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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda sani krve se specifickymi
protilatkami proti slinam flebotoma ma vliv na jeho fekunditu a mortalitu. Pro vétSinu pokust
byl pouzit Phlebotomus argentipes a jako hostitel kiecek syrsky (Mesocricetus auratus).
Metodou ELISA bylo prokazéno, ze pti opakované expozici hostitele flebotomim dochézi
ke vzniku vysokych hladin protilatek. Studium mortality a fekundity samic pét dni po nasati
vsak prokazalo, Ze sani na opakovan¢ pobodanych kie¢cich nema vliv na pocet nakladenych
vajec ani prezivani samic.

K charakterizaci antigenti P. argentipes rozpoznavanych sérem opakované pobodanych
kieckl byl vyuzit imunobloting a hmotnostni spektrometrie. Imunobloting ukézal, ze protilatky
v kie¢¢ich sérech rozeznavaji slinné proteiny o molekulové hmotnosti mezi 25 a 60 kDa.
Pomoci hmotnostni spektrometrie byly identifikovany antigeny odpovidajici proteinim
z rodiny D7, apyraz, antigen S5-related proteinti a yellow-related proteind.

V dalsi ¢asti diplomové prace bylo sdnim flebotomil kralici krve ptes kufeci membranu
zjiStovano, zda vysoké koncentrace histaminu, serotoninu nebo prostaglandinu E; ovliviiuji
fekunditu nebo mortalitu samic. Zatimco primérny pocet vaji¢ek nakladenych jednou samici
se od kontrol nelisil v zddné skupiné, celkova mortalita samic byla niz$i ve skupiné sajici krev
se serotoninem a mortalita nuliparnich samic byla zvySena u téch, které pfijaly krev

s histaminem.

Kli¢ova slova: Phlebotomus argentipes, Mesocricetus auratus, opakované sani na hostiteli,

mortalita a fekundita flebotoma, biogenni aminy, prostaglandin.



ABSTRACT

The main aim of this thesis was to prove the hypothesis that the intake of blood with
specific antibodies against sand fly saliva affects sand fly fecundity and mortality. Phlebotomus
argentipes and Mesocricetus auratus were used for most experiments. ELISA revealed high
levels of specific antibodies in repeatedly exposed hosts. However, a five-day study of mortality
and fecundity of bloodfed females demonstrated that feeding on repeatedly bitten hamsters has
no effect on number of eggs or survival of females.

Salivary antigens of P. argentipes recognized by sera of repeatedly bitten hamsters were
characterized by immunoblotting and mass spectrometry. Immunoblotting showed that
antibodies in the hamster sera recognize salivary proteins with molecular weight from
25 to 60 kDa. Mass spectrometry revealed that the antigens correspond to D7, apyrases, antigen
5 related proteins and yellow-related proteins.

In addition, Phlebotomus females were fed through a chicken membrane on rabbit blood
with high concentrations of histamine, serotonin or prostaglandin E to find out if they influence
fecundity or mortality of sandfly females. While the approximate number of eggs layed by one
female did not significantly differ from controls in any experimental group studied, the total
mortality of females was lower in the group fed on blood with serotonin and the mortality

of nulliparous females was increased in group fed on blood with histamine.

Key words: Phlebotomus argentipes, Mesocricetus auratus, repeated feeding on host,

mortality and fecundity of a sandfly, biogenic amines, prostaglandine.
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1 UVOD

Hematofadgni hmyz narusuje sanim krve integritu organismu obratlovce. Poskozuje kizi,
ktera je prvni obrannou linii organismu, a vstiikuje do rany obsah svych slinnych zlaz. Slinné
zlazy krevsajiciho hmyzu obsahuji proteiny a enzymy, které usnadiuji ptijem potravy a mirni
hostitelovu imunitni odpovéd’. Hlavnimi funkcemi téchto slinnych molekul jsou vasodilatace,
naruSeni koagulace, zvySeni popustnosti kapilar, indukce exprese imunosupresivnich cytokini
a vazba zanétlivych mediatord. Vedlejsim ufinkem vstiiknutych slin je také exacerbace
nekterych infekci, které hematofagni hmyz pienasi.

Imunitni systém hostitele rozpoznava slinné molekuly pfenasece a aktivuje uvolnéni
zanétlivych mediatorti. Tyto latky maji hostitele upozornit na poskozeni tkan¢€, slouzi jako
atraktans pro bunky imunitniho systému a usnadiiuyji jejich infiltraci. Pii opakované expozici
jebunéénd 1 humoralni odpovéd hostitele rychlejsi a vyraznéjsi diky pamétovym
T-lymfocytiim a specifickym protilatkam. Zatimco IgE protilatky vznikaji pouze u nékterych

hostitelt, IgG protilatky se tvofi u vSech imunokompetentnich jedinct.

Cilem této diplomové prace bylo predevSim ovéfit hypotézu, ze protilatkova odpovéd
kteCkl opakované pobodanych flebotomy druhu Phlebotomus argentipes ma vliv na mortalitu
a fekunditu samic flebotoml. Dale jsme chtéli zjistit, zda obdobny vliv ma i pfijem krve
se zvySenou koncentraci histaminu, serotoninu nebo prostaglandinu E>. DalS$imi cily byly
iidentifikace hlavnich slinnych proteinti flebotoma P. argentipes pomoci hmotnostni

spektrometrie a studium histologickych zmén v usnich boltcich pobodanych krecki.



2  LITERARNI PREHLED

2.1 Phlebotomus argentipes

Phlebotomus argentipes je mensi a tmavé zbarveny druh flebotoma z podrodu
Euphlebotomus. Je rozsiten predevsim na Indickém poloostrové, kde je hlavnim pfenaseCem
Leishmania donovani, puvodce visceralni leishmanidzy. Podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO) se v Indii vyskytuje 50% vSech pfipadi tohoto onemocnéni, celosvétova
incidence se pohybuje v fadech set tisict pfipadl a v riziku zije pfiblizné 200 miliona lidi
(Stauch a kol., 2011). Nelécené onemocnéni dosahuje az 90% tmrtnosti. Podstatna ¢ast infekci
probihé dlouhou dobu subklinicky (shrnuto v Bora, 1999) a bez sérologickych ¢i molekularnich
testd je tak v¢asna diagndza témeét nemozna.

Viscerdlni leishmani6za se na Indickém poloostrové vyskytuje ve formé antropondzy.
Bezptiznakovy prabéch a ¢asto nedostupna 1écba €ini z ¢loveka ideélni rezervoar infekce. Pienos
umoznuje i synantropni zpisob zivota P. argentipes. Larvy se lihnou nejen ve vlhké pudé
kontaminované organickymi zbytky, ale cCasto pifimo ve stdjich a lidskych obydlich
(Chowdhury a kol., 2016). Vylihli dospélci tak maji v okamziku, kdy jsou pfipraveni sat,
k dispozici své budouci hostitele. Témi jsou lidé a hospodarské zvirata (Kumar a kol., 2015),
na nichz flebotomus saje 1 pfimo uvnitf ptibytkil (Dinesh a kol., 2001). Neruseny piijem krve

flebotomtim umoziuji imunomodulaéni a antihemostatické vlastnosti slin.

2.2 Bioaktivni latky ve slinach flebotomu

Latky obsazené ve slinach flebotomt, zpravidla proteiny, peptidy ¢i nukleosidy, inhibuji
hemostatické 1 imunitni reakce, k nimz dochédzi v misté vpichu. Sou€asné vSak né€které z nich
ucinkuji jako silné antigeny schopné vyvolat tvorbu specifickych protilatek a bunétnou
odpovéd'.

Spektrum slinnych molekul neni napti¢ vS§emi druhy flebotomt stejné (shrnuto v Gomes
a Oliveira, 2012). Dobrym piikladem rozdilného sloZeni slin je koncentrace adenosinu,
ktery se ve slindch P. argentipes a Phlebotomus papatasi vyskytuje ve velkém mnoZstvi
au Lutzomyia longipalpis ¢i1 Phlebotomus duboscgqi nebyl zjistén (shrnuto v Gomes a Oliveira,
2012). Nejinak je tomu i u prvni popsané molekuly s imunomodula¢nimi a vasodilataénimi

schopnostmi ze slin flebotomii — maxadilanu. Ten se naopak vyskytuje pouze u prenaSect



leishmanii v Novém svéte, flebotomt rodu Lutzomyia (Lerner a kol., 1991). Rozsifenim kapilar
a inhibici koagulace napomaha ptijmu krve také adenosin (Ribeiro a kol., 1989; Ribeiro a Modi,
2001). Tento nukleosid téz moduluje imunitni odpovéd’ hostitele, podporuje produkci
Th2 cytokint, a naopak tlumi Thl odpovéd’ ve formé TNF-a a IL-12 (Haské a kol., 1996).
Navozenim lokalni imunosuprese pfipravuje adenosin vhodné prostiedi i pro exacerbaci
leishmaniozy (viz dale).

Sliny P. argentipes dosahuji kompletniho proteinového slozeni paty den po vylihnuti
z kukly a pomoci imunoblotingu v nich kie¢¢i protilatky rozpoznaly celkem dvacet proteina
(Martin-Martin a kol., 2013). Z nich bylo riznymi autory identifikovano asi 15: apyraza,
antigen S-related protein, PpSP32-like protein, D7-related protein, protein neznamé funkce
o velikosti 33 kDa (Anderson a kol., 2006; Martin-Martin a kol., 2013), protein podobny
endonukledze (Anderson a kol., 2006) tfi az pét PpSP15-like proteinli, a dva proteiny
nezatfazené do zadné rodiny (Anderson a kol., 2006; Martin-Martin a kol., 2013).

Enzymy jsou dulezitou slozkou slin usnadiiuyjici flebotomiim ptijem krve. Jednim z nich
je endonukleaza (shrnuto ve Vlkova a kol., 2014). Vznik potravni léze podporuje
hyaluronidéza, ktera byla zaznamenéna i u P. argentipes (RohouSova a kol., 2012). Shlukovani
krevnich destic¢ek brani, podobné jako u jinych krevsajicich bezobratlych (Ribeiro a kol., 1984),
enzym apyraza, ktera hydrolyzuje ADP a ATP na AMP (Ribeiro a kol., 1989).

Jednou z hlavnich imunogennich molekul ve slindch flebotoli jsou antigen 5-related
proteiny. Antigen 5 byl popsan jako hlavni alergen v jedu blanoktidlych (King a kol., 1987),
ale podobné proteiny se vyskytuji u vSech druhii flebotomt a dal§iho krevsajiciho hmyzu
(Rohousova a kol., 2012). Ackoli jejich funkce nejsou zcela objasnéné, vyvolavaji u hostitele
bunécnou a protilatkovou odpovéd’ (Vlkova a kol., 2011).

DalSimi vysoce imunogennimi skupinami proteinii jsou PpSP15-like a D7 proteiny,
které se spole¢né fadi do rodiny proteinli vazajicich odoranty. Diky schopnosti téchto proteinti
navodit pozdni hypersenzitivni reakci u mysi byly PpSP15-like proteiny povaZzovany za vhodné
kandidaty na vakcinu, kterd by chrénila pted Leishmanii major (Valenzuela a kol., 2001).
Ackoli jejich funkce neni zcela zndma, PpSP15-like proteiny byly nalezeny pouze u flebotomii
(Anderson a kol., 2006). D7 proteiny nesou nazev podle podobnosti s D7 proteinem ze samic
Aedes aegypti (James a kol., 1991). Kromé& vSech doposud studovanych flebotomt je lze najit
iu jiného krevsajiciho hmyzu (Rohousova a kol., 2012). D7 proteiny jsou hematofagnim
hmyzem vyuZzivany pfedevSim k neenzymatické vazb¢ agonistli hemostaze a zanétu, jako jsou
histamin, serotonin ¢i ADP, které bolesti a svédénim hostitele upozorni na vznikajici zdnét a tim

ohrozuji Gisp&&né sani flebotoma (Sima a kol., 2016). O vyznamném zastoupeni proteinii D7
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ve slinném proteomu nasvédcuje, ze tvoti celych 10 — 50% slinnych proteinii a patii k nejcastéji
detekovanym proteintim ve slinach krevsajiciho hmyzu (Valenzuela a kol., 2002).

Biogenni aminy jsou u flebotomil vazany také yellow-related proteiny. U L. longipalpis
bylo popsano, ze se LIM11, LIMI11, a LIM17 1isi svoji afinitou ke katecholaminiim,
serotoninu a histaminu (Xu a kol., 2011). Na zaklad¢ vytvorené 3D struktury yellow-related
proteinu z L. longipalpis byly sestaveny dal§i 3D modely téchto proteinti u dalSich tfinécti
druhii flebotomtl (Sima a kol., 2016). Tyto proteiny patii, podobné jako D7, mezi hlavni
antigeny ve slinach flebotomt, a v rekombinantni podobé mohou slouzit k detekci markera
expozice €1 pobodani (Teixeira a kol., 2010). Sliny P. argentipes obsahuji pouze jeden

yellow-related protein (Anderson a kol., 2000).

2.3 Imunitni odpovéd’ hostitele na hmyzi bodnuti

Reakce na sliny, které flebotomus do hostitele injikuje, zavisi na druhu hostitele, ale mtize
krevsajicimu dvoukiidlému hmyzu. Do obrany proti cizorodym latkdm a poSkozeni tkané jsou
zapojeny mechanismy vrozené i adaptivni imunity. Jeji schéma u ¢lovéka bylo detailné popsano
u Ae. aegypti. V tomto procesu pocinajicim iniciaci a kon¢ici desenzibilizaci bez jakékoli kozni
a systémové reakce se postupné objevuji faze s pozdni hypersenzitivni reakci, casnou i pozdni
hypersenzitivni reakci a se samotnou ¢asnou hypersenzitivni reakci (Killby a Silverman, 1967).

Prvni kozni imunitni odpovédi na bodnuti flebotoma je hypersenzitivni reakce IV. typu.
Je zaloZena na bunécné odpovédi, ktera nastava poté, co jsou antigeny vstiiknuté do hostitele
se slinami flebotoma prezentovany T-lymfocytim. Prodleva mezi vstupem antigenu
do organismu a vznikem koZni reakce je zplsobena dobou, kterou potfebuji imunitni bunky
k migraci do mista zanétu. U senzibilizovanych osob se v ptipad€ pobodani P. papatasi objevily
typické svédivé, vytrvalé 1éze 6 - 8 hodin po sani, u jedincti naivnich o néco pozd¢ji. Krome
zarudnuti byl v exponovanych castech téla pozorovan zvySeny pritok krve a infiltrace
lymfocytli, neutrofilti, makrofagii a dendritickych bun€k (Belkaid a kol., 2000b). Béhem
dalSiho pozorovani na mysSich bylo zjiSténo, ze preexponované mysi zapojily do obrany
organismu v misté vpichu vyrazné vyssi pocet neutrofilli nez mysi naivni. MnozZstvi se vratilo
do normalnich hodnot teprve po tydnu od sani (Teixeira a kol., 2014).

Pro migraci neutrofild a vznik zanétu jsou dulezité mastocyty. Jejich degranulace

je zpusobena interakei s infiltrovanymi T-lymfocyty (Biedermann a kol., 2000). Degranulaci



mastocytl se do poranéné tkdn¢ vylévaji histamin, serotonin a heparin, jejichz hlavni tilloha tkvi
ve zvysSeni propustnosti kapilar a pritoku krve. Stimulaci nervovych zakonceni v kiizi ptispivaji
histamin a serotonin také ke svédéni v misté¢ vpichu. K témto projeviim vcetné bolesti
napomahaji také sekrecni produkty neutrofili, jako jsou leukotrieny ¢i prostaglandiny. O tom,
Ze v imunopatologické reakci oddaleného typu hraji hlavni efektorovou roli CD4" T-lymfocyty,
svédci fakt, ze se u mysi bez tohoto typu bun€k razantné snizila infiltrace makrofagi
a eozinofilli do dermis (Belkaid a kol., 2000b). Tato skupina lymfocytii indukuje piedev§im
sekreci IFN-y aktivujiciho makrofagy a dalSich zanétlivych cytokinil, zatimco role pamétovych
CDS8" T-bunék spociva spise v produkci IL-10, IL-4 a smé&fovani odpovédi k Th2 (Marzouki
a kol., 2011).

U lidi opakované¢ pobodanych flebotomy, zejména déti s vyjimkou novorozenct,
se vyskytuje forma pozdni hypersenzitivni reakce zndma jako ,harara®. Tato koptivka
(urticaria multiformis endemica) se projevuje perzistujicimi papulami, které se mohou objevit
nejen v okoli vpichu, ale i difizn€ po celém téle (Raza a kol., 2008).

Pii opakované expozici slinam flebotomil také vznikaji specifické protilatky IgG, IgM
a IgE (Valenzuela a kol., 2001; Hostomska a kol., 2008; Martin-Martin a kol., 2015). Zatimco
hladiny IgE a IgM jsou zna¢né individualné variabilni, IgG protilatky by mohly slouzit jako
ucinny marker expozice flebotomim (Hostomské a kol., 2008; Martin-Martin a kol., 2015).
Tento zptisob vyuziti humoralni imunity ale komplikuje fakt, ze IgG protilatky nékdy zkiizené
reaguji mezi riznymi druhy flebotomu. Pfikladem jsou IgG proti slindm P. argentipes reagujici
castecné zkiizené se slinami P. papatasi. Navic, vyuZiti protilatek jako markeru expozice mize
pii epidemiologickych studiich komplikovat jejich pomérné dlouhy polocas rozpadu, ktery byl
u IgG proti slindm P. argentipes spocten na 5,5 mésice (Clements a kol., 2010).

Casna hypersenzitivni reakce je vézina zejména na Zimé buiiky a specificky
imunoglobulin tfidy E. V mist¢ hmyziho bodnuti vznikd béhem minut papularni 1éze,
ktera zmizi za n€kolik hodin. Prvnimi aktivovanymi buikami jsou v tomto ptipad¢ mastocyty,
které po navazani IgE s antigenem degranuluji. Tim upozorni hostitele bolesti a svédénim na
parazita a soucasné¢ vylouci do okoli porusené tkan¢ chemotaktické faktory pro dalsi bunky.
VEtsi propustnost kapilar ma za nasledek edém pozorovatelny v dermis. Tento jev je spojen
s infiltraci polymorfonukledrnich leukocytli (Demeure a kol., 2005), ale pouze velmi malym
mnozstvim eosinofilnich granulocyti. Lymfocyty se do této reakce takika nezapojuji (Li
a Reed, 1984). Je zfejmé, ze vznik IgE protilatek je u pst zcela individudlni a u mnoha jedincii

vibec nemusi nastat (Hostomska a kol., 2008).



Okamzita reakce, pozdni hypersenzitivni reakce, desenzibilizace, ani anafylaxe

pfi bodnuti P. argentipes doposud nebyly popsany.

2.4 Vliv imunitni odpovédi hostitele na pifenos patogenii vektorem

Sliny jsou u hematofagniho hmyzu dualezité pro ptijem krve, nebot’ maji antihemostatické
ucinky. Sliny maji v§ak i imunomodulacni vlastnosti a ty mohou byt zasadni pro uspesny prenos
patogeni. U imunologicky naivnich hostiteld, tedy téch, kteti nemaji vytvofenou imunitni
odpovéd’ proti slindm pfenasSece, sliny snizuji infekéni davku patogenii a zvySuji jejich
virulenci. Zaroven je vSak zndmo, Ze opakovana expozice neinfikovanym vektoriim poskytuje
hostiteli ochranu pfed ndkazou patogenem pifenaSenym tim samym druhem vektora (shrnuto
v Ockenfels a kol., 2014). Ziskan4 imunita proti slinam vektora tak hostitele chrani naptiklad
pred nakazou Plasmodium yoelli pti predchozi expozici komarovi 4. stephensi. Stejny model
funguje také u komara Ae. aegypti a viru Chikungunya nebo u klistéte Ixodes scapularis
a bakterie Borrelia burgdorferi (Donovan a kol., 2007; Thangamani a kol., 2010; Wikel a kol.,
flebotomem.

V Casné fazi infekce leishmanie tézi predevSim z chemotaktickych vlastnosti slin,
které do mista vpichu u naivniho hostitele pfivadéji neutrofily a makrofagy (Teixeira a kol.,
2005). Neutrofily zprostfedkuji infekci makrofdgli na principu trojského koné. Poté, co
leishmanii pohlti, zacne parazit indukovat expresi chemotaktického faktoru pro makrofagy a
oddalovat apoptozu neutrofil. Ackoli se leishmanie v neutrofilech nedéli, dokaze v nich prezit.
Kdyz infikovany neutrofil za¢ne exprimovat apoptické signaly, je pohlcen makrofagem. Takto
se leishmanie dostava do své cilové hostitelské buriky (van Zandbergen a kol., 2004).

Doposud nejlépe byl prostudovén vliv slin flebotoma na exacerbaci kozni leishmanidzy
u naivniho hostitele na hlodavéim modelu. Poprvé byl tento jev popséan pied necelymi tficeti
lety (Titus a Ribeiro, 1988) a pravé vétsi 1éze vznikajici u hostitele, kterému byly leishmanie
inokulovany spolu se slinami, mu pfinesly nazev ,,enhancing effect (Belkaid a kol., 1998).
Schopnost slin zvétsit leishmaniovou 1€zi je vysvétlovan tim, ze presméruji piivodni zanétlivou
Thl odpovéd k Th2 (shrnuto v RohouSova a Volf, 2006). Snizena exprese zanétlivych
cytokini, jako jsou IFN-y ¢i IL-12 a vy$$i produkce tlumivych IL-4 a IL-10 podporuje
diferenciaci regulacnich T-lymfocyti (shrnuto v Ockenfels a kol., 2014). DalSim

mechanismemm vedoucim k utlumeni obrany proti leishmaniim jsou inhibice prezentace



antigentt makrofagy (Theodos a Titus, 1993) a indukce produkce prostaglandinu E> témito
buitkami (Carregaro a kol., 2008).

Specifickda humorélni a bunéfnd odpovéd vyvoland opakovanou expozici slinnym
antigeniim flebotomti zpisobuje, ze enhancing effect slin pozbyva ucinku (Belkaid a kol.,
1998). At jiz byla zvifata imunizovéana slinami ¢i sanim neinfekCnich P. papatasi, 1éze
zpiisobené L. major byly mensi a trvaly krat§i dobu oproti 1ézim u mysi kontrolnich (Belkaid a
kol., 1998; Kamhawi a kol., 2000). V misté€ inokulace slin a leishmanii byl také pozorovan nizsi
pocet parazitii. Experimentalni nakazy hlodavci potvrdily, Ze se na ochrané proti leishmani6ze
podili spise okamzitd bunéénd imunitni reakce spolecné s DTH a nikoli neutralizujici protilatky.
Proti L. major byly po imunizaci PpSP15 ze slin P. papatasi chranény jak imunokompetentni
mysi, tak jedinci postradajici B-lymfocyty (Valenzuela a kol., 2001).

V misté inokulace hraje u imunnich hostitelt rozhodujici roli v€asné aktivace makrofagh
spole¢né s cytotoxickou aktivitou bunck zaloZzenou na IFN-y a IL-12. Prozanétlivé cytokiny
v odpovédi imunizovaného hostitele obecné prevladaji nad témi regulacnimi, jako jsou IL-4
a IL-10, a dochézi k Casnéjsi aktivaci leukocyti (Teixeira a kol., 2014). To ma za nésledek
pfevazeni Thl imunitni reakce a efektivnéjsi likvidaci leishmanii. Tento jev byl nezavisle
popsan u nékolika flebotoml. Zatim jedinou dosud znamou vyjimku pfedstavuje pienos
experimentalni infekce L. brasiliensis flebotomem L. intermedia; myS$i imunizované extraktem
ze slinnych zlaz L. intermedia exprimovaly vice Th2 cytokinii, coZ podpofilo exacerbaci

leishmani6zy (de Moura a kol., 2010).

2.5 Vliv imunitni odpovédi hostitele na fitness, mortalitu a fekunditu

krevsajicich ¢lenovci

2.5.1 Vliv imunitni odpovédi hostitele na fitness, mortalitu a fekunditu kliStat,
hematofagnich ploStic a komaru

Vliv specifické imunitni odpoveédi hostitele na sani ektoparazita byl pozorovan u riznych
skupin krevsajictho hmyzu 1 u klist’at.

Klistata ¢eledi Ixodidae travi na hostiteli dny az tydny, nez pfijmou dostatecny objem
krve, a jsou proto s jeho imunitnim systémem v kontaktu vyrazné déle, nez krevsajici hmyz.
Ziejmé& nejvic poznatkll o tom, jakym zplsobem imunitni odpovéd’ hostitele dokdze ovlivnit
fitness vektora, bylo ziskano u klistéte Boophilus microplus, které plsobi véazné ztraty

v chovech skotu pfenosem protozoarniho parazita Babesia bovis a Anaplasma marginale.

7



V pokusech tato kliStata sdla na skotu imunizovaném extraktem z celych dospélci
B. microplus. Larvy klistat nebyly imunitni odpovédi zasazené. Pouze u nékterych hostitelli
se objevily hypersenzitivni reakce, které zpiisobily odvrzeni larev. Svlékani téch larev,
které se nasaly, se pouze zpozdilo o dvanact hodin. Mortalita dospé€lct se vSak zvysila o 60%,
nebot’ dospélci casto méli perforované stievo a nebyli schopni stravit piijatou krev. Ty samice,
kterym se podatilo proces traveni dokoncit, zpravidla uhynuly jesté pfed nakladenim vajicek
(Willadsen a kol., 1992; Kemp a kol., 1986).

Poznatky o vlivu specifickych protilatek hostitele na fitness B. microplus vedly k vyrobé
vakciny zalozené na rekombinantnim BM86. Glykoprotein BM86 se vyskytuje na vnitini strané
stény stfeva klistéte a jeho funkce zlstdva doposud nejasnou. Vakcina se stala komeréné
dostupnou na poc¢atku 90. let 20. stoleti pod ndzvem TickGARD v Australii a GAVAC v Jizni
Americe. Vakcinace timto proteinem sniZuje infestaci skotu kliStaty a tim pfenos patogentl,
ale také fertilitu samic (shrnuto v Merino a kol., 2013).

Snizena ovipozice byla pozorovana také u samic klist'akt (celed” Argasidae), naptiklad
u klistaka Ornithodoros moubata, prenaSece navratnych horecek a viru africké praseci horecky.
Klist'’aci sali na kréalicich imunizovanych opakovanym sanim nebo purifikovanym vaje¢nym
proteinem klist’at, vitellinem. Ackoli se neliSilo mnozstvi pfijaté krve klistaty v kontrolni
ani experimentalni skupin€, byla u samic sajicich na imunizovaném kralikovi pozorovana
vyrazn€ delsi doba ovipozice a také doSlo ke sniZzeni poctu nakladenych vajec (Chinzei
a Minoura, 1988).

O specificité¢ adaptivni imunity hostitele pfi opakované infestaci klistaty svéd¢i pokusy
s Rhipicephalus sanguineus. Toto klisté se vyskytuje predev§im v subtropickych a tropickych
oblastech svéta a pfendsi parazity rodu Babesia a Theileria, déale rickettsie, Anaplasma
a Coxiella a borrelie (Borrelia duttoni). V pokusech séla kliStata na psech imunizovanych
bud’ slinnymi Zldzami, nebo extraktem ze stfeva, anebo expozici R. sanguineus. Zatimco
nejvetsi vliv na fekunditu méla imunizace extraktem ze stfeva, negativni dopad na dobu
potfebnou k nasati a objem piijaté krve byl nejvyraznéjsi u pstt imunizovanych extraktem ze
slinnych zlaz. Negativni vliv se projevil po tfetim sdni, ale po paté expozici se piijem krve i
ovipozice vratily do ,,normy* (Jittapalapong a kol., 1999). Podobny vysledek byl zaznamenan
v pokusech s klistétem Amblyomma hebraeum sajicim na ovcich, kdy méla opakovana expozice
za nasledek pouze docasny pokles uspé$nosti v ptijmu krve klistaty (Norval a kol., 1988).

Pokusy s opakovanou expozici byly provadény také u riznych skupin hmyzu. Plostice
z ¢eledi Reduviidae (podceled’ Triatominae, pienaSeci Chagasovy choroby) na hostiteli nesaji

tak dlouhou dobu jako klistata, k plnému nasati az mililitru krve potfebuji zpravidla desitky
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minut a jsou nachylné k vyruSeni od pfijmu potravy. Larvy a dospé€lci Rhodnius prolixus, sély
na mysich imunizovanych opakovanou expozici. Cas, ktery plostice potiebovaly k plnému
nasani, byl kratsi u téch, které saly na opakované exponovanych mysich. Ptesto samice, které
saly na imunizovaném hostiteli, nakladly zhruba polovi¢ni pocet vajicek, nez ty, kterym byl
nabidnut naivni hlodavec (Krinsky, 1985). Ackoli se zda, Zze zhlediska fekundity
je pro krevsajici plostice vhodnéj§im zdrojem potravy hostitel nevytvarejici specifickou
odpoveéd’ vici jejich slindm, Triatoma infestans preferovala v experimentu imunizované kuie
s vysokymi titry protildtek a koznimi reakcemi na bodnuti pfed kufetem naivnim, pficemz
k plnému nasati ji na prvnim z hostiteli stacil polovi¢ni ¢as. Stejné€ tak se u triatom sajicich na
imunizovaném hostiteli zkratila doba potiebna k vyvoji v dospélce. Autofi Hecht a kol. (2006)
ale pro toto ptekvapivé zjisténi neposkytli zadné vysvétleni.

Podstatné mens$i mnozstvi krve (fddov€ mikrolitry) a kratS$i cas (minuty) potiebuji
k plnému nasati komafi. U komara rodu Anopheles byla sledovana fekundita, mortalita
a ovipozice poté, co samice saly na imunizovanych kralicich. V prvnim pokusu byli kralici
imunizovani hemolymfou A. stephensi. Imunizace neméla vliv na pfijem krve komarem,
ale samice zacaly klast vajicka pozdéji a jejich fekundita i zivotaschopnost se snizily
v porovnani se samicemi sajicimi na naivnim hostiteli (Gulia a kol., 2002). V dal$im
experimentu byl kralik imunizovan tkdnémi A. tesselatus. Opét doSlo ke sniZzeni poctu
nakladenych vajec, ale mortalita samic nebyla zménéna. Opacna situace nastala u komara Culex
quinquefasciatus, ktery je znamy jako vektor Wuchereria bancrofti, ptati malarie a arbovirti.
Samice sajici na kralikovi imunizovaném tkanémi C. quinquefasciatus hlfe pieZivaly,
avsak jejich fekundita se neliSila od kontrol (Ramasamy a kol., 1992).

O diskutabilnim vlivu specifické imunitni odpovédi hostitele na mortalitu komart svédci
dva pokusy s Ae. aegypti, ktery je typickym pienaseCem horecky Dengue a Zluté zimnice.
Zatimco mortalita komara sajicich na mySich pozitivné korelovala se zvySenym titrem jejich
specifickych imunoglobulint, sani na imunizovaném kralikovi imrtnost samic komart nijak
neovlivnilo. V obou studiich se také 1isi vysledky tykajici se vlivu imunitni odpovédi hostitele
na fekunditu. Samice, které piijaly krali¢i krev s protilatkami, nakladly v porovnani s kontrolou
mén¢ vajec, zatimco plodnost komart sajicich na mysi se nezménila (Ramasamy a kol., 1988;

Hatfield, 1988).



2.5.2 Vliv imunitni odpovédi hostitele na fitness, mortalitu a fekunditu flebotomu

Dosavadni znalosti o efektu imunitni odpovédi hostitele na flebotomy jsou rozporuplné,
mozna 1 proto, ze byly ziskany riznymi laboratofemi na riznych dvojicich
flebotomus - hostitel.

Ve starsi studii s Phlebotomus duboscqi byla prvni skupina kieckii imunizovana
homogenatem ze stfeva flebotomii a druhd homogenatem z celého téla. Samice, které saly
na obou imunizovanych skupinach hynuly dfive a kladly méné vajec nez samice kontrolni
(Ingonga a kol., 1996). V nov¢jsi studii sal P. duboscqi na kie¢cich imunizovanych opakovanou
expozici a kromé mortality a fekundity bylo porovnavano, za kolik dni samice nakladly vejce
a za kolik dni se z vajec vylihly larvy. VSechny rozdily mezi experimentalni a kontrolni
skupinou byly statisticky bezvyznamné (Kaburi a kol., 2011).

U druhu Phlebotomus perniciosus nebyl pozorovan vztah mezi zvySenou hladinou
IgG protilatek a mortalitou u samic sajicich opakované na stejné mysi (Martin-Martin a kol.,
2015). Oproti tomu u Lutzomyia longipalpis sani na kralicich imunizovanych stfevem nebo
slinami flebotoma mélo za nasledek pokles fekundity a vzestup mortality. Autofi ptedpokladaji,
7e za tento efekt jsou zodpoveédné protilatky proti slindm nebo stievu (Vilela a kol., 2006).
Experimenty in vivo i in vitro ukézaly, Ze protilatky proti slinnému peptidu maxadilanu blokuji
jeho vasodilata¢ni funkci a ¢astecné inaktivuji inhibitor komplementu (Cavalcante a kol., 2003;
Milleron a kol., 2004), coZ mé za nasledek men$i mnoZstvi pfijaté krve samicemi a nizsi
ovipozici. Tyto protilatky jsou specifické jak pro rod flebotoma, tak pro variantu maxadilanu.
Specifita imunoglobulinli byla ovéfena experimentalnim sanim Phlebotomus papatasi
na myS$ich imunizovanych maxadilanem. Protoze P. papatasi maxadilan ve svych slinnych
zlazach nemd, neméla na ngj tato imunizace Zadny vliv (Milleron a kol., 2004).

P. papatasi je znamy schopnosti vyvolat u lidi pfi opakované expozici silnou pozdni
hypersenzitivni reakci. Na hostiteli s touto reakci se flebotomus dokaZze nasat téméf dvakrat
rychleji oproti kontrole, coz je zptsobeno vyssim piitokem krve do mista sani. Je proto mozné,
ze P. papatasi indukuje vznik delayed-type hypersenzitivity ve svlij vlastni prospéch (Belkaid
a kol., 2000a). Stimto druhem flebotoma byl téZ provadén pokus s protilatkami,
a to imunoglobuliny specifickymi pro PpChitl - chitindzu ve sttevé P. papatasi. Protilatky proti
ni sniZuji jeji chitinolytickou aktivitu (Ramalho-Ortigdo a kol., 2005). Samice, které saly krev
s témito protilatkami, zacaly klast o den pozdé&ji, coz autofi vysvétluji zhorSenou schopnosti
pfijimat ziviny kviilli zméndm v peritrofické matrix. Tyto samice vSak zily déle neZ kontrolni

skupina (Robles-Murguia a kol., 2014).
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Pti péci o laboratorni chov Phlebotomus argentipes Castéji hynuly samice, které saly
vicekrat na témze kifeCkovi (Ghosh a Mukhopadhyay, 1998). Proto byl témito autory
uskute¢nén pokus, ve kterém byli kiecci opakované exponovani 90 az 150 samicim
P. argentipes. Béhem prvnich péti sani se neobjevil signifikantni rozdil mezi poctem samic,
které piijaly krev, v experimentalni a kontrolni skuping€. Stejné tak se neliSila jejich mortalita
pred nakladenim vajicek. S ptibyvajicim poctem opakovani se ale v experimentalni skupiné
mnozstvi samic sajicich na kieckovi signifikantn€ snizilo a mortalita nuliparnich samic
se naopak témér ztrojnasobila. V dal§im experimentu byli kfeCci nahrazeni kuieci membranou,
pies kterou byla flebotomiim nabidnuta inaktivovana kralici krev se sérem z naivniho kiecka
v kontrolni a z imunizovaného kiecka v experimentalni skupiné. Ackoli se pocCet nasatych
samic nelisil, do sedmého dne byla zaznamenédna vyssi mortalita u téch, které piijaly krev
s imunnim sérem. Vysledky pokusii autofi povazuji za dusledek plsobeni protilatek,
které naruSuji normdlni fyziologické procesy flebotoma a jsou namifeny proti druhové

specifickému epitopu ve slinnych zlazach P. argentipes (Ghosh a Mukhopadhyay, 1998).

2.6 Vliv biogennich aminu a prostaglandinii na krevsajici ¢lenovce

Biogenni aminy jsou, spolecné s prostaglandiny, nedilnou soucdsti mechanismt
dillezitych pro udrZeni integrity organismu a zapojuji se do jeho obrany pfi poskozeni tkani
a zénétu. Ackoli se li8i jejich zastoupeni i konkrétni funkce u rlznych druhl organism,

nalézame je u bezobratlych i u obratlovct.

2.6.1 Histamin

Histamin se vyskytuje u vSech obratlovcii. Ve tkanich travici soustavy, klizi, kosterni
svaloving, plicich, peritoneu, nervové soustaveé (a u kostnatych ryb také v plynovém méchyii)
je uloZen v granulech Zirnych bun¢k, zatimco v krvi jej uchovavaji bazofilni granulocyty.
V krvi zdravého cloveéka se histamin vyskytuje voln€ v krvi v koncentraci 25 — 65 ng/ml
(Jackson a kol., 1998). K jeho uvolnéni v sav€im organismu miiZze piispét fada fyzickych
1 chemickych agens. Typické je vyliti granuli s histaminem b&hem pocatecni faze zancétu nebo
v hypersenzitivni reakci prvniho typu, kde byva tento jev Casto spjaty s imunoglobuliny tfidy E
(shrnuto v Reite, 1972). Uvolnény histamin se vaze na néktery ze Ctyt specifickych receptortii

na buiikach v mist¢ ucinku (hladké svaly, endotelidlni buiiky, parietdlni buiky v travici
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soustave, centralni nervovy systém, mastocyty, eosinofily, T-lymfocyty, dendritické bunky)
a pusobi na fyziologické funkce organismu, jako jsou krevni tlak, sekrece tekutin v dychaci
i travici soustavé nebo riist a obnova tkdni. Pisobenim na kapilary vyvolava histamin jejich
dilataci a zvySuje permeabilitu, zatimco u hladké svaloviny, jako napiiklad ve stfevé nebo
v pruduskach, naopak pusobi konstrikei (shrnuto v Shahid a kol., 2009).

U bezobratlych je histamin velmi ¢asto zapojen do mechanismti obrany ¢i utoku, byl
nalezen napiiklad ve vosim i v¢elim jedu (shrnuto v Reite, 1972). U klist’at je situace jina.
Zatimco na pocatku histamin naruSuje jejich sani a proto jej vyvazuji pomoci lipokalinii
(shrnuto v Andersen, 2010), po n¢€kolika dnech tato vnimavost k histaminu vymizi a naopak
sajici klistata indukuji jeho uvolnéni pomoci tick histamine release faktoru (tHRF). Tento
protein se vaze na hostitelovy bazofily a indukuje uvolnéni granuli s histaminem, coz v ptipadé
1. scapularis krom& napoméha nejen sani, ale také ptenosu B. burgdorferi (Kemp a Bourne,
1980; Dai a kol., 2010; Mulenga a Azad, 2005).

Utinku histaminu piisobiciho hostiteli svédéni se snazi vyhnout také plostice a ziejmé
i dalsi krevsajici hmyz. Bylo prokazano, ze sliny Rhodnius prolixus aktivitu histaminu inhibuji
(shrnuto v Ribeiro, 1982) a ze plostice maji, podobné jako klistata, ve slinach lipokaliny
véazajici biogenni aminy. Ackoli v hlavé komara Culex pipiens byly bezprostiedné po piijmu
krve nameéfeny vySs$i koncentrace histaminu, tito dvoukiidli se jej snazi také eliminovat,
a to predevsim pomoci D7 proteinti (Mans a kol., 2007). Piestoze okamzité hypersenzitivni
reakce vyvolané bodnutim komadra jsou zcela béZzné, zda se, Ze histamin v tomto ptipadé neni
hlavnim mediatorem zptsobujicim hostiteli svédéni. Pfinejmensim tomu nasvédcuji pokusy,
v nichz se u senzibilizovanych mysi objevil pruritus po pobodani Ae. albopictus 1 ptes to,
ze k experimentu byly pouzZity mySi WBBOF1-W/Wv, které postradaly funkéni mastocyty
(Ohtsuka a kol., 2001).

2.6.2 Serotonin

Serotonin je 5-hydroxytryptamin, monoamin odvozeny od tryptofanu, ktery ti¢inkuje jako
neurotransmitter centrdlnim nervovém systému a jako neurohormon, pokud je uvolnén
do krevniho obéhu. Jedna se o nejstarsi signaliza¢ni molekulu v evoluci, a proto neni divu, Ze ji
lze nalézt v obratlovéich organismech, u bezobratlych Zivocichid, ale také v houbach
¢i rostlinach (shrnuto ve Vleugels a kol., 2015). U savct jsou jeho u€inky zprostiedkované
specifickymi receptory a ovliviiuji predevSim kontrakce hladkého svalstva, ndladu, chovani,

spankové cykly a chut kjidlu. Serotonin je v centrdlni nervové soustavé obratlovecil
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syntetizovan a skladovan v presynaptickych neuronech. Mimo ni ptedstavuji nejveétsi ,,uloziste
serotoninu krevni desticky, které jej vychytavaji z krevni plasmy (shrnuto v Mohammad-Zadeh
a kol., 2008). Z trombocytl pak je uvoliiovan béhem srazeni krve (hemokoagulace). Volné
v séru se serotonin vyskytuje jen ve velmi malém mnozstvi, konkrétné¢ u lidskych sér
101 — 283 ng/ml (Landau a kol., 2016). Mnohé¢ tkan¢€ jsou ale na serotonin pomérné bohaté,
jako napftiklad mozek, plice, ledviny a travici trakt (Humphrey a Jaques, 1954; shrnuto v Tyce,
1990). U lidi a mysi je serotonin také obsazen v sekrecnich granulich zirnych bunék, ktera jsou
uvoliiovana béhem zanétu ¢i hypersenzitivni reakce (Ringvall a kol., 2008).

Zastoupeni histaminu a serotoninu jako mediatorii zanétu se u rtiiznych druhti savct lisi.
Proto jsou klistata sajici na druzich, jako jsou mySoviti hlodavci, vybavena lipokaliny
vykazujicimi vyS$i afinitu k serotoninu nez k histaminu, zatimco lipokaliny kliStat
preferujicich skot vyvazuji 1épe histamin (Sangamnatdej a kol., 2002).

Plostice ¢eledi Reduviidae serotonin vyuzivaji, podobné jako savci, jako neuromodulator,
pfipadné neurohormon. Svéd¢i o tom jeho vyskyt v nadjicnovém, podjicnovém a hrudnim
gangliu 7. infestans a koncentrace v hemolymf€ ménici se podle ptijmu potravy u R. prolixus
(Settembrini a Villar, 2004; Lange a kol., 1989). Souvislost serotoninu s piijmem potravy
R. prolixus a T. infestans ukazuje jeho stimulacni plsobeni na kontrakce aorty, cirkulaci
hemolymfy a diurézu (Lange a kol., 1988; Villalobos-Sambucaro a kol., 2015).

Ackoli komafi vyvazuji hostiteliv serotonin (podobné jako histamin) pfedevs§im pomoci
D7 proteintl, je jejich vlastni 5-hydroxytryptamin zcela nepostradatelny. Jako neurotransmitter
plsobi serotonin i u komara 4. gambiae, u néjZ podani serotoninu zrychluje spolu s glutamatem
frekvenci srdecnich kontrakci (Hillyer a kol, 2015). U Ae. aegypti obklopuji
serotonin-imunoreaktivni axony nervi slinné zlazy dospelych samic. Tato lokalizace umoziiuje
piimé plisobeni na sekreci slin, a tim i na GspéSny piijem potravy (shrnuto ve Vleugels a kol.,

2015).

2.6.3 Prostaglandin E:

Ve vyctu biologicky aktivnich latek plisobicich v zanétlivé reakci nelze opomenout
nejrozsirenéjsi prostaglandin v Zivoc¢isné tisi, prostaglandin E». Prostaglandiny jsou, stejné jako
tromboxan A», molekuly odvozené od kyseliny arachidonové a hraji diilezitou roli v hemostézi
(shrnuto v Sugimoto a Narumiya, 2007).

Navazanim se na specifické receptory indukuje prostaglandin E> u savch fadu funkci

v travicim traktu v cévni a pohlavni soustavé. Ponékud ambivalentni roli zastava prostaglandin
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E> v imunitnim systému. V akutni fazi zanétu vyvolava zarudnuti a otok zvySenim permeability
stén kapilar, a jejich dilataci a piisobenim na senzorické neurony, také bolest (shrnuto v Ricciotti
a Fitzgerald, 2011). Soucasné¢ ale inhibuje sekreci zanétlivych cytokint, jako jsou IL-2 a IFN-y,
a tim napomahé diferenciaci Th2 imunitni odpoveédi (Betz a Fox, 1991). V séru zdravého
clovéka se prostaglandin E> vyskytuje v koncentraci 0,72 ng/ml (D Eufemia a kol., 2008).

O tom, ze klistata béhem piijmu krve t€zi z t€chto imunosupresivnich vlastnosti, svéd¢i
napiiklad skuteCnost, ze Boophilus microplus vyprodukuje do mista sani az 1,8 ng
prostaglandinu E> (Inokuma a kol., 1994). Latka mé vSak u klistat souCasné také autokrinni
a parakrinni funkce, jako je indukce sekrece bioaktivnich slinnych proteinii pomoci exocytozy
béhem sani (shrnuto v Sauer a kol., 2000) a vylu¢ovani vody béhem sani, jak bylo prokazano
u Amblyomma americanum (Qian a kol., 1998).

Prostaglandiny a leukotrieny jsou dulezitymi signalizaénimi molekulami také
u R. prolixus, kde pisobi v bunééné imunitni odpoveédi v hemolymf€ a tukovém tclese (Garcia
a kol., 2010). Podobné zésadni funkci v obran¢ organismu ma prostaglandin E> u komara. Bylo
prokazano, ze u Anopheles albimanus indukuje expresi antimikrobnich proteinti ve stfeve,
tukovém tclese, Malphigiho trubicich a ovariolech (Garcia Gil de Mufoz a kol., 2008)
a u 4e. aegypti moduluje sekreci tekutin v Malpigiho trubicich (shrnuto v Stanley a Kim, 2011).
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3 METODIKA

3.1 Laboratorni zviirata

Phlebotomus argentipes a Phlebotomus papatasi:

Pro pokusy byli pouziti flebotomové z chovii Katedry parazitologie Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. Kolonie P. argentipes z Indie je na Katedfe parazitologie chovana
od roku 2008 za standardnich podminek (Volf a Volfova, 2011) pii teploté 26 °C. Pro dil¢i
pokus byla téz pouzita kolonie P. papatasi z Turecka, ktery je chovan na Katedfe parazitologie

od roku 2005 pfi stejné teplote.

Mesocricetus auratus:

Po vzoru pokust, které byly publikovany v Ghosh a Mukhopadhyay (1998), byli
za modelové hostitele pro P. argentipes zvoleni kiecci syrsti (Mesocricetus auratus). Kiecci
pochazeli z chovi Katedry parazitologie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Pokusna
zvitata samc¢iho i samic¢iho pohlavi byla do experimentli zapojena od veku tii mésict, kdy

doséhla minimalni hmotnosti 100 g.

3.2 Sani flebotomu na imunizovaném hostiteli

Aby si vytvorili specifické protilatky proti slinam P. argentipes, bylo Sest kie¢kll nejprve
imunizovano opakovanou expozici témto flebotomim. DalSich Sest kieckd slouZicich jako
negativni kontrola nepfislo s flebotomy nikdy do kontaktu. Po imunizaci bylo provedeno sani,
v némz jedna polovina flebotomu sala na opakované pobodanych kieccich a druh4 polovina
na naivnich kieccich (kontrole). Duraz byl kladen na to, aby flebotomové byli stejné stafi a sali

ve stejnou dobu.

3.2.1 Imunizace krec¢ku

Kiecci z experimentdlni skupiny byli imunizovani opakovanou expozici samicim
P. argentipes. Toto sani probihalo standardnim zpiisobem v sitkdch umisténych v temném
prostfedi v chovné mistnosti. Zvifata méla oc¢i zakryté vlhkou vatou a pro udrZeni tepelného

komfortu byla podloZena polystyrenovou podlozkou. Schéma imunizace kieckli oznacenych
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¢islem a zkratkou I (imunizovany), ktera probihala v sedmi- az patnactidennich odstupech,

zobrazuje tabulka 1. Kiecci byli pii kazdém séni vystaveni 100 az 290 samicim P. argentipes.

Tab. I: Schéma imunizace kiecki.

Kiote 1. expozice | 2. expozice | 3. expozice | 4. expozice | 5. expozice | 6. expozice
k Datum Datum Datum Datum Datum Datum
Pocet samic | Pocet samic | PoCet samic | PocCet samic | Pocet samic | PoCet samic
11 10.9.2015 | 25.9.2015 | 5.10.2015 | 12.10.2015 | 19.10.2015 | 2.11. 2015
neuvedeno | neuvedeno 140 120 110 neuvedeno
21 10.9.2015 | 25.9.2015 | 9.10.2015 | 23.10.2015|30.11.2015| 6.11.2015
neuvedeno | neuvedeno 110 160 neuvedeno | neuvedeno
37 17.9.2015 | 2.10.2015 | 9.10.2015 | 16.10.2015 | 23.10.2015 | 3.11.2015
neuvedeno 220 110 290 160 neuvedeno
41 4.3.2016 1.3.2016 18.3.2016 | 25.3.2016 1.4.2016 8.4.2016
150 150 150 150 150 150
57 11.3.2016 | 18.3.2016 | 25.3.2016 1.4.2016 8.4.2016 | 15.4.2016
150 150 150 150 150 150
61 18.3.2016 | 25.3.2016 1.4.2016 8.4.2016 15.4.2016 | 22.4.2016
150 150 150 150 150 150

3.2.2 Sani P. argentipes na imunizovanych kieccich

Tyden po posledni (Sesté¢) expozici kieckli flebotomim za G€elem imunizace byla

imunizovanym i kontrolnim jedinctim odebrana krev a ihned poté bylo zahdjen pokus se sanim

flebotomti na opakované¢ pobodaném hostiteli. Jak je uvedeno v tabulce I, imunizace byly

rozvrzeny tak, aby koncily s tydennimi rozestupy, a proto byly i pokusy provadény v tydennich

intervalech vZzdy s jednim imunizovanym a jednim kontrolnim kfeckem. Do kazdé ze dvou

oznacenych siti (kontrolni a experimentalni) bylo umisténo sto samic 5 — 7 dni starych.

Imunizovany i kontrolni kiecek byli anestezovani a oci jim byly zakryty vlhkou vatou. Kvili

tepelnému komfortu byli podloZeni polystyrenovou podlozkou. Séni probihalo v temném

prostiedi po dobu 45 min. Nenasaté samice byly ze sit¢ odstranény a usmrceny. Nasatym

samicim byla zaji$téna dostate¢na vlhkost a 50% cukerny roztok na vaté a byly ponechany

po 48 hodin v sitich v chovné mistnosti.
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3.2.3 Studium ovipozice a mortality

Nasaté a vydefekované samice byly po jedné umistény do pripravenych sklenicek. Kazda
skleni¢ka byla vybavena Etvercem filtraéniho papiru o rozmérech 5x5 cm a jeji Usti bylo
pfikryto monofilem s otvorem vyplnénym vatou a plastovym vickem (viz obrazek €. 1).
Filtra¢ni papir byl navlhéen destilovanou vodou, stejné jako filtrani papir vystylajici dozy pro
uskladnéni sklenic¢ek. Oznacené sklenicky v doézéch zabalenych do igelitu byly umistény
v chovné mistnosti pfi teploté 26 °C. V kazdé déze bylo uchovavano maximalné 54 sklenicek
se samicemi. Pozorovani ovipozice a mortality bylo zapocato vzdy 12 hodin poté, co byly
samice umistény do skleni¢ek a opakovano kazdych 12 hodin po dobu péti dni. Doba umrti
samice a pocet nakladenych vaji¢ek byly zaznamenavany do protokolu. Tento postup byl
aplikovan jak pfi experimentech se sanim flebotoml na imunizovaném hostiteli, tak pii sani

flebotomt na kuieci membrané (viz dale).

Obr. 1: Samice umisténa do skleni¢ky pro studium

ovipozice a mortality.
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3.3 Odbér sér

Naivnim 1 imunizovanym kieckiim
byla odebréna krev z brachidlniho plexu
(plexus brachialis) zplisobem
znazornénym na  obrazku ¢ 2.
Pted samotnym odbérem krve byli kiecci
uvedeni do anestezie kombinaci xylazinu a
ketaminu.  Objem  odebrané  krve
se pohyboval v rozmezi od 0,2 ml do 0,4
ml (viz tabulka II). Nésledné¢ z ni bylo
po centrifugaci (5 min pii 6000 rpm)
odebrano sérum, jehoz aliquoty byly
do dalsiho zpracovani uchovany

pti - 80 °C.

Tab. II: Objemy krve odebrané kieckiim.

Obr. 2: Odbér krve u krecka.

I: kfe¢ek imunizovany opakovanym sdnim, N: neimunizovany kiecek (naivni).

Kiecek Pohlavi Vaha kiecka Objem odebrané krve
11 Samec 167 g 200 pl
IN Samec 165 ¢g 400 pl
21 Samec 155¢g 100 pl
2N Samec 180 g 400 pl
31 Samec 180 g 200 pl
3N Samec 170 g 400 pl
41 Samice 164 g 300 pl
4N Samice 137 g 300 pl
51 Samice 170 g 400 pl
5N Samice 157 g 500 pl
61 Samec 190 g 500 pl
6 N Samec 200 g 500 pl

Pouzité roztoky:

Narketan (Vétoquinol): injek¢éni roztok ketaminu 100 mg/ml; davkovani 50 mg/kg i. m.

Rometar (Bioveta a. s.): injek¢ni roztok xylazinu 20 mg/ml; davkovani 2 mg/kg i. m.
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3.4 Priprava antigenu ze slinnych zZlaz P. argentipes

Jako antigen byl zvolen homogenat slinnych zlaz. Pét az sedm dni staré samice byly
znehybnény podchlazenim na led€. Slinné zlazy byly ziskany po oddéleni hlavy flebotoma
od téla na podloznim sklicku v kapce 10x ziedéného Tris pufru, za pomoci binokularni lupy,

pinzety a minucii. Slinné zlazy byly skladovany v 10x zfedéném Tris pufru pii -80 °C.

Pouzité roztoky:

Zasobni Tris-NaCl (pH 7, 6): 200 mM Tris (Sigma-Aldrich), 1500 mM NaCl

3.5 ELISA

Prikaz specifickych protilatek proti slinnym proteinim P. argentipes v kie¢¢im séru byl
proveden metodou ELISA (enzyme linked immunosorbent assay).

Slinné zlazy byly zhomogenizovany trojim rozmrazenim a zmrazenim v tekutém dusiku
a nafedény do navazovaciho roztoku v koncentraci 1/5 zlazy na 100 pl navazovaciho roztoku.
Homogenat v navazovacim roztoku byl nanesen do jamek desticky s vyjimkou ¢tyi jamek pro
metodickou kontrolu, do nichz byl napipetovan pouze odpovidajici objem navazovaciho
roztoku bez antigenu. Inkubace na desti¢ce probéhla pres noc pii 4 °C. Poté byla desticka
dvakrat promyta promyvacim roztokem PBS-Tween (v objemu 100 pl na jamku) a inkubovéana
s 6% blokovacim roztokem v PBS-Tween po dobu 60 minut pii 37 °C. Po uplynuti této doby
byly jamky tfikrat promyty promyvacim roztokem a néasledné do nich byly naneseny vzorky sér
fedéné v poméru 1:100 2% blokovacim roztokem v objemu 100 pl na jamku s vyjimkou Sesti
jamek pro metodickou kontrolu. Do nich byl napipetovan jen samotny blokovaci roztok.
Vzorky na desti¢ce byly inkubovany 90 minut pti 37 °C. Pfed nanesenim 100 pl konjugatu
fedéného v PBS-Tween v poméru 1:1000 do kazdé jamky kromé ¢tyt pro metodickou kontrolu
byly jamky ctyfikrat promyty. Inkubace probihala opét pfi 37 °C, tentokrat vSak pouze
60 minut. Po Sestinasobném promyti jamek byla vyvoldna barevna reakce substratovym
roztokem, ortophenylendiaminem a 30% peroxidem vodiku. Reakce probihala v pokojové
teploté a ve tmé (desticka byla zakryta hlinikovou folii), po uplynuti Sesti minut byla zastavena
10% kyselinou sirovou pipetovanou v objemu 100 pl na jamku. Absorbance byla métfena

pomoci fluorimetru (Infinite M200 TECAN, Schoeller) v programu Magellan 7.1 pii 492 nm.
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Pouzité roztoky:

Navazovaci roztok (pH 9, 0): 20 mM Na,COs - NaHCO3

PBS (pH 7, 2): 1500 mM NaCl; 30 mM KCI; 80 mM Na,HPOj4 . 12 H>O; 10 mM KH;POg4
PBS-Tween (pH 7, 2): PBS; 0,05% Tween 20 (Serva)

Blokovaci roztok: odtu¢néné suSené mléko (BIO-RAD); PBS-Tween (pH 7,2)

Konjugat (AbD Serotec): polyklonalni IgG (Goat anti hamster IgG: HRP)

Substratovy roztok (Mccllwein fosfat-citrat, pH 5, 5): 110 mM Na,HPO4 . 12H>O; 500 mM,

kyselina citrébnova

O-phenylendiamin (Sigma-Aldrich): 5 mg na 10 ml substratového roztoku

30% peroxid vodiku (Fluca Analytical): 10 pl na 10 ml substratového roztoku

10% kyselina sirova

3.6 SDS — PAGE elektroforéza

Proteiny ze slinnych zlaz P. argentipes byly separovany SDS-PAGE elektroforézou
za neredukujicich podminek na polyakrylamidovém gelu silném 0,75 mm. Slinné zlazy
s pfidanym neredukujicim vzorkovym purfem v poméru 2:1 byly povateny po dobu tii minut.
Do jamek vytvofenych pétijamkovym hifebenem bylo naneseno po 30 slinnych Zlazach a jedna
naleZela standardu (Bench Mark, Invitrogen). Proteiny byly separovany v prostfedi SDS pufru
pfi limitnim napéti 200 V pomoci ptistroje Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad).

Pouzité roztoky:

Neredukujici vzorkovy pufr: 0,6 ml 1000 mM Tris-HCI (pH 6, 8); 5 ml 50% glycerolu;

2 ml 10% SDS; 1 ml 1% bromfenolové modfi; 1,4 ml destilované vody
10% separacéni gel (objemy pro piipravu dvou geld):
— roztok A (2 ml): 40% akrylamid; bis-akrylamid (Bio-Rad)
— roztok B (2 ml): 75 ml 2000 mM Tris-HCI (pH 8,8); 4 ml 10% SDS; 21 ml destilované

vody; tetrametyletylendiamin (TEMED, AppliChem) (5 pl)
— roztok G (50 pl): 10% peroxodisiran amonny
— destilovana voda (4 ml)
4% startovaci gel (objemy pro pfipravu dvou geli):
— roztok A (0,4 ml)
— roztok C (1 ml): 50 ml 1000 mM Tris-HCI (pH 6,8); 4 ml 10% SDS; 46 ml destilované
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vody
— destilovana voda (2,6 ml)
— TEMED (5 pl)
— roztok G (40 pl)
— izopropanol
Standard (Invitrogen BenchMark)
SDS pufr (pH 8.3): Tris/Glycin/SDS pufr (Bio-Rad); 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1% SDS

3.7 Hmotnostni spektrometrie

Gel se separovanymi proteiny (viz kapitola 2.2.4 SDS-PAGE elektroforéza) byl
tiikrat po dobu 5 minut promyvan v destilované vodé. Poté byl gel 60 minut barven
v Coomasie G-250 Stain. Po uplynuti této doby byla barva vymyta destilovanou vodou.
Nésledné byl gel pfedan do Laboratofe hmotnostni spektrometrie Piirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy, kde byl dale zpracovan.

Jednotlivé prouzky obsahujici proteiny byly vyfiznuty z SDS PAGE gelu obarveného
Coomasie, nafezany na malé kousky (IxI mm), sonikovany po dobu 30 minut
v 50% acetonitrilu a 50 mM bikarbonatu amonném, a usuSeny v acetonitrilu. Disulfidické
mustky byly pferuseny pomoci 10 mM dithiotreitolu v 100 mM bikarbonatu amonném pii 60°C
po dobu 30 min. Poté byly vzorky opé€t vysuSeny pomoci acetonitrilu a volné cysteinové zbytky
byly blokovany pomoci 55 mM jodoacetamidu v 100 mM bikarbonatu amonného po dobu 10
min pii pokojové teploté bez piistupu svétla. Proteiny byly naSt€épeny pomoci roztoku 10%
acetonitrilu, 40 mM bikarbonatu amonného a 13 ng/ul trypsinu pfi teploté 37 °C ptes noc. Poté
k nim bylo ptidano 150 ul 50% acetonitrilu s 0,5% kyselinou mravenci a dale byly sonikovany
po dobu 30 min. Supernatant obsahujici peptidy byl pfemistén do nové mikrocentrifugacni
zkumavky s dal§imi 150 pl eluéniho roztoku a sonikovan 30 min. Tento roztok byl odebran,
smichédn s ptfedchozim roztokem a vysusen pomoci opafovacky Speedvac. Ususené peptidy
byly resuspendovany v 2% acetonitrilu s 0,1% trifluoroctovou kyselinou, odsoleny na kolonach
se sorbentem C18 (Sulpeco) (shrnuto v Ishihama, 2005), vysuSeny ve vakuové susicce a poté
resuspendovany v 20 pl 1% kyseliny trifluoroctové.

Pro LC/MS analyzu byla pouzita kolona Nano Reversed phase (EASY-Spray column).
Vzorky byly sbirdny do kolony (Acclaim PepMap300) pii pritoku 15 pl/min. Peptidy byly
vystavené gradientu pufru B od 2% do 40% po 60 min pii pratoku 300 nl/min. Peptidové
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kationty byly pfevedeny na ionty v plynné fazi elektrosprejovou ionizaci a analyzovany na
Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT- qIT, Thermo).

Spektra byla ziskdna pomoci hmotnostniho spektrometru Orbitrap Fusion (Thermo
Scientific). Nejintenzivnéjsi prekurzory byly izolovany kvadrupdlem s 1,6 m/z izola¢nim
oknem a fragmentovany pomoci HCD. lonty fragmentii byly detekovany v iontové pasti
s normalnim skenovacim rozsahem a rychlym skenovacim rozsahem s maximalnim casem
vstiikovani 35 ms.

Data byla zpracovana v MaxQuant LFQ (Cox a kol., 2014). LFQ kvantifikace byla
pouzita pro odhad relativniho mnozstvi kazdého proteinu. Hledani bylo provedeno pro posledni
verzi databaze Phlebotomus papatasi z Uniprot, vSechny znamé sekvence na NCBI (44)
a Uniprot (38) z Phlebotomus argentipes, sekvence z Phlebotomus orientalis cDNA knihovny
(cca 1000) a databaze znamych kontaminaci. Byly nastaveny tyto modifikace: Cystein
Carbamidomethyl (unimod nr:4) jako statickd, methionoinovd oxidace (unimod : 1384 )
a N terminalni acetylace proteinu (unimod : 1) jako variabilni. Dal$i zpracovani dat probihalo

v programu Perseus (Tyanova a kol., 2016).

Pouzité roztoky:
Coomasie G-250 Stain (Bio-Rad)

50% acetonitril

50 mM bikarbonat amonny

10 mM dithiotreitol v 100 mM bikarbonatu amonném

55mM jodoacetamid v 100mM ABC

10% acetonitril, 40mM bikarbonat amonnv, 13 ng/ul trypsinu

Eluéni roztok: 50% acetonitril, 0,5% kyselina mravenc¢i
2% acetonitril

0.1% trifluoroctovou kyselinou

1% kyselina trifluoroctova

Pufr A mobilni faze: voda; 2% acetonitril; 0,1% kyselina mravenci

Pufr B mobilni fize: 80% acetonitril; 0,1% kyselina mravenci

NanaSeci pufr: voda; 2% acetonitril; 0,1% kyselina trifluoroctova
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3.8 Imunoblot

Gel z SDS-PAGE elektroforézy byl pomoci pfistroje iBlot (Invitrogen) pteblotovan
na nitrocelulé6zovou membranu, na které byly slinné proteiny reverzibilné zviditelnény
pusobenim barviva Ponceau S po dobu 10 minut. Poté bylo barvivo vymyto destilovanou vodou
a membrana nafezana na uzké prouzky. Pouze standard a mal4 ¢ast slinného profilu byly
odd¢€leny a obarveny amidocerni. Pfebytecné barvivo bylo odstranéno pomoci odbarvovaciho
roztoku, ktery byl poté vymyt destilovanou vodou.

Prouzky nitrocelulézové membrany byly ocislovany a inkubovéany s 5% blokovacim
roztokem na desti¢ce s zkymi draZkami pfi teploté 4 °C. Druhy den byly prouzky tfikrat
promyty na tfepacce po dobu 5 minut v roztokem Tris-Tween. Poté bylo do jamek ptiddno
sérum. V prvnim pokusu bylo kazdé sérum nafedéno roztokem Tris-Tween ve dvou pomérech
— 1:100 a 1:50, ve druhém pokusu byla pouzita pouze koncentrace 1:100. V obou
experimentech byly prouzky se séry inkubovany 60 minut pti pokojové teploté. Po dalSim
promyti (tfikrat 5 minut) byl k prouzkiim napipetovan konjugat fedény v Tris-Tween v poméru
1:1000. Po hodinové inkubaci pii pokojové teploté byl konjugéat vymyvan dvakrat po dobu péti
minut roztokem Tris-Tween a dalSich pét minut roztokem Tris-NaCl. Barevna reakce byla
vyvolana pomoci substratového roztoku a po objeveni hnédych prouzki zastavena ptidanim

destilované vody na 10 minut. Veskeré inkubace a promyvani byly provadény na tiepacce.

Pouzité roztoky:
Ponceau S: 0,2% Ponceau S (Sigma-Aldrich); 3% kyselina octova
Amidocerii: 0, 1% amidocern (Merck); 25% isopropanol; 10% kyselina octova

Odbarvovaci roztok: 25% isopropanol; 10% kyselina octova

Blokovaci roztok: odtu¢néné suSené ml¢ko (BIO-RAD); destilovana voda
Tris-NaCl (pH 7, 6): 200 mM Tris (Sigma-Aldrich); 1500 mM NacCl
Tris-Tween: 20 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20 (Serva)
Konjugat (AbD Serotec): polyklonalni IgG (Goat anti hamster IgG: HRP)

Substratovy roztok: 20 ml Tris-NaCl; 0,01 g 3,3"-diaminobenzidin tetrachlorid hydratu (DAB,

Sigma-Aldrich); 6 pl peroxidu vodiku (Fluca Analytical)
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3.9 Histologie tkani exponovanych flebotomiim

3.9.1 Priprava histologickych Fezii

Anestetizovani kieCci byli kfecei usmrceni vykrvenim hodinu po séni flebotomi na jejich
uSich. USi byly ihned uloZeny do 4% formaldehydu. Po tfech dnech byla fix4z vymyta
kohoutkovou vodou. Tento vymyvaci krok byl opakovan tiikrat a probihal na tfepacce.

Za stalého tiepani bylo provedeno také odvodnéni tkani vzestupnou alkoholovou fadou
(75% ethanol, 96% ethanol a 100% ethanol; v kazdé koncentraci 3x 30 minut). USi byly
projasnény dvéma laznémi v xylenu trvajicimi 20 minut. Poté byly pfevedeny na 15 minut
do smési parafinu a xylenu a nasledn¢ tfikrat po dobu 30 minut syceny roztavenym parafinem
pti teploté 37 °C. Kazdy vzorek byl rozdélen na dvé poloviny a umistén do oznacenych forem
s roztavenym parafinem, v nichZ byl ponechan po dobu dvou dnti. Po utuhnuti parafinu byly
tkan¢ krajeny na mikrotomu (Shandon Finesse) na 5 um silné fezy, které byly umistovany
na hladinu vlazné vody, aby se 1épe napnuly. Odtud byly fezy nabirany na skli¢ka a ponechany
k zaschnuti na vyhtivané desce (P-Lab a.s.) pti 37 °C po dobu 30 minut.

Pied barvenim byly fezy zbavené parafinu dvéma desetiminutovymi l4znémi v xylenu
a zavodnény sestupnou alkoholovou fadou (100% ethanol, 96% ethanol, 75% ethanol; v kazdé

koncentraci byly fezy ponechany po dobu 2 minut) zakon€enou lazni v destilované vodé.
3.9.2 Barveni hematoxylin-eosin

Rezy byly 10 minut barveny v Ehrlichové hematoxylinu a nasledné promyvany slabym
proudem vody. Poté nasledovalo barveni v eosinu po dobu 3 sekund. Toto barvivo bylo taktéz
vymyto proudem vody. Nabarvené preparaty byly odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou
(75% ethanol, 96% ethanol, 100% ethanol; v kazdé koncentraci byly fezy ponechany po dobu
1 minuty) a projasnény 1azni v xylenu po dobu jedné minuty.
3.9.3 Barveni toluidinovou modri

Rezy byly barveny v pracovnim roztoku toluidinové modii po dobu 3 minut a nasledné

tiikrat promyty v destilované vod¢. Diferenciace probihala rychlym ponotenim skli¢ek do 95%
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(10 opakovani) a 100% (2x 10 opakovani) ethanolu. Preparaty byly projasnény dvéma laznémi

v xylenu po dobu 3 minut.

3.9.4 Montovani preparati

Po obarveni byly fezy montovany do média DPX, pfikryty krycim sklickem, zatizeny
a ponechany k zaschnuti po dobu dvou dnti. Fotografie histologickych fezl byly zhotoveny

pomoci programu QuickPHOTO Micro 3.0.

Pouzité roztoky:

4% formaldehyd: 36 — 38% roztok formaldehydu (Lachner) 10x fedény destilovanou vodou
Ethanol v koncentracich 75%, 96% a 100%

Xylen (Lachner)

Parafin (Paraplast Plus, Surgipath)

Ehrlichtiv hematoxylin: 100 ml 100% ethanolu; 2 g hematoxylinu; 100 ml destilované vody;

3 g KAI (SO4)2 (kamenec draselny); 100 ml glycerinu; 10 ml kyseliny octové ledové

Eosin Y

Zasobni roztok toluidinové modfi: 1 g toluidinové modii O (Sigma-Aldrich);
100 ml 70% alkoholu

1% chlorid sodny (pH 2.3): chlorid sodny; destilovana voda; 1000 mM HCl

Pracovni roztok toluidinové modii (pH 2.4): 5 ml zasobniho roztoku toluidinové modii;
45 ml 1% chloridu sodného (pH 2,3)
DPX médium (Sigma-Aldrich)

3.10 Membranové sani s biogennimi aminy a prostaglandinem E;

Sani flebotomd na membrané z kureci kiize umozniuje sledovat vliv nejrizngjsich latek.
KuzZe byla vypitvana ze hibetu jednodennich kutat zbavenych pefi. Kize byly promyty dvakrat
po dobu 10 minut v 70% ethanolu a néasledn¢ dvakrat 10 minut ve sterilnim fyziologickém
roztoku. Do dalSiho pouziti byly uchovavany v Petriho miskach utésnénych parafilmem
pfi teploté -20 °C. Pfed experimentem byly kiize rozmrazeny a za pomoci parafilmu napnuty
na sklenéné krmitka tak, aby flebotomové sali na vné&jsi strané kiize. Krmitko naplnéné krvi

je zobrazeno na obrazku €. 3.
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Histamin (Sigma-Aldrich) a serotonin (Sigma-Aldrich) byly rozpustény ve fyziologickém
roztoku a pouzity v kone¢né koncentraci 0,5 mg/ml krve u histaminu a 0,015 mg/ml krve
u serotoninu. Prostaglandin E» (Sigma-Aldrich) byl fedén v 96% ethanolu. Tento roztok byl
dale fedén fyziologickym roztokem na finalni koncentraci ethanolu 7,9%. Findlni koncentrace
prostaglandinu E> byla 0,03 mg/ml krve a ethanol tvofil 0,15% krve. Do krve pro kontrolni
skupinu byl pfidan jen odpovidajici objem fyziologického roztoku anebo v ptipad¢ kontroly
k sani na krvi s prostaglandinem 7,9% roztok ethanolu ve fyziologického roztoku. Kazdé
krmitko bylo naplnéno 3 ml defibrinované krali¢i krve a upevnéno do laboratorniho stojanu.
Pomoci hadi¢ek byla krmitka pfipojena k vodni lazni
zahfat¢ na 37 °C. Do dvou oznacenych siti
(experimentalni a kontrolni) bylo umisténo po stovce
stejn¢ starych samic flebotoml.. Experimentalni sani
probihalo v zatemnéné mistnosti pii teplot¢ vzduchu
mezi 26 — 31 °C po dobu 50 minut. Pro pokus
s membranovym sanim krve s pfidanym histaminem byl
z diivodu Spatného stavu kolonie P. argentipes pouzit
P. papatasi. Ve vSech ptipadech byla po skonceni
experimentu flebotomim poskytnuta dostatecna vlhkost
a 50% cukerny roztok a byli ponechani po dobu 48 hodin
(P. papatasi 120 hodin) v chovné mistnosti. Poté byly

samice umistény do sklenicek a pozorovany, jak

Obr. 3: Pripravené krmitko.

je popsano v kapitole 3.2.3.

3.11 Statistika a pouZité programy
K analyze dat byl pozit program R (http://cran.r-project.org/). Rozdily mezi skupinami v

primérném poctu nakladenych vaji¢ek na jednu samici byly analyzovany pomoci Poisson GLM

(General Linearized Models). Rozdily v mortalit¢ mezi skupinami byly analyzovany pomoci

proporcionalniho testu. Za signifikantni byly povazovany vysledky s p<0.05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Sani na imunizovanych kieccich a jeho efekt na fekunditu a mortalitu

Fekundita (pocet nakladenych vajec) a mortalita (procento uhynulych samic) byly
porovnavany u samic P. argentipes satych na dvou skupinach kie¢kt. Sest kiedkd bylo
imunizovéano opakovanym sanim P. argentipes, dalSich Sest slouzilo jako negativni kontrola.

V pokusu byla vzdy jedna polovina flebotomt sita na imunizovaném a druhé polovina
na kontrolnim kieCkovi, a pokus byl Sestkrat opakovan.

Primérny pocet vajicek nakladenych jednou samici sajici na imunizovaném kieckovi byl
18,8 a na naivnim 19,5. Mezi skupinami nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil (GLM,
p=0,679, F = 0,1719). Na obrazku ¢. 4 je znazornén pribé¢h kladeni vajec samicemi
P. argentipes v jednotlivych intervalech. Vysledky v intervalech 12, 24, 36 a 48 hodin
od umisténi do skleni¢ek (60, 72, 84 a 96 hodin po sani) nasvédcuji tomu, Ze samice sajici

na imunizovanych kteccich kladou vajicka dfive, nez samice kontrolni.

S4ni na imunizovaném kieckovi: primérny pocet vajicek
vykladenych jednou samici
20

[~ \— A4 ©
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Obr. 4: Prumérny pocet vajicek vykladenych samicemi P. argentipes. Graf znazornuje
prumérny pocet vajicek vykladenych jednou samici (osa y) v asovych intervalech po oddéleni
samic do sklenicek (osa x). Ovipozice byla sledovana u 318 samic v kontrolnich skupindch
sajicich na neimunizovanych kieccich (Naivni) a 312 samic ve skupinach flebotomt sajicich

na imunizovanych kfec¢cich (Imunizovany).
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Sledovanim mortality bylo zjisténo, ze mezi skupinami flebotom satymi
na imunizovanych nebo naivnich kfe¢cich neexistuje zadny signifikantni rozdil (chi = 3,04,
df=1, p = 0,08133). Z celkem 600 samic, kterym byli nabidnuti imunizovani kfecci, se jich
nasalo 445 (tj. 74,4% z 600) a 48 hodin jich ptezilo 312 (52% z 600). Ve skupinach sajicich na
naivnich kife€cich ze 600 samic jich pfijalo krev 381 (63,5% z 600) a do pocatku sledovani
ovipozice a mortality jich pfezilo 318 (53% z 600). Ve skupinéch sajicich na imunizovanych
kteccich uhynul stejny pocet samic pted vykladenim, jako ve skupinach sajicich na naivnich
kieccich (47). V intervalech 12 — 84 hodin po sani byly mortality prakticky shodné, na konci
pokusu, 120 hodin po sani, byla tmrtnost ve skupinach sajicich na imunizovaném kieckovi
62,9% a ve skupinach kontrolnich (sajicich na naivnich kieccich) 69,8% (viz obrazek ¢. 5).
Signifikantni rozdil nebyl pozorovan ani u nuliparnich samic ve skupinach sajicich na naivnim

(15%) nebo imunizovaném (14,8%) kieckovi (chi’=0, df =1, p=1).

Sani na imunizovaném k¥eckovi: % piezivajicich samic
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Obr. 5: Mortalita samic P. argentipes sajicich na imunizovaném a naivnim hostiteli. Graf
porovndva % piezivajicich samic ve skupindch sajicich na imunizovanych kieccich
(Imunizovany; celkem 312 samic) a v kontrolnich skupinach sajicich na neimunizovaném
kieckovi (Naivni; celkem 318 samic). Mortalita byla sledovana po 120 hodin od odd¢leni samic

do sklenic¢ek (48 hodin po sani).
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4.2 Detekce specifickych protilatek metodou ELISA

Specifické IgG protilatky proti slinnym proteiniim P. argentipes byly v sérech opakované
pobodanych kieckli prokazany metodou ELISA. U imunizovanych kieckli se primérné
absorbance pohybovaly v rozmezi od 1,80 do 2,64 a u naivnich kieckd mezi 0,08 a 0,12.
Absorbance jamek pro metodické kontroly dosahovala hodnot od 0,06 do 0,08. Hodnoty
absorbanci sér a metodickych kontrol shrnuje tabulka III. Boxplot (obrazek ¢. 6) zobrazuje
zvySeny obsah specifickych protilaitek v sérech opakované pobodanych kieckli oproti

kontrolnim sérum.

Tab. III: Namérené absorbance sér a metodickych kontrol. Primér namétené absorbance
sér imunizovanych kiecki (I) se pohybuje od 1,80 do 2,64, neimunizovanych kiecki (N)

od 0,08 do 0,12 a metodickych kontrol (MK) od 0,06 do 0,08.

Sérum Duplikat 1 Duplikat 2 Primér
11 2,66 2,62 2,64
21 2,10 2,06 2,08
31 2,14 1,85 2,00
41 1,96 2,31 2,14
51 1,75 1,86 1,80
61 1,86 1,74 1,80
IN 0,09 0,08 0,08
2N 0,11 0,10 0,10
3N 0,08 0,09 0,10
4N 0,10 0,12 0,10
5N 0,12 0,12 0,12
6N 0,07 0,09 0,08
MK Ag+Ab-Px- 0,07 0,08 0,08
MK Ag+Ab-Px+ 0,06 0,06 0,06
MK Ag-Ab-Px+ 0,09 0,08 0,08
MK Ag-Ab-Px- 0,06 0,06 0,06
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Obr. 6: Porovnani hladin IgG protilatek proti slinam P. argentipes mezi kontrolnimi
séry a séry imunizovanych kiecki. Imunizovani kiecci byli vystaveni Sesti sani 100 — 300

samic v intervalu 7 — 14 dni.

4.3 Identifikace hlavnich antigent ve slinach P. argentipes

Spektra rozpoznavanych proteinti byla podobna u sér fedénych v poméru 1:50 nebo 1:100
(obr. 7). Negativnimi kontrolami byla séra nepostipanych kieckd, kterd nerozeznédvala zZadné
proteiny. Séra kieckli opakované pobodanych samicemi P. argentipes rozpoznavala pii
imunoblotu s homogenatem slinnych zlaz nejméné 11 proteinovych prouzkii (obr. 8). Nekteré
slinné antigeny P. argentipes rozeznavané IgG imunoglobuliny ze séra keckt odpovidaji SP06
proteintim, antigen 5-related proteinu (SP05), apyraze (SP03) a yellow-related proteinu (SP04).
V oblasti mezi 20 a 25 kDa byly nalezeny nejméné ctyii potenciondlni antigeny nebo jejich
fragmenty a v €asti gelu nad 50 kDa naopak nebyl nalezen zadny jiz charakterizovany protein

(tabulka IV).
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Obr. 7: Imunoblot se séry naivnich a opakované pobodanych ki'ecki. 1, 3, 5 — séra naivnich
kreCkt redéna 1:100; 2, 4, 6 — séra naivnich kieckt fedéna 1:50; 7, 9, 11, 13, 15, 17 — séra
imunizovanych kiecki fedéné 1:100; 8, 10, 12, 14, 16, 18 — séra imunizovanych kieckl fedéna

1:50; SP — slinny profil barveny amidocerni; ST — standard barveny amidocerni.

11

w— 25kDa

: — 20kDa
1 2 3 4 58P ST a b

Obr. 8: Imunoblot se séry naivnich a imunizovanych krec¢ki (Fedéna 1:100) a gel barveny
Coomasie. 1, 2 — séra naivnich kieckt; 3, 4, 5 — séra imunizovanych kiecki; SP — slinny profil;
ST — standard; a — gel se slinnym profilem P. argentipes barveny Coomasie s bandy pouzitymi
pro identifikaci proteinii hmotnostni spektrometrii (1 — 11 viz tabulka IV); b — standard na gelu

barveny Coomasie.
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0 4

Tabulka IV: Identifikované antigenni proteiny rozeznavané IgG v kie¢¢im séru. Intenzita

pro dany pomér hmotnosti k naboji iontu (m/z) vyjadiuje zastoupeni proteini ve vzorku; ¢im

vice bylo detekovano peptidi/proteint pro dany m/z, tim vyssi intenzita

Cislo Mol.
Intenzita | hmotnost | ID proteinu Nazev proteinu
pruhu [kDa]

34,986 28,794 | ABA12141.1 27 kDa salivary D7-related protein SP10

1 25,9786 | 26,886 | ABA12138.1 25 kDa salivary protein SP06
25,9577 45,43 ABA12136.1 | 43 kDa salivary yellow-related protein SP04
24,6674 | 37,339 | ABA12135.1 35 kDa putative salivary apyrase SP03
33,0017 | 26,886 | ABA12138.1 25 kDa salivary protein SP06

2 28,1013 28,794 | ABA12141.1 27 kDa salivary D7-related protein SP10
21,3361 29,489 | ABA12149.1 27 kDa salivary protein SP20
36,1323 31,559 | ABAI12137.1 | 29 kDa salivary antigen 5-related protein SP05

3 29,8233 | 26,886 | ABA12138.1 25 kDa salivary protein SP06
27,5661 | 28,794 | ABAI12141.1 27 kDa salivary D7-related protein SP10
25,0498 31,645 | ABA12147.1 29 kDa salivary protein SP17

4 38,4057 | 37,339 | ABA12135.1 35 kDa putative salivary apyrase SP03
35,3264 35,674 | ABA12140.1 33 kDa salivary protein SP05

5 35,4549 | 37,339 | ABA12135.1 35 kDa putative salivary apyrase SP03
28,5099 45,43 ABA12136.1 | 43 kDa salivary yellow-related protein SP04
34,8006 | 37,339 | ABAI12135.1 35 kDa putative salivary apyrase SP03

6 29,0543 45,43 ABA12136.1 | 43 kDa salivary yellow-related protein SP04
28,5792 45,43 ABA12136.1 | 43 kDa salivary yellow-related protein SP04

8 37,2486 45,43 ABA12136.1 | 43 kDa salivary yellow-related protein SP04

9 neidentifikovany

10 neidentifikovany

11 neidentifikovany

4.4 Histologie tkani exponovanych flebotomim

Z usnich boltct kieckl opakované satych samicemi P. argentipes a kieckt kontrolnich

byly zhotoveny histologické preparaty, které byly vyhodnocovany svételnym mikroskopem.
Na fezech barvenych piehlednym barvenim hematoxylin-eosin byla pozorovédna struktura
boltce. Na jeho povrchu je patrné odlupujici se stratum corneum, dalsi vrstvy epidermis tvoti
vyrazngji zbarveny pas podél okraje fezu a na dvou mistech vlivem zpracovani tvoii tmavsi
plochy. V dermis jsou viditelné buniky pojiva, hnéd¢ zbarvené melanocyty a chlupové folikuly
(obrazek €. 9). Na fezech barvenych toluidinovou modii jsou zejména v pojivu patrné fialové
zbarvené mastocyty, na nékterych preparatech degranulované, ne vSak ve vétsi mite, nez v

kontrole. Na Z4dném ze vzorkli nebyla pozorovana vyrazna infiltrace granulocytd. Dalsi

32



z pozorovanych struktur byla chrupavka, epidermis, pojivo melanocyty a epidermis (obrazek

¢. 10). Na tfezech exponovanych tkani nebyl pozorovan edém.

Obr. 9: Histologicky
Fez uSnim boltcem

kieCka (hematoxylin-

eosin).
» , 1 - plochy rohovéjici
epitel;

2 - chlupovy folikul;
3 — fibrocyt;

4 - melanocyt.

Obr. 10: Histologicky
fez  boltcem ucha
ki‘ecka (toluidinova
modr).

1 - chrupavka;

2 — melanocyt;

3 - 7irna bunika.

4.5 Efekt sani s biogennimi aminy a prostaglandinem E;

U samic sajicich krev s ptidanym serotoninem (GLM, p = 0,503, F = 0,4541), histaminem
(GLM, p = 0,479, F = 0,5031) ani prostaglandinem E> (GLM, p = 0,9246, F = 0,009) nebyl
pozorovan zadny signifikantni rozdil v primérném poctu vajec nakladeném jednou samici, jak
ukazuje tabulka V. Primérny pocet vykladenych vajicek jednou samici v ¢asovych intervalech

zobrazuji nasledujici grafy (obrazky 11 - 13).
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Tab. V: Primérny pocet vaji¢ek nakladenych jednou samici — porovnani skupin sajicich
krev s pridanym serotoninem, histaminem nebo prostaglandinem E: s Kkontrolnimi
skupinami. Rozdily mezi skupinami nebyly signifikantni: serotonin (GLM, p = 0,503,
F =0,4541), histamin (GLM, p = 0,479, F = 0,5031), prostaglandin E, (GLM, p = 0,9246,
F=0,009).

Skupina Histamin Serotonin Prostaglandin E2
Kontrolni 14,63 6,41 8,14
Pokusna 16,62 7,62 7,95

Histamin: primérny pocet vajicek vykladeny jednou samici

—B— S histaminem

Pocet vajicek

—6— Bez histaminu

O NWEA WUV JX®\O

¢
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Cas (h)

Obr. 11: Primérny pocet vajicek vykladeny jednou samici P. papatasi sajici krev
s pridanym histaminem. Graf zachycuje primérny pocet nakladenych vajicek jednou samici
ve skupin€ o 181 jedincich sajici krev s pfidanym histaminem a ve skupin€ o 156 jedincich
sajici krev bez pridaného histaminu v zédvislosti na ¢ase. V ¢ase 0 (120 hodin po sani) byly

samice P. papatasi oddéleny do sklenicek.
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Serotonin: primérny pocet vajicek vykladeny jednou samici
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Obr. 12: Primérny pocet vajicek nakladenych jednou samici P. argentipes ve skupinach
sajicich krev s pridanym serotoninem a bez néj. V experimentalni skupiné bylo celkem 151

samic, ve skupiné kontrolni 128 samic, samice byly odd¢leny 48 hodin po sani (¢as 0).

Prostaglandin E,: primérny pocet vaji¢ek vykladeny
jednou samici

—6— S prostaglandinem E2

—B— Bez prostaglandinu E2

Pocet vajicek
AN

0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
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Obr. 13: Prumérny pocet vajiCek nakladenych jednou samici P. argentipes sajici krev
s pridanym prostaglandinem E2. Graf zobrazuje primérny pocet vajicek nakladenych jednou
samici v ¢asovych intervalech po 12 hodinach od umisténi do sklenicek (48 hodin po sani).
Skupina sajici krev s pfidanym prostaglandinem E: (S prostaglandinem E2) sestavala ze 104

samic, skupina sajici krev bez PGE2 (Bez prostaglandinu E2) 101 samic P. argentipes.
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Samice saté na krvi se serotoninem mély signifikantn€ nizs§i mortalitu nez kontrolni
skupina (chi’= 6,25, df =1, p = 0,01243). Mortalita samic sajicich krev s pfidanym histaminem
(chi’?=2,74, df = 1, p = 0,09786) nebo prostaglandinem E» (chi’= 1,6971, df = 1, p = 0,1927)
se signifikantné nelisila od mortality kontrol. Umrtnost samic (%) v pokusnych a kontrolnich
skupinach shrnuje tabulka VI a % pteZivajicich samic v zavislosti na ¢ase zobrazuji grafy
(obrazek 14 — 16). V tabulce VII je zaznamendn piehled mortality nuliparnich samic
v jednotlivych skupinach, z nichZ se od kontroly nejvice lisila ve skupin€ samic sajicich krev

s histaminem - byla u této skupiny téméf dvojnasobna (32%) oproti kontrole (16,7%).

Tab. VI: Mortalita u samic sajicich krev s biogennimi aminy nebo prostaglandinem E:

a u kontrol.

Skupina Histamin Serotonin Prostaglandin E:
Kontrolni 55,8% 79,9% 74%
ontro 87/156 111/139 77/104
Pok , 65,2% 65,7% 69,3%
okusna 118/181 88/134 70/101
Histamin: % pteZivajicich samic
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Obr. 14: Procento prezivajicich samic P. papatasi sajicich krev s pfidanym histaminem.
Grafu porovnava % piezivajicich samic, které saly krali¢i krev s pfidanym histaminem
(181 samic) a samic, kterym byla poddna samotna krev (156 samic) v ¢asovych intervalech

od 0. hodiny (samice oddéleny do sklenicek 120 hodin po sani).
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Obr. 15: Prezivajici samice P. argentipes sajici krev s pridanym serotoninem. Graf

srovnava % prezivajicich samic od hodiny 0 (samice oddéleny do sklenicek 48 hodin po séni)

ve skupiné sajici pfes kufeci membranu krali¢i krev, do které byl pfidan serotonin (151 samic)

a ve skupin€ sajici krev bez ptidaného serotoninu (128 samic).
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Obr. 16: Prezivajici samice P. argentipes sajici krev s prostaglandinem E2. Graf porovnava

% prezivajicich samic, které pfijaly krev s pfidanym prostaglandinem v 0. — 120. hodiné

(celkem 104 jedincit) a kontrolnich samic sajici krev bez ptidaného prostaglandinu E: (celkem

101 samic). Samice byly oddéleny do skleni¢ek 48 hodin po sani.
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Tab. VII: Mortalita nuliparnich samic sajicich krev s histaminem (chi’>= 9,782, df = 1,
p = 0,0018), serotoninem (chi* = 0,0178, df = 1, p = 0,8938) nebo prostaglandinem E:
(chi?= 0, df =1, p = 1) a u kontrol

Skupina Histamin Serotonin Prostaglandin E:
Kontrolni 16,7% 59% 28%
26/156 82/139 29/104
Pokusna 32% 57,5% 29%
" 58/181 77/134 29/101
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S DISKUZE

Pti opakovaném pobodani krevsajicim hmyzem ¢i klistaty dochéazi u hostitele ke vzniku
specifické bunécné a protilatkové odpovédi proti slindm parazita. Zatimco u klistat Boophilus
microplus vyzkum protilatkova odpovédi vyustil ve vyrobu vakciny, u flebotomt neni efekt
imunitni odpovéedi hostitele jednoznacny. Cilem pokust bylo zjistit, zda samice P. argentipes
sajici na kieckovi imunizovaném opakovanou expozici témto flebotomim maji zménénou
mortalitu a fekunditu. Tato kombinace parazita a hostitele byla zvolena po vzoru studie Ghosh
a Mukopadhyay (1998), mimo jiné i proto, ze k pokusiim nebylo mozné pouzit pfirozené
hostitele P. argentipes, jimiz jsou skot a ¢lovek.

Z vysledkll pokust vyplyva, ze pocet nakladenych vajec neni ovlivnén pfitomnosti
protilatek proti slinnym antigeniim P. argentipes v krvi kiecka. Ackoli Ghosh a Mukhopadhyay
(1998) neuvadi pocty nakladenych vajec samicemi, zminuji jejich postupné snizovani
ve skupinach samic P. argentipes sajicich na imunizovaném kteckovi.

Nase vysledky tykajici se fekundity flebotoma jsou v souladu sudaji popsanymi
nckterymi autory u P. duboscqi: Kaburi a kol. (2011) popsali, Ze specifickd imunita proti slinam
parazita nema to vliv na fekunditu vektora. Opacné poznatky byly ziskdny pokusy
s Lu. longipalpis, z nichz vyplynulo, ze samice sajici na hostiteli majicim protilatky proti slindm
flebotoma kladou méné vajicek. U toho samého flebotoma bylo pozorovano, Ze stejny efekt ma
také imunizace homogenatem stfeva anebo rekombinantnim maxadilanem (Milleron a kol.,
2004; Vilela a kol., 2006). Zda se, ze mnohem v¢tsi vliv na fekunditu flebotoma ma imunizace
jeho tkdnémi nez slinami, protoze v protikladu s vySe zminénymi experimenty s P. duboscqi
mély samice sajici na hostiteli imunizovaném homogenatem ze tkani tohoto flebotoma nebo
ze stieva nizsi fekunditu nez samice kontrolni (Ingonga a kol., 1996).

Pozorovani mortality samic P. argentipes sajicich na opakované exponovaném hostiteli
ukézalo, Ze ani jejich umrtnost patrn€ neni ovlivnéna ptitomnosti protilatek proti slindm tohoto
flebotoma. Stejné tomu bylo také u P. duboscqi, jehoz timrtnost se nelisila od kontrol (Kaburi
akol.,2011). Naopak v pokusech se samicemi flebotomd, v nichz byl hostitel imunizovan télem
nebo stievem flebotoma nebo v ptipad€ Lu. longipalpis slinami anebo maxadilanem (Ingonga
a kol. 1996; Milleron a kol., 2004; Vilela a kol., 2006) byla soucasné také pozorovana vyssi
mortalita s vyjimkou téch, které sali na hostiteli s protilatkami proti PpChitl a hynuly pozdé&ji
(Robles-Murguia a kol., 2014).
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U P. argentipes Ghosh a Mukopadhyay (1998) pozorovali, Ze se 0 40% zvysila mortalita
nuliparnich samic, pokud saly na desetkrat pobodaném kieckovi, oproti samicim sajicim
na kfeckovi naivnim. Dvojnasobné se mortalita samic zvysila také pii sani krve pies kufeci
membranu, pokud do ni bylo pifidano sérum s protilatkami proti slindm P. argentipes.
Z publikace vyplyva, ze byly pokusy opakovany pokazd¢ s jinou skupinou flebotomil, avSak
jiz neni zfejmé, zda byly provadény vzdy soubézné s negativni kontrolou tvofenou stejnym
poctem stejné starych samic (Ghosh a Mukopadhyay, 1998).

Je ztejmé, ze pro pokusy, v nichZ se sleduje mortalita a kladeni vajicek, je nutné pouzivat
pro kontrolni experiment samice stejné staré a pochazejici ze stejného chovu, jako pro pokusnou
skupinu. O tom, ze vysledky podobnych pozorovani by mohly byt bez standardniho postupu
a spravného vybéru kontrol zkreslujici, svéd¢i naptiklad rozdil v primérném poctu
nakladenych vajec jednou samici v pokusech se sanim na kieckovi a se sdnim na kufeci
membrané. Ac¢koli se samice na prvni pohled v obou piipadech plné€ nasaly a poté byly chovéany
ve stejnych podminkach, po sani na kufeci membrané nakladla kazda ptiblizné o polovinu méné
vajec nez samice sajici na kfeCkovi. Tento fakt mize byt zpuisoben zménénym fitness celé

kolonie anebo napftiklad jinou ro¢ni dobou.

Protilatky proti slinam flebotoma by mohly mit neutralizacni efekt na nékteré slinné
proteiny, podobné jak popsali Milleron a kol. (2004) v ptipad€ protilatek proti maxadilanu.
To by mohlo znesnadnovat flebotomovi piijem krve. Nedostate¢ny zdroj bilkovin by mohl mit
za disledek niz§i pocet nakladenych vajicek, pfipadné dfivejsi thyn samice. Vyraznéjsi ucinek
by v§ak mohla mit imunizace hostitele tkdnémi stfeva. Mechanismus Gc¢inku protilatek proti
sttevu flebotoma neni znam, teoreticky by vSak mohlo dochdzet ke zhorSené absorpci Zivin
vlivem opsonizace nebo k poSkozeni tkani vlivem komplementu. Vzhledem k vlivu, jaky ma
sani na hostiteli imunizovaném zejména homogenatem stfeva na hematofagniho parazita
(Ingonga a kol., 1996; Milleron a kol., 2004; Vilela a kol., 2006; Robles-Murguia a kol., 2014),
by mohlo byt zajimavé sledovat fekunditu a mortalitu samic P. argentipes sajicich na hostitelich
témito tkdnémi.

Protilatky ze sér imunizovanych kieckli rozeznavaly slinné antigeny, z nichz nékteré
byly popsény jiz diive jako SP06 protein, antigen 5-related protein, apyraza a yellow-related
proteiny (Anderson a kol., 2006). N¢které proteiny s vyssi molekulovou hmotnosti, jako
D7 protein, byly nalezeny i v proteinovych prouzcich mezi 20 - 25 kDa. Muze se jednat
o fragmenty tohoto proteinu. Navic, v oblasti mezi 20 kDa a 25 kDa séra silné rozpoznavala

vice antigeni a u nékterych antigennich prouzkl nelze jednoznacné urcit, zda je reakce
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zpusobena fragmenty zndmych antigenii (D7, SP06, SP04, SP03) anebo nékterym z dalSich,
doposud necharakterizovanych proteinii. Obdobné nejasna je situace u antigennich prouzkt
s molekulovou hmotnosti nad 50 kDa, kde se sice pfi imunoblotu tvofi silny pruh, ale Zadny
z jiz popsanych proteinil této hmotnosti neodpovida.

Jednoznacnou identifikaci imunogennich proteinta ze slin P. argentipes komplikuje jeho
odli$nost od ostatnich druhii flebotom, pro kterou nelze jeho slinny profil jednoduse porovnat
s jinymi, jako je tomu napt. u podrodu Larroussius. Phlebotomus argentipes je jedinym
zastupcem podrodu Euphlebotomus, ktery je chovan v laboratornich koloniich (P. Volf, osobni
sdéleni).

Jednim z faktord, které by teoreticky pfi sani na senzibilizovaném hostiteli mohly mit vliv
na mortalitu a fekunditu flebotoma, jsou biogenni aminy, které se pfi poskozeni tkan¢ uvoliu;ji
do krve. Pro pokusy byly zvoleny histamin a serotonin, protoze jsou to hlavni mediatory zanétu.
Dalsi testovanou latkou byl prostaglandin E», ktery je také nedilnou soucasti zanétlivé reakce
a stejné jako predchozi dvé latky ucinkuje i v organismu dvouktidlého hmyzu.

Histamin byl pro experiment pouzit v koncentraci téméf o Ctyfi tady vyssi, nez
se vyskytuje v krvi zdravého c¢lovéka (Jackson a kol., 1998). Ackoli primérny pocet
nakladenych vajec jednou samici se signifikantné nelisil, umrtnost nuliparnich samic byl témét
dvakrat vyssi. Mortalita v§ech samic (nuliparnich i kladoucich) se vSak nelisila. Zda se proto,
ze koncentrace histaminu mnohokrat vyssi nez se vyskytuje v krvi zdravého ¢loveéka, by mohla
mit vliv na traveni krve P. papatasi. Je vSak tieba prostudovat efekt histaminu na P. argentipes,
tedy provést pokus, ktery z diivodu zhorSeného stavu kolonie nebylo mozné uskutecnit béhem
diplomov¢ prace. Navic by mohlo byt uzite¢né ovéfit, jaka je skute¢na koncentrace histaminu
v krvi nasaté¢ flebotomem z opakovan¢ pobodaného hostitele a tuto koncentraci pouZzit
pro experimentalni sani.

Serotonin byl samicim podan v koncentraci 50 — 150 krat vyssi, nez jakd se udava
pro jeho normalni koncentraci v séru (Landau a kol., 2016). V tomto pokusu se sice se nelisila
fekundita samic sajici krev se serotoninem od kontrol, ale mortalita byla v experimentalni
skupiné niz$i. Je nepravdépodobné, ze by serotonin mél na samice P. argentipes ochranny efekt
a vysledek proto nelze vysvétlit zddnou rozumnou hypotézou. Pro ovéfeni tohoto tvrzeni
by bylo vhodné pokus zopakovat se stejnym druhem flebotoma.

V ptipad¢ prostaglandinu E vysledky pokusii naznacuji, ze ani 1200x vyssi koncentrace,
nez jaka se vyskytuje v séru zdravych lidi (D’Eufemia a kol., 2008), neovliviiuje fekunditu nebo

mortalitu samic P. argentipes.
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Vazba serotoninu a histaminu na yellow-related proteiny a dalSich biogennich amint,
slouzici u flebotomt k jejich eliminaci, doposud neni pln¢ objasnéna. Na zéklad¢ prvni popsané
3D struktury LIM11 u Lutzomyia longipalpis (Xu a kol., 2011) byly vytvoteny modely dalSich
yellow-proteinti. Diky jejich podobné struktufe se Ize domnivat, Ze i u jinych druhti flebotomi
slouzi tyto proteiny k vyvazovani biogennich amind. Znacné konzervované jsou také jejich
aminokyselinové sekvence — ve vazebné kapse se z jedenacti znamych aminokyselin (Xu a kol.,
2011) pét shoduje ve viech 32 yellow-related proteinech (Sima a kol., 2016). Doposud bylo
identifikovano celkem 32 yellow-related proteinit u 13 druhii flebotoml s publikovanym
slinnym transkriptomem (Xu a kol., 2011). Jejich zastoupeni se u flebotomu lisi. Zatimco
napiiklad u P. sergenti bylo nalezeno pét yellow-related proteind, u P. argentipes pouze
jeden — SP04 o molekulové hmotnsoti 43 kDa (Sima a kol., 2016). Tento protein byl pomoci
hmotnostni spektrometrie zaznamenan i v naSem pokusu.

Na zdkladé¢ vysledkli experimentd s membranovym sidnim se lze jen domnivat,
ze nevyvazané aminy ovliviiuji spise piijem krve tim, zZe vyvolavaji bolest a svédeni, v dasledku
¢ehoz se hostitel ektoparazita snazi zbavit. Piekazkou ve vytvofeni podminek blizicich
se skutecnému sani na hostiteli zistava nepiesné zmapovana koncentrace histaminu, serotoninu
1 prostaglandint v kiiZi hostitele. Jejich zastoupeni se liSi mezi jednotlivymi druhy obratlovcd,
ale je rizné také v zavislosti na ptredchozi expozici, dispozicich a stavu imunitniho systému.
Z dtvodu kratkého polocasu rozpadu v krvi je obtizné stanovit jejich pfesnou koncentraci ihned
po expozici a v klinické praxi toto nemé vyuZziti. Stanovuji se pouze metabolity histaminu

v pfipadé¢ anafylaxe.

V histologické casti diplomové prace byla zjiStovana okamzita kozni reakce kiecka
na pobodani flebotomem. USni boltce byly odebrany po vykrveni imunizovanych i1 naivnich
kfecki 1 hodinu po sani. Ackoli na pokoZce usi byla po pobodani makroskopicky patrna
svétlej$i mista po sani flebotoma, na histologickych fezech barvenych hematoxylinem-eosinem
nebyly vidét Zadné znamky otoku nebo poSkozeni tkdné. Negativni vysledek piineslo
1 pozorovani fezll barvenych toluidinovou modii, na kterych byly hledany znamky infiltrace
granulocytli anebo degranulace mastocyti. I dlouhodobé pozorovani kieCkd po expozici
flebotomtll nasvédCuje tomu, Ze nevytvareji zddnou hypersenzitivni odpovéd’. Pro piresné;jsi
zmapovani koznich reakci kieCkli na postipani flebotomem by bylo vhodné provést excize
v Casove fad€. Prvni odbér tkané€ by byl proveden ihned po postipani, dalsi po 6 hodinach, nebot’
tolik ¢asu podle Belkaid a kol. (2000b) potiebuji zanétlivé buiiky pro vcestovani do mista
vpichu a dal$i po 48 hodinach pro ptipadnou identifikaci DTH. Soucasné by bylo vyhodné

42



zmapovat proces desenzibilizace u kieckl, nebot’ neni znamo, po kolika expozicich k ni

dochazi.
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SHRNUTI

Na 6 kieccich imunizovanych Sestindsobnym opakovanym sanim P. argentipes bylo
nasato celkem 312 samic, na 6 naivnich kfeccich celkem 318 samic tohoto druhu
flebotoma. Nasaté¢ samice byly sledovany po dobu péti dni ve dvanéctihodinovych

intervalech.

V séru imunizovanych kifeckii byly metodou ELISA prokazany vysoké hladiny
IgG protilatek proti slindm P. argentipes. Sani na imunizovanych kieccich vSak
neovlivnilo mortalitu ani fekunditu samic P. argentipes. Umrtnost ve skupiné sajici
na imunizovaném kieckovi se signifikantné neliSila od té ve skupiné, ktera sila

na ki¥eccich kontrolnich.

Western blotingem se séry imunizovanych kieckli a analyzou proteinového profilu
slinnych 7zldz P. argentipes pomoci hmotnostni spektrometrie bylo zjisténo,
Ze nejintenzivnéji rozeznavanymi antigeny slin  jsou proteiny odpovidajici

antigen 5-related proteinu, D7 proteinlim, apyraze a yellow-related proteiniim.

Z usi kiecku satych flebotomy P. argentipes byly zhotoveny histologické fezy, z nichz
Cast byla obarvena hematoxylinem-eosinem a &ast toluidinovou moii. Rezy
exponovanych usi se neliSily od usi kontrolnich kfe¢kd a nenesly zndmky zmén

spojenych s hypersenzitivni reakci nebo zanétem.

Efekt biogennich amini na fekunditu a mortalitu byl studovan u flebotomi
P. argentipes a P. papatasi satych na krvi s pfidanym histaminem, serotoninem nebo
prostaglandinem E>. Ve skupiné P. papatasi sajici krev s histaminem zahynulo vice
nuliparnich samic ve srovnani s kontrolou, v ostatnich skupindch se mortalita
nevykladenych samic nelisila. V mortalit¢ vSech samic nebyly nalezeny signifikantni
rozdily mezi pokusnou a kontrolni skupinou, vyjma skupiny P. argentipes sajici krev
se serotoninem, v nizZ byla umrtnost v porovnani s kontrolou nizsi. Primérny pocet

vaji¢ek nakladenych jednou samici se v zadné skupiné signifikantné nelisil od kontrol.
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