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Seznam pouzitych zkratek

BSA (Sigma — Aldrich) bovinni sérovy albumin

DABCO (Sigma — Aldrich) 3.3"-diaminobenzidin

DAPI (Sigma — Aldrich) 1.4 —diamino-2-fenylindol

PBS fyziologicky fosfatovy pufr (8g NaCl, 0.2g

KHPOy, 2.9g NaHPOy, 0.2g KCI do 11 dHO)

PBS-T fyziologicky fosfatovy pufr s Tweéh20; 0.3%
(Sigma — Aldrich)

PBS - Tr fyziologicky fosfatovy pufr s Tritoft X-100; 0.3%
(Fluka AG)

RT laboratorni teplota

EPON epoxidova pryskice, slozeni:

Poly/Be® 812 (Polyscience, Inc.) 51.13g
DDSA — Dodecenylsuccinic Anhydride
(Polyscience, Inc.) 27.02g

DMP 30 — Epoxy accelerator (SPI-CHEM) 2ml
NMA — Nadic Methyl Anhydride (Polyscience,

Inc.) 21.84g
NGS kozi sérum
IrCB katepsin B
IrCL katepsin L

IrCD katepsin D



1. Uvod

Klistata jsou vysoce specializovani krevsajici ektoparazité. Dle internetové databaze
Integrovaného konsorcia pro klistata a klistaty pfendSené nemoci - ICTTD
(http://www.icttd.nl/) je v souCasné dobé na svété popsdno 889 druhi klistat ve tfech
celedich. Z uvedenych informaci vyplyva, Ze ptiblizné¢ 80% svétové populace klist'at fadime
do &eledi Ixodidae. Tato &eled je zastoupena 702 druhy. Celed Argasidae &ita 186 druhd
klistat a Celed’ Nuttalliellidae druh pouze jeden. Navzdory relativné malému poctu druhd,
maji klistata mimotadny lékaisky a veterinarni vyznam. Pienaseji velké mnozstvi patogent
zpisobujicich zdvaZzna onemocnéni €loveéka 1 zvifat (Jongejan a Uilenberg, 2004).

Klistata Celedi Ixodidae prochazi ¢tyimi vyvojovymi stadii: vajicko, larva, nymfa,
dospélec. Podle poctu hostiteld, které béhem svého zivotniho cyklu vystiidaji, rozliSujeme

tato klist'ata na jedno-, dvou- ¢i troj-hostitelska (Jongejan a Uilenberg, 2004).
1.1 KIisté Ixodes ricinus

Klisté I ricinus je rozSiteno v Evropé a Asii a vyskytuje se prevazné na otevienych
prostranstvich, vlhéich loukach a lesich. Je typickym trojhostitelskym druhem.
K metamorf6zam mezi vyvojovymi stadii (Obr.¢.1A) dochdzi mimo hostitele a kazdé dalsi
stadium musi vyhledat hostitele nového. Oplodnéna samice se pln¢ nasaje hostitelskou krvi
(Obr.¢.1B), kterou nutné pottebuje pro naslednou tvorbu a vyvoj vajicek. Po nakladeni
vajicek samice umira. Stfidani rliznych hostitelti déla z tohoto klistéte vyznamného vektora
klistétem prendsené patii spirochéta Borrelia burgdorferi sensu lato, zplisobujici lymeskou

boreliozu, a virus klistové encefalitidy (Nutall, 1999).
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Obr.¢.1: Klisté Ixodes ricinus. A, viechna vyvojova stadia. B, dospéla samice v rizném stupni sani (nenasata,
dva, Cétyfi, Sest dni po zacatku sani a plné nasatd), snimky © Jan Erhart, Parazitologicky tstav, Biologické
centrum AV CR.

1.2 Traveni krve u kli§tat, cysteinové a aspartatové peptidazy

Traveni hostitelské krve je velice dulezitym procesem v biologii klistat. Ziskani zivin
z krve je néasledovdno metamorfézou mladSich vyvojovych stadii ¢i tvorbou wvajicek
u oplodnénych samic (Grandjean, 1984). Traveni krve probihd, na rozdil od vétSiny ostatnich
zivocicht, intracelularné - uvniti bunék sttevniho epitelu (Sonenshine, 1991) a pii hodnotach
pH daleko niz§ich nez je pH 6,3-6,5 stievniho obsahu (Grandjean, 1984). Traveni
hemoglobinu, hlavni proteinové slozky krve, se tcastni mnozstvi proteaz, které jsou obsazeny
v travicich vakuolach stievnich bunék. Navzdory tomu, jak moc diillezitym pochodem traveni
hemoglobinu u klistat je, nase soucasné znalosti molekul podilejicich se na trdveni krve
u klistat jsou minimalni ve srovnani se znalostmi téchto pochodll u jinych krevsajicich
parazitd. Pfedchozi studie se zamétily na enzymy u jednotlivych druhti klist’at a identifikovaly
cysteinové nebo aspartatové peptidazy. Cysteinova peptidaza typu katepsinu L byla popséna
u klistéte Boophilus microplus (Renard a kol., 2000, 2002), dvé formy katepsinu L u klistéte
Heamaphysalis longicornis (Mulenga a kol., 1999) a aspartatovad peptiddza - tzv. longepsin
(katepsin D) u H. longicornis (Boldbaatar a kol., 2006). Asparaginylova endopeptidaza,
legumain (IrAE), patfici do rodiny cysteinovych peptidaz byla charakterizovana u klistéte
L ricinus (Sojka a kol., 2007) ¢i H. longicornis (Alim a kol., 2007).

Identifikace jednotlivych protedz u riiznych druhi klistat vedla k vytvotreni hypotézy, Ze
travici systém je podobny kaskadé cysteinovych a aspartitovych proteaz, které byly
identifikovany napiiklad u krevsajici motolice Schistosoma mansoni (Caffrey a kol., 2004)

nebo krevniho parazita Plasmodium falciparum (Goldberg a kol., 2005).



V nasi laboratofi jsme se zaméfili na komplexni studii traveni hostitelské krve u klistéte
L ricinus. Ze stievni cDNA byly identifikovany nasledujici cysteinové peptidazy — katepsin
B1, B2, L, C, asparaginylova endopeptidaza - IrAE, a aspartatovd peptidaza — katepsin D
(Tab.¢.1). Ze ziskanych dat byla v roce 2008 publikovana analyza zabyvajici se
proteolytickymi enzymy vyskytujicimi se ve stfevé klistéte /. ricinus (Sojka a kol., 2008).
Tato studie skute¢n¢ potvrdila existenci evoluéné zachovalého systému aspartatovych

a cysteinovych peptidaz ucastnicich se traveni ve stievé 1. ricinus.

Tab.¢.1: Piehled travicich proteaz klistéte Lricinus

Cysteinové peptidazy | Pristupové Cislo- Hodnota pH — cDNA sekvence
Genebank funk¢éni aktivita [bp]
peptidazy
Catepsin L EF428205 4-6 1151
Catepsin B EF428206 4-6 1073
Catepsin C EU128750 4-6 1597
IrAE AY584752 4-6 1461
Aspartatova
peptidaza
Catepsin D EF428204 3-4 1304

V navazujici studii byla pomoci specifickych substrati a inhibitord odhalena funkce
vySe zminénych travicich peptiddz pii degradaci hemoglobinu (Horn a kol., 2009).
Z uvedenych vysledkti vyplyva, Ze aspartatova peptidaza katepsin D podporovana
cysteinovou peptidazou katepsinem L a legumainem (IrAE) je zodpovédna za primarni
Stépeni hemoglobinu. Nasledné S$tépeni a produkce menSich fragmentli je zajiSténa
endopeptidazovou aktivitou katepsinu B. Rozstépeni vzniklych fragmenti na dipeptidy ¢i
jednotlivé aminokyseliny je zpiisobeno carboxy-dipeptiddzovou aktivitou catepsinu B
a amino-dipeptidazovou aktivitou katepsinu C (obr.¢.2). Tyto dvé naposledy zminované
peptiddzy jsou ve stfevni tkani zastoupeny v daleko vétSim mnozstvi nez peptiddzy tcastnici
se prvni faze degradace hemoglobinu (Horn a kol., 2009).

Degradace hemoglobinu protedzami obsazenymi v extraktu ze stfevni tkané kliStéte

probihala optimalné pii kyselém pH 3.5-4.5, a nebyla pozorovéna pii pH vys§im nez 5.5.
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Obr.¢.2: Schematické znazornéni degradace hemoglobinu v travicich vakuolach travicich bunék I ricinus
za casti travicich peptidaz (upraveno podle Horn a kol., 2009).



1.3 Strevo kliStéte Ixodes ricinus

Stievo ,,midgut™ se sklada z kratké centralni ¢asti zvané zaludek ,,stomach a sedmi parii

tubularnich slepych vybézki ,,diverticulae* (Obr.¢€.3).

Obr.¢.3: Struktura ,,midgut u Celedi Ixodidae. Panel A, schematické znazornéni (dle Balashov, 1972);
S — Zaludek, DV —slepé vybézky. Panel B, polotenky fez divertikulem barveny toluidinovou modfi;
RC — zasobni buniky, DC — travici bunky, GL — stievni lumen.

Ackoli je stfevo zna¢né morfologicky rtznorodé, vSechny jeho ¢ésti jsou histologicky
identické. Sténa stfeva je tvotfena vrstvou epitelidlnich bun¢€k nasedajicich na tenkou bazalni
laminu. Vné bazalni laminy se nachazi sit’ svali. Funkce stfevnich epitelidlnich bun¢k béhem
traveni a jejich ultrastruktura je neustalym pfedmétem diskuze. Nepochybna je ptitomnost
rezervnich bunék, ze kterych vznikaji buniky se specializovanou funkci. Né&které studie
ziskané pomoci svételné¢ a elektronové mikroskopie tvrdi, Ze zrezervnich bun¢k vznikaji
bunky sekretorické ,,secretory* a travici ,,digestive” (Raikhel, 1983). Vysledky nov¢jsich
studii naznaCuji, Ze buinika diferencovana z rezervni bunky je schopnd plnit funkci
sekretorickou 1 travici (Sonenshine, 1991, Agyei, 1992). Béhem hladovéni (u nenasatych
klistat) jsou ve stfevé pfitomny pouze rezervni bunky a dale travici buiikky zachované
z ptedchoziho vyvojového stadia (Raikhel, 1983).

Ptijem hostitelské krve probiha ve dvou fazich. V prvni fazi “slow feeding” klisté piijima
relativné malé mnozstvi hostitelovy krve a akumuluje ji. Dochazi k tzv. prvni kontinualni fazi
traveni. Na zacatku této faze se zaCinaji objevovat bunky, ze kterych jsou exocytdzou
uvoliiovany sekretorickd granula obsahujici glykoproteinovy materidl s enzymy,
zpusobujicimi hemolyzu erytrocyti (Miyoshi a kol., 2007). Dale se objevuji travici bunky,
ve kterych je zahéjen proces intracelularniho traveni. Probiha zde receptory zprostiedkovana

endocytdza a fagocytoza slozek hostitelské krve - hemoglobinu, leukocytd, jejich ¢asti, granul



¢i dalSich fragment hostitelské tkané¢ ve formé vacka - ,,coated pits*. Vznikajici travici
vakuoly (endozomy) postupné plni cytoplazmu zvétSujicich se travicich bunck. Endozomy
fazuji slysozomy (tam se nachdzeji lysozomdlni enzymy) a vznikaji tzv. sekundarni
lysozomy, ve kterych dochéazi k vlastnimu traveni. Zpracovani hemoglobinu bylo popsano
v téle klistéte Boophilus microplus (Lara a kol., 2003; Lara a kol., 2005). VétSina hemu
produkovaného degradaci hemoglobinu je ve formé agregati akumulovana v residualnich
téliskach (hemozomech), kterd vznikaji ze sekundéarnich lysozomil. Residudlni téliska jsou
hlavnim mistem uklddani hemu a jsou tedy povazovana za hlavni detoxikacni mechanismus
klistéte (Lara a kol., 2003). Vycerpané travici buiikky obsahujici residudlni téliska a inkluze
lipidt se oddéluji od stievniho epitelia, dostavaji se do lumen stfeva, kde se stanou soucasti
defekovaného materialu (Coons a Alberti, 1999).

Pokud je samice béhem prvni faze oplodnéna, zacina druha faze piijmu hostitelské krve,
ktera je nazyvana ,rapid engorgement™. Behem této kratké faze (12-36h) dochdzi k natazeni
stievni stény a pfijmu velkého mnozstvi krve. Samicka zvéEtsi svoji vahu az stokrat. Stfevo
v tomto piipadé slouzi jako zasobdrna krve a intraceluldrni traveni je v této fazi zpomaleno
(Coons a Alberti, 1999). Travici buiiky pfijimaji slozky krve, prevazné hemoglobin, a ukladaji
je do velkého poctu endozomil, které plni apikdlni Cast téchto bunck (Sonenshine, 1991).
Schematické znazornéni tvorby travicich bun¢k béhem sani klistéte na hostiteli je zndzornéno
na obr.¢.4.

Druhad kontinudlni fize trdveni nastavd po pusténi pln€¢ nasatych larev, nymf nebo
oplodnénych samic z hostitelského zvifete. Nedospéla stadia se piipravuji na metamorfozu
v nasledujici stadium a oplodnéné samice na tvorbu a kladeni tisicti vajicek (Sonenshine,
1991). Opét je obnoveno lysozomalni traveni hemoglobinu uvniti endozomu. VétSina velkych
endozomi je lyzovana, vytvéreji se sekundarni lysozomy a dochdzi k akumulovéni
residualnich télisek. Likvidace odpadniho materidlu je v této fazi zajiSténa vice exocytézou
nez oddélenim celych bunék od epithelia (Sonenshine, 1991).

V roce 1991 byla u I ricinus popséna ptritomnost peritrofické membrany (Zhu a kol.).
Peritrofickd membrdna se nachazi mezi epitelidlnimi builkami stfeva a stfevnim lumen,
minimalizuje poskozeni epitelidlnich bunék a zarovenl snizuje moznost napadeni klistéte
patogennimi organismy. Formovani této membrany bylo jiz dfive popsano u Ixodes dammini

(Rudzinska a kol., 1982) a u Ornithodoros moubata (Grandjean, 1984).
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Obr. ¢.4: Schematické znazornéni tvorby travicich bunék ve stievé samicky klistéte Ixodes ricinus.

UF, stfevo nenasatého klistéte; RC — rezervni buniky, DCN — travici buiiky z pfedchoziho (nymfalniho) stadia.
2d, stievo klistéte 2 dny po zahdjeni sani; DC — travici buiitka, DCI — travici bunika v rané fazi traviciho procesu.
4d, stievo klistéte 4 dny po zahajeni sani; buiika se zacind plnit endozomy. 6d, stfevo kliStéte 6 dnti po zahajeni
sani; DDC — bunka uvolnéna od epitelia. FF, stfevo pln¢ nasatého klistéte.
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2. Cile prace

1. Studium funkéni morfologie travicich bunck ze stieva klistéte Ixodes ricinus svételnou

mikroskopii v pribéhu sani.

2. Vnitrobunééna lokalizace travicich peptiddz (katepsinu B, L, D) v prubéhu sani

nepiimou imunofluorescenci.
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3. Material a metody

3.1 Chov Ixodes ricinus

Klistata [. ricinus byla sbirana vlajkovanim a umisténa v laboratornim chovu
Parazitologického tstavu AV CR v Ceskych Budgjovicich. Samci a samice jsou uchovavéni
oddélené¢ ve sklenénych nadobkach v boxech s vlhkosti kolem 95%, pii konstantni teploté

vzduchu 26°C s fotoperiodou L:D 12:12.

3.2 Histochemie — LR White

Pro pokusy byla pouzita stieva klistat, ktera byla pitvana v riznych casovych intervalech
(nenasata, dva, Ctyfi a Sest dni sani na morceti, a pIn¢€ nasata).

Klistata byla pfichycena na Petriho misku naplnénou ztuhlym voskem a pitvana v PBS
pod binokularnim mikroskopem. Pomoci nizek byla odstranéna posteriorni kutikula. Stfevo
bylo vypitvano a pteneseno do fixaze (roztok 4% formaldehydu a 0.5% glutaraldehydu
v 0.1M Na-fosfatovém pufru, pH 7.2).

Tkan€ byly fixovany pies noc pii 4°C. Druhy den byla stfeva promyta (3 x 10 min)
ve vypiracim roztoku (4% glukéza v 0.1 M Na-fosfatovém pufru, pH 7.2). Odvodnovani
sttevni tkan¢ probihalo pomoci etanolové fady. K jednotlivym vzorkim byly pfidavany
roztoky o rtizné koncentraci etanolu (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%). V kazdém roztoku
byly vzorky ponechany 15 minut. Nasledné byly ke vzorkiim ptidavany roztoky 90% etanolu
a pryskyfice LR White (London Resin Company Ltd.) v pomérech 2:1, 1:1, 1:2. V kazdém
roztoku byly tkdn€¢ ponechany 1 hodinu pii 4°C. Ptes noc byly vzorky pti 4°C prosycovany
Cistou pryskyfici. Druhy den byla stfeva umisténa do zelatinovych kapsli, které byly zcela
naplnény pryskyfici. Vzorky polymerovaly pfi teploté¢ 50°C po dobu 48 hodin. Na zavér byla
z polymerovanych vzorki odstranéna Zelatinova kapsle.

Pii vySe zminéném postupu piipravy tkanovych bloc¢kt byla pouzita mikrovinné trouba
v riznych roztocich byly umistovany do vodni 1azné, kde byly vzdy tfikrat po dobu 30 vtefin
vystaveny pusobeni mikrovin a nasledné v pfiblizné pétiminutovych intervalech tfepany

v nadobé€ s ledem.
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Z pryskyfticovych blockil byly na mikrotomu (Leica Ultracut UCT) krajeny polotenké fezy
(0,5 um), které byly nanaSeny na sklicka (SuperFrost®Plus). Struktura stfevni tkané byla
pozorovana svételnym mikroskopem (Olympus CX41 vybaveny fotoaparatem Olympus 510)
po obarveni toluidinovou modii (1% toluidinovd modi v 1% tetraboritanu sodném, 1:1).

Digitalni fotografie byly nasnimany softwarem QuickPHOTO CAMERA 2.2.

3.3 Histochemie — Epon

Po vypitvani byla klistéci tkan ptes noc pii 4°C fixovana 2.5% glutaraldehydem v 0.1M
Na-fosfatovém pufru. Poté byla 3 x 5 minut proprdna ve vypiracim roztoku (4% glukosa
v 0.1M Na-fosfatovém pufru, pH 7.2). Nasledné byla tkan dvé hodiny fixovana pomoci 4%
roztoku OsOy4 v 0.1M Na-fosfatovém pufru v poméru 1:1. Nasledovalo promyti ve vypiracim
roztoku (3 x 5 minut). Vzorky byly odvodnény acetonovou tadou (30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 95%, 100%). V kazdém stupni byly ponechany 15 minut. Nasledné¢ byly vzorky
postupné umist'ovany do roztokti 100% acetonu a pryskytice Epon v pomérech 2:1, 1:1, 1:2.
Inkubace probihala vZzdy hodinu. Pfes noc byly vzorky prosycovany cistou pryskyfici
a nasledujici den zality do formicek a umisStény na 48h do termostatu (60°C).
Z pryskyticovych blo¢kli byly krajeny polotenké tezy, které byly vyhodnoceny pomoci
svételného mikroskopu (viz vyse). Ultratenké tfezy (70 nm) byly sbirdny na sitky,
kontrastovany (octanem uranylu a citrdtem olova) a prohlizeny transmisnim elektronovym

mikroskopem (JOEL 1010, Kamera Mega Viewlll, software AnalySIS — Olympus).

3.4 Priprava imunnich sér pro imunocytochemii

Priméarni protilatky proti testovanym peptidazdm byly pfipraveny v nasi laboratofi
imunizaci kraliki rekombinantnimi proteiny, ziskanymi expresi v E. coli (Sojka a kol., 2007).

Pro ziskani vysoce specifickych protilatek byly provedeny purifikacni metody popsané nize.

3.4.1 Izolace Ig frakce protilatek

Imunoglobulinova frakce byla izolovana zimunniho séra sraZenim pomoci kyseliny
kaprylové. Jeden dil séra byl smichan se dvéma dily 50mM Na-acetatového pufru, pH 4.0.
K vzniklému roztoku byla po menSich davkach s pfiblizné pétiminutovymi intervaly postupné

pridavéana kaprylova kyselina (celkem 25 pl/ml smési). Nasledovalo srazeni séra pii pokojové
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teplot¢ po dobu 1.5 hodiny. VSechny doposud popsané kroky byly provadény za stalého
michani. Nasledn¢ byla smés rozd€lena do 15ml zkumavek typu Falcon, 10 minut
centrifugovana pii 5.000 otackach. Supernatant byl preciStén pies filtrani papir a dialyzovan

proti dvéma litrim 5SmM Na,HPOj, ptes noc v chladu.

3.4.2 Purifikace protilatek pomoci afinitni chromatografie

Postup purifikace protiladtek byl s nékolika obménami proveden dle Camenisch a kol.
(1999). Lyofilizovand CNBr-aktivovana sefar6za 4B (0.5g) - Pharmacia - byla nabobtndna
ve 20 ml 1mM HCI. Po 30 minutach stalého michani byla sefar6za 15 minut promyvana na
sklenéné frit€¢ 500 ml 1mM HCI v nékolika davkach. Nasledovalo promyti sefar6zy pomoci
vazebného pufru - B2 (0.5M NaCl, 100mM NaHCOs, pH 8.3) a resuspendovani ve stejném
mnozstvi pufru, v jakém byl rozpustén fuzni protein. Rekombinantni fizni protein (100-200
pg/ml) byl dialyzovan proti pufru B2 a pfidan k sefar6ze. Po dvouhodinové inkubaci sefardzy
s proteinem na rota¢nim inkubdatoru pii RT a centrifugaci pii 40 x g po dobu péti minut, bylo
k peletu pfidano blokovaci medium (0.2M glycin, pH 8.0, 4°C, 16 hod). Timto byla zaji§téna
inaktivace aktivnich skupin sefar6zy, na které se dalsi protein nemohl vézat.

Druhy den byl pelet resuspendovan v B2 pufru (30 ml), nasledné¢ promyt na frité.
Nasledovalo promyti acetditovym pufrem - B3 (0.5M NaCl, 0.IM octan amonny, pH 4.0,
50ml). Stiidani pufrG B2 a B3 bylo pétkrat opakovano. Pfed nanesenim na kolonu byla
sefar6za s navazanym proteinem prevedena do sterilniho PBS. V chladové mistnosti byla
kolona promyta sterilnim PBS (pfiblizn¢ 50 ml) a v zapéti nanesena Ig frakce protilatek
(Iml/min). Po promyti kolony sterilnim PBS (50 ml) byly navazané Ig protilatky vymyty
eluénim pufrem (0.15M NaCl, 0.2M glycin, pH 2.2). Najimané frakce byly ihned
neutralizovany 1M Tris base. Kolona byla promyta PBS s 0.02% NaNj3 a uchovana pii 4°C

pro opétovné pouZiti.
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Obr.¢.5: Schéma afinitni purifikace. A, Ig frakce protilatek nanesena na kolonu s navazanym rekombinantnim
proteinem. B, kolona promyta sterilnim PBS (pufr A), odmyti nespecifickych protilatek. C, kolona promyta
elu¢nim pufrem (pufr B), zisk specifickych protilatek.

3.5 Imunocytochemie na polotenkych Fezech

Pro lokalizaci danych travicich peptiddz nepfimou imunofluorescenci byly pouzity
precisténé krali¢i protilatky. Cely proces znaceni probihal ve vlhké komrce, aby fezy pii
pripraveé nevyschly, a na kyvajici platformé (pro lepsi pfistup protilatek k antigentim).

Pro vyblokovani nespecifickych vazeb bylo na fezy naneseno 50 ul blokovaciho roztoku
(1% BSA, 10% susené mléko, v PBS-T). Blokovaci roztok byl ptfed pouZitim centrifugovan
pti 13 000 otaCkach 8 minut a nasledné prefiltrovan pres 0.22 pm filtr (Millipore).

Po 10 minutovém puasobeni blokovaciho roztoku byly fezy promyty (2 x 5 minut) pomoci
PBS-T. Poté byly inkubovany 3.5 hodiny s 50 ul primarni protilatky, RT. VSechny pouzité
primarni protilatky byly pfed nanesenim vyfedény v PBS-T na koncentraci 30 pg/ml a dvé
minuty centrifugovany pii 10.000 otackach. Po inkubaci fezi sprimarni protilatkou
nasledovalo promyti pomoci PBS-T (4 x 5 minut). Sekundarni protilatka Alexa Fluor® 488
(Molecular Probes) byla nafedéna 1:200 v PBS-T. Inkubace trvala 45 minut, RT. Po uplynuti
této doby opét nasledovalo promyti fezti PBS-T (4 x 5 minut). Pro lep$i orientaci ve stievni
struktufe byla jadra bun€k barvena 7 minut pomoci DAPI (4’.6’-diamidino-2-fenylindol; 2.5
pg DAPI na Iml destilované vody; Sigma-Aldrich). Nasledovalo promyti destilovanou vodou
(3 x 5 minut). Na zavér byla sklicka s fezy vysusSena a zalita do 2.5% DABCO (Sigma-
Aldrich) v glycerolu.

Rezy byly vyhodnoceny pomoci konfokalniho mikroskopu Olympus FW1000 a dale
zpracovavany v programu Fluoview (FV10-ASW, Verl.7).
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3.6 Imunocytochemie na totalnich preparatech

Pro lokalizaci travicich peptiddz v totdlnich preparatech bylo vypitvané klistéci stfevo
roztrzeno, aby byly buiiky lépe pfistupné protilatce, a na rotatnim inkubétoru fixovano
pii 4°C ptes noc v 4% formaldehydu. Nésledujici den bylo stievo promyto (3 x 10 minut)
0.3% PBS-Tr a nasledné na rota¢nim inkubatoru hodinu blokovano 0.1% BSA v PBS-Tr a 5%
kozim sérem (NGS). Primarni protilatka byla nafedéna v 1% NGS na koncentraci 30 pg/ml
a inkubovana s tkdni pfes noc pii 4°C na rotacnim inkubatoru. Nésledovalo promyti tkané
pomoci PBS-Tr (6 x 10 minut) a blokovani po dobu 30 minut pomoci 1% NGS v PBS-Tr.
Sekundarni protilitka Alexa Fluor® 488 byla nafedéna 1:200 v 1% NGS v PBS-Tr
a inkubovana s tkani ptes noc pii 4°C, na rotatoru. Poté nasledovalo promyti PBS-Tr (6 x 10
minut). Ve ¢tvrtém promyti bylo do PBS-Tr pfidano DAPI. Na zavér bylo PBS-Tr nahrazeno
PBS. Tkan& byly pieneseny do kapicky zalévaciho média — Vectashield® Hard Set (Vector)
a nasledné vyhodnoceny konfokalnim mikroskopem Olympus FV1000 a dale zpracovavany

v programu Fluoview (FV10-ASW, Verl.7).
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Studium funk¢éni morfologie travicich bunék ze streva kliStéte Ixodes ricinus

svételnou mikroskopii

V této diplomové praci byla pomoci svételné mikroskopie studovéana funkcéni morfologie
travicich buné€k ze stfeva klistéte 1. ricinus v riznych casovych intervalech (kliSt'ata: nenasata,
dva, ¢tyfi a Sest dni sani na morceti, a pIné nasata) obr.c.6.

Strevni epitelium nenasatych, hladovéjicich samic je charakteristické pfitomnosti
rezervnich bungk a travicich bunék zachovanych z pfedchoziho nymfalniho stadia (Obr.¢€.6-
UF). Strevni lumen, které je bunikami obklopovano, je velice uzké. Travici buiiky mohou
obsahovat endozomy s nestrdvenym hemoglobinem a residudlni téliska se zbytky
z lysozomalniho traveni nymfalniho stadia. Pfitomné jsou rovnéz lipidové inkluze.

Jakmile se krev dostane do stfevniho lumen, rezervni buniky zacnou riist a mnohé z nich se
diferencuji v bunky travici (Agyei a Runham, 1995). Tento stav pozorujeme druhy den
po zacatku sani klistéte. Stfevni lumen se s pfijmem tekutin zvétSuje. Ve stievé se zacinaji
objevovat travici buniky (Obr.¢.6-2d).

Ctvrty den po zahdjeni sani dochazi k vstfebavavni hemoglobinu a tvorbé hemozomi.
Zaroven se akumuluji vakuoly lipidové povahy. Travici buiiky se v disledku téchto zmén
zvetsuji. V této dobé se zacinaji objevovat prvni buniky, které se oddéluji od epitelia (Obr.¢.6-
4d).

Sesty den od pocatku sani jsou travici buiiky piitomné ve velkém poétu (Obr.&.6-6d).
Dochézi k akumulaci hemozomi (residudlnich télisek) a rovnéz lipidovych inkluzi.
Po nahromadéni mnoha odpadnich produktii se travici butika oddé€li od epithelia a dostane se
do lumen stfeva, kde se stane soucasti defekovaného materialu. Sonenshine (1991) lokalizoval
velké mnoZstvi hematinu a nestraveného hemoglobinu v rektalni zlaze. Nékteti autofi popisuji
pritomnost residudlnich télisek v lumen stfeva, kam se dostaly exocytézou travicich bunck
nebo po jejich rozpadu (Agyei a Runham, 1995; Tarnowski a Coons, 1989; Sonenshine,
1991). Béhem naseho zkoumani nebyla ptitomnost odpadnich produktt ¢i rozpadlych bunék
v lumen stfeva pozorovana.

Ptiblizné Sesty az sedmy den od pocatku sani kliStéte na hostiteli navazuje na fazi
pomalého piijmu hostitelské krve faze nazyvana ,,rapid engorgement”. Béhem kratkého

casového useku piijme oplodnénd samice velké mnozstvi hostitelovy krve. Stfevo plné
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nasatych samic je charakteristické ptitomnosti zplostélych travicich bun¢k a masivnim
zvétSenim stievniho lumen (obr.€.6-FF). Uvolnovani travicich bunék do stievniho lumen
nebylo v této fazi pozorovano.

Ve své praci jsem se dosud nezabyvala druhou kontinudlni fazi traveni, tzn. fazi, ktera
probiha po pusténi klistéte z hostitele. Z hlediska vztahu vektor — hostitel je tato faze méné
zajimava, ovSem jeji znalost je nutna z hlediska pochopeni fyziologie traveni u klistat.

Studium této faze kontinualniho traveni bude proto zahrnuto v navazujicich experimentech.
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Obr.¢.6: Struktura streva KkliStéte 1. ricinus v riznych ¢asovych intervalech. Polotenké fezy barveny toluidinovou modii.UF, stifevo nenasatého klistéte.
2d, dva, 4d, ¢tyti a 6d, Sest dntl po zacatku sani. FF, stfevo plné nasatého klistéte. 1, méritko 40pum. 2, méritko 20pum. 3, schematické znazornéni.
Zkratky dle obr.¢.3.



4.1.1 Artefakty — histochemie LR White

Pocinaje ctvrtym dnem jsme v tradvicich bunikdch stieva zalit¢ho v pryskytici LR White
pozorovali kulaté ¢i ovalné struktury (diry) — obr.¢.7A. Pti patrani po piivodu téchto dér jsme
studovali strukturu stfeva, pro které byla jako zalévaci médium pouzita epoxidova pryskytice
Epon a srovnévali ji se strukturou stiev zalitych v LR White. Po obarveni polotenkych fezl
toluidinovou modfi jsme zjistili, Ze u vzorkd zalitych v Eponu se diry nevyskytuji. Na
mistech, kde bychom tyto diry o¢ekavali, byly ptitomné vakuoly, které se barvenim naznacily
Sedozelend (Obr.¢.7B). Sedozelené zbarveni vakuol po obarveni fezll toluidinovou modii
poukazuje na ptitomnost lipidovych slozek (Dykstra, 2004). Domnivame se tedy, ze nami
pozorované vakuoly jsou lipidové povahy. Toto zjiSténi koreluje také s faktem, ze v disledku
probihajici prvni kontinuélni faze traveni dochéazi k akumulaci lipidovych vakuol.

Pro podpofeni nasi teorie jsme dale studovali ultratenké fezy, zalité v pryskyfici Epon,
transmisnim elektronovym mikroskopem. Za pomoci této techniky jsme pozorovali vakuoly
(Obr.¢.7C, znacené - Li), které¢ svym vzhledem piesné¢ odpovidaly lipidovym vakuoldm
popsanym na fotografiich z transmisniho elektronového mikroskopu publikovanym v Atlasu
ultrastruktury klist'at celedi Ixodidea (Balashov, 1983).

Domnivame se tedy, ze diry vyskytujici se u fezt zalitych v pryskyfici LR White vznikaji
rozpousténim téchto lipidovych vakuol. K rozpousténi nejspise dochazi pii pfipravé vzorka
(histochemii). Naproti tomu oxid osmicely, ktery se pouziva v ptipad€é zalévani tkani do
Eponu jako fixacni ¢inidlo, je do jist¢ miry schopen fixovat lipidovy material. Pokud
vynechame fixaci oxidem osmicelym, ziskame vzorky, ve kterych je vetSina lipidovych
slozek extrahovana (Dykstra, 2004). Pro imunolokalizacni metody je ale bohuzel pouziti

oxidu osmicelého nevhodné, nebot’ degraduje antigeny rozpoznavané protilatkami.
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Obr.¢.7: Porovnani struktury kliStéciho stfeva — LR White vs. Epon. A, tkan pfipravena dle protokolu pro
zalévani do pryskyfice LRW, Cervené Sipky - diry v travici bunice, svételna mikroskopie. B, tkan pfipravena dle
protokolu pro zalévani do pryskyfice Epon, ¢erné Sipky — lipidové vakuoly, svételna mikroskopie. C, tkan
pripravena dle protokolu pro zalévani do pryskyfice Epon, Li — lipidové vakuoly, transmisni elektronova
mikroskopie.
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4.2 Lokalizace travicich peptidaz katepsinu B, L, D ve stievé kliStéte 1. ricinus

4.2.1 Purifikace protilatek - porovnani lokalizace travicich peptidaz pied a po ¢iSténi
primarnich protilatek

V nasi laboratoii byly osekvenovany geny pro cysteinové peptidazy katepsin B (IrCB),
katepsin L (IrCL) a aspartatovou proteazu katepsin D (IrCD) - Sojka a kol., 2008. Z téchto

sekvenci byly navrzeny specifické primery vhodné pro zaklonovani do expresniho vektoru
(pET100, Invitrogen). Ziskané¢ rekombinantni proteiny byly pouzity pro pfipravu
polyklonalnich krali¢ich protilatek. Vysrazenim ziskaného séra pomoci kaprylové kyseliny se

nam podafilo vyizolovat Ig frakci protilatek, kterd byla nasledné pieciSténa afinitni
chromatografii s rekombinantnimi proteiny navdzanymi na CNBr-sefar6zu. Specifita
protilatek byla otestovana metodou Western-blot na rozd¢leném sttevnim extraktu. Na obr.¢.8

vidime identifikaci vybranych travicich peptidaz na stfevnich homogenatech klistéte Sest dni

po zacatku sani. Je zde patrna zvySujici se specifita protilatek vlivem ¢isténi.
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Obr.¢.8: Identifikace travicich peptidaz (IrCB, IrCL, IrCD) ve stifevnich homogenatech, Western-blot.
1, proteinovy marker. 2, 5, 8, detekce za pouziti plného séra z imunizovanych kraliku. 3, 6, 9, detekce za pouziti
Ig frakce protilatek. 4, 7, 10, detekce pomoci specificky purifikované protilatky. Hvézdicky oznacuji specifické
prouzky — aktivni enzym, popf. proenzym. V ptipadé IrCD je patrné Gcinné odstranéni silné reagujiciho

nespecifického antigenu (zakrouzkovano).
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Ziskané purifikované protilatky byly pouzity pro lokalizaci danych peptiddz nepiimou
imunofluorescenci. Na obr.c.9 je patrny rozdil v lokalizaci katepsinu B pii pouziti
nepieciSténého séra (A) a séra precisténého vyse popsanymi metodami (B). Nepiecisténé

sérum vykazuje zna¢né pozadi a v urcitych ptipadech je katepsin B falesné lokalizovan mimo

travici bunky.

Obr.¢.9: Porovnani lokalizace katepsinu B za pouzZiti plného séra a piecisténych protilatek. A, neptrecisténé
sérum ziskané imunizaci kralika rekombinantnim katepsinem B. B, afinitné purifikovana protilatka. Jadra bunék
barvena DAPI, sekundérni protildtka Alexa Fluor” 488.
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4.2.2 Imunolokalizace katepsinu B ve stievé kliStéte 1. ricinus v pribéhu sani

Jednim z hlavnich ukoll této prace byla vnitrobuné¢na lokalizace katepsinu B (IrCB).
Jako negativni kontrola bylo pouZzito barveni fezii pouze sekundarni protilatkou. Jiny typ
kontroly nebyl pouzit, nebot metodou afinitni purifikace jsme ziskali protilatky, které
vykazovaly vysoce specifickou vazbu k ptisluSnym antigentim.

Lokalizace vySe zminénych peptiddz byla provadéna na polotenkych fezech stfeva
L ricinus ziskanych v riznych ¢asovych intervalech sani. Pfitomnost [rCB byla v rizné mite
zjisténa ve vSech fazich séani: u klistat nenasatych, dva, Ctyfi, Sest dni po zacatku sani
a u klist’at pIn¢€ nasatych.

V ptipadé nenasatych klistat byla zjiSténa minimalni pfitomnost IrCB (Obr.¢.10-UF).
V této fazi jesté nedochdzi k traveni hostitelské krve, nicméné urcitd hladina travicich protedz
muze byt zachovana z traveni v pfedchozim vyvojovém stadiu.

Také u klistat, ktera sala na hostiteli po dobu dvou dnili pozorujeme minimalni pfitomnost
IrCB (Obr.¢.10-2d). Vysledek imunolokalizace se shoduje s vysledkem funkéni morfologie
travicich bunék, kdy byla zjisténa pouze minimalni pfitomnost téchto bunék.

Ctvrty den po zalatku sani dochazi ke vstiebavani hostitelského hemoglobinu
a naslednému intracelularnimu traveni. V této dob¢ pozorujeme lokalizaci IrCB v travicich
bunkach ve vétsim mnozstvi (Obr.¢.10-4d).

Nejsilnéjsi signél pro IrCB byl zachycen Sesty den od zacatku sani. IrCB byl lokalizovan
v travicich buiikkdch a soucasn¢ i v bunikach, které se nachdzely volné v lumen stieva
(Obr.c.10-6d).

V travicich buiikkach plné nasatych samic - v prabéhu faze ,rapid engorgement®,
az do pusténi klistéte z hostitele - dochazi ke zpomaleni traveni a hladina IrCB je oproti
Sestému dni sniZzena. Pousténi travicich bunc¢k do lumen stfeva nebylo v této fazi pozorovano
(Obr.c.10-FF).

Mikroskopicka lokalizace IrCB je ve shod¢ s pribéhem aktivity a proteinovym profilem
IrCB v pribéhu sani zjisténym v nasi laboratofi (Konvickova, 2009). S timto také koreluji
vysledky pribé¢hu hemoglobinolyzy (rozhrani mezi fazemi ,slow feeding” a ,rapid
engorgement), kdy byl mezi ctvrtym a Sestym dnem zjiStén vyrazny nardst

hemoglobinolytické aktivity (Horn a kol., 2009).
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Obr.¢.10: Lokalizace katepsinu B ve stievé klistéte I ricinus neprimou imunofluorescenci v pribéhu sani. Jadra bun¢k barvena DAPI,
sekundarni protilatka Alexa Fluor” 488. UF, stfevo nenasatého klistéte. 2d, dva, 4d, &tyfi a 6d, Sest dnt po zadatku sani.
FF, stfevo plné nasatého klistéte. 1, méfitko 40pum. Z, detail, métitko 20um. 2, kontrola. Konfokalni mikroskop.




4.2.3 Lokalizace katepsinu B v totalnich preparatech

V priibéhu nasi prace jsme se setkali s argumenty, ze vysledné signaly lokalizace mohou
byt arteficialni v dasledku vyskytu drobnych dér v fezech. Abychom tyto namitky vyvratili
a potvrdili lokalizaci IrCB v travicich buiikach, provedli jsme imunocytochemii na totalnich
preparatech. Béhem piipravy nebyla klistéci tkan vystavena zadnym uc¢inktm latek, které by

mohly porusit strukturu bunék ¢i odmyt obsah vakuol. Vysledky imunocytochemie

ziskané konfokalnim mikroskopem vykazuji distribuci IrCB v celém objemu travicich bun¢k

(Obr.&.11).

Obr.¢.11: Lokalizace katepsinu B ve stirevé kliStéte I ricinus, Sesty den po zaCitku sani, totalni preparat.
Sekundarni protilatka Alexa Fluor® 488-zeleng, jadra bunék barvena DAPI-modie. Konfokalni mikroskop.
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4.2.4 Imunolokalizace katepsinu L ve stievé kliStéte 1. ricinus v pribéhu sani

Dalsim ukolem této prace byla lokalizace IrCL. V piipadé IrCL nebyla pozorovéana
vyraznd zmeéna v lokalizaci v pribéhu sani (Obr.€.12). Intenzita signalu IrCL byla ale
vyrazné nizsi nezZ intenzita signalu pozorovaného u IrCB. MnoZstvi aktivniho IrCL ve stfevé
polonasatého klistéte (5-6 dni po naséti) je v porovnani s mnozstvim aktivniho IrCB jen 10%
(Horn a kol., 2009). V rozporu s t€émito udaji je vysledek z Western-blotu, kdy byl IrCL dobie
detegovatelny a intenzita signalu se pfiliS neliSila od intenzity signalu IrCB (viz obr.¢.8).
Diivodem je pravdépodobné pouziti vétsiho mnozstvi stfevni tkdné a tedy i travicich bunék
pro metodu Western-blot. Z vét§iho mnozstvi travicich bunck samoziejmé ziskame vice IrCL

nez je mozno detekovat v omezeném poctu bunék ptitomném v jediném polotenkém fezu.

30






Obr.¢.12: Lokalizace katepsinu L ve stfevé kliStéte 1. ricinus nepfimou imunofluorescenci v pritb&hu sani. Jadra bun¢k barvena DAPI,
sekundarni protilatka Alexa Fluor® 488. UF, stifevo nenasatého klistéte. 2d, dva, 4d, ¢tyfi a 6d, Sest dni po zadatku sani.
FF, stfevo plné nasatého klistéte. 1, méfitko 40pum. Z, detail, métitko 20um. 2, kontrola. Konfokalni mikroskop.




4.2.5 Imunolokalizace katepsinu D ve stievé kliStéte /. ricinus v pribéhu sani

Katepsin D byl lokalizovan ve velkém mnozstvi v pribéhu sdni i u nenasatého klistéte
(Obr.¢€.13). Tento vysledek neodpovida zcela pritbéhu aktivity IrCD (Konvickova, 2009), kdy
byl IrCD v pocatku sani nedetekovatelny. Vysvétlenim miize byt, Ze naSe protilatka
nerozeznava aktivni IrCD od neaktivniho pro-IrCD piitomného na endoplazmatickém
retikulu. Lokalizaci miZze zkreslovat i nizka specifita protilatek proti IrCD. Rozdilna specifita
ve srovnani s protilatkami proti [rCB a IrCL je patrna na obr.¢.8. V ptipad¢ katepsinu D je

tedy nutné pripravit nové protilatky.
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Obr.¢.13: Lokalizace katepsinu D ve stievé kliStéte 1. ricinus nepfimou imunofluorescenci v pribé&hu sani. Jadra bun¢k barvena DAPI,
sekundarni protilatka Alexa Fluor” 488. UF, stfevo nenasatého klistéte. 2d, dva, 4d, &tyfi a 6d, Sest dnli po zadatku sani.
FF, stfevo plné nasatého klistéte. 1, méfitko 40pum. Z, detail, métitko 20um. 2, kontrola. Konfokalni mikroskop.




5. Zavér

V této diplomové praci byla pomoci svételné mikroskopie studovéna funkcéni morfologie
travicich bunék ze stfeva klistéte Ixodes ricinus v prubéhu sani na hostiteli. Byla popsana
postupna tvorba travicich bunc¢k ve stievé klistat a naslednd tvorba travicich vakuol
a hemozomil.

DalSim bodem této prace byla lokalizace travicich peptidaz Ucastnicich se degradace
hostitelského hemoglobinu. Pomoci nepfimé imunofluorescence byla studovana lokalizace
cysteinovych peptidaz katepsinu B, katepsinu L a aspartatové peptidazy katepsinu D
v travicich bunikach klistéte 1. ricinus v priab¢hu sani (klist'ata nenasata, dva, Ctyfi, Sest dni po
nasati a pln¢ nasatd). VSechny vyse zminéné peptidazy byly v rizném mnozstvi lokalizovany
u vSech pozorovanych skupin klist'at. Lokalizace v prib&hu prvnich stadii sani (UF, 2d) byla
v ptipad¢ IrCB a IrCL minimdlni. IrCD byl u nenasatych klistat lokalizovan ve vétsSim
mnoZstvi, ale vzhledem k nizsi kvalité protilatek je pokus nutno opakovat. Ctvrty den byl
pozorovan narust intenzity signalli vSech zminénych peptiddz. Maximalni signal byl zachycen
Sesty den po zacatku sani kliStéte na hostiteli. Intenzita signalu IrCL byla ale daleko nizsi nez
u IrCB a IrCD.

Nezéadouci slozky imunniho séra, které komplikovaly a zkreslovaly vysledky lokalizace

nepiimou imunofluorescenci byly odstranény purifikaci protilatek.
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