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1 Uvod

1.1 Mikrosporidie

1.1.1 Taxonomie

Mikrosporidie jsou mala, spory téai jednobus¢na eukaryota s obligatnim
intracelularnim parazitickym #Zgobem Zivota a celostovym rozsfenim (Vivarés
a Méténier 2001)Radi se do kmene Microsporai$i Fungi (Cavalier-Smith 1998). V roce
1857 byli tito parazité poprvé rozpoznani jako g@tmy housenky bource moruSového
(Nageli 1857) a dlouho poté byli popséani jako liégsatogeny a rozpoznani i jakdvodci
onemockni v mnoha jinych hostitelich (Matsubayashi a sfi8b9). Tyto organismy infikuji
vSechny hlavni skupiny zigt a byly rozpoznany jako oportunni parazitévéka. Spory
mikrosporidii jsou Bzné ve vajSim prostedi a mikrosporidie choroboplodné p¥mveka
byly nalezeny ve vodnich zdrojich (Weiss 2001y0déasnosti zndme vice nez 1200 druh
zarazenych do 143 rddl tatocisla porostou s objevy novych dfufWittner 1999), dii se na
dve téidy Haplophasea a Diplophasea (Sprague a spol. 1992).

Tyto patogeny jsou pravymi eukaryoty, maji typickéukaryotni jadro,
endomembranovy systém, cytoskelet, ale také vykamgjekuldrni a cytologické znaky
piipominajici prokaryota, zahrnujici rysygmosového aparatu, velikost a organizaci genomu,
absenci mitochondrii, peroxisdna typického Golgiho aparatu (Wittner 1999). Fyloggcke
analyzy naznauji ptibuznost kmene Mikrosporidaisi Fungi (Weiss 2001). Molekularn
fylogentické studie prokazalyipomnost gkolika gerii, zahrnujicich mitochondrialni Hsp 70
(heat-shock protein 70y- a B-tubulin a elongéni faktor gefi mikrosporidii, které prokazuji
tuto pribuznost gisi Fungi (Wittner 1999).



1.1.2 Morfologie

Spora ma silnou &u s exosporovou povrchovou vrstvou, endosporovmivau
uprosted a pod ni umi&bou plazmatickou membranou. Unikatni infekaparat se sklada ze
téi ¢asti: polového vidkna, polaroplastu a posterioakiuoly (Vavra a Larsson 1999). Spory
vytvari vSechny zndmé druhy mikrosporidii (obr.1, Fran2804), spory maji veity tvar
a mefi od Jum do 40um (Canning a Lom 1986).

Polové vldkno je u&tsSiny
mikrosporidii nitkovité a obvykle kotvici disk
mnohem delSi nez spora.cBg

polaroplast
jsou viditelné ti oblasti: rovna

piedni c¢ast (rkdy nazyvana
manubrium) obvykle dlouha jako / ‘— BXOSpOra

jedna tetina deélky spory, dale J,-" ' ﬂi_enduspnfa

cast, kde se vlakno ohyba do f

plazmaticka
strany a skoro se dotykaésy I'. memhbrana
spory a nakonec jeden nebo vice \ jadro
zavith vldkna. NejetSi cast / posteriorn vakuola
vlakna je stéena v zadni polovinh N
spory (Vavra a Larsson 1999), obr.1: Schéma spory (Franzen 2004)

kde tvdi u roduEncephalitozoon spp. po obvodu 5-7 zauito priméru kolem 0,12 um
(Vivarés a Méténier 2001). Ve zralé $pge pblové vliakno zak@éeno do zvonovitého utvaru,
v komplexu pdlového vaku a kotviciho disku, kteey ymistény blizko vrcholu spory.
V tomto mist je s€na spory teéi a @i puceni se zde vytvo trhlina, kterou je vyseleno
polové vidkno (Vavra a Larsson 1999). Polovée wajendlouhé 100 — 500m a spiralo¥
statené do 3 — 20 vrstev (Keohane a Weiss 1999).

Polaroplast je systétm membran oh&éany dutinami v pedni ¢asti spory. U ¥tSiny
mikrosporidii je to objemna struktura obklopujiovnou cast pélového vidkna a koéitci na
arovni prvniho zavitu vlakna. Polovinu agetinu spory zaujima polaroplast, ktery ovSem
nemusi byt fitomen. V nezralé spe ma vznikajici polaroplast nepravidelnou strukturu
zatimco polaroplast zralé spory jéigmé organizovand struktura, kterd ndasti tvaroé

raiznorodé aasto vrstevnaté (Vavra a Larsson 1999).



Posteriorni vakuola jerdti ¢asti vystelovaciho aparatu spory. Je to oblast v linii
membrany sirym nebo houbovitym obsahem, ktery je urmistv zadnicasti spory. Ve
swtelném mikroskopu vypada jako prazdna vakuolavejmi niznoroda ve tvaru a velikosti.
U nekterych druli mikrosporidii se tato vakuola nevyskytujeibec, naopak ndp
u mikrosporidii vyskytujicich se u ryb rhe zabirat az polovinu objemu celé spory.
Cytoplasma spory mikrosporidii obsahuje jedno nédmujaderné jadro,fpdni kotvici disk,
membranovy lamelarni polaroplast, kteryize obsahovat netragii Golgiho aparat, polarni
vesikuly s mitochondriemi zvanymi mitosomy. Dalesabuje endoplazmatické retikulum,
ribosomy a posteriorni vakuolu, kteraibe fungovat jako peroxisom (Vavra a Larsson
1999).

Zralé spory mikrosporidii infikujici savce jsou ¢&wd&ho az hruskovitého tvaru a jsou
dlouhé 2,0 — 7,@m a Siroké 1,5 — 5,m. Ve stadiu bujeni mohou byt kulgti a nepatré
vétSi. Pod setelnym mikroskopem se zdaji byt opaleskujici a&lgodle histochemického
barveni jsou Gram pozitivni a velmi kyselé (Didisnowden, Shadduck 1998). Jadro je pravé
eukaryotni a vyskytuje se #iujako monokaryon (nap u roduEncephalitozoon) nebo jako
diplokaryon (nap u roduNosema) a to ovalného nebo kruhovitého tvaru. Ve stadpidd
vytvorenim spory byla pozorovana jadérka (Vavra a Lars$®B89). Velikost genomu
mikrosporidii je 2,9 — 19,5 Mbp (Biderre a spol9%3.

1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus mikrosporidii je vcelku rozdilny: daoduché Zivotni cykly jsou
dokorteny v jediném hostiteli, zatimco slozité cykly vgiad nékolik hostiteli s (Basti vice
nez jedné generace parazikteré produkuji itzné typy spor s rozdilnou morfologii (Cali
a Takvorian 1999). U &Siny druhi skupiny Mikrosporidia ma proces rozmnoZované dv
¢asti, v peateni fazi vegetativnino rozmnozovani (merogonie) kajii dcginné buiky
meronti, tato faze se ike opakovat a nebo pokrge druhou fazi (sporogonie), jejimz
vysledkem je produkce spor (Vavra a Larsson 198Bptni cykly mikrosporidii zahrnuji
vertikalni i horizontalni fenos a parazituji na Sirokém poli obrathbvc bezobratlych
hostiteli. Horizontalni penos je charakteristicky vysokou parazitickouéziaa spojeny se
schopnosti vyvolat onemogmi. Naproti tomu vertikalni i@nos je charakteristicky nizkou
virulenci, ktera vedla k pottani této zajimavé rpnosové cesty. Vertikalni fgnos
mikrosporidii mize také zfisobit zabijeni sanicnebo feminizaci jejich hostitele, s nasledky
pro pongr a stabilitu hostitél. Dunn a Smith (2001) objevilitdaz o vertikalnim fenosu
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u obou skupin hostité] obratlové i bezobratlych a usoudili, Ze je t@4md nebo mozna
dokonce vSudyitomna genosova cesta gdhto organism (Dunn a Smith 2001).

1.2.1 P¥{enos na hostitele

Diky mate#skému vodnimu prostdi je genos obvykle uskut@én prostednictvim
fekalns-oralni cesty. Proto jsou pateenim mistem infekce #&vni epitelidlni biky
(Southern 2007). Spolknuti nebo vdechnuti idfégh spor hostitelem je fipozenym
zpisobem nékazyE. cuniculi (Cox a spol. 1979). Transplacentaliemos byl prokdzan
u kralika, mysi, pf, koni a opic (Canning a Lom 1986). Mezi dalSi néozpisoby nakazy

pafti prfima a@ni infekce, infekce ve svalech a infekcedmaych cest (Weber a Bryan 1994).

1.2.2 Vystieleni pdlového viakna

Spory mohouin vitro vystelit v disledku fady fyzikalnich a chemickych poé&hh -
zahrnujicich zreny pH, dehydrataci a naslednou rehydrataci, zvy&smiotického tlaku,
piitomnost kationt nebo aniont nebo po vystaveni ultrafialovémuieai nebo peroxidu
(Keohane a Weiss 1999). Prvnimizmakem vyseleni spory je jeji zstSeni a specifické
zvétSeni posteriorni vakuoly a polaroplastu (Lom andal963)Poté je obsah spory vyden
vystielenym polovym vidknem (Keohane a Weiss 1999).

To vSe je vysledkem zvySeni osmotického tlaku, tgto proces probiha neni zatim
znamo (Undeen a Frixione 1990). Spory jsou obklgpaquaporiny, které specificky
transportuji vodu f&s plasmatickou membranu a diky transmembranovyinagtraselnym
kanahm reguluji piitok vody ges membranu (Frixione a spol. 1997khBm vysteleni
polového vlakna a vytteni infelkéni sporoplasmy s polaroplastem ze spaigtava kolem
spory mivodni plasmaticka membrana a z polaroplastu senkalgloucené sporoplasmy
vytvoii nova plasmaticka membrana (Weidner a spol. 1984ystreleni pélového vlakna je
nutné zngna pH v okolnim progedi mikrosporidie z kyselo-neutrélniho na zasadit#né je
také gitomnost vapenatych iaintty se vazi na buinou stnu a plazmatickou membranu,
a polyaniontd, to jsou nap polyglutamat a hlen (Pleshinger a Weidner 198%ym moznym
podrétem pro cely proces aktivace spory je degradadmlivey na glukosové monomery, to
vyznamr zvySi p@et rozpustnych molekul ¥rspory a vede k importovani velkého mnoZstvi
vody a ptivodnimu zvySeni osmotického tlaku (Undeen a VaiMisgr 1994).



1.2.3 Infekce hostitele

Polové vladkno slouzi jako unikatni aparat pr@ros infekce probodnutimtijehlé
hostitelské biiky, ¢imZ nadkuje sporoplasmuifmo do buiky a v podstat funguje jako
injekce (Keohane a Weiss 1999). Infekcelima vystelenim spory. Poélové vldkno je
aktivovano pislusnym podétem, je vyvraceno ze spory &hem tohoto procesu se o6io
dovnitt, jako prst u rukavice a vytvotrubici, kterou je vytldovan obsah spory (Vavra
a Larsson 1999).

Infekce hostitelské hiky maze byt také zfisobena fagocytézou vysteného polového
vlakna do invaginované ryhy membrany hostitelsk&kiguSchottelius a spoR000). Jedna
se o pimou fagocytdzu celé neaktivované mikrosporidieanebtup vysteleného polového
vlakna spolu s infakni sporoplasmou (Schottelius a spaD00, Bigliardi a Sacchi 2001,
Couzinet a spol. 2000). Jakymigobem je stale nejasné (Franzen 2005).

Spolu s unikatnim Zjisobem, jakym spora infikuje bku, jsou sporyE. cuniculi
schopny vstoupit do hostitelské iy fagocytdozou neprofesion&nfagocytujici buiky
(Couzinet a spol. 2000). Bylo prokazano, zdisghb infekce biikky aktinodependentni
fagocytézou je u infekcE. cuniculi vice nez 10xXasgjSi nez probodnuti b&iné membrany

hostitelské biiky pélovym vlaknem (Franzen a spol. 2005).

1.2.4 Vyvoj infekce v hostitelské buice

Hostitelska biika je infikovana poté, co je do ni ki&huta sporoplasma ze spory. Ze
sporoplasmy dozravaji v hostitelskénba meronti. Meront se po obdohistu a dleni
roz&kli na dw dceinné buiky, merozoity. Meronti i merozoiti jsou morfologigkstejni:
kulaté nebo mirdh nepravidelné hiky, kryté jedinou cytoplazmatickou membranou, podle
druhu obsahuji jednu nebo vice bBémych komponent a maji dujediné veliké jadro nebo
diplokaryon. Meronti maji &kolik volnych ribosond, atypicky Golgiho aparat
a endoplazmatické retikulum je mélo vyvinuté nedgtjneni vytvdeno. Meronti prochazeji
n¢kolika typy burgénych cleni, které mohou probihat &ubinarnim mitotickym dlenim
(rody Nosema, Encephalitozoon), nebo se jadro opakowammitoticky &li bez cytokineze
a dava tak vzniknout mnohojadernym merogonialniamodiim, ta se naslegimozcli na
jednotlivé meronty (rodyenterocytozoon, Pleistophora). Poté vzniknou z meraintsporonti,
endoplazmatické retikulum. Sporonti s#idve stejném pe&tu cleni jako meronti fislusného

rodu, produktem kor@mého dleni je sporoblast. Sporoblast je koné stadium, které
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dozrava a vznika zého spora. Toto vyvojové stadium mikrosporidii jihsahujecasté&né
vznikly vystrelovaci aparat (Vavra a Larsson 1999).

Pohlavni rozmnozovani bylo pozorovano u mikrospbieh velmi Zidka. Procesy
nejsou upld znamy, byly pouze popsany z pozorovani veétedmém a elektronovém
mikroskopu. Poprvé byl cely proces pozorovan u ztcaého moskyta rodémblyospora
Hazardem a Brookbankem v roce 1984. Ve stadiu nerprobiha misto mitdzy meioza,
vzniklé stadium splyne s jinou tkou, ktera také vznikla meiozou. Tento vyvojiZe
probihat vol@ v cytoplasnd hostitelské biky nebo jako naip u Encephalitozoon spp.
odcleré¢ od cytoplazmy hostitelské Bky v parazitoforni vakuole. Meronti figghaji
k cytoplazmatické membrérohranéujici parazitoforni vakuolu. iPpfeméné na sporonty se
odcEluji od membrany, sporoblasty a zralé spory jsodstémy volré v centru parazitoforni

vakuoly (Vavra a Larsson 1999).

1.3 Sireni infekce

Mikrosporidii mohou byt napadenytuzné typy butk: pocateni napadeni
peritonealnich makrofégmikrosporidiiE. cuniculi je ¢asto doprovazeno chronickou infekci
v mozku, ledvin a jinych orgdn(Vivarés a Méténier 2001).¢Bnym @iznakem pi nakaze
mikrosporidiézou je zbytmi hostitelské biky a zvySeni jejiho metabolismu, ktery zahrnuje
zvysSeni potu jader, z¥tSeni chromozoiha endoplazmatického retikula (Didier a Bessinger
1999). Hostitelska hika nakonec praskne a zralé spory se uvolni do .oKo#lé spory
vytvareji dw generace, prvni generace spor ma tenkoddman stnu a infikuje z je&t Zivé
hostitelské biiky okolni buiky, mikrosporidiova infekce se tedyiSpo €le hostitele. Spory
druhé generace maji silnou nou stnu a neaktivované se dostavaji zecéenych
hostitelskych buék do okolniho prosedi prostednictvim &lnich exkreti hostitele nebo jsou

po jeho smrti uvolény do okoli (Vavra a Larrson 1999).

1.3.1 Mikrosporididza

Mikrosporidiéza je obzvla&trozStena mezi rybami a hmyzem (Didier a Weiss 2006).
Prvni @ipad mikrosporidiové infekce tlovéka byl popsan v roce 1959 (Matsubayashi a spol.
1959). Stevni mikrosporididza je rozpoznavana jako vyznamifi@na oportunnich infekci u

pacient s oslabenou imunitou, obzvl&dt nemocnych AIDS (Ferreira a spaD01).

11



1.3.2 Mikrosporidiéza u ¢lovéka

Mikrosporidie, které jsou schopny infikovédtovéka musi byt schopné mnozenii p
teplo€ napadeného organu nebo tkaMezi rody, které to dokazi, gratEnterocytozoon,
Encephalitozoon, Nosema, Vitaforma, Pleistophora, Trachypleistophora a Brachiola. Tyto
mikrosporidie pedstavuji vazna az zZivot ohrozujici nebe&Zgeo imunodeficientni pacienty
(Didier a Bessinger 1999). i8tvni mikrosporidiéza je pra¥godobr castou picinou
nevys\tlitelnych chronickych pijmu u pacieni nemocnych AIDS a je spojena se shiZzenou
absorpci D-xylozy (Molina a spol. 1993). U paciest AIDS se dale objevuji po infekci
E. cuniculi nefritidy, pneumonitidy, sinusitidy, peritonitidg hepatitidy s granulomatozni

jaterni nekrézou (Didier a spol. 2000).

1.3.3 Lécba mikrosporidiozy

Infekce mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon je mozné terapeuticky dé
albendazolem. &ni infekce Ize léit propamidin isothionatem (Nohynkova a Vavra 1996)
Molina a spol. (2000) pozorovali terapeutickénky fumagilinu podavaného peroralni cestou
HIV pozitivnim pacienim, kteti byli nakaZeniEnterocytozoon bieneusi (Molina a spol.
2000).

1.4 Tumor necrosis factor — alfa

Tumor necrosis factor alfa (TN&)} je zartlivy cytokin s mnoha &inky. Hraje
duleZitou roli v patofyziologii mnoha nemoci. Je rozpavan ve dvouiznych forméach, tyto
dvé formy TNF vykazuji eiznou stabilitu. (Bemelmans, van Tits, Buurman 3996

TNF-o je cytokin z nadeledi TNF, ktery fisobi jako hlavni progtdnik @i zanitu a
obranné regulaci. Tento cytokin je produkovaékatika typy burek, predevSim vSak
makrofagy (Tracey and Cerami 1990) a to jako odgoma prozadtlivy stimul v podol
bakterialniho lipopolysacharidu. Je produkovan jalmsmembranovy protein, ktery funguje
na povrchu bilky nebo pokud je rozipen specifickou metaloproteinasou, tak je u¥oin
z povrchu buky jako rozpustny homotrimer. TNé4e vazan na povrchu bky receptory -
TNF receptor | (TNFRI) a TNFRII (Zhang, Tracey 1998NF-a zprostedkovava signaly
cilovym buikam prostednictvim dvou homodimerickych recepto NF receptor | (znAmym
také jako TNFRI, CD120a, p55 nebo p60) a TNF remeptl (znamého také jako TNFRII,
p75, p80 nebo CD120b). Oba TNF receptory jsou pmvitypem transmembranovych
glykoproteini a¢leny TNFR super rodiny stejrjako receptory nervovychistovych faktoé
(Schall a spol. 1990). TN&-byl poprvé izolovan Carswellem a spelroce 1975 § studiu
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hemoragickych nekr6z nédor vyvolanych endotoxinem. Sérum z mysSi ¢déych
endotoxinem obsahovalo substanci (tumor necrosidoria ktera napodobovala tumor
nekrotizujici fisobeni samotného endotoxinu. Sérum pozitivni na JENS§tejr (cinné jako
endotoxin samotny Zgobujici nekrozu sarkomu Meth A a jinych transgdaanych tumai.
Bylo prokazano, Zze TNF neni zbytkovy endotoxin, j@eo faktor uvolgny z hostitelské
buiky. Objev TNF poskytl vice ietelny a odévodreény vyznam pro negjfmé pisobeni
endotoxinu, jmenov{ Ze endotoxin zdRinuje p@ijem faktoru hostitelem, ktery je toxicky
pro tumor. TNF i endotoxin{sobi proti stejnym tyjim tumofi a ve stejné fazi jejichastu
(Carswell a spol. 1975).

Podskupina cytokinovych mediatopatici do rodiny tumor necrosis faktoepisobuje
apoptozu, probihajicitps receptory a signalni drahy. Je mozné, &sina autoimmunich
nemoci je vysledkem prvotniho defektu apopt6zy. ovéko defekty mohou Zgobovat
nadprodukci TNF a dalSich pro-apoptotickych cytdkiBeutler a Bazzoni 1998).

Receptory typu 1 a 2 pro tumor necrosis factor (JJ]dBu exprimovany na&sing typa
burgk a jsou aktivovany vazbou TNF nebo lymphotoxpufNF receptor zprostdkujici
imunitni reakci je zasadndalezity v patogenezi a kontroléianych infekcich zfisobenych
bakteriemi, viry, prvoky a houbami (Schliter a Rext 2000).

Ukazalo se, ZedSina organ v téle mize byt ovliviena TNFe a Ze tento cytokin slouzi
mnoha funkcim, mnohym z nich dosud $Imerozumime. Cytokin ma oboji,ust
povzbuzujici i zastavujici funkci a zda se, Ze rakétsamoregulujici vlastnosti. TNF-
napiklad navozuje proliferaci neutraiilbchem zastu, ale také ovliiuje apoptdzu neutrofil
pii navazani na TNF-R55 receptor (Murray a spol. JO9RF-a je odpo¥dny za spushi
imunitniho procesuiprozvoji protozoalnich infekcich medicinského vgmmu {Toxoplasma
gondii, Leishmania major, Trypanosoma cruzi, Plasmodium spp.). P pokusech na
experimentalnich mysich s vypnutymi geny, byl pedddmozny fiznivy €inek TNF-a pri
ochrart hostitele protidmto infekcim (Derouich-Guergour a spa001).

1.4.1 Toxoplasma gondii — obecré

T. gondii je protozoalni parazit obvykle kontrolovany imumih systémem hostitele,
vysledkem je chronicka infekce bez symptorktera je zachovana ve skrytych cystach. Ve
stadiich se sniZzenou imunitou jako je hapDS zpisobuje vazna onemogmi, o kterych se
piedpoklada, Ze jsou prvatnzpisobeny obnovenou aktivaciiide prokédzané chronické
infekce, ve vysledku diferenciaci bradyZgituvolninim tachyzoit z cyst a pomnozZenim
parazita (Frenkel 1988).
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1.4.1.1 Toxoplasma gondii — pasobeni TNFe a IFN-y

TNF je produkovan jako odpé¥ nai.p. infekci malo virulentnim druheri. gondii
ME49 (Johnson 1992). TNé&-v kombinaci s IFNy zprostedkovava imunitni odp@d’
hrajici vyznamnou roli v rezistenci hostitele prtotkoplazmdze (Sibley a spol. 1991, Johnson
1992). Endogenni TNE-je zapotebi pro projev aktivovanych makrofagn vivo s anti-
toxoplazmozovou aktivitou, ktera je zpriestkovana oxidem dusnatym. IFNposkytuje
spolu s TNFe. ochranu proti toxoplazmoze (anti-toxoplazmatickgke), tato aktivita je
blokovana protilatkami proti TNl-(Langermans a spol. 1992).

Zargtlivy proces je charakterizovan infiltraci CQ4ACDS" lymfocyti a makrofag a je
spojeny se zvySenou produkci mRNA kodujicich TiN&-IFN+y. Ukazalo se, Ze stejnako
T-bunky jsou i TNFea a IFN+y rozhodujici latky, které kontroluji parazitarnfahkci. Infekce
T. gondii snizuje hladinu TNF membranovych recept@ ma vliv i na hladinu TNFR1
a TNFR2 mRNA. Pokusin vitro prokazaly, Zze zéna TNFR i infekci T. gondii zavisi na
typu buiky. Zijici parazité kontroluji produkci rozpustr@riy TNFR1 — tento mechanismus
muze mit vliv na roli TNFe pii toxoplazmoze. ReZiti parazita v lidskych Bikachin vitro
vyzaduje nevyvazenost mezi TNFa jeho receptorem (Derouich-Guergour a spol 2002)

1.4.2 Leishmania -obecrs

Druhy Leishmania jsou obligatni intracellularni parazité makrofagalendritické
burgcné linie. K zahajeni Uggné parazitarni infekce si musi zajistit vstup dakrofaga
a také vydrzet nebofrg@lstit jeho ,smrtici“ nebo degragtd funkce. Na peziti chronické
infekce musi parazit také rozvratit dikbvé-makrofagové-buiné aktivity a narusit vyvoj
protektivni imunity (Alexander a spol. 1999).

1.4.2.1 Leishmaniamajor a TNF-a

Injekce TNFe do léze s infekdieishmania major u mysi znané snizila fist 1éze. TNF-
a aktivuje makrofagy k zabijeni leishmaniin vitro, z toho vyplyva, Ze TN hraje
vyznamnou roli pi zprostedkovani ochrany hostitele proti koZni leishmani@ehranna role
TNF-a pozorovana Liewem a spol. (1990) byla prokazartemeosti aktivovat makrofagy
k ni¢eni leishmanii. Esny mechanismus aktivace neni znam. BN#eni detekovatelny ve
znatelném mnozZzstvi v séru nebo supernatantu ziséekultury mysSi s leishmaniézou (Liew
a spol. 1990). Imunologickd schopnost hostitele tdadovat infekci L. major je
zprostedkovana bikami. Buiky produkuji velké mnoZzstvi IFN; ktery aktivuje makrofagy

k produkci oxidu dusnatého a diky tomu kontrolwgelikaci L. major (Green a spol. 1990).
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TNF-a ma ochrannou funkci spolu dgobenim IFNy pii zprostedkovani zabijeni parazita
(Liew a spol. 1990).

1.4.3 Trypanosoma cruz — obecré

T. cruzi je protozoalni Wiikovec parazitujici v krvi, ktery #gobuje Chagasovu
chorobu. Tato choroba je velkym problémenteyeého zdravi v latinské Americen vitro
i invivo infikuje parazit celodadu buwk, které maji jadro, pitmezi r& i makrofagy (Silva
a spol. 1991). Kontrola lidské i experimentalniekde je zavisla na specifické odpdv
imunitniho systému, kterého séastni T-buiky, aktivita NK burk a produkce protilatek
(Rottenberg a spol. 1988).

1.4.3.1 Trypanosoma cruz a TNF-a

TNF-a spolu s IFNy mohou pomahatipmechanismu, ktery vede k odstéan parazita
a chrani ped umrtim v akutni fazi onemag@m (Lima a spol. 1997Makrofagy aktivované
IFN-y produkuji po infekciT. cruzi TNF-a, tento cytokin #ejmé hraje roli ve zvySené

produkci oxidu dusnatého (NO). Mechanismus zalitapita je zavisly na biosyntéze NO.

1.4.4 Mikrosopridie a TNF-a

Po infekci makrofafy sporami mikrosporidii se zvySilo mnozstvi TMFHFN-y a IL-10,
ale nebyla pozorovanaima ungra mezi hladinou TNkt a IFNy a pa&tem pozorovanych
intracelularnich spor mikrosporidii (Franzen a sgo04).
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2 Cile prace

* zhodnotit vliv TNFea na replikaci Encephalitozoon cuniculi v peritoneélnich

makrofazich mysi C57BL/#h vitro

» zhodnotit vliv TNFea na replikaciEncephalitozoon cuniculi v bunkdch PMJ2-Rin

vitro
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3 Material a metody

3.1 Spory Encephalitozoon cuniculi

Pro pokusy byly pouzity spoty. cuniculi kmene EC2, které byly ziskany izolaci z jater
mysi SCID.

3.1.1  Cisténi sporE. cuniculi

Spory E. cuniculi byli ziskany izolaci z jater infikovanych SCID niy@&nLab s.r.o.
Praha), které byly chovany za standardnich podmimekwiinci PaU AV CR v Ceskych
Budgjovicich. Mysi byly krmeny komeni smési (TOP-VELAZ Praha) a napajeny vodad
libitum. Kazda z mysi byla infikovana intraperitoneélip.) davkou (1x10 sporE.cuniculi
ve 100ul sterilniho PBS). K thynu SCID mysSi visledku infekceE. cuniculi dochéazelo 13.-
21. den pa.p.infekci.

Po Uhynu nebo usmrceni mysi byla vyjmuta jatraraktbyla umisina do sterilni
deionizované vody se 4% antibiotik (SIGMA Cell Qu# Antibiotic Antimycotic). Pro
kontrolu @iciny uhynu mysi byl proveden ritz peritonea. Vzorek byl fixovan roztokem
metanolu a acetonu v peéna 1:1, nabarven Uvexem po dobu 10 minut a dobap@moci
Evansovy motk po dobu 20 - 30 sekund. Pod fluoresoém mikroskopem byl u vSech
infikovanych SCID mysi prokdzan ahyn ustiedku infekcee. cuniculi.

Jétra byla v fivodnim roztoku s antibiotiky rozetna ges sitko pomoci pistu vyjmutého
z injekéni stikacky v Petriho misce. Ziskany material byl pomocitPasvy pipety penesen
do centrifugéni zkumavky a sigen @i 980 g po dobu 25 minut. Po odstéansupernatantu
bylo k peletu pidano 5 ml sterilniho PBS se 4% antibiotik (20 Zbytky jaternich buék
byly rozbity pomoci inzulinové injaki stikacky (Braun Nemecko), nasatim a rychlym
opétovnym vystiknutim. Do smisi bylo gidano dalSich 10 ml sterilniho PBS spolu s 15 ml
percolu (Sigma), percol byl vysterilizovan prégaim ges antibakterialni filtr (0,22nm
Milex GP). Purifikované spory byly nasletltistény na percolovém gradientu. Ziskanasm
spor a zbytk jaternich bugk byla zcentrifugovanaip980 g po dobu 45 minut. Po odstéan
supernatantu byl sediment promyt deionizovanou ugglmmoci centrifugaceipl280 g po
dobu 20 min. Spory bylyipneseny do 15 ml deionizované vody se 4% antilyid@GMA

Cell Culture Antibiotic Antimycotic), uchovavanyiigt°C.
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3.2 Bunééna kultura PMJ2-R

PMJ2-R je bui&na makrofagova linie ziskana transformaci maknfaysSi C57BL
virem J2. Buky cast&né adheruji.

Bunécnd linie PMJ2-R byla kultivovana v mediu RPMI (PAkaboratories) s 5%
bovinniho fetalniho séra (BOFES), 1% antibiotik GSIA Cell Culture Antibiotic
Antimycotic) a 1% glutaminu.

Pro pokusy byly pouzity hiky v mnozstvi 40 tis. na jamku 96 jamkového
mikrotitratniho panelu (TPP, Switzerland) v 0,2 ml media. ri#emnozstvi buk bylo
pouzito jak pro pokusy nadfeni produkce oxidu dusnatého, tak pokusech s potanim
spor. Ri obou pokusech bylo pouzito medium RPMI s 5% BOFE®% antibiotik (SIGMA
Cell Culture Antibiotic Antimycotic) a 1% glutaminwMikrotitracni panel s PMJ2-R byl
uchovavan $ 37°C s 3,5% C@

3.3 Mysi peritonealni makrofagy

Makrofagy byly ziskany z inbredniho my3iho kmenelBAc (AnLab s.r.o.,Ceskéa
republika), mysi byly chovany ve #tinci PaU AV CR vCeskych Budjovicich za
standardnich podminek. MySi byly napéjeny vodaulibitum a krmeny komemi snesi
(TOP-VELAZ Praha,Ceska republika). Vyplach peritonea byl proveden onannim
usmrceni mysSi pomoci 5 ml chlazeného RPMI-1640. ¢wnBurkerovy konirky byl
spaitdn paet leukocyt a nésled& urcen paet makrofag. Objem makrofad ve vyplachu
byl spaitan jako 25% z celkového @i leukocyti, jedna se o standardni procentualni
zastoupeni makroféig v mySim peritoneu (Gdaj byl ziskanrepgchozim mfenim na
pritokovém cytometru). Do pokiisbylo nasazovano 40 tis. makrofdga jamku, tj. pi
pocitani spor i pi méieni produkce oxidu dusnatého, na 96 jamkovém niikadhim panelu
(TPP, Switzerland). Po kultivaci 24 hoditi 37°C s 3,5% C@ byly neadherované kky
odstragny promytim krond adherovanych makrofag které Zistaly gisednuté na panelu.
Promyti bylo dvakrat opakovano.

Mysi peritonedlni makrofagy byly kultivovany v madRPMI s 5% BOFES, 1%
antibiotik (SIGMA Cell Culture Antibiotic Antimycat), 1% gentamicinu a 1% glutaminu
v termostatu s 3,5% GO
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3.4 Schéma vlastni studie

3.4.1 VIliv IFN-vy a TNF-a na buné¢nou linii PMJ2-R

Bunky PMJ2-R byly na z&tku pokusu infikovany sporank. cuniculi v pomeru 1:3.
Pri kvantifikaci spor i pi méteni produkce oxidu dusnatého, byla pouzita iciéklavka 120
tis. sporE. cuniculi na 40 tis. buk. Spolu s infekci bylo do jamek skupin, ve kterymyi
sledovan vliv interferonu gama (IFN; piidano 100 U IFNy (R&D-systems)/ml media.
K dal§i skupig jamek s infekci bylo fidano 100 U TNFe (Prospec-Tany TechnoGene
LTD.)/ml media. Do posledni skupiny testovanych ¢anbyla gidana kombinace 100 U
IFN-y/ml media spolu se 100 U TN#&ml media. Kvantifikace spdt. cuniculi a produkce

oxidu dusnatého byla zjidvana wasovych intervalech 24, 48 a 72 hodin po infekci.

3.4.2  Vliv monoklonalni protilatky anti-TNF- o na mySi peritonealni makrofagy

MySi makrofagy ziskané vyplachem peritonea bylykmfany sporamikE. cuniculi
v poneru 1:3. Ri kvantifikaci spor i pi méreni produkce oxidu dusnatého, byla pouzita
infekéni davka 120 tis. spdE. cuniculi na 40 tis. makrofdg Spolu s infekci bylo do jamek
skupin, ve kterych byl sledovan vliv interferonunga (IFN<), ptidano 100 U IFNy (R&D-
systems)/ml media. K dalSi skupifamek s infekci bylo fadano 0,6 pg/mi protilatky proti
tumor necrosis faktoru alfa (anti-TNE-na jamku. Do posledni skupiny testovanych jamek
byla pridana kombinace 100 U IFN-(R&D-systems)/ml media spolu s anti-TNF-alfa
protilatkou 0,6 pg/ml (BD Biosciences PharmingeKiantifikace sporE. cuniculi a
produkce oxidu dusnatého byla Zp§ana Wasovych intervalech 24, 48 a 72 hodin po

infekci.

3.5 Kvantifikace absolutniho mnozstvi spor

Z jednotlivych jamek mikrotitréniho panelu byl odsat cely objem media v jamce do

mikrozkumavky. Zbylé boiky na di panelu byly lyzovany roztokem 50 2M NaOH

v deionizované vat a 50 ul 0,1% SDS (Osserman a Lawlor 1966). Jamka s lydava
roztokem byla dkladneé promichana a poté byl lyzovaci roztok odsatfidgm do
mikrozkumavky s mediem. Do jamky byl@iggdno 100ul deionizované vody na vyplachnuti,
voda byla také idana do mikrozkumavky. Po ukladném promichani obsahu
mikrozkumavky bylo sp&itano absolutni mnoZstvi spdf. cuniculi pomoci Burkerovy
komurky.
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3.6 Stanoveni produkce oxidu dusnatého (NO) (Green a sp 1982)

Pii stanoveni produkce NO je diena koncentrace NOa NO* v mediu. Jedna se
0 negimou metodu stanoveni (lwamoto a spol. 1999).

Z kazdé nmsrené jamky bylo odebrano 50 media, cely objem bylienesen do nového
panelu. V prazdnéact panelu byla provedena titrace s koncentraci vipfamce 0,1mM
NaNQ,. Rednim dvojkovouradou v pisludném kultivanim mediu byly ziskany nasledujici
koncentrace, které byly pouzity pro vyteai kalibr&ni kiivky. Do kazdé z jamek se vzorky i
do kalibr&ni rady bylo gidano 50ul Griessovadinidla. Griessovaiinidlo se sklada z 1%
roztoku sulfonylamidu v 30% kyselin octové az0,1% roztoku N-(naphthyl)-
ethylendiaminedihydrochloridu v 60% kyselinctové, oba roztoky byly smichany v pé&mn
1:1. Po pidani Griessovainidla byla deska inkubovana 15 minuit jaboratorni teplat
Absorbance byla gitena na spektrofotometru (Labsystems Multiskan M@Qy3xi vinové
délce 540 nm. Ze ziskané kalibnd kiivky byly odvozeny hodnoty produkce oxidu

dusnatého v jednotlivych vzorcich.

3.7 ELISA test — stanoveni cytokinu TNFe

K ur¢eni mnozstvi cytokinu TNk- byla pouzita 96-jamkova mikrotitai desttka
(Nunc F Maxisorp).

Na dno kazdé jamky v mikrotittaim panelu byla navdzana zéachytna protilatka
o koncentraci fug/ml fosfato-sodného pufru (3,6g 0,1M RO, x 12 HO + 1,6g 0,1M
NaH,PO;) v objemu 50ul na jamku a destka byla inkubovanaips noc i 4°C ve vihké
komuarce. Druhy den byly jamky 2x promyty promyvacimtakem PBS + 0,5% Tween 20 a
do jamek bylo vneseno 2Q0 blokovaciho roztoku (10% PTS v PBS), panel bkuinovan 2
hodiny @i laboratorni teplat ve vihké kontirce. Po uplynuti inkuliai doby byl z jamek
odstragn blokovaci roztok a jamky byly &p 2x promyty promyvacim roztokem. Do
uréenych jamek bylo fidano 50 ul testovanych vzork a jako standard bylo pouzit
rekombinantni TNFe v celkovém objemu 5@l v 10% PTS v PBS. Standard bkgdin
dvojkovoutadou z 10ng/ml aZz na koncentraci t&rshodnou s koncentraci¢istém mediu,
které bylo pouZzito v posledni jamce kalitmé fady jako negativni kontrola. Vysledky
z titrace standardu byly pouZity pro sestavenibkaini kiivky na ugeni koncentrace TNE-
ve vzorcich. Panel byl umét do vihké konirky a uloZzen k inkubaciips noc fi 4°C. Treti
den byly jamky 4x promyty promyvacim roztokem a édbyla do jamek vnesena

biotynylovana protilatka o koncentraciy®/ml 10% PTS v PBS v objemu %0 na jamku.
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Panel byl inkubovan 45 minutigaboratorni teplat ve vihké koniirce. Poté byl 6x promyt
promyvacim roztokem. Dale byl do jamek vnesen sregin v pongru 1:1000 v 10% PTS v
PBS v celkovém objemu 100 na jamku, panel byl inkubovan 30 minuti paboratorni
teplot ve vihké kontrce. Nasled& byl 8x promyt PBS + 0,5% Tween 20 a do jamek bylo
ptfidano 100ul substratového roztoku (10 ml fosfocitratovéhorpyiH 5 (1,84 g N&HPO; x

12 HO + 0,51 g GHgO7 x H,O ve 100 ml deionizované vody) + 4 mg OPD (Sigma&)
H.O,). Panel byl uloZzen do tmyfiplaboratorni tepldt, po vyvinuti barevné reakce po
piiblizné 20 — 30 minutach byla barevna reakce zastavenaHz®0,, 100 ul na jamku.
Absorbance byla #tena na spektrofotometru (Labsystems Multiskan M@Q)3xi vinové

délce 490 nm.

3.8 TNF-a bioassay

Metoda slouZi ke kvantifikaci TNE- Bunky L929, patici do bur¢né linie mySich
fibroblast,, v piitomnosti aktinomycinu D senziti¢rreaguji na TNFe a diky jeho psobeni
hynou apoptézou. Touto metodou byla&i@na @innost testovaného TNé-

Bunky L929 byly gstovany v mediu MEM (PAA Laboratories) + 5% Bof&gma) +
1% ATB (SIGMA Cell Culture Antibiotic Antimycotic} 1% glutaminu (Sigma). Bétina
suspenze byla ziskana uvétim adherovanych bék po odmyti zbytkového média pomoci
sterilniho PBS fidanim verzen-trypsinu (Sigma). Poté bylo do kaithi lahvicky pridano 5
ml media, biiky byly sp&itany v Burkero¥ komirce. Nasazeno bylo 40 000 kkn_929 ve
200 pl na jamku do 96 jamkového mikrotéingho panelu (TPP, Switzerland) anky byly
inkubovany pes noc pi 37°C a 1,5% C@

Druhy den bylo odsato vSechno medium iedgno 50 pl nového media. Do jedné
skupiny jamek byl fidan testovany TNFe- (Prospec-Tany TechnoGene LTD.) v koncentraci
8ng/ml v 50 ul na jamku. Do dalSi skupiny jamek pkiddn standardni mysi TNé&-(BD
Biosciences) v koncentraci 8ng/ml v 50 pl na jamkibsah &chto jamek byl ngedn
dvojkovymiedénim, v posledni sledované jamce byla koncentrastexnaneho i standardniho
mySiho TNFe 0,03125 ng/ml. Do vSech jamek segtnym TNFo bylo pidano 50 pl
aktinomycinu D o koncentraci 8 pug/ml. Do kontromigamek byl pidan cisty TNF-,
testovany i standardni. DalSi kontrolni skupinaglnobsahoval&isté medium s hikami
L929 a posledni kontrolni skupina jamek obsahovdlanky L929 ovlivréné
aktinomycinem D. V poslednim kroku byly jamky, lkdesbsahovalyisté medium s hikami

a jamky s testovanym a standardim TFloplreny 50 ul ¢istého media, ve vysledku
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obsahovaly vSechny jamky 100 ul na jamku. Mikretiti panel byl inkubovanips noc f
37°Cal1,5% C@

Treti den byl odséat supernatant a vSechny jamky pgdynyty 200 ul 0,9% NaCl. Po
odsati bylo do vSech jamekiggno 50 ul krystalové violeti a mikrotithai panel byl
inkubovan 10 minut i laboratorni teplat. Violet byla poté vymyta pod proudem tekouci
vody, voda z jamek byla vyklepnuta a jamky se ngchgschnout na vzduchu. Po zaschnuti
jamek bylo do kazdé z nichiigano 100 pl metanolu a byla #mna absorbance na
spektrofotometru (Labsystems Multiskan MCC/34f)vnové délce 595 nm.

3.9 Statistika

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly porovnawaanalyzou variance (jednocestna
ANOVA) v programu STATISTIKA 7.0.
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4 Vysledky

4.1 Vliv IFN- vy a TNF-a na rist populaceE. cuniculi v buiikach PMJ2-R

Nejrychlejsi fist populacee. cuniculi byl pozorovan ve skup#n kde byl gidan IFN-vy.
24 hodin po infekci nedosahl gt spor infekni davky, byl o 20 tis. spor/jamku nizsi, tj. 100
tis. spor/jamku. 48 hodin po infekci se¢pbspor zvySil na 220 tis./jamku, fét pokr&oval i
72 hodin po infekci a gt spor na jamku dosahl 400 tis./jamku. Ve sképwviivnhéné TNF-
a byl patet spor 24 i 48 hodin po infekci nizsi nez infekdavka a to 50 tis. spor/jamku a 90
tis. spor/jamku a 72 hodin po infekci doslo k vyam&mu zvySeni pitu spor na 290 tis.
spor/jamku. Oproti tomu ve skugirovlivnéné jak IFNy, tak TNFea byl patet spor 24 i 48
hodin po infekci 100 tis. spor/jamku a 72 hodinipfekci dosahl pdet spor infekni davky
120 tis. spor/jamku. V kontrolni skuginktera obsahovala pouzeilty PMJ2-R infikované
E. cuniculi dochazelo k mirnému n#tu populacek. cuniculi. 24 hodin po infekci bylo
napaitano 30 tis. spor/jamku, po 48 hodinach byeispor 80 tis. spor/jamku a 72 hodin po
infekci presahl poet spor infekni davku, napgtano bylo 160 tis. spor/jamku.
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obr. 2: Vliv IFN- y a TNF-a na rist populaceE. cuniculi v buiikdch PMJ2-R

Kazdy ¢asovy interval byly vyhodnocenyi tvzorky pro danou skupinu. V grafu jsou vynesemynmgrné
hodnoty se sirodatnou odchylkou. PMJ2-R = higma linie PMJ2-R (40 tis. bék/jamku), EC = infekce
E. cuniculi (120 tis. busk/jamku), IFN = 100 U IFN¢ml media, TNFe. = 100 U TNFe/ml media

* statisticky vyznamny rozdil oproti skugirPMJ2-R + EC, @ statisticky vyznamny rozdil oprkupirg
PMJ2-R + EC + TNFe, # statisticky vyznamny rozdil oproti skupiRMJ2-R + EC + TNFe: + IFN-y (P<0,05).
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4.2 Vliv infekce E. cuniculi a IFN-y na produkci oxidu dusnatého (NO)
v buiikach PMJ2-R

IFN-y v kombinaci s TNFe, samotny IFNy i infekce E. cuniculi vyrazreé zvysuji
produkci oxidu dusnatého (NO).

24 hodin po infekci byla nathena zvySena koncentrace NO u skupiny, kde byly
v mediu samotné kiky PMJ2-R spolu s TNk-a IFNy (5,25 umol/l). InfekceE. cuniculi
spolu s IFNy zvysSila koncentraci NO 24 hodin po infekci (3,@o0l/l), ve skupig kde byl
k E. cuniculi pfidan IFN« spolu s TNFa byla nangiena koncentrace 5,9nol/l.

Po 48 hodinach inkubace se prokazatetnysSila koncentrace NO v skugirburgk
PMJ2-R s IFNy (16,45umol/l). Koncentrace NO ve skuginkde byly buiky PMJ2-R spolu
s TNFa a IFN«y se zvySila na 40,8amol/l. Ve skupinich, kam byl k lkdm PMJ2-R
piidana infekceE. cuniculi se zvysila koncentrace NO pédani IFN« na 23,79umol/l a ve
skupirg, kam byl gidan IFN< spolu s TNFe, na 35,36Gumol/l.

V poslednim sledovaném intervalu po inkubaci 72 imodokra&ovalo zvySovani
koncentrace NO, ve skuginkde byly v mediu samotné tky PMJ2-R spolu s IFN-na
30,59 umol/l, u samotnych butk PMJ2-R v mediu s IFN-a TNFe na 52,93umol/l.
U burgk PMJ2-R infikovanychE. cuniculi se po pidani IFN«y zvySila koncentrace NO na
38,42 umol/l a v posledni sledované skuginkam byl gidan IFNy a TNFe,
na 53,72umol/l.
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obr.3: Vliv IFN- vy, TNF-a a infekceE. cuniculi na produkci NO v buiikach PMJ2-R

Kazdy casovy interval byly vyhodnocenytitvzorky. V grafu jsou vyneseny {mérné hodnoty se
smerodatnou odchylkou. PMJ2-R = buma linie PMJ2-R (40 tis. bék/jamku), EC = infekcdencephalitozoon
cuniculi (120 tis. busk/jamku), IFN = 100 U IFN¢/ml media, TNFe. = 100 U TNFe/ml media

* statisticky vyznamny rozdil oproti skugifPMJ2-R + IFNy, @ statisticky vyznamny rozdil oproti skupin
PMJ2-R + IFNy, # statisticky vyznamny rozdil oproti skupifMJ2-R + EC+ IFNy, + statisticky vyznamny
rozdil oproti skupitt PMJ2-R + TNFe + IFN-y (P<0,05).
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4.3 Vliv infekce E. cuniculi, TNF-a aIFN-y na produkci TNF-a v bunikach
PMJ2-R

Vys8i mnozstvi TNFe: byla zjiS€na ve skupinach, kam byfkigan samotny TNFkri ve
skupinach, kam bylidan TNFea spolu s IFNy v piipadech infikovanych i neinfikovanych
bursk.

V prvnim ¢asovém intervalu 24 hodin byla u samotnych dsur mediu s TNFs
nameétrena koncentrace TNé&-5,82 ng/ml a u skupiny s kombinaci TN IFN+ 4,81 ng/ml.
U burek, které byly infikovanyE. cuniculi se zvySila koncentrace TNEha 3,9 ng/ml u
skupiny, kam byl fidan TNFea a u skupiny s TNF: a IFN+ na 2,79 ng/ml. U ostatnich
skupin byla koncentrace TNik-ténei totoZznd a to mezi 0,49 — 0,58 ng/ml. Hladiny
koncentraci se w¢hto skupin viceménshodovaly po vSechny sledovatesové intervaly
24,48 i 72 hodin.

Stejny trend, i kdyz ve snizujicich se koncenttacibyl pozorovan ¥asovych
intervalech 48 i 72 hodin.
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obr. 4: Vliv infekce E. cuniculi, TNF-a a IFN-y na produkci TNF-a v buiikach PMJ2-R

Kazdy casovy interval byly vyhodnocenytitvzorky. V grafu jsou vyneseny {mérné hodnoty se
smerodatnou odchylkou. PMJ2-R = bitima linie PMJ2-R (40 tis. bék/jamku), EC = infekceE. cuniculi
(120 tis. busk/jamku), IFN = 100 U IFN¢/ml media, TNFe. = 100 U TNFe/ml media

+ statisticky vyznamny rozdil oproti skugiPMJ2-R, * statisticky vyznamny rozdil oproti skmpiPMJ2-R
+ TNF-o + IFN-y, @ statisticky vyznamny rozdil oproti skupiRMJ2-R + EC, # statisticky vyznamny rozdil
oproti skupig PMJ2-R + EC + TNFe: + IFN-y (P<0,05).
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4.4 Vliv infekce E. cuniculi, IFN-y a anti-TNF-a protilatky na r dst

populaceE. cuniculi v peritonealnich mysich makrofazich

ZvySeny pdéet spor na jamku oproti inféki davce byl pozorovan dasovém intervalu
24 hodin po infekci pouze u skupiny, kam nebyhd@ny Zadné cytokiny a to 306 tis./na
jamku. 48 hodin po infekci byl pozorovany agr paitu spor oproti infekni davce u skupiny
s infikovanymi makrofagy 140 tis. na jamku a ve ke, kde byly infikované makrofagy
ovlivnény anti-TNFe protilatkou na 133 tis. na jamku. V poslednim elehémcasovém
intervalu 72 hodin po infekci byl zvySeny dat patu spor sledovan u skupiny infikovanych
makrofag v samotném mediu a to na 186 tis./jamku. Druhymopmvanym zvySenim oproti
infekéni davce byl péet spor u skupiny, kde byly makrofagy infikované@smiE. cuniculi
ovlivnény IFN-y a to na 180 tis./jamku.
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obr. 5: Vliv IFN-y a anti-TNF-a protilatky na riust populace E. cuniculi v peritoneélnich mysich
makrofazich

Kazdy casovy interval byly vyhodnocenytitvzorky. V grafu jsou vyneseny {mmérné hodnoty se
smerodatnou odchylkou. MF = mySi peritoneélni makrgf§g0 tis. bugk/jamku), EC = infekceE. cuniculi
(120 tis. busk/jamku), IFN = 100 U IFN¢/ml media, anti-TNFe protilatka = 0,fg/ml media

* statisticky vyznamny rozdil oproti ostatnim skof@mn véasovém intervalu 24 hodin, @ statisticky
vyznamny rozdil oproti skupénMF + anti-TNFe, # statisticky vyznamny rozdil oproti skupiMF + EC +
IFN-y + anti-TNFe (P<0,05).
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4.5 Vliv infekce E. cuniculi, IFN-y a anti-TNF-a protilatky na produkci
oxidu dusnatého (NO) v peritonealnich mySich makrd@izich

VySSi nangiena koncentrace oxidu dusnatého (NO), oproti dstatkupinam, byla se
zvysujicim se trendem pozorovana u skupiny, kdg iojikované makrofagy ovlivény IFN-
Y, 24 hodin po infekci 2,5g/l, 48 hodin po infekci 7,399/l a 72 hodin po infekci
18,26ug/1. U skupiny s infikovanymi makrofagy ovlignymi kombinaci IFNy a anti-TNFe
protilatky byla nanmitena koncentrace NO 24 hodin po infekci 2,08, 48 hodin po infekci
2,78 ug/l a 72 hodin po infekci doslo k vyraggimu zvySeni nagiené koncentrace NO na

6,16ug/l. V ostatnich sledovanych skupinach nebyla pozéma zvySena produkce NO.
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obr. 6: Vliv infekce E. cuniculi, IFN-y a anti-TNF-o protilatky na produkci oxidu dusnatého (NO)
v peritonealnich mysich makrofazich

Kazdy casovy interval byly vyhodnocenytitvzorky. V grafu jsou vyneseny {mérné hodnoty se
smerodatnou odchylkou. MF = mysSi peritoneélni makrgf§g0 tis. bugk/jamku), EC = infekceE. cuniculi
(120 tis. bugk/jamku), IFN = 100 U IFN¢ml media, anti-TNFe protilatka = 0,fag/ml media

* statisticky vyznamny rozdil oproti skupinam MFEC a MF + EC + anti-TNf; @ statisticky vyznamny
rozdil oproti ostatnim skupinameasovém intervalu 48 i 72 hodin (P<0,05).
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4.6 Vliv infekce E. cuniculi, anti-TNF-a protilatky a IFN- y na produkci
TNF-a v peritonealnich mysich makrofazich

Samotné makrofagy v mediu bez infekEe cuniculi produkuji TNFe v koncentraci
1,02 ng/ml, ve skupif) kde byly makrofagy ovlivény IFN-y byla také narrena zvySena
koncentrace TNFe (0,96 ng/ml). Takka stejny trend byl wthto sledovanych skupinach
nameéren véasovém intervalu 48 i 72 hodin. Ve skupimeinfikovanych makrofdg kam byla
piidana anti- TNFa protilatka, byla narrena koncentrace TNé&-0,88 ng/ml. V posledni
skupire neinfikovanych makrofadg ktera byla ovlivina kombinaci anti-TNFe- protilatky a
IFN-y , byla namstena koncentrace TNé&-0,75 ng/ml. Velmi podobny trend koncentrace
TNF-a byl nangten v obou sledovanych intervalech 48 i 72 hodin.

V prvnim sledovaném intervalu 24 hodin po infek@krofagh sporamikE. cuniculi byla
nantiena koncentrace TNé&-0,82 ng/ml. U skupiny ovlivné IFN« byla koncentrace TNF-
a 0,69 ng/ml, po fidani anti-TNFe protilatky byla koncentrace 0,62 ng/ml a v komigina
anti-TNF- protilatky a IFNy 0,52 ng/ml. Ve dvou nasledujici¢asovych intervalech byly
koncentrace na#éieného TNFe témet totoZzné a pohybovaly se v rozmezi 0,59 — 0,48 hg/m
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obr. 7: Vliv infekce E. cuniculi, anti-TNF-e protilatky a IFN-y na produkci TNF-a v peritonealnich
makrofazich

Kazdy ¢asovy interval byly vyhodnocenyfitvzorky. V grafu jsou vyneseny {mérné hodnoty se
smerodatnou odchylkou. MF = mysi peritoneélni makrgfgd0 tis. bugk/jamku), EC = infekceE. cuniculi
(120 tis. bugk/jamku), IFN = 100 U IFN¢/ml media, anti-TNFe protilatka = 0,fg/ml media

* statisticky vyznamny rozdil oproti skugitMF + EC + IFNy, + statisticky vyznamny rozdil oproti skupin
MF + IFN-y, @ statisticky vyznamny rozdil oproti skupiMF + anti-TNFe, # statisticky vyznamny rozdil
oproti skupig MF + anti-TNFe + IFN-y (P<0,05).
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5 Diskuze

V pokusech bylo potvrzeno, Ze vitkdich PMJ2-R infikovanyck. cuniculi, které byly
aktivované IFNy dochazi k vyraznému zvySenigho spor oproti neaktivované skupinlim
byly potvrzeny jiz dive znamé vysledky Jelinka (2007) o vlivu IfFNya Steni infekceE.
cuniculi v bunkach PMJ2-R. Infekce vstupuje do hostitelskychdauiagocyt6zou (Franzen a
spol. 2005), kterd fite byt pr&¢ IFN-y zvySena. V fipact burek PMJ2-R aktivovanych
IFN-y bylo zjiS€no zvySené mnozstvi vyprodukovaného NO oproti neakanym skupinam.
Nicmére koncentrace NO natiena u busk PMJ2-R, které byly ovlivény IFN-y, a p@et
spor, které byly zjigny v této skupiy, jasré ukazuje na fakt, Zze zvySena produkce NO
negativié neovliviiuje rist populacee. cuniculi. Nepodélo se ovSem prokazat srovnatelnou
koncentraci vyprodukovaného NO u stejnovlivnénych skupin  bugk PMJ2-R
a peritoneélnich mySich makrofagcoz se da vys#lit rozdilnym pdtem burk, které byly
nasazeny v jamce.

Vliv TNF-a na fist populaceE. cuniculi v buakach PMJ2-R byl nasledujici, 24 i 48
hodin po infekci byl pdet detekovanych spor pod hranici inffekdavky, avSak 72 hodin po
infekci doSlo k vyraznému ndstu pd@tu spor. Tento fakt dZe byt zfisoben omezenou
fagocytarni aktivitou buwk PMJ2-R a stim spojenym pomalymiediim infekce. Ve
skupinach, kde byly infikované bky PMJ2-R ovlivieny kombinaci IFNy a TNFa dosahl
pocet spor mnozstvi, které bylo srovnatelné s vlozemdekeni davkou az 72 hodin po
infekci. Tento vysledek by mohl byt podloZzen nawyai modely na I&u nebo regulaci
replikatni schopnosti protozoalnich infekci, jak jiz bylopsano vySe podle nazor
Langermanse a spol. (1992), ktery podobny trendoskd u infekceT. gondii po podani
kombinace dchto cytokini. Je ovSem mozné, Ze tento vysledek byl o¥livapoptozou
burgk, kterad nastala potigldni TNFe i po kombinaci obou cytokin (IFN-y a TNF«). Ve
druhé sledované skuginkde dochazelo k vyragmmensimu ndistu p@&tu spor byl zarove
v kontrolni skupig burek PMJ2-R, které nebyly infikovang. cuniculi, pozorovan vyrazny
uhyn neinfikovanych buik, ovlivnénych pouze IFNr a TNF«. Z tohoto faktu tedy usuzuiji,
Ze pomald replikace spdf. cuniculi mohla byt zgsobena i snizenim p cilovych
hostitelskych bugk, které mohly byt infikovanye. cuniculi, a Ze kombinace cytokinlFN-y
a TNF-a pasobi bugcnou smrt bez ohledu na to zdaspbi na infikované nebo zdravény.
Ptimo na buicné linii PMJ2-R nebyl tento jev pozorovan, avSakk Sa spol. (2001)
pozorovali bus¢nou smrt u krysich asteroéypo pidani prozastlivych cytokini IFN-y
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a TNFa a lipopolysacharidu (LPS) . Samotné cytokiny napapzu busk nenely Zadny
vliv, avSak i kombinaci alesp®d dvou uvedenych byla b&&na smrt pozorovana i u zcela
zdravych butk. Martins a spol. (1998) potvrdili v pokusech piidinychin vivo na mysich
BALB/c, Ze NO produkovany aktivovanymi makrofagi#il-y a TNF«) hraje roli v unglém
vyvolani apoptézy &hem akutni faze experimentalni infekc€& cruzi. K Sieni
mikrosporidiové infekce fize dochazet uvrithostitelské biiky aniz by doSlo k aktivaci
proteinu p53 zodpadného za apoptozu infikovanéitky (Aguila a spol. 2006).

U skupin, kde byly biky PMJ2-R neinfikované i infikovan&. cuniculi ovlivnény
pfidanim TNFe se vyraza zvysSila koncentrace samotného TMFvzestup koncentrace
TNF-a byl zaznamenan i ve skugiovlivnéné TNFa spolu s IFNy. Mnohonésobné zvySeni
koncentrace TNIFe oproti gridané davce rize byt zgfisobena navazanim tohoto TNFa
povrchovy receptor akceptorové iy, coz Zejm¢ vede k dalSi produkci TNE- DalSi
moznosti, jak si vysitlit toto zvySeni mnozstvi TNk-ve sledovanych skupinach, je rozklad
pavodni trimerické formy TNFx na jeho monomery. | liky neovlivrené TNFe
produkovaly tento cytokin, i kdyZz pouze ve velmialém mnoZstvi na hranici
detekovatelnosti.

DalSim cilem mé préace bylo sledovat vliv TMFra mnoZeniE. cuniculi v mySich
peritonealnich makrofézich. Tento cytokin z ¢&lddi TNF mgisobi jako hlavni progdnik i
zaretu a obranné regulaci. TNék{e produkovan fedevsSim makrofagy (Tracey a Cerami
1990), tento fakt se poti prokazat i v mé bakatgké praci, avSak naitené koncentrace
TNF-a byly velmi nizké, coZz mohlo byt Apobeno #ejmé¢ nedostattnym mnozstvim
nasazenych makrofdg Ztohoto dvodu byla také sledovana produkce THF-
u neinfikovanych makrofagpouze asovych intervalech 48 a 72 hodin. U infikovanych
makrofagi se mi nepoddo prokazat zvySenou produkci TNE-pravdpodobr z jiz vysSe
uvedenéhoivodu (obr. 7).

Rust populaceE. cuniculi po pidani anti-TNFe protilatky nebyl oproti dekavani
pozorovan (obr. 5). &kéavani vychazela z vysletikkteré byly ziskanyi pokusech s IFN-

a TNFa u dalSich patogén Spolugisobeni &chto cytokiri je schopné regulovat replikaci
parazii T. gondii (Langermans a spol. 1992), major (Liew a spol. 1990) T. cruz (Lima

a spol. 1997). Anti-TNFe protilatka je schopna blokovat tuto regulaci aapdrse nize
témef neomeze# mnozit v hostitelské hice, jak bylo prokazano U. gondii (Langermans
a spol. 1992). Bkoliv pridani exogenniho TNE-nezvysuje trypanocidni aktivitu IFN4in
vitro, lécba resistentnich C57BI/6 mySi monoklonalni anti-TNFprotilatkou zvySuje

mnohonasobhzmnozeni parazita a mortalitu hostitele (Silvpal.s1995).
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Nepoddilo se mi gimo potvrdit, Ze u infikovanych makrofégovlivnénych IFN+y
dochéazi k prokazatelnému snizenicétpo spor E. cuniculi (Didier 1995, Jelinek 2007).
Ovlivnéni infikovanych makrofaly IFN-y bylo potvrzeno zr¥enim produkce NO, jehoz
koncentrace je u aktivovanych makroidgfikovanych sporamk. cuniculi vyrazreé vyssi nez
u neaktivovanych makrofagobr. 5). Franzen a spol. (2004) prokazali, Zelpkage NO se u
infikovanych a neinfikovanych makrofagémei nelisSi, coz nebylo v mé praci potvrzeno,
jelikoz z divodu nedostatku makrofagnebyly nasazeny skupiny bez infekcei fekci
mysSich peritonealnich makrof@gporami mikrosporidii neni produkovan oxid dusn@®)
(Franzen a spol. 2004), tento vysledek se shodojgnsi pokusy, i kterych jsem n¥ila
produkci NO (obr. 6). Didierova (1995) prokazala,iafikované makrofagy ovlivmé TNFe
neprodukuji vyraz&éivyssi mnozstvi NO, stejného vysledku jsem dosiambasvych pokusech
(obr. 6). Pdet spor pesahl mnozstvi odpovidajici inkek davce az 72 hodin po infekci
(obr. 5), tento fakt mohl byt @pzpisoben nedostateym pattem makroféad, které by mohly
byt napadeny infekdt. cuniculi, pomalym denim infekce nebo zéénim ranych vyvojovych
stadiiE. cuniculi béchem lyzovani bugk.

TNF-o mtze hréat protektivni tlohutpochrargé hostitele proti mikrosporidiové infekci,
pravdEpodobr v disledku apoptotickéhotgobeni na hostitelské #iky, coz by nazn#valy
vysledky z pokus provadnych na buicné linii PMJ2-R. Z vysledk které byly pozorovany
u mysSich peritonealnich makrofagnelze jednozramé urcit vliv cytokind na mnoZzeni

parazita.
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6 Souhrn

1. Poddilo se prokazat antimikrosporidiovycimek TNFa u buré¢né linie PMJ2-R.
Zejména v kombinaci v TNB; s IFNy dochazelo k potteeni mnozeni E. cuniculi
v téchto buikach.

2. Samotné biky PMJ2-R jsou schopné vyprodukovat malé mnozsiNi-@i, i pokud
jsou ovlivrény IFN-y

3. Aktivované buiky PMJ2-R po fidani TNF4, jsou schopné zvySené produkce tohoto
cytosinu

4. Pomoci blokovani TNEranti-TNFa protilatkou se nepodido prokazat vyznam

tohoto cytokinu v mnoZzerk. cuniculi v pripact mysich peritonalnich makrofag
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