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1. Uvod

Klistata pati do kmeneArthropoda, podkmeneChelicerata, tfidy Arachnida a do
fAdu Acarina. Dle nejno¥jSich studii rozliSujeme 896 drahve tech cedich: Ixodidae
(kligtata), Argasidae (klistaci) aNuttalliellidae. Celed’ Ixodidae ¢ita 702 drub ve 14 rodech,
Z nichz nejznarjsi rody jsouAmblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes
a Rhipicephalus (Guglielmone a kol. 2010)

PrestoZe rodxodes &itd v sodasnosti 243 druly v Ceské republice se téhvyhradre
setkavame s kli&tem obecnymnixodes ricinus, které bylo popsano Carlem von Linné v roce
1758 (Horak a kol., 2002). Klkiata jsou krev sajici ektoparazité a zarowsgznamni
pienaSéi chorob postihujici nejen ziata, ale iclovéka (Jongejan, Uilenberg, 2004). Mezi
nejnebezpén¢jSi  choroby zpisobené patogeny kl&e Ixodes ricinus paki Kklistova
encefalitida, jejimZ fivodcem je neurotropiiiavivirus, lymeska boreliéza, ktera je igpbena
spirochétamiBorrelia burgodorferi sensu lato (Nutall, 1999), tularémietspbena bakterii
Francisdla tularensis, Q-hore&ka (riketsie Coxiella), erlichiéza (riketsieEhrlichia spp.),
horetka Skalistych horRickettsia - rickettsii) a jiné nebezgmé choroby (Volf, Horak a kol.,
2007).

1.1 Klisté obecné [xodesricinus)

v s

v Evrop. Radi se mezi tzv. ,tvrda kifata“, protoze ma narbetni stras tsla typicky tvrdy
Stitek. Tento Stitek jeé&Si u sam@ nez u samic. Diky tomu mohou samicghém sani
n¢kolikanasobr z\tSit swij objem a ziskat tak dostatek energie pro tvorbjicek (Volf,
Horék a kol., 2007)Lxodes ricinus se vyskytuje fedevSim na vihkych a teplych stanovistich,
v zavislosti na péasi, a to od iezna do listopadu (Volf, Horak a kol., 2007). lceége pro
ngj listnaty les s dostateym podrostem, dale seude vyskytovat nagklad v senicich. Jen
vyjime¢né se objevuje v nadniiské vySce fesahujici hranici 1000 métr(Gray, 1991).
Najdeme jej v mirném pasmu severni polokoule. Nejvje roz&eno v Evrop a Asii,
naleznout jej vSak fizeme také severdasti Afriky. Jedna se o typicky trojhostitelsky dru
(Volf a Horak, 2007).



Jednotlivé metamorfozy probihaji vZdy mimo hositddsou podmimy vyhledanim
hostitele nového, dale jsou ovligmy teplotou (pi poklesu teploty pod 15 — 18 °Ggmena
neprobihd) a mnozstvinri@té krve. Tvrda kliata majictyti vyvojova stadia — vajko,
larvu, nymfu, dosglce (obr. 1). Samice, kter4 produkuje 2500 — 40@fikcek, po jejich
nakladeni umird. Klidové stadiunigal obdobim séni @e trvat 6 nisial az 1 rok. Proto jsou
tito parazité schopniipzivat i v chladnych nebo suchych obdobich rokuajka se lihne
velmi mala larva, kterd ma 3 pary nohou &rinpriblizné 0,8 mm. Parazituje na drobnych
hlodavcich, ze kterych po nasati (4 — 5 dni) odpad#fenenuje se na nymfu. Nymfa je
stadiem vysSiho vyvojového stuprmochazi u ni kigmsné vSech larvalnich organ Je étSi
(1,2 — 1,5 mm) a ma 4 pary nohou. Vyhleda¥&ivhostitele, jakymi jsou zajici, jeZci, psi,
kocky, parazituje také nalovéku. Délka sani nymfy se pohybuje v rozmezi 3 — &. &0
plném naséani nymfa odpadd a prochazi kooe metamorf6zou na dadgho jedince
(imago), ktery je schopny reprodukce. Samice jseétsiv(3,5 — 4,5 mm) a parazituji
piedevsim na a%i, liskach, konich, dobytku, K&ach, psech, ale také ghoveéku. Velikost
nasaté samice e byt az 1,5 cm. Doba sani se pohybuje v rozmesti 87 deviti tydi,
poté samice naklade véa a umird. Samci jsou vyrazmensi (2,5 mm) a jiZ nesaji (pouze
vyjimeéng), jejich poslanim je oplodnit samici. Samotné aploi se odehrava na hostiteli
(RySavy a kol., 1988), protoze peatostitel je nejpravgpodobrjSim mistem vzajemného
setkani opénych pohlavi (Volf, Horak a kol., 2007). Cely vywoly cyklus od vajika az po
reprodukce schopného jedince trva 1 — 5 let, vohagengpisnych dtkach nejasgji 2 — 3
roky (obr. 2).

larva

Obr. 1: Vyvojova stadia klf&t z¢eledilxodidae, upraveno dle www.tickencounter.org.
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Obr. 2: Schéma vyvojového cyklu kiat zc¢eledilxodidae, upraveno dle www.wwhd.org.

1.2 Stevo kli¥’at z ¢eledil xodidae

Strevo je nej¢tSim organem kligte. Jedna se o organ, ktery podbhako u
obratlovd@ umoziuje traveni, zaroveje i hlavnim zasobnim organem. Je rdedo do tech
¢asti: gedni stevo — foregut, sedni stevo — midgut (zde dochazi k traveni hostitelské&krv
zadni stevo — hindgut. S vyjimkou hemolyzy krevnich Bknkterd probiha ve igvni dutirg,
veSkeré dalSi traveni probiha nitrobémé (Sonenshine, 1991).

Strevo se sklada z kratké valcovité centralsti (stomach, Zaludek) a ze sedmitpar
vélcovitych vyleZka (obr. 3). U nenasatych jedih@ u vyjime&né sajicich samic maji tyto
vychlipeniny (diverticulae) Uzky trubicovity tvazatimco u sajicich samic tvar Sirokého vaku.
Na rozdil od morfologické rozmanitostieta, je jeho histologicka struktura ve vSééktech
velmi podobnéa. Shy steva jsou tvéeny epitelem. Tyto epitelialni klky nasedaji na tenkou

bazalni membranu, ktera je protkana siti svalowjéken. Stevni epitel se sklada ze dvou



typt burek — z rezervnich (zdsobnich) a travicich. Z rezietviburék strev vznikaji buky se
specializovanou funkci. StarSi studie vyuzZivajigitalné a elektronové mikroskopie tvrdi, Ze
z rezervnich butk vznikaji buiky sekréni a buiky travici (Raikhel, 1983). AvSak podle
studii nojSich (Sonenshine, 1991, Agyei, 1992), jsowkyuvzniklé diferenciaci rezervni
buiiky schopny plnit ob funkce, sekréni i travici. U nenasatych (hladgicich) jedind jsou

v epitelu steva gitomny pouze rezervni Bky a dale travici biky zachované

z predchazejiciho vyvojového stadia (Raikhel, 1983).

Obr. 3. Schéma stavby ieva kli¥at zceledi Ixodidae, DV — slepé vybzky steva
(diverticulae), S — zaludek (stomach), upravenoStieenshine, 1991.

1.2.1 Traveni hostitelské krve u samic
Samice pjimé krev hostitele ve dvou fazichtifem krve je nejtive pomaly, v této

prvni fazi se krev akumuluje a zar@vdochézi k tzv. prvni kontinualni fazi traveni. &td
fazi se objevuji boky, ze kterych se uviliji sekré&ni granula v procesu exocytézy. Tato
granula obsahuji glykoproteinovy material s enzyrkteré zgsobuji rozpad (hemolyzu)
erytrocyti (Miyoshi a kol., 2007). Slozky hostitelské krveethoglobin, leukocyty, granula
leukocytl) jsou receptory zprastdkovanou endocytézou a fagocytdézou ve tonacki
transportovany do béh. V cytoplasné travicich bugk vznikaji travici vakuoly (endozomy),

které fazuji s lysozomy. Traveni tedy probiha va@tyd$ozomalnich w&ich uvnit travicich



burgk. V druhé fazi sani dochazi k vyraznému zvySowdmpemu pijaté krve a tim k natazeni
strevni stény. Tato faze trva 12 — 36 hodin a je podénan oplodgnim samice. Bhem této
faze dochazi ke zpomalovani traveni, nefem &tSina energie vynaloZzena néjem krve.
SloZky krve jsou ukladany do endozbmtravicich buikach, a sice do jejich apikalni¢hsti
(Sonenshine, 1991).

Po ukoreni sani na hostiteli nastdva druhd kontinualnie f&aveni. Z velkych
endozoni vznikaji sekundarni lysozomy a naslédazidualni ¢liska (hemozomy) obsahujici
agregované krevni barvivo - hem. Oplédé samice se v této faziipravuji na produkci

vajicek (Sonenshine, 1991).

1.2.2 Traveni hostitelské krve u nymf

Zatimco u nenasatych a jedeni gne sajicich nymf je &vo velmi malé, u nymf
sajicich déle dochazi k jeho znému z¥¢tSeni (obr. 4). Satasré dochazi k zesileni &ty
streva jako reakce na zvysSeni objeniijgbé krve. Stevni epitel je u nenasatych nymf frea
vrstvou travicich bukk, v jejichz cytoplasmjsou gitomny velké endozomy.

Asi 12 hodin po psati, vtzv. pipravné fazi, maji travici biky s nizsi aktivitou
podobny tvar jako travici hiky u nenasatych nymf. Dochazi ale k napadnému zenéns
endozoni a naslednému zvysenigto reziduélnichdisek (Koh a kol., 1991).

Béhem fhstové faze, kterd nastava 2,5 dne pieati, dochazi ke zvySovani aktivity
travicich burk, které zdinaji akumulovat rezidualnéltska. Buiky pieplniné €mito &€lisky
vystupuji do nitra $eva, dochazi k jejich odteni od bazalni membrany a jejich obsah je
uvolrén do steva. Poté jsou nahrazenyiami novymi.

K nejwétSimu rozpinani epiteluisiva dochazi asi 3,5 dne ptigati lthem z¢tSovaci
faze, kdy se travici biky objevuji jen v nizkém pidu.

V den, kdy se nymfa odd od hostitele, je epitel twen trdvicimi biikami
kvadrovitého tvaru a v jejich cytoplasre pritomno mnoho velkych endozdm

Tii dny po oddleni nymfy se lumen #sva uzavird zdelymi travicimi buikami,
které obsahuji mnozstvi endozbnkteré obsahuji rezidualriliska.

Tyden po odéeni nymfy od hostitele dochazi v travicichikach ke snizovani gtu
a velikosti endozofiy zatimco mnoZstvi hemozamoste (Koh a kol., 1991).



Obr. 4: Stavba stva nymfy kliS¢te Ixodes ricinus dva tydny po uko&eni sani na hostiteli,
v sttevnim lumen jsou napadné krystaly hemoglobinu. D8lepé vykzky steva
(diverticulae), S — Zaludek (stomach), barvenoitiovou modti.

1.3 Peptidazy (Fastnici se traveni krve U xodesricinus

Travici peptidazy obeenhraji dilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech. Tyto
enzymy se &astni traveni, aktivace a modelace pratem v biologickém systému byly
identifikovany od vii az po obratlovce. Podle mista¢pg#ni substratu je &ime na
endopeptidazy a exopeptidazy dale pak z hlediskehamesmu Ginku na proteazy serinové,
cysteinové, aspartatové a metaloproteazy (Vodréddka?). U krev sajiciho hmyzu se traveni
krve (Eastni serinové proteazy, které byly podrdstudovany nap u komaraAedes aegypti
(Volf, Horak a kol., 2007).

Na traveni krve u klffat se podili fedevSim cysteinové a aspartatové proteazy.
Zkoumanim &chto proteédz u kli&t se zabyvala cef@ada studii (Sojka a kol., 2008). Travici
peptidazy jsou fitomny v travicich vakuolach igtvnich bugk, kde je jejich nejtllezite]jSi
funkci traveni fijatého hemoglobinu a ostatnich protein hostitelské krve Mezi travici



enzymy kli¥at pati cysteinové peptidazy katepsin B, L, C, aspardgirdy endopeptidaza
(legumain — IrAE) a aspartatova peptidaza — katepsi(Sojka a kol., 2008). Primarniho
Stpeni hemoglobinu secastni katepsin D, ktery je podporovan katepsineanlégumainem
(IrAE). Do procesu $peni se dale zapojuje katepsin B, ktery je zodgony za vznik
mensSich fragmeft RozSEpeni chto fragment na dipeptidy a na jednotlivé aminokyseliny
zpusobuje exopeptidazova aktivita katepsinu B a C.(®prCo do mnozZstvi jsou katepsin B a
C ve stevni tkani zastoupeny v dalek@t¥im mnoZzstvi nez katepsin D, L a legumain.
Hemoglobin je optimaks&pen @i pH 3,5 — 4,5. B vzestupu hodnoty pH nad 5,%8éni jiz
neprobih& (Horn a kol., 2009). KKst peptidazy hraji rowZ vyznamnou ulohuip pienosu
infek¢nich onemocEni. Mohou patogeny zabit nebo jsou naopakgioté ke spudbi cja,

které umoZzni patogenovi pokiavat v Zivotnim cyklu (Volf, Horak a kol., 2007)

Ixodes ricinus

Hemoglobin

‘ <@ Cat D +(CatL) 35
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Obr. 5: Degradace hemoglobinu v travicich vakuoladvicich bugk ve stew Ixodes

ricinus za &asti travicich peptidaz (upraveno dle Horn a K00Q9).



. Cile prace

. Studium morfologie $eva nymflxodes ricinusv pribéhu sani a metamorfézy.

. Detekce Kkligtcich katepsih B a L ve stevech nymflxodes ricinus negimou

imunofluorescenci v gb¢hu sani a metamorfézy.



3. Material a metody

3.1 Chov nymflxodes ricinus

Nymfy Kklistat Ixodes ricinus byly umgle odchovany v laboratornim chovu
Parazitologického Gstavu AkademigdvCeské republiky eskych Budjovicich. Byly
uchovavany ve skleémych boxech o vlhkosti 95% a konstantni teplezduchu 24°C.
V nésledujicich pokusech nymfy saly na laboratormroceti, na #mz byly upevgny

pomoci pryzového klobaku (obr. 6).

Obr. 6:A: laboratorni mate, B: nymfy v pryzovém klobotku, C: nymfy sajici na hostiteli,

D: nenaséaté nymfig: nymfy plné nasaté, foto Jan Erhart.

3.2 Histochemie — LR White

Steva nymf, pouzitd pro nasledujici pokusy, byla dit v rozdilnychcasovych
intervalech (nymfy nenasaté, jeden, dvé any sajici na maeti, plné nasaté, tyden, dvaj t
actyii tydny po plném nasati). Vzdy Viplizné stejnou denni dobu.



Nymfy byly prichyceny na podlozni sklo pomoci oboustranné lemgasky a
zdravotnické textilni naplasti. Byly pitvany pomastialpelu pod binokularnim mikroskopem
v Petriho misce a promyvany v roztoku PBS. Po ads$ti posteriorni kutikuly pinzetou bylo
strevo reneseno do 2% agarui¢plefatého na teplotu 100°C a poté ochlazeného na teplot
62°C). Agar byl pouzit zi/odia malych velikosti $ev u nenasatych, resp. tiest jeden, dva
a ti dny sajicich nymf a pro snazsi manipulaci s nifd. utuhnuti byl febyte&ny agar
odstragn a vznikly vzorek fenesen do fixdZze. U plnnasatych nymf a u nymf, které
ukortily sani, byla steva pitvana fimo do fixaZze bez pouziti agaru. Fixaz byfgpmvena
Z 4% roztoku formaldehydu a 0,1% glutaraldehydylWDNa-fosfatovém pufru, pH 7,2-7,4.

Pro nasledné zpracovani vzorkylo vyuzito metody fipravy prepardit pomoci
mikrovin. Mikrovinna trouba byla nastavena na rezommrazovani. Vzorky se vkladaly do
vodni lazr a poté byly vzdy po dobu 30 sekund vystaveny mvikiam. V intervalech mezi
pusobenim mikrovin byly vzorky umisty na led aiepany naiepace.

Tkare ve fixazi byly 3x vystavenydinku mikrovin a umisiny pfes noc na rotze v
chladové mistnosti (4°C). Nasledujici den byla Zixddsata a nahrazovana vypiracim
roztokem (0,2M fosfatovy pufr, glukéza, pH 7,2) dobu 3 x 10 minut. &hem kazdych
deseti minut byly vzorky 3x vystaveny mikrovinam. odvodréni vzorki byla pouzita
etanolov&ada (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95%). V kazdém razlpky vzorky ponechany
po dobu 15 minut a v kazdém kroku byly 3x vystavemirovindm. Nasled# byly vzorky
prosycovany roztokem 95% etanolu a pryste/ LR White (London Resin Company Ldt.)
v poreru 2:1. VeSkera prace s pryskyf byla provadna v digestti. Behem hodiny a fl
byly vzorky 5x vystaveny mikrovindm. Ve vzniklychexicasech byly vzorky umi&ty do
chladu (4°C) na rotku. Stejnym zpisobem se poktavalo i @i zvySovani mnozstvi LR
White v 95% roztoku etanolu (1:1, 2:1)}eB noc byly vzorky prosycovargystou pryskyici
za @istupu vzduchu.

Nasledujiciho dne byly jednotlivéasti steva umisiny do Zelatinovych kapsli a
s pomoci gikatky naplreny zcela stoprocentni prysigi. Zelatinové kapsle byly umisty
do termoboxu vytatého na 50°C dokud pryskege v kapslich nezpolymerovalarifgizné 1
den). Po zpolymerovani pryskge byla Zelatinova kapsle odstéaa.

Z blocku tvorenych z pryskiice a tkag byly na mikrotomu (Reichert - Jung) krajeny
polotenké fezy (0,4 pum).Rezy byly s pomoci sklené tywinky nanaSeny na skka
(SuperFrost®Plus) do 10% acetonu. K prozkoumaniktry stevni tkdg byly preparaty

barveny toluidinovou matd (1% toluidinova motlv 1% tetraboritanu sodném, 1:1).

10



3.3 Histochemie — EPON

Pro studium zrn morfologie steva Bhem sani byla pouzitaistza nenaséatych nymf,
jeden, dva ait dny sajicich nymf a sva nymf plg nasatych. Stejnjako v gedchozi
metod, byly nymfy gichyceny na textilni lepici pasce a pitvany pod oBiumarnim
mikroskopem v Petriho misce v PBS. VSechny vzorily kvali snazsi manipulovatelnosti
zality do 2% agaru, ktery byl rovh predeltat na 100 °C a poté ochlazen na 62 °C. Agarové
kosticky obsahuijici vzorky byly igneseny do fixaze tvené z 2,5% glutaraldehydu v 0,1M
Na-fosfatovém pufru a ponechaniep noc na rotae v chladové mistnosti (4°C). Nasledujici
den byly vzorky promyvany 3 x 15 minut ve vypiracioztoku. V jednotlivych intervalech
byly vzorky celkem 3x vystaveny mikrovindm (80W, @@in), v meztasech umighy na
led a tepany naiepace. Poté byla tkafixovana v 4% roztoku oxidu osti@lého v 0,2M Na-
fosfatovém pufru v pogru 1:1. Po dvou hodinach byl roztok oxidu o&ehtho nahrazovan
vypiracim roztokem (3 x 15 minut). V kazdém krokiiyvzorky 3x vystaveny mikrovinam a
poté umisiny na tepaku na led. K odvodini vzorki byla vyuZita etanolovdéada (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%), v kazdém roztokly ppnechany 15 minut,éhem
kterych byly ogt 3x vystaveny mikrovinam. Nasledovalo postupnégywzorki pryskyici
(100% etanol a epoxidova prysioe Epon v poréru 2:1, 1:1, 1:2). V kazdém stupni hodinu a
pul. Béhem této doby byly vzorky 5x vystavenyiiku mikrovin a poté umishy na rotéku
do chladové mistnosti.i® noc byly vzorky sycengistou (100%) pryskyici a umisgny
do exsikatoru, aby nedoslo k jejich navlhnutiiSB den byly tka& zalévany do forndek a
umiseény do termoboxu wvy@tého na 60°C, dokud nezpolymerovaly (48 hodin). Na
mikrotomu (Reichert — Jung) byly krajeny poloteri&ey (0,4 um), které byly nasledujici den
barveny toluidinovou mad a pozorovany sitelnym mikroskopem Olympus CX41. Digitalni
fotografie byly pdizeny fotoaparatem Olympus 510 a nastedmpravovany softwarem
QuickPHOTO CAMERA 2.2.

3.4 Imunocytochemie na polotenkyclfezech

Afinitn¢ precisténé imunoglobulinové frakce krélch protilatek (déle Ra X katB, Ra
X katL) byly pouzity pro lokalizaci travicich pedéz metodou népmé imunofluorescence
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(Franta a kol., 2010).tPprocesu zn&ni protilatkami bylyfezy umistny v plastové doze na
navihktené buniing, aby se zamezilo jejich vyschnuti, a to béstppu s¥tla. Cela konirka
byla umisténa natepace. Tim bylo dosazeno lepSihfigtupu protilatek k antigeim.

Na kazdytez bylo naneseno 50ul blokovaciho roztoku (1% BB®j6 suSené mléko,
0,3% PBS-T), ktery vyblokoval nespecifické vazbyedP pouzitim byl blokovaci roztok 8
minut centrifugovan f 13 000 otékach a poté igfiltrovan ges 0,22 um filtr (Millipore).
Blokovaci sérum bylo na vzorcich ponechano 10 minasleds byly fezy promyty PBS-T
(2 x 5 minut). Primarni protilatky byly wgdény v PBS-T na poZzadovanou koncentraci a poté
5 minut centrifugovanyip 13 000 otdkach. Inkubace primarnimi protilatkami probihala ve
tmé a vihku 3,5 hodiny. Na kontrolni vzorek byl nanegp@uze PBS-T. Po odséti primarnich
protilatek bylytezy promyty PBS-T (4 x 5 minut). Fluoreséahbarvivo (Alexa Flud? 488
— Molecular Probes) byla fekna v PBS-T v porru 1:500, inkubace trvala 1 hodinu. Poté
byly vzorky ogt promyty PBS-T (4 x 5 minut). K obarveni jader Bkire tedy i k lepSi
orientaci ve sevni tkani byly vzorky barveny 7 minut pomoci DARIa kazdy vzorek bylo
naneseno 50ul DAPIlredéné v koncentraci 0,12 mg/ml destilované vody. Ruoté vzorky
promyty PBS-T (3 x 5 minut) a destilovanou vodoun{iut). Uschlé vzorky byly zality do
2,5% DABCO (Sigma-Aldrich) v glycerolu. K vyhodnadeiezi byl pouzit konfokalni
mikroskop Olympus FW1000.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Zmeény morfologie streva nymfy KliS#te Ixodes ricinus v pribéhu a po

ukonéeni sani

Zmeény morfologie steva byly studovany s vyuZzitim &elné mikroskopie. Jednotlivé
vzorky stev byly ziskavany viiznychc¢asovych intervalech v fibéhu psti tydni. Jednalo se
o steva nenasatych nymf (UF), jeden (1d), dva (2d}iay (3d) sajicich nymf, pt
nasatych nymf (TO) a dale areta nymf jeden (T1), dva (T2)i (T3) actyii (T4) tydny po
ukorgeni sani. VSechny vzorky tkani bylyyodre zalévany do pryskice LR White a poté
pozorovany. Vzhledem k tomu, Ze jsoéest nenasatych nymf areta jeden, dva ditdny
sajicich nymf velmi mala, byl pokus opakovan s tdxdilem, Ze jednotlivé vzorky tkani byly
morfologie steva i u velmi drobnych tkani a tim i ziskani hoaw@tich vysledk. U vzorka
sttev plné nasatych nymf a u igv nymf, které jiz uko&ily sani bylo vyuZito preparat
zalitych do pryskiice LR White.

U nenasatych nymf je lumeniesta velmi Uzké, protoZze neobsahuje Zadnijatpu
krev. Stna steva je kKehka a jednotlivé hiky jsou v této fazi velmi malé. Lumen je
obklopeno rezervnimi bikami a roveZz buikami travicimi, které jsou zachovany
z predchazejiciho vyvojového larvalniho stadia. Traviminky mohou byt vyplgny
rezidualnimi &lisky a nestravenymi zbytky hemoglobinu (z larvanistadia), které jsou
ulozeny v endozomech (obr. 7 - UF).

Béhem prvniho dne séni dochazi k ré@géni stevniho lumen, jakosledek pijmu
hostitelské krve. Ve stvni dutir® vSak zatim nejsou viditelné krystaly hemoglobiSttevni
sttna je nyni pev§Si a je tvdena vznikajicimi travicimi hikami s malym pétem
endozoni. RovreZ |ze pozorovat hiky rezervni, které jsouiftomny na vejSi strag streva
(obr. 7 —1. den).

Druhy den sani dochazi &stu rezervnich butk a tudiz k jejich diferenciaci na tiky
travici. Stevni lumen se dale rozgje, zatim zde vSak stale neni viditelna krev helsti
Namisto toho zde Ize pozorovat travicinky, z nichz rkteré se odléuji od bazalni
membrany. Biikky se uvohuji do stevniho lumen, odkud jsou spofe s dalSimi metabolity

vylu¢ovany z ¢éla nymfy (obr. 8 — 2. den).
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Béhem 3. dne sani pozorujemesBovani travicich buk, v jejichZ cytoplasrm roste
mnozstvi endozoth Spoléné s ristem buik dochazi také k roz&vani stevniho lumen, ve
kterém je jiz mozné pozorovat krev hostitele. \Otdézi sani a trdveni je celéresto
nejpevrjsi (obr. 8 — 3. den).

U pIné nasatych nymf dosahuje lumetiesta maximalni velikosti a je zcela najho
krvi. Od této faze jiz nepozorujeme uwoVani travicich buék do nitra steva. Epitel seva
je tvaken travicimi bitkami s velkym psétem endozonin Jak v této fazi, tak v nasledujicich
¢tyiech tydnech je celéistvo velmi Kehké. (obr. 9 — TO)

Tyden po ukodeni sani na hostiteli nepozorujeme jiz dalSi tox&ini stevniho
lumen. To je vypldno mnozstvim hemoglobinovych fragmémiizné velikosti. Naproti tomu
v8ak doch&zi kvyraznémuistu travicich bugk. Ty jsou velké a obsahuji mnoZstvi
endozond (obr. 9 — T1).

O tyden pozdi je patrné z¥tSovani objemu travicich bgk na ukor velikosti lumen
streva. Travici biiky obsahujici velké mnozstvi endozbwycnivaji do nitra seva, které je
diky tomu zGzeno (obr. 10 — T2).

Tt tydny po ukoreni sani na hostiteli dochazi k dalSindstu travicich buék. Ty
nyni tvai vétSinu objemu geva a devni lumen je spot@é se svym obsahem v uzSich
vychlipeninach s$eva zcela utkeno travicimi bilkami. Lumen je pozorovatelné pouze
v SirSich¢astech geva (obr. 10 - T3).

M¢sic po plném nasati nedochazi k vygg&im morfologickym zminam uvnit

streva. Travici biiky jsou velké a obsahuji rovh velké mnozstvi endozanfobr. 11 — T4).
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UF

1.den

Obr. 7: Struktura stfeva nymfy klistéte Ixodes ricinus sajici jeden den na hostiteli (1. den) a nymfy nenasaté (UF). Polotenké fezy (0,4 um) barveny
toluidinovou modfi, v pryskyfici EPON, pozorované svételnym mikroskopem. A: méfitko 50 pm, B: méfitko 20 pm, SL - stievni lumen, TB -
travici buiika, RB - rezervni buiika.
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2.den

Obr. 8: Struktura stfeva nymfy kliStéte Ixodes ricinus sajici dva (2. den) a tfi (3. den) dny na hostiteli. Polotenké fezy (0,4 pm) barveny toluidinovou
modfi, v pryskyfici EPON, pozorované svételnym mikroskopem. A: méfitko 50 pm, B: méfitko 20 pm, SL - stfevni lumen, TB - travici buiika, RB -
rezervni buika.
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Obr. 9: Struktura stfeva nymfy klistéte Ixodes ricinus plné nasaté (T0) a tyden po ukonceni sani na hostiteli (T1). Polotenké fezy (0,4 pm) barveny
toluidinovou modii, v pryskyfici EPON (T0) a LR White (T1), pozorované svételnym mikroskopem. A: métitko 50 pm, B: métitko 20 pm, SL -
stfevni lumen, TB - travici burika.

L5 50pm.
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Obr. 10: Struktura stieva nymfy kliStéte Ixodes ricinus dva (T2) a tfi tydny po ukonceni sani na hostiteli (T3). Polotenké fezy (0,4 pm) barveny
toluidinovou modii, v pryskytici LR White, pozorované svételnym mikroskopem. A: méfitko 50 pm, B: méfitko 20 pm, SL - stfevni lumen, TB -
travici burika.
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Obr. 11: Struktura stieva nymfy klistéte Ixodes ricinus Ctyii tydny po ukonceni séni na hostiteli (T4). Polotenké fezy (0,4 pm) barveny toluidinovou
modfi, v pryskyfici LR White, pozorované svételnym mikroskopem. A: méfitko 50 pm, B: méfitko 20 pm, SL - stievni lumen, TB - travici buiika.
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4.2 Lokalizace travicich peptidaz ve sevech nymf kli¥at | xodes ricinus

DalSim cilem préce byla lokalizace travicich pegiti katepsinu B a L versi€ nymf.
Pro lokalizaci byly vyuzity imunoglobulinové fraké&ealicich protilatek peciSttné pomoci
afinitni chromatografie. dchto protilatek bylo vyuzito k lokalizaci danychpgtielaz metodou

negimé imunofluorescence.

4.2.1 Imunolokalizace katepsinu B

Lokalizace katepsinu B (IrCB) byla provadh na polotenkychtezech. Jednotlivé
vzorky byly ziskavany viznych ¢asovych intervalech sani (nenasaté nymfy, nymficisaj
jeden, dva ait dny, plné nasaté nymfy a nymfy jeden, dv¥aatctyii tydny po ukogeni sani
na hostiteli). Negativni kontroly bylo dosazeno &ghanim primarni protilatky a vyuzitim
pouze fluorescamiho barviva. Tato kontrola byla diky vysoce spekifm protilatkdm
dost&ujici. U vSech zkoumanych vzdrkbyla v ffizné mfe zjiS€na gitomnost IrCB. Za
Ucelem zisku co nejkvalitSich vysledk byly protilatky proti katepsinu B pouzity ve dvou
koncentracich, a sice 75 pg/ml a 30 pg/ml. Prokgetgegimou imunofluorescenci bylo pro
optimalni pondr signal-pozadi pouzittedni Ra X katB na koncentraci 30 pg/ml.

U nenaséatych nymf byl pozorovan relatiwysoky signal katepsinu B (IrCB). Jelikoz
v této fazi nedochazi j&sk traveni hostitelské krve, je prajmbdobné, Ze fjifomné travici
peptidazy jsou zachovany z traveni hostitelské kaxev (Fedchozi vyvojové stadium) nikoli
nymf. Vysoka hladina katepsinu Buie byt zapicinéna dv¥ma faktory. Jelikoz je Btvo
nenasatych nymf a rova jednotlivé travici bikky velmi malé, je mozné, Ze detekovany
signal IrCB je zjgsoben nahroma&dim velkého mnozstvi malych b&knvedle sebe a tim i
zdanlivé zvySeni mnozstvi katepsinu B. DalSi mozpédinou vysoké hladiny IrCB je
moznost, Ze nymféekajici na hostitele ma jiz nasyntetizovanotitau hladinu katepsinu B.
Tuto hladinu IrCB si zachovava v ditkdy ¢eké na hostitele a pomalu travi posledni zbytky
potravy. Jakmile najde hostitele nového a tim iynodroj potravy, zéne proteazy ponechané
z larvalniho stadia degradovat a postupahrazovat proteazami novymi (obr. 12 — UF). To
by vyswtlovalo skuténost, Ze v prvni a druhy den sani je hladina kated snizena.

Ve stevech nymf, které saly na hostiteli jeden den, &ivpozorujeme fitomnost
IrCB. Intenzita signdlu je vS8ak mnohem slabSi ng&edchozi den. Diky zvyraznym

burg¢nym jadéim je moZné pozorovat vyraznéégseni celého stva v pfibéhu jednoho dne,
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kdy se jednotliva jadra bgk od sebe oddaluji tim, jak jejich cytoplasmy rostde tedy
pravcEpodobné, Ze distem steva dochazi zaroviek roztahovani mist, kde jetippmen
Druhy den sani dochazi k vyraznému zvySeni objetjaté krve a tim i k ndistu
mnoZstvi IrCB v travicich hikach (obr. 13 — 2. den). Tento fsirvrcholi 3. den sani, kdy je
signal pro IrCB nejsil&i patrny v travicich biikach, které se odtily od bazalni membrany
do stevniho lumen. Row¥ dochazi k vyraznému &govani celého stva (obr. 13 — 3. den).
U pIr¢ nasatych nymf pozorujeme snizovani intenzity dignéCB. Prava@podobr
zde dochazi ke zpomalovani traveni, protoze nyntfamto stadiu jiz nefjlima potravu a
energii z potravy bude postuprspotebovavat pro fgnmenu na dosgice a déle hem
mozného dlouhéhéekani na nového hostitele. Velikostesta se v této fazi jiz nemi. (obr.
14 - TO).
Tato tendence poktaje i u nymf jeden (obr. 14 — T1) a dva (obr. 1%2) tydny po
ukorteni sani na hostiteli. | zdetreme pozorovat pokles mnozst¥itpmného katepsinu B.
Tii tydny (obr. 15 — T3) po uk@eni sani se mnozstviitpmného IrCB ot zvySuje.
Tento naiist vrcholi 4. tyden, kdy pozorujeme vysokou int&mzsignalu pitomného
katepsinu B (obr. 16 — T4). Ta je vSak mnohem mi&% v 3. den sani. Nymfa se v této fazi
pravéEpodobré zatina pFipravovat na feménu na dosgice. Tato penena je energeticky

narana a pravépodobrk praw proto pozorujeme @povneé zintenziveeni traveni
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UF

1.den

Obr. 12: Imunolokalizace katepsinu B (A, B) ve stievech nymf kli§téte Ixodes ricinus u nenasétych nymf (UF) a u nymf sajicich jeden den na hostiteli (1.
den). Polotenké fezy (0,4 um), v pryskyiici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 pm, C: kontrola, méftitko
20 pm.
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2. den

3. den

-
.
Obr. 13: Imunolokalizace katepsinu B (A, B) ve stfevech nymf klistéte Ixodes ricinus u dva (2. den) a tfi (3. den) dny sajicich nymf na hostiteli. Polotenké
fezy (0,4 pm), v pryskyfici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 pm, C: kontrola, méfitko 20 pm.
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A C
TO
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Obr. 14: Imunolokalizace katepsinu B (A, B) ve stfevech nymf klitéte Ixodes ricinus u pln€ nasatych nymf (T0) a u nymf tyden (T1) po ukonceni sani na
hostiteli. Polotenké fezy (0,4 pm), v pryskyiici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 pm, C: kontrola,
méfitko 20 pm.
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T2

T3

Obr. 15: Imunolokalizace katepsinu B (A, B) ve stievech nymf klistéte Ixodes ricinus u nymf dva (T2) a tfi (T3) tydny po ukonceni séni na hostiteli.
Polotenké fezy (0,4 um), v pryskyftici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 um, B: méfitko 20 um, C: kontrola, méfitko
20 pm.
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T4

Obr. 16: Imunolokalizace katepsinu B (A, B) ve stievech nymf kli§téte Ixodes ricinus Ctyfi tydny po ukonceni sani na hostiteli (T4). Polotenké fezy (0,4
um), v pryskyfici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 um, C: kontrola, métitko 20 pm.
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4.2.2 Imunolokalizace katepsinu L

Pro imunolokalizaci katepsinu L byly stanoveny mséejpodminky jako pro
imunolokalizaci katepsinu B. fRomnost katepsinu L vSak nebyla tak jedn@mdajako
piitomnost katepsinu B. Stejfako protilatky proti katepsinu B i protilatky grkatepsinu L
byly pouzity ve dvou koncentracich (80 pg/ml, 32mily, vzhledem k nizké intenzisignalu
IrCL bylo k zisk&ni vhodnych vyslefkvyuZito Ra X katL o koncentraci 80 pg/ml. Ré¥n
pii stanoveni katepsinu L bylo dosaZzeno negativnirebnvynechanim primarni protilatky a
pouzitim pouze fluorescéniho barviva.

U nenasatych nymf (obr. 17 — UF) bylo mnoZstvegatnu L vysSi nez u den (obr. 17
— 1. den), resp. dva (obr. 18 — 2. den) dny s#&jicigmf. Tento jev byl pravgodobré
zpasoben pitomnosti peptidaz zipdchazejiciho vyvojového stadia.

NejvyrazrjSi piitomnost katepsinu L byla, sté&npako u katepsinu B, pozorovana
v pribéhu tetiho dne sani. V tomto dntggmé¢ dochazi k maximalnimu travenfijaté krve
(obr. 18 — 3. den).

Po ukorteni sani (obr. 19 — TO) a v nasledujicich dvou épthin(obr. 19 — T1, 20 — T2)
dochézi k poklesu mnozstvi katepsinu L v traviddahikach na minimum, protoze dochazi ke
zpomalovani traveni.&@em této doby dochéazi k vyraznému poklesu interszggalu.

Tii tydny po ukoreni sani na hostiteli dochazi épk intenzivrgjSimu traveni.
Intenzita signélu pro IrCL se zvySuje (obr. 20 9.T3

M¢sic po ukorieni sani pozorujeme vysoky obsah katepsinu L vitkafobr. 21 —
T4).
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Obr. 17: Imunolokalizace katepsinu L (A, B) ve stfevech nymf klistéte Ixodes ricinus u nenasatych nymf (UF) a u nymf sajicich jeden den na hostiteli

(1. den). Polotenké fezy (0,4 um), v pryskyiici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pum, B: méfitko 20 pm, C: kontrola,
méfitko 20 pm.
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2.den

.
A C
3.den

Obr. 18: Imunolokalizace katepsinu L (A, B) ve stfevech nymf klistéte Ixodes ricinus u dva (2. den) a tii (3. den) dny sajicich nymf na hostiteli. Polotenké
fezy (0,4 um), v pryskyftici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 pm, C: kontrola, méfitko 20 um.
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Obr. 19: Imunolokalizace katepsinu L (A, B) ve stfevech nymf kliStéte Ixodes ricinus u plné nasatych nymf (T0) a u nymf tyden po ukonceni séni na
hostiteli (T1). Polotenké fezy (0,4 pm), v pryskyfici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 um, C: kontrola,
m¢éfitko 20 pm.
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Obr. 20: Imunolokalizace katepsinu L (A, B) ve stievech nymf kliStéte Ixodes ricinus u nymf dva (T2) a tfi (T3) tydny po ukonceni sani na hostiteli.
Polotenké fezy (0,4 um), v pryskyftici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: méfitko 20 pm, C: kontrola, méftitko 20
pm.
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T4

Obr. 21: Imunolokalizace katepsinu L (A, B) ve stievech nymf klistéte Ixodes ricinus u nymf Ctyfi tydny po ukonceni sani na hostiteli (T4). Polotenké fezy
(0,4 pm), v pryskyftici LR White, pozorované konfokalnim mikroskopem. A: méfitko 40 pm, B: métitko 20 pm, C: kontrola, méfitko 20 pm.
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5. Zavér

Jednim z cifl bakald&ské prace bylo studium morfologickych &mve stew nymf
klistéte Ixodes ricinus v praibéhu sani nymfy na hostiteli afipnasledné metamorféze na
dosglce. K pozorovani morfologickych zim bylo vyuZzito s¥telné mikroskopie. V praci byl
popsan postupny vznik travicich itna v dalSich fazich traveni tvorba travicich vadkuo
RovreZz bylo popsano rozepinanitestniho lumen a zarowerast celého geva nymfy.

Konfokalniho mikroskopu bylo vyuzito k lokalizaitévicich peptidaz. Tyto peptidazy
Ucastnici se 8peni hemoglobinu hostitelské krve byly detekovangtaodou nefimé
imunofluorescence. Diky pouZitiggiSténych protilatek nedochazelo k faleSnym lokalizacim
peptidaz mimo travici hiky. U nenasatych nymf, u jeden, dv&,dny sajicich nymf, pl&
nasatych nymf a u nymf jeden, dvai & ¢tyfi tydny po ukoieni sani byla stanovena
lokalizace katepsinu B a katepsinu L. Cysteinovgdtigaza katepsin B (IrCB) byla vwizném
mnozstvi lokalizovana v pbéhu sani i metamorfézy u vSech pozorovanych wtork
Cysteinovou peptidazu katepsin L (IrCL), bylo moddaiekovat pouze ke konci sani nymf a
pak az &sre pred gevletenim na dosfice, tedy #ejm¢ ve dvou vrcholech travici aktivity.

U nenasatych nymf byl fgjomny IrCB i IrCL poZstaly Zejm¢ z predchoziho
larvalniho stadia. NeftSi nafist gritomnosti obou peptidaz byl pozorovan 3. den, kg b
signél nejintenzivgsi. U plre nasatych nymf a roé u nymf tyden, resp. 2 tydny po
ukoneni sani bylo pozorovano snizeni intenzity sigmddau peptidaz. Zatimco signal IrCB
byl patrny, by v niZsi intenzi, u vSechitech vzorki, signal pro katepsin L nebyl detekovan.
Tti tydny po ukoreni sani na hostiteli byl pozorovanétgvny vzestup intenzity signélu pro
oh¢ peptidazy, tento nast pretrval i do tydnetvrtého. Ve vSech vzorcich byla zaznamenana
nizsi intenzita signalu katepsinu L nez intenzigm&lu katepsinu B ii@s to, Ze protilatka
proti katepsinu L byla pouzita ve vysSi koncentraci

Pro blizSi pochopeni pozorovanych&nv hladinidch katepsinu B a L bude nutné tyto
vysledky korelovat s enzymatickymi aktivitami vefestnich homogenatech nymf. Tato

stanoveni jsou v s@éasné dob provadna v ramci jiné diplomoveé préace.
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