Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze

Katedra parazitologie

Studijni program Biologie

Studijni obor Parazitologie

Bc. Katefina Pruzinova

Traveni krve u flebotomii a jeho vliv na vyvoj leishmanii

Bloodmeal digestion of phlebotomine sand flies and its effect on
Leishmania development

DIPLOMOVA PRACE

Skolitel: Prof. RNDr. Petr Volf, CSc.

Praha 2012



Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 23. 4. 2012 Katefina Pruzinova



Podékovani

Na tomto misté bych predevsim chtéla podékovat svému skoliteli panu profesorovi Petru
Volfovi za velkou trpélivost, pomoc a cenné rady. Dekuji Lucce Je¢né a Jované Sadlové za
pomoc pii mych experimentech a chtéla bych také podékovat Janu Votypkovi za provedeni
kvantitativni PCR a pomoc se statistikou. Dékuji Jan¢ Hlava¢ové za moralni podporu a
ochotu vzdy nabidnout pomocnou ruku a Stépance Hlavové za jeji uZasnou pracovitost a
pozitivni pristup. Mé pod€kovani patfi také celému kolektivu na$i laboratofe za velmi
pratelskou atmosféru.

V neposledni fad¢ velmi d€kuji mamince a pftiteli Jirkovi, ktefi me pti studiu podporovali a

byli tu vzdy pro mé, kdyz jsem je potiebovala.



ABSTRAKT

Vyvoj leishmanii v zazivacim traktu vektora je uzce spojen s travicimi procesy, které
nasleduji po nasati krve. Tato prace se zabyva faktory, které ovliviiuji traveni, vyvoj vajec a
vyvoj leishmanii u samic flebotomt. V prvni €asti prace jsme zjistovali rozdily pfi traveni
sav¢i (krali¢i) a ptaci (kuteci) krve. Ve sttevech samic Phlebotomus duboscqi jsme po sani na
kuteti naméfili dvakrat nizsi koncentraci proteinti a signifikantné niz$i trypsinovou aktivitu
nez po sani na kralikovi. Rozdil v trypsinové aktivité¢ byl patrny nejvice v prubehu prvnich
24 h, kdy po sani kufeci krve byla aktivita 0 40 — 55 % niz$i nez po sani krali¢i krve.
Vyznamny rozdil mezi skupinami byl zaznamenan 1 ve vyvoji vajec. U samic satych na kureti
se vejce vyvijela pomaleji a byla v priméru o 10 % kratsi neZ u samic satych na kralikovi.

Ve druhé casti prace jsme testovali vliv komaifitho hormonu TMOF na trypsinovou
aktivitu a vyvoj vajec u Lutzomyia longipalpis. Samice saly krali¢i krev s ptidanym TMOF
(28 mg/ml) ptes membranu. Pfidany hormon snizil trypsinovou aktivitu o 15 — 35 %, pficemz
nejvyraznéjsi pokles byl zaznamenan po 18 a 24 h po sani krve. TMOF mél ¢aste¢ny vliv 1 na
vyvoj vajec, u pokusné skupiny se vyvinulo zhruba o 30 % vajec méné nez u kontrolni
skupiny a navic vejce byla o 12 — 24 % kratSi. Pfidani TMOF do saté krve mélo tedy
signifikantni G¢inek na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec, efekt byl ale mén¢ vyrazny, nez je
popisovano u komara.

Nejdtlezitéjsi cast prace byla vénovana experimentdlnim infekcim. Zjistili jsme, ze
nachylnost P. duboscqi k infekci Leishmania major je stejna jak pii prvnim tak pti druhém
sani. U samic infikovanych az pfi druhém sani jsme nezaznamenali rozdily ani v procentu
infikovanych samic ani v intenzitdch ndkaz. Dale jsme zkoumali vliv traveni kufeci krve na
pribéh infekce L. major u P. duboscqi. V literatufe je popsano, Ze sani pta¢i krve ma
negativni UCinek na leishmanie ve stfevé flebotoma. Proto jsme chtéli tuto teorii ovéfit a
detailngji prostudovat. Samice jsme infikovali sanim krali¢i krve s promastigoty leishmanii a
druhy nebo Sesty den po infekci jsme je nechali sat na kufeti, zatimco kontrolni samice saly na
mysi. V obou typech experimentu a u obou skupin samic probihal vyvoj leishmanii obdobné,
rozdily nebyly zaznamenany ani v procentu infikovanych samic ani v intenzitach nakaz.
Rozdil v pribéhu infekce nebyl zjistén ani v pokusech, kdy byly samice saty na kuteti nebo na
mysi devét dni pied infekénim sanim. Kufeci krev tedy neméla zadny vliv na vyvoj L. major

ve stievech P. duboscqi.

Klic¢ova slova: flebotomus, Leishmania, traveni krve, trypsin, TMOF



ABSTRACT

Leishmania development in their vectors is closely connected with bloodmeal digestion.
This thesis focuses on factors affecting bloodmeal digestion, egg development and
Leishmania infection within the sand fly gut. First, we compared the effect of mammalian
(rabbit) and avian (chicken) blood on digestion and eggs development in Phlebotomus
duboscqi. Sand flies fed on chickens had twice lower protein concentrations in the midgut and
significantly lower trypsin activity compared to those fed on rabbits. The highest differences
in the trypsin activity were observed during first 24 hours post bloodmeal. In addition,
females fed on chickens had slower eggs development and their eggs were 10 % smaller
compared to those fed on rabbits.

In the second part of the thesis we tested the effect of mosquito hormone TMOF on the
trypsin activity and eggs development of Lutzomyia longipalpis. Rabbit blood with TMOF
(28 mg/ml) was presented to the females via a membrane feeding system. Sand flies fed on
blood with TMOF had 15 — 35 % less trypsin activity than control females fed on only rabbit
blood. In addition, females fed on blood with TMOF had developed 30 % less eggs and their
eggs were 12 — 24 % smaller compared to control group. However the effect of TMOF we
observed was lower than that described previously in mosquitoes.

The most important part was devoted to experimental infections. We compared a
susceptibility of P. duboscqi to Leishmania major infection during the first or the second
bloodmeal; no differences were found in infection rates or intensity of infections between
these two groups. Next we studied the effect of chicken blood on L. major development in
P. duboscqi. Previous studies proposed that avian bloodmeal is harmful to Leishmania within
the sand fly gut. To test this hypothesis, females were given infective rabbit blood with
promastigotes and then one or six days later chicken or mouse bloodmeal. The similar
Leishmania development was observed in both types of experiments and in all groups of
females, no differences were found in infection rates or intensity of infections. Similarly, sand
flies fed on chick or mouse and given a second meal of rabbit blood with promastigotes nine
days later, showed no differences in infections. This study indicates that avian blood does not

affect Leishmania development.
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1 UVOD

Flebotomové (tad Diptera, celed’ Psychodidae, podéeled” Phlebotominae) patii mezi
drobny dvouktidly hematofagni hmyz. Obé pohlavi se zivi sinim cukernych $tav, samicky
jsou ale zaroven ektoparazité, pro které je krev obratlovct zdrojem energie pro tvorbu vajicek.
Vyskytuji se na rozmanitych biotopech tropt a subtropti, predevsim Asie, Afriky a Stfedni a
Jizni Ameriky. Nékteré druhy mohou byt rozsifeny i v mirném pasu, napiiklad v jizni Evropé¢.
V poslednich letech bylo v Evropé a Severni Americe zaznamendno postupné Siieni
flebotomt severnim smérem.

Z 900 popsanych druhi flebotomd je z hlediska pfenosu infekénich onemocnéni
dalezitych piiblizné 70. Radime je do dvou rodi: Phlebotomus, vyskytujici se ve Starém
Svéte, a Lutzomyia zijici v Novém Svété. Druhy rodu Sergentomyia, ktefi saji pfevazné na
plazech, mohou v ojedinélych piipadech pobodat i ¢loveéka, neni ale prokazano, ze by byli
schopni prenaset lidské infekce.

Flebotomové mohou pienaset rizna bakterialni a virova onemocnéni, napiiklad
bartonelozu (Bartonella bacilliformis) nebo hore¢ku papataci (flebovirus z celedi
Bunyaviridae). Jsou ale znami pfedevsim jako vektofi prvoku rodu Leishmania zptsobujicich
leishmaniozu, kterda je Svétovou =zdravotnickou organizaci fazena mezi sedm
nejvyznamnéjSich parazitarnich onemocnéni. Porozuméni interakcim mezi parazitem a jeho
vektorem mtize vést k ti¢inné¢jsi kontrole pfenosu tohoto onemocnéni.

Vyvoj leishmanii ve flebotomech je lokalizovan v travicim traktu. Schopnosti parazita
uspeésné prezit v ménicich se podminkach pii traveni piijaté krve jsou urcujici pro uchyceni
infekce a uspéSny pienos do nového hostitele. Traveni krve a vyvoj leishamanii ve stfeve
ovliviiuji razné exogenni a endogenni faktory, jako je napiiklad teplota, slozeni piijaté
potravy nebo schopnost leishmanii branit se proteolytickym enzymim a modulovat nékteré
travici procesy.

Proteiny z nasaté krve jsou traveny piiblizné 48 — 72 hodin, béhem kterych museji
parazité celit nepfiznivym podminkdm prostfedi. Zda se, Ze nckteré enzymatické procesy
spousténé urcitymi typy potravy mohou byt pro leishmanie letdlni. AvSak ndzory riznych
autort se neshoduji. Diskutabilni je naptiklad vliv ptaci krve na pribéh infekce. Zatimco u
starosvétského druhu Phlebotomus papatasi infikovaného Leishmania major bylo zjisténo, ze
ptac¢i krev vyznamné redukuje infekei, u novosvétského druhu Lutzomyia longipalpis nebylo

zaznamenano, ze by ptaci krev méla vyrazny vliv na pribéh infekce Leishmania mexicana.



Ve své diplomové praci jsem se proto snazila ovéfit tyto dva rozporuplné udaje o vlivu ptaci

krve na vyvoj leishmanii ve stievé pfenasece.

Soucasné programy kontroly pienasecti infekénich onemocnéni zahrnuji predevsim

rizné insekticidni zakroky. Uzivani chemickych latek je sice nezbytné, ptesto se ale stale vice

usili vynaklada na vyvoj novych biologickych metod. Jednou z novych moznosti by mohlo

byt vyuziti hormonu ,,Trypsin modulating oostatic factor (TMOF). Tento hormon inhibuje

syntézu trypsinu, vitelogenezi a vyvoj larev u komard a uvazuje se proto o jeho vyuziti

Vv biologickém boji s komary. Na zaklad¢ podobnosti komar a flebotomtl jsem se ve své

diplomové praci pokusila zjistit efekt TMOF na traveni krve a vyvoj vajec u samic flebotomil.

Cilem mé diplomové prace bylo:

Porovnat trypsinovou aktivitu, mnozstvi proteinii v nasatém stievé a vyvoj vajec U
Phlebotomus duboscqi po sani ptac¢i (kuteci) a savéi (krali¢i) krve.

Zjistit efekt komatitho hormonu TMOF na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec u
Lutzomyia longipalpis.

Porovnat nachylnost k infekci Leishmania major pii prvnim a pii druhém sani
P. duboscqi.

Sledovat efekt traveni ptaci (kufeci) krve na vyvoj leishmanii (L. major) u P. duboscqi.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Vyvoj leishmanii v prenaseci

Prvoci rodu Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) jsou dvojhostitelska
parazitickd protozoa piendSend flebotomy. Zplsobuji onemocnéni leishmaniozu, ktera se
projevuje ruznymi symptomy od koznich viedi po fatdlni viscerdlni onemocnéni.
Leishmanidza miize byt zoonézou, kdy jsou rezervoarem doméaci nebo divoka zvitata, anebo
antropondzou, kdy je rezervoarovym hostitelem cloveék. V zivotnim cyklu leishmanii se
stfidaji intracelularni amastigotni faze v obratlovéim hostiteli a extraceluldrni promastigotni
faze ve flebotomovi. Ve flebotomech je vyvoj leishmanii vazan na jejich travici trakt. VétSina
I€katsky vyznamnych druhti leishmanii patfi do skupiny Suprapylaria, coz znamena, Ze je
jejich vyvoj omezen na mesenteron a na anteriorni ¢ast traviciho traktu (shrnuto v Sadlova
1999, Kamhawi 2006). Vyjimku tvofi novosvétsky podrod Viannia, kam fadime naptiklad
druh Leishmania braziliensis, ktery ma tak zvany peripylarni vyvoj, kdy promastigoti pied
migraci do mesenteronu osidluji zadni stievo (Lainson a kol. 1977). Ke své praci jsem
pouzivala druh Leishmania major, ktery patii do skupiny Suprapylaria, proto zde dale stru¢né
popisuji stievni fazi vyvoje pouze u této skupiny.

Infekce je zapocCata nasatim infikované krve, kterd je posléze v abdomindlnim
mesenteronu obklopena peritrofickou matrix. Poté se leishmanie diferencuji na rtzna
vyvojova stadia, kterd jsou charakteristicka morfologickymi a funkénimi zménami
zajistujicimi preziti ve vektoru a uspésny prenos do obratlovce. Nejprve se amastigoti uvolni
Z makrofagl a transformuji se na pomalé a ovalné procyklické promastigoty, kteii se béhem
1 — 2 dnti vyrazné¢ namnozi. Tato stadia, vyskytujici se jesté v piijaté krvi, se 2. — 3. den méni
na dlouhé a rychle se pohybujici nektomonady. Ty se pii desintegraci peritrofické matrix
(zpravidla tteti nebo ¢tvrty den po sani) uvolnuji do ektoperitrofického prostoru, kde se
reverzibilné ptichycuji na mikroklky stfevni stény a poté postupné migruji do thorakélniho
mesenteronu. Dlouhé nektomonady se v pribéhu 4. — 7. dne transformuji na kratké
nektomonady, podle Rogers a kol. (2002) tzv. leptomonady, které¢ se opct namnozi a jsou
ptedstupeni pro dalSi vyvojova stadia. V ptfedni ¢asti traviciho Gstroji z nich vznikaji kratké
nepohyblivé haptomonady, které kolonizuji stomodeélni valvu a ptipadné osidluji esofagus a
farynx a méni se na paramastigotni stadia. Nektomonddy se zaroven transformuji i na
metacyklicka stadia, kterd jsou adaptovdna pro pienos do obratlovéiho hostitele (shrnuto
v Sadlova 1999, Kamhawi 2006). Travici trakt s vyvojem leishmanii je schematicky

znazornén na obrazku 2-1.
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Produkei chitinaz leishmanie narusuji chitinovou vystelku stomodealni valvy (Schlein a
kol. 1992, Volf a kol. 2004). Promastigoti zaroven sekretuji gel PSG slozeny pievazné
z filamentarniho proteofosfoglykanu (fPPG), ktery zpasobuje nepriichodnost piedni casti
mesenteronu  (Rogers a kol. 2004). Tézké poskozeni stomodealni valvy spolu
s neprichodnosti predni ¢asti mesenteronu narusuje flebotomovi piijem krve (Volf a kol.
2004). Infikovany flebotom je tak nucen k opakovanym pokustim o sani, pii kterych dochazi
ke zpétnému toku nasaté krve a leishmanie jsou regurgitovany do kiize hostitele. Metacyklicti
promastigoti jsou po vstupu do hostitele fagocytovani do makrofagi, kde se transformuji na

amastigotni stadia, ktera se dale mnozi (shrnuto v Sadlova 1999, Kamhawi 2006).

Thorakalni

mesentero
: R Abdominalni
Stomodealni | mesenteron
valva

Esofagus

Farynx \
A

Proktodeum

Stomodeum

Il Procyklicka stadia, 1.-2.den

B Nektomonady, 2.-3.den

[ Leptomonady. 4.-7. den

I Metacyklicka stadia, 5.-7.den
Haptomonady, 5.-7.den

Obr. 2-1: Schéma traviciho traktu flebotoma s vyvijejicimi se leishmaniemi (pfevzato a
upraveno z Kamhawi 2006).
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2.2 Traveni krve — proteolytické enzymy, peritroficka matrix

Krevsajici nematocerni hmyz shromazd’uje nasatou krev v abdomindlnim mesenteronu,
kde je zahusténa odd€lenim vody od masy erytrocytti. Poté buiiky stfevniho epitelu zacnou
produkovat peritrofickou matrix, ktera vytvoii v zadnim mesenteronu obal pln¢ obklopujici
pfijatou potravu. Nejvyssi aktivita travicich enzymu je v misté tenké vrstvy tekutiny mezi
sttevnim epitelem a peritrofickou matrix. Traveni postupuje od vnéjSiho okraje smérem ke
sttedu endoperitrofického prostoru a hem je metabolizovan na hematin. Délka doby traveni
zavisi na okolni vlhkosti, teplot¢ a mnozstvi pfijaté potravy. Po ukonceni traveni je
peritroficka matrix se zbytky krve vylou€ena defekaci ven z téla (pfehled Clements 2000).

Aby leishmanie dokéazaly ve svém pienaseci piezit a vyvijet se, museji v priabéhu
traveni pfekonat nékolik piekdzek. Mezi tyto prekazky patii predevsim travici enzymy, které
mohou infekei potlacit v samotném zacatku, peritrofickd matrix, ktera tvoii fyzickou barieru
pro migraci leishmanii do mesenteronu, a vylucovani stravené krve, kdy spolu se zbytky krve
a peritrofické matrix mohou byt vydefekovany i leishmanie (shrnuto v Sacks a Kamhawi
2001).

2.2.1 Proteolytické enzymy

VétSinu Zivin v nasaté krvi tvofi proteiny, a proto pii traveni krve maji hlavni tlohu
proteolytick¢ enzymy. VéEtSina krevsajiciho hmyzu produkuje alkalické protedzy a to
piedevsim serinové protedzy trypsinového a chymotrypsinového typu (Lehane 1994). Ptijem
potravy ale spousti syntézu i1 dalSich trévicich enzymi, kterymi jsou aminopeptidazy,
karboxypeptidazy a glukosidazy. Travici enzymy jsou uvoliovany do ektoperitrofického
prostoru a nékteré skrz peritrofickou matrix prostupuji do piijaté krve (piehled Clements
2000).

U nenaséatych samic flebotoml je proteazova aktivita obecné velmi nizka a syntéza
proteolytickych enzymii se tak spousti az po sani krve, kdy je signifikantné métitelnd po 6 h a
podle druhu flebotomli dosahuje nejvysSich hodnot mezi 12 — 48 h po sani. U druhu
Lu. longipalpis ma proteazova aktivita maximum mezi 12 — 24 h po sani krve, zatimco u
P. papatasi dosahuje maximalnich hodnot az mezi 24 — 34 h a u P. langeroni dokonce az
okolo 48 h po pfijeti krve. Na ptvodni hodnoty klesa proteazova aktivita opét mezi 58 — 72 h
po sani krve (Dillon a Lane 1993a, Telleria a kol. 2010).

Podle Dillon a Lane (1993a) je trypsinova aktivita lokalizovana vyhradné v lumenu
stieva, zatimco aminopeptidazova aktivita je asociovana zejména se stievni sténou. Optimalni

hodnota pH pro trypsinovou aktivitu byla u P. papatasi a P. langeroni stanovena v rozmezi
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pH 75 — 95 a pro aminopeptidazovou aktivitu pH 8. Autofi také detekovali
chymotrypsinovou aktivitu, kterd odpovida <2 % trypsinové aktivity (Dillon a Lane 1993a).

Produkce serinovych protedz se liSi u ruznych stddii flebotomi. U dospélct
Lu. anthophora jsou ve vétsi mife produkovany enzymy trypsinového typu, kdezto u larev
bylo naméfeno vice enzymii chymotrypsinového typu. Aktivita téchto serinovych protedz
stoupd v priabéhu larvalniho vyvoje a klesd pred kuklenim; u kukel mohou tyto enzymy
slouzit k lyzi stieva, ke které dochazi v pribehu kukleni (Mahmood a Borovsky 1992, 1993).

Nov¢jsi studie popsaly u P. papatasi sedm ruznych serinovych protedz. Sekvenaci
cDNA knihoven nasatého a nenasatého stfeva samic byly charakterizovany Ctyii trypsinove a
tfi chymotrypsinové sekvence. V nenasatych stievech byly nalezeny tii trypsinové sekvence:
Pptryp 1 — Pptryp3, z nichz nejcastéjsi je Pptrypl, a sekvenaci CODNA knihovny stieva 6 a
24 h po sani krve byla odhalena ¢tvrtd sekvence pro trypsin: Pptryp4. Zaroven byly v nasatém
strevé identifikovany tfi chymotrypsinové sekvence: Ppchyml — Ppchym3 (Ramalho-Ortigao
a kol. 2003, 2007). Nekolik trypsinovych a chymotrypsinovych sekvenci bylo popsdno i u
P. perniciosus a Lu. longipalpis, konkrétné u P. perniciosus byly charakterizovany tfi trypsiny
a pét chymotrypsinti a u Lu. longipalpis ¢tyii trypsiny a Sest chymotrypsinu (Telleria a kol.
2007, Jochim a kol. 2008, Dostalova a kol. 2011). U vSech tii druhii se n¢které transkripty
serinovych proteaz vyskytuji pfevazné V nenasatém stievé a po sani krve jejich exprese
vyznamn¢ klesa. Soucasné ale sani krve indukuje expresi jinych trypsini a chymotrypsint,
jejichz transkripce byla v nenasatém sttevé potlaéena (Ramalho-Ortigao a kol. 2003, 2007,
Telleria a kol. 2007, Jochim a kol. 2008, Dostalova a kol. 2011).

2.2.2 Peritroficka matrix

Peritrofickd matrix (PM) je membrano6zni, acelularni, semipermeabilni obal, ktery se po
sani krve tvoii okolo piijaté potravy. Tato struktura je tvofena chitinem, proteiny a
glykoproteiny a jeji funkce je pfipisovana ochrané stievniho epitelu pred patogeny a pred
chemickym ¢i mechanickym poskozenim (shrnuto v Lehane 1997). U flebotomt je
peritrofickd matrix vicevrstevny utvar, ktery je slozen z tenké vnéjsi laminarni vrstvy a ze
silné vnitini amorfni vrstvy. U P. duboscqi je sekrece chitinu zahajena ihned po piijmu
potravy a produkce proteinit a glykoproteinli za¢ind kolem Sesté hodiny po sani. Matrix je
plné utvoiena do 12 h od nasati krve a jeji opétovny rozpad je ptisobenim chitinaz flebotoma
zapocat tieti den po sani, kdy se PM otevird ve své zadni ¢asti (Sadlova a Volf 2009).

Peritrofickd matrix pfedstavuje pro promastigoty leishmanii barieru, kterd jim

znemoznuje priunik do ektoperitrofického prostoru (shrnuto v Bates a Rogers 2004), ale
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zaroven je ochraniuje v rané fazi infekei, kdy jsou zranitelni viici proteolytickému poskozeni
(Pimenta a kol. 1997).

Schlein a kol. (1991) publikovali, ze rozpad PM se u neinfikovanych a infikovanych
samic P. papatasi li§i a ze u infikovanych se PM rozpada ve své piedni Casti. Autofi
L. major. Chitinazovou aktivitu u riznych druhd leishmanii demonstrovali i Shakarian a
Dwyer (1998, 2000). V nov¢;jsi studii ale Sadlova a Volf (2009) nezaznamenali zadné rozdily
v degradaci PM mezi neinfikovanymi a infikovanymi samicemi P. duboscqi. Ackoliv se
leishmanie nachazely pfevazné v piedni ptipadné stfedni ¢asti peritrofického prostoru, byl u
obou skupin (infikované 1 neinfikované) rozpad PM zahajen na jejim zadnim konci a timto
koncem také leishmanie pronikaly do ektoperitrofického prostoru. Podle autorti nema tedy
chitinaza L. major vyznamnou tlohu v desintegraci a rozpadu PM a leishmanie tak museji

,cekat®, nez se matrix rozpadne pisobenim chitinaz flebotoma (Sadlova a Volf 2009).

2.3 Vliv procesii traveni na vyvoj leishmanii

Adler (1938) jako prvni navrhl, ze produkty traveni krali¢iho séra mohou nicit
promastigoty leishmanii, které nejsou specifické pro dany druh flebotoma. Pozdé&ji Schlein a
Romano (1986) a Borovsky a Schlein (1987) publikovali, Ze infekce L. major vyrazn¢ snizuje
proteazovou aktivitu ve stievé jejiho prirozeného pienaSece P. papatasi, zatimco L. donovani,
ktera za normalnich podminek v P. papatasi nepieziva, pokles trypsinové ¢i chymotrypsinové
aktivity neindukuje. Pokud je ale do infikované krve pfidan inhibitor trypsinu (soybean
trypsin inhibitor), je infekce L. donovani schopna se v P. papatasi uchytit a rozvinout. Autofi
na zakladé téchto vysledki ptredpokladaji, Ze trypsinova aktivita znemoznuje preziti a
uchyceni infekce L. donovani ve sttevé P. papatasi. Schopnost L. major modulovat tuto
aktivitu v prirozeném pienaSei zajiStuje naopak uchyceni a rozvinuti infekce (Schlein a
Romano 1986, Borovsky a Schlein 1987).

Zmény aktivity travicich enzymut u samic P. papatasi infikovanych amastigoty L. major
pozorovali Dillon a Lane (1993b). Tito autofi ale popsali zpozdéni proteazové aktivity, kdy
30 h po sani krve byla u infikovanych samic aktivita niz§i nez u neinfikovanych, zatimco po
72 h byla u infikované skupiny naopak aktivita vy$si nez u kontrolni. Pfi infekci P. langeroni,
ktery neni ptirozenym vektorem L. major, ale infekce je schopna se v ném uchytit, byl nastup
proteazové aktivity také oddalen, ale pokles nebyl tak vyrazny jako u P.papatasi. Podle
autort muze mit zpozdéni produkce proteaz ve stievé flebotoma dva pozitivni ucinky na

vyvoj leishmanii: jednak potlaceni Skodlivého Gcinku proteolytickych enzymii v Casné fazi
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infekce, nebo zvySeni mnozstvi dostupnych zivin pro rostouci populaci leishmanii (Dillon a
Lane 1993b). Dostalova a kol. (2011) publikovali, ze infekce L. infantum ve stfevé
P. perniciosus indukuje redukci transkripce genu pro trypsin PperTryp3. Snizeni trypsinové
aktivity v pfitomnosti leishmanii ve stievé bylo prokdzano i u novosvétského druhu
Lu. longipalpis infikovaného L. mexicana a L. infantum chagasi (Sant’Anna a kol. 2009,
Telleria a kol. 2010). S témito nazory jsou ale v rozporu studie Pimenta a kol. (1997) a
Secundino a kol. (2010), podle kterych infekce L. major neindukuje sniZeni trypsinové
aktivity ve specifickych prenasecich P. papatasi a P. duboscqi. Autofi se tedy v teorii ohledné
vlivu leishmanii na trypsinovou aktivitu ve stievé vektortii iplné neshoduji a 1 u jednoho druhu
existuji rizné nazory.

Volf a kol. (2001) demonstrovali pozitivni vliv heparinu na vyvoj L. major V jejim
ptirozeném vektoru P. duboscqi. Heparin ptfidany do infikované krve signifikantné snizil
trypsinovou aktivitu 12 a 72 h po sani, zaroven ale neovlivnil mortalitu, defekaci ani ovipozici
samic. Autofi zaznamenali, Ze heparin mél vliv na procento infikovanych samic a intenzity
infekci. Signifikantni rozdil byl pozorovan tieti den po sani (Volf a kol. 2001). Podobny vliv
s amastigoty ¢i promastigoty L. donovani byla protedzova aktivita snizena a oddalena, ¢imz
bylo umoznéno uchyceni infekce L. donovani v jejim neptirozeném pienaSeci P. papatasi
(Schlein a Jacobson 1998).

Pimenta a kol. (1997) se vénovali studiu role peritrofické matrix. Prokézali, ze
peritrofickd matrix je sice barierou bréanici leishmaniim v priniku do ektoperitrofického
prostoru, ale zarovenn chrani parazity v Casné fazi transformace z amastigotniho do
promastigotniho stadia (2 — 8 h po sani), tedy v dobé, kdy jsou leishmanie nachylné
k proteolytickému poskozeni. Pokud byla samicim P. papatasi do saté krve s amastigoty
L. major ptidana chitinaza, ktera zabranila tvorbé peritrofické matrix, dochazelo po 4 h k 90%
potladeni infekce a do 12 h byla ndkaza eliminovana prakticky uplné. Byl-li do krve
S amastigoty a chitindzou soucasné ptidan i inhibitor trypsinu, dochazelo ke znatelné niz§imu
poklesu infekce. Zda se tedy, Ze i1 pfestoze je 4 h po sani trypsinova aktivita nizka, postacuje

V nepiitomnosti peritrofické matrix k eliminaci infekce (Pimenta a kol. 1997).

Flebotomové jsou ektotermni zivocichové a stejné jako ostatni hmyz jsou ovliviiovani
okolni teplotou. Teplota prostiedi ma vliv jak na délku vyvojového cyklu, tak i1 na ptrezivani
larvalnich stadii a délku Zivota dospélych jedinct (Theodor 1936, Ready a Croset 1980,
Guzman a Tesh 2000, Kasap a Alten 2005, Benkova a Volf 2007). Teplota prostiedi je
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zaroven jednim z faktort, ktery ovliviluje 1 vyvoj leishmanii. Vlivem teploty na vyvoj
leishmanii ve sttevech flebotomi se ve svych studiich zabyvali Leaney (1977), Rioux a kol.
(1985) a Anez a kol. (1989). Leaney (1977) testoval vliv tii riznych teplot (22, 25 a 28 °C) na
vyvoj L. mexicana amazonensis ve stievé Lu. longipalpis. U samic chovanych ve 28 °C bylo
osidleni parazity znacné odlisné od jedincti drzenych ve 22 a 25 °C. Zatimco pfi nizsich
teplotach bylo infikovano 70 a 75 % samic, pii vyssi teploté bylo zjisténo pouhych 30 %
infikovanych samic pii 28 °C je pravdépodobné zplsoben rychlej§im travenim, diky cemuz
nestihne pied defekaci proniknout do ektoperitrofického dostatecné mnozstvi leishmanii
(Leaney 1977).

K zavérim, ze teplota mize ovliviiovat vyvoj leishmanii v pfenaseci, dospéli i Rioux a
kol. (1985). Autofi ve svych experimentech chovali samice P. ariasi infikované L. infantum
Vv teplotach 10, 15, 20 a 25 °C. Teploty 5 a 30 °C se ukdzaly jako letalni pro flebotomy 1
leishmanie. Ve vysSi teploté se zvySovalo procento infikovanych samic a zaroven se i
zrychlilo déleni promastigoti v mesenteronu a zvysilo se procento samic s kolonizovanou
stomodedlni valvou. Zatimco pii 10 a 15 °C nebyly leishmanie na stomodedlni valvé
zachyceny, pii 20 a 25 °C mélo valvu osidleno 6 %, respektive 22 % infikovanych samic.
Optimalni teplotu pro vyvoj L. infantum ve stievech autofi urcili jako 25 °C.

Vlivem teploty na vyvoj leishmanii v pfenaseci se zabyvali 1 Anez a kol. (1989), ktefi
ale zaroven hodnotili i efekt typu podaného cukru (sacharézy, fruktozy a maltozy). Samice
Lu. youngi infikovali L. mexicana amazonensis a poté je rozdélili do tfi skupin, jedna byla
krmena 30% roztokem sachar6zy, druhd 30% roztokem fruktéozy a ttfeti 30% roztokem
maltozy. Kazdou skupiny zaroven rozdélili na tii dalsi podskupiny, které byly umistény do
ruznych teplot — 22, 25 a 28 °C. Ackoliv je L. mexicana amazonensis znama svym
suprapylarnim vyvojem (Lainson a kol. 1977), byl tento typicky vyvoj zaznamendn pouze u
samic krmenych sachar6zou a drZenych v teploté¢ 25 °C a 28 °C, naproti tomu ve vSech
ostatnich ptipadech autofi pozorovali i atypickou lokalizaci, kdy se leishmanie nachazely
V pyloru, malpigickych trubicich a zadnim stfevé. Autofi zarovenl upozoriuji, ze vysledky
mohou byt ovlivnény tim, ze Lu.youngi neni pfirozenym pienaSeCem L. mexicana
amazonensis (Anez a kol 1989).

Vliv teploty na vyvoj leishmanii byl zaznamenan i v naSi laboratofi. U samic
P. papatasi drzenych ve 23 °C byla pozorovana vys$i vnimavost k infekci L. major nez u
samic chovanych za teploty 28 °C (nepublikovano). ZvysSeni vnimavosti k infekci je

vysvétlovano oddélenim defekace, kdy u samic chovanych ve 23 °C byla ve srovnani s 28 °C
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zpozdéna defekace o 12 — 36 h (Benkova a Volf 2007). Leishmanie tak pravdépodobné maji
vice ¢asu k rozvoji infekce. Jelikoz si uvédomuji, Ze teplota prostiedi mize mit vliv na vyvoj
leishmanii, dbala jsem ve svych experimentech na to, aby byly vSechny pokusné skupiny

flebotomti chovany ve stejné a stabilni teploté.

Procesy spojené s travenim krve tedy mohou byt pro parazity letalni a vytvareji
neptiznivé podminky pro vyvoj infekce. Proto si leishmanie musely v priab&éhu evoluce
vyvinout mechanismy a molekuly, které jim =zajisti pieZiti v neptatelském prostiedi.
Molekuly, kterym je pfipisovana ochrana leishmanii pted proteolytickym poSkozenim, patii
piedeviim do rodiny glykokonjugati. Cast téchto molekul obsahuje opakujici se sekvenci
fosfoglykanu [PO4-6Gal(f1-4)Manal)], mezi né patii povrchové vazané nebo volné
sekretované proteofosfoglykany (PPG a sPPG), glykolipidy, jako je lipofosfoglykan (LPG), a
sekretovana fosfatdza (sAP). Mezi glykonjugaty patfi 1 molekuly neobsahujici
fosfoglykanovou sekvenci, coz jsou glykofosfatidylinositolové lipidy (GIPLs) a povrchovy
glykoprotein metaloproteinaza gp63. Povrchové molekuly (LPG, PPG, GIPLs a gp63) jsou
k membrané leishmanii vazany pomoci glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy (shrnuto
v Sacks a Kamhawi 2001, Kamhawi 2006). Hlavni glykokonjugaty promastigotl leishmanii
jsou schematicky znazornény na obrazku 2-2.

Podle Sacks a kol. (2000) jsou fosfoglykany dulezité v ¢asné fazi vyvoje pro ochranu
promastigoti pfed posSkozenim zplisobenym proteolytickymi enzymy. NejhojnéjSimi
molekulami na povrchu promastigotii jsou GIPLs, jejich funkce neni upln¢ znama, ale je
piipisovana ochran¢ leishmanii pfed proteolytickym poskozenim ve stfevé flebotoma
(McConville a Ferguson 1993, Guha-Niyogi a kol. 2001, Ralton a kol. 2002). LPG, které se
téz hojn¢ vyskytuje na povrchu promastigotii leishmanii, vS§ak nema zasadni vyznam pro
preziti parazita pred defekaci v rané fazi infekce, ale je diilezité pro pfichyceni promastigot
k mikroklkiim stfeva zejména v prub&hu defekace (Sacks a kol. 2000, Secundino a kol. 2010).
LPG hraje vyznamnou ulohu v uchyceni infekce L. major v jejim specifickém vektoru
P. papatasi a P. duboscqi, ale nema vliv na pieziti téchto leishmanii v permisivnich druzich
ptrenaSece jako jsou Lu. longipalpis, P. arabicus, P. perniciosus a P. argentipes (Myskova a
kol. 2007, Volf a Myskova 2007, Svarovska a kol. 2010).
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Obr. 2-2: Hlavni glykokonjugaty promastigotti leishmanii (pfevzato ze Sacks a Kamhawi
2001).

Jinymi molekulami chranicimi leishmanie pied proteolytickym poskozenim mohou byt
inhibitory serinovych proteaz. Eschenlauer a kol. (2009) ve své studii popsali u L. major
inhibitor serinovych protedz (ISP), ktery ptsobi inhibicné na trypsin, chymotrypsin a
neutrofilni elastazu. Neni vSak doposud jisté, zda tento inhibitor ma néjakou roli pii vyvoji
leishmanii v ptenaseci (Eschenlauer 2009).

Infekce mize byt potlacena i v dobé, kdy je stravena krev se zbytky peritrofické matrix
vyluCovana ven ze stfeva flebotoma. Pii procesu defekace maji ulohu peristaltické pohyby
stieva. Vaidyanathan (2004, 2005) u L. major charakterizoval neuropeptid s myoinhibi¢nimi
ucinky, ktery potlacuje peristaltické pohyby ve stiednim a zadnim stifevé P. papatasi a o néco
méné i u Lu. longipalpis. Myoinhibi¢ni aktivita byla detekovana i u L. braziliensis a u
sudanského kmene L. donovani. Inhibi¢ni ucinky v nespecifickém vektoru jsou mensi nez ve
specifickém, coz naznacuje, Ze jsou tyto myoinhibitory druhové specifické. Inhibice
peristaltiky ma za nasledek uvolnéni a roztaZeni stfeva, ¢imZ se zvySuje Sance leishmanii na

udrzeni a uchyceni se ve stfevé (Vaidyanathan 2004, 2005).
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2.4 Vliv druhu nasaté krve

2.4.1 Vliv druhu nasaté krve na fekunditu flebotomii

Reprodukéni potencial samic flebotomt zavisi na riznych faktorech, jednim z nich je i
dostupnost a schopnost nalezeni vhodného hostitele jakozto zdroje krve. Nekolik studii
ukazalo, Ze druh krve mize mit vliv na prabéh traveni, dobu kladeni a mnozstvi nakladenych
vajec. Ward (1977) publikoval, ze druh Lu. flaviscutellata naklade po sani na kieckovi vice
vajec nez po sani na ¢lovéku nebo jihoamerickém hlodavci rodu Oryzomys. Ready (1979)
porovnaval u Lu. longipalpis mnozstvi zralych vajec po sani na sedmi riznych sav¢ich
hostitelich a zjistil, Ze jednotlivé druhy krve se nutritivné 1i§i a mnozstvi nakladenych vajec
zavisi zfejme na obsahu proteinti a aminokyselin v nasaté krvi. Podobnych vysledka dosahli i
u starosvétskych druhti (P. perniciosus a P. kazeruni) Benito-De Martin a kol. (1994) a
Hanafi a kol. (1999), kteti rovnéZ ukazali, ze fekundita samic zavisi na druhu nasété krve.

Vliv druhu krve na rizné biologické aspekty Lu. ovallesi studovali velmi podrobné
Noguera a kol. (2006). Ke svym experimentim zvolili konskou, psi, kravi, kufeci, kozi,
prase¢i a lidskou krev, kterou samicim Lu. ovallesi podavali sanim pfes membranu. U
nasatych samic pak sledovali délku jejich zivota, dobu traveni, cas vykladeni a pocty
nakladenych a vylihlych vajec, viz tabulka 2-1. Ukdazalo se, Ze nejkrats$i doba traveni je po
sani kufeci krve a naopak nejdelsi po sani lidské a koniské. Délka traveni vSak nekoreluje
s ¢asem kladeni; po sani kufeci krve je doba vykladeni naopak nejdelsi a nejkratsi je po sani
praseci krve. Druh nasaté krve ovlivituje rovnéz fekunditu, ta je nejvyssi po sani kuteci a
samic - nejdelsi je u kravské a kufeci krve a nejkrat$i u psi krve (Noguera a kol. 2006).
Dostupnost a preference urcitych hostiteld tak mize mit vliv na celkovy reprodukcni

potencial populaci flebotomil a samoziejmé hraje ulohu v pfenosu leishmaniozy.

Tab. 2-1: Vliv druhu nasaté krve na traveni, kladeni, délku Zivota a fekunditu nasatych samic
Lutzomyia ovallesi. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ve dnech (d) od nasati krve a
prumérny pocet nakladenych a vylihlych vajec na samici (podle Noguera a kol. 2006,
upraveno).

kureci k. | kravska k. | kozi k. | prase¢ik. | psik. |lidska k. | konska k.
doba traveni 3,3d 4d 4,05d 4,1d 42d | 43d 455d
¢as kladeni 59d 57d 5,3d 5,65 d 52d 56d 5,45d
ptezivani po sani | 545d 5,6d 5,05d 5,3d 4d 53d 46d
fekundita 30 22 27 24 28 23 23
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Naproti tomu u P. papatasi neni po sani lidské nebo zvifeci krve vyrazny rozdil
v mortalité, mnozstvi nakladenych vajec a jejich zivotaschopnosti (Harre a kol. 2001). Autofi
ke svym experimentim zvolili lidskou, kofiskou, kravskou, prasec¢i, kralici a kiecci krev a
zjistili, ze po sani lidské krve je sice nakladeno nejméné vajec, nicméné rozdil neni
signifikantni. Po shrnuti vSech sledovanych parametri dospéli autoii k zavéru, ze lidska krev
neni lepsi, ale ani se nijak vyrazné¢ nelisi od ostatnich sav¢ich krvi (Harre a kol. 2001).

Sant’Anna a kol (2010) zjist'ovali nutritivni hodnoty psi, lidské, krali¢i a kuteci krve a
jejich vliv na samice Lu. longipalpis. Ukazalo se, Ze psi a lidska krev obsahuji signifikantné
vice hemoglobinu nez krali¢i nebo kuieci krev a ze sav¢i krev obsahuje vyrazné vice proteinti
neZ ptaci. Zatimco mezi lidskou, psi a krali¢i krvi neni v obsahu proteini vyrazny rozdil,
kufeci krev ma proteind dvakrat méné nez ostatni testované krve. Tyto vysledky tedy ukazuji,
ze 1 ml kuteci krve je nutritivné chudsi nez 1 ml sav¢i krve a to predevSim psi a lidské. Pokud
byl ale obsah hemoglobinu a proteintt méfen v plné¢ nasatych sttevech samic Lu. longipalpis,
vypadala situace ponékud odlisn¢ a obsah hemoglobinu 1 proteinu se u jednotlivych druht
krve téméf vyrovnal. Hodnota koncentrace proteinti i hemoglobinu byla po sani kuteci krve
dokonce vyssi nez po sani krali¢i krve. Stale bylo naméfeno nejvice hemoglobinu a proteint
V psi krvi, ale rozdil mezi skupinami uz nebyl zdaleka tak vyrazny. Autofi tedy predpokladaji,
ze samice Lu. longipalpis jsou schopné kompenzovat nizsi obsah zivin v krvi tim, Ze krev pfi
sani vyrazn¢ zahusti mechanismem prediuréze (Sant’Anna a kol. 2010). Flebotomové stejné
jako komafi vylucuji mo¢ v pribéhu sani a tim zahust'uji pfijatou krev a obnovuji osmotickou
rovnovahu. Prediuréza zacina 1 — 2 min po zacatku sani a mnoZstvi vylouc¢ené moci pozitivné
koreluje s délkou sani. Vylucovani kapi¢ek moci v prib&hu sani bylo zaznamenano u 100 %
testovanych samic P. papatasi a u 85 % samic P. duboscqi. Zaroven bylo pozorovano, Ze
jednotlivé samice se li$i jak v dobé trvani prediurézy, tak v poctu vylouéenych mocovych
kapic¢ek. U infikovanych samic se ve vyloucenych kapickach moc¢i také mohou vyskytovat

leishmanie (Sadlova a kol. 1998, Sadlova a Volf 1998).

2.4.2 Vliv druhu nasaté krve na vyvoj leishmanii ve stievé pirenaSece

Traveni nasaté krve hraje dilezitou roli 1 pfi uchyceni a vyvoji leishmaniové infekce. V
prib&hu 2 — 3 dni, kdy je pfijata krev trdvena, musi leishmanie pfekonat neptiznivé podminky
okolniho prostiedi (Schlein a Romano 1986, Borovsky a Schlein 1987, Pimenta a kol. 1997).
Riizné enzymatické procesy ve stfevé jsou aktivovany riznymi typy potravy a zda se, Ze pro
leishmanie mize byt krev od nékterych hostitelti letalni (Adler 1964 podle Schlein a kol.
1983).
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Podle Schlein a kol. (1983) je infekce leishmanii (popsano jako L. tropica; dnes L. major)
ve sttevech P. papatasi potlacena, pokud samice pied nebo po infekénim sani saji na
krocanech. Autofi infikovali samice z 5% kralii krve (2x10° promastigoti/ml) nebo pouze
z fyziologického roztoku (2x10° promastigotéi/ml) a za 24 h je nechali sat na krocanech. Pfi
jiném schématu pokusu samice infikovali z krali¢i krve (2x10° promastigotd/ml) jeden den
nebo jeden tyden po sani na krocanech. U prvniho typu experimentu, kde byly samice
infikovany z 5% krve a poté saty na krocanech, byly leishmanie pfitomny u 86 % samic, ale
témer 50 % infekci byla pouze slabé intenzity. Ve druhém typu pokusu, kde byly leishmanie
podany samicim pouze ve fyziologickém roztoku, bylo po sani na krocanech infekénich
pouhych 5 % piipadi. K redukci infekce dochazelo i v experimentech, kdy byly samice
infikovany jeden den nebo 1 jeden tyden po séni na krocanech. V ptipadech, kdy byla samicim
podana krev s leishmaniemi jeden den po sani na krocanech, bylo pted defekaci infekénich
54 % samic, zatimco po defekaci pouze 26 % samic. Pokud samice sdly na krocanech tyden
pted infekénim sanim, byla infekce zjisténa u 25 % samic. Ve studii bohuzel chybi regulérni
pozitivni kontroly, nebot’ je zde uveden pouze dlouhodoby primér z ptedeslych experiment,
ktery €ini 86 % pozitivnich samic. Autofi se domnivaji, Ze infekce jsou signifikantné
redukovany nasledkem vysoké DNAsové aktivity, ktera je indukovéana ptitomnosti jader
v ptadich erytrocytech (Schlein a kol. 1983). Infekce L. major byla pry potlacena u 100 %
samic i v piipadech, kdy byla samicim 24 h po infek¢nim sani podana kufeci krev, vysledky
v8ak nejsou v praci uvedeny (Schlein a Jacobson 1994).

Vlivem druhu pfijaté krve na vyvoj leishmanii (L. braziliensis a L. amazonensis)
U novosvetskych flebotomt se pozdéji podrobné zabyvali Nieves a Pimenta (2002), ktefi ke
svym experimentim pouzili lidskou a sedm zvifecich krvi. Samice flebotomd Lu. migonei
infikovali pfes membranu sanim krve z osmi riznych hostiteli (¢lovéka, psa, koné, valice,
krysy rodu Cercomys, kufete, mysi nebo kietka) smichané s 2x10" amastigoti/ml krve.
V nésledujicich dnech pak sledovali mortalitu flebotomli a procenta infikovanych samic.
Rozdily byly pozorovany jak v mortalité, tak i v procentu nakaZenych samic, viz tabulka 2-2.
sani krysi krve. I kdyz se ale mezi jednotlivymi skupinami vyskytovaly rozdily, zadny typ
krve (tedy ani kufeci) neeliminoval infekci tak, jak popsali Schlein a kol. (1983) a Schlein a

Jacobson (1994) ve svych studiich s P. papatasi, L. major a krocani nebo kuteci krvi.
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Tab. 2-2: Mortalita a procenta infikovanych samic Lu. migonei po sani rizného druhu krve
s amastigoty L. braziliensis a L. amazonensis (podle Nieves a Pimenta 2002).

Leishmania braziliensis Leishmania amazonensis
hostitel | mortalita (%) | % infikovanych | mortalita (%) | % infikovanych
Clovek 49 78 49 76

pes 60 76 81 68
kan 49 75 66 70
vacice 63 79 68 65
krysa 67 81 71 81
kuie 32 65 25 43
mys 75 73 65 68
kietek 57 57 54 55

K obdobnym zavérim, to jest, ze kufeci krev neinhibuje vyvoj leishmanii
V novosvétskych flebotomech dospéli ve své studii 1 Sant”Anna a kol. (2010). Autofi uvadeéji,
7e po sani kufeci nebo krali¢i krve s amastigoty L. mexicana (2x10° amastigoti/ml) byl mezi
skupinami ¢asteény rozdil v procentu infikovanych samic, ale naopak o néco vice
infikovanych samic bylo ve skupiné saté kuteci krev; po séni krali¢i krve bylo infikovano
68 — 89%, zatimco po sani kuteci 82 — 96 %. Soucasn€ byla u samic infikovanych z kufeci
krve pozorovana tendence k vy$S§im intenzitam nakaz, viz obrazek 2-3. Autofi také pozorovali
signifikantni rozdil v ¢etnosti riznych morfologickych stadii. U samic infikovanych z kuteci
krve byla zaznamendna tendence k pomalejSimu vyvoji leishmanii: druhy den po sani u nich
bylo vice procyklickych stadii a mén¢ nektomonad, Sesty den vice nektomonad a leptomonad
a méné metacyklickych stadii. Po infekci z kufeci krve se tedy opozdila transformace do
metacyklickych stadii, ale osmy den po infek¢nim sani jiz nebyl mezi skupinami signifikantni
rozdil. Podle autorti nema tedy kufeci krev negativni vliv na pribéh infekce L. mexicana v Lu.

longipalpis (Sant”Anna a kol. 2010).
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Obr. 2-3: Pocet leishmanii ve stfevé samic Lu. longipalpis po infekénim sani kufeci nebo
krali¢i krve (podle Sant’Anna a kol. 2010, upraveno).

2.5 ,,Trypsin modulating oostatic factor* (TMOF)

2.5.1 Syntéza, sekrece a struktura TMOF

,» I rypsin modulating oostatic factor je komaii hormon, ktery ve stfevnich epitelidlnich
bunikach moduluje syntézu trypsinu. Po sani krve je syntetizovan ve folikularnich bunkach
vajecnikit odkud se uvolituje do hemolymfy. Poté se vaze na specifické receptory stievnich
epitelidlnich bun€k, kde modulaci translace trypsinové mRNA ukoncuje syntézu trypsinu.
V experimentech, kdy je TMOF piidan komafim samicim do potravy nebo jim je injikovan
rektem pfimo do stfeva, je blokovana syntéza trypsinu a dochazi tak k inhibici vitelogeneze a
vyvoje vajec (Borovsky 1985, 1988, Borovsky a kol. 1990, 1996). Na zakladé téchto pokustu
se uvazuje o moznosti vyuziti TMOF v biologickém boji s komary (Borovsky a kol. 1998).

Casteéné purifikovany hormon byl injikovian do hemolymfy samic komar a bylo
prokazano, ze kontroluje syntézu serinovych protedz a blokuje syntézu vitelogeninu a
ukladani zloutku, proto byl tento hormon nazvéan ,trypsin modulating oostatic factor*
(Borovsky 1985, 1988). Jako misto syntézy TMOF byly za pomoci imunocytochemickych
metod uréeny folikularni buriky vajecniki. U Aedes aegypti je syntéza TMOF zapocata 18 h
po sani krve, maximalnich hodnot sekrece dosahuje po 33 h a poté za€ina rychle klesat — po
48 h je sekrece témet na minimu. Syntéza TMOF vajeéniky koreluje s inhibici syntézy

trypsinu ve stfevech samic. U samice A. aegypti S odstranénymi vajecniky byl trypsin
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produkovan kontinudln€ 64 h po sani, zatimco u kontrolnich samic byla syntéza ukoncena po
40 h (Borovsky a kol. 1994b).

S vyuzitim hmotnostni spektrometrie byl TMOF charakterizovan jako dekapeptid, jenz
je vroztoku pfitomen jako levoto¢ivy o helix s primarni aminokyselinovou sekvenci: NH-
Tyr-Asp-Pro-Ala-(Pro)s-COOH, viz obrazek 2-3 (Borovsky a kol. 1990, 1993, Curto a kol.
1993). Aktivita peptidu je snizena v pripadé, kdy jsou na N-konci zaménény aminokyseliny
Tyr a Asp nebo kdyz je na C-konci vyjmuto dva az pét prolint, coz dokazuje, ze N- i C-
konec jsou pro aktivitu hormonu podstatné (Borovsky a kol. 1993). V Experimentech s 29
syntetickymi analogy tohoto peptidu bylo prokazano, Ze biologicka aktivita hormonu je
obsaZena v tetrapeptidu Tyr-Asp-Pro-Ala (Borovsky a Meola 2004).

I kdyz plvodné nebyl tento hormon nalezen v mozkovych gangliich dospélct

(Borovsky a kol. 1994b), pozdé¢jsi experimenty prokazaly, ze u dospélcii krmenych pouze

cukrem a u larev je TMOF syntetizovan i centralni nervovou soustavou (Borovsky a Meola

2004).

Obr. 2-3: 3D NMR model - ,,Aedes
aegypti trypsin  modulting oostatic
factor (Aea-TMOF). Na N-konci je
oznaCena aminokyselinova sekvence
prvnich ¢ty aminokyselin (Tyr-Asp-
Pro-Ala), které jsou dilezité pii vazbé
TMOF na membranovy receptor
(podle Borovsky 2003).

2.5.2 Efekt TMOF na larvy a dospélé samice komaru

Klasické inhibitory trypsinu [napt.: TLCK (p-tosyl-L-lysin-chlormetylketon), TPCK (p-
tosyl-L-fenylalaninchlormetylketon) a soybean inhibitor trypsinu] se vazi do aktivniho mista
serinovych protedz a brani hydrolyze. TMOF piisobi ale pon€kud jinak; vaZe se na specifické
receptory vyskytujici se na stfevnich epitelidlnich bunkach, moduluje translaci trypsinové

mRNA a potlacuje tak syntézu trypsinu (Borovsky a kol. 1990, 1994a, 1996).
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Po injikovani purifikovaného zna¢eného TMOF do hemolymfy samic A. aegypti bylo
prokazano, ze pokud je hormon injikovan po sani krve, je v thorakalnim mesenteronu rychle
metabolizovan (polocas rozpadu 1,6 h) a to patrné¢ endopeptidazami a aminopeptiddzami na
pentapeptid a tripeptid. Inhibice syntézy trypsinu byla proto monitorovana v abdominalnim
mesenteronu, ktery syntetizuje trypsin, ale nemetabolizuje TMOF. Po injikovani TMOF do
hemolymfy v oblasti abdomenu v koncentracich 3 x 10° M a 6,8 x 10 M zpiisobil hormon
redukci syntézy trypsinu o 50 a 90 % (Borovsky a kol. 1993).

Borovsky a Mahmood (1995) sledovali u¢inky TMOF na syntézu trypsinu a vyvoj vajec
u samic A. aegypti, kterym byl podan rekombinantni Aedes aegypti TMOF (Aea-TMOF). U
samic, kterym byla rektem do stfeva injikovana krev obsahujici Aea-TMOF (20pg TMOF/3ul
krve), byla 0 80 % potlacena syntéza trypsinu a zaroven byl inhibovan i vyvoj vajec, zatimco
u kontrolnich samic, kterym byla rektem injikovana pouze krev, probihalo traveni a vyvoj
vajec obvyklym zplisobem. Rozdily mezi samicemi, kterym byl podan Aea-TMOF, a
kontrolnimi jsou zobrazeny na obrazku 2-4.

Obdobné vysledky byly dosazeny i ve studii, kde byl samicim pfidan Aea-TMOF do
krve pifi sani pfes membranu. TMOF musel byt tedy transportovan skrz sténu stfeva do
hemolymfy, kde se navazal na receptory stievnich epitelidlnich bunck (Borovsky a Mahmood
1995). Z téchto vysledkt vyplyva, ze by oralné podavany TMOF mohl byt vyuzit jako
insekticid proti dospélcim komara. Prekazkou pii vyuziti TMOF v biologickém boji muize
byt jeho degradace stfevnimi proteazami. Shen a kol. (2009) konjugovali TMOF alifatickym
polymerem polyetylenglykolu a zvysili tak jeho stabilitu a usnadnili pfechod do hemolymfy.
K metabolismu takto modifikovaného TMOF poté uz nedochazelo (Shen a kol. 2009).

Ukazuje se ale, ze praktictéjsi jsou kontrolni metody zaméiené na larvalni stadia. Pokud
byly larvy Aedes aegypti a Culex quinquefasciatus krmeny pivnimi Kkvasinkami
s adsorbovanym Aea-TMOF, byla potlacena syntéza trypsinu, zpomalil se rist a vyvoj a
zvysila se mortalita (Borovsky a Meola 2004). Inhibice ristu larev je ukazana na obrazku
2-5. Lau a kol. (2011) publikovali, Ze 300 a 400 ppm kvasinek produkujicich TMOF (Pichia-
TMOF) zpusobilo u prvnich larvalnich instard A. aegypti Vv prabéhu osmi dni po podani
kumulativni mortalitu 67 % a 100 % (Lau a kol. 2011).

Aea-TMOF pulsobi i na larvy jinych druhd komart (Culex quinquefasciatus,
Culex nigripalpus, Anopheles quadrimaculatus a Aedes taeniorhynchus), coz by
nasvédcovalo tomu, Ze i ostatni druhy komar maji hormon typu TMOF. Jisté rozdily v efektu

Aea-TMOF na jiné¢ druhy komérli ovSem poukazuji, Ze analogy u ostatnich druhli jsou
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podobné, ale mohou byt rozdiln¢ transportovany ze stfeva do hemolymfy nebo se mohou

odliSovat v aminokyselinové sekvenci (Borovsky a Meola 2004).

Obr. 2-4: Oocyty vyjmuté ze samic A. aegypti 48h po podani krve, rektem byla injikovana
krev obsahujici: a: vodu nebo b: 20ug Aea-TMOF (podle Borovsky a Mahmood 1995).

Obr. 2-5: Efekt Aea-TMOF na larvalni
rust a vyvoj. Komati larvy byly krmeny
pivnimi ~ kvasinkami (200 ug)
s adsorbovanym Aea-TMOF vV rtiznych
koncentracich a: 188 pg, b: 45 ug a c:
bez piidaného TMOF (podle Borovsky
a Meola 2004).

2.5.3 Efekt TMOF na jiné druhy hmyzu
Borovsky a kol. (1993) zjistovali u¢inek purifikovaného TMOF (H-YDPAPPPPPP-
OH) a jeho syntetického analogu TMOF(B) (H-DYPAPPPPPP-OH), u n¢hoz byly prohozeny

prvni dv€ aminokyseliny, i na dal$i druhy parazitického hmyzu, konkrétné na bodalku
Stomoxys calcitrans, tiplika Culicoides variipennis, blechu Ctenocephalides felis a flebotoma

Lutzomyia anthophora. Dospélce krmili krvi a poté jim v oblasti abdomenu injikovali do
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hemolymfy TMOF nebo jeho analog a prokazali, ze TMOF a TMOF(B) maji jisty efekt i na
ostatni druhy hmyzu (Borovsky a kol. 1993). V tabulce 2-3 jsou shrnuty vysledky potlaceni

syntézy proteolytickych enzymu u zminovanych druhtt hmyzu.

Tab. 2-3: Efekt TMOF nebo TMOF(B) na syntézu proteolytickych enzymu (podle Borovsky
a kol. 1993).

koncentrace inhibice syntézy
hormonu proteolytickych
Druh hmyzu hormon (M) enzymi (%)
Culicoides variipennis TMOF(B) 2,9 x 10™ 61
Stomoxys calcitrans TMOF 8,2 x10™ 46
Ctenocephalides felis TMOF(B) 4,8 x 10™ 41
Lutzomyia anthophora | TMOF + TMOF(B) 4x10" 30

Bylemans a kol. (1994) izolovali z vaje¢nikii masafky Neobellieria bullata hexapeptid
Neb-TMOF. Tento hormon je obdobny jako Aea-TMOF a moduluje u masatek syntézu
travicich enzymii. Pokud je hormon injikovan do hemolymfy dospélcti masatek zptisobuje
inhibici syntézy trypsinu a sniZuje koncentraci vitelogeninu v hemolymfé a tak potlacuje
vyvoj vajec. Komati Aea-TMOF v8ak nema vliv na syntézu trypsinu u masarky a Neb-TMOF
Z masarek neovliviiuje syntézu trypsinu u komarti (Bylemans a kol. 1994).

Dale bylo zjisténo, Ze i u housenck miry Heliothis virescens je syntéza trypsinu
kontrolovana podobnym hormonem jako je Aea-TMOF. Experimentalni podani Aea-TMOF
(v potravé nebo injekce do hemolymfy) zpiisobilo u housenek potlaceni syntézy trypsinu a

rastu (Nauen a kol. 2001).

2.5.4 Produkce TMOF rostlinami a kvasinkami a vyuziti v biologickém boji

U skodlivych druhtt hmyzu, které pii traveni vyuzivaji enzymy typu trypsinu, se
uvazuje o vyuziti TMOF v programech biologického boje. Je ale zapotiebi vyvinout efektivni
komer¢ni produkt, a proto jsou testovany metody produkce TMOF. Hormon byl inkorporovan
do obalového proteinu (CP) viru tabakové mozaiky (TMV) a poté byla hybridni virova RNA
injikovana do rostlin tabdku. Takto oSetfené rostliny nasledné¢ akumulovaly TMOF ve svych
listech. Infikovanymi tabakovymi listy byly krmeny housenky Heliothis virescens, coz u nich
zpisobilo inhibici trypsinové a chymotrypsinové aktivity a zpomalilo jejich rlst a vyvoj

(Borovsky a kol. 2006).
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CP-TMOF viriony mély efekt i na larvy komart, pokud byly krmeny pivnimi
kvasinkami s adsorbovanymi viriony. U larev byla inhibovana trypsinova aktivita o 90 % a
zpomalil se rast, coz zpusobilo naslednou smrt (Borovsky a kol. 2006). Vysledky z téchto
experimentl jsou ve shod¢ s piedeslou publikaci Borovsky a Meola (2004), kde byla u larev
A. aegypti a C. quinquefasciatus krmenych kvasinkami s adsorbovanym TMOF redukovana
trypsinova aktivita a byl inhibovan vyvoj. Borovsky a kol. (1998) tspésné exprimovali
TMOF i v fasach rodu Chlorella, krmeni rekombinantnimi fasami zptsobilo smrt larev do
72 h.

Fiandra a kol. (2010) pak dale studovali kombinovany efekt Aea-TMOF a
nucleopolyhedrovirové chitinazy A (AcMNPV ChiA), ktera je schopna ovlivnit permeabilitu
peritrofické matrix. Larvy Heliothis virescens byly krmeny tabakovy listy, které obsahovaly
ob¢ tyto molekuly. Diky hydrolytické aktivité ChiA na peritrofickou matrix se zvysila jeji
propustnost pro TMOF a hormon tak mohl sndze pronikat do ektoperitrofického prostoru ke
svym receptoriim a zesilil se tak jeho efekt (Fiandra a kol. 2010).

Nov¢jsi experimenty prokazaly téZz synergisticky efekt TMOF a 8-endotoxint Bacillus
thuringiensis var. israelensis. Larvy A. aegypti byly krmeny kvasinkami Pichia pastoris
exprimujici tmfA (synteticky gen kodujici Aea-TMOF) a soucasné bakteriemi Escherichia coli
s geny pro Cry toxiny B. thuringiensis. TMOF zpusobil hladovéni larev a ty pak byly 35krat
citlivéjsi k plisobeni Cry toxinti (Borovsky a kol. 2010). Obdobnych vysledkt dosahly ve své
praci i Lau a kol. (2011), kde kombinace kvasinek s adsorbovanym TMOF (Pichia-TMOF) a
Bacillus thuringiensis zpisobila rovnéz synergisticky efekt a zvySila mortalitu larev. Uziti
kombinace B. thuringiensis a Pichia-TMOF by mohlo navic pfedejit vzniku resistence, coz je
dalezité v dlouhodobych kontrolnich programech (Lau a kol. 2011).

Vysledky téchto studii naznacuji, Ze by genetické inzenyrstvi a ndslednd produkce
TMOF rostlinami nebo kvasinkami mohly byt vyuzity pti rozvoji biologickych insekticidu.
Naptiklad virus tabdkové mozaiky ma Siroky hostitelsky rozsah a exprese TMV-TMOF
Vv rostlinach by tak mohla byt vyuzita k ochrané rostlin pted sklidci (Borovsky a kol. 2006).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1. SloZeni pouzitych roztoki

Trisovy pufr
20 mM Tris (Sigma), 150 mM NacCl

dotitrovat pomoci HCI na pH 7,8 nebo 8,4

Redici roztok na leishmanie pii poéitani v Biirkerové komurce

0,85% HCI, 1% formaldehyd

AFA
38% formaldehyd (6 ml), 96% cisty etanol (49,48 ml), destilovana H,0 (40,52 ml), kyselina

octova ledova (4 ml)

PBS

146 mM NaCl

2,6 mM NaH,PO, - 2H,0
3,7 MM NayHPOq, - 12H,0
destilovana H,O

dotitrovat pomoci HCI na pH 7,6

Infiltra¢ni roztok pro histologii v pryskytici JB-4
JB-4 Plus Solution A (10 ml)

Benzoyl Peroxide (0,125 g)

Zalévaci roztok pro histologii v pryskyftici JB-4
JB-4 Plus Solution A (5 ml)

Benzoyl Peroxide (0,0625 g)

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

3.2 Chov flebotomii, pitvy stiev samic a priprava vzorki stieva
K pokusim byly pouzity samice flebotomi z laboratornich kolonii a to druhd
Phlebotomus duboscqi (ptivodem z Turecka) a Lutzomyia longipalpis (ptivodem z Brazilie).
Kolonie flebotomi jsou chovany pti teploté¢ 25 —26 °C a vlhkosti vzduchu 60 - 95%.
Dospélci jsou trikrat tydné vypousténi do nylonovych siti (asi 40x40x40 cm) zavésenych na
kovovych konstrukeich. Sité jsou umisténé v igelitovych pytlich s navlhéenou vatou uvnitf,

aby se udrzela odpovidajici vlhkost. Samci i samice saji 50% roztok sacharozy (kratce
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pievaieny v mikrovinné troub¢), kterym je napustén kousek vaty umistény na Petriho misce v
siti. Samice saji navic jednou tydné¢ Kkrev na uspané mysi. K anestezii je uzivana smés
ketaminu a xylazinu (10 mg ketaminu a 2 mg xylazinu na 100 g vahy zvifete). Nasaté samice
jsou po defekaci (cca 5. den po sani krve) umistény do plastovych kelimkti vyplnénych
navlhéenou sadrou, kde se béhem dvou az péti naslednych dni vykladou. Kelimky s vajicky,
larvami a kuklami jsou situovany Vv plastovych dézach, jejichz dno je pokryto sterilizovanym
piskem navlh¢enym destilovanou vodou. Larvy jsou krmeny jemné mletou smési krali¢iho
trusu a pelet (v poméru 1:1), ktera je 4 tydny fermentovana pii teploté¢ 25 °C a vysoké
vihkosti. Celkovy zivotni cyklus flebotoml trva v laboratornich podminkach 5 -8 tydni.

K pitvé stiev byly pouzity pouze pIn¢ nasaté samice. Stfeva samic flebotomi byla
pitvana pomoci minucie vsazen¢ do dievéné Spejle pod binokularni lupou. Samice uspané na
ledu byly zbaveny koncetin a pfeneseny pod binokularni lupu na podlozni sklo do kapky
trisového pufru, kde jim byla odd€lena hlava a poté za posledni zadeckové ¢lanky vytazeno
sttevo. Stfeva byla premisténa bud’ do trisového pufru (pH 8,4) v 1 ml mikrozkumavkach
nebo byla prenesena do nové kapky trisového pufru, prikryta krycim sklem a prohlizena pod
svételnym mikroskopem pro stanoveni intenzity infekce.

Vzorky pro stanoveni trypsinové aktivity a proteinového obsahu (vzdy 10 stiev / 100 pl

trisového pufru) byly zhomogenizovany ru¢nim minimixérem a skladovany v —80 °C.

3.3 Fluorometrické méreni trypsinové aktivity ve stirevé flebotomii

Trypsinova aktivita vzorka stiev samic byla méfena pomoci fluorometru (Tecan
infinite M200) s pouzitim syntetického substratu. Syntetické peptidické substraty jsou na
C-konci znaceny 7-amino-4-methylcoumarinem (AMC) a na N-konci blokovany proti $tépeni
aminopeptidazami. AMC je excitovan pouze ve volné formé ¢ili po odstépeni od
peptidického tetézce. AMC byl excitovan zafenim o vlnové délce 355 nm, emitované zatfeni
bylo méfeno pii vinové délce 460 nm. V experimentech byl pouZit substrat Boc-Leu-Gly-Arg-
AMC (Bachem) - fluorogenni substrat, ktery se pouziva naptiklad pro soybean trypsin-like
enzym a pro komponenty C3/CS5 konvertaz.

I kdyZ jsou v experimentech pouzivany pouze pIn€ nasaté samice, diivéjsi pokusy
prokézaly, Ze se trypsinova aktivita u jednotlivych vypitvanych stitev mize velmi lisit. Proto
byly k méteni trypsinové aktivity pouzity vzorky obsahujici homogenat deseti stfev, které
v predeslych experimentech vykazaly reprodukovatelné a relativn€é standardni vysledky

(Svarovska 2006, diplomova prace). Méteni probihalo v ¢ernych 96 jamkovych kultiva¢nich
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destickach Nunclon (NUN96fb). Celkovy objem v jedné jamce byl 200 pul (100 pl vzorku
stitev + 100 pl substratu). Substrat byl pouzit o koncentraci 40uM a koncentrace vzorku stifev
byla 0,005 stieva/ml. Kazdy vzorek byl méfen ve tiech jamkach.

Naméiené hodnoty jsou uvadény v relativnich fluorescen¢nich jednotkéch za minutu
(rfu/min). JelikoZz se ve vSech uskutecnénych experimentech jedna o porovnavani aktivit,
nikoliv o jejich absolutni hodnotu, nebyla provedena kalibrace na mnozstvi AMC. Jednotka
rfu ma proto stalou hodnotu pouze u pokusti uvedenych v rdmci jedné kapitoly a nelze je mezi

jednotlivymi kapitolami porovnavat.

3.4 Méreni velikosti vajec

Vétsina druhti flebotomu je gonotroficky konkondartnich a vejce se u nich vyviji teprve
pii traveni nasaté krve. Pti pitve stiev byla ze samic vytaZzena zaroven i vyvijejici se vejce. Ta
byla po pfeneseni stieva a odstranéni téla samice ponechana na podloznim skle a ptikryta
krycim sklem. Preparaty byly prohliZzeny pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51) se
zabudovanou kamerou (DP-70) pfi celkovém zvétSeni 100krat (24 h po sani krve) nebo 40krat
(48 a 72 h po sani krve). Vejce byla focena a jejich celkova délka i délka jejich zloutku byla
méfena pomoci programu QUicCkPHOTO MICRO 2.2 (Olympus).

3.5 Stanoveni proteinové koncentrace

Koncentrace proteinia byla méfena metodou dle Bradfordové (Bradford 1976). K
tomuto ucelu byly pouzity pruhledné mikrotitra¢ni desticky Nuclon (NUN96ft). Kalibraéni
kiivka byla sestavena podle standardi bovinniho sérumalbuminu (BSA, Sigma) o znamych
koncentracich: ze zasobniho roztoku BSA (1 mg/ml) bylo do 11 jamek mikrotitracni desticky
napipetovano 0 — 10 pl a jamky byly doplnény do 10 pl trisovym pufrem (pH 7,8). Do jamek
pro vzorky (kazdy vzorek byl méfen ve tiech jamkach) bylo napipetovano 10 pl vzorku o
koncentraci 4 stfeva/ml. Do kazd¢ jamky bylo poté pfiddno 200 pl ¢inidla Bradfordové
(BioRad) Skrat fedéného deionizovanou destilovanou vodou. Absorbance byla mérena do 20
minut po ptidani Cinidla za pokojové teploty pii vinové délce 590 nm na piistroji Tecan

infinite M200.
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3.6 Experimentalni infekce

3.6.1 Leishmanie a jejich kultivace

Ke vSem experimentim byl pouzit druh Leishmania major kmen LV 561
(MHOM/IL/67/LRC-L137), ktery je Vv naSi laboratofi pouzivan jako standard pro infekce
flebotomt.

Leishmanie jsou uchovavany v kryobance v zamrazovacich ampulich CryoTube™
Vials (NUNC) v mediu s 5 — 10 % kryoprezervacni latky Dimethylsulfoxidu (Sigma-Aldrich).
Pied pouzitim byly buniky vymrazeny a pieockovany do nového média. Leishmanie byly
kultivovany v plochych kultiva¢nich zkumavkach v tekutém mediu pti teploté 23 °C. SloZeni
media: M199 (Aldrich, Sigma) + 10% fetalni bovinni sérum (Sigma, Gibco) + antibiotikum
gentamicin o koncentraci 80 ug/ml (Lek Pharmaceuticals d.d.) + 1% BME vitaminy (Sigma)

+ 2% sterilni moc¢.

3.6.2 Priprava kuzicek

Usmrcené asi tiidenni kufe bylo zbaveno pefi a poté mu byla ze zad sterilné stazena
ktze. Stazené kiizicky byly zbaveny tuku a proplachnuty 2krat po 10 minutach v etanolu a
2krat po 10 minutich ve sterilnim fyziologickém roztoku. Piipravené kuzicky byly

skladovany v =20 °C.

3.6.3 Sani pres membranu nebo na zviratech

Samice P. duboscqi (staré 5 — 7 dni) byly infikovany sanim sterilni krali¢i krve
(Bioveta) smichané s promastigoty leishmanii. Samice saly infek¢éni krev pres kufeci kizicku
napnutou na sterilni sklenéné krmitko.

Ctyfi az pét dni stard kultura promastigott L. major (exponencialni fize ristu) byla
dvakrat promyta ve fyziologickém roztoku. Ke zjisténi koncentrace bunék bylo z promyté
kultury odebrano 10 pl a smichdno s 990 pl fediciho roztoku. Leishmanie byly spocitany
v Biirkerové komiirce a poté byla kultura nafedéna na koncentraci 1x10”.

Na sterilni sklenéné krmitko byla nataZzena a pomoci parafilmového pasku upevnéna
kufeci kiizicka tak, aby samice flebotomil sily na jeji vnéjsi stran€. Krmitko bylo naplnéno
3 ml tepelné inaktivované (35 min v 56 °C) krali¢i krve smichané s leishmaniemi v poméru
1:9. Vysledna koncentrace leishmanii v krvi byla 1x10°. Na krmitko byla pfipevnéna sitka se
samicemi flebotomd. Sani probihalo ve tmé a krmitko bylo ohfivano na 37 °C vodni lazni

s vnéjsi cirkulaci. Po 2 h sani byla sitka opatrné sundéna a nenasaté samice byly odstranény
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exhaustorem. Nasaté samice byly ponechany Vsitce snavlh¢enou vatou a cukrem
v termostatu s teplotou 26 °C.

Pitvy samic byly provadény druhy, Sesty a piipadné¢ devaty den po nasati. U
infikovanych samic byla intenzita infekce ur€ovana podle mnozstvi promastigotii ve stievé
jako slaba (1 - 100 promastigotl), stiedni (100 — 1000 promastigotti) a silna (vice nez 1000
promastigoti).

V laboratornich podminkach je obtizné s flebotomy uskutecnit opakované sani (samice
nechtéji znovu sat nebo po druhém sani nepieziji), proto v experimentech, kde bylo
provadéno infekéniho sani a poté sani na zvifeti, byla pii infekci flebotomti pouzita fedéna
krev - 5% a 10% (inaktivovana krali¢i krev + fyziologicky roztok). Redéna krev neposkytla
samicim dostatecné mnozstvi zivin pro tvorbu vajec, a proto byly ochotné znovu sat diive a
aniz by se vykladly.

K experimentim srovnavajicich efekt savéi a ptaci krve na infekci leishmaniemi byla
pouzita 6 — 21 dni stara kufatka pochéazejici z Vyzkumného ustavu biofarmacie a veterinarnich
léciv BIOPHARM, kralik Chinchilla Bastard Crl: CHB (AnLab) a mySi BALB/C (AnLab).

Mysi byly anestetizovany kombinaci ketamin-xylazin.

3.7 Kvantitativni PCR

K izolaci DNA leishmanii byly pouzity samice flebotomi Sesty nebo devaty den po
infek¢énim sani. Samice byly uchovavané ve 100 pl Tissue lysis buffer (Roche) v —20 °C.
DNA byla izolovana pomoci High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), viz protokol
od vyrobce. Vyizolovana DNA byla eluovana do 100 pl elu¢niho pufru (Roche) a skladovana
pii teploté —20 °C.

Pocet leishmanii ve flebotomech byl stanoven pomoci kvantitativni PCR zalozené na
detekci vznikajiciho dvouvldknového produktu (amplikonu) prostfednictvim metody SYBER
Green (IQSYBER Green Supermix, Bio-Rad, Hercules, CA) na pfistroji iQ5 real-time PCR
detection system (Bio-Rad). Amplifikovana byla kinetoplastova DNA s vyuzitim primeru:
,forward  primer® 5-CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG-3" a ,reverse primer
5-CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA-3" (Myskova a kol. 2008). Vysledky byly
statisticky vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney U testu. Kvantitativni PCR provedl a
vyhodnotil doc. RNDr. Jan Votypka, Ph.D.
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3.8 Histologie v pryskyfrici JB-4

Infikované samice P. duboscqi zbavené koncetin, hlavi¢ky, kiidel a poslednich ¢lankt
zadecku byly fixovany den az tyden ve fixazi AFA. Poté byla fixdz vymyta pomoci PBS
(3krat 15 minut na tfepacce) a 70% etanolu (proplachnuto 3krat) a samice byly umistény do
infiltracniho roztoku. Po 90 min byl infiltracni roztok vyménén za novy, ve kterém byly
vzorky ponechany 12 — 24 h. Poté byl roztok opét vyménén na 90 min a nasledné byly vzorky
zality do zelatinovych kapsli (300 — 400 pl) zalévacim roztokem a ponechany tuhnout
(minimaln¢ 24 h). Vzorky ve fixazi a infiltracnim roztoku byly skladovany ve tmé pii 4 °C,
zalité vzorky v kapslich pak ve tmé pti pokojové teploté.

Histologické fezy (silné 2 — 3 um) pfipravené na mikrotomu (Ultracut E, Reichert) byly
barveny hematoxylinem a 0,2% eosinem. Preparaty byly prohlizeny pod svételnym
mikroskopem (Olympus BX51) se zabudovanou kamerou (DP-70) a foceny v programu
QuickPHOTO MICRO 2.2 (Olympus).

3.9 Schéma pokust

3.9.1 Traveni krve u P. duboscqi: srovnani sav¢i a ptaci krve

V experimentech byly pouzity samice Phlebotomus duboscgi. Samice byly rozdéleny na
dvé skupiny, skupina s 200 samicemi sala na kralikovi a druha skupina citajici 600 samic na
kufeti. Rozdilné pocty samic ve skupinach byly potfebné k ziskani srovnatelnych pocta
nasatych samic (vzdy mensi procento nasatych na kufeti). U nasatych samic byl pak
porovnavan obsah proteinii ve stievé — 4 h po sani krve, trypsinova aktivita — 18, 24, 30, 48 a

72 h po sani krve a velikost vajec a jejich Zloutku — 24, 48 a 72 h po sani krve.

3.9.2 Srovnani nachylnosti k infekci L. major p¥i prvnim a druhém sani P. duboscqi

Osm set samic P. duboscqi bylo nasato na mysich a po defekaci umisténo do kelimku
(viz kapitola o chovu flebotomil). Po vykladeni byly pieziv§i samice umistény zpét do sitky
(devaty den po sani) a bylo s nimi provedeno infekéni sani na membrang. Jako kontrola
slouzila skupina o tyden mladSich samic, kterym nebyla dosud krev podana. Infekce byly
hodnoceny druhy, Sesty a devaty den po infekénim sani. V obou skupinach byl srovnatelny

pocet samic (cca 200).
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3.9.3 Vyvoj L. major v P. duboscqi: vliv kufeci krve podané 9 dni pied infek¢nim sanim
Samice P. duboscqi byly rozdéleny na dvé skupiny, jedna byla sata na kralikovi (300
samic) a druhd na kufeti (800 samic). Nasaté samice byly po defekaci umistény do kelimki se
sadrou, aby se vykladly (viz kapitola o chovu flebotomtl). Devaty den po sani byly samice
Z kelimku umistény zpét do sitky a bylo provedeno infekéni sani na membrané (viz kap.

3.6.3). Intenzita infekce byla sledovana druhy a Sesty den po infekénim séni.

3.9.4 Vyvoj L. major v P. duboscqi: vliv kuFeci krve podané 1 den po infekénim sani

Sest set samic P. duboscqi bylo infikovano (10° promastigoti/ml v 5% krvi) a za 24 h
byly samice saty na kufeti (cca 300 samic) nebo na mysi (cca 100 samic). Intenzita infekce
byla zjiStovana druhy, Sesty a devaty den po sani na zvifeti. Pozorovani ve svételném
mikroskopu bylo doplnéno i o kvantitativni PCR a to z devatého dne po druhém sani. V
experimentech byla k infekci flebotomt pouzita 5% krev (krali¢i krev fedéna fyziologickym
roztokem) z toho diivodu, aby samice pii sani krve piijaly pouze omezené mnozstvi ziviny a

byly ochotné znovu sat jeden den po infek¢nim sani.

3.9.5 Vyvoj L. major v P. duboscqi: vliv kuFeci krve podané 6. den po infek¢nim sani

Sest set samic P. duboscqi bylo infikovéano (10° promastigoti/ml v 10% krvi) a Sest dni
poté byly samice saty na kufeti (cca 350 samic) nebo na mysi (cca 150 samic). Intenzita
infekce byla zjistovana druhy a Sesty den po sani na zvifeti. Procento infikovanych samic a
intenzita infekce byly hodnoceny i pomoci kvantitativni PCR a to ze Sestého dne po druhém
sani. V experimentech byla k infekci flebotomii pouzita opét fedéna krev, aby byly samice

ochotné sat znovu, aniz by se vykladly.

3.9.6 Rozdil v procentu infikovanych samic a intenzité infekce po sani 5% nebo 100%
krve s promastigoty leishmanii
Pokusy, ve kterych byla k infekci flebotomt pouzita 5% krev, byly doplnény srovnanim

infek¢nosti samic Vrané fazi infekce po sani 5% nebo 100% krve s leishmaniemi, tedy
vV dob¢, kdy infekéni samice v predeslém experimentu (kap. 3.9.4) sdly na kufeti nebo na
mysi. Dvé& st& samic P. duboscqi bylo infikovano z 5% krve (10° promastigott/ml v 5% krvi)
a dvé st& z nefedéné krve (10° promastigoti/ml v 100% krvi). Procenta a intenzity infekce

byly hodnoceny pozorovanim ve svételném mikroskopu prvni a druhy den po infekénim sani.
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3.9.7 Histologie ,,dvojité“ peritrofické matrix

Samice P. duboscqi byly infikovany (10° promastigott/ml 5% krve) a za 24 h se
nechaly sat na anestetizované mysi. Pro histologii byly pouZzity nasaté samice 24 h po druhém
sani, které byly fixovany ve fixdzi AFA a zality do pryskyfice JB-4. Vzorky byly nakrdjeny
na mikrotomu, obarveny, zality mediem Plastic UV Mount (Polysciences) a pozorovany pod
svételnym mikroskopem, kde byl hledan fez dvéma peritrofickymi matrix — z prvniho a z

druhého sani.

3.9.8 Rozdil p¥i traveni 10% a 100% krve

Experimenty, ve kterych byla pfi infekci flebotomti pouzita 10% krev (kap. 3.9.5), byly
doplnény porovnanim trypsinové aktivity po sani 10% krve nebo 100% (nefedéné) krve. Dvé
skupiny samic saté na krmitkach s 10% a 100% krali¢i krvi byly pitvany ve Ctyfech ¢asovych
usecich (24h, 30h, 48h a 72h) a byla u nich méfena trypsinova aktivita. U obou skupin byl
také sledovan konec defekace - 30 nasatych samic zkazdé skupiny bylo umisténo
individualné do skleni¢ek (viz Volf a Volfova 2011) a dvakrat denné bylo zjistovano, zda jiz

probéhla defekace.

3.9.9 Efekt TMOF na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec u Lu. longipalpis

K pokusim byly pouzity samice Lutzomyia longipalpis, které byly rozdéleny na dvé
skupiny po 150 samicich. Jedna skupina byla sata na krmitku s 1 ml ¢isté inaktivované krali¢i
krve (skupina déle znaCena jako kontrola) a druha na krmitku, kde bylo do 1 ml krve piidano
28 mg TMOF (skupina dale znacena jako TMOF). U nasatych samic byl zjistovan efekt
TMOF na trypsinovou aktivitu — 18, 24, 30 a 48 h po sani krve, a také na vyvoj vajec - 24, 48

a 72 h po sani krve.

3.10 Statistické vyhodnoceni

Kazdy experiment byl opakovan nejméné dvakrat a vysledky byly statisticky
vyhodnoceny testy ANOVA, y* nebo Mann-Whitney U-test v programech STATISTIKA
nebo S-PLUS. Hladina pravdépodobnosti byla zvolena 95% (p = 0,05).
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4 VYSLEDKY

Vysledky predkladané prace obsahuji dva tematické okruhu. Prvni ¢ast je vénovana
porovnani traveni krve u Phlebotomus duboscqi po sani na kufeti a na kralikovi (kapitola 4.1)
a experimentalnim infekcim zaméfenych na vliv traveni kufeci krve na priabéh infekce
Leishmania major (kapitoly 4.2 — 4.8). Druha ¢ast se zabyva vlivem komaiiho hormonu

TMOF na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec u Lutzomyia longipalpis (kapitola 4.9).

4.1 Traveni krve u P. duboscqi: srovnani sav¢i a ptaci krve

Dvé skupiny samic P. duboscqi saly na kralikovi a na kufeti. Ctyfi hodiny po sani jsme
u obou skupin zméfili proteinovy obsah v homogenatu deseti vypitvanych stfev a prepocetli
jej na obsah proteinll v jednom sttevu. Po sani krali¢i krve bylo ve stfevé naméteno témer
dvakrat tolik proteini nez po sani kutfeci krve. Vysledky dvou pokusti jsou shrnuty a
znazornény na obrazku 4-1.

V péti Casovych intervalech po sani jsme métili trypsinovou aktivitu. Vysledky dvou
pokusi s obdobnymi vysledky jsou shrnuty a znazornény na obrazku 4-2. Ke statistickému
vyhodnoceni vysledkt byl pouzit Mann-Whitney U-test. Rozdil mezi skupinami je statisticky
prukazny 18, 24, 30 a 72h po sani, pouze po 48h se vysledky pohybuji blizko hladiny
signifikance ( p(18) = 0,004; p(24) = 0,004; p(30) = 0,004; p(48) = 0,06; p(72) = 0,004).
Rozdil v trypsinové aktivité je patrny nejvice v prabéhu prvnich 24 h po sani, kdy je po sani
na kufeti trypsinova aktivita niz$i o 40 — 55% neZ po séni na kralikovi.

Nakonec jsme ve tiech ¢asovych usecich méfili délku vajec a délku jejich Zloutku. Ve
vSech cCasovych intervalech existuje mezi skupinami satych kufeci nebo krali¢i krev
signifikantni rozdil jak ve velikosti vajec, tak ve velikosti jejich Zloutku (ANOVA: délka
vajec - F (1, 526) = 94,3; p < 0,0001; délka Zloutku — F (1, 526) = 61,2; p < 0,0001).
Vysledky ze dvou pokust jsou shrnuty v tabulce 4-1 a znazornény na obrazcich 4-3 a 4-4. Po
sani kufeci krve se u samic vejce vyvijela o néco pomaleji a byla v priméru o 10 % krat$i nez
po sani krali¢i krve. Tyto vysledky cCaste¢né koreluji s niz§im obsahem proteini ve stfeveé a

nizsi trypsinovou aktivitou.
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Obr. 4-1: Srovnani obsahu proteint ve stfevé P. duboscqi 4h po sani kuteci a krali¢i krve.
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Obr. 4-2: Srovnani trypsinové aktivity ve stievé P. duboscqi po sani kufeci a krali¢i krve,
aktivita v homogenatu stiev 18, 24, 30, 48 a 72 h po sani krve.
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Tab. 4-1: Srovnani velikosti vajec a zloutku P. duboscqi po sani kufeci a krali¢i krve.

Cas Poset zmétenvch vaiee Primérna délka vejce Primérna délka zloutku
z v - -
(h) 4 ! Kureci krev | Kralici krev | Kufeci krev | Krali¢i krev
24 70 91 um 101 um 49 um 61 um
48 100 232 um 259 um 182 um 205 um
72 100 354 um 391 um 326 um 363 um
um Délka vajec
450 -
400 - I
350 -
300 -
250 + 1
200 m Kufeci krev
| Kraligi krev
150 A
100 - I
50 -
0 . . 1 €as po sani
24 48 72 (h)

Obr. 4-3: Srovnani velikosti vajec P. duboscqi po sani kuteci a krali¢i krve.

Mm
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

2

Délka zloutku

m Kureci krev
Kraliéi krev

I
|
— I
4 | 48 | 72

' Cas po sani

(h)

Obr. 4-4: Srovnani velikosti zloutku P. duboscqi po sani kuteci a krali¢i krve.
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4.2 Srovnani nachylnosti k infekci L. major pri prvnim a druhém sani
P. duboscqi

Porovnavali jsme procento infikovanych samic a intenzitu infekce u samic, kterym byla
podéna infekéni krev pfi jejich prvnim sani, a u samic infikovanych az pti druhém sani.
Vysledky dvou pokust jsou shrnuty v tabulce 4-2 a znazornény na obrazku 4-5. Mezi
infekcemi pfi prvnim a pfi druhém sani nebyly zjiStény signifikantni rozdily ani v intenzité
infekce (den 2 y?= 3,744, p = 0,1538; den 6 x*= 3,409, p = 0,3328; den 9 y°= 0,054,
p = 0,8162) ani v procentu infikovanych samic (x?= 0,0002, p = 0,9887). U obou skupin a
vsech sledovanych dnli bylo nakazeno témét 100 % samic, ve vét§ing€ pripadt (zhruba 80 %
vden 6 a 9) se jednalo o silné nakazy. Témét u vSech samic leishmanie kolonizovaly

stomodedlni valvu jiz od Sestého dne po infekénim sani.

Tab. 4-2: Srovnani nachylnosti P. duboscqi k infekci L. major pii 1. a 2. sani.

den2 den6 den9
1.sani | 2. sani 1.sani | 2. sani 1. sani 2. sani
silna infekce 16 11 36 29 32 32
stfedni infekce 4 7 2 6 8 7
slaba infekce 0 2 2 4 0 0
neinfikované 0 0 1 1 0 0
celkem 20 20 41 40 40 39

1. sani x 2. sani

100%

20 20 41 40 40 39
80% -
60% - Oslabainf.
@ stfedni inf.
0 _
40% Wsilna inf.
20% -
0% -

1.sani | 2.sani 1.sani ‘ 2.sani  1.sani ‘ 2. sani

den?2 den6 den9

% infikovanych

Obr. 4-5: Srovnani nachylnosti P. duboscqi k infekci L. major p#i 1. a 2. sani. Cisla nad
sloupci znaci pocet vypitvanych samic.
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4.3 Vyvoj L. major v P. duboscqi: vliv kuieci krve podané 9 dni pied
infekénim sanim

Samice saly na kufeti nebo na mysi a devaty den po sani byly nasaty pies membranu na
krvi s leishmaniemi. Vysledky tti pokusi jsou shrnuty v tabulce 4-3 a znazornény na obrazku
4-6. Mezi skupinami samic satych na mySi a na kufeti nebyly pozorovany signifikantni
rozdily ani v intenzité infekce (den 2 x*= 0,886, p = 0,6421; den 6 x*= 0,096, p = 0,7570) ani
Vv procentu infikovanych samic (stejné u obou skupin). U obou skupin bylo nakazeno 100 %
samic a ve vét§ing piipadi (pfes 80% v den 6) se jednalo o silné infekce. Sesty den po

infek¢énim sani leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu téméf u vSech samic.

Tab. 4-3: Vliv kuteci krve podané 9 dni pfed infekénim sanim na vyvoj L. major.

den2 den6
mySi krev | kufeci krev | mySikrev | kufeci krev
silna infekce 10 9 28 28
sttedni infekce 3 5 5 4
slaba infekce 2 1 0 0
neinfikované 0 0 0 0
celkem 15 15 33 32

Kureci x mysi krev pred infekénim sanim

33 32
100% 15 15

80%

60% Oslaba inf.

@ stfedni inf.
0
40% Esilna inf.

20%

% infikovanych

0%

mysi krev | kureci krev | mysi krev | kureci krev

den2 den6

Obr. 4-6: Vliv kufeci krve podané 9 dni pted infekénim sanim na vyvoj L. major. Cisla nad
sloupci znaci pocet vypitvanych samic.
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4.4 Vyvoj L. major vP. duboscqi: vliv kureci krve podané 1 den po
infekénim sani

Samicim jsme podali 5% krev s leishmaniemi a 24 h poté jsme je nechali sat na kufeti
nebo na mysi. Vysledky tii pokust jsou shrnuty v tabulce 4-4 a znazornény na obrazku 4-7.
Mezi skupinami samic satych na mysi nebo na kufeti nebyly pozorovany signifikantni rozdily
ani v intenzit® infekce (den 2 y° = 2,818, p = 0,4205; den 6 y* = 1,189, p = 0,7557; den 9 *=
3,067, p = 0,3815) ani v procentu infikovanych samic (x*= 1,372, p = 0,2414). Procento
infikovanych samic bylo u obou skupin velmi podobné, mezi 50 a 70 %; devaty den po sani
bylo dokonce shodné — 50 %. U vétsiny piipadi se devaty den jednalo o silné infekce, kdy
leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu.

Z 50 samic satych na kuteti a ze 40 satych na mysi jsme devaty den po infekénim sani
izolovali DNA a hodnotili jsme infekce 1 pomoci kvantitativni PCR. Vysledky dvou pokust
z kvantitativni PCR jsou shrnuty a znazornény na obrazcich 4-8 a 4-9. Mezi skupinami samic
satych na kufeti a na mysi neni signifikantni rozdil (M-W U-test: p = 0,3099); u obou skupin
bylo 60 % nakazenych samic. Signifikantni rozdil byl nalezen pouze v intenzité infekce a to
v piipadé€, pokud jsme hodnotili intenzitu infekce pouze u pozitivnich samic — ty infikované

z kuteci krve mély vice leishmanii ve stfevé (M-W U-test: p = 0,0352).

Tab. 4-4: Vliv kufeci krve podané 1 den po infekénim sani na vyvoj L. major.

den2 den6 den9
mysi krev | kutfeci krev | mysi krev | kufeci krev | mysi krev | kufeci krev
silnd infekce 3 5 17 16 18 22
sttedni infekce 5 5 5 5 4 2
slaba infekce 7 4 5 4 2 0
neinfikované 6 12 15 22 21 21
celkem 21 26 42 47 45 45

42



100%

80%

60%

40%

20%

% infikovanych
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Kureci x mysi krev po infekénim sani 5% krve
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krev

Oslaba inf.
@ stredni inf.
42 Esilnainf.
26 47 45 45
kureci | mysi | kureci | mysi | kureci
krev krev krev krev krev
den2 den6 den9

Obr. 4-7: Vliv kufeci krve podané 1 den po infekénim sani na vyvoj L. major. Cisla nad
sloupci znaci pocet vypitvanych samic.
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Kufeci krev  MvsSi krev

Obr. 4-8: Kvantitativni PCR — vliv kufeci krve podané 1 den po infekénim sani na vyvoj
L. major, vSechny samice.
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Obr. 4-9: Kvantitativni PCR — vliv kufeci krve podané 1 den po infekénim sani na vyvoj
L. major, pouze pozitivni samice.

4.5 Vyvoj L. major v P. duboscqi: vliv kufeci krve podané 6. den po
infekénim sani

Samicim jsme podali 10% krev s leishmaniemi a Sest dni poté jsme je nechali sat na
kufeti nebo na mysi. Vysledky dvou pokust jsou shrnuty v tabulce 4-5 a znazornény na
obrazku 4-10. Mezi skupinami samic satych na mysi a na kufeti nebyly zjistény signifikantni
rozdily ani v intenzité infekce (den 2 y* = 5,718, p = 0,1262; den 6 ¥* = 0,0821, p = 0,9598)
ani v procentu infikovanych samic (x* = 0,052, p = 0,8196). Druhy i Sesty den po sani
infikovanych flebotomi na zvifeti bylo u obou skupin infikovano shodné¢ mezi 80 — 85 %
samic. Ve vet§iné piipadl se Sesty den jednalo o silné infekce, kdy leishmanie kolonizovaly
stomodedlni valvu.

Z 50 samic satych na kuteti a z 50 satych na mysi jsme Sesty den po infekénim sani
izolovali DNA a hodnotili jsme infekce i pomoci kvantitativni PCR. Vysledky dvou pokust
Z kvantitativni PCR jsou shrnuty a znazornény na obrazcich 4-11 a 4-12. Mezi skupinami
samic satych na kufeti a na mysi neni signifikantni rozdil (M-W U-test: p = 0,2741); u obou
skupin bylo 70 % nakazenych samic. Signifikantni rozdil neni ani v pfipadé, pokud

hodnotime intenzitu infekce pouze u pozitivnich samic (M-W U-test p = 0,0660).
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Tab. 4-5: Vliv kuteci krve podané 6. den po infekénim sani na vyvoj L. major.

den2 den6
mysikrev | kufecikrev | mySikrev | kufecikrev
silna infekce 16 10 32 33
sttedni infekce 5 7 5 5
slaba infekce 0 4 0 0
neinfikované 4 4 8 7
celkem 25 25 45 45

Kureci x mysi krev po infekénim sani 10% krve

100% -
80%
S 60% Oslaba inf.
§ @ stfedni inf.
0,
S 0% msilna inf.
€
= 20%
S
0%
mysi krev | kureci krev | mysi krev | kureci krev
den2 den6

Obr. 4-10: Vliv kufeci krve podané 6. den po infekénim sani na vyvoj L. major. Cisla nad
sloupci znaci pocet vypitvanych samic.
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Obr. 4-11: Kvantitativni PCR - vliv kufeci krve podané 6. den po infekénim sani na vyvoj
L. major, vSechny samice.
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Obr. 4-12: Kvantitativni PCR - vliv kufeci krve podané 6. den po infekénim sani na vyvoj
L. major, pouze pozitivni samice.
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4.6 Rozdil v procentu infikovanych samic a intenzité infekce po sani 5%

nebo 100% krve s promastigoty leishmanii
U jedincti infikovanych sanim 5% krve s promastigoty leishmanii bylo po druhém sani

infikovanych standardné z nefedéné krve. Proto jsme se rozhodli zjistit procenta a intenzity
infekci vrané fazi infekce (1. a 2. den po sani), tedy v dobé, kdy byly v piedeslych
experimentech samice saty na zviteti (viz kap. 4.4). Vysledky ze dvou pokust jsou shrnuty
v tabulce 4-6 a znazornény na obrazku 4-13. Mezi skupinami samic infikovanych z 5% nebo
100% krve byl pozorovéan signifikantni rozdil jak v intenzité infekce (den 1 y? = 41,9150,
p < 0,001; den 2 * = 51,9699, p < 0,001), tak v procentu infikovanych samic (y° = 32,4801,
p < 0,001). Leishmaniova infekce se tak uchytila pouze u 65 % samic a vétsina infekci byla
slabé ptipadné stfedni intenzity, zatimco u kontrolni skupiny infikované z nefedéné (100%)
krve byly 1. i 2. den po sani vSechny samice infekéni a nakazy byly prevazné silné. Mezi
samicemi infikovanymi z 5% krve se 1. 1 2. den vyskytovala variabilita, n¢které samice
piijatou potravu viibec nezahustily a vSe vylouc¢ily béhem prvniho dne, u téchto samic se
infekce neuchytila. Jiné samice si v sobé cCast krve udrzely, ale nevytvofila se pevna
peritrofickd matrix a krev s leishmaniemi se vyskytovala ve vétSi Casti stfeva, v takovych
ptipadech se jednalo o nizké intenzity ndkazy. Zhruba u 40 % samic se krev zahustila,
vytvofila se peritrofickd matrix a krev s leishmaniemi se tak vyskytovala v podobé ,,hrudky*
Vv zadni ¢asti mesenteronu, infekce u téchto samic byly stiedni a silné.

V experimentech, kde byly samice flebotomt infikovany podanim 5% krve
S promastigoty a za 24 h byly sany na kufeti nebo na mysi (viz kap. 4.4), byla tedy Cast

infekci potlacena jesté pred sanim na zviteti.

Tab. 4-6: Rozdil v procentu infikovanych samic a intenzité infekce po sani 5% nebo 100%
krve s promastigoty leishmanii.

denl den2
5% krev | 100% krev | 5% krev | 100% krev
silna infekce 7 29 4 34
stfedni infekce 6 11 8 6
slaba infekce 14 0 14 0
zadna infekce 13 0 14 0
celkem 40 40 40 40
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Obr. 4-13: Rozdil v procentu infikovanych samic a intenzité infekce po sani 5% nebo 100%
krve s promastigoty leishmanii. Cisla nad sloupci zna¢i podet vypitvanych samic.

4.7 Histologie peritrofické matrix

Samice P. duboscqi byly histologicky zpracovany 24 h po druhém sani, tedy 48 h po
infekénim sani. Histologické fezy zobrazené na obrazku 4-14 ukazuji prifez dvéma
peritrofickymi matrix — z prvniho infek¢niho sani a z druhého sani na mysi. Fotografie
zobrazuji priklady nalezené¢ho umisténi peritrofické matrix (PM). Zatimco u samice A se
vnitini PM nachazela v zadni ¢asti mesenteronu v blizkosti stény vnéjsi PM (obr. 4-14 A), u
samice B se vnitini matrix vyskytovala spiSe uprostied stieva a byla uzsiho protahlého tvaru
(obr. 4-14 B). Leishmanie se pravdépodobné nachazely uvnitt vnitini PM, ale na fotografiich
nelze jednotlivé buriky odlisit a identifikovat.

V experimentu, kde byly samice flebotomu infikovany sanim 5% krve s promastigoty a
za 24 h saly na kufeti nebo na mysi, byl pozorovan maly pokles procenta infikovanych samic
téZ mezi druhym a Sestym dnem po druhém sani (viz kap. 4.4). Tento pokles byl
pravdépodobné zpisoben tim, Ze u nékterych samic nebyly leishmanie v€as uvolnény ze dvou

peritrofickych matrix a byly tak vydefekovany.
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Obr. 4-14: Histologie traviciho traktu P. duboscqi, prifez dvéma peritrofickymi matrix.
A vnitini peritrofickd matrix se nachazi v zadni ¢asti mesenteronu v blizkosti stény stfeva a
vnéjsi peritrofické matrix (zvétSeni 100x), B: vnitini peritrofickd matrix se nachazi vice ve
stfedu mesenteronu a ve véts$i vzdalenosti od vn&jsi peritrofické matrix (zvétseni 200x). PM1
— vnitini peritrofickd matrix vytvofena po prvnim infekénim sani, PM2 — vngj$i peritroficka
matrix vytvofend po druhém sani na zvifeti.
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4.8 Rozdil pri traveni 10% a 100% krve

Samice infikované podanim 10% krve s promastigoty mely nizsi procento nakaz nez pti
standardnich infekcich s nefedénou krvi. Proto jsme se rozhodli otestovat rozdil ve trdveni
10% a 100% krve. Vysledky ze dvou pokust jsou znazornény na obrazku 4-15. Trypsinova
aktivita po sani 10% krve je vyrazné nizsi a je ukoncena diive — nejvyssich hodnot dosahuje
30 h po sani a po 72 h je téméf nulova. Naproti tomu u samic satych na 100% krvi dosahuje
maxima po 48 ha i po 72 h je jesté pomérne vysoka. Maximum aktivity po sani 100% krve je
témet desetkrat vyssi, nez po sani 10% krve.

U obou skupin jsme sledovali i den defekace. Vysledky znazornéné na obrazku 4-16
ukazuji, Ze po sani 10% krve probéhne u vétsiny samic defekace o jeden i dva dny dfive nez
po sani nefedéné krve. Zatimco samice saté na 100% krvi defekuji v nadpolovi¢éni vétSing
ptipadi az 4. — 5. den, vétSina samic satych na 10% krvi defekuje 3. den.

V experimentech, kde byly samice flebotomi infikovany podédnim 10% krve
S promastigoty a Sesty den byly sany na kufeti nebo na mysi (viz kap. 4.5), nestihly
leishmanie u nékterych samic v€as uniknout z peritrofické matrix a uchytit se ve stfevé a

proto byly vydefekovany. Cast infekci tak byla potladena jestd pied sanim na zvifeti.

fluorescence Trypsinova aktivita
(rfu/min)

1800 - I
1600 -
1400 -
1200 - I

1000 - m 10% krev
800 - 100% krev
600 -
400 -

o El
0 m—— ﬁ 1 ¢as po sani

24 30 48 72 (h)

Obr. 4-15: Porovnani trypsinové aktivity po sani 10% a 100% krali¢i krve, aktivita
vV homogenatu stiev 24, 30, 48 a 72 h po sani krve.
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Defekace po sani 10% a 100% krve
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Obr. 4-16: Doba defekace po sani 10% a 100% krali¢i krve.

4.9 Efekt TMOF na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec u Lu. longipalpis

Jednu skupinu samic Lutzomyia longipalpis jsme nechali sat na krmitku s ¢istou krali¢i
krvi a druhou na krmitku, kde bylo do krve ptiddno TMOF. Ve ¢tyfech Casovych intervalech
jsme meéfili trypsinovou aktivitu ve vypitvanych stievech. Pokus byl opakovan Ctyifikrat
s obdobnymi vysledky, které jsou shrnuty a znazornény na obrazku 4-17. Méteni vzorku z
jednotlivych pokust ale probihala zvIast, proto vysledné hodnoty nemohou byt vyjadieny
Vv relativnich fluorescencnich jednotkach (rfu/min) a jsou pfevedeny na procenta.

U skupin TMOF byl zaznamenan pokles v trypsinové aktivit¢ ve vSech casovych
intervalech o 15 — 35% oproti kontrolnim skupinam, pfi¢emz nejvyraznéjsi rozdil byl 18 a
24 h po sani krve. Vysledky byly otestovany pomoci Mann-Whitney U-testu a bylo zjisténo,
ze rozdil mezi skupinami je statisticky prikazny ve vSech ¢asovych intervalech ( p(18) =
0,0018; p(24) = 0,0018; p(30) = 0,0327; p(48) = 0,0496).

Ve tfech casovych usecich jsme také porovnavali velikost vajec. Nejprve jsme
hodnotili, zda se vejce vyvijela — ¢ili obsahovala zloutek, nebo zda se nevyvijela — tedy byla
bez zloutku. U vyvijejicich se jsme pak méfili délku vajec a délku jejich zloutku. Vysledky
Ctyt pokust jsou shrnuty v tabulce 4-7 a 4-8 a znazornény na obrazcich 4-18 a 4-109.

Ve vSech casovych usecich byl mezi skupinami shledan signifikantni rozdil jak
v poméru vajec vyvijejicich/nevyvijejicich se (x*(celkem) = 103,8; p(celkem) < 0,0001;
v’(24) = 62,1; p(24) < 0,0001; ¥*(48) = 10,4; p(48) = 0,0012; *(72) = 38,7; p(72) <
0,0001), tak i v méfeni délky u vyvijejicich se vajec (ANOVA: délka vajec - F (1, 589) =
112,9; p < 0,0001, délka zloutku - F (1, 589) = 140,4; p < 0,0001). U kontrolni skupiny se
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vyvinulo 98 % vajec, zatimco u TMOF pouhych 70 %. Vejce ze skupiny TMOF se navic
vyvijela pomaleji a byla o 12 — 24 % (13 — 58 um) kratsi nez vejce kontrolni. Vliv TMOF
nebyl u vSech samic stejny, i u jedné samice se mezi vejci vyskytovala velka variabilita,
zatimco u kontrolni skupiny se vejce vyvijela rovnhomérné a u vSech samic velmi podobné.
Morfologické rozdily vajec mezi skupinami jsou znazornény na obrazcich 4-20 (24 h po sani)

a 4-21 (72 h po sani).

Trypsinova aktivita
100% - -

80% -

T
60% - I
40% - I
20% - II| II|
0% : : :
18 24 30 48

Obr. 4-17: Trypsinova aktivita Lu. longipalpis po sani krve s TMOF (28 mg/ml) a kontrolni
krve bez TMOF, aktivita v homogenatu stiev 18, 24, 30 a 48 h po sani krve.

B TMOF
Kontrola

€as po sani

(h)

Tab. 4-7: Pomér vajec Lu. longipalpis vyvijejicich se a nevyvijejicich se po sani krve
s TMOF (28 mg/ml) a kontrolni krve (Kon) bez TMOF.

TMOF24 | Kon24 | TMOF48
61/59 115/5 110/10

Kon48
120/0

TMOF72
77133

Kon72
110/0

Pomér vajec
vyvijejici/nevyvijejici

Tab. 4-8: Srovnani velikosti vyvijejicich se vajec Lu. longipalpis po sani krve s TMOF
(28 mg/ml) a kontrolni krve bez TMOF.

Cas (h) Pocet zméfenych vajec | Primérnd délka vejce | Primérna délka Zloutku
TMOF Kontrola TMOF Kontrola TMOF Kontrola
24 61 115 97 um 110 um 52 um 71 pm
48 110 120 187 pm 245 pm 153 pm 217 pm
72 77 110 304 um 349 um 289 um 349 pm
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Obr. 4-18: Srovnani délky vyvijejicich se vajec Lu. longipalpis po sani krve s TMOF
(28 mg/ml) a kontrolni krve bez TMOF.
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Obr. 4-19: Srovnani délky Zloutku u vyvijejicich se vajec Lu. longipalpis po sani krve
s TMOF (28 mg/ml) a kontrolni krve bez TMOF.
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Obr. 4-20: Vyvoj vajec Lu. longipalpis 24 h po sani krve (zvétSeni 10x). A, B a C: po sani
krve s pfidanym TMOF (28 mg/ml). A, B: vejce jsou mensi a méné vyvinuta nez v kontrolni
skuping, C: vejce jsou vyvinuta obdobné jako vejce kontrolni. D, E a F: po sani kontrolni
krve bez ptidaného TMOF.
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Obr. 4-21: Vyvoj vajec Lu. longipalpis 72 h po sani krve (zvétseni 4x). A, B a C: po sani
krve spitidanym TMOF (28 mg/ml), A: vejce se vyvinula do normalnich tvard, ale u
nékterych se viibec nevytvofil Zloutek, B: vejce zustala mensi a kulat&jsi, C: vejce se
nevyvinula viibec. D, E a F: po sani kontrolni krve bez ptfidaného TMOF, vejce normalniho
tvaru.
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5 DISKUZE

Vyvoj leishmanii v travici soustavé samic flebotomll uzce souvisi s travenim nasaté
krve. Na prubéh traveni mohou mit vliv rizné exogenni a endogenni faktory a zaroven tak
miiZze byt ovlivnén i vyvoj a pfenos leishmanii. Ve své praci jsem se zabyvala faktory, které
mohou mit efekt jak na traveni, tak na vyvoj leishmanii ve stievé pienasece.

Krev od riiznych druhi hostitelti se miize nutritivné liSit a fekundita samic tak zavisi na
mnozstvi proteini a aminokyselin v nasaté krvi (Ready 1979). Druh nasaté krve tak ma vliv
na prub¢h traveni, dobu kladeni a mnozstvi nakladenych vajec (Ward 1977, Benito-De Martin
a kol. 1994, Hanafi a kol. 1999, Noguera a kol. 2006). My jsme se v naSich experimentech
rozhodli porovnat sav¢i (krali¢i) a ptaci (kutfeci) krev. Nejprve jsme hodnotili mnoZstvi
proteini v pln¢ nasatém stievé samic P. duboscqi. Podle Sant’Anna a kol (2010) je v 1 ml
krali¢i krve dvakrét tolik proteinli neZ v 1 ml kufeci krve, ale po nasati krve samicemi
Lu. longipalpis je ve stfevech po sani krali¢i krve naopak o néco niz$i koncentrace proteind
nez po sani kuteci krve. Podle autort jsou samice Lu. longipalpis schopné kompenzovat nizsi
obsah zivin v krvi tim, Ze krev pfi sani vyrazné zahusti mechanismem prediuréze (Sant’Anna
a kol. 2010). My jsme ve sttevech P. duboscqi naméfili dvakrat vyssi proteinovou koncentraci
po sani na kralikovi nez po sani na kufeti, coz zhruba odpovida poméru koncentraci proteint
v krali¢i a kufeci krvi (viz vySe). Ackoli je prediuréza popsana i u samic P. duboscqi
(Sadlova a kol. 1998, Sadlova a Volf 1998), zda se, Ze tento druh neni schopen zahustit ptac¢i
krev tak vyrazné jako Lu. longipalpis.

V praci jsme dale métili rozdil v trypsinové aktivité a ve vyvoji vajec po sani na
kralikovi nebo na kufeti. Ukdzalo se, ze niz§i obsah proteinti v kufeci krvi mél vliv na
trypsinovou aktivitu, ktera byla 18, 24, 30 a 72 h po sani signifikantné niz$i nez u samic
satych proteinové bohatsi krali¢i krve. Nejvyraznéjsi rozdil byl zaznamenan V prabéhu
prvnich 24 h, kdy byla po sani na kufteti trypsinova aktivita nizsi o 40 — 55%, zatimco 48 h po
sani byl rozdil pouze 8 % a hodnoty uz tedy nebyly signifikantni. Nase vysledky jsou ve
shod¢ se studiemi o zavislosti enzymatické aktivity na proteinové koncentraci u komari, kde
bylo prokazano, ze proteolyticka aktivita je spousténa proteiny (Briegel a Lea 1975) a ze mira
syntézy trypsinu pozitivné koreluje s koncentraci solubilnich proteint v ptijaté potravé (Felix
a kol. 1991). Koncentrace proteinil v potravé ovlivituje také sekreci hemaglutininti, kdy se pti
vyssi proteinové koncentraci zvySuje hemaglutinacni aktivita P. duboscqi (Volf a Palanova
1996).
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Niz$i obsah proteint a pokles trypsinové aktivity zaroven koreloval s vyvojem vajec,
kdy jsme u samic satych na kufeti pozorovali Castecné zpomaleni vyvoje — vejce byla
v praméru o 10 % krats$i nez u samic satych na kralikovi. Nase vysledky jsou castecné ve
shodé¢ se studii Noguera a kol. (2006), kde autofi u Lu. ovallesi pozorovali po sani kufeci krve

kratsi dobu traveni a zaroven del$i vyvoj vajec nez po sani riznych druhti sav¢i krve.

V casti prace jsme zjisStovali efekt TMOF na traveni a vyvoj vajec flebotomii. ,, Trypsin
modulating oostatic factor (TMOF) je komdaii hormon, ktery je syntetizovany ve
folikularnich bunkach vaje¢niku a vazbou na specifické receptory stievnich epitelidlnich
bunék ukoncéuje syntézu trypsinu (Borovsky 1985, 1988, Borovsky a kol. 1990, 1996).
Experimentalni podani TMOF samicim nebo larvam komarti ma vyrazné inhibi¢ni u¢inky na
syntézu trypsinu a vitelogenezi (Borovsky a kol. 1993, Borovsky a Mahmood 1995) i na riist
a vyvoj larev (Borovsky a Meola 2004, Lau a kol. 2011). Jelikoz experimentalné¢ podany
TMOF ma ucinky 1 na jiné druhy parazitického hmyzu (Borovsky a kol. 1993, Nauen a kol.
2001), rozhodli jsme se na zdkladé podobnosti komarti a flebotomi otestovat efekt tohoto
hormonu na samice Lu. longipalpis.

Prokazali jsme, ze ptidani TMOF do krve pfi sani samic pifes membranu mélo vliv jak
na trypsinovou aktivitu, tak na vyvoj vajec a zloutku. Ve vSech méfenych intervalech (18, 24,
30 a 48 h po sani krve) jsme zaznamenali signifikantni pokles trypsinové aktivity o 15 —
35 %, pticemZ nejvyrazné€jsi rozdil byl pozorovan v pribchu prvnich 24 h. Zarovenn jsme
shledali ve sledovanych intervalech (24, 48 a 72 h po sani krve) signifikantni rozdil ve vyvoji
vajec. U samic satych krev s pfidanym TMOF se vyvijelo témét o 30 % méné vajec a
vyvijejici se vejce byla navic vpriméru o 15 — 20 % krat§i nez v kontrolni skuping.
K dosazeni tohoto efektu bylo ale zapotitebi vysoké koncentrace hormonu a efekt byl méné
vyrazny nez u komart. Zatimco u flebotomti jsme po podani TMOF o koncentraci 28 mg/ml
krve dosahli maximalni inhibice trypsinové aktivity o 35 % a vitelogeneze byla potlacena jen
¢astecné, u komart 6,7 mg TMOF/ml krve zptisobilo inhibici trypsinu o 80 % a vyvoj vajec
se témet Uplné zastavil (Borovsky a Mahmood 1995). V prvotnich experimentech, kde jsme
zvolili niz8i koncentraci TMOF, se efekt prakticky neprojevil. Po zjiSténi takto nizkého efektu
jsme se rozhodli s experimenty dale nepokracovat a netestovat ani ptipadny vliv TMOF na
vyvoj leishmanii.

V pilotnich studiich jsme v na$i laboratofi zkouSeli hormon podavat i larvam. Larvy

byly krmeny rekombinantnimi kvasinkami produkujicimi TMOF, ale na rozdil od komatich
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larev, které ziji ve vodé a zivi se filtrovanim vody, odmitaly larvy flebotomi tento druh
potravy piijmout. Flebotomi larvy nepfijimaly ani rekombinantni kvasinky ani kontrolni
kvasinky bez TMOF. Lze tedy shrnout, ze TMOF neni pro biologicky boj s flebotomy
vhodny.

Nejdualezitéjsi cast predkladané prace byla vénovana experimentdlnim infekcim.
Nejprve jsme testovali, zda jsou samice P. duboscqi stejné nachylné k infekci L. major pri
prvnim i druhém sani krve. U glosin bylo totiz zji§téno, Ze jedinci jsou vice nachylni k infekci
trypanosomami pii prvnim sani, nez kdyz saji infekéni krev az pti dalSich sani (Welburn a
Maudlin 1992). Pozd¢jsi studie ukazaly, ze vysSi vnimavost k infekci je ddna spiSe stafim
dospélct. Mladi jedinci, kteti jsou cerstvé vylihli z kukly (do 24 h), jsou vice vnimavi
k infekci trypanosomami nez stars$i dospélci (Kubi a kol. 2006, Walshe a kol. 2009). Zda se,
ze vysSi vnimavost k infekci Cerstvé vylihlych jedinct je dana fyziologickou nevyspélosti
(napf. neupln€ vytvofenou peritrofickou matrix), omezenymi energetickymi rezervami a
nedokonalou imunitni odpovédi (Kubi a kol. 2006). Pokud je mi znamo, u jinych krevsajicich
dipter neni rozdil v nachylnosti k infekci popisovan. My jsme se rozhodli otestovat, zda
podobny vliv stafi nebo poctu sani na miru infekce nemiize existovat u flebotoma.

Flebotomové se ale od glosin liSi zptisobem traveni krve a typem peritrofické matrix.
Flebotomové stejné jako komari travi krev diskontinualné a tvoii peritrofickou matrix typu I,
tedy az po nasati krve. Peritrofickd matrix flebotomti se po straveni krve rozpada a spolu se
zbytky krve je vydefekovana. Naproti tomu glosiny travi krev kontinualnim zptsobem, kdy
krev nashromazdéna v divertikulu je postupné travena mesenteronem. Peritroficka matrix
glosin je typu Il a je tvofena kontinualn¢ a nezavisle na piijmu krve. Zatimco peritroficka
matrix typu | je syntetizovana vSemi bunikami stievniho epitelu obklopujicim pfijatou krev,
peritrofickd matrix typu II je produkovana specializovanymi bunikami v oblasti kardie
(shrnuto v Lehane 1997).

V experimentech jsme samice flebotomi infikovali pti prvnim nebo az pfi druhém séni,
pticemz samice, kterym byla podéana infek¢ni krev pfi prvnim sani, byly o tyden mladsi. Mezi
skupinami jsme ale nezjistili zadné rozdily. U obou skupin bylo nakazeno témet 100 % samic,
po defekaci se ve vétsin€ ptipadt (zhruba 80 %) jednalo o silné nakazy a u naprosté vétSiny
samic leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu od Sestého dne po infekci. Mohli jsme tedy
vyloucit vliv stafi a potadi sani samic na naSe nasledujici pokusy, ve kterych jsme zjist'ovali

vliv ptaci krve na vyvoj leishmanii v pfenaSeci.
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Pii vyvoji leishmanii ve stfevé flebotoma hraje dilezitou roli traveni nasaté krve.
Neékterymi autory je popisovdno, Ze traveni krve od nekterych hostitell muize negativné
ovlivnit vyvoj leishmanii (Adler 1964 podle Schlein a kol. 1983). V literatufe existuji rozdilné
nazory ohledné¢ vlivu ptac¢i krve na vyvoj leishmanii ve flebotomech. Podle Schlein a kol.
(1983) je infekce leishmanii (L. major) ve stfevech P. papatasi vyrazné redukovana, pokud
samice jeden den pred infekénim sanim nebo jeden den nebo i jeden tyden po infekénim sani
saji na krocanech. Infekce L. major byla pry potladena i v experimentech, kdy samice saly
jeden den po infek¢nim sani kufeci krev (Schlein a Jacobson 1994). Podle autord jsou infekce
signifikantné¢ redukovany nasledkem vysoké DNAsové aktivity, kterd je indukovana
pritomnosti jader v ptacich erytrocytech (Schlein a kol. 1983). Naproti tomu u novosvétského
druhu Lu. longipalpis nebylo pozorovano, ze by traveni kufeci krve potlacovalo infekci
L. braziliensis, L. amazonensis nebo L. mexicana (Nieves a Pimenta 2002, Sant”Anna kol.
2010). Nieves a Pimenta (2002) sice zaznamenali o néco niz8i procento infikovanych samic
po sani kufeci krve s amastigoty L. braziliensis nebo L. amazonensis nez po infek¢nim sani
savC¢i krve (napf. krysi nebo mysi), ale infekce nebyla eliminovana tak, jak pozorovali Schlein
a kol. (1983) a Schlein a Jacobson (1994). Redukci infekce ve stievech samic Lu. longipalpis
nezaznamenali ani Sant’Anna a kol. (2010). Autofi naopak uvadéji, ze u samic infikovanych
sanim kufeci krve s amastigoty L. mexicana bylo vyssi procento infikovanych samic i vyssi
intenzity nakaz nez u samic, které byly infikovany z kralici krve. Je nutné podotknout, Ze
Sant’Anna a kol. (2010) a Nieves a Pimenta (2002) v experimentech pouzili amastigotni
infekce, coz vice odpovida ptirodnim podminkam, ale infikovali samice ptimo z kufeci krve,
coz metodu naopak zjednodusuje, jelikoz v piirodé se leishmanie v ptaci krvi nenachézeji.

Jelikoz je tedy vliv ptaci krve na vyvoj leishmanii diskutabilni a rtizni autofi se ve svych
teoriich neshoduji, rozhodli jsme se tyto ndzory ovétit. Nejprve jsme zjistovali, zda podani
kuteci krve pied infekénim sanim ovlivni vyvoj promastigot L. major ve stievé P. duboscqi.
Podle Schlein a kol. (1983) je infekce leishmaniemi (L. major) redukovana zhruba o 75 %,
pokud samice (P. papatasi) saji jeden den nebo i jeden tyden pied infekénim sanim na
krocanech. V naSich pokusech nebyly samice ochotné znovu sat, dokud se po prvnim sani
nevykladly, proto jsme infekéni sani uskutecnili devaty den od sani na kuieti nebo na mysi.
Samice nesaly na kufeti tak dobfe jako na mysi, proto jsme do kufeci skupiny museli zatadit
vice samic. Na kufeti jsme pii kazdém opakovani pokusu nechali sat cca 800 samic, ze
kterych se nasdlo pfiblizn€ 150 — 200, zatimco mysi skupina obsahovala cca 300 samic, ze
kterych se vzdy nasaly témét vSechny. V koloniich drZenych v laboratofi je po vykladeni

znacn€ vysoka mortalita. V nasich experimentech s P. duboscqi se nam dafilo drzet mortalitu
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pii kladeni zhruba na 50 %, a jen proto nam do druhé ¢asti experimentu, kdy jsme flebotomy
infikovali sanim krali¢i krve s promastigoty L. major, zbyvalo dostate¢né mnozstvi samic.
Nicméné, ptestoze byly samice jiz vykladené, vzdy se jich pii druhém (infekénim) sani nasalo
jen malo (piiblizné piiblizné po dvaceti v obou skupinach).

V nasem experimentu jsme, na rozdil od Schleina a kol. (1983), nepozorovali po sani
ptaci krve zadnou redukci infekce. U skupin satych na mysi nebo na kufeti bylo pted i po
defekaci nakazeno shodné 100 % samic a ve vét$ing piipadi (70 — 80 %) se jednalo o silné
infekce, u 95 % samic leishmanie Sesty den po infekci kolonizovaly stomodealni valvu. Lze
tedy shrnout, ze kufeci krev podana devét dni pied infek¢nim sanim nema zadny vliv na vyvoj
L. major ve stievech P. duboscqi.

Ve druhém typu experimentu jsme, stejné jako Schlein a kol. (1983), infikovali samice
podanim 5% krve s promastigoty a za 24 h jsme je sali na kufeti nebo na mysi. K infekci
flebotomt byla pouzita fedéna (5%) krev z toho diivodu, aby samice byly ochotné sat znovu
Jiz za 24 h po infekénim sani. V tomto typu experimentu jsme opét mezi skupinami samic
satych na mySi nebo na kufeti nepozorovali signifikantni rozdily. Procento infikovanych
samic bylo u obou skupin velmi podobné (mezi 50 a 70 %); devaty den po sani bylo dokonce
shodné (50 %). Rozdil nebyl ani v intenzitach nakaz a jejich lokalizaci. Mikroskopické
pozorovani jsme zaroven potvrdili metodou kvantitativni PCR: devaty den po druhém sani
bylo u obou skupin infikovano shodné 60 % samic, infekce byly obdobné silné a samice saté
na kufeti byly dokonce vice infikované nez samice saté na mysi. Muzeme tedy shrnout, ze
kufeci krev podana 24 h po infekénim sani neredukuje infekci L. major v pfirozeném
pienaseci.

V obou typech experimenti jsme tedy po sani kufeci krve nepozorovali redukci
leishmaniové infekce ve srovnani s kontrolni skupinou, ¢imz se zadsadné liSime od poznatkii,
které publikovali Schlein a kol. (1983). Domnivame se, Ze tento rozdil je zpusoben
skutecnosti, ze autofi ve zminované publikaci nepouzili k experimentim adekvatni pozitivni
kontroly. Schlein a kol. (1983) testovali pouze jednu skupinu samic, které pied nebo po
infekénim sani saly na krocanech. V experimentu tedy nebyla pouZzita kontrolni skupina
samic, které by pted nebo po infekénim sani saly na sav¢im hostiteli. V publikaci je uveden
pouze dlouhodoby primér z predeslych infekénich experimentt, se kterym jsou srovnavany
vysledky z pokust s krocani krvi. My jsme s pouZzitim stejné metody, kdy jsme samice
infikovali podanim 5% krali¢i krve s promastigoty a za 24 h jsme je sali na zvifeti, také
zaznamenali niZz8i procenta infikovanych samic, neZ je obvyklé u standardnich infekénich

pokusi s netedénou krali¢i krvi. Pokles o 30 — 50 % jsme ale pozorovali jak ve skupiné saté
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na kufeti, tak u kontrolnich samic satych na mysSi. Domnivame se tedy, ze redukce infekce
v experimentech Schlein a kol. (1983) byla zplisobena zvolenym schématem pokusu a ne
sanim krocani krve.

Abychom svou domnénku potvrdili, provedli jsme dalsi pozorovani, kde jsme u samic
infikovanych sanim 5% Krve s promastigoty zjistovali procenta a intenzity infekci v rané fazi
infekce (1. a 2. den po sani), tedy v dob¢, kdy samice v predeslém experimentu saly na mysi
nebo na kufeti. Ukdzalo se, ze u nekterych samic satych na infekéni 5% krvi nedoslo
k zahusténi krve, nevytvofila se peritroficka matrix a promastigoti byli pravdépodobné
vylouceni spolu s fyziologickym roztokem béhem prvnich 24 h po infekénim sani.
Leishmanie se tak uchytily pouze u 65 % samic, u kterych navic byly infekce slabé ptipadné
sttedni intenzity. Naproti tomu v kontrolni skupiné infikované z netedéné krve byly vSechny
samice infek¢ni a nakazy byly ve vétSiné piipadu silné. V experimentu, kde byly samice
flebotomu infikovany sanim 5% Kkrve s promastigoty leishmanii a za 24 h saly na kufeti nebo
na mysi, byla tedy cast infekci potlaena jesté pied sanim na zviteti. Zaroven byl v tomto typu
experimentu pozorovan maly pokles procenta infikovanych samic mezi druhym a Sestym
dnem po druhém sani. Ten byl pravdépodobné zpusoben neschopnosti nékterych leishmanii
uniknout v¢as ze dvou peritrofickych matrix, které se vytvotily po prvnim a po druhém sani.

Pfi druhém sani, které nasledovalo jiz za 24 h, byla prvni peritroficka matrix
s promastigoty obklopena nasatou krvi a dal$i peritrofickou matrix. Tyto dvé ruzné
peritrofické matrix jsme se pokusili dokumentovat pomoci histologickych fezi. Na fezech je
ukazan prifez t€émito dvéma matrix, ale bohuzel nejsou vidét leishmanie, protoze prostor
vnitini peritrofické matrix je maly a zbytky s leishmaniemi jsou v ném velmi nahusténé a
nelze od sebe rozpoznat jednotlivé buriky. V budoucnu bude proto zapotiebi dalSiho testovani,
aby se nam podarilo leishmanie na histologickych fezech 1épe zachytit. Pfredpokladame, ze pti
zvyseni podilu krve na 10 — 20 % bude prostor vnitini peritrofické matrix vétsi a leishmanie
budou Iépe viditelné na fezech.

Z naSich vysledkt tedy vyplyva, ze pfi pouziti metody, kdy jsou samice infikovany
sanim 5% Kkrve s promastigoty a za 24 h saty na zviteti, je redukce infekce zplisobena pravé
zvolenym schématem pokusu a ne travenim ptaci krve. Schlein a kol. (1983) zaznamenali
nejvyssi redukei infekce (o 95 %), pokud samice pfed sanim na krocanech infikovali pouze
z fyziologického roztoku. Tento zpiisob jsme netestovali, ale domnivame se, Ze eliminace
infekce byla zplisobena vylouc¢enim leishmanii spolu s fyziologickym roztokem do 24 h po

infekénim sani.
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V ptirodé se flebotomové mohou nakazit leishmaniemi jen ze sav¢i krve, ale po
vykladeni mohou infekéni samice sat na ptadkovi. Abychom se vice pfiblizili ptirodnim
podminkam, chtéli jsme otestovat vliv kufeci krve na leishmanie i v pozd¢€jsi fazi infekce.
Nejprve jsme samice P. duboscqi infikovali sanim krali¢i krve s promastigoty L. major a
devaty den, kdy uz byly samice vykladeny, jsme je zkousSeli sat na kufeti nebo na mysi.
Infekéni samice ale nebyly ochotné znovu sat. Vzdy se nasalo jen malé mnozstvi samic, u
kterych byla navic velmi vysoka mortality. Pokus jsme opakovali tiikrat pokazdé se Sesti sty
samicemi, ale defekaci po druhém sani prezily pouhé tfi samice z kuteci skupiny a dvé samice
z mysi skupiny. VSechny tyto samice byly infikovany siln€ nebo stiedné. Z diivodu naro¢nosti
pokusu a vysoké mortality samic jsme tento typ experimentu dale neopakovali, ale zvolili
jsme zjednoduSeny postup, ktery ndm poskytl reprodukovatelné¢ vysledky. Samice jsme
infikovali sanim 10% kralici krve s promastigoty a Sesty den po infekci jsme je saly na kuteti
nebo na mysi. Jelikoz 10% krev neposkytla samicim dostate¢né mnozstvi Zivin pro vyvoj
vajec, byly samice ochotné podruhé sat, aniz by se mezi tim vykladly. Ani v tomto typu
experimentu jsme nezaznamenali, Ze by traveni kufeci krve mélo vliv na leishmanie. Druhy 1
Sesty den po sani infikovanych flebotomd na mysi nebo kufeti bylo u obou skupin infikovano
shodné mezi 80 — 85 % samic a u vétsiny jedincl se jednalo o silné infekce, kdy leishmanie
kolonizovaly stomodealni valvu. Tato pozorovani ve svételném mikroskopu jsme opét
potvrdili metodou kvantitativni PCR, jejiz vysledky rovnéz neukazaly zadné rozdily mezi
skupinami samic. Lze tedy shrnout, Zze kufeci krev nema vliv na prub¢h infekce L. major, ani
pokud je podana v pozdéjsi fazi infekce, konkrétné Sesty den po infekénim sani. Pokud je mi
znamo, tento typ pokusu nikdo jiny netestoval, proto nelze nase vysledky porovnat s jinou
publikaci.

Jak si lze vS§imnout, Vv experimentu, kde jsme k infekci flebotomi pouzili 10% krev,
jsme opét po druhém sani zaznamenali o néco nizsi procento infikovanych samic (o 15 —
20 %) nez u standardnich infekci s nefedénou krvi. Tento pokles je pravdépodobné zplisoben
aktivita maxima 30 h po sani a po 72 h je témé&f nulova, zatimco po sani netedéné (100%)
krve mé trypsinova aktivita své maximum po 48 h po sani a i po 72 h je pomérné vysoka.
Maximum aktivity po sani 100% krve je navic témét desetkrat vyssi, nezZ po sani 10% krve.
Niz8i trypsinova aktivita a rychlej$i trdveni odpovidd tidajim z experimentii o zéavislosti
enzymatické aktivity na koncentraci proteind v potravé komara (Briegel a Lea 1975, Felix a
kol. 1991). U samic satych fedénou krev také probihd defekace o jeden i dva dny dfive, ¢imz

je zkracen cas leishmanii na uvolnéni z peritrofické matrix a uchyceni se ve stieve.
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V experimentu, kde byly samice flebotomi infikovany podanim 10% krve s promastigoty a
Sesty den byly sany na kufeti nebo na mysi, tak nestihly leishmanie u né€kterych samic vcas
uniknout z peritrofické matrix a byly vydefekovany. Cast infekci tak byla potladena jesté pied
sanim na zviteti.

V zadném typu experimentu, kde jsme testovali vliv traveni kufeci krve na vyvoj
L. major ve stievé P. duboscqi, jsme nezaznamenali redukci infekce tak, jak popisuji Schlein
a kol. (1983) u P. papatasi a L. major. Shodujeme se naopak s vysledky z pokust se druhy
Lu. longipalpis a L. mexicana, kde kufeci krev neméla vliv na vyvoj leishmanii (Sant’Anna a
kol. 2010). Vzhledem k tomu, ze P. papatasi a P. duboscqi jsou velmi ptibuzné druhy a oba
jsou pfirozenymi prenaseci L. major, je rozpor mezi nasSimi vysledky a vysledky Schlein a
kol. (1983) na prvni pohled zarazejici. Pfi detailngjsi analyze je vSak lze snadno vysvétlit
chybnym experimentalnim designem, ktery tito autofi pouzili. Chybné udaje o vlivu ptaci
krve na leishmanie jsou tak ucebnicovym piikladem toho, jak zavadéjici mohou byt

experimenty bez spravné zvolenych kontrol.
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6 SHRNUTI

* Druh piijaté krve ovliviiuje traveni a aktivitu travicich enzymut. Po séni na kufeti je ve
stfevé nasatych samic P. duboscqgi nizsi proteinova koncentrace, nizsi trypsinova aktivita

a vejce se vyvijeji pomaleji nez po sani na kralikovi.

* Komafi hormon TMOF ma ¢asteny vliv na trypsinovou aktivitu a vyvoj vajec u
Lu. longipalpis, pouze ale pii velmi vysoké koncentraci (28 mg/ml krve). Pozorovany

efekt TMOF byl sice signifikantni, nicméné byl méné vyrazny nez u komart

* Nachylnost k infekei L. major je stejna jak pfi prvnim tak pii druhém sani P. duboscqi.
Mezi sledovanymi skupinami nebyl zaznamenan rozdil v procentu infikovanych samic,

intenzité infekce ani v lokalizaci.

* Prostudovali jsme efekt ptaci krve na vyvoj L. major v P. duboscqi. Kuieci krev podana
pfed infekénim sdnim nema vliv na pribeh infekce. Mezi samicemi satymi na kufeti nebo
na mySi devét dni pfed infekénim sédnim nebyly v procentu ani intenzitdch nikaz
pozorovany signifikantni rozdily. Rozdily nebyly zaznamenany ani v lokalizaci infekce,

ve veétSin€ piipadil leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu.

» Kufeci krev nema vliv na prabéh infekce L. major u P. duboscqi, ani kdyz je podana po
infek¢nim sani. Mezi samicemi satymi na kufeti nebo na mysi jeden den nebo Sest dni po
infekénim sani nebyly pozorovany signifikantni rozdily V procentu, intenzité¢ ani

lokalizaci infekce. U vétsiny samic leishmanie kolonizovaly stomodealni valvu.

» V experimentech, kde byla k infekci flebotomt pouzita 5% krev, byl oproti standardnim
infekcim s nefedénou krvi zaznamenan vyrazny pokles procenta infikovanych samic.
Tento pokles byl zpisoben vylou¢enim zbytkt krve s leishmaniemi v pribéhu prvnich
24 h po sani. Zhruba u 35 % samic tak byla infekce eliminovana jesté pfed sanim na
kufeti nebo na mysi. Cast infekci byla potladena také pii defekaci po druhém sani, kdy se

patrné leishmaniim nepodafilo uniknout ze dvou peritrofickych matrix.

+ V experimentech, kde byla k infekci flebotomt pouzita 10% krev, byl také pozorovan

mirny pokles procento infikovanych samic. Toto sniZzeni o 15 — 20 % bylo zpiisobeno

vvvvvv

* Prokazali jsme tedy, Ze redukce infekce L. major ve studii Schlein a kol. (1983) nebyly

zpusobeny ptaci krvi, ale zvolenym postupem pokusu.
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