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Podékovani

Rada bych podékovala své rodiné, pratelim a vSem spolupracovnikiim, ktefi se podileli na
vyzkumu popsaném v této praci. Za pocatecni nasmérovani na védeckou drahu vdécim
predevsim prof. Danielu Fryntovi a prof. Petru Volfovi. Daniel ma jedine¢nou zasluhu na tom,
Ze jsem coby stfedoskolak nasla odvahu dat se na cestu biologa a védeckého pracovnika a
Petr mé zase privedl k parazitologii a studiu leishmanii a jejich pfenasecl. Nelze tady
jmenovat vSechny starsi kolegy a ucitele, ktefi mi potom byli vzorem, vSechny mé vrstevniky,
ktefi vidycky tvofili inspirativni a pratelské prostredi pfi naSem badani a mé studenty, ktefi
svou energii a optimismem dokazali dodat pokusim i diskusim nad vysledky spravnou tvirci
atmosféru. Dékuji vdm vSem, bez vas by to neslo a jen s vdmi moha byt moje prace radosti!

Vyzkum naseho tymu by byl ovsem nemyslitelny bez spoluprace se zahrani¢nimi
partnery, uz proto, Ze objektem naseho zajmu je parazit hojny v tropickych a subtropickych
oblastech, v nasi zemi ale témér neznamy a opomijeny. Rada bych jmenovala nejvyznamné;si
zahranicni partnery, se kterymi jsme méla Cest spolupracovat. V prvni radé je to prof. Robert
Killick-Kendrick (1929-2011), jeden ze zakladatel( naseho oboru, ktery spolecné se svou
Zzenou Mirelle osobné zalozZil i nékteré z kolonii, které dosud v Praze funguji, a zasvétil na
pocatku 90. let prof. Volfa do taj péce o flebotomy. Velice si cenim spoluprace s prof.
Alonem Warburgem z Hebrew University v Jeruzalému, ktery spolupracuje dlouhodobé
s nasi laboratofi, vedl nas spolec¢ny vyzkum VL v Etiopii a pobyval nékolikrat i v Praze. Diky
prof. Paulu Batesovi z Lancaster University madme mozZnost pracovat s unikatnimi izolaty
leishmanii, s prof. Michaelem Milesem a Dr. Matthewem Yeo z London School of Hygiene
and Tropical Medicine zase spolupracujeme na vyzkumu sexualniho rozmnozovani
leishmanii, s prof. Debbie Smith a Dr. Johanesem Doelem z University of York na vyzkumu
proteint HASP a SHERP leishmanii, s Prof. Evou Gluenz a Dr. Tomem Beneke z Oxford
University na vyzkumu proteint biciku leishmanii, s Dr. Aysheshimem Kassahunem z Addis
Ababa University jsme provadéli terénni vyzkum v Etiopii. Jsem vdécna témto i mnoha
dalsim skvélym zahrani¢nim koleglim, s nimiz mGzeme osobné Uzce spolupracovat, coz
tvori zédklad tvlrci a pratelské atmosféry mezi ,flebotomafri“ a ,leishmaniaky” napftic
laboratofemi a zemémi svéta.
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Seznam zkratek

CL

VL
MCL
PKDL
LPG
PM
PSG
SV
GFP
RFP
PCR
RH
AP
HASP
SHERP

kozni (kutanni) leishmanidza (Cutaneous Leishmaniasis)
visceralni leishmanioza (Visceral Leishmaniasis)
muko-kutanni leishmaniéza (Muco-Cutaneous Leishmanaiasis)
Post Kala-Azar Dermal Leishmaniasis

lipofosfoglykan (Lipophosphoglycan)

peritroficka matrix (Peritrophic Matrix)

Promastigote Secretory Gel

stomodealni valva (Stomodeal Valve)

zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein)
cerveny fluorescencni protein (Red Fluorescent Protein)
polymerdzova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
rezervoarovy hostitel (Reservoir Host)

anteriorni plug (Anterior Plug)

Hydrophilic Acylated Surface Protein

Small Hydrophilic ER-associated Protein

Culicoides

Leishmania

Lutzomyia

Phlebotomus

Sergentomyia

Arvicanthis

Mastomys



1. UVOD DO STUDOVANE PROBLEMATIKY

1. 1. TEMA A CLENENI PRACE

Veskery vyzkum, ktery tato habilitacni prace zahrnuje, vznikal na katedfe parazitologie PFF
UK v laboratofi vedené prof. RNDr. Petrem Volfem, CSc. Na katedru jsem nastoupila v roce
1994 v rdmci postgradualniho studia, po dokonceni magisterského studia na katedre
zoologie téze fakulty. Nas vyzkum interakci mezi leishmaniemi a jejich prenaseci — flebotomy
byl mozny diky unikatni kolekci kolonii flebotomd, kterou na katedre zaloZil prof. Volf na
pocatku devadesatych let. Zatimco tenkrat Citala tfi druhy flebotom( (P. papatasi, P.
duboscqi a Lu. longipalpis), dodnes se tato kolekce rozrostla na devét druh( Starého svéta a
dva novosveétské, takze svym rozsahem nema prakticky ve svété obdoby. ProtozZe tato
kolekce pokryva prenasece témér vsech dllezitych druht leishmanii patogennich pro
¢lovéka, umoZniuje nam pracovat s Sirokym spektrem téchto parazitll a zkoumat nejrlznéjsi
aspekty jejich interakci s prenaseci.

Zpocatku jsem byla jako ¢len vyzkumného tymu zapojena do rGznych internich i
mezinarodnich projektd vedenych prof. Volfem. Od roku 2013 jsem jako hlavni fesitel
projektu GACR vedla vyzkum zaméfeny na vyvoj a sexudlni rozmnoZovani L. donovani ve
flebotomech (2013 - 2016). Kromé vyvoje leishmanii v pfenasecich jsem se zacala zabyvat i
prenosem leishmanii na hostitele a infektivitou hostitell pro flebotomy. Kromé klasickych
laboratornich modeld (mys, kfecek, morce) jsme s mymi spolupracovniky a studenty zavadéli
na katedre chov dalSich druhd hlodavct (Arvicanthis niloticus, Arvicanthis neumanni,
Mastomys natalensis, Cricetulus migratorius, Phodopus sungorus, Lagurus lagurus). Zacali
jsme studovat hostitelskou kompetenci téchto hlodavcl pro rizné druhy leishmanii, a to
hlavné v ramci projektu GACR zaméFeného na vyzkum role subsaharskych hlodavct rodu
Arvicanthis a Mastomys jako hostitell leishmanii, ktery vedu jako hlavni fesitel od roku 2017.

Ze svych 38 plvodnich praci publikovanych v impaktovanych ¢asopisech jsem se
pokusila vybrat tu podstatné;si ¢ast - 21 ¢lanka, které predstavuji prarez hlavnimi sméry
mého vyzkumu zhruba od roku 2004. Nejsou zde tedy zahrnuty prace, které byly jiz soucasti
mé disertacni prace (pét publikaci z let 1997-2006) ani prace, které Uzce nesouvisi se zde
prezentovanou tematikou (zbylych 12 publikaci). Ustfednim tématem je vyvoj leishmanii ve
flebotomech a mechanismy kontrolujici vnimavost a rezistenci flebotom vici leishmaniim.
Toto Siroké téma, zastoupené deseti publikacemi, shrnuje kapitola 2. 1. Do kapitoly 2. 2. jsou
oddéleny tfi publikace, jejichz hlavni naplni je vyzkum sexualniho rozmnoZovani leishmanii.
Treti kapitola je vénovand vyzkumu alternativnich prenasecu leishmanii (tfi publikace
v kapitole 2. 3.) a posledni ¢ast shrnuje publikace vénované rezervoarovym hostitelim
leishmanii a experimentalnim infekcim hostitel (pét publikaci v kapitole 2.4.). Cela prace je
uvedena literarnim prehledem, rozdélenym do Sesti kapitol (kapitoly 1.2. az 1.7.), jehoz cilem
je zasvétit ¢tendre do soucasného stavu pozndni studované problematiky.



1. 2. LEISHMANIE A LEISHMANIOZY

Leishmanie (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) jsou dvojhostitelsti paraziti, jejichz Zivotni
cyklus se odehrava mezi sav¢im hostitelem a hmyzim prenase¢em. Specifickymi pfenaseci

leishmanii jsou flebotomové, drobni zastupci dvoukfidlého hmyzu (Diptera: Psychodidae).

Spektrum savcich hostitel(l leishmanii je Siroké, nejéastéji jsou to hlodavci, ale jsou i druhy
leishmanii vazané napr. na Selmy, damany, vacice, chudozubé, ¢i klokany (shrnuto v [1]).

Parazit koluje mezi flebotomy a rezervodrovymi hostiteli a ¢lovék se vétSinou nakazi
jen ndhodné. Leishmanidzy jsou tedy typické zoondzy, rozsitené ve vice nez stovce zemi
celého svéta od tropli po jih mirného pasu. Z priblizné tficeti druht leishmanii jich lidské
onemocnéni muizZe vyvolavat dvacet [2]. V zavislosti na druhu leishmanie i imunitni odpovédi
hostitele ma onemocnéni rizné podoby, pricemz jeden typ nemoci je pusoben nékolika
druhy leishmanii a naopak, jeden druh leishmanie mlze na zakladé rlznych podminek
vyvolat rlizné typy onemocnéni. Rozeznavame nékolik zakladnich a vzajemné pomérné
odliSnych typ( leishmanidzy [3].

Pokud parazit pusobi vylu¢né ulcerace v misté sani flebotoma, hovotime o kozni
(kutanni) leishmaniéze (CL). Tyto viedy maji vlihky (L. major) nebo suchy charakter (L.
tropica) a ¢asto se samy vyhoji, ale na jejich misté mohou zUstat trvalé jizvy jako doZivotni
stigma. | tato nejlehci forma onemocnéni ma dopad na socialni Zivot postizenych lidi,
zejména Zen a déti [4]. TéZSi formou je recidivujici koZni leishmanidza (L. tropica), ktera se
obtizné a dlouho |é¢i. Difusni kozni leishmanidza je zndma z Jizni Ameriky (L. amazonensis) i
Starého svéta (L. aethiopica) a objevuje se zejména u pacientd s oslabenou bunéénou
lepru. Spontanné se nehoji a i po |1é€bé dochazi k castym relapsiim. V pripadé muko-kutanni
leishmanidzy (tzv. espundia, MCL) dochazi k rozsahlym destrukcim sliznic a chrupavek v
oronasalni a faryngedlni oblasti. Parazit vyrazné snizuje kvalitu Zivota pacientu, ktefi se musi
vyrovnat se znetvorenym obli¢ejem. Toto chronické onemocnéni se samo nehoji a muze
koncit i smrtelné. Typicky se vyskytuje v Jizni Americe (L. braziliensis, L. panamensis, L.
guyanensis), kde je pfiblizné 90% onemocnéni popisovano z Bolivie, Brazilie a Peru. Objevuje
se ale i ve Starém svété, hlavné u pacientt se snizenou imunitou (L. donovani, L. major a L.
infantum). Visceralni leishmaniéza (VL), rovnéz znama jako kala-azar (tj. ,éerna nemoc”

v jazyce hindi), je nejtézsi formou onemocnéni, ktera u nelécenych pripadl konci ¢asto smrti.
Pavodcem onemocnéni jsou druhy komplexu L. donovani. Mezi pfiznaky patti horecky, ztrata
vahy, zdureni uzlin, sleziny a jater a chudokrevnost. U ¢asti pacientl vylééenych z VL
plUsobené L. donovani se objevi po nékolika mésicich aZ letech tzv. PKDL (Post Kala-Azar
Dermal Leishmaniasis), leishmanidza projevujici se rznymi formami kozni vyrazky
(makuldzni v Asii, papuldzni v Africe) [5].

Leishmaniodzy patii mezi nejvyznamnéjsi parazitarni onemocnéni svéta — podle dat
WHO postihuji zhruba 12 miliona lidi, rocné pribyva vice nez milion dalSich pacient’ a kazdy
rok podlehne této chorobé (visceralni formé) 10 — 20 tisic lidi [6]. Ve skutecnosti budou Cisla
jesté daleko vyssi, protoze vétsina pripadld onemocnéni se do péce Iékarli a potazmo statistik
vibec nedostane. Napriklad podle studie z devadesatych let minulého stoleti z Guatemaly
bylo pfi aktivnim vyhleddvani pacientd nalezeno Ctyficetkrat vice pripad(, nez pfi jejich
evidenci obvyklou cestou, kdy pacient sdm vyhledd Iékafské oSetfeni [7]. Dokonce i v pfipadé
viscerdlnich forem se do Iékarské péce a evidence dostane jen ¢ast pacientd, a to i pfes to, Ze



viscerdlni leishmanidza bez |éCby vede nevyhnutelné ke smrti pacienta. Studie z let 1998 -
2002 z Jizniho Sudanu uvadi, Ze v oblastech, kde na jednu nemocnici pfipada uzemi o rozloze
a7 100 tisic km?, vyhleda lékafskou pomoc sotva polovina nemocnych, protoZe naroénou,
mnohadenni cestu na vySetifeni nemohou mnozi z nich kvili Spatnému zdravotnimu stavu

podstoupit, pfipadné ji nepreziji. Podle odhadu autor(i umira 90% pacientl v této zemi, aniz
byla jejich choroba rozpozndna [8]

Pfes obrovsky impakt na lidské zdravi patfi leishmaniéza do kategorie opomijenych
nemoci (neglected diseases). Dlvodem je to, Ze postihuje predevsim lidi v téch nejchudsich
zemich svéta. VétsSina z 98 zemi, kde se leishmanidza vyskytuje, je fazena mezi zemé
rozvojové, kde je lékarska péce draha a Spatné dostupna. Priblizné 90% vsech pacient(

s visceralni formou onemocnéni je soustfedéno v pouhych Sesti zemich (Indie, Bangladés,
Sudan, Jizni Sudan, Etiopie a Brazilie) a 70% pacientl s kutanni formou v deseti zemich svéta
(Afghanistdn, iran, Syrie, Alzirsko, Etiopie, Sudan, Brazilie, Kolumbie, Kostarika a Peru) [6].
Nejcastéji onemocni lidé chudi a podvyziveni, lidé s oslabenou imunitou, lidé Zijici

v chatrnych pribytcich nebo ti, ktefi byli donuceni k vystéhovani do endemickych oblasti.
Rozvoji onemocnéni navic pfispivaji lokalni etnické a nabozenské konflikty spojené

s migracemi, hladovénim a vys$sim vystavenim lidi flebotomdm [9].

Smutnou skutecnosti je, Ze v mnoha zemich se k |é¢bé pacient( stale pouZivaji znacné
toxické preparaty na bazi soli pétimocného antimonu, vyvinuté jiz ve 40. letech minulého
stoleti (!). LéCba obnasi 3 az 6 tydnl kazdodennich intramuskuldrnich nebo intravendznich
aplikaci a mUzZe mit zavazné vedlejsi ucinky. Méné toxické Iéky jako liposomalni amphotericin
B jsou draZzsi a proto se v chudSich oblastech méné uzivaji (Indie, vychodni Afrika), zde je
[ékem prvni volby stfedné toxicky paramomycin. Perordlné podavané léky jako miltefosin
jsou levnéjsi a méné toxické, ale v mnoha lokalitach jiz na né vznika rezistence. Proto se dnes
¢asto voli kombinovana lécba, ktera umozniuje podavat nizsi davky léciv po kratsi dobu, takze
se snizuje i jejich toxicita, cena i riziko vzniku rezistence (shrnuto v [10]).

1. 3. VYVOJ LEISHMANI{ VE FLEBOTOMECH A FAKTORY OVLIVNU]JiC{
KOMPETENCI PRENASECU.

Zivotni cyklus leishmanii zahrnuje morfologicky a funkéné odlignd stadia: v obratlovéim
hostiteli prezZivaji leishmanie intracelularné ve formé amastigotu, zatimco v prenaseci se
vyvijeji extracelularni promastigotni bicikaté formy. Z vice nez 800 znamych druh(
flebotomd jich jen neceld stovka funguje jako prokazani ¢i predpokladani prenasedi
leishmanii [11]. Vyvoj leishmanii ve flebotomech je komplexni a ¢asto druhové specificky
proces (shrnuto v [12][13][14]). V laboratornich podminkach nékteré druhy flebotoma
podporuji vyvoj riznych druh( leishmanii (tzv. permisivni vektofi), jiné pouze vyvoj urcitého
druhu leishmanie (specificti vektofti, napr. Phlebotomus papatasi a Leishmania major). Tyto
skupiny flebotoma se zifejmé lisi hlavné charakterem molekul na povrchu stfevniho epitelu.
Zatimco v pfipadé vyvoje L. major v P. papatasi je pro leishmanie klicovou molekulou
povrchovy lipofosfoglykan (LPG), kterym se vazou na strevni galektin flebotoma[15][16], pfi
vyvoji v permisivnich prenasecich se uplatniuji jiné, na LPG nezavislé mechanismy vazby
promastigotl na strevni epitel [17].



Faktory kontrolujici kompetenci vektora plsobi hlavné v ¢asné fazi vyvoje leishmanii
ve flebotomech. Traveni nasaté krve se odehrdva v prostoru obklopeném béhem prvnich
hodin po sani tzv. peritrofickou matrix (PM), ktera je sloZena z glykoproteint a
proteoglykand vazanych na chitinové kostie. PM chrani pred poSkozenim strevni epitel a
rozdéluje prostor mesenteronu na endo- a ektoperitroficky prostor, ¢imz zefektiviiuje traveni
krve [18][19]. U krevsajiciho hmyzu ma PM roli i v detoxifikaci hemu uvolfiovaného pfi
traveni krve [20].

V endoperitrofickém prostoru se amastigoti nasati spolu s krvi hostitele transformuiji
na procyklické promastigoty, intensivné se délici formy s kratkym télem a jesté kratSim
bic¢ikem. Tato ¢asna stadia leishmanii musi Celit destruktivnimu pUlsobeni travicich enzym
flebotoma [21][22]. PM pfitom zifejmé v prvnich hodinach po sani pasobi jako ochranna
bariéra, ktera brani rychlé difuzi travicich enzym do okoli leishmanii [23], ke konci traveni
ale mGze PM predstavovat pro leishmanie bariéru, ktera brani jejich Uniku do
ektoperitrofického prostoru [24]. Unik parazitl z rozpadajici se PM je doprovazen
transformaci procyklickych promastigotli na dlouhé nektomonady [25], které se prichytavaji
bic¢iky mezi mikrovily stfevniho epitelu, aby odolaly vypuzeni z mesenteronu peristaltickymi
pohyby stfeva pti defekaci nestravenych zbytk( potravy. Pokud leishmanie nejsou schopny
Celit jednomu z vySe popsanych faktor(, tj. nedokazou (1) pfezit v nehostinném prostredi
mesenteronu béhem travené krve, (2) uniknout z PM ¢i (3) pfichytit se ke stfevnimu epitelu
béhem defekace, dochazi ke ztraté infekce, jak se tomu déje u nekompatibilnich druht
leishmanii a prenasecua.

V kompetentnich pfenasecich podstatna ¢ast populace leishmanii preziva defekaci,
mnozi se a kolonizuje thorakalni ¢ast mesenteronu a stomodedlni valvu (SV), svérac
oddélujici mesenteron od predniho stfeva. Mezi 3-7 dnem po sani krve se nektomonady
transformuji na kratsi leptomonady, které se mnozi a produkuji tzv. promastigote secretory
gel (PSG), ktery hraje dlleZitou roli v pfenosu infekce [26]. Z leptomonad vznikaji jednak
haptomonady, kratké Siroké formy prisedlé pomoci hemidesmosém na kutikularni vrstvu
stomodeadlni valvy a dale metacyklic¢ti promastigoti, kratké motilni formy s velmi dlouhym
bi¢ikem, které jsou adaptované na preziti v sav€im hostiteli. Samotny prenos leishmanii na
dalSiho hostitele je usnadnén jednak narusenim kutikuldrni vrstvy stomodealni valvy
chitinazami leishmanii, jednak mechanickym ucpanim thorakalniho mesenteronu masou
leishmanii (haptomonad, leptomonad a metacykl() zpevnénych navic PSG gelem [27]. VySe
popsany vyvoj prodélavaji ve flebotomech tzv. suprapylarialni leishmanie (podrod
Leishmania). U skupiny peripylarialnich leishmanii (podrod Viannia) se infekce po opusténi
PM vyviji nejprve v zadnim streveé flebotomd, kde se haptomonady prichycuji ke kutikularni
vystelce zadniho stfeva, poté teprve dochazi k pfesunu leishmanii do predni ¢asti stfreva [28].
U hypopylaridlnich leishmanii (zastupci podrodu Sauroleishmania) je vyvoj omezen na
abdomindlni mesenteron a zadni stfevo, prenos na hostitele se pak odehrava kontaminativni
cestou Ci pozifenim prenasece (shrnuto v [27]).

1. 4. SEXUALNI ROZMNOZOVANI LEISHMANII{

Leishmanie byly dlouho povaZzovany za organismy mnozici se Cisté nepohlavné, pricemz
jejich geneticka rozmanitost byla pfisuzovana mechanismm, jako jsou rekombinace
tandemovych repetic genovych rodin [29][30]. V poslednich nékolika desetiletich se ale



zacaly objevovat dikazy o tom, Ze v pfirodé dochazi alespon obcas ke genetické vyméné.
Byli nachdazeni hybridi jak vnitrodruhovi, tak i mezidruhovi (shrnuto v [31]). Zatimco
laboratorni pokusy zamérené na potvrzeni sexudlniho rozmnozovani leishmanii v hostiteli
nebo in vitro nebyly Uspésné, genetickd vyména byla posléze v laboratornich podminkach
prokazana v prenasecich: poprvé byly hybridni klony L. major ziskany z flebotoma druhu P.
duboscgi infikovanych dvéma rdznymi transgennimi parentalnimi kmeny L. major [32].
Hybridni potomci byli vétSinou diploidni nebo triploidni a dédili ve vétsiné gen( alely obou
rodi¢ovskych kmenu (ve shodé s meiotickym procesem), zatimco kinetoplastova DNA se
dédila jen od jednoho z rodici. Pozdéji byla schopnost sexualniho rozmnoZovani popsana u
raznych izolatd L. major ziskanych z riznych mist arealu rozsifeni druhu [33].

K blizSimu urceni mista a doby vzniku hybrid(i ve flebotomech a jejich morfologie
byly vyuzity i fluorescenéné znacené leishmanie - hybridi byli detekovani v natravené krvi
v endoperitrofickém prostoru dva dny po sani [34]. Podobnd metoda (fluorescencni znaceni
rodicovskych linii) byla pozdéji vyuzita pro prikaz intraklonalni genetické vymény - sexualni
reprodukce v rdmci stejného genotypu leishmanii [35]. Experimentalné byla prokdzana i
mezidruhova genetickd vyména mezi druhem plsobicim koZzni a visceralni formu
leishmanidzy (L. major a L. infantum) [36]. O sexualnim rozmnoZovani leishmanii |ze tedy na
zakladé soucasnych znalosti konstatovat, Ze (i) sex je u nich (podobné jako u trypanosom)
zaloZen na meidze a nasledné fuzi haploidnich gamet, (ii) neexistuje zde Zadny striktné
definovany ,, mating type system” a (iii) sexuaIni rozmnozovani se vyskytuje pouze
v pfenaseci a neni nutnou soucasti Zivotniho cyklu leishmanii (shrnuto v [37]).

Fakt, Ze leishmanie jsou schopné mnoZit se i sexualné, ma velky epidemiologicky
vyznam. Hybridni klony mohou ziskat urcité selekéni vyhody a prosazovat se |épe, nez jejich
rodicovské kmeny a druhy. Napftiklad v Peru byli hybridi L. braziliensis/ L. peruviana mezi
izolaty z lidi a psu zastoupeni témér stejné hojné jako L. braziliensis a daleko hojnéji nez L.
peruviana a z nékolika pacient s MCL byli isolovani vyhradné tyto hybridni genotypy [38].
Mezi hybridnimi klony L. major ziskanymi laboratorné byly i klony, které byly vice virulentni,
nez oba parentalni kmeny [32] a vysokou virulenci vykazovali i nékteré hybridni klony L.
braziliensis/ L. peruviana pfi experimentalnich infekcich krecka [39]. Hybridni potomci
mohou vyznamné zvysit svou fitness také Uspésnou kolonizaci novych druht prenasecu:
prirozeni hybridi L. major a L. infantum byli schopni se vyvijet v P. papatasi, ktery je
rezistentni vici L. infantum [40]. Epidemiologické dlsledky takovych udalosti jsou tedy
enormni a vyzkum sexudlniho rozmnozZovani leishmanii je rozhodné aktudlni a potrebny [41].

1.5. ALTERNATIVNI VEKTORI LEISHMANI{

V poslednich letech se v literatufe objevuji indicie, Ze flebotomové by nemuseli byt
vyhradnimi prfenaseci leishmanii. Diky citlivym metoddm jako je PCR byla DNA leishmanii
nalezena v zastupcich rdznych skupin krevsajicich ¢lenovct. Ovsem na vétsSinu téchto nalezu
je tfeba nahlizet kriticky, protoze pritomnost DNA parazita v ¢lenovci jesté zdaleka
neprokazuje, Ze dany druh je kompetentni parazita prenést.

Zapojeni urcitého druhu ¢lenovce do Zivotniho cyklu leishmanii mGze byt uznano,
pouze pokud jsou splnéna urcita kritéria kompetence vektora, kterd byla stanovena na
zakladé dlouhodobych terénnich pozorovani i laboratornich pokust [42][43]. Kromé
pfitomnosti stejného genotypu parazita v pfenaseci a hostiteli, nutné ekologické vazby
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(vyskyt ve stejném habitatu, mikrohabitatu, sezéné) ¢i ochoty pfenasece sat na daném
hostiteli, je duleZité predevsim prokazat leishmanie v prenasecii po jeho defekaci a ne pouze
v krve nasaté v jeho stfevé. Teprve po defekaci je totiz moziné poznat, zda je dany druh
leishmanie na prenasece skute¢né adaptovan a dokaze v ném vyvinout zralou infekci. IdedIni
je testovani vyvoje leishmanii a pfenosu na hostitele v laboratornich podminkach. Ovsem

k tomu je potfeba zavést v laboratofi chov daného druhu ¢lenovce, coz je naro¢né a ¢asto
problematické.

Leishmanie byly pomérné ¢asto detekovany v klistatech (Chelicerata: Acarina),
hlavné v kosmopolitné rozsireném druhu Rhipicephalus sanguineus, jehoz primarnimi
hostiteli jsou psi (rezervoarovi hostitelé L. infantum). Studie zamérené na prevalenci
leishmanii v klistatech sebranych z infikovanych psl uvadéji ¢asto pomérné vysoka cisla (10%
- 50% pozitivnich klistat)[44][45][46], ovsem tyto hodnoty nelze pfimo srovnavat s prevalenci
ve flebotomech, kdy se provéruji vzorky celé populace odchytem do svételnych nebo
lepovych pasti. Vyznamnéjsi je, Ze DNA leishmanii byla zaznamenana i ve slinnych zlazach
klistat [47][46], Ze leishmanie v kliStatech preZiji ekdyzi [44] a dochazii k jejich
transovarialnimu prenosu [48][49]. Pokus( o experimentalni prikaz prenosu leishmanii na
hostitele pomoci klistat je zatim poskrovnu. Autoti Coutinho et al. [50] popisuji Uspésnou
nakazu kreck(l, kterym byl perordlné ¢i peritonealné podan homogenat nasatych klistat,
sebranych z infikovanych psU. Tato prace je oviem metodicky sporna, infekéni byla
pravdépodobné amastigotni stadia pritomna v Cerstvé nasatych klistatech, takze pokus
nevypovida nic o schopnosti leishmanii dokoncit v klistatech vyvoj a pfi dalSim sani nakazit
dalSiho hostitele. Zatim jedina studie popisuje prenos L. infantum pfimo sanim infikovanych
klistat, ovSem jde o nepublikovanou disertacni praci z roku 1986, kdy byl Uspésné nakazen
jeden imunosuprimovany pes (shrnuto v [51]). Roli kliStat v pfenosu leishmanii nelze tedy
vyloucit, ovSem je potreba provéfit tuto moznost dalSimi, dobfe designovanymi pokusy
zacilenymi na sledovani Zivotniho cyklu leishmanii v klistatech, tvorbu metacyklickych stadii a
experimentalni pfenos leishmanii na imunokompetentniho hostitele.

Pfitomnost leishmanii byla zjisStovana také u blech (Insecta: Siphonaptera), hojného
hematofagniho ektoparazitického hmyzu s velkym potencidlem pro pfenos patogend.
Nejcastéjsim objektem vyzkumu v této oblasti byla kosmopolitni blecha kocici
Ctenocephalides felis parazitujici hlavné na domdcich kockach a psech, ale i dalSich druzich
hostitelll. Neni prekvapivé, Ze v blechach C. felis sebranych z infikovanych pst byly ¢asto
leishmanie prokazany [52] a jejich homogenat podany peroralné i peritonealné také vyvolal
nakazu krec¢kl [53][54]. Ovsem, stejné jako v pripadé klistat, takovy experiment sam o sobé
neprokazuje schopnost leishmanii dokondit v blechach vyvoj a prenést leishmanie na dalsiho
hostitele.

Zajimavéjsi je situace s tipliky (Diptera: Ceratopogonidae), kosmopolitné a hojné se
vyskytujicim krevsajicim dvoukfidlym hmyzem. Publikace z roku 2011 popisuje terénni
detekci prenasecd L. macropodum, australského druhu leishmanie popsaného z klokan(
teprve v roce 2004 [55]. Autofi odchytili tisice neinfikovanych flebotomd, ale zato prekvapivé
zjistili pritomnost leishmanii u 5.8% samic tiplik( rodu Forcipomyia (Lasiohelea). DUlezité
bylo, Ze autofri poté prohlizeli stfeva tiplikd i mikroskopicky a pozorovali kolonizaci
thorakalniho mesenteronu i metacyklické promastigoty [56]. Pozdéji byly u tiplikd rodu
Culicoides detekovany leishmanie i v jinych ¢astech svéta - L. infantum v Tunisku [57] a L.
braziliensis a L. amazonensis v Brazilii [58]. Vnimavost tiplikl pro leishmanie byla testovana
také laboratorné. Zatimco evropsky druh C. nubeculosus nepodporoval vyvoj L. infantum a L.



major [59], v severoamerickém C. sonorensis byly leishmanie druhu L. enriettii (pfibuzné
australské L. macropodum) schopny preZit defekaci a kolonizovat stomodedlni valvu i tvofit
metacyklicka stadia [60]. Tipliky tedy mizZeme povaZovani za velmi pravdépodobné
ptenasece leishmanii z podrodu Mundinia (kam patfi zminéné druhy L. macropodum a L.
enriettii), prestoze zatim nebyl experimentalné potvrzen Uspésny prenos téchto leishmanii
pomoci tiplikli na hostitele. Oviem jako prenaseci leishmanii ostatnich tfi podrodu
(Leishmania, Viannia a Sauroleishmania) funguji dle sou¢asnych poznatk( pouze
flebotomové.

1. 6. REZERVOAROVI HOSTITELE LEISHMANII

Zatimco ¢ast zZivotniho cyklu leishmanii v pfenaseci trva tyden az mésic, vétSinu ¢asu (mésice
a7 roky) se leishmanie zdrzuji v tzv. rezervoarovych hostitelich (RH). Clovék se nakazi
nahodné, leishmanidzy jsou tedy fazeny mezi klasické zoonézy. Za antroponoézy — tedy
onemocnéni, kdy patogen koluje pouze mezi ¢lovékem a prenasecem, jsou dnes povazovana
pouze onemocnéni plisobend L. donovani a L. tropica a to jen v urcitych ¢astech aredlu
vyskytu. Mezi RH leishmanii jsou klicovi zejména hlodavci a psovité Selmy, ale uplatiuji se
zde zastupci témér vsech radud savct (shrnuto v [1], [61]).

Protoze riziko lidskych ndkaz je bezprostfedné zavislé na biologii a ekologii
rezervodrovych zvitrat a prenasec, je identifikace RH zadsadnim predpokladem poznani
epidemiologie leishmanioz a potazmo moznosti regulace populaci rezervoarovych zvirat.
Identifikace RH ovSsem neni jednoduchd, vyZzaduje kombinaci dlouhodobych terénnich i
laboratornich studii. Spravny RH musi splfiovat mnoho parametr(, zejména musi Zit
dostatecné dlouho, aby se parazit udrzel i v obdobi mimo vyskyt prenasecl, jeho populace
musi mit dostate¢nou hustotu a leishmanie musi byt lokalizovany v téle zvirat tak, aby byly
dostupné sani prenasecll. Infekce by také mély byt pro zvifata natolik benigni (nebo vzacné),
aby vyrazné neomezovaly populace RH. Nalez leishmanii v odchyceném zvireti tedy jesté
sam o sobé neznamena, Ze jde o jejich RH [61],[62]. M{ze jit o ndahodné hostitele, ktefi se
sice leishmaniemi nakazi, ale nejsou schopni nakazit pfenasece a zajistit dalsi kolovani
parazita.

Drive byli rozliSovani primarni RH, ktefi byli schopni udrzovat ndkazu dlouhodobé a
sekundarni RH, ktefi byli také schopni nakazit flebotomy a Sifit patogen na ndhodné
hostitele, ale dlouhodobé v sobé patogen neudrzeli [63]. ProtoZe toto déleni bylo viceméné
umélé (tyto parametry se mohou ménit lokalné i sezénné) a mohlo vést k nedocenéni
vyznamu sekunddrnich hostitel(, od tohoto déleni se upousti [64]. Dle novéjsi koncepce
autord Chaves et al. [65] tedy rozliSujeme pouze RH, z nichz mohou byt leishmanie
pfeneseny na jiné hostitele (,,sources”) a ndhodné hostitele (,,sinks“), ktefi se v dalSim
kolobéhu parazita neuplatni. Testovani rezervodrovych schopnosti zvifat se provadi
v laboratornich podminkach pomoci experimentalnich ndkaz a xenodiagnostiky (naivnim
flebotomidm je umoZznéno sani na nakaZzenych hostitelich a po urcité dobé se v nich detekuje
pritomnost leishmanii).



1. 7. MODELOVE DRUHY ZVIiRAT PRO VYZKUM LEISHMANIOZ A
EXPERIMENTALNI INFEKCE.

Jak bylo uvedeno v pfedchozim textu, lidské leishmaniézy maji mnoho forem od
asymptomatickych infekci pres lehké koZzni projevy aZz po zavazné visceralni formy. Vysledna
forma onemocnéni je dana predevsim druhem a virulenci parazita, ale dalezZitou roli hraje i
genetické pozadi a imunitni systém hostitele. Proto je pfi experimentdlnich infekcich duleZita
volba vhodného modelového zvirete pro vyzkum leishmaniéz.

Jako v biomedicinském vyzkumu obecné, i pfi vyzkumu leishmanioéz jsou
nejoblibenéjsim modelem laboratorni mysi (Mus musculus domesticus). Kromé snadného
chovu je velkou vyhodou to, Ze existuje mnoho komercné dostupnych inbrednich linii mysi
s rlznymi fenotypy. Diky vyzkumu na mysich byla rozpozndvana role rliznych typt
imunitnich bunék, cytokin(, signdlnich kaskad a efektorovych mechanismu zapojenych do
imunitni odpovédi proti leishmaniim. Experimentdlni infekce vnimavych kmen( mysi
(BALB/c) a rezistentnich kmen( (C57BL/6) druhem L. major umoznily porozumét
mechanismu resistence. U vnimavych mysi se rozvijela odpovéd Th2 typu zatimco vyhojeni
infekci u rezistentnich mysi korelovalo s rozvojem Th1 typu imunitni odpovédi (aktivace
makrofagl a produkce toxického NO (shrnuto v [66]). Vyzkum na mysich také pomohl
objasnit roli slin flebotom{ pfi rozvoji infekce. Zatimco u naivnich hostitell prfitomnost slin
zrychluje rozvoj lézi a zvySuje pocet leishmanii (,enhancing effect”), expozice zvirat
neinfikovanym flebotomim nebo vakcinace zvifat slinami flebotom ¢i slinnymi proteiny
pred inokulaci leishmanii vede k ochrannému efektu (shrnuto v [67]). Ukazalo se také, ze
imunitni odpovéd jednoho kmene mysi vici rGznym druhGm leishmanii je odlisna, napfiklad
C57BL/6 mysi rezistentni vici L. major tvoti chronické 1éze pfi infekci L. amazonensis, aniz by
dochézelo k Th2 typu odpovédi. BALB/c mysi vnimavé k L. major jsou zase schopné vyvinout
efektivni Th1 imunitni odpovéd vici L. donovani (shrnuto v [68]).

Krecek syrsky (Mesocricetus auratus) je velmi vnimavy k infekcim visceralizujicimi
druhy leishmanii (L. donovani, L. infantum) a protoze infekce maji progresivni priibéh a
podobné klinicko-patologické rysy jako u progresivni VL ¢lovéka, vyuziva se jako Casté
modelové zvite pro vyzkum imunitni odpovédi proti témto druhlm leishmanii [69]. Ackoliv
cytokiny produkované v kieccich po infekci L. donovani odpovidaji Th1 typu imunitni
odpovédi, nedochazi k aktivaci NO syntazy v makrofazich a hlavni efektorovy mechanismus,
ktery slouzi k potlaceni infekci v mysich, tu tedy chybi [70][71]. Také na tomto modelu bylo
prokazano, Ze imunizace proteiny slinnych Zlaz flebotom chrani kiecky pred fatalnim
prabéhem infekce L. infantum ([72].

Morce (Cavia porcellus) je vyuzivano jako modelové zvite pro testovani CL pisobené
druhem L. enriettii. Kozni Iéze se vyhojuji, podobné jako u lidské CL [73][74]. Naopak vUci L.
braziliensis jsou ziejmé morcata resistentni [75].

Psi (Canis lupus f. familiaris) jsou, spolecné s divokymi psovitymi Selmami, hlavni RH
L. infantum, vyuZivaji se tedy také jako modelova zvifata pro vyzkum VL. Psi VL ma velmi
variabilni klinické symptomy — infekce mohou byt asymptomatické, mirné
(oligosymptomatické) ale i zcela fatalni [76]. Vyzkum role jednotlivych imunitnich bunék a



jejich produktl u asymptomatickych a symptomatickych pst tedy vyznamné pfispiva k
pozndni mechanism( imunitnich reakci vici visceralizuicim druhlm leishmanii [77][78].

Vyuzivani byli také nehumanni primati, hlavné kvuli podobnosti jejich anatomie,
fyziologie a imunity s ¢lovékem. Napftiklad makaci (makak rhesus, Macaca mulata) jsou
k leishmaniim vnimavi a tvorba |ézi u zvifat infikovanych L. amazonensis, L. braziliensis i L.
major ma velmi podobny pribéh, jako u ¢lovéka [79][80][81]. Z novosvétskych druhd se
mirikiny obecné (Aotus trivirgatus) projevily jako vnimavé vici VL pasobené L. donovani,
rezistentni jsou naopak kotulové veveroviti (Saimiri sciureus) ([82][83]. Z etickych i financ¢nich
dlvodu nejsou pokusy na primatech pfrilis ¢asté, takze imunitni odpovéd opic a poloopic na
leishmaniové infekce neni tak detailné probdadana, jako je tomu v pfipadé vyse zminénych
modelovych zvifat. Pfesto se ¢asto pouzivaji jako findlni model pro testovani rliznych typa
vakcin proti leishmaniézam (shrnuto v [68]).

Trendem poslednich let je vyuZiti divokych hlodavci, predevsim téch druhd, které
slouzi jako ptirozeni RH leishmanii. Tito hlodavci jsou (stejné jako ¢lovék) geneticky
polymorfni a Ize na nich studovat jednak pfirozenou dynamiku infekci (amplifikaci leishmanii
v rlznych organech a jejich expozici prenaseclim v kizi ¢i krvi) a jednak vztah mezi
hostitelem a patogenem — tedy pfirozenou rovnovahu mezi imunitni odpovédi hostitele
s mnozenim a Uspésnym prezivanim leishmanii (shrnuto v [68]). ProtozZe tato zvifata nebyvaji
komeréné dostupna a jejich chov nebyva tak snadny, zatim bylo studovdno pomérné malo
druhd.

Sigmodon hispidus (krecek bavinikovy, Cricetidae, Sigmodontinae) obyvajici Stfedni
Ameriku, Mexico a jihovychod USA je pouzivan uz desetileti pro testovani celé rady
infekénich patogend, od virli po helminty. Diky tomu bylo vyvinuto mnoho specifickych a
komercné dostupnych reagens (bunécné linie, monoklonalni protilatky specifické pro jejich
cytokiny a chemokiny) a byly publikovany i sekvence nékterych gent (shrnuto v [84]). Vysoce
vhimavi jsou tito hlodavci k experimentalni nakaze L. mexicana puUsobici CL ([85]) i vici
visceralizujici L. donovani: infekce se v nich progresivné vyviji, ale neni pro né fatalni jako pro
krecky ([86][87].

BrazilSti hlodavci druhu Thrichomys laurentius (Echimyidae) byli experimentalné
infikovani druhy L. infantum a L. braziliensis. Zajimavé je, Ze oba druhy, z nichzZ jeden pUsobi
u ¢lovéka VL a druhy CL, vyvolaly u tohoto hlodavce zcela shodné pattern infekci —
leishmanie pretrvavaly v klzi i vnitfnich orgdnech zvirat (jatrech a sleziné) mnoho mésic,
aniz by produkovaly léze ¢i jiné patologické zmény [88].

Pro studium CL plsobené druhem L. mexicana byl zaveden modelovy hostitel
Peromyscus yucatanicus (Cricetidae, Neotominae), pfirozeny rezervodr tohoto druhu
leishmanie [89]. Klinické a histopatologické rysy onemocnéni téchto americkych kiecikl jsou
podobné lidské CL. Na rozdil od mysiho modelu u nich tvorba NO v makrofazich nevede
k eradikace leishmanii [90][91].

Jiz ve 30. letech minulého stoleti byly zavadény experimentalni infekce asijskych
kirecika Cinskych (Cricetulus griseus, Cricetidae, Cricetinae). Krecici byli ve starsi literature
popisovani jako mimoradné vnimavi k leishmaniim, s histopatologickymi pfiznaky
onemocnéni podobnymi jako u ¢lovéka [92]. Pozdéji byli coby modely pro vyzkum
leishmanidézy opomijeni, ac to jsou zvirata komercné dostupnd a snadno chovatelna. vV
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poslednich letech pak byli znovu vyuZiti jako modelova zvifata pro testovani VL v Ciné [93],
[94].

Se zavadénim novych modelovych zvifat se tedy jasné ukazuje, Ze imunitni odpovéd
na stejny druh leishmanie je u rGznych hostiteld znacné rozdilna a mechanismy, které funguji
u zdanlivé standardniho modelu inbrednich kmend mysi, nemaji zdaleka universalni platnost.
Vhodné modelového zvife by mélo vykazovat takové patologické rysy onemocnéni a imunitni
odpovéd vici danému druhu leishmanie, které by se optimalné bliZily projevim lidskych
leishmanidz. Nelze tedy vystadit s jednim ¢i dvéma modely pro vyzkum celého spektra
raznych forem leishmanidz. To se ukazuje napfiklad pfi testovani vakcin [95] a proto je
nezbytné hledat, vytvaret a testovat nové zvifeci modely, které by se co nejvice odpovidaly
spektru pozadovanych kritérii.
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2. VLASTNI VYZKUM A JEHO DALSI SMEROVANI

2.1. VYVO] LEISHMANII VE FLEBOTOMECH A FAKTORY OVLIVNUJICI
KOMPETENCI PRENASECU.

Jednim z prvnich dil¢ich témat, kterym jsem se v této oblasti vyzkumu vénovala, byl
mechanismus prenosu leishmanii na savciho hostitele. Bylo zndmo, Ze prenos infekénich
stadii je umoZnén regurgitaci flebotoma pti sdni na hostiteli — u infikovanych jedinc( je
oblast kardie mechanicky zablokovana masou haptomonadd, leptomondd a PSG gelu, ktery
leptomonddy produkuji [27]. V nasi praci jsme pomoci histologickych a elektron-
mikroskopickych fezl potvrdili, Ze leishmanie navic aktivné porusuji chitinovou vrstvu na
povrchu stomodealni valvy, ¢imz zfejmé zvysuji regurgitaci flebotom(. Kromé tfi riznych
druhl flebotom byl stejny efekt pozorovan i u komarU Culex pipiens infikovanych
trypanosomou T. culicavium, takze jde pravdépodobné o univerzalnéjsi strategii vyuzivanou
dvojhostitelskymi trypanosomatidy v hmyzich pfenasecich [96]. Ve spolupraci s kolegy

z Liverpool School of Tropical Medicine (UK) a National Institutes of Health (NIH, Bethesda,
USA) jsme potom ovéfili efekt poruseni chitinové vrstvy stomodedlni valvy flebotom( na
prenos leishmanii pomoci mutantnich linii L. mexicana s over-expresi leishmaniové
chitinazy. Jednoznacné se podafilo prokazat vliv exprese tohoto enzymu na prenos infekce.
Ve srovnani s kontrolni skupinou saly samice infikované mutantni linii 2,5 krat déle a u
infikovanych mysi byl poté pozorovan signifikantné rychlejsi rist 1ézi i vétsi pocet leishmanii
[97].

Chitinaza leishmanii byla starSimi autory popsana také jako hlavni enzym, ktery
umozni leishmaniim opustit endoperitroficky prostor obklopeny peritrofickou matrix (PM),
vrstvou sloZzenou z chitinové kostry obalené glykoproteiny a proteoglykany, ktera se tvofi
okolo nasaté krve. Na modelu P. papatasi — L. major bylo popsano, Ze leishmanie unikaji do
ektoperitrofického prostoru predni ¢asti PM, kterou aktivné porusuji svou chitindzou [98].

V nasi praci jsme podrobné popsali morfologii, ultrastrukturu a kinetiku tvorby a rozpadu PM
flebotomu druhu P. duboscgi. Oviem PM se rozpadala u samic infikovanych L. major

s naprosto stejnou dynamikou, jako u neinfikované kontrolni skupiny. Nas zavér tedy byl, zZe
hlavni roli v rozpadu PM P. duboscgi hraji vlastni chitindzy flebotoma a parazit jen ¢ekd na
tento pfirozeny rozpad PM. Vzhled anteriorni ¢asti PM se nelisil u infikovanych a
neinfikovanych samic — zde v oblasti tzv. anteriorniho plugu (AP) z(stdva PM transparentni,
protoze je tvofena v anteriorni ¢asti mesenteronu, neni ve styku s travenou krvi a nebarvi se
proto hemem, na rozdil od PM tvofené v posteriornim mesenteronu, kde dochazi k traveni
krve. Nicméné je PM v oblasti AP uzavienad a pro leishmanie neprostupna a leishmanie
unikaji pfi pfirozeném rozpadu PM na jejim zadnim konci. Popsali jsme také roli AP v migraci
leishmanii — nektomonady migrovaly z abdominalni do thorakalni ¢asti mesenteronu az po
rozpadu PM, do té doby AP uzaviral pfechod mezi obéma ¢astmi streva [25].

Fakt, Ze rozpad PM neiniciuji leishmanie, ale je to proces kompletné fizeny enzymy
flebotoma, nam neptimo potvrdil i dalsi vyzkum zaméreny na druh Sergentomyia schwetzi,
jehoz kolonii jsme zaloZili ze samic ziskanych béhem terénniho vyzkumu v Etiopii. Zastupci
tohoto druhu patfi na endemickych lokalitach k nejhojnéjsim flebotomUm, jsou ochotni sat
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na Clovéku a byli tedy podezfeli z pfenosu leishmanii patogennich pro ¢lovéka.
Experimentalni infekce S. schwetzi tfemi druhy leishmanii (L. donovani, L. major a L.
infantum) ovsem prokazaly, Ze ani jeden z téchto druhi leishmanii neni schopen v S.
schwetzi dokoncit vyvoj. Zatimco v kontrolnich druzich flebotomu (P. duboscgi a Lu.
longipalpis) se tvorily zralé infekce s kolonizaci SV, v S. schwetzi byly leishmanie defekovany
spolu se zbytky nestravené krve. Divodem bylo zifejmé jiné nacasovani rozpadu PM, nez u
kompetentnich druh(l flebotom [99].

V dalSim vyzkumu jsme proto podrobné srovnali dynamiku tvorby PM u S. schwetzi a
tfi druhd flebotoma, které funguji jako kompetentni prenaseci L. major nebo L. donovani (P.
papatasi, P. orientalis a P. argentipes). Srovnavali jsme také dalsi parametry traveni krve:
objem nasaté krve, dynamiku proteolytické aktivity a ¢asovy pribéh defekace. Zasadni
parametr, ktery odliSoval S. schwetzi od ostatnich druhd, byl ¢asovy interval mezi rozpadem
PM a defekaci samic — u S. schwetzi byl extrémné kratky a nedaval leishmaniim prostor pro
uspésnou kolonizaci mesenteronu [100].

Tato hypotéza byla definitivné potvrzena v dalsi publikaci. Do suspenze kréli¢i krve a
leishmanii, kterou byly infikovany samice S. schwetzi, byla pridana chitindza ziskana kultivaci
houby Beauveria bassiana. U téchto samic byla PM porusena, leishmanie byly schopné
unikat do ektoperitrofického prostoru a vytvofit v S. schwetzi zralé infekce s kolonizaci SV a
tvorbou metacyklickych stadii, zatimco u kontrolnich samic (které saly krev bez pridani
exogenni chitindzy) byly leishmanie defekovany [101].

Stejnou kombinaci druh( flebotoma jsme vyuZili i v dal$im navazujicim vyzkumu
faktora ovliviiujicich kompetenci prenasecl. Dlouho se traduje hypotéza, Ze vyznamnou roli
specifické bariéry, kterd brani vyvoji leishmanii v nekompetentnich vektorech, hraji jejich
travici enzymy ([21][102]. Vysledky nasich pokus( in vivo tuto hypotézu ovsem nepotvrdily,
protoze leishmanie v rezistentnich druzich (P. papatasi a S. schwetzi) nebyly poskozeny, ale
prezivaly aktivitu travicich enzym( az do okamziku defekace. Provedli jsme proto dalsi
pokusy in vitro a vystavili leishmanie homogenatu stfev vypitvanych z rliznych druhd
nasatych flebotom(l. Také v tomto experimentalnim usporadani se potvrdilo, Ze leishmanie
nemaji vy$si mortalitu v prostredi stfev rezistentnich druh( flebotom. Nejvyssi mortalitu
navic vykazovali prekvapivé promastigoti 24 h po transformaci a ne transformujici se formy,
jak bylo dfive popsano [23]. Dulezité je, Ze leishmanie byly rezistentni k samotné proteinaze,
ale citlivé ke kombinaci krali¢i krve a proteindzy. Mortalita tedy nebyla plsobena primo
travicimi enzymy, ale toxickymi produkty traveni krve, coz také svédci proti hypotéze, ze
travici enzymy hraji jednu z hlavnich roli ve vnimavosti ¢i rezistenci flebotom vici
leishmaniim [103].

Na dalsim tématu jsme spolupracovali s kolegy z University of York (UK). Vyzkum byl
zaméren na proteiny HASP a SHERP L. major, o kterych bylo v podminkach in vitro znamo, ze
jsou exprimovany hlavné u metacyklickych stadii leishmanii schopnych kolonizovat
makrofagy hostitele. Cilem nasi prace bylo otestovat roli téchto proteind pro vyvoj
leishmanii ve flebotomech. Potvrdili jsme, Ze protein HASP je ve flebotomech exprimovan
pouze u metacyklickych forem, maze byt tedy vyuzit jako prvni znamy proteinovy marker
metacykll leishmanii. Protein SHERP byl detekovan nejen u metacyklickych stadii, ale i u
leptomonad. Pomoci mutantnich linii s deleci LmcDNA16 lokusu na chromozému 23, ktery
obsahuje geny obou sledovanych proteint, jsme dale prokazali jejich vyznam pro diferenciaci
leishmanii v prenaseci. Zatimco kontrolni linie leishmanii kolonizovaly stomodealni valvu
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flebotomu druhu P. papatasi, linie s deleci lokusu se diferencovaly normalné pouze do stadii
dlouhych nektomonad [104].

V dalsi fazi byly in vivo a in vitro testovany mutantni linie v jednotlivych genech
(HASPA1, HASPA2, HASPB, SHERP1, SHERP2) a do vyzkumu se zapojili i kolegové z NIH. Zjistili
jsme, Ze tyto geny maji vyznam i v produkci PSG gelu, ktery je dulezity pro kolonizaci SV a
prenos leishmanii na hostitele. Diky testovani mnoha mutantnich linii L. major jsme také
poprvé prokazali specifickou expresi HASPA proteint: HASPA2 je exprimovan pouze u
extraceluldrnich promastigotd zatimco HASPA1 pouze u intracelularnich amastigotu.
Zajimavé bylo i zjisténi, Ze homogenat stiev flebotom{ ovliviiuje diferenciaci leishmanii in
vitro, vyvoj leishmanii ve flebotomech je tedy modulovan molekuldrnimi interakcemi mezi
parazitem a prenasec¢em [105].

Dalsi nase prace byla metodického charakteru. Experimentalni infekce flebotoma
leishmaniemi mohou byt v laboratofi provadény bud pfimo z promastigotnich kultur nebo s
pouzitim amastigotl, tkanovych forem leishmanii. Druha varianta je sice pfirozenéjsi, ale
predstavuje technicky obtiznéjsi a zdlouhavéjsi postup. Nasim cilem bylo srovnat
experimentalni infekce flebotom, které byly iniciovany bud promastigotnimi nebo
amastigotnimi formami leishmanii. Flebotomové druhu P. argentipes byli infikovani
promastigoty z log-faze kultury ¢i amastigoty L. donovani ziskanymi z kultury makrofagu.
Zjistili jsme, Ze vyznamny rozdil byl jen v ¢asné faze infekce flebotomu, kdy se liSilo mnozstvi
leishmanii i zastoupeni jejich morfologickych forem. U zralych infekci jiz rozdily nebyly
patrné, v obou pripadech se vyvinuly silné infekce s kolonizaci SV a pritomnosti
metacyklickych stadii. Prokazali jsme tedy, Ze v experimentech, které jsou zaméreny na
sledovani zralych infekci, mohou byt amastigotni infekce plné nahrazeny jednodussi
metodou promastigotnich infekci [106].

Vyzkum interakci leishmanie — prenasec pokracuje v nékolika smérech:

Ve spolupraci s laboratofti prof. Evy Gluenz (Oxford University) zkoumame roli jednotlivych
proteinl biciku leishmanii pfi jejich vyvoji v pfenasecich. Pomoci unikatni metody DNA
barcodingu jednotlivych mutantnich linii provadime smésné infekce flebotoml mnoha
liniemi najednou a sledujeme rozdil v jejich schopnosti vyvoje v prenaseci. Tato prace byla
shrnuta v publikaci, ktera byla v prosinci 2018 zasldna do PLOS Pathogens.

Pracujeme s leishmaniemi podrodu Sauroleishmania, jejichZ hostiteli jsou primarné
plazi. Pro ¢lovéka nejsou patogenni a také proto je znamo velice malo detaill jejich Zivotniho
cyklu, vétsina publikovanych dat pochazi z poéatku minulého stoleti. Chceme tuto mezeru
zaplnit a provadime proto experimentalni infekce flebotomU a gekond rdznymi druhy
podrodu Sauroleishmania: L. (S.) adleri, L. (S.) hoogstraali, L. (S.) tarentolae a L. (S.)
gymnodactyli.

Podobny cil ma také nas vyzkum leishmanii podrodu Mundinia. Tento podrod
leishmanii byl ustaven teprve v roce 2016 a podobné jako v pfipadé podrodu
Sauroleishmania, ani zde neni zndmo témeér nic o prenasecich ani hostitelich téchto
leishmanii. Testujeme tedy schopnost péti druhl podrodu — L. (M.) enriettii, L. (M.)
martiniquensis, L. (M.) orientalis, L. (M.) macropodum a L. (M.) sp. z Ghany vyvijet se v téch
druzich u nas chovanych flebotomd, které s nimi v prirodé sdileji spole¢ny areal, napf. L. (M.)
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enriettii — Lu. migonei, L. (M.) martiniquensis a L. (M.) orientalis — P. argentipes, L. (M.) sp.
z Ghany — P. duboscqi).

2.2. SEXUALNI ROZMNOZOVANI{ LEISHMANII

Sexualita leishmanii a tvorba hybridd na vnitrodruhové i mezidruhové Urovni jsou témata
poslednich dvou desetileti, dfive byly leishmanie tradi¢né povazovany za Cisté asexualni
organismy. V nasi laboratofi jsme testovali pfirozené vzniklé hybridy L. infantum a L. major
izolované z pacienta s HIV v Portugalsku [107]. Zatimco L. infantum prenasend nékolika
druhy flebotomU podrodu Larroussius je pdvodcem zavazné visceralni leishmanidzy, L. major
vazana na specifické prenasece P. papatasi Ci P. duboscqi je pavodce lehci kozni formy
leishmanidzy. Experimentdlni infekce P. papatasi prokazaly, Ze hybridni izolat je schopen
vyvoje v tomto prenaseci, ve kterém se rodi¢ovska L. infantum vyvijet nedokdaze. Pozorovali
jsme silné infekce flebotom s kolonizaci SV a tvorbou metacyklickych stadii. Nepfima
imunofluorescence s protildtkami specifickymi pro lipophosphoglycan (LPG) L. major
ukazala, Ze hybridni leishmanie (na rozdil od L. infantum) na svém povrchu exprimuji tuto
molekulu dlleZitou pro vyvoj ve specifickém prenaseci. Hybridi tedy ziskali moZnost Sifit se
pomoci dal$iho vektora, antropofilniho a agresivniho druhu flebotoma, ¢asto Zijiciho

v blizkosti ¢lovéka. Vyznam tohoto faktu byl védecké verejnosti zdGraznén v Science [41].

Sexudlni rozmnozovani leishmanii nebylo nikdy pozorovdno v savcich hostitelich,
probiha zfejmé pouze v prenasecich. Cilem dalsi nasi prace bylo zjistit, v jaké ¢asti traviciho
traktu flebotom{ k tomu dochdzi a jaka stadia leishmanii se genetické vymény Gcastni. Ve
spolupraci s kolegy z London School of Hygiene and Tropical Medicine jsme provadéli
experimentalni koinfekce dvou druhi flebotoma dvéma kmeny L. donovani, které se lisily
rezistenci vici selekénim antibiotikim (hygromycin vs. neomycin) a fluorescencni znackou
(GFP vs. RFP). Stfeva flebotom( byla bud’ pouzita na kultivace nebo pfimo prohlizena pod
fluorescenénim mikroskopem ¢i sledovana pritokovym cytometrem (FACS) s naslednou
konfokalni mikroskopii selektovanych bunék. Genetické vymeény byly v téchto pokusech
velmi vzacné a kultivaéni pokusy na médiu s obéma selekénimi antibiotiky byly nedspésné.
Nicméné hybridi byli pozorovani mikroskopicky ¢&i zachyceni FACS analyzou v obou druzich
flebotomu a to jiz od druhého dne po sani v ¢astecné natravené krvi v endoperitrofickém
prostoru, a to ve stadiu kratkych procyklickych promastigot( [34].

Vyzkum v této oblasti pokracuje - vybrali jsme dva Cerstvé izolaty L. donovani z Etiopie,
provadéli amastigotni i promastigotni infekce flebotom( a sledovali vyskyt hybrid( u
prirozenych prenasecl i rezistentnich druhd flebotomu v rliznych fazich infekce. Prokazali
jsme tvorbu hybrid( ve dvou pfirozenych prenasecich L. donovani a ziskali hybridni izolaty
z 10% infikovanych P. argentipes a 16% infikovanych P. orientalis. Nasi kolegové z Londyna
dokoncuji celogenomovou sekvenaci a naslednou analyzu téchto izolatl a rodi¢ovskych
kmenu.
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2.3. ALTERNATIVNI VEKTORI LEISHMANI{

Jedinymi dosud prokazanymi alternativnimi prenaseci leishmanii (tedy kromé flebotom{)
jsou tiplici (Diptera: Ceratopogonidae). V Austrdlii byli v roce 2011 tiplici podrodu
Forcipomyia (Lasiohelea) prokazani jako prenasedi pro ¢lovéka nepatogennich leishmanii
druhu L. macropodum [56]. Proto jsme se rozhodli otestovat, zda jsou v tiplicich schopny
dokoncit vyvoj pro ¢lovéka patogenni druhy leishmanii L. infantum a L. major. Od koleg(

z Institute for Animal Health (1AH, Pirbright, UK) jsme ziskali tipliky druhu Culicoides
nubeculosus. Leishmanie se v nich zdarné vyvijely pouze do okamziku defekace, poté se
infekce ztracely. Z metodického hlediska bylo zajimavé, Zze i 7. den po infekci bylo mozné
pomoci PCR leishmanie v tiplicich detekovat, ackoliv pfi mikroskopickém pozorovani jiz
infekce pfitomny nebyly a rozhodné by tito tiplici nebyli schopni nakazit hostitele. Tato velmi
citlivd metoda tedy musi byt interpretovana obezretné zejména pfti terénnich zachytech
pozitivnich vzork(, kdy je tfeba také mikroskopicky potvrdit kvalitu infekce, jeji lokalizaci a
popfripadé pritomnost metacyklickych stadii [59].

Tento fakt jsme znovu zd(raznili jako reakci na ¢lanek tuniskych autord, ktefi
popsali nalezy DNA L. infantum ve dvou druzich tiplikd v Tunisku a vyvodili z toho, Ze tito
tiplici slouZi jako prenaseci L. infantum [57]. Je tfeba si uvédomit, Ze (a) PCR mlze zachytit i
mrtvé bunky ¢i samotnou DNA a (b) parazit sice mlze nespecificky prezivat v krevsajicim
hmyzu ¢asnou fazi infekce, ale neni pfenesen na hostitele, protoze ke ztraté infekce obvykle
dochazi pti defekaci nestravenych zbytkl krve. Pro dikaz, Ze dany druh prenasece skute¢né
podporuje vyvoj daného druhu parazita, je tedy tfeba podlozit vysledky PCR mikroskopickym
pozorovanim vydefekovanych samic se silnou infekci parazitQ a jejich lokalizaci slucitelnou s
prenosem infekénich stadii [108].

V roce 2014 jsme ziskali moznost pracovat s dalSim druhem tiplika z IAH
v Pirbrightu, severoamerickym Culicoides sonorensis. Testovali jsme tentokrat leishmanie
podrodu Mundinia — australsky izolat AM-2004 (L. macropodum) a brazilskou L. enriettii ve
dvou druzich tiplik(i (C. nubeculosus, C. sonorensis) a v permisivnich flebotomech L.
longipalpis. Navic jsme sledovali vyvoj L. enriettii v morcatech a kreccich. Tiplici druhu C.
nubeculosus nepodporovali vyvoj leishmanii z podrodu Mundinia a ani v L. longipalpis
netvofrily tyto leishmanie zralé infekce. Naopak, v C. sonorensis jsme pozorovali zralé infekce
véetné kolonizaci stomodeadlni valvy. V morcatech tvofila L. enriettii progresivni infekce
s ulcerujicimi lézemi a xenodiagnostické pokusy ukazaly, Ze se pfi sani v misté lézi nakazilo
vétsi procento tiplikd C. sonorensis, nez flebotoma L. longipalpis (az 80% vs. max. 50%). Tyto
vysledky podporuiji tezi, Ze tiplici mohou byt zapojeni do pfenosu nékterych druh(
leishmanii, a to pravé zastupcl podrodu Mundinia [60].

V soucasné dobé se chystame v tiplicich C. sonorensis testovat dalsi leishmanie
podrodu Mundinia - L. martiniquensis, L. orientalis a dosud druhové nepojmenovanou L. sp.
z Ghany. U Zadného z téchto pro ¢lovéka patogennich druh( neni prenasec¢ znam a tak je
mimoradné zajimavé zjistit, jak Uspésny bude jejich vyvoj v tiplicich.
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2.4. REZERVOAROVI HOSTITELE LEISHMANII A EXPERIMENTALNT{
INFEKCE HOSTITELD.

Pro rozvoj infekci v hostiteli ma veliky vyznam mnozstvi leishmanii, které flebotomové vpravi
do téla hostitele b&€hem sani. Znalost tohoto parametru je zakladnim predpokladem pro
provadeéni relevantnich experimentalnich infekci v laboratofich. Cilem nasi prace bylo zjistit
rozmezi poctu prfenasenych leishmanii na modelu dvou druht flebotom (P. perniciosus a Lu.
longipalpis) nakazenych dvéma kmeny L. infantum, kterym bylo umoZnéno sani na
anestezovanych BALB/c mysich. Infikované samice, které prenesly leishmanie na mys,
stravily sanim signifikantné delsi ¢as, neZ samice, které leishmanie neprenesly. Pocty
pfenesenych leishmanii stanovené pomoci qPCR se pohybovaly od desitek po 4 x 10*
leishmanii. JelikoZ se pro iniciace experimentdlnich infekci béZné pouzivaji daleko vyssi pocty
(107 — 108 leishmanii), je tfeba tyto vysledky brat v potaz pf¥i designovani pokust [110].

S touto znalosti jsme zavedli novy laboratorni model pro testovani visceralni
leishmanidzy pldsobené L. donovani na BALB/c mysich. Mysi byly intradermalné inokulované
leishmaniemi ziskanymi z infikovanych flebotom{, proto inokulum obsahovalo prevdiné
metacyklické infekéni formy leishmanii v mnoZstvi odpovidajicim pfirozené ndkaze. Mysi byly
poté v dvoutydennich intervalech vystavovany sani naivnich flebotom( pro testovani jejich
infektivity pro hostitele. Po skonéeni pokusu byly z mysi odebrany vzorky tkani pro uréeni
lokalizace infekce v jejich téle. A¢koliv mysi nevykazovaly vnéjsi znamky infekce, jejich
infektivita pro flebotomy byla v misté inokulace velmi vysoka, pohybovala se okolo 20%.
Paraziti byli detekovani jak v misté inokulace (usni boltce), tak ve spadovych uzlinach, ve
slezing, jatrech, krvi a nékdy i na dalSich exponovanych mistech. BALB/c mysi jsou tedy
vybornym laboratornim modelem pro studium asymptomatického typu onemocnéni
plusobeného L. donovani [111].

Nas vyzkum se ubiral i smérem hledani rezervodrovych zvifat v endemickych
lokalitach, konktrétné v Etiopii, kde sice VL ohroZuje Zivoty tisict lidi, ale role RH L. donovani
stale neni jasnd. Tento vyzkum probihal v ramci mezinarodniho grantu od nadace Billa a
Melindy Gatesovych a spolupracovali jsme s kolegy z izraelské Hebrew University a etiopské
Addis Ababa University. Odchyt hlodavcl probihal na 41 lokalitach, odchyceno bylo 586
hlodavcli 21 rod( a 38 druhd. DNA leishmanii byla detekovana pomoci qPCR kinetoplastové
DNA a druhova prislusnost ovérena sekvenaci ITS1 genu. Kinetoplastova DNA leishmanii byla
pritomna u 8.2% hlodavc, pficemz L. donovani byla prokdzdna u Arvicanthis sp., Mastomys
erythroleucus a Gerbilliscus nigricaudus a L. tropica u Arvicanthis sp., Acomys sp. a Gerbillus
nanus. Tato prace prokazala, Ze hlodavce je tfeba povazovat za potencialni rezervoarové
hostitele leishmanii v téchto endemickych lokalitach [112]. Dalsi vyzkum byl poté cileny na
detekci leishmanii u netopyr(. Pfirozené infekce netopyrud leishmaniemi byly popsany z
Nového svéta, ale ze Starého svéta dosud takové dlkazy chybély. Na rliznych lokalitach
Etiopie bylo odchyceno 163 netopyrl — zastupcl 23 druh(l osmnacti rodd. Z tohoto poctu
byla kDNA leishmanii pfitomna u 4.9% jedincu, pfiéemz sekvenace gen( pro ITS prokazala, Ze
Slo o L. tropica (u netopyr( druhu Cardioderma cor) a L. major (u druhu Nycteris hispida).
Popsali jsme tedy poprvé pfitomnost leishmanii u netopyrd Starého svéta, coz je vyzvou pro
dalsi vyzkum jejich potencidlni rezervodrové role [113].

Na tento terénni vyzkum navazuji v soucasné dobé laboratorni experimenty. Na
katedre parazitologie jsme zavedli chov subsaharskych druhd hlodavcl Arvicanthis
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neumanni, A. niloticus a Mastomys natalensis. V ramci projektu podporovaného agenturou
GACR je testujeme jako moZné rezervodrové hostitelé (RH) t¥i druh(l subsaharskych
leishmanii. V roce 2018 jsme dokoncili sérii pokusl s L. major, ptivodcem CL. Hlavnimi RH L.
major jsou Rhombomys opimus ve Stfedni Asii a Psammomys obesus a hlodavci rodu
Meriones v oblasti Severni Afriky a Pfedniho vychodu, oviem RH L. major v subsaharské
Africe dosud znami nejsou. Paraziti nebo jejich DNA byli detekovani v nékolika druzich
hlodavcl zZijicich v této oblasti, mezi nimi nej¢astéji pravé v zastupcich rodl Arvicanthis a
Mastomys. Samotnad pritomnost parazita ale neznamen3, Ze jde opravdu o RH. Je nutno
odlisit skutecného RH od hostitele ndhodného, ktery neni schopen nakazit prenasece a
podporovat tedy Zivotni cyklus parazita. Takovy dikaz se da nejlépe provést pomoci
xenodiagnostiky, tedy sani naivnich prenasecl (flebotomu) na nakazeném hostiteli

s naslednym priikazem leishmanii ve flebotomech. Pomoci experimentalnich infekci
hlodavcli jsme mohli porovnat tfi druhy hostitel v délce trvani infekce, mnozstvi a lokalizaci
leishmanii v jejich téle a jejich infektivitu a atraktivitu pro flebotomy. Vysledky ukazuji, ze ve
vSech tfech studovanych druzich hlodavcu Ize leishmanie prokazat po nékolik mésicl a bez
viditelnych zdravotnich komplikaci a Ze tito hlodavci jsou infekéni pro flebotomy. Ovsem

v pfipadé Mastomys natalensis jsme zaznamenali vyssi procento nakazenych jedinc(,
generalizovanéjsi distribuci leishmanii a del$i obdobi infektivity pro flebotomy nez u druh(
rodu Arvicanthis, coz naznacuje, Ze zastupci rodu Mastomys hraji vyznamnéjsi rezervoarovou
roli v kolobéhu L. major v subsaharské oblasti. Je zajimavé, Ze infektivita rznych pouZitych
izolatl L. major se vyznamné lisila, izolat z Pfedniho vychodu pusobil slabsi infekce nez
subsaharské izolaty.

V soucasné dobé ovéfujeme vnimavost hlodavcl rodu Arvicanthis a Mastomys k dalSim
druhlm leishmanii patogennich pro ¢lovéka v subsaharské Africe - L. donovani a L. sp.
z Ghany.

Dalsim nasim cilem je testovani morcat jako modelovych zvifat pro vyzkum
leishmaniéz plisobenych leishmaniemi podrodu Mundinia. Morcata jsou jedinym dosud
znamym zviretem, ve kterém se Uspésné vyviji L. enriettii, s ostatnimi druhy podrodu
Mundinia nebyly experimentalni infekce hostitell zatim provadény.

Pracujeme také na zavedeni modelového vyuziti dalSich druhd hlodavc( ve vyzkumu
leishmanioz. Ovérujeme hostitelskou kompetenci kiecika ¢inskych (Cricetulus migratorius),
krecikt dZzungarskych (Phodopus sungorus) a pestrusek pisecnych (Lagurus lagurus) pro
razné druhy leishmanii. Podle predbéznych vysledk( experimentalnich infekci L. major jsou
krecici ¢insti dobrym modelem pfirozeného hostitele tohoto parazita, kiecici dZzungarsti jsou
velmi vnimavi a nedokaZzou onemocnéni kontrolovat obdobné jako imunodeficientni BALB/c
mysi (,,non-healing phenotype”). Naproti tomu pestrusky jsou sice také vnimavé a parazit se
Sifi do vnitfnich organd, ale dochazi u nich k hojeni ézi (,healing phenotype®). Dale
testujeme vnimavost téchto druhd hlodavc pro L. donovani, L. braziliensis a L. peruviana.
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