Abstrakt

Leismanioza je opomijené tropické onemocnéni, které se radi k nejzavaznéjSim
zdravotnickym problémiim. Je endemické v 98 zemich Asie, Afriky, Ameriky a Stfredomofri a
postupné se S$ifi do novych oblasti véetné stifedni Evropy a USA. Klinické formy
leishmaniézy zahrnuji Siroké spektrum projevi od kozni leishmaniézy az po potencialné
smrtelnou viscerdlni leishmaniézu. V endemickych oblastech je znam vyskyt
asymptomatickych pripadi. Rizné druhy leishmanii indukuji rtzné symptomy, ale
dokonce pacienti infikovani stejnym druhem parazita mohou projevovat riizné symptomy
onemocnéni a riizné reagovat na lécbu. Proto je jednou zvelkych vyzev vysvétleni
pozorované variability, kterou nelze vysvétlit pomoci soucasné znamych faktorti. Abychom
nasli nové faktory regulujici leishmanioézu, testovali jsme tlohu molekul, o nichZ je znamo,
Ze se Ucastni regulace jinych infekci, a mapovali jsme lokusy kontrolujici mnoZstvi parazita
po infekci L. major. Také jsme determinovali kontrolu preZiti po infekci virem klistové
encefalitidy (TBEV) s cilem urcit, zda existuji spolecné prvky v odpovédi k L. major a TBEV.

Interferonem indukované GTPazy (guanylate-binding proteins, GBPs) hraji
vyznamnou Ulohu v aktivaci inflamazému a zprostiedkovavaji vrozenou rezistenci proti
mnoha vnitrobunéénym patogentim. O jejich roli v leishmaniéze je ale zndmo jen velmi
malo. Fcy receptor IV (FCGR4), receptor pro Fc fragment imunoglobulinu G (IgG), se podili
na efektorovych funkcich imunitni odpovédi zavislych na IgG2a a IgG2b. Pokusy s mySmi,
které mély inaktivované jiné Fcy receptory, ukazaly, Ze genetické pozadi hostitele urcovalo
jejich ulohu v odpovédi k parazitim a vedlo bud k rozvoji pretektivni imunity nebo

k zhorseni projevii nemoci. Uloha FCGR4 v leishmaniéze neni znama.
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Proto jsme studovali expresi mRNA pro Gbp2b/Gbpl, Gbp5 a Fcgr4 v kiizi,
ingvinalnich lymfatickych uzlinach, sleziné a jatrech po infekci L. major a u neinfikovanych
kontrol. Pouzili jsme dvé rlizné skupiny piibuznych mysich kmenf, které byly klasifikovany
na zakladé velikosti koznich lezi zptsobenych infekci jako vysoce vnimavé (BALB/c, CcS-
16), vhimavé (B10.020), stredné odolné (CcS-20) a rezistentni (STS, 020, B10, OcB-9, OcB-
43).

Pozorovali jsme silné genetické ovlivnéni hladin mRNA Gbp2b/Gbp1 a Gbp5. Nékteré
kmeny se liSily v expresi Gbp2b/Gbp1 a Gbp5 jiz pred infekci. Nékolik z nich se odliSovalo
v expresi Gbp2b/Gbp1 a/nebo Gbp5, presto, Ze nesly stejné alely Gbp2b/Gbp1 a/nebo Gbpb5,
coz odhalilo trans-regulaci Gbps.

Infekce vedla k priblizné desetindsobné upregulaci mRNA Gbp2b/Gbpl a Gbp5 v
organech vnimavych i rezistentnich kment a byla nejvice vyrazna v kizi. Ko-lokalizace
proteinii GBP2b a parazitli L. major v kiizi odolnych a stifedné odolnych kmend, ale ne
v kiizi vysoce vnimavého kmene BALB/c naznacila, Ze tato molekula miZe mit tlohu
v obrané proti leishmaniéze.

Podobné jako ve studii exprese Gbps jsme pozorovali silné genetické ovlivnéni
hladin mRNA Fcgr4 a také trans-regulaci exprese jak u neinfikovanych, tak u infikovanych
mysi. Infekce zpusobuje v organech mysich kmeni riiznou miru upregulace (aZ 50x) genu
Fcgr4 nazavisle na vnimavosti nebo rezistenci. Upregulace FCGR4 po infekci byla potvrzena
immunohistochemicky. Srovnali jsme umisténi paraziti a FCGR4 a zjistili jejich ¢aste¢nou
ko-lokalizaci. Tento nalez naznacuje vztah této molekuly a odpovédi k infekci L. major.

Jak dochazi k rozvoji visceralni leishmaniézy, ktera je bez 1écby smrtelnd, neni

dosud zndmo. Proto jsme analyzovali genetické ovlivnéni poctu parazitii, jejich Sifeni do
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vnitinich orgdni a naslednou visceralni patologii. Urceni poctu paraziti v lymfatickych
uzlinach, sleziné a jatrech infikovanych F; hybridi mezi kmenem BALB/c a
rekombinantnimi kongennimi kmeny CcS-9 a CcS-16 nam umoznilo popsat siti podobny
soubor interagujicich genetickych lokusti, které kontroluji mnozstvi parazit v riiznych
orgdnech. Zmapovali jsme dva nové lokusy, které determinuji mnoZstvi paraziti:
Leishmania major response 24 a 27 (Lmr24 a Lmr27). Také jsme detekovali roli v kontrole
parazita u drive popsanych lokust Lmr4, Lmr11, Lmr13, Lmri4, Lmrl5 and Lmr25a Lmr27
a popsali 8 genetickych interakci mezi nimi. Lmr4, Lmr1l5, Lmr25 a Lmr27 Kkontroluji
mnozstvi paraziti vjatrech a lymfatickych uzlindch. Dale jsme zjistili, Ze mnoZstvi
leishmanii v lymfatickych uzlinach, ale ne v jatrech je ovlivnéno Lmr4 a Lmr24. Ve slezinach
bylo mnozstvi parazitli kontrolovano Lmr11 a Lmr13. Detekovali jsme silny vliv sexu na
nékteré z popsanych genfi.

V posledni casti predkladané prace jsme studovali genetickou kontrolu vnimavosti
k TBEV (virus kliStové encefalitidy). Nase predchozi vysledky ukazaly, Ze kmen CcS-11,
ktery nese 12,5% STS genomu na pozadi genomu kmene BALB/c, vykazuje vys$si vhimavost
nez rodicovské kmeny. Proto jsme pripravili F; kiiZence mezi kmeny BALB/c a CcS-11 a
provedli vazebnou a bioinformatickou analyzu. Tyto studie odhalily novy pravdépodobny
lokus na mys$im chromozomu 7, ktery obsahuje 9 potencidlnich kandidatnich gend pro
vnimavost k TBEV. Je zajimavé, Ze na mySim chromozomu 7 byl u kmene CcS-11 mapovan
lokus Lmr21, ktery kontroluje vnimavost k L. major. Tento lokus je vSak zmapovan na

dlouhém chromozomalnim useku, takze za popsané uc¢inky mohou byt zodpovédné rizné

geny.
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V souhrnu prace prezentuje novy vhled do odpovédi k parazitu L. major. Jako prvni
popisuje roli genli Gbps a Fcgr4 jako markeri zanétu zptisobeného infekci L. major. NaSe
vysledky také ukazuji, Ze exprese Gbps a Fcgr4 byla zvySena dokonce v organech
rezistentnich mysi, coz mulze naznaCovat skryty zanét. Zbyva urcit, zda Klinicky
asymptomatickd infekce miiZe predstavovat nebezpeci tim, Ze organizmus disponuje
k nachylnosti k dal$im chorobadm. Také jsme provedli prvni systematicky celogenomovy
screening pro odhaleni genii kontrolujicich mnozstvi parazitl v savcich organech po infekci
L. major. Ukazalo se, Ze tyto geny vnimavosti hostitele se vyznacuji heterogennimi acinky
zahrnujicimi organoveé-specifickou kontrolu, geny se samostatnym ucinkem, genové
interakce a geny, jejichZ vliv je vazany na pohlavi.

Dals$i hlubsi charakterizace role genii Gbps a Fcgr4 a presné mapovani nové
identifikovanych lokust podilejicich se na kontrole mnoZzstvi parazitii po infekci leishmanii
v raznych orgadnech miize pomoci porozumét podrobnym mechanismiim nemoci a otevrit

nové perspektivy vyzkumu, 1écby a vyvoje vakciny proti leishmanioze.
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