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ABSTRAKT

Flebotomové (fad: Diptera) jsou vyznamnymi pienaSe¢i parazitickych prvokl rodu
Leishmania (fad: Trypanosomatida), kteti jsou do hostitele inokulovani spolecné se slinami
vektora. Prave sliny flebotomi maji vyznamnou roli v pfenosu leishmaniézy — u naivniho
hostitele suprimuji jeho imunitni systém a umoznuji tak vyvoj leishmaniové infekce, zatimco
opakovan¢ pobodani hostitelé jsou proti infekci chranéni.

PredloZena diplomova prace se zabyva predevsim vlivem slin flebotom@ na bunécnou
slozku imunity hostiteld se zaméfenim na makrofagy, které jsou kli¢ové v obrané proti
leishmanioze. V prvni ¢asti diplomové prace jsme si zavedli mysi model L. major — P.
papatasi — Balb/c, na kterém jsme ovéfili ochranny efekt imunizace slinami P. papatasi na
vyvoj leishmaniové infekce. Imunizované mys$i byly chranéné proti leishmaniim, coz se
odrazilo na velikosti 1éze, poctu leishmanii v uchu i spadové uzlin€ a také na produkovanych
cytokinech. Makrofdgy z imunizovanych mys$i vSak produkovaly méné oxidu dusnatého,
zatimco arginazova aktivita byla srovnatelnd s neimunizovanou skupinou. Indikatorem
kontaktu hostitele s flebotomy ndm byly naméfené 1gG protilatky proti slozkdm slin, zatimco
IgG protilatky proti leishmaniim slouzily jako ukazatel rozvoje infekce zplisobené L. major.

Dalsi ¢ast experimentli byla vénovana provéteni moznosti zkiizené protekce BALB/c
mysi proti L. major mezi blizce ptibuznymi druhy flebotomti — P. papatasi a P. duboscqi.
Zktizena protekce se u imunizované skupiny potvrdila prostfednictvim mensiho rozméru léze,
niz§iho poctu leishmanii v uzliné pifi porovnani se skupinou kontrolni. Produkce cytokint i
produkce oxidu dusnatého vSak ziistala srovnatelna.

Druha ¢ast diplomové prace byla zaméfena na testovani vlivu slinnych 714z vybranych
druhii flebotomi, leishmanii ¢i obou faktord na aktivitu linii makrofagh ziskanych jak
z kmene mysi citlivych k leishmanioze (Balb/c), tak z rezistentnich mysi (C57BL/6). Slinné
zlazy vSech testovanych druhii flebotoml u¢inn€ inhibovaly produkci oxidu dusnatého. K
vy$$imu stupni inhibice dochéazelo po pridani samotnych promastigoti nebo v kombinaci s V4
slinné zlazy. Naopak ptidani promastigotii v kombinaci s %2 slinné zlazy inhibi¢ni efekt rusilo.
Jelikoz se jednalo o buiiky aktivované klasickou cestou (kombinaci IFN-y a LPS), arginazova

aktivita neboli alternativni smér aktivace byl minimalni.

Klic¢ova slova: Phlebotomus, Lutzomyia, sliny, leishmanie, makrofagy, cytokiny, oxid

dusnaty, argindza



ABSTRACT

Sand flies (order Diptera) are vectors of Leishmania parasites (Trypanosomatida),
which are inoculated into the host skin together with the vector saliva. Sand fly saliva plays
the important role in the Leishmania transmission; in naive host it supresses the host immune
response assisting Leishmania to establish the infection, while in repeatedly bitten host it
elicits a protective immune response.

The submitted thesis focuses on the effect of sand fly saliva on macrophages, the key
cells in the infection control. In the first part of the thesis we established a laboratory model L.
major — P. papatasi — Balb/c to describe the protective effect of saliva immunization on
Leishmania infection development. Immunized mice were protected against Leishmania
infection which was reflected in the ear lesion size, parasite load in the ear dermis and
draining lymph nodes but also in cytokine production. On the contrary, produced lower
amount of nitric oxide, while arginase activity was comparable with nonimmunized group.
The IgG antibodies against saliva served as a marker of exposure to sandflies while 1gG
antibodies against Leishmania antigens served as a marker of infection severity.

The experiments were aimed on the possibility of cross-protectivity in Balb/c mice
against L. major between closely related species P. papatasi and P. duboscqi. The cross
protection was confirmed in a group of immunized mice by significantly smaller ear lesion
size and reduced parasite load in the draining lymph node as compared to the control group.
However, the production of cytokines and nitric oxide remain comparable between the
groups.

The second part of this thesis was focused on the effect of sand fly saliva, Leishmania
or both factors on the macrophages from mice sensitive (Balb/c) or resistant (C57BL/6) to
Leishmania infection. Our results indicate that salivary gland homogenate downregulates
nitric oxide production. The strong inhibitory affect occured with promastigotes or
promastigotes with %4 salivary gland. Conversely, inhibitory effect was neutralized when
macrophages were incubated with promastigotes and Y% salivary. Since the macrophages were
activated via clasical pathaway (with a combination of IFN-y and LPS) the production of urea

as a marker of alternative activation was mostly comparable to controls.

Key words: Phlebotomus, Lutzomyia, saliva, Leishmania, macrophages, cytokines, nitric

oxide, arginase
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1. UVOD A CILE PRACE

Leishmani6za, onemocnéni vyskytujici se na uzemi 4 kontinentd, 98 zemi, postihuje
tétmet 12 miliond lidi a ftadi se dle Svétové zdravotnické organizace mezi 10
nejvyznamnéjSich a nejrozsifenéjSich infekénich chorob svéta. Leishmanie, jednobunécni
puvodci tohoto onemocnéni jsou prendSeny dvoukiidlym krevsajicim hmyzem celedi
Phlebotominae (Gomes and Oliveira, 2012; WHO).

Uspé&snost leishmanii je mimo jiné spojena se schopnosti manipulovat svym vektorem,
¢1 imunitnim systémem hostitele ve sviij prospéch. K ovlivnéni imunitni odpovédi hostitele
dochdzi nejenom prostfednictvim povrchovych molekul ¢i produktl parazita, ale svou roli
hraji také sliny vektora, jez jsou spole¢né s leishmaniemi inokulovany do rany. Slozky
slinnych Zlaz obsahuji vedle molekul usnadnujicich sani hematofaga také imunomodulacni
slozky, které hraji vyznamnou roli pii pfenosu leishmanii. Jsou schopné zvySovat virulenci
leishmanii v pfipad¢, pokud v minulosti nedoSlo ke kontaktu hostitele s vektorem. Tato
schopnost slin byla v anglické literatuie pojmenovana jako tzv. ,,enhancing efect* (Gomes and
Oliveira, 2012; Rohousova and Volf, 2006).

Jelikoz se prokézalo, Ze hostitel imunizovany slinnymi zlazami flebotoma je schopen
neutralizovat vySe popsany ,,enhancing efect slin uplatiiujici se u naivniho hostitele (Belkaid
et al., 1998; Kamhawi et al., 2000), zacalo se uvazovat o tvorbé vakciny namifené proti
slinnym zldzam flebotomi ¢i jejich jednotlivym slozkam. Vakcinace myS$i maxadilanem,
silnym vasodilatatorem, ktery se vyskytuje ve slinach flebotoma druhu Lutzomyia longipalpis,
chranila tohoto hostitele pted infekci L. major. Infekce v ptitomnosti slin Lu. longipalpis
vyvolala u mysi specifickou imunitni odpovéd, kterd byla detekovana prostfednictvim
pamétovych CD4+ T lymfocytl a také pfitomnosti protilatek namifenych proti této sloZce
slin (Morris et al., 2001). Usp&né otestovany byly i daldi komponenty slinnych Zlaz
flebotomt vyvolavajici v hostitelich protektivni efekt proti kozni i1 visceralni leishmanioze (da
Silva et al., 2011; Gomes et al., 2008; Tavares et al., 2011; Valenzuela et al., 2001; Xu et al.,
2011).

Vyuziti téchto vakcin je v§ak omezeno, jelikoz komponenty slinnych zlaz se lisi mezi
jednotlivymi druhy flebotomil (Ribeiro et al., 2010; Volf et al., 2000) a proto vakcina chranici
hostitele imunizovaného slinami jednoho druhu flebotoma nemusi chranit hostitele pfi
prenosu infekce jinym, napiiklad sympatricky se vyskytujicim druhem flebotoma. Pouze u
druhti fylogeneticky pfibuznych by mohlo byt slozZeni slin vice konzervativni, ¢ehoz by se

dalo vyuzit pfi vyvoji vakciny pouzitelné pak pro vice endemickych ohnisek. Existence



zktizené protekce proti L. braziliensis byla nedavno popsdna mezi blizce ptibuznymi druhy
Lu. longipalpis a Lu. intermedia (Tavares et al., 2011).

V navaznosti na vyse popsané¢ poznatky bylo hlavnim cilem této diplomové prace
provéefit moznost zkiizené protekce u Balb/c mysi infikovanych L. major, kterou v ptirodé
pfenasi blizce ptibuzné druhy P. papatasi a P. duboscqi. Zaroven jsme chtéli provéfit jiz diive
popsany jev protektivniho efektu u exponovanych mys$i sani P. papatasi, infikovanych L.
major v kombinaci s homogenatem slinnych zlaz stejného druhu flebotoma (Kamhawi et al.,
2000). Druha cast prace je vénovana efektu slinnych zlaz vybranych druhti flebotoma na

aktivitu makrofagovych linii.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Leishmanioza

Leishmanio6za je onemocnéni piisobené parazitickymi prvoky rodu Leishmania. Ptenos
téchto prvokl je zprostiedkovan pomoci hematofdgniho dvoukiidlého hmyzu celedi
Phlebotominae. V Novém Svété se na ném podili flebotomové rodu Lutzomyia, ve Starém
sveté rodu Phlebotomus (Pavli and Maltezou, 2010).

Leishmanie se vyskytuji ve dvou zékladnich forméch, amastigotech a promastigotech.
Amastigoty nachdzime uvnitt fagocytujicich bunck obratlovciho hostitele (intracelularni
forma), zatimco promastigoty v zazivacim traktu flebotoma (extracelularni forma). Tyto dvé
formy se daji jednoduse rozliSit na zakladé morfologie — zatimco u amastigotli neni patrny
bicik, soucasti promastigotli je dobie viditelny bicik, pomoci n¢hoz se leishmanie pohybuji
v zazivacim traktu vektora (Sharma and Singh, 2008; Van Assche et al., 2011).

Periferni krev nakaZeného hostitele obsahuje makrofagy s pohlcenymi amastigoty. Pti
sani krve z takto nakazeného hostitele dochazi k ndkaze samice flebotoma. V jeho stfevé se
leismanie uvoliiuji z makrofagl, méni se na procyklické promastigoty a vyvijeji se dale az do
stadia tzv. metacyklickych promastigott, kteti jsou infekéni pro dalSiho obratlovéiho hostitele
(Sharma and Singh, 2008; Van Assche et al., 2011). Metacykli¢ti promastigoti inokulovani do
savciho hostitele jsou schopni invadovat né€kolik typl fagocytdzy schopnych bunék, ale
nejcastéji jsou fagocytovani piimo makrofagy nebo zprostfedkované ptes neutrofily (Sharma
and Singh, 2008; Van Assche et al., 2011).

Leishmani6za se projevuje ve tfech zakladnich klinickych formach: kozni, koZné-
slizni¢ni a visceralni. Vedle kmene leishmanie rozhoduje o vyslednych symptomech také
napt. genetickd predispozice a imunitni stav hostitele (Antinori et al., 2012). Kozni
leishmani6zu zptsobuji pfedev§im druhy Leishmania tropica, L. major ve Starém Svété a L.
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. mexicana, L. amazonensis, L.
venezuelensis v Novém Svété. Kozni leishmaniéza muze dosahnout nekolika klinickych
projevi — od ulcerativni kozni 1éze po destruktivni mukoézni zanét oznaCovany jako kozné-
slizni¢ni forma. Visceralni leishmaniozu, kterd je v pfipad€ absence léceni smrtelnd,
zpusobuje komplex Leishmania donovani zahrnujici druhy L. donovani a L. infantum v
oblastech Mediteranu a v Jizni Americe (Pavli and Maltezou, 2010; Schonian et al., 2011).

V poslednich letech dochazi k Sifeni leishmanidzy predev§im diky pohybu

obyvatelstva (sezonni dé€lnici, valky, hladomory, turistika) a dalsi lidské Cinnosti (urbanize,



odlesniovani oblasti, zemeéd¢lstvi). Pocet publikaci zabyvajicich se problematikou
leishmanidzy z hlediska importu tohoto onemocnéni do neendemickych oblasti stale ptibyva
(Antinori et al., 2012; Pavli and Maltezou, 2010). Jelikoz vakcina chréanici lidi proti
leishmanioze nebyla stdle vyvinuta, jako prevence slouzi ptfedevSim vyhnuti se postipani
flebotomy — snaha omezit vyskyt v pfirod¢ po soumraku, kdy flebotomové zacinaji byt
nejvice aktivni, pouzivat repelenty a vhodny odév (Pavli and Maltezou, 2010). Pro kontrolu
flebotomt v endemickych oblastech se pouzivaji posttiky k odpuzeni ¢i usmrceni pienasece.
Jedn4 se naptf. o rezidudlni postfiky, Casto aplikované na stény obydli, plosné postiiky,
insekticidy napusténé sit€ a moskytiéry ¢i aplikace insekticidd do samotnych lihnist
flebotomtl. Pouziti posledni zminéné techniky je vSak omezeno nasimi znalostmi o lokalizaci

lihnist’ (Claborn, 2010).

2.2 Imunitni odpovéd’ hostitele namirena proti leishmaniim

Protilatkova imunitni odpovéd’

Protilatky proti leishmaniim produkované hostitelem neposkytuji ochranu proti
leishmanioze, ale jsou spiSe ukazatelem rozvoje infekce/akutni faze onemocnéni (Sharma and
Singh, 2009).

Na mysim modelu byl porovnavan vliv anti-leishmaniovych IgG protilatek na rozvoj
onemocnéni. Miles ef al. (2005) pro tyto experimenty zvolili Ji Balb/c mysi s deleci v genu
pro tézky fetézec IgG , coz se odrazilo ve ztraté schopnosti produkovat tyto protilatky. Jako
kontrolni skupina jim slouzila Balb/c myS$ se zachovanou produkci IgG protilatek. Mutantni
myS byla v porovnani s kontrolni mysi rezistentni k infekci zpisobené L. major, coz se
odrazilo ve vytvofeni mensi léze obsahujici méné leishmanii. Po podani imunniho séra
obsahujici IgG protilatky se pribéh infekce u mutantnich mysi rapidné zhorsil a velikost 1éze
dosahovala rozméru jako u mysi kontrolnich. ZvétSeni 1éze zaroven korelovalo s pfiblizné
dvojnasobné zvysenou produkci IL-10 (Miles et al., 2005). Obdobnych vysledki bylo
dosazeno také v experimentech s L. amazonensis a L. pifanoi. Mysi s funkénimi B lymfocyty,
ale postradajici cirkulujici protilatky, vyvijely v porovnani s kontrolni skupinou znatelné
mensi 1éze. Podani imunniho séra témto mysim zptsobilo rozvoj onemocnéni, z ¢ehoz lze
soudit, ze pfitomnost cirkulujicich protilatek souvisi s rozvojem patogeneze zpisobené
komplexem L. mexicana (L. amazonensis a L. pifanoi) (Kima et al., 2000).

Na modelu lidské visceralni leishmaniozy zplisobené L. chagasi pozitivné korelovaly

vysoké titry IgG protilatek s vrcholem onemocnéni a zaroven s negativni DTH odpovédi na



leishmaniovy antigen. Usp&$né vylédeni pacienta se odrazilo v poklesu téchto protilatek a
v detekci protektivni DTH odpoveédi (Miles et al., 2005). Publikaci, které se zabyvaji
srovnanim titrti protilatek u pacientti s aktivni viscerdlni leishmani6zou a u pacientii 1écenych
z tohoto onemocnéni, je velké mnozstvi. Prikladem mize byt prace Matta et al. (2000), kdy
pacienti s americkou visceralni leishmanidzou zptisobenou L. chagasi vykazovali vysoké titry
IgG protilatek, které po zaléceni rapidné klesaly (da Matta et al., 2000).

Nejvice publikaci, vénujicich se anti-leishmaniovym protilatkdm, vSak pfinasi studium
leishmaniozy u pst, kdy korelace mezi klinickymi ptiznaky a séropozitivitou je dilezitym
ukazatelem vyvoje infekce u pst, coz ma Siroké vyuziti v diagnostice tohoto onemocnéni

(Maia et al., 2010; Mir¢ et al., 2008).

Bunécéna imunitni odpovéd’

Obrana proti leishmaniové infekci je zcela zavisla na slozkach bun&tné imunity a
jejich vzajemné kooperaci. Kli¢ovymi momenty obranyschopnosti viuci leishmaniéze jsou
aktivace T lymfocytii a produkce cytokini, které ndsledné aktivuji hlavni obranné buiky -
makrofagy (Sharma and Singh, 2009).

Nésledujici kapitoly piredlozené diplomové prace se budou podrobnéji zabyvat

rozvojem protektivni, tedy bunécné imunity vici leishmaniim.

2.2.1 Neutrofily a jejich uloha pri leishmanioze

Neutrofily jsou bunky vrozené imunity a spoleéné s makrofagy patii mezi
profesionalni fagocyty. Jsou prvnimi bunikami, které se vyskytuji v misté, kam byl parazit
inokulovan a poskytuji tak leishmaniim moZznost docasného ukrytu pied imunitni odpovédi
hostitele. Role neutrofili coby bunék, které jsou prvni v kontaktu s leishmaniemi - byla
popsana jak pii aplikaci leishmanii do hostitele pomoci injekce (Beil ef al., 1992), tak
v pfipad€ pfirozeném — pii inokulaci leishmanii prostfednictvim flebotoma (Peters et al.,
2008).

Neutrofily, které hraji podstatnou roli v prvnich fazich infekce se vyznacuji kratkou
zivotnosti. Béhem 6 az 12 hodin podléhaji samovolné apoptoze. U infekce L. major bylo
popséno, ze zivé leishmanie jsou schopné oddalit apoptézu lidskych neutrofil az na 42
hodin. Dé&je se tak prostfednictvim inhibice aktivity enzymu kaspéaza-3, jednoho z kli¢ovych
enzymi ucastnicich se spontanni apoptézy (Aga et al., 2002). U L. donovani byl

antiapoptoticky efekt pozorovan nejen po aplikaci zivych leishmanii, ale také pii stimulaci



supernatantem ziskanym z makrofagl infikovanych L. donovani a také po piidani samotného
LPG (Moore and Matlashewski, 1994).

Infikované neutrofily jsou také stimulovany ke zvysené produkci chemokinu MIP-1p.
Jedna se o znamy chemoatraktant, ktery atrahuje monocyty do mista infekce (van Zandbergen
et al., 2004). Apoptotizujici neutrofily jsou pak rychle pohlceny makrofagy, ¢imz se
leishmanie dostanou do své cilové hostitelské buiiky. Tento zptisob nakazy je popisovan jako
teorie Trojského koné (Laskay et al., 2003). Nakaza zprostiredkovand neutrofily méa dvé
vyhody — nedochdzi zde k pfimému kontaktu leishmanii s receptory makrofagli (nedojde k
aktivaci makrofagil) a fagocytéza apoptotickych bunék v makrofazich nespousti efektorové
mechanismy proti parazitovi (van Zandbergen et al., 2004).

Alternativni cestou vstupu leishmanii do makrofagii je Gnik leishmanii z apoptoze
podléhajicich neutrofili a nédsledné pohlceni makrofagy (Peters et al., 2008). AvSak dodnes
stale neni jasné, zdali a v jakém ptipadé se uplatituje mechanismus Trojského koné a kdy

naopak leishmanie opousti apoptotizujici neutrofily s naslednym pohlcenim makrofagy.

2.2.2 Makrofagy a jejich uloha pri leishmanioze

Makrofagy maji stejné jako neutrofily, basofily, eosinofily, dendritické bunky a
mastocyty svilj ptivod v myeloidni linii kmenovych bunék nachdzejicich se v kostni dieni.
Mezistupném mezi kmenovymi buiikami a makrofagy jsou monocyty, které putuji z kostni
diené¢ do krevniho ob¢hu. Z krevniho ob&hu monocyty nasledné pronikaji do tkani, kde
dopliuji tkanoveé specifické makrofagy vyskytujici se v kostech (osteoklasty), v centralni
nervove soustaveé (mikroglialni bunky), v alveolech, v pojivové tkéani (histiocyty), v zazivacim
traktu, v jatrech (Kupfferovy bunky), v slezin¢ a peritoneu. Jejich spole¢nou vlastnosti je
schopnost fagocytovat. Fagocytuji buiiky télu vlastni - naptiklad buiiky podléhajici apoptdze
nebo staré erytrocyty (2x10'' erytrocyti/den). Neméné dilezita je i jejich schopnost
rozpoznat a fagocytovat bunky cizorodé (Klein and Horejsi, 1997; Mosser and Edwards,
2008).

Makrofagy se vyznacuji jistou heterogenitou, na kterou jako prvni poukazal Stein a
spol. (1992). Zjistil, ze makrofagy stimulované IL-4 vykazuji fenotyp odliSny od klasicky
aktivovanych makrofagtl, jeZ jsou aktivovany pomoci IFN-y a TNF-a (Stein et al., 1992).
Tento typ makrofaghi byl pojmenovan jako ,,alternativni“. Pojem alternativni se vSak nestal
pln€ uznavanym mezi autory, jelikoz naznacuje, ze jina forma kromé¢ klasicky a alternativnich

makrofdgli neexistuje. Ve skutecnosti je popisovano vice typi makrofagi s odliSnou



fyziologii. Mosser et al. (2008) popisuji vedle klasicky aktivovanych makrofagi tzv.
makrofagy ucastnici se hojeni tkani, jez odpovidaji vySe zminénym alternativné aktivovanym
makrofagim a dale tzv. regulaéni makrofagy, jez jsou aktivovany pomoci nejriznéjSich
stimulti, jako jsou imunokomplexy, prostaglandiny, glukokortikoidy, apoptotizujici bunky ¢i
IL-10. Takto aktivované regula¢ni makrofagy produkuji velké mnozstvi IL-10, jez inhibuje
zanétlivou imunitni odpovéd’ (Mosser and Edwards, 2008).

V predlozené diplomové praci se budu zminovat pouze o klasicky a alternativné
aktivovanych makrofazich, jelikoz pravé tyto dva typy jsou nejlépe charakterizované a

ukdazalo se, Ze hraji klicovou roli v leishmaniéze.

Makrofagy aktivované klasickou cestou

Pro aktivaci tohoto typu makrofagh je dilezita spoluprace s Thl lymfocyty. Klicovou
roli v pfeméné naivnich CD4+ lymfocyti v Thl efektorové lymfocyty maji antigen-
prezentujici bunky, které na svém povrchu prezentuji fragmenty pohlcen¢ho parazita. Roli
antigen-prezentujici bunky casto vykondvaji samotné makrofagy. Funkci antigen
prezentujicich bun€k neni pouze prezentace antigenii na svém povrchu, ale zaroveil jsou
zodpové&dné za aktivaci naivnich T lymfocytl prostfednictvim produkce cytokint typu IL-12
a IL-1 (Klein and Horejsi, 1997). Aktivované Thl lymfocyty pak produkuji cytokin IFN-y,
ktery je hlavnim aktivatorem klasicky aktivovanych makrofagt. Takto aktivované makrofagy
jsou poté schopné pohlcené leishmanie degradovat (Murray et al., 1983). Thl bunky vSak
nejsou jedinym zdrojem IFN-y potfebného pro aktivaci makrofagl, dilezitymi producenty
jsou také NK bunky (Scharton and Scott, 1993). Bylo popsano, Ze ucinnéjsi aktivace
makrofagi je dosazeno pfidanim bakteridlniho LPS, cytokinu TNF-a (Drapier et al., 1988) ¢i
amastigoti L. major (Green et al., 1990a), které pisobi synergesticky s [FN-y.

Po aktivaci makrofagl jsou spuStény nejriznéjsi efektorové mechanismy namiiené
proti pohlcenému parazitovi. V této obrané se vedle produkce NO a kaskady oxidativniho
vzplanuti ucastni také produkce fagolysosomalnich degradacnich enzymu jako jsou proteazy,
nukledzy, fosfatazy, lipazy a esterazy (Van Assche et al., 2011).

V boji proti leishmaniim se uplatiiuji predevS§im dva mikrobicidni produkty — radikaly
dusiku (RNI) (Liew et al., 1990) a kyslikaté radikaly (ROI) (Murray, 1982). Oba tyto
produkty jsou vyznamné v rané fazi infekce predevSim tim, Ze reguluji rozsah mikrobialni

replikace (Van Assche et al., 2011).



Klasicky aktivované makrofdgy exprimuji enzym iNOS. iNOS je oxidoreduktaza,
ktera je schopna z terminalniho N-konce L-argininu za ptfitomnosti NADPH a O, produkovat
L-citrulin a NO. Jedna se o dv& po sobé jdouci reakce, kdy produktem prvni reakce je N°-
hydroxy-L-arginin. Nasledujici hydrolyza dédva vznik L-citrulinu, NO a superoxidu (Oy’),
z kterého nasledné¢ vznika peroxynitrat (ONOQ"). Tyto produkty (NO, O,, ONOQO") jsou siln¢
toxické a zpiisobuji destrukci patogent (Balana-Fouce et al., 2012), coz bylo popsano i
v ptipad¢€ L. major (Green et al., 1990b). Radikaly kysliku (ROI) a dusiku (RNI) vS§ak mohou
poskodit 1 vlastni tkan, proto je dulezité udrzovat tyto d¢je pod silnym regula¢nim tlakem.
NejvyznamnéjS$imi cytokiny, které tlumi zanétlivou aktivitu makrofagi, jsou TGF-f a IL-10
(Mosser, 2003).

Jako dikaz, ze NO je kritickym faktorem pro potlaceni leishmaniové infekce, byly
provedeny experimenty u mutantnich mysSi s poruSenym genem pro iNOS. Tyto mysi
v porovnani s kontrolni skupinou produkovaly po stimulaci IFN-y a LPS mnohem méné NO,
coz se odrazilo v neschopnosti infekci L. major potlacit. Mnozstvi produkovaného NO bylo
srovnatelné s produkci NO u nestimulovanych makrofagi. U kontrolnich mysi doSlo
k samovolnému vylé€eni 1¢éze, kdezto u mutantnich jedinct infekce visceralizovala (Wei et
al., 1995).

Otazkou je, zdali jsou pro potlaceni leishmaniové infekce klicové oba vySe zminéné
mikrobicidni mechanismy. Murray et al. (1999) ptipravili linii mysi deficientnich v gp91,
podjednotce komplexu NADPH oxidazy. Druhou skupinou byly mysi stejného kmene, ale s
porusenym genem pro iNOS. Na rozdil od mysi deficientni v produkci NO, mys$ deficientni
v produkci ROI dokézala infekci L. donovani pozdéji potlacit. To naznacuje, Ze mechanismus
produkce ROI muze byt CasteCné postradatelny, ale vysledek infekce visceralni leishmaniozy

je pIn€ zavisly na produkci NO (Murray and Nathan, 1999).

Makrofagy aktivované alternativni cestou

Alternativné aktivované makrofagy se diferencuji v prostiedi bohatém na
¢1 mastocyty (Corraliza et al., 1995; Munder et al., 1998). Od klasicky aktivovanych
makrofagl se 1i§i sniZenou schopnosti prezentovat antigen, coZ ma za nasledek inhibici
proliferace T lymfocytt (Schebesch et al., 1997), a zvySenou expresi enzymu arginaza, ktery
jako substrat vyuziva L-arginin (tedy stejny substrat jako enzym iNOS klasicky aktivovanych
makrofagu).



Aminokyselina L-arginin se Uc€astni nckolika metabolickych pochodi uvnitf
makrofagl. Paraziti jako leishmanie nebo Trypanosoma cruzi jsou diky nedostatku biosyntézy
této aminokyseliny pIn¢€ zavisli na svém hostiteli (Balana-Fouce et al., 2012).

L-arginin v reakci katalyzované enzymem arginaza dava vzniknout produktim L-
ornitinu a mocoving. L-ornitin miZe byt transformovan pomoci ornitin aminotrasferdzy na L-
prolin, coz je vychozi aminokyselina pro syntézu kolagenu (Balana-Fouce et al., 2012).
Ornitin je zaroven prekursorem polyamintll, ktery spole¢né s vySe zminénym kolagenem

podporuje intracelularni rast leishmanii (Iniesta ef al., 2001).
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Obrazek 1: Schéma klasické a alternativni aktivace makrofagu

2.2.3 Cytokinové prostiedi a jeho uloha p¥i leishmani6ze

Existence dvou subpopulaci CD4+ lymfocytli, zvanych Thl a Th2, byla popsana
Mosmannem et al. roku 1986. Tyto dvé subpopulace se lisi v typu produkovanych cytokin.
Pro Thl lymfocyty je typicka produkce cytokind IFN-y, IL-2 a TNF-a, pro Th2 lymfocyty IL-
4, 1L-13 a IL-5 (Mosmann et al., 1986; Mosmann and Sad, 1996)

Z testli s L. major vyslo najevo, ze o pfifazeni mySiho kmene k druhu rezistentnimu ¢i
vnimavému k leishmanidze rozhoduje aktivace Thl nebo Th2 subpopulace lymfocytd. Thl

lymfocyty produkujici IFN-y a IL-2 jsou efektivni v potlaceni leishmaniové infekce a vedou



k uzdraveni mys$iho hostitele. Naproti tomu, rozvoj leishmanidzy je spojovan s Th2
lymfocyty, produkujicimi IL-4 a IL-5 (Scott et al., 1988).

Tvrzeni, ze IFN-y je kritickym cytokinem v aktivaci makrofagt a nasledném spusténi
Thl imunitni odpovédi vedouci k usmrceni parazita podpofil Belosevic ef al. (1989),
pokusem s podanim protilatky proti IFN-y rezistentnimu kmenu my$i C3H/HeN. Imunitni
systém téchto mysi nebyl schopen udrzet infekci pod kontrolou, doslo k polarizaci Thl
imunitni odpovédi smérem k Th2, coz se odrazilo na zhorSeném pribé&hu infekce. U téchto
mysi doSlo k mnohonasobnému zvétSeni 1éze, vzristu poctu amastigotii v tkani a nakonec i
k metastazi do vnitinich orgéna (Belosevic et al., 1989). Podobného vysledku bylo dosazeno i
u dal§itho geneticky rezistentntho kmene mysi C57BL/6. Experiment byl proveden s
heterozygotnimi knock out mySmi s deletovanym genem pro IFN-y. Tyto mysi se fenotypové
projevily jako kmen citlivy k L. major s CD4+ lymfocyty produkujici cytokiny 1L-4, IL-5 a
IL-13, tedy cytokiny typické pro Th2 imunitni odpoveéd’ (Wang et al., 1994).

Podobnym zpiisobem byla potvrzena uloha IL-4 v polarizaci imunitni odpovédi
smérem k Th2. Balb/c mySim, citlivym k leishmanidze, byla podana monoklonalni protilatka
proti IL-4. Tyto mysi se staly rezistentni k jinak fatalni infekci zptisobené L. major (Sadick et
al., 1990). Ke stejnému vysledku vedla i delece genu pro IL-4 (Kopf et al., 1996).

Neméné dllezity vliv na pribéh onemocnéni maji cytokiny produkované buiikami
prezentujici antigen. MySi kmen geneticky resistentni k infekci zplsobené L. major se
v ptipad¢ absence produkce IL-12 stava kmenem citlivym. Naproti tomu u citlivého kmene
Balb/c se po aplikaci IL-12 rozviji protektivni imunita proti tomuto onemocnéni (Heinzel et
al., 1993; Sypek et al., 1993). Obdobny trend byl sledovan v ptipadé TNF-a, kdy vysledek
infekce L. major byl u mysi s deletovanym genem pro TNF-a fatalni (Wilhelm et al., 2001).
blokuje klasickou cestu aktivace makrofagl,, dochazi k zvyseni citlivosti myS$i vici L. major
(Barralnetto et al., 1992).

V pozd¢jSich studiich se ukazalo, Ze polarizace Th lymfocytd k Thl ¢ Th2
subpopulacim nemusi byt indikatorem citlivosti ¢i resistence mysi k leishmanidéze u vSech
kombinaci parazit/hostitel. Pfikladem mutize byt vznik chronické kozni leishmaniozy u mysi
C3HeB/Fel infikovanych L. amazonensis. PrestoZze u téchto mysi byla zaznamenana Thl
imunitni odpovéd’ vic¢i leishmaniim, nevedlo to kvyléfeni ani zlepSeni onemocnéni

(Vanloubbeeck et al., 2004).



2.3 Povrchové molekuly leishmanii a jejich vliv na rozvoj infekce

Povrchové glykokonjugaty leishmanii hraji vyznamnou roli v jednotlivych fazi
zivotniho cyklu, kdy zprostiedkovavaji interakci mezi parazitem, vektorem a hostitelem.
Jednotliva vyvojova stadia se od sebe lisi z hlediska vyskytu povrchovych struktur, které
mohou mit vliv na rozvoj leishmani6zy. Glykokalyx, povrchovy plast leishmanii, je silné
vyvinut u promastigotii, nikoli v§ak u amastigotd. U jednotlivych promastigotnich stadii se
lisi tloustkou - u procyklickych promastigoth L. major dosahuje kolem 7 nm, u
metacyklickych promastigotii minimaln€ 17 nm (Pimenta et al., 1991).

Lipofosfoglykan (LPG) je hlavni povrchovou molekulou promastigotii. Jedna se o
opakujici se jednotku fosforylovaného oligosacharidu, jez je pfipojena k membrané GPI
kotvou. Struktura LPG se 1isi mezi stadii procyklickych a metacyklickych promastigotd. U
metacyklickych promastigotii je vrstva vyrazné silnéjsi (tvoii ji praimérné 30 jednotek) nez u
procyklickych promastigotil (primérné 14 jednotek). U amastigotti LPG neni pfitomen vilbec
(McConville et al., 1992).

LPG pomaha leishmaniim nejriizngj$im zplisobem odolat neptatelskému prostiedi, a to
jak uvnitt zazivaciho traktu flebotoma, tak i1 v prostiedi savCiho hostitele. Pfikladem muze byt
schopnost resistence metacyklickych promastigoti va¢i komplementu. Procykli¢ti
promastigoti L. major jsou v porovnani s metacykly citlivi klyzi zprosttedkované
komplementem. Citlivost ¢i rezistence je v tomto ptipadé¢ dana délkou povrchového LPG.
Delsi LPG metacyklii tvofi bariéru, ktera zabrani navdzani C5b - C9 podjednotek
komplementu na membranu parazita. Lyticky pdér se tak sice utvofi, avSak nedosahne
k membrané parazita a poté je z povrchu leishmanie spontanné odvrzen (Puentes et al., 1990).
Jinak je tomu u L. donovani, kterd zamezi formovani lytického poru alternativnim zptsobem.
Na LPG L. donovani se vaze predev§im inaktivni forma C3b (1C3b), kterd neni schopna na
sebe navazat C5 konvertazu (Puentes ef al., 1989).

LPG se dale spolecné s IFN-y ucastni regulace exprese iNOS, ¢imz opét ovliviiuje
pfezivani parazita. Makrofagy preinkubované s LPG inhibovaly po pfidani IFN-y produkci
NO. Za tuto inhibici byla zodpovédna aktivni slozka LPG — tzv. fosfoglykan. Inhibice byla
zavisla na mnozstvi podaného fosfoglykanu (Proudfoot ez al., 1996).

Podobné jako LPG se u promastigotli vyskytuje metaloprotedza gp63, jejiz vyskyt je u
amastigotii silng redukovan — z3x10° molekul/promastigota na 10° molekul/amastigota
(Schneider et al., 1992). S expresi gp63 koreluje rezistence k lyzi zptisobené komplementem.

Promastigoti, ktefi méli na svém povrchu proteolyticky aktivni gp63, byli mnohem vic



rezistentni k lyzi nez paraziti deficientni v expresi gp63. Délo se tak prostfednictvim konverze
C3b podjednotky na inaktivni formu iC3b (Brittingham et al., 1995).

Vyse popsana opsonizace metacyklii pomoci C3b a iC3b podjednotky je vyznamna pfi
vstupu leishmanii do své cilové bunky — makrofaga. C3b a iC3b podjednotky slouzi jako
ligandy pro komplementové receptory CR1 a CR3 vyskytujicich se na povrchu makrofagi a
spoustéjici jejich fagocytarni aktivitu (da Silva et al., 1988; Da Silva et al., 1989).

Tteti vyznamnou molekulou leishmanii je glykoinositol fosfolipid (GIPL), ktery se
vyskytuje na povrchu promastigoti 1 amastigotti. Tyto glykolipidy pokryvaji znacnou cast
bunééného povrchu leishmanii — udava se 10’ molekul/buiiku. JelikoZ je u amastigott LPG a
gp63 siln€ redukovan, GIPL zGstadva nejvice exprimovanym povrchovym glykolipidem
amastigotnich stadii (McConville and Blackwell, 1991). Proudfood et al. (1995) popsali, ze
GIPL na povrchu amastigoti zpiisobuje snizeni produkce NO v makrofézich a s tim spojenou
mikrobicidni aktivitu téchto bunék namifenou proti leishmanii. Stupeni inhibice v produkci
NO byl zaroven zavisly na mnoZzstvi podaného GIPL (Proudfoot ef al., 1995).

Po fagocytdoze leishmanie makrofdgem dochazi k diferenciaci promastigota
v amastigota. Promastigoti jsou citlivi na plsobeni kyselého a hydrolytického prostredi
fagolysosomu, proto musi pozdrzet fuzi fagosomu s lysosomem. Tento proces, zavisly na
povrchovych molekuldich LPG, da prostor pfeméné citlivého promastigota v odolného

amastigota (Desjardins and Descoteaux, 1997).

2.4 Dalsi molekuly leishmanii ovliviiujici vyvoj infekce

Povrchové molekuly leishmanii nejsou jedinym faktorem, ktery mize ovlivnit imunitu
hostitele a z toho vyplyvajici vysledek infekce. Pti sani infikovaného flebotoma na hostiteli je
kromé& leishmanii do rany inokulovan promastigoty produkovany sekret (PSG). Tato hmota
obaluje a hromadi ve flebotomovi infekéni metacyklické stadia leishmanii, ¢imz vytvaii zatku
v predni Casti stieva flebotoma, ktera blokuje lumen jeho zazivaciho traktu (Rogers et al.,
2002; Stierhof et al., 1999). Na dvou riznych kombinacich parazit-vektor bylo stanoveno, ze
hlavni slozkou PSG je filamentozni proteofosfoglykan promastigoti (fPPG) sekretovany
samotnymi leishmaniemi (Stierhof et al., 1999).

Piimé asociace mezi metacyklogenezi (vznikem infekénich metacyklt) a sekreci fPPG
byla sledovana u metacyklickych stadii L. mexicana a L. infantum ve vektorovi Lu.
longipalpis. Vyvoj leishmanii v infekéni stddia byl rychlejsi u druhu L. mexicana, kdy
ptitomnost fPPG byla potvrzena jiz druhy den. V ptipad¢ L. infantum byla sekrece fPPG
detekovéna ¢tvrty den (Rogers and Bates, 2007).



Schopnost leishmanii porusovat vystelku stomodealni valvy (Schlein et al., 1992; Volf
et al., 2004) spolecn¢ s blokovanim stfeva prostiednictvim sekrece fPPG (Stierhof et al.,
1999) zpisobuje ve flebotomovi naruseni funkce sani. Infikovani flebotomové se nedokézi
pIn¢ nasat, saji proto déle a Casto na vice mistech ¢i vice hostitelich, ¢imz je zvySena
uspésnost pienosu leishmanii. Flebotomové infikovani L. mexicana séali na mysi 2,4 krat delsi
dobu a flebotomové infikovani L. infantum 1,3 krat delsi dobu nez knim nalezici
neinfikované kontroly. U obou druhii leishmanii byla zaroven prokazana pozitivni korelace
mezi délkou sani na hostiteli a poctem infekcnich stadii ve flebotomovi. (Rogers and Bates,
2007). Déle saly i samice Lu. longipalpis ptenaSejici dermatotropni kmen L. infantum
(CUK3) v porovnani se samicemi nakazenymi, ale nepfenasejici leishmanie do hostitele (1,5
krat). Doba sani téchto samic byla zarovén 1,8 krat delsi v porovnani s neinfikovanymi
kontrolami. Podobné tomu bylo 1 u samic P. perniciosus prenasSejicich dermatotropni kmen L.
infantum (CUK3) 1 viscerotropni kmen L. infantum (IMT373) — infikované samice saly 1,5 a
1,2 krat déle v porovnani s neinfikovanymi kontrolami (Maia ef al., 2011). Pfi samotném sani
dochéazi k zpétnému toku krve do hostitele, a tim k regurgitaci leishmanii (Rogers, 2012;
Rogers and Bates, 2007).

Kromé zvysené pravdépodobnosti pienosu leishmanii do téla hostitele se prokéazala
role PSG jako virulen¢niho faktoru pii pienosu L. mexicana, coz se odrazilo ve zhorSeni
infekce kozni leishmaniozy a to jak u mysi citlivych (Balb/c), tak rezistentnich (CBA/Ca)
k tomuto onemocnéni (Rogers et al., 2004). Otazka mechanismu, kterym PSG zhorSuje
prubéh infekce zplsobeny L. mexicana byla zodpovézena roku 2009. Bylo popséno, ze PSG
podporuje alternativni cestu aktivace makrofagl prostfednictvim zvySené exprese enzymu
arginazy a jeji aktivity, ¢imz inhibuje tvorbu mikrobicidniho NO (prostfednictvim vycerpani
spolecného substratu L-argininu) (Rogers et al., 2009).

JelikoZ je pfi sani infikované samice flebotoma do téla hostitele vpraven kromé PSG
také obsah slinnych 714z, Rogers et al. (2009) se dale pokusili stanovit vliv kombinace obou
sloZek na priibéh onemocnéni. Ukazalo se, Ze tyto dvé slozky maji vici sobé antagonisticky
ucinek, coz miize byt zptisobeno rozdilnym plisobenim na imunitu hostitele, o jehoz podstaté
se stale spekuluje (Rogers et al., 2004). Synergicky u¢inek dvou vyse zminénych faktort se
naopak prokazal v atrakci makrofagl a neutrofilli do mista inokulace (Rogers et al., 2009).
Vliv samotnych slinnych zladz flebotomli na vyvoj leishmaniové infekce pak podrobnéji

popisuje nasledujici kapitola.



2.5 Molekuly slinnych Zlaz flebotomii a jejich vliv na rozvoj infekce

Flebotomové nejsou pasivnimi v procesu inokulace leishmanii do t€la hostitele. Jiz
pied 25 lety Ribeiro et al. dokazali (1987), ze spolecné s leishmaniemi jsou do hostitele
inokulovéany také slozky slinnych Zlaz flebotomu, které maji vyrazny vliv na nasledny vyvoj
infekce (Ribeiro, 1987).

U infekce L. major bylo popsano, Ze velikost leishmaniovych 1€ézi byla vyrazné vétsi,
pokud byly do mySi vpraveny spolecné s leishmaniemi zhomogenizované slinné zlazy
Lutzomyia longipalpis. Vznikla kozni 1éze dosahovala u této skupiny 5 — 10 krat vétSich
rozmértt v porovnani se skupinou kontrolni, kterd byla infikovand pouze samotnymi
leishmaniemi. Mnohonéasobné vyssi byl i pocet leishmanii (Titus and Ribeiro, 1988). Tento
fenomén je dnes znamy jako tzv. ,,enhancing efekt* slinnych 714z flebotomt. Bylo popséno,
ze pritomnost tohoto efektu a jeho uplatnéni mize byt ovlivnéno druhem leishmanie. Zatimco
u druhu L. major se ,,enhancing efekt slinnych 714z Lu. longipalpis uplatiiuje jiz pii infek¢ni
davce 10 leishmanii (Titus and Ribeiro, 1988), pii infekci druhem L. braziliensis byl
enhancing efekt patrny az pii infekéni davce 10* leishmanii (Lima and Titus, 1996).

Ze slinnych zlaz Lu. longipalpis byl pozdéji vyizolovan peptid, ktery usnadnuje sani
samice, zamezuje vzniku otoku a svédéni. Tento peptid je dnes zndmy jako vasodilatator
maxadilan, ktery se nachdzi v koncentraci zhruba 10 ng/par slinnych Zlaz (Lerner et al.,
1991). V pozdéjsich experimentech se ukédzalo, Ze vhodné zvolené mnozstvi maxadilanu
propaguje vyvoj leishmaniozy stejnou mérou jako tomu odpovidajici ekvivalent kompletni
slinné Zlazy Lu. longipalpis (Morris et al., 2001; Rohousova and Volf, 2006).

Brodie et al. (2007) posuzovali u¢inek maxadilanu na funkci makrofagi. Zjistilo se, Ze
ovlivituje produkei cytokind, a to smérem k Th2 imunitni odpovédi. Makrofagy produkovaly
méné TNF-a a IL-12p70, coz se odrazilo v inhibici produkce NO a v mnohonasobném
namnozeni leishmanii v makrofazich (Brodie ef al., 2007).

U starosvétského druhu P. papatasi byl také pozorovan enhancing efekt slinnych Zlaz
u naivnich mysi infikovanych L. major (Theodos et al., 1991). Waitumbi et al. (1998) popsali
malou molekulu rozpustnou v etanolu a rezistentni varu, ktera by mohla mit obdobny ucinek
jako maxadilan ve slindch Lu. longipalpis. Definovali, Ze tato molekula je inhibitorem protein
fosfatazy 1 a protein fosfatdzy 2A v mySich makrofazich (Waitumbi and Warburg, 1998).
Vyse zminéné protein fosfatazy jsou dilezitym pojitkem v signaliza¢ni draze pro syntézu NO

(Dong et al., 1995). Tento inhibitor proto zplsobuje snizenou expresi genu pro iNOS a



naslednou inhibici produkce NO v aktivovanych makrofazich. Pfidani jedné slinné zlazy P.
papatasi k makrofagim zpusobilo 50% redukci exprese iNOS mRNA (Waitumbi and
Warburg, 1998). O rok pozdé¢ji Ribeiro et al. (1999) charakterizovali tento inhibitor protein
fosfatazy 1 a 2A jako molekuly 5-AMP a adenosin (Ribeiro et al., 1999). Bylo popsano, ze
pravé adenosin je zodpoveédny za vySe popsanou inhibici v expresi genu pro iNOS. Pomoci
RT-PCR bylo stanoveno, ze 1 pM adenosin nebo slinné zlazy P. papatasi obsahujici
odpovidajici mnozstvi adenosinu redukuji z 30-40 % expresi tohoto genu (Katz et al., 2000).

Enhancing efekt slinnych Zlaz flebotoma byl déle potvrzen v téchto kombinacich
flebotomus - leishmanie: Lu. longipalpis — L. braziliensis (Samuelson et al., 1991), Lu.
longipalpis — L. amazonensis (Theodos et al., 1991), Lu. longipalpis — L. chagasi (Warburg et
al., 1994) a P. duboscqi — L. major (Rohousova et al., 2011).

Na zakladé¢ hypotézy, ze vyvoj leishmaniézy mize byt zavisly na pfedchozim kontaktu
se slinami vektora, Belkaid et al. (1998) provedli experimenty, kde sledovali pribéh infekce u
my$i imunizovanych homogenatem slinnych 714z P. papatasi a poté infikovanych L. major
v kombinaci se slinnymi zlazami. Tato skupina byla porovnavana se skupinou kontrolni, ktera
zlstala bez imunizace. MnoZstvi leishmanii bylo 8. tyden od infekce u imunizované skupiny
stondsobné niz8§i nez u skupiny kontrolni (Belkaid et al., 1998). Vysledky ukazaly, Ze
imunizace mysi slinami vektora a stim souvisejici nariist protilatek proti slozkdm zlaz
kompletné neutralizuje enhancing efekt slin vektora a to jak u kmene mysi citlivych (Balb/c),
tak rezistentnich (C57BL/6) k leishmani6ze. Oba imunizované kmeny mys$i se chovaly
z hlediska velikosti 1éze obdobné jako skupiny naivnich mysi, které byly infikovany
samotnymi leishmaniemi (Belkaid et al., 1998). Stejné¢ho vysledku bylo dosazeno,
vystavenim mysi sani samic P. papatasi pied infekci L. major. Ochrana proti leishmaniim
korelovala se vznikem silné DTH reakce na sliny flebotoml a zarovenn imunizované mysi
produkovaly v misté sani vice IFN-y a IL-12 v porovnéni s kontrolni skupinou (Kamhawi et
al., 2000).

Uloha maxadilanu a zaroveii jeho uplatnéni v ochrané proti L. major u imunizovanych
mysich byla potvrzena Morrisem et al. (2001). Aplikace tohoto vasodilatatoru vyvolala v
mysich ¢astecnou resistenci vici nasledné infekci L. major. Kozni 1éze byla u vakcinovanych
mysi 3-5 krat menSi v porovnani s neimunizovanou skupinou a zaroven tyto mysi dokazaly
diive vyhojit vzniklou 1ézi (Morris ef al., 2001)

Také uplatnéni protektivniho efektu zavisi na kombinaci parazit — vektor. U mysi

Balb/c imunizovanych homogenatem slinnych Zzlaz téchto flebotomi se sice specificka



imunita proti slinnym slozkam vyvinula, ale nebyla schopnd mysi chranit pted infekci L.
braziliensis v kombinaci s vySe zminénym homogenatem slin (de Moura et al., 2007).

Protektivniho efektu u imunizovanych mysi (expozici flebotomim nebo aplikaci
homogenatu slinnych 71az) bylo dosazeno také v nasledujicich kombinacich flebotomus -
leishmanie: P. papatasi — L. major (Belkaid et al., 1998; Kamhawi et al., 2000), P. duboscqi —
L. major (RohouSova et al., 2011), Lu. longipalpis — L. major (Xu et al., 2011) a Lu.
longipalpis — L. amazonensis (Thiakaki et al., 2005).

neinfikovany flebotomus homogenat slinoych Zlaz

naivnich Th 4 -
Iymfocyth 9 /
cytokiny LN
4= - "" .
' ' - -
N .
L ® ®
* ®»%a AL,
e * q-r-T '@
- produkce protilitek B lymfocyty
Iymfaticka wzlina & B i

Obrazek 2: Navozeni protekce proti leishmaniim imunizaci hostitele
(1), (2) Imunizace hostitele sanim flebotoma nebo aplikaci homogenatu slinnych Zlaz, (3) prezentace
slinnych antigeni T lymfocytim a jejich néslednd aktivace (4) sani infikovaného flebotoma
(5) migrace pamétovych Thl bun¢k z lymfatické uzliny do mista sani a produkce IFN-y (6) klasicka
aktivace makrofagt prostfednictvim produkovaného IFN-y a nasledné usmrceni leishmanii; (pievzato
z Gomes et al. 2012, upraveno)
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Ze slin P. papatasi byl vyizolovan imunogenni protein SP15, ktery byl pouzit pro
zkonstruovani DNA vakciny. Tato vakcina byla experimentalné provéfena na geneticky
rezistentnim kmenu mySi C57BL/6. Mysi imunizované SP15 plasmidem a nésledné
infikované L. major vkombinaci shomogenatem slinnych zldz byly chranény pted
onemocnénim (Valenzuela et al., 2001). Poznatek, Ze stejné¢ imunizované a infikované B-/-
mysi (bez schopnosti produkovat protilatky) jsou také chranény proti infekci L. major, vede k
domnénce, ze bunéénd imunitni odpovéd’ proti antigenlim slin flebotoma je klicova v protekci
proti leishmanidze — a nikoliv tvorba protilatek (Valenzuela ef al., 2001).

Samotny vznik DTH odpovédi proti slinam P. papatasi vSak nemusi vzdy korelovat
s protekci proti L. major. Oliveira et al. (2008) izolovali ze slinnych zlaz protein SP44, ktery
v my$ich vyvolaval DTH odpovéd’. MyS$i imunizované timto proteinem vSak nevykazovaly
protekci proti leishmanioze, ale naopak doSlo k zhorSeni infekce. Jak se pozdéji ukézalo,
protekce u mysi imunizovanych SP15 proteinem a zhorSeni infekce pfi imunizaci proteinem
SP44 korelovala s Thl a Th2 imunitni odpovédi. Thl protektivni odpovéd u SPI15
imunizovanych mysi byla spojena se zvySenou produkci IFN-y a IL-12 a naproti tomu se
sniZenou produkci IL-4, cytokinu typického pro Th2 imunitni odpovéd’. Mysi imunizované
proteinem SP44 naopak vykazovaly 4 krat nizsi produkci IFN-y a 3 krat vySsi produkei 1L-4

v porovnani se skupinou imunizovanou SP15 proteinem (Oliveira et al., 2008).



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Flebotomové

3.1.1 Chov flebotomu

Flebotomové jsou chovani v prostorech se striktné udrzovanou teplotou a vlhkosti
vzduchu (25-26 °C, 60 - 70% vlhkost) (Volf and Volfova, 2011). Dospéli jedinci jsou
vypousténi do nylonovych siti, které jsou pfivdzané na kovové konstrukce tvaru krychle
(40%40%40 cm). Cela konstrukce se siti je umisténa v igelitovém pytli, ktery pomaha udrzet
konstantni vlhkost, jejimz zdrojem je vlhéend vata umisténd s plastovym tickem na siti.
Samci 1 samice flebotoml maji k dispozici jako zdroj potravy vatu s 60% cukernym
roztokem.

Samice vétSiny druht flebotomil jsou gonotrofni, coz znamena, Ze jim musi byt
poskytnuta krev, jez obsahuje esencidlni slozky nezbytné pro vyvoj vajec. V nasi laboratofi
poskytujeme samicim flebotomti jako zdroj krve vétSinou mysi uspané anestezii nebo kraliky.

Nasaté samice vétSiny druht flebotomt se tfidi do mensich siti (kovova konstrukce
20%x20%20 cm) opatfenych opét vlhéenou vatou a cukrem. Zhruba po péti dnech (opét zalezi
na druhu flebotoma) jsou pfemistény do sadrou vylitych a destilovanou vodou navlhéenych
plastovych kelimkta, kam v rozmezi 2 — 5 dni kladou vejce. Kelimky jsou po celou dobu
vyvoje larev umistény v do6zéch, které jsou vysypané vlhéenym piskem, jeZ pomahd udrzovat
pfimétenou vlhkost. Celé dozy jsou pak umistény v 25 — 26 °C.

Z vajec se zhruba po tydnu lihnou larvi¢ky prvniho instaru (L1), které jsou krmeny
jemnou potravou prochazejici pies vrstvu monofylu. Potrava urend pro larvy flebotomu je
sloZzena z mletého krali¢iho trusu a pelet v poméru 1:1. Tato smés fermentuje po dobu 3-4
tydni v boxech z plexiskla, kde se udrzuje 100% vlhkost a teplota zde dosahuje 25 °C. Po
uplynulé dobé¢ je smés vysuSena a najemno namleta. Jednotliva vyvojova stadia jsou krmena
3krat tydné.

Larvam L2, L3 a L4 se podava hrubsi krmné smés, kterd jiz nepfechazi pies monofyl
(larvy jsou schopné poziit 1 vétsi kusy potravy). L4 piestanou pfiblizn€ po tydnu piijimat
potravu a postupné se dostavaji do stadia kukly - t€émto stadiim jiz potravu nepodavame.

Pii normalnim pribé¢hu vyvoje se béhem 8-10 dni od zakukleni objevuji prvni

dospélci, ktefi jsou 3 krat tydné vypousténi do velké sité (Volf and Volfova, 2011).



V nasledujici tabulce (tabulka ¢. 1) jsou uvedeny druhy flebotoml pouzité v pokusech
provedenych v ramci diplomové préce.

Tabulka ¢. 1: druhy flebotomi pouZitych v diplomové praci

Druh Pivod Zkratka
Phlebotomus papatasi Turecko, 2005 Pap
Phlebotomus duboscqi Mali, 2008 Dub
Lutzomyia longipalpis Brazilie, 1991 LuLo
Phlebotomus perniciosus Spanélsko, 1994 Per
Phlebotomus orientalis Etiopie, 2010 Ori
Phlebotomus tobbi Turecko, 2008 Tob

Roztoky: Anestezie — 2% xylazin (Rometar; Spofa), 10% ketamin (Narketan; Vétoquinol),
sterilni fyziologicky roztok (150 mM NacCl), intraperitonealni davkovani, dle vahy — 150
mg/kg xylazinu a 15 mg/kg ketaminu.

3.1.2 Pitva slinnych Zlaz

Pro naSe pokusy bylo potieba slinnych zlaz, které byly ziskdvany ze samic flebotomt
starych minimalné 3 dny. Tato doba byla stanovena na zéklad¢ publikace Volf et al. 2000,
kdy u flebotom chovanych v 25 — 26 °C dochazi k tvorbé kompletniho proteinového profilu
nejdiive 3. den po vylihnuti (Volf et al., 2000).

Po znehybnéni samic na ledu byla samice uchopena tenkou pinzetou (Sigma-Aldrich,
kat. €. T4287-1EA) za ktidla a byly ji odstranény nozicky. Rychlou manipulaci byla poloZena
na okraj kapky roztoku Tris-NaCl a pomoci pinzety a zahnutého entomologického Spendliku
byla plynule oddélena hlava od hrudi. Pfi zdarném oddé€leni hlavy zlstaly Zlazy viset za
hlavou a bylo mozné Zlazy podebrat mirné¢ zahnutym entomologickym Spendlikem, separovat
od hlavy a pfenést do mikrozkumavky s roztokem Tris-NaCl (pocet slinnych 714z ku mnozstvi
ul Tris-NaCl = 1:1). Zlazy byly uchovavany v -20 °C.

V ptipadé potieby byly zlazy pied pouzitim homogenizovany ¢i sterilizovany filtraci.
Homogenizace se dosédhlo opakovanym zmrazenim v tekutém dusiku (minimalné 3krat). K
filtraci bylo zapotiebi specidlniho filtru (Millipore, 0,22 pm, kat. &. UFC30GVO0S). Zlazy
prediedéné v RPMI 1640 do celkového objemu 480 pl byly sterilné preneseny na filtr a
stoeny na stolni centrifuze (Eppendorf MiniSpin, 5 min, 10300 otacek). Teprve po
zfiltrovani byly sterilné dofedény na pozadovanou koncentraci.

Roztoky: Tris-NaCl = 20mM Tris, 150 mM NaCl; pH 7,8



3.2 Leishmanie

3.2.1 VymrazZeni leishmanii a preockovani

Pro tucely této diplomové prace byly provadény experimenty s druhem Leishmania
major (kmen MHOM/IL/67/LRC-L137 Jericho II - LV 561) a L. infantum (kmen
ITOB/TR/2005/CUK3, isolat z Phlebotomus tobbi). Leishmanie ulozené v kryobance jsou
uchovavany ve specialnich mrazuvzdornych mikrozkumavkach naplnénych médiem
obsahujicim 5 — 10 % kryoprotektivni latku dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich). Po vymraZeni
jsou leishmanie pifeoCkovany do kultivacnich zkumavek s cerstvym médiem a dalsi
pasdzovani je provadeéno v intervalu 5 - 7 dni dle rychlosti mnozeni leishmanii. Leishmanie
jsou uchovany v termostatu s 23 °C. V uvedenych experimentech byla nejvySe pouzitou

pasazi pasaz cislo 5.

3.2.2 Promyvani a pocitani leishmanii

Pted pouzitim leishmanii k pokusiim bylo nutné leishmanie promyt fyziologickym
roztokem a odstranit tak médium, ve kterém byly kultivovéany.

Médium s leishmaniemi jsme pfendali do 15-ti ml zkumavky a sto€ili na automatické
centrifuze JOUAN (rotor S40, 4000 rpm, 8 minut, 23 °C). Poté bylo médium slito do
infekéniho odpadu, sediment resuspendovan ve fyziologickém roztoku do maximalniho
objemu a opét stocen. Tento postup byl opakovan minimalné dvakrat. Po poslednim promyti
byl sediment resuspendovéan v 5 ml fyziologického roztoku. Deset pul roztoku jsme smichali
s 990 pl fediciho roztoku obsahujici 1% formaldehyd, ktery leishmanie usmrtil.

Leishmanie pocitame v Biirkerové komiirce pod mikroskopem.

Roztoky:
Redici roztok — 0,85% NaCl, 1% formaldehyd

Médium pro L. major (LV 561) — 10% fetalni kravské sérum (Gibco, kat. €. F9665), RPMI
1640 s Hepes (Sigma, kat. ¢. R5886), 1% amikin (Brystol-Myers Squibb, kat. ¢. 1038585A2),
1% BME vitaminy (Sigma, kat. ¢. B6891), 0,5% sterilni mo¢

Médium pro L. infantum (CUK 3) — médium M199 (Sigma), 20% fetalni kravské sérum
(Gibco, kat. €. F9665), 1% BME vitaminy (Sigma, kat. ¢. B6891), 0,8% amikin (Brystol-
Myers Squibb, kat. €. 1038585A2), 2% sterilni moc



3.3 Pokusy na mySim modelu

Pro pokus bylo pouzito celkem 28 samic inbredniho kmene Balb/c (Anlab). Mysi
dorazily na katedru parazitologie, Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy ve stafi 7 tydnt.
Byly ponechdny minimélné¢ tyden v klidu z dGvodu aklimatizace na mistni podminky.
VSechny manipulace byly provadény na katedie parazitologie PfF UK pod dozorem osoby
vlastnici Certifikat pro préci se zvifaty dle §17 zakona ¢. 246/1992 sb. (Dr. Kolarova, ¢.: CZU
934/05).

Pted vlastnim pokusem byla myS$im odebrana krev z ocasni arterie do heparinizované
kapilary, kterd byla nésledné centrifugovana (6000 otacek, 5 minut, centrifuga MPW 310,
rotor CM 304). Ziskané preimunni sérum bylo ulozeno v — 20 °C. Mysi byly zaroven

oznaceny kyselinou pikrovou.

3.3.1 Imunizace

Mysi byly rozdélené do dvou skupin. Jedna skupina mysi byla imunizovdna sanim P.
papatasi (skupina P), druha skupina byla kontrolni (skupina K), ponechana az do usmrceni
bez expozice sani flebotomd.

Skupina imunizovanych mysi byla vystavena sani P. papatasi. Sani probéhlo celkem
dvakrat v tydennim intervalu. Anestezii uspané mysi byly individudlné umistény do malych
siti s 35 samicemi P. papatasi. Expozice probihala ve tm¢ minimaln€ 1 hodinu. Pfi jedné
expozici se na jedné mysi primérné€ nasalo 29 + 3,8 (primér + SD) flebotomil. Minimalné 3
dny od posledni imunizace byla mySim opét odebrana krev z ocasu do heparinizované
kapilary a takto ziskané sérum bylo uskladnéno v -20 °C.

Experiment byl opakovan 3x s celkovym poctem 14 mysi ve skupiné (K a P).

3.3.2 Infekce

Infekce mysi byla provadéna intradermalné do pravého ucha obéma skupindm mysi
tyden po posledni imunizaci. V této fazi experimentu byla kazda skupina mysi rozdélena na
dvé podskupiny. Jedna podskupina byla infikovana leishmaniemi v kombinaci
s homogenatem slinnych zlaz P. papatasi (skupina Pap), druhd podskupina v kombinaci s
homogenatem slinnych zlaz P. duboscqi (skupina Dub). Infekéni davka vztazend na 1 mys
byla 10" promastigotii L. major (kmen LV 561) doplnénych o homogenat ekvivalentu %

slinné zlazy P. papatasi nebo P. duboscqi. Infekéni davka byla aplikovana v objemu 5 pl.



Celkem jsme tedy méli 4 skupiny mysi: 1) kontrolni skupinu infikovanou se slinami P.
papatasi (K-Pap), 2) kontrolni skupinu infikovanou se slinami P. duboscqi (K-Dub), 3)
imunizovanou skupinu infikovanou se slinami P. papatasi (P-Pap), 4) imunizovanou skupinu
infikovanou se slinami P. duboscgi (P-Dub)

V tydennich intervalech byly mySim méteny velikosti 1ézi (2 na sebe kolmé rozméry
pomoci digitdlniho posuvného méfitka) po dobu 9 tydni. Pro vyhodnoceni vyvoje
leishmaniové 1éze byly pouzity hodnoty piepoctené dle vzorce pro obsah plochy elipsy

(S = axbxn).

3.3.3 Usmrceni mysi a shromazdéni vzorki

Devaty tyden po posledni imunizaci doslo k usmrceni mysi. Mysi byly uspané 200 pl
anestezie. Odbér krve byl uskutecnén z prosttizené podpazni tepny a nasledovalo usmrceni
mysi strzenim vazu. Dale byly odebrany ob¢ usi, jejich spadové lymfatické uzliny, slezina a
jatra. USi a uzliny byly umistény do mikrozkumavek a uchovany nasucho v - 70 °C. Jatra byla
dana do mikrozkumavek s médiem RPMI 1640 a zamraZena. Slezina byla mechanicky
zhomogenizovana, nafedéna v RPMI médiu a zamrazena v -70 °C. Také byl proveden

vyplach peritonedlni dutiny pro ziskani makrofagt (podrobnéji viz kapitola 3.4).

3.4 Aktivita makrofagu

Pro stanoveni aktivity makrofagli bylo nezbytné steriln¢ vyplachnout peritonealni
dutinu usmrcenych mysi. Pro snadnéj$i manipulaci byla na pravé strané¢ abdomenu rozvolnéna
kiize a skrze tukové téleso bylo pomoci stfikacky s jehlou (0,730 mm) do peritonea
injikovano 10 ml na ledu vychlazeného kompletniho média (RPMI 1640). Po mechanickém
masirovani bficha mysi byla opé&t tato tekutina odebrana, pfenesena do 15-ti ml zkumavky a
stoCena na centrifuze JOUAN (rotor S40, 8 min, 1200 rpm, 4 °C). Sediment byl
resuspendovan ve 3 ml kompletniho RPMI a buiiky byly spoéteny na pristroji Countess ™
Automated Cell Counter (Invitrogen), kdy k 10 pl bunécné suspenze bylo ptidano 10 pl
trypanové modie a 10 pl této smési bylo pfeneseno na specialni sklicko a vloZzeno do méficiho
pfistroje. Nastaveni parametrl pfistroje bylo nasledujici: velikost bun¢k (8-20), kulatost (80),
citlivost (5). Zasobni roztok se zjisténou koncentraci bunék byl natfedén pomoci kompletniho
RPMI na koncentraci 2x10° bundk/ml a byl nanagen na 96-ti jamkovou desti¢ku (FALCON
30724-3072-0) v objemu 100 pl/jamku (koncentrace na 1 jamku byla tedy 2x10* makrofagi).
Buniky byly inkubovény ve 37 °C a 5% CO; po dobu 2 hod (coZ je doporuc¢ena doba



postacujici k prisednuti makrofagii na dno jamky). Po 2 hodinach bylo odebrano médium
s nepfisedlymi bunikami, nahrazeno jednotlivymi stimulanty a doplnéno kompletnim médiem
na konecny objem 200 pl. Jako stimulanty byly pouzity zhomogenizované sterilni slinné zlazy
druhit P. papatasi nebo P. dubosqi (‘s Zlazy na jamku) - at’ uz samotné nebo v kombinaci
s Leishmania major (2x10° promastigotd na jamku) & samotné leishmanie. Jako pozitivni
kontrola slouzily makrofagy stimulované kombinaci IFN-y (25U/ml, AbD SEROTEC,
PMP43A) a LPS (0,5 pg/ml, Sigma, L4516), negativni kontrolou byly makrofagy ponechané
bez stimulantd, pouze s RPMI 1640. Inkubace probihala v termostatu (37 °C, 5% CO,) po
dobu 72 hodin.

3.4.1 NO — Griessova reakce

Aktivita enzymu iINOS byla zjiStovana prostiednictvim stanoveni produkce NO;
iontl, které¢ jsou vedlejSim produktem pii pfeméné substratu L-argininu v L-citrulin a
nasledném rozpadu NO v pfitomnosti O, (v supernatantu makrofagl). Princip reakce je
zalozen na pusobeni Griessovych cinidel na NO; ionty, které pifeméfnuje na rtizové
azosloucCeniny, jez jsou nasledné fotometricky kvantifikovany.

Po 72 hodinach inkubace bylo z jednotlivych jamek odebrano 100 pl supernatantu na
desticku vhodnou pro meéfeni optické density (COSTAR 9018). Jako standard byl pouzit
10 mM NaNO, fedény dvojkovou fadou v rozmezi 100 uM az 12,5 pM.

Ke vzorklim i standardu bylo pfidano 50 pl Griessova c¢inidla A, které se nechalo
2 minuty inkubovat. Poté se pfidalo 50 pl ¢inidla B. Po minimalné péti minutach, kdy
Griessova ¢inidla zreagovala piimo s vyprodukovanym NO,’, bylo mozné méfit optickou
densitu pfi 550 nm. Inkubace probihaly ve tm& v pokojové teploté&.

Roztoky:

Kompletni RPMI = RPMI 1640 Hepes modification (Sigma R5886; w/25mM HEPES
+NaHCO:;3), penicilin 100 U/ml (Biotika), gentamicin 50 pg/ml (GENTAMICIN LEK),
glutamin - 2 mM (L-glu-L-ala, Sigma G-8541), 2-ME 50 uM

Griessovo ¢inidlo A = 58 mM sulfanilamid (Sigma S9251), 2,5% H3PO4, MilliQ

Griessovo ¢inidlo B = 12 mM N-1-naftyletylendiamin dihydrochlorid (Sigma N9125), 2,5%
H3PO4, MilliQ

Zasobni roztok standardu = 10 mM NaNO,



3.4.2 Arginazova aktivita

Aktivita enzymu argindzy byla zjiStovdna v lyzatu makrofagh prostfednictvim
stanoveni produkce mocoviny, ktera je vedlejSim produktem pii pfeméné substratu L-argininu
v L-ornitin.

Makrofagy byly po odebrani supernatantu z jamek 30 minut lyzovany roztokem 0,1%
Tritonu-X v kombinaci s protedzovymi inhibitory (1 tableta na 10 ml roztoku, Complete Mini
Roche, kat. ¢. 11836170001). Po uplynulé dobé¢ bylo ptfiddno 100 ul 25 mM Tris-HCI a
vzorek o objemu 100 pl byl nasledné ptenesen do mikrozkumavek, kam bylo ptidano 10 pl
10 mM MnCl,. Argindza byla aktivovdna zahiivanim vzorku na 56 °C po dobu 10 min.
Nasledné¢ bylo ptidano 100 pl 0,5 M argininu (substratu), nasledovalo kratké stoCeni a
inkubace na 2 hodiny v termostatu s 37 °C a 5% CO,. Reakce byla zastavena pfidanim 400 pl
smési kyselin v daném pomeéru (kyselina trihydrogenfosfore¢né a kyselina sirova) spolu s 20
ul ISPF. Nasledovalo kratké stoceni a inkubace po dobu 45 min pii 100 °C. Poté se vzorky
nechaly inkubovat ve tmé po dobu 10 min a vobjemu 100 pl byly pfeneseny
z mikrozkumavky na 96-ti jamkovou desti¢ku vhodnou pro méfeni optické density (COSTAR
9018). Optické densita mocoviny byla métfena pti 540 nm.

Jako standard byla pouZzita mocovina o koncentraci 0,6 pg/ml, ktera byla dvojkovou

fadou vyfedéna aZ na koncentraci 0,004 pg/ml.

Roztoky:

25 mM Tris-HCI pH 7,5

0,1% Triton X (Fluka 93421)

Na 10 ml Tritonu-X se pfidava 1 tableta inhibitort (Complete Mini, Roche, ref: 1183617000)
10 mM MnCl,

0,5 M L-arginin (Sigma A5006)

Moc¢ovina = 300 pg/ml (Sigma U-1250/Fluka 51459)

Zastavovaci roztok = 23,2% H;PO4, 8,7% H,SO4

ISPF = 552 mM a-isonitrosopropiophenon (Sigma 13502) v 100% etanolu



3.4.3 Stanoveni protilatek a cytokinu

ELISA

(z anglického Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Tato metoda obecné slouzi k detekci protildtek nebo samotného antigenu. Na
sekundarni protilatku je navdzan enzym, ktery umoziuje vizualizaci vytvofeného komplexu
antigen-protilatka.

V piedloZené diplomové praci bylo vyuzito nepiimé ELISA metody ke stanoveni
protilatek proti slindm flebotomt (P. papatasi/P. duboscqi) a stanoveni protilatek proti L.
major, sandwich ELISA metody ke stanoveni cytokinti. Protilatky byly stanoveny ze séra

mys$i, mnozstvi cytokinll bylo stanoveno ze supernatantu makrofagu.

Stanoveni protilatek proti slinam flebotomu

Jako antigen navazany na mikrotitracni desticku byl pouzit homogenat slinnych 714z
P. papatasi nebo P. duboscqi v koncentraci 1/5 Zlazy na jamku. Zhomogenizované slinné
zlazy byly tedény do navazovaciho roztoku tak, aby byla ve 100 pl obsazena 1/5 Zlazy.
Navazovani antigenu probihalo pies noc ve 4 °C.

Druhy den bylo provedeno promyti roztokem PBS-Tween pro odstranéni
pfebytecného nenavédzaného antigenu. Déle bylo naneseno 6% mléko (Bio-Rad, kat. ¢.
L1706404) fedéno v PBS-Tween slouzici k zablokovani volnych vazebnych mist na desticce.
Inkubace probihala v 37°C po dobu 45 minut. Po této dob¢ byla desticka opét promyta a byla
nandsena testovana séra fedéna v 2% mléku v poméru 1:200. Protilatky byly stanoveny ze sér
odebranych ve tfech Casovych intervalech — pfed imunizaci mysi (preimunni séra), po 2.
imunizaci sanim flebotoma a pfi usmrceni mysi (9 tydna po infekci). Inkubace probihala
v termostatu v 37 °C po dobu 90 minut. Po promyti byl nanesen konjugat (kozi
imunoglobuliny proti mySimu IgG znacené peroxidazou, Serotec STAR 120P) fedény v PBS-
Tween v poméru 1:1000. Inkubace s konjugatem probihala ve 37 °C po dobu 45 minut.
Poslednim krokem byla samotna vizualizace komplexu antigen-protilatka. Po promyti byl
pridan substratovy roztok s ortho-fenylendiaminem (OPD) a peroxidem vodiku (H,O,).
Reakce probihala za tmy a byla zastavena 10% roztokem kyseliny sirové (H2SOj).

Absorbance byla métfena na spektrometru pii 492 nm (Tecan Infinite M200).



Stanoveni protilatek proti antigenum L. major (LV561)

Jako antigen byli pouziti celi promastigoti leishmanii, ktefi byli dvakrat promyti
fyziologickym roztokem a spocteni v Biirkerové komitrce. Mikrozkumavka se znamym
mnozstvim leishmanii byla zamraZena (usmrceni leishmanii) a druhy den nafedéna
navazovacim roztokem na koncentraci 1x10” bunék/ml. Na jednu jamku ptipadl objem 100 pl
(tzn., e koncentrace leishmanii vjedné jamce byla 10° bun&k). K navazani antigenu na
povrch jamek dochazelo po dobu 2 hodin ve 37 °C. Po odstranéni nenavdzaného antigenu
byla volnd vazebnd mista na desticce zablokovdna pfidanim 6% mléka fedéného
v PBS/Tween (1 hodina ve 37 °C). Po opakovaném promyti byla nanesena séra fedéna do 2%
mléka v poméru 1:400 a inkubace probihala 1 hodinu ve 37 °C. Po promyti byl nanesen
konjugat (kozi imunoglobuliny proti mySimu IgG znacené peroxidazou, Serotec STAR 120P)
fedény v PBS-Tween v poméru 1:1000. Inkubace probihala 1 hodinu ve 37 °C. Po uplynulé
dobé a po opakovaném promyti mohlo dojit k vyvolani pfiddnim substratového roztoku
s OPD a H,0O,. Reakce probihala za tmy a byla zastavena 10% roztokem kyseliny sirové

(H2SO4). Absorbance byla méfena na spektrometru pii 492 nm.

Stanoveni cytokinu

Metodou sandwich ELISA jsme m¢éfili koncentraci cytokini produkovanych
makrofagy, které jsou typické jak pro prozanétlivou nebo protizanétlivou imunitni odpovéd’
(ptehled viz tabulka 2).

Metoda se 1i$i od ptedchozich, vySe zminénych ELISA metod. Jedna se o princip tzv.
»sandwichové® metody, kdy je na mikrotitracni destiCku navézdna primarni protilatka, ktera
ze supernatantu vychytava antigen a proti nému je mifena sekundéarni - biotinem znafena
protilatka.

Na mikrotitracni desticku byla navazana primarni protilatka v koncentraci 2 pg/ml
vychytavajici ze supernatantu dany cytokin (tabulka ¢. 2). K navazani dochazelo pfes noc ve
4 °C.

Druhy den probihalo promyvani a blokovani stejnym zpisobem jako u vyse
zminénych ELISA metod, s tim rozdilem, Ze inkuba¢ni doba pro blokovani byla 2 hodiny
v pokojové teploté. Po dal§im promyti byly nanaSeny nefedéné vzorky supernatantu v objemu
100 pl/jamku ptes noc ve 4 °C.

Treti den byl nanasen konjugéat (biotinem znacend sekundarni protilatka) fedény

v PBS/Tween na koncentraci 2 pg/ml. Takto naneseny konjugéat byl inkubovan 1 hodinu



v pokojové teploté. Po uplynulé inkubacni dobé a po promyti bylo mozné ptidat avidin-
peroxidazu o koncentraci 500 pg/ml, kterd je dilezitd pro vizualizaci komplexu antigen —
protilatka. Avidin se vdze na biotinem modifikovany konec sekundarni protilatky a ptipoji tak
peroxidazu k vytvofenému komplexu. Pfidana avidin-peroxidaza byla inkubovana 30 minut
pfi pokojové teploté. Po uplynulé dobé nésledovalo opét promyti a vyvoldni pomoci
substratového roztoku s OPD a H,O,. Reakce byla zastavena roztokem H,SO4 stejné jako u
pfedchozich dvou metod.

Namétené hodnoty jsme vyhodnocovali pomoci tzv. stimula¢niho indexu (SI), ktery
byl dan pomérem mezi hodnotami absorbance daného vzorku a ptislusné negativni kontroly.
Tento pfistup jsme pouzili vzhledem ke Spatn€ zvolené kalibracni kiivce a velké variabilite

naméfenych hodnot mezi jednotlivymi mySmi.

Tabulka €. 2 Stanovované cytokiny a jejich zakladni funkce, (Klein and Horejsi, 1997)

nazev cytokinu | typ cytokinu funkce/produkce

hlavni produkt makrofagii a monocytt; aktivace
TNF-a prozanétlivy endotelu okolnich vlaseénic a jejich zvySena
propustnost, indukce mistniho zanétu

produkovan makrofagy; determinujici faktor pro

IL-12 prozanétlivy diferenciaci Thl
..... Produkovan pfedev§im monocyty a makrofagy, inhibice
IL-10 protizanétlivy funkce makrofagti a Th1 lymfocytt
Roztoky:

Navazovaci roztok (karbonat-bikarbonat) = 20 mM Na,CO; - NaHCOs;, pH 9,0 — 9,5
Promyvaci roztok = PBS + 0,05% Tween
PBS = 150 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO4 x 12 H,O, 1 mM KH,POy, pH - 7,2

Substratovy roztok = Mcllwein fosfat-citrat, pH — 5,5, 0,11 M Na,HPO,4 x 12 H,0, 0,5 M
kyselina citronova. Tésné pted pouzitim piidat SM OPD (ortho-fenylendiamin) a 0,03% H,0,



3.5 Izolace DNA a kvantifikace leishmanii

3.5.1 Izolace DNA

Pro ucely ptedlozené diplomové prace byla celkovda DNA vyizolovana ze sleziny,
jater, peritonedlnich makrofagt, levého i pravého ucha a k nim pfisluSicich spadovych uzlin
(kapitoly €. 3.3.3 a 3.4). Izolace DNA byla provedena podle ptedpisu vyrobce komercniho
kitu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). Jelikoz bylo zpracovano nékolik
riznych organti/tkani odebranych z mysi, byl tento ptedpis upraven podle potieb.

Pted samotnou izolaci byly velké kusy tkani rozstfihany na mensi kousky, usi a jatra
byly zhomogenizovany. Pfi homogenizaci bylo pouzito 400 pl eluéniho pufru. Izolace DNA
se dale u jednotlivych tkéni/orgdni liSila v ¢ase potfebném pro zlyzovani tkané (pti 55 °C),
v mnoZstvi pfidaného isopropanolu a v tom, zdali byl pro izolaci leishmaniové DNA pouzit

cely organ nebo pouze jeho ¢ast (tabulka €. 3). Posloupnost pfedpisu vSak byla striktné

dodrZena. Vyizolovand DNA byla uloZena do - 20 °C.

Tabulka €. 3: Uprava predpisu pro izolaci DNA u jednotlivych tkani/organd

organ/tkan inkubace pri 55 °C | fedéni vzorku v elu¢nim pufru |isopropanol
ANO

ucho 2 hodiny 20 ul vzorku + 200 pl 50 ul

uzlina 3 hodiny NE 100 pl
ANO

slezina 2 hodiny 20 pl vzorku + 200 pl 50 pl

makrofagy 1 hodina NE 100 pl
ANO

jatra 2 hodiny 20 pl vzorku + 200 pl 50 ul

3.5.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (qPCR)

Tato metoda je zaloZzena na opakované replikaci tseku DNA, ktery je ohranicen
specifickymi primery pomoci Taq polymerazy (termostabilni DNA polymerazy) v procesu
teplotniho cyklovani. Priibéh reakce a vznik produktu je sledovan prostfednictvim interkala¢ni
barvy (SYBER Green), kdy je fluorescence umérna mnozstvi nové vznikajici dvouretézcové
DNA (amplikonu). Kvantitativni PCR probiha v cyclerech, které umoziuji teplotni cyklovani
a detekci fluorescence v kazdém cyklu PCR. Vysledkem jsou amplifikacni kiivky, které

vyobrazuji danou fluorescenci nalezici ptislusnému cyklu.



Pro kvantifikaci leishmanii byla pouzita metoda SYBER Green (iQSYBER Green
Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA) probihajici na cycleru typu iQ5 Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad). Amplifikovany usek kinetoplastové DNA byl vymezem pomoci primeri:
sforward primer* S5 -CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3" a ,reverse primer* 5’'-
CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3’, kter¢ amplifikuji Gsek DNA dlouhy pfiblizné
70 bp. Pro samotnou reakci byl pouzit 1 pl vyizolované DNA, ktery byl nanasSen v dubletech.
Schéma teplotniho cyklovani bylo nésledujici: 3 minuty pii 95 °C, nésledovalo 45 opakujicich
se cyklt, 10 sekund pii 95 °C, 10 sekund pii1 56 °C a nakonec 10 sekund pii 72 °C (Myskova
et al., 2008). Kalibrace byla provedena v rozmezi 10" az 10° leishmanii (spoéteno pomoci
Burkerovy komirky) ve smési sjaterni tkdni nenakaZzené mysi. Tato tkan (bez piidani
leishmanii) slouZila také jako negativni kontrola.

Mnozstvi leishmanii v jednotlivych vzorcich bylo vyhodnoceno RNDr. J. Votypkou
prostfednictvim programu BioRad iQ5 Standard Edition v.2.0. Hodnoty pouZité ve statistické
analyze odpovidaji mnozstvi v celém odebraném vzorku tkdné (ucho, uzlina, slezina) ¢i jeho

prislusné pomérové ¢asti (jatra, peritonealni vyplach).
3.6 Pokusy na makrofagovych linii

3.6.1 Vymrazeni makrofagi a kultivace

Pro ucely této diplomové prace byly provadény experimenty se dvéma liniemi
makrofaglh — J774 monocyto-makrofagova linie je odvozena z krevnich makrofagi Balb/c
mysi imortalizovanych naddorovymi bunikami (Sigma-aldrich), PMJ2-R linie makrofagii ma
pavod v peritonealnich makrofazich C57BL/7 mysSi transformovanych J2 retrovirem (Adami
et al, 1993). Makrofagy ulozené v kryobance jsou uchovavany ve specialnich
mrazuvzdornych mikrozkumavkach naplnénych médiem obsahuyjicim 5 — 10 %
kryoprotektivni latku dimethylsulfoxid (www.sigmaaldrich.com). Po vymrazeni jsou
makrofagy sterilné¢ preoCkovany do kultivaénich nddob (Corning, 430168) s cerstvym
médiem. Dalsi pasaZovani je obvykle provadéno kazdy 5. - 7. den. Pfi pfeockovani je nutné
ptisedlé makrofagy mechanicky odlepit od dna kultiva¢ni nadoby (oplachem). Makrofagy

jsou uchovany v termostatu s 37 °C a 5% CO,

Roztoky: Médium pro kultivaci makrofagi: RPMI 1640 Hepes modification (Sigma
R5886; w/25mM HEPES +NaHCO3), penicilin 100 U/ml (Biotika), gentamicin 50 pg/ml
(GENTAMICIN LEK), glutamin - 2 mM (L-glu-L-ala Sigma G-8541), 2-ME 50 uM



3.6.2 Aktivita makrofagi

Makrofagy byly pieneseny do 15-ti ml zkumavky a stoCeny na centrifuze JOUAN
(rotor S40, 8 min, 1200 rpm, 4 °C). Sediment byl resuspendovan ve 3 ml kompletniho RPMI
a buiiky byly spodteny na piistroji Countess' " Automated Cell Counter (Invitrogen), (detailni
postup viz kapitola €. 3.4). Zasobni roztok se zjiSténou koncentraci bun€k byl nafedén pomoci
kompletniho RPMI na koncentraci 2x10° bungk/ml a byl nana$en na 96-ti jamkovou desti¢ku
(FALCON 30724-3072-0) v objemu 100 ul/jamku (koncentrace na 1 jamku byla tedy 2x10*
makrofagl). Buiiky byly inkubovany ve 37 °C a 5% CO,. Po 2 hodinach inkubace bylo
odebrano médium s nepfisedlymi buiikami a makrofadgy byly stimulovany - IFN-y (25U/ml,
AbD SEROTEC, PMP43A) a LPS (0,5 pg/ml, Sigma, L4516) v kombinaci se slinnymi
zlazami flebotomt a/nebo promastigoty leishmanii.

Jako stimulanty byly pouZity zhomogenizované sterilni slinné Zlazy flebotoma druht
P. papatasi, P. duboscqi, Lutzomyia longialpis, P. orientalis, P. perniciosus, P. tobbi v
koncentraci % nebo 'z Zlazy na jamku a promastigoti leishmanii druhii L. major a L. infantum
v koncentraci 2x10° promastigoti na jamku. Makrofagy byly inkubovany se samotnymi
zlazami, samotnymi leishmaniemi nebo v nasledujicich kombinaci: L. major se slinami P.
papatasi nebo P. duboscqi ¢i L. infantum se slinami Lutzomyia longipalpis, P. orientalis, P.
perniciosus nebo P. tobbi. Jako pozitivni kontrola slouzily makrofagy stimulované kombinaci
IFN-y (25U/ml, AbD SEROTEC, PMP43A) a LPS (0,5 pg/ml, Sigma, 1L4516), negativni
kontrolou byly makrofagy ponechané bez stimulant, pouze s RPMI 1640. Inkubace
probihala v celkovém objemu 200 pl v termostatu (37 °C, 5% CO,) po dobu 72 hodin.

Aktivita makrofaghh byla stanovena prostfednictvim produkce NO (klasicky
aktivované makrofagy) a produkce mocoviny (alternativné aktivované makrofagy) stejnym

zpusobem jako je popsano v kapitolach ¢. 3.4.1 a 3.4.2.

3.7 Statistické vyhodnoceni

Pro analyzu vysledkil byl pouZit statisticky program NCSS 6.0.21.

Vyhodnoceni vyvoje leishmaniové 1éze v jednotlivych tydnech, kvantifikace
leishmanii, protilatkova odpovéd mysi proti L. major, produkce NO a mocoviny, stanoveni
cytokinti ¢i IgG protilatek proti slinam flebotomt v rdmci jednoho odbéru bylo stanoveno
neparametrickym dvouvybérovym testem Mann-Whitney U or Wilcoxon Rank Sum Test for

Differences in Medians.



Celkovy pribéh kiivek tykajicich se vyvoje leishmaniové 1éze byl testovan pomoci GLM
ANOVA a Tukey-Kramer testu.

Pro vyhodnoceni IgG protilatek proti slinam P. papatasi a P. duboscqi v ramci
skupiny, avSak mezi jednotlivymi odbéry, byl pouzit neparametricky parovy T-test —
Wilcoxon Signed-Rank Test for Difference in Medians.

Korela¢ni zavislost byla zji§tovana prostfednictvim neparametrického - Spearman

Rank Correlation Matrix testu.



4. VYSLEDKY

EXPERIMENTY NA MYSIM MODELU

4.1 Vyvoj infekce Leishmania major

Mysi Balb/c byly rozdéleny na dvé skupiny — kontrolni a imunizovanou (v textu
oznacené jako K a P). Kontrolni skupina byla ponechéna az do infekce L. major bez expozice
flebotomiim. Druhd skupina, imunizovana, byla dvakrat vystavena sani neinfikovanych samic
P. papatasi. Tyden od posledni imunizace byly obé skupiny infikovany L. major, pticemz
kazda skupina byla dale rozdélena na dvé podskupiny. Jedna podskupina byla infikovana L.
major v kombinaci s homogenatem slinnych zlaz P. papatasi (skupiny K-Pap, P-Pap) a
druhd L. major v kombinaci s homogenatem slinnych Z1az P. duboscqi (skupiny K-Dub, P-
Dub). Mysi byly infikovany intradermalné do pravého usniho boltce. Po infekci byly mysi
sledovany 9 tydnd.

Vyvoj infekce zpiisobené L. major byl sledovéan prosttednictvim méfeni vzniklé kozni
1éze, kvantifikace leishmanii z odebranych tkani/organi a v neposledni fad¢ stanovenim IgG

protilatek proti samotnym leishmaniim.

4.1.1 Vyvoj leishmaniové 1éze

U kontrolni skupiny dosahovala velikost 1ézi vétSich rozméri nez u mysi
imunizovanych sanim flebotomti P. papatasi. Tohoto vysledku bylo dosazeno u obou
podskupin (graf €. 1, obrazek ¢. 1). Mezi skupinami K-Dub a P-Dub byl signifikantni rozdil
ve velikosti 1éze sedmy (p = 0,018) a devaty (p = 0,048) tyden po infekci, mezi skupinami K-
Pap a P-Pap to bylo vosmém tydnu po infekci (p= 0,048). Mezi imunizovanymi ¢i

kontrolnimi skupinami nebyly pozorovany signifikantni rozdily (graf €. 1).
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Graf ¢. 1: Vyvoj 1ézi L. major u mysi Balb/c po dobu 9 tydni

Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil (p < 0,05) ve velikosti léze mezi skupinou K-Pap a P-
Pap. Symbolem ¥ je vyznacen signifikantni rozdil (p < 0,05) ve velikosti 1éze mezi skupinou K-Dub a
P-Dub.

Obrazek €. 1: Vybrané infikované usi mysi Balb/c (9. tyden po infekci)

4.1.2 Kvantifikace leishmanii v organech /tkanich mysi Balb/c

Izolace DNA byla provedena z obou usi, ptislusnych spadovych uzlin, ze sleziny, jater
a peritonealnich makrofagi odebranych 9. tyden po infekci.

Levé ucho, jatra a slezina byly negativni na pfitomnost leishmaniové DNA u vSech
testovanych mysi. Leva uzlina byla pozitivni pouze u dvou mysi (obé mysi byly ze skupiny
K-Dub, pocet leishmanii byl 28 a 53 leishmanii/tkan). U makrofagh bylo pozitivnich sedm
mysi z 28 testovanych. Tyto mys$i byly zahrnuty ve vSech 4 skupinach a pocet leishmanii

v makrofazich se pohyboval v rozmezi 3 - 102.
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Nejvice infikovanymi tkanémi byly pravé ucho a k nému nélezici spadova uzlina (graf
¢. 2 a 3). U obou kontrolnich skupin byl zaznamenéan znateln¢ vyssi pocet leishmanii nez u
skupin imunizovanych a to jak v infikovaném uchu, tak ve spadové uzliné. Rozdil mezi
skupinami K-Pap a P-Pap byl statisticky prikazny u obou vySe zminénych tkani (ucho: p =
0,035, uzlina: p = 0,048). Infikované ucho kontrolni skupiny obsahovalo 5,4 x vice leishmanii
nez ucho skupiny imunizované. V ptipadé pravé spadové uzliny bylo mnozstvi leishmanii u
kontrolni skupiny 3 x vyS$§i neZ u skupiny imunizované. Mezi skupinami K-Dub a P-Dub byl
signifikantni rozdil v poctu leishmanii v uzliné (p = 0,010), zatimco vysledky tykajici se ucha
se pohybovaly tésn¢ nad hranici signifikance (p = 0,064). Pravd spadova uzlina kontrolni
skupiny obsahovala v tomto pfipadé 10,8 x vice leishmanii neZ uzlina imunizované skupiny.

Mezi obéma imunizovanymi ¢i  kontrolnimi skupinami nebyly pozorovany
signifikantni rozdily (K-Dub x K-Pap, ucho: p = 0,406, uzlina: p = 0,475; P-Dub x P-Pap,
ucho: p = 0,565, uzlina: p = 0,949).
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Graf ¢. 2: Kvantifikace leishmanii v infikovaném uchu

Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v mnozstvi detekovanych leishmanii mezi skupinami
(p <0,05).
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Graf ¢. 3: Kvantifikace leishmanii v pravé spadové uzliné

Symbolem * je vyznacéen signifikantni rozdil v mnoZzstvi detekovanych leishmanii mezi skupinami
(p <0,05).

Korela¢ni analyzou byla prokazana pozitivni zavislost mezi velikosti 1éze méfené 9.
tyden po infekci a po€tem leishmanii v infikovaném uchu. Korelacni koeficient (p) byl 0,781,
p = 0,000001. Zaroven byla pozitivni zdvislost i mezi mnozstvim leishmanii v infikovaném

uchu a k nému nalezici spadové uzling; p = 0,381, p = 0,0499.

4.1.3 Protilatkova odpovéd’ mySi Balb/c proti L. major

Protilatky tfidy IgG proti L. major byly detekovany z mysiho séra ziskaného 9. tyden
po infekci.

Obé& kontrolni skupiny vykazovaly vyS$$i hladiny IgG protilatek v porovnani k nim
pfislusSnym imunizovanym skupindm. Rozdil v produkci protilatek byl vSak statisticky
prikazny pouze mezi skupinami infikovanymi v pfitomnosti slinnych zlaz P. papatasi (K-Pap
x P-Pap, p = 0,004). Mezi obéma kontrolnimi skupinami byl také zaznamenan signifikantni
rozdil v produkeci protilatek, kdy skupina K-Pap produkovala vice IgG neZ skupina K-Dub
(p= 0,048). Naproti tomu, mezi skupinou infikovanou v pfitomnosti slinnych zlaz P.
duboscqi a k ni nalezici skupinou kontrolni nebyly pozorovany signifikantni rozdily (K-Dub a
P-Dub, p = 0,18), stejn¢ jako mezi obéma pokusnymi skupinami (P-Dub a P-Pap, p = 0,75)
(graf €. 4).
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Graf ¢. 4: Anti-Leishmania major 1gG

Symbolem * je vyznaCen signifikantni rozdil v produkci protilatek proti L. major mezi skupinami
(*p <0,05; **p<0,01).

Korela¢ni analyzou byla prokazana pozitivni korelace mezi mnozstvim IgG protilatek
proti L. major a po¢tem leishmanii v uchu; p = 0,619, p = 0,0004. Mnozstvi protilatek zaroven

korelovalo s velikosti 1éze; p = 0,583, p =0,001.

4.2 Aktivita makrofagu

Aktivita makrofagii ziskanych z peritonedlniho vyplachu 9. tyden po infekci byla
stanovena pomoci produkce NO (klasicky aktivované makrofagy), mocoviny (alternativné
aktivované makrofagy) a cytokind. Ziskané makrofagy byly stimulované ex vivo

homogenatem slinnych 714z obou druhi flebotomt a/nebo leishmaniemi.

4.2.1 Produkce NO

Produkce NO byla stanovena ze supernatantu makrofagii odebraného po 72 hodinach
inkubace. Vysledky jsou shrnuty v grafu Cislo 5.
Mezi kontrolni a imunizovanou skupinou mysi infikovanych v pfitomnosti slin P.

papatasi byl zaznamenan signifikantni rozdil v produkci NO po stimulaci homogenatem
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slinnych zldz P. papatasi (p = 0,018) 1 P. duboscqi (p = 0,025). Kontrolni skupina
produkovala 1,7% vice NO pii stimulaci slinnyma zldzama P. papatasi a 2 x vice pii stimulaci
slinnyma Zzldzama P. duboscqi v porovnani se skupinou imunizovanou. Mezi kontrolni a
imunizovanou skupinou, které byly infikované v pfitomnosti slin P. duboscqi, nebyl
zaznamenan zadny signifikantni rozdil v produkci NO nezavisle na pouzité stimulaci.
Signifikantni rozdil v produkci NO byl dadle zaznamendn mezi imunizovanymi
skupinami P-Pap a P-Dub, a to v pfipadé stimulace makrofaghh homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi (p = 0,013). Makrofagy skupiny P-Dub vyprodukovaly 1,6 x vice NO nez
makrofagy skupiny P-Pap. Mezi kontrolnimi skupinami v ramci obou druhti flebotomii nebyl

zaznamenan zadny signifikantni rozdil v produkci NO pfi pouziti jakékoliv stimulace.
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Graf €. 5: Produkce NO

Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé stimulace makrofagli: neg = negativni kontrola, Pap = stimulace
homogenatem slinnych zldz P. papatasi, Pap+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major, Dub = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
duboscqi, Dub+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P. duboscqi v kombinaci s pomastigoty
L. major, leish = stimulace promastigoty L. major (detailni metodika viz kapitola 3.4). Symbolem * je
vyznacen signifikantni rozdil v produkci NO mezi jednotlivymi skupinami (p < 0,05).
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4.2.2 Produkce mocoviny

Produkce mocoviny byla stanovena zlyzatu makrofagl, které byly inkubovany
s pfidanymi stimulanty po dobu 72 hodin.

Signifikantni rozdil v produkci mocoviny byl zaznamenan pouze mezi skupinami K-
Dub a P-Dub a to jak v ramci negativni kontroly (p = 0,025), tak pfi stimulacich makrofagi
homogenatem slinnych zlaz P. papatasi (p = 0,018) ¢i homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major (p = 0,048). Kontrolni skupina pfitom ve vSech
ptipadech produkovala méné moc€oviny v porovnani se skupinou imunizovanou.

Zmény v produkci mocoviny se neliSily mezi kontrolnimi a imunizovanymi skupinami
infikovanych v pfitomnosti slin P. papatasi (K-Pap x P-Pap) ani mezi obéma pokusnymi a
kontrolnimi skupinami (K-Pap x K-Dub, P-Pap x P-Dub) pfi pouziti jakékoliv stimulace (graf
¢. 6).
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Graf &. 6: Produkce mocoviny - argindzova aktivita

Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé stimulace makrofagli: neg = negativni kontrola, Pap = stimulace
homogenatem slinnych zlaz P. papatasi, Paptleish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major, Dub = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
duboscqi, Dub+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P. duboscqi v kombinaci s pomastigoty
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L. major, leish = stimulace promastigoty L. major (detailni metodika viz kapitola 3.4). Symbolem * je
vyznacen signifikantni rozdil v produkci mo¢oviny mezi skupinami, (p < 0,05)

V piedchozich dvou grafech nejsou zahrnuty pozitivni stimulace makrofagl z davodu
grafické upravy. V tabulce €. 1 je proto uvedeno ¢iselné porovnani pozitivnich a negativnich
kontrol.

Tabulka 1: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol v ramci méfeni produkce NO a
mocoviny; hodnoty jsou ve tvaru: primér + stfedni chyba pruméru

NO [uM] mocovina [ng/ml]
Skupina negativni pozitivni negativni pozitivni
K-Pap 1,4+0,2 12,4+3,5 55,1£5,1 128,7+28.5
K-Dub 1,5+0,1 6,8+2,1 56,4+7,3 78,8+7,0
P-Pap 1,0+0,1 9,228 81,4+17,9 163,3+37.9
P-Dub 1,2+0,2 14,9+4.9 166,7+41.4 241,6+58.4

4.2.3 Stanoveni cytokini

Aktivita makrofagi byla také studovana podle produkce cytokinil. Ze supernatantu

byly stanoveny cytokiny prozanétlivé (TNF-a, IL-12) 1 protizanétlive (IL-10).
TNF-a

Mezi kontrolni a imunizovanou skupinou mysi, které byly infikované v pfitomnosti
slin P. duboscqi, byl zaznamenan signifikantni rozdil v produkci TNF-a pfi stimulaci
homogenatem slinnych Zzldz P. duboscqi (p = 0,048) (graf €. 7). Kontrolni skupina
produkovala v tomto ptfipadé vice TNF-a neZ skupina imunizovand. Po stimulaci makrofagh
promastigoty L. major byla signifikantné zvySena produkce TNF-a u skupiny imunizované a
infikované v pfitomnosti slin P. papatasi (P-Pap) v porovnani se skupinou kontrolni (K-Pap)
(p = 0,035). Mezi kontrolnimi skupinami v rdmci obou druht flebotomi byl po stimulaci
promastigoty L. major taktéz zaznamenan signifikantni rozdil v produkci tohoto cytokinu (p =
0,035). Mezi obéma pokusnymi skupinami (P-Pap x P-Dub) nebyl zaznamenan Zadny

signifikantni rozdil v produkeci tohoto cytokinu (graf €. 8).
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Graf ¢. 7: Produkce TNF-a

Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé stimulace makrofagli: neg = negativni kontrola, Pap = stimulace
homogenatem slinnych zldz P. papatasi, Paptleish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major, Dub = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
duboscqi, Dub+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P. duboscgi v kombinaci s pomastigoty
L. major, leish = stimulace promastigoty L. major (detailni metodika viz kapitola 3.4). Produkce
cytokint je vyjadiena pomoci stimula¢niho indexu, kdy naméfené hodnoty absorbanci byly vztazeny
vici prislusné negativni kontrole. Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v produkci TNF-a
mezi skupinami, * (p < 0,05).

IL-12

Kontrolni skupina infikovanad v pfitomnosti slin P. duboscqi produkovala vyssi
mnozstvi IL-12 nez pfislusna imunizovana skupina, a to pii stimulaci homogenatem slinnych
zlaz P. papatasi (p = 0,002) (graf ¢. 8). Statisticky prikazny rozdil byl dale mezi skupinami
kontrolnimi (K-Pap, K-Dub) po stimulaci homogenatem slinnych zlaz P. paptasi (p = 0,006),
homogenatem slinnych zlaz P. papatasi v kombinaci s L. major (p = 0,025), homogenatem
slinnych zlaz P. duboscqi v kombinaci s L. major (0,035) a po stimulaci samotnymi
leishmaniemi (p = 0,025). Nebyl pozorovan rozdil v produkci IL-12 mezi obéma
imunizovanymi skupinami (P-Pap x P-Dub) ani mezi skupinami infikovanymi v pfitomnosti

slin P. papatasi (K-Pap x P-Pap) (graf ¢. 8).
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Graf €. 8: Produkce IL-12

Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé stimulace makrofagli: neg = negativni kontrola, Pap = stimulace
homogenatem slinnych zlaz P. papatasi, Pap+leish = stimulace homogenatem slinnych zldz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major, Dub = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
duboscqi, Dubtleish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P. duboscgi v kombinaci s pomastigoty
L. major, leish = stimulace promastigoty L. major (detailni metodika viz kapitola 3.4). Produkce
cytokint je vyjadiena pomoci stimula¢niho indexu, kdy naméfené hodnoty absorbanci byly vztazeny
vuci ptislusné negativni kontrole. Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v produkei IL-12 mezi
skupinami, * (p < 0,05); ** (p <0,01).

IL-10

Signifikantni rozdil v produkci IL-10 byl zaznamenan mezi kontrolnimi a
imunizovanymi skupinami infikovanymi v pfitomnosti slin P. papatasi pi1 stimulaci
homogenatem slinnych 714z P. papatasi s promastigoty L. major (p = 0,013) a pii stimulaci
samotnymi promastigoty (p = 0,035) (graf ¢. 9). Kontrolni skupina (K-Pap) produkovala
v obou piipadech vice tohoto cytokinu neZz skupina imunizovand (P-Pap). Statisticky
prikazny rozdil v produkci tohoto cytokinu byl zaznamendn i mezi obéma skupinami
kontrolnimi (K-Pap, K-Dub) po stimulaci promastigoty L. major (p = 0,025) a dale mezi
skupinami imunizovanymi (P-Pap, P-Dub) po stimulaci homogenatem slinnych 714z P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major (p = 0,035). Skupiny kontrolnich a
imunizovanych mysi infikovanych v kombinaci se slinami P. duboscqi se nelisily v produkci

IL-10 (graf €. 9).
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Graf ¢. 9: Produkce IL-10

Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé stimulace makrofagii: neg = negativni kontrola, Pap = stimulace
homogenatem slinnych Zl4z P. papatasi, Pap+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi v kombinaci s promastigoty L. major, Dub = stimulace homogenatem slinnych Z1az P.
duboscqi, Dub+leish = stimulace homogenatem slinnych zlaz P. duboscgi v kombinaci s pomastigoty
L. major, leish = stimulace promastigoty L. major (detailni metodika viz kapitola 3.4). Produkce
cytokint je vyjadiena pomoci stimula¢niho indexu, kdy naméfené hodnoty absorbanci byly vztazeny
viuci prislusné negativni kontrole. Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v produkei IL-10 mezi
skupinami, * (p < 0,05).

V grafech pro stanoveni jednotlivych cytokinli nejsou zahrnuty pozitivni stimulace

makrofagi z diivodu grafické tpravy. V tabulce ¢. 2 je proto uvedeno ciselné porovnani

pozitivnich a negativnich kontrol.

Tabulka 2: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol v ramci méfeni produkce jednotlivych
cytokinii; hodnoty jsou ve tvaru: primér stimula¢niho indexu + stfedni chyba priméru

TNF-a IL-12 IL-10
skupina negativni pozitivni negativni pozitivni negativni pozitivni
K-Pap 0,3+0,0 7,1£3,5 0,4+0,1 0,8+0,1 0,2+0,0 1,7+0,2
K-Dub 0,2+0,0 7,742,8 0,2+0,0 1,1+0,1 0,3+0,0 1,5+0,2
P-Pap 0,3+0,0 8,0+1,5 0,4+0,1 1,1+0,1 0,4+0,1 1,6+0,3
P-Dub 0,4+0,1 6,442,2 0,4+0,0 0,7+0,1 0,3+0,1 2,0+0,2
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4.3 Protilatkova odpovéd’ mysi Balb/c proti slinam P. papatasi a P. duboscqi
Protilatky tfidy IgG proti slinam flebotomii P. papatasi a P. duboscqi byly detekovany
z myS$iho séra odebran¢ho ve 3 obdobich — pfed imunizaci mysi, po posledni imunizaci a 9.

tyden po infekci.
Anti-P. papatasi IgG

Hladiny IgG protilatek proti slindm P. papatasi u preimunniho séra a u séra ziskaného
po imunizaci se neli$ily mezi skupinami. V rdmci posuzovanych skupin se rozdilné hladiny
téchto protilatek objevovaly pouze v kombinacich: preimunni séra x séra odebrana 9. tyden po
infekci a séra odebrand po imunizaci x séra ziskana 9. tyden po infekci. Ob& imunizované
skupiny (P-Pap, P-Dub), vykazovaly vyssi hladiny IgG protilatek 9. tyden po infekci oproti
preimunnimu séru i vzorkiim ziskanych po imunizaci.

Imunizovana skupina infikovana s homogenatem slinnych zlaz P. duboscqi (P-Dub)
produkovala vice anti-P.papatasi 1gG oproti preimunnimu séru (p = 0,018) i séru ziskanému
po imunizaci (p = 0, 018). Stejné¢ tomu bylo u skupiny infikované s homogenatem slinnych
zlaz P. papatasi (P-Pap) s nasledujicimi pravdépodobnostmi - p = 0,028 a p =0,018.

V séru odebraném po infekci vykazovaly ob¢é imunizované skupiny vyssi hladiny IgG
protilatek proti slindm P. papatasi v porovnani k nim piisluSnym kontrolnim skupinam.
Rozdil v produkci protilatek proti P. papatasi byl statisticky prikazny mezi skupinou
imunizovanou sanim flebotomt a skupinou kontrolni v rdmci jednoho druhu flebotoma (K-
Pap x P-Pap: p = 0,018, K-Dub x P-Dub: p = 0,006). Statisticky prikazny rozdil byl také mezi
obéma kontrolnima skupinama, pti¢emz K-Pap produkoval vice protilatek nez K-Dub (p =
0,013). Mezi imunizovanymi skupinami nebyl rozdil v produkci anti-P. papatasi 1gG

protilatek (graf ¢. 10).
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Graf ¢. 10: IgG protilatky proti slinam P. papatasi

Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v produkei IgG protilatek proti slindim P. papatasi mezi
skupinami, * p <0,05; **p <0,01.

Symbolem # je vyznacen signifikantni rozdil v produkci téchto protilatek mezi jednotlivymi odbéry
v ramci skupiny, p < 0,05.

Anti-P. duboscqi 1gG

Hladiny IgG protilatek (anti-P. duboscqi) u preimunniho séra a u séra ziskaného po
imunizaci se neliSily mezi skupinami. V ramci posuzovanych skupin se rozdilné hladiny
téchto protilatek objevovaly pouze v kombinacich: preimunni séra x séra odebrana 9. tyden po
infekci a séra odebrana po imunizaci x séra ziskana 9. tyden po infekei. V tomto piipade se
vSak nejednalo pouze o imunizované skupiny, jako tomu bylo u anti-P. papatasi protilatek,
ale také o skupiny kontrolni. Trend vyS$i produkce IgG protilatek v 9. tydnu po infekci u
imunizovanych skupin vici kontrolnim skupinam byl zachovan i v tomto ptipade¢.

Imunizovand skupina infikovand homogenatem slinnych zlaz P. papatasi se liSila
v produkei anti-P. duboscqi protilatek v obou piipadech — preimunni x po infekei (p = 0,028);
po imunizaci x po infekci (p = 0, 018). U imunizované skupiny infikované homogenatem
slinnych zlaz P. duboscqi byl signifikantni rozdil pouze mezi séry po imunizaci x po infekci

(p = 0,028). Kontrolni skupina K-Pap produkovala signifikantné vice téchto protilatek v 9.
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tydnu po infekci v porovndni s hladinou protilatek v séru ziskaném po imunizaci (p = 0,018).
Skupiny K-Dub se lisila v obou piipadech — preimunni x po infekci (p = 0,018); po
imunizaci x po infekei (p = 0,018).

Rozdil v produkci protildtek proti slindm P. duboscqi v 9. tydnu po infekci byl
statisticky prikazny pouze v ramci kontrolnich skupin (p = 0,003), kdy skupina K-Dub
produkovala vice IgG protilatek nez skupina K-Pap. V pfipad€ imunizovanych skupin nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil v produkci téchto protilatek, avSak trend vyssi produkce 1gG
u skupiny infikované L. major v kombinaci s homogenatem P. duboscqi byl zachovan (v

porovnani se skupinou P-Pap).
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Graf ¢. 11: IgG protilatky proti slinam P. duboscqi

Symbolem * je vyznacen signifikantni rozdil v produkci IgG protilatek proti slinam P. duboscqi mezi
skupinami, ** p < 0,01.

Symbolem # je vyznaen signifikantni rozdil v produkci téchto protilatek mezi jednotlivymi odbéry
v ramci skupiny, p < 0,05

Korela¢ni analyzou byla prokézana negativni zavislost mezi mnozstvim IgG protilatek
proti slindm P. papatasi a poctem leishmanii ve spadové uzlin€ nalezici infikovanému uchu.
(p = -0,548, p = 0,003). Stejny vztah byl zaznamenan mezi mnoZstvim téchto protilatek a
velikosti 1éze (p = -0,406, p = 0,032). Naproti tomu nebyla prokazana zadna zavislost mezi
hladinami protilatek proti slindm P. duboscqi a mnozstvim leishmanii v tkdnich/orgénech ¢i

velikosti 1éze.
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EXPERIMENTY NA MAKROFAGOVYCH LINIICH

Druhou casti predlozené diplomové prace byly in vitro experimenty provadéné
na liniich makrofagi, které byly ziskané ze dvou kmend mys$i s odliSnou vnimavosti
k leishmaniové infekci. J774 makrofagy pochéazeji z kmene mysi citlivych k leishmanidze
(Balb/c) a makrofagy PMJ2-R pochazeji z rezistentnich mysi (C57BL/6). Byl porovnavan
vliv slin flebotomt na aktivitu makrofagh mezi obéma vySe zminénymi bunéénymi liniemi a
mezi testovanymi druhy flebotom.

Makrofagy byly stimulované homogenatem slinnych Zlaz, leishmaniemi nebo
kombinaci obou faktorii. Pii stimulacich leishmaniemi, at’ uz samotnymi nebo v kombinaci
s homogenatem slinnych zlaz, byly pouzity dva druhy leishmanii v zavislosti na druhu
flebotoma. Pro zastupce vektorl prenésejicich kozni leishmanioézu byl pouzit kmen L. major,
pro zastupce vektort pienasSejicich viscerdlni leishmaniozu byla pouzita L. infantum.

Aktivita makrofagh byla stanovena pomoci produkce NO (klasicky aktivované
makrofagy) a pomoci produkce mocoviny (alternativné aktivované makrofagy). Produkce NO
byla stanovena ze supernatantu makrofagi odebraného po 72 hodinach inkubace, zatimco

produkce mocoviny byla stanovena z lyzatu téchto makrofagt.

4.4 Vliv slinnych Zlaz pirenaseci L. major na aktivitu makrofagu

4.4.1 Produkce NO

V piipadé obou vySe zminénych linii makrofagh byla inhibovana produkce NO po
pouziti jakékoliv vySe popsané stimulace v porovnani s pozitivni kontrolou (grafy ¢. 12 a 13).

U J774 makrofagh byl nejvyssi stupen inhibice v produkci NO dosazen po stimulaci
samotnymi promastigoty a promastigoty v kombinaci s % slinné zlazy. Naproti tomu,
stimulace promastigoty v kombinaci s !4 slinné Zlazy inhibi¢ni efekt leishmanii caste¢né
rusila.

U makrofagh PMJ2-R dochazelo po pfidani slinnych zlaz v obou koncentracich k
vys$$imu stupni inhibice v produkci NO v porovnani s liniii J774. Po stimulaci makrofagi
promastigoty L. major nebo po stimulaci promastigoty v kombinaci s %4 slinné zZlazy vsak byla
produkce NO obdobna u obou linii makrofagt. U stimulace promastigoty s /2 slinné Zlazy

op¢t platilo potlaceni inhibice NO, a to ve vys§i mife neZ u J774 makrofagu.
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V piedchozich dvou grafech nejsou zahrnuty pozitivni stimulace makrofagt z divodu
grafické upravy. V tabulce €. 3 je proto uvedeno ¢iselné porovnéani pozitivnich a negativnich

kontrol.

Tabulka 3: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol u J774 a PMJ2-R makrofagli v ramci méreni
produkce NO, hodnoty uddvaji primérnou koncentraci NO

NO [uM]
1774 Pap | Dub [PMJ2-R Pap | Dub
pozitivni kontrola 19,5 | 16,8 |pozitivni kontrola 29,9 | 24,4
negativni kontrola 1,6 1,2 |negativni kontrola 0,8 0,9

4.4.2 Produkce mocoviny

U J774 makrofagh byla produkce mocoviny u pozitivné a negativné stimulovanych
bunék srovnatelna s produkci u bunck stimulovanymi jak slinnymi zldzami, promastigoty, tak
1 kombinaci obou téchto faktort. Pouze pii stimulaci promastigoty v kombinaci s %4 slinné
zlazy byla koncentrace mocoviny mirn¢ zvysena (graf ¢. 14).

U makrofagh PMJ2-R byla produkce mocoviny srovnatelnd mezi negativné
stimulovanymi makrofagy a makrofagy stimulovanymi jak slinnymi Zlazami, promastigoty,

tak 1 kombinaci obou téchto faktora (graf ¢. 15).
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Graf €. 14: Produkce moéoviny u J774 makrofagt
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Graf €. 15: Produkce mocdoviny u PMJ2-R makrofagt
V ptedchozich dvou grafech nejsou zahrnuty pozitivni stimulace makrofagt. V tabulce €. 4 je

proto uvedeno ¢iselné porovnani pozitivnich a negativnich kontrol.

Tabulka 4: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol u J774 a PMJ2-R makrofaga v ramci méreni
produkce mocoviny, hodnoty udavaji priimérnou koncentraci mocoviny

mocovina [ng/ml]
1774 Pap | Dub |PMJ2-R Pap | Dub
pozitivni kontrola 32,2 | 28,0 |pozitivni kontrola 45,9 | 36,9
negativni kontrola 26,5 | 26,8 |negativni kontrola 28,3 | 26,8

4.5 Vliv slinnych Zlaz prenaseci L. infantum na aktivitu makrofagi

4.5.1 Produkce NO

U J774 makrofagli byla inhibovana produkce NO po pouziti jakékoliv vySe popsané
stimulace v porovnani s pozitivni kontrolou. Nejvyssi stupeni inhibice v produkci NO byl
dosazen po stimulaci 2 slinné zlazy. Naproti tomu, stimulace promastigoty v kombinaci s 2
slinné Z1azy zpusobovala rapidni rist koncentrace NO, stale v§ak pod hranici pozitivni

kontroly (graf ¢. 16).

U makrofagi PMJ2-R dochézelo po pridani slinnych zldz v obou koncentracich k
vys$§imu stupni inhibice v produkeci NO v porovnani s liniii J774. Po stimulaci makrofagt

promastigoty L. infantum nebo po stimulaci promastigoty v kombinaci s % slinné Zlazy byla



produkce NO zvysena v porovnani k vlivu samotnych zlaz. U stimulace promastigoty

v kombinaci s % slinné Zlazy rapidné vzrostla koncentrace NO, a to dokonce nad hranici

pozitivni kontroly (graf €. 17).
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Graf €. 17: Produkce NO u PMJ2-R makrofagt




V piedchozich dvou grafech nejsou zahrnuty pozitivni stimulace makrofagt z divodu
grafické upravy. V tabulce €. 5 je proto uvedeno ¢iselné porovnéani pozitivnich a negativnich

kontrol.

Tabulka 5: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol u J774 a PMJ2-R makrofagli v ramci méreni
produkce NO, hodnoty uddvaji primérnou koncentraci NO

NO [uM]
1774 LuLo Per Ori Tob
pozitivni kontrola 16,6 17,2 16,1 19,3
negativni kontrola 1,1 1,1 1,4 1,4
PMJ2-R LuLo Per Ori Tob
pozitivni kontrola 21,3 21,7 18,9 27,9
negativni kontrola 0,4 0,5 0,4 0,7

4.5.2 Produkce mocoviny

U J774 makrofagh byla produkce mocoviny u pozitivné a negativné stimulovanych
bunék srovnatelnd s produkci u bunck stimulovanymi jak slinnymi zldzami, promastigoty, tak
1 kombinaci obou téchto faktorti v piipad¢ druhtt Lu. longipalpis a P. tobbi. Pouze pii
stimulaci promastigoty v kombinaci s 'z slinné zlazy byla koncentrace mocoviny mirné
zvySena — piedev§im u druhl P. orientalis a P. tobbi. U druhu P. perniciosus dosahovala
pozitivni a negativni kontrola vysSich hodnot v porovnani se zbylymi testovanymi druhy. Po
stimulaci samotnymi promastigoty L. infantum vzrostla koncentrace mocoviny oproti
stimulaci promastigoty v kombinaci se Y4 slinné zlazy P. perniciosus (graf €. 18).

U makrofagh PMJ2-R byla produkce mocoviny srovnatelnd mezi negativné
stimulovanymi makrofagy a makrofagy stimulovanymi jak slinnymi Zlazami, promastigoty,
tak 1 kombinaci obou téchto faktorli. Pouze stimulace 2 slinné Z7lazy v kombinaci
P. tobbi. Pozitivné stimulované bunky u druhl P. orientalis a P. tobbi produkovaly vice
mocoviny, v porovndni se zbylymi stimulacemi a negativni kontrolou. U druhu Lu.

longipalpis byla vyrazné zvysena produkce po stimulaci ' slinné zlazy (graf ¢. 19).
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V piedchozich dvou grafech nejsou zahrnuty pozitivni stimulace makrofagt. V tabulce

¢. 4 je proto uvedeno ¢iselné porovnani pozitivnich a negativnich kontrol.

Tabulka 6: Hodnoty pozitivnich a negativnich kontrol u J774 a PMJ2-R makrofagli v ramci méreni
produkce mocoviny, hodnoty udavaji priimérnou koncentraci mocoviny

mocovina [ng/ml]
1774 LulLo Per Ori Tob
pozitivni kontrola 28,1 47,6 28,6 26,1
negativni kontrola 23,7 41,0 23,2 28,0
PMJ2-R LulLo Per Ori Tob
pozitivni kontrola 29,7 27,2 31,7 37,1
negativni kontrola 24,7 26,3 22,9 20,4




5. DISKUZE

Vysledky v piedlozené diplomové praci poukazuji na to, jaky vliv maji slinné zlazy
flebotom@ na imunitu mysi Balb/c. Piestoze se u hostitell vystavenych opakované expozici
sani flebotoml vytvaii jak bunécna, tak protilatkova imunitni odpovéd’ (Belkaid et al., 1998;
Silva et al., 2005), experimenty této prace se zabyvaji piedev§im vlivem slin na buné¢nou
sloZku imunity, kterd je v obrané proti leishmaniové infekci klicova (Gomes and Oliveira,
2012). Schéma experimentu bylo zvoleno za ti¢elem provéreni moznosti zkiiZzené protektivity
mezi dvéma blizce ptibuznymi druhy flebotomt P. papatasi a P. duboscqi, kteti jsou zaroven
vyznamnymi vektory L. major v ptirodé. Oba vySe zminéné druhy spadaji do podrodu
Phlebotomus (Ghosh et al., 1999). Areal vyskytu druhu P. papatasi je velmi rozséahly,
zahrnuje oblasti Mediteranu, Stfedniho Vychodu a Indického subkontinentu. Vyskyt P.
duboscqi je naproti tomu situovan do oblasti zdpadni a centrdlni Afriky, jizn€ od Sahary
(Lewis 1982). Sympatricky se tyto dva druhy flebotomt setkdvaji napi. v Jemenu a Studanu,
kde jsou oba schopné ptenosu L. major (Widaa et al., 2012; WHO, biezen 2010).
protektivni efekt zpiisobeny expozici hostitele sdni neinfikovanych samic flebotoml na
modelu L. major - P. papatasi - Balb/c (Kamhawi et al., 2000). I na naSem modelu vyvolala
opakovana expozice sani flebotoml piedpokladanou tvorbu imunitni reakce, kterd vedla k
ucinné€j$i obran€ hostitele proti leishmaniové infekci. Imunizovand skupina vytvaiela
signifikantné mensi 1éze, cemuz odpovidal 1 niz§i pocet leishmanii jak v infikovaném uchu,
tak k nému nalezici spadové uzling.

PtestoZe bylo popsano, Ze L. major ma tendence u hlodavct (kieCklt Mesocricetus
auratus) visceralizovat (Soliman, 2006), v naS§em experimentu nebyly leishmanie ve vnitinich
organech (jatra, slezina) pfitomné. Nicolas et al. (2000) popsali na laboratornim modelu
Balb/c — L. major, ze promastigoti téchto leishmanii inokulovani intradermélné do ucha mysi
Balb/c se objevili vzdalené od mista infekce — v druhém uchu, ale také v kiizi zadni ¢asti téla.
Detekce leishmanii v jatrech byla ale sporadickd a nikdy nedoséhla vice nez 5000
paraziti/jatra. Ve sleziné byly leishmanie vétSinou detekovany u Balb/c mysi do 3. mésice po
infekci, zatimco u geneticky rezistentnich B10D2 mysi byla qPCR negativni (Nicolas et al.,
2000). Balb/c mysi pouzité v naSich experimentech se spiSe chovaly z hlediska vyskytu
parazitll ve vnitinich orgénech jako vySe zminéné mysi rezistentni. OvSem na visceralizaci
infekce mohou mit vliv rizné dalsi faktory jako napt. pouzity kmen a pasaz leishmanie ¢i stafi

laboratornich mysi.



Ochrana exponované skupiny dale souvisela se zvySenou produkci prozanétlivého
makrofagi po stimulaci zivymi promastigoty L. major. K signifikantné nizsi produkei 1L-10
dochdzelo u imunizované skupiny také po stimulaci makrofagii promastigoty v kombinaci se
slinnymi Zlazami P. papatasi. V produkci prozanétlivého cytokinu IL-12 se skupina
imunizovana od kontrolni neliSila. Déle jsme méfili aktivitu makrofagh prostfednictvim oxidu
dusnatého jako produktu klasicky aktivovanych makrofagii ¢i moc€oviny jako produktu
alternativné aktivovanych makrofagl. Zatimco u skupiny mysi s vyssi produkci NO, jakozto
molekuly toxické pro leishmanie (Green ef al., 1990b), by se ocekéavala castecna rezistence Ci
inhibice v replikaci leishmanii, vysledky naSich experimentd ukézaly opacny trend.
Imunizovana skupina, ktera byla chranéna vaci L. major, produkovala méné NO v porovnani
se skupinou kontrolni. Naproti tomu produkce mocoviny byla zaznamendna ve zvySeném
mnozstvi u skupiny imunizované oproti skupiné kontrolni. V literatuie neexistuje srovnatelna
studie popisujici vliv slinnych Zlaz na produkci oxidu dusnatého ¢i mocoviny u opakované
pobodanych hostitelti. Pro kombinaci P. papatasi — L. major existuji studie zabyvajici se
vlivem slinnych zlaz na produkci NO a cytokini pouze u naivnich mysi. U peritonealnich
makrofagll izolovanych z geneticky rezistentnich C57BL/6 a CBA/CaH-T6] mysi
zpusobovalo pfidani slinnych Zlaz P. papatasi inhibici aktivace téchto makrofagu.
Neschopnost piidaného IFN-y aktivovat makrofagy v pfitomnosti slin zarovenl zpiisobovala
inhibici v produkci NO (Hall and Titus, 1995). Mbow et al. (1998) popsali, ze slinné Zlazy P.
papatasi zpusobuji u CBA/CaH-T6J mys$i zménu v produkcei cytokinll v porovnani se stejnym
kmenem mysi infikovanych samotnymi L. major. Po aplikaci slinnych Zlaz do mysi byla
detekovana zvysSend exprese mRNA pro IL-4 a naopak inhibovana exprese mRNA pro [FN-y
a IL-12 v lymfatické uzlin¢ mySi. Spole¢né€ s inhibici téchto prozanétlivych cytokinl byla
zaznamenana inhibice exprese mRNA pro iNOS. Dilezitym zjist€énim bylo, Ze snizeni
exprese zminénych cytokinl typickych pro Thl imunitni odpovéd’ a genu pro iNOS bylo
pozorovano do 28. dne po infekci, poté se rozdily mezi skupinami mysi stiraly (Mbow et al.,
1998). A pravé zminény Cas by mohl byt divodem, pro¢ v naSich experimentech neodpovida
mnozstvi produkovaného NO stavu rezistence €i citlivosti u myS$i imunizovanych a naivnich.
Proto bychom se radi v budoucich experimentech zaméfili na stanoveni produkovaného NO,
mocoviny i jednotlivych cytokinti v ¢asnéjsi fazi infekce ¢i pfimo v misté leishmaniové 1éze.

Hlavnim cilem nasi prace bylo ovéfeni moznosti vyskytu zkiizené protekce mezi
blizce ptibuznymi druhy P. papatasi a P. duboscqi. Jiz diive bylo popséano, ze myS§ opakovang

exponovana sani flebotomt P. sergenti specificky odpovidala na homogenat slinnych zlaz



tohoto druhu flebotoma prostfednictvim signifikantné zvySené proliferace splenocyt
v porovnani s proliferacni rychlosti odpovidajici na slinny homogenat obdrzeny z jiné¢ho
druhu flebotoma. Ze tii testovanych druht flebotomil byla ¢astecna zktizena reakce z hlediska
proliferace detekovana pouze mezi blizce pifibuznymi druhy P. sergenti a P. papatasi
(Drahota et al., 2009).

Absence zkiizené reaktivity antigenti slin mezi fylogeneticky vzdalenymi druhy
flebotomt se odrazi i na vyvoji leishmaniové infekce. Balb/c mysi, které byly imunizované
homogenatem slinnych zlaz druhtt P. papatasi, P. sergenti a Lu. longipalpis, byly néasledné
infikované L. amazonensis v kombinaci s homogenatem slinnych 714z Lu. longipalpis. Pouze
my$i imunizované slinnymi Zlazami Lu. longipalpis byly chranéné vii¢i onemocnéni
zpusobenému L. amazonensis. U zbylych dvou skupin doSlo krozvoji infekce spojené
se zvetSujici se 1ézi a s odpovidajicim nartistem poctu leishmanii v infikované tkani (Thiakaki
et al., 2005).

NaSe mysi imunizované sanim P. papatasi, ale infikované L. major v kombinaci
s homogenatem slinnych Zlaz P. duboscqi, byly ¢astecné chranény proti infekei. Imunizovana
skupina vyvijela oproti kontrolni skupiné signifikantné¢ mensi 1éze, s ¢imz souvisel také nizsi
pocet leishmanii v této tkani a v k nému naleZici spadové uzliné. PrestoZe statisticky prukazny
rozdil byl pouze v pifipadé lymfatické uzliny, vysledky qPCR =z infikovaného ucha se
pohybovaly tésn¢ nad hladinou signifikance. Obdobného vysledku bylo dosazeno ve studii
Tavares et al. (2011) s druhy Lu. longipalpis a Lu. intermedia, vektory L. braziliensis. Zlati
kiecci byli v tomto experimentu imunizovani homogenatem slinnych zlaz Lu. longipalpis.
Dva tydny od posledni imunizace byli imunizované i kontrolni skupiny infikovany L.
braziliensis v kombinaci s homogenatem slinnych zldz Lu. intermedia. Velikost 1éze byla
redukovéna u skupiny imunizované v porovnani s kontrolni skupinou, ¢emuz odpovidal také
nizs§i pocet leishmanii v infikovaném uchu a spadové uzlin€. Stejného vysledku tykajiciho
se kvantifikace leishmanii bylo dosaZeno pfi imunizaci a infekci stejnym druhem flebotoma
(Lu. longipalpis). V tomto piipad¢ vSak nebyl detekovan signifikantni rozdil ve velikosti
kozni 1éze mezi skupinou exponovanou a neexponovanou sani Lu. longipalpis (Tavares et al.,
2011). V nasem piipad¢ se obé imunizované skupiny (P-Pap a P-Dub) neliSily v zddném
parametru leishmaniové infekce; velikost 1éze, mnozstvi leishmanii v tkanich/organech 1
produkce protilatek proti L. major byla srovnatelnd mezi obéma imunizovanymi skupinami.

Piekvapivé byly vysledky stanovujici hladiny produkovanych cytokini makrofagy,
jelikoz nedoSlo k o¢ekdvanému zvySeni prozanétlivych cytokind (TNF-a a IL-12)

imunizované skupiny. Imunizovand skupina produkovala méné prozanétlivych cytokint



v porovndni s kontrolni skupinou po stimulaci makrofagh slinnymi Zlazami P. duboscqi
v ptipadé TNF-a a po stimulaci slinnymi zldzami P. papatasi v ptipad¢ IL-12. V ptipadé
kontrolni skupinou, avSak trend, kdy kontrolni skupina produkovala méné IL-10 nez skupina
imunizovand, byl pfitomen u vSech pouzitych stimulaci. Tyto vysledky se li§i v porovnani se
studii Tavares et al. (2011), kde byla zaznamendna signifikantni redukce v produkovaném
cytokinu IL-10 u imunizované skupiny mysi 3., 5. ale i 8. tyden po infekci. Ve zminéné studii
vSak byly cytokiny stanoveny z lymfatické uzliny a navic pomoci odli$né detekéni metody
mefici expresi cytokinové mRNA (Tavares ef al., 2011). Vysledky obou studii se mohou lisit
1 diky odlisnému slozeni slin obou roda flebotomt (Volf ef al., 2000).

Stejny ditvod — odlisné slozeni slinnych zlaz — miize vysvétlit 1 rozdilny cytokinovy
profil, tykajici se hlavné produkce IL-10, mezi obéma imunizovanymi skupinami (P-Pap a P-
Dub). SloZeni slinnych Zlaz flebotomi se 1i§i mezi jednotlivymi druhy, a to i mezi druhy P.
papatasi a P. duboscqi (Kato et al., 2007; Volf et al., 2000). Zatimco u druhu P. papatasi byla
popsana ptitomnost inhibitort protein fosfatdz - AMP a adenosinu (Ribeiro et al., 1999), u P.
duboscqi tato slozka slin chybi (Kato et al., 2007). Naproti tomu v slinnych Zlazach P.
duboscqi byla potvrzena ptitomnost adenosin deaminazy (ADA) (Kato et al., 2007), enzymu,
ktery katalyzuje reakci ptemény adenosinu na inosin (Cristalli et al., 2001). Tento enzym byl
nalezen také u flebotomt druhu Lu. longipalpis (Charlab et al., 2000) a dalSich zastupci
krevsajiciho hmyzu — napt. komari Culex quinquefasciatus a Aedes aegypti (Ribeiro et al.,
2001). U druhu P. papatasi vSak nebyla aktivita tohoto enzymu detekovana (Kato et al.,
2007).

Pti méteni aktivity makrofagh bylo dosazeno obdobnych vysledki, jako je popsano
vySe u skupiny imunizované i infikované flebotomy/homogenatem slin P. papatasi.
Imunizovana skupina (P-Dub), kterd byla chranéna vici L. major produkovala méné¢ NO
v porovnani se skupinou kontrolni (K-Dub). Tento vztah tykajici se produkce NO byl
zachovdn mezi obéma zminénymi skupinami u vétSiny pouzitych stimulaci, s vyjimkou
stimulace promastigoty v kombinaci s homogenatem slinnych Zlaz P. duboscqi. ZvySena
produkce mocoviny byla opét zaznamenana u skupiny imunizované oproti skupiné kontrolni
se statisticky prukaznym rozdilem u makrofagt stimulovanych homogenatem slinnych zlaz P.
papatasi, kombinaci téchto zlaz s promastigoty L. major, ale také v piipadé negativni
kontroly.

Jak bylo popsano vySe, spolecné sbunécnou imunitni odpovédi se u opakované

pobodanych hostiteld utvaii i protilatkova imunitni odpovéd’ proti slindm flebotomt (Belkaid



et al., 1998; Silva et al., 2005), které muze byt vyuzito jako expozi¢niho ukazatele sani
flebotoml (Andrade and Teixeira, 2012; Volf et al., 2008). Je to piredevsim diky tomu, ze
hladiny protilatek koreluji s délkou a intenzitou imunizace (Vlkova et al., 2012) a ve vétsSing
pfipadi nereaguji zkiizen€ s komponenty slinnych zlaz z jiného druhu flebotoma (Drahota ef
al., 2009; Rohousova et al., 2005; Rohousova et al., 2012; Volf and Rohousova, 2001).
Ptikladem muze byt studie Volf ef al. (2001), kdy byly testovany druhy P. papatasi, P.
perniciosus a P. halepensis. Protilatky ze sér imunizovanych zvifat vychytavaly antigeny
druhové specificky, s vyjimkou c¢astecné zkiizené reakce mezi blizce pfibuznymi druhy P.
perniciosus a P. halepensis (Volf and Rohousova, 2001). Slab4a zkiizend reakce byla
zaznamenana také mezi druhy P. sergenti a P. papatasi, ale pouze v nékterych vzorcich, navic
v zavislosti na pouzité¢ detekcni metod¢ (Drahota et al., 2009; Rohousova ef al., 2005). NaSe
vysledky pak naznacuji moznou zktizenou reakci 1 mezi anti-P. papatasi protilatkami a
proteiny slinnych zlaz P. duboscqi, coz vzhledem k blizké ptibuznosti obou druhli neni
prekvapujici.

V nasich experimentech vykazovaly obé imunizované skupiny mys$i (P-Pap 1 P-Dub)
signifikantné¢ vyssi titry IgG protilatek proti slinam P. papatasi 9. tyden po infekci
v porovnani se skupinou kontrolni (K-Pap a K-Dub), coz potvrzuje vySe zminénou souvislost
mezi mnozstvim produkovanych protilatek a pfedchozim kontaktem hostitele s vektory. Titry
IgG protildtek u obou imunizovanych skupin dosahovaly az 4 krat vySSich hodnot
v porovnani s mnozstvim protilatek dané skupiny v preimunnim séru. Srovnatelné mnoZzstvi
IgG protilatek jako u sér preimunnich dosahovaly protilatky ze sér odebranych tyden po
imunizaci mys$i, coz souhlasi s vysledky prace zabyvajici se dynamikou protilatek u
opakované exponovanych mysi, ve které Vlkova et al. (2012) udavaji, Ze mysi imunizované
sanim flebotoma P. papatasi vykazuji signifikantni rast specifickych IgG protilatek az po
Ctvrté €1 paté expozici provadéné v tydennim intervalu (Vlkova et al., 2012).

Jiz dfive bylo popsano, Ze zvysena produkce protilatek proti slindm flebotomt souvisi
s ptitomnosti protektivni imunity proti leishmaniim (Belkaid et al., 1998; Costa et al., 2004).
Gomes et al. (2012) popsali, Ze mnozstvi protilatek proti slindm Lu. longipalpis v séru déti
zijicich v endemické oblasti visceralni leishmani6zy pozitivné koreluje s DTH odpovédi proti
L. chagasi (Gomes et al., 2002). Také v naSich experimentech byla produkce IgG protilatek
proti slindm P. papatasi 1 P. duboscqi zvySena u skupin imunizovanych oproti skupinam
kontrolnim, coz odpovida vySe zminénému potlaeni rozvoje onemocnéni u mysi
imunizovanych a plné se rozvijejici infekci L. major u mysi kontrolnich. Oproti modelu P.

duboscqi — L. major jsme vSak nezjistili zavislost mezi protilatkami proti slindm P. papatasi a



mnozstvim leishmanii v uchu (RohouSova et al., 2011), naopak jsme sledovali negativni
korelaci s mnozstvim leishmanii v uzliné spadové infikovanému uchu. Rozdilné vysledky
ziskané na obou mySich modelech Ize, mimo jiné, piipsat odliSnému schématu imunizace, kdy
Rouhousova et al. (2011) do korela¢ni analyzy zahrnuli 1 dlouhodobé imunizované mysi ¢i
mys$i s 15-ti tydenni pauzou mezi imunizaci a infekci. Svou roli mtze hrat i odlisné sloZzeni
slinnych zl4z obou druhti flebotomt (Kato et al., 2007).

V uvodu (kapitola 2.2) bylo zminéno, ze protilatky proti leishmaniim produkované
hostitelem neposkytuji ochranu proti leishmanioze, ale jsou spiSe ukazatelem rozvoje
infekce/akutni faze onemocnéni (Miles et al, 2005; Sharma and Singh, 2009). S timto
tvrzenim se shoduji i nase vysledky, kdy kontrolni skupina produkovala vy3$si hladiny IgG
protilatek proti L. major v porovnani se skupinou imunizovanou, signifikantné ale pouze u
skupin infikovanych v pfitomnosti slin P. papatasi. Protilatkova imunitni odpoveéd’ proti L.
major byla srovnatelnd mezi obéma imunizovanymi skupinami. Celkové pak mnoZstvi
protilatek proti L. major pozitivné korelovalo jak s velikosti 1éze, tak s mnozstvim leishmanii
v 1ézich podobné¢ jako na modelu L. major — P. duboscqi (RohouSova et al., 2011).

Druhou ¢asti diplomové prace byly in vitro pokusy, pii kterych jsme testovali vliv
slinnych zlaz vybranych druhti flebotomii, leishmanii ¢i obou faktorti na aktivitu linii
makrofagl ziskanych jak z kmene mysi citlivych k leishmanioze (Balb/c), tak z rezistentnich
mysi (C57BL/6). J774 monocyto-makrofagova linie je odvozena z krevnich makrofagt Balb/c
mysi imortalizovanych nadorovymi bunkami (www.sigmaaldrich.com), PMJ2-R linie
makrofagh ma pivod v peritonedlnich makrofadzich C57BL/7 mysi transformovanych J2
retrovirem (Adami et al., 1993). Uéinek slinnych 7ldz na aktivitu téchto makrofagi byl
posuzovan jak u vektorti pienasejicich L. major (P. papatasi a P. duboscqi), tak u vektort
prenasejicich leishmanie z komplexu L. donovani (P. perniciosus, Lu. longipalpis, P.
orientalis a P. tobbi).

Slinné Zlazy vSech Sesti testovanych druht inhibovaly produkci NO obou vyse
zminénych mysSich linii stimulovanych kombinaci IFN-y a LPS. Téchto vysledkli bylo
dosazeno jiz diive na linii makrofagh RAW 264.7 odvozenych z Balb/c mysi, na kterych byl
testovan ucinek maxadilanu ze slin Lu. longipalpis. Autofi popsali, ze pfidani maxadilanu
k buitkdm stimulovanym LPS inhibuje produkci NO, se signifikantnim rozdilem druhy a tfeti
den inkubace (Brodie ef al., 2007). Inkubace makrofaglh se samotnymi promastigoty nebo
promastigoty v kombinaci s ¥4 slinnych zlaz (pfenaseci L. major) vedla jesté k vyraznéjsi
inhibici produkce NO nez inkubace se slinami flebotomi. Tato inhibice dosahovala

obdobnych hodnot u obou mysich linii a zdroven byl stupeni inhibice tak vysoky, ze hodnoty



byly srovnatelné s nestimulovanymi makrofagy. Tento efekt nebyl pozorovan u makrofagh
inkubovanych v pfitomnosti L. infantum. Stimulace promastigoty L. major v kombinaci se
slinnymi Zlazami flebotom®i v koncentraci 2 slinné zlazy neutralizovala vySe popsany
inhibi¢ni efekt samotnych leishmanii ¢i jejich kombinace s %4 slinné Zlazy. ZvySena produkce
NO po pfidani promastigotii v kombinaci s %2 slinné zlazy byla vyrazna u vsech testovanych
kombinaci makrofa-leishmanie-flebotomus; u kombinace PMJ2-R — L. infantum naméfené
hodnoty dokonce ptesdhly hladinu pozitivni kontroly, a to nezavisle na druhu flebotoma.

Vrémci méfeni vyprodukované mocoviny, produktu alternativné aktivovanych
makrofagl, se ve vétSin€ piipadli pozitivni a negativni kontroly od sebe pfili§ neliSily (v
porovnani rozdilu mezi pozitivni a negativni stimulaci pti méfeni NO). Domnivame se, Ze
tento jev je podminén typem pouzit¢ stimulace (IFN-y a LPS), jez aktivuje makrofagy
klasickou cestou. Alternativni smér aktivace je proto omezen a hodnoty produkované
mocoviny pii této stimulaci makrofagli jsou porovnatelné s nestimulovanymi buikami.
Jednotlivé stimulace mnozstvi mocoviny také nijak vyrazné¢ neovlivnily. Pouze v ptipadé
J774 makrofagi byla produkce mocoviny po pfidani promastigoti v kombinaci s %2 slinné
zlazy mirné zvySena (P. papatasi, P. duboscqi, P. orientalis a P. tobbi). Efekt této stimulace
na mnoZzstvi produkované mocoviny byl pozorovan také u PMJ2-R makrofagi a to pfedevSim
u druht P. orientalis a P. tobbi.

Jelikoz experimenty na makrofagovych linii byly provedené pouze jednou, pro fadnou
interpretaci ziskanych vysledkii bude nutné tyto pokusy v budoucnu jesté zopakovat. Zaroven
by bylo zajimavé sledovat produkci NO a mocoviny u makrofagi stimulovanych
alternativnim zptsobem, ¢ehoz bychom mohli docilit napt. stimulaci IL-4 namisto kombinace

IFN-y a bakterialniho LPS.



6. ZAVERECNE SHRNUTI

e Mysi kmene Balb/c, které byly opakované vystaveny sani neinfikovanych samic P.
papatasi, byly chranéné proti infekci L. major v kombinaci s homogenéatem slinnych

zlaz P. papatasi.

o U exponované skupiny se vyvinula mens$i 1éze, obsahujici mén¢ leishmanii
v porovnani se skupinou naivnich mysi. Exponovana skupina méla také méné
leishmanii vyskytujicich se ve spadové uzliné naleZici infikovanému uchu a

produkovala nizsi hladiny protilatek proti L. major.

o Ochrana imunizovaného hostitele souvisela se zvySenou produkci
prozanétlivého cytokinu TNF-a a naopak s ubytkem protizdnétlivého IL-10
produkovaného peritonedlnimi makrofagy; mnozstvi IL-12 zlstalo beze

zmény.

o Makrofdgy imunizovanych mysi produkovaly méné oxidu dusnatého, zatimco

arginazova aktivita byla srovnatelna s neimunizovanou kontrolni skupinou.

o U imunizovanych mysi bylo mnozstvi protilatek proti slindim P. papatasi
signifikantné zvySené jak oproti kontrolni skupiné, tak v porovnéni se vzorkem

odebranym pted infekci.

e Mysi kmene Balb/c, které byly opakované vystaveny sani neinfikovanych samic P.
papatasi, byly chranéné proti infekci L. major v kombinaci s homogenatem slinnych
zlaz P. duboscqi. Byla tak potvrzena CasteCna zkiiZena protekce Balb/c mysi
infikovanych L. major mezi dvéma piibuznymi druhy flebotoml P. papatasi a P.

duboscqi.

o U exponované skupiny se vyvinula mensi 1éze, s tendenci k men§imu mnozstvi
leishmanii v porovnani se skupinou naivnich mys$i. Exponovana skupina méla
signifikantné méné leishmanii vyskytujicich se ve spadové uzliné¢ nalezici
infikovanému uchu. Produkce protilatek proti L. major byla srovnatelna
s kontrolni skupinou. Produkce cytokind u imunizovaného hostitele byla
srovnatelnd s kontrolni  skupinou, stendenci kzvySené  produkci

protizanétlivého IL-10 a snizené produkci prozanétlivych cytokind.



o U makrofdgi imunizovanych mysi byla zvySend argindzova aktivita, zatimco
produkce oxidu dusnatého byla srovnatelnd s neimunizovanou kontrolni

skupinou.

o U imunizovanych mysi bylo mnozstvi protilatek proti slindim P. papatasi
signifikantné zvySené jak oproti kontrolni skupiné, tak v porovnéni se vzorkem
odebranym pted infekci. Protilatky proti slindm P. duboscqi byly srovnatelné
s neimunizovanou kontrolou, avSak signifikantné¢ zvySené oproti stavu pied

infekei.

o Imunizovana skupina infikovand v pfitomnosti homogenatu slinnych 714z P.
duboscqi (P-Dub) se nelisila od imunizované skupiny infikované v pfitomnosti
homogenatu slinnych zlaz P. papatasi ani v jednom z nasledujicich parametri:
velikost leishmaniové 1éze, mnozstvi parazitli v infikovaném uchu a k nému
prislusici spaddové uzlin€, mnozstvi protilatek proti L. major ¢i slinam P.
papatasi a P. duboscqi, v produkci mocCoviny, TNF-a a IL-12. Makrofagy
skupiny P-Dub vsak produkovaly vice NO po stimulaci slinami P. papatasi a
vice IL-10 po stimulaci slinami P. papatasi v kombinaci s promastigoty L.

major.

U klasicky stimulovanych linii makrofagii byla po pfidani slinnych 714z vybranych
druhli flebotomi, promastigoti L. major i L. infantum, ale také po piidani obou
zminénych faktort inhibovana produkce NO. Naproti tomu, alternativni cesta aktivace
stanovend prostiednictvim produkované mocoviny nebyla pfidanymi stimulanty

vyrazng ovlivnéna.
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