Abstrakt

Bezmikrobne organizmy st pouzivané k §tadiu vplyvov mikrobioty po niekol’ko desat’roci. Pocas tohto
casu bolo hlasenych mnoho odlisnosti od tzv. specific-pathogen-free (SPF) zvierat (neobsahujucich
Specifické patogény), vratane absolutnych poctov alebo percent réznych imunitnych populacii,
obrovsky zvicseného céka takmer ziadnych germinalnych centier. AvSak mnoho kl'a€ovych informacii
o Struktirnych a funkénych rozdieloch v ich druhotnych lymfatickych orgénoch je stale neobjavenych.
Pomocou novych mikroskopickych pristupov, ako light sheet fluorescen¢na mikroskopia, umoznujuca
3D vizualizaciu celych vzoriek bez nutnosti ich spracovavania na sériu rezovych preparatov, a
mnohofarebnou cytometriou, umoziiujuca vysoko kvantitativnu charakterizaciu mnozstva bunkovych
populécii za niekol’ko sekind, odkrytie podstatnych rozdielov vyzera byt konecne na dosah.

MHC II-EGFP knock-in mysi model prinasa vyhodu fluorescen¢ného proteinu exprimovaného
vo fyziologickych historickych kontextoch do oboch obstasti. Lymfatické¢ a iné tkanivda mozu byt
vizualizované mikroskopicky bez nutnosti farbenia (aj in vivo). Informacia o expresi MHC II na
plazmatickej membrane i intracelularne z réznych tkaniv moze byt okamzite ziskana. Kombinaciou
MHC II-EGFP fknock-in mysSieho modelu s gnotobiologickym pristupom sa stava vizualizacia
akéhokol'vek vplyvu a jej kvantifikdcia jednoducha, vratane preciznej identifikacie a pripravy
lymfatickych organov.

V tejto praci bol MHC II-EGFP knock-in mysi model optimalizovany na pouzitie v light sheet
fluorescencnej mikroskopii 1 v multiparametrickej prietokovej cytometrii. Detailna pitva roznych tkaniv
umoznila analyzu jednotlivych mezenteridlnych uzlin a Peyerovych platov v poradi, ako za sebou
postupuju.  Sekundarne lymfatické orgédny boli porovnané medzi specific-pathogen-free
a bezmikrébnymi zvieratami s pouzitim mikroskopickych i cytometrickych pristupov, pricom sa ziskala
vizudlna aj kvantitativna informécia o bioldgii bezmikrobnych zvierat. Dalsia praca bude potrebna na
kvantifikaciu vysledkov zlight sheet fluorescencnej mikroskopie spomocou analyzy na bazi
neuronalnej siete. Za ucelom vyhnutia sa akymkol'vek subjektivnym chybam, nesupervizovany
algoritmus bol pouzity na analyzu vysledkov z prietokovej cytometrie. Znizené absolutne pocty buniek
boli zistené v Peyerovych platoch, cékanom a kolickom plate. Aj relativne pocty yoT lymfocytov boli
u GF mysi zniZené vo vSetkych pozorovanych tkanivach. Frekvenice B buniek boli relativne zvySené v
slezine a mezenteridlnych lymfatickych uzlinach, zatial'¢o frekvencie pomocnych a cytotoxickych T
lymfocytov boli znizené. Signifikantny narast percenta NK buniek bol pozorovany u platu z céka a
kolon bezmirkébnych zvierat. Dalsie bunkové typy sa taktieZ signifikantne li§ili medzi bezmikrébnymi
a klasickymi zvieratami a/alebo pozdiZ mezenterialneho gradientu alebo gradientu peyerovych platov.

Tato praca je pripravou na pouzitie MHC II-EGFP knock-in modelu na detailny vyskum entero-
mammarnej cesty prenosu baktérii s pouzitim gnotobiologického monokolonizovaného MHC II-EGFP
mysieho modelu.
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