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1. Uvod

1.1. Kryptosporidie

1.1.1. Biologie kryptosporidii

Kryptosporidie jsou Iékaisky a veterinarné vyznamni jednobunééni paraziti infikujici
vSechny ttidy obratlovcl. Prvni zéstupce, Cryptosporidium muris, byl popsan Tyzzerem
v roce 1907 z zaludecnich Zlaz laboratornich mysi. Kryptosporidie maji své jméno odvozeno
od morfologického znaku chybéjici sporocysty v oocysté .

Kryptosporidie jsou jednou z linii kmene Apicomplexa, jejich pifibuzenské vztahy
v ramci kmene jsou stale diskutovany. Diive byly kryptosporidie tfazeny mezi kokcidie
(Corliss 1994, Fayer et al. 1997). Nicméné na zaklad¢ fylogenetickych studii malé
ribosomalni podjednotky RNA (SSU rRNA) byla prokazana jejich ptibuznost s gregarinami,
s nimiz tvofi sesterskou skupinu na bazi celého kmene Apicomplexa (Carreno et al. 1999).
Jejich bazélni pozici podporuje také nepiitomnost apikoplastu a fylogeneticka studie celych
genomtl u sedmi druht Apicomplex (Zhu et al. 2000, Kuo et al. 2008). Mezi spole¢né
morfologické znaky kryptosporidii a gregarin patii zadnik apikélniho komplexu brzy po invazi
hostitelské buiiky a morfologicka stavba organel slouzicich k pfichyceni k hostitelské burice
(u kryptosporidii feeder organela, u gregarin epimerit) (Valigurova et al. 2007).

Kryptosporidie infikuji prevazné Zalyts cmEERY
hostitelské bunky

gatrointestinalni trakt hostitele. Monoxenni

Nedokoncené spojeni
Vnéjsi cast
Vnitfni cast

vyvojovy  cyklus  kryptosporidii  zahrnuje

pohlavni (gamogonie) a nepohlavni faze
. . . ~ a hostitelem
(sporogonie, merogonie). Lokalizace
| Cryptosporidium sp.
kryptosporidii vic¢i hostitelské bunce byla
., . ) ., Lamely feeder Ia:;r:::ze Vlaknity vybéZek
nazyvana jako intracelularni  organely ANl 2147,
. B X i Mikroklky hostitele
extracytoplasmatickd. Valigurova et al. (2008),

po podrobné morfologické studii, charakterizuji . > Denznllinle
“~
Denzni prouzek

lokalizaci jako epiceluldrni: parazit je v

Prostor mezi parazitem

parazitoforni vakuole, ktera vznika z vnéj§i Obrazek 1. Prichyceni k hostitelské bufice, parazitoforni

. . ) vakuola (pfevzato z Valigurova et al. 2008).
mikrovilarni membrany hostitelské  buiky

(obrazek 1).



V ramci rodu Cryptosporidium lze podle lokalizace vyvojového cyklu v hostiteli odlisit
dvé skupiny - skupinu infikujici primarné zaludek a skupinu s afinitou ke sliznici stfeva. Tyto
skupiny zalude¢nich a stievnich kryptosporidii jsou monofyletické (Xiao et al. 2004).
Népadnym odliSujicim znakem je také velikost oocyst. Stfevni kryptosporidie maji mensi
kulaté oocysty (napt. C. parvum 5 % 4,5 pm; Tyzzer 1912), kdezto zaludecni druhy maji
oocysty vétsi a ovalné (napt. C. andersoni 7,4 x 5,5um; Lindsay et al. 2000).

1.1.2. Zalude&ni kryptosporidie

1.1.2.1. Druhy a genotypy Zalude¢nich kryptosporidii

Do soucasnosti bylo popsano ze zaludku obratlovcl Sest druhti kryptosporidii, C. muris
a C. andersoni u savcl, C. serpentis u plazl, C. galli u ptaki, C. molnari u ryb a C. fragile u
obojzivelnikli (Tyzzer et al. 1910, Levine 1980, Pavlasek et al. 1999, Lindsay et al. 2000,
Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla 2002, Jirkd et al. 2008). Déle je znamo Sest genotypl
zaludecnich kryptosporidii ,,Cryptosporidium Caribou ze soba, ,,Cryptosporidium muris
Japanese field mouse” zmySice japonské, ,,Cryptosporidium Lizard“ z jeStérky,
,»Cryptosporidium Tortoise” z zelvy, ,,Cryptosporidium Woodcock™ ze sluky lesni a
,»Cryptosporidium galli Finch* z pénkavy (Fayer 2008).

1.1.2.2. Hostitelska specifita Zaludecnich kryptosporidii savci

Vedle molekularnich rozdili, morfologie vyvojovych stadii a lokalizace vyvojového
cyklu, je pfirozena hostitelska specifita jednim ze zékladnich znakt odliSujicich od sebe
jednotlivé druhy kryptosporidii (Xiao et al. 2004). Dosud byly u savcl popsany dva druhy
zalude¢nich kryptosporidii C. andersoni a C. muris s tadou kmenl liSicich se svou
hostitelskou specifitou (Tyzzer 1910, Lindsay et al. 2000, Morgan et al. 2000, Xiao et al.
2004). V soucasnosti pievlada nazor, ze oba druhy predstavuji komplex skrytych druht tak,
jak to bylo diive prokazano u stievnich druht kryptosporidii (Kvac et al. 2008). Naproti tomu
se u n€kterych kmeni/izolath mize jednat o rozdil zplisobeny vnitrodruhovou variabilitou
(Xiao et al. 2004).

Druh C. andersoni byl doneddvna spojovan pouze s piezvykavci (zejména skot) a
povazovan za neinfekéni pro mysi (Lindsay et al. 2000). Pfed popisem byla C. andersoni
fazena spolu s dal§imi Zalude¢nimi kmeny do skupiny oznacované C. muris nebo C. muris-
like. Koudela et al. (1998) pomoci experimentilnich infekci piskomili mongolskych

(Meriones unquiculatus) zaludeCnimi kryptosporidiemi ze skotu rozsifil znalosti o



hostitelském spektru druhu, jenz byl pozdéji identifikovan jako ze skotu popsany druh C.
andersoni (Lindsay et al. 2000). V roce 2003 byl publikovan prvni molekularné podpotfeny
nalez C. andersoni u neptezvykavce ve volné ptirodé¢, konkrétné u svisté¢ bobaka (Marmota
bobak) (Ryan et al. 2003). Koyama et al. (2005) popsali v ramci druhu C. andersoni kmen
Kawatabi ziskany z ptirozen¢ infikované kravy, ktery byl infekéni pro laboratorni SCID mysi,
a tim padl posledni odliSujici znak mezi C. andersoni a C. muris a to neinfekénost pro
laboratorni mysi. Navic izolat C. andersoni z piirozené infikovaného velblouda dvouhrbého
(Camelus bactrianus) neni infekéni pro telata (Wang et al. 2008).

Hostitelské spektrum C. muris je oproti pfedeslému druhu mnohem $irsi, nelze jiz
jednoznaéné konstatovat, ze typickym hostitelem C. muris jsou hlodavci (Tyzzer 1910).
V ramci tohoto druhu byly totiz popsany kmeny ptirozené infikujici predevsim prezvykavce.
Ptirozena infekce byla popsana také z velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) (C. muris
22) azirafy sitované (Giraffa camelopardalis reticulata) (C. muris GC07) (Morgan et al.
2000, Kodadkova 2007). Hostitelska specifita se navic vyrazné 1i8i i v ramci jednotlivych
kmeni/izolatt.

Nejpodrobnéji jsou prostudovany tii izolaty, C. muris CB03 nalezeny u velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus) v zoologické zahrad¢ v Plzni, C. muris TS03 z hlodouna
vychodoafrického (Tachyoryctes splendens), ktery byl pouzit k infekénim pokusim v této
diplomové praci, a C. muris RN66 (typovy izolat) z potkana obecného (Rattus norvegicus).
Castecné sekvence genu SSU rRNA jsou identické u C. muris CB03 a C. muris RN66, C.
muris TS03 ma navic inzert ATT, A a jednu substituci T-C. Rozdily v dostupnych sekvencich
genu SSU rRNA u vSech dosud zndmych izolath C. muris jsou uvedeny v tabulce 1. Izolaty
RN66 a TS03 jsou navzdory jejich molekularnim rozdiliim neinfekéni pro ovce a kozy,
zatimco izolat CB03, identicky s izolatem RN66, je pro n¢ infek¢ni. VSechny tii izolaty jsou

infek¢ni pro krysu malou (Mastomys coucha; Kvac et al. 2008).



Tabulka 1. Rozdily mezi izolaty C. muris v SSU rRNA.

Druh/izolat Hostitel cislo v Lokalizace mutaci v genu SSU rRNA *
whzoa ostite GenBank 40 52 422 443 462 467-9 483 521 608
C. muris RN 66  Rattus norvegicus EU24505 C A T A T - C - -
C. muris 22 Camelus bactrianus AF093497 C A T A T - C - -
C. muris 34 Procavia capensis AF093498 C A T A T - C - -
C. muris CB03  Camelus bactrianus EU245044 C A T A T - C - -
C. muris TS03 Tachyoryctes splendens ~ EU245043 T A T A T TTA C A -
C. muris Felis catus DQ836341 C G T A T - C - -
C. muris Canis familiaris EU549784  ? ? T A T - C - -
C. muris Phoca hispida EU156446 C A T G A - C - -
I(é'a Z’V;’;’fn Apodemus speciosus AY642591 T A C A - - T - G
C.muris Geo7 ~ Oralfacamelopardalis  preessy; ¢ A T A T - € - -

reticulata

*Pozice nukleotidl v alignmentu. Pozice v jednotlivych sekvencich se li§i vlivem gapii vzniklych v alignovanych

sekvencich (781 bp).; ? chybéjici data; - gap

1.1.2.3. Patogenita Zaludec¢nich kryptosporidii

Kryptosporididza zptisobend zalude¢nimi druhy ma ve vétsSing€ piipadi asymptomaticky
prubéh. Zejména u nich nebyvaji pozorované prijmové priznaky, které jsou charakteristické
pro infekce zpusobené stfevnimi druhy kryptosporidii. Klinické ptiznaky spojené s anorexii a
ubytkem hmotnosti byly popsany pouze v n¢kolika ptipadech (Anderson 1987, Pospischil et
al. 1987). Infekce je lokalizovana vyhradné v zlaznaté ¢asti zaludku, u prezvykavcl pouze
v pravém zaludku — slezu (Kvac et Vitovec 2003).

Ve vétsine ptipada zaludecnich kryptosporididz nebyly detekovany makroskopické, ani
mikroskopické zmény, zejména nejsou piitomny zanétlivé procesy v lamina propria
7alude¢ni sliznice (Anderson 1987, Iseki et al. 1989, Ozkul et Audin 1994, Kvag et Vitovec
2003). Nicméné v ojedinélych piipadech byly tyto zanétlivé infiltraty v lamina propria
popsany, predev§im v misté probihajici infekce pti vysokych infekénich davkach C. muris u
mysi, koinfekce C. muris-like s bakterii podobné Helicobacter heilmannii u opic, nebo u
skotu s dlouhodobou chronickou infekci C. andersoni (Taylor et al. 1999, Dubey et al. 2002,
Masuno et al. 2006).

1.2. Imunitni odpovéd’ na infekci Zalude¢nimi kryptosporidiemi
Pribéh zalude¢ni kryptosporidiozy je u imunokompetentnich jedinci casto

asymptomaticky, naproti tomu u imunodeficitnich jedinct (napt. AIDS pacienti) jsou klinické

N 24

ucinnd terapie kryptosporididzy, specifickd imunitni odpovéd’ je jedinym zndmym ucinnym



mechanismem k eliminaci kryptosporidii (Hommer et al. 2003). Jeji pochopeni je proto
pro nalezeni u¢innych imunoterapeutik nezbytné.

Imunitni mechanismy jsou nejlépe prostudovany u stievniho druhu C. parvum. Ten je
veékove specificky: dospéla zvifata k nému nejsou ptirozené vnimava a daji se povazovat za
rezistentni. Zaludeéni druh C. muris piedstavuje vhodny model pro studium imunitni
odpovédi z diivodu dlouhé prepatentni a patentni periody a absenci vékové specifity, diky
které lze provadét srovnavaci studie infektivity u imunokompetentnich a imunodeficitnich
mysi (McDonald et Bancroft 1993). Zatimco imunokompetentni mysi se z infekce C. muris
vyléci, u imunodeficitnich mysi pietrvava chronickd forma infekce (McDonald 1996). Dalsi
vyhodou C. muris je snadné uchovani v laboratofi pomoci pasdzi pies nékteré druhy
hlodavci, u nichz se i pfes jejich imunokompetenci vyviji chronickd infekce (krysa mala

Mastomys coucha).

1.2.1. PFrirozena imunita u zZalude¢nich kryptosporidii savci

Pfirozend imunita zahrnuje predev§im makrofagy, dendritické buiiky, granulocyty, NK
buniky (natural killers, ptirozeni zabijeci) a komplement. U SCID mysi, kterym diky absenci
B a T-lymfocyt chybi ziskand imunita, jsou vSechny soucasti pfirozené imunity piitomny,
tato ¢ast imunitni odpovédi je v§ak u nich malo studovana. V ptipadé infekei zpisobenych C.
parvum byla sledovana interference mucinu se schopnosti sporozoita pfichytit se a invadovat
hostitelskou buriku (Cevallos et al. 2000). Prestoze pii Zalude¢ni kryptosporididze tato
interference nebyla dosud sledovana, 1ze predpokladat stejnou schopnost mucinu v zaludku
jako ve stieve.

Interferon y (INF-y), ktery je produkovan NK burikami a T- lymfocyty, je soucasti
pfirozené i ziskané imunity. Béhem infekce BALB/c mysi se postupné od 14 DPI (dny po
infekci) zvySuje jeho produkce, nejvyssi je po vyléceni infekce (Tilley et al. 1995). U
infikovanych BALB/c mys$i se po podani anti- INF-y protilatky zvysila produkce oocyst.
Nicméné opakované davky anti-INF-y vyléceni z infekce nezabranily. To nasvédcuje tomu, ze
INF-y hraje dtlezitou roli v po¢atcich vyvoje imunity proti infekci C. muris (McDonald et al.
1992).

Krom¢ studovaného vlivu NK bunék byly u C. muris sledovany pocty neutrofild,
eosinofili a monocytli (prekursory makrofagli) a pravdépodobné k eliminaci parazita

vyznamn¢ nepiispivaji (Miller et Schaefer 2007).



1.2.2. Ziskana imunita u Zalude¢nich kryptosporidii savci

Ziskand imunita je specificka, jeji vyvoj trva urCitou dobu a zahrnuje slozku humoralni a
bunécnou. Z chronické infekce SCID mysi vyplyva, ze vyznamny prvek v eliminaci parazita

zaujimaji B a T-lymfocyty, jejichz absenci jsou SCID mysi charakterizovany.

1.2.2.1. Humoralni odpovéd’

Protilatky specifické proti kryptosporidiim se béhem infekce objevuji v krvi a v mukdze
u fady savci, zjiStény byly napi. u lidi a u skotu (Ungar et al. 1986, Peeters et al. 1992).
Infekce SCID mysi s rekonstituci splenocyty s depletovanymi B-lymfocyty probihala shodné
jako u SCID mysi s rekonstituci splenocyty, u nichZz tyto buiiky depletovany nebyly
(McDonald et al. 1992). Existuje fada praci zabyvajici se pasivni imunizaci mlad’at matkou,
ktera prodé€lala infekci. Kufata slepic, které prodé€laly infekci C. baileyi, byla ke stejné infekci
rezistentnéj$i nez kontrolni skupina (Hornok et al. 1998). Nicmén¢ u lidi s chronickou
kryptosporidiézou nebyla prokazana vnimavost pii 1é€bé bovinnim kolostrem obsahujicim
antikryptosporididlni protilatky (Saxon et Weinstein 1987). Protilatkovd imunita ma ziejme
omezenou schopnost eliminovat reprodukci parazita. Tomu odpovidd mnozstvi cirkulujicich
B-lymfocyttl, které se po infekci zvySuje a dosahuje maxima 3 DPI (dny po infekci) a pak
postupné klesa (Miller et Schaefer 2007).

1.2.2.2. Bunéén4 imunita

Vyznam T-lymfocyty zprostfedkované imunity u kryptosporidiozy je ziejmy zejména u
AIDS pacientil, u kterych pfi nizkém poctu cirkulujicich CD4+ T-lymfocyti (<180 mm?)
piechazi infekce v chronickou a Zivot ohrozujici (Flanigan et al. 1992).

Imunita k infekci miize byt adoptivné pienesena do SCID mysi nejcastéji ze sleziny
nebo mizni uzliny z imunokompetentni mySi. Pokud pfenesené buriky pochéazely z
imunizovaného darce s infekci stejnym druhem/kmenem kryptosporidie, SCID myS$i se
vyléCily diive nez kontrola rekonstituovana lymfocyty od naivniho darce (BALB/c mysi)
(McDonald et al. 1996).

Ptfi rekonstituci imunity depletovanymi CD4+ T-lymfocyty nedo§lo u SCID mysi k
samovyléceni, navic podavanim anti-CD4+ protilatky doslo u imunokompetentnich mysi ke
zhorSeni pribéhu infekce (Ungar et al. 1991, McDonald et al. 1994). Nicméné pii depleci
CD4+ T-lymfocytii u ptenaSenych bun¢k se SCID mysi nevylé€ily. Naopak deplece CD8+ T-
lymfocyti méla na protektivni imunitu pienesenych buné¢k jen nepatrny negativni efekt (delsi

patentni perioda) (McDonald et al. 1994, 1996).



Vyznam CD8+ T-lymfocyt neni dosud plné objasnén. V rozporu s teorii, ze CD8+ T-
lymfocyty nejsou nutné k potlaceni infekce je prace o zanétlivé odpovéedi skotu na C. parvum
(Abrahamsen et al. 1997). Skot byl rezistentni k reinfekci, pfi niz se v klcich zvysil pouze
pocet CD8+ T-lymfocytl. Z toho je mozné usuzovat, Ze tato subpopulace T-lymfocytl je
v rezistenci u reinfekce dilezitd. Na urcitou minoritni roli CD8+ T-lymfocytl poukazuji i
McDonald et al. (1994), protoze pii podavani anti-CD8+ protilatek doslo ke zvySovani
produkce oocyst.

Hostitel na infekci odpovida aktivaci CD4+ pomocnych T-lymfocyta (helper cells,
Th), které produkuji rtizné cytokiny, které sméfuji imunitni odpovéd” bud’ k Thl (produkci
INF-y a IL-2), nebo k Th2 (produkci IL-4, IL-5 a IL-10). Pfi intracelularnich infekcich, mezi
néZ patii 1 kryptosporididza, se vyviji smérem k Thl, vyvoj k Th2 by naopak mohl vést
k prodlouzeni infekce nebo ke smrti (McDonald 2000). To bylo potvrzeno i na IEL
(intraepiteliarni lymfocyty) kdy se po infekci zvysilo jejich mnoZstvi produkujici INF-y, a na
bunikach ze sleziny a miznich uzlin, které po infekci zvysily produkci IL-2 (Culshaw et al.

1997, Davami et al. 1997).



2. Cile prace

e Pomoci adoptivnich transferi imunity definovanych subpopulaci lymfocyta

z imunokompetentnich naivnich a imunnich dérci (BALB/c) do imunodeficitnich

piijemct (SCID) popsat roli v protektivni imunité proti zaludecni kryptosporidioze.

standardizovat metodiku deplece
popsat vliv CD4+ a CD8+ T-lymfocytt na prib¢h infekce

popsat vliv CD4+ a CD8+ T-lymfocytdi na mnozstvi vylucovanych
kryptosporidii v pribéhu patentni periody
popsat roli CD4+ a CD8+ T-lymfocyti ve procesu zvladnuti kryptosporidiové

infekce

zjistit jak se vySe zminované efekty li§i u obou populaci T-lymfocytii z naivnich

a imunnich darca



3. Material a metodika

3.1. Oocysty Cryptosporidium muris

Izolat C. muris TS03 plivodné ziskany z ptirozené infekce z hlodouna vychodoafrického
(Tachyoryctes splendens) byl v laboratoifi udrZzovan pasdZzovanim v krysach malych
(Mastomys coucha). Oocysty byly poté pieistény z jejich trusu a pouzity k infekénim

experimentiim.
3.2. Ci§téni a diagnostika oocyst C. muris

3.2.1. Cisténi kryptosporidii na sacharézovém gradientu (Arrowood et Sterling 1987)

Vzorky trusu z krys malych byly zhomogenizovany ve tfeci misce a precezeny pies
sitko. Do centrifugacnich kyvet byly navrstveny nésledujici gradienty: spodni vrstva 30 ml
Sheaterova roztoku (deionizovand voda 259 ml, cukr 405 g, fenol 7,29 g) 1+2 (1 dil
Sheaterova roztoku + 2 dily PBS Tween (fosfatovy pufr, 0,5 ml Tween 20 (Serva, Heidelberg,
DE))), 30 ml Sheaterova roztoku 1+4 a 15 ml nafedéného vzorku trusu. Kyvety s gradienty
byly centrifugovany (20 min, 1370 g, 4 °C). Supernatant byl ptfenesen do nové kyvety a
doplnén deionizovanou vodou. Po centrifugaci byla horni polovina kyvety odsata vodni
vyvévou a supernatant byl doplnén deionizovanou vodou na plivodni objem. Promyvaci
proces byl dvakrat opakovan. Pelet s oocystami byl pienesen pasteurovou pipetou do Cisté

zkumavky a skladovén v chladnicce pii 4 °C do dalsiho precisténi.

3.2.2. Cidténi kryptosporidii na cesium-chloridovém gradientu (Arrowood et Donaldson

1996)
Jeden ml roztoku CsClI (p = 1,15 g/ml; 21,07g CsCl; 100 ml deionizovana voda) v 2 ml

mikrozkumavce byl pfevrstven 0,5 ml oocystami kryptosporidii v PBS (fosfatovy pufr) a
nasledné centrifugovan (3 min, 16000 g, 4 °C). Odebran byl 1 ml supernatantu s oocystami
(oocysty vytvorii viditelny prstenec) do Cisté 2 ml mikrozkumavky, objem byl doplnén 1 ml
PBS. Centrifugace a promyti CsCl bylo dvakrat opakovano. Pelet s oocystami byl pienesen do

zkumavky a skladovéan v deionizované vod¢ v chladnicce pti 4 °C.

10



3.2.3. Dezinfekce a filtrace pres sitko

K roztoku oocyst s deionizovanou vodou (1 ml) bylo pfidano 5 ml 5% NaOCI (Savo) a
na ledu michano 15 min. Nasledné byl roztok 5x promyt nadbytkem deionizované vody
(centrifugace 20 min, 1370 g, 4 °C). Roztok byl poté prefiltrovan pies mikrositko s otvory o
velikosti 10 pl, oocysty byly dale skladovany v chladniéce pii 4 °C.

3.2.4. Diagnostika oocyst kryptosporidii

Oocysty kryptosporidii byly vtrusu infikovanych zvifat detekovany pomoci
specifického barveni anilin-karbol-metyl violeti s dobarvenim tartrazinem (Milacek et
Vitovec 1985). Vzorek trusu natfeny na skli¢ko byl fixovan metanolem v plameni a barven 30
minut roztokem metylvioleti (0,6 g methylviolet,1 ml anilin, 1 g fenol, 30 ml etanol, 70 ml
deionizovana voda). Sklicka byla oplachnuta vodou a diferencovana v kyseling sirové (2%
vodny roztok). Sklicka byla opét oplachnuta vodou a dobarvena v tartrazinu (1% tartrazin
v 1% kyselin¢ octové). Poté byla sklicka znovu opldchnuta vodou a nechdna zaschnout.
Nabarvené vzorky byly prohlizeny svételnym mikroskopem (Olympus IX 70) pti zvétSeni
1000x% s olejovou imerzi. Stanoveni hodnoty OPG (oocyst na gram) dle Kvag et al. (2007).

3.3. Mysi

BALB/c mysi (Charles River, DE) a mysi s téZkou kombinovanou imunodeficienci
(SCID mysi) (vlastni chovy BC AV CR, v.v.i., Parazitologicky tstav) kmene C.B-17 byly
chovany v chovnych nadobach s podestylkou z pilin v izolatorech (BEM, Znojmo, CR) se
vzdusnymi filtry (HEPA) ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR,
v.v.i., v Ceskych Budgjovicich.

Pro pokusy byly pouzivany 8 tydnt staré mysi obou pohlavi. V§echny mysi byly
krmeny komeréni smési (RACIO s.r.o., Bteclav, CR) a napajeny vodou ad [libitum,

podestylka, potrava i voda byly pfed pouZzitim autoklavovany.

3.4. Experimentalni peroralni infekce C. muris

Mysi byly peroralné (p.o.) infikovany pomoci jicnové sondy davkou 1x10° oocyst

C. muris v 200 ul deionizované vody na mys.

11



3.5. Ziskani suspenze splenocyti

Suspenze bunék ze slezin byly ziskdny z naivnich nebo kmenem C. muris TSO03
imunizovanych BALB/c my$i usmrcenych 28 DPI.

Mysi byly huméanné usmrceny zlomenim vazu. Poté byla vyjmuta slezina a
homogenizaci pies sitko byla pfipravena suspenze splenocytl. Ziskana suspenze bunck byla
tiikrat promyta mediem RPMI-1640 centrifugaci (10 min, 160 g, 4 °C). Nasledné byly
splenocyty resuspendovany v 1 ml RPMI-1640 media (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) s 10%
BOFES (inaktivované bovinni fetalni sérum; Zvos, Hustopede, CR). Splenocyty byly
nabarveny trypanovou modii (0,5 ml trypanové modie 0,5% vodny roztok, 0,5 ml RPMI, 10
ul bunék) a zivé bunky byly spocitany v Biirkerové komitrce. Pro dal§i zpracovani bylo

odebrano takové mnozstvi splenocyti, které obsahovalo nami pozadovany pocet T-lymfocytt.
3.6. Deplece CD4+ a CD8+ T-lymfocyti

3.6.1. Standardizace metodiky deplece

Ke standardizaci metodiky deplece byla pouzita mysi anti-CD4+ monoklondlni
protilatka (klon GK 1,5; ¢ = Img/ml) a séra z morcete a kralika, jako zdroj komplementu pro
depleci. Séra byla uskladnéna pii -18 °C a nebyla vice nez 2 mésice stara.

K testovani bylo pouzito 20 mil. splenocytli z BALB/c mysi v kazdé skuping. Byly

testovany rtizné kombinace pouzitych médii, protilatek a sér (tabulka 2).

Tabulka 2. Kombinace pouzitych médii, protilatek a sér pti standardizaci deplece

T-lymfocytt.

skupiny  médium pro splenocyty protilatky sérum
1 200 pl RPMI - kralik
2 200 ul RPMI - morce
3 200 pl 10% BOFES - kralik
4 200 pl 10% BOFES - morce
5 200 pl RPMI 2,5 ul Ab a-CD4 kralik
6 200 pl RPMI 2,5 ul Ab a-CD4 morce
7 200 pl 10% BOFES 2,5 ul Ab a-CD4 kralik
8 200 pl 10% BOFES 2,5 ul Ab a-CD4 morce

Po zpracovéani sleziny byla pfipravena bunétna suspenze v koncentraci 100 mil.
splenocytii na 1 ml RPMI-1640. Pro znaceni a fixaci kompletu u CD4+ a CD8+ T-lymfocytl
byly pouzity krysi anti-CD4+ (klon GK 1,5; ¢ = 1 mg/ml, eBioscience, San Diego, USA) a
anti-CD8+ (klon 2,43; ¢ = 0,2 mg/ml, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
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monoklondlni protilatky. Na 100 mil. splenocytii bylo ptidano 12,5 pg anti-CD8+ nebo anti-
CD4+ protilatek. Builky byly s protilatkami inkubovany 30 minut pfi 4 °C (na ledu)
s ob¢asnym jemnym promichanim. Kvili vymyti nenavdzanych protilatek byly splenocyty
centrifugovany v nadbytku RPMI-1640 (10 min, 160 g, 4 °C). Pelety bun¢k byly opatrné a
dikladné resuspendovany a bylo pfidano na zékladé predpokusu morceci sérum tedéné
v RPMI-1640 v poméru 1:5 (1 ml morceciho séra a 4 ml RPMI na 100 mil. bun¢k). Po
inkubaci (30 min, 37 °C) ve vodni lazni s obfasnym promichanim byly buiky dvakrat
promyty RPMI-1640 mediem centrifugaci (10 min, 160 g, 4 °C). Depletované suspenze byly

analyzovany pratokovym cytometrem.

3.7. Pozitivni imunomagneticka separace CD4+ a CD8+ T-lymfocyti pomoci

Dynalbeads (Dynal Biotech ASA, Oslo, NOR)

K pozitivni imunomagnetické separaci CD4+ a CD8+ T-lymfocyta byly pouzity
paramagnetické kulicky Dynabeads Mouse CD4 (L3T4) (Dynal Biotech ASA, Oslo, NOR) a
Dynabeads Mouse CD8 (Ly-2) (Dynal Biotech ASA, Oslo, NOR). Tyto kulicky o velikosti
4,5 pl maji na svém povrchu navdzanou monoklondlni protilatku proti membranovému
antigenu CD4 nebo CD8. Pozadované mnozstvi paramagnetickych kuli¢ek bylo pieneseno do
plastové zkumavky (50 ml) s promyvacim pufrem (1% BOFES v PBS). Pomoci magnetu
(Dynal Biotech ASA, Oslo, NOR) byly paramagnetické kulicky ptichyceny ke sténé¢
zkumavky. Pouzity promyvaci pufr byl odstranén a kulicky byly znovu resuspendovany
v Cerstvém promyvacim pufru. Tento postup byl dvakrat opakovan, aby doslo k odstanéni
azidu sodného.

Nasledné byly promyté paramagnetické kulicky ptidany k suspenzi splenocytt tak, aby
pocet kulicek a pocet odhadovanych CD4+ nebo CD8+ T-lymfocytli byl v poméru 4:1 a
zéaroveti koncentrace kuli¢ek dosahovala poctu 10" na 1 ml RPMI-1640 media fedéného
promyvacim pufrem v poméru 2:1. Tato smés kulicek a splenocyti byla inkubovana
v plastové zkumavce 20 minut za stdlého michani na ledu. Po 20 minutich byly
paramagnetické kulicky s navdazanymi CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty pomoci magnetu
ptichyceny ke sténé¢ zkumavky a zbytek splenocytl byl odstranén. Paramagnetické kulicky s
navazanymi CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty byly nasledné dvakrat promyty promyvacim
pufrem.

Po promyti byly paramagnetické kulicky vytésnény z povrchu CD4+ nebo CD8+ T-
lymfocytli pomoci protilatky anti-CD4 DETACHaBEAD Mouse CD4 (L3T4) nebo pomoci
DNAzy (Dynal Biotech ASA, Oslo, NOR). Na 10° CD4+ nebo CD8+ T-lymfocytd bylo
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ptidano 100 pl RPMI-1640 media s 10% BOFES a 10 uyl DETACHaBEAD. Tato smés byla
za stalého michani inkubovéna v plastové zkumavce (60 min, 20 °C). Pomoci magnetu byly
paramagnetické kulicky pfichyceny ke sténé zkumavky a roztoky obsahujici CD4+ nebo
CD8+ T-lymfocyty byly nasledné pieneseny do nové zkumavky. Kvalita vyizolovanych

populaci byla hodnocena pomoci pritokové cytometrie.

3.8. Pozitivni izolace CD4+ a CD8+ T-lymfocytii pomoci MicroBeads (MACS, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, DE)

Suspenze splenocytl byla prefiltrovana pies mikrositko (péry 30 pl, pre-separation
filtres, MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE) a promyta pufrem (pufr fedéni 1:20,
BSA stock solution : rinsing solution, MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE). Na
100 mil. splenocytli bylo pouzito 900 ul pufru. Do této suspenze bylo na 100 mil. splenocytt
ptidano 100 pl MicroBeads (monoklondlni protilatka s navdzanymi magnetickymi kulickami
o velikosti 50 nm, MACS, Milteny1 Biotec, Bergisch Gladbach, DE), pro zna¢eni CD&8+ T
lymfocyti bylo pouzito CD8a (Ly-2) MicroBeads a pro CD4+ T-lymfocyti CD4 (L3T4)
MicroBeads a suspenze byly za ob¢asné¢ho jemného promichani inkubovéany (15 min, 4 °C).
Zkumavka byla doplnéna 15-20 ml pufru a centrifugovéna (10 min, 160 g, 4 °C). Pelet
s burikami byl pufrem doplnén do 1 ml.

Pro magnetickou separaci byla pouzita LS kolona (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DE), kterd byla umisténa v magnetu (MiniMACS separator, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, DE). Kolona byla navlh¢ena 3 ml pufru (postupné po 1 ml). Pod kolonu
byla umisténa sbérnd zkumavka a suspenze bunék byla nanesena na kolonu a tfikrat promyta
5 ml pufru. Po promyti nenavazanych bunék byla kolona vyjmuta z magnetu, byl na ni
nanesen 1 ml pufru a pomoci pistu byly vytlaeny pozadované buiiky. Vyizolované buiky

byly centrifugovany (10 min, 160 g, 4 °C) a analyzovany pritokovym cytometrem.

3.9. Analyza bunék pomoci pritokové cytometrie

Pro analyzu jednotlivych bunéénych subpopulaci bylo pouzito 0,5 mil. splenocytl
(buiiky z izolace ¢i deplece CD4+ nebo CD8+ T lymfocyttli). Piislusné mnozstvi bun€k bylo
resuspendovano v 50 pl PBS s 1% BOFES. U splenocytii byla provedena lyzace erytrocytl
0,84% roztokem NH4CI pii teploté 37 °C po dobu 3 minut ve vodni ldzni (k lyzaci pouzity 2
mil. splenocytil) a buriky byly dvakrat promyty v PBS s 1% BOFES. U buné¢k po depleci
CD4+ nebo CD8+ T lymfocytl nebylo tieba provadét lyzaci erytrocytl, protoze komplement

(morceci sérum) erytrocyty zlyzoval.
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Nasledné byly k bunkam ptidany podle typu a doporuceného fedéni monoklondlni
protilatky proti sledovanym povrchovym antigenim. Sledovany byly antigeny CD4, CD8 a
CD45. K oznaceni sledovanych antigent byly pouzity tyto protilatky: 0,5 pl FITC anti-mouse
CD4 (L3T4) (klon GK 1,5; ¢ = 0,5 mg/ml; eBiosciences, San Diego, USA), 0,5 ul PE anti-
mouse CD8a (Ly-2) (klon 53-6,7; ¢ = 0,2 mg/ml; eBiosciences, San Diego, USA), 0,3 ul PE
anti-mouse Cy5 CD45 (klon 30-F 11; ¢ = 0,2 mg/ml; eBiosciences, San Diego, USA) a 0,5 ul
sekundérni protilatky FITC IgG Goat Anti-Rat (F(ab)2; ¢ = 0,2 mg/ml, Serotec, Martinsried,
DE). Sekundarni protilatka FITC IgG Goat Anti-Rat byla pouzita po depleci k ozna¢eni CD4+
a CD8+ T-lymfocytl, protoze primarni anti-CD4+ a anti-CD8+ protilatky zGstaly navazany
na receptorech, pokud nebyly bunky zlyzovany komplementem. Kazda série vzorki
zahrnovala isotypovou kontrolu 0,5 ul FITC rat IgG,, (klon eB149/10HS; ¢ = 0,5 mg/ml;
eBiosciences, San Diego, USA) a 0,5ul PE rat IgG2a (klon eBR2a; ¢ = 0,2 mg/ml;
eBiosciences, San Diego, USA). U intraepitelidrnich lymfocyti vyizolovanych ze SCID mysi
po prenosu byly jesté navic zméfeny yo T- lymfocyty protildtkou FITC anti-dyTCR (klon
GL3; ¢ = 0,5 mg/ml, eBiosciences, San Diego, USA) s piislusnou izotypovou kontrolou FITC
IgG Armenian Hamster (klon 299, ¢ = 0,5 mg/ml; eBiosciences, San Diego, USA). Vzorky
byly inkubovany s piislusnymi protilatkami (30 min, 4 °C). Pak byly promyty centrifugaci
(10 min, 160 g, 4 °C) a pelet ze splenocyti byl roziedén PBS s 1% BOFES do 0,5 ml a
z 7aludkt do 0,3 ml. Nasledn¢ bylo ptidano 50 000 fluorescencné znacenych kuli¢ek
(Fluorospheres Flow-Count, Backman Coulter, Fullertown, CA, USA), aby bylo mozZno
spocitat absolutni pocet intraepitelialnich lymfocytt.

Buriky byly analyzovany pomoci Epics XL Flow Cytometer (Backman Coulter,
Fullertown, USA), ktery je vybaven 15-mW argon-ionovym laserem. Analyzovéno bylo deset
tisic oznaCenych bun¢k v kazdé bunécné suspenzi. Oznacené subpopulace bunck byly

roztiidény pomoci softwaru System 2 (Backman Coulter, Fullertown, USA).

3.10. Kontrola istoty pienosu T-lymfocyti z mysi po pokusu

SCID mysi byly po ukonceni experimentu utraceny zlomenim vazu a byla jim vyjmuta
slezina a zaludek. Slezina byla zpracovana (viz kap. 3.5.), subpopulace T-lymfocyti byly
analyzovany prutokovou cytometrii.

Ze zaludkl, které byly propldchnutim deionizovanou vodou ocistény od zbytkd
potravy, byly izolovany intraepitelidlni lymfocyty (Kearsey et Stadnyk 1996). Zaludky byly
proplachnuty ve dvou laznich PBS (3 min, 4 °C) a v RPMI-1640 obsahujicim 2% BOFES (30
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min, 4 °C). Zaludky byly piendany do piedehiatych kadinek s 6 ml HBSS (0,49 g HBSS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) v 50 ml deionizované H,O bylo sterilizovano pies filtr 0,2
pum a 50 ul 1 mM DTT (DiThioTreitol, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a 2,5 ml BOFES) a
za obCasného mirného promichani inkubovany ve vodni lazni (60 min, 37 °C). Poté byla
suspenze prenesena do Cistych zkumavek a ponechana 5 min odstat. Po usazeni necistot byl
supernatant ptenesen do Cistych zkumavek a centrifugovan (10 min, 150 g, 4 °C). Pelet byl
rozmichan pfidanim 5 ml 30% Percollu (3 dily 100% Percollu (1 dil 10x koncentrovaného
PBS, 9 dilt Percollu stock (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), pH 7,2-7,4), 7 dilad RPMI 1640
s 2% BOFES) a centrifugovan (15 min, 160 g, 4 °C). Pelet byl rozmichén pfidanim 4 ml 45%
Percollu (4,5 dilu 100% Percollu, 6,5 dilu 2% RPMI), navrstven na 3 ml 75% Percollu (3 dily
100% Percollu, 1 dil 2% RPMI) a centrifugovan (30 min, 150 g, 4 °C). Intraepitelidlni
lymfocyty byly ziskdny z prstence vytvoieného na rozhrani gradientu a dvakrat promyty

nadbytkem PBS s 1% BOFES a analyzovany pratokovym cytometrem.
3.11. Design jednotlivych infekénich experimenti

3.11.1. Adoptivni pienos CD4+ a CD8+ T-lymfocyta (imunomagneticka izolace MACS)

K ptenosu byly pouzity splenocyty z 5 naivnich a 5 C. muris TS03 imunizovanych
(usmrceny 28 DPI) BALB/c mysi (shodné pro vSechny experimenty). Celkem bylo pouZito
pét skupin SCID mysi, vkazdé bylo pét jedinct. Do prvni skupiny byly pfeneseny
vyizolované imunni CD4+ T-lymfocyty (dale oznacovana jako CD4 1), do druhé naivni CD4+
T-lymfocyty (CD4 n), do tfeti imunni CD8+ T-lymfocyty (CDS8 i), do ¢tvrté naivni CD8+ T-
lymfocyty (CD8 n). CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty byly prfeneseny intraperitonealné (i.p.),
vzdy 2 mil. pfislusnych CD4+ T-lymfocyti nebo 1 mil. pfislusnych CD8+ T-lymfocytt v 0,5
ml RPMI-1640 media na jednu SCID mys. Jako kontrola byla pouzita patd skupina, ktera
zahrnovala mys$i SCID bez rekonstrukce imunity. Tyden po pienosu subpopulaci T-lymfocyti
byly vSechny skupiny mysi experimentaln¢ infikovany p.o. C. muris TS03 (kapitola 3.4.).
Vsem SCID mySim byl kazdy den odebiran a vySetfovan trus na kryptosporidie po dobu 60
DPI.
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3.11.2. Adoptivni pi‘enos splenocytii s depleci CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyti

K ptenosu byly pouZity splenocyty s depletovanymi CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty.
Opét bylo sledovano pét experimentalnich skupin po péti jedincich SCID mysi: imunni
splenocyty s depleci CD4+ T-lymfocytt (dale ozna¢ovana jako CD4- i), naivni splenocyty s
depleci CD4+ T-lymfocytii (CD4- n), imunni splenocyty s depleci CD8+ T-lymfocyti (CDS-
1), naivni splenocyty s depleci CD8+ T-lymfocyti (CD8- n) a kontrolni skupina bez pienosu
bunék. Splenocyty s depleci CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty byly pfeneseny i.p. v mnoZstvi 8
mil. splenocytd s depleci CD4+ T-lymfocytl (odpovida 1 mil. CD8+ T-lymfocytii) nebo 9
mil. splenocytii s depleci CD8+ T-lymfocytt (odpovida 2 mil. CD4+ T-lymfocytt ) v 0,5 ml
RPMI-1640 media na jednu SCID mys. Tyden po pfenosu subpopulaci T-lymfocytli byly
vSechny skupiny mys$i experimentalné infikovany p.o. C. muris TS03 (kapitola 3. 4.) a poté

byl jejich trus denné vysetfovan na vyskyt oocyst kryptosporidii 43 DPI.

3.11.3. Adoptivni pfenos CD4+ a CD8+ T-lymfocyti s predchozi depleci

Bunky k ptenosu byly pted izolaci depletovany, vzdy tak, ze byla depletovana jina
populace nez izolovana, tzn. deplece CD4+ T-lymfocyti a nésledna izolace CD8+ T-
lymfocyti (pomoci DynaBeads) a naopak. V kazdé z experimentdlnich skupin bylo pét
jedinc SCID mysi. Experimentalnich skupin bylo pét: prvni skupina pfenos imunnich CD4+
T-lymfocytl (CD4 i), druhd skupina pienos naivnich CD4+ T-lymfocytd (CD4 n), tieti
skupina pfenos imunnich CD8+ T-lymfocytd (CD8 i), ¢tvrta skupiny pfenos naivnich CD8+
T-lymfocytl (CD8 n) a patad kontrolni skupina bez pfenosu bunck. CD4+ nebo CD8+ T-
lymfocyty byly pifeneseny i.p., vZdy 2 mil. pfislusnych CD4+ T-lymfocytl nebo 1 mil.
ptislusnych CD8+ T-lymfocyti v 0,5 ml RPMI-1640 media na jednu SCID mys. Tyden po
ptenosu subpopulaci T-lymfocyti byly vSechny skupiny mysi experimentalné infikovany p.o.
C. muris TS03 (kapitola 3. 4.). Nasledn¢ byl trus SCID mysi denn¢ vySetfovan na vyskyt
oocyst kryptosporidii po dobu 60 DPI.

3.12. Statistické metody

Rozdily v pribéhu infekce C. muris mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami mysi byly
testovany pomoci programt Statistica 8.0 (Statsoft, Ithaca, USA) a R 2.7.2 (The R Foundation
for Statistical Computing, Auckland, New Zealand). Rozdily ve vyluCovani kryptosporidii
mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami byly testovany analyzou variance s opakovanymi
méfenimi (repeated measurements ANOVA), testovany byly jak rozdily v intenzité infekce

(primérné mnozstvi oocyst vylu¢ovanych kazdou skupinou mys$i za celou dobu pokusu;
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faktor GROUP), tak v jejim prubehu (primérmé mnozstvi oocyst vylucovanych kazdou
pokusnou skupinou v jednotlivych dnech infekce; kombinace faktori GROUP*within
effect(TIME)). Pocty vyluCovanych oocyst byly pfed obéma testy logaritmicky
transformovany. Naésledné srovnani jednotlivych skupin vramci celého modelu bylo
provedeno pomoci Spjotvoll-Stoline testu (tj. Tukey HSD test pro nevyrovnané vzorky).
Rozdily mezi délkami prepatentnich a patentnich period byly testovany jednocestnou
analyzou variance (one-way ANOVA). Vliv jednotlivych subpopulaci T-lymfocyti na
vyléceni kryptosporididzy byl testovan pomoci analyz piezivani (survival analysis), kde jako
vysvétlovana proménna slouzil den vyléceni mysSi (tzn. den, po kterém nebylo pfinejmensim
nasledujicich 5 dni zjisténo vylucovani kryptosporidii). Rozdily mezi pokusnymi skupinami

pak byly testovany pomoci Mantel-Haenszelova (log-rank) testu.
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4. Vysledky

4.1. Standardizace metodiky deplece

Schéma experimentu a pocty bun€k po depleci jsou uvedeny v tabulce 3. Slozeni
pouzitétho media (RPMI vs. 10% BOFES) nemélo vyznamny vliv na vysledné mnozstvi
bunck a jejich Cistotu. Samotné krali¢i sérum bez pfidanych protilatek lyzovalo CD8+ T-
lymfocyty 6 X vice a CD4+ T-lymfocyty 1,7 X vice nez morceci sérum.

Pii inkubaci splenocyti s anti-CD4+ monoklondlni protilatkou doSlo u vsSech
testovanych skupin k vyraznému poklesu pocti CD8+ T-lymfocyth (poklesy CD4+ T-
lymfocytl jsou diky cilené depleci zadouci). V ptipad¢ kombinace krali¢iho séra a anti-CD4+
monoklonalni protilatky byla depletovana populace (CD4+) zastoupena 1-2 %, avSak
v porovnani s celkovym 90% ubytkem vSech splenocytl neni tato Cistota prekvapujici. Pii
kombinaci morceciho séra a protilatky byl zjistén celkovy ubytek splenocyti okolo 50 % a
depletovana populace byla zastoupena 3 %. Pti lyzaci morcecim sérem vznikly pfiméiené
ztraty bun¢k a dosazend Cistota je v ramci moznosti pfijatelna (tabulka 3), proto bylo

v nasledujicich experimentech k depleci pouzito sérum z morcete.

Tabulka 3. Vysledky deplece v rozdilnych kombinaci media, protilatek a sér.

pocty bunék po depleci

médium pro

skupiny splenocyty protilatky sérum CD4+ CD8+ ostatni
splenocyty
1 200 ul RPMI x kralik 1,9mil. 0,3 mil. 5,8 mil.
2 200 pl RPMI x morce 3,4 mil. 1,4 mil. 9,2 mil.
3 200 pl 10% BOFES x kralik 1,9 mil. 0,2 mil 2,9 mil.
4 200 pl 10% BOFES x morce 29 mil. 1,6 mil. 11,2 mil.
5 200 ul RPMI v kralik 0,04 mil. 0,1 mil. 1,9 mil.
6 200 pl RPMI v morée 0,3 mil. 1,0 mil 8,7 mil.
7 200 pl 10% BOFES v kralik 0,03 mil. 0,2 mil. 2,8 mil.
8 200 ul 10% BOFES v morde 0,2 mil. 0,7 mil 6,1 mil.
vychozi pocty 4 mil. 2 mil. 14 mil.

% bez protilatky, v" anti-CD4+ monoklonalni protilatka

4.2. Vliv adoptivniho prenosu izolovanych populaci CD4+ a CD8+ T-lymfocyti na
infekci SCID mySi (experiment 1)

Délky prepatentnich period se u vSech skupin SCID mysi navzdjem signifikantné nelisi

(F=0,2; df=(4, 18); p=0,93; tabulka 4). V celkovém mnozstvi vylu¢ovanych oocyst v prib&hu
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experimentu (60 dni) byl prokazan rozdil (F=26,35; df=(4, 18); p<10°). Post-hoc srovnani
odhalilo, ze SCID mysi rekonstituované imunnimi CD4+ T-lymfocyty vyluCovaly statisticky
zjistén prikazny rozdil ve vylucovdni oocyst mezi skupinami myS$i rekonstituovanymi
naivnimi CD4+ nebo imunnimi CD8+ T-lymfocyty a nejvétsi mnozstvi vylouenych oocyst
bylo zaznamenano u kontrolni a u CDS n skupiny.

Pribéh infekce u jednotlivych skupin se signifikantné 1isil (F=2,85; df=(192, 864);
p<10; obrazek 2A). VSechna experimentalni zvifata ze skupiny CD4 i a CD4 n se vylécila
vyjma jedné mysi ve skupiné¢ CD4 n. Navic zvifata s imunnimi CD4+ T-lymfocyty se vyléc¢ila
rychleji (21 + 3,3 DPI) nez snaivnimi CD4+ T-lymfocyty (42,7 + 5 DPI). Naopak
rekonstituce imunnimi nebo naivnimi CD8+ T-lymfocyty neméla, vyjma jediného ptipadu,
zadny efekt na zvladnuti infekce béhem experimentu (y=21; df=2; p<10™; obrizek 4A),
ptestoze u jedinctli ze skupiny CDS i byla prokazéana niZsi intenzita infekce (viz vyse).

Vyznamna byla pozorovana Cistota pienesenych bunék a nasledné kontrola pfitomnosti
CD4+ a CD8+ T-lymfocytl ve slezin¢ a zaludku u rekonstituovanych SCID mysi na konci
experimentu. PiestoZe se Cistota pienesenych bunck pohybovala v rozmezi 70-84 % u cilené
subpopulace a nezddouci subpopulace byla zaroveni zastoupena 1 %, byl na konci
experimentu u skupin CD8 i a CD8 n zjistén ve slezing vétsi pocet CD4+ T-lymfocytl nez
byla ptivodni majoritni populace CD8+ T-lymfocyti a v zaludku naopak ptevazovaly CD8+
T-lymfocyty (obrdzek 5A a 5B). U skupin CD4 i a CD4 n se ve slezin€ 1 v zaludku téme¢r
zadné CD8+ T-lymfocyty nevyskytovaly (nejlepsi dosaZena Cistota ze vSech experimentil) a
pocet CD4+ T-lymfocytd v zaludku byl nejvétsi ve srovndni s ostatnimi skupinami ve vSech

experimentech.

Tabulka 4. Délky prepatentni a patentni periody a doba vyléceni, v zdvorce jsou uvedena

procenta mysi, které se vylécily.

prepatentni patentni perioda

skupina perioda (dny) (dny) vyléceni (DPI)
CD4i 132+1,6 6,8 +£3,7 21,0+3,3
CD4 n 13,5+1,7 27,3+6,2(80%) 42,75 (80%)
CDS8i 13,8+1,3 39,0 (20%) 52,0 (20%)
CD8 n 13,0+ 1,7 >46,7+1,4 ne
kontrola 14,0+2,3 chronicka infekce ne
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4.3. Vliv adoptivniho pfenosu splenocytu s depleci CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyti na
infekci SCID mysi (experiment 2)

Také v tomto experimentu nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v délce prepatentni
periody u jednotlivych skupin SCID mysi (F= 2,8; df=(4, 19); p= 0,6; tabulka 5). Vylu¢ovani
oocyst se prukazné lisilo u jednotlivych skupin SCID mysi s pfenosem imunity (F=24,63;
df=(1, 18); p<10°). Post-hoc srovnanim byly zjistény rozdily mezi konkrétnimi skupinami:
signifikantné se liSilo vylu€ovani vSech skupin s adoptivnim pfenosem imunity od kontroly,
ob¢é skupiny s imunnimi T-lymfocyty vylucovaly signifikantné méné oocyst nez skupiny
s naivnimi burikami (obrazek 3B).

Rovnéz byl zjistén signifikantni rozdil v prabéhu infekce u jednotlivych skupin (F=2,34;
df=(132, 594); p<10®, viz obrazek 2B). VSechny mysi ze skupin CD4- i a CDS8- i se
v pribéhu experimentu vylé€ily zinfekce béhem 18 DPIL. Ve skupinach mysi
rekonstituovanych CD4- n nebo CD8- n buitkami se vylécilo 60%, respektive 80 % jedincti
((=26,8; df=3; p<10*; obrazek 4B).

Procentudlni zastoupeni depletované populace se pohybovalo u skupin CD8- n a CD8§- i
do 1 % a u skupin CD4- n a CD4- do 5%. Pocty obou populaci T-lymfocytl ve sleziné byly
nejvyssi ve srovnani s experimenty 1 a 3 (obrazek 5C a 5D). Skupiny CDS8- i a CD8- n mély
malé mnozstvi CD8+ T-lymfocyti ve slezin€ 1 v zaludku. U mysi ze skupin CD4- n a CD4- i
ptevladaly ve sleziné CD4+ T-lymfocyty, které byly cilem deplece. Ve sliznici zaludku tomu
bylo naopak.

Tabulka 5. Délky prepatentni a patentni periody a doba vyléceni, v zavorce jsou uvedena

procenta mysi, které se vylécily.

kuping  Prepatentnl - patentufperioda g ppy)
CDS8-i 11,0+£0,6 6,5+1,1 18,5+0,9
CDS8-n 9,8 £ 0,7 16,5+ 5,3 (80%) 27,0+5,9 (80%)
CD4-i 12,6 £2.8 4,6 4.4 182 +6,3
CD4-n 10,8 + 0,7 18,7+ 7,3 (60%) 29,3 +7,6 (60%)
kontrola 9,5+0,5 chronicka infekce ne
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4.4. Vliv adoptivniho prenosu izolovanych CD4+ a CD8+ T-lymfocyti s pi‘edchozi

depleci na infekci SCID mySi (experiment 3)

Délky prepatentni periody se u skupin CD4 i a CD4 n prikazné lisily (F=6,35; df=4,16;
p=0,003). Vylucovani oocyst u jednotlivych skupin SCID myS$i s pfenosem imunity se
prikazné lisilo (F=90,07; df=(4, 14); p<107°). Signifikantné& se lisilo vylu¢ovani skupin CD4 i
a CD4 n od kontrolni skupiny, nicméné celkové mnozstvi vylou¢enych oocyst mezi jedinci ze
skupiny s rekonstituci CD4+ T-lymfocyty se od sebe prikazné nelisilo. Naopak skupiny CD8
i a CDS8 n se prikazné lisily navzdjem i od skupin CD4 i a CD4 n (obrazek 3C).

Také pribeh infekce se u jednotlivych skupin signifikantné lisil (F=9,82; df=(200, 700);
p<10°, viz obrazek 2C). V8echna zvifata ze skupin CD4 i, CD4 n a CDS8 i se v priibéhu
experimentu vylééila (sefazené podle rychlosti vylééeni) (y=20,2; df=3; p<10). SCID mysi
rekonstituované jak imunnimi, tak naivnimi CD4+ T-lymfocyty se vyléc€ili, vyrazné rychleji
nez mys$ rekonstituované imunnimi CD8+ T-lymfocyty (obrazek 4C).

Cistota prenesenych bunék nepiesahovala u izolovanych populaci CD4+ T-lymfocytt a
CD8+ T-lymfocytl naivnich nebo imunnich 98 % a u druhé populace neptesahovala 0,5 %.
Ve slezinach byly zjistény malé pocty CD8+ T-lymfocytli u obou analyzovanych skupin.
Naopak v zaludku byla zaznamenana zvySena migrace CD8+ T-lymfocyti u skupin s
rekonstituci CD4 burikami, pfi¢emz pocet CD8+ bunék byl vyssi u skupiny s CD4 n nez u
CD4 i (obrazek 5E a 5F).

Tabulka 6. Délky prepatentni a patentni periody a doba vyléceni, v zdvorce jsou uvedena

procenta mysi.

skupina p‘;‘r'ie(f’;‘;e(‘(‘;:;) pate“tﬁ;‘;)e“"da vylégeni (DPT)
CD4i 10,6 £1,2 54+£20 17,0 +2,5
CD4 n 10,2 +0,4 18,7+42 31,3+5,3
CDS8i 13,3+0,9 36,3+0,9 51,7+ 0,9
CD8 n 13,7+0,5 >46,7+0,9 ne
kontrola 14,0+2,3 chronicka infekce ne

4.5. Shrnuti vysledki

Vysledky tfi rGznych rekonstituci byly porovnany z hlediska prepatentni, patentni
periody a mnozstvim CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyti po pokusu (metodické odlisnosti jsou
popsany v kapitolach 3.6. - 3.8.). Byla zjisténa urcitd variabilita v délkach prepatentnich
period. Skupiny s CD4+ T-lymfocyty (CD4 i, CD8-1, CD4 n, CD4- n) m¢ly prepatentni
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periodu nejkratsi. Nejkratsi patentni periodu a tedy i1 nejrychlejsi uzdraveni méla skupina s
imunnimi CD4+ T-lymfocyty.

V experimentu 1 se vylécily mysi ze skupin CD4 i a CD4n, v experimentu 2 se vylécily
mysi ze skupin CD4- 1 a CD8- 1 (imunni CD4+ a CD8+ T-lymfocyty) a v experimentu 3 se
vylécilo nejvice skupin a to CD4 i, CD4 n a CD8 i. Pfenos imunnich CD4+ T-lymfocytl ve
vsech experimentech vyvolal u mysi vyléceni se z infekce. Dale naivni CD4+ T-lymfocyty a
imunni CD8+ T-lymfocyty dokazaly mysi z infekce vylécit u dvou ze tfi experimentt.

V souhrnné tabulce 7 jsou slouceny skupiny zexperimenti 1 a 3, slouceni
s experimentem 2 nebylo mozné diky odliSnosti pfenesenych bunék (pienéasely se splenocyty
s depleci CD4+ nebo CD8+ T-lymfocytd). Skupina CD4 1 méla nejméné bunék nezadouci
populace (CD8+ T-lymfocyty).

Tabulka 7. Souhrnné vysledky z 3 experimentt.

5 pocty ) slezina zaludek
. , fenesenyc
skupmaVsCID prepgtentm patentni perioda 1;1 cileny'/c};l
mysi perioda T- CD4 CD8 CD4 CD8
lymfocyti
1305
CD4 i 11,9+1,9 6,1 +3 2 mil. 327516 12559 3 368
136949
CD8- i 11+0,6 11+0,6 2 mil. 8 34987 7899 1770
2793
CD4 n 11,7+2 23 + 6,8 (kromé& 1mysi) 2 mil. 236615 20016 2 1941
2199
CD8- n 9.8+0,7 9,8+0,7 2 mil. 674827 14787 8 3769
CD8i 13,6 £1,2 37+ 1,4 (4 mySi <46 £ 1,4) 1 mil. 148152 28512 3698 8988
CD4- i 12,6 £2.8 12,6 £2.8 1 mil. 734890 506173 1740 4879
CD8n 13,3+1,4 <46,7+1,1 1 mil. 200892 174578 2463 3580
CD4-n 10,8 +£0,7 10,8 +0,7 1 mil. 294719 207373 4821 21391
kontrola 12+2.8 chronicka infekce
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Obrazek 2. Prub¢h infekce kryptosporidiemi u péti skupin SCID mysi.
A) experiment 1
B) experiment 2
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Obrazek 5. Pocty T-lymfocytl ve slezinach a zaludcich u SCID mysi s rekonstituovanou

imunitou.

A) Pocty T-lymfocyti ve sleziné (experimentl)
B) Pocty T-lymfocytil v zaludku (experiment 1)
C) Pocty T-lymfocytl ve slezin€ (experiment 2)
D) Pocty T-lymfocytl v zaludku (experiment 2)
E) Pocty T-lymfocytl ve sleziné (experiment 3)
F) Pocty T-lymfocytt v zaludku (experiment 3)
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5. Diskuze

Vysledky této prace ukéazaly, ze krali¢i sérum v koncentraci 1:5 neni vhodné pro depleci
mySich splenocytii z diivodi velkych ztrat leukocytii béhem procesu deplece. Tyto zavéry
odpovidaji vysledkiim Culshawa et al. (1997), ktefi ve srovnatelnych experimentech pouzivali
kréali¢i sérum v koncentraci 1:15 a zaznamenali 40% poklesy pocti splenocytii pfi depleci
CD4+ nebo CD8+ T-lymfocytl. Vysoky stupeni lyzace leukocytli by bylo mozné vysvétlit
niz§i fylogenetickou piibuznosti mezi mysi a kralikem nez mezi mys$i a morcetem (Huchon et
al. 2002).

Srovnani patentnich a prepatentnich period je komplikované z divodu odliSného pouziti
poctu oocyst k infekci, mnozstvi pfenesenych bunék, riznych izolatl, stafi a kmene mysi.
Prepatentni perioda se u SCID mysi s rekonstituovanou imunitou (2x 10° IEL nebo bunék
z miznich uzlin) pii infekci 2x 10° oocyst C. muris RN66 pohybovala kolem 10 DPI
(McDonald et al. 1996). My jsme zjistili tuto periodu v priméru u vSech studovanych skupin
12 DPI. Patentni perioda u pfenosu imunnich splenocytii (z BALB/c 35 DPI) s depletovanymi
CD4+ nebo CD8+ T-lymfocyty (1x 10° bunék) trvala 11, respektive 8 DPI (McDonald et al.
1994). Tyto patentni periody jsou srovnatelné u deplece CD8+ T-lymfocyti (7 dni), ale u
deplece CD4+ T-lymfocytli byla patentni perioda jesté kratsi (5 dni) a neni pochyb, Ze to bylo
zpusobeno ,,necistotou’ prenesenych bunék.

V soucasné dob¢ je obecné ptijiman nazor, Ze rozhodujici Glohu v procesu vyléceni z
kryptosporidiové infekce hraje buné¢na imunita, konkrétné CD4+ T-lymfocyty. Role
ostatnich lymfocytl, zejména CD8+ T-lymfocytl je podceniovana (McDonald 2008). Navic u
jedincti jez prodélali zalude¢ni kryptosporididzu se pravdépodobné vyviji celozivotni imunita,
ktera je chrani pfed opakovanou infekci stejnym, piipadné jinym druhem zaludecni
kryptosporidie (McDonald et al. 1992, Kvac et al. 2009). Nase vysledky (zjm. experiment 2)
ukazuji, ze imunni splenocyty (skupiny SCID mys$i CD8- i, CD4- i) vylécily mysi diive
z infekce oproti naivnim splenocytim. Tyto vysledky jsou v souladu s daty McDonalda et al.
(1992, 1996), kteti popsali, ze SCID mysi rekonstituované lymfocyty pochazejicimi
z imunizovaného darce sinfekci stejnym druhem kryptosporidie se vylécily diive nez
kontrola rekonstituovana lymfocyty od naivniho darce (BALB/c mysi).

Pokud jsou depletovany CD4+ T-lymfocyty nedojde u SCID mysi k samovylééent,
navic podavanim anti-CD4+ protilatky dochazi u imunokompetentnich mysi ke zhorSeni

prabéhu infekce (Ungar a kol. 1991; McDonald a kol. 1994). V naSich pokusech vysledky
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experimentll poukazuji na vyznamnéjsi roli CD4+ T-lymfocytli v protektivni imunité proti
kryptosporidiim. Tento model imunitni odpovédi odpovida stavu AIDS pacientli s nizkou
hladinou CD4+ T-lymfocyt, u kterych dochézi k vymizeni infekce po nasledné
antiretrovirové 1é¢bé spolu s rostoucim poctem CD4+ T-lymfocytt (Schmidt et al. 2001).

Na zaklad¢ vysledkli experimentli sizolatem C. muris TS03 by bylo mozné
konstatovat, Ze imunni i naivni CD4+ T-lymfocyty jsou schopné SCID mysi zbavit infekce.
Tomu odpovidaji 1 vysledky McDonalda et al. (1994), kde rekonstituce imunity SCID mysi
imunnimi splenocyty s depletovanymi CD4+ T-lymfocyty nedokézala mysi z infekce vylécit
a prub¢h infekce je stejny jako u rekonstituce SCID mysSi naivnimi splenocyty. Nicméné
SCID mysi s rekonstituci imunnimi CD8+ T-lymfocyty se vylécily zinfekce ve dvou
experimentech 2 a 3, v experimentu 1 klesalo vyluCovani oocyst, je pravdépodobné, ze pokud
by pokus trval déle nez 60 DPI vSechny mysi by se vylécily.

Je obecné znamo, ze CD8+ T-lymfocyty potiebuji k proliferaci aktivaci IL-2, ktery je
produkovan CD4+ T-lymfocyty. U pienesenych CD8+ T-lymfocytl z imunnich darct tato
aktivace uz prob¢hla, tudiz v souladu s nasimi vysledky z experimentu 3 se skupina CDS i
vylécila. Takovyto pienos muzeme piirovnat k reinfekci. U skotu, ktery byl reinfikovan
druhem C. parvum, byl v misté€ infekce pozorovan narlst poctu pouze CD8+ T-lymfocyti
(Abrahamsen et al. 1997). Také ve studii Millera et Schaefera (2007) méfili v krvi mnozstvi
CD8+ T-lymfocyti po reinfekci. Pti reinfekci mySi C. muris pozorovali postupny vzestup
CD8+ T-lymfocytd o 6 % do 3 DPI a pak nésledoval pokles na stejnou hladinu jako u
kontrolni skupiny mysi, které nebyly reinfikovany. Tuto fluktuaci v periferni krvi 1ze vysvétlit
migraci bun€k do mista infekce. Rekonstituce imunity imunnimi IEL s depletovanymi CD8+
T-lymfocyty méla oproti rekonstituci IEL bez deplece vliv na prodlouzeni patentni periody
z 22 dni na 29 dnti (McDonald et al. 1996). Navic podavani anti-CD8+ protilatek prikazné
zvySovalo produkci oocyst (McDonald et al. 1994).

Na zéklad¢ vysledkd dosazenych by bylo mozné vyslovit nasledujici hypotézu.
Eliminace kryptosporidii pies CD4+ T-lymfocyty je ziejmé ptes Thl odpovéd’, Thl
lymfocyty produkuji IL-2 a INF-y. Dochazi k aktivaci makrofagi a mohou stimulovat i B-
lymfocyty k produkci opsonizacnich protilatek IgG. Méné prostudovanou populaci jsou tzv.
cytotoxické CD4+ T-lymfocyty, které cilovou builku zabijeji pfes perforiny a granzymy
(Appay 2001).CD8+ T-lymfocyty, které se aktivuji INF-y a kontaktem s antigen prezentujici
buiikou a ta dava signal k proliferaci a pfeméné€ na cytotoxické T-lymfocyty (Tc). Tc zabiji
cilové buiikky pomoci lytickych granulomt, které obsahuji cytotoxické proteiny (perforin,

granzymy a granulysiny) je hlavnim efektorovym mechanismem tvorba pdri u cilovych
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bun¢k. Dalsim zplisobem zabijeciho mechanismu u Tc jsou Fas ligandy, které se vazi na
bunécny apopticky receptor (CD95) (Janeway et al. 2005).

Nicméné 1 pii pouziti tii rozdilnych metod izolace CD4+ a CD8+ T-lymfocyti a
dosazené Cistoté cilovych bunék 98 % jsme nedokazali 100% depletovat nezddouci populaci
bun¢k. Nasledné bylo zjisténo zastoupeni nezddouci populace T-lymfocyti jak v zaludcich,
tak 1 ve slezindch SCID mysi po ukonceni pokusu. Kromé depletované populace se ve sleziné
1 v dalSich orgédnech se nachazeji jesté nediferenciované tzn. dvojité pozitivni CD4+CD8+T-
lymfocyty, které se podle naSich zkuSenosti pfi izolaci ¢aste¢né izoluji spolu s cilenou
populaci a hife podléhaji lyzaci kompletem. Maji také oproti CD4+ a CD8+ T-lymfocytiim
veétsi schopnost proliferace a postupné se diferencuji bud’ na CD4+ (CD4+CD8-) nebo CD8+
(CD4-CD8+) T-lymfocyty. McDonald et al. (1994) uvadi depleci CD4+ nebo CD8+ T-
lymfocyti s 85% uspéSnosti. Je velmi pravdépodobné, Ze pii takové ,nizké* Cistoté se
dokdzala castecné depletovand populace namnozit a méla vyrazny vliv na prib¢h infekce.
PfestoZze nami zjistény pocet nezadoucich bunék byl v nékterych piipadech zanedbatelny,
nelze predem odhadnout potiebné mnoZzstvi bunék k aktivaci ostatnich. Navic pocty T-bunék
byly u vSech skupin zjiStovany az po ukonceni experimentu, tedy v ¢ase, kdy nékteti jedinci
jiz n€kolik tydnl nevylu€ovali oocysty a dalsi se z infekce ani nevylécili. Nelze tedy s jistotou
fici, ze jedna populace zptisobuje protektivni imunitu.

Ve svétle téchto poznatkil se jevi pouziti specifickych knock-outt (napt. s nefunkénim
genem pro CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty, perforin) jako dal§i varianta pro
sledovani vlivu jednotlivych slozek bunééné imunity na proces zvladdnuti kryptosporidiové
infekce. Nicméné je zde nevyhoda interakce ostatnich slozek specifické imunity, kterd u

SCID mysi chybi.
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6. Zavér

Adoptivnimi pfenosy imunity byl sice prokdzan signifikantni vliv imunnich a naivnich CD4+
T-lymfocytd a imunnich CD8+ T-lymfocyti na vylu€ovani oocyst, pribéh a kontrolu
kryptosporidiové infekce, nicméné na zakladé detekce jak CD4+, tak i CD8+ T bunck ve
slezinach a zaludcich mysi po 43, respektive 60 DPI se tyto transfery nejevi jako metodicky

vhodné pro diikaz, které populace vyvolavaji protektivni imunitu.

7. Seznam pouzitych zkratek

AIDS acquired immune deficiency syndrome (syndrom ziskané imunodeficience)
ANOVA  analyza variance

AV CR Akademie véd Ceské republiky

BALB/c kmen imunokompetentnich inbrednich mysi

BOFES bovinni fetdlni sérum

CD cluster of differentiation (oznaceni povrchovych znaki bunék)
CD4 i skupina s pfenosem imunnich CD4+ T-lymfocyti

CD4n skupina s pfenosem naivnich CD4+ T-lymfocytd

CD4- i skupina s pfenosem imunnich splenocytti s depleci CD4+ T-lymfocytt
CD4-n skupina s pfenosem naivnich splenocytt s depleci CD4+ T-lymfocyti
CDS8 1 skupina s pfenosem imunnich CD8+ T-lymfocyti

CD8n skupina s pfenosem naivnich CD8+ T-lymfocyta

CD8-1 skupina s pfenosem imunnich splenocytti s depleci CD8+ T-lymfocytt
CD8-n skupina s pfenosem naivnich splenocytt s depleci CD8+ T-lymfocyti

DPI days post-inoculation (dny po infekci)
df degrees of freedom (stupné volnosti)
FITC fluorescein-isothiokyanat

HBSS Hanksonilv roztok

HEPA high efficiency particule air

IFN-y interferon gama

IL interleukin

IEL intraepiteliarni lymfocyty
L.p. intraperitonealni
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1.V. intravenozni

NK natural killer (pfirozeny zabijec)

OPG pocet oocyst na gram

PaU Parazitologicky ustav

PE phycoerytrin

PBS fostaty pufrovany fyziologicky roztok

p.o. peroralni

SCID severe combined immunodeficiency (t¢zka kombinovana imunodeficience)

SSU rRNA gen pro malou ribosomalni podjednotku
Tc cytotoxické T-lymfocyty
Th populace pomocnych CD4+T-lymfocytl
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