APPENDIX

V ramci Experimentu ¢. 1 byla ¢ast vzorkd zpracovana ve spolupraci s kolegy z Masarykovy university
v Brné. Cilem této piilohy je doplnit vysledky uvedené v této diplomové préci o dalsi tdaje a ukéazat tak
tento experiment v celé jeho $ifi.

Design experimentu je detailn€ popsan v materidlu a metodice této diplomové prace. MySim
byly odebrany vzorky tkéni 5. tyden po infekci. Jeden usni boltec z kazdé mysi byl preveden do zinkové
fixdze (BD Pharmingen, kat. ¢. 552658) a odeslan ke zpracovani do laboratofe doc. Bardinek
Valigurové (Masarykova universita, Brno). Vzorky zde byly odvodnény, zality do parafinu, nakrajeny
a obarveny hematoxylinem-eosinem (obrazek ¢. 1) ¢i inkubovany s protilatkami proti neutrofilim a
klasicky aktivovanym M1 makrofagtim (obrazek ¢.2), které byly vizualizovany fluorescencné znacenou
protilatkou pomoci mikroskopu Olympus IX81 vybaveného konfokalni jednotkou FluoView 500.
Detailni popis zpracovani vzorkii pro mikroskopickou analyzu tkan€ usniho boltce je uveden v
diplomové praci Karoliny Polakové (Polakova 2022), ze které jsou pievzaty i nasledujici obrazky
(vCetné Cislovani obrazki).

Na obrazcich jsou fezy usnim boltcem mysi v rizném zvétSeni. D7 je skupina mysi infikovana
Leishmania major v odstupu 7 dnil od posledni imunizace sanim Phlebotomus duboscqi (prezentované
snimky jsou z mysi ¢. 12), mysi ve skupin¢ D2 byli infikované L. major v odstupu 2 dnll od posledni
imunizace (na snimcich jsou vzorky z mysi €. 1), jako pozitivni kontrola (POS) slouzily mysi infikované
bez ptedchozi imunizace (mys €. 7) a jako negativni kontrola (NEG) slouzily mysi neimunizované a
neinfikované (mys €. 14). V tabulce €. 1 je pak uvedena plocha leishmaniové 1éze v 5. tydnu po nakaze
u mikroskopicky analyzovaného usniho boltce (Ievé ucho) a plocha leishmaniové 1éze spolu s nalozi
paraziti v kontralateralnim uSnim boltci té€ samé mysi (pravé ucho).

U mysi ze skupiny D7 jsme detekovali zvySené mnozstvi klasicky aktivovanych makrofagi a
témer zadné aktivované neutrofily (obrazek ¢. 2). U mysi ze skupin POS a D2 bylo zastoupeni téchto
bunéénych populaci opacné, bylo pozorovano vyssi zastoupeni neutrofild na tkor klasicky aktivovanych
makrofaga.

V ramci spoluprace s kolegy z Masarykovy University v Brné jsme provedli také predbéznou
mikroskopickou analyzu tkané usniho boltce u opakované pobodanych mysi v ¢asech, které odpovidaji
dobe¢ infekce, tedy 48 hodin po poslednim sani a tyden po poslednim sani.

Pro tento pokus byly mysi opakované vystaveny sani flebotomem druhu Phlebotomus papatasi

(jedna se o druh blizce pribuzny druhu P. duboscqi a potvrzeného pienaseCe L. major), a to jednou za
7-14 dni v ramci péce o tuto kolonii flebotomt na kat. parazitologie PfF UK. Sani probihalo dlouhodobé
zhruba 1 rok. Mysi byly uvedeny do celkové anestezie a po celou dobu bylo dbano na komfort zvirat
(dostatecna teplota v mistnosti, vlhéeni oc¢i). Uspané mys$i byly umistény do klece se samicemi
flebotom a ponechany 60 minut ve tm¢ v pokojové teploté. Po kazdém sani zvitata 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 D2, n = 2) nebo 1 tyden (skupina D7, n = 2) po
poslednim sani. Odebrané usni boltce byly pfevedeny do zinkové fixdze (BD Pharmingen, kat. ¢.
552658) a odeslany ke zpracovani do laboratofe doc. Bardiinek Valigurové (Masarykova universita,
Brmno). Vzorky zde byly odvodnény, zality do parafinu, nakrajeny a obarveny giemsou, hematoxylinem-
eosinem, inkubovany s protilatkami proti neutrofiliim a klasicky aktivovanym M1 makrofagim, které
byly vizualizovany fluorescen¢né znac¢enou protilatkou pomoci mikroskopu Olympus IX81 vybaveného
konfokalni jednotkou FluoView 500 (obrazek ¢.3). Detailni popis zpracovani vzorkll pro
mikroskopickou analyzu tkané usniho boltce je uveden v diplomové praci Karoliny Polakové (Polakova
2022), ze které jsou pievzaty i nasledujici obrazky (vcetné Cislovani obrazku).
U mysi ze skupiny D2 jsme pozorovali zvySené mnozstvi imunitnich bun¢k v tkani, vétsi mnozstvi
aktivovanych neutrofilli a t¢éméf zadné M1 makrofagy. U mysi odebranych ve vétsim ¢asovém odstupu
od posledniho sani (skupina D7) bylo v tkani pfitomno mensi mnoZstvi imunitnich bungk, téméf zadné
aktivované neutrofily, ale zato jsme pozorovali vyssi zastoupeni M1 makrofagi.
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Tabulka ¢. 1: Parametry leishmaniové infekce mérené v 5. tydnu infekce, v dobé odbéru vzorl tkani.

Upraveno dle Polakova 2022.

skupina D7 D2 POS NEG
€. vzorku 12 1 7 14
levé ucho plocha léze (mm2) 113,04 10,17 25,28 0,00
pravé ucho plocha léze (mm2) 78,50 12,01 16,49 0,00
mnoizstvi leishmanii (qPCR) 591 456 74 400 0
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Obrazek €. 1: Celkovy vzhled usniho boltce. Histologické preparaty barvené hematoxylinem-eosinem.
37 a 32 - makrofagy (nékteré jsou zakrouzkované) s amastigoty leishmanii (Cervené Sipky), 30a —

nekrotizovany bunécny material v centru léze (zakrouzkovano). Upraveno dle Poldkova 2022.
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Obrazek €. 2: Imunohistochemické znaéeni neutrofilti a klasicky aktivovanych makrofagti. Neutrofily
byly znaceny primarni polyklonalni protilatkou proti myeloperoxidaze (Invitrogen, kat. ¢. PA5-16672) a
klasicky aktivované makrofagy primarni polyklondlni protildtkou proti inducibilni NO syntaze
(Invitrogen, kat. ¢. PA3-030A). Sekundarni protilatka byla v obou pfipadech konjugovana s FITC (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. F 0382, zelend). Bunécna jadra byla podbarvena Hoechst 33342 (modra). Neutrofily
(myeloperoxidaza): 36b, 31b a 44a — shluky aktivovanych neutrofil( (nékteré jsou zakrouzkované), 44b
- Zluté Sipky oznacuji aktivované neutrofily, 29b - detail oblasti s aktivovanymi neutrofily (jeden z nich
je oznacen Zlutou Sipkou), Cervené Sipky oznacuji cévy s erytrocyty (autofluorescence). Klasicky
aktivované makrofagy (iNOS): 40b, 45b, 28a a 28b - Zluté Sipky oznacuji klasicky aktivované makrofagy,
33a a 33b - oblasti s mensi lézi vykazujici misty slabsi fluorescencni signal (ptiklad zakrouzkovan), 45a
- celkovy pohled na lézi s nekrotickou tkani (zakrouzkovdno), ¢ervenymi Sipkami jsou oznaceny
chlupové vacky (CHV). Upraveno dle Poldkova 2022.
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Obrazek ¢. 3: Mikroskopicka analyza usniho boltce opakované pobodanych mysi odebraného 2. a 7.
den po poslednim sani P. papatasi. Histologické preparaty byly barvené giemsou (19a, 19b) a
hematoxylinem-eosinem (15a a 15b). Zelena Sipka (19a) — shluky zanétlivého infiltratu prostupujiciho
chrupavkou, S — svaly, CHV — chlupovy vacek, ¢erna Sipka (15a) - shluky zanétlivého infiltratu. U
imunohistochemickych preparatll byly neutrofily znaceny primarni polyklondlni protilatkou proti
myeloperoxidaze (Invitrogen, kat. ¢. PA5-16672) a M1 makrofagy primarni polyklonalni protilatkou
proti inducibilni NO syntaze (Invitrogen, kat. ¢. PA3-030A). Sekundarni protilatka byla v obou ptipadech
konjugovana s FITC (Sigma-Aldrich, kat. ¢. F 0382, zelend). Bunéc¢na jadra byla podbarvena Hoechst
33342 (modra). Neutrofily (myeloperoxiddza): 22c - shluk aktivovanych neutrofild v domnélém misté
vpichu flebotoma (zakrouzkovand oblast), 22d - detail infiltratu s aktivovanymi neutrofily (nékteré jsou
oznacené Sipkami) v misté sati flebotoma, 26a (fixace ve 4% PFA) - znacena oblast predstavuje krevni
cévu. M1 makrofagy (iNOS): 20a (fixace ve 4% PFA) - S = svalova vlakna, CH = elastickd chrupavka, P =
pokozka, 24a - bunécny infiltrat s aktivovanymi makrofagy (nékteré jsou oznacené Zlutymi Sipkami),
25a - detail aktivovanych makrofagl (oznacené Zlutymi Sipkami). Upraveno dle Poldkova 2022.




