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ABSTRAKT

Leishmanie podrodu Viannia jsou parazitiéti prvoci prendSeni flebotomy (Diptera:
Phlebotominae). Vyskytuji se v tropickych a subtropickych oblastech Jizni Ameriky, kde
zpisobuji kutdnni a mukokutanni leishmaniézy. Nase prace se zabyvala vyvojem zastupcii
podrodu Viannia v travicim traktu pfenaSece a faktory, které jejich vyvoj ovliviuji.

V prvni ¢asti jsme zkoumali, jakym zplisobem se vyviji Leishmania (Viannia)
braziliensis v travicim traktu Lutzomyia longipalpis. Pomoci GFP znaceného kmene jsme
potvrdili, ze se jednd o peripylarni typ vyvoje. Po Uniku z endoperitrofického prostoru
promastigoti nejprve kolonizovali zadni stfevo a poté migrovali anteriorné. Ve stfevé se
vyskytovaly 4 morfologické formy: dlouhé nektomonady, kratké nektomonady, metacyklicti
promastigoti a paramastigoti. Pomoci histologickych metod jsme demonstrovali pfichyceni
leishmanii v pyloru, zatimco v mesenteronu byli pfitomni pouze volni promastigoti.
Pfichyceni promastigotii k epitelu mesenteronu, které je bézné u podrodu Leishmania,
u L. braziliensis nebylo pozorovano.

Dalsi ¢ast prace byla vénovana vlivu teploty na zastupce podrodu Viannia v ptenaseci.
Sledovali jsme vyvoj dvou blizce piibuznych druhli L. peruviana a L. braziliensis
ve stieveé Lu. longipalpis pti 20 °C a 26 °C. Leishmania braziliensis se vyvijela dobte za obou
sledovanych teplot. Leishmania peruviana byla schopna dospét do stadia pozdni infekce
pouze ve 20 °C. To svéd¢i o adaptaci L. peruviana na vyvoj v nizSich teplotach a jeji
neschopnosti piizpiisobit se rychlej§imu traveni a casnéj$i defekaci flebotoml za vysSich
teplot.

V tieti Casti jsme se pokusili objasnit, jaky vliv ma RNA interference (RNAi) na vyvoj
L. braziliensis v travicim traktu Lu. longipalpis. V nasich experimentech jsme porovnavali
vyvoj ptirozené linie WT s vyvojem mutantnich linii c14 a c16 a reexprimujicich linii c401
a c605. Mutantni linie maji deleci genu pro protein Argonaut, jez je esencialni pro funkci
drahy RNAi. Béhem experimentli jsme bohuzel zjistili, Ze vSechny testované linie kmene
M2903, vcetné kontrolni WT, nejsou schopné vyvoje v pozdéjsich fazich infekce. Vliv RNAi

na vyvoj L. braziliensis v Lu. longipalpis se proto nepodafilo objasnit.

Kli¢ova slova: Viannia, vyvoj, prenasec, teplota, RNA interference



ABSTRACT

Leishmania of the subgenus Viannia are protozoan parasites transmitted by phlebotomine
sandflies (Diptera: Phlebotominae). They occur in tropical and subtropical areas in South
America, where they cause cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis. In this thesis, we
studied developmental pattern of Viannia group and factors affecting its development within
the sand fly gut.

First, we investigated Leishmania braziliensis development within the Lutzomyia
longipalpis digestive tract. Using GFP-labeled strain we demonstrated peripylar development:
promastigotes escaped from the endoperitrophic space, colonized the hindgut and then
migrated anteriorly. Four morphological forms were found within the Lu. longipalpis
digestive tract: elongated nectomonads, short nectomonads, metacyclic promastigotes and
paramastigotes. Furthermore, using the histological methods we demonstrated parasite
attachment in pylorus region, while there were only free promastigotes in the midgut; neither
form was found attached to the midgut epithelium.

The next part was devoted to the effect of temperature on Viannia in Lu. longipalpis.
We compared development of two closely related species L. peruviana and L. braziliensis at
20 °C and 26 °C. Leishmania braziliensis developed well in both temperatures tested,
L. peruviana developed late-stage infections only at 20 °C. These results suggest that
L. peruviana 1s adaptated to lower temperature and is unable to survive vector’s faster
digestion and earlier defecation at higher temperature.

In the third part of the thesis we tried to clarify the effect of RNA interference (RNA1)
on L. braziliensis development within the Lu. longipalpis digestive tract. We compared
development of wild type with knock-downs cl14 and c16 an add-backs c401 and c605.
Knock-downs had inactivated RNAi1 pathway through deletion of the Argonaut gene.
Unexpectedly, we found that all tested lines of M2903 strain, including the wild type, did not
develop in the later stages of infection. Therefore, the question whether the RNA interference

affects L. braziliensis development within the sand fly Lu. longipalpis remains unanswered.

Key words: Viannia, development, vector, temperature, RNA interference
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1 UVOD

Leishmanie jsou skupinou parazitickych prvokt patticich spoleéné s trypanosomami
do skupiny Kinetoplastida. Béhem svého vyvoje vystfidaji dva hostitele: obratlovce
a flebotomy, krevsajici hmyz zceledi Phlebotominae. U lidi zpisobuje tento prvok
leishmani6ézu, onemocnéni s Sirokym spektrem projevil od kutannich a mukokutannich 1ézi az
po napadeni vnitfnich organti. Leishmanie se vyskytuji pfedevSim v subtropickém
a tropickém pasu Starého 1 Nového Svéta, v poslednich letech ale bylo v Evropé a Severni
Americe zaznamenano jejich Sifeni do severnéjsich oblasti.

Podrod Viannia je jednim ze tii podrodld rodu Leishmania. Jeho vyskyt je omezen
na oblasti subtropil a tropt Jizni Ameriky. Vyvojem téchto leishmanii v pfenaseci se zabyvalo
pouze nékolik autorii. Je vSeobecné zndmé, ze leishmanie podrodu Viannia se v travicim
traktu flebotomli vyviji peripylarné, tj. nejen v mesenteronu, ale i v zadnim stfevé. Pouze
v jedné praci je zminka o pfichytdvani téchto leishmanii k mesenteronu. Nikdo prozatim
neobjasnil, zda je toto prichyceni zajisténo vkladanim bic¢ikli mezi mikrovilli, jak je tomu
u sesterského podrodu Leishmania. Studiu jednotlivych vyvojovych stadii vyskytujicich se
v prenase¢i také nebylo vénovano pfili§ pozornosti, podrobnd morfologicka studie byla
provedena pouze u L. panamensis.

Vyvoj leishmanii v travicim traktu pfenaSeCe je ovlivnén fadou endogennich
a exogennich faktorti. Jednim z exogennich je také teplota. Pionyrské prace zkoumajici vliv
teploty na vyvoj leishmanii v pfenaseci se zabyvaly pouze podrodem Leishmania. U podrodu
Viannia obdobné prace neexistuji. Pfitom se vSak nékteré blizce piibuzné druhy tohoto
podrodu vyskytuji ve velmi odlisSnych biotopech; Leishmania braziliensis v zon¢ tropickych
destnych lest a v nizinach, zatimco L. peruviana v horskych udolich And.

Jiz delsi dobu je znamo, ze podrod Leishmania nema funkcni drahu RNA interference
(RNAi). RNA interference je vramci eukaryot bézny proces, pii némz dochazi
k postranskripénimu uml€ovani geni pomoci malych molekul RNA. Teprve nedavno bylo
zjisténo, ze leishmanie podrodu Viannia si funkéni drahu RNAi ponechaly. Jaky ma tato draha

pro leishmanie vyznam, nebylo ovSem doposud objasnéno.



Cilem mé diplomové prace proto bylo:

1. Zjistit, zda se L. braziliensis vyviji a prichytava k mesenteronu Lu. longipalpis.
2. Ur¢it jednotliva vyvojova stadia L. braziliensis vyskytujici se v travicim traktu prenasece.
3. Zjistit, jaky vliv ma teplota na vyvoj L. peruviana a L. braziliensis v ptenaSeci.

4. Zjistit, zda vyvoj L. braziliensis ve sttevé ptenaSece ovliviiuje RNA interference.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Postaveni podrodu Viannia v ramci rodu Leishmania

Zastupce rodu Leishmania lze rozdélit podle zpiisobu jejich vyvoje v travicim traktu
prenasSece do tii skupin: Hypopylaria, Peripylaria a Suprapylaria (shrnuto v Lainson a Shaw,
1987). Skupina Hypopylaria zahrnuje leishmanie plazii Starého Svéta, které se vyvijeji
v zadni ¢asti stieva prenaSeCe. Pfenos je zajistén pravdépodobné pozienim flebotoma plazem.
Leishmanie skupiny Peripylaria si ponechaly vyvoj v zadnim stfevé, po némz nasleduje
anteriorni migrace do mesenteronu a predni Casti travici trubice. Skupina Suprapylaria se
vyviji v mesenteronu a predni Casti travici trubice flebotoma (obr. 1). U skupin Peripylaria
a Suprapylaria je pfenos na obratlovCiho hostitele zajistén sanim infikovaného flebotoma

(shrnuto v Lainson a Shaw, 1987).
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Obr. 1: Schématické znazornéni suprapylarniho, peripylarniho a hypopylarniho vyvoje
(pfevzato ze Sadlova, 1999, upraveno).
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Podle charakteru vyvoje leishmanii v pfenaSeci a jejich geografické distribuce se rod
Leishmania tradi€né déli na tfi podrody: Sauroleishmania, Leishmania a Viannia (Lainson
a Shaw, 1987). Zastupci podrodu Sauroleishmania jsou leishmanie plazli vyskytujici se
ve Starém Svété. Do podrodu Leishmania patii leishmanie se suprapylarnim vyvojem
v prenaseci, jejichZ zastupce lze najit ve Starém i1 Novém Svété. Pro leishmanie podrodu
Viannia je typicky peripylarni vyvoj a vyskyt pfedevs§im v tropech a subtropech Nového Svéta
(Lainson a Shaw, 1987). Druhy patfici do podrodu Viannia, jejich pfenaSeci a projev
onemocnéni jsou uvedeni v tabulce 1. Jako zéastupci podrodu Viannia byly pro tuto praci
vybrany L. peruviana a L. braziliensis. Leishmania peruviana je demograficky omezeny druh
vyskytujici se v horskych udolich pohoii And v Peru a pravdépodobné i dalSich andskych
statech. Je plivodcem onemocnéni zvaného Uta, jez se zpravidla projevuje jako jednoducha
ulcerujici kozni 1éze. Pienaseci L. peruviana jsou Lutzomyia peruensis a Lu. verrucarum,
jejim rezervoarem jsou psi a lidé (shrnuto v Lainson a Shaw, 2010). Leishmania braziliensis
se puvodné vyskytovala pfedevSim v nizindch a deStnych lesich v Amazonii, ale diky
odlesnovani se s ni dnes miZeme setkat i v blizkosti lidskych sidel. Jako rezervoarovi
hostitelé slouzi lesni hlodavci, va¢natci a domaci zvifata. Vzhledem k Sirokému rozsifeni ma
fadu vektort, naptiklad Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu. migonei ¢i Lu. wellcomei.
Leishmania braziliensis je ptivodcem kozni leishmaniozy tvofici vétSinou jednu ¢i vice
koznich 1ézi, u nekterych pacientli dochdzi k mukokutannim projeviim onemocnéni (shrnuto
v Lainson a Shaw, 2010).

Tradi¢ni klasifikace leishmanii podle Lainson a Shaw (1987) se v podstaté shoduje
s fylogenetickymi analyzami rodu Leishmania (Croan et al., 1997; Waki et al., 2007; Asato
etal., 2009; Fraga et al., 2010). Fraga et al. (2010) sestavili fylogeneticky strom zalozeny
na analyze sekvenci genu pro heat- shock protein 70 (viz obr. 2). VSechny tfi podrody tvorfi
monofyletické linie, pticemz podrody Leishmania a Sauroleishmania se spoleéné oddéluji
od podrodu Viannia. Jako zéastupce podrodu Viannia autoii vybrali L. braziliensis,
L. peruviana, L. panamensis, L. guyanensis, L. lainsoni a L. naiffi. Leishmania peruviana se
vétvi uvnitt komplexu L. braziliensis, L. panamensis je soucasti komplexu L. guyanensis

(Fraga et al., 2010).
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Tab. 1: Piehled zastupcti podrodu Viannia, jejich vektora, rezervoaru a projevu onemocnéni
(podle Lainson, 2010).

Druh

Vektor

Rezervoar

Projev onemocnéni

Lutzomyia intermedia
Lutzomyia whitmani

Siroké spektrum terestrickych

I brasiliensis Lutzomyia wellcomei hlodavci (Rodentia) vagnatcii | kutanni
' Lutzomyia migonei (Marsupialia), domaci zvifata | mukokutdnni
Lutzomyia neivae (koné, kocky, psi)
Lutzomyia davisi
. Lut 7 ] L, L
L. peruviana UIZOMyLd: peruensis psi a lidé kuténni
Lutzomyia verrucarum
Choloepus didactylus
(lenochod dvouprsty),
Lutzomyia umbratilis Tamandua tetradactyla kutanni

L. guyanensis

Lutzomyia anduzei

(mravene¢nik Ctyfprsty),
hlodavci (Rodentia), vacnatci
(Marsupialia)

zfidka mukokutanni

L. panamensis

Lutzomyia trapidoi
Lutzomyia ylephiletor
Lutzomyia gomezi
Lutzomyia panamensis

lenochodi (Bradypodidae,
Megalonychidae),
medvidkoviti (Procyonidae),
opice (Aotus trivirgatus,
Saguinus geoffroyi), Heteromys
sp., psi

kutanni
zfidka mukokutanni

paka nizinna (Agouti paca) a

L. lainsoni Lutzomyia ubiquitalis lidé kutanni
Lutzomyia ayrozai . e g
. : . D .
L. naiffi Lutzomyia paraensis pasovee devitipasy (Dasypus kutanni
3 . . novemcinctus)
Lutzomyia squamiventris
malpoviti (Cebidae), lenochod
Lutzomyia whitmani (sensu dvouprsty (Choloepus
L. shawi lato) Y didactylus) a lenochod tiiprsty | kutanni
(Bradypus tridactylus), nosal
Cerveny (Nasua nasua) a lidé
S Lutzomy ragomezi lenochod kratkokrky .
L. colombiensis Lutzomyia panamensis X T, kutanni
. . (Choloepus hoffimanni), lidé
Lutzomyia hartmanni -
lenochod kratkokrky
' I . . i . ’
L. equatorensis utzomyia hartmanni (Choloepuf h.oﬁ‘man'm), nezaznamendn
veverka méniva (Sciurus
granatensis)
predpokladany vektor:
L. lindenbergi Lutzomyia antunesi lidé kutanni
Lutzomyia lindenbergi
L. utingensis Lutzomyia tuberculata neznamy nezaznamenan
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Obr. 2: Fylogeneticky strom sekvenci genu pro hsp70 vytvofeny metodou neighbor-Joining
(Fraga et al, 2010). Cervené zakrouzkovana L. peruviana, modie zakrouzkovana
L. panamensis.
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2.2 Vyvoj podrodu Viannia v prenaSeci

2.2.1 Travici trakt flebotomu

Vyvoj leishmanii v pfenase¢i se odehrava v riznych castech traviciho traktu. Pro snadnéjsi
orientaci v dal§im textu zde proto uvadim jeho zakladni anatomii. Travici ustroji flebotomu je
sloZzeno ze tii Casti: z chitinem vystlaného stomodea (piedni stfevo) a proctodea (zadni
sttevo), a z mesenteronu pokrytého epitelem s mikrovilli. Stomodeum se dale déli
na proboscis (sosak), cibarium (Gstni dutina), farynx (hltan), esofagus (jicen) a esofagealni
divertikulum (vole). V ramci mesenteronu miizeme rozlisit izkou thorakalni ¢ast (oddélenou
od stomodea osvalenym svéracem pokrytym chitinem, tzv. stomodeélni valvou) a Sirokou
abdomindlni c¢ast (odd€lenou od proctodea pylorickou valvou). Proktodeum se sklada
z pyloru, do néhoz usti malpighické trubice, dale z ilea, rektdlni ampule a rekta (shrnuto
ve Walters et al.,1987; Warburg, 2008), viz obr. 3.

Soucasti traviciho traktu je peritrofickd matrix syntetizovand epitelidlnimi bunikami
mesenteronu po nasati krve. Jedna se o membranodzni, acelularni, semipermeabilni strukturu
sloZzenou z proteind, glykoproteind a chitinu. Jeji syntézou okolo pfijaté krve je mesenteron
rozdélen na ekto- a endoperitroficky prostor. Funkci peritrofické matrix je ochrana bun¢k
epitelu mesenteronu proti mechanickému a chemickému poskozeni ¢i proti ataku patogenii

(Lehane, 1997) .

L Stomodealni
Abdominalni Thorakalni valva
mesenteron mesenteron

Malpighické trubice

Rektum ) Sy,
: ‘ Farynx

Cibarium
Vstupni kanal
do esofagedlniho
divertikula Proboscis

lleum  Pylorus

Obr. 3: Schéma traviciho traktu flebotoma (podle Killick-Kendrick, 1979, upraveno).
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2.2.2 Vyvoj podrodu Viannia v prenaseci

Pro podrod Viannia je charakteristicky peripylarni vyvoj (Lainson a Shaw, 1987). Prvni
az druhy den po sédni jsou v peritrofické matrix obklopujici pfijatou krev pfitomni amastigoti
a promastigotni stadia, kterd se mohou délit. Tteti az paty den (po desintegraci peritrofické
matrix) se zacinaji v oblasti pyloru, ilea, popi. rekta objevovat ptfichycené¢ haptomonady
a paramastigoti. Kolonizace oblasti zadniho stfeva pfetrvava v rizné mife po celou dobu
infekce. Ctvrty az Sesty den byl zaznamenidn vyskyt promastigoti v mesenteronu,
nasledovany ve vétSiné piipadii anteriorni migraci a kolonizaci stomodedlni valvy (Hertig
a McConnell, 1963; Johnson a Hertig 1970; Killick-Kendrick et al., 1977a,; Killick-Kendrick
etal.,, 1977b; Lainson et al., 1977; Lainson et al., 1979 ; Walters et al., 1989; Rangel et al.,
1992, Rangel et al., 1993; Walters 1993; Jaramillo et al.,1994; Nieves a Pimenta, 2000;
Barbosa et al., 20006).

Vétsina vyse uvedenych studii popisujicich vyvoj podrodu Viannia v ptrenaseci byla
postavena na pozorovani infikovanych stfev flebotomli pod svételnym mikroskopem,
ve kterém lze jen té€zko rozliSit formy jednotlivych promastigotd. Podrobné rozliSeni
jednotlivych vyvojovych stadii lze najit ve cClancich Johnson a Hertig (1970), Walters
et al.(1989), Walters (1993), Gontijo et al. (1995) a Nieves a Pimenta (2000). Johnson
a Hertig (1970) popisuji morfologii bun¢k L. braziliensis v Lu. sanguinaria a Lu. gomezi.
Neuvadi vSak jejich rozméry ani nazvy. Walters et al. (1989) se zabyvaji vyvojem
L. panamensis v ptirozeném pienaSeCi Lu. gomezi. Ve clanku Walters (1993) najdeme
porovnani vyvoje L. panamensis v Lu. gomezi a Phlebotomus papatasi (parazit v ném neni
schopen tvofit infek¢ni stadia). Nieves a Pimenta (2000) charakterizovali vyvoj a jednotliva
stadia L. braziliensis v Lu. migonei podle morfologickych forem diive popsanych u podrodu
Leishmania. Morfologické formy L. braziliensis vyskytujici se ve stievé Lu. longipalpis
popsali také Gontijo et al. (1995). V tabulce 2 je uveden seznam autorii experimentalnich
nakaz provedenych s leishmaniemi podrodu Viannia, vEetné pouzitych druhi flebotomu
a leishmanii.

Pti popisu jednotlivych forem leishmanii vychazim piedev§im ze studie Walters et al.
(1989), kterou dopliuji poznatky z Walters (1993). VSechna voln¢€ plovouci stadia autofi
oznacovali jako nektomonady, vSechna pfisedla stadia jako haptomonady. Néktera stadia jsou
schopné béhem svého cyklu tvofit jak ptisedlé formy, tak formy voln€ plovouci. Walters et al.
(1989) popsali osm vyvojovych forem (viz tab. 3, obr. 4). Amastigoti se v natravené krvi
transformuji na zavalité procyklické promastigoty. Ti se rychle déli a méni se na vietenovité

a dlouh¢ nektomonady, které primarné migruji do zadniho stieva ale také anteriorné.
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Tab. 2: Vyvoj podrodu Viannia v ptenaSeci, seznam autorti experimentalnich infekei véetné
pouzitého druhu leishmanie a vektora.

Autor (rok publikace)

Druh leishmanie

Vektor

Hertig a McConnell (1963)

L. braziliensis (sensu lato)

Lu. sanguinarius, Lu. gomezi,
Lu. panamensis, Lu. trapidoi
Lu. ylephiletor

Johnson a Hertig (1970)

L. braziliensis

Lu. sanguinaria, Lu. gomezi

Killick-Kendrick et al. (1977b)

L. braziliensis (M1287; M1670)

Lu. longipalpis

Lainson et al. (1977)

L. braziliensis (M1563)

L. guyanensis (H.13)

L. guyanensis (M4146)

L. panamensis (D.H.56C P1)

Lu. longipalpis

Lainson et al. (1979)

L. peruviana (SL-3)
L. peruviana (SL-5)
L. peruviana (D-8)

Lu. longipalpis

Walters et al. (1989)

L. panamensis (MHOM/CO/82/CL064)

Lu. gomezi

Walters et al. (1992)

L. panamensis (MHOM/CO/82/CL064)

P. papatasi

Rangel et al. (1992)

L. braziliensis (MCAN/BR/87/DOG4)
(MHOM/BR/86/HAS3)

Lu. intermedia

Rangel et al. (1993)

L. braziliensis (HOM/COL/86/1257)
L. panamensis (HOM/COL/81/13)
L. guyanensis (HOM/COL/84/1096)

Lu. intermedia

Walters (1993)

L. panamensis (MHOM/CO/82/CL064)

Lu. gomezi, P. papatasi

Jaramillo et al. (1994)

L. braziliensis (HOM/COL/87/1225)
L. panamensis (HOM/COL/84/1099)

Lu. gomezi
Lu. hartmannni
Lu. panamensis
Lu. trapidoi

Gontijo et al. (1995)

L. braziliensis (MCAN/BR/73/BH348)

Lu. longipalpis

Nieves a Pimenta (2000)

L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)

Lu. migonei

Nieves a Pimenta, (2002)

L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)

Lu. migonei

L. guyanensis (MHOM/BR/95/IM4216)

Barbosa et al. (2006) (MHOM/BR/75/M4147)

Lu. longipalpis

V zadnim stievé se tyto nektomonady pfichytavaji kutikularni vystelky pomoci
hemidesmosomu a davaji vznik vietenovitym a hruskovitym haptomonadam. Stadia ptitomna
v zadnim stievé se téméf ned¢€lila, a proto se autofi domnivaji, Ze zadni stfevo slouzi
predevsim jako misto pfichyceni pfi defekaci a jako rezervoar infekce. Walters (1993) navic
v pyloru zaznamenal vyskyt dlouhych haptomondd. V lumen kardie (oblast thorakéalniho
mesenteronu u stomodealni valvy) byli kratci, délici se promastigoti A a z nich vznikajici
kratci promastigoti s dlouhym bic¢ikem B (metacykli¢ti promastigoti). Ob¢ stadia autofi

povazuji za infekéni pro obratlov¢iho hostitele. Dale se v kardii vyskytovali kulati ¢i
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hruskoviti paramastigoti (s kinetoplastem a jadrem vedle sebe) volni ¢i prichyceni
hemidesmosomy (tyto formy pozorovany ziidka i v proktodeu). Walters (1993) v kardii
pozoroval navic dlouhé nektomonady. Ke stomodedlni valvé byly hemidesmosomy
prichycené hruskovité a kulaté haptomonady. Stadia pfitomna v lumen kardie byla obklopena
gelovitou elektrodenzni matrix. Tato hmota, jejiz hlavni slozkou je u podrodu Leishmania
filamentozni proteofosfoglykan (fPPG), byla pozd¢ji pojmenovana jako promastigote
secretory gel (PSG) (Stierhof et al., 1999). Predpoklada se, Ze ucpani proktodea pomoci PSG
(Rogers et. al., 2002; Volf et al., 2004) spole¢né s poskozenim stomodedlni valvy
chinolytickou aktivitou leishmanii (Schlein et al.,1992; Volf et al., 2004; Rogers et al., 2008)
napomaha pfenosu infekcnich stadii do obratlovciho hostitele. V esofagu a farynxu byli
hemidesmosomy pfichyceni kulati a hriaskoviti paramastigoti, kteti byli schopni déleni
(Walters et al., 1989) a hruskovité haptomonady (Walters, 1993). Dale se v oblasti farynxu
a esofagu vyskytovaly kratké nektomonady, metacykliéti promastigoti a volné plovouci
paramastigoti (Walters, 1993).

Walters et al. (1992) a Walters (1993) poukézali na to, Ze L. panamensis v travicim
traktu nepfirozeného vektora musi piekonat nékolik bariér, které zasadnim zplsobem
ovliviiuji jeji vyvoj. Jako nepfirozeny vektor byl vybran Phlebotomus papatasi. Prvni
bariérou se ukazala byt peritrofickd matrix, z niz ¢ast paraziti nebyla schopna uniknout.
Kratké a dlouhé nektomonady i paramastigoti se sice vyvijeli uvniti prostoru obklopeného
peritrofickou matrix, ale paty den po infekénim sani, to jest po defekaci, mélo pouze 31 %
flebotomti kolonizované zadni stfevo, vnémz byly prichyceny hruskovité a kratké
haptomonady a paramastigoti. Anteriorni migrace do oblasti stomodealni valvy byla
pozorovana u méné nez 1 % flebotoml a predni ¢ast travici soustavy nebyla kolonizovana.
Metacykli¢ti promastigoti, stadium klicové pro pienos do definitivniho hostitele, nebyli
detekovani. Absence metacyklickych stadii spole¢né s bariérou tvofenou peritrofickou matrix
a vzacna anteriorni migrace vedly autory k zavéru, ze pifenos L. panamensis pii sani
P. papatasi neni mozny (Walters et al., 1992). Na tomto misté je ovSem dlilezité poznamenat,
ze P. papatasi byl pozdé€ji popsan jako tzv. specificky vektor podporujici vyvoj pouze
L. major (Pimenta et al., 1994, Volf a Myskova, 2007, vice viz kapitola 2.3).

Schopnost vyvoje L. panamensis a L. braziliensis v raznych vektorech
za experimentalnich podminek zjistovali také Jaramillo et al. (1994). Leishmania panamensis
se vyvijela dobie v Lu. trapidoi a v Lu. gomezi. V Lu. panamensis byli promastigoti v krvi
avpyloru, v Lu. hartmani se L. panamensis nevyvijela. Leishmania braziliensis se také

vyvijela dobte v Lu. trapidoi a v Lu. gomezi, v Lu. hartmani byl tieti az paty den kolonizovan
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pylorus a mesenteron, v Lu. panamensis se L. braziliensis nevyvijela (Jaramillo et al., 1994).
Problémem pro interpretaci této prace je nizky pocet vypitvanych samic Lu. hartmani
s L. braziliensis (8 samic), Lu. panamensis s L. panamensis (4 samice) a s L. braziliensis
(3 samice). Pfedevsim neschopnost vyvoje L. braziliensis v Lu. panamensis neni z této prace
prukazna.

Jednou z hlavnich povrchovych molekul leishmanii, ktera pokryva cely povrch bunky
promastigotii véetné biciku je lipofosfoglykan. Tato molekula mize znaéné ovlivnit vyvoj
leishmanii uvniti traviciho traktu pfenasece, a proto ji vénuji nasledujici samostatnou

kapitolu.

Tab. 3: Morfologické formy L. panamensis v travicim traktu Lu. gomezi (dle Walters et al.,
1989, upraveno). * Misto kolonizace a/nebo vyvoje: ES = esofagus, FA = farynx,

KA = kardie, PS = pfedni stfevo, SV = stomodeélni valva ZS = zadni stfevo.

Morfologicka forma Lokalizace ve stieve* Déllzﬁi;tﬁky I()iztz Effit;/ Sifk(a:ul;u)ﬁky
Amastigot krev 3,7-4)5 - 1,5-23
Zavality promastigot krev 52-6,5 <1 24-4,1
Vfetenovita nektomonada ZS, PS 52-83 =] 1,9-2,5
Dlouha nektomonada ZS, PS 12,9-19,0 ~1 1,5-2,5
Kratky promastigot A KA, ES, FA 6,1 -11,3 1,4-1,6 09-1,7
Kratky promastigot B KA, ES, FA 7,0-94 2,1-29 1,5-1,8
Hruskovita haptomonada SV, ZS 5,6 -84 - 2,0-39
Paramastigot ZS, KA, SV, ES, FA 47-59 >3 2,0-4,8
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Obr. 4: Schematické zndzornéni vyvojovych stadii L. panamensis v Lu. gomezi (podle Walters
1993, upraveno). A. Diferenciace a dé€leni v krvi 3—4 dny po infek¢nim sani, B. Thorakalni
mesenteron a stomodedlni valva, C. Pylorus, D. Esofagus a farynx. AM = amastigot,
P = procyklicky promastigot, N1 = dlouhd nektomonada, N2 = vietenovitd nektomonada,
N3 = kratky promastigot, N4 = volny paramastigot, N5 = metacyklicky promastigot,
HO = hruskovita nektomonada, H1 = dlouha haptomonada, H2 = vfetenovita haptomonada,
H3 = kratk4 haptomonada, H4 = ptisedly paramastigot, p = primarni vyskyt, s = sekundarni
vyskyt, r = vzacny vyskyt, cd = vstupni kanal do esofagedlniho divertikula, es = esofagus,
ph = farynx, sv = stomodedlni valva.
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2.3 Lipofosfoglykan

Lipofosfoglykan (LPG) je slozen ze ctyt zdkladnich domén: 1. fosfatidylinositolové kotvy,
2. fosfodisacharidové kostry zopakujicich se jednotek -Gal-Man-PO4-, 3. jadra
(fosforylovany hexasacharid spojujici kotvu s kostrou), 4. oligosacharidové Cepicky (Turco
a Descoteaux, 1992). Fosfatidylinositolova kotva, jadro a fosfodisacharidova kostra jsou
povazovany za konzervované struktury (Turco a Descoteaux, 1992), zatimco cepicka
a cukerné substituce na galaktéze fosfodisachridové kostry se vyznacuji jak mezidruhovou
(McConville et al., 1990; Ilg et al., 1992; McConville et al., 1995; Soares et al., 2002; Soares
et al., 2005) tak vnitrodruhovou variabilitou (McConville et al., 1995; Mahoney et al., 1999;
Soares et al., 2004; Svobodova et al., 2006; Coelho-Finamore, 2011), viz obr. 5.

Slozeni postrannich fetézcti LPG neni po celou dobu vyvoje leishmanii v pienaSeci
konstantni. Struktura promastigotniho LPG se méni béhem vzniku metacyklickych stadii
(tzv. metacyklogeneze). Béhem tohoto procesu dochdzi k prodluzovani fosfodisacharidové
kostry a k poklesu, ztraté ¢i obméné ptivodnich cukernych substituci (McConville et al., 1992;
Sacks et al., 1995; Mahoney et al., 1999; Soares et al., 2002; Soares et al., 2005).

Vétsina praci zabyvajicich se strukturou lipofosfoglykanu byla provedena u podrodu
Leishmania. Pionyrskou studii struktury LPG u podrodu Viannia udélali Muscus et al. (1997).
Studovali slozeni LPG L. braziliensis, L. panamensis a L. guyanensis v ristové a staciondrni
fazi kultury promastigott. Lipofosfoglykan v ristové fazi mél podobné jako LPG L. donovani
velmi malo ¢i zadné substituce. V porovnani s L. donovani ho vSak bylo na povrchu
promastigotli asi desetkrat méné. Ve stacionarni fazi méla molekula LPG vétsi velikost.
Na tuto praci navazali Soares et al. (2005), kteti potvrdili strukturu LPG L. braziliensis
v rustové fazi a objasnili slozeni LPG u metacyklickych promastigotii ze staciondrni faze.
Béhem metacyklogeneze promastigot L.  braziliensis  dochdzi  k prodluzovani
fosfodisacharidové kostry stejné jako u ostatnich leishmanii. Navic vSak vznikaji postranni
glukozové fetézce, coz je v ramci leishmanii neobvyklé (viz obr. 5). U podrodu Leishmania je
metacyklogeneze doprovazena substituci €i ztratou termindlnich sacharidd, napt. u L. major je
galaktoza substituovana ¢i skryta arabinézou (McConville et al., 1992), u L. chagasi se
snizuje mnozstvi postrannich gluk6zovych substituci (Soares et al., 2002) a indicky kmen
L. donovani glukdzové substituce Uplné€ ztraci (Mahoney et al., 1999).

Lipofosfoglykan zastava v zivotnim cyklu leishmanii fadu funkci. V obratlovéim
hostiteli brani buiiku pted lyzi komplementem a oxidativnim stresem, reguluje expresi

NO syntazy v makrofagu, zpomaluje maturaci fagolysozomu a inhibuje sekreci IL-12
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makrofagem a tim zéaroven 1 protektivni imunitni odpovéd’ (shrnuto v Novozhilova a Bovin,
2010). V travicim traktu pfenaSece byl LPG povaZzovan za molekulu, kterd chrani
promastigoty pfed hydrolytickymi protedzami béhem pocatecni faze infekce (Schlein et al.,
1990), a kterd umoziuje adhezi promastigoti k mesenteronu (¢imz zamezuje vylouceni
parazita béhem defekace) a nasledné jejich odpoutani béhem metacyklogeneze (Pimenta et al.,
1992). Pozdé&ji se vSak ukéazalo, Ze LPG se na ochrané promastigotli béhem pocatecni faze
infekce nepodili (Sacks et al., 2000; Svarovska et al., 2010), a Ze role LPG pro pfichyceni
leishmanii k mesenteronu se uplatituje pouze ve specifickych pienasecich (Myskova et al.,
2007; Svarovska et al., 2010).

Typickymi specifickymi vektory jsou P. papatasi podporujici vyvoj pouze L. major
a P sergenti, ve kterém je schopna dokonCit vyvoj jen L. tropica. Mezi nespecifické
(permisivni) vektory patii napiiklad P. argentipes, P. arabicus ¢i Lu. longipalpis (shrnuto
ve Volf a Myskova, 2007). Zde se pti prichyceni pravdépodobné uplatiiuje interakce
glykoproteinti s N-acetylgalaktosaminem (GalNAc) pfitomnych na povrchu stifeva a receptoru
na povrchu leishmanii. Kandidaty pro tento receptor jsou proteiny vazici heparin (HBP)
a povrchové lektiny leishmanii (Myskova et al., 2007).

Jakou roli v zivotnim cyklu leishmanii podrodu Viannia hraje jejich vazba
k mesenteronu vektora, popiipad¢ jakym mechanismem se tak déje, nebylo doposud zcela
objasnéno. Vazbu L. braziliensis k mesenteronu Lu. sanguinaria a Lu. gomezi pozorovali
Johnson a Hertig (1970). In vitro studie poukdzaly na schopnost vazby L. panamensis
k mesenteronu P. papatasi (Warburg et al, 1989) a L. brazileiensis k mesenteronu P. papatasi
a Lu. longipalpis (Wilson et al., 2010). Pomoci jakych molekul tato interakce probiha vSak
autofi neuvadéji. Vazbu L. braziliensis ke stfevnimu epitelu Lu. whitmani a Lu intermedia
in vitro pomoci LPG prokazali Soares et al. (2010). Autofi se domnivaji, Ze za vazbu jsou
zodpovédné glukézové podjednotky pritomné v Cepicce procyklickych promastigoti
a na kostte metacyklickych promastigotti. Na povrchu bunky L. braziliensis byl ovSem také
identifikovan protein véazajici heparin (Azevedo-Pereira et al., 2007). Pomoci western blotu
autofi  prokazali vazbu biothinylovaného HBP-Lb na proteiny stfeva Lu. intermedia
a Lu. whitmani. Autofi ptedpokladaji, ze proteiny vazajici heparin ptfitomné na povrchu
L. braziliensis by mohly byt novou tfidou makromolekul ucastnicich se rozpoznavani

sttevniho epitelu prenaSece.
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Obr. 5: Schématické znazornéni LPG vybranych zastupct rodu Leishmania (podle MySkova
2007, upraveno).
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2.4 Vliv teploty na traveni flebotomu a vyvoj leishmanii v pfenaSeci

Teplota ovliviiuje rychlost Zivotnich cyklt u fady ¢lenovci, flebotomy nevyjimaje (Adler
a Theodor, 1935; Kasap a Alten, 2005, Benkova a Volf, 2007). Benkova a Volf (2007)
zjistovali, jakym zplisobem teplota ovlivituje metabolismus Phlebotomus papatasi. Defekace,
tvorba a kladeni vajec byly opozdény a trvaly delsi dobu u samic chovanych ve 23 °C,
ve srovnani se samicemi ve 28 °C. Defekace krvi nasatych samic byla ve 23 °C o 12-36 hodin
zpozdéna oproti samicim ve 28 °C. Vnizsi teploté tedy dosSlo k celkovému zpomaleni
metabolickych procesii, v€etné traveni krve samicemi flebotomti.

Vliv teploty na vyvoj leishmanii ve stievé flebotomil za experimentalnich podminek
popsali Leaney (1977), Rioux et al. (1985) a Anez et al. (1989). Leaney (1977) choval
Lutzomyia longipalpis infikované Leishmania mexicana ve 22, 25 a 28 °C. Infekce byla
pozorovana u 30 % samic chovanych ve 28 °C, u 75 % samic chovanych ve 25 °C au 70 %
samic chovanych ve 22 °C. Autor se domniva, Ze diky rychlejSimu traveni samic ve 28 °C
nestihne pied defekaci uniknout z peritrofického prostoru dostatecné mnozstvi leishmanii.
Ve vsech testovanych teplotach byli pozorovani paraziti ptichyceni ke kardii.

Rioux et al. (1985) testovali vyvoj Leishmania infantum v travicim traktu Phlebotomus
ariasi pii teploté¢ 10, 15, 20 ¢i 25 °C. Teploty 5 °C a 30 °C byly letalni pro flebotomy
i leishmanie. Autoti dosli k zavéru, ze zvySujici se teplota zvysuje celkovy podil infikovanych
flebotom1l, urychluje déleni promastigotli v mezenteronu a usnadiiuje prichycovani leishmanii
ke stomodedlni valvé. Jako optimdlni teplotu pro vyvoj L. infantum stanovili 25 °C.

Anez et al. (1989) sledovali vyvoj L. amazonensis v Lu. youngi pti 22 °C, 25 °C
a28 °C. V kazdé teploté byly samice rozdéleny do tii skupin. V prvni skupiné byly samice
krmeny roztokem 30% sacharézy, ve druhé skupiné roztokem 30% fruktozy a ve tieti skupiné
30% roztokem malt6zy. Ackoliv je pro L. amazonensis typicky suprapylarni vyvoj (Lainson
a Shaw, 1987), autofi tuto leishmanii pozorovali pfi né€kterych kombinacich cukr — teplota
v pyloru, malpigickych trubicich a zadnim stfeve. Pti nizsi teploté a pii podavani maltézy ¢i
fruktozy byla atypickd lokalizace ¢astéj$i. Naopak v kombinaci sacharézy a teploty 25 °C
a 28 °C nebyla neobvykla lokalizace zaznamenana. Jaky podil mé na tomto vysledku teplota
vSak autofi neuvadéji. Pfiznévaji vSak, Ze cast vysledki mitize byt ovlivnéna tim, ze
Lu. youngi neni pfirozenym vektorem L. amazonensis.

Vliv teploty na vyvoj L. major v P. papatasi diskutovali ve své praci také Benkova
a Volf (2007). Domnivaji se, ze pomalejs$i traveni P. papatasi v nizsi teploté¢ poskytuje

L. major delsi Cas na ustanoveni infekce v jeho mesenteronu.
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2.5 RNA interference u leishmanii

RNA interference (RNAi) je v eukaryotické fis$i vysoce konzervovany proces, pii némz
dochdzi k umlcovani geni pomoci malych interferujicich RNA. Jeho funkci je naptiklad
ochrana pted viry a transposony, postranskripcni degradace malych RNA molekul, umlcovani
genl pomoci formace heterochromatinu a metylace DNA ¢i  regulace vyvoje
mnohobunéénych organismu (shrnuto v Cerutti a Casas-Mollano, 2006).

Diky vyskytu RNAi u rtznorodych organismi muze tento d¢j probihat nékolika
mechanismy, ale v zdsad¢ ho lze rozdélit do tii krok (Siomi a Siomi, 2009). Nejprve je
dvouvldknovd dsRNA (syntetizovand v buiice ¢i do bunky) Stipana enzymem DICER
(ribonukledza III = RNasalll) za vzniku malé dvouvlaknové RNA (siRNA). V dalsim kroku
jsou tyto malé dvouvlaknové RNA rozvolnény a jedno vldkno (tzv. vedouci) je vlozeno
do proteinového komplexu RISC (RNA-induced silencing comlex). Ve tfetim kroku RISC
vyhled4d a navaze cilovou RNA paruyjici s jednovlaknovou RNA, a poté ji §t€pi proteinem
Argonaut s endonukledzovou aktivitou (Siomi a Siomi, 2009).

RNA interference se dnes vyuziva k experimentalni regulaci exprese genti, naptiklad
pii zjistovani jejich funkce (shrnuto v Hannon, 2002). RNAi muze byt v bunice aktivovana
mnoha zpusoby, napiiklad vpravenim dsRNA piimo do buiiky, vlozenim vektora
syntetizujictho dsRNA (Hannon, 2002) ¢i introdukei kratkych vlasenkovitych siRNA (Yu
et al., 2002).

V ramci leishmanii byla funkéni draha RNA1 prokazana u zastupcii podrodu Viannia:
L. braziliensis (Peacock et al., 2007; Lye et al., 2010), L. guyanensis a L. panamensis (Lye
et al., 2010). Naopak, RNAi chybi u zastupct podrodu Leishmania: L. major, L. donovani
(Robinson a Beverley, 2003), L. infantum (Peacock et al., 2007), L. mexicana (Lye et al.,
2010) a u L. (Sauroleishmania) tarantolae (Lye et al., 2010). Ke ztrat¢ RNAi doslo
pravdépodobné po oddéleni podrodu Viannia od ostatnich leishmanii (Lye et al., 2010).
Z jakého diivodu si podrod Viannia ponechal RNAI1 neni zndmo. Smith et al. (2007) a Peaock
et al. (2007) spekuluji o jeji roli vregulaci transposomil ¢i v obran¢ proti RNA virGim
leishmanii (LRV).

Hypotézu funkce RNAi v obrané proti transposomim podporuje prace Shi et al.
(2004), ve které mutanti Trypanosoma brucei nesyntetizujici argonaut TbAGO1 hromadili
v buiice transkripty transposomli. U mutovanych bunc¢k nebyl pozorovan Zadny ristovy
defekt. Autofi se proto domnivaji, ze pro rust vektorovych forem v laboratofi je proces RNAi

postradatelny. Ortholog genu TbAGO1 byl nalezen také u L. braziliensis (Peaock et al.,
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2007). Lye et al. (2010) funkci AGO1 v draze RNAI L. braziliensis experimentalné overili.
Pro porovnani efektivity RNAi autofi vytvofili konstrukt (LUC-SR), ktery zaroven
exprimoval dvé mRNA, jednu pro luciferazu (LUC) a druhou pro RNA vlasenku luciferazy
(LUC-StL). Po vneseni konstruktu do buniky L. braziliensis byla zaznamenéana nizka aktivita
luciferazy oproti buiikkdm exprimujicim pouze luciferazu. Do takto ptipravenych bunék byl
vlozen konstrukt pro expresi RNA vlasenky pro AGO1, coz vedlo ke stondsobnému zvySeni
exprese luciferazy ve srovnéani s buitkami nesoucich pouze konstrukt LUC-SR. To dokazuje
zna¢nou redukci uc¢innosti RNAI a tim potvrzuje G€ast AGO1 v draze RNAIi u L. braziliensis.
Jaky dopad na buitku ma vyrazné snizeni RNA interference na fenotyp leishmanii autofi
neuvadéji.

Hypotéza, ze si zastupci podrodu Viannia ponechali RNA interferenci kvili obrané
proti viram, je diskutabilni diky objevu pfitomnosti LRV u L. major, jez maSinérii RNAi
postradd (Scheffter, 1995; Widmer a Dooley, 1995). Vliv ptitomnosti LRV na silu drahy
RNAI testovali Lye et al. (2010). Porovnavali intenzitu RNAi u kmenu L. guyanensis M4147
LRV+, L. guyanensis M4147 LRV- a L. braziliensis M2903 LRV-. Intenzita RNA
interference byla vyhodnocena srovnanim RNAi u transfektantli exprimujicich pouze
luciferazu (normalni exprese) s bunikami s konstruktem LUC-SR (sniZzend exprese luciferazy).
Autofi zjistili, ze intenzita RNAI je u L. braziliensis sniZzena tfistakrat, zatimco u obou kment
L. guyanensis jen tricetkrat. Domnivaji se proto, Ze redukovand RNAi u LRV+ L. guyanensis
nesouvisi s pfitomnosti viru.

Jak jiz bylo zminéno vySe, RNA interference se da vyuzit ke zjistovani funkce
ruznych genti. U L. braziliensis byla pomoci RNA1 zkouména funkce paraflagelarni tycCe
(PFR). Byli vytvofeni mutanti postrddajici jedny zhlavnich strukturnich proteint
paraflagelarni ty¢e PFR1 a/nebo PFR2. Tato mutace vedla k vyrazné redukci struktury PFR
a ke snizeni motility bun¢k v kultufe (Ley et al., 2010). RNA interference ovSem neni pro
zjisténi funkce nckterych gent L. braziliensis pouzitelna. Napiiklad syntéza mRNA
a-tubulinu byla pomoci RNAI sniZzena pouze o 63 %. Ani pokusy efektivné sniZit syntézu

lipofosfoglykanu nebyly uspésné (Lye et al., 2010).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 SloZeni pouzitych roztoku
Trisovy pufr

20 mM Tris (Sigma)

150 mM NacCl

dotitrovat pomoci HCL na pH 7,8

Fyziologicky roztok
150 mM NacCl

Redici roztok na leishmanie pti poditani v Biirkerové komirce
0,85% NaCl
1% formaldehyd

3.2 Pouzité druhy leishmanii a jejich kultivace

Na pokusy byly pouzity nasledujici druhy leishmanii:

L. peruviana (MHOM/PE/90/HB&6)

L. braziliensis (MHOM/PE/91/LC2177)

L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) — wild type (WT), c14 (KO), c16 (KO), c401 (AB),
c605 (AB)

L. braziliensis XD29

Vsechny linie L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) jsou z laboratoie Steva
Beverleyho, Washington University, School of Medicine. Mutantni linie c14 a c16 maji deleci
genu pro protein Argonaut, linie c401 je add-back c14, linie c605 je add-back c16.

Kmen L. braziliensis XD29 je fluorescencné znaceny pomoci GFP. Byl ziskan od Matthew
Yeo, London School of Hygiene & Tropical Medicine.

Leishmanie byly kultivovany v plochych kultiva¢nich zkumavkach v tekutych mediich
(viz nize) pii teploté 23 °C. Linii L. braziliensis (M2903) WT bylo mozné péstovat i v mediu
pro L. peruviana (HB86) a L. braziliensis (LC2177). Pouzité druhy leishmanii jsou
uchovavany v kryobance v zamrazovacich ampulich CryoTube™ Vials (NUNC) v mediu
s 5-10 procenty kryoprezervacni latky Dimethylsulfoxidu (Sigma-Aldrich). Pfed pouzitim

byly buniky vymrazeny a pfeockovany do nového média.
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SlozZeni kultiva¢nich medii:

Medium pro L. peruviana (HB86) a L. braziliensis (LC2177)
M199 (Aldrich, Sigma)

20% Fetal bovine serum (Sigma, Gibco)

2% sterilni mo¢

1% BME vitaminy (Sigma)

Gentamicin (Lek Pharmaceuticals d.d.): 50-10 pg/ml
Amikin (Bristol-Meyers Squibb): 250 pg/ml
Penicilin (Biotika): 5000 U/ml

Medium pro L. braziliensis M2903 WT, KO a AB

Nekompletni medium:

0,25% hemin (Sigma) v 50% triethanolaminu (Sigma): 0,125 ml
10 mM adenin (Sigma) v 50mM HEPES (Sigma): 6,25 ml

0,25 mg/ml biopterin (Sigma): 5 ml

Doplnit do 500 ml Schneider’s insect mediem (Sigma)
Dorovnat na pH 6,5

Kompletni medium pro linii WT:

Fetal bovine serum (Sigma, Gibco): 5 ml
Penicilin/Streptomycin (Sigma), findlni koncentrace 50 U/ml a 50 pg/ml: 0,25 ml

Doplnit nekompletnim mediem do 50 ml

Kompletni medium pro linie KO:

Fetal bovine serum (Sigma, Gibco): 5 ml
Penicilin/Streptomycin (Sigma), finalni koncentrace 50 U/ml a 50 pg/ml: 0,25 ml
Blasticidin (Sigma), findlni koncentrace 5 pg/ml: 10 pl

Doplnit nekompletnim mediem do 50 ml

Kompletni medium pro linie AB:

Fetal bovine serum (Sigma, Gibco): 5 ml

Penicilin/Streptomycin (Sigma), finalni koncentrace 50 U/ml a 50 pg/ml: 0,25 ml
Blasticidin (Sigma), finalni koncentrace 5 pg/ml: 10 ul

Phleomycin (Sigma), finalni koncentrace 0,1 pg/ml: 10 pl

Doplnit nekompletnim mediem do 50 ml
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Medium pro L. braziliensis XD29
Medium pro L. peruviana (HB86) a L. braziliensis (LC2177) + Geneticin (Invitrogen):

15 pg/ml

3.3 Experimentalni infekce

3.3.1 Priprava kiZic¢ek

Mrtvé tfidenni kufatko bylo zbaveno pefi a poté byla steriln¢ stazena kiize ze zad a hrudi.
Stazené kuzi¢ky byly zbaveny tuku a proplachnuty 2krat po 10 minutach v etanolu a 2krat
po 10 minutiach ve sterilnim fyziologickém roztoku. Pfipravené kizicky byly uchovavany

v =20 °C.

3.3.2 Infek¢ni sani

Ctyfi az $est dni stara kultura promastigotii leishmanii (exponencialni faze riistu) byla dvakrat
promyta ve sterilnim fyziologickém roztoku. Pro zjisténi koncentrace bunék bylo z promyté
kultury odebrano 10 pl, smichdno s 990 pl fediciho roztoku a pocet leishmanii stanoven
v Biirkerové komtrce (P-lab). Kultura byla nafedéna na koncentraci 10krat vyssi nez byla
pozadovana vysledna koncentrace leishmanii v krvi a poté smichana s defibrinovanou
a inaktivovanou (56 °C 35-40 min) kralici krvi (Bioveta) v poméru 1:9 (300 ul kultury
a 2700 pl krve). Sterilni sklenéné krmitko s kufeci kiizickou pfipevnénou parafilmem bylo
naplnéno krvi smichanou s leishmaniemi. Krmitko bylo zahfivano na 37 °C vodni l4zni
s vnéjsi cirkulaci. Ke krmitku byla ptfipevnéna sitka se 4—7 dni starymi samicemi Lutzomyia
longipalpis (Brazilie). Samice saly dvé hodiny ve tmé. Poté byla sitka opatrné sundéana
a nenasaté samice byly vytfidény. Nasaté samice byly chovany v termostatu pfi teploté 20 °C
nebo 26 °C s neomezenym piistupem k cukru a pii vlhkosti téméf 100 % (vice o chovu

flebotomt viz Volf a Volfova, 2011).

3.3.3 Pitvy stfeva samic

Pitvy samic Lutzomyia longipalpis byly podle potieb daného pokusu provadény druhy az
desaty den po infek¢nim sani. Samice uspané na ledu byly zbaveny koncetin a poté byly
pfeneseny na podlozni sklicko do kapky trisového pufru ¢i fyziologického roztoku a pitvany
pitvacimi dratky (minucie zasazena v dfevéné Spejli) pod binokularni lupou. Nejprve byla
odd¢lena hlava od zbytku téla. Stfevo bylo vytazeno za posledni zadeckové ¢lanky, pfeneseno
do nové kapky a prohlizeno pod svételnym mikroskopem. Intenzita infekce byla stanovovana
do tfi kategorii podle poctu promastigotli ve stfevé: slabda (1-100 promastigotl), stiedni

(100-1000 promastigotl1) a silna infekce (vice nez 1000 promastigotl).
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3.3.4 Schéma pokusi infekéniho sani

1. Vliv teploty na vyvoj L. peruviana (HB86) a L. braziliensis (LC2177) v Lutzomyia

longipalpis
Samice Lu. longipalpis byly rozdéleny do skupin po 100-150 samicich. Infek¢éni davka byla
5-10° leishmanii/1 ml krve. Nasaté samice byly chovéany v termostatu, jedna skupina ve 20 °C

a druhd skupina ve 26 °C. Pitvy byly provedeny 2.-3. a 8.-9. den po infekénim sani.

2. Porovnani vyvoie L. braziliensis M2903 (WT) a jejich mutantu v Lutzomyia longipalpis

Samice Lu. longipalpis byly rozdéleny do tii skupin po 100-150 samicich. Nasaté samice
byly chovany ve 25-26 °C. Pitvy byly provedeny 3., 6. a 10. den po infekénim sani. U vSech
linii byly pouzity infekéni davky 1:10° a 5-10° leishmanii/1 ml krve.

3. Porovnani vyvoije L. braziliensis (M2903) a L. braziliensis (LC2177) v Lu. longipalpis

Samice Lu. longipalpis byly rozdé€leny do dvou skupin po 150 samicich. Infek¢éni davka byla
1-10° leishmanii/l ml krve. Nasaté samice byly chovany ve 25-26 °C. Pitvy byly provedeny

3. a7. den po infek¢nim sani.
Statistické vyhodnoceni pokusi 1-3 bylo provedeno y* testem pomoci programu S-Plus.

4.Vyvoj L. brazilienis XD29 v Lu. longipalpis

Infekéni davka byla 1-10° leishmanii/l ml krve. Nasaté samice byly chovany ve 25-26 °C.
Pitvy byly provedeny 2., 4., 7. a 9. den po infek¢nim sani. Stfeva byla prohlizena
pod svételnym mikroskopem s fluorescenci (Olympus BX51) se zabudovanou kamerou

(DP-70). Buiiky byly foceny pomoci programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus).

3.4 Porovnani ristu L. peruviana (HB86) a L. braziliensis (LC2177)
v kulture

Leishmanie byly pfeockovéany z kultury v exponencidlni fazi rastu (30 pl kultury do 1970 pl
media) vzdy od kazdého druhu do dvou zkumavek. Jedna zkumavka byla kultivovana
ve 20 °C, druha ve 26 °C. V Biirkerové pocitaci komtirce (P-lab) byla spocitana koncentrace
bun¢k ihned po pieockovani a poté kazdy den po Sest dni. Z namétfenych hodnot byla

sestavena rustova kiivka (program Microsoft Excel).
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3.5 Morfologie leishmanii béhem vyvoje v prenaseci

Pro piipravu preparatii byla pouzita stteva Lutzomyia longipalpis kolonizovana Leishmania
braziliensis (LC2177) pitvana ve fyziologickém roztoku 3., 6., 8. a 9. den po infekénim sani.
Vypitvand stfeva byla na podloznim skle rozmacknuta a opatrné rozetiena krycim sklickem.
Po zaschnuti byly preparaty fixovany 5 minut metanolem, usuSeny, barveny roztokem
Giemsy-Romanovského (Giemsa stain (Fluka), fedény 20krat) 25 minut a poté oplachnuty
destilovanou vodou.

Preparaty byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51) se
zabudovanou kamerou (DP-70) pti celkovém zvétSeni 1000krat za pouziti imerzniho oleje.
Bunky byly foceny pomoci programu QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus). Délka buiiky,
jeji sitka (v nejSirsi casti) a délka biciku byly méfeny v programu ImageJ (Java). Pro kazdou
skupinu (den 3, 6 a 8-9) bylo ndhodné vybradno sto méfenych bunék. Ziskana data byla
vyhodnocena v programu SPSS.

Jednotlivé formy byly rozlisovany podle Walters et al. (1989), Cihakové a Volf (1997),
Sadlova a Volf (2009) a Sadlova et al. (2010):

1. Procyklicti promastigoti: délka bic¢iku < nez délka tcla, délka téla < 12,9 uym

2. Dlouhé nektomonddy: délka téla > 12,9 um

3. Kratké nektomonady: délka téla < 12,9 um, pomér délky bic¢iku a délky téla < 2

a zaroven > délka t¢la
4. Metacykli¢ti promastigoti: pomér délky bi¢iku a délky téla > 2, délka téla < 12,9 um

5. Paramastigoti: kinetoplast lezi lateralné€ u jadra

3.6 Kvantitativni PCR

Na izolaci DNA leishmanii byly pouzity samice flebotomli osmy den po infekénim sani
uchovavané ve 100 pl Tissue lysis buffer (Roche) v —20 °C. DNA byla izolovana pomoci
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) podle protokolu od vyrobce. Vyizolovana
DNA byla eluovana do 100 pl eluéniho pufru (Roche) a skladovéna pfi teploté 20 °C.

Pocet leishmanii ve flebotomech byl stanoven pomoci kvantifikace vyizolované DNA
s vyuzitim kvantitativni PCR (qPCR) zalozené na detekci vznikajiciho dvouvlaknového
produktu (amplikonu) prostiednictvim metody SYBER Green (iIQSYBER Green Supermix,
Bio-Rad, Hercules, CA) na pfistroji 1Q5 real-time PCR detection system (Bio-Rad). Byl
amplifikovan gen pro glukéza-6-fosfat dehydrogendzu (G6PD) s vyuzitim primerQ
G6PD-LLF (5—3" CTTGTTGCCTCCGGCTAC) a  GO6PD-LLR (5—>3":
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GGCCATGTAAGCATCCTCAT) (Castilho et al., 2008). Vysledky byly vyhodnoceny
Mann-Whitney U testem (program STATISTICA 6.1; StatSoft). Kvantitativni PCR byla
provedena a statisticky vyhodnocena doc. RNDr. Janem Votypkou, Ph.D.

3.7 Histologie a elektronova mikroskopie

Pro histologii a elektronovou mikroskopii byly pouzity samice Lu. longipalpis nakazené
L. braziliensis LC2177 (infek&ni davka: 5-10° leishmanii/1 ml krve) 6. den po infek&nim sani.
Samice zbavené koncetin, hlavicky, vétsi ¢asti kiidel a Spicky zadecku byly fixovany 24 hodin
pfi pokojové teploté¢ v modifikované karnovského fixdzi (2,5% glutaraldehyd natedény
kakodylatovym pufrem s 10 % formaldehydu). Takto pfipravené vzorky byly odeslany do
Laboratofe elektronové mikroskopie Biologického centra AV CR v Ceskych Bud&jovicich,
kde byly dale zpracovany a zality do pryskyfice Epon-araldite.

Polosilné (1 pm) a ultratenké (70 nm) fezy byly pfipraveny na ultramikrotomu
Reichert-Jung Ultracut E na pracovisti elektronové mikroskopie PfF UK. Polosilné fezy byly
barveny na histologické plotynce zahtaté na 60—65 °C 1-2 minuty roztokem 1% Toluidinové
modii a poté byly oplachnuty destilovanou vodou. Preparaty byly prohlizeny pod svételnym
mikroskopem (Olympus BX51) se zabudovanou kamerou (DP-70) a foceny v programu
QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus).

Ultratenké tfezy byly zpracovany pracovistém elektronové mikroskopie PiF UK.
Preparaty byly prohlizeny a foceny na transmisnim elektronovém mikroskopu TEM JEOL

1011 s CCD kamerou Veleta na pracovisti elektronové mikroskopie na PiF UK v Praze.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vyvoj L. braziliensis v Lu. longipalpis

4.1.1 Vyvoj kmene XD29

Vyvoj GFP znacené L. braziliensis v Lu. longipalpis byl sledovan a 2., 4., 7. a 9. den
po infekénim sani. Lokalizace leishmanii ve stieve je zndzornéna na obr. 6.

Byl pozorovan klasicky peripylarni vyvoj. Druhy den byly leishmanie pfitomné v krvi
obklopené peritrofickou matrix (obr. 6 A). Ctvrty den byli promastigoti lokalizovani v oblasti
zadniho stfeva, ptredevsim v ileu (obr. 6 E) a pyloru (obr. 6 C,D). Sedmy a devaty den se
bunky vyskytovaly v oblasti zadniho stfeva a v mesenteronu (obr. 6 F). V nékolika ptipadech
byl zaznamenan vyskyt v oblasti stomodealni valvy. Na stomodedlni valvé promastigoti
pfichyceni nebyli. VSechny dny pozorovani byly infekce slabé. Ptiblizn¢ polovina samic byla

9. den po infekénim sani negativni.

4.1.2 Histologie Lu. longipalpis nakaZenych kmenem LC2177
Samice Lu. longipalpis byly histologicky zpracovany Sesty den po infekénim sani. Lokalizace
promastigotil je zachycena na obr. 7.

V oblasti pyloru byli pozorovani promastigoti riznych tvara prichyceni ke kutikularni
vystelce (obr. 7 A). V lumen mesenteronu se vyskytovaly rtizné formy volnych promastigota
(obr. 7 C, D). Leishmanie pfichycené k epitelu mesenteronu nebyly pozorovany. Lumen
stomodealni valvy bylo zcela vyplnéno velkym mnoZstvim promastigotti, ale ze snimku na

optickém mikroskopu nelze rozpoznat, zda jsou nékteti z nich ptichyceni ¢i nikoliv (obr. 7 B).
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Obr. 6: Vyvoj L. braziliensis XD29 v Lu. longipalpis. A. Krev uzaviena v peritrofické matrix
(zvétSeni 40x), B. Promastigoti pfitomni v oblasti pyloru, mesenteronu a stomodeélni valvy
(zvétSeni 40x), C. a D. Promastigoti ptfichyceni v pyloru (zvétSeni 200x), E. Promastigoti
vileu (zvétseni 200x) F. Promastigoti lokalizovani v abdomindlnim mesenteronu (zvétSeni
200x).




[

10 pm

-

Obr. 7: Histologie traviciho traktu Lu. longipalpis nakazené L. braziliensis. A. Promastigoti
pfichyceni k chitinové vystelce pyloru (zvétSeni 1000x), B. Promastigoti v lumen
thorakalniho mesenteronu na rozhrani se stomodealni valvou (zvétSeni 400x), C. a D. Volni
promastigoti v lumen abdomindlniho mesenteronu (zvétSeni: C — 400x, D — 1000x).
CH - chitinova vystelka, EP — epitel stieva, LU — lumen stieva, MT — malpighicka trubice,
MYV — mikrovilli.
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4.2 Morfologie L. braziliensis ze stieva Lu. longipalpis
Bunkdm barvenym na roztérovych preparatech stiev Lu. longipalpis nakaZenych
L. braziliensis (LC2177) byla zmétena délka a $itka t¢la a délka bic¢iku. Podle morfologickych
znaki byly bunky pfifazeny k jednotlivym vyvojovym stadiim. Byly rozliSeny Ctyii zakladni
formy:

1. dlouh¢é nektomonady (obr. 8 D vpravo)

2. kratké nektomonady (obr. 8 A, B, C)

3. paramastigoti (obr. 8 D vlevo )

4. metacykli¢ti promastigoti — Siroké 1 Stihlé formy (obr. 8 E, F)
Zastoupeni jednotlivych forem tieti, Sesty a osmy/devaty den po infekénim sani je uvedeno
v tabulce 4. Pocet dlouhych nektomonad v pribéhu infekce klesal, naopak pocet
paramastigotii a metacyklickych promastigott rostl. Kratké nektomonady se vyskytovaly
v nejvyssim poctu Sesty den po infekci. Nejcastéjsi formou byly kratké nektomonddy.
Procykli¢ti promastigoti nebyli detekovani.

Kratké nektomonady byly morfologicky zna¢né proménlivé. Podle poméru délka
bi¢iku/délka téla a podle Sitky téla bylo mozno rozlisit tfi typy bunék:

- nektomonady s kratkym bic¢ikem (pomér délky bi¢iku a délky téla < 1,4), (obr. 8 A)

- tlusté nektomonady (pomér délky biciku a délky téla > 1,4 a < 2, Sitka téla > 4 pm),

(obr.8 B)
- $tihl¢é nektomonady (pomér délky biciku a délky téla > 1,4 a < 2, Sitka téla <4 um),
(obr.8 C)

Pro zjisténi, zda se jedna o variabilitu v rdmci jedné formy, nebo zda jde o riizné morfologické

formy by ale bylo potfeba zmé&fit vétsi soubor bunék.

Tab. 4: Zastoupeni jednotlivych morfologickych forem L. braziliensis 3., 6. a 8. a 9. den po
infek&nim sani. Jednotlivé dny se mezi sebou signifikantng lisi (3* = 68,217; p = 0,0001).

Dlouha Kratka . Metacyklicky
Den nektomonada nektomonada Paramastigot prostti goty celkem
3 50 48 1 1 100
6 11 71 2 16 100
8+9 16 51 4 29 100
Celkem 77 170 7 46 300
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Obr. 8: Morfologické formy L. braziliensis (zvétSeni 1000x). A. nektomonada s kratkym
bi¢ikem, B. tlustd nektomondda, C. §tihld nektomonada, D. vpravo paramastigot, vlevo dlouha
nektomonada, E. metacyklicky promastigot: Siroka forma, F. metacyklicky promastigot:
Stihla forma.
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4.3 Vliv teploty na vyvoj leishmanii podrodu Viannia
Vyvoj Leishmania peruviana a L. braziliensis v pirenase¢i Lu. longipalpis byl zkouman pfti
teplotaich 20 °C a 26 °C. Experimentalni infekce byly provedeny néckolikrat (10krat pro
L. peruviana a 11krat pro L. braziliensis), vysledky z jednotlivych opakovani byly sloueny
arozdily mezi skupinami otestovany y° testem. Hladina pravdépodobnosti byla stanovena
95% (p = 0.05). Pocet leishmanii ve stievech flebotomli osmy den po infekénim séni byl
stanoven také pomoci kvantitativni PCR a vyhodnocen Mann-Whitney U-testem.

Rast L. peruviana a L. braziliensis pti 20 °C a 26 °C byl pro porovnani zméten také

v kultute. Z naméfenych hodnot byla sestavena rastova kiivka.

4.3.1 Vliv teploty na vyvoj L. peruviana (HB86) v Lu. longipalpis
Vysledky pokust jsou shrnuty v tabulce 5 a zndzornény na obrazku 9. Ve skupiné chované
ve 20 °C byl pozorovan klasicky peripylarni vyvoj. Druhy den byly leishmanie predevSim
v mesenteronu v natravené krvi. Osmy den byly leishmanie lokalizovany v zadnim stfevé
(pfedevsim v pyloru), v abdominalnim a thorakalnim mesenteronu a na stomodealni valvé.
U skupiny chované ve 26 °C byly leishmanie druhy den po infekénim sani rovnéz ptitomny
v krvi v mesenteronu. Paty den se leishmanie vyskytovaly v zadnim stfevé (pylorus),
v mesenteronu a nékolik jedincli na stomodealni valvé. Osmy den byla v n¢kolika pfipadech
pozorovana slaba infekce bez kolonizace valvy, ve vétsin¢€ samic leishmanie nebyly pfitomny.
Druhy 1 osmy den byl zaznamendn signifikantni rozdil v intenzité infekce mezi
skupinou chovanou ve 20 °C a 26 °C (2. den: Xz = 12,555; p =0,0057; 8. den: Xz =44,521;
p= 1,17-10"). Rozdil v procentu infikovanych samic druhy den po infekci nebyl statisticky
prikazny (y° = 0,108; p = 0,742), osmy den se skupiny signifikantng ligily (x> = 43,01;
p=15,446-10""). Pted defekaci (2. den) se L. peruviana mnozila rychleji ve 26 °C. Naopak

po defekaci (8. den) byl vyvoj L. peruviana zaznamenan témét vyhradné ve 20 °C.

Tab. 5: Porovnani intenzity infekce L. peruviana 2. a 8. den po infekénim sani
v Lu. longipalpis chovanych ve 20 °C a ve 26° C.

Den 2 Den 8
Intenzita infekce 20 °C 26 °C 20 °C 26 °C
Silna 0 5 3 0
Stredni 0 9 12 0
Slaba 14 11 20 5
Neinfikované 5 11 18 58
Celkem 19 36 53 63
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Obr. 9: Porovnani intenzity infekce L. peruviana 2. a 8. den po infekénim sani
v Lu. longipalpis chovanych ve 20 °C a ve 26 °C. Cisla nad sloupci znaci pocet vypitvanych
samic.

4.3.2 Vliv teploty na vyvoj L. braziliensis (ILC2177) v Lu. longipalpis
Vysledky pokust jsou shrnuty v tabulce 6 a znazornény na obrazku 10. V obou testovanych
teplotach byl pozorovan typicky peripylarni vyvoj. Druhy den byly leishmanie pfitomny
v mesenteronu v natrdvené krvi. Osmy den byl zaznamenan vyskyt leishmanii v zadnim
stteve (piedevsim v pyloru), v mesenteronu a na stomodealni valve.

Signifikantni rozdil v intenzit¢ infekce mezi skupinami byl prokdzan 2.-3. den
po infekei ()* = 15,042; p = 0,002), 8.-9. den nebyl rozdil statisticky prikazny (3* = 6,25;
p=0,1). Rozdil v procentu infikovanych samic mezi skupinami 2.-3. den po infekci nebyl
prokazan (x> = 0, 818; p = 0,366), 8.-9. den se skupiny signifikantng lisily (* = 5,593;
p =0,018). Pred defekaci (den 2) se L. braziliensis rychleji vyvijela ve 26 °C, po defekaci
(den 8) byla intenzita infekce obdobna ve 20 °C 1 26 °C.

Tab. 6: Porovnani intenzity infekce L. braziliensis v Lu. longipalpis chovanych ve 20 °C a ve
26 °C 2.-3. a 8.-9. den po infekénim sani.

Den 2-3 Den 8-9
Intenzita infekce 20 °C 26 °C 20 °C 26 °C
Silna 6 23 43 34
Stiedni 5 11 16 11
Slaba 17 7 9 10
Neinfikované 8 7 22 38
Celkem 36 48 90 93
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Obr. 10: Porovnani intenzity infekce L. braziliensis 2.-3. a 8.-9. den po infekénim sani
v Lu. longipalpis chovanych ve 20 °C a ve 26 °C. Cisla nad sloupci znaci pocet vypitvanych
samic.

4.3.3 Porovnani vyvoje L. peruviana a L. braziliensis v Lu. longipalpis p¥i 20 °C a 26 °C
pomoci qPCR
Porovnani poctu leishmanii L. peruviana a L. braziliensis v Lu. longipalpis ve 20 °C a 26 °C
pomoci kvantitativni PCR je zndzornéno na obrdzku 11. Pocet pouZitych samic je uveden
v tabulce 7.

Kvantitativni PCR potvrdila vysledky z mikroskopického pozorovani. Ve 20 °C
L. braziliensis zpusobovala vys§i nakazy a vyssi procento nakazenych samic. U samic
chovanych ve 26 °C byl zaznamenan vysoky rozptyl hodnot oproti samicim ve 20 °C. Hodné&
samic bylo negativnich, infekce nékterych samic byly naopak velmi intenzivni. Rozdil mezi
samicemi z 20 °C a 26 °C neni signifikantni.

U samic Lu. longipalpis infikovanych L. peruviana a chovanych ve 20 °C byly

cvwr

Rozdil mezi skupinou samic chovanych ve 20 °C a 26 °C je statisticky prikazny (P<0,001).
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Tab. 7: Pocty samic analyzovanych pomoci kvantitativni PCR. Analyzovany Ctyii skupiny:
samice nakazené L. peruviana chované ve 20 °C a 26 °C a samice nakazené L. braziliensis
chované ve 20 °C a 26 °C.

Leishmanie Teplota Pocet samic
L. braziliensis 20 °C 43
L. braziliensis 26 °C 24
L. peruviana 20 °C 40
L. peruviana 26 °C 49
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Obr. 11: Piehled rozloZeni hodnot intenzity infekce (bez extrému a odlehlych hodnot) u samic
Lu. longipalpis nakazenych L. braziliensis (B) a L. peruviana (P) chovanych ve 20 °C a ve

26 °C.
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4.3.4 Vyvoj L. peruviana v kulture pti 20 °C a 26 °C
Vyvoj L. peruviana v kultute pti 20 °C a 26 °C je znazornén na obrazku 12. Buiiky péstované

ve 20 °C se mnozily pomaleji oproti kultufe ve 26 °C, ale narostly do vyssi koncentrace.

A 20°C
2,5:107 m 26°C
. 7
2,25-10 —a A
= 2107 A
N 1,75-107 A
>
2 1,5-107
2 -
3 2,5-107 -
E 1-107 =
S 7510° \_/
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\(7‘_.\_—_//'\- T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Obr. 12: Porovnani rtistu L. peruviana v kultute pii 20 °C a 26 °C.

4.3.5 Vyvoj L. braziliensis v kulture pti 20 °C a 26 °C
Vyvoj L. braziliensis v kulture pti 20 °C a 26 °C je znazornén na obrazku 13. Buiky
péstované ve 26 °C se mnozily rychleji a dosahly zhruba dvojnasobné vyssi koncentrace

oproti buitkam péstovanym ve 20 °C.
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m 26°C
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Obr. 13: Porovnani rtistu L. braziliensis v kultute pii 20 °C a 26 °C.
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4.4 Porovnani vyvoje mutanti L. braziliensis M2903 v Lu. longipalpis
4.4.1 WT, c14, c401 v Lu. longipalpis
Vysledky pokusi jsou shrnuty v tabulkdch 8 a 9 a zndzornény na obrazcich 14 a 15.
Experimentalni infekce byla provedena dvakrat s riznymi infekénimi davkami. Poprvé byla
infekéni davka 1-10%ml, podruhé 5-10%ml. Pitvy byly provedeny 3., 6. a 10 den, u davky
1-10%ml z ditvodu vysoké mortality flebotomi pouze 3. a 6. den po infekénim sani.

Vysledky byly otestovany ° testem. Hladina pravd&podobnosti byla stanovena 95%
(p =0.05).

Infekéni davka 1-10%/ml

Tteti den po infekénim sani se leishmanie vSech tii linii vyvijeli dobte. Sesty den nebyla
7adna samice infikovand WT, vétSina samic infikovanych c14 a c401 byla také negativnich.
Mezi liniemi nebyl zaznamenan signifikantni rozdil ani v intenzité infekce (3. den: y* = 8,3;
p=0,21; 6. den: y* = 6,849; p = 0,335) ani v procentu infikovanych samic (3. den: y* = 0;
p=1;6.den: y*=2,083; p=0,353).

Tab. 8: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, c14 a c401 v Lu. longipalpis 3. a 6. den
po infekénim sani. Infek&ni davka 1-10%ml.

Den 3 Den 6
Intenzita infekce WT cl4 c401 WT cl4 c401
Silna 2 3 0 0 3 0
Stiedni 2 0 0 0 1
Slaba 0 1 3 0 2 1
Neinfikované 1 1 1 6 14 5
Celkem 5 5 5 6 19 7
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Obr. 14: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl4 a c401 v Lu. longipalpis
3.a6.den po infekénim sani. Infekéni davka 1:10°%ml. Cisla nad sloupci znaéi podet
vypitvanych samic.

Infekéni davka 5-10%/ml

Tteti den po infekénim sani se vSechny linie vyvijely dobfie, nelisily se ani v intenzité infekce

(4’ = 4; p = 0,677) ani v procentu infikovanych samic (3* = 0,48; p = 0,787). Sesty den byla
vétSina pitvanych samic negativnich, linie se mezi sebou prikazné nelisily (intenzita infekce:
¥> = 4,17; p = 0,654; procento infikovanych samic: y* = 0,48; p = 0,787). Desaty den bylo
signifikantng vy3§i procento samic infikovanych linii c401 oproti c14 (y* = 6,679; p = 0,009),
oproti WT se c401 nelisila (x> = 2,857; p = 0,091). V intenzité infekce signifikantni rozdil
mezi liniemi zaznamenén nebyl (x° = 8,75; p = 0,188). Viechny samice nakazené WT a c14

byly negativni.

Tab 9: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl4 a c401 v Lu. longipalpis 3.,
6. a 10. den po infekénim sani. Infekéni davka 5-10%/ml.

Den 3 Den 6 Den 10
Intenzita infekce WT cl4 | c401 | WT | cl4 | c401 | WT | cl4 | c401
Silna 7 4 7 0 1 2 0 0 1
Stfedni 1 3 1 1 1 2 0 0 1
Slaba 0 1 1 0 1 0 0 0 1
Neinfikované 2 2 1 9 7 11 4 11 3
Celkem 10 10 10 10 10 15 4 11 6
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Obr. 15: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl14 a c401 v Lu. longipalpis 3.,
6.a 10. den po infekénim sani. Infekéni davka 5-10%ml. Cisla nad sloupci znadi pocet
vypitvanych samic.

4.4.2 WT, c16, c605 v Lu. longipalpis

Vysledky pokust jsou shrnuty v tabulkdch 10 a 11 a zndzornény na obrazcich 16 a 17.
Experimentalni infekce byla provedena se dvéma infekénimi davkami. Poprvé byla infekcni
davka 1-10%ml, podruhé 5-10°ml. Pitvy byly provedeny 3., 6. a 10 den. Vysledky byly
otestovany y” testem. Hladina pravd&podobnosti byla stanovena 95% (p = 0.05).

Infekéni davka 1-10%/ml

Tteti den po infekci byl pozorovan normalni vyvoj, mezi liniemi nebyl signifikantni rozdil

(intenzita infekce: y* = 6,5; p = 0,37; procento infikovanych samic: ¥* = 1,17; p = 0,557).
Sesty den byla vétiiny vypitvanych stiev bez infekce. Nejvice infikovanych samic bylo
pozorovano u linie c605. Vyvoj c605 se signifikantné lisil od WT v intenzité infekce
(x* = 5,498; p = 0,019), signifikantnd vy3si bylo také procento infikovanych samic (y° = 5,498;
p = 0,019). Linie c604 se signifikantng lidila v intenzité infekce oproti c16 (x* = 6,057;
p = 0,048). Vyvoj linii desaty den po infekénim sani se signifikantné nelisil (intenzita infekce:
x2 =3,292; p = 0,510; procento infikovanych samic: Xz =3,292; p =0,193), vétSina samic byla

negativnich.
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Tab 10: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl16 a c605 v Lu. longipalpis 3.,
6. a 10. den po infekénim sani. Infekéni davka 1-10%/ml.

Den 3 Den 6 Den 10
Intenzita infekce WT cl6 | c605 | WT clé | c605 | WT cl6 | c605
Silna 2 1 2 0 0 0 0 0 1
Stifedni 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Slaba 2 0 0 1 1 6 0 0 1
Neinfikované 1 2 2 19 18 11 23 7 17
Celkem 5 4 4 20 20 17 23 7 19
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Obr. 16: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, ¢16 a c605 v Lu. longipalpis 3.,
6.a 10. den po infekénim sani. Infekéni davka 1-10%ml. Cisla nad sloupci znadi pocet
vypitvanych samic.

Infekéni davka 5-10%/ml

Tteti den po sani se vSechny linie vyvijely dobfe. Byl zaznamenan rozdil v intenzit¢ infekce

(* = 13,875; p = 0,031), linie c605 zptisobovala signifikantn& vy3si intenzitu infekce oproti
WT (y* = 8,073; p = 0,045). Mezi ostatnimi liniemi nebyl rozdil statisticky prikazny.
V procentu infikovanych samic se linie neliily (x> = 5,089; p = 0,079). Sesty a desaty den
vétSina pitvanych samic nebyla infikovdna. Mezi liniemi nebyl signifikantni rozdil ani
v intenzité infekce (6. den: ¥* = 9,192, p = 0,163; 10. den: > = 1,534, p = 0,464) ani
v procentu infikovanych samic (6.den: y*=3,181; p = 0,204; 10. den: y* = 1,534; p = 0,464).
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Tab 11: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl6 a c605 v Lu. longipalpis 3.,
6. a 10. den po infekénim sani. Infekéni davka 5+10%/ml.

Den 3 Den 6 Den 10
Intenzita infekce WT cl6 | c605 | WT cl6 | c605 | WT cl6 | c605
Silna 1 2 4 0 0 1 1 0 0
Stifedni 0 0 3 0 0 2 0 0
Slaba 1 3 0 1 1 0 0 0
Neinfikované 8 5 3 10 9 5 20 7
Celkem 10 10 10 11 10 8 20 7
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Obr. 17: Porovnani intenzity infekce mezi liniemi WT, cl6 a c601 v Lu. longipalpis 3.,
6.a10. den po infekénim sani. Infekéni davka 5-10%ml. Cisla nad sloupci zna&i podet
vypitvanych samic.

4.4.3 Shrnuti vysledkii vyvoje L. braziliensis M2903 a jejich mutanti v Lu. longipalpis

Ve vSech experimentech se linie vyvijely dobfe pouze treti den po infekci, Sesty a desaty den
byla vétSina vypitvanych samic negativnich a to i u kontrolni linie WT. Rozdil ve vyvoji
mezi liniemi c14 a c¢16 nebyl prikazny ani pfi jedné infek¢ni davce. Vyvoj linii c401 a c605
se signifikantné liSil v procentu nakazenych samic desaty den po infekénim sani pii infekéni
davce 5-10%ml (3* = 4,55; p = 0,033). Porovnani vyvoje linii c14/c16 a c401/c605 pii infekéni
davce 1-10%ml a 5-10%ml je znidzorndno na obrazcich 18 a 19. Hodnoty pro WT jsou
pro danou infek¢ni davku spojeny. Pro vysvétleni téchto piekvapivych vysledki jsme vyvoj

linie WT porovnali s vyvojem diive testovaného kmene LC2177, viz nésledujici podkapitola.
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Obr. 18: Porovnani vyvoje linii c14/c16 a c401/c605 pii infekéni davee 1-10%/ml.
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Obr. 19: Porovnani vyvoje linii c14/c16 a c401/c605 pii infekéni davce 5-10%/ml.
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4.4.4 Porovnani vyvoje L. braziliensis (M2903) a L. braziliensis (LC2177)
v Lu. longipalpis
Neocekavané vysledky infekci kmenem M2903 WT jsme se pokusili vysvétlit srovnadnim s jiz
diive sledovanym kmenem LC2177. Vysledky pokusii jsou shrnuty v tabulce 12 a zndzornény
na obrazku 20. Infekéni davka byla 1-10%ml. Samice byly pitvany 3. a 7. den po infekénim
sani.

Samice nakazené kmenem M2903 nebyly infikovany ani tfeti ani sedmy den
po experimentalnim sani. Kmen LC2177 se vyvijel vyrazné 1épe, sedmy den byla infikovana

zhruba polovina samic a témét vSechny infikované samice mély kolonizovanou stomodealni

valvu.

Tab 12: Porovnani vyvoje kmenti L. braziliensis M2903 a LC2177 v Lu. longipalpis 3. a 7.
den po infekénim sani.

Den 3 Den 7
Intenzita infekce M2903 LC2177 M2903 LC2177
Silna 0 2 0 6
Stfedni 0 1 0 1
Slaba 0 1 0 0
Neinfikované 5 1 20 8
Celkem 5 5 20 15
0O slaba
100% - stredni

o 5 B sina

f= 80% -

(0]

(7]

S 60% -

> 15

o 0,

’_(El 40% -

@©

< 20% -
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5 20
0%
M2903 LC2177 M2903 LC2177
Den 3 Den7

Obr. 20: Porovnani vyvoje kment L. braziliensis M2903 a LC2177 v Lu. longipalpis 3. a 7.
den po infek¢énim sani.
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S DISKUZE

5.1 Vyvoj L. braziliensis v Lu. longipalpis

Charakter vyvoje L. braziliensis v travicim traktu Lu. longipalpis byl sledovan pomoci GFP
znacené¢ho kmene XD29. Tento kmen se vyznacoval klasickym peripylarnim vyvojem.
Po defekaci byli v oblasti zadniho stfeva (pfedevsim v ileu a pyloru) pozorovani ptichyceni
promastigoti. Anteriorni migrace promastigoti do oblasti stomodealni valvy byla vSak
oproti ocekéavani zaznamenéana pouze u nékolika samic. Vysvétlujeme si to tim, Ze pouZzitd
infekéni davka byla pro tento kmen nizka. Vyvoj leishmanii byl navic sledovan pouze
do devatého dne po infekénim sani. Je mozné, ze anteriorni migrace u tohoto kmene nastava
v pozd¢jsi fazi infekce. Pro dalsi pokusy bude proto nutné zvysit infekéni davku a sledovat
vyvoj leishmanii po delsi dobu infekce.

Dale jsme se v této praci pokusili pomoci histologie osvétlit, zda se L. braziliensis
béhem svého vyvoje vaze k epitelu mesenteronu Lu. longipalpis. Schopnost leishmanii
podrodu Leishmania ptichytadvat se k mesenteronu pienasece vkladanim bicika
mezi mikrovilli je zndmy, do detaili prozkoumany a vSeobecn€ uznavany fenomén (shrnuto
v Bates, 2008). Jind situace ovSem panuje u podrodu Viannia. Pokud je mi zndmo,
k prichycovani leishmanii tohoto podrodu k mesenteronu pfenasece se ptimo vyjadiuji pouze
dvé¢ prace. Jedind prace, kde autofi tvrdi, Ze zaznamenali promastigoty L. braziliensis
pfichycené k mesenteronu Lu. sanguinaria a Lu. gomezi je starSiho data (Johnson a Hertig,
1970). Naproti tomu Walters et al. (1989) uvad¢ji, ze béhem vyvoje L. panamensis
v Lu. gomezi nepozorovali Zadnou bunku interagujici s mikrovilli epitelu mesenteronu. Vazba
leishmanii podrodu Viannia k mesenteronu pienaSece tak nebyla v literatuie jednoznacné
prokazana.

Nase vysledky potvrzuji udaje Walters et al. (1989); histologie neprokazala vazbu
promastigotd L. braziliensis k mesenteronu Lu. longipalpis. V oblasti abdominalniho
mesenteronu byli pozorovani pouze promastigoti lokalizovani volné v lumen stfeva. Vysledek
je potieba potvrdit na vétSim poctu infikovanych samic, nicméné z néj mizeme usuzovat, ze
se L. braziliensis b&hem svého vyvoje Vv Lu. longipalpis ptichycuji jen pomoci
hemidesmosomt, a to ke kutikularni vystelce zadniho stieva a stomodedlni valvy, stejné jak to
bylo popsano u L. panamensis v praci Walters et al. (1989).

Vazba v oblasti zadniho stfeva chrani L. braziliensis pted vydefekovanim ziejmé

stejné dobie jako leishmanie podrodu Leishmania ptichyceni k mikrovillarni vystelce
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mesenteronu (Sacks et al., 2000; Myskova et al., 2007; Bates, 2008). Po defekaci flebotoma
by tak promastigoti L. braziliensis mohli migrovat ptes lumen mesenteronu pifimo do oblasti
kardie a ke stomodedlni valvé, aniz by dochdzelo k jejich pfichyceni k mesenteronu
prenaseCe. Zdatomu tak skutecné je nadm potvrdi az dalsi vysledky z optického

a elektronového mikroskopu.

5.2 Morfologie bunék Leishmania braziliensis

Morfologie leishmanii v travicim traktu pfenasece byla u podrodu Viannia detailné popsana
pouze u L. panamensis v praci Walters et al. (1989). Nieves a Pimenta (2000) sice popisuji
morfologii L. braziliensis ze stieva Lu. migonei, rozliSuji ale pouze procyklické promastigoty,
nektomonady, haptomonady a paramastigoty. Gontijo et al. (1995) pozorovali pouze dvé
formy L. braziliensis ve sttevé Lu. longipalpis, kratké promastigoty a ovalné formy. Autofi
vSak sami pfiznavaji, ze jejich vysledky byly ovlivnény nedostatecnym mnozstvim
amastigotil v 1ézich kieckd, na nichz samice saly, a z toho vyplyvajici nizkou infekei a nizkym
poctem nakazenych flebotomi. Johson a Hertig (1970) popisuji morfologii L. braziliensis
v Lu. pomezi a Lu. sanguinaria, ale neuvadéji rozméry ani nazvoslovi pozorovanych tvara
bunck. Proto jsme se rozhodli provést podrobnéjsi studii morfologie L. braziliensis.

Bunky L. braziliensis ze stieva Lu. longipalpis byly podle délky téla, délky biciku
a vzajemného umisténi jadra a kinetoplastu rozdéleny do ctyt zakladnich morfologickych
skupin: dlouhé nektomonady, kratk¢é nektomonady, paramastigoty a metacyklické
promastigoty. Mezi kratkymi nektomoniddami bylo mozné rozliSit dalsi tfi skupiny:
nektomonady s kratkym bic¢ikem, tlusté nektomonady a $tihlé nektomonady.

Morfologie bun¢k L. braziliensis byla ve srovnani s morfologii L. panamensis
podle Walter et al. (1989) odlisna. Naptiklad ne vSichni paramastigoti L. braziliensis méli
pomér délky bic¢iku a délky bunky vétsi nez tfi, jak tomu bylo u L. panamensis. Dlouhé
nektomonady L. braziliensis byly vice variabilni co do Sitky bunky i délky biciku.
Vietenovitym nektomonaddam L. panamensis s bi¢ikem piiblizné stejné dlouhym jako télo
bunky by mohly v naSich pokusech odpovidat nektomonady s kratkym bicikem. Walters et al.
(1989) také popisovali kratké promastigoty s pomérem délek biciku a builkky v rozmezi
hodnot 1,4-1,6, znichz vznikali metacyklicti promastigoti. K témto formam by se daly
pfirovnat nami pozorované §tihlé kratké nektomonddy. Vyskyt kratkych Sirokych nektomonad

s dlouhym bi¢ikem, jez jsme pozorovali u L. braziliensis, Walters et al. (1989)

50



u L. panamensis nezminuji. Je mozné, ze ztéchto forem také wvznikaji metacyklicti
promastigoti.

Kromé kratkych $tihlych metacyklickych promastigotd byly u L. braziliensis
zaznamenany také tlusté formy s dlouhym bi¢ikem. Podobni ovalni promastigoti s bic¢ikem
alespon 1,8krat del$im neZ t&lo byli pozorovani u L. major v P. papatasi (Cihdkova et al.
1997; Sadlova et al., 2010). Na jejich povrchu byl detekovan protein HASPB (Gene B
protein) (Jovana Sadlova, osobni sdéleni), ktery je u promastigotii specificky exprimovan
pouze u metacyklickych stadii (Rangarajan et al., 1995). Ovalné formy L. major tak lze
povazovat za metacyklické promastigoty (Jovana Sadlova, osobni sdé€leni). Proto jsme kratké
tlusté promastigoty L. braziliensis s bi¢ikem alespon 2krat delSim nez je délka téla téz
pokladali za metacyklické promastigoty.

Oproti praci Walters et al. (1989) a Nieves a Pimenta (2000) nebyli pozorovani
procykli¢ti promastigoti. Je pravdépodobné, Ze vétSina procyklickych promastigotii se
do ttetiho dne preménila na kratké a dlouhé nektomondady, jak je to popsano ve Walters et al.
(1989). Haptomonady, jejichz vyskyt je uveden v obou vySe zminénych studiich, nebylo
mozné¢ na natérech identifikovat. Pod svételnym mikroskopem a na histologickych
preparatech byly v oblasti zadniho stfeva, pyloru a na stomodedlni valvé pozorovany
prichycené formy. Piitomnost haptomondd L. braziliensis ve stievé Lu. longipalpis proto

muzeme potvrdit.

5.3 Vliv teploty na vyvoj L. peruviana a L. braziliensis

Na mozny vliv teploty na vyvoj leishmanii podrodu Leishmania upozoriuji Leaney (1977)
a Rioux etal. (1985) u L. major a L. infantum, respektive. V této praci jsme prokazali, ze
teplota ovliviiuje také vyvoj L. peruviana a L. braziliensis, zastupce leishmanii podrodu
Viannia. Stejné jako Leaney (1977) a Benkova a Volf (2007) ptedpokladdme, ze teplota
primarné ovliviiuje rychlost traveni a defekace flebotomi. V niZsi teploté je traveni pomale;jsi
a leishmanie pak maji vice ¢asu se namnozit a transformovat z procyklickych promastigott na
dlouhé nektomondady. Dlouhé nektomonady jsou formy, které unikaji z endoperitrofického
prostoru po prasknuti peritrofické matrix a jsou zodpovédné za kolonizaci mesenteronu
u podrodu Leishmania (Sadlova a Volf, 2009). Leishmania braziliensis, ackoliv je druh Zijici

v teplych oblastech deStnych lesti a niZzin v Amazonii, se vyvijela relativné dobfe jak ve 20 °C

tak 1 ve 26 °C. Naopak, L. peruviana je vysokohorsky druh vyskytujici se v udoli And v Peru.
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Je tedy adaptovand na vyvoj za nizSich teplot a na pomalejsi traveni prenaSece. Ve 20 °C se
proto L. peruviana v Lu. longipalpis vyvijela dobfe 1 po defekaci.

Ve 26 °C byl u L. peruviana v Lu. longipalpis druhy den po infekci pozorovan
normalni vyvoj, zatimco osmy den byla vétSina samic negativnich. Pfedpokladali jsme proto,
ze byly leishmanie vydefekovany spolecné s natravenou krvi. Abychom si tuto hypotézu
potvrdili, bylo vypitvano nékolik samic paty den po sani. VétSina pozitivnich samic méla
velmi slabou infekci (10-20 parazitll), pouze v jednom piipadé se jednalo o infekci silnou.
Tento vysledek je potfeba interpretovat opatrné s ohledem na pocet vypitvanych samic a pocet
nalezenych leishmanii. Mizeme pouze konstatovat, ze v nékterych pripadech se L. peruviana
byla schopna udrzet ve stievé Lu. longipalpis béhem defekace, ale nebyla schopna dospét
do stadia zralé infekce. Co je pfi¢inou neschopnosti L. peruviana dokoncit vyvoj
v Lu. longipalpis ve 26 °C zlstava otazkou. S nejvétsi pravdépodobnosti to podle nas bude
prilis ¢asnéd defekace flebotoml v kombinaci s neschopnosti leishmanii pfekonat jesté jinou
bariéru v pozd¢jsich fazich infekce.

Pro porovnani ptesnosti naSich odhadii poctu promastigoti L. peruviana
a L. braziliensis ve stteveé Lu. longipalpis osmy den po infekci jsme vyuzili kvantitativni PCR
(qPCR). Vysledky z qPCR a naSe odhady se témét shoduji. Vyjimku tvoii skupina samic
nakazenych L. braziliensis a chovanych ve 26 °C, u niz byl kvantitativni PCR stanoven
vysoky rozptyl hodnot, jez nebyl pod mikroskopem zaznamenan. Tento rozdil mize byt
dobte odhadnout. Dalsim diivodem by mohl byt niz$i pocet samic testovanych metodou qPCR
v této skupiné.

Rist L. peruviana a L. braziliensis ve 20 °C a 26 °C byl pro porovnani studovan také
v kultute. Leishmania braziliensis narostla do vyssi koncentrace ve 26 °C, L. peruviana
naopak ve 20 °C. Ob¢ leishmanie se tedy vyvijely v kultufe 1épe v pro né ptirozenéjsi teplot¢.

Ptestoze jsou L. peruviana a L. braziliensis blizce ptibuzné druhy (Fraga et al., 2010),
jsou uzpusobeny k zivotu v jinych podminkach. Neschopnost L. peruviana vyvijet se ve vyssi
teploté sveédci o jeji tésné koevoluci s jejimi vektory v relativné chladnych horskych udolich.
To vedlo ke specializaci na vyvoj v nizkych teplotach a tedy ve stfevé s pomalejSim travenim.
Tato adaptace ovSem mohla zplsobit ztratu schopnosti L. peruviana ptizpisobit se odliSnym

podminkam za vysS$ich teplot.
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5.4 Porovnani vyvoje mutanti L. braziliensis M2903 v Lu. longipalpis
Leishmanie podrodu Viannia maji funkéni drahu RNA interference (Ley et al., 2010). Jeji role
pfi vyvoji leishmanii v pienaSeci neni zndma. Rozhodli jsme se proto ve spolupraci
s laboratoii S. Beverleyho otestovat, zda bude mit vyfazeni drahy RNA inerference vliv
na vyvoj L. braziliensis (M2903) v Lu. longipalpis. Mutantni linie (c14 a c16) byly ziskdny
deleci genu pro protein Argonaut, ktery je jednou zesencidlnich molekul této drahy
a bez n¢hoz by RNA interference neméla fungovat. Pro ovéfeni Zivotaschopnosti mutanti byl
pouzit add-back (linie c401 a c605).

Fakt, zda je RNA interference pro vyvoj L. braziliensis dllezit4 ¢i ne, se ndm bohuzel
nepodafilo prokazat. VSechny pouzité linie se vyvijely dobfe tfeti den po infekénim sani.
Leishmanie byly lokalizovany nejen v krvi uvnitf endoperitrofického prostoru, ale byly
pozorovany také v oblasti zadniho stfeva a v lumen abdomindlniho a thorakalniho
mesenteronu. Sesty a desaty den vSak byla vétSina samic bez infekce. Vyvoje
v Lu. longipalpis nebyla schopné ani linie WT. Napadlo nas tedy, ze infek¢ni davka byla
pro tento kmen piili§ nizka, a proto jsme infekéni davku zvysili. Vysledek se ale
od predchozich experimenta v podstaté nelisil, pocet pozitivnich samic byl ve vétsiné piipadi
nulovy. Priibéh pokusti byl navic ztizen vysokou mortalitou flebotomii.

Abychom se ujistili, ze negativni vysledky jsou zpisobeny defektnim kmenem
leishmanii, zkusili jsme porovnat vyvoj linie WT s vyvojem kmene L. braziliensis (LC2177),
ktery byl pouzivan pro experimenty s vlivem teploty. Zatimco u kmene LC2177 byl
pozorovan normalni vyvoj tfeti i sedmy den po infekénim sani, vyskyt leishmanii kmene
M2903 nebyl zaznamenan ani tfeti, ani sedmy den po infekci. Mortalita flebotomt byla opét
vysoka, ale hlavni problém je na strané¢ leishmanii. Je mozné, ze kmen M2903 ztratil
schopnost se vyvijet v prenase¢i diky dlouhodobému pasazovani in vitro v laboratofi.
SniZzenou schopnost vyvoje leishmanii v ptenaSe¢i diky dlouhodobému pasdzovani in vitro
popsali Sadlova et al. (1999) u L. major v P. papatasi. U linie dlouhodob¢ pasédzované in vitro
v laboratofi bylo zaznamenano prokazatelné¢ niz$i procento infikovanych samic a nizsi
intenzity infekce oproti virulentni linii (Sadlova et al., 1999).

Pti pozorovani bun¢k M2903 v kultufe nebylo zaznamenéano nic abnormalniho a jejich
vyvoj byl typicky pro L. braziliensis. Buiikky mély tendenci se shlukovat do velkych
plovoucich utvart ¢i byly ve velkych shlucich ptisedlé ke dnu zkumavky. Abychom vyloucili

zaménu linie WT s ostatnimi liniemi, poslali jsme ji na otestovani zpét do laboratoie
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S. Beverleyho. Do odevzdani této prace jsme bohuzel neziskali odpoveéd’. V testovani vyvoje

L. braziliensis defektnich v draze RNAi v Lu. longipalpis bychom chtéli nadéale pokracovat.

Jak jiz bylo zminéno vySe, po celou dobu prace sobéma kmeny L. braziliensis
as L. peruviana jsme méli problémy s vysokou mortalitou flebotomi. Abychom dosédhli
dostatecného poctu vypitvanych samic, musely byt pokusy s teplotou opakované mnohokrat.
Kolonie Lu. longipalpis byla ale vétSinou v dobré kondici. Navic v experimentech
provadénych s jinymi druhy leishmanii (napt. L. infantum) kolegové neméli s mortalitou
samic vyraznéjsi problém. Samice nakazené L. braziliensis ¢i L. peruviana ptezivaly dobie do
druhého ¢i tietiho dne po sani, nejvyssi mortalita byla zaznamendna mezi tfetim a patym
dnem po infekci, tedy v dobé defekace. Toto pozorovani nas dovedlo k myslence, zda
leishmanie podrodu Viannia nejsou pro svého pienaSeCe vice patogenni, nez leishmanie
podrodu Leishmania. U podrodu Leishmania se o patogennim U¢inku na pienasece dlouho
vedly spory. Teprve neddvno Rogers et al. (2007) prokazali, ze samice Lu. longipalpis
nakazené L mexicana 1 L. infantum prezivaji krat$i dobu nez nenakazené kontrolni samice.
U leishmanii podrodu Viannia je mozné, ze dochézi k ¢astenému ucpani zadniho stieva
apyloru a tim také moznd k castecnému blokovani vyvodi malpighickych trubic.
Flebotomové by tak mohli mit problém s travenim a osmotickou regulaci. Radi bychom proto
v budoucich pokusech porovnali vyvoj L. braziliensis s L. infantum, tedy s druhem, ktery

Lu. longipalpis ptenasi v Latinské Americe.
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6 ZAVERECNE SHRNUTI

Pro L. braziliensis v travicim traktu Lu. longipalpis je typicky peripylarni vyvoj. Promastigoti
byli pfitomni v zadnim stfeve, v mesenteronu a v oblasti stomodealni valvy. V oblasti pyloru
se promastigoti pfichytavali ke kutikularni vystelce, v oblasti mesentronu se vyskytovali

pouze volné v lumen. Pfichyceni promastigotii ke sténé mesenteronu nebylo pozorovano.

V travicim traktu Lu. longipalpis byly rozliSeny c¢tyfi morfologické formy: dlouhé
nektomonady, kratk¢é nektomonady, metacyklicti promastigoti a paramastigoti. Kratké
nektomonady bylo mozné rozd¢lit na nektomonady s kratkym bicikem, tlusté nektomonady

a Stihlé nektomonady.

Teplota ve studovaném rozmezi 20 °C a 26 °C ovliviiovala vyvoj L. peruviana, zatimco na
vyvoj L. braziliensis neméla vliv. Leishmania peruviana se ve 20 °C vyvijela dobie pted i po
defekaci, zatimco ve 26 °C byla osmy den po infekci (po defekaci) vétSina samic negativnich.
Leishmania braziliensis se vyvijela stejné dobfe v obou sledovanych teplotach. Jednim
z diivodi neschopnosti vyvoje L. peruviana je pravdépodobné jeji adaptace na pomalejsi
trdveni prenaSeCe za nizSich teplot a jeji neschopnost pfizplisobit se vyvoji ve vyssich

teplotach.

Vliv RNA interference na vyvoj L. braziliensis v Lu. longipalpis nebyl objasnén. Tteti den po
infekci se vsechny testované linie vyvijely dobfe. Sesty a desaty byla vétSina samic
negativnich, vyvoje v pfenaseCi nebyla schopna ani kontrolni linie WT. Je mozné, Zze
testovany kmen ztratil schopnost vyvoje v travicim traktu ptenasece diky dlouhodobému

pasazovani in vitro v laboratofi.
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