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stomach mucosa was described during primary infection. Moreover, the persisting
severalfold increased level of T-lymphocytes in stomach epithelium was observed
2 months after recovery from the primary cryptosporidiosis. Very low level of IFN-y
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important role in the elimination of C. muris infection in mice.
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1. UVOD

1.1 Biologie rodu Cryptosporidium
1.1.1 Systematika a hostitelska specifita

Kryptosporidie jsou celosvétové rozsifeni jednobuné¢ni intraceluldrni oportunni
paraziti infikujici gastrointestinalni trakt (GIT) ryb, plazi, ptakd i savci véetné ¢lovéka
a hospodarskych ¢i domacich zvitat (O 'Donoghue 1995).

Rod Cryptosporidium je povazovan za jednu ze =zékladnich linii kmene
Apicomplexa, pivodné patiici do tfidy Coccidea (Corliss 1994, Fayer a kol. 1997).
V soucasné dobé je rod Cryptosporidium fazen do tfidy Gregarinea (Carreno a kol.
1999) na zéklad¢ spolecné neptitomnosti plastidového genomu (Zhu a kol. 2000) a
antigenni pfibuznosti zjisténé pomoci monoklonalnich protilatek (Bull a kol. 1998).

Prvni zdokumentovand zminka o kryptosporidiich pochézi z roku 1907 (Tyzzer
1907). Druh nazvany Cryptosporidium muris byl nalezen ve zlaznaté ¢asti Zaludku mysi
a k detailnimu popsani vSech morfologickych stadii doslo v roce 1910 (Tyzzer 1910).
O dva roky pozdéji byl popsan dalsi druh vtenkém stfevé laboratorni mysi a
pojmenovan C. parvum (Tyzzer 1912). Od té doby byly popsany dal§i druhy patfici
do rodu Cryptosporidium, jejichZ seznam je uveden v Tabulce 1.

V ramci rodu Cryptosporidium lze rozlisovat dvé monofyletické, morfologicky
odlisné linie podle lokalizace oocyst v hostiteli — Zzalude¢ni a stfevni kryptosporidie
(Xiao a kol. 2004). Druhy infikujici zaludek maji vétsi ovalné oocysty
(napf. C. andersoni 7,4x5,5 um; Lindsay a kol. 2000), kryptosporidie s lokalizaci
ve stfevé maji oocysty men$i a kulaté (napi. C.parvum 5x4,5 um; Tyzzer 1912).
Vyjimku tvoti C. baileyi infikujici ptaky, ktery ma morfologii podobnou zalude¢nim
kryptosporidiim, ale jeho lokalizace je v dychacim ustroji a vburze Fabricii

(Current a kol. 1986, Morgan a kol. 2001).



Tabulka 1. Seznam platnych druht rodu Cryptosporidium

Druh Hostitel Lokalizace

C. andersoni Lindsay a kol., 2000 skot slez

C. baileyi Current a kol., 1986 driibez bursa Fabricii

C. bovis Fayer a kol., 2005 skot tenké stfevo

C. canis Fayer a kol., 2001 psi tenké stievo

C. fayeri Ryan a kol., 2008 klokani stievo

C. felis Iseki, 1979 kocky tenké stfevo

C. fragile Jirkd a kol., 2008 obojzivelnici zaludek

C. hominis Morgan-Ryan a kol., 2002 clovek tenké stfevo

C. galli Pavlasek, 1999 ptaci Zlaznaty zaludek

C. meleagridis Slavin, 1955 ptaci tenké stievo

C. molnari Alvarez-Pellitero a ryby zaludek, tenké stievo
Sitja-Bobadilla, 2002

C. muris Tyzzer, 1907 hlodavci zaludek

C. parvum Tyzzer, 1912 savci tenké stfevo

C. ryanae Fayer a kol., 2008 skot stievo

C. saurophilum Koudela a Modry, 1998 jestérky zaludek, tenké stievo
C. scophthalmi Alvarez-Pellitero a kol., 2004  platys stfevo

C. serpentis Levine a kol., 1980 plazi zaludek

C. suis Ryan a kol., 2004 prasata zaludek, tlusté sttevo
C. varanii Pavlasek a kol., 1995 plazi zaludek, tenké sttevo
C. wrairi Vetterling a kol., 1971 morcata tenké stievo

1.1.2 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni (Fayer a kol. 1997,
Thompson a kol. 2005) a probihd v GIT hostitele (Current a Blagburn 1990). Oocysty
jsou prendSeny fekalné-oralni cestou a po jejich spolknuti (popf. inhalaci) dochazi
k jejich excystaci diky pasobeni zlu¢i proteolytickych enzymu ve stfevé (serinové a
cysteinové endopeptidazy, aminopeptidazy) (Chappell a kol. 2003). Z oocysty uvolnéni
sporozoiti infikuji stfevni epitel. Zde se inkorporuji do bunck, kde jsou lokalizovany
extracytoplazmaticky, a méni se na trofozoity, kteti se uzaviraji do tzv. parazitoforni
vakuoly (Elliott a kol. 2001). Zde dochézi k dé€leni jadra a asexudlnimu rozmnozovani,
merogonii. Postupné vznikaji dva typy meronti (Current a kol. 1986) s vyjimkou
C. baileyi, ktery tvofi tfi typy merontd (Current a kol. 1986).

Meronti . typu se dale mnozi asexudln€, zatimco meronti II. typu vstupuji do
sexualni faze (gametogonie). Vytvaii dvé sexudlni stadia, vicejaderné mikrogamonty,
kter¢ dale vytvari mikrogametocyty, a jednojaderné makrogamonty, které davaji vznik

makrogametocytim. Z mikrogametocytl se uvoliiuji mikrogamety, které migruji a

.



splynou s makrogametami vzniklymi pfeménou makrogametocytii a vznika zygota.
Zygota prochédzi fazi sporogonie (endogenni sporulace), kdy se méni v oocystu,
ve které se tvoti Ctyfi sporozoiti. Vzniklé oocysty jsou dvojiho typu — tenkosténné a
silnosténné. Silnosténné oocysty (80%) opousti télo hostitele trusem a jsou schopny
infikovat dal$i hostitele. Tenkosténné oocysty excytuji v pivodnim hostiteli a infikuji
dalsi bunky GIT (Current 1988).

Vyvojovy cyklus zaludeCnich kryptosporidii je odliSny, protoze poziené

ey e

znamy.

1.1.3 Klinické projevy kryptosporidiozy a epidemiologie

Klinické projevy kryptosporididzy se odviji od imunitniho stavu hostitele a
od lokalizace parazita v hostiteli. U imunokompetentnich jedinct je hlavnim
symptomem infekce kryptosporidiemi s lokalizaci v tenkém stievé akutni vodnaty
prijem, ktery je zptisoben poskozenim stfevnich bunék (Sterling a kol. 1986). Dalsimi
piiznaky mohou byt kieCovité bolesti biicha, nechutenstvi, zvraceni, horecka,
malatnost, unava a zvysené poceni (Fayer 2003, Thompson 2005). Pii ndkaze stfevnimi
kryptosporidiemi s lokalizaci v tlustém stfevé probihd onemocnéni bez typickych
symptomti (Vitovec a kol. 2006). Kryptosporidioza zpiisobend zaludecnimi
kryptosporidiemi probiha asymptomaticky, pouze v nékolika malo piipadech byly
popsany ptiznaky spojené s kachexii (Anderson 1987, Pospischil a kol. 1987).

U imunodeficientnich jedincti byva onemocnéni chronické, infekce ¢asto diseminuje
do dalSich organti, napf. do respira¢niho traktu, slinivky, mocového méchyie a
zlucovodl (Current a Garcia 1991, Fayer a kol. 1997). Kone¢ny prubéh infekce je
zavisly na stupni imunodeficience (Flanigan a kol. 1992); bez vhodné terapie mize dojit
nasledkem dehydratace a malnutrice az ke smrti, obzvlasté¢ u HIV pozitivnich pacientii
(Navin a Hardy 1987, Blanshard a kol. 1992).

Moznost pfenosu oocyst je omezena hostitelskou specifitou parazita. K prenosu
oocyst mize dojit, bud’ pfimym kontaktem s nakazenym jedincem, nebo po pozieni
kontaminované potravy ¢i vody z fekaliemi znecisténé pudy (Fayer a kol. 2000).

Oocysty jsou velmi odolné a maji vysokou zivotaschopnost, jsou schopny piezivat
ve venkovni vodé¢ az 140 dni (Ramirez a kol. 2004), a odolavaji i klasickym

dezinfekénim upravam vody, jako je chlorovani (Dolejs 2004).



1.2. Zaludeéni kryptosporidie savei

1.2.1. Cryptosporidium andersoni Lindsay a kol., 2000

Kryptosporidie osidlujici Zlazy slezu u skotu (Bos taurus) popsali poprvé
Upton a Current (1985). Protoze oocysty kryptosporidii ziskané z trusu skotu jsou
morfologicky shodné s C. muris, které Anderson (1991) vyizoloval z trusu velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus), byly tyto pro mys$i neinfekéni kryptosporidie
nazvany C. muris-like. Na zakladé¢ molekularni analyzy a hostitelské specifity byly tyto
dva izolaty odliSeny, druh infikujici slez skotu byl pojmenovan jako C. andersoni
(Lindsay a kol. 2000), druhu infekénimu pro mysi zistal nazev C. muris. Vnimavost
mysich hostitelti k C. muris byla povazovana za spolehlivy znak k odliSeni obou druhti
zalude¢nich kryptosporidii az do popsani C. andersoni Kawatabi, ktery se ukazal byt
infekéni pro mysi (Matsubayashi a kol. 2004, Koyama a kol. 2005, Matsubayashi a kol.
2005).

Souhrnny seznam hostitelti C. andersoni je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2. Piehled hostitelti Cryptosporidium andersoni

Hostitel Prirozena infekce
Primates

Homo sapiens Guyot a kol. 2001
Rodentia

Mastomys coucha Kvac a kol. 2007*

Mus musculus Matsubayashi a kol. 2004*
Meriones unguiculatus Koudela a kol. 1998*
Meriones tristrami Ondrackova a kol. 2007*
Gerbillus gerbillus Ondrackova a kol. 2007*
Sekeetamys calurus Ondrackova a kol. 2007*
Marmonta bobac Ryan a kol. 2003
Artiodactyla

Camelus bactrianus Anderson 1991

Bison bonasus Ryan a kol. 2003

Bos taurus Lindsay a kol. 2000

Ovis aries Kvac a kol. 2008*

* Experimentalni infekce

Vramci druhu C. andersoni je rozliSovano nékolik kment/izolati ziskanych
z raznych hostitelt a liSicich se v molekularni charakteristice v ¢asti malé ribozomalni

podjednotky (SSU) (Tabulka 3).



Tabulka 3. Pichled znamych kmenii/izolata C. andersoni a C. muris a jejich variabilita
v ¢asti malé ribozomalni podjednotky (SSU)

Lokalizace mutaci v genu SSU rRNA

Cislo v
Druh/izolat Hostitel - X
GenBank 40 52 410 422 4§19 443 462 466; 521 608

C. muris RN 66 Rattus norvegicus EU24505 C A C T TA A T - - -

C.muris22  camelus AF0934997 C A C T TA A T - - -
bactrianus

C.muris34  rocavia AF093498 C A C T TA A T - - -
capensis

C. muris CBo3  Camelus EU245044 C A C T TA A T - - -
bactrianus

C.muris TS03 1 achyoryctes EU245043 T A C T TA A T TTA A -
splendens

C. muris Felis catus DQ836341 C G C T TA A T - - -

C. muris Canis familiaris EU549784 ? 2 C T TA A T - - -

C. muris Phoca hispida EU156446 C A C T TA G A - - -

C. muris Apodemus

Kawatabi speciosus AY642591 T A € C AT A - B - G
Giraffa

C. muris GCO07 camelopardalis  FJ883577 C C T C AT A - - - -
reticulata

C.andersoni oo urus AB089285 € C T C AT A - - - -

Kawatabi

&&”de“o”' Bos taurus EU245042 € C T C AT A - - - -

gi andersoni e aries FI608605 C A C T TA A T - - -

" Pozice nukleotidt v alignmentu. Pozice v jednotlivych sekvenci se li§i kviili gaptim vzniklych v
alignovanych sekvenci (781 bp).; ? chybéjici data; - gap

Infekce C. andersoni neni obecné provazena klinickymi piiznaky, pouze u skotu
muze byt pfi¢inou nizSich vahovych pfirGstki a mensi produkci mléka
(Esteban a Anderson 1995).

Pii morfologickém studiu byla pozorovana velikost oocyst C. anderson piedevs§im
7,4 (6,6-7,9) x 5,6 (5,3-6,5) um (Upton a Current 1985). Lindsay a kolegové (2000) pak
popisuji také existenci vétsich oocyst 8,4 (6,5-10) x 6,2 (4,0-8,0) um.

1.2.2 Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907

Cryptosporidium muris byla viibec prvni popsanou kryptosporidii (Tyzzer 1907).
Typickymi hostiteli C. muris jsou hlodavci (Rodentia), hlavné z ¢eledi mySovitych
(Muridae). OvSem dalsi studie, vcetné experimentalnich, ukazaly velké mnozstvi

rozliénych hostiteld, jejichz ptehled je uveden v Tabulce 4.



Tabulka 4. Pichled hostitelt Cryptosporidium muris

Hostitel Prirozena infekce
Primates

Homo sapiens Katsumata a kol. 2000
Macaca fascicularis Dubey a kol. 2002**
Rodentia

Cavia porcellus Aydin a Ozkul 1996*
Dolichotis patagonum Xiao a kol. 2004
Macrotis lagotis Warren a kol. 2003

Tachyoryctes splendens Kvac a kol. 2008
Cla hrionomys glaerolus  Chalmers a kol. 1997

Microtus brandtii Hoffmanova (nepublikovano)*
Mesocrica us auratus Rhee a kol. 1999*

Phodopus roborovskii Pavlasek a Lavicka 1995
Acomys cahirinus Kva¢ (nepublikovano)*
Apodemus sylvaticus Chalmers a kol. 1997
Mastomys nataliensis Neumayerova a Koudela 2008*
Mastomys coucha Kvac a kol. 2007*

Mus domesticus Chalmers a kol. 1997

Mus musculus Tyzzer 1907

Rattus norvegicus Iseki a kol. 1989

Meriones unguiculatus Koudela a kol. 1998*
Eutamias sibiricus Hurkova a kol. 2003

Sciurus caroliensis Feng a kol. 2007
Lagomorpha

Oryctolagus cuniculus Aydin a Ozkul 1996*
Carnivora

Felis catus Iseki a kol. 1989

Canis familiaris Aydin a Ozkul 1996*, Lupo a kol. 2008
Canis latrans Trout a kol. 2006

Pinnipedia

Phoca hispida Santin a kol. 2005
Hyracoidea

Procravia capensis Esteban a Anderson 1995
Artiocadtyla

Camelus bactrianus Ryan a kol. 2005

Capra hircus Rhee a kol. 1998

Oreamnos americanus Valigurova a kol. 2007
Gazella cuvieri Pospischil a kol. 1987**

Ovis aries Rhee a kol. 1998, Ryan a kol. 2005
Sus crofa Zintl a kol. 2007

Giraffa camelopardalis Kodadkova 2007

reticulata

Odocoileus heminus Deng a Cliver 1999**

* Experimentalni infekce

** Popsany druh kryptosporidie byl oznagen jako C. muris-like a dosud neni jasno,
zda se jedna o druh C. muris nebo C. andersoni



Velikost pIn¢ vysporulovanych oocyst C. muris uvadi Iseki a kolegové (1986)
8,4 (7,5-9,8) x 6,3 (5,5-7,0) um. Velikost oocyst izolatd C. muris CB03 a TS03
pouzitych v této praci namétil Kvac (nepublikovano) 8,9 (8,2-9,3) x 5,9 (5,5-6,6)
(CB03) a 8,8 (8,1-9,2) x 6,2 (5,7-6,9) um (TS03).

V ramci druhu C. muris je také rozliSovano nékolik kmend/izolati, liSicich se
molekularni charakteristikou v ¢asti malé ribozomalni podjednotky (SSU), ziskanych

z riiznych hostitelti (Tabulka 3).

1.3 Imunitni odpovéd’ hostitele pri kryptosporidioze
1.3.1 PFirozena imunita

Slozky vrozené imunity jako prvni registruji patologické zmény v organismu a jsou
zodpovédné za prvotni nespecifickou obrannou odpovéd’ hostitele. Jednou z hlavnich
slozek jsou NK (natural killer) bunky, které jsou charakterizovany produkci cytokinti
vyvolavajicich zanét a stimulujicich antimikrobialni obranu buiikami v misté infekce.
Rovnéz mohou pulsobit cytotoxicky na patologicky zménéné buiky organismu.
Produkované cytokiny aktivuji makrofagy, neutrofily a eosinofily. Produktem vsech
téchto bunck jsou medidtory zanétu, ktery patii mezi hlavni efektory nespecifické
imunity. Mezi slozky nespecifické imunity rovnéz fadime neimunologické buiiky, jako
jsou naptiklad epitelidlni buniky, které rovnéz disponuji schopnosti sekrece cytokint.
Vyhodou nespecifické imunity je rychlost odpovédi, kterd se fadové pocitd na minuty,
avSak tento typ imunity nedisponuje tvorbou pamét'ovych bunck (Janeway a kol. 2005).

Pti infekci kryptosporidiemi hraji podstatnou roli NK builkkami sekretované
cytokiny, za kli¢ovy je povazovan IFN-y (viz 1.3.4). Rovnéz cytotoxickd aktivita NK
bunék je povazovana za jeden z G€innych obrannych mechanismi pii kryptosporididze.
Pii infekci myS$i stzv. beige mutation, ktera je charakterizovana nedostate¢nou
cytotoxickou aktivitou NK bunék (Roder a Duwe 1979) byl pozorovan téz§i prubch
infekce C. parvum oproti zdravym mySim (Enriquez a Sterling 1991).

Protoze kryptosporidie infikuji pfimo epitelidlni bunky, vyznamna je pii infekci
produkce chemokint, které aktivuji zanétlivou odpoveéd. Pii infekci C. parvum byl
zjistén dulezity chemokin PGE,, ktery stimuluje produkci mucinu a reguluje
T-bunéénou odpovéd’ na infekci (Laurent a kol. 1998). Dalsi produkované chemokiny
ovliviiuji migraci imunitnich bunék do stfeva. Navic antimikrobialni peptidy, jako jsou

napf. defensiny, hraji roli pfi vyvoji adaptivni imunity (Bowdish a kol. 2006).



Role eosinofill, netrofili a monocyti, popt. makrofagu, pti kryptosporidiové infekci
neni dosud zcela objasnéna, ackoliv bylo popsédno zvySeni perifernich monocyt a
makrofagti béhem imunitni odpovédi na infekci C. muris (Miller a kol. 2007). Rovnéz
béhem stievni kryptosporidiézy mysi byla pozorovana masivni migrace eosinofild,
neutrofilti a makrofagii do mista infekce (Svezhova 1997). Na zakladé téchto poznatka
se predpoklada ucast téchto bunck v imunitni odpovédi pti infekci kryptosporidiemi.

Funkce komplementu v imunitni odpovédi béhem kryptosporidiové infekce je
zatim také neznama, pouze studie Kelly a kolegti (2000) prokazala adhezi molekul
ucastnicich se aktivace komplementu (mannose binding lectin (MBL) a C4) k povrchu
sporozoitl,, coz naznacuje, ze MBL mize zamezovat pfipojeni parazita k epitelidlnim

bunkam.

1.3.2 Diferenciace k bunééné nebo humoralni imunité

V zavislosti na povaze antigenu indikuji CD4+ Ty-lymfocyty (helper cells) bud’ Ty
nebo Ty odpovéd’. Tato diverzita je zpisobena rozdilnou sekreci specifickych cytokint
produkovanych T-lymfocyty a antigen prezentujicimi buitkami (APC). Pti Ty; odpovédi
se aktivuje bunécnd imunita a kliCovym cytokinem je IL-2, ktery spousti proliferaci
T 1 Te-lymfocytil (cytotoxic cells). Dalsim dilezitym cytokinem je IL-12 produkovany
makrofagy a  dendritickymi  bunkami, ktery indukuje produkci IFNy
T-lymfocyty. Zaroven se u tohoto typu imunitni odpovédi rozviji aktivita
CD8+ Tc-lymfocyth (viz 1.3.3.1). Tz odpovéd’ je spojend s produkei IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10 a IL-13 a aktivuje humoralni imunitu, zaloZzenou na sekreci protilatek
B-lymfocyty (Janeway a kol. 2005). Ackoliv se pfi infekei kryptosporidiemi vyskytuji
v séru hostitele protilatky vaci kryptosporidiim (Ungar a kol. 1986, Hill a kol. 1990,
Peeters a kol. 1992), bylo zjisténo, ze humoralni imunita ma jen omezenou schopnost
redukovat infekci a rozhodné neni hlavnim faktorem eliminace parazita a vytvoteni
rezistence hostitele pii infekci kryptosporidiemi (Taghi-Kilani a kol. 1990, McDonald
a kol. 1992, Chen a kol. 2003).

1.3.3 Imunita zprostredkovana T-lymfocyty
1.3.3.1 Uloha T-lymfocyti ve vyvoji protektivni imunity
Morfologickd studie prokézala, Ze béhem infekce stfevnimi kryptosporidiemi

dochézelo k poskozeni sliznice stfeva (atrofie mikrovilii a hyperplézie krypt), coz mtize



byt ditkaz patologického piisobeni T-lymfocytd (MacDonald a Spencer 1992). Infekce
C. parvum vedla k vyznamnému zvySeni subpopulaci T-lymfocytl v mukoznim epitelu
(Boher a kol. 1994, Abrahamsen a kol. 1997). U mys$i bez thymu vedla infekce
Cryptosporidium spp. k chronické infekci a jeji pribéh byl Casto letalni (Heine a kol.
1984). Chronické infekce dospélych SCID a nude mysi byly pozorované pii nakazach
C. muris a C. parvum (Ungar a kol. 1990, Mead a kol. 1991, McDonald a kol. 1992).
Deplece T-lymfocyt z imunokompetentnich mysi zabranila vylééeni z infekce C. muris
(McDonald a kol. 1992). Vysledky téchto experimentii vedou k zavéru, ze bunécna
imunita a T-lymfocyty jsou hlavnim ochrannym faktorem proti kryptosporidiovym

infekcim.

1.3.3.2 T-buné¢ny receptor (cell repceptor, TCR) aff a yo

T-lymfocyty vystavuji na svém povrchu dva typy TCR, TCRap nebo TCRyd.
T-lymfocyty s TCRaf tvoifi vétSinu populace a jsou hlavnim efektorem v bunécné
imunitni odpovédi na infekci (Janeway a kol. 2005). Naproti tomu, T-lymfocyty
s receptorem TCRyd jsou bézné v epiteliich nékterych saveid, hlavné hlodavcei, ale
celkove tvori pouze 5-10 % lymfocytarni populace (Hayday a Tigelaar 2003, Born
a kol. 2006). Funkce TCRyo T-lymfocytli neni zcela objasnéna, ovSem je znamo,
Zze mize byt spojena s vrozenou ¢i adaptivni imunitou, s prezentaci antigenu dal$im
T-lymfocytim nebo mize regulovat zanéty (Born a kol. 2006).

Rozdilna role TCRaf a TCRyd T-lymfocytl v imunité proti infekei C. parvum byla
sledovana na transgennich mySich s nedostatkem jednoho nebo druhého typu TCR.
Prokazalo se, Ze dospélé mysi s nedostatkem TCRyd byly stejné odolné k infekci jako
zdravé mysi, infikované mysi s nedostatkem TCRaf mély ale prodlouZenou patentni
periodu (Waters a Harp 1996). Nasledkem podani anti-TCRyd protilaitek mySim
s nedostatkem TCRaf T-lymfocyti se po infikovani C. parvum vyrazné zhorsil priabeh
infekce (Eichleberger a kol. 2000). U skotu infikovaného C. parvum byly hladiny vSech
subpopulaci IELs ve stfevé zvysené oproti neinfikovanému skotu (TCRyd T-lymfocyty
se vpraméru zvySily o 70 %, TCRapf CD4+ T-lymfocyty o 150 % a TCRaf
CD4+ T-lymfocyty o 60 %) a korespondujici s mnozstvim vylu¢ovanych oocyst

(Abrahamsen a kol. 1997)



1.3.3.3 CD4+ a CD8+ T-lymfocyty

T-lymfocyty TCRaf exprimuji na svém povrchu jest¢ dalsi znaky (CD, cluster
of differentiation), podle kterych jsou rozliSovany jednotlivé typy téchto lymfocyti.
CD4+ T-lymfocyty jsou prekurzory Ty lymfocyt, jsou aktivovany rozpoznanim
antigenu prezentovaného MHC II (major histocompatibility complex). MHC jsou
glykoproteiny nachdzejici se na povrchu riznych bunék organismu. MHC II jsou
exprimovany na APC, jako jsou dendritick¢é buiiky, monocyty, makrofagy a
B-lymfocyty (Gao a kol. 2002, Janeway a kol. 2005). CD4+ T-lymfocyty jsou
charakterizovany produkci cytokint, které dale fidi prib&éh imunitni odpovédi. Druhy
typ TCRap T-lymfocytl,, exprimujici na svém povrchu molekulu CDS, rozpoznava
antigen prezentovany MHC I (prezentovan vSemi jadernymi bunikami organismu)
(Gao a kol. 2002, Janeway a kol. 2005). CD8+ T-lymfocyty jsou zodpovédné za piimé
zabijeni infikovanych bun¢k cytotoxickou cestou.

Dilikazy o protektivni roli CD4+ T-lymfocytl pfinesla fada experimentti. MysSi
s nedostatkem MHC II se nebyly schopny vylécit zinfekce C. parvum
(Aquirre a kol. 1994). Podani protilatek proti CD4+ antigenu vyznamné zhorsilo pribch
infekce (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol. 1994). Deple¢ni pokusy na SCID mysich
ukazaly, ze mysi byly po pfidani suspenze lymfocyti schopny kontrolovat infekei,
ovSem kdyz byly CD4+ T-lymfocyty ze suspenze odstranény, mySi nebyly schopny se
vylécit (Chen a kol. 1993, McDonald a kol. 1994).

Vyznam CD8+ T-lymfocyti pro zvladdnuti kryptosporidiové infekce dosud neni
objasnén, ovSem tyto lymfocyty nejsou povazovany za nezbytné a pii vyléCeni
kryptosporididzy pravdépodobné nehraji zasadni roli. K témto zavérim vedly mnohé
experimenty. Mysi s deficientem MHC [ mély srovnatelnou hladinu infekce
s neinfikovanymi mySmi (Acquirre a kol. 1994). Podani suspenze splenocyti zbavené
CD8+ T-lymfocytd SCID mySim infikovanym C. parvum vedlo k jejich aplnému
uzdraveni (Chen a kol. 1993). Podobna studie jinych autort avSak ukazala prodlouZeni
patentni periody u takto rekonstituovanych my$i ve srovnani s kontrolnimi
imunokompetentnimi  mySmi ~ (McDonald a  Bancroft 1994).  OSetfeni
imunokompetentnich mysi infikovanych C. parvum anti-CD8 a anti-CD4 protilatkami
prokazalo vyrazné zvySeni intenzity infekce oproti infikovanym imunokompetentnim
myS$im, kterym protilatky podany nebyly. Podéani protilatek anti-CD4 sice intenzitu
infekce zvysilo oproti infikovanym mys$im, kterym protilatky podany nebyly, avsak ne

v takovém rozsahu, jako u myS$i po podani obou anti-CD8 a anti-CD4 protilatek.
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Naproti tomu, podani samotnych anti-CDS8 protilatek nemélo na pribéh infekce zadny
vliv (Ungar a kol. 1990). Stejnych vysledkii bylo dosaZeno i pomoci experimentu s
C. muris, kde podani anti-CD8 protilatek sice mirn¢ zvysilo intenzitu infekce, ovSem
podani anti-CD4 protilatek zvysSilo intenzitu infekce mnohem vyrazngji (McDonald
a kol. 1994).

Ptekvapivé, studie infekce mysi C. parvum prokdzala vyraznou migraci
CD8+ T-lymfocyti do sliznice tenkého stfeva a jejich moZnou roli ve vyléeni z této

infekce diky sekreci IFN-y CD8+ T-lymfocyty (Leav a kol. 2005).

1.3.3.4 Intraepitelialni lymfocyty

Pokud je infekce situovana do epitelidlnich povrchtl, ucastni se imunitni odpovédi
tzv. intraepitelidlni lymfocyty (IELs), které jsou ptedstavovany hlavné¢ T-lymfocyty,
jenz jsou z vetsi ¢asti zastoupeny TCRyd a CD8+ T-lymfocyty; CD4+ T-lymfocyty jsou
zde ptitomny v mensi mife (McDonald 1999). Funkce téchto bun¢k dosud neni zcela
objasnéna, ovSem je znamo, ze hlavni imunitni roli zde hraji CD8+ T-lymfocyty, které
mohou cytotoxickou cestou zabijet infikované epitelidlni buiiky. Zaroven IELs mohou
regulovat zanétlivou odpoveéd’ pii infekci a v tomto procesu mohou hrat vyznamnou roli
TCRyd T-lymfocyty (Hayday a Tigelaar 2003).

Kryptosporidiové infekce je charakterizovana napadenim epitelidlnich bunék GIT
a dulezitost IELs, které s nejvétsi pravdépodobnosti hraji podstatnou roli pfi rozvoji
imunitni odpovédi pfi kryptosporidioze, byla potvrzena fadou experimentalnich studii.
Pfi infekci mySi stfevnim druhem C. parvum doslo ke zvySeni poctu
TCRyd T-lymfocyt v IELs (Eichelberger a kol. 2000). Studie s C. muris prokazaly, ze
SCID mysi, kterym byly podany stievni IELs z imunizovanych imunokompetentnich
mysi byly schopny zvladnout infekci. Vysetteni IELs izolovanych z téchto SCID mysi
také prokazalo vyssi zastoupeni CD8+ T-lymfocytti ve srovnani s CD4+ T-lymfocyty.
OvsSem pfi depleci a nasledném adoptivnim ptenosu stfevnich IELs bylo prokazano, Ze
imunita je zajisténa pouze CD4+ T-lymfocyty (McDonald a kol. 1996).

Také pti experimentalni infekci dobytka druhem C. parvum bylo pozorovéano
zvySené mnozstvi intraepitelidlnich CD4+ a CD8+ T-lymfocytdh ve stievé
(Fayer a kol. 1998), stejn¢ tak béhem vyléceni (Wyatt a kol. 1999). Pfi reinfekcei
dobytka byla rovnéz sledovana zvySend migrace pouze CD8+ T-lymfocyti do stievniho

epitelu (Abrahamsen a kol. 1997).
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1.3.3.5 Pamét’ové T-lymfocyty

Pfi vyvoji imunitni odpovédi, at’ uz bunééné nebo humorélni, se diferencuje Cast
lymfocytil v tzv. pamétové, které zlstavaji v organismu rdzné dlouhou dobu a hraji roli
pti reinfekcich (Janeway a kol. 2005).

Tvorba pamétovych T-lymfocytl byla potvrzena experimenty s reinfekcemi mysich
hostiteli. Velmi silnd a rychld bunéénd imunitni odpovéd’ se vyvinula pii reinfekci
imunokopetentnich mys$i do 30 dnli po vyléCeni zprimarni infekce ve srovnéni
s kontrolnimi mySmi (McDonald a kol. 1992). Studie zalozena na adoptivnim pienosu
splenocytli z mysi infikované pied vice nez tiemi mésici do SCID mysi prokazala
ochranny efekt, ktery byl zajistén hlavné CD4+ T-lymfocyty (McDonald a kol. 1994).
Protektivni imunita byla rovnéz ptenesena pomoci IELs zmysi infikovanych pted
8 mesici, avSak tyto builky mély mensi ochranny efekt nez IELs ziskané z mysi pouze
3 mésice po infekci, coz ukéazalo, ze imunologicka pamét T-lymfocytd se po

kryptosporidiové infekci Casem zeslabuje (McDonald a kol. 2000).

1.3.4 Cytokinova kontrola imunitni odpovédi

IFN-y. Producentem IFN-y pii kryptosporididze jsou CD4+ T-lymfocyty
(Harp a kol. 1994, Tilley a kol. 1995), CD8+ subpopulace IELs (Leav a kol. 2005) a
pravdépodobné 1 NK buiikky (McDonald a kol. 2000). Vyznam IFN-y potvrzuje studie,
pfi které mysSi deficientni pro IFN-y mély mnohem t&€z8i pribéh infekce
C. parvum nez kontrolni mysi (Hayward a kol. 2000). Pomoci RT-PCR a ELISA bylo
zjisténo, ze infekce C. parvum také stimulovala tvorbu mRNA a naslednou expresi
proteinu IFN-y ve stfevé mysi (Kapel a kol. 1996, Urban a kol. 1996). Hlavnim
producentem IFN-y béhem kryptosporididozy byly oznaeny CD4+ T-lymfocyty.
Stimulace splenocytll zinfikovanych mySi antigenem zoocyst kryptosporidii
indukovala proliferaci CD4+ T-lymfocytd a produkci IFN-y (Harp a kol. 1994,
Tilley a kol. 1995). Dalsi dikaz pfinesl experiment s adoptivnim pienosem IELs
do SCID mysi, kdy pro vylééeni z infekce C. muris byla zapotiebi soucasna piitomnost
CD4+ T-lymfocyti a produkce IFN-y (McDonald a kol. 1996, Culshaw a kol. 1997).
Naproti tomu, opacného vysledku bylo dosazeno v piipad¢ infekce mysi C. parvum
(Leav a kol. 2005), ktera dokazuje, ze IFN-y potiebny pro vyléceni z infekce je

produkovan v misté infekce migrujicimi CD8+ T-lymfocyty. Infekci skotu bylo také
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dokazano, ze pro vyléCeni je klicova produkce IFN-y IELs (Fayer a kol. 1998, Wyatt
a kol. 2001). Terapeuticky efekt IFN-y béhem kryptosporididzy ovSem nebyl pozorovan
(Kuhls a kol. 1994, McDonald a Bancroft 1994).

Imunitni odpovédi béhem kryptosporidiozy se také kromé& IFN-y ucastni dalsi
Ty cytokiny, jako je napt. IL-2, ktery ovSem nebyl shledan jako nezbytny pro vyléCeni
hostitele (Ungar a kol. 1991, Enriquez a Sterling 1993, McDonald a Bancroft 1994,
Tilley a kol. 1995). Jinymi experimenty byla prokazana velmi silna spojitost IFN-y a
dal§itho Tu; cytokinu, IL-12, ktery zmiriiuje prubéh infekce a zaroven je zodpovédny
za aktivaci produkce IFNy (Urban a kol. 1996, McDonald a kol. 2004, Ehigiator a kol.
2005).
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2. CILE PRACE

e Sledovat migraci CD4+ a CDS8+ T-lymfocyti do zaludku a popsat zmény
vmnozvi téchto lymfocyth ve slezin€¢ pii primarni infekci a reinfekci

Cryptosporidium muris CB03 a TS03

e Analyzovat produkci cytokinid IL-10 a INF-y v ex-vivo kulturach splenocytt

v pribéhu primérni infekce a reinfekce

e Srovnat imunitni odpovéd BALB/c mysi pii infekci dvéma rlznymi izolaty

C. muris (CB03 a TS03)

e Vysledky z bodl 1-3 porovnat s imunitni odpoveédi mysi proti Cryptosporidium

andersoni LI103.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material
3.1.1 Paraziti

e Cryptosporidium muris izolat TS03 ziskany z ptirozené¢ infikovaného hlodouna
vychodoafrického (Tachyorectes splendens). Udrzovan v laboratofi v kryse
malé (Mastomys coucha).

e Cryptosporidium muris izolat CB03 ziskany z ptirozené infikovaného velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus). Udrzovan v laboratofi v kryse malé
(M. coucha).

e Cryptosporidium andersoni izolat L103 ziskany z tura domaciho (Bos taurus).

3.1.2 Experimentalni zvifrata

Imunokompetentni mySi BALB/c (Charles River, Germany).

3.2 Metody

3.2.1 Purifikace oocyst

Trus s oocystami C. muris CB03, TS03 nebo C. andersoni LI0O3 byl
zhomogenizovan  vtieci  misce, precisttn na  sachar6zovém  gradientu
(Arrowood a Sterling 1987) a nasledné docistén pomoci cesium chloridového gradientu.
Pro  minimalizaci kontaminace byl purifikdt prefiltrovdn pfes  sitko
s velikosti ok 10 pm a vyciSténé oocysty byly promyty v roztoku 5% chlornanu
sodného.
Sacharo6zovy gradient (Arrowood a Sterling 1987)

e Pourzité roztoky a chemikalie:

O Sheatertiv cukerny roztok (259 ml deionizované vody (dH,O); 405 g
cukru; 7,29 g fenolu)
0 1% Tween 20 v PBS (phospate buffered saline), (1% PBS TWEEN)
e Pracovni Sheaterovy roztoky:
0 roztok A: 142 (1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily 1% PBS TWEEN)
0 roztok B: 1+4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily 1% PBS TWEEN)
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e Postup:

0 vzorek trusu precedit pres hrubé sitko

0]

Cesium chlori

e Pouzité

15 ml suspenze oocyst v destilované vod¢ navrstvit na sachar6zové
gradienty 30 ml roztoku A a 30 ml roztoku B

centrifugovat 30 min pii 1370 ga 4 °C

odsat horni 1/3 objemu, supernatant pienést do Cisté zkumavky a doplnit
dH,O

centrifugovat 20 min pii 1370 ga 4 °C

1/3 objemu odsét, objem doplnit dH,O a opét centrifugovat 20 min pii
1370 ga4°C

1/2 objemu odsat, opét doplnit dH,O a centrifugovat 20 min pii 1370 g a
4°C

pelet s oocystami uchovévat ve tmé pii 4 °C v dH,O

dovy gradient

roztoky a chemikalie:

0]

(0]

roztok cesium chloridu (21,07 g CsCl1 + 100 ml dH,0)
10x fedény PBS (pH 7,2)

e Postup:

(0]

O O O O

vzorek trusu po pieciSténi na sachar6zovém gradientu centrifugovat
10 min pti 1450 g a4 °C

odebrat supernatant a sediment obsahujici oocysty resuspendovat
v 0,5 ml PBS

do &isté mikrozkumavky ptidat 1 ml CsCl a ptevrstvit 0,5 ml roztoku
oocyst v PBS

centrifugovat 3 min pii 16 000 g a 20 °C

odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a nafedit v nadbytku PBS
centrifugovat 3 min pii 16 000 g a 20 °C

odebrat supernatant a vzorek opét centrifugovat 3 min pfi 16 000 g a
20 °C

precisténé oocysty skladovat v dH,O pii 4 °C
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Odstranéni bakterii v suspenzi oocyst pomoci 5% chlornanu sodném

e Pouzité roztoky a chemikalie:

0 5% chlornan sodny (Savo)
e Postup:

O oocysty precistetné na CsCl gradientu piefiltrovat pres sitko s oky
o velikosti 10 pm

0 zkumavku s filtratem vlozit do ledu a ptidat 5 ml 5% chlornanu sodného

0 magnetickym michadlem jemné michat 15 min

0 vzorek nafedit dH,O a centrifugovat 20 min pii 1370 g a 4 °C, po
centrifugaci supernatant odebrat

0 predchozi bod 3x zopakovat, aby doslo k odstranéni 5% chlornanu
sodného

0 oocysty skladovat v dH,O pfi 4 °C

3.2.2 Priibéh experimentu
Infekce imunokompetentnich BALB/c mysi Cryptosporidium muris

Dvé skupiny myS$i (kazdd 39 jedinc) byly perordlné infikovany oocystami
C. muris izolat TS03 nebo CBO03 v poétu 1x10° oocyst na zvite. Viechna zvitata byla
denné od 1. dne po infekci (DPI) vySetfovana na pfitomnost oocyst kryptosporidii
v trusu po dobu 42 dnti. Kazdy sedmy den (7, 14, 21, 28, 35 a 42 DPI) byly tfi mysi
usmrceny zlomenim vazu, byly jim odebrany sleziny a Zzaludky, ve kterych byly
detekovany imunologickymi metodami subpopulace T-lymfocyti (viz 3.2.6, 3.2.7 a
3.2.8). Histologickymi metodami (viz 3.2.4) a imunofluorescen¢nim testem (viz 3.2.5)
byly vySetfeny Zalude¢ni sliznice na pfitomnost oocyst kryptosporidii. Neinfikované
mysSi (negativni kontrola, 3 jedinci / kontrolni den) byly usmrceny a vySetfeny stejnymi
metodami 0 DPI a 42 DPI.

Zbylé mysi (21 jedinct v kazdé skupin€) byly reinfikovany 90. DPI stejnou davkou
oocyst C. muris izolat TS03 nebo CBO03 oocyst/myS$ a byly analyzovany stejnymi
postupy 0, 3,5, 7, 11, 14 a 21 dni po reinfekci (DPRI).

Infekce imunokompetentnich BALB/c mysi Cryptosporidium andersoni

Skupina 18 mysi BALB/c byla peroralné nainfikovdna oocystami

C. andersoni LI03 (1x10° na zvife). Jako negativni kontrola bylo pouZito Sest mysi
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stejného kmene. Pro kontrolu infe¢nosti pouzitych oocyst byly nainfikovani
3 piskomilové (Meriones unguiculatus), ktefi jsou vnimavi k infekci C. andersoni.
VSechna zvifata byla denn¢ od 1. DPI vySetfovana na piitomnost oocyst kryptosporidii
v trusu po dobu 42 DPI. Kazdy sedmy den po infekci byly po dobu Sesti tydnti vzdy tii
infikované mysi humanné usmrceny zlomenim vazu a byly jim odebrany zaludky a
sleziny. Zaludky byly vySetfeny histologickymi a imunologickymi metodami (viz 3.2.4,
3.2.5, 3.2.6 a 3.2.8), sleziny byly vySetieny imunologickymi metodami (viz 3.2.7 a
3.2.8). Vysledky byly porovnany s neinfikovanymi zvitaty, které byly stejnymi postupy
vySetieny v 0 DPI a 42 DPI.

3.2.3 Parazitologické vySetieni

Trus byl odebiran individualné denné ve stejny ¢as po celou dobu primarni infekce
(42 DPI) a sekundarni infekce (21 DPRI). Hmotnost trusu byla ziskana jako rozdil
hmotnosti preparatu (trusu natfené¢ho na sklicku) a hmotnosti Cistého sklicka. Natér trusu
byl barven metodou dle Milacka a Vitovce (1985) a prohlizen svételnym mikroskopem
(Olympus IX 70), pti zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Pti nizké intenzité byly
pocitany vSechny oocysty nalezené na preparatu, pii vysoké intenzité byl pocitan pocet
oocyst ve 30 nahodnych zornych polich. Ze zjisténych udaji (hmotnost trusu, pocet
zornych poli a pocet oocyst na sklicku) byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadiena jako
pocet oocyst v gramu trusu (OPG, oocysts per gram) (Kvac a kol. 2007).
Barveni dle Milacka a Vitovce (1985):

e Pourzité roztoky a chemikalie:

0 roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu,
30 ml etanolu, 70 ml dH,0)

0 2% H,SO,

0 roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyseliné octové)

e Postup:

0 tenky natér trusu na podloznim skli¢ku fixovat metanolem v plameni

0 barvit roztokem methylvioleti 30 min

0 oplachnout vodovodni vodou a diferencovat 2% kyselinou sirovou
ptiblizné 30 sekund

0 oplachnout vodovodni vodou a dobarvit roztokem tartrazinu pfiblizné

1 min
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3.2.4 Histologické vySetieni

Zlaznata &ast zaludku z usmrcené mysi byla fixovana 24 hodin ve fixaénim roztoku
Davidson, poté ptendana do zasobniho roztoku Davidson, kde byly vzorky uchovavany
do dalSiho zpracovani. Kazdy vzorek byl nabarven hematoxylin-eosinem (barveni
prokazujici zdnét ve tkani, vidime jadra bun¢k fialové v riizové cytoplazmé) a barvenim
dle Wolbacha (barveni prokazujici infekci kryptosporidiemi, oocysty vidime fialové
v modfe zbarvené tkani).
Priprava rezi:

e Pouzité roztoky a chemikalie:

0 Davidson zasobni roztok (1 dil glycerinu, 2 dily konc. formolu,
3 dily 96% alkoholu, 3 dily dH,0)

0 Davidson fixa¢ni roztok (9 dilt zasobniho roztoku, 1 dil kyseliny
octoveé)

0 L. vzestupna alkoholové odvodiovaci fada (70% alkohol, 80% alkohol,
96% alkohol, 96% alkohol, aceton, xylen a xylen)

0 parafinové fada (3 nésledné roztoky parafinu)

0 alkoholova sestupna zavodiiovaci odparafinovaci fada (xylen, xylen,
xylen, 96% alkohol, 96% alkohol, 80% alkohol, 70% alkohol, dH,O a
dH,0)

o II. vzestupnd odvodinovaci ftada (70% alkohol, 80% alkohol,
96% alkohol, 96% alkohol, karbolxylen, karbolxylen, xylen, xylen a
xylen)

0 kanadsky balzam

e Postup:

0 vzorky odvodnovat 1. vzestupnou alkoholovou fadou, vzdy po 60 min
vymeénit roztok, v poslednim roztoku nechat 90 min

O prosytit parafinem (2-4 hod v parafinu I, 4-6 hod v parafinu II, 8-12
hod v parafinu III)

0 vzorky zalit do Cistého parafinu, vytvofit blocky, zhotovit 5 pm silné
histologické fezy a pfipravit preparaty na podloznich sklickach

O preparaty ponechat 24 hod na plotn¢ o teploté 42 °C

O preparaty odparafinovat alkoholovou sestupnou zavodnovaci fadou

vzdy po 5 min
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vzorky nabarvit (barveni hematoxylin-eosin, barveni dle Wolbacha)

po nabarveni pokracovat v odvodiovani II. alkoholovou vzestupnou
fadou vzdy po 5 min, v karbolxylenech ponechat pouze 1 min

vzorky zamontovat do kanadského balzamu a nechat ususit pfi teploté
42 °C

prohlizet svételnym mikroskopem (Olympus 1X70) pod vhodnym

zveétSenim

Barveni hematoxylin-eosin

e Pourité roztoky a chemikélie:

(0}

hematoxylin (0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) + 500 ml dH,O + 25 g siranu hlinito-amonného + 0,1 g
jodi¢nanu sodného + 20 ml kyseliny octov¢)

eosin (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) + 250 ml
dH,O + 10 ml kyseliny octov¢)

e Postup:
0 vzorky barvit 10 min v hematoxylinu
0 10 min oplachovat pod tekouci vodou
O 5 min barvit vzorky v eosinu
0 oplachnout v dH,0O
Barveni dle Wolbacha

e Pourité roztoky a chemikalie:

(0}

roztok Giemsa (zasobni roztok: 4 ml Giemsa, 5 ml metanolu,
0,4 ml Na,CO3 do 100 ml dH,O; pracovni roztok: zdsobni roztok fedit
dH,0O 1:10)

diferencidlni roztok kalafuny (zasobni roztok: 10 g kalafuny do 100 ml
96% etanol, pracovni roztok: 1 ml zasobniho roztoku do 100 ml 96%

etanolu)
barvit pracovnim roztokem Giemsa pies noc

oplachnout deionizovanou vodou

oplachnout 96% etanolem
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oponofit do pracovniho diferencialniho roztoku kalafuny na nékolik
sekund
0 oplachnout 96% etanolem
0 pokracovat II. vzestupnou alkoholovou odvodnovaci fadou, zacinat az

na 96% etanolu

3.2.5 Imunofluorescencni test
Histologické tezy zpracované nasledujicim postupem byly pozorovany
fluorescen¢nim mikroskopem (Olympus IX 70) pii zvétSeni 40x a vinové délce 520 nm.

Cryptosporidium IF Test (Crypto Cel, Medac, GmbH, Wedel, Germany)

e Pourzité roztoky a chemikalie:

0 Crypto Cel Reagent
0 Mounting Fluid
o PBS
e Postup:
O na preparat nanést 10 pl Crypto Cel Reagent
0 inkubovat 30 min ve vlhké komtrce pii 37 °C
0 omyvat 1 min v PBS, osusit
0 nanést 25 pl Mounting Fluid
0 pfilozit kryci sklicko

3.2.6 Izolace intraepitelialnich lymfocyti (IELS) (Kearsey a Stadnyk 1996)
Z usmrcenych myS$i byly vyjmuty zaludky, vyciStény od zbytkdi potravy a
zpracovany dle nasledujiciho postupu. Vyizolované IELs byly poté analyzovany
pomoci pritokové cytometrie (viz 3.2.8).
e Pouzité roztoky a chemikalie:
0 RPMI 1640 zéklad (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
0 RPMI obsahujici 2 % BOFES (bovinni fetalni sérum, Zvos, Hustopece,
CR), (2% RPMI)
0 sterilni PBS
0 HEPES-buffered HBSS (0,49 g HBSS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) do 50 ml dH,O0, sterilizovéano pftes filtr 0,2 um, ptidat 50 ul 1 mM
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DTT (DiThioTreitol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 2,5 ml
BOFES.
0 PBS obsahujici 1% BOFES (1% PBS)
0 Percoll
- 100% Percoll (1 dil 10x koncentrovaného PBS, 9 dili Percoll
stock (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH 7,2 - 7,4
- 75% Percoll (3 dily 100% Percoll, 1 dil 2% RPMI)
- 45% Percoll (4,5 dilu 100% Percoll, 6,5 dilu 2% RPMI)
- 30% Percoll (3 dily 100% Percoll, 7 dilti 2% RPMI)
e Postup:
0 zaludky ocisténé od zbytkl potravy proplachovat ve dvou laznich ¢istého
PBS po dobu 3 min pii 4 °C
0 ptenést do 2% RPMI a nechat proplachovat 2 hod pti 4 °C
0 pfenést do predehfatych sterilnich kadinek obsahujicich 6 ml HBSS,
inkubovat ve vodni lazni 1 hod pii 37 °C
O suspenzi pienést do Cistych zkumavek
0 nechat 5 min stat, aby se usadily nejvétsi necistoty
O supernatant prenést do Cistych zkumavek, centrifugovat 10 min pii 150 g
a4°C
O pelet rozmichat pfiddinim 5 ml 30% Percollu, centrifugovat 15 min pfi
150ga4°C
0 pelet rozmichat ptidanim 4 ml 45% Percollu a navrstvit na 3 ml 75%
Percollu (v ¢isté zkumavce)
0 centrifugovat 30 min pii 150 g a4 °C
0 odebrat IELs (v interfazi), pfenést do 1% PBS, centrifugovat 10 min pfi
150ga4°C
0 sediment resuspendovat v 1% PBS, opét centrifugovat 10 min pii 150 g a
4°C
0 sediment natedit 1% PBS na 200 pl

3.2.7 Izolace splenocytu

Sleziny odebrané z usmrcenych mysi byly zpracovany dle nasledujiciho postupu.

Poté byly suspenze splenocytl analyzovany prutokovym cytometrem (viz 3.2.8).
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Pouzité roztoky a chemikélie:

0]

0]

(0]

RPMI 1640 (RPMI zéklad)
RPMI obsahujici 10% BOFES (10% RPMI)
1% PBS

Postup:

(0]

o

slezinu protlacit ptes sterilni sitko pomoci pistu stiikacky

vzniklou suspenzi nafedit v RPMI zéklad a centrifugovat 10 min
pfi 150 ga4°C

sediment resuspendovat v RPMI zéklad, opét centrifugovat 10 min
pfi 150ga4°C

tento postupu zopakovat 2%

sediment nafedit 10% RPMI na 1 ml

10 pl ztéto suspenze smichat s 500 pl trypanové modii a
500 pl 10% RPMI, spocitat splenocyty v Biirkerové komtrce (mikroskop
Olympus BX 51, zvétSeni 40%)

z puvodni suspenze odebrat 2 miliony lymfocytd do Cisté zkumavky
zlyzovat ¢ervené krvinky ptidanim 3,5 ml 0,84% NH4Cl 3 min ve vodni
lazni pii 37 °C

lyzovani zastavit pfidanim 3,5 ml 1% PBS

centrifugovat 10 min pii 150 g a 4 °C

pelet rozmichat v nadbytku 1% PBS a opét centrifugovat 10 min
pfi 150ga4°C

pelet natedit na 200 pul 1% PBS

3.2.8 Priitokova cytometrie (Fluorescent activated cell cytometer/

cytometry, FACC)

Vyizolované IELs a splenocyty byly pifevedeny do plastovych zkumavek

(disposable culture tubes polyproplylene, Sigma-Aldrich, GmbH, Schnelldorf,
Germany) a pomoci specifickych znacenych monoklonélnich protilatek (MAbs,
PharMingen, San Diego, CA, USA) byly obarveny sledované subpopulace lymfocyti;
moznost nespecifického navazani protilaitek na povrch bunék byla odstranéna

srovnanim s izotypovymi kontrolami (PharMingen, San Diego, CA, USA) a negativni

_23 .-



kontrolou. Znacené populace bunc¢k byly poté analyzovéany pritokovym cytometrem
(FACC, Epics XL Flow Cytometer, Backman Coulter, Fullertown, CA, USA)
vybavenym 15-mW argonovym laserem o vinové délce 488 nm. Analyza byla
provedena v softwaru System II (Backman Coulter, Fullertown, CA, USA).

e Pourité roztoky a chemikélie:

0 monoklonalni protilatky proti specifickym receptorim subpopulaci
T-lymfocyti (MAbs):
- anti-CD4 MADb (FITC anti-mouse CD4, clone H 129.19,
0,5 mg/ml)
- anti-CD8 MAb (PE anti-mouse CD8a, clone 53-6.7,
0,2 mg/ml)
- anti-0yTCR MAD (FITC anti-mouse gamma delta TCR, clone
GL3, 0,5 mg/ml)
- anti-CD45 MADb (PE-Cy5-conjugated anti-mouse CD45,
- clone 30-F11, 0,2 mg/ml)
0 Izotypové kontroly:
- Rat IgG2a (PE, 0,2 mg/ml)
- RatIgG2b (FITC, 0,5 mg/ml)
- Armenian Hamster IgG (FITC, 0,5 mg/ml)
o 1% PBS
e Postup:
0 50 pl suspenze IELs nebo splenocytii (0,5x10° bungk) prendat do
plastovych zkumavek
0 k suspenzim ptidat MAbs dle nasledujiciho schématu (vzdy mnozstvi na
jednu zkumavku):
- barveni I: 0,5 pl FITC anti-mouse CD4
0,5 ul PE anti-mouse CD8
0,3 ul PE-Cy5-conjugated anti-mouse CD45
- barveni II: 0,5 ul FITC anti-mouse gamma delta TCR
0,5 pl PE anti-mouse CD8
0,3 pl PE-Cy5-conjugated anti-mouse CD45
0 u kazdého typu barveni udé€lat piislusnou izotypovou kontrolu (zvIast
pro IELs a splenocyty, vzdy mnozstvi na jednu zkumavku):

- barveni IZO I: 0,5 ul Rat IgG2a (PE)
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0,5 ul Rat IgG2b (FITC)
0,3 ul CD45 (CY)
- barveni IZO II:0,5 pl Rat IgG2a (PE)

0,5 pl Armenian Hamster IgG (FITC)

0,3 ul CD45 (CY)
jeden vzorek IELs nebo splenocyt nechat neobarven — negativni
kontrola
vSechny vzorky jemné rozvortexovat a nechat barvit 30 min ve tmé
pti4 °C
zkumavky doplnit nadbytkem 1% PBS a centrifugovat 10 min pfi 150 ¢
a4°C
k sedimentu splenocytt ptidat 500 pl 1% PBS
k sedimentu IELs ptidat 300 pl 1% PBS a 50000 fluorescencné
znaCenych kulicek (Fluorospheres Flow-Count, Backman Coulter,
Fullertown, CA, USA), aby bylo moZno spocitat absolutni pocet
intraepithelialnich lymfocyti

vzorky rozvortexovat a analyzovat na FACC

3.2.9 Detekce cytokini

Cytokiny (IFNy a IL-10) byly detekovany v kultivacnim médiu splenocyti pomoci

ELISA testu (antibody-sandwich enzyme-linked immunosorbent assays) specifickymi

monoklondlnimi protilatkami (MAbs) na spektrofotometru (Multiskan MCC 340,

Labsystems Oy, Helsinki, Finland) pfi vinové délce 490 nm.

Priprava vzorku

0]

0]

ELISA test

splenocyty (1x10° splenocyti/200 pl 10% RPMI/jamka) kultivovat
v 96 jamkovém panelu v termostatu pii 37 °C a v atmosféte s 5% CO;

po 24 h pfenést do odpovidajicich jamek Ccist¢ého panelu 100 pl
supernatantu z kultur splenocytt

supernatanty zamrazit pii -80 °C

Pouzité roztoky a chemikalie:

0]

specifické monoklondlni protilatky (MAbs, PharMingen, San Diego,
CA, USA):
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o

O O O O

o

o

- purifikovana MAD anti-IL-10 (klon JES5-2A5, 10 ug/ml)

- biotinilovand MAb anti-IL-10 (klon SXC-1, 4 pg/ml)

- purifikovand MAb anti-IFNy (klon R4-6A2, 2 ng/ml)

- biotinilovana MADb anti-IFNy (klon XMG1.2, 2 pg/ml)
fosfore¢nanovy pufr (0,1 M Na,HPO,4 + 0,1 M NaH,POy, 1:1, pH 6,0)
uhli¢itanovy pufr (0,44 g Na,COs3 + 0,5 g NaHCO; do 100 ml dH,O,
pH 9,6)

PBS obsahujici 10 % BOFES (10% PBS)

roztoky kalibracniho standartu (rekombinantni IFNy a IL-10, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA)

streptavidin peroxidéaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
orthophenylenediamine (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
30% H,0,

fosfat-citratovy pufr (57 ml 0,2 M Na,HPO4 + 2,43 ml 0,1 M C¢HsO7 +
5 ml dH,O0, pH 5,0)

2 M H,SOq4

0,05 % Tween 20 v PBS (0,05% PBS TWEEN)

e Postup:

0]

O O O O o o o

do 96-jamkového panelu (Corning Incorporated, Corning, NY, USA)
nakoutovat 50 pl purifikované MAbs na jamku (purifikovanou MAb
anti-IL-10 fedit v fosforecnanovém pufru na koncentraci 10 pg/ml,
purifikovanou MAb anti-IFNy fedit v uhli¢itanovém pufru
na koncentraci 2 pg/ml)

inkubovat ve vlhké komtrce 24 hod pti 4 °C

2x promyt v 0,05% PBS TWEEN, vyklepat do sucha

ptidat 200 pl 10% PBS na jamku

inkubovat ve vlhké komirce 1-2 hod pii laboratorni teploté

2x promyt v 0,05% PBS TWEEN, vyklepat do sucha

ptidat 50 ul rozmrazenych supernatantl z kultur splenocytl

vytvofit kalibra¢ni fadu (rekombinantni IFNy a IL-10, 8 jamek, nejvyssi
koncentrace 10 ng/ml, fedit dvojkovou fadou v 10% PBS, posledni
jamka samotny 10% PBS)

inkubovat ve vlhké komtrce 24 hod pii 4 °C

4x promyt v 0,05% PBS TWEEN, vyklepat do sucha
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o ptidat 50 pl biotinilované MADb na jamku (biotinilovanou MAb
anti-IL-10 fedit v 10% PBS na koncentraci 4 pg/ml, biotinilovanou MAb
anti-IFNy fedit v 10% PBS na koncentraci 2 pg/ml)

inkubovat ve vlhké komirce 45-60 min pti laboratorni teploté

4x promyt v 0,05% PBS TWEEN, vyklepat do sucha

ptidat streptavidin peroxiddzu (fedéni 1:1000, 100 pl na jamku)
inkubovat ve vlhké komirce 30-45 min pfi laboratorni teploté

5% promyt v 0,05% PBS TWEEN, vyklepat do sucha

pridat substratovy roztok (4 mg OPD, 4 ul H,O,, 10 ml fosfat-

O O 0O o o o

citratového pufru, 100 pl na jamku)

o

inkubovat ve tmé 10-45 min pfi laboratorni teploté (do zabarveni vzorkil)
0 reakci zastavit pfiddnim 2 M H,SO4 (100 pl na jamku)

0 zméfit na spektrofotometru pii 4901 nm

3.2.10 Statistické zpracovani

Ke statistickému porovnani rozdili mezi C. muris CB03, TS03 a C. andersoni LI03
pouzitych k infekci BALB/c mysi a porovndni imunitnich odpovédi experimentalnich
zvitat na zéklad¢ migrace T-lymfocyti a produkce cytokini byl pouzit neparametricky

Mann-Whitney U-test, Statistica® 6.0 software (StatSoft CR, Praha).

_27 -



4. VYSLEDKY
4.1 Experimentalni infekce BALB/c mysi Cryptosporidium
muris CB03 a TS03

4.1.1 Primarni infekce
4.1.1.1 Pribéh infekce

Vysetfeni trusu BALB/c mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03 prokazalo
ptitomnost oocyst morfologicky a molekularné shodnych s kmeny C. muris pouZitych
k infekei u vSech experimentalnich zvifat od 10. dne po infekci (DPI) s primérem
od 11,7 £ 1,3 DPI u mysi infikovanych C. muris CB03 a od 11,1 + 0,7 DPI pf#i infekci
C. muris TS03 (P>0,05). Pfitomnost oocyst v trusu mysi s infekci C. muris CB03 byla
pozorovana 16,9 + 1,9 dni s maximem 85x10* OPG (oocysts per gram) 19. DPI.
Naproti tomu, mysi infikované C. muris TS03 vylucovaly oocysty vyrazn¢ krat$i dobu
(P<0,01), pouze 12,4 + 2,8 dni a maximalni pfitomnost oocyst (54x10* OPG) byla
zaznamenana 21. DPI (Graf 1).

Tyto vysledky koresponduji se zjiSténymi histopatologickymi zménami ve sliznicich
zlaznatych ¢asti zaludkd u vSech experimentalnich mysi, které prokéazaly pfitomnost
kryptosporidiové infekce. Histopatologické zmény byly detekovany do 35. DPI a
charakterizovany zanétem (metaplazie epitelu) a dilataci Zlaznatych casti zaludku
v disledku ptitomnosti vyvojovych stadii C. muris. Béhem infekce nebyly pozorovany

zadné klinické ptiznaky a makroskopické zmény u experimentalnich zvitat.

1 1
= C. muris CB03

800000 -{*** C.muris TS03 - 800000
— — C.andersoni
9_ 600000 | - 600000 8
o o

400000 — [~ 400000

200000 - = 200000

0 —

0

DPI DPRI

Graf 1. Prabeh infekce C. muris CB03, C. muris TS03 a C. andersoni LI03 u BALB/c
mySi; DPI - dny po primérni infekci; DPRI — dny po reinfekci; OPG — podet oocyst na gram trusu.
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4.1.1.2 VySetieni Zaludecnich IELs

Analyza pratokovym cytometrem prokdzala pfitomnost IELs v zaludcich
neinfikovanych BALB/c mysi (negativni kontrola) pouze ve velmi malém mnozstvi
(30,0 = 15,3 CD4+, 16,7+ 7,5 CD8+ a 123,2 + 30,4 y5 T-lymfocytt) (Graf 2A a 3A).

V pribéhu primarni infekce dosSlo k vyraznému (P<0,01) zvySeni mnozstvi
CD4+ T-lymfocyti v zalude¢nim epitelu od 7. DPI a CD8+ T-lymfocyt od 14. DPIL.
Rovnéz zmény v pomérech CD4+ a CD8+ T-lymfocytarnich populaci byly pozorovany
u obou kmenti mysi, od 21. DPI u mysi infikovanych C. muris TS03 a od 28. DPI
u mysich s infekci C. muris CB03. U tohoto kmene byl navic zaznamenan vyssi pocet
CD8+ T-lymfocytii oproti CD4+ T-lymfocytim a nejvyssi piitomnost IELs ve
sliznici zaludkti byla pozorovana 28. DPI, kdy bylo dosazeno mnozZstvi
25,3x10° CD8+ a 16,3x10° CD4+ T-lymfocyti. V zaludcich mysi s infekei TS03 bylo
nejvétsi mnozstvi IELs zaznamendno rovnéz28. DPI (18,4x10° CD8+ a
19,7x10° CD4+ T-lymfocytd), ackoliv vtento den byla vétsina mysi uZ z infekce
vyléena a zadné oocysty detekovany vtrusu uZz nebyly (Graf 1). Mnozstvi
v6 T-lymfocyth se také zvySovalo od 7. DPI, signifikantni rozdil oproti negativni
kontrole byl prokazan pouze 28. a 35. DPI (P<0,01), jejich maximalni pfitomnost ve
sliznicich Zaludka mysi infikovanych C. muris CB03 (1,3x10%) a TS03 (2,2x10%) byla
pozorovana rovnéz 28. DPI (Graf 2A a 3A).

Béhem primarni infekce nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi

C. muris CB03 a TS03 v mnozstvich IELs v zaludcich infikovanych BALB/c mysi.

4.1.1.3 VySetfeni spenocytii a detekce cytokinii

Ve slezindch neinfikovanych mysi (negativni kontrola) byl pritokovym cytometrem
detekovan pomér mezi CD4+ a CD8+ T-lymfycyty 1,8:1 (7x10° CD4+ a
3,8x10° CD8+ T-lymfocytir), ktery se béhem priméarni infekce mysi obéma pouzivanymi
kmeny C. muris zménil na 1,1:1 28. DPI. Maximalni zaznamenané mnozstvi
T-lymfocyti bylo u obou kmeni stejné (52x10° bungk). Pritomnost y5 T-lymfocytil ve
slezing byla rovnéz zaznamendna, ovSem jen ve velmi malém mnozstvi (Graf 2C a 3C).

ELISA test prokazal pritomnost IFN-y v primarnich kulturdich splenocytu.
U neinfikovanych myS$i dosdhla naméfend hodnota koncentrace 0,1 ng/ml a béhem

infekce mysi C. muris CB03 a TSO03 se jeji hodnota mirné zvysila, av§ak ani u jednoho
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kmene nedoslo k prekroceni hodnoty 0,5 ng/ml (Graf 2E a 3E). Produkce IL-10

v ex Vivo kulturach spenocytti nebyla zaznamenana.
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Graf 2. Experimentalni infekce BALB/c mysi Cryptosporidium muris CB03;

Pocet bunék Poéet bunék

[ng/mi]

(A) Migrace T-lymfocytl do zaludecni sliznice v prub¢hu primarni infekce; (B) Migrace T-lymfocytti do
zaludku v prubéhu reinfekce; (C) Pocet T-lymfocyti ve slezin€ v priibéhu primarni infekce; (D) Pocet T-
lymfocytd ve sleziné v pribéhu reinfekce; (E) Koncentrace IFN-y v ex vivo kulturdch splenocyti v
prubéhu primarni infekce; (F) Koncentrace IFN-y v ex vivo kulturach splenocytll v pribéhu reinfekce;

DPI — dny po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci; NK — negativni kontrola
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Graf 3. Experimentalni infekce BALB/c mysi Cryptosporidium muris TS03;

(A) Migrace T-lymfocyti do Zalude¢ni sliznice v prub&hu primarni infekce; (B) Migrace T-lymfocytt do
zaludku v prubéhu reinfekce; (C) Pocet T-lymfocytu ve sleziné v priab&hu primarni infekce; (D) Pocet T-
lymfocyti ve sleziné v prubéhu reinfekce; (E) Koncentrace IFN-y v ex vivo kulturach splenocytd v
prubéhu primarni infekce; (F) Koncentrace IFN-y v ex vivo kulturach splenocytil v priubéhu reinfekcee;
DPI — dny po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci; NK — negativni kontrola

4.1.2 Reinfekce

4.1.2.1 Pribéh infekce

Koprologickym vySetfenim nebyla zaznamenana pfitomnost oocyst v trusu BALB/c
mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03, coz ukazuje na ziskani rezistence
experimentalnich zvifat kreinfekci (Graf 1). Tyto vysledky byly potvrzeny
i histologickym vySetfenim, které neprokdzalo pfitomnost vyvojovych stadii a

makroskopické a mikroskopické zmény ve sliznicich zlaznatych ¢asti Zaludkt.
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4.1.2.2 Vysetieni Zaludecnich IELs

Vyznamné (P<0,01) zvySend mnozstvi IELs oproti negativni kontrole byla
pozorovana v zalude¢nim epitelu 90. DPI (=0. DPRI). AvSak celkové mnozstvi
migrujicich CD4+ a CD8+ T-lymfocyti do zaludecni sliznice bylo béhem reinfekce
niz$i ve srovnani s mnozstvim aff T-lymfocyti béhem primérni infekce a rovnéz nebylo
zjisténo statisticky vyznamné zvySeni pfitomnych of T-lymfocyti oproti 0. DPRI
(Graf 2 a 3). Zatimco maximalni pfitomnost zalude¢nich IELs v zaludku C. muris CB03
infikovanych mysi byla zaznamendna 14. DPRI (5,1x10° CD4+ a
4,3x10° CD8+ T-lymfocytt), mysi infikované C. muris TS03 dosahly maximalniho
mnoZstvi uz 7. DPRI (5,3x10° CD4+ a 2,4x10°> CD8&+ T-lymfocyti).

V kontrastu s primarni infekci, mnozstvi yd T-lymfocyti se béhem reinfekce
vyznamné¢ zvySilo (P<0,01) od 7. DPRI a maximéni pfitomnost v zaludecnim epitelu
byla zaznamenana 14. DPRI (2,9x10° v C. muris CB03 a 3,1x10° v C. muris TS03
infikovanych mysi) (Graf 2B a 3B).

4.1.2.3 Vysetieni splenocytii a detekce cytokini

Zvysena mnozstvi T-lymfocyti ve slezin€ zaznamenana 42. DPI byla pozorovana i
90. DPI (=0. DPRI) a béhem reinfekce nebyly pozorovany vyznamné zmeény
v zastoupeni jednotlivych subpopulaci T-lymfocytd. Pomér CD4+/CD8+ T-lymfocytl
se zménil na 1,6:1 a zastoupeni Y T-lymfocyti bylo opét velmi nizké v celém pribéhu
reinfekce (Graf 2D a 3D)

Koncentrace IFN-y zaznamenana 42. DPI pietrvavala az do 90. DPI (=0. DPRI) a
vyrazné (P<0,01) zvySeni produkce IFN-y bylo pozorovéno od 5. DPRI s maximdalni
dosazenou koncentraci 9,8 ng/ml 11. DPRI u mysi reinfikovovanych C. muris CB03 a
10,7 ng/ml 14. DPRI u experimentalnich zvitat s reinfekci C. muris TS03 (Graf 2F a
3F). Podobné jako béhem priméarni infekce, produkce IL-10 nebyla prokazana.
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4.2 Experimentalni infekce BALB/c mysi Cryptosporidium

andersoni LI03

4.2.1 Primarni infekce
4.2.1.1 Pribéh infekce

Dle ptedpokladii nebyla zaznamenana ptitomnost oocyst C. andersoni LI03 v trusu
infikovanych BALB/c mysi (Graf 1) a histologické vySetieni sliznic zlaznatych Casti
zaludkd rovnéz neprokazalo ptitomnost vyvojovych stadii C. andersoni LI03. Tyto

vysledky ukazuji, ze mysi nebyly vnimavé k infekci izolatem C. andersoni L103.

4.2.1.2 VySetieni Zaludecnich IELs

Ackoliv tedy vitbec nedoslo k zachyceni oocyst v Zalude¢ni sliznici experimentalnich
my$i, byl zaznamenan nariist obou subpopulaci afy T-lymfocytl oproti kontrolnim
zdravym mysSim.

Zvysena mnozstvi CD4+ T-lymfocytt v zaludecni sliznici byla statisticky prukazna
(P<0,05) pouze 21. a 28. DPI a nejvyssiho mnozstvi téchto bunck v epitelu zaludku
(5,3x10%) bylo dosazeno 35. DPI. Detekce CD8+ T-lymfocyti ukézala statisticky
vyznamnou migraci (P<0,05) do zaludkti 28. a 35. DPI a nejvyssi pfitomnost ve
sliznici zaludkd byla zaznamenana také 35. DPI v mnozstvi 1,5%x10° CD8+ T-lymfocyti
(Graf 4).

Celkové mnozstvi oaff T-lymfocyti migrujicich od Zalude¢ni sliznice mys$i
infikovanymi oocystami C. andersoni LIO3 dosahovalo statisticky vyrazné nizsich
hodnot (P<0,05) od 14. DPI az do konce primarni infekce (42. DPI) v porovnani
s infekcemi C. muris CB03 a TSO03 .

4.2.1.3 Vysetieni splenocytii a detekce cytokini

Pomér mezi CD4+ a CD8+ T-lymfocyty 1,8:1 (7x10° CD4+ a
3,8x10° CD8+ T-lymfocytd), detekovany ve slezinach neinfikovanych mysi, se po
podani oocyst C. andersoni LI03 zménil na 1,2:1 35. DPI. Nejvyssi namétena hodnota
T-lymfocytii ve slezing byla 50x10° bun&k (Graf 4).

ELISA testem byla prokdzana ptitomnost IFN-y v primarnich kulturach splenocyti
kontrolnich mysi v koncentraci 0,1 ng/ml. Po infikovdni mySi oocystami
C. andersoni LI03 se jeho koncentrace prikazné (P<0,05) zvysila od 21. DPI az
do 42. DPI. Nejvyssi koncentrace IFN-y byla naméfena 21. DPI a dosahla hodnoty
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1,2 ng/ml (Graf 4). Porovnani s naméfenymi hodnotami koncentraci [IFN-y v primarnich
kulturach splenocytii mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03 ukazalo statisticky
vyznamny rozdil (P<0,01) od 21. DPIL.

Piekvapivé byla také vex vivo kulturach splenocyti z mysi infikovanych
C. andersoni LIO3 zaznamenana produkce IL-10, coZz vyrazné¢ kontrastuje
s nepfitomnosti tohoto cytokinu v primarnich kulturach splenocyti z my$i infikovanych
C. muris CB03 a TS03. V ex vivo kulturach splenocyti neinfikovanych mysi nebyla
zaznamenana piitomnost IL-10, ovSem u infikovanych mysi byla od 7. DPI zjisténa
produkce IL-10 a jeho nejvyssi koncentrace (0,9 ng/ml) byla naméfena 14. DPI
(Graf 4).
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Graf 4. Experimentalni infekce BALB/c mysi Cryptosporidium andersoni L103;

(A) Migrace T-lymfocytt do Zalude¢ni sliznice v prubéhu primarni infekce; (B) Pocéet T-lymfocytd ve
sleziné v priubéhu primarni infekce; (C) Koncentrace IFN-y a IL-10 v ex vivo kulturach splenocytl v
priabéhu primarni infekce; DPI — dny po primarni infekci; NK — negativni kontrola
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S. DISKUZE

Dosud jsou popsany pouze dva druhy kryptosporidii parazitujici v Zaludku savci,
C. muris a C. andersoni, u kterych ale predchozi studie prokazaly vnitrodruhovou
variabilitu.

Délka prepatentni a patentni periody pii infekci C. muris a C. andersoni je zavisla
na infekéni davce, hostiteli a kmenu ¢i izolatu. Napft. pii infekci imunokompetentnich
mysi kmenem C. muris RN 66 byla pozorovana délka prepatentni periody 5 dni a
patentni periody 34-75 dni (Iseki a kol. 1989). Podobné¢ mysi infikované izolatem
C. muris MCR mély prepatentni periodu 5-12 dni a patentni periodu 34-75 dni
izolati C. andersoni je pro Mus musculus neinfekéni (Lindsay a kol. 2000), zatimco
izolat C. andersoni Kawatabi byl uspé$né¢ pouzit k infekci Mus musculus SCID;
prepatentni perioda v tomto piipad¢ trvala 14 dni a u experimentalnich mysi se
rozvinula celozivotni chronicka infekce (Satoh a kol. 2003).

Ackoliv ptedchozi experimenty odhalily riznou hostitelskou specifitu a molekularni
rozdily mezi C. muris CB03 a TS03 (Kva¢ a kol. 2008) a tato studie potvrdila i
prukazny rozdil v délce patentni periody, zddné vyznamné rozdily v aktivaci bunécné
imunitni odpovédi nebyly pozorovany mezi pribehy infekci témito dvéma izolaty na
BALB/c mysich.

Nezbytnd uloha bunétné imunity v piekonani infekce C. parvum je dobie
zdokumentovana (Heine a kol. 1984, Ungar a kol. 1990, 1991, Riggs 2002) a
vyvoji imunity i v piipadé infekce C. muris (McDonald a kol. 1992, 1994, Tilley a kol.
1995). Vysledky deple¢nich studii (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol. 1992) a
experimenty na mysich deficientnich pro MHC II (Aguirre a kol. 1994) vedly k zavéru,
7ze schopnost mySi kontrolovat infekci C. muris je spojena s pfitomnosti
CD4+ T-lymfocytl ve stievni sliznici a jejichz dilezitou funkci je produkce IFN-y v
misté infekce (McDonald a kol. 1992, Culshaw a kol. 1997).

Piestoze C. muris osidluje vyhradné zlaznatou ¢ast zaludku, vyvoj imunitni
odpovédi nikdy nebyl studovan v této casti GIT s vyjimkou této prace. Infikované mysi
vyvijely bunéénou imunitni odpovéd’, kterd vedla k jejich uzdraveni béhem primarni
infekce a k jejich nasledné kompletni rezistenci k reinfekci stejnym izolatem C. muris.

Tyto vysledky jsou v souladu s pfedchozimi studiemi (McDonald a kol. 1992,
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Tilley a kol. 1995). NaSe experimenty také ukazaly velmi blizky vztah mezi migraci
T-lymfocyti do Zaludec¢niho epitelu a vyvojem specifické imunity proti Zzalude¢nim
kryptosporidim.

Vzhledem k neinfekénosti C. andersoni LIO3 pro mysi nebyly dosud provedeny
7zadné experimenty popisujici vyvoj imunitni odpovédi k C. andersoni. V této studii
bylo prokézano, Ze se po podani oocyst imunokompetentnim BALB/c mySim vyviji
bunéénd imunita, 1 kdyZ migrace T-lymfocyti do zalude¢ni sliznice neni tak masivni
jako béhem primarni infekce izolaty C. muris a pribéh infekce mysi C. andersoni L103
byl o 7 DPI pomalejsi. Aktivace imunitniho systému v nevnimavém hostiteli mtize byt
zpusobena probéhnutim ¢asti vyvojového cyklu C. andersoni v Zzaludeéni sliznici, ktery
byl pferuSen kviili nevhodnym podminkam ¢i imunitni odpovédi nevnimavého hostitele.

Oproti  stfevni  sliznici,  ktera  obsahuje  vysoké  mnozstvi  IELs
(10-20 IELs/100 epitelidlnich bun¢k) (Janeway a kol. 2005) z divodu ptitomnosti
Peyerovych plakl, zaludek neinfikovanych kontrolnich mysi obsahoval velmi malé
mnozstvi IELs (755,4+163,2 IELs/zaludek). V Zalude¢ni sliznici my$i infikovanych
C. muris CB03 a TS03 byly béhem primarni infekce pozorovany vyrazné zmény
v poméru CD4+ a CD8+ T-lymfocytti v zalude¢nim epitelu az na 0,6:1 (C. muris CB03)
a 1,1:1 (C. muris TS03). Zarovenn se mnohonasobné zvysila mnozstvi CD4+ a
CD8+ T-lymfocyth (600x a 1300x) ve srovnani s negativni kontrolou.

Nejvyrazn€jsi zmeény poméru ve prospéch CD4+ T-lymfocytd  vici
CD8+ T-lymfocytim (3,5:1) byly pozorovany po infikovani mysi C. andersoni LI03,
avSak celkova mnozstvi CD4+ T-lymfocyti se zvysila pouze 180% a CD8+ T-lymfocyta
dokonce pouze 90x.

Tyto data naznacuji, ze CD8+ T-lymfocyty pfispivaji k imunitni kontrole pfi
zalude¢ni kryptosporididéze. Tato hypotéza je podpoiena i studii McDonalda a kolegt
(1994), kde podani anti-CD8 protilatek BALB/c my$im infikovanym C. muris vedlo ke
zvySeni intenzity infekce oproti infikovanym mysim, kterym podana protilatka nebyla.
Naproti tomu, Leav a kolegové (2005) ukazali, ze CD8+ T-lymfocyty pravdépodobné
maji potencidlni ochrannou roli v imunitni odpovédi imunokompetentnich mysi proti
infekci C. parvum na zakladé migrace CD8+ T-lymfocytt do stfevni sliznice.

Izolat C. muris shodny s izolatem pouzitym k primarni infekci nebyl schopen
reinfikovat imunokompetentni BALB/c mysi, coz odpovida piedeSlym publikovanym
vysledkim (McDonald a kol. 1992, 1994; Kva¢ a kol. 2009). Pocet T-lymfocyti

pritomnych v zalude¢nim epitelu béhem reinfekce byl velmi nizky ve srovnani
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s primarni infekci. Béhem reinfekce se mnozstvi T-lymfocyth v zaludeénim epitelu
zvysilo pouze 2x (C. muris CB03) nebo 2,5x (C. muris TS03). Subpopulace
v6 T-lymfocyt byla ale v zaludecni sliznici pfitomna v 6,1x vét§Sim mnoZzstvi oproti
primarni infekci.

Funkce yo T-lymfocytl neni dosud zcela objasnéna, ptedpoklada se, ze by mohly
byt zapojeny ve zprostfedkovani vrozené i adaptivni imunity, prezentace antigenu jinym
T-lymfocytim a Ze snizuji zéanétlivou odpovéd’ (Born a kol. 2006). Jejich roli pfi
kryptosporidioze sledoval Eichelberger a kolegové (2000) a dokazali, Ze po infikovani
mysi, které byly deficientni pro aff T-lymfocyty, se zvysi mnozstvi yd T-lymfocyti v
lamina propria, které piispé&ji k ochrané proti infekci C. parvum. Na zaklad¢ tohoto
experimentu se predpokladda, ze yd T-lymfocyty se Uc€astni imunitni odpovédi proti
kryptosporididze, ale pro vyléceni jsou nezbytné CD4+ a CD8+ T-lymfocyty.

Detekci cytokinti byla zaznamenana velmi nizkd produkce IFN-y v prubéhu
primarni infekce, zatimco béhem reinfekce doSlo k vyraznému zvySeni koncentrace
IFN-y (22x), coz muze byt zplsobeno ptfitomnosti pamétovych T-lymfocytd, které
umoznily rychlejsi specifickou imunitni odpovéd’. Po infikovani mysi C. andersoni
LI0O3 bylo rovnéz pozorovano zvySeni hladiny IFN-y v ex vivo kulturach splenocytii a
jeho koncentrace byla 2,2x v¢tsi nez u mysi béhem primarni infekce C. muris CB03 a
TS03, coz spole¢né s faktem, ze izolat C. andersoni LI03 neni infekéni pro mysi vede
k vaze o vyznamu IFN-y v imunitni odpovédi proti kryptosporidiéze. Podobného
vysledku bylo dosazeno experimenty na mysich se zhorSenou funkci IFN-y, které mély
a kol. 2009).

Moznost kontroly infekce C. muris vyzadujici soucasnou piitomnost IFN-y a
CD4+ T-lymfocytt byla prokdzana adoptivnimi ptenosy IELs (McDonald a kol. 1996,
Culshaw a kol. 1997). Nicméné Leav s kolegy (2005) prokazali, Ze IFN-y produkovany
CD8+  T-lymfocyty vpopulaci sttevnich IELs zabrafiuje = rozmnoZzovani
C. parvum v poc¢ate¢nich stadiich infekce imunokompetentnich mysi.

Vsechny vyse uvedené poznatky vedou k zavéru, ze béhem kryptosporididozy se
vyviji bunéénd imunitni odpoveéd’ zaloZzena na T-lymfocytech a Ty, cytokinech, zejména
IFN-y. Navic, absence produkce IL-10, ktery patii mezi Ty, cytokiny, v ex Vivo
kulturach splenocytti mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03 a pokles hladiny IL-10
po vyrazném zvySeni koncentrace IFN-y béhem infekce C. andersoni LI03 ukazuje, ze

humoralni odpovéd’ zalozend na Ty, cytokinech pravdépodobné nehraje dilezitou roli
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v eliminaci parazita a vytvoreni rezistence hostitele proti kryptosporidiové infekci, coz
odpovida predeslym poznatklim (Taghi-Kilani a kol. 1990, McDonald a kol. 1992, Chen
a kol. 2003).

Na zékladé vysledkii této studie lze konstatovat, ze protektivni imunita proti
zaludecnim kryptosporidiim savcii je zalozena na Ty imunitni odpovédi a
charakterizovana zvySenou migraci T-lymfocytli do sliznice Zaludku a produkci IFN-y.
Navic CD8+ T-lymfocyth hraji pravdépodobné v imunitni odpovédi proti
i vysledky piedb&znych experimentéi na CD8”" mysich, které nebyly schopny piekonat
infekei C. muris v priabéhu 90 dni po infekci (nepublikovana data).

OvSem neni dosud znamo, jaky je pfesny mechanismus ptisobeni T-lymfocytl na
imunitni bunky. CD4+ T-lymfocyty, které maji podle dosud publikovanych poznatkl
zasadni vyznam pro kontrolu kryptosporidiozy (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol.
1992, 1994, Tilley a kol. 1995), mohou produkovat Ty; cytokiny a tim zplisovat
infiltraci zanétlivych bunék. Jejich dalsi moznou funkei je aktivace CD8+ T-lymfocyti,
které pravdépodobné specificky zabiji infikované buiky. AvSak piesné pilisobeni
CD8+ T-lymfocytd v imunitni odpovédi béhem kryptosporididzy je dosud nejasné,
nejpravdépodobnéjsim mechanismem se jevi cytotoxické plisobeni na infikovanou
buiiku a indukce apoptotdzy systémem perforin-granzymy, popi. plisobenim pies Fas
receptory. Jinou moznosti je opét produkce cytokini (IFN-y, TNF-o, TNF-B).
Cytoxicky nicit infikované buiiky jsou také schopny CD4+ T-lymfocyty, které¢ navozuji
lyzu buniky vazbou ptes Fas receptory (Janeway a kol. 2005).

VSechny vySe uvedené mozZnosti plsobeni T-lymfocyti a cytokinli na bunky

infikované Zzaludecnimi kryptosporidiemi budou pfedmétem naseho dalsiho studia.
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6. ZAVERY

Béhem primarni infekce BALB/c mysich infikovanych C. muris CB03 a TS03 byly
zaznamenany histopatologické zmény v zaludec¢ni sliznici a pfitomnost oocyst v trusu.
Statisticky vyznamné rozdily v prubéhu infekci mezi témito dvéma riznymi izolaty
byly pozorovany pouze v délce patentni periody, prepatentni perioda nebyla odli$na.
Béhem reinfekce nebyly zaznamendny zadné histopatologické zmény v zaludeéni
sliznici a rovnéz nedochézelo k vylucovani oocyst.

V pribéhu primarni infekce BALB/c mysi zalude¢nimi kryptosporidiemi C. muris
CBO03 a TS03 probihala vyrazna migrace T-lymfocyti, zejména CD8+ T-lymfocytt, do
mista infekce. Pfi reinfekci byla migrace pozorovana také, ale T-lymfocyty byly
v zaludku pfitomny v men§im mnozstvi. Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
infekcemi mys$i témito dvéma izolaty nebyly zjistény.

Nizka produkce INF-y byla zaznamenana b&éhem primarni infekce vex Vvivo
kulturach splenocyti z mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03 béhem primarni
infekce, ktera se ale v pribchu reinfekce vyrazné zvysila. Statisticky vyznamny rozdil
v produkci INF-y my$mi infikovanymi izolaty C. muris CB03 a TS03 nebyl zjistén.
Produkce IL-10 vex vivo kulturach splenocyti zmySi infikovanych
C. muris CB03 a TS03 nebyla zaznamenana.

Po infikovani mysi C. andersoni LI03 nebyla pozorovana ptitomnost oocyst v trusu
ani histopatologické zmény ve sliznici zaludku. Po podani oocyst C. andersoni LI03
BALB/c mysim byla prokazana migrace T-lymfocyti do Zalude¢niho epitelu, ktera byla
statisticky vyznamné niz$i nez u mysi infikovanych C. muris CB03 a TS03.

Statisticky vyznamné¢ vyssi produkce INF-y byla zaznamenana v ex vivo kulturach
splenocytd u mysi infikovanych C. andersoni LIO3 oproti mySim b&éhem primarni
infekce C. muris CB03 a TS03. Ptekvapivé byla detekovana i produkce IL-10 v ex vivo

kulturach splenocytii u mysi po infekci C. andersoni L103.
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