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Anotace
Rod Cryptosporidium zahrnuje jednobun&éné epicelularni parazity, ktefi zptsobuji
kryptosporididzu, infekéni onemocnéni postihujici Siroké spektrum hostiteld, véetné lidi, zvitat
a ptakd. Parazité tohoto rodu jsou charakterizovani slozitym vyvojovym cyklem a svou
schopnosti prezivat v riznych prostfedich diky odolnym oocystam. Kryptosporidie se vyznacuji
znacnou hostitelskou a tkanovou specifitou, coz komplikuje diagnostiku a kontrolu jejich sifeni.
Tato disertaéni prace se zaméfuje na komplexni studium hostitelské specifity parazitti rodu
Cryptosporidium. Literarni prehled pokryva fylogenezi a taxonomii rodu Cryptosporidium,
vyvojovy cyklus véetné jednotlivych fazi, jako jsou excystace, merogonie, gametogonie a
sporogonie, a také interakci parazita s hostitelem. Dale popisuje tkdnovou a hostitelskou
specifitu, vékovou specifitu a molekularni charakteristiku kryptosporidii, véetn¢ charakteristiky
genomu, faktorl virulence a transkriptomickych analyz. V metodické ¢asti jsou podrobné
popsény metody a veskery materidl pouzity v experimentalni Casti prace tak, aby byly postupy
opakovatelné. S ohledem na velké mnoZstvi ziskanych dat a vystuptl byly kapitoly vysledky a
diskuse pro lepsi orientaci v problematice spojeny. Tato ¢ast disertacni prace se vénuje studiu
tkafové a hostitelské specificity u druht Cryptosporidium mortiferum a Cryptosporidium
ornithophilus, které byly vybrany pro jejich odlisné adaptaéni strategie vici riznym hostitelim
a tkanim. Dale byla provedena genomicka a transkriptomicka analyza druhu Cryptosporidium
proliferans, ktery se vyznacuje variabilitou v patogenezi v porovnani s ostatnimi druhy. Tento
zalude¢ni druh poskytl vhodny model pro hlubsi pochopeni molekularnich a genetickych
komplexni pohled na hostitelskou specificitu rodu Cryptosporidium a pfinaseji cenné poznatky

pro dalsi vyzkum v této oblasti.

Kli¢ova slova: paraziti; Cryptosporidium; hostitelska specifita; tkanova specifita; vyvojovy

cyklus; in vivo; sekvenovani; transkriptom; anotace genomu; metabolické drahy



Anotace

The genus Cryptosporidium comprises unicellular, epicellular parasites that cause
cryptosporidiosis, an infectious disease that affects a wide range of hosts, including humans,
animals and birds. The parasites of this genus are characterised by their complex developmental
cycle and their ability to survive in a variety of environments due to their resistant oocysts.
Cryptosporidia are characterised by considerable host and tissue specificity, which complicates
the diagnosis and control of their spread.

This thesis focuses on a comprehensive study of the host specificity of parasites of the
genus Cryptosporidium. The literature review covers the phylogeny and taxonomy of the genus
Cryptosporidium, the developmental cycle including the different stages such as excystation,
merogony, gametogony and sporogony and the parasite-host interaction. In addition, the tissue
and host specificity, age specificity and molecular characterisation of Cryptosporidium are
described, including the characterisation of the genome, virulence factors and transcriptomic
analyses. In the methods section, all materials and methods used in the experimental part of the
work are described in detail so that the procedures are reproducible. In view of the large
amount of data and results, the chapters Results and Discussion have been summarised for a
better understanding of the research question and for orientation. This part of the thesis
focusses on the investigation of tissue and host specificity of two species, Cryptosporidium
mortiferum and Cryptosporidium ornithophilus, which were selected based on their different
adaptation strategies to different hosts and tissues. In addition, genome and transcriptome
analyses were performed for Cryptosporidium proliferans, a species characterised by its
variability in pathogenesis compared to other species. This gastric species provided a suitable
model for a deeper understanding of the molecular and genetic basis of host specificity within
the genus Cryptosporidium. The results of this work expand the comprehensive view of host

specificity in the genus Cryptosporidium and provide valuable insights for further research.

Keywords: parasite; Cryptosporidium; host specificity; tissue specificity; life cycle; in vivo;

sequencing; transcriptome; genome annotation; metabolic pathways



1. CILE PRACE

Hlavnim cilem diserta¢ni prace je komplexni analyza hostitelské a tkanové specifity rodu
Cryptosporidium, jak z biologického, tak molekularniho pohledu. Tohoto cile bude dosazeno

nasledujicimi dil¢imi kroky.

Dil¢i cile:

e  Porovnat hostitelskou a tkanovou specifitu vybranych druhti kryptosporidii. Budou
vybrany druhy, které vykazuji jak Gzkou hostitelskou specifitu a 1isi se hostitelskym
spektrem, tak tkanovou specifitu.

e  Ziskat a porovnat celogenomové sekvence (WGS) vybranych druh@t kryptosporidii.
V tomto dil¢im cili bude provedena sekvenace a anotace genomu Cryptosporidium
proliferans, ktery vykazuje variabilitu v patogenezi v porovnani s ostatnimi druhy.

e Vytipovat kli¢ové geny a metabolické drahy, které pfispivaji k schopnosti kryptosporidii
infikovat specifické hostitele a tkané.

. Studovat transkriptom mysi infikovanych druhem C. proliferans a odhalit geny
aktivované béhem infekce, coz pfispéje k lepsimu pochopeni interakci mezi parazitem

a hostitelem.



2. SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUSE

Vsechny dosaZené vysledky (obrazky a tabulky), pouZity material a metody je moZno

nalézt v disertaéni praci a publikacich v ni pfiloZenych.
2.1 Tkanova a hostitelska specifita druhu Cryptosporidium ornithophilus

2.1.1 Morfologie a morfometrie oocyst

V rémci studia biologickych vlastnosti druhu C. ornithophilus byla popsana morfologie a
morfometrie oocyst ziskanych z pfirozené a experimentalné infikovanych hostitelt (100 oocyst
od kazdého izolatu). Byla zmétena délka a Sitka oocyst zobrazenych pomoci diferencialniho
interferenéniho kontrastu (DIC) pfi zvétseni 1000x (tabulka 7). Jako kontrola byl pouZit vzorek
obsahujici oocysty C. parvum ziskané z pfirozené infikovaného holstynského telete. Qocysty
byly vizualizovany pomoci riznych barvicich a znacicich metod (obrazek 7).

Vizualizované oocysty v natérech vzorku trusu vykazovaly znaky barveni charakteristické
pro kryptosporidie. V souladu s pfedeslymi studiemi, byly fixované oocysty C. ornithophilus
detekovatelné pomoci FITC konjugované protilatky proti sténé oocyst kryptosporidii vyvinuté
pivodné pro druh C. parvum (obrazek 7). Méfenim velikosti oocyst nebyly zjistény zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi oocystami ziskanymi z pfirozené infikovanych pstrosi a
experimentélné infikovanych kutat (T?=2,249703; df;=2; df,=97; p=0,1109), hus (T?=0,96185;
df;=2; df,=97; p=0,3858) a korel (T?=2,221246; df;=2; df,=97; p=0,1139). Statisticka analyza
prokézala, ze oocysty C. ornithophilus jsou vétsi nez oocysty C. avium (T?=32,522; dfy=2;
df,=140; p<0,0001) a C. parvum (T?=147,32; df;=2; df,=78, p<0,0001) a mensi nez
C. proventriculi (T?=161,04; df;=2; df,=90; p<0,0001) a C. galli (T?=35,522; df;=2; df,=78;
p=0,0001).

Doposud bylo popséano pét ptacich druhtt v rdmci rodu Cryptosporidium (C. avium,
C. baileyi, C. galli, C. meleagridis a C. proventriculi), vzajemné& se lisicich hostitelskym
spektrem, morfometrii oocyst, preferovanymi misty infekce v hostiteli a prib&hem infekce.
Primérna velikost oocyst studovaného druhu C. ornithophilus (6,1 x 5,1 pum) je srovnatelna s
témi, které Santos et al. (2005) a Meireles et al. (2006) uvadgji jako Cryptosporidium avian
genotyp II (6,0 x 4,8 um) a také jsou tyto oocysty morfometricky nerozeznatelné od oocyst
C. baileyi (6,3 x 4,6 um) (Current et al. 1986) a C. avium (6,3 x 4,9 um) (Holubova et al.
2016). V porovnani s C. proventriculi (8,4 x 6,7 um) (Holubova et al. 2019) a C. galli (8,3 x
6,3 um) (Ryan et al. 2003) jsou oocysty C.ornithophilus vyrazné mensi, ale oproti
C. meleagridis (5,0 x 4,3 um) (Slavin 1955) jsou vé&tsi.



Prestoze byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily ve velikosti oocyst jednotlivych
druhd, z diagnostického hlediska neni mozné tyto vysledky vyuzit a pouzivat velikost oocyst

jako diagnosticky znak (Slavin 1955; Ryan et al. 2003; Holubova et al. 2019).

2.1.2 Tkanova specifita
Pomoci molekularnich, histologickych a SEM analyz gastrointestindlniho traktu ptaka

infikovanych C. ornithophilus byla zji§téna ptitomnost vyvojovych stadii kryptosporidii pouze
ve slepém a tlustém stievé kufat a hus. Intenzita infekce byla nizka, na kazdém klku bylo
pozorovano pouze nékolik vyvojovych stadii (obrazky 8 a 9). U korel nebyla prokazana
ptitomnost vyvojovych stadii, nicméné specificki DNA byla detekovana, a to vyhradné
v kaudalni ¢asti ilea. Molekularni analyzy prokazaly 100% shodu izolatu pouzitého k inokulaci
s DNA ziskanych z infikovanych tkani.

Bylo prokazano, ze C. ornithophilus infikuje vyhradné slepé a tlusté stfevo a Fabriciovu
burzu, podobné jako C. baileyi, u kterého vsak dochazi k vyvoji i v dalSich Gastech stieva a
plicich. Tkanova specifita C. ornithophilus se ¢asteéné ptekryva i s C. avium, jehoz vyvoj
probihd v ileu a slepém stievé (Holubova et al. 2016). Navic oocysty t&chto tfi druhi maji
podobnou velikost (Current et al. 1986; Santos et al. 2005; Holubova et al. 2016), coz
vyznamné ztézuje jejich rozliSeni a bez pouziti molekularnich metod neni mozné tyto infekce
odlisit.

Kromé& C. ornihophilus, C. baileyi a C. avium muiZe byt v tlustém stfevé lokalizovan
vyvojovy cyklus druhu C. meleagridis (Pavlasek 1994; Akiyoshi et al. 2003), ktery lze vSak
snadno od vyse zminéné trojce druhu odlisit podle velikosti oocyst. Na rozdil od C. baileyi a
C.avium nebyla infekce C. ornithophilus zaznamenana v extraintestinalnich tkanich a
sliznicich, coz jej ¢ini ,,vyjimeénym* mezi ptaéimi druhy kryptosporidii (Lindsay et al. 1986;
Lindsay a Blagburn 1990; Curtiss et al. 2015; Holubova et al. 2016). Nicméné je nutné
poznamenat, ze neni mozné generalizovat vysledky ziskané z nékolika praci na v§echny druhy
kryptosporidii. Je pravdépodobné, Ze i u dalsich genotypt ptacich kryptosporidii se nevyskytuje

infekce s lokalizaci mimo zaZivaci trakt.

2.1.3 Hostitelska specifita

Hostitelska specifita je jednou z dilezitych biologickych charakteristik nezbytnych pro popis

druhu. Spektrum hostiteltt bylo stanoveno pomoci terénnich studii (nejsou predmétem této

prace a dale se jimi nebudu zabyvat) a experimentalnich infekci laboratornich zvitat. Konkrétni

druhy a pocet experimentalné inokulovanych laboratornich zvifat jsou uvedeny v tabulce 6.
Oocysty C. ornithophilus nebyly infekéni pro 7denni a 8tydenni mys$i kmentt BALB/c a

SCID, které byly vnimavé k infekci oocystami C. parvum (kontrolni skupina). U vSech ptacich
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modelovych hostitelti, kufat, hus a korel, byla vyvolana infekce oocystami C. ornithophilus.
Oocysty a/nebo specifickd DNA C. ornithophilus byly u hus, kufat a korel poprvé detekovany
po 4 DPI, 7 DPI, respektive 8 DPI (obrazek 10). Infekce dosahovala intenzity 2 000 az 16 000
OPG (oocyst na gram trusu) u kufat a korel, zatimco u hus se pohybovala od 1 000 do 8 000
OPG (obrazek 10). U zadného experimentaln¢ infikovaného ptaciho jedince se neprojevily
klinické ptiznaky kryptosporidiozy a nebyl v disledku infekce C. ornithophilus zaznamenén
zadny thyn, coz odpovida diive publikovanym udajim Ng et al. (2006) a Meireles et al.
(2006), ktefi ve svych studiich nezaznamenali zadné zjevné klinické ptiznaky ani Ghyn ptakd
zptisobeny C. ornithophilus.

Ackoli C. ornithophilus byl nejéast&ji hlasen u pstros, zaznamy o pfirozenych a
experimentalnich infekei u papouski, kutat a hus naznacuji Siroké hostitelské spektrum, coz je
v souladu i s nasim pozorovanim (Ng et al. 2006; Nakamura et al. 2009; Sev4 et al. 2011; lijima
et al. 2018). Pozorovana prepatentni perioda C. ornithophilus (4-8 DPI) je podobna jako u
C. meleagridis, C. baileyi a C. proventriculi (Lindsay et al. 1988; Rhee et al. 1991; Hornok et
al. 1998; Tumova et al. 2002; Holubova et al. 2019).

2.1.4 Vyvojovy cyklus

Vyvojova stadia C. ornithophilus byla vizualizovana pomoci natéri barvenych metodou podle
Wrighta a tyto preparaty byly nésledné pouzity pro morfometrii vyvojovych stadii (tabulka 8).
Uvolnéni sporozoiti byli obarveni pomoci karbolfuchsinu. Natéry byly zhotoveny ze sliznice
tlustého stfeva. Tkan vhodna pro studium vyvojového cyklu byla vybrana na zékladé vysledki
PCR, skenovaci elektronové mikroskopie a histologickych fezi.

Vétsina pozorovanych vyvojovych stadii (mimo stadium zygoty a oocysty) byla obalena
charakteristickym parazitofornim vakem, ktery se jevil jako neobarveny prostor kolem stadii
(obrazek 11). Bylo detekovano velké mnozstvi oocyst, pfiCemz vétSina nebyla obarvena a
sporozoiti nebyli vizualné detekovatelni. Bohuzel nebylo mozné rozlisit tenkosténné a
tlustosténné oocysty. Volni sporozoiti nebyli pozorovani, ale na obrazku 11b je pfilozena
ilustrani mikrofotografie sporozoitli po excystaci oocyst. Nejcastéji pozorovanym stadiem byli
jednojaderni trofozoiti (obrazek 1lc), ktefi vykazovali velkou morfometrickou variabilitu
(tabulka 8). Casto byli pozorovani meronti I. typu (obrazek 11d) obsahujici 8 merozoitt,
zatimco meronti I1. typu (obrazek 11e) obsahujici 4 merozoity a volni merozoiti (obrazek 11f)
byli zaznamenani jen sporadicky. Mikrogamonti (obrazek 11g) se vyskytovali v natérech jen
zfidka, ale makrogamonti (obrazek 11h), pro které je typicky pénovity vzhled zpisobeny
velkym mnozstvim amylopektinovych granuli, byli pozorovani velmi Casto. Zygoty (obrazek

111) byly od nebarvenych oocyst (obrazek 11a) odlisitelné svym slabym zbarvenim.
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Druh C. ornithophilus prodélava podobny zivotni cyklus jako diive popsané druhy rodu
Cryptosporidium, avsak na rozdil od C. baileyi nebyla pozorovana pfitomnost merogonie III.
typu (Current et al. 1986; Melicherova et al. 2014; Tandel et al. 2019; Dhal et al. 2022).
Obdobné jako v dfive publikovanych in vivo studiich nebyly zaznamenany dikazy o
piitomnosti extracelularnich stadii, které byly popsany v bezbunéénych kulturach (Hijjawi et al.
2001, 2002, 2010; Borowski et al. 2010). Stejné jako v pfedchozich vyzkumech nebylo mozné
rozlisit tenkosténné a tlustosténné oocysty (Melicherova et al. 2014; Kvag et al. 2016). Otazkou
ovsem zlstava, jestli se viibec tyto dva typy oocyst u tohoto druhu vyskytuji.

Nezbarvena oblast obklopujici vyvojova stadia, ktera odpovida parazitofornimu vaku, je
v souladu svysledky Melicherova et al. (2014). Pozorované malé mnozstvi &tyfjadernych
merontd II. typu koresponduje s vysledky in vitro studie English et al. (2022), kdy rovnéz
zaznamenali obdobné mnozstvi téchto stadii a zaroven formulovali teorii, Ze meronti II. typu
nejsou nezbytni pro tvorbu mikrogamontii a makrogamontl, jak se diive predpokladalo.
V souladu se stejnou studii je také pozorovany pomér mikrogamonti a makrogamontt, kdy

mikrogamonti byli nalezeni jen ojedinéle (English et al. 2022).
2.2 Tkaiova a hostitelska specifita druhu Cryptosporidium mortiferum

2.2.1 Morfologie a morfometrie oocyst
Byla zmétena velikost oocyst C. mortiferum (dfive znamo jako Cryptosporidium sp. chipmunk

genotyp ) z pfirozené a experimentalné infikovanych hostiteldi (100 oocyst od kazdého izolatu)
zobrazenych pomoci diferencialniho interferenéniho kontrastu (DIC) pii zvétSeni 1 000x
(tabulka 9). Jako kontrola velikosti byl pouzit vzorek obsahujici oocysty C. parvum ziskané
z ptirozené infikovaného telete. Oocysty vizualizované pomoci ruznych barvicich a znacicich
metod jsou uvedené na obrazku 12.

Vizualizované oocysty C. mortiferum v natérech vzorku trusu vykazovaly typické znaky
barveni charakteristické pro kryptosporidie a fixované oocysty C. mortiferum byly navic
detekovatelné pomoci FITC konjugované protilatky proti stén€ oocyst kryptosporidii vyvinuté
ptivodné pro druh C. parvum (obréazek 12). Velikost oocyst C.mortiferum, ziskanych
z ptirozené infikovaného ¢lovéka se statisticky nelisila od oocyst ziskanych z experimentalné
infikovanych mysi, fretek a veverek (tabulka 9).

Oocysty C. mortiferum méfily 5,64 x 5,37 um, coz je podobna velikost jako u dfive
publikovaného izolatu Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I (5,8 x 5,4 um) nalezeného u
veverek obecnych v Itéalii (Kva¢ et al. 2013a). Oocysty tohoto druhu jsou o néco vétsi nez
oocysty C. sciurinum (5,54 x 5,22 um), C. ubiquitum (5,04 x 4,66 um) a C. parvum (5,2 x 4,9
um) (T2=320,42; df;=2; df,=69,00; p< 0.001), které byly rovnéz zjitény u veverek (Fayer et al.
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2010; Prediger et al. 2017, 2021). Rozdily ve velikosti oocyst jsou vSak tak malé, Ze je nelze

pouzit k diferencialni diagnostice mezi druhy Cryptosporidium pomoci rutinni mikroskopie.

2.2.2 Tkanova specifita
Tkanova specifita C. mortiferum byla studovana pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

(SEM), transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a histologickych fezii barvenych pomoci
Periodic-Acid-Shiff (PAS) a hematoxylin-eosinu (HE).

Molekularni, histologické, SEM a TEM analyzy prokazaly pfitomnost specifické DNA
C. mortiferum a jeho vyvojovych stadii vyhradné ve slepém stfevé vSech vnimavych hostiteltt
zahrnutych do této studie. U SCID mysi a veverek obecnych se infekce navic rozsifila i do
proximalni ¢asti tlustého stfeva. Vyvojova stadia pokryvala téméf cely epitelialni povrch (obr.
13 a 14), coz zdiraziuje rozsah a zavaznost infekce. Vzhledem k tomu, Ze toto je viibec prvni
popis tkanové lokalizace C. mortiferum, nelze nase vysledky srovnavat s jinymi autory.

Vétsina druht stievnich kryptosporidii, u nichz byla popsana tkanova specifita, parazituje v
tenkém stfevé, napt. C. parvum, C. myocastoris, C. scrofarum, C. hominis, C. tyzzeri, C. ryanae
a C. ditrichi (Tyzzer 1912; Morgan-Ryan et al. 2002; Fayer et al. 2008; Ren et al. 2012; Kvac¢ et
al. 2013b; Condlova et al. 2018; Jezkové et al. 2021a). Pouze mala &ast druhti parazituje v
tlustém stfevé nebo u ptakd ve Fabriciové burze, napt. C. suis nebo C. baileyi (Current et al.
1986; Ryan et al. 2004). Vyvoj C. mortiferum probiha vyhradné ve slepém stfevé a piedni ¢asti
tlustého stfeva. Je to prvni druh kryptosporidie u savci, ktery preferuje tuto Cast stieva.
Podobna lokalizace jiz byla popsana u C. avium a C. ornithophilus (kapitola 4.1.2)
parazitujicich u ptaka (Holubova et al. 2016, 2020).

2.2.3 Hostitelska specifita
Hostitelska specifita byla stanovena pomoci experimentalnich infekci laboratornich zvirat.

Konkrétni druhy a pocet experimentalné inokulovanych laboratornich zvifat véetné velikosti
pouzité infekéni davky jsou uvedeny v tabulce 6 (kapitola 3.10).

U kufat a mor¢at experimentalné inokulovanych C. mortiferum nebyla zaznamenana
infekce, a to jak detekce oocyst, tak ani DNA v trusu. Oproti tomu veverky obecné, veverky
popelavé, piskomilové, fretky a vSechny pouzité kmeny mysi byly vnimavé k infekci
C. mortiferum (obrazek 15). U dospélych mysi kmene BALB/c a C57BL/6 nebyla infekce
mikroskopicky detekovatelna, ale molekularni analyzy odhalily opakovanou pfitomnost DNA
C. mortiferum ve vzorcich trusu pocinaje 4-5 DPl (obrazek 15b). Naopak
imunokompromitované mysi kmene CD47 a CD8”" vylu¢ovaly mikroskopicky detekovatelné
oocysty o intenzité 2 000—6 000 OPG (obrazek 15a) pocinaje shodné s vyse uvedenymi kmeny,
a to 4-5 DPI. U piskomilii byla infekce odhalena vyhradné pomoci PCR, pfi¢emz prepatentni
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doba byla 11-12 DPI. DNA C. mortiferum byla poté detekovana pferusované az do 24 DPI, coz
naznacuje skrytou povahu infekce, kterou neni snadné zachytit béznymi mikroskopickymi
metodami. Fretky zacaly vyluGovat oocysty 4 DPI a intenzita infekce se pohybovala v rozmezi
2 000-20 000 OPG. Mezi 10-14 DPI doslo u fretek k spontannimu uzdraveni. U SCID mys$i
byla prepatentni doba 9—10 DPI a zvifata vylucovala velké mnozstvi oocyst (10 000—150 000
OPG), aniz by se béhem experimentu (30 DPI) spontanné uzdravila. Prepatentni doba u
veverek popelavych (7-8 DPI) byla téméF o polovinu kratsi v porovnani s veverkami obecnymi
(11-12 DPI). Veverky popelavé vylucovaly oocysty nepravidelng, s intenzitou infekce 2 000—
30 000 OPG. Naproti tomu veverky obecné vykazovaly mnohem vyssi intenzitu infekce, ktera
se pohybovala mezi 10 000-1 500 000 OPG. Jedna z veverek popelavych vykazovala béhem 7—
8 DPI mirnou apatii, projevujici se snizenym zajmem o okoli a potravu. V této dob¢ mél navic
jeji trus kaSovitou konzistenci. Zajimavé je, Zze vSechny veverky popelavé se z infekce
samouzdravily do 9 dnl od pocatku vylucovani oocyst. Veverky obecné zacaly jiz od 10. dne
po infekei rychle ztracet kondici a prestavaly pfijimat potravu. Vétsinu casu se skryvaly, byly
apatické a nereagovaly na vn&jsi podnéty, jako je krmeni, napajeni nebo manipulace. Veverky,
u kterych se objevily zavazné klinické ptiznaky, byly z etickych divodi huméanné usmrceny.

Infekce C. mortiferum u veverek popelavych se v experimentalnich podminkach projevuje
vétsinou asymptomaticky, doprovazena mirnou infekci, ktera vede k ptirozenému uzdraveni.
Tento pribéh infekce je v souladu se zjisténim Prediger et al. (2017), ktefi zaznamenali nizkou
intenzitu infekce u pfirozené infikovanych veverek stejného druhu. Oproti tomu infekce u
zaznamenali masivni pribéh infekce C. mortiferum u veverek obecnych, které se projevovaly
tézkymi klinickymi pfiznaky kryptosporididzy a thynem. Infikované veverky ztraceji
pohyblivost, zajem o potravu a vétSinu ¢asu travi v ukrytech, coz z nich ¢ini obtizné cile pro
odchyt pomoci zivych pasti, které se pouzivaji v terénnim vyzkumu. Je tedy pravdépodobné, ze
pfi terénnich studiich je mozné odchytit pouze malé procento jedinci nakazenych
C. mortiferum, a to zejména v ranych fazich infekce. Tato skute¢nost je jednim z vysvétleni,
pro¢ je C. mortiferum u veverek obecnych zjistovan v nizké prevalenci, ackoli je pro né vysoce
patogenni.

Tato prace jednoznacné prokazala, Ze patogenita C. mortiferum se 1isi v zavislosti na druhu
hostitele, pfiemz prubéh infekce je silné ovlivnén jak zminénym druhem hostitele, tak
imunitnim stavem hostitele. Obdobna variabilita byla popsana i u druht C. parvum a
C. proliferans, u kterych bylo provedeno velké mnoZzstvi terénnich a experimentalnich
sledovani. U imunokompetentnich laboratornich mysi infikovanych C. mortiferum probihala

infekce bez jakychkoli pfiznaki, coz naznacuje efektivni potlaceni infekce jejich imunitnim
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systémem bez viditelnych projevi. V souladu s pfedchozimi studiemi zkoumajicimi imunitni
odpoved’ hostitele na infekci kryptosporidiemi vykazovaly mysi s nedostatkem CD4+ nebo
CDB8+ T-lymfocyti delsi pribéh infekce nez imunokompetentni jedinci (Jalovecka et al. 2010;
Kvac et al. 2011). Absence CD4+ nebo CD8+ T-lymfocytl se vSak neukazala jako kriticka a
zvifata s timto nedostatkem se z infekce zotavila. Stejn¢ jako u infekci C. parvum,
C. proliferans a C. tyzzeri nedoslo u SCID mysi infikovanych C. mortiferum k samouzdraveni
(Jalovecka et al. 2010; Kvac et al. 2013c, 2016).

Bylo zjisténo, Ze prepatentni doba C. mortiferum se u riiznych druhti/kment hostiteld lisi.
Zatimco fretky a mysi, s vyjimkou SCID mysi, zacaly vylucovat oocysty/specifickou DNA
C. mortiferum 4-5 DPI, u veverek, SCID mysi a piskomilt byla prepatentni doba delsi, a to 7—
14 DPI. Podobny rozdil v délce prepatentni doby v zavislosti na druhu hostitele byl pozorovan
také u C. proliferans (Kvac et al. 2016). Intenzita infekce C. mortiferum se rovnéz lisila v
zavislosti na druhu a imunitnim stavu hostitele. Podobné rozdily byly pozorovéany i u dalSich
druhdt kryptosporidii, napt. u C. alticolis a C. microti infikujicich rtizné druhy hrabost,
C. apodemi a C. ditrichi parazitujicich u Apodemus spp. a C. proliferans infikujiciho rtzné
hlodavce nebo C. ornithophilus infikujiciho husy, kohouty a kufata (Kvac et al. 2016; Condlova
et al. 2018; Horcickova et al. 2019; Holubova et al. 2020).

2.3.4 Vyvojovy cyklus

Vyvojova stadia C. mortiferum byla vizualizovana a nasledné identifikovana pomoci natéri
barvenych metodou podle Wrighta (obrazek 16) a tyto preparaty byly nasledné pouzity pro
morfometrii vyvojovych stadii (tabulka 10). Mimo barveni podle Wrighta byla vyvojova stadia
identifikovana pomoci SEM (obrazek 13) a TEM (obrazek 17). Uvolnéni sporozoiti byli
obarveni pomoci karbolfuchsinu (obrazek 16b). Pro studium vyvojového cyklu bylo pouzito
slepé stfevo experimentalné infikovanych SCID mysi. Tato tkan byla vybrana na zékladé
vysledkti PCR, skenovaci elektronové mikroskopie a histologickych feza.

Identifikace vyvojovych stadii pomoci SEM byla téméf nemozna, jelikoz vétsina
vyvojovych stadii byla pokryta parazitofornimi vaky, a tudiz bylo mozné s jistotou rozpoznat
pouze vyvojova stadia s prasklymi parazitofornimi vaky. Byly pozorovani pouze meronti I.
typu s neuplné oddélenymi nebo plné vyvinutymi merozoity a také volné invadujici zoiti
(obrazek 13b-f). Pomoci analyzy TEM a metody barveni podle Wrighta bylo mozné ur¢it
vsechna vyvojova stadia. V seskrabech sliznice obarvenych podle Wrighta zlistaly parazitoforni
vaky obklopujici stadia neobarvené a jadra byla zbarvena do riizova (obrazek 16). Jednojaderni
trofozoiti, neboli pfechodnd vegetativni stadia, byli nejcastéji pozorovanymi stadii a jejich
velikost byla velmi variabilni (tabulka 10, obrazek 16c, d). Dal§imi nej¢ast&ji pozorovanymi

12



stadii byli meronti I. typu s osmi jadry, které se nasledné stavaji soucasti tvoticich se merozoitt
(obrazek 16e, f). Oproti tomu meronti II. typu byly pozorovani ziidka a tato stadia se
vyznacovala ¢tyfmi jadry, z nichz vzniknou &tyfi merozoiti (obrazek 16g, h). Mikrogamonti
byli pozorovani vzacné, ale byli snadno rozpoznatelni podle 16 jader, které davaji vznik 16
mikrogametdm (obrazek 16i, j). Makrogamonti byli vyplnény cetnymi ovalnymi
amylopektinovymi granulemi, jez dodavali tomuto stadiu pénovity vzhled, diky ¢emuz bylo
mozné tato stddia snadno identifikovat (obrazek 16k). Zminénd pénovitd struktura byla
pozorovana také u zygot, ale byla méné vyrazna ve srovnani se staddiem makrogamonta
(obrazek 16l). Zygoty a oocysty nebyly chranény parazitofornim vakem. V porovnani se
zygotou byly oocysty nezbarvené a bez vyraznych struktur (obrdzek 16a). Nebylo mozné
rozlisit tenkosténné a tlustosténné oocysty.

Pfi TEM analyze byla u vétsiny vyvojovych stadii dobie rozpoznatelna tzv. feeder organela
(obrazek 17). Rani trofozoiti byli ovalného tvaru a postupné se stavali kulatéj$imi (obrazek 17b,
¢). Meronti 1. a IL. typu se lisili poctem vyvijejicich se merozoiti, kdy meront I. typu obsahoval
8 merozoiti a meront II. typu pouze 4 (obrazek 17d-g). TEM analyza potvrdila pfitomnost
amylopektinovych granuli nejen u makrogamontt, ale i u zygot (obrazek 17k, 1). Zygoty se od
makrogamontii odliSovaly menS$im mnozstvim amylopektinovych granuli, a pfredevsim
pfitomnosti tvofici se stény budoucich oocyst (obrazek 171). V porovnani s metodou barveni
podle Wrighta byli uvnitf oocyst viditelni &tyfi sporozoiti obklopujici rezidualni télisko
vytvoiené z amylopektinovych granuli (obrézek 17a).

Pozorovany zivotni cyklus C. mortiferum se nelisi od dfive popsanych druht rodu
Cryptosporidium. V souladu se studiemi, které zkoumaly Zivotni cyklus in vivo, nebyly
potvrzeny zadné dikazy o vyskytu extracelularnich vyvojovych stadii popsanych v
bezbunéénych kulturach (Hijjawi et al. 2001, 2002, 2010; Borowski et al. 2010). Podobné jako
v ptedchozich studiich se nam nepodafilo rozlisit tenkosténné a tlustosténné oocysty, pokud se
u tohoto druhu vyskytuji (Melicherova et al. 2014; Kva¢ et al. 2016; Holubova et al. 2020). Ve
shod¢ se studiemi Holubové et al. (2019, 2020) byla vétsina pozorovanych vyvojovych stadii
vizualizovanych barvenim podle Wrighta obklopena parazitofornim vakem, ktery se jevil jako
nezbarvena aureola. Ve shod¢ s uvedenymi autory byli i nejcastéji detekovani jednojaderni
trofozoiti a osmijaderni merozoiti, zatimco ¢tyijaderni merozoiti byli pomoci Wrightova
barveni a TEM nalezeni jen ziidka. Toto zaznamenané malé mnozstvi ¢tyfjadernych merontl
1. typu koresponduje s vysledky analyzy vyvojového cyklu C. ornithophilus (podkapitola
4.1.4) a také s vysledky in vitro studie English et al. (2022), kdy rovn&Z zaznamenali obdobné
mnozstvi téchto stadii a zaroven formulovali teorii, Ze meronti II. typu nejsou nezbytné pro

tvorbu mikrogamontii a makrogamont, jak se diive ptedpokladalo. V souladu se stejnou studif
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je také pozorovany pomér mikrogamontll a makrogamontl, kdy mikrogamonti byli nalezeni
ztidka (English et al. 2022). Analyza pomoci SEM prokazala vyznamné prodlouzeni mikrovilla
hostitelskych bunék v tésné blizkosti parazitujicich vyvojovych stadii C. mortiferum, coz se
shoduje i s pozorovanim v in vitro podminkach, kdy Borowski et al. (2010) a Edwards (2012)
podobné prodlouzeni mikrovilli zaznamenali u bunék infikovanych C. parvum. Zminéna
elongace mikrovilld byla rovnéZ navic zachycena u nutrii infikovanych C. myocastoris
(Jezkova et al. 2021a), SCID mysi infikovanych C. parvum (Umemiya et al. 2005) a potkant
infikovanych C. occultus (Kvagc et al. 2018).

2.3 Genova analyza Cryptosporidium proliferans

2.3.1 Struktura a usporadani genomu Cryptosporidium proliferans
Genom zalude¢niho druhu C. proliferans byl sekvenovan pomoci kombinace kratkych ¢teni

s vysokym pokrytim generovanych platformou Illumina a dlouhych ¢teni s nizkym pokrytim
generovanych technologii Oxford Nanopore MinlON. Nasledné byl pomoci hybrid assembleru
Unicycler sestaven genom C. proliferans (viz modry fadek na obrazku 18) o velikosti 9 154
Mb, slozeny z 90 kontig a s N50 o velikosti 0,543 Mb. Kombinace vysledki genovych predikei
z PASA a AUGUSTUS vedla k identifikaci 4 126 protein kodujicich genti. Vechny dostupné
udaje naznacuji, ze genom C. proliferans je téméf kompletni. Piipadné chybé&jici oblasti jsou
pravdépodobné oblasti obtizné obnovitelné, jako jsou repetitivni sekvence telomer a centromer.
Srovnavaci analyza genomi odhalila vysokou troven syntenie mezi izolaty C. tyzzeri UGAS5,
C. parvum IOWA-ATCC a C. hominis UdeA01 (obrazek 19). Genom C. proliferans vykazuje
vys$§i miru syntenie s C. muris nez s C. andersoni. Na obrazku 19 je patrné, Ze syntetické bloky
mezi C. proliferans a C. andersoni jsou méné konzervované a je zde patrné vétsi pieskupeni ve
srovnani s C. proliferans a C. muris. Pokud jde o stfevni druhy, C. proliferans ma nejvétsi miru
syntenie s druhem C. hominis.

Jednim z nedostatki v genomickém vyzkumu rodu Cryptosporidium je, Ze vétSina
dostupnych genomickych dat byla ziskana pomoci platformy Illumina, ktera produkuje kratka
¢teni. I kdyz tato metoda poskytuje vysokou piesnost, je bohuzel obtizné na jejim zakladé
sestavit kompletni genom (Abrahamsen et al. 2004; Xu et al. 2004, 2019; Li et al. 2021).
Teprve nedavna genomicka studie z roku 2022 vyuzila kombinace vice sekvenacnich pfistupii
(kombinace dlouhych ¢teni Pacific Biosciences a kratkych ¢teni DNA a RNA Illumina) a
hybridniho sestaveni genomu. Tento kombinovany piistup vyrazné zlepsil kvalitu sestaveni
genomu Vv kliCovych ukazatelich, jako je souvislost, uplnost a spolehlivost, a vytvofil vysoce
kvalitni referenéni genom C. parvum IOWA-ATCC (Baptista et al. 2022). Diky pouziti riznych
sekvenacnich technik, zahrnujicich kratka DNA a RNA ¢teni z platformy Illumina a dlouha
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DNA c¢teni ziskana pomoci technologie Oxford Nanopore MinlON, byl v této praci ziskan
vysoce kvalitni a témé&f kompletni genom Zzalude¢niho druhu C. proliferans. Velikost a
kompletnost (BUSCO skore) (obrazek 18) genomu je v souladu s genomy ostatnich druhti rodu
Cryptosporidium (Abrahamsen et al. 2004; Xu et al. 2004; Ifeonu et al. 2016; Sateriale et al.
2019; Xu et al. 2019, 2020; Li et al. 2021; Huang et al. 2023). Relativné nizky stanoveny obsah
GC u C. proliferans (28,39 %) je podobny jako u Zalude¢nich druht C. andersoni (28,47 %) a
C. muris (28,48 %), ale oproti stfevnim druhiim je tento obsah pfiblizné o 2-4 % niZsi.
V genomu C. proliferans bylo predikovano 4 126 geni kodujicich proteiny, coz je dosud
nejvyssi pocet, ktery byl v rdmci rodu Cryptosporidium identifikovan (Abrahamsen et al. 2004;
Xu et al. 2004; Ifeonu et al. 2016; Xu et al. 2019, 2020; Li et al. 2021; Baptista et al. 2022).

Pozorovana vysoka mira syntenie mezi stfevnimi druhy C. parvum, C. hominis a C. tyzzeri

Baptista et al. 2022, 2023). Vyss$i mira syntenie C. proliferans s C. muris je v souladu
svysledky fylogenetickych analyz, kdy byla zaznamenana vétsi genetickd podobnost na
nékterych lokusech, jako jsou SSU, COWP, TRAP-C1 a HSP70 (Kva¢ et al. 2016). Neni proto
piekvapujici, ze druh C. proliferans byl dlouhou dobu mylné povazovan za druh C. muris
(Jalovecka et al. 2010; Melicherova et al. 2014; Kvac et al. 2016). Mensi mira syntenie mezi
C. proliferans a C. andersoni naznaluje, Ze tyto dva druhy pro$ly v prib&hu evoluce vice

genetickymi zménami nebo preskupenimi.

2.3.2 Srovnavaci genomické analyzy vybranych zastupci rodu Cryptosporidium

Do srovnavacich genomickych analyz byly kromé druhu C. proliferans zahrnuty izolaty, jejichz
genomicka data jsou volng ptistupna ve vetejné online databazi Crypto.db, konkrétné C. ryanae
45019, C. ubiquitum 39726, C. mortiferum, C. meleagridis UKMEL, C. tyzzeri UGAS55,
C. parvum IOWA-ATCC, C. hominis UdeA0l, C. muris RN66 a C.andersoni 30847.
Genomicka data izolatu C. bovis 45015 nebyly v dobé& zpracovani srovnavacich analyz jesté

k dispozici, a proto tento izolat neni do analyz zahrnut.

2.3.3 Analyza metabolickych drah

Pro analyzu metabolismu nejen C. proliferans, ale i dalsich druhi kryptosporidii pouZitych
V této praci byla vyuzita online databdze KEGG. Tato databaze umoznila identifikovat a
charakterizovat metabolické drahy pfitomné u C. proliferans a nasledné porovnat kompletnost
téchto drah s témi, které jsou pfitomné u ostatnich druhi kryptosporidii. Na zaklad¢é vysledka

analyzy metabolickych drah byla sestavena tzv. heatmapa, kterd je uvedena na obrazku 20.
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Zalude¢ni druhy/izolaty maji v porovnani se stievnimi druhy/izolaty rozsahlejsi
metabolické schopnosti, pficemz nejvyznamnéjsi zmeény byly pozorovany v tiplnosti mimo jiné
u drah patficich k metabolismu aminokyselin, metabolismu sacharidi a metabolismu
nukleotidii. Nejvyznamnéj$im rozdilem mezi stifevnimi a zalude¢nimi druhy je pfitomnost
kompletngjsiho citratového cyklu u zaludeénich druhd (M00009, M00010 a MO00011 na
obrazku 20), zatimco stfevni druhy maji pouze ¢aste¢né funkéni drahu odpovédnou za oxidaci
druhého uhliku (M00011; pfeména 2-oxoglutaratu na oxaloacetat). Zaludeéni druhy maji plné
funkéni drahu odpovédnou za oxidaci prvniho uhliku (M00010, pfeména oxaloacetatu na 2-
oxoglutarat, ktery mtze byt dale preménén na sukcinyl-CoA), pficemz stievni druhy tuto drahu
zcela postradaji. Vyjimku mezi sttevnimi druhy pfedstavuje C. ryanae, jenz tplné postrada
drahy citratového cyklu. Oproti zalude¢nim druhtim maji stievni druhy drahu biosyntézy
GABA (M00135) spouze dvéma chyb&jicimi bloky (je pfitomna pouze diamin N-
acetyltransferaza), zatimco tato dréha u zalude¢nich izolatt a dvou stfevnich, C. mortiferum a
C. ryanae zcela chybi. Je zajimavé, Ze dva zalude¢ni druhy C. muris a C. andersoni sdili
kompletni dréhu biosyntézy UDP-GIcNAc (M00892), zatimco piitomnost této nekompletni
drahy u zalude¢niho druhu C. proliferans je shodné se stfevnimi druhy. Draha zodpovédna za
biosyntézu guaninovych ribonukleotidti (M00050; pfeména IMP na GDP a GTP) je kompletni
pouze u dvou stievnich druhti (C. parvum a C. tyzzeri) a ostatnim jak stfevnim, tak zalude¢nim
druhiim chybi GMP syntaza. Zaludeénim druhiim a C. ryanae chybi navic i IMP
dehydrogendza. Zaludeéni druh C. muris se nejen od ostatnich Zaludegnich druhti, ale i od
ostatnich stfevnich druhti odliSuje kompletnosti drah pro biosyntézu koenzymu A (M00914 a
MO00120). Pouze u C. muris se vyskytuje pantethein-fosfat adenyltransferaza, ktera je nezbytna
pro biosyntézu koenzymu A.

Obecné byla nejvétsi redukce v metabolickych drahdch zaznamenana u druhu C. ryanae,
kde byla odhalena absence 19 modultl, coz je napiiklad o 8 vic nez u C. parvum a o 16 vic nez
u C. proliferans. Také byla zaznamenana piitomnost enzymi, které jsou specifické pro
analyzované zalude¢ni druhy, a to konkrétné enzymy zapojené do metabolismu sacharidd
(isocitrat dehydrogenaza, citrat syntaza, akonitadt hydratdza) energetického metabolismu
(fosfoenolpyruvat karboxylaza, fumarat hydrataza 1. tfidy) a metabolismu lipidd (3-
dehydrosfinganin reduktaza). Cryptosporidium mortiferum jako jediny disponuje geranyl
difosfat syntazou, enzymem s klicovou roli v biosyntéze terpenoida.

Prechod zastupcti kmene Apikomplexa od fotosyntetickych nebo predatorskych zplisobl Zivota
k parazitismu je provazen evolucni redukci genomu a ztratou metabolickych funkei a rod
Cryptosporidium pfedstavuje extrémni pfipad této reduktivni evoluce, ktery zahrnuje ztratu

mitochondridlniho genomu i mnoha kli€ovych metabolickych drah (Liu et al. 2016).
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Srovnavaci analyza metabolickych drah zastupctt rodu Cryptosporidium odhalila jak
konzervované, tak variabilni prvky jejich metabolismu a identifikovala vyznamné rozdily v
metabolickych procesech jednotlivych druhd, které pravdépodobné odrazeji jejich adaptace na
specifické hostitelské prostiedi. Z vysledkd analyzy, které jsou znazornéné ve formé tzv.
heatmapy na obrazku 20, je zietelné rozdéleni kryptosporidii do dvou samostatnych linii —
zaludeCni a stfevni, které se li§i ve svych metabolickych schopnostech a strategiich, pficemz
zalude¢ni druhy vykazuji podstatné $ir$i metabolické schopnosti.

V této praci zaznamenané rozsifené metabolické schopnosti zalude¢nich druhii ve srovnani
se stfevnimi druhy, které byly pozorovany jiz dfive (Xu et al. 2004; Li et al. 2021), odhaluji, ze
stievni druhy jsou vice zavislé na pfijmu aminokyselin, sacharidi a nukleotidt z hostitelskych
bunék. Vysledky metabolické analyzy také naznaluji, a zaroveti jsou v souladu s pozorovanim
Xu et al. (2019a), Ze rizné druhy rodu Cryptosporidium vykazuji variabilitu v syntéze
guaninovych ribonukleotidd, ktera je ovlivnéna pfitomnosti/absenci enzymu IMP
dehydrogenazy a GMP syntazy, které hraji dilezitou roli v regulaci buné¢ného ristu a mnozeni
(Jayaram et al. 1999; Hedstrom 2009; Wang et al. 2021). Druhy C. parvum a C. tyzzeri, které
maji kompletni drahy biosyntézy guaninovych ribonukleotidii nejsou tolik zavislé na pfisunu
téchto molekul z hostitelskych bunék, a mohou si je syntetizovat interné. Naopak, ostatni
druhy, které postradaji klicové enzymy jako GMP syntazu a IMP dehydrogenazu, jsou vice
zavislé na hostitelském pfisunu guaninovych ribonukleotidi. Tento rozdil by mohl byt
zpusoben nejen metabolickymi schopnostmi jednotlivych druht, ale také specifickymi
podminkami hostitelského prostiedi. Napiiklad zaludek (C. muris, C. andersoni a
C. proliferans) a slepé stievo (C. mortiferum) mohou poskytovat dostatek guaninovych
ribonukleotidii, coz teoreticky mize umoznit ne€kterym druhim zjednodusit jejich vlastni
biosyntézu a prizpusobit se tak odlisSnym podminkam.

Jak jiz bylo naznadeno, obecné se ptredpoklada, ze Cryptosporidium spp., jako jedna z
primarnich vétvi Apicomplexa, ztratily béhem reduktivni evoluce fadu metabolickych drah,
véetné tady mitochondrialnich energetickych procest, jako je TCA cyklus a elektronovy
transportni fetézec zalozeny na cytochromech (Abrahamsen et al. 2004; Xu et al. 2004; Seeber
et al. 2008). Nedavné studie vsak odhalily, ze C. muris a C. andersoni maji v§echny enzymy
potiebné pro TCA cyklus a tradi¢ni dychaci fetézec (Mogi a Kita 2010; Liu et al. 2016). Podle
ocekavani bylo potvrzeno, Zze se nejen zalude¢ni druhy C.muris a C. andersoni, ale také
C. proliferans vice spoléhaji na TCA cyklus jako na svijj energeticky zdroj a stfevni druhy
nemaji schopnost plné provadét TCA cyklus, coz naznacuje, Ze jejich metabolismus je vyrazné
omezeny nebo zavisly na alternativnich metabolickych cestach pro ziskavani energie. Enzymy

isocitrat dehydrogenaza, citrat syntaza, akonitat hydratdza a fumarat hydratdza maji kliCovou
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roli v TCA cyklu, a proto jejich potvrzena pfitomnost pouze u zaludeénich druhti podtrhuje
skutecnost, Ze stfevni druhy se musi spoléhat na anaerobni metabolismus (Mogi a Kita 2010;
Liu et al. 2016; Xu et al. 2019).

Diky analyze metabolickych drah jsme zjistili, ze stievni druh C. ryanae vykazuje vyrazné
zjednoduSeny metabolismus ve srovnani s ostatnimi druhy kryptosporidii. Tento nalez je v
genovy obsah v ramci rodu Cryptosporidium (obrazek 18). Xu et al. (2020) dale uvadi, Ze ztrata
enzymil zapojenych do metabolickych drah vede k dalSimu snizeni kapacity biosyntézy a
produkce energie. Tento zjednoduseny metabolismus naznacuje, ze C. ryanae muze byt pii
ziskévani zivin vice zavisly na specifickych hostitelich. Pfedchozi vyzkumy rovnéz ukézaly, ze
elektronovy transportni fetézec se postupné snizuje u riznych druht Cryptosporidium (Liu et
al. 2016). Tento trend miZe byt spojen s adaptacemi na specifické hostitelské prostfedi a s
variabilitou virulence mezi jednotlivymi druhy. Nase vysledky tak dopliiuji a potvrzuji teorie o
adaptacich C. ryanae na specifické hostitele a o jeho pfizpisobeni riiznym podminkam v ramci
jeho zivotniho cyklu.

Zajimavym pozorovanim ve studovanych druzich Cryptosporidium je rozdil v draze
biosyntézy UDP-GlcNAc mezi Zzaludednimi a stievnimi druhy. Zatimco u Zalude&nich druhi C.
muris a C. andersoni byla identifikovana kompletni dréha biosyntézy UDP-GIcNAc (M00892),
u C. proliferans, ktery také parazituje v zaludku svych hostiteld, je tato draha nekompletni, coz
je shodné se stfevnimi druhy. UDP-GIcNAc je dulezity pro syntézu bunéénych stén bakterii a
tvorbu oligosacharidi u eukaryot (Milewski et al. 2006; Rodriguez-Diaz et al. 2012).
Kompletni dréha biosyntézy UDP-GIcNAc u C. muris a C. andersoni naznacuje, Ze tyto druhy
mohou syntetizovat specifické polysacharidy, které by mohly zvysit stabilitu a odolnost jejich
oocyst. Naopak nekompletni draha u C. proliferans a stfevnich druhtt miZe odrazet jejich
odlisné metabolické potieby, coz ovliviiuje jejich schopnost piezit a interagovat s hostitelskym
organismem.

Na zaklad¢ provedené srovnavaci analyzy metabolismu vybranych druhi Cryptosporidium
lze konstatovat, ze odliSnosti v metabolickych drahach odhaluji nejen klicové rozdily a

podobnosti, ale také poskytuji hlubsi pohled do jejich evolu¢nich adaptaci a patogeneze.

2.3.4 Analyza virulenénich faktora
V této kapitole jsou prezentovany vysledky srovnavaci analyzy virulenénich faktord u riiznych

druhii rodu Cryptosporidium. Na zakladé dostupnych publikovanych studii byly vytypovany
klicové virulen¢ni faktory (tabulka 11), zahrnujici proteiny souvisejici s invazi a apikalnim

komplexem, a nasledné byla stanovena jejich ptitomnost/absence v genomickych datovych
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souborech analyzovanych druhti rodu Cryptosporidium, pticemz zvlastni pozornost byla
vénovana druhu C. proliferans.

Celkové bylo identifikovano 14 virulenénich faktort, u nichZ byla zjiténa variabilita v
ptitomnosti nebo absenci mezi riznymi druhy rodu Cryptosporidium. Jmenovité se jedna o
nasledujici proteiny: AC4, AC5, AC7, AC8, RON 10, IMC15, MIC13, CP47, GP900,
GP40/15/60, P23, CP2, MEDLE a mucinovy glykoprotein.

Glykoprotein GP900 byl nalezen u vSech druhii Cryptosporidium, kromé& C. andersoni.
Proteiny CP47 a IMC15 se vyskytovaly u vSech stfevnich izolath s vyjimkou C. ryanae,
zatimco protein P23 byl pfitomen u vSech stievnich izolati a také u C. proliferans. Proteiny
GP40/15/60 a CP2 byly identifikovany vyhradné u stievnich druhti. Z zalude¢nich druhii pouze
C. andersoni postrada RON10. AC5 a AC7 byly nalezeny u C. ubiquitum, pfi¢emz AC7 byl
navic identifikovan i u C. mortiferum. Naopak, AC4 chybi u C. muris, C. hominis a C. ryanae.
AC8 byl ptitomen u vSech zalude¢nich druht, ale také u stfevnich druht C. ryanae a C.
ubiquitum. MIC13 byl nalezen pouze u C. mortiferum a C. meleagridis. Pfitomnost MEDLE
byla prokazana vyhradné u C. parvum a C. tyzzeri. Glykoprotein mucinového typu chybi u
v8ech zaludeénich druh, stejné jako u C. hominis a C. meleagridis.

Cryptosporidium spp. se od sebe vzajemné lisi hostitelskou a tkanovou specifitou, coz je
pravdépodobné ovlivnéno jejich schopnosti pfichyceni a invaze do hostitelskych bunék, a praveé
v téchto kritickych okamzicich v jejich vyvojovém cyklu se spoléhaji na tzv. virulenéni faktory.
V ramci srovnavaci analyzy byly identifikovany virulen¢ni faktory vyskytujici se vyhradné u
stfevnich druhd, a to IMC15, CP47, GP40/15/60, CP2, glycoprotein mucinového typu. Toto
pozorovani je vsouladu Liu et al. (2016), ktefi zaznamenali absenci téchto proteinii u
C. andersoni. Uvedené zjisténi neni zcela ne¢ekané, protoze rozdilné prostiedi zaludku a stieva
naznacuje, ze tyto dvé odlisné linie kryptosporidii budou mit specifické proteiny, které jim
umozni piizpusobit se danému prostiedi zaludku a stieva. Pfesto je prekvapivé, ze zatimco u
stievnich druhtl byly identifikovany specifické virulen¢ni faktory, u zalude¢nich druhi zatim
nebyly identifikovany specifické faktory virulence. Malou vyjimku pfedstavuje RON10, ktery
se ovSem vyskytoval pouze u C. proliferans a C. muris a nikoliv u C. andersoni. Obecné je
tento protein u kmene Apikomplexa spojovan s invazi, kdy jeho hlavni role spoéiva v tvorbé
tzv. pohyblivé spojky (moving junction), coz je struktura, ktera se tvofi béhem invaze a slouzi
jako kotva, ktera umoziiuje parazitovi pevné se pfichytit k povrchu buiiky, zatimco se vtahuje
dovnitt (Lamarque et al. 2012). Avsak vzhledem ktomu, Zze kryptosporidie netvoii tuto
pohyblivou spojku a nepronikaji do hostitelské cytoplazmy (Borowski et al. 2008; Valigurova
et al. 2008), je stale nejasné, jakou presnou funkci tento protein plni pravé u C. proliferans a

C. muris. Je mozné, Ze tento protein pfispiva pouze k pevnéjsimu ptichyceni invaznich stadii. Z
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vys§i koncentraci riznych travicich enzymu a ptitomnosti aktivnich imunitnich bunék (Peterson
a Artis 2014; Shi et al. 2017; Paone a Cani 2020). Zaludek, na druhé strang, piedstavuje
predevsim vyzvu kvili svému extrémné kyselému prostfedi a proteolytickym enzymuim, jako je
pepsin (Wu et al. 2014; Hunt et al. 2015). Vyse zminéné proteiny specifické pro stievni druhy
jsou primarné spojovany s invazi a adhezi (O’Hara et al. 2004; O’Connor et al. 2007; Bouzid et
pfi své invazi, kterému se museli pfizpisobit. S invazi jsou ovSem spojovany i proteiny ze
skupiny TRAP, ale jejich uloha pfi urovani hostitelské specifity je pravdépodobné omezena,
protoze ve studii Liu et al. (2016) nebyla pozorovéna variabilita v jejich ptitomnosti mezi
jednotlivymi druhy kryptosporidii, coz odpovida i naS§emu pozorovani.

Proteiny ze skupiny MEDLE, které jsme identifikovali pouze u druhti C. parvum a
C. tyzzeri, jsou Casto povaZzovany za dilezité virulenéni faktory spojené s hostitelskou
specifitou, jejichz absence by mohla byt pfi¢inou uzsiho hostitelského spektra (Liu et al. 2016;
Li et al. 2017; Fei et al. 2018; Su et al. 2019; Xu et al. 2019, 2020; Li et al. 2021). Piedpoklada
se, ze tato skupina proteinii souvisi sinvazi v pocateCnich fazich infekce a pouziti
polyklondlnich protilatek proti CPMEDLE-1 pfi in vitro experimentu vedlo dokonce ke snizeni
infekce az 0 40% (Fei et al. 2018). Tym Fei et al. (2018) rovnéz navrhl hypotézu, Ze proteiny ze
skupiny MEDLE hraji klicovou roli v imunitnim uniku, coz kryptosporidiim umoziiuje usp&$né
se skryt pfed obrannymi mechanismy hostitele. Je zajimavé, ze protein P23, ktery vyvolava
protilatkové odpovédi u zvifecich hostitelti (Bouzid et al. 2013; Liu et al. 2016), byl mimo
vSechny stfevni druhy zaznamenan také u C. proliferans jako u jediného z Zaludeénich druhii.
Je znamo, ze stieva disponuji velkym mnozstvim imunitnich bunék a protilatek a stfevni druhy,
tak musi Celit intenzivnimu imunitni tlaku. Pfitomnost P23 vybizi k myslence, Ze tento protein
mize byt parazitem vyuZzivan k cilené stimulaci protilatek, ¢imz by mohl odvést pozornost
imunitniho systému od jinych kritickych mist. Otazkou ale zustava, pro¢ je P23 pfitomen i u
zaludeéniho druhu C. proliferans. Mtize to byt kvili rozdilim v hostitelském spektru nebo
odlisnym patogenickym mechanismim, které tento druh potiebuje pro efektivni invazi a pfeziti
v jinych podminkach?
2.3.5 Vliv infekce kryptosporidiemi na genovou expresi hostitele
Tato kapitola se zaméfuje na analyzu diferencialni genové exprese hostitele infikovaného
parazity rodu Cryptosporidium. Pro analyzu transkriptomu byly SCID mysi (Mus musculus)
infikovany oocystami Cryptosporidium proliferans v infekéni davce 1x 10° oocyst na 200 pl
dH:O. Transkriptom zaludku mysi byl analyzovan 30 dni po infekci (DPI). Ziskana
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transkriptomicka data byla namapovana na genom mysi domaci (Mus musculus), ktery byl
stazen z vefejné dostupné databaze GeneBank. Jako kontrolni skupina byly pouzity SCID mysi,
kterym byla podana pouze dH,O o stejném objemu jako infekéni davka. Transkriptom Zaludku
byl poté analyzovan po uplynuti 30 dnti.

Vysledky analyzy diferencialni genové exprese (obrazky 21-23) odhalily specifické zmény
v expresi gentl, které souviseji simunitni odpovédi a patogenezi béhem infekce. Podle
oc¢ekavani byla nejvyssi mira exprese zaznamenana u gent zapojenych do biologickych procesi
spojenych s imunitni odpovédi, zazivanim hostitele, interspecifickymi reakcemi mezi
organismy a obranymi reakcemi na biotické stimuly (obrazky 21 a 22). Kromé toho byly
pozorovany zvySené Urovné exprese genu spojenych s regulaci apoptozy. Naopak uGtlum
v genové expresi byl zjiStén u procest regulace diferenciace epitelidlnich bunck, bunécné
odpovédi na cytokinové podnéty a humoralni imunitni odpovédi. Z grafu na obrézku 22 je
patrna vyznamna regulace gentl zapojenych do metabolickych procesti a obnovy tkani.

Identifikované zmény ve vySe uvedenych biologickych procesech jsou tzce spojeny
sregulaci specifickych gent, které vykazuji odlisnou expresi v reakci na infekci
kryptosporidiemi  (obrazek 23). V souvislosti se zazivacim systémem hostitele byla
zaznamenana zmeéna exprese genu souvisejicich s regeneraci epitelu (Sox9, Tff3),
metabolismem lipida (Fabpl, Fabp2, Acat2, Apoal) a ochranou sliznice (Muc2, Ezr). Také
byla pozorovana zvysena exprese gendl, které maji vyznamnou roli v imunitni odpovédi. Mezi
tyto geny patii Reg3g, Reg3b, Regl, Cxcl9, Tgtpl, Zbpl, Ubd a Nfkbia. Infekce
kryptosporidiemi vedla také ke sniZeni exprese téchto gend: Top2b, Ctr9, Matr3, Pabpcl,
Pabpm1, Rnf187 a Tomm70a.

Vysledky analyzy transkriptomu naznacuji vyznamné naruSeni kli¢ovych bunéénych a
imunitnich procest v reakci na infekci Zalude¢nim druhem C. proliferans. Jak uz bylo zminéno,
jednim z hlavnich pozorovanych procest je aktivace genil spojenych s imunitni odpovédi, a to
piedevsim v souvislosti s ¢innosti cytokini, zejména interferonu f, coz je v souladu s pracemi
Lean et al. (2002) a Barakat et al. (2009). Tyto molekuly jsou nezbytné pro ptilakani imunitnich
bunék na misto infekce a pro koordinaci naslednych imunitnich reakei a jejich zvySena exprese
nazna&uje pokus hostitelského organismu o obranu proti parazitovi. Uloha interferonti typu IT
(INF), IFN-y, ve vrozené imunité hostitele proti kryptosporidiim je nezpochybnitelna a byla
prokézéana a charakterizovana jiz v n€kolika studiich (Lacroix-Lamandé et al. 2002; Lean et al.
2002; Leav et al. 2005; Jaloveckéa et al. 2010). Naopak, role interferont typu I (IFN-0/B)
v obrané hostitele, zejména in vivo, byla zkoumana jen sporadicky, a proto zlstava jejich

pfesné zapojeni v tomto procesu nejasné (Barakat et al. 2009; Beiting 2014). Nicméné, studie
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tymu Barakat et al. (2009) ukazala, Zze expozice bun&nych linii interferontim typu I (IFN-a/p)
vedla k vyznamné inhibici vyvoje kryptosporidii v in vitro podminkach, coz naznacuje, Ze tyto
cytokiny mohou hrat dulezitou roli ve vrozené imunitni reakci na tuto infekci. Pozorovana
zvySena exprese genu regulujicich apoptozu odrazi schopnost kryptosporidii ovlivnit apoptézu
hostitelskych bunék ve sviij prospéch, ktera byla popsana jiz dive (Ojcius et al. 1999; McCole
et al. 2000; Sasahara et al. 2003; Mele et al. 2004; Kolafova a Valigurova 2021). V rané fazi
svého vyvoje invazni staddia podnécuji apoptézu na tkor nekrézy s cilem utlumit zanétlivé
reakce hostitele a zvysit tim svou Sanci na preziti (McCole et al. 2000; Sasahara et al. 2003;
Mele et al. 2004). Druhy okamzik, kdy je apoptdza hostitelskych bun&k pro né opét vyhodna,
nastava ve chvili, kdy je vyvojové stadium pfipraveno opustit hostitelskou buiku, a tudiz
apoptdza parazitované buniky je pro n¢j vyhodnym mechanismem, jak tuto buiku opustit
(Ojcius et al. 1999). SniZzena exprese gent zodpovédnych za regulaci diferenciace epitelidlnich
bunék mize naznadovat, ze bunky pfesmérovavaji své zdroje na zvladani stresu zpisobeného
infekei, napfiklad utlumeni ristu a proliferace bunék ve prospéch zaméfeni se na obranné
reakce. Tato utlumena regulace diferenciace epitelialnich bunck spolu se snizenou expresi gent
podilejicich se na bunééné odpovédi na cytokinové podnéty a humoralni imunitni odpovédi
znamend, ze infekce narusila normalni vyvoj epitelidlnich bunck, oslabila reakci bunc¢k na
imunitni signaly a snizila celkovou imunitni odpovéd’ a kondici organismu.

Infekce kryptosporidiemi ovliviiuje fadu vySe zminénych biologickych procesi v
zazivacim systému hostitele, coz se odrazi v komplexnich zménach exprese specifickych gent.
Mezi hlavni oblasti ovlivnéné infekei kryptosporidiemi patii regenerace epitelu, metabolismus
lipidd, ochrana sliznice a imunitni odpovéd’. Geny jako Sox9 a Tff3, které jsou klicové pro
obnovu a ochranu epitelu, vykazuji zvySenou expresi, coz naznacuje snahu hostitele opravit a
posilit slizni¢ni bariéru po infekci (Bijeli¢ et al. 2017; Bugg a Davis 2024). To odpovida i
detekované zvySené produkci hlenu pii infekei (Kvac et al. 2016). Zmény v genech Fabpl,
Fabp2, Acat2 a Apoal ukazuji na adaptace v lipidovém metabolismu, které mohou reflektovat
naruSeny metabolismus v dasledku infekce (Lai et al. 2005; Temel et al. 2007; Rodriguez
Sawicki et al. 2017; Su a Peng 2020). Ochrana sliznice je posilena zvySenou expresi Muc2 a
Ezr, které zajist'uji strukturu a funkci slizni¢niho povlaku (Ding et al. 2010; Yao et al. 2021). V
oblasti imunitni odpovédi se zvySuje exprese genti kodujicich antimikrobidlni proteiny (Reg3g,
Reg3b, Regl) a chemokiny (Cxcl9), které pomahaji pfitahovat imunitni bufiky k mistu infekce
(Tokunaga et al. 2018; Sun et al. 2021). Geny jako Tgtpl a Zbpl posiluji antivirovou obranu a
interferonové drahy (Berkebile et al. 2021; Karki a Kanneganti 2023), zatimco Ubd a Nfkbia
reguluji zanétlivou reakci (Zhang et al. 2015b; Chruscinski et al. 2022). Na druhé strang,

snizend exprese gent jako Top2b, Ctr9, Matr3, Pabpcl, Pabpm1, Rnf187 naznacuje, ze infekce
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vede k naruseni zékladnich bunécnych funkci, jako je regulace DNA, stabilita mRNA a
mitochondriélni funkce (de Jong et al. 2008; Austin et al. 2018; Nene et al. 2018; Olie et al.
2019; Qi et al. 2022; Yang et al. 2022). Popsana zvySend exprese genll souvisejicich s
regeneraci epitelu, metabolismem lipidii a ochranou sliznice naznacuje, ze télo se snazi obnovit
a ochranit zalude¢ni integritu.

Pozorovand komplexni odpovéd’ hostitele na infekci C. proliferans demonstruje, jak
hostitelsky organismus upravuje své genové expresni profily v reakci na patogenni stresory,
aby maximalizoval Sance na pfeziti a obnovu poSkozenych tkani a je tudiz zfejmé, ze

hostitelsky organismu se aktivné brani infekci kryptosporidiemi.

23



4. ZAVERY

Predkladana disertacni prace se zabyvala komplexni analyzou hostitelské specificity parazitl
rodu Cryptosporidium, s cilem porozumét biologickym a molekularnim mechanismim, které
fidi jejich schopnost infikovat rizné hostitele. Kombinace experimentl zaméfenych na
tkaovou a hostitelskou specifitu u druhti Cryptosporidium mortiferum a Cryptosporidium
ornithophilus, genomickou a transkriptomickou analyzu Cryptosporidium proliferans byla
zvolena s cilem propojit rozdilné urovné poznani — od konkrétnich interakci na Grovni tkani az
po komplexni genetické a molekularni drahy. Tento holisticky pfistup umoznil odhaleni
genetickych a molekularnich zékladt virulence a hostitelské specificity, které jsou relevantni

pro cely rod Cryptosporidium. Nasledujici ¢ast shrnuje hlavni zjisténi:

. Druhy C. ornithophilus a C. mortiferum vykazuji Uzkou hostitelskou specifitu s odlisnymi
hostitelskym spektrem.

. Cryptosporidium ornithophilus a C. mortiferum se odlisuji v priabéhu prepatentni periody,
ktera je ovlivnéna hostitelskym druhem a jeho imunitnim stavem. Zatimco
C. ornithophilus ma relativné stabilni a ptedvidatelnou prepatentni periodu napii¢
ruznymi druhy ptaka, C. mortiferum vykazuje znaénou variabilitu prepatentni periody v
zavislosti na druhu hostitele a jeho imunitni odpovédi. Tyto rozdily je dtlezité zohlednit
pfi diagnostice a kontrole infekei témito parazity.

e  Piestoze druhy C. ornithophilus a C. mortiferum vykazuji shodnou tkanovou specifitu,
odliSuji se patogenitou. Zatimco infekce C. ornithophilus probiha vétsinou bez klinicich
ptiznaki, C. mortiferum zptsobuje asymptomatické az letalni infekce v zavislosti na
druhu hostitele.

e  Morfologie a morfometrie vyvojovych stadii, stejné¢ jako vyvojovy cyklus
C. ornithophilus a C. mortiferum se od sebe signifikantné nelisi a nelze oba druhy od sebe
odlisit na zakladé¢ téchto biologickych charakteristik.

e  Genom C. proliferans se vyznacuje nejvys$sim poctem protein kodujicich gentt v rdmci
rodu Cryptosporidium.

. Cryptosporidium proliferans vykazuje nejvétsi miru syntenie s C. muris, coz potvrzuje
blizkou genetickou pifibuznost téchto druhti.

e Zalude¢ni druhy kryptosporidi, véetné C. proliferans, maji ir§i metabolické schopnosti,

zejména v TCA cyklu, zatimco stievni druhy vykazuji vétsi metabolickou redukei.
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U zalude¢nich druhti byly identifikovany specifické enzymy, které nejsou pfitomny u
stfevnich druhti, coz podtrhuje jejich odlisné metabolické adaptace na tkan hostitele.

V genomu C. proliferans, stejné jako u vétsiny dostupnych genomu kryptosporidii, kromé
C. parvum a C. tyzzeri, byla zji$téna absence gent pro kliCové enzymy potiebné pro
syntézu guaninovych ribonukleotidil. Tato skutecnost spolu s absenci proteinil ze skupiny
MEDLE je povazovana za mozny faktor vysvétlujici tizkou hostitelskou specifitu.
Cryptosporidium proliferans, piekvapivé sdili nékteré faktory virulence se stfevnimi
druhy kryptosporidii. Pfitomnost téchto faktorl, by mohla vysvétlovat vyssi patogenitu
tohoto druhu v porovnani s ostatnimi zalude¢nimi druhy kryptosporidii savci.

Hostitelsky organismus reaguje na infekci druhem C. proliferans zvysenou aktivitou geni
hostitele spojenych s imunitni odpovédi a zazivanim spojenym s metabolismem lipidd,
které indikuji naruseni energetické rovnovahy hostitele.

Obdobné jako u C. parvum, byla potvrzena zvySena regulace gent ovliviwujici apoptozu
bungk pii infekei C. proliferans.

Zaznamenana zvysena exprese genl pro regeneraci a ochranu sliznice naznacuje snahu

hostitele obnovit zalude¢ni integritu.

25



	1. CÍLE PRÁCE
	2.1 Tkáňová a hostitelská specifita druhu Cryptosporidium ornithophilus
	2.1.1 Morfologie a morfometrie oocyst
	2.1.2 Tkáňová specifita
	2.1.3 Hostitelská specifita
	2.1.4 Vývojový cyklus

	2.2 Tkáňová a hostitelská specifita druhu Cryptosporidium mortiferum
	2.2.1 Morfologie a morfometrie oocyst
	2.2.2 Tkáňová specifita
	2.2.3 Hostitelská specifita
	2.3.4 Vývojový cyklus

	2.3 Genová analýza Cryptosporidium proliferans
	2.3.1 Struktura a uspořádání genomu Cryptosporidium proliferans
	2.3.2 Srovnávací genomické analýzy vybraných zástupců rodu Cryptosporidium
	2.3.3 Analýza metabolických drah
	2.3.4 Analýza virulenčních faktorů


	2.3.5 Vliv infekce kryptosporidiemi na genovou expresi hostitele
	4. ZÁVĚRY


