Bakalářská práce

Biologické fakulty Jihočeské Univerzity

České Budějovice

[image: image1.png]ick-walled © Cocyet a @ __Tve ! Mewont a
occyst (sporulated) !
exis host ) -
) Auto-infection Asexual Cycle

Thinalod
oocyst
sporuatec)

0

\uﬁemnmd P
Gamont
" /Yype Il Meront

‘Merozoiies’

@y Sexual Cycle

Wierogamont

Microgameles

Macrogamont





Možnosti využití HPMPA v terapii kryptosporidiózy

Vypracovala: Kateřina Beránková

Vedoucí práce: Doc. RNDr. Oleg Ditrich CSc.

Odborný poradce: Prof. RNDr. Antonín Holý Dr.Sc., Dr.h.c.

Rok vypracování: 2007

Beránková K., 2007: Možnosti využití HPMPA v terapii kryptosporidiózy [Potential usage of HPMPA in cryptosporidial theraphy]. pp. 38. University of South Bohemia, Faculty of Biological Sciensis, Czech Republic.

Annotation

The activity of the acyclic nukleoside analogue [(S)-HPMPA] 9-(S)-[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)propyl]adenine [(S)-HPMPA] against Cryptosporidium parvum was examined in SCID mice. The drug was administrated perorally for 43 days (dosage 5 mg/kg of body weight/day). The treatment started three days before the infection with C. parvum oocysts. Probenecid - p-(dipropylsulfamoyl)-benzoic acid was administrated perorally 30 minutes before administration of (S)-HPMPA (dosage 0,285 g/kg of body weight/day) to decrease its nephrotoxicity. No significant reduction in oocyst numbers was found. (S)-HPMPA wasn´t effective against cryptosporidiosis and also no effect of probenecid was found.
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1. Úvod


Kryptosporidie jsou relativně častými parazity zažívacího traktu u obratlovců. Postihují širokou škálu hostitelů zahrnující také člověka a domácí zvířata. Tohoto parazita jako první popsal roku 1907 Tyzzer, který nalezl oocysty v žaludečních žlázách u laboratorních myší. Tento druh byl pojmenován Cryptosporidium muris Tyzzer, 1910. Později v roce 1912 popsal další druh – Cryptosporidium parvum Tyzzer, 1912. V roce 1976 byl zaznamenán první případ nákazy člověka (Neosel et al. 1976, Nime et al. 1976).

1.1. Taxonomie
Kryptosporidie byly běžně řazeny mezi kokcidie z kmene Apicomplexa. Nedávné molekulární studie však poukazují na to, že díky poměrně malému počtu genů vědci řadí rod Cryptosporidium na bázi kmene Apicomplexa (Zhu et al. 2000), někteří dokonce jako sesterskou skupinu gregarin (Carreno et al. 1999). Dřívější zařazení bylo založeno na podobnosti životního cyklu kryptosporidií a kokcidií (Levine 1988). Kryptosporidie mají však několik zvláštností, díky kterým se od ostatních kokcidií liší. Týkají se umístění kryptosporidií uvnitř hostitelské buňky, kde jsou upevněny na apikální povrch epiteliálních buněk, jsou tedy intracelulární, avšak extracytoplasmatické (Thompson et al. 2005).

Komunikaci parazitické buňky s cytoplasmou hostitelské buňky zajišťuje potravní organela, která slouží podle některých názorů k čerpání živin z hostitelské buňky. 
1.2. Životní cyklus
 Životní cyklus kryptosporidií má fázi jak asexuální, tak sexuální. Nákaza začíná pozřením silnostěnných oocyst vhodným hostitelem (Fayer et Unger 1986). Pozřené oocysty se dostanou buď do trávicího či do dýchacího traktu, kde dochází k excystaci, uvolnění infekčních sporozoitů (Reduker et al. 1986). Uvolněné sporozoity napadají epiteliální buňky střeva (hlavně ileum) a dýchací trakt. Uvnitř buňky dochází k postupné změně sporozoitů v kulovitá stádia – trofozoity. U nich dochází k asexuální proliferaci – merogonii (schizogonie) a vznikají další vývojová stádia – meronty, které obsahují merozoity. Byly popsány dva druhy merontů:
a) Typ I – vzniká z něj osm merozoitů, které jsou odděleny od parazitoforní vakuoly během zrání, některé merozoity z této skupiny jsou schopny penetrovat hostitelskou buňku a zformovat II. typ merontů.





b) Typ II – vznikají z něj čtyři merozoity, vstupují do hostitelské buňky a začínají pohlavní fázi životního cyklu, formují velké makrogamety (makrogametocyty) a mikrogamety obsahující 14 – 16 bezbičíkatých mikrogametocytů (Current et Reese 1986). Mikrogamety se uvolní z mikrogametocytů a penetrují buňku obsahující makrogametocyty, splývají, vzniká zygota. Kolem zygoty se formuje odolná buněčná stěna, která vzniká sporogonií.


Přibližně 80% vzniklých oocyst je silnostěnných. Ty jsou uvolňovány z hostitele s výkaly, pokud se vyskytují v zažívacím traktu, nebo spolu se sekrety z dýchací trubice, pokud se vyskytují v dýchacím traktu. Zbylých přibližně 20% oocyst je tenkostěnných. Ty jsou důležité pro šíření infekce do dalších tkání. 

Názory, že životní cyklus kryptosporidií může proběhnout i v nezávislosti na hostitelské buňce díky nově objeveným extracelulárním stádiím (Hijawi et al. 2004), ostatní odborníci nepotvrdili, stejně jako existenci extracelulárních stádií.
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Obr. č. 1: Schéma vývojového cyklu Cryptosporidium parvum (podle Casemore 1990)

1.3. Kryptosporidióza

V současné době je uznáváno celkem šestnáct druhů kryptosporidií. Dále je popsáno velké množství genotypů, u kterých lze v budoucnu předpokládat, že budou potvrzeny jako samostatné druhy (Kváč, Květoňová 2005). Kryptosporidie lze rozlišit dle místa infekce na žaludeční a střevní. Mezi nejvýznamnější žaludeční kryptosporidie, vyznačující se většími oocystami než střevní, patří C. muris - infekční pro hlodavce a C. andersoni - infekční pro skot. Člověka napadají střevní kryptosporidie, a to převážně s druhy C. hominis, C. parvum a C. meleagridis. Mezi kryptosporidie infekční pro drůbež řadíme C. meleagridis a C. baileyi, u koček a psů se vyskytují druhy C. felis a C. canis, u prasat C. suis a C. parvum, u plazů C. serpentes, u ryb C. nasorum a C. molnari (Thompson et al. 2005).

Cryptosporidium parvum způsobuje spontánně mizející průjem u imunokompetentních osob a jiných obratlovců, chronické průjmy u imunodeficitních osob. Častěji se vyskytuje u obyvatel rozvojových zemích díky horším hygienickým podmínkám. Průběh a doba trvání nemoci se liší s věkem a rozdílným imunitním systémem hostitele. Zdá se, že dospělí jsou stejně vnímaví vůči nemoci jako děti s rozdílem, že u dětí se objevují mírnější klinické příznaky (Thompson et al. 2005). Zájem o kryptosporidiózu vzrostl s počátkem epidemie AIDS, kdy byla příčinou chronických a smrtelných průjmů u imunosuprimovaných lidí. Klinické projevy onemocnění se objevují 2. – 7. den od nákazy a prepatentní perioda trvá 7-21 dní (Ramirez et al. 2004). Střevní enterocyty jsou infikovány sporozoity, které se vyvíjejí z pozřených silnostěnných oocyst. Migrace parazita skrz apikální povrch hostitelských enterocytů je ulehčen pomocí aktinové polymerázy. Po začátku infekce se parazit šíří do tenkého a tlustého střeva. Občas dochází k infekci žaludeční sliznice, žlučovodu, žlučníku a epitelu dýchacího traktu. Místo infekce může mít vliv na klinické příznaky nemoci. Infekce v oblasti tenkého střeva se projevuje vodnatými průjmy, infekce zadní části ilea a tlustého střeva většinou probíhá bez příznaků. Napadení epiteliálního povrchu střeva kryptosporidiemi způsobuje úbytek kartáčového lemu mikrovilů a zmenšení povrchu epiteliálních buněk (Thompson et al. 2005). Virulence C. parvum však není u všech případů stejná. Při experimentální infekci dobrovolníků rychlost a trvání nákazy probíhaly odlišně (Tzipori et Ward 2002, Chen et al. 2002, Farthing 2000). Některé genotypy C. parvum jsou tedy více infekční pro člověka, jiné méně. 
1.4. Genom Cryptosporidium parvum
 
Pro lepší porozumění biologie a metabolické aktivity tohoto patogena byl roku 2004 osekvenován celý genetický kód Cryptosporidium parvum (Abrahamsen et al. 2004). Genom o velikosti 9,1 Mb se rozkládá na osmi chromozómech a obsahuje 3807 genů. Strukturálně se genom C. parvum podobá genomu Plasmodium falciparum (Gardner et al. 2002), ale na rozdíl od jiných apikomplex jako jsou Plasmodium, Toxoplasma a Eimeria, C. parvum postrádá apikoplast, mitochondriální genom a většinu jaderných genů (Zhu et al. 2000b, Abrahamsen et al. 2004). Díky malému počtu genů a absenci dvou organelových genomů může docházet k získávání některých genů z bakterií (Deng et al. 2002, Triepen et al. 2002, Huang et al. 2004b, Madern et al. 2004, Templeton et al. 2004). Tyto události významně pozměňují genetickou výbavu C. parvum a mají vliv na specifickou enzymatickou aktivitu a metabolické procesy. Díky rozluštění genetického kódu bylo zjištěno, že metabolismus C. parvum je velmi redukovaný a mnoho z biosyntetických pochodů je zjednodušeno nebo úplně chybí.

1.5. Přenos kryptosporidiózy
Přenos kryptosporidiózy z hostitele na hostitele probíhá pomocí kontaminovaných předmětů, příjmem kontaminované vody, jídla, pomocí oocyst, které se dostaly pomocí výkalů do prostředí apod. Dále je přenos zprostředkován také pomocí vektorů (hmyz). Jako nejvýznamnější přenos infekce ze zvířat na člověka jsou považovány případy, kdy došlo k nákaze farmářů kryptosporidiózou jak přímým kontaktem, tak nepřímou cestou přes kontaminovanou vodu od hospodářských zvířat (Thompson et al. 2005). 
1.6. Symptomatika
Klinické projevy kryptosporidiózy zahrnují: vodnaté průjmy většinou bez příměsi krve, nausea, kolikové bolesti břicha, nechutenství, flatulence, horečky, únava. S těmito příznaky souvisí ztráta hmotnosti a dehydratace. V rozvojových zemích se kryptosporidióza v některých případech podílí na zbrždění růstu a dalších nemocí u dětí (Ramirez et al. 2004). U imunokompetentních hostitelů klinické projevy trvají 10-14 dní, u imunodeficitních hostitelů mohou přetrvávat měsíce, roky a končí zpravidla diseminací infekce do celého organismu a smrtí (Thompson et al. 2005).

1.7. Terapie
V současné době není vyvinuta žádná efektivní léčba kryptosporidiózy (Armson et al. 2003). Slabé účinky chemoterapeutických látek na kryptosporidiózu se vysvětlují výjimečnou polohou parazita uvnitř hostitelské buňky (Sterling 2000). Většina chemoterapeutik účinných na kokcidie se ukázala být neúčinná proti kryptosporidióze. Tento fakt poukazuje na možnou bližší příbuznost s gregarinami než s kokcidiemi (Tenter et al. 2002, Hijawi et al. 2004). Léčba se zaměřuje na rehydrataci a doplnění minerálních látek do organismu. Proti průjmům jsou také účinné nespecifické přípravky jako jsou pectin, loperamid a kaolin. Při antiretrovirové terapii dochází ke zvýšení množství CD4 lymfocytů, což má za výsledek redukci exkrece oocyst (Foundraine et al. 1998). Další antiretrovirové proteázy jako např. Indinavir rovněž působí přímo na C. parvum tím, že narušuje její životní cyklus (Mele et al. 2003). Na zvířecích modelech bylo demonstrováno několik přípravků, které však ve většině případů měly vliv pouze na redukci oocyst a zlepšení klinických příznaků, ne však na vymizení parazita z hostitele. Některé z nich – paromomycin (aminoglykosidové antibiotikum) a azithromycin (makrolidové antibiotikum) byly testovány také na lidech (Fahey 2003). Paromomycin má vliv na zlepšení klinických příznaků a úbytek oocyst u telat, jehňat a dětí (Fayer et Ellis 1993, Viu et al. 2002, Mancassola et al. 1993). Azithromycin byl podáván samotný nebo v kombinaci s paromomycinem a měl za účinek zlepšení klinických příznaků (Fahey 2003). Další makrolidové antibiotikum – roxithromycin byl podáván HIV pozitivním pacientům a měl za následky zlepšení klinických příznaků a eliminaci oocyst (Uip et al. 1998). Podobné účinky u HIV pozitivních pacientů měl také Letrazuril – derivát acetonitrilu (Amadi et al. 2002). Chemoterapeutikum β-Cyclodextrin má vliv na zlepšení klinických příznaků, úbytek oocyst u jehňat a u experimentálně infikovaných myší (Castro-ermida et al. 2001). Zajímavou možností je použití tzv. probiotických bakterií při tlumení případně léčbě kryptosporidiózy. Metabolity Lactobacillus acidophilus a L. reuteri snižují infektivitu C. parvum a C. hominis in vitro (Glass et al. 2004). Další slibná metoda tlumení kryptosporidiózy byla vyzkoušena u telat a spočívá v perorální vakcinaci oocystami C. parvum ozářenými γ zářením, po které se vyvinula protektivní imunita (Jenkins et al. 2004). 

1.8. Acyklické nukleosidfosfáty

Nukleosidy jsou základní stavební kameny nukleových kyselin. Jejich léčivé účinky jsou založeny na principu antimetabolitu. Antimetabolity jsou chemicky modifikované molekuly metabolitů a jejich působení je spjato s ovlivněním nějaké enzymové reakce (např. může inaktivovat enzym, může poskytovat produkt neschopný účasti v dalších metabolických dějích apod.). Účinek antimetabolitů má vliv pouze na děje probíhající uvnitř buňky a působí tak na buněčné parazitické organismy (viry, vyšší parazity), intracelulární stádia vývoje parazitických organismů (mykoplasma, chlamydie) nebo na metabolické choroby působené hyperfunkcí nějakého enzymu metabolismu (Holý 2003). Nukleobáze, nukleosidy a nukleotidy tvoří nejvýznamnější skupinu antimetabolitů a mnohé z nich jsou cytostatika nebo antivirotika (Holý, 2003). Nukleotidy přímo terapeuticky nelze použít díky jejich polaritě, přes buněčnou membránu nepronikají a rychle se enzymaticky defosforylují. 

První generace antimetabolitů je založena na principu maximální podobnosti látky k přirozenému metabolitu → aktivní centrum příslušného enzymu je zachováno bez konformačních změn. Mezi významná léčiva spadající do této skupiny řadíme léčiva proti leukémii (cytosinarabinosid), nádorům (6-thioguanin), antiretrovirové nukleosidy azydothymidin (AZT), stavudin (d4t) a jiné. Nevýhodou antimetabolitů první generace je jejich nestabilita v organismu, rozkládá je celá řada enzymů. Druhá generace antimetabolitů se nevyznačuje takovou podobností k metabolitu, ale vychází z toho, že i aktivní centrum enzymu se může natolik adaptovat, aby vznikl optimální komplex enzym-substrát (Holý 2003). 

Byl vytvořen model acyklických nukleosidů. Mezi tyto látky patří významné antivirotikum acykloguanosin (acyclovir) mající účinky především na herpesviry. S obdobnou látkou, která ovšem ve svém postranním alkylovém řetězci záměrně obsahovala element chirality, pracovali také čeští vědci (Holý 2003). Nejjednoduššími látkami tohoto typu jsou 2,3-dihydroxypropylderiváty nukleobazí a jejich adeninový derivát (S)-DHPA má protivirový účinek, a to především na RNA viry, herpesviry a poxviry. 

1.8.1. Významné ANP
PMEA (adefovir)


Jde o 9-[2-(Fosfonomethoxy)ethyl]adenin, má účinky proti některým DNA virům (např. proti viru hepatititdy B, herpesvirům), silně inhibuje retroviry, oba kmeny HIV, opičí analog SIV, Maedi Visna virus. Schválen v roce 2003 v Evropě jako lék HepseraTM proti chronické hepatitidě typu B, hlavně u pacientů rezistentních proti lamivudinu.


V pyrimidinové řadě nemá protivirový účinek žádný derivát uracilu ani thymidinu, aktivní není ani PMEC (Holý 2003).
(S)-HPMPC (cidofovir)


Tento velmi účinný (S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl)cytosin, inhibuje všechny DNA viry. V roce 1997 byl v Evropě schválen cidofovir jako lék na cytomegalovirovou retinitidu u pacientů s AIDS (VistideTM). Podává se infuzí za současné aplikace probenecidu pro snížení nefrotoxicity, kterou mají v různé míře všechny ANP. Je mimořádně účinný proti poxvirům a viru planých neštovic, dále na léčení genitálního herpesu, Molluscum contagiosum atd (Holý 2003).
FPMP

 
Nahrazením hydroxylové funkce v HPMP-derivátech fluorem vzniká 3-fluor-2-(fosfomethoxy)propyl derivát. Je účinný proti retrovirům, proti DNA virům nebyl zjištěn žádný účinek (Holý 2003).
(R)-PMPA (tenofovir)


Tato látka - (R)-9-(2-phosphonylmethoxypropyl)adenin byla v roce 2002 v Evropě schválena jako lék VireadTM na léčbu AIDSu. Tenofovir je velmi účinný proti HIV, SIV,MSV,HBV. Je substrátem i inhibitorem reversních transkriptáz, působí jako terminátor řetězce (Holý 2003).

Vyznačuje se poměrně nízkou cytotoxicitou (nižší než např. cidofovir) (Cihlar et al. 2001).
1.8.2. (S)-HPMPA a jeho účinky


 Zavedením fosfonomethyletherové funkce na sekundární hydroxylovou skupinu 9-(2,3-dihydroxy-propyl)adeninu vedlo k látce s mimořádně vysokým protivirovým účinkem (Holý 2003). Později se ukázalo, že účinná je pouze (S)-forma a že látka (S)-9-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl)adenin, později pojmenovaná (S)-HPMPA , je velmi účinná proti všem DNA virům, které byly testovány - např. virus Epstein-Baarové (Lin et al. 1991), virus varicella-zoster (Baba et al. 2005), cytomegalovirus (Snoeck et al. 1988), virus hepatitidy B (Yokota et al. 1990), herpes simplex virus a virus vaccinie (De Clercq et al. 1989), vysoký účinek má na adenoviry (Naesens et al. 2004).


(S)-HPMPA má ojedinělou antiparasitickou aktivitu proti prvokům z rodů Plasmodium, Trypanosoma a Leishmania. (R)-enantiomer je inaktivní, účinná je ještě také (i když mnohem méně) 3-deazaHPMPA.

Účinky (S)-HPMPA na Schistosoma mansoni 


Při experimentální nákaze myší parazitem Schistosoma mansoni a následné terapii (S)-HPMPA byl prokázán příznivý antiparazitický účinek. Byl zaznamenán úbytek celkového množství samic a spárovaných jedinců, dále také výrazný úbytek až téměř úplné zmizení zralých vajíček (Botros et al. 2003).

Účinky (S)-HPMPA na Plasmodium berghei


Při experimentální nákaze myší parazitem Plasmodium berghei a následné terapii (S)-HPMPA myši hynuly s nízkým stupněm parazitémie. Hlavním důvodem úmrtí myší byla pravděpodobně vysoká nefrotoxicita (S)-HPMPA. Při souběžném podávání probenecidu proti (S)-HPMPA indukované toxicitě myši nakonec umíraly s vysokým stupněm parazitace, navzdory vyšším dávkám (S)-HPMPA. Autoři vysvětlují toto neúspěšné vymizení parazita krátkým poločasem rozpadu (S)-HPMPA v plazmě a odolností parazita proti (S)-HPMPA. Tyto poznatky naznačují, že nefrotoxicita (S)-HPMPA překáží v užití této látky proti krevním parazitům (Smeijsters et al. 1996).

1.9. Probenecid

Probenecid, p-(dipropylsulfamoyl)-benzoová kyselina, je normálně užíván jako preventivní lék pro léčbu dny, hyperuricemie, působí na ledviny a má za účinek snižování množství nadbytečné kyseliny močové v těle. V některých případech může být používán jako látka na snižování nefrotoxicity, která je způsobena jinými souběžně podávanými léky (Holý 2003, Smeijsters et al. 1996).

1.10. SCID 

Jedná se o imbrední myši s vrozenou imunodeficiencí (Severe Combine Immune Deficiency). Vyznačují se poruchou produkce T lymfocytů a B lymfocytů. První SCID myši byly vyšlechtěny roku 1980 (Bosma 1983).

1.11. Cíl

Cílem této práce bylo zhodnocení vlivu (S)-HPMPA v léčbě kryptosporidiózy způsobené prvokem Cryptosporidium parvum při pokusu in vivo na imunodeficientních myších. Dále se také pokusit optimalizovat terapeutický režim tak, aby se snížila nefrotoxicita (S)-HPMPA. Pro tento účel byl použit probenecid.
2. Materiál a metody

2.1. Materiál

2.1.1. Izoláty kryptosporidií



Pro první předpokus byly oocysty Cryptosporidium parvum izolovány z trusu pětitýdenních až šestitýdenních telat z kravína v Křenovicích (okr. Č. Budějovice). Pomocí sacharózového gradientu (Arrowood et Sterling 1987) byly vyizolovány oocysty s výtěžností 65.106 v 1 ml.
2.1.2. (S)-HPMPA, Probenecid

• (S)-9-(3-hydroxy -2-fosfonylmetoxypropyl)adenin byl získán od pana prof. RNDr. Antonína Holého Dr.Sc. z Ústavu organické chemie a biochemie (ÚOCHB) ČSAV v Praze.


• Probenecid (Sigma)
Dávkování (S)-HPMPA:

· vychází z dávkování 5 mg/kg (Bijsterbosch et al. 1998), jedna myš = cca 30 g…0,15 mg na myš/den

Ředění (S)-HPMPA:


-
ředění destilovanou vodou…1 dávka = 0,15 mg (S)-HPMPA + 0,2 ml destlilované vody

-
na celý  43denní pokus…77,4 mg (S)-HPMPA + 103,2 ml destil. vody…pro 12 myší
Dávkování probenecidu:










-
vychází z dávkování 0,285 g/kg (Smeijsters et al. 1996)…8,55 mg na myš/den


-
probenecid byl podáván 30 minut před dávkou (S)-HPMPA (Smeijsters et al. 1996)

Ředění probenecidu:










-
ředění destilovanou vodou…1 dávka = 8,55 mg probenecidu + 0,2 ml destil. vody

-
na celý 43denní pokus…4,4118 g probenecidu + 103,2 ml destil. vody…pro 12 myší
2.1.3. SCID

Jde o myši s vrozenou imunodeficiencí, vyznačují se poruchou produkce T a B lymfocytů . SCID myši byly poskytnuty z chovu Parazitologického Ústavu v Českých Budějovicích. Jednalo se o čtyři  třítýdenní samce a čtrnáct samic - dvě ve věku tří týdnů, zbylé pak šestitýdenní. Čtyři samci a dvě samice sloužili jako pozitivní kontrola a zbylých dvanáct samic bylo očkováno.
2.2. Metody

2.2.1. Izolace oocyst z trusu
- pro izolaci oocyst z trusu byla využita metoda dělení na základě sacharózového gradientu (Arrowood et Sterling 1987)

použité roztoky: 

• zásobní Sheaterův roztok (259 ml deionizované vody, 405 g sacharozy, 7,29 ml fenolu)



• pracovní Sheaterův roztok 1+ 2 (1díl Sheaterův roztok + 2 díly PBS Tween)


• pracovní Sheaterův roztok 1+ 4 (1díl Sheaterův roztok + 4 díly PBS Tween)


• PBS Tween – fosfátový pufr (do 1 l PBS přidat 0,5 ml Tween 20)

postup:

1. zbavení stolice příměsí, rozmíchání v třecí misce, přecedění přes řadu sítek

2. navrstvení gradientu do100 ml kyvety:
1. vrstva…30 ml Sheaterův roztok 1+2


2. vrstva…30 ml Sheaterův roztok 1+4


3. vrstva…15 ml vzorku

3. centrifugace 30 minut při 1350 g a teplotě 4 °C

4. odsátí vrchní vrstvy vodní vývěvou (žlutě zbarvený), přelití obsahu do čisté kyvety, doplnění cca 1cm  pod okraj deionizovanou vodou, odstranění sedimentu

5. centrifugace 20 minut  při 1350 g a teplotě 4 °C

6. odsátí vodní vývěvou  ½ objemu (sediment = kryptosporidie), doplnění deionizovanou vodou

7. centrifugace 20 minut při 1350 g a teplotě 4 °C

→ promývací proces probíhá 3x

8. odsání ½ objemu , doplnění deionizovanou vodou

9. centrifugace 20 minut  při 1350 g a teplotě 4 °C

10. odsátí téměř až k sedimentu, přenesení sedimentu do zkumavky → čisté kryptosporidie
11. uchování ve tmě při 4 °C
2.2.2. Ověření životnosti izolovaných oocyst
použité roztoky: 

• propidiumjodid – rozpouštění 1 mg propidiumjodidu v 1 ml 0,1 M PBS

- naváže se na nukleové kyseliny mrtvých buněk – mají porušenou buněčnou stěnu, živé nesvítí 

barvení:

1. smíchání 100 μl vyčištěných oocyst s 10 μl propidiumjodidu

2. barvení 30 minut

3. propláchnutí v PBS 

4. pozorování fluorescenčním mikroskopem (filtr WB)

5. počítání živých oocyst

2.2.3. Diagnostika kryptosporidiové infekce
- k diagnostice kryptosporidiové infekce byla využita metoda barvení dle Miláčka a Vítovce (1985)

použité roztoky:

• roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml ethanolu, 70 ml deionizované vody)

• roztok 2% kyseliny sírové

• roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselině octové)

barvení:

1. nanesení tenkého nátěru trusu na podložní sklíčko

2. fixace methanolem v plameni
3. barvení 30 minut roztokem methylvioleti

4. propláchnutí vodou, diferenciace 2% kyselinou sírovou
5. propláchnutí vodou, dobarvení tartrazinem cca 2 minuty

Oocysty C. parvum bylo možné pozorovat světelným mikroskopem při zvětšení 1000x. Oocysty měly fialovou barvu na žlutozeleném pozadí.

2.2.4. Flotační metoda

Použité roztoky:

• Sheaterův roztok

postup:

1. přenesení přibližně 15 g trusu do 100 ml kyvety, doplnění deionizovanou vodou

2. centrifugace 3 – 4 minuty při 1350 g

3. odlití roztoku, Sheaterův roztok dolít cca 1cm pod okraj
4. centrifugace 3 – 4 minuty při 1350 g
5. sejmutí vrchní vrstvy kapaliny pomocí bakteriologické kličky, přenesení na podložní sklíčko

6. prohlížení světelným  mikroskopem při zvětšení 1000x
 2.2.5. Pokusy na SCID myších
Předpokus

Léčebné dávky:
• (S)-HPMPA: 5 mg/kg (S)-HPMPA + 0,2 ml PBS, tzn. 0,15 mg (S)-HPMPA na myš/den

Infekční dávka:
• Cryptosporidium parvum: 1.105 oocyst C. parvum na myš


Předpokus probíhal 43 dní v ochranném izolátoru. Byl prováděn především kvůli seznámení s prací v ochranném izolátoru, procvičení očkování žaludeční sondou apod. Byly nakaženy čtyři pětitýdenní SCID myši. Od sedmého dne po nákaze byly obden odebírány a vyšetřovány vzorky trusu, kvůli sledování průběhu infekce. Nákaza a léčba myší byla provedena pomocí žaludeční sondy. Léčba byla zahájena třetí den po nákaze. Dále probíhala každý den po dobu 40ti dní. 

Vlastní pokus

Léčebné dávky:
• (S)-HPMPA: 5 mg/kg, tzn. 0,15 mg (S)-HPMPA + 0,2 ml PBS na myš/den




• Probenecid: 0,285 g/kg, tzn. 8,55 mg + 0,2 ml destilované vody na myš/den




Infekční dávka:
• Cryptosporidium parvum: 1.105 oocyst C. parvum na myš


Pokus probíhal  43 dní v ochranném izolátoru. Čtyři samci a čtrnáct samic SCID myší bylo rozděleno do tří skupin:

1. 6 myší - pozitivní kontrola 

2. 6 myší, kterým byl podávána jen (S)-HPMPA

3. 6 myší, kterým byl podáván jak (S)-HPMPA, tak probenecid




Byla provedena předléčba tři dny před infekcí. U třetí skupiny byl podáván probenecid na snížení (S)-HPMPA indukované nefrotoxicity vždy cca 30 minut před dávkou (S)-HPMPA (Smeijsters et al. 1996). Od sedmého dne po nákaze byly obden odebírány a vyšetřovány vzorky trusu, kvůli sledování průběhu infekce. Po ukončení pokusu byly odebrány vzorky střev od sedmnácti SCID myší. 
2.2.6. Histologické zpracování vzorků střev


Byly získány vzorky ze sedmnácti pokusných SCID myší a dále histologicky zpracovány části střev – caecum, duodenum a colon.

Postup + použité chemikálie:

• fixace odebraných částí ve 4% formalinu
• přenesení vzorků do zalévací kazety

• odvodňování:
řada roztoků:
-  voda…15 min.









- 70% alkohol…60 min.









- 80% alkohol…60 min.









- 96% alkohol…60 min.









- 96% alkohol…60 min.









- aceton…60 min.









- xylen…60 min.









- xylen…90 min.

• prosycení parafínem:
- kyveta 1…2-4 hodiny







- kyveta 2…4-6 hodin







- kyveta 3…8-12 hodin

• zaléváni do bločků: - přenesení vzorků pinzetou do formiček s rozehřátým parafínem, urovnání a uložení ztuhlých formiček na led, aby šly vyklopit







 - okrájení vyklopených bloků zahřátým nožem a přitavení na popsané dřevěné špalíčky

• krájení řezů:
- upevnění bločku do držáku mikrotomu






- opatrné skrajování (řezy o šířce20 μm), dokud se nekrájí celý vzorek



- krájení řezů s celým vzorkem (řezy o šířce 7 μm), přenesení štětečkem do předehřáté vodní lázně (45-50 °C), řezy se narovnají a natáhnou







- stáhnutí vhodných  řezů na předepsaná sklíčka






- položení sklíček s řezy na předehřátou plotýnku, schnutí a natáhnutí (přes noc)


- přenesení sklíček z plotýnky do termostatu (42 °C)

• odparafinování řezů:










- vložení sklíček do nosiče (skleněný košíček)






- přenášení nosiče se sklíčky mezi kyvetami v digestoři:

- xylen…15 min.- xylen…15 min.- xylen…15 min. a dále po 5-ti minutách - 96% EtOH -  96% EtOH - 80% EtOH - 70% EtOH - destilovaná voda - destilovaná voda 

• barvení řezů:
- hematoxylin, eosin – pokračovat v řadě:


- hematoxylin…10 min.- tekoucí voda…10 min. - eosin…5 min. - voda (opláchnout)


         
 - Wolbach – barvení sklíček v barvící kyvetě, do řady se poté vracejí až do 96% EtOH


po eosinu

• odvodnění řezů: - pokračování v řadě oplachováním (cca po dvou minutách) :

- 70% EtOH - 80% EtOH - 96% EtOH - 96% EtOH - karboxylen - karboxylen - xylen - xylen - xylen 

• montování řezů: 











- vyndání sklíčka z posledního xylenu okamžité nakápnutí kanadského balzámu a přiložení krycího sklíčka












- schnutí sklíček při laboratorní teplotě

Preparáty byly prohlíženy a posléze foceny světelným mikroskopem, zvětšení 1000x a 400x. Při barvení hematoxylin – eosin měly kryptosporidie tmavě fialovou barvu na růžovo-fialovém pozadí. Při barvení dle Wolbacha měly tmavě fialovou barvu na tmavě modém pozadí.

2.2.7. Statistická analýza


K otestování, zda byla míra vylučování kryptosporidií závislá na podávané látce, jsem použila analýzu variance pro opakovaná měření (Repeated measures ANOVA) z programového balíku Statistica 7.0. Pro následná mnohonásobná porovnání byl použit Tukey HSD test z téhož programu.

3. Výsledky

3.1. Účinky (S)-HPMPA v léčbě kryptosporidiózy u SCID myší


Byl proveden 43-denní pokus na SCID myších (čtyři samci a čtrnáct samic) pro zjištění účinků (S)-HPMPA v léčbě kryptosporidiózy způsobenou prvokem Cryptosporidium parvum. Sedmý den po nákaze C. parvum byly obden odebírány vzorky trusu, barveny (Miláček et Vítovec 1985) a prohlíženy světelným mikroskopem, zvětšení 1000x. Podle počtu vylučovaných oocyst jsem počítala sílu nákazy. Získané výsledky jsou zaznamenány v tabulkách a grafech viz. níže. Tabulka a graf č. 1 popisuje průběh léčby u pozitivních kontrol – tedy u jedinců, kteří byli pouze infikováni rodem C. parvum a dále neléčeni. Paradoxně u nich došlo k vylučování oocyst později a v menší míře než u zbylých dvou skupin. V tabulce a grafu č. 2 je zaznamenán průběh léčby u skupiny myší léčených (S)-HPMPA. Infekce  v této skupině probíhala u všech jedinců podobně, ke konci pokusu myši vylučovaly poměrně velké množství oocyst.


Pomocí statistických výpočtů jsem zjistila, že podávání (S)-HPMPA nemělo žádné účinky na průběh infekce  způsobenou kryptosporidiemi.

3.2. Vliv probenecidu na snížení nefrotoxicity (S)-HPMPA

V tabulce č. 3 jsou zaznamenány údaje z průběhu infekce třetí skupiny myší, kterým byl podáván (S)-HPMPA a zároveň probenecid na snížení (S)-HPMPA indukované nefrotoxicity. Z výsledků však není viditelný vliv probenecidu na snížení nefrotoxicity.  Průběh léčby u dvou myší (O, P) probíhal podobně jako u druhé skupiny. U myší K a L měla nákaza mírnější průběh, u myši M došlo k vylučování oocyst až ke konci pokusu a myš N uhynula 15. den pokusu v důsledku poranění při aplikaci žaludeční sondy.
Graf č. 1: Průběh infekce u pozitivních kontrol
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Tab. č. 1: Průběh infekce u pozitivních kontrol
	Dny
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	0.
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	2.
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	4.
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	6.
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	8.
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	10.
	N
	N
	N
	N
	0,5
	N

	12.
	N
	N
	N
	N
	1
	N

	14.
	N
	N
	N
	N
	2
	1

	16.
	N
	N
	N
	N
	2
	2

	18.
	N
	N
	N
	N
	3
	3

	20.
	N
	N
	N
	N
	3
	3

	22.
	N
	N
	N
	N
	3
	3

	24.
	N
	N
	N
	N
	2
	2

	26.
	N
	N
	N
	1
	3
	3

	28.
	N
	N
	0,5
	2
	5
	4

	30.
	N
	3
	3
	1
	5
	4


Vysvětlivky: 
A, B, C, D, E, F – skupina pokusných SCID myší


Intenzita vylučovaných oocyst:
N…negativní







0,5…1-2 oocysty na sklíčku





1…≤ 10






2…≤ 80








3…≤ 250








4…≤ 500








5…> 500
Graf č. 2: Průběh infekce u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA
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Tab. č. 2: Průběh infekce u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA

	Dny
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	0
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	2
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	4
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	6
	N
	0,5
	N
	N
	N
	N

	8
	1
	N
	N
	N
	N
	N

	10
	2
	0,5
	2
	N
	2
	N

	12
	2
	N
	3
	N
	2
	N

	14
	3
	1
	2
	N
	1
	N

	16
	3
	2
	3
	1
	3
	1

	18
	4
	2
	3
	1
	1
	2

	20
	5
	1
	5
	N
	0,5
	2

	22
	3
	2
	4
	1
	1
	2

	24
	2
	2
	3
	2
	2
	3

	26
	4
	3
	5
	2
	2
	1

	28
	5
	3
	3
	3
	2
	2

	30
	5
	5
	3
	3
	3
	4


Graf č. 3: Průběh infekce u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA + probenecid
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Tab. č. 3: Průběh infekce u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA + probenecid

	Dny
	K
	L
	M
	N
	O
	P

	0
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	2
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	4
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	6
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	8
	N
	N
	N
	N
	N
	N

	10
	1
	0,5
	N
	/*
	0,5
	N

	12
	1
	0,5
	N
	/
	0,5
	N

	14
	1
	N
	N
	/
	1
	0,5

	16
	1
	1
	N
	/
	2
	0,5

	18
	1
	1
	N
	/
	5
	0,5

	20
	1
	2
	N
	/
	3
	1

	22
	2
	1
	N
	/
	3
	2

	24
	3
	1
	N
	/
	4
	3

	26
	1
	3
	N
	/
	4
	5

	28
	2
	4
	N
	/
	4
	5

	30
	2
	2
	2
	/
	5
	5


*/ = úhyn

3.3. Směrodatnost výsledků


Analýza variance neprokázala žádný vliv podávaných látek v terapii kryptosporidiózy (tabulka 4). Vylučování kryptosporidií u jednotlivých skupin myší rozdělených podle podávané látky shrnuje graf č. 4.

Tab. č. 4: Vliv (S)-HPMPA a probenecidu v terapii kryptosporidiózy

	
	df
	F
	p

	Látka
	2
	2,07
	0,16

	Čas*látka
	24
	0,77
	0,76


Graf č. 4: Průběh vylučování kryptosporidií u jednotlivých skupin myší v závislosti na podávané látce. V grafu jsou zobrazeny průměrné hodnoty a 95% konfidenční intervaly.
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3.4. Sledování infekce pomocí histologických preparátů ze střev

Z histologických vzorků střev ze sedmnácti pokusných SCID myší vyplývá, že kryptosporidie se u všech jedinců vyskytovaly pouze ve slepém střevě (caecum). Vzorky byly odebírány 38. den po infekci. Vyskytovaly se buď úplně na povrchu klku střeva nebo lehce zanořené do tkáně (viz. příloha). Množství nalezených kryptosporidií na řezech nekoreluje s intenzitou infekce, vypovídá však o umístění kryptosporidií ve střevě. Při barvení hematoxylin – eosin měly kryptosporidie nafialovělou barvu, podobně jako jádra některých buněk, na růžovém podkladu. Díky této možné záměně by pozorování nebylo přesné, proto jsem vycházela především z výsledků barvení dle Wolbacha. V tomto případě měly kryptosporidie tmavě fialové zbarvení na tmavě modrém podkladu, tudíž byly lépe zřetelné. Přibližné množství kryptosporidií na jednotlivých řezech je zaznamenáno v tabulkách níže. 

Tab. č. 5: Počet oocyst u pozitivních kontrol (barvení podle Wolbacha)

	část střeva
	myš A
	myš B
	myš  C
	myš D
	myš E
	myš F

	caecum
	0
	70
	0
	20
	20
	10

	colon
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	duodenum
	0
	0
	0
	0
	0
	0


Tab. č. 6: Počet oocyst u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA (barvení podle Wolbacha)

	část střeva
	myš 1
	myš 2
	myš 3
	myš 4
	myš 5
	myš 6

	caecum
	150
	150
	80
	30
	10
	20

	colon
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	duodenum
	0
	0
	0
	0
	0
	0


Tab. č. 7: Počet oocyst u skupiny, které byl podáván (S)-HPMPA + probenecid (barvení podle Wolbacha)

	Část střeva
	myš K
	myš L
	myš M
	myš O
	myš P

	caecum
	30
	20
	10
	700
	130

	colon
	0
	0
	0
	0
	0

	duodenum
	0
	0
	0
	0
	0


4. Diskuse

4.1. Zhodnocení možných účinků (S)-HPMPA v terapii kryptosporidiózy 

Pro pokus in vivo na imunodeficitních myších byl použit (S)-HPMPA, který se již osvědčil u jiných protozoálních nákaz (Smeijster et al. 1996). Z výsledků však vyplývá, že (S)-HPMPA nebyl v léčbě kryptosporidiózy účinný. Dle výsledků Smeijsterse, který prováděl pokusy na plasmodiích patřících do stejného kmene Apikomplexa jako kryptosporidie, jsem předpokládala, že (S)-HPMPA bude účinný i na kryptosporidie, ale bude docházet k úhynu myší kvůli (S)-HPMPA indukované nefrotoxicitě K podobným výsledků došel i Roučka, který testoval účinky více alternativ ANP proti mikrosporidiím. Dle jeho výsledků se jako nejúčinnější jevil (S)-HPMPA, ale obdobně jako u Smiejsterse et al. docházelo při pokusu in vivo k úhynu imunosuprimovaných myší díky (S)-HPMPA indukované nefrotoxicitě (Roučka 1997, Roučka 2000). Během mého pokusu však uhynula jen jedna myš a to díky poranění při aplikaci žaludeční sondy. Paradoxně nejmírněji nákaza probíhala u pozitivních kontrol. Nefrotoxické účinky (S)-HPMPA se projevují také úbytkem váhy, protože dochází k rozkladu tubulárních epiteliálních buněk ledvin. Špatná funkce ledvin narušuje nejen reabsorbci glukosy, aminokyselin a iontů, ale také reabsorbci vody, což vede ke ztrátě hmotnosti (Smeijsters et al. 1996). Pomocí statistických výpočtů jsem porovnávala infektivitu mezi jednotlivými skupinami myší. Odchylky jsou v mezích variability. Z toho vyplývá, že (S)-HPMPA nemá žádný vliv v terapii kryptosporidiózy. Tyto výsledky se tedy liší od výsledků získaných Smeijstersem, který prokázal pozitivní účinky (S)-HPMPA projevující se snížením parazitémie prvoka Plasmodium berghei. 

Cryptosporidium parvum patří mezi střevní kryptosporidie. Proto jsem terapii prováděla pomocí žaludeční sondy. De Clercq et al. (1998) však popisují  ve své práci o účincích (S)-HPMPA na virus vaccinie, že podávání léku intraperitonálně je přibližně 20x účinnější než podávání perorální. Smeijsters  et al. při svých pokusech na P. berghei prováděli léčbu rovněž intraperitonálně. Způsob podávání léku mohl tedy mít rovněž vliv na neúčinnost (S)-HPMPA v terapii kryptosporidiózy.

4.2. Zhodnocení vlivu probenecidu na snížení nefrotoxicity (S)-HPMPA 

Ohrožení ledvin nefrotoxicitou při podávání (S)-HPMPA bylo zjištěno už dříve i pro jiné acyklické nukleosidfosfáty (Bijsterbosch et al. 1998). Při pokusech s  9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine (PMEA) a (S)-HPMPA  docházelo k značnému vylučování těchto látek močí a k vysoké akumulaci v ledvinách (Cundy et al. 1994, Naesens et al. 1992). Tato vysoká akumulace látky v ledvinách je pravděpodobně důvodem nefrotoxicity acyklických nukleosidfosfátů (Bischofberger et al. 1994, Polis et al. 1995, Smeijsters et al. 1996).  Polis et al. (1995) navrhli probenecid jako látku pro snížení nefrotoxicity těchto nukleosidfosfátů. Podle Bischofbergera (1994) dochází podáváním probenecidu k poklesu nefrotoxického účinku nukleosidfosfátů o 75%. Smeijsters et al. (1996) popisují ve své práci vliv probenecidu na snížení nefrotoxicity (S)-HPMPA. Uvádí, že při podávání probenecidu myši nakonec uhynuly s vysokým stupněm parazitémie, i když několikanásobně zvýšili dávku (S)-HPMPA. Vysvětlují to krátkým poločasem rozpadu (S)-HPMPA v plazmě kombinovaným s odolností nereplikativních stádií parazita vůči (S)-HPMPA. Zaznamenali však také příznivý vliv probenecidu jak na snížení (S)-HPMPA indukované nefrotoxicity, tak i zesílení účinku (S)-HPMPA  hlavně v první části pokusu. V mém případě však nebyl prokázán žádný výrazný vliv probenecidu na snížení nefrotoxicity. U dvou myší probíhala terapie podobně jako u skupiny, které byl podáván jen (S)-HPMPA, u dalších dvou došlo k celkově nižšímu vylučování oocyst, jedna myš uhynula v důsledku poranění při očkování patnáctý den pokusu a jen u jedné myši je vidět rozdíl v porovnání s ostatními případy. Vylučování oocyst u ní začalo o hodně později a v menší míře. Jelikož je to ale pouze tento jediný případ, zdá se že to bylo způsobeno spíše rozptylem hodnot.

4.3. Možnosti terapie kryptosporidiózy
Jak sem již zmínila v úvodní části, v současné době není vyvinuta žádná efektivní léčba kryptosporidiózy (Armson et al. 2003). U imunokompetentních jedinců, u kterých se jedná především o průjmová onemocnění (i když často doprovázený dalšími příznaky), není absence terapie zásadní problém – pokud není komplikována jinými infekcemi (především v rozvojových zemích). Je u nich prováděna symptomatická léčba, rehydratace (především u kojenců), doplnění minerálních látek do organismu (Ditrich 2005). Proti průjmům jsou také účinné nespecifické přípravky jako jsou pectin, loperamid a kaolin (Holý 2003). 

Absence terapie kryptosporidiózy u imunodeficitních jedinců vytváří závažný problém, jelikož může být hlavní příčinou úmrtí jedice. Nejlepších výsledků v terapii kryptosporidiózy se dosahuje léčbou samotné HIV infekce (antiretrovirová terapie), při které se udržuje stav imunitního systému dlouhodobě na přijatelné úrovni (Zardi et al. 2005). Mezi další látky mající příznivý účinek při léčbě kryptosporidiózy patří např. paromomycin, azithromycin, indinavir, nitazoxanid (Thompson 2005, Smith et Corcoran 2004). Zajímavou možností je použití tzv. probiotických bakterií při tlumení případně léčbě kryptosporidiózy. Metabolity Lactobacillus acidophilus a L. reuteri snižují infektivitu C. parvum a C. hominis in vitro (Glass et al. 2004). Další slibná metoda tlumení kryptosporidiózy byla vyzkoušena u telat a spočívá v perorální vakcinaci oocystami C. parvum ozářenými γ zářením, po které se vyvinula protektivní imunita (Jenkins et al. 2004). 
Podle výsledků této práce se zdá, že (S)-HPMPA rozšíří dlouhý seznam chemoterapeutik, které byly proti kryptosporidiím testovány a jejichž pozitivní efekt zjištěn nebyl. Je však třeba vyzkoušet i další acyklické nukleosidfosfáty, protože by bylo velmi výhodné kombinovat antiretrovirovou terapii acyklickými nukleosidfosfáty s terapií oportunních infekcí.

4.4. Závěry
1. Nebyl zaznamenán  žádný účinek (S)-HPMPA v terapii kryptosporidiózy při pokusu in vivo na imunosuprimovaných myších. 
2. Rovněž nebyl prokázán žádný signifikantní  účinek probenecidu na snížení (S)- HPMPA indukované nefrotoxicity.  
3. Acyklický nukleosidfosfát (S)-HPMPA se nejeví jako vhodný lék v terapii kryptosporidiózy.
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6. Příloha

Fotografie – světelný mikroskop.
Obr. č. 2: C.parvum. Zvětšeno 1000x.
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Obr. č. 3: C.parvum. Zvětšeno 1000x.

[image: image7.jpg]



Obr. č. 4: Histologický řez, barvení hematoxylin – eosin. C.parvum. Zvětšeno 1000x.
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Obr. č. 5: Histologický řez, barvení podle Wolbacha. C.parvum. Zvětšeno 400x.

[image: image9.jpg]



Obr. č. 6: Histologický řez, barvení podle Wolbacha. C.parvum. Zvětšeno 400x.
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