5. Souhrn vysledku a zavéry

5.1. Nachylnost Phlebotomus (Adlerius) halepensis vu¢i riznym
druhim leishmanii

Podrod Adlerius (Diptera: Psychodidae) zahrnuje cca 20 znamych druht
roz8ifenych ve Starém svété. Jejich taxonomie je velmi obtizna a je zaloZena
zpravidla na morfologickych znacich pfitomnych u samcl. Nékteré druhy jsou
suspektnimi vektory visceralni leishmaniézy, nejméné u jednoho druhu, P.
arabicus, byl potvrzen pfenos kozni leishmaniozy ptsobené druhem L. tropica
(P. arabicus (Jacobson a kol., 2003)).

Vyskyt druhu Phlebotomus (Adlerius) halepensis se shoduje s vyskytem
jak kozni (L. major, L. tropica), tak i visceralni (L. infantum) leishmaniozy.
Abychom posoudili vektorovou kompetenci druhu ke koznim leishmaniézam,
provedli jsme experimentalni infekce druhu leishmaniemi L. major a L. tropica
a porovnali jsme je s infekcemi v jejich pfirozenych (L. major — P.duboscqi, L.
tropica — P. sergenti) i nepfirozenych vektorech (Lu. longipalpis).

PFi infekcich flebotoml P. halepensis, P. duboscqi a Lu. longipalpis
druhem L. major bylo tfeti den po sani nakazeno vice nez 90% samic vSech
zkoumanych modeld. Pfevladaly silné az velmi silné infekce. Treti den po sani
parazité pocali unikat pres peritrofickou matrix do ektoperitrofického prostoru —
nejpomaleji u druhu P. duboscgqi. U druhu P. halepensis v tu dobu pfeviadaly
dlouhé nektomonady lokalizované v ektoperitrofickém prostoru a pfitomnost
parazitd ve zbytku nestravené krve uvnitf peritofické matrix byla velmi
sporadicka. Sesty den po sani byly infekce opét u vice nez 90% samic druhd
P. halepensis a Lu. Longipalpis, u druhu P. duboscqi bylo nakazeno 75-80%
samic.

Do Sestého dne po sani byla stravena veSkera krev a nestravené zbytky
byly defekovany u v8ech druhd. Leishmanie migrovaly anteriorné smérem ke
stomodealni valvé. Infekce u druhu P. halepensis byly silné az velmi silné, u
druh( P. duboscqi a Lu. longipalpis byly signifikantné slabsi. Do Sestého dne
po sani byla kolonizovana stomodealni valva z 88% u druhu P. halepensis, ze
67% u druhu P. duboscqi , naproti tomu u druhu L. longipalpis pouze z 28%.
Desaty den po sani prevladaly u vSech zkoumanych druhi silné infekce —
parazité kolonizovali thorakalni stfevo a stomodealni valvu ve vétSiné pfipadu.
Infekce v proboscis a pharynx byly pouze ojedinélé.

Pti infekcich flebotomu P. halepensis a P. sergenti druhem L. tropica
bylo po celou dobu sledovani (od tfetiho po desaty den po sani) nakazeno
mezi 70 a 85% samic obou druht. Rozdil byl patrny mezi pozorovanymi
vektory pouze v dobé, kdy leishmanie unikaly z peritrofického prostoru.
Zatimco u druhu P. halepensis bylo tfeti den po sani v endoperitofickem
prostoru pouze 47% leishmanii, u druhu P. sergenti jich zustavalo 70%. Do
Sestého dne po sani byly vSechny leishmanie v oblasti thorakalniho stfeva a
do oblasti stomodealni valvy dosahovaly u druhu P. halepensis z 83% a u
druhu P. sergenti ze 75%. Desaty den po sani prevliadaly u obou druhi
masivni infekce stomodealni valvy, v nékterych pfipadech infekce dosahovala
az do pharynx a proboscis.

Studium experimentalnich infekci druhl L. major a L. tropica prokazalo,
Ze P. halepensis je vysoce nachylny na oba uvedené kmeny leishmanii a ze
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vyvoj téchto druhd leishmanii je zcela srovnatelny s jejich vyvojem
v pfirozenych vektorech.

NaSe experimentalni studie prokazala, ze P. halepensis by mohl byt
vektorem kozni leishmani6zy. Podle Killick- Kendricka (1999) musi byt spinéna
Ctyfi zakladni kritéria, aby mohl byt urlity druh flebotoma povazovan za
potvrzeného pfenasece urcitého druhu leismanie. Prvni z nich je persistence
parazitd pfi experimentalni infekci, v€etné prestani defekace (viz vysledky
vyse), druhou pak schopnost sani na ¢lovéku a zvifecim rezervoaru.

My jsme pozorovali, Ze samice druhu P. halepensis pfi sani preferovaly
Clovéka pred kralikem (81 vs. 21 samic), dale ¢lovéka pfed krysou (50 vs. 31),
stejné pak kralika pfed krysou (61 vs. 18). To znamena, Ze samice vzdy
preferovaly jako zdroj krevni potravy vétSiho zivocicha. Vybér hostitele nemél
zadny signifikantni vliv ani na mortalitu samic ani na jejich plodnost (pocet
nakladenych vajec) ve srovnani s ostatnimi druhy flebotomd (Harre a kol.,
2001).

Treti kritérium pro Uspésné potvrzeni vektora leishmaniézy je Gspésny a
zdokumentovany pfenos leishmanii sanim na dalSim hostiteli (Killick-Kendrick,
1999). V nasi studii jsme se o tento pfenos pokusili, celkem 137 samic v§ech
tfi druhl v pozdnim stadiu infekce salo na deviti kfeccich. Ackoli se u dvou
kfeCka objevily v mistech vpichu samic slabé edémy, veskeré kultivacni
pokusy zUstaly negativni. Experimentalni pfenos L. major druhem P.
halepensis se tedy prozatim nezdafil.

Poslednim (Ctvrtym) kritériem pro potvrzeni P. halepensis jako
pfenadeCe L. major by byla izolace paraziti zflebotoml odchycenych
v terénu. Toto kritérium téz do dnesniho dne nebylo naplnéno zejména kvuli
determinacnim obtizim pfi ur€ovani samic podrodu Adlerius.

5.2. Nové poznatky o roli metaloproteazy gp63 v prenaseci

Gp63 je hlavnim povrchovym proteinem leishmanii, ktery je pfitomen
zejména v promastigotnich stadiich leishmanii. V hostiteli zastava fadu funkci,
jeho funkce ve vektoru v8ak zlGstava neobjasnéna. Byla vyslovena domnénka,
Ze gp63 by se mohla G&astnit pfi ziskavani Zivin z krevni potravy degradaci
hemoglobinu a dalSich proteind (Schlein, 1993). V naSi studii jsme pro
experimentalni infekci druhu Lu. longipalpis pouZili tfi linie L. amazonensis
liSici se expresi metaloproteindzy gp63 na svém povrchu: kontrolni (s béznou
arovni exprese), mutanty, ktefi méli produkci gp63 zablokovanu a mutanty,
ktefi gp63 everexprimovali. Porovnavali jsme infekce téchto ffi
experimentalnich skupin mezi sebou.

Linie L. amazonensis se signifikantné liSily v ranych fazich infekce, to
jest druhy den po sani. Kontroly a overexprimujici mutanti ukazovali vy3Si
infektivitu pro flebotomy (okolo 90%), prevazoval vyskyt stiednich a velmi
silnych infekci (az 80%). Naopak mutanti se zablokovanou expresi gp63 méli
infektivitu okolo 70%. Prevazovaly stfredni a slabé infekce, velmi silnych infekci
bylo dosazeno pouze ve 30% pfipadi. Vysledky nasvédéuji, Zze gp63 hraje
urcitou Ulohu ve vyvoji L. amazonensis a to zejména v rané fazi infekce.

Naproti tomu v pozdnich fazich infekce (devaty den po sani) se
jednotlivé linie od sebe signifikantné neodliSovaly. VSechny se vyskytovaly
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zhruba u 50% samic s maximalné prevazujicimi velmi silnymi a stfednimi
infekcemi. Ve vSech pfipadech byla infekce lokalizovana do oblasti
stomodealni valvy a thorakalniho stfeva.

Stav infekce a jeji nesignifikantni rozdily u zkoumanych skupin mutantu
v pozdnim stadiu je mozné vysvétlit nékolika zplGsoby. Teoreticky by bylo
mozné, Ze produkce gp63 nebyla u této linie potlatena irreverzibilné a ze
v nepfitomnosti selekéniho tlaku tunikamycinu se béhem vyvoje ve
flebotomech obnovila. Reizolace parazitl ze stfev infikovanych samic do
meédia obsahujiciho tunikamycin vSak tento vyklad vyloudila. Reizolace
parazitd byla usp&Sna jak druhy tak devaty den po infekci flebotomu.
K odvrzeni plasmidu zodpovédného za regulaci produkce gp63 tedy b&hem
vyvoje ve vektoru nedochazi. Je v8ak mozné, ze funkce gp63 byla u mutanta
nahrazena expresi jinych proteind (Chakrabarty a kol., 1996, McGwire a kol.,
2002).

Experimenty s gp63 mutanty provadéli téz Joshi a kol. (1998 a 2002) u
L. major. Tito autofi nezaznamenali Zadné rozdily ve vyvoji a sile infekce mezi
skupinou s knockakutovanymi geny pro gp63 a kontrolni skupinou produkujici
gp63 v bézné mife. Experimenty vSak byly provadény pfi 28°C, narozdil od
nasSich experiment(, které byly provadény pfi 23°C. Je znamo, Ze vyvoj
leishmanii ve vektoru je ovliviiovan teplotou okolniho prostiedi a vyvoj infekci
L. major je rychlejsi pfi teploté 28°C nez pfi teploté 23°C (Leaney, 1977). Dale
pak je samoziejmé& mozné, Ze gp63 muze mit riznou funkci ve zkoumanych
druzich leishmanii (rozdil mezi L. major a L. mexicana) a v jejich interakci
s rdznymi vektory (P. papatasi oproti Lu. longipalpis).

5.3. Mechanismus ,regurgitacni“ teorie - zjiSténi posSkozeni ¢i
blokace stomodealni valvy flebotoml v pozdnich stadiich infekce
leismaniemi

V nematocernich dvoukfidlych je hlavni Galohou stomodealni valvy (SV)
zajisténi jednosmérného toku potravy béhem sani a zabranéni regurgitace
stfevniho obsahu. U flebotomu je ulohou SV navic smérovani potravy podle
jejiho charakteru bud do stfeva nebo do volete (Tang a Ward, 1998). Bylo
popsano, ze samice flebotomud infikované leishmaniemi maji problémy
s opétovnym sanim krve na hostiteli — saji opakované a kratce (review
Molyneux a Jefferies, 1986). Leishmanie kolonizuji pfedni ¢ast stfeva, omezuji
pfijem krve a zapfi¢inuji zpétny tok stfevniho obsahu spole¢né s parazity do
hostitelské tkané (Killick- Kendrick a kol, 1977, Jefferies a kol., 1986, Molyneux
a Jefferies, 1986). Navic u pIné rozvinutych infekci jsou promastigoti v oblasti
SV obklopeni visk6znim gelem. Ten je vytvafen parazity (Stierhof a kol.,1999)
a zfejmé se podili na blokaci SV (Lawyer a kol., 1987, 1990; Walters a kol.,
1987, 1989a,b; Killick-Kendrick a kol.,1988; Rogers a kol., 2002). Zarovefi
byly popsany degenerativni patologické zmény stomodealni valvy (Schlein, a
kol., 1992, Schlein 1993). V téchto studiich byly prezentovany rizné stupne
destrukce cylindrickych bunék formujicich valvu, separace individualnich
bunék od tkané& a jejich zmenseni nebo ztrata jejich buné¢né membrany.
Naruseni funkce SV opét zpUsobuje regurgitaci obsahu mesenteronu do
potravni léze (Schlein a kol., 1992; Schlein, 1993). Tato zajimava hypotéza o
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naruSeni SV v8ak nebyla pfesvédCivé prokdzana a nedostatec¢ny material
v publikacich Schleina a kol. (1992), Walterse a kol., (1987, 1989b) a Walterse
(1993) byl pfedmétem spord mezi zastanci a odpurci této teorie.

Abychom potvrdili &i vyvratili Schleinovu hypotézu, pokusili jsme se o co
nejdokonalejSi zobrazeni leishmanii v travicim traktu flebotomd a o
zdokumentovani pfipadnych zmén, ke kterym pfi infekcich dochazi v oblasti
stomodealni valvy. Nejprve jsme inkubovali stfevo se SV infekénich samic
flebotomt s FITC znaéenymi protilatkami proti tubulinu (poskytnuty MBU
AVCR, Praha Kr&) pro zobrazeni leishmanii. Pro znadeni struktur traviciho
traktu jsme vyzkouS$eli dva lektiny (WGA a PNA), protilatky proti kutikularni
vystelce (prof. Pimenta, Centro de Pasquisas Rene Rachou, Belo Horizonte,
Brazilie) a calcofluor (opticky béli¢, ktery se vaze na celulézu a chitin).
Pozorovani byla provadéna na fluorescenénim mikroskopu Olympus BX51 a
na konfokalnim mikroskopu Olympus Fluoview. Vysledky nebyly uspokojivé,
protoZze samotna inkubace stfeva in vitro s uvedenymi latkami patrné nebyla
dostacujici k jejich proniknuti do tkani a neposkytla moznost pozorovat
leishmanie uvnitf stomodealni valvy a stfeva.

Poté byla vyuzita technika kapilarového sani, kdy jsou samice
flebotomd pfinuceny sat pfesné definovany roztok (v tomto pfipadé smési
protilatek uvedené vySe) ztenké kapilary, ktera je jim nasazena na ustni
ustroji. Ohrnuti spodniho pysku pfitom spousti samovolny saci reflex.
Fluorescenéné znacene protilatky se tak mohly dostat do traviciho traktu samic
in vivo. Pozorovani na konfokalnim mikroskopu Olympus Fluoview v8ak presto
nedala uspokojivou odpovéd na otazku zplsobu pfichyceni parazitli a opét
nebylo mozné pozorovat ani pfipadna poskozeni stomodealni valvy.

Proto jsme pfistoupili k pfipravé vzorka pro elektronovou mikroskopii.
Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (1200 Jeol) jsme pofidili detailni
fotodokumentaci zdravé stomodealni valvy. Apikalni konce cylindrickych bunék
valvy jsou u zdravé stomodealni valvy pokryty tenkou elektrondensni
chitinovou vystelkou a v oblasti vnitini ¢asti valvy u jejiho otevirani se do
stomodea jsou patrné filamentarni struktury. Tyto filamentarni struktury dosud
nebyly popsany v zadné studii ultrastruktury flebotomt, ackoli podobné
struktury jsou patrné i na mikrofotografiich prezentovanych Waltersem a kol.,
(1987, 1989b) a Waltersem (1993). Filamenty spojuji buné&nou membranu a
vnitfni vrstvu chitinu SV; jsou zifejmé kontraktilni a hraji ulohu pfi pohybech
valvy. Ve Schleinovych studiich (Schlein a kol.,1992) tyto filamenty nejsou
patrné kvlli nevhodné orientaci ultratenkych fezd pouZitych pro
fotodokumentaci. Tyto filamentarni struktury jsou pfitomny pouze v bufikach
apikalniho konce valvy, kde se valva uzavira a kde cylindrické buriky kontroluji
vstup do valvy a tim do stfeva.

Pomoci transmisni a rastrovaci elektronové mikroskopie jsme
pozorovali téZ vyvinuté infekce leishmanii ve flebotomech (10-12 dni po sani).
Parazité zcela zaplfiovali lumen anteriorni Casti stfeva. Leishmanie byly
pfichyceny ke stfevnim mikrovillim a chitindzni vystelce stomodealni valvy
nebo se volné pohybovaly v lumen stfeva. Stomodealni valva byla oteviena a
méla pozménény tvar. Chitindézni vystelka valvy byla odtrzena od apikalnich
koncd bunék, filamentarni struktury v apikalnim konci SV byly degradované.
Naproti tomu jadra a mitochondrie cylindrickych bunék zlstaly nezménéné.
Leishmanie se pfichytavaly k chitindzni vystelce pomoci hemidesmozomd,
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v nékterych pfipadech byly u apikalnich koncu cylindrickych bunék pozorovany
zbytky degradovaného chitinu.

Schlein a kol. (1991, 1992) vyslovili hypotézu, Ze k degradaci chitindzni
vystelky SV dochazi zifejmé plsobenim parazitické chitinazy. K potvrzeni této
domnénky jsme provedli infekce mutantnimi kmeny L. amazonensis
overexprimujicimi chitindzu. Infekce témito mutanty ukazala vétSi poSkozeni
stomodealni valvy ve srovnani s kmeny produkujicimi normalni uroven
parazitické chitinazy (Rogers a kol., nepublikovano). Degradace chitindézni
vystelky by mohla vystavovat tkané lezici pod ni G¢inku dalSich hydrolytickych
enzym parazita, jako napfiklad metaloproteazy gp63.

Pro srovnani vlivu parazitll na stomodealni valvu jinych pfenaSecu jsme
provedli infekce komarl trypanosomami. Trypanosomy zplsobovaly zbytnéni
stomodealni valvy, které bylo pozorovatelné jiz béhem pitvani pod
stereomikroskopem. Pomoci transmisni a rastrovaci elektronové mikroskopie
byly zobrazeny epimastigoti trypanosom v pozdnich stadiich infekce — (12-14
dni po sani). Parazité byli pfichyceni ke stomodealni valvé, na rozdil od
leishmaniovych infekci nebyly pozorovany Zadné trypanosomy lokalizované
volné vlumen stfeva. Destrukce kutikularni vystelky valvy a cylindrickych
bunék formujicich valvu nebyla tak vyrazna, jako u leishmaniového modelu,
ale byla téz patrna.

Nase studie ukazala, ze ruzni trypanosomatidé kolonizuji anteriorni ¢ast
stfeva nematocernich Dipter a blokuji oblast SV svého vektora. Destrukce
valvy nebo blokace jeji funkce a nasledna regurgitace parazitd do hostitele pfi
sani krve je zfejmé vSeobecngjSim fenoménem vyskytujicim se u
trypanosomatidl pfenaSenych nematocernim dvoukridlym hmyzem.
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