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1. UVOD
1.1 BIOLOGIE RODU CRYPTOSPORIDIUM

Rod Cryptosporidium zahrnuje celosvétové rozsifené jednobunééné oportunni parazity
infikujici epitelidlni buniky zejména gastrointestinalniho traktu (GIT) fady obratlovcl véetné

¢loveéka a hospodaiskych ¢i domacich zvitat (O 'Donoghue 1995).

1.1.1 Historie

Prvni zdokumentovana zminka o kryptosporidiich pochézi z roku 1907 (Tyzzer 1907),
kdy Ernest Edward Tyzzer identifikoval parazita nejistého taxonomického zafazeni
ve Zlaznaté ¢asti zaludku mysi a pojmenoval ho Cryptosporidium muris. O dva roky pozdg&ji
pak detailné popsal vSechna morfologickd stadia tohoto parazita a jeho patogenitu
v zaludeCnich zlazach laboratorni myS$i. Zaroven navrhl novy rod Cryptosporidium
a C. muris jako typovy druh tohoto rodu (Tyzzer 1910). V roce 1912 byl popsan dal$i druh
patiici do rodu Cryptosporidium, C. parvum, parazitujici v tenkém stfevé laboratorni mysi,
ktery se vyznacuje mensimi oocystami (Tyzzer 1912). Kryptosporidie nebyly v té dobé
povazovany za nikterak ekonomicky, lékaisky ¢i veterindrn€ vyznamné a nebyl proto
provadén zadny intenzivni vyzkum (Wetzel 1938). Zajem o tyto parazity dramaticky vzrostl
po prvnich prokazatelnych kryptosporidiovych infekcich lidi (Nime a kol. 1976, Lasser
a kol. 1979, Weisburger a kol. 1979) a zejména v diisledku masivni epidemie zpisobené
kontaminaci vodniho zdroje v Milwaukee (Wisconsin, USA), kdy bylo postizeno vice
nez 400 000 osob (Mac Kenzie a kol. 1994). Tyto udalosti podnitily studium biologie rodu
Cryptosporidium, zejména s dirazem na detekci riznych vyvojovych stadii kryptosporidii

v prostiedi a u nejriiznéjsich hostiteld, prevenci a 1é¢bu onemocnéni.

1.1.2 Taxonomie a hostitelska specifita

Rod Cryptosporidium je jednou z bazalnich linii kmene Apicomplexa, v némz byl
puvodné fazen do tfidy Coccidea (Corliss 1994, Fayer a kol. 1997). Na zakladé
fylogenetické analyzy genu kodujiciho RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) je
rod Cryptosporidium povazovan za soucast tiidy Gregarinea (Carreno a kol. 1999), s niz ho
poji spolecna neptitomnost plastidového genomu (Zhu a kol. 2000) a antigenni piibuznost
zjiSt€na monoklonalnimi protilatkami (Bull a kol. 1998). Jejich spole¢né postaveni na bazi
kmene Apicomplexa (Carreno a kol. 1999) podporuji fylogenetické studie genomt rtiznych
druht ztadu Apicomplexa (Kuo a kol. 2008). Mezi dalsi spole¢né znaky gregarin



a kryptosporidii patii také morfologickd stavba organel slouzicich k ptichyceni k hostitelské

bunce (Valigurova a kol. 2007).

Na zakladé¢ morfologie oocyst, lokalizace vyvojového cyklu, hostitelské specifity

a molekularnich rozdili je v sou¢asné¢ dobé uznavano celkem 24 platnych druhii patiicich

do rodu Cryptosporidium (Tabulka 1). Je popsano ale i mnoho genotypl, u kterych je

ptedpoklad budouciho uznani jako samostatné druhy (Xiao a kol. 2004b, Chacin-Bonilla
2007, Plutzer a Karanis 2009).

Tabulka 1. Seznam platnych druhti rodu Cryptosporidium

Druh Hostitel Lokalizace

C. andersoni Lindsay a kol., 2000 skot slez

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

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

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

C. cuniculus Robinson a kol., 2010 kralici tenké stievo

C. fayeri Ryan a kol., 2008 klokani stievo

C. felis Iseki, 1979 kocky tenké stievo

C. fragile Jirka a kol., 2008 obojzivelnici zaludek

C. galli Pavlasek, 1999 ptaci Zlaznaty zaludek

C. hominis Morgan-Ryan a kol., 2002 ¢lovek tenké stievo

C. macropodum Power a Ryan, 2008 klokani sttevo

C. meleagridis Slavin, 1955 ptaci tenké stfevo
(S:i-tjrz?]lgrlig d?lg’arzeoz(;gelhtero a ryby zaludek, tenké stfevo
C. muris Tyzzer, 1907 hlodavci zaludek

C. parvum Tyzzer, 1912 savci tenké stievo

C. ryanae Fayer a kol., 2008 skot stfevo

C. scophthalmi Alvarez-Pellitero a kol., 2004  platys sttevo

C. serpentis Levine, 1980 plazi zaludek

C. suis Ryan a kol., 2004 prasata zaludek, tlusté stievo
C. tyzzeri Ren a kol., 2011 mysi tenké stfevo

C. ubiquitum Fayer a kol., 2010 skot stfevo

C. varanii Pavlasek a kol., 1995 plazi zaludek, tenké stfevo
C. wrairi Vetterling a kol., 1971 morcata tenké stfevo

C. xiaoi Fayer a Santin, 2009 ovce stievo

V ramci rodu Cryptosporidium Ize rozlisovat dvé monofyletické, morfologicky odlisné

linie dle lokalizace oocyst v hostiteli: stfevni a Zaludecni kryptosporidie (Xiao a kol. 2004b).

Druhy lokalizované ve stfevé maji mensi a kulaté oocysty (napt. C. parvum 5 x 4,5 pm,

Tyzzer 1912). Naproti tomu zaludeéni druhy maji oocysty vétsi a ovalné (napi. C. andersoni

2.



8,4 x 6,2 um, Lindsay a kol. 2000). Vyjimku tvoii C. baileyi infikujici ptaky, které je
morfologicky podobné zalude¢nim kryptosporidiim, ale je lokalizovano v dychacim ustroji

a v burze Fabricii (Current a kol. 1986, Morgan a kol. 2001).

1.1.3 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Obrazek 1) je monoxenni (Fayer a kol. 1997,
Thompson a kol. 2005) a probiha v epitelidlnich bunkach GIT (Current a Blagburn 1990),
kde jsou vyvojova stadia charakterizovana jako epicelularni, coz znamena, ze paraziticka
vyvojova stadia jsou ukryta v parazitofornim vaku vytvofeném zvnéj§i mikrovilarni
membrany hostitelské buniky (Valigurova a kol. 2008).

K ptenosu oocyst dochazi fekalné-oralni cestou. Po pozieni oocyst v kontaminované
vodé ¢i potravé dochazi k jejich excystaci a uvolnéni infek¢nich stadii, sporozoitd, kteii
infikuji buniky stfevniho epitelu a méni se na trofozoity uzaviené v parazitofornim vaku
(Elliott a kol. 2001). Zde probiha dé€leni jadra a asexudlni rozmnoZovani, tzv. merogonie.
Vznikaji dva typy merontl, vyjimkou je druh C. baileyi, ktery tvofi tfi typy merontl
(Current a kol. 1986).

Meronti 1. typu vytvaii 6 — 8 merozoitli a mnozi se asexualné, zatimco meronti 1. typu
vstupuji do sexualni faze (tzv. gametogonie) a vytvaii pouze 4 merozoity (Aydin 1997).
Meronti II. typu napadaji builky hostitele a transformuji se ve dvé sexudlni stadia,
vicejaderné mikrogamonty tvoiici mikrogametocyty a jednojaderné makrogamonty, které
dale vytvaii makrogametocyty. Z mikrogametocytll vznikaji pohyblivé mikrogamety, které
migruji a oplodiiuji makrogamety vzniklé pfeménou makrogametocytli a vznikd zygota.
Zygota prochazi endogenni sporulaci (tzv. sporogonie) a méni se v oocystu, ve které se tvori
Ctyfi sporozoiti. Vzniklé oocysty jsou dvojiho typu: silnosténné (80 %) a tenkosténné
(20 %). Silnosténné oocysty trusem opousti télo hostitele a jsou bezprostfedné schopny
infikovat dal§iho hostitele. Tenkosténné oocysty slouzi k tzv. autoinfekci, kdy excystuji
v ptvodnim hostiteli a uvolnéni sporozoiti napadaji dalsi epitelidlni bunky v GIT (Tyzzer
1910, 1912, Uni a kol. 1987, Current 1988)

Zalude¢ni druhy kryptosporidii maji vyvojovy cyklus odli§ny, protoZe poziené oocysty

ey e
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Obrazek 1. Schematické znadzornéni zivotni cyklu kryptosporidii (Fayer 2008)

1.1.4 Klinické projevy onemocnéni

Onemocnéni zplsobené parazity rodu Cryptosporidium (tzv. kryptosporidioza) je fazeno
mezi oportunni parazitdzy a zoondzy. Klinické projevy tohoto onemocnéni zavisi
na imunitnim stavu hostitele a lokalizaci parazita v hostiteli. U imunokompetentnich
1 imunodeficientnich jedinci byva hlavnim symptomem infekce kryptosporidiemi
s lokalizaci v tenkém stfevé akutni vodnaty prijem zplisobeny poSkozenim stfevnich bunék
(Sterling a kol. 1986), ktery se ale ne vzdy musi projevit (Pettoelo-Mantovani a kol. 1995,
Turkcapar a kol. 2002, Houpt a kol. 2005). Mohou byt pifitomny i kiecovité bolesti
v abdominalni oblasti, nechutenstvi, nausea, horecka, malatnost, inava a zvysené poceni
(Fayer 2003, Thompson 2005). Pokud je mistem infekce tlusté stfevo, onemocnéni probiha
bez typickych symptoml (Vitovec a kol. 2006). Kryptosporidiéza zplisobena zalude¢nimi
kryptosporidiemi probiha rovnéz asymptomaticky, pouze v n¢kolika malo piipadech byly
popsany ptiznaky spojené s kachexii (Anderson 1987, Pospischil a kol. 1987).
U imunokompetentnich pacienti dochéazi vétSinou k samovyléceni, tzv. ,,self-cure® (Chappel
a kol. 1999, Xiao a kol. 2004a).

U imunodeficientnich jedinci byva onemocnéni chronické, velmi casto spojené

s diseminaci infekce do dalSich organt, naptf. do respiracniho traktu, slinivky C¢i
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do mocového méchyte (Current a Garcia 1991, Fayer a kol. 1997). Kone¢ny pribéh infekce
zavisi na stupni imunodeficience (Flanigan a kol. 1992). Bez vhodné terapie miize mit
onemocnéni ndsledkem dehydratace a malnutrice fatdlni nésledky, obzvlasté u HIV
pozitivnich pacientti, pro které kryptosporididéza piedstavuje vysoké riziko (Navin a Hardy

1987, Blanshard a kol. 1992, Manabe a kol. 1998).

1.1.5 Epidemiologie

K pfenosu oocyst dochazi fekalné-oralni cestou a moZnost pifenosu je omezena
hostitelskou specifitou parazita. Oocysty mohou byt pieneseny bud’ pfimym kontaktem
s nakazenym jedincem nebo pozienim kontaminované potravy ¢i vody (Newman a kol.
1994, Fayer a kol. 2000, Cacci6 2005, Gait a kol. 2008).

Oocysty maji vysokou zivotaschopnost a jsou diky své struktuie velmi odolné.
Ve vné¢jSim prostiedi (ve vode€) jsou schopny piezivat az 140 dni (Ramirez a kol. 2004)
a odolavaji klasickym dezinfekénim tupravam vody vcetné chlorovani (Dolejs 2004,

Domenéch-Sanchez a kol. 2008).

1.2 ZALUDECNI KRYPTOSPORIDIE SAVCU

V soucasné dobé¢ jsou zndmy pouze dva druhy kryptosporidii parazitujici v zaludecnich
zlazach savct, C. andersoni a C. muris, u nichz byla dosud popsana tada izolatt, odlisujicich
se zejména Vv hostitelské specifité (Tyzzer 1910, Lindsay a kol. 2000, Morgan a kol. 2000,
Xiao a kol. 2004a, Kvac a kol. 2007, 2008, 2009, Kodadkova a kol. 2010, Feng a kol. 2011).
ProtoZe hostitelské specifita je jednim ze zakladnich znakl odliSujicich od sebe jednotlivé
druhy (Xiao a kol. 2004a), ptredpoklada se, ze oba zalude¢ni druhy parazitujici u savci
predstavuji komplex skrytych druhd, stejné jako to bylo prokazano u stfevnich druhi

kryptosporidii (Kvac a kol. 2008).

1.2.1 Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907

Hostitelské spektrum je u viibec prvné popsané kryptosporidie, C. muris (Tyzzer 1907),
mnohem $ir§i nez u piedchoziho druhu C. andersoni. Typickymi hostiteli jsou hlodavci
(Rodentia), zejména z Celedi mySovitych (Muridae). Nicméné C. muris muzeme nalézt

v fad€ rozlicnych hostitelt (Tabulka 2).



Tabulka 2. Pichled hostiteltt Cryptosporidium muris

Hostitel

Prirozena infekce

Experimentalni infekce

Primates

Homo sapiens
Macaca fascicularis
Rodentia

Cavia porcellus
Dolichotis patagonum
Macrotis lagotis
Tachyoryctes splendens
Clethrionomys glareolus
Microtus brandtii
Mesocritecus auratus
Phodopus roborovskii
Phodopus sungorus
Phodopus campbelli
Acomys cahirinus
Apodemus sylvaticus
Mastomys nataliensis
Mastomys coucha
Mus domesticus

Mus musculus

Rattus norvegicus
Meriones unguiculatus
Eutamias sibiricus
Sciurus caroliensis
Lagomorpha
Oryctolagus cuniculus
Carnivora

Felis catus

Canis familiaris

Canis latrans
Pinnipedia

Phoca hispida
Hyracoidea
Procravia capensis
Artiocadtyla
Camelus bactrianus
Capra hircus
Oreamnos americanus
Gazella cuvieri

Ovis aries

Sus crofa

Giraffa camelopardalis
reticulata

Odocoileus heminus

Katsumata a kol. 2000
Dubey a kol. 2002*

Xiao a kol. 2004a
Warren a kol. 2003
Kvac a kol. 2008
Chalmers a kol. 1997

Pavlasek a Lavicka 1995
Lv a kol. 2009
Lv a kol. 2009

Chalmers a kol. 1997
Chalmers a kol. 1997
Tyzzer 1907

Iseki a kol. 1989

Hurkova a kol. 2003
Feng a kol. 2007

Iseki a kol. 1989
Lupo a kol. 2008
Trout a kol. 2006

Santin a kol. 2005

Esteban a Anderson 1995

Ryan a kol. 2005

Rhee a kol. 1998
Valigurové a kol. 2007
Pospischil a kol. 1987*
Rhee a kol. 1998,
Ryan a kol. 2005

Zintl a kol. 2007

Kodadkova a kol. 2010
Deng a Cliver 1999*

Aydin a Ozkul 1996

Hofmannova nepublikovano
Rhee a kol. 1999

Kvac 2008

Neumayerova a Koudela 2008
Kvac a kol. 2007

Koudela a kol. 1998

Aydin a Ozkul 1996

Aydin a Ozkul 1996

* Popsany druh kryptosporidie byl oznacen jako C. muris-like a dosud neni zji§téno, zda se jedna o druh

C. muris nebo C. andersoni



Piestoze ¢loveék neni typickym hostitelem C. muris, pfipady infekce lidi jsou jiz také
znamy (Katsumata a kol. 2000, Tiangtip a Jongwutiwes 2002, Gatei a kol. 2002).

Infekce C. muris neni obvykle provazena klinickymi ptiznaky ani zanétlivymi procesy
v zaludeéni sliznici (Iseki a kol. 1989, Ozkul a Aydin 1994).

Morfologické studie uvadi velikost plné vysporulovanych oocyst C. muris 8,4 (7,5-9,8) x
6,3 (5,5-7,0) um (Iseki 1986). Velikost oocyst C. muris TS03 pouzivanych v této praci byla
8,8 (8,1-9,2) x 6,2 (5,7-6,9) um (Kvac 2008).

1.2.2 Cryptosporidium andersoni Lindsay a kol., 2000

Parazit zrodu Cryptosporidium osidlujici zlazy slezu u skotu byl poprvé popsan az
v roce 1985 (Upton a Current 1985) a protoze byl morfologicky totozny s druhem C. muris
ziskanym z trusu velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus, Anderson 1991), byly tyto
dosud neznamé a pro mysi neinfekéni kryptosporidie oznaceny C. muris-like. Na zakladé
molekularnich analyz a rozdilné hostitelské specifity byl izolat C. muris-like infikujici slez
skotu pozd¢&ji popsan jako samostatny druh a pojmenovan C. andersoni (Lindsay a kol.
2000); druhu infekénimu pro mysi zustal zachovan nazev C. muris. Pravé vnimavost mySich
hostiteld k C. muris byla vedle molekularnich metod povazovana za spolehlivy znak
odliSujici oba druhy zaludecnich kryptosporidii savci az do popisu nového izolatu
C. andersoni Kawatabi, u které¢ho byla prokazana infek¢nost pro mysi (Matsubayashi a kol.
2004, Koyama a kol. 2005, Matsubayashi a kol. 2005). Piehled hostiteli vnimavych
k C. andersoni je uveden v Tabulce 3.

Ackoliv C. andersoni neni béznym druhem vyskytujicim se u lidi, n€kolik nalezl
u ¢lovéka jiz bylo prokazano (Guyot a kol. 2001, Leoni a kol. 2006).

Klinické ptiznaky nejsou u infekce C. andersoni obvykle pfitomny, u skotu vSak byla
prokazana souvislost mezi infekci C. andersoni a poklesem produkce mléka a niz$imi
vahovymi pfiristky (Esteban a Anderson 1995).

Morfologické studie potvrdily, ze rozméry oocyst C. andersoni (8,4 (6,5-10) x 6,2
(4,0-8,0) um) jsou blizké C. muris (Lindsay a kol. 2000), ackoliv jsou znamy jesté velikostné
mensi oocysty C. andersoni (7,4 (6,6-7,9) x 5,6 (5,3-6,5) um), které popsali Upton a Current
(1985).



Tabulka 3. Pichled hostitelt Cryptosporidium andersoni

Hostitel Prirozena infekce Experimentalni 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 2007
Mesocritecus auratus Lv a kol. 2009

Gerbillus gerbillus Ondrackova 2007
Seeketamys calurus Ondrackova 2007
Marmota bobac Ryan a kol. 2003

Phodopus sungorus Lv a kol. 2009

Phodopus campbelli Lv a kol. 2009

Artiocadtyla

Camelus bactrianus Anderson 1991

Bison bonasus Ryan a kol. 2003

Bos taurus Lindsay a kol. 2000

Ovis aries Wang a kol. 2010

1.3 IMUNITNI ODPOVED HOSTITELE PRI KRYPTOSPORIDIOZE

Specifickd imunitni odpovéd’ je dosud jedinym zndmym efektivnim mechanismem
vedoucim k vyléceni hostitele z kryptosporididézy, protoze dosud nebyla popsédna zadna
ucinna terapie (Hommer a kol. 2003). Pravé pochopeni imunitnich procest, které hraji roli
v eliminaci  kryptosporidii, mulze vyznamnou mérou pfispét kobjevu ucinnych
imunoterapeutik.  VétSina  dosud  zndmych  poznatkii o  imunitni  odpovédi
na kryptosporidiovou infekci pochazi ze studii provedenych na C. parvum, stievnim druhu,
ktery je ale vékové specificky a dosp€ld zvifata k nému nejsou vnimava (Tyzzer 1912).
Pravé C. muris, pro které je charakteristickd dlouhd prepatentni a patentni perioda
a absence vekové specifity, predstavuje vhodny model pro studium imunitnich procesii
(McDonald a Bancroft 1993). Vyhodou je snadny chov parazita pasdzemi v hostitelich,
u kterych se vyviji chronickd infekce (napt. krysa mala).



1.3.1 Pfirozena imunita

Pfirozend imunita jako prvni registruje pfitomnost patogend v organismu a zodpovida
nespecifické imunitni odpovédi jsou povazovany NK (natural killer) bunky disponujici
schopnosti produkovat prozanétlivé cytokiny a tim stimulovat antimikrobidlni obranu
v misté infekce. Produkce zanét stimulujicich cytokinti, napt. interferonu y (IFNy), souvisi
s aktivaci dalSich slozek pfirozené imunity, jako jsou makrofagy a granulocyty. NK buiky
mohou rovnéz plisobit cytotoxicky na patologicky pozménéné buiiky organismu. Makrofagy,
stejné¢ jako NK bunky, jsou charakteristické produkci prozanétlivych cytokinii a tim
pfispivaji vyznamnou mérou k zanétu, ktery patii mezi hlavni efektory nespecifické imunity
a naslednému odstranéni patogenid. Jejich dal$i ucinnou slozkou obrany je schopnost
fagocytozy. Granulocyty, zejména eosinofily a neutrofily, jsou rovnéz producenty mediatort
zanétu a disponuji schopnosti fagocytdzy. Vyznamnou slozkou pfirozené imunity je
komplement, jehoz aktivace vede k odstranéni patogenu. K nespecifické imunité fadime
i bunky bez primarnich imunitnich funkci, jako jsou epitelidlni bunky, které jsou také
schopny za urcitych okolnosti sekrece cytokinid. Néktetfi autofi fadi k pfirozené imunité
1 tzv. innate-like lymphocytes (ILLs). Jedna subpopulace ILLs jsou T-lymfocyty exprimujici
na svém povrchu T-bunécny receptor yo (TCRYo), které se nachazi zejména na sliznicich
a o kterych bude uvedeno vice informaci v kapitole 1.3.4.1. Pfirozend imunita sice
nedisponuje tvorbou pamétovych bunek, ale jeji velkou vyhodou je rychlost; na pfitomnost
patogenil v organismu reaguje béhem nékolika minut (Murphy a kol. 2008).

Pii infekci kryptosporidiemi je pfisuzovana podstatnd role NK buikdm a jimi
sekretovanym cytokintim, zejména IFNy, ktery je povazovan za klicovy pii kontrole
kryptosporidiozy (viz kapitola 1.3.5). Recentni studie dokazuje, ze kryptosporididéza u mysi
s deficitem T- a B-lymfocyti ma sice chronicky prubeh, ale intenzita infekce je mnohem
niz8i nez u mysi, které kromé T- a B-lymfocyti navic postradaji NK buiiky. Tyto mysi mély
navic v disledku infekce mnohem vyssi mortalitu. Z téchto vysledki se tedy usuzuje, Ze NK
bunky hraji vyznamnou roli pfi kontrole kryptosporidiézy (Barakat a kol. 2009). Rovnéz
cytotoxicka aktivita NK bun€k je povazovana za uCinny obranny mechanismus pii infekci
kryptosporidiemi. Infekce mysi s nedostatecnou cytotoxickou aktivitou NK bunék (tzv. beige
mutation, Roder a Duwe 1979) prokazala téz$i prab¢h infekce C. parvum oproti zdravym
mySsim (Enriquez a Sterling 1991). Toto tvrzeni bylo podpoteno dalsi studii, kde NK bunky
ziskané z lidské krve mély vyS8i cytotoxicky efekt na in vitro kultivované lidské

enterocytarni buiiky postizené infekci C. parvum (Dann a kol. 2005).



Role granulocyti a monocytd, popt. makrofagli, béhem kryptosporididozy neni dosud
zcela objasnéna. N&kteti autofi tvrdi, Ze neutrofily nemaji Zadny vliv na vyléceni mysi
z kryptosporididzy, coz podporuje i experiment, kdy oSetieni mysi specifickymi protilatkami
proti neutrofilim nijak neovlivnilo pribéh infekce C. parvum (Zadrozny a kol. 2006). Piesto
ale byla prokdzéna masivni migrace neutrofili spolecné s eosinofily a makrofagy do mista
infekce bchem stievni kryptosporididzy mysSi (Svezhova 1997). SCID mySi (mysi
s deficitem T- a B-lymfocytli, Murphy a kol. 2008), kterym byly navic odstranény
makrofagy a neutrofily, mély mnohem t¢z8i prabeh infekce C. parvum, ktery u vSech
experimentalnich zvifat skon¢il uhynem b&hem 16 dni, oproti SCID mySim se stejnou
infekei, kterym makrofagy a neutrofily zGstaly zachovany (Takeuchi a kol. 2008). Béhem
infekce C. muris bylo také zaznamenano zvySeni mnozstvi perifernich monocytd
a makrofagii (Miller a Schaefer 2007). Tyto poznatky naznacuji moZznou ucast makrofagh
a granulocytli v imunitni odpovédi proti kryptosporidioze.

Funkce komplementu pfi kontrole kryptosporidiozy je zatim také neznamad, ackoliv jiz
bylo prokédzano, ze infekce C. parvum vyvolava klasickou i lektinovou drahu aktivace
komplementu a vede k navdzani C3b slozky na povrch parazita (Petry a kol. 2008). Adheze
dalSich molekul ucastnicich se aktivace komplementu, MBL (mandzu vézajici lektin) a C4,
k povrchu sporozoitli naznacuje, zZ2 MBL muze zamezovat pfipojeni parazita k builkdm
epitelu (Kelly a kol. 2000). Navic u mysi deficientnich pro MBL dochézi k vyvoji parazita,
zatimco kontrolni imunokompetentni mysi byly vici infekci C. parvum rezistentni (Petry
a kol. 2008). Tento efekt byl pozorovan i u lidi, kdy deficience MBL v séru byla spojovéana
s kryptosporidiovou infekei (Kirkpatrick a kol. 2006).

Protoze kryptosporidie parazituji piimo na buikéach epitelu, produkce rtiznych zanét
stimulujicich molekul epitelidlnimi buitkami v misté infekce je dilezitou slozkou
nespecifické imunitni odpovédi. Chemokiny produkované pii kryptosporidoze ovliviuji
migraci imunitnich bunék do mista infekce (Laurent a kol. 1997). RovnéZz produkované
antimikrobialni peptidy, jako jsou napt. defensiny, ovliviluji vyvoj adaptivni imunity
(Bowdish a kol. 2006). Sekrece epitelidlni inducibilni NO syntdzy byla béhem stfevni
kryptosporididozy mysi také potvrzena (Nordone a Gookin 2010). Pii infekci C. parvum byla

rrrrr

mucinu a reguluje bunéénou imunitni odpoveéd’ (Laurent a kol. 1998).
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1.3.2 Adaptivni imunita: vyvoj k bunééné nebo humoralni imunité

Na pfitomnost patogenti v organismu reaguje také adaptivni (specifickd) imunitni
odpovéd, jejiz vyvoj trva nékolik dni a ktera je zprostiedkovana lymfocyty. Dle povahy
antigenu a genetické vybavy hostitele se vétSinou rozviji prevazujici Ty nebo Ty, odpoved.
Vyvoj k jedné z téchto vétvi je zahajen produkci cytokinii antigen prezentujicimi butikami
(APC), jako jsou napt. makrofagy ¢i dendritické buriky, a jeho diverzita je zpisobena sekreci
specifickych cytokini produkovanych CD4+ Ty-lymfocyty (pomocné T-lymfocyty).
Bunécéna imunita je vysledkem Ty; odpovédi a je charakterizovdna proliferaci Ty (CD4+)
1 Tc-lymfocyth (cytotoxické T-lymfocyty, CD8+), kterou spousti cytokin IL-2 (interleukin
2). Vyznamnou roli pfi aktivaci bunécné imunity hraje IL-12 produkovany APC bunkami,
ktery spousti sekreci IFNy T-lymfocyty. Vysledkem je cytotoxicka aktivita CDS8+
Tc-lymfocyta. Ty, odpovéd’ je spojena s produkei tzv. Ty, cytokinti, kterym je zejména 1L-4,
ale 1 fada dalSich (napt. IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13) a vede k aktivaci humoralni imunity,
charakteristické produkci protilatek (imunoglobulint, Ig) B-lymfocyty. Vyvoj adaptivni
imunity sice trva del§i dobu, ale jeji velkou vyhodou je pfitomnost antigen specifickych
protilatek a tvorba pamétovych bunék, které jsou pak velmi dualezité pii reinfekcich (Murphy

a kol. 2008).

1.3.3 Humoralni imunita

Tvorba specifickych protilatek, zejména ze tiid IgM, IgG a IgA, béhem kryptosporidiové
infekce byla pozorovéana v séru ¢i trusu riznych saveil véetné ¢loveka (Ungar a kol. 1986,
Hill a kol. 1990, Peeters a kol. 1992, Dann a kol. 2000). Rovnéz byla zaznamenéana produkce
protilatek pfimo v misté infekce C. parvum (Guk a kol. 2003). Nicméné tada studii
prokéazala, ze B-lymfocyty nemaji zadny vyznam pii kontrole kryptosporididzy. Bylo sice
prokazano zvySeni mmnozstvi cirkulujicich B-lymfocytd po infekci C. muris, ale uz
od ctvrtého dne byl zaznamenan postupny pokles cirkulujicich B-lymfocyti (Miller
a Schaefer 2007). Mysi, kterym byly B-lymfocyty depletovany pomoci protilatek, byly
k infekei C. parvum stejné¢ vnimavé jako kontrolni mysi (Taghi-Kilani a kol. 1990). Také
SCID mysi s rekonstituci splenocytii zbavenych B-lymfocyti mély stejny prubéh infekce
C. muris jako SCID mysi s rekonstituci splenocytl, u nichz B-lymfocyty depletovany nebyly
(McDonald a kol. 1992). Rovnéz mysi s deficientem B-lymfocytii se dokéazaly vylécit stejné
jako kontrolni imunokompetentni mysi a porovnatelna byla i intenzita infekce (Chen a kol.

2003).
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Vsechny tyto poznatky tedy nasvédCuji tomu, Ze humordlni imunita ma zfejmé

omezenou schopnost eliminovat parazita.

1.3.4 Bunééna imunita

Ackoliv neonatidlni imunokompetentni mySi mély velmi podobny pribeh stfevni
kryptosporidozy jako mysi s bez T a B-lymfocytli (Korbel a kol. 2011), fada dalSich studii
dokazuje, ze bunéna imunita a T-lymfocyty jsou hlavnim ochrannym faktorem proti
kryptosporidiovym infekcim. Vyznamné zvysSeni mnozstvi T-lymfocytl v mukoznim epitelu,
které bylo zaznamenéno béhem infekce C. parvum (Boher a kol. 1994, Abrahamsen a kol.
1997), ukazuje aktivaci bunééné imunitni odpovédi pti kryptosporidiové infekci. To souhlasi
i se zavéry studie na mysich bez thymu, u kterych byla infekce C. parvum chronicka
a s Castym letalnim pribéhem (Heine a kol. 1984). Rovnéz byly pozorovany chronické
infekce u SCID mysi a u mysi bez thymu (nude mysi) pti nakazach C. muris a C. parvum
(Ungar a kol. 1990, Mead a kol. 1991, McDonald a kol. 1992). Dalsi ptesvédcivy dikaz
0 nezbytnosti bunééné imunity a T-lymfocyti pti kontrole kryptosporididzy podala studie,
kde se imunokompetentni mysi s depletovanymi T-lymfocyty nedokazaly vylécit z infekce

C. muris (McDonald a kol. 1992).

1.3.4.1 TCR aff ayd

Na svém povrchu mohou T-lymfocyty vystavovat dva typy TCR, TCRaf3 nebo TCRY®d.
Vysoce diverzifikovany TCRof se vyskytuje u vétsiny T-lymfocytl a tento typ T-lymfocytl
(ap T-lymfocyty) je povazovan za hlavni U€innou slozku bunééné imunity. Bunky
exprimujici na svém povrchu TCRap jsou aktivovany rozpoznanim antigenu prezentovanym
MHC I (hlavni histokompatibilni komplex) v§emi jadernymi buitkami organismu nebo MHC
II, ktery na svém povrchu exprimuji APC. MHC jsou glykoproteiny, které se nalézaji na
povrchu riznych bunék organismu (Gao a kol. 2002, Murphy a kol. 2008). Druhy typ
T-lymfocytd nese na svém povrchu TCRyS a tvoii pouze 5-10 % lymfocytarni populace
u lidi ¢i mysi. T-lymfocyty s TCRyd (yd T-lymfocyty) nékdy byvaji fazeny do nespecifické
imunity jako jedna ze subpopulaci ILLs, hlavné¢ diky rozdilnému typu aktivace oproti
afy T-lymfocytim. Pravdépodobné mohou rozpoznavat antigen piimo a tim spoustét
okamzitou imunitni odpovéd’ (Murphy a kol. 2008). yd T-lymfocyty jsou bézné v epiteliich
nékterych savci, zejména hlodavei (Hayday a Tigelaar 2003, Born a kol. 2006) a ackoliv
o jejich funkci zatim neni moc znamo, byvaji spojovany i s prezentaci antigenu ostatnim

T-lymfocytim ¢i s regulaci zanétu (Born a kol. 2006).
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Rozdilna role TCRap a TCRyd T-lymfocytlh v imunitni odpovédi proti kryptosporidze
byla prokdzana studii, kde dosp€lé mysi s deficitem pro TCRyd byly stejné odolné k infekcei
C. parvum jako kontrolni imunokompetetni mysi, zatimco mysi s mutaci v genu pro TCRa3
mély patentni periodu prodlouzenou (Waters a Harp 1996). Nicméné podani anti-TCRyo
protilatek mySim s deficienci pro TCRap vyznamné zhorsilo a prodlouzilo pribéh infekce
(Eichleberger a kol. 2000). Pfi stfevni kryptosporididze skotu bylo rovnéz pozorovano
zvySeni poc¢tu aff 1 yo T-lymfocytd v misté infekce v souvislosti s pritbéhem onemocnéni.
Se snizenim intenzity infekce byl pozorovan pokles mnozstvi obou skupin T-lymfocyta
(Abrahamsen a kol. 1997). VSechny tyto studie vedly k zavéru, ze aff T-lymfocyty jsou pro
vyléceni z krytosporidiové infekce nezbytné, nicméné yo T-lymfocyty se imunitni odpovédi

také ucastni, ackoliv jejich pfitomnost je postradatelna.

1.3.4.2 CD4+ a CD8+ T-lymfocyty

T-lymfocyty, stejné¢ jako ostatni leukocytdrni subpopulace, exprimuji jesté dalsi
receptory nazyvané CD znaky (Cluster of Differentation). VSechny T-lymfocyty, aff i v9,
jsou charakterizovany ptitomnosti CD3 receptoru. aff T-lymfocyty se dle téchto receptorti
rozdéluji na dvé podskupiny, CD4+ a CD8+ T-lymfocyty. CD4+ T-lymfocyty, které jsou
prekurzory Ty lymfocytil, jsou aktivovany rozpoznanim antigenu prezentovanym MHC II
a produkuji cytokiny, které dale fidi pribéh imunitni odpovédi. CD8+ T-lymfocyty
rozpoznavaji antigen prezentovany MHC I a svou aktivaci se méni na Tclymfocyty
zodpovédné za likvidaci infikovanych buné¢k cytotoxickou cestou (Murphy a kol. 2008).

Protektivni role CD4+ T-lymfocytt pfi kryptosporididze je zndma ze fady studii. Mysi,
které mély mutaci v genu pro MHC II a tedy nebyly schopny tvofit aktivované CD4+
T-lymfocyty, trpély chronickou infekci C. parvum (Aquirre a kol. 1994). Imunokompetentni
mysi oSetfené anti-CD4+ protilatkou mély prokazatelné horsi prabéh infekce C. muris
1 C. parvum oproti my$im, kterym protilatka podana nebyla (Ungar a kol. 1991, McDonald
a kol. 1994). Rovnéz deplecni pokusy na SCID mysSich, které byly po rekonstrukci
splenocytli z imunokompetentnich mysi schopny zvladnou kryptosporidiovou infekci,
ukazaly vyznam CD4+ T-lymfocyti. Pokud byly SCID mySim injikovany splenocyty
zbavené CD4+ T-lymfocyti, nedoslo u nich k vylé€eni z infekce C. parvum ani C. muris
(Chen a kol. 1993, McDonald a kol. 1994). Také SCID mysi, kterym byly aplikovany naivni
¢i imunni CD4+ T-lymfocyty ze suspenze splenocytd, byly schopny zvladnout infekci
C. muris (Kva¢ a kol. 2011). U lidi v pozdéjsim stadium HIV infekce, ktera je

charakteristickd vyraznym poklesem poctu CD4+ T-lymfocyt, byla zaznamendna zvySena
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citlivost ke kryptosporidiové ndkaze a infekce ptechazela az do Zivot ohrozujici faze
(Blanshard a kol. 1992, Flanigan a kol. 1992). OvSem po antiretrovirové terapii a zvyseni
poc¢tu CD4+ T-lymfocytt u HIV pozitivnich pacienti doslo kjejich vyléceni
z kryptosporidiozy (Schmidt a kol. 2001). Ptes vSechny tyto poznatky byla nezbytnost CD4+
T-lymfocyti pti kontrole kryptosporidiézy zpochybnéna studii, kde nebylo pozorovano
zvySeni hladiny CD4+ T-lymfocytii ve stiev€ novorozenych imunokompetentnich mysi pfi
infekei C. parvum. Rovnéz béhem experimentu na neonatalnich mysich, kterym byly CD4+
T-lymfocyty depletovany specifickou protilatkou, nebylo zaznamenano zadné zhorSeni
pribéhu stfevni kryptosporididozy (Korbel a kol. 2011). Tyto vysledky vedou k z&véru,
ze ackoliv CD4+ T-lymfocyty jsou obecné povazovany za dulezité, nékterymi autory
dokonce za nezbytné pro vyléceni z kryptosporididzy, nejsou schopny kontrolovat infekci
C. parvum neonatalnich mysi (Korbel a kol. 2011).

Vyznam CD8+ T-lymfocyti v imunitni odpovédi na kryptosporidiovou infekci dosud
neni zcela objasnén, nicméné odbornd vetejnost se priklani k nazoru, ze tyto lymfocyty
nehraji zasadni roli pfi kontrole kryptosporidiézy. Tomuto tvrzeni odpovida i experiment
na mysSich s deficientem MHC I, které mély srovnatelnou intenzitu infekce C. parvum
s kontrolnimi imunokompetentnimi mySmi (Acquirre a kol. 1994). Rovnéz SCID mysi,
kterym byla podéna suspenze splenocytti zbavend CD8+ T-lymfocyt, se dokazaly ze stfevni
kryptosporidzy vylécit (Chen a kol. 1993). Roli CD8+ T-lymfocyti také zpochybiiuje studie
na neonatalnich mysich, u kterych nedoslo k navySeni poc¢tu CD8+ T-lymfocytl v misté
infekce C. parvum (Korbel a kol. 2011). V kontrastu s témito studiemi ale bylo pozorovano
vyrazné prodlouzeni pribchu infekce C. parvum u SCID mysi rekonstituovanych splenocyty
zbavenych CD8+ T-lymfocytli oproti kontrolnim myS$im (McDonald a Bancroft 1994).
Rovnéz u imunokompetentnich mysi, které byly oSetfeny specifickymi anti-CD8 a anti-CD4
protilatkami bylo pozorovdno vyrazné zvyseni intenzity infekce C. parvum oproti mySim,
kterym protilatky podavany nebyly. Podani samotnych anti-CD4 protilatek sice intenzitu
infekce také zvysilo, ale ne v takovém rozsahu jako oSetieni mysi anti-CD8 a anti-CD4
protilatkami zaroven. Nicméné podani pouze anti-CDS8 protilatek nemélo na prib¢h sttevni
kryptosporidozy zadny vliv (Ungar a kol. 1990). Stejné tak podani anti-CD4 protilatek
mys§im infikovanym C. muris zvysilo intenzitu infekce mnohem vyraznéji nez podani
anti-CD8 protilatek (McDonald a kol. 1994). Ptesto ale byla prokdzana vyraznd migrace
CD8+ T-lymfocytd do sliznice tenkého stfeva mysi infikovanych C. parvum a tim naznacen
jejich mozny vyznam pii kontrole kryptosporididzy, zejména sekreci IFNy v misté infekce

(Leav a kol. 2005). ZvySend mnozstvi CD8+ T-lymfocytl byla pozorovana i u skotu,
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kde navySeni poctu téchto T-lymfocytii pravdépodobné zpiisobilo rezistenci vici reinfekci
C. parvum (Abrahamsen a kol. 1997). Podobn¢ nase piedchozi studie prokazaly vyznamnou
migraci CD8+ T-lymfocyti do zaludku mysi infikovanych C. muris, kde se jejich pocet
zvysil az 1300x a jejich mnozstvi v misté infekce bylo vyssi nez mnozstvi ptitomnych CD4+
T-lymfocytd (Jaloveckd a kol. 2010). Studie sadoptivnimi pienosy CD4+ a CD8+
T-lymfocyty také prokazala, ze CD8+ T-lymfocyty ptispivaji k vyléceni mysi ze zaludecni
kryptosporidiozy. SCID mysi, kterym byly aplikovany imunni CD8+ T-lymfocyty
(Kvac a kol. 2011). Tato pozorovani naznacuji, ze CD8+ T-lymfocyty se U€astni imunitni
odpovédi na kryptosporidiovou infekce a velmi pravdépodobné pfispivaji ke kontrole

kryptosporididzy mnohem vyraznéji, nez se dosud piedpokladalo.

1.3.4.3 Intraepitelialni leukocyty (IELs)

Protoze kryptosporidiova infekce je situovana do epitelidlnich povrch GIT, Gcastni se
imunitni odpovédi tzv. intraepitelidlni leukocyty (IELs). IELs jsou pfedstavovany zejména
T-lymfocyty, které jsou z vétsi ¢asti zastoupeny yo T-lymfocyty a af CD8+ T-lymfocyty,
v men$i mife také afy CD4+ T-lymfocyty (McDonald 1999). Ackoliv funkce téchto bunék
neni dosud zcela objasnéna, mohou IELs sekretovat fadu prozanétlivych cytokini a tim
regulovat zanétlivou odpovéd pii infekci, ¢ehoz se pravdépodobné ucastni zejména
v6 T-lymfocyty. Rovnéz afy CD8+ T-lymfocyty zde hraji velmi dilezitou roli praveé svou
cytotoxickou aktivitou vi¢i infikovanym epitelidlnim buitkam (Hayday a Tigelaar 2003).

Dulezitost IELs pfi kontrole kryptosporidiové infekce byla potvrzena tadou
experimentalnich studii. Vyznamné zvySeni poctu yd T-lymfocyti v populaci IELs bylo
pozorovano pii stievni kryptosporidioze mysi deficientnich pro of T-lymfocyty
(Eichelberger a kol. 2000). Rovnéz SCID mysi, kterym byly podany IELs ziskané
z imunizovanych imunokompetentnich mysi, se dokazaly zinfekce C. muris vylécit
a v podavanych IELs bylo zjiSténo vyssi zastoupeni afy CD8+ T-lymfocyti oproti aff CD4+
T-lymfocytim. Ptesto ale deplece afp CD4+, popi. ap CD8+ T-lymfocytd a nasledny pienos
sttevnich IELs do SCID myS$i prokézal, Ze za protektivni imunitu zodpovidaji pouze
af CD4+ T-lymfocyty (McDonald a kol. 1996). Podstatnou ulohu IELs pii kontrole
kryptosporidiézy podpofilo také vyznamné snizeni intenzity infekce u naivnich mys$i
s mutaci v genu pro IFNy, kterym byly podany IELs ziskané z mysi se stejnou mutaci
imunizovanych C. parvum (Tessema a kol. 2009a). Infekce dobytka prokazaly zvysSena

mnozstvi IELs, které byly zastoupeny CD4+ 1 CD8+ T-lymfocyty, v misté infekce v pribéhu
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sttevni kryptosporididzy (Fayer a kol. 1998) i po jejim zvladnuti (Wyatt a kol. 1999).
Vyznamna migrace off CD8+ T-lymfocyti do mista infekce byla zaznamenéana

i béhem reinfekce dobytka sttevnim druhem C. parvum (Abrahamsen a kol. 1997).

1.3.4.4 Pamét’ové T-lymfocyty

Adaptivni imunita disponuje schopnosti tvofit pamétové buiky, které po infekci
zUstavaji v organismu rizné dlouhou dobu a jsou dulezité zejména pfi reinfekcich (Murphy
a kol. 2008). Tvorba pamétovych T-lymfocyti béhem kryptosporidézy a jejich perzistence
v hostitelském organismu byla prokdzana fadou experimentl, napt. adoptivni pienos
splenocyti ¢i IELs ziskanych zimunokompetentnich myS$i imunizovanych stfevnimi
¢i zalude¢nimi kryptosporidiemi do SCID mysi prokdzal mnohem vys$i ochranny efekt
oproti adoptivnimu pfenosu splenocytt a IELs ziskanych z naivnich mysi (McDonald a kol.
1994, McDonald a kol. 1996, Adjei a kol. 2000). Protektivni imunita byla také pozorovéna
pti ptenosu IELs z imunokompetentnich mysi infikovanych kryptosporidiemi pted 8 mésici,
avSak mnohem vys$i ochranny efekt mély IELs ziskané z mysi, které byly pouze 3 mésice
po infekci. Tim bylo prokézéano, ze imunologicka pamét’ T-lymfocytl se po kryptosporidové
infekci Casem zeslabuje (McDonald a kol. 2000). Ptesto bylo pozorovéno, Ze po prodélani
primarni infekce C. muris zlstavaly v zaludec¢nim epitelu imunokompetentnich mysi
vyznamn¢ vys§i poc¢ty T-lymfocyti dlouhou dobu a pii nasledné reinfekcei t€chto mysi opét
C. muris byla zaznamenana mnohem niz§i migrace (popf. proliferace) T-lymfocytd
do zaludku ve srovnani s migraci do stejného mista béhem primarni infekce. Rovnéz bylo
prokazano, ze se mysi ¢i piskomilové po prodélani zaludecni kryptosporididzy stanou viici
infekei stejnym druhem rezistentni (Kvac a kol. 2009, Jalovecka a kol. 2010). Dokonce se
ukazalo, ze pamétové bunky vytvofené béhem primarni infekce C. muris jsou schopny
zpusobit rezistenci hostitele vié¢i reinfekci C. andersoni, druhu rovnéz parazitujicimu
v zaludeénim epitelu. AvSak ochranny efekt pamétovych bunék nebyl pozorovan
pfi primarni infekci experimentalnich zvifat zalude¢nimi druhy kryptosporidii a nasledné

reinfekci sttevnim druhem C. parvum ¢i naopak (Kvac a kol. 2009).

1.3.5 Cytokinova kontrola kryptosporidiozy

Uloha cytokint v imunitni odpovédi byla velmi intenzivné studovana a na zakladé fady
experimentl je za nejdilezitéjsi cytokin v imunitni odpovédi hostitele na kryptosporididzu
povazovan IFNy. Jeho producenty pii kryptosporididze jsou zejména CD4+ T-lymfocyty
(Harp a kol. 1994, Tilley a kol. 1995), ale mze byt produkovan CD8+ subpopulaci IELs
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(Leav a kol. 2005) a pravdépodobné i NK bunikami (McDonald a Bancroft 1998, McDonald
a kol. 2000) ¢i epitelidlnimi bunkami stieva (Barakat a kol. 2009).

Pomoci molekularnich a imunologickych metod bylo pozorovano, ze infekce C. parvum
stimuluje tvorbu mRNA (medidtorovd RNA) a ndaslednou expresi proteinu IFNy piimo
v misté infekce (Kapel a kol. 1996, Urban a kol. 1996). U imunokompetentnich mysi,
kterym byly podavany specifické anti-IFNy protilatky, bylo pozorovdno zvySeni intenzity
infekce C. parvum i C. muris. Stejnych vysledkl bylo dosazeno i podavanim anti-IFNy
protilatky SCID mySim ¢i aplikaci této protilatky imunokompetentnim mySim spole¢né
se specifickymi anti-CD4 a anti-CD8 protilatkami (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol.
1992).

Vyznamna role IFNy byla potvrzena i u lidi, kde je jeho produkce stimulovana
parazitarnim antigenem spojena s vyléCenim z kryptosporidiozy (Gomez Morales a kol.
1999) a Ze HIV negativni déti s deficientem IFNy mohou trpét velmi silnou chronickou
kryptosporidiézou (Gomez Morales a kol. 1996).

Za hlavni producenty IFNy béhem kryptosporidiézy jsou povazovany CD4+
T-lymfocyty, coz bylo mimo jiné prokdzano i studii, kde stimulace splenocytli z mysi
infikovanych antigenem ziskanym z oocyst kryptosporidii vedla k masivni proliferaci CD4+
T-lymfocytd a produkci IFNy (Harp a kol. 1994, Tilley a kol. 1995). Moznost kontroly
kryptosporidiové infekce vyzadujici soucasnou ptitomnost CD4+ T-lymfocyti a IFNy byla
také potvrzena adoptivnimi pienosy IELs do SCID mysi (McDonald a kol. 1996, Culshaw
a kol. 1997). Naproti tomu ale bylo pozorovano, ze IFNy produkovany CD8+ T-lymfocyty
v populaci stfevnich IELs je schopen zabranit mnozeni parazita v misté infekce béhem
pocatecnich stadii onemocnéni C. parvum u imunokompetentnich mysi (Leav a kol. 2005).
To, ze produkce IFNy IELs je spojena s kontrolou kryptosporididzy, bylo prokdzano také
infekcemi skotu (Fayer a kol. 1998, Wyatt a kol. 2001).

Zda je IFNy pfi kryptosporidiéze produkovan také NK buiikami neni dosud zcela ziejmé.
V in vitro podminkach byla po pfidani spororozoiti kryptosporidii pozorovana produkce
[FNy splenocyty ziskanych ze SCID mysi (McDonald a Bancroft 1998). Pokud byly z této
kultury NK bunky depletovany, nebyla produkce IFNy pozorovana (McDonald a kol. 2000).
Naproti tomu nebyl pozorovan Zadny efekt na reprodukci C. parvum ve SCID mySich
po podani specifickych protilatek proti NK bunikdm (Ungar a kol. 1991, Rohlman a kol.
1993, McDonald a Bancroft 1994, McDonald a kol. 2000). Rovnéz studie na mysich
deficientnich pro T- a B-lymfocyty a mySich s nedostatkem T- a B-lymfocytli a navic NK

bunck prokazala velmi podobné mnozstvi IFNy mRNA exprimované v misté infekce
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a vyznamné zhorSeni infekce C. parvum po podani specifickych anti-IFNy protiladtek u obou
skupin mysi, a jako mozného producenta IFNy navrhla epitelidlni buiiky stfeva (Barakat
a kol. 2009).

Mozna role IFNy v rezistenci vuéi reinfekci C. muris byla naznafena vyznamnym
zvySenim jeho produkce v ex vivo kulturach splenocytli ve srovnanim s primarni infekci
(Jalovecka a kol. 2010).

Vyznam IFNy pii kontrole kryptosporidzy byl také potvrzen experimenty na mysich
s mutaci v genu pro IFNy, u kterych byl prubéh infekce C. parvum mnohem t€z$i oproti
kontrolnim imunokompetentnim mysim (Mead a You 1998, Theodos 1998). Rovnéz SCID
mysi, které byly navic deficientni v produkci IFNy, trpély chronickou infekei
C. parvum, charakterizovanou velmi vysokou intenzitou infekce a letdlnim prib&hem
u vétsSiny experimentalnich zvifat ve srovnani s kontrolnimi SCID mySmi ¢i mySmi
deficientnimi pouze v produkci IFNy (Hayward a kol. 2000). Ptesto ale bylo prokazano,
ze mysi s mutaci pouze v genu pro IFNy jsou schopny infekei C. parvum prezit (Mead a You
1998, Theodos 1998), dokonce se z této infekce vylécit a navic si vytvofit rezistenci viuci
reinfekci (Jakobi a Petry 2008). Zarovenn nebyl pozorovan zadny terapeuticky efekt IFNy
béhem infekce C. parvum (Kuhls a kol. 1994, McDonald a Bancroft 1994).

Ze vSech téchto poznatki plyne, ze prestoze se IFNy imunitni odpovédi
pti kryptosporidiové infekci prokazatelné iCastni a je nezbytny zejména v Casnych fazich
infekce, existuji pravdépodobné jesté alternativni, na IFNy nezavislé, imunitni mechanismy,
které jsou dulezité hlavné v pozdéjsich fazich infekce a jsou pro kontrolu kryptosporidiové
infekce nezbytné. Jednou alternativni cestou kontroly kryptosporididozy mtize byt aktivace
IL-18, jak plyne z experimentu na mySich deficientnich pro IFNy. Osetieni téchto mysi
specifickou protilatkou proti IL-18 vedlo ke zvySené vnimavosti experimentalnich zvitat
k infekci C. parvum. Rovnéz se IL-18 jevi jako jeden z regulatort Ty, /Ty, odpovédi, protoze
podani anti-IL-18 protilatky vedlo ke zvySeni Ty, cytokind IL-4 a IL-13 ve sleziné (Tessema
a kol. 2009b).

Silnd kooperace byla prokdzana mezi IFN-y a IL-12, dal$im Ty; cytokinem, jehoz
hladina se pti kryptosporidiové infekci vyrazné zvySuje (Fayer a kol. 1998, Korbel a kol.
2011). IL-12 pravdépodobné zmirniuje prabeh kryptosporididzy a je zodpovédny za aktivaci
produkce IFNy pfi infekci (Urban a kol. 1996, McDonald a kol. 2004, Ehigiator a kol. 2005).
Studie na mySich s deficienci v produkci IL-12 prokazala zvySeni intenzity infekce
a prodlouzeni patentni periody, presto jsou schopny se takto deficientni mysi z infekce

C. parvum vylécit a vytvofit si rezistenci vuci reifekci (Jakobi a Petry 2008).
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Pfi imunitni odpovédi vi¢i kryptosporidiéze byla pozorovana ucast tady dalSich,
zejména prozanétlivych Ty, cytokind, napt. IL-2 ¢i TNFa, nicméné ani jeden nebyl shledan
nezbytnym pro vyléceni hostitele z kryptosporidiové infekce (Ungar a kol. 1991, Enriquez
a Sterling 1993, McDonald a Bancroft 1994, Tilley a kol. 1995, Lean a kol. 2006).
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2. CILE PRACE

10.

Sledovat prub¢h a intenzitu infekce Cryptosporidium muris u imunokompetentnich
C57BL/6 a imunodeficientnich (C57BL/6 CD4™, C57BL/6 CD8” a C57BL/6 Prfl™)
mySi.

Zvladnout metodu multibarevného znaceni leukocytti pomoci prutokové cytometrie.

Sledovat zastoupeni jednotlivych subpopulaci leukocyti (CD4+, CD8+ a
vo T-lymfocytl, B-lymfocytl, NK buné¢k, granulocytl a monocytii/makrofagi) v
zalude¢nim epitelu vSech vyse uvedenych kmenti mysi béhem infekce C. muris

pomoci prutokové cytometrie.

Posoudit, zda jsou CD4+ T-lymfocyty nezbytné k vylé¢eni mysi z infekce C. muris a
zhodnotit vyznam ostatnich sledovanych leukocyti (CD8+ a yd T-lymfocyty,
B-lymfocyty, NK buiiky, granulocyty a monocyty/makrofagy) pfi vyvoji imunity a

vylé€eni z infekce C. muris.

Zvladnout metodu sledovani zmén genové exprese cytokini pomoci real-time

polymerazové fet€zové reakce (real-time PCR).

Popsat a porovnat zmény genové exprese INFy v zaludku imunokompetentnich
C57BL/6 a imunodeficientnich (C57BL/6 CD4™, C57BL/6 CD8” a C57BL/6 Prfl™)

mysi béhem infekce C. muris.

Posoudit ulohu INFy v imunitni odpovédi a vyléceni vSech vySe uvedenych kmenti

mysi z infekce C. muris.

Sledovat prubéh primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris u

imunokompetentnich BALB/c mysi.

Sledovat zastoupeni vybranych subpopulaci leukocyti (CD4+, CD8+ a yo T-
lymfocytii, B-lymfocyti a NK bun¢k) v zaludecnim epitelu imunokompetentnich
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris

pomoci pratokové cytometrie.

Zhodnotit vliv infekce C. andersoni v nevnimavém hostiteli na vyvoj nespecifické
1 specifické imunitni odpovédi a posoudit jeji protektivni ochranu pfed naslednou

infekci hostitele vnimavého k infekei C. muris.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 MATERIAL
3.1.1 Paraziti

(0]

Cryptosporidium muris izolat TS03: ziskan z pfirozen¢ infikovaného hlodouna
vychodoafrického (Tachyorectes splendens), udrzovan v laboratofi v kryse malé
(Mastomys coucha).

Cryptosporidium andersoni izolat LI103: ziskan z tura domaciho (Bos taurus).

3.1.2 Experimentalni zvifata

(o]

(0]

imunokompetentni mySi C57BL/6 (Charles River, Germany).

imunodeficientni mysi C57BL/6 CD4" (vlastni chov PaU BC AVCR, v.v.i):
mysi s mutaci v genu pro CD4+ T-lymfocyty.

imunodeficientni my§i C57BL/6 CD8” (vlastni chov PaU BC AVCR, v.v.i.):
myS$i s mutaci v genu pro CD8+ T-lymfocyty.

imunodeficientni my$i C57BL/6 Prfl” (vlastni chov PaU BC AVCR, v.v.i):
mysi s mutaci v genu pro perforin 1 (pore forming protein).

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

krysa mala (Mastomys coucha, vlastni chov PaU BC AVCR, v.v.i.).

piskomil mongolsky (Meriones unguiculatus, vlastni chov PaU BC AVCR,

V.V.1.).

Experimentalni zvifata pro chovy zvéfince PaU BC AVCR byla ziskdna z The Jackson

Laboratory (JAX Mice and Services, USA). Zvifata byla chovéna ve sterilnim prostiedi

v IVC (individualné ventilované chovné klece, Air Handling Solutions, Tecnoplast, Italy)

s HEPA filtry (vysoce ucinny filtr vzduchovych ¢éstic) za standardnich podminek. Byla

napéjena sterilni vodou ad libitum a krmena sterilni komeréni smési (Top-Velaz, CR).

Jako experimentalni zvifata byly pouZivany samice, 7 tydnl staré. Béhem experimentu

byly chovany ve sterilnim prostiedi v izolatorech (BEM, CR) s HEPA filtry. Byly opét

krmeny sterilni komeréni smési (Top-Velaz, CR) a napajeny sterilni vodou ad libitum.
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3.2 METODIKA
3.2.1 Purifikace oocyst

Trus krysy malé obsahujici oocysty C. muris TS03, popi. trus tura domaciho s oocystami
C. andersoni byl zhomogenizovan v tfeci misce. Homogenat trusu s oocystami byl pie¢istén
pomoci nasledujicich krokti az k ziskani suspenze zcela €istych oocyst pouzitych k infekci

experimentalnich zvirat.

3.2.1.1 Sacharézovy gradient (Arrowood a Sterling, 1987)

Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 Sheateriv cukerny roztok: 259 ml deionizované vody (dH,O), 405 g cukru,
7,29 g fenolu

0 1% PBS TWEEN: 1 % Tween 20 v PBS (phospate buffered saline, 1 1 dH,O,
80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO4x12H,0, 2,4 g KH,POy,)

o dH;O

Z téchto zasobnich roztokl byly vytvoteny dva pracovni roztoky:
0 roztok 1+2: 1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily 1% PBS TWEEN
0 roztok 1+4: 1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily 1% PBS TWEEN

Pracovni postup:

Homogenat trusu byl propasirovan pres sitko pro odstranéni nejhrubsich necistot.
Pro minimalizaci ztrat oocyst byly zbylé necistoty nékolikrat proplachnuty dH,O.
Ze ziskané suspenze oocyst v dH,O bylo 15 ml navrstveno na sachar6zovy gradient
(30 ml roztoku 1+2 a 30 ml roztoku 1+4) a centrifugovano 30 min pti 1370 g a 4 °C.
Supernatant byl pienesen do Cisté zkumavky, natedén v nadbytku dH,O a 20 min
centrifugovan pii 1370 g a 4 °C. Vzorek byl nasledné jesté 2x promyt v nadbytku dH,O
centrifugaci za stejnych podminek pro odstranéni zbytku cukerného roztoku. Oocysty

byly uchovavéany v dH,O pii 4 °C.

3.2.1.2 Cesium chloridovy gradient
Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:
0 roztok cesium chloridu: 21,07 g CsCl + 100 ml dH,O
0 10x fedény PBS (pH 7,2)

Pracovni postup:

Suspenze oocyst preciSténych na sachar6zovém gradientu byla centrifugovana

10 min pti 1450 g a 4 °C a nasledné ptevedena do PBS. Do ¢isté mikrozkumavky byl
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pfidan 1 ml CsCl, pfevrstven 0,5 ml roztoku oocyst v PBS a centrifugovan 3 min
pii 16000 g a 4 °C. Supernatant s oocystami byl nafedén v nadbytku PBS a opét 3 min
pii 16000 g a 4 °C centrifugovan. Vzorek byl poté jesté 2x promyt v nadbytku PBS
centrifugaci za stejnych podminek pro dikladné odstranéni zbytkli roztoku CsCIl.

Precisténé oocysty byly pifevedeny do dH,O a skladovéany pii 4 °C.

3.2.1.3 Odstranéni parazitarni, mykotické, bakterialni a virové kontaminace

Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 5% chlornan sodny (Savo)
0 sm¢s antibiotik a antimykotik (Sigma-Aldrich, USA)

Pracovni postup:

Oocysty piecisténé na CsCl gradientu byly prefiltrovany pies sitko s oky o velikosti
10 wm pro odstranéni vajiCek parazith. Zkumavka s piefiltrovanou suspenzi byla
chlazena v ledu, k oocystdm bylo pfidano 5 ml 5% chlornanu sodného a smés byla
magnetickym michadlem jemné promichavana 15 min. Poté byl vzorek 5x promyt
v nadbytku dH,O centrifugaci (20 min, 1370 g a 4 °C). Ziskané oocysty byly skladovany
pti 4 °C v dH,O s pridavkem 10% smési antibiotik a antimykotik. Oocysty byly nasledné

spocitany v Biirkerové komirce a pouZzity pro test viability.

3.2.1.4 Test zivotaschopnosti oocyst
Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 propidium jodid (PI, 1 mg/1 ml 0,1 M PBS)

Pracovni postup:

Ke 100 pl suspenze piecisténych oocyst (podet oocyst 1x10°) bylo pridano 10 pl
zasobniho roztoku PI, smés byla dikladné promichana a 30 min barvena ve tmé pfi
laboratorni teploté. Poté byl vzorek centrifugovan 3 min pii 16000 g a 20 °C. Nasledné
byl vzorek jest¢ 2x promyt v nadbytku dH,O centrifugaci za stejnych podminek.
Oocysty byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem s filtrem o vinové délce 590 nm
pii zvétseni 40x (Olympus IX 70). Zjisténa zivotaschopnost byla vyuzita pro spocitani

mnozstvi oocyst pouzitych pro infekci experimentélnich zvitat.
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3.2.2 Pribéh experimentu
3.2.2.1 Experimentalni infekce a reinfekce imunokompetentnich a imunodeficientnich
C57BL/6 mysi Cryptosporidium muris TS03

Parazitologické a molekularni vySetieni trusu:

Skupina imunokompetentnich mys§i C57BL/6 (10 jedinci) a tf1i skupiny
imunodeficientnich mysi (C57BL/6 CD4", C57BL/6 CD8" a C57BL/6 Pfrl1™, kazda
10 jedinct) byly peroralné infikovany oocystami C. muris TS03 v po&tu 1x10° oocyst
na zvife ve 200 pul dH,O za pouziti jicnové sondy. VSechna zvifata byla od 1. dne
po infekci (DPI) denné parazitologicky vySetfovdna na detekci oocyst kryptosporidii
v trusu az do vyléceni (viz 3.2.3). Potvrzeni vyléceni z kryptosporidiové infekce bylo
provedeno pomoci molekuldrnich metod (viz 3.2.4). Po vyhodnoceni vysledkt byly
zvoleny skupiny mysi vhodné k nasledné imunologické analyze.

Skupina imunokompetentnich mysi C57BL/6 (10 jedincit) byla 90. DPI reinfikovana
stejnou davkou oocyst C. muris TS03 na zvife a analyzovana stejnym vysetfenim
na pritomnost oocyst v trusu totoznymi parazitologickymi a molekularnimi metodami.
Pro kontrolu infektivity pouzitych oocyst byly infikovany stejnym poctem oocyst
C. muris TS03/zvite tfi imunokompetentni mysi C57BL/6, u kterych primarni infekce

neprobéhla.

Imunologické vySetieni:

Skupina 39 jedinci imunokompetentnich mysi C57BL/6 a dvé skupiny
imunodeficientnich mysi (C57BL/6 CD4”" a C57BL/6 CD8™", kazda v po¢tu 18 jedincii)
byly peroralng infikovany oocystami C. muris TS03 (1x10° oocyst/zviie). Kazdy sedmy
den (7, 14, 21, 28, 35 a 42 DPI) byly tii mysi z kazdé skupiny usmrceny zlomenim vazu
a z jejich slezin a zaludkt byly vyizolovany splenocyty (viz 3.2.6) a IELs (viz 3.2.5),
v nichz byly nasledné charakterizovany jednotlivé leukocytarni subpopulace pomoci
pritokové cytometrie (viz 3.2.7). Vysledky byly porovnany s neinfikovanymi zvifaty
(negativni kontrola (NK), 3 jedinci z kazdé skupiny/kontrolni den), které byly stejnymi
postupy vySetieny v 0. DPI a 42. DPL.

Zbylé mysi z prvni skupiny (imunokompetentni mySi C57BL/6, 18 jedinci) byly
reinfikovany 90. DPI stejnou davkou oocyst C. muris TS03/zvife a byly analyzovany
stejnymi imunologickymi metodami 0, 3, 5, 7, 11, 14 a 21 dni po reinfekci (DPRI).

Soucasné¢ byly infikovany stejnym pocétem oocyst C. muris TS03/zvife 1 tii
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imunokompetentni mySi C57BL/6, u kterych primarni infekce neprobéhla pro kontrolu
infektivity pouzitych oocyst.
Po celou dobu primarni infekce i reinfekce byla u vSech experimentalnich mysi

sledovéana pfitomnost oocyst v trusu.

Sledovani zmén genové exprese IFNy:

Skupina imunokompetentnich mysi C57BL/6 a dvé skupiny imunodeficientnich mysi
(C57BL/6 CD4”" a C57BL/6 CD8™), kazda v podtu 3 jedinci, byly infikovany davkou
1x10° oocyst C. muris TS03/zvite. V pribéhu infekce (28. DPI) byly mysi usmrceny
a v jejich zaludcich byla sledovéana pfitomnost I[FNy pomoci real-time PCR (viz 3.2.9).
Neinfikované mysi (NK), 3 jedinci zkazdé skupiny, byly usmrceny a vySetfeny
stejnymi metodami a bylo provedeno srovnani hladiny IFNy v zaludku mezi 0. DPI
(NK) a 28. DPI. Od 1. DPI byla u vSech experimentalnich mysi sledovana pfitomnost

oocyst v trusu az do jejich usmrceni.

3.2.2.2 Experimentalni infekce imunokompetentnich BALB/c myS$i Cryptosporidium
andersoni LI03 a néasledn4 infekce C. muris TS03

Skupina 39 imunokompetentnich mysi BALB/c byla perordln¢ infikovdna oocystami
C. andersoni LI03 v po¢tu 1x10° oocyst/zvite. Pro kontrolu infektivity pouzitych oocyst byli
infikovani také 3 piskomilové a 3 krysy malé, ktefi jsou vnimavi k infekci C. andersoni.
Vsechna experimentalni zvifata vcetné kontrolnich byla od 1. DPI denné vySetfovana
na piitomnost oocyst kryptosporidii vtrusu po dobu 42 DPI pomoci parazitdrnich
a molekularnich metod (viz 3.2.3 a 3.2.4). Kazdy sedmy den po infekci (7, 14, 21, 28, 35
a 42 DPI) byly vzdy tfi infikované mysi usmrceny zlomenim vazu a jejich sleziny a zaludky
byly vySetfeny prutokovou cytometrii (viz 3.2.7). Z jejich slezin byly pfipraveny ex Vivo
kultury splenocytt a v nich detekovany cytokiny pomoci ELISA testu (antibody-sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay, viz 3.2.8). Neinfikované mysi (NK, 3 jedinci/kontrolni
den) byly usmrceny a vysetieny stejnymi metodami 0. DPI a 42. DPI.

Zbylé mysi (21 jedinci) byly nasledné infikovany 90. DPI davkou 1x10° oocyst C. muris
TS03/zvite a byly analyzovany stejnymi  parazitologickymi,  molekularnimi
a imunologickymi metodami 0, 3, 5, 7, 11, 14 a 21 dni po nasledné infekci (DPNI). Pro
kontrolu infektivity oocyst C. muris TS03 byly stejnou davkou infikovany tfi

imunokompetentni mySi BALB/c u kterych primarni infekce neprob¢hla.
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3.2.3 Parazitologické vySeti‘eni trusu

Parazitologické vysetieni bylo provadéno denné ve stejny cas po celou dobu primarni
infekce, popft. reinfekce, az do Uplného vyléceni vSech experimentalnich zvifat. Trus byl
odebiran individualné. Pro vyhodnoceni intenzity infekce byla zjiSténa hmotnost trusu
(v gramech) jako rozdil hmotnosti preparatu (trusu natfeného na sklicku pred fixaci
a barvenim) a hmotnosti ¢istého sklicka. Natér trusu byl poté obarven metodou dle Milacka
a Vitovce (1985) a prohlizen svételnym mikroskopem (Olympus IX 70) pii zvétSeni 1000x
za pouziti imerzniho oleje. Pfi nizké intenzit¢ infekce byly pocitany vSechny oocysty
nalezené na prepardtu, pifi vysoké intenzit€¢ infekce byl pocitdn pocet oocyst
ve 30 nahodnych zornych polich. Ze zjisténych udaji (hmotnost trusu, pocet zornych poli
a pocet oocyst na skli¢ku) byla spocitana intenzita infekce a vyjadiena jako pocet oocyst

v gramu trusu (OPG, oocysts per gram, Kvac a kol. 2007).

3.2.3.1 Barveni dle Mila¢ka a Vitovce

Z4sobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 roztok methylvioleti: 0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml ethanolu
(EtOH), 70 ml dH,0O

0 2% H,S04

0 roztok tartrazinu: 1% tartrazin v 1% kyselin€ octové

Pracovni postup:

Tenky natér trusu na podloznim sklicku byl fixovdn methanolem v plameni.
Po zchladnuti byl vzorek barven roztokem methylvioleti po dobu 30 min. Po uplynuti
stanovené doby byl diikladné oplachnut vodovodni vodou a pfiblizné 1 min diferencovan
2% H,S04. Poté byl opét oplachnut vodovodni vodou a dobarven roztokem tartrazinu
piiblizné¢ 2 min. Po zévérecném oplachnuti vodovodni vodou a usuSeni byl vzorek

mikroskopicky vyhodnocen.

3.2.4 Molekularni vySetieni trusu

Molekularni vySetfeni trusu bylo pouzivano pro potvrzeni druhu a izolatu pouzitého
pro experimentdlni infekci a pro potvrzeni vyléfeni experimentalnich zvifat
z kryptosporidiové infekce. Trus pro molekularni vysetfeni byl odebran pii prvnim zachytu
oocyst v natéru trusu (viz 3.2.3) a poté v koncovych fazich infekce, pokud nebyly tii dny
po sobé zachyceny oocysty v natéru trusu. Z trusu byla vyizolovana DNA, provedena nested

PCR a vyhodnoceni prob&hlo pomoci gelové elektroforézy.
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3.2.4.1 1zolace DNA:
Izolace DNA byla provedena pomoci komeréniho kitu QIAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Germany).
Soucasti kitu:
ASL pufr, inhibi¢ni tablety, AL pufr, promyvaci pufry AW1 a AW2, elu¢ni pufr AE,
proteindza K a QIAamp kolony se sbérnymi zkumavkami.

Pracovni postup:

K cca 200 mg trusu byly piidany sklenéné kulicky (BioSpec Products, Inc., USA)
a 1 ml ASL pufru, smés byla zvortexovdna a nasledné byly oocysty rozbijeny pomoci
beadbeateru (FastPrepe -24, M.P. Biomedicals, USA) 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.
Dale bylo postupovano dle navodu vyrobce. Ziskana DNA byla uchovavana pfi teploté
-20 °C.

3.2.4.2 Nested PCR:

Vyizolovand DNA byla pouzita pro amplifikaci ¢asti genu SSU rDNA pomoci nested
PCR (Jiang a kol. 2005) s pouzitim setu primerti uvedenych v Tabulce 4; pouzivany protokol
je uveden v Tabulce 5.

Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:

0 PCR H20 (Top-Bio, CR)
MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
deoxyribonukleotid trifosfaty (INTPs, Top-Bio, CR)

Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)

primery (10 uM, Generi Biotech, CR, Tabulka 4.)

bovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)

O O O O O o

Tabulka 4. Set primert pro amplifikaci SSU rDNA

primarni reakce
forward 5'TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’
reverse 5 CCCATTTCCTTC GAA ACAGGA 3

sekundarni reakce
forward 5" GGA AGG GTT GTATTT ATT AGATAA AG 3
reverse 5 CTC ATA AGGTGCTGA AGG AGTA 3
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Tabulka 5. PCR protokol pro amplifikaci SSU rDNA

primarni reakce sekundarni reakce

H»0 11,3 ul H»0 12,1 ul
MgCl, 25 mM 1,2 ul MgCl, 25mM 1,2 pl
10xbuffer 2,0 ul 10xbuffer 2,0 ul
dNTP 10 mM 0,4 ul dNTP 10 mM 0,4 ul
forward 10 uM 0,4 ul forward 10 uM 0,4 ul
reverse 10 uM 0,4 ul reverse 10 uM 0,4 ul
BSA 10 g/ml 0,8 ul BSA 10 g/ml

taq 1 U/1ul 0,5 ul taq 1 U/1pl 0,5 pl
DNA 3,0 ul DNA 3,0 pl
celkem 20,0 pl celkem 20,0 pl

Pracovni postup:

Pozadované useky SSU rDNA (cca 830 bp) byly amplifikovany v termocykleru
(Bioer, P. R. China) za pouziti nasledujicitho programu: pocate¢ni denaturace 3 min
pii 94 °C, 35 cykld zahrnujicich denaturaci 45 spii 94 °C, annealing 45 s
pii 55 °C a extenzi 60 s pi1 72 °C, a finalni extenze 10 min pfi 72 °C. Pro amplifikaci
sekundarniho PCR produktu byly pouzity 3 ul primérniho PCR produktu. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA vyizolovana ze suspenze oocyst C. andersoni ziskanych

z trusu tura domaéciho.

3.2.4.3 Gelova elektroforéza:

Vysledny PCR produkt byl detekovan na 1% agar6zovém gelu s piidavkem
ethitium-bromidu a vizualizovan pomoci UV zéieni (302 nm) transiluminatoru (Ultra-Lum
Inc, USA) a dokumentovan (High Performance UV Transilluminator, Biotech, CR).

Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:

0 50x TAE pufr: 242 g Tris baze, 457,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA

0 agar6za (Serva Electrophoresis, Germany)
0 100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada)
0 ethidium-bromid (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)

Pracovni postup:

Agardza byla smichana s 1x TAE pufrem vtakovém poméru, aby wvznikl
1% agar6zovém gel. Smés byla rozpuSténa povafenim v mikrovinné troubé a poté
ochlazena tekouci vodou. Do ochlazen¢ho gelu byly pfidany 2 ul ethydium-bromidu
a smes byla poté nalita do ptipravené formy a po vlozeni hiebenu byla nechéana

ztuhnout. Poté byl gel vlozen do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem,
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do jamek bylo aplikovano 20 pl sekundarniho PCR produktu a 1x 10 pl ladderu. Gel byl

poté vyvijen az do uplné separace vSech fragmentd pod napétim 70 V.

3.2.4.4 Sekvenace:

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany v Laboratofi genomiky na Ustavu
molekularni biologie rostlin BC AVCR, v.v.i. kvilli ovéfeni identity druhu a izolatu
pouzitého k infekci experimentalnich zvirat. K ptipravé vzorka pro sekvenaci byl pouzit ABI
BigDye Terminator verze 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, USA). Vzorky
byly sekvenovany na ABI3130 sekvenatoru (Applied Biosystém, USA). Sekvence byly
upraveny v programu ChromasPro (http://www.technelysium.com.au/chromas.html)
a porovnany se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank pomoci programu ClustalX

(ftp://ttp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X/).

3.2.5 Izolace IELs (Kearsey a Stadnyk 1996)
Z usmrcenych mysi byly vyjmuty zaludky, ocistény od zbytkd potravy a zpracovany
dle nésledujiciho postupu.
Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:
0 RPMI 1640 zéklad (Sigma-Aldrich, USA)
0 2% RPMI: RPMI obsahujici 2 % BOFES (bovinni fetalni sérum, Zvos, CR)
o PBS
0 HEPES-buffered HBSS: 0,49 g HBSS (Sigma-Aldrich, USA) v 50 ml dHO,
sterilizovano ptes filtr 0,22 um, s ptidavkem 50 pl 1 mM DTT (DiThioTreitol,
Sigma-Aldrich, USA) a 2,5 ml BOFES
0 flow roztok: PBS s 0,2% zelatinou (Sigma-Aldrich, USA) a 0,01% azidem
sodnym (Sigma-Aldrich, USA)
o 100% percoll: 1 dil 10x koncentrovaného PBS, 9 dili Percoll stock
(Sigma-Aldrich, USA), pH 7,2 - 7,4
0 75% percoll: 3 dily 100% percoll, 1 dil 2% RPMI
0 45% percoll: 4,5 dilu 100% percoll, 5,5 dilu 2% RPMI
0 30% percoll: 3 dily 100% percoll, 7 dilt 2% RPMI

Pracovni postup:

Ocisténé zaludky byly 2x proplachnuty ve vychlazeném PBS, pfeneseny
do 2% RPMI a proplachovany 2 hod pii 4 °C. Poté byly pteneseny do sterilnich
zkumavek se 6 ml HBSS a inkubovany ve vodni ldzni 1 hod pii 37 °C. Poté byly
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zaludky vyjmuty a suspenze byla centrifugovana 10 min pii 150 g a 4 °C. Pelet byl
rozmichan v 5 ml 30% percollu a centrifugovan 15 min pii 150 g a 4 °C. Sediment byl
rozmichan pfidanim 4 ml 45% percollu, v cist¢ zkumavce navrstven na 3 ml
75% percollu a centrifugovan 30 min pfi 150 g a 4 °C. IELs (v interfazi) byly odebrany
a 2x promyvany ve flow roztoku 10 min pfi 150 g a 4 °C. Sediment byl poté pfenesen
do 96-jamkového mikrotitracniho panelu s kulatym dnem (Corning Incorporated, USA)

a analyzovan pomoci prutokové cytometrie (viz 3.2.7).

3.2.6 Izolace splenocyti
Sleziny odebrané z usmrcenych mysi byly zpracovany dle nasledujiciho postupu.
Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:
0 RPMI 1640 zéklad (Sigma-Aldrich, USA)
0 10% RPMI: RPMI obsahujici 10 % BOFES

0 flow roztok: PBS s 0,2% zelatinou a 0,01% azidem sodnym

0 trypanova modf

Pracovni postup:

Slezina vyjmutd z usmrcené mysi byla vlozena do vychlazeného sterilntho RPMI
1640 zaklad a protlacena pies sterilni sitko pomoci pistu stfikacky. Vznikla suspenze
byla 3% promyta v RPMI 1640 zéklad centrifugaci 10 min pii 150 g a 4 °C. Poté byl
pelet nafedén 10% RPMI na 1 ml a pomoci trypanové modie byly spocitdny splenocyty
v Biirkerové komiirce (mikroskop Olympus BX 51, zvétSeni 40%). Splenocyty byly poté
preneseny do 96-jamkového mikrotitraéniho panelu s kulatym dnem v poétu 0,5x10°

bunék/jamka a analyzovany pomoci pratokové cytometrie (viz 3.2.7).

3.2.7 Pritokova cytometrie (FACC)

Vyizolované IELs a splenocyty byly po prevedeni do 96-jamkového mikrotitracniho
panelu s kulatym dnem zpracovany dle nasledujicich krokii a pomoci fluorescencné
znacenych monoklondlnich protildtek (MAbs) byly analyzovéany jednotlivé leukocytarni
subpopulace.

Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 flow roztok: PBS s 0,2% Zelatinou a 0,01% azidem sodnym

0 fluorecen¢né¢ znaCené MAbs proti specifickym receptorim subpopulaci
leukocytl (eBioscience, USA nebo BD Biosciences, USA)

0 fluorescenéné¢ znacené kulicky (CountBright Absolute Counting Beads,

0,49x10°/50 ul, Invitrogen, USA)
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Pracovni postup:

Vyizolované IELs a splenocyty v 96-jamkovém mikrotitracnim panelu s kulatym
dnem byly nafedény ve flow roztoku a centrifugovany 2 min pii 580 g a 4 °C. Na mokry
pelet bylo pfiddno 10 ul ve flow roztoku ptrediedénych MAbs (Tabulky 6, 7 a 8)
a vzorky byly inkubovany 20 min ve tmé& pii 4 °C. MoZnost nespecifického navazani
protilatek na povrch bun¢k byla odstranéna srovnanim s negativni kontrolou, ktera byla
provedena od kazdého vzorku sleziny a zaludku. Po inkubaci byly vzorky 2x promyty
v nadbytku flow roztoku centrifugaci 2 min pii 580 g a splenocyty byly natfedény opét
ve flow roztoku na 150 pl, IELs byly nafedény ve stejném roztoku na 140 pl
a ke kazdému vzorku zaludku bylo pfidano 10 pl fluorescenéné znacenych kulicek.
Panel byl poté vlozen do robotizovaného podavace vzorkii (HTS) a jednotlivé
leukocytarni subpopulace byly méteny prutokovym cytometrem (BD FACSCantoll flow
cytometer, BD Biosciences, USA) vybavenym dvéma lasery s excitacnimi vlnovymi
délkami 488 a 633 nm; nastaveni FACC je uvedeno v Tabulce 9. Ziskana data byla
analyzovana v softwaru BD FACSDiva verze 6.1.3. Naméfend mnozstvi splenocytil

a IELs byla kvantifikovana pomoci piedchoziho pocitani splenocytii v Biirkeroveé

komtrce ¢i pomoci fluorecenéné znacenych kulicek vzdy na celou slezinu,

resp. zaludek.

Tabulka 6. Protokol fluorescencniho znaceni splenocytii a IELs u imunokompetentnich
mysi C57BL/6, imunodeficientnich mysi C57BL/6 CD4™ a C57BL/6 CD8”" infikovanych

Cryptosporidium muris TS03

znaceni jednotlivych leukocytarnich subpopulaci

sledované subpopulace

specifikace protilatky Fedéni
leukocyty 400x
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml

T-lymfocyty 50x
anti-Mouse CD3e FITC; clone eBio500A2; 0,5 mg/ml

B-lymfocyty 200x
anti-Mouse CD19 APC-H7; clone 1D3; 0,2 mg/ml

granulocyty 50x
anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5; 0,2 mg/ml
monocyty/makrofagy 200
anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7; clone BMS; 0,2 mg/ml

NK buriky 100x

anti-Mouse NK 1.1 APC; clone PK136; 0,2 mg/ml
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znaceni jednotlivych T-lymfocytarnich subpopulaci

sledované subpopulace tedéni
specifikace protilatky redem
leukocyty 400x
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml

T-lymfocyty 50x
anti-Mouse CD3e FITC; clone eBio500A2; 0,5 mg/ml

CD8+ T-lymfocyty 100x
anti-Mouse CD8a APC-H7; clone 53-6.7; 0,2 mg/ml

CD4+ T-lymfocyty 200
anti-Mouse CD4 Alexa Fluor 700 ; clone GK1,5; 0,2 mg/ml

gamma/delta T-lymfocyty (yo T-lymfocyty) 100x

anti-Mouse gamma delta TCR PE; clone eBioGL3; 0,2 mg/ml

Tabulka 7. Protokol fluorescen¢niho znaceni splenocytii a IELs u imunokompetentnich
BALB/c mysi infikovanych Cryptosporidium andersoni LI0O3 a nasledné infikovanych
C. muris TS03

znaceni jednotlivych leukocytarnich a T-lymfocytarnich subpopulaci

sledované subpopulace fedéni
specifikace protilatky
leukocyty 400x

anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml
T-lymfocyty

anti-Mouse CD3e FITC; clone eBio5S00A2; 0,5 mg/ml >0
B-lymfocyty 200
anti-Mouse CD19 APC-H7; clone 1D3; 0,2 mg/ml

CD4+ T-lymfocyty 200
anti-Mouse CD4 Alexa Fluor 700 ; clone GK1,5; 0,2 mg/ml

CD8+ T-lymfocyty 100x
anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; 0,2 mg/ml

v0 T-lymfocyty 100x
anti-Mouse gamma delta TCR PE; clone eBioGL3; 0,2 mg/ml

NK buiiky 100x

anti-Mouse CD49b APC; clone DX5; 0,2 mg/ml

Tabulka 8. Emisni a excita¢ni vinové délky pouzitych fluorecen¢nich MAbs

fluorescencni znaceni emise (nm) excitace (nm) laser

FITC 518 488 modry
PE 575 488 modry
PerCP-Cy5,5 690 488 modry
Pe-Cy7 760 488 modry
APC 660 633 cerveny
Alexa Fluor 700 723 633 cerveny
APC-H7 767 633 cerveny
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Tabulka 9. Nastaveni FACC pouzivané pro méteni a analyzu vzorkl

nastaveni laseri nastaveni HTS

Window Extension 2,0 Sample Flow Rate 1,0
FSC Area Scaling 0,8 Sample Volume (ul) 30,0
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volume (ul) 100,0
Laser Delay Red 30,0 Mixing Speed 100,0
Area Scaling Blue 0,9 Number of Mixes 3,0
Area Scaling Red 1,3 Wash Volume (ul) 400,0

3.2.8 ELISA test

Cytokiny (IFNy a IL-10) byly detekovany v kultivacnim médiu (10% RPMI) splenocyti
ELISA testem pomoci komeréné dostupnych kit Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go!
a Mouse IFNy “Femto-HS” High Sensitivity ELISA Ready-SET-Go! (oba eBioscience,
USA).

Soucésti kita:

Mouse IL-10 ELISA Ready-SET-Go!: koutovaci protilatka, detekcni protilatka,
standard (rekombinantni cytokin pro kalibra¢ni kiivku), ELISA/ELISPOT koutovaci pufr

v prasku (fedén v dH,O dle navodu vyrobce), fedici roztok a detekéni enzym

(Avidin-HRP, vysoce rekombinantni protein), substrat (tetramethylbenzidin, TMB).

Mouse IFNy “Femto-HS” High Sensitivity ELISA Ready-SET-Go!: koutovaci
protilatka (clone AN-18), detek¢ni protilatka (clone R4-6A2), standard (rekombinantni
cytokin pro kalibra¢ni kiivku), ELISA/ELISPOT koutovaci pufr v prasku (fedén v dH,O
dle navodu vyrobce), fedici roztok a detekcni enzym (Avidin-HRP), substrat (TMB).
Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 10% RPMI (RPMI obsahujici 10 % BOFES)

0 2M H,SOq4

0 promyvaci roztok: 0,05 % Tween 20 v PBS (0,05% PBS TWEEN)

Pracovni postup:

Splenocyty piipravené metodou izolace splenocyti (viz 3.2.6) byly po spocitani
v Biirkerové komtrce pfeneseny do 96-jamkového mikrotitraéniho panelu s plochym
dnem (Corning Incorporated, USA) v poétu 1,5%10° bunék/jamka v 300 ul 10% RPMI
a ponechany 24 hod inkubovat v termostatu pii 37 °C v 5% CO, atmosféie. Po inkubaci
bylo 200 ul supernatantu zex Vivo kultur splenocytid pieneseno do ¢istého panelu

a vzorky byly uchovavany pii -80 °C. Rozmrazené supernatanty z ex vivo kultur
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splenocytil byly poté pouZivany pro ELISA test, ktery byl proveden dle ndvodu vyrobce.
Cytokiny IFNy a IL-10 byly detekovany méfenim absorbance spektrofotometrem
(FL800 Fluorescence Microplate Reader, Bio-Tek, USA) pfi vinové délce 450 nm
a analyzovany v softwaru Bio-Tek GENS5 verze 1.10 (Bio-Tek, USA).

3.2.9 Sledovani zmén genové exprese IFNy

Genova exprese na urovni mRNA pro IFNy v zaludcich experimentdlnich zvifat byla
sledovana 28. DPI u imunokompetentnich mysi C57BL/6 a dvou skupin imunodeficientnich
mysi (C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8™) infikovanych Cryptosporidium muris TS03.
Ke kazdé skupiné¢ mysi byla provedena i NK (0. DPI). Z humanné usmrcenych mysi byl
vyjmut zaludek, oCistén od zbytkd potravy, zhomogenizovan a z ¢asti homogenatu byla
vyizolovana RNA. Reverzni transkripci byla RNA pfevedena na cDNA (komplementarni
DNA) a ta byla pouZita pro real-time PCR. Namétfené hodnoty byly srovnany s mnoZstvim

mRNA pro IFNy v Zaludku u NK.

3.2.9.1 Izolace RNA:
Izolace RNA byla provedena pomoci komeréniho kitu RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Germany).
Soucasti kitu:
RLT pufr, promyvaci pufry RW1 a RPE, RNase-free H2O a QIAamp kolony
se sbérnymi zkumavkami.
Zasobni a pracovni roztoky a chemikélie:
o PBS
0 B-mercaptoethanol (BME, Merck KGaA, Germany)
o0 70% EtOH

Pracovni postup:

Zaludky 2x promyté ve sterilnim chlazeném PBS byly zvazeny na laboratornich
vahach (Kern, CR) a poté byly vloZeny do homogenizaénich zkumavek. K nim byly
pridany ocelové kulicky (Stainless Steel Beads, @ 5 mm, Qiagen, Germany) a 1 ml
sterilniho PBS. Vzorky byly pak homogenizovany v TissueLyserll (Qiagen, Germany)
po dobu 5 min rychlosti 30 kmiti/s. K 50 pl homogenatu bylo pfidano 600 pl RLT pufru
s 1% BME a 650 ul 70% EtOH. Dale bylo postupovano dle navodu vyrobce. Ziskana
RNA byla uchovavana pfi -80 °C.
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3.2.9.2 Reverzni transkripce:

Vyizolovand RNA byla pomoci komeréniho kitu High Capacity RNA-to-cDNA Kit
(Applied Biosystems, USA) procesem reverzni transkripce prevedena na cDNA
dle protokolu uvedeného v Tabulce 10.

Soucasti kitu:

20x enzyme mix (obsahujici reverzni transkriptizu MuLV a RNdazy inhibujici

protein) a 2x RT pufr (obsahujici ANTPs).

Tabulka 10. Protokol pro reverzni transkripci

reverzni trankripce

20% enzyme mix 1,0 ul
2x RT pufr 10,0 pl
RNA 9,0 ul
celkem 20,0 pl

Pracovni postup:

Reverzni transkripce probihala v termocykleru (Bioer, P. R. China) s nasledujicim
programem: 60 min 37 °C a 5 min 95 °C, udrZovaci teplota 4 °C. Ziskana cDNA byla

uchovavana v -80 °C.

3.2.9.3 Real-time PCR:

Reverzni transkripci ziskana ¢cDNA byla vyuzita k semikvantitativni detekci mnozstvi
mRNA pro B-actin (housekeeping) a IFNy pomoci real-time PCR; pouzivany protokol je
uveden v Tabulce 11.

Zasobni a pracovni roztoky a chemikalie:

0 TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA)

0 TagMan Gene Expression Assay pro f-actin (housekeeping, Assay ID:
Hs99999903 ml, obsahuje neznadené PCR primery a fluroscencné znacenou
sondu, Applied Biosystems, USA)

0 TagMan Gene Expression Assay pro IFNy (Assay ID: MmO1168134 ml,
obsahuje neznacené PCR primery a fluroscenéné znacenou sondu, Applied
Biosystems, USA)

0 PCR (nuclease-free) H,O (Applied Biosystems, USA)
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Tabulka 11. PCR protokol pro amplifikaci ¢asti gent pro B-actin (housekeeping) a IFNy

B-actin (housekeeping) IFNy

H20 8,0 ul H20 8,0 ul
Master Mix 10,0 ul Master Mix 10,0 ul
Assay pro B-actin 1,0 pl Assay pro IFNy 1,0 ul
cDNA 1,0 ul cDNA 1,0 pl
celkem 20,0 pl celkem 20,0 pl

Pracovni postup:

Amplifikace pozadovanych usekti probihala v cycleru Rotor-Gene RG300 (Corbett
research, Qiagen, Germany) v nasledujicich krocich: aktivace sondy 2 min pii 50 °C,
45 cykll zahrnujicich denaturaci 15 s pfi 94 °C a extenzi 60 s pifi 60 °C. Analyza
probihala v programu Rotor Gene Application Software verze 6.1.71 (Corbett Research,
Qiagen, Germany). Zmény genové exprese IFNy byly vyhodnoceny pomoci
tzv. delta-delta metody, kde hodnota CT housekeepingového genu byla odectena od CT
sledované¢ho genu (ACT). Zmény exprese normalizovaného cilového genu byly nasledné
uréeny dle vzorce 2T, kde AACT = ACT vzorky - ACT negativni kontroly (Livak
a Schmittgen 2001).

3.2.10 Statistické zpracovani vysledki

Statistické vyhodnoceni zmén mnozstvi jednotlivych subpopulaci leukocytt
v zalude¢nim epitelu, produkce cytokint v ex vivo kulturach splenocyti a zmén genové
exprese [FNy u jednotlivych skupin mysi bylo provedeno parovym t-testem s dvojstrannym
rozlozenim v programu Microsoft Office Excel 2003. Stejnym testem byly vyhodnoceny
rozdily mezi prubehy infekci jednotlivych skupin mysi v délce prepatentnich a patentnich
period.

Ke statistickému porovnani pribéhu a intenzit infekci a imunitnich odpovédi
experimentalnich zvifat na zdkladé zmén mnozstvi leukocytli v zaludeénim epitelu
a produkce cytokinti v ex vivo kulturach splenocyti mezi jednotlivymi skupinami mysi byla
spocitana charakteristika AUC (plocha pod kiivkou) podle trapezoidalniho pravidla, hodnota
Cmax (maximalni mnozZstvi/intenzita infekci) a hodnota Tpax (Cas, ve kterém byla zjisténa
maximalni mnoZzstvi/intenzita infekce). Pro nasledujici porovnani spocitanych hodnot AUC,
Ciax @ Thmax bylo pouzito testovani hypotéz prostfednictvim t-testu, v nékterych ptipadech
za predpokladu shodnych rozptyli (smérodatna odchylka, SD), v nékterych piipadech
za predpokladu neshodnych rozptyld. Statisticky vyznamny rozdil byl hodnocen

dle dosazené¢ hladiny vyznamnosti o (P-value), kterd byla upravena prostfednictvim
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Bonfferoniho korekce kvili zachovani hladiny vyznamnosti (0=0,05) i pfi vicendsobném

srovnavani. Analyza byla provadéna v programu R 2.13.2 (http://www.R-project.org/).
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4. VYSLEDKY

4.1 EXPERIMENTALNI INFEKCE A REINFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH A
IMUNODEFICIENTNICH C57BL/6 MYSi CRYPTOSPORIDIUM MURIS TS03
4.1.1 Pribéh infekce

VySetieni trusu imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4™,
C57BL/6 CD8" a C57BL/6 Pfrl™ mysi infikovanych C. muris TS03 prokazalo u vSech
zvitat pfitomnost oocyst kryptosporidii morfologicky a molekularné¢ shodnych
s kryptosporidiemi pouzitymi k infekci.

U imunokompetentnich CS57BL/6 mysi byl prvni zéachyt oocyst mikroskopicky
pozorovan 8.-10. DPI, podobné délky prepatetnich period byly zaznamenany
i u imunodeficientnich C57BL/6 CD4"" a C57BL/6 Pfrl1”™ mysi. Statisticky vyznamng kratsi
prepatentni perioda oproti ostatnim skupiniam byla viak pozorovana u C57BL/6 CD8” mysi,
kde byly oocysty v trusu zachyceny jiz od 6.—7. DPI (Graf 1, Tabulky 12 a 13).

Pfitomnost oocyst v trusu imunokompetentnich C57BL/6 mysi byla detekovana po dobu
20-28 dni. Téméf stejné dlouhd patentni perioda byla pozorovana také u imunodeficientnich
C57BL/6 Pfrl”™ mysi (24-33 dni). Naproti tomu, vyznamng del§i patentni perioda byla
zjisténa u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” (108—114 dni) a C57BL/6 CD8” (29-68 dni)
mysi (Graf 1, Tabulky 12 a 13).

Imunokompetentni C57BL/6 mysSi a vSechny skupiny imunodeficientnich mysi se
z infekce C. muris TS03 vylécily, coz bylo potvrzeno parazitologickym i molekularnim
vySetenim trusu. Navic pii reinfekci imunokompetentnich C57BL/6 mysi stejnym parazitem
nebyla zjisténa produkce oocyst, coz ukazuje na vzniklou rezistenci.

Prubch infekce vyjadieny hodnotou AUC se signifikantn€ liSil u vSech skupin mysi
s vyjimkou vzajemného porovnani imunodeficientnich C57BL/6 Pfrl” a C57BL/6 CD8™
mys$i, kde nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil (Graf 1, Tabulky 12 a 13).

Nejvyssi hodnota OPG byla pozorovana u imunodeficientnich C57BL/6 CD4™ mysi
(Chax = 88,88><106 OPQG), coz je 15,3 vice ve srovnani s imunokompetentnimi C57BL/6
my$mi (Cpax = 5,82x10° OPG). Vyznamny rozdil v hodnoté Cpay byl zjistén i pii porovnani
C57BL/6 CD4” mysi s dalsimi sledovanymi skupinami imunodeficientnich mysi.
Maximalni zjisténa hodnota OPG u imunodeficientnich C57BL/6 CD8™ mysi
(Cmax = 12,62x10° OPG) a C57BL/6 Pfrl”™ mysi (Cmax = 28,22x10° OPG) se vzijemné
vyznamné neliSila, pfesto ale u téchto dvou skupin imunodeficientnich mysi byl pozorovan
signifikantni rozdil v hodnotach Cpax oproti imunokompetentnim C57BL/6 mySim (Graf 1,

Tabulky 12 a 13).

-38 -



Maximalnich hodnot OPG u imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" mysi bylo dosazeno az
39. DPI, coz je ve srovnani s ostatnimi skupinami imunokompetentnich i imunodeficientnich
mysi vyznamné déle. U imunokompetentnich mysi C57BL/6 byla C.x dosazena jiz 16. DPI
a pouze o tfi dny déle, 19. DPI, byla shodné pozorovéana C,,.x u imunodeficientnich C57BL/6
CD8” a C57BL/6 Pfr1”" mysi (Tabulky 12 a 13).

Béhem infekce nebyly u experimentélnich zvifat pozorovany zadné klinické pfiznaky.

Vzhledem ktomu, ze nebyl zaznamenan vyznamny rozdil v délkach prepatentnich
a patentnich period mezi imunokompetentnimi C57BL/6 a imunodeficientnimi

C57BL/6 Pfr1”~ my$mi, byla tato imunodeficientni skupina mysi z dal§ich analyz vyfazena.

9
C57BL/6
8 1 e C57BL/6 CD4-/-
—— C57BL/6 CD8-/-
7 4
N2 v. = C57BL/6 Pfri-/-
6 - / \W "
>
S 5
2 41
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Graf 1. Prabéh infekce C. muris TS03 u imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4”", C57BL/6 CD8" a C57BL/6 Pfr1” mysi; DPI - dny po

primarni infekci; OPG — pocet oocyst na gram trusu

Tabulka 12. Prabéh infekce C. muris TS03 u imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4™", C57BL/6 CD8"" a C57BL/6 Pfrl”™ mysi

pribéh infekce

prepatentni

skupina mysi perioda (dny) patentni perioda (dny) AU(6; Cmé Tonax
(x10°) (x10°) (DPI)
CS7BL/6 8&-10(9,1£0,7) 2028 (24,0+2,8) 27,72 5,82 16
C57BL/6 CD4™ 9-11(9,8+0,6) 108-114 (111,9+1,9) 1357,47 88,88 39
C57BL/6 CDS™ 6-7 (6,4 £0,5) 49-68 (58,9 + 7,7) 66,72 12,62 19
C57BL/6 Pfr1™ 9-10 (9,6+ 0,5) 24-33 (26,3 £2,8) 123,56 28,22 19
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Tabulka 13. Porovnani pribéhu infekci C. muris TS03 imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4™", C57BL/6 CD8"" a C57BL/6 Pfr1”" mysi

porovnavané skupiny  prepatentni patentni pritbéh infekce
mySsi perioda perioda AUC Conx T

vs. Cg‘;-]ZI]f/IEMCDI/' P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
V. Cgfgllfllg/gDS‘/' P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
vs. Cgsgﬁ/l%/gfrr/- P>0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
Vs?é?;]];/f/g gg;"— P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
vf 275];]1;/3/5 %Z"‘ P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05

CS7BL/6 CD8™ P<0,05 P<0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

vs. C57BL/6 Pfr1”"

4.1.2 Sledovani mnoZstvi IELs v Zalude¢nim epitelu
4.1.2.1 Primarni infekce C. muris TS03 imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4" a C57BL/6 CD8™ mysi

V Zalude¢nim epitelu imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6
CD4” a C57BL/6 CD8" mysi byl po infekci C. muris TS03 zaznamenan vyvoj imunitni

odpovédi charakterizovany zménou mnozstvi riznych typli imunitnich bunék.

4.1.2.1.1 MnoZzstvi leukocyti

MnozZstvi leukocytii: pocet leukocyti ve sliznici zaludku byl u naivnich (NK)
imunokompetentnich C57BL/6 mysi 635,5 + 191,5. Béhem primarni infekce C. muris TS03
se vyznamn& zvysil od 14. DPI a Cpax (8,17x10%) bylo dosazeno 35. DPIL kdy byly
pozorovany 12,2x vyS§§i poCty leukocytli ve srovnani s pfislusSnou NK. V hodnotach AUC,
Cmax @ Tmax se mnozstvi leukocytl u imunokompetentnich C57BL/6 mysi statisticky
vyznamné nelisilo od imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi, kde byla namd&fena Cpax
23,86x10° az 42. DPL. V Ty (42. DPI) bylo pozorovano zvyseni pottu leukocytii 23,0%
oproti NK. Vyznamné zvySené mnozstvi leukocytl bylo u takto deficientnich mysi
zaznamenano jiz od 21. DPI ve srovnani s pfislusSnou NK. U imunodeficientnich C57BL/6
CD8” mysi byly poéty leukocytd u NK také nizké (557,4 + 187,0) a k jejich vyznamnému
zvyseni doslo od 21. DPI (ve srovnani s NK). Maximalni zvySeni (16,0%) bylo pozorovano
35. DPI, kdy hodnota Cp.y dosahla 8,97x10°. Statisticky vyznamny rozdil v nastupu imunitni
odpovédi (Tmax) @ hodnoté AUC byl pozorovan pouze mezi imunodeficientnimi C57BL/6
CD4"" a C57BL/6 CD8” my3$mi (Tabulka 14 a Graf 2).
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Tabulka 14. Charakteristika a porovnani mnozstvi leukocytl v Zaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnoZstvi leukocytu , . . mnoZstvi leukocyti
skupina mysi 20C C T porovnavaneé skupiny
max max m §l’
(XIOS) (X103) (DPI) y AUC Cmax Tmax
C57BL/6 13325 7.75 I C;SIZE/%/‘ED g P2005 P>005 P00
C57BL/6 CD4”~ 35592 2386 42 w Cgfgf/lg/‘él)s_,_ P>005 P>005 P>0,05
-
CS7BL/6 CD8 18490 895 35 vscéglﬁf/ggi‘)s_,_ P<0,05 P>0,05 P<0,05

35000 35000
(A) B) [ leukocyty

30000 L 30000
» 25000 L 25000
—
Ll
S 20000 1 L 20000
g 15000 A L 15000
c

] * A L
€ 10000 * . A % 10000
* * *
5000 A * * I ’_-r_‘ * ﬁ ﬁ - 5000
0 l_'_| |J'—| - - - - - I_T_| - - - - - - - O
O(NK) 7 14 21 28 35 42 O(NK)O 3 5 7 11 14 21
DPI DPRI
35000 35000
© % (D)

30000 A - 30000
@ 25000 | l L 25000
w * %
= 20000 1 L 20000
R 15000 - - 15000
s *
€ 10000 - * T % L 10000

. % T T
5000 - L 5000
ol == mm mm B3 EH I IE P ]
O(NK) 7 14 21 28 35 42 O(NK) 7 14 21 28 35 42
DPI DPI

Graf 2. Mnozstvi leukocyti v ZaludeCnim epitelu imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8" mysi bshem primarni infekce

a reinfekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi leukocytii v zaludeénim epitelu imunokompetentnich C57BL/6
myS§i v priabéhu primarni infekce C. muris TS03; (B) Mnozstvi leukocyti v Zaludeénim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi v priabéhu reinfekce C. muris TS03; (C) Mnozstvi leukocytl v Zalude¢nim
epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi v prib&hu priméarni infekce C. muris TS03; (D) Mnozstvi
leukocytil v zalude¢nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD8”" mysi v prib&hu primarni infekce C. muris
TS03; DPI — dny po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci; IELs — intraepitelidlni leukocyty;
NK - negativni kontrola; * — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti NK (0. DPI); A\ — statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPRI
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4.1.2.1.2 Mnozstvi T- a B-lymfocyti

MnoZstvi T-lymfocyti: mnozstvi T-lymfocytt v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi se béhem primarni infekce C. muris TS03 vyznamné
zvysilo od 21. DPI oproti ptislusné NK, kde bylo zaznamenano nizké mnozstvi T-lymfocytt
(244,5 + 168,8). Nejvyssiho mnozstvi (Cmax = 6,55%10%) bylo dosazeno 35. DPI, kdy se
zastoupeni T-lymfocytdi zvysilo 26,8%. U imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi bylo
v zaludeéni sliznici prislusné NK naméieno 238,8 + 127,2 T-lymfocytt, které se v pribehu
infekce C. muris TS03 zvysilo 54,1% (Cpax =13,07%10° | Tpax = 35. DPI). A&koliv mezi
C57BL/6 a C57BL/6 CD4” my3mi nebyl pozorovan rozdil vnastupu infekce (Timax),
hodnoty AUC a Cp jiz byly statisticky vyznamné rozdilné. Také obé¢ skupiny sledovanych
imunodeficientnich mysi (C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8") se vzdjemnd signifikantné
lisily jak v mnozstvi T-lymfocyti (AUC), tak i v Cpax. B€hem infekce C. muris TS03 u mysi
s deficitem CD8+ T-lymfocytii (C57BL/6 CD8) bylo pozorovano vyznamné zvyieni
T-lymfocytd od 28. do 42. DPI (ve srovnani s pfislusnou NK) s maximalnim zvysSenim 33,7x
42. DPI (Cpax = 5,24%10°). Statisticky vyznamny rozdil v hodnotach AUC, Cynax @ Tmax nebyl
mezi imunokompetentnimi C57BL/6 a imunodeficientnimi C57BL/6 CD8™" mySmi

pozorovan (Tabulka 15 a Graf 3)

Tabulka 15. Charakteristika a porovnani mnozstvi T-lymfocytd v Zaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnoZstvi T-lymfocytia (o . mnoZstvi T-lymfocytu
skupina myi U c T porovnavané skupiny
max max mysi

(X 103) (>< 1 03) (DPI) y AUC Cmax Tmax

CS7BL/6 8804 655 35 | Cgf;g/lg/gl) o P<00S P<005  P>005

C57BL/6 CD4~ 22821 1307 35 v cgigg/%s/gns"' P>0.05 P>005 P>0.05
-

C57BL/6 CD8” 8345 524 42 CSTBLI6CD4™ 05  p<005 P>0,05
vs. C57BL/6 CDS8
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Graf 3. Mnozstvi T- a B-lymfocytti v zaludecnim epitelu imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" a C57BL/6 CD8"" mysi b&hem primarni infekce

a reinfekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi T- a B-lymfocytd v zaludeénim epitelu imunokompetentnich
C57BL/6 mysi v prubéhu primarni infekce C. muris TS03; (B) Mnozstvi T- a B-lymfocyti v Zalude¢nim
epitelu imunokompetentnich C57BL/6 my$i v pribéhu reinfekce C. muris TS03; (C) Mnozstvi
T- a B-lymfocytil v zalude&nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" mysi v priibéhu primarni infekce
C. muris TS03; (D) Mnozstvi T- a B-lymfocyti v Zalude¢nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD8”" mysi
v prubéhu primarni infekce C. muris TS03; DPI — dny po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci;
IELs — intraepitelidlni leukocyty; NK — negativni kontrola; % — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti
NK (0. DPI); N\ — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPRI

Mnozstvi B-lymfocyti: v epitelu zaludku NK imunokompetentnich C57BL/6 mysi bylo
piitomno 147,0 £ 75,0 B-lymfocytd, jejichz mnozstvi se v prub¢hu infekce C. muris TS03
vyznamné zvysilo jiz od 14. DPI. Maximélni koncentrace bundk (Cpax = 0,61x10%) byla
zaznamenana jiz 14. DPIL. Oproti tomu se mnozstvi B-lymfocytl v zalude¢ni sliznici
C57BL/6 CD4" mysi ve srovnani s pfislugnou NK (279,20 + 192,0) vyznamn& zvysilo aZ
mezi 28. a 42. DPI. Maximalni zvySeni poctu B-lymfocytt (4,5%) bylo pozorovano 28. DPI,
kdy hodnota Cyux Cinila 1,31x 10°. Podobné& u imunodeficientnich C57BL/6 CD8™" mysi byla
zaznamenana nejvys§i hodnota B-lymfocytd 28. DPI (Cpay = 2,13%10%), a to 11,9% vice
oproti NK. Statisticky vyznamn& zvy§ené mnozstvi B-lymfocytd u C57BL/6 CD8” mysi

bylo zaznamenéno pouze 14. a 28. DPI. Zadny statisticky vyznamny rozdil nebyl pozorovan
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mezi primarnimi infekcemi C. muris TS03 u imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8™” myS$i v mnozstvi B-lymfocyta
(AUC), nastupu imunitni odpoveédi (Tmax) @ maximalniho zvyseni B-lymfocytli (Cpax, Graf 3
a Tabulka 16)

Tabulka 16. Charakteristika a porovnani mnoZzstvi B-lymfocytl v Zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8"
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnoZstvi B-lymfocytia P . mnoZstvi B-lymfocyti
skupina my&i Uc C T porovnévané skupiny
max max m sl
(XIOS) (X103) (DPI) y AUC Cmax Tmax
C57BL/6 1475 0,61 4| C;SIZE%/?:D o PP005 P>005 P00
CS7BL/6 CD4~ 31,04 131 % | cgjlzg/%s/gns"' P>005 P>005 P>0.05
-
CS7BL/6 CD8~ 4225 213 28 vscé;l;l];flggf)s"' P>005 P>005 P>0.05

4.1.2.1.3 Mnozstvi CD4+, CD8+ a y6 T-lymfocyti

MnoZzstvi CD4+ T-lymfocyti: v epitelu zaludku NK imunokompetentnich C57BL/6
mys$i bylo zaznamenano 73,9 + 42,4 CD4+ T-lymfocytu, jejichz mnozstvi se béhem primarni
infekce C. muris TS03 zvysilo 35,4x 35. DPI (Cpax = 2,62x10%). Zvysené mnozstvi CD4+
T-lymfocytd v Zalude¢ni sliznici C57BL/6 mysi bylo pozorovano jiz od 14. DPI, avSak
statisticky vyznamné zvySené pocty CD4+ T-lymfocytl byly v Zalude¢nim epitelu piitomny
az od 21. DPI a setrvaly zde az do konce sledovani (42. DPI). Ackoliv nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami Cp,x u imunokompetentnich C57BL/6
a imunodeficientnich C57BL/6 CD8”" mysi, maximalni namé&fené mnozstvi CD4+
T-lymfocytd u imunokompetentnich C57BL/6 mysi bylo 1,6x niz§i ve srovnani s C57BL/6
CDS8™ mySmi (Cpax = 4,27><103), které se oproti prislusné NK navysilo az 49,5% v Tax
(42. DPI). Ptesto byl statisticky vyznamné zvySeny pocet CD4+ T-lymfocyti v zaludecni
sliznici takto imunodeficientnich my$i pozorovan o 7 dni pozdé&ji (od 28. DPI) nez tomu bylo
u imunokompetentnich C57BL/6 mysi. Statisticky vyznamny rozdil v prib&hu infekce
(AUC) & v dobg& nastupu imunitni odpovédi (Tmay) mezi C57BL/6 a C57BL/6 CD8”” my$mi
nebyl zaznamenan. U imunodeficientnich C57BL/6 CD4™" mysi nebyly v zalude¢nim epitelu

pozorovany zadné CD4+ T-lymfocyty (Tabulka 17 a Graf 4).
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Tabulka 17. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD4+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnozstvi mnozstvi
. v CD4+ T-lymfocytu porovnavané skupiny CD4+ T-lymfocyta
skupina mySi AUC Co T, my3i Uc c "
(XIOS) (X103) (DPI) max max
C57BL/6
C57BL/6 44,85 2,62 35 vs. CS7BL/6 CD4™ - - -
" C57BL/6
C57BL/6 CD4 - - - vs. C57BL/6 CD8™ P>0,05 P>0,05 P>0,05
/-
C57BL/6 CDS"- 63,15 427 42 C57BL/6 CD4 _ _ -

vs. C57BL/6 CD8™

Mnozstvi CD8+ T-lymfocyti: statisticky vyznamné zvySené mnozstvi CD8+
T-lymfocytd v Zalude¢nim epitelu imunokompetentnich C57BL/6 mys$i béhem primarni
infekce C. muris TS03 bylo pozorovano od 21. DPI a jejich pocty se z 66,4 + 44,4 u NK
zvysily 47,2x v 35. DPI, kde byla naméfena hodnota Cx = 3,14><103. Maximalni
zaznamenané mnozstvi CD8+ T-lymfocytl v Zaludku C57BL/6 mySi bylo statisticky
vyznamné niz$i (4,1x) oproti hodnoté Cpax (12,83x10°) u imunodeficientnich
C57BL/6 CD4"" mysi. Zde se poet CD8+ T-lymfocyti zvysil 161,3x z pavodnich
78,4 + 11,7 u ptislusné NK také 35. DPI. Statisticky vyznamné zvySené¢ mnozstvi CD8+
T-lymfocyti zde bylo pozorovano od 28. az do 42. DPI. Imunokompetentni C57BL/6
a imunodeficientni C57BL/6 CD4™” mysi se také vyznamné liSily v hodnot¢ AUC, ale
v dosazeni maximalniho mnozstvi (Tmax) rozdily zaznamenany nebyly. U munodeficientnich
C57BL/6 CD8” mysi nebyly v misté infekce pfitomny zadné CD8+ T-lymfocyty (Tabulka
18 a Graf 4).

Tabulka 18. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD8+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnozstvi mnozstvi
skupina my§i CD8+ T-lymfocyti porovnivané skupiny CD8+ T-lymfocyti
(XIOS) (X103) (DPI) max max
CS57BL/6
C57BL/6 34,30 3,14 35 vs. CS7BL/6 CD4™ P<0,05 P<0,05 P>0,05
- C57BL/6
C57BL/6 CD4 213,79 12,83 35 vs. CS7BL/6 CD8™ - - -
C57BL/6 CD4™

C57BL/6 CD8”" - - -

vs. C57BL/6 CD8”"
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Graf 4. Mnozstvi CD4+, CD8+ a yd T-lymfocytd v zalude¢nim epitelu imunokompetentnich
C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8” mysi béhem priméarni

infekce a reinfekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi CD4+, CD8+ a yd T-lymfocytl v zaludeénim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi v prib&hu primarni infekce C. muris TS03; (B) Mnozstvi CD4+, CD8+
a yd T-lymfocytl v Zalude¢nim epitelu imunokompetentnich C57BL/6 mysi v prubéhu reinfekce C. muris
TS03; (C) Mnozstvi CD4+, CD8+ a y& T-lymfocyti v Zaludednim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD4™
mys$i v prub&hu primarni infekce C. muris TS03; (D) MnozZstvi CD4+, CD8+ a yd T-lymfocyti v zalude¢nim
epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD8"" mysi v pribshu primarni infekce C. muris TS03; DPI — dny
po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci; IELs — intraepitelialni leukocyty; NK — negativni kontrola;
* — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti NK (0. DPI); /A — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti
0. DPRI

MnoZzstvi Yo T-lymfocytii: u NK imunokompetentnich C57BL/6 mysi bylo v Zalude¢ni
sliznici pfitomno pouze 104,1 + 82,1 yd T-lymfocytu, jejichz mnozstvi ztstalo po celou dobu
primarni infekce C. muris TS03 na podobné hlading, statisticky vyznamn¢ zvy$ené mnozstvi
bylo pozorovano pouze v 35. DPI, kdy byla namé&fena Cynex = 0,80x10° y8 T-lymfocytil. Jen
o malo niz§i hodnota Cpa (0,74x10%) byla pozorovéna také u mysi s deficitem CD4+
T-lymfocyti (C57BL/6 CD4 ™), u nichz byl maximalni po&et y& T-lymfocytdl v mist& infekce
zjistén o 7 dni drive (28. DPI). Statisticky vyznamné zvyseni yd T-lymfocyti u C57BL/6
CD4” mysi bylo zaznamenano pouze 28. a 35. DPI ve srovnani s piislusnou NK, kde byly

pocty yo T-lymfocytl v zaludec¢ni sliznici také velmi nizké (79,1 £ 49,0). Podobné mnozstvi
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vd T-lymfocyth (63,7 + 21,8) bylo také pozorovano u NK imunodeficientnich C57BL/6
CD8” mysi. U takto imunodeficientnich mysi bylo viak pozorovano témé&f dvojnasobné
zvySeni poc¢tu yo T-lymfocytd (Chax = 1,45><103 , Tmax = 35. DPI) ve srovnani s ptislusnou
NK, které¢ bylo jako statisticky vyznamné zvySené detekovano jiz od 21. DPI. Presto ale
nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil mezi primarnimi infekcemi C. muris TS03
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich my$i v hodnotach AUC, Tpax @ Cpax

(Graf 4 a Tabulka 19)

Tabulka 19. Charakteristika a porovnani mnozstvi y6 T-lymfocytl v Zaludec¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnoZstvi yo T-lymfocytu (o . mnoZzstvi yo T-lymfocyti
skupina mysi AUC C T porovnavanﬁ skupiny
max max m sl
(XIOS) (X103) (DPI) y AUC Cmax Tmax
C57BL/6 889 080 35 | ngi’z 21) g P00 P>005 P00
CSTBLI6CDA™ 1369 074 28 | C;SIZEI%/ gDs"' P>005 P>005 P>0.05
-
CS57BL/6 CDS" 2030 145 35 CSTBL/6 CDA™ b 05 p=0.05  P>0,05
vs. CS7TBL/6 CD8

4.1.2.1.4 Mnozstvi NK bunék, monocytii/makrofagi a granulocyti

V ZaludeCnim  epitelu  imunokompetentnich C57BL/6 a  imunodeficientnich
C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8 mysi byla zaznamenana pritomnost NK bungk
a monocyti/makrofagi po celou dobu primarni infekce C. muris TS03. Vyskyt granulocytt
v zaludecni sliznici béhem infekce nebyl zjistén u zadné sledované skupiny mysi.

MnoZzstvi NK bunék: u neinfikovanych C57BL/6 mysi byla zjiSténa pfitomnost nizkého
poctu NK buné¢k (86,2 + 50,6) v zalude¢ni sliznici a jejich statisticky vyznamné zvysené
mnozstvi v epitelu Zaludku nebylo béhem primarni infekce C. muris TS03 zaznamenano;
nejvy§si mnozstvi zde bylo pozorovano jiz 14. DPI, kdy Cax doséhla hodnoty 0,18x10°, coz
zna¢i  zvySeni pouze 1,7%x ve srovnani sNK. U  imunodeficientnich
C57BL/6 CD4” mysi byly podty NK bunék v neinfikovanych zvifatech téméf totozné jako
u imunokometentnich mys$i (83,6 £ 41,4) a v zddné ze sledovanych hodnot (AUC, Cpax
a Tmax) se zvySeni mnozstvi NK bunck v Zaludecnim epitelu statisticky vyznamné neliSilo.
Pesto u C57BL/6 CD4”" mysi bylo pozorovano vyznamné zvyseni NK bungk v 28. DPI
a hodnota C,.« zde ¢inila 0,23X103 . U dalsich imunodeficientnich mysi, C57BL/6 CD8'/',
byly vyznamné zvySené pocty NK bunék zaznamenany 14.—35. DPI s maximem 28. DPI

(Cmax = 0,30x10%). Pfesto nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi NK
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bunck ptitomnych v misté infekce (hodnoty AUC, Cuax @ Tmax) mezi imunokompetentnimi

a imunodeficientnimi my$mi béhem primarni infekce C. muris TS03 (Tabulka 20 a Graf 5).

Tabulka 20. Charakteristika a porovnani mnozstvi NK bunék v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnozstvi NK bunék , , . mnozstvi NK bunék
skupina my$ AUC C T porovnavané skupiny
max max m §l’
(X 103) (X 1 03) (DPI) y AUC Cmax Tmax
C57BL/6 335 0,18 4| nggf;/‘él) g PP005 P2005 P00
CSTBLI6CD4” 582 023 28 | c§751;113/18/6cns-’- P>005 P>005 P>0.05
-
C57BL/6 CDS” 694 030 28 Vscf;%f/ggf)s_,_ P>005 P>005 P>0.05

Mnozstvi monocyti/makrofagi: monocyty/makrofagy se v zalude¢nim epitelu NK
imunokompetentnich C57BL/6 my$i vyskytovaly ve velmi nizkych poctech 17,8 + 17,8
a béhem primarni infekce C. muris TS03 bylo jejich vyznamné zvySeni pozorovano
pouze 21. DPI. Pocet monocyti/makrofagl se u C57BL/6 mysi v Cpax (0,14x10°) navysil
6,2%, coz je vyznamn¢ mén¢ nez u imunodeficientnich C57BL/6 CD4™" mysi, kde byl jejich
pocet zndsoben 341,6% (Cpax = 4,71><103) 42. DPIL. U takto imunodeficientnich mysi byla
zvysend mnozstvi monocytii/makrofagl ve sliznici zaludku zjisténa od 14. DPI, statisticky
vyznamné vSak pouze od 35. DPI. Naproti tomu u mysi s deficitem CD8+ T-lymfocyta byly
poéty monocyti/makrofagii po celou dobu infekce C. muris TS03 nizké, Cpax (0,13x10°, 28.
DPI) bylo vyznamné nizi ve srovnani s C57BL/6 CD4” my$mi a oproti
imunokompetentnim C57BL/6 myS$im se vyznamné neliSilo. Pfesto bylo pozorovéano
vyznamng zvySené mnozstvi téchto bundk v misté infekce C57BL/6 CD8” mysi jiz
od 14. DPI pii porovnani s NK, kde nebyla zjiSténa piitomnost monocytli/makrofagl

v epitelu Zaludku. V hodnotach AUC a Tnax nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil

mezi sledovanymi skupinami mysi (Tabulka 21 a Graf 5).
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Tabulka 21. Charakteristika a porovnani mnoZstvi monocyti/makrofagii v Zalude¢nim
epitelu imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6
CD8”" mysi béhem primarni infekce C. muris TS03

mnoZzstvi mnoZzstvi
. wr monocytii/makrofagi porovnavané skupiny monocytii/makrofigi
skupina mysi AUC Co T, my3i UC . T
(X 103) (X 1 03) (DPI) max max
C57BL/6 213 014 21 v C;S]ZE/I%/ ‘éD oo PP005  P<005  P>005
CSTBLI6CD4™ 4171 467 42 | C;S];E/I;’ 6CD8"' P>0,05 P>0.05 P>0,05
C57BL/6 CD4™

C57BL/6 CDS™ 2,17 0,13 28 P>0,05 P<0,05 P>0,05

vs. C57BL/6 CD8™
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Graf 5. Mnozstvi NK bunék a monocyti/makrofagi v zaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”

my$i béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi NK bungk
a monocytid/makrofagd v zalude¢nim epitelu imunokompetentnich C57BL/6 mysi v prubéhu primarni infekce
C. muris TS03; (B) Mnozstvi NK bun¢k a monocyti/makrofagii v Zaludeénim epitelu imunokompetentnich
C57BL/6 mysi v prib&hu reinfekce C. muris TS03; (C) Mnozstvi NK bunék a monocyti/makrofagi
v zalude¢nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi v pribéhu priméarni infekce C. muris TS03; (D)
Mnozstvi NK bunék a monocyti/makrofagii v zalude¢nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD8”" mysi
v priubéhu primarni infekce C. muris TS03; DPI — dny po primarni infekci; DPRI — dny po reinfekci;
IELs — intraepitelialni leukocyty; NK — negativni kontrola; % — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti
NK (0. DPI); N\ — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPRI
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4.1.2.2 Primarni infekce a reinfekce C. muris TS03 imunokompetentnich C57BL/6 mysi
U imunokompetentnich C57BL/6 mys$i bylo béhem primarni infekce (viz 4.1.2.1)
a reinfekce C. muris TS03 zaznamenano zvySené mnozstvi riznych typd imunitnich bun¢k

v epitelu zaludku a vyvoj imunitni odpovedi pfimo v misté infekce.

4.1.2.2.1 Mnozstvi leukocytu

MnozZstvi leukocytii: v disledku zmén béhem primarni infekce C. muris TS03
(viz 4.1.2.1.1) bylo zaznamenano 90. DPI v epitelu Zaludku imunokompetentnich C57BL/6
mysi 1 po jejich uplném vyléceni 3,3% zvySené mnozstvi leukocytl ve srovnani s NK.
Pfi nasledné reinfekci téchto mysi stejnym druhem kryptosporidie, C. muris TS03, byl
pozorovan nariist mnozstvi leukocytt v epitelu zaludku 7. a 11. DPRI ve srovnani s 0. DPRI.
Nejvyssi zaznamenané mnozstvi (Cpax = 5,45><103) pii reinfekci bylo nizsi nez Cyax béhem
primarni infekce C57BL/6 mysi, avSak po reinfekci mysi C. muris TS03 doslo k vyznamné
rychlejsi imunitni odpovédi charakterizované zvySenym mnozstvim leukocytl, Trmax zde byla
pozorovana jiz 11. DPRI. Statisticky vyznamny rozdil mezi pribéhem primérni infekce

a reinfekce byl zjistén také v hodnoté AUC (Graf 2 a Tabulka 22).

Tabulka 22. Charakteristika a porovnadni mnozstvi leukocytdi v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi leukocyti porovnavané mnoZstvi leukocyti
infekce AUC33 Cm§ Toa infelice AUC c "
(x10°)  (x10°) (DPI/DPRI) max max
primarni infekce 133,25 7,75 35 prim&irl.n' infekce P<0.05  P>005 P<0,05
reinfekce 70,95 5,45 11 vs. reinfekce

4.1.2.2.2 Mnozstvi T- a B-lymfocyti

MnozZstvi T-lymfocyti: také 90. DPI (0. DPRI) bylo detekovéano statisticky vyznamné
6,1x vyssi mnozstvi T-lymfocytl nez u NK. Po reinfekci téchto mysi C. muris TS03 byl
pozorovan vyznamné zvySeny pocCet T-lymfocytd v misté infekce 5. a 11. DPRI
ve srovnani s 0. DPRI. Nejvy3si mnozstvi T-lymfocytii (Cmax = 3,56%10%) bylo zaznamenano
11. DPRI, statisticky vyznamné dfive nez pii primarni infekci a vyznamny rozdil byl
pozorovan i v hodnotdch Cpay, kterd byla pifi reinfekci C57BL/6 mysi 1,8x niz§i nez
pfi primérni infekci. Také v hodnot¢ AUC byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi

pribéhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03 (Graf 3 a Tabulka 23).
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Tabulka 23. Charakteristika a porovnani mnozstvi T-lymfocytl v Zaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi T-lymfocytu porovnavané mnoZzstvi T-lymfocytu
infekce AUC; C““‘; Tima infekce AUC C T
(x10°)  (x10°) (DPI/DPRI) max max
primarni infekce 88,04 6,55 35 prim&irl.n' infekce P<0.05  P<0,05 P<0,05
reinfekce 43,80 3,56 11 vs. reinfekce

Mnozstvi B-lymfocyti: mnozstvi B-lymfocyti u imunokompetentnich C57BL/6 mysi
zistalo v zalude¢nim epitelu 2,0x zvySeno i po vyléceni z primarni infekce C. muris TS03
(viz 4.1.2.1.2). Po nasledné reinfekci byl pozorovan vyznamny narGst mnozstvi
B-lymfocyti v zaludec¢ni sliznici od 3. DPRI (ve srovnéani s 0. DPRI) s maximem 11. DPRI
(Cnax = 1,58x 103), coz je vyznamn¢ vice (2,6%) nez dosazend C,x béhem primarni infekce.
Nicmén¢ v hodnotach Ty.x a AUC nebyl zaznamenan rozdil mezi primarni infekei C. muris

TS03 a reinfekci stejnym parazitem (Graf 3 a Tabulka 24).

Tabulka 24. Charakteristika a porovnani mnozstvi B-lymfocytd v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 my$i béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi B-lymfocytu (o mnoZstvi B-lymfocyti
infekee 0C C T porovnavané
3 ma§ R infekce AUC Cmax Tmax
(x10")  (x10°) (DPI/DPRI)
primarni infekce 14,75 0,61 14 primarni infekce
reinfekce 17,52 1,58 3 vs. reinfekce P>0,05 P<0,05  P>0,05

4.1.2.2.3 Mnozstvi CD4+, CD8+ a y6 T-lymfocyti

Mnozstvi CD4+ T-lymfocyti: béhem primarni infekce bylo pozorovano vyznamné
zvySené mnozstvi CD4+ T-lymfocytt v epitelu zaludku imunokompetentnich C57BL/6 mysi
(viz 4.1.2.1.3) a témé&f dva meésice po jejich vyléceni (90. DPI = 0. DPRI) byl zaznamenan
14,7x vy$si poCet CD4+ T-lymfocyth v misté infekce oproti NK. V prubcéhu reinfekce
C. muris TS03 se mnozstvi CD4+ T-lymfocytt oproti 0. DPRI vyznamné zvysilo pouze
11. DPRI, kdy bylo dosazeno Cpa. (2,00%10%), coz je vyznamné diive neZ pii priméarni
infekci. Pfesto ale nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v hodnotach C.y, ktera
dokonce béhem reinfekce dosahla 1,2x nizSich hodnot nez u primarni infekce C. muris
TS03. Naproti tomu, porovnani hodnot AUC prokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi
zvySenym poctem CD4+ T-lymfocyti v epitelu zaludku béhem primarni infekce a reinfekce

(Graf 4 a Tabulka 25).
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Tabulka 25. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD4+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 my$i béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi CD4+ T-lymfocyti orovnivané mnoZstvi CD4+ T-lymfocyti
infekce AUC C T por
3 ma§ b infekce AUC Cmax Tmax
(x10°)  (x10°) (DPI/DPRI)
T 44 262 .
primarni infekce ,85 ,6 35 primarni infekce P<0,05 P>0,05 P<0,05
reinfekce 25,40 2,00 11 vs. reinfekce

Mnozstvi CD8+ T-lymfocytiu: také po vyléceni imunokompetentnich C57BL/6 mysi
z primarni infekce C. muris TS03, béhem které byl zaznamenan vyznamny nartst poctu
CD8+ T-lymfocytt ve sliznici zaludku (viz 4.1.2.1.3), bylo ve srovnani s NK zjisténo
vyznamné vyssi (4,8x) mnozstvi tohoto typu T-lymfocytl perzistujicich v zalude¢nim
epitelu az do 90. DPI (0. DPRI). Béhem nasledné reinfekce C. muris TS03 doslo
k vyznamnému zvysSeni mnozstvi CD8+ T-lymfocyti v misté infekce jiz 3., 7. a 11.DPI
(ve srovnani s 0. DPRI). Hodnota Cpay (1,65%10%), dosazena jiz 11. DPRI, byla piesto 1,9x
niz$i nez pii primarni infekci, ackoliv zadny statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
Cmax nebyl mezi primarni infekci C. muris TS03 a naslednou reinfekci zaznamenan.
Nicméné zvySené mnozstvi CD8+ T-lymfocyti bylo béhem reinfekce zjisténo vyznamné
diive (hodnota Tpax) nez pti primarni infekei, ackoliv nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil mezi navysSenim poctu CD8+ T-lymfocytl pii primarni infekci a reinfekci v hodnoté

AUC (Graf 4 a Tabulka 26).

Tabulka 26. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD8+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi CD8+ T-lymfocyti .. mnoZstvi CD8+ T-lymfocyti
infekee AUC C T porovnavané
3 max max infekce AUC C T
(x10")  (x10°) (DPI/DPRI) max max
. . 430 14 e ..
primarni infekce 343 3, 35 primarni infekce P>0,05 P>005 P<0,05
reinfekce 16,21 1,65 11 vs. reinfekce

Mnoizstvi yd T-lymfocyti: narozdil od primarni infekce C. muris TSO03
imunokompetentnich C57BL/6 myS$i (viz 4.1.2.1.3) nebylo béhem reinfekce stejnym
parazitem pozorovano zadné statisticky vyznamné zvyseni poctu yd T-lymfocytd
v zalude¢nim epitelu (ve srovnani s 0. DPRI) a piekvapivé také nebylo v 90. DPI (0. DPRI)
zjisténo statisticky vyznamné zvySené mnozstvi yo T-lymfocytii ve sliznici Zaludku, naopak

toto mnozstvi ve srovnani s NK mirné pokleslo. Hodnota Cy,.x dosahla pouze 0,22x 103, cozZ
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je 3,6x méné nez bylo zjisténo pii primarni infekci. Vyznamny rozdil mezi navySenim
mnozstvi yd T-lymfocyti v misté infekce pfi primarni infekci a reinfekci byl pozorovéan
pouze v hodnoté Tyax, u hodnot AUC a C,y statisticky vyznamny rozdil nebyl zaznamenan

(Graf 4 a Tabulka 27).

Tabulka 27. Charakteristika a porovnani mnozstvi y6 T-lymfocytl v Zaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi yo T-lymfocytu porovnévané mnoZstvi yo T-lymfocyti
infekce AU? Cmag Toa infekee AUC c "
(x10°)  (x10°) (DPI/DPRI) max max
primarni infekce 8,89 0,80 35 primflrl.ll' infekce P>0.05 P>0,05 P<0,05
reinfekce 2,19 0,22 11 vs. reinfekce

4.1.2.2.4 Mnozstvi NK bunék, monocytii/makrofagi a granulocyti

V pribéhu reinfekce C. muris TS03 byla v zalude¢nim epitelu imunokompetentnich
C57BL/6 mysi pozorovana ptitomnost NK bunék a monocyti/makrofagi, stejné jako béhem
primarni infekce totoznym parazitem (viz 4.1.2.1.5). Vyskyt granulocyti nebyl v epitelu
zaludku pozorovan pii primarni infekci (viz 4.1.2.1.5) ani pii nasledné reinfekci.

Mnozstvi NK bunék: 90. DPI (0. DPRI) bylo v zalude¢ni sliznici C57BL/6 mysi
vylécenych z primarni infekce C. muris TS03 pozorovano 2,6% niz§i mnozstvi NK bun¢k,
které se ale béhem reinfekce vyznamné zvysSilo jiz od 3. DPRI s Cpax 0,22x10°
zaznamenanou 3. DPRI. Presto ale nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi
nariistem mnozstvi NK bun€k v misté infekce béhem primarni infekce a reinfekce v zadné

ze sledovanych hodnot (AUC, Cpax @ Timax, Graf 5 a Tabulka 28).

Tabulka 28. Charakteristika a porovnani mnoZstvi NK bun€k v Zzaludecnim epitelu
imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce C. muris TS03

mnoZstvi NK bunék porovnavané mnozstvi NK bunék
infekce AUC33 Cm§ Toa infekee AUC c "
(x10°)  (x10°) (DPI/DPRI) max max
imarni infek 3,35 0,18 14 imarni i
primarni iniekce primarni infekce P>0,05 P>0,05 P>0,05
reinfekce 1,80 0,22 3 vs. reinfekce

MnozZstvi monocyti/makrofaghi: po vyléceni C57BL/6 mysi zprimarni infekce
C. muris TS03 bylo 90. DPI (0. DPRI) ve sliznici zaludku pozorovano téméf totozné
mnozstvi monocyti/makrofagh jako u NK, které se b&hem reinfekce C. muris TS03

statisticky vyznamné nezménilo. Ackoliv statisticky vyznamny rozdil v dosazené Cy.x mezi
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priibéhem primarni infekce a reinfekce nebyl zjistén, hodnota Cpax (0,03x10%) byla 4,7x
niz8i ve srovnani s Cpax Zaznamenanou pii primarni infekei. Navic byla Cpax pozorovéna jiz
3. DPRI, coz je vyznamné¢ difive nez bcéhem primarni infekce. Mnozstvi
monocyti/makrofagi v misté infekce se v priabéhu reinfekce C. muris TS03 také vyznamné
liSilo (hodnota AUC) od zvySeni poctu téchto bunék zaznamenaného béhem primarni

infekce stejnym parazitem (Graf 5 a Tabulka 29).

Tabulka 29. Charakteristika a porovnani mnozstvi monocytii/makrofagi v Zzalude¢nim
epitelu imunokompetentnich C57BL/6 mysi béhem primarni infekce a reinfekce
C. muris TSO03

mnoZstvi monocytii/makrofaga (o mIZOZStVl -
infekce porovnavané monocyti/makrofagi
AUC Cnax T max infekce AUC c T
(x10%) (x10%)  (DPI/DPRI) max max
rimarni infekce 2,13 0,14 21 imarni i
p primarni infekce P<0,05 P>005 P<0,05
reinfekce 0,26 0,03 3 vs. reinfekce

4.1.3 Sledovani zmén genové exprese IFNy v Zalude¢nim epitelu

V zalude¢nim epitelu imunokompetentnich C57BL/6 mysi infikovanych C. muris TS03
bylo 28. DPI pozorovéano 169,0 + 104,5x vys$si mnozstvi mRNA pro I[FNy oproti NK, coz je
4,9% vy$$i mnozstvi ve srovnani s 28. DPI u imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" mysi,
kde byl pozorovan nariist mnozstvi mRNA pro IFNy pouze 34,3 + 18,9x oproti ptisluSné
NK. Podobny trend byl pozorovan i 28. DPI u imunodeficientnich C57BL/6 CD8"" mysi,
zde bylo mnozstvi mRNA pro IFNy ve srovnani s pfisluSnou NK zvySeno pouze
30,0 £ 11,0%, coz je 5,6% niz§i mnozstvi mRNA pro IFNy nez u imunokompetentnich

C57BL/6 mysi (Graf 6).
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Graf 6. Zvyseni mnozstvi mRNA pro IFNy v Zalude¢nim epitelu 28. DPI C. muris TS03
u imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" a C57BL/6 CD8”"
mysi oproti NK
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4.1.4 Analyza splenocyti

Ve slezinach neinfikovanych imunokompetentnich C57BL/6 mysi (NK) bylo
zaznamenano 14,9x10° T-lymfocytd a 24,6x10° B-lymfocyti, jejichz mnoZstvi se béhem
primarni infekce C. muris TS03 statisticky vyznamné nezménila. Velmi podobné pocty
T- a B- lymfocyti byly pozorovany i béhem reinfekce C57BL/6 mysi C. muris TS03.
U imunodeficientnich C57BL/6 CD4”" mysi mély T- a B-lymfocyty ve slezing rovn&Z velmi
podobné hodnoty jako piislusna NK (10,5%10° T-lymfocytii a 26,5x10° B-lymfocytt), stejny
trend byl pozorovan i u C57BL/6 CD8” mysi (19,1x10° T-lymfocytd a 52,1x10°
B-lymfocyti).

Pomér CD4+ a CD8+ T-lymfocytlh u NK imunokompetentnich C57BL/6 mysi byl 1,8:1
(9,5%10° CD4+ a 5,4x10° CD8+ T-lymfocyti) a béhem primarni infekce doglo ke zméng
poméru mezi CD4+ a CD8+ T-lymfocyty 1,3:1 (28. DPI). V prubéhu reinfekce C57BL/6
mysi se tento pomér jeSté¢ vice snizil na 1,1:1 (21. DPRI). Ve slezinaich NK
imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi byl pocet sledovanych CD8+ T-lymfocytii
10,2x10°, u NK imunodeficientnich C57BL/6 CD8”" mysi &inil poet CD4+ T-lymfocyti
18,2x10°. Mnozstvi CD4+ & CD8+ T-lymfocyti se ani u jedné ze skupin
imunodeficientnich C57BL/6 mysi v pribéhu infekce C. muris TS03 vyznamné nezménilo.
Pritomnost yd T-lymfocyti ve slezin€¢ imunokompetentnich C57BL/6 mysi byla pozorovana
v nizkych mnozstvich (Cpax 1,1%10° 14. DPI), stejnd tak b&hem reinfekce. Velmi podobny
trend byl pozorovan i u obou skupin imunodeficientnich mysi.

Ve slezinach neinfikovanych imunokompetentnich C57BL/6 mysi (NK) bylo
zaznamenano 1,4x10° NK bunék, jejichz mnozstvi se béhem primérni infekce &i reinfekce
C. muris TS03 vyrazné nezvysilo, stejné tak nebylo pozorovano Zadné zvySeni NK bunék
u obou skupin imunodeficientnich mysi vuci pfislusSnym NK. Stejny trend byl pozorovan
1 u monocytii/makrofagu, jejichz pocty se oproti NK imunokompetentnich C57BL/6 mysi
(0,4x10% nezménily béhem primérni infekce ani reinfekce C. muris TS03. Zadné zvyseni
nebylo pozorovano ani u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8"" mysi, kde
pocty monocyti/makrofagi dosahovaly velmi podobné hladiny jako u imunokompetentnich
C57BL/6 mysi. Narozdil od epitelu zaludku byla ve sleziné zaznamendna piitomnost
granulocytd, jejichZ pocty byly u vSech sledovanych skupin mysi nizké a béhem primarni
infekce ¢i reinfekce nebylo zaznamenano zadné zvySeni, nejvys$i dosazena hladina byla

pozorovana u imunokompetentnich C57BL/6 my3i 5. DPRI (Ciax 1,8%10°).
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4.2 EXPERIMENTALNiI INFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH BALB/c MYSI
CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI LI03 A NASLEDNA INFEKCE C. MURIS TS03
4.2.1 Pribéh infekce

Piitomnost oocyst C. andersoni LI03 v trusu infikovanych BALB/c myS$i nebyla
zaznamenana parazitologickym ani molekularnim vysetfenim, coz prokazuje nevnimavost
mysi k izolatu C. andersoni LI03. Pfi nasledné infekci C. muris TS03, ke kterému jsou mysi

bézné vnimavé, nebyla produkce oocyst rovnéz pozorovana.

4.2.2 Sledovani mnoZstvi IELs v Zalude¢nim epitelu
V zaludecni sliznici BALB/c mysi byl po infekci C. andersoni LI03 pozorovan vyvoj

imunitni odpovédi charakterizovany zvySenym mnozstvim riiznych typd imunitnich bunék.

4.2.2.1 Mnozstvi leukocyti

MnoZstvi leukocytli: mnozstvi leukocyti v misté infekce se béhem primarni infekce
C. andersoni LI03 vyznamné zvysilo od 21. DPI oproti NK, kde bylo zji§téno velmi nizké
zastoupeni leukocytt (263,5 £ 9,9). Maxima bylo dosazeno 28. DPI, kde byla zaznamenana
Cnax 8,17x10°. 90. DPI (0. DPNI) bylo v zalude&nim epitelu p¥itomno 4,4x vy$§i mnoZstvi
leukocytt oproti NK a po nasledné infekci C. muris TSO03 se jejich pocet vyznamné zvysil
od 7. DPNI (ve srovnani s 0. DPNI). Mnozstvi leukocyti v zalude¢ni sliznici mysi bylo
bshem nésledné infekce C. muris TS03 1,5% vy$§i (Cpax = 12,05%10°) ve srovnani s jejich
mnozstvim béhem primarni infekce C. andersoni LI03 a statisticky vyznamny rozdil mezi
pribéhem primarni infekce a nasledné infekce byl zjist€n pouze v Tmax (14. DPNI, Tabulka

30 a Graf 7).

Tabulka 30. Charakteristika a porovnani mnozstvi leukocytti v zalude¢nim epitelu BALB/c
mysi béhem primarni infekce C. andersoni L103 a nasledné infekce C. muris TS03

mnoZstvi leukocyti (o mnoZstvi leukocyti
infekce AUC C T poroznavane
max max infekce
(x10°)  (x10°) (DPI/DPNI) AUC  Casx T
primarni infekce 131,40 8,17 28 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P<0,05
nasledna infekce 114,65 12,05 14 infekce
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Graf 7. Mnozstvi leukocytl v zalude¢nim epitelu BALB/c mySi béhem primarni infekce

C. andersoni LIO3 a nasledné infekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi leukocytii v zaludeénim epitelu
BALB/c mysi v prib&éhu primarni infekce C. andersoni LI03; (B) Mnozstvi leukocyti v zalude¢nim epitelu
BALB/c mysi v pribéhu nasledné infekce C. muris TS03; DPI — dny po primarni infekci; DPNI — dny po
nasledné infekci; IELs — intraepitelialni leukocyty; NK — negativni kontrola; % — statisticky yznamny rozdil
(P<0,05) oproti NK (0. DPI); /\ — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPNI

4.2.2.2 Mnozstvi T- a B-lymfocytu

Mnozstvi T-lymfocyti: v epitelu zaludku NK bylo pozorovano velmi nizké mnozstvi
T-lymfocyta (97,7 + 28,5), vyznamné zvysSeni T-lymfocytti bylo zaznamenano jiz od 14. DPI
béhem primarni infekce imunokompetentnich mysi C. andersoni L103. Maximalniho po¢tu
T-lymfocyti bylo dosazeno 28. DPI (Cax = 4,99%10%), jejich mnozstvi se oproti NK zvysilo
51,1x. ZvySené mnozstvi T-lymfocyti (3,7x) ve srovnani s NK bylo pozorovano také
90. DPI (0. DPNI). Statisticky vyznamn¢ zvySené hladiny T-lymfocytti oproti NK byly
u mysi nasledn¢ infikovanych C. muris TS03 pozorovany 3. a poté od 7. do 14. DPNI. Mezi
7. a 14. DPNI byl rovnéz zjistén vyznamné zvySeny pocet T-lymfocytl ve srovnani
s 0. DPNI a Cpux (5,27%10%) bylo dosazeno jiz 14. DPNIL coZ bylo vyznamng dfive oproti
primarni infekci (Tabulka 31 a Graf 8)

Tabulka 31. Charakteristika a porovnani mnozstvi T-lymfocytl v Zalude¢nim epitelu
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni L103 a nasledné infekce C. muris TS03

mnoZzstvi T-lymfocytu porovnavané mnoZzstvi T-lymfocytu
(x10°)  (x10°) (DPI/DPND)
primarni infekce 76,67 4,99 28 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P<0,05
nasledna infekce 59,3 5,27 14 infekce
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MnozZstvi B-lymfocyti: mnozstvi B-lymfocytl bylo u NK 132,7 + 25,0 a jejich pocet se
béhem primarni infekce C. andersoni LI03 zvysil pouze 6,2x, kdy Cmax 0,84x10° bylo
dosazeno 21. DPI. Zadny statisticky vyznamny rozdil v poétu B-lymfocytii oproti NK nebyl
béhem primarni infekce zaznamenan. Presto ale v Zalude¢ni sliznici mysi pretrvavala 3,2x
vyssi hladina B-lymfocyti az do 90. DPI (0. DPNI). Po nasledné infekci C. muris TS03 byl
pozorovan vyznamny narist mnozstvi B-lymfocytli (ve srovnani s 0. DPNI) mezi
7. a 14. DPNI. Pocty B-lymfocytii pfitomnych v misté infekce byly po nasledné infekci
C. muris TS03 téméf totozné a jejich hladina béhem nasledné infekce byla 2,1x vyssi
nez u primarni infekce C. andersoni LI0O3. Pfi nasledné infekci C. muris TS03 byla Cpax
(1,79%10%) pozorovéana 11. DPNI (Tabulka 32 a Graf 8)

Tabulka 32. Charakteristika a porovnani mnozstvi B-lymfocyti v Zzaludecnim epitelu
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni L103 a nasledné infekce C. muris TS03

mnoZstvi B-lymfocyta orovnévané mnoZstvi B-lymfocytia
infekce AUC C T por
3 ma§ i infekce AUC Cmax Tmax
(x107) (x10°) (DPI/DPNI)
primarni infekce 14,77 0,84 21 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P>0,05
nasledna infekce 22,23 1,79 11 infekce
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Graf 8. Mnozstvi T- a B-lymfocytli v zalude¢nim epitelu BALB/c mys$i béhem infekce

C. andersoni LI03 a nasledné infekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi T- a B-lymfocytt v zalude¢nim
epitelu BALB/c my$i v pribéhu primarni infekce C. andersoni LI03; (B) Mnozstvi T- a B-lymfocyti
v zaludeénim epitelu BALB/c my$i v pribéhu nasledné infekce C. muris TS03; DPI — dny po primarni infekei;
DPNI — dny po nasledné infekci; IELs — intraepitelidlni leukocyty; NK - negativni kontrola;
* — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti NK (0. DPI); /A — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti
0. DPNI
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4.2.2.3 Mnozstvi CD4+, CD8+ a y6 T-lymfocyti

Mnozstvi CD4+ T-lymfocyti: CD4+ T-lymfocyty se v Zzaludeénim epitelu NK
vyskytovaly ve velmi nizkém poétu (34,6 £+ 2,6), ktery se béhem primarni infekce
C. andersoni LI03 vyznamné zvysil od 14. DPI a maximalni (105,4x) narust po¢tu CD4+
T-lymfocytt byl pozorovan 28. DPI (Cpax = 3,65x10°). Hladina CD4+ T-lymfocyti byla
90. DPI (0. DPNI) 3,8x zvySena a po nasledné infekci C. muris TSO3 bylo pozorovano
vyznamné zvySeni poctu CD4+ T-lymfocytd od 5. DPNI oproti 0. DPNI s maximem
14. DPNI (Crax = 3,25%10%), coz je vyznamng dfive ve srovnani sprimarni infekci

C. andersoni L103 (Tabulka 33 a Graf 9).

Tabulka 33. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD4+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

mnoZstvi CD4+ T-lymfocyti orovnivané mnoZstvi CD4+ T-lymfocyti
infekce AUC C T por
3 ma§ b infekce AUC Cmax Tmax
(x10°)  (x10°) (DPI/DPNI)
primarni infekce 52,52 3,65 28 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P<0,05
nasledna infekce 33,80 3,25 14 infekce

Mnozstvi CD8+ T-lymfocytii: pocet CD8+ T-lymfocytlh v NK byl rovnéZ velmi nizky
(9,5 = 7,7), nicméné béhem primarni infekce C. andersoni LI03 se jejich pocet zvysil 120,0x
28. DPI (Cpax = 1,14x10%). Vyznamné zvySeni mnozstvi CD8+ T-lymfocytd v epitelu
zaludku bylo zjisténo jiz od 14. DPIL. Vyssi mnozstvi CD8+ T-lymfocyti (9,7x) bylo
zaznamenano také 90. DPI (0. DPNI). Béhem nasledné infekce C. muris TS03 se pocty
T-lymfocytd vyznamné zvysily jiz od 3. DPNI (ve srovnani s 0. DPNI) a naméfend Cpax
(1,14x10%) byla 2,1x vy33i oproti Cinex v primarni infekci. Signifikantni rozdil mezi priméarni
infekci C. andersoni TS03 a naslednou infekci C. muris CB03 byl pozorovan pouze v Tpax,
kdy Ciax byla béhem nésledné infekce zaznamenana jiz 14. DPNI (Tabulka 34 a Graf 9).

Tabulka 34. Charakteristika a porovnani mnozstvi CD8+ T-lymfocytl v zalude¢nim epitelu
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

mnozstvi CD8+ T-lymfocyti porovnAvané mnozstvi CD8+ T-lymfocyti
infekce AUg Cmag Tmax infekee AUC Coe T,
(x10")  (x10°) (DPI/DPNI)
primarni infekce 18,46 1,14 28 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P<0,05
nasledna infekce 23,40 2,36 14 infekce
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MnozZstvi y6 T-lymfocytii: u NK bylo v Zaludec¢ni sliznici zaznamenéno 53,6 + 18,1
vd T-lymfocytd, které se béhem primarni infekce C. andersoni LI0O3 zvysilo 6,1x jiz 14. DPI
(Cmax = 0,33x10%) a statisticky vyznamn& zvySené mnozstvi bylo zjidténo 21. a 28. DPI
(ve srovnani s NK). Po vyléCeni mysi z infekce byla 90. DPI (0. DPNI) namétfena 2,6 vyssi
hodnota yo T-lymfocytii oproti NK a zadné vyznamné zvySeni této subpopulace lymfocyti
béhem nasledné infekce C. muris TS03 nebylo zaznamenano, nejvyssi koncentrace
(Cmax = 0,28x10%) byla naméfena 14. DPNI. Mnozstvi y8 T-lymfocyti se bdhem primarni

infekce a nasledné infekce statisticky vyznamné neliSilo (Tabulka 35 a Graf 9).

Tabulka 35. Charakteristika a porovnani mnozstvi y6 T-lymfocytl v Zaludecnim epitelu
BALB/c mysi béhem primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

mnoZstvi yo T-lymfocytu porovnévané mnoZstvi yo T-lymfocyti
infekce AU? Cml§ Toax infekee AUC C. T..
(x10°)  (x10%) (DPI/DPNI) x x
primarni infekce 5,69 0,33 14 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P>0,05
nasledna infekce 2,73 0,28 14 infekce
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Graf 9. Mnozstvi CD4+, CD8+ a yo T-lymfocytl v Zalude¢nim epitelu BALB/c my$i béhem

primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi CD4+, CD8+ a y&
T-lymfocyti v Zalude¢nim epitelu BALB/c my$i v prib&hu primarni infekce C. andersoni; (B) Mnozstvi
CD4+, CD8+ a yd T-lymfocytli v Zalude¢nim epitelu BALB/c mysi v prib&hu nasledné infekce C. muris TS03;
DPI — dny po primarni infekci; DPNI — dny po nasledné infekci; IELs — intraepitelidlni leukocyty;
NK - negativni kontrola; % — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti NK (0. DPI); N\ — statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPNI

4.2.2.4 Mnozstvi NK bunék
Mnozstvi NK bunék: ve sliznici zaludku naivnich mysi (NK) nebyly zadné NK buiky
pozorovany, nicméné b&hem primarni infekce C. andersoni LI03 se jejich mnozstvi

postupné zvySovalo, statisticky vyznamné 21.-35. DPI, s Cpa = 0,41x10° 21. DPL
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Signifikantné zvySené mmnoZstvi (25,4%) bylo v epitelu Zaludku pozorovano 90. DPI
(0. DPNI). U mysi nasledn& infikovanych C. muris TS03 byla Cpax (0,32x10%) zjisténa
7. DPNI, nicméné statisticky zvySené mnozstvi oproti 0. DPNI nebylo béhem infekce
pozorovano. Pfesto se ale zvySeni poctu NK bunék statisticky vyznamné lisilo v hodnoté

AUC (Tabulka 36 a Graf 10).

Tabulka 36. Charakteristika a porovnani mnozstvi NK bunék v zalude¢nim epitelu BALB/c
mysi béhem primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

mnozstvi NK bunék orovnévané mnozstvi NK bunék
infekce AUC C T por
3 ma§ e lnfekce AUC Cmax Tmax
(x10”) (x10°) (DPI/DPNI)
primarni infekce 6,64 0,41 21 primarni infekce
vs. nasledna P<0,05 P>0,05 P>0,05
nasledna infekce 2,21 0,32 7 infekce
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Graf 10. MnozZstvi NK bun¢k v Zaludecnim epitelu BALB/c mysi béhem primarni infekce

C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03; (A) Mnozstvi NK bunék v zaludeénim epitelu
BALB/c mysi v prib&hu primarni infekce C. andersoni; (B) Mnozstvi NK bunék v zalude¢nim epitelu BALB/c
mysi v pribéhu nasledné infekce C. muris TS03; DPI — dny po primarni infekci; DPNI — dny po nasledné
infekei; IELSs — intraepitelidlni leukocyty; NK — negativni kontrola; % — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)
oproti NK (0. DPI); /A — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPNI

4.2.3 Analyza splenocyti

Ve slezinach NK bylo pozorovano 15,7x10° T-lymfocytt a 22,3x10° B-lymfocyti.
V pribéhu primarni infekce C. andersoni LIO3 a infekce C. muris TS03 se mnozstvi obou
skupin T-lymfocytl statisticky vyznamn€ nezménila. Pomér mezi CD4+ a CD8+
T-lymfocyty u NK byl 1,9:1 (10,1x10° CD4+ a 5,3x10° CD8+ T-lymfocytii) a v priibéhu
primarni infekce se tento pomér vyrazné nezménil, nicméné béhem nésledné infekce
C. muris TS03 se 5. DPNI zménil na 2,9:1 ve prospéch CD4+ T-lymfocytd. Zadné
statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi CD4+ a CD8+ T-lymfocytl piesto nebyly zjistény
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béhem primarni infekce ¢i nasledné infekce. Pfitomnost yo T-lymfocytid ve sleziné byla
pozorovana ve velmi malém mnoZstvi (Cpax 0,32x10° 14. DPI) po celou dobu primarni
infekce a nasledné infekce. NK buiiky byly ve slezing rovnéz detekovany (2,3x10° u NK)
a jejich mnozstvi se béhem primarni infekce C. andersoni TSO03 statisticky vyznamné
nezvysilo. Mnozstvi NK bunék béhem primarni infekce bylo srovnatelné s jejich pocty

pozorovanymi ve slezin¢ béhem nasledné infekce C. muris TSO03.

4.2.4 Detekce cytokini v ex vivo kulturach splenocytu

Detekce IFNy: v ex-vivo kulturach splenocytt byla prokazana pfitomnost IFNy po celou
dobu primarni infekce C. andersoni LIO3 a nasledné infekce C. muris TS03. U NK byla
pozorovana koncentrace IFNy 0,06 ng/ml, kterd se v pribéhu primarni infekce vyznamné
zvysila od 28. DPI, zaznamenand C,.x €inila 35. DPI 1,51 ng/ml. Koncentrace IFNy ztlistala
zvysend az do 90. DPI (0,64 ng/ml) a u mysi nasledné infikovanych C. muris TS03 se
statisticky vyznamné zménila pouze 5. a 11. DPNI (oproti 0. DPNI). Zadny statisticky
vyznamny rozdil mezi pribé¢hem priméarni infekce a nasledné infekce nebyl pozorovan

(Tabulka 37 a Graf' 11)

Tabulka 37. Koncentrace IFNy v ex vivo kulturach splenocyti z BALB/c mys$i béhem
primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

koncentrace IFNy . . koncentrace IFNy
infekce T pm:o;nlilvane
max infekce
AUC G pppppN AUC Canx T
primarni infekce 33,55 1,51 35 primarni infekce
vs. nasledna P>0,05 P>0,05 P>0,05
nasledna infekce 14,42 0,86 21 infekce

Detekce IL-10: v primarnich kulturach splenocytii byla prokézéana také ptitomnost IL-10
v celém prubehu primarni infekce C. andersoni LI03 a nasledné infekce C. muris TS03.
Zaznamenana koncentrace IL-10 u NK ¢inila 0,56 ng/ml a béhem primarni infekce se oproti
NK statisticky vyznamné zménila pouze 21. DPI a maxima bylo dosazeno az 42. DPI
(Cmax = 0,95 ng/ml). Nicmén¢ 90. DPI (0. DPNI) byla koncentrace IL-10 vyznamné nizsi
oproti NK a béhem nasledné infekce C. muris TS03 se statisticky vyznamné (ve srovnani
s 0. DPNI) zvysila pouze 11. DPNI. Maximalni koncentrace (Cpax = 0,27 ng/ml, 21. DPNI)
IL-10 béhem primarni infekce a nésledné infekce se také vyznamné liSila v hodnot¢ AUC

(Tabulka 38 a Graf 11)
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Tabulka 38. Koncentrace IL-10 v ex vivo kulturach splenocyti z BALB/c mysi béhem
primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03

koncentrace IL-10 . , koncentrace 1L-10
infekce T porovnavané
AUC Conax (DPI /g‘i;NI) infekce AUC Conax Tomax
primarni infekce 29,33 0,95 42 primarni infekce
vs. nasledna P<0,05 P<0,05 P>0,05
nasledna infekce 2,80 0,27 21 infekce
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Graf 11. Koncentrace IFNy a IL-10 v ex vivo kulturach splenocytti z BALB/c mysi béhem
primarni infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris TS03; (A) Koncentrace IFN-y a IL-10
v ex vivo kulturach splenocytti z BALB/c mysi v prib&hu primarni infekce C. andersoni; (B) Koncentrace IFN-
v a IL-10 v ex vivo kulturach splenocytti z BALB/c mysi v prib&hu nasledné infekce C. muris TS03; DPI — dny
po primarni infekci; DPNI — dny po nasledné infekci; NK — negativni kontrola; % — statisticky vyznamny
rozdil (P<0,05) oproti NK (0. DPI); N\ — statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) oproti 0. DPNI
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5. DISKUZE

5.1 EXPERIMENTALNI INFEKCE A REINFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH A
IMUNODEFICIENTNICH C57BL/6 MYSi CRYPTOSPORIDIUM MURIS TS03

Cryptosporidium muris je jednim ze dvou druhi savcich kryptosporidii osidlujicich
zlaznatou ¢ast zaludku (Tyzzer 1907, Lindsay a kol. 2000) a spole¢né se stfevnim druhem
C. parvum je tento druh nejcastéji pouzivan k experimentalnim studiim imunitni odpovédi
hostitele na kryptosporidiové infekce. Navzdory jeho vyhradni lokalizaci v zalude¢nim
epitelu byla vSak imunitni odpovéd’ studovana nejcastéji systémové pomoci adoptivnich
prenost imunity ¢i studii vyuzivajicich deplece subpopulaci lymfocytd (McDonald a kol.
1992, 1994, Kvac¢ a kol. 2011), nicméné procesy odehravajici se piimo v misté infekce
C. muris byly poprvé nastinény az v nasi piedchozi studii (Jalovecka a kol. 2010), na kterou
tato prace navazuje.

Sledovanim prubéhu infekce C. muris TS03 u imunokompetentnich C57BL/6 mysi byla
prokézéana jejich schopnost zvladnuti infekce a eliminace parazita béhem 29-37 DPI. Navic
v souladu s pfedchozimi studiemi bylo prokazano navozeni piirozené rezistence stejnym
druhem parazita (McDonald a kol. 1992, Abrahamsen a kol. 1997, Miller a Schaefer 2007,
Kvac a kol. 2009, Jalovecka a kol. 2010). Porovnani zjisténého prubcéhu a intenzity infekce
u C57BL/6 mysi neprokazalo vyznamny rozdil oproti prubéhu Zalude¢ni kryptosporididzy
u BALB/c my$i (McDonald a kol. 1992, Jalovecka a kol. 2010).

U sledovanych imunokompetentnich C57BL/6 i imunodeficientnich C57BL/6 CD4™
a C57BL/6 CD8”" mysi byl bshem primérni infekce prokézan vyvoj u&inné imunitni
odpovédi charakterizované zvySenym mnozstvim raznych subpopulaci leukocytt
v zalude¢nim epitelu, které je pravdépodobné zplsobeno migraci téchto bunck do epitelu
zaludku a/nebo dochézi k proliferaci téchto bun¢k v misté infekce.

Za hlavni u¢inny mechanismus kontroly stievni kryptosporididzy je povazovana bunécna
imunitni odpovéd’” (Heine a kol. 1984, Ungar a kol. 1990, 1991, Riggs 2002)
a T-lymfocytim je pfisuzovand efektivni role 1 v pfipadé infekce zalude¢nimi
kryptosporidiemi, konkrétné C. muris (McDonald a kol. 1992, 1994, Tilley a kol. 1995).
K analogickym zavérim o loze bunétné imunity reprezentované T-lymfocyty pfi kontrole
kryptosporidiovych infekci vede i tato prace, kde byl pozorovan vyznamny narast mnozstvi
T-lymfocyti v zalude€nim epitelu u vSech sledovanych imunokompetentnich
a imunodeficientnich skupin mysi. Zejména u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi bylo
zvyseni poctu T-lymfocytd velmi vysoké a maximdlni zaznamenané mnozstvi téchto bunék

se u takto imunodeficientnich mysi signifikantn¢ liSilo ve srovnani s hodnotami Cpax
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zjisténymi u imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD8” mysi, coZ
vede kzdvéru o vyznamné uloze CD4+ T-lymfocytd (viz nize). Po vyléeni
imunokompetentnich C57BL/6 mysi zinfekce C. muris TS03 byly zaznamenany
dlouhodobé¢ signifikantn¢ zvySené pocty (ve srovnani s naivnimi mySmi) T-lymfocyth
v zalude¢ni sliznici, coz spole¢né s jejich vyznamnym a rychlym zmnozenim v epitelu
zaludku béhem reinfekce vede k hypotéze o jejich mozné pamétové funkci zodpovédné
za ochranu hostitele pfi reinfekci. Tuto domnénku dale podporuje zjisténi vyznamné nizsich
mnozstvi T-lymfocyti béhem reinfekce ve srovnani s jejich pocCty zjiSténymi pii primarni
infekci, které pravdépodobné souvisi se vznikem velmi rychlé a specifické odpovéedi
pfitomnymi pamét'ovymi buitkami. Vznik pamétovych T-lymfocytl a jejich ochranné uloha
byla dosud naznacena pouze v piipad¢ stfevni kryptosporidiozy (Lukin a kol. 2000, Gomez
Morales a kol. 2004).

Naprosta vétSina studii zabyvajicich se imunitni odpovédi proti kryptosporididze se
pfiklani k nazoru, ze CDA4+ subpopulace T-lymfocytl je zcela nezbytna pii kontrole
kryptosporidiovych infekci (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol. 1992, Chen a kol. 1993,
Aguirre a kol. 1994, McDonald a kol. 1994, Schmidt a kol. 2001). Nase experimenty ucast
CD4+ T-lymfocytlh v imunitni odpovédi také potvrdily, a to na zéklad¢ jejich vyznamné
migrace (popf. proliferace) do zaludecniho epitelu imunokompetentnich C57BL/6
i imunodeficientnich C57BL/6 CD8” mysi. Navic zjejich vysokého zastoupeni v misté
infekce u mysi s deficitem CD8+ T-lymfocytl plyne efektivni podil CD4+ T-lymfocytt
v imunitni kontrole infekce C. muris, kterou dokazaly i takto imunodeficientni mysi
zvladnout béhem 56—72 DPIL.

Nicmén¢ ftada zejména recentnich praci nepostradatelnou roli CD4+ T-lymfocyti
v imunitni kontrole kryptosporidiézy zpochybnila (Leav a kol. 2005, Jalovecka a kol. 2010,
Kvac a kol. 2011, Korbel a kol. 2011) a nezastupitelnd tloha CD4+ T-lymfocyt v imunitni
kontrole kryptosporidiézy byla vyloucena také nasimi experimenty. Ackoliv byla ucast
CD4+ T-lymfocyti v imunitni odpovédi na kryptosporididzu prokazana (viz vyse), mysi
s deficitem CD4+ T-lymfocyti dokazaly infekci C. muris zvladnout a zcela se z ni vylécit.
Nicméné u takto imunodeficientnich mySi byla patentni perioda ve srovnani
s imunokompetentnimi C57BL/6 mySmi signifikantné prodlouZena a intenzita infekce
dosdhla velmi vysokych hodnot OPG. Tyto poznatky, spole¢né s velmi vysokym
zastoupenim CD8+ T-lymfocyti v Zalude¢nim epitelu imunodeficientnich C57BL/6 CD4 ™"
mysi, vedou k zavéru, ze pravdépodobnou ucinnou slozkou imunitni odpovédi vedouci

k vylégeni imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi jsou pravé CD8+ T-lymfocyty,
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na kterych je zaloZzena mozna alternativni cesta nezavisla na CD4+ T-lymfocytech. Také
ze zaznamenané signifikantnd prodlouZené patentni periody C57BL/6 CD8" mysi oproti
imunokompetentnim C57BL/6 mySim je evidentni ucast CD8+ T-lymfocytl v imunitni
odpovédi. Vyznamné zvySeni mnozstvi CD8+ T-lymfocytl v misté infekce bylo pozorovano
u imunokompetentnich C57BL/6 mysi, u kterych dokonce tyto buniky zlstavaly v epitelu
zaludku 1 po vyléceni z infekce C. muris TS03 a nasledné byly detekovany jejich vyznamné
zvysené polty i behem reinfekce. Ufast CD8+ T-lymfocytd v imunitni kontrole
kryptosporididzy je podpofena studiemi, kde bylo zaznamendno zvySené mnozstvi CD8+
T-lymfocytd v misté infekce stfevnimi i zalude¢nimi kryptosporidiemi (Abrahamsen a kol.
1997, Leav a kol. 2005, Jalovecka a kol. 2010). Rovnéz podani specifickych protilatek proti
CD8+ T-lymfocytum vedlo ke zvyseni intenzity infekce C. muris oproti kontrolnim mysim,
kterym protildtka podédna nebyla (McDonald a kol. 1994). Také studiemi, ve kterych byly
vyuzity rekonstituce imunity SCID mysi riznymi populacemi T-lymfocytli, bylo dosaZzeno
obdobnych zavért (Kvac a kol. 2011).

Ucast dalsich imunitnich bunék a moZnou kooperaci CD4+ a CD8+ T-lymfocytt
podporuje téz fakt, ze chronické infekce stfevnimi ¢i zZalude¢nimi kryptosporidiemi se
vyskytuji pfevazné u téZce imunosuprimovanych hostitelil, kterymi jsou v experimentalnich
studiich SCID mysi, tedy hostitel¢ postradajici nejenom CD4+ T-lymfocyty, ale rovnéz
CD8+ ¢i yo T-lymfocyty a rovnéz B-lymfocyty (Murphy a kol. 2008). Také u lidi se
chronicka kryptosporidiéza vyskytuje ve spojeni sriznymi imunosupresemi, nejcastéji
s HIV infekci. Virus HIV zplisobuje poruchu celého imunitniho systému véetné narusSeni
sekrece cytokinl,, kde vedle nejcastéji zminovanych poSkozeni CD4+ T-lymfocyti jsou
ovlivnény 1 dalsi subpopulace T-lymfocyt, B-lymfocyty ¢i imunitni buniky ucastnici se
hlavné piirozené imunitni odpovédi (Taylor a kol. 1995, Clerici a kol. 2000, Roos a kol.
2000, Moir a Fauci 2008, Collini a kol. 2010).

Nicméné zplsob, jakym CD4+ a CD8+ T-lymfocyty a piipadné dalsi leukocyty
CD4+ T-lymfocyti pii kontrole kryptosporididzy je uvadéna produkce IFNy (McDonald
a kol. 1992, Culshaw a kol. 1997), stejné¢ tak jiz bylo ovéfena produkce IFNy CD8+
T-lymfocyty v misté infekce stievni kryptosporidiézy (Leav a kol. 2005). Pritomnost IFNy
v zalude¢nim epitelu mysi infikovanych C. muris byla vSak poprvé potvrzena az v této praci.
Nejvyssi zaznamenané zvyseni exprese genu pro [FNy béhem zalude¢ni kryptosporidiozy
bylo pozorovéano v Zalude¢ni sliznici imunokompetentnich C57BL/6 mysi 28. DPI. U obou

skupin imunodeficientnich mysi vSak byla exprese genu pro IFNy 28. DPI zvySena mnohem
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méné ve srovnani s imunokompetentnimi mySmi. Piekvapivé vSak bylo zvySeni mRNA
pro IFNy 28. DPI velmi podobné u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”"
mysi. Tyto vysledky naznacuji vyznamnou ulohu IFNy pfi kontrole kryptosporididzy, coz je
v souladu s fadou studii (Hayward a kol. 2000, Tessema a kol. 2009a, b). Nicmén¢ z nasich
vysledkli je velmi dobfe patrny také vyznam souCasné piitomnosti a kooperace CD4+
a CD8&+ T-lymfocytl v produkci IFNy pii kontrole kryptosporididzy.

Vedle produkce cytokinl je dal$si moznou funkci CD4+ a CD8+ T-lymfocyti jejich
cytotoxické ptisobeni na builky poskozené infekci. CD4+ T-lymfocyty jsou schopny vyvolat
bunénou smrt cilové buiky vazbou pies Fas receptory, zatimco CD8+ T-lymfocyty
indukuji apoptotézu systémem perforin-granzymy, popi. cytotoxicky plisobi také pies Fas
receptory (Murphy a kol. 2008). Cytotoxicka funkce CD8+ T-lymfocytl v této praci byla
studovana pomoci infekce imunodeficientnich C57BL/6 Pfr1” mysi. U takto deficientnich
mysi, které nejsou schopny produkovat perforin, byly v prvnich dnech patentni periody
pozorovany signifikantné vyssi hodnoty OPG nez u imunokompetentnich C57BL/6 mysi,
které vsSak byly srovnatelné s mnozstvim vylucovanych oocyst u imunodeficientnich
C57BL/6 CD8™ mysi. Tento poznatek naznacuje mozné cytotoxické ptisobeni CDS8+
T-lymfocyti v po¢atenich stadiich infekce. Nicméné u C57BL/6 Pfrl” mysi byla
zaznamenana délka patetni periody témét totozna jako u imunokompetentnich C57BL/6
mysi a zéroveii signifikatnd kratsi neZ u imunodeficientnich C57BL/6 CD8” mysi. Je tedy
zcela ziejmé, ze cytotoxicky systém vazany na perforin-granzymy z CD8+ T-lymfocyth
nehraje pfi imunitni odpovédi na infekci C. muris TS03 zasadni ulohu.

Funkce yd T-lymfocytd dosud neni zcela objasnéna, predpokladd se jejich tloha
ve zprosttedkovani pfirozené a adaptivni imunity, prezentace a rozpoznani antigenu
&i regulace zanétlivé odpovédi (Born a kol. 2006). UCast yd T-lymfocytd v imunitni
odpovédi na stfevni ¢i zZaludeCni kryptosproridiozu jiz byla popsana (Eichelberger a kol.
2000, Jalovecka a kol. 2010). V této praci bylo zaznamenano signifikantni zvySeni mnoZstvi
téchto bunék vepitelu Zaludku u vSech sledovanych imunokompetentnich
i imunodeficientnich mys$i béhem primarni infekce C. muris TS03, coZ naznacuje jejich tGcast
v imunitni odpovédi na kryptosporididzu, piestoze jejich zastoupeni bylo ve srovnani
sobémi subpopulacemi af T-lymfocytd velmi nizké a po vyléeni nebylo
u imunokompetentnich C57BL/6 mysi detekovano signifikatné zvySené mnoZstvi
vd T-lymfocytl v zaludecnim epitelu, stejné jako béhem ndsledné reinfekce. Na zaklade¢
téchto vysledki mutzeme piedpokladat wcast yo T-lymfocyth v imunitni odpovédi

pfi kryptosporidiéze. Tyto vysledky koresponduji se studiemi, které rovnéz prokéazaly
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zvySené mnozstvi yo T-lymfocytl v misté infekce stfevnimi ¢i zalude¢nimi kryptosporidiemi
(Eichelberger a kol. 2000, Jalovecka a kol. 2010), a také s vysledky experimentu s mySmi
deficientnimi pro TCRyd (Waters a Harp 1996 ).

U vsech sledovanych imunokompetentnich i imunodeficientnich mysi byl v zalude¢nim
epitelu pozorovan narist v mnoZzstvi B-lymfocytl, nicméné v mnohem menSi mife
ve srovnani s T-lymfocyty. Zasadni ochranna role B-lymfocytl pti kryptosporidiéze byla na
zakladé tady studii vyuzivajicich deplece subpopulaci lymfocyti vylou¢ena (McDonald
a kol. 1992, Taghi-Kilani a kol. 1990) Produkce specifickych protilatek proti
kryptosporidiim byla vSak pfi tomto onemocnéni pozorovana (Ungar a kol. 1986, Hill a kol.
1990, Peeters a kol. 1992, Dann a kol. 2000, Guk a kol. 2003). Pfestoze vétSina téchto praci
sledovala vyskyt protildtek pouze v séru ¢i v trusu hostitelli, v misté infekce stievnim
druhem C. parvum byla produkce protilatek také potvrzena a zejména IgA je pfisuzovan
dilezity protektivni efekt béhem primarni infekce (Guk a kol. 2003). Produkce protilatek
v zaludku vSak dosud nebyla ovéfena a pravé vyznamny narGst poctu B-lymfocytl
v zalude¢nim epitelu béhem primarni infekce i reinfekce poukazuje na moznost produkce
protilatek v misté infekce. ZvySené mnozstvi B-lymfocyti v misté infekce by vSak také
mohlo byt spojeno s prezentaci antigenu T-lymfocytim (Murphy a kol. 2008). Rovnéz
skute¢nost, ze mnozstvi B-lymfocytd v Zaludeénim epitelu bylo vy$si u C57BL/6 CD4™
a C57BL/6 CD8"" mysi ve srovnani s imunokompetentnimi C57BL/6 my3$mi, naznaluje
jejich moznou roli, napt. produkei cytokinli, v aktivaci netplného imunitniho systému
u imunodeficientnich mysi v odpovédi na kryptosporididzu. Protoze B-lymfocyty zistaly
v zalude¢nim epitelu hostitele ve zvySeném mnoZzstvi (ve srovnani s naivnimi mySmi)
i po vyléfeni imunokompetentnich C57BL/6 mysi z infekce, je pravdépodobny vznik
pamétovych B-lymfocytli po prodélani primarni infekce kryptosporidiemi a jejich nésledny
protektivni efekt pii reinfekci. To je v souladu i s jejich velmi vyznamné rychlejSim
namnozenim b&éhem reinfekce, kde vSak maximalni pocty B-lymfocytl byly oproti primarni
infekei zvySené, ackoliv jejich mnoZzstvi bylo ve srovnani s T-lymfocyty niz8i i béhem
reinfekce. Tato moznda uloha B-lymfocytd v protektivni imunitni odpovédi
na kryptosporidiézu nebyla dosud navrzena.

Na zakladné tady in vivo a in vitro studii se NK buikdm pfisuzuje podstatna funkce
pti kontrole kryptosporididézy (Enriquez a Sterling 1991, Dann a kol. 2005, Barakat a kol.
2009), at uz jejich cytotoxickou funkci ¢&i schopnosti produkovat pii kontrole
kryptosporididozy velmi dilezity IFNy. Nase experimenty prokazaly vyznamné zvySeni

mnozstvi NK bunék v zaludeénim epitelu b&éhem infekce C. muris TS03
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u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” i C57BL/6 CD8” mysi, nicméné po celou dobu
sledovani byly pocty NK bun¢k velmi nizké. Z takto nizkého zastoupeni NK bunék spolecné
se skutecnosti, Ze u imunokompetentnich C57BL/6 mys$i nebyl nariist mnozstvi téchto bunék
béhem primarni infekce vibec zaznamenan, vyplyva, Zze NK builky s velkou
pravdépodobnosti nemaji zasadni funkci pfi imunitni odpovédi a kontrole kryptosporidiozy.
K obdobnym zavérim dosla i fada dalSich studii, zejména experimenty vyuzivajici
specifické protilatky proti NK bunkam, kde tato deplece neméla na prubeh kryptosporidiozy
zadny vliv (Ungar a kol. 1991, Rohlman a kol. 1993, McDonald a Bancroft 1994, McDonald
a kol. 2000).

Ackoliv bylo prokdzano zvysené mnozstvi granulocytli, konkrétné neutrofild
a eosinofilii, v misté infekce béhem stievni kryptosporidiézy mysi (Svezhova 1997) a jejich
ucast v imunitni kontrole kryptosporididzy byla naznacena také v nedadvné studii (Takeuchi
a kol. 2008), naSe experimenty neprokdzaly pfitomnost granulocytl v zalude¢nim epitelu
u z4dné sledované skupiny imunokompetentnich a imunodeficientnich mysi v celém prab¢hu
primarni infekce i nasledné reinfekce. Tyto vysledky tedy ucast granulocyti v efektivni
imunitni odpovédi na C. muris TS03 nepodporuji, coZ je v souladu s vysledky experimentu
zalozeném na podani specifickych protilatek proti neutrofilim mysSim prodélavajicim stfevni
kryptosporidiozu (Zadrozny a kol. 2006).

Utast monocytii a makrofagi v imunitni odpovédi béhem kryptosporidiové infekce jiz
byla potvrzena napf. masivnim narastem mnozstvi makrofdgli v stievnim epitelu mysi
s infekci C. parvum (Svezhova 1997) ¢i studii vyuzivajici depleci subpopulaci lymfocyti
(Takeuchi a kol. 2008). Také béhem zaludecni kryptosporidiozy mysi bylo pozorovano
zvySeni mnozstvi perifernich monocytii/makrofagii (Miller a Schaefer 2007). V této praci
byly zaznamenany velmi nizké pocty téchto bunck béhem primarni infekce a rovnéz
i reinfekce C. muris TS03 u imunokompetentnich C57BL/6 mySi. Pocetnost
monocyti/makrofagii v epitelu Zaludku imunodeficientnich C57BL/6 CD8 mysi byla
srovnatelnd s jejich zastoupenim v mist¢ infekce u C57BL/6 mySi, zatimco
u C57BL/6 CD4”" mysi bylo mnoZstvi monocytii/makrofagi signifikantng zvysené narozdil
od ostatnich sledovanych skupin mysi. Zde bylo pozorovano znacné zvySeni mnozstvi
monocyti/makrofigii v misté infekce a u imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi byly
monocyty/makrofagy dokonce druhou nejvice pocetné zastoupenou subpopulaci leukocytii
po CDS8+ T-lymfocytech. Na zdkladé tohoto vysledku je tedy mozné usoudit, ze
za vyléfenim imunodeficientnich C57BL/6 CD4™" mys$i zinfekce C. muris TSO03 je

zodpovédna alternativni cesta nezavislda na CD4+ T-lymfocytech, ktera je zalozena
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na kooperaci CD8+ T-lymfocytli a monocytl/makrofagii. Jaké je ptfesna funkce téchto dvou
subpopulaci leukocytli v ptipad¢ studované infekce je tfeba ovétit. Nicméné nabizi se
vysvétleni mozného piisobneni zaloZzeném na zaklad¢ aktivacni ulohy monocytii/makrofagi
a jejich schopnosti produkovat cytokiny ¢i prezentovat antigen (Murphy a kol. 2008), coz by
poté mohlo vést k aktivaci a proliferaci pravé CD8+ T-lymfocyti a néslednému vylé€eni
imunodeficientnich C57BL/6 CD4” mysi zinfekce C. muris. Rovn&Z je mozné vlastni
cytotoxické plisobeni monocyti/makrofagi na kryptosporidiemi infikované bunky tvorbou

reaktivnich kyslikovych radikala (Murphy a kol. 2008).

5.2 EXPERIMENTALNI INFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH BALB/c MYSI
CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI LI03 A NASLEDNA INFEKCE C. MURIS TS03

Cryptosporidium andersoni je druhym znamym druhem parazitujicim v zaludeénich
zlazach savct, ktery se od C. muris lisi mimo jiné svou hostitelskou specifitou (Lindsay
a kol. 2000). Obecné je C. andersoni povazovan za druh pro mysi neinfekéni s jedinou
vyjimkou, kterou je izolat C. andersoni Kawatabi (Matsubayashi a kol. 2004, 2005). Tento
izolat byl jako jediny uspésné pouzit k infekcei laboratornich SCID mysi; prepatentni perioda
zde trvala 14 dni a u experimentalnich myS$i se rozvinula celozivotni chronickd infekce
(Satoh a kol. 2003). Experimentalni infekce laboratornich hlodavct potvrdily neinfektivitu
bovinnich izolatd C. andersoni, konkrétn¢ izolatu LIO3 pouzivaného v této praci, pro mysi
Mus musculus (Kvac a kol. 2007).

Pfestoze nebyla u infikovanych imunokompetentnich BALB/c mySi potvrzena
pritomnost oocyst v trusu po celou dobu ptfedpokladané prepatentni periody a dale ani
po dobu 42 DPI, v epitelu zaludku infikovanych BALB/c mysi byl pozorovan vyvoj imunitni
odpovédi pravdépodobné na rana vyvojova stadia C. andersoni. Nasledkem této primarni
imunitni odpovédi bylo navozeni rezistence k nasledné infekci C. muris, druhem bé&zné
pro BALB/c mysi infekénim (Tyzzer 1907, McDonald a kol. 1992, 1994, 1996, Tilley a kol.
1995, Jalovecka a kol. 2010, Kvac¢ a kol. 2011). Tento poznatek, ze infekce nevnimavého
hostitele je schopna vyvolat rezistenci k nasledné infekci pro téhoz hostitele infekénim
druhem, dosud nebyl u kryptosporidii pozorovan. Nicméné vznik zkiizené protektivni
imunity proti C. andersoni a C. muris byl diive popsan u piskomild, ktefi jsou vSak vnimavi
k obéma druhtim zalude¢nich kryptosporidii savei (Kvac a kol. 2009). Také ve studii,
kde byla DNA vakcina zalozena na proteinech stén oocyst C. andersoni aplikovana
imunokompetentnim mySim, bylo prokazdno navozeni protektivni ochrany. Takto

imunizované mysi byly po 8 tydnech po imunizaci méné vnimavé k infekci C. parvum, coz
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se projevilo pouze niz8i intenzitou infekce, bez vlivu na délku prepatentni ¢i patentni periody
(Zheng a kol. 2011). Aplikovand vakcina nedokézala vyvolat plnou rezistenci
ke kryptosporidiové infekci, podobné jako u piskomild imunizovanych zalude¢nimi
kryptosporidiemi, u nichZ nebyl pozorovan vznik zkiizené rezistence mezi stfevnimi
a zalude¢nimi druhy kryptosporidii (Kvac a kol. 2009).

Vzhledem k rezistenci laboratornich mysi k C. andersoni nebyly dosud provedeny zadné
studie imunitni odpovédi na infekci timto druhem, pouze u skotu bylo histologicky
potvrzeno zvySené mnozstvi zanétlivych bunék ve slezu skotu infikovaného C. andersoni
(Masuno a kol. 2006). NaSe experimenty potvrdily vyvoj imunitni odpovédi v zalude¢nim
epitelu BALB/c mysi po infekci C. andersoni, jenz byla charakterizovana naristem riznych
subpopulaci leukocytti obdobné jako v piipadé infekce druhem C. muris (Jalovecka a kol.
2010).

Aktivace a vyvoj imunitni odpovédi v nevnimavém hostiteli je s velkou
pravdépodobnosti zplGsoben probéhnutim ¢asti vyvojového cyklu C. andersoni v epitelu
zaludku, ktery neni dokoncen bud’ z divodl hostitelské specifity parazita a nevhodnymi
podminkami na stran¢ hostitele ¢i pravé imunitni odpovédi rezistentniho hostitele, piipadné
kombinaci obou faktorii. Nicméné tyto moznosti je tieba jeSté experimentalné ovéfit.

Z analyzovanych subpopulaci leukocytli byly v Zzalude¢nim epitelu BALB/c mysi
po infekci C. andersoni nejvice zastoupeny T- a B-lymfocyty, jejichz mnozstvi zlstala
v zalude¢nim epitelu dlouhodobé zvySena ve srovnani s naivnimi mySmi. Shodné jako
v ptipadé reinfekce C. muris po ptedchozi infekci totoznym druhem, také v tomto piipadé
byla pozorovana velmi ¢asna imunitni odpoveéd’ na naslednou infekci C. muris TS03
(Jalovecka a kol. 2010). Velmi rychlé zvyseni mnozstvi T- a B-lymfocyti béhem nésledné
infekce naznacuje mozny vznik pamétovych bun¢k z obou skupin lymfocyti. Pokud tedy
skutecné¢ pamétové T- a B-lymfocyty vznikaji, pak ziejmé zejména tyto subpopulace
leukocytl hraji vyznamnou roli ve vzniku protektivni imunity a rezistence k nasledné infekci
C. muris. Za pozornost stoji, ze mnozstvi T- a B-lymfocytti bylo béhem nasledné infekce
mirné zvySené oproti primarni infekci C. andersoni LI03. Naopak v ptipad¢ reinfekce
nasledujici  po vyléfeni mySi zprimarni infekce C. muris byla mnozstvi
T-lymfocyti v zaludeénim epitelu zastoupena méné nez pii predchozi primarni infekci
(Jalovecka a kol. 2010).

Ze subpopulaci T-lymfocyti byly v pribéhu primarni infekce C. andersoni LIO3
v zaludeCnim epitelu nejvice zastoupeny CD4+ T-lymfocyty. Jejich signifikantné rychlejsi

narst v Zalude¢nim epitelu byl pozorovan po nasledné infekci C. muris, kde zastoupeni
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CD4+ T-lymfocyt dosahovalo obdobnych hodnot jako u primarni infekce. Také vyznamné
rychlej$i zvySeni zastoupeni CD8+ T-lymfocyti v zaludeénim epitelu zaznamenané
pii néasledné infekci BALB/c mysi, kde jejich pocty dosahly dvakrat vy$siho mnozstvi nez
béhem primarni infekce C. andersoni, ukazuje na narust mnozstvi CD4+ a CD8+
T-lymfocyti po inokulaci/infekci C. andersoni nevnimavému hostiteli. Ackoliv je tato
imunitni odpovéd’ hostitele svym priubéhem velmi podobna imunitni odpovédi proti C. muris
(Jalovecka a kol. 2010), 1i8i se zastoupenim bun¢k v misté infekce, jenz je béhem primarni
infekce C. andersoni LI03 né€kolikanasobné nizsi. Nicmén¢ i toto mnozstvi sta¢i k vyvolani
rezistence k nasledné infekci C. muris. Navic pocet CD4+ a CD8+ T-lymfocytl
pfi nasledné infekci byl srovnatelny s pocty zjisténymi béhem reinfekce mysi po prodélani
primarni infekce C. muris (Jalovecka a kol. 2010). Na zaklad¢ téchto udaju 1ze predpokladat
ucast CD4+ a CD8+ T-lymfocyti v protektivni imunitni odpovédi zodpovédné za vznik
rezistence, ackoliv dosud neni zndm pfesny mechanismus jejich plisobeni na infikované
bunky. Pravdépodobné se tak déje sekreci cytokintl, zejména IFNy, jehoz vyznam v kontrole
kryptosporidiozy byl jiz diive objasnén (McDonald a kol. 1992, Culshaw a kol. 1997,
Hayward a kol. 2000, Leav a kol. 2005, Tessema a kol. 2009a, b). Mozné je vSak také
zktizené rozpoznani identickych peptidl, které jsou prezentoviny MHC molekulami
T-lymfocytim.

Také naSe experimenty vedou kuvaze o vyznamu Ty cytokinl, zejména IFNy,
v imunitni odpovédi vii€i kryptosporididze a ve vzniku rezistence k nasledné infekci. Byla
prokazana produkce IFNy v ex vivo kulturach splenocytll a vyrazny nartst jeho koncentrace
zejména béhem primarni infekce C. andersoni, zatimco béhem nasledné infekce C. muris
byla zaznamenana nizS§i produkce IFNy. Naproti tomu opac¢ny trend byl pozorovan
u BALB/c mysi primarné infikovanych i reinfikovanych C. muris, kde byla vyssi produkce
IFNy zaznamenana pii reinfekci (Jalovecka a kol. 2010). Navic u téchto mysi nebyla
detekovéana pritomnost IL-10 béhem primarni infekce ani reinfekce C. muris (Jalovecka
a kol. 2010), coz kontrastuje sjeho zjisténou produkci v ex vivo kulturach splenocyti
u BALB/c mysi primarné infikovanych C. andersoni a nasledné infikovanych C. muris.
Pravé produkce Ty, cytokinti, mezi néz IL-10 patii (Murphy a kol. 2008) mulze souviset
s niz§im zastoupenim T-lymfocytd a jejich subpopulaci v Zzalude¢nim epitelu mysi
infikovanych C. andersoni ve srovnani s jejich mnozstvim ve sliznici zaludku totozného
kmene mysi s infekci C. muris (Jalovecka a kol. 2010). Protoze vSak produkce IL-10 byla
ve srovnani se zjisténou koncentraci IFNy nizsi, vede tento poznatek spolecné s vyznamnym

nariistem mnozstvi T-lymfocytd v misté infekce k zaveru o aktivaci Ty, bunééné odpovédi,
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coz je v souladu s fadou ptedchozich studii (Ungar a kol. 1991, McDonald a kol. 1992, 1994,
1996, Davami a kol. 1997, Gomez Morales a kol. 2004). Navic byla naSimi experimenty
navrzena uloha IFNy v protektivni imunitni odpoveédi vedouci k rezistenci vic¢i nasledné
infekcei, coz odpovida obecné zndmé velmi dulezité roli IFNy pii kontrole stievni (Mead
a You 1998, Hayward a kol. 2000, Leav a kol. 2005, Tessema a kol. 2009a, b) a zalude¢ni
kryptosporidiézy (McDonald a kol. 1992, Culshaw a kol. 1997).

Utast y8 T-lymfocytt v imunitni odpovédi na kryptosporidézu byla potvrzena fadou
experimentl, ve kterych byla také naznacena jejich uloha v elimininaci kryptosporidiové
infekce (Eichelberger a kol. 2000, Jalovecka a kol. 2010). Na zaklad€ detekce signifikantné
zvyseného mnozstvi yo T-lymfocytli v zaludeCnim epitelu BALB/c mys$i béhem primarni
infekce C. andersoni a nasledné infekce C. muris naznacuji vysledky této prace analogické
zavery.

Ackoliv bylo pozorovdno velmi nizké zastoupeni NK bunék v Zzaludecnim epitelu
BALB/c mysi jak v pribéhu primarni infekce C. andersoni, tak i nasledné infekce
C. muris, signifikatni narist mnozstvi NK bunék zejména béhem primarni infekce
C. andersoni naznaCuje jejich moznou WGCast ve vyvoji imunitni odpovédi
na kryptosporidiovou infekci. Obdobnych zavéra bylo dosazeno napf. experimenty s mySmi
s nedostatecnou cytotoxickou aktivitou NK bunck, u nichz byl zaznamenéan téz§i prabch
sttevni kryptosporidiézy (Enriquez a Sterling 1991) ¢i porovnavanim intenzity infekce
C. parvum u mysi s deficitem pouze T- a B-lymfocytl a mysi, kterym navic chybély 1 NK
buiikky (Mead a kol. 1991, Barakat a kol. 2009). Ptfesto fada studii vyuzivajicich zejména
protilatky cilené na NK buiky vyznamnou ulohu NK bunék v imunitni kontrole
kryptosporidiézy zpochybituje (Ungar a kol. 1991, Rohlman a kol. 1993, McDonald
a Bancroft 1994, McDonald a kol. 2000).
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6. ZAVERY

6.1 EXPERIMENTALNI INFEKCE A REINFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH A
IMUNODEFICIENTNICH C57BL/6 MYSI CRYPTOSPORIDIUM MURIS TS03

o

Bylo prokazano vyléceni imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6
CD4”, C57BL/6 CD8" a C57BL/6 Pfrl”™ mysi z kryptosporidiové infekce po vyvoji
imunitni odpovédi charakterizované nariistem mnozstvi riiznych subpopulaci leukocyt
v misté infekce C. muris.

U imunokompetentnich C57BL/6 mys$i byl prokdzan vznik rezistence k nasledné
reinfekci totoznym druhem kryptosporidie.

Na zaklad¢ analyz subpopulaci leukocytti v zalude¢ni sliznici u vSech skupin mysi byl
diky nejvys$Simu zastoupeni T-lymfocytl pozorovan ziejmy vyvoj bunétné imunitni
odpoveédi.

Zvysené pocty T-lymfocytl v zaludecni sliznici imunokompetentnich C57BL/6 mysi
pretrvavaji i po vyléceni z infekce.

Po reinfekci dochdzi k vyznamné rychlejSimu nartistu mnozstvi leukocyti v epitelu
zaludku.

Vysoké zastoupeni CD4+ a CDS8+ subpopulaci T-lymfocytd v misté infekce
imunokompetentnich C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4" a C57BL/6 CD8”
myS$i naznaCuje UCast CD4+ a CD8+ T-lymfocytd v imunitni kontrole infekce
C. muris.

Na zaklad¢ zjisténych prodlouzenych patentnich period imunodeficientnich C57BL/6
CD4” a C57BL/6 CD8™ mysi byla prokazana ucast CD4+ a rovnéz CD8+ T-lymfocytt
v imunitni odpovédi na infekci C. muris.

Bylo prokazano, ze béhem primarni infekce C. muris dochazi ke zvyseni produkce
mRNA pro IFNy v misté infekce.

Detekovand mnozstvi mRNA pro IFNy v ZaludeCnim epitelu imunokompetentnich
C57BL/6 a imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”" naznacuji, Ze je zde
IFNy produkovan pravé CD4+ a CD8+ T-lymfocyty a vzajemna piitomnost téchto bun¢k
jeho produkei zesiluje.

Schopnost C57BL/6 CD4™" mys$i zvladnout infekci C. muris vede k pfedpokladu
o vzniku alternativni imunitni odpovédi nezavislé na CD4+ T-lymfocytech.

Vysoké zastoupeni CD8+ T-lymfocytli a monocytii/makrofagi v misté infekce naznacuje
jejich ucast v imunitni odpovédi vedouci ke kontrole C. muris infekce u mysi s deficitem

CD4+ T-lymfocytu.

-74 -



o

Cytotoxickd uloha CD8+ T-lymfocytl pfes systém perforin-granzymy vedouci
k imunitni kontrole kryptosporidiézy byla vyloucena experimenty na imunodeficientnich
C57BL/6 Pfr1”" mysich.

Bylo  pozorovano  zvySeni  zastoupeni  B-lymfocyti  vepitelu  Zaludku
imunokompetentnich C57BL/6 i imunodeficientnich C57BL/6 CD4” a C57BL/6 CD8”
mysi pifi infekci C. muris. Zvysené mnozstvi téchto bunék ptetrvavalo v misté infekce
1 po vyléceni.

Signifikantni  narist poctu 3  T-lymfocytd v mist¢ infekce C. muris
u  imunokompetentnich C57BL/6 i imunodeficientnich ~C57BL/6 CD4™"
a C57BL/6 CD8” mysi naznaluje jejich ucast vimunitni kontrole Zaludeéni
kryptosporidiozy.

Nebyla zjisténa piitomnost granulocyt v misté infekce.

6.2 EXPERIMENTALNI INFEKCE IMUNOKOMPETENTNICH BALB/c MYSI
CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI LI03 A NASLEDNA INFEKCE C. MURIS TS03

0]

Experimentalni infekci imunokompetentnich BALB/c mys$i C. andersoni LIO3 bylo
potvrzeno, ze laboratorni mysi jsou k infekcei timto druhem kryptosporidie rezistentni.

V zalude¢nim epitelu BALB/c mysi byl po inokulaci oocystami C. andersoni LIO3
pozorovan vyvoj imunitni odpovédi charakterizovany zvySenymi pocty ruznych
subpopulaci leukocyti.

Experimentalni infekci BALB/c mysi C. andersoni byla navozena rezistence k nasledné
infekci druhem C. muris, ktera je pravdépodobné zprostfedkovana imunitni odpovédi
hostitele.

Béhem primarni infekce C. andersoni byl prokazan vyvoj bunééné imunitni odpoveédi
charakterizovany zvySenym mnozstvim T-lymfocytt v zaludecnim epitelu.

Vyznamné zvySeni zastoupeni CD4+, CD8+ a yd T-lymfocytd v epitelu zaludku
pti infekci C. andersoni naznacuje jejich ucast v protektivni imunitni odpovédi
zodpoveédné za vznik rezistence k C. muris.

Ugast B-lymfocyt v protektivni imunité pii infekei C. andersoni podporuji dlouhodobé
perzistujici zvySend mnozstvi B-lymfocytii v zalude¢nim epitelu.

Signifikantné zvysena mnozstvi NK bunék pfi infekci C. andersoni a nasledné infekci
C. muris naznaCuji 0cCast této subpopulace leukocytd v imunitni odpovédi

na kryptosporidiozu.
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0 Analyzou ex vivo kultur splenocyti bylo prokazano, ze v prubéhu infekce C. andersoni
dochdzi k produkci IFNy a IL-10.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2% RPMI
10% RPMI
APC

AUC

BME
BOFES
BSA

C57BL/6 CD4™
C57BL/6 CDS™
C57BL/6 Pfr17"

CDh

cDNA
Cinax
DTT
dH,O
dNTPs

DPI
DPNI
DPRI
ELISA
EtOH
FACC

GIT
HEPA filtr

HRP
HTS

IELs

RPMI obsahujici 2 % BOFES

RPMI obsahujici 10 % BOFES

antigen prezentujici bunky

plocha pod kiivkou (Area Under Curve)

-mercaptoethanol

bovinni fetalni sérum

bovinni sérovy albumin

mys$i s mutaci v genu pro CD4+ T-lymfocyty

mysi s mutaci v genu pro CD8+ T-lymfocyty

mysi s mutaci v genu pro perforin 1 (Pore Forming Protein)
receptory na povrchu leukocytl umoziujici rozliSeni
na jednotlivé subpopulace (Cluster of Differentation)
komplementarni DNA (Complementary DNA)

maximalni mnozstvi/intenzita infekce
DiThioTreitol

deionizovana voda
deoxyribonukleotid trifosfaty (Deoxyribonucleotide
Triphosphate)

den po infekci (Day Post Infection)

den po nésledné infekci

den po reinfekci (Day Post Reinfection)

Antibody-Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ethanol

pratokova cytometrie/cytometr (Fluorescent Activated Cell
Cytometer/Cytometry)

gastrointestinalni trakt

vysoce ucinny filtr vzduchovych castic (High Efficiency
Particulate Air Filter)

vysoce rekombinantni protein (High Recombinant Protein)
robotizovany podava¢ vzorklli umoziujici méfeni pratokovym
cytometrem piimo z 96-jamkového mikrotitraéniho panelu
s kulatym dnem (High Throughput Sampler)

intraepitelidlni leukocyty (Intraepithelial Leukocytes)
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IFNy
Ig
IL
ILLs

IVC

MAbs
MBL
MHC

mRNA
NK

NK buiiky
Nude mysi
OPG

PaU BC AVCR, v.v.i.

PBS
PCR

PI

SCID mysi

SD

SSU rDNA
Tc-lymfocyty
TCR
Tr-lymfocyty
Tmax

TMB
af T-lymfocyty
v0 T-lymfocyty

interferon vy

imunoglobulin

interleukin

lymfocyty tcastnici se nespecifické imunitni odpovédi (Innate-
Like Lymphocytes)

individudlné ventilované chovné klece (Individually Ventilated
Cages)

monoklondlni protilatky (Monoclonal Antibodies)

manozu vazajici lektin (Mannose Binding Lectin)

hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility
Complex)

mediatorova RNA (Messenger RNA)

negativni kontrola (0. DPI)

ptirozeni zabijeci (Natural Killer Cells)

mys bez thymu

pocet oocyst na gram trusu (Oocysts Per Gram)
Parazitologicky Ustav, Biologické Centrum AVCR, v.v.i
pufrovany fyziologicky roztok (Phospate Buffered Saline)
polymerazova fetézové reakce (Polymerace Chain Reaction)
propidium iodid (Propidiu Iodide)

mySi s deficitem T- a B-lymfocyti: tézka kombinovana
imunodeficience (Severe Combined Immunodeficiency)
smérodatna odchylka (Standard Deviation)

gen kodujici RNA malé ribozomalni podjednotky

cytotoxické T-lymfocyty (Cytotoxic Cells)

T-bunécny receptor (T Cell Receptor)

pomocné T-lymfocyty (Helper Cells)

¢as, ve kterém bylo identifikovino  maximalni
mnozstvi/intenzita infekce (Cpax)

tetramethylbenzidin

buiiky s aff T-bunéénym receptorem (TCRaf})

buiiky s yd T-bunéénym receptorem (TCRyd)
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