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VLIV CASNE IMUNITNi ODPOVEDI U MYSi OPAKOVANE POBODANYCH FLEBOTOMY NA
PRUBEH KOZNIi LEISHMANIOZY

Abstrakt

Leishmani6za je veterindrné a medicinsky vyznamné onemocnéni zpiisobené
parazitickymi prvoky rodu Leishmania. Zivotni cyklus téchto parazitéi zahrnuje
obratlovCiho hostitele (vCetné clovéka) a hmyziho vektora, jimiZ jsou samice
flebotom (Diptera: Phlebotominae). Je zndmo, Ze béhem sani krve jsou vektorem do
téla hostitele injikovany sliny s imunomodula¢nim tcinkem, ktery zadsadnim zptisobem
ovliviiuje pribéh leishmaniové infekce. Pravé opakovana imunizace hostitele slinami
nenakazenych flebotomi se stala v nedavné dobé fenoménem, uplatiiujicim se pii
vyvoji vakciny proti leishmaniéze. Cilem této diplomové prace je porovnani charakteru
imunitni odpovédi proti slinam flebotomd u mysi opakované pobodanych v oblasti
usniho boltce a vyhodnoceni vyvoje infekce souvisejici s histopatologickymi zménami
po experimentalni inokulaci mysi plivodcem koZni leishmaniézy (Leishmania major).
Nedilnou soucasti pokusli bylo navrhnout protokol pro Setrnou fixaci a histologické
zpracovani usniho boltce, ktery by umoznoval zachovat tkané a burnky v jejich
prirozené podobé pro histopatologické hodnoceni a zarovein v maximalné mozné mire
zachovat antigenicitu tkané pro imunohistochemické analyzy. Metodicka ¢ast prace
zahrnujici podrobnych popis pouzitych protokolti bude slouzit jako laboratorni

manual pro dalsi studie. ReSersni ¢ast shrnuje soucasné poznatky tykajici se reSené

problematiky.



VLIV CASNE IMUNITNi ODPOVEDI U MYSi OPAKOVANE POBODANYCH FLEBOTOMY NA
PRUBEH KOZNIi LEISHMANIOZY

Abstract

Leishmaniasis is a veterinary and medically important disease caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania. The life cycle of these parasites includes a
vertebrate host (including humans) and an insect vector - the females of sand flies
(Diptera: Phlebotominae). Recent studies have shown that during blood feeding vector
injects saliva with an immunomodulatory effect into the host's body that significantly
affects the course of leishmania infection. Repeated immunization of the host with non-
infected sand flies’ saliva has recently become a phenomenon applicable in the
development of a leishmaniasis vaccine. The aim of this diploma thesis is to determine
the character of the host immune response against vector’s saliva in mice repeatedly
bitten in the ear pinnae, and to compare the development of leishmania infection and
related histopathological changes after experimental inoculation of mice with
Leishmania major. An integral part of the experiments was to design a protocol for
gentle fixation and histological processing of the ear pinnae allowing the simultaneous
preservation of tissues and cells in their natural form for histopathological evaluation
and tissue antigenicity for immunohistochemical analyses. The methodical part,
including a detailed description of the protocols used, will serve as a laboratory manual
for further studies. The literature review summarizes the recent knowledge on the

thesis topic.
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1 Uvod

Paraziticti prvoci rodu Leishmania patfi mezi medicinsky i veterinarné
vyznamné parazity vyskytujici se napric¢ nékolika kontinenty. Leishmaniéza, kterou
tito parazité svym hostitelim zplisobuji, ohroZuje az 350 milionti obyvatel ro¢né s
potencialni dmrtnosti aZ 70 tisic. Formy tohoto onemocnéni se lisi v zadvaznosti od
pomérné snadno lécitelnych kozZnich 1ézi po Zivot ohrozujici visceralni formu
napadajici vnitfni organy. Priibéh nemoci zavisi zejména na druhu parazita a
imunitni odpovédi hostitele.

Zivotni cyklus leishmanii zahrnuje obratlov¢iho hostitele a hematofagni hmyz.
Hlavnimi vektory prenaSejicimi toto onemocnéni jsou samicky z podceledi
Phlebotominae (Diptera), které leishmanie prijmou s krvi pri sani na infikovaném
hostiteli. Uspé&$nost infekce souvisi se schopnosti leishmanii manipulovat vektorem
i imunitnim systémem hostitele ve sviij prospéch. K ovlivnéni interakce mezi
parazitem a hostitelem dochazi nejen prostrednictvim povrchovych molekul
leishmanii, ale také slinami flebotomt, které jsou spolu s leishmaniemi inokulovany
do kiize obratlovéiho hostitele. Slinné Zlazy vektora obsahuji mimo
antihemostatické a vazodilata¢ni slozky i slozky s imunomodula¢nimi tcinky, které
hraji vyznamnou roli pfi prenosu parazitl a rozvoji leishmaniézy. Schopnost slin
vektorem byla v anglické literatuie popsana jako tzv. ,enhancing-effect’. Cetné
studie navic prokazaly, Ze u opakované pobodanych hostitelG vyvolavaji sliny
flebotoml imunitni reakci, ktera znesnadinuje nebo dokonce znemoziiuje uchyceni
leishmanii v hostiteli.

Hlavnim divodem pro zkoumani této problematiky je predpoklad, Ze jednim z
dilezitych faktort ovliviujicich pribéh leishmaniové infekce je nacasovani
senzitizace hostitele slinami vektora. V ramci spoluprace dvou vyzkumnych tymu
(UK Praha a MU Brno) se tato diplomova prace zaméruje na pochopeni charakteru
imunitni reakce hostitele proti slinam flebotomi ve vztahu ke kozni leishmanidze
na zakladé simulace situaci v endemickych oblastech, kdy je senzitizovany hostitel

znovu vystaven sani vektora 48 hodin nebo 1 tyden pred prenosem leishmaniové
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infekce. Provedené pokusy, vyhodnocené mikroskopicky v této praci, slouzi zejména
pro standardizaci metod s cilem optimalizovat postupy a zpracovani tkani pro
efektivnéjsi a Uspornéjsi vyuziti laboratornich zvitrat v ramci Sirsiho spektra analyz.
Soucasti metodické casti této prace je zaroven laboratorni manudl standardizujici
pouZité histopatologické a imunohistochemické postupy. Ziskané poznatky mohou

slouzit jako zaklad pro planovani ucinnéjSich kontrolnich programi v ohniscich

leishmaniézy, v€etné vyvoje leishmaniové vakciny zaloZené na slinach vektora.

17
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2 Prehled literatury

2.1 Obecna charakteristika parazitl rodu Leishmania

Rod Leishmania spadajici do Trypanosomatida Kent 1880 je vyznamnym radem
Kinetoplastea Honigberg 1963, spadajicim do kmene Euglenozoa Cavalier-Smith
1981 (Ghedin et al., 2004). VSechny znamé druhy trypanosom jsou paraziticti prvoci
hmyzu, obratlovci nebo rostlin (Kaufer et al., 2017). Zivotni cykly zastupci této
rozmanité skupiny jsou prevazné monoxenni (tj. jednohostitelské), avsak ptivodci
zavaznych onemocnéni, jako napftiklad zastupci rodu Leishmania nebo
Trypanosoma, maji dixenni vyvojové cyKkly (tj. dvouhostitelské) (Kaufer et al., 2020).
Buiiky téchto parazitii (obr. 1) se vyznacuji charakteristickou morfologii a jejich tvar
nabyva riiznych tvard, od zavalité podoby po stihlé, protahlé bunky vyznacujici se
aktivnim kroutivym pohybem zajiSténym jedinym bicikem, ktery volné vychazi z
malé uzké periflagelarni kapsy nebo je pevné prichycen k povrchu téla a vytvari tak
undulujici membranu (Lom a Dykova, 1992; Varga et al., 2017). Na ultrastrukturalni
urovni je hlavnim rysem této skupiny kinetoplast, organela vznikajici z Casti
mitochondrie a obsahujici mnoho molekul kruhové DNA (Grimstone, 1961;

Yurchenko a Kolesnikov, 2001).

1. Jadro 7.  Lysozom

2. Kinetoplast 8.  Endozom

3. Periflagelarni kapsa 9.  Mitochondrie

4. Bazalni télisko 10. Mikrotubuly cytoskeletu
5, Bicik 11. Glykozomy

6. Golgiho aparat

Obrazek 1. ZjednodusSena stavba buriky trypanosom (pfevzato a upraveno podle
Matthews 2005).

18
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Soucasti bunék trypanosom, podobné jako u ostatnich kinetoplastida jsou tzv.
glykozomy, nenapadné vacky uloZené v cytoplazmé. Glykozomy jsou membranou
ohrani¢ené organely obsahujici glykolytické enzymy, které se ucastni mnoha
procesi v burice napf. glykolyzy, odstranéni purini, beta oxidace mastnych kyselin
apod. (Scott a Still, 1968; Michels et al.,, 2000). Typicky je v buiikkdch ptitomen
Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum a také jedno, obvykle centralné
umisténé jadro s jadérkem.

Dal$im charakteristickym znakem trypanosom je polymorfie (obr. 2), tedy
schopnost ménit buné¢nou morfologii béhem Zivotniho cyklu na zakladé cehoz
rozeznavame nékolik morfologickych forem, které se liSi polohou kinetoplastu,

délkou biciku nebo pritomnosti undulujici membrany.

.

c d e £

Obrazek 2. Zivotni stadia trypanosomatid: a — amastigot, b — choanomastigot, ¢ —
promastigot, d — opistomastigot, e — epimastigot, f — trypomastigot (prevzato z Hoare a
Wallace 1966).

Amastigot je kulatd forma svelmi kratkym bicikem nevycCnivajicim
z periflagelarni kapsy. Podlouhla bunka sbazalnim téliskem a kinetoplastem
umisténym na zadnim konci bunlky za jadrem se nazyva trypomastigot. Bicik
trypomastigota vychazi z velmi kratké periflagelarni kapsy a vede podél celé burky,
se kterou je spojen undulujici membranou (konec bi¢iku muze, ale nemusi byt

19
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volny). Ve $tihlé burice promastigota, s bicikem vychazejicim z predni ¢asti buriky,
je kinetoplast umistén v blizkosti predniho konce burky, daleko od jadra.
Epimastigot predstavuje tenkou, Stihlou Zivotni formu trypanosom, ve které je
bazalni télisko a Kkinetoplast umisténo v bezprostiredni blizkosti jadra. Bicik
epimastigota vychazi z uzké periflagelarni kapsy ve stiedu buriky a obvykle tvori
kratkou zvinénou membranu, neZ se stane volnym. Opistomastigot je stadium
charakteristické bi¢ikem, tahnoucim se podél celé délky bunky ve velmi dlouhé
periflagelarni listé, vy¢nivajicim pouze z predniho konce buriky. Poslednim stadiem
je choanomastigot, pro kterého je typicky limcovy okraj periflagelarni kapsy (Kaufer
etal., 2017).

Mezi vyznamné rody kinetoplastid patfi paraziticti i volné Zijici Bodonida
Hollande, 1952 a vyhradné paraziti¢ti Trypanosomatida Kent, 1880. Zastupci rodu
Bodo disponuji dvéma biciky, které pouZzivaji klokomoci a dokaZou preZivat
v mistech s niz§im obsahem kysliku. Trypanozomy jsou ptivodci zavaznych lidskych
i dobyt¢ich onemocnéni a jsou proto medicinsky i veterindrné vyznamnym
parazitickym druhem. Mezi trypanozomy mimo jiné radime i zastupce rodu
Leishmania s dvouhostitelskym vyvojovym cyklem, kterym se vénuje tato
diplomova prace.

Rod Leishmania zahrnuje nékolik druhii parazitli obratlovci véetné ¢lovéka a
patii do jednoho ze dvou podrodi: Leishmania a Viannia, jejichZ taxonomicky rozdil
je zaloZen na misté vyvoje a pripojeni promastigoti ke sténé stfeva flebotoma
(Lainson a Shaw, 1987). Tito parazité jsou prenaSeni krevsajicim hmyzem rodu
Phlebotomus ve Starém Svété (Afrika, Asie, Evropa) a Lutzomyia v Novém svété
(Severni a Jizni Amerika). Béhem zivotniho cyklu prochazeji leishmanie rtznymi
morfologickymi zménami. VSechny druhy leishmanii se mnoZi v bunkach
mononuklearniho fagocytarniho systému. V téle obratlovcli se nachazi ve formé
obligatné intracelularnich amastigotii napadajici monocyty a makrofagy, zatimco ve

strevé hmyziho prenaSece se vyskytuji jako extracelularni pohyblivi promastigoti.

20
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2.1.1  Zivotni cyklus leishmanii
Zivotni cyklus leishmanii zahrnuje fazi vyvoje parazita v obratlovéim hostiteli a
fazi v hmyzim prenaSeci, priCemz se uplatiuji dvé zakladni formy parazita -

promastigoti a amastigoti (obr. 3).

Sandfly stages Human stages

@ Sandfly takes a blood meal and/’\

-regurglitates promastigotes Promastigotes are phagocytosed
into skin by macrophages

=W Ko &

Promastigotes transform into
amastigotes inside macrophages

Amastigotes transform into
promastigote stage in gut

e®
@ Ingestion of parasitised cell @ \/
Sandfly takes a blood meal

Obrazek 3. Zivotni cyklus leishmanii (pfevzato z Reithinger et al., 2007). 1) Krevni sati
flebotoma a inokulace promastigotll do kliZe. 2) Promastigoti jsou fagocytovani
makrofdgy. 3) Transformace promastigotll na amastigoty uvnitf makrofagl. 4)
Amastigoti se mnozi uvnitt makrofagl v rliznych tkanich. 5) Krevni sati flebotomem. 6)
PoZiti parazitované buriky. 7) Amastigoti se transformuji uvnitt stfeva flebotoma na
promastigoty. 8) Déleni parazitl uvnitf stfeva a migrace do proboscis.

Amastigotes multiplyin cells,
including macrophages, of
various tissues

’

Samicky flebotoml nasaji nepohyblivé amastigoty béhem Kkrevniho sani na
obratlovéim hostiteli. V travicim traktu flebotoma dochazi k pomérné slozitému
vyvoji parazita, doprovazenému nejen funk¢nimi ale i morfologickymi zménami,
jehoZ vysledkem je vznik metacyklickych stadii, ktera jsou pii dalSim sani schopna
infikovat dalsiho hostitele (Rogers et al., 2002; Stuart et al., 2008). Morfologické

zmény jsou doprovazeny molekularnimi modifikacemi. Napriklad zmény na
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povrchu parazita umoziuji interakci se strevem hmyzu, coZ je zakladni krok pro
preziti parazita, vyvoj a naslednou infek¢nost vii¢i obratlovéimu hostiteli (Bates
2008). Lainson a Shaw (1987) déli leishmanie dle zpiisobu vyvoje ve strevé
flebotom na tfi skupiny: hypopylaria, peripylaria a suprapylaria. Skupina
hypopylaria je charakteristickd vyvojem v zadni casti stfeva, pricemZ hostitelem
jsou plazi, jenz se infikuji pozienim infikovaného vektora. Zastupci skupiny
peripylaria, s prevazné savéim hostitelem, se v pocatecni fazi infekce vyviji v zadni
Casti stireva flebotomt a pozdéji dochazi k migraci do ostatnich casti stieva. Vyvoj
skupiny suprapylaria probiha ve stredni a predni ¢asti stfeva prenaSece a spolu se
skupinou peripylaria jsou do téla obratlov¢iho hostitele prenaSeni inokulativné
béhem sani flebotomii (Rogers etal.,, 2002; Gossage etal., 2003). Infekce savci
zacina, kdyz jsou metacyklickd, extracelularni stddia promastigotti, injikovana do
dermis hostitele béhem krevniho sani. Parazité sidlici za stomodealni chlopni
(spojeni mezi prednim strevem a predzaludkem) jsou regurgitovani zpétnym tokem
poZité krve (Rogers et al, 2004). Zaroven se do téla hostitele dostavaji i sliny
flebotom, které maji hemostatické a imunomodulac¢ni uc¢inky a hraji vyznamnou
roli v ndkaze hostitele (Killick-Kendrick et al., 1996; RohousSova a Volf 2006). Do
mista inokulace parazita jako prvni migruji neutrofily a poskytuji tak leishmaniim
moznost doc¢asného ukrytu pred imunitni odpovédi hostitele (Beil et al., 1992;
Peters et al., 2008). Ackoliv se neutrofily ticastnici se prvnich fazi infekce vyznacuji
kratkou Zivotnosti (6-12 hodin), u infekce L. major byla popsana schopnost téchto
parazitli oddalit apoptoézu lidskych neutrofili az na 42 hodin. Infikované neutrofily
jsou stimulovany ke zvySené produkci chemokinu MIP-1p, ktery predstavuje znamy
chemoatraktant atrahujici monocyty do mista infekce (van Zandbergen et al.,, 2004).
Apoptotizujici neutrofily jsou pak rychle pohlceny makrofagy, ¢imz se leishmanie
dostanou do cilové hostitelské burnky. Nakaza skrze neutrofily zajiStuje, Ze
nedochazi k primému kontaktu leishmanii s receptory makrofagtli, ¢imz nedochazi
ke spusténi efektorovych mechanismi (van Zandbergen et al., 2004). Alternativni
cestou, jakou se mohou parazité do makrofagu dostat, je unik zneutrofili
podléhajicich apoptdze a s tim souvisejici nasledné pohlceni makrofagy (Peters et

al, 2008). Promastigoti invaduji makrofagy a dochazi ktvorbé parazitoforni
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vakuoly, uvnitr které se promastigoti transformuji na amastigoty, aktivné se mnozici
binarnim  délenim.  Parazit inhibuje  oxidativni  vzplanuti  (tvorba
reaktivnich kyslikovych radikalt pres enzym NADPH-oxidazu), které mu umozni
preZiti v makrofagu. Flze slysozomem probéhne normalné a parazit preziva ve
fagolysozomu, transformuje se a mnoZi se. PoSkozeni parazita lysozomalnimi
enzymy brani povrchové molekuly bunlky metacyklickych promastigoti
(lipofosfoglykan a protein gp63), které interferuji s funkci hostitelskych enzym.
Proliferace paraziti vede k prasknuti makrofagti a uvolnéni parazit do okoli. Volni
amastigoti interaguji sjinymi makrofagy nebo se Sifi obéhovou ¢i lymfatickou
soustavou a infikuji organy bohaté na tyto imunitni buriky (jatra, slezina nebo kostni
dren) (Kaye a Scott, 2011; Berenguer, 2021). Leishmanie jsou schopny infikovat

kromé fagocytt i jiné buriky, napriklad fibroblasty, v nichZ se ale nemohou mnozit.

2.1.2 Leishmanioza a jeji klinické priznaky

Nejméné 20 druhti rodu Leishmania zpiisobuje riizné zavazné onemocnéni zvané
leishmaniéza. Toto onemocnéni se vyskytuje v tropech a subtropech napii¢ Asii,
Afrikou, Amerikou a v oblasti Stfedomorii. KaZdoro¢ni vyskyt je 1,5-2 miliony
piipads, 350 miliont obyvatel je vystaveno riziku nakazy a rocné zpisobi toto
onemocnéni 70 tisic umrti (Reithinger et al., 2007; Bravo a Sanchez, 2003). Podle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) je leishmaniéza jednim ze sedmi
nejvyznamnéjSich tropickych onemocnéni a predstavuje zavazny zdravotni
problém, projevujici se Sirokym spektrem Kklinickych projevii s potencialné
smrtelnymi nasledky (Vera-lIzaguirre et al., 2006). Stupenl zadvaZnosti se odviji od
druhu leishmanie a imunitni odpovédi hostitele (Andrade-Narvaez et al., 2001).
Leishmani6zy lze dle klinickych projevli rozdélit na tfi hlavni formy: koZni
(kutanni), koZné slizni¢ni (muko-kutanni) a utrobni (visceralni) (WHO 2022).

Kozni leishmani6za neni Zivot ohrozujici a vétSinou se projevuje vyskytem viedi
(1ézi) na exponovanych Castech téla, tedy na koncetinach a obliceji. Podle WHO
rocné postihuje 700 tisic az 1 milion obyvatel. Léze mohou mit rtiznou podobu od
nehnisajicich a hnisajicich viredti, pies erytématdzni loziska, az po léze pokryté

strupem. Pokud nedochazi k sekundarnim infekcim, nebolestivé viedy se casto
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spontanné vyhoji béhem 3-18 mésicl, ale mohou zanechat jizvy. V zavislosti na
druhu parazita, vS§ak miiZe aZ 10 % koZni leishmaniézy postupovat k zavaznéjSim
projeviim, zejména mukokutdnni leishmaniéze, diseminované koZni leishmaniéze
nebo leishmaniéze recidivans, které koreluji se zakladnim spektrem imunitnich
odpovédi hostitele. KoZni leishmaniéza mize také u pacientli s oslabenou bunécnou
imunitou probihat tzv. difdzni formou (Markle a Makhoul, 2004; Akilov et al., 2007).

v ’

U difazni kozZni leishmaniézy se kozni loZiska ploSné Sifi po celém téle a v tomto
pifipadé nedochazi ke spontannimu vyhojeni 1ézi, dokonce miiZze dochazet
k recidivam. Dermis pacienti je typicky silné infiltrovana parazity. Diseminovana
koZni leishmaniéza je definovana lézemi smiSeného typu, umisténymi na dvou nebo
vice Castech téla. Histologicky se v 1ézich nachazi velmi malo parazitii a na rozdil od
bézZné kozni leishmanidzy se vyznacuje 1ézemi s nejasnym ohrani¢enim (Convit et
al., 1972; Bittencourt et al., 1996). Turetz et al. 2002 dale zaznamenali hlavni rozdily
mezi diseminovanou a difuzni formou kozZni leishmaniézy v pritomnosti
neulcerativnich noduldrnich 1ézi, Spatnou reakci T-bunék na antigen parazita a
vysokym poctem fagocytovanych leishmanii v makrofazich nachazejicich se u
difuzni formy, ale ne formy diseminované. Imunosuprese je rizikovym faktorem pro
difdzni i diseminované kozni leishmaniézy (van Griensven et al., 2014).

Leishmanioza recidivans, nazyvana také recidivujici nebo lupoidni leishmaniéza,
zplUsobend napft. druhem L. tropica, je chronicky projev s pomalu se zvétSujicimi
nebo Siricimi se 1ézemi, které se hoji centralné, ale nadale rostou jako uzliky, které
ulceruji, hoji se a znovu se objevuji (Dassoni et al., 2017; Gitari et al., 2018).

K nejcastéjsim plivodciim kozni leishmanidzy ve Starém Svété patri L. major, L.
tropica a L. aethiopica, v Novém svété potom L. mexicana, L. amazonensis, L.
braziliensis, a dal$i druhy, vCetné L. infantum chagasi, ktera vsak castéji zplisobuje
visceralni formu leishmaniézy (Gramiccia a Gradoni, 2005). Prestoze se koZni
leishmaniéza projevuje mirnymi ptiznaky, u 1-10 % pacientti nakazenych kmenem
Vianna (L. braziliensis) se vyvine v zavaznéjsi mukokutanni formu (David a Craft,
2009).

Mukokutanni leishmaniéza je potencialné Zivot ohroZujici onemocnéni

zplsobujici masivni znetvoreni v disledku pokrocilého stadia destrukce
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oronasofaryngealni sliznice a chrupavky, obcas ovliviiujici hrtan a vedouci
k aspiracni pneumonii. Je to zplisobeno silnou imunopatologickou odpovédi a
obvykle se vyskytuje po zjevném vytesSeni kozni infekce a za¢ina vyskytem 1ézi u
nosnich dér a rti a je béZné spojena s nosni kongesci, epistaxi nebo vytokem
(Cincura et al., 2017). Mukokutanni leishmaniéza je povaZovana za Castéjsi u
imunokompromitovanych jedinct (Zijlstra, 2014). DalSimi rizikovymi faktory jsou
primarni léze nad uUrovni pasu, mnohocetné nebo velké primarni léze nebo
opozdéné hojeni primarnich 1ézi (WHO, 2010).

Visceralni leishmanioza, jinak nazyvana nemoc kala-azar zasahuje jatra, slezinu,
kostni dfen a dalsi organy. Toto neznetvorujici onemocnéni ohrozuje rocné 400 tisic
obyvatel a sjeho 10 % mortalitou neléc¢enych pripada se hned po malarii jedna o
druhé nejcastéji smrtelné tropické onemocnéni (Mathers et al., 2007; Alvar et al,,
2012). Klinicky priibéh visceralni leishmani6zy je provazen horecnatymi zachvaty,
ztratou hmotnosti, zvétSenim sleziny a jater (splenomegalie), anemif a pancytopenii,
tedy poklesem vSech druhii krvinek v periferni krvi (Jhingran et al. 2008). Béhem
1é¢by nebo nékolik mésicli po ni se na oblic¢eji a hornich koncetinach objevuje
papularni vyrazka (Rashid et al., 1986). Soucasné se miiZe objevit pridruzené kozZni
onemocnéni oznacované jako post-kala-azar dermalni leishmaniéza (PKDL), ktera
je kvili svym klinickym priznakiim ¢asto zaménovana s malomocenstvim. Visceralni
leishmaniéza je obvykle zplisobena druhy L. donovani, L. infantum a L. chagasi, jenz
je identicka s druhem L. infantum, vyskytujicim se v Novém svété (Guerin et al. 2002;
Sundar a Rai, 2002).

Pribéh a intenzitu onemocnéni ovliviiuje zejména pocet promastigoti v
infekénim inokulu, stav imunity pted infekci, druh parazita, pocet a misto bodnuti

nebo genetické pozadi hostitele (Griffiths, 1987).

2.2 Obecna charakteristika hmyzich vektorl pfrenasejicich
leishmaniézu

Hlavnimi vektory prendasejicimi leishmaniézu jsou samicky flebotomi;
krevsajictho hmyzu z ¢eledi Psychodidae, podceledi Phlebotominae (Diptera).
Priblizné 800 druhti flebotom lze rozdélit do péti hlavnich roda: Phlebotomus (94
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druhti), Sergentomyia (258 druhli) ve Starém svété a Lutzomyia (379 druht),
Brumptomyia (23 druhi) a Warileya (5 druhii) v Novém svété, znichZ jsou
prokazatelni prenaseci medicinsky a veterindrné vyznamnych druhi leishmanii
zatazeni do rodid Phlebotomus, Sergentomyja a Lutzomyia (Killick-Kendrick, 1999;
Sadlova, 1999). Ostatni druhy pravdépodobné nehraji v prenosu leishmaniézy tak
vyznamnou roli napiiklad z téchto divodii: tito jedinci nesaji krev potencialnich
rezervoarovych hostitell, popiipadé nejsou schopni ve svém téle podporovat vyvoj
leishmanii (Killick-Kendrick, 1999; Munstermann et al. 2004). Méné nez 10 %
flebotomt bylo oznaceno jako vektorové druhy lidské leishmaniézy a u pouze 30
druhi byla prokazana vektorova kapacita (Bates, 2007). Kazdy druh vektora muze
navic podporovat vyvoj a nasledné prenaset pouze urcity druh leishmanii (Young a
Duncan, 1994). Promastigoti leishmanii jsou prichyceni k epitelu stfedni ¢asti stieva
hmyziho hostitele, coZ je zasadni pro dokonceni jejich Zivotniho cyklu a zaroven tak
nedochazi kvylouceni spolu se zbytky stravené krve. Délka téla flebotomi je
piiblizné 2-3 mm a lisi se barvou od stribrnoSedé po cernou. Jejich kridla jsou
v klidovém stavu sloZena do charakteristického tvaru pismena V. Zastupci téchto
druhi vykazuji nokturnalni aktivitu a béhem dne se ukryvaji v domech, jeskynich
apod. Narozdil od komari se jedna o tiché letce a jejich kousnuti je obvykle bolestivé
(Killick-Kendrick, 1999).

StéZejnim faktorem pro prenos nejen leishmanii je vektorova kompetence, tedy
schopnost vektora prenaset daného parazita (Volf a Hordk, 2007). Na zakladé
dlouhodobych terénnich i laboratornich vyzkumi a pozorovani byla stanovena
urcita kritéria vektorové kompetence, kterd musi zkoumany druh spliiovat, aby
mohl byt prokazatelnym prenaSecem (Killick-Kendrick, 1990, 1999; Lawyer a
Perkins, 2000; Ready, 2013). Jednim z kritérii je, Ze vyskyt vektora je Uizce svazan
s vyskytem hostitele a je mezi nimi silny ekologicky vztah, coZ v praxi znamena, Ze
je vektor pritahovan rezervoarovym hostitelem a béZné na ném saje. Vektor dale
musi podporovat vyvoj parazita a umoznit jeho prenos do rezervoarového hostitele.
V poslednich letech dochazi predevsim diky rozvoji molekularnich metod k rozvoji

hypotéz, Ze flebotomové nemuseji byt jedinymi prenasSeci leishmaniové infekce.
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Zkoumané jsou zejména blechy, kliStata a tiplici (Paz et al., 2010b; Dougall et al,,

2011).

2.2.1 Charakteristika imunity vektora a jeho ochrana proti
parazitim

Nespecificka imunita hmyzu je rozdélena na humoralni a buné¢nou obrannou
reakci zajistujici obranu zejména proti mikroorganismiim, parazitiim a cizorodym
Casticim (Lavine a Strand, 2002). Integument stfeva, produkce rtiznych cytokint a
koagulac¢ni reakce hemolymfy predstavuji fyzické bariéry pocate¢nich obrannych
mechanismii (Lavine a Strand, 2002). Rozpoznani patogentli od vlastnich castic
organismu zajist'uji specialni PRR receptory (Pattern-Recognition Receptor), které
se vazou na konzervované molekulové struktury PAMP (Pathogen-Associated
Molecular Pattern) produkované mikroorganismy (Fearon 1997, Lavine a Strand,
2002). Ve vétsiné pripadi se jedna o komponenty bunécné stény, jako jsou
napriklad lipopolysacharidy, peptidoglykan a beta -1,3- glukany. Po navazani
molekul na PAMP na PRR receptory dochazi k rozpoznani infek¢nitho organismu a
nasledné bunécné reakci (Aderem a Underhill 1999, Lavine a Strand, 2002).
Bunécny imunitni systém hmyzu zabezpecuji buiiky hemolymfy, které se podileji na
opravnych procesech a koagulaci, fagocytoze, nodulaci, enkapsulaci, cytotoxicité a
odvrZeni transplantatu (Strand 2008). VétSina se prirozené vyskytuje jako odpovéd’
na poranéni nebo infekci zpiisobenou mikroorganismy nebo parazity. Béhem
procesu nodulace i enkapsulace dochazi k obklopeni cizorodého objektu
koagulatem tvorenym velkym mnozstvim granulocytd, které se stanou adhezivnimi,
navazou se na cil a utvori nodula. Cely proces je zakonc¢en melanizaci nekrotickych
granulocyti a koagulatu. Disledkem uhynu mikroorganismli je nejspiSe
fyziologicky stres, avSak nékteré z nich mohou v nodulich preZivat, nebo se mohou
dokonce nodulaci zcela vyhnout (Turner 1994).

Flebotomové kladou sva vajicka do plidy, do zvitecich nor nebo do stromovych
vyklenkti, kde se larvy nasledné zivi dostupnou organickou hmotou (Killick-
Kendrick 1999; Feliciangeli 2004; Ready 2013). Tato strava spolu
s enviromentalnimi mikroby dava vzniknout rezidentni mikrobioté ve strevé larev,

jenZ pretrvava aZ do staddia dospélce. Zajem o studium této mikrobioty je
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mnohostranny, od ziskani zakladnich informaci o tom, jak vektor reaguje na
pritomnost riiznych mikroorganismd, aZ po interakce s jinymi patogeny, jako jsou
napriklad leishmanie. Pravé tyto znalosti mohou vést k vyvoji novych strategii pro
kontrolu $ifeni nemoci, jako je paratransgeneze. Schopnost flebotomti plisobit proti
mikrobidlnim infekcim byla prokazana v mnoha studiich (Boulanger et al. 2004).
Nasledujici vybrané studie zminuji faktory, které ovliviiuji vyvoj a dspésnost
parazita ve strevé pirenasece.

Studie na P. papatasi prokazaly, Ze homeostaza peritrofické matrix produkovana
burikkami strevniho epitelu je zasadni pro uUspéch kolonizace parazity. Inhibice
tvorby této peritrofické matrix pridanim exogenni chitindzy do saté krve vedla
k ranné mortalité parazita ve stievé (Pimenta et al., 1997).

Studie Warburg a Ostrovska 1987 ukazala, Ze odchycend a laboratorné chovana
P. papatasi infikovana virem cytoplazmatické polyedrézy (CPV) byla odolna vici
experimentalni infekci L. major. CPV zplisobuje chronickou patologii ve stiedni ¢asti
streva flebotom{, ktera je charakterizovana strukturalnimi abnormalitami v epitelu,
coz narusuje traveni saté krve. Tyto anomalie stifeva mohou branit prichyceni ke
znicenym epitelidlnim bunkam streva a také vést k ¢asnému vystaveni paraziti
travicimu procesu vektora a imunitnim efektorovym molekuldm, ¢imz ovliviiuji
vyvoj parazita (Warburg a Ostrovska, 1987).

Defensiny, kationtové antibakteridlni peptidy, byly popsany v tukovém téle a
sttednim strevé. U P. duboscqi byl defensin indukovan jak bakterii, tak
leishmaniovou infekci a rekombinantni peptid vykazoval vyznamnou
antiparazitickou aktivitu proti L. major in vitro (Boulanger et al., 2004). Transkripty
koédujici nékolik dalSich domnélych sloZek vrozené imunitni reakce byly detekovany
ve stfednim strevé flebotoml. Kromé toho byly také nalezeny homology
antioxidacnich enzymij, o kterych je znamo, Ze reguluji epitelialni imunitu stiedniho
stteva a ovliviiuji vysledek bakteridlnich a parazitarnich infekci u komari

(Jaramillo-Gutierrez et al., 2009; Kumar et al., 2010).
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2.3 Charakteristika hostitele a jeho imunita

Vétsinu leishmaniéz Ize zaradit mezi zoondzy, tedy jsou infekce prirozené kolujici
mezi zviraty, ktera jsou rezervoarovymi hostiteli, avSak jsou prenosné i na c¢lovéka.
Vyjimecné se mlZe jednat o antropon6zy, kde je v takovém pripadeé rezervoarovym
hostitelem Clovék (napft. L. donovani).

Rezervoarovi hostitelé jsou stéZejni pro dokonceni Zivotniho cyklu mnoha druhti
leishmanii. Mezi zdroje lidskych leishmaniéz patfi zejména zoonotické
leishmaniézy, v jejichZ Zivotnich cyklech predstavuji rezervoarové hostitele divoka
nebo domaci zvirata, zejména psi a hlodavci, nebo antroponotické leishmanidzy, u
nichZ figuruje jako rezervoarovy hostitel clovék. Psi jsou vyznamnym rezervoarem
druhii zpisobujicich viscerdlni leishmaniézu (L. infantum ve Starém Svété a L.
chagasi v Americe). Hlodavci slouZi jako rezervoar pro L. major a dalsi druhy, které
u lidi vétSinou zplsobuji koZzni formu onemocnéni. V epidemiologii leishmanidézy
pak hraji vyznamnéjsi roli zvirata nachazejici se v blizkosti ¢lovéka. Ackoliv vétSina
druhii spada do jedné z téchto kategorii, existuji vyjimky, u kterych antroponotické
druhy zptlisobuji zoonoticky pienos. Nékolik druhti divokych, domestikovanych
nebo synantropnich savct bylo zaznamenano jako hostitelé a/ nebo rezervoarovi

hostitelé leishmanii v odliSnych ¢astech svéta.

2.3.1 Imunitni systém hlodavéiho hostitele a vazba imunitni
reakce na pohlavi

Jako experimentalni model pro vyzkum leishmaniézy slouzi rizné kmeny mysi.
U vétSiny mysSich kmeni nepiisobi infekce L. major zadné nebo jen velmi slabé
onemocnéni. Bylo prokazano, Ze imunitni reakce hostitele namifena proti
leishmdaniim je zavisla na genotypu hostitele, tudiZ jsou nékteré inbredni kmeny
mySi nachylné, zatimco jiné jsou odolné (Awasthi et al., 2004). Odolnost udéluji Th1
lymfocyty, zatimco citlivost je udélena lymfocyty skupiny Th2. Th1 a Th2 bunky lze
rozlisit podle cytokinti, které vylucuji: Th1l bunky vylucuji aktivatory bunécné
zprostredkované imunity, jako je interferon y (IFN-y), zatimco Th2 bunky vylucuji

cytokiny, jako je interleukin 4 (IL-4), které podporuji protilatkové reakce. Cytokiny

29



PREHLED LITERATURY

jsou tkanové hormony mnoha funké¢nich a strukturnich trid, umoZnujici prenos
informace mezi butitkami. U vétSiny kment mysi (C57BL/6, C3H, CBA) se pri infekci
L. major vyvine spontanné se hojici koZni onemocnéni. Pohlceni cizorodych
patogenli makrofagy v hostitelském organismu vede v pripadé ucinné obranné
reakce k produkci prozanétlivého cytokinu interleukinu 12 (IL-12). Produkci IL-12
makrofagy dochazi kdiferenciaci prekurzorli Th lymfocyti na podtyp Thl a
produkci interferonu y (IFN-y) a membranového tumor nekrotizujictho faktoru
(TNF). Tyto cytokiny aktivuji makrofagy a indukuji v nich produkci enzymu iNOS
(inducibilni syntdza oxidu dusnatého). Tento enzym produkuje vysoce
leishmanicidni oxid dusnaty (NO) a dochazi k usmrceni intraceluldrnich amastigot.

Naproti tomu u jinych kment mysi (zejména BALB/c) se po infekci L. major
vyvine Th2 odpovéd. BEhem par minut az hodin po infekci, CD4 T buriky u BALB/c
mySi produkuji IL-4 jako odpovéd na jediny parazitni antigen LACK (Leishmania
homolog receptors for activated C-kinase). IL-4 sniZuje expresi IL-12 receptorii na
potencidlné ochrannych Th1 burikach. V dlisledku toho buiiky prestanou reagovat
na IL-12 a produkce IFN-y a NO je inhibovana. Paraziti L. major v makrofazich tedy
nejsou usmrceni. IL-4 spiSe podporuje rist Th2 bunék, které stimuluji produkci
protilatek specifickych pro parazity (Louis et al., 1998; Himmelrich et al., 1998). Je
vSak tfeba zminit, Ze vysvétleni nachylnosti BALB/c mysi k infekci L. major miize byt
komplikovanéjsi, nez je uvedeno vySe. Napriklad v urcitych piipadech IL-4
deficientni mysi BALB/c jsou stdle citlivé na infekci parazitem (Noben-Trauth et al,
1996). Tyto vysledky lze ¢astecné vysvétlit skutecnosti, Ze mySi BALB/c s deficitem
IL-4 jsou vice ¢i méné nachylné k infekci L. major v zavislosti na podkmeni parazita
pouZzitého k infekci mysi, protoZe nékteré kmeny indukuji plné rozvinutou infekci u
IL-4 deficientnich BALB/c mys$i, zatimco jiné ne (Noben-Trauth et al, 1999).
Citlivost BALB/c mysi k infekci L. major tedy miize zaviset na schopnosti parazita
indukovat nejen produkci IL-4, ale také jinych cytokint, jako je IL-13 a IL- 10, které
rovnéZ podporuji nachylnost hostitele k infekci parazitem (Groux et al, 1999;
Matthews et al,, 2000; Kane a Mosser, 2001).

Hostitelem produkované protilatky proti leishmaniim neposkytuji ochranu proti

tomuto onemocnéni, ale jsou spiSe ukazatelem rozvoje infekce (Sharma and Singh,
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2009). Toto tvrzeni ve své praci potvrdil Miles et al., 2005, ktery na mySim modelu
zkoumal roli anti-leishmaniovych protilatek IgG pti zprostfedkovani obrany viici
leishmaniové infekci. Kmen mysi JH BALB/c, ktery byl v tomto experimentu zvolen,
obsahuje deleci v genu pro tézky retézec IgG, coZ vede ke ztraté schopnosti produkce
této protilatky. Mutantni mys byla v porovnani s kontrolni mysi rezistentni k infekci
zplUsobené L. major a vznikla 1éze byla celkové mensi a obsahovala nizsi pocet
leishmanii. Pasivni podani imunniho séra vsak zptsobilo, Ze se u mysi JH vyvinuly
velké 1éze obsahujici velky pocet parazitli. Podani tohoto séra zaroven korelovalo se
zvySenou produkci IL-10 (Miles et al.,, 2005).

Zavislost funkce imunitniho systému a pohlavnich rozdili u obratlovcil je
prokazana radou studii (Zuk & McKean, 1996; Klein, 2000,2004; Roved et al., 2017).
Predpoklada se, ze primarni pri¢ina je zplisobena rozdily vyvolanymi pohlavnimi
hormony a jejich Gc¢inky na genovou expresi a imunitni systém, ale miiZe byt stejné
tak zplisobena vrozenymi fyziologickymi rozdily mezi samcem a samici (McClelland
a Smith, 2011). Je dlleZité zminit, Ze zaroven existuje interakce mezi genderové
specifickymi imunitnimi rozdily a specifickou imunitni odpovédi na jednotlivé
mikroby. Obecné plati, Ze samci maji vyssi prevalenci a/ nebo zadvaznost nez samice.
prokazana vyssi produkce protilatek, specificka i nespecifickd bunécna odpovéd
(Klein, 2000).

Prvni linii obrany nejen proti parazitiim ptredstavuje nespecifickd imunita, ktera
je rychla, protoZe neni zavisla na predchozim setkani s antigenem. Existuji studie,
které u obratlovct definuji rozdily v nespecifické imunitni odpovédi u jednotlivych
pohlavi. U samic je nespecifickd imunitni odpovéd’ silnéjsi, coz zptlisobuje Castéjsi
vznik zanétlivych autoimunitnich onemocnéni. U samic také cCastéji dochazi
k imunopatologické precitlivélosti oddaleného typu, tzv. DTH reakcim (delayed type
hypersenzitivity) (Da Silva, 1995). U jednotlivych pohlavi se liSi pocet a aktivita
bunék spojenych s nespecifickou imunitou. Fagocytické buriky, vCetné makrofagt a
neutrofilnich granulocyti se vyskytuji ve vétSim mnoZstvi u samic, nez u samcti. U
samic také prokazatelné dochazi po stimulaci antigenem k produkci prostaglandinu

E2, tromboxanu B2 a oxidu dusnatého (Spitzer, 1999). Na druhou stranu u samct
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byla prokazana vyssi produkce prozanétlivych cytokint IL-6 a TNFa. Souza et al.,
2001 prokazali, Ze pocCet a aktivitu NK bunék negativné ovliviiuje estradiol. Infekce
L. donovani je ¢astéjsi u muzi, kteii maji ve srovnani se Zenami zvySenou nachylnost
ke kozni, slizni¢ni a visceralni leishmaniéze (Goble a Konopka, 1973). Zda se, Ze toto
sniZeni citlivosti u samic je zplisobeno zvySenou sekreci faktoru stimulujiciho
kolonie granulocytii a makrofagt (Lezama-Davila et al.,, 2007b). Travi et al. 2002
zjistili, Ze u samci krecki byly leishmanii vyvolané 1éze vétsi a Sitily se do distalnich
mist Castéji nez u samic. Bylo zjiSténo, Ze tyto rozdily na zakladé pohlavi 1ze primo
pripsat pohlavnim steroidnim hormontim. Samice kieckii, kterym byl podavan
testosteron, mély vétsi 1éze nez samci (Travi et al. 2002).

Ve vnimavosti k parazitarni infekci hraji dlezitou roli pohlavni rozdily
v navaznosti na produkci cytokinti. Protilatkova imunitni odpovéd’ je ¢asto vyssi u
samic nez u samcu. Protoze jsou T-bunky (hlavné CD4+ Th) funkcné i fenotypové
heterogenni, je i buné¢na imunitni odpovéd’ odliSna u jednotlivych pohlavi. U mysi
DBA/2 infikovanych L. major se u obou pohlavi vyvinuly 1éze, ale samice mysi své
1éze spontanné nevyhojily. Naopak u mysi DBA/2 infikovanych L. mexicana jsou
samice odolné vici infekci i pii vysokych davkach, zatimco samci jsou vysoce
vnimavi pfi nizkych davkach (Alexander, 1988). Zda se, Ze rezistence vuci L.
mexicana u samic mysi je zpiisobena zvySenou sekreci IFN-y a opozdénym typem
hypersenzitivni reakce, zatimco samci reaguji na infekci zplsobem
zprostredkovanym pies Th2. U samic mysi infikovanych L. mexicana, kterym byly
podavany neutraliza¢ni protilatky proti IFN-y, se vyvinuly 1éze podobné samcim.
Infikovani samci mysi, kterym byl podan IFN-y, vykazovali sniZenou progresi 1ézi ve
srovnani s kontrolnimi samci (Satoskar et al., 1998). U¢inky pohlavnich steroidnich
hormont dale dokladaji studie, kde estrogenova lécba makrofagl derivovanych z
kostni direné z mysi obou pohlavi prokazala zvySené zabijeni paraziti a produkci

oxidu dusnatého bez zvyseni prozanétlivych cytokini (Lezama-Davila et al. 2007a).

2.4 Interakce mezi jednotlivymi Ciniteli

Vyvoj parazita a jeho uspésnost béhem zivotniho cyklu umoziuji povrchové

glykokonjugaty leishmanii, které zaroven zprostiedkovavaji interakce mezi
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parazitem, vektorem a hostitelem. Predpoklada se, Ze tyto povrchové molekuly
podporuji preziti parazita jak uvniti obratlovciho hostitele, tak i uvnitt zazivaciho
traktu flebotoma, pricemz citlivost ¢i rezistence je ddna délkou téchto molekul.
Hlavni povrchovou sloZkou promastigotii je lipofosfoglykan (LPG), jehoZ struktura
se lisi mezi stadii procyklickych a metacyklickych promastigotd. Studie McConville
et al, 1992 ukazuje, jakym zplisobem je struktura LPG béhem vyvoje parazita
modifikovana, zejména pak rozdil v Sirsi vrstvé u metacyklickych promastigoti
(McConville et al., 1992). Delsi LPG metacyklt tvoii bariéru, ktera zabrani navazani
podjednotek komplementu na membranu parazita (Puentes et al, 1990).
MetacykliCti promastigoti jsou ve srovnani s citlivymi procyklickymi promastigoty
L. major vici komplementu rezistentni. Prezivani parazita je dale ovlivnéno expresi
iNOS, jehoz regulace se ucastni LPG spole¢né s IFN-y. Makrofagy preinkubované s
LPG inhibovaly po pridani IFN-y produkci NO. Za tuto inhibici byla zodpovédna
aktivni slozka LPG - tzv. fosfoglykan. Inhibice byla zavisla na mnoZstvi podaného
fosfoglykanu (Proudfoot et al, 1996). Podobné jako LPG se u promastigotli
vyskytuje metaloprotedza gp63, jejiz vyskyt je u amastigotli silné redukovan
(Schneider et al.,, 1992). S expresi gp63 Uzce souvisi rezistence k lyzi zpilisobené
komplementem hostitele. Dal$i vyznamnou molekulou leishmanii je glykoinositol
fosfolipid (GIPL), ktery se vyskytuje na povrchu promastigoti i amastigotd, pticemz
na povrchu amastigotii zptsobuje sniZeni produkce NO a sniZuje tak mikrobicidni
aktivitu efektorovych bunék (makrofagli) namifenou proti leishmanii (Proudfoot et
al,, 1995).

Vysledky studie Peters et al. 2008 dokazuji, Ze pobodani flebotomy vyvolalo
rychlou infiltraci neutrofili a podstatnou migraci makrofagi do ktize, bez ohledu na
pritomnost parazitii (Peters et al., 2008). Je to pravdépodobné diisledek poskozeni
tkané zplisobeného pobodanim, jelikoZ sterilni poskozeni zpiisobuje rychlou
infiltraci neutrofild do nékolika riznych mist tkané (McDonald et al., 2010; Ng et al.,
2011). Po infiltraci metacyklickych stadii L. major do kiZe, byla tato stadia nehybna,
ve srovnani s motilitou pozorovanou u sporozoiti malarie (Vanderberg a Frevert,
2004; Amino et al., 2008), a vétSina paraziti byla fagocytovana neutrofily, ktefi se

rychle infiltrovaly a koncentrovaly kolem mista vpichu (Peters et al, 2008).
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Neutrofilni fagocytdza parazitickych stadii byla zprostredkovana opsoniny, napf.
slozkami komplementu (Laufs et al., 2002). Cetnost infikovanych neutrofilt se v
pribéhu ¢asu v misté inokulace L. major sniZovala, coZ bylo doprovazeno zvySenim
frekvence infikovanych makrofagli (Peters et al, 2008). Prekvapivé se podil
infikovanych makrofagli a dendritickych bunék v misté pobodani nezvysil v
nepritomnosti neutrofild (Ng et al, 2008; Peters et al, 2008). Vizualizace
uvolnovani volnych paraziti z apoptotickych neutrofili a vychytavani téchto
parazitli makrofagy in vivo (Peters et al, 2008) naznacuje, Ze diive navrhovany
model tzv, ,Trojského koné“ (van Zandbergen et al.,, 2004), dle kterého parazit
vyuziva neutrofily jako ,mezihostitele“, moduluje jejich apoptézu a schopnost
atrahovat makrofagy, nemusi byt hlavnim mechanismem prenosu parazit in vivo.
To by ve skutecnosti podporilo model tzv ,Trojského kralika“ kdy parazit unika
apoptizujicim neutrofillim a infikuje makrofagy (Ritter et al., 2009). Autofi studie
dale navrhuji, Ze schopnost neutrofild fungovat jako cil imunitniho uniku zavisi na
genetickém pozadi hostitele a kmenu parazita pouZitého pro experimenty. Dermalni
dendritické buiiky, schopné migrace do drénujicich lymfatickych uzlin, jsou dalSim
typem bunék infikovanych leishmaniemi v misté inokulace v kiizi (Ng et al., 2008).
Ve vektorové ¢asti Zivotniho cyklu je vyvoj leishmdanii omezen na travici trakt.
Béhem prvnich nékolika dnti po krevnim sati patii mezi prirozené prekazky vyvoje
parazita sekretované proteolytické enzymy, peritroficka matrix obklopujici poZitou
nasatou krev a imunitni reakce vektora. Piiblizné 48-72 hodin po sani zpomaluji
parazité svou replikaci a diferencuji se ze slabé pohyblivych promastigotti na silné
pohyblivé dlouhé nektomonady (Rogers et al, 2002). Ty unikaji z nasaté krve
obklopené peritrofickou matrix do lumen stfedniho streva a pohybuji se smérem ke
predni ¢asti stiredniho stieva, kde se pozdéji vyviji v kratké leptomonady (Walters,
1993; Rogers et al., 2002). Vazba parazita na stievni epitel je prisné zavisla na stadiu,
protoZe je vlastnosti pouze forem dlouhych nektomonad a leptomonad (Wilson et
al., 2010). Zatimco vazba ve specifickych vektorech (P. papatasi, P. duboscqi a P.
sergenti) zahrnuje lipofosfoglykan (LPG), u jinych druhl flebotoml neni tato
povrchova molekula vyZadovana k vazbé parazita ke stfevnimu epitelu. BEhem

pozdnich stadii infekci se velké mnozstvi paraziti hromadi v prednim stifednim
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strevé a produkuji gelovitou zatku, ¢imZ dojde k mechanickému ucpéani streva.
Paraziti prichyceni na stomodedlni chlopen zptsobuji poskozeni chitinové vystelky
a epitelialnich bunék chlopné, narusuji jeji funkci a usnadiuji reflux paraziti do
klize obratlovcéiho hostitele. DalsSim predpokladem ucinného pienosu je
transformace na metacyklicka stadia vysoce infek¢ni pro hostitele obratlovce.

Kromé leishmanif je pii krevnim sani infikovaného flebotoma na hostiteli do rany
injikovdn gel obalujici infekéni metacyklickd stadia. Tento promastigoty
produkovany sekret (PSG) vytvari vySe zminénou zatku v predni casti stfeva
flebotoma, ktera blokuje lumen jeho zaZivaciho traktu (Rogers et al., 2002; Stierhof
et al, 1999). Na dvou rtznych kombinacich parazit-vektor bylo ukazano, Ze hlavni
slozkou PSG je filamentdézni proteofosfoglykan promastigoti (fPPG) sekretovany
samotnymi leishmaniemi (Stierhof et al,, 1999).

Nékolik studii prokazalo sniZeny pocet parazitl, dokonce i mrtvych nebo
znicenych ve strednich strevech ,nekompatibilnich“ druhi flebotomi v rané fazi
infekci, tedy v dobé naporu proteolytické aktivity (Shatova et al., 1984; Lawyer et al,
1990; Schlein a Jacobson, 1998). Kromé toho dalsi studie odhalily, Ze dokonce i v
»,kompatibilnich“ kombinacich parazit-vektor je az 50 % pivodniho inokula parazita
amastigota zabito béhem prvniho dne po sani (Pimenta et al., 1997; Rogers et al,,
2002). Aby dokoncila sviij vyvojovy cyklus, musi mit leishmanie vyvinuté
mechanismy k prekonani neptatelského prostfedi stfedniho stieva. Cetné studie
poskytuji diikazy, Ze parazit manipuluje s hladinami a nacasovanim proteazové
aktivity ve stfednim strevé. Schlein a Romano 1986 a Dillon a Lane 1993 prokazali
schopnost L. major potlacit nebo oddalit vrchol aktivity trypsinu a aminopeptidazy
ve stfednim stievé. DalSim zplisobem, jak mohou paraziti ovlivnit proteolytickou
aktivitu strev jsou prostiednictvim inhibitori serinovych proteaz (ISP), které byly
nalezeny u L. major (Ivens et al., 2005). ISP maji inhibi¢ni uCinky proti serinovym
proteazam obratlovcli makrofagi, jako je neutrofilni elastaza a u jedné z nich (ISP2)
bylo prokazano, Ze zvySuje preziti paraziti v mysich makrofazich (Eschenlauer et
mechanismy leishmanii, které zvysuji jejich odolnost proti proteolytické aktivité

vektora, aniZ by inhibovaly celkovou proteolytickou aktivitu. Pimenta et al. 1997
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vystavili L. major strevnim lyzatim nasatych P. papatasi in vitro. Amastigoti z
Cerstvé tkané a plné diferencovani promastigoti byli relativné odolni, zatimco
paraziti v ¢asném stadiu prechodu z amastigota na promastigota (2-8 h) se stali
vysoce nachylni k usmrceni. Autofi své pozorovani interpretuji jako rezistenci
promastigotli i plné transformovanych promastigoti k proteolytické aktivité
stfedniho stieva.

Béhem sani flebotom{i je spolu s parazity do kiiZe hostitele také vpravovano malé
mnozstvi slin téchto prenasecl. Nedavné studie zkoumaly, jak modifikace mista
vpichu slozkami slin mtze ovlivnit vysledek infekce. U nékolika riznych druht
leishmanii zpiisobila spole¢nd injikace paraziti s homogenaty slinnych zlaz L.
longipalpis nebo P. papatasi podstatné zvétSeni velikosti 1ézi a/nebo zvySeni
parazitarni zatéZe ve srovnani s kontrolami, které byly infikovany pouze parazity
(Titus a Ribeiro, 1988; Theodos et al., 1991; Mbow et al.,, 1998). Hyaluronidaza,
identifikovana ze slinnych Zlaz L. longipalpis a P. papatasi, vytvari fragmenty
hyaluronanu, které snizuji produkci IFN-y a indukuji expresi gentli pro chemokiny a
iNOS v makrofazich (McKee et al., 1997; Horton et al., 1998). Adenosin deaminaza,
nalezena pouze ve slinach L. longipalpis, zabranuje apoptéze T bunék zplisobené
akumulaci adenosinu (Charlab et al., 2000). Inosin, vedlejsi produkt adenosinu,
inhibuje produkci zanétlivych cytokinii v€etné IL-12 a INF-y (Hasko et al., 2000).

Ve studii Kimblin et al. 2008 provedli kvantifikaci L. major promastigott
vpravenych do kiiZze jednotlivymi samicemi P. duboscqi. Pozorovali pocty
prenesenych paraziti, kdy vétsina flebotomii prenesla nizkou infekéni davku (<600
paraziti), zatimco zbytek prenesl mnohem vyssi davky, coz také odpovidalo
vys$$imu procentu paraziti pritomnych ve stifednim stievé pred sanim krve. Autofii
naznacuji, Ze tato bimodalita odrazi dva odliSné mechanismy prenosu. Simulaci
prenosu vysokych a nizkych davek leishmanii intradermalni jehlou ukazuji, Ze
velikost inokula ovliviiuje vysledek infekce. Velké 1éze se rychle vyvijely v usich
mysi, které dostavaly vysokou davku inokula, zatimco nizka davka vedla pouze k
mirné patologii, ale k vy$Simu titru parazitii v chronické fazi. Souhrnné tato data
naznacuji, ze infek¢ni davka mize byt jednim z urcujicich faktort ve vysledku

leishmaniové infekce.
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Vysledky Belkaid et al., 1998 dokazuji, Ze ve srovnani s naivnimi mySmi, mysSi
nejdrive vystavené pobodani neinfikovanych flebotomtl vykazovaly pri nasledné
infekci sniZenou patologii koZnich leishmaniovych 16zi, niZ8i parazitarni zatéz a
sniZenou schopnost pienosu leishmanif zpét na neinfikované flebotomy (Kamhawi
et al., 2000). Ochrana udélena pre-expozici mysi slindm neinfikovaného vektora
byla spojena se silnou DTH reakci v misté bodnuti. S ochranou u mysi byla také
spojena silna regulace INF-y a IL-12 v misté sani, coZ naznacuje, Ze v tomto
zanétlivém prostredi mohou byt infikované makrofagy brzy aktivovany. Ochrana
proti leishmaniovym infekcim zptsobena pre-expozici neinfikovanym flebotomtim
by mohla byt jednim z faktorti ovliviiujici skutec¢nost, pro¢ v oblastech, které jsou
endemické pro kozni leishmaniézu, pivodni obyvatelé, ktefi jsou vétSinou vystaveni
sani neinfikovanymi flebotomy, obecné vykazuji slabsi infekce ve srovnani s turisty

nebo pristéhovalci.

2.5 Cile prace a odivodnéni feSené problematiky

Infikované samice flebotomt béhem krevniho sani injikuji parazity do kilize
hostitele spolu se svymi slinami, které jsou sloZeny z rtiznorodé skupiny molekul a
jejichz slozZeni zasadnim zpiisobem ovliviiuje priibéh i patologické vysledky infekce.
Sliny flebotomii se skladaji ze zhruba 30 raznych proteinti, z nichz vétSina ma
antihemostatické a imunomodula¢ni uc¢inky. Bylo prokazano, Ze imunizace
nékterymi z téchto proteind nebo expozice neinfikovanym flebotomim miize vést
k ochranné imunitni reakci hostitele nasmérované proti leishmaniim. Avsak rtizné
druhy flebotom1 se lisi sloZenim svych slinnych Zlaz a ochrana vyvolana slinnymi
proteiny je tudiZ specifickd v zavislosti na druhu flebotoma. Ne vSechny slinné
molekuly vSak mohou potlacit rozvoj tohoto onemocnéni, nékteré z nich jej mohou
i posilit, vSe v zavislosti na historii expozice hostitele slinam vektora (Ribeiro et al.,
2010; Lestinova et al,, 2017; Serafim et al., 2021). Sliny vektora zvySuji u mysi, které
diive nebyly vystaveny sani flebotoml virulenci leishmanii tim, Ze upravuji
prostredi ve prospéch parazita (Gomes and Oliveira 2012, Lestinova et al. 2017).
V diisledku inokulace slin vektora dochazi také ke sniZeni schopnosti oxidativniho

vzplanuti a produkce NO u infikovanych makrofagi (Gomes and Oliveira, 2012;
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Lestinova et al., 2017). Hlavni roli v reakci na bodnuti flebotoma hraje zfejmé DTH
reakce zvySujici produkci prozanétlivého IFN-y v souvislosti se specifickou reakci
namirenou proti slindm vektora, tedy antigenlim nesouvisejicich s leishmaniemi. Na
zakladé silného stimulu vnéjstho poskozeni dochazi jako prvni k akumulaci
neutrofili v misté bodnuti. Specifickd imunitni odpovéd zprostiredkovana T
lymfocyty je pomalejsi, sméfuje proti slinam vektora (bez i s leishmaniemi) a mize
plsobit proti vzniku onemocnéni a chranit laboratorni zvirata pred téZkym
pribéhem infekce (Belkaid et al., 2000; Carregaro et al., 2013; RohouSova et al.,
2011; Lestinova et al.,, 2015; Lestinova et al., 2017).

Pravé vyse uvedena zjiSténi vedla k dalSimu vyzkumu zahrnujicimu zejména
hledani slinnych proteinii vektori jako vhodnych kandidatd pro tvorbu ochranné
vakciny proti leishmaniéze (Valenzuela et al., 2001; Oliveira et al., 2015; Cecilio et
al. 2020). Ackoliv predstavuji vySe zminéné poznatky nezbytny zaklad, pro vyvoj
vakciny je stale zapottrebi hlubsiho badani a dalsiho vyvoje v této oblasti. Hlavnim
piedpokladem pro ovlivnéni leishmaniové infekce se zda byt do nedavna opomijeny
faktor nacasovani senzitizace hostitele vektorovymi slinami. Soucasti rozsahlejsi
studie je snaha simulace situace v endemickych oblastech, kdy je hostitel vnimavy
na sliny vektora znovu vystaven flebotomiim kratce pred inokulaci leishmanii.
Experimentalni nakazy sledujici Casové rozestupy mezi senzitizaci slinami vektora
a parazitdrni inokulaci v souvislosti spribéhem kozni leishmaniézy nebyly
doposud zkoumany. Pravé ztohoto diivodu je primarnim cilem této diplomové
prace zejména standardizace histopatologickych a imunohistochemickych metod
pouzitelnych pro vyzkum dané problematiky a bliZsi pochopeni charakteru imunitni

reakce namirené proti slinam flebotomii ve vztahu ke kozni leishmaniéze.
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3 Material a metodika

3.1 Popis pokusl

Zadana diplomova prace je soucasti rozsahlejsi studie dvou tymi (doc. RNDr.
Andrea Bardlinek Valigurova, Ph.D., Masarykova univerzita Brno a RNDr. Iva
Kolatova, Ph.D., Univerzita Karlova).

Pro praktickou ¢ast diplomové prace byly pouzity jako modelovy organismus
mysSi BALB/c umisténé ve zvérinci Univerzity Karlovy (dale UK). Ustajeni mysi a
jejich experimentalni nakazy byly provedeny pod vedenim doktorky Kolarové na UK
za prisné definovanych laboratornich podminek. VSechna zvitata byla humannim
zpisobem uspana a usmrcena vramci opravnéni k projektu pokusi MSMT-
32011/2020-3. Odebrané a chemicky fixované vzorky (usni boltce) byly zaslany pro
mikroskopické zpracovani na MU. U mysi ve tretim experimentu byla ¢ast tkani
vyhodnocena pomoci SirStho spektra imunologickych, biochemickych a
molekularné biologickych postupti na UK.

Pro stanoveni vhodnych protokolli pro zpracovani tkani uSniho boltce pro
nasledni mikroskopické analyzy bylo vyuzito nékolika standardizac¢nich pokusti.
Cilem téchto pokusii bylo navrhnout nejvhodnéjsi postup pro Setrnou fixaci a dalsi
histologické zpracovani usniho boltce, které by umoziiovalo zachovat tkané a buriky
v jejich prirozené podobé pro histopatologické vyhodnoceni sledovanych zmén a
zaroven v maximalné mozné mire zachovavali strukturu epitopti (vazebné misto na

antigenu) pro imunohistochemické (IHC) analyzy.

Pokus 1: Vybér vhodné kombinace fixaZe a délky dekalcifikace
USni boltce mySi pouZitych vtomto experimentu predstavovaly zbytkovy
material z jinych pokust.

Pro vybér vhodného fixa¢niho roztoku byly predem zvoleny tyto druhy fixazi:

fixatni smés AFA (ethanol, formaldehyd, kyselina octova ledova) a Cerstvé
pripraveny 4% paraformaldehyd ve fosfatovém pufru (pH 7,4) pro 1) delsi fixaci (a
nasledné skladovani ve fixativu) a 2) fixaci neptesahujici dobu 18 hodin a nasledné

prevedeni a skladovani tkané v 70% etanolu.
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Pro dekalcifikaci byla zvolena komplexotvorna slouCenina typu EDTA
(etyléndiamintetraoctové kyseliny) (Chelaton, Komplexon). Pro testovani potirebné
délky dekalcifikace byly zvoleny tyto intervaly: 1) zpracovani bez dekalcifikace (= 0
dnii), 2) dekalcifikace po dobu 3 dnt a 3) dekalcifikace po dobu 6 dnf.

Pokus 2:
2A) Vybér vhodné fixaZzZe pro soubéZné histopatologické a
imunohistochemické analyzy
2B) Testovani vlivu slin flebotoma na piitomnost imunitnich slozek v misté
sani v zavislosti na casovém odstupu mezi poslednim sanim a odbérem tkané
USni boltce testovanych mySi byly opakované vystaveny sani flebotomem druhu
Phlebotomus papatasi jednou za 7-14 dni v ramci péce o tuto kolonii flebotoma. Sani
probihalo dlouhodobé zhruba 1 rok. Mysi byly uvedeny do celkové anestezie a po
celou dobu bylo dbano na komfort zvirat (dostate¢na teplota v mistnosti, vlh¢eni
oci). Uspané mysi byly umistény do klece se samicemi flebotomi a ponechany 60
minut ve tmé v pokojové teploté. Po kazdém sani zvirata opét nabyla védomi a byla
vracena do oznacené chovné nadoby. Na konci pokusu byly mysi uvedeny do
hluboké celkové anestezie a usmrceny v intervalu 48 hodin (skupina 2) nebo 1
tyden (skupina 1) po poslednim sani a u$ni boltce byly odebrané do dvou typi
fixaZe. Po vyhodnoceni vysledki z Pokusu 1 byla jako nejvhodnéjsi vybrana fixace
v 4% paraformaldehydu ve fosfatovém pufru s maximalni dobou fixace do 18 hodin
a nasledné prevedeni do 70% etanolu (vzorky PAPF1-2) a pro dalSi srovnani byla

c¢ast vzorki fixovana v zinkové fixazi bez formalinu (vzorky PAPZ1-4).

Skupina 1 (PAPZ3, PAPZ4, PAPF2) = odbér tkané 1 tyden po poslednim sani
Skupina 2 (PAPZ1, PAPZ2, PAPF1) = odbér tkané 48 hodin po poslednim sani

Pokus 3: Testovani priibéhu infekce druhem Leishmania major u mysi
infikovanych 48 hodin nebo 1 tyden po poslednim sani
Mysi byly opakované vystaveny sani neinfikovanych flebotomt (bez leishmanifi)

druhu Phlebotomus duboscqi jednou za 7 dni. Sani (imunizace slinami) probihalo
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celkem trikrat. Kazda myS$ byla vystavena zhruba 30 samicim flebotomi v ramci
jednoho sani (jedné expozice/imunizace). V daném intervalu od posledniho sani (48
hodin nebo 1 tyden) byly mysi infikovany Leishmania major. MysSi byly uvedeny do
celkové anestezie (ketamin-xylazin, intraperitonedlné) a infikovany intradermalné
do usniho boltce. Infekéni davka obsahovala promastigoty L. major (kmen LV561,
10 000 promastigotil) a homogenat slinnych Z1az flebotomii P. duboscqi (ekvivalent
0,5 zlazy) a byla mysim podana v objemu priblizné 5 mikrolitri. Sani flebotom a
usmrceni mysi probihalo stejnym zpiisobem, jako je uvedeno v piedchozim pokusu.
MySim byla odebrana krev (dale zpracovdna na sérum) a bylo zméfeno mnozstvi
protilatek proti leishmaniim (IgG) a proti homogenatu slinnych Zlaz P. duboscqi
(IgG). Po odebrani usnich boltcti byly zméieny 1éze na pravém i levém uchu. Pravy
usni boltec byl spolu se spadovou uzlinou vySetfen metodou kvantitativni PCR
(qPCR) a bylo zméreno mnozstvi leishmanii. Levé ucho bylo prevedeno do zinkové
fixaZe a zaslano na MU Brno k dalSimu zpracovani. Leva lymfaticka uzlina byla
podrobena priitokové cytometrii, béhem které byly méreny 2 bunétné populace:
celkové T lymfocyty (CD3+), pomocné T lymfocyty (CD3+CD4+) a cytotoxické T
lymfocyty (CD3+CD8+).

Skupina 1 = 5 mysi, saté, infikované 48 hod po poslednim sani
Skupina 2 = 5 mysi, saté, infikované 1 tyden po poslednim sani
Skupina 3 = 3 mysi, kontrola, nesaté, infikované (pozitivni kontrola)

Skupina 4 = 2 mysi, kontrola, nesaté, neinfikované (negativni kontrola)

VSechny vzorky byly zpracovany dle postupli pospanych v nasledujicich

podkapitolach.
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Obrazek 4. Usni boltce odebrané vybranym jedinclim z kazdé skupiny pokusu ¢. 3.
Fotografie poskytla dr. Kolarova.

Tabulka 1. Hodnoty plochy |éze, mnoZstvi leishmanii a hladiny specifickych 1gG protilatek
u vybranych mysi z pokusu 3 (€. vzorku v tabulce odpovida Cislu vzorku v obrazku €. 4).
Data poskytla dr. Kolafova. V rdmci této diplomové prace byla zpracovana tkan levého
usniho boltce.

plocha léze mnoistvi L. major hladina IgG protilatek
(mm2) (qPCR) (absorbance pfi 492 nm)
prava

pravé levé pravé spadova anti- anti-

€. vzorku skupina ucho ucho ucho uzlina P. duboscqi L. major
1 48 hod 12,01 10,17 456 7 1,024 0,226
7 infikovana 16,49 25,28 74 400 0 0,068 0,201
12 1 tyden 78,50 113,04 591 6 0,208 0,208
14 neinfikovand 0,00 0,00 0 0 0,083 0,172

Tabulka 2. Procentualni hodnoty poctu lymfocytd namérenych na zdkladé znaceni
protildtkami proti CD3, CD4 a CD8 u vybranych mysi z pokusu 3 (¢. vzorku v tabulce
odpovida Cislu vzorku v obrazku ¢. 4). Data poskytla dr. Kolarova.

% z celkového poctu lymfocytt
(pratokova cytometrie)

€. vzorku skupina CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+
1 48 hod 21 12 6
7 infikovana 56 30 19
12 1 tyden 32 18 10
14 neinfikovana 48 26 17
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3.2 Priprava pouzitych roztoku

MnoZstvi jednotlivych chemikalii bylo upraveno na zakladé objemu tkané. Objem

fixaZe by mél byt 6-10nasobkem objemu fixované tkané.

Fixacni smés AFA

e  40% vodny formaldehyd 60 ml
¢ 95% ethanol 500 ml
e pevna kyselina octova 40 ml
e destilované voda 400 ml

Zinkova fixaz (bez formalinu) (BD Pharmingen™, kat. ¢. 552658)

e tésné pred pouZitim fedéno v poméru 1:9 s destilovanou vodou

4% paraformaldehyd (PFA) v 0,2 M PBS

e destilovana voda 200 ml

e PFA 16g

e 1M NaOH dle potieby
e (,2M PBS 200 ml

Rozpusténi prasku PFA v destilované vodé pri teploté 60 °C za stdlého michani po
dobu 1 hod. Po vychladnuti ptikapavat 1M roztoku NaOH do projasnéni roztoku.
Pied pouZitim roziedit v 200 ml 0,2M PBS.

EDTA

e EDTA 10g

e destilovana voda 100 ml

¢ 4% vodny roztok NaOH dle potreby (Uprava pH na 7-7,4)
0,2M PBS

e destilovana voda 200 ml

e NaCl 34g

e NaH2POas. 2H20 1,56 ¢g

e NazHPOs 4,28 ¢g
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0,1M PBS
e destilovana voda 500 ml
e NaCl 4,25g
e NaH2POa4. 2H20 195¢g
e NazHPO4 535¢g

Permeabiliza¢ni roztok

e 0,IMPBS 50 ml
e BSA 0,05g
e Triton X-100 0,25 ml
e Azid sodny 0,05g

3.3 Dekalcifikace

Materidl:

e lakmusové prouzky
e chemikalie: roztok EDTA, NH4+OH (dle potieby) a (NH4)2(CO0)2. H20
Postup dekalcifikace:

dikladné promyti fixovaného vzorku v destilované vodé po dobu 4x15
min

preneseni vzorku do perforované kazety

ponoteni do 10% roztoku EDTA (15-20nasobek objemu tkané)

umisténi naddoby na magnetické michadlo snastavenim pomalého
michani

vyména roztoku EDTA kazdy 3-4 den (u kratsi dekalcifikace 1-2 dny)

po ukonceni dekalcifikace diikladné promyt v izotonickém pufru (PBS

nebo destilovana voda) po dobu 4x10 min

END-POINT dekalcifika¢ni test:

e odebrani 5 ml dekalcifikacniho roztoku
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3.4

kontrola pH pomoci lakmusového papirku a jeho Uprava na 7 pomoci
koncentrovaného vodného roztokti NH4OH

pridani 5 ml saturovaného roztoku (NH4)2(COO)2. H20, dobie zamichat

po 30 min kontrola utvoreného zakalu, za predpokladu ¢irého roztoku

ukonceni procesu dekalcifikace

Zaliti vzorkl do parafinu (dle Valigurova 2007)

Materidal:

plastové komiirky pro zalévani vzorkt

chemikalie: vzestupna alkoholova rada (pouze Cista etanol bez primési),
xylen

3 parafinové 1azné, parafin na zaliti (opakované pretavené)

inkubator (teplota 56-57 °C)

vodni lazen

Postup:

prenos vzorkli do zalévacich komtrek, vymyti fixaze 70% ethanolem (v
pripadé PFA je nutné dikladné promyti v 0,1M PBS po dobu alespon 3x15
min)

dehydratace vzorki vzestupnou alkoholovou fadou

1) 30% ethanol 1h

2) 50% ethanol 1h

3) 70% ethanol 1 h (mozné skladovat)
4) 80% ethanol 2x45 min

5) 90% ethanol 2x45 min

6) 100% ethanol 3x30 min

projasnéni xylenem
1) smés 100% ethanolu a xylenu (1:1) 2x10 min
2) xylen1 10 min
3) xylen 2 40 min (do zpriihlednéni)

parafinova infiltrace

45



MATERIAL A METODIKA

1) xylen/parafin 3:1 30 min
2) xylen/parafin 1:1 30 min
3) xylen/parafin 1:3 30 min
4) parafinova lazen 1 1 hod

5) parafinova lazen 2 1 hod

6) parafinova lazen 3 pres noc

e orientace tkané v zalévaci komirce pomoci nahiaté pinzety nebo preparacni

jehly, zaliti parafinem

3.5 Montovani blo¢kd, krajeni, vyroba preparatu

Materidl:
e kahan, drevéné blocky, Spachtle, skalpel
e rotacni mikrotom, Stétce, destilovana voda, pipeta
¢ nahfivaci plotynka, podlozni mikroskopicka sklicka
Postup:
e vyjmuti vzorki ze zalévacich komtrek, trimovani blockti do tvaru hranolu
pomoci skalpelu
e nahrati a roztaveni parafinu nad ohném pomoci Spachtle, montaz
vzorkil na oznacené dievéné blocky, tuhnuti
e krajeni histologickych rezili (idedlné ,tfetizky“ seridlnich rezii), premisténi
pomoci $tétcli na sklicka s destilovanou vodou umisténa na nahtivaci
plotynce (cca 39 °C)
e schnuti a adheze fezl na sklicku v inkubatoru (alespon 2 dny pri teploté 39
°C)

3.6 Deparafinizace fezu a histologické barveni

Deparafinizace a rehydratace byla provedena u vSech rezi (postup dle Valigurova
2007):
e xylenl 5 min
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e xylen 2 5 min
e 100% ethanol 5 min
e 96% ethanol 5 min

KaZzdé znasledujicich histologickych barveni bylo provedeno opakované.
MnoZstvi chemikalii bylo upraveno dle mnozstvi vzorki a dle objemu kyvet. Béhem
barveni byly jednotlivé preparaty pribézné kontrolovany pod svételnym

mikroskopem.

Barveni hematoxylin-eozinem (dle Valigurova 2007)

Materidl:
o kyvety s vicky a s drzaky/nosici preparati
e barviva: Ehrlichiiv hematoxylin, 0,1% eozin s 1 kapkou kyseliny octové
e chemikalie: ethanol, xylen, voda

Postup:

e deparafinizace a rehydratace

e barveni Ehrlichovym hematoxylinem 10 min
e promyti pod tekouci vodou 15 min
e barveni eozinem 5 min
e diferenciace v 80% etanolu 30s

e odvodnéni, projasnéni xylenem a montaz preparati do Pertexu

Barveni zelenym trichromem podle Massona (dle Humason 1967)

Materidl:
e Dbarviva: Weigertiiv Zelezity hematoxylin, fuchsin Ponceau de xylidin a Fast

green
e chemikalie: roztok kyseliny fosfomolybdenové a kyseliny fosfowolframové,
kyseliny octova ledov3, etanol, xylen a destilovana voda
Postup:
e deparafinizace a rehydratace rezi
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barveni Weigertovym hematoxylinem
oplach pod tekouci vodou

promyti v destilované vodé

barveni Ponceau fuchsinem

promyti v destilované vodé

10 min
10 min
30s

15 min

30s

diferenciace ve smési kyseliny fosfowolframové a  kyseliny

fosfomolybdenové
barveni ve Fast green
diferenciace v 1% vodném roztoku kyseliny octové

promyti v destilované vodé

15 min
50 min
3 min

30s

odvodnéni, projasnéni xylenem a montaz preparatti do Pertexu

Barveni Heidenhainovym AZAN trichromem (dle Humason 1967)

Materidl:

e Dbarviva: azokarmin, anilinova modr

e chemikalie: anilin alkohol, kysely alkohol - 1% roztok kyseliny octové

v95% etanolu, kyselina fosfowolframova, kyseld voda - 1% roztok

kyseliny octové v destilované vodé, etanol, xylen a destilovana voda

Postup:

48

deparafinizace a rehydratace
inkubace v anilin alkoholu

ponoteni do kyselého alkoholu

45 min

1-2 min

barveni azokarminem 30 min v inkubatoru pri teploté 56 °C a poté 30 min

pri pokojové teploté

oplach v destilované vodé
diferenciace v anilin alkoholu
inkubace v kyselém alkoholu
inkubace v kyseliné fosfowolframové
promyti v destilované vodé

barveni anilinovou modri

promyti v destilované vodé

30s

5 min
1-2 min
3,5 hod
30s

1,5 hod
30s
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inkubace v kyseliné fosfowolframové 3 min
promyti v destilované vodé 30s
oplach v kyselé vodé 2 min

odvodnéni, projasnéni xylenem a montaz preparatti do Pertexu

Giemsovo barveni (dle Ellis n.d.)

Material:

barvivo: Giemstv roztok (koncentrace 10 kapek zadsobniho roztoku Giemsa
v 10ml destilované vody)
chemikalie: 0,5% vodni roztok kyseliny octové, etanol, xylen a destilovana

voda

Postup:

3.7

deparafinizace a rehydratace
barveni ve vodnim roztoku Giemsy pres noc pri pokojové teploté
diferenciace v roztoku kyseliny octové po dobu 1 min

odvodnéni, projasnéni xylenem a montaz preparatt do Pertexu

Deparafinizace a imunohistochemické barveni pro konfokalni
mikroskopii

Deparafinizace a zavodnéni rrezi:

e nahrati fezi na plotynce o teploté 55 °C 10 min
e inkubace v xylenu 1 10 min
e xylen 2 10 min
e xylen: 100% ethanol (1:1) 10 min
e 100% ethanol 10 min
e 100% ethanol 10 min
® 95% ethanol 10 min
e 70% ethanol 10 min
e 50% ethanol 10 min
e promytiv destilované vodé 2x5 min
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Imunohistochemické znaceni

Material:

primarni protilatky: polyklonalni protilatka proti iNOS (kralik, fedéni 1:200;
Invitrogen kat. ¢. PA3-030A), polyklonalni protilatka proti myeloperoxidaze

(kralik, redéni 1:150; Invitrogen kat. ¢. PA5-16672)

sekundarni protilatka: protilatka proti krali¢im IgG - cela molekula,

konjugovana s FITC (koza, fredéni 1:40; Sigma-Aldrich, kat. ¢. F 0382)
fluorescenc¢ni barvivo pro barveni jader: Hoechst 33342

dalsi chemikalie: 0,1M PBS, BSA, permeabiliza¢ni roztok

Postup:

1
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Upozornéni: Od bodu 5 je nutno inkubovat a manipulovat s preparaty v zatemnént.

promyti v 0,1M PBS 3x10 min
permeabilizace v detergentu 1 hod
inkubace v primarni protilatce s 0,1% PBS (pfti 4 °C) pres noc
promyti v 0,1M PBS 3x10 min
inkubace v sekundarni protilatce s 1% BSA (ve tmé pri 37 °C) 4 hod

promyti v 0,1M PBS 3x10 min
barveni jader pomoci Hoechst (ve tmé pri pokojové teploté) 1 hod
promyti v 0,1M PBS 3x10 min
montovani preparatu do VECTASHIELD média

Zamontované preparaty skladovat v tmé pti 4 °C a vyhodnotit co nejdrive.

Priprava kontrol probihala stejné s tim, Ze se vynechala inkubace v primarnich
protilatkach. Pro kontrolu autofluorescence byly vzorky pouze permeabilizované,
promyté a zamontované. Vzorky byly vyhodnoceny pod mikroskopem Olympus
IX81 vybavenym konfokalni jednotkou FluoView 500 (Olympus FluoView 4.3

software) a fluorescencni znaceni byla vizualizovana pomoci UV (excitace 405 nm;
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Hoechst), argonového (488 nm; protilatka s FITC) a zeleného He/Ne (543 nm,
phalloidin-TRITC) laseru.
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4 Vysledky

4.1 Vybér vhodné kombinace fixaze a délky dekalcifikace

Cilem pokusu 1 byl vybér vhodné fixaZe v kombinaci s optimalni délkou
dekalcifikace. Vzorky byly fixovany ve dvou typech fixaZe: AFA a 4% roztok
paraformaldehydu ve fosfatovém pufru (PFA). Cast vzorki fixovanych ve 4% PFA
byla i skladovana v této fixaZzi a druha ¢ast vzorki byla v 4% PFA fixovana pouze po
dobu nepresahujici dobu 18 hodin a nasledné byla promyta a pievedena do 70%
etanolu. Vramci pokusu byly testovany tii délky dekalcifikace: 0 dnl (bez
dekalcifikace), 3 dny a 6 dni. Pro vyhodnoceni bylo zvoleno nasledujici histologické
barveni: hematoxylin-eozin, Massonlv zeleny trichrom, Heidenhaintiv AZAN a
Giemsa. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci svétlené mikroskopie v prochazejicim
svétle.

Nejvice vhodnou fixaZi pro histopatologické zpracovani je AFA, jejiZ barvitelnost
a zachovani bunéc¢nych struktur je z vySe zminénych fixazi nejoptimalné;jsi (obr. 5a-
9a). Vzorky fixované ve 4% PFA, a to bez ohledu na délku fixace a zpisob skladovani
(4% PFA vs. 70% etanol), se hiire krajely a byly méné barvitelné, a zaroven
vykazovaly méné kvalitni zachovani morfologie (obr. 5b-9b). Nejhif se
zpracovavaly vzorky fixované i skladované v 4% PFA - usni boltce byly pokroucené
a priliS tuhé, pri krajeni se tkan trhala, drobila a vypadavala z parafinu. Pro
obrazovou dokumentaci byly do této prace proto vybrané pouze rezy z AFA a 4%

PFA skladované v 70% etanolu.
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Obrazek 5. Pricny fez usSnim boltcem mysi s pokrocilym stadiem infekce. Bez
dekalcifikace, HeidenhainQv azan. a) Fixace v AFA. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70%
etanolu). Elipsa — léze, CH — chrupavka.

100 pm
| —

Obrazek 6. Pricny fez usnim boltcem mysi s leishmanidzou. Bez dekalcifikace, Massonlv
zeleny trichrom. a) Fixace v AFA. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70% etanolu). CH —
chrupavka, S — svaly, E — shluky erytrocyta.

Obrazek 7. Pricny rez usnim boltcem mysi s pokroCilym stadiem leishmanidzy. Bez
dekalcifikace, Giemsa. a) Fixace v AFA. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70% etanolu).
CH — chrupavka, elipsa — keratindzni vrstva hojici se léze.
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8a

500 pm
—_—

Obrazek 8. Pricny tez spodni ¢&asti ucha mySi s pokrocilou leishmanidézou. Bez
dekalcifikace, hematoxylin-eozin. a) Fixace v AFA. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70%
etanolu). Elipsa — léze, CH — elasticka chrupavka, S — svalovina, P — pokozka.

9a 9b

500 pm 500 pm
— —

Obrazek 9. Pricny fez usnim boltcem mysi bez leishmaniové infekce. Tridenni
dekalcifikace, hematoxylin-eozin. a) Fixace v AFA. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70%
etanolu). CH — elastickd chrupavka, S — svalovina.

[ navzdory pritomnosti chrupavky v uSnich boltcich, jako nejvice vhodné se
ukazalo byt zpracovani vzorkd zcela bez dekalcifikace. Delsi dekalcifikacni proces
vedl ke problematickému krajeni vzorkd na mikrotomu. Ve velké ¢asti pripadi
dochazelo k vypadavani rezil z parafinového blocku a vysledné obarvené fezy jsou
méné kvalitni. Chrupavka usniho boltce po 6denni dekalcifikaci vykazovala mensi
elasticitu a po krajeni byla zna¢né poskozena (obr. 10a-b). Celkové byla tkan navic
méné homogenni a mnohem hiiie barvitelna. Napii¢ celym usnim boltcem vznikala

mensi loziska tkané poskozené v dlisledku zpracovani (obr. 10a-b). Vzhledem
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k tomu, Ze nebyly zaznamenany podstatné rozdily mezi vzorky bez dekalcifikace a

tiidenni dekalcifikaci, proces dekalcifikace se pro histologické zpracovani usnich

boltcli zda byt zbytec¢ny.

10b

Obrazek 10. P¥i¢ny Fez usnim boltcem mysi bez leishmaniové infekce. Sestidenni
dekalcifikace. a) Fixace v AFA, hematoxylin-eozin. b) Fixace v 4% PFA (skladovani v 70%
etanolu). CH — elastickd chrupavka.

V souvislosti se sniZzenim poctu pokusnych zvirat, byly pouzity usni boltce mysi
uréenych ptvodné pro jiné experimenty. Diky tomu byly kdispozici pro
vyhodnoceni tkané usSni boltce s riizné pokrocilou leishmaniézou a stafim léze. U
mysi s pokroCilym stadiem infekce vedoucim k nekrotizaci infikované tkané byla
horsi manipulace se vzorky béhem krajeni, kdy vzniklé 1éze Casto vypadavaly a
celkové rezy tak byly méné kvalitni. Pravé diky pouziti riznorodého materialu jsme
byli schopni identifikovat tento problém a v dal$ich experimentech byly usni boltce
odebirany v drivéjsich fazich infekce, kdy nedochazelo k natolik pokrocilé nekréze
napadené tkané. Stejné tak byly v dalSich experimentech odebirany udni boltce bez
samotné baze ucha s masivnéjsi chrupavkou a svalovinou, kde vétSinou ani
nedochazi ksani vektora, protoZe tato oblast ucha by pii krajeni zplisobovala

obdobny problém jako nekréza tkané.
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Obrazek 11. Srovnani celkového pohledu na fez usSnim boltcem s pokrocilou
leishmanidzou (a) a zdravym (b) usnim boltcem. Bez dekalcifikace, Masson(v zeleny
trichrom. a) Pokrocilé stadium leishmanidzy. Fixace v AFA. b) Bez leishmanidzy. Fixace
v 4% PFA (prevedeno do 70% etanolu). Elipsa — |éze.

Nejprinosnéjsim barvenim pro histopatologické zmény se ukazalo byt barveni
hematoxylin-eozinem, jenZ predstavuje nejpouZzivanéjsi histologické barveni pro
vizualizaci a celkovou analyzu tkdni (jddra se barvi fialové, cytoplazma a
extracelularni matrix rtzZové, svalovina do cervena) (obr. 8a-b, 9a-b, 10a)
v kombinaci s Massonovym zelenym trichromem, ktery zvyraziuje patologicka
zmény jednotlivych sloZek tkané (jadra jsou tmava aZ Cernd, keratin, erytrocyty,
cytoplasma, a svalovina se barvi jasné Cervené, kolagen zelené) (obr. 6a-b, 10b,
11a-b). Pro zvyraznéni parazitarni infekce bylo nejprinosnéjsi barveni Giemsou
(obr. 7a-b), které vice zviditelnilo leishmanie i infiltrované krvinky (bunécna jadra
se jevi modro fialova, cytoplazma se barvi svétle modie az fialové, erytrocyty jsou
riizové az nacervenalé). Barveni Heidenhainovym azanem (obr. 5a-b) podobné jako
Massontv zeleny trichrom nejlépe zvyraznuje histopatologické zmény tkané (jadra
se barvi Cervené a cytoplazma vyrazné do modra), nicméné jeho kontrastnost je
oproti Massonové zelenému trichromu vyrazné horsi, jelikoZ zanikaji podstatné

detaily a rozdily.
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4.2 \Vybér vhodné fixaze pro soubézné histopatologické a
imunohistochemické analyzy, a testovani vlivu slin flebotoma
na pritomnost imunitnich slozek v misté sani v zavislosti na
Casovem odstupu mezi poslednim sanim a odbérem tkané

Na BALB/c mysich opakované satych Phlebotomus papatasi byla béhem pokusu
2 testovana pritomnost imunitnich bunék v misté sani v zavislosti na casovém
rozestupu mezi sanim a odbérem tkané. Odbér tkané byl proveden ve dvou casovych
rozestupech a to 48 hodin nebo 1 tyden po poslednim sani. Testovali jsme také
vhodnou fixaZ pro histopatologické i imunohistochemické (IHC) analyzy s cilem
nejefektivnéjSiho zpracovani dané tkané pro vice soubéZnych analyz, coZz by
umoZznilo redukovat pocty laboratornich zvirat potfebnych k vyhodnoceni
sledovanych zmén. Vzorky byly fixovany v zinkové fixazi bez formalinu nebo 4%
PFA (fixace krat$i nez 18 hodin a skladovani v 70% etanolu) a barveny vSemi
histologickymi barvenimi uvedenymi v pokusu 1. Vyhodnoceni histologického
barveni bylo provedeno pomoci svétlené mikroskopie v prochazejicim svétle. Pro
IHC byly pouzity primarni protilatky rozpoznavajici inducibilni syntazu oxidu
dusnatého (iNOS, enzym exprimovany nejcastéji makrofagy a katalyzujici reakci,
pfi které vznikdA NO) pro vizualizaci aktivovanych makrofagli nebo
myeloperoxidazu (MPO, hemoprotein hojné exprimovany neutrofily a sekretovany
béhem jejich aktivace) pro vizualizaci aktivovanych neutrofili. V obou pripadech
byla jadra vSech bunék podbarvena fluorescen¢nim barvivem Hoechst 33342 (barvi
DNA) a vyhodnoceni IHC provedeno pomoci konfokalni laserové skenovaci
mikroskopie.

Vseobecné lze fici, Ze zinkova fixaz zpisobovala v usnich boltcich horsi zachovani
morfologie jader oproti vzorkiim fixovanym ve 4% PFA. Barvitelnost fezl byla
srovnatelna u obou pouZitych fixaci (obr. 12-19a-b). Nezavisle na typu fixace,
histologicka analyza prokazala, Ze bezprostredné po sani flebotoma dochazi k rychlé
a hojné infiltraci zanétlivych bunék (obr. 12a-19a, 21a-b, 22a-d). Imunoznaceni
myeloperoxidazy (MPO) navic potvrdilo i zvySeny vyskyt aktivovanych neutrofili
(obr. 21a-b, 22a-d). V tkanich odebranych 1 tyden po poslednim sani byl jiZ patrny

pokles bunéc¢ného infiltratu (obr. 12a-19a, 26b) a nebyly zachycené témér zadné
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aktivované neutrofily (obr. 26a-b). ZvySeny vyskyt makrofagl pozitivnich na iNOS
se naopak vyskytoval ve vzorcich odebranych v pokrocilejSim stadiu imunitni
odpovédi, tedy u vzorki odebranych 1 tyden po poslednim sani (obr. 23a-b, 24a-b
a 25a-b).

12a

100 pm

Obrazek 12. Pficny fez uSnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Fixace v 4% PFA,
Masson(v zeleny trichrom. a) Odbér tkdné 48 hodin po poslednim sani b) Odbér tkané
1 tyden po poslednim sani. E — shluk erytrocyt(l, / — zanétlivy infiltrat, CH — chrupavka,
SC — stratum corneum, P — pojivo.

Obrazek 13. Pricny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Zinkova fixaz,
Masson(v zeleny trichrom. a) Odbér tkané 48 hodin po poslednim sani. b) Odbér tkané
1 tyden po poslednim sani. CH — chrupavka, | — zanétlivy infiltrat, E — shluk erytrocytd.
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14a

50 pm

Obrazek 14. Pficny fez uSnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Fixace v 4% PFA,
hematoxylin-eozin. a) Tkan odebrand 48 hodin po poslednim sani s masivnim bunécnym
infiltratem. b) Tkan odebrand 1 tyden po poslednim sani sjiz patrnym poklesem
infiltratu. / — shluk zanétlivého infiltratu.

. ¢ 100 ym 100 ym

Obrazek 15. Pricny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Zinkova fixaz,
hematoxylin-eozin. a) Odbér tkdné 48 hodin po poslednim sani. b) Odbér tkdné 1 tyden
po poslednim sani. CHV — chlupovy vacek, | — shluk zanétlivého infiltratu.
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Obrazek 16. Pricny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Fixace v 4% PFA,
Heidenhain(v azan. a) Tkan odebrana 48 hodin po poslednim sani s masivnim bunécnym
infiltratem. b) Tkan odebranad 1 tyden po poslednim sani sjiz patrnym poklesem
infiltratu. Zlutd Sipka — chrupavka, ¢ervend $ipka— pojivo, fialovd $ipka — mazova ?laza.

17a

17b il S <

sl L 8t 00w
Obrazek 17. Pri¢ny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Zinkova fixaz,
Heidenhainlv azan. a) Odbér tkané 48 hodin po poslednim sani s hojnym infiltratem
neutrofild. b) Odbér tkdné 1 tyden po poslednim séni jiz téméF bez infiltratu. Cervend
sipka — chlupovy vacek, Zlutd sipka — pojivo, fialova Sipka — mazova zlaza, cernobild Sipka
— krevni céva.
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Obrazek 18. Pficny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Fixace v 4% PFA,
Giemsa. a) Tkan odebrana 48 hodin po poslednim sdni s bunécnym infiltratem. b) Tkan
odebrana 1 tyden po poslednim sani s patrnym poklesem infiltratu. Elipsa — bunécny
infiltrat, ctverec — odvrieny bunécny infiltrat (pravdépodobné zplsobeny procesem
hojeni), MZ — mazova #laza.

Obrazek 19. Pricny fez usnim boltcem mysi saté Phlebotomus papatasi. Zinkova fixaz,
Giemsa. a) Odbér tkané 48 hodin po poslednim sani s masivnim bunéénym infiltratem.
b) Odbér tkané 1 tyden po poslednim sani se znaénym poklesem bunécného infiltratu.
Cervend Sipka — svaly, zelend Sipka — shluky zanétlivého infiltratu prostupujiciho
chrupavkou.
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—_—
100 pm

200 pm

Obrazek 20. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagd (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modrd) v pricném fezu usnim boltcem mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 48 hodin po poslednim sani. Aktivované
makrofagy dle vysledku nejsou ptitomny. a) Fixace v 4% PFA. b) Zinkova fixaz. S — svalova
vldkna, CH — elasticka chrupavka, P — pokozka.

100 pm

—

Obrazek 21. Fluorescencni vizualizace aktivovanych neutrofill (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunécénych jader (Hoechst, modrd) v pticném tezu usniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 48 hodin po poslednim sani. Fixace v 4% PFA. a)
Celkovy pohled na bunécny infiltrat s aktivovanymi neutrofily (zakrouzkovana oblast). b)
Detail infiltrované oblasti s aktivovanymi neutrofily (zakrouzkovano).
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100 pm
—_—

100 pm

Obrazek 22. Fluorescencni vizualizace aktivovanych neutrofil (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunécénych jader (Hoechst, modrd) v pficném fezu usniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 48 hodin po poslednim sani. Zinkova fixaz. a)
Infiltrace neutrofilG v rGznych mistech (zakrouzkované oblasti). b) Detail bunééného
infiltratu s cetnymi aktivovanymi neutrofily. ¢) Shluk aktivovanych neutrofild
vdomnélém misté vpichu flebotoma (zakrouzkovand oblast). d) Detail infiltratu
s aktivovanymi neutrofily (nékteré jsou oznacené Sipkami) v misté sati flebotoma.

63



VYSLEDKY

Obrazek 23. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagll (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécénych jader (Hoechst, modra) v pficném fezu uSniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 1 tyden po poslednim sani. Fixace v 4% PFA. a)
Celkovy pohled na oblast s aktivovanymi makrofagy. b) Detail aktivovanych makrofagu
(nékteré jsou oznacené Sipkami).

200 pm 100 pum
—— —

Obrazek 24. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagl (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécénych jader (Hoechst, modra) v pticném tezu usniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 1 tyden po poslednim sani. Zinkova fixaz. a)
Celkovy pohled a b) detail bunééného infiltratu s aktivovanymi makrofagy (nékteré jsou
oznacené Sipkami).
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20 pm

Obrazek 25. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagl (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modra) v pficném fezu usniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkané 1 tyden po poslednim sani. Zinkova fixaz. a, b)
Detail aktivovanych makrofagu (oznacené Sipkami).

100 pm

100 pm
———,

Obrazek 26. Fluorescencni vizualizace aktivovanych neutrofil (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modrd) v pficném fezu usniho boltce mysi saté
Phlebotomus papatasi s odbérem tkdané 1 tyden po poslednim sani. Aktivované
neutrofily nejsou dle vysledkll pritomny. a) Fixace v 4% PFA (znacena oblast predstavuje
krevni cévu). b) Zinkova fixaz.
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Béhem IHC je vedlejSim neZadoucim uc¢inkem zinkové fixaZe nespecifické znaceni
pokoZzky a chlupovych vacki protilatkou proti iNOS, ale na rozdil od 4% PFA 1épe
zachovava celkovou antigenicitu tkané (obr. 20b, 22a-d, 24a-b, 25a-b, 26b) bez
potieby odmaskovani antigend (alesponi u pouZitych protilatek). Vzorky fixované
(fluorescencniho signalu), ale vyhodou je, Ze pokoZka a vlasové vacky se pri znaceni
iNOS nespecificky nezvyraznuji (obr. 20a, 21a-b, 23a-b, 26a). Celkové se jevi jako
vhodnéjsi pouZiti zinkové fixaZe u tkani, u kterych se predpoklada kombinace

histopatologickych a IHC analyz, coz je praveé pripad této studie.

4.3 Testovani prubéhu infekce druhem Leishmania major u mysi
infikovanych 48 hodin nebo 1 tyden po poslednim sani

Béhem pokusu 3 byl testovan priibéh kozni leishmaniézy u riiznych skupin mysi.
Prvni skupina mysi byla infikovana 104 leishmanii 48 hodin po poslednim sani
samicemi P. duboscqi. U druhé skupiny byl sledovan pribéh onemocnéni u mysi
infikovanych 1 tyden po poslednim sani flebotomti stejnou infek¢ni davkou L. major
jako predchozi skupina. Ve treti skupiné se nachazeli jedinci nesati, pouze infikovani
(pozitivni kontrola) a ctvrtd skupina slouZila jako negativni kontrola, tedy
zahrnovala jedince neinfikované leishmaniemi a nesaté flebotomy. VSechny mysi
byly usmrceny ve stejné dobé, a to v 5. tydnu po infekci (neinfikované mysi byly
usmrceny ve stejném ¢asovém intervalu).

VSechny odebrané udni boltce byly na zakladé predchozich zjiSténi fixovany
v zinkové fixazi, zpracovany dle vyse uvedenych laboratornich postupt a barveny
vSemi druhy histologickych barveni nebo zpracovany pro protilatkové znaceni
enzymu iNOS a MPO u aktivovanych imunitnich bunék (podbarveni jader pomoci
barviva Hoechst). Vyhodnocenti histologického barveni bylo opét provedeno pomoci
svétlené mikroskopie v prochazejicim svétle a IHC analyza byla provedena pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie.

Stejné jako u predchozich experimentli pro zvyraznéni zanétlivého infiltratu se
nejvice vhodnou metodou barveni ukazal byt hematoxylin-eozin a Giemsa, a proto
slouZzi jako zaklad pro vyhodnoceni histopatologickych zmén v této podkapitole.
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Tkan negativni, tj. flebotomem nesaté a leishmaniemi neinfikované mysi nevykazuje
Zzadné znamky histopatologickych zmén (obr. 27a-b) a ani zvySenou aktivaci
neutrofild ¢i makrofagii. Nicméné i u téchto mysi lze v nékterych ptipadech
pozorovat ojedinély vyskyt aktivovanych imunitnich bunék (neutrofilii i makrofagii)

ve tkani usniho boltce (obr. 28a-b, 29a-b).

27a

100 pm 'T‘"}) i

Obrazek 27. Usni boltec nesaté a neinfikované mysi. Hematoxylin-eozin. a) Celkovy
pohled a b) detail usniho boltce.

Obrazek 28. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagl (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modra) v pricném fezu usniho boltce nesaté a
neinfikované mysi. a) Celkovy pohled a b) Detail aktivovanych makrofagt (nékteré jsou
oznacené Sipkami).
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100 pm

Obrazek 29. Fluorescencni vizualizace akt vovanych neutrofil (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modrd) v pficném fezu usniho boltce nesaté a
neinfikované mysi. a) Celkovy pohled a b) detail oblasti s aktivovanymi neutrofily (jeden
z nich je oznacen Zlutou Sipkou). Cévy s erytrocyty (Cervena Sipka) s autofluorescenci.

U mysi infikovanych 48 hodin po poslednim sani flebotomem se vznikla 1éze jevi
jako nekrotickd se silnou infiltraci zanétlivych bunék (obr. 30a-b) vcetné
aktivovanych forem (obr. 31a-b) a zna¢nym obsahem nekrotizovaného bunécného
materialu v centru léze. I kdyz histologické barveni odhalilo shluky makrofagi
s amastigoty (obr. 32), vyskyt makrofagl pozitivnich na iNOS je spiSe ojedinély a

prevazuje na periferii 1éze (obr. 33a-b).

30a

Obrazek 30. Usni boltec mysi infikované Leishmania major 48 hodin po poslednim sani
Phlebotomus duboscgi. Hematoxylin-eozin. a) Celkovy pohled a b) detail I1éze s masivni
bunécénou infiltraci a destrukci tkané v souvislosti s pokrocilym stadiem infekce
(oznaceno kruhem).
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Obrazek 31. Fluorescencni vizualizace aktivovanych neutrofil (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunéénych jader (Hoechst, modrd) v pficném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major 48 hodin po poslednim sani Phlebotomus duboscqi. a)
Celkovy pohled na lézi s bunéénym infiltratem. b) Detailnéjsi pohled na shluky
aktivovanych neutrofil( (nékteré jsou oznacené kruhy).
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Obrazek 32. Detail okraje kozni lIéze v usnim boltci mysi infikované Leishmania major 48
hodin po poslednim sani Phlebotomus duboscgi, makrofagy (nékteré jsou
zakrouzkované) s amastigoty leishmanii (Cervené Sipky). Hematoxylin-eozin. OranzZové
Sipky — neutrofily, Cerné Sipky — eozinofily, modrd Sipka — lymfocyt.
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Obrazek 33. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagl (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modra) v pficném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major 48 hodin po poslednim sani Phlebotomus duboscgi. a, b)
RGzné oblasti s mensi lézi vykazujici misty slabsi fluorescencéni signal (pfiklad
zakrouzkovan).

U mysi infikovanych leishmaniemi 1 tyden po poslednim sani jsou patrna mensi
loziska imunitni reakce v rtznych mistech, vCetné okraji usniho boltce, sjesté
pretrvavajici infiltraci aktivovanych neutrofila (obr. 34a-b, 35a-b, 36a-b). V tuto
dobu uz Ize pozorovat i masivni infiltraci hostitelskymi makrofagy napric celou 1ézi

(obr. 37, 39) a jejich aktivaci smérem k produkci NO (obr. 40a-b, 41a-b).

34a

{' 500 pm

Obrazek 26. LoZiska imunitni reakce v usnim boltci mysi infikované Leishmania major 1
tyden po poslednim sani Phlebotomus duboscgi. a) Barveni Giemsa a b) hematoxylin
eozin. Kruhy oznacuji zbyld loZiska témér vyhojené léze a s jesté probihajici imunitni
reakci.
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35a , 35b

200 um ooy

Obrazek 35. Imunitni reakce v okraji usniho boltce mysi infikované Leishmania major 1
tyden po poslednim sani Phlebotomus duboscqi. a) Barveni Giemsa a b) hematoxylin-
eozin.

100 pm

Obrazek 36. Fluorescencni vizualizace aktivovanych neutrofil (imunoznaceni MPO,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modrad) v pficném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major 1 tyden po poslednim sani Phlebotmus duboscqi. a)
Imunitni reakce probihajici uvniti kozni léze. b) Detail bunécného infiltratu
s aktivovanymi neutrofily (priklad zakrouzkovan).
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Obrazek 37. Okraje |éze usniho boltce mysi infikované Leishmania major 1 tyden po
poslednim sani Phlebotomus duboscgi s masivni infiltraci makrofagy (nékteré jsou
zakrouzkované). Hematoxylin-eozin.

Obrazek 38. Detail léze usniho boltce mysi infikované Leishmania major 1 tyden po
poslednim sani Phlebotomus duboscqi s bunéénym infiltratem. Cervené Sipky —
neutrofily, modré sipky — lymfocyty, cerné Sipky — eozinofily, Zlutd Sipka — Zirna burika,
zelend sipka — chrupavka, kruh — makrofag s amastigoty.
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Obrazek 39. Detail Iéze usniho boltce mysi infikované Leishmania major 1 tyden po
poslednim sani Phlebotomus duboscqi s masivni infiltraci makrofagy (nékteré jsou
zakrouzkované). Hematoxylin-eozin.

200 pm . : y 50 um.
L

Obrazek 40. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagd (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécénych jader (Hoechst, modra) v pricném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major 1 tyden po poslednim sani Phlebotomus duboscqi. a)
Celkovy pohled na kozni |ézi s probihajici imunitni reakci. b) Detail okraje koini léze
s aktivovanymi makrofagy (Sipky).
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20 pm

Obrazek 41. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagl (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modra) v pficném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major 1 tyden po poslednim sani Phlebotomus duboscgqi. a)
Celkovy pohled na bunécny infiltrat v okraji usniho boltce. b) Detailni pohled na
aktivované makrofagy (nékteré jsou oznacené Sipkami) uvnitf okraje usniho botce.

Podobné jako u mysi infikovanych 48 hodin po poslednim sani, i u mysi pouze
infikovanych leishmaniemi (a dfive nesatych flebotomy) jsou pritomny léze s
masivni bunécnou infiltraci s prevahou neutrofila (obr. 42a-b, 44a-b) a malymi
lozisky nekrdzy (obr. 43b). Vyskyt aktivovanych makrofagt je ojedinély na periferii
kozni 1éze (obr. 45a-b) i kdyz na histologii uz jsou patrné shluky makrofagi
s amastigoty (obr. 43a). V centru léze navic lze vidét materidl destruovanych
bunécnych jader obarveny Hoechstem a s charakterem znaceni histonl (pro vic

informaci viz diskuze).
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Obrazek 42. Kozni léze v uSnim boltci mysi infikované Leishmania major. Hematoxylin-
eozin. a) Celkovy pohled na |ézi. b) Detail nekrotické tkané uvnitr léze.

Obrazek 43. Léze v usnim boltci mysi infikované Leishmania major. a) Okraj léze
s Cetnymi makrofdgy (nékteré jsou zakrouzkované) s amastigoty (Cervené Sipky).
Hematoxylin-eozin. b) Detail stfedu léze s nekrézou. Massonuv zeleny trichrom.

Je nutno zminit, Ze tezy s kontrolou sekundarni protilatky vykazovaly
nespecifické znaceni (obr. 44c) spodobnym charakterem jako mély fezy se
znaCenim aktivovanych neutrofili pomoci MPO ze stejného vzorku. Nicméné pod
vétSim zvétSenim za pouziti objektivu s imerznim olejem a za stejného nastaveni
intenzity fluorescence tento nespecificky signal témér uplné vymizel (obr. 44d). U
erytrocytli je naopak béznym jevem autofluorescence a neznamena to nespecifické

barveni sekundarni protilatkou (obr. 29a-b).
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100 pm

Obrazek 44. Fluorescencni vizualizace léze uvnitf usniho boltce mysi infikované
Leishmania major. Bunécnd jadra jsou u vsech preparatll podbarvena Hoechstem
(modrd). Imunoznaceni MPO (zelend) s a) celkovym pohledem na loZiska s aktivovanymi
neutrofily (zakrouzkovadno) a b) detailnim pohledem na aktivované neutrofily (zluté
Sipky) na okraji nekrotické Casti léze. Negativni kontrola sekundarni protilatky s c)
celkovym a d) detailnim pohledem na bunécny infiltrat uvnitf Iéze.
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200 pm

Obrazek 45. Fluorescencni vizualizace aktivovanych makrofagd (imunoznaceni iNOS,
zelend) a bunécnych jader (Hoechst, modrd) v pticném fezu usniho boltce mysi
infikované Leishmania major. a) Celkovy pohled na lézi s nekrotickou tkani
(zakrouzkovano). CHV — chlupovy vacek. b) Detail okraje léze s aktivovanym
makrofagem (Zluta Sipka).
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5 Diskuse

Ziskané vysledky ilustruji imunomodulacni vliv slin rtznych druht flebotomt
(Phlebotomus papatasi, Phlebotomus duboscqi) na imunitu hostitele a priibéh kozni
leishmaniézy u mysi inbredniho kmene BALB/c citlivého na leishmaniézu. Prakticka
cast prace se sklada ze tii samostatnych pokust, které slouzi zejména ke
standardizaci postupli a jako predbézna studie pro dalsi vyzkum. Ackoliv se u
hostitelli opakované vystavenych sani flebotomt uplatiiuji mechanismy bunécné, i
humordalni imunitni reakce (Belkaid et al., 1998; Silva et al, 2005), zvolené
experimenty hodnoti zejména vliv bunécné slozky imunity, ktera je v obrané proti

leishmaniové infekci klicova (Gomes and Oliveira, 2012).

5.1 Zhodnoceni pouzitych metodickych postupt

Vzhledem k tomu, Ze zmrazované fezy (Kkryorezy) sice obecné udrzuji konformaci
cilového antigenu (umoziuji tak lepsi vazbu protilatky) ale nedosahuji kvality
potiebné pro vérohodné vyhodnoceni histopatologickych zmén se zaméienim na
lokalni imunitni reakce a zaroven nejsou vhodnou volbou pro dlouhodobé
skladovani vzorkd, byl pro tuto studii zvoleny postup zpracovani tkané a pripravu
histologickych preparati zalitim usnich boltcti do parafinovych blocki a naslednym
krajenim na rota¢nim mikrotomu. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze vétSina
fixacnich cinidel pouzivanych v histologii neni vhodna pro IHC. Fixace
formaldehydem udrzuje morfologii tkani, ale zplsobuje zesitovani proteinti a
denaturuje epitopy rozpoznatelné protilatkou. Vysledkem formalinové fixace je
zména konformace makromolekul, ktera znesnadnuje ¢i dokonce znemozZnuje
rozpoznani antigenu protilatkou (Montero, 2003). Proto se pred samotnym
imunoznaCenim provadi vétSinou odmaskovani antigenu, aby se odhalily skryté
nebo denaturované cilové epitopy (Fox et al.,, 1983). Zejména dlouhodoba fixace
formaldehydem vede k maskovani az poskozeni epitoptli a brani vazbé protilatek.
Proto byly porovnané vysledky dvou postupti fixace v cerstvé pripraveném 4%
paraformaldehydu (PFA) ve fosfatovém pufru (pH 7,4) a to 1) fixace a skladovani

tkané v 4% PFA vs. 2) fixace v 4% PFA nepresahujici dobu 18 hodin a nasledné
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promyti/prevedeni tkdné do 70% etanolu za ticelem transportu vzorkd na MU Brno
a skladovani. ProdlouZena fixace v 4% PFA méla negativni vliv i na dal$i zpracovani
vzorkil a to napriklad, Ze se tkan fixovanych usnich boltcti v dlisledku dlouhodobé
fixace smrstila a deformovala (Chatterjee, 2014). Dalsi histologické zpracovani
parafinovych blockli navic znesnadiiovala i vyssi tvrdost fixované tkané, pricemz
béhem mikrotomovych tezli dochazelo k vypadavani krajenych vzorki a kumulaci
mikroskopickych artefaktli. Nevyhodu fixaci vhodnych pro IHC je, Ze ve srovnani
s AFA vykazovaly vzorky fixované v 4% PFA i zinkové fixazi sniZenou a taky méné
kontrastni barvitelnost. Fixace v 4% PFA umoZnila relativné kvalitni zachovani jader
vCetné celkové morfologie a distribuce chromatinu, oproti zinkové fixazi, ktera vedla
ke zméné morfologie jader, kterd se jevila jako smrsténa (Hicks et al., 2006).
Narozdil od zinkové fixaze, vSak fixace v 4% PFA s naslednym pienesenim vzorki
do 70% etanolu umoznila pouze ¢astecné zachovani antigenicity tkané pro IHC.
Zavérem tedy lze zhodnotit, Ze ackoliv se jako nejvice vhodnou metodou pro
histologické zpracovani jevi fixacni ¢inidlo AFA, jako nejvice vSestranné vyuZitelna
se jevi zinkova fixdz, ktera umoziiuje jak Kkvalitni zpracovani vzorkd pro
histopatologické, tak i pro IHC postupy.

Usni boltec obsahuje elastickou chrupavku, ktera mize ztézovat krajeni blocku
na histologické rezy (zejména vypadavani a trhani/vinéni tkdné kolem chrupavky).
Proto byla taky testovana potieba dekalcifikace pred samotnym odvodnénim a
zalitim této tkdné do parafinové bloc¢ku. Doba potiebna k dekalcifikaci byva zavisla
na velikosti objektu, na druhu dekalcifika¢ni tekutiny a pohybuje se mezi nékolika
dny az tydny. Pro ucely této studie byla zvolena komplexotvorna sloucenina typu
EDTA (etyléndiamintetraoctové kyseliny) (Chelaton, Komplexon). Ackoliv je
odvapnovani v komplexotvornych slouc¢eninach delsi proces, nez je tomu pfi pouziti
kyselin, v praxi je tato metoda stdle vice uprednostiiovana, nebot velmi dobte
zachovava strukturu tkané i jeji barvitelnost jako i nukleové kyseliny a epitopy pro
[HC barveni (Miquelestorena-Standley et al., 2020), pricemZ navic mize odhalit
nékteré z epitopli bez potreby dal$i obnovy antigenu (Kiernan, 2008). V této praci

byla zvolena délka dekalcifikace: 0 dnti (zpracovani bez dekalcifikace), 3 dny a 6 dni.
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Paradoxné se jako nejvice vhodnym ukazalo byt zpracovani vzorkid zcela bez
dekalcifikace. Dekalcifikace po dobu 6 dntli navic vedla ke problematickému krajeni
vzorkli a kvypadavani rezi z parafinového blocku. V souvislosti stimto jevem
pravdépodobné doslo u 6denni dekalcifikace ke Kkrystalizaci vapenatych soli
vyplavenych z chrupavky.

Krajeni a naslednou manipulaci stezy usniho boltce mysi znesnadiiuje tvar
pricného fezu boltce a organizace jeho tkani, jeZ c¢asto béhem barveni vede
k oddéleni casti rezu od podlozniho sklicka a preklopeni pres jeho zbytek. Navic na
povrchu uSniho boltce se nachazi rohovatéjici pokozka z dlazdicového epitelu, jejiZ
vnéjsi vrstva (stratum corneum) se na histologickych rezech Casto oddéluje od
zbytku tkané. Pro ucely této studie to nepredstavuje komplikaci, jedna se spiSe o
,kosmeticky“ problém. Ridké vazivo vypliiujici mezibun&¢ny prostor lze nejlépe
rozliSit diky barveni Massonovym trichromem, barvicim tuto strukturu do zelena.
Massontv zeleny trichrom stejné tak nejlépe vizualizuje histopatologické zmény
tkané zpisobené v dlisledku infekce. Nicméné pro zvyraznéni zanétlivého infiltratu
se nejvice vhodnou metodou barveni ukazalo byt barveni hematoxylin-eozinem a
Giemsou u kterych se jadra hostitelskych i parazitickych bunék barvi nejvyraznéji
do modrofialova. Ve vSech typech barveni se svalova vldkna barvi do Cervena.
Barveni Heidenhainovym azanem se ukazalo jako piebytecné, protoZe podobné jako
Massoniiv zeleny trichrom zdtraziuje jednotlivé tkané a krvinky v uSnim boltci ale
na rozdil od ného je méné kontrastni (modra a Cervena vice splyvaji), barvici
procedura je komplikovanéjsi a velice zdlouhav4, a navic ¢asto dochazi k prebarveni
rez.

Dal$im uskalim béhem zpracovani téchto tkani je vyssi pokrocilost leishmaniové
infekce, jenZ vede knekrotizaci a nesoudrZznosti infikované tkané, vypadavani
nekrotickych oblasti a s tim spojena neZadouci tvorba smiSeného signalu uvniti 1éze
béhem imunofluorescencni analyzy. V souvislosti s pokrocilou nekrézou hostitelské
tkané dochazi mimo jiné i k masivni destrukci bunécnych jader a stim spojené
vytvoreni nespecifického modrého ,Sumu“ pozorovatelného béhem IHC analyzy

v samotném stredu koZni 1éze (obr. 44d, 45a-b). Vznikly signal pravdépodobné

vznika v disledku uvolnéni histont z destruovanych jader. Pravé jadernd DNA
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neutrofili spojend shistony a granulovymi proteiny téchto bunék utvari
extracelularni sitovou strukturu, charakterizovanou jako tzv. NET (neutrophil
extracelular traps), ktera je schopna zachytit a prileZitostné zabit urcité patogeny
(Guimaraes-Costa et al.,, 2009). Piitomnost NET ve vzorcich z této studie je vSak
nutno do budoucna ovérit pomoci specifictéjStho znaceni jako je tieba
imunoznaceni elastazy.

Ackoliv byla detekce neutrofili exprimujicich myeloperoxidazu ispésna, nejisty
zavér vznika v disledku rozporuplnych vysledkl negativni kontroly, u které doslo
ke nespecifické vazbé sekundarni protilatky (obr. 44c) s podobnym charakterem
znaceni. K nespecifické vazbé sekundarnich protilatek u negativnich kontrol mohlo
také dojit mimo jiné i v diisledku kontaminace vzorkt chybou lidského faktoru. Ke
tvorbé artefaktli pri imunofluorescenci miize také prispivat i nedostatecna
deparafinizace, a proto byl béhem standardizace IHC postupli vclenén krok
zahrnujici rozpusSténi tuhého parafinu na nahrivaci plotynce pred samotnou
inkubaci ve xylenu. V kombinaci vysoké prilnavosti podloznich sklicek urcenych
vyhradné pro IHC, rozpusténi parafinu a nedostatecného promyti vzorkl totiz
dochazelo béhem konfokalni analyzy ke tvorbé nezadouciho pozadi. Navic
konfokalniho mikroskop zrovna béhem skenovani kontrolniho preparatu upadl do
poruchového stavu, kdy musel byt hardware a software restartovan. Mohlo tedy
dojit ke ,zamrznuti“ hardwaru ¢i softwaru, kdy byla citlivost snimani signalu
ve skuteCnosti vyssi, neZ software zobrazoval a tim padem by kontrola na
potizenych snimcich mohla vykazovat faleSnou pozitivitu. Pro spolehlivost barveni
MPO vsSak svédc¢i skuteCnost, Ze pod vétSim zvétSenim za pouziti objektivu s
imerznim olejem a za stejného nastaveni intenzity fluorescence tento nespecificky
signal témér uplné vymizel (obr. 44d).

Lze shrnout, Ze vyhodou histologického barveni je na rozdil od IHC
s fluorescen¢ni analyzou lepsi vizualizace histopatologickych zmén, nekrotické
tkdné a zbézna kvantifikace zanétlivych bunék (neutrofili i makrofagd). Pri
imunofluorescenci casto dochazi v pripadé pokrocilé infekce kzachyceni
nespecifického signalu v centru 1éze a béhem zpracovani vzorki je nekroticka tkan

vétSinou vyplavena. Nicméné diky IHC lze 1épe detekovat a ¢astecné kvantifikovat
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aktivované neutrofily a makrofagy, jeZ se aktivné podileji na likvidaci leishmanii. Lze
predpokladat, Ze vyse uvedenym problémiim lze do budoucna alespon Castecné
predchazet vyuzZitim [HC pro svételnou mikroskopii. Chromogenni
imunohistochemie a ndasledni analyza pomoci svételné mikroskopie by
pravdépodobné eliminovala i problém s nespecifickym signalem pokozky béhem
znacni iNOS nebo s jevy autofluorescence u nékterych slozek (jako tomu bylo u

erytrocytli na obr. 26a, 29a-b).

5.2 Imunomodula¢ni vliv slin flebotoma na rozvoj kozni
leishmaniozy

Vysledky opakované expozice sani flebotomi u mysi, jez byly usmrceny a
analyzovany 48 hodin po poslednim sani jsou v souladu s vysledky studie Peters et
al, 2008 a potvrzuji rychlou infiltraci neutrofilli, a to nejen v misté pobodani
flebotomem, bez ohledu na parazitdrni ndkazu. Schopnost fagocyti rychle se
lokalizovat v mistech zanétu, a nasledné zachytit a znicit patogeny, je
charakteristickym znakem vrozené imunitni odpovédi a patfi k nejstarSim
pozorovanim v mikrobiologii (Martin a Leibovich, 2005). Infiltrace neutrofily
naznacuje, Ze pievaha neutrofill infikovanych parazity v misté bodnuti je vedlejSim
produktem reakce hostitele zamétrené na hojeni ran a sterilizaci. Zda se tedy, Ze
neutrofilni reakce hostitele na ranu zptisobenou vektorem byla hnaci silou v evoluci
patogenti zamérenou na vyuziti téchto efektorovych bunék (McDonald et al., 2010),
jako priklad lze uvést modely ,Trojského koné“ kdy leishmanie vyuziva neutrofily
jako ,mezihostitele“ na cesté k cilovym hostitelskym burikach, tedy monocytim a
makrofagiim (van Zandbergen et al., 2004) resp. ,Trojského kralika“ kdy parazit
unika z apoptizujicich neutrofilti a infikuje makrofagy (Ritter et al., 2009).

Je jiz pomérné dlouhou dobu zndmo, Ze bodnuti P. papatasi miiZe u lidi vyvolat
DTH reakci (Theodor, 1935). Pri senzitizaci mysi slinami tohoto druhu flebotoma
dochazi k bunécné infiltraci do dermis usniho boltce, ktera vrcholi 18-48 hodin po
expozici a pretrvava po dobu 5 dnt. Infiltrovanymi bunikami jsou zejména CD4+
buniky, lymfocyty, eozinofily, monocyty/makrofagy, neutrofily a Zirné bunky
(Belkaid et al., 2000). V souvislosti s vySe uvedenymi poznatky bylo zjiSténo, Ze jsou
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sliny flebotomti chemotaktické pro monocyty (Anjili et al., 1995; Zer et al,, 2001).
Studie Silva et al., 2005 prokazuje u mysi opakované satych Lutzomyia longipalpis
intenzivn{ infiltraci neutrofily, eozinofily a makrofagy, ktera byla pozorovana jizZ po
2 hodinach a pretrvavala az 48 hodin po stimulaci.

Neméné dtlezitou slozkou imunity dcastnici se hostitelské odpovédi je infiltrace
makrofagli do mista bodnuti. Klasifikace makrofagii na M1 a M2 je odvozena na
zakladé liSictho se metabolismu argininu v buiikdch. V makrofazich ovlivnénych
cytokinovym prostredi, které vzniklo na zakladé Th1l bunécné odpovédi dochazi
k exprimovani NO tudiZ Ize za klasicky aktivované makrofagy povaZovat makrofagy
s prozanétlivou funkci (M1). Na druhou stranu u makrofaglh alternativné
aktivovanych dochazi prostrednictvim arginazy ke konverzi argininu na ornitin a lze
je tedy povaZovat za efektorové bunky s funkci protizanétlivou. Klasicky aktivované
makrofagy exprimuji enzym iNOS, jehoz produkty jsou silné toxické a zpusobuji
destrukci patogenti (Green et al., 1990b). Wei et al. 1995 ve své studii potvrdili, Ze
je oxid dusnaty jednim z hlavnich faktori ovliviujicich potlaceni leishmaniové
infekce. Mutantni mysSi s poruSenym genem pro iNOS ve srovnani s kontrolni
skupinou produkovaly mnohem méné NO, coZz se odrazilo vjejich sniZené
schopnosti potlacit infekci L. major. U kontrolnich mysi doSlo k samovolnému
vyhojeni 1ézi, na rozdil od mutantnich jedinct, u kterych se onemocnéni rozvinulo
ve visceralni formu. Bylo prokazano, Ze sliny P. papatasi snizuji expresi iNOS a
snizuji produkci NO v mySich makrofazich (Waitumbi a Warburg, 1998). B€hem
uvedeného experimentu klidové makrofagy neexprimovaly detekovatelné hladiny
iNOS mRNA. Signalni proces pro aktivaci genu iNOS a nasledna produkce NO
v mySich makrofazich je usnadnéna protein fosfatazou 1 (PP-1) a protein fosfatazou
2A (PP-2A). Vzhledem k tomu, Ze sliny P. papatasi inhibovaly produkci PP-1 a PP-
2A, byla provedena real-time PCR za Ucelem zjiSténi, zda je exprese genu iNOS
v makrofazich inhibovana slinami. Vysledky prokazaly, Ze po pridani jedné slinné
zlazy P. papatasi na 106 makrofagli doslo ke snizeni iNOS v makrofazich o 50 %.
V souvislosti s timto zjiSténim byl zkouman vliv regulace iNOS na produkci NO, u
kterého byl zaznamenan pokles az o 30-40 % po pridani homogenatu slinnych zlaz

P. papatasi. Bylo tedy prokazano, Ze homogenat slinnych Zlaz P. papatasi podporuje

83



DiskUsE

rozvoj kozni leishmaniézy (Theodos a Titus, 1993), coz muze byt jeden z dlivodu
pro¢ 10-700 promastigotli L. major v prirodé prendSenych P. papatasi vyvola
onemocnéni na rozdil od srovnatelné nizkého poctu (100-500) promastigoti
experimentalné inokulovanych do vnimavych mysi, které vedou spiSe k podpore
imunity (Warburg a Shlein, 1986; Doherty a Coffman, 1996; Menon a Bretscher,
1996). Zavéry této studie jsou navic podporeny vysledky dalSiho experimentu (Katz
et al., 2000), kdy mimo jiné méreni dusitan, které se akumulovaly v aktivovanych
makrofazich potvrdila, Ze homogenat slinnych Zlaz P. papatasi obsahujici adenosin
inhiboval produkci NO, zatimco u L. longipalpis nikoliv.

Ackoliv tkan mysi infikovanych 48 hodin po poslednim sani P. duboscqi, jako i
mysSi pouze infikovanych a dfive neimunizovanych slinami flebotoma, vykazuje na
histologickych preparatech znacnou infiltraci hostitelskych makrofagt, diky IHC
metodam jsme byli schopni vizualizovat klasicky aktivované makrofagy, tj.
makrofagy exprimujici iNOS a aktivné se podilejici na likvidaci patogent. Pravé
takto aktivované makrofagy znacné prevladaly u mysi infikovanych 1 tyden po
poslednim sani. Vysledky této prace potvrzuji, Ze opakovana expozice sani
flebotomti vyvolala predpokladanou imunitni reakci, ktera vedla k t€innéjsi obrané
hostitele proti leishmaniové infekci. Imunizovani jedinci vytvareli ve srovnani
s naivnimi jedinci vyrazné mensi 1éze, cemuZ odpovidal i nizs$i pocet leishmanif
vinfikovaném usSnim boltci. Na rozdil od mysi pouze infikovanych (diive
neimunizovanych) nedochazi v hostitelské tkani k vyznamné nekrotizaci tkané,
chrupavka i svalova vlakna jsou zachovala.

Na zavér je nutno zminit, Ze u negativnich mysi, tj. flebotomem nesatych a
leishmaniemi neinfikovanych, 1ze v nékterych pripadech pozorovat ojedinély vyskyt
aktivovanych imunitnich bunék (neutrofilti i makrofag) (obr. 28a-b, 29a-b). Tento
jev je mozné vysvétlit podrazdénim tkané usniho boltce v souvislosti s poSkrabanim
pri Cisténi, popripadé konfliktem dvou samic ve spoletné chovné nadobé a s tim
spojenou hojivou reakci. I presto, Ze jsou jako experimentdlni modely pravé
z diivodu mensi agresivity preferovany samice, lze predpokladat, Zze i v tomto

pripadé dochazi k dominanci urcitych jedinct.
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6 Zaver

Cilem diplomové prace bylo navrhnout a standardizovat histologické a
imunohistochemické postupy vhodné pro vizualizaci imunitni reakce a
patologickych zmén vzniklych v disledku leishmaniové infekce a porovnani
charakteru imunitni reakce u mysi opakované pobodanych flebotomy v rtzné
dlouhém casovém odstupu od infekce. Pro tyto ucely byly jako hostitelské
organismy vybrany mysi inbredniho kmene BALB/c, samice Phlebotomus papatasi
a Phlebotomus duboscqi jakozto prenasec, a ptvodce lidské kozni leishmanidzy
druhu Leishmania major. Histologické postupy, pouZité a standardizované v této
praci, predstavuji vhodnou metodu jak pro vyhodnoceni patologickych zmén
parazitované tkané, tak i pro stanoveni pritomnosti imunitnich bunék a jejich
kvantifikaci. Imunofluorescen¢ni analyza parafinovych fezii zase umoZnuje
vizualizovat a kvantifikovat pouze ty bunky infiltratu, jenz jsou aktivované. Vysledky
jednotlivych postupti jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

o Ackoliv ma kazda z fixazi své vyhody i nevyhody, zinkova fixaz predstavuje z
testovanych fixativ. tu nejvhodnéjsi alternativu pro soubéZzné
histopatologické barveni i IHC postupy provadéné na fezech zjednoho
parafinového blocku. V pripadé vyuziti 4% PFA je tfeba dbat zvysSené
pozornosti na délku fixace a pocitat s moznosti, Ze nékteré antigeny budou
muset byt pred samotnou IHC analyzou demaskovany.

e V ptipadé Sestidenni dekalcifikace doslo k vyrazné deformaci tkané, vcetné
ztraty homogenity chrupavky. Vzhledem k nepatrnému rozdilu mezi vzorky
bez dekalcifikace a tridenni dekalcifikaci se proces dekalcifikace jevi byt
v ptipadé usniho boltce zbytecnym.

e Zhistologickych barveni se jako nejvice vhodnou metodou jevi pouZiti
hematoxylin-eozinu a barveni Giemsa pro rychlou vizualizaci a celkové
vyhodnoceni stavu tkané, ale i zvyraznéni jader paraziti a bunécného
infiltratu hostitele. Massoniiv zeleny trichrom zase umoznuje zvyraznéni
histopatologickych zmén hostitelské tkané, jako napriklad vizualizace

zanétlivého infiltratu, deformace chrupavky a nekrotizace parazitované
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tkané, podobné jako barveni Heidenhainovym azanem. Nicméné vzorky
barvené Heidenhainovym azanem nejsou natolik kontrastni jako Massoniiv
trichrom, a proto je pro dalsi vyzkum vhodnéjsi alternativou vyuZziti
Massonova zeleného trichromu.

Imunoznaceni iNOS je metodou vhodnou pro zobrazeni Klasicky
aktivovanych hostitelskych makrofagt, které se hojné vyskytovaly v usich u
opakované satych mysi odebranych 48 hodin po poslednim sani P. papatasi
(pokus 2B) a u mysi odebranych 5. tyden p.i., které byly infikované 48 hodin
po poslednim sani P. duboscqi (pokus 3).

Imunoznaceni myeloperoxidazy se zda byt vhodnou metodou pro vizualizaci
aktivovanych neutrofilQi, které se hojné vyskytovaly v usich u opakované
satych mysi odebranych 1 tyden po poslednim sani P. papatasi (pokus 2B) a
u mysi odebranych 5. tyden p.i., které byly infikované 1 tyden po poslednim
sani P. duboscqi (pokus 3). Nicméné v souvislosti s nejasnymi vysledky
negativni kontroly je toto barveni nezbytné zopakovat a vyloucit tak chybu
lidského faktoru, popripadé eliminovat vlivy zptisobené vnéjsimi faktory.

Na zakladé vyse uvedenych vysledkii lze Kkonstatovat, Ze priibéh
leishmaniové infekce je z velké ¢asti ovlivnén predchozim sanim flebotoma.
V souvislosti s opakovanou imunizaci hostele slinami vektora dochazi ke
vzniku mensich 1ézi a chrupavka i svalova vlakna zlstavaji zachovalé. U
opakované satych jedinci infikovanych 48 hodin po posledni imunizaci
sanim vektora, byla pozorovand reakce, ktera dokaZze lépe potlacit
patologické diisledky infekce v porovnani s pozitivni kontrolou (mysi pouze
infikované, drive nesaté vektorem) a s infekci 1 tyden po posledni imunizaci.
Usni boltce mysi pouze infikovanych a infikovanych 1 tyden po poslednim
sani vykazovaly podobné histopatologické zmény spojené s vyraznou
nekrotizaci tkané. Stejné tak i vznikla 1éze byla oproti mysim infikovanym 48

po poslednim sani vyrazné vétsi.
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