Protokol ¢.1: Imunologie hmyzu — hemocyty

1. Uvod: hemocyty = krevni buitky hmyzu, slouzi piedeviim k pohlcovani cizorodych
¢astic (jednoduchy imunitni systém) a hojeni ran.
Typy: prohemocyty, plazmatocyty, granulocyty, sferulocyty, adipohemocyty,
oenocytoidy, koagulocyty. Maji rizné funkce (fagocytdza, koagulace), mohou byt
sesilni (usedlé) x volné (cirkulujici), odlisné zastoupeni béhem vyvoje, infekce atd.

2. Odbér hemolymfy larev VII. instaru zavijeCe voskového Galleria mellonella a larev
I11. instaru Drosophila melanogaster, fenylthiomoc¢ovina jako antikoagulant, nafedéni
vzorku 20x v pufru (fosfatovy pufr, pH=7,0), fotodokumentace (Olympus SZX9 +
Nikon D3100).

Obr. Drosophila melanogaster: zleva kukla a larva, samotna larva III. instaru, vice larev.

3. Pocitani hemocytu v Biirkerové komiirce, porovnani s poc¢tem lidskych krvinek:
n

c*v*h

Podet bungk v 1 mm?® (ul) suspenze lze urcit vzorcem: b= *Z

b...pocet bunck v 1 mm?

n...celkovy pocet napocitanych bunék

c...pocet Ctvercll ve kterych se pocitalo (nejcasteji 25 nebo 50)

v...plocha pouzitého ¢tverce (maly nebo velky)

h...hloubka komurky

z...pouzité fedéni suspenze (uvadi se kolikrat byla suspenze fedéna napt. 20x, tedy 20)

Hloubka: 0,1 mm
Plocha malého ctverce: 11400 mm? = 0,0025 mm?
Plocha velkého ctverce: 1/25 mm? = 0,04 mm?

Pocitame ve 20 velkych ¢tvercich.

Pocet hemocytt G. mellonella uvadi Chapman1998: 4 mil./cela larva VII. instaru,

Shapiro 1968: pramér + SD: 33693 + 3300 v mm®

Pocet hemocyt D. suzukii: Kacszoh et al. 2012: 150-200 /larvu I11. instaru, ktera obsahuje cca 2.5 pl
hemolymfy

Lidské erytrocyty: 3-6.106/ mm3

Lidské leukocyty: 4-9.103/ mm3

Vysledky:

G. mellonella: 27 500 hemocytu v 1ul

Drosophila: 57 800 hemocytt v 1ul (béhem fedéni se stala chyba, coz vysvétluje abnormalni
koncentraci hemocyti)



4. Specifické barveni hemocyti G. mellonella 0.05% akridinovou oranzi (granulocyty),
fotodokumentace (Olympus BX43 + kamera Infinity 2, Quick Photo Micro software).
Vysledky: 6 500 granulocytti v 1ul.
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Obr. hemocytd G. mellonella po obarveni, pficemz granulocyty ziskaji vyraznou
oranzovou barvu

5. Adherence plasmatocytii G. mellonella pomoci pfidanych vapenatych iontid (CaCl,,
0.022g v 10 ml H,0) fotodokumentace.

6. Hemocyty D. melanogaster zna¢ené RFP (hml-Gal4;UAS-RFP), fotodokumentace.
Vysledky: hemocyty zna¢ené RFP pod fluorescenénim mikroskopem sviti vyrazné rudé.

1. Zavér

V dne$nim cviceni jsme s pouZzitim biirknerovy komtirky pocitali hemocyty odebrané
z Galleria mellonella. Vyslo nam, Ze v piepo¢tu na jeden pl je v hemolymf¢ 27500
hemocytl. Dale jsme u G. mellonella pozorovali adherenci plazmatocyti pomoci pfidanych
vapenatych iontli a hemocyty znacené RFP.



