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Anotace

The percentage of CD4+ and CD8+ lymphocytes in suckling rabbits was investigated by use of
flow cytometry. Two coccidia species were used in the experiments: highly immunogenic
Eimeria intestinalis and weakly immunogenic E. flavescens. No significant changes were
observed in mesenteric lymph nodes except in rabbit inoculated at 33 days of age with E.
intestinalis, when the percentage of CD8+ cells was significantly enhanced compared to control
animals. After infection with E. intestinalis, the percentage of both CD4+ and CDS8+ cells was
enhanced in the intestinal epithelium from 22 days of age onwards. In contrast, only the
percentage of intraepithelial CD4+ cells was increased in the rabbits inoculated at 33 days of

age after infection with E. flavescens.
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1. Uvod

Kokcidioza je onemocnéni zpiisobené parazitickymi prvoky, kokcidiemi rodu Eimeria
(kmen Apicomplexa), vyznacujicimi se vysokou hostitelskou specifitou. Toto onemocnéni
zpusobuje vysoké ekonomické ztraty v zivocisné produkci u domestikovanych zvitat, véetné
kralikd.

Tato prace se zabyva imunitni odpovédi vici kokcididze v zavislosti na veku kralicat.

Byl sledovan jeden z imunologickych parametrti, zastoupeni CD4 a CD8 lymfocytu.

2. Prehled problematiky

2.1. Kmen Apicomplexa

Tato skupina zahrnuje protista, ktera jsou alespon po ¢€ast svého zivotniho cyklu
intracelularnimi parazity bezobratlych i1 obratlovcl. Na vrcholu bunky je vytvofen apikalni
komplex sestavajici z prekonoidalniho prstence, polarniho prstence a konoidu. Dalsi organely
pattici k apikdlnimu komplexu jsou sekrecni vacky (rhoptrie, mikronemy, denzni téliska), které
se podileji na adhezi k bufice a jeji penetraci. V misté uvolnéni sekreti z téchto organel se
v hostitelské bunce vytvori prohluben, do které se prvok zasune a nakonec je pohlcen
(indukovana fagocytoza). V hostitelské buiice se prvok nachdzi v parazitoforni vakuole, ktera
nesplyva s lysozomy. Vyvojového cyklus téchto organismil zahrnuje sexudlni a asexudlni cast.

Tento kmen obsahuje 3 tiidy: Gregarinida, Haematozoea a Coccidea

2.2. Celed’ Eimeridae

Tiida Coccidea sestava ze tii Celedi: Cryptosporidiidae, Sarcocystidae a Eimeriidae.
Posledné jmenovana celed’ zahrnuje vyhradné jednohostitelské (monoxenni) kokcidie schopné
v nékterych piipadech vytvaret klidova stadia v rezervoarovych hostitelich. Eimerie jsou
striktné hostitelsky, organové a tkanové specifické. Vyvojovy cyklus se déli na exogenni a
endogenni a ma tyto hlavni Casti: excystace a migrace sporozoitli, merogonie, gametogonie a

sporogonie (Chroust 1998).



L. Excystace sporozoitli: Po pozieni oocysty vhodnym hostitelem dochazi k uvolnéni
sporozoitli z oocyst (excystace). Mezi faktory ovliviiujici excystaci patii télesna teplota
hostitele, koncentrace CO, a reduk¢ni prostiedi v zazivacim traktu. Jejich ptisobenim
dochézi k dezintegraci stény oocysty a uvolnéni sporocyst. Z téch se pak vlivem
trypsinu a zlu€ovych soli uvoliuji pohyblivi sporozoiti do lumenu steva.

2. Merogonie (schizogonie): Proces merogonie za¢ina penetraci sporozoitii do bun¢k
hostitele. Uvniti buiiky se sporozoiti zakulacuji a méni na jednojaderny meront. V ném
dochazi k merogonii zahrnujici mnohocetné mitotické déleni jader a formovani
invaznich rohli¢kovitych stadii- merozoiti. Pocet generaci merontl je charakteristicky
pro kazdy druh kokcidie.

3. Gametogonie: Merozoiti se po penetraci do hostitelské bunky transformuji na
pohlavni stadia, tzv. gamonty. Zatimco ncktefi merozoiti davaji vzniknout samc¢im
mikrogamontlim, jiné se preméni na sami¢i makrogamonty. Jadro mikrogamontu se
mnohocetné déli za vzniku pocetnych mikrogamet. Mikrogamety jsou protadhlé buiky
vybavené dvojici bi¢ikl, které jim po uvolnéni se z hostitelské¢ bunky umoziuji pii
vyhledavéani makrogamonti pohyb. Makrogamonty neprodélavaji déleni, pouze rostou
a po oplodnéni mikrogametou se méni v zygotu, coz je u kokcidii totéz co mlada
oocysta. Ta nasledné opousti hostitelskou buniku a posléze 1 télo. Zygota je jediné
diploidni stddium v celém zivotnim cyklu kokcidie, vSechna ostatni stadia jsou
haploidni.

4. Sporogonie: Oznaceni pro finalni ¢ast vyvojového cyklu, béhem né¢hoz dochazi
k uvolnéni oocysty z hostitelské buiiky a jejimu d€leni ze stadia jedné bunky, sporontu,
pies sporoblasty na finalni, infekce schopné sporozoity. Pfi sporulaci probihd meidza a
nasledné¢ mitdza, coz dd vzniknout 8 sporozoitim. Tato €ast cyklu je exogenni a

vyzaduje ke svému pribéhu aerobni podminky (Chroust 1998).

Rada druhii Eimeria je patogenni pro ptaky a savce a zpisobuje vazna, i1 smrtelna
onemocnéni. VéEtSina kokcidii se vyviji ve sttevnim epitelu, jednou z vyjimek je Eimeria

steidai, ktera se vyviji v epitelu Zlucovodu kralika.



2.2.1. Druhy Eimerii parazitujici na kralikovi (Coudert a kol. 1995):

Eimeria coecicola
Eimeria exigua
Eimeria flavescens
Eimeria intestinalis
Eimeria irresidua
Eimeria magna
Eimeria media
Eimeria perforans
Eimeria piriformis
Eimeria stiedai

Eimeria vejdovskyi

2.2.2. Patogeneze

Jednotlivé druhy eimerii cizopasici v travicim traktu kralikd maji rozdilnou patogenitu,
vesmes se vSak v chovech jednd o smiSené infekce vice druhli. Na zdvaznosti onemocnéni se
podili 1 jiné faktory, uplatituje se i sekundarni infekce ptedevsim Escherichia coli (Gregory a
Catchpole 1986, Chroust 1998). K nejvice patogenim druhlim stfevnich kokcidii se fadi E.
flavescens a E. intestinalis (Coudert a kol. 1995). VétSina z nich prodélava vyvoj v epitelu
sttevni sliznice. Rozsahlé destrukce bunck epitelu stfeva vyvolavaji tézké katardlni az
difteroidni zanéty, pii zvlasté silnych infekcich i hemoragické zanéty. Postupné dochazi
k atrofii klki, k tézkym poruchédm traveni v dasledku posunu pH do alkalického prostiedi, coz
podminuje patogenni uplatnéni E. coli. Zvlasté u zvitat, u nichz neni vyvinuta imunita vedou
tyto procesy k rychlému vycerpani a rozsdhlym thyntim. Patologicky obraz stievni kokcididzy
se projevuje piedevSim piekrvenim a infiltraci sliznice, jejiz sténa je vzdy zesilena.
Pravidelnym nélezem pfi stfevni kokcididze jsou béloSeda piipadné Sedozlutd loziska velikosti
az n¢kolik milimetri (Chroust 1998).

Eimerie kralika Citaji 11 druhti. V této préci byla pouZita silné patogenni a imunogenni
E. intestinalis, ktera postihuje zadni tfetinu tenkého stfeva a siln¢ patogenni, ale malo

imunogenni E. flavescens, ktera zasahuje slepé stfevo a v mensim rozsahu kolon.



2.2.3. Klinické priznaky kokcidiézy

Kokcidiézou onemocni kralici vSech plemen. Pfiznaky jsou zejména inapetence, apatie,
rychle se vyvijejici tympanie a pfi akutnim pribéhu prijem, n€kdy i1 s pfimési krve. Tyto
pfiznaky jsou doprovazeny bolestivosti v krajin¢ bfi$ni, ziznivosti a Casto i zanéty spojivek a
zvySenou salivaci. Klinicky se kokcidioza projevuje zejména pii Spatném vyzivovém stavu, pii
stresu, pii Spatnych zoohygienickych podminkach. Trvaly kontakt s infekci, piipadné prekonani
onemocnéni kokcidiézou vede u mladych kust k urcitému stupni imunity v dospélosti, ktera

zpravidla zabrani novému vzplanuti onemocnéni (Chroust 1998).

2.3. Imunita proti kokcidiim

Imunitni odpovéd vici kokcidiim byla pfedmétem fady studii. Byly zkoumany rizné
druhy eimerii, hlavné u kufat a mysi. O imunitni odpovédi kralikti vici kokcididze vSak neni
mnoho literdrnich udaji. Nejpodrobnéjsi studie publikovala Renaux a kol. (2003), kterd
pracovala s vysoce imunogenni E. intestinalis. Dalsi studii zabyvajici se imunogenitou F.
intestinalis zpracoval Coudert a kol. (1993) a stejnym tématem se zabyval naptiklad i Norton a

kol. (1979), ktery pracoval s E. flavescens a E. irresidua.

2.3.1. Nespecificka imunita

Nespecifickd imunita plsobi prostfednictvim fady odliSnych mechanismd.
Nespecifickymi bariérami jsou napiiklad Zaludecni sekrety,lysozymy a zlucové soli, stfevni
peristaltika. Nespecifické slozky imunity reaguji na pfitomnost Skodliviny rychle a narozdil od

specifickych slozek nemaji tzv. imunologickou pamét’ (Hotejsi a Bartiinkova 2001).

2.3.2. Specificka imunita

Specificka imunita je zprostfedkovana protilidtkami a lymfocyty. V této praci bylo
zjistovano zastoupeni CD4+ a CD8+ lymfocytl v mezenterickych lymfatickych uzlinach, v
epitelu ilea a slepého steva.

Hlavni ¢ast vyvoje T lymfocyti probiha v thymu. Thymus opoustéji dvé hlavni
fenotypicky odlisné subpopulace. Obecné se piedpoklada, ze subpopulace CD4+ funguje jako



pomocné T bunky (Th) a CD8+ funguje jako cytotoxické T bunky (Tc) (Hofejsi a Bartiiiikova
2001).

Je prokazéano, ze bunkami zprostfedkovana imunita hraje velkou roli v ochrané proti
kokcidiézam (Wakelin a Rose 1990, Rose 1996, Lillehoj 1998, Yun a kol. 2000). Bylo zjisténo,
ze CD4+ T buiky a pro nekteré druhy eimerii 1 CD8+ T buiiky jsou velmi dtlezité¢ v imunitni
odpovédi, kterd potlacuje rozvoj parazita béhem primarni infekce. Pti sekundarni infekci se
v zavislosti na druhu parazita riiznou mérou uplatituji CD4+ a CD8+ bunky, zpravidla vSak
vétsi roli hraji CD8+ buniky (Wakelin a Rose 1990, Ovington a kol. 1995, Rose 1996, Lillehoj
1998).

2.4. Hlavni rysy imunitniho systému zajicovci

2.4.1. Sliznicim pfidruzené lymfoidni tkané (MALT- mucosal associated lymphoid tissue)

a stievu pridruzené lymfoidni tkané (GALT- gut-associated lymphoid tissue)

Slizniéni imunitni systém je tvofen ze sliznicim pfidruZzenych lymfoidnich tkani
(mucosa-associated lymphoid tissue - MALT), které se nachazeji v nosni sliznici, praduskach,
mléénych Zlazach, genitalnim traktu a stievs. Cast MALT, ktera se nachézi ve stievé se nazyva
ulohou MALT je zneSkodnit invazivni patogeny v misté jejich vstupu a zabranéni rozsifeni
infekce v celém téle. Soucasti MALT jsou i M bunky (M-cells), které funguji jako antigen-
prezentujici buiikky (Mage a kol. 1998).

GALT tvoii tkané¢ a bunky stdle vystavené antigenim z potravy, normalni stfevni
mikroflofe a pozienym patogeniim. Vice nez polovina z celkového poctu lymfocytt MALT je
obsazena v GALT (Mage a kol. 1998). GALT u kralikii zahrnuje apendix, sacculus rotundus,
Peyerovy plaky, intraepitelidlni lymfocyty a leukocyty lamina propria. Stfevni imunitni systém
postupné dozrava od narozeni do dospélosti. Celkové uspofaddani lymfoidniho systému je
podobné jako u jinych savct s vyjimkou apendixu, ktery je pfitomen v kaudalni ¢asti slepého
stieva a sacculus rotundus nachézejici se v pfechodu mezi ileem a slepym sttevem. Tyto dvé
casti GALT jsou specifické pouze pro zajicovce. U kralikl je kolem 2- 10 Peyerovych plakt
podél tenkého stieva (Yun a kol. 2000).

V kréli¢im apendixu se nachéazi lymfoidni tkan, jejichZ struktura a funkce je jina nez je

tomu u ostatnich sav¢ich druhi (Mage a kol. 1998). Krali¢i apendix je pifi narozeni dlouhy



okolo 2,5 cm a obsahuje oblasti s pievladajicimi B nebo T lymfocyty. Nejvétsi velikosti
dosahne apendix kolem 6 tydne véku (okolo 9 cm) a v tomto stéii je slozen z n¢kolika stovek
jednotlivych folikulti. B-buiiky jsou umistény v zarode¢ném centru folikulli a oblasti domd,
pozdé&ji lezi pfimo pod epitelem nasedajicim na folikuly. U kralika v 6 tydnu véku nejsou
v téchto regionech zadné T-builky. Ty ale mohou byt detekovany v interfolikularni oblasti. Od
zacatku 9 tydne po narozeni do konce dospivani podstupuje krali¢i apendix zmény v celkové
morfologii a distribuci B- a T-bun€k, coz u dospélych kraliki nakonec vede ke vzniku
lymfoidniho organu, ktery je jen malo podobny apendixu u malého kralika. Ve skute¢nosti je
apendix dospélého kralika svou strukturou a bunécnou distribuci velmi podobny Peyerovym
plakiim. Apendix dospélého kralika obsahuje germinalni centra, kterd jsou vSak mensi nez u
Sestitydennich kralikti. Navic u dospé€lych zvifat mohou byt nalezeny rozptylené T buiiky i tam,
kde byly dfive pouze zony B-bunék. T-buiiky nesouci povrchovy znak CD4 jsou rozmistény jak
v oblasti domu tak v germindlnich centrech. CD8+ builky jsou ve zralém apendixu vétSinou
umistény v interfolikularnich oblastech a pod epitelem pokryvajicim folikuly (FAE - follicle-
associated epithelium) (Yun a kol. 2000).

Saculus rotundus, dal$i ¢ast GALT, kterd je lokalizovana v pfechodu mezi ileem a
slepym stfevem, je u Sestitydenniho kralika podobny apendixu u stejn¢ starého kralika.Tyto
tkang se lisi v poctu germinalnich center a folikulii. Stejné jako apendix se i sacculus rotundus
béhem svého zrani méni a zraly sacculus rotundus ma pravdépodobné stejnou funkci jako
apendix (Yun a kol. 2000).

GALT ma tii hlavni funkce v hostitelské obrané proti patogennim infekcim, vcetné
kokcidii: a) zpracovani a prezentace antigenu, b) produkce stievnich protilatek a c¢) aktivace

buiikami zprostiedkované imutity (Mage a kol. 1998).

2.4.2. Strevni intraepitelialni lymfocyty

Dalsi casti GALT jsou samostatné bunky- intraepitelialni lymfocyty. Ve sttevni sliznici
jsou pfitomny buiiky nélezejici k imunitnimu systému, hlavné T a B lymfocyty a plasmatické
bunky piitomné ve sliznici tenkého a tlustého stieva. VétSinu lymfocytd tvoii T bunky,
prevazuji CD4+ pamétoveé/ efektorové buniky. B bunky a plasmatické bunky vytvaieji prevazné
imunoglobulin A (Yun a kol. 2000) . Ve stfevé, jsou lymfocyty pfitomny v epitelu
(intraepitelidlni lymfocyty - IEL) 1 v lamina propria (lymfocyty lamina propria, LPL). IEL jsou
umistény prevazné v bazalni ¢asti epitelu, pobliz bazalni membrany a pomér IEL k absorpénim

epitelidlnim builkdm je pfiblizné 1:6. Ackoli antigenni stimulace neni pro rozvoj



intraepitelidlnich lymfocyti nezbytnd, absolutni pocet bunék je znacné ovlivnén piitomnosti
potravnich a jinych antigeni ve sttevé. (Yun a kol. 2000).

Jsou znamy dvé¢ formy T bunécnych receptorii (T cell receptor, TCR) pro existujici
antigeny, aff heterodimer (o TCR+ buniky) a yd heterodimer (yd TCR+ buriky). V epitelu typ
vd TCR prevazuje (Yun a kol. 2000).

Intraepitelialni lymfocyty je mozné pokladat za jednu z prvnich specifickych obrannych
bariér imunitniho systému. Maji vyznamny cytolyticky potencidl a zasahuji i regulacné do
slizni¢ni a systémové imunity. Intraepitelidlni lymfocyty jsou nezbytné pro vyvoj epitelovych

bunék.

2.5. Migrace sporozoiti a jeji vztah k imunitni odpovédi

V nekterych ohledech se migrace sporozoitti krali¢ich kokcidii podobéd invazi do
hostitelskych tkani kutat. Sporozoiti FEimeria tenella nejprve pronikaji do enterocytl v
povrchovém epitelu slepého stieva a poté vstupuji do intraepitelialnich lymfocyta (IEL). Tyto
buniky opoustéji epitel a sporozoiti jsou jmi transportovani ptes lamina propria do epitelia krypt
(Lawn a Rose 1982). Fernando a kol. (1987) zjistili obdobnou migraci u riznych druht
kutecich kokcidii bez ohledu na to zda jejich prvotni vyvoj probiha v kryptach (E. acervulina a
E. maxima) nebo v povrchovém epitelu (E. praecox a E. bruneti).

Pakandl a kol. (1995) a Drouet- Viard a kol. (1994) zjistlili vyznamny rozdil mezi
krali¢imi a kufimi kokcidiemi. Zatimco sporozoiti kufich kokcidii penetruji do stejné casti
stiteva, ve které se nasledné vyvijeji (Lawn a Rose 1982, Fernando a kol. 1987), sporozoiti
kréli¢ich druht vstupuji do tkdné hostitele v tenkém stieveé (zejména v duodenu), nehledé na
specifické misto dal§iho vyvoje (Pakandl a kol. 1993, 1995, 1996, Drouet-Viard a kol. 1994). O
dal$i migraci ¢asto na velkou vzdalenost neni mnoho zndmo. Moznym vysvétlenim je migrace
mimo stfevo, kterd byla ovSem prokazéana pouze u Eimeria coecicola (Pakandl a kol. 2006).

Drouet-Viard a kol. (1994) nalezli u kraliki 10 minut po inokulaci sporozoity
v dvandacternikové mukdze a o 4 hodiny pozdéji byli sporozoiti zjiSténi v ileu, specifické oblasti
vyvoje parazita. Pakandl a kol. (1993, 1996) studovali endogenni vyvoj E. coecicola. Ackoliv
se tato kokcidie vyviji v GALT (1. asexudlni generace) a v epitelu appendixu (dalsi stadia),
sporozoiti nejdiive pronikli do tenkého stieva a teprve 48 hodin po inokulaci byli nalezeni
v misté jejich dalSiho vyvoje. Podobnych vysledkii bylo dosazeno po infekci E. magna, kdy byli

sporozoiti nalezeni v epitelidlnich bunkach klki v duodenu, poté ve stievnich intraepitelidlnich



lymfocytech a v lamina propria stejné Casti stfeva a o nékolik hodin pozdéji v jejunu a jesté
hojnéji v ileu (Pakandl a kol. 1995).

Pakandl a kol. (2006) pozorovali migraci sporozoiti po infekci E. coecicola a E.
intestinalis pomoci imunohistochemie. Zatimco sporozoiti FE. coecicola byli nalezeni
v extraintestindlni oblasti, mesenterickych lymfoidnich uzlindch a slezin€, po infekci E.
intestinalis nebyla v Zadném z téchto orgdnt stadia parazita nalezena. Sporozoiti E. coecicola
tedy migruji mimo stievo, pravdébodobné pies lymfaticky systém. Dlivody takovéto migrace
mohou byt ve vyvoji v odlisnych ¢astech stieva (appendix, sacculus rotundus, Peyerovy plaky)
a neobvykla subepitelidlni lokalizace prvni asexudlni generace v lymfoidnich buiikéich. Cesta
migrace u E. intestinalis, stejné jako u jinych krali¢ich kokcidii, neni znama a pravdépodobné
se lisSi od migrace E. coecicola, protoze v extraintestinalni oblasti nebyli nalezeni Zadni
sporozoiti E. intestinalis (Pakandl a kol. 2006).

V migraci sporozoitii hraji lohu i CD8+ T bunky. Studie Lillehoj a Trout (1994)
ukdzala, ze invaze sporozoitl do CD8+ lymfocytl je aktivni, ne fagocyticky proces, ackoli
vstup do makrofagii mize byt zplisoben bud aktivné nebo fagocytéozou. Stejna bunécna
subpopulace je zapojena do transportu sporozoitii po primarni a sekundarni infekci; vétsi
mnozstvi sporozoitl piitomnych v CD8+ T buiikéach pii sekundarni infekci naznacuje, ze ptenos
sporozoitli je blokovan. Za soucast imunitni odpovédi proti invazi kokcidiemi tedy mutze byt
mimo cytotoxicky efekt (CD 8+ T lymfocyty jsou efektorové buinky imunitni odpovédi)

povazovana i1 blokace transportu sporozoiti.



3. Material a metody

3.1. Zvirata

SPF (specific patogen- free) novozélandsti kralici pochazejici z firmy Charles River,

Némecko, poskytnul AnLab s.r.o., Praha.

3.2. Parasiti

Byly pouzity 2 druhy kokcidii. Eimeria flavescens, kmen izolovany v Laboratofi
kokecidii
parazitologického ustavu, BC AV CR v.v.i.. Kmen Eimeria intestinalis poskytl Pierre Coudert
(INRA, BASE, Francie). K inokulaci experimentalnich zvifat byly pouzity pouze cerstvé
vysporulované oocysty (1- 40 dni po sporulaci).

3.3. Usporadani pokusu

Celkem 48 kralikti bylo inokulovano dvéma tisici oocystami bud’ E.intestinalis nebo E.
flavescens v 19, 22, 25, 29 a 33 dnech véku. Navic byli kralici infikovani 14 a 16 den véku E.
intestinalis. 4 zvitata byla zabita pro kazdy interval a druh parazita 14 dni po inokulaci. Dalsi
skupina 24 zvirat slouzila jako neinfikovana kontrola a byla usmrcena ve stejném véku jako

infikovani krélici.
3.4. Metody
3.4.1.Postup pfri izolaci lymfocyti
3.4.1.1. Izolace lymfocyti z mezenterickych lymfatickych uzlin (MLN)
Byla pouzita upravena metoda podle Renaux a kol. (2003). Uzliny byly odebrany do
zkumavky (15 ml) s mediem RPMI s piidavkem 2% séra Fetalclone (Hyclone) a uchovany na

na ledu. Poté byly protlaceny pies sitko pomoci pistu injekéni sttikacky. Tato homogenizovana

suspenze byla 3x promyta v RPMI s obsahem 2% séra Fetalclone a vzdy zcentrifugovana 10



minut pfi 1000 otackach, byl odsan supernatant a znovu piidano Cisté RPMI. Po poslednim
odsati média byla suspenze ziedéna PBS s pfidavkem 1% séra. Buiikky byly spocitany
v Biirkerové komtrce - 10ul suspenze+ 500ul trypanové modii + 500 ul RPMI a nafedény na

vhodnou koncentraci (viz déle). Trypanovou modfi byla zjiStovana Zivotaschopnost bungk.

3.4.1.2. Izolace intraepitelidlnich lymfocyti z ilea

Pro izolaci intraepitelidlnich lymfocytli byla pouZita upravend metoda dle Todd a kol.
(1999). Ileum bylo vyjmuto z téla kralika, zbaveno tuku a byly odstranény Peyerovy plaky. Poté
bylo ileum injekéni stiikaCkou proplachovano ¢istym PBS o teploté 4°C zhruba po 3 minuty.
Ileum bylo vlozeno do 4°C RPMI s ptidavkem 2% séra Fetalclone, stfikackou proplachnuto a
kousky ilea byly ponofeny do média a dany na 1- 2 hodiny do lednice (pfeziji lymfocyty, ale ne
absorpc¢ni epitelové buiiky). Po 1-2 hodinach byly kousky stfeva po dobu cca 15 minut pomalu
proplachovany 5x injekéni stfikackou naplnénou 37°C médiem (viz dale).Mezi
proplachovanim byl opatrné vymackavan obsah lumenu. Obsah byl pfecezen pies silonovou
vatu a ponechan 10 minut v klidu. Po dekantantaci byl tento supernatant zcentrifugovan 5 minut
pti 350 g a rozmichédn v Percollu 30% a dale zcentrifugovan 15 minut pti 350 g pfi laboratorni
teploté. Byl odebran sediment, rozmichan ve 45% Percollu a podvrstven 75% Percollem a
zcentrifugovan 30 minut pii 350 g pfi laboratorni teploté. Lymfocyty zachycené v interfazi
byly sebrany a dany do PBS s obsahem 1% séra, zcentrifugovany pii 350 g pfi teploté 4°C, poté
byl odsat supernatant a pfidano Cist¢ PBS s piidavkem 1% séra. Bunky byly spocitany

v Biirkerové komtrce stejné jako buiikky z MLN a nafedény na vhodnou koncentraci.

3.4.1.3. Izolace lymfocyti ze slepého stieva

Slepé¢ stievo bylo vyjmuto z téla kralika a zbaveno tuku. Poté bylo podéIn¢ rozsttihnuto
a opakované proplachovano PBS o teplot¢ 4°C dokud PBS nebylo ¢isté. Dale bylo stfevo
nastiithano na kousky a ponoteno do 4°C RPMI+ 2% séra a vlozeno na 1- 2 hodiny do lednice.
Po vyndani byly kousky stfeva intenzivné tfepany v mediu pii 37°C. Dalsi postup byl stejny

jako pfi izolaci intraepitelidlnich lymfocyta z ilea.

3.4.2. Spolecny postup pro znaceni lymfocyti z MLN, ilea a slepého stieva



Piipravené suspenze bunck byly nafedény pomoci PBS s piidavkem 1% séra tak, ze
v kazd¢ mikrozkumavce 1,5 ml bylo v50 pl 0,5 milionu bun€k. Bylo potteba 10
mikrozkumavek pro kazdou izolaci bunék (kontrola, FITC, isotypova kotrola 1, isotypova
kontrola 2a, 3x CD4 a 3x CDS). Do mikrozkumavek oznacenych kontrola a FITC bylo
napipetovano po Sul PBS se sérem a do ostatnich po 5 pl monoklondlni protilatky (Serotec UK)
proti CD4 (MCA 799) a CD8 (MCA1576) nebo isotypové kontroly IgG1 (isotypova kontrola
k CD8, MCA928) a IgG2a (isotypova kontrola k CD4, MCA 1576). Tyto mysi IgG1 a IgG2a
isotypové kontroly byly pouzity proto, Ze pouZzit¢ monoklondlni protilatky patfily k témto
isotypim. Oznacené suspenze byly protfepany a nechdny inkubovat 30 minut ve tmé na ledu.
Po inkubaci bylo pfidano po 1 ml PBS se sérem do kazdé mikrozkumavky, po centrifugaci 10
min pii 1000 otackach byl z kazdé odsat supernatant.

DalS$im krokem byla inkubace s konjugatem fluorescein-isothiocyanatu (FITC) s kozimi
protilatkami proti mySim imunoglobulinim (Sigma). Do kontrol nebyly ptidavany protilatky a
buniky byly inkubovdny bez konjugatu. Misto néj byl do mikrozkumavek ptidan 50ul PBS se
sérem. Tyto mikrozkumavky byly opét dany na led, po dobu 30 min. Mezitim bylo do stejného
poctu zkumavek dano po 3 ml PBS se sérem. Po inkubaci bylo do mikrozkumavek déano po 1
ml PBS se sérem a obsah mikrozkumavky kvantitativné ptenesen do piipravenych zkumavek.
Dale byly zkumavky zcentrifugovany na 10 min pti 1250 otackéach. Takto pfipravené bunky
byly dale pouzity na stanoveni procentudlniho zastoupeni lymfocyti pomoci pritokové
cytometrie.

Procento bunék nespecificky oznacenych isotypovou kontrolou (obvykle méné nez
1,5%) bylo odecteno z hodnot ziskanych po inkubaci s anti CD4 nebo anti CD8

monoklonalnimi protilatkami.

3.4.3 Priitokova cytometrie

Pro zjistovani dynamiky CD4+ a CD8+ lymfocyti v jednotlivych vzorcich byla pouzita
metoda prutokové cytometrie. Tato technika umoziuje kvantitativné analyzovat velké mnozstvi
castic a na zaklad¢ presné¢ definovanych parametri umoziuje identifikovat Castice spliujici

pozadované parametry.



Pfipraveny materidl byl méfen na pritokovém cytometru EPICS XL MLC, kde bylo
zjiStovano procentudlni zastoupeni ptislusné subpopulace lymfocytti. Bylo zméteno nejméné 10

000 bunék.

Obr. 1 ab
Priklad z vysledki ziskanych pritokovou cytometrii
Vzorek z MLN, znaceno protilatkou proti CD4.
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la) Graf tzv. DOT- PLOT kde osa X znéazoriiuje vnitini strukturu buniky a osa Y jeji velikost.
Tento graf mize zjistit morfologii bun¢k a odhalit tak hledany typ lymfocytt.

1b) Graf. tzv. HISTOGRAM kde osa X znazornuje intenzitu fluorescence a osa Y pocet bunék.

3.5. Statistické zpracovani

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita metoda Studentova t- testu ( P< 0,05), ktera je

soucasti programu Statistica.



3.6. Priprava roztoku

PBS (phosphate- buffered-saline)

NaCl 8,00 g

KCl 0,20 g

Na,HPO, 2,17 g (heptahydrat)
1,15 g (anhydrat)

KH,PO, 0,20 g

Ix koncentrovany = to v§e na 1000 ml destilovan¢ H,O
5x koncetrovany = na 200 ml destilované H,O

10x koncentrovany = na 100 ml destilované H,O

Hanksuv roztok

NaCl 8,00 g
KCl 0,40 g
MgSO, . 7 H,O 0,10 g
Na,HPO;, . 2 H,O 0,06 g
KH,PO, 0,06 g
Glukosa 1,00 g
NaHCO; 035¢g
Destilovana H>O 1000 ml
Percoll

100% (90%) Percoll =9 dili roztoku Percoll a 1 dil 10 krat koncentrovaného PBS
=upravit pHna 7,2 — 7,4
75% Percoll = 3 dily Percollu 100% + 1 dil RPMI se 2% Fetalclone

45% Percoll = 9 dil Percollu 100% + 11 dila RPMI se 2% séra
30% Percoll = 3 dily Percollu 100% + 7 dilii RPMI se 2% séra
Medium pro izolaci IEL z ilea a tlustého stieva

Hankstv roztok+ 5% séra Fetalclone + 0,1mM 1,4- dithioerythritol (DTE)




4. Vysledky

4.1. Dynamika CD4+ a CD8+ T bunéénych subpopulaci v itraepitelialnich
lymfocytech a MLN

Po infekci obéma druhy kokcidii se procentudlni zastoupeni CD4+ lymfocytt v MLN neliSilo
od kontrolnich zvifat. Pomér CD8+ buncék v MLN byl signifikantni pouze u kralikli
inokulovanych E. intestinalis (33 dni stafi v den inokulace- SDI), kdy zminéné hodnoty byly
7,4 % v kontrolnich zvifatech a 14% v infikovanych (obr. 2).V MLN u kralikii nakaZenych E.
flavescens nebyl zadny pomér s kontrolnimi kraliky statisticky vyznamny (obr.3) Ve stfevnim
epitelu se zastoupeni CD4+ bun€k zvySovalo po infekci E. intestinalis (od 22 dni SDI s
vyjimkou 25 dni) a zastoupeni CD8+ bunék od 25 dnti SDI (obr. 4). Nejvyznamnéjsi rozdil byl
zaznamenan u kralikti inokulovanych 33 den SDI, kdy byly u CD4+ bunék naméteny hodnoty
19,4 % u kontrolnich a 60,0% buné¢k u inokulovanych kralikd. Procento CD8+ lymfocytl bylo
zvlaste vysoké také u zvifat inokulovanych v 33 SDI. Jedind vyznamna zména souvisejici s
infekci E. flavescens byla zjisténa u krélikti infikovanych ve stafi 33 dnd, kdy zminéné hodnoty
CD4+ bun¢k byly 5,4% u kontrolnich a 14,3 % u inokulovanych zvitat (obr.5).

Procentualni zastoupeni CD8+ bun¢k mélo tendenci se zvySovat se stafim v den inokulace, ale

hodnoty se nikdy priikazné neliSily od hodnot u kontrolnich zvitat.



Obr. 2
Zastoupeni (v %) CD4+ a CD8+ T lymfocytlh v mezenterickych lymfatickych uzlinach kralikia

nakazenych E. intestinalis.
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* statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

Jediny vyznamny rozdil rozdil mezi nenakazenymi a infikovanymi kraliky byl zjistén v CD8+

zastoupeni T lymfocytl u kralikli inokulovanych 33 SDI.



Obr. 3
Zastoupeni (v %) CD4+ a CD8+ T lymfocytii v mezenterickych lymfatickych uzlinach kralika

nakazenych E. flavescens.

60 -
50 -
40 ~ O CD4 kontrol.
| CD4 inok.
® 30 4
@ CD8 kontrol.
20 1 m CD8 inok.
10 -
0 il
19 22 25 29 33
stafi pfi inokulaci (dny)

V mezenterickych lymfatickych uzlinach nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil mezi

kontrolnimi a nakazenymi kraliky.



Obr. 4
Pomér mezi CD4+ a CD8+ T lymfocyti v intraepitelidlnich lymfocytech u kralik nakazenych

E. intestinalis.

O CD4 kontrol.
m CD4 inok.
@ CD8 kontrol.
| CD8 inok.

%

14 16 19 22 25 29 33

stafi pfi inokulaci (dny)

* statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

Procento CD4+ bun€k v inokulovanych kralikaich v poméru s kontrolnimi zvifaty bylo
vyznamng zvySené u kraliki nakazenych 22, 29 a 33 SDI. Procento CD8+ bunck se zvySuje u
kralika inokulovanych 25 SDI a dale.



Obr. 5
Pomér mezi CD4+ a CD8+ T bunikami v intraepitelidlnich lymfocytech kralikd infikovanych E.

flavescens.
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* statisticky vyznamny rozdil (P<0,05)

Jediny vyznamny rozdil mezi nenakaZenymi a infikovanymi kraliky byl nalezen v poméru

CD4+ bun¢k u zvitrat inokulovanych 33 SDI.



5. Diskuse

Srovnavaci studie imunitni reakce u 7- 8 tydennich kralikl infikovanych E. intestinalis a
E. flavescens ukazuji, ze oba druhy parazitli vyvolavaji podobnou imunitni odpovéd’ navzdory
jejich rozdilné imunogenicité (Pakandl a kol. 2008). Jediny zjevny rozdil v odpovédi na infekci
dvou druht kokcidii byl v procentu CD8+ lymfocyti ve specifickém misté vyvoje parazita
(posledni tfetina tenkého stieva u E. intestinalis a tlusté stievo u E. flavescens), které se
zvySuje u kralikt infikovanych E. intestinalis, ale ne u E. flavescens. Dynamika subpopulace
lymfocytli ve stfevnim epitelu nakazenych kraliki kokcidiemi s vysokou (E. intestinalis) a
nizkou (E. flavescens) imunogenicitou, ukazuje podstatnou ulohu mistni reakce v imunitni
odpovédi vici nakaze kokcidiemi.

Od 25 SDI dale, jsou kokcidie schopny relativné dobré reprodukce (Pakandl a Hlaskova
2007), od tohoto SDI byl podil CD4+ a CD8+ bun¢k ve stfevnim epitelu sajicich kralicat
nakazenych E. intestinalis zvyseny (Pakandl a Hlaskova 2007). Ve srovnani s 7-8 tydennimi
kraliky (Pakandl a kol. 2008) byl podil CD8+ bunék ve stievnim epitelu mladych kontrolnich
kralikli niz8§i a zfejm& i proto rozdil mezi kontrolnimi a infikovanymi kraliky byl jesté
vyrazn€j$i nez u starSich zvifat. Antigenni stimulace kocidiemi pravdépodobné piispiva k
osidlovani epitelu CD8+ lymfocyty. Je zajimavé, Ze procento CD4+ bun¢k ve stievnim epitelu
se vyznamné lisi u sajicich kralicat inokulovanych v 22, 29, 33 SDI oproti kontrolnim zvitatim.
Jinak tomu bylo u starSich kralikd, u kterych byla primérma hodnota 4,3% u kontrolnich a 8,4%
u inokulovanych (14 SDI), ale rozdil nebyl statisticky vyznamny (Pakandl a kol. 2008).Podil
CD8+ lymfocytti byl mimotadné vysoky u kralikti inokulovanych ve 33 SDI a procento téchto
buné¢k u stejnych zvifat bylo rovnéz vyznamné zvySeno i v mezenterickych lymfatickych
uzlinach. Zastoupeni této subpopulace lymfocyti v MLN se naopak neliSilo po infekci u
starSich kraliki (Pakandl a kol. 2008). Ackoli nebyl nalezen zadny rozdil mezi 7-8 tydennimi
kontrolnimi kraliky a stejn€ starymi kraliky nakazenymi E. flavescens (Pakandl a kol. 2008), po
inokulaci kralik ve 33 dnech SDI vzrostl podil CD4+ bun¢k v epitelu tlustého stieva (5,4% u
kontrolnich oproti 14,4% u inokulovanych kralikd. Prekvapivée tedy nékteré parametry, které se
v disledku infekce neménily u starSich kralikt, se vyznamné odliSovaly u sajicich kralicat.

Nejpodrobné;jsi studie byla publikovana Renaux a kol. (2003), ktera pracovala s_vysoce
imunogenni E. infestinalis. Imunitni odpovéd’ proti parazitovi byla po primarni infekei kraliki
po odstavu velmi vyrazna a vyznacovala se pfechodnym zvySenim v procentu stfevnich CD4+

lymfocytd a CD8+ lymfocyti v MLN 14 dni po inokulaci. Procentudlni zastoupeni CD8+



lymfocytii v epitelu bylo vyrazné zvySené od 14 dni po inokulace i po delSich intervalech.
V této praci se u sajicich krali¢at pomér CD8+ lymfocytli v MLN zvySoval pouze pfi infekci E.
intestinalis ve 33 dnech SDI. Ve 33 dnech SDI bylo u sajicich kralicat také nejvyssi procento
zastoupeni stievnich CD4+ 1 CD8+ lymfocyti. Lze tedy fici, Ze vysledky Renaux a kol. (2003)
se s vysledky uvedenymi v této praci v podstaté shoduji.

Shi a kol. (2001) zjistovali ¢asnou odpoveéd’ krys (0, 1 a 2 dny po inokulaci) na infekci
E. separata. Po primarni infekci pievladaly ve stievé CD4+ bunky, zatimco CD8+ bunky
predstavovaly hlavni subpopulaci lymfocytl po sekundarni infekci. Rose a kol. (1992)
demonstrovali na mysich, u kterych byly zniceny CD4+ i CD8+ lymfocyty, ze CD4+ lymfocyty
jsou dulezité pti mechanismech uplatiiujicich se pii primarni infekci Eimeriemi a jejich zavéry
také ukazaly, ze CD8+ lymfocyty hraji roli v obran¢ zvitete pti sekundarni infekei.

U telat nakazenych E. bovis bylo pozorovano v MLN pouze zvySeni CD4+ bunck a to u
zvitat zabitych 35 dni po inokulaci. V lymfocytech v periferni krvi bylo zastoupeni obou
subpopulaci lymfocyta pfechodné zvySené 12 dni po inokulaci, ale klesalo od 25 dni po infekci
a nakonec dosahlo stejné hodnoty jako u kontrolnich zvifat (Hermosilla a kol. 1999). Naopak v
této studii byl v MLN zjistén pouze signifikantni rozdil v nartistu CD8+ bunék.

Obecné lze fici, Ze u kazdého savciho druhu je odpovéd na infekci kokcidiemi jind, vétSinou se
vSak v primarni infekci uplatituji hlavné lymfocyty subpopulace CD4+ a v sekundarni CD8+.
V nasem ptipadé¢ se 1 pfi primarni infekci vyraznéji uplatnovaly CD8+ lymfocyty.

Studie provedena Rothwell a kol. (1995) na kufatech inokulovanych E. maxima ukéazala,
ze po primarni infekci doslo jak v epitelu tenkého stfeva, tak v lamina propria ke zvySeni poctu
T- lymfocyta. Pocty CD4+ a CD8+ bunék byly zvySeny po 3-5 dnech a podruhé jesté vyraznéji
11 dni po infekci, ale zatimco pocet CD8+ bunék vzristal jak v epitelu tak v lamina propria,
pocet CD4+ lymfocytl byl vyssi pouze v lamina propria. Autoii zobectiuji, Ze jak CD4+ tak
CD8+ lymfocyty hraji ulohu v imunitni odpovédi, ale celkové se na ni vice podileji CD8+
buiiky (Rothwell a kol. 1995), coz bylo zjisténo 1 v této praci.

Parametr sledovany v této praci (procentualni zastoupeni CD4+ a CD8+ lymfocytl v
MLN, ileu a slepém stfeve) spolecné s dalSimi imunologickymi parametry (Pakandl a kol.
2008) ukazuji, ze imunitni odpoved’ ke kokcididze miize byt vyvolana i u mladych kralikd pred
odstavenim od 22 dne véku a déle. Tento vysledek je vyznamny z hlediska vakcinace sajicich
kralicat proti kokcididze, ktera musi byt provedena co nejdiive, aby se predeslo spontannim
infekcim virulentnimi kmeny kokcidii a zarovenl ve v€ku, kdy imunitni systém je natolik

vyzraly, ze mize byt vyvoldna imunitni odpovéd’ vici parazitovi.



6. Zavér

Pomoci pratokové cytometrie bylo sledovano procento zastoupeni CD4+ a CD8+
lymfocytt v epitelu ilea, slepého stfeva a v mezenterickych lymfatickych uzlinach u sajicich
kralicat nakaZzenych E. intestinalis a E. flavescens. Bylo zjiSténo, Ze se po infekci vysoce
imunogennim druhem FE. intestinalis dochazi k vyznamnému zvySeni zastoupeni obou
subpoulaci intraepitelidlnich lymfocyth piiblizn€ od 22 dnii staii v den inokulace, zatimco po
infekci slabé imunogenni kokcidii E. flavescens doSlo pouze ke zvySeni zastoupeni CD4+
lymfocyt v epitelu stfeva kralicat inokulovanych ve stafi 33 dnid.Po infekci obéma druhy
kokcidii nebyly v mezenterickych lymfatickych uzlinach zjistény zddné vyznamné rozdily mezi
kontrolnimi a inokulovanymi zvifaty kromé kralicat inokulovanych E. intestinalis v 33 dnech
staii, kdy bylo signifikatné zvyseno zastoupeni CD8+ lymfocytu.

Prace ukazala vyznamny rozdil mezi siln¢ a slabé imunogenni kokcidii, kdy pfi infekci
slabé imunogennim druhem nebyly zjiStény Zzadné vyznamné zmény, a naopak pii infekci
vysoce imunogennim druhem je odpovéd’ vyraznd a spociva jak ve zvySeni zastoupeni
pomocnych T bun¢k, tak cytotoxickych T lymfocyti. Zjisténi, Ze ke zménam v zastoupeni
lymfocytli dochézi hlavné v epitelu stfeva vede k zdvéru Ze pii primarni infekci kokceidii je

dilezita lokalni imunitni odpovéd’.
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