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Abstrakt

Peritrofickd matrix je nebunécny extracelularni obal, ktery oddéluje stfevni epitel od travené
potravy. V travicim traktu ZzivoCichl plni nejrizné€j§i funkce: chrani stfevni epitel pred
mechanickym poskozenim a toxickymi latkami, zlepSuje funkci trdveni a predevSim pomaha
chranit epitel stfeva ptfed patogeny. Posledné zminovand funkce je dle nckterych hypotéz

Peritroficka matrix se vzdy sklada z chitinového zakladu, ktery mize byt organizovan
ttemi zakladnimi zptsoby (nahodné, ctverecné a hexagondlni). Chitinovd vlakna dodavaji
peritrofické matrix pevnost a pruznost. Na tuto chitinovou mfizku jsou navazany nejriznéjsi
proteoglykany a proteiny s velmi variabilni glykosilaci. Tyto proteiny — peritrofiny — urcuji
velikost port v peritrofické matrix a udéavaji tak jeji prostupnost pro nejrizné€j$i molekuly,
pfedevsim pro travici enzymy.

Tato bakalafska prace se blize zabyva peritrofickou matrix u hmyzu sensu stricto —
Sestinozi (Hexapoda) se zvlastnim zamétenim na krevsajici dvoukiidlé (Diptera). V jednotlivych
kapitolach budou blize popsany nazory na jeji nomenklaturu, vyskyt v rdmci zivocisné fise, typy
tvorby, slozeni, indukce tvorby, proces vzniku a zaniku a pfedev§im funkce, které peritroficka
matrix plni v zazivacim traktu hmyzu, pfedevsim na funkci obrany pted patogennimi organismy.

Klic¢ova slova: peritroficka matrix, krevsajici dvouktidli, Diptera, peritrofiny, chitin

Abstract

The peritrophic matrix is an acellular envelope which surrounds the food bolus in the midgut of
many animal species (especially in insects). It fulfils many functions in the midgut e. g.: protects
the gut against an abrasion and against toxic substances, improves the digestion of food and
protects the gut epithelium against pathogens. The last function might be the main reason of the
occurrence of the peritrophic matrix in large amount of insect species.

The peritrophic matrix is composed of chitin fibres and proteins. Chitin provides the
peritrophic matrix strength and flexibility. Chitin fibres can be organised into three elementary
structures: random, hexagonal and squared. The size of pores in peritrophic matrix depends on
incorporated proteins — especially peritrophins. These pores determine the permeability of the
peritrophic matrix for various penetrating molecules including digestive enzymes.

This bachelor thesis is focused on Insecta sensu stricto (Hexapoda) and mainly on the
order Diptera, especially bloodsucking species. Following chapters review recent information
about the peritrophic matrix and its nomenclature, occurrence, assembling, composition and
functions.

Key words: peritrophic matrix, bloodsucking Diptera, peritrophins, chitin



Obsah:

1. UVOD PraACE ..eeereeerreereiereeeseesseesseesseessesssesssesssesssssssesssessssssssssssssssssesssesssesssesssssssesssssssesssessees 1
2. Uvod do studia peritrofické MatriX .......cceceereeereeereesseesseesseesseesssessesssesssssssssssesssssssssssesssesses 3
2.1 Objev peritrofické matrix a jeji nomenklatura ........cccceeiviiiii e 3
2.2 Definice peritrofick@ MatriX .....cooiiiiiiiiiee e s e s 4
2.3 Vyskyt peritrofick@ MatriX ....ccueeeiieiiiiiicee e 5
2.4 Evoluce peritrofick@ MatriX ..oouueeiieciiie e e e e s e e e saaeee s 6
3. Analogické a homoloGICKE SErUKLUIY ....c..cieeuiieeiiiieiieencereecetenerenneerenseerennerenserensessnnnesennes 7
3.1 Perimikrovilarni MemMbBrana ... s 7
3.2 PeritrOfiCKY Bl oot e e e e e e e e e s areeae s 8
4. Morfologie stfevniho ePitelu .....ccccieeeireeiiiiiiiicrierc e reeeeereeneereneeeennesrnsserensessensesennnenens 8
5. Struktura a sloZeni peritrofické MatriX ........cccccoiiieeiiiiiiiciiiicrrr e 10
5.1 Chitinova kostra peritrofick€ MatriX ........cccceeeiiiiie i 10
5.2 SYNTEZA ChItINU oo e e e e e e et e e e e e e e s e nraeaeeeeeeeeeeannnes 12
5.3 Proteiny peritrofické MatriX .....cceeeeiiiiiiccee e e e e e 13
6. Indukce a typy tvorby peritrofické matriX ........cccceeuiiiiiiiiiiii e 15
6.1 Typy tvorby peritrofick@ MatriX ... e 15
6.1.1 PeritrofickG MatriX tYPU 1 ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e et a e e e e e e e s staeraaaaens 15

6.1.2 PeritrofickG MaAtriX YU 2 ........eeeeeeeeeee ettt ettt e e e e et a e e e e e e e e snsanraaaaens 16

6.2 Indukce tvorby peritrofické MatriX .......oooccciiiiiieii e 18
6.3 Kinetika tvorby peritrofické mMatriX ..o 19
7. Morfologie peritrofick€ MatriX ......cccieeeeeiiiiieiiiiineiiiiiiiirss s nsessssenns 20
2 NN a1 (=T o o] o o Vo] [V - U USURRN 20
7.2 Morfologické struktury na posteriornim KONCi ........ccccuviieiieiiii e, 20
7.3 Zmény bENemM trAVENI KIVE ......eeeiiiiieeee et e e e e e e e e e e e e e e ennnes 21
8. Specialni vyuziti peritrofické MatriX ........ccceeiiiiimniiiiiiniiiiiii s 21
8.1 Mekonidlni peritrofickd MatriX ... e e e e e e e e eeanes 21

8.2 Peritroficka matrix jako materidl pro kukleni ..., 23



9. Funkce peritrofické MatriX ......cccccciiiieiiiiiiiiiiiiiiiiirr s eaasenns 24

9.1 Ochrana pred mechanickym PoSKOZENIM ....cooiiiiiiiiiiiiie e 24
9.2 Ochrana pred PAtOZENY ...uiiiiiiiiie et e e s rbee e e s s sra e e e s s abeeeesnnneees 24
9.2.1 0Obrana StreVniN0 @PItEIU ............cceeeueeeeeesiiieeeeiee ettt sttae e e eee e ssire e e 24

9.2.2 UNik Z PEIItIOfiCKE MOLIIX ...o.vcvevveveeeveveeseeeeereteeeeeeeeeeseteeeestesesesessesesssssssssesessasasasnas 25

9.2.3 DileZitost funkce obrany proti PAtOGENUM ..........cccuveecveeeiieeeiieeeiieesiieesieeesseeens 26

9.3 Ochrana pred toxXickymi [AtKamMIi .......ooviiiiiie e 27
9.3.1 DetoxiKace DDT G DDE ...........ooomueieieeeeee ettt 27

9.3.2 DELOXIKACE HEIMU ...ttt 27

9.4 VylepSeni fTUNKCE trAVENI ...coii ettt e e e e e e s naees 28
9.4.1 ANatomie trAVICINO trOKEU ........cccueeeeeieeeiiieee et 28

9.4.2 PrOCES LIOVEN ...ttt ettt e et e e ane e e 29

L B o | (ol oY o 1) o |V SRR 30

9.4.4 UIORY V trGVICIM PIrOCESU ...ttt teeeestateiesesasesessasassssassssasasasnas 31

9.4.5 Propustnost PeritrofiCk€é MQALIiX ...........cccccueeeeeecuieseesiiieeeesiiieeessieeeeessieeeeessseaeeessees 32

O YT 33
11. Seznam POUZité lILEratury ........cccccciiiieeciiiiiiiierreeceererenceerennseesrensseessennssssssnnssssssnnnnns 34
12,1 Primarni CITACE ..eeeoviiiiiieiiie ettt ettt et e st e e s e e e sbe e e nne e 34
11.2 SEKUNAArNT CITACE ...eeiiiiiiiiiieice et e e 40

Seznam zkratek:

PM —  peritrofickd matrix

MPM - meKkonialni peritroficka matrix

PM - jakykoliv typ/druh peritrofické matrix, ktery vznika pted tvorbou PM 11
PM II — jakykoliv typ/druh peritrofické matrix, ktery vznika po vytvoteni PM I
AMe - anteriorni mesenteron

PoMe - posteriorni mesenteron

hod. - hodin

min. - minut



1. Uvod prace

Prvni zminka o peritrofické matrix (dale jen PM) pochazi z roku 1762, kdy ji Pierre Lyonnet
objevil v housence drvoplen¢ obecného (Cossus cossus) (Peters 1992) (Terra 2001). Od té
doby byla nalezena v mnoha druzich Zivocicht, avSak nejvice studovéna je pravé u hmyzu.
Jednd se o nebunéfnou extracelularni strukturu oddélujici travenou potravu od stievniho
epitelu.

Zazivaci trakt hmyzu je rozdélen do tfi casti. Pfedni a zadni stfevo jsou
ektodermalniho piivodu, a proto jsou kryty kutikulou obsahujici chitin. Tato ochrannd vrstva
vSak ve stifednim stfevé chybi a jeji funkci zde do urcité miry piebird PM, jejiz esencidlni
sloZkou je také chitin (Terra 1988). Jednotlivé chitinové mikrofibrily se tvofi u baze mikrovila
bunck sttevniho epitelu a mohou byt uspofddany tfemi zékladnimi zplsoby (ndhodné,
ctverecné, hexagonaln€) a nebo kombinacemi téchto zakladnich uspotadani (Peters 1992). Na
chitinovou mfizku jsou navazany nejriznéjsi proteiny — peritrofiny — a proteoglykany, oboji
s velmi rozmanitou glykosilaci. Ta je velice dllezita pro ochranu PM pted travicimi enzymy,
selektivitu port a zadrZzovani vody v PM (Dostalova and Volf 2012). Peritrofiny urcuji
velikost porti v PM a tim 1 jeji propustnost pro travici enzymy, ktera se uplatiiuje v procesu
traveni (Terra 1990).

Existuji dva zakladni typy tvorby PM, které se 1i$i v poctu bun€k mesenteronu, které
jsou zapojeny do procesu jeji syntézy. PM typu 1 je tvofena vétSinou najednou v§emi buitkami
mesenteronu, zatimco PM typu 2 tvofi jen specializovana skupina bun€k kontinualné po celou
dobu zivota zivoc€icha. Tyto specializované buiiky se nachazeji v pfedni ¢asti mesenteronu ve
specidlnim utvaru, zvaném kardie. Indukce tvorby tohoto typu PM neni zavisla na piijmu
potravy. Naproti tomu prvni typ PM se nejcastéji tvoii jen jako odpovéd’ na jeji piijem (Peters
1992). Hlavnim spoustécem jeji tvorby je roztaZeni stfevniho epitelu a je tedy tvoiena
1v pripad€, Ze neni piijata bézna potrava, ale napt. jen pouze fyziologicky roztok (Freyvogel
and Jaquet 1965). Rozpad tohoto typu peritrofické matrix je casto fizen chitindzami
samotného zivocicha a poté jeji zbytky vylou€eny s nestrdvenou potravou. PM typu 2 je
naproti tomu defekovana spolu s nestravenou potravou po jejim pfedchozim mechanickém
poskozeni sténou stieva, €1 bez jeji predchozi degradace (Peters 1992).

V zazivacim traktu hmyzu (a jinych Zivocichll) plni PM nékolik velmi dilezitych
poskozenim od travené potravy, dnes jiz zname téchto funkci mnohem vice. Tato struktura je

totiz zapojena do traviciho procesu a vytvareji se kolem ni travici proudy, které zlepSuji
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proces traveni (Terra 1990). Déle se podili na detoxikaci toxickych sloucenin v potravé (od
DDT az po detoxikaci hemu u krevsajicich druhti) (Abedi and Brown 1961, Pascoa et al.
2002). Klicovou roli PM je vSak ochrana pfed patogeny. Pravé tato funkce je nejspise
divodem, pro¢ se PM zachovala i u druh, které pfijimaji pouze tekutou potravu jako nékteii
motyli (Lepidoptera) (Lehane 1997).

Tato bakalafska prace shrnuje soucasné védomosti o PM, které plati napiic¢ tfidou
hmyzu. Vét§ina piiklada a jednotlivych funkci popsanych v ni je vSak zcela zamérné
zaméiena na PM u Krevsajicich dvouk¥idlych (Diptera), piedev§im komaru (Culicidae)
a flebotomii (Phlebotominae). Na téchto dvou posledné¢ jmenovanych skupindch totiz
v minulosti 1 v recentni dob¢é probihd nejvice vyzkumut z diivodu jejich zapojeni do prenosu

lidskych patogenti (malarie, leishmanioza atd.).



2. Uvod do studia peritrofické matrix
2.1 Objev peritrofické matrix a jeji nomenklatura

Peritrofickou matrix prvni pozoroval a zaznamenal v roce 1762 Pierre Lyonnet (Terra 2001).
Tato prace pojednavala o drvopleni obecném (Cossus cossus) (Peters 1992). V prubéhu
19. stoleti byla tato struktura nalezena nejen v ramci hmyzu, ale i v jinych c¢lenovcich,
avroce 1890 ji Balbiani pfitkl nazev peritroficki membrana (peritrophic membrane).
Jeho plvodni prace je psana ve francouzsting, proto piikladam anglicky pieklad z knihy
Peritrophic membranes: ,,This is the name I propose to give to a sort of membranous sac
which directly surrounds the food in the lumen of the intestine* (Balbiani 1890, cit. Peters
1992).

V pribéhu let se vSak ncktefi autofi domnivali, Ze tento nazev neni pfili§ vyhovujici
ato z nejriznéjSich divodd. Werner Peters (1992) namitd, ze struktura PM nemd nic
spole¢ného s buné¢énou membranou, tak jak je vétSinoveé chapana v biologii — jako lipidova
dvojvrstva — a jeji slozeni a sekrece je naprosto odlisnad. Dal§im divodem bylo, ze nazev
»peritrophic membrane* je zavad¢jici uz jen z toho pohledu, Ze by musela byt pfitomna jen
jedna membrana. Tak tomu je napi. u nékterych druhi larev dvoukfidlych (Diptera), u vSech
ostatnich vSak navrhuje pfejmenovat dosavadni ,,peritrophic membrane* na ,peritrophic
envelope,“ tedy peritroficky obal, ktery se mize skladat z nékolika vrstev (Peters 1992).
Nicméné¢, anatomickd terminologie dovoluje pouZzit termin membrina i pro vicevrstevné
struktury, jako napi: tympanalni membrana, a proto se tento pokus o piejmenovani stal
netspeéSnym (Terra 2001). Peters tak alespoil v nazvu své knihy uvadi ndzev Peritrophic
membranes, na dikaz, Ze se jedna vétSinou o vicevrstevnou strukturu.

Uspé&sny pokus o piejmenovani peritrofické membréany provedl Alfredo Ramos (1994).
Termin membrana navrhuje zachovat pro lipidickou dvojvrstvu a pro tuto strukturu zavedl
nazev peritrofickda matrix (peritrophic matrix) (dale jen PM), ktery ji 1épe vystihuje
(Ramos et al. 1994). Tento termin je drtivou vétSinou autorti dodnes pouzivan.

Nekteti autofi ojedinéle i dnes vSak pouzivaji zdmérné jinych termint. Jednim z nich
je Walter Terra (2001). Ten nesouhlasi s terminem peritrofickd matrix, protoZe termin matrix
oznacuje podle n¢j neuspoiadanou hmotu vypliujici uréity prostor a jako ptiklad uvadi
mitochondrialni matrix. Tento termin se proto dle jeho nazoru nehodi pro oznaceni struktury
obalujici travenou potravu. Navrhuje vratit se k tradi¢nimu oznaceni peritroficki membrana
(peritrophic membrane), pokud Ize strukturu obalujici trdvenou potravu po vypitvani uchopit
do pinzety a novym nazvem peritroficky gel (peritrophic gel), pokud tuto strukturu nejsme

schopni uchopit do pinzety (Terra 2001).



2.2 Definice peritrofické matrix
Az v roce 1977 vytvotili Glenn Richards a Partricia Richards (Richards and Richards 1977)

jednoznacna pravidla, podle kterych Ize rozhodnout, zda je PM v travicim traktu pfitomna ¢i

nikoliv:

1. Pozitivni test na obsah chitinu, nebo spisSe jeho deacetylovaného derivatu chitosanu. Sami
vSak upozoriuji na moznost, ze chitin mize obsahovat 1 potrava daného zivocicha
amuze proto dojit k omylim pii jeho detekci. Je proto diilezit¢ dbat na ditkladné
oCisténi vypreparované PM od travené potravy.

Dale by méla PM splnovat alesponi jednu, nebo vice nasledujicich definic:

2. Musi se jednat o strukturu slozenou z jednotlivych vrstev, obalujici natravenou potravu,
ktera kolem ni tvofi ,,obal® ¢i tzv. ,,rukdv.” Je ji mozné izolovat z trusu Zivocicha, nebo
ptimo z obsahu jeho traviciho Ustroji.

3. Pii histologickém vySetieni musi byt dobfe odliSitelnd linie, kterd oddé€luje natravenou
potravu od zbytku stieva. Zde se vSak miize stat, ze n¢které z téchto linii mohou byt
pouze artefakty (tj. v nativnim stavu se zde nevyskytovaly). Nékdy se zase naopak
mohou rozpustit fixaci a pii histologickém vySetfeni nemusi byt patrné. Proto
pritomnost ¢i nepritomnost PM nemiiZe byt podloZena jen histologickym C¢i
elektron-mikroskopickym zkoumanim, vZdy musi byt doplnéna pozorovanim na
cerstvém materialu pro piipad, kdyby b&hem fixace doSlo k jejimu rozpusténi
(Freyvogel and Staubli 1965).

4 Jakakoliv rozpoznatelnd vrstva produkovand buiikami mesenteronu. V nékterych ptipadech
je tézke rozlisit, zda se jedna o PM, mukus ¢i vrstvu glykokalyxu.

5. Jakékoliv membrana, ¢i vlaknity sekret bun¢k mesenteronu, kterd muze, ale také nemusi
byt zapojena do traviciho procesu. Toto se tyka predev§im broukl rodu Murmidius,
kteti pouzivaji PM jak pfi procesu traveni, tak i pro tvorbu kokonu béhem kukleni

(Richards and Richards 1971).

Této definice se drzi i Peters ve své knize Peritrophic membranes (1992). Upozoriiuje
vSak, Ze prvni ze vSech bodi, tj. pozitivni test na chitin, byl jiz Balbianim pouzit a v tomto
¢lanku se vyskytuje bez jeho ocitovani. Také zdiraziiuje, Ze schopnost syntézy chitinu byla
v Ti$i Zivocichll v minulosti béhem vyvoje nékolikrat ztracena, a proto nemuZe byt jedinym

moznym voditkem k rozpoznani PM (Peters 1992).



2.3 Vyskyt peritrofické matrix

Peritrofickda matrix je fenoménem nejen ve svété hmyzu. Jeji definici (viz vysSe) spliuji
i stfevni vystelky spousty druht zivo€ichti z jinych kmenii. Prvnim kmenem na vyvojovém
stromu, majicim peritrofickou matrix, jsou hlavatci (Priapulida) a dale se prolind fisi
zivocichii (ovSem s fadou vyjimek) pies mekkySe (Mollusca), krouzkovce (Annelida),
¢lenovce (Arthropoda) a strunatce (Chordata) (Peters 1992).

Zaméfime-li se na parazitické zivoCichy, PM ziejm¢ postradaji plosténci
(Platyhelminthes), kde zkoumanymi organismy byly: motolice jaterni (Fasciola hepatica),
motolice kopinata (Dicrocoelium dendriticum) a Haematoloechus variegatus (Peters 1968, cit
Peters 1992). Dalsim kmenem postradajicim PM jsou hlistice (Nematoda), kde zkoumanym
organismem byla Skrkavka détské (Ascaris lubricoides) (Peters 1992). V kmenu krouzkovci
(Annelida) nékteré¢ druhy pijavek (Hirudinea) maji PM, jsou to: pijavka koniskd (Haemopis
sanguisuga) a hltanovka bahenni (Erpobdella octoculata), avSak pro vetejnost nejznamé;jsi
pijavka lékatska (Hirudo medicinalis) PM postrada, snad proto, Ze se na rozdil od predeslych
dvou dravych pijavek zivi krvi (Vierhaus 1971, cit. Peters 1992). PM Kklistéte obecného
(Ixodes ricinus) se tvofi, podobn¢ jako u komard, v piimé ndvaznosti na piijem krve do
traviciho traktu (Samson 1909 cit. Peters 1992).

VétSina zastupel ze skupiny hmyzu tvori PM, avsak i zde najdeme spoustu vyjimek.
Celymi fady netvoricimi PM jsou polokiidli (Hemiptera) a tfasnoktidli (Thysanoptera), kteti
maji perimikrovilarni membranu (viz kapitola 3.1). Dal§imi fady, které ji netvofi, jsou
pisivky (Psocoptera) a v§i a vSenky (Phthiraptera). V ramci ostatnich fadi je absence PM
spiSe vyjimkou. Jedna se napiiklad o n¢kolik druhti dospélcth mravencti (Formicidae), mnoho
dospélct motyll (Lepidoptera), fasnikli (Strepsiptera) a dospé€lce blech (Siphonaptera), vazek
(Odonata) a jepic (Ephemeroptera). Posledni skupina v dospélosti nepfijima potravu (Peters
1992). PM téz postradaji zrnokazoviti (Bruchidae), ti v§ak misto PM maji peritroficky gel (viz
kap. 3.2) (Terra 2001).

U chrostiki (Trichoptera), kteti jsou sesterskou skupinou motylii, se PM prokazatelné
vyskytuje v jejich larvach 1 dospélcich. Zajimavosti ale je, Ze riizné druhy larev tvoii rozdilné
typy PM (PM typu 1 a PM typu 2) (Corallini 2011). U dospélcii chrostikli se tvoti PM typu 1
(Mortimer 1965).

V ramci fadu Diptera se mizeme setkat s n¢kolika vyjimkami, netvoricimi PM. Je
jim napft. klo§ ov¢i (Melophagus ovinus), ktery se zivi krvi a je jedinou vyjimkou v cCeledi
klosovitych (Hippoboscidae). DalSim druhem je stfecek ovéi (Oestrus ovis), jelikoz mé

v dospélosti zakrnél¢ Ustni Gstroji a nepfijima tedy Zadnou potravu (Waterhouse 1953).

-5.-



Collembola

@ Archaeognatha
@ Thysanura

B Ephemeroptera
B Odonata

Plecoptera
& Embioptera

—
L
_ |: @ Orthoptera
Phasmatodea

Mantophasmatodea
Grylioblattodea

@ Dermaptera
Mantodea

L |soptera

Blattaria

Zoraptera

hysanoptera
_l__|: Hemiptera

== Homoptera
== Pspcoptera
== Phthiraptera
@ Coleoptera
Neuroptera
Megaloptera
Raphidioptera
@ Hymenoptera
@& Trichoptera
@ Lepidoptera
== Strepsiptera
& Diptera
W Siphonaptera
== Mecoptera

1o

# PM je piitomna

H PM jen u larev

Obr. 1: Vyvojovy strom hmyzu (Sinclair et al. 2003) — upraveno, s vyznaenymi fady,
u kterych byla zkouméana tvorba PM. U fadi oznacenych jako tvotici PM se ¢astou vyskytuji
vyjimky (zvlasté mezi motyly, fad Lepidoptera), které jsou vSak pro ucel tohoto piehledu
zanedbany. Zajimavosti je celd tuéné vyznacena vyvojova vétev, kde byla ztracena schopnost
tvorby PM. U druhtl, které vSak potfebovaly strukturu s analogickou funkci, se vyvinula
perimikrovilarni membrana.

Dle nejnovéjSich vyzkumii se tad ftasnokiidli (Strepsiptera) tfadi jako blizky broukim
(Coleoptera). Rad stejnokiidli (Homoptera) je dnes nové slouéen s polokiidlymi (Hemiptera).

2.4 Evoluce peritrofické matrix

Podobné jako gastrointestindlni mukus chrani stfevni epitel u savci, tak stejné funguje 1 PM
u hmyzu (a jinych organismll). PM se nejspiSe v evoluci vyvinula praveé z gastrointestinalniho
mukusu a peritrofiny (proteiny navazané na PM) vznikly z mucint ziskanim chitin-vézajici
domény (Lehane 1997). Ackoliv mezi peritrofiny a muciny nejsou zadné podobnosti
v usporadani aminokyselin, pfesto v obou dvou skupinach proteinti miizeme najit podobné
domény bohaté na prolin a threonin (Tellam et al. 1999).

Pokud je tento predpoklad o evoluci PM spravny, plivodnim znakem je tedy tvorba
mukusu (PM) celym povrchem epitelu stteva. PM typu 1 (tvofena celym epitelem
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mesenteronu) je tedy pivodni u vSech organismi a omezeni jeji tvorby do urcitych oblasti,

jeji nahrada peritrofickym gelem, ¢i jeji absence jsou znaky odvozenymi (Tellam et al. 1999).

3. Analogické a homologickeé struktury

3.1 Perimikrovilarni membrana

Zivo¢ichové, piijimajici potravu s jednoduchymi cukry a aminokyselinami, které neni potieba
slozité travit, vétSinou postradaji PM. Je tomu tak napt. u fadu polokiidlych (Hemiptera),
sajicich mizu rostlin. Krevsajici Hemiptera, ktefi vznikli z téchto mizu-sajicich zastupci,
pottebovali, na rozdil od nich, svou potravu pted vstiebanim natravit a museli si vyvinout
nahradu PM. Tou se stala perimikrovilarni membrana. PM a perimikrovildrni membréna jsou
tedy strukturami analognimi, které v mesenteronu odd¢€luji proces traveni od stény epitelu
(Terra 1988).

Jedna se, na rozdil od PM, skute¢n¢ o membranu (fosfolipidovou dvojvrstvu), kterd
vznikd sekreci vackl s dvojitou membranou z Golgiho aparatu. Vnéj$i membrana splyva
s plazmatickou membranou mikrovild a vnitfni membrana je vylouc¢ena ven z bunky a splyva
s perimikrovilarni membréanou (Silva et al. 1995). Tvorba perimikrovildrni membrany neni
zavisla na pfijmu potravy a u zéketfnice Rhodnius prolixus je pfitomna u vSech jejich
vyvojovych stadii (Lane and Harrison 1979).

Buiiky stfevniho epitelu maji stejnou morfologii, jako napt. ve stftevé komara (viz
kap.4) a na jejich apikalni strané¢ jsou také pospojovany kontinudlnim spojem ,zonula
continua®“. Perimikrovilarni membrana tvofi n€kolik vrstev, z nichz nejspodnéjsi obaluje
mikrovily po celém jejich povrchu od Spicky aZ po jejich bazi (Lane and Harrison 1979). Pod
touto membranou, ¢i mezi jejimi vrstvami, jsou u riznych dravych a krevsajicich plostic
Cast¢ symbiotické bakterie (napi. u Rhodnius prolixus ¢i Dysdercus peruvianus). Ty jsou
pod ni umistény proto, aby nedoslo k jejich pfipadnému vylouceni z traviciho traktu spolu

s travenou potravou (Silva et al. 1995).



3.2 Peritroficky gel

Peritroficky gel plni stejnou funkci jako PM, tedy oddéleni bunék epitelu od travené potravy.
Postrada vsak chitin a mé vétsi propustnost. Jeho pory jsou vEtsi nez 8,6 nm, zatimco pory
v PM nepiesahuji primér 8 nm (nejcastéji 7,5 nm). Vznikl pravdépodobné zjednodusenim
PM, jde tedy o strukturu homologickou (Terra 2001).

U nékterych druhi broukli se peritroficky gel vyskytuje pouze v predni casti
mesenteronu, kdezto v zadni ¢asti se tvoii PM. Souvisi to ziejmé s jejich potravou, kterd casto
obsahuje houby. Jejich bunécna sténa je v této ¢asti nizkym pH a tvorbou chitinaz rozlozena,
a proto zde nemiize byt ptitomna PM, jejiz zékladni slozkou je pravé chitin (Terra 1990).
U broukt ¢eledi Bruchidae peritroficky gel plné zastupuje PM. Hlavni slozka jejich potravy
(semena) je bohat4 na protein vicilin, ktery se velmi dobfe vaze na chitin. Proto tito brouci
maji pouze peritroficky gel (Terra 2001). U stfevlikovitych broukli (Carabidae) je tak¢ PM

v predni ¢asti mesenteronu nahrazena peritrofickym gelem (Ferreira and Terra 1989).

4. Morfologie strevniho epitelu

Pro pochopeni tvorby PM je velice dulezité umét si predstavit, jak vypada epitel mesenteronu,
ktery je za jeji syntézu zodpovédny. Pfedni a zadni sttevo hmyzu (stomodeum a proktodeum)
je ektodermalniho piivodu, a proto je vystlano vrstvou kutikuly, kterd je nepropustna pro
vodu a plyny a chrani tyto epitely. Protoze stfedni stfevo (mesenteron) tuto vystelku
postrada, jeji ochrannou funkci zde zpravidla plni PM (Terra 1988) (viz obr. 3.)

Mesenteron komart a flebotomt je rozdélen do tFi €asti. Prvni z nich je stomodedalni
valva, kterd je na rozhrani pfedniho a stfedniho stfeva (stomodea a mesenteronu) a je tvofena
z obou téchto epitelil. Z tohoto diivodu obsahuje i chitin. Dalsi ¢asti je trubicovity anteriorni
mesenteron, po kterém nasleduje posteriorni mesenteron, ktery je schopen velkého rozsifeni
po nasati krve (Richardson and Romoser 1972). Epitel mesenteronu (pozorovano
u Phlebotomus duboscqi) je slozen z jedné vrstvy travicich bun€k sedicich na basélni laminé
(viz obr. 2). Tyto builkky maji na své strané obracené do lumen stfeva mikrovily a jejich
cytoplazma obsahuje velky poc¢et mitochondrii, ribozomi a drsného ER. Na apikalnim
konci jsou tyto buniky (ne mikrovily) pospojovany dohromady tzv. ,,zonula continua“
(kontinualni mezibunéény spoj) (Terra 1988). Velmi podobna morfologie traviciho epitelu
byla zjisténa i u jinych druhi komart (Freyvogel and Staubli 1965) a muchnicky (Ramos et
al. 1994).
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Obr. 2: Slozeni bunky stfevniho epitelu. Upraveno podle (Chapman 1998).

Naproti tomu ve stievé flebotoma Lutzomyia longipalpis byly v mesenteronu stfeva
pozorovany dva typy bunck. Prvni z nich tzv. ,principal cells* ¢i ,,columnar cells* maji
sloupcovity tvar nahote s mikrovilarni vrstvou, kulaté jadro a jejich cytoplazma je plnd ER
a mitochondrii. Nelisi se nijak od epitelidlnich bun€k jinych druhti koméara ¢i flebotomi (viz
vyse). AvSak po nasati krve dojde ke stlaceni téchto hlavnich bunék a objevi se mala
populace jiného druhu bun¢k. Tyto bunky tzv. ,,dark cells* maji hustou cytoplazmu a mnoho
mitochondrii v apikalni ¢asti pod vrstvou mikrovild. Oba dva druhy bunék jsou nejspise
zapojeny do tvorby komponent PM. U rtznych druhtit Nematocer byly pozorovany tzv.
»endocrine cells. Vzdy byly viditelné pouze po stladeni bunék epitelu zptisobeném nasatim
krve. Nemé¢ly vSak nic spole¢ného s tzv. ,,dark cells* viz vySe (Secundino et al. 2005).

Buiiky mesenteronu se po nasati krve zplosti a ziskaji dlazdicovy vzhled (Sadlova and
Volf 2009, Freyvogel and Staubli 1965). Totéz bylo pozorovano u muchnic¢ky (Ramos et al.
1994) (viz kap. 6.2).
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Obr. 3: Rozd¢leni travici soustavy flebotoma do jednotlivych oddill. Dle
Sadlova (nepublikovano).

5. Struktura a slozeni peritrofické matrix

5.1 Chitinova kostra peritrofické matrix

Usporadani chitinovych svazkii mikrofibril v PM miiZze mit:

a) ndhodné usporadani, bez zjevné prevladajiciho sméru
b) ¢tvercové uspotradani, odpovidajici napt. ctvereckovanému sesitu

c¢) hexagonalni usporadani, pfipominajici vceli plastev

Posledni dvé jmenované moZnosti uspofadani (b + ¢) se vyskytuji pouze v PM a nikdy

nebyly pozorovany v kutikule ¢lenovct ¢i bunéénych sténach hub a rostlin (Peters 1992).

Mezi jednotlivymi uspofadanimi nemiizeme hledat evolu¢ni trend. Nelze tedy fict,

ze na zacatku vyvoje stoji nahodné uspotradani a na konci hexagonalni. Hexagonalni struktura

se Casto vyskytuje spolu s ndhodnym uspofddanim a pravdépodobné zvySuje jeji pevnost

(Peters 1992).

Jednotlivé svazky v PM vznikaji v mezerach mezi mikrovily epitelidlnich bun¢k.

Napovida tomu korelace vzdalenosti mezi jednotlivymi mikrovily a vzdalenosti jednotlivych
chitinovych svazki v PM (Peters 1992).

nepravidelnosti ve struktute PM, které kopiruji nepravidelnosti v uspofdddni mikrovild.
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Domnénku, Ze mikrovily bunék sttevniho epitelu jsou hlavnim diivodem urcitého formovani
PM do jednotlivych struktur (a + b + ¢), podporuje jiz Lehane (1977). Svazky mikrofibril
mohou diky jejich uspofadani tzv. ,,uskocit o jednu fadu doprava ¢i doleva, zménit smér

0 90°, & se mohou dva svazKy spojit v jeden (Peters et al. 1979).

T
o

Obr. 4: Zékladni tf1 typy uspotradani chitinovych mikrofibril v PM: a) ndhodné;
b) ¢tverecné; c) hexagonalni. Kruhy znazornuji prifez mikrovilem. Dle Peters (1992).
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Formace chitinovych svazkti PM probihd z materidlu tvofené¢ho v buiikéch stievniho
epitelu a sekretovaného do lumen stfeva u bazi mikrovili. Na pfi¢ném fezu mizeme vidét
1 n¢kolik fad formujicich se PM nad sebou. Tyto jednotlivé PM se poté mohou hromadit na
koncich mikrovilii,, dokud nejsou definitivné odlouc¢eny. Takto naakumulovanych PM muze
byt az dvacet (Peters et al. 1979).

Tvorba jednotlivych vrstev PM byla zkouméana na vnitini PM Skvora obecného
(Forficula auricularia). Ten tvoii PM typu II (viz niZe) a obsahuje dv€ vrstvy. Spodni vrstva
jeho PM (blize k travené potraveé) ma Ctvercové uspotfadani, zatimco vnéjsi vrstva postrada
jakékoliv usporadani chitinovych mikrofibril (ndhodné uspotadani). Jednotlivé vrstvy ve
¢tvercové vrstvé PM se formuji tak, ze fady chitinovych svazkt se sklddaji jedma nad
druhou (Iépe feceno jedna pod druhou, protoze k jejich formaci dochdzi smérem odspoda),
kolmo na smér vrstvy piedchozi. Nékolik téchto na sebe kolmych vrstev chitinovych svazka
tvoti jednu samostatnou vrstvu PM (Peters et al. 1979).

V misté kiizeni chitinovych svazki nevznika zadné zplosténi ¢i vycnivajici struktury,
které by naznacovaly, ze se v tomto misté jednotlivé svazky spojuji. Diky tomu navrhl Peters
tento dodnes uznavany koncept tvorby jednotlivych vrstev PM pomoci nad sebou leZicich,
navzajem kolmych chitinovych svazka (Peters et al. 1979). Tim bylo vyvraceno ptivodni
presvédceni, ze PM se vylucuje jako gel a pozdéji se z ni (v rdmci minut az hodin) stava

pevna membrana (Richards and Richards 1977).
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PIn¢ vytvotena PM flebotoma (P. duboscqi) se podobn¢ jako PM Skvora obecného
(F. auricularia) skladd ze silné vnitini ¢asti s amorfni strukturou chitinovych mikrofibril
aztenké vnéj$i vrstvy (Sadlova and Volf 2009). 1 u flebotoma Lutzomyia longipalpis
nachazime slabou vné&jsi vrstvu, ktera sousedi s epitelem mesenteronu a silnou vnitini,

granulézni vrstvu (Secundino et al. 2005).

5.2 Syntéza chitinu

Chitin je syntetizovan chitin syntazou (CHS) spojovanim GleNAc (N-Acetyl-D-glucosamine)
podjednotek do dlouhého fetézce. Chitin se miZze vyskytovat ve tiech formach a to a, f a y.

Chitin typu a a B se lisi pouze v paralelnim ¢i antiparalelnim uspofadani gluk6ézovych

podjednotek. U a chitinu jsou uspotadany antiparalelné a u £ chitinu je tomu naopak. Typ y je

pak smésici obou téchto typti v rizném poméru a vyskytuje se naptiklad v kokonu broukt
¢eledi vrtavcovitych (Ptinidae) (Jang et al. 2004). Hmyz ma k dispozici dvé chitin syntazy.

Jedna z nich (CHSI1) je zodpovédna za tvorbu kutikularniho chitinu a druhd (CHS 2) je

zapojena pouze do tvorby PM (Arakane et al. 2004).

V komarovi Aedes aegypti byl piepis genu chitin syntdzy — a tim zvySeni vyskytu jeji
mRNA — pfimo spojen s piijmem potravy (Kato et al. 2006). To odpovida skutecnosti, ze PM
typu 1 se tvoii vétSinou v pfimé ndvaznosti na piijem potravy do zaZivaciho Ustroji.

U komari a flebotomt (PM 1) je po straveni krve PM degradovana jejich vlastnimi
chitinazami, které rozStipaji chitinové mikrofibrily a dojde k jejimu rozpadu (Araajo 2012).
Chitinazy se vSak neucastni jen degradace, ale i tvorby PM. Pfi ni plni dva zasadni ukoly.
Kontrolu tloustky PM (balance mezi jeji tvorbou a degradaci) a urcuji jeji porozitu (Shen
1998). Vliv chitindz komara na tvorbé PM byla pozorovana diky ptfidani allesamidinu, ktery
ji blokuje. Takto vytvofena PM je oproti normaln¢ vytvorené tlustéjSi a mnohem méné
organizovana (Shahabuddin et al. 1993). Allosamidin také ovliviiuje vylouceni PM. Ta
v piipad¢ jeho podéani zlistava ve stievé koméra az 8 dni (u 90 % jedincti), oproti 4 dnlim

u kontrolni skupiny (Shahabuddin et al. 1993)
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5.3 Proteiny peritrofické matrix

Nejlépe bychom si mohli PM ptedstavit jako chitinova vlakna, ktera jsou vnoiena do obalu
z proteini. Ty urcuji velikost péri PM a spojuji jednotliva chitinova vlakna k sobé
(Peters 1992). Veskeré proteiny PM mohou tvofit 22-55 % jeji vahy (Lehane 1997).

Proteiny PM rozd¢lil Tellam (1996) do ¢tyr trid podle sily jejich vazby k PM.
Provedl tuto studii na larvé bzucivky (Lucilia cuprina), rozdé€leni je vSak platné pro vSechny

ostatni zivocichy:

1. tfida: jde z PM odmyt pouze fyziologickym roztokem. Tvoifi méné nez 1 % veskerych
proteinti asociovanych s PM.

2. tfida: je odloucena za pouziti slabého detergentu, ktery je nutny jak k rozbiti vazeb mezi
jednotlivymi proteiny, tak vazeb mezi nimi a chitinovou kostrou PM. Tato tfida tvoii
ptiblizné 2 % z celkového poctu proteinii PM.

3. tfida: lze odlou¢it od PM za pomoci napt. 6M mocoviny. Proteiny do této tfidy
(a nasledujici) spadajici jsou pevné vazany na PM a nazyvaji se peritrofiny. Tvofi
ptiblizné 11 % proteinti PM.

4. ttida: je tak pevné vadzana na PM, Ze tyto peritrofiny nelze odmyt ani koncentrovanou
mocovinou. Tyto proteiny jsou k sobé navzdjem a k chitinové kostfe pfipojeny
silnymi kovalentnimi vazbami. Tvoii nejpocetnéjsi slozku proteinti PM, celych 87 %

(Tellam 1996).

Majoritnim proteinem PM komadra Aedes aegypti (PM 1) je Ag-Aperl. Ten ma dvé
homologni chitin-vazajici domény, a proto spojuje dohromady jednotliva chitinova vldkna do
3D sité. Jeho chitin-vazajici doména je velice podobnd s chitin-vazajici doménou AgChi-1,
coz je chitindza. Diky této podobnosti je velice pravdépodobné, Ze se vyvinuly ze spole¢ného
predka. Tato chitinaza se taktéz vaZe (ma vsak jen jednu doménu) na chitinova vldkna, ale na
rozdil od Ag-Aperl je piestiithava (Shen and Jacobs-Lorena 1998).

U druhit komért Aedes aegypti a Anopheles gambiae bylo u kazdého z nich izolovano
vice nez 40 druhi proteinii PM. Proteinové sloZzeni PM se velice lii v piipad€ nasati krve,
¢i jen napt. fyziologického roztoku. Podobné se vyrazné 1i8i glykosilace jednotlivych proteint
v zavislosti na pfijaté potrave a tento proces je velice dynamicky (Moskalyk et al. 1996).

Naproti tomu pouze dva proteiny jsou piitomny v PM muchnic¢ky (Simulium vittatum)
(PM 1). Oba dva proteiny si jsou velikostn¢ velice podobné (66 a 61 kDa). Lze je detekovat

jiz 15 min. po nasati a maximum jejich tvorby je 6 hod. po nasati (Ramos et al. 1994).
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U bzucivky (Lucilia cuprina) vice nez 70 % hmoty jejich peritrofind tvoii peritrofin-
44 a peritrofin-48. Prvni z nich se vykytuje pouze u larvalniho stddia bzucivky. V dospélci
byly zjistény pouze stopy po jeho syntéze. Jeho domény bohaté na cystein jsou odpovédné za
jeho schopnost vazat se na chitin a tim pospojovat jednotliva chitinova vldkna mezi sebou. Je
také zodpovédny za velikost poéri v PM a tudiz urcuje jeji prostupnost (Elvin et al. 1996).

Ve flebotomech P. paptasi, P. perniciosus a L. longipalpis byly objeveny
transkriptomy dvou molekul peritrofini. Ty z nich, které maji vice chitin-vazajicich domén,
se nejspise podileji na zesitovani chitinovych mikrofibril. Ty, které maji jen jednu chitin-
vazajici doménu, se nejspiSe podileji na obalovani volnych koncii chitinovych mikrofibril
(Dostalova and Volf 2012). Glykosilace peritrofini urcuje selektivitu port PM a také jeji
propustnost pro vodu. Peritrofiny, které jsou malo glykosilované, podléhaji snéaze
proteolytickému $tépéni (Lehane 1997). V recentni dobé byl u flebotoml objeven v PM

protein, ktery postrada chitin-vazajici doménu (Dostalova et al. 2011).
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Obr. 5: Pfedstava slozeni PM. Na chitinové mikrofibrily, které tvoti kostru PM,
jsou navazané nejriiznéjsi proteiny a glykoproteiny. Upraveno podle (Hegedus et
al. 2009).

-14 -



6. Indukce a typy tvorby peritrofické matrix
6.1 Typy tvorby peritrofické matrix

Tvorba PM miize probihat dvéma zakladnimi zplsoby a podle tohoto zpiisobu tvorby se
nazyvaji — PM 1 a PM 2. Lisi se od sebe pfedevSim poctem a umisténim bunék mesenteronu,
které jsou zapojené do jeji tvorby. Dalsim hlavnim rozdilem je jeji tvar a také zda jeji tvorba
probiha neustéle, nebo zda se tvoifi pouze v navaznosti na piijem potravy. Neméné dilezité
jsou i rozdilné proteiny tvoftici jednotlivé typy PM a struktura chitinovych mikrofibril v ni.

Poloha bun¢k mesenteronu schopnych tvofit PM muze byt v pribéhu evoluce
u riznych druhti posunuta smérem anteriorné, posteriorné a u nékterych tato schopnost mize
vymizet Gplné (Waterhouse 1953).

Jak jiz bylo zminéno, u obou typi vznika PM v mezerich mezi mikrovily,
prostoupenim jejich vrstvou a naslednym odlouc¢enim. U PM typu II k tomu vSak dochézi

jen ve specializované ¢asti mesenteronu (Peters et al. 1979).

6.1.1 Peritrofickd matrix typu 1
Je typicky tvofena buiikami celého mesenteronu a Casto se tvoii jen po pfijmu potravy, napf.
nasati krve (Richards and Richards 1977).

Cely mesenteron vSak neni pFi tvorbé PM synchronizovan. Pouze malé oblasti
mesenteronu pracuji synchronizované a tvoii malou celistvou ¢ast budouci PM. Celd PM se
pak sklada z téchto jednotlivych ¢asti, které nasedaji jedna na druhou a tvofi kompaktni obal

(Peters 1992).

Cerstvé nasatakrev v malpigickeé trubice
posteriornim mesenteronu

Obr. 6: Zazivaci Ustroji komara s ¢erné zvyraznénymi butikami sttevniho
epitelu, které se podileji na tvorbé PM. Dle (Gusmao et al. 2007).
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PM 1 se tvori u téchto skupin hmyzu: Svébi (Blattodea), vSekazi (Isoptera),
kudlanky (Mantodea), rovnokiidli (Otrhoptera), brouci (Coleoptera), blanoktidli
(Hymenoptera), motyli (Lepidoptera) a u dospéled komart (Culicidae), flebotomi
(Phlebotomidae), chrostiki (Trichoptera), vétSiny ovadi (Tabanidae) (Slu 1978), u tipliki
(Culicoides) a u muchnicek (Simullidae) (Peters 1992, Mortimer 1965, Megahed 1956, Reid
and Lehane 1984).

Pokud je PM tvofena jen v anteriorni ¢asti nebo jen v posteriorni ¢asti mesenteronu,
vZdy se jedna o pozménény zpusob tvorby PM typu 1 (Terra 2001).

Zajimavosti v tvorbé PM typu 1 je fad rovnokitidlych (Orthoptera). Naptiklad sarance
ste¢hovavé (Locusta migratoria migratorioides) tvoii PM nezavisle na prijmu potravy. Jeho
PM se tvoii neustale. Jen v ptipadé nedostatku potravy klesa pocet vrstev PM z 10-22 na 4-6

vrstev u 72 hod. hladovéjiciho sarancete (Baines 1977).

6.1.2 Peritrofickd matrix typu 2
Je tvofena bunikami jen v omezeném prstenci stieva. Nejcastéji se jednd o kruhové uspofadané
buiikky v pfedni Céasti anteriorniho mesenteronu, zvaného kardie (proventrikulus) (Peters
1992). Ta jednak tvofi PM a jednak ovliviiuje, zda je nasatd krev uskladnéna ve voleti, ¢i
v mesenteronu (Lehane 1976). Kardie lezi na kiiZeni pfedniho stfeva, stfedniho stfeva
a vyusténim volete do traviciho traktu. PM typu 2 ma tvar podobny rukavu (tzv. ,sleeve
like* structure). Z pocatku tvorby je na konci vedoucim dale smérem k analnimu otvoru
uzaviena, ale to jen do chvile, kdy je tento konec vyloucen a PM je dile kontinualné
syntetizovana (Peters 1992). Dospé€lci mouchy tse-tse (Glossina morsitans) Cerstvé po
vykukleni postradaji PM. Ta se teprve zac¢ina tvofit a cely mesenteron vypliuje po 84 — 90
hod. (Lehane and Msangi 1991). Na konci jejiho traviciho traktu maji epitelidlni buiiky ostré
hroty, které ni¢i PM a jeji zbytky jsou spolu s nestrdvenou potravou vydefekovany (Hoare
1931).

PM 2 se vyskytuje ve vSech larvach i dospélcich nejriznéjSich dvoukridlych
(Diptera) s vyjimkou dospélct krevsajicich zastupcti. Zde ale opét n€kolik vyjimek. Bodalka
stajova (Stomoxys calcitrans) a moucha tse-tse (Glossina morsitans) tvoti 1 v dospé€lcich PM

typu 2 (viz dale) (Peters 1992).
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Obr. 7: Zazivaci trakt octomilky (Drosophila melanogaster) se
zvétsenou oblasti, kde se nachazi kardie. Upraveno podle (King 1991).

U komari a flebotomil nasatd krev rovnou putuje do posteriorniho mesenteronu,
a teprve poté dochazi k tvorbé PM. Ta se zde behem traveni krve pouze zmensuje a deformuje.
Naproti tomu bodalka stdjova (Stomoxys calcitrans) tvoii PM typu 2, ackoliv se zivi krvi
podobné jako komdr. Nasatou krev totiz shromazd’uje v anteriornim mesenteronu
a postupné ji predava do posteriorni ¢asti. Nedochézi tedy k rychlému roztazeni stieva, které
by zde pritomna PM typu 2 nevydrzela a s nejvétsi pravdépodobnosti by praskla (Terra
2001). Moucha tse-tse (Glossina morsitans) také muze tvotit PM 2 diky tomu, ze veSkera

nasatd potrava putuje okamzité do volete, odkud je postupné ptecerpdvana do mesenteronu
(Peters 1992).
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Obr. 8: Zazivaci stroji mouchy tse-tse s ¢ern¢ zvyraznénymi bunikami podilejicimi
se na tvorbé PM. Upraveno podle (Peters 1992).

6.2 Indukce tvorby peritrofické matrix

Tvorba PM 1 je podminéna (vyjma sarancat) roztazenim epitelu v mesenteronu. Napi. PM
u komart se tvofi i po vstiiknuti fyziologického roztoku, ¢i vzduchu do traviciho traktu
komara pies analni otvor a to jak u druhu Aedes aegypti, tak u Anopheles stephensi. Takto
vznikld PM se vSak znaéné liSi od té, kterd se tvofi po nasati krve. Na rozdil od ni je slaba,
presto ale celistva. Tato PM je slaba proto, ze na ni nejsou navazany Zadné proteiny, které
se tvofi jen v navaznosti na poZziti krve (Freyvogel and Jaquet 1965).

Po nasati dochdzi u bunék strevniho epitelu k velkym morfologickym zménam.
RoztaZenim epitelu se buniky zplosti a ziskaji dlazdicovy tvar. Zplosti se i jadro a hrubé ER
tvoti spiraly. Bunky epitelu se navrati do své piivodni vysky po 12 hod. a do svého ptivodniho
sloupcovitého tvaru po 72 hod., kdy dochazi k nejintenzivnéjSimu traveni (pozorovano na
Phlebotomus duboscqi) (Sadlova and Volf 2009). Stejny tvar bun€k stfevniho epitelu po
nasati krve byl pozorovan i u Aedes triseriatus (Richardson and Romoser 1972) a jinych
druht komart (Freyvogel and Staubli 1965). Ramos (1994) pozoroval, Ze u muchnicky
(Simulium vittatum) po nasati krve dochézi kromé zplosténi bunék také ke snizeni poctu
mikrovili. Pravdépodobné dojde k jejich vstfebani do epitelidlnich bun&k. AvSak 6 hod. po
nasati jsou mikrovily pfitomny ve stejném poctu jako pfed nasitim a tvofi tzv. ,brush
border® (Ramos et al. 1994). Totéz bylo pozorovano i u tiplika (Culicoides nubeculosus)
(Megahed 1956). Z toho tedy vyplyva, ze PM se nevytvori, dokud nejsou buriky stiFevniho
epitelu dostatecné roztahlé (Freyvogel and Staubli 1965).

U dospelct komart Aedes aegypti byla dale zjiSténa ptima zavislost mezi mnozstvim
nasaté krve a kvalitou tvorby PM. V rozmezi nasaté¢ krve 0 — 1,2 mg (neuplné nasati) roste
s objemem nasaté¢ krve i vyskyt PM u zkoumanych jedincii. U vétSiny z nich vSak neni

celistva a Casto ji chybi zadni ¢i predni konec. Od objemu 1,2 mg pak vSichni zkoumani
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jedinci tvofi celistvou PM bez ohledu na mnozstvi nasaté krve. Jednim z divodii nevytvoieni
PM v piipadé malého mnozstvi nasaté krve je to, ze traveni takto malého objemu trva
vétSinou méné nez 24 hod. a za tuto dobu se PM nestihne vytvorit (Freyvogel and Jaquet
1965). Zadna PM se netvoii v piipadé, Ze je komar krmen jen cukernou potravou, nebo neni
krmen viibec (Waterhouse 1953). Totéz pozorovali na muchnicce (Simulium vittatum) Ramos
et al. (1994). U komari je nektar skladovan ve voleti a postupné precerpavan do
mesenteronu. Vole je vystlano kutikulou a je tudiz pro vodu neprostupné. To by vSak nebylo
dobré u krve, kterou je tfeba zbavit prebytecné vody v mesenteronu (Terra 1988). Tato
pfebytecnd voda je u komart (Williams et al. 1983) a flebotomii (Sadlova et al. 1998)
vylucovana andlnim otvorem v podobé kapek a to vétSinou jiz béhem sani na hostiteli tzv.
prediureze. Prvni z téchto kapek dokonce miize obsahovat vyjimecné i erytrocyty. PFi nasati
cukerné potravy tedy nedojde k roztaZeni epitelu stieva, které by indukovalo tvorbu
PM. Cukernou potravu skladuji ve voleti i ovadi (Tabanidae) (Waterhouse 1953).

Na tvorbu PM nema velky vliv druh ptijaté krve (napf. sav¢i x ptaci). Jeji tvorbu
neovliviiuje ani krev s pfidavkem heparinu, ktery brani koagulaci erytrocytd, ani
defibrinovana krev ¢i jen piijem krevniho séra (Freyvogel and Staubli 1965).

V ptipad¢, ze samice komara nestaci vyloucit natravenou krev z piedchoziho séani, pfi
dal$im nasani se druha PM utvori i kolem predchoziho nevylouceného zbytku. Jeho
poloha je zavisla na tom, jakym zpisobem jej ,,obtece* nové nasata krev a mize byt druhou
PM (PM II) ptekryt cely, nebo pouze castecné, pokud se jeho C€ast nachazi jiz mimo

mesenteron (Waterhouse 1953).

6.3 Kinetika tvorby peritrofické matrix

Na piikladu riznych druht flebotomil si miizeme ukézat, ze i v ramci jedné Celedi se druhy
mohou velice liSit v rychlosti, se kterou tvoii svou PM. Flebotomy mlizeme tedy rozdé€lit do
dvou skupin. Do prvni skupiny s pomalou rychlosti tvorby PM patii napt. Phlebotomus
longipes, P. perniciosus a Lutzomyia longipalpis. Prvni naznaky tvorby PM se u nich objevuji
mezi 12 az 18 hod. po nasati. Do druhé skupiny s rychlou tvorbou PM patii napft.:
Sergentomyia arpaklensis, L. spinicrassa, P. caucasicus, kde prvni ndznaky PM jsou viditelné
jiz po 3 aZ 6 hodinach a pln¢ vytvotena PM jiZ po 12 hod. od nasati (Sadlova and Volf 2009).

U muchnicky (Simulium vittatum) je kinetika PM velice rychla. PIn€ vytvotena PM se
u ni objevuje jiz 6 hod. po nasati a 48 hod. po ném jsou vSechny samice vydefekované

a buiiky stfevniho epitelu maji stejnou morfologii jako pfed nasatim (Ramos et al. 1994).
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U koméart je vytvorena PM napt. u druhu Aedes triseriatus mezi 23 — 25 hodinami
(Richardson and Romoser 1972) a u druhu Culex nigripalpus okolo 13 hod. po nasati
(Romoser and Cody 1975).

Jesté pred vytvorenim vlastni PM se Casto kolem nasaté krve tvoti zelatindzni obal,
ktery je barvitelny Mallory barvenim a je prvnim indikatorem vznikajici PM. Samice druht
Aedes aegypti a Culex fatigans maji tuto Zelatindzni vrstvu jiz nékolik hod. po nasati
(Waterhouse 1953). U komara Aedes triseriatus se tato modie barvitelna vrstva vytvoii jiz

20 min. od nasati (Richardson and Romoser 1972).

7. Morfologie peritrofické matrix

7.1 Anteriorni plug

Na plné vytvoiené PM typu 1 u flebotomt a komari mizeme pozorovat tzv. anteriorni plug
(viz obr. 3). Prvni si této struktury vSiml Waterhouse (1953), ktery ve svych pozorovanich
uvadi, ze na anteriornim konci PM je nékdy mozno spatiit kratky, trubicovity vyrastek
(Waterhouse 1953). Anteriorni plug se vyskytuje téz u ovada (Waterhouse 1953).

Anteriorni plug je syntetizovan buiikami anteriorniho mesenteronu (AMe) a poté
peristaltickymi pohyby natlac¢en na PM. Plni funkci dualezité bariéry, kterd oddéluje anteriorni
a posteriorni ¢ast mesenteronu (PoMe). Diky tomu nedochazi k ovlivnéni traveni krve
v PoMe nejriiznéjSimi inhibitory protedz, které jsou obsazené v nektaru a traveny v AMe
(Richardson and Romoser 1972). Ke stejnému zavéru, tedy Ze anteriorni plug je tvofen AMe,
se priklani 1 Freyvogel a Staubli (1965). K tomu dodéavaji, Zze PM je po néjakém case
rozpusténa ve fyziologickém roztoku, naproti tomu anteriorni plug nikoliv. To znamen4, Ze je
tedy tvoFen nejen v jiné ¢asti mesenteronu, ale i z jiného materialu nez PM (Freyvogel
and Staubli 1965).

Anteriorni plug tvoii bariéru nejen pro postup sacharidové potravy do PoMe, ale i pro
leishmanie, které putuji z PoMe pfes AMe na stomodedlni valvu. Ty museji tedy pockat, az
bude PM rozruSena a uvolni se tim vstup do AMe a teprve poté mohou kolonizovat

stomodedlni valvu (Sadlova and Volf 2009).

7.2 Morfologické struktury na posteriornim konci

Jako anteriorni plug, je i tato struktura vidét pouze na plné rozvinuté PM (viz obr. 3).

V angli¢tiné se uziva nazev ,,posterior tail,” prozatim bez ceské varianty. Mlze byt bud’
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oteviena, ¢i uzaviend. U flebotoma P. duboscqi je tento konec valcovity a na konci uzavieny,
proto z n¢j nemohou unikat erytrocyty volné do stfeva (Sadlova and Volf 2009). Podobny tvar
jako u P. duboscqi je ptitomen i u flebotoma P papatasi (Warburg 2008). Naproti tomu
udruhu P. perniciosus je tento konec otevien a kolem tohoto Usti je patrny tmavy prstenec
(Walters et al. 1993). U flebotoma L. spinicrassa je tento konec také otevieny a velice
variabilni, od pouhého otvoru do PM az po vélcovitou strukturu s otevienym koncem (Walters

etal. 1995).

7.3 Zmény béhem trdveni krve

Béhem traveni krve dochazi ke zménam ve zbarveni a tvaru PM. U flebotoma Phlebotomus
duboscqi napt. zacina tvorba PM 3 hodiny po nasati. V €ase 24 hod. po sani zacind tmavnout
diky inkrustaci hemem, ktery se uvoliluje pii traveni Cervenych krvinek. Toto tmavnuti
postupuje od anteriorniho i posteriorniho konce PM smérem ke stiedu, kde zlstava svétly
pruh. I ten je ale pozdé&ji zabarven. Traveni je ukonceno piiblizné tfeti den po nasati. PM je
v tuto dobu diky zmenSeni obsahu traveniny zdeformovana a jsou na ni pozorovatelné
nejruznéjsi zahyby (Sadlova and Volf 2009).

Anteriorni plug, podobné jako ,,posterior tail,* nejsou v pfimém styku s travenou
krvi, a proto nejsou temné zabarveny diky travenému hemu, jako zbytek PM (Sadlova and
Volf 2009). Obdobné zmény ve zbarveni PM probihaji i u komart (Freyvogel and Staubli
1965).

8. Specialni vyuziti peritrofické matrix

8.1 Mekonidlni peritroficka matrix

Mekonium je slozeno ze zbytkiu stievniho larvalniho epitelu, ktery je odlouc¢en a nahrazen
regenerujicimi bunkami. Ty vytvofi stfevni epitel budouciho dospélce (Christophers 1960).
Mekonium samotné muizeme rozdélit do tii samostatnych casti. Predni dvé casti vznikaji
z larvélniho epitelu vystylajictho kardii a cékum. Nejveétsi teti ¢ast vznika z epitelu,
vystylajiciho zbytek stfeva larvy (Romoser 1974). Buiiky, které vystylaly kardii, tvofi uzky
vybézek v predni ¢asti mekonia. Z bunék, které se nachdzely v céku, vznikd na mekoniu
,vyboulenina*“ (Moncayo et al. 2005) (viz obr. 9).

Degradace mekonia probiha tak, ze nejdiive dojde k jeho degradaci v posteriorni €asti,

poté v anteriorni a naposledy v jeho stfedni ¢asti. V dobé rozkladu mekonia se u vSech
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studovanych druhii objevovaly v lumen stfeva (mezi mekoniem a stfevnim epitelem) granule,

které jsou nejspiSe zékladem budouci MPM I (Moncayo et al. 2005).

Kardie \%
Cékum—_ H /7 H
Larvalni H [ Mekonium i

PM H 35 H
Larvaini 5 L 5
strevni H Scvrklé :
epitel g mekonium =
MPM | —H MPM i F
. H MPM | :
Stfevni ] e
epitel 2 H
dospélce =

Obr. 9: Vznik mekonia ze stievniho larvalniho epitelu a jeho
morfologické zmény v ¢ase. Upraveno podle (Romoser 1974).

Mekonium obaluji dvé PM. Prvni z nich (MPM 1) vznikd v prvni poloviné vyvoje
kukly a velice dobfe kopiruje tvar samotného mekonia. Po natrdveni a ¢asteném zmensSeni
mekonia piekryje MPM I jest¢ MPM II. Ta vsak, na rozdil od MPM I, nepfiléha tak té€sné
k jeho tvaru. V nékterych ptipadech je opravdu velmi volna a n€kdy dokonce miiZze uzavirat
1 vzduchovou bublinu, kterd se obcas vyskytuje ve sttevé vyvijejici se kukly, ¢i jiz vylihlého
jedince. Obaleny mekonialni materidl je vétSinou vyloucen do 24 hod. po vylihnuti dospélce.
V ojedinélych ptipadech vSak mize ve stfevé nenakrmeného dospélce vydrzet az 33 dni
(pozorovano na Culex nigripalpus). V ptipadé, ze komar pozie potravu jesté pred vyloucenim
zbytkii mekonia, je toto mekonium uzavieno v PM, kterd obaluje travenou krev a je
vyloucené spolu s ni (Romoser 1974).

MPM 1 tvotily vSechny pozorované kukly komart (Aedes aegypti, Ochlerotatus
triseriatus, Culex nigripalpus, Psorophora columbiae, Anopheles stephensi) od staii 15 — 30

hod. Do této doby vSak nebyla pozorovéna ani tvorba MPM mezi mikrovily (Moncayo et al.

2005). V jiném pokusu byla tvofena mekonidlni MPM I mezi 8 — 12 hod. po zakukleni larvy
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(Anopheles stephensi, Culex p. pipiens), nejpozd¢ji vSak 15 — 24 hod. po zakukleni (4dedes
aegypti) (Romoser et al. 2000). MPM II nebyla nikdy béhem stadia kukly pozorovana.
MPM 1I se zacina tvoftit az v Cerstvé vylihlych dospélcich, béhem prvnich 24 hod. a je svou
strukturou mnohem bliz§i PM, ktera se tvofi po nasati krve (Moncayo et al. 2005). Toto
pozorovani souhlasi s pfedchozim (Romoser 1974), kde mekonidlni MPM I taktéz nebyla
pozorovana u zadné¢ho druhu ve stadiu kukly (kromé nékolika jedinct Anopheles stephensi).
Tvoti se az po vykukleni dospélce a to nejdiive po 24 hodinach. Tvorba a vylouceni
mekonialni PM probiha stejné u samct i samic komara (Romoser et al. 2000). Velice
podobna mekonialni PM, jaka byla pozorovana u komart, byla nalezena i u tiplika Culicoides
variipennis. Byla vSak u néj, na rozdil od komart,, pozorovana jen jedina MPM. Svou
strukturou a nac¢asovanim tvorby odpovidda MPM I u komara a objevuje se u tiplika ne diive
nez 25 hod. po zakukleni (Villalba et al. 2011).

Z ptedeslych vyzkumt tedy vyplyva, ze PM netvori komari pouze po nasati krve,
ale 1 ve stddiu kukly. Téz neni pravda, ze PM vznikd pouze jako ndsledek roztazeni
mesenteronu (Freyvogel and Jaquet 1965), ale i samovolné (alespont co se ty¢e MPM I)
v okoli mekonia (Romoser 1974).

Hlavni funkci mekonidlni PM je ochrana budouciho dospélce béhem stadia kukly
proti bakteriim, které mize obsahovat stfevo larvy. Ke sniZzeni poctu bakterii dochazi po
posledni defekaci larvy, avSak ve stadiu kukly dochazi opét k jeho nartstu diky mnoZeni téch,
které nebyly vydefekovany. Ve vétSin¢ studovanych jedinci nebyly sice Zadné bakterie
nalezeny, avSak u jedincl u kterych byly bakterie pfitomny, drtiva vétSina z nich (97%) byla

soustiedéna uvnitf mekonialni PM (Moll et al. 2001).

8.2 Peritroficka matrix jako materidl pro kukleni

Vrtavec prasvitny (Gibbium psylloides) vyuziva podobné jako napt. larvy broukl z celedi
Murmidiinae svou PM pfi procesu kukleni. Vrtavec tvoii dva typy PM. Prvni z nich se tvoii
v prib¢hu celého larvalniho stddia a jeji vrstvy obsahuji vSechny tfi typy uspofadani PM
(ndhodné, hexagonalni i ¢tvercové) s pfevahou hexagonalniho. Druhou z nich tvofi larva pfed
kuklenim. Vznika utvofenim PM prvniho typu, jejim rozpadem a stlacenim. Takto vznikla
struktura méa podobu hedvabného vldkna a chitinové mikrofibrily jsou v ni uloZeny paralelné

s osou vldkna a je posléze pouZzita na tvorbu kokonu (Tristram 1977).
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9. Funkce peritrofické matrix

9.1 Ochrana pred mechanickym poskozenim

Jednou z funkci PM je, Ze chrani stfevni epitel u hmyzu pied mechanickym poskozenim
podobné¢ jako stfevni mukus u savct (Lehane 1997). Tato funkce PM je vSeobecné piijiméana
PM stéle pretrvava (Waterhouse 1953). Avsak jedini, kdo se pokusili dokéazat, zda epitel
mesenteronu bude v piipadé¢ absence PM poskozen, byli Sudha a Muthu (1988). Ti tento
pokus provedli s mutovanymi housenkami bource morusového (Bombyx mori), které
netvofily PM. Diky peristaltickym pohybiim stfeva a tfeni trdvené potravy o stény stieva

opravdu doslo k poskozeni jejich mesenteronu (Sudha and Muthu 1988).

9.2 Ochrana pred patogeny

9.2.1 Obrana strevniho epitelu

Epitel komara je pred patogeny chranén nékolika zplsoby. Prvni bariéra je PM, kterad
znemoznuje prostup infekénich organismd do epitelu. Druhou jsou enzymy tvofené piimo
sttevnim epitelem komadra, které mohou napadnout piipadné patogeny (Houk et al. 1979).
Dalsi piekazkou jsou nejriznéjsi glykoproteiny a muciny, které na svém povrchu tvofi bunky
mesenteronu (Abraham and Jacobs-Lorena 2004). Patogenni organismy ve stfevé komara
mohou tedy byt napadeny proteolytickymi enzymy ¢i poskozeny prudkou zménou pH.
Uniknout tomuto nepratelskému prostiedi se proto snazi bud’ jeSté pied vytvoirenim PM
a pocatkem tvorby travicich enzymut — napt. mikrofilarie, nebo se nechaji obalit PM, ktera je
zpocatku pred trdvicimi enzymy Castecné chrani — napf. plasmodium (Kato et al. 2008) ¢i
leishmanie (Pimenta et al. 1997).

Mezi patogeny, ktetfi opoustéji mesenteron komara jesté pred vytvorenim PM, patii
arboviry. Ty invaduji epitel komara jeSté pred jejim vytvofenim a hlavné pred tvorbou
travicich enzymu (Houk et al. 1979). Stejné se chovaji i mikrofilarie. Na vyvojovy cyklus
mikrofilarie Brugia pahangi v komarovi Aedes aegypti nema vliv inhibice tvorby PM, coz

autofi povazuji za diikaz toho, ze opousti stievo jesté pred jejim vytvofenim (Kato et al. 2008).
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9.2.2 Unik z peritrofické matrix

Pro plasmodium je PM jednou z bariér v jeho vyvoji. V pfipad¢ ptitomnosti dvou PM (diky
druhému nasati krve jesté pred vyloucenim piedchozi, kterd byla infekéni) klesl vyznamné
pocet ookinetd Plasmodia gallinaceum v mesenteronu koméara Aedes aegypti o 16 % az 32 %
(Billingsley and Rudin 1992). Pii pFidani allosamidinu, coz je inhibitor chitindz, je naprosto
znemoznén vyvoj plasmodii v komarovi, coz bylo studovano na modelech Aedes aegypti —
Plasmodium gallinaceum a Anopheles freeborni — Plasmodium falciparum. Chitinaza
plasmodii je tedy dobrym cilem pro zablokovani jejich pfenosu v komarech. Samotna
chitindza plasmodia je aktivovana travicimi enzymy komdira a to piedev§im trypsinem.
K jeji aktivaci je potfeba pravdépodobné odstipnuti jeji ¢asti na C — konci (Shahabuddin et al.
1993). Chitinaza druhu Plasmodium gallinaceum se zacind syntetizovat az 20 hod. po
vytvoreni zygoty (Huber et al. 1991). Pfed unikem z PM setrvava plasmodium v mesenteronu
komara minimaln¢ 24 hod., béhem kterych prodé€lavaji gametocyty (nezrald pohlavni stadia)
gametogenezi a posléze splynuti samcich a samicich gamet. V tomto obdobi jsou tato stadia
velice citliva k trdvicim enzymim komara. Pfi inaktivaci tvorby PM se podstatn¢ sniZuje
infektivita plasmodia. PM tedy chrani (alesponn zpocatku) plasmodium pied travicimi
enzymy, které pies PM prostupuji mnohem pomaleji (Kato et al. 2008).

Dle nékterych autorti by mély vyuzivat leishmanie stejny zptisob opusténi PM jako
plasmodia a Schlein (1991) pozoroval, Ze v neinfikovanych flebotomech druhu P. papatasi
dochdzi k rozpadu PM v jeji zadni €asti, zatimco u infikovanych Leishmania major v jeji
predni ¢asti, kde je naakumulovana nejvétsi ast parazitti. Z toho usuzuje, ze pti uniku z PM
pouziva leishmanie vlastni chitindzu. Jejich chitinazovou aktivitu téZ doklada na poSkozeni
kutikularni vystelky stomodedlni valvy po jejim obsazeni leishmaniemi (Schlein et al. 1991).
Ale zatimco vSichni autofi se dnes shoduji, Ze leishmanie pouZivaji svoji chitinazu k rozruseni
stomodedlni valvy, otazka jejiho vyuziti pti uniku z PM je slozitéjsi. Alespon u nékterych
druhi prenaSeci a leishmanii je experimentalné prokazano, Ze leishmanie pasivné
¢ekaji na rozpad PM pomoci chitinaz flebotoma. Napiiklad u druhu P. duboscqi nebyl
rozdil mezi degradaci PM mezi skupinou samic infikovanych L. major a kontrolni
neinfikovanou skupinou. U obou skupin se rozruSila nejprve zadni ¢ast PM a to ve stejnou
dobu (Sadlovd and Volf 2009). Navic na elektron-mikroskopickych fezech PM, s uvnitt
uzavienymi leishmaniemi, neobjevili zddné zndmky poskozeni PM. To bylo naopak viditelné
napf. v okoli symbiotickych kvasinek, které se pfirozené vyskytuji v mesenteronu stieva.

Rychlost traveni krve neni dilezita pii prenosu leishmanii. Kli¢ovou udalosti pro jejich

pienos je Casovy prostor mezi rozpadem PM a defekaci nestravenych zbytkl. Napf.
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u flebotoma Sergentomyia schwetzi je degradace PM odlozena az do doby jeji defekace
a leishmanie tudiz nesta¢i opustit v€as endoperitroficky prostor a obsadit stfevni epitel. Proto
S. schwetzi neni pirenaseCem leishmanii. Na rozdil od pfedchoziho druhu napft. u flebotoma
Lutzomyia longipalpis nedochazi k defekaci ihned po degradaci PM a leishmanie mohou
volné opustit prostor uvniti PM. Je tedy naopak vhodnym prenasefem leishmanii. (Sadlova
et al. 2013).

Pti vyvoji leishmanii vS§ak PM netvoii pouze bariéru (zminéno vyse). V Casnych fazich
vyvoje (pfeména amastigotli nasatych s krvi na pohyblivé procyklické promastigoty) naopak
leishmanie chrani pred ucinkem travicich enzymi, predevSim trypsinu (podobné chrani
i plasmodium). Pfi zablokovani PM a pouziti inhibitoru trypsinu, se zmensila mortalita
leishmanii oproti kontrole s normalnim vyvojem PM. Pii zablokovani jen tvorby PM doslo
béhem 4 hod. po nasati k usmrceni vice nez 90 % amastigoti (v kontrolni skupiné jen
50 %). Je tedy zfejmé, ze usmrceni ¢asti amastigoti béhem jejich vyvoje ve flebotomovi je
bézné, avsak u samic se zablokovanou tvorbou PM jiz 12 hod. po nasati byla zabita v§echna
amastigotni stadia (Pimenta et al. 1997).

Pti ndkaze komdra Aedes aegypti virem dengue (typ 2) dochédzi k velkym zménam
tvofené PM. Ta se tvoii mnohem dfive a jiz po 6 hodinach od nasati je srovnatelnd s PM,
ktera se tvofi u neinfikované krve 12 hod. Na elektron-mikroskopickych ftezech je
pozorovatelnd zvysena tloustka PM a vice jejich vrstev poskladanych nad sebou. Jako 1 jiné

wewr

tvorba PM je zi'ejmé obranou komara proti nému (Suwanmanee et al. 2009).

9.2.3 Diilezitost funkce obrany proti patogentim

Ochrana pfed nejriiznéj$imi cizopasniky byla nejspiSe nejvétsi evoluéni vyhodou organismil,
které ji vlastnily. Lehane (1977) ptedpoklada, Ze prave tato funkce je hlavnim diivodem jejiho
vyvoje a udrzeni béhem evoluce 1 u hmyzu zZiviciho se tekutou potravou ¢i jinymi Stavami.
Naproti tomu Waterhouse (1953) se domniva, Ze v piipadé vyskytu PM u hmyzu sajiciho
tekutou potravu, nebyl pouze v evoluci dostatecny tlak na jeji vymizeni. Lehane (1997)
podklada své tvrzeni pozorovanim na motylech a dokazuje, Ze pfitomnost ¢i absence PM
(alespoit v ramci fadu Lepidoptera) je dana moznou bakteridlni kontaminaci potravy. Ti
zastupci motyl, ktefi se Zivi pouze nektarem ¢i rostlinnymi Stavami, PM postradaji (¢i tvoii
PM typu 1, ktera nechrani tak dobie stfevni epitel jako typ 2). Naopak ti zastupci, kteti se
kromé rostlinnych §tav pfizivuji napf. na hnijicim ovoci, savéi moci, vykalech ¢i mrSinach

tvori PM vzdy (a to nejcastéji typ 2) (Lehane 1997).
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U komari je velice zajimavé, Ze larvy tvoii PM typu 2, zatimco dospélci PM typu 1.
Komafi larvy je velice tézké nakazit néjakym patogenem, zatimco dospélci jsou dobrymi
prenaseci spousty patogenii (Terra 2001). Toto pravidlo vSak neplati bez vyjimky. Moucha
tse-tse (Glossina morsitans) tvoii PM typu 2, ale piesto je velice dobrym pfenaSeCem

patogent (Peters 1992).

9.3 Ochrana pred toxickymi latkami
9.3.1 Detoxikace DDT a DDE

Dalsi funkce PM je detoxikacni. Je schopna na sebe navazat DDT ¢i DDE, to vznika po ztraté
HCI1 z DDT (dehydrohalogenace) a jedna se o prvni produkt jeho pfirozené degradace —
neztraci vSak svou toxicitu. Abedi a Brown (1961) provedli pokus s larvami riiznych kmena
druhu Aedes aegypti, z nichz ptedev§im kmen Trinidad — R byl viici DDT rezistentni. Tento
rezistentni kmen po pridani DDT vyluéoval 9x vice PM, nez kmen vnimavy. PM se
vylucovala z téla larvy fitnim otvorem tak rychle, ze na ném zlstdvala Casto prichycena
v podobé ,,ocasku.“ Takovymto zplisobem v nepifitomnosti DDT ani jeden z kmenli PM
nevylucoval. DDT se vaZe primo na PM v podobé bilych granuli. Zvysena sekrece PM
vSak nebyla pozorovéna u rezistentniho kmenu Penang, kde je za tuto rezistenci odpovédny

jiny faktor, nejspise geneticky (Abedi and Brown 1961).

9.3.2 Detoxikace Hemu
Hemoglobin je jednim z hlavnich proteint v krvi savcl a jeho pocetnost miize dosahovat az
60 % ze vSech krevnich proteinti. Béhem rozkladu hemoglobinu vznikaji volné radikaly,
které zpusobuji oxidativni stres a poSkozuji buiiky (Graca-Souza et al. 2006). Hem, ktery
vznikd pfi rozkladu hemoglobinu, mimoto poSkozuje membranu buinky. Za prvé meéni jeji
propustnost, dale katalyzuje oxidaci jejich lipidi a méni jejich organizaci. Jelikoz se jedna
o amfifilni molekulu, je schopny se vclenit do fosfolipidové dvojvrstvy a pii velkém
poskozeni dochazi k rozpadu buiiky (Schmitt et al. 1999). Hemoglobin neni toxicky pro
lidsky organismus, samotny hem vSak toxicky je, a proto i v naSem téle existuje spousta
chemickych drah, které jej rozkladaji, ¢i alesponi preméiuji na nereaktivni slouceniny (Kumar
and Bandyopadhyay 2005).

U organismil, které postradaji PM, se vyvinuly nejriznéjsi zpusoby detoxikace hemu.
Jednou znich je preména hemu na hemozoin, jak to d€ld naptf. plasmodium. V jeho

travicich vakuolach je kyselé pH (4,5 a 5,5), které je vhodné pro pfeménu hemoglobinu na
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kone¢ny produkt hemozoin (malarické barvivo) (Goldberg et al. 1990). Stejné jako
plasmodium, i1 krevsajici ploStice Rhodnius prolixus preménuje piijaty hemoglobin na
hemozoin, mechanismus pfemény je vsak s nejvétsi pravdépodobnosti odlisny (Oliveira et al.
2000b). Mimoto tato plostice ve své krvomize obsahuje protein RHBP, ktery se vaze na
hemoglobin a zabranuje jeho rozkladu a naslednému oxidativnimu stresu (Dansa-Petretski et
al. 1995). DalSim organismem pieménujicim hemoglobin na hemozoin je Schistosoma
mansoni (Oliveira et al. 2000a).

U krevsajicich organismu, které vlastni PM, pravé ona hraje velice diilezitou roli
v detoxikaci hemu. Béhem procesu traveni PM postupné tmavne diky inkrustaci touto
slou¢eninou a maximum navazaného hemu se objevuje okolo 48 hod. po nasati (dedes
aegypti). Bylo zjisténo, Ze v piipad¢ nasati plazmy ¢i latexového roztoku k této barevné
zméné nedochézi (Pascoa et al. 2002). Jednim z proteinti, které se podileji na navazédni hemu
je AeIMUCI. Jedna se integralni protein PM a je k ni pfipevnén svymi chitin-vazajicimi
doménami. Hem vaze pomoci svych Sesti domén s cystein-prolin opakujicimi se
aminokyselinami. AeIMUClse zacina syntetizovat jako odpovéd’ na nasati krve a maximum
svoji exprese dosahuje 4 hodiny po ném. Tento protein se podili ziejmée i na detoxikaci jinych
sloucenin obsahujicich kov (Devenport et al. 2006). V okoli navazaného hemu je
pozorovatelné v elektronovém mikroskopu veliké mnozstvi elektron-denznich granuli
prozatim neznamé funkce. Komafi nepredélavaji hem na hemozoin, protoze pH ve stfevé
komara je mirn¢ zasadité a tudiz nevhodné k této reakci (Pascoa et al. 2002).

Praveé detoxikace hemu je Achillovou patou vSech krvi se Zivicich a v krvi Zijicich
organismi a tuto slabinu je mozno vyuzit v boji proti nim, jako se to povedlo napft.
u plasmodia (Graca-Souza et al. 2006). Lék proti malarii — chloroquonin — se vaZe na hem
pfimo uvnitt travicich vakuol plasmodia a zabrafiuje jeho pfeméné na nereaktivni hemozoin

(Goldberg et al. 1990).

9.4 Vylepseni funkce trdveni

9.4.1 Anatomie trdviciho traktu

Stievo hmyzu miizeme rozd¢lit do tfech casti. (viz kap. 4) Ptredni stievo, stfedni stievo a zadni
sttevo, pricemz velka vétsina travicich procesii se odehrava ve sttednim stievé (mesenteronu).
Vole je jedina struktura ze stomodea (pfedni stfevo), kterd je zapojena do procesu traveni
aslouzi vétSinou k jejimu shromazd’ovani (Terra 1990). PM rozd€luje mesenteron na

ektoperitroficky prostor (mezi PM a stfevnim epitelem) a endoperitroficky prostor (uvniti
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PM) (Terra 2001). N¢kteti autofi taktéz vymezuji ptimo PM jako dalsi prostor, ve kterém se
odehravaji dilezité procesy béhem traveni a jsou pfimo na ni navazany nejriznéjsi enzymy

(Peters 1992).

9.4.2 Proces trdveni

Po pfijmu potravy mize byt tato potrava bud'to néjaky cas skladovana ve voleti, ¢i muze
rovnou prechézet do mesenteronu. U komart, flebotomli a mozna i jinych krevsajicich Dipter
je rozdilny pfijem cukernaté potravy a krve. Cukernd potrava je nejprve uschovana ve voleti
a potom postupné Cerpana do mesenteronu. Naopak krev je nasita rovnou do mesenteronu
(Terra 2001). Toto oddéleni je dulezité, protoZze proteazové inhibitory, obsazené casto
v nektaru, se nedostanou do pfimého kontaktu s trdvicimi enzymy (pfedevSim trypsinem)
a nemohou tedy proces traveni krve ovlivnit (Gooding et al. 1973).

Samotny travici proces mizeme rozdélit do tFi fazi a predstavit si jej na piikladu
traveni, dojde ke zmenSeni molekulové hmotnosti travené potravy, ktera poté diky tomu miize
projit pies PM do ektroperitrofického prostoru. V tomto prostoru dochazi k druhé fazi traveni,
kdy jsou zZiviny rozStipany na dimery a malé oligomery (s vyjimkou trehal6zy, kterd je rovnou
degradovana na dvé molekuly glukézy) a anteriornim tradvicim proudem jsou unaseny
doptedu. Tam jsou poté vstiebany bunikami céky, ve kterych dochazi ke tieti, finalni ¢asti
traveni. Mal4 €ast Zivin je téz vstiebana v posteriornim ventriculu (Terra et al. 1979). Po
straveni veskeré potravy jsou nestravené zbytky spole¢né s PM (¢i jejimi rezidui) vylouceny
ve formé& exkrementu. Stejné jako u smutnice probiha traveni i u ostatnich Dipter.

Na rozdil od tvorby PM, ktera neni zavisla na druhu pfijaté potravy, travici enzymy se
tvofi u komarua jen jako odpovéd’ na nasatou krev. V piipadé nasati pouze latexové
suspenze se travici enzymy vibec netvofi (trypsin), a nebo zlistadvaji na minimalni Grovni
tvorby (aminopeptiddza). V piipadé nasati krve se travici enzymy syntetizuji normalné
s vrcholy 24 hod. u Aedes aegypti a 30 hod. po nasiti u Anopheles stephensi. Syntéza
travicich enzymu neni zavisla na pritomnosti ¢i absenci PM (Billingsley and Rudin 1992).

U flebotomil buniky anteriorniho mesenteronu AMe nejsou schopny syntetizovat chitin
(PM), ptesto jsou ale zapojeny do procesu sekrece travicich enzymu a pfijmu Zivin, 1 kdyz ne

takovou mérou jako buniky PoMe (Sadlova and Volf 2009). TotéZ plati i u komaru.
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9.4.3 Travici proudy

U hmyzu s PM dochazi ke vzniku tzv. travicich proudu okolo a uvniti PM. Jako prvni
pozoroval travici proudy Wigglesworth (1933) pfi studiu andlnich zaber a jinych vodu-
absorbujicich tkdni koméra Aedes aegypti. Pti poziti nejriiznéjsich barviv larvou komadra, vzdy
se toto barvivo naakumulovalo v céku a tim byl objeven ektoperitroficky travici protiproud
(Wigglesworth 1933). Travici proudy byly prozatim studovany jen na téch zastupcich, kteti
tvoii PM typu 2.

Uvniti PM vede proud smérem posteriorné (endoperitroficky proud) a mezi PM
aepitelem vede proud anteriorné (ektoperitroficky proud). Natrdvené ziviny se poté
vstiebavaji v predni ¢asti mesenteronu. Anteriorné proudici proud je dulezity pii recyklaci
travicich enzymi (zrecyklovano je jich tak az 80 %) (Terra 1990). Voda je do prostoru stfeva
Cerpana specialnimi bunkami s kratkymi mikrovily a se zna¢né invaginovanou bazalni
membranou (tzv. bazalni labyrint) (viz kap. 4), ptes kterou se diky vétSimu povrchu mtze
dostat vice vody. Podobnou morfologii maji i bunky v pfedni ¢asti stieva, které jsou
zodpovédné za jeji resorpci. Ty vSak maji mnohem del$i mikrovily a naopak méné
invaginovanou bazalni membranu (Terra 1988).

U evolucné starSich zastupcii hmyzu (Neoptera) se voda do mesenteronu sekretuje
z malpigickych trubic. U evoluéné¢ mladsiho hmyzu (Holometabola) se voda sekretuje pouze
v omezené Casti posteriorntho mesenteronu (pifed vyusténim malpigickych trubic). Tato
uprava vylepSuje traveni, protoze se do traviciho traktu nedostdvaji Zadné metabolity
z malpigickych trubic, jako u ptedchozi skupiny. Vyvojovy trend smérem k nadifadu
Panorpoida (patii sem 1 Diptera) vede k tomu, ze travici enzymy nevstupuji do volete, jako je

tomu u evolucné starSiho hmyzu (Terra 1990).

-130 -



malpigické

trubice ™

Cékum

vole

—--.--.——.—._—-.-..__
-

———— kolobéh
travicich enzymi

—3 kolobéh vody
1—iniciacni faze traveni; 2 — stfedni f. tr.; 3 — finalni f. tr. + absorpce Zivin

Obr. 10: Kolobéh vody a travicich enzymt v travicim traktu hmyzu.
Upraveno podle (Terra 1988).

9.4.4 Ulohy v trdvicim procesu

Podle Terra (1990) plni PM v procesu traveni tyto hlavni tlohy:

1) Diky rozdéleni prostoru stieva na kompartmenty vznikaji dimery a jiné malé Castice
ztravené potravy pouze v blizkosti epitelu mesenteronu a je tedy minimalni
pravdépodobnost, ze dojde k jejich odplaveni, ¢i pfipadnému nevstiebani, ¢imz se
zvysuje u¢innost traveni.

2) PM zabraniuje vylu€ovani enzymi spolu s travenou potravou a tim zmenSuje potiebu
syntetizovat nové travici enzymy.

3) PM zabranuje nespecifickému navazani velkych castic travené potravy pfimo na epitel
stteva, ¢imz by se zmenSila plocha pro vstfebavani Zivin.

Pozdé&ji bylo zjisténo, ze tlohy 2 a 3 plati pro vSechny zastupce hmyzu, zatimco tloha 1 plati

pouze pro zastupce Panorpoida, kam patii dvoukiidli (Diptera) a motyli (Lepidoptera) (Terra

1996).

Je zieymé, Ze PM sice zlepSuje kvalitu traveni, ale rozhodné ji meurychluje.

V souladu s timto tvrzenim hovofi i vysledky pokust, kde byla tvorba PM zablokovéna.

U druhii Anopheles stephensi a Aedes aegypti po zablokovani tvorby PM bylo traveni krve

rychlejsi, nez v ptipad€ jeji pfitomnosti. Tento pokus potvrzuje, Ze prostup travicich

enzymi pies PM je klicovym faktorem v rychlosti traveni. Pii absenci PM maji tyto
enzymy mnohem snadnéjsi a rychlejsi cestu k travené potravé. Rychlost traveni (pfitomnost

PM) nem¢élo vliv na pocet nakladenych vajec (Villalon et al. 2003).
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Posledni skutecnost neplati u flebotoma Lutzomyia longipalpis. U samic se
zablokovanou tvorbou PM bylo sice také pozorovano rychlejsi traveni, ale celkové menSi
mortalita pred vykladenim. Absence PM sice urychli traveni nasaté krve, avSak nejspise
nedojde k uplnému rozkladu Zivin nutnych pro kladeni vajec. Moznymi pfic¢inami mohou
byt jednak kratkd doba traveni, jednak nevytvofeni travicich proudd pfi absenci PM, ¢i také
piimy kontakt epitelu s produkty traveni hemoglobinu a nasledny oxidativni stres (Aratjo et
al. 2012).

Druh komara Anopheles maculipennis atroparvus ziejm¢e netvori PM. Proces traveni
krve vSak u n¢j probihd podobné¢ jako u ostatnich druhii komard (Freyvogel and Staubli
1965).

9.4.5 Propustnost peritrofické matrix

Propustnost PM zéavisi na velikosti jejich péra, ktera je dand navdzanymi proteiny na
chitinové kostie. Pory nejsou po celé délce PM stejné veliké a 1 pocet port stejné velikosti se
muze velice ligit. Casto se jejich velikost pohybuje mezi 7-8 nm. Ta se mé&fi bud’to pomoci
vyskytu travicich enzyml o zndmé molekulové hmotnosti v jednotlivych ¢astech PM
a ektroperitrofickém prostoru, ¢i za pomoci dextranti. Kazdy ztéchto dextrani obsahuje
pfedem dany pocet glukdzovych jednotek, které jsou nabarvené kvili jejich lepSi detekci
(Terra 1990).

Velikost port v PM nelze stanovit pouze jejim pozorovanim pod elektronovym
mikroskopem. PM totiz vznika sesklddanim jednotlivych vrstev PM na sebe a vysledek je
tedy podobny, jako kdybychom pies sebe stiidaveé naskladali platky ementalu (Terra 1988).

Pti zablokovani tvorby chitinu u bzuc¢ivky Lucilia cuprina (typ 2 PM) doslo ke zméné
propustnosti PM. Pfi mikroskopickém pozorovani vSak nebyly zjiStény Zadné zmény v jeji
morfologii. Z celkové vahy PM tvori chitin u bzudivky jen 5 %, pifesto se jedna o jeji
esencidlni slozku (Tellam and Eisemann 2000). Stejny pokus byl proveden i s larvami komara
(PM typu 2), kde chitindza téZ neméla Zadny vliv na morfologii PM (sledovano optickym
mikroskopem). Na rozdil od nich, byli v§ak dospélci (PM 1) velice citlivi k pfidani chitinazy
a jejich PM byla poskozena. Jednou z moznosti vysvétleni tohoto vysledku mtze byt to, ze
chitindza vpravena do stfeva Zivo€icha neni v pfimém kontaktu s chitinovymi mikrofibrilami.
Na nich jsou navazany nejriiznéj$i proteiny (peritrofiny), které k nim nejspiSe znemoZziuji
chitinaze pristup (Shao et al. 2001).

Velikost port v PM neni zavisla na jejim typu tvorby (PM1 x PM2) (Terra 1988).
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10. Zaver

Peritrofickd matrix je velice duleZitou strukturou s nezastupitelnym mnozstvim funkei ve
sttevé hmyzu (a nejen jeho). Velké mnozstvi organismi, které ji obsahuje ve svém travicim
traktu, napovida o jeji dualezitosti. V pfipadé, Ze nékteré organismy PM postradaji, Casto
vytvareni struktury, které jeji funkce alespon ¢astecné nahrazuji.

Na PM bylo v minulosti provedeno spoustu vyzkumt, z ¢ehoz nejvétsi pozornosti se
dostalo zejména organismum, které prenaseji pro clovéka infekéni onemocnéni — tj. zejména
komaram a flebotomiim. PM je zkoumdana predev§im jako mozny cil k zablokovani pfenosu
téchto chorob. Déle je PM studovana v souvislosti s hmyzimi Sktdci plodin. V piipadé
zablokovani tvorby ¢i moznosti rozpadu PM v téchto Skidcich, mohou byt poté napadeni
nejriznéjSimi volné rozSifenymi patogeny. Vyuziti GMO plodin, které obsahuji gen pro Bt-
toxin (z Bacillus thuringiensis) muze ztézovat pravé PM, kterd se Casto podili na jeho
detoxikaci z traviciho traktu organismu (Schmidt 2009).

Ve své magisterské praci se chci blize vénovat pravé funkcei obrany stfevniho epitelu proti
patogeniim. Chtél bych zjistit, pro¢ nékteré druhy flebotoml pienaseji a jiné nepienaseji
leishmanie a potvrdit dosavadni hypotézu, Zze flebotom Sergentomyia schwetzi neptenasi
Leishmanii donovani diky tomu, Ze PM v jeho zazivacim traktu se rozpada az velice tésné
pfed defekaci. Leishmanie tedy nemaji dostatek c¢asu opustit endoperitroficky prostor
a kolonizovat stomodeélni valvu. Behem mého magisterského studia budu studovat zejména
kinetiku tvorby a rozpadu PM ve flebotomech — Phlebotomus orientalis, P. papatasi,

P. argentipes a Sergentomyia schwetzi.
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