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Abstrakt Cesky

Flebotomové (Diptera: Psychodidae) jsou jedinymi prokazanymi pienaSe¢i leishmanii
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) puisobicich v obratlovéim hostiteli onemocnéni
leishmaniozu. Stejn¢ jako ostatni dospélci fadu Nematocera, produkuji flebotomové
peritrofickou matrix (PM) typu 1 jako odpovéd na piijem potravy (nasati krve). PM je
acelularni obal jehoZz zakladni slozkou je chitin s navdzanymi proteiny. Ve stfevé hmyzu plni
PM zasadni tlohu v ochrané stfevniho epitelu pted poskozenim a patogeny, zlepsuje funkce
traveni a u krevsajicich druhti je zapojena do detoxikace hemu.

Samice flebotomil nasaji leishmanie spolu se satou krvi a ty pak prodé¢lavaji ve
flebotomovi slozity morfologicky vyvoj zakonceny kolonizaci stomodealni valvy. Jednou
z hlavnich bariér, které ptfitom prekonavaji, je pravé PM. Tématem této prace je role PM ve
vektorové kompetenci druhu Sergentomyia schwetzi. Morfologie a kinetika tvorby a rozpadu
PM u S. schwetzi je porovnana se tfemi druhy flebotomi liSicimi se vektorovou kompetenci
pro L. donovani. Vyznam PM pro vyvoj leishmanii v S. schwetzi je nasledné experimentalné
potvrzen jejim poruSenim pomoci exogenni chitindzy z Beauveria bassiana. Zatimco
v béznych podminkéch leishmanie nedokazou unikat z PM a jsou vydefekovany, pii poruSeni
PM exogenni chitindzou dokaZi L. donovani a L. major v S. schwetzi vyvinout zralé infekce
vcetné kolonizace stomodedlni valvy a tvorby metacyklickych stadii.

Klicova slova: peritrofickd matrix, chitinaza, flebotomus, leishmanie

Abstrakt anglicky

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) are the only proven vectors of Leishmania
parasites (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). In Nematoceran Diptera, including sand flies,
adults produce atype 1 peritrophic matrix (PM) which is secreted in response to the
distension of the midgut caused by blood meal. The PM is an acellular envelope composed of
chitin fibres and proteins, which protects the midgut epithelium against abrasion and
pathogens and improves digestion. In hematophagous insects, the PM also plays a central role
in heme detoxification.

Female sand flies acquire Leishmania with a bloodmeal and the parasites undergo
complicated development in their gut finished by the colonization of the stomodeal valve. The
PM is one of the most important barriers in Leishmania development and its role in the vector
competence of the S. schwetzi is the main topic of this master thesis. The PM’s kinetic and
morfology in the S. schwetzi is compared with other three sand fly species which differ in
susceptibility to L. donovani. The key role of the PM in S. schwetzi vector competence is
finally proved by disrupting the PM using the exogenous chitinase from Beauveria bassiana.
Under these artificial conditions, the Leishmania parasites (L. donovani and L. major) are able
to exit the PM, colonize the stomodeal valve and even evolve into metacyclic promastigote
infective stages in the gut of S. schwetzi.

Key words: peritrophic matrix, chitinase, sand flies, leishmania
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1 UVOD A CILE PRACE

Leishmanidza je parazitarni onemocnéni zpisobené prvoky rodu Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). V obratlovéim hostiteli (véetné ¢loveéka) leishmanie napadaji fagocytujici
buiky (predev§sim makrofagy), ve kterych piezivaji a mohou se dale sifit po téle. Klinické
projevy onemocnéni se 1i$i podle druhu leishmanie i imunitni odpovédi hostitele. Nejméné
zavazné jsou kutanni (kozni) formy, zavazné jsou mukokutanni (kozné-slizni¢ni) a zejména
visceralni (atrobni) leishmaniozy, které jsou v nelécenych ptipadech Casto smrtelné. Ze vsech
popsanych druhti a poddruhti leishmanii je jich pfiblizné¢ 20 patogennich pro ¢loveka (Maroli
et al. 2012). Dle WHO se kazdy rok objevi piiblizné 0,9 — 1,3 miliond novych ptipada vSech
forem leishmaniéz (z toho 300 tisic visceralnich forem). Kutanni a mukokutanni forma
leishmaniozy se vyskytuje pfedev§im ve statech Afgéanistan, Saudskd Arabie, Brazilie,
Bolivie, Iran, Peru, a Syrie, zatimco viscerdlni forma nejCastéji ve stitech Bangladés,
Brazilie, Indie, Nepal a Sudan. Kazdy rok podlehne visceralni formé 20 az 30 tisic pacientt
(WHO 2014).

Leishmaniéza se spolu s dalSimi chorobami (napf. spavou nemoci) fadi mezi tzv.
opomijené nemoci — ,,neglected diseases.* Protektivni oCkovani lidi zatim neexistuje a lécba
zédvaznych forem leishmanidz je problematicka a dlouhodoba. V soucasnosti se 1é¢i
viscerdlni leishmanidzy systémovymi antimykotiky (Amfotericin-B), dale jsou v terapii
vyuZivany preparaty antimonu (Sb"), Miltefosin aj. Byla v8ak jiz zaznamenana resistence jak
na preparaty antimonu, tak na Miltefosin a 1 jind 1éCiva (shrnuto napt. v (Croft et al. 2006,
Maltezou 2009, Dorlo et al. 2012).

Prenos leishmanioz je zprosttedkovan flebotomy (Diptera: Psychodidae). Z vice nez
800 popsanych druhi flebotomil (rody Phlebotomus, Lutzomyia a Sergentomyia) je pouze 98
znich potvrzenymi ¢i z prenosu podezielymi pienaseci leishmanii (Maroli et al. 2012).
V samicich flebotomt leishmanie nasaté spolu s krvi hostitele prodélavaji slozity
morfologicky a funkéni vyvoj (shrnuto napt.(Kamhawi 2006, Bates 2007)). Schopnost
vyvijet se v pfenaseci je pritom do zna¢né miry druhové specifickd — urcité druhy leishmanii
se dokazou vyvijet jen v urcitych druzich flebotomt. O této vektorové kompetenci rozhoduji
predevsim faktory plisobici v ¢asné fazi infekce, a to zejména odolnost parazitii vici sttevnim
proteazdm flebotoma, jejich schopnost opustit peritrofickou matrix a pfichytit se k epitelu
mesenteronu (Dostalova & Volf 2012). Nekompetentni druhy leishmanii jsou vydefekovany

spolu s nestravenymi zbytky potravy.



Peritrofickd matrix (PM) je nebunécny obal tvoifeny piedevSim chitinem,
glykoproteiny a proteoglykany, ktery se tvoii v mesenteronu okolo nasaté krve. Mezi hlavni
funkce PM ve stfevé hmyzu patii mechanickd ochrana epitelu stfeva pred drsnymi nebo
ostrymi  slozkami potravy a  zlepSeni traveni diky vzniku travicich proudi
a kompartmentalizaci stieva na endoperitroficky prostor a ektroperitroficky prostor (Terra
1990, 2001). U krevsajicich zastupci hraje PM klicovou roli také v detoxikaci hemu
1 evolucné fixovanou ulohou PM je vSak ochrana pied nejriznéjSimi patogeny (Lehane
1997). Paraziti si vyvinuli rozdilné zpusoby k jejimu ptekondni, ale v pfipad¢ leishmanii je
otazka role PM pii jejich vyvoji ve flebotomech stale oteviena.

Hlavnim cilem této diplomové prace je ovéfit roli PM pfi vyvoji leishmanii ve
flebotomech druhu Sergentomyia schwetzi. Vysledky publikované c¢leny naSi laboratote
naznacily, Ze u tohoto druhu je prdvé PM ta bariéra, kterd znemoziuje vyvoj L. donovani
a dalSich druhii leishmanii (Sadlova et al. 2013). Ve své diplomové praci budu srovnavat
S. schwetzi s dalSimi tfemi druhy flebotomti s odliSnou vektorovou kompetenci pro
L. donovani: konkrétné se dvéma druhy pfirozenych ptenaSect L. donovani (P. orientalis
a P. argentipes) (Elnaiem 2011, Maroli et al. 2012) a druhem P. papatasi, ktery vyvoj
L. donovani nepodporuje (Schlein & Jacobson 1998).

V prvni Casti diplomové prace budu u téchto ¢tyf druhd flebotomli srovnavat
morfologii a kinetiku tvorby a rozpadu PM, a to za pomoci svételné mikroskopie na
nativnich a histologickych preparatech a také za pomoci elektronové mikroskopie. V druhé
¢asti diplomové prace chci pak experimentalné potvrdit roli PM ve vektorové kompetenci
druhu S. schwetzi rozrusenim PM pomoci pfidani exogenni chitindzy a srovnanim vyvoje

leishmanii u této a kontrolni skupiny flebotomd.



1.1 Cile prace

Tato magisterska prace navazuje na hypotézu postulovanou autory Sadlova et al. (2013), ktefti
povazuji za kli¢ovy dlivod rezistence S. schwetzi k lidskym leishmaniim velmi kratkou dobu
mezi rozruSenim PM a defekaci zbytkli potravy. Cilem této prace je tuto teorii ovéfit
a rozvinout ji, a to konkrétné:

1) Zjistit, zda je pozdni degradace PM u druhu S. schwetzi dana jejimi specifickymi
vlastnostmi a lis§i se od PM pfirozenych pfenasect. Proto bude S. schwetzi srovnavana
s ttemi dal$imi druhy flebotomli s odliSnou vektorovou kompetenci. Phlebotomus
argentipes a P. orientalis jsou ptirozeni pienaseCi L. donovani, druh P. papatasi je
k L. donovani rezistentni. Srovnany budou nésledujici parametry:

e kinetika tvorby a rozpadu PM
e hruba morfologie, ultrastruktura a tloustka PM

2) Experimentalné narusit integritu PM pomoci exogenni chitindzy a zjistit, zda za téchto
podminek jsou lidské leishmanie schopny dokonCit v S. schwetzi svij vyvoj. Tato Cast
prace bude probihat v nasledujicich krocich:

e vybér vhodného zdroje chitindzy — test vlivu chitinazy na pteziti leishmanii
in vitro

e test vlivu exogenni chitindzy na PM druhu S. schwetzi in vivo

e test vlivu exogenni chitinazy na vyvoj leishmanii v S. schwetzi



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Morfologie traviciho traktu flebotoma

Sttevo hmyzu je rozdéleno do tfech casti. Predni stfevo (stomodeum), stfedni stfevo
(mesenteron) a zadni stfevo (proktodeum), pii¢emz velkd vétSina travicich procest se
odehrava v mesenteronu (viz obr. 1). Stomodeum i proktodeum jsou vytvofeny z ektodermu,
zatimco mesenteron je ptivodu endodermalniho. Vole je jedina struktura ze stomodea, ktera je
zapojena do procesu traveni potravy a slouzi predevsSim k jejimu shromazd’ovani (Terra
1990). Peritroficka matrix (PM) rozdéluje mesenteron na ektoperitroficky prostor (mezi PM

a stfevnim epitelem) a endoperitroficky prostor (uvniti PM) (Terra 2001).

peritroficka
anteriorni plug matrix

* stievni epitel

CS

stomodealni
valva

" malpigické
trubice

THORAKALNI ABDOMINALNI

STOMODEUM ;
MESENTERON °  MESENTERON ;// PROKTODEUM Jposterior tail

Obr. 1 — Travici soustava flebotoma. Srafované vyznaéena nasata krev (krevni bolus).
Dle Sadlova (nepublikovano).

Mesenteron komart 1 flebotomii je rozdélen do tfech Casti. Rozhrani stomodea
a mesenteronu tvoii stomodealni valva, kterd se skldda z obou téchto epitell, je tedy na
povrchu kryta vrstvou chitinu. Dalsi ¢asti je trubicovity anteriorni (thorakalni) mesenteron, po
kterém nasleduje posteriorni (abdominalni) mesenteron, ktery je schopen velkého rozsiteni po
nasati krve (Richardson & Romoser 1972). Epitel mesenteronu je sloZzen z jedné vrstvy
travicich bunék sedicich na bazalni laminé (viz obr. 2). Tyto buiiky maji povrch na strané
obracené do lumen stieva zvétSeny pomoci Cetnych vybézkl - mikrovilli a jejich cytoplazma

obsahuje velky pocet mitochondrii, ribozomiti a drsného ER. Na apikalnim konci jsou



epitelidlni builky navzdjem spojeny kontinudlnim mezibunéénym spojem tzv. ,,zonula
continua®“ (Terra 1988). Velmi podobnou morfologii ma travici epitel komart (Freyvogel &

Staubli 1965, Richardson & Romoser 1972).

a) lumen stfeva

mikrovily

desmozomalni
Spoj
soucast tzv.
»zonula continua”

mitochondrie

Golgiho aparat
Endoplazmaticke
retikulum

membrana
bazalniho
labyrintu

bazalni

lamina \__JI28

otevreni bazalniho labyrintu do hemolymfy

Obr. 2 — Morfologie typické epitelidlni burnky ve fyziologickém stavu. Dle (Chapman 1998)
upraveno.

Po nasati krve dochazi u bun€k stfevniho epitelu k morfologickym zméndm.
Roztazenim abdominéalniho mesenteronu se buiky epitelu zplosti a ziskaji dlazdicovy tvar,
¢imz se zplosti i jadro. Bunky epitelu se poté v zavislosti na rychlosti traveni navrati do
svého puvodniho sloupcovitého tvaru, napt. u Phlebotomus duboscqi se tak déje po 72 hod
(Sadlova & Volf 2009). Stejné zmény tvaru bunck stfevniho epitelu po nasati krve byly
pozorovany napft. u Aedes triseriatus (Richardson & Romoser 1972) a jinych druhii komara

(Freyvogel & Staubli 1965).



2.2 Struktura, morfologie a kinetika PM

Peritrofickd matrix je acelularni struktura tvofena chitinovymi fibrilami a na né navazanymi
glykoproteiny a proteoglykany. Chitinovy zéklad dodava peritrofické matrix pruznost
a pevnost, zatimco na n¢j navazané proteiny (peritrofiny) a jejich glykosylace urcuji velikost
a selektivitu pora, které se v PM nachézeji, a taktéz v ni zadrzuji vodu (Peters 1992, Lehane
1997). V evoluci se PM ziejm¢ vyvinula z gastrointestindlniho mukusu (ktery chrani epitel
stteva u savell i hmyzu) a peritrofiny (proteiny navazané na PM) vznikly nejpravdépodobné;ji
z mucin ziskanim chitin-vazajici domény (Lehane 1997).

Chitinové fibrily jsou syntetizovany chitin syntazou (CHS) spojovanim GIcNAc
(N-Acetyl-D-glucosamine) podjednotek do dlouhého fetézce. Hmyz ma k dispozici dvé chitin
syntazy. Prvni z nich (CHS1) je zodpovédna za tvorbu kutikuldrniho chitinu a druhd (CHS2)
je zapojena pouze do tvorby PM (Arakane et al. 2004). Chitinové mikrofibrily se tvofi u baze
mikrovild bunck stievniho epitelu a mohou byt uspofadany tfemi zdkladnimi zpasoby
(ndhodné, ctverecné a hexagonalng), nebo kombinacemi téchto zékladnich uspotfadani (Peters
1992). Z celkové vahy PM tvoii chitin jen 5 % (méfeno u bzucivky), pfesto se jednd o jeji
esencialni slozku (Tellam & Eisemann 2000).

Flebotomové a komafi tvoii PM typu 1 Na tvorbé tohoto typu PM se podili cely
mesenteron a Vv pfirozenych podminkich se tvofi jen po pfijmu potravy (nasati krve)
(Richards & Richards 1977). Tvorba PM typu 1 je podminéna roztazenim epitelu
mesenteronu. U komart se tedy vytvoii i po vsttiknuti fyziologického roztoku ¢i vzduchu do
traviciho traktu komara ptes andlni otvor. Takto nepfirozené vznikla PM se vSak znaéné lisi
od té, ktera se tvofi po nasati krve, a to absenci na ni navazanych proteinli a mensi tloustkou
(Freyvogel & Jaquet 1965). Na tvorbu PM nema velky vliv druh pfijaté krve (napt. savci
X ptaci). Jeji tvorbu neovlivituje ani krev s ptfidavkem heparinu, ani defibrinovana krev ¢i jen
piijem krevniho séra (Freyvogel & Staubli 1965). Pii tvorbé PM typu 1 neni cely mesenteron
synchronizovan, ale pouze malé oblasti mesenteronu pracuji synchronné a tvoii malou
celistvou ¢ast budouci PM. Celd PM se pak sklada z téchto jednotlivych ¢asti, které nasedaji
jedna na druhou a vytvoii kompaktni obal (Peters 1992).

Na pfedni ¢asti pln¢ vytvofené PM typu 1 u nékterych druht flebotomti a komart
muzeme pozorovat morfologickou struktruru zvanou anteriorni plug (AP) (viz obr. 1).
Anteriorni plug je syntetizovan bunikami thorakalniho mesenteronu a poté je peristaltickymi
pohyby natlacen na hlavni ¢ast PM syntetizovanou v abdominalnim mesenteronu (Freyvogel
& Staubli 1965). Plni zfejmé funkci dalezité bariéry, kterd oddéluje thorakalni a abdominalni
cast mesenteronu. Diky tomu nedochazi k ovlivnéni traveni krve v abdominalnim

mesenteronu inhibitory protedz, které¢ jsou obsazené v nektaru — cukerna potrava je trdvena



pouze v thorakdlnim mesenteronu (Richardson & Romoser 1972). Anteriorni plug tvofi
bariéru nejen pro postup sacharidové potravy do abdominalniho mesenteronu, ale nejspise
i pro leishmanie, které putuji obracenym smérem na stomodedlni valvu (Sadlova & Volf
2009).

Dalsi morfologickou strukturou viditelnou na pln€¢ vytvorené PM typu 1 je tzv.
posteriorni tail (PT) (viz obr. 1). Tato struktura muize byt bud oteviena, ¢i uzaviena.
U flebotoma P. duboscqi je tento konec véalcovity a na konci uzavieny, proto z n¢j nemohou
unikat erytrocyty voln¢ do stieva (Sadlova & Volf 2009). Podobny tvar jako u P. duboscqi je
pritomen i u flebotoma P. papatasi (Warburg 2008). Naproti tomu u druhu P. perniciosus je
tento konec otevien a kolem tohoto usti je patrny tmavy prstenec (Walters et al. 1993).
U flebotoma Lutzomyia spinicrassa je tento konec také otevieny a velice variabilni, od
pouhého otvoru do PM az po valcovitou strukturu s otevienym koncem (Walters et al. 1995).

Anteriorni plug, podobné jako posteriorni tail, nejsou v ptimém styku s trdvenou krvi,
a proto nejsou temn¢ zbarveny diky inkrustaci hemem, vznikajicim pfi traveni krve (viz kap.
2.3), jako zbytek PM (Sadlova & Volf 2009). Obdobné zbarveni PM bylo pozorovano
1 u komari (Freyvogel & Staubli 1965).

U flebotoml je po straveni krve PM degradovéna jejich vlastnimi chitinazami, které
rozstipaji chitinové mikrofibrily a dojde k jejimu rozpadu. Aktivita téchto enzymi vrcholi
pred defekaci flebotoma a to u L. longipalpis 1 P. papatasi ptiblizné v Case 48 hod po sani.
Zadna chitindzova aktivita nebyla detekovana v nenasatych samicich (Ramalho-Ortigao &
Traub-Cseko 2003, Ramalho-Ortigao et al. 2005). Chitinazy se vSak neucastni jen degradace,
ale 1 tvorby PM, pfi niz plni dva zasadni tikoly. Kontroluji tloustku PM (rovnovéha mezi jeji
tvorbou a degradaci) a urcuji jeji porozitu (Shen & Jacobs-lorena 1997). Pii ptidani
allosamidinu (inhibitor chitindz) do saté krve je vysledna PM tlustéjsSi a mnohem méné
organizovana. Allosamidin také ovliviiuje defekaci PM. Ta v pfipad€ jeho podani zlstava ve
stteveé komara az 8 dni, oproti 4 dniim u kontrolni skupiny (Shahabuddin et al. 1993).

Jednotlivé druhy flebotomt se velice 1iSi v rychlosti tvorby PM a tato rychlost je
druhové specifickd. Flebotomy miizeme rozdélit dle rychlosti tvorby PM do dvou skupin.
Pomalou rychlost tvorby PM maji napt.: P. longipes, P. perniciosus a L. longipalpis,
u kterych se prvni ndznaky tvorby PM objevuji mezi 12 az 18 hod. po nasati. Do druhé
skupiny s rychlou tvorbou PM patii napt.. Sergentomyia arpaklensis, L. spinicrassa,
P. caucasicus, kde prvni ndznaky PM jsou viditelné jiz po 3 az 6 hodinach od nasati (Sadlova

& Volf 2009).



2.3 Funkce peritrofické matrix

V travicim traktu hmyzu je stomodeum a proktodeum ektodermalniho ptivodu, a proto je
potazeno vrstvou kutikuly, kterd chrani epitel a je nepropustnd pro vodu a plyny. Protoze
mesenteron tuto vystelku postradd, ochrannou funkci zde zpravidla plni PM (Terra 1988).

Nejzakladnéjsi funkci PM ve stievé hmyzu je ochrana stievniho epitelu pied
mechanickym poskozenim (Sudha & Muthu 1988). Tato struktura je vSak také zapojena do
traviciho procesu (viz kap. 2.4) (Terra 1990) a plni kli¢ovou roli pfi obran¢ pied patogeny
(Lehane 1997). U krevsajiciho hmyzu je navic zapojena i do detoxikace hemu (Pascoa et al.
2002).

Béhem procesu trdveni krve vznikd rozpadem erytrocytdl a v nich obsaZeného
hemoglobinu ve stfevé volny hem, ktery je velmi reaktivni a poSkozuje okolni tkanég. Je proto
inkorporovan do PM a ta diky tomu postupné tmavne. Maximum navézaného hemu se
objevuje okolo 48 hod po nasati (Adedes aegypti) (Pascoa et al. 2002). Autor dodava, zZe
komafi (a flebotomové) nepfeménuji hem na hemozoin (jina forma detoxikace hemu), protoze
pH ve stfevé komara je mirné zasadité a tudiz nevhodné k této reakci. Tmavnuti (inkrustace
hemem) u druhu P. duboscqi postupuje od anteriorniho i posteriorniho konce PM smérem ke
sttedu, kde zlistdva svétly pruh, i ten je ale pozd¢ji zabarven (Sadlovd & Volf 2009). Jednim
z proteint, které se podileji na navazani hemu, je AeIMUCI. Jedna se integralni protein PM,
ktery je vni pfipevnén svymi chitin-vazajicimi doménami. Hem véaze pomoci svych Sesti
domén s cystein-prolin opakujicimi se aminokyselinami. Tento protein se podili zfejmé 1 na
detoxikaci jinych sloucenin obsahujicich kov (Devenport et al. 2006).

Klicovou roli PM v travicim traktu hmyzu je vSak nejpravdépodobnéji ochrana pied
patogeny. Pravé tato funkce je nejspise divodem, pro¢ se PM zachovala i u druht, které
piijimaji pouze tekutou potravu jako ncktefi motyli (Lepidoptera). Lehane (1997)
pozorovanim na motylech dokazuje, Ze pfitomnost ¢i absence PM (alespoil v ramci fadu
Lepidoptera) je dana moznou bakterialni kontaminaci potravy. Motyli, ktefi se pfizivuji napf.
na hnijicim ovoci, savéi moci, vykalech ¢i mrSinach tvoii PM vzdy (a to nej€astéji typ 2)

(Lehane 1997).



2.4 Proces traveni a role PM v ném

U hmyzu s PM typu 2 dochazi ke vzniku travicich proudi uvniti PM (endoperitroficky
prostor) a okolo PM (ektoperitroficky prostor). Uvnitt PM vede proud smérem posteriorné
(endoperitroficky proud) a mezi PM a epitelem vede proud anteriorn¢ (ektoperitroficky
proud). Natravené Ziviny se poté vstiebavaji v pfedni ¢asti mesenteronu. Anteriorné proudici
proud je dilezity pii recyklaci travicich enzymu (zrecyklovéano je jich tak az 80 %) (Terra
1990). Voda je do prostoru stieva ¢erpana specidlnimi bunikami s kratkymi mikrovily a se
znaén¢ invaginovanou bazalni membranou (tzv. bazalni labyrint) (viz obr. 2), pies kterou se
diky vétSimu povrchu muze dostat vice vody. Bunky v pfedni ¢asti stieva, které jsou
zodpovédné za jeji resorpci, maji naopak mnohem del§i mikrovily a méné€ invaginovanou
bazalni membranu (Terra 1988).

traveni, dojde ke zmenSeni molekulové hmotnosti travené potravy, ktera poté diky tomu miize
projit ptes pory PM do ektroperitrofického prostoru. V tomto prostoru dochazi ke druhé fazi
traveni, kdy jsou ziviny rozstipany na dimery a malé oligomery, které jsou poté vstiebany
bunkami epitelu, ve kterych dochazi ke treti, findlni ¢asti trdveni (Terra et al. 1979). Po
straveni veSkeré potravy jsou nestravené zbytky spolecné s PM (¢i jejimi rezidui) vylouceny
ve formé& exkrementu.

Traveni krve se vSak u hematofagniho nematocerniho hmyzu li§i od traveni cukerné
potravy. Cukerna potrava je nejprve uschovana ve voleti a potom postupné Cerpana do
mesenteronu. Naopak krev je nasita rovnou do mesenteronu (Terra 2001). Vole je vystlano
kutikulou a je tudiz pro vodu neprostupné. Nasatou krev je vSak nutné zbavit piebytecné
vody v mesenteronu (Terra 1988). Velka cast ptrebytecné vody je také u komara (Williams et
al. 1983) a flebotomu (Sadlova et al. 1998) vylu¢ovana analnim otvorem v podob¢ kapek jiz
béhem sani na hostiteli (tzv. prediureze). V piipad€ nasati cukerné potravy az po sani krve, v
dobé¢ kdy je jiz ptitomna PM, je prostorové oddéleni traveni posileno jesté diky anteriornimu
plugu na PM, ktery tvoii bariéru mezi thorakdlnim a abdomindlnim mesenteronem
(Richardson & Romoser 1972). Toto prostorové oddéleni je kromé vySe zminénych divoda
dalezité i proto, Ze protedzové inhibitory obsazené Casto v nektaru, se nedostanou do ptimého
kontaktu s travicimi enzymy (pfedev§im trypsinem) a nemohou tedy proces traveni krve
ovlivnit (Gooding et al. 1973).

Ve stfev€ nenasatého flebotoma se travici enzymy udrZuji jen na minimalni Grovni
sekrece, kterd se po nasati krve zvySuje s piky aktivity typickymi pro jednotlivé druhy
flebotomil. Jedna se ptedevSim o serinové proteazy typu trypsinu a chymotrypsinu. Uvnitf

stteva je udrzovano mirn¢ zésadité pH v rozmezich 8 — 9 (Dillon & Lane 1993a). Travici



enzymy se tvofi u komari a flebotomt jen jako odpovéd’ na nasatou krev, ne na roztazeni
mesenteronu jako v piipad¢ tvorby PM. Pokud je komartiim podana pouze latexové suspenze
(Billingsley & Rudin 1992) ¢i flebotomim pufr TRIS (Dillon & Lane 1993a), nedojde ke
zvyseni bazalni urovné tvorby travicich enzymul. Syntéza travicich enzyml neni u komart
(Billingsley & Rudin 1992) ani flebotomt (Pimenta et al. 1997) zavisld na piitomnosti ¢i
absenci PM.

Na zaklad¢ pokust, kde byla tvorba PM zablokovéna, je zfejmé, ze PM sice zlepSuje
kvalitu traveni, ale na druhou stranu ho zpomaluje. U druhi Anopheles stephensi a Aedes
aegypti po zablokovani tvorby PM bylo traveni krve rychlejsi, nez v pfipad¢ jeji pfitomnosti.
Rychlost traveni (¢i pfitomnost PM) ptitom nemélo vliv na poc¢et nakladenych vajec (Villalon
et al. 2003). Jiny vysledek byl pozorovan u flebotoma L. longipalpis. U samic se
zablokovanou tvorbou PM bylo sice také pozorovano rychlejsi traveni, ale celkové mensi
vzrostla mortalita pfed vykladenim. Absence PM sice urychli traveni nasaté krve, avSak
nejspise nedojde k uplnému rozkladu zivin nutnych pro kladeni vajec. Mozny divod zvySené
mortality mohl také byt pfimy kontakt epitelu s produkty traveni hemoglobinu a nésledny

oxidativni stres (Araujo et al. 2012).

2.5 Proteiny peritrofické matrix

Peritrofickd matrix je tvofena chitinovymi vldkny, obalenymi proteiny (peritrofiny), které
urcuji velikost a selektivitu portt PM a propojuji jednotliva chitinova vldkna (Peters 1992).
Peritrofiny vznikly nejpravdépodobnéji ze stfevnich mucinll ziskanim chitin-véazajici
domény (Lehane 1997). Majoritni protein PM koméra Aedes aegypti (Ag-Aperl) ma dvé
homologni chitin-vazajici domény, kterymi spojuje dohromady jednotliva chitinova vlakna
(Shen & Jacobs-Lorena 1998). Jeho chitin-vazajici doména je velice podobné chitin-vazajici
doméné chitindzy AgChi-1, kterd se také vaze na chitinova vldkna a pfestiihava je (Shen &
Jacobs-lorena 1997). Ve flebotomech P. papatasi, P. perniciosus a L. longipalpis byly
popsany transkriptomy dvou molekul peritrofini (Ramalho-Ortigdo et al. 2007, Jochim et al.
2008, Dostalova et al. 2011). Peritrofiny, které maji vice chitin-vazajicich domén, se také
nejspiSe podileji na zesitovani chitinovych mikrofibril. Ty, které maji jen jednu chitin-
vazajici doménu, ziejmé obaluji volné konce chitinovych mikrofibril (Dostadlova & Volf
2012). VPM komara Anopheles gambiae byl objeven protein postradajici chitin-vazajici

doménu. Tento protein je pravdépodobné vazan mezi ostatni peritrofiny PM (Dinglasan et al.
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2009). Homolog tohoto proteinu byl objeven 1 v transkriptomu druhu P. perniciosus
(Dostalova et al. 2011).

Veskeré proteiny PM mohou tvofit 22-55 % jeji vahy (Lehane 1997). Peritrofiny
urcuji velikost pord v PM a tim 1 jeji propustnost pro travici enzymy (Terra 1990). Pory
nejsou po celé ploSe PM stejné veliké a 1 pocet pori stejné velikosti se muze velice lisit.
Casto se jejich velikost pohybuje mezi 7-8 nm. Ta se zjituje bud’to srovnanim vyskytu
travicich enzymii o znamé molekulové hmotnosti ¢i barvenych dextrani (cukerné
zbytky) v endo- a ektroperitrofickém prostoru (Terra 1990).

Pfi experimentalnim nasani flebotomi krvi, ¢i jen fyziologickym roztokem, se
proteinové slozeni PM velice lisi. K transkripci mRNA peritrofinti dochazi totiz pouze po
nasati krve (Ramalho-Ortigdo et al. 2007), coz je v souladu s vySe zminénym star§im
pozorovanim, Ze v pfipadé nasati jiné tekutiny nez krve se sice vytvoii PM, ale ta je
strukturné velice odli$nd od té, ktera se tvoii kolem krevniho bolu (Freyvogel & Jaquet 1965).
Podobné vyrazn¢ se lisi i glykosylace jednotlivych proteinti v zavislosti na pfijaté potrave
a tento proces je velice dynamicky (Moskalyk et al. 1996). Glykosylace peritrofinti uréuje
selektivitu pord PM a také jeji propustnost pro vodu. Mélo glykosylované peritrofiny navic
podléhaji sndze proteolytickému §tépeni (Lehane 1997).

Zajimavosti mizZe byt vliv leishmanii na transkripci molekul peritrofind. Ta byla
snizena v piipad€ nakaZeni flebotoma P. papatasi leishmanii L. major (Ramalho-Ortigdo et
al. 2007) zatimco v piipadé nakazeni L. longipalpis leishmanii L. infantum chagasi doSlo k
nadprodukci nékterych z nich (Jochim et al. 2008). V ptfipadé zablokovani exprese genu
PpPerl (peritrofin P. papatasi UCastnici se spojovani chitinovych mikrofibril) doSlo ke
zvyseni poctu L. major o 40 % ve stievé P. papatasi 48 hod po séni. To naznacuje, zZe
1 exprese peritrofinli miiZze mit vliv na pieZiti leishmanii ve stfevé flebotoma a jeji modulace

muze byt pro leishmanie vyhodou (Coutinho-Abreu et al. 2013)

2.6 Vyvoj leishmanii ve flebotomech

Flebotomy, ktefi jsou schopni pfenaset leishmanie, mizeme rozdé€lit na dvé skupiny. Prvni
znich jsou ty druhy, které dokéazi ptenaSet jen jeden druh leishmanie a zadny jiny
a hovotime o nich jako o specifickych vektorech. Patti sem napt. P. papatasi ptendsejici
L. major. Do druhé skupiny fadime ty druhy flebotomt, ktefi jsou schopni pfenaset vice
druhti leishmanii. O téchto druzich hovofime jako o permisivnich vektorech a fadime sem
napt. flebotoma L. longipalpis ¢1 P. arabicus, kteti jsou schopni nespecificky pienaset vice

druhti leishmanii (Volf & Myskova 2007).
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Flebotomové se fadi mezi thelmofagy (,,poolfeeders®), kteti pii sani poSkodi tkan
svym Ustnim Ustrojim a saji krev vytékajici z této rany. Tato satd krev také diky poskozeni
okolni tkan¢ obsahuje i makrofagy s amastigotnimi stadii leishmanii. Ve stfevé flebotoma se
amastigoti transformuji na promastigoty (v disledku zmény okolniho prostfedi jako je napf.
pH, teplota atd.). Dalsi vyvoj leishmanii ve flebotomech probiha tfemi moznymi zplsoby,
podle kterych byly ustanoveny tifi velké skupiny leishmanii: Suprapylaria, Peripylaria
a Hypopylaria (Lainson & Shaw 1987), které v podstaté odpovidaji tfem podrodim
Leishmania, Viannia a Sauroleishmania. Poznatky o vyvoji leishmanii ve flebotomech jsou
dobte shrnuty v nasledujicich pracech: (Bates & Rogers 2004, Kamhawi 2006, Bates 2007,
Ramalho-Ortigao et al. 2010, Dostalova & Volf 2012).

Zastupci podrodu Leishmania prodélavaji ve flebotomech tzv. suprapylarialni vyvoj,
ktery probiha v mesenteronu a stomodeu (skupina Suprapylaria (viz obr. 3)). Procyklicti
promastigoti (transformovani z amastigotll) se déli uvnitf nasaté krve a po opusténi
peritrofické matrix se transformuji na dlouhé nedélici se nektomonady, které jsou velmi
pohyblivé a dokdzou se pfichytit svym bi¢ikem na sténu stfeva (viz kap. 2.7.3).
Z nektomonad vznikaji leptomonddy, které se d€li a kolonizuji thorakalni mesenteron.
Z leptomonad se diferencuji dv€ oddélené populace jiz nedélicich se bun€k. Prvni z nich jsou
haptomonady, které jsou ptichycené na chitinové vystelce stomodeélni valvy a rozrusuji ji
svymi chitindzami. DalSi populaci bun€k jsou metacykly, které pii transformaci ztratily
schopnost pfichyceni na epitel stieva a jsou infekéni pro savciho hostitele (shrnuto v (Bates
2007)). Dalsi, nové€ji popsanou funkci leptomonad je produkce PSG v thorakalnim
mesenteronu (Rogers et al. 2002).

Leishmanie z podrodu Vianna (napt. L. braziliensis) se nejprve ptichycuji v proktodeu
na chitinovou vystelku stfeva. Poté se infekce pfesunuji anteriorn€ a leishmanie prodélavaji
velice podobny vyvoj jako pfedchozi skupina. ProtoZe jejich vyvoj zasahuje vSechny tfi
hlavni ¢€asti traviciho traktu flebotomi, hovofime o nich také jako o skupiné Peripylaria
(shrnuto v (Bates 2007)).

Leishmanie z podrodu Sauroleishmania prodélavaji ve flebotomech bud’ peripylarialni
vyvoj jako zéstupci podrodu Vianna, nebo je jejich vyvoj omezen na proktodeum, pak
hovotfime o skupin¢ Hypopylaria. Jejich pienos je pravdépodobné kontaminativni ¢i se déje
pozienim flebotoma kone¢nym hostitelem (viz kap. 2.8). O vyvoji této skupiny v pfenasecich
je vSak znamo daleko méné podrobnosti, nez je tomu v pfipadé¢ medicinsky vyznamnéjSich

podrodt Leishmania a Viannia (shrnuto v (Bates 2007)).
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Obr. 3 — Vyvojovy cyklus leishmanii ze skupiny Suprapylaria ve flebotomech; b).
V Casti a) srovnani promastigotniho a amastigotniho stadia; N — jadro,
K — kinetoplast, F — bicik. Dle (Bates 2007).

Leishmanie ze skupin Suprapylaria 1 Peripylaria tedy zavrSuji vyvoj v prenaseci
anteriorni migraci do thorakalniho mesenteronu a kolonizaci stomodedlni valvy. Pii této
migraci vyuzivaji leishmanie osmotaxi a chemotaxi. Jsou schopny detekovat cukr (pozitivni
chemotaxe), jednoduché soli (osmotaxe) a dokonce i1 sliny flebotomid (pozitivni
chemotaxe)(Barros et al. 2006).

Leishmanie, které kolonizuji stomodedlni valvu, ji svymi chitindzami zac¢nou
rozruSovat (Schlein et al. 1991, Volf et al. 2004). Toto poruSeni vede ke ztrat¢ funkcnosti
stomodedlni valvy, kterd jiz neplni Glohu bariéry mezi pfednim a zadnim stfevem, nasata
krev se proto regurgitaci vraci zpét a strhdva s sebou infekéni metacyklicka stadia leishmanii
do obratlov¢iho hostitele. Regurgitace krve také prodluzuje ¢as nutny k plnému nasati
flebotoma. Tento mechanismus experimentalné prokazali Rogers et al. (2008), ktefi srovnali
rozdil mezi L. mexicana a jeji mutantni variantou s nadprodukci chitindzy. Skupiné
flebotomil nakazené mutantni linii trvalo 2,5x déle, nez se pln¢ nasala. U mysi, na kterych sali

vvvvvv

pravdépodobné vyssim mnozstvim inokulovanych parazitii (Rogers et al. 2008).
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Leishmanie vSak nepoSkozuji pouze stomodealni valvu, ale regurgitaci a pfenosu
leishmanii na hostitele napomahd také k zablokovani celého thorakdlniho mesenteronu
»Zatkou® tvofenou samotnymi leishmaniemi a gelem, ktery leishmanie produkuji. Tento gel
produkuji samotné leishmanie (Stierhof et al. 1999) a to vyvojové stadium leptomonad
(Rogers et al. 2002). Tento gel je slozen predevsim z filament6zniho proteofosfoglykanu
(fPPG) (Ilg et al. 1996). Pozdé&ji byl tento gel nazvan ,promastigote secretory gel“ PSG
a mezi jeho funkce patii pfedev§im zablokovani thorakalniho mesenteronu, coz vede
k obtizim pii sani flebotoma na hostiteli. Mezi dalSi funkce patii vytvofeni prostiedi
vhodného pro metacyklogenezi a vyvijeni tlaku na stomodealni valvu, ktera pod timto tlakem
zustava oteviena (Rogers et al. 2002). PSG hraje dulezitou tlohu i v imunitni odpovédi
obratlov¢iho hostitele, na kterém infekcéni flebotom saje. Pfi tomto sani se do obratlovéiho
hostitele dostavaji nejen sliny flebotoma, ale i infekéni metacyklicka stadia parazita spolu
s PSG. VSechny tyto tfi komponenty dohromady ovliviiuji imunitni odpovéd’ obratlovéiho

hostitele, ktera rozhodne o vyvoji infekce v ném (shrnuto v (Rohousova & Volf 2006).

2.7 Piekéazky ve vyvoji leishmanii ve flebotomech

Epitel krevsajiciho dvoukiidlého hmyzu je pfed patogeny chranén nékolika zplisoby. Prvni
bariéra jsou enzymy tvofené stievnim epitelem, které mohou poskozovat ptipadné patogeny
(Houk et al. 1979). Druhou bariérou je PM, kterd znemoziuje prostup infekénich organismi
smérem k epitelu. Dalsi piekazkou jsou nejriiznéjsi glykoproteiny a muciny, které na svém

povrchu tvofi samotné buiiky epitelu mesenteronu (Abraham & Jacobs-Lorena 2004).

2.7.1 Vliv travicich enzymil na vyvoj leishmanii ve flebotomech
Jednou z prvnich piekazek ve vyvoji leishmanii uvnitt traviciho traktu flebotoma je tvorba
travicich enzymii spusSténa nasatim krve do abdomindlniho mesenteronu (Dillon & Lane
1993a). Hlavni povrchové molekuly leishmanii zodpov€dné za ochranu pifed tradvicimi
enzymy jsou fosfoglykany (Secundino et al. 2010). Piesto zfejme dochézi k urcité mortalité
leishmanii v ¢asnych fazich vyvoje 1 u kompetentnich vektort. Tato mortalita miZze
dosahovat 1 35 % (Rogers et al. 2002) ¢i 50 % (Pimenta et al. 1997) (v obou pokusech byli
flebotomové infikovani pfirozené amastigoty v makrofazich). Tento letalni efekt travicich
enzymu na leishmanie byl potvrzen i in vitro (Pimenta et al. 1997).

Leishmanie jsou vSak schopny snizit expresi travicich enzymul (trypsinového
a chymotrypsinového typu) ve stievé svého prirozeného pienaSeCe. Praveé toto snizeni je

pravdépodobné jednim ze zékladnich faktort ovliviujicich vektorovou kompatibilitu. Schlein
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a Romano (1986) popsali, ze L. major snizuje produkci travicich enzymti svého ptirozené¢ho
ptenaSeCe P. papatasi o 28%, zatimco nekompatibiln L. donovani ji naopak zvysila o 32 %.
Borovsky a Schlein (1987) poté upftesnili, ze spiSe nez o celkovém snizeni exprese travicich
enzymu by bylo vhodnéjsi hovofit o oddéaleni vrcholu jejich tvorby. Pti infikovani P. papatasi
druhem L. major doslo k vyraznému snizeni aktivity travicich enzymu na zacatku traveni krve
(pokles 0 50 % a 66 %; 20 hod a 30 hod po sani), zatimco v ¢ase 52 hod doslo ke zvysSeni
oproti kontrole na 184 % aktivity. Pii infekci flebotoma leishmanii L. donovani nebyl tento
pokles tolik markantni jako u L. major, doSlo k poklesu o 14% v ¢ase 30 hod po sani
a knavySeni pouze na 105% aktivity v €ase 52 hod po sani. Zablokovani funkce trypsinu
exogennim inhibitorem (soyabean trypsin inhibitor) pouzili autofi jako dikaz, ze prave travici
enzymy ovlivituji pfeziti leishmanii. Po jeho zablokovani byla L. donovani schopna piezit
v travicim traktu nepfirozeného pienaSeCe P. papatasi (Borovsky & Schlein 1987).
Z vysledki predeslého pokusu mizeme predpokladat, Ze vice nachylné k travicim enzymim
jsou pravdépodobné leishmanie transformujici se z amastigotd na promastigoty. Zvyseni piku
tvorby travicich enzymu v ¢ase 52 hod po sani na 184 % oproti kontrole jiz nejspise
transformovanym leishmaniim nevadi. Oddaleni piku tvorby travicich enzymu pii nakazeni
P. papatasi leishmanii L. major popisuji 1 Dillon & Lane (1993b). Letdlni efekt travicich
enzymi potvrzuji i Schlein a Jacobson (1998), ktefi inhibici trypsinu (stejnym zptisobem
jako v predchozim pfiipad¢) zvysili pocet piezivSich paraziti L. donovani ve stfevé
P. papatasi z 5 % na 70 %. Pozitivni vliv na vyvoj leishmanii (narist o 30 %) mélo 1 pouZiti
heparinované krve, které snizilo aktivitu stfevnich protedz (Schlein & Jacobson 1998). Ke
stejnym vysledkiim dospivajii Volfa Svobodova (2001). Nutno vSak podotknout, Ze nckteré
studie nezaznamenaly sniZenou expresi travicich enzymi ve stfevé flebotoma po nakazeni
kompatibilnim druhem leishmanie (Pimenta et al. 1997, Secundino et al. 2010).

V genomu L. major byly nalezeny inhibitory serinovych peptidaz (ISP), které inhibuyji
napft. elastazu, trypsin a chymotrypsin. V genomu leishmanii vSak nebyl nalezen zadny
cilovy enzym, ktery by tyto inhibitory mohly blokovat, naproti tomu se tyto potencialné
blokovatelné enzymy vyskytuji v savcich a hmyzu. Tyto ISP produkované leishmaniemi tedy
s nejvetsi pravdépodobnosti hraji roli v interakcich mezi nimi a flebotomem (Ivens et al.
2005). To, Ze ISP maji vliv na serinové proteazy flebotoma bylo jiZ experimentalné prokazano
(Morrison et al. 2012) stejné tak se asi uplatiuji 1 v sav€im hostiteli, kdy mutantni varianty
leishmanii se zablokovanou tvorbou téchto inhibitori vykazovaly defektni pieziti
v makrofazich (Eschenlauer et al. 2009).

V genomu L. major byly také nalezeny inhibitory cysteinovych protedz (ICP),

u kterych byla predikovdno mozné zapojeni v zivotnim cyklu leishmanii (Ivens et al. 2005).
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Besteiro et al. (2004) pozorovali, ze tyto ICP nemaji vliv na cysteinové protedzy, které
leishmanie syntetizuji. V navazujicih pokusech bylo zjisténo, ze vSechny mutantni linie
L. mexicana defektni v tvorbé ICP i nadprodukujici ICP jsou schopny infikovat makrofagy
in vitro, avSak mutanta nadprodukujici ICP vykazovala in vivo defektni pieziti v mysi
(Besteiro et al. 2004). Produkce ICP vSak nema vliv na vyvoj leishmanii ve flebotomech. Pti
infekci L. longipalpis stejnymi mutantnimi liniemi L. mexicana jako v pfedchozim pokusu,
nedoslo k zadnému rozdilu ve vyvoji infekci téchto mutant oproti kontrolni linii (Jecna et al.

2009).

2.7.2 Role PM ve vyvoji leishmanii a zplsoby jejiho pfekonani

V ¢asnych fazich vyvoje tvoii PM ochrannou vrstvu, kterd zpomaluje rychlost difuze enzymu
smérem do stfedu krevniho bolu. To bylo experimentalné dokézano pii infekci P. papatasi
druhem L. major, kdy za pomoci exogenni chitindzy byla zablokovana tvorba PM a tim doslo
k selhani vyvoje leishmanii v jinak kompetentnim druhu flebotoma. Pokud byl pfidan také
inhibitor protedz (soyabean trypsin inhibitor), vyvijela se infekce normalnim zpisobem.
Autofi tyto vysledky interpretovali jako potvrzeni negativniho vlivu travicich enzymi
a zaroven ochranného vlivu PM na vyvoj leishmanii (Pimenta et al. 1997).

Prostupu travicich enzymii krom& PM mechanicky brani 1 erytrocyty. V piipadé
experimentalniho zdvojnasobeni jejich poctu v saté krvi dojde 1 za nepfitomnosti PM
k navraceni poctu pieZivSich paraziti ke stejnym poctim jako v kontroldch (Pimenta et al.
1997). Adler (1938) byl prvnim, kdo pozoroval, Ze stoupajici pomér krevniho séra ma
negativni vliv na vyvijejici se leishmanie L. tropica ve flebotomovi P. papatasi. Stejny efekt
potvrzuji 1 Pimenta et al. (1997) na L. major a P. papatasi, kdy v ptipad¢ nasati Cistého
krevniho séra dochdzi ke stejné redukci poctu parazitli jako v pfipadé experimentalniho
rozruseni PM exogenni chitinazou. Samotnd PM se okolo nasatého séra zformuje, je vSak
tenka a neni zcela celistva (Pimenta et al. 1997).

V pozdéjsi fazi vyvoje leishmanii ve flebotomech ztraci PM ochrannou roli a muze
naopak tvofit mechanickou bariéru pro postup infekce. Pokud leishmanie neopusti
endoperitroficky prostor, jsou vydefekovany spolu se zbytky potravy flebotoma. Prvni tuto
skutecnost pozoroval Feng (1951) pii zkoumani vyvoje L. donovani ve flebotomech
P. chinensis a P. mongolensis. Zjistil, ze u P. mongolensis dojde k vydefekovani leishmanii
uvnitit PM spolu s nestrdvenymi zbytky potravy, na rozdil od druhého druhu, ktery tyto
leishmanie pfenasi. Walters et al. (1992) pozoroval, Ze leishmanie druhu L. panamensis byly

schopny opustit endoperitroficky prostor jen ve 30 % flebotom druhu P. papatasi, ktery neni
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jejich ptirozeny ptenasec. Naslednou anteriorni migraci pozoroval jen u 1 % piipadd, takze
nekompatibilita tohoto druhu leishmanie byla patrna i na dal$ich urovnich (pfichyceni na
epitel stieva).

Pokud je rozpad PM experimentalné zablokovan pfidanim allosamidinu (inhibitor
chitinaz) ¢i potlacenim tvorby chitinazy flebotoma (RNAI interference), nedojde k rozpadu
PM a leishmanie jsou vydefekovany (Pimenta et al. 1997; Coutinho-Abreu et al. 2010).

Dle n¢kterych autord leishmanie vyuzivaji k rozruSeni a opusténi PM vlastni chitindzy
podobné jako plasmodia (Shahabuddin et al. 1993). Schlein et al. (1991) usoudili, Ze pfi tniku
z PM pouzivaji leishmanie vlastni chitindzu na zakladé pozorovani, kdy v neinfikovanych
flebotomech druhu P. papatasi dochézi k rozpadu PM v jeji zadni ¢&asti, zatimco
u infikovanych L. major v jeji predni casti, kde je naakumulovana nejvétsi ¢ast parazitii. Jim
popisovana degradace ptedni Casti PM vSak odpovida transparentnimu anteriornimu plagu,
ktery je pfitomen i u neinfikovanych flebotomt a pro leishmanie je stejné neprostupny, jako
jiné ¢asti PM. Autofi navic uvadéji, ze ve stfevech nenakazenych nasatych flebotomi nebyla
detekovéana zadna chitindzova aktivita po celou dobu traveni krve, z ¢ehoz usuzuje, Ze na
degradaci PM se podili pouze chitindza leishmanii. To je ale v rozporu s pozdéji
popisovanymi a dobfe experimentdlné¢ podlozenymi vysledky jinych autorti, kteti popisuji
zapojeni chitinaz flebotomu do ptfirozeného cyklu tvorby a degradace PM (Ramalho-Ortigao
& Traub-Cseko 2003, Ramalho-Ortigao et al. 2005).

Vliv chitindzy na vyvoj ve flebotomech byl také testovan na mutantech L. mexicana
nadprodukujicich chitindzu v jejich pfirozeném pienaSeci L. longipalpis (Joshi et al. 2005).
Tato mutantni linie byla pouZita pro infekci flebotomt (L. longipalpis) a mysi (BALB/c). Pii
vyvoji ve flebotomech tyto mutantni leishmanie dfive kolonizovaly stomodeélni valvu,
z ¢ehoz autofi usuzuji, Ze leishmanie vyuZivaji svoji chitindzu 1 pro opusténi PM.
Stomodeélni valva byla na elektron-mikroskopickych snimcich vice poSkozena oproti
kontrolni skupiné (Rogers et al. 2008). Zatimco se tedy autofi v dnes$ni dobé shoduji, Ze
leishmanie pouZivaji svoji chitinazu k rozruSeni stomodedlni valvy, otdzka jejiho vyuziti pfi
uniku z PM je spornd. Proti zapojeni chitindz leishmanii do degradace PM svédci 1 fakt, ze
tento enzym je inaktivovan hemoglobinem (Schlein & Jacobson 1994). Alesponi u n¢kterych
druhii pfenaSe¢li a leishmanii je navic pomérné jasn€ experimentdlné prokazano, ZzZe
leishmanie pasivné €ekaji na rozpad PM pomoci chitinaz flebotoma. Naptiklad u druhu
P. duboscqi nebyl pozorovan zadny rozdil v 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 (Sadlova & Volf 2009). Navic na elektron-mikroskopickych fezech

s leishmaniemi uzavienymi v endoperitrofickém prostoru nebyly objeveny zadné znadmky
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poskozeni PM. To bylo naopak viditelné napt. v okoli symbiotickych kvasinek, které se
pfirozen¢ vyskytuji v mesenteronu stieva.

Kli¢ovou udalosti pro vyvoj leishmanii v pfenaseci je nejpravdépodobnéji Casovy
prostor mezi rozpadem PM a defekaci nestravenych zbytkt. Napt. u flebotoma Sergentomyia
schwetzi je degradace PM odlozena az do doby jeji defekace a leishmanie tudiz nestaci
opustit v€as endoperitroficky prostor a pfichytit se na sttevni epitel. To je zfejmé piicinou
toho, ze S. schwetzi neni pfenaSecem leishmanii (Sadlova et al. 2013). Tento fakt musi byt ale
experimentalné oveéten, stejné jako ovéfeni pouziti vlastni chitinazy leishmanii pii uniku

z PM.

2.7.3 Ptichyceni leishmanii ve stievé flebotoma

Leishmanie pouzivaji rozSifeny konec svého bi¢iku pro pfichyceni za pomoci
hemidesmozomil na téch mistech stfeva, kde se nachédzi kutikularni vystelka (stomodeum
a proktodeum, v¢etné stomodedlni valvy). Tuto schopnost sdileji i s jinymi trypanosomatidy
a tyto struktury jsou schopny vytvofit i in vitro (Wakid & Bates 2004). V ptipad¢ uchyceni
leishmanii na stfevni epitel flebotoma vSak nebyly zadné podobné struktury nikdy detekovany
a toto pfichyceni je snejvétsi pravdépodobnosti zajisténo interakci mezi molekulami na
povrchu leishmanie a stfeva flebotoma (Bates 2008). Neni zcela jasné, pro¢ je pouze bicik
zapojen do tohoto pfichyceni, kdyZ molekuly potfebné pro toto uchyceni jsou pravdépodobné
pfitomny na celém povrchu leishmanie. Jednim z moznych divodii by mohlo byt pouze
jednoduché vysvétleni, Ze leishmanie maji bi¢ik na ptedni ¢asti téla a proto je tato struktura
jako prvni v kontaktu s epitelem stteva a svym tvarem je vhodnd pro uchyceni mezi
mikrovily (Bates 2008).

Pro uchyceni na sténu stfeva leishmanie vyuzivaji své povrchové molekuly. Hlavni
povrchovou molekulou vSech druhil leishmanii je lipofosfoglygan (LPG), jehoZz zakladnimi
Ctyfmi ¢astmi jsou: a) glykofosfatidilinositolova (GPI) kotva, kterd uchycuje celou strukturu
v plazmatické membran¢; b) na ni navazujici sacharidové jadro; c¢) déale pak dlouhy fosfo-
glykanovy ftetézec Gal(B81,4)Man(al)-PO4; d) na konci je tento fetézec zakoncen
oligosacharidovou cepickou (viz obr 4). Prvni dvé struktury jsou mezi riznymi druhy
leishmanii konzervované, zatimco posledni dvé velmi polymorfni a to i v ramci jednotlivych
kment z riznych geografickych oblasti (Sacks & Kamhawi 2001). Tyto mezidruhové rozdily
jsou nejspiSe jednim z hlavnich mechanismi zajistujicich specifické vztahy mezi
leishmaniemi a pfenaSeci (Kamhawi 2006). LPG molekuly jsou specifické pro promastigotni

formy leishmanii a béhem prvnich 2 — 3 dni po nasati nejsou na leishmaniich
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transformujicich se z amastigotii v promastigoty jesté¢ povrchové molekuly LPG ptitomny
(Davies et al. 1990, Saraiva et al. 1995).

Metacykli¢ti promastigoti pak opé€t ztraci schopnost vdzat se na molekuly stfevniho
epitelu, coz je dulezité v prenosu téchto infekénich stadiii do hostitele (Pimenta et al. 1992,
Kamhawi et al. 2004). Mechanismus tohoto jevu je druhové specificky. U L. major dochazi
k pokryti velké Casti fetézce postrannich cukri neutralnim disacharidem manozou (Man(al-
2)Man) (McConville et al. 1992), u L. donovani jsou jednotlivd koncova cukerna rezidua
ohnuta a navzdjem pospojovana (Sacks et al. 1995), u L. chagasi je snizena exprese

sacharidovych zbytkl (Soares et al. 2002).
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Obr. 4 — Molekula LPG s vyobrazenim jejich jednotlivych ¢asti. Dle (llg 2000) upraveno.

LPG byl dlouho povazovan za jedinou povrchovou molekulu odpovédnou za
pfichyceni leishmanii na epitel stfeva flebotoma. Na dvojici L. major — P. papatasi bylo
popsano, ze vazbu zajiStuji sacharidy navazané podél fosfoglykanového ftetézce LPG
(Pimenta et al. 1992) a molekuly bun¢k stfevniho epitelu identifikované a popsané jako
galektin (PpGalec) (Kamhawi et al. 2004). Tento galektin byl nalezen i u blizce bfibuzného
druhu P. dubosqi, ktery je také vektorem L. major (Kamhawi et al. 2004). Po zablokovani
vazebnych mist pro LPG na stén¢ stfeva flebotoma, nebyla procyklicka stadia L. major
schopna pfichytit se na jeho stfevni epitel (Pimenta et al. 1992).

Alesponl u nékterych druhti flebotomt v§ak neni pfichyceni zavislé na LPG leishmanii
ani galectinu flebotoma. O téchto druzich hovotfime jako o permisivnich vektorech, protoze
jsou Casto schopny piendset vice druhii leishmanii. Jedna se napt. o druhy L. longipalpis ¢i
P. arabicus (Volf & Myskova 2007). VétSina znamych druhti flebotomt, které jsou vektory
leishmanii, patii pravé do skupiny permisivnich vektort (ptendseji vice druht leishmanii). To
muze byt dilezité pfedevsim z epidemiologického hlediska, kdy se leishmanie mohou snadno

Sifit na nova ohniska v téchto permisivnich druzich (Volf & Myskova 2007). Toto na LPG
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nezavislé prichyceni leishmanii ve stieveé flebotoma bylo experimentalné prokazano. Mutantni
varianta L. major defektni v tvorbé LPG nebyla schopna pfezit ve svém pfirozeném pienaseci
P. papatasi, byla vSak schopna pfezit a vytvofit silnou infekci v permisivnich druzich
P. arabicus a L. longipalpis, coz je dikazem toho, Ze LPG neni zapojen do pfichyceni
leishmanii v permisivnich vektorech (Myskova et al. 2007). Stfeva zkoumanych
permisivnich pfenaSecli reagovala s HPA biotinem a soyabean agglutininem, coz jsou
molekuly vazici se na terminalni GalNAc sacharidova rezidua typické pro O-glykosylace. Pfi
in vivo vizualizaci se tato HPA vazajici mista vyskytovala hlavné na povrchu mikrovilt, kde
se typicky leishmanie vazi. Vazba leishmanii v téchto permisivnich vektorech je tedy nejspise
zajisStovana glykoproteiny obsahujicimi GalNAc na povrchu stény stieva flebotomt

a lektinovymi receptory na povrchu leishmanii (Myskova et al. 2007).

2.8 Role S. schwetzi v pienosu leishmanii

Flebotomové zrodu Sergentomyia jsou prokazanymi vektory leishmanii z podrodu
Sauroleishmania. Ty jsou nepatogenni pro ¢loveéka a prodélavaji ve flebotomech jednoduchy
hypopylarialni nebo peripylaridlni vyvoj. Oproti piivodnimu nazoru, Ze se jedna o skupinu
bazalni na fylogenetickém stromu leishmanii, diky nové¢j$Sim a kvalitnéjSim fylogenetickym
analyzdm dnes vime, Ze se jednd o sesterskou skupinu podrodu Leishmania (Espinosa et al.
2016) a znaky povazované pro svou jednoduchost za plvodni jsou spiSe sekundarné
zjednodusené (shrnuto v (Bates 2007)). Oproti ostatnim druhim leishmanii, které ziji uvnitt
fagosomu makrofagh a jinych fagocytujicich bunék v podobé amastigotl, ziji
sauroleishmanie volné v krevnim obéhu ve formé procyklickych promastigoti a nebo ve
form¢ amastigoti v monocytech ¢i erytrocytech (Wilson & Southgate 1979, Paperna et al.
2001). Jejich ptenos je nejspiSe kontaminativni (prediureze pii sani flebotoma na hostiteli)
(Bates 2007) ¢i pozfenim flebotoma plazim hostitelem (Wilson & Southgate 1979). Vzhledem
k jejich pfitomnosti pfedevsim v zadni ¢asti traviciho traktu flebotoma nejsou pravdépodobné
paraziti Sifeni bodnutim jako u ostatnich poddruhii leishmanii (Wilson & Southgate 1979,
Shatova & Saf’ianova 1991, Zhang & Leng 1997).

Flebotomové rodu Sergentomyia preferencné saji na plazech. Alespont n€které druhy
jsou vsak schopné sat i na savcich, a protoze jsou tito flebotomové velice hojni v ohniscich
leishmanioz, byli také podezieli z ptfenosu leishmanii na lidi (shrnuto v (Maia & Depaquit
2016). Sergentomyia schwetzi ma velky aredl rozSiteni v sub-saharské Africe a je také Casto
nejpocetnéj$im druhem nalézajicim se v odchytovych pastich pifi studovani flebofauny
v ohniscich leishmani6éz (Gebremichael & Lane 1996, Elnaiem et al. 1997, Lambert et al.

2002, Senghor et al. 2011, 2016). Ackoliv flebotomové z rodu Sergentomyia saji preferencné
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na plazech, je u nich popsano 1 antropofilni chovani (shrnuto v (Maia & Depaquit 2016)).
Moznost zapojeni tohoto rodu do pfenosu leishmanii patogennich pro clovéka byla recentné
podpoiena studii (Senghor et al. 2016). Tito autofi v oblasti Mont-Rolland v Senegalu
detekovali DNA L. infantum v 4,19 % samic S. schwetzi a dokonce v jedné vydefekované
samici pozorovali kolonizovanou predni ¢ast stieva a metacyklicka stadia L. infantum. DNA
L. infantum byla detekovana i v jinych druzich mistnich flebotomii rodu Sergentomyia
(S. dubia (5,38 %) a S. magna (3,64 %)) (Senghor et al. 2016).

Laboratorni experimenty, kter¢ mély vektorovou kompetenci S. schwetzi ovétit nebo
vyvratit ovsem jasn¢ ukézaly, ze leishmanie (L. major, L. infantum a L. donovani)
nepiezivaly defekaci prenaseCe, coz bylo zpusobeno pravdépodobné nemoznosti
opustit endoperitroficky prostor (Lawyer et al. 1990, Sadlova et al. 2013). Sadlova et al.
(2013) vyslovili hypotézu, Zze za nekompatibilitu S. schwetzi pro lidské leishmanie mize
kratky ¢as mezi rozpadem PM a jeji defekaci. Tento fakt je vSak tfeba experimentalné ovéfit,

coz jei cilem této diplomové prace
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3 METODIKA

3.1 Chov kolonii flebotomt

Dospélci zkoumanych druhii flebotomG — Sergentomyia schwetzi (Ethiopie),
Phlebotomus orientalis (Ethiopie), P. argentipes (Indie) a P. papatasi (Turecko) — byli
chovani v sitich ve specializovanych chovnych mistnostech se stabilni vzdusnou vlhkosti
(60 %), teplotou 26 °C a rezimem svétlo — tma (14 hod — 10 hod). Dospélci byli krmeni 50%
sachar6zou ad libitum, rozpusténou v destilované vod¢. Po nasati na anestezovaném hlodavci
(vétsinou BALB/c mysi) byly samice preneseny exhaustorem do plastového kelimku vylitého
sadrou. Vylihlé larvy byly krmeny specidlni potravou. Ta se sklada ze smési kralic¢ich bobkl
a granuli, ktera se necha zplesnivét ve specidlnich boxech a po vysuseni se nadrobno namele.
Z kukel vylihli dospélci jsou vypusténi z kelimkii do sit€¢ a cyklus je uzavien. Detailné je

chov kolonii flebotomt popsan v praci (Volf & Volfova 2011).

3.2 Pouzité druhy leishmanii a jejich kultivace

Leishmania major LV561 (LRC-L137; MHOM/IL/1967/Jericho-1I)

V pokusech byla pouZzita GFP transfekovana mutanta tohoto kmenu, kterd byla poskytnuta
doc. Janem Votypkou a Mgr. Dagmarou Folkovou (Katedra parazitologie, Univerzita

Karlova, Praha).

Leishmania donovani (MHOM/ET/2010/GR374)
V pokusech byly pouzity eGFP transfekované formy této leishmanie (Sadlova et al. 2011).

Leishmania mexicana M379 (MNYC/BZ/62/M379)

V experimentech byla pouZita mutanta s nadprodukci chitindzy (LmexChtl — chitindzovy gen
neseny v plazmidu pKSNEO) a pftislusna kontrola (vnesen pouze plazmid pKSNEO) (Joshi
et al. 2005). Tyto leishmanie poskytl prof. Paul Bates, Lancaster University, UK.

Kultivace leishmanii:

Vsechny uvedené druhy leishmanii byly kultivovany v 1,5 ml jejich ptislusného média (viz
kap. 4). Toto médium bylo steriln¢ napipetované do kultiva¢nich nadob s plochym dnem
(Thermo-Scientific) a jako inokulacni davka byly pouzity 2-3 kapky staré kultury. Tyto
kultiva¢ni nadoby byly uloZeny termostatu pii teplote 23 °C.
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3.3 Sledovani kinetiky a morfologie peritrofické matrix pomoci

svételne mikroskopie

Vsechny ¢tyii druhy flebotomt (P. papatasi, P. orientalis, P. argentipes a S. schwetzi) byly
studovany v ¢asech 0 hod, 1 hod, 3 hod, 6 hod, 12 hod, 24 hod, 48 hod, 72 hod, 96 hod a 120
hod po sani na anestezované BALB/c mysi. Nasaté samice flebotomi byly znehybnény
nizkou teplotou (plastovy kelimek na ledu) a vypitvany ve fyziologickém roztoku (viz kap.
4). Pro snadnéjsi vyndani PM ze stfeva bylo stfevo vyjmuté ponoieno na nékolik sekund do
destilované vody, ve které se stfevni sté¢na odloucila od PM (Gemetchu 1974).

Pomoci svételného mikroskopu (Olympus BX-51) s kamerou (Olympus DP-70) byla u
samic zjiStovana a fotografovana piitomnost a vzhled PM (barva, pfitomnost anteriorniho
plugu, zakonceni PM na posteriornim konci, stopy poruseni PM), stav traveni krve (velikost
krevniho bolu) a defekace. Tyto parametry byly zapisovany do protokolu a reprezentativni
snimky ukladany v pocitaci. Pro kazdy casovy interval a kazdy druh flebotoma bylo

vyhodnoceno alespon 20 samic.

3.4 Ptiprava preparatl na histologii
VSechny ¢tyfi druhy flebotomt byly podrobeny histologickému zkoumani v ¢ase 24 hod po

nasati na anestezovan¢ BALB/c mysi. Tento ¢as byl vybran, protoze byla u vSech druht

flebotom jiz/jesté vytvoiena PM (viz graf 1 a 2).
Vzorky pro histologii byly pripraveny dle nasledujiciho pracovniho postupu:

1) Flebotomové byli znehybnéni nizkou teplotou (plastovd miska na ledu) a vypitvani ve
fixazi AFA (viz kap. 4). Kazdému jedinci byla odstranéna kiidla a nohy. Ziletkou byla
oddélena zadni ¢ast zadeCku (cca 2 ¢lanky) a predni ¢ast hrudi. Zbytek télicka byl pfenesen

do zkumavky s Cistou fixazi.
2) Fixace ve fixdzi AFA v lednici pfi teploté 4 °C cca. 48 hod.
3) Vymyti fixdze v roztoku PBS (viz kap. 4) (3 x 15min)

4) Odvodnéni vzristajici ethanolovou fadou:

70% - 15 min (2x)
80% - 15 min
96% - 15 min (2x)
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5) Prosycovani infiltracnim roztokem JB-4 (Polysciences, Inc.) (viz kap. 4) (2 x 30 min)
6) Dalsi prosycovani infiltracnim roztokem JB-4 (v lednici pti 4 °C pfes noc)
7) Vymeéna infiltra¢niho roztoku (2 x 30 min)

8) Pievedeni do zelatinovych =zalévacich histologickych kapsli (velikost 4; 210 pl)
(Polysciences, Inc.) a pridani zalévaciho roztoku JB-4 (viz kap. 4). Vzorky uloZeny v lednici

(4 °C) do vytvrdnuti pryskyfice (pfes noc).

9) Vzorky namoceny do dH,0, aby se rozmocily Zelatinové kapsle a ty pak byly ze vzorki
lehce stahnuty pry¢.

10) Krajeni blo¢kt na polosilné fezy (4 - 6 pm) na mikrotomu Shandon Finesse ME" (Thermo

Scientific) sklenénym noZzem.

11) Pfeneseni fezu pinzetou na kapku destilované vody na podloznim skle a pfipeceni fezii

piti teploté cca 80 °C.
12) Barveni polosilnych fezii Hematoxylinem (4 min) Eosinem (0,2%) (2 min) (viz kap. 4)

13) Zaliti tezl do zalévaciho média (EUPARAL MTNG medium, BioQuip products, Inc).

Prace s preparaty:

Takto ptfipravené a =zalité preparaty byly pozorovany na mikroskopu (Olympus BX-51)
a nafoceny kamerou (Olympus DP-70). Na preparatech byla zji§tovana pfitomnost PM, jeji
relativni tloustka, barva (probihajici inkrustace hemem), pfitomnost anteriorniho plugu
a struktur na jejim posteriornim konci.

Z celkového poctu zalitych blocka (80 ks, 20 ks pro kazdy druh flebotoma) byly

vSechny nakrajeny a nafoceno bylo cca 200 fotografii.
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3.5 Pfiprava preparatii na transmisni el. mikroskopii

Flebotomové byli nasati na anestezované BALB/c mysi a byli pro TEM zpracovani
v nésledujicich Casech: P. orientalis, P. papatasi a S. schwetzi v Case 48 hod po nasati
a P. argentipes v Case 24 po nasati. Tento Cas byl vybran u kazdého druhu flebotoma
s ohledem na kinetiku jeho PM a k méfeni byl vybran interval, kdy je PM jiz pIn¢ zral, ale

jeste nezacind degenerovat (viz graf 1 a 2).
Vzorky pro TEM byly pripraveny dle nasledujiciho pracovniho postupu:

1) Flebotomové byli znehybnéni nizkou teplotou (plastovy kelimek na ledu) a vypitvani v
Karnovského fixazi s pridavkem glukézy dle Karnovsky (1965) (upraveno) (viz kap. 4).
Kazdému jedinci byla odstranéna k¥idla a nohy. Ziletkou byla odd&lena zadni &ast zadetku
(cca 2 clanky) a piedni cast hrudi. Zbytek télicka byl pfenesen do zkumavky s Cistou

Karnovského fixazi.

2) Fixace v Karnovského fixazi v lednici pfi teploté 4 °C minimalné 24 hod.
3) Fixace vymyta 0,1% kakodylatovym pufrem s ptidavkem glukozy (viz kap. 4) (3 x 15min)

4) Postfixace v 2% OsO4 (SPI-chem) v kakodylatovém pufru (smichani zdsobniho 4% OsOq4
v poméru 1:1 s vypiracim 0,1M kakodylatovym pufrem) pii teploté 4 °C (4 hod.)
5) Promyti vzorki v destilované vodé (2 x 15min)
6) Odvodnéni vzristajici ethanolovou fadou:

35% - 15 min

50% - 15 min

70% - 15 min

80% - 15 min

96% - 15 min

100% - 15 min
7) Dalsi dehydratace 100% acetonem (3 x 15 min)

8) Prosycovani zalévaci pryskytfici SPURR (SPI-chem) fedéné 100% acetonem dle

nasledujiciho schématu:

Pom¢érové dily aceton : pryskyfice

3:1-4hod
1:1-8hod
1:3-12hod
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8) Prevedeni do Cisté pryskytfice SPURR (2 x 12 hod)
9) Zaliti vzorkii do forem s Cistou pryskytici SPURR
10) Tvrdnuti blo¢ki v termostatu pii 70 — 80 °C (12 hod)

11) Predkréajeni blocki na polosilné fezy (0,5 um) na ultramikrotomu (Ultracut E Reichert-

Jung) sklenénym nozem na vodni hladinu.

12) preneseni ezl StéteCkem na kapku destilované vody na podloznim skle a piipeceni fezl

pii teploté cca 80 °C.

13) Barveni polosilnych ezt 1% Toluidinovou modii (Sigma-Aldrich) (viz kap. 4) pro lepsi
orientaci ve vzorku a nalezeni vhodného mista pro krajeni ultratenkych fezii. Vhodné misto
bylo vybrano vzdy pfiblizné uprostfed krevniho bolu, kolmo na podélnou osu flebotoma

(pticny fez).

14) Nakréjeni ultratenkych tezi (80 — 90 nm) (krajené diamantovym nozem Diatome 45°)
a jejich preneseni na médénou sitku s celul6zovou blanou a kontrastovani 2,5% vodnym

roztokem octanu uranylu a roztokem citratu olova (Reynolds 1963)*.

* Tento bod provedla pi. Kirchmanova z Laboratofe el. mikroskopie Patologicko-

anatomického ustavu 1. LF UK.

Prace s preparaty:

Takto ptipravené preparaty byly pozorovany na elektronovém mikroskopu (TEM JEOL 1011)
s CCD kamerou Veleta a akviziénim softwarem iTEM 5.1 (Olympus Soft Imaging Solution
GmbH) v Laboratofi el. mikroskopie, PiF UK. Béhem pozorovani byla pofizena obrazova
dokumentace PM spolu s ¢asti stievniho epitelu pii zvétSeni 6 000x.

Z celkového poctu zalitych blokt (cca 150 ks) v riiznych Casovych intervalech jich

byla pfiblizné polovina nakrajena a prohlidnuta v elektronovém mikroskopu.
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3.6 Mg¢rteni tloustky peritrofické matrix

Meéieni tloustky PM bylo provedeno na fotografiich z transmisni elektronové mikroskopie
Tyto fotografie byly pofizeny na pticnych fezech tély flebotomda, priblizn¢ uprostied krevniho
bolu pii zvétseni 6 000x. Samotné métfeni bylo provedeno v programu ImagelJ. Pro kazdy
druh flebotoma byli vyhodnoceni ctyfi jedinci, z kazdého jedince bylo vyfotografovano 10
fotografii na reprezentativnich mistech, ze kterych bylo naméieno 100 méfeni. Dohromady

400 méteni pro kazdy druh flebotoma, 1 600 méteni celkem.

3.7 Testovani vlivu komercnich chitinaz na pteziti leishmanii in vitro

Lyofilizat komercni chitindzy ze Streptomyces griseus (25Unit; Sigma-Aldrich)
a Trichoderma viride (25Unit; Sigma-Aldrich) byl rozpustén v 1 ml sterilniho PBS. Takto
piipraveny roztok byl rozdélen do aliquot a uchovavan v mrazaku (-20 °C).

Paraziti¢ti prvoci L. major byli kultivovani ve 200 pl média pro L. major (viz. kap. 4)
a nebo ve 200 pl inaktivované defibrinované krali¢i krve (viz kap. 4). Pokus byl proveden
v 96 jamkové desti¢ce (Greiner) ulozené v termostatu pii teploté 26 °C (stejna teplota pii které
se udrzuji kolonie flebotomii viz bod 3.1). Po&ate¢ni koncentrace kultury byla 1x10%ml.
Chitinaza byla zfedéna dvojkovou fedici fadou a pfidana do jednotlivych jamek v objemu
20 pl tak, aby vysledna koncentrace byla 2,5 U/ml; 1,25 U/ml; 0,6 U/ml; 0,3 U/ml; 0,15 U/ml
a 0,07 U/ml. Do kontrol bylo pfidano 20 pl PBS.

Vyhodnoceni pokusu probéhlo 24 hod od pocatku kultivace. Z kazdého vzorku bylo
odebrano 10 pl média s leishmaniemi, ty byly usmrceny v 990 ul 1% formaldehydu v PBS.

Pocitani koncentrace leishmanii probéhlo v Biirkerové komurce.

3.8 Testovani vlivu komerc¢nich chitindz na pieziti jinych provokt in vitro

3.8.1 Vliv komer¢ni chitindzy ze Streptomyces griseus na Trichomonas
vaginalis in vitro

Paraziti¢ti prvoci 7. vaginalis kmen T1 (poskytnuty J. H. Taiem, Institute of Biomedical
Science, Taipei, Taiwan) byli kultivovani ve 200 pul Diamondova TYM média (viz kap. 4)
a vychozi koncentrace kultury byla 5x10°/ ml. Pokus byl proveden v 96 jamkové desticce
(Greiner) uzaviené v igelitovém pytliku s vyvijeCem anaerobni atmosféry (Erba Lachema)
ulozené v termostatu pfi teploté 37 °C. Chitinaza byla rozfedéna dvojkovou fedici fadou
a prfidéna do jednotlivych jamek v objemu 20 pl tak aby celkova koncentrace chitindzy
v jamce byla 1 U/ml; 0,5 U/ml; 0,25 U/ml; 0,125 U/ml a 0,06 U/ml. Do kontrol bylo ptidano
20 ul PBS.
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Vyhodnoceni pokusu probéhlo 48 hod od jeho zapoceti pomoci pocitani koncentrace

kultury v Biirkerové komdrce.

3.8.2 Vliv komer¢ni chitindzy z Trichoderma viride na Trypanosoma brucei
In Vitro
ParazitiCti prvoci Trypanosoma brucei brucei (29-13) byli kultivovani ve 200 pul média SDM-
79 (viz kap. 4) a vychozi koncentraci kultury 5x10% ml. Pokus byl proveden v 96 jamkové
desti¢ce (Greiner) ulozené v termostatu pii 26 °C. Chitinaza byla roziedéna dvojkovou Fedici
fadou a ptidana do jednotlivych jamek v objemu 20 pl tak, aby vysledna koncentrace byla 2,5
U/ml; 1,25 U/ml; 0,6 U/ml; 0,3 U/ml; 0,15 U/ml a 0,07 U/ml. Do kontrol bylo ptidano 20 pl
PBS.
Vyhodnoceni pokusu probéhlo po 24 hod od pocatku kultivace pomoci pocitani

koncentrace kultury v Biirkerové komtrce.

3.9 Vybér nejvhodnéjsi houby pro produkci chitindzy a méfeni
chitindzové aktivity

Houby jako zdroj chitindzy byly zvoleny proto, ze je znamo, Ze produkovanou chitinazu

uvoliiuji v relativné velkém mnoZstvi do okolniho prostiedi (tekutého média). Ze

sbirek mykologického oddéleni katedry botaniky PiF UK jsme ziskali nasledujici ¢tyfi druhy

hub s potencidlni chitindzovou aktivitou:
1) Beauveria bassiana (CCF 4422)

2) Lecanicillium muscarium (CCF 3297)
3) Isaria farinosa (CCF 4808)

4) Isaria fumosorosea (CCF 3272)

Jednotlivé druhy hub byly kultivovany v kultivac¢nich lahvich Corning pro bunécné linie (25
cm?) (Sigma-Aldrich) ve 20 ml tekutého média dle Suresh a Chandrasekaran (1999)
(upraveno) (viz kap. 4) za stalého tiepani na tiepaéce (cca 150 RPM) pii teploté 26 °C po
dobu jednoho az dvou tydni.

Pted méfenim chitinazové aktivity byl cely objem média zcentrifugovan pii 250 g po
dobu 10 min a v supernatantu byla exochitindzova aktivivita zmétena pomoci Chitinase assay

kitu (Sigma-Aldrich) dle instrukci vyrobce. Znacené chitindsové substraty (4-Nitrophenyl
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N,N'-diacetyl-B-D-chitobioside ~a  4-Nitrophenyl N-acetyl-B-D-glucosaminide) byly
hydrolyzovany chitindzou a koncentrace odstépeného 4-nitrophenolu byla zmétfena na
spektrofotometru INFINITE M200 (Schoeller instruments) pii absorbanci 405 nm.
Exochitindzova aktivita byla spocitdina dle navodu (1U chitindzy uvolni 1 pmol 4-

nitrophenolu z daného substratu za minutu pii pH 4,8 a teploté 37 °C).

3.10 Produkce chitindzy houbou Beauveria bassiana

Entomofagni houba Beauveria bassiana byla kultivovana v tekutém médiu dle Suresh
a Chandrasekaran (1999) (upraveno). Z divodu potieby vétsiho mnozstvi chitindzy byla
kultivovéna v 500 ml Erlenmeyerovych batikach ve 150 — 200 ml média. Kultivace probihala
za stalého tiepani na tiepacce (cca 150 — 200 RPM) za teploty 26 °C, ktera je nejpiiznivéjsi
pro produkci chitindzy (Suresh & Chandrasekaran 1999). Inokulum bylo cca 10 ml média
s B. bassinana, ktera v ném byla kultivovéana cca 1 tyden. Do tohoto inokula¢niho média byla
houba inokulovano z Sikmého agaru (viz kap. 4), na kterém byla dlouhodob& uchovévana
v lednici (4 °C).

Ptiblizné po 3 tydnech byla kultivace ukoncéena (dle hustoty narostl¢ kultury). Veskery
obsah baiky byl slit do 50 ml centrifuga¢nich zkumavek Corning (Sigma-Aldrich)
a zcentrifugovan pii 250 g po dobu 10 min. Supernatant byl odebran a sterilizovan pfies
22um milipoérovy injekeéni filtr (Millex-GP). ProtoZe velikost chitinazy Bbchitl se pohybuje
mezi 35 - 36 kDA (Fang et al. 2005), bylo moZno chitinazu dale zakoncentrovat za pomoci
centrifugacnich zkumavek s 30 kDA molekularnim filtrem (Amicon).

V takto zakoncentrované chitindze v médiu byla zmétena chitindzova aktivita pomoci
Chitinase assay kitu (Sigma-Aldrich) (viz bod 3.9). Poté byla rozdélena do aliquot a uloZena
v mrazéaku (-80 °C), kde byla dlouhodobé& uchovana.

3.11 Testovani vlivu jednotlivych chitindz na prteziti leishmanii

in vitro s vyuzitim metody FACS

Paraziti¢ni prvoci L. major a L. donovani byli kultivovani ve 200 ul ptisluSného média
smichaného s chitindzou v nize uvedenych koncentracich. Vychozi koncentrace leishmanii ve
viech jamkach byla 1x10°ml. Pokus probihal v 96 jamkové destiGce (Greiner) ulozené
termostatu pfi teploté 26 °C (pfi této teploté jsou udrzovany i kolonie flebotom viz bod 3.1)

a vyhodnocen po 24 hodinach kultivace.
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Pro otestovani vlivu chitindzy z B. bassiana byla smichana z4sobni zakoncentrovana
chitindza (0,14 U/ml) vpoméru 1:1 sleishmaniemi v médiu ¢i v krali¢i inaktivované
defibrinované krvi. Vyslednd koncentrace chitindzy byla 0,07 U/ml v jamce. (Stejn¢ byla
chitinaza fedéna krvi 1 pro experimentalni infekce flebotomi viz oddil 3.13.2). Jako
kontrola byly pouzity leishmanie v médiu ¢i krvi, smichané se samotnym médiem pro
kultivaci B. bassiana v poméru 1:1.

Pro otestovani vlivu komer¢ni chitindzy ze S. griseus byla rozfedéna chitindza v PBS
(zasobni roztok 25 U/ml) v objemu 10 pl pfidana k leishmaniim v médiu (Ci krvi) tak, aby
vysledna koncentrace v jamkéch bylal U/ml, 0,5 U/ml a 0,07 U/ml (stejna koncentrace jako
u B. bassiana). V kontrolnich vzorcich bylo pfidano 10 pl PBS.

Pti vyhodnoceni tohoto pokusu jsme vyuzili metodu prutokové cytometrie (FACS).
Pouzity byly transfekované leishmanie produkujici fluorescen¢ni protein GFP. K rozeznani
mrtvych bunék od zivych jsme vyuzili barveni DAPI, které pronik4 pouze do mrtvych bunék
(a zaroven zivé buiiky zabiji, proto bylo pfidano tésn¢ pred méfenim). Jako pozitivni kontrola
meéteni signalu DAPI slouzily leishmanie zabité v 1% roztoku formaldehydu v PBS
a permeabilizované 0,5 % Tritonem X-100 (Sigma-Aldrich). Mortalita byla pocitana jako
pomér mrtvych bun€k (se signalem pro GFP i DAPI) k zivym bunkdm (signal pouze pro
GFP). Ve vzorcich, kde byl celkovy pocet detekovanych bunék signifikantné nizsi, nez
v kontrolach, protoZze mrtvé buiiky se jiZ rozlozily natolik, Ze nebyly pfistrojem jako bunky
rozeznany, jsme mortalitu spoc€itali porovnanim s poctem bunék v ptislusné kontrole. Z kazdé
jamky byl odebran vzorek 5 pl, ktery byl napipetovan do 200 pl fyziologického roztoku.
Tésné pred méfenim dan¢ho vzorku byly piidany 2 ul DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride, 0.005 mg/ml; Thermo Fisher Scientific). Kazdy vzorek byl v pokusu zdvojen
a pokus byl proveden alespoil 3x pro kazdou koncentraci.

Pritokovy cytometr CytoFLEX S (Beckman Coulter, Inc., Brea, California, USA) je
osazen Ctyfmi lasery (405nm, 488nm, 561nm, 638nm) a tfindcti detektory fluorescence. GFP
bylo excitovano laserem 488 nm a jeho fluorescence byla detekovana s pouzitim 525/40
filtru. DAPI bylo excitovano laserem 405 nm a jeho fluorescence byla detekovana filtrem

450/50. Analyza dat prob¢hla v programu CytExpert (Beckman Coulter).
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3.12 Experimentalni rozruSeni peritrofické matrix u S. schwetzi

3.12.1 Mechanické rozruseni peritrofické matrix
Nasaté samice byly znehybnény nizkou teplotou (plastovy kelimek na ledu) a pod binolupou
jim byl $pendlikovou hlavickou jemné zmacknut zadeCek v mistech, kde se nachazela nasata

krev. Poté byly samice pteneseny zpét do sité v pokojové teplote.

3.12.2 Rozruseni PM nasatim cukru s chitinazou
Pro ovéteni, do jaké miry samice saji cukr béhem prvnich 48h po nasati krve, byl nasatym
samicim pfidan do sit€ cukr obarveny potravinaiskou modii (Indigokarmin — E132, ACORO
spol.). Cukr byl ptfidan v ¢asech 24 hod a 48 hod po sani krve a kontrolni pitvy prob&hly
vzdy 24 hod po jeho ptidani do site.

Ve druhé fazi pokusu byl tento obarveny cukr smichdn s komer¢ni chitinazou ze

S. griseus v koncentraci 1 U/ml. Pokus probéhl dle stejného schématu.

3.12.3 Rozruseni PM nasatim krve s chitindzou
Dalsi moznosti bylo nasat flebotomy krvi s pfidanou chitindzou béhem experimentalniho sani
na krmitku pfes membranu z kufeci kiize (viz bod 3.13). Komer¢ni chitindzy ze S. griseus
a T. viride (Sigma-Aldrich) byly pfidany do inaktivované kralici krve tak, aby
vysledna koncentrace byla 1 U/ml a 0,1 U/ml. Supernatant z kultury B. bassiana obsahujici
chitindzu byl smichan s inaktivovanou krali¢i krvi v poméru 1:1 (vysledné konc. 0,07 U/ml)
a vpomeéru 9:1 (vysledna konc. 0,126 U/ml).

Abychom ovéfili, Ze vliv na PM neni zplsobeny jen nafedénim pfijimané krve,
kontrolni skupina byla nasita na stejné¢ nafedéné krvi fyziologickym roztokem. Kontrolni

pitvy byly provedeny 24 hod PBM.

3.13 Experimentalni infekce flebotoma S. schwetzi s vyuzitim chitinaz

Samice flebotomt S. schwetzi byly saty pomoci membranového sani pres kufeci kizi
upevnénou na specialnim sklenéném krmitku, které je ohfivano protékajici vodou na teplotu
37 °C. Krali¢i defibrinovana krev byla inaktivovana pii 56 °C po dobu 35 min. Kultura
leishmanii byla stocena, resuspendovana v Iml fyziologického roztoku a po spocitani
nafedéna na findlni koncentraci 1x10° leishmanii v 1 ml krve. Na krmitka zafixovana
v chemickych stojanech byly nasazeny sité s flebotomy a ponechéany ve tmé pii teploté 26 °C
po dobu cca 2 hod. Poté byli nenasati jedinci ze sité vytfidéni a nasaté samice chovany

v termostatu pii 26 °C a stalé vlhkosti s cukernym roztokem ad libitum.
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3.13.1 Experimentalni infekcei s chitindzou ze S. griseus a L. major
Pokus probihal dle vySe popsané¢ho schématu s pouzitim L. major. Chitindza ze zasobniho
roztoku 25U/ml PBS byla pfidana k suspenzi krve a leishmanii tak, aby jeji findlni
koncentrace byla 1 U/ml a 2 U/ml. V kontrolni skupiné byla pouzita inaktivovand krev spolu
s lethmaniemi bez chitinazy.

Kontrolni pitvy (viz dalsi bod) probé¢hly vden 2 (ovéfeni, zda nakazeni b&hem
experimentalniho sani prob¢hlo uspésné) a v den 5 (kontrola infekci ve stfeveé flebotoma) po

sati.

3.13.2 Experimentalni infekce s chitindzou B. bassiana a leishmaniemi

L. major a L. donovani.
Tento pokus probéhl dle vySe uvedeného schématu v bod¢ 3.13 s leishmaniemi L. major
a L. donovani. Zakoncentrovany supernatant z kultury z B. bassiana obsahujici chitindzu
(0.14U/ml) byl smichan v poméru 1:1 s krvi, takZe finalni koncentrace chitinazy byla 0,07
U/ml a koncentrace leishmanii 1x10%ml. V kontrole bylo misto supernatantu pouZito
samotné médium pro kultivaci houby B. bassiana.

Kontrolni pitvy prob&hly vednech 1, 3, 5, 7 a 10 po sani. Béhem pitev byla
zaznamenavana intenzita infekce, lokalizace infekce a stav defekace flebotoma.

Samice flebotomt byly vypitvany ve fyziologickém roztoku. Byla jim oddélena hlava,
kiidla a nohy. Za pomoci pinzety a entomologické minucie (No. 20) zapichnuté ve Spejli
bylo vytahnuto ven stfevo a leishmanie uvnitt stieva byly pozorovany a foceny pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus BX-51) s kamerou (Olympus DP-70).
RozliSovany byly tfi stupné intenzity infekce:

Lehké infekce (=1 a < 100 leishmanii )
Stfedni infekce (> 100a <1 000 leishmanii )

Silna infekce (= 1000 leishmanii )

Lokalizace infekci byla hodnocena v péti kategoriich:

E.Sp.—  prostor uvnitf peritrofické matrix (Endoperitrophic space)

AMG -  abdomindlni mesenteron (Abdominal midgut)

TMG —  thorakélni mesenteron (Thoracic midgut)
Kardia— kolonizovana oblast kardie
SV — kolonizovana stomodealni valva
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3.13.3 Morfometrie leishmanii

Rozméry promastigoti leishmanii byly méfeny z flebotomti z ptedchoziho pokusu se silnou
infekci a kolonizovanou stomodedlni valvou ¢i oblasti kardie. Vypitvané stievo flebotoma
bylo roztlaceno na podloznim skli¢ku, fixovano methanolem (5 min) a barveno 5% Giemsou
(Sigma) pod dobu 20 min. Tato sklicka byla pozorovana na mikroskopu (Olympus BX-51)
a nafocena kamerou (Olympus DP-70). V kazdém pokusu (L. major a L. donovani) byly
pouzity roztlaky ze Ctyt jedinct, z nichz bylo méfeno vzdy 50 promastigotti (pro kazdy druh
leishmanie tedy celkem 200 promastigotl). Samotné meéteni bylo provedeno v programu

ImageJ a méfena byla délka a Sitka téla parazita a délka biciku.

RozliSovany byly tyto morfologické typy promastigotii:

Dlouh¢ nektomonady (délka téla > 14um)
Leptomonady (délka biciku < 2x délka téla; délka téla <14 pm)
Metacyklicti promastigoti (délka biciku > 2x délka téla; délka téla <14 pm)

3.13.4 Experimentalni infekce s L. mexicana s nadprodukci chitinazy

V pokusu byl pouzit kmen L. mexicana s nadprodukci chitinazy a jeho kontrola s vnesenym
prazdnym plazmidem. Pokus byl proveden dle schématu v bodé¢ 3.13. Vyhodnoceni pokusu
prob&hlo 24 hod po sani pro kontrolou nakaZeni flebotomit a v den 7 po sani pro kontrolu
vyvinutych infekci. Pitvy probehly stejnym zptisobem jako v bod¢ 3.13.2.

V ramci tohoto pokusu byla zmétena chitindzova aktivita obou kment L. mexicana. Kultury
leishmanii byly stoceny pti 300 g a promyty ve fyziologickém roztoku. Poté byla kultura opé&t
sto¢ena a resuspendovana v médiu pro L. mexicana (viz kap. 4). Vysledny objem média byl
1 ml a koncentrace 1x10”/ml leishmanii. Kultivace probéhla za standardnich podminek po
nasledujicich 24 hod. Po této dob¢ byla zméfena chitindzova aktivita v supernatantu obou

dvou kment pomoci Chitinase assay kitu (Sigma-Aldrich) (viz kap. 3.9).
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3.14 Zjisténi piitomnosti O-glykosylovanych proteinti ve stievé Ctyt
druhii flebotomii

O-glykosylace stifevnich proteini flebotomi (P. orientalis, P. argentipes, P. papatasi
a S. schwetzi) byla zjistovana s pouzitim metody Western blot — SDS PAGE. Jako marker O-
glykosylovanych proteini byl pouzit biotinovany lektin Helix pomatia (HPA biotin). HPA
lektin rozpoznava GalNAc (N-acetylgalaktosamin), typicky sacharid pro O-glykosylace.

Western blot byl proveden dle nasledujiciho schématu:

1) Mesenterony samic flebotomt byly vypitvany po 15 ks do 10 ul Tris-NaCl (viz kap. 4)

a uchovavany v -80 °C (ne déle nez mésic).
2) Vzorky byly 3x zmraZeny (a rozmrazeny) v tekutém dusiku.

3) Vzorky byly svatfeny s redukujicim vzorkovym pufrem (fedéni 1:4) (viz kap. 4) po dobu 3

min ve vrouci vodé (100 °C).

4) Vzorky byly naneseny na polyakrylamidovy gel (starter gel: 4%, délici gel: 10%) (Bio-
Rad)

5) Proteiny byly rozdéleny pomoci Mini-PROTEAN II (Bio-Rad) setu pro elektroforézu
v SDS pufru (Bio-Rad) pti napéti 200 V a nelimitujicim proudu.

6) Prenos rozdélenych proteini na nitrocelulozovou membranu v pfistroji  iBlot

(ThermoFisher). Kazdy pruh rozdélenych proteinti byl roztiznut na dvé poloviny (podélng¢).
7) Blokovéani membrany v 5% BSA (Sigma-Aldrich) rozpusténém v Tris-Tween (viz kap. 4)
pfes noc pii 4 °C.

8) Ziedéni HPA biotinu (Sigma-Aldrich) v poméru 1:800 (zasobni roztok: 1mg/ml) v Tris-
Tween. Preinkubace poloviny mnozstvi HPA biotinu s inhibi¢nim cukrem 0,25M GalNAc
(N-acetylgalaktosamin) (Sigma-Aldrich) po dobu 30 min. Druhéd polovina HPA biotinu bez

pfidani inhibi¢niho cukru.
9) Promyti membrany Tris-Tween 1 x 5 min

10) Ptidani HPA biotinu k polovindm prouzkd, které slouzily pro vyvolani pozitivni reakce.
K druhym polovinam ptidan HPA biotin blokovany GalNAc cukrem, které slouzily jako

negativni kontrola. Inkubace 1 hod.

11) Promyti 3 x 5 min Tris-tween
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12) Inkubace se Streptavidin peroxidazou (konc. 2,5 ug/ml) (Sigma-Aldrich) v Tris-Tween po
dobu 1 hod.

13) Promyti 3 x 5 min Tris-tween a 1x v samotném Tris- NaCl
14) Barveni substratovym roztokem s chloronaftolem (Sigma-Aldrich) do vyvolani reakce

15) Zastaveni reakce pomoci dH,O

3.15 Statisticka analyza

Mortalita leishmanii in vitro byly testovana pomoci analyzy variance (ANOVA) vcetné
Tukeyho Post Hoc testu. Sitka PM byla testovana pomoci nested ANOVY opét s vyuzitim
Post Hoc testu (t-test s Bonterroniho-Holmovou korekcei). VSechny statistické analyzy byly
délany pomoci statistického programu SPSS verze 23 nebo programu R (http://cran.r-

project.org).
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4 PROTOKOLY CHEMIKALII

Fyziologicky roztok:

NaCl 4,38 ¢

dH,O 500 ml

PBS:

NacCl 8¢g

KCl 02¢g
Na,HPO4x 12H,0 1,53 g
KH,PO4 0,2¢g

dH,O doplnitdo 1 L

Toulinidova modi:

Toulinidovéa modi (Sigma) lg
Borax g
dH,O 100 ml

Doporucuji rozpoustét v teplé vode a po rozpusténi vSech slozek vysledny roztok prefiltrovat

pfes 22 um injekeni filtr.

Karnovského fixaz:

0,2M kakodylatovy pufr (pH 7) 50 ml

20% vodny roztok formaldehydu 10 ml

25% roztok glutaraldehydu (SPI) 10 ml (nebo 31,25 ml 8% GA)

Glukoza 2,7¢g

dH,O doplnit do 100 ml

Doporucuje se skladovat roztok paraformaldehydu a glutaraldehydu i v mrazaku oddélené

(. ptidat paraformaldehyd do zbytku fixaze aZ t€sné pred pouzitim) a jen kratkou dobu.

Roztok formaldehydu (20%):

Paraformaldehyd (SPI) 2g

dH,0O 10 ml

Zahiivat vodu za 70 °C, pfisypat paraformaldehyd a pfidat cca 1-2 kapky 1M NaOH. Cely
obsah zcentrifugovat a pouzit ¢irou horni vrstvu. Vzdy délat vétsi mnoZstvi nez je potieba,

paraformaldehyd se nerozpusti vSechen a dole zlstava bila sklovita sedlina.
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Kakodylatovy pufr 0,2M:

Kakodylan sodny (SPI) 2144 ¢

dH,O doplnit do 500 ml
Upravit na pH 7 (nikdy ne pomoci pH metru, dojde ke zniceni sondy) pomoci lakmusovych
papirkd.

Vypiraci roztok 0,1M:

Kakodylatovy pufr 0,2M 50 ml

dH,O 50 ml

Glukéza 2,7¢g

Fixace AFA:

Formaldehyd 38% 6 ml

Ethanol 96% 49,48 ml

k. octové ledova (bezvoda) 4 ml

dH,O 40,52 ml (doplnit do 100 ml)

Skladovat v lednici pii 4 °C.

JB-4 Embedding Kit (Polysciences, Inc.):

Infiltraéni roztok:

JB-4 Plus Solution a 10 ml
Benzoyl Peroxide 0,125 g

Zalévaci roztok:

Infiltra¢ni roztok (Cerstvy) Sml

JB-4 Plus Solution B (akcelerator) 0,2 ml

Ehrlichiiv kysely hematoxylin:
Hematoxylin C16H;406x3H,0 (Lachema) 2g

Ethanol 96% 100 ml
Led. (bezvoda) k. octova 10 ml
Glycerin 100 ml
dH,O 100 ml
Siran hlinito-draselny KAI (SO4), 3g
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Dozrani lze urychlit 0,4 g KIO; (jodi¢nan draselny) ¢i NalOj3 (jodi¢nan sodny). Po rozpusténi

prefiltrovat pfes 22 um injekeni filtr.

Eosin:
Rozpustit eosin (Lachema) v teplé destilované H,O dle pozadované koncentrace (0,1 — 0,5 %)

Po rozpusténi prefiltrovat ptes 22 um injekéni filtr.

Low viscosity Embedding Media — SPURR (SPI-chem):

ERL 4221 10g
DER 736 8g

NSA 25¢g
DMAE 0,3g

Jednotlivé slozky pryskyfice (krom¢ akceleratoru DMAE) byly pipetovany do centrifugacni
falkony (50 ml) a po kazdé slozce byla vaha vytaretovana. Po promichani téchto tfi slozek

byl pfidan akcelerator a pryskyfice byla promichana a uchovavana v mrazaku (-20 °C).

Médium pro kultivaci hub dle Suresh a Chandrasekaran (1999) (upraveno):

Neopepton (BD) 50g

Glukéza 50g

Kvasni¢ny extrakt (Sigma) 10g

Sal (NaCl) 25¢g

dH,O doplnit do 1 litru

Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 minut)

Sikmy agar z média pro kultivaci hub dle Suresh & Chandrasekaran (1999) upraveno:

Médium bylo namichéno dle vyse uvedeného schématu a bylo do néj pfidano 1,5g agaru na
100 ml média. Poté bylo rozdéleno do dlouhych sklenénych chemickych zkumavek,
zaSpuntovano buniCitou vatou a vyklavovéano (viz vySe). Po vyndani z autoklavu chladly
zkumavky ve stojanku, ktery byl umistény tak, aby médium uvnitt vytvofilo co nejvetsi

plochu a pfitom se nedotykalo vaty na hornim okraji.
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Médium pro kultivaci hub SAB:

Neopepton (BD) 10g
Glukoza 40g
Kvasni¢ny extrakt 50g
dH,O doplnit do 1 litru

Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 minut)

Diamondovo médium TYM na kultivaci 7. vaginalis:

trypton (OXOID) 10 g
kvasni¢ny autolyzat (Imuna Pharm) 5¢g
maltdza (Sigma) S5¢g
L-cystein (Sigma) lg
kyselina askorbova (Sigma) 02¢g
KH,POy (Fluka) 0,8 g
K,;HPOy (Fluka) 0,8 g
citrat zeleznato amonny 1 ml
dH,O do 900 ml

Upravit pH pomoci KOH na 6,2. Sterilizovat v autoklavu (120°C, 20 minut) a po sterilizaci
ptidat 100 ml inaktivovaného koniského séra (10% vysledna koncentrace) (inaktivace séra pii

56°C po dobu 30 minut).

Riistové médium SDM-79 pro kultivaci Trypanosoma brucei brucei:

1) rozpustit 21,1 g nasledujich sloucenin ve 200 ml destilované vody

Medium 199 (Sigma) 2¢g
Glukoza lg
HEPES (Sigma) 8,74 g
MOPS (Sigma) 553 ¢
NaHCO; 2g
L-Alanin 200 mg
L-Arginin 100 mg
L-Methionin 70 mg
L-Phenylalanin 80 mg
L-Prolin 600 mg

39



L-Serin

L-Taurin

L-Threonin

L-Tyrosin

Adenosin

Guanosin
D-Glukosamin-HCI
Kyselina listova
P-Aminobenzoova kyselina

Biotin

60 mg
160 mg
350 mg
100 mg
10 mg
10 mg
50 mg
4 mg

2 mg
0,2 mg

2) rozpustit 7 g D-MEM v 600 ml destilované vody

3) po Gplném rozpusténi slit 1. a 2. dohromady

4) ptidat 8 ml MEM amino acids

5) ptidat 6 ml MEM NONESSENTIAL amino acids

6) pfidat 5 mg heminu
7) ptidat 100.000 jednotek penicilinu

8) upravit pH na 7,3 pomoci siln¢ koncentrovaného NaOH

9) doplnit do 850 ml, tj. ptidat 22,5 ml destilované vody

10) ptidat 150 ml fetalni kravské sérum
11) prefiltrovat, skladovat pii 4°C

Médium Leishmania major:
Fetal-bovinni sérum (Gibco)*

BME vitaminy (Sigma)

Amikacin (Amikin, Bristol-Myers Squibb)
M199 medium (Sigma)

* Tepelné inaktivované pii 56 °C

5 ml (10%)

0,5 ml (1%)

250 pg/ml
doplnit do 50 ml
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Médium Leishmania donovani:

Fetal-bovinni sérum (Gibco)* 5 ml (10%)
BME vitaminy (Sigma) 0,5 ml (1%)
Sterilni mo¢ 1 ml (2%)
Amikacin (Amikin, Bristol-Myers Squibb) 250 pg/ml
Hygromycin-B (Sigma)** 150 pg/ml
M199 medium (Sigma) doplnit do 50 ml

* Tepelné inaktivované pii 56 °C

**selek¢ni antibiotikum pro geneticky upravenou linii

Médium Leishmania mexicana:

Fetal-bovinni sérum (Gibco)* 5 ml (10%)
BME vitaminy (Sigma) 0,5 ml (1%)
Sterilni mo¢ 1 ml (2%)
Amikacin (Amikin, Bristol-Myers Squibb) 250 pg/ml
Geneticin (Sigma)** 100 pg/ml
M199 medium (Sigma) doplnit do 50 ml

* Tepelné inaktivované pii 56 °C

** selekni antibiotikum pro geneticky upravenou linii
Kralic¢i krev defibrinovana a deaktivovana:

Krali¢i defibrinovana krev (Veleta), byla tésné¢ pied pouzitim ponofena do vodni ldzné

o teploté 56 °C po dobu 35 min.
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Tris-NaCl:

Trizma base (Sigma) 20 mM (ph 7,5) (2,42 g)
NaCl 150 mM (8,76 g)

Tris-NaCl-Tween:

Trizma base (Sigma) 20 mM (ph 7,5) (2,42 g)
NaCl 150 mM (8,76 g)
Tween 20 (Sigma) 0,05%

Redukujici vzorkovy pufr:

IM Tris-HCI, pH 6,8 60 ul
50% glycerol 500 pl
10% SDS 200 pl
1% bromfenolova modf 100 pl
2-merkaptoethanol 050 pl
dH,O 90 pl

Skladovat v mrazaku (-20 °C)
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5 VYSLEDKY

5.1 Srovnani vlastnosti peritrofické matrix ¢tyf druhtt flebotomi

s odliSnou vektorovou kompetenci pro L. donovani
V této ¢asti prace byly zkoumany dva druhy flebotomti podporujici vyvoj L. donovani
(P. argentipes a P. orientalis) a dva druhy k tomuto parazitu rezistentni (P. papatasi
a S. schwetzi). Srovnanim morfologie a kinetiky tvorby a rozpadu PM u téchto druha
lisicich se vektorovou kompetenci chceme zjistit vyznam PM pro vyvoj leishmanii uvnitf

traviciho traktu flebotomu.

5.1.1 Kinetika tvorby a rozpadu peritrofické matrix

Po sani na anestezované BALB/c mysi byly v riznych ¢asovych intervalech pitvany samice
flebotomi a byla vnich zjiStovana pfitomnost PM a stav defekace pomoci svételné
mikroskopie.

Tvorba PM probihala nejrychleji u druhu S. schwetzi. Jiz hodinu po sani byla vyvinuta
tenka PM u vSech samic. Rychlou tvorbu PM jsme zaznamenali také u P. papatasi, kde byla
PM vytvoiena u 100 % samic 4 hod po sani. Nejpomaleji se PM tvotila u obou pfirozenych
ptenasecli L. donovani — P. argentipes a P. orientalis — u kterych byla vyvinuta u vSech

samic az 24 hod po sani (viz graf 1).

= = P. argentipes = = P orientalis
= = P. papatasi = = S. schwetzi
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Graf 1 — Pridbéh tvorby peritrofické matrix u ¢tyr druh
flebotomu. Pro kazdy ¢asovy interval vypitvano 20 samic.
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Rozpad PM probihal nejrychleji u P. argentipes, kdy v ¢ase 48 hod po sani byla PM pfitomna
jen u 35 % samic a v ¢ase 72 hod po sani jiz nebyla nalezena u z4dné samice. Tento druh
flebotoma mé tedy PM vyvinutou nejkratsi dobu ze vSech ¢ty zkoumanych druhd. U druht
S. schwetzi a P. orientalis jsme pozorovali podobny pribéh degradace PM, ta byla u vétSiny
samic degradovéana 96 hod po sani. Nejdéle trval rozpad PM u P. papatasi, kdy jesté v Case 96
hod po séni byla PM pfitomna u 50 % samic. Teprve az 120 hod po sani byla PM u vsech

samic degradovana (viz graf 2).
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Graf 2 — Pribéh rozpadu peritrofické matrix u ¢tyr druhd
flebotom. Pro kazdy ¢asovy interval vypitvano 20 samic.

Pro vyvoj leishmanii ve stievé flebotomi je dilezity ¢asovy interval, kdy je PM ve
sttevé flebotoma jiz poruSena nebo degradovana, ale nedoSlo jeste¢ k defekaci. Zbytky
nestravené krve spolu s leishmaniemi jsou v tomto intervalu v kontaktu se sttevnim epitelem.
Tato doba je nejspiSe klicova pro ptichyceni leishmanii na sténu stieva, ¢imZ se brani
vydefekovani se zbytky nestravené potravy. Dalsi grafy znazormuji ¢as rozpadu PM ve vztahu
k ¢asu defekace flebotoma (viz graf 3). Interval mezi témito udalostmi se u jednotlivych
druhti vyrazné 1i8il a trval primérné 21 hod u P. argentipes, 38 hod u P. papatasi a 48 hod
u P. orientalis. Vyrazné¢ kratky byl vSak tento interval u S. schwetzi, kde trval primérné pouze

3 hod.
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Graf 3 —Vztah mezi rozrusenim PM a defekaci flebotoma. Bile vyznacen interval, kdy je degradovana
PM, ale stale jsou ve strevé zbytky potravy. Pro kazdy ¢asovy interval vypitvano 20 samic.

5.1.2 Hruba morfologie peritrofické matrix
Hrub4 morfologie PM byla sledovédna pomoci svételné mikroskopie a to jak na nativnich
preparatech pitvanych ve fyziologickém roztoku (obr. 6), tak za pomoci histologickych
technik na obarvenych fezech podélnymi fezy tély flebotomi (obr. 7). Z naSich pozorovani
vyplyva, ze vSechny cCtyfi druhy flebotomii maji anteriorni ¢adst PM zakoncenu strukturou,
ktera se nazyva anteriorni plug (AP) (obr. 5). Béhem traveni krve nedochézi k inkrustaci AP
hemem.

Na posteriornim konci byla PM u vSech druhti uzaviena a alespon u nékolika jedinct
vSech Ctyf druhli byl na jejim zadnim konci detekovan tzv. posteriorni tail. Ten také neni
inkrustovana hemem. Inkrustace PM hemem byla pln¢ viditelna na nativnich snimcich 1 na

histologickych fezech u vSech zkoumanych druhii flebotomt ve stejném case - 24 hod po sani.
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Obr. 6 — Srovnani PM zkoumanych druh( flebotom{ na nativnich preparatech. Flebotomové na
snimcich (P. papatasi (A); P. argentipes (B); S. schwetzi (C), P. orientalis (D)) byli nafoceni v ¢ase 24
hodin po sani. Na vSech snimcich je zcela zfetelna PM (bilé Sipky), ktera je v case 24 hod u vSech
druh( inkrustovdna hemem, ktery zplsobuje jeji tmavé zbarveni. Krevni bolus (KB) je uzavien
v PM, na niz ve fyziologickém stavu i pfimo navazuje (pfi pofizovani téchto snimkl bylo stfevo
ponechano ve fyziologickém roztoku, aby se jednotlivé vrstvy od sebe odloucily a byly tak snaze
odlisitelné). Na anteriornim konci je patrny anteriorni plug (AP), ktery neni inkrustovan hemem
a je proto transparentni. Stfevo flebotoma je oznaceno Zlutymi Sipkami. Fotografie byly pofizeny
na stereolupé Nikon (SMZ 1270i) metodou foceni v zastinu (na temném poli, dark field).
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5.1.3 Tloustka a ultrastruktura peritrofické matrix

Tloustka PM byla méfena na snimcich z elektronového mikroskopu (TEM) na piicnych
fezech tély flebotomt. Na zaklad¢ vyse popsané kinetiky PM byl vybran pro méfeni ¢as 48
hod po sani u druhti S. schwetzi, P. orientalis a P. papatasi v a 24 hod po sani u druhu
P. argentipes (u toho druhu probihd traveni rychleji a v case 48h po séani je jiz PM u zna¢né
¢asti samic degradovana). Od kazdého druhu flebotoma bylo naméteno 400 méieni (1 600 pro
vSechny druhy dohromady).

Z vysledki je ziejmé, Ze tloustka PM znacné kolisa nejen mezi jednotlivymi jedinci
v ramci jednoho druhu flebotoma, ale i v rdmci jednoho jedince na rtiznych mistech méfeni.
Pfes tuto individudlni a wvnitrodruhovou variabilitu byl zji§tén prokazatelny mezidruhovy
rozdil - druh P. argentipes mél signifikantné tenci PM nez ostatni tfi druhy flebotomi (P <
0,01, F = 8,08, df = 3, nested ANOVA) (viz graf 4). To je v souladu s pozorovanim béhem
pitev flebotomil, kdy PM u druhu P. argentipes byla velice kiechkd a snadno byla béhem
manipulace poSkozena. Ostatni druhy flebotoml se mezi sebou v tloust’ce PM nelisily (viz
Tab. 1).

Také ultrastruktura PM druhu P. argentipes byla odlisna od PM zbyvajicich druhii (viz
obr. 8). Byla v celé §ifi homogenni bez patrnych odlisSnych vrstev. V ptipadé ostatnich tii
druhit bylo moZzno odliSit ohrani€enou vnéj$i laminarni vrstvu a vnitfni amorfni vrstvu.
Zatimco u druhu S. schwetzi byly tyto vrstvy patrné u vSech jedinch a tezl, u P. papatasi
a P. orientalis byla nékdy vngj$i laminarni vrstva méné viditelna — hlavné v situaci, kdy PM

tésné piiléhala k mikroviliim stfevniho epitelu.
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Graf 4 — Srovnani Sirky PM mezi jednotlivymi druhy flebotom(. Druhy S. schwetzi, P. orientalis

a P. papatasi se mezi sebou statisticky nelisi v Sifce PM, zatimco druh P. argentipes ma PM
signifikantné tenci neZ predchozi druhy (P < 0,01). Od kazdého druhu flebotoma bylo
hodnoceno (N) 400 rozmérd.

Druh Sitka PM Signifikance mezidruhovych rozdil
flebotoma No. Median Priamér Rozpéti P. argentipes  P. orientalis  S. schwetzi  P. papatasi
(S.D.) (um)
(nm)
P. argentipes 400 3.74 3.87 1.54 -7.94 -
(1.11)
P. orientalis 400 7.39 7.22 3.41-13.76 P =10,007 -
(1.73)
S. schwetzi 400 6.49 6.68 2.65-12.87 P=0,016 P =1,000 -
1.97)
P. papatasi 400 6.78 7.16 2.58-15.19 P =0,007 P =1,000 P =1,000 -
2.11)

Tab. 1 - Sitka PM &tyF druhd flebotomd. Signifikance mezidruhovych rozdilii byla testovdna metodou
nested ANOVA.
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Obr. 8 — Ultrastruktura PM ¢tyt druhi flebotom( na elektron-mikroskopickych snimcich pfi¢nymi
fezy abdomindlnim mesenteronem. Pole (A a B) — P. argentipes; (C a D) — P. orientalis; (E a F) —
P. papatasi; (G a H) — S. schwetzi. PM — peritroficka matrix; MV — mikrovily; EC — epitelidlni bunky
stfeva; RBC — ¢ervené krvinky. Méfitko 2 um.
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5.2 Vliv chitinaz na pteziti leishmanii in vitro

Cilem této casti bylo ovéfit, zda komercné dostupné chitindzy neovliviiuji zivotaschopnost
leishmanii in vitro. Protoze vysledky pokusti ukazaly, ze komerén¢ dostupné chitindzy mayji
i ve velmi malych koncentracich (které jiz nedokazou rozruSit PM) na leishmanie letalni
efekt, zacali jsme hledat alternativni zdroj chitindzy, kterym se nakonec stala entomofagni
houba Beauveria bassiana. Chitindza z této houby neovliviiuje rast ani vitalitu leishmanii

a byla tedy pouzita k experimentdlnimu rozruseni PM flebotomd.
5.2.1 Vliv komercné dostupnych chitinaz na preziti leishmanii in vitro

5.2.1.1 Vliv chitinazy ze Streptomyces griseus na Leishmania major in vitro

V tomto experimentu byla do 200 ul kultury leishmanii v médiu (¢i krvi) s pocatecni
koncentraci 1x10%ml pfidana chitindza v niZe uvedenych finalnich koncentracich a byl
sledovéan jeji efekt po 24 hodinach kultivace.

Chitindza ze S. griseus méla vliv na preziti L. major ve vSech zkoumanych
koncentracich. U buné¢k v médiu doSlo ve vySSich koncentracich (od 0.6 U/ml) k thynu
vSech leishmanii a i v nejmensSich koncentracich (0,07 U/ml) doslo k poklesu poctu bunék
(99% pokles oproti kontrole). Mnozily se pouze leishmanie v kontrolnich jamkéch, kde bylo
misto chitindzy pfidano Cisté PBS. Efekt chitindzy na leishmanie v krvi je t€Zko hodnotitelny,
protoZze doslo k poklesu poctu bunék i v pfislusSnych kontrolnich jamkach (krev s PBS).

Samotna ptitomnost krve tedy méla na mnoZeni leishmanii negativni vliv (viz tab. 2).

Usporadani
Koncentrace pridané chitinazy Koncentrace kultury
pokusu
2,50 U/ml X
1,20 U/ml X
Chitinaza + 0,60 U/ml X
médium 0,30 U/ml 2,0 x10°/ ml
0,15 U/ml 1,0 x10° / ml
0,07 U/ml 1,0 x10° / ml
2,50 U/ml 1,0 x10° / ml
1,20 U/ml 1,0 x10° / ml
Chitinaza +
0,60 U/ml 1,0 x10° / ml
inaktivovana
0,30 U/ml 3,0 x10°/ ml
krev
0,15 U/ml 5,0 x10°/ ml
0,07 U/ml 2,0x10° / ml
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médium + PBS 8,0 x10°/ ml
9,3 x10°/ ml
krev in. + PBS 4,2x10° / ml
4,0 x10° / ml

Kontrola

Tab. 2 — Vliv jednotlivych koncentraci chitindzy S. griseus na L. major. Krev in. —
inaktivovana kralici krev. Symbol , X“ oznacuje absenci leishmanii.

5.2.1.2 Vliv chitinazy z Trichoderma viride na Leishmania major in vitro

Také dalsi komeréné dostupnd chitindza z 7. viride negativné ovliviiovala rlst a preziti
L. major ve vSech zkoumanych koncentracich. V téch nejvyssich koncentracich (2.5 a 1.2
U/ml) méla letalni efekt, v nizSich koncentracich doSlo k poklesu poctu bunék oproti
kontroldm (az 87% pokles). K normalnimu rastu kultur dochézelo opét pouze v kontrolnich
jamkéch (viz tab. 3). Vzhledem k vysledkiim pokusu s chitindzou ze S. griseus jiz nebyl vliv

této chitindzy na leishmanie testovan v krvi.

Usporadani
Koncentrace pridané chitinazy Koncentrace kultury
pokusu
2,50 U/ml X
1,20 U/ml X
Chitinaza +
0,60 U/ml 3,0 x10°/ ml
médium
0,30 U/ml 4,0 x10°/ ml
0,15 U/ml 8,0 x10° / ml
médium + PBS 7,0 x10°/ ml
Kontrola .
6,2 x10° / ml

Tab. 3 — Vliv jednotlivych koncentraci chitindzy T. viride na L. major. Symbol ,X“
oznacuje absenci leishmanii.

5.2.1.3 Vliv komercné dostupnych chitindaz na preziti jinych prvoku in vitro
Vzhledem k vysledkiim pokust vlivu komeréné dostupnych chitindz na L. major, jsme se
rozhodli jejich vliv otestovat i na jinych jednobunécnych organismech. Zajimalo nas, zda je
chitinaza letalni pouze pro leishmanie a nebo i pro jiné prvoky.

Chitindza ze S. griseus ve vSech zkoumanych koncentracich ovliviiovala rtst kultury
T. vaginalis. Nedoslo sice k uplnému zabiti prvok, ale k vyraznému zpomaleni jejich ristu

oproti kontrole (az 95% pokles) (viz tab. 4).
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Usporadani
Koncentrace pridané chitinazy Koncentrace kultury
pokusu
1,00 U/ml 2,0 x10°/ ml
0,50 U/ml 1,2 x10°/ ml
Chitinaza + -
) 0,25 U/ml 2,4x10°/ml
médium
0,12 U/ml 8,9 x10°/ ml
0,06 U/ml 7,5 x10°/ ml
médium + PBS 4,12 x10" / ml
Kontrola
436 x10"/ ml

Tab. 4 — Vliv jednotlivych koncentraci chitindzy S. griseus na T. vaginalis.

Chitinaza z T. viride méla vliv na preziti 7. brucei brucei ve vSech zkoumanych
koncentracich, kde v téch nejvysSich (2.5 a 1.2 U/ml) doslo k thynu vSech trypanosom
a 1 vnejmenSich koncentracich (0,15 U/ml) doslo k velkému vlivu na jejich riist oproti

kontrolam (az 65% pokles) (viz tab. 5).

Usporadani Koncentrace
Koncentrace pridané chitinazy
pokusu Kultury
2,50 U/ml X
1,20 U/ml X
Chitinaza + .
. 0,60 U/ml 3,0 x10°/ ml
médium .
0,30 U/ml 1,5x10°/ ml
0,15 U/ml 3,5x10°/ ml
Médium + PBS 1,0 x10"/ ml
Kontrola ;
1,0x10" / ml

Tab. 5 — Vliv jednotlivych koncentraci chitindzy T. viride na T. brucei brucei.
Symbol , X“ oznacuje absenci trypanosom.

5.2.2 Hledani alternativniho zdroje chitinazy

Chitinazova aktivita byla testovdna u ¢tyf druht hub. Houby byly kultivovany v
tekutém médiu dle Suresh a Chandrasekaran (1999) (upraveno) za stalého tfepani pfti
pokojové teplot€¢ po dobu 1 az 2 tydna. Po této dobé byla zméfena chitinazova aktivita

v odebraném supernatantu (viz tab. 6).
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Druh houby 1 tyden kultivace 2 tydny kultivace
Beauveria bassiana 0,03 U/ml 0,2 U/ml
Lecanicillium muscarium 0,03 U/ml 0,1 U/ml
Isaria farinosa 0,03 U/ml 0,03 U/ml
Isaria fumosorosea 0,03 U/ml 0,05 U/ml

Tab 6 — MnoiZstvi vyprodukované chitinazy u jednotlivych druhl zkoumanych hub.

Produkce chitindzy je také zavisla na pouzitém médiu a proto byla chitindzova aktivita
u druhu B. bassiana (druh s nejvétsi chitindzovou produkei) zméfena i v médiu SAB (viz
kap. 4), ve kterém je bézn¢ ve sbirkach hub péstovana. Jiz po prvnim tydnu kultivace vSak
doSlo kvyraznému rozdilu mezi timto médiem a médiem dle Suresh
a Chandrasekaran (1999) a to jen 5% produkce chitindzy v médiu SAB.

V prvnim tydnu od zacatku kultivace se naméfené hodnoty chitinazové aktivity
v médiu dle Suresh a Chandrasekaran (1999) u jednotlivych druht neliSily. Ve druhém tydnu
vSak doSlo k vyraznému nértstu chitindzové aktivity u druhu L. muscarium a jeSté
vyrazn€jSimu u B. bassiana, kterd proto byla vybrana jako nejvhodnéjsi druh pro produkci

chitinazy.

5.2.3 Vliv chitindzy B. bassiana na pteziti leishmanii in vitro s vyuzitim
metody FACS

Hlavnim cilem pokust bylo ovéfit, zda chitindza z B. bassiana nema signifikantni vliv na
mortalitu leishmanii a zéaroven potvrdit letdlni vliv komer¢ni chitindzy ze S. griseus na
leishmanie mnohem citlivgj$i a presnejsi metodou.

Mortalita zpiisobena supernatantem z B. bassiana (vysledna konc. chitindzy 0,07
U/ml) se neliSila signifikantné od hodnot kontroly bez chitindzy ani u jedné z leishmanii (viz
graf 5) (P = 0.505 pro L. major a P =0.559 pro L. donovani, ANOVA, Tukey Post Hoc Test).
Tato chitinaza proto byla pouzita v této koncentraci pro nésledujici infekéni pokusy se
S. schwetzi. Naopak komerc¢n¢ dostupnad chitindza ze S. griseus meéla letdlni efekt na
leishmanie stejné jako v kultivacnich pokusech. Ve vSech testovanych koncentracich
zpiisobila mortalitu tak vysokou, Ze se statisticky neliSila od mortality zpisobené 1%

roztokem formaldehydu (negativni kontrola oznacend jako kontrola 3 v grafu 5 (P>0.05)
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uobou druhti leishmanii a vSech testovanych koncentracich (ANOVA, Tukey Post Hoc
Test).

Vliv chitinazy z B. bassiana byl testovan i v krvi, ovSem stejné jako v ptipadé
kultivacnich pokusii (kapitola 5.2.1) i zde méla velky letalni Gc¢inek na pieziti obou druhti
leishmanii 1 pfislusna kontrola — samotna krev bez chitinazy (94% mortalita pro L. donovani
a 98% mortalita pro L. major). V ptipad¢ natfedéni krve jakoukoli jinou tekutinou byl tento
letalni efekt samotné krve oslaben. Pro sledovany ucel tedy tyto pokusy nejsou pouzitelné,
protoze nelze s jistotou odlisSit efekt samotné chitinazy fedéné v krvi na preziti leishmanii od

ucinku letalniho efektu samotné krve.
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Graf 5 — Mortalita leishmanii pfi pouZiti chitindz ze S. griseus (S.gr.) a B. bassiana
(B. ba.) in vitro. Na poli A) L. donovani a na poli B) L. major. Vysledky ziskané metodou
FACS. Pro kazdou kombinaci byl pokus opakovan alespon 3 krat. Kontrola 1 — médium
pro kultivaci leishmanii; kontrola 2 — médium pro kultivaci leishmanii s médiem pro
kultivaci B. bassiana (pomér 1:1); kontrola 3 — leishmanie usmrcené v 1% roztoku
formaldehydu.
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5.3 Experimentalni rozruSeni peritrofické matrix S. schwetzi

V nasledujicich experimentech jsme se pokusili porusit integritu PM uvnitf stfeva flebotoma
a to nejprve mechanicky, poté pomoci chitindzy aplikované v cukerném roztoku. Takto by
doslo zpocatku k normalni tvorbé PM, jeji integrita by byla narusena az n€kolik dni po sani
krve. Tento postup by simuloval fyziologicky proces rozpadu PM uvnitt stteva flebotoma.
Jelikoz tyto metody v praxi nefungovaly, pieSli jsme na jediny zbyvajici mozny zptlisob

rozruseni PM — podani chitinazy spolu se satou krvi.

5.3.1 Mechanické rozruseni PM

Narus$eni PM jsme nejprve zkousSeli jemnym stlacenim zadecku naséatych samic 24 — 48 hod
po sani krve. OvSem 1 jemné stlaceni zptsobilo velkou mortalitu samic (~90 %). Proto jsme

od této metody upustili.

5.3.2 RozruSeni PM chitindzou podanou v cukerném roztoku

Dalsi pouzitou metodou bylo podani chitindzy pomoci cukerného roztoku, kterym se dospélci
flebotoml bézné Zivi. Abychom zjistili, zda jsou samice ochotny sat cukr do 48h po nasati
krve, podali jsme jim cukr znaéeny modrym barvivem.

Z vysledkt tohoto pokusu je ziejmé, ze samice flebotomii jsou ochotny sat cukr 24
hod i 48 hod po nasati krve jen ve velmi malém procentu (1 — 8 %) (viz tab. 7). Pokud samice
cukr nasaly, bylo modré barvivo pozorovéano nejen ve voleti, ale i v thorakalnim mesenteronu
(az po oblast pfechodu thorakalniho a abdominédlniho mesenteronu uzavienou anteriornim
plugem) (viz obr. 9).

Ptesto jsme se pokusili samicim podat touto cestou chitindzu, natedénou v cukerném
roztoku do koncentrace 1 U/ml. BohuzZel, cukr pfijala pouze jedinad samice (1 %) (viz tab. 7),
u které nebyl vidét Zadny vliv chitindzy na PM. Proto ani tato metoda podéni chitinazy nebyla

dale pouzivana.

Cukr Cukr pridan Kontrolni pitva Samice s cukrem* N
bez chitinazy 24 hod po sani 48 hod po sani 8% 112
(pouze cukr) 48 hod po sani 72 hod po sani 1% 100
s chitinazou 24 hod PBM 48 hod PBM 1% 100

*procento nevydefekovanych samic, které mély ve voleti nasaty znaceny cukr

Tab. 7 — Procento samic, které nasaly znaceny cukr (s chitindzou ¢i bez chitindzy) ve vyse uvedenych

¢asech po sani krve.
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200 um —— J 200 pm

Obr. 9 — Flebotomové, ktefi nasali modie znaceny cukr, byli vypitvani 48 hodin po sati. Na obrazku A) je
vidét vole naplnéné znacenym cukrem a zakoncentrované barvivo v thorakdlnim mesenteronu (TMG)
v pfirozeném stavu. Na poli B) je detail nahromadéného barviva (Cerné Sipky), které doputovalo az
k anteriornimu plugu (Cervené sipky), pres ktery neproslo dal do stfeva. Uvnitf stfeva (Cerné trojuhelniky) je
krevni bolus (KB) obaleny tmavou PM (nevyznaceno). Tento preparat byl ponechan nékolik minut ve
fyziologickém roztoku, proto se stfevni epitel roztahl a AP jiz nevypliuje pfechod mezi abdomindlni
a thorakalni ¢asti mesenteronu.

5.3.3 RozrusSeni PM chitindzou podanou v krvi

V nasledujicich pokusech byl vyzkousen vliv vSech dostupnych chitinaz na tvorbu PM u
S. schwetzi. Kontrolni pitvy byly provedeny 24 hod po sani a poruSeni PM bylo sledovano
optickym mikroskopem.

Komerc¢ni chitinazy ze S. griseus a T. viride byly ze zasobniho roztoku (25 U/ml)
nafedény do inaktivované krve do finalni koncentrace 1,25 U/ml (koncentrace pouZzivana pro
poruseni integrity PM jinymi autory) (Pimenta et al. 1997, Filho et al. 2002) a 0,125 U/ml
(koncentrace, kterd neme¢la zcela letalni vliv na leishmanie v naSich pfedchozich pokusech)

U chitinazy z B. bassiana bylo nutno pouZit co nejmensi fedéni v krvi, protoze uz jeji
vychozi koncentrace ziskand kultivaci hub byla pomérné nizka (0,14 U/ml). Zakoncentrovany
supernatant z B. bassiana byl smichan s inaktivovanou krvi v poméru 1:1 a v poméru 9:1 pro
ovéteni, zda jsou samice S. schwetzi ochotny tuto smés nasat (bylo popsano, Ze samice
P. duboscqi jsou ochotny sat 5% krev ve fyziologickém roztoku (Pruzinova et al. 2013)). Pro
ovéfeni, zda vliv na PM by nebyl zptsoben jen nafedénim nasaté krve, byla v posledni sérii

pokusti inaktivovana krev smichana v poméru 1:1 s fyziologickym roztokem.
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N samic
Zdroj a koncentrace N nasatych
chitinazy s poskozenou PM samic
(“o)
S. griseus
Chit. 1,25 U/ml 6 (50) 12
Chit. 0,125 U/ml 0 13
Kontrola (krev) 0 10
T. viride
Chit. 1,25 U/ml 0 13
Chit. 0,125 U/ml 0 12
Kontrola (krev) 0 10
B. bassiana
Chit 9 : 1 krev 0 0
Chit 1 : 1 krev 23 (88) 26
Kontrola (krev) 0 15
B. bassiana
Fyz.roz. 1: 1 krev 1(5) 22
Chit 1 : 1 krev 23 (100) 23
Kontrola (krev) 0 20

Tab. 8 — Pocet samic s porusenou PM po pouziti vSech dostupnych druh(
chitindz. Chit — chitinaza, Fyz. roz. — fyziologicky roztok.

Obé dvé komeréné dostupné chitindzy bohuZel v koncentracich, které piisobily nizsi
mortalitu leishmanii v in vitro pokusech (0,125 U/ml), nedokazaly degradovat PM flebotomu
(viz tab. 8). Chitindza z T. viride neméla vliv na PM ani ve vyS$i pouzité koncetraci (1,25
U/ml). Naproti tomu u chitindzy S. griseus doslo v této vyssi koncentraci k poruseni PM u 50
% samic.

Pti pouziti chitindzy z B. bassiana doslo k poruseni PM u témét 90% jedinct, piestoze
koncentrace byla jen 0,07 U/ml (viz tab. 8). Tato koncentrace vznikla smichdnim zasobniho
roztoku (koncentrovany supernatant z kultury hub o koncentraci 0,14U/ml) v poméru 1:1
s krvi. Vys8i koncentrace chitindzy nebylo moZné dosahnout, protoZze pii vysSim fedéni krve
samice S. schwetzi odmitaly z krmitka sat.

Chitindza z B. bassiana zpusobila zmény vzhledu i funkénosti PM. Ta byla oproti
kontrolni skupiné slab$i a vice transparentni, ackoliv i zde byly pfitomny tmavé oblasti

zbarvené inkrustaci hemem (viz obr. 10). V abdominalnim mesenteronu byly u samic
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s aplikaci chitinazy viditelné erytrocyty, které byly znakem poruseni celistvosti PM. Ackoliv
byla PM slaba a vice propustnd, byla ve stfevé flebotomt pfitomna po delsi ¢as (Casto az do
10. dne po sani), coz korelovalo s prodlouzenou defekaci v této skupiné (podrobné&ji
rozvedeno v nésledujici kapitole).

Na poskozeni PM nemélo pfitom vliv samotné fedéni krve, protoze u skupiny, ktera
sala krev fedénou fyziologickym roztokem ve stejném poméru 1:1, nedoslo téméf k zadnému

viditelnému efektu na PM.

Obr. 10 — Odlisnosti v morfologii a ultrastuktufe PM u flebotoma S. schwetzi u kontrolni skupiny
(A a C) a skupiny oSetfené chitinazou (B a D) na nativnich snimcich (3 dny po sani) (A a B)

a elektron-mikroskopickych snimcich pficnymi fezy abdominalnim mesenteronem flebotomu
(2 dny po sani) (C a D). U kontrolni skupiny saté na smési krve a média pro kultivaci B. bassiana
(1:1) je PM pfitomna, na poli A) viditelné inkrustovdna hemem a na poli C) je PM zietelné
viditelnd a v jeji ultrastruktufe jsou patrné jednotlivé vrstvy. U skupiny saté na smési krve
a supernatantu s chitindzou B. bassiana (0,07 U/ml) je na poli B) zfetelné vidét slabsi inkrustace
hemem oproti kontrolni skupiné a na poli D) je patrny pouze naznak PM bez zfetelné vnitini
ultrastruktury. AMG — abdominalni mesenteron; BB — krevni bolus; PM — peritrofickd matrix; MV —

v v/

mikrovily; EC — epitelidIni bunky stfeva. Méfitko (A a B) 100 um; (Ba D) 2 um.
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5.4 Vliv experimentdlniho rozruSeni PM na vyvoj leishmaniovych

infekci v S. schwetzi

V nasledujicich pokusech jsme za pomoci experimentalniho sani nejenom rozrusili PM jako
v predchozi kapitole, ale zaroven infikovali flebotomy leishmaniemi. V pribéhu nésledujicich
pitev jsme pozorovali, jaky vliv bude mit toto poruSeni PM na vyvoj leishmanii ve stfeve

flebotoma S. schwetzi.

5.4.1 Experimentélni infekce flebotomt leishmanii L. major s ptidanim chitindzy
ze S. griseus

I ptes vysledky in vitro pokust, kdy chitindza ze S. griseus v koncentracich porusujicich PM

zabijela leishmanie v kultufe, jsme tuto chitindzu zkusili pouzit u samic flebotomu

experimentalné nakazenych leishmaniemi s nad¢ji, ze in vivo bude letdlni efekt chitindzy

slabsi.

Jiz druhy den po nasati dochédzelo u skupin, které saly krev s chitindzou, k thynu
témet vSech leishmanii. Paty den po infekénim sani byly téméf vSichni flebotomové
vydefekovani a v zadné samici, ktera sala krev s chitindzou, nebyly leishmanie pfitomny.
V kontrolni skupiné byly leishmanie uvnitt krevniho bolu u jedné nevydefekované samice
(viz tab. 9). Z vysledkt je tedy patrné, Ze v in vivo podminkach byl efekt této chitindzy na

leishmanie stejné letalni, jako v pokusech in vitro.

2. den po séni N defekovanych | N infikovanych | N nasatych
samic(%) samic (%) samic
Chit. 1U/ml 0 1(8) 12
Chit. 2U/ml 0 0 12
Kontrola 0 12 (92) 13
5. den po sani
Chit. 1U/ml 19 (95) 0 20
Chit. 2U/ml 20 (100) 0 20
Kontrola 19 (95) 1 20

Tab 9 — Pocet infikovanych samic den 2 a den 5 po experimentalnim nakazeni

L. major s rGznou koncentraci chitinazy S. griseus. Chit. — chitinaza.
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5.4.2 Experimentélni infekce flebotomua leishmanii L. major a L. donovani

s pfidanim chitinazy B. bassiana
Samice flebotomil S. schwetzi byly nakazeny leishmaniemi (L. major a L. donovani) v krvi
smichan¢ v poméru 1:1 se zakoncentrovanym supernatantem z kultury B. bassiana
obsahujicim 0.07 U/ml chitindzy. Intenzita infekce, lokalizace infekce a defekace flebotomt
byly zjistovéany v raznych ¢asovych intervalech az do dne 10 po séni.

Ptidani chitindzy mélo jednoznacné pozitivni vliv na vyvoj obou druht leishmanii,
kter¢ byly diky naruseni PM schopny vymigrovat z endoperitrofického prostoru
a kolonizovat stfevo fleboma. Leishmanie migrovaly z abdominalniho mesenteronu do
thorakalniho mesenteronu a byly dokonce schopny kolonizovat stomodedlni valvu ve 12 %
samic nakazenych L. donovani a ve 36 % nakazenych L. major v den 10 po sani (viz graf 6
a 7aobr.1la 12).

S postupujicim Casem po sani vSak klesalo procento infikovanych samic a to z vice
nez 90 % prvni den po sani az na 46 % u skupiny nakazené L. donovani a 47 % u skupiny
nakazené L. major 10. den po sani.

Leishmanie byly schopny ptezit uvnitt stieva i po defekaci flebotoma a to az v 58%
u samic nakazenych L. donovani (den 7 po séni) a az v 56 % u samic nakaZenych L. major
(den 5 po sani) (viz graf 8). OvSem i u vydefekovanych samic jsme pozorovali trend poklesu
procenta infikovanych samic, tento trend tedy nebyl zplisoben pouhou defekaci flebotoma.

Samotna defekace samic flebotomti s pfidanou chitindzou byla oproti kontrole
opozdéna a 1 v den 10 bylo v chitindzovych skupinach stale nevydefekovanych 57 % samic

u skupiny infikované L. donovani a 43 % samic u skupiny infikované L. major (viz graf 9).
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Graf 6 — Intenzita infekci (INF) samic flebotomU S. schwetzi experimentdlné nakazenych leishmanii
L. major (graf A) a L. donovani (graf B) v jednotlivych ¢asovych intervalech po sani. Ve dvojici vidy
kontrolni skupina a skupina s pfidanou chitindzou B. bassiana (CHIT +). Nad kazdym sloupcem
uvedeno N vypitvanych samic.
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Graf 7 — Lokalizace infekci samic flebotom( S. schwetzi experimentalné nakaZzenych leishmanii
L. major (graf A) a L. donovani (graf B) v jednotlivych ¢asovych intervalech po séni. Ve dvojici vzdy
kontrolni skupina a skupina s chitindzou B. bassiana (CHIT+). Pocty vypitvanych samic jsou stejné
jako v pfislusSném oddilu vgrafu 6. E. Sp.= endoperitroficky prostor, AMG = anteriorni
mesenteron, TMG = thorakalni mesenteron, SV = stomodealni valva.
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Graf 8) Grafy intenzity (A+C) a lokalizaci (B+D) infekci (INF) vydefekovanych samic flebotomi
S. schwetzi nakazenych leishmanii L. major (grafy A a B) a L. donovani (grafy C a D) v jednotlivych
¢asovych intervalech po sdni. Ve dvojici vidy kontrolni skupina a skupina s pfidanim chitindzy
B. bassiana (CHIT+). Celkové (N) vydefekovanych samic, uvedené v grafech (A a C) je stejné i pro
grafy(Ba D).
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Graf 9) Prlibéh defekace samic flebotomU S. schwetzi nakazenych leishmanii L. major (graf A)
a L. donovani (graf B) vjednotlivych ¢asovych intervalech po sani. Ve dvojici vidy kontrolni
skupina (KONT) a skupina s chitindzou B. bassiana (CHIT+). Pocty vypitvanych samic jsou stejné
jako v grafu 6.

Obr. 11 - Fotografie mesenterond samic S. schwetzi infikovanych GFP transfekovanymi

leishmaniemi. Pole (A a B) — fotografie ve svételném a fluorescenénim rezimu mesenteronu
samice zchitindzové skupiny. Na snimcich je zfetelné vidét Unik leishmanii L. donovani do
abdominalniho mesenteronu. Pole (C a D) — fotografie ve svételném a fluorescen¢nim rezimu
mesenteronu samice z chitindzové skupiny, na kterych je zietelné vidét kolonizace thorakalniho
mesenteronu (TMG) a stomodeadlni valvy (SV) leishmanii L. major. BB = krevni bolus, PM =
peritrofickd matrix, AMG = abdominalni mesenteron. Méfitko 100 um.
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Obr. 12 - Fotografie mesenteronl samic S. schwetzi infikovanych GFP transfekovanymi
leishmaniemi L. major. Pole (A a B) — fotografie ve svételném a fluorescencnim rezimu
mesenteronu samice z chitindzové skupiny po jeji defekaci. Na snimku jasné patrnd kolonizace
stfeva leishmaniemi i po vydefekovani nestravené potravy. Na poli C) je vidét kolonizace
abdomindlniho (AMG) a thorakalniho (TMG) mesenteronu véetné stomodealni valvy (SV), ktera je
v detailu na poli D).
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5.4.3 Morfometrie vyvojovych stadii leishmanii
Vyvojova stadia promastigotii byla hodnocena u flebotomi se zralou infekci leishmanii 7-10
dni po sani, a to z roztlakl stiev barvenych Giemsou.

Vétsina promastigotii vSak byla ve stddiu dlouhych nektomonad (80 % L. major
a 60 % L. donovani). Dulezité je, ze oba zkoumané druhy leishmanii byly schopny vytvofit

také infekéni metacyklicka stadia (3,5 % u L. major a 5 % u L. donovani) (viz tab. 10).

Délka t&la (um) | Si¥ka téla (um) | Délka bi¢iku (um)
Druh Promastigotni
N (%) Primér (S.D.) Primér (S.D.) Primeér (S.D.)
leishmanie forma

[Rozptyl] [Rozptyl] [Rozptyl]
Dlouhé 19.2 (2.9) 1.4 (0.4) 19.2 (3,9)

L. major 161(80.5)
nektomonady [14.4-27.2] [0.7-3.4] [6.7-33.9]
11.7 (1.8) 1.9 (0.7) 14.3 (4.2)

Leptomonady | 32 (16.0)
[6.3-13.6] [1.0-3.7] [2.7-23.2]
Metacyklicti 765) 8.0 (1.6)) 2.3(0.7) 17.1 (2.5)
promastigoti ' [5.9-10.0] [1.1-3.0] [13.0-20.0]
17.6 (4.3)) 1.5 (0.6) 18.3 (4.3)

Dohromady 200 (100)
[5.9-27.2] [0.7-3.7] [2.7-33.9]
Dlouhé 117 17.5(2.4) 1.6 (0.5) 17.8 (3,1)

L. donovani

nektomonady (58.5) [14.0-24.6] [0.7-4.7] [11.3-26.5]
11.2(1.8) 1.6 (0.5) 14.9 (3.9)

Leptomonady | 73 (36.5)
[5.5-13.8] [0.9-3.3] [2.9-22.4]

Metacyklicti 8.4 (2.0 1.6 (0.3 18.4 (3.4

y 10 (5.0) (2.0)) (0.3) (3.4)
promastigoti [5.2-10.6] [1.1-2.1] [12.9-22.7]
14.8 (4.0)) 1.6 (0.5) 16.8 (3.7)

Dohromady 200 (100)
[5.2-24.6] [0.7-4.7] [2.9-26.5]

Tab. 10 — Rozméry a cetnost vyskytu jednotlivych vyvojovych promastigotnich stadii L. major
a L. donovani ze stfev S. schwetzi 7-10 dni po sani. S. schwetzi byla experimentalné nasata na krvi
s leishmaniemi a s chitindzou z B. bassiana (0,07 U/ml), ktera rozrusila integritu PM.
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5.4.4 Experimentalni infekce flebotomt leishmanii L. mexicana

Roli PM ve vektorové kompetenci S. schwetzi jsme chtéli ovéfit také alternativnim
zpusobem, pouzitim leishmanii druhu L. mexicana geneticky upravenych pro nadprodukci
chitindzy. U pouzitych kmenti (overexpresor a kontrola, kde byl vnesen pouze plasmid bez
genu pro chitindzu) byla nejprve otestovana chitinazova aktivita v kultufe (viz tab. 11)

Mezi obéma kmeny je sice v obou pokusech patrny jisty rozdil v chitindzové aktivite,
ale absolutni hodnoty této aktivity jsou z natolik nizké, Ze rozruSeni PM flebotomt (a s tim
spojeny pozitivni efekt na vyvoj infekce leishmanii) bylo spiSe nepravdépodobné.

Presto jsme obéma kmeny experimentalné nakazili samice flebotomt. Nezjistili jsme
zadny positivni vliv nadprodukce chitindzy na prubch infekce v S. schwetzi — vSechny
leishmanie byly vydefekovany spolu s nestravenymi zbytky potravy (viz graf 10). Ze 4
infikovanych samic v kontrolni skupiné (7 %) mély 2 samice leishmanie uvnitt PM

(nevydefekované samice) a dvé zbylé samice mély slabé infikovany pouze abdomindlni

mesenteron.
Chit. aktivita overexpresoru Chit. aktivita kontroly
Pokus 1 0,011 U/ml 0,010 U/ml
Pokus 2 0,0036 U/ml 0,0021 U/ml

Tab. 11 — Chitindzova aktivita overexpresoru chitindzy L. mexicana a jeho plazmidové kontroly po 24
hod kultivace.

HSilnd INF  ® Stfedni INF Lehka INF HESp mAMG
0 39 41 0
100% 61 65 100%
80% - 80% -
T 60% - T 60% -
a 3
© 40% - s 40% -
20% - 20% -
0% - — 0% - —_—
KONT | OVER | KONT | OVER | KONT | OVER | KONT | OVER |
A 1den | 7-8 den PBM B 1lden 7-8 den PBM |
cas po sani ¢as po sani

Graf 10) Grafy intenzity (graf A) a lokalizace (graf B) infekci ve stfevé samic nakazenych L. mexicana
s overexpresi chitindzy a jeji kontroly. Ve dvojici vidy vektorova kontrola (KONT) s overexpresorovym
kmenem (OVER). Celkovy pocet vypitvanych samic (N) uvedeny v grafu A) je stejny pro graf B). E.sp =
endoperitroficky prostor, AMG = anteriorni mesenteron.
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5.5 Zjisténi pritomnosti O-glykosylovanych proteinit ve strevé Ctyt
druht flebotomil

Glykosylace stfevnich proteinti vSech ¢tyf zkoumanych druht byly zkoumény s pouzitim

metody Western-blot SDS-PAGE, kde jako marker GalNAc cukernych zbytka (typickych pro

O-glykosylace) byl pouzit HPA lektin.

Diky diive publikovanym vysledkiim nasi laboratofe byl druh P. papatasi pouzit jako
negativni kontrola (bez reakce s HPA lektinem) a druh P. argentipes byl pouzit jako pozitivni
kontrola (pozitivni reakce s HPA lektinem) (Myskova et al. 2007). Nové zkoumané byly
druhy P. orientalis a S. schwetzi. U P. orientalis reagovali s HPA lektinem pozitivné proteiny
v rozmezi 50-60 kDA a u druhu S. schwetzi proteiny okolo molekulové hmotnosti 35-40
kDA. U druhu S. schwetzi vSak byla tato reakce velice slaba oproti P. argentipes
a P. orientalis a jasné viditelnd pouze ihned po vyvolani reakce.
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Obr. 13 — Glykosylace stfevnich proteinl u vSech ¢tyf zkoumanych druh( flebotom(, které byly
zjistovany pomoci HPA-lektinu, ktery se typicky vaze na cukerné zbytky typické pro O-glykosylace.
Druhy P. papatasi a P. argentipes jevily silnou reaktivitu s lektinem, zatimco druh S. schwetzi jevil
jen velmi nizkou reaktivitu v rozmezi 35 — 40 kDa. Druh P. papatasi byl pouZit jako negativni
kontrola.
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6 DISKUZE

Peritroficka matrix tvofena okolo pfijaté potravy ve stievé flebotoma piedstavuje
jednu z nékolika nejvyznamnéjSich piekazek pro vyvoj leishmanii. Pritom nejdilezitéjsi je
ziejm¢ délka intervalu mezi degradaci PM a defekaci nestravenych zbytkli potravy. Tato
hypotéza byla postulovana autory studujicimi vektorovou kompetenci S. schwetzi k lidskym
leishmaniim (Sadlova et al. 2013) a cilem této diplomové prace bylo tuto hypotézu potvrdit a
vysvétlit. Srovnanim pribéhu traveni krve u Ctyi druht flebotomii bylo zjisténo, ze interval
mezi degradaci PM a defekaci byl skute¢né¢ mnohem krats$i (praimérné jen 3 hod) u S.
schwetzi oproti ostatnim druhtim flebotomt (21-48 hodin).

Pfidani exogenni chitinazy z B. bassiana do suspenze krve s leishmaniemi béhem
experimentalniho sani vedlo k rozruseni celistvosti PM a skutecné byl pozorovén pozitivni
vliv poruseni PM na vyvoj leishmanii (L. major, L. donovani). Oba druhy leishmanii byly
schopny opustit endoperitroficky prostor a migrovat anteriorné ptes thorakalni mesenteron
ke stomodealni valvé. Tu byly schopny kolonizovat ve 12 % u L. donovani a ve 36 % u L.
major. Kolonizace stomodedlni valvy je zdkladnim pfedpokladem pro dalsi pfenos leishmanii,
stejné jako tvorba infekénich metacyklickych stadii. Tato stadia infek¢ni pro obratlovce byla
také u obou druhti leishmanii detekovana, a to v5 % u L. donovani a 3,5 % u L. major.
Piirozené procento metacyklickych promastigoti u zralych infekei s kolonizovanou
stomodedlni valvou u kompatibilnich druhii leishmanii a flebotomt se pohybuje mezi 5 %
a 20 %, n¢kdy 1 30 % (Volf et al. 2007, Sadlova et al. 2016, Doehl et al. 2017).

Pozitivni efekt rozruSeni PM na vyvoj leishmanii v naSich pokusech byl ziejmé
umoznén nékolika simultdnné plsobicimi mechanismy. Za prvé to byla natolik mala
koncentrace chitinazy (0,07 U/ml), ze byla poruSena celistvost PM, ale ta nebyla zcela
degradovdna a mohla tedy do jisté¢ miry stale plnit své biologické funkce v traveni flebotoma.
Pro vyvoj leishmanii je diileZitd zejména schopnost PM vazat na sebe toxicky hem uvoliujici
se pii traveni krve (Pascoa et al. 2002). Peritrofickd matrix chitindzou oSetfenych samic
moznd vazala tuto toxickou substanci méné¢, ale stale jest¢ v takové mite, ze leishmanie ve
sttevé mohly piezivat.

Pozitivni vliv na vyvoj leishmanii v S. schwetzi s rozruSenou PM pomoci chitindzy
obsazené v supernatantu kultury B. bassiana mélo i oddaleni defekace flebotoma. Nemuselo
se v tomto piipadé jednat o efekt samotné chitindzy. Pfi pouziti komercni chitindzy S. griseus
v koncentraci 1 U/ml v naSich pokusech k Zadnému oddaleni defekace oproti kontrolni
skupiné nedoslo. Ani Pimenta et al. (1997) pii pokusech s chitindzou S. griseus, ani Robles-

Murguia et al. (2014) pti zablokovani PpChitl pomoci protilatek nepozoruji oddalenou
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defekaci flebotomil. Pravdépodobnéjsi je, ze na prubeh defekace mél vliv néktery z produktt
metabolismu houby ptitomnych v v supernatantu kultury B. bassiana. Dalsi pricinou oddaleni
defekace mohl byt produkt samotnych leishmanii, ktery v prostfedi porusené PM mohl
ovlivnit metabolismus flebotoml. Napiiklad myoinhybitory produkované leishmaniemi
ovliviiuji pfirozenou peristaltiku stfeva ptenaSecli. Tyto inhibitory jsou vsak dosti druhové
specifické a jejich vliv na nepfirozené prenaseCe je pravdépodobné zanedbatelny
(Vaidyanathan 2004, 2005). Ackoliv nemiZeme s jistotou urcit, co piesné zplsobilo
oddalenou defekaci flebotomu, tento efekt piiznivé ovlivnil vyvoj leishmanii, které byly
schopny kolonizovat stfevo flebotoma i bez nutnosti pfichyceni na stievni epitel. U tietiny az
poloviny jedincti byly leishmanie pfitomny ve stfevé i po odddlené defekaci (az 58 %
L. donovani a az 56 % L. major). Leishmanie v dobé defekace jiz pravdépodobné
kolonizovaly thorakalni mesenteron ¢i stomodedlni valvu a pravdépodobnost ztraty infekci
s defekaci byla jiz minimalni.

Zajimava je otazka, zda leishmanie po opusténi PM byly schopné ptichytit se k epitelu
stteva S. schwetzi. Pii sledovani experimentalnich infekci nebylo pfichyceni piimo
mikroskopicky pozorovano, to ov§em nevylucuje, Ze k nému piesto mohlo dochézet. Metodou
Western-blot (vazbou HPA lektinu na GalNAc cukerné rezidua) bylo v této praci prokézéano,
ze ve stievé S. schwetzi se nachazeji O-glykosylované proteiny kliCové pro ptichyceni
leishmanii v permisivnich druzich (Myskova et al. 2007)., ale jen v malém mnozZstvi, Pokles
procenta infikovanych samic s rostouci dobou po sani milZze znamenat, Ze mnozstvi O-
glykosylovanych proteinli neni pro pfichyceni leishmanii v S. schwetzi dostatecné.

Ptestoze néktefi autofi pouzivali pii experimentalnich infekcich flebotomi k rozruseni
PM a sledovani infekce leishmanii chitinazu ziskanou ze S. griseus (Pimenta et al. 1997), ta
vnasich in vitro pokusech pulsobila v takovych koncentracich, které rozruSily PM,
stoprocentni mortalitu leishmanii. Stejné se chovala i druhd komeréné dostupnd chitinaza
z T. viride (t¢z dodavand firmou Sigma, a.s.). Proto jsme volili vyrobu vlastni chitinazy
kultivaci houby Beauveria bassiana. Pimenta et al. (1997) provedli in vitro experimenty
testujici vliv chitindzy na leishmanie, kultivace ale provadéli v krvi. Z naSich vysledki je ale
zifejmé, ze samotnd krev ma na vyvoj leishmanii letalni vliv a proto neni vhodnym prostiedim
pro zkoumani vlivu ostatnich latek na vyvoj leishmanii. Nelze totiz s jistotou odlisit, co je
efekt samotné krve a jaky vliv ma testovand latka. Mimoto leishmanie v krvi vytvareji pti
ristu agregaty (témet bez volnych stadii, kterd jsou pfitomna v médiu) a muze dochdzet
k chybam pfi jejich pocitani. Letadlni efekt travené krve na leishmanie je aktudlné testovan

v nasi laboratofi (Pruzinova, ustni sdéleni).
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Na dvojici P. papatasi — L. major bylo popsano, ze v ¢asnych fazich infekce mize PM
pozitivné ovlivnit vyvoj leishmanii tim, ze tvoii ochrannou vrstvu, ktera brani rychlému
pruniku travicich enzymt do endoperitrofického prostoru (Pimenta et al. 1997). Vysledky
naSich pokusti vSak neprokazaly, ze by druhy flebotoml podporujici vyvoj L. donovani
tvotily PM rychleji. Naopak, nejrychleji PM tvoftily druhy S. schwetzi a P. papatasi, u nichz
byla PM detekovatelnd jiz 1 hod a 4 hod po sani. Naproti tomu druhy P. argentipes
a P. orientalis, tedy ptirozeni pienaSeCi L. donovani, tvorili PM az 24 hod po sani. Rychlost
tvorby PM tedy neovlivituje ¢asny prubé¢h infekce L. donovani u nami zkoumanych druha
flebotomt, respektive vyvoj L. donovani v prvnich hodinach po nasati do stfeva flebotomut
P. orientalis a P. argentipes je uspésny i bez ochranné role PM (Sadlova, Myskova, tstni
sdéleni). U druhu P. argentipes byla PM ve stievé pritomna velice kratkou dobu a pfesto je
L. donovani schopna se vtomto druhu flebotoma velmi dobife vyvijet. ProtoZze ma
P. argentipes velice rychlé traveni 1 kinetiku PM, je vyvojovy cyklus L. donovani v tomto
druhu flebotoma urychlen a to cca o 48 hod oproti P. orientalis (Pruzinova et al. 2015).

U druhu P. papatasi jsou popsany hned dva mozné mechanismy jeho rezistence
k L. donovani. Jednak to mlze byt aktivita trdvicich enzymi, které maji letdlni vliv na
nekompetentni druhy leishmanii (Borovsky & Schlein 1987, Schlein & Jacobson 1998)
a nebo charakter stievniho epitelu, ktery neumoziuje promastigotim druhu L. donovani
uchytit se na sténu stfeva, coz vede k jejich defekaci (Pimenta et al. 1994). Experimentalni
infekce provedené v naSi laboratofi podporuji spiSe druhou moZnost - promastigoti
L. donovani byli schopni pfezivat ve stfevé P. papatasi pusobeni travicich enzymi
a vymigrovat ven z endoperitrofického prostoru, infekce se ztracely az v okamziku defekace
flebotomt (Sadlova, Myskova, ustni sdéleni).

Laboratorni experimenty Lawyer et al. (1990) Sadlova et al. (2013) v¢etné vysledkl
této prace, svédci o tom, Ze S. schwetzi neni vektorem lidskych leishmani6z. Ov§em recentni
terénni prace (Senghor et al. 2016) popisuje nalezy samic S. schwetzi infikovanych
L. infantum v oblasti Mont-Rolland v Senegalu. Kromé detekce DNA leishmanii L. infantum
ve 4,19 % samic autofi této prace také pozorovali mikroskopicky ve vydefekované samici
S. schwetzi kolonizaci anteriorni Casti stfeva a piitomnost metacyklickych stadii. Vysledky
piedchozich laboratornich pokusti povazuji autofi za nerelevantni kvili pouziti leishmanii
a flebotomu z riznych lokalit. Lawyer et al. (1990) vSak pouzili flebotomy a kmen L. major
pochazejici ztéze oblasti Keni a Séadlovd et al. (2013) studovali S. schwetzi
a L. donovani z téze oblasti Ethiopie. Pouze dalsi studované druhy leishmanii (L. infantum
a L. major), které se v severni Ethiopii nevyskytuji, pochazely zjinych oblasti (Turecko,

Izrael). Ani jeden z téchto druhii se v S. schwetzi nevyvijel.
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Pravdépodobnéjsim vysvétlenim rozpornych vysledkl laboratornich studii a terénniho
nalezu ze Senegalu je tedy regiondlni odliSnost ve vnimavosti flebotom@ druhu S. schwetzi.
V této souvislosti je tfeba zminit velikou morfologickou variabilitu tohoto druhu. Morfotyp
odlisny od typické formy S. schwetzi (Adler 1929) popsany v Senegalu (Abonnenc 1959) ma
areal rozsifeni od Sudanu po Zapadni Afriku (Lewis et al. 1969). Dalsi atypicka forma byla
popséana v Ugandg, ta se vyskytuje ve Vychodni Africe (Lewis et al. 1969). Dvé morfologické
varianty S. schwetzi popsané v Keni (Wijers & Minter 1962) se dokonce lisi i svym
antropofilnim chovanim (Minter 1963). Vice morfologickych forem S. schwetzi se vyskytuje
také v Etiopii (Dvotak a Hlavackova, ustni sd€leni). Je tedy pravdépodobné, ze po ditkladné
revizi taxonomie druhu S. schwetzi by mohlo dojit k jeho rozdé€leni na vice druhtl, které se
mohou lisit ve vnimavosti k leishmaniim.

Vysledky této diplomové prace piispivaji i ke stile oteviené otdzce pouziti vlastnich
chitinaz leishmanii pii uniku z PM. N¢ktefi autoti se kloni k nédzoru, Ze leishmanie pfi uniku
z PM, stejné jako pii poSkozeni stomodedlni valvy, produkuji chitindzu, kterou PM aktivné
rozrusuji (Schlein et al. 1991; Rogers et al. 2008). Rogers et al. (2008) pozorovali u linie
L. mexicana nadprodukujici chitindzu diivéjsi kolonizaci stomodedlni valvy L. longipalpis
oproti kontrole, z ¢ehoz vyvozuji, ze leishmanie pouzivaji svou chitindzu pro opusSténi PM.
Jini autofi se vSak pfiklanéni k nazoru, ze leishmanie chitinazu v této fazi neprodukuji
a pouze Cekaji uvniti stieva flebotoma na degradaci PM jeho chitinazami a teprve poté
migruji dale do stfeva (Sadlova a Volf 2009; Ramalho-Ortigao et al. 2010). NaSe
experimenty podporuji spiSe druhou variantu. Linie L. mexicana nadprodukujici chitindzu
nedokazaly opustit PM S. schwetzi a byly vydefekovany stejné, jako kontrolni linie. Také
vysledky pokusil s L. donovani a L. major pti pouziti exogenni chitindzy B. bassiana svéd¢i
spiSe pro variantu, Ze leishmanie pasivné ¢ekaji v endoperitrofickém prostoru na degradaci
PM chitinazami flebotoma a poté zni teprve uniknou. Jen v piipadé experimentdlniho
poruseni PM jsou schopny vymigrovat z endoperitrofického prostoru i v takové druhu
flebotoma, ktery pfirozené¢ PM nerozruSuje, nebo rozrusuje az tésné pied defekaci.

Pti zkoumani hrubé morfologie PM na nativnich preparatech a za pomoci
histologickych metod bylo zjisténo, ze zakladni rysy morfologie PM jsou u vSech ctyt druhli
flebotom1 velice podobné. PM ve vSech ¢tyfech druzich obklopuje kontinualné travenou krev
a postupné tmavne z ditvodu inkrustace hemem, coz bylo u vSech druhii pozorovano zhruba
24 hod po séani. To je v souladu napft. s postupem inkrustace u P. dubosqi (Sadlova & Volf
2009). VSechny druhy maji v pfedni ¢asti PM vyvinuty anteriorni plug, kteti je ziejmé
obligatni soucasti PM komart (Freyvogel & Staubli 1965, Richardson & Romoser 1972)
1 flebotomt (Walters et al. 1993, 1995, Guzman et al. 1994, Sadlova & Volf 2009). Na
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posteriornim konci PM byl u vSech druhti flebotomi vyvinuty posteriorni tail. Na rozdil napf.
od P. perniciosus, ktery ho postrada (Walters et al. 1993) a nebo napt. od L. spiracrassa, u
které je vyvinuty, ale na konci otevieny (Walters et al. 1995), byl u vSech nami zkoumanych
flebotomt PT uzavieny, jako napft. v ptipad€ P. dubosqi ¢i P. papatasi (Sédlova a Volf 2009;
Warburg 2008). Ob¢ dvé tyto struktury (AP, PT) nejsou v pfimém styku s travenou krvi
a proto také nejsou inkrustovany hemem, stejné jako u komard (Freyvogel & Staubli 1965)
a jinych flebotomu (Sadlova & Volf 2009).

Sitka PM, ktera byla méfena na snimcich z elektronového mikroskopu, se
signifikantn¢ neliSila mezi druhy P. orientalis, P. papatasi a S. schwetzi, u druhu
P. argentipes vSak byla PM signifikantné ten¢i, nez u ostatnich druhti flebotomt. To je
v souladu s pozorovanim béhem pitev flebotomi, kdy PM P. argentipes byla velice kiehka
a snadno poskoditelnd. Slabsi PM u tohoto druhu flebotoma zifejmé souvisi s jeho rychlym
travenim, kdy PM je pfitomna béhem mnohem krat§iho casového useku nez u ostatnich druhti
flebotomt. Také ultrastruktura PM byla u P. argentipes jednodussi, nez u ostatnich tfi druhii
flebotomt. Tyto vysledky naznacuji, ze pro vyvoj leishmanii u téchto zkoumanych druht
flebotomil neni $itka a ultrastruktura PM rozhodujici a Ze oddaleny rozpad PM u S. schwetzi,
ktery je zésadni pro rezistenci vi€i leishmaniim, neni dan specifickymi vlastnostmi PM
tohoto druhu, ale spiSe slabsi ¢i oddalenou tvorbou chitindz. Tuto hypotézu bychom chtéli

v blizké dobé& ovéfit.
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7 ZAVER
7.1 Shrnuti vysledk:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Tvorba PM u druhu S. schwetzi byla velice rychla, rychlejsi nez u obou pienasect
L donovani (P. orientalis a P. argentipes) coz vylucuje moznost, ze ztrata infekci
leishmanii by byla ddna absenci ochranné role PM v ¢asné faze infekce (dle hypotézy

Pimenta et al. (1997)).

Kinetika defekace S. schwetzi byla obdobnd, jako u druhu P. orientalis (tedy
prirozeného pienaseCe L. donovani). Stejné¢ tak se vyznamné neliSila hruba
morfologie, ultrastruktura ani tloustka PM S. schwetzi od PM ostatnich druht
flebotoml s vyjimkou druhu P. argentipes, u néhoz je tenkd a ultrastrukturou

jednodussi PM ziejmé spojena s extrémné rychlym travenim potravy.

Zasadn€ odlisnd oproti vSem ostatnim druhtim flebotom@ vSak byla u S. schwetzi
primérnd doba mezi degradaci PM a defekaci zbytkll potravy. Ta byla signifikantné
krat$i (3 hod vs 21-48 hodin), coz potvrzuje hypotézu autori Sadlova et al. (2013).
Leishmanie tedy vtomto druhu flebotoma nemaji dostatek ¢asu z PM uniknout

a prichytit se k epitelu stfeva a jsou vydefekovany spolu se zbytky potravy a PM.

Komeréné dostupné chitindzy (produkované 7. viride a S. griseus) mély na
leishmanie jednoznacné letalni efekt, a¢ je publikovano jejich vyuziti pro rozrusSeni

PM flebotomt a sledovani infekci leishmanii (Pimenta et al. 1997).

Jako alternativni zdroj chitindzy se osvéd¢€ila chitindza produkovana do kultiva¢niho
média houbou B. bassiana. Pouzivan byl superntant média zahustény pies 30kDa

molekularni filtr, ktery neovlivitoval rist a vitalitu leishmanii in vitro ani in vivo.

Tato chitindza podana flebotomlm S. schwetzi spolu se satou krvi piisobila poruseni
celistvosti a ultrastruktury PM a umoZnila tak Unik leishmanii z endoperitrofického
prostoru. Dal$im efektem bylo oddaleni defekace samic, tento efekt 1ze pticitat spiSe

jinym produktiim hub uvoliiovanym do média nez samotné chitinaze.

76



7) Pii umélém naruseni PM byly leishmanie druhti L. donovani i L. major schopny po
uniku do ektoperitrofického prostoru vytvofit v S. schwetzi zralé infekce vcetné

kolonizace stomodedlni valvy a pfitomnosti metacyklickych stadii.

8) S postupujicim Casem po sani vSak klesalo procento infikovanych samic a mezi
vydefekovanymi samicemi se podil nakazenych pohyboval jen okolo 20 — 50 %. To
muze souviset s niz§im zastoupenim O-glykosylovany proteinil u S. schwetzi (tyto
proteiny jsou u permisivnich vektort kli¢ové pro pfichyceni na leishanii na stfevni

epitel).

7.2 Zaveér:

Nase vysledky tedy potvrzuji, ze hlavni divod rezistence S. schwetzi vici leishmaniové
infekci je dlouhé pietrvani PM az do doby defekace flebotoma. Kromé toho mé tento druh
1nizsi zastoupeni O-glykosylovanych proteinii na stfevnim epitelu, takze 1 po piipadném

opusténi PM by leishmanie mély ztizené pfichyceni na sténu stieva.

Oddaleni rozpadu PM neni dano specifickymi vlastnostmi PM S. schwetzi - ultrastruktura,
hrubd morfologie ani tloustka PM S. schwetzi se vyrazn€ nelisi od druhti, u nichz je rozpad
PM oddélen od defekace. Rozdil je tedy tfeba hledat spiSe v rozdilné produkci chitinaz
flebotoma, které PM s koncem traveni potravy pfirozené rozrusuji. Na tuto hypotézu bude

zaméfen dalsi vyzkum.
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