpovidd mym piedpokladiim, jelikoz takto imunitni reakce
probihd nejen u candéta, ale i u ostatnich druhti ryb, jako je napi. pstruh duhovy
(Borucinska a Martin, 2001; Korytaf et al., 2013; MacArthur et al., 1984).

Aby patogen byl eliminovén, je zapotiebi, aby imunitni systém vytvoftil zanétlivou
reakci. Prvnimi signdly k rozvoji zanétlivych reakci iniciuji degranulované tkanové
bunky, fagocyty a latky uvolnéné z poskozenych bun¢k. Fagocyty uvoliiuji cytokiny a
dalsi medidtory, které implikuji zanétlivé déje. Antigeny vyluCované mikroorganismy
jsou prezentovany T a B-lymfocyty, které stimuluji jejich aktivaci a diferenciaci. B-
lymfocyty metamorfuji v plasmatické burniky, které sekretuji protilatky, a napoméhaji
opsonizaci mikroorganismi.

Béhem rozsahlejsi zanétlivé reakce, kdy do peritonea vstupuje masivni mnoZstvi
mikroorganismi, se uvoliluji dalsi a dalsi cytokiny, které zpisobuji novotvorbu a vyliti
vétsiho mnozstvi leukocytd (Magnadottir, 2006).

V prvni féazi reakce v peritoneu pievladaly myeloidni buiiky, které se aktivné

podilely na eliminaci mikroorganismu. Po eliminaci patogenu byly tyto buniky vystiidany
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lymfocyty. Z vysledkli pokusu je patrné, Ze indukci peritonedlni dutiny patogenem se
méni jednotlivd zastoupeni bunék v lymfatickych orgénech a v krvi. Z hlavové ledviny
se vprvni den reakce vyplavilo velké mnozstvi myeloidnich bunék, jez byly
transportovany do mista zdnctu. V krvi a slezin¢ se toto vyplaveni projevilo zvySenym
procentudlnim zastoupenim bunc¢k myeloidniho typu, tak jak bylo popsdno diive
(Havixbeck et al., 2016).

Je zajimavé, Ze k eliminaci patogenu dojde velmi rychle. Prezentovany pokus byl
provadén po dobu 72 hodin, a po 24 hodindch byl patogen myeloidnimi bunikami
prakticky eliminovan. Takto rychla reakce byla sledovana nejen u candata, ale i u pstruha
duhového, u kterého téz dochédzi k dramatickym zméndm v poctu bunck a rychlé
eliminaci patogenu z téla ryb (Korytéf et al., 2013).

V dalsi ¢asti této prace bylo cilem studovat vliv snizené koncentrace kysliku na
prubéh imunitni reakce. Tento vyzkum je relevantni zejména s ohledem na podminky
chovu ryb v akvakulturnich systémech a je dtilezity pro pochopeni vlivu poklesu hladiny
kysliku v chovnych nadrzich na obranyschopnost ryb. Z vysledki zkoumani vlivu
hypoxie na imunitni reakci se doSlo k zavéru, Ze hypoxie ovliviiuje rozsah a prib¢h
imunitni reakce, nebot' hypoxické ryby prokazovaly rozdilnd zastoupeni bunék
v peritonedlni dutin€é, krvi a lymfatickych orgénech. Bylo prokdzano, Ze hypoxie
ovlivituje zejména zastoupeni lymfocytii v peritonedlni dutin€ - hypoxické ryby
v peritonedlni dutin¢ v pribéhu pokusu vykazovaly niz§i procentudlni zastoupeni
lymfocytii oproti skuping ryb v normoxii. Naproti tomu rozdily stavi myeloidnich bunék
u sledovanych ryb v hypoxii byly dramati¢téji vyS$i nez u sledované skupiny ryb
v normoxii. Tento fenomén nebyl u ryb dosud hloubéji studovan a i v sav¢ich systémech
je dostupnd literatura zna¢né¢ omezend (Taylor a Colgan, 2017). Domnivam se, Ze
divodem, pro¢ pfi hypoxii je imunitni reakce zpomalend a stavy lymfocytl v peritoneu
jsou niz$i, je to, Ze imunitni systém investuje velké mnoZstvi energie k eliminaci
patogenu, av§ak mu nezbyva tolik energie k tvorb€ imunologické paméti.

Z vysledkli pokusu je zfejmé, Zze imunitni reakce candata obecného probihala
obdobn¢ jako imunitni reakce u ostatnich druhii ryb. Pii 1é¢b¢ bakteridlniho zanétu by se
dalo téchto védomosti vyuzit k diagnostice a ndvrhu dalSich a efektivnéjSich postupti

1écby bakteridlniho onemocnéni.
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7. ZAVER

Candat obecny patii mezi nové akvakulturni druhy, jejichz intenzivni chov v
recirkulac¢nich systémech ma v budoucich letech velkou perspektivu. Intenzifikace chovi
vSak sebou nese komplikace zejména se zvySenou durovni stresu a sniZenou
obranyschopnosti. Jednim z cilti optimalizace chovu je tedy i porozuméni imunitni
odpovédi chovanych ryb, které vSak u candata chybi. Hlavnim cilem ptfedkladané prace
tedy bylo rozsitit dostupné informace o imunitnim systému, pribéhu imunitni reakce a
vlivu abiotickych faktor na imunitu. Pro tuto praci byly vytyCeny tfi dil¢i cile:

a) Popsat sloZeni hlavnich lymfatickych organt

b) Popsat kinetiku imunitni odpovédi v peritonedlni dutiné

¢) Vyhodnotit vliv hypoxie na pribéh imunitni reakce v peritonedlni dutiné

Tyto cile byly studovany postupné v logickém sledu. Zakladem tohoto studia, a prvni
¢asti prace, bylo popsdno sloZeni jednotlivych populaci bilych krvinek v lymfatickych
orgdnech (hlavové ledving, slezing), krvi a peritonedlni dutiné pomoci mikroskopie a
pratokové cytometrie.

V dals§i casti diplomové price byla provedena simulace peritonedlni dutiny
inaktivovanou bakterii Aeromonas hydrophila, ptedstavujici modelovy antigen.
Vysledky této ¢asti poskytly nejen detailni popis akutniho zadnétu v peritonedlni duting,
ale ukdzaly také, jakym zpisobem akutni zanét ovliviiuje sloZzeni hlavnich lymfatickych
organtl.

Ve treti Casti prace byl sledovdan vliv hypoxie na pribéh imunitni reakce v
peritonedlni dutiné candédta obecného, zejména s prihlédnutim k intenzité¢ a prabéhu
reakce.

Data ziskand v rdmci této diplomové prace maji vyuziti na urovni zédkladniho i1
aplikovaného vyzkumu. Nabizi detailni popis imunitni reakce, ktery vytvaii kostru pro
budouci studium jednotlivych aspektii imunitni odpovédi u tohoto nového akvakulturniho
druhu, ale také ukazuji na dileZitost optimalizace spravnych chovnych podminek u
negativnich dopadech hypoxie na zdravi chovanych ryb. Ziskané vysledky také oteviraji
nové prileZitosti ke studiu mechanismt, kterymi saturace kyslikem fidi imunitni

odpovéd'.
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10. ABSTRAKT

Candat obecny patii mezi nové akvakulturni druhy, jejichZ intenzivni chov v
recirkulac¢nich systémech md v budoucich letech velkou perspektivu. Intenzifikace
chovi vSak s sebou nese komplikace zejména se zvySenou trovni stresu a sniZzenou
obranyschopnosti. Jednim z cili optimalizace chovu je tedy i porozuméni imunitni
odpovédi chovanych ryb, které je vSak u candata chybi. Hlavnim cilem predkladané
prace tedy bylo rozsitit dostupné informace o imunitnim systému, pritb¢hu imunitni
reakce a vlivu abiotickych faktord na imunitu.

V experimentélni ¢4sti diplomové priace bylo analyzovano sloZeni hlavnich
lymfatickych orgéanti, krve a peritonedlni dutiny u naivnich jedinct. V dalSich krocich
byl etablovan model peritonedlniho zanétu. S vyuzitim dostupnych metod byl tento
model vyuzit k popisu kinetiky imunitni reakce ve tfech dnech po indukci akutniho
peritonedlniho zdnétu inaktivovanou A. hydrophila. Ziskané vysledky naznacuji, Ze
injekce modelového antigenu do peritonedlni dutiny canddta indukuje dramatické
zvyseni poctu bilych krvinek, které probihd ve dvou zdkladnich fazich. Pocatecni faze
je fizena myeloidnimi bunikami (granulocyty, monocyty), které jsou dominantni
populaci bun€k v pribehu prvnich 24 hodin po injekci. V pozdéjsi fazi se pocet téchto
bunék snizil a myeloidni buiiky byly nahrazeny zvysSujicim se poctem lymfocytt.
Tyto zmény byly patrné nejen lokdlné v peritonedlni nice, ale vedly ke zménam
v systémovych lymfatickych organech. Zejména prvni den byl patrny vyznamny
pokles v poméru myeloidnich bun¢k v hlavové ledviné a jejich zvySeny pocet
v periferni krvi a sleziné. Dalsi ziskané vysledky ukazuji, Ze prib¢h a intenzita
akutniho zanétu je vyrazné ovlivnéna koncentraci dostupného kysliku ve vodé. U
hypoxickych ryb byl negativni vliv patrny zejména na poctu lymfocytl, zatimco
populace myeloidnich bunék byla nedostatkem kysliku ovlivnéna méné.

Data ziskand v ramci této diplomové prace vytvari kostru pro budouci studium

jednotlivych aspektii imunitni odpovédi a mechanismii, kterymi saturace kyslikem

fidi imunitni odpovéd'.
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11. ABSTRACT

Pike perch is one of the new aquaculture species whose intensive rearing in
recirculation systems has a great future perspective. However, the intensification of
breeding brings with it especially complications with increased levels of stress and
reduced defenses. One of the objectives of breeding optimization is therefore also
understanding of the immune response of the farmed fish, which is missing in the zander.
The main aim of this work was to extend available information about the immune system,
the course of the immune response and the influence of abiotic factors on immunity.

In the experimental part of the thesis, the composition of the main lymphatic organs,
blood and peritoneal cavity in naive individuals was analyzed. In the next steps, a model
of peritoneal inflammation was established. Using available methods, this model was
used to describe the immune response kinetics at three days after induction of acute
peritoneal inflammation by inactivated A. hydrophila. The results suggest that injection
of a model antigen into the peritoneal cavity of the zander induces a dramatic increase in
the number of white blood cells that occurs in two basic phases. The initial phase is
controlled by myeloid cells (granulocytes, monocytes), which are the dominant cell
population during the first 24 hours after injection. At a later stage, the number of these
cells decreased and myeloid cells were replaced by increasing lymphocyte counts. These
changes were evident not only locally in the peritoneal nice, but led to changes in the
systemic lymphatic organs. Especially on the first day, there was a significant decrease
in the ratio of myeloid cells in the head kidney and their increased number in peripheral
blood and spleen. Further results show that the course and intensity of acute inflammation
is significantly influenced by the concentration of available oxygen in water. Hypoxic
fish was particularly affected by lymphocyte counts, while myeloid cell populations were
less affected by oxygen deficiency.

The data from this thesis creates a framework for the future study of individual
aspects of the immune response and the mechanisms by which oxygen saturation controls

the immune response
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