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Abstrakt

Diplomova prace se zabyvala imunitni odpovédi BALB/c my$i v kontextu protektivniho efektu na
rozvoj leishmaniozy. Ten je zalozen na pfedinfek¢i imunizaci a z&visly na bunécné odpovedi. Prace
ukézala, ze ptevazujici leukocytarni populaci, ktera do tkan€ migruje v reakci na sani, jsou eozinofily.
Nésleduje populace monocyti/makrofagl, které ovSem neexprimuji znaky spojené s prozanétlivou
imunitni odpovédi, marker CD38 a iNOS. Populace neutrofilt, kterou se diplomova prace také zabyvala,
dosahovala v infiltratu v testovanych casech viibec nejmensich absolutnich poctd ze studovanych
populaci a také jeji procentni nariist byl oproti kontrole nejmensi. Poznatek prace o masivni infiltraci
eozinofilll u imunizované mysi zrodil otazky tykajici se role téchto bun¢k v protekci pied rozvojem
leishmaniézy. Na tuto otazku prace neodpovédéla, nicméné poskytla podmét pro jeji budouci feseni.
Diplomova prace se dale zabyvala roli rizn¢ intenzivni imunizace na jiz vyvijejici se 1ézi u mysi, které
byly pred infekci vystaveny sani flebotom k navozeni protektivniho efektu. Bylo demonstrovano, ze
protektivni efekt mtize byt zvracen protistojné plisobici imunitni reakci béhem infekce a Ze nasledné
poinfekéni sani mize mit pozitivni ale i negativni vliv na pribéh 1éze, v zavislosti na etablované imunitni
odpoveédi u hostitele. Posledni ¢ast prace se zabyvala potencidlnim vyuzitim splenocytti z dlouhodobé
imunizovanych mys$i pro produkci specifickych protilatek. Vytéznost tohoto systému se nicméné

ukazala nizka a pro dalsi praktické vyuziti nepouzitelna.
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Abstract

The main topic studied in this diploma thesis was the immune response of mice in the context of the
protective effect on Leishmania infection outcomes. This kind of protection is dependent on pre-
exposure to sand fly saliva, which induces a cellular immune response. The thesis highlights the
dominance of eosinophils as the main leukocytes infiltrating tissue in response to sand fly saliva. The
second most predominant population was monocytes/macrophages, but no inflammatory markers, CD38
and iNOS, were associated with them. Neutrophils, as a part of the cellular infiltrate, represent the
smallest population at studied time points, and the magnitude of their response to sand fly saliva was
the slightest compared to the other studied populations. The outcomes of this thesis raised new questions
concerning the role of these leukocytes in the protective effect. Although these questions were not
answered, they provided inspiration for the follow-up studies. The diploma thesis also dealt with the
effect of different immunization scenarios on the course of ongoing Leishmania infection in mice
sensitized with sand fly saliva. As demonstrated, the protective effect can be bypassed, probably due to
a strong antagonistic immune response at the time of infection. Additionally, the effect of sand fly saliva
on ongoing infection is not clear-cut and rather depends on the established immune response of the host.
The last part of this diploma thesis addressed the possible use of splenocytes from long-term immunized
mice for antibody production. However, the yield of this system was low, and thus it does not appear to

be a reliable model for studies about antibody production.
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1 Uvod

Flebotomové jsou v humédnni mediciné vyznamnym krevsajicim hmyzem. Jedna se o vektory riznych
lidskych patogenti, v€etné leishmanii, ptivodct spektra onemocnénich, jehoz nejcastéjsi kozni forma se
ro¢né projevi u zhruba miliénu lidi Zijicich v tropickych a subtropickych oblastech. Sliny flebotomu
maji potentni imunomodula¢ni a imunogenni vlastnosti a vlivné tim formuji pribéh leismaniovych
infekci. Konkrétni podoba takového vlivu miize byt zcela protikladna a je odvozena od stupn€ imunizace
hostitele vii¢i slinnym komponentdm. Tento dvouse¢ny mec je piedstavovan protektivnim a posilujicim
(angl. enhancing) efektem slin, které reprezentuji dva protikladné fenomény ve vztahu k rozvoji
leishmaniovych 1ézi. Posilujici efekt reprezentuje zhorSeny pribéh leishmaniovych 1€zi a rozviji se v
pfipadeé, kdy na pocatku infekce jsou v infekénim inokulu ptitomné sliny, narozdil od uméle navozenych
infekcich, kdy se infikuji do hostitele pouze samotna infekéni stadia leishmanii. Na druhé strané stoji
protektivni efekt, ktery je spjat s mirnéjSim pribéhem infekce a rozviji se u imunizovaného hostitele,
ktery je pred infekci vystaven neinfekénimu sani flebotoma ¢i jinou formou antigennim molekuldm slin
(napt. rekombinantnim proteintim). Enhancing efekt je odvozen od potlaceni obrannych mechanismt
hostitele vlivem imunomodula¢niho plsobeni slin. Naopak, protektivni efekt je spojen s DTH reakci v
reakci na slinné antigeny, ktera nepiiznivé ovliviiyje i pfitomné parazity. Obecné je protektivni efekt
spojovan s pritomnosti mononuklearnich bunék v misté infekce a produkci IFNy jak v misté infekce,
tak v sekundarnich lymfatickych organech.

Imunogenni pasobeni slin je reflektovano i na systémové trovni v tvorbé protilatek. I ty se
mohou v jistych ptipadech podilet na protektivnim efektu slin, pfedevsim ovSem slouzi jako uzite¢ny

nastroj pro monitorovani expozice flebotomtim a s tim spojené riziko infekce leishmaniézou.

Cilem této diplomové prace bylo
1. otestovat mozné vyuziti dlouhodob€ imunizovanych mysi pro in vitro testy produkce protilatek
2. popsat imunitni odpovéd’ mysi, kterd se podili na protektivnim efektu slin

3. popsat imunitni odpoved’ mysi v kontextu infekce Le. major a riznych imuniza¢nich schémat



2 Literarni prehled

2.1 Flebotomové

Flebotomové (podceled” Phlebotominae) jsou skupinou krevsajiciho hmyzu pattici do fadu Diptera.
Jedna se o teplomilny hmyz s pfeménou dokonalou zahrnujici ¢tyfi larvalni stadia a kuklu vyvijejici se
v pude€. Svym vyskytem jsou flebotomové vazani na teplé oblasti tropt a subtropi s vyjimkou nékterych
pacifickych ostrovii. Krev saji pouze dospélé samice, a to predev§im za soumraku a v no¢nich hodinéch.
S relevanci pro humanni medicinu se zastupci této skupiny hmyzu fadi ke dvéma vyznamnym rodam,
Phlebotomus, kde zastupce lze nalézt v oblastech Starého svéta, a Lutzomyia, se zastupci ve Svété
novém. Jedna se o zivoCichy s nemalym vyznamem pro humanni medicinu, a to pfedevs§im pro svou roli
vektord riznorodé skupiny patogent. Mezi ty se fadi pfedev§im prvoci rodu Leishmania, dale nemalo
arbovirti a v Centralni a Jizni Americe také bakterie Bartonella bacilliformis (Cecilio et al., 2022; Ready,
2013).

V diplomové praci byl jako modelovy organismus vyuzit Phlebotomus P. duboscgqi. Tento druh
se vyskytuje v subsaharské Africe a na Blizkém Vychodé a je prokazanym pienaseCem Leishmania
major (Anderson et al., 2011). Jedna se o druh b&zné sajici na lidech (Beach et al., 1984), ale
nevyhybajici se i jinym savcim jako napiiklad hlodavetm, ktefi predstavuji rezervoar Le. major a tak i

vyznamny zdroj pro lidské infekce (Dedet et al., 1979).

2.2 Leishmaniozy

Leishmaniézy jsou skupinou rizné se manifestujicich onemocnéni, které spojuje jednobunécny parazit
z rodu Leishmania jako infekéni agens a vektor z fad zastupci podceledi Phlebotominae. Leishmanie je
intracelularni parazit, ktery se do hostitele dostavd v infekéni form€ metacyklického promastigota.
V hostitelskych bunkach, typicky makrofazich, se nasledné pfeménuje na formu amastigota s typicky
kulovitym tvarem buiiky a velmi kratkym bicikem, v této forme se posléze mnozi. Cyklus se uzavira po
sani vektora na infikovaném hostiteli, kdy ve stfevé flebotoma dochazi k pfeméné na podlouhla stadia
s dlouhym bi¢ikem, pomnozeni a vzniku infekénich stadii schopnych pfenosu na obratlov¢iho hostitele
(Mann et al., 2021).

Nejcastejsi klinickou formou je kozni leishmanidza (angl. cutaneous leishmaniasis, CL)
projevujici se ve vétSin€ pripadu viedy na kuzi, které po vyhojeni zanechavaji jizvu. Dalsi formou je
leishmani6za mukokutanni (ML), kterou doprovazi napadeni sliznic a chrupavek vedouci az k fatalni
vnitini organy jako slezinu, jatra ¢i kostni dfeni. Pacienti s visceralni leishmaniézou trpi horeckou,
ztratou vahy, hepatosplenomegalii, anémii a leukopenii a neléceni nakonec umiraji (WHO, 2023).
Konkrétni forma onemocnéni je dana jednak druhem patogenu, tak i imunitnim nastavenim

infikovaného jedince (Meira and Gedamu, 2019). Cast infikovanych jedinci oviem neprojevuje zadné
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pfiznaky ani jedné z forem nemoci a v takovych ptipadech se hovoii o asymptomatickych infekcich
(Ibarra-Meneses et al., 2022).

Vsechny popsané formy nemoci spojuje nedostupnost efektivni, bezpecné 1é€by a absence
ucinné ochrany ve formé& humanni vakciny (Ponte-Sucre et al., 2017). Ptes veSkery vyzkum v této oblasti
se ro¢né€ nakazi az 1,2 miliénu lidi CL a do 100 tisice lidi VL (CDC, 2020). Hrozi i opakované relapsy
nemoci v pfipadé imunokompromitovanych pacientti. Imunita po vyléceni totiz neni sterilni a v téle
jedince zlstava rezidudlni mnozstvi paraziti schopnych opakovaného rozpuku infekce. V neposledni
rad¢ predstavuje stale rostouci riziko rozsifovani habitatu pfenaseci v souvislosti se zménou klimatu,
kterd znamend, Ze s moznosti ndkazy leishmaniozou se setkdvaji i hostitelé v doposud bezpecnych,

vysSich zemépisnych Sitkach (Montaner-Angoiti and Llobat, 2023).

2.3 Th1/Th2 paradigma v kontextu imunologickych markeru a
zvitecich modelt

Nasledujici kapitola pojednava o imunitnim paradigmatu, ke kterému se budou odkazovat jak obecné
Casti navazujici literarni reSerSe, tak i experimentalni &ast diplomové prace. Ukolem této kapitoly neni
suplovat informace v u¢ebnicich imunologie, ale odpovédét na otazku, pro¢ se reakce na sani flebotoma
a s tim i blizce sprazené leishmaniové infekce studuji s ohledem na dané cytokiny a efektorové imunitni
mechanismy.

Th1/Th2 paradigma se zrodilo koncem 80. let minulého stoleti, kdy byly definovany dvé
populace CD4+ T lymfocytd na zakladé produkce odlisného souboru cytokinti (Mosmann et al., 1986).
Tento koncept predstavuje dva odlisné efektorové pristupy kontroly infekci, a piestoze je toto
polarizované rozlozeni sil zna¢né zjednodusené, pouziva se pro definovani typu imunitni odpovéedi
v infek¢nich onemocnénich i dnes. Za timto ucelem se vyuziva jako markert cytokinovych profilt a
odvozenych efektorovych imunitnich mechanismt hrajici roli v studovanych imunitnich procesech.

Thl imunitni odpovéd’ je popisovana jako prozéanétlivd a charakterizovana cytokiny IFNy,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 a IL-25 (Zhu and Paul, 2008). Vlivem daného cytokinového prostiedi
dochazi k polarizaci i klicovych efektorovych bunék pro boj s infekci, makrofagii. U téch se popisuji
klasicky aktivované makrofagy M1 a alternativné aktivované M2. Stejn¢ jako v ptripadé€ vyse popsanych
CD4+ T lymfocytl i v piipadé makrofagt je vydéleni na dva fenotypy zjednoduSeny konstrukt
popisujici extrémy jinak kontinualniho spektra (Muraille et al., 2014). M1 makrofagy diferencuji vlivem
IFNy a produkuji prozanétlivé cytokiny TNFa, IL-6 a IL-12. Prototypickym markerem pro vydéleni M1
makrofagi je inducibilni NO syntetaza (iNOS) produkujici NO jako klicovou mikrobicidni molekulu.
Oproti tomu, M2 makrofagy produku;ji jen velmi nizké hladiny IL-12 a iNOS a polarizuji v pfitomnosti
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kterd s iNOS kompetuje o spole¢ny substrat, kterym je arginin (Rath et al., 2014).

Toto predstavené schéma je dobfe pouzitelné pro studium imunitnich odpovédi
v leishmaniovych infekcich, kde je zdsadni ustanoveni spravné bunééné imunitni odpovedi. Prozanétliva
imunitni odpovéd’ tak jak byla definovana vySe (iNOS, IFNy, IL-12) je obecné spojovana
doprovédzenéd tvorbou protilatek, kterd definuje nekontrolovanou infekci a nekontrolované mnozeni
parazita (Meira and Gedamu, 2019). Na zaklad¢ odlisné Th1/Th2 imunitni odpovédi vii¢i infekei
zpusobené Le. major 1ze definovat i dva nejpouzivanéjsi mysi modely. MySi kmene BALB/c jsou k
infekci citlivé a rozvijeji nekontrolovanou kozni 1€ézi spojenou s Th2 imunitni odpovédi. Vedle toho mysi
kmene C57BL/6 jsou rezistentni a na infekci odpovidaji rozvojem Thl odpovédi spojené s vylééenim.
Pro infekce jinymi kmeny leishmanii zptisobujici jiné formy nemoci neplati toto obecné pravidlo o
citlivosti a odolnosti BALB/c a C57BL/6 a vhodné;jsi je proto vyuziti jinych modelti (Loria-Cervera and
Andrade-Narvaez, 2014). Ke studiu VL se napt. vyuziva kieckli nebo psi a pro podobnost s lidskym

imunitnim systémem se vyuziva primatt v Cele s makaky (Loria-Cervera and Andrade-Narvaez, 2014).

2.4 Sliny flebotomu jako koktejl bioaktivnich molekul
Slinné zlazy flebotomi ptedstavuji zdroj rozmanitého souboru biologicky aktivnich molekul. Tento
koktejl umoznuje krevsajici samici, ktera jim disponuje, relativné pohodIny pfisun potravy a to

diky vicero riznym mechanismtm.

2.4.1 Antihemostatické a imunomodulacni G¢inky slin

Antihemostatickymi u¢inky disponuji ty slinné faktory, které negativné ovliviiuji obranné mechanismy
hostitele zahrnujici agregaci trombocyti, koagulaci a vasokonstrikci (Lestinova et al., 2017). Téch je ve
slinach flebotomt cela plejada. Jednim z nich, prakticky uniformé zastoupenym enzymem ve slinach
krevsajiciho hmyzu, je apyraza, ktera §tépi ATP a ADP a tim inhibuje agregaci desti¢ek (Anderson et al.,
2006; Hostomska et al., 2009; Kato et al., 2006; J. G. Valenzuela et al., 2001). Dalsi v fad€ jsou zastupci
proteinll ozna¢ovanych jako odorant binding proteins (OBP), ktefi ptisobi jako kompetitivni antagonisté
koagula¢nich faktorti inhibujici tim srazeni krve (Alvarenga et al., 2013). Do koagula¢ni kaskady

zasahuje i protein Lufaxin ze slin L. longipalis vazajici faktor Xa. Inhibuje tak jednak srazeni krve, vedle

-----

......

pusobi v misté sani také vasodilatatné. Mezi takovéto molekuly patii proteiny z rodiny Yellow-related
proteintt (YRP), které vazi v mist¢ sani biogenni aminy a tim plisobi vasodilatatn¢ a antiagregacné

(Anderson et al., 2006; Rohousova et al., 2012; Sima et al., 2016; Xu et al., 2011). Vasodilata¢nimi
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vlastnostmi disponuje také protein Maxadilan pfitomny ve slinach novosvétské L. longipalpis (Lerner
et al., 1991) nebo neproteinové nukleotidové molekuly AMP a adenosin vyskytujici se u rodu
Phlebotomus (Collis, 1989; Ribeiro et al., 1999). Dalsimi slinnymi molekulami s enzymatickou
aktivitou jsou hyaluronidaza, ktera Stépi slozky extraceluldrni matrix, a endonukledzy Stépici
hostitelskou DNA (Charlab et al., 1999; Lestinova et al., 2017), kam patii i Lundep vyskytujici se ve
podili i na etablovéani leishmaniové infekce (Chagas et al., 2014).

Ptiklady Lufaxinu, OBP a Lundep wuvedené v odstavci vySe dokladaji, ze wvedle
antihemostatickych u¢inkt pisobi sliny i imunomodula¢né. Jedna se o chemotaktické ptisobeni na rizné
leukocyty a ovlivnéni jejich funkci. Mezi leukocyty atrahované pfitomnosti slin patii monocyty,
makrofagy (Anjili et al., 1995; Teixeira et al., 2005) a neutrofily (Guimaraes-Costa et al., 2021; Martin-
Martin et al., 2018; Peters et al., 2008). Makrofagy jsou vlivem slin P. papatasi méné vnimavé k IFNy
a inhibuje se u nich produkce NO (Hall and Titus, 1995). Sliny L. longipalpis zase ptisobi na infiltrujici
Ovlivnéna je i sekrece cytokintl. U lidskych i mys$ich monocytt a makrofagli snizuje Maxadilan sekreci
prozanétlivych cytokinti (IFNy, IL-12, TNF) a naopak zvySuje produkci cytokinti asociovanych s Th2
imunitni odpovédi (IL-6, 1L-10, TGFB) (Brodie et al., 2007; Rogers and Titus, 2003). Maxadilan
ovliviiuje obdobnym zplsobem i produkci cytokini u dendritickych bunék a T lymfocytt (Qureshi et
al., 1996; Wheat et al., 2008). Podobné&, adenosin piitomny ve slinach P. papatasi snizuje sekreci Thl
cytokinti u lidskych monocytt (Rogers and Titus, 2003), v mySim modelu potlacuje produkci TNFa, IL-
12 a NO a naopak indukuje produkci IL-10 (Katz et al., 2000). Pod vlivem slin také dochdzi
k pozménénym expresim kostimulacnich molekul CD80, CD86 a MHC II na povrchu antigen
prezentujicich bun€k (APC), které jsou nezbytné pro aktivaci adaptivni imunitni odpovédi (Costa et al.,
2004). Vycet bioaktivnich molekul doklada, ze jednotlivé slozky slin flebotomti jsou co se tyce
efektorovych mechanismu Casto zastupitelné a jejich pole plisobnosti je mnohokrat Sirsi, zasahujici jak

do antihemostatickych mechanismu hostitele, tak i do mechanismti imunitnich.

2.4.2 Imunogenni plisobeni slin
Komponenty slin maji imunogenni vlastnosti a opakované vystaveni slinam flebotomi proto indukuje

tvorbu specifické imunity, ktera je dana pfitomnosti protilatek a buné¢nou imunitou.

2.4.2.1 DTH v misté sani

Opakovanym vystavenim hostitele slindm flebotomt se proménuje slozeni bunééného infiltratu, ktery
docasné osidluje misto sani (Carregaro et al., 2013). Méni se tak tvaf imunitni odpovédi, ktera je
v ptipad¢ naivnich mys$i dana pouze imunomodulacnim ptisobenim slin, tak jak je popsano v textu vyse.
Tato specifickd bunééna odpoveéd’ je spojovana s DTH reakci (z angl. delayed-type hypersensitivity)

(Belkaid et al., 2000; Oliveira et al., 2013) a je charakterizovana svou zavislosti na T lymfocytech
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Schéma 1: Vyobrazeni bunééné odpoveédi v misté sani v Case

od 2 do 48 hodin. Znazornény jsou bunécné infiltraty po sani

ti druht flebotomil, vzdjemné odliSené barevnym pozadim. makrofag lymfocyt
Reakce na sani L. longipalpis je podbarvena zluté, P. duboscqi

zelené a P. papatasi oranzoveé. Ke kazdé reakci je pfifazena monocyt NK burika
informace o modelu, na kterém byla studie provedena. Jedna se

o dva kmeny mysi (BALB/c, C57BL/6), psa, makaka a ¢lovéka. eozinofil dendriticka burika
Legenda urcujici jednotlivé bunééné populace leukocyti je pod

schématem. Podil jednotlivych populaci na celkové skladbé je neutrofil mononuklearni
pouze orienta¢ni a vyjadieny v poCtu zobrazenych bunék. buriky
Odkazuje se vzdy jen ke konkrétni studii, nelze proto srovnavat

jednotlivé studie co do poctu bun¢k mezi sebou. U nékterych
studii autofi mé&fili i produkci cytokind, ve schématu je proto
zobrazena i toto informace vztahujici se vzdy k danému Casu a
modelu.

(Belkaid et al., 2000) a opozdénou infiltraci na misto reakce, kde nejvyssich koncentraci dosahuji
leukocyty v ¢ase 48 hodin od sani (Belkaid et al., 1998; Teixeira et al., 2014). Efekt imunizace na
proménu leukocytarniho infiltratu byl studovan na riznych modelech hostitel-vektor, a proto jsou
jednotlivé poznatky néasledujiciho odstavce uvadény i s ohledem na tento nezanedbatelny kontext
(schéma 1).

K pronikani leukocytd na misto sani dochazi prakticky okamzité po expozici vektorovi. U
imunizovanych BALB/c mysi vystavenych opakovanému sani L. longipalis bylo jiz 2 hodiny od sani
mozné detekovat bunécny infiltrat tvoteny predevSim neutrofily, v mensi mife také makrofagy a
eozinofily (Silva et al., 2005). Podobné, v ¢ase 18 hodin po séni P. papatasi byl infiltrat u téchto mysi
tvofen predev§$im mononuklearnimi fagocyty, eozinofily a neutrofily (Belkaid et al., 1998). Naopak,
Carregaro et al. (2013) ukézal, Ze vlivem nckolikanasobného sani L. longipalpis dochazi u BALB/c mysi
v ¢ase 24 hodin od posledniho sani k redukei po¢tu infiltrujicich se makrofagi, CD4" T lymfocyti, ale
i neutrofilt, a naopak vzrusta pocet CD8" lymfocytd. Pozdgji, v Case 48 hodin, byl infiltrat po sani

stejného flebotoma (L. longipalpis) tvoten predevsim mononuklearnimi fagocyty a eozinofily (Mejia et
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al., 2010; Silva et al., 2005). Naopak, oproti infiltratiim analyzovanych v ranéjsich Casech se neutrofily
v misté sani po dvou dnech vyskytovaly ve srovnani s jinymi leukocyty minimalné (Mejia et al., 2010;
Silva et al., 2005).

Pfi studiu imunizovanych CS57BL/6 mysi dochdzelo ke zvySené produkci cytokinu IL-4 uz
6 hodin od sani P. duboscqi, ktera byla po dalSich 6 hodinach nasledovana nariistem exprese IFNYy,
iNOS, IL-5 a IL-10 (Teixeira et al., 2014). Stejné dochazelo k nartstu produkce IFNy spolus IL-12iv
pfipad¢ imunizace sanim P. papatasi a to uz dtive, jiz 6 hodin od posledni expozice (Kamhawi et al.,
2000). V case 18 hodin od sani P. papatasi byl infiltrdt u imunizovanych C57BL/6 mysi tvofen
predevsim CD4" T lymfocyty, eozinofily a mononuklearni fagocyty (Belkaid et al., 1998, Belkaid et al.,
2000). Po sani infikovaného P. duboscqi byla imunitni odpovéd mefena v Case 48 hodin od sani u
imunizovanych C57BL/6 mysi charakterizovana zvySenymi poéty CD4" lymfocyti produkujicich IFNy,
monocytll a makrofagli, v mensi mife ovS§em i neutrofily a NK buiikami (Teixeira et al., 2014). Nicméng,
jak bylo uvedeno, Teixeira et al. (2014) analyzovali buné¢ny infiltrat po sani infikovaného vektora a za
takovych podminek se imunitni reakce muze lisit. Eozinofily v této studii analyzovany nebyly. Naopak,
masivni vyskyt eozinofilii spolu s mononuklearnimi buitkami a absenci neutrofil byl potvrzen v
tom samém cCase v reakci na sani P. papatasi (Belkaid et al., 1998). Obdobné jako v ptipadé BALB/c
mys$i, i u C57BL/6 plati tendence k poklesu poc¢tu neutrofilti, ktera jde proti celkovému poétu leukocyti
nartstajicimu az do ¢asu 48 hodin od sani (Belkaid et al., 1998, Teixeira et al., 2014).

U pst byla DTH reakce analyzovana v odpovédi na sani P. papatasi a to sice v ¢ase 18 hodin
po sani (Collin et al., 2009). I v ptipad€ této studie byly mezi infiltrovanymi leukocyty masivné
zastoupeny hlavné lymfocyty, makrofagy a eozinofily. Tato reakce byla soucasné doprovazena produkci
smiSeného souboru Th1/Th2 cytokinii zahrnujici IFNy, IL-12, IL-4 a TGFp (Collin et al., 2009).

U lidi byla imunitni odpovéd’ na sani analyzovana v pfipadé P. duboscqi, v Case 48 hodin po
sani. Bunéény infiltrat u jedinc z endemickych oblasti Mali byl tvoien pfedevsim T lymfocyty a
makrofagy, jejichz pritomnost byla doprovdzena nartstem produkce IFNy a déle i nizkou expresi
cytokinit TNF, TGFp, IL-13 a IL-5 (Oliveira et al., 2013). K obdobnym z&vérim dospéla i studie, kdy
byli dobrovolnici vystaveni opakovanému experimentalnimu sani P. duboscqi a v ¢ase 48 hodin od sani
byly histologicky analyzovany vzorky v mist¢ DTH (de Araujo et al., 2024). Zajimavé je, ze zatimco u
lidi, ktefi byli imunizovani ptl roku pted poslednim sanim byl bunécny infiltrat tvofen predevsim
lymfocyty a makrofagy/mononuklearnimi buikami obdobné jako u lidi z endemickych oblasti Mali
(Oliveira et al., 2013), u téch dobrovolniku, ktefi byli vystaveni imunizaénimu sani pouhé dva meésice
pied poslednim sanim byly v infiltratu zastoupeny i eozinofily/mastocyty a neutrofily (de Araujo et al.,
2024).

Co se ty€e adaptivni imunitni odpovédi hostitele na sani flebotoma, predchozi odstavce tvori
mozaiku souc¢asného poznani. Informace jsou poskladany ze studii provadénych na riiznych hostitelich,
s pouzitim ruznych vektori a analyzovanych v rozdilnych casech. Jednoticim prvkem ve vSech

zminénych studiich jsou mononuklearni leukocyty — lymfocyty, makrofagy a monocyty — at’ uz je autofi
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neutrofily se v infiltratu spiSe vyskytuji, napfi¢ studiemi nicméné plati trend, Ze jejich pocty jsou
nejvyssi po sani a s postupem Casu klesaji. Na rozdil pravé od zminénych mononuklearnich leukocyta.
Eozinofily se také, nezavisle na hostiteli a pfenaseci, vyskytuji mezi leukocyty prostupujicimi na misto
sani, pozornost jim ovSem nevénuji vSechny studie. Poznatky tykajici se jinych nez zminénych
bunécnych populaci jsou vice nez kusé a pro demonstraci jsou spolu se zbytkem infiltrdtu vyobrazeny

na schématu 1.

2.4.2.2 Systémova odpovéd’

V reakci na sani flebotoma dochazi i k ustanoveni adaptivni imunity na humoralni urovni. Jedna se o
specifické protilatky tfidy IgG, jejichz tvorba je spojena se sanim mnoha druht flebotomt, napf.
P. duboscqi (de Araujo et al., 2024; RohousSova et al., 2011), P. argentipes (Clements et al., 2010),
P. sergenti (Gholami et al., 2019; Rohousova et al., 2005), P. alexandri (Lakhal-Naouar et al., 2021),
P. papatasi (Belkaid et al., 1998; Kammoun-Rebai et al., 2017), L. whitmani (Gomes et al., 2016),
L. intermedia (de Moura et al., 2007) nebo L. longipalpis (Stafkova et al., 2008; Vinhas et al., 2007).
V ptipadé protilatek proti slindAm P. papatasi, L. longipalpis a L. intermedia je u mys$i nejvice
zastoupenou podtiidou IgG1 (de Moura et al., 2007; Silva et al., 2005, 2005; Vlkova et al., 2012), ktera
je asociovana s navozenou Th2 imunitni odpovédi, zatimco IgG2a odrazi odpovéd Thl (Bretscher,
2014). Krome tfidy [gG mtze dochazet i k tvorb¢ IgE, ktera je spjata predev§im s ¢asnou hypersenzitivni
reakci (Vinhas et al., 2007), produkce této tiidy protilatek ovSem v reakci na sani flebotomii bézna neni
(Carvalho et al., 2015).

V tadé studii se pro studium systémové odpovédi vyuzivaji PBMC (z angl. peripheral blood
mononuclear cells) izolované z krve opakované exponovanych jedinct, kdy se analyzuje cytokinovy
profil produkovany za stimulace slinnym homogenatem (SGH). Kultivaci takovychto PBMC s SGH
P. papatasi dochazi k aktivaci CD8" T lymfocyti produkujicich IL-10 a IL-4 i CD4" T lymfocytd
produkujicich IFNy. Dominuje vSak zcela Th2 profil a produkci IFNy je mozné detekovat az po
neutralizaci IL-10 (Abdeladhim et al., 2011). Podobné i SGH P. alexandri stimuluje lidské PBMC
predevsim k produkci protizanétlivych IL-10 a IL-13, ale dochazi i k produkci IFNy a IL-17 (Lakhal-
Naouar et al., 2021). Studie, ve kterych byly analyzovany produkce cytokint PBMC v reakci na SGH
P duboscqi, ukazaly ve vétSin€ piipadli na smiSenou imunitni reakci zahrnujici jak produkei cytokint
asociovanych s Th1, tak Th2 imunitni odpovédi IFNy, IL-10, IL-17, IL-5, IL-12p40 a IL-13 (de Araujo
et al., 2024; Oliveira et al., 2015, 2013). U ¢asti jedincti ovSem dochazelo i k rozvoji polarizovanych
odpovedi, tedy k vysoké produkci IFNy a nizké produkci Th2 cytokinti (IL-13 a IL-5), nebo opacné
(Oliveira et al., 2013). Podobn¢, PBMC z imunizovanych jedinci kultivované spolu s SGH L.
longipalpis reagovaly produkci prozanétlivého IFNy a protizanétlivého IL-10 (Vinhas et al., 2007). I

PBMC kultivované se slinami flebotoma stejné¢ho rodu, L. infermedia, produkovaly dominanté I1L-10
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nasledovany IFNy a IL-13 (Carvalho et al., 2015). Produkce téchto cytokind byla dana ¢innosti CD4" T
lymfocytl, na rozdil od studie Abdeladhim et al. (2011), kter4 za zdroj produkovanych cytokinti urcila
predevsim CD8" T lymfocyty. Naopak, v pfipadé¢ kultivace PBMC s SGH P. kandelakii nebyla
zaznamendna zadné produkce meétfenych cytokind. Divodem byla kratkd sezona tohoto flebotoma
v oblasti a tedy nedostatecna expozice lidi jeho sani (Oliveira et al., 2020).

SmiSena reakce na slinné antigeny byla métena i v ptipade bun€k lymfatické uzliny. U leukocyt
izolovanych z BALB/c myS$i imunizovanych SGH L. whitmani byla stimulaci vyvolana produkce
predev§im IL-10 ale také IFNy a IL-4 (Gomes et al., 2016). Na produkci stejného souboru

-----

z imunizovanych mysi stimulovanych SGH L. intermedia (de Moura et al., 2007).

2.5 Role slin a slinnych proteintl v pfenosu leishmanidzy
S ohledem na vySe zminény vycet imunomodulacnich a imunogennich vlastnosti slin je tfeba nastinit i
znamou skute¢nost, ze samotny akt pienosu patogenu flebotomem piedstavuje vyrazné formujici faktor
pro rozvoj infekce (Serafim et al., 2021). V souvislosti se slinami se hovoii o takzvaném enhancing
soucasti infek¢niho inokula praveé sliny vektora (Belkaid et al., 1998; Titus and Ribeiro, 1988) nebo
dochazi k opakované expozici flebotomlim na jiz rozvijejici se 1ézi (Vojtkova et al., 2021). Naopak,
pokud je hostitel pred samotnou infekei vystaven neinfek¢énimu sani flebotomy, 1éze jsou mensi, vyvijeji
se pomaleji a obsahuji také mensi mnoZstvi parazitd. Tento fenomén se oznaCuje jako protective
(ochranny) efekt (Gomes et al., 2016; Kamhawi et al., 2000; Lestinova et al., 2015; Rohousova et al.,
2011).

Prvni zminény je odrazem chemoatraktornich a imunomodulac¢nich vlastnosti slin, kdy dochazi
k infiltrovani mista sani mnoZzstvim hostitelskych bun€k a zaroven k jeho polarizaci k Th2 imunité
(Guimaraes-Costa et al., 2021; Peters et al., 2008; Prates et al., 2011). Dochazi k inhibici produkce
cytokinii asociovanych s Thl odpovédi (IFNy , IL-12) a iNOS, navySuje se mnozstvi apoptotickych
bunck a formuje se tak tolerantni prostfedi k rozvoji infekce (Mbow et al., 1998; Salei et al., 2017). Za
takovych podminek dochazi k rozvoji leishmaniové 1éze i u jinak rezistentniho mysiho kmene C57BL/6
(Belkaid et al., 1998). Nemusi se ovSem jednat ani o pfitomnost kompletniho SGH. U C57BL/6 mysi
bylo prokazano, ze napf. pouha ptitomnost endonukleazy Lundep (molekula stépici NET, neutrofilni
extracelularni sit€), injikované spolu s Le. major vede k signifikantnimu zhorSeni pribchu infekce
(Chagas et al., 2014) a podobné pusobi i infek¢ni inokulum Le. major s rekombinantnimi YRP
(Guimaraes-Costa et al., 2021).

Protektivni efekt je diisledek ustanovené adaptivni imunity vici slinnym proteiniim a je zavisly
predev§im na bunééné imunité spjaté s DTH a produkci IFNy (Belkaid et al., 1998; Carregaro et al.,

2013; Gomes et al., 2012; Jesus G. Valenzuela et al., 2001), vylouceny ovSem neni ani vliv
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neutralizacnich protilatek vici slinnym enzymiim (Chagas et al., 2014; Martin-Martin et al., 2018). Léze
u takto imunizovanych mys$i jsou oproti kontroldm mensi, vyvijeji se pomaleji a maji i mensi parazitarni
naloz (Kamhawi et al., 2000). Protektivni efekt slin potlacujici rozvoj 1ézi byl studovan na riznych
kombinacich zahrnujicich rozdilné kmeny leishmanii a rizné druhy flebotomt jak z rodu Phlebotomus,
tak z rodu Lutzomyia. Ackoli ve vétSin€ ptipadii autoti studii skutecné prokazali efekt protekce, nejedna
se o vyluény vysledek imunizaci (Gholami et al., 2019). V nékterych ptipadech imunizace heterolognim
ale i homogennim SGH nebyl imunizovany hostitel ochranén pfed naslednou infekci tak jako tomu je
v pfipad¢ protektivniho efektu (Thiakaki et al., 2005, Gomes et al., 2008, de Moura et al., 2007).

Podrobnéjsi informace k jednotlivym studiim jsou uvedeny v tabulce nize (tab. 1).

Tab. 1: Souhrn studii zabyvajici se potencidlnim protektivnim efektem imunizace slin na vyvoj leishmaniovych
infekei. Zahnuty jsou informace o druhu vyuzitém k imunizaci, zplsobu imunizace (prostfednictvim sani nebo
vpichu SGH), pouzitém zvifecim modelu, zptisobu infekce a vysledku, tedy jestli imunizace vedla k protekci (+),
nebo nevedla (-). Sedym podbarvenim jsou oznadeny ty vysledky imunizaci, kde byl druh vyuzity k imunizaci
odlisny od toho vyuzitého pfi infekei.

Druh Zptsob

flebotoma imunizace Model Infekce Protekce Citace

Le. braziliensis
L. whitmani SGH BALB/c + (Gomes et al., 2016)
+ SGH L. whitmani

Le. infantum
- (Gomes et al., 2008)
+ SGH L. longipaplis

oL Le.braziliensis
kiecek +* (Tavares et al., 2011)
+ SGH L.intermedia

Le.braziliensis
+ (Tavares et al., 2011)
+ SGH L. longipaplis

L. longipaplis SGH
Le.braziliensis
+ (Carregaro et al., 2013)
+ SGH L. longipaplis

BALB/c
Le. amazonensis )
+ (Thiakaki et al., 2005)
+ SGH L. longipalpis
Le. major
C57BL/6 + (Xu et al., 2011)

+ SGH L. longipalpis

Le.braziliensis
L. intermedia SGH BALB/c - (de Moura et al., 2007)
+ SGH L. intermedia

Le. major
+ (Lestinova et al., 2015)
+ SGH P. papatasi
BALB/c
Le. major )
P. papatasi Sani * (Lestinova et al., 2015)
+ SGH P. duboscqi
BALB/c, Le. major
+ (Kamhawi et al., 2000)

C57BL/6 | + infekéni sani P. papatasi

18



BALB/c, Le. major )
+ (Belkaid et al., 1998)
C57BL/6 + SGH P. papatasi
SGH
Le. amazonensis ) )
BALB/c - (Thiakaki et al., 2005)
+ SGH L. longipalpis
Le. major (Rohousova et al.,
BALB/c +
+ SGH P. duboscqi 2011)
Le. major o
P duboscqi Sani C57BL/6 + (Teixeira et al., 2014)
+ infek¢ni sani P. duboscqi
Rhesus Le. major (Guimaraes-Costa et
+
macaques | + infek¢ni sani P. duboscqi al., 2021)
Le. tropica )
- (Gholami et al., 2019)
+ SGH P. sergenti
P. sergenti SGH BALB/c
Le. amazonensis . )
- (Thiakaki et al., 2005)
+ SGH L. longipalpis
Le. donovani (Pushpanjali et al.,
P. argentipes SGH BALB/c +
+ SGH P, argentipes 2018)

Poznatky o protektivnim efektu slin pfedstavuji potencialni moznost pro vyvoj tzv. transmission
blocking vakcin, tedy vakcin, jejichz efekt je zalozen na zabranéni pienosu patogenu do hostitele.
V pribéhu tady let se proto rizni autoii zabyvali a stile zabyvaji imunogennim potencialem
jednotlivych slinnych komponent flebotomti a to i v souvislosti s manifestaci leishmaniové léze.
V ramci zkoumanych druhti plati, Ze ne vSechny slozky slin jsou schopny vyvolat u hostitele adaptivni
imunitni odpovéd’” a pokud ano, nemusi byt nutné protektivni (Oliveira et al., 2015, 2008; Xu et al.,
2011). Hovoii se také o druhové specifité protekce, kdy imunogenni potencial proteinu prokdzany na
jednom druhu hostitele nebyl prokazan na druhu jiném (Gomes et al., 2008).

V ptipadé rodu Phlebotomus se protektivni efekt prokazal po imunizaci proteiny PpSP15" druhu
P. papatasi (Davarpanah et al., 2020; Oliveira et al., 2008; Jesus G. Valenzuela et al., 2001), PASP15
druhu P. duboscqi (Oliveira et al., 2015) a obdobného SP15 z druhu P. argentipes (Pushpanjali et al.,
2018), a to namodelech BALB/c a C57BL/6 mysi a také primata Rhesus macaques. Do stejné proteinové
rodiny patfi 1 PsSP9 ze slin P. sergenti, jehoz plazmid ochrénil imunizovanou BALB/c myS$ pied
zavaznym rozvojem infekce Le. tropica (Gholami et al., 2019).

Co se ty€e rodu Lutzomyia, u druhu L. longipalpis byl protektivni efekt vic¢i rozvoji infekce
Le. major prokéazan v ptipad¢ imunizace C57BL/6 mysi hyaluronidazou LuloHya, endonukleotidazou
Lundep (Martin-Martin et al., 2018) a proteinem LIM11 (patfici k YRP) (Gomes et al., 2012; Xu et al.,
2011). U psu je protekce vuci infekci Le. infantum spjata s proteiny LJL143 (Lufaxin) a LJIM17 (patiici

" Nézev proteinu PpSP15 je odvozen od zkratky Pp (druh flebotoma, zde Phlebotomus papatasi), SP (z angl.
salivary protein) a molekulové velikosti, podle které se protein vydéluje na elektroforéze (~15 kDa), stejnym
zpusobem jsou vyjadfeny i dalsi SP
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k YRP) (Collin et al., 2009). Tyto proteiny jsou zaroven i ptikladem vySe zminéné druhové specifity
protekce, protoze jejich pouziti pii imunizovani C57BL/6 mysi nebylo u¢inné v ochrané viici infekcei
Le. major a to 1 ptes to, ze LJL143 vyvolaval i na tomto modelu specifickou DTH reakci (Xu et al.,
2011). Dalsi molekulou, jejiz vyuziti ve vakcinaci u CBA mysi vedlo k protekci, je Maxadilan ze slin
L. longipalpis (Morris et al., 2001). Samotna piitomnost tohoto potentniho vasodilatoru v infekénim
inokulu vede k vyraznému zhorSeni prubéhu léze Le. major u naivnich mysi, nicméné€ pokud jim jsou
myS$i imunizovany, jejich léze jsou né€kolikandsobné mensi a také se rychleji zhoji. U kiecka
Mesocricetus auratus pusobila protektivné imunizace DNA plazmidem kodujicim protein LIMI19,
specificky inhibitor komplementové kaskady také znamy jako SALO (z angl. salivary anticomplement
of L. Longipalpis). Vakcinace v tomto pfipad¢ vedla u zvifat k ochrané pfed rozvojem jak VL zplisobené
Le. infantum tak i CL zplsobené Le. braziliensis (Gomes et al., 2008; Tavares et al., 2011). Protektivni
efekt u zvirat byl spojen se zvysenou produkci IFNy v lymfatické uzling, jatrech i sleziné a DTH reakci
v miste sani s pfevaznym zastoupenim mononuklearnich leukocyti (Davarpanah et al., 2020; Gomes et
al., 2016; Oliveira et al., 2008).

Obecné¢ lze fici, ze takto popsané navozené protekce jsou charakteristické vysokym pomérem
produkce IFNy/IL-4 v ranych stadiich infekce a pfitomnosti mononuklearnich fagocytl v misté sani.
V pozdé¢jsich stadiich infekce pak specifickymi CD4+ T lymfocyty produkujicimi IFNy (Gholami et al.,
2019; Oliveira et al., 2015, 2008). Na rozdil od reakce na sani flebotomt, imunitni odpoveéd’ na
jednotlivé slinné komponenty spojena s protekci neni doprovazena pritomnosti eozinofilti (Collin et al.,
2009; Gholami et al., 2019).

Imunogenni efekt rekombinantnich proteindi byl studovan i u lidskych PBMC. Stejné jako
v pfipad¢ studii na zvifecich modelech i v pfipadé PBMC izolovanych zkrve imunizovanych
dobrovolnikt doslo vlivem proteinu PASP15 P. duboscqi k produkei IFNy (de Araujo et al., 2024).
Vysoka produkce IL-10 byla ve stejné studii méfena v reakci na proteiny PduM34 (patrici k roding
proteini PpSP32-like) a PduM35 (pattici k YRP podobnym PpSP42). Naopak, protein PpSP15 ze slin
P. papatasi, obdobny popsanému PdSP15 P. duboscgi, vyvolaval u PBMC od imunizovanych jedinct
vysokou produkei IL-10 a produkce IFNy byla métena pouze v piipad€ proteini PpSP42, PpSP44 a
PpSP36 (Tlili et al., 2018). Tyto vysledky demonstruji, ze proteiny, které formuji imunitni odpovéd’ u
zviteciho modelu ur¢itym smérem, nemusi mit stejny imunogenni efekt v piipadé lidského imunitniho

systému.
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3 Metodika

3.1 Zvirata
3.1.1 Mygi

V experimentech byly vyuzity samice inbredniho kmene BALB/c mysi, které byly umisténé ve zvétinci
Katedry parazitologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (PfF UK). Zde byly drzeny za
stabilnich podminek (teplota vzduchu 20-24 °C, vlhkost vzduchu 40-50 %) v plastovych boxech
s dostate¢nym mnozstvim podestylky. Permanentné mély k dispozici vodu a standardizované krmivo ad
libitum. Manipulace se zvitfaty probihala pod dohledem certifikované osoby, RNDr. Ivy Kolafové PhD
a experimenty byly schvalené etickou komisi PfF UK a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy
Ceské republiky (projekty pokusii ¢&. MSMT- 32011/2020-3, MSMT-11699/2022-2).

Béhem pokusi zabyvajici se in vitro kultivaci (cil ¢. 1) bylo zpracovano 6 dlouhodobé¢
stimulovanych mysi starych zhruba 1,5 roku. Ty byly vyuzivany po dobu zhruba jednoho roku k séni
kolonie druhu Phlebotomus duboscqi. Pokus byl proveden v jednom opakovani.

V pokusech zabyvajicich se imunitni odpovédi u imunizovanych mysi (cil €. 2) byly vyuzity
jedinci stafi pfiblizné 8 tydnd, ty byly rozd€leny do dvou imunizovanych skupin (D2, D7) po 5 zvitatech.
Stejny pocet mysi byl i ve dvou ptidruzenych negativnich kontrolach. Celkové tedy 20 mysi na jedno
opakovani pokusu. Pokus byl opakovan dvakrat.

V pokusech s kontextem leishmaniové infekce (cil ¢. 3) byly mysi staré 8 tydni a rozd€leny do
4 skupin po 6 jedincich. Celkové bylo vyuzito 24 mys$i na jedno opakovani pokusu. Ten byl také

opakovan dvakrat.

3.1.2 Phlebotomus duboscqi

Kolonie druhu Phlebotomus duboscqi je soucasti chovné sbirky laboratoie Biologie hmyzich vektord na
Prirodovédecké fakulté UK. Kolonie P. duboscqi pochazi ze Senegalu a v laboratofi je drzena od roku
1994. Po generace je populace udrZzovana ve stabilnich podminkach zahrnujicich definovanou teplotu
(25-28 °C), vlhkost (70-95 %), svételny rezim (14 hodin svétlo : 10 hodin tma) i vhodné krmivo.
Vsechna larvalni stadia (L1-L4) jsou chovana v plastovych boxech udrzujici toto stabilni prostredi (viz
vySe) a krmena rozemletymi krali¢imi exkrementy. Dospé€lci jsou drzeni v sitich natazenych na
kovovych konstrukcich a pfetazenych igelitem k udrzeni vlhkosti, jejiz zdrojem je navlhéena vata. Obé
pohlavi jsou krmena 50% roztokem cukru a samice jsou navic za i¢elem kladeni vajec jednou ¢i dvakrat
tydn€ nechany sat na uspanych mySich (Volf and Volfova, 2011). Slozeni anestezie jakoz i dalSich

roztokli uvedenych v kapitole Metodika je uvedeno v tab. 8 na konci této kapitoly.
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3.2 In vitro produkce protilatek v kultufe splenocytl
Cilem experimentt bylo zjistit vyuzitelnost dlouhodob€ imunizovanych mysi pro in vitro produkci

protilatek v kultute splenocytl a zmapovat vliv pfitomného antigenu v médiu (cil €. 1).

3.2.1 Design experimentu

Pro experiment bylo vyuzito Sest dlouhodob¢ imunizovanych mysi z kolonie flebotomt P. duboscgi. Ty
byly vyuzivany zhruba kazdych 14 dni po dobu pfiblizné jednoho roku jako zdroj krve pro samice
flebotomtl a tim imunizovany. Tyden po poslednim sani byla myS$im odebrana krev (viz kapitola 3.3.3.1)
a slezina. Z kazdé mysi byla pfipravena kultura splenocytt a buiiky byly stimulovany pomoci slinného
homogenatu (SGH) P. duboscqi, heterolognim antigenem (SGH L. longipalpis) nebo ponechany bez
stimulace jako negativni kontrola. Pfiprava SGH viz kap. 3.3.6.2 a 3.4.4.1. O kulturu bylo pecovano dle
textu niZe a nésledné bylo médium spolu se sérem vySetfeno na piitomnost protilatek metodou ELISA

(viz kapitola 3.3.6) pro antigen ve forme jak SGH P. duboscqi, tak pro SGH L. longipalpis.

3.2.2 Typ bunék

Slezina je sekundarnim lymfatickym organem a jako takova zajistuje antigenné specifickou imunitni
odpovéd’. Diky své velikosti predstavuje vyborny zdroj riznorodych bungk, splenocytt, zahrnujicich
prave i leukocyty podilejici se na produkci protilatek. Splenocyty nebyly pro experimenty nijak

sortovany a byla vyuzita jejich heterogenni suspenze.

3.2.3 Ptiprava kultury

Mysi byly hluboce uspany a v laminarnim boxu jim byla odebrana slezina a pfenesena do sterilniho
kultivacniho média (tab. 8). Po celou dobu probihala prace s tkanémi a bunikami na ledu a za sterilnich
podminek v lamindrnim boxu. Slezina byla mechanicky homogenizovana pomoci plastovych
homogenizatort a piefiltrovana ptfes 70um sitko (Cell Strainer, 70 um, REF: 15-1070, BIOLOGIX) do
50ml plastové zkumavky Falkon. Sitko se kultivaénim médiem promylo do falkony a ta se doplnila
timto médiem do 25 ml. Zkumavka se stocila (10 min, 350g, 4°C; Heraeus Megafuge 8R, Thermo
Scientific™) a sediment se resuspendoval ve 2 ml kultivacniho média. Koncentrace takto pfipraven¢ho
homogenatu se zméfila na pristroji Countess (default mode; Invitrogen™ Countess™ 3 Automated Cell
Counter) a zasobni roztok se nafedil tak, aby jeho koncentrace odpovidala 10° bungk na 100 pl. Posléze
se buniky v objemu 100 ul na jamku nanesly na 96 jamkovou desti¢ku (REF: M0812, CELLSTAR® TC,
Sigma-Aldrich). Jamky bez ptidaného antigenu se doplnily kultivacnim médiem do objemu 200
ul/jamku. Jamky, kde byly bunky stimulovany jednim ¢i druhym typem SGH se doplnily do 200 ul
roztokem s koncentraci 0,5 Zlazy/100 ul. Inkubace probihala ve 37 °C, 5% CO2 atmosféte po dobu 9
dnt. Po tfech dnech od zacatku kultivace byly vSechny jamky doplnény o 50 pl kultivacniho média. Po
uplynuti pozadované doby bylo médium odebrano do zkumavek a zamrazeno pii - 20 °C pro naslednou
analyzu. Kultivagni protokol vychazel ze publikovanych studii (Cernysiov et al., 2010; Uthoff and
Boldicke, 1993).
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3.3 Imunitni odpovéd’ u imunizované mysi

Cilem experimentu bylo zmapovat buné¢nou odpoveéd’ v misté sani podilejici se na protektivnim efektu
slin flebotomti ve vztahu k prabéhu leishmaniozy (cil €. 2). Za timto Gcelem byly myS$i imunizovany
sanim P, duboscqi (jako podminka vzniku protektivniho efektu) a ve dvou riznych asovych odstupech
od posledniho sani bylo v misté sani analyzovano zastoupeni infiltrovanych leukocyt. Experiment
probihal v $irS§im kontextu souvisejicich pokusti zabyvajici se naasovanim infekce Le. major vuci

imunizaci slinami P. duboscqi (v navaznosti na diplomovou praci Jelinkova 2022).

3.3.1 Design experimentu

Imunizované mysi byly rozdéleny do dvou skupin. Skupina D2 byla usmrcena a cytometricky
analyzovana dva dny po poslednim sani a skupina D7 sedm dni od posledniho sani. Ob¢ skupiny
imunizovanych mysi byly doprovazeny negativni kontrolou, ktera imunizovana nebyla.

Mysi byly imunizovany prostfednictvim sani P. duboscqi a to tak, ze bylo umoznéno
flebotomim sat pouze na usich (obr. 1), jejichz tkan byla urena k nasledné analyze. Imunizacni sani
probéhlo celkem tfikrat s tydennim odstupem mezi jednotlivymi expozicemi (schéma 2). Po poslednim
sani byly mysi s ohledem na konkrétni skupinu (D2, D7) usmrceny a nasledn€ byl jeden usni boltec
analyzovan pomoci cytometrie a druhy usni boltec byl ulozen do fixa¢niho roztoku pro néslednou
histologickou analyzu. Mira navozené imunizace byla stanovena vySetfenim séra/plazmy metodou

ELISA na protilatky se specifitou proti slinnym proteinim P. duboscqi.

3.3.2 Proces imunizace

Imunizace probihala prostfednictvim sani 20 neinfikovanych samic P. duboscqi. Hmyz byl minimalng
5 dni stary, krmen pouze cukernou smési. Kazda mys byla uspana intraperitonealn€ vpravenou anestezii
(tab. 8) a vlozena do sitky s pfipravenym mnozstvim samic. K ochrané pfed sanim na nezadoucich
mistech, byla kazda mys zabalena do textilie tak, aby zistaly odhaleny pouze usi (obr. 1). O¢i my$i byly
chranény pted vyschnutim aplikaci gelu (RecuGel, Bausch&Lomb). Sité¢ s mySmi byly ponechany ve
standardizovanych podminkéch (teplota 25-26 °C, vlhkost 50 %) po dobu 1 hodiny, béhem které byly
kryty tmavou latkou tak, aby byly flebotomové stimulovani k sani, jako tomu je v pfirozeném prostiedi.

Po uplynuti pozadovaného ¢asu byly mysi ze siti vyndany a nasati flebotomové spocitani.

Obr. 1: Zakrytd mys$ pfi imuniza¢nim séni.
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Schéma 2:
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Graficky znazornény experimentalni
design a imuniza¢ni schéma. Na casové
ose jsou vyznaceny dny, ve kterych
zpracovavani tkani v asech dva dny od
posledniho sani (D2) a sedm dni od
posledniho sani (D7). Metodické
zpracovavani jednotlivych tkani je
vyobrazeno na hornim schématu mysi.
Pravé ucho bylo analyzovéano
histologicky pomoci svételné
mikroskopie (SM) a imunofluorescence
(IF). Bunky levého ucha byly méfeny
pratokovou cytometrii (PC) a sérum
mysi bylo ELISA metodou vySetfeno na
pritomnost protilatek. Soucasti
schématu je tabulka s primérnymi
poCty nasatych samic + smérodatna
odchylka pro jednotlivé imunizace
v jednotlivych opakovanich, ktera je
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3.3.3 Vzorky tkani
3.3.3.1 Krev

Krev byla myS$im v pribéhu experimentu odebrana na zacatku a na konci pokusu. Pfi prvnim odbéru,
pred imunizaci, byla mySim odebrana krev pomoci heparinizovanych kapilar (BRAND®, REF: 749311)
z ocasu. Po stoceni kapilar (2000 g, 10 min; Thermo Scientific HERAEUS PICO 17) byla separovana
plazma oddé¢lena do zkumavek a uskladnéna. Pti ukoncovani experimentu byla hluboce uspanym mysim
odebrana tepenna krve z levé podklickové cévy a nasledné strzen vaz. Zkumavky s krvi byly po dobu
jedné hodiny ponechany k vysrazeni séra za pokojové teploty a nasledné stoceny (2000 g, 10 min;

Eppendorf MiniSpin). Sérum i plazma byly zamrazeny a uskladnény pfi teploté - 20 °C.

3.3.3.2 Usni boltce
Ob¢ usi byly odebrany po usmrceni mysi tak, ze byla odstfizena pouze nechlupata ¢ast boltce. Levé
ucho bylo zpracovano cytometricky, pravé ucho bylo uloZzeno do zinkové fixaze (tab. 8) a zpracovano

na histologii.

3.3.4 Histologie

3.3.4.1 Ptiprava vzorkl
Usi byly odstfizeny a vlozeny do zkumavky s 2 ml zinkové fixaze (tab. 8). Nasledné byly zkumavky
umistény na rotator (Roto-Mini™ Plus), kde byly ponechdny po dobu 1 hodiny (rezim Mix, 15 rpm) a
nasledné uskladnény. Po ¢tyfech dnech byla zinkova fixaz vyménéna a vzorky se opé€t nechaly 1 hodinu
na rotatoru. V zinkové fixazi byly vzorky ponechany az do zpracovani. Pfed zalévanim do parafinu se
vzorky tfikrat promyly v PBS a ¢astecné odvodnily v alkoholové fedici fadé (tab. 2). Uskladnéné v 70%
ethanolu byly nasledné vzorky preneseny na histologické pracovisté UMG?, kde byly umistény do
histologickych kazet (HISTOSETTE, REF: M490-4, Simport, 41 x 28 x 7 mm), zcela odvodnény a
prosyceny parafinem v tkanovém procesoru (HistoCore PEGASUS). Zalévani do parafinovych bloka
probihalo na parafinové zalévaci lince (Leica HistoCore Arcadia H) a po ztuhnuti vosku byly bloky
krajeny na mikrotomu (Microtome Leica RM2255) na fezy o tloust’ce 6-8 um, které byly pfeneseny na
mikroskopicka sklicka (Surgipath® X-tra® Microscope Slides, Leica) a do druhého dny ponechany
k zafixovani na vyhtivané ploténce pii teploté 42 °C.

Pro prvni opakovani byly na histologii zpracovany usi od v§ech mysi vSech skupin (4 skupiny;
5 mysi/skupina). U druhého opakovani byly z casovych divodi na histologii zpracovany usi pouze od

dvou mysi z kazdé skupiny.

? Histologicka laboratof, Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.,
https://www.img.cas.cz/skupina/histologicka-laborator/
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Tab. 2: Tabulka shrnujici zpracovani tkané pro zaliti do parafinu. Veskera manipulace probihala za pokojové
teploty.

zinkova fixaz 2x1 hod na rotatoru | uskladnéni
PBS 3x15 min na rotatoru
manualné 30% etanol 1 hod na rotatoru
50% etanol 1 hod na rotatoru
70% etanol 1 hod na rotatoru uskladnéni

odvodnéni, parafinova

HistoCore PEGASUS .
infiltrace

pies noc

Leica HistoCore Arcadia H | zaliti do parafinového bloku

3.3.4.2 Barveni Hematoxylin-Eozinem
Barveni fezti Hematoxylinem-Eosinem (H-E) probihalo dle tab. 3. Pfed samotnym barvenim se nejprve
procesem deparafinizace preparat zavodnil, nasledn¢ se nabarvil H-E a nakonec se opétovné odvodnil a

zamontoval do solakrylu.

Tab. 3: Tabulka shrnujici zpracovani fezid pro barveni H-E

xylen 3x5 min
§ isopropanol:xylen 1x5 min
g absolutni alkohol 2x5 min
§ 96% alkohol 1%3 min
"q? 70% alkohol 1x3 min
dH,O 1%3 min
hematoxylin 6 min
omyti pod tekouci vodou 10 sec
% diferenciace v 0,1% HCIl 10 sec
:% omyti pod tekouci vodou 10 sec
eosin 30 sec
omyti pod tekouci vodou 30 sec
dH,O 1%3 min
96% alkohol 1x3 min
§ absolutni alkohol 2x5 min
%, isopropanol:xylen 1x5 min
@ xylen 3%5 min
xylen (Cisty) 1x5 min
montovani do solakrylu
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3.3.4.3 Imunofluorescence

Rezy pro imunofluorescenéni znageni byly vybrany na zékladé pozitivni infiltrace viditelné diky H-E
barveni. Barveni fezil pro imunoznaceni probihalo dle tab. 4. Podobné jako v ptipad¢ H-E doslo nejprve
k deparafinizaci a zavodnéni. Poté se fezy promyly v 0,1M PBS (tab. 8) a nasledné byly nechéany
1 hodinu v permeabilizatnim roztoku (tab. 8). Nasledovala inkubace s roztokem primarnich
nekonjugovanych protilatek (pAb). Ty byly fedény do 0,1% BSA/PBS, pAb proti inducibilni NO
syntetaze (rat anti-mouse iNOS) v poméru 1:200 a pAb proti myeloperoxidaze (rabbit anti-mouse MPO)
v poméru 1:150 (vSe tab. 8). Po no¢ni inkubaci byly fezy opét promyty a po 4 hodiny ponechany
inkubovat v roztoku sekundarnich protilatek, které byly fedény do 1% BSA/PBS, sekundarni Ab proti
iNOS (goat anti-rat I[gG Alexa fluor 568) v poméru 1:1000 a sekundarni Ab proti MPO (goat anti-rabbit
IgG FITC 488) v poméru 1:40 (vse tab. 8). Ke konci se fezy opét promyly a nasledn¢ zamontovaly do
Vectashieldu (Antifade Mounting Medium with DAPI, tab. 8).

Tab. 4: Tabulka shrnujici zpracovani fezli pro imunofluorescencni barveni

xylen 2x10 min
isopropanol:xylene 1x10 min
% absolutni alkohol 2x10 min
% 96% alkohol 1x10 min
% 70% alkohol 1x10 min
50% alkohol 1x10 min
dH20 2x5 min
promyti v 0,1M PBS 3x10 min

inkubace v permeabiliza¢nim roztoku | 1 hodina

| inkubace v primarni Ab pfes noc

g promyti v 0,1M PBS 3x10 min

- inkubace v sekundarni Ab 4 hodiny
promyti v 0,1M PBS 3x10 min

montovani do Vectashield
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3.3.5 Prtokova cytometrie

3.3.5.1 Izolace bun¢k z ucha

Nechlupata ¢ast boltce byla odebrana z usmrcenych mysi. Ucho bylo pomoci pinzet rozdéleno na
ventralni a dorzalni list, které se vlozily do piipravené zkumavky s 1 ml enzymatické smési (tab. 8).
Pred zac¢atkem samotné inkubace se ob¢ pllky ucha rozstfihaly na kousky pfiblizné o rozmérech 3x3
mm a cela smés se 20% protahla ptes ustiizenou Spicku pro objem 1000 pl. Takto pripravené vzorky se
nechaly po dobu 50 minut inkubovat na termobloku (37 °C, 800 otacek; Thermo—Shaker TS-100C,
Biosan). V poloving ¢asu inkubace a také na konci inkubace se smés opét 20x protahla pies ustfizenou
Spicku. Po uplynuti daného Casu se vzorky piefiltrovaly ptfes 70um sitko (Cell Strainer 70 um, SPL,
REF: 93070) do 50ml falkony a ke smési se pfidaly 3 ml 3%FBS/PBS s EDTA (tab. 8). Nasledn¢ se
vzorky stocily (10 min, 350g; Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific™), opét se resuspendovaly ve
4 ml 3%FBS/PBS s EDTA a podruhé sto€ily (5 min, 350g; Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific™)
a resuspendovaly do objemu 250 pl. U takto zpracovanych bunék se zméfila jejich koncentrace na
pfistroji Countess (default mode; Invitrogen™ Countess™ 3 Automated Cell Counter) a nasledné¢ byly

pfipraveny k barveni. Po celou dobu trvani protokolu byly buiiky drzeny na ledu.

3.3.5.2 Ptiprava vzorku
Jednotlivé experimentalni vzorky a kontroly byly pfipraveny do objemu 100 pl s vyslednou koncentraci
10° buné&k. Panel pfipravovanych typ vzorkt je uveden v tab. 5. Pro SS kontroly (z angl. single-stained)
byly namisto bun¢k vyuzity kulicky (Beckman Coulter, REF: B22804), jejichz pfiprava pro méteni je
odlisna a je dale uvedena v textu niZze. Vzorky s buitkami o objemu 50 pl, které¢ byly déle barveny
protilatkami s fluorochromy (experimentalni vzorky a FMO), byly nejprve inkubovany po dobu
15 minut s blokujici protilatkou proti Fc receptorim (anti-CD16/32, Thermo Scientific™, REF: 14-
0161-85) k zabranéni nespecifické vazby. Po uplynuti pozadované doby byl k bunéénému homogenatu
pfidan barvici roztok protilatek v 3%FBS/PBS s EDTA do celkového objemu 100 pl na vzorek. V tab.
6 jsou uvedeny pouzité protilatky proti jednotlivym markertim, flurochrom, se kterym jsou konjugovany
a koncentrace pouzita pro inkubaci s bunécnym homogenatem. Takto ptipravené vzorky se ponechaly
45 minut inkubovat ve tmé pfi 7 °C. Nasledn€ byly nenavazané protilatky odmyty stocenim (5 min,
350g; Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific™) a resuspendovanim ve 100 pl 3%FBS/PBS s EDTA.
Pred samotnym métfenim byl pro kontrolu viability pfidan Hoescht 33258 (tab. 8) v objemu 12,5 ul do
vysledné koncentrace 1 pug/ml. Inkubace s Hoechstem trvala 10 minut, ve tm¢ a pii pokojové teplote.
K ptipraveé SS kontrol byla vyuzita souprava s kompenza¢nimi kulickami zahrnujici pozitivni
kulicky vazajici barvici protilatku a negativni kulic¢ky, které protilatky nevazi. Kazda jedna SS kontrola
se sklada z jedné kapky pozitivnich kuli¢ek a jedné kapky negativnich. Tento objem se nasledné
inkuboval s pfidanou barvici protilatkou v koncentraci odpovidajici objemu na 10° bunék (viz tab. 6).
Inkubace prob¢hla ve tmé po dobu 20 minut, poté byl ke kazdé SS kontrole ptidan 1 ml 3%FBS/PBS
s EDTA (tab. 8), zkumavky byly sto¢eny (6 min, 300 g; Heracus Megafuge 8R, Thermo Scientific™) a
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nasledné resuspendovany do 600 pl PBS, tim se odmyly nenavazané protilatky podobné jako v piipadé

vyse popsanych bunék.

Tab. 5: Tabulka shrnujici pfipravované typy vzorku

typ vzorku anti-CD16/32 | protilatky s fluorochromy Hoechst

BLANK - - .

viabilita - - +

FMO (angl. zkratka
Fluorescence Minus One) + vSechny protilatky krom jedné | +
kontroly
SS (angl. zkratka single-stained)
kontroly

+ jedna protilatka -

experimentalni vzorky + kompletni panel protilatek +

Tab. 6: Tabulka shrnujici informace k pouzitym fluorochromiim

Marker Fluorochrom \I\I/inlo 02 St:ﬁ na 10° bungk REF, vyrobce

CD11b PerCP-Cy5.5 0,25 pg 1,25 pl 101227, Biolegend
Ly6G PE-Cy7 0,25 pg 1,25 pl 127617, Biolegend
SiglecF APC 0,25 pg 1,25 ul 155507, Biolegend
F4/80 FITC 1,00 pg 2,00 pl 157310, Biolegend
CD38 PE 0,06 pg 0,30 ul 102707, Biolegend
Ly6C PE 0,25 ng 1,25 ul 128007, Biolegend
I-A/1I-E Brilliant Violet 605 0,4 pg 2,00 pl 107639, Biolegend
CD45 APC-Cy7 0,25 pg 1,25 pl 103116, Biolegend
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SCC-H

SSC-H

3.3.5.3 Gatovaci strategie

Schéma 3: Gatovaci strategie pro vybrané leukocyty myeloidni linie. Buiiky byly nejprve vyselektovany na
zaklad¢ velikosti (FSC) a granularity (SSC). Dublety a shluky leukocyti byly odfiltrovany srovnanim vysky (SSC-
H) a plochy (SSC-A) signalu. Zivé buiiky byly vybrany na zékladé negativniho barveni pro Hoechst a leukocyty
na zékladé pozitivniho barveni na CD45. Z CD45" bunék byla vybrana populace pozitivni na MHC 1I gp (I-A/I-
E*) a z ni nasledné& buiiky pozitivni na F4/80. Paralelné byla z CD45" bunék vybrana myeloidni linie leukocytii na
zakladé pritomného CD11b. Z této populace byly vyselektovany butiky pozitivni na SiglecF (SiglecF'Ly6G") a
buriky pozitivni na Ly6G (SiglecF-Ly6G"). Gatovaci strategie vychazi z publikovaného protokolu (Liu et al.,
2020).
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I1AIE BVEOS

Schéma 4: Gatovaci strategie pro navazujici markery CD45*TA/IE*F4/80" populace. Ve dvou paralelnich
métenich byly buiiky znaceny pro Ly6C nebo CD38. Marker CD38 nebyl na buiikach exprimovan, pro srovnani
je proto ve schématu SS kontrola pro pfislusny flurochrom.
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Tab. 7: Tabulka shrnujici bunééné typy s ptislusnou skladbou povrchovych markerti vyuzitych v gatovaci
strategii.

Skladba markert Bunécny typ

CD45" leukocyty (WBC, z angl. white blood cells)
CD45'CD11b" myeloidni linie leukocytd (CD11b")
CD45'CD11b'Ly-6G* neutrofily (NEUT)

CD45'CD11b"SiglecF* eozinofily (EOS)

CDA45'TA/IE" antigen prezentujici bunky (APC)
CD45'TA/TE'F4/80" monocyty/makrofagy (Mo/M®)
CD45'TA/IE'F4/80"CD38" M1 makrofagy

CD45'TA/IE*F4/80"Ly6C* monocyty
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3.3.6 Detekce protilatek

3.3.6.1 ELISA a-SGH protilatek IgG/IgG1/1gG2a

Detekce specifickych protilatek probihala metodou ELISA (angl. zkratka enzyme-linked immuno
sorbent assay) na 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce (Thermo Scientific™, REF: 478042). Ta byla
pfedem potahnuta antigenem inkubaci s SGH (viz kapitola 3.3.6.2.) v koutovacim roztoku (tab. 8)
v koncentraci piiblizné 0,1 Zlazy® na 100 pl roztoku (11 Zlaz na 96 jamkovou desti¢ku). Objem 100 ul
predstavuje pracovni miru jedné jamky, ktera byla vyuzita pfi pipetovani kazdého dalsiho roztoku (.
100 pl roztoku/jamka). Inkubace probéehla ptes noc, ve 4 °C. Druhy den byla desticka dvakrat promyta
v PBS-TWEEN (tab. 8) a povrch jamek byl pro zabranéni nespecifické vazby protildtek zablokovan
inkubaci v 6% mléce (tab. 8) v PBS-TWEEN po dobu 1 hodiny ve 37 °C. Nasledné¢ byla desticka trikrat
promyta v PBS-TWEEN a poté pfidana primarni protilatka (sérum ¢i plasma z pokusnych mysi — viz
vyse) ziedénd v poméru 1:200 v 2% mléku (tab. 8). Inkubace probihala v 37 °C po dobu 1,5 hodiny. Po
skonceni inkubace byla desticka promyta od nenavazanych protilatek, pétkrat v PBS-TWEEN, a
nasledné byl pfidan roztok se sekundarni protilatkou. V piipadé celkového IgG (Goat anti Mouse IgQG)
byla protilatka fedéna v poméru 1:1000 v PBS-TWEEN a inkubace probihala 45 minut, v pfipadé
podtiid IgG bylo fedéni 1:1000 u IgG1 (Goat anti Mouse IgG1) a 1:2000 u IgG2a (Goat anti Mouse
IgG2a) a inkubace probihala 2 hodiny. Po uplynuti stanovené¢ho ¢asu byla desticka Sestkrat promyta
v PBS-TWEEN a do jamek byl pfidan substratovy roztok s OPD a peroxid vodiku (vSe tab. 8). Desticka
s probihajici reakci byla v ochrané pted svétlem zakryta alobalem. Po uplynuti pfiblizn¢ 6 minut byla
reakce zastavena pridanim 10% H,SO4. Barevny produkt reakce byl stanoven spektrofotometricky na

ptistroji Tecan InfiniteM200 pii vinové délce 492 nm.

3.3.6.2 SGH

Slinné zlazy byly ziskany pitvou samic P. duboscqi starych 3-5 dni a umistény do fyziologického roztoku
v mnozstvi 20 Zlaz na 20 pl roztoku. Skladovany byly ve zkumavkach v - 20 °C az do pouziti. SGH pro

koutovaci roztok byl pfipraven trojnasobnym zmrazenim v tekutém dusiku a naslednym rozmrazenim.

3.3.6.3 ELISA IgE
ELISA celkového IgE probihala na 96 jamkové mikrotitracni desticce (Thermo Scientific™, REF:
478042), ktera byla pfes noc nechéna k pokoutovani roztokem anti-IgE (rat anti-mouse IgE)
v koutovacim roztoku (tab. 8) v koncentraci 2 pg/ml. Druhy den prob&hlo promyti, blokovani a opétovné
promyti viz kapitola ELISA a-SGH-IgG/IgG1/IgG2a. Séra ¢i plazma byly nafedény v koncentraci 1:50
a nechany na desti¢ce pres noc ve 4 °C. Dalsi den byly jamky promyty a poté byl pfidan roztok

sekundarni protilatky (goat anti mouse IgE:HRP) v poméru 1:200, ktery byl ponechan k inkubaci po

3 Ptiblizné mnozstvi proteinu v 1 Zlaze P. duboscqi je 0,34 pg (nepublikovano)
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dobu dvou hodin ve 37 °C. Nasledné protokol probihal dle vySe popsané metody ELISA a-SGH-
1gG/IgG1/IgG2a.

3.4 Imunitni odpovéd’ u imunizované mysi v kontextu leishmanioveé
infekce
Cilem experimentu bylo zmapovat imunitni odpovéd’ u infikované mysi Le. major v kontextu riznych

imuniza¢nich schémat (cil €. 3).

Schéma 5:

"3
¥
¥
¥
¥
¥
"3

w-2 wo w6 wll
opakovani skupina w-2 w-1 w2 w4 w6 w8 w10
A EXPa 281 2312 - - 22+7 24 +72 23+4
EXPb 28+1 272 28%0 24+ 3 28+2 25+3 24 +2
B EXPa 26+ 2 15+3 - - 27 +2 28+ 1 25+2
EXPb 2642 | 9+1 | 26+4 | 28+3 | 25+2 | 24+3 | 24+2
Graficky znazornéné schéma experimentu popsaného pr— —
v kapitole 3.4. Horizontalné¢ je umisténa casova osa se ™ sroneen
Srafovan¢ vyznacenymi tydny (w), ve kterych probihaly U0 POZ my3 ~ imunizace
jednotlivé kroky v experimentu tak jak jsou zobrazeny v L ExPamyt AT infekee
legend€. Soucasti schématu je tabulka s primérmymi pocty - é
nasatych samic + smérodatnd odchylka pro jednotlivé O EXPbmys odbér krve

imunizace v jednotlivych opakovanich, ktera je umisténa pod
¢asovou osou.
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3.4.1 Design experimentu
Mysi byly rozdéleny do Ctyt skupin, dve skupiny mysi (EXPa, EXPb) byly infikovany a vystavené sani,
jedna skupina (POZ) byla pouze infikovana a posledni skupina (NEG) nebyla infikovana ani vystavena
naslednému sani a slouzila jako negativni kontrola. Design experimentu je zobrazen na schématu 5.
V case w0 byly urcené skupiny mysi (EXPa, EXPb, POZ) infikovany intradermalné vpravenym
infekénim inokulem popsanym nize. U imunizovanych skupin (EXPa, EXPb) infekci pfedchéazelo
imunizacni sani P. duboscqi k navozeni protektivniho efektu se zacatkem dva tydny pted infekci (w-2).
To probéhlo celkem dvakrat s tydennim intervalem a dle postupu popsaného v kapitole 3.3.2. Skupina
EXPb byla néasledn¢ vystavena sani kazdy druhy tyden od infekce po celou dobu experimentu. Skupina
EXPa byla vystavena sani kazdy druhy tyden pouze v druhé poloving trvani experimentu se zacatkem
v ¢ase wb. UkonCeni experimentu pro vSechny skupiny probéhlo 11. tyden po infekci (v ¢ase wll).
Mysim byly odebrany usi k analyze pomoci cytometrie a qPCR, jedno ucho z kazdé skupiny bylo
ulozeno do zikové fixaze pro naslednou histologickou analyzu. Lymfatické uzliny a slezina byly uréeny
k analyze cytometrii a qPCR, ze sleziny byla pfipravena kultura splenocytti. Krev byla mysim odebrana
v ¢asech w-2, w0, w6 a wll a sérum/plazma bylo vySetfeno metodou ELISA. Velikost 1ézi byla méiena
kazdy tyden od infekce az do ukon¢eni experimentu a urcena jako soucet 1ézi na obou usich, které byly
jednotliveé pocitany jako plocha elipsy. Soucasti této diplomové prace jsou vysledky kultiva¢nich pokusi
a ELISA stanovujici protilatky se specifitou proti slinnym proteinim P. duboscqi, které jsou zasazeny

do kontextu velikosti 1ézi v ¢ase w11. Experiment byl proveden ve dvou opakovanich.

3.4.2 Infek¢ni inokulum
Infekéni inokulum bylo pfipraveno za sterilnich podminek jako smés stiev P. duboscgi s ~10 denni
infekci Le. major LV561 (MHOM/IL/67/LRC-L137 JERICHO II) a SGH P. duboscqi ve fyziologickém
roztoku. Koncentrace pak odpovidala 10° Le. major (forma metacyklickych promastigott) a 0,5 Zlazy v
objemu 5 ul na ucho. Negativni mysi byly injikovany 5 ul fyziologického roztoku. Metacyklicti
promastigoti byly pocitani v Biirkerové komiirce, urcujicim znakem byl tvar buiiky a dlouhy bicik.

Le. major LV561 (MHOM/IL/67/LRC-L137 JERICHO 1I) je soucasti kryobanky laboratote
Biologie hmyzich vektorti na Pfirodovédecké fakult¢ UK. Po rozmrazZeni je kultura uchovavana
v kultivaénim médiu (tab. 8) pti 23 °C a kazdych 5-7 dni projde pasazi. Pfed pouzitim je kultura dvakrat

stoc¢ena (3500 g, 5 min; Eppendorf MiniSpin) a resuspendovana ve sterilnim fyziologickém roztoku.

3.4.3 Detekce a-SGH protilatek
Stanoveny byly protilatky proti slinnym antigenim tfidy IgG a podtid IgG1 a IgG2a. Protilatky byly
stanoveny metodou ELISA ze séra ¢i plazmy separované z krve odebrané v pribéhu experimentu ve

ctyfech riiznych casech — pred imunizaci (w-2), pii infekci (w0), v prib&hu experimentu (w6) a na konci
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experimentu (wll). V prvnich tfech odbérech byla mysim krev odebrana pomoci heparinizovanych
kapilér a pfi ukonovani experimentu z levé podklickové cévy. Cely postup odbéru krve a nasledného

zpracovani na sérum ¢i plazmu je popsan v kapitole 3.3.3, detekce a-SGH protilatek pak v kapitole 3.3.6.

3.4.4 Ptiprava kultury

Kultura splenocytii byla pfipravena dle kapitoly 3.2.3 do koncentrace 10° bunék na 50 pl. Kultivace
probihala na 24 jamkové desticce (CELLSTAR® TC; REF: 650160) a z kazdého vzorku byla bun¢éna
suspenze nanesena do tii jamek v objemu 50 pl na jamku. Jedna jamka byla ponechdna bez stimulace a
doplnilo se do ni kultivacni médium (tab. 8) do celkového objemu 100 pl na jamku. Dalsi jamka byla
doplnéna o 50 pl suspenze solubilniho leishmaniového antigenu (SLA) v kultivacnim médiu a k
posledni jamce byl pfidan roztok SGH v kultiva¢nim médiu v objemu 50 pl na jamku. Ptiprava obou
pfidavanych antigenl je popsdna v nasledujici podkapitole. Inkubace probihala ve 37 °C, 5% CO2
atmosféfe po dobu 48 hodin. Po uplynuti pozadované doby bylo médium odebrdno do zkumavek a

zamrazeno pii - 20 °C pro naslednou analyzu.

3.4.4.1 Antigeny SLA, SGH

K ptipravé SLA byl vyuzit kmen Le. major LV561 (MHOM/IL/67/LRC-L137 JERICHO II, tzn. stejny
jako pro infekéni davku) resuspendovany ve fyziologickém roztoku v koncentraci 10° promastigotd na
50 pl, ktery byl pfemrazen vloZzenim do — 80 °C. SGH pfipravené dle kapitoly 3.3.6 bylo pfed pouzitim
sterilizované centrifugaci (10 300 g, 5 min; Eppendorf MiniSpin) pfes filtr (Ultrafree-MC Centrifugal
Filter, REF: UFC30GVO0S, Merck/Sigma-Aldrich) a nafedéné na koncentraci 1 zldza na 50 pl.
Koncentrace SLA a SGH byly vybrany na zaklad¢€ ptedchozich pokust.

3.4.5 Detekce cytokin

Cytokiny byly méfeny metodou ELISA z kultivacniho média splenocyti. Pomoci souprav byly
stanoveny cytokiny IFNy (ELISA MAX™ Standard Set Mouse IFN-y; Biolegend; REF: 430801),
IL-10 (ELISA MAX™ Standard Set Mouse IL-10, Biolegend, REF: 431411) a IL-4 (ELISA MAX™
Standard Set Mouse IL-4; Biolegend; REF: 431101) na 96 jamkové desticce (Immulon™; REF:
95029330). Desticka byla potahnuta primarni protilatkou (capture antibody, v dané souprave) fedénou
v navazovacim roztoku (tab. 8) v mnozstvi 100 pl na jamku a nechana pies noc ve 4 °C. Druhy den byla
¢tytikrat promyta 200 pl PBS-Tw (tab. 8) a nasledné se jamky naplnily 200 ul 10% FBS/PBS
k zablokovani nespecifickych vazeb. Desticka se nechala pti pokojové teploté na tiepacce po dobu
1 hodiny, poté se desti¢ka opét promyla ¢tytikrat 200 ul PBS-Tw a nasledné byly na desticku v objemu

50 ul nanesena kultivaéni média a standarty (v dané souprave). Takto ptipravena desticka byla
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ponechéana 2 hodiny na tfepacce a poté pies noc pii 4 °C. Nasledujici den byla desticka ctytikrat promyta
200 pl PBS-Tw, poté se jamky naplnily 100 pl sekundarni protilatky (detection antibody, v dané
souprave) a desticka byla ponechana 1 hodinu pfi pokojové teploté na tiepacce. Po uplynuti pozadované
doby byla desticka Ctytikrat promyta 200 pl PBS-Tw a nasledné byl v objemu 100 pl na jamku ptfidan
piislusny konjugat fedény v 10% FBS/PBS. Desticka byla ponechana 30 minut pfi pokojové teploté na
ttepacce a poté pétkrat promyta PBS-Tw. Do promytych jamek desticky byl pfidan substratovy roztok
(3, 3,5 ,5'-Tetramethylbenzidine Liquid Substrate; Sigma-Aldrich; REF: T4444-100ML) v objemu
100 pl na jamku a nésledné se reakce nechala vyvijet 30 minut ve tmé pfi pokojové teploté. Po uplynuti
stanovené doby byla reakce zastavena ptidanim 100 pl 10% H>SO4 do kazdé jamky. Barevny produkt

reakce byl stanoven spektrofotometricky na ptistroji Tecan InfiniteM200 pfi vinové délce 450 nm.

3.5 Statistickd analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programovaciho jazyka R (verze R-4.3.2) v softwaru Rstudio
(verze 2023.09.1+494). Pro cytometricka data byl nejprve pouzit test Kolmogorov-Smirnov k otestovani
normality rozlozeni dat. Nasledna analyza cytometrickych data byla provedena pomoci
neparametrického testu Kruskal-Wallis a navazujiciho Dunn testu (metoda Benjamini-Hochberg).
Nameétené hodnoty z cytometrické analyzy byly pro statistickou analyzu sjednoceny piepocitdnim na
10000 nebo 5000 naméfenych zivych bunék (uvedeno u vysledki jednotlivych pokust).

Pro vyhodnoceni hladiny protilatek byla statistickd vyznamnost pocitdna parametrickymi
parovymi t testy mezi jednotlivymi ¢asy v ramci jedné skupiny a neparovymi t testy mezi jednotlivymi
skupinami. Pro vyhodnoceni kultiva¢nich byla experimentti byl vyuzit parametricky neparovy t test.
Normalita dat hladin protilatek i kultivaci byla otestovana pomoci Shapiro-Wilk testu.

Korela¢ni analyzy byly provedeny neparametrickym testem, Spearmanovou metodou.
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Tab. 8: Tabulka shrnujici pouzité roztoky a chemikalie

roztok/chemikalie

detaily

anestezie

2% ketamine (Rarketan; Vétoquinol); 0,5% xylazine (Rometar;
Bioveta) ve fyziologickém roztoku; Ketamine 62,5 mg/kg a
xylazine 25 mg/kg

kultiva¢ni roztok pro Le .major

M199 médium (Sigma) s 10% FBS (fetal-bovinni sérum, REF:
10270106, Gibco™), 1% amikacin (Brystol-Myers Squibb),
1% BME vitaminy (Sigma), 0.5% sterilni mo¢

protilatkova ELISA

10x koncentrované PBS

80 g NaCl (REF: 30093-APO, Lachner)

2 g KCI (REF: 684764, Penta)

15,3 g Na,HPO412H,0 (REF: 30061-APO, Lachner)
2 g KH>PO4 (REF: 684613, Penta)

do 1000 ml

1x koncentrované PBS s Tween
(PBS-Tw)

10xkoncentrované PBS s dH,O fedéné v pomeéru 1:9
0,5 ml Tween (TWEEN® 20; REF: P1379-500ml,
Merck/Sigma-Aldrich) do 1000 ml; pH = 7,5 (pomoci NaOH)

30% H,0O»

REF: 95321-100ML, Fluka

antigen

SGH: c=40 ng proteinu/100 ul roztoku
rat anti-mouse IgE (REF: 553413, BD Biosciences)
v koncentraci 2 ug/ml

blokovaci roztok (6% mléko)

3,6 g suseného mléka (REF: 170-6404, Bio-Rad) do 60 ml
PBS-Tw

konjugaty

celkové IgG: Goat anti Mouse IgG, STAR120, Bio-Rad -
fedéno 1:1000 v PBS-Tw

IgG1: Goat anti Mouse IgG1, STAR132, Bio-Rad - fedéno
1:1000 v PBS-Tw

IgG2a: Goat anti Mouse IgG2a, STAR133, Bio-Rad - fedéno
1:2000 v PBS-Tw

IgE: Goat anti mouse IgE:HRP, STAR110P, Serotec - fedéno
1:200 v PBS-Tw

navazovaci roztok (20 mM
karbonat-bikarbonat)

0,53 g Na,CO; (REF: 30217-APO, Lachner)
0,42 g NaHCOs (REF: 30067-APO, Lachner) do 500 ml dH,O;
pH=9.5

fedici roztok na séra (2% mléko)

6% mléko s dH,O v poméru 1:2

substratovy roztok (Mcllein
fosfat-citrat)

20 ml pufru pro substratovy roztok (viz nize)

10 mg OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride, REF:
P8287-100TAB, Merck/Sigma-Aldrich)

20 ul 30% H»O, (ptidano tésné pred pouzitim)

pufr pro substratovy roztok

0.11M hydrogenfosfore¢nan sodny:

3,97 g Na,HPO4*12H>0 (REF: 30061-APO, Lachner)

do 100 ml dH>O

0,5M kys. citronova:

10,5 g CsHsO7 (REF: 10019-APO, Lachner)

do 100 ml dH,O

titrace fosfore¢nanu citratem na pH = 5,5 (zhruba v poméru

9:1)
10% H2SO4 90 ml dH,O

10 ml 96% H,SO4 (REF: 10055-A96, Lachner)
cytokinova ELISA

navazovaci roztok

8,4 ¢ NaHCOs (REF: 30067-APO, Lachner)

3,56 g Na,CO; (REF: 30217-APO, Lachner) do 1000 ml dH.O
pH=9.5

pro IL-10 navazovaci roztok = PBS (viz niZe)
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PBS-Tw

8 g NaCl (REF: 30093-APO, Lachner)

1,16 g Na,HPO4 (CAS: 7558-79-4, Penta)

0,2 g KH,PO4 (REF: 684613, Penta)

0,2 g KCI (REF: 684764, Penta) do 1000 ml dH,O
pH=7,4

+ 0,05% Tween (TWEEN® 20; REF: P1379-500ml,
Merck/Sigma-Aldrich)

10% FBS/PBS

20 ml inaktivovaného FBS (REF: 10270106, Gibco™)
180 ml PBS bez Tween

primarni protilatka

60 pl zas. roztoku do navazovaciho roztoku

sekundéarni protilatka

60 ul zas. roztoku do 10% FBS-PBS

konjugat

12 pl zas. roztoku Avidin-HRP do 10% FBS-PBS

CYTOMETRIE

10xkoncentrované PBS

viz protilatkova ELISA

3%FBS/PBS s EDTA

500 ml sterilniho 1xPBS (viz ELISA)

15 ml inaktivovaného FBS (fetal-bovinni sérum, REF:
10270106, Gibco™)

2 ml 0,5M EDTA

0,5M EDTA

93,06 g EDTA (REF: E9884-500G, Merck/Sigma-Aldrich) do
500ml dH,O

Enzymaticka smés
(ptipraveno tésn¢ pred pouzitim)

na 1 ucho 1 ml smési, tzn.:

100 pl zés. roztoku dispazy

100 pl zas. roztoku kolagenazy

4 pl zas. roztoku DNazy

0,796 ml RPMI-1640 (REF: R5886-500ML, Merck/Sigma-
Aldrich)

Dispaza

5 g lyofilizovaného enzymu (REF: 17105041, Gibco™, LOT:
2445992) do 500 ml PBS (viz ELISA) - ¢ = 10 mg/ml;
uskladnéno pti — 20 °C

Kolagenaza

100 mg lyofilizovaného enzymu (REF: C5138-100MG,
Merck/Sigma-Aldrich, LOT: 0000145686) do 10 ml RPMI-
1640 (REF: R5886-500ML, Merck/Sigma-Aldrich) - ¢ = 10
mg/ml; uskladnéno pii — 20 °C

DNaza

100 mg lyofilizovaného enzymu (REF: DN25-100MG,
Merck/Sigma-Aldrich, LOT: SLCJ6659) do Sml pufru pro
Dnazu + 5 ml glycerolu (REF: 30217-APO, Merck/Sigma-
Aldrich) - ¢ = 10 mg/ml; uskladnéno pii — 20 °C

pufr pro DNazu

2 mg MgCl; (Penta)
24 mg Tris (Trisma base, REF: T1503-1KG, Merck/Sigma-
Aldrich) v 10 ml dHO; pH = 7,5

Hoechst 33258

REF: H3569, Invitrogen™

HISTOLOGIE

0,1% HCl

286 ul 35% HCI (REF: 7647-01-0, Penta)
99,714 dH.0O

96% etanol

REF: 64-17-5, VWR

Absolutni etanol

REF: 64-17-5, Sigma-Aldrich

H&E barvici souprava

REF: 9194.2, Carl Roth

Isopropylalkohol REF: 603-117-00-0, Penta

Solakryl sm¢s kopolymeru butylmetakrylatu s metylmetakrylatem
v xylenu, Mach chemikalie s.r.o.

Xylen REF: 1330-20-7, smés izomerd, Lachner

10x Zinkova fixaz

REF: 552658, BD Biosciences
Pied pouzitim fedéno s dH,O v poméru 1:10
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0,1M PBS

4,25 g NaCl (REF: 30093-APO, Lachner)

1,95 g NaH,POs. 2H,0 (CAS: 13472-35-0, Penta)
5,35 g Na;HPO4 (CAS: 7558-79-4, Penta)

do 500 ml dH,O

Permeabiliza¢ni roztok (0,1%
BSA, 0,5% TRITON X-100)

50 ml 0,1M PBS
0,05 g BSA (REF: A7906, Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (T-9284, Sigma)

Priméarni protilatky v 0,1%
BSA/PBS

rat anti-mouse iNOS:

REF: 14-5920-82, LOT: 2771014, Thermo Fisher Scientific
fedéno 1:200

rabbit anti-mouse MPO:

REF: PA5-16672, LOT: ZA4174611A, Thermo Fisher
Scientific

fedéno 1:150

Sekundarni protilatky v 1%
BSA/PBS

goat anti-rat [gG Alexa fluor 568:

REF:ab175476, LOT: GR138236-1, Abcam

fedéno 1:1000

goat anti-rabbit IgG FITC 488:

REF:F0382-1ML, LOT: 251040, Merck/Sigma-Aldrich
fedéno 1:40

Vectashield

Vectashield HardSet, Antifade Mounting Medium with DAPI,
REF: H-1200-10, LOT: ZK1228, Vector Laboratories

KULTIVACE

Kultivacni médium (50 ml)

5ml FBS (REF: 10270106, Gibco™) — ¢,= 10 %

500 ul smési L-glutaminu s penicilinem a streptomycinem
(Sigma G6784) —c,= 1 %

50 ul 2-merkaptoethanolu (Sigma M3148) — ¢,= 0,1 %

do 45 ml RMPI-1640 (REF: R5886-500ML, Merck/Sigma-
Aldrich)
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4 Vysledky

4.1 In vitro produkce protilatek v kultute splenocytl

Cilem teéchto experimentti (cil ¢. 1) bylo otestovat mozZnost produkce protilatek v in vitro systému
splenocyti z dlouhodobé imunizovanych mys$i z kolonie flebotomti P duboscqi. Kultury byly
inkubovany za tfi riznych podminek - v pfitomnosti jednoho ze dvou rGznych antigeni, SGH
P. duboscqi (dub) nebo SGH L. longipalis (on) nebo bez antigenu (neg). Metodou ELISA byly zméfeny
v kultivaénim médiu protilatky proti SGH P. duboscqi a proti SGH L. longipalis. Zméfeny byly také
odpovidajici protilatky v séru mysi (obr. 2) a potvrdilo se, ze vét§ina mySi méla zvySené hladiny
protilatek proti SGH P. duboscqi (a-dub). Jak ovSem zobrazuje obr. 3, sleziny izolované z téchto mysi
byly zna¢né€ patologicky pozménéné. Na obr. 4 jsou zobrazeny vysledné hodnoty a-dub, kdy se
imunizace mysi na produkci protilatek promitla v pripadé kultivaci bez antigenu (neg) a s heterolognim
antigenem (lon). Nicméng, hladiny protilatek byly nizké a jak je vidét na zobrazené odchylce, produkce
mezi jednotlivymi kulturami se velmi liSily a u nékterych kultur hladina protilatek navysena nebyla.
V ptipadé kultivace s homolognim antigen (dub) produkce protilatek prekvapivé zvySena nebyla.

Obr. 2: Grafické znazornéni primérné hladiny a-dub a a-lon protilatek v séru imunizovanych mysi vyuzitych pro
kultivaéni pokusy. * piedstavuje rozdil, kde p <0,05.
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Obr. 3: Reprezentativni fotografie patologicky zménéné sleziny (oznacena Sipkou). Detail je vpravo.
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Obr. 4: Grafické znazornéni primérné hladiny a-dub protilatek v kultufe splenocytii. Tmavé jsou zobrazeny
hodnoty pro imunizované mysi (DUB), svétle pro kontrolni mysi (NEG). Dvojice pfedstavuji jednotlivé kultivacni
podminky — v pfitomnosti homologniho antigenu (dub), v pfitomnosti heterologniho antigenu (lon) a bez
pridaného antigenu (neg).
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Druhy graf (obr. 5) zobrazuje hodnoty protilatek proti SGH L. longipalis (a-lon). ZvySené hladiny
protilatek se signifikantnim rozdilem u kultur z imunizovanych mysi byly zméfeny v pfipadé€ vSech tii
kultiva¢nich podminek (dub, lon, neg), nicméné produkce téchto protilatek byla slabé. Nejvyssi rozdil
mezi kulturami z imunizovanych a kontrolnich mysi byl zméten v piipadé kultivace s homolognim
antigenem (dub). Signifikantni rozdil v produkci protilatek byl pfitomny i mezi stimulaci s homolognim
(dub) a heterolognim antigenem (lon).

Obr. 5: Grafické znazornéni pramérné hladiny a-lon protilatek v kultufe splenocytti. Tmavé jsou zobrazeny
hodnoty pro imunizované mysi (DUB), svétle pro kontrolni mysi (NEG). Dvojice piedstavuji jednotlivé

kultivaéni podminky — v pfitomnosti homologniho antigenu (dub), v pfitomnosti heterologniho antigenu (lon) a
bez pfidaného antigenu (neg). * predstavuje rozdil, kde p <0,05, *** p <0,001.
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4.2 Imunitni odpovéd’ u imunizované mysi

Cilem téchto experimentt (cil €. 2) bylo popsat v odpovidajicich ¢asech imunitni odpoveéd’ mysi proti
slindm P. duboscqi zamétenou na vybrané populace leukocytii v misté sani a na specifické hladiny
protilatek vici slinnym antigenim. Mysi byly imunizovany v pravidelnych intervalech, tak jak bylo
popsano v kapitole 3.3.2 (schéma 2) a nasledna analyza probihala ve dvou ¢asovych oknech, dva dny
od posledniho sani (D2) a sedm dni od posledniho sani (D7). Experiment probihal ve dvou opakovanich,
ve kterych byly mysi rozdéleny do ¢tyt skupin (n = 5/skupina/opakovani): D2 POZ (imunizovana
skupina analyzovana v ¢ase D2), D2 NEG (negativni kontrola analyzovana v ¢ase D2), D7 POZ
(imunizovana skupina analyzovana v ¢ase D2), D7 NEG (negativni kontrola analyzovana v ¢ase D7).
Bunécnd odpoveéd’ byla métena cytometricky a dokumentovéna na histologickych preparatech.
Specificka protilatkova odpoved byla méfena v tiide IgG a podtiidach IgG1 a IgG2a a bylo zméfeno i
celkové IgE.

4.2.1 Bunécna odpoveéd méfena prutokovou cytometrii

Izolace bun€¢k zucha probihala dle protokolu popsaného v kapitole 3.3.5. Z kazdého ucha bylo
pfipraveno 100 pl jednobunécné suspenze, ktera se zméftila celd (limit na pocet udalosti k zaznamenani
nebyl pro méfeni urcujici). Z vyizolovanych leukocyti (CD45%) byly vybrany APC (IA/IE") a z téch
nasledné populace Mo/M® (F4/80"), ze které byla vydélena populace monocytti (Ly6C"). Populace
Mo/M® (F4/80") byla také analyzovana na pfitomnost CD38, ktery byl vyuzit na selekci M1 makrofagu,
nicméné cela populace byla na tento marker negativni (CD38"). Paralelné s vydélenim APC byly
z leukocytll vybrany buriky piislusici myeloidni linii (CD11b"), ze kterych byly vybrany neutrofily
(Ly6G") a eozinofily (SiglecF"). Kompletni skladba markert na jednotlivych bunécnych populacich je
uvedena v kapitole 3.3.5 (tab. 7).

4.2.1.1 Celkové mnozstvi izolovanych bunék z usi

Vytéznost prvniho opakovani je zobrazena na obr. 6, celkové pocty izolovanych bunék pro jednotlivé
skupiny jsou uvedeny v tab. 9. V rdmci D2 predstavovaly WBC 16,9 % z zivych bunék ziskanych z usi
negativnich kontrol, pro imunizované mysi to bylo 24,6 % WBC z zivych bun€k. Populace WBC z
imunizované skupiny mysi (D2_POZ) tak tvotila 145,6 % negativni populace (D2_NEGQG) a tedy nartst
0 45,6 %. Pro D7 tvotily WBC u kontrolnich usi (D7_NEG) 21,8 % z zivych bun¢k, u imunizovanych
(D7 _POZ) pak 29,9 % z zivych bun€k. Populace WBC z imunizované skupiny mysi (D7 POZ) tak
predstavovala 137,2 % negativni populace (D7_NEG), tj. nartst o 37,2 %. V analyze byla ponechéna i
jedna mys (ID = B6) pattici k D7 POZ, ktera svymi hodnotami n¢kolikanasobné pfevySovala primeér
skupiny. V grafu (obr. 6) neni zobrazeno, Ze pokud se tato mys z analyzy vyloud¢i, pak populace WBC
v ramci D7 POZ tvoti pouze 22,8 % z zivych bun¢k a tato pozitivni populace tak predstavuje pouze

104,6 % t¢é negativni (ve srovnani s vySe uvedenymi 137,2 %). Bohuzel, vytéznost druhého opakovani
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byla podstatn¢ rozdilna (obr. 7, tab. 10) a pro nasledné analyzy proto nebylo mozné ob¢€ opakovani

sloucit dohromady. V ¢ase D2 se vyizolovalo az 4x mén¢ bun€k ve druhém opakovani oproti prvnimu

a podil leukocytt byl jesté mensi. Na obr. 7 je zobrazeno, Ze populace WBC u kontrolni mysi (D2_NEG)

zastupovala pouze 5,1 % celkové vyizolovanych Zivych bun¢k. U imunizovanych mysi (D2 POZ) se

jednalo o0 13,9 % z zivych bungk, coz pfedstavuje nartst o 172,5 % oproti pfislusné negativni kontrole.

V case D7 pak vyté€zky byly 5,1 % WBC z zivych bun€k u kontrol (D7 _NEG) a 5,5 % WBC z zivych

bunék u imunizovanych mysi (D7 _POZ), coz tvoti 107,8 % kontrolni skupiny a tedy nartst o 7,8 %.

Obr. 6: Grafické zobrazeni primérného poctu zivych bunék a leukocytl v ramci prvniho opakovani. Ptislusnost
k jednotlivym skupindm je uvedena nad grafy. Svétle modré sloupce pfedstavuji zivé buriky, tmavé modré
zastupuji mnozstvi WBC. Procentudlni vyjadreni nad sloupci odpovida podilu, ktery ptedstavuje populace WBC
z celkového mnozstvi zivych bung¢k.
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Tab. 9: Tabulka vyjadiujici primérny pocet bunék v jednotlivych populacich £ smérodatna odchylka pro prvni
opakovani, data jsou vizualizovana na obr. 6.

D2 D7
NEG POZ NEG POZ
viabilni bunky 15871 £ 9115 28960 + 4359 11473 +£2525 15633 + 2058
WBC 2684 + 1264 7129 + 1889 2485 + 530 4653 + 2689

Obr. 7: Grafické zobrazeni primérného poctu zivych bunék a leukocytit v ramci druhého opakovani. Popis
grafi odpovida tomu uvedenému k obr. 6.
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Tab. 10: Tabulka vyjadiujici primérny pocet bunék v jednotlivych populacich &= smérodatna odchylka pro
druhé opakovéani, data jsou vizualizovana na obr. 7.

D2 D7
NEG POZ NEG POZ
viabilni bunky 8146 + 898 7022 £+ 2531 19274 + 4376 24431 £ 7717
WBC 416 £ 134 974 £ 525 988 + 195 1341 & 668

4.2.1.2 Zastoupeni jednotlivych bunéénych subpopulaci v ¢ase D2 a D7

Odlisna vytéznost bunék v ramci jednotlivych opakovani se promitla i do leukocytarnich populaci.
V ¢ase D2 uobou opakovani nicméné platilo, Ze eozinofily pfedstavovaly populaci s nejvyssim
nartistem mezi kontrolni a imunizovanou skupinou (NEGXPOZ). V druhém opakovani se jednalo o
nartist o 300 % (obr. 9), v prvnim opakovani to bylo 638,1 % (obr. 8). U obou opakovani byl také zméfen
celkové maly pocet infiltrovanych neutrofili véetné¢ malého rozdilu mezi skupinami (NEGXPOZ),
v prvnim opakovani se jednalo o 211,1 % (obr. 8), v druhém o 194,4 % (obr. 9). Nejvétsi rozdil mezi
opakovanimi reprezentovala populace APC a z nich selektované Mo/M®. Z tab. 11 a tab. 12 vyplyva,
ze rozdil v mnozstvi bunék u nadfazené populace APC byl mezi imunizovanou skupinou D2 POZ
prvniho a druhého opakovani vice jak dvacetinasobny. Také rozdily mezi kontrolni a imunizovanou
(NEGxPOZ) skupinou byly zcela odli$né, u prvniho opakovani byly nartsty o 267,8 % u APC a o
240,1 % u Mo/M®, zatimco pro druhé opakovani to pro stejné populace byly naristy pouze o 106,3 %
uAPC a 140 % u Mo/M®.

Podobné jako v ¢ase D2, i v D7 jsou ziejmé rozdily mezi opakovanimi. Konsenzuéalné nicméné
klesaji rozdily mezi kontrolni a imunizovanou skupinou (NEG*xPOZ), coz reflektuje ustupujici infiltraci
do mista sani. Podobné¢ také plati trend, ze nejvyraznéjsi rozdil mezi kontrolni a imunizovanou skupinou
reprezentuji eozinofily s narusty o 308,6 % u prvniho opakovéni (obr. 8) a 150,5 % u druhého opakovani
(obr. 9). Zaroven je nicméné i u této populace nejzieteln€jsi pokles oproti situaci v ¢ase D2.

Ke zhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilti mezi kontrolni a imunizovanou skupinou byla
data v ramci kazdého opakovani transformovana ptepocitanim na nejnizsi vyizolované mnozstvi zivych
buné¢k — pro prvni opakovani se jednalo o 10000 zivych bunék, u druhého opakovani 5000 zivych bunék.
Srovnaly se tak v ramci kazdého opakovani pfipadné rozdily dané pouze odlisnou izolaci. V prvnim
opakovani byly signifikantni rozdily mezi NEG a POZ v ¢ase D2 (obr. 10) u WBC (p=0,0360), CD11b"
(p =0,0163), APC (p = 0,0049), Mo/M® (p = 0,0323) a u eozinofild (p = 0,0163), v ¢ase D7 (obr. 11)
byl statisticky vyznamny rozdil mezi NEG a POZ pouze u populaci eozinofild (p = 0,0244). V druhém
opakovani byly signifikantni rozdily v ¢ase D2 (obr. 12) u WBC (p = 0,0479), CD11b" (p = 0,0302) a
Mo/M® (p =0,0277), v ¢ase D7 z&dné statisticky vyznamné rozdily nebyly (obr. 13).
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Obr. 8: Grafické znazornéni praimérnych pocti v jednotlivych bunéénych subpopulaci v prvnim opakovani.
Nad kazdou subpopulaci je procentudlni vyjadfeni narustu mezi kontrolni (NEG) a imunizovanou (POZ)

skupinou.
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Tab. 11: Tabulka vyjadiujici prumérny celkovy pocet bunék v jednotlivych populacich + smérodatna odchylka
pro prvni opakovani, data jsou vizualizovana na obr. 8.

D2 D7
NEG POZ NEG POZ
APC 661 =350 2431 £ 511 760 = 199 1740 £+ 953
CD11b+ 1575+ 715 5080 £ 1714 1670 &+ 301 3082 £+ 2287
EOS 320+ 95 2362 + 1159 315+ 149 1287 +£ 1100
Mo/M® 519+ 326 1765 + 423 651 + 188 1546 + 920
NEUT 63 £25 196 £ 80 62 +27 167 £ 120
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Obr. 9: Grafické znazornéni primérnych poctti v jednotlivych bunéénych subpopulaci ve druhém opakovani.
Na kazdou subpopulaci je procentualni vyjadfeni narustu mezi kontrolni (neg) a imunizovanou (poz) skupinou.
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Tab. 12: Tabulka vyjadiujici primérny pocet bunek v jednotlivych populacich + smérodatna odchylka pro druhé

opakovani, data jsou vizualizovana na obr. 9.

D2 D7
NEG POZ NEG POZ
APC 48+9 99 + 42 112+12 130+ 45
CDl11b 125+29 389 + 247 256 +44 401 + 168
EOS 59+£23 236 £ 167 93 £15 233 £112
NEUT 18+9 53+£39 24+7 37+18
Mo/ M® 15+4 36 +23 45+ 17 55+16
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Obr. 10: Grafické znazornéni statistické analyzy mezi kontrolni a imunizovanou skupinou v ¢ase D2 u prvniho
opakovani. Celkové pocty bun¢k v jednotlivych populacich jsou prepoéitany na 10000 viabilnich bunék (vb) ve
vzorku. Hvézdicka (*) oznacuje signifikantni rozdily, kde p < 0,05. Nesignifikantni rozdily (ns) jsou vyznaceny

také.
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Obr. 11: Grafické znazornéni statistické analyzy mezi kontrolni a imunizovanou skupinou v ¢ase D7 u prvniho
opakovani. Celkové pocty bun¢k v jednotlivych populacich jsou prepoéitany na 10000 viabilnich bunék (vb) ve
vzorku. Hvézdicka (*) oznacuje signifikantni rozdily, kde p < 0,05. Nesignifikantni rozdily (ns) jsou vyznaceny

také.

WBC(CD45+) CD11b+
’ 4000 ’
5000 T = 1 ns
0
< 2 3000
g 4000 §
< T
o 8
m =
Z 3000 S 2000
. | *
= |:| ——
NEG POZ NEG POZ
APC (CD45+/ I-A/l-E+) Mo/M® (CD45+,1-A/l-E+,F4/80+)
2000 . .
' = ! 1600 , =
o 1500 2
> o
8 8 1200
1000
, == =z,
500 Tl 400 -
NEG POZ NEG POZ
NEUT (CD45+/CD11b+/Ly-6G+) EOS (CD45+/CD11b+/Siglec-F+)
200 , = | *
1500 I
E 150 E
§ g 1000
E 100 . e
50 * : .

NEG POZ

NEG POZ



Obr. 12: Grafické znazornéni statistické analyzy mezi kontrolni a imunizovanou skupinou v ¢ase D2 u druhého
opakovani. Celkové pocty bunek v jednotlivych populacich jsou piepocitany na 5000 viabilnich bunék (vb) ve
vzorku. Hvézdicka (*) oznacuje signifikantni rozdily, kde p < 0,05. Nesignifikantni rozdily (ns) jsou vyznaceny
také.
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Obr. 13: Grafické znazornéni statistické analyzy mezi kontrolni a imunizovanou skupinou v ¢ase D7 u druhého
opakovani. Celkové pocty bunek v jednotlivych populacich jsou piepocitany na 5000 viabilnich bunék (vb) ve
vzorku. Hvézdicka (*) oznacuje signifikantni rozdily, kde p < 0,05. Nesignifikantni rozdily (ns) jsou vyznaceny
také.
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U druhého opakovani byla zmétena i exprese monocytarniho markeru Ly6C v populaci Mo/M®.
Ly6C+ monocyty byly v infiltratu signifikantné (p=0,0206) zvySené v ¢ase D2, v ¢ase D7 se jejich pocty
oproti negativni kontrole neliSily (obr. 14). V ¢ase D2 u pozitivni skupiny exprimovalo marker Ly6C
39 % Mo/M® populace oproti 13 % negativni populace. V ¢ase D7 byly v obou skupindch monocyty
zastoupeny 9 % z mateiské populace. Exprese markeru CD38 v populaci Mo/M®, ktera byla také

v ramci druhého opakovani métena, nebyla detekovana v Zadném Case u pozitivni ani negativni skupiny.

Obr. 14: Grafické znazornéni statistické analyzy Ly6C+ monocytl mezi kontrolni a imunizovanou skupinou
v ¢ase D2 a D7 u druhého opakovani. Celkové pocty bunék v jednotlivych populacich jsou pfepocitany na 5000
zivych bunék ve vzorku. Hvézdicka (*) oznacuje signifikantni rozdil, kde p < 0,05, nesignifikantni rozdily (ns) je
vyznacen také. Cas D2 je zobrazen v prvnim fadku (zeleng), ve spodnim Fadku (svétle modie) je ¢as D7.
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4.2.2 Histologicka analyza

Odpovéd’ imunitniho systému u imunizovanych mys$i byla demonstrovana na histologickych
preparatech. Z kazdé mysi bylo jedno ucho zalito do parafinu a nasledné rozkrajeno na jednotlivé fezy,
které byly paraleln¢ barveny H-E a znaceny imunofluorescencné. Vybrané reprezentativni fotografie
fezd obarven)'lch H-E z jednotlivych skupin pro obé¢ opakovéni jsou seskupeny na obr. 17. Na
oproti D2 a stejné tak jejich vysSsi ¢etnost oproti negativnim skupinam. Charakteristickym rysem, jak
v éase D2, tak vcéase D7, bylo vysoké zastoupeni eozinofili mezi jinak mononuklearnimi,
infiltrovanymi leukocyty (obr. 18-21). Na obr. 15 je zobrazen detail ucha v ¢ase D2 zobrazujici
leukocyty pronikajici z kapilary do mista sani. Na obr. 16 jsou zobrazeny tzv. ring-shaped leukocyty,

které jsou pritomné v mysich zanétlivych infiltratech a predstavuji granulocyty a jejich prekurzory.

Obr. 15: Leukocyty vystupujici z kapilary v misté sani flebotoma. Vpravo (B) je fez uchem v ¢ase D2 s masivnim
leukocytarnim infiltratem. Vlevo (A) je zobrazen detail na kapilaru, ze které se na misto infiltruji leukocyty.
Metitka odpovidaji 100 um (B) a 10 um (A).

Obr. 16: Pritomnost tzv. ring-shaped leukocytt s typickych kruhovym jadrem. Vpravo (B) je fez imunizovanym
uchem v case D7. Vlevo (A) je zobrazen detail na pfitomné leukocyty s kruhovym jadrem (oznacené
trOJuhelmkem) Mefitka odpovidaji 100 pm (B) a 20 um (A)
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Obr. 17: Imunitni odpovéd’ v misté sani na fezech barvenych H-E pro skupiny imunizovanych D2 mysi (A,D),
imunizovanych D7 mysi (B, E) a kontrolnich mysi (C, F). Jedna se o reprezentativni vybér fotografii v ramci
prvniho opakovani (1; horni panel) a druhého opakovani (2; spodni panel). Fotografie kontrolnich mysi (NEG)
byly vybrany ze skupin D2 NEG a D7 NEG. M¢titko na kazdé fotografii predstavuje 100 um.
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Obr. 18: Infiltrované eozinofily v imunizovaném uchu v ¢ase D2. Rez uchem s leukocytarnim infiltraitem (C) a
detaily vyobrazujici jednotlivé eozinofily (A, B, D; oznacené trojihelnikem) s typickym tvarem segmentovaného
jadra a rizovou cytoplasmou danou obarvenymi eosinofilnimi granulami. Métitko odpovida 100 um (C) a 10 pm
(A, B, D).

Obr. 19: Priklady infiltrovanych eozinofilti (oznac¢enych trojuhelniky) na riiznych fezech v ¢ase D2 (vybér
z prvniho a druhého opakovani). Méritko odpovida 20 pm.
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Obr. 20: Infiltrované eozinofily v imunizovaném uchu v ¢ase D7. Vpravo je zobrazen fez uchem s leukocytarnim
infiltratem (C) s vyznafenymi detaily samostatné vyobrazenymi vlevo (A, B). Oznaéeny jsou infiltrované
eozinofily (oznacené trojuhelnikem) a detail na cévu s leukocyty (B, v cerném obdélniku). Métitko odpovida 20
um (C) a 10 um (A, B).

Obr. 21: Priklady infiltrovanych eozinofili (oznacenych trojuhelniky) na rtiznych fezech v ¢ase D7 (vybér
z prvniho a druhého opakovani). Métitko odpovida 20 um.
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Fluorescencné byly fezy barevny na pritomnost myeloperoxidazy (MPO), enzymu typicky pfitomného

v neutrofilech, a inducubilni NO syntetazy (iNOS), jejiz exprese je markerem M1 makrofagi. Jak je

demonstrovano na obr. 22, zatimco MPO" buriky (viditelné v zeleném kanalu diky barveni FITC 488)

na fezech ptitomné byly, s nejvySsi relativni Cetnosti v Case D2 a nejniz$i na negativnich kontrolach,

iNOS (v pfipadé exprese viditelnd v ¢erveném kandlu diky Alexa fluor 568) nebyla detekovana ani na

jednom analyzovaném fezu bez ohledu na ¢as. Vzhledem k pozitivni kontrole na fezech infikovanych

usi s pfitomnymi parazity, kde iNOS barvitelna byla, se jedna o skutecnou absenci této molekuly na D2

D7

NEG
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Obr. 22: Infiltrované neutrofily pro
skupiny imunizovanych D2 mysi
(A, B, C), imunizovanych D7 mysi
(D, F) a kontrolnich mysi (E, G)
v prvnim opakovani. Neutrofily
jsou znacené zelen€, na fotografiich
jsou veétsi infiltrace zvyraznéné
Srafovanymi obdélniky a jednotlivé
buriky trojuhelniky. Bunécna jadra
jsou podbarvena modte diky DAPI.
Detail zD2 fezu (B) je zobrazen
samostatné (C). Méfitko na kazdé
fotografii odpovida 50 um.



a D7 fezech a ne o falesn¢ negativni vysledek. Fotografie pozitivni kontroly je umisténa v ptiloze

diplomové prace.
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Obr. 23: Infiltrované neutrofily pro
skupiny imunizovanych D2 mysi
(A, B), imunizovanych D7 mysi (C,
D, E) a kontrolnich mysi (F,G)
v druhém opakovani. Neutrofily
jsou znacené zelen€, na fotografiich
jsou vétsi infiltrace zvyraznéné
Srafovanymi obdélniky a jednotlivé
buiky trojuhelniky. Bunécna jadra
jsou podbarvena modte diky DAPI.
Detail zD7 fezu (D) je zobrazen
samostatné (E). M¢titko na kazdé
fotografii odpovida 50 pm.



4.2.3 Hladina protilatek v séru/plazmé
4.2.3.1 a-SGH IgG/IgG1/I1gG2a

Hladina specifickych IgG protilatek v séru proti slinnym antigenim P. duboscqi byla métena metodou
ELISA (obr. 24-25). Srovnavany byly rozdily mezi hladinou protilatek v ¢ase pfed imunizaci (t0) a pii
ukoncovani experimentu (t16/21). V zadném piipadé¢ nebyl rozdil mezi méfenymi skupinami
signifikantni, nicméné, u obou opakovani byl v ptipadé ¢asu t21 pro skupiny D7 _POZ zaznamenan trend
Obr. 24: Grafické zndzornéni sérové hladiny a-SGH IgG protilatek pro prvni opakovani. Sedé jsou zobrazena
jednotliva méteni u sér pred zacatkem imunizaci (t0), modie jsou znacena méteni pii ukon¢ovani pokusu (t16 pro

D2, t21 pro D7). Horizontaln¢€ jsou znaceny priameéry pro jednotlivé skupiny. Hodnota pozitivni kontroly pro t0 =
1,88 a pro t16/21 = 2,47. Pozitivni kontrolou bylo sérum mysi s prokdzanymi protilatkami.
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Obr. 25: Grafické znazornéni sérové hladiny a-SGH IgG protilatek pro druhé opakovani. Znaceni je popsano u
obr. 24. Hodnota pozitivni kontroly pro t0 = 1,88, pro t16/21 = 2,47. Pozitivni kontrolou bylo sérum mysi
s prokazanymi protilatkami.
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v nartstu hladiny protilatek pro nékteré vzorky. Z tohoto diivodu byly proto zméteny hladiny podtiid
IgG1 a IgG2a pouze u postimunizacnich sér skupiny D7 _POZ (obr. 26) a piestoze zddné srovnavané
dvojice se signifikantné neliSily, trendem byly vyssi hladiny IgGl. Ani v jednom piipadé nebyla u

postimunizacnich sér zmétena zvysena hladina IgG2a.

Obr. 26: Grafické znazornéni sérové hladiny a-SGH IgG1/1gG2a protilatek u D7 skupin v ¢ase t21. Sedé jsou
zobrazena jednotlivd méfeni pro negativni myS$i, modfe jsou znacena meéfeni pozitivnich mysi. Graf vlevo
zobrazuje prvni opakovani, vpravo je druhé opakovani. Horizontalné€ jsou znaceny praméry pro jednotlivé skupiny.
Hodnota pozitivni kontroly = 2,33.

a-SGH IgG1/lgG2a a-SGH IgG1/lgG2a
O D7_NEG @ D7_POZ O D7_NEG @ D7_POZ
&) 0.08
_ —_ (&)
g g0 06-
~ 0-10 <
(o] [}
¥ i .
o 2 0.04-
So05 8 ©
2 I % 0.02- e
® ) © 8 ®
o § . &4—
0.00- v —— 0.00-
' 19G1 19G2a 19G1 IgG2a

59




4.2.3.2 Celkove IgE

Cytometricka analyza i histologické fezy poukézaly na vyrazné zastoupeni eozinofilli v buné¢éném
infiltratu, proto byla zméfena i celkové hladina IgE v séru. Na obr. 27-28 je zobrazeno, Ze v hladinach
téchto protilatek mezi opakovanimi neni jednotny trend. Zatimco v prvnim opakovani byl signifikantni
(p=0,003) rozdil mezi t0 a t16 u D2_POZ, ve druhém opakovani byl signifikantni pokles v hladiné
protilatek u obou negativnich skupin (D2_NEG p=0,004; D7_NEG p=0,035). Také neplati, Ze by mély
imunizované skupiny oproti negativnim vyssi hladiny IgE v séru, nicmén¢ pfi srovnani hladin IgE a
poctu eozinofil z obou opakovani byla pozorovana mirna pozitivni korelace (r = 0,51; p < 0,05) mezi

témito parametry (obr. 29).

Obr. 27: Grafické znazornéni sérové hladiny celkového IgE pro prvni opakovani. Svétle jsou zobrazena
jednotliva méfeni u sér pied za¢atkem imunizaci (t0), tmavé jsou znaéena méfeni pii ukoncovani pokusu (t16 pro
D2, t21 pro D7). Horizontalné jsou znaceny prumeéry pro jednotlivé skupiny. Oznaceny (*) jsou signifikantni
rozdily mezi odbérovymi Casy (p < 0,05). Hodnota pozitivni kontroly = 0,86.
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Obr. 28: Grafické znazornéni sérové hladiny celkového IgE pro druhé opakovani. Znaceni je popsano u obr. 27.
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Obr. 29: Grafické znazornéni korelaéni analyzy mezi poctem eozinofilti u imunizovanych skupin (EOS) a
hladinou IgE pro obé opakovani. Barevné jsou odlisené jednotlivé skupiny; modie skupina D7 POZ a oranzové
skupina D2_POZ.
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4.3 Imunitni odpovéd’ u imunizované mysi v kontextu leishmaniove
infekce

Cilem této casti diplomové prace (cil €. 3) byla analyza imunitni odpovédi infikované mysi Le. major
v kontextu riznych imuniza¢nich schémat. MysSi byly v rdmci experimentu rozdéleny do Ctyt skupin.
Dvé skupiny byly imunizovany za ucelem navozeni protektivniho efektu a nasledné byly ve dvou
odlisnych schématech vystaveny sani po cas probihajici infekce — skupiny EXPa, EXPb. Jedna skupina
mys$i byla pouze infikovana — skupina POZ — a posledni skupina nebyla infikovéna ani vystavena sani
— skupina NEG. Kazda skupina byla tvofena 6 jedinci, v ramci prvniho opakovani ovSem doslo k umrti
dvou mysi, jedné ze skupiny EXPb a druhé ze skupiny EXPa, a v rdmci druhého opakovani doslo k timrti
jedné mysi ze skupiny EXPb.

4.3.1. Hladina a-SGH protilatek v séru/plazmé

Hladina specifickych IgG protilatek v séru/plazmé proti slinnym antigentim P. duboscgi byla métena
metodou ELISA. Srovnavany byly rozdily mezi hladinou protilatek v riznych ¢asech odbéru po dobu
trvani experimentu (w-2, w0, w6, wll) a rozdily v jednotlivych ¢asech mezi skupinami. Vysledky pro
prvni opakovani A jsou zobrazeny na obr. 30. V ramci tohoto opakovani byly signifikantné zvysené
hladiny protilatek naméfeny u imunizovanych skupin EXPa (p = 0,014), EXPb (p = 0,004) a POZ
(p = 0,007) skupiny pfi srovnani Casu pred imunizaci (w-2) a pii ukoncovani experimentu (wll). U
skupiny EXPDb byl tento nariist vyrazngjsi a hladina protilatek signifikantné (p = 0,034) narostla oproti
predchozimu odbéru uz v ¢ase wb oproti skupiné EXPa, kde k signifikantnimu (p = 0,013) nardstu oproti
predchozimu odbéru doslo az v ¢ase wll. U skupiny POZ byl signifikantni (p = 0,001) narist v hladin¢
specifickych protilatek (mimo zminény rozdil mezi ¢asy w-2 a wll) i v ase w6, kde hladina
specifickych protilatek narostla oproti ¢asu w0, dale se ovSem uz tvorba protilatek signifikantné
nezvySovala. Vyraznéjsi narust protilatek u skupiny EXPb byl reflektovan i pfi srovnani s negativni
kontrolou, kdy rozdil mezi t€émito skupinami byl signifikantni (p = 0,026) uz v ¢ase w6. V Case wll
bylo nameéteno signifikantni zvyseni hladiny protilatek oproti negativni kontrole jak pro skupinu EXPb
(p = 0,0006), tak pro skupinu EXPa (p = 0,0016), nicméné pro prvné¢ zminénou byl tento rozdil
vyraznéj$i. Statisticky vyznamny rozdil v tvorbé protilatek ovSem mezi imunizovanymi skupinami
nebyl.

Vysledky pro druhé opakovani B jsou zobrazeny na obr. 31. I pro toto opakovani byly
signifikantné zvysené hladiny protilatek naméfeny u imunizovanych skupin EXPa (p = 0,005), EXPb
(p = 0,015) pfi srovnani casu pied imunizaci (w-2) a pii ukoncovani experimentu (wl1), nartist ovSem
nebyl tak vyrazny jako v ptipadé¢ prvniho opakovani. Stejné jako v pfipadé prvniho opakovéni dosloiu
POZ skupiny k signifikantnimu (p = 0,034) naristu hladiny protilatek po Cas trvani experimentu,

nicméné na rozdil od prvniho opakovani nedoslo po infekci ke skokovému signifikantnimu vzristu
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protilatek a jejich zvysena tvorba se projevila az pii srovnani ¢asu pied imunizaci (w-2) a pti ukoncovani
experimentu (w11). Na rozdil od opakovani A byl ov§em u tohoto opakovani vyrazné;jsi narist protilatek
u skupiny EXPa a to pfesto, Ze druha skupina EXPb byla imunizovana castéji. V ¢ase wll byl pak
signifikantni rozdil oproti negativni kontrole u obou exponovanych skupin (EXPa p = 0,001; EXPb p =
0,01) a stejné jako u prvniho opakovani nebyl pfitomen statisticky vyznamny rozdil mezi témito
skupinami v zd&dném Casu odbéru.

Vyrazny rozdil mezi opakovanimi byl i v ptipad¢ specifickych protilatek podtiidy IgGl.
Vysledky pro prvni opakevani A (obr. 32) se podobaly vysledkim pro specifické IgG. U
imunizovanych skupin EXPa a EXPDb byl signifikantni (EXPa p = 0,027; EXPb p = 0,01) narast hladiny
protilatek mezi Casy pfed imunizaci (w-2) a pfi ukoncovani experimentu (w11). Protilatky této podtiidy
ovSem narustaly s vyrazngjSimi rozdily. U skupiny EXPa signifikantné protilatky vzrostly jak v case w6
(p = 0,019) tak v ¢asech wll (p = 0,047) oproti pfedchazejicimu méteni a u skupiny EXPb narostly
protilatky skokové (p = 0,007) v ¢ase wo6. Oproti IgG, byl signifikantni rozdil mezi negativni kontrolou
a obéma imunizovanymi skupinami pfitomen jiz v ¢ase w6 (EXPa p = 0,004; EXPb p =0,001) a pretrval
ivc¢ase wll (EXPa p = 0,004; EXPb p = 0,003). U POZ skupiny doslo k signifikantnimu (p = 0,024)
nartistu hladiny IgG1 v ¢ase w6 a i celkovému, statisticky (p = 0,021) vyznamnému, zvySeni tvorby
protilatek této podtiidy po Cas celého experimentu, coz také zrcadli situaci specifického IgG.

Oproti tomu v ramci druhého opakovani B (obr. 33) signifikantni nartisty mezi ¢asy pied
imunizaci (w-2) a pii ukoncovani experimentu (wl1) v ramci skupin naméfeny nebyly, prestoze trend
(EXPa p = 0,016; EXPb p = 0,073) v nardstu téchto protilatek oproti negativni kontrole pro ¢as wll
pozorovatelny byl. Stejné€ jako v ptipadé IgG byl u tohoto opakovani vyrazné€jsi nérast protilatek u
skupiny EXPa, kde byl ptitomen statisticky (p = 0,035) vyznamny rozdil uz v ¢ase wb6.

Hladiny specifickych protilatek podtfidy IgG2a nebyly zvySené ani u jedné experimentalni
skupiny nehled€ na ¢as odbéru a opakovani. Vysledky pro tyto podttidy jsou zobrazeny na obr. 34 a 35.
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Obr. 30: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgG protilatek v prvnim opakovani A u jednotlivych skupin (EXPa,
EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odliSena méteni v jednotlivych ¢asech (w-2, w0, w6, wll). * predstavuje
signifikantni rozdil, kde p < 0,05, ** p <0,01 , *** p < 0,001; Cerné jsou znaceny signifikantni rozdil v ramci
skupin, cerven¢ rozdily mezi skupinami. Hvézdicky nad jednotlivymi sloupci oznacuji signifikantni narust
protilatek oproti pfedchozimu ¢asu méteni.
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Obr. 31: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgG protilatek v druhém opakovani B u jednotlivych skupin (EXPa,
EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odlisSena méfeni v jednotlivych ¢asech (w-2, w0, w6, wll). * piedstavuje
signifikantni rozdil, kde p < 0,05, ** p < 0,01 , *** p <0,001; ¢erné jsou znaceny signifikantni rozdil v ramci
skupin, Cervené rozdily mezi skupinami. Hvézdicky nad jednotlivymi sloupci oznacuji signifikantni narust
protilatek oproti predchozimu ¢asu méfeni.
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Obr. 32: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgGl1 protilatek v prvnim opakovani A u jednotlivych skupin (EXPa,
EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odliSena méteni v jednotlivych ¢asech (w-2, w0, w6, wll). * predstavuje
signifikantni rozdil, kde p < 0,05, ** p < 0,01; cerné jsou znaceny signifikantni rozdil v ramci skupin, ¢ervené
rozdily mezi skupinami. Samostatné je v grafu umisténo grafické znazornéni vyvoje protilatek v POZ skupiné
pfislusného opakovani. Hvézdicky nad jednotlivymi sloupci oznacuji signifikantni narust protilatek oproti
predchozimu ¢asu méfeni.
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Obr. 33: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgGl protilatek v druhém opakovani B u jednotlivych skupin
(EXPa, EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odlisena méfeni v jednotlivych ¢asech (w-2, w0, w6, wll). * pfedstavuje
signifikantni rozdil, kde p <0,05.
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Obr. 34: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgG2a protilatek v prvnim opakevani A u jednotlivych skupin
(EXPa, EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odliSena méfeni v jednotlivych ¢asech (w-2, w0, w6, wll).
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Obr. 35: Grafické znazornéni hladiny a-SGH IgG2a protilatek v druhém opakovani B u jednotlivych skupin
(EXPa, EXPb, POZ, NEQG). Barevné jsou odliSena méfeni v jednotlivych casech (w-2, w0, w6, wll).
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4.3.2 Detekce cytokina

Systémova odpovéd mysi byla meéfena na zakladé¢ produkce cytokini v kultufe splenocyti.
Analyzovana byla ptitomnost cytokini IFNy, IL-4 a IL-10, které byla méfeny metodou ELISA. Kultury
byly inkubovany po dobu 48 hodin za tfech riznych podminek - v pfitomnosti SGH
P. duboscqi (dub), v ptitomnosti SLA (leish) nebo upln¢ bez antigenu (neg). Stejné jako v piipade vyse
popsanych rozdilnych hladin protilatek mezi opakovanimi, i v ptipadé cytokini byly vysledky pro
jednotliva opakovani odlisné. Hladiny produkovaného IFNy (obr. 36, 37) se v prvnim opakovani A
signifikantné neliSily ani v rdmci skupin, tedy za riznych kultiva¢nich podminek, ani mezi jednotlivymi
skupinami. Naopak, v druhém opakovani B se hladiny produkovaného IFNy mezi skupinami lisily.
Nejvyssi hladiny I[FNy byly zméfeny u skupiny EXPb nasledované skupinou EXPa a poté negativni
kontrolou. Nejnizsi hladiny IFNy byly produkovany v ptipadé¢ POZ skupiny a to se signifikantnim
rozdilem vii¢i exponovanym skupinam v piipadé kultivace bez pridaného antigenu (POZ x EXPb p =
0,0002; POZ x EXPa p = 0,02) a s pfidanym SGH (POZ x EXPb p = 0,001). Odlisné¢ kultiva¢ni
podminky (obr. 36) nemély statisticky vyznamny vliv na mnozstvi produkovaného IFNy v ramci
jednotlivych skupin.

IL-4 byl v ptipadé prvniho opakovani A nejsilngji produkovan v kulturach EXPb skupiny
(EXPb x NEG p < 0,0001 pro neg kultury) nasledované skupinou EXPa (EXPa x NEG p = 0,01 pro neg
kultury), dale skupinou POZ (POZ x NEG p = 0,012 pro neg kultury) a nejnizsi produkce tohoto
cytokinu byla zméfena v ptipadé negativni kontroly (obr. 39). Na rozdil od vy$e zminéného IFNy se do
produkce IL-4 promitly odli§né kultiva¢ni podminky (obr. 38) a to zejména v pripad¢ kultivace s SGH,
ktera signifikantné oproti kulturam bez antigenu (neg) navysila hladiny tohoto cytokinu v ptipadé obou
imunizovanych skupin (EXPa p =0,004; EXPb p <0,0001) a s trendem i v pfipadé POZ skupiny. Druhé
opakovani B bylo co do produkce IL-4 téméf invertované k prvnimu. Skupina EXPb, ktera produkovala
IL-4 nejsilngji v pripadé prvniho opakovani, ho u druhého opakovani produkovala naopak v priméru
signifikantn¢ nejméné (EXPb x POZ p = 0,03 pro neg kultury) (obr. 39). Dale s produkci nasledovala
skupina EXPa, poté skupina POZ a nejvice ho produkovala negativni kontrola. Rozdilné kultiva¢ni
podminky se do produkce IL-4 v ptipad¢ druhého opakovani nepromitly (obr. 38).

Produkce IL-10 méla podobny vzorec jako produkce IFNy. U prvniho opakovani A nebyly v
hladinéch IL-10 Zzadné signifikantni rozdily mezi skupinami, doslo ovSem k signifikantnimu (p = 0,004)
narustu produkce tohoto cytokinu vlivem ptitomného SGH v kultute u skupiny EXPa (obr. 40). Naopak,
u druhého opakeovani B se produkce mezi skupinami lisila. Nejnizsi produkce byla zméfena v pfipade
skupiny EXPb, nejvyssi v ptipadé POZ skupiny (POZ x EXPb p = 0,04 pro neg kultury) (obr. 41).
Odlisné kultiva¢ni podminky se na produkci IL-10 ve druhém opakovani nepromitly (obr. 40).

Obecné lze fici, ze do produkce cytokinl byla vice reflektovana pfislusnost k jednotlivym

experimentalnim skupindm (EXPa, EXPb, POZ, NEG), nezli odlisné kultivacni podminky. Ty se
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vyraznéji promitly do produkce pouze u prvniho opakovani A v piipadé IL-4 a IL-10 v pfipad¢

pridaného SGH (dub) a to pouze u skupin, které byly imunizovany (EXPa, EXPD).

Obr. 36: Grafické znazornéni hladiny IFNy v prvnim opakovani (A, vlevo) a druhém opakovani (B, vpravo) u
jednotlivych experimentdlnich skupin (EXPa, EXPb, POZ, NEG). Barevné¢ jsou odliSeny rizné kultivacni

podminky (dub, leish, neg).
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Obr. 37: Grafické znazornéni hladiny IFNy v prvnim opakevani (A, horni fada) a druhém opakovani (B, spodni
fada) pro jednotlivé kultivacni podminky (dub, leish, neg). * predstavuje signifikantni rozdil, kde p < 0,05,

% < 0,01, *** p<0,001.
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Obr. 38: Grafické znadzornéni hladiny IL-4 v prvnim opakovani (A, vlevo) a druhém opakovani (B, vpravo) u
jednotlivych experimentalnich skupin (EXPa, EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odliSeny rizné kultivaéni
podminky (dub, leish, neg). ** predstavuje signifikantni rozdil, kde p <0,01 , *** p <0,001.
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Obr. 39: Grafické znazornéni hladiny IL-4 v prvnim opakovani (A, horni fada) a druhém opakovani (B, spodni
fada) pro jednotlivé kultivacni podminky (dub, leish, neg). * ptedstavuje signifikantni rozdil, kde p < 0,05,
**p<0,01,**p<0,001.

IL-4 A IL-4 A
neg leish
0.20-
0.20-
0.15-
*
*x* 0.15 —*
*%* *kk ®
*kk
2 —_— 0.10- °
e . 0.10
i
s
R -
0.05- 0.05
0.00- 0.00-
EXPa EXPb NEG POZ EXPa EXPb NEG POZ EXPa EXPb NEG POZ
IL-4 B IL-4 B IL-4 B
neg dub leish
15 15
o
N
o
* 1.0- 10
5
N
*%k
o
.
05- 05-
.
0.0- = ﬂ 0.0- i ==
EXPa EXPb NEG POZ EXPa EXPb NEG POZ EXPa EXPb NEG POZ

69




Obr. 40: Grafické znazornéni hladiny IL-10 v prvnim opakovani (A, vlevo) a druhém opakovani (B, vpravo)
u jednotlivych experimentalnich skupin (EXPa, EXPb, POZ, NEG). Barevné jsou odliSeny rizné kultivaéni
podminky (dub, leish, neg). ** predstavuje signifikantni rozdil p < 0,01.
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Obr. 41: Grafické znazornéni hladiny IL-10 v prvnim opakovani (A, horni fada) a druhém opakovani (B,
spodni fada) pro jednotlivé kultivacni podminky (dub, leish, neg). * ptedstavuje signifikantni rozdil, kde p <0,05,
** p<0,01,***p<0,001.
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4.3.3 Velikost 1ézi v kontextu méfenych parametri

Vyvoj 1ézi, podobné jako v piipade souvisejicich vysledki popsanych v piedchozich kapitolach, byl
mezi opakovanimi znacné odlisny. V ptipad¢ opakevani A (obr. 42) doslo k rozvoji 1ézi s vyraznou
patologii, které se v§echny signifikantn¢ (EXPa p = 0,002; EXPb p = 0,0009; POZ p < 0,0001) lisily od
negativni kontroly, nesignifikantné nejmensi 1éze byly rozvinuty v ptipad€ nejvice exponované skupiny
EXPb. Protektivni efekt predchozi imunizace se u tohoto opakovani neprojevil. V ptipadé¢ opakovani
B (obr. 42) byl prubéh 1ézi jiny. U obou exponovanych skupin se projevil protektivni efekt, u skupiny
EXPa signifikantné (p = 0,049) oproti skupiné¢ POZ. Skupina EXPa byla také jedina, kde nebyl oproti
negativni kontrole signifikantni rozdil. Na obr. 43 je kolaz reprezentativnich fotografii koznich 1ézi

kazdé skupiny v obou opakovéanich.

Obr. 42: Grafické znazornéni velikosti 1ézi v ¢ase wll v prvnim opakovani (A, nalevo) a druhém opakovani
(B, napravo).* ptedstavuje signifikantni rozdil, kde p < 0,05, ** p <0,01 , *** p <0,001.
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Obr. 43: Reprezentativni fotografie pro v§echny experimentalni skupiny (EXPa, EXPb, NEG, POZ) v obou
opakovanich (opakovani A, horni fada; opakovani B, dolni fada) v 11.tydnu infekce (v ¢ase wll).

| EXPa EXPb | NEG | POz |

Zajimavy byl sice nesignifikantni, ale i tak odliSny trend mezi rizné exponovanymi

skupinami u jednotlivych opakovani (obr. 44, 45). Zatimco v pfipad¢ opakovani A méla nejmensi
l1éze nejvice exponovana skupina EXPb, u opakovani B to bylo naopak. Nesignifikantn€, nicméné
presto s opacnymi trendy reagovala opakovani i v pfipadé¢ jinych parametri (obr. 45). Hladiny IFNy u
opakovani A negativné korelovaly s poctem expozic (EXPa x EXPb), naopak u opakovani B hladiny

tohoto cytokinu s poctem expozic korelovaly pozitivné. Opacny, a€ opét nesignifikantni, byl trend mezi
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poctem expozic a hladinou protilatek, ktery navazuje na vysledky protilatek zobrazenych na obr. 30 a

31. Z téchto grafti vyplyvalo, ze hladiny IgG nerostou imérné poctu expozic. Na obr. 45 je vidét, ze

trend je pfesné opacny oproti situaci pro IFNy vs. pocet expozic, tedy u opakovani A byla tendence

k rastu IgG s poctem expozic a naopak u opakovani B byl trend k poklesu IgG s poctem expozic. Pro

obé opakovani nicméné spolecné platilo, ze vétsi 1éze (prestoze rozdil nebyl signifikantni)

z exponovanych skupin daného opakovani byla rozvinuta u té skupiny, u nichz byly zméfeny vyssi

hladiny IFNy (obr. 45), respektive vy$si pomér [FNy/IL-4 (obr. 44).

Obr. 44: Grafické znazornéni poméru IFNy/IL-
4 u exponovanych skupina EXPa a EXPb
v prvnim opakovani (A, nalevo) a druhém
pfedstavuje

opakovani (B, napravo). **

signifikantni rozdil, kde p <0,01.

znazornéni
vybranymi
skupin

Obr. 45:  Grafické
korela¢nich analyz mezi
parametry u exponovanych
v prvnim opakovani (A, sloupec
nalevo) a druhém opakovani (B,
sloupec napravo). Hodnota korela¢niho
koeficientu je za dvojte¢kou u popisu
jednotlivého grafu, p-hodnota je na
fadku pod ni. Barevné jsou odliSeny
hodnoty pro skupinu EXPa (oranzov¢) a
EXPb (modfe).
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5 Diskuze

Rizné formy imunitni reakce vii€i slinam flebotomil uz pomérné dlouho skytaji potencial praktického
vyuziti (Lestinova et al., 2017). Humoralni imunita je spojena pfedev§im s mirou expozice flebotomiim
a vyuziva se jako jeji marker. Bunécné imunita je spojena s protekci viici leishmaniové infekci nicméné
v této roviné se zatim jednd pouze o teoretické vyuziti. Tato diplomova prace se zabyvala ve tfech

ruznych cilech a tfech riznych systémech obojim.

Prvnim cilem diplomové prace bylo zjistit vyuzitelnost dlouhodobé imunizovanych mysi pro
pfipadné ex vivo/in vitro experimenty zaméfené na produkci protildtek se specifitou vici slinam
flebotomt. Tyto mysi jsou v laboratofi Biologie hmyzich vektord vyuzivany jako zdroj krve pro samice
flebotom1, pti¢emz mysi jsou vystaveny sani vzdy jen jednomu druhu flebotomil. K sani dochazi zhruba
jednou za 14 dni po dobu piiblizn¢ jednoho roku, pfi¢emz se mysi poté jiz dale nevyuzivaji. Navic odbér
vnitinich organti z usmrcenych mysi nepodléha legislativni zatézi v podobé schvaleného projektu
pokustl. Testovali jsme tedy slezinu jako mozny zdroj bunék pro produkci protilatek a vyuzili jsme
moznosti sledovat specifitu téchto protilatek vici danému druhu flebotoma. V kulturach splenocyti
z imunizovanych mysi sice doslo k produkci specifickych protilatek, nicméné ne u vSech a to navzdory
potvrzené piitomnosti v séru. Primérné nejsilngjsi produkce a-dub byla v ptipadé kultur bez ptidaného
antigenu. Parodoxné, v kulturach s pfidanym homologni antigenem SGH P. duboscqi nebyla zméfena
zadna pritomnost produkovanych protilatek, coz ovSem muze byt zpiisobeno i jejich vyvazanim na
pfitomny antigen. Zajimavé bylo, Ze ELISA detekujici pfitomnost a-lon v kultufe splenocytt ukazala i
na produkci téchto protilatek, a to i pfestoze se mysi s timto antigenem nikdy nesetkaly a v séru nebyla
jejich pfitomnost detekovana. Jednad se tak pravdépodobné o nespecifickou reakci mezi SGH L.
longipalpis s blize neur¢enymi protilatkami produkovanymi v kultute. Signifikantné nejnizsi produkce
téchto protilatek byla zméfena v ptipadé kultivace s nehomolognim antigenem (SGH L. longipalpis,
lon), coz by mohlo ukazovat na obecn¢ inhibicni vliv slin tohoto druhu flebotoma na bunky imunitniho
systému (Mbow et al., 1998; RohouSova et al., 2005). K vyladéni metody produkce protilatek v kultuie
imunizovanych mys$i a otestovani jiné koncentrace homologniho antigenu bohuzel nedoslo vzhledem ke
Spatnému stavu mysi po odstaveni z kolonie. I z tohoto diivodu nevyzpytatelné dostupnosti pouzitelného
modelu a také z divodu vyraznych patologickych zmén na slezing, které také mohly byt pfi¢inou
nedostatecné produkce protilatek v kultufe, se dlouhodobé imunizované mysi nejevi jako vhodny

experimentalni model pro ex vivo studie tohoto typu.

Druhy cil diplomové prace se zabyval imunitni reakci u imunizované mysi, ktera je spojena
s protekci vici infekei Le. major. Prace se zabyvala leukocytarnim sloZzenim v uchu imunizované mysi
a hladinou specifickych protilatek proti slinnym antigentim P. duboscqi. K porovnani byly zvoleny dva

rozdilné ¢asy a to sice dva dny od posledniho sani (D2) a sedm dni od posledniho sani (D7), coz navazuje
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na diplomovou praci Kristyny Jelinkové, ktera prokazala Ze tyto rozdilné Casy infikovani maji
signifikantni vliv na nasledny prubeh infekce (Jelinkova, 2022). Prvné€ zminény ¢as D2 byl zvolen
s ohledem na ocekdvanou pfitomnost DTH reakce, ktera je ddvana za pticinu protektivniho efektu a je
makroskopicky charakterizovdna otokem, mikroskopicky pak pfitomnosti vyrazného infiltratu bunék od
sani zahrnujici prfedev§im mononukledrni fagocyty a lymfocyty (Belkaid et al., 2000; Oliveira et al.,
2013). S postupem ¢asu ma intenzita imunitni reakce tendenci klesat, coz reflektuje zvoleny ¢as D7. To
podpofila i tato diplomova prace, kdy pifi analyze pritokovou cytometrii sice rozdily mezi
exponovanymi a kontrolnimi myS$mi v ¢ase D7 pfitomny byly, nicméné klesly pod hranici signifikance.
casu. Naopak, v ¢ase D2 byly u imunizovanych mysi signifikantné navySeny pocty vétSiny leukocytt,
které byly v experimentech méteny, vyjimaje neutrofily. Cela populace CD11b+ myeloidnich bunék
byla v ¢ase D2 zvysena az vice jak 3x oproti negativnim kontrolam. Vlivem sani byly nejvice zvySené
eozinofily (az vice jako 7x) nasledované populaci Mo/M® (az 3,4x), ktera také z vétSiny pokryvala
pritomné APC (jejich pocet byl zvySen az 3,6%). Populace neutrofilt sice byla vlivem sani navysena,
oproti piedchozim populacim byl ale rozdil nejnizs$i (az 3% oproti negativni kontrole), nebyl
signifikantni a celkovy pocet téchto bunék byl mnohonasobné mensi oproti ostatnim populacim, v
pripad¢ eozinofill az vice jako 10x v ¢ase D2. V ¢ase D7 byl zachovan podobny vzorec zastoupenych
leukocytt v infiltratu, kdy nejvétsi rozdil oproti kontrolam byl zaznamenan u eozinofilli (az 4x).
Celkove byl ovsem pocet v kuzi ptitomnych CD45+ leukocytti navySen oproti negativni kontrole pouze
1,8x oproti 2,6x v Case D2.

Experiment byl opakovan dvakrat, pticemz nejvétsi diskrepance byla v celkovém poctu
vyizolovanych bunék v druhém opakovani a ve velikosti Mo/M® populace. Pficinou tohoto nesouladu
by s nejvétsi pravdépodobnosti mohla byt chyba v postupu izolace. Soucésti enzymatické smési pro
izolaci bun¢k jsou dispéza a kolagenaza stépici tkan a DNaza, ktera Sté€pi volné ptitomnou DNA, diky
které se k sobé izolované buiiky prichycuji (Reichard and Asosingh, 2019). Dilezitou soucasti
izola¢niho procesu je také EDTA, ktera je ptidavana do promyvaciho roztoku, vaze dvojmocné kationty
a tim jednak inhibuje nezddouci Cinnost travicich enzymti, jednak zabrainuje bunkam ve shlukovani a
vyvazuje je z mezibunéénych interakci v tkanich (Reichard and Asosingh, 2019). Nechténé vynechani
nékteré z téchto slozek pii procesu izolace, ¢i jejich nizsi koncentrace nez je dana protokolem, by mohla
byt pfi¢inou nizké vytéznosti izolovanych bunék v druhém opakovani. Tuto teorii podporuje i fakt, ze
v pripad¢ druhého opakovani byl pii analyze méfeni pritokovou cytometrii problémem piedevsim
mensi pocet singletd, tedy samostatné se vyskytujicich bunék (v grafech nezobrazeno), a Ze populaci
leukocytt s nejvétsim rozdilem mezi opakovanimi byly Mo/M® buiky, které za béznych podminek
prirozené adheruji, Cemuz pravé zminénd EDTA zabranuje (Reichard and Asosingh, 2019). Navic, na
histologickych preparatech nebyl na ptikladovych fezech pozorovan rozdil ve velikosti infiltratu mezi

prvnim a druhym opakovanim experimentu, tak aby odrazel odpovidajici vysledky z cytometrie.
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Vyse popsané imunologické mikroklima poodhalené pratokovou cytometrii piedstavuje
potencialné chranéné ucho pied zdvaznym rozvojem leishmaniové 1éze. Nejméné zastoupenou populaci
leukocytt v tomto infiltratu byly neutrofily. Jejich pfitomnost byla prokézana i na histologickych fezech
barvenych na piitomnost MPO, kterd je typicky s neutrofily spojovana, ackoliv se mize vyskytovat i
v populaci Mo/M®, ktera je diskutovana nize (Aratani, 2018; Gurski and Dittel, 2022). Neutrofily
reprezentuji jednu z nejsklofiovanéjsich leukocytarnich populaci v souvislosti s leishmaniovou infekci
a vstupuji na misto sani jako prvni infiltrujici se buiiky (jiz 2 hodiny po infekci) (Peters et al., 2008).
Ptedstavuji pro parazita tolerantni hostitelsky systém a jejich ptfitomnost je miniméalné¢ u BALB/c mys$i
asociovana s hor§im prubéhem infekce a naopak, jejich deplece vede k signifikantni redukci prezivsich
leishmanii (Charmoy et al., 2010; Peters et al., 2008; Romano et al., 2017). Je znamo, Ze sliny flebotomt
pusobi na neutrofily chemoatraktorné a jejich pritomnost v misté infekéniho sani se podili na mozaice
faktorti formujici enhancing efekt (Guimaraes-Costa et al., 2021; Peters and Sacks, 2009). Infikované
neutrofily se krom tolerantni koexistence s parazitem podili na raném etablovani infekce i1 produkci
chemokini MCP-1 a MIP-1p, které¢ do mista lakaji makrofagy a monocyty, klicové hostitelské buiiky
leishmanii, ve kterych dochazi k mnozeni parazita (Prates et al., 2011; van Zandbergen et al., 2004). Na
nemalou roli neutrofild v raném etablovani infekce poukéazala i studie zabyvajici se infekci C57BL/6
myS$i promastigoty L. major prostfednictvim infekéniho sani P. duboscqi (Chaves et al., 2020).
Neutrofily tvotily jednu z nejvice nakazenych populaci leukocytl v prvnich 24 hodinach infekce.
Prvenstvi ve studii (Chaves et al., 2020) ovSem drzely v tkéni pfitomné makrofagy (angl. dermal tissue
resident macrophages, TRM), které¢ byly viibec nejvice infikovanou bunécnou populaci a jejich deplece
¢i naruseni schopnosti fagocytdzy vyrazné potlacilo rozvoj infekce.

Studie Chaves et al., (2020) také ukazala, Ze vyrazny podil mezi hostitelskymi buitkami L. major
byl drzen i monocyty a dendritickymi bunikami odvozenymi od monocyt (monocytes-derived dendritic
cells, mo-DC). Na zasadni roli monocytii a od monocytli odvozenych fagocyti upozornila i jina studie,
kde autofi pracovali s mySmi deficientnimi na IFNy (Carneiro et al., 2020). U téchto modifikovanych
mysi, s takto navozenou Th2 imunitou, sice doslo v pozdéjsich fazich infekce k silngjsi progresi nemoci
doprovazené vetsimi 1ézemi a vétsi parazitarni nalozi, nicménée v ¢asnych projevech byl efekt opacny.
Vlivem chybéjiciho IFNy doslo v ranych stadiich infekce ke snizeni poctu infiltrujicich se monocyt do
mista infekce a nasledné i k mensimu poctu infikovanych fagocytl, které od monocytt byly odvozeny,
tedy makrofagd a dendritickych bun¢k (Carneiro et al., 2020). Monocyty spolu s IFNy jsou dle studie
pro rané ustanoveni infekce urcujici. To podporuji i zavéry dalSich studii, kde monocyty a makrofagy
jako vnimavé hostitelské bunky pievzali leishmanie v pozdéjSich fazich infekce od infikovanych
neutrofilti (Carregaro et al., 2013; Peters et al., 2008; Romano et al., 2017). Romano et al. (2017)
nicméné ukazali, Ze monocyty jsou pro leishmanie nekonfliktnim spojencem predev§im v primarni
infekci, kdy se s parazity setkdvaji v nematurovaném stavu. V piipadé opakované infekce uZ monocyty
podstupuji maturaci, kterou doprovazi i exprese iNOS a produkce NO. Takovéto monocyty jiz piitomné

parazity efektivné likviduji (Romano et al., 2017). iNOS je spojena s mikrobicidni aktivitou
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makrofagii/monocytl a exprimuje se vlivem ptsobeni IFNy (Allman et al., 2015; Bogdan, 2020; Panaro
etal., 1999). Produktem iNOS je NO, klicova efektorova molekula v boji s leishmaniovou infekci. Nizka
tkanova exprese je spojend s hlubsi patologii infekce (Allman et al., 2015; Vellozo et al., 2017) a
v pfipad¢ aplikace inhibitori iNOS dochazi k potlaceni likvidace parazita (Liew et al.,
1990).V diplomové praci bylo zastoupeni CD11b+F4/80+Ly6C+ monocyti analyzovano v druhém
opakovani experimentu, kdy se ukdzalo, ze v ¢ase D2 u imunizované skupiny ptedstavuji 39 %
CD11b+F4/80+ bunék oproti 13 % v ptipade kontrolni skupiny. Dochazi tedy k signifikantnimu
infiltrovani téchto bun€k do mista sani. V ¢ase D7 byl nicméné pocet téchto bunék srovnatelny
s negativni kontrolou. Imunohistochemické znaceni iNOS neprokazalo jeji tkafiovou expresi, coz ve
vztahu k monocytim ukazuje spiSe na nematurovany status téchto bunc¢k. Neexprimovana iNOS na
fezech z imunizovanych mysi je v souladu s faktem, ze sliny flebotomi napfi¢ druhy maji obecnou
tendenci expresi tohoto enzymu potlatovat (Demarta-Gatsi and Mécheri, 2021). S odkazem na vyse
zminénou roli nematurovanych monocytl jako klicovych hostitelskych bun¢k leishmanii je také na
misté zminit, ze Jelinkova ve své praci (2022) prokazala, ze infekce v ¢ase D2 vede k signifikantné
hor$imu prubéhu 1éze ve srovnani s infekei v ¢ase D7 — tedy v Case, ve kterém se v misté sani podle
vysledkd této prace nevyskytuje zvySené mnozstvi CD11b+F4/80+Ly6C+ monocyti. Ackoliv na
histologickych preparatech nebyla pozorovana pfitomna iNOS, byla zaznamenana pfitomnost bunck
pozitivnich na druhy analyzovany enzym, MPO. MPO+ buiikky mtizou byt jednak neutrofily, které ji
exprimuji pfedevsim a jsou diskutovany vyse, mize se ale jednak i o F4/80+Ly6C+ monocyty, ve
kterych se MPO vyskytuje také (Aratani, 2018; Gurski and Dittel, 2022). V souladu s cytometrickymi
vysledky neutrofili a CD11b+F4/80+Ly6C+ monocyti i MPO+ buiiky byly na histologickych fezech
pritomny piedevsim v ¢ase D2.

Dalsi, k monocytim blizkou populaci leukocytli, kterou se diplomova prace zabyvala byly
makrofagy. Ty maji pfi studiu leishmaniovych infekci opodstatnéné vysostnou roli. Ve vztahu
k parazitovi totiz reprezentuji dvouse¢ny mec, jehoz efekt se odviji od jejich imunologického fenotypu
(Tomiotto-Pellissier et al., 2018). Vlivem protizanétlivych cytokini jako pfedevs§im IL-4, IL-13, TGFf
nebo IL-10 vznikaji M2 makrofagy, které jsou pro parazita koncovou hostitelskou buiikou a umoziuji
bujeni infekce. Protip6l predstavuji M1 makrofagy, které vznikaji pod vlivem prozanétlivych cytokind
jako IFNy nebo TNFa a jsou kli¢ové pro efektivni likvidaci parazita (Bogdan, 2020; Lee et al., 2018;
Muraille et al., 2014). Paradigma M1/M2 makrofagi je Gizce svazané s Th1/Th2 paradigmatem a co se
tyCe predevsim kozni leishmanidzy pusobené Le. major, dobte vysvétluje otazku rezistence a citlivosti
k infekci. Ve studii Lee et al. (2018) autofi prokazali, Ze kmen Le. major Seidman, ktery je spojen
s nehojici se kozni leishmanidzou se preferenéné vyskytuje v tkanovych makrofazich s M2 fenotypem.
Pokud doslo k selektivni depleci téchto vnimavych hostitelskych bunék, mysi byly schopné bojovat
s infekci stejné jako v pfipadé bézného kmene Le. major. M2 fenotyp makrofagh byl také pti¢inou

signifikantné zhorsené patologie doprovazejici infekci Le. major u mutantnich mysi postradajicich TACI

-----
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makrofagi (Allman et al., 2015). Tyto mysi mély vyrazné redukovanou expresi iNOS v nakazené tkani
a jejich schopnost boje s infekei byla obnovena az s dodanim makrofagti z nemutantnich jedinct, ktera
byla doprovazena i nartistem IFNy+ T lymfocyt (Allman et al., 2015). Vellozo et al. (2017) porovnavali
fenotyp makrofagi z BALB/c a C57BL/6 mysi pod vlivem infekce Le. major nebo Le. braziliensis.
Ukazali, ze rezistence C57BL/6 mysi k infekci Le. major je spojena s GispéSnou maturaci nezralych
makrofagii na makrofagy s M1 fenotypem spojenou s expresi iNOS a produkei NO. Vedle toho infekce
Le. braziliensis vedla k diferenciaci M1 makrofagli u obou mysich kmenti, pfestoze u BALB/c slabéji,
coz 1 odpovida skuteCnosti, Ze infekci Le. braziliensis jsou BALB/c mysi schopné regulovat na rozdil
od infekce Le. major (Rocha et al., 2007).

V diplomové praci byl imunologicky status F4/80+ Mo/M® analyzovan prutokovou cytometrii
na zakladé exprese CD38 markeru a nespecificky k témto buiikdm i imunohistochemicky na zakladé
tkanové pritomnosti iNOS. CD38 je povrchovy glykoprotein pritomny na riznych imunitnich bunkach,
ktery byl relativné recentné navrzen jako novy mozny marker M1 makrofagti (Glaria and Valledor, 2020;
Li et al., 2022). Exprese CD38 je spjata s pritomnosti prozanétlivych cytokinii (Amici et al., 2018;
Musso et al., 2001) a obranou vici patogenim. Piikladem jsou CD38 deficientni mysi, které jsou
citlivéjsi k infekcei Listeria monocytogenes (Lischke et al., 2013) nebo splenocyty z CD38 deficientnich
mysi, které pti infekci Mycobacterium avium produkuji mensi mnozstvi IFNy a tato skute¢nost se odrazi
i v omezené schopnosti likvidace tohoto intracelularniho patogenu (Viegas et al., 2007). Jablonski et al.,
(2015) navic prokazali, Ze se exprese CD38 na povrchu mysich monocytt/makrofagli zvysuje stimulaci
LPS a zZe se vyskyt tohoto markeru prekryva s expresi iNOS. Navzdory ocekavani, diplomové prace
neprokazala pfitomnost ani CD38+ F4/80+ Mo/M® ani, jak bylo zminéno jiz vySe, exprimovanou
iNOS, coz nepodporuje pfitomnost prozanétlivé ladénych makrofagii v imunizovaném uchu, tedy téch
které jsou spojené s protekci proti leishmanii (Allman et al., 2015; Rocha et al., 2007).

Jak jiz bylo popsdno vyse, ze sledovanych populaci leukocytii, kterymi se diplomové prace
zabyvala, na sani nejsilngji reagovaly eozinofily. Na ty bylo diive nahlizeno predev$im jako na
zprostiedkovatele jistych efektorovych funkci spojenych s mikrobicidnimi proteiny jejich
cytoplasmatickych granuli, které doprovazeji alergické reakce a infekce helminty (Shamri et al., 2011).
Funkéni zabér téchto bunck je vSak $ir$i, mimo pfimou likvida¢ni ulohu pasobi eozinofily i
imunomodula¢né, jedna se o APC, syntetizuji fadu cytokinti, chemokinti a ristovych hormont a také
se jejich pisobenim aktivuji dal$i bunky imunitniho systému (Shamri et al., 2011; Spencer and Weller,
2010). Eozinofily na misto sani ve vétsi mife pronikaji az s opakovanymi imunizacemi. Na to poukazala
napf. studie zabyvajici se bunénym infiltratem v reakci na sani L. longipalpis (Mejia et al., 2010). Ta
demonstrovala, ze zatimco u jednou satych mysi pfedstavuji dominantni bunéénou populaci neutrofily,
v piipad¢ opakované imunizovanych mys$i se jedna o eozinofily a mononuklearni buiiky. To bylo
potvrzeno ina histologickych fezech u$i v ramci diplomové prace, kdy eozinofily tvofily spolu
s mononuklearnimi bunkami dominantni populaci leukocytl jak v ¢ase D2, tak v ¢ase D7. Na pomérné

masivni reakci eozinofilll na opakované sani flebotomti upozornila uz nejedna studie tykajici se napf.
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druhtit P. papatasi (Belkaid et al., 2000, 1998), L. longipalpis (Collin et al., 2009; Mejia et al., 2010)
nebo P. duboscqi (de Araujo et al., 2024). Eozinofily jsou tak vyznamnou soucésti infiltratu leukocytii
korelujiciho s manifestaci protektivniho efektu, paradoxné je ovSem studium jejich role zastinéno
pozornosti smérujici spiSe k makrofagim a neutrofilim. Eozinofily jsou nicméné schopny likvidace
leishmanii in vitro (Oliveira et al., 1997; Pearson et al., 1987; Pimenta et al., 1987) ovSem jejich role
vrozvoji leishmaniéz je stile kontroverzni (Rodriguez and Wilson, 2014). Pifi studii infekce
Le. amazonensis na IL-5 transgennich mySich C3H/HeN/TgN u nichz 50% leukocytl periferni krve
predstavuji eozinofily autofi zjistili, Ze tyto mysi maji oproti kontroldm mirné&jsi pribéh infekce
(Watanabe et al., 2004). Zajimavé také u téchto nakazenych mutantii nezhorSovalo vyvoj nemoci denni
podavani IL-4, které u kontrolniho kmene signifikantné prohlubovalo patologii spojenou s infekci.
Ptiznivy vliv eozinofili autofi podpofili i na studii provedené na BALB/c mysich, kterym byl pred
infekei injikovan plazmid kodujici IL-5, cytokin s piedni roli v diferenciaci a migraci eozinofilti (Nagata
et al., 2020; Spencer and Weller, 2010). Zvysena produkce tohoto cytokinu vedla u mysi k potlac¢eni
rustu 1éze, tedy k efektu, kterého nebyly schopny docilit plazmidy kédujici IL-4 a IFNy (Watanabe et
al., 2004). Ptitomnost eozinofili v mist¢ infekce byla pozitivné korelovana s mirnéj$im prubéhem léze
v piipad¢ pst nakazenych Le. infantum (Menezes-Souza et al., 2012), C3H.He mysi nakaZenych
Le. amazonensis (de Oliveira Cardoso et al., 2010) a mutantniho mysiho kmene deficitniho na tol/-like
receptory 2, které byly infikované Le. amazonensis (Guerra et al., 2010). Tyto mySi mély oproti
eozinofilli tvoricich organizované granulomy a infekci doprovazenou neulcerujicimi 1ézemi a
signifikantné nizsi parazitarni nalozi (Guerra et al., 2010). Ve studii Almeida et al. (2024), kde byly
Le. amazonensis infikovany BALB/c mySi a mySi kmene Adbl-GATA1 postradajici eozinofily, sice
autofi neprokazali jakykoli vliv téchto leukocytl na vyvoj infekce v ranych tydnech od nakazy, nicméné
v pozd¢jSich stadiich doslo u mutantnich mys$i bez eozinofili k rozvoji sekundarnich 1ézi na
koncetinach, nose, usich a ocasu a tyto mysi mély také od 9. tydne nakazy vyssi parazitémii. Naopak,
k negativnimu vlivu eozinofilli na vyvoj infekce Le. major dospéli ve studii pracujici s mutantnimi
kmeny mysi s rizné¢ omezenou produkci IL-4 (Lee et al., 2020). V této studii autofi prokazali, Ze
fenotypu. U mutantnich mysi, které postradaly tyto imunitni hra¢e nebo u mysi postradajicich IL-5 ¢i
oSetfené protilatkami proti eozinofilim (anti-SiglecF) bylo misto infekce Le. major charakterizovano
redukovanym pocétem protizanétlivé ladénych TRM a infiltrované vétSim mnozstvim zanétlivych
mo-DC a CD4+ T lymfocytt, coZ bylo spjato i s mirnéj$imi projevy 1ézi (Lee et al., 2020).

Eosinofily jako leukocyty jsou spojené predevsim s Th2 imunitni odpovédi, ktera je obecné
vnimana jako ne piili§ a¢inna proti intracelularnim parazitim. I kdyz jak bylo nastinéno vyse, kazdé
dogma ma své limity. Eozinofily byly napfi¢ studiemi etablovany za popravéi leishmanii
prostfednictvim NO (Oliveira et al., 1997), peroxidu vodiku (Watanabe et al., 2004), superoxidového
aniontu (Pearson et al., 1987), obsahu svych granuli (Abengoézar et al., 2022; Salaiza-Suazo et al., 2024)
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a eozinofilnich extracelularnich siti (Salaiza-Suazo et al., 2024). Carneiro et al. (2020) navic poukazali
na paradox, Ze prestoze Th2 imunitni odpovéd’ je v kontextu vyvijejici se 1éze neptizniva, tak pro rané
etablovani infekce je neptizniva stejné tak. V disledku nastolené Th2 imunitni odpovédi totiz nedochazi
k vycestovavani klicovych hostitelskych bun¢k leishmanii, monocyt a makrofagii. Protektivni efekt by
tak ve svych pocatcich nemusel byt nutn€ navdzan na navozeni rezistentniho hostitelského prostredi
s M1 makrofagy jako leukocyty hrajicimi prim. Namisto toho by se mohlo jednat o kombinaci likvidace
leishmanii prostfednictvim piitomnych efektorovych bunék v podobé hojné zastoupenych eozinofilli a
soucasnou modulaci primarn¢é ptiznivého hostitelského prostiedi v podobé omezeni dostupnosti
vhodnych hostitelskych bunék. Pozdéji zminéné podporuje i napt. studie Carregaro et al. (2013), kde
sledovali vliv trojnasobného sani na proménu bunééného infiltrdtu v misté sani L. longipalpis u mysi
s pozdé€ji rozvinutym protektivnim efektem vaci infekci Le. braziliensis. Autoii se nezabyvali
potencialné pfitomnymi eozinofily, nicméné zaznamenali signifikantni pokles neutrofilti a makrofagi
infiltrujici misto opakovaného sani. Za zminku stoji, Ze protektivni efekt sani je spojen s kratkodobou
expozici slinam flebotomtl. Rohousova et al. (2011) prokazali, Ze pokud jsou mysi vystaveny sani
P. duboscgi dlouhodobg, tak nasledujici infekce Le. major se rozviji standartné, bez efektu protekce.
V souladu s timto fenoménem bylo zjisténo, Ze eozinofily se u dlouhodobé stimulovanych jedincii
v reakci na sani nevyskytuji ¢i vyskytuji pouze minimalné (Oliveira et al., 2013). Na rany zasah
eozinofilli by tak v pfipad€ této teorie mohla navéazat specifickd Thl imunitni odpoveéd’ likvidujici
prezivsi populaci parazitii. Tato Th1/Th2 imunitni spoluprace by mohla byt pfic¢inou toho, Ze protekce
navozena rekombinantnim proteinem ¢i plazmidem, tedy antigenem specificky vytipovanym k rozvinuti
Thl odpovédi, je nepopiratelné ucinnd, ale mlze se projevit pozdé€ji nez v pripadé imunizace
kompletnim antigennim slozenim slin (bud’ prostiednictvim SGH nebo sanim) (Oliveira et al., 2008).
Takto specificky navozené protekce totiz nejsou spojeny s piitomnosti eozinofilti v ramci DTH reakce
(Collin et al., 2009) ani nevyvolavaji tvorbu IL-5 (Oliveira et al., 2015, Gholami et al., 2019).

Limitujici pro zavéry tykajici se protektivniho efektu je to, Ze tyto mysi nebyly vystavené
infekénimu inokulu a popsané imunitni prostiedi tak nemusi nutn€ odpovidat situaci skutecné infekce.
Pfitomnost leishmanii v inokulu totiz ovliviluje zanétlivou odpoveéd’, 1isi se exprese cytokinl i
chemokinil (Teixeira et al., 2014). Pro ovéfeni role eozinofilii v protektivnim efektu slin by proto bylo
tieba validace na infek¢énim modelu.

Soucasti imunizacnich experimentd bylo i sledovani hladiny specifickych IgG protilatek proti
slinam (a-SGH IgG). Za dobu trvani experimentu, tedy tii tydnt, nedoslo k signifikantnimu nardstu
produkce a-SGH IgG pfi srovnani predimuniza¢nich hladin a hladin pfi ukonceni experimentu.
Nicméné, predevsim u skupiny D7 byl pozorovan trend ve zvys$ené produkci a-SGH IgG. U této skupiny
proto byly zméfeny i podtfidy IgG1 a IgG2a reflektujici Th2 a Thl polarizaci imunitniho systému
(Bretscher, 2014). Stejné jako v ptfipadé a-SGH IgG ani u jednotlivych podtiid nebyl pfitomen
signifikantni rozdil mezi imunizovanou a negativni kontrolou ovsem tendence u né€kolika malo jedincti

smeétovala k produkei IgG1 odrazejici Th2 imunitni odpoveéd’. U zadné mysi nebyly zvySené hladiny
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protilatek IgG2a. To je v souladu s vysledkem jiné studie, kdy BALB/c myS$ neprodukovala tuto podtfidu
protilatek ani v pfipad¢ navozené protekce spojené s Thl imunitou (Menon and Bretscher, 1998).
Nezaznamenany signifikantni nartst v produkci protilatek odpovida jinym studiim zabyvajicimi se
kinetikou jejich tvorby. Pouhé dvé expozice sani P. duboscqi nebyly dostatené k signifikantné zvySené
produkci a-SGH IgG (Rohousova et al., 2011), v ptipade a-SGH P. papatasi IgG doslo ke zvysené tvorbé
protilatek az od 4.tydne expozic (Vlkova et al., 2012) au a-SGH P, perniciosus 1gG od 5. tydne (Martin-
Martin et al., 2015). Nepfili§ zvySené hladiny protilatek proti slinnym proteintim také odpovidaji tomu,
ze o protilatkdch se neuvazuje jako o efektorovém mechanismu zajistujicim protekcei proti leishmaniim
(Lakhal-Naouar et al., 2021; Jesus G. Valenzuela et al., 2001).

V ramci prace bylo méteno i celkové IgE. Sérové hodnoty IgE se neliSily mezi imunizovanou
skupinou a negativni kontrolou ani po skonceni imunizaci, coz ukazuje spiSe na nenavozeni tvorby
specifickych protilatek vlivem sani flebotomii. K potvrzeni by vsak bylo tfeba provést ELISA méteni
a-SGH IgE. Prekvapiveé vsak ve druhém opakovani klesly hladiny IgE u obou negativnich kontrol.
Vysvétlenim by mohlo byt uchovavani mysi druhého opakovani pod ochranou siti zamezujici sani
komari, ktefi se jinak v prostorach zvétince obcas vyskytuji a jejichz sani tvorbu IgE vyvolava (Peng et
al., 2004). U obou opakovani byla také vidét tendence (jednou se signifikantnim rozdilem) k poklesu
protilatek v ¢ase D2. To by mohlo byt disledkem slabého vychytavani IgE eozinofily migrujicimi do
tkan¢ (Kita and Gleich, 1997). Pfi srovnani hladiny IgE a mnozstvi eozinofili se ukazala mima a
signifikantni pozitivni korelace mezi témito dvéma parametry, coZ by mohlo reflektovat, Ze mnozstvi
eozinofilli pronikajicich do tkané se odviji od individualni bazalni hladiny eozinofilii v krvi jedince
s odrazem v celkovém IgE. Nicméné je tfeba zdlraznit, ze korelace byla slaba a naptiklad recentni studie
(de Araujo et al., 2024) vztah mezi akutni alergickou reakci a sérovou hladinou IgE neprokazala. Obecné

Ize tici, ze vztah mezi IgE a eozinofily je stale kontroverzni a plny otazek (Matucci et al., 2018).

Treti ¢ast diplomové prace se zabyvala imunitni odpovédi mysi v kontextu infekce Le. major a
riznych imunizacnich schémat. Byly méteny IgG, IgG1 a IgG2a protilatky proti slinam P. duboscqi ve
ctyfech riiznych odbérovych casech a cytokiny v kultufe splenocytdi, které byly pfipraveny pfi
ukoncovani pokusu. Mysi byly rozdéleny do ¢ty skupin — ve dvou skupindch byly mysi imunizovany
sanim flebotomi pied infekci k navozeni protektivniho efektu a nasledn€ s riznou mirou exponovani
flebotomtim po Cas infekce (3x EXPa, 5x EXPb). Tteti skupina (POZ) byla pouze infikovana a posledni
skupina (NEQG) slouzila jako negativni kontrola. Experimenty probéhly ve dvou opakovanich, ov§em
lisily se manifestaci infekce. U prvniho opakovani (A) doslo u v§ech infikovanych skupin (EXPa, EXPb,
POZ) k rozvinuti zavaznych koznich 1ézi co do velikosti i destrukce tkané, které se mezi skupinami
signifikantné nelisily, primérné nejmensi 1éze ale byla u skupiny EXPb. Naopak, u druhého opakovani
(B) doslo u exponovanych skupin k o¢ekavanému projevu protektivniho efektu a léze tak mély méne

zavazny prubeh a byly mensi nez u kontrolni pozitivni skupiny, u skupiny EXPa signifikantné.
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Odpovéd’ objasnujici pric¢inu téchto protistojnych vysledkli by pravdépodobné mohla lezet ve
slozeni infek¢éniho inokula, které mélo u jednotlivych opakovani mirn€ odlisné slozeni. Jak bylo popsano
v podkapitole 3.4.2, infek¢ni inokulum se skladalo ze smési sttev P. duboscqi s ~10 denni infekci
Le. major a SGH P. duboscqi ve fyziologickém roztoku. Urcujicim faktorem pro finalni podobu inokula
pfitom byl pocet metacyklickych promastigotii ve stfeve, jejichZ mnozstvi je pro uspéch infekce zasadni
(Giraud et al., 2019). Jejich koncentrace odpovidala 10° bunék na jednu infekéni davku. Pocet
infikovanych stfev, které tedy byly soucésti kazdého infekéniho inokula se liSil v z&vislosti na sile
infekce, ktera se ovSem mezi opakovanimi liSila. Vzhledem k tomu, Ze v ptipad¢€ ptipravy infekéniho
inokula pro opakovéani A byly infekce stfev slabé, bylo tfeba k dosazeni pozadované koncentrace
metacyklickych promastigotl vétsiho poctu sttev. Touto cestou se v inokulu navysilo napt. i mnozstvi
injikovaného mikrobiomu flebotoma. Stfevni mikrobiom se fadi mezi faktory udavajici raz pribéhu
infekce. Vedle n¢j se k témto faktorim fadi i zminéné mnozstvi infekénich stadii parazita, sliny
flebotoma a produkty leishmanii jako je sekretorni gel promastigotii nebo exosomy ¢i Leishmania RNA
virus 1 (Giraud et al., 2019, Serafim et al., 2021). Ve studii Dey et al. (2018) autofi prokazali, ze stfevni
mikrobiom flebotoma aktivuje u neutrofild pronikajicich do mista sani NRLP3 inflamazom a produkci
cytokinu IL-1B. Tim se signifikantné potencuje infiltrace téchto leukocytl do mista sani a vysledkem
této zvysené neutrofilni reakce je vyS$i mira visceralizace Le. donovani u infikované BALB/c mysi.
Rekrutovani neutrofilti do mista infekéniho sani je obecnéji spojovano s horsi patologii CL (Guimaraes-
Costa et al., 2021). Otazkou vlivu mikroflory flebotoma na pribéh leishmaniové infekce se zabyvala i
studie Amni et al. (2023). Ti infikovali BALB/c mys Le. major spolu s dvéma druhy bakterii ptitomnymi
ve stfevni mikroflote P. papatasi - Enterobacter cloacae a Bacillus subtilis. Také v této studii autofi
ukazali, ze koinfekce leishmanii spolu s bakteriemi zvysila infiltraci zanétlivych bunék do mista infekce,
ktera nasledn¢ vedla k rozvoji zdvaznéjsich 1ézi a potvrdili tak diivéjsi vysledky (Dey et al., 2018).
Studie se ovSem také soucasné zabyvala efektem rozdilné davky bakterii a infekéni inokulum tak mély
rozdelené do dvou skupin: inokulum s nizkym mnozstvim bakterii a inokulum s vysokym mnoZzstvim
bakterii. Prekvapiveé a na prvni pohled v rozporu s vysledky diplomové prace dosla studie k zaveru, ze
htife na tom byla ta skupina mysi, kterd méla davku bakterii nizsi. Nicméné, inokulum o vysokém poctu
bakterii ve studii pfedstavovalo koncentraci 10° bakterii na 10 pl (inokulovany objem) a inokulum o
nizkém mnozstvi bakterii pouze 10 bakterii na 10 ul (inokulovany objem), coz neodpovida hodnotam
ani jednoto typu inokula pouzitého v této diplomové praci. Mnozstvi bakterii sice v ném stanoveno
nebylo, ale velikost bakterialni populace ve stievé laboratorné chovaného P. duboscqi se pohybuje
primérné mezi 10>-10° bun&k (Monteiro et al., 2017), pfi¢emZ na piipravu jednoho infek&niho inokula
pro opakovani B bylo tfeba piiblizn¢ 1 stieva, u opakovani A to bylo dvojnasob. Zavérem studie Amni
et al. (2023) ovSem zdstava, ze davka bakterii v infekénim inokulu ovliviiuje uchyceni a vyvoj infekce.

Velikost davky je také jeden z faktort uréujici, zda bude imunitni reakce pfevazovat na stranu
Th1 nebo spise smérem k Th2, coz je jinak multifaktoridlni zalezitost zahrnujici napt. typy pattern

recognition receptors (PRR), které jsou aktivovany, typ patogenu ¢i cytokinové prostiedi (Ung et al.,
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2023). Timto paradigmatem davkou urc¢ené Th1/Th2 polarizace se zabyvali rizni autofi v poslednich
dekadach (Billeskov et al., 2018). Bretscher ve svém pojednani z roku 2014 popisuje tuto teorii a
ukazuje, Ze obecné niz8i davka antigenu vede k pomalému rozvoji bunééné odpovédi doprovazené DTH
reakci a nizkou hladinou protilétek, stfedni davka nejprve k rychlému navozeni DTH, kter¢ je nasledné
vysttiddno humoralni odpovédi a nakonec vysokd davka vede k sotva detekovatelné DTH a masivni
protilatkové odpovédi (Bretscher, 2014).

V ptipad€ modelu BALB/c mys — Le. major je citlivost k infekci spojena s pfirozené navozenou
Th2 imunitni odpovédi a rezistence naopak s Th1 imunitni odpovédi (Costa-da-Silva et al., 2022; Meira
and Gedamu, 2019). Vyse popsany teoreticky princip davkou ur¢ené Th1/Th2 polarizace se mimo jiné
projevil i u studii infekce Le. major u BALB/c my$i. Menon a Bretscher (1998) ve své studii pozorovali,
ze pokud tento citlivy kmen nakazi malymi davkami parazita, infekce je regulovana vlivem vysokého,
systémove produkovaného poméru IFNy/IL-4 doprovazejici Thl reakci. Zaroven nedochazi k produkci
protilatek. A platilo to i naopak, pokud rezistentni kmen CBA nakazili vysokymi davkami, u mysi se
rozvinula neprotektivni Th2 imunitni odpovéd’ (Menon and Bretscher, 1998).V diplomové praci byly
meéteny cytokiny IL-4, vlajkovy cytokin Th2 imunitni odpovédi, IL-10, imunoregula¢ni cytokin a [FNy,
ktery je markerem navozené Thl imunitni odpovédi (Maspi et al., 2016). Cytokiny produkované
kulturami na konci experimentu tak reflektovaly systémovou imunitni odpovéd’ promitajici se do
charakteru manifestovanych 1ézi 11. tyden po infekci (v Case wll).

Opakovani A, kde byly rozvinuté vyrazng patologické 1éze, bylo charakterizovano nezvysenymi
hladinami IFNy, nesignifikantn¢ ale ptfesto nejnizsi byla produkovana hladina tohoto cytokinu u skupiny
EXPb. Nebyly zvysené hladiny ani IL-10, coz pravdépodobné odrdzi neregulovanou imunitni reakci
v pfipad¢ tohoto opakovani (Maspi et al., 2016). Naopak hladiny cytokinu IL-4 byly u infikovanych
skupin oproti negativni kontrole signifikantné navyseny a to nejsiln€ji opét v piipadé skupiny EXPb.
Celkové tak cytokinovy profil ukazuje na dominantni Th2 imunitni odpovéd’ u vsech infikovanych
skupin. Paradoxné byla toto reakce nejsilngji rozvinuta u nejvice exponované skupiny EXPb, u stejné
skupiny, ktera méla léze primerne€ nejmensi. V opozici k opakovani A bylo druhé opakovani B, kde
vlivem navozeného protektivniho efektu doslo u exponovanych skupin k rozvoji regulovanych 1ézi - jak
bylo v literatufe uz nékolikrat popsano (Belkaid et al., 1998; Kamhawi et al., 2000; Oliveira et al., 2015).
Tato protekce byla spojena se zvySenou produkci IFNy u téchto skupin a sniZzenou produkci IL-4.
Produkce IL-4 i IL-10 byla nejnizsi v ptipadé nejvice exponované skupiny EXPb, ktera méla zaroven i
nejsilngjsi produkci IFNy. Cytokinovy profil v pfipadé tohoto opakovani ukazuje na pievazujici Thl
imunitni odpovéd’ u exponovanych skupin.

Pokud vezmeme do uvahy, Ze proces infikovani byl moznou proménnou mezi opakovanimi,
mohl byt pravé tento akt formujicim faktorem nastavujicim systémovou imunitni reakci, tak jak byla
odrazena v produkci cytokind. S odkazem na vysledky studie Dey et al. (2018) tak v ptipadé opakovani
A mohlo dojit v misté infekce k masivni imunitni odpovédi, ktera zvratila predchazejici proces

imunizace. Pritomnost DTH reakce, i dobfe etablované, neni bezpodmine¢na a jeji projev muize byt
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inhibovan (Lamont et al., 1988). Biedermann et al. (2001) napi. na modelu kontaktni dermatitidy u
BALB/c mysi potlacili DTH reakci podavanim IL-4 nebo doddnim antigenné specifickych Th2
lymfocyti. Do jaké miry hrala v ptipadé opakovani A roli vysokd davka mikrobiomu potencidlné
smetujici dlouhodobou imunitni reakci smérem k Th2 je otdzkou, na kterou toto prace nedokaze
odpovédet (Bretscher, 2014). Je teba také dodat, ze dal§imi proménnymi urcujicimi charakter infekci
mohla byt i napf. variabilita v poctu nasatych samic v pfedimunizacnich a postimunizacnich cyklech
sani.

Zajimavym pozorovanim byl opacny vliv poinfekéni imunizace na vyvijejici se 1ézi mezi
opakovanimi. V pfipade prvniho opakovani A se jevila ptiznive, v piipadé druhého opakovani B spise
z exponovanych skupin, ktera me¢la vyssi pomér IFNy/IL-4. Ackoli je totiz Th1 imunita protektivni, jak
bylo ostatn¢ demonstrovano i vysledky této prace, pfemira IFNy je kontraproduktivni a vede ke zvysené
destrukci tkan¢ (Maspi et al., 2016). U opakovani A byl nizsi pomé&r IFNy/IL-4 a s nim i mensi rozvinuta
1éze u skupiny EXPb. Tato skupina byla vystavena poinfekénimu sani bez prodlevy a pravdépodobné
tak doslo ke ztlumeni nepfiznivé zanétlivé imunitni reakce v misté infekce. Sliny flebotomt jsou obecné
reakci hostitele, na kterém vektor saje (Brodie et al., 2007; Katz et al., 2000; Mbow et al., 1998; Prates
etal., 2011). Tuto teorii podporuje i tato prace, kdy kultury splenocytl z imunizovanych mysi opakovani
Areagovaly na SGH P. duboscqi signifikantné zvySenou tvorbou IL-4 a IL-10 zatimco obdobné kultury
z opakovani B nikoli. Je znamo, ze SGH P. duboscqi systémové zvysuje produkei IL-10 u BALB/c mysi
(Carregaro et al., 2008) i u lidi (de Araujo et al., 2024; Oliveira et al., 2013). Naopak, produkce 1L-4
byla zvySena vlivem stimulace s SGH P. papatasi u lidskych PBMC (Abdeladhim et al., 2011), ale uz
ne vlivem SGH P duboscqi (Oliveira et al., 2015, 2013). Vlivem sani P papatasi i
P. duboscqi se u BALB/c mysi zvySuje lokalni produkce 1L-4 (Belkaid et al., 1998; Teixeira et al., 2014),
ale mysi splenocyty na ptitomny SGH Ppapatasi v kultute zvySenou tvorbou tohoto cytokinu nereaguji
(Rohousova et al., 2005). Reference tykajici se reakce mysich splenocytti na SGH P. duboscgi ovsem
pii sepisovani této diskuze nebyly dostupné.

V ptipadé opakovani B byl nizs$i pomér IFNy/IL-4 a mensi rozvinuta léze u skupiny EXPa, ktera
byla vystavena dal$imu sani flebotomut az s odstupem 5 tydnti po infekci, na rozdil od skupiny EXPb.
U této skupiny EXPb doslo vlivem dalsiho sani pravdépodobné k posileni navozené DTH reakce spojené
s Th1 imunitni odpovédi a tvorbou IFNy, coz pusobilo kontraproduktivné bud’ z diivodu jiz zminéné
posilené imunitni reakce odrazené v poskozeni tkané (Maspi et al., 2016), nebo vlivem zvysené hladiny
tohoto cytokinu mohlo dojit k nacestovani vétsiho mnozstvi potencialné hostitelskych bunék do mista
sani (Carneiro et al., 2020). K odpovédi na tuto otdzku by bylo tieba stanovit parazitarni naloze v uchu
mys$i v ¢ase wll, kterazto informace nebyla v dobé sepisovani této prace jesté k dispozici. Negativni

dopady sani na vyvijejici se 1ézi byly uz vSak prokazany i v jiné praci (Vojtkova et al., 2021).
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Posledni zatim nediskutovanou casti cile 3 zGstavaji vysledky humoralni imunity. I do téch byly
promitnuty odliSné vné&jsi projevy infekce Le. major mezi opakovanimi. U opakovani A doslo k
vyraznému signifikantnimu nariistu protilatek u obou exponovanych skupin (EXPa, EXPb) a v mensi
mife i u POZ skupiny. U EXPb skupiny byl signifikantni nartist v produkci protilatek oproti skupiné
imunizacnich sani a vy$si dostupnost antigenu u skupiny EXPb, ale i silnéji navozenou Th2 imunitni
odpovéd’, ktera je s tvorbou protilatek Gzce spojena (Bretscher, 2014; Cyster and Allen, 2019). Nicméné,
mezi exponovanymi skupinami nebyl v z&dném Case méfeni statisticky vyznamny rozdil, tedy vétsi
pocet sani se vyrazné&ji nepromitl do celkové produkce protilatek. Ke statisticky vyznamnému naridstu
produkce IgG doslo i v ptipadé POZ skupiny se skokovym nartistem v case w6, tedy v prvnim odbéru
od infekce a prvnim méfeni po styku mysi s antigenem. U opakovani B byl vzorec nartstu protilatek
podobny s tim rozdilem, Ze jejich hladiny dosahovaly tietinovych hodnot opakovani A a o néco silngjsi
produkce protilatek byla zméfena v piipadé exponovanych skupin u skupiny EXPa. Rozdil sice oproti
EXPDb nebyl signifikantni, ale vyssi primérna tvorba protilatek u skupiny EXPa, navzdory niz§imu poctu
imunizacnich sani, by mohla odrazet pro humoralni imunitu ptiznivéji nizsi IFNy/IL-4. Jesté vyraznéjsi
rozdil mezi opakovanimi byl v piipadé podtfidy IgGl, ktera je markerem Th2 imunitni odpovédi.
V ptipadé opakovani A doslo k signifikantnimu nartistu této podtfidy u obou exponovanych skupin
podobn¢ jako v ptipadé IgG a i k signifikantnimu navyseni u POZ skupiny. Naopak v piipadé opakovani
B se hladiny IgG1 protilatek v ramci jednotlivych skupin po Cas trvani experimentu signifikantné
nezvysily, prestoze statisticky vyznamny rozdil mezi negativni skupinou ptitomny byl. Posledni métena
podtiida IgG2a, ktera je markerem Th1 odpovédi, zlistala nezvySena po celou dobu experimentu u obou
opakovanich, ovSem hladina této podttidy se u BALB/c my$i nezvySuje ani s navozenim protekce vici
infekci Le. major (Menon and Bretscher, 1998).

Vysvétlenim téchto diskrepancnich hladin je odlisny charakter systémové odpovédi mezi
opakovanimi, jehoz markerem byla produkce IgGl a ktery byl reflektovan cytokinovou produkci
popsanou vysSe. Nicméné€, co do velikosti mohla byt protilaitkova odpoveéd zvlast u opakovani A
ovlivnéna i pfitomnymi bakteriemi v infekénim inokulu. Na ty imunitni systém hostitele reaguje
stimulaci PRR, které rozeznavaji konzervované motivy asociované s patogeny a mezi které se fadi i to//-
like receptors (TLR). TLR jsou nezastupitelnou sou¢asti vrozené imunity a zaroven tvoti spojnik s tou
adaptivni. Ve studii (Allman et al., 2015), ktera se zabyvala TACI receptory majici vyznamnou roli
v tvorbé protilatek ukazali, Ze mutantni mySi deficientni na TACI receptory maji oproti kontrolam
signifikantné nizsi produkcei protilatek, ale i reakci na TRL agonisty. TRL agonisté obecné potencuji
humoralni odpovéd’ a pouzivaji se proto jako adjuvancia ve vakcinach, napf. monofosforyl lipid A,
ligand TLR4 (Pulendran and Ahmed, 2011). Pfesny mechanismus neni zcela objasnén, vi se ovSem, ze
jejich stimulace ma vliv na B buiiky a i jiné APC. Na vSech téchto systémech muze dojit k efektim,
které amplifikuji tvorbu protilatek (Billeskov et al., 2018; Cyster and Allen, 2019; Duan et al., 2022).

Na produkei protilatek maji ovSem vliv i jiné faktory jako mezibunééné interakce mezi T a B lymfocyty

84



(Cyster and Allen, 2019) nebo napt. cytokin IL-4, ktery potencuje tvorbu protilatek a ktery je ve zvySené
mife také spojen s opakovanim A. Vrozena imunita kazdopadné ovlivituje silu, kvalitativni vlastnosti i
dlouhodobost protilatkové imunity (Pulendran and Ahmed, 2011).

Vysledky ttetiho cile tak ukazaly, Ze protektivni efekt se manifestuje s imunizovanym
hostitelskym systémem, jak jiz bylo nékolikrat potvrzeno (Belkaid et al., 1998; Kamhawi et al., 2000;
Oliveira et al., 2015), a je odvozen od Thl imunitni odpovédi. Vys$si hladiny IFNy nicméné ptisobi
kontraproduktivné. Bylo zaroven demonstrovano, ze efekt protektivni predinfekéni imunizace mtize byt
zvracen a ze nasledna poinfekéni sani nemaji jednoznacny dopad na prubéh 1éze, kterd se odviji od

konkrétniho nastaveni imunitni reakce hostitele.
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6 Zaver
Diplomova prace se zabyvala imunitni odpovédi u mysi, které byly v rizné miie vystavené sani
flebotomt a ptipadné infikovany Le. major.

Prvnim cilem byla kultivace splenocytii izolovanych z dlouhodobé imunizovanych mysi za
ucelem produkce a-SGH protilatek. Mysi jsou v laboratoii Biologie hmyzich vektorti vyuzivany
dlouhodobé jako hostitelé pro krevsajici samice chovanych flebotomt a produkce a-SGH protilatek by
tak mohla predstavovat jejich dalsi potencidlni vyuziti po odstaveni z kolonie. Bohuzel se ukéazalo, zZe
se nejedna o vhodny model, pfedevsim kvuli slabé protildtkové vytéznosti. Sleziny byly navic silné
patologicky proménéné a mysi uz pfilis$ staré, takze se experiment nepodatilo zopakovat.

Druhy cil prace se zabyval imunitni odpovédi u mysi, kterd je spojena s projevem protektivniho
efektu. Ten se odviji od imunizace mysi slinnymi antigeny indukujici tvorbu DTH reakce. Diplomova
prace ukazala, Ze imunizované mysi mély bunécny infiltrat spojeny se sanim tvofeny predevsim
eozinofily a mononuklearnimi bunikami z nichZ pritokova cytometrie ukazala na hojné zastoupenou
populaci monocytid/makrofagti. Ty tvorily po eozinofilech druhou nejpocetnéjsi populaci, navzdory
ocekavani ovsem nebyly s monocyty/makrofagy asociovany ani marker CD38 ani iNOS, kter¢ jsou
spojené s prozanétlivé ladénym systémem. Ptitom pravé iNOS predstavuje kliCovou leishmanicidni
molekulu. Neutrofily v infiltratu byly, ale jejich pocet byl ve sledovanych ¢asech nejmensi a také na sani
reagovaly ze sledovanych populaci nejméné. Vzhledem k tomu, Ze neutrofily jsou pro leishmanie v
pocatcich infekce kliCovymi hostitelskymi bunkami ale zaroven imunitni prostfedi neni vlivem slin
primarné prozanétlivé, mohl by byt protektivni efekt ¢aste¢neé odvozen od snizeného poctu vnimavych
hostitelskych bunék. Svoji hypotetickou roli v protekci by mohly navic zastavat i zminéné eozinofily,
které jsou schopné parazita likvidovat, ovsem zdroje v literatufe jsou na toto téma limitované. Eozinofily
jsou zaroven dle vysledki této prace dominantni populaci, se kterou se parazit v imunizovaném hostiteli
setkava a je proto tieba vénovat vice pozornosti prave roli t€chto leukocytil pii etablovani infekce.

Tteti cil prace se zabyval roli imunizace na prub¢ch infekce Le. major. Odlisné vysledky dvou
opakovani tohoto experimentu — promitnuté do miry patologie, produkce cytokini i produkce protilatek
— ukazaly na zasadni vliv podoby infek¢niho inokula na vyvoj infekce a také na moznou inhibici
navozen¢ho protektivniho efektu. Dopad poinfekéniho sani na vyvijejici se 1ézi se v jednotlivych
opakovanich odvijel od charakteru probihajici imunitni reakce. V obou pfipadech nicméné platilo, Ze
horsi projev infekce byl spojen s tou exponovanou skupinou, ktera méla vyssi pomér IFNy/IL-4.

Diplomova prace ukazala na nevhodnost dlouhodobé imunizovanych mysSi odstavenych
z kolonie flebotomt jako systému pro produkci specifickych protilatek. Prace dale poukazala, ze
v kontextu protektivniho efektu by do budoucna bylo zdhodno vénovat vétsi pozornost jinym nez
doposud studovanych bunkam, specificky hojné se vyskytujicim eozinofilim reagujicim na sani.
V posledni fadé prace upozornila na moznou zvratitelnost protektivniho efektu a také na dvojaky efekt

poinfecniho sani na probihajici 1ézi, ktery je odvozen od etablované imunitni odpovédi hostitele.
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8 Priloha

Vzhledem k absenci specifického barevni pro iNOS, kterd byla demonstrovana v ramci cile €. 2, je nize
priloZena fotografie fezu uchem mysi infikované Le. major s detekovanou ptitomnosti enzymu. Jedna
se ucho zpracovavané soubézné s tkanémi, které jsou soucasti této diplomové prace. Modre jsou znacena
jadra barvena DAPI, MPO" buiiky jsou viditelné v zeleném kanalu diky barveni FITC 488 a iNOS je
viditelnd v cerveném kanalu diky Alexa fluor 568. Fotografii laskavé poskytla
Mgr. Kristyna Jelinkova.

Obr. 46: Fotografie pozitivni kontroly s detekovanou iNOS (Cervené). Priklady iNOS+ buné€k jsou vyznaceny
Srafované. Méfitko odpovida 50 pum.
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