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1. Uvod

1. 1. Mikrosporidie

1. 1. 1. Taxonomie

Mikrosporidie jsou jednobusini intracelularni paraziti napadajici prvoky, bezolé
a vSechnyiidy obratlové. Poprvé byly popsany v roce 1857, kdy biasema bombicis
ozna&ena za parazita bource moruSového. Mikrosporidigagé do kmene Mikrosporidia
v iiSi Fungi (Cavalier-Smith 1998). Tento kmen obsahuj¢ tiéidy Haplophaseaa
Diplophasea které zahrnuji fiblizné¢ 1200 drufi rozctlenych do 150 ro@l Do tidy
Haplophasegsou za&azeny mikrosporidie majicichem bugcného cyklu pouze jedno jadro,
zatimco tida Diplophaseazahrnuje mikrosporidie u nichZz séhem bugéného cyklu tveéi
diplokaryon (d¥ synchrong se dlici jadra) (Sprague a spol. 1992).

Protoze mikrosporidie vykazuji d&ité prokaryotni znaky jako je absence
mitochondrii, peroxyzoiin klasického Golgiho aparatu a 5,8S rRNA nebo nia@p@omnost
16S a 23S rRNA (Vavra a Larrson 1999, Vossbrindk@ese 1986), byly povazovany za
fylogeneticky velmi stara primitivni eukaryota (\&sinck a spol. 1987). AvSak dalSi analyzy
mikrosporidiového genomu dokazalyitpmnost mitochondrialnich génnag. genu pro
mitochondrialni heat-shock protein 70 (Germot al.sfp897). Tyto geny prokazuji uzkou
piibuznost pra¥ stiSi Fungi a jsou jednim z hlavniclividi toho, Ze v satasnosti se na
mikrosporidie nahliZi jako na fylogeneticky p&me mlada eukaryota vysoce adaptovana na

paraziticky zfisob Zivota ztratodi zmeénou rekterych organel (Keeling a McFadden 1998).

1.1.2. Morfologie

VSechny znamé druhy mikrosporidii vyi&pory (obr. 1), které jsou velmi odolné
vaci vlivam okolniho prosedi a jako jediné vyvojové stadiuniegivaji mimo hostitelskou
buiku. Spora ma veéjty tvar a n&ti 2-7 pum. Gramovym barvenim se barvi poziianpod
swtelnym mikroskopem i nativnim pozorovani opaleskuje. Bidnou stnu spory tvei dveé
vrstvy, vrgjSi elektrondenzni proteinova exospora a iwditelektronlucentni chitinova
endospora (Canning a Lom 1986). Mrazovym lamanimleptanim bylo u rodu
Encephalitozoorodhaleno, Ze se exospora skladaiterstev, a to z WjSi ostnaté vrstvy,
lupinkovité stedni vrstvy a z vlaknité vriii vrstvy (Bigliardi a spol. 1996, 1997). P&diky
burg¢né stné je zrala spoéra tak odoln&idi vnéjSimu prostedi. Pod bugnou sénou se



nachazi cytoplazmaticka membrana. Déale spéra ofesdhw. vystelovaci aparat, coz je
soubor organel skladajici se z kotviciho
disku, proteinového polového vilakna,

polaroplastu a z posteriorni vakuoly.

Polove vlakno je 100 az 500 um dlouhé a
spirdlovig statené do 3 az 20 vrstev.

Patet zaviti je druhoe specificky.

Jednim koncem je polové vlakno

upevreno  tzv.  kotvicim  diskem
v apikalni ¢asti spory (Keohane a Weiss
1999). V mist kde kotvici disk filéha
ke stné spory, je bukina stna, zejme

z divodu usnadéni vysteleni poloveho

vldkna, ztetiena. Za kotvicim diskem se

nachazi polaroplast. Ten o jednu .

tfetinu aZ jednu polovinu objemu celéObr. 1: Schéma spory mikrosporidii rodosema
(Ergens a Lom 1970)

spoéry. Jedna se o seskupeni membran, ze- kotvici disk;c - cytoplazmaticka membran -

3 i ] . exosporagn - endosporan - jadro;p - polaroplastpt -
kterych je vytvéen obal pro infeéni  pgiové viaknos - sporoplazmay - posteriomi vakuola

sporoplazmu vstknutou i infekci skrz

polové vlakno do hostitelskée tky (Weidner a spol. 1984). Jadro je pravé eukaiyatmize

se vyskytovat, jak jiz bylo vySe zn#mo, jednotli¢ (nag. u roduEncephalitoozonnebo ve
formé diplokaryonu (nap u roduNosema Tvar jadra je népsgji kruhovy nebo ovalny
(Vavra a Larsson 1999). Velikost mikrosporidiovéenomu se pohybuje v rozmezi od 2,9
Mbp do 19,5 Mbp (Biderre a spol. 1995). K dalSinmd@mym organelam mikrosporidii gat

endoplazmatické retikulum, atypicky Golgiho apa&0S ribosomy.
1. 1. 3. Zivotni cyklus

1. 1. 3. 1. Penos mikrosporidii na hostitele

Hostitel se ne&jastji infikuje pozienim nebo vdechnutim infé&kich spor (Cox a spol.
1979). MozZna je takérpma a@ni infekce (Weber a Bryan 1994d) transplacentarni infekce,
kterd byla prokdzana u mysi, krdjkpsi, koni a opic (Canning a Lom 1986).



1. 1. 3. 2. Mechanismus vygeleni pélového vidkna

Vystieleni pélového vidkna je nepostradatelnoucésti uspsné infekce hostitelské
buiky mikrosporidii. U aktivované mikrosporidie dochaze zvySeni osmotického tlaku
uvnitt spory (Undeen a Frixione 1990), ktery vyvofdip vody z okoli do mikrosporidieies
transmembranové kanaly (Frixione a spol. 1997), zy&obi z¥tSeni intracelularni matrix
spoéry, bobtnani polaroplastu a expanzi posterivakiuoly. To vede k vygtleni pélového
vlakna a k protléeni infeléni sporoplazmy skrz pélové viakno do okoli mikrospie
(Weidner a spol. 1984, Undeen 1990).

Co zapicini vzestup osmotického tlaku, neni jegtela pesré znamo. Podle Dalla
(1983) je prudké zvySeni osmotického tlakuisggbeno zrnou pH v okoli mikrosporidie
z kyselo-neutrainiho na zasadité, které vyvolaspant kationi mezi bugénymi organelami
(polaroplast, posteriorni vakuola) a sporoplazmi&womé zmeny pH je také pdebna
piitomnost vapenatych katiant polyanioni (nag. glutamat a hlen) (Pleshinger a Weidner
1985). OdliSnou teorii navrhli Undeen a Vander MEE394), ve které povazuji zd&ignu
vzestupu osmotického tlakigmenu trehalosy na glukosu.

1. 1. 3. 3. Infekce hostitelské hiky

Mikrosporidie mohou infikovat hostitelskou tiku tzv. aktivni invazi. Ta probiha tak,
Ze mikrosporidie vyseli poélové vlakno, které jako jehla pronikne skrtoplazmatickou
membranu do hostitelské itky. Vzapsti pomoci pélové trubice $kne do hostitelské hiky
infekéni sporoplazmu (obr. 2[2]). Aktivni invaze byla pdwovana dlouhou dobu za hlavni
zpasob infekce hostitelské bBlay, avSak v poslednich deseti letech byla publikav&ada
praci, které dokazuji, Ze mikrosporidigasto vyuzivaji k infekci hostitelské iky
fagocytickych proces (Franzen 2004). Infekce Encephalitozoon intestinalis a
Encephalitozoon cuniculje in vitro inhibovana cytochalasinem D (mykotoxin branici
polymerizaci aktinovych vldken). To naskuje tomu, Ze fagocytéza spor hostitelskou
buikou hraje dlezitou dlohu pi mikrosporidiové infekci (Foucault a Drancourt 200
Franzen a spol. 2005). Podle Franzena a spol. J4605Encephalitozoon cuniculnfekce
pomoci fagocytickych procésiesetkratastjsSi nez infekce zjsobena aktivni invazi.

Zpusohi jak mohou mikrosporidie vyuzivat fagocytozu sporinkekci hostitelské
bunky je rekolik. Schottelius a spol. (2000) Encephalitozoorspp. a Bigliardi a Sacchi
(2001) uEncephalitozoon hellerpopsali pomoci elektronového skanovaciho mikroskop
invaginaci volného konce jiz vyglleného poloveho vlakna do hostitelskékyu(obr. 2[7]).

DalSi zmisob, ktery zahrnuje: specifickou interakci mezi tpasrnim podlem spory a



cytoplazmatickou membranou hostitelskénky vysteleni polového viakna a naslednou
fagocytézu sporoplazmy hostitelskou nkou, byl popsan u infekceEncephalitozoon
intestinalis v Caco-2 biikach (buiky odvozené od lidskych enterogyt Foucaultem a
Drancourtem (2000) (obr. 2[3]). WEncephalitozoon cuniculbyl popsan dalsi nemeén
zajimavy zfisob infekce. V tomto ffjpact byly fagocytovany celé spory s nevgdenym
poélovym vidknem. Ze vzniklého fagozomu pak sporgtiglily polové vlakno a infikovaly
okolni cytoplazmu hostitelské Bky sporoplazmou (Franzen 2005) (obr. 2[5]). Velice
podobny zfisob infekce pozorovala Magaud a spol. (199 B8ngephalitozoon intestinalis
Spoéra pilnula apikalnim koncem k cytoplazmatické memlgréostitelské bikky a zatimco
byla fagocytovana vystlila polové vidkno skrz vznikajici fagozom a irfikala hostitelskou
bunku sporoplazmou (obr. 2[4]).

Fagozom se sporami obsahuje endo-lysozomalni myaekepory, které z fagozomu
neuniknou, jsou zkeny (Couzinet a spol. 2000, Franzen 2005). Tytoedky vyvraci
navrzena Weidnerem (197&)Weidnerem a Sibleyem (1985).

V souwasné dob fada dalSich objévdokazuje dlezitost fagocytickych procéspiri
mikrosporidiové infekci. LEncephalitozoon cunicubyl objeven mikrosporidiovy adherentni
protein (EcMsAP) (Southern a spol. 2006a), kteragrge s glykdsaminoglykany na
membrag hostitelské bikky (Hayman a spol. 2005). Pomoci tohoto proteinuspéra
specificky vaze na hostitelskouiku. Analog ECMsSAP byl jiz objeven i Encephalitozoon
intestinalis(Southern a spol. 2006a). Nendétilezity je také fakt, Ze je mozné prokazateln
zvySit intenzitu infekceE. cuniculi ¢i E. intestinalis v buré¢né kultde, usnadnime-li
adherenci spor k hostitelskéttme pomoci hiietnatych nebo manganatych kativiiSouthern
a spol. 2006b).

e
. /O-ﬁf® Y ™
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Obr. 2: Zfisoby jak mohou mikrosporidie infikovat hostitelskoutiku (Franzen 2005)




1. 1. 3. 4. Vyvoj mikrosporidie v hostitelské biice

Ze sporoplazmy, kterou je hostitelskanka infikovana, vznikaji meronti. Tato
vyvojova stadia maji velké jadro nebo diplokaryorvelké mnozstvi volnych ribosaim
Povrch meronta tud pouze cytoplazmaticka membrana. Meronti se mbodto binarnim
mitotickym dlenim (nap. rody Encephalitozoorti Nosem@ nebo vznikaji mnohojaderna
merogonialni plazmodia, kterd se naskedwzdEli na jednotlivé meronty (ndp rody
Enterocytozoorti Pleistophord. NamnozZeni meronti se naslédvyvijeji ve sporonty, kié
jiz maji na rozdil od merofitelektrondenzni povrch. Nasleflee kazdy sporont jednogld
(stejre jako meront stejného rodu) a vyviji se ve sporstbi&poroblast jiz obsahuj@ste&ne
vytvoreny vystelovaci aparat a nepréddva uz dalSi bufgné dleni, pouze dozrava
v infekéni spéry (Vavra a Larrson 1999).

V piedchozim odstavci popsany vyvojibe probihat volé v cytoplazné hostitelské
buiky (nag. rod Enterocytozooy nebo vtzv. parazitoforni vakuole (fftaprod
Encephalitozoon(Vavra a Larrson 1999).iRod parazitoforni vakuoly neni jéStcela znam.
Podle Hollisterové a spol. (1996) vyi#vaparazitoforni vakuolu hostitelska ika i

mikrosporidie spokneé.

1. 1. 3. 5. Sieni mikrosporidiové infekce

Mikrosporidie se mnozi tak dlouho az vyplni cely objem hostiteldkiiky, ¢imz
zpasobi jeji prasknutiBylo zjisténo, Ze mikrosporidie vyt¥adwe generace spor. Spory prvni
generace maji ténburg¢nou sénu a zm@sobuji tzv. sekundarni infekci. Ta gpd v tom, Ze
spéra vyskeli své poélové vliakno jeStv hostitelské biice ve snaze infikovat okolni hky
prasknuti hostitelské lildy dostavaji neaktivované z hostitele dogjgrho prostedi jeho

téInimi exkrety nebo se po jeho smrti uvolni do oKBlianzen 2005, Vavra a Larrson 1999).

1. 1. 4. Mikrosporidioza u¢lovéka

Mikrosporidiéza je uclovéka povazovana za zoonOzu s cetbevym vyskytem
(Mathis a spol. 2005). Mezi ngjbr¢jSi druhy mikrosporidii, které mohou infikovélioveka
pati: Enterocytozoon bieneysEncephalitozoon intestinalisEncephalitozon cuniculia
Encephalitozoon hellergDidier 2005). U zdravého jedince probih& mikroggioza, krong
ocnich infekci, asymptomaticky, nebouge byt doprovazena kratkodobymiupny a

nevolnosti (Didier a Weiss 2006). AvSak wdsre ¢i trvale imunosuprimovanych jediaicse



mohou mikrosporidiové infekce rozvinout v zavazngemocrni. Mezi nejvice ohrozeneé
skupiny pati lidé s AIDS nebo pacienti po transplantaci koskein® ¢i jinych orgérii. Bylo
zjisteno, Ze u lidi s AIDS se riziko komplikactipnikrosporidiovych infekcich vyraznzvysi,
maji-li mére nez 100 CD4+ T-lymfocyt v 1 pl krve. Pro orientaci, mnozstvi CD4+ T-
lymfocytd v 1 pl krve zdravéh@lovéka se pohybuje v rozmezi 500 az 1200 (Morpeth a
Thielman 2006, Orenstein a spol. 2005).

U takovych pacierit zpisobuje vySe zmimy Enterocytozoon bieneusia
Encephalitoozoonspp. intestinalni infekce, které se projevuji chckymi prijmy,
abdominalnimi bolestmi a ztratodléasné hmotnosti. Infekc&ncephalitozoorspp. navic
¢asto diseminuje a @ie tak vyvolat systémovou infekci (Didier a Wei€¥)@&). Mezi dalSi
mikrosporidie infikujici¢clovéka pati nag. Trachypleistophora hominji$leistophoraspp. a
Branchiola algeraekteré vyvolavaji myositidy a sinusitidy (Visvesaaa spol. 2005, Didier a
Bessinger 1999, Chupp a spol. 199B)ikrosporidiové infekce oka ZsobenéNosema
ocularum Brachiola vesicularum Microsporidium spp. a Encephalitozoonspp. jsou
nebezpené i pro imunokompetentni jedince obzwastkombinaci s uzivanim kontaktnich
cocek a mohou vést k zé a zwedovatni rohovky (Ashton a Wirasinha 1973, Cali a spol.
1991, Didier 2005, Didier a Bessinger 1999).

1. 1. 5. Diagnostika a l&a mikrosporidiozy

Diagnostika mikrosporidiozy je zaloZena naik@azu spor mikrosporidii v tkanich a
télnich tekutinach. K tomu se vyuziva barveni optiokyelidly (napt. calcofluorem), které
zvyraziuji chitinovou endosporu (Garcia 2002). Kemi jednotlivych druth mikrosporidii se
pouzivaji specifické monoklonalni protilatky (Mo ®rancourt 2004) nebo PCR
(polymerazova tettzova reakce) svyuzitim specifickych primerpro p@isluSnou
mikrosporidialni rDNA (Garcia 2002).

Mikrosporidiéza niZze byt I€ena albendazolem, coZz je benzimidazol blokujici
mikrotubularni syntézu. Je ¢iany proti Encephalitozoon spp. avSak négobi na
Enterocytozoon bieneusfBlanshard a spol. 1992). Antibiotikum produkovapésni
Aspergillus fumigatysFumagilin, je sice &inné i protiE. bieneusiavsak jeho nevyhodou je
ponerné vysoka toxicita (Molina a spol. 2002). Dobrou amtrosporidialni aktivitu a nizkou
toxicitu ukazuji tzv. analogy mikrosporidialnich Ipaminid (Bacchi a spol. 2002) a
fluoroquinolony blokujici aktivitu topoisomerazy |X¥terd zatim nebyla krafrmikrosporidii
u eukaryot identifikovana (Didier a spol. 2005aj./&b¢ mikrosporididzy u HIV pozitivnich



pacienfi vyznami pomaha imunitni rekonstituce pomoci antiretrovirderapie (Didier a
spol. 2005b).

1. 2.Encephalitozoon cuniculi Levaditi, Nicolau a Schoen, 1923

Encephalitozoon cuniculbyl poprvé izolovan z mozku, michy a ledvin kralika
s motorickou paralyzou vroce 1922 (Wright a Craigh 1922) a o rok poZi byl
pojmenovan (Levaditi a spol. 1923. cuniculi napada Siroké spektrum s&h hostitel
zahrnujici hlodavce, ipZvykavce, Selmy a primatyéetreé ¢lovéka (Canning a Lom 1986,
Didier a spol. 1998). V hostiteli e E. cuniculi perzistovat aniz by ho ¢ak vazre
poSkozoval. Pokud vSak zjakého divodu imunitni systém hostitele nedokaze udrzet
mnozeniE. cuniculipod kontrolou, dojde k rozvoji infekce, coz maresledek poSkozeni
traviciho epitelu, jater, ledvin, plic nebo moziathis a spol. 2005, Canning a Lom 1986).
U clovéka zmsobuje E. cuniculi prevazié oportunni infekce asociované s AIDS,
postransplantani imunosupresii atlteraci (viz. kapitola Mikrosporidiézadoveka).

Velikost zralych spOE. cuniculise pohybuje okolo 1,5 pm x 2 um. Polové trubice mé
3 az 5 zavii. V hostitelské biice se vyvojE. cuniculiodehrava v parazitoforni vakuole a
vSechna vyvojova stadia maji pouze jedno jadro.owMigrse u tohoto druhu rozmnozuji
binarnim @lenim. E. cuniculima jeden z nejmensich znamych mikrosporidiovyamogs.
Jeho velikost se pohybuje okolo 2,9 Mbp (Biderspal. 1995).

Na zaklad biochemickych, imunologickych a molekularnich &dbsti byli
identifikovany uE. cuniculitti raizné kmeny (I, II, 1ll). Zda se, Ze tyto kmeny nejsilis
hostitelsky specifické (Deplazes a spol. 1996%Iaveéka byly zatim popsany infekce pouze
kmenem | a lll (Didier a spol. 1996, Didier a sp8B5, Deplazes a spol. 1996).

1. 3. Imunitni odpowd’ sawich hostiteli na infekci Encephalitozoon cuniculi

1. 3. 1. Vyznam buréné slozky imunity pii infekci E. cuniculi

1. 3. 1. 1. Vyznam CD8+ T- a CD4+ T-lymfocyk

Bylo prokazano, ze CD8+ T-lymfocyty dokazi ochrartibstitele jak proti
intraperitonealni (i.p.) tak i proti peroralni (p.infekci E. cuniculi V pripact i.p. nakazy je
k us@gsSné eliminaci infekce ftomnost CD8+ T-lymfocyt dokonce nezbytna
(Braunfuchsova a spol. 2002). Ochranny efekt CD8ynifocyti spaiva v zabrasni

mnoZeniE. cuniculiv hostiteli tim, Ze jsou specificky likvidovanyfikované buiky pomoci



cytotoxické T-lymfocytarni odpadi (CTL), ve které prav CD8+ T-lymfocyty funguji jako
efektorové zabijeci biky (Khan a spol. 2001).

Narozdil od CD8+ T-lymfocyt neni gitomnost CD4+ T-lymfocyt nutna k potlaeni
jak i.p. tak p.o. infekc&. cuniculi To dokazuji pokusy na CO4mysich (mysi bez CD4+ T-
lymfocytt), které gezivaji infekciE. cuniculistejré jako imunokompetentni kmeny (Khan a
spol. 2001). Resto pokusy s adoptivnimitgnosy imunity do SCID mysi (mySi &kou
kombinovanou imunodeficienci) prokazaly, Zze CDA4+lyiffocyty jsou zapojeny do
protektivni odpowdi imunitniho systému na p.o. infekEl cuniculi (Braunfuchsova a spol.
2002). Tato protektivni imunitni odpé¥ je nezavisla naiftomnosti CD8+ T-lymfocyl.
Tedy ochrani hostitele proti p.o. infekEL cuniculi aniz by doSlo k aktivaci CTL. Jak se
pozdji ukazalo, je tento ochranny efektigmben kombinacidinka CD4+ T-lymfocyti a
anti-E. cuniculi protilatek (Sak a spol. 2006). Samotnyingk CD+ T-lymfocyti nezabrani
rozvinuti ani p.o. letélni infekc&. cuniculi pouze zpomaluje jeji rozvoj v systémovou
infekci. To dokazuji fenosy izolovanych CD4+ T-lymfoaytdo SCID mySi (mySi £Ekou
kombinovanou imunodeficienci), u kterych je nastegozorovano prodlouzené&gzivani
p.o. infekceE. cuniculj avSak nedojde ke kompletnimu uzdraveni a mys mekanfekci
podlehngSalat a spol. 2006).

Jakym z@sobem CD4+ T-lymfocyty ovliwji pribéh p.o. infekceE. cuniculi je
piedmétem dalSich vyzkuiin

1. 3. 1. 2. Vyznam NK bugk a yé T-lymfocyta

NK (natural killer) buiky slouzi i infekci E. cuniculijako zdroj interferonu gama
(IFN-y) pro aktivaci CTL (Khan a spol. 2001)feBtoZze NK biiky jsou hlavnim néastrojem
piirozené buic¢né cytotoxicity a upldiuji se jako zabi@ napr. virem infikovanych nebo
nadorovych bugk, jejich cytotoxicka aktivita nehrajefignfekci E. cuniculivyznamnou roli.
Dokazuji to pokusy na athymickych mysSich (mySsi Begmfocytt). Tyto mysSi maji vysokou
aktivitu NK burek, avSak infekcE. cuniculinepgezivaji (Niederkorn a spol. 1983).

vo T-lymfocyty predstavuji zvlastni subpopulaci T-lymfogyktera je velmi dlezita
pii obraré organismu hlavé proti intracelularnim patogém (Krejsek a Kopecky 2004) iiP
infekci E. cuniculi spaiva ulohayd T-lymfocyti, stejré jako NK burgk, v produkci IFNy
pro CTL. Dokazuji to pokusy na mySich s nefemikni yd T-lymfocyty. Tyto mysi
nepezivaji vysoké infesni davkyE. cuniculipraw diky snizené aktivit CTL (Khan a spol.
2001).



1. 3. 1. 3. Uloha interferonu gama a interleukinu 2

Interferon gama (IFN i interleukin 12 (IL-12) pat do skupiny Thl cytokiin Oba
tyto cytokiny jsou vyznam zapojeny do imunitni odpédi na mikrosporidiovou infekci
(Salat a spol. 2004).

IL-12 je jeden z cytokif, ktery je produkovan makrofagy a denritickyminkami [¥i
infekci E. cuniculic¢i jinymi intracelularnimi patogeny a kteryejme aktivuje NK buiky ayd
T-lymfocyty k produkci IFNy (Khan a spol. 2001, Sousa a spol. 1997). Jéfionpnost je
nezbytna pro feziti jak i.p. tak i p.o. infekcde. cuniculi V tomto ohledu se imunitni
odpowd na infekciE. cuniculi ¢astén¢ liSi od imunitni odpo#di na infekci zfisobenou
dalSim zastupcem rodancephalitozoon, E. intestinalikde absence IL-12 ma za néasledek
letalni ptibéh pouze p i.p. infekci (Salat a spol. 2004).

IFN-y je spoluaktivatoremipmeny CD8+ T-lymfocyti na cytotoxické T-lymfocyty a
bez jeho ptomnosti nedojde k rozvoji CTL odpédi (Khan a Moretto 1999, Krejsek a
Kopecky 2004). Absence IFNvede na rozdil od IL-12 k let&lnimutgehu i.p. i p.o. infekce
zpasobené jakE. cuniculi tak i E. intestinalis (Salat a spol. 2004). Pomoci pokusa
peritonealnich mySich makrofagachvitro byla odhalena i dalSi uloha IFNpii infekci E.
cuniculi. Zatimco v neaktivovanych makrofagachEsecuniculimnozi po celou dobu trvani
pokusu (72 hodin), v IFN-aktivovanych marofagach sést populacee. cuniculizastavi po
24 hodinich a dale uzigtdva konstantni. Jsou-li makrofagy aktivovanycasw IFN-y a
lipopolysacharidem, popula&e cuniculise dokonce v fibéhu pokusu zmenSi (Didier 1995).
Didierova (1995) oznsla oxid dusnaty (NO) za latku #pobujici zabijeni spdE. cuniculi
v aktivovanych makrofagach. Tato uloha NO vSak bageochybgna pokusy na mySich
s nefunkni NO syntdzou, kterér@zivaly infekciE. cuniculijako imunokompetentni kmeny
(Khan a Moretto 1999).

1. 3. 1. 4. Cytotoxicka T-lymfocytarni odpo¥d’

Jelikoz se cytotoxickd T-lymfocytarni odpmhv (CTL) ukézala byt nefiinngjsi
imunitni reakci proti mikrosporidiové i.p. i p.amfekci, zaslouZzi si byt podrobjn popsana
v samostatné kapitole.

Vinfikované tkani jsou volné spoéryE. cuniculi fagocytovany makrofagy a
dendritickymi butkami. Makrofagy naslednzanou produkovatadu cytokiri nag. tumor
nekrosis faktor alfa (TNf), interleukin 1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-10 a IL-12(Didier a
Bessinger 1999). &které z &échto cytokini, zejména TNFe a IL-12, pak aktivuji NK biiky a
vo T-lymfocyty k produkci IFNy (Khan a spol. 2001). Dendritické itky pomoci



membranové molekuly CD1 a infikované epitelialniiky pomoci membranovych molekul
MIC A a MIC B mohou podporovat aktivagié T-lymfocyti vazbou nayd T-receptor
(Krejsek a Kopecky 2004).

IFN-y nasleds stimuluje CD8+ T-lymfocyty k femené na cytotoxické T-lymfocyty
(Tc) (Khan a Moretto1999, Khan a spol. 2001). Veoldecném modelu ségulpoklada, Zze
k preméné CD8+ T-lymfocytu na Tc a nasledné proliferaci twhdlonu je nutny, krom
aktivace pomoci IFN; také kontakt s antigen prezentujicinkou (makrofagy, dendritické
buiky). Ta pomoci kostimutaich molekul (CD80, CD86) dava dalSi signal k gevlci a
piremené na Tc CD8+ T-lymfocyim specificky rozpoznavajicim komplex MHC | molekuly
s peptidem fisluSsného patogenu na antigenprezentujigiceupomoci T recptoru (TCR)
(HotejSi a Barinkova 2002). V pipad mikrosporidiové infekce neni kigmené CD8+ T-
lymfocytd na cytotoxické T-lymfocyty nutnaippomnost Thl CD4+ T-lymfocyt které
podporuji CTL produkci IL-2 (Khan a spol. 2001).

Cytotoxické T-lymfocyty v mist infekce rozpoznaji infikované by pomoci TCR.
Ten se specificky vaze na komplex MHC | molekulgnsigenemE. cuniculi ktery je
exprimovan na infikovanych lkach (HdejSi a Barinkova 2002). Takto identifikované
infikované buiky jsou nasled&usmrceny granuly, které obsahuji perforin a gramzyKhan
a spol. 2001). Perforin je protein, ktery je podpk® sloZzce komplementu a sté&jlako ona
dokaze vytvéet pory v cytoplazmatické membgamyto péry pak slouzi jako vstupni brana
pro granzymy. To jsou enzymy aktivujici tzv. kaspal. enzymy spousjici v aktivnim

stavu reakni kaskadu, ktera vyvola apoptickou smritky (HorejSi a Barninkova 2002).

1. 3. 2. Vyznam humoralni sloZzky imunity i infekci E. cuniculi

Infekce E. cuniculi vyvolava pongrné silnou humoralni imunitni odpéw’, avSak
samotné protilatky nezabrani rozvinuti letalni npbo p.o. infekce (Salat a spol. 2004, Sak a
Ditrich 2005). Pokusy s adoptivnimigmosem CD8+ T-lymfocyt do mysSi SCID (mysSi
s €Zkou kombinovanou imunodeficienci) dokonce dokdzdky humoralni slozka imunity
nemusi byt ubec gitomna @i UspESném potléeni i.p. i p.o. infekceE. cuniculi (Horka
2004). Resto je humoralni slozka imunitast&né zapojena do potéani p.o. infekcek.
cuniculi. Dukazem je adoptivni ipnos CD4+ T-lymfocyt do SCID mySi kombinovany
s pravidelnym podavanim arii- cuniculi séra. Tato rekonstrukce imunitniho systému
ochrani mysi SCID proti rozvinuti letalni p.o. ikée E. cuniculi zatimco samotnyipnos
CD4+ T-lymfocyti do SCID mySi pouze prodlouzi dobu jejiategivani (Sak a spol. 2006).



| pokusyin vitro potvrzuji vliv protilatek na infekckE. cuniculi Bylo zjiS€no, Ze
specifickymi protilatkami opsonizovana spOEa cuniculi obtizrgji infikuje hostitelskou
buiku, coZ m& za nésledek zpomaletiési infekceE. cuniculiv kulturach neprofesionain
fagocytujicich buék (Enriquez a spol. 1998, Schmidt a Shadduck 1984).

Z pokugi in vitro vyplyva, Ze role protilatek igjm¢ spaiva ve zpomaleni &ni
infekceE. cuniculi Tento nadzor podporuje i prodlouzenéfivani p.o. infekc&. cuniculiu
SCID mysi, kterym byla podavana monoklonalni patkih proti exospe E. cuniculi(Sak a
spol. 2006).

1. 4. Mysi s defektnim genem pro IFN¢

C. 1297S7(B6)-Ifn*™ je kmen mysi, ktery byl vytéen z BALB/c mysi cilenou
mutaci genu pro IFN; ktera zjisobila jeho nefundnost. Homozygoti s touto mutaci jsou
Zivota schopni a plodni, avSak jejichnky neprodukuji IFNy. Z tohoto divodu je u nich
funkéné redukovana Thl odpéw, maji snizenou aktivitu NK (natural Killer) bén a
nedochazi u nich k rozvoji cytotoxické T-lymfocytarodpowdi. Také maji niZzSi expresi
MHC Il molekul, coZ se projevuje sniZzenou schopinpsgzentovat antigen. Zahto divoda
je tento mySi kmen velice nachylny k infekcim, werkth se uplduje buré¢na slozka

imunitniho systému (www.jax.org).

1. 5. MySi s &Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID mysi)

MySi SCID (severe combined immunodeficiency) jsowSm u kterych byla
podchycena homozygotni forma mutacitarého z geln které jsou zapojeny do vytkeni
V-D-J segmentu pro T nebo B receptor, coZz ma zdedds nefunknost vsech T- a B-
lymfocyta. MySi SCID tedy nevyvijeji Zzadnou adaptivni imuné jedinymi plg funkénimi
lymfocyty u €chto mysSi jsou NK (natural killer) ky. Prirozena slozka imunity neni u mysi
SCID posSkozena (Bosma a Carroll 1983).

Praw z tchto divodi jsou SCID mySi vhodnym modelem pro studium vyznamu
jednotlivych subpopulaci lymfoaoyt pii raznych infekcich pomoci adoptivnichigmosi

imunity.



2. Cile préace

» Posoudit tlohu IFN-produkovaného CD4+ T-lymfocyty pomoci adoptivnpianos

imunity.

a) Prenést izolovanou populaci CD4+ T-lymfoéyk naivnich BALB/c mySi nebo
z mysi s defektnim genem pro IFNdo SCID mysi. Rekonstituované mysi SCID
nasledg p.o. infikovat E. cuniculi Zrozdili v dok® prezivani mezi ofima

skupinami posoudit roli IFN-pti zpomalovani $éni p.o. infekcd. cuniculi

b) Prenést izolovanou populaci CD4+ T-lymfogykz naivnich neboE. cuniculi
imunizovanych BALB/c mySi do mySi SCID. Porovnatdogezivani naslednée

p.o. infekceE. cuniculi

* Zhodnotit vliv terapie mySim rekombinantnim IRNa antiE. cuniculi sérem na

prabéh p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCID.

e Zhodnotit vliv imunizace antigenei. cuniculi na pfibéh nasledné p.o. infekde.

cuniculiu mysi s defektnim genem pro IRIN-



3. Material a metody

3. 1. SporyEncephalitozoon cuniculi

Pro pokusy byly pouzity spory. cuniculikmene EC2 (Koudela a spol. 1994), které
byly kultivovany v tkd&ové kultue burgk opicich ledvin Vero E6 v mediu RPMI-1640 s 2,5
% bovinniho fetalniho séra (BOFES) s1 % antibigdGMA Cell Culture Antibiotic

Antimycotic).

3. 2.Cisténi spor E. cuniculi

Zkumavka se sporami a zbytky Vero E6 &byla centrifugovana 20 minutid370
g. Supernatant byl odstram a k peletu bylo fidano 5 ml sterilniho PBS (fosfaty pufrovany
fyziologicky roztok) a 200 ul antibiotik. Spéry lyyluvolrény ze zbytk Vero E6 bugk
opétovnym nasatim a rychlym vy#tnutim injekéni inzulinovou stikackou (Chirana T.
injecta a.s.). Naslednbylo ke sndsi spor a zbytk burek pridano 5 ml percolu (SIGMA-
ALDRICH), ktery byl sterilizovan antibakterialnimltfem (0,2 um Milex GP). Poté byly
spoéry purifikovany na percolovém gradientu cengéci gi 1300 g po dobu 30 minut.
Supernatant byl odebrdn a sediment obsahujici ikpwvdné spory byl dvakrat promyt
deionizovanou vodou centrifugadii @700g po dobu 20 minut. Wisténé sporyE. cuniculi
byly pfeneseny do 10 ml deionizované vody s 2 % antibispktitany v Burkero¥ komarce

a uskladany pri 4°C. Ve vSech pokusech byly pouzity spéry nestaez 7 dni.

3. 3. MySsi

BALB/c mysi (Velaz s.r.o.Ceska republika) byly chovany za standardnich podknin
(22°C, r.h. 65 %) ve ¥inci Parazitologického Gstavu Bilogického centra &R v Ceskych
Budgjovicich.

MySi s €Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID mysi) kme@eB-17 (Fox
Chase Centre, Philadelphia, USA) a mysi s defekigémem pro interferon gama (IFN-
kmene C. 1297S7(B6)-Ifff§ ™ (The Jackson Laboratory, USA) byly chovany v izmiéch
(BEM Znojmo,Ceské republika) s vzdusnymi filtry (HEPA).

Pro pokusy byly pouzivany 6 az 8 tydstaré mysi obou pohlavi. VSechny mysi byly
krmeny kome¥ni smési (RACIO s.r.o., Beclav, Ceska republika) a napdajeny vodai
libitum. Pro imunodeficientni kmeny mysi v izolatorechybikkmeni i voda fed pouzitim

autoklavovany.



3. 4. Experimentalni peroralni infekceE. cuniculi
Mysi byly peroral (p.o.) infikovany pomoci intragastrické sondy déwkl0 sporE.

cuniculiv 0,1 ml deionizované vody na mys.

3. 5. Pozitivni izolace CD4+ T-lymfocyi

3. 5. 1. Riprava suspenze splenociit

Pro ziskani populace CD4+ T-lymfo@ybyly pouzity splenocyty naivnich neli®.
cuniculi imunizovanych BALB/c mySi a splenocyty mySi s mé&tnim genem pro IFN=
Prislusné BALB/c mysi byly dvakréat intraperitonedlfi.p.) imunizovany davkou I®ivych
SpOrE. cuniculiv 0,1 ml PBS na mys. Druh& imunizace byla provadédni po prvni.

Po usmrceni (zlomeni vazu) byla mySi vyjmuta sleahomogenizaci ies sitko byla
ze sleziny pipravena suspenze splenacyfTa byla fikrat promyta mediem RPMI-1640
centifugaci 10 minutip 160 g. Nasled® byly splenocyty resuspendovéany v 1 ml RPMI-1640
media s 10 % BOFES a jejich qu byl sp@itdn pomoci Blrkerovy kofimky. Mnozstvi
CD4+ T-lymfocyti bylo ueno jako 20 % ze vSech splenagytoZ je standartni procentualni
zastoupeni CD4+ T-lymfocitv suspenzi mysich splenotyitento Udaj byl ziskanipdchozi
analyzou mysich splenodyha pfatokovém cytometru). Poté bylo odebrano takové mindzs

splenocyt, které obsahovalo nami poZzadovanygidCD4+ T-lymfocyi.

3. 5. 2. Deplece CD8+ T-lymfocyt

CD8+ T-lymfocyty byly v suspenzi splenoéytdepletovany pomoci anti-CD8
protilatky a komplementu. Na jeden milién splendciylo gidano 11,5 pl RPMI-1640
meédia a 1 pl anti-mySi CD8 monoklonalni protilai@di43, ziskano od Dr. Khana, USA).
Bunky byly s protilatkou inkubovany 30 minutigt °C. Pak bylo fidano 28 ul media RPMI-
1640 a 10 pl maeciho séra (zdroj komplementu). Po inkubaci 30 inju 37 °C byly
bunky trikrat promyty RPMI-1640 mediem cetrifugaci 10 mipkit160g.

3. 5. 3. Pozitivni imunomagneticka separace CD4+ [ymfocytu

K pozitivni imunomagnetické separaci CD4+ T-lymfocy byly pouzity
paramagnetické kulky Dynabeads Mouse CD4 (L3T4) (Dynal Biotech ASA|@) Norsko).
Tyto kulicky maji na svém povrchu navazanou monoklonalnilatktl proti membranovému

antigenu L3T4, ktery je prezentovan nabiunkach vSech mysich kmén



PoZzadované mnoZstvi paramagnetickych cklli bylo geneseno do plastové
zkumavky (50 ml) s promyvacim pufrem (1% BOFES \8pBPomoci magnetu (Dynal
Biotech ASA, Oslo, Norsko) byly paramagnetické &ui prichyceny ke sin¢ zkumavky.
Pouzity promyvaci pufr byl odstram a kulcky byly znovu resuspendovanycegrstvém
promyvacim pufru. Tento postup byl dvakrat opakovan

Nasledr byly promyté paramagnetické kikly pridany k suspenzi splenodytaby
pocet kulicek a pdet odhadovanych CD4+ T-lymfodytbyl v pongru 4:1 a zarove
koncentrace kuliek dosahovala Ztha 1 ml RPMI-1640 medig@dtného promyvacim pufrem
v poreru 2:1. Tato sms kulicek a splenocytt byla promichana a inkubovana v plastove
zkumavce (50 ml) 20 minut za stalého michani na.l@d 20 minutach byly paramagnetické
kulicky s navazanymi CD4+ T-lymfocyty pomoci magnetichpyceny ke siné zkumavky a
zbytek splenocyit byl odstragn. Paramagnetické kdky s navazanymi CD4+ T-lymfocyty
byly nasleds dvakrat promyty promyvacim pufrem.

Po promyti byly paramagnetické kiky vytésnény z povrchu CD4+ T-lymfocyt
pomoci anti-L3T3 protildtky DETACHaBEAD Mouse CD43T3) (Dynal Biotech ASA,
Oslo, Norsko). Na 10CD4+ T-lymfocyti bylo pidano 100 pl RPMI-1640 media s 10 %
BOFES a 10 pl DETACHaBEAD. Tato $s1byla promichana a inkubovana v plastové
zkumavce (15 ml) 60 minut za stalého mich&nigboratorni teplat

Pomoci magnetu byly paramagnetické &yipiichyceny ke siné zkumavky a roztok
obsahujici CD4+ T-lymfocyty byl nasledslit do nové zkumavky. Kvalita populace CD4+

T-lymfocyta byla hodnocena pomocitokové cytometrie.

3. 6. Analyza jednotlivych buréénych subpopulaci pomoci piétokové cytometrie

Pro analyzu jednotlivych begtnych subpopulaci bylo pouzitailpmilionu splenocyi
nebo 250 x 10bunk z izolované populace CD4+ T-lymfodytFislusné mnoZstvi bk
bylo resuspendovano v 50 pul PBS s 1 % BOFES. Venspltech byly fedtim lyzovany
erytrocyty 0,84% roztokem NJ&I pii teplo# 37°C po dobu 3 minutNasledg byly
k bunkdm pidany podle typu a dopotaného fedni monoklonalni protilatky proti
sledovanym povrchovym antigem. Sledovany byly antigeny CD3, CD4, CD8 a CD109.

K oznaeni sledovanych antigérbyly pouzity tyto protilatky: FITC anti-mouse CD3
(klon KT3, SEROTEC), FITC anti-mouse CD4 (L3T4)qklH 129.19, PharMingen), PE
anti-mouse CD8a (Ly-2) (klon 53-6.7, PharMingen) RB&ti-mouse CD19 (klon 1D3,
PharMingen). Kazda série vzdrizahrnovala isotypovou kontrolu FITC / PE lgGisotype

control, PharMingen).



Vzorky byly inkubovany 30 minut stfislusnymi protilatkami § teplot 4°C. Pak byly
promyty centrifugaci 10 minutfpl60 g a roZedny do 1 ml PBS s 1 % BOFES. Naslédn
byly buiky analyzovany pomoci Epics XL Flow Cytometer (QGen) ktery je vybaven 15-
mW argonovym laserem. Analyzovano bylo deset tigisa&enych bugk v kazdé bu&né

suspenzi. Ozrigné subpopulace bénbyly roztidény pomoci softwaru Systen 2.

3. 7. Ziskani antiE. cuniculi séra

Pro ziskani antie. cuniculi séra byly pouzity BALB/c mySi. Kazda myS byla
imunizovana i.p.femi imuniz&nimi davkami (10 sporE. cuniculiv 0,1 ml PBS). Jednotlivé
imunizace se konaly vZzdy 7 dni ptepchozi.

Osmy den po posledni imunizaci byla BALB/c mySidelorana krev. Ta bylargs noc
ponechana ve zkumavcéi @ °C. Rano byla krevni sraZenina ebsha od vzniklého séra
centrifugaci p 160g po dobu 10 minut. Supernatant (sérum) byl odetdcamikrozkumavky
a uskladen pri -75 °C.

3. 8. Titrace mySiho rekombinantniho IFNy

P zjiStovani aktivity mySiho rekombinantniho IFNse vyuZiva jeho schopnosti
ochranit buaky linie mySich fibroblast L 929 proti cytopatickému efektu, ktery &chto
burgk vyvolavé infekce virem mysi encefalo-myelokamdijtiEMCV).

Do mikrotitrasni destéky s plochym dnem (TPP, 96 jamek, Svycarsko) byidgmo 5
x 10" L 929 bursk ve 200 pl E-MEM media s 5% PTS (prekolostraliédtho sérum) na
jamku. Ve vybranych jamkéach byl titrovan dvojkoveadou mysSi rekombinantni IFiN-od
koncentrace 25 ng na ml média do 0,09 ng na mlané&stéika byla inkubovanaips noc
pri 37 °C a 3% CQ Pak bylo do kazdé jamkyidano 25 pul EMCYV tak, aby objem v jamce
obsahoval 10-100 TGl viru (fedsni 10%. Po 48 hodinéach inkubace bylo médium odsato a
buiky s virem fixovany 5% formalaldehydem po dobu 5nuti Nasleda byly buiky
v jednotlivych jamkach barveny krystalovou violdd minut. Po barveni bylargbyt&na
krystalova viol€é z jamek odstratma jemnym proplachnutim desty v nadok s vodou.
Krystalova viol& z obarvenych buik byla vymyta 50 pl 70% methanolu.

Intenzita barvy v jednotlivych jamkach, ktera odfp@ala mnozstvi buik, byla
méiena na vertikalnim sprektrofotometru (Labsystemsltistan MCC/340, Finsko) ip
vinové délce 540 nm.



3. 9. Fiprava antigenu E. cuniculi a nasledna imunizace mysi s defektnim genem pro
IFN-v

PotebnémnoZstvi spoE. cuniculi(10’ na mys) bylo dvanactkrat sonikovano po dobu
20 vterin v 1 ml PBS. Sonikované spoB; cuniculibyly devitalizovany 10 minutip60 °C.
Postup devitalizace sp&r. cuniculibyl proveden podle Koudely a spol. (1999).

Takto pgipravenym antigenem (0,2 ml na myS) byly mysi nédsle tiikrat
intraperitoneald imunizovany. Jednotlivé imunizace se konaly tygengedchozi. Posledni

imunizatni davka byla podana 5 dnigal experimentalni p.o. infekEi cuniculi

3. 10. Monitorovani hladiny anti-E. cuniculi 1gG protilatek v prabéhu infekce E.
cuniculi u mysi s defektnim genem pro IFN¢

Hladina antiE. cuniculi IgG protilatek byla monitorovana v mySim séru peimo
metody nefima ELISA. MySim byla odebirana krev z ocasu vrivd&i Sesti dni. Prvni odb
se konal &sré po infikovani a posledni v 18. dni infekce. @dtkrve byl proveden
nasledujicim zfisobem. Mysi byla Ziletkou fiiznuta Kize na ocasu a krev z rany byla jimana
do mikrozkumavky. Z krve bylo naslegirstandardnim Zjsobem pipraveno sérum (viz.
kapitola 3. 7.), které bylo skladovant 5 °C.

3. 11. Neffima ELISA

Mnozstvi specifickych polyklonalnich protilatek fgiroE. cuniculi v séru bylo
stanoveno pomoci modifikace metody ELISA podle idt#rové a Canningové (1987).

Do mikrotitrasni destéky s plochym dnem (TPP, 96 jamek, Svycarsko) bysazeno
10° sporE. cuniculiv 100 pl vazebného roztoku (1,59 g.8&s 2,93 g NaHC@vV 1 litru
H,0, pH 9,6). Spoéry v jamkach byly imobilizovany ifdaci fes noc ve vihké kofimce @i 4
°C. Po inkubaci byl panel vysu$en a spéry byly ¥y 10 minut sisi acetonu a methanolu
v poneru 1:1. Nespecifické vazby byly blokovany 200 pbkidvaciho roztoku (5% PTS
v PBS) na jamku po dobu 30 minuti 87 °C. Nasled& byla destika fikrat promyta
promyvacim roztokem T-PBS (0,05% Tween v PBS). Pgté pidano 100 pl testovaného
mySiho séra, které bylorgdtim smichano gedicim roztokem (2% PTS v PBS) v pém
1:100. Ri zjiStovani titru mysSiho séra bylo taktoieené sérum titrovano dvojkovaiadou.
Po 30 min. inkubaciip 37 °C byla destika fikrat promyta v T-PBS. Nasledrbylo pridano
100 ul peroxidazou zkané protilatky proti konstantngéédsti mysSich IgG protilatek
(SWAM/Px, SEVAC Praha(eska republikayedsné viedicim roztoku v postiu 1:2000 na

jamku. Nasledovala inkubace 30 mindt 7 °C a troji proplachnuti mikrotitéai desttky



v T-PBS. Enzymova reakce byla vyvolanadanim 100 pl substratového roztoku (1,84 g
NaHPO; . 12 HO a 0,51 g €HsO7 . H,O ve 100 ml HO, 4 ul 30% HO,, 4 mg o-
phenylendiamin, pH 5ha jamku. Po deseti minutach byla enzymatickd meaastavena
piidanim 100 pl 2M HSO, na jamku. Absorbance byla #2mna na vertikalnim
spektrofotometru (Labsystems Multiscan MCC/340ska) @i vinove délce 490 nm.

3. 12. Sandwichové& ELISA pro antigen

Koncentrace interferonu gama (IR\N-byla zji¥ovana pomoci metody Sandwichova
ELISA pro antigen.

Do kazdé pouzité jamky mikrotittai destéky s plochym dnem (TPP, 96 jamek,
Svycarsko) bylo nasazeno 50gazebného roztoku (1,59 g d}20s, 2,93 g NaHC®v 1 litru
H,0, pH 9,6) s primarni anti-IFN-protilatkou (BD Pharmingéff, Erembodegem, Belgie) o
koncentraci 2 pg na ml. Po inkubadep noc ve vihké kofimce @i 4 °C byla destika 2krat
promyta T-PBS (0,05% Tween v PBS) a nespecifick#bydlokovany 2 hodiny 200 pl 10%
PTS v PBS na jamkuiplaboratorni teplat Poté byla destka dvakrat promyta v T-PBS.
Nasledr bylo gidano 50 ul testovaného roztoku na jamku a vzosgkitsovan dvojkovou
fadou. Stejnym Zzisobem byla fipravena i kalibrani fada IFNy o znamé koncentraci.
Nasledovala inkubacergs noc ve vihké kofimce i 4°C. Po této inkubaci byla deskta
ctyiikrat promyta T-PBS a do kazdé pouzité jamky byimlgno 50 pl 10% PTS v PBS se
sekundarni anti-IFN-protilatkou (BD Pharmingélf, Erembodegem, Belgie) o koncentraci 2
p1g na ml. Nasledovala inkubace 45 mintitlgaboratorni teplat Poté byla destka Sestkrat
promyta T-PBS a do kazdé pouzité jamky byltd@no 100 ul roztoku streptavidin
peroxidazy (SIGMA-ALDRICH)tfedného v 10% PTS v PBS v pém 1:1000. Po inkubaci
30 minut g laboratorni teplat byla desitka osmkrat promyta T-PBS. Enzymova reakce byla
vyvolana gidanim 100 pl substratového roztoku (1,84 gHNO;. 12 HO a 0,51 g gHsO; .
H,O ve 100 ml HO, 4 pl 30% HO, 4 mg o-phenylendiamin, pH %)a jamku. Po 10
minutach byla enzymaticka reakce zastavetigapim 100 pl 2M HSO, na jamku.
Absorbance byla z#iena na vertikalnim spektrofotometru (Labsystemstigtdn MCC/340,

Finsko) @i vinové délce 490 nm.



3. 13. Barveni Calcofluorem

Pritomnost volnych spdE. cuniculia infikovanych buék v peritoneu uhynulych mysi
byla zjiS€na pomoci barveni Calcofluorem (optick#litio) (van Gool a spol. 1993, Vavra a
spol. 1993).

Na podloznim skiku byl zhotoven nét z peritonealni tekutiny. Po zaschnuti byl
néaer fixovan snési acetonu a methanolu v p&m 1:1. Po zaschnuti fixovaciho roztoku byl
nagr barven 0,1% roztokem Calcofluoru (SIGMA-ALDRICK)PBS (pH 7,2) po dobu 10
minut. Nasleda byl vodou ze skéka zlehka odmyt zbyly roztok Calcofluoru a #abyl
barven 0,5% roztokem Ewansovy niedv PBS po dobu 20 sekund. Poté byla zbyla
Ewansova madzlehka odmyta vodou a ratoyl ponechan ve téhoschnout. BEtomnost spor
E. cuniculi v nabarveném n&t byla hodnocena pomoci fluoreséeiio mikroskopu

(Olympus IX 70) pod olejovou imerzi.

3. 14. Filtrace pres kolonu zachycujici bakterialni lipopolysacharidLPS)

Touto metodou se ve vyrobeném mysim rekombinantRiMay sniZzovala koncentrace
bakterialniho LPS (endotoxin).

Kolona Endo Trap Red (Cambrex, Walkersville, USA)a dvakrat promyta 3 ml
regeneréniho pufru (Endo Trap Red Regeneration buffer, GambWalkersville, USA).
Nasledovalo dvoji promyti 3 ml equiliifi@iho pufru (Endo Trap Red Equilibration buffer,
Cambrex, Walkersville, USA). Po promyti byl na kalopo 1 ml nanesen vzorek obsahujici
mysSi rekombinantni IFN= Vzorek protekly kolonou byl sbiran do zkumavkyeiisteny
IFN-y). K vytésreni zbytku vzorku z kolony byl pouzit 1 ml equiliirdho pufru. Nasledh
byla kolona dvakrat promyta 3 ml equilibréaho pufru. Po promyti byla kolona skladovana v
1 ml regeneréniho pufru pi 4 °C.

3. 15. Schéma jednotlivych tyfi experimenti

3. 15. 1. Adoptivni grenos CD4+ T-lymfocyti z BALB/c mySi nebo mysi s defektnim
genem pro IFN«y

Byly pouzity 3 skupiny SCID mysSi. Do prvni skupi(ly mysi) byly peneseny CD4+
T-lymfocyty z naivnich mysi s nefuikim genem pro IFN= Do druhé skupiny (5 mysi) byly
pieneseny CD4+ T-lymfocyty z naivnich BALB/c mySID&+ T-lymfocyty byly geneseny
intraperitonealé (i.p.), vzdy 2 miliony pislusnych CD4+ T-lymfocyi v 0,5 ml RPMI-1640

media na jednu SCID mys. Jako kontrola byla pou#ta skupina (4 mysi), kterd obsahovala



mySi SCID bez rekonstrukce imunity. Tyden gemqmpsu CD4+ T-lymfocyi byly vSechny it
skupiny mysi experimentanp.o. infikovanyE. cuniculi. Experiment byl vyhodnocen na
zakladt stredni doby Uhynu infikovanych mysi v jednotlivyctupknéch.

3. 15. 2. Adoptivni grFenos CD4+ T-lymfocyfi z naivnich neboE. cuniculi imunizovanych
BALB/c mysi

Byly pouzity 3 skupiny mysi SCID. Kazda skupina alfbsvala 6 mySi. Do prvni skupiny byly
pireneseny CD4+ T-lymfocyty £. cuniculiimunizovanyciBALB/c mysi. Do druhé skupiny
byly pteneseny CD4+ T-lymfocyty z naivnich BALB/c mySiD&+ T-lymfocyty byly
pieneseny i.p., vzdy 2 milionyislusnych CD4+ T-lymfocyitv 0,5 ml RPMI-1640 media na
jednu SCID mysS. Jako kontrola byla pouzitetit skupina, ktera obsahovala mysi SCID bez
rekonstrukce imunity. Tyden pagnosu CD4+ T-lymfocyt byly vSechnyii skupiny mysi
experimentala p.o. infikovanyE. cuniculi. Experiment byl vyhodnocen na zakdasfredni

doby uhynu infikovanych mysi v jednotlivych skuptha

3. 15. 3. Terapie komefnim mySim rekombinantnim IFN-y a polyklonalnim anti-E.
cuniculi sérem

Byly pouzity 4 skupiny SCID mysi. Kazd4 skupina afievala 3 mysi. Prvni skugn
byl podavan IFNy (R&D System) s antiz. cuniculisérem (3 x 1DU IFN-y a 30 pl antE.
cuniculi séra v 0,2 ml 0,1% BSA (bovinni sérovy albuminPBS tj. jedna terapeuticka
davka). Druhé skupinbyl podavan samotny IFKN{3 x 16 U IFN-y v 0,2 ml 0,1% BSA
v PBS tj. jedna terapeutickd davka)ratit skupig bylo podavano samotné aii-cuniculi
sérum (30 pl antie. cuniculiséra v 0,2 ml 0,1% BSA v PBS tj. jedna terapedatidévka).
Jako kontrola byla pouzit&vrta skupina, které byl podavan pouze 0,1% BSAB% 0,2 ml
0,1% BSA v PBS tj. jedna terapeuticka davka).

Kazdé mysSi bylo i.p. podano celkem &igusnych terapeutickych davek kazdgti
den jedna. Prvni davka byla aplikovana zanoseexperimentalni p.o. infekd&. cuniculi.
Experiment byl vyhodnocen na zakéasiredni doby uhynu infikovanych mysi v jednotlivych

skupinach.

3. 15. 4. Terapie antiE. cuniculi sérem

Byly pouzity 3 skupiny SCID mysi. Prvni skupif5 mysi) bylo podavano anti-
E.cuniculisérum (30 pl ant. cuniculiséra v 0,2 ml 0,1% BSA v PBS tj. jedna terapeatick
davka). Druhé skupin(4 mysi) byl podavan pouze 0,1% BSA v PBS (0,2071% BSA



v PBS tj. jedna terapeuticka davkajeli skupina (5 mysi) byla pouze infikovana bez kalie
terapie.

Kazdé mysi bylo i.p. podano celkem lifstuSnych terapeutickych davek. Prvni davka
byla podana zarovies experimentalni p.o. infek&. cuniculi Experiment byl vyhodnocen na

zaklad stedni doby uhynu infikovanych mysi v jednotlivyctupknach.

3. 15. 5. Terapie mySim rekombinantnim IFNy vyrobenym na naSem pracovisti

Byly pouzity 3 skupiny SCID mysi. Kazda skupina atsvala 6 mysi. Prvni skugin
byl podavan rekombinantni IFN-[15 x 1d U v 02 ml TBS (25 mM
hydroxymethylaminomethan, 150 mM NaCl y®) tj. jedna terapeutickd davka]. Druhé
skupire byl podavan LPS (1,4 ng LPS v 0,2 ml TBS tj. jedeaapeutickd davka) To
odpovidalo zbytkovému bakterialnimu LPS v roztokdFN-y, ktery obsahovala jedna
terapeutickd davka pro prvni skupinuieli skupina obsahovala SCID mySi bez jakékoli
terapie.

Kazdé mysi bylo intraperitoned@mpodano celkem 12fslusnych davek kazdy druhy
den jedna. Prvni davka byla podana zatiosexperimentalni p.o. infekci. Experiment byl
vyhodnocen na zakladtedni doby uhynu infikovanych mysi v jednotlivychupknach.

Mysi rekombinantni IFN- V tomto pokuse pouzity bylipraven Mgr. Jindchem
Chmelaem.

3. 15. 6. Vliv imunizace antigenenk. cuniculi na vyvoj infekce E. cuniculi u mysi
s defektnim genem pro IFNy

Byly pouzity 3 skupiny mySsi s defektnim genem gFdl-y. Prvni skupinu tvblo 5
mysi, které byly imunizovany antigenefn cuniculipodle schématu uvedeném v kapitole 3.
9. Druha skupina obsahovala 5 naivnich mygétiTskupina mysi byla pouzita jako kontrola
imunogenity a neinfalnosti antigenuE. cuniculi Tato skupina obsahovala B cuniculi
antigenem imunizované mysi, které vSak nebyly nditax prvnich dvou skupin infikovany
E. cuniculi

Prislusné mysi byly experiment&lm.o. infikovanyE. cuniculi5 dni po posledni
imunizaci v prvni skupi&d Experiment byl vyhodnocen na zakladtedni doby udhynu

infikovanych mysi v jednotlivych skupinéch.



3. 16. Statistické hodnoceni vysledk

Rozdily v délce fezivani p.o. infekc&. cuniculi mezi jednotlivymi skupinami byly
porovnavany Mann-Whitney U-testem v programu Sia#is 6®. Statisticky vyznamné
rozdily v relativnim mnozstvi ank- cuniculi protilatek byly zji§ovany pomoci analyzy
variance (jednocestna ANOVA) taktéz v programuiStiat 6®.



4. Vysledky

4. 1. Vliv adoptivniho pfenosu izolovanych populaci CD4+ T-lymfocyt z BALB/c mysi
nebo mysi s defektnim genem pro IFN- na pribéh experimentéini p.o. infekceE.
cuniculi u mysi SCID

Cilem tohoto pokusu bylo porovnat vlivgmosu dvou populaci CD4+ T-lymfoéyt
které se liSi ve schopnosti produkovat IiFNna pfibéh experimentélni p.o. infekck.
cuniculi u mysi SCID. Metodické schéma tohoto pokusu je &tyswo v kapitole 3. 15. 1.
Vysledek pokusu znaziwmje grafc¢. 1. Z grafu je patrné, Zeignos CD4+ T-lymfocyt
z imunokompetentnich naivnich BALB/c mysi, kteréhoo produkovat IFNs prokazatel&
prodlouzil dobu gezivani nasledné p.o. infek& cuniculiu takto rekonstituovanych SCID
mysSi. Stedni doba Uhynu ve skugindo které byly geneseny CD4+ T-lymfocyty z naivnich
BALB/c mysi (37,8 dni), byla statisticky vyznathdelSi nez $edni doba uhynu ve skugin
kterou tvdili pouze infikované mysi SCID bez rekonstrukce miniho systému (26,75 dni)
(p< 0,05). AvSak pokud byly do mysSi SCiDepeseny CD4+ T-lymfocyty z naivnich mysi
s defektnim genem pro IFN-nebyla u takto rekonstituovanych mysSitégni doba Uhynu
24,6 dni) pozorovana statisticky vyznafmprodlouZena dobar@zivani nasledné p.o. infekce

E. cuniculi vi¢i skupirg, kterou tvdili pouze infikované mysi SCID bez rekonstrukce
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Graf¢. 1: Vliv adoptivniho grenosu CD4+ T-lymfocyi z BALB/c mySi nebo mysi s defektnim genem pro tFN-
na pibgh p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCIDCD4+ T BALB/c naiv. = prenos 2 x 19CD4+ T-lymfocyti z
naivnich BALB/c my$i;:CD4+ T IFN KO = pienos 2 x 10CD4+ T-lymfocyti z naivnich mysi s defektnim
genem pro IFNg; Kontrola = pouze infikované SCID mysi.



imunitnino systému (8dni doba uhynu 26,75 dni). Pokus byl dvakrat opéakose

srovnatelnymi vysledky.

4. 2. Vliv adoptivniho pfenosu izolovanych populaci CD4+ T-lymfocyt z naivnich nebo
E. cuniculi imunizovanych BALB/c mySi na pribéh nasledné experimentalni p.o. infekce
E. cuniculi u mySi SCID

V tomto pokuse byl porovnavan vliv adoptivnihteposu dvou populaci CD4+ T-
lymfocyta z imunokompetentnich BALB/c mysi natp&h p.o. infekceE. cuniculiu mysi
SCID. Jedna populaceignaSenych bwhk byla z naivnich mysi a druhaEz cuniculi
imunizovanych mysi. Schéma tohoto pokusu je popsd@pitole 1. 15. 2. Z grafé1 2, ktery
znazotiuje vysledek pokusu, je patrné, Ze dob@Zpvani p.o. infekceE. cuniculi u
rekonstituovanych my&byla ovlivréna tim, jestli penesené CD4+ T-lymfocyty pochéazely
Z naivnich, nebo E. cuniculiimunizovanych BALB/c mySi. &dni doba uhynu ve skugin
do které byly peneseny CD4+ T-lymfocyty E. cuniculi imunizovanych BALB/c mysi
(53,16 dni), byla statisticky vyznamdelSi nez $edni doba uhynu ve skugindo které byly
pieneseny CD4+ T-lymfocyty z naivnich BALB/c mysi (35ni) (p< 0,05). Zaroweohke
rekonstituované skupiny SCID mysiegivaly p.o. infekciE. cuniculi statisticky vyznamé
déle nez pouze infikované SCID mysi (p< 0,05ye&ni doba uhynu v této skupibyla 28

dni. Pokus byl dvakrat opakovan se srovnatelnyrsiedky.
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Graf ¢. 2: Vliv adoptivniho grenosu CD4+ T-lymfocyt z naivnich neb&. cuniculiimunizovanych BALB/c
my3i na pitbéh p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCID.CD4+ T BALB/c imun. = prenos 2 x 10CD4+ T-
lymfocyti z E. cuniculiimunizovanych BALB/c my$iCD4+ T BALB/c naiv. = pienos 2 x 19CD4+ T-
lymfocyti z naivnich BALB/c mysi;Kontrola = pouze infikované SCID mysi.



4. 3. Vliv terapie komerénim mySim rekombinantnim IFN-y a anti-E. cuniculi mySim
sérem na experimentalni p.o. infekck. cuniculi u mysi SCID

V tomto pokuse byl sledovan vliv terapie kowrér vyrobenym rekombinamtnim
mysSim IFNy a antiE. cuniculisérem na mibéh experimentalni p.o. infekdeé. cuniculiu
mysSi SCID. Schéma pokusu je popsano v kapitolé&s331Vysledek pokusu znazmie graf
¢. 3. Podavani antt. cuniculiséra neo na phibéh p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCID
Zadny vliv. Mezi skupinou, které bylo podavano p@ntiE£. cuniculisérum (gedni doba
Uhynu 38,33 dni) a kontrolni skupinouiéstni doba uhynu 38,33 dni), které byl podavan
pouze 0,1% roztok BSA v PBS, nebyl zaznamenan razdélce gezivani p.o. infekcd.
cuniculi. U skupiny, kter4 byla &&na pouze IFN5 bylo pozorovano prodlouzentgzivani
p.o. infekce E. cuniculi (sttedni doba Uhynu 40,33 dni). Toto prodluzeni vSahkyloe
statisticky vyznamnéigi kontrolni skupig nebo skupi#, které bylo podavano pouze akhti-
cuniculi sérum. Teprve vifpact kombinované terapie IFN-a antiE.cuniculi sérem byl
zaznamenan prokazatelny vliv n&pivani p.o. infekcé. cuniculiu mysi SCID. Sedni
doba uhynu v této skupir(45 dni) byla statisticky vyznamirelSi nez $edni doby uhynu ve

vSech ostatnich skupinach (p< 0,05). Pokus byl ditalpakovan se srovnatelnymi vysledky.
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Graf¢. 3: Vliv terapie komegné vyrakeinym mysSim rekombinantnim IFN-a antiE. cuniculisérem na pibéh
p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCIDIFN + Ab = terapie 3 x 10U IFN-y + 30 pl antiE. cuniculiséra v 0,2 ml
0,1% BSA v PBSAb = terapie 30 pl antt. cuniculiséra v 0,2 ml 0,1% BSA v PB&N = terpie 3 x 10U
IFN-y v 0,2 ml 0,1% BSA v PBBSA = terapie 0,2 ml 0,1% BSA v PBS.

Vliv ¢asgjsi a dlouhodogjSi terapie antk. cuniculisérem na fibéh experimentalni
p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCID byl monitorovan v nasledujicim pokysgoZz schéma

popisuje kapitola 3. 15. 4. | ¥ipac, Ze byl zvySen pet davek antk. cuniculiséra a doba



mezi jeho jednotlivymi aplikacemi byla zkracena, & terapie antiE. cuniculi sérem na
piezivani p.o. infekc&. cuniculiu mySi SCID neprojevil. 8&dni doba Uhynu ve skugin
které bylo podavano ani- cuniculisérum (35,2 dni), se neliSila odestni doby Uuhynu ve
skupirg, které byl podavan pouze 0,1% BSA v PBS (34,4 (p@f.c. 4). V tomto pokuse
byl také sledovan vliv opakované intraperitonedlrp.) aplikace terapeutickych davek na
piezivaniE. cuniculiinfikovanych SCID mysi. Z grafd. 4 je patrné, Ze #igob podavani
terapeutickych davek netnvliv na prezivani E. cuniculi p.o. infikovanych SCID mysi.
Stredni doba uhynu ve skuginkteré byl podavan 0,1% roztok BSA v PBS (34,4),dsé
nelisSila od stedni doby uhynu ve skuginbez jakékoli terapie (34,6 dni). Pokus byl dvakra
opakovan se srovnatelnymi vysledky

100
90 ~
80 +
70
60 -

(%)

50 -
40 ~
30
20 +
10 ~

0 T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40
Cas po infekci (dny)
—u— Ab —8—BSA --X-- Kontrola

rezivani

P

Graf¢. 4: Vliv terapie antie. cuniculisérem na fibéh p.o. infekceE. cuniculiu mySi SCIDAb = terapie 30 pl
anti-E. cuniculiséra v 0,2 ml 0,1% BSA v PBBSA = terapie 0,2 ml 0,1% BSA v PBEpntrola = mySi SCID
bez jakékoli terapie.

4. 4. Vliv terapie mySim rekombinantnim IFN+y vyrobenym v naSi laboratdi na
experimentalni p.o. infekciE. cuniculi u mysi SCID

V tomto pokuse byl sledovan vliv rekombinantnihdN#f, ktery byl vyroben v nasi
laboratd@i, na pabeh p.o. infekceE. cuniculi Tento IFNy vykazoval stejnou dinnost [fi
ochra burek linie mysSich fibroblagst L 929 proti infekci virem mySi encefalo-
myelokarditidy jako IFNy komegni. Schéma pokusu popisuje kapitola 3. 15. 5. \deHe
pokusu znazdiuje graf¢. 5. Pokud byl SCID mySim podavan IRiNprokazatelé se u nich
prodlouzila doba f&Zivani experimentalni p.o. infek& cuniculi via¢i obéma kontrolnim

skupindm. Stdni doba uhynu ve skuginkteré byl podavan IFN-byla 46,3 dni, zatimco



sttredni doba Uhynu v kontrolnich skupinach dosahopalaze 37,33 nebo 35,7 dni. Vliv
zbytkového LPS, ktery se nepdidia z mySiho rekombinantniho IFN- odstranit a
resuspendaniho pufru (TBS) na fibéh p.o. infekceE. cuniculinebyl prokazan. Mezi prvni
kontrolni skupinou, které byl podavan roztok LP$BS (stedni doba uhynu 37,33 dni), a
druhou kontrolni skupinou, ktera byla bez jakékeliapie (stedni doba uhynu 35,7 dni),
nebyl zaznamenan rozdil vgZivani p.o. infekceE. cuniculi Latkou, kterd zfisobila
prodlouzené fezivani p.o. infekc&. cuniculiu mysi SCID byl tedy skutaé¢ [FN-y.
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Graf¢. 5: Vliv terapie mySim rekombinantnim IFNvyrobenym na naSem pracovisti nalgth p.o. infekceE.
cuniculiu my$i SCIDIFN = terapie 1,5 x I IFN-y v 0,2 ml TBS,LPS = terapie 1,4 ng LPS v 0,2 ml TBS;
Kontrola = mySi SCID bez jakékoli terapie.

4. 5. Vliv imunizace antigenemE. cuniculi na pribéh experimentalni p.o. infekceE.
cuniculi u mysi s defektnim genem pro IFN¢

Pomoci imunizace antigenem. cuniculi byl sledovan vliv protilatek na fibeh
experimentalni p.o. infekde. cuniculiu mysi s defektnim genem pro IRNSchéma pokusu
popisuje kapitola 3. 15. 6. Z grafu 6, ktery znazdije vysledek pokusu, je patrné, zZe
imunizace antigener. cuniculiméla vliv na pébéh nasledné p.o. infekde. cuniculiu mysi
s defektnim genem pro IFN-Ve skupir, ktera byla imunizovana antigenei cuniculj
doséahla sedni doba uhynu 37,6 dni, zatimco v neimunizovafikavané kontrolni skupih
byla stedni doba uhynu 33,8 dni. Tento pozorovany rozdlilstatisticky vyznamny (p<
0,05). Imunizace nezigobila u mysi infekciE. cuniculj neba@ v druhé kontrolni skupin



antigenemkE. cuniculi imunizovanych ale neinfikovanych mysi nebyl zazeaén Zadny

Uhyn. Tento pokus byl dvakrat opakovan se srovngtei vysledky.
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Graf¢. 6: Vlivimunizace antigeneri&. cuniculina pibéh p.o. infekceE. cuniculiu mysi s defektnim genem pro
IFN-y. Imunizované IFN KO = antigenenk. cuniculiimunizované &. cuniculiinfikované mysi s defektnim
genem pro IFNg; Neimunizované IFN KO = naivniE. cuniculiinfikované mysSi s defektnim genem pro IFN-
Kontrola = antigenenk. cuniculiimunizované a neinfikované mysi s defektnim gepeonlFN-y.

Vliv imunizace antigenent. cuniculi na intenzitu humoralni imunitni odp&li na
naslednou p.o. infekde. cuniculiu mysi s defektnim genem pro IFNbyl monitorovan
v nasledujicim pokuse pomoci sérové hladiny smgiih antiE. cuniculi polyklonélnich
protilatek izotypu IgG (graé. 7). MySi imunizovan@éntigenenk. cuniculiméli v séru jiz i
p.o. infikovaniE. cuniculistatisticky vyznam@& vyssi relativni mnozstvi specifickych amii-
cuniculi polyklonalnich protilatek izotypu 1gG neZ bylo agl/ni mnozZstvi &chto protilatek
v naivnim mysim séru (p< 0,05). Imunizované my&i pgkazovaly v piibéhu celého pokusu
(prvnich 18 dni p.o. infekde. cunicul) statisticky vyssi hladinu specifickych agi-cuniculi
polyklonalnich protilatek izotypu IgG nez neimuniamé mysi (p< 0,05). U
neimunizovanych mysi bylo statisticky vyznamné anjSrelativnino mnoZstvi ani-
cuniculi IgG protilatek proti hodnétnangiené v naivnim mySim séru zaznamenano az v 18.
dni infekce (p< 0,05). Prokazatelné zvySeni retdtie mnozstvi antiz. cuniculi protilatek
izotypu IgG nad stav, ktery byl navozen imunizdwilo u imunizovanych mysi pozorovano

také az v 18. dni p.o. infek& cuniculi
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Graf¢. 7: Relativni mnoZstvi specifickych arii-cuniculiprotilatek izotypu IgG v sérB. cuniculiinfikovanych
mysSi s defektnim genem pro IEN-Imunizované IFN KO = antigenemE. cuniculi imunizované mysi
s defektnim genem pro IFN-Neimunizované IFN KO = naivni mySi s defektnim genem pro IFNNMS =
naivni mysi sérunt = rozdil mezi imunizovanou a neimunizovanou skopimebo imunizovanou skupinou a
NMS prokazatelny na 5% hladirprikaznosti;+ = rozdil mezi stejnou skupinou veuichazejicicltasovych
intervalech prokazatelny na 5% hlagliprikaznosti; 8 = rozdil mezi neimunizovanou skupinou a NMS
prokazatelny na 5% hladirprikaznosti.



5. Diskuze

V této praci byl sledovan vliv interferonu gamdNky) a specifické polyklonalni
protilatky na péibéh infekceEncephalitozoon cuniculi in vivo piipact, Ze nedojde k aktivaci
cytotoxické T-lymfocytarni odpadi (CTL).

Pomoci adoptivnichignosi imunity bylo prokazano, ze k potleni p.o. infekcek.
cuniculi neni zapdtbi aktivace CTL (Braunfuchsova a spol. 2002). denthranny efekt je
zpisoben kombinaci dinka CD4+ T-lymfocyti a specifickych anti. cuniculi protilatek
(Sak a spol. 2006). Jelikoz v pokusenhvitro byl dokazan vliv IFNy na Sfeni infekceE.
cuniculi v peritonealnich mysich makrofagach (Didier 1985Th1l subpopulace CD4+ T-
lymfocyta je vyznamnym producentem IFN-byla navrZzena pracovni hypotéza, Ze role
CD4+ T-lymfocyti pii p.o. infekciE. cuniculispa@iva v produkci IFNy. Tedy, Ze vyznam
IFN-y pii p.o. infekciE. cuniculi in vivospa@iva nejenom v aktivaci CTL, ale také v navozeni
na CTL nezavislé zvySené odolnosti organismu pébdi infekci.

Tato hypotéza byla v této praci n#jce prokazana pomoci pokuss adoptivnimi
pienosy imunity. Pokud byly do mySi SCID iepeseny CD4+ T-lymfocyty
z imunokompetentnich BALB/c mysi, které mohou piatiat IFN<, bylo pozorovano
prodlouzené fezivani p.o. infekc&. cuniculiu takto rekonstituovanych mysSad kontrolni
skupirg, které popisuje Horka (2004) nebo Salat (2006)Sakvv fFipack, Zze byly do mysSi
SCID preneseny CD4+ T-lymfocyty, které nemohou produkdi#ét-y (CD4+ T-lymfocyty
z mySi s nefuntnim genem pro IFN), nebyla pozorovana u takto rekonstituovanych mysi
zména odolnosti uc¢i p.o. infekci E. cuniculi (graf ¢. 1). Tento vysledek prokazuje, Ze
prodlouzené fezivani p.o. infekc&. ciniculiu mysi SCID s fenesenymi CD4+ T-lymfocyty
je zpisobeno prav IFN-y, ktery je produkovanignesenymi btkami. Toto zjiS¢ni potvrzuji
i vysledky terapie p.o. infekde. cuniculiu mysi SCID mysSim rekombinantnim IFRNPokud
byl ttmto mySim podavan podle schématu popsaném v ka@tdl5. 5. mysi rekombinantni
IFN-y, byla u nich pozorovana prokazatelprodlouZzena dobatezZivani p.o. infekceE.
cuniculi oproti kontrolnim skupinam.

Na pribéh p.o. infekceE. cuniculiu mysi SCID nilo také vliv zda byly penaSeny
CD4+ T-lymfocyty zE. cuniculi imunizovanych, nebo z naivnich BALB/c mysiteRos
CD4+ T-lymfocyti zE. cuniculiimunizovanych BALB/c mysSi do mySi SCID statisticky
vyznam prodlouZil dobu pezivani p.o. infekc&. cuniculiu takto rekonstruovanych mysi
oproti p'enosu CD4+ T-lymfocyit z naivnich BALB/c mySi. To nagecuje tomu, Ze odolnost



mySi SCID wi¢i p.o. infekci E. cuniculi zavisi na mnoZzstvi do nichrgmesenych CD4+ T-
lymfocyti specificky reagujicich s prezentovanym antigerieneuniculi Uginnost takovéto
imunitni odpo¥di proti p.o. infekciE. cuniculitedy z&visi na mnoZstvi vyprodukovaného
IFN-y (graf ¢. 2). Toto tvrzeni podporuje také porovnaminki razné intenzivni terapie
mysSim rekombinantnim IFN-na p.o. infekciE. cuniculiu mySi SCID. Pokud bylo mySim
podano 6 terapeutickych davek, kazd#gtit den jedna davka obsahujici 3 >* 1D IFN-y,
Ucinek terapie se neprojevil (graf 3). AvSak zvySeni gidu terapeutickych davek z 6 na 12,
zkraceni intervalu mezi jednotlivymi aplikacemi #ena dva dny a zvySeni obsahu IkF¥N-
v davce pro jednu my$ z 3 x*10 na 1,5 x 16U IFN-y m&lo za nésledek prodlouZenou dobu
piezivani p.o. infekcg&. cuniculiu takto I€enych SCID mysSi (graf 4).

VySe popsané vysledky prokazuji, Ze I¥Nskut&né navozuje vySSi odolnost
organismu uci p.o. infekciE. cuniculinezavisle na aktivaci CTL a Ze tentnek je zavisly
na mnoZzstvi vyprodukovanéh& pouzitého IFNy. Jakym zfsobem IFNy zpisobuje
prodlouzené fezivani p.o. infekc&. cuniculiu mysi SCID nerizeme podle naSich vysleilk
piesré urcit. Jelikoz vSak u mySi SCID nedochéazi k aktivadiLCani humoralni slozky
imunitniho systému a cytotoxicita NK btknnehraje g infekci E. cuniculivyznamnou roli,
je vysoce pravtpodobné, Ze jsou to praviFN-y aktivované makrofagy vykazujici
v pokusechn vitro antimikrosporidialni aktivitu (Didier 1995), ktegpisobi onen zpozahy
rozvoj letalni p.o. infekc&. cuniculipozorovany u mysi SCID ¢énych IFNy nebo s CD4+
T-lymfocyty z BALB/c mysi.

Vzhledem k vysledkm této prace, five byt IFNy také povazovan zaiipadny
terapeuticky progedek proti mikrosporidiéze u imunodeficientnich ipati, ktery by mozna
pusobil proti SirSimu spektru driahmikrosporidii. Jsou vSak jiz zndmy jiné latky (hap
analogy polyamith nebo fluoroquinolony) s antimikrosporidiovyndiikem na SirSi spektrum
roda mikrosporidii zahrnujici ndp rod Enterocytozoonktery je rezistentni na albendazol
(Blanshard a spol. 1992). PouZichto latek budeiejmé o mnoho levijSi a nemusi byt
kontraindikovano u pacieint u kterych je imunodeficience navozena #awi nag. u lidi po
transplantacich, kie predstavuji jednu =z rizikovych skupin ohrozovanychtalle
mikrosporidiovou infekci (Orenstein a spol. 2008avic u Zejm¢ nejvice mikrosporidiovou
infekci ohroZzované skupiny paciénu pacieni s AIDS, se ostdcila antiretroviralni terapie,
ktera ma za nasledeast&énou imunitni rekonstituci pacieint{Didier a spol. 2005b). Proto si
nemyslim, Ze je IFN- vhodnym kandidatem pro dalSi studie tykajici seapie

mikrosporidiézy.



Schéma terapie mysSim rekombinantnim H-Nylo odvozeno z prace Clemonse a
spol. (2001), ve které se atitgokusili o terapii systémové kryptokokézy u my&CID
pomoci IFNy (10° U v jedné davce). JelikoZ? mnoZstvi dostupného noysskombinantniho
IFN-y neumozovalo pouziti takové davky, schéma terapie bylolevo vzdy tak, aby
terapeutické davky mohly byt podavany co mozna éieja rozvijejici se p.o. infekdt.
cuniculi a zarove aby mnoZstvi IFNs v jedné davce co moZna nejviceegahovalo 10U.
Intraperitonedlni (i.p.) aplikace terapeutickychveld byla zvolena, protoZze se nepiilda
podavat mysim terapii intravenazmakeé v gkterych dalSich skupinach bylo s@sti terapie
anti-E. cuniculisérum jehoz vliv na p.o. infekEi. cuniculiu mysi SCID jsme chli porovnat
s tinkem terapie antie. cuniculimonoklonalni protilatkou, ktera byla Sakem a s2006)
podavana intraperitonedln

Druhym uUkolem této studie bylo zhodnotit vyznam cfiekych polyklonalnich
protilatek @i p.o. infekciE. cuniculi in vivg neba role specifickych protilatekipinfekci E.
cuniculi jeS€ neni Uplg znama. Bylo prokdzano, Zze samotné protilatky nexahrozvoiji
letalni p.o. nebo i.p. systémové infekEe cuniculi (Salat a spol. 2004).1&sto vSak byl
zaznamenan ity vliv specifickych protilatek na infekci Zigobenou timto patogenem.
V pokusechin vitro bylo prokadzano, Ze opsonizace sgorcuniculispecifickou polyklonalni
nebo monoklonalni protilatkou se projevi zpomalenimfekce timto patogenem
v neprofesionélé fagocytujicich bitkach (Enriquez a spol. 1998, Schmidt a Shadduck)198
Tedy funkce specifickych protilatek spea v giipad E. cuniculi zitejmé ve zpomalovani
Siteni infekce. Tato funkce specifickych protilatekebprokazanan vivo jen @i p.o. infekci,
kdy terapie monoklonalni protilatkou proti exogpg. cuniculibylo dosaZzeno prodlouZzeného
piezivani u mysi SCID (Sak a spol. 2006). V kombiaginkem CD4+ T-lymfocyt dokazi
dokonce specifické protilatky ochréanit hostiteteg rozvojem letalni p.o. infekde cuniculi
aniz by doslo k aktivaci cytotoxické T-lymfocytarotpowdi (CTL) (Sak a spol. 2006).
Vezmeme-li v Gvahu fgdchozi vysledky, které dokazuji, Zze role CD4+ flycyti pri
infekci E. cuniculi spa&iva v produkci IFNy, potvrzuje zvySena dinnost kombinované
terapie IFNy a antiE. cuniculi sérem oproti terapii samotnym IFRNtuto spolupraci vliu
protilatek a CD4+ T-lymfocyi pii obraré organismu proti p.o. infekd&. cuniculi(graf.¢. 3).
Duvodem, pré tato kombinovana terapie nezabranila rozvinuéliétp.o. infekcee. cuniculi
u mysi SCID, ale pouze prodlouzila dohigefivani, bylo #ejm¢ pouziti nedostatee velké
terapeutické davky IFN-(3 x 1G U).

Vliv samotné polyklonalni protilatky na p.o. infekE. cuniculibyl v této praci pozorovan

pouze v pokusech na mySich s defektnim genem pKbylFkde antigenenE. cuniculi



imunizované mysi, f@zivaly naslednou p.o. infekdt. cuniculi prokazatelty déle nez
neimunizovana kontrola (graf 6). Zatimco vliv i.p. terapie anfi: cuniculisérem na gibéh
p.o. infekceE. cuniculiu mysSi SCID v této praci prokazan nebyl (géafd). Resto i tak
piinasi tato studie dalSiaklaz, Ze vliv specifickych protilatekiipp.o. infekci E. cuniculi in
Vivo spaiva ve zpomaleni &ni infekce. Vliv terapie anf. cuniculisérem na pibéh p.o.
infekce E. cuniculiu mysi SCID se neprojevil, protozéegreé nebyla v krevnim o¥hu
vytvorena dostatsa hladina specifickych polyklonalnich protilatekekoliv bylo owteno,
Ze specifické polyklonalni protilatky z terapeutick davek pechazely do krevniho ébu.

Jakym zjisobem specifické protilatky zpomalujieii infekceE. cuniculineni jest
uplné znamo. Opsonizace ditou specifickou protilatkou iZe branit spife E. cuniculive
vystreleni pélového vlana a tim zpomalovatai infekce (Enriquez a spol. 1998). Jelikoz se
stéle objevuji prace aZdaziujici dilezitost adherence spOfy. cuniculi k cytoplazmatickeé
membrag hostitelské biky pii infekci hostitelské biikky (Southern a spol. 2006a, Southern a
spol. 2006b), mze byt vliv opsonizace spdE. cuniculi specifickymi protilatkami také
zaloZzen na ztizenémtijmuti spéry E. cuniculi k buikam, které neexprimuji Fc receptory
(receptory zproseédkovavajici fagocytdzu protilatkami opsonizovanyéstic). Jelikoz byl
identifikovan mikrosporidiovy adherentni proteinc(#sAP), kterym se spér&. cuniculi
specificky vaze k cytoplazmatické memb¥amostitelské biikky (Southern a spol. 2006a),
bylo by mozné rekombinantnim EcMsAFrifpaven Southernem a spol. 2006a) imunizovat
mysi s defektnim genem pro IFNa podle pipadného vlivu této imunizace na naslednou p.o.
infekci E. cuniculivyvratit nebo potvrdit tuto hypotézu.

Usnadrni fagocytdzy u IFNy aktivovanych makrofégziejmé nehraje vyraznou roli
v incich specifickych protilatek na{dseh p.o. infekceE. cuniculi neba spéryE. cuniculi

vyuzivaji fagocytozu k infekci hostitelskéiky (Franzen a spol. 2005).



6. Souhrn

1. Pfenos izolované populace CD4+ T-lymfoyt naivnich BALB/c mySi prokazatein
prodlouzi dobu fezivani nasledné p.o. infekEe cuniculiu takto rekonstituovanych mysi
SCID. Narozdil od fenosu izolované populace CD4+ T-lymfacytnaivnich mysi

s defektnim genem pro IFN-
2. SCID mysi rekonstituované CD4+ T-lymfocytyez cuniculiimunizovanych BALB/c mysi
piezivaji p.o. infekcE. cuniculistatisticky vyznam&déle nez SCID mysi rekonstituované

CD4+ T-lymfocyty z naivnich BALB/c mysi.

3. Terapie IFNy (3 x 10 U) kombinovana s terapif arffi- cuniculisérem statisticky

vyznamr prodluzuje pezivani p.o. infekc&. cuniculiu mysi SCID.

4. Terapie IFNy (1,5 x 10 U) prokazateli prodluZuje dobuigZivani p.o. infekcE.

cuniculiu mysi SCID.
5. Terapie antk. cuniculisérem neprodluzujegzivani p.o. infekc&. cuniculiu mysi SCID.

6. Imunizace antigenei. cuniculiprokazatel® prodluZzuje dobuigZivani p.o. infekcg.

cuniculiu mysi s defektnim genem pro IRN-



7. Seznam pouzitych zkratek

AIDS
AV CR
BOFES
BSA
CD
CTL
ELISA
EMCV
FITC
HEPA
HIV
IFN-y
IL

I.p.
LPS
MHC
MIC
NK
PaU
PBS
PCR
p.o.
PTS
SCID
SWAM/Px
TBS
Th

Tc
TNF-o
T-PBS
VERO

acquired immune deficiency syndrome (syndmskané imunodeficience)
akademie &d Ceské republiky

bovinni teleci sérum

bovinni sérovy albumin

cluster of diferentiation (ozdeni povrchovych znakbunzk)

cytotoxicka T-lymfocytarni odp@d’

enzyme-linked immunosorbent assay

virus encephalo-myelocarditidy

fluorescein-isothiokyanat

high efficiency particule air

human immunodeficiency virus (virus lidské imadeficience)

interferon gama

interleukin

intraperitonealni

lipopolysacharid

major histocompatibility complex (hlavni higtmmpatibilni komplex)
neklasické MHC molekuly

natural killer (ffirozeny zabije)

parazitologicky ustav

fosfaty pufrovany fyziologicky roztok

polymerase chain reaction (polymeraze&zova reakce)

peroralni

prekolostralni teleci sérum

severe combined immunodeficienaZkid kombinovana imunodeficience)
praséi protilatka proti konstantni oblasti mySiho imutagylinu izotypu 1gG
25 mM hydroxymethylaminomethan, 150 mM NaCi:0

populace pomocnych CD4+T-lymfodiyt

cytotoxicky T-lymfocyt

tumor nekrozis faktor alfa

Tween 20 ve fosfaty pufrovaném fyziologickématoku

burg¢na linie z optich ledvin
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